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2000'1li Yillara Girerken Retina
Hastaliklarinin Gen Tedavisi”

Glingor SOBACH

OZET
2000'Li YILLARA GIRERKEN RETINA HASTALIKLARININ GEN TEDAVISi

Viicutta gozdekinden daha fazla oranda kalitsal hastalik igeren bir organ yokturl. Gozde yagsam
boyu siiren ve yasamsal dnemi bulunan kalitsal ve edinsel hastaliklarin pek ¢ogunun yer aldigi re-
tina, gen tedavisi icin yakin bir gelecekte hedef doku olarak goriilmektedir. Bu makalede, retina
hastaliklarinin gen tedavisindeki klinik oncesi gelismeler ve sorunlar gozden gegirilerek bu te-
davinin klinikte uygulanabilirligi konusu irdelenmektedir. '

ANAHTAR KELIMELER : Gen tedavisi, retina.

SUMMARY
GENE THERAPY FOR RETINAL DISORDERS TOWARD YEAR 2000

No other organ in the body except the eye has a higher percentage of disorders arising primarily
from genetic causes!. The retina which has the most of vital and lifelong important disorders of he-
reditary or acquired origin in the eye seems to be the target tissue in the near future. In this article,

reviewing preclinical studies, applicability of this mode of therapy in the clinic was discussed. Ret-
vit 2000; 8: 187-196.

KEY WORDS : Gene therapy, retina.

DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapisinin

Watson ve Crick tarafindan 1953 yilinda ta-

mmlanmasi ile birlikte 1968 yilinda ilk gen
klonlamas1 ve 1971 yilinda ilk DNA sekansi
basarildi. Insan genomunun 3,3 milyar baz ¢if-
tinden olustugu, insan biinyesinde 100.000 ci-
varmda eksprese gen bulundugu bildirilmek-
tedir>. Bunlardan 4000'den fazlasinda tek gen
bagimhi hastalik belirlenmigtiS. Bu miktarin
yeni molekiiler genetik yontemlerin uy-
gulanmas! ile gliniimiizde daha da artmast ola-

* TOD Ankara Subesi 1999 Subat Ay: Bilimsel Top-
lantisi'nda kismen sunulmustur.
1 Do¢.Dr., GATA Goz AD., Ogretim Uyesi.

sidir, Viicutta gdzdekinden daha fazla oranda
genetik kokenli hastalik iceren bir organ yok-
tur'. Yiizbin genden 2000'inin goézde; bun-
lardan 1500'{iniin ise retinada bulundugu bil-
dirilmektedir®. Oftalmoloji ve ozellikle retina
hastaliklari genetik bilimin gelismesinde oncii

olmu§tur] 356,

Gen Tedavisi

Dogumsal ve edinsel hastaliklarin, hiicresel
diizeyde genetik modifikasyonla tedavisidir.
Bu tedavide

kanizmalarina yonelik, molekiiler diizeyde

hastaliklarin  olugum  me-

yani koktenci bir yaklagim s6z konusudur. Bu-
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rada iizerinde iglem yapilan nesne, oOzgiin
hiicre iglevlerini ya da yapisal protein olu-
sumunu saglayan temel kalitim birimi olan
genlerdir’. Gen tedavisi etik nedenlerle insan
germinal hiicrelerine uygulanmaz. Gen te-
davisi, hedef hiicreye yabanci olan DNA se-
kansinin bu hiicrede kalici bir gekilde bag-
lanarak bu  hiicreden yeterli miktarda
sunulmasim  (ekspresyonunu) gerektirir. Bu
maksatla, iglevsel gen: (1) insan bedeninde (in
vivo) hedeflenip etkinlestirilmekte, (2) dis or-
tamda (eks vivo) yonlendirilip bedende et-

kinlik gostermektedir’.

Gen tedavisinde genetik ozelliklerin hedef
hiicreye taginabilmesi icin aract molekiillere
(vektorler) gereksinim vardir. Bunlar: (1) viral
veya (2) viral olmayan tagiyicilardir’ 8.

Viral tastyici olarak pek ¢ok RNA ve DNA
viriisleri kullanilmigsa da giinlimiizde en sik
kullanilanlari: Retroviruslar (RV), Adenovirus
(AV) ve Adeno-bagiml virus (ABV)'tiir. Bun-
lar, rekombinan teknoloji iiriinii, enfeksiyon
olugturabilme o6zellikleri kaybettirilmis olan
viriislerdir®?.

Viral olmayan tagiyicilar arasinda en sik
kullanilanlar lipozom aracili uygulamalar ve
mikroenjeksiyon  uygulamalandir®”.  Gii-
niimiizde viral tagtyicilar yeglenmektedir>. Bu-
nunla birlikte, gerek viral gerekse nonviral ta-
styicilarm  birbirine kiyaslanabilir 6zellikleri
ve buna bagli olarak da gen tedavisi uy-
gulamalarinda oncelikleri vardir-7-10:11,12,13

Gen tedavisi uygulamalarinda temel
yaklasimlar:

A. Dominan yaklasim: Zararl: gen eks-

presyonunun  dnlenmesidir, &rnegin
proliferatif vitreoretinopati (PVR) ve
proliferatif diyabetik retinopati'de ol-

dugu gibi.. Bunun igin: (1) geni yo-

ketmek, (2) gen driinlerini yoketmek,
(3) hiicreyi  yoketmeyc yonelik gi-
risimlerden birinin basarilmasi gerekir.

B. Resesif yaklagim: Islevsel gen aktarimi
ile hastalik tedavi edilir, ornegin re-
tinitis pigmentoza'da Fosfodiesteraz-
Beta (PDE-B) ve retinoblastoma'da Rb
gen transferi gibi...

Insanda gen tedavisi uygulamalars :

Ik gen tedavisi 14 Eyliil 1990 tarihinde
Adenozin Deaminaz (ADA) enzim eksikligine
bagli "Ciddi Immiin Yetmezlik" hastalig1 olan 4
yasindaki bir kiz ¢ocugunda uygulandi'4. Hem
hiicresel hem de hiimoral immiinitenin yet-
mezlifine bagh olarak olduk¢a hizlt ve &liim-
ciil seyirli bu hastalik tedavisindeki bagaril so-
nuclar, gen tedavisinin klinik uygulamadaki
yerini saglamlastirmigtir. 1992 yilinda 12 olan
FDA (Federal Drug Administration) ve RAC
(Reco;nbinant Advisory Committee) onayli
protokol sayisi, 1996'da 120 protokol ve
1000'den fazla hastay: kapsamis iken, 1997'de
2000'den fazla protokol ve 2000'den fazla has-
taya ulasmistir>. Giiniimiizde en sik uygulanan
gen tedavisi uygulamalarinin basinda kanser,
AIDS ve kistik fibrozis gelmektedir®. Goz has-
taliklar1 "halen gen tedavisi protokollesi ara-
sinda yer almamaktadir. Nedeni, agirlikli ola-
rak, ilk yillarda bu tedavinin emniyeti konu-
sundaki c¢ekincelerin, bu tedaviyi, 6lim ris-
kinin yiiksek.oldugu olgularla sinirlamasidir®.

Retina hastaliklarinda gen tedavisi:

Retinanin kalitsal vasifli hastaliklarmin in-
sidensleri (6rnegin ritinitis pigmentoza 1/4000
olgu) oldukg¢a yiiksek olup edinsel olanlar da
dahil pek cogunda korliikk kagiilmazdir ve
sosyoekonomik yanlari ile toplumsal bir so-
rundurlar. Bu hastaliklarin pek ¢ogunun pa-
tofizyolojisi tanimlanmig olup, i¢ ve dis ortam-
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daki ta§1jnc1' sistemlerinin etkinlifi ve em-
niyetinin arastirilabilecegi uygun hayvan mo-

delleri vardir.

Bu o6zellikleri ile befaber, goz gen tedavisi
i¢in ilgi ¢ekici bir organdir. Goz kiiresinin ana-
tomik ve iglevsel biitiinliigiiniin olusturdugu
kapali ortam yanisira, subretinal alanin immiin
Ozgiinlligli gen tedavisinin lokalize, emniyetli
ve etkin olarak uygulanmasina olanak sag-
layabilir. Deneysel uygulamalarda sistemik ye-
rine, topikal, subtenon, intrakameral, int-
ravitreal ve subretinal enjeksiyonlar ile gdzde
gen tedavisinin emniyetli ve kolay bir gekilde
hedef hiicreye yonelimi saglanabilmektedir.
Bu nedenlerle retina hastaliklart 2000'li yil-
larda gen tedavisine aday hastaliklarin basinda
gelmektedir.

Oftalmolojideki ilk gen tedavisi Doheny
Goz Enstitiisii'nde Stephen J.Ryan ve ark. ta-
rafindan PVR gelistirilen tavsan gozlerinde
gerceklestirilmistir'>. Bu caligmada dominan
yaklagim yani olimciill gen tedavisi uy-
gulanmustir. Bu tedavi, normalde retina ve vit-
reusta Herpes Simpleks Virus Timidin Kinaz
(HSV-TK) geni bulunmadi§t; bu genin var-
liginda HSV'ye 6zgiin niikleosid analogu olan
Gansiklovir'in ~sistemik ya da lokal uy-
gulamasinin  hiicre i¢inde sitotoksik  tri-
fosfatlara doniiserek, DNA Polimeraz enzimi
inhibe etmesi ile HS'V—TK iceren, yani frans—
diiksiyona ugrayan hiicreleri ¢ldiirdiigii ger-
¢egine dayanmaktadir. Bu c¢alismada PVR'nin
onlenmesinde transfekte hiicrelere komsu hiic-
relerde de tedavi edici etkinlik yani "bystander
etki"nin Onemli bir katkist bulundugu an-
lagilmigtir. Retina dekolmani tedavisindeki en
onemli bagarisizlik nedeni olarak giincelligini
koruyan PVR i¢in gen tedavisi protokolii Ryan

ve arkadaglari tarafindan hazirlanmig ve
FDA'dan onay beklemektedir®.

Retinitis Pigmentoza (RP)'da gen te-
davisi:

RP'da 22 allelik heterojenite ve 70 dominan
gen mutasyonu saptanm1§t1r6. Yani genetik he-
terojenite gosterir. Bunun mevcut mutasyonla-
rin iigte biri kadari oldugu belirtilmektedir!®.
RP i¢in iyi tanimlanmig hayvan modelleri var-
dir. En onemlisi farelerdir. Bunlarin genomlari
oldukga iyi tanimlanmigtir ve genomlarin de-
gistirilmesi kolaydir, transjenik uygulama ile
otozomal dominan ve hedeflenmis gen tahribi
yoluyla da resesif RP modelleri olusturulabil-

mektedir 1718,

Siklik guanozin mono fosfat (c-GMP) beta
alt tinitesi (PDE-B)'ndeki mutasyonlar fare,
kopek, insanlarda ve diger bazi canlilarda oto-
zomal resesif gecigli retina dejenerasyonu ile
sonlanirlar. Dogal olarak bu mutasyonun iz-
lenebildigi en tipik 6rnek retina dejenerasyonlu
(rd) fareleridir. Bunlar rod 6zgiin PDE-f ge-
nindeki mutasyonlar dogum sonrasi hizh iler-
leyen ve Oncelikli olarak rodlarin 6liimii ile so-
nuglanan retinit pigmenter tablosu gosterirler.
RP'da Rodopsin yanisira PDE-, Periferin/Rds,
ROM-1, CGMP ve Miyosin VII-A genlerinde

mutasyon saptanmistir 36, Tiim retina dist-

rofilerinde oldugu gibi RP'da da fotoreseptor-
lerin 6liimiine yol agan temcl patolojik me-

kanizma apopitozistir (programl hiicre &liimii)
ve bu hastalardaki gen mutasyonlar1 ile te-
tiklenmektedir 6-1920- RP'da gen tedavisi ya-
pabilmesi i¢in mutasyonlarin olustugu fo-
toreseptorler tabakasina ulasilmalidir. Bununla
birlikte normalde néronal yapida ve boliinme
gostermeyen bu hiicrelerin i¢ ortamda yeterli
transdiiksiyonu olduk¢a gii¢ bir iglemdir. Bu
maksatla, civarda bu bakimdan daha elverigli
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bir yap1 gosteren retina pigment epiteli (RPE)
nin transdiiksiyonu saglanip, komsulugundaki
fotoreseptorlere yapisal olmayan fonksiyonel
gen, sckresyon ya da diffiizyon yolu ile ulag-
tirilabilir. Fotoreseptorlere gen transferi igin
subretinal enjeksiyon, intravitreal enjeksiyona
gore daha etkili goziikmektedir. Oysa, in-
travitreal uygulamanin ganglion hiicrelerine
geni daha kolay ulastirdig) anlagilmigtir. Sub-
retinal uygulamada gen transferinin yalnizca
bu alanla sinirli kalmasi 6nemli bir sorun ola-
rak goriilmektedir. Bu sorun, bu tedavinin
daha genis bir alanda uygulanmasi veya ayni
tagiyicinin RPE'de olusturacag transdiiksiyon
yoluyla yakinindaki fotoreseptoriere gen trans-
ferini artirmasi ile agilabilir. Fotoreseptorler-
deki kalitsal defekti diizeltmeye yonelik ilk ¢a-
liyma Bennett ve arkadaglar tarafindan
1996'da rapor edilmistir. Bu ¢aligmada normal
PDE-B i¢cin kemirici cDNA's1 tasiyan CMV
(Sitomegaloviriis) ile yonlendirilen AV (Ad.
CMVBPDE), rd farelerde subretinal alana en-
jekte edilmis ve bu alanda kontrollere kiyasla
6 hafta siiren iglevsel gen ckspresyonu ile fo-
toreseptor kaybinm ve retina dejenerasyonunun

hizinda yavaslama saglanm1§tlr21.

Bu ca-
ligmadaki diger ¢cok énemli bir bulgu, bu hay-
van uygulamasinda optik sinir ve beyin bagta
olmak iizere diger organlarda gen transferinin
olugmadigint immiin histokimyasal boyama ve
PCR (Polimerase Chain Reaction) ile ortaya
konmasidir. Saperstein ve ark ABV ile mu-
aymunlarda fotoreseptore 6zgiin gen aktarimini
basardiklarimi bildirmektedirler?. Reichel ve
ark., rds farelerde subretinal enjeksiyon ile is-
levsel Periferin geninin aktarimini bagarmig-
lardir 23.

Ribozom aracili gen transferi ile otozomal
dominan RP'l1 sicanlardaki fotoreseptor de-

jenerasyonu 3 ay siireyle yavaglatilabilmistir
23 Ribozomlarin ABV'e klonlanmast ile aliman
olumlu sonuglar diger bir caligmada da dog-
rulanmigtir 24,

RP'da gen tedavisinin apopitoza yol agan
genler iizerinden de yapilabilmesi miimkiindiir.
Bu maksatla RP'da kurtarici genlerin kullanimi
on plandadir, Omegin, proapopitotik dzellikteki
P53 ve c-fos genlerinin tahrip edildigi mutant
farelerde hiicre 6liim siiresi geciktirebilmistir?’.
Ayrica apopitoz diizenleyicisi olan Bax grubu
ve bunlardan en taninami Bcl-2'nin asin eks-
prese edilmesi halinde fotoreseptor dlimiiniin
onlendigi bir grup tarafindan ileri siirtilmiigse
de digerlerince bu desteklenmemistir 10,25,26.27
Ayrica, antisens yaklagimlarla bu genlerin bloke
edilmesi ya da artirilmasinin miimkiin oldugu

bilinmektedir.

Baz1 biiyiime faktorlerinin retina dejeneras-
yonu iizerindeki olumlu etkilerinin aciklik ka-
zanmas! ile bu yolun gen tedavisinde kul-
lanilmasina yonelik girisimlerde artma goz-
lenmektedir. Bu faktorlerin goz ici enjeksiyon-
larinda transjenik hayvanlarda ve iyatrojenik
hasarl1 modellerde kiyaslanabilir sinir hiicresi
koruyucu etkinlik saptanmigtur?8-30. BFGF-2
salgilayan fibroblastlar bu maktasla kullaml-
diklarinda RCS ratlarindaki fotoreseptor de-
jenerasyonunu azaltabilmislerdir’!. AV vektor
aracthh CNTF (Siliyer Norotrofik Faktor) gen
transferinin ayni vektorle yapilan PDE-B trans-
ferinden 10 kat daha etkili olabildigi bil-
dirilmistir 21 BNDF (Beyin Biiyiime Fak-
torii)'nin retina ganglion hiicrelerini, CNTF ve
BFGF (Bazik Fibroblast Biiyiime Faktorii)'niin
ise fotoreseptorleri daha iyi korudugu bil-
dirilmektedir 29, Viral tagryici ile rekombinan
biiylime faktor saliniminda 6zgiin olarak hedef
hiicreye yonelim zorunlu degildir; bu nedenle
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insanlarda  uygulanabilmesi  kolay  go-

zikmektedir.

Retina distrofisi gibi yasam boyu ve ya-
samsal olma niteligindeki bir hastalik icin ig-
levsel gen sunumunun siireklilik gostermesi
gereklidir. Bennett ve arkadaglar: rd farelerde
100 giin siireyle gen ekspresyonu goz-
lemislerdir 26 Ancak, zaman icinde trans-
diiksiyon gosteren hiicre sayis1 azalmigtir.
Bunun olas: iki nedeni vardir. Birincisi, hiic-
rclerden gen sunumu yapilmaktadir ancak bun-
lar diizenleyici elamanlarinin iglevlerini kay-
betmesi ile tesirsiz hale gelmiglerdir. RP igin
diisiiniildiigiinde, 6rnegin fotoreseptre 6zgiin
promotirlarin kullanilmasi bu sorunu ¢ézmekle
kalmaz hedefe Ozgiin yonelimi de ger-
ceklestirebilir. Tkincisi, viriisiin veya tagidig
genin toksik etki ile ilgili gen ya da hiic-
relerinin kaybina yolagmasidir. AV'ler 3 hafta
civarinda immiin sistem tarafindan tamimlana-
rak transjen sunum siireci kisalabilmektedir.
HIV (Insan Immun Yetmezlik Virusu) kul-
lanildiginda uzun siireli gen sunumu ile rd fa-
relerde yeterli tedavi edici etkinlik sag-
lanabildigi bildirilmistir’2. Bu alandaki en
onemli gelismelerden bir1 antijenik ela-
manlardan ayrtklanmis enkapside AV mini kro-
mozomu (EAM) dur. Bu tasiyic1 ayni zamanda
daha fazla tagima kapasitesine sahiptir. Rd fa-
relerde 18 haftaya dek EAM aracili PDE-
transjen sunumu saglanabilmistir 33, Akimato
ve ark. Herpes simpleks Tip-1 virion proteinin
hedef yani sira civarindaki diger hiicrelere de
gecigl ile retina dejenerasyonlarinin tedavisin-
de hiicreleraras1 gen aktarimui i¢in yeni bir se-
genek oldugunu bildirmektedirler 4. Sub-
retinal alaninin immiin yapisinin dzgiinliigii ve
enflamatuvar yanita kismi duyarsizhifn bi-
- linmekle birlikte, gen tedavisi uygulamalarin-
da bu durumun degismeyecegi garanti edil-

memekte; gen tedavisinin sonuglarindan sz
edebilmek icin daha uzun siireli gézlemlere ge-
reksinim duyulmaktadir.

Diyabetik Retinopati'de gen tedavisi :

Paryani ve ark. iyi hazirlanmig fibronektin-
antisens oligoniikleolidlerin dis ortamda pe-
risitlerde, i¢ ortamda da retina vaskiiler hiic-
relerinde yeterli transdiiksiyon sagladiklarini
bildirmektedirler 3>, Murata ve ark. fotokoagu-
lasyon uyguladiklar1 tavsan ve maymun goz-
lerinde RV kullanarak oldukca uzun siireli ve
yiiksek transdiiksiyon etkinliginde gen sunu-
munu saglayabilmiglerdir. Yazarlar antianjiyo-
jenik gen transferi ile fotokoagulasyon et-
kinligini artirilabilecegini bildirmektedirler 3°.

Yasa Bagh Makiila
(YBMD)'nda gen tedavisi :

Dejenerasyonu

Murata ve ark, Lazer fotokagulasyon ile
Koroid neovaskiilarizasyonu (KNV) olus-
turduklar sigan gozlerinde RV vektoriin sub-
retinal enjeksiyonu ile, 4 ay siireli yeterli dii-
zeyde, tanitict (repoter) gen sunumunu sagla-
muglardir’’. Bu caligmada belirgin "bystander"
etkinlik saptanmigtir. Ayni ¢aligma grubu ayni
yontem ile maymun gozlerinde de benzer so-
nuglar gozlemislerdir 3°. Floresein anjiografik
ve histopatolojik caligmalarinda foveanin ko-
rundugu saptanmigtir. Ryan grubu submakiiler
membran eksizyonu sonrasi yeni KNV'larinin
onlenmesinde, cerrahi sirasinda bu alana TK
geni transferi ile suisid gen tedavisi ya-
pilabilecegini; ya da antianjiojenik dzellikteki
genlerin aktarilabilecegini bildirmektedirler3”.
Takahashi ve ark. RPE hiicre kiiltiiriinde oli-
gonukleotid ve TIMP-3 gen aktarimi ile si¢an
gozlerinde KNV'lar1 inhibe etmislerdir 38, Aki-
moto ve ark. hiicre gelisiminin diizenleyen
E2F Cis elemaninmn klonlanmig oligoniikleo-
tidlerinin fibroblast kiiltiiriindeki c¢ogalmayi
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onledigini bildirmektedirler’®. Sakamoto ve
ark. AV ile ¢oziinilir VEGE/Fit-1 reseptor gen
transferi sagladiklart sicanlarda KNV ge-
lisiminin 6nlendigini bildirmektedirler 0. Ay-
rica, lazer fotokogulasyonu ile KNV olusg-
turulan sican gozlerinde Niikleer Faktor-
Kappa B (NFkB)'yi bloke eden sentetik Oli-
godeoksiniikleotid (ODN) intravitreal ve-
rildiginde KNV hiicrelerinde transdiiksiyon
sagla|1abilmi§tir4l, Murata ve ark.min lazer fo-
tokagulasyonlu gozlerindeki etkin gen trans-
fer1 deneyimi YBMD'da da uygulanabilir 6zel-
likler tagimaktadir. Bununla birlikte subretinal
cerrahi ile genetik modiile RPE'nin trans-
plantasyonu bu konudaki {imit verici ge-
ligmelerdir®-3642:43_Gen tedavisindeki bu de-
neysel baganlar, yakm gelecekte YBMD'nin
fizyopatogenezine yonelik olarak, anormal
gen, Ornegini VEGF ekspresyonlarinin 6n-
lenmesi ya da yetersiz gen, 6rnegin katalaz en-
zimi, ekspresyonlarinin tamamlanmasi olasili-
gim artirmaktadir. Ancak, burada YBMD'nun
tek bir gen denetiminde olmadigi, oldukga
kompleks bir gecis sekli oldugu gdz oniine
alinmalidur.

Mukopalisakkaridoz'da gen tedavisi :

Stramm ve ark. B Glukuronidaz enzim ek-
sikligi olan mutant kopek (MPS-VII) hiic-
relerinin  kiiltiir ortaminda RV ile trans-
diiksiyonunuda aktivitesi
saglammiglardir 44, Verdugo ve ark. dis ortamda
gen aktarnimi sagladiklari MPS-VII kipek hiic-
relerini, lizozomal enzim eksikligine bagl has-
talifi olan ayni hayvanlara verdiklerinde ba-
sartli olduklarini bildirmektedirler 6. Dally
TM ve ark. MPS-VII'li yenidogan farede AV

aracili Beta Glukoronidaz geninin IV (int-

yeterli  enzim

ravendz) enjekte ettiklerinde beyinde mik-
roglia hiicreleri ve menenksler basta olmak
tizere dalak karaciger, bobrek ve retinadan bu

lizozomal depolama hastaliginin 1. haftadan
baglamak lizere 16. haftaya kadar ayrklandigim

e, Yenidoganda hizh organ ge-

gostermislerdir
lisim siirecinde dahi IV yolla uygulandiginda
terapotik etkinligin temini Gnemli bir bul-

gudur.
Retinoblastoma'da gen tedavisi :

Habis tomiirlerin normal tiimér siipressor
gen (Retinoblastoma: Rb gen-) replasmani ile
onlenebildigi gozlenmistir 147, Hayashi ve ar-
kadaglar1 retinoblastoma hiicre kiiltiiriinde ve
bu hiicrelerin yerlestirildigi farelerde 6ldiiriicii
gen tedavisi uygulamiglar ve transfekte ol-
mayan hiicrelerde "bystander etki" goz-
lemiglerdir 8
tinoblastomada gen replasmanmt (Rb) ve

. Hurwitz ve arkadaglari re-

oldiiriicii gen tedavisini kiyaslanuglar ve 6l-
diirlicii gen bystander etkiden kaynaklanan
daha fazla antitiimér etkinlik gosterdigini sap-
tamiglardir &

Proliferatif Vitreoretinopati (PVR)'de
gen tedavisi :

Ryan ve ark. calismas: ile birlikte an-
tiapopitotik ajanlar ve biiyiime faktorlerinin
gen tedavisi ile aktarimuinin retina dekolmanh
gozde anatomik ve gorsel basaryr ar-
tirabilecegi gosterilmistir 13205051 Okazaki
ve ark. PVR gelisiminde rolii oldugu dii-
siniilen sitokinlerin olusumunda diizenleyici
rolii olan NFIB'nin kiiltiir ortaminda RPE pro-
liferasyonunun onledigini gostermislerdir 2.
Akimoto ve ark. hiicre ¢oZalmasim kontrol
eden E2F transkripsiyon faktorii inhibe eden
oligoniikleotidlerin insan tenon fibroblast kiil-
tiirinde etkili oldugunu belirlemiglerdir 3.

Giincel gen tedavisinde sorunlar :

Ozetle bunlar : (1) heniiz, gen tedavisinde
kullamlan vektorlerin transdiiksiyon etkinligi
dugiiktiir, (2) mevcut vektorlerle hedefe tam
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yonelim ve ulagimi zor olmaktadir, (3) hedefte
kalici gen ekspresyonu tam olarak ba-
sarilmamaktadir, (4) gen tedavisinin akibetini
tayin etmek zor olmaktadir, (5) tasiyicilara
kars: bagigiklik gelisebilmektedir, (6) deneysel
kosullardaki sonuglarin degerlendirimi ve kli-
nige gecirilmesi konusunda yetersizlikler ve
cekinceler vardir,

Retinanin belirli alanlarinda ortaya c¢ikan
hastaliklar ile bu alandaki gen ekspresyonlari
(Rod Opsin PDE, RDS-Periferin, ROM (Rod
Outher Membrane Protein), OAT (Ornithine
Amion Transpherases), CHM (Cho-
roideremia), TIMP (Tissue inhibitor of Me-
talloproteinases)-3 ve kirmizi/yesil pigment)
insan ve maymun gozlerinde olduk¢a uygun
bir yerlesim gostermektedir (6zellikle CHM ve
OAT). llgili genin bu hastaliklarm ortaya ¢ik-
masinda kaydadeger bir rolti bulundugu an-
birlikte,
presyonunda tek bir fotoreseptor alt tipinin

lagiimakla bolgesel gen eks-
belirleyici olmadigi, bunda c¢evresel (bes-
lenme, hiicre i¢i ve hiicreler arasi etkilesim
gibi.) faktorlerin de rolii oldugu ileri sii-

riilmiistiir 3.

Gen tedavilerinde islevin tam ve siirekli

olarak  diizeltilip  diizeltilemeyece§i  bi-
linmemektedir. Ayrica, bu tedavi sonucunda
saglanan biliylime faktor artisinin  hastalikli
biinyedeki biiylime faktorleri arasindaki den-
geyi nasil etkileyecegi de merak edilmektedir.
Gupta ve arkadaglart AV ile BFGF'ii sub-
retinal olarak verdiklerinde retinal hiicrelerle
simrli olan gen aktariminin, intravitreal ve-
rildiginde kornea endoteli, trabekiiler hiicreler
ve iristeki hiicrelerde de gozlendigini; gerek
saglam, gerekse rds'li gozlerde ciddi ne-
ovaskiiler yapilar gelistirdigini bildirmislerdir
A, Transjenik hayvanlarda islevsel de olsa
hastaliklarinin  yerine konacak genin asirisi

bizzat retina dejenarasyonunu artirmaktadir 22,
Giiniimiizde kanser tedavisinde oldiiriicii gen
tedavisi uygulanan olgulardaki ilk sonuglar
fazdadir)
ligmalardaki bagariya ulagmamigtir 30 Bunda

(¢cogunlugu 1. deneysel  ca-
deneysel ve dogal kosullar arasindaki fark-
hliklar gozoniinde tutulmalidir. Retina has-
taliklarinin ¢cogu genetik heterojenitesi, fe-
dijenik,
polijenik ve miiltifaktoryel etyolojileri ile gen

notipik  degigkenlik  gostermesi,
tedavisi caligmalarini yavaglatmaktadir. Gen
tedavisinden ©Once gen taramalarina yonelik
tam duyarli tarama testlerinin gelistirilmis ve
mutasyon analizinin eksiksiz yapilabilmis ol-
mas1 gerekmektedir. Halen ticari maksath ta-
rama testleri yetersiz goriilmektedir 27”8 Tiim
bunlara ilaveten, insan ¢aligmalarina ge-
¢ebilmek i¢in bu genlerin, gen tedavisi ile olu-
san yeni ortamdaki dengeleri nasil et-
kileyecekleri de tam olarak ortaya konmalidir.

Gen tedavisindeki yenilikler :

Gen tedavisi arastirmalarinda dominan ge-
¢igi temsilde transjenik hayvanlarin avantajlar
¢ok iyi bilinmektedir. Bununla birlikte resesif
modeller i¢in "knock out" yontemi ile dominan
allel diglanarak yoklugunda olusacak fenotip
belirlenebilmektedir. Geligtirilen gen he-
defleme (gene targeting) yonteminde ise tek
bir baz degisikligine bagli kontrolli mu-
tasyonlarin izlenebildigi mutant fareler iire-
tebilmektedir. Embriyonik dogurgan hiic-
relerin kiiltiir ortaminda islenmesine olanak
saflayan bu yontem sayesinde retinadaki gen-
lerin iglevlerini belirlemek miimkiin ola-
bilmektedir. Harrington ve ark'min islevsel
insan kromozomlarini (yapay kromozom) icadi
ile baglayan geligmeler insan viicuduna saglikl:
genlerin aktariminda mevcut aracilarin ye-
tersizliginden

kaynaklanan sorunlari  ¢b-

zebilecektir 2260, Rolling ve ark. ¢aligmalan
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Yesil Floresan Protein (GFP) tagiyan ABV ile
enfekte sican retina  hiicrelerinin  fo-
tograflanabildigini, yani canli ortamda gen te-

davisinin izlenebildigini bildirmektedirler ©!.

1990 yilinda baslatilan ve 15 yillik bir sii-
recin  ongoriildiigii Insan Genom Projesi
(Human Genom Project) ile tam bir genetik ve
tarnskript haritas: ile tam sekansin bagariimasi
hedeflenmektedir. A.B.D.'de "Molekiiler Tip
2020 Projesi" ile de yasam tarzmin dii-
zenlenmesi, koruyucu tedavi, genetik tedavi ve
dogum oncesi danigmanlikta devrim yapilmast
hedeflenmektedir. Bu- proje kapsaminda, ka-
tarakt ve glokom yanisira yaga bagl makula
dejenerasyonu ve diyabetik retinopati ile me-
lanoma gibi 6nemli oftalmik sorunlara mo-
lekiiler diizeyde ¢oziim getirilmesi, 6rnegin sii-
rekli mutasyon analizi uygulamasi planlanmisg-
ur. Tiim bu gelismeler 1s1ginda yakin bir ge-
lecekte retina hastaliklar1 icin gen tedavisinin
giincellestigi "molekiiler cerrahi" yéntemler-
den soz edilebilecektir.

Sonug olarak, giiniimiizde genetik ve mo-
lekiiler biyoloji bilimlerindeki hizli gelismeler
ve doku miihendisliginin - giderek giin-
cellesmesi, yasamsal 6nemi bulunan herediter
ve edinsel retina hastaliklar igin gen tedavisini
yakin bir gelecekte klinikte uygulanabilir bir

tedavi olma potansiyelinde tutmaktadir,
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