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OZET

KALITSAL RETINAL DISTROFILERDE GENETIK ETIYOLOJININ TUM
EKZOM DIiZILEME YONTEMI ILE RETROSPEKTIF ARASTIRILMASI

Dr. Ziilal KELES
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1, IZMIiR

Kalitsal retinal distrofiler (KRD) genetik ve klinik agidan genis dagilima sahip bir
hastalik grubudur. Bu zamana kadar 250’den fazla KRD iligkili gen tanimlanmistir ve yeni
nesil dizileme teknolojilerinin gelistirilmesiyle aday gen ve degisimlerin kesfi hiz kazanmistir.
Molekiiler tan1 klinik agidan benzer 6zellik gosterebilen alt gruplarin kesinlestirilmesi, takip
ve olgu yonetimi, genetik danisma, preimplantasyon genetik tani gibi konularda avantajlar
saglamaktadir. Bunun yani sira son yillarda bu hastalik i¢in gen terapi ¢aligmalarina agirlik
verilmesi erken donemde genetik taninin 6nemini giderek artirmaktadir. Gelisen teknolojilere

ragmen KRD’de genetik tan1 oran1 %50-65 olarak bildirilmektedir.

Bu tez calismasinda klinik olarak KRD tanisiyla izlenen birbirinden bagimsiz 15 olgu
tim ekzom dizileme yontemiyle incelenmistir. Tiim ekzom dizilemenin bu hasta grubunda
tantya katkisini gostermek, tespit edilen degisimler i¢in genotip-fenotip korelasyonu kurmak,
klinik alt tipler, kalittm paterni, gen ve varyant dagilimini ortaya ¢ikarmak amaglanmustir.
Ayrica iilkemizde nispeten daha az taninan bu hastalik i¢in farkindaligi artirmak, bulunan
degisimleri onceki ¢aligmalar esliginde tartismak ve aday gen, varyant, gen-hastalik iligkisini

literatiire kazandirmak hedeflenmistir.

Calismada 15 olgunun 11’inde (%73) tiim ekzom dizileme yontemiyle klinik ve kalitim
paterniyle uyumlu degisim saptanmigtir. Stargardt Hastaligi tanili bir olguda ABCA4
€.4102C>T muhtemel patojenik, Usher Sendromu tanmili iki olguda sirasiyla USH2A
€.12394del ve USH1C c.346del muhtemel patojenik, retinitis pigmentoza tanili 3 olguda
sirastyla ABCA4 ¢.1853G>A, PCARE ¢.3002G>A patojenik ve RPGRIP1 ¢.2302C>T
muhtemel patojenik homozigot degisimleri gozlenmistir. Iki retinoskizis tanili olguda
sirastyla RS1 ¢.575C>T, RS1 ¢.326G>C ve retinitis pigmentoza tanili bir olguda RP2
c.181_182del muhtemel patojenik hemizigot degisimleri tanimlanmistir. Bir retinitis
pigmentoza ve bir kon distrofi tanili olguda ise ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi

bilinmeyen olarak siniflandirilan fakat literatiirde hastalikla iliskili oldugu bildirilen IFT81
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€.1969C>T ve KCNV2 ¢.782C>A homozigot degisimleri sirasiyla saptanmistir. Iskelet
bulgulariyla giden fakat izole retinal distrofi kliniginin de bildirildigi IFT81 geni icin ge¢
konugma Oykiisii disinda ek oOzelligi bulunmayan retinitis pigmentoza tanili olgu bu
calismayla tanimlanmistir. 11 hastada bulunan varyantlardan RP2 ¢.181 182del daha 6nce

literatiirde ve veri tabanlarinda bildirilmemistir.

Tan1 konulan 11 olguya ek olarak iki olguda sirasiyla patojenik USH2A ¢.2299del ve
muhtemel patojenik CEP78 ¢.1372G>T heterozigot degisimleri gdzlenmistir.

Calismada retinitis pigmentoza tanili olgularda diger KRD alt gruplarina gore ve en az
bir ¢ocukluk ¢agi baslangigli ek sistem etkilenmesi olan grupta izole olgulara goére silier
genler anlamli Olciide yiiksek saptanmistir. Sonuclar bu klinik 6zelliklere sahip olgularin

tanisinda silier genlerin 6n planda diisliniilmesinin dnemini vurgulamaktadir.

Tan1 konulamayan olgular i¢in aile taramasina, ileri molekiiler incelemelere ve bulunan

varyantlarin etkisini 6ngorebilmek agisindan fonksiyonel ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Kalitsal retinal distrofi, WES, ABCA4, USH2A, USH1C, RS1, RP2,
RPGRIP1, PCARE, IFT81, KCNV2
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SUMMARY

RETROSPECTIVE INVESTIGATION OF GENETIC ETIOLOGY IN
INHERITED RETINAL DYSTROPHIES BY WHOLE EXOME SEQUENCING

Ziilal KELES, MD
Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics, 1zmir

Inherited retinal dystrophies are a group of diseases which have a wide genetic and
clinical spectrum. So far more than 250 clinically relevant genes have been identified, and the
discovery of candidate genes and mutations has accelerated with the development of next-
generation sequencing technologies. Molecular diagnosis provides advantages such as
confirmation of clinically overlapping subgroups, case management and follow-up, genetic
counseling, and preimplantation genetic diagnosis. Moreover, the emphasis on gene therapy
studies for this disorders in recent years has gradually increased the importance of genetic
diagnosis in the early period of disease. Despite increasing technologies, the rate of genetic

diagnosis in inherited retinal dystrophies is reported to be 50-65%.

In this study, 15 unrelated cases which have one of the hereditary retinal dystrophy
subgroups were analyzed by whole exome sequencing. It is aimed to indicate the contribution
of whole exome sequencing to the diagnosis in this patient group, to determine a genotype-
phenotype correlation for the detected changes, to reveal clinical subtypes, inheritance
pattern, gene and variant distribution. In addition, it is aimed to raise awareness about this
relatively less known disease in our country, to discuss the variants we have detected in the
light of previous studies, and to bring the candidate gene, variant, gene-disease relationship to

the literature.

In this research, we detected variants which consistent with the clinical and inheritance
pattern in 11 of the 15 cases (73%) by whole-exome sequencing method. The ABCA4
€.4102C>T likely pathogenic homozygous variant was detected in a patient with Stargardt
Disease. USH2A ¢.12394del and USH1C c.346del homozygous likely pathogenic changes
were observed respectively in two patients diagnosed with Usher Syndrome. ABCA4
€.1853G>A pathogenic, PCARE c¢.3002G>A pathogenic and RPGRIP1 ¢.2302C>T likely
pathogenic homozygous changes were detected in 3 cases diagnosed with retinitis

pigmentosa, respectively. Morover, we observed a RP2 ¢.181_182del likely pathogenic
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hemizygous variant, which has not been reported in databases and literature before, in a
patient with a diagnosis of retinitis pigmentosa. In addition, RS1 ¢.575C>T and ¢.326G>C
hemizygous likely pathogenic changes were observed in two patients with retinoschisis,
respectively. We found IFT81 ¢.1969C>T and KCNV2 ¢.782C>A homozygous changes in
one retinitis pigmentosa and one cone dystrophy patient, respectively, classified as clinically
unknown according to ACMG criteria, but previously reported to be associated with the
disease in the literature. In this study, a case of retinitis pigmentosa with no additional features
other than late speech history in the IFT81 gene, which is associated with skeletal ciliopathies

or isolated retinal dystrophy, was described.

In addition to 11 patients, pathogenic USH2A ¢.2299del and likely pathogenic CEP78

€.1372G>T heterozygous changes were observed in two cases, respectively.

In the study, ciliary genes were found to be significantly higher in patients diagnosed
with retinitis pigmentosa compared to the other IRD subgroups and in the cases with at least
one childhood-onset additional system involvement compared to isolated cases. The results
highlight the importance of regarding ciliary genes for the genetic diagnosis of patients with
these clinical features.

For undiagnosed cases, segregation analysis, further molecular studies and functional

researches are needed.

Keywords: Inherited retinal dystrophy, WES, ABCA4, USH2A, USH1C, RS1, RP2,
RPGRIP1, PCARE, IFT81, KCNV2



1. GIRIS VE AMAC

Kalitsal retinal distrofiler, retina pigment epitel hiicreleri veya fotoreseptorlerin anormal
fonksiyonu ya da dejenerasyonu ile karakterize, klinik ve genetik agidan heterojen bir hastalik
grubu olup 2000-3000°de 1 insidansa sahiptir (1,2). Klinik olarak retinal distrofiler etkilenen
hiicre tipine (rod/kon), baslangi¢ yasina veya seyrine (progresif/statik) gore siniflandirilir (3).
Primer olarak rod disfonksiyonu ile giden retinitis pigmentoza (RP) gibi formlarda baslangicta
gece gorme kaybi ve periferik gorme alaninda azalma goriiliirken Stargardt Hastalig1 ve diger
makuler distrofiler gibi oncelikle kon disfonksiyonu olan grupta santral gorme kaybi ve
fotofobi 6n plandadir, bununla birlikte kon-rod distrofi, retinitis pigmentoza ve Stargardt
Hastaligi’nda ileri evrelerde hem rod hem kon hiicrelerinin etkilenmis olmasi klinik

siniflandirmay1 zorlastirir (4,5).

Kalitsal retinal distrofiler Leber’in Konjenital Amarozisi (LKA) gibi konjenital ya da
retinitis pigmentoza gibi ileri yas baslangi¢h olabilir (6). Retinal distrofilerin en siddetli formu
olan Leber’in Konjenital Amarozisi’nde rod, kon ve retina pigment epitel hiicreleri primer
olarak etkilenir ve dogumda siddetli gérme bozuklugu, nistagmus, hipermetropi, pupiller
yanitta azalma ve okulodijital refleks varligi goriiliir (5,6). Retinitis pigmentoza ve kon-rod
distrofi progresif; fotoreseptorler ile bipolar hiicreler arasindaki sinyalizasyon bozuklugu
sonucu olusan konjenital duragan gece korliigii ve {i¢ tip kon hiicresinden bir veya daha
fazlasinin etkilendigi akromatopsi statik seyirlidir (5). Olgular sadece goz tutulumunun
oldugu izole ya da Usher Sendromu, Bardet-Biedl Sendromu, Alstrom Sendromu, Joubert
Sendromu, Senior-Loken Sendromu, Cohen Sendromu gibi diger sistemlerin de etkilendigi

sendromik forma sahip olabilir (3) .

Klinik tan1 ve siniflandirma i¢in hastalar ayrintili anamnez, aile oykiisii, goz ve goz dibi
incelemesi, sistemik ve dismorfolojik muayene, fundus otofloresans (FAF) ve optik koherans
tomografi (OKT) gibi goriintiileme yontemleri, elektroretinografi (ERG) ve molekiiler genetik

testler ile degerlendirilir (7).

Retinal distrofilerde ¢ogunlukla mendeliyen kalitim paterni olan otozomal dominant,
otozomal resesif ya da X’e bagh gecis gozlenirken digenik ve mitokondriyal kalitim da soz
konusudur (8). Retinal Information Network veri tabaninda retinal distrofiler ile iligkili

250’den fazla gen tanimlanmistir (RetNet, https://sph.uth.edu/retnet/). Birden ¢ok gen benzer

klinik tablonun etiyolojisinde rol alirken bir gendeki farkli varyantlar fenotipik cesitlilige yol

acabilir (9). Bununla birlikte bazi1 genler hem sendromik hem de izole retinal distrofi


https://sph.uth.edu/retnet/

formlarina neden olabilir (6). Ayn1 gen degisimi aile bireyleri arasinda dahi farkli klinik
spektrum ile iligkili olabilir ve bu durumdan azalmis penetrans, degisken ekspresivite,
modifiye edici genler ve genetik olmayan modifiye edicilerin sorumlu olabilecegi

ongoriilmektedir (5,8).

Klinik ve genetik heterojenitenin yiiksek oldugu bu hastalik grubunda dogru
simiflandirma, etkili tedavi ve yOnetim i¢in altta yatan molekiiler nedenin belirlenmesi
onemlidir (9). Molekiiler tanm1 amaciyla gegmiste yaygin kullanilan Sanger dizileme sik
gorilen gen ve ekzonlardaki mutasyonlar1 incelerken yeni nesil dizi analizi (NGS)
teknolojileri birden fazla genin es zamanli, hizli ve maliyet etkin bir sekilde
degerlendirilmesine olanak tanimistir. (3). Yeni nesil DNA dizileme teknolojileri belirli bir
fenotipi ilgilendiren genleri inceleyen hedefli paneller, tim genlerin kodlayici kisimlarini
inceleyen tiim ekzom dizileme (WES) ya da genomun tamamini inceleyen tiim genom
dizileme (WGS) olarak kullanilmaktadir (5). Hedefli gen panelleri fenotiple iliskili sik bilinen
genlerin hizli ve ytiksek derinlikte analizini saglarken panel disinda kalan genleri inceleyemez

(10).

Gelisen teknolojiler ve azalan maliyetle birlikte WES, kalitsal retinal distrofiler gibi
monogenik hastaliklarin analizinde etkili bir yontem halini almistir (2). Amerikan Tibbi
Genetik ve Genomik Birligi (American College of Medical Genetics - ACMG), genetik
heterojenitesi yiiksek olan belirli bir genetik bozuklukla bagvuran olgularda WES analizini
onermektedir (11). Bununla birlikte hem paneller hem de WES genin kodlamayan ve sitozin/
guanin/ (CG) agisindan zengin bolgelerindeki varyantlari, kopya sayis1 degisimlerini ve biiyiik
yapisal varyantlart tespit etmede kisithliga sahiptir (1). WGS bu bdlgelerin
degerlendirilmesinde {istiinliik saglasa da genin kodlanmayan bdlgelerindeki ¢ok sayida

varyanta iliskin giincel bilgilerin yetersizligi ve yiiksek maliyet testin dezavantajidir (10).

Glincel tan1 yontemleri ile kalitsal retinal distrofilerde molekiiler tan1 orant %50-65’tir
(7,12). Hastalikla iliskili aday genlerin kesfedilmesinde WES, WGS ve baglanti analizleri
kullanilirken mRNA analizi gibi fonksiyonel yontemler, saptanan degisimlerin patofizyolojik

etkilerinin anlagilmasinda etkilidir (5,13).

Genetik etiyolojinin aydinlatilmast gen terapileri gibi yeni tedavi yoOntemlerinin
gelistirilmesine olanak tanimaktadir (14). Retinal distrofiler, monogenik kalitimin yiiksek
olmasi, retinal hiicrelere yliksek tropizm gosteren adeno-asosiye virilis (AAV) gibi vektorlerin

varligi, tedavinin kolay uygulanabilirligi ve dokunun immiinolojik bariyere sahip olmasi



nedeniyle gen replasman tedavileri i¢in olduk¢a uygun bir hastalik grubudur (9). ilk olarak
adeno-asosiye viriis tabanli voretigene neparvovec-rzyl (Luxturna®), RPE65 geninde biallelik
mutasyona sahip Leber’in Konjenital Amarozisi ve erken baglangich retinitis pigmentoza
hastalarinda Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir ve CNGBS3,
CNGA3, REP1, CHM, ND4, RS1, MERTK, RPGR, ABCA4 ve MYOTA genleri i¢in gen terapi
calismalar1 devam etmektedir (9,15). Genetik tani, hastanin uygun tedavi ve yoOnetimini
saglamakla birlikte ailedeki diger bireylerin erken tanisi, sonraki nesiller i¢in risk tahmini,

preimplantasyon genetik tan1 (PGT) gibi avantajlar da sunar (7).

Bu calisma ile kalitsal retinal distrofi tanili olgularin dosya kayitlar1 ve genetik test
sonuclart retrospektif incelenerek genotip-fenotip iligkisini aydinlatilmak ve Tirkiye’deki

olgulara ait klinik ve genetik tablonun bir kesitini sunmak amag¢lanmustir.
Calismanin sorulart asagida tanimlanmaistir:

- Soru 1: Literatiirde yeni nesil dizileme teknolojileri ile retinal distrofilerin %50-65’ine
molekiiler tan1 konulmaktadir. Klinigimizde yapilan tiim ekzom dizi analizinin bu hastalik

grubu i¢in molekiiler taniya katkisi ne kadardir? Testin avantaj ve kisitliliklar: nelerdir?

- Soru 2: Tiim ekzom dizi analizi ile bugiine kadar retinal distrofi ile iligkili ¢ok sayida
aday gen kesfedilmistir. Bu ¢alisma ile klinikle uyumlu yeni gen, varyant ya da gen-hastalik
iliskisi kesfedilebilir mi?

- Soru 3: Kalitsal retinal distrofi klinigi ile iliskili genler bolgesel ve etnik farklilik
gosterir. Akraba evliliginin sik gortldiigii bir iilke olan Tirkiye’de kalittim spektrumu

nastldir?



2. GENEL BILGILER

2.1. Retina Anatomisi

Retina, goz kiiresinin arka i¢ yiizlinii kaplayan ince, yar1 saydam, ¢ok katmanli bir noral
doku tabakasidir ve dnde silier cisme kadar uzanip ‘ora serrata’ adi verilen bdlgede sonlanir
(16). Goziin 6n kismindan gelen 15181 taniyip bir gériintii olusturmak i¢in santral sinir sistemi
ile iletisim kurar (17). Topografik olarak optik disk, makula, fovea ve periferal retina olarak
organize olmustur (18). Optik sinirin goézden ayrildigi kisim olan optik disk, fotoreseptor
hiicreleri igermedigi i¢in ‘kor nokta’ olarak da adlandirilir (19). Lutein ve zeaksantin igerigi
nedeniyle sar1 renkli olan makula optik diskin temporalinde lokalize olup fotosensitif hiicreler
-ozellikle kon hiicreleri- agisindan zengindir ve merkezinde ‘fovea centralis’ olarak
adlandirilan avaskiiler alan bulunur (20). Retinadaki hiicreler fotoreseptor hiicreleri, néronal
hiicreler ve glial hiicreler olarak ii¢c ana gruba ayrilir (19). Fotoreseptor hiicreleri olan kon
(koni) ve rod (cubuk) hiicrelerinin temel gorevi fotonlart yakalayip noéronal sinyale
dontistirmektir (18). ‘Fovea centralis’te yalnizca renkli gormeden sorumlu kon hiicreleri
bulunurken; retinanin periferine dogru gidildikge zayif 1sikta gérme ve gorme alaninin
geniglemesinde etkili rod hiicreleri siklagir (21). Noronal hiicreler, bipolar, ganglion,
horizontal ve amakrin hiicrelerdir (19). Yardimci hiicreler olarak da adlandirilan glial hiicreler

ise miiller hiicreleri, astrositler ve mikroglial hiicreleri kapsar (Sekil 1.) (19).

Retina histolojik olarak 10 tabakaya ayrilir (22). I¢ yiizeyi vitreus; dis yiizeyi koroid ile

komsuluk gdsteren retinanin katmanlar1 igten disa:

1) Ig¢ smirlayict membran: Miiller hiicreleri ve astrositlerin uzantilarmdan olusur.

2) Sinir lifi tabakasi: Ganglion hiicrelerinin aksonlari ve astrositler bulunur.

3) Ganglion hiicre tabakasi: Biiyiik, multipolar ganglion hiicre niikleuslarindan olusur ve
makulada ¢ok katli; retinanin kalaninda tek katl yapidadir.

4) I¢ pleksiform tabaka: Ganglion hiirelerinin bipolar ve amakrin hiicreleri ile sinaps
yaptig1 tabakadir.

5) I¢ niikleer tabaka: Bipolar, amakrin, horizontal ve Miiller hiicrelerin gdvdelerinden
meydana gelir.

6) Dis pleksiform tabaka: Horizontal ve bipolar hiicrelerin dendritleri ile fotoreseptorlerin
aksonlar1 arasindaki sinapsin gerceklestigi tabakadir.

7) Dis niikleer tabaka: Fotoreseptor hiicre ¢ekirdekleri bulunur.



8) Dis smirlayici membran: Gergek bir membran olmayip Miiller hiicreleri ve
fotoreseptorler arasindaki siki baglantilarla olusan bir tabakadir.

9) Fotoreseptor tabaka: Fotoreseptorlerin i¢ ve dis segmenti bulunur.

10) Retina pigment epiteli (RPE) olarak siralanir. Diizenli bir bigimde siralanmis tek sira
hiicrelerden olusan RPE dista koroidin Bruch membranmi ile icte fotoreseptor
uzantilariyla baglantilidir (23). Boliinmeyen epitel hiicreleri ‘zonula okludens’ adi
verilen siki baglantilarla bir arada tutulur (18). RPE igerdigi melanin pigmenti ile
15181 emilmesine yardimer olur (19). I¢ tabakalarin oksidatif hasardan korunmast,

okiiler immiinitenin saglanmasi ve biiyiime faktorlerinin salgilanmasinda goérevlidir

(18).
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ic simirlayici
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Sekil 1. Retinanin temel organizasyonu (19).
Retinanin en ince oldugu alanlar makula, ‘fovea centralis’ ve optik disktir (23).
Retinada hiicre dis1 bosluk en fazla makulada bulunur ve hiicre dis1 madde birikimine yol

acan hastaliklar bu bolgede kalinlagmaya neden olur (16).

Retinanin i¢ kisimlar1 (dis pleksiform tabakaya kadar), end-arteriyel sisteme sahip olan
ve retinal arterden dallanan retinal kapiller ag ile beslenirken dis retina ve ‘fovea centralis’
avaskiilerdir ve koroidal dolasimdan difiizyon ile besin saglanmaktadir (21). Retinal kan
damarlar penceresiz endotele sahip olup i¢ kan-retina bariyerini olustururken dis kan-retina

bariyeri ise RPE’deki sik1 baglantilar ile saglanir (16,24).

2.2. Retina Fizyolojisi

Goziin temel islevi ¢cevremizdeki objelerin goriintiisiinii net bir sekilde elde edip optik
sinir yoluyla beyne iletmektir (21). Goze giren 151k optik sinirde aksiyon potansiyelleri olarak
tasinir (25). Gortlebilir 15181n elektromanyetik spektrumu, mordtesi ile kizilétesi isinlar

arasinda kalir ve 400 nanometre (nm)’deki mor 1siktan 700 nm’deki kirmizi 1s1ga kadar



uzanir. Goziin en hassas oldugu 1s1k yaklasik 500 nm’deki sari-yesil 1siktir ve bu hassasiyet

spektrumun iki yanina dogru azalir (26).

Gorme fizyolojisinin temel basamaklari: (1) ‘fototransdiiksiyon’; (1) duyunun islenmesi
ve iletilmesi; (111) gorsel algilamanin olusturulmasidir (26). Retinada diisiik 1s1kta uyarilabilen
ve sayisi yaklagik 120 milyon olan rodlar ile 6 milyon olan ve renkli gérmeden sorumlu
konlar olmak ftizere iki tip fotoreseptér hiicresi bulunur (27). Tek foton ile uyarilabilen
rodlarin 1s1k hassasiyeti yiiksek olmakla birlikte 1s18a tepkisi yavastir, 1s18a daha az hassas
olan kon hiicrelerinin ise 151k tepkisi hizlidir. Bu nedenle hareket eden objelerin tespitinde kon
hiicreleri daha etkindir (28). Rod ve konlar bes islevsel birimden olusur: dis segment, silia, i¢
segment, ¢ekirdek ve sinaptik cisim (Sekil 2.) (29,30).

Sekil 2. Fotoreseptorlerin sematik gosterimi (30).

Dis segment fotonun yakalandigi ve fototransdiiksiyon kaskadinin basladigi kisimdir
(31). Bir dizi membrandz diskten meydana gelir, hiicre zar ile ¢evrelenir. Tepede RPE ile
tabanda ise i¢ segment ile komsuluk gosterir ve diskleri arasinda foton ile aktiflenerek
biyokimyasal degisiklikleri baglatan pigment molekiillerini barindirir (32). Rodlarin dig
segmenti silindirik yapida iken konlar daha kisa ve tabandan tepeye dogru incelen bir dis

segmente sahiptir (31). i¢ segment hiicre metabolizmasi i¢in gerekli organelleri igerir (28).

Fotoreseptorlerde diger duyusal sistemlerin aksine aksiyon potensiyeli olusmaz, 1sik ile
membran potansiyeli kademeli olarak degisir ve sinaptik araliga salinan nérotransmitterlerin
kontrolii saglanir (33). Diger uyarilabilir hiicrelerin istirahat membran potansiyeli -60 ile -90
mV arasinda iken uyarmin olmadigi durumda (karanlik ortamda) fotoreseptorler, -40 mV
membran potansiyeline sahiptir. Bu nedenle fotoreseptorler istirahatte goreceli olarak
depolarize durumdadir ve 151k ile hiperpolarize olur (34). Dis segment membranindaki cGMP-

kenetli kanallar, fotoreseptorlerin elektriksel aktivitesinde 1s1k kaynakli degisimden



sorumludur. Karanlikta, dis segmentteki yiiksek cGMP seviyeleri Na* ge¢irgen kanallar1 agik
tutar, hiicre igine Na* ve diger katyonlarin girmesine izin vererek depolarizasyonu saglar. Isik

cGMP’de diisiise, kanallarin kapanmasina ve hiperpolarizasyona yol agar (Sekil 3.) (33).
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Sekil 3. Fotoreseptor depolarizasyon ve hiperpolarizasyonunun sematik gosterimi (33).

Voltaj bagimli Ca*? kanallar1 ile hiicre icine Ca*? girisi ve hiicre disindan sinaptik
araliga glutamat salinimi kontrol edilir (34). Karanlikta voltaj bagimli Ca*2 kanallar1 agiktir ve
sinaptik araliga siirekli glutamat salinimi gerceklesir; 151k uyarisiyla hiperpolarize duruma
gecen hiicrede kanallarin kapanmasi glutamat salinimini yavaglatir (31). Bu biyokimyasal
degisiklikler dizisi, fotoreseptorledeki pigmentin fotonu absorbe etmesiyle baslar (33).
Rodlarin dis segmentinde ¢ift zarli diske goémiilii rodopsin pigmenti bulunur (16). Gece
(skotopik) goriisten sorumlu rodopsin, en yiiksek 500 nm dalga boyunu absorbe eder (26).
Opsin ve ona kovalent bagli kromofordan (11-cis retinal) olusur (35). Opsin, 3.
kromozomdaki RHO geni tarafindan kodlanan G-protein-kenetli bir reseptordiir (36).
Molekiiliin 151k absorbe edici merkezi olan kromoforun, trans pozisyona izomerizasyonu
fotonlarin potansiyel enerjiye doniisiimiinii kolaylastirir (25). Isikla 11-cis retinal all-trans-
retinale izomerize olur ve rodopsin aktif formu olan metarodopsin II’ye doniisiir (36).
Metarodopsin 1T cGMP fosfodiesterazi (PDE) aktive ederek hiicre i¢i cGMP’yi azaltir ve
hiicre hiperpolarize duruma geger (Sekil 4.) (31).
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Sekil 4. Fototransdiiksiyon kaskadi (A): Rodopsin (R*) aktivasyonu ile
fototransdiiksiyonun baslamasi, (B): R* deaktivasyonuyla fototransdiiksiyonun sonlanmasi.
(C): PDE deaktivasyonu ve cGMP seviyesindeki artis ile hiicrenin yeniden uyarilabilir hale
gelmesi (31). PDE: Fosfodiesteraz, cGMP: siklik guanozin monofosfat

Hiperpolarize durumdaki rodlarin yeniden dinlenme durumuna ge¢mesinde rodopsin
kinaz, arrestin ve G protein sinyal diizenleyicisi (RGS) rol oynar (36). Fotoreseptorler 1s1ga
tepki vermekle birlikte ¢evredeki 1s1ga uyum saglamada da gorev alir, 1518a uyum saglayan

rod hiicresinin 151k duyarlilig1 azalir ve 151k tepkisi hizlanir, bu siiregte Ca*? rol oynar (28).

Fotoreseptoriin - yeniden uyarilabilmesi i¢in all-trans retinalin  11-cis retinale
izomerizasyonu RPE hiicrelerinde gergeklesir ve bu isleme ‘retinal gorme siklusu’ ad1 verilir
(37). Kromoforun yeniden kullanilmasi i¢in gerekli olan bu siklusta retinol dehidrojenazlar
onemli rol oynar. All-trans retinal ABCA4 tasiyicisi tarafindan membrandan gegirilir,
sirastyla lesitin-retinol asetil transferaz ve RPE65 tarafindan 11-cis retinale izomerize olur
(Sekil 5.) (35,38).
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Sekil 5. Rod gorme siklusu. RPE: Retina pigment epiteli, RDH: retinol dehidrojenaz,
LRAT: lesitin-retinol asetil transferaz, RPE65: RPE’ye 6zgii 65 kDa proteini, ABCA4: ATP-
baglayici kaset tasiyici 4 (38).

Isik hassasiyeti rodlara gore daha diisiik olan kon hiicreleri ise renkleri ve ince
ayrintilar1 ayirt etme ile gorsel alandaki hizli degisiklikleri yakalamada gorev alir, igerdigi
pigment rodopsin ile benzerlik gosterse de aktive edilmis kon pigmentleri daha ¢abuk inaktif
olma egilimindedir ve farkli kon pigmentlerinde 11-cis retinalin atomik degisimleri farkl
dalga boylarindaki 1518a hassasiyet saglar (34). Fotoaktivasyon derecesi sadece uyaranin dalga
boyuna degil ayn1 zamanda yogunluguna da baglidir, bu nedenle renk ayrimi tek fotoreseptor
ile degil gorsel sistemin farkli kon tiplerinden gelen sinyalleri karsilastirmasiyla olusturulur
(39). Kon hiicreleri igerdigi opsin tiiriine gore S (kisa dalga boyuna hassas-mavi-), M (orta
dalga boyuna hassas-yesil-) ve L (uzun dalga boyuna hassas-kirmizi-) olmak tizere {ige ayrilir
(29). S kon opsinleri 7. kromozom {izerinden kodlanirken M ve L opsinlerini kodlayan genler
X kromozomu iizerinde birbirine yakin pozisyondadir ve benzer diziye sahiptir (40). Kon ve
rod hiicrelerindeki morfolojik farkliliklar, 1518a yanit 6zelliklerinin belirlenmesinde rol oynar,
kon hiicrelerinde disk membrani plazma zar1 ile devamlilik gosterir ve bu da iyon degisimi ve
kromofor geri doniisiimii i¢in daha biiylik yiizey alami saglar (31). Fototransdiiksiyonda rol
oynayan opsin, transdusin a, B, y subiinitleri, PDE katalitik ve inhibit6r subiinitleri ve cGMP-
kenetli kanal subiinitleri gibi faktorler rod ve kon hiicrelerinde farkli genlerden eksprese
(ifade) edilir. Rekoverin ve RGS9 ise ortak genlerden kodlanip farkli ekspresyon seviyelerine

sahiptir. Konlarda RGS9 seviyesi daha yiiksektir ve bu durumda transdusin daha hizl inaktive
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olur (41). Konlardaki hizli aktivasyon gorsel algilamada kisa latent periyodunu saglarken hizli
inaktivasyon birbirine yakin zaman araliinda gelen uyarilarin ayrimini olanakl kilar, ayrica
konlar parlak 1s18§a maruziyet sonrasi duyarliklarini birka¢ dakika iginde tamamen geri
kazanirken bu durum rod hiicrelerinde bir saati alir (39). Parlak 1siktan karanlik bir ortama
gectikten sonra cisimlerin algilanmasina olanak taniyan bu siire¢ ‘karanliga uyum’ olarak
adlandirilir (26). Kon hiicreleri 151k hassasiyetlerini ¢ok genis bir aralikta tutma yetenegine
sahiptir, parlak 1gikta bile bu hassasiyeti korurlar ve giin boyunca goriis 6zelligini saglarlar;
rod hiicreleri ise disiik 1s1kta doygunluga ulasir ve giliniin cogunda uyarilamaz hale gelir (39).
Los 1siktan parlak 1518a geciste gorme esiginin yiikseltilmesi olarak tanimlanan ‘1s1k uyumu’
karanliga uyuma gore daha kisa siirede olur ve ortalama bes-on dakika siirer, bu siire¢ de kon

hiicrelerinde daha hizli gergeklesir (32).

Bipolar hiicreler fotoreseptorler ile ganglion hiicreleri arasindaki baglantiy1 saglar (42).
Ganglion hiicreleri tek aksona sahiptir, retina i¢ yiizeyine paralel uzanan aksonlar optik diskte
bir araya gelir ve optik sinir olarak gézden ayrilir (32). Horizontal hiicreler ise fotoreseptorler
tizerine lateral inhibisyondan sorumludur, fotoreseptorlerin g¢iktilarini modiile ederek renk
kontrastt ve merkez-gevre reseptif alanlarinin olusumuna katkida bulunur (43). Neredeyse
timi inhibitdr Ozellige sahip amakrin hiicreler ise lateral inhibisyon yoluyla ganglion
hiicrelerinin hareket ve keskinlige duyarliligini saglar, merkez-¢evre reseptif alanlarimni
sekillendirir (30). Miiller hiicreleri yapisal destek, K* konsantrasyonunu diizenleyerek buffer
etkisi, metabolik atiklar1 uzaklastirarak hiicre dist pH’in korunmasi, GABA ve glutamat
norotransmitterlerinin geri doniisiimii ve glikojen depolanmasi fonksiyonlarinda, mikroglial

hiicreler fagositozda, astrositler ise i¢ sinirlayict membran yapisinda gorev alir (32).

2.3. Kalitsal Retinal Distrofiler

2.3.1. Tanum ve Epidemiyoloji

Kalitsal retinal distrofiler (KRD), birincil olarak fotoreseptorler ve RPE’nin bulundugu
dis retinay1 etkileyen heterojen bir hastalik grubudur (3). Geri doniisiimsiiz retinal hasar ile
karakterize olan retinal distrofiler, ¢ocukluk ve geng erigkinlikte gérme yetisinde azalma ve
korliiglin 6nemli bir nedenini olusturur (44). Diinya genelinde yaklasik 1/2.000-1/3.000
insidansa sahiptir (45).
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2.3.2. Simiflandirma ve Klinik Ozellikler

Etkilenen hiicre tipine (rod/kon distrofi), seyrine (ilerleyici/duragan), ek sistem
bulgulariin varlig1 ya da yokluguna (sendromik/izole), kalitim paternine (OD, OR, X’e bagl)
ve esas olarak etkiledigi anatomik bolgeye gore (jeneralize/makiiler/koroidal) farkli

smiflandirmalar mevcuttur (3,26,46).
2.3.2.1. Jeneralize Retinal Distrofiler
2.3.2.1.1. Retinitis Pigmantoza

1857°de Cornelius Franz Donder tarafindan periferal retinada siyah pigmentlerin oldugu
hasta grubunda tanimlanan retinitis pigmentoza (RP), retinal distrofilerin en yaygin formudur
ve yaklasik 3500°de 1 kisiyi etkiler (7). RP, rodlarin konlardan 6nce etkilendigi, ilerleyici rod-
kon disfonksiyonu ile giden klinik ve genetik heterojeniteye sahip bir genetik hastaliktir (47).

[lk semptomlar gece gérmede azalma (niktalopi) ve periferik gérme alaninda ilerleyici
kayip iken makiiler fonksiyonlar genellikle hastaligin ilerleyen evrelerine kadar korunur (48).
Gorme alaninda daralma genellikle yavas seyirlidir ve hastalar yalnizca merkezde gérmenin
korundugu durum olan ‘tiinel goriisii’ olusana kadar kaybi fark etmeyebilir. Bununla birlikte
kistoid makiiler 6dem, makiiler RPE hasar1 gibi sekonder degisikliklerle erken donemde
merkezi gorme etkilenebilir (47). Erken baglangi¢li form hayatin ilk y1l1 ya da erken ¢ocukluk
doéneminde bulgu verirken ge¢ baslangich formda klinik &zellikler erigkinlik doneminde
gortliir (49).

Fundus bulgular1 tipik olarak perifer ve mid-periferde yogunlasmis kemik spikiil
pigmentasyonlari, retinal damarlarda incelme ve optik sinir basinin balmumu goriinimidiir
(48). Bununla birlikte baslangic evresinde fotoreseptor etkilenmesi  fonksiyonel
degerlendirmelerle saptanmis olsa da fundus muayenesi normaldir ve bu durum ‘retinitis
pigmentoza sine pigmento’ olarak tanimlanir (50). Elektroretinogramda (ERG) skotopik
etkilenme fotopik etkilenmeden; b-dalgas1 anormallikleri ise a-dalgasi1 anormalliklerinden
once gozlenir ve hastaligin ilerleyen evrelerinde ERG yaniti alinamaz, elektrookiilogramda
(EOQG) ise 151k piki kaybolur (26). Retinitis pigmentozanin en erken histolojik bulgusu olan
fotoreseptorlerin dis segmentinde kisalma, optik koherans tomografide (OKT) dis retinal
tabakalarin disorganizasyonu ile kendini gosterir, hastaligin ilerlemesiyle dig niikleer tabakada
incelme ve daha ileri donemde ise dig tabakalarin tam kaybi gozlenir. Bununla birlikte i¢

niikleer tabaka, dis niikleer tabaka veya subretinal aralikta go¢ eden RPE hiicrelerinin
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olusturdugu hiperrefle veren alanlar ile kistoid makiiler 6dem, epiretinal membran olusumu
gibi makiiler anormallikler siklikla gozlenir ve hiperrefle alanlarin yoklugu daha iyi gérme
keskinligi ile iliskilidir (48).

RP izole ya da diger organ veya sistem etkilenmelerinin eslik ettigi sendromik formda
olabilir ve olgularin %20-30’unun sendromik oldugu bildirilmektedir (51). Etiyolojide farkli
kalitim paternleri rol oynar: %15-25’i otozomal dominant (ODRP); %5-20’si otozomal resesif
(ORRP); %5-15’1 X’e baghh kalitilir. Bununla birlikte %40-50’sinde genetik etiyoloji
bilinmemektedir (50). Molekiiler olarak fototransdiiksiyon kaskadi, retinal transkripsiyon
faktorleri, kirpilma (splice) faktorleri, retinal metabolizma, retina hiicre yapisi, gorme siklusu,
silia yap1 ve fonksiyonu ile iliskili proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar hastaliktan
sorumludur (51). ‘Retinal Information Network’ [(Retinal Bilgi Ag1), (RetNet)] veri tabaninda
ODREP ile iligkili 31 gen (ADIPOR1, ARL3, BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1,
IMPDH1, IMPG1, KIF3B, KLHL7, NR2E3, NRL, PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31,
PRPH2, RDH12, RHO, ROM1, RP1, RP9, RPE65, SAG, SEMA4A, SNRNP200, SPP2,
TOPORS); ORREP ile iligkili 66 gen (ABCA4, AGBL5, AHR, ARHGEF18, ARL6, ARL2BP,
BBS1, BBS2, BEST1, C8orf37, CERKL, CLCC1, CLRN1, CNGAL, CNGBL1, CRB1, CWC27,
CYP4Vv2, DHDDS, DHX38, EMC1, ENSA, EYS, FAM161A, GPR125, HGSNAT, IDH3B,
IFT140, IFT172, IMPG2, KIAA1549, KIZ, LRAT, MAK, MERTK, MVK, NEK2, NEUROD],
NR2E3, NRL, PCARE, PDE6A, PDE6B, PDE6G, POMGNT1, PRCD, PROM1, PROS],
RBP3, REEP6, RGR, RHO, RLBP1, RP1, RP1L1, RPE65, SAG, SAMD11, SLC7Al4,
SPATA7, TRNT1, TTC8, TULP1, USH2A, ZNF408, ZNF513) ve X’e bagh kalitim ile iligkili 3
gen (OFD1, RP2, RPGR) yer almaktadir (52). Digenik kalitim nadir olarak PRPH2 ve ROM1
gen mutasyonlarmin bir arada oldugu olgularda bildirilmistir (50). ilk ¢aligmalar kalitim
paterni ile klinik siddet arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarsa da sorumlu genlerin aydinlatilmasi
alt tiplerin tespiti ve prognoz tahminine katki saglamistir. Bunun yaninda farkli mutasyon
tipleri, modifiye edici genler ve gevresel faktorler fenotipik cesitlilige yol acar (48). X’e bagh
RP en siddetli formlardan biridir, agirlikli olarak erkekleri etkiler ve genellikle ilk on yilda
gece korliigii, 20 yasina kadar periferik géorme alani kaybi, 40 yasindan 6nce ise siddetli
gbérme kaybi (20/200°den az) gelisir. Tasiyict kadinlarin %50’sinde retinal pigmentler, tapetal
refleks ve ERG degisiklikleri gozlenir (22). ODRP en iyi prognoza sahiptir ve 30 yasindan
once gorme keskinligi 20/30 ve tizeridir; ORRP ise orta diizeyde klinik seyir gosterir (50).

RP retinal distrofilerin jeneralize grubunda yer alsa da retinanin spesifik bolgelerinde

disfonksiyonla giden alt tipler de mevcuttur (48). Sektor retinitis pigmentoza’ retinanin
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inferior ve nazal bolgelerinin simetrik olarak etkilendigi bir durumdur ve rodopsin (RHO) gen
mutasyonuna sahip olgularda ve X’e bagl retinitis pigmentoza iliskili genlerde heterozigot
patojenik degisimi olan kadinlarda gosterilmistir (50). Gérme alani etkilenmesi sinirli ve ERG
yanit1 iyi olup yavas progresyon gosterir (47). ‘Perisantral retinitis pigmentoza’da patolojik
degisiklikler tipik RP’deki gibi mid-periferden degil vaskiiler ark komsulugundaki yakin
periferden baglar ve uzak periferi ayirma egilimindedir (53). ‘Retinitis punktata albesans’
retinaya diffiiz olarak dagilmis beyaz noktasal pigmentler ile karakterize olup LRAT, PRPH2
ve RLBP1 genleri ile iligskilendirilmistir, bu pigmentlerin sayis1 atrofi gelismeden 6nce azalir
(48).

Kirma kusurlari, primer agik agili glokom, keratokonus ve posterior subkapsuler

katarakt RP’li olgularda goriilen ek goz bulgularidir (26).
2.3.2.1.2. Leber’in Konjenital Amarozisi

Leber’in konjenital amarozisi (LKA) retinal distrofilerin en siddetli formlarindan biridir
ve retinal distrofi olgularmin %5’ini olusturur (54). Ilk olarak 1869°da Theodor Leber
tarafindan amarotik pupil, nistagmus ve konjenital baslangigli gérme kaybina sahip
cocuklarda tanimlanmistir (55). Erken ve siddetli gorme kaybi, Franceschetti’nin okulodijital
belirtisi (goze bastirmak, gozii ovalamak), 1s18a kars1 pupiller yanitta azalma ya da kayip, 151k
hassasiyeti (fotofobi), nistagmus baslica bulgulari olup ayrica niktalopi, katarakt, keratokonus
ve kirma kusurlart da gozlenir (54). Fundus muayenesi normal olabildigi gibi retinada
pigment degisiklikleri, damarlarda incelme, optik diskte soluklasma ve makiiler degisimler de
goriilebilir (56). Tam alan ERG’de (ffERG) siddetli anormal yanit ya da yanitsizlik mevcuttur
(57). Hastaliktan sorumlu genlerin biiyiik bir kism1 OR kalitilsa da (23 gen: AIPL1, CABP4,
CCT2, CEP290, CLUAP1, CRB1, CRX, DTHD1, GDF6, GUCY2D, IFT140, 1QCB1,
KCNJ13, LCAS5, LRAT, NMNAT1, PRPH2, RD3, RDH12, RPEG65, RPGRIP1, SPATA7,
TULP1) OD kalitilan 3 gen (CRX, IMPDH1, OTX2) RetNet’te bildirilmistir (52).

LKA hastalik yolaklar1 yedi gruba ayrigmistir: 1) fototransdiiksiyon kaskadi (GYCY2D,
AIPL1, RD3); 2) retinoid dongiisii (RPE65, LRAT, RDH12); 3) retinal transkripsiyon
faktorleri (CRX); 4) intraflagellar tasinma (IFT) (SPATA7, LCA5, RPGRIP1, CEP290,
TULP1, NPHP5, CLUAP1, IFT140); 5) fotoreseptor yapist (CRB1, PRPH2); 6) metabolik
enzimler (IMPDH1, NMNAT1); 7) fotoreseptor kanallar1 (KCNJ13) (56). RPEG5 iligkili LKA
icin FDA tarafindan onaylanan Luxturna (voretigene neparvovec-rzyl) retinal distrofilerde

kullanilan ilk gen tedavisidir (57).
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2.3.2.1.3. llerleyici Kon ve Kon-Rod Distrofileri

Kon hiicreleri (kon distrofi) veya kon hiicrelerine ek olarak ilerleyen donemlerde rod
hiicrelerinin (kon-rod distrofi) etkilendigi bu grup genellikle erken ¢ocukluk veya adolesan
donemde baglar ve ilerleyicidir (49). Klinik belirtileri olan merkezi ve renkli gérmede azalma,
parlak 1sikta gormede giicliik (hemeralopi) ve fotofobiye ek olarak kon-rod distrofisinde
periferik gérme alani kaybi ve gece korliigii de zamanla gelisir. Fundus muayenesi baslangigta
normal olabilse de ilerleyen donemde ‘boga gozii’ bulgusu gozlenir (22). ERG’de agirlikli
olarak fotopik etkilenme mevcuttur (47). OD kalitilan 10 gen (AIPL1, CRX, GUCAIA,
GUCY2D, PITPNM3, PROM1, PRPH2, RIMS1, SEMA4A, UNC119); OR kalitilan 25 gen
(ABCA4, ADAMY, ATF6, C21orf2, C8orf37, CACNA2D4, CDHRL1, CEP78, CERKL, CNGAS,
CNGB3, CNNM4, DYNC212, GNAT2, IFT81, KCNV2, PDE6C, PDE6H, POC1B, RAB28,
RAX2, RDH5, RPGRIP1, SLC4A7, TTLL5) ve X’e bagh kalitilan 2 gen (CACNA1F, RPGR)
RetNet’te ifade edilmistir (52). ABCA4 geni olgularin %30-60’mndan sorumludur ve daha
siddetli klinik ile iliskilendirilmistir (22).

2.3.2.1.4. Konjenital Duragan Gece Korliigii

Gece korliigiiniin ilerleyici olmayan grubunu olusturan konjenital duragan gece korliigii
fundus goriintiisiiniin normal ya da anormal olmasina gore iki alt sinifa ayrilir (47). En sik X’e
bagl resesif katilan fundus muayenesinin normal oldugu sinif ERG yanitina gore “komplet”
ve “inkomplet” olarak gruplanir (22). Komplet formda X’e bagl resesif NYX, OR GRMS6,
TRPM1, GPR179 ve LRIT3 gen mutasyonlar1; inkomplet formda ise X’e baglit CACNALF ve
OR CABP4, CACNA2D4 gen mutasyonlar1 iligkili bulunmustur (58). Anormal fundus
muayenesiyle giden iki hastalik Oguchi Hastaligi ve fundus albipunktatustur (47). Biallelik
RDH5 gen mutasyonlarinin neden oldugu fundus albipunktatusta gece korligi, iyi gérme
keskinligi ve fundusun geneline yayilan ‘fovea centralis’te seyreklesen ¢ok sayida beyaz
noktalanmalar gozlenir (22). Oguchi Hastaligi’nin 151k altinda fundus incelemesinde altin sar1
renkli retina ve karanlik makula gorilir (59). Bu bulgu uzun siireli karanlik adaptasyonu
sonrast kaybolur (Mizuo-Nakamura fenomeni) (60). OR kalitilan Oguchi Hastaligi SAG ve
GRK1 gen mutasyonlarindan kaynaklanir (22). ERG’de yirmi dakika karanlik adaptasyon

sonrasi skotopik yanitlar anormalken uzamis karanlik adaptasyonu ile rod yanit1 diizelir (58).
2.3.2.1.5. Konjenital Monokromatizm

Monokromatizm, kisinin renkleri yalnizca 151k yogunluguna gore eslestirdigi bir tiir

renkli gorme bozuklugudur (61). Klinik 6zellikleri, siklig1 ve kalitim paterni birbirinden farkli

14



olan iki tip tanimlanmistir: rod monokromatizm (akromatopsi) ve kon monokromatizm (62).
CNGA3, CNGB3, GNAT2, PDE6C, PDE6H gen mutasyonlarinin sorumlu oldugu OR
kalitilan rod kromatizmde, rod fonksiyonu korunmusken kon fonksiyonu saptanamaz buna
bagli olarak gérme grinin tonlar1 seklindedir (tam renk korligi) (22). X’e bagh resesif
kalitilan kon monokromatizmin (ii¢ kon fotoreseptor tiirtinden ikisinin bozuklugu ya da
yoklugu) en sik goriilen sekli kirmizi ve yesil kon hiicre fonksiyonun olmadigi mavi kon
monokromatizmdir (47,62). L-kon ve M-kon opsinleri kodlayan OPN1LW ve OPN1MW
genlerindeki mutasyonlar sonucu olusan mavi kon monokromatizminde gérme akromatopsiye

gore daha iyidir (22).
2.3.2.2. Makiiler Distrofiler

Makiiler distrofiler bilateral makiiler anormalliklerle giden ve buna bagli olarak merkezi

gormenin etkilendigi bir hastalik grubudur (63).
2.3.2.2.1. Stargardt Hastalig1

Ilk kez 1909 yilinda Karl Stargardt tarafindan tanimlanan Stargardt Hastalign hem
eriskin hem de g¢ocuklarda en sik goriilen makiiler distrofi olup 1/8000-10000 prevalansa
sahiptir (64,65). Genellikle ¢ocukluk ¢aginda baslar ve santral gérme kaybi ve RPE’de
bilateral ilerleyici atrofi ile seyreder (66). Renkli gérmede azalma, fotofobi ve karanliga
uyumda yavaglama diger klinik oOzellikleri olup gorme bozuklugunun siddeti hastaligin
baslangi¢ yasina baghdir (63). ilk pik ¢ocukluk ¢ag1 ikinci pik geng eriskinlik dénemidir ve
daha nadir olan gec¢ baslangic yasi genellikle iyi prognozla iliskilidir (65). Fundus
muayenesinde ‘boga gozii’ paterni ve doviilmiis bakir manzarasina ek olarak sarimsi yamalar
(fundus flavimakulatus) gozlenebilir (22). ffERG bulgular1 degiskendir ve ii¢ gruba ayrilir:
Grup 1’de ERG bulgular1 normal, prognoz iyidir; Grup 2’de anormal kon ve normal rod
bulgular1 mevcuttur; Grup 3’te ise hem kon hem de rod hiicreleri etkilenmistir ve jeneralize
kon-rod disfonksiyonu goriiliir, grup 3 en kotii prognoza sahiptir (63). RPE’de biriken
lipofuscin pigmentleri nedeniyle olusan sarimsi yamalar fundus otofloresans goriintiilemede
(FAF) hiperotofloresans (hiperAF) goriintii verir ve spektral domain OKT’de (ST-OKT)

fotoreseptor kaybi, RPE anormallikleri ve retina genelinde incelme gozlenebilir (67).

Stargardt Hastaligi (STGD) ¢ogunlukla OR kalitilan ABCA4 (STGD1, OMIM #248200)
gen mutasyonlari sonucunda olussa da OD kalitim paternine sahip ELOVL4 (STGD3, OMIM
#600110) ve PROM1 (STGD4, OMIM #603786) gen mutasyonlart da tanimlanmistir (63,68).
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Nonsense (anlamsiz) mutasyonlar gibi yikict mutasyonlar genellikle erken baslangicli hastalik

ile iliskiliyken missense (yanlis anlamli) mutasyonlar ge¢ baslangi¢li forma neden olur (63).
2.3.2.2.2. Best Vitelliform Makiiler Distrofi

Best vitelliform makiiler distrofi (BVMD) OD kalitilir ve eksik (inkomplet) penetrans
ve degisken ekspresiviteye sahiptir (69). Hastalikla iliskili olan gen BEST1 (VMD2, TU15B,
OMIM #607854) 11q12.3’te bulunur ve bir transmembran protein olan bestrofin 1’1 kodlar
(70). BVMD’nin (Fenotip MIM no0:153700) yani sira OMIM (Online Mendelian Inheritance
in Man®) veri tabaninda BEST1 geni ile iligkili “otozomal resesif bestrofinopati (Fenotip
MIM no:611809)”, “otozomal dominant mikrokornea, rod kon distrofi, katarakt, posterior
stafiloma (Fenotip MIM no0:193220)” “vitreoretinokoroidopati (Fenotip MIM n0:193220)” ve

“retinitis pigmentoza (Fenotip MIM no: 613194)” fenotipleri tanimlanmistir.

Best Hastalig1 genellikle yasamin erken donemlerinde bulgu verse de ge¢ baslangich
formlar da mevcuttur (71,72). Baslangi¢ yas1 ayni mutasyonu tasiyan ailenin bireylerinde bile
farklilik gosterebilir ve ortalama 15'tir (73). Klinik bulgular hastaligin evresine gore
degiskendir (22). BVMD previtelliform, vitelliform, psédohipopiyon, vitelliriiptif ve atrofik
olmak iizere bes evreden olusur (72). Gorme genellikle son evrede cografik atrofi olusana

kadar iyidir (22). Kiricilik kusurlar eslik edebilir ve gogunlukla hipermetropi gézlenir (69).
2.3.2.2.3. Pattern Distrofiler

Pattern distrofiler RPE’de pigment birikimi ile karakterize bir grup hastaligi tanimlar
(63). Hastalik genellikle 4-5. dekatta santral gormede minimal azalma ile kendini gosterir
(74). Genellikle iyi prognoza sahip olsa da koroidal neovaskiilarizasyon ve pigment epitelinde
atrofiye bagli ge¢ donemde gorme kaybi olusabilir (75). ‘Kelebek sekilli pattern distrofi’,
‘erigkin baglangicli vitelliform pattern distrofi’, ‘Sjogren’in retikiiler tip pattern distrofisi’ ve
‘fundus pulverulentus’ pattern distrofilerin alt grubunu olusturur. Ayni ailede veya ayni

olgunun her iki goziinde farkli patternler gozlenebilir, bir pattern digerine doniisebilir (22).

Sjogren’in retikiiler tip pattern distrofisi 1950’de Henrik Sjogren tarafindan
tamimlanmustir (76). RPE seviyesinde balik ag1 seklindeki hiperpigmente lezyon merkezden

perifere dogru konsantrik tarzda biiyiime gosterir (74).

Kelebek sekilli pattern distrofi ilk kez 1970’te Deutman tarafindan dort erkek kardes ve
onlardan birinin oglunda tanimlanmistir. Olgularin tiimiiniin fundus muayenesinde foveada

kelebek seklinde pigment birikimi, dordiiniin EOG’sinde retinada diffiiz etkilenmeyi gosteren
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bulgular saptanmis ve hastaligin OD kalitildig:1 tahmin edilmistir (77). Hastalar tan1 aninda
genellikle semptomsuzdur ve gorme keskinligi yasamin biiyiikk kisminda korunmustur,
bununla birlikte progresyon goriiliir ve ileri yaslarda atrofi ve depigmente lezyonlar nedeniyle
azalabilir. Olgularin karanliga uyum, renkli gérme, periferik gérme alani ve ERG bulgulari

korunmus olup EOG kaydinda azalma gézlenir (78).

Eriskin baslangicli foveomakiiler vitelliform distrofi genellikle 30-60 yaslarinda baslar,
EOG normaldir (22). Fundus pulverulentus en nadir pattern distrofi grubu olup makulada

kaba noktasal epitel degisiklikleri goriiliir (74).

Pattern distrofiler OD kalitilir, olgularin biiyiik kismindan PRPH2 gen mutasyonlari
sorumlu olsa da BEST1 ve CTNNAL genleri de hastalikla iliskili olarak bildirilmistir (63,79).

2.3.2.2.4. Otozomal Dominant Druzen (Doyne Bal Petegi Retinal Distrofi)

Robert Walter Doyne tarafindan fundusta bal petegi goriiniimii olan ii¢ kusak ailede
tanimlanmistir (80). Makula ve optik disk nazalinde olusan druzenler zamanla birlesir ve
petek goriiniimii olusur (81). Hastalik 30-40 yaslarina kadar bulgu vermez. Ilk bulgular
gorme keskinliginde azalma, diskromatopsi, metamorfopsi (nesnelerin yamuk goriilmesi) ve
fotofobidir. Ileri evrelerde santral gérmede bozulma gozlenir (82). Hastalikla iliskili EFEMP1
geni 2p16.1°de lokalizedir (83). Tam penetrans ve degisken ekspresivite goriiliir (84).

2.3.2.2.5. Santral Areolar Koroidal Distrofi

Makulanin merkezindeki RPE ve koryokapillarisi etkiler (85). Genellikle 3.-4. dekatta
merkezi skotomla kendini gosterir (86). Hastaliktan ¢ogunlukla heterozigot PRPH2 gen
mutasyonlar1 sorumludur (86). Heterozigot GUCY2D gen mutasyonlari da rol oynar (87).

2.3.2.2.6. Kuzey Carolina Makiiler Distrofi

Kuzey Carolina’da genis bir ailede tanimlanmigtir (88). Genellikle konjenital ya da
infantil baslangi¢chdir ve OD kalitilir (89). Fundus muayenesinde baslangigta makulada sari-
beyaz druzen benzeri lezyonlar zamanla birlesir. Hastalik ilerledik¢e toksoplazmozis skarina
benzer goriiniim olusabilir (22). DHS6S1 geni klinik ile iligkili olarak tanimlanmistir, tam

penetrans ve degisken ekspresivite gozlenir.
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2.3.2.2.7. Okkiilt (Gizli) Makiiler Distrofi

Merkezi gormede progresif kayip ve santral skotomla giden bu hastalikta fundus
muayenesi ve FAF ile belirgin bir bulgu yokken OKT’de merkezde elipsoid bant kayb1
goriiliir (22). OD kalitilir ve RP1L1 gen mutasyonlart sorumludur (90).

2.3.2.3. Koroidal Distrofiler
2.3.2.3.1. Koroideremi

Koroideremi (CHM) X’e bagh kalitim g0steren bir retinal distrofi alt grubu olup
fotoreseptorler, RPE ve koryokapillarisin ilerleyici dejenerasyonu ile karakterizedir (91).
Etkilenen erkeklerde ilk semptom genellikle ergenlikten 6nce baslayan karanlikta gérmede
azalma ve periferik gérme kaybi iken 40’11 yaslara kadar santral gérme korunur, 50-70
yaslarinda santral gorme de etkilenir (92). Fundus degisiklikleri genellikle ikinci dekattan
once baglar ve ilk bulgu midperiferal retina ile arka kutupta retina pigmentasyonudur.
Heterozigot mutasyona sahip kadinlarda genellikle gorme korunmustur, ERG’de giicliikle
saptanan degisiklikler olabilir. Bununla birlikte bazi alanlarda fotoreseptér, RPE atrofisi,
koryokapillaris kaybi veya erkeklerdeki gibi yaygin koroidal atrofi gozlenebilir ve bu
durumlardan X kromozomunun rastgele inaktivasyonu sorumlu tutulmaktadir (93). CHM
genindeki mutasyonlar hastaliktan sorumludur (94). Tespit edilen mutasyonlarin yaklasik
%75’ini nokta mutasyonlari, kii¢iik delesyon (del) ve duplikasyonlar (dup); %25’ini biiyiik
del/dup’lar olusturmaktadir. Beraberinde diger sistem ve organlarda tutulum olan olgularda

Xq21 bolgesini igeren ardisik gen delesyonlart bildirilmistir (92,95-98).
2.3.2.3.2. Bietti Kristalin Distrofisi

OR kalitilir ve 4q35°te bulunan ve sitokrom P450 ailesinin bir alt iinitesini kodlayan
CYP4V2 geninin biallelik mutasyonlar1 nedeniyle olusur (99,100). Hastaliktan sorumlu
mekanizmanin lipid baglanmasi, uzamasi (elongasyonu) veya desatiirasyonundaki yetersizlik
nedeniyle olusan anormal lipid metabolizmasi oldugu diisiiniilmektedir (101). Hayatin 2.-4.
dekatlarinda gece gérme giigliigii, gérmede azalma ve gorme alaninda daralma ile kendini
gosteren hastalik progresif seyirlidir (102). Fundus goriintilemede retinanin i¢ ve dis
katmanlar ile koroid tabakasinda fundus boyunca dagilim gosteren lipid igerikli kiiciik,
refraktil kristalin depolanmalar1 gozlenir, bu depolanmalar zamanla solar ve yerini atrofiye

birakir. Olgularda kornea ve lens {izerinde de bu depolanmalar gézlenebilir (22).
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2.3.2.3.3. Girat Atrofi

Girat atrofi mitokondriyal bir enzim olan ornitin aminotransferazin eksikligine bagl
plazma ornitin diizeylerinin yiiksekligi ile karakterize OR kalitilan koryoretinal distrofidir
(103). Ik semptomlar gece gérmede azalma, miyopi ve periferik gérme alaninda daralmadir
ve birinci dekatta baglar (104). Ayrica astigmatizm ve posterior subkapsiiler katarakt da eslik
edebilir ve 4.-5. dekatta santral gérme kaybi goézlenir (105). Epilepsi, bilissel gerilik gibi
merkezi sinir sistemi ve tip 2 kas liflerinde atrofi ve tiibiiler birikim gibi periferik sinir sistemi
tutulumu da gorilebilir (106,107). Hastaliktan OAT gen mutasyonlari sorumludur (22).
Arjinin kisith diyet ve B6 vitamini takviyesi, plazma ortinitin seviyelerinde diismeye ve
koryoretinal dejenerasyonu yavaslatmaya yardimci olabilir. Tedaviye yanitin farkl

mutasyonlara gore degistigi ongoriilmektedir (103).
2.3.2.4. X’e Bagh RetinosKizis

X’e bagl retinoskizis (OMIM:312700, XLRS1) retinanin dis pleksiform ve i¢ niikleer
tabakalarinin ayrilmasiyla karakterize bir hastaliktir (108). Diinya genelinde 1/5000-1/20.000
prevalansa sahiptir ve genellikle 5-10 yaslarindaki erkek ¢ocuklarda okuma gii¢liigii ile bulgu
verir (109). Olgularin ¢ogunda klinik bulgularda ilerleme minimaldir. Bununla birlikte
retinada ayrilma, vitreus hemorajisi gibi sekonder komplikasyonlar nedeniyle prognoz aile
icinde bile degiskenlik gosterir (110). Fundus goriintiilemesinde karakteristik bulgu foveal
sizistir (ayrilma) ve sizis kaviteleri yildizs1 goriiniime neden olur (111). ERG’de b dalgasi
amplitlidii azalmig, negatif a dalgas1 ise nispeten korunmustur ve bu bulgu “elektronegatif
ERG” olarak adlandirilir (112). OKT ile intraretinal kistik bosluklar goriintiilenirken FAF ile
RPE’deki degisiklikler ve hastaligin siddeti degerlendirilir (113). XLRS1 Xp22.13’te bulunan
ve retinoscihisin proteinini kodlayan RS1 genindeki mutasyonlar sonucu olusur (22).
Penetrans tama yakindir ve degisken ekspresivite gozlenir (114). Heterozigot kadinlarda
genellikle klinik bulgu gbézlenmez (112). Bununla birlikte heterozigot veya homozigot RS1
mutasyonuna sahip, klinik ve ERG bulgular1 retinoskisiz ile uyumlu kadin olgular literatiirde
bildirilmistir (115,116).

2.3.2.5. Sendromlarla Seyreden Retinal Distrofiler

Retinal bulgularin yaninda kardiyovaskiiler, renal, santral sinir sistemi, iskelet ve kulak
gibi organ ya da sistemlerde tutulumlarin gozlendigi seksenden fazla sendrom ve 200’den
fazla gen tanimlanmistir. Bu sendromlarin biiylik bir kismi otozomal resesif kalitilir ve

yenidoganin metabolik hastaliklar1 ile siliopatiler olmak tizere iki temel hastalik grubunun
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icinde yer alir (117). Konjenital glikozilasyon defekti, noronal seroid lipofussinozis,
mukopolisakkoridozlar, peroksizomal hastaliklar gibi karbonhidrat, protein metabolizmasi,
yag asidi oksidasyonu ya da glikojen depolanmasindaki anormalliklerle giden durumlar
yenidoganin metabolik hastaliklarini olusturur (118). Retinal distrofilerin eslik ettigi baslica

siliopatiler Usher Sendromu, Alstrom Sendromu, Bardet-Biedl Sendromu’dur (119).
2.3.2.5.1. Usher Sendromu

Usher Sendromu OR kalitilan, isitme ve gérme kaybi ile giden, denge kaybinin da eslik
edebildigi bir grup hastaliktir (120). Usher sendromu Tip 1 (USH1), Tip 2 (USH2) ve Tip 3
(USH3) olmak tizere ii¢ alt sinifa ayrilmistir, USH1 en siddetli formudur (121). USH1
konjenital baglangicl siddetli sensérinoral isitme kaybi ve infantil ya da cocukluk doneminde
baslayan RP ile kendini gosterir. Isitme kayb1 genellikle yenidogan taramasinda fark edilse de
tespit edilemeyen olgularda kohlear implant takilana kadar konusma gerceklesemez. Yiiriime
gecikmistir ve bu gocuklar denge gerektiren islerde zorlanir (122). MYO7A (USH1B), USH1C
(USH1C), CDH23 (USH1D), PCDH15 (USH1F), USH1G (USH1G) ve CIB2 (USH1J)
genleri USHI1 ile iliskilidir (123). En sik tanmimlanan gen MYOT7A olup genlerdeki
mutasyonlarin biiyiik kismin1 dizi analizi ile saptanan nokta mutasyonlar1 ve kii¢lik del/duplar
olugturur. Bununla birlikte CDH23 ve PCDH15 genlerinin sirasiyla yaklasik %15 ve
%25’inde biiyiik delesyon/duplikasyonlar gozlenir (122). USH2 siddeti bireyler arasinda
degiskenlik gdsteren konjenital bilateral isitme kaybi, genellikle ge¢ adolesan ve erken eriskin
donemde baslayan RP ile seyreder. Vestibiiler sistemde etkilenme olabilir ve genellikle
asemptomatiktir (124). USH2A (USH2A), ADGRV1 (USH2C) ve WHRN (USH2D) gen
mutasyonlar1 hastaliktan sorumludur (123). CLRN1 ve HARS1 gen mutasyonlari ile iliskili
USH3’te sensdrindral isitme kayb: (SNIK) ve RP genellikle ikinci dekatta baslar, vestibiiler
etkilenme gozlenebilir (22).

2.3.2.5.2. Bardet-Biedl Sendromu

Bardet-Biedl Sendromu (BBS), OR kalitilan ve temel bulgular1 retinal distrofi, santral
obezite, postaksiyel polidaktili, genitoliriner anomaliler, 6grenme gii¢liigli, renal anomaliler
olan bir siliopatidir (125). Katarakt, strabismus gibi diger gbz bulgulari, gastrointestinal, kas-
iskelet, norogelisimsel, orodental, dermatolojik anomaliler, isitme kayb1 ve anosmi gibi birgok
tutulum gozlenebilir (126). Retinal distrofi, penetransi en yiiksek tutulumdur ve olgularin
tamamina yakininda gozlenir. Hastalarda tipik olarak ilk dekatta RP semptomlar1 baslar, iki-

liclincii dekatta yasal korliik gelisir. Elektrofizyolojik caligmalarda erken donemde makulanin
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da etkilendigi rod-kon distrofi gézlenir (127). RetNet veri tabaninda ADIPOR1, ARL6, BBIP1,
BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS9, BBS10, BBS12, C80rf37, CEP19, CEP290, IFT172,
IFT27, INPP5E, KCNJ13, LZTFL1, MKKS, MKS1, NPHP1, SDCCAGS8, TRIM32, TTCS8
genleri yer almaktadir (52). Literatirde en sik BBS1 (%23,4) ve BBS10 (%14,5) gen
mutasyonlar1 bildirilmistir (126).

2.3.2.5.3. Alstrom Sendromu

Alstrom Sendromu OR kalitlan, kon-rod distrofi, obezite, bilateral SNIK,
kardiyomiyopati, insiilin direnci/tip 2 diabetes mellitus, hipogonadizm, kronik bdbrek
hastalig1 gibi bulgularin gozlendigi bir hastaliktir (22). Gérme semptomlar: dogumda veya ilk
on bes ayda baslayan nistagmus, fotofobi ve gérme giigliigiidiir. Rod fonksiyonu baslangigta
korunsa da ilerleyen donemlerde etkilenir (128). ALMS1 gen mutasyonlari ile iliskilidir (22).

2.3.3. Kalitsal Retinal Distrofilerin Genetigi

Genetik c¢esitliligi en yiiksek hastalik gruplarindan biridir (129). Bu zamana kadar
“Retinal Information Network™ veri tabaninda retinal distrofiler ile iliskili 250°den fazla gen
tanimlanmustir (RetNet, https://sph.uth.edu/retnet/) (52). ilk tanimlanan genler baglant: analizi
ve cDNA klonlama yontemleri ile bulunan OAT, RHO ve CHM genleridir. 1900°1ii yillar ve

2000’lerin basinda yeni gen tespiti i¢in baglant1 analizi kullanilirken yeni nesil dizileme gibi
teknolojilerin gelistirilmesiyle kromozom pozisyonuna gerek kalmadan aday genlerin hiz1 bir
sekilde kesfinin onii a¢ilmistir (130). Retinal distrofi ile iligkili genler fototransdiiksiyon,
retinoik asit dongiisii, silia yap1 ve fonksiyonu, hiicre i¢i taginma, retina gelisimi, ‘RNA-
splicing’, lipid metabolizmasi, ekstraselliiler matriksin diizenlenmesi, fagositoz, oksidatif
hasara kars1 koruma, hiicrede iyon konsantrasyonun ayarlanmas1 gibi farkli fonksiyonlarda rol
oynar (131,132). RHO, OPN1SW, OPN1MW, OPNI1LW, SAG, GRK1, GRK7, RCVRN,
GNAT1, GNAT2, GNGT1, GNGT2, GNB1, RGS9, RGS16, PDEGA, PDE6B, PDEGC, PDEGD,
PDE6G, PDE6H, GUCY2D, GUCY2F, GUCA1A, GUCA1B, SLC24Al1, CNGA1, CNGA3,
CNGB1, CNGB3 ve CACNA1F fototransdiiksiyon kaskadinda gorev alir (Sekil 6.) (133,134).
RPEG5, RLBP1, RDH5, RPGR, LRAT genleri ise retinoik asit dongiisiinde etkilidir (135).
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Sekil 6. Vertebralilarda fototransdiiksiyon kaskadinin molekiiler yapisi, genler beyaz

kutu icinde belirtilmis olup kirmizi renkle yazilanlar kon, mavi renkle yazilanlar rod, siyah

yazilanlar her iki hiicrede de eksprese ediliyor, no icon:Na*/Ca*?/K* (134).

Fotoreseptorlerde bulunan silia, dig segment ve i¢ segment arasindaki baglantiy1 saglar
ve gorme i¢in gerekli olan fototransdiiksiyon proteinlerinin iki yonlii tasinmasinda goérev alir
(136). Bu zamana kadar retinal distrofiler ile iligkili 100’den fazla silier gen tanimlanmistir
(Sekil 7.). RP’nin yaklasik %40’min, LKA’ ’nin ise %25 inin silier genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklandig1 bildirilmektedir (137). Retinal siliopati kavrami X’e bagl kalitilan RP ve
Usher Sendromu tanisi alan olgularda anlamli 6l¢tide sperm motilite azliginin fark edilmesiyle
spermdeki flagellum ile fotoreseptorlerdeki baglanti silianin benzer yapisinin anlagilmasi
sonucu ortaya atilmistir. Fotoreseptor silialarinda ¢ok sayida gen iiriinliniin bulunmasi bu
organelin retinal hastaliklardaki 6nemini gosterse de bu proteinlerin bir kismi diger
organlardaki silier yapilarda da bulunur (138). Bu nedenle silia yap1 ve fonksiyonunu
etkileyen gen mutasyonlarinda retinal distrofiler izole ya da farkli sendromlarin bir pargasi
olarak ortaya ¢ikabilir (136). Bu durumdan genetik modifiye ediciler sorumlu tutulmaktadir.
Bazal cisimcik, transisyon zonu, aksonem ve silier membran silianin farkli kisimlart olup bu
bolgelerde eksprese edilen genlerin farkli fonksiyonlara sahip oldugu ve mutasyonlarinin
farkli mekanizmalarla hastaliga yol agtig1 bildirilmektedir (138). Bardet Biedl Sendromu ile
iliskili genlerin kodladigi BBS proteinleri siliar hiicrelerin  bazal cisimcigi ve
sentrozomlarinda bulunur (139). Baglant: silias1 tarafindan fotoreseptor dis ve i¢ segmenti
arasindaki tasinmaya intraflageller transport (IFT) adi verilir (138). IFT gen mutasyonlarinda
agirlikli olarak perinatal mortaliteyle giden iskelet displazileri gézlense de retinal distrofilerin
de eslik ettigi ilimli formlar ya da izole KRD olgulari bildirilmistir (139). Usher sendromu ile

iligkili genlerin kodladig1 proteinler farkli fonksiyonlara sahip olup bir protein ag1 olusturur.
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Bu ag dis pleksiform tabakada da bulunur. Agin iskelesini olusturan harmonin ve whirlin

proteinleri sinyalizasyonda rol oynar (138).
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Sekil 7. Retinal siliopatilerle iligkili proteinler

ve bulundugu yapilar. Silianin bir

parcasina spesifik proteinler siyah; birden fazla kisminda bulunan proteinler mor, diger

hiicresel elemanlarda da yer alan proteinler mavi ve konumu heniiz aydinlatamayan proteinler

gri renkle gosterilmistir (137).

KRD’ler genotipik ve fenotipik ¢esitliligin en yiiksek oldugu hastaliklardan biri olup

ayn1 mutasyonda bile farkli alt tipler, kalitim paternleri,

baslangic yasi ve klinik siddet, izole

ya da sendromik formlar gozlenebilir (Sekil 8.). Bundan modifiye edicilerin sorumlu oldugu

diistiniilmektedir. ODRP ile iliskili PRPF31 geninin promoter bdlgesinin proksimalinde yer

alan minisatellit tekrar elementleri (MSR1) ekspresyonunu diizenler. MSR1 dort kopya ise

asemptomatik iken, {i¢ kopya varliginda PRPF31 ekspresyonu azalir ve hastalik olusur (140).
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Sekil 8. Genetik olarak oOrtlisen retinopatilerin sematik gosterimi, 1246 olgunun

derlendigi Brezilya kohortundan alintilanmistir (141).
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Kalitim paterni OD, OR ya da XL gibi monogenik olsa da mitokondriyal ve digenik
kalitim da bildirilmektedir. PRPH2 geni OD makuler distrofi ile iliskiliyken ROML1 geni ile
birlikteliginde digenik kaliimli RP gozlenir (142). Yapilan g¢alismalarda %52’sinin OD,
%23’lintin OR, %10’unun XL ve %15’inin kalittminin bilinmedigi belirtilmektedir (143).
Bununla birlikte akraba evliliginin yiiksek oldugu popiilasyonlarda OR kalitim %64 gibi
yiikksek oranlarda da bildirilmektedir (44). ABCA4, USH2A, PRPH2, RPGR ve RHO farkli
popiilasyonlarda en ¢ok bildirilen genlerdir (15,143). Tespit edilen mutasyonlarin biiyiik bir
kismin1 missense (aminoasit degisimine yol acan), nonsense (dur kodonu olusumu), gergceve
kaymasina neden olan kiigiik delesyon veya insersiyonlar ya da splice (kesim) bolgesi gibi
dizi analizi ile tespit edilen degisimler olustursa da = %2-%9’unun  biiyiik
delesyon/duplikasyonlar nedeniyle ortaya ¢iktigi bildirilmektedir (3,144,145). BEST1, EYS,
MERTK, USH2A biiyiik delesyonlarin sik gozlendigi genlerdir (140).

2.3.4. Tani Yontemleri
2.3.4.1. Oftalmolojik Tani Yéntemleri

KRD’lerin tanist i¢in gérme keskinligi, gérme alani, renkli gérme ve ayrintili fundus
muayenesinin yani sira gérme diizeyini etkileyecek diger goz ici patolojilerin tespit edilmesi
icin O6n segment muayenesi ve goz i¢i basing Ol¢iimii gibi ek degerlendirmeler de
yapilmaktadir. Gorme alan1 degerlendirmesinde agirlikli olarak rod hiicrelerinin etkilendigi
grupta periferik kayip ve buna bagl tiinel seklinde goriis saptanirken, kon-rod distrofilerde ilk
etkilenme parasentral bolgede gozlenir. Renkli gérme rod baskin grupta nispeten korunurken
kon baskin grupta etkilenmistir ve akromatopsinin tanisinda kullanilir (47). Fundus
muayenesinde retina, makula, optik sinir ve retinal damarlar degerlendirilir. Tanida ayrica
OKT, FAF gibi goriintiileme yontemleri ve ERG, EOG gibi elektrofizyolojik yontemler

kullanilir.

OKT farkli yogunluga sahip dokulardaki 1s1k yansimasini kullanarak enine kesit sunar
ve retinanin farkli tabakalarinin goriintiilenmesine olanak tanir (7). OKT’de RPE ve sinir lifi
tabakasi gibi yliksek reflektif alanlar parlak, vitreus ve subretinal s1v1 gibi alanlar koyu, retinal
tabakalar ve 6dem gibi orta diizeyde reflektif alanlar ise gri gdzlenir. Dig segment ve i¢
segment birlesimi elipsoid zon olarak adlandirilir ve bu yapinin bozulmasi KRD’de 6nemli bir
bulgu olup hiicre oliimiiniin erken gostergesidir (22). OKT ayrica progresyonun

degerlendirilmesinde de kullanilir. RP’de baslangigta dis retinal tabaklarda incelme
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gozlenirken ilerleyen evrelerde foveal diizlesme saptanir. Kistoid makuler 6dem ve epiretinal

membran gibi komplikasyonlar da OKT ile tespit edilir (47).

FAF, fotoreseptorler ve RPE’deki fizyolojik ve patolojik floroforlari goriintiileyerek
fundusun metabolik profilini ortaya ¢ikarir. Bir¢ok retinal distrofide lipofuscin birikimi olsun

ya da olmasin fotoreseptor ve RPE dejenerasyonunun gosterilmesinde FAF kullanilir (146).

ERG, 1s1k ile uyarilmis retina tabakalarinin elektriksel yanitlarinin 6lgtilerek retinal
fonksiyonun degerlendirilmesine dayanir. Multifokal, tiim alan ve pattern ERG olmak {izere 3
tipe ayrilir. Tiim alan ERG total retina fonksiyonunu, pattern ERG santral retinal fonksiyonu
ve multifokal ERG kon sistemini degerlendirir (22). Fotoreseptorlerin i¢ segmentinin
hiperpolarizasyonundan kaynaklanan negatif dalga a dalgasi, retinanin i¢ tabakalarindaki
bipolar ve Miiller hiicrelerden kaynaklanan pozitif dalga ise b dalgasi olarak isimlendirilir

(147).
2.3.4.2. Genetik Tani Yontemleri

Oftalmolojik degerlendirmede kesin tanisi olmayan hastalarda molekiiler taninin énemi
giderek artmaktadir (148). 1953 yilinda Watson ve Crick DNA’nin ii¢ boyutlu yapisini
kesfettikten sonra Sanger tarafindan kesfedilen zincir sonlandirma teknigi ile DNA dizileme
teknolojisinde  biiylik bir adim atilmistir (149). Sanger yoOnteminde kullanilan
dideoksiriboniikleik asitler (ddNTP) DNA zincirinin uzamasinda rol alan 3’ hidroksil (OH)
grubu igermez ve bir sonraki ANTP’nin 5° fosfati ile bag olusturamaz. DNA uzama basamagi
sirasinda isaretlenmis ddNTP’ler ile standart dNTP’ler zincire rasgele eklenir ve farkl
uzunluklarda DNA zincirleri olusur (150). Baslangicta dizinin saptanmasi i¢in radyoaktif
isaretli bantlar jel elektroforezle goriintiilenirken zamanla kapiller elektroforezin gelistirilmesi
ve florometrik tespit yontemine gegilmesiyle yontem kullanim kolayligi ve kesinlik
kazanmistir ve dizilemede yillarca en yaygin teknoloji olarak kullanilmistir (151). Sanger
metodu tespit edilen bir degisimin dogrulanmasinda altin standart olarak kullanilsa da genetik
heterojen hastaliklarda ve biiyiikk genlerin dizilenmesinde zaman ve maliyet agisindan
kisithdir (130). KRD olgularinda genetik ve fenotipik heterojenite, alt gruplarin birbiriyle
ortlismesi gibi nedenlerle genetik nedenin saptanmasi zor olsa da yeni nesil dizileme (NGS)
teknolojileriyle birlikte klinikle iligkili genlerin, tim ekzonlarin ya da tim genomun
incelenmesinin 6nii agilmistir (152). Yiiksek verim NGS’nin ayric1 6zelligidir ve Sanger
(birinci nesil) dizilemeden sonra gelistirilen kisa-okuma 6zellikli NGS teknolojisi ikinci nesil

yontem olarak adlandirilmaktadir (153). Bu teknolojiler sentez ile dizileme ve ligasyon ile
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dizileme olarak iki genel kategoriye ayrilir. Sentez tabanli yontemler Sanger metodundan
gelistirilse de burada ddNTP yerine geri donlisimlii terminatorler kullanilir. Sanger
yontemine gore daha kisa okumaya, daha yiliksek hata oranina sahip olmakla birlikte
milyonlarca kisa DNA dizisinin es zamanli dizilenmesine (masif paralel sekanslama) olanak
saglar. Okuma sayisinin artirilmasiyla hatali okumalarin oniine gecilse de homopolimer
bolgeler gibi bazi dizilerin dogru okunmasi giigtiir ve analiz sirasinda bu kisithiliklar goz
onlinde bulundurulmalidir. Sentez bagimli teknolojilerde dizilenecek DNA molekiilleri
milyonlarca kuyucuga boliiniir ya da kati bir platforma tutturulur. PCR ya da izotermal
yontemlerle ¢ogaltilan DNA 6rnekleri dizileme sirasinda goriintiilenebilir hale getirilir (154).
Ikinci nesil teknolojilerden Illumina™ ve lon Torrent™ platfomlarnda DNA
fragmantasyonu, ug¢ tamiri, adaptor ligasyonu, yiizeye tutturma ve ‘in situ’ amplifikasyon
basamaklar1 gerceklestirilir. Milyonlarca kisa okuma paralel olarak gerceklestirilse de bu
pargalarin daha sonra birlestirilmesi gerekmektedir ve bu durum yapisal varyantlarin ve tekrar
bolgelerinin tespitinde kisitliliga yol acar. lon Torrent™ platformunda emiilsiyon PCR ile
amplifikasyon gerceklestirilir ve dogru niikleotidin (A, T, G, C) diziye eklenmesiyle ortaya
cikan pH degisimleriyle dizi tespit edilir. Illumina™ platformunda koprii amplifikasyon
yontemi kullanilir ve farkli floresan ile isaretli niikleotidler diziye dogru bir sekilde
eklendikce tespit edilir, bu modifiye niikleotidler geri doniisiimlii terminatorler olarak islev
goriir (155). Pacific Biosciences™ ve Oxford Nanopore™ yontemleri ise 10 kilobaza (kb)
kadar uzun okumalar saglayan {igiincii nesil dizileme teknolojileridir. Kiitiiphane hazirlama
asamasinda hedeflenen DNA dizisi parcalanmaz (154). Yapisal varyantlarin ve tekrar
bolgelerinin incelenmesine olanak saglar. Baglangicta ikinci nesil yontemlere gore dogrulugu
diisiik olsa da bu yontemler giderek gelistirilmektedir (153). NGS teknolojilerinin basarisi 1)
‘bias’ (yanlilik) olmadan gergeklesen genom boyu analiz, 2) farkli popiilasyonlardan tek
niikleotid polimorfizm (SNP) frekansini1 gosteren veri tabanlarinin gelistirilmesi, 3) giincel,
standardize, basitlestirilmis protokollerin varligi, 4) giiclii biyoinformatik analiz ve 5) biitiin

bu verilerin toplanip yorumlanarak kullanisli hale getirilmesine baglidir (156).

NGS klinik iligkili gen panelleri, hastalikla iligkili genlerin kodlayict bolgelerini
dizileyen klinik ekzom dizileme (CES), genomun kodlayic1 bolgelerini dizileyen tiim ekzom
dizileme (WES) ya da genomun tamamini inceleyen tiim genom dizileme (WGS) olarak farkli
kullanim alanlarina sahiptir. Gen panellerinin avantaji az sayida genomik bdlgenin artmis
derinlikte incelenmesi, bunun da mitokondriyal genomdaki heteroplazmi ya da niikleer

genomdaki mozaisizm gibi durumlarin tespitine imkan tanimasidir. Ayrica az sayida bélgenin
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analiziyle ¢ok sayida olgu ayni anda calisilabilir ve elde edilen kii¢lik boyutta veri kolaylikla
saklanabilir, bu da klinik pratikte maliyet avantaji sunar (140). KRD tanisinda hastaligin farkli
alt gruplan i¢in hedefli gen panelleri gelistirilse de olgularin %35’ine bu yontemle tani
konulamadig1 bildirilmektedir. Tan1 oraninin artmasi igin en iyi yaklasim hem sendromik hem
de non-sendromik KRD genlerinin es zamanli analizini saglayan tiim ekzom dizileme (WES)

ya da tiim genom dizileme (WGS) gibi kapsamli yontemleri kullanmaktir (3).
2.3.4.3. Tiim Ekzom Dizi Analizinin Kalitsal Retinal Distrofilerde Kullanimi

Insan genomunun %1’ini protein kodlayan bélgeler olusturmaktadir bununla birlikte
hastalik iliskili mutasyonlarin %85’i bu bdlgelerde ya da kanonik ‘spice’ bdlgelerinde
bulunmaktadir (157). Bilinen genetik varyantlarin genetik hastaliklarin kiigik bir kismin
acikliyor olmasi, geri kalan agiklanamayan nedenleri nadir genetik varyantlarin olusturmasi
nedeniyle Ng ve arkadaslari biitiin protein kodlayan bolgelerin hedefli dizilenmesini
gergeklestirmek igin ikinci nesil dizileme teknolojisi olan tiim ekzom dizi analizini (WES)
uygulamis ve yaymmlamustir (158). Sekanslama giiciinii protein kodlayan bdlgelere
yogunlastirma yaklasimi bu bolgelerin yiiksek kalite ve okuma derinligi ile analizine olanak
tanir (130). WES ayrica ‘splice’ bolgesi gibi ekzonlara yakin intronik bdlgelerin de analiz
edilmesine imkan saglar (140). WES, KRD gibi biiyiikk 6l¢iide monogenik kalitima sahip
hastaliklarin tanisinda giivenilir ve hizli bir yontem olsa da genomun geri kalan %99’unda
diigiik kaplama sahip olmasi nedeniyle diizenleyici bolgelerdeki varyantlarin, bilyiik yapisal
varyantlarin ve derin intronik varyantlarin tanisinda kisithliga sahiptir. Ayrica hedef
zenginlestirme sirasinda zayif primer baglanmalarinin oldugu bolgelerde yanliliga yol agar.
Bu gibi durumlarin iistesinden gelebilmek icin WGS yontemi uygun olsa da WES’in hizli
sonu¢ vermesi ve WGS tarafindan incelenebilen intergenik ve intronik bdlgelerin
fonksiyonuna dair bilgi eksikligi WES’1 hastalarin genotipini belirlemede en iyi yontem
haline getirmektedir (130). WES’in resesif olgularda taniya katkist yiiksek iken dominant
olgularda ¢ok sayida heterozigot varyant arasindan klinikle iligkili olan degisimi saptamak
giic olmaktadir ve tan1 i¢in biiyiik pedigrilerde segregasyon analizi gerekebilmektedir (159).
Martin-Sanchez ve arkadaslart KRD tanisi i¢in basamakli sistemi kullanmis ve hastalara ilk
olarak hedefli gen panelleri, ikinci olarak klinik ekzom dizileme (CES), ii¢lincii olarak WES
analizi uygulamistir. Calismanin sonucunda popiilasyon-spesifik gen panellerinin ilk
basamakta kullanilabilecegini, WES’in ¢6ziimlenmeyen olgularda en kullanighh ydntem
oldugunu, panel ve WES arasinda CES gibi bir ara basamaga gerek olmadigini, bununla

birlikte aday gen kesfetme gibi bir amaci ve maliyet kisitlilig1 olmayan merkezlerde CES’in
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tek test olarak uygun olabilecegini One siirmiislerdir (160). Bununla birlikte son yillarda
WES’in kalitsal retinal distrofilerin tanisinda klinik kullanimi giderek artmaktadir. Tan1 orani
farkli serilerde %49-%71,8 olarak bildirilmektedir (3,6,12,44,161). Genetik nedeni tespit
etmedeki yliksek oranin klinik 6zelliklerin daha iyi belirlenmesi, analiz sirasinda aday genleri
de kapsayacak iyi bir gen filtresinin olusturulmas: ve daha iyi kalite parametreleriyle
saglandigi belirtilmektedir (3). Ayrica sendromik olgularda ve akraba evliliginin yogun
oldugu popiilasyonlarda OR kalitimin yiiksekligi nedeniyle tan1 orani daha fazladir (12).
Hedefli gen panelleri ve WES’in kisitliliklar1 nedeniyle kopya sayisi degisikliklerinin (CNV)
tespitinde WGS, array ya da ¢oklu ligasyon bagimli prob amplifikasyonu (MLPA) tercih
edilse de giincel biyoinformatik yaklasimlarla WES’in bu varyantlarda basaris1 gosterilmistir
(145).

WES Kklinik uygulamada genetik taninin tespitinde kullanilsa da hastalikla iligkili yeni
gen kesfinde de 6nemli rol oynar (157). Son 10 yilda WES ile 40’tan fazla KRD iligkili aday
gen tespit edilmistir ve yapilan popiilasyon ¢alismalarinda olgularin %3-4’tinde yeni KRD
genlerinde varyant gozlendigi bildirilmektedir (13). TTLL5, RDH11, CDHR1, SEMAG6B,
CEP78, CEP250, SCLT1 bu genlerden birkagidir (3,156,159).

2.3.5. Tedavi Secenekleri

KRD’lerde kirma kusurlarinin diizeltilmesi, katarakt varliginda cerrahi prosediirler,
fotosensitivitesi olan olgular i¢in turuncu/kirmizi renkli lens gibi destekleyici tedaviler yasam
kalitesini arttirir. Kistoid makula 6demi varliginda topikal ya da sistemik karbonik anhidraz
inhibitorleri kullanilabilir. Retinal protezler sinyallerin retinanin i¢ tabakalarina iletilmesini
saglar. FDA tarafindan Argus Il retinal protezi ileri evre retinitis pigmentoza olgularinda
onaylanmistir ve diger gruplar i¢in caligmalar devam etmektedir. Retinal ayrilma, koroidal

eflizyon, implat dislokasyonu ve endoftalmit gibi komplikasyonlar gozlenebilir (47).

Gyrat atrofide plazma ortinitin seviyelerinin diisiiriilmesi i¢in arjininden kisith diyet ve
piridoksin takviyesi, Refsum hastaliginda fitanik asitten kisith diyet ve plazmaferez,
abetalipoproteinemide yiiksek doz A ve E vitaminleri kullanilir. Retinitis pigmentozada ise
yiksek doz A vitamini kullanimi ve E vitamini takviyesinden kaginma Onerilir. Retinal
telenjiektaziler ve eksudatif retina dekolmaninda fotokoagiilasyon ya da kriyocerrahi

uygulanir (22).

Yakin zamana kadar KRD’lerin kesin tedavisi olmadig1 diisiiniilse de 2017 yilinda

RPEGS iliskili biallelik varyanta sahip olgularin tedavisi i¢in FDA tarafindan voretigene
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neparvovec-rzyl (Luxturna) gen terapisinin onaylanmasiyla bu inan¢ degismistir ve okiiler
hastaliklarda gen terapi ¢alismalar1 giderek artmistir (162). Retina kolay ulasilabilirlik, kan-
retina bariyeri gibi bir immiinolojik bariyerinin varligi, hiicre popiilasyonunun statikligine
bagli olarak kii¢iik miktarda terapinin yeterli olmas1 gibi nedenlerle genetik manipiilasyonlar
icin uygun bir hedeftir (47). Gen terapisinin basaris1 vektdr secimine baglidir. Insersiyonel
mutagenez gelisimini engellemek i¢in konak genomuna entegre olmayan, hiicreye spesifik,
biiyiik ya da smirsiz klonlama kapasitesine sahip, toksik etkisi bulunmayan, yiiksek titrelerde
ve saf bir sekilde iiretilebilen vektorler tercih edilir. Patojen olmamasi, immiinolojik etkisinin
minimum olmasi ve boéliinmeyen hiicrelerde de kullanilabilmesi nedeniyle en uygun vektor
Adeno-asosiye viral (AAV) vektordiir (163). AAV voretigene neparvovec-rzyl’de ve diger
birgok calismada kullanilan vektér olmakla birlikte tasima kapasitesinin sinirli olmasi
nedeniyle USH2A, ABCA4 gibi biiyiik genler i¢in uygun degildir. Bu genler igin yiiksek
kapasiteli lentiviral vektorler uygun olsa da AAV kadar spesifik ve giivenli degildir (7).
Ayrica lentivirallerin béliinen hiicrelerde etkili olmasi bir diger kisitliliktir ve 9 kb’ye kadar
genom tastyan AAVS vektorii tiretilmistir. Fonksiyon kazanimi ile hastaliga neden olan RHO
geni gibi OD kalitilan gen mutasyonlarinda ise ribozim, antisense oligoniikleotidler (ASO),
siRNA gibi antisense inhibitorler ile gen susturma mekanizmasini kullanan g¢aligmalar
mevcuttur. Kriptik ‘splice’ bolgesi olusumuna neden olan mutasyonlarda anormal ‘splice’
yolagmi baskilamak i¢in kullanilan ASO i¢in CEP290 geni iizerinden c¢alismalar
yapilmaktadir. Bir diger yaklagim ise CRISPR/Cas9 sistemi ile hedeflenen bolgede ¢ift zincir
kiriklarinin - olusmast ve DNA tamir mekanizmalarinin tetiklenmesiyle genomun

diizenlenmesidir. PDE6B gen mutasyonlarinda CRISPR/Cas9 ¢alismalar1 vardir (163).

Britten-Jones ve arkadaslarinin yaptig: sistematik derlemede voretigene neparvovec-rzyl
alan olgularin bir yillik izlemlerinde multi-luminens mobilite testinde (MLMT) kontrole gore
anlamli 6lgiide diizelme oldugu belirtilmektedir. MERTK, RS1, RPGR, CHM, CNGA3 genleri
ile ilgili faz galismalar1 mevcuttur. Gen terapileri i¢in subretinal enjeksiyonda g6z kapagi ve
okiiler yiizey problemleri, intravitreal enjeksiyonlarda ise iiveit ve okiiler hipertansiyon en sik
bildirilen yan etkilerdir (162). KRD’ler i¢in RPE, fotoreseptor ya da i¢ retinal tabakalarin

yenilenmesi amaciyla erken faz kok hiicre ¢alismalari da bildirilmektedir (7).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi

Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Dokuz
Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Calisma

retrospektif tanimlayici bir arastirmadir.

Aralik 2019 ile Haziran 2021 tarihleri arasinda retinitis pigmentoza, Stargardt Hastalig1,
kon distrofisi, pattern distrofi, X’e bagli retinoskizis gibi izole ve Usher Sendromu gibi
sendromik retinal distrofi alt gruplarindan birinin 6n tanisiyla poliklinigimize basvuran

hastalarin dosyalar: geriye doniik olarak tarandi.
Calisma i¢in belirledigimiz dahil olma Kriterleri:
1. Retinal distrofi 6n tanisiyla genetik ¢alisma yapilmis hastalar ile

2. Pedigri analizinde risk altinda oldugu goriilen veya kalitim paterninin gosterilebilmesi

icin molekiiler analiz yapilan, indeks hastanin ailesine ait bireylerdir.
Calisma i¢in belirledigimiz diglama Kriterleri:
1. Dosya kayitlar eksik olan ve
2. Genetik testi tamamlanmamis hastalardir.

3.2. Verilerin Toplanmasi

Tez arastirmasi i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik

Kurulu’nun 18/05/2022 tarihli 2022/18-01 numaral karariyla etik kurul onay1 alind1 (EK-1).

Dahil edilen hastalarin yas, cinsiyet, ilk semptom, semptom baslama yasi, mevcut
semptomlar, gz ve géz dibi muayene bulgulari, dismorfolojik muayene bulgulari, semptom
ve bulgularin seyri, varsa fundus otofloresans (FAF), optik koherans tomografi (OKT) ve
elektroretinografi (ERG) gibi oftalmolojik tetkikleri, mevcut tedavileri, 6zgeg¢mis ve
soygecmis bilgileri ile genetik tetkik sonuclari Tibbi Genetik arsiv dosyalarindan, Hastane
Tibbi Istatistik ve Arsivi’nden ve Probel HBYS sisteminden toplandi. Toplanan veriler veri

kayit formuna (EK-2) islendi.
Elde edilen verilerden genotip fenotip bilgilerini iceren tablo ve grafikler olusturuldu.

Olgularda dosya verilerinden elde edilen bilgiler 15181inda yapilan genetik analizler icin
uygulanan yontemler asagida belirtilmistir.
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3.3. Genomik DNA Izolasyonu

Klinik degerlendirme ve genetik damigsmanlik sonrasinda tiim ekzom dizi analizi
Onerilen ve testi yaptirmayi1 kabul edip ‘Tim Ekzom ve/veya Genom Dizileme Testi igin
Aydmlatilmis Onam Formu’nu imzalayan tiim olgulardan Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi’nde
(DEGEDEM) molekiiler ¢alismalarin yapilabilmesi i¢in toplam 4 ml EDTA'l1 (Etilendiamin
Tetraasetik Asit) tiipe periferik kan 6rnegi alinir. Saflastirilmis total genomik DNA elde
edilmesi amaciyla her olgunun 200 pl kanindan Qiacube® otomatize DNA izolasyon cihazi
(Qiagen, Almanya) ve QIAamp® DNA Blood Mini kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak spin
kolon DNA izolasyon teknigi ile DNA elde edilir. Ureticinin onerdigi protokoller
uygulanmakta olup cihaz kan ve diger soliisyonlarin eklenmesi sonrasinda otomatize olarak

calisir.
DNA izolasyon basamaklari sirastyla su asamalari igerir;

1. 20 pl proteinaz K, 200 pl ligasyon buffer soliisyon ve 200 ul periferik kan 1.5 ml
mikrosantrifiij tiiptine eklenir. 72 °C’de 10 dakika inkiibasyonda birakilir.

2.200 pl etanol (%96-100) drnege eklenir ve 15 saniye vortekslenir.
3. Karigim spin kolona aktarilir. Spin kolon temiz 2 ml toplama tiipiine konulur.
4. 6000xg’de 1 dakika santrifiij edilir. Filtrat atilir.

5. 500 pl ‘Wash buffer 1’ eklenir. Spin kolon yeni bir temiz 2 ml toplama tiipiine

konulur.
6. 6000xg’de 1 dakika santrifiij edilir. Filtrat atilir.

7. 500 pl “Wash buffer 2’ eklenir. Spin kolon yeni bir temiz 2 ml toplama tiipiine

konulur.
8.20000xg’de 3 dakika santrifiij edilir. Filtrat atilir.

9. Spin kolon temiz 1.5 ml mikrosantrifiij tiiptine alinir. 100-200 pl ‘Elution buffer’
veya distile su eklenir. 1-5 dakika oda sicakliginda bekletilir.

10. 6000xg’de 1 dakika santrifiij edilir. Spin kolonlar atilir.

11. Elde edilen DNA’lar safliklar1 ve konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, parafilmle

agizlar kapatilarak DNA saklama kutularia konulup -20°C’de saklanir.
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3.4. Spektrofotometre ile DNA Konsantrasyon ve Safliginin Belirlenmesi

Izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve saflik 6lgiimiinde NanoDrop ND1000®
Spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilir. Spektrofotometrik
Olctim; DNA, RNA ve protein gibi maddelerin i¢inde bulunduklar1 siv1 soliisyondan gegirilen
belirli spektrumlardaki 15181 kimyasal yapilarina ve konsantrasyonlarina paralel olarak absorbe

(A) etmesi prensibine dayandirilir.

Niikleik asitler 260 nm’de ve proteinler 280 nm’de 15181 maksimum absorbe ettigi i¢in
DNA safliginin hesaplanmasinda A260/A280 oran1 kullanilir. DNA materyalinin A260/A280
oraninin 1,8-2,0 arasinda olmasi ve konsantrasyonunun ise en az 40 ng/ul olmasi hedeflenir.
Saflig1 1,8’den daha az olan 6rnekler protein kontaminasyonunu; 2,0’dan daha yiiksek olanlar
ise RNA miktarmin fazla oldugunu gosterir. Saflik ve konsantrasyonlar1 hedefe ulagsmayan
orneklerde izolasyon tekrarlanir. Bu kriterlere uyan DNA’lar alikotlanarak -20 °C’de

arsivlenir.

3.5. Tiim Ekzom Dizileme (WES)

Ekzom genomik bdlgenin %1-2’lik kismini olustursa da Mendeliyen hastaliklarin biiyiik
cogunlugu bu bolgelerde olusan varyantlar nedeniyle olugmaktadir. WES bu bdlgelerin
analizini saglayan bir dizileme teknolojisidir. Ekzom dizilemede DNA rasgele Kkesilip
kiitliphane olusturulur, olusturulan kiitliphane problarla hibridize edilerek gogaltilir, dizileme

islemi gerceklestirilir ve biyoinformatik siireglerle varyantlar ortaya ¢ikarilir.

Tim ekzom analizi verileri degerlendirilirken temel olarak iki kalite parametresi
kullanilmaktadir. Kaplam; hedef bdlgenin yiizde kacinin okundugunu ifade ederken, derinlik;

belirli bir bolgenin toplamda kag¢ defa okundugunu gosterir.

Yapilan ¢aligmada ‘Twist Human Comprehensive Exome’ kiti tiretici firmanin onerileri
dogrultusunda kullanildi. Kullanilan kit yeni nesil sekanslama teknolojileri igerisinde hedef
yakalama ve zenginlestirme (‘target capture and enrichment’) prensibi ile ¢alismaktadir. Bu
yontemde biotinile edilmis problar hedef bolgeyle hibridize edildikten sonra streptavidin
boncuklar kullanilarak yakalanir ve hedef bolge manyetik alan ile hedef disi bolgelerden
ayristirilarak ¢ogaltilir. Reaksiyon basamaklar1 sirasinda kiitiiphane hazirlanmasi icin

kullanilan materyaller (Tablo 1.) ve ekipmanlar (Tablo 2.) asagida belirtilmistir.

32



Tablo 1. WES ig¢in kullanilan materyaller

Malzeme Marka

Target Capture NGS kit Twist  Bioscience™  Twist Human
Comprehensive Exome

DNA Piirifikasyonu i¢in Manyetik | Beckman Coulter™ AMPure XP for

Boncuklar PCR Purification

Kiitiiphane Amplifikasyon Kiti Roche™ KAPA HiFi HotStart Library
Amplification Kit

NGS Reaksiyon Kartusu IMlumina™ NextSeq 500 High Output
Kitv2.5

Etanol MERCK™ Ethanol

Niikleaz Igermeyen Su MERCK™ Nuclease free water

Tablo 2. WES i¢in kullanilan ekipmanlar

Ekipman Marka

Dizileme Cihazi Illumina NextSeq 500

PCR Cihazi Bio-Rad™ T100 Thermal Cycler

Spektrofotometre Thermo Fisher Scientific™ NanoDrop
ND1000® Spectrophotometer

Santrifiij Eppendorf™ 5425/5424R

Vorteks IKA™ Vortex

Termal Calkalayici BIOSAN™ TS-100 Thermo-Shaker

Mikropipet Setleri Eppendorf™

Manyetik Stand DynaMag™ -2 Magnet

0.2 ml, 1.5 ml, 2 ml PCR tiipleri Eppendorf™

Kiitiiphane hazirligi, biyoinformatik asamalar1t ve klinik analizler Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, Genetik Hastaliklar Degerlendirme
Merkezi’nde (DEGEDEM) uygulandi.

3.5.1. Tiim Ekzom Dizileme Islak Laboratuvar Asamalart

Olgulardan elde edilen A260/A280 oram1 1,8-2,0 safliginda ve en az 40 ng/ul
konsantrasyona sahip DNA 6rnegi tiim ekzom dizileme c¢aligmasi i¢in kullanildi. Tiim ekzom
dizilemenin laboratuvar asamalar1 6zetle 5 teknik asama icermektedir. Bunlar sirasiyla;
hibridizasyon i¢in kiitiiphanelerin hazirlanmasi, (fragmentasyon, agik u¢ onarimi, A ucu
takilmasi, adaptor ligasyonu, indeks ile isaretleme), ‘Capture’ problart ile kiitiiphanenin
hibridizasyonu, hibridize olan ‘target’ bolgelerin streptavidin boncuk ile izolasyonu, post-

capture PCR amplifikasyonu ve piirifikasyonu, sekanslanma basamaklaridir.
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Tim ekzom dizileme sirasindan uygulanan reaksiyon basamaklar1 sirasiyla asagida

belirtilmistir:

DNA Fragmantasyonu: DNA fragmantaz enzimi ile 37°C’de inkiibe edilerek 150-250

baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda DNA fragmanlari elde edildi.

Piirifikasyon*: Piirifikasyon islemi manyetik boncuklar (Magnetik bead) ile yapildi.
Manyetik boncuk ¢ozeltisi once 30 dakika oda sicakligina bekletildi. Iki mililitrelik konik
dipli tiiplere her 6rnek i¢in eklenen DNA voliimiiniin 1,8 kat1 manyetik boncuk dagitildi.
Uzerine fragmantasyon basamagi sonrasi elde edilen DNA iiriinleri eklendi. Vorteks ve spin
yontemleri ile homojenizasyon saglandi. Manyetik boncuklarin DNA’ya baglanmasini
saglamak amaciyla 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan tiipler
manyetik standa yerlestirilip, sivi seffaf oldugunda siipernatant kisim pipetle atildi. Tiipler
manyetik stand tizerindeyken her tiipe 500 pL Etanol (%80) ilave edildi. Otuz saniye bekleme
sonrast alkol pipetaj ile uzaklastirildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Kalan alkolii temizlemek
icin Orneklere spin yapildi ve 10 pL pipetle kalan alkol temizlendi. Alkol tamamen
buharlasincaya kadar beklendi. Tiipler stand iizerindeyken niikleaz icermeyen su eklendi
ardindan stanttan alindi. Vorteks ve spin sonrasi 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Tiipler standa tekrar yerlestirilip, seffaflasinca stanttan ¢ikarmadan siipernatant yeni tiiplere
alind1 ve sonraki agamalar i¢in kullanildi. DNA {izerine uygulanan tiim islemlerin arasinda

purifikasyon tekrarlandi (*).

DNA ucu onarimi (End repair): Test kitinde bulunan ‘End Repair Mix’ iizerine bir

onceki basamakta elde edilen DNA tirtinii eklenerek 20°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

*Piirifikasyon adimi tekrarlandi.

A ucu takilmasi (A-tailing): Bu adimda DNA fragment ug¢ adenilasyonu amaciyla test

kitinde bulunan A-tailing tiiplerinin tizerine bir dnceki piirifikasyon basamagindan elde edilen

DNA iiriinii eklendi. Ornekler 30°C°de 30 dakika inkiibe edildi.
*Piirifikasyon adimi tekrarlandi.

Adaptér Ligasyonu: Bir onceki piirifikasyondan elde edilen siipernatant ligasyon

tiiplerine eklendi. Uzerine kitin icerisinde bulunan adaptér eklendi. 15 dakika 20°C’de inkiibe
edildi. Ardindan USER enzimi eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi.

*Plirifikasyon adimi tekrarlandi.
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Indeks ile Isaretleme: Dual indeks (ikili indeks) seti kullanildi. Indeksler ayn1 anda

birden fazla 6rnegin tek bir tiipte birlestirilmesi ve es zamanli sekanslanmasini saglayan
primer dizileridir. Calismada 15 ve 17 olarak adlandirilan evrensel dual indeks sistemi
kullanilmistir. Bir onceki adimdan elde edilen DNA firiinii, ‘KAPA Library Amplification
Mix’ ve indeks primerleri ile reaksiyon karisimi olusturulup PCR cihazina yiiklendi ve kit

kullanim kilavuzunda 6nerilen PCR protokol basamaklari uygulandi.
*Piirifikasyon adimi tekrarlandi.

Prob Hibridizasyonu: Kitin igerisinde bulunan Blok miks, Hibridizasyon miks ve

‘Target Capture’ problar ile hibridizasyon reaksiyon ¢dzeltisi hazirlandi. Ornekler 16 saat

65°C’de inkiibe edildi.

Streptavidin boncuk ile hedef kiitiiphanenin segilmesi: Hibridizasyon basamagindan

sonra elde edilen Ornekler streptavidin boncuklar ve kitin igerisinde bulunan yikama
cozeltileri ile seri yikama isleminden gecirildi. Elde edilen DNA f{iriinii hedef kiitiiphaneyi

olusturmaktadir.

Hedef kiitiiphanenin amplifikasyonu: Elde edilen hedef kiitiiphane universal PCR

primerleri ile amplifiye edildi. Son kez piirifikasyon adimi tekrarlandi. Yiriitme oncesi hedef

bolgeleri secilmis, indekslenmis kiitiiphanenin konsantrasyon kontrolii yapildi.

lumina Cihazi ile Yeni Nesil Dizileme: Kiitliphane hazirlama kiti ile elde edilen

indekslenmis ornekler tek bir tiipte birlestirildikten sonra Illumina™ NextSeq500 cihazi
kartusuna yiiklendi. Reaksiyon kartusu ve akis hiicresi (flow cell) cihaza yerlestirildi.
Cihazdan elde edilen veri, “FASTQ” formatinda alindi.

3.5.2. Tiim Ekzom Dizileme Biyoinformatik Analizi

Tiim ekzom dizileme sonucunda elde edilmis ‘FASTQ’ formatindaki ham veriler
referans genoma (GRch37hgl9) hizalama, siralama, varyant g¢agirma (variant calling),
giivenilirlik skorlamasi ve varyant anotasyonu agamalarindan geg¢irildi. Bu asamalarda SEQ
(Genomize, Tiirkiye) analiz platformu kullanild1 (164). Hizalama ve siralama i¢in Burrows-
Wheeler-Aligner programi, varyant ¢agirma (variant calling) i¢in optimize edilmis haplotip
temelli FreeBayes programi kullanildi. Varyantlarin giivenirlik degerlendirmeleri primer ve
sekonder kaplam esigi, alternatif/allel orami esigi, iplik¢ik bias degeri esigi ve heterozigot
varyantlar i¢in her iki iplikgikteki alternatif/allel oran1 parametreleri baz alindi. Giivenirlik

degerlendirmesi sonucunda varyantlar tiim parametrelerden gectiginde yiiksek giivenilirlik,
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bir veya daha fazla parametreden gectiginde diisiik glivenilirlik, primer kaplam esigini
gecemediginde ise yetersiz giivenirlik etiketi ile siniflandirildi. Yetersiz etiketi alan varyantlar
degerlendirilmeye alinmadi. Biyoinformatik islemler sonucunda ‘VCF’ veri formati elde
edildi.

3.5.3. Tiim Ekzom Dizileme Verilerinin Klinik Analizi

Saptanan varyantlarin patojenisite siniflandirmasinda 2015 yilinda yayinlanan
Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Dernegi’nin (ACMG) giincel kilavuzu esas alinmistir
(165). Bu kilavuza gore varyantlar sirasiyla benign, muhtemel benign, klinik 6nemi belirsiz,
muhtemel patojenik ve patojenik olarak smiflandirilmistir. Bu siniflamaya gore varyantin

patojenite degerlendirilmesinde kullanilmasi 6nerilen veriler su sekildedir:
* Varyantin tipi (anlamsiz, yanlis anlamli, dur kodonu olusturan, ger¢eve kaymasi vb.)
* Varsa daha once bildirilmis ayn1 aminoasit degisiminin patojenitesi,
* Varsa daha once bildirilmis ayn1 kodon degisikliginin patojenitesi,
* “de novo” olup olmamasi veya ailede hastalik ve varyantin segregasyonu,
* Bilinen fonksiyonel ¢calismasinin olup olmamasi,
* Toplum frekans1 ve merkez igi frekansi,
* Varsa eski vaka-kontrol ¢alismalarindaki frekanslari,
* Protein lizerinde mutasyonel “hotspot” (sicak nokta)’da yer alip almamasi,
» Biallelik olup olmamasi,
* Protein uzunlugu tizerindeki etkisi,

* “in silico” analiz verileri (REVEL, MetaLR, SIFT, PolyPhen, MutationTaster, ADA
ve RF skoru)

e Uluslararasi veri tabanlarindaki veriler

Patojenisite siniflandirmas1 i¢in SEQ platformuna ek olarak Amerikan Ulusal
Biyoteknoloji Enstitiisii’ne ait ClinVar veri tabani, Varsome (Saphetor, Isvicre), Franklin
(Genoox, ABD), VarSeak (JSI, Almanya), NGS Cloud (Pairend, Tiirkiye) analiz platformlar
kullanildi. Analiz edilen varyantlara ait genlerin klinik agidan yorumlanmasi i¢in OMIM

(Online Mendelian Inheritance in Man®) ve RetNet [‘Retinal Information Network’ (Retinal
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Bilgi Ag1)] veri tabanlari ile hastalarin klinik bulgular1 ile iliskili ‘Human Phenotype
Ontology (HPO)’ terimleri kullanilda.

Analiz sirasinda;

- Popiilasyon Veri Bankalar1 (Merkez i¢i, GhomAD, ESP, EXAC, 1000 Genomes) ve
Gen-Hastalik Iligkisi Veri Tabanlarinda (HGMD, OMIM, ClinVar, v.b.) %1’in
iistiinde frekansa sahip varyantlar

- Sinonim ve intronik varyantlar ile kanonik ‘splice’ bolge olmayan (+/- 10bg)
varyantlar diglandi.

Filtrelenen varyantlar arasindan sirasiyla;

- Patojenik, muhtemel patojenik varyantlar

- Olgular i¢in girilen HPO terimleri ile iligkili genlerdeki varyantlar

- ClinVar veri tabaninda en az bir patojenik bildirimi olan varyantlar

- Yikict (dur kodonu olusumu, dur kodonu/baslangic kodon kaybi, splice bolgesi,
cergeve i¢i delesyon/insersiyonlar, ¢cerceve kaymasi) varyantlar

- OMIM veri tabaninda hastalikla iliskilendirilmis genlerde bulunan varyantlar

incelendi.

Ayrica RetNet, PanelApp (NHS, Ingiltere) ve literatiirde kalitsal retinal hastaliklarla
iligkili oldugu bildirilen genler dikkate alinarak olusturulan gen seti filtresindeki varyantlar
incelendi. Olusturulan gen setindeki genlerin listesi Tablo 3.’te gosterilmistir. Bu basamakta

hipomorfik allellerin analiz sirasinda atlanmasini engellemek i¢in ek filtre kullanilmadi.

Degerlendirme sonucu kalitsal retinal distrofilerle iligkili olabilecegi diisiiniilen
patojenik/muhtemel patojenik ve klinik 6nemi bilinmeyen ekzonik ve +/- 10 bg intronik

varyantlar olgular i¢in olusturulan tablolara eklendi.

3.6. Klinik ile iliskili Varyantlarin Sanger Yontemi ile Dogrulanmasi

WES analizi sonucunda olgularin klinigi ile iliskili oldugu diisiiniilen varyantlar
dogrulamak ve ulagilabilen birinci derece yakinlarini taramak amaciyla Sanger yontemi
kullanildi. Hedef varyantlar igin primer ¢iftleri NCBI Primer Design programi kullanilarak

tasarlandi. Sanger isleminde sirasiyla;

PCR ile hedef bolgenin gogaltilmasi: Baslangic DNA konsantrasyonu 80-100 ng/uL ve

volim 20 pL olacak sekilde Taq polimeraz (Roche, ABD), iki yonlii primerler, DMSO
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(Dimetil siilfoksit), MgCl>, dNTP, DNA ve su ile reaksiyon karisimi hazirlandi. PCR islemi ile
hedeflenen bolge amplifikasyonu gercgeklestirildi.

PCR iirtniniin jel elektroforez ile goriintilenmesi: PCR basarisini ve olusan iiriin

miktarmi 6ngorebilmek igin, iiriin %?2’lik agaroz jele yiiklenip 120 mV’ta yiriitildi. UV

Transilluminator ile goriintiilendi.

Eslesmeyen primer ve niikleotidlerin uzaklastirilmasi: PCR iirtinii, Exo SAP PCR Clean

Up kit (Applied Biosystems™) ile muamele edildi. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda

reaksiyon gerceklestirildi.

Dizileme: Tek zincirli dizilerden arindirilmis {irin, BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, ABD) ve tek yonlii primer

(F ya da R) ile iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda reaksiyon gergeklestirildi.

Piirifikasyon: Sekans reaksiyonu sonrasi floresan boya, primer, enzim, dNTP gibi
dizilenecek verinin kalite ve sinyalizasyonunu bozacak artiklar Zymo Research DNA

sequencing clean up kit (Zymo Research) spin kolon yontemi ile uzaklastirildi.

Kapiller elektroforezde yiiriitme: Saflagtirilmis son iiriin Applied Biosystems™ 3130

Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, ABD) kapiller elektroforezinde yiiriitiildii.

Analiz: Elde edilen dizi verisi CLC Genomics Workbench (QIAGEN, Almanya)

programi kullanilarak analiz edildi.
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Tablo 3. Kalitsal retinal distrofi gen listesi

ABCA4 BBIP1 CEP78 CSPP1 FBLN5S HCCS KLHL7 MYOC PAX6 PROM1 RP2 SYTL4 UBAPIL
ABCC6 BBS1 CERKL CTNNA1 FDFT1 HGSNAT | LAMA1L NAALADL1 | PCARE PROS1 RP9 TCTN1 UNC119
ABHD12 BBS10 CFAP410 | CTNNB1 FLVCR1 | HK1 LCAS5 NBAS PCDH15 PRPF3 RPEGS TCTN2 USH1C
ACBD5 BBS12 CFAP418 | CTSD FOXC1 HMCN1 LRAT NDP PCYTI1A PRPF31 RPGR TCTN3 USH1G
ACO2 BBS2 CFB CUBN FOXE3 HMX1 LRMDA NDRG4 PDAP1 PRPF4 RPGRIP1 TEAD1 USH2A
ADAM9 BBS4 CFH CwcC27 FOXI2 HTRA1 LRP2 NEK2 PDEGA PRPF6 RPGRIP1L | TEX28 VAX1
ADAMTSI18 | BBS5 CHM CYP1B1 FRAS1 IDH3A LRPS NEUROD1 PDEGB PRPF8 RS1 TIMMSA VAX2
ADGRA3 BBS7 CIB2 CYP27A1 | FREM1 IDH3B LZTFL1 NMNAT1 PDEGC PRPH2 RTN4IP1 TIMP3 VCAN
ADGRV1 BBS9 CLCC1 CYP2R1 FREM2 IFT140 MAK NPHP1 PDE6GG PRPS1 SAG TLCD3B VPS13B
ADIPOR1 BCOR CLN3 CYP4V2 FSCN2 IFT172 MAPKAPK3 | NPHP3 PDEGH PRTFDC1 | SAMD11 TMED7Y VSX1
AFG3L2 BEST1 CLN5 DHDDS FUTS IFT27 MECR NPHP4 PDZD7 RAB28 SCAPER TMEM126A | VSX2
AGBL5 BMP4 CLNG6 DHX32 FZD4 IFT81 MERTK NR1D1 PEX1 RAX SCLT1 TMEMZ216 WASF3
AHI1 C1QTNF5 CLNS8 DHX38 GARIN4 | IKBKG MEN2 NR2E3 PEX2 RAX2 SDCCAGS8 | TMEM237 WDPCP
AHR C2 CLRN1 DMD GDF6 IMPDH1 MFRP NR2F1 PEX7 RB1 SEMA4A TMEMG67 WDR19
AIPL1 C3 CLUAP1 DRAM?2 GNAT1 IMPG1 MFSD8 NRL PGK1 RBP3 SEMAG6B TOPORS WES1
AIRE CA4 CNGAl DSCAML1 | GNAT? IMPG2 MIEF1 NUMB PHYH RBP4 SLC24A1 TPP1 WHRN
ALMS1 CABP4 CNGA3 DTHD1 GNB3 INPP5E MIR204 NYX PITPNM3 RCBTB1 SLC24A5 TREX1 WT1
AMN CACNAILF CNGB1 DYNC2H1 | GNPTAB [ INVS MKKS OAT PITX2 RD3 SLC25A46 | TRIM32 ZNF408
ARHGEF18 | CACNA2D4 | CNGB3 DYNC2I2 | GNPTG IQCB1 MKS1 OCA2 PITX3 RDH11 SLC37A3 TRNT1 ZNF423
ARL13B CAPN5 CNNM4 EFEMP1 GP1BA IRX5 MT-ATP6 OFD1 PLA2G5 RDH12 SLC38A8 TRPM1 ZNF513
ARL2BP CC2D2A COL11A1 | ELOVL1 GPR143 ITIH2 MT-ND1 OPAl PLD4 RDH5 SLC45A2 TSPAN12

ARL3 CCT2 COL11A2 | ELOVL4 GPR179 ITM2B MT-ND4 OPA3 PLK4 REEP6 SLC4AT7 TTC21B

ARLG6 CCz1B COL18A1 | EMC1 GPR45 JAG1 MT-ND6 OPN1LW PNPLAG RGR SLC7A14 TTC8

ARMS?2 CDH23 COL2A1 ENSA GRIP1 KCNJ13 MTRFR OPN1MW POC1B RGS9 SMOC1 TTLLS

ARSG CDH3 COL4A1 EP300 GRK1 KCNV2 MT-TH OPN1SW POC5 RGS9BP SNRNP200 | TTPA

ASRGL1 CDHR1 COL9A1 ERCC6 GRM6 KCTD7 MT-TL1 OR2M7 PODNL1 RHO SOX2 TUB

ATF6 CEP164 COL9A2 ERCC8 GRN KIAA1549 | MTTP OTOGL POMGNT1 | RIMS1 SPATAY TUBGCP4

ATOH7 CEP19 CPLANE1 | ESPN GUCAI1A | KIF11 MT-TP OoTX2 POMZP3 RLBP1 SPG7 TUBGCP6

ATP13A2 CEP250 CRB1 EXOSC2 GUCAI1B | KIF3B MT-TS2 P3H2 PPT1 ROM1 SPP2 TULP1

ATXN7 CEP290 CROCC EYS GUCY2D | KIF7 MVK PANK2 PRCD RP1 SRD5A3 TYR

B3GLCT CEP41 CRX FAM161A | HARS1 KIZ MYOT7A PAX2 PRDM13 RP1L1 STRAG TYRP1
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Demografik Ozellikleri

Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
degerlendirilen 15 indeks olgu ve bu indeks olgular ile birinci derece akrabaligi bulunan 8
birey dahil edildi. Indeks olgularin ortalama yas1 39°du (19-63 yas). Hastalarin 9’unu (%66)
kadin; 6’sin1 (%33) erkek bireyler olusturmaktaydi.

4.2. Olgularin Klinik Ozellikleri ve Tiim Ekzom Dizileme Bulgular

Calismaya alinan hastalarin 7’sinde (%47) retinitis pigmentoza, 3’tinde Usher
Sendromu, 2’sinde retinoskizis, 1’inde Stargardt Hastaligi, 1’inde kon distrofisi, 1’inde
pattern distrofi tanis1t mevcuttu (Sekil 9.). Olgularin 3’1 (%20) sendromikti. Ayrica bir olguda
cocukluk cag1 baslangicli ek sistem etkilenmesi mevcuttu. Indeks olgularla birinci derece
akrabalig1 olup c¢alismaya dahil edilen bireylerin higbirinde bilinen retinal distrofi tanisi
bulunmamaktaydi. Bir olguda tiim ekzom dizileme analizi trio (anne-baba-¢ocuk) olarak

gerceklestirildi. 3 olgunun yalnizca bir ebeveyni ¢alismaya dahil edildi.

Pattern distrofi
Kon distrofi 7%
7%

Retinitis
pigmentoza

Retinoskizis 46%

13%

Usher
Sendromu
20%

Sekil 9. Caligmaya dahil edilen olgularin KRD alt grup dagilimlari

Calismadaki hastalarin tiimiiniin ebeveynleri arasinda akraba evliligi ya da ayni kdyden

evlilik mevcuttu. Olgularin OR kalitim spektrumunda oldugu kabul edildi.

Olgularin semptom baslangi¢ yaslari 0-42 olarak genis dagilim gostermekteydi. 3’i
konjenital, 8’1 ¢ocukluk cagi, 1’1 geng erigkinlik, 3’ii orta eriskinlik baslangicliydi (ortalama
14 yas). Veriler SPSS-24 (SPSS INC., Chicago, IL, USA) programinda ‘Fisher Kesin Olasilik
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Testi’ kullanilarak analiz edildiginde hastalik alt gruplari ile yas, cinsiyet ve semptom
baslangi¢ yasi arasinda anlamli bir iliski saptanmadi. Yine yas, cinsiyet ve sendromik/izole

KRD gibi parametrelerin baslangi¢ yasi iizerine anlamli etkisinin olmadig1 gézlendi.
Olgularin klinik 6zellikleri Tablo 4. ve Tablo 5.’te 6zetlenmistir.

15 olguya ait yapilan WES analizinde hasta basina ortalama 39.271 varyant
gbzlenmistir. Ortalama okuma derinligi 100, genel kaplam 20x’te %99; 50x’te 93°tii. WES

kalite parametreleri Tablo 6.’da yer almaktadir.
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Tablo 4. Olgularin klinik bulgular

Olgu | Yas /Cinsiyet | Tam Ik Semptom Baslangic Yas1 | Niktalopi | Gorme Alani1 Kaybi | Seyir
1 23/E Stargadt Hastaligi Uzag1 gorememe 11 - - Progresif
2 45/K Usher Sendromu Bulanik gérme 12 + + Progresif
3 61/E Retinitis pigmentoza | Niktalopi /uzag géorememe | Ilk 10 yas + + Progresif
4 28/K Usher Sendromu Bulanik gérme 7 + + Progresif
5 34/K Retinitis pigmentoza | Bulanik gérme 14 + + Progresif
6 29/E Retinoskizis Bulanik gérme Konjenital + + Statik
7 30/K Retinitis pigmentoza | Bulanik gérme 7 + + Statik
8 32/E Usher Sendromu Uzag1 gérememe 17 + + Statik
9 53/K Retinitis pigmentoza | Bulanik gérme 9 + + Progresif
10 34/K Retinitis pigmentoza | Bulanik gérme Konjenital + - Progresif
11 50/E Retinitis pigmentoza | Niktalopi /bulanik gorme | 20 + + Progresif
12 19/E Retinoskizis Bulanik gérme Konjenital + + Progresif
13 63/K Retinitis pigmentoza | Santral gorme kayb1 35 + + Progresif
14 50/K Pattern distrofi Yakini gdrememe 42 - + Progresif
15 39/K Kon distrofisi Bulanik gérme 7 - - Statik

E: erkek, K: kadin
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Tablo 5. Olgularin g6z muayene bulgular1 ve ek hastalik bilgisi

Olgu | Gorme On Segment Fundus Muayenesi OKT Ek Tedavi Ek Hastalik
Keskinligi? Muayenesi
Sag/Sol
1 0,1/0,1 Normal Bilateral foveal atrofi ve Fovael atrofi - -
flekler
2 p+p-/ p+/p- Bilateral Bilateral yaygin atrofi Yaygin atrofi Bilateral katarakt op. | Isitme kaybi
intra-okuler lens
3 EH/EH Bilateral katarakt Retinitis pigmentoza - Bilateral katarakt op. | Hipertansiyon
4 - - - - - SNIK, ritim
bozuklugu
5 0,2/0,3 Normal Normal Normal - -
6 0,05/ 0,2 Normal Bilateral retinoskizis Bilateral retinoskizis - -
7 05/0,3 Normal Retinitis pigmentoza RP, bilateral KMO Karbonik anhidraz i. | Geg konugma
8 05/05 Normal Bilateral optik disk soluk, Retinada bilateral atrofi | - Isitme kayb1
kemik spikiilleri
9 EH/EH Bilateral arka Yaygin atrofi ve kemik - - Ritim bozuklugu
subkapsiiler katarakt | spikiilleri
10 - - Rod-kon distrofi Rod-kon distrofi - -
11 2mps/EH Sol arka subkapsiiler | Retinitis pigmentoza Sag:atrofik; sol:'flu’ Bilateral katarakt op. | -
katarakt
12 0,3/0,2 Normal Bilateral retinoskizis Bilateral retinoskizis Sol gbzde lazer -
fotokoagiilasyon
13 EH /% mps Normal Yaygin koryoretinal atrofi - - Hipertansiyon
14 0,4/01 Bilateral fakik Pattern distrofi Yaygin retinal druzen - -
15 0,2/0,16 Normal Makuler skar Bilateral makuler atrofi - -

a: Snellen testi kullanilmistir, p+/p-: persepsiyon var/projeksiyon yok, EH:el sallama hareketini algilama, mps: metreden parmak sayma,
OKT: Optik koherans tomografi, RP: retinitis pigmentoza, KMO: kistoid makuler édem, i.:inhibitdrii, op.:operasyon, SNIK: sensdrindral
isitme kayb1
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Tablo 6. Indeks olgularin tiim ekzom dizileme kalite skorlari

Olgular | Okuma | Ortalama | Ti/Tv Het/Hom |En Az 20(En Az 50
Sayisi Derinlik | Oram Oram Kere  (20x) | Kere (50x)
(Milyon) Okunan Baz | Okunan Baz

Yiizdesi Yiizdesi

Olgu 1 49,8 93,45 2,03 1,39 99,41 92,03

Olgu 2 66,9 130,13 2,04 1,37 99,55 97,52

Olgu 3 57,7 107,9 2,03 1,38 99,562 95,46

Olgu 4 78,5 143,49 2,04 1,41 99,60 97,91

Olgu 5 57,7 113,11 2,06 1,78 99,39 96,05

Olgu 6 58,3 112,1 2,08 3,26 99,65 95,30

Olgu 7 64,7 112,95 2,05 1,37 99,44 96,00

Olgu 8 56,7 108,42 2,03 1,49 99,63 94,74

Olgu 9 48,0 87,78 2,15 1,28 98,54 92,17

Olgu 10 | 46,3 83,49 2,15 1,28 98,45 90,39

Olgu 1l | 46,4 83,39 2,13 1,45 98,69 89,72

Olgu12 |515 92,15 2,13 1,41 98,84 92,92

Olgu 13 | 45,6 83,2 2,14 1,46 98,49 90,26

Olgu 14 | 454 81,89 2,13 1,40 98,56 88,99

Olgul5 | 445 80,01 2,13 1,37 98,48 88,27

Ti/Tv: Transisyon/Transversiyon, Het/Hom:Heterozigot/Homozigot

Yapilan ¢alismada 15 olguda retinal distrofi klinigi ile iligkilendirilmis 78 farkli gende
111 farkl varyant degerlendirildi. ACMG kriterlerine gore bu degisimlerin 92’si (%83) klinik

onemi bilinmeyen, 15’1 (%13) muhtemel patojenik ve 4’1 (%4) patojenik olarak siniflandirild

(Sekil 10.A). Bu varyantlarin 91’1 (%82) missense degisim, 8’1 (%7) cergeve kaymasina

neden olan tek niikleotid delesyonu, 7’si (%6) dur kodonu olusumuna neden olan degisim, 3’1

(%3) ‘splice’ bolgesi varyanti, 2’si (%2) ise okuma g¢ergevesini degistirmeyen 3 niikleotidlik

delesyondu (Sekil 10.B). ABCA4 geni ¢.5603A>T degisimi 6 farkli olguda tespit edildi.

Toplamda c¢alismada belirtilen 116 varyantin 101’1 (%87) heterozigot,

12’si (%10)

homozigot, 3’ (%3) hemizigottu. En sik saptanan 2 gen ABCA4 (%8) ve USH2A (%6)

genleriydi.
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13%
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EP mLP mVUS
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Missense Cerceve kaymasi Dur kodonu olusumu

Splice bdlgesi Cerceve ici delesyon

Sekil 10. A) Varyantlarin ACMG simiflandirmasi, B) Varyant tipi

Incelenen 15 olgunun 11’inde (%73) klinigi agiklayabilecek ve kalitim paternine uyan
degisim saptandi. Ayrica Usher Sendromu tanili bir olguda OR kaliima sahip USH2A
geninde hastalik yapict oldugu bilinen heterozigot degisimle birlikte missense heterozigot
varyantlar saptandi. Segregasyon analizi planlandi. Bir olguda OR kalitilan CEP78 geninde
heterozigot LP varyant gézlendi, karsi allel i¢in CNV analizi planlandi. Bir olguda ayirici
tantya girebilecek alt grup hastalik ile iligkili OD kalittmli CFH geninde heterozigot VUS
tespit edildi. Yas, cinsiyet, baslangi¢ yasi ya da en az bir aile bireyinin analize dahil
edilmesinin tan1 koyma {izerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi gbzlenmedi. Sendomik ve
izole KRD olgular1 arasinda tani agisindan fark yoktu. Yine hastalik alt gruplar1 RP ve

digerleri olarak karsilagtirildiginda tani orani her iki grupta benzerdi.

15 olguda, silianin yap1 ve IFT fonksiyonunda rol oynayan, Klinikle iliskili 7 gen
saptand1 (USH2A (2), USH1C, CEP78, IFT81, RPGRIP1, PCARE). RP olan grupta diger
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KRD alt gruplarina kiyasla silier gen sayisi istatistiksel olarak (p=0,019) daha yiiksekti.
Sendromik (3) ve izole grup (12) arasinda silier genler agisindan anlamli fark gézlenmezken,
cocukluk ¢agi baslangicli ek sistem tutulumu olan (4) ve olmayan (11) olarak gruplandirma
yapildiginda ek sistem bulgusu olan olgularda silier gen anlamli derecede yiiksek saptandi
(p=0,026).

Tan1 konulan 11 olgunun 8’inde OR gende homozigot; 3’iinde ise XL kalitima sahip
gende hemizigot degisim mevcuttu. Olgularin 1’1 Stargardt Hastaligi, 2°si Usher Sendromu,
2’si retinoskizis, 1°1 kon distrofi ve 5’1 izole retinitis pigmentoza tanisina sahipti. Tespit edilen
genler ve varyant dagilimlari Sekil 11.’de gdosterilmistir. Tan1 konulan olgularda kalitim
paterni ve varyant tipi ile baslangi¢ yasi arasinda anlamli fark yoktu. Tan1 konulan olgularda
RP grubu ile diger KRD alt gruplar: karsilastirildiginda silier gen RP grubunda anlaml 6lgiide
yiiksek saptandi (p=0,045). Bununla birlikte silier genler diger genlerle karsilastirildiginda
baslangi¢ yas1 ve kalitim paterni arasinda fark yoktu.

A)

KCNV2
9% ABCA4

PCARE
9%

USH2A
9%

RP2
9%

USH1C
9%

RPGRIP1
9%

B)

missense
46%

splice bolgesi
9%

gergeve
kaymasi
18%

Sekil 11. Tan1 konulan olgularda A) gen ve B) varyant dagilimi
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Klinigi agikladigi diisiiniilen varyantlara Sanger analizi uygulandi. 15 olguya ait
ayrintili klinik 6zellikler, pedigri, Sanger analiz goriintiileri ve retinal distrofi iligkili gen

varyant tablolar1 asagida 6zetlenmistir.
Olgu 1

Yirmi ii¢ yasinda erkek olgu tarafimiza Stargardt Hastalig1 nedeniyle yonlendirilmisti.
Olgunun gorme ile ilgili ilk semptomu uzag1 gérmede giicliikk olup 11 yasinda baslamisti.
Bulanik gorme sikayeti mevcuttu ve semptomlari progresif seyirliydi. Gorme alaninda azalma
ve gece gormede etkilenme tariflemiyordu. Gz muayenesinde 6n segment dogaldi. Fundus
muayenesinde fovea bilateral atrofikti ve flekler mevcuttu. Gorme keskinligi her iki gézde de
0,1 olarak olclilmiistii. OKT’de bilateral foveal atrofi, FAF goriintillemede ise flekler ve
foveal atrofi gozlenmisti. Bu bulgular Stargart Hastaligi ile uyumluydu. Olgunun 6zgegmis ve
sistem sorgulamasinda ek bulgu yoktu. Olgunun gorme ile ilgili ek komplikasyon Oykiisii
yoktu ve ila¢ dykiisii bulunmamaktaydi. Fizik muayenesinde bilateral el 2 ve 3. parmaklarda
klinodaktili, comak parmak ve gdvdede 1 cm °‘cafeu lait’ lekesi gozlendi. Olgunun soy
agacinda anne ve babasi arasinda akrabalik oldugu, 33 yasindaki ablasinda da Stargardt tanisi
oldugu ve taniy1 25 yasinda aldigi1 6grenildi. Ek olarak olgunun babasi ve halasinda diyabetik
retinopati Oykiisii mevcuttu. Yapilan tim ekzom dizi analizinde saptanan varyantlar Tablo
7.’de, soy agaci ile ABCA4 geni homozigot ¢.4102C>T p.(Argl368Cys) ve CLRN1 geni
heterozigot ¢.93del p.(Leu32CysfsTer40) varyantlarina yonelik Sanger analizi Sekil 12.’de
gosterilmistir. Olgunun anne babasinin poliklinigimize basvurusu olmadigi i¢in analiz
yalnizca indeks bireyde gergeklestirilmistir. Onceden genetik test calisilmamis ablasi icin

genetik degerlendirme Onerilmistir.
Olgu 2

Kirk bes yasinda kadin olguda retinitis pigmentoza ve isitme kayb1 dykiisii mevcuttu. 12
yasindan beri retinitis pigmentoza nedeniyle takip edilen hastanin semptomlari progresifti.
G6z muayenesinde olgunun bilateral persepsiyon (15181 algilayabilme) 6zelligi korunmusken
projeksiyon (15181n yoniinii belirleyebilme) 6zelligi kaybolmustu. Fundus muayenesinde ve
OKT’de retinada yaygin atrofi saptanan olgunun bulgularinin son dénem retinitis pigmentoza
ile uyumlu oldugu belirtilmisti. Olguda ek olarak 39 yasindayken bilateral katarakt nedeniyle
operasyon Oykiisii mevcuttu. Cocukluk ¢ag1 baslangi¢h isitme kaybi nedeniyle sag kulaginda

isitme cihazi mevcuttu. Hastaya ait isitme muayenesine ulasilamadi. Ozgecmis

-----

47



muayenesinde 1limli entelektiiel yetersizlik, strabismus, ince iist dudak ve yiliksek damak
gozlendi. Pedigri analizinde olgunun anne ve babasi arasinda akrabalilk mevcuttu.
Anneannesinde gece gorme giigliigii, ablasinda miyopi ve astigmatizm Oykiisi oldugu
Ogrenildi. Klinik bulgular1 dikkate alindiginda 6n planda Usher Sendromu Tip 2 diisiiniilen
olgunun anne babasinin poliklinik basvurusu olmadigi i¢in analizi indeks olgu olarak
gergeklestirildi. Olguya ait retinal distrofi klinigiyle iliskili varyantlar Tablo 8.’de, pedigri
analizi ve USH2A geni homozigot c.12394del p.(Leu4132TrpfsTer35) varyantina yonelik

Sanger analizi Sekil 13.’te gosterilmistir.
Olgu 3

Altmig bir yasinda erkek olgu retinitis pigmentoza tanisi ile takip edilmekteydi. Gérme
ile ilgili ilk bulgular1 olan uzag1 gérmede giicliikk ve niktalopi 10 yasindan dnce baslamisti ve
progresif seyirliydi. Gorme alaninda azalma tarifleyen olgu cisimleri gélge olarak gordiigiini
ve giinliik yasaminda yardim ihtiyacit duydugunu ifade etmisti. G6z muayenesinde bilateral el
hareketlerini algilama belirtilmisti. On segment muayenesinde bilateral katarakt saptanmisti
ve fundus muayenesi retinitis pigmentoza ile uyumluydu. Olgunun 6zgegmisinde
hipertansiyon ve bilateral katarakt operasyon Oykiisii mevcuttu. Soy geg¢misinde anne ve
babasi arasinda 1. derece kuzen evliligi, 52 yasindaki kiz kardesinde ¢ocukluk c¢agi baslangicl
retinitis pigmentoza, 17 yasindaki torununda ise 12 yas baslangicli niktalopi bulunmaktaydi.
Ek olarak annesi 70 ve bir erkek kardesi 49 yasindayken ldsemi nedeniyle kaybedilmisti.
Fizik muayenede Ozellik saptanmamisti. Hastaya ait tim ekzom dizi analizi indeks analiz
seklinde gergeklestirilmis olup saptanan klinik ile iliskili olabilecek varyantlar Tablo 9.’da
Ozetlenmistir. Analizi sirasinda gozlenen fakat kotii okuma kalitesine sahip CNGAL geni
muhtemel patojenik ¢.568G>T p.(Glu1l90Ter) degisimi Sanger metodunda gézlenmemis ve
bu degisimin WES analizinde yanlis pozitif olarak saptandigi kabul edilmistir. Olgunun soy
agaci, varyanta ait IGV goriintiisii ve Sanger analizi Sekil 14.’te belirtilmektedir.

Olgu 4

Yirmi sekiz yasinda kadin olgu retinitis pigmentoza ve konjenital sensorindral igitme
kayb1 nedeniyle degerlendirilmisti. Gorme ile ilgili ilk semptomu 7 yas baslangi¢h bulanik
gérme olan hastanin 19 yasinda niktalopi sikayeti baglamisti. Klinigi progresif seyirliydi ve
gorme alaninda etkilenme mevcuttu. Ek olarak fotofobi, vestibuler disfonksiyon, kardiyak
ileti problemi ve reynaud fenomeni mevcuttu. Ozgegmisinde gelisim basamaklarmin

yasitlarina gore geriden seyrettigi ve 5 yasinda kohlear implant uygulandigi 6grenildi. Olguya
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ait gbz ve igitme muayene bulgularina ulasilamadi. Anne ve babasi arasinda 1. derece kuzen
evliligi bulunmaktaydi. Ek olarak 35 yasindaki ablasinda keratokonus; amcasiin 32 ve 33
yaslarinda olan iki kizinda niktalopi dykiisii belirtilmisti. Olgunun WES analizinde saptanan
klinik iliskili olabilecek varyantlar Tablo 10.’da, pedigrisi ve USH1C geni ¢.521+1G>A

homozigot varyantina ait Sanger incelemesi Sekil 15.’te gosterilmistir.
Olgu 5

Otuz dort yasinda retinitis pigmentoza on tanisiyla tarafimizca degerlendirilen olgunun
gorme ile ilgili ilk semptomlart 14 yasinda baglayan bulanik gérme ve uzagi gérememeydi.
Progresif seyir gosteren hastada gece gorme ile ilgili problemleri 32 yasinda baslamsti.
Gorme alaninda azalmaya ek olarak skotom ve fotofobi sikdyeti mevcuttu. Géz ve goz dibi
degerlendirmesinde gérme keskinliginin sagda:0,2 solda:0,3 oldugu belirtilmisti. On segment
muayenesi dogaldi ve fundusta ek bulgu belirtilmemisti. OKT goriintiilemesi ve FAF
incelemesi normaldi. Olgunun gbéz muayene notlar1 geriye doniik incelendiginde optik
ndropatinin  6n planda disiinildiigli O6grenildi. Sistem sorgulamasinda isitme kayb,
konviilziyon, kardiyak ya da solunum sistemine ait bulgular kas gii¢siizliigli, oftalmopleji,
diyabet gibi mitokondriyal hastaligi diisiindiiren 6zellikler saptanmadi. Olgunun ek hastaligi ,
gegcirilmis operasyon Oykiisii yoktu. Anne ve babasinin 100 haneden kiiciik bir kdyden geldigi
ogrenildi. 37, 39 ve 41 yaslarindaki ablalarinda hafif bulanik gérme Oykiisii mevcuttu ve
ablasinin iki oglunda gérme problemi belirtilmisti fakat bu olgularin g6z muayene notlarina
ulagilamadi. Soy agacinda goérme bulgular1 disinda ek 6zellik gbzlenmedi. Analizi indeks olgu
seklinde yapilan hastanin klinik ile iligkili olabilecek varyantlar1 Tablo 11.’de, pedigrisi ve
CEP78 geni heterozigot ¢.1372G>T p.(Glu458Ter) degisimine yonelik Sanger incelemesi
Sekil 16.’da gosterilmistir.

Olgu 6

Yirmi dokuz yasinda retinoskizis tanisi olan hasta bulgularmin konjenital oldugunu
belirtmisti ve bulanik gérme Oykiisii mevcuttu. Gorme alaninin periferinde etkilenme vardi.
Kliniginde ilerleme belirtmiyordu. Ek olarak ambliyopi gbzlendi. G6z muayenesinde gorme
keskinligi sagda 0,05; solda 0,2 Olgilmisti. Ek olarak nistagmusu mevcuttu. Fundus
muayenesi ve OKT bilateral retinoskizis ile uyumluydu. Soygeg¢misinde anne ve babasi
arasinda akrabalik vardi ve 24 yasindaki bir erkek kardesinde retinal distrofi, 19 yasindaki
teyzesinin oglunda ise makula 6demi oldugu 6grenildi. Bununla birlikte iki akrabasinin g6z

muayene notlarina ulasilamadi. Olgunun analizi indeks analiz seklinde gerceklestirildi.
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Hastaya ait klinik iliskili varyantlarin listesi Tablo 12.’de, soy agac1 ve RS1 geni hemizigot
¢.575C>T p.(Prol92Leu) varyanti i¢in Sanger analizi Sekil 17.’de gosterilmistir.

Olgu 7

Otuz yasinda kadin olgu poliklinigimize retinitis pigmentoza nedeniyle yonlendirilmisti.
Sorgulamasinda 7 yasindan beri bulanik goérme semptomunun oldugu ve 23 yasinda
Ozgegmisinde ge¢ konusma Oykiisii disinda ek &zellik saptanmadi. Entelektiiel yetersizlik
yoktu ve dismorfolojik muayenede bilateral diisiik kulak ve bilateral el-ayak 5. parmaklarinda
klinodaktili disinda bulgu saptanmamisti. Anne ve babasi arasinda akrabalik mevcuttu ve
babasi 35 yasinda miyokard infarktiisii nedeniyle kaybedilmisti. 28 yasindaki goz
muayenesinde gorme keskinligi bilateral 0,2 olarak olciilmiisti. On segment muayenesi
dogaldi. Fundusta retinitis pigmentoza ile uyumlu bulgular, OKT’de retinitis pigmentoza
bulgularina ek olarak bilateral kistoid makula 6demi saptanmisti. Karbonik anhidraz
inhibitorii tedavisi baglanan olgunun sonraki takiplerinde gérme keskinliginin arttigir ve 30
yasindaki muayene ve goriintiilemelerinde sag gozde kistoid makula 6demi not edilmisti.
Gorme keskinligi sag:0,5/s0l:0,3 olarak Ol¢iilmiistii. Olgunun babasi hayatta olmadigi igin
WES analizi anne-¢ocuk seklinde gergeklestirildi. Klinikle iliskili olabilecek genlerde
saptanan varyantlar Tablo 13.’te 6zetlenmistir. Pedigri ile IFT81 ¢.1969C>T p.(GIn657Ter)
degisimine yonelik anne (heterozigot), indeks (homozigot) ve kardesin (wild tip homozigot)

Sanger analizi Sekil 18.de gosterilmistir.
Olgu 8

Otuz iki yasinda erkek olgu tarafimiza retinitis pigmentoza nedeniyle yonlendirilmisti.
Gorme ile ilgili ilk semptomlar1 17 yasinda uzagr goérmede giicliik seklinde baglamisti.
Niktalopi ve gorme alaninda daralma tarifleyen olgu kliniginde belirgin bir ilerleme
olmadigini belirtmisti. Olgunun ek olarak bilateral isitme kaybi mevcuttu ve isitme cihazi
kullantyordu ve klinigi stabil seyrediyordu. Tanmiyr {i¢ yasinda aldigini ve ge¢ konugma
oykiistinlin oldugunu belirtmisti. Iliml1 artikiilasyon problemi olan olgunun akademik basarist
iyiydi ve ek o6zelligi yoktu. Dismorfolojik muayenesinde yiiksek damak disinda ek bulguya
rastlanmadi. Otuz yasindaki géz muayenesinde gece %40; giindiiz %70 goérmenin oldugu ve
ek olarak bilateral astigmatizm oldugu belirtilmisti. Otuz iki yasindaki muayenesinde gérme
keskinligi her iki gdzde 0,5 olarak Slciilmiistii. On segment dogald: ve fundus muayenesinde

bilateral optik disk soluktu ve kemik spikiilleri mevcuttu. OKT’de retina bilateral atrofikti.
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Annede presbiyopi, babada miyopi ve astigmatizm mevcuttu. On planda Usher Sendromu Tip
2 diisiliniilen olgunun tiim ekzom dizi analizi indeks analiz seklinde gerceklestirildi. USH2A
geni ¢.2299del p.(Glu767SerfsTer21) ve c.682A>T p.(Asn228Tyr) heterozigot degisimleri
icin Sanger analizinde her iki degisimin de paternal kalitildigi gozlenmistir. Olguya ait

varyant tablolar1 Tablo 14.’te, Sanger analizleri ve pedigri Sekil 19.’da gosterilmistir.
Olgu 9

Elli iic yasinda retinitis pigmentoza nedeniyle degerlendirilen kadin olgunun ilk
semptomu 9 yasinda bulanik gérme seklinde baslamisti. Klinigi progresif seyir gdsteren
olgunun ek olarak niktalopi, gorme alaninda daralma ve ambliyopisi mevcuttu. Sistem
sorgulamasinda kardiyak ileti problemi ve viicutta parestezi oldugu o6grenilmisti. GOz
muayenesinde yalnizca el hareketlerini algiladigi belirtilmisti ve 6n segment muayenesinde
arka subkapsiiler katarakt mevcuttu. Fundus muayenesinde bilateral yaygin atrofi ve kemik
spikiilleri gdzlenmisti. Olgunun anne ve babas1 birinci derece kuzen olup her ikisinde de
presbiyopi Oykiisii oldugu 6grenildi. Ek olarak teyzesinin ii¢ kizinda retinitis pigmentoza ve
olgunun 34 ve 29 yaslarindaki iki oglunda miyopi oldugu sdylenmisti. Biiyiik oglu lazer
cerrahisi olmustu ve gorme keskinligi tam, fundus muayenesi normaldi. Kii¢lik oglunun
mercek ile gormesi tam ve fundus muayenesi normaldi. Retinitis pigmentoza tanili iig
kuzenine ait g6z muayene notlarina ulagilamadi. Olguya ait varyantlar Tablo 15.’te, pedigri
ve ABCA4 geni homozigot ¢.1853G>A p.(Gly618Glu) degisimine yonelik Sanger analizi
Sekil 20.’de belirtilmistir.

Olgu 10

Otuz dért yasinda kadin olgu retinitis pigmentoza nedeniyle takipliydi. Infantil
donemden itibaren Oniindeki cisimleri gérememe Oykiisii mevcut olup 27 yasindan beri
sikayetlerinin giinliik yasamin etkiledigi ve kliniginin progresyon gosterdigi hasta tarafindan
belirtilmisti. Karanliga adaptasyonda giigliik, goriintiiniin derinliginde bozulma, skotom eslik
ederken gdrme alaninda daralma tarif etmemisti. Ozgegmisinde belirgin bir dzellik yoktu.
Anne ve babasi arasinda birinci kuzen evliligi mevcuttu. Soy agacinda benzer dykiiye sahip
olgu yoktu. Fundus goriintileme ve OKT goriintiisii rod-kon distrofiler ile uyumluydu.
Bununla birlikte gérme keskinligi ve 6n segment bilgilerine ulagilamadi. Olgunun analizi

anne-indeks seklinde gergeklestirildi. Klinikle iliskili olabilecek varyantlarin 6zeti Tablo
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16.’da, pedigri ve RPGRIP1 ¢.2302C>T p.(Arg768Ter) degisimine yonelik indeks
(homozigot) ve annenin (heterozigot) Sanger analizi Sekil 21.’de gosterilmistir.

Olgu 11

Elli yasinda erkek hasta poliklinigimize retinitis pigmentoza nedeniyle yonlendirilmisti.
Sorgulamada 20 yasindan beri gece ve giindiiz bulanik goérme sikayetlerinin oldugunu ve
sikayetlerinin ilerleyici oldugunu belirtmisti. Ek olarak gérme alaninin periferinde daralma
mevcuttu. Oz gecmisinde belirgin bir dzellik yoktu. Soy geg¢misi sorgulandiginda anne ve
babasinin 100 haneden kiigiik bir kdyden oldugu 6grenildi. Annesinde 67 yasinda baslayan
tek tarafli gorme kaybi oldugu fakat bunun travma sonrasi ortaya ¢iktigi belirtilmisti. Ek
olarak anneannesinde 50 yasinda baslayan gorme kaybi, 12 ve 10 yaslarindaki iki kizinda
gorme problemi oldugu 6grenildi. Olgunun 48 yasindayken yapilan gz muayenesinde gorme
keskinligi sagda 2 metreden parmak sayma, solda el hareketlerini algilama olarak belirtilmisti.
Kirk bir yasindayken sag gozden katarakt operasyonu geg¢irmis olan olgunun 6n segment
muayenesinde sag gozde iridodonesisi mevcuttu ve psodofakikti; sol gbézde ise arka
subkapsiiler katarakt gézlenmisti. Fundus muayenesi retinitis pigmentoza ile uyumluydu ve
OKT’de sag goz atrofik; sol géz ‘flu’ olarak tespit edilmisti. Sol gdzden katarakt cerrahisi
geciren olgunun gorme seviyesi 2 metre mesafeden gormeye ilerlemisti. Olgunun 12
yasindaki kizinin muayene notlarinda ise tek tarafli nanoftalmi belirtilmisti. Olguya ait retinal
distrofi ile iligkili varyantlarin 6zeti Tablo 17.°de soy agaci ve RP2 geni hemizigot
c.181_182del p.(GIn61lValfsTer7) degisimine yoOnelik Sanger incelemesi Sekil 22.°de
belirtilmistir.

Olgu 12

On dokuz yasindaki erkek olgu retinoskizis tanisiyla incelenmisti. Olgunun gorme ile
ilgili problemlerinin konjenital oldugu, 10 yasinda uzagi gorme giicliigliniin eklendigi
ogrenildi. Klinigi progresif seyirliydi. Dokuz ve on bes yasinda retina dekolmani nedeniyle
lazer fotokoagiilasyon uygulanmisti. Gérme alaninin sol santral ve temporali etkilenmisti.
G6z muayenesinde gorme keskinligi sag:0,3; sol:0,2 olarak belirlenmisti. Fundus muayenesi
ve OKT bilateral retinoskizis ile uyumluydu. Ek olarak karbonik anhidraz inhibitorii
kullaniyordu. Ozge¢misinde zor dogum oykiisii belirtilmisti. Sigara kullanimi mevcuttu.
Olgunun anne ve babasi 100 haneden kiigiik bir kdydendi. Kardesinde akromatopsi, annesinde
presbiyopi mevcuttu. Ayrica annesinin babasinda konjenital baslangich gérme kayb1 ve 70

yas baslangicli isitme kaybi oldugu, dayisi ve teyzesinin birer erkek torununda goérme
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problemi varlig1 belirtilmisti. Fakat bu olgularin géz muayene notlarina ulasilamadi. Olgunun
annesi, iki ablasi ve anneannesinde ellerde parestezi Oykiisii vardi. Analiz anne-indeks
seklinde gergeklestirildi. Klinik ile iligkili oldugu diistiniilen varyantlar Tablo 18.’de; pedigri
ile anne ve indekse ait RS1 geni ¢.326G>C p.(Glyl09Ala) varyantina yonelik Sanger

incelemeleri ise Sekil 23.’te gosterilmistir.
Olgu 13

Altmig iic yasinda kadin olgu retinitis pigmentoza ve koroideremi On tanilariyla
izlenmekteydi. ilk bulgusunun 35 yasinda santral gérmede azalma oldugunu ve kliniginin
giderek kotiilestigini belirtmisti. Niktalopi eslik ediyordu. Ozge¢misinde hipertansiyon
disinda Ozellik yoktu. Soy gecmisinde ailede benzer olgu bulunmamaktaydi. Goz
muayenesinde sagda yalnizca el hareketlerini gérebildigi solda ise yarim metreden parmak
sayabildigi belirtilmisti. On segment muayenesi normaldi. Fundus muayenesinde retinada
yaygin koryoretinal atrofi mevcuttu. Olgunun OKT, FAF ve diger goriintiileme bulgularina
ulagilamadi. Olguya ait varyantlarin tablosu Tablo 19.’da pedigri ve PCARE c¢.3002G>A
p.(Trp1001Ter) homozigot degisimine yonelik Sanger analizi Sekil 24.’te gosterilmistir.

Olgu 14

Pattern distrofi On tanmisiyla tarafimiza yonlendirilen 50 yasinda kadin olgunun 42
yasindan beri yakin1 gérememe sikayeti mevcuttu. Gorme alaninda daralma varken niktalopi
tarif etmiyordu. Klinik yavas progresyon gosteriyordu. Ozgegmisinde karpal tiinel sendromu
gozlendi. Soy gecmisinde anne ve babasi ayni kdydendi bununla birlikte kdy hane sayis1 100
hanenin tstiindeydi. Olgunun ii¢ kardesinde kirma kusurlar1 belirtilmekteydi ve babasi 71
yasinda l6semi nedeniyle kaybedilmisti. G6z muayenesinde 6n segment bilateral fakik; gérme
keskinligi sagda:0,5; solda:0,1 olarak Ol¢iilmiistii. Olgunun WES analizi sonucu CFH geni
acisindan gdz hastaliklar1 ile goriintiileme bulgular: iizerinden yeniden degerlendirilmesinde
OKT’de retinada yaygin druzenler oldugu 6grenildi. Ayirict tanilarda bazal laminar druzen
olabilecegi goriisti alindi. Olguya ait klinik iligkili olabilecek varyantlar Tablo 20.’de; CFH
geni heterozigot ¢.3607C>T p.(Arg1203Trp) degisimine yonelik Sanger analizi ile soy agact
Sekil 25.’te gosterilmistir.

Olgu 15
Otuz dokuz yasinda kadin olgu bilateral kon distrofisi nedeniyle takipliydi. Ilk

semptomu bulanik gérme olup 7 yasinda baslamist1 ve fotofobisi mevcuttu. Ozgegmisinde
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belirgin bir 6zellik yoktu. Otuz bir yasindaki muayenesinde gérme keskinligi her iki gbézde
0,12 olarak belirlenmisti. OKT'de bilateral makula distrofik saptanmisti. Otuz sekiz yasindaki
muayenesinde ise gorme keskinligi sag:0,2;s0l:0,16 olarak 6l¢iilmistii. Fundus muayenesinde
makuler skar, OKT'de bilateral makuler distrofi ve atrofi gbézlenmisti. Gorme bulgular1 7
yillik donemde statik seyreden olgunun ilk semptomdan itibaren kliniginin yavas progresif
oldugu &ngoriilmiistiir. Soy ge¢misinde anne ve babasi arasinda akrabalik gozlendi. Ug kusak
soy agacinda benzer bulgular1 olan birey bulunmamaktaydi. Olgunun WES analizi trio analiz
seklinde gergeklestirildi. Olguya ait varyant tablosu Tablo 21.’de, pedigri ve KCNV2 geni
C.782C>A p.(Ala261Asp degisimine yonelik indeks (homozigot) ve ebeveyn (heterozigot)

Sanger analizleri) Sekil 26.’da gosterilmektedir.
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c A c c G T G G T G G T
indeks
c A c c G T G G T G G T

Sekil 12. A) Olgu 1’e ait pedigri B) ABCA4 geni ¢.4102C>T homozigot degisimine
yonelik Sanger analizi C) CLRN1 geni c¢.93del heterozigot degisimine yonelik Sanger analizi
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A)

EI: Retinitis Pigmentoza JZ_ Qﬁ

o7 g O]
ﬁéé%%ilﬁm O
5

A n.z n3

.

VA
57

n.s .6 n.7 n.s n.p

VB

V.2

Referans
G A c Cc c T G G A G
‘rSHZA ¢.12394delC
T G A c c o T G G A G
indeks

- T G G A G

Sekil 13. A) Olgu 2’ye ait pedigri, B) USH2A geni ¢.12394del homozigot degisimine

B)

yonelik Sanger analizi

56



mr
K

Z

Y
~

CNGA1 ¢.568G

Referans *
e —

-3
>
-3
>
(=]
[~]
=
>
p-3
>
-
>

b3
b-d
b3
kg
(o]
(2]
p-3
>
>
>
-
>

C)

Sekil 14. A) Olgu 3¢ ait pedigri B) WES’te saptanan CNGA1 ¢.568G>T degisimine ait
IGV  gorintiisii, C) ¢.568G>T degisimi icin Sanger analizi, iki test birlikte
degerlendirildiginde bu degisimin hatali okumadan kaynaklandig: diigiiniilmiistiir.
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A)

: Yaga bagh makula : Niktalopi : Keratokonus @ : Usher
dejenerasyonu Sendromu

2o PO
O 0 PO B0
O 00 DO O
500 O O

B)

intron 6
Referans —_

G T 6 A A A A G g t g =2 g9 a

USH1C c.521+1G>A

Sekil 15. A) Olgu 4’¢ ait pedigri B) USH1C geni ¢.521+1G>A homozigot degisimine

yonelik Sanger analizi
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A)

: Bulanik : Retinitis pigmentoza/ optit. : Miyopi
qorme noropati

B)
Referans
A A C A A G A A G C A T T
|c: EP78 c.1372G>T
A A c A A G A A G c A T T
indeks

Sekil 16. A) Olgu 5’e ait pedigri B) CEP78 geni heterozigot ¢.1372G>T degisimine

yonelik Sanger analizi
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A)

. Retinoskizis E‘ : Retinal distrofi I:I : Makula 6demi

1.3

5

[ -

[IN] 1.z 13 1.4 (IR
1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 n.7 1.8
59 50
V.1 V.2 7 V.3 V.4 V.5
32 31 29 24 19
B)
Referans
G G C Cc c C Cc C A
‘RS1 c.575C>T
\ G G Cc T c c Cc C A
Indeks

Sekil 17. A) Olgu 6’ya ait pedigri B) RS1 geni hemizigot ¢.575C>T degisimine yonelik
Sanger analizi
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o <O

na n.e .7 ms mnse 1o

B)

Referans

indeks -

T
N
c

Sekil 18. A) Olgu 7’ye ait pedigri B) IFT81 ¢.1969C>T degisimine yonelik anne
(heterozigot), indeks (homozigot) ve kardesin (wild tip homozigot) Sanger analizi
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.: Usher Sendromu l:l: Miyopi, astigmatizm O? Presbiyopi

AHD

20
O PR EBTY B YD
o 9 s

)IHI!

|USH2A €.2299delG
T G T G A G G G A
Referans
T G T G A G T G c
Anne M
Baba
B) indeks
USH2A c.682A>T
T c T A T G G c
Referans
A T c T A T G G C
Baba /YY\ /X\—’\(s
A T c A A T G G Cc
Anne /_\/-\M
A T c T A T G G C
indeks /W\ /Y\%

Sekil 19. A) Olgu 8’e¢ ait pedigri B) USH2A geni ¢.2299del ve C) c.682A>T
degisimlerine (anne homozigot/baba ve indeks heterozigot) yonelik Sanger analizi ile

olgudaki iki degisimin de paternal kalitildigi gézlenmistir.
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A)

@: Retinitis pigmentoza E : Preshiyopi E‘ : Miyopi

o
0P DD YO0 D0 M
o DO QB QPO
I
B) M 29

ABCA4 c.1853G>A

Referans

C A 6 G A G A T|lc A c a

. /‘._.\‘ ..__"'"“\_\- .-.I.__..-' _“ f_.\
Indeks f\ M N /(Y\ .

Sekil 20. A) Olgu 9’a ait pedigri, B) ABCA4 ¢.1853G>A homozigot degisimine yonelik
Sanger analizi
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A)

O : Retinitis pigmentoza O : Katarakt

vigle Vig s
] DO O O O O
=

B)
RPGRIP1 ¢.2302C>T
T A A A C G A A A G
Referans

T A A A T G A A A G

indeks? S\ NS N\~

T A A A c G A A A G

Anne /_\ - - v N

Sekil 21. (A) Olgu 10’a ait pedigri, B) RPGRIP1 ¢.2302C>T degisimine yonelik indeks

(homozigot) ve annenin (heterozigot) Sanger analizi
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A)

EI'_ Retinitis Figmentoza Q : Kataraki G : Manoftalmi O 1 »50 yag gérme kaybi

AN A
éoé ........... étéé
O @O

>

B)
Referans
A G G A C A A C A 6 T T T C T
4RF2 c.181_182delCA
A G G A C A A = & 6 T T T C T
indeks

A G G A C A A = - G T T T € T

Sekil 22. A) Olgu 11’e ait pedigri, B) RP2 geni hemizigot ¢.181_182del degisimine

yonelik Sanger analizi
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A)

. : Retinoskizis D: Goérme problemi E]: Gérme kayby, konjenital\:]: Presbiyopi O: Ellerde parastezi

O O Do &0 (T
g oo o Q

B)

Referans

ACAGTCAAGGCTTTG gt a agc a

RS1 ekzon 4 ¢.326G>C
AC&GTCAAGGCTTTGI:?GTAAGCA

ACAGTCAAGGCTTTGCGTAAGT CA

ACAGTCAAGGCTTTGCGTAAGTC A

Sekil 23. A) Olgu 12’ye ait pedigri B) indeks (hemizigot) ve annenin (heterozigot) RS1
geni ¢.326G>C degisimine yonelik Sanger analizi

66



A)

@ : Retinitis pigmentoza

Ao PO
A 0o 4 g
O O

B)
Ekzon 1 ¢.3002G>A
c A c T A G G T G c
Referans

indeks<™ ™~ — /‘\/\/"M

Sekil 24. A) Olgu 13’¢ ait pedigri, B) PCARE ¢.3002G>A homozigot degisimine yonelik

Sanger analizi
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A)

O: Pa#em distrofi/ Bazal E : Hipermetropi El : Katarakt
laminar druzen

O D U PO O & O
N 0 B O 8

B)
Referans
T A A A C 6 G G G A T
CFH ¢.3607C>T
T A A A C 6 G G G A T
indeks

Sekil 25. A) Olgu 14’e ait pedigri B) CFH geni heterozigot ¢.3607C>T degisimine
yonelik Sanger analizi
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A)

O : Kon distrofisi

(Al v.2 v.3
17 15 10
Referans
A A G G c c A T c G G
|Kc NV2 ¢.782C>A
A A G G A c A T c G G
A A G G A c A T C G G
Anne e
A
Baba
A
indeks v~

Sekil 26. A) Olgu 15’¢ ait pedigri B) KCNV2 ¢.782C>A degisimine yonelik indeks

(homozigot), anne  (heterozigot) ve babanin  (heterozigot) Sanger analizi
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Tablo 7. Olgu 1°¢ ait kalitsal retinal distrofi ile iligkili varyantlar

Kr . HGVS Ekzon/ - Degisim (Fsgck;/lgz D EED Vel Patojenik | i oienisite
Gen Pozisyon fsimlendirmesi Protein Degisimi Intron Zigosite Tipi r's numarasi iilasvon Skoru Simiflandir e
P p *)y (REVEL/MetaLR)* ma
CLRNL | 3 | 150690402 | ENSTO00003288634: | ) o 3ocystsTera0 | Ekzon1 | HET | Sereeve - 0.0001/ NA/NA LP PVS1,PM2
¢.93del kaymasi 0.0000
ENST00000370225.3:c . 0.0002/ PM1,PM2,
ABCA4 1 94497360 4102C>T p.Arg1l368Cys Ekzon 27 HOM Missense rs1183074086 0.0000 0.8640/ 0.8770 LP PP2.PP3,PM3
ENST00000370225.3:c . 0.0481/ PP5,PS3,
ABCA4 1 94476467 E603AST p.Asn1868lle Ekzon 40 HOM Missense rs1801466 00426 0.4020/0.7283 VUS PP2.BAL
. Missense/S 0.1880/0.1905
TTc8 | 14 | 89327676 | ENSTO0000380656.2:c p.GIu303Asp Ekzon10 | HOM plice | rs1413362477 | 0002V ADA:1.000 VUS PM2,PP3
.909G>C R 0.0000 .
Bolgesi RF:0.9360
ENST00000205557.7:c . 0.0032/
ABCC6 16 16272711 9350G>A p.Val787lle Ekzon 18 HET Missense 172653792 0.0006 0.6060/0.7805 VUS PM2,PM5,
ENST00000442858.1 - 0.0008/
BBS9 7 33303978 C.328ASG p.Arg110Gly Ekzon 4 HET Missense rs752144921 0.0000 0.4790/0.5952 VUS PM2
ENST00000307340.3:c - 0.0002/
USH2A 1 215914826 11602A>T p.Met3868Leu Ekzon 60 HET Missense rs35309576 0.0000 0.0240/0.0150 VUS PM2,BP4
USH2A 1 216219841 ENST00000307340.3:c p.Thr2086Asn Ekzon 32 HET Missense rs149202379 0.0004/ 0.2710/0.3096 VUS PM2,BP4
.6257C>A 0.0037
ENSTO00000331664.5:c . 0.0001/
PCARE 2 29296007 1121C5G p.Ala374Gly Ekzon 1 HET Missense rs368965009 0.0000 0.0270/0.0278 VUS PM2,BP4
ENST00000342292.4:c . 0.0006/
GRP179 17 36491033 1528GSA p.Val510Met Ekzon 7 HET Missense rs146044193 0.0003 0.2790/0.7603 VUS PM2
ENST00000262406.9:c . 0.0003/
RSG9 17 63221409 1697C>T p.Pro566Leu Ekzon 18 HET Missense rs772041811 0.0000 0.0390/0.0729 VUS PM2,BP4
ENST00000271588.4: - 0.0012/
HMCN1 1 186047304 .8551G>T p.Val2851Leu Ekzon 55 HET Missense rs781512437 0.0001 0.2530/0.3106 VUS PM2,BP4
ENST00000563290.1: - - 0.0026/
SCAPER 15 76646460 c.3877C>A p.His1293Asn Ekzon 30 HET Missense rs759288244 0.0000 0.0760/0.0427 VUS PM2,BP4

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM:

Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not
applicable’, P: Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik énemi bilinmeyen *: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/
GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon frekanslari esas alinmistir. 2: ‘Splice” bolgesi degisimleri
icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmustir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gore yapilmistir (165).
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Tablo 8. Olgu 2’ye ait kalitsal retinal distrofi ile iligkili varyantlar

Frekans - . A
. In Silico Tahmin Patojenik A
Gen N Pozisyon isimnft;;fmesi Protein Degisimi IIElll(tZr(:::l/ Zigosite Dgrgilszm Ir's numarasi (S..IIEQ/PO Skoru Simiflandir Pzﬁ{gp;::_tie
P pu i§y°“ (REVEL/MetaLR)* ma
USH2A 1 215848858 | ENST00000307340.3:c | p.Leud132TrpfsTer35 Ekzon 63 HOM Cergeve rs1558049084 | 0.0001/ NA/NA LP PVS1, PM2
.12394del kaymasi 0.0000
KIAA1549 7 138591781 ENST00000422774.1: p.Alal115Val Ekzon 6 HET Missense rs374288943 0.0021/ 0.1590/ 0.0974 VUS PM2
C.3344C>T 0.0001
CNGB1 16 57983286 ENST00000251102.8: p.Glu370_Glu371del Ekzon 14 HET Cergeve igi rs750979647 0.0005/ NA/NA VUS PM2, BP3
€.1086_1091del delesyon 0.0002
CFAP46 10 134755970 ENST00000368586.5: p.GIn7Ter Ekzon 1 HET Dur rs528886432 0.0008/ NA/NA VUS PM2
c.19C>T Kodonu 0.0014
P2RX7 12 121622408 ENSTO00000546057.1: p.Glu531Ter Ekzon 13 HET Dur rs182401754 0.0006/ NA/NA VUS PM2
€.1591G>T Kodonu 0.0003
SLC4AT 3 27473088 | ENST00000295736.5:c p.Glu275Gly Ekzon 7 HET Missense rs1175856738 | 0.0002/ 0.2230/ 0.2818 VUS PM2
.824A>G 0.0000
TCTN2 12 124156614 ENST00000303372.5: p.lle68Val Ekzon 3 HET Missense rs137939978 0.0034/ 0.0940/ 0.1004 VUS PM2, BP4
.202A>G 0.0004

Kr.

: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’,

HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not
applicable’, P: Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmustir.

2. ‘Splice’ bolgesi degisimleri i¢in ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmustir.

Patojenisite

degerlendirmesi

ACMG

varyant

siniflandirma

kilavuzundaki

kriterlere

gore

yapilmistir

(165).
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Tablo 9. Olgu 3°¢ ait kalitsal retinal distrofi ile iligkili varyantlar

" Ty Eron L e | in silico Tahmin | o Datoienci
Gen r Pozisyon isiGmleSn dirmesi Protein Degisimi inti?)?l Zigosite ?iegilslm Ir's numarasi (S..IQ ° | skoru Satot{emd Ka'f(ije:‘lls_lte
p L);l asyon (REVEL/MEI&LR)a 1nirandirma riterileri
ABCA4 1 94476467 ENST00000370225.3:c | p.Asn1868lle Ekzon 40 | HET Missense rs1801466 0.0481/ 0.4020/0.7283 VUS PP5,PS3,
.5603A>T 0.0426 PP2,BAl
SFT2D3 2 128459631 ENST00000310981.4:c | p.Leul81_Leul84del Ekzon 1 HET Cerceve ici | rs570661834 0.0020/ NA/NA VUS PM2, PM4
.541 552del delesyon 0.0012
ABCC6 16 | 16248886 ENST00000205557.7: | p.Vall1295= Ekzon 28 | HET Sinonim - 0.0000/ NA/NA VUS PM2
€.3885G>C Splice 0.0000
Bolgesi
CFH 1 196706001 | ENST00000367429.4:c | p.His821Tyr Ekzon 16 | HET Missense rs367687415 0.0003/ 0.0850/0.1059 VUS PM2, BP4
.2461C>T 0.0001
FBLNS5 14 | 92361386 ENST00000342058.4:c | p.GIn137Arg Ekzon 5 HET Missense - 0.0000/ 0.4030/0.5346 VUS PM2
410A>G 0.0000
PDE6C 10 | 95418708 ENST00000371447.3:c | p.Thr696Met Ekzon 17 | HOM Missense s41290222 0.0057/ 0.2580/0.3256 VUS PM2, BP4
.2087C>T 0.0008
TENM2 5 167675119 ENST00000518659.1:c | p.Thr2392Met Ekzon 27 | HET Missense rs1268422632 | 0.0001/ 0.8420/0.8793 VUS PM2, PP3
7175C>T 0.0000
EPHAG 3 97467457 ENST00000389672.5:c | p.Leull02His Ekzon 18 | HET Missense rs200120931 0.0003/ 0.7470/0.4256 VUS PM2, PP3
.3305T>A 0.0009
RRH 4 110754357 | ENST00000317735.4:c | p.Arg57Trp Ekzon 2 HET Missense rs201926781 0.0001/ 0.5460/ 0.2805 VUS PM2
.169C>T 0.0001

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation

Society’, HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not
applicable’, P: Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmistir.

& “‘Splice’ bolgesi degisimleri icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmistir.

Patojenisite

degerlendirmesi

ACMG

varyant

siniflandirma

kilavuzundaki

kriterlere

gore

yapilmistir

(165).
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Tablo 10. Olgu 4’¢ ait kalitsal retinal distrofi ile iligkili varyantlar

" Ty Eron " e | in silico Tahmin | o Datoienci
Gen r Pozisyon isiGmleSn dirmesi Protein Degisimi in ti?)?l Zigosite ?iegilslm rs numarasi (S..l Qi Skoru Satot{emd Ka'f(ije:‘lls_l L2
. p 2;1 asyon (REVEL/MetaLR)? miflandirma riterleri
USH1C 11 17548562 ENST00000005226.7: - Intron 6 HOM ‘Splice’ - 0.0002/ ADA:1.00/RF:0.946 LP PVS1, PM2
¢.521+1G>A Bolgesi 0.0000
TUBGCP4 15 43669223 ENST00000260383.7: p.His116llefsTerll Ekzon 4 HET Cergeve rs1196276711 | 0.0003/ NA/NA P PVS1, PM2,
c.346del kaymasi 0.0000 PP5
GUCY2D 17 7918012 ENST00000254854.4: p.Arg836Trp Ekzon 13 HET Missense rs145420245 0.0001/ 0.4350/ 0.5799 VUS PM1, PM2
€.2506C>T 0.0000
ABCA4 1 94476467 ENST00000370225.3:c | p.Asn1868lle Ekzon 40 HET Missense rs1801466 0.0481/ 0.4020/ VUS PP5,PS3,
.5603A>T 0.0426 0.7283 PP2,BA1
CNGB1 16 57991248 ENST00000251102.8: p.Thr291Pro Ekzon 12 HET Missense - 0.0007/ 0.4950/0.9409 VUS PM2
c.871A>C 0.0000
TRIM32 9 119460425 ENST00000450136.1: p.Thrl35lle Ekzon 2 HET Missense rs141953092 0.0004/ 0.0880/0.0606 VUS PM2, BP4
c.404C>T 0.0002
DYNC2H1 | 11 | 103182716 ENST00000398093.3: p.Ala3875Gly Ekzon 80 | HET Missense rs1213780831 | 0.0005/ 0.2480/0.0796 VUS PM2
€.11624C>G 0.0000
SCAPER 15 | 77067392 ENST00000563290.1: p.Ala280Val Ekzon 9 HET Missense rs200719909 0.0064/ 0.0320/0.0544 VUS PM2
€.839C>T 0.0005

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation
applicable’, P: Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

Society’, HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmistir.

& ‘Splice’ bolgesi degisimleri icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmistir.

Patojenisite

degerlendirmesi

ACMG

varyant

siniflandirma

kilavuzundaki

kriterlere

gore

yapilmistir

(165).
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Tablo 11. Olgu 5’e ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
— In Silico Tahmin N L
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %egilslm Ir's numarasi (Siiig/?)i Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Eﬁ?gﬂ?;te
P E) ¥ (REVEL/MetaLR)*
CEP78 9 | 80869869 | ENST00000376597.4: | p.Glu58Ter Ekzon11 | HET Dur kodonu | rs996333495 | 0.0002/ | NA/NA LP PVS1, PM2
c.1372G>T olusumu 0.0000
IMPG2 3 | 100962917 | ENST00000193391.7: | p.Ser753Leu Ekzon13 | HET Missense rs200818740 | 0.0052/ | 0.0600/0.0440 VUS PM2, BP4
c.2258C>T 0.0004
AIRE 21 | 45713024 | ENST000002915825: | p.His415Arg Ekzon10 | HET Missense rs149609996 | 0.0055/ | 0.2640/0.6054 VUS PM2
C.1244A>G 0.0002
CFH 1 196621254 ENST00000367429.4: p.Leu3Val Ekzon 1 HET Missense rs139254423 0.0012/ 0.6270/0.0738 VUS PM2
c.7C>G 0.0002
Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6énemi bilinmeyen *: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome
(2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon frekanslar1 esas alinmistir. # ‘Splice’ bolgesi degisimleri igin ADA, RF skorlari
degerlendirmeye alinmistir.
Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gore yapilmistir (165).
Tablo 12. Olgu 6’ya ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyant
L In Silico Tahmin
. HGVS . NP Ekzon/ N Degisim (SEQ/Po Patojenik Patojenisite
Cel A5 || [FRr T isimlendirmesi LRI L intron AGESIE Tipi IS mumarast iilasyon sl Smiflandirma Kriterleri
P E;‘ Y (REVEL/MetaLR)?
RS1 X | 18660224 | ENST00000379984.3:c. | p.Prol92Leu Ekzon6 | HEM Missense - 0.0000/ | 0.9630/0.9644 LP PM1,  PM2,
575C>T 0.0000 PM5,  PP3,
PP4, PP5

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen *: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome
(2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon frekanslar1 esas alinmigtir. ® “Splice’ bolgesi degisimleri igin ADA, RF skorlari
degerlendirmeye alinmustir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gore yapilmistir (165).
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Tablo 13. Olgu 7’ye ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
— In Silico Tahmin At Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %epgilslm Ir's numarasi ﬁig;ii Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Ell'ti?é?::;?ine
*) (REVEL/MetalLR)?

IFT81 12 110655969 ENST00000242591.5:c. | p.GIn657Ter Ekzon 19 HOM Dur kodonu | - 0.0002/ NA/NA VUS PVS1_M,
1969C>T olusumu 0.0000 PM2

ABCA4 1 94476467 ENST00000370225.3:c. | p.Asn1868lle Ekzon 40 HET Missense rs1801466 0.0481/ 0.4020/0.7283 VUS PP5,PS3,
5603A>T 0.0426 PP2,BAl

INVS 9 103046791 ENST00000262457.2:c. | p.Arg659LysfsTer32 Ekzon 13 HET Cerceve - 0.0001/ NA/NA LP PVS1, PM2
1975dup kaymasi 0.0000

TRIM32 9 119460404 ENST00000450136.1:c. | p.His128Arg Ekzon 2 HET Missense - 0.0001/ 0.7010/0.8567 VUS PM2, PP3
383A>G 0.0000

PDE6A 5 149310614 ENST00000255266.5: p.Leu279Phe Ekzon 4 HET Missense - 0.0002/ 0.7920/0.6967 VUS PM2, PP3
c.835C>T 0.0000

PDE6A 5 149323870 ENST00000255266.5:c. | p.Aspl23Tyr Ekzon 1 HET Missense rs147010346 0.0022/ 0.4280/0.5314 VUS PM2
367G>T 0.0004

GUCY2D 17 7906510 ENST00000254854.4: p.Alad9Ser Ekzon 2 HET Missense rs771232307 0.0018/ 0.0970/0.4057 VUS PM2, BP4
C.145G>T 0.0001

CSPP1 8 67986492 ENST00000262210.5: p.Ala38Val Ekzon 2 HOM Missense rs553988238 0.0003/ 0.0480/0.2265 VUS PM2, BP4
€.113C>T 0.0001

LAMA1 18 | 6943248 ENST00000389658.3: p.Ala3000Thr Ekzon 62 | HET Missense rs369082897 0.0001/ 0.1990/ 0.2109 VUS PM2, BP4
€.8998G>A 0.0000

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslari esas alinmustir.

& ‘Splice’ bolgesi degisimleri icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmistir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gore yapilmistir (165).
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Tablo 14. Olgu 8’e ait kalitsal retinal distrofi ile iligkili varyantlar

Kkzon/ e Freke;ns In Silico Tahmin onik Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|_s| i?n\{esn dirmesi Protein Degisimi iEn ti?):l Zigosite grpgilslm rs numarasi E)Siiigy?)?l Skoru :ﬁ;(l?lg?lldlrma E?E?éi[:?;te
*) (REVEL/MetaLR)?

USH2A 1 216420436 ENST00000307340.3: p.Glu767SerfsTer21 Ekzon 13 HET Cerceve rs80338903 0.0002/ NA/NA P PVS1, PM1,
€.2299del kaymasi 0.0008 PM2, PP5

USH2A 1 216538397 ENST00000307340.3: p.Asn228Tyr Ekzon 4 HET Missense - 0.0000/ 0.3040/ 0.4101 VUS PM2, PM3
C.682A>T 0.0000

USH2A 1 216270469 ENST00000307340.3: p.Leul572Phe Ekzon22 | HET Missense rs111033333 0.0002/ 0.6550/ 0.7669 VUS PM2, PP3,
c.4714C>T 0.0008 BP6_S

HMCN1 1 186114945 ENST00000271588.4: p.Gly4833Asp Ekzon 93 HET Missense - 0.0000/ 0.7870/0.8487 VUS PM2, PP3
.14498G>A 0.0000

KIAAL549 [ 7 138603489 | ENST00000422774.1: p.Asp295Asn Ekzon 2 HET Missense rs753808111 0.0003/ 0.0190/ 0.0325 VUS PM2, BP4
C.883G>A 0.0001

CRB1 1 197297965 ENST00000367400.3: p.Vall62Met Ekzon 2 HET Missense rs137853138 0.0006/ 0.4080/ 0.2661 VUS PM2, BP4,
C.484G>A 0.0013 BS2

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmustir.

& ‘Splice’ bolgesi degisimleri icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmustir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gore yapilmistir (165).
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Tablo 15. Olgu 9’a ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
— In Silico Tahmin At Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %epgilslm Ir's numarasi ﬁig;ii Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Ell'ti?é?::;?ine
*) (REVEL/MetalLR)?

ABCA4 1 94528217 ENST00000370225.3:c. | p.Gly618Glu Ekzon 13 HOM Missense 1s61751394 0.0002/ 0.9150/0.9567 P PM1, PM2,

1853G>A 0.0000 PM5, PP2,
PP3, PP5

OTOGL 12 | 80660254 ENST00000458043.2:c. | p.Tyr742CysfsTer80 Ekzon20 | HET Cergeve rs767673615 0.0002/ NA/NA LP PVS1, PM2
2223 2224dup kaymasi 0.0000

PDE6B 4 619708 ENST00000496514.1:c. | p.Arg98His Ekzon 1 HET Missense rs776050413 0.0000/ 0.7500/0.4912 VUS PM2, PP3
293G>A 0.0000

SLC7A14 3 170204060 ENST00000231706.5: p.Pro286Leu Ekzon 5 HET Missense rs747310041 0.0002/ 0.8990/0.9197 VUS PM2, PP3
c.857C>T 0.0000

PRPF8 17 1587828 ENST00000572621.1: p.Prol3Leu Ekzon 1 HET Missense rs144249808 0.0005/ 0.2650/0.3209 VUS PP2, BP4
c.38C>T 0.0001

GDF6 8 97172599 ENST00000287020.5: p.Ala108Thr Ekzon 1 HET Missense rs368498747 0.0013/ 0.2610/0.2322 VUS PM2, BP4
€.322G>A 0.0001

TSPAN12 7 120450554 ENST00000222747.3: p.Argl44Gin Ekzon 6 HET Missense rs374977768 0.0002/ 0.2110/0.2713 VUS PM2, BP4
C.431G>A 0.0000

GUCY2D 17 7909967 ENST00000254854.4: p.Arg438Pro Ekzon 4 HET Missense rs151330485 0.0001/ 0.1630/0.2336 VUS PM2, BP4
€.1313G>C 0.0000

TMEM67 8 94798541 ENST00000453321.3: p.Arg460Thr Ekzon 13 HET Missense rs375991767 0.0004/ 0.6210/0.7458 VUS PM2, PP2,
€.1379G>C 0.0003 PP3

RPGRIP1L 16 | 53730122 ENST00000379925.3: p.Leu57Phe Ekzon 3 HET Missense rs146925098 0.0016/ 0.5380/0.7805 VUS PM2, PP3
c.171G>T 0.0005

RPGRIP1L 16 53721779 ENST00000379925.3: p.Asn210Asp Ekzon 5 HET Missense rs146584570 0.0012/ 0.1660/0.3826 VUS PM2, BP4
c.628A>G 0.0003

INPP5E 9 139327675 ENST00000371712.3: p.Ser364Phe Ekzon 4 HET Missense rs536052523 0.0003/ 0.3390/0.5820 VUS PM2
c.1091C>T 0.0001

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

*. SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1),
y p

frekanslar1 esas alinmistir.

& ‘Splice’ bolgesi degisimleri icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmigtir.

Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:

1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gére yapilmistir (165).
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Tablo 16. Olgu 10’a ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
— In Silico Tahmin At Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %epgilslm Ir's numarasi ﬁig;ii Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Ell'ti?é?::;?ine
*) (REVEL/MetalLR)?
RPGRIP1 14 | 21793477 ENST00000400017.2:c. | p.Arg768Ter Ekzon 15 | HOM Dur kodonu | rs75459701 0.0001/ NA/NA LP PVS1, PM2
2302C>T olusumu 0.0000
RBP3 10 | 48387990 ENST00000224600.4: p.Thr963Asn Ekzon 1 HET Missense rs200706310 0.0005/ 0.1150/NA VUS PM2, BP4
c.2883C>A 0.0000
DHX32 10 | 127527697 ENST00000284690.3: p.Asp585Ala Ekzon 9 HET Missense rs371698020 0.0015/ 0.1180/0.0219 VUS PM2, BP4
c.1754A>C 0.0002
HMCN1 1 186008032 ENST00000271588.4: p.lle1975Val Ekzon38 | HET Missense rs145889775 0.0002/ 0.0530/0.0745 VUS PM2, BP4
€.5923A>G 0.0003
HMCN1 1 186082008 ENST00000271588.4: p.Gly3685Ala Ekzon 72 HET Missense rs145492995 0.0002/ 0.0990/0.1539 VUS PM2, BP4
€.11054G>C 0.0003
ARL13B 3 93769677 ENST00000394222.3: p.Gly384Glu Ekzon 9 HET Missense rs146264035 0.0044/ 0.1150/0.2137 VUS PM2, BP4
c.1151G>A 0.0014
MKS1 17 | 56283727 ENST00000393119.2: p.Ser502Trp Ekzon 17 HET Missense rs758838271 0.0001/ 0.2530/NA VUS PM2, BP4
€.1505C>G 0.0002

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

*. SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmustir.

& ‘Splice’ bolgesi degisimleri icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmustir.
Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gore yapilmistir (165).
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Tablo 17. Olgu 11°¢ ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
— In Silico Tahmin At Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %epgilslm r's numarasi ﬁig;ii Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Ell'ti?é?::;?ine
*) (REVEL/MetalR)?

RP2 X 46712987 ENST00000218340.3: p.GIn61ValfsTer7 Ekzon 2 HEM Cerceve - 0.0001/ NA/NA LP PVS1, PM2
¢.181 182del kaymasi 0.0000

BEST1 11 61723367 ENST00000526988.1: p.Ser36Asn Ekzon 3 HET Missense rs1334264356 0.0000/ 0.7340/0.9449 LP PM1,PM2,
c.107G>A 0.0000 PP2, PP3

DTHD1 4 36345345 ENST00000456874.2: p.Arg749Cys Ekzon 9 HET Missense rs181892217 0.0020/ 0.3920/0.5186 VUS PM2
C.2245C>T 0.0001

NAALADL | 11 64813529 ENST00000358658.3: p.Arg638His Ekzon 16 HET Missense rs756376050 0.0002/ 0.0790/ 0.0756 VUS PM2, BP4

1 C.1913G>A 0.0000

DYNC2H1 11 102991298 ENST00000398093.3: p.Asn374Lys Ekzon 7 HET Missense rs754799227 0.0000/ 0.2410/0.3527 VUS PM2, BP4
C.1122T>A 0.0000

CROCC 1 17296881 ENST00000375541.5: p.Arg1862GI Ekzon 34 HET Missense rs750766015 0.0000/ 0.1240/0.0751 VUS PM2, BP4
€.5585G>A 0.0000

HMCN1 1 185966584 ENST00000271588.4: p.Glu1268GIn Ekzon 25 HET Missense - 0.0000/ 0.0650/0.2171 VUS PM2, BP4
€.3802G>C 0.0000

CUBN 10 | 16882439 ENST00000377833.4: p.Trp3308Arg Ekzon 62 HET Missense rs752843169 0.0001/ 0.6620/0.4226 VUS PM2
€.9922T>C 0.0001

C3 19 | 6714007 ENST00000245907.6: p.Ala257Thr Ekzon 7 HET Missense rs200918899 0.0006/ 0.4820/0.4528 VUS PM2
C.769G>A 0.0000

ALMS1 2 73828337 ENST00000264448.6: p.Val3962Ala Ekzon 19 HET Missense rs201777220 0.0003/ 0.2250/0.0593 VUS PM2
€.11885T>C 0.0000

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmistir.

& “Splice’ bolgesi degisimleri i¢in ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmistir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gére yapilmistir (165).
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Tablo 18. Olgu 12’ye ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
o In Silico Tahmin i Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %epgilslm Ir's numarasi ﬁig;ii Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Ell'ti?é?::;?ine
* (REVEL/MetaLR)?

RS1 X 18665311 ENST00000379984.3: p.Gly109Ala Ekzon 4 HEM Missense - 0.0001/ NA/NA LP PM2,PM5,

¢.326G>C Splice 0.0000 PP3, PP4, PP5
Bolgesi

SLC38A8 16 84075614 ENST00000299709.3: p.Ser50PhefsTer56 Ekzon 1 HET Cergeve - 0.0001/ 0.7400/0.9460 LP PVS1, PM2

¢.148dup kaymasi 0.0000 ADA:1.000
RF: 0.9840

ABCA4 1 94476467 ENST00000370225.3:c. | p.Asn1868lle Ekzon 40 HET Missense rs1801466 0.0481/ 0.4020/0.7283 VUS PP5,PS3,
5603A>T 0.0426 PP2,BA1l

CC2D2A 4 15599057 ENST00000424120.1: p.Aspl1489His Ekzon 35 HET Missense rs1338289178 | 0.0007/ 0.6200/0.5472 VUS PM2, PP3
¢.4465G>C 0.0000

PEX1 7 92120753 ENST00000248633.4: p.Serl091Gly Ekzon 21 HET Missense rs751747691 0.0002/ 0.5940/0.8681 VUS PM2, PP3
¢.3271A>G 0.0000

AIRE 21 45706488 ENST00000291582.5: p.Ala61Thr Ekzon 2 HET Missense rs372604287 0.0002/ 0.5620/0.8150 VUS PM2, PP3
c.181G>A 0.0000

RPGRIP1 14 21819287 ENST00000400017.2: p.Thr1258lle Ekzon 24 HET Missense rs759191514 0.0004/ 0.0250/0.1839 VUS PM2, BP4
¢.3773C>T 0.0000

LRP2 2 170088331 ENST00000263816.3: p.Serl707Phe Ekzon 31 HET Missense rs745788682 0.0003/ 0.3640/0.8061 VUS PM2, PM5
¢.5120C>T 0.0001

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:

Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmistir.

& “Splice’ bolgesi degisimleri i¢in ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmistir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gére yapilmistir (165).
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Tablo 19. Olgu 13’¢ ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
— In Silico Tahmin At Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %epgilslm Ir's numarasi ﬁig;ii Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Ell'ti?é?::;?ine
*) (REVEL/MetalLR)?
PCARE 2 29294126 ENST00000331664.5:c. | p.Trpl001Ter Ekzon 1 HOM Dur kodonu | rs36765843 0.0002/ NA/NA P PVS1, PM2,
3002G>A olusumu 0.0000 PP5
ABCA4 1 94473807 ENST00000370225.3:c. | p.Gly1961Glu Ekzon 42 HET Missense rs1800553 0.0215/ 0.7600/0.7001 LP PMS5, PP2,
5882G>A 0.0047 PP3, PP5, PS4
IFT140 16 | 1634389 ENST00000397417.2: p.GIn121Ter Ekzon 4 HET Dur kodonu | - 0.0000/ NA/NA LP PVS1, PM2
¢.361C>T olusumu, 0.0000
NMD
Transkript
Varyant
IFT140 16 | 1634336 ENST00000426508.2: p.His414Leu Ekzon 11 HET Missense - 0.0000/ 0.2980/0.3275 VUS PM2, BP4
C.1241A>T 0.0000
PROM1 4 16008231 ENST00000510224.1: p.Gly462Ser Ekzon 13 HET Missense 1s779901241 0.0001/ 0.8350/ 0.7649 VUS PM2, PP3
€.1384G>A 0.0000
MTTP 4 100522783 ENST00000457717.1: p.11e419Thr Ekzon 11 HET Missense 0.0000/ 0.0990/ 0.1990 VUS PM2, BP4
€.1256T>C 0.0000
USH1C 11 | 17527484 ENST00000005226.7: p.Ser676Gly Ekzon 19 HET Missense rs779108272 0.0000/ 0.1210/0.2367 VUS PM2, BP4
€.2026A>G 0.0001
TTLL5 14 | 76249778 ENST00000298832.9: p.Arg964GIn Ekzon26 | HET Missense rs142169707 0.0017/ 0.1040/0.0220 VUS BP4
€.2891G>A 0.0028

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmustir.

& ‘Splice’ bolgesi degisimleri icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmustir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gore yapilmistir (165).
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Tablo 20. Olgu 14°¢ ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
— In Silico Tahmin At Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %epgilslm Ir's numarasi ﬁig;ii Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Ell'ti?é?::;?ine
*) (REVEL/MetalLR)?

CFH 1 196716354 ENST00000367429.4: p.Arg1203Trp Ekzon 22 HET Missense rs145347741 0.0001/ 0.1240/0.0945 VUS PM2, BP4
€.3607C>T 0.0000

ABCA4 1 94476467 ENST00000370225.3:c. | p.Asn1868lle Ekzon 40 | HET Missense rs1801466 0.0481/ 0.4020/0.7283 VUS PP5,PS3,
5603A>T 0.0426 PP2,BAl

USH2A 1 216373338 ENST00000307340.3: p.Pro1148Ser Ekzon 17 HET Missense rs1207252230 | 0.0001/ 0.5120/0.7786 VUS PM2
€.3442C>T 0.0000

CUBN 10 | 16911748 ENST00000377833.4: p.Gly3114Va Ekzon 59 HET Missense rs758558300 0.0001/ 0.6080/0.6020 VUS PM2, PP3
€.9341G>T 0.0000

SPATA7 14 | 88892614 NM_018418.5: p.Lys137Asn Ekzon 6 HET Missense rs772148541 0.0001/ NA/NA VUS PM2
c.411A>C 0.0000

DSCAML1 11 | 117299255 ENST00000321322.6: p.Ala2044Val Ekzon33 | HET Missense rs760492346 0.0024/ 0.1580/0.1236 VUS PM2, BP4
c.6131C>T 0.0002

ADAMTS18 | 16 | 77401442 NM_199355.4: p.Pro225Arg Ekzon 4 HET Missense rs1319190685 | 0.0001/ 0.0490/ 0.1454 VUS PM2, BP4
c.674C>G 0.0000

ESPN 1 6512073 ENST00000377828.1: p.Arg748Trp Ekzon 10 | HET Missense rs1268519230 | 0.0000/ 0.4740/ 0.7243 VUS PM2
€.2242C>T 0.0000

TTLL5 14 | 76241840 ENST00000298832.9: p.Arg717His Ekzon 10 | HET Missense rs201405297 0.0049/ 0.2760/0.0841 VUS PM2, BP4
€.2150G>A 0.0003

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmustir.

& ‘Splice’ bolgesi degisimleri icin ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmistir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gore yapilmistir (165).
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Tablo 21. Olgu 15°¢ ait kalitsal retinal distrofi ile iliskili varyantlar

Frekans - .
— In Silico Tahmin At Lo
Gen Kr. | Pozisyon I|-; Sn\:esn dirmesi Protein Degisimi iEnkti?)g/ Zigosite %epgilslm Ir's numarasi ﬁig;ii Skoru gﬁ;[:)t{:?lldklrma Ell'ti?é?::;?ine
*) (REVEL/MetalLR)?
KCNV2 9 2718521 ENST00000382082.3: p.Ala261Asp Ekzon 1 HOM Missense rs755071813 0.0005/ 0.6770/0.8529 VUS PM2, PP3
C.782C>A 0.0000
PDE6A 5 149247314 ENST00000255266.5: p.Arg750Cys Ekzon 19 HET Missense rs577146307 0.0007/ 0.8560/0.6334 VUS PM2, PP3
€.2248C>T 0.0001
DYNC2I2 9 131398623 ENST00000372715.2: p.Val214Met Ekzon 4 HET Missense rs1228300877 | 0.0002/ 0.3280/0.6291 VUS PM2
c.640G>A 0.0000
CEP164 11 117281577 ENST00000278935.3: p.Prol377Leu Ekzon 31 HET Missense rs146456836 0.0002/ 0.1820/0.0950 VUS PM2, BP4
c.4130C>T 0.0001

Kr.: Kromozom, HGVS: ‘Human Genome Variation Society’, HET: Heterozigot, HEM: Hemizigot, HOM: Homozigot, N/A: ‘Not applicable’, P:
Patojenik, LP: Muhtemel patojenik, VUS: Klinik 6nemi bilinmeyen

*: SEQ (Genomize, Tiirkiye) analiz platformu frekansi/ GnomAD Exome (2.1.1), 1000 Genome (phase3, v5), ESP6500(v2) popiilasyon
frekanslar1 esas alinmustir.

& “Splice’ bolgesi degisimleri i¢in ADA, RF skorlar1 degerlendirmeye alinmistir.

Patojenisite degerlendirmesi ACMG varyant siniflandirma kilavuzundaki kriterlere gére yapilmistir (165).
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5. TARTISMA

Kalitsal retinal distrofiler Klinik ve genetik ag¢idan genis dagilim gosteren bir hastalik
grubudur. Son yillarda gen terapi ¢alismalarinin bu grup iizerinde yogunlasmasi nedeniyle
molekiiler tanimnin 6nemi giderek artmaktadir. Ayrica ailelere uygun genetik danigmanlik
verilmesi ve preimplantasyon genetik tani (PGT) segeneginin sunulmasi i¢in de molekiiler
tan1 gereklidir. Hedefli gen panelleri, WES ve WGS gibi secenekler ile tanida ilerlemeler
kaydedilmektedir. 250°’den fazla genin iliskili oldugu bu hastalik grubunda yeni gen ve

varyantlar tanimlanmaya devam etmektedir.

Bu tez calismasit kapsaminda kalitsal retinal distrofi 6n tamisiyla Dokuz Eyliil
Universitesi Tibbi Genetik Poliklinigine yonlendirilen ve genetik ¢aligma yapilan 15 olgunun
klinik ve tim ekzom dizi analizi verileri degerlendirilmistir. Olgularin 11’inde 6n tanida
diistintilen spesifik alt grup ile iligkili gende kalitim paterniyle uyumlu degisim tespit
edilmistir. Geriye kalan olgulardan ikisinde OR kalitimli gende hastalik yapici heterozigot
varyant gozlenmistir. Literatiirde kalitsal retinal distrofilerde WES ile tan1 oran1 %49-%71,8
olarak bildirilmektedir ve ¢alismamizdaki tani oran1 %73 olup diger calismalarla benzerdir
(3,6,12,44,161). Farkli iilkelerden yapilan KRD popiilasyon g¢alismalarina gore yontemden
bagimsiz olarak Ispanya’da 6089 olgunun %53’iiniin, izlanda’da genetik test galisilan 70
hastanin %66’sin1n, Brezilya’da genetik test calisilan 559 hastanin %71 inin, Birlesik Arap
Emirlikleri’nde ise 74 olgunun %90’1nin genetik nedeninin saptandig: bildirilmistir (141,166
168). Hedefli gen panelleri ¢alisilan olgu serilerinde tani oranit %48-%66 oraninda dagilim
gostermektedir (14,131,169). Tiirkiye’de Diizkale ve arkadaslarinin yaptigi 86 olguya ait
hedefli gen panel analizinde ise tan1 %61,6 olarak bildirilmistir ve bu olgularin %62,5’inin
ebeveynleri arasinda akrabalik mevcuttur (170). Tan1 oranlarinin farkli yontemlerde benzer
olmasinin nedeni hedefli gen panellerindeki gen sayisinin yiiksekligi olabilir. Ayrica rutinde
WES’1 kullanmaya baslamadan 6nce KRD hastalarinda uyguladigimiz 56 genlik panele gore
(EK-3) tez kapsamindaki 15 olgu degerlendirildiginde 111 farkli varyantin 82’sinin, 19
patojenik/muhtemel patojenik varyantin 11’inin tespitinin miimkiin olmayacagi ve yalnizca 5
olguya (%33) tan1 konulabilecegi gozlenmistir. Bu bulgular hipotezimizi dogrulamaktadir.
Bununla birlikte Pontikos ve arkadasglarimin 3000 olgu serisinde tani konulan olgularin
%72’sindeki nedenin sik goriilen 20 genden kaynaklandigini bildirmistir (15). Ayrica Diizkale
ve arkadaglarinin ¢alismasinda tani oran1 56 genlik panelde %60,8; 230 genlik panelde %62,5

saptanmustir. Bizim ¢alismamizdaki bu farklilik olgu sayimizin az olmasina atfedilebilir.
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Calismamizda degerlendirilen 10 olgunun ebeveynleri arasinda akrabalik mevcuttu. 5
olgunun ise anne babasi ayni kdyden evlenmis olup iki olguda kdy hane sayisi 200’iin
istiindeydi. Bu veriler 1s18inda calismamizda homozigot degisimin literatiire gore daha
yiiksek saptanacagi hipotezi kuruldu. Tani alan 11 olgunun 8’inde otozomal resesif gende
homozigot; 3’iinde ise X’¢ bagh kalitilan gende hemizigot degisim saptandi. Homozigot
degisim saptanan olgu akraba evliliginin diisiik oldugu topluluklarda %32-%42; akraba
evliliginin yiiksek oldugu bolgelerde yapilan ¢alismalarda %49-%71 olarak bildirilmektedir
(44,131,171,172). Bizdeki %72 oran akraba evliligi yapilan toplumlara yakindir.

Calismada en sik alt grup retinitis pigmentoza (%47) olup olgularin %20’si sendromikti.
Literatiirde farkli popiilasyonlarda en sik alt grup RP’ydi ve %40-59 olarak bildirilmisti,
sendromik olgularin orani ise %1-16’yd1 (3,9,14,15,131,168). Bizdeki sendromik olgularin

gorece yiiksek olmasinin sebebi olgu sayimizin azligina baglanmistir.

Nedeni agiklayan varyantlar degerlendirildiginde silier genler RP olan grupta diger
KRD alt gruplarina gére anlaml 6l¢iide yiiksek saptanmistir. Bu duruma dair patofizyolojik
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi i¢in daha genis serilerde benzer sonuglarin alinmasi ve
fonksiyonel incelemeler gerekmektedir. Bu bulgudan ¢ikarilacak sonu¢ RP hastalarinda silier
genlerinin analize dahil edilmesi ile tan1 oraninin attirilabilecegidir. Sendromik olan grupta
izole olgulara gore silier gen agisindan bir fark gozlenmese de karsilagtirma en az bir
cocukluk cagi baglangicli ek sistem tutulumu olan ve olmayan olarak yapildiginda silier
genler istatistiksel anlamli olarak ek bulgusu olan grupta yiliksek saptanmistir. Bu durum
genetik degerlendirmenin biitiinciil bir yaklagim gerektirdigini ve ayrintili sorgulamada hafif
bulgularin analiz sirasinda degerlendirilecek genler agisindan yol gosterici olabilecegini

gbzler Oniine sermektedir.

Calismada en sik saptanan 2 gen ABCA4 (%8) ve USH2A (%6) olup en sik hastalik
yapici varyantlar da yine ABCA4, USH2A ve RS1 genlerinde gézlenmistir ve tani konulan
olgulardaki varyantlarin %46’simn1 missense degisimler olusturmaktadir. Literatiirde bir¢ok
olgu serisinde en sik gen ABCA4 olarak bildirilmistir ve missense varyant orant %39-%353tiir.

Bu bulgular literatiirle benzerlik gostermektedir.

Calismada 8 hastada 4 farkli ABCA4 gen varyanti saptandi. ABCA4 geni ATP-baglayici
kaset tasiyic1 ‘ABC transporter’ ailesinin bir tiyesi olup 1p22.1°de lokalizedir ve 50 ekzondan
olusur (173). Kodladigi ABCA4 proteini fotoreseptorlerin dis segment disk membraninda

bulunur ve 2273 aminoasitten olusur (174). ABCA4 gorme siklusunda gorevli vitamin A
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tiirevlerinin tasinmasinda rol oynar ve fonksiyon bozuklugunda toksik retinoid maddelerin
birikimine bagli olarak fotoreseptor ile RPE’de islev kaybi gozlenir (173,175). Protein
birbirinin benzeri olmayan iki tandem yapisina sahiptir. Bu tandemler trans-membran domain
(TMD), ekstra-sitoplazmik domain (ESD) ve niikleotid baglayici domain (NBD) igerir (176).
Cok sayida disiilfid kopriileriyle stabilize edilen ESD diger disk proteinleriyle giiclii etkilesim
icindedir ve ABCA4 aktivitesini diizenledigi Ongoriilmektedir. Ek olarak membranin
sitoplazmik tarafinda kisa transfer intraselliiler helikal segmentler (IH1, IH2, IH3, 1H4)
bulunur ve bu segmentlerin NBD arasindaki konformasyonel degisimleri saglayan baglanti

heliksleri oldugu tahmin edilmektedir (Sekil 29.) (177).

370
247" 4157 Naa4 N504
C

S N1588
ESD1 / |
NoB 1D N1662
oFeec 14881 N1469
Y0R8 (175}

Sitoplazma

Sekil 27. ABCA4 protein yapisinin Ve caligmamizda saptanan varyantlara ait
pozisyonlarin gematik gosterimi, p.(Asnl1868lle) ve p.(Gly1961Glu) hipomorfik allelleri
sirastyla kirmizi ve mavi yildiz ile; p.(Argl368Cys) ve p.(Gly618Glu) muhtemel patojenik
degisimleri ise sirasiyla kirmizi ve mavi okla gosterilmistir. ESD: ekstra-sitoplazmik domain,
NBD: niikleotid baglayici domain, IH: internal heliks, EH: eksternal heliks, RD: regiilator
domain (177).

ABCA4 geni otozomal resesif Stargardt Hastaligi (STGD1:MIM 248200), retinitis
pigmentoza ve kon-rod distrofi ile iliskilidir (176). ABCA4 mutasyonlar: siddetli adolesan
baslangichidan 1limli ge¢ eriskin yas baslangicliya kadar degisen genis fenotip dagilimina
neden olur. Su zamana kadar gen iizerinde 1500°den fazla hastalik yapici degisim
bildirilmistir (178). Klinik fenotip ABCA4 proteininin rezidiiel aktivitesine baglidir. Null
alleler kon-rod distrofi, retinitis pigmentoza gibi agir klinik formlara yol agar (174). Lee ve
arkadaglarinin olgu serisinde ABCA4 geninin her iki allelinde varyant bulunan 112 olgu
incelenmis olup p.(Gly1961Glu) ve p.(Asn1868lle) degisimleri 1liml1 fenotipe sahip olgularin
toplamda %356’sin1 olusturarak en sik iki degisim olarak gozlenmistir ve p.(Asn1868lle)’nin

hipomorfik allel oldugu belirtilmistir. Yine ayn1 ¢alismada siddetli fenotipe sahip olgularin
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%?33’linden null varyantlarin geri kalan %67 sinden ise biiylik oranda missense varyantlarin
sorumlugu oldugu ve bu missense varyantlarin ¢ogunun ise p.(Asnl868Ile) ile trans

pozisyonda oldugu gosterilmistir (178).

Stargardt Hastaligt en yaygin kalitsal makiiler distrofidir. Santral goérme kaybu,
makulada bilateral progresif atrofi, renkli gormede azalma, karanliga uyumda zayiflama ve
makula etrafi ile retina mid-periferinde sari-beyaz renkli beneklerle karakterizedir. ABCA4
genindeki hastalik iligkili varyantlarin biiyiik kismimnin ESD, NBD ya da proteinin C-terminal
bolgesinde lokalize oldugu daha onceki yayinlarda bildirilmistir (179-181). Bu varyantlarin
cogunlugu protein ekspresyonunda azalma, proteinin yanlis konumlanmasi ya da substrat-
bagimli ATPaz aktivitesi, ATP-bagimli substrat transportu gibi fonksiyonlarin diizgiin
islememesine neden olur. Garces ve arkadaslarinin yapmis oldugu fonksiyonel c¢alismada
transmembran domain 2’de (TMD2) bulunan p.N1868I degisiminde ‘wild’ (yabanil) tip (WT)
allel ile karsilastirildiginda %80’in tizerinde protein ekspresyonu gozlenmistir. Yine bu
calismada spesifik ATPaz aktivitesinin benzer oldugu bununla birlikte N-retinil fosfatidil
etanolamin (N-ret PE) afinitesinin WT’ye goére daha diisiik oldugu belirtilmistir. Bu durum
varyantin fonksiyonel eksiklige neden olan bagka bir degisimle trans pozisyonda olmasi
durumunda N-ret PE’nin disk membranindan gegisinin azaldigi ve bisretinollerin birikimine

bagli olarak fotoreseptor ve RPE hasarina yol actig1 seklinde yorumlanmistir (176).

Caligmamizda Stargardt Hastalig1 nedeniyle izlenen 23 yasindaki erkek olguda (olgu 1)
ABCA4 geninde homozigot ¢.4102C>T p.(Argl368Cys) ve c.5603A>T p.(Asnl1868lle)
missense degisimleri ve CLRN1 geninde heterozigot c.93del p.(Leu32CysfsTer4) gergeve
kaymasi ile erken dur kodonu olusumuna yol agan degisimi saptanmistir. Olguda OD
Stargardt Hastalig1 ile iliskili ELOV4 ve PROM1 genlerinin 20x okumada tamami okunmus
olup bu genlerde hastalikla yapict bir degisim gézlenmemistir. Ayrica olgunun ebeveynleri
arasinda akrabalik olmasi ve hastaligin nedeninde biiyiik bir kismi olusturmasi nedeniyle
olguda ABCA4 gen varyant1 6n planda diisiiniilmiistir. ABCA4 geni ¢.4102C>T degisimi
proteinin IH3 bolgesindeki 1368. arjinin aminoasidini sisteine doniistiirmektedir. Varyant
EXAC ve GnomAD popiilasyon veri tabanlarinda ve Seq platformundaki 7435 olguda
saptanmamistir. Bu nedenle PM2 kriterini almaktadir. Revel Skoru:0.8640, MetaLR
Skoru:0.8770 ve diger tahmin programlari da degisimi hastalik yapici olarak yorumlamis olup
varyant PP3 kriterini almaktadir. Degisim ClinVar veri tabaninda patojenik ve ‘Leiden
Variation Open Database’ veri tabaninda muhtemel patojenik olarak bildirilmistir (182,183).

Bu varyant ayrica Duno ve arkadaslarmin yaptigi olgu serisinde 1 Stargardt tanili ve 2

87



jeneralize retinal distrofili olguda birlesik heterozigot olarak belirtilmistir (184). Feng ve
arkadaglarinin yaptig1 seride de degisim patojenik olarak yorumlanmistir (185). Cornelis ve
arkadaglarinin yaptig1 ‘in slico’ fonksiyonel meta-analizde varyantin muhtemel patojenik
oldugu ve Grantham skorunun 180 oldugu ifade edilmistir ve Grantham skorunun 90’in
tizerinde olmasimin erken yas baslangigla iliskisinin olabilecegi yorumu yapilmistir (174).
Bizim olgumuzda da gérme semptomlar1 erken baslangiclidir (11 yas). Literatiir ve veri
tabanlar esliginde yapilan analizde varyant i¢in PP5 (gilivenilir kaynak ClinVar tek yildiz) ve
PM3 (varyantin literatiirde bilinen patojenik degisimle trans pozisyonda olmasi) kriterleri de

uygulanmigtir. Olgunun klinigiyle de uyumlu bu varyant muhtemel patojenik kabul edilmistir.

Olgu 1’de ABCA4 geninde sik goriilen degisim olan ¢.5603A>T p.(Asn1868lle)
degisimi de homozigot olarak tespit edilmistir. Genel popiilasyonda mindr allel frekansi
(MAF) %7 olan bu hipomorfik varyantin hastalik iliskili ABCA4 alleline %10 oraninda katki
yaptig1, monoallelik STGD1 hastalarinin %50’sinde gozden kagan ikinci bir allel olarak
ortaya ciktigi, gec baslangi¢hh forma neden oldugu ve foveanin nispeten korundugu ‘foveal
sparing’ olarak adlandirilan bir durumla kendini gosterdigi ifade edilmektedir (186).
Literatiirde biallelik p.(Asn1868Ile) varyantinin diger mutasyonlarla beraber olmasinin erken
yas baslangi¢ ve siddetli fenotipe yol agtigi belirtilmistir (187). Erken baslangi¢ oykiisii ve
retinal muayenesinde foveal atrofi ile flekler gozlenen olgumuza ait bu iki varyantin
birlikteligi literatiirde daha 6nce bildirilmemistir. Bu varyant ayrica olgu 3, 4, 7, 12 ve 14’te
heterozigot olarak gozlenmistir. Heterozigot saptanan olgularin hi¢birinde ek patojenik,
muhtemel patojenik ya da klinik 6nemi bilinmeyen ABCA4 gen varyanti saptanmamistir.

Varyanta iligkin allel frekansi ¢calismamizda 0,23 olarak hesaplanmastir.

Olgu 1’de tespit edilen CLRN1 geni heterozigot c.93del p.(Leu32CysfsTer4) degisimi
ise ¢erceve kaymasi ve erken dur kodon olusumuna neden oldugu i¢in ve genin 1.ekzonunda
yer aldig1 i¢in PVS1 kriterini, popiilasyon veri tabanlarinda bulunmadigi ve Seq platformunda
0.0001 frekansa sahip oldugu icin PM2 kriterini almigtir muhtemel patojenik olarak
degerlendirilmistir. Bu degisim literatlirde daha 6nce bildirilmemistir. CLRN1 geni 3q25.1°de
lokalize 4 ekzonlu bir gen olup OMIM veri tabaninda Retinitis pigmentoza ve OR kalitimli
Usher Sendromu Tip 3A (USH3:MIM 276902) ile iligkilendirilmistir. CLRN1, 4
transmembran domain igeren clarin-1 proteinini kodlar. Bu protein retina ganglion hiicreleri
ve i¢ kulak tiiysii hiicrelerin plazma membraninda bulunur. Aktin iskeletinin organizasyonu
ve gorme ile isitme duyusunu algilamada rol oynar (188). Khan ve arkadaslar1 nonsendromik

retinitis pigmentoza tanili iki olguda bu gende homozigot ¢.461T>G p.(Leul54Trp) ve
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€.92C>T p.(Pro31Leu) missense degisimlerini tanimlayarak genin Usher Sendromunun yani
sira izole retinitis pigmentozaya da yol agabilecegini gostermistir ve bu iki missense varyantin
hipomorfik olabilecegi yorumunu yapmistir (189). Sim P. ve arkadaglar ise unilateral retinitis
pigmentoza tanili bir olguda heterozigot ¢.118T>G p.(Cys40Gly) degisimini sunmustur. Bu
degisimin embriyonik donemde sag-sol ayrimindan sonra olugmasmin unilateral RP
mekanizmasint  aciklayabilecegi tahmini yapilmis fakat varyantin olguda tesadiifen
bulunabilecegi ve klinigi agiklayan genetik etiyolojinin kesin olmadigi da ifade edilmistir
(190). Olgumuzda bu varyant disinda CLRN1 geninde ¢k varyant saptanmamustir.
Muayenesinde retinitis pigmentozay1 destekleyen bir bulgu ve iki goz arasinda asimetri
bulunmamaktadir. Isitme ile ilgili bir semptomu olmasa da ayrintili isitme muayenesi heniiz
yapilmamistir. CLRN1 geni icin delesyon duplikasyon analizi planlanmistir. Stargardt
Hastalig1 tanis1 olan bu olgunun genetik etiyolojisinde 6n planda ABCA4 ¢.4102C>T degisimi
diistintilse de ABCA4 homozigot ¢.5603A>T hipomorfik allelinin ve kalitim paterni igin
literatiirde heniiz yeterli veri bulunmayan CLRN1 genindeki heterozigot ¢.92C>T varyantinin
olgudaki fenotipe katkis1 heniiz bilinmemektedir ve takiplerde {i¢ varyant da goz Oniinde
bulundurulmalidir. Bu durumun aydinlatilabilmesi i¢in aile taramasi, olgunun uzun siireli

takibi, fonksiyonel ¢calisma ve literatiirde daha fazla verinin bulunmasina ihtiya¢ vardir.

Calismamizda retinitis pigmentoza tanisi olan olgu 9’da ise ABCA4 geninde homozigot
€.1853G>A p.(Gly618Glu) missense degisimi saptanmigtir. Bu degisim ClinVar veri
tabaninda muhtemel patojenik olarak siniflandirilmistir. Genel popiilasyon veri tabanlarinda
gozlenmemistir ve Seq platformunda incelenen 7383 olgu arasindan bagka bireyde
bulunmamistir. Varyanta ait Revel skoru:0.9150 ve MetaLR Skoru:0.9567 olarak
hesaplanmistir. Bu pozisyonda farkli aminoasit degisimine yol agan C.1852G>A
p.(Gly618Arg) degisimi patojenik olarak bildirilmistir. Missense degisimler ABCA4 geninde
sik goriilen hastalikla iligkili degisimler olup bu bolgede daha 6nce hastalik yapicit missense
varyantlar bildirilmistir (191-193). Olgumuzda saptanan ¢.1853G>A varyant1 Klevering ve
arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada kon-rod distrofi tamili arka kutupta ve mid-
periferde sar1 flekleri olan bir olguda ¢.2588G>C varyant1 ile birlesik heterozigot olarak
saptanmistir (194). Bizim olgumuzda ise flekler saptanmamis olup retinitis pigmentoza
bulgular1 olan kemik spikiilleri mevcuttur. Lambertus ve arkadaslar1 ise Stargardt tanili bir
olguda ¢.1853G>A;4297G>A/c.2588G>C kompleks varyantini bildirmistir (195). Bu veriler
dogrultusunda ABCA4 ¢.1853G>A varyantt muhtemel patojenik degisim olarak

yorumlanmistir. Klinigi agiklayan bagka patojenik/muhtemel patojenik degisim saptanmayan
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olgu 9’un muayene bulgular1 ve On planda disliniilen kalittm paterni goz Oniinde

bulunduruldugunda biallelik saptanan bu varyantin fenotipi acgikladig1 ongoriilmektedir.

Literatiirde non-sendromik retinal distrofilerin {i¢te birinden silier genlerin sorumlu
oldugu bildirilmistir. Fotoreseptdrlerde bulunan baglayici silia dis segment ve i¢ segmenti
arasinda iki yonlii protein taginmasinda rol alir. Bu tagima tiirler arasinda evrimsel olarak
korunmustur ve intraflageller tasinma (IFT) olarak adlandirilir. Retrograd tasimim IFT-A;
anterograd tasinim ise IFT-B kompleksi tarafindan gercgeklestirilir. IFT-B’nin dokuz iiyesi

((IFT81/88/52/46/27/74/70/25/22) tuza-dayanikli kompleks olarak adlandirilir (196).

Yaptigimiz c¢alismada bir olguda (olgu 7) IFT81 geninde homozigot c.1969C>T
p.(GIn657Ter) degisimi saptanmisgtir. IFT81 geni 12q24.11°de bulunan 19 ekzonlu bir gen
olup OMIM veri tabaninda ‘Short-rib thoracic dysplasia 19 with or without polydactyly’
(SRTD19:MIM 617895) ile iliskilendirilmistir (197). Gen dort ‘coiled coil’ domain ve N
terminal ucunda silia biitiinliigiinii saglamak i¢in tubulin baglanma bolgesini barindiran bir
NCD80-NUF2 kalponin homoloji (NN-CH) domaininden olusan 676 aminoasit
uzunlugundaki intraflagellar transport 81 (IFT81) proteinini kodlar (198). IFT81, IFT-B
‘core’ kompleksinin bir iyesidir ve anterograd tasinimdan sorumludur. Olgu 7’°de tespit
edilen varyant genin son ekzonu olan 19. ekzonun kodlayict bélgesinde yer alip erken
terminasyon kodonu olusumuna ve 20 aminoasit eksik bir giidiik protein sentezlenmesine yol
acar. Bu degisimin son ekzonda yer almasi nedeniyle ‘nonsense-mediated decay’e (NMD)
ugramadig1 dislniilmektedir. Bolgenin protein fonksiyonu {iizerindeki etkisi net olarak
bilinmemekle birlikte degisim en uzun ve retinada en yiiksek ekspresyona sahip transkriptte
yer almaktadir. Mutation Taster tahmin programinda bu varyantin hastalik yapict oldugu ve
varyant ile proteinin %10’undan azinda kayip yasandigi belirtilmektedir (199). Yapilan analiz
sirasinda bu varyant i¢in ‘Pathogenic Very Strong-Moderate’ (PVS1_ Moderate) kriteri
uygulanmistir. Olgu-7°de homozigot, olgunun annesinde heterozigot olan bu varyant
GnomAD, EXAC gibi popiilasyon veri tabanlarinda ve Seq analiz platformunda baska 6rnekte
gozlenmemistir. Olgunun saglikli kardesinde bu varyant saptanmamustir. Bu nedenle analiz
sirasinda varyant icin PM2 kriteri uygulanmistir. Perea-Romero ve arkadaslarinin yaptigi olgu
serisinde ayni degisim retinitis pigmentoza, miks tip isitme kaybi, iskelet bulgular1 olan
sendromik siliopati olgusunda homozigot olarak bildirilmistir ve bu calismada varyant

patojenik olarak yorumlanmistir (119).

Ashraf ve arkadaglar1 ‘Short-rib thoracic dysplasia’ klinigine sahip bir olguda saptanan
IFT81 geni iizerinde trans pozisyonda olan iki degisimi bildirmistir. Tariflenen olguda ek
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olarak dekstrokardi, rektal atrezi, situs inversus gibi onceki olgularda bahsedilmeyen bulgular
da belirtilmistir. Olguda retinal distrofi klinigi gézlenmemistir. Bununla birlikte ¢aligmada
olgunun son degerlendirmesi 22 aylikken yapilmigtir. Tanimlanan varyantlardan biri bizim
olgumuzda (Olgu 7) oldugu gibi 19. ekzonda bulunmaktadir. Bu varyant ger¢eve kaymasi ile
erken dur kodonu olusumuna neden olan ¢.1934 1937delinsGAAG p.(Leu645*) degisimidir
ve bizimkiyle benzer sekilde ‘PVS1 Moderate’ ve PM2 kriterini almistir. Ek olarak olgunun
kliniginin OMIM’de belirtilen fenotip ile ortiismesi nedeniyle PM4 kriteri de degerlendirmeye
dahil edilmistir. Olgunun karsi allelinde ise 14. intronda €.1557+3 1557+6del degisimi
saptanmis ve bu de§isimin mRNA c¢alismasiyla 14. ekzonun atlanmasina yol agtig

gosterilmistir. (197).

IFT81 geni ile iliskili bir baska ¢alisma da Perrault ve arkadaslar tarafindan yapilmaistir.
Bu calismada ge¢ konusma ve ilimli mental retardasyon (MR) klinigine sahip iki olgu ele
alinmigtir. Olgulardan birinde c.1188+1G>A 5’splice bolgesi varyanti homozigot saptanmis
olup retinal distrofi klinigi gézlenmezken nefronofitizis ve polidaktili belirtilmektedir. Diger
olguda ise bizim olgumuzda oldugu gibi 19. ekzon iizerinde homozigot varyant saptanmis ve
olguda retinal distrofi klinigi bildirilmistir. Varyant ¢.2015 2019del p.(Asp672Alafs*15)
degisimi olup stop kodon kaybina neden olmaktadir. Yapilan fonksiyonel ¢alismalar ile silia
yapisinin normal hiicrelere kiyasla varyanti tastyan hiicrelerde daha kisa oldugu gosterilmistir.
Bu nedenle bu varyantin siliogenezis defektine ya da silier devamliligin bozulmasina yol
acabilecegi diislinlilmiistiir. Serebellar atrofinin de bulundugu bu olguda ek olarak PPT1
geninde homozigot ¢.733G>A p.(Gly245Arg) varyantt da mevcut olmakla birlikte aile
segregasyonu sonrast bu degisimin klinigi aciklamadigi ifade edilmistir. Calismada her iki
olguda da gozlenen 1limh fenotipten ve fonksiyonel analizlerden yola ¢ikarak bu varyantlarin
hipomorfik olabilecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir (198). Bizim olgumuzda da (olgu 7) geg
konugsma Oykiisic mevcut olup entelektiiel yetersizlik ya da ek sistem bulgular

bulunmamaktadir.

Duran ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada ise IFT81 geninde birlesik
heterozigot varyant bulunan asfiktik torasik displazi (ATD) ve kisa kosta polidaktili klinigine
sahip ve retinal distrofisi olmayan iki olgu sunulmustur. ATD klinigine sahip olguda c¢.87G>C
p.(Leu29Phe) missense degisimi ve €.1534C>T p.(Arg512*) erken dur kodonu olusturan
degisim; ikinci olguda ise ¢.785T>G (p.Leu262*) dur kodonu varyantt ve
€.1303_1305delCTT p.(Leud35del) gergevi i¢i delesyonu belirtilmistir. Her iki olguda da bir
allelde NMD’ye ugrayan varyant mevcuttur. Iskelet bulgulariyla seyreden bu iki olgu igin
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fonksiyonel calismada IFT-B komleks yapisinin kararsizlastign ve silier uzunlugun
diizenlenmesinin bozuldugu gosterilmistir ve iskelet siliopatilerinde mekanizmanin bu

olabilecegi diigtiniilmiistiir (200).

Bu zamana kadar bildirilen IFT81 geni ile iligkili olgular genellikle sendromik siliopati
klinigine sahip olsa da Dharmat ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢caligma IFT81 geninin
non-sendromik retinal distrofiler i¢in aday gen olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada
izole kon-rod distrofili bir olguda birlesik heterozigot ¢.1213C>T p.(Arg405*) nonsense ve
€.1841T>C p.(Leu614Pro) missense degisimleri saptanmistir. Bu degisimlerin retinada en
yiikksek oranda eksprese edilen 676 aa uzunlugundaki izoforma ait diziyi etkiledigi
bildirilmisgtir. 12. ekzonda yer alan ¢.1213C>T degisiminin NMD’ye ugradigi
ongoriilmektedir. Yapilan ‘in vivo’ ve ‘in vitro’ ¢alismalarda 18. ekzonda bulunan ¢.1841T>C
degisiminin protein ekspresyonunu etkilemedigi fakat siliogenezisi kurtarma yetenegini
azalttig1 gosterilmistir ve bu degisimin izole retinal distrofi klinigine yol agabilen hipomorfik

allel olabilecegi diistiniilmiistiir.

Retinitis pigmentoza ve ge¢ konusma oykiisii disinda ek 6zelligi olmayan olgumuzda
saptanan ¢.1969C>T varyanti literatiir esliginde incelendiginde bu degisimin olgunun
klinigini agikladigi varsayilmistir. Literatiirde retinal distrofi klinigi olan olgularda en az bir
allelde genin 3’ ucuna yakin bolgesinde varyant tespit edilmistir. Ashraf (197) ve
arkadaslarinin tanimladigi 19. ekzonda varyant bulunan olguda retinal distrofi gozlenmese de
olgunun yasinin kiiglik olmasi nedeniyle henliz g6z bulgularimin ortaya ¢ikmamis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bilgilere dayanarak IFT81 proteininin fotoreseptorlerdeki
fonksiyonu iizerinde karboksi terminalinin 6nemli rol oynayabilecegi hipotezi kurulabilir
(Sekil 30.). Iskelet bulgulari olan olgularin en az bir allelinde NMD’ye neden olan son ekzon
ya da sondan bir Onceki ekzonun son 50 niikleotidinde olmayan bir bdlgede varyant
bildirilmistir. Olgumuzdaki hafif fenotipin nedeni olarak varyantin ilimli etkisinin olabilecegi
tahmini yapilsa da Perea-Romero (119) ve arkadaslarinin tanimladigi ayni varyanta sahip
olguda ek bulgularin varligi bu olasilig1 azaltmaktadir. Olgumuzda muayenede bilateral diisiik
kulak ve bilateral el-ayak 5. parmaklarinda klinodaktili disinda bulgu saptanmamuistir. Diger
sistem taramalarinin tamamlanamamis olmasi arastirmamizin eksikligidir ve taramalar
planlanmistir. Tespit edilen bu varyanta dair genotip-fenotip korelasyonunun kurulmasi igin

fonksiyonel calismaya ihtiya¢ vardir.

92



ATG TGA
FR:IE:170 2 ) 11 EFN 13 15017 3,160 bp

389 416 456 450

I W

I
“ cC "r-“CC ICCl cC - 676 aa

Sekil 28. IFT81 geninin, proteininin ve c¢aligmada tartisilan varyantlarin sematik
gOsterimi, turuncu oklar retinal distrofi bulunmayan olgularda; mavi oklar retinal distrofi
klinigine sahip olgularda; kirmizi ok olgumuzda saptanan varyanti gostermektedir. CH:
kalponin homoloji, CC: ‘coiled coil’ domain, Perrault ve arkadaslarinin g¢alismasindan

degistirilerek alintilanmistir (198).

X’e bagli retinoskizis tanist mevcut olan iki erkek olguda (olgu 6 ve olgu 12) RS1
geninde klinikle iligkili varyant saptanmistir. RS1 geni Xp22.13’te yer alan 6 ekzonlu bir gen
olup OMIM veri tabaninda X’e bagl resesif kalitilan retinoskizis (XLRS:MIM 312700) ile
iliskilendirilmistir. Gen 224 amino asit uzunlugundaki retinoschisin proteinini kodlar (201).
Protein fotoreseptér ve bipolar hiicrelerde eksprese edilip hiicre dis1 bosluga salinir,
fotoreseptorler ile bipolar hiicreler arasindaki adezyonu ve sinyal iletimini saglar (202).
Ayrica basta fotoreseptorler ve bipolar hiicreler arasinda olmak iizere hiicre i¢i ve disi
arasindaki sivi dengesini sagladigi ve bu islevi Na-K ATPaz iizerinden gergeklestirdigi
diistiniilmektedir (110). Retinoschisin N-terminal sinyal peptit, discoidin domain, RS-1
spesifik domain ve kisa C-terminal fragmani olmak {izere dort farkli domainden meydana
gelir (203). Discoidin domain 157 aminoasit uzunlugundadir (ekzon 4-6) ve patojenik
varyantlarin biiyiik kisminin bu domainde oldugu bildirilmistir (204,205). XLRS i¢ retinal
tabakalarin ayrilmasiyla olusan bilateral foveal sizis ve erken yasta gérme bozuklugu ile
karakterize olsa da retinal yirtilma, intraretinal ya da vitreal hemoraji gibi komplikasyonlar
gelismedigi siirece yavas progresiftir ve 5-6.dekatta makiiler atrofi ile sonuglanir. Bu zamana
kadar hastalikla iliskili 250’den fazla patojenik varyant bildirilmistir (206). Bunlarin %40’ min
splice bolgesi, cergeve kaymasi, dur kodonu olusumu gibi null varyantlar; %60’ inin ise
missense varyantlar oldugu belirtilmektedir (110,203). Literatiirdeki olgu serilerinde genotip-
fenotip korelasyonunun net kurulamadifi, ayni1 varyanta sahip aile bireylerinde bile farklh
klinik bulgularin oldugu bildirilmistir (202,205,207). Kondo ve arkadaslarinin yapmis oldugu
seride ise giidiik protein olusumuna yol agan varyanta sahip olgularda missense varyanta

sahip olgulara gore foveal sizis frekansi yiiksek bulunmustur (208). Sudha ve arkadaslarina ait
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caligmada ise mutasyonlarin sekretuar profilleri incelenmis ve klinik siddet acisindan anlamli
bir fark bulunmamistir. Bununla birlikte mutasyon tipinden bagimsiz olarak bir¢ok varyantin

intraselliiler retinoschisin retansiyonuna yol agtig1 gosterilmistir (209).

Leo ve arkadaslarina ait 340 retinoskizis olgusunda en sik patojenik degisimin olgularin
%40’1inda gozlenen €.214G>A p.(Glu72Lys) varyanti oldugu ve bu degisimin diger Avrupa
kohortlarinda da en yaygin varyant oldugu bildirilmistir. Yine aymi ¢alismada olgularin
cogunlugunda discoidin domaininde varyant saptandigi ve olgularin semptom baslangic
medyan yasinin 4 oldugu belirtilmistir (202). Tirkiye’de ise Cetin ve arkadaslarimin yaptigi
25 olguyu igeren seride olgularin %56’sinda ¢.422G>A p.(Argl41His) degisimi saptanmis ve
varyantlarin biiyiik kisminin ekzon 6’da bulundugu ifade edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise
olgu 6°da 6. ekzon ve olgu 12’de 4. ckzonda hastalik iligkili degisim saptanmis olup iki
degisim de discoidin domaininde bulunmaktadir. iki olgunun da semptomlar1 konjenital

baslangighidir.

Statik bir klinige sahip ve ek komplikasyonu olmayan 29 yasindaki olgu 6’da RS1
geninin 6. ekzonunda ¢.575C>T p.(Pro192Leu) missense degisimi saptanmistir. Bu degisimin
analiz sirasinda allel fraksiyonu 0,75 olarak gozlenmis fakat yapilan Sanger inceleme ile
hemizigot oldugu gosterilmistir. Degisim ClinVar veri tabaninda patojenik olarak
belirtilmigtir (PM5) ve popiilasyon veri tabanlari ile Seq platformundaki 6623 olguda
olgumuz diginda bildirilmemistir (PM2). Tahmin programlarinda varyant hastalik yapict
olarak ongoriilmiis olup Revel ve MetaLR skorlart 0,96 olarak hesaplanmistir (PP3).
Litaratiirde Riveiro-Alverez ve arkadaslar1 2 yasinda semptomlar1 baslayan ve makiiler sizisi
bulunan 4 yagindaki bir olguda bu varyanti tanimlamistir (210). Dundan ve arkadaglar1 da
ayni degisimi bir olguda saptamis ve ¢.574-579 niikleotidlerini mutasyonel ‘hot-spot’ olarak
bildirmistir. 192. prolin aminoasidinde degisime neden olan ¢.574C>T p.(Pro192Ser) varyanti
literatiirde farkli caligmalarda retinoskizis olgularinda saptanmistir (PP5) (207,208,211).
Molday ve arkadaglar1 ise Pro192’nin matiir protein yap: ve fonksiyonu iizerinde 6nemli bir
rol oynayabilecegini ve mutasyonel ‘hot-spot’ (PM1) olabilecegini 6ne stirmiistiir (110).
Olgunun fenotipi tek genetik etiyolojiye sahip hastalik igin spesifiktir (PP4). Muhtemel

patojenik olarak yorumlanan bu varyantin olgunun klinigini agikladigi diisiiniilmektedir.

Olgu 12’de ise 4. ekzonda hemizigot ¢.326G>C p.(Gly109Ala) missense ve ‘splice’
bolgesi varyant: tespit edilmistir. Bu degisim olgunun annesinde heterozigot saptanmis olup
Seq veri tabanindaki baska bireyde ve popiilasyon veri tabanlarinda bulunmamaktadir (PM2).
Tahmin programlar1 varyanti patojenik lehine degerlendirmistir ve Revel skoru:0.7400,
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MetaLR Skoru:0.9460; splice tahmin programlar1 parametrelerinden ADA skoru:1.0000, RF
skoru:0.9840 olarak hesaplanmistir (PP3). Varyant ClinVar veri tabaninda muhtemel
patojenik olarak bildirilmistir (PM5) ve olgunun klinigi tek genetik etiyolojiye sahip bu
hastalik i¢in spesifiktir (PP4). Bu degisim Cetin ve arkadaslarinin yaptigi galismada
Tiirkiye’den 4 yasinda bir olguda bildirilmistir ve olguya ait komplikasyon raporlanmamistir
(205). Olgumuza ait li¢ kusak soy agacinda gérme problemi olan bireyler olsa da retinoskizis
tanis1 alan birey gézlenmemistir. Bununla birlikte bu iki olgunun daha iist kusaklardan ortak
ataya sahip olma ihtimali olabilir. Kondo ve arkadaslar1 ise bu varyant1 Japonya’da sag gézde
vitreal hemoraji, vitrektomi Oykiisli ile foveal ve periferal sizisi bulunan 2 yasindaki bir
olguda tanimlamistir (208). On dokuz yasindaki olgumuzda ise 9 ve 15 yaslarindayken retina
dekolmani nedeniyle fotokoagiilasyon dykiisii mevcuttu ve klinik progresif seyirliydi. Ayni
pozisyondaki aminoasit degisimine yol acan €.325G>A p.(Gly1l09Arg) ve c¢.325G>C
p.(Glyl09Arg) ClinVar veri tabaninda patojenik olarak bildirilmektedir. Bu degisim
olgumuza ait analizde muhtemel patojenik olarak yorumlanmistir ve olgunun klinigini
aciklamaktadir. Calismamizdaki iki olgu kiyaslandiginda klinik seyir ve ek komplikasyon
acisindan olgu 12 daha siddetli fenotipe sahip olsa da bu olgular iizerinden hasta sayisinin az
olmasi nedeniyle genotip-fenotip korelasyonu kurmak miimkiin olmamaktadir. Klinigimizde
incelenen retinoskizis olgu sayis1 arttikca genotip-fenotip iliskisini Ongérme olanagi

artacaktir.

Calismamizda retinitis pigmentoza tanili bir erkek olguda (olgu 11) X’e bagl kalitim
gosteren RP2 geninde hemizigot degisim saptandi. Bu degisim genin 2. ekzonunda
c.181_182del p.(GIn61ValfsTer7) 2 niikleotidlik delesyon olup ¢erceve kaymasi ile erken dur
kodonu olusumuna yol agmaktadir. Bu varyant 5 ekzonlu genin 2. ekzonunda yer aldig1 i¢in
ve ekzon biyolojik agidan anlamli bir transkriptte kodlandigr i¢in varyantin NMD’ye yol
actig1 ongoriilmektedir. ClinVar veri tabaninda bu gende patojenik/muhtemel patojenik 80
fonksiyon Kkaybettirici varyant tanimlanmistir. Bu nedenle analizde PVS1 kriteri
uygulanmistir. Bu varyant popiilasyon veri tabanlarinda ve Seq platformunda incelenen 7367
olguda bildirilmemistir (PM2) Olgunun klinigi ile uyumlu olan bu degisim muhtemel
patojenik olarak degerlendirilmistir. Literatiir taramasinda gdzlenmeyen varyant ‘novel’
olarak kabul edilmistir. RP2 geni 350 aminoasit uzunlugundaki retinitis pigmentoza 2 (RP2)
proteinini kodlar. RP2 tiim retinal hiicrelerin plazma membraninda lokalize olup N-terminal
ucunun asetilasyonu fonksiyonel agidan kritiktir (212). RP2’nin fonksiyonu tam olarak
bilinmese de GTPaz aktivitesini uyardigi, ADP ribozilasyon faktor-benzeri 3 (Arl3) ile
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birlikte hiicre sinyalizasyonu ve vezikiiler transportta rol aldigi Ongoriilmektedir (213).
Retinitis pigmentoza olgularimin %15-20’sinde X’e bagli kalittm gozlendigi, X’e bagh
kalitilan RP olgularinin da %7-18’inin RP2 nedeniyle olustugu belirtilmektedir (214). RP2’de
bulunan hastalikla iliskili varyantlarin 3’te 2’sinin ¢er¢eve kaymasi ya da erken dur kodonu
olusumu nedeniyle translasyonun erken sonlanmasina neden olan degisimler oldugu ve
cogunlugun ekzon 2’de yer aldig1 ifade edilmektedir (215). Literatiirde trunkasyona neden
olan varyantlarin missense varyantlara gore daha siddetli fenotipe yol actig1 bildirilmektedir
(214). Elli yasindaki olgumuzda gérme keskinligi katarakt operasyonu sonrasinda 2 metre
mesafeden parmak sayma olarak belirlenmistir ve bulgular literatiire kiyasla 1limhidir.
Olgumuzun 12 yasindaki kizinda tek tarafli nanoftalmi gézlenmistir. Tasiyici kadin olgularda
orta yaslarda ortaya ¢ikan degisken gérme kaybi olabilecegi bildirilmektedir (213). Patil ve
arkadaslar1 RP2 mutasyonuna sahip zebra baliklarinda fotoreseptor gelisiminde etkilenme ve
mikroftalmi  gozlemlemistir  (216). Bununla birlikte RP2 geni ile iliskili
mikroftalmi/nanoftalmi olgu bildirimi literatiirde saptanmamistir ve olgunun kizinda bu

klinige yol acacak diger genetik nedenler hentiz dislanmamastir.

Ug olguda (olgu 2, 4 ve 8) retinitis pigmentozaya ek olarak isitme kaybi oykiisii de
mevcuttu. Olgu 4’te konjenital bilateral isitme kaybi1 nedeniyle kohlear implant kullanimina
ek olarak vestibuler disfonksiyon da mevcuttu ve 6zge¢misinde gelisim basamaklarinin
geriden seyrettigi belirtilmisti. Gorme ile ilgili semptomlari yedi yasinda bulanik gérme ile
baglamisti. Olgu 2 ve 8’de ise isitme kaybi tanisi ¢ocukluk ¢aginda konulmus, bununla
birlikte isitme testlerine ulasilamadigi igin isitmenin tipi tam olarak belirlenememistir. Her iki
olgu da isitme cihazi kullamiyordu. Olgu 2’de ilimi entelektiiel yetersizlik ve gelisim
basamaklarinda gerilik mevcutken olgu 8’de entelektiiel seviye iyiydi ve ilimli artikiilasyon
giicliigii gdzlendi. iki olguda da vestibuler sistem korunmustu. Gérme ile ilgili semptomlar

olgu 2’de 12; olgu 8’de ise 17 yasinda baglamisti.

Kalitsal isitme ve goérme kaybinin birlikte goriildiigii en sik hastalik grubu Usher
Sendromudur (217). Usher Sendromu’nun diinya genelinde en yaygin tipi olan USH2’de
isitme kayb1 1limhidan siddetliye degisken olup gérme ile ilgili bulgular ikinci dekatta baslar;
en agir formu olan USH1’de ise agir isitme kaybi, vestibuler problemler ve 10 yasindan 6nce
baglayan gorme bulgular1 gozlenir. USH1’de olgular kohlear implanta ihtiya¢ duyarken
USH2’de isitme cihaz1 yeterli olabilir (218). Klinik bilgilerden yola ¢ikarak olgu 4’te Usher

Sendromu Tip 1; olgu 2 ve 8’de ise Usher Sendromu Tip 2 6n planda diisiiniilmiistiir. Tim
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ekzom dizi analizinde olgu 4’te USH1C geninde homozigot, olgu 2’de USH2A geninde
homozigot ve olgu 8’de USH2A geninde heterozigot degisim saptanmuistir.

Usher Sendromu ile iliskili genlerin kodladigi proteinler (USH) bir protein agi
olustururlar. Harmonin (USH1C), molekiiler motor miyozin 7-a (USH1B), SANS (USH1G)
ve whirlin (USH2D) bu yapinin iskelesini olustururken cadherin 23 (USHID) ve
protocadherin 15 (USH1F) hiicre-hiicre adezyonunda rol alir, usherin (USH2A) ve VLGR1-b
ise transmembran proteinleridir. Tim USHI1 ve USH2 proteinleri iskele proteini olan
harmoninle baglanti halindedir (219). Usher genlerinden alternatif splice yoluyla birden fazla
izoform iiretilir (220). USH proteinlerinin i¢ kulagin tiiysii hiicrelerinde sterosilyanin geligimi
sirasinda oryantasyon ve biiylimenin stabilizasyonunda rol aldigi; fotoreseptdrlerdeki baglanti
silyasinda bulunarak i¢ ve dis segmentler arasi trafigin diizenlenmesine katkida bulundugu
diistiniilmektedir (218). Calismalarda whirlin proteini, RPGR ve SANS’in Cep290 ile
baglantisinin  gosterilmesiyle USH proteinlerinin diger silier proteinlerle iliskisi agiga
cikarilmistir (217). USH proteinlerinin tiimiiniin fotoreseptor sinaptik bolgesinde de lokalize
oldugu gosterilmistir (219). USH genlerindeki mutasyonlarin i¢ kulak tiiysii hiicrelerindeki

mekanosensorler, fotoreseptorler ve RPE’de disfonksiyona yol agtig1 diisiiniilmektedir (217).

Usher Sendromu klinigine sahip olgularda en sik mutasyon saptanan gen Usher
Sendromu Tip 1’de MYO7A ve CDH23; Tip 2’de ise USH2A olarak ifade edilmektedir (220).
Yapilan olgu serilerinde USH2 tanili olgularda USH2A gen varyantlart %57-79 olarak
bildirilmektedir (221-223). USH1C geni ise USH1 tanili olgularda %7-15 olarak gézlenmistir
(221,222).

Olgu 4’te USH1C geninde 6. intronda homozigot ¢.521+1G>A ‘splice’ dondr degisimi
saptanmigtir. USH1C geni OMIM veri tabaninda otozomal resesif igitme kaybi
(DFNB18A:MIM 602092) ve Usher Sendromu Tip 1 C (USH1C:MIM 276904) ile
iliskilendirilmistir. Gen 20 yapisal (1-14, 22-26 ve 28) ve 8 ‘splice’ islemine ugrayan (15-21
ve 27) olmak iizere 28 ekzondan meydana gelir (224). Genin kodladigi harmonin proteininin
C-terminalindeki farkliliklar temel alinarak a, b ve c alt gruplarinda toplanan en az 10 farkli
izoformu bildirilmistir. Ug grubun ortak 6zelligi iki ‘zonula okludens-1 protein’ (PDZ)
domaini ve bir ‘coiled coil’ domain bulundurmasiyken a ve b alt grubunda iiciincii bir PDZ
domaini, yine b alt grubunda ek bir ‘coiled coil’ domain ile prolin-serin-treonin zengin bolge
bulunur (225). Williams ve arkadaslar1 fare retinasi iizerindeki incelemeleriyle a ve c
izoformunun ekspresyonunu gdstermis ve izoform a’nin 6zellikle fotoreseptdriin postsinaptik
bolgesinde yogunlastigini ifade etmistir (226). Bununla birlikte Reiners ve arkadaslari ise a ve
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¢ izoformunun fotoreseptorlerin tiim bdliimlerinde; uzun izoform olan ve daha Onceden
yalnizca i¢ kulakta eksprese edildigi diisiiniilen b izoformunun ise 1s18a sensitif dig segmentte
eksprese edildigini gostermistir (225). Gen tizerindeki genotip-fenotip iligkisi net kurulamasa
da hipomorfik allellerin izole isitme kaybina neden olabilecegi Ongoriilmektedir (226).
Calismamizda saptadigimiz varyantin mRNA kirpilmasi sirasinda 6. ekzonun atlanmasina ve
okuma ¢ercevesinde degisime yol agtigi ongoriilmektedir. Bu degisimin NMD’ye yol actigi
diistiniilmektedir ve atlanan ekzon kanonik transkriptte yer almaktadir. Bu nedenle varyanta
analiz sirasinda PVS1 kriteri uygulanmistir. Degisim popiilasyon veri tabanlarinda ve Seq
platformunda bildirilmemektedir (PM2). Usher Sendromu Tip 1 klinik bulgularina sahip
olgumuzda bu varyant muhtemel patojenik olarak degerlendirilmistir. Degisim Neuhaus ve

arkadaslari tarafindan Usher Sendromu tanili bir olguda homozigot olarak bildirilmistir (227).

USHZ2A geni 1g41°’de lokalize olup OMIM veri tabaninda otozomal resesif kalitimli
Usher Sendromu Tip 2A (USH2A:MIM 276901) ve bilinmeyen kalitimli retinitis pigmentoza
(RP39:MIM 613809) ile iligkilendirilmistir. Yetmis iki ekzondan meydana gelen gen 21
ekzon tarafindan kodlanan kisa izoform ve ilave 51 ekzondan kodlanan uzun izoformu
olusturur, iki izoform da fotoreseptorler ve kohlear tiiysii hiicrelerde eksprese edilir (228).
Proteinde tam fonksiyon kaybina yol agan null allellerin Usher Sendromuna; kismi fonksiyon
kaybina yol acan allelerin ise izole retinitis pigmentozaya yol agtig1 diisiiniilmektedir (229).
PDZD7 geni varyantlarinin da USHZ2A geni ile iligkili Usher Sendromuna sahip olgular
tizerinde modifiye edici etkisi oldugu ifade edilmistir (230). Calismamizda USH2A gen
varyant1 saptanan iki olguda da PDZD7 geninde klinik agidan anlamli olabilecek bir degisim
bulunmamistir. Lenassi ve arkadaglar1 sendromik olmayan retinitis pigmentozali olgularda iki
null varyantin nadiren saptandigini bununla birlikte sendromik olanlarda yaygin oldugunu ve
en az bir retina-spesifik allel varliginda izole retinitis pigmentoza gozlendigini bildirmistir
(231). USH2A geni ¢.2299delG p.(Glu767fs) degisimi USH2A tanili olgularda en sik
saptanan degisim olup olgularin %15-45’inde go6zlenmektedir (228,232,233). Genis bir
cografi dagilim gosteren bu varyantin literatiirde ortak atadan gelip gd¢ yoluyla yayildig:
bildirilmektedir (234). Bu varyant homozigot olarak g¢ogunlukla Usher Sendromu tanili
olgularda bildirilse de izole RP ve atipik Usher olgularinda da tanimlanmistir (223,235).
Bizim ¢aligmamizda da olgu 8’de bu degisim heterozigot olarak saptanmistir. Olgumuzda ek
olarak heterozigot 4. ekzonda c.682A>T p.(Asn228Tyr) ve 22. ekzonda c¢.4714C>T
p.(Leul572Phe) missense varyantlart saptanmistir. c.682A>T degisimi popiilasyon veri

tabanlar1 ve literatiirde daha once bildirilmemistir. €.4714C>T degisimi ise ClinVar veri

98



tabaninda muhtemel benign (ekspert panel) olarak siniflandirilmaktadir fakat literatiirde
€.2299delG ile trans pozisyonda olgu bildirimi mevcuttur (236). Bu varyantlarin trans
pozisyonda oldugunun (PM3) gosterilmesi halinde bile degisimler ACMG’ye gore VUS
olarak siniflandirilmaktadir. c.682A>T varyantinin olgunun klinigini agiklayabilecek ikinci
bir varyant olabilecegi diisiiniilse de segregasyon analizi ile ¢.2299delG ve c.682A>T
degisimlerinin ikisinin de paternal kalitildigi ve ‘cis’ pozisyonda oldugu goézlenmistir.
C.4714C>T degisimi igin ise segregasyon analizi planlanmigtir. Ayrica USH2A geninde
hastalik yapict degisimlerin %6-9’unu biiyiik delesyon/duplikasyonlar olusturmaktadir (124).
Bu nedenle olgunun klinigini agiklayan genetik zeminin aydinlatilmasi i¢in segregasyon
analizinin tamamlanmasi, karsi allel icin CNV analizi ve fonksiyonel c¢alismalar

gerekmektedir.

Olgu 2’de ise USH2A geninin 63. ekzonunda homozigot ¢.12394delG
p.(Leud132TrpfsTer35) cerceve kaymasi degisimi saptanmistir. Bu gen icin fonksiyon
kaybina neden olan mutasyonlar bilinen hastalik nedenidir ve ClinVar veri tabaninda 860
patojenik/muhtemel patojenik null varyant bildirilmistir. Bu degisim 72 ekzonlu genin
biyolojik acidan islevsel transkriptinde bulunan 63. ekzonunda yer almaktadir ve 35 kodon
ilerisinde dur kodonu olusturarak proteinin giidiikk kalmasina yol agmaktadir. Bu nedenlerle
varyant PVS1 kriterini almistir. Poplilasyon veri tabanlarinda bu degisim bildirilmemistir
(PM2). Olgumuzun klinigi ile uyumlu olan bu varyant muhtemel patojenik olarak kabul
edilmistir. Varyant literatiirde Haer-Wigman ve arkadaslarinin olgu serisinde retinitis
pigmentoza tanili bir olguda heterozigot olarak belirtilmistir (169). Bu ¢alismada olgunun
isitme ve diger sistemlerle ilgili bulgulari ile g6z muayene bilgileri yer almamaktadir ve karsi
allelinde klinik 6nemi bilinmeyen ¢€.3045C>G p.(His1015GIn) missense degisimi
bildirilmigtir. Literatiirde bu varyantin komsulugunda ¢erceve kaymasi yaparak saptadigimiz
varyant ile ayni pozisyonda dur kodonuna yol agan degisimler tanimlanmistir (229,237).
Pérez-Carro ve arkadaslar1 bu pozisyon degisimini sporadik retinitis pigmentoza tanili bir
olguda yaygin p.(Cys759Phe) mutasyonu ile birlesik heterozigot olarak bildirse de olguya ait
ayrintili géz ve isitme muayene notlart bulunmamaktadir (237). Jiang ve arkadaslari ise ayni
varyantt p.(Cys934Trp) degisimi ile birlesik heterozigot olarak USH2 tanili bir olguda
bildirmistir (229). Bildirilen olgu 60 yasinda olup goérme kaybinin 40 yasinda, isitme kaybinin
ise ergenlik ¢aginda bagladig: ifade edilmistir. Ek olarak katarakt bulgusu olan olgunun gérme
keskinligi 0.25/0.4 ve fundus muayenesi kemik spikiilleri ile RPE’de atrofi olarak

belirtilmistir. Olgumuzda homozigot saptanan bu degisim ve protein iizerine benzer etki
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yaptig1 ongoriilen diger degisimlerin literatiirde birlesik heterozigot olarak bildirilmesi ve
siirlt veri nedeniyle varyant diizeyinde genotip-fenotip korelasyonu kurulamamaktadir.
Bununla birlikte USH2A iligkili Usher Sendromunda gérme semptomlarinin 50°1i yaslara
kadar ¢ok siddetli oldugu belirtilmistir (228). Kirk bes yasindaki olgumuzda da retinitis
pigmentozanin son evrelerine ait bulgular yer almaktadir ve gen-fenotip iliskisi literatiirle

uyumlu bulunmustur.

Altmis {i¢ yasinda retinitis pigmentoza nedeniyle takip edilen ve fundus muayenesinde
yaygin koryoretinal atrofi olmasi nedeniyle ayirici tanida koroidemi diistiniilen bir kadin
olgumuzda (olgu 13) PCARE (C20RF71) geninin 1. ekzonunda homozigot c¢.3002G>A
p.(Trpl001Ter) degisimi saptanmistir. Agirlikli olarak retinada eksprese edilen bu gen iki
ekzondan olusur ve 1288 amino asit kodlar (238). Kodladigi protein silier aktin dinamiginin
diizenlenmesinde rol almaktadir (239). Proteinin C-terminalindeki prolinden zengin motifin
ve 2. pozisyondaki glisin ile 3. pozisyonundaki sistein amino asitlerinin post-translasyonel
modifikasyonunun fonksiyonel 6neme sahip oldugu ileri siiriilmektedir (240). Gen literatiirde
otozomal resesif retinitis pigmentoza ile iligkilendirilmistir (241,242). Olgumuzda saptanan
degisim dur kodonu olusumuna neden olan nadir bir varyant olup ClinVar veri tabaninda
patojenik/muhtemel patojenik olarak tanimlanmustir. Retinitis pigmentoza tanili ve fundus
muayenesinde retina periferinde kiigiik pigmentasyonlar, optik diskte solukluk ve retinal
damarlarda daralma olan bir olguda c.946delA degisimi ile birlesik heterozigot olarak
bildirilmistir (240). Literatiirde gen mutasyonlarinin erken donemde makular dejenerasyonla
seyreden siddetli retinitis pigmentozaya neden oldugu yoniinde bildirim mevcuttur (243).
Bununla birlikte tanimlanan olgularin biiylik kisminda tipik retinitis pigmentoza bulgulari
tarif edilmistir (242). Koroideremi X’e bagh kalitilan CHM gen mutasyonlarinin sorumlu
oldugu bir hastalik olup kadinlarda genellikle asemptomatiktir. Bununla birlikte fundus
muayenesinde RPE depigmentasyonu, atrofi ve ilerleyen yaslarda niktalopi ile gérme alani
kayb1 gozlenebilir (92). Olgumuzda CHM geninde degisim saptanmamis olup genin 20x’te
kaplami %99’dur. Olgumuzun klinigi saptadigimiz degisim ile uyumlu olsa da fundus
bulgularmin literatiirde bildirilen olgulardan farkli olmast ve CHM geni ile iliskili
degisimlerin %25’inin biyiik delesyon/duplikasyonlardan meydana gelmesi nedeniyle
olgumuza MLPA planlanmistir. Olgumuzda ayrica ABCA4 geninin 42. ekzonunda heterozigot
€.5882G>A p.(Gly1961Glu) missense degisimi saptanmistir. Bu degisim sik goriilen ve
literatiirde 1liml1 fenotiple iliskilendirilen bir varyanttir (178).
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Calismamizda retinal distrofi tanili bir olguda (olgu 10) RPGRIP1 geninde homozigot
€.2302C>T p.(Arg768Ter) degisimi saptanmistir. RPGRIP1 geni OMIM veri tabaninda OR
LKA ve kon-rod distrofi ile iliskilendirilmektedir. 1286 amino asit uzunlugundaki ‘Retinitis
pigmentosa GTPase regulator interaction protein 1’ (RPGRIP1) proteini kodlar. Protein
fotoreseptorlerdeki baglanti siliasinda lokalizedir, i¢ ve dis segment arasindaki tasinim igin
onemli rol oynar ve diger transisyon zon komplekslerinin uygun yerlesiminde gorev alir .
Varyant 24 kodlayici ekzona sahip genin 15. ekzonunda bulunmaktadir bu nedenle NMD’ye
yol actigr ongoriilmektedir (PVS1) ve popililasyon veri tabanlarinda bildirilmemektedir
(PM2). Muhtemel patojenik olarak degerlendirilen bu degisim daha 6nce LKA tanili bir
olguda c¢.3565 3571del p.(Argl189GlyfsTer7) varyantiyla birlesik heterozigot olarak
tanimlanmistir (244). Olgumuzda gorme ile ilgili semptomlar konjenital baslangicli merkezi
gormede etkilenme ve bulanik gérme olarak tarif edilmekteydi ve nistagmus eslik etmekteydi.
Fundus goriintiilemeleri ve OKT bulgular1 rod-kon distrofi ile uyumluydu. Literatiirde gen ile
iligkili 1limli fenotipin goriildiigii kon-rod distrofi ve LKA olgular1 yer almaktadir (245,246).

Degisim olgunun saglikli annesinde heterozigot olarak saptandi.

Kon distrofisi nedeniyle genetik inceleme yapilan bir olgumuzda (olgu 15) KCNV2 geni
1. ekzonda homozigot c.782C>A p.(Ala261Asp) degisimi tespit edilmistir. KCNV2 geni
9p24.2°de yer alan 2 kodlayict ekzona sahip bir gen olup OMIM veri tabaninda otozomal
resesif retinal kon distrofisi 3B (RCD3B:MIM 610356) ile iliskilendirilmektedir. Agirlikli
olarak fotoreseptorlerde ekprese edilir ve voltaj bagimli potasyum kanalinin sessiz subiinitini
(Kv8.2) kodlar. Bu subiinitin yoklugunda istirahat membran potansiyeli pozitife kayar ve
hiicre i¢ci K* konsantrasyonu artar. Ikinci bir mekanizma ise hiicre ici Ca*? konsantrasyonu
diiser, buna bagh olarak Na*'/Ca*2-K*! pompasinin aktivitesi etkilenir, CGMP artar ve sonug
olarak hiperpolarizasyon fazi uzar (247). Saptanan varyant olgumuzun gérme semptomlari
olmayan anne ve babasinda heterozigot olarak tespit edilmistir. Popiilasyon veri tabanlarinda
gozlenmemistir ve Seq platformunda frekansi %0,6 olup olgumuz disinda homozigot saptanan
birey yoktur. Varyanta ait Revel skoru:0,677; MetaLR skoru:0,853 (D) olarak belirtilmistir.
Bu degisim siipernormal rod elektroretinogram bulgusuyla kendini gdsteren kon distrofi tanili
45 yasindaki bir Tiirk olguda tanimlanmistir (248). Ayni varyant Zelinger ve arkadaslarinin
yaptif1 olgu serisinde kon distrofi tanili bir olguda homozigot olarak bildirilmistir.
Tanimlanan olguda gorme keskinligi 0,15 ve fundus bulgusu makulada pigmenter
degisikliklerle birlikte 1limli atrofi olarak bildirilmisti ve siipernormal rod yaniti mevcuttu

(249). Siipernormal rod yanith kon distrofi azalmis gorme keskinligi, fotofobi, renkli gérmede
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azalma, makula degisiklikleri ile kendini gosterir. ERG’de azalmis ve gecikmis kon yanit1 ile
birlikte rod-b dalgasi diisiik yogunluklu 1sikta gecikmis; yiiksek yogunluklu isikta yiiksek
amplitiidliidiir (250). Genellikle hayatin ilk ya da ikinci dekadinda azalmis gorme keskinligi
ile ortaya ¢ikar (251). Bu fenotipe yol agan bir diger gen otozomal dominant kalittmli PDE6H
genidir (250). Bizim olgumuzda bulgular ilk dekatta bulanik gérme seklinde baslamisti, son
muayenede Olgiilen gorme keskinligi sag:0,2;s01:0,16’yd1, fotofobi ve makulada atrofi
mevcuttu. Ek olarak PDE6H geninde varyant saptanmamisti ve genin kaplami 20x’te
%100°dii. Bu bulgular literatiirde ayni varyanta sahip olgularla benzerlik gosterse de
olgumuzda ERG incelemesi mevcut degildi. ClinVar veri tabaninda degisim ilk
incelememizde patojenik olarak bildirilse de klinik 6nemi bilinmeyen degisim olarak
giincellenmistir. Saptadigimiz varyant olgunun klinigi ile uyumlu olup literatiirde bildirilse de
varyant ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi bilinmeyen degisim olarak siniflandirilmaktadir
(PM2, PP3). Olgunun klinigini agikladigini 6ngordiigiimiiz bu degisim igin fonksiyonel

caligmalara ve olguya ait ERG incelemesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Retinitis pigmentoza on tanistyla genetik test calisilmis bununla birlikte geriye doniik
g6z muayene notlarinda optik noropati 6n tanisinin da yer aldigi bir olgumuzda (olgu 5)
CEP78 geninde heterozigot ¢.1372G>T p.(Glu458Ter) dur kodonu olusumuna neden olan
varyant saptanmistir. Bu degisim 17 kodlayict ekzonu olan genin 11. ekzonunda yer
almaktadir ve bu ekzon biyolojik agidan anlamli transkriptte kodlanmaktadir. ClinVar veri
tabaninda 36 patojenik/muhtemel patojenik null varyant bildirimi mevcut olup null varyantlar
gen i¢in bilinen hastalik mekanizmasidir. Bu nedenlerle varyanta PVS1 kriteri ve popiilasyon
veri tabanlarinda bildirilmedigi i¢in PM2 kriteri uygulanmistir ve varyant muhtemel patojenik
kabul edilmistir. CEP78 geni 9q21.2°de lokalize olup OMIM veri tabaninda OR  ‘Cone-rod
dystrophy and hearing loss’ ile iliskilendirilmektedir ve sentrozomun bir bileseni olan
sentrozamal protein 78’1 kodlamaktadir. Literatiirde izole retinitis pigmentoza tanili iki
kardeste homozigot €.1056delT p.(T353Lfs*5) ¢ergceve kaymasi degisimi tanimlanmistir ve
genin izole RP i¢in aday gen olabilecegi ileri siiriilmiistiir (159). Ascari ve arkadaslar
p.(Leul50Ser) heterozigot, homozigot ve kontrol bireylerine ait fibroblastlarda CEP78 protein
miktarin1 6lgmiis ve heterozigotlarda kontrole gore anlamli derecede azalma, homozigotlarda
ise neredeyse tespit edilemez seviyede diisiikliik saptamistir. Yine silier uzunluk homozigot
ve heterozigotlarda kontrole gore daha yiiksek Olciilmiistiir (252). Literatiirde heterozigot
mutasyona sahip olgu bildirimi bulunmamaktadir. Bununla birlikte gende kopya sayisi

degisikligi saptanan olgular tanimlanmistir (253). Olgumuzun klinigi bu gen ile net
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aciklanamasa da klinik iligkili diger genlerde anlamli bir varyant saptanmamis olmasi
€.1372G>T degisiminin nedensel olabilecegini diisiindiirmiistiir. Olgudan ayrintili isitme

muayenesi ve karsi allel i¢in delesyon/duplikasyon analizi planlanmistir.

Patern distrofi 6n tanisi ile degerlendirilen bir olguda (olgu 14) OMIM veri tabaninda
hastalikla iligkilendirilmis PRPH2, CTNNA1 ve MAPKAPK3 genlerinde patojenik, muhtemel
patojenik ve klinik onemi bilinmeyen degisim saptanmadi ve genlerin kaplamlar1 20x’de
%100°dii. Bununla birlikte olguya uygulanan ‘retinal distrofi iligkili genler’ filtresinde CFH
geninin 22. ekzonunda heterozigot ¢.3607C>T p.(Arg1203Trp) degisimi saptandi. Bu gen
OMIM veri tabaninda ‘Yasa bagli makula dejenerasyonu’ (YMD), OD ‘Bazal laminar
druzen’, OD/OR ‘Kompleman faktor H eksikligi’ ve OD/OR ‘Atipik hemolitik {iremik
sendroma (aHUS) yatkinlik’ ile iliskilendirilmistir. Genin kodladigi kompleman faktor H
(CFH) proteini alternatif kompleman kaskadini inhibe etmektedir (254). Bazal laminar druzen
(kutikular druzen), YMD’nin daha erken yasta baslayan ve genetik faktorlerin daha ¢ok rol
aldig1 spesifik bir alt tiirtidiir (255). Retinada rasgele dagilim gosteren druzenlerin floresan
anjiografide hiperfloresans goriiniimiine bagh yildizli gokyiizii manzarasi tipiktir. Dense
depozit hastalig1 olan olgularin %80’inde gozlendigi ve varligmin bu renal hastalik icin
patognomonik oldugu bildirilmistir (256). Boon ve arkadaslar1 CFH geninde mutasyon ve
kars1 allelinde p.(Tyr402His) varyantinin hastaliga yol agtigini ileri siirmiistiir (254). Bununla
birlikte Van de Ven ve arkadaslari CFH geninde fonksiyon kaybina neden olan heterozigot
mutasyonlarin p.(Tyr402His) yoklugunda bile klinige neden oldugunu belirtmistir (257).
Bizim olgumuzda da p.(Tyr402His) tespit edilmistir. Bununla birlikte varyantlarin ‘cis/trans’
durumunun degerlendirilmesi i¢in segregasyon analizi yapilamamistir. Ayrica bu calisma
kapsaminda degerlendirilen olgularin ve aile bireylerinin tiimiinde bu polimorfizm saptanmis
olup 8 olguda homozigot olarak gozlenmistir. Olgumuzda saptadigimiz ¢.3607C>T degisimi
daha once bir aHUS olgusunda bildirilmis olup beraberinde p.(Tyr402His) varyantinin
bulunmadig1 belirtilmistir. Bu olguda gdz bulgular ile ilgili veri bulunmamaktadir (258).
Varyantin popiilasyon veri tabanlarindaki frekansi1 0.0000- 0.0004 olarak bildirilmistir (PM2).
Bununla birlikte tahmin programlari bu degisimi benign olarak skorlamaktadir (BP4).
Duvvari ve arkadaslari olgu serisinde proteinin karboksi terminalinin heparin, sialik asit, C3b
ve endotelyal hiicrelere baglanmada rol oynadigini 6ne siirmiis, ¢calismamizda tespit edilen
p.(Argl203Trp) varyantinin komsulugundaki tahmin programlarinda benign olarak
skorlandirilan p.(Argl210Cys) degisimini bazal laminar druzen olgusunda tanimlamistir.

Calismadaki olgularin hicbirinde renal bulgularin goézlenmedigi belirtilmistir ve klinik
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farkliliklarda ek faktorlere atif yapilmistir (255). aHUS igin 105 farkli varyantin fonksiyonel
etkisini ele alan bir ¢aligmada saptadigimiz degisim benign olarak siniflandirilmis fakat bazal
laminar druzen agisindan bir inceleme yapilmamistir (259). CFH geninin doku tiplerinde
farkli mekanizmalarda gorev aldigi ve varyant pozisyonu ve tipine gore klinik gesitliligin

ortaya ¢iktig1 hipotezi kurulabilir.

Genetik cesitliligin yliksek oldugu ve klinik 6zelliklerin Ortiistiigii bir hastalik grubu
olan kalitsal retinal distrofilerde molekiiler nedenin saptanmasinda tiim ekzom dizileme
yonteminin rolii giderek artmaktadir. WES maliyetinin ve analiz siiresinin fazla olmasi gibi
nedenlerle ilk basamakta biiyiikk oranda hedefli gen panelleri tercih edilse de maliyetin
azalmasi, analiz platformlarinin gelistirilmesi, analizin olguya ait klinik ve kalitim paterni goz
oniinde bulundurularak gergeklestirilmesi klinik kullanimda kolaylik saglayacaktir. Ayrica
stirekli yeni genlerin kesfedildigi bu hastalik grubunda bir seferde olusturulmus kisitli gen
icerigine sahip paneller yerine WES’te giincel gen filtreleriyle yeniden analiz imkaninin
olmasi ve bilinen genlerde nedenin agiklanamadigi olgularda aday genlerin ortaya konmasi
acisindan WES panellere gore lstlinliik saglamaktadir. Bununla birlikte yapisal varyantlari,
kopya sayis1 degisikliklerini, ekzon-intron bileskesinde 50 b¢ disindaki intronik bdlgeleri,
homopolimer bolgeleri inceleyememesi, hastalikla iligskilendirilmemis genlerin analizindeki
zorluklar vee ACMG’ye gore bildirimi 6nerilen ikincil bulgularin (260) tespit edilmesi
durumunda genetik danigmanin giigliigic WES’in olumsuz yanlarindandir. Literatiirde WES
caligtlan olgularin  %1,7’sinde ikincil bulgu saptandigi bildirilmistir (140). Bizim
calismamizda da bir olguda (%6,6) ikincil bulgu gézlenmistir.

Calismamizdaki en biiylik kisithlik orneklemin diger popiilasyon ¢aligmalarina gore
kiiciik olmas1 nedeniyle Tirkiye’deki sik nedensel genlerin belirlenememesidir. Olgularin
biiyiik kismimin analizinin indeks olgu seklinde gerceklestirilmesi, hastalik alt gruplar ve
yaslarinin genis dagilim gostermesi, birgogunda yalnizca bir kez gz muayene bilgisinin
olmast ve takiplerine devam etmemeleri, gorme alan1 ve ERG bilgilerinin olmamasi ve
olgularda saptanan varyantlarin klinik etkisinin uzun dénem izlenememesi gibi nedenlerle
genotip-fenotip iliskisi gosterilememektedir. Ayrica calismaya katilan aile bireylerinin
ayrintili  retinal degerlendirmeleri yoktur. Saptanan varyantlarin nedenselligini ortaya
koyabilmek icin fonksiyonel ¢aligmalarin yapilamamis olmasi ¢alismanin diger eksikligidir.
Olgu sayis1 arttikca, olgular diizenli takiplerle ileriye doniik izlendik¢e ve fonksiyonel
caligmalar miimkiin hale geldikce tani, genotip-fenotip korelasyonu, genetik danisma, PGT ve

gen terapi ¢alismalarinda ilerleme kaydedilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Yapilan ¢alismada kalitsal retinal distrofi olgularinin %73’{inde tiim ekzom dizileme

yontemi kullanilarak klinik ve kalitim paterniyle uyumlu degisim saptanmaistir.

2. Calismada daha oOnce literatiirde bildirilmemis 5 muhtemel patojenik varyant (RP2
c.181 182del, CLRN1 c.93del, INVS c.1975dup, IFT140 c.361C>T, SLC38A8 c.148dup,
INVS ¢.1975dup) literatiire kazandirildi. RP2 ¢.181 182del tanimlanan olgunun klinigi ve

kalitim paterniyle uyumluydu.

3. 11 olgunun 2’sinde ACMG kriterlerine gére VUS olarak smiflandirilan fakat
literatiirde hastalik yapici oldugu bildirilmis, klinik ve kalitimla uyumlu varyant (IFT81
€.1969C>T ve KCNV2 c.782C>A) saptandi. Bu varyantlarin klinigi acikladig1 kabul edildi.

4. IFT81 geni agirlikli olarak iskelet bulgulariyla iligkili bir silier gen olup literatiirde
izole retinal distrofi veya ilimli fenotiple giden olgu bildirimi de mevcuttur. Olgumuzdaki geg
konugma Oykiisii ve literatiirdeki benzer olgular g6z 6niinde bulundurularak taniya gidilmistir.
Genetik analiz sirasinda biitlinciil yaklasim gerektigi bu olguyla vurgulanmistir. Sendromik

siliopati iligkili bir gende izole RP/1liml1 fenotip literatiire kazandirilmistir.

5. Tani alan 11 olgunun 8’inde homozigot varyant gézlenmistir. Literatiirde olgularin
genellikle birlesik heterozigot varyanta sahip olmasi genotip-fenotip iliskisinin net
kurulamamasiyla sonuglanmaktadir. Biz bu c¢aligmada homozigot degisime sahip olgulari
bildirerek varyant diizeyinde klinik etkinin Ongoriilmesine katki saglayacagimizi

diisiinliyoruz.

6. Calismamizda silier genlerin retinitis pigmentoza olgularinda daha yiiksek

saptanmasi, bu grubun tanisi i¢in silier genlere 6nem verilmesi gerektigini ortaya ¢ikarmistir.

7. En az bir ¢ocukluk ¢ag1 baslangi¢h ek sistem tutulumu olan olgularda silier genler

izole KRD olgularina gore istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek saptanmistir.

8. WES kullanimma ge¢meden 6nce uyguladigimiz 56 gen iceren panelle olgularin
yalnizca iicte birine tani konulabilecegi ve WES’in bu hastalik grubunda tanisal iistiinliik

sagladig1 gosterilmistir.

9. Olgularn analizde ilk basamakta giincel veri tabanlar1 ve popiilasyonda sik goriilen
genler dikkate alinarak iyi tasarlanmis gen panellerinin kullanilmas1 ve mutasyon bulunamaz

ise WES yapilmas1 uygun olacaktir.
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10. Molekiiler tan1 bu hastalik grubunda genetik danisma, PGT secenekleri, izlem ve
tedaviler igcin yol gostericidir. En Onemlisi hastalarin ivme kazanmig gen terapi

caligmalarindan yararlanabilmesi i¢in erken donemde genetik tan1 gerekmektedir.
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EK 2. Veri Kayit Formu

Hasta Yasi:

Cinsiyeti:

Tani/On Tani:

Anamnez:

Ik semptom:

Semptom baslangi¢ yasi:
Seyri: Progresif/statik
Fotofobi:

Renkli gérmede azalma:
Karanlikta gérmede azalma:
Santal/periferik gorme kaybi:
Skotom:

Ek Bulgular:

Pitozis:

Nobet Oykiisii:

Kas giicsiizliigii:

Dispne:

Isitme kaybi:

(")zgeg:mis
Prenatal/Natal/Postnatal Oykii:
Biiyiime geligme:

Ek Hastalik/Kullanilan ilaglar/Operasyon/Travma
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Fizik Muayene

Bas ¢evresi/ Boy/ Kilo:
Dismorfolojik Muayene:
Sistemik Muayene:

Soy Agaci

Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali Muayene ve Goriintiileme Bulgular::

Genetik Analiz Sonuclari:

Varsa Klinikle Iligkili Laboratuvar Parametreleri/ Konsiiltasyon

Notlar/Goriintilleme Bulgulari:
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EK 3. Retinitis Pigmentosa NGS Paneli

Retinitis Pigmentosa NGS Paneli

ABCA4, ARL6, BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7,
BBS9, BEST1, CS8ORF37, CERKL, CNGAIL,
CNGB, CRB1, CRX, DHDDS, EYS, FAM161A,
FLVCR1, FSCN2, GNPTG, IDH3B, IMPG2,
LRAT, MAK, MERTK, NRL, OAT, PCARE,
PDE6A, PDE6B, PDEG6C, PDE6G, PDEGH,
PRCD, PROM1, RBP4, RDH12, RGR, RHO,
RLBP1, RP1, RP2, RP9, RPE65, RPGR, SAG,
SEMA4A, SPATA7, TTC8, TULP1, USHZ2A,
ZNF513, ZNF469, ZNF513, ZNF644
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