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OZET

Yas tip (neovaskiiler) Yasa Bagli Makiila Dejenerasyonu (YBMD) tedavisinde gliniimiizde intravitreal anti vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (anti-VEGF) enjeksiyonlar1 uygulanmaktadir. Fakat bu enjeksiyonlar sadece hastaligin
stipresyonunu saglamakta ve kesin tedavi olusturmamaktadir. Ayrica bu tedavilerin pahali olugu ve enjeksiyonlarin sik
araliklarla yapilmasi gerekliligi tedavide aksamalara neden olmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 yas tip YBMD tedavisinde
kok hiicre ve gen tedavilerini giindeme gelmistir. Giiniimiizde devam eden ve bitmis kok hiicre ve gen tedavi ¢alismalar:

umut vericidir.

Anahtar Kelimeler: Gen terapisi, kok hiicre, neovaskiiler, yasa bagli makiila dejenerasyonu, yas tip.

ABSTRACT

Treatment of wet-form (neovascular) Age-Related Macular Degeneration is nowadays based on recurrent intravitreal
injections of anti-vascular endothelial growth factors. But this treatment does not cure the patients or does not cause
complete resolution of the disease. So there is a need of other treatment modalities such as stem cell or gene therapies.
Nowadays there are ongoing or finished trials which give a hope for the treatment of this disease.

Keywords: Age-related macular degeneration, gene therapy, neovascular, stem cell, wet-form.

1. GIRIS

Yasa bagli makiila dejenerasyonu (YBMD) sik goriilen ve
merkezi gorme keskinliginde ilerleyici gérme kaybina neden
olarak korliige neden olabilen bir retinal hastaliktir." Ameri-
kada yaklagik 1.75 milyon, Ingilterede ise yaklagik yarim milyon
ileri YBMD hastas1 oldugu tahmin edilmektedir.”’ Bu hastalar-
da santral retinanin makiila bolgesi fonksiyonunu kaybetmistir
ve bu hastalarda okumada problemler, yiizleri segmede zorluk
gibi giinliik aktiviteleri etkileyen problemler izlenebilmektedir.
Bu hastalarda gérme kaybi, kuru tip YBMD'de oldugu gibi at-
rofiye sekonder ya da yas tip YBMDde oldugu gibi anormal
gelisen damarlanmaya sekonder gelismektedir. Yas tip YBMD
tedavisinde gliniimiizde intravitreal anti vaskiiler endotelyal
bityiime faktorii (anti-VEGF) enjeksiyonlar1 uygulanmaktadir.
Fakat bu enjeksiyonlar sadece hastaligin stipresyonunu sagla-
makta ve kesin tedavi saglamamaktadir.””) Ayrica bu tedavilerin
pahali olusu ve enjeksiyonlarin sik araliklarla yapilmasi gerekli-
ligi de tedavide aksamalara neden olmaktadir. Bu nedenlerden
dolay1 yas tip YBMD tedavisinde kok hiicre ve gen tedavileri
giindeme gelmistir. Bu derlemede yas tip YBMDde uygulanan
klinik kok hiicre ¢alismalari, gen tedavi ¢aligmalari, zorluklar
ve gelecek tedavilerden bahsedilecektir.
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2. KOK HUCRE TEDAVISi

Kok hiicre (KH), farkl hiicre tiplerine farklilagsma ve kendini
yenileme yeteneklerine sahip olan ve ayrica hasarli dokunun
yenilenmesini saglayan ana hiicre tiirleridir."*) Kok hiicreler
embriyonik ve embriyonik olmayan KH kaynaklarindan elde
edilirler. Farklilagma yeteneklerine gore KH’ler Totipotent,
Pluripotent ve Multipotent KH’ler diye {i¢ gruba ayrilirlar.
Totipotent KH’ler, embriyolojik dénemin ilk sekiz hiicresini
(zigot-blastomer) kapsar ve viicuttaki tiim hiicrelere doniisme
ve siirsiz ¢ogalma kapasitesine sahip hiicrelerdir. Embriyonik
dénemde blastomerlerden sonra pluripotent hiicreler gelisir ve
bu hiicrelerden ilerleyen dénemlerde multipotent KH’ler ge-
lisir. Bu hiicrelerin sinirl farklilasma kapasitesi vardir ve yer
aldiklar1 dokunun hiicrelerine dontigiirler. KH tedavilerinde
siklikla kullanilan mezenkimal ve hematopoetik KHler multi-
potent KH’lerdir."’

Gozde su ana kadar tanimlanan KHler; retinal KHler, lim-
bal ve konjonktival hiicrelerdir. Retinanin kok hiicrelerinin ora
serrata ile pigmente siliyer cisim arasinda oldugu diigiintilmek-
tedir.”’ Bu bolgede yer alan kok hiicrelerin kendini yenileme
ozelligi bulunmaktadir. Goz hastaliklarinda KH temelli teda-
vi uygulanmasinin bazi avantajlar1 bulunmaktadir. En 6nemli
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avantajlardan biri retinal kok hiicre uygulamalarinda, modern
vitreoretinal cerrahi yontemleriyle retinaya kolay ulagilabil-
mesi ve retina altina kolaylikla KH implante edilebilmesi ve
bunlarin invaziv olmayan goriintiileme yontemleriyle (optik
koherens tomografi, biyomikroskopi vb.) rahatlikla takip edi-
lebilmesidir. Diger avantajlar; tedavi sonrast retinanin yapisini
ve fonksiyonlarini 6l¢ebilecek ¢ok fazla yontemin olmasi (optik
koherens tomografi, fundus floresein anjiyografi, mikroperi-
metri vb...), transplante edilen KH’lerin g6z dist dokulara ge-
¢isinin kolay olmamasi, goziin immiin ayricalik 6zelligi verilen
KH’lerin rejeksiyon riskini azaltmasi ve basarili sonuglar icin
verilmesi gereken KH sayisinin ¢ok fazla olmamasidir.”*

2.1 Yas Tip YBMD'de Kok Hiicre Tedavisi

1981 yilinda Evans ve Kaufmann tarafindan embriyonik
kok hiicre (EKH) kiiltiirleri olusturulduktan sonra bu hiicre-
lerin pluripotent, kendiliginden yenilenme ve bir¢ok hiicreye
transforme olma yetenekleri nedeniyle bir¢ok hastalikta (Myo-
kardial enfarktiis, Alzheimer, Parkinson hastalig1 vb.) kullani-
labilecegi gosterildi.”'") YBMDde ise preklinik ¢alismalarda
subretinal implante edilen EKH'den differansiye retina pigment
epiteli (RPE) nin fotoreseptorleri kurtardigi ve gérme kaybini
onledigi gosterilmigtir.!"'*) Bu ¢alisma YBMD'nin KH ile teda-
visi i¢in klinik ¢alismalara 1g1k tutmustur.

YBMD hastalarinda RPE KH transplantasyonu umut verici
bir tedavi segenegi olmugtur.”’ Bu hiicrelerin transplantasyo-
nunda iki 6nemli se¢cenek bulunmaktadir, birincisi bu hiicre
siispansiyonlarinin direkt subretinal enjeksiyonu ikincisi ise
tek sirali RPE hiicre tabakasinin bir membran istiinde subreti-
nal bosluga implantasyonudur. Lu ve ark’nin yapmis olduklari
bir deneysel ¢calismada EKH kaynakli RPE hiicre stispansiyon-
larini klasik retina dejenerasyonu hayvan modelinde intravit-
real olarak uygulanmis ve bu hiicreler yeni dogal bir RPE hatt1
olugturmus ve gorme fonksiyonlarini artirmigtir.””! Ayrica yine
uzun siireli takiplerde bu hiicrelerin herhangi bir timér yapila-
r1 olusturmadig gosterilmistir.!"” Direkt subretinal enjeksiyon
diger yonteme gore daha az girisimsel bir islem olmasina kar-
sin, bu yontemde implante edilen hiicreler kiimeler olusturma
egilimine girmekte ve fotoreseptor dis segment fagositoz kapa-
siteleri daha diigiik olmaktadir."*! Enjeksiyon ve implantasyo-
nun karsilastirildig bir ¢aligmada tek tabaka implantasyonun-
da hiicrelerin ¢ok daha tiziin siire yagayabildigi gosterilmistir.
[*I RPE hiicre enjeksiyonu ile yapilmis ilk insan ¢aligmasi1 2012
yilinda Schwartz ve ark. tarafindan yaymlanmistir. Bu galigma-
da primer amag RPE hiicre enjeksiyonun giivenilirlik ve yan
etki agisindan degerlendirilmesiydi ve bu ¢alisma sonugclarina
gore RPE enjeksiyonu sonrasi ciddi bir yan etki gézlenmemis
ve herhangi bir timér formasyonu izlenmemistir. Bu hastalar-
da gorme keskinliginde bir artig gozleniyor olmus olmasina
ragmen bu caligma primer olarak giivenilirlik ve yan etki ¢alis-
masidir.'*"”) Bu ¢alismalarin dort yillik sonuglar: 2016 yilinda
yaymlanmustir ve on sekiz hastaya (Stargardt ve YBMD hasta-
lar1) transplante edilen EKH kaynakli RPE hiicre siispansiyon-
larinin iyi tolere edildigi, birka¢ hastada cerrahiye ve immiin-
stipresif tedaviye bagli yan etkiler oldugu gozlenmis olmasina
ragmen transplante edilen hiicrelere bagli herhangi bir intrao-
kiiler ve sistemik yan etki olmadig1 gozlemlenmigtir."*! Altinc
ayda bakilan gérme keskinliklerinde dokuz YBMD hastasinin
dordiinde en az 15 harf kazanimy, ikisinde 11-14 harf kazanimi
gozlenmistir ve ti¢ hastada ise herhangi bir harf kazanimi goz-
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lenmemisgtir.'"

Eriskin goz retinasinda multipotent kapasiteye sahip RPE
kok hiicreleri de saptanmugtir.””’ Bu hiicre kiiltiirlerinde kronik
oksidatif stres sonrasinda, hiicre ylizeylerinde druzen benze-
ri proteinleri eksprese ettikleri gosterilmistir.””! Yine YBMD
tavsan modelinde yapilan bir ¢aligmada bu hiicreler tek taba-
kali polarize yapida biyouyumlu membranla birlikte implante
edildikten bir ay sonra, erigkin RPE karakteristigi gosterdigi
gozlenmigstir.”") Bu nedenle bu hiicreler de YBMD hiicresel te-
davisinde bir kaynak olarak kullanilabilir.

Yas tip YBMD de giiniimiize kadar pek fazla klinik ¢calisma
yapilmamuigtir fakat 2014 yilinda Japon arastirmacilar, bir pilot
caligmada yetmis yasinda yas tip YBMD hastasina deri kay-
nakli kok hiicre implantasyonu gerceklestirmiglerdir. Yas tip
YBMD hastalarinda ilk klinik embriyonik KH ¢aligmasi 2015
yilinda Londrada Moorfields Goz Hastanesinde baglamistir. Bu
klinik ¢alismanin yaklagik 18 ay siirecegi ve 10 hasta {izerinde
gerceklestirecegi bildirilmistir. Tk cerrahi uygulama Agustos
2015 de gergeklestirilmis olmasinda ragmen simdiye kadar bu
calismanin sonuglar: agtklanmamistir. Fakat 2016 ARVO (The
Association for Research in Vision and Ophthalmology) top-
lantisinda Yakuo Kurimoto ve arkadaslar1 yas tip YBMD has-
tasinda kok hiicre transplantasyonu sonrasi kok hiicreler ait
herhangi bir yan etki izlenmemis ve immiin rejeksiyon gozlen-
medigini bildirmislerdir. Ayrica bu olguda gérme keskinliginin
anti VEGF uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaksizin korundugu-
nu bildirmislerdir.””’ Aslinda RPE hiicre implantasyon tedavi-
leri yas tip YBMD hastalarinda potansiyeli olan ve 6nemli de-
recede tedavi umudu olabilecek bir tedavi modalitesidir. Fakat
bu hiicrelerin degerlendirilmesinde deneysel hastalik modelle-
mesinde yaganan zorluklar, transplantasyonunun zor olmasi ve
hasta takiplerinin uzun siirmesi ve multidisipliner bir yaklagim
gerektirmesi nedeniyle yeterli sayida ¢aligma yapilamamustir.

Indiiklenmis pluripotent kok hiicre (iPS) pluripotent olma-
yan bir hiicreden disaridan faktorler verilerek bazi genlerin
dretimi saglanarak farklilasmanin tersine gevrilmesi ile elde
edilen hiicrelerdir ve bu hiicrelerle yapilmis olan ilk ¢alisma-
larda hasarli dokunun yeniden programlanmis bu hiicrelerin
transplantasyon sonrasi istenilen hiicre tipini déniigiimil ile ta-
mirin gerceklegecegi fikri vardir.””) Mandai ve arkadaglar1 iPS
hiicrelerini RPE hiicrelerine farklilastirarak bir tabaka halinde
neovaskiiler tip YBMD hastasina cerrahi olarak transplante et-
miglerdir ve transplantasyondan bir y1l sonra tabakanin intakt
oldugu, gorme keskinliginde herhangi bir degisiklik olmadig:
ve makiiler 6demin sebat ettigini gozlemlemislerdir. iPS tekno-
lojisi, gelistirilen gen transfer yontemleri ve sinirli faktor kulla-
nimut ile ¢ok ilerlemis durumdadir, fakat yine de yeniden prog-
ramlamanin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekte
ve kullanilan faktérlerinin rolleri ¢ziillememigtir.**

3. GEN TEDAVIiSi

Gen tedavisi, baz1 viriislerin araciligiyla niikleik asit akta-
riminin yapildig ve boylelikle gen ekspresyonu degistirilerek
hastaliklarin tedavi edildigi modern tedavi yontemidir. Gen te-
rapisinde en ¢ok kullanilan vektorler adenoviriis, lentiviriis ve
adeno-associated viriis’ lerdir. Son yillarda viral olmayan vek-
torler, short interfering RNA ve naked/plazmid DNAda kulla-
nilmaktadir. >’

Beyazyildiz E, Kogak N. Yas Tip (Neovaskiiler) Yasa Bagli Makiila Dejenerasyonunda Kok Hiicre ve Gen Tedavisi. Giincel Retina 2017;1(3):241-245.




CURRENT RETINA - GUNCEL RETINA

3.1Gen Tedavisinde Kullanilan Molekiiller

3.1.1 VEGF Inhibitérleri

Yas tip YBMD hastalarinda VEGF artis1 nedeniyle ortaya ¢i1-
kan koroidal yeni damarlarin makiilada neden oldugu patolo-
jik degisiklikler bu hastalarda gorme kaybinin en sik sebebidir.
Il Ferrara ve ark. tarafindan VEGF molekiiliiniin dort 6nem-
li etkisi oldugu saptanmistir. Bunlar vaskiiler permeabilite de
artis, vaskiiler endotel hiicrelerinde biiyiime ve proliferasyon,
endotel hiicre migrasyonu ve endotel hiicre apoptozisini azal-
tarak bu hiicrelerde yasam siiresini artirmaktir.”**’ Anti VEGF
intravitreal enjeksiyon (Ranibizumab, Bevacizumab ve Afliber-
cept) bu hastalarda gorme keskinligi seviyesinde anlaml dere-
cede artisa neden olmaktadir ve bu nedenle kliniklerde siklikla
uygulanmaktadir.””) Fakat bu enjeksiyonlarin aylarca ve bazen
yillarca uygulanmas: klinikte takip ve tedavi agisindan zorluk
yagsanmasina sebep olmaktadir.

Bu hastalarda tekrarlayan enjeksiyon sayisini azaltmak i¢in
uzun salimmli VEGF inhibisyonu yapabilecek, intraokiiler
VEGF antagonisti gen transferi alternatif bir tedavi yontemi
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. VEGF antagonisti gen transfe-
ri ile ilgili giincel uygulamalarinda ¢6ziinebilir VEGF receptor
Flt-1 varyasyonlar: tizerinde durulmaktadir.”” Bu konuda en
erken ¢aligma Honda ve ark. tarafindan 2000 yilinda yapilmis-
tir. Bu ¢aliymada VEGF flt 1 (domain1-7) ile IgG-Fc (flt-ExR)
fiizyonu eksprese eden Ad vektdrii siganlarin femoral kasina
enjekte edilmis ve bu gen transferi ile subretinal neovaskiilari-
zasyonun anlamli olarak geriledigi gosterilmistir.”” Yine bag-
ka bir caligmada subretinal AAV-sFlt-promotériinin CMV ile
transferi, lazer ile indiiklenmis koroidal neovaskiilarizasyonun
gerilemesine neden olmustur.”* Yine bagka bir caligmada sub-
retinal AAV2-sFlt enjeksiyonu, lazer ile indiiklenmis koroidal
neovaskiilarizasyonu gelisimini engellemis ve bu hayvanlarda
enjeksiyona sekonder herhangi bir hasar izlenmemistir. Bu
hayvanlarin takiplerinde retinal morfolojileri ve elektroreti-
nografi bulgular: normal izlenmis ve 6n kamarada flare olu-
sumu izlenmemistir.""' VEGF gen transferi ile ilgili bir Faz 1-2
klinik ¢alismasi su an Avusturalyada devam etmektedir (kayit
nu: NCT01494805). Bu ¢aligmada hastalara tek doz subretinal
AAV2-sFlt enjeksiyonu yapilmis ve hastalar diisiik doz vek-
tor (1*1010 genom) transfer edilenler ve yiiksek doz vektor
(1*1011 genom) transfer edilenler diye iki gruba ayrilmis, son-
rasinda hastalar, tedavinin giivenilirligi ve etkinligi acisindan
degerlendirilecektir.

Yeni kimerik VEGF-baglama molekiilii sF1t01 ( flt-1"in ikinci
alani ile insan IgG1 Fc fiizyonu igerir) de yine yakin zamanda
tizerinde ¢aligilan gen terapilerinden biridir. sFIt01’'nin AAV-2
ile intravitreal olarak transfer edildigi bir caligmada oksijen ile
indiiklenmis retinopati de anjiyogenezisi etkili olarak inhibe et-
tigi gosterilmistir.” Lukason ve ark. lazer ise indiiklenmis ko-
roidal neovaskiilarizasyon hayvan modelinde, sFlt01 molekii-
lintin intravitreal yitksek doz (2*1010 genom) da enjeksiyonu
sonrasi sizintinin anlamli olarak diisiik oldugunu gostermisler-
dir.”” Bagka ¢aligmalarda da sFltOl’in intravitreal enjeksiyo-
nunun hayvan modellerinde iyi tolere edildigi, gozde lokalize
kaldig1 ve uzun siireli ekprese olduklar: gosterilmistir.*

Bu umut verici preklinik ¢aligmalar, klinik ¢aligmalara
da 151k tutmaktadir. Hali hazirda Amerika Birlesik Devlet-
lerinde yapilmakta olan Faz 1 klinik ¢aliyjma bulunmakta-
dir. (NCT01024998; http://clinicaltrials.gov). Bu ¢aliymada
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AAV2-sFLTO01 vektoril intravitreal olarak dort farkli dozda
verilmekte giivenilirlik ve etkinlik agisindan orbital koherens
tomografi ile degerlendirilmektedir. Fakat uzun siireli VEGF
inhibisyonunun farelerde fotoreseptorler ve koroid tizerinde
olumsuz etkisi olabilecegini belirten ¢aligmalar bulunmaktadur.
14 Fakat bagka caligmalarda subretinal enjekte edilen AAVsF-
It-I’in 8 ay boyunca patolojik neovaskiilarizasyonu inhibe etti-
gini ve olumsuz etkisi olmadig1 gosterilmistir'*>*

3.1.2 PEDF

Pigment epitel derive biiytime faktorii (PEDF) serin prote-
inaz ailesinden bir glikoproteindir ve norotrofik ve antianji-
yogenetik 6zellikler tagir.””! PEDF gen transferi ile ilgili hayvan
caligmalar1 bulunmaktadir. Mori ve ark. oksijen ile indiiklen-
mis hayvan retinopati modelinde intravitreal enjekte edilen
Ad-PEDF vektoriiniin neovaskiilarizasyonu anlamli bir sekil-
de inhibe ettigini gostermislerdir.”*/ Intravitreal Ad-PEDF gen
transferinin giivenilirlik acisindan degerlendirildigi bir ¢alis-
mada doza bagimli bir sekilde toksisite gelistigi gosterilmistir.
Ozellikle 1x108 partikiil transferinde toksisite gozlenmezken,
1x109 ve {izeri transferlerde ERG yanitlarinda azalma ve tok-
sisite oldugu gosterilmistir.”*’ Yirmi sekiz ileri neovaskiiler
YBMD hastasi iizerinde yapilmis Faz 1 ¢aligmasinda, tek doz
AdPEDF intravitreal enjekte edilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina
gore 6 hasta medikal tedavi ile kontrol edilebilen goz i¢i ba-
sing artisi, 7 hastada hafif gecici intraokiiler inflamasyon goz-
lenmistir. Hicbir hastada ciddi bir yan etki gézlenmemistir ve
PEDF’ye bagl antianjiyogenik etki birkag yil stirmiistiir.””

3.1.3 Endostatin Ve Anjiyostatin

Endostatin tip 13 kollajen {iriinii olan ve retinal vaskiiler ge-
lisimin regiilasyonundan ve hyaloidal damarlanmanin fizyolo-
jik regresyonunda rol oynayan bir anjiyogenez inhibitoriidiir.
Deneysel hayvan koroidal neovaskiiler membran modelinde
endojen endostatinin rolii gosterilmistir. "’ Anjiyostatin ise in
vivo ortamda tiimor biiylimesini in vitro ortamda ise endotel
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmis plazminojen
fragmani olan anjiyogenez inhibitoriidir.

Lai ve arkadaslari lazer ile indiiklenmis koroidal neovaskiiler
membranin subretinal AAV-anjiyostatin enjeksiyonu sonrasi
anlamli oranda geriledigini gostermislerdir.”"’ Binley ve ark.
ileri neovaskiiler YBMD hastalarinda Endostatin/anjiyosta-
tin (Retinostat®) lentiviral vektor teknolojisi ile subretinal gen
transferinin giivenilirlik ve biyoaktivitesini degerlendirdikleri
faz 1 ¢alisma sonuglar1 Mayis 2015 de agiklanmistir. Bu ¢aligma
sonuglarina gore hastalar klinik fayda gérmiis, gorme keskin-
liklerinde stabilizasyon yasanmis ve vaskiiler sizintida azalma
izlenmistir.

Bu ¢alisma primer olarak Retinostat’1n giivenilirlik ¢alisma-
s1 olarak tasarlanmistir. Calismaya dahil anti-VEGF terapisi-
ne yanit vermeyen yiiksek oranda fibrotik komponenti olan
YBMD hastalar dahil edilmis ve tek doz subretinal enjeksiyon
sonras1 terapotik gen ekspresyonlari 2.5 yil ve hatta 4 y1l kadar
devam eden hastalar olmugtur.*>*!

3.1.4 Si RNA (small interfering RNA)

siRNA hiicre icerisinde RNA kompleksi igine girip helikaz
aktivitesini artirarak spesifik ve selektif olarak mRNA par-
¢alanmasina neden olan RNA komponentidir.*!! siRNA 027
(AGN211745) endotel hiicreleri tizerindeki VEGFR-1e bag-
lanarak anjiyogenezi inhibe eden siRNA tipidir."*! Oksijen
ile uyarilmis retinopati hayvan modelinde intravitreal olarak
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transplante edilen siRNA 027’nin koroidal neovaskiiler memb-
ran gelisimini stiprese ettigi gosterilmistir.”’ Yine 26 hasta
tizerinde uygulanan doz eskalasyon galismasinda intravitre-
al transplantasyonu sonrast diger tedavilere cevap vermeyen
YBMD hastalarinda gérme keskinliginde artis ve stabilizasyon
gozlenmigtir. "

4.SONUC

Hayvan modelleri {izerinde yapilan ¢aligmalar bize gen te-
rapisi sonrasi antianjiyogenetik proteinlerin ekspresyonlarinin
neovaskiiler YBMD hastalarinda potansiyel bir tedavi secenegi
olabilecegini ve tekrarlayan enjeksiyon ihtiyacini da azaltacagi-
n1 da géstermektedir. Hali hazirda devam eden ve bitmek iizere
olan 4 farkli faz 1-2 caligmasi devam etmek etmektedir. Bu ¢a-
ligmalarin sonuglar1 merakla beklenmektedir.
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