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OZET

Taylan Sekeroglu H., Bilinen Metabolik Hastaliklar ve Sendromlar ile
Mliskilendirilemeyen Konjenital/Gelisimsel Kataraktlarda Yeni Nesil Dizileme
ile Molekuler Etiyolojinin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstittst, Genetik Programm Doktora Tezi, Ankara, 2020. Bu calismada amag
bilinen  bir metabolik hastalik ve sendrom ile iligkilendirilemeyen
konjenital/gelisimsel katarakti olan hastalarda yeni nesil dizileme ile molekler
etiyolojiyi tanimlamakti. Calismaya ayrintili genetik ve metabolik degerlendirme
sonrasinda izole bilateral katarakti olan ii¢ kiz bir erkek toplam dort hasta dahil
edildi. ki hastada niikleer, bir hastada total, bir hastada ise kombine lamellar ve
stttiral katarakt mevcuttu. Tum hastalara bilateral lensektomi ve 6n vitrektomi
uygulandi. Bir ailede akraba evliligi mevcuttu. Hastalarin ve ailedeki segilmis
etkilenmis bireylerin periferik kanindan DNA (Deoksiribonukleik Asit) izole edildi.
Tum ekzom sekanslama (WES, Whole Exome Sequencing)) lonProton® teknolojisi
ile yapildi. Sonuclar Sanger sekanslama ile konfirme edildi. Bir hastada CRYBA1
geninde heterozigot c¢.215+1G>A, bir hastada CRYGC geninde heterozigot
€.432C>G (p.Tyrl44Ter), bir hastada CRYGD geninde heterozigot c.70C>A
(p.Pro24Thr) bir hastada ise CRYBB3 geninde heterozigot c.466G>A
(p.Gly156Arg) mutasyonu saptandi. Tiim bu mutasyonlar ailenin se¢ilmis etkilenmis
bireylerinde de gosterildi ve daha ©once konjenital katarakt ile iliskili oldugu
bildirilmis kristalin genleri iizerindeydi. Bu ¢alisma, iilkemizde konjenital kataraktin
genetik etiyolojisine yonelik yapilan caligmalarda kristalin genlerinin Oncelikle
diistiniilmesi gerektigini ve WES’in konjenital katarakt gibi kompleks hastaliklarda
genetik temeli tanimlamakta yararl bir teknoloji olarak kullanimini vurgulamaktadir.
Ayrica, bu ¢alisma benzersiz bir 6zellige sahiptir ve Ulkemizde konjenital kataraktin

tim ekzom sekanslama bilgisine dair ilk bildiridir.

Anahtar Kelimeler: Konjenital katarakt, lensektomi, mutasyon, tim ekzom

sekanslama, WES

Destekleyen kurumlar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (THD: 2017-11983)
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ABSTRACT

Taylan Sekeroglu H., Investigation of the Molecular Etiology of
Congenital/Developmental Cataract Which Can Not Be Attributed to Known
Metabolic Diseases or Syndromes by Next Generation Sequencing, Hacettepe
University, Graduate School of Health Sciences, Doctor of Philosophy Thesis in
Genetics, Ankara, 2020. The aim of the study was to identify the molecular etiology in
patients with congenital/developmental cataract which can not be attributed to known
metabolic diseases or syndromes by next generation sequencing. A total of four patients
(three girls and one boy) who had isolated bilateral cataract were enrolled in the study
after detailed genetic and metabolic evaluation. Two patients had nuclear, one patient
had total and one patient had combined lamellar and sutural cataract. All patients
underwent bilateral lensectomy and anterior vitrectomy. One family had consanguinity.
DNA (Deoxyribonucleic Acid) was extracted from peripheral blood of probands and
selected affected individuals in the family. Whole exome sequencing (WES) was
performed by lonProton® technology. The results were confirmed by Sanger
sequencing. Heterozygous ¢.215+1G>A mutation in CRYBA1 was detected in one
patient, heterozygous ¢.432C>G (p.Tyr144Ter) mutation in CRYGC was detected in one
patient, heterozygous ¢.70A>C (p.Pro24Thr) mutation in CRYGD was detected in one
patient and heterozygous ¢.466G>A (p.Gly156Arg) mutation in CRYBB3 was detected in
one patient. All these mutations were also detected in selected affected individuals of the
families and were located on the crystalline genes which have been previously reported
to be associated with congenital cataract. The study highlights that crystalline genes
should be considered in the first place when performing studies regarding the genetic
etiology of the congenital cataract in our country and the implementation of WES as a
useful technology in identifying the genetic basis of complex diseases such as congenital
cataract. In addition, the present study has a unique property and is the first report of

whole exome sequencing data in regard with congenital cataract in our country.
Keywords: Congenital cataract, lensectomy, mutation, WES, whole exome sequencing

Supported by: Hacettepe University Research Projects Management System

(THD: 2017-11983)
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SEKILLER

G0z kiiresinin transvers kesitinin sematik gosterimi.

Intrauterin hayatin 22. giiniinde, noral ektoderm iizerinde
optik sulkuslarin belirgin hale gelmesi.

Intrauterin hayatin 27. giiniinde lens plakodunun yiizey ektodermi
tizerinde lokalize bir kalinlagma olarak goriilmesi.

Intrauterin hayatin 29. giiniinde lens plakodunun katlanmasi, lens
vezikiiliiniin olugmaya baslamas1 ve lens vezikiilii iizerinde
gorulen lens gukuru.

Intrauterin hayatin 37. giiniinde yiizeyden tamamen ayrilmis lens
vezikiilll ve icerisinde olusmaya baglamis ilk lens fibrilleri.

Lensin 6n duvarinda epitel hiicreleri ile arkada olusan ve iistiiste
yigilan lens fibrilleri. Lensin 6n kisiminda epitel hiicreleri, arka
kisiminda bazal lamina oldugu dikkati ¢cekmektedir.

Goz kiiresi igerisinde lensin yerlesimi, lens ile vitreus arasindaki
yakin iligkiyi gosteren sematik gdsterim.

Lensin anatomik olarak belirli bir zonunda gorilen katarakt:
Lameller (Zoniler) Katarakt

Lens arka kapsuliiniin merkezinde yer alan arka polar katarakt.

Kohorttaki 1 no’lu bireyin soyagaci. Proband okla isaretlenmistir.
Anne ve baba arasindaki akrabaliga karsin katarakt etkeni
CRYBAI geninde otozomal dominant kalitm g0Osteren
heterozigot bir mutasyon olarak saptanmistir (c.215+1G>A). IV.1
ve IV.2 numarali bireylerde de ayni mutasyon hastalik nedeni
olarak gosterilmistir. Ayn1 mutasyonu barindiran IV.3 numarali
bireyde fenotip bulunmamasi ise eksik penetrans gostermesi ile
aciklanmigtir.

Kohorttaki 2 no’lu bireyin soyagaci. Proband okla isaretlenmistir.
Probandda heterozigot olarak saptanan CRYGC ¢.432C>G
(p.Tyr144Ter) mutasyonu ayni fenotipi sergileyen bireylerden
I1.3, TI.11, IIL.7 ve III.8 numarali bireylerde de hastalik nedeni
olarak gosterilmistir.

Kohorttaki 3 no’lu bireyin soyagaci. Proband okla isaretlenmistir.
Probandda CRYGD geninde otozomal dominant kalitim paterni
gosteren  heterozigot ¢.70C>A  (p.Pro24Thr)  mutasyonu
saptanmistir. Hastanin babasinin (I1.4) da ayn1 mutasyonu tasidigi
gosterilmistir.
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XV

Kohorttaki 4 no’lu bireyin soyagaci. Proband okla isaretlenmistir.
Probandda CRYBB3 c.466G>A (p.Glyl56Arg) mutasyonu
saptanmistir. Ayn1 mutasyonun, hastanin etkilenmis annesinde de
(IL.5) oldugu gosterilmistir. 45
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1. GIRIS VE AMAC

Lensin saydamligini kismen veya tamamen kaybetmesi katarakt olarak
tanimlanmaktadir. Katarakt, hayat boyunca her yas grubunda ortaya c¢ikabilen bir
hastaliktir. Katarakt olusumunda baglica genetik, metabolik, enfeksiy6z ve travmatik
de dahil olmak tizere pek ¢ok etken tanimlanmistir. Katarakt, farkli siniflandirmalari
yapilabilse de, temel olarak ortaya ¢iktigi zamana gore konjenital, infantil, presenil
ve senil olarak dort gruba ayrilmaktadir. Cocukluk ¢agi kataraktlar1 ortaya ¢ikma
zamani disinda ayrica yerlesimleri ve morfolojik oOzelliklerine gore de

siiflandirilmaktadirlar.

Konjenital katarakt, onlenebilir korliiklerin baglica nedenlerinden biridir (1).
Cocukluk ¢agi korliiklerinin yaklasik olarak 1/10’unu olusturmaktadir (2). Konjenital
kataraktlar klinik ve genetik olarak heterojendir (2, 3). Unilateral veya bilateral
olabilir. Genellikle bilateraldir ve bu durumda sistemik bir hastalik ile iligkili olma
olasilig1 yiiksektir. Unilateral olanlarin ise idiyopatik olma olasilig1 daha yiiksektir
(4, 5). Bununla beraber, kataraktlarin yaklasik 1/3’0 genetik kokenlidir (6). Ayni
gendeki mutasyonlar degisik yogunluklarda ve tiplerde katarakt gelisimine neden
olabilmektedir (7). En sik otozomal dominant olmak iizere, otozomal resesif veya

X’e bagli olarak kalitilabilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda birincil amag, bilinen bir metabolik hastalik veya
sendrom ile iligkilendirilememis konjenital/gelisimsel katarakt hastalarinda
molekdler etiyolojiyi aydinlatmaktir. Genetik heterojenite nedeniyle yontem olarak
tim ekzom dizilemesi (WES, Whole Exome Sequencing) uygulanmigtir. WES
yonteminin bilinen genlerle siirli olmayan molekiiler ¢iktilari nedeniyle ikincil bazi
amaglara da ulagilmasini saglayabilecegi diistiniilmiistiir. Bunlar arasinda, Ulkemizde
akraba evliligi sikliginin yiiksek olmasi nedeniyle yeni resesif genlerin bulunmasi ve
altta yatan molekiiler etiyolojinin varsa iliskili oldugu diger yolaklarin (metabolik
hastalik, sendromlar vb.) belirlenmesi bulunmaktadir. Ulkemizde bu hasta grubunda
yapilan ilk ekzom ¢alismasi olmasi nedeniyle, konjenital/gelisimsel katarakt
molekdler etiyolojisi ile ilgili olarak toplumumuza 6zgu veri elde edilmesi ve daha

1yi bir genetik danigma verilebilmesini saglamak da amaglarimiz arasindadir.



Boylece bu calismanin baslica amaglari;

1- Bilinen bir metabolik hastalik/sendrom ile iligkilendirilemeyen

konjenital/gelisimsel katarakt1 olan dort hastada WES verilerini elde etmek,

2- Ulkemizde akraba evliligi sik oldugu icin diger toplumlarda su ana kadar

tanimlanmamis yeni resesif genleri aragtirmak,

3- Yeni nesil dizileme sonrasinda yeni bir metabolik hastalik veya sendrom
ile iliskili molekiiler etiyolojinin ortaya ¢ikmasi durumunda konjenital/gelisimsel
katarakt hastalarinin 6n degerlendirilmesinde farkli bir bakis ag¢isinin ve algoritmanin

gelistirilmesi icin yol gosterici verileri elde etmek,

4- Daha Onceden bilinen genler ve/veya tanimlanmis olan lokuslar disinda

baska bir gen/lokus tanimlanmasi durumunda mevcut literatiire katkida bulunmak,

5- Gelecekte konjenital katarakt hastalarinda molekiiler etiyolojinin
belirlenmesinde rutin olarak kullanilabilecek molekiiler tan1 sistemlerinin

olusturulmasinda yol gosterici olabilecek veriler elde etmek,

6- Molekdler etiyolojinin belirlenebildigi hastalarda ailelere bu zeminde ve

daha giivenilir genetik danisma verebilmek,

olarak belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Insan lensi, seffaf, bikonveks ve avaskiilerdir. Irisin arkasinda, vitreusun
onlinde yer almaktadir (Sekil 2.1). Lensin temel fonksiyonu, gorlntlnin retina
lizerine odaklanmasini saglamaktir. Lensin saydamligini kismen veya tamamen
kaybetmesi katarakt olarak tanimlanmaktadir. Lens tlizerindeki opasitenin yerlesimi
ve morfolojisi kataraktin siniflandirilmasini sagladigi gibi ayni1 zamanda baslangi¢
zamani ve gorsel prognozu hakkinda da bilgi vermektedir. Ancak, bir lenste birden

fazla katarakt tipi de ayn1 anda bulunabilmektedir.

Konjenital katarakt, dogumda veya hemen sonrasinda lens iizerinde saptanan
opasitedir. Konjenital katarakt gelisiminde temel faktdr, lens gelisimi veya
fonksiyonunun intrauterin veya erken postnatal donemde herhangi bir nedenle
duraklamasidir (7). Konjenital katarakt, gérme gelisiminin en aktif ve en hassas
oldugu donemde meydana gelmesi ve ciddi gérme azligi ile sonuglanabilmesi

nedeniyle aslinda bir pediatrik oftalmolojik acildir.

Konjenital katarakt ve diger cocukluk cagi korliikleri nedenleri, dnlenebilir
korliiklerin yiikiinii azaltmaya yonelik diinya ¢apinda bir girisim olan Vision 2020:
The Right to Sight’in temel Onceliklerinden biri olarak belirlenmistir (8). Dinya
tizerinde yaklagik 200 bin cocugun bilateral katarakt nedeniyle kor oldugu veya
ilerleyici kismi katarakt nedeniyle ¢ocukluk doneminde gdrme sorunlari yasadig

bildirilmistir (9).

Konjenital katarakt, pek ¢ok iilkede cocukluk cagi korliiklerinin yaklagik
olarak %10’unu olusturmaktadir (10). Bazi {ilkelerde hala ¢ocukluk ¢agi
korliklerinin en sik sebebi olmakla birlikte prevalansi %2,2-13,6 arasinda
bildirilmistir (4,10). Ulkeler arasinda sosyoekonomik ve saglik hizmetlerine ulasim
kaynakl1 farkliliklar konjenital katarakt prevalansinin da farkli olmasina neden

olmaktadir.

Wu ve arkadaslari yaymladiklart meta-analizde konjenital katarakt
prevalansinin en yiiksek Asya’da, sonrasinda ise Amerika Birlesik Devletleri,

Avrupa ve Avustralya’da oldugunu bildirmislerdir (4). Yaptiklari analizde, tan1 yas1



genellikle bir yas sonrasi, en ¢ok goriilen konjenital katarakt morfolojisi total
katarakt ve en sik konjenital katarakt tipi izole ve idiyopatik katarakt olarak

bulunmustur (4).

Konjenital katarakt tiplerinden bazilar ilerleyici 6zellikte olup yakin takip
veya erken miidahale gerektirir iken bazilari ise stabil kalma egilimindedir. Bu klinik
ozellik, ameliyat veya takip kararinin alinmasinda olduk¢a 6nemlidir. Her lens
opasitesinde ameliyat endikasyonu yoktur. Gérme ekseninden uzak, boyutu kugcik

olan baz1 opasiteler ameliyatsiz olarak takip edilebilmektedir.

Komea Pupilla

Sekil 2. 1. G6z kiiresinin transvers kesitinin sematik gosterimi.

2.1. Lens
2.1.1. Lens Embriyolojisi

Lensin intrauterin gelisimi pek ¢ok basamaktan olusmaktadir. Bu
basamaklarin aydinlatilmasi katarakt etiyolojisinin ve tiplerinin daha iyi

anlasilmasina olanak saglamstir.

Lens intrauterin gelisimi sirasinda, komsu goéz dokulart ile karsilikli bir
etkilesim halindedir (11). Bu nedenle lens gelisiminde herhangi bir basamagin
aksamasi1 durumunda komsu dokular da lens ile birlikte etkilenmektedir (11). Lensin
gelismemesi durumunda ise ¢evre dokularin hi¢ gelismedigi veya gelisse bile hizla

dejenere oldugu gosterilmistir (11). Bu durum, lens ile ilgili gelisimsel sorunlar



varhiginda goziin diger yapilarinda da eslik edebilecek patolojilerin olma olasiligt
nedeniyle klinik olarak olduk¢a uyarict ve onemlidir. Lensi ilgilendiren Klinik
sorunlar varliginda diger okiiler dokularin da ayrintili olarak degerlendirilmesi
gereklidir. Ornegin, konjenital katarakt; mikroftalmi, a¢1 anomalileri ve bunun
sonucunda glokom ile birliktelik gosterebilir. Ayrica konjenital kataraktta gozin
aksiyel uzunlugu ve lens kalinliginin da daha az oldugu gosterilmistir (12, 13).
Bunun disinda, gelisimsel problemler nedeniyle lens normalden kugcik (mikrofaki),

sferik (sferofaki) veya hem kuctik hem de sferik (mikrosferofaki) kalabilmektedir.

Goz kiiresi hayatin ilk yillarinda eriskin boyutuna ulasir ve bu asamadan
sonra hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii bir dengeye ulasir (11). Ancak, lens fibrili
tiretimi Omiir boyu devam ettigi igin lens biiylimesi de devam etmektedir. Lens
biiyiimesinin insanda bifazik paternde oldugu diistiniilmektedir (14). Bu paterne gore,
lens biiylimesi hayatin 6zellikle ilk iki yilinda asemptotik olarak (belirli bir egriye
yaklasan ama ona hi¢ ulasamayan bir paternde) gergeklesirken sonra hiz azalir ve
biiyiime dogrusal paterne doner (14). Lens intrauterin hayatin erken dénemlerinde

sferik sekilde iken yas ile birlikte eliptik bir hal alir (14).

Goz kiiresinin gelisimi intrauterin hayatin yaklagik olarak 22. guntinde
baglamaktadir (15). Bu donemde embriyo yaklasik olarak 2 mm uzunlugundadir
(15). Noral katlantilarin i¢ yiizeyinde, optik sulkuslar s1g ¢ukurlar seklinde belirmeye
baslar (15) (Sekil 2.2). Daha sonra bu optik sulkuslar, optik vezikiilleri olusturur.

Noral ektoderm

Yiizey Ektodermi

Sekil 2. 2. Intrauterin hayatin 22. giiniinde, néral ektoderm iizerinde optik
sulkuslarin belirgin hale gelmesi.



Optik vezikiiller 25. giinden itibaren genislemeye baslar (15). Yirmi yedinci
giinde, lens plakodu yiizey ektoderminde lokalize bir kalinlasma seklinde ortaya
cikar (15) (Sekil 2.3). Es zamanli olarak, optik vezikiilin 6n beyin ile baglanti

noktasi olan optik sap olusur. Optik vezikiil katlanma slreci sonucunda optik kadehe
(optic cup) doniistir.

Lens Plakodu

Sekil 2. 3. Intrauterin hayatin 27. giiniinde lens plakodunun yiizey
ektodermi iizerinde lokalize bir kalinlagma olarak goriilmesi.
Lens plakodunun katlanmasi 29. giinde tamamlanir ve sonug¢ olarak lens

vezikiilii olusur. Optik kadeh, lens olusumu ve lens fibrili oryantasyonunu da
yonetmektedir (16).

Lens olusumunun ilk bulgusu hiicre boyunda uzama ve hiicreler arasi
lakiinlerde azalma sonucunda daha siki bir epitel bolgesinin olmasidir (16). Lens
plakodu aslinda morfolojik olarak tanimlanabilen ilk lenstir (16). Lens plakodunun

hemen (zerinde ylzey ektodermi kapanmadan 6nce ufak bir lens ¢ukuru izlenir
(Sekil 2.4).



Optik Kadeh

Lens Vezikiilii

Sekil 2.4. Intrauterin hayatin 29. giiniinde lens plakodunun katlanmasi,
lens vezikiiliiniin olusmaya baslamast ve lens vezikiilii
tzerinde gorulen lens gukuru.

Sonu¢ olarak, lens vezikilii 36. giinden itibaren yiizey ektoderminden
tamamen ayrilir (Sekil 2.5). Bu donemde lensin yuzey ektoderminden tamamen

ayrilamamasi kornea ile lens arasinda yapisikliklarin gelismesine neden olur.

<—— Komea Epitel:

Primer Lens Fibnillen

Sekil 2.5. Intrauterin hayatin 37. giiniinde yiizeyden tamamen ayrilmis lens
vezikuli ve icerisinde olusmaya baglamis ilk lens fibrilleri.

Lens vezikiiliiniin arka duvarinda yer alan hiicreler farklilasip uzayarak
primer lens fibrillerini olusturur, 6n taraftaki hiicreler ise lens epitel hiicrelerine
dontistir (Sekil 2.6). Uzayan lens hiicreleri arkada bazal laminaya 6nde lens 6n
epiteline dogru biiylir ve lens kavitesini doldurmaya baslar (15). Lens fibrilleri

icerisindeki niikleuslar 6ne dogru yer degistirir ve bir niikleer kavis olusturur.



Arka

Sekil 2.6. Lensin 6n duvarinda epitel hiicreleri ile arkada olusan
ve ustiiste yigilan lens fibrilleri. Lensin 6n kisiminda
epitel hiicreleri, arka kistminda bazal lamina oldugu
dikkati cekmektedir.

Diger lens fibrilleri ise ekvatoryel lens epitel hiicrelerinin mitotik aktivitesi
sonucunda olusur ve sekonder lens fibrilleri adini alir (15). Bir kutuptan baslayan
fibril diger kutubun periferinde sonlanir. Sekonder lens fibrilleri, primer lens
fibrilleri tizerine yigilir, sirt sirta gelir ve dnde diiz Y arkada ters Y seklindeki lens
siitiirlerini olusturur. Ondeki siitiir lens fibrillerinin apikal uclar tarafindan arkadaki
stitiir ise bazal uglari tarafindan olusturulur. Lensin Y sutlrleri icerisindeki bolgesi
niikleus, ¢evresindeki bolgesi ise kortekstir. Y siitiirleri fetal niikleusun sinirlarimni
belirler. Olusan her yeni tabaka yasam boyunca bir 6nceki tabakanin tizerine yigilir.
Bu nedenle baslangigta kire seklinde olan lens yaslandikga elipsoid bir hal alir.
Etrafin1 ¢evreleyen mezenkim kokenli bazal lamina ise lens kapsiiliinii olusturur.
Lens fibrillerinin kendilerine 6zgl yapilar1 ve yerlesimleri ek olarak niikleuslarinin
belirli bir bolgeye gocii lensin saydam bir yapiya sahip olmasi agisindan son derece
Kritiktir.

Lens avaskiiler bir yapidir ve beslenmesi intrauterin donemde tunika
vaskiloza lentis ile olur (15). Optik kadehte yer alan optik fissur, hiyaloid damarlarin
lense ulasmasini saglar. Bu vaskiiler yap1 kaybolduktan sonra lens 6nde hiimor akoz

arkada ise vitreus tzerinden beslenmeye devam eder.

Gelisimi sirasinda lens dis etkenlere karsi son derece hassastir. Herhangi bir

faktor fibrillerde dejenerasyon ve opasiteye neden olur. Eger etkilenme sinirli ise,



yeni saglikli fibriller birikir bu nedenle diger bolgeler saydam olarak olusmaya

devam eder ve opasite lokalize olarak kalir (15).
2.1.2. Lens Anatomisi

Lens, g0zin korneadan sonra en yiiksek kiricilik indeksine sahip olan
parcasidir. Temel olarak niikleus ve korteksten olusmaktadir. Saydam, avaskiiler ve
arka egimi on egiminden biraz daha fazla olan bikonveks bir yapidir. Lensin 6n
yiizeyinin yarigap1 10 (8-14) mm, arka yiizeyinin yarigapr 6 (4,5-7,5) mm, 6n-arka
mesafesi dogumda 3,5-4 mm, kirma indeksi 1,39, kirma giicii 15-17 diyoptri, agirligi

ise dogumda 65 mg olarak dl¢tilmistiir (17).

Insan gdziiniin toplam kirma giicii yaklasik olarak 58 diyoptridir. Lens, bagl
oldugu zoniiller {izerinden kirma giiciinii degistirerek yakin ve uzak goriiste netligi
saglayabilme 6zelligine sahiptir. Zoniillerin gerginligi, siliyer kas ve parasempatik
lifler tarafindan belirlenir. Akomodasyon olarak adlandirilan bu gii¢, yasla birlikte
lensin sertlesmesi ve elastikiyetinin azalmasi ile kaybolur (17). Sonug olarak, belirli

bir yastan sonra yakini gérme zorlugu ortaya ¢ikar.

Lens, dnde iris arkada vitreus ile komsudur. Siliyer uzantilar ile ¢epegevre
sartlmistir. Lens arka ylizeyi, vitreus on yiizeyine sirkiiler sekilde hiyaloidokapsiiler
ligament veya Wieger ligamentini olusturacak sekilde tutunur. Bu ligamentin
cevreledigi potansiyel bosluk ise Berger boslugu veya retrolental alan olarak
tamimlanir (Sekil 2.7). Bu yap1 aslinda gergek bir ligament degildir. Giicii yasla
birlikte giderek azalir ve kaybolur. Bu baglantinin katarakt cerrahisi agisindan
oldukga biiyiik bir 6nemi vardir. Bebeklik-cocukluk donemi katarakt cerrahisinde
arka kapsulektomi ve on vitrektomi yapilmaz ise kalan lens epitel hiicreleri bu
baglantiy1 zemin alarak ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalir ve gérme ekseninin tekrar
kapanmasina neden olur. Oysa eriskin doneminde yapilan katarakt cerrahisinde, bu
baglanti oldukga zayif oldugu icin 6zellikle lens arka kapsull ve On vitreusa yonelik

hicbir islem yapilmaz.
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Sekil 2.7. Goz kiiresi igerisinde lensin yerlesimi, lens ile vitreus
arasindaki yakin iligkiyi gosteren sematik gosterim

Lensin 6n ylzeyinin merkezi 6n kutup veya 6n pol, arka yiizeyinin merkezi
arka kutup veya arka pol, iki kutup arasindaki mesafe ise lens kalinligi olarak
tanimlanir. On veya arka kutuptaki opasiteler “’polar katarakt’ olarak tanimlanir.
Lens yilda yaklasik olarak 0,02 mm kalinlagir (17). Lensin 6n ve arka ylizeyinin
birlestigi yer lens ekvatorudur. Bu bdlge zoniillerin temel olarak tutundugu yer
oldugu igin ayri1 bir 6neme sahiptir. Lens ekvatorunun ¢apt dogumda 6,5 mm iken

ilerleyen yas ile birlikte yaklasik 9-10 mm’yi bulur (17).

Lensi tamamen ¢evreleyen lens kapsiilii, aslinda lens epiteli ve fibrilleri
tarafindan ¢evrelenen bir bazal membrandir. Onde lens epiteli arkada ise lens
fibrilleri  tarafindan  dretilmektedir. Tip 4 kolajen ve siilfatlanmig
glikozaminoglikanlardan olusmaktadir (17). En kalin oldugu yer; ekvatorun hemen
onu ve arkasidir ve burada yaklasik 17-28 pm kalinligindadir (17). Mitozun en fazla
gerceklestigi bolge germinatif zon olarak da adlandirilan ekvator ve ekvatorun
hemen Oninde yer alan bolgedir. Lensin 6n ve arka kapsulu 0Ozellikle katarakt
cerrahisi sirasinda miidahale edilen bolgelerdir ve sirasiyla 9-14 um ve 2-3 um
kalinligindadirlar (17). Cocukluk doneminde oldukg¢a elastik bir yapisinin olmasi
katarakt cerrahisi  sirasinda  kontrollii  agiklik  olusturulmasini  oldukg¢a

zorlagtirmaktadir. Erigkin doneminde ise bu 6zelligi giderek azalir.
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Lens epiteli sadece on yiizeyde bulunan tek katli kiiboidal epiteldir. Bu epitel
hiicreleri A hiicreleri olarak tanimlanir. Ekvatora dogru silindirik hale doniisen epitel
hiicreleri ise E hiicreleri adin1 alir. Lens ekvatorundaki hiicrelerin vitreus icerisinde
bulunan biiylime faktorlerinin etkisi ile farklilagtigt ve fibrillere doniistiigi
diistintilmektedir (11). Mitoz hizi, boliinen hiicrelerin epitel igerisindeki dagilima,
hiicre siklusu uzunlugu temel olarak yasa bagimhidir (11, 18, 19). Lens epitelinin
kendini yenileme 0Ozelliginin olmasi nedeniyle bir grup kok hiicre igerdigi de

distintilmektedir (20).

Lens igerisinde farkli gelisim evrelerinde c¢ok sayida lens fibrili
bulunmaktadir. Lens fibrilleri yaslandik¢a ve daha derine gomiildiik¢e niikleuslarini
kaybeder. Yuzeydeki lens fibrilleri ise tam tersine metabolik olarak oldukca
aktiftirler, organel icerirler ve protein sentezlerler. Bazi1 organellerin degradasyonu ve
lens proteinlerinin benzersiz 6zellikleri lens saydamliginin korunmasi agisindan son
derece onemlidir (21). Merkezde bulunan fibriller organellerini kaybettikleri icin bu

bolgedeki lens proteinleri viicudun muhtemelen en yash proteinlerindendirler (22).

Bu kadar fazla ¢ogalma kapasitesine sahip hiicre icermesine ragmen lenste
kanserin hi¢ goriilmemesi oldukc¢a sasirticidir (11). Bunun hiicrelerin lensin
derinlerine dogru go¢ ederek goreceli olarak korunmasindan kaynaklandigi
diistintilmektedir. (11).

Lens, ntikleus ve korteksten olusur. Niikleus kendi igerisinde embriyonik,
fetal, infantil ve eriskin olmak iizere dort kisma ayrilir. Ik olusan primer lens
fibrilleri embriyonik, bunlarin iizerine ii¢iincii aydan sonra doguma kadar olusan ve
ust Uste yigilan fibriller fetal, daha sonra birikenler ise sirasiyla infantil ve eriskin
niikleusu olustururlar. Niikleusta yer alan fibriller kortekste yer alanlara gére ¢ok
daha siki yerlesimlidir. Bu nedenle lensin niikleusu, korteksine gore daha serttir ve
kiriciligin en yiiksek oldugu yerdir. Niikleusun sertlik derecesi katarakt cerrahisi

sirasinda oldukga onemlidir.

Lensin bulundugu yerde asili olarak kalmasinda zoniiller kritik bir role
sahiptir. Zonuller, Zinn zondlleri veya lensin stispansuar ligamenti, lensi ekvatoryal

bolgesinin 2 mm Onii ve 1 mm arkasi arasinda olan bdlgeden gepegevre sararak



12

asarlar. Pars plananin pigmente olmayan siliyer epitelinden kdken alirlar. Zoniillerin

lens biiyiimesini aktif olarak kontrol ettikleri diigiiniilmektedir (11).

Lens zoniilleri ince liflerden olusan demetler seklindedir (17). Zoniiller o-
kimotripsin duyarl fibr6z kolajen olmayan proteinden olusmaktadir (17). Fibrillin 1
ve latent TGF (Transforming Growth Factor) B baglayan protein 2 (LTBP2)

zoniillerin en 6nemli iki bilesenidir (23).
2.1.3. Lens Biyokimyasi

Lensin kendisine 6zgii i¢ biyokimyasi saydamliginin korunmasinda oldukga
kritik bir role sahiptir. Bu isleyiste herhangi bir aksama lenste opasite gelisimine
neden olabilir. Lens epiteli iyon pompalari sayesinde sivi-elektrolit dengesinin ve bu

sayede lens saydamliginin korunmasini saglamaktadir.

Lensin saydamligi, lens fibrillerinin herhangi bir ekstraseliiler matriks
yerlesimine izin vermeyen miikkemmel yerlesimi sayesinde saglanmaktadir (17).
Fibriller birbiri Uzerine sikica paketlenmistir. Nikleus icermemeleri ve herbirinden
yansiyan 1s1gmn birbirini ndétralize etmesini saglayan 6zel yerlesimleri nedeniyle

tizerlerinde olan 151k sagilmasi oldukga azdir (17).

Lens fibrilleri, birbirleri ile yakin iletisim halindedirler (17). Lens fibrillerinin
en onemli gorevi, total lens proteinlerinin %90’ indan fazlasini olusturan kristalinleri
uretmektir. Kristalinler lensin yiiksek kirma indeksinden ve pek c¢ok kendine 6zgi
ozelliginden sorumludur. Lensin suda ¢dzilinen proteinlerinin %90’ 11 olustururlar.
Kristalin konsantrasyonu nukleusa gore yiizeyde cok daha yiksektir. Molekiler
agirliklarina gore kristalinler a, B ve y olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilabildikleri gibi
ayni zamanda o ve Py olarak da siniflandirilabilirler. Kristalinler 6zellikle o ve By alt

tipleri evrim boyunca olduk¢a korunmustur (17).

Kristalinlerin o grubu insanda oA ve aB olmak iizere iki tiptir. Normal sartlar
altinda o kristalinler birbirlerine kovalent olmayan baglarla bagli genis agregatlar
halindedirler (17). oA ve oB kristalinler fosforilasyon paternleri ve yapisal 6zellikleri

acisindan birbirlerinden farkliliklar gostermektedirler (22). aA ve aB kristalinler
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kicuk heat-shock protein ailesine aittir. Birbirleri ile %50 sekans homolojisi
gostermektedirler (17).

Alfa kristalinler, diger kristalinleri termal degradasyona kars1 koruma
Ozelligine sahiptir ve saperon gibi fonksiyon goriirler (22). Alfa kristalinlerin
apoptozisi inhibe edici etkilerinin oldugu da gosterilmistir (24, 25). Alfa kristalin
mutasyonlarinda saperon ve antiapoptotik aktivitenin azaldigi belirlenmistir (26).
Alfa kristalinler ayrica yaslanan proteinlerin birikerek 1s18in sagilmasina neden
olacak bir odak olusturmalarin1 engeller ve bu sekilde de lensin saydamliginin

korunmasini saglarlar (22).

Beta kristalin asidik (BA1, BA2, BA3 ve BA4) ve bazik (BB1, B2 ve B3)
olmak Uzere iki protein grubuna ayrilmaktadir ve agirliklar1 23-35kDa arasinda
degismektedir(17). B kristalinler de 50-200kDa agirliginda karisik agregatlar
olustururlar (17). Diger kristalin grubu olan vy kristalinler ise yiiklerine gore YA-E ve
vS olmak iizere alt1 alt tipe ayrilmaktadir (17). Kristalinlerde normalde 40/35/25 olan

o/P/y oran1 yasa bagli olarak degismektedir (17).

Gama kristalinler lens nikleusunun temel proteinleri olup nukleusun
dehidrate ve sert olmasini saglarlar (22). yB kristalinler ise “’Greek key’” motifindeki
4 adet antiparalel 3 tabakasindan olugmaktadir(17). Gama kristalin oldukca stabil bir
molekdldir (17). Beta ve vy kristalinler oldukga stabil bir yap1 olustururlar ve lenste
fotooksidasyon olmasini engellerler (27). yS kristalin ise B ve y kristalin arasinda bir
gruptur, diger gama kristalinlerden daha ge¢ sentezlenmeye baslar, yasla birlikte
miktar1 azalir ve senil katarakt ile iligkilidir (17, 28). Kristalinlerin bir kismi ise tirede
coziinen hiicre iskeleti proteinlerine kuvvetli olarak baghidir. Kristalinlerin ayrica

otofaji ve doku yeniden diizenlenmesinde de rol aldig: diistiniilmektedir (22).

Tiim kristalinler lense 6zgii degildir. Ornegin aB kristalin, kalp, iskelet kas1,
bobrek, akciger, beyin ve retinada gosterilmistir (29, 30). aA kristalin ise dalak ve
timusta daha fazla olmak tizere pek ¢ok dokuda bulunmaktadir (31).
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Takson spesifik kristalinler ise cozinebilen proteinlerin en az %10’unu
olusturmaktadir (22). Lens igerisinde enzimatik aktiviteye de sahip olduklar

diistiniilmektedir (22).

Sonu¢ olarak Kkristalinler, yiiksek kirma indeksleri, 0zel paketlenme
karakterleri ve kendilerine 6zgili baz1 6zellikleri sayesinde lens saydamligi agisindan

oldukca 6nemlidir.

Hicre iskeleti proteinleri biyuk oranda lens proteinlerinin Urede ¢6ziinebilen
kisminda bulunur. Aktin, vimentin, spektrin ve intermediyer filamanlar gibi
mikrofilamanlar ve lense 6zel beaded filamanlar bu grupta bulunur(17). Bunlar
disinda alfa kristalinlerin de, hiicre iskeletinin olusmasit ve korunmasinda rol

oynadig1 bilinmektedir (22). Vimentin, lenste bulunan ana intermediyer filamandir
(17).

Hiicre iskeleti proteinlerinin oranlarinda lensin bolgesine gore degisiklikler

olmaktadir.

Iki siif beaded protein vardir: 90kDa ve 48kDa (17). Bu proteinlerin
kristalin paketlenmesinde ve dagiliminda rol aldigi diistintilmektedir(17). Fakinin
(CP49) 48kDa protein olarak ve filensin de 90kDa protein olarak beaded filamani
olusturmaktadirlar (17). Filensin veya fakinin mutasyonunun oldugu durumlarda

lens fibrili morfolojisi normal olmasina ragmen lensin opak oldugu gosterilmistir

(17).

Suda ve Urede c¢ozlinemeyen proteinler ise membran proteinleridir ve tim
proteinlerin %2’sini olusturur (17, 22). Bu aile, N-kaderin, kalpaktinler, noral hiicre
adezyon molekuli-2 (NCAM 2), gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz ve ATP
(Adenosine Triphosphate) az’ lar gibi pek cok enzimi icermektedir (22). Major
intrinsik protein (MIP) en belirgin lense 6zgli membran proteinidir ve 12.
kromozomun uzun kolunda lokalizedir (22). Akuaporin ailesindendir ve akuaporin 0
(AQPO) olarak da adlandirilmaktadir (22). Iyon kanali olarak fonksiyon gordiigii

diistiniilmektedir. Suyun lens disina tasinmasi ve lensin saydamligindan sorumludur.
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Lens epitel hiicrelerinde bulunmaz. Adezyon, hiicrelerarasi iletisim ve tasimada

oldukga 6nemli bir yere sahiptir (32).

Gap junction proteinleri, lens icerisinde hiicreler arasi iletisim ve metabolik
aligveriste rol oynamaktadir (22). Sodyum, potasyum, kalsiyum, klor, cCAMP (cyclic
Adenosine MonoPhosphate), cGMP (cyclic Guanosine MonoPhosphate), inositol
trifosfat, glukoz ve aminoasitler gibi pek ¢ok molekiil tasinmaktadir (22). Lenste gap
junction protein A1, A8 ve A3 olarak adlandirilan ve diger adlar1 sirasiyla konneksin

43, 50 ve 46 olan proteinler baslica gap junction proteinleridir (22).

Diger membran proteinleri; ATPaz gibi enzimler ve kalpaktin-1 ve N-kaderin
gibi proteinlerdir. ATP, Na’/K® ATPaz tarafindan hidrolize edilir, hiicre i¢i Na®
diizeyini diisiik, K™ diizeyini ise yiiksek tutar (33).

Lenste aktin, a-aktinin, ankirin, miyozin, spektrin ve vimentin gibi pek cok
hiicre iskeleti proteini bulunmaktadir (22). Mikrotubdallerin 6zellikle lens fibrillerinin
sekillerinin saglanmasinda ve boliinen epitel hiicrelerinde kromozomlarin
segregasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir (34). Vimentin fosforilasyonundaki

sorunun katarakt olusumuna neden oldugu gosterilmistir (35).

Lens igerisinde ¢ok sayida proteolitik enzim de bulunmaktadir (17). Yas ile
birlikte lens icerisinde protein degradasyonu artar. Bu durumun yasa bagl katarakt

gelisiminde etkili oldugu diistintilmektedir.

Lensin ekstraseluler matriksi ise lens kapsulidir. Kapsul, epitel bazal

membranindan olusur.
2.1.4. Lens Fizyolojisi

Lens fizyolojik olarak oldukga aktiftir (17). Kapsil, epitel hicrelerinin
plazma membrani ve lens fibrillerinde madde gegisine karsi engeller mevcuttur.
Kapsiil sadece diisiik molekiil agirlikli (<50 000 kDa) proteinlere karsi gecirgendir.
Epitel diizeyinde ise oldukga gelismis bir gap junction sistemi vardir. Epitel ile lens
fibrili arasinda iletisim temel olarak endositoz ile saglanir. Lens fibrilleri arasinda ise

fibriller arasi1 hizli iletisimi saglayan yine ¢ok yaygin bir gap junction ag



16

bulunmaktadir. Lens fibrili plazma membran proteininin %50°si su kanali oldugu
diisiiniilen MIP26 (AqPO) dan olusmaktadir. AqPO lensin yikanarak atiklardan

kurtulmasinda rol oynar (17).

Lensin ozmotik ve iyonik dengesi oldukca komplikedir (22). Na'/K* ATPaz
ve Ca** ATPaz bu dengede oldukca dnemli role sahiptir. Na* vitreustan lens ve en
sonunda akdze dogru pompalanmir. K* ise lens arka kapstilinden vitreus igerisine
dogru ters yonde pasif olarak hareket eder (17). Makromolekullerin gecisinde temel

bariyerler lens kapsulu ve lens 6n epitelidir (22).
2.1.5. Lens Metabolizmasi

Lens avaskiiler bir yap1 olmasina ragmen kendine 6zgli bir metabolizmasi
vardir (33). Lens igerisine dogru olan sivi akimi, glukozu fibrillere tasirken, disa
dogru olan s1v1 akimi ise hiicrelerarasi iletisimi devam ettirilebilmesinde son derece
onemlidir (36, 37). Bu iletisimin en Onemli yapitaslarindan birisi gap junction
baglantilaridir. Bu baglantilarin diizgiin ¢alismasi lens i¢i ozmotik ve metabolik

homeostazisin islemesi ag¢isindan son derece Kkritiktir (36, 38).

Lens i¢in en onemli enerji kaynagi akoz himor igerisindeki glukozdur.
Glukozun hiicre igerisine girisi plazma membrani {izerindeki insiilin bagimli glukoz
tasima sistemi ile olur (17). Glukoz transporter 1 ve 3 (GLUT1 ve GLUT3) ile
gerceklesmektedir (22).

Temel metabolik yolak glikolizdir. Lensteki glukozun %80’i anaerobik
glikoliz ile metabolize edilirken %10’luk kism1 pentoz fosfat yolagina girer. Normal
sartlar altinda glikoliz ve pentoz fosfat yolaklar1 kullanilir ancak ortamda fazla
glukoz olmasi durumunda sorbitol yolagi da devreye girer. Normal kosullarda
glukozun %35’inden az1 sorbitol yolaginda kullanilir. Sitrik asit siklusu {izerinden
gergeklesen aerobik glikoliz ise mitokondri igeren tek hiicre olduklari i¢in lens
epitelinde kullanilir (17). Bu siklus glukozun sadece %3’(ini kullansa da oldukca
etkin enerji Gretmektedir (39).

Diyabet ve galaktozemide katarakt gelisme mekanizmasinin benzer oldugu,

her ikisinde de aldoz rediiktazin aktive olarak glukozu; diyabette sorbitole,
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galaktozemide ise galaktitole cevirdigi disiiniilmektedir (40). Sorbitol, sorbitol
dehidrogenaz ile metabolize edilirken galaktitol birikmeye devam eder ve ozmotik
dengeyi bozar (22). Ancak “’seker’’ kataraktinin gelisiminde tek mekanizmanin bu
olmadig1 disiiniilmektedir (22). Daha fazla kabul edilen goriis, MIP26’nin dahil
oldugu baska mekanizmalarin etkili oldugudur (17).

Lens epitel hiicresi, lens fibriline doniistiiglinde yeni protein sentezi durur.

Lens icerisinde en énemli sistemlerden biri redoks sistemidir. Lens strekli
oksidatif stres altinda bulunmaktadir. Oksidatif hasar1 6nlemeye yonelik pek ¢ok
enzim islev gormektedir. Glutatyon rediiktaz, lens glutatyonunu siirekli olarak
indirgenmis halde tutmaktan sorumlu oldugu i¢in son derece kritik bir enzimdir (41).
Ozellikle glutatyon redoks sisteminin énemli bir parcasidir (17, 41). Glutatyon
konsantrasyonu, metabolik aktivitenin en yiiksek oldugu lens epitelinde en fazladir
(42). Pek cok katarakt tipinde epitel ve kortekste glutatyon miktarinin azaldig
gosterilmistir (43).

2.2. Lensin Yaslanmasi

Yas ile birlikte, lens icinde hiicre iskeleti organizasyonu bozulmaya baslar.
Iyon kanallarinda muhtemel disfonksiyon, hiicre i¢i Na* konsantrasyonunda artisa ve
membran potansiyelinde azalmaya neden olmaktadir (17). Lens igerisinde gorulen ve
kataraktin erken bulgusu olarak kabul edilen su dolu yariklar da muhtemelen MIP26

fonksiyonunda azalma sonucunda meydana gelmektedir (17).

Lenste yaslanma her zaman katarakt gelismesi anlamina gelmemektedir.
Yaslanan lenste oksidasyon daha az iken, kataraktli bir lenste proteinlerdeki sistin ve

metionin uglarinda asir1 oksidasyon gergeklesir (17).

Alfa kristalinlerin ¢ogu ile B ve y kristalinlerin bir kismi suda ¢oziinen
kisimdan  ¢oziinmeyen kisma  gecer. Lens  igerisindeki  kristalinlerin

dizenlenmesindeki herhangi bir aksama 15181n gegmesini engellemektedir.

Lens proteinlerinin serbest radikaller 1ile etkilesimi florofor ve

seroid/lipofuskin olusumuna neden olur (17).
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Akoz igerisinde glukoz/galaktoz oraninin artmast anaerobik glikoliz
yolaklarinin doygunluga ulagmasina neden olur. Hiicre metabolizmasinda bozulma,
hiicre i¢i ATP ve glutatyon miktarinin azalmasi hiicre hasarina neden olur. Komsu
hiicreler ile baglantilarin kopmasi hiicreler arasi su birikimine ve lens iizerinde
vakuollerin olusmasina neden olur (17). Progresif hucre oOlimi, c¢oziinemeyen
proteinlerin ve kromoforlarin birikmesi lenste opasitenin biyumesine ve nikleus

renginin kirmizi hatta siyaha dénmesine neden olur (17).

Lens iizerinde gormeyi etkileyen opasite olarak tanimlanan katarakt, lense
yonelik herhangi bir i¢ veya dis hasar sonucunda gelisebilir. Hasarin sinirli olmasi
durumunda sadece smurli sayida lens fibrili etkilenip yeni olusan lens fibrilleri
saydam olarak birikmeye devam edebilir. Bdyle bir durumda, kataraktli bolge lens

icerisinde lokalize olarak kalir.

Katarakt genel olarak yasa bagli, pediatrik ve diger nedenlere sekonder

gelisen katarakt olmak iizere ii¢ gruba ayrilabilir (44).

Konjenital katarakt gelisiminden ve nedenlerinden izleyen bolimde

bahsedilecektir.

Yasa baglh katarakt gelisiminde, lensin normal yaslanma siirecinden farkli
olarak pek c¢ok faktdr rol oynamaktadir. Lensin ¢oziiniir olmayan komponentlerinde
artig, kristalin yapisinda bozulma, hiicreler arasi etkilesimin bozulmasi, protein
capraz baglanmasi ve ¢Okmesinde artig, antioksidan giigte azalma, proteolitik

aktivitede artis ve ultraviyole radyasyonu bu faktorlerden bazilaridir.

Konjenital ve yaga baglh katarakt disinda, sistemik hastaliklara bagli olarak
gelisen katarakt (diyabet, tiroid hastaliklari, galaktozemi vb.) patolojik katarakt, g6z
hastaliklarina (iiveit, glokom, miyopi vb.) sekonder olarak gelisen katarakt komplike
katarakt, travmaya bagli olarak gelisen katarakt travmatik katarakt, katarakt
cerrahisinden sonra geride kalan lens epitel hicrelerinin proliferasyonu ile ortaya
cikan ve arka kapsiilin opasifikasyonu seklinde goriilen katarakt ise sekonder

katarakt olarak adlandirilmaktadir.
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2.3. Konjenital Katarakt Epidemiyolojisi, Etiyolojisi ve Simflandirmasi

Gormenin gergeklesebilmesi i¢in, goziin kornea, lens ve diger optik
ortamlarinin saydam olmasi ve ideal olarak her iki gézde de olusan benzer ve iyi
kalitedeki goriintiiniin beyine ulastirilabilmesi gereklidir. Bu nedenle, konjenital
katarakt ayri1 bir oneme sahiptir. Konjenital katarakt, onemli bir gérme azlig1
sebebidir. Katarakt, gorme gelisiminin oldugu ¢ocukluk doneminde ciddi bir gérme
deprivasyonu yaratabilecegi i¢cin erken donemde taninmasi ve tedavisi oldukca
onemlidir. Kataraktli lensin ameliyat ile alinmasindan sonra esas tedavi aslinda

gOrme rehabilitasyonudur.

Konjenital katarakt cocukluk ¢agi tedavi edilebilir korlik nedenlerinin
%10’unu olusturmaktadir (45-47). Goriilme siklig1 100 bin canli dogumda 1-6 olarak
bildirilmistir (48). Diinya iizerinde yaklasik 200 bin ¢ocugun katarakta bagli olarak
kor oldugu tahmin edilmektedir (9).

Konjenital kataraktlarin %350’si genetik nedene bagli olarak gelismektedir
(44). Konjenital kataraktlarin %30’u herediter ve bunlarin 6nemli bir kismi da
sendromik olmayan otozomal dominant olanlardir (49). Wu ve ark. yaptiklari
sistematik g0zden gecgirme ve meta-analizde konjenital kataraktlarin %62,2’sinin
idiyopatik, %22,3’linlin herediter, %11,5’inin ise herediter olmayan nedenlere bagh

olarak goriildiigiinii saptamiglardir (4).

Intrauterin enfeksiyonlar, hamilelik sirasinda ilag¢ veya radyasyon maruziyeti,
metabolik hastaliklar ve travma konjenital kataraktin herediter ve genetik olmayan
nedenleri arasinda bulunmaktadir. Konjenital aniridi, mikrokornea, mikroftalmi,
persistan hiperplastik primer vitreus, Marfan sendromu, Marchesani sendromu,
Hallermann-Streiff-Francois sendromu, Wolfram sendromu, Nance-Horan sendromu,
galaktozemi, Wilson hastaligi, hipokalsemi, hipo/hiperglisemi, Lowe sendromu gibi
metabolik hastaliklar, trizomi 18 ve 21 gibi kromozomal hastaliklar konjenital
katarakta eslik edebilir (7). Travma, intrauterin enfeksiyonlar, radyasyon, steroid ve
linezolid gibi ilaglar, prematurite ve pek c¢ok baska faktor de konjenital katarakt
gelisiminde etkili olabilir (7). Bunlar arasinda CYP27A1 (Cytochrome p450 Family

27 Subfamily A Member 1) mutasyonu ile ortaya ¢ikan serebrotendindz
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ksantomatozis, norolojik tablo ortaya ¢ikmadan once oral kenodeoksikolik asit ile
tedavi edilebilmesi, GALK1 (Galactokinase 1) geni resesif mutasyonu ile ortaya
cikan galaktokinaz eksikligi ise Ozel diyet ile kataraktin Onlenebilme hatta geri

donebilme olasilig1 nedeniyle olduk¢a 6nemlidir (50).

Kalitimsal konjenital katarakt otozomal dominant, otozomal resesif veya X’e
bagli olabilmektedir (51, 52). Lens hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve
maturasyonu ile ilgili genlerdeki mutasyonlar konjenital katarakta neden olabilir.
Kristalin, konneksin ve akuaporin 0’1 (MIP26) igeren lens membran proteinlerini,
degisik biiyiime veya transkripsiyon faktorlerini, intermediyer proteinleri, membran
proteinlerini etkileyen mutasyonlar bunlardan bazilaridir (53). Mutasyonlarin
%10’undan az1 ise lipid metabolizmasinda yer alan proteinler gibi diger proteinlerde

olmaktadir (54).

Konjenital kataraktin genetik nedenlerinin saptanmasinda aday gen yaklagimu,
mikrodizin ve yeni nesil DNA (Deoksiribonukleik Asit) dizileme teknolojileri ile
onemli gelismeler kaydedilmistir. Katarakt genlerine yonelik yeni nesil dizileme
panelleri ile olgularin %63-75’inde nedensel gen saptanabilmistir (55-57). Sun ve
ark. konjenital katarakti olan 18 hastay1 degerlendirdikleri ¢alismalarinda tim ekzom
dizileme ile bilinen 34 gende 1545 varyant tanimlamislardir (58). Sanger dizileme ile
11 potansiyel varyant konfirme edilmis; bunlardan dokuz tanesi patojenik, iki tanesi

ise benign olarak degerlendirilmistir (58).

Katarakt morfolojisi, baz1 durumlarda kataraktin nedeni hakkinda ipucu
verebilir. Kismen rezorbe olan kataraktlarda Lowe veya Hallerman-Streiff-Frangois
sendromu, kama seklinde veya sektorel katarakti olan ¢ocuklarda ise Stickler veya

Conradi sendromu diisiiniilebilir (59).

Bilateral kataraktlarda ¢cocuklarin %50’sinde bir etiyoloji saptanabilmektedir
(44). Unilateral kataraktlar ise idyopatik, okiler anomaliler ile birlikte [posterior
lentikonus, persistan fetal damarlanma (PFD), 6n segment disgenezisi vb.], travmatik
ve nadiren intrauterin enfeksiyonlara bagli olarak gelisebilir (60). Unilateral katarakti
olan hastalarin ¢ogunda PFD mevcuttur. PFD’si olan gozler genellikle

mikroftalmiktir. PFD, hemen her zaman tek taraflidir. Zamanla lens spontan olarak
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abzorbe olabilir veya tam tersine siserek 6n kamara agisini kapatabilir ve goz ici
basincinin yiikselmesine neden olabilir (59). Arka segment genellikle normal olsa da
hiyaloid kalintilarindaki fibr6z dokunun kasilmasi traksiyonel retina dekolmanina da

neden olabilir (59).

Kalitimsal pediatrik kataraktlar genel olarak;
a) lIzole
b) Metabolik hastaliklara bagli (galaktozemi, Fabry sendromu, Wilson
hastaligi, diyabet, serebrotendinéz ksantomatozis vb.)
€) Renal hastaliklarla birlikte (Alport sendromu vb.),
d) Kas-iskelet sistemi hastaliklariyla birlikte (kondrodisplazi punktata,
miyotonik distrofi vb.),
e) Dermatolojik hastaliklara bagli (Cockayne sendromu, inkontinentia
pigmenti vb.)
f) Kraniyofasiyal anomalilerle birlikte (Hallerman-Streiff sendromu,
Rubinstein Taybi sendromu, Smith-Lemli Opitz sendromu vb)
g) Kromozomal problemlerle birlikte (trizomi 13, 18, 21) gorulebilir.
Ayrica, daha once de belirtildigi gibi pediatrik kataraktlar kalitimsal olmay1p
intrauterin enfeksiyonlara bagli da olusabilir (60).
Tek tarafli konjenital kataraktlarda genis bir sistemik tarama gerekli degildir.
Eslik edebilecek okiiler patolojileri de tanimlamak agisindan ayrintili géz muayenesi
son derece onemlidir. Bilateral kataraktlarda ise ayrintili g6z muayenesinin yani sira
metabolik  hastaliklar, intrauterin enfeksiyonlar ve sendromlar ac¢isindan

degerlendirme gereklidir.

Konjenital katarakt, etiyoloji, anatomik yerlesim ve lens opasitesinin sekli de
dahil olmak tizere farkli kriterlere gore siniflandirilabilmektedir. Bu siniflandirmalar

igerisinde en sik kullanilanlardan biri morfolojik siniflandirmadir (60):
A-On Kataraktlar

1-On Polar Katarakt
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On kapsiilde merkezde yer alir. Lens vezikiiliiniin yiizey ektoderminden
ayrilmasindaki problem nedeniyle ortaya ¢ikar (60). Genellikle bilateral ve
sporadiktir. Gormeyi genellikle cok fazla etkilemedigi diistiniildiigi i¢in takip
edilebilir.

2-On Piramidal Katarakt

On kamaraya dogru uzantis1 olan kiiciik koni seklindedir. Genellikle bilateral

ve sporadiktir. Gérmeyi genellikle etkilemez.
3-On Subkapsiiler Katarakt

On kapsiiliin altindadir. Genellikle idiyopatik olsa da Alport sendromu ve

travma mutlaka distintilmelidir (60).
B-Merkezi Kataraktlar
1-Nikleer Katarakt

Bu katarakt tipinde opasite Y siitiirleri arasindaki embriyonik veya fetal

niikleusu tutmaktadir (60). Unilateral veya bilateral olabilir.
2-Sltural Katarakt

Y sitirlerinde olan opasitedir. On veya arka yerlesimli olabilir. Bilateral ise

genellikle otozomal dominant kalitima sahiptir (60).
3-Lamellar (Zoniler) Katarakt

Y siitiirlerin hemen disinda yer alan opasitedir (60) (Sekil 2.8). Genellikle
gbrme prognozu iyidir. Unilateral veya bilateral olabilir. Bilateral olanlar genellikle

otozomal dominant kalitilir. Neonatal hipoglisemi veya galaktozemi ile birlikte
olabilir (60).
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Sekil 2. 8. Lensin anatomik olarak belirli bir zonunda gortlen katarakt:
Lameller (Zoniler) Katarakt

4-Noel Agaci Katarakti

Isik ile muayene sirasinda noel agaci goriiniimii ortaya ¢ikmasina neden olan
kiclk  yansiyan parlak noktalardan  olugmaktadir. Miyotonik  distrofi,

psodohipoparatiroidizm ve hipoparatiroidizm ile birlikte gérilebilir (60).
5-Serulean (Mavi Nokta) Katarakt

Lens lzerinde ¢ok sayida mavi nokta seklinde opasite mevcuttur. Genellikle
otozomal dominant olarak kalitilir ve bilateraldir. Gormeyi etkilememe olasilig

yuksektir ve ameliyatsiz takip edilebilir.
6-Pulverulan Katarakt

Ozellikle embriyonik niikleusu tutan ve progresif 6zelligi olan toz seklinde

opasitedir.
C-Arka Kataraktlar
1-Posterior Lentikonus

Arka kapsulde incelme ve bu bolgeden lensin arkaya dogru fitiklagsmasi s6z

konusudur. Zamanla opasite gelisir. Genellikle sporadik ve unilateraldir.



24

2-Persistan Hiperplastik Primer Vitreus-Persistan Fetal Damarlanma

Primer hiyaloid vaskiiler sistemin kaybolmamasi ve fibrotik bir hal almasidir.
Lens arka kapsiiliine dokundugu yerde genellikle nazalde nokta seklinde opasite

(Mittendorf noktasi) goriiliir. Genellikle sporadik ve hemen her zaman unilateraldir.
3-Arka Subkapstler Katarakt

Arka kapsulin 6nundedir. Genellikle gelisimseldir. Down sendromu, steroid

kullanimi1 veya travma ile iliskili olabilir.
4-Yag Damlas1 Katarakt

Arka lens korteksinin merkezinde bir yag damlas: seklindedir. Ozellikle

retinoskopi sirasinda dikkati ¢ceker. Galaktozemi ile iligkili olarak tanimlanmigtir.
5-Arka polar katarakt:

Lensin arka polunin merkezinde yer alir (Sekil 2.9). Bu bélgede arka kapsil
defektinin olma olasiligi ¢ok yiiksek oldugu i¢in ameliyat sirasinda dikkatli olmak

gerekir. Boyutuna ve yerlesimine gére gormeyi etkileme olasilig1 vardir.

Sekil 2. 9. Lens arka kapsilinin merkezinde yer alan arka
polar katarakt.
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6-Total Katarakt

Down sendromu, metabolik hastaliklar veya travma ile iligkili olabilecek tiim

lensi tutan opasitelerdir.
7-Membran6z Katarakt

Kataraktin en ileri halidir. Lens materyali tamamen absorbe olabilir. Travma

ve intrauterin enfeksiyonlar ile de iliskili olabilir.
Total ve niikleer kataraktlar en sik goriilen konjenital katarakt tipleridir (61).

Lin ve ark. lens opasitesi ile 6n segment 6zelliklerinin iligkisine dayanan bir
konjenital katarakt siniflandirma sistemi gelistirmislerdir (62). TUm lensi etkileyen
opasiteyi total katarakt, lensin 6n ve arka kapsiiliinii etkilemeyen sadece i¢ kismini
etkileyen katarakti interior (i¢) katarakt, on kapsiilii etkilemigse On, arka kapsiilii

etkilemis ise arka katarakt olarak adlandirmiglardir (62).
2.3.1. Konjenital Katarakt Mutasyonlar:
a. Kristalin Gen Mutasyonlar:

Kristalin mutasyonlar1 otozomal dominant kataraktlarin yaklasik %50’sinden
sorumludur (7). Kristalin genleri olan CRYAA, CRYAB, CRYBB1, CRYBB2,
CRYBB3, CRYBA1l, CRYGC, CRYGD ve CRYGS’de c¢ok sayida mutasyon
saptanmistir (50, 53). CRYAA oA kristalinleri, CRYAB ise aB kristalinleri
kodlamaktadir. CRYAA mutasyonlarmin genellikle niikleer katarakt, CRYAB
mutasyonlariin ise katarakt ve kardiyak miyopatiler ile iligkisi oldugu bilinmektedir
(7). Tim B- ve y-kristalin genleri arasinda mutasyonlar en sik CRYBB2 ve CRYGD
genlerinde gosterilmistir (7). Konjenital kataraktlarin %30’u y-kristalin genlerinin

mutasyonu ile olmaktadir (45).
b. Lens Membran Proteini Geni Mutasyonlari

Kristalinlerden sonra konjenital kataraktin en Onemli genetik sebebi

konneksin mutasyonlaridir (7). Konneksin 46 mutasyonunda fonksiyon kaybi ile ve
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konneksin 50 mutasyonunda dominant negatif etki ile olusan pulverulan katarakt

tanimlanmustir (2).

Gap junction proteinlerini kodlayan GJA3 (Gap Junction protein Alpha 3) ve
GJA8 (Gap Junction protein Alpha 8) mutasyonlar1 0zellikle otozomal dominant ve

zoniiler pulveriilan kataraktta gosterilmistir (36, 50, 63-67).

Lens major intrinsik protein, hicre-hiicre adezyonunda 6nemli rol
oynamaktadir (7). Mutasyonlarinda genellikle otozomal dominant katarakt
gorulmektedir (7). Lens intrinsik membran protein 2 (LIM2 veya MIP20) ise bir
transmembran proteinidir. Baz1 LIM2 mutasyonlar1 otozomal resesif kataraktlar ile

iligkili olarak gosterilmistir (68, 69).

Lens hiicre migrasyonunda rol oynayan (EPHA2, EPH, ephrin receptor A2)

mutasyonlari ise dominant ve resesif kalittimli kataraktlarda gosterilmistir (7, 70-73).
c. Hiicre iskeleti Geni Mutasyonlari

Lens hiicre iskeleti proteinleri hiicre sekli ve boyutunun korunmasinda
oldukca 6nemlidir. Lens hicreleri mikrofilaman, mikrotibll ve intermediyer

filamanlar olmak Uzere (g tip filaman icermektedir (7).

Beaded filaman yapisal proteinleri (Beaded filament structural protein,
BFSP) lense 6zgii intermediyer filamanlari olusturur ve BFSP1 (filensin) ve BFSP2
(CP49) tarafindan kodlanir (2, 7, 74). Sekonder lens fibrili farklilasmasinda rol oynar
(2). Bu filaman proteinlerin lens seklinde ve saydamliginda  rol aldig:
diistiniilmektedir (75, 76). Mutasyonlari nedeniyle katarakt izlenen dominant ve

resesif olgular bildirilmistir (7, 50).

Vimentin periferal lens hicrelerinde yiksek oranda eksprese olan ve
mutasyonlarmin kalitimsal katarakt ile iligskili oldugu gosterilmis bir bagka

intermediyer proteinidir (56, 77).

FYCO1 (FYVE and coiled-coil domain autophagy adaptor 1) otofajik
vezikiillerin mikrotiibiil temelli tasinmasinda rol oynayan bir scaffold proteini kodlar

(7). Bu gendeki mutasyonlar otozomal resesif kataraktlar ile iliskilendirilmistir (78).
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Ayrica, hiicre iskeleti scaffold proteini olan periaksini kodlayan PRX (periaksin)

genindeki mutasyonun da konjenital katarakt ile iliskili oldugu gosterilmistir (79).

NHS (NHS actin remodeling regulator) geni aktin yeniden diizenlenmesi ve
hiicre seklinin regiilasyonunda rol oynayan bir protein kodlamaktadir ve

mutasyonunun erkeklerde X’e bagl katarakta, kadinlarda ise siitliral opasitelere

neden oldugu bilinmektedir (73, 80).
d. Diger Mutasyonlar

PAX6 (paired box 6) geni goz gelisiminde oldukg¢a 6nemli bir transkripsiyon
faktoriinii  kodlamaktadir(81). Mutasyonlarinda aniridi ile birlikte katarakt da
gorilmektedir.

FOXE3 (forkhead box E3), PITX3 (paired like homeodomain 3), HSF4 (heat
shock transcription factor 4) gibi gelisimsel regiilatér genlerdeki mutasyonlarin da

izole veya okiiler/sistemik hastaliklarla birlikte konjenital katarakta neden olduklari

bildirilmistir (2, 50).

Yillar igerisinde sekans teknolojilerinin ilerlemesi, konjenital katarakt ile

iliskilendirilen gen sayisinda hizli bir artis olmasini saglamstir.
2.4. Konjenital Katarakt Klinigi ve Yaklasim

Konjenital katarakti olan gozlerde, ortak anatomi ve birbiri ile ¢cok yakin ve
karsilikli etkilesimin oldugu gelisim basamaklari nedeniyle diger 6n segment
anomalileri de siklikla gozlenebilmektedir (62). Lin ve ark. ¢alismalarinda ©n
yerlesimli katarakti olan hastalarin yaklasik olarak yarisinda persistan pupiller
membran oldugunu, total ve On yerlesimli katarakti olan gozlerde 6n kamara
derinliginin daha az, i¢ ve arka yerlesimli kataraktlarda daha fazla oldugunu
gostermislerdir (62). Konjenital katarakt, sadece lensin saydamligini etkilemekle
kalmayip, lens biiyiimesini ve diger optik 6zelliklerini de olumsuz etkileyerek gorme

kaybina neden olmaktadir (7).

Konjenital kataraktin tedavisi gorme aksini etkileme miktar1 ve potansiyeline

gore cerrahidir. Ancak, optik aksi kapatmayan, siirli ve yogun olmayan opasiteler
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cerrahi tedavi olmaksizin g6z tembelligine (ambliyopi) yonelik tedavi ve refraksiyon
takibi yapilarak yonetilebilmektedir. Kataraktin ilerleyici olup olmamasi klinik
olarak onemlidir. Posterior lentikonus, PFD, lamellar, 6n ve arka subkapsiler
katarakt genellikle ilerleyici 6zelliktedir (60). On polar ve niikleer kataraktlar bazen

ilerleme gosterebilir.

Gorme eksenini kapatan bir opasitenin tedavisi kesinlikle cerrahi iken, optik
eksenin agik kaldigi ve korundugu durumlarda hastalar yakin olarak takip edilebilir.
Teorik olarak lensteki opasite ne kadar kigik ve ne kadar 6n eksene yakin ise gérme
prognozu o kadar iyidir. On polar ve lamellar katarakt tiplerinde prognoz daha iyi
iken, niikleer ve arka polar kataraktlarda prognoz daha koti olarak izlenmektedir.
Opasitenin boyutundan ¢ok yogunlugu 6nemlidir. Konjenital katarakt unilateral veya
bilateral olabilir. Bilateral olanlar unilaterallerden daha sik goriilmektedir (59).
Unilateral kataraktlar, diger goziin iyi gormesi nedeniyle ge¢ yaslara kadar bulgu
vermeyebilmektedir. Ancak bilateral kataraktlar, her iki gozde gérmenin diisiik
olmast genellikle erken donemde nistagmusa neden oldugu ig¢in daha erken

taninabilmektedir.

Gorme gelisiminin en kritik donemi hayatin ilk haftalari oldugu icin, gérmeyi
engelledigi diigiiniilen konjenital kataraktlarin mimkin olan en erken ddnemde
tedavi edilmeleri gerekmektedir. Yenidogan doneminde goz kiiresinin ¢ok kiigiik
olmasi, dokularin gok elastik olmas1 ve erken cerrahinin gozde yaratabilecegi glokom

gibi riskler nedeniyle cerrahinin zamanlamasi oldukga Kritiktir.

Cogu konjenital katarakt olgusu cesitli nedenlere bagl olarak oldukga geg
tan1 almakta ve tan1 aldiginda gorme gelisiminin kritik basamaklar1 ¢oktan gegilmis
oldugu icin ameliyat sonrasinda gorme rehabilitasyonu basaris1 ciddi Olgiide

diismektedir.

Kirmiz1 yansima testi, konjenital katarakt dahil olmak iizere pupil
acikligindan normal dis1 yansimaya neden olabilecek pek cok okiiler patolojinin
taninmasin1 saglayabilen bir tarama testidir. Bu test egitimli pratisyen hekimler
tarafindan da uygulanabildigi, kisa siirede yapilabildigi ve son derece 6nemli bilgiler

verdigi i¢in konjenital katarakt olgularinin tespitinde 6nemlidir.
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Katarakt1 olan bir bebekte, lens ve 6n segment gelisimi birbiri ile yakin
iliskide oldugu i¢in 6zellikle 6n segment anomalileri basta olmak tizere diger okiiler
anomalilerin eslik edip etmediginin tanimlanmasi hem yaklasim hem de prognoz
acisindan son derece 6nemlidir. Ornek olarak, niikleer kataraktlar mikroftalmi ile
birlikte olabilirken, 6n polar kataraktlar genellikle astigmatizmaya neden olurlar (59).
Eslik eden okiiler ve sistemik patolojiler goérme prognozu agisindan oldukca

belirleyici olmaktadir.

Konjenital katarakt cerrahisi sonrasinda gérme prognozunu etkileyen pek ¢ok
faktor vardir (59):

1-Kataraktin baslangi¢ yast

2-Kataraktin unilateral/bilateral olmasi

3-Eslik eden okiiler ve/veya sistemik komorbidite

4-Katarakt ameliyat1 yapilan yas

5-Ameliyata bagli komplikasyonlar

6-Ameliyat sonrasinda optik rehabilitasyon ve kapama tedavisine uyum

Cocugun kataraktinin ¢ok erken yasta gelismesi, ge¢ ameliyat, ameliyat
Oncesinde nistagmus varligi, unilateral katarakt, eslik eden okiiler ve sistemik
hastaliklar ve ameliyat sonrasindaki rehabilitasyon programina uyumsuzluk gérme

prognozunu ciddi 6lctide olumsuz olarak etkilemektedir (59).

Konjenital kataraktin cerrahi tedavisi lensektomi ve on vitrektomidir. Cerrahi
sonrasinda goz i¢i mercek yerlestirilmesi genellikle iki yas sonrasina birakilsa da
daha erken yerlestirmeyi tercih edenler de vardir. G6z i¢i mercek yerlestirilmesinde
temel zorluklar, mercek numarasinin Ol¢lilmesinde teknik zorluklar, biiyliyen bir
gbzde degisen diyoptrik giice uyum saglayabilecek numarada mercek segiminin
gerekmesi, goz i¢i mercek kaynakli komplikasyonlar ve ek cerrahi olasiligini

icermektedir. Bu nedenle erken cerrahilerde mercek yerlestirilmeyip hastanin optik
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rehabilitasyonu 6zel kontakt lensler veya gozliikler ile son derece basarili olarak

saglanabilmektedir (82).

Konjenital katarakt cerrahisi, erigkin katarakt cerrahisinden oldukga farklidir.
Ameliyat sonrasinda arka kapstil opasifikasyonu, lens epitel hicrelerinin yiksek
cogalma kapasitesi nedeniyle erigkinlere gore cok daha siktir ve bu nedenle arka
kapsiilektomi ve On vitrektomi erigkin katarakt cerrahisinden farkli olarak rutin
uygulanmaktadir. Arka kapsiiliin birakildig1 durumlarda opasifikasyon sikligi %401
bulmaktadir (83). Ameliyat sonrasi inflamatuar cevap, bebek ve c¢ocuklarda
eriskinlere gore cok daha fazla olmaktadir. Bu nedenle ameliyat sonrasi ilag

kullanimi1 ve yakin takip ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir.
2.5. Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing, NGS)

Gunumuzde  sekans  verilerinin  validasyonunda ve  mutasyonun
tanimlanmasinda altin standart yontem olan Sanger dizileme, ilk kez 1970’lerde
Ingiliz kimyac1 Frederick Sanger tarafindan gelistirilmistir (84). Sanger bu bulusuyla
Nobel o6diilii almistir. Sanger dizileme, niikleotid spesifik zincir sonlandirici
inhibitorlerin DNA’nin spesifik sekansini tanimlamasi esasina dayanmaktadir (85).
Birinci jenerasyon dizileme teknigidir (86). Bu teknolojinin en 6nemli kisitliliklart
yiksek maliyeti, uzun zaman almasi ve disiik ¢iktiya sahip olmasidir (85). Bu

nedenle genis 6lgekli dizilemeler i¢in uygun bir teknoloji degildir (85).

Tiim genomun, Onceki dizileme tekniklerine gore ¢ok daha kisa siirede ve
daha diisiik maliyet ile incelenmesine olanak veren yeni nesil dizileme teknolojisi ise
2000’1i yillarin baslarinda gelistirilmistir (85). Maliyet ciddi anlamda azalmistir.
Tim genom dizileme tekniginde (Whole Genome Sequencing, WGS), genomun
tamami incelenirken, tiim ekzom dizileme teknigi (Whole Exome Sequencing, WES)
ile insan genomundaki protein kodlayan tim bdlgeler (ekzom) incelenebilmektedir
(85).

Bu teknikler beraberinde bazi sorunlart da getirmistir. Elde edilen veri miktari
onemli oranda artmig ancak ayni sekilde hata hizi da artmistir. Okuma uzunlugu

arttirtlmaya c¢alisildiginda maliyet yiikselmekte ve ¢ikti azalmaktadir (87). Ekzom
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dizilemedeki sorunlardan biri de dizilemenin genin veya genomun tiim ekzonlarini
kapsayamamasidir. Hem mevcut teknolojiler ekzomun %100’{inii kapsamamaktadir
hem de yonteme 0zgl nedenlerle okuma eksiklikleri olabilmektedir (87, 88).
Gendeki spesifik ekzonlarin delesyonu da atlanabilmektedir (86). Bu nedenle
sonuglarin dikkatli bir sekilde yorumlanmasi ¢gok 6nemlidir (87). Yeni nesil dizileme
teknolojisi, yuksek homoloji gosteren bolgeler ve GC-zengin bdlgelerde teknik
kisitliliga sahiptir (88). Bulunan varyantin patojenik olup olmadiginin saptanmasi

oldukca ayrintili bir biyoinformatik ¢alisma gerektirmektedir.

Bir baska yontem ise ekzomda hastalikla ilgili olma olasilig1 en yiiksek olan
bolgenin hedeflenmesidir: Targeted exome sequencing (86). Yeni nesil dizileme, bir
hastalik i¢cin muhtemel genlerin analiz edilecedi hedeflenmis paneller seklinde de
dizayn edilebilmektedir. Ancak bu yontemdeki en biiyiik sorun panellerin ¢ok hizli
glincellenmesi gerekliligi ve her panelin giincelligini ¢ok hizli bir sekilde kaybetme
riskidir. DNA dizi analizi ayrica distonilerde, hareket bozukluklarinda, nadir anormal
metabolik fenotiplerde, miiskiiler distrofilerde, dogustan metabolik bozukluklarda,
sizofrenide, makula dejenerasyonunda, Alzheimer gibi noérodejeneratif hastaliklarda

da molekiiler tan1 amagli olarak kullanilmaktadir (86).

Ekzomun, hastalikla iligkili mutasyonlarin yaklagik %85’ini barmndirdig
tahmin edilmektedir (85, 89). Bunun nedeni monogenik hastaliklarin goguna ekzonik
mutasyonlarin neden olmasidir (90, 91). Tum bunlar tim ekzom dizilemenin

Ozellikle Mendelian hastaliklardaki 6nemini agik¢a gostermektedir.

Yeni nesil dizileme teknikleri temel olarak tek niikleotit varyantlar1 (Single
Nucleotide Variants, SNVs) ve kii¢iik InDel’lerin diizgiin bir sekilde tanimlanmasini
saglamaktadir ancak kiigiik kopya sayisi degisikliklerini tanimlayamaz (85, 86).
Ozellikle genetik olarak heterojen klinik durumlarda yeni nesil dizileme, oldukca
fazla veri saglamasi ve tan1 koyma sikligini arttirmasi nedeniyle glinimuzde 6nemli
bir yere sahiptir. Ancak, ciddi bir ¢ikt1 yiikii olan bu teknolojide en son agamada elde

edilen verinin Sanger yontemi ile konfirmasyonu gerekmektedir.

Uciincii  jenerasyon dizileme teknolojileri, tek molekiil sekanslamasina

yonelik olarak gelistiriliyor olsa da tiim ekzoma uygulanamamasi ve olduk¢a pahali
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olmasi nedeniyle yaygin bir kullanima heniiz kavusamamustir (85). Genomik verinin
klinik terclimesinin gelistirilmesi, teknolojilerin daha hizli ve ucuz hale getirilmesi
yeni nesil dizileme tekniklerinin gelecekte klinik pratikte daha yaygin ve gilivenle

kullanilmalarin1 saglayacaktir.

Yeni nesil dizileme, farmakogenomik alaninda da kullanilmaya baslanmis ve
hangi hasta i¢in hangi spesifik ilacin etkili veya etkisiz olabilecegi konusunda bazi
hastaliklarda ©Onemli bilgiler saglar hale gelmistir (85). Bazi genler ilag
metabolizmasinda veya fonksiyonunda rol alan protein ve/veya enzimleri
kodlamaktadir. Bu nedenle farmakogenomik, hangi ila¢ grubunun hangi genotipte
daha faydali olacagi veya tam tersine hangi genotipte daha faydasiz olacagim
belirlemede olduk¢a 6nemlidir. Bu sekilde ozellikli bir genotipe yonelik ilag
gelistirilebilecegi gibi bazi ilaglarin zaten etkisiz olacagi genotipe sahip insanlarda

gereksiz yere kullaniminin 6niine de gecilebilecektir.

Ekzom sekanslamanin en Onemli avantajlari, hastalikla iligkisi bilinen ve
henliz bilinmeyen genlerin ayni anda goriintiilenmesine ve ¢ok sayida bireyin
ekzomunun ayni anda incelenmesine olanak vermesidir (88). TUm yeni nesil
dizileme teknolojilerinde, niikleik asit kaynagi temel olarak sekans kiitiiphanesine
doniistiiriilmektedir. Uzun DNA zincirleri Oncelikle kiigciik parcalara ayrilir ve
sonrasinda platforma 6zgii adaptdrler ile ayni ortama alinir. Sonraki basamakta
istenilen boyuttaki molekiiller toplanirken serbest adaptorler temizlenir. En son
basamakta da her iki ucunda adaptér olan molekilleri yeterli sayida gogaltmak
amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) kullanilir.
Adaptorler, kuttiphane molekullerini sert bir zeminde immobilize etmek igin 6zel
pargalar igerirler. Adaptorlerin biri veya ikisi birden dizilemeyi baslatan bdlgeler
igerir. Calismada kullanilan IonTorrent® teknolojisinde, yeni nesil dizileme
kiitiiphaneleri damlalar iizerinde olusturulur. Her fragman 6zel olarak cogaltilir.
DNA denature edilir ve herbiri bir DNA fragmani iceren damlalar fiberoptik slayt
Uzerindeki kiigiik bosluklara yayilir (92). Bu teknoloji, eski teknolojideki pirofosfat

yerine, niikleotid birlesmesi sirasinda ortaya ¢ikan H' iyonlarmi saptar.

Auton ve ark. yaptiklar1 caligmada her bir bireysel genomda popiilasyon

siklig1 %0,5’in altinda olan 40 bin-200 bin arasinda varyant oldugunu bildirmislerdir
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(93). Her genomda genetik hastaliklar ile iligkili 24-30 varyant bulunmaktadir (93).
Bu nedenle, tiim ekzom dizileme sonucunda ortaya cikan verilerin biyoinformatik
yontemlerle degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu asamada, ’Genome Data Viewer”’,
“’Ensembl’’, “’1000 Genomes Browser’’, “’Variation Viewer’’, “’ClinVar’’ gibi
genel veya in-house 0Ozel veri tabanlarindan faydalanilmaktadir. Ayrica, protein
fonksiyonu tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in de SIFT, POLYPHEN2 vb. veri

tabanlarinin da detayl1 olarak incelenmesi gerekmektedir.

Mutasyonlar dort ayri seviyede patojenik olarak siniflandirilmaktadir (86,

94):

1- Cok kuvvetli patojenik: Bu gruptaki mutasyonlar arasinda null, nonsense,

frameshift ve splice site mutasyonlar1 bulunmaktadir.

2- Kuvvetli patojenik: Aym1 mutasyonun benzer hastaligi olan kisilerde de

bulundugu durumdur.

3- Orta derecede kuvvetli patojenik: Proteinlerin fonksiyonel bdlgelerinde

olup genel popiilasyonda rastlanilmayan mutasyonlardir.

4- Muhtemel kuvvetli patojenik: Aile bireylerinde mutasyon ve hastaligin

birlikte yogunlagsmasi durumudur.

Benign mutasyonlar ise %35’ten sik rastlanilan veya hastaliktan daha sik

goriilen mutasyonlardir (86, 94).

DNA mikrodizin, Nanostring, gPCR ve optik haritalama gibi genomik
stratejiler yeni nesil dizilemeyi tamamlayict veya bu teknolojiye alternatif olarak

kullanilabilmektedir (87).

Yeni nesil dizilemeye alternatif genomik testlerden DNA mikrodizin analizi,
hedef DNA’nin florofor ile isaretlenmesi, hibridizasyonu ve verdigi renk kodu
esasmna dayanmaktadir. Dizin analizleri ¢esitli  hastaliklara  yatkinligin
arastirilmasinda, genom boyu assosiasyon ¢aligmalarinda (Genome-wide association

study, GWAS), kopya sayist degisikliklerinin belirlenmesinde ve ekspresyon
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caligmalarinda yeni nesil dizilemeye gore daha diisiik bir maliyetle

kullanilabilmektedir (87).

Diger alternatif yontem olan NanoString, kopya sayis1 degisiklikleri ve tek
nikleotid  polimorfizmi  analizlerinde oldukga yiiksek c¢ozlndrlik ile

calisabilmektedir ve enzimden bagimsiz hibridizasyon metodunu icermektedir (87).

Gergek zamanl kantitatif PCR, 6zel olarak dizayn edilmis prob ve primerleri
kullanarak olduk¢a hizli bir sekilde genotipleme, ekspresyon analizi ve gen

tanimlama yapabilmektedir (87).

Optik haritalama, floresan isaretler ile 6zel sekanslar1 belirlemektedir. Her
probun birbirine veya bir referansa gore siralanmasi izlenmektedir (87). Yeni nesil
dizilemeye gore c¢oziinlirliigi disiiktir ancak o6zellikle genom haritalarinin

olusturulmasinda kullanilmaktadir (87).

Yeni nesil dizilemede degisik yaklasimlar kullanilabilmektedir. Short-read
dizileme yontemleri temel olarak iki tanedir: baglanarak sekanslama veya sentez ile
sekanslama. Calismamizda IonTorrent® teknolojisi kullanilmigtir. Bu sistem
sekanslama oOncesinde uygun bir kiitiiphane hazirligi gerektirmektedir. Hazirlik
asamasinda DNA platformu 6zel kiint uglu pargalara ayrilir ve sonrasinda spesifik
adaptorlerle baglanir. Sekans sablonlari emiilsiyon PCR ile bir damla veya kire
tizerinde olusturulur. Bir su-yag emiilsiyonu meydana getirilir. Bu emdlsiyon her biri
bir kire, bir kitiphane molekiilii ve bir de amplifikasyon i¢in gerekli tiim ajanlari
iceren kiiciik vezikiiller olusturulmasini saglar (95). Sekans adaptdrlerine
komplemanter biri kiireye bagl biri ise soliisyonun i¢inde bulunan iki adet primer
mevcuttur (95). Sekans kiitliphane molekiilleri diizglin bir sekilde sfer Uzerine
yerlesir ve emiilsiyon PCR ile ¢ogaltilir (95). Sonrasinda ise bos kiireler temizlenerek
uygun kiireler sekans ¢ipine yerlestirilir (95). Her biri bir tane amplifiye DNA

fragmani igeren kiireler fiberoptik slayt izerindeki ¢ukurlara dagitilir (92).

Yeni nesil dizileme, 2005 yilinda pirosekanslama ile baslamig sonrasinda
llumina® ve SOLID® teknolojisi gelistirilmis en son 2010'da Ion Torrent®

platformu piyasaya siriilmiistir (92). lonTorrent® teknolojisi, uzayan zincire bir
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tane dNTP (Deoxynucleoside triphosphate) katilmasindan alinan tek bir sinyale
dayanmaktadir (87). Sekans sirasinda katilan bazlar floresan sinyaline degil H" iyonu
salinimina gore algilanir. Her bir ANTP katilmasinda bir H* iyonu salinmaktadur.
dNTP katilmasi onceden belirlenen bir akim sirasiyla olur. Bu teknolojide optik
algilama yoktur ve sinyal olusmasi i¢in enzimatik reaksiyon gerekmemektedir (87).
Aciga c¢ikan H' iyonu saliniminmn ortamda yarattigi pH degisimi algilanir ve
niikleotid sayis1 ile korele edilir (87). Her bir H* salimmi pH’da 0,02 iinitelik bir
degisime neden olmaktadir. Ortam pH’sindaki degisiklik entegre komplemanter
metal-oksit yari iletken (Integrated complementary metal-oxide semiconductor,
CMOS) ve iyon duyarli alan etkili transistor (lon-sensitive field-effect transistor)
tarafindan duyarli bir sekilde algilanir (87). Islem sirasinda dNTP’ye ragmen pH
degisimi olmuyorsa Ornekte o niikleotid yok demektir e§er pH degisiyorsa baz
ornekte var anlamina gelmektedir. Katilmayan bazlar ortamdan yikanir ve sira diger
baza gelir. Ancak bu durum, homopolimer uzunluklarini o6lgmede smirli bir
giivenilirlik saglar (87). Ciinkii homopolimer uzunlugu arttikca pH degisimindeki
artis hiz1 yavaslar ve homopolimer bolgesinin tam anlamiyla tanimlanmasi zorlagir.
lonTorrent® teknolojisinin okuma uzunlugu 200-400 bp’ye, c¢ikti miktar1 10Gb’ye,
her turda okuma sayisi 4 milyona ve ¢ikti miktar1 1,5-2 Gb’ye yakin olabilmektedir
(87). Hata riski %1 olarak bildirilmis ve 6zellikle indel hatalar1 seklindedir (87).
Ayrica kisa okuma uzunluguna sahip tiim teknolojilerde oldugu gibi uzun repetitif
bolgeleri, kopya sayis1 degisikliklerini ve yapisal varyasyonlar1 kagirma riski vardir

(87).

Son zamanlarda gelistirilen ve gelistirilmekte olan yeni nesil dizileme
teknolojileri ile dogrudan RNA veya proteinin sekanslanmasi ve ¢ok daha hassas ve

bireysel tip uygulamasina imkan verebilecek yontemler sunulmaktadir (87).

Tim ekzom dizilemede analiz, verilerin yorumlanmas: ve Sanger ile
validasyon olduk¢a zaman alabilen bir siiregtir ve bu durum o6zellikle prenatal tani

gerektiren durumlarda zorluk yaratabilmektedir (96, 97).

Insan Genom Projesi’nin tamamlanmasindan sonnra referans bir insan
genomunun olmasi dizileme teknolojilerinin hizli bir sekilde gelismesini saglamstir.

Cesitli firmalar tarafindan ekzom kapsama kitleri gelistirilip kullanima sunulmustur.
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Sanger sekanslama dizi analizinde altin standart yontem olsa da zaman almasi ve
maliyeti 6nemli bir kisitlayict ozelligidir. Ikinci jenerasyon ekzom sekanslama
yontemleri tiim ekzomu inceleme veya hastalikla iligkili oldugu diisiiniilen bolgeyi
oncelikli olarak hedefleyerek analiz etme seklinde olabilir. Ancak her iki durumda da
tim ekzomun kapsanamamasi ve hastalik ile ilgili olma olasilig1 olan tiim genlerin
heniiz agiga ¢ikarilmamis olmasi 6nemli bir engeldir. Tim ekzom sekanslama
ozellikle tek niikleotit varyantlar1 igin kullanilmaktadir (86). indel varyantlar1 ve
kiigiik kopya sayis1 degisikliklerini atlayabilir (86). Tim bu kisithiliklara ragmen
spesifik bir hastaligin tanisinin  konfirme edilmesi, bir hastaligin molekiiler
etiyolojisinin aydinlatilmasi veya gen fonksiyonlarinin anlasilmasi agisindan tiim

ekzom sekanslamanin klinik kullanimdaki 6nemi biiytiktiir.

Sonug olarak, yeni nesil dizileme caligmalar1 sonucunda ortaya ¢ikan verinin
klinik anlam ve Onemini belirlemek i¢in 1slak laboratuvar sonrasinda ayrintili ve

uzun bir kuru laboratuvar ¢aligmasi gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim
Dali’'nda ameliyat1 yapilmis bilateral konjenital/gelisimsel katarakti olan hastalar
arasindan, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar:
Anabilim Dali’nda Cocuk Metabolizma Bilim Dali tarafindan metabolik hastaliklar
acisindan incelenen, Cocuk Genetik Hastaliklart Bilim Dali tarafindan ise genetik
dismorfik sendromlar agisindan degerlendirilen ve sonug olarak bilinen bir metabolik

hastalik veya dismorfik sendrom ile iliskilendirilememis dort hasta dahil edildi.

Bu tez caliymasma, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu onayimi almak i¢in GO 16/293 kayit numarasi ile bagvuru
yapildi. Bagvuru 31.05.2016 tarihli toplantida GO 16/293-28 karar numarasi ile onay
aldi.

Etik kurul onay1 alinmas1 sonrasinda tez ¢alismasi i¢in Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne 06.12.2016 tarihinde THD-
2017-11983 proje kodu ile “’Hizli Destek Projesi’’ olarak bagvuru yapildi. Proje,
14.02.2017 tarihinde onay ald.

3.1. Oftalmolojik Degerlendirme:

Konjenital katarakt 6n tanis1 konulan hastanin gérme degerlendirmesi, yasina
gore 151k ve/veya obje takibi varligi veya LEA testi ile yapildi. El biyomikroskopisi
ile 6n segment anatomisi degerlendirilerek, kataraktin morfolojik tipi ve eslik eden
diger okiiler anomaliler ayrica nistagmus varligi kaydedildi. Pupil dilatasyonu
oncesinde retinoskopi yapilarak lens tizerindeki opasitenin gérme eksenini kapatip
kapatmadigr degerlendirildi. Tiim hastalarda dilatasyon sonrasinda indirekt
oftalmoskopi ile fundus muayenesi yapildi. Opasitenin fundus muayenesini
engelledigi durumlarda ise okiiler ultrasonografi ile glob i¢i degerlendirmesi
yapilarak, konjenital Katarakt disinda 16kokoriye eslik edebilecek diger patolojiler ve
PFD varlig1 ekarte edildi. Tum hastalardan intrauterin enfeksiyonlara yonelik olarak
toksoplazma, rubella, sitomegaloviriis ve herpes IgM ve IgG serolojileri icin kan

alindi.
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Oftalmolojik  degerlendirme sonrasinda bilateral konjenital/gelisimsel
katarakt tanis1 konulan hastalar Cocuk Genetik Hastaliklar1 ve Cocuk Metabolizma

bilim dallarina yénlendirildi.

Tim hastalara cerrahi uygulandi. Ameliyat sonrasinda topikal antibiyotik ve
steroid, goz ici mercek konulmayan hastalara ek olarak topikal sikloplejik damla
verildi. Ameliyat sonrasi erken déonemde yapilan retinoskopi sonucuna gore gorme

rehabilitasyonu icin hastalara gozlik ve/veya kontakt lens verildi.
3.1.1. Genetik Degerlendirme:

Hastalar dismorfik sendromlar agisindan ayrintili 6ykii, fizik muayene ve
soyagaci ¢izimi ile degerlendirildi. Kataraktin bir bulgu olarak eslik ettigi kromozom
hastaliklari, genetik sendromlar ve metabolik hastaliklar agisindan 6zgiil tanilar
almayan, bu tir sendromik Kkatarakt tiplerinden birine uymayan, bunun yerine
kataraktin izole oldugu diisiiniilen, tercihan soyagacinda belirli bir Mendel kalitim

kalibinin izlenebildigi hastalar ¢aligmaya dahil edildi.
3.1.2. Metabolik Degerlendirme:

Hastalar ayrintili 6yki ve fizik muayene ile birlikte idrar ve kan aminoasitleri
ve idrarda rediiktan madde analizleri yapilarak, oncelikli olarak galaktozemi bagta
olmak {izere olas1 diger metabolik hastaliklar agisindan degerlendirildi. Belirli bir

metabolik hastalik tanis1 almayan hastalar ¢calismaya dahil edildi.

Ebeveynlerden aydinlatilmis onam alinmasi sonrasinda hastalardan kan
alimarak DNA izolasyonu ve Yyeni nesil dizileme icin genetik laboratuarina
gonderildi. Analiz suresince anne-baba ve ulasilabilen diger etkilenmis bireylerden

de aydinlatilmis onam ve DNA analizi i¢in kan alind.
3.2. Laboratuvar Yontemleri
3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu amonyum asetat tuzuyla ¢oktirme ydntemiyle veya ticari

olarak elde edilen kitlerle yapildi. Tuzla ¢oktiirme yonteminde 10 cc’lik EDTA’I
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tiiplere alinan periferik kan Falcon® tiipline bosaltildi. Otoklavlanmis soguk distile
su ile 50 ml’ye tamamland: ve elde kuvvetlice calkalandi. Yirmi dakika boyunca
1750 rpm santrifiijden sonra stipernatan dokildi ve otoklavlanmis soguk distile suyla
45 ml’ye tamamland1. Dipteki pelet hafifce calkalanarak ¢cozduruldi ve 1900 rpm 20
dakika santriftij edildi. Stpernatan dokulirek tipe 3 ml NLB solisyonu eklendi.
Tiipiin kapagi kapatilarak kuvvetlice calkalandi, kapak tekrar agilarak oOnceden
dondurucudan c¢ikarilarak eritilmis 150 pl Proteinaz-K ve 200 pl %10’luk SDS
pipetlendi. Vorteksle karistirildiktan sonra tiip 16 saat siireyle 37°C etiivde bekletildi.
Sdrenin sonunda tipe 3 ml amonyum asetat eklenerek kuvvetlice ¢alkalandi. Oda
sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra 4000 rpm’de 20 dakika santriftj edildi.
Icinde DNA bulunan siipernatan pastdr pipetiyle dipteki pelete dokunmadan ikinci
bir Falcon® tiipiine alinarak tiizerine aymi miktarda alkol eklendi. Tip elde
calkalandiktan sonra, alkol eklenmesiyle gozle goriiniir hale gelen DNA yumagi
pipet ucu yardimiyla toplanarak bir ependorfa konan TE tampon icine yerlestirildi.
DNA c¢ozinmesi icin bir gece daha etiivde bekletildi. Ertesi sabah DNA kullanild:

veya saklama kutular1 i¢inde 20°C’deki derin donduruculara kaldirildi.
3.2.2. Tum Ekzom Dizilemesi

Verilerin Uretilmesinde laboratuvarimizda yer alan Ubuntu 10.04 isletim
sistemi yukli, 128 GB RAM ve 27 TB veri depolama kapasitesine sahip, Dual 8-core
2.9 GHz islemcili Proton™ Torrent Server kullanildi. Bunun yani sira Windows
isletim sistemine gereksinim duyan ftgiincii parti biyoinformatik yazilimlarin
kullanimt i¢in laboratuvarimizda yer alan Windows Server 2012 yiklu, 32 GB RAM
ve 1.25 TB veri depolama kapasitesine sahip, 2.33 GHz Intel Xeon islemcili IBM
x3650 sunucudan yararlamlds. Istatistiksel degerlendirmede Ion Reporter™, Torrent
Variant Caller, IGV (Integrative Genomics Viewer, Broad Institute), R, SPSS

programlari kullanildu.

Tum ekzom dizilemesi yapilacak bireylerin DNA Orneklerinin miktar ve
saflik tayini icin NanoDrop cihazi ile spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Ornekler 100
ng/ul olacak sekilde diliie edildi. Bu 0Olglime ek olarak, Qubit cihazi kullanilarak
florometrik miktar tayini de yapildi. Bu asamada Qubit dsDNA Quantitation kit
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icerisindeki PicoGreen boyasi kullanilarak ¢ift zincirli DNA molekiillerinin miktar

saptand1. Orneklerden 50’ser nanogram almarak kiitiiphane hazirligma gegildi.

Tiim ekzom kiitiiphanesini olusturmak igin amplifikasyon temelli “ultra-high
multiplex PCR” yontemine dayanan Ampliseq Exome RDY Kit kullanildi. 12 farkli
primer havuzu igerisinde toplamda yaklasik 290.000 hedef genom bdlgesinin
amplifikasyonu gergeklestirildi.

Amplifikasyon sonrasi her bir hasta i¢in primer havuzlart ayr1 ayri
birlestirildi. FuPa soliisyonu ile amplifikonlarin uglar1 kisaltildi. DNA ligaz enzimi
kullanilarak adaptor ve barkotlarin amplikonlara baglanmasi saglandi. Bu agamanin
ardindan Beckman-Coulter firmasinin iretti§i AmPure bead’ler kullanilarak
kiitiiphaneler saflastirildi. Saflastirma sonrasi Qubit cihazinda florometrik olarak
Olctim yapildi. Kiitiiphane olgiimleri iiretici firmanin belirtmis oldugu aralikta oldugu
icin (300-3000 ng/ml) hazirlanan 6rnekler ile emPCR agsamasina gegildi. Emiilsiyon
bazli PCR uygulamas: klonal amplifikasyon ile kiitiphanelerin ¢ogaltilmasini
sagladi. Ion One Touch cihaz1 kullanilarak yapilan bu asama ile klonal olarak
cogaltilan ve manyetik nano partikiillere baglanan DNA fragmanlar saflastirildi. Bu

asamada Ion One Touch ES cihazi kullanildi.

Yeni nesil DNA dizileme islemi, DNA sentezinde agiga ¢ikan H" atomlarinin
meydana getirdigi pH degisimlerini ayn1 anda milyonlarca farklt manyetik partikiil
tizerinde tanyip kaydedebilen Ion Proton® cihazinda gerceklestirildi. emPCR
sonrasinda elde edilen ornekler sekans primeri ve annealing buffer ile birlestirildi ve

dizileme i¢in hazirlanmis olan Ion PI ¢iplere yiiklendi.

Islak laboratuvar tamamlandiktan sonra kuru laboratuvar asamasina gegildi.
Ilk once veriler insan referans genomu ile hizalanip karsilastirilarak varyant
cagrilmasi yapildi. Dort birey icin 49.500 ile 51.000 aras1 nadir varyant tespit edildi.
Sonrasinda varyant filtreleme asamasina ge¢ildi. Varyant analizi lonProton®
icerisinde yer alan lonReporter® platformu ile gerceklestirildi. Her hasta icin bir
varyant dosyasi olusturulduktan sonra, varyant filtrelemesi primer ve sekonder olmak
tizere iki asamada yapildi. Primer filtrelemede temel olarak benign varyantlar elendi.

Sekonder filtreleme ise aile agaci, kalittm paterni ve fenotip g6z Onlinde
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bulundurularak popiilasyon ve hasta veri tabanlari, farkli in silico programlar ve in
house veritabani ilizerinden yapildi ve bazi varyantlar 6nceliklendirildi. Sonug olarak
On plana ¢ikan varyantlar Sanger sekanslama ile valide edilip etkilenmis diger aile

bireylerinde yapilan es zamanli segregasyon analizi ile konfirme edildi.
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4-BULGULAR

Calismaya bir erkek (¢ kiz toplam dort hasta dahil edildi (Tablo 4.1).
Hastalarin ameliyat yas1 2 ay-3 yas arasinda degismekteydi. iki hastada bilateral
nukleer katarakt, bir hastada bilateral total katarakt, bir hastada ise bilateral kombine
lamellar ve sttiral katarakt mevcuttu. Uc hastaya bilateral lensektomi ve 6n
vitrektomi cerrahisi uygulandi ve bu hastalara yapay goz i¢i lensi konulmadi. Bir
hastaya ise lensektomi sonrasinda bilateral olarak yapay g6z i¢i lensi konuldu.
Ameliyat sonrasinda gérme rehabilitasyonu i¢in kontakt lens ve/veya gozliik verildi.
Bir hastada anne-baba akraba idi. Tim hastalarda ailede konjenital katarakt 6ykusu
mevcuttu. Dort no’lu hastada ilk cerrahi sonrasinda goz ici basincinin yiikselmesi
nedeniyle sol goze tekrar 6n vitrektomi yapildi. Takiplerde sag gozde de glokomu
gelisen hastaya, goz i¢i basincinin topikal antiglokomatdz damlalar ile kontrol altina

allmamamasi nedeniyle siklodiod laser uygulamasi yapildi.

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen hastalarin ameliyat yaslari, katarakt tipleri, okiiler

komorbiditeleri ve aile dykdileri.

Hasta No | Ameliyat | Katarakt tipi Ek okuler Aile | Akraba
yasi sorun Oykus | evliligi
u

1 3 yas Bilateral - Var Var
lamellar+sutdral
katarakt

2 2ay Bilateral niikleer | Mikroftalmi | Var Yok
katarakt

3 10 ay Bilateral total - Var Yok
katarakt

4 3ay Bilateral nlkleer | Mikroftalmi | Var Yok
katarakt Afak glokom

1 no’lu birey: Anne-baba arasinda akrabalik olan bu bireyde daha Onceki
caligmalarda katarakt ile iligskilendirilmis CRYBAL geninde heterozigot bir mutasyon
saptanmistir (Sekil 4.1). Sanger dizileme ile yapilan segregasyon caligsmasinda

etkilenmis bireyin babasinda da bu degisikligin oldugu goriilmiistiir. Dominant
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kalitim kalibina uyan pedigrilerde sik karsilagilan bir durum olan “eksik penetrans”

kavrami giindeme gelmis ve bunu ortaya cikarabilmek agisindan segregasyon

caligmas1 genigletilmis, baba tarafindan diger etkilenmis bireylerin DNA’sina da

ulasilmstir.
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Sekil 4.1. Kohorttaki 1 no’lu bireyin soyagaci. Proband okla isaretlenmistir.
Anne ve baba arasindaki akrabaliga karsin katarakt etkeni CRYBAL
geninde otozomal dominant kalitim gdsteren heterozigot bir
mutasyon olarak saptanmistir (c.215+1G>A). IV.1 ve 1V.2
numarali bireylerde de ayni mutasyon hastalik nedeni olarak
gosterilmistir. Aynt mutasyonu barindiran IV.3 numarali bireyde
fenotip bulunmamasi ise eksik penetrans gostermesi

acgiklanmustir.

Bu birey acisindan aile boyu segregasyon analizi tamamlanmistir ve CRYBAL

€.215+1G>A splice site mutasyonu bulunmustur. Hastanin babasinin iki kardesinde

de CRYBAL1 genindeki varyantin bulundugu gosterilmistir.

2 no’lu birey: CRYGC geninde otozomal dominant kalitim gosteren

heterozigot ¢.432C>G (p.Tyrl44Ter) mutasyonu saptanmustir (Sekil 4.2). Bu

mutasyonu hastanin annesi, dayist ve dayisinin iki ¢ocugunun da tasidig

saptanmistir.
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Sekil 4.2. Kohorttaki 2 no’lu bireyin soyagaci. Proband okla isaretlenmistir.
Probandda heterozigot olarak saptanan CRYGC ¢.432C>G
(p-Tyr144Ter) mutasyonu ayni fenotipi sergileyen bireylerden I1.3,
II.11, HI.7 ve III.8 numarali bireylerde de hastalik nedeni olarak
gosterilmistir.

3 no’lu birey: CRYGD geninde otozomal dominant kalitim paterni gosteren
heterozigot ¢.70C>A (p.Pro24Thr) mutasyonu saptanmistir (Sekil 4.3). Hastanin

babasinin da bu mutasyonu tasidig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Kohorttaki 3 no’lu bireyin soyagaci. Proband okla isaretlenmistir.
Probandda CRYGD geninde otozomal dominant kalitim paterni gosteren
heterozigot ¢.70C>A (p.Pro24Thr) mutasyonu saptanmistir. Hastanin
babasinin (I1.4) da ayn1 mutasyonu tasidig1 gosterilmistir.

4 no’lu birey: Anne baba arasinda akrabalik olmayan bu bireyde daha once
katarakt ile iliskilendirilmis olan CRYBB3 geninde otozomal dominant kalitim
paterni gosteren heterozigot c.466G>A (p.Glyl56Arg) mutasyonu saptanmistir

(Sekil 4.4). Sanger dizilemesinde s6z konusu varyant valide edilmistir. Aile iginde
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yapilan segregasyon analizinde ise; mutant allelin hastanin etkilenmis annesinde de

bulundugu gosterilmistir. Bu birey icin de segregasyon calismasi basarili sekilde
tamamlanmustir.

11

Sekil 4.4. Kohorttaki 4 no’lu bireyin soyagaci. Proband okla isaretlenmistir.
Probandda CRYBB3 ¢.466G>A (p.Glyl56Arg) mutasyonu

saptanmistir. Ayn1 mutasyonun, hastanin etkilenmis annesinde de
(IL.5) oldugu gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Konjenital katarakt, lens gelisiminde veya fonksiyonunda aksama ya da
duraklama nedeniyle meydana gelmektedir. Cocukluk c¢ag1 kataraktlar1 sik
gozlenmemesine ragmen pediatrik popiilasyondaki korligiin %5-20’sinden sorumlu
olarak gosterilmektedir (98). Konjenital katarakt, erken tani ve tedavi almadiginda
ciddi gorme kaybi1 ile sonuclandigi icin pediatrik oftalmolojik acidan ciddi
morbiditesi ve ekonomik yiki olan bir acildir. Diinya iizerinde her yil 20-40 bin
¢ocugun konjenital katarakt ile diinyaya geldigi bildirilmistir (9). Konjenital katarakt
olgularinin yaklasik olarak %350’sinde genetik bir neden vardir ve kalittim en sik
otozomal dominanttir (44, 51). Genetik nedenlerle ortaya cikan ve gevresel
faktorlerin kontrolu ile 6nlenemeyen konjenital katarakt olgulari nedeniyle, genetik

etiyoloji gelismis saglik sistemlerinde de dnemini korumaktadir.

Genetik nedenlerle olusan konjenital katarakt, baska klinik bulgular eslik
ettiginde sendromik, etmediginde izole olarak adlandirilir. Sendromik olmayan
konjenital katarakt, tiim vakalarin %70’ini olusturmaktadir ve yaklasik olarak 10 bin
canli dogumda 1-6 sikliginda goriilmektedir (99, 100). Bu siklik gbz, ¢ocuk ve
genetik hekimlerinin genetik gecisli izole konjenital kataraktlar konusunda bilgi
sahibi olmasini ve ortaya ¢ikmasini onleyecek ya da erken taniy1 saglayacak genetik
incelemelerin  yapilabilmesi igin aileleri yonlendirmesini  gerektirmektedir.

Calismamiz bu gereklilik dogrultusunda planlanmistir.

Rahi ve ark. Birlesik Krallik’ta yaptiklar1 ¢alismada konjenital-infantil
katarakt icin kimiilatif insidansin bir yasinda 2,29/10 bin, bes yasinda 2,93/10 bin,
15 yasinda ise 3,19/10 bin oldugunu, her yil dogan 10 bin ¢ocuktan tigiinde ilk yil

igerisinde katarakt tanis1 konuldugunu belirlemislerdir (101).

Tiirkiye’de konjenital katarakt insidansi ve genetik etiyolojisine yonelik bir
calisma bulunmamaktadir. Ulkemizde kérler okulunda yapilan taramalarda ¢ocukluk
cag1 korliiklerinin %16,3’liniin nedeninin konjenital katarakt oldugu belirlenmistir
(102). Sheeladevi ve ark. yaptiklar1 sistematik gézden ge¢irmede g¢ocukluk cagi
kataraktlarinin genel prevalansinin 10 binde 0,32-22,9 arasinda, konjenital katarakt

icin ise 10 binde 0,63-9,74 arasinda oldugunu saptamislardir (98). Prevalansin diisiik
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gelire sahip Ulkelerde 10 binde 0,42-2,05 ve diisiik-orta gelir sahibi olan Ulkelerde
0,32-8,49, orta-yuksek gelire sahip olan ulkelerde 0,74-22,7 ve yiksek gelire sahip
olan Ulkelerde ise 0,63-13,6 oldugunu belirlemislerdir (98). Ayrica, unilateral ve
bilateral katarakt sikliginin esit oldugunu ve cinsiyete gore farklilik gostermedigini
bulmuslardir (98). Bu sistematik gdzden gegirmenin sonucu her yil yeni 314 bin
cocukluk ¢agi konjenital katarakt olgusu anlamina gelmektedir ki bu durum ¢ocukluk
cag1 kataraktlarinin ciddi bir halk saglig1 sorunu oldugunu 6zellikle isaret etmektedir
(98). Tirk toplumuna ait bir insidans ve etiyoloji verisinin olmamasi bu tiir

caligmalarin yapilmasi gerekliligini a¢ik olarak ortaya koymaktadir.

Wu ve ark. yaptiklart sistematik gézden gegirme ve meta-analizde tim
dunyada konjenital katarakt prevalansinin 10 binde 2,2-13,6 arasinda degistigini,
konjenital katarakt olgularmin %62,2’sinin idyopatik, %22,3’Unin herediter,
%11,5’inin ise herediter olmayan nedenlere bagl olarak gelistigini, %62,3’{iniin
izole, %22,7’sinin bir okuler patoloji ile %17,3’linilin sistemik bir hastalik ile birlikte

oldugunu ve en sik goriilen katarakt tipinin total katarakt oldugunu bildirmislerdir

(4).

Cocukluk ¢ag1 Kkataraktlar; aniridi, mikroftalmi veya persistan fetal
damarlanma gibi okiiler hastaliklar, Marfan, Marchesani, Nance-Horan, Lowe gibi
sendromlar veya galaktozemi basta olmak iizere Wilson, hipokalsemi gibi metabolik

hastaliklar ile birlikte de bulunabilmektedir (7).

Tedavi edilmeyen veya gec tedavi edilen ¢ocukluk cagi kataraktlar1 agir géz
tembelligi, gorme kaybi ve korliik ile sonuglanabilmektedir. Tedavide en kritik
basamak, gérme sonuglarini olumlu yonde etkiledigi i¢in erken miidahaledir. Erken
ve komplikasyonsuz bir cerrahi ve iyi bir gorme rehabilitasyonuna ragmen yillar
icerisinde gelisen glokom, nistagmus ve sasilik gibi nedenlerden dolay:1 fonksiyonel
ve kozmetik sonucun basarisi diisebilmektedir (103). Bu nedenle erken tani igin
dogumdan hemen sonra pediatristler veya oftalmologlar tarafindan yapilacak kirmizi

yansima testi biiyiilk 6nem tagimaktadir.

Konjenital katarakt tanis1 konulduktan sonra ilk agsama altta yatan olasi

patolojileri ve eslik eden sistemik sorunlar1 arastirmak igin 1iyi bir genel
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degerlendirme yapilmasidir. Bu nedenle ilk 6nce bebegin bir pediatrist tarafindan
ayrintili fizik muayenesinin yapilmasi, ardindan metabolik hastaliklar ve genetik
sendromlar agisindan degerlendirilmesi gereklidir. Ayrica katarakt gelisimi ile
dogrudan iligkisi gosterilmis olan konjenital enfeksiyonlar (Toksoplazma, rubella,
sitomegalovirus, herpes vb.) icin de laboratuvar testleri istenmektedir. Eger 6zel bir
metabolik durumdan siipheleniliyorsa bu duruma yonelik ayrintili metabolik/genetik
testler de talep edilebilmektedir. Genetik degerlendirmede ise bebek 6ncelikli olarak
dismorfik bulgular ve tanimlanmis/bilinen sendromlar acisindan
degerlendirilmektedir. Klinik siiphe durumunda oncelikli olarak konvansiyonel
karyotip, sonrasinda ise molekiiler sitogenetik, mikrodizin veya dizileme yontemleri
gibi daha ileri yontemlere bagvurulabilmektedir. Tiim bunlar gostermektedir ki,
konjenital katarakt1 olan bir bebegin tani ve takibinin her asamasinda boliimler arasi

isbirligi oldukga biiyiik bir onem tagimaktadir.

Genetik olarak incelenen konjenital katarakt ailelerinde, saptanan
mutasyonlarin yarisinin kristalin genlerinde, dortte birinin ise konneksin genlerinde
oldugu gosterilmistir  (99). Ozellikle lens gelisimi asamalarin1  etkileyen
mutasyonlarin oldugu ¢ok sayida lokus belirlenmistir (44). Bu mutasyonlardan
bazilari; kristalin genleri (CRYAA, CRYAB, CRYBB1, CRYBB2, CRYBB3, CRYBAL,
CRYBA4, CRYGC, CRYGD ve CRYGS), membran proteini genleri (GJA3, GJAS,
MIP ve LIM2), hiicre iskeleti ile iliskili genler (BFSP1 ve BFSP2) ve transkripsiyon
faktor genleri (FOXE3, HSF4, MAF, PITX3 ve PAX6) lizerinde tanimlanmistir (104).

Konjenital kataraktin genetik etiyolojisinin aydinlatilmasinda aday gen
caligmalari, baglanti analizleri, mikrodizin analizleri ve dizileme c¢alismalar1 da
kullanilabilmektedir (7). Bu ¢alismada klcuk bir grup hastada konjenital katarakt
etiyolojisinin arasgtirilmas1 ve toplumumuza 06zgii yeni genler olup olmadiginin
incelenmesi icin bilateral konjenital Kkatarakt tanisi konulmus ve opere edilmis,
ayrintili  degerlendirme sonrasinda bilinen metabolik hastaliklar ve genetik

sendromlar ile iligkilendirilememis dort hastada tiim ekzom dizileme yapilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarda CRYBA1, CRYBB3, CRYGC ve CRYGD
olmak uUzere kristalin genlerinde mutasyonlar saptanmistir. Kristalin mutasyonlari

otozomal dominant kataraktlarin yaklasik %50’sinden sorumludur (7). Kristalinler,
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lens proteinlerinin tamamina yakinini olusturmaktadir. Kristalinlerin bir kismi
saperon gorevi goriirken bir kismi ise paketlenme 6zellikleri sayesinde 151k sagilimini
engelleyerek lensin saydamliginin saglanmasinda kritik rol Gstlenmektedirler(2).
Otozomal dominant kataraktlarin yaklasik %50’sinden kristalin mutasyonlar
sorumlu olmakla birlikte, her bir kristalin geninin toplamin ne kadarindan sorumlu

olduguna dair heniiz giivenilir bir meta-analiz bulunmamaktadir.

Yedi ekzondan olugsan CRYBAL geni 17ql11.2 {izerinde bulunmaktadir. Tek
mRNA’dan kristalin beta Al ve kristalin beta A3 olmak (zere iki protein
kodlamaktadir. Beta A1 ve A3, beta A3 NH, terminal kolunda fazladan bulunan 17
aminoasit rezidiisii disinda birbirinin aymisidir (105). Beta A1/A3 kristalinlerin
otoproteolitik etkisi oldugu diistiniilmektedir (106-108). Bu kristalinlerin, lensin
saydamliginin saglanmasinda ve korunmasinda kritik olan yapisal proteinler
olduklar1 bilinmektedir. Normal bir beta A1/A3 proteini yoklugunda bazi
sinyalizasyon yolaklarinin etkilenecegi ve bu durumun dolayli olarak persistan fetal
damarlanma gelisimine neden olabilecegi de diistiniilmektedir (109). Calismamizda
ise CRYBA1l mutasyonu saptanan hastada persistan hiperplastik primer vitreus
tablosu mevcut degildi. Ayrica bu mutasyonun saptandigi 1 no’lu bireyin pedigrisine
bakildiginda akraba evliligi olmasina ragmen otozomal dominant kalitim paterni
goOsteren heterozigot bir splice bolge mutasyonu olmast ve bu durumun eksik

penetrans olasiligini diisiindiirmesi 6zellikle 6nemlidir.

Wang ve ark. otozomal dominant konjenital katarakti olan 47 aileyi
inceledikleri ¢aligmalarinda CRYBA1/A3’Gn tim kodlanan bolgelerini direkt
dizilemisgler ve birbiri ile iligkisiz li¢ ailede (%6,4) glisin aminoasit (AG91)
delesyonu ile sonuglanan 279-281 pozisyonlarinda rekiirren 3-bp delesyon
mutasyonunu saptamiglardir (110). Bu degisikligin tiim etkilenen aile bireylerinde
oldugunu ve bu bireylerin tamaminda bilateral simetrik niikleer katarakt oldugunu
gostermislerdir (110). Bu mutasyonun ortak ata veya hot spot kokenli olup
olmadigimi saptamak icin yapilan haplotip analizinde ise her {i¢ ailenin farkh
haplotiplerinin oldugu bu nedenle de ortak ata hipotezinin uygun olmadigi
gosterilmistir (110). AG91 mutasyonunun ii¢ ailede bagimsiz olarak gerceklestigi

diistiniilmiis olsa da bu bolgede mutasyon sikligmmin niye artmis oldugu
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aciklanamamistir  (110). Beta A1/A3 kristalinin tersiyer konfiglrasyonunun
korunmasinda glisin olduk¢a Onemlidir (110). Bu mutasyonun, beta A1/A3
kristalinin katlanmasinda bozulmaya neden olabilecegi distiniilmektedir (111).
Ayrica genel hiicre sinyalizasyon agi igerisinde indirekt yollar ile katarakt

patogenezine katkida bulunulabilecegi de dne siiriilmistiir (111).

Mohebi ve ark. bilateral niikleer katarakt: olan 10 yasindaki Iranli bir kiz
hastanin ailesinde CRYBA1/A3, CRYBB1, CRYBB2 ve CRYGD kristalin genlerinin
kodlanan sekanslarini taramiglardir (111). Direkt PCR dizileme CRYBA1/A3 geni
ekzon 4’te, glisin delesyonu ile sonuglanan de novo heterozigot mutasyon
gostermistir  (111). Ailenin etkilenmeyen bireylerinde ise bu mutasyon

gosterilememistir (111).

Zhang ve ark. otozomal dominant konjenital katarakti olan dort nesil Cinli bir
ailenin besi hasta sekiz bireyini degerlendirmislerdir (105). Ayrica herhangi bir goz
hastaligi olmayan 100 kontrol de analize katilmistir (105). Aday genlerin tim
ekzonlar1 ve intron-ekzon birlesim bolgeleri PCR ile gogaltilarak sekanslanmistir
(105). Sonug olarak, glutamik asitten valine dogru degisime neden olan CRYBA1/A3
ekzon 6’da yeni heterozigot 2-bp delesyon mutasyonu (c.590-591delAG)
saptanmustir (105).

Zhu ve ark. otozomal dominant progresif ¢ocukluk ¢agi katarakti olan dort
nesil bir ailede 9 etkilenmis, 8 etkilenmemis toplam 17 bireyi fonksiyonel aday gen
analizi yontemi ile degerlendirmislerdir (112). Dizileme ile saptanan CRYBA1/BA3
intron 3’te tek baz degisiminin (IVS3+1 G>A) tiim etkilenmis bireylerde segrege
oldugu gosterilmistir (112).

Reddy ve ark. otozomal dominant lamellar katarakti olan bes nesilli bir ailede
baglant1 analizi yapmuslardir (113). Aday gen olan CRYBA1l geninde, glisin
aminoasit delesyonu ile sonuclanan (G91del) ekzon 4’te 3bp delesyon mutasyonu
saptanmigtir (113). Mutant proteinin katlanma 6zelliginin  bozuldugunu ve
¢oziinebilirliginin azaldigini in vitro olarak gostermislerdir (113). Calismamizdaki

bireyde ise bilateral lamellar ve siitiiral katarakt birlikte gézlenmistir. Ancak diger



51

aile bireylerinin katarakt tipi daha Once ameliyat olmus olmalari nedeniyle

belirlenememistir.

Kannabiran ve ark. otozomal dominant zonller-siitiiral katarakti olan bir
ailede sadece etkilenen bireylerde direkt dizileme ile BA1/A3 kristalin geni 3.

ekzonun 5’ splice site bolgesinde G>A degisimini gostermislerdir (106).

Yu ve ark. otozomal dominant konjenital polimorfik katarakt olgularinin
oldugu dort nesilli bir ailede genetik nedene yonelik arastirma yapmistir (114).
CRYAA, CRYAB, CRYBAL/3, CRYBB2, CRYGC, CRYGD, GJA3 ve GJA8 direkt
dizileme ile taranmistir (114). Sonu¢ olarak, CRYBA1/A3 geninde c.215+1G>A
mutasyonu belirlenmistir (114). Bu mutasyon, c¢alismamizdaki hastada saptanan
mutasyonla aynidir. Bizim c¢alismamizda bu mutasyonu tasiyan hastada bulunan
katarakt tipi lamellar ve siitiiral katarakt kombinasyonu iken Yu ve ark.larmin
calismasina bu tip kataraktlar disinda sadece siitiiral katarakt, nikleer katarakt ve
periferal kortikal kesafetler seklindeki katarakt dahil degisik morfolojideki konjenital
katarakti olan hastalar da dahil edilmistir (114).

Yang ve ark. otozomal dominant konjenital katarakt1 olan bireyleri bulunan
dort nesilli bir Cinli ailede fonksiyonel gen yaklagimi-direkt dizileme ile bilinen
kristalin ve konneksin genlerini degerlendirmislerdir ve CRYBA1/A3’te matlr
mRNA’nin splice bolgesini etkileyen yeni IVS3+2 T-G transversiyon mutasyonu
tanimlamiglar ve ayrica transkripsiyon analizi ile bu mutasyonun CRYBA1
mRNA’larinin yanlis kirpilmasina neden oldugunu da dogrulamislardir (115). Ortaya
¢ikan proteinin anormal katlandigini ve stabil olmadigi i¢in ¢oziinemez hale geldigini
belirtmiglerdir (115). Gu ve ark. aym sekilde otozomal dominant arka polar
konjenital katarakti olan dort nesil Cinli bir ailede CRYBAL1/A3’te intron 3’Un 5’
splice bolgesinde G-A degisimi seklinde bir splice mutasyonu tanimlamigslardir
(116).

Yang ve ark. otozomal dominant konjenital niikleer katarakti olan bes nesilli
Cinli bir ailede 6nce baglant1 analizi ile CRYBAL lokusunu belirlemislerdir (117).

Sonrasinda ise sekans analizi ile genin 4. ekzonunda 91 pozisyonundaki glisinin
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delesyonuna neden olan (AG91) ¢.279-281delGAG mutasyonunu gostermislerdir
(117).

AG91 mutasyonunu CRYBAL/A3 geninde degisik popiilasyonlarda siklikla
bildirilmistir ve mutasyonel bir hot spot olabilecegi diistiniilmektedir (110, 111, 113,
117-121). Ancak 1 no’lu hastada saptanan ¢.215+1G>A mutasyonunun literattrde
stk bildirilen bir mutasyon olmadigi gorilmistir. CRYBAL/A3 geninde farkli
mutasyonlar bildirilmis olmakla birlikte ¢ogunlugunun heterozigot tipte oldugu ve
polimorfik kataraktlarda gosterilmis olsa da agirlikli olarak niikleer ve siitiiral
katarakt ile iligkili oldugu dikkati cekmektedir. Bizim ¢alismamizda ise mutasyonun
saptandig1 hastada lamellar ve siitiiral katarakt izlenmistir. Ayn1 mutasyon daha once

konjenital katarakt ile iligkili ve patojenik olarak bildirilmistir.

Hastalarimizdan 4 no’lu bireyde saptanan kristalin beta B3 geni (CRYBB3)
ise, kristalin beta B3 proteinini kodlamaktadir. Alt1 ekzondan olugmakta ve 22q11.23

bolgesinde yer almaktadir. Bazik beta kristalin protein ailesindendir.

Chen ve ark. otozomal resesif kalitim izlenen konjenital katarakt 83
Pakistanli ailede konjenital katarakt ve iligkili hastaliklarda homozigosite agisindan
33 gen veya lokusu taramislardir (122). Oncelikle homozigosite taramasi sonrasinda
sekans analizi uygulamislar, on ailede 9 adet hastalik ile iliskili mutasyon bulurken,
11 ailede ise baglantili gende hi¢bir mutasyon saptayamamislardir (122). Bu aileler
igerisinde en sik rastlanilan mutasyonlar FYCO1 (%14), CRYBB3 (%5,2), GALK1
(%3,5), EPHA2 (%2,6) genlerinde bildirilmistir (122).

Jiao ve ark. dort akraba evliliginden alt1 etkilenmis bireyi i¢eren Pakistanli
genis bir otozomal resesif nlkleer konjenital katarakt ailesini incelemislerdir (123).
Genom boyu baglanti analizi ile katarakt gelisiminde 6nemi bildirilmis olan
CRYBB1, CRYBB2, CRYBB3 ve CRYBB4 genlerinin bulundugu 22q bolgesine
baglanti saptamislardir (123). Cift yonli Sanger dizilemesi sonrasinda CRYBB3’te
hastalik fenotipi ile segrege olan homozigot ¢.493G>C (p.Glyl65Arg) missense

varyasyonu saptanmistir (123).
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Li ve ark. hicbir aile oykisu olmayan sporadik konjenital katarakt
hastalarinda etkili genetik faktorleri arastirmislar ve tek tarafli travmatik katarakti
olan bireyleri kontrol grubu olarak kullanmislardir (124). Otuz iki adet sporadik
konjenital katarakta 6zel varyant saptamisglar ve ayrica bu varyantlarin saglikli
kontrollerde olmadigini da gostermislerdir (124). Ornekler icerisinde en sik
mutasyon CRYBB3 geninde, sonrasinda ise EPHA2, NHS ve WDR36 genlerinde
belirlenmistir (124). Calismada, CRYBB3 heterozigot mutasyonu olan hastalarin
katarakt tiplerinin total, nukleer veya kortikal oldugu belirtilmistir (124).
Calismamizda ise CRYBB3 mutasyonu saptanmis olan 4 no’lu hastada ise bilateral
niikleer katarakt mevcuttu ve hastanin annesinde de konjenital katarakt ameliyati

Oykisl vardi ancak katarakt tipine ait bir bilgi mevcut degildi.

Reis ve ark. 23 otozomal dominant katarakt ailesinde probandlara tiim ekzom
dizileme yapmuslardir (125). Bilinen 36 katarakt geni ve daha 6nce insanda katarakt
ile iligkilendirilmemis olan 8 kristalin geni degerlendirilmistir (125). Dokuz ailede
CRYAA, CRYBB1, CRYBB3, CRYGC, CRYGD, GJA8, MIP ve EYA1’de mutasyonlar
tamimlanmustir (125). Diisiik penetransli dominant konjenital kataraktin oldugu bir
ailede CRYBB3’te, c.581T>A, (p.Vall94Glu) heterozigot yeni bir missense mutasyon
bulmuslardir (125). Daha 6nce herhangi bir katarakt fenotipi ile iliskilendirilmeyen
kristalin genlerinden CRYBA2’de de hastalik ile iligkili olabilecek mutasyon
saptamiglardir (125).

Hansen ve ark. birbirinden bagimsiz 28 Danimarkali ailede 6nce baglanti
analizi sonrasinda ise 17 genin dizilemesini yapmislardir. Ailelerden 20’sinde (%71)
mutasyon saptanmistir (126). En sik kristalin genleri (CRYAA, CRYBB2, CRYBB3 ve
CRYGD) sonrasinda konneksin ve ardindan transkripsiyon faktorleri olan HSF4 ve

MAF olmak iizere sekiz gende mutasyon saptanmistir (126).

Riazuddin ve ark. otozomal resesif kalitimli konjenital kataraktin oldugu iki
Pakistanli ailede CRYBB3 homozigot mutasyonu saptamiglardir (127). Bu gende
ekzon 6’de G-C degisiminin BB3 proteininde p.G165R degisimine neden oldugunu
gostermislerdir (127).
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Literatlirde CRYBB3 genindeki homozigot ve heterozigot karakterde farkli
mutasyonlar total, nlikleer, kortikal dahil olmak (izere farkli konjenital katarakt
morfolojileri ile birlikte bildirilmistir. Calismamizda ise bilateral niikleer katarakti
olan 4 no’lu olguda heterozigot mutasyon saptanmistir. Ayn1 mutasyon daha 6nce

konjenital katarakt ile iligkili ancak 6nemi bilinmeyen olarak bildirilmistir.

Kristalin gama C geni, CRYGC, 2q33.3°de yer alir ve 4 ekzondan olusur.

Kristalin gama D geni, CRYGD ise ayn1 yerde bulunur ve 3 ekzondan olusur.

Zhang ve ark. otozomal dominant niikleer katarakti ve mikrokorneasi olan
bireylerin oldugu Cinli bir ailede baglanti analizi ve sonrasinda aday genlerin
sekanslanmasi ile CRYGC ekzon 3’te ¢.470G>A (W157X) mutasyonunu bulmuslar
ve bu proteinin 6zellikle lens niikleusunda eksprese olmasi nedeniyle mutasyonunda
niikleer kataraktin goriilebilecegini belirtmislerdir (128). Bu calismada da CRYGC
mutasyonu saptanan 2 no’lu hastada bilateral nilkleer katarakt ile birlikte
mikroftalminin olmasi bu genin farkli mutasyonlarinda da benzer klinik tablonun

olusabilecegini gostermektedir.

Yao ve ark. otozomal dominant niikleer konjenital katarakti olan genis bir
Cinli ailede direkt sekanslama ile CRYGC ekzon 3’te ¢.327C>A (C109X) nonsense
mutasyonunu gdstermiglerdir ve bu mutasyonun yC kristalinin katlanma 6zelliklerini
bozarak ¢Oziiniirliglinii azaltabilecegini ve diger kristalinler ile -etkilesimini

bozabilecegini ifade etmislerdir (129).

Otozomal dominant pulverulan katarakt ile iligkili olarak CRYGC geninde 2.
ekzonda ¢.143G>A (p.R48H) seklinde heterozigot missense mutasyon da
gosterilmistir (130).

Vanita ve Singh otozomal dominant konjenital kataraktli bireylerin oldugu
Hindistan kokenli iki ailede izole katarakt icin tanimlanmis 23 geni sekanslamislardir
(131). Analiz sonucunda ailelerden birinde CRYGD’de c¢.70C>A nukleotid
degisikligi seklinde missense mutasyonu, akuleiform tipte katarakti olan tiim
bireylerde gostermisler ancak diger ailede sekanslanan genlerde bir mutasyon

saptayamamiglardir (131). Calismamizda benzer mutasyonun izlendigi hastada ise
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bilateral total katarakt mevcuttu ve konjenital katarakt nedeniyle ameliyat edilmis

babasinda da katarakt morfolojisi degerlendirilememisti.

Yang ve ark. CRYGC, CRYGD, CRYGS, GJA8, GJA3 ve CRYAA aday
genlerinin kodlayan bdlgelerini direkt sekanslamiglardir (132). Birbiri ile iliskili
olmayan iki ailede CRYGD geninde rekiurren p.P24T mutasyonunu Ug¢ ailede ise
p-Q101X, p.E104fsX4 ve p.E135X seklinde ii¢ yeni mutasyon bulmuslardir (132).
Ayn1 mutasyon, literatlirde 6zel bir konjenital katarakt tipi olan koraliform katarakt
ile birlikte tanimlanmis olsa da, yine ¢alismamizdaki hastada basvuru yasinin ileri
olmast ve her iki gozde total opasitenin kataraktin baglangigtaki morfolojisi ile ilgili

bilgi sahibi olmay1 engellemesi nedeniyle bdyle bir iliskilendirme yapilamamistir

(132).

Zhuang ve ark. otozomal dominant konjenital kataraktli bireylerin oldugu
dort nesilli bir ailede CRYAA, CRYBA1, CRYBB1, CRYBB2, CRYGC ve CRYGD
kristalin genlerinin ekzonlarin1 sekanslamiglardir (133). Genin 3. ekzonunda
€.451 452ins GACT heterozigot varyanti seklinde yeni bir delesyon mutasyonu
tammmlamiglardir  (133). Mutant proteinin ikincil yapisinin  bozulmus ve

¢oziinlrliigliniin azalmig oldugu gosterilmistir (133).

Zhai ve ark. bilateral konjenital niikleer ve arka polar katarakti olan iki
etkilenmis bireyin oldugu 11 bireyli ii¢ nesilli bir ailede, CRYGD geni 3. ekzonunda
nonsense c¢. 418C>T mutasyonunu bulmuslardir (134). Bu mutasyonun, filogenetik
olarak korunmus arjinin rezidiisii i¢in (p.R140X) prematiir stop kodonu olusturdugu,

proteinin katlanma ve ¢oziiniirliik 6zelligini etkiledigi diistintilmistiir (134).

Jia ve ark. otozomal dominant koraliform katarakti olan bir ailede WES ve
baglant1 analizini kombine olarak kullanmislar ve LOD skoru anlamli olmayan ancak
pozitif olan bes lokus bulmuslardir (135). Bunlardan birinin ise CRYGD geninin 2.
ekzonunda c¢.70C>A (p.P24T) seklinde heterozigot missense mutasyon oldugunu
saptamiglardir (135). Tim ekzom dizilemenin, baglanti analizi ile birlikte
kullanilmasmin 6zellikle aday gen havuzunu daraltmakta faydali olabilecegini 6ne

stirmiislerdir(135).
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VanderVeen ve ark. CRYGD 2.ekzonda iki ailede otozomal dominant
kristalin katarakt ile iliskili heterozigot ¢.109C>A (p.R36S) missense mutasyonunu
once tek niikleotid polimorfizmi temelli genom incelemesi ile baglanti analizi
yaparak sonrasinda ise baglanti bulunan bélgelerdeki katarakt ile iligkili genleri

sekanslayarak bulmuslardir (136).

De Figueirédo ve ark. katarakt fenotipi agisindan varyasyon gosteren
Brezilyali bir ailede CRYAA, CRYGC ve CRYGD genleri direkt sekanslanmislardir
(137). CRYGD 3. ekzonda c.401A>G (p.Y134C) heterozigot nadir varyantini
saptamiglardir (137). Aile ici segregasyon paterninin hastalik ile uyumlu
bulunmamast ve varyantin konjenital katarakti olan diger aile bireylerinde
gosterilememis olmasi bu varyantin hastalik ile iligskisi olmayan nadir bir tek
niikleotid polimorfizmi oldugunu diisiindiirmistiir (137). Katarakt gelisiminde birden
fazla genin birbiri ile kompleks etkilesimi, diisiik penetrans, fenotipik heterojenite
altta yatan molekiiler etiyolojinin saptanmasini bu ¢aligmada oldugu gibi oldukca
zorlastirabilmektedir. Bu nedenle bulunan varyantin hastalik ile iliskisinin
sorgulanmasi, ailede segrege olup olmadiginin tespiti ve validasyonu hastalik-gen-

mutasyon eslestirmesinde ve klinige adapte edilmesinde en 6nemli basamaktir.

Sun ve ark. konjenital katarakti olan 25 Cinli aileyi inceledikleri
calismalarinda bulduklar1 CRYAA, CRYBAL, CRYAB, CRYGS, GJA3 genlerindeki
mutasyonlar disinda CRYGD ‘de ¢.106G>C (p.Ala36Pro) heterozigot mutasyonunu

otozomal dominant kalitimli niikleer katarakt ile iliskilendirmislerdir(121).

Yang ve ark. konjenital koraliform katarakti olan bireylerin bulundugu iki
Cinli ailede CRYGD’nin direkt sekanslamasinda 2.eckzonda c¢.70C>A (P24T)
heterozigot mutasyonunu bulmuslardir (138). P24T mutant proteininin
¢ozinirliginin belirgin olarak azaldigini bildirmislerdir (138). Bu mutasyonun, her
ne kadar hotspot olarak bildirilmemis olsa da literatiirde CRYGD geninde siklikla
bildirildigi dikkati ¢cekmektedir.

Wang ve ark. otozomal dominant merkezi niikleer konjenital katarakti olan
bireylerin bulundugu bir ailede segilmis olan 7 kristalin geni ve 2 gap junction genini
sekanslamislar ve CRYGD geninin 2.ekzonunda ¢.110G>C (p.R36P) heterozigot
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missense mutasyonunu gostermislerdir (139). Bu mutasyonun, proteinin lokal

hidrofobisitesini arttirip ¢06ziiniirliigiinii azaltiyor olabilecegini 6ne slirmiislerdir

(139).

Wang ve ark. otozomal dominant niikleer konjenital kataraktli Cinli bir ailede
CRYGD geninde ¢.127T>C mutasyonu oldugunu (p.Trp43Arg) gostermisler ve bu
mutasyonun yD-kristalinin katlanma ve stabilite Ozelliklerini bozdugunu ileri

stirmiislerdir (140).

Santana ve ark., otozomal dominant nikleer veya lamellar konjenital
katarakti olan 11 ailede yaptiklari analizde ailelerden birinde CRYGD 2. ekzonda
heterozigot nonsense TAC>TAG (p.Y56X) mutasyonu saptamiglardir (141).

CRYGC ve CRYGD mutasyonlar1 siklikla heterozigot olarak bildirilmistir.
CRYGC mutasyonlar1 genellikle niikleer katarakt ile bildirilmistir ve ¢alismamizda
CRYGC mutasyonu saptanan hastada da niikleer katarakt saptanmistir. CRYGD
mutasyonlart ise siklikla niikleer katarakt ile iligskilendirilmis olsa da c¢.70C>A
(p.P24T) mutasyonlar1 6zellikle koraliform katarakt ile iliskilendirilmistir. Ancak
calismamizda ayn1 CRYGD mutasyonu olan hastanin katarakt tipi total olarak
belirlenmigtir. Bu hasta 10 aylikken total katarakt tanisi alip opere edilmis oldugu
icin baslangicta kataraktinin nasil bir morfolojiye sahip oldugu bilinmemektedir. Bu

iki gende bulunan mutasyonlar daha 6nce patojenik olarak bildirilmistir.

Calismamizdaki dort hastada gosterilen mutasyonlarin hicbiri daha 6nce
hotspot olarak tanimlanmis bolgelerde degillerdir. Mutasyonlart farkli aile
bireylerinde de saptanmalar1 sonrasinda ailelere ayrintili ve bireysellestirilmis

genetik danigsma verilebilmistir.

Yeni nesil dizileme teknolojileri ile konjenital kataraktli hastalarda yukarida
tartisilan kristalin genleri disinda diger Kristalin genleri ve lens proteinleri ile ilgili

pek ¢ok gende de mutasyonlar saptanmig ve bildirilmistir.

Yeni nesil dizileme teknolojileri Mendel kaliimli genetik hastaliklarda
yuksek bir genetik heterojenite bulundugunda basvurulacak en pratik ve maliyet

etkin yontemdir. Boyle hastaliklarda genetik etiyolojiler i¢in toplumlar arasinda
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farklar oldugunda da, yeni genlerin bulunmasi, topluma &zgii panellerin
tasarlanabilmesi i¢in kullanighidir. Hatta kurucu etkisinin ve toplum hareketlerinin
arastirtlmasini planlayan c¢alismalara katkida bulunabilir. Ancak avantajli yonleri

disinda, goz oniine alinmasi gereken kisithiliklar1 da vardir.

Genel olarak, yeni nesil dizileme teknolojilerinin, eski teknolojilere gore (¢
temel avantaji bulunmaktadir: DNA fragmanlarinin bakteriyel olarak klonlanmasi
yerine hiicreden bagimsiz yeni nesil dizileme kiitiiphanelerinin olusturulabilmesi,
milyonlarca sekans reaksiyonunun ayni anda olusturulabilmesi ve elektroforeze
ihtiyag duymadan baz tanimlamasinin yapilabilmesidir (92). Bu teknoloji ile daha
uygun bir maliyet ile genom taramasi yapilabilmektedir. Yari-iletken teknolojisinin
gelistirilmesiyle, daha diisiik maliyetle cok daha hizli sonuglar alinmaya baslanmistir
(92). Bu nedenle klinik pratikte de kullanim alani bulmaya baslamis ve pek ¢ok

hastalik i¢in yaygin olarak yeni nesil dizileme verisi elde edilmeye baglanmistir.

Dizileme c¢aligmalarinda ortaya ¢ikan ciddi veri yikii, sonuglarin
yorumlanmasi ve hastaya aktarilmasinda onemli etik, sosyal ve yasal zorluklar
yaratmaktadir (96). Bu durum ozellikle testin ¢ocuklarda yapilmasi durumunda daha
belirgin hale gelmektedir. Bertier ve ark. tiim ekzom dizilemesindeki bu zorluklart;
hastanin tim ekzom dizilemeye aday olarak secilmesi, sekans analizi, sonuglarin
bildirilmesi/danismanlik ve data terciimesi/data paylasimi olmak {izere dort
kategoriye ayirmistir (96). Tim ekzom dizileme teknolojisinin tani almamig tlm
hastalara m1 yoksa sadece belirli kriterlere uyan hastalara mi1 sunulmasi gerektigi
konusunda heniiz bir fikir birligi mevcut degildir (96). Test Oncesinde, tim ekzom
dizileme ile elde edilecek genomik datanin klinik anlami ile ilgili olarak hastanin
bilgilendirilmesi son derece kritiktir (96). Bu nedenle hangi hastanin tiim ekzom
dizilemeden nasil bir fayda gorecegini belirleyerek teste girecek hastayr segmek en

onemli basamaktir.

Tim ekzom dizileme sonuglarinin degerlendirilmesinde en Onemli
basamaklardan biri de varyantin patojenik Ozellik tasiyip tasimadigina karar
vermektir. Varyantin sikligi mevcut veri tabanlarinda taranir ve klasik bilgi olarak
popiilasyonda %1’den az goriilen varyantlar nadir olarak simiflandirilir. Ancak

varyant siklig1 bir popiilasyondan digerine oldukca degiskenlik gdstermekte ve bir
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popiilasyonda nadir  goriilen varyant diger popiilasyonda daha sk
tanimlanabilmektedir. Patojenik oldugu diisiiniilen bir varyantin protein yapisint ve
fonksiyonunu nasil etkiledigi de arastirilir (86). Tiim ekzom dizileme sonucunda elde
edilen varyantlarin bir kismmin anlami heniiz bilinmiyor olabilir (unknown
significance, US), patojenik oldugu kesin olarak bilinmesine ragmen arastirilan
klinik durum ile iligkili olmayabilir ve hastanin ilerideki hayatini etkileyebilecek
potansiyelde olabilir (incidental findings, IF), veya baslangigta patojenik olmayan
olarak smiflandirilan bir varyant, hakkindaki bilgi birikiminin ve bildirilen vakalarin
artmasi ile zaman igerisinde patojenik olarak simiflandirilabilir ve hastaya verilen
danigmanligin takiplerde degistirilmesi gerekebilir (96). Bunlar, tim ekzom
dizilemenin sagladigr inanilmaz miktardaki veri yiikiinlin yorumlanmasini,
hasta/hasta ailesine aktarilmasini oldukca zorlastirmaktadir bu nedenle test dncesinde

verilerin yorumlanmasi ile ilgili bilgilendirme ayrintili olarak yapilmalidir.

Varyantin bir protein fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini belirleyebilmek
icin veri tabanlarinin taranmasi, analizde en Onemli basamaklardan biridir (86).
Gercek patojenik mutasyonlar toplumlarda oldukca nadirdir (86). Bir bireysel
genomda sik goriilen kompleks bir hastalik ile iligkili oldugu gosterilen yaklasik
2000, genetik hastalik ile iligkili 24-30 varyant bulunmaktadir (86). Tum ekzom
dizileme sonuclarmin yorumlanmasinda, varyantin patojenik olup olmadigi,
hastaliktan sorumlu olup olmadigi, genel popiilasyondaki sikliginin ne oldugu ve
benzer hastalik fenotipine sahip hastalarda daha 6nce tanimlanip tanimlanmadigi

sorularinin yanitlanmasi gerekmektedir (86).

Yeni nesil dizileme, saglam bir 1slak laboratuvar altyapisi, biyoinformatik
deneyimi ve verilerin klinik tercimesini yapabilmek icin ciddi bir bilgi birikimi
gerektirmektedir.  Calismada kullanilan IonTorrent® altyapisinin avantaji yari
iletken teknolojisini kullanmasi, optik tarama ve floresan niikleotitlere ihtiyac
duymamasi, hizli sonu¢ vermesi iken en dnemli dezavantaji homopolimerlerde hata
sikligiin fazla olmasidir (92). Yeni nesil dizileme teknolojisinin gelismesi ile
seneler icerisinde maksimum okuma uzunlugu ve yeni gelistirilen platformlarda ¢ikti
miktart artmig, genom bast maliyet azalmis ve dizileme siiresi 6nemli Olciide

kisalmigtir (92). Genomun sadece kodlanan kisimlarinin sekanslanmasini saglayan
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tim ekzom dizileme yontemi yeni nesil dizileme teknolojilerinde oldukga buytk bir
O6neme sahiptir. Ekzomlar, tim genomun %?2’sinden azini1 olusturuyor olsa da
hastalik olusturan varyantlarin yaklasik olarak %85’ini icermektedirler (142). Bu

nedenle, bu teknolojinin klinik 6nemi ¢ok blyuktur.

Varyant filtrelemesi, tiim ekzom sekanslamasinda kuru laboratuvarin en kritik
basamaklarindan birisidir. Bu asamada, kalite skoru diisiik varyantlar, yaygin
SNP’ler, intergenik ve 3°/5’ varyantlari, splice ile iliskisiz intronik varyantlar,
sinonim varyantlar elenir ve filtreleme temel olarak aile dykiisii ve muhtemel kalitim
paternine gore sekillendirilir (88). Ancak, her bir bireyin genomunun, referans
genomdan ortalama on bin potansiyel mutasyon ag¢isindan sapma olasilig1 vardir bu

nedenle nedensel mutasyonu bulmak oldukca zordur (135, 143).

LaDuca ve ark. tim ekzom sekanslamanin Mendelyan hastaliklarda yeni
nesil dizileme panelleri ile karsilastirilabilir tanisal basariya sahip oldugunu ve bu
panellerin tanimladigi mutasyonlarin %98’inden fazlasini kapsadigini belirtmislerdir
(88). Patojenik varyant tanimasi en yiiksek Marfan sendromunda en diisiik ise X’e
bagl zihinsel yetersizlikte bulunmustur (88). Diisiik kapsamaya sahip olan patojenik
varyantlar agirlikli olarak GC zengin bolgelerde, repetitif bolgelerde ve psddogen
etkilesimi olan bolgelerde gosterilse de bazi patojenik varyantlarin niye diisiik ekzom
kapsamasina sahip oldugu agiklanamamistir (88). Bazi hastaliklarda kapsama ve
maliyet nedeniyle yeni nesil dizileme panel testlerinin ilk basamakta tercih
edilebilecegini belirtmislerdir (88). Ancak yeni genlerin tanimlanabilme olasilig1 tiim
ekzom dizilemenin panel testlere istiinliigiidiir ve klinik fenotipin ¢ok net olmadigi

hastaliklarda tiim ekzom dizileme panel testlere gére dncelik kazanabilir (88).

Tum ekzom dizileme ile elde edilen verilerin mevcut veri tabanlarinda
varyant patojenitesi, aminoasit dizilimi ve protein fonksiyonu tzerindeki etkileri
acisindan aragtirilmasi 1slak laboratuvar sonrasinda en onemli ve aslinda en fazla
zaman alan kisimdir. Bizim hastalarimizda buldugumuz mutasyonlarin tiimii daha
once hastalik nedeni olarak bildirilmis genlerde tamimlanmistir. Ancak bdyle
olmadiginda, varyantin sikligi, evrimsel olarak korunmasi veya etkilerinin protein
fonksiyonu acisindan olduk¢a yikict olmasi tek basmna patojen olarak

degerlendirilmesi icin yeterli degildir. Ayrica, her varyantin penetransinin %100
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olmamasi olasiligi, popiilasyonlar arasinda énemli farkliliklar gostermesi veya zaman
icerisinde yeni etkilerinin saptanma olasili§i nedeniyle siirekli olarak fonksiyon
giincellemesi yapilmas1 gerekliligi kuru laboratuar kisminin oldukg¢a zorlayici

olmasina katkida bulunmaktadir.

Tim ekzom sekanslamasinda, 1slak laboratuar sonrasinda elde edilen verilerin
degerlendirilmesi bir bagka deyisle sekans varyantlarinin siniflandirilmasi oldukca
onemli ve zaman alan bir siiregtir. Varyantlarin (1) patojenik, (2) muhtemel
patojenik, (3) 6nemi bilinmeyen, (4) muhtemel benign ve (5) benign olarak
siiflandirilmasi:  Onerilmektedir (94). Ancak “’muhtemel’” taniminin tam bir
niceliksel karsiligt olmadigi gibi varyantin diger siniflara yerlestirilmesinde de
sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. Tiim laboratuvarlarin ortak uluslararasi terminolojiyi
kullanmas1 ve ayrica popullasyon veri tabanlarinin, hastalik veri tabanlarinin, in silico
programlarin, diger laboratuvarlarin veri tabanlarinin; guncellikleri, hasta dahil etme
kriterleri ve deneyimleri g6z Onilinde bulundurularak referans alinmasi
gerckmektedir. Hastanin pedigrisi ve bulunan veriler ile varyantin klinik énemi tespit
edilirken de novo degisiklikler, diisiik penetrans ve degisken ekpresivitenin de goz
oninde bulundurulmasi gerekmektedir. Bu nedenle sadece tiim ekzom dizileme
verileri i¢in degil tim genom dizileme, gen panelleri, epigenetik ve transkriptom
analizleri icin de populasyon verisi, in silico veriler, fonksiyonel veriler, segregasyon
verileri, de novo veriler, allelik veriler ve saygin laboratuarlarin verileri goz oniinde
bulundurularak varyantin olas1 etkisi ile hangi smifta degerlendirilebilecegine dair
uluslararas1  standartlar  gelistirilmeye ¢alisgilmigtir  (94). Ancak standartlar
uygulanirken sistemin bazi hatalara acik oldugu goriilmiis ve var olan kriterlerin
genisletilmesi, kisisel degerlendirme hatalarinin daha aza indirgenmesi, daha keskin
ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilebilmesi igin yar1 niceliksel, hiyerarsik, ve
kanita dayali lokus yorumlamasi seklinde (Sherloc: semiquantitative, hierarchical
evidence-based rules for locus interpretation) yeni diizenlemeler onerilmistir (144).
Sonug¢ olarak, sadece sekans verisinin elde edilmesi yetmemektir. Bu verinin
standartlar dogrultusunda yorumlanmasi ve bildirilmesi gereklidir ve mevcut
sistemlerin hataya agik olabilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle sistemin kendini

yenilemesi ve giincellenmeye agik olmasi gerekmektedir.
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Tiim ekzom sekanslama ile hastalarin aslinda %25-40’1nda hastaligin genetik
temeli aydinlatilabilmektedir (145). Ozellikle maliyetin ciddi bir kisitlayic1 oldugu
durumlarda hasta se¢imi Onem kazanmaktadir. Trio analizlerinde tanisal basari
siklig1 artiyor olsa da sadece etkilenmis bireylerin ¢alisilmasi da kabul edilebilir
oranda tani konulmasimi saglamaktadir. Otozomal resesif hastaliklarda etkilenmis
kardesler ile ebeveynlerden birinin, akraba evliliklerinde ise etkilenmis bir veya daha
fazla bireyin ¢alisilmas1 miimkiindiir (145). Sawyer ve ark. cocukluk ¢agi baslangicli
genis bir hastalik spektrumuna sahip bireylerden olusan FORGE Kanada
Konsorsiyumu’nu WES ile degerlendirmisler ve bilinen genlerde tani sikligini %23-
34, tek birey incelendiginde %23, kardes incelemelerinde %32 ve akraba evliligi olan
aileler veya izole popiilasyonlarda ise %34 olarak saptamiglardir (145). Ayrica, bu
hastalarda WES oOncesinde molekiiller tanimnin konulamama nedenlerini
arastirmiglardir (145). Bu nedenlerin basinda hastaligin genetik heterojeniteye sahip
olmasi gelirken, bunu atipik klinik fenotip, diger yontemlerde muhtemel laboratuvar
hatasina bagli olarak mutasyonun gozden kagirilmasi ve hastaligin ¢ok nadir olmasi

gibi nedenler izlemistir (145).

Konjenital katarakt gibi genotipik ve fenotipik olarak heterojenitesi yiksek
olan hastaliklarda molekiiler etiyolojinin aydinlatilmasinda yeterli olmayabilir ve
bulunan varyantlar Sanger ile valide edilemeyebilir. Boyle durumlarda intronik bolge
mutasyonlar1 ve epigenetik degisikliklerin de gbz oniinde bulundurulmasi gerekebilir
(146). WES’in yetersiz kaldiginin diistiniildiigii durumlarda tim genom dizilemesi

secenegi degerlendirilebilir.

WES ile tan1 konulamayan hastalarda baska etkilenen bireylerin veya
etkilenmemis ebeveynlerin incelenmesi genis popiilasyon varyant kontrol veri
tabanlariin degerlendirilmesi veya tim genom veya RNA dizilemesi gibi ek

genomik teknolojilerden faydalanilmasi tan1 konulma sikligini arttirabilir (145).

WES sadece tan1 konulmasinda degil ayn1 zamanda baz1 hastaliklarda kisiye
0zel tedavilerin belirlenmesinde de kritik role sahiptir (145). Epilepsi ve zihinsel
yetersizlik tanmis1 ile takip edilen iki kardeste WES ile otozomal resesif folat

transportu eksikliginin tanimlanmasi sonucunda folinik asit tedavisi ile olumlu
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sonuclarin alinmast WES verisi ile tedavi planlarinin degistirilmesine verilebilecek

orneklerden birisidir (145, 147).

Musleh ve ark. yeni nesil dizileme teknolojilerinin konjenital katarakt klinik
pratigine entegre edilip edilemeyecegini degerlendirdikleri ¢caligmalarinda, pediatrik
oftalmoloji ekibi tarafindan hasta ilk goriildiigii anda genetik ekibine haber
verilmesinin, onam alinarak kan Orneginin alinmasmin ve konjenital katarakt
orneklerine oncelik verilmesinin tan1 zamanini kisaltabilecegi belirtmislerdir (148).
Ayrica, bir 6rnegin acil sartlarda ii¢ hafta igerisinde calisilabilmesinin miimkiin
oldugunu, iletisim aksakliklarinin gecikmeye neden olabilecegini de vurgulamislardir
(148). Hastanin kaninin nerede ve kimler tarafindan alinacagi konusundaki
belirsizligin tamida gecikmeye neden olabilecegi bu nedenle oftalmologlarin
genetikgilere yonlendirmek yerine testi kendilerinin sunabilecegi Onerisinde de
bulunmuglardir (148). Aylik toplantilar ile tiim ekibin bir araya gelmesinin
isbirliginin hizlanmasin1 ve aksakliklarin zamaninda tespit edilerek ¢oziimlenmesini
saglayabilecegini belirtmislerdir (148). Bu sekilde kan 6rnegi alma siiresinin 137
ginden 23 gline, yeni nesil dizileme sonuglarini verme zamaninin ise 340 giinden
120 giine diisiiriilebildigini ve alt1 ay igerisinde sonug¢ verilebilen hasta miktarinin

%26’dan %71’e ¢iktigini gostermislerdir (148).

Konjenital katarakt da dahil olmak Gzere tim genetik hastaliklarda molekiiler
taninin  konulmasinda en Onemli basamak klinisyen ve genetik¢i arasindaki
isbirligidir. Klinisyenin ayrintili fenotip tanimlamasi sonraki basamaklara zemin
teskil edecegi icin son derece 6nemlidir. Kuru laboratuvar agsamasinda klinisyen ve
genetikginin - stk stk fikir aligverisinde  bulunmasi  olast  genotip-fenotip
korelasyonlarinin tartisilmasi, varyantlarin Onceliklendirilmesi, gerekirse derin
fenotipleme yapilmasi ve en uygun algoritmanin izlenmesi a¢isindan kritik bir rol

oynamaktadir.

Sonug olarak, calismamizda herhangi bir metabolik ve genetik sendrom ile
iliskilendirilememis bilateral konjenital katarakti olan tim bireylerde kristalin
genlerinde mutasyon saptanmis ve tiim ekzom verisi elde edilmistir. Mutasyonlar
WES ile probandlarda CRYBAL, CRYBB3, CRYGC ve CRYGD genlerinde saptanmis

ve Sanger ile dogrulanmis, ayrica ailelerde diger se¢ilmis etkilenmis bireylerde de
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gosterilmistir. Saptanan mutasyonlarin, bilinen genlerde olmasina ragmen bildirilmis
mutasyonlardan farkli olmasi, literatlirde bildirilmis genlerdeki farkli mutasyonlarin
farkli katarakt morfolojilerine neden olmas1 popiilasyonlara 6zgii genetigin 6nemini
de ortaya c¢ikarmaktadir. Calismamiz {ilkemizde konjenital katarakt genetik
altyapisina ait bir tim ekzom sekanslama verisi icermektedir. Bu veri, ileride
yapilacak daha genis kapsamli caligmalar i¢in zemin olusturma ve yonlendirme

potansiyeline sahip olacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1-Herhangi bir metabolik veya genetik hastalik veya sendrom ile
iliskilendirilememis konjenital katarakti olan dort hastada tiim ekzom sekanslama
yapilmigtir. Hasta ailelerinin tiimiinde birden fazla etkilenmis birey ancak yalnizca

birinde akraba evliligi vardir.

2- Hastalarin tiimiinde daha 6nce konjenital kataraktla iligkisi bildirilmis olan
kristalin genlerinde mutasyon bulundugu saptanmistir: CRYBA1 geninde
€.215+1G>A, CRYGC geninde ¢.432C>G, CRYGD geninde c.70C>A ve CRYBB3

geninde ¢.466G>A mutasyonu bulunmus ve Sanger dizileme ile dogrulanmistir.

3-Hasta ailelerinde segregasyon calismasi yapilmis ve bulunan mutasyonlarin
nedenselligi dogrulanmustir. Ailelerde, anne-baba disinda, segilmis etkilenmis

bireylerde de mutasyonlarin varligi gosterilmistir.

4-CRYBA1 genindeki mutasyonlarin eksik penetrans gosterebilecegi 1 no’lu
bireyin ailesinde gosterilmistir. Ayrica CRYBA1l mutasyonu saptanan hastada
persistan hiperplastik primer vitreus tablosunun bulunmamasi ve katarakt tipinin
literatiirdeki hastalarla ayni1 olmamasi degisken ekspresyon olabilecegini ve genotip-

fenotip korelasyonunun tam olarak kurulamayacagini diisiindiirmiistiir.

5-Hastalarimizdaki katarakt tiplerinin, literatiirde sorumlu genlerdeki
mutasyonlarla bildirilmig katarakt tipi ile her zaman aynm1 olmamasi degisken
ekspresyon olabildiginin ve genotip-fenotip  korelasyonunun tam olarak

kurulamayacagini diistindiirmiistiir.

6-Calismamizda incelenen az sayida izole konjenital katarakt hastasinda, bu
fenotipe yol acabilecek ve daha o6nceden bilinmeyen yeni bir genetik mutasyon
bulunmamaistir. Ancak toplumlarin kendilerine 6zgii popiilasyon genetigi dinamikleri
nedeniyle boyle genler ve mutasyonlar barindirabilecekleri géz 6niinde tutuldugunda,
ginimizde yeni genlerin kesfini olanakli kilan en pratik yontem tim ekzom

dizileme analizidir.



66

7-Calismamizda hasta sayisi ¢ok az ve ailelerden yalnizca birinde akraba
evliligi olmakla birlikte, tiim ailelerdeki genetik etiyolojinin yeni bir metabolik
hastalik veya genetik sendrom ile iliskili olmayan, Kristalinleri kodlayan genlerde
heterozigot mutasyonlar seklinde olmasi, bu genlerin sendromik olmayan konjenital

kataraktlarin 6nemli bir kismindan sorumlu oldugunu diisiindtirmektedir.

8-Ulkemizde ilk kez izole konjenital katarakt hastalarinda tiim ekzom
dizilemesi verisi elde edilmistir. Bu calismadan elde edilen veriler iilkemizde

konjenital katarakt ile iligkili diger ¢alismalar i¢in bir referans olabilecektir.

9-Calismamizda hasta sayisinin az olmasina karsin, tiim hastalarda kristalin
genlerinde mutasyon saptanmasi dolayisiyla, iilkemizde konjenital katarakt
etiyolojisine yonelik yapilacak genetik ¢alismalarda oncelikle bu genlere bakilmasi

gerektigi diistiniilmiistiir.

10-Ailelere  verilen genetik damigsmanlik, bulgular  dogrultusunda

ayrintilandirilmis ve bireysellestirilmistir.
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