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GENOVA TERAPIE

Prenos pIné funk¢ni kopie genu s cilem nahradit snizenou €i nulovou funkci proteinu
kédovaného mutovanym genem a/nebo na regeneraci Ci stabilizaci narusené struktury
sitnice

Oko idealni cilovy organ pro genové terapie — snadna dostupnost, maly rozmér,
imunologické privilegium a moznost kontralateralni kontroly

LéCebny postup pfenosu genetického materialu do genomu jako nahradu nebo ovlivnéni
exprese proteinu uc€astniciho se patogeneze onemocnéni

Stale jen IéCba experimentalni




Genova terapie

Nutna znalost pfiCiny geneticky podminéné choroby na molekularni urovni = urcit gen
odpovédny za nemoc

Uréeni konkrétni mutace zpusobujici patologicky proces

Poznatky o genetickych pficinach v databazi OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man) ,http“//www.omim.org“ nyni obsahuje vice nez 5000 zaznamu

Hodnoceni ucinkl aplikace genové terapie podle vymizeni nebo zmirnéni nemoci

Nesmi mit negativni vliv na Zivotné dulezité funkce organismu




Genova terapie

In vivo cilové bunky po celou dobu IéCby soucCasti organismu

In vitro cilové bb. z organismu odebrany a po provedeni IéCby vraceny zpét

Prvni krok — zjisténi priciny nemoci na molekularné genetické urovni

Geneticka informace pfenesena do cilovych bb. pomoci nosi¢l — vektoru
Transdukovana bunka = bunka s vnesenym genem podminujicim funkéni expresi
(vyjadreni genetické informace)

Ildealni vektor=prunik do velkého poctu cilovych bb.




Genova terapie

Vektory —virové, nevirove

virové (adenovirove, retrovirove)- odstranéna patogenita viru, nahrazena expresni
kazetou obsahujici prepsanou informaci, ktera ma nahradit patologickou informaci
Nevyhody virovych vektoru

nahodné vlozeni genetické informace — naruSeni sekvence jiného genu — spusténi
maligni transformace bunky

Nestabilni exprese genu — opakovana aplikace jiz neni ucinna v lécbé

Problematické stanoveni [éCebné davky a poctu aplikaci
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Genova terapie

Zpusoby aplikace vektorU
Onemocnéni sitnice — intravitrealni nebo subretinalni injekce

Intravitrealni-méné invazivni, méné ucinna, nepronika do hloubky sitnice, ucinkuje jen ve
vnitrni vrstvé sitnice

Subretinalni-prunik do fotoreceptoru a RPE, ucinnost 5-10x vySSi nez u intravitrealni inj.,

riziko odchlipeni sitnice
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: Zpusoby aplikace vektoru

Zpusob podani Cilové bunky vyhody nevyhody

intravenozni Vnitfni vrstvy sitnice Z&dné oéni nezadouci
ucinky
periokularni Fotoreceptory, RPE Neinvazivni pro sitnici

Zridka oCni nezadouci
ucinky

intravitrealni Vnitfni vrstvy sitnice

subretinalni Fotoreceptory, RPE NejvysSi uCinek

transfekce

Nedochazi k elevaci
neuroretiny

suprachoroidalni Fotoreceptory, RPE

Fagocytdza Castic,
transfekce jinych tkani

Nizka transfekce
sitnice a RPE

Riziko endoftalmitidy a
odchlipeni sitnice

Invazivni, amoce
sitnice vede k bunécné
smrti

VysSi rychlost
eliminace
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Genova terapie-stadium klinickych zkousek

Faze | — stanoveni maximalni tolerované davky a bezpecCnosti na nerandomizované
skupiné dobrovolniku

Faze Il — zjisténi ucinné davky Iéku (nerandomizovana studie)

Faze lll — porovnani ucinnosti nového Iéku se standardni terapii (jedna skupina IéCena
bézné, druha skupina novym Iékem, dvojité zaslepena studie), podle vysledku pak
registrace léku

Faze IV — sledovani nezadoucich ucinku Iéku po registraci v dlouhodobém uzivani




-

Leberova kongenitalni amauroza 2 (LCA)

Geneticky heterogenni skupina nemoci dana mutaci nejméné 22 gend, vyskyt v
populaci méné nez 1 na 1000000 narozenych deti

LCA — autosomalné recesivni, mutace v genu RPEG5, gen exprimovan v RPE, podili se
na recyklaci opsinu a rodopsinu (konvertuje all-frans-retinoidy na 11-cis retinal)

Absence nebo nedostate¢na funkce RPE65—hromadéni trans-retinyl estertt —
degenerace fotoreceptort

LCAZ2 navrzena pro genovou terapii ( Casna manifestace a dlouho zachovana struktura
sitnice

~—




Theodore Leber, 1869
5% of all retinal
dystrophies

10-18% of childhood

blindness
Sensory nystagmus

Very poor vision — 20/200
or worse

Oculodigital sign of
Franceschetti (shown here)

Associated ocular findings:
keratoconus, cataracts,
high hyperopia
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Leberova kongenitalni amauroza 2 (LCA)

2007 prvni klinické zkousky, do 5/2015 zafazeno 39 pac. S LCA2
Akutalné faze lll se subretinalni aplikaci upraveného adeno-asociovaného viru (AAV2)

ZlepSeni ZO v rozdilné mife, zlepSeni citlivosti sitnice po 1-2 mésicich, po 12 mésicich
opét pokles, zlepseni ZP

Degenerativni procesy fotoreceptort se po genoveé terapii nezastavily a progredovaly

V.s. ucCinek léCby zavisly na mnozstvi podaného vektoru— nizké davky

—




Retinitis pigmentosa 38 (RP)

Nesyndromova RP - heterogenni skupina progresivnich nemoci sitnice, mutace v
nejméne 50 genech

RP38 — vzacna autosomal. recesivni forma RP, mutace v genu MERTK (Mer proto-
oncogene, tyrosine kinase) - enzym potrebny k fagocytdze odlou€enych zevnich
segmentu fotoreceptoru RPE

Ztrata enzymu MERTK—porucha fagocytézy—akumulace metabolitl
rhodopsinu—apoptdza a degenerace sitnice

Pfiznaky — Seroslepost v 1.dekadé véku, postizeni Cipku, atrofie makuly




Vision with Retinitis Pigmentosa
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Normal Retina

Retina affected by
retinitis pigmentosa




: Retinitis pigmentosa 38 (RP)

 Preklinicka studie — krysi model — pomoci lentivirovych vektort vneseny funkéni kopie
genu MERTK—c¢aste¢né obnovéni funkci sitnice

+ Klinicka studie faze | (2011) — 3 pac. subretinalné aplikovan AAV2 vektor obnovujici
funkci MERTK bez neZzadoucich ucinku




-

Stargardtova makularni degenerace

Vyskyt 1 na 10000, ztenCovani sitnice v makule, vznik jizvy s depozity lipofuscinu

Mutace ve 3 genech, nejCastéjSi autosom. recesivni typ (STGD1) mutace v genu
ABCA4 (kbédovani proteinu transportu ¢asti fotoreceptort do RPE)

Vliv mutace na zpracovani vit. A—akumulace toxického bisretinoidu A2E —apoptdza bb
RPE a fotoreceptor(

2011 Klin.studie faze l/ll s Iekem StarGen, vysledky dosud nepublikovany

2012 mysSi model — prenos funkéni kopie ABCA4 —perzistentni exprese genu, zlepSeni
adaptace na tmu a | ukladani lipofuscinu, zatim neregistrovano pro klin.studii
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- Chorioideremie

« Dédi¢nost vazana na X chromozom, mutace genu CHM — regulace transportu vezikul pfi
endo- a exocytbéze—porucha transportu opsinu do zev. segmentu fotoreceptoru, porucha
migrace melanosomu v RPE a | fagocytdzy zev. segmentu fotoreceptoru bb. RPE
—degenerace choriokapilaris, RPE a fotoreceptoru

« 2011 klin. studie — 6 pac. aplikovana funkcni kopie CHM pomoci AAV vektoru—zvyseni
citlivosti sitnice (mikroperimetrie), zlepseni ZO
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Leberova hereditarni neuropatie optiku (LHON)

» NejCastejSi mitochondrialni onemocnéni s oboustrannou akutni nebo subakutni ztratou
zraku degeneraci gangliovych bunék a atrofii ZN

* V 90% pfipadu jedna ze tfi mutaci genu MT-ND1, MT-ND4 a MT-ND6, chybné
usporadani respiracniho retézce v mitochondriich—ovlivnéni tvorby ATP a vznik
nezadoucich reaktivnich O, radikall

 Klin. studie faze lll s intravitrealni aplikaci AAV vektoru s genem MT-ND4 u 9 pac.
zlepseni ZO a citlivosti sitnice v ZP, RNFL se nezvysila




LEBER'S HEREDITARY OPTIC NEUROPATHY
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X-vazana retinoschiza (XLRS)

 Monogenné podminéna, manifestace v 1. dekadé, prevalence 1 na 5-25000

* Mutace genu RS1 (retinoschisin 1) rozstép vnitfnich vrstev sitnice v makule, produkt
genu exprimovan ve fotoreceptorech a bipolarnich bb. s podilem na adhezi téchto bb.

« 2015 2 studie faze | a |l s intravitrealni aplikaci AAV sérotypu 2 a 8
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Achromatopsie

Porucha funkce €ipku, prevalence 1 na 30000

Popsana mutace 5 genu, 50% pfipadd mutace v genu CNGBS3 (cyclic nucleotide gated
channel beta 3)

Naruseni tvorby CNG kanalu—vstup kationt do bunék—apoptdza bb., ty€inky
neporuseny

2015 klin. studie faze | a Il se subretinalni aplikaci AAV vektoru




Simulation of cercbral nlateral achromatopsia

Mormal colour vision

Normal Retina

Achromatopsia
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- Zaver

« Genové terapie = nadéjny pristup v IéCbé zvlasté u chorob sitnice, kde chybi léky Ci
|éCebné metody

« V CR neprobiha zadna klinicka studie genové terapie

« Davody: chybi legislativa pro klinické studie genové terapie, nedostatek odborniku a
nizka informovanost odborné i laické verejnosti
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o Vyuziti kmenovych bunek v lecbe oCnich onemocneni —

« Kmenové bunky dospélého organismu —mezenchymalni kmenové bb. (MSC)

* Transplantace bez genetické modifikace, schopnost migrace a diferenciace, nejCastéji s
kostni dfené nebo tukové tkané

« MSC v |éCbé onemocnéni sitnice — po subretinalni aplikaci MSC—diferenciace na bb. se
znaky RPE a fotoreceptoru — retinitis pigmentosa, Stargardtova makularni degenerace

« ischemicka onemocnéni sitnice — DR — i.v. aplikace MSC—diferenciace na astrocyty a
bb. exprimujici rodopsin, obnova funkénosti hematoretinalni bariéry

* VPMD - subretinalni aplikace MSC—nahrada RPE a obnova integrity vrstev sitnice




Otazky studentu

Kratkozrakost —téhotenstvi, sport, zmeény ve stafri, korekce, IéCba
Neni indikaci pro s.c., Ize rodit spontanné

Nevhodné sporty — kontaktni sporty, skoky do vody, bungee jumping, sporty spojeneé s
rizikem kontuze bulbu

Korekce — bryle, kontaktni CoCky, refrakéni zakroky

Patologie oka — vitium maculae lutae myopicum, riziko trhlin sitnice a odchlipeni sitnice,
skleralni stafylom, glaukom

Dédiénost




‘/ Otazky studentu

* Onkologie v oftalmologii
« Retinoblastom, uvealni melanomy, metastatické nitrooCni nadory

» LécCba: enukleace bulbu, brachyterapie, protonova terapie, choroidektomie,
iridocyklektomie




‘/ Otazky studentu

3D tisk v oftalmologii — zcela na zaCatku, snad individualni modely glaukomovych
drenaznich implantatt, umélé nitroocni ¢ocky

» Osteo-odontokeratoprotéza -




. Zmena barvy duhovky

« Stroma Medical - ma procedure-laserovy zakrok k odstranéni pigmentu v duhovce

» BrightOcular and Newcolorlris —implantace barevného disku pfed duhovku rohovkovou
ranou

« Komplikace: | vidéni a slepota, 1 NT — glaukom, katarakta, ztrata transparence
rohovky, uveitidy




