GENOVA TERAPIE DEDICNYCH
ONEMOCNEN/ SITNICE A ZRAKOVEHO
NERVU: SOUCASNY STAV POZNAN)|

SOUHRN

Cil: Prace poskytuje souhrn vysledk( probihajicich klinickych studii, které testuji genové tera-
pie monogenné dédicnych onemocnéni sitnice a zrakového nervu.

Metody: Literarni reSerSe zaméfena na principy, doporucené postupy, aplikaci a vysledky ge-
novych terapii u primarné sitnicovych onemocnéni a onemocnéni zrakového nervu.
Vysledky: V soucasné dobé probihaji v zahrani¢nich centrech klinické zkousky testujici geno-
vé terapie pro Leberovu kongenitalni amaurdzu typu 2 (LCA2), retinitis pigmentosa typu 38,
Usherlv syndrom typu 1B, Stargardtovu chorobu, chorioideremii, achromatopsii, Leberovu
hereditarni neuropatii optiku (LHON) a X-vazanou retinoschizu. AZ na terapie vnasejici gen
RPE65 (LCA2) a MT-ND4 (LHON), které jiz pokrocily do faze llI, jsou vSechna klinickd hodnoce-
ni ve fazich | a ll, v nichZ se testuje bezpecnost a zjistuje se U¢inna déavka léku.

Zavér: V soucasné dobé se vyvoj genové terapie zameéruje na celou fadu novych onemocnéni.
Sitnice je pro svoji dostupnost z hlediska aplikace a kontroly G¢inkd neobyéejné vhodnou tkani
pro tento druh lécby. S rozvojem novych terapeutickych postupd stoupd vyznam znalosti
molekularné genetické pri¢iny onemocnéni, kterd je i podminkou zarazeni do klinickych
studii testujicich cilené, predevsim genové terapie.

Klicova slova: genova terapie, monogenni onemocnéni sitnice, atrofie optického nervu, mi-
tochondrialni onemocnéni

SUMMARY

GENE THERAPY FOR INHERITED RETINAL AND OPTIC NERVE
DISORDERS: CURRENT KNOWLEDGE

The aim of this review is to provide a comprehensive summary of current gene therapy clini-
cal trials for monogenic and optic nerve disorders.

The number of genes for which gene-based therapies are being developed is growing. At the
time of writing this review gene-based clinical trials have been registered for Leber congenital
amaurosis 2 (LCA2), retinitis pigmentosa 38, Usher syndrome 1B, Stargardt disease, choroider-
emia, achromatopsia, Leber hereditary optic neuropathy (LHON) and X-linked retinoschisis.
Apart from RPE65 gene therapy for LCA2 and MT-ND4 for LHON which has reached phase Ill, all
other trials are in investigation phase | and Il i.e. testing the efficacy and safety.

Because of the relatively easy accessibility of the retina and its ease of visualization which
allows monitoring of efficacy, gene-based therapies for inherited retinal disorders represent
a very promising treatment option. With the development of novel therapeutic approaches,
the importance of establishing not only clinical but also molecular genetic diagnosis is obvious.
Key words: gene therapy, monogenic retinal diseases, optic nerve atrophy, mitochondrial
disease
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Dédicna onemocnéni sitnice jsou jednou z nejcastéjsich pfri-
Cin zavazné ztraty zraku v détském véku a ¢asné dospélosti (49).
Terapeutické moznosti jsou v bézné klinické praxi omezeny na
|é¢bu nékterych doprovodnych priznakl, ovsem bez moznosti
ovlivnéni degenerativnich procest v samotnych fotorecepto-
rech. Genové terapie predstavuji v Iécbé této skupiny chorob
zcela novy pfistup. Jsou zaméreny na prenos plné funkéni ko-
pie genu s cilem nahradit snizenou ¢i nulovou funkci proteinu,
ktery je kddovan mutovanym genem, a/nebo na regeneraci Ci
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stabilizaci narusené retindlni struktury (40). Oko je vzhledem ke
snadné dostupnosti, malym rozmér{im, imunologickému privi-
legiu, kompartmentalizaci a moznosti kontralateralni kontroly
idedlni cilovym orgdnem pro genové terapie (37).

CiL
Cilem nasi prace bylo podat souhrnny pfehled o probihaji-

cich klinickych zkouskach testujicich genové terapie heredi-
tarnich onemocnéni sitnice a zrakového nervu.
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METODY

Literarni reSerSe zamérend na principy, doporucené postupy;,
aplikaci a vysledky genovych terapii pro monogenni hereditarni
onemocnéni sitnice a zrakového nervu ve stadiu klinickych zkou-
Sek. Zdrojem informaci o probihajicich klinickych studiich byl
mezindrodni registr klinickych studii ,https://clinicaltrials.gov*.

VYSLEDKY

Zakladni predpoklady pro aplikaci genové terapie

Genova terapie je |éCebny postup, pfi némz je do geno-
mu bunék vnesen geneticky material, ktery nahrazuje nebo
ovliviiuje expresi proteinu Ucastniciho se patogeneze kon-
krétniho onemocnéni. Ackoliv tato |é¢ba byla jiZz v minulosti
Uspésné pouZita napf. u zavaznych imunodeficitd (42), stéle
se jednd pouze o terapii experimentalni, jez s sebou mize
nést fadu nezadoucich ucinkd.

K vyvoji a aplikaci genové terapie je tfeba znat pficinu
geneticky podminéné choroby na molekuldrni urovni, tedy
urcit gen odpovédny za vznik onemocnéni. Shromazdéné
poznatky o genetickych pfi¢inach monogennich onemoc-
néni jsou vkladany do databaze OMIM (Online Mendelian

Inheritance in Man), kterd je pfistupna na adrese ,http://
www.omim.org“ a v soucasnosti obsahuje pres 5 000 zdzna-
mu. DalSim krokem je urceni konkrétni mutace zpUsobujici
patologicky proces u daného pacienta. V ramci vyvoje se
hodnoti, zda po aplikaci genové terapie dojde k vymizeni
nebo zmirnéni projevl onemocnéni. Zaroven lécba nesmi
mit negativni dopady na Zivotné dulezité funkce organismu.

Strategie genové terapie se stanovuje s ohledem na vyse
uvedené pozadavky. Pokud je pfi¢inou onemocnéni nedo-
statek produktu mutovaného genu, staci zaclenit normalni
(tzv. wild type) sekvenci genu do genomu pfislusnych bunék
(obr. 1A) nebo vnesenim terapeutického genu zmirnit pro-
jevy onemocnéni (obr. 1B). Pokud vsak patologicky pUsobi
pozménény produkt mutovaného genu charakteru aberant-
niho proteinu, je nutné mutovany gen bud zablokovat (obr.
1C), nebo ho opravit (obr. 1D) (56).

Genovou terapii Ize provadét in vivo, kdy jsou cilové buriky
po celou dobu lécby soucasti organismu, nebo in vitro, kdy
jsou cilové bunky z téla organismu odebrany a po provedeni
|éCby vraceny na pavodni misto (25).

Zarazovani pacient( do klinickych studii je vidy podminé-
no radou kritérii. Vzhledem k samotné podstaté geneticky
podminénych onemocnéni byva standardnim postupem
a zaroven i prvnim krokem zjisténi pric¢iny onemocnéni na
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Obr. 1 Strategie vyuZivané pfi genové terapii (56)
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Tab. 1 Virové vektory pouZivané pro genové terapie a jejich vlastnosti (53)

I T g ey py————
Geneticky material RNA RNA dsDNA ssDNA
Velikost genomu 7-11 kb 8 kb 36 kb 4,7 kb
Klonovaci kapacita 8 kb 8 kb 7-35 kb <5kb
Stabilni Stabilni Epizomalni* Stabilni/epizomalni
Cilové buiiky Jen délici se Pl snl et en | Dooaee | Dl il s, iedieeln)
i nedélici se pro hematopoetické
. . Ano/Ne Ano/Ne
Exprese virovych proteint Ne (dle typu Ne
(dle typu vektoru)
vektoru)
. o, Pomal3, Rychl3, Primérna, konstitutivni,
HeIriEle) | GRS konstitutivni prechodna prechodna
Metoda transformace Ex vivo Ex vivo Ex/in vivo Ex/in vivo
P istujici ilatk . , . .
ree.)ustu]lanprotl atky Nepravdépodobné Pravdépodobné Ano Ano
proti vektorim
Nizka Nizka Vysoka Pramérma
Potencidlni imunogenicita Nizka el Nizka 4dna

virového nosice

Potencialni rizika Inzeréni mutageneze

* epizomdini - reverzibilni integrace do genomové DNA hostitele

molekuldrné genetické drovni. Rozdilné genetické pozadi
spolu s moznou pritomnosti preexistujicich protilatek proti
virovym vektordm jsou pfic¢inou variability vystupnich kli-
nickych parametrd po aplikaci genové terapie u jednotli-
vych pacientl. Vysoka hladina specifickych neutralizujicich
protilatek je jednim z kritérii vylucujicich zarazeni do studii
(30). Mezi soucasné nevyhody genové terapie sitnicovych
onemocnéni patfi vysoka finan¢ni a technologicka naroc-
nost, stejné tak i nutnost aplikovat Iécbu v tzv. terapeutic-
kém okénku, kdy jesté nedoslo k nevratnému poskozeni
tkané (5).

Vektory pouzivané pro genovou terapii

Geneticka informace se prenasi do cilovych bunék pomo-
ci nosicll zvanych vektory. Burika, do které byl gen vnesen
a zaroven v ni probiha i jeho funkéni exprese (vyjadreni ge-
netické informace), se oznacuje jako burka transdukovana.
Idedlni vektor by mél pronikat do velkého poctu cilovych
bunék a exprese vneseného genu v transdukované burice
by méla probihat po dostatecné dlouhou dobu, aby bylo do-
sazeno pozadovaného terapeutického uGcinku. Vektor navic
nesmi byt pro cilové bunky toxicky ¢i vyvolavat u pfijemce
nezadouci ucinky, jakymi jsou virové infekce ¢i autoimunitni
reakce (36). Vektory délime na virové a nevirové. Pro radu
nevyhod fyzikdlnich a chemickych vektorl( se v soucasné
dobé v klinickych zkouskach, které testuji terapie pro one-
mocnéni sitnice u lidi, vyuziva vektora virovych (tab. 1), ze-
jména adenovirovych a retrovirovych (36).
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Inzeréni mutageneze

Potencialné
zanétliva
reakce

Kratkodobé zadné, dlouhodobé
neni znamo

Z virovych castic jsou odstranény geny, které souvisi s pa-
togenitou a mnozenim virovych ¢astic. Tyto jsou pak nahra-
zeny expresni kazetou (obr. 2). Pfipravena je z DNA prepsané
do mRNA procesem transkripce, ve které jsou jiz vystfizeny
nekddujici sekvence (introny) a ta je zpétné prepsana do
cDNA, ktera obsahuje jen kédujici sekvence genu (exony).
cDNA je ohranicena na 5’-konci promotorem, ktery spousti
expresi genu, a na 3’-konci terminatorem transkripce a po-
lyadenylacnim signalem, které expresi ukoncuji (26).

Riziko poutziti virovych vektorl spociva v tom, Ze genetic-
ka informace je do genomu pfijemce vkladana viceméné
nahodné. Tim mulze dojit k naruseni sekvence jiného genu
s funkénimi nasledky, napr. zména v protoonkogenu nebo
v tumor-supresorovém genu muze spustit maligni transfor-
maci buriky. Dalsim problémem je nestabilni exprese genu
zplsobena potencidlni imunogenicitou virovych vektor(
zpUsobujici zanétlivé reakce (40). Dalsi aplikace virového
vektoru jiz nemusi byt dostatecné ucinnag, jelikoZ proti vek-
toru jsou vytvoreny protilatky (7). Opakovana aplikace te-
rapeutika do subretinalni oblasti také nese riziko poskozeni
nebo odchlipeni sitnice (obr. 3, tab. 2) (8). Problematické je
rovnéz stanoveni terapeutické davky a mnozstvi aplikova-
nych virovych Castic. V pocatcich genové terapie zpUsobily
vysoké davky virovych vektord pri |écbé deficitu ornitin
transkarbamylazy masivni zanétlivou odpovéd a umrti pa-
cienta (48). Poté doslo ke zpfisnéni podminek pro aplikaci
genovych terapii a tato zdvaznda nezadouci udalost se jiz ne-
opakovala.
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Obr. 2 Schéma pfripravy cDNA (A), struktura pavodniho (B) a upraveného (C) virového vektoru

Zpusoby aplikace vektort

Pri [é¢bé onemocnéni sitnice se k aplikaci vektor( nejcas-
téji vyuZivaji intravitredlni a subretindini injekce (obr. 3, tab.
2). Aplikace do sklivce je sice pro sitnici méné invazivni, ale
transdukce probiha zejména ve vnitinich vrstvach sitnice,
tedy v burikdch Millerovych a gangliovych. Bariéru priniku
vektorl a IécCiv do vétsi hloubky sitnice tvofi vnitini limitu-
jici membrdana a dalsi sitnicové vrstvy. Pro aplikaci virovych

Intravitrealni
injekce

Subretinalni
injekce

BT
USH1B — MYO7A .
CHM

Lol ‘I:(Rspl)

vektorl do vrstvy fotoreceptorll a vrstvy bunék retindlniho
pigmentového epitelu (RPE) je vhodnéjsi subretinalni apli-
kace, kdy je vektor injikovan do puchyrku mezi uvedenymi
vrstvami, a je tak s nimi v tésném kontaktu. Béhem 14 ho-
din buriky RPE subretinalni tekutinu obsahujici virovy vektor
kompletné absorbuji. U¢innost je 5-10x vy3si nez pii podani
do sklivce. Nevyhodou je vSak vétsi riziko moznych kompli-
kaci spojenych s chirurgickym vykonem (tab. 2) (35).

l ABcA4:|- STGD1
CNGB3 | ACH
RS1 XLRS

RPE65 LCA2
LEE MERTK} RP38

TR TR

Obr. 3 ZpUsoby aplikace virovych vektort a lokalizace proteint kddovanych geny, jejichz mutace zpUsobuji retinalni
onemocnéni a pro které probihaji klinické zkousky s genovou terapii (pfevzato z http://www.retinalphysician.com a 53).
ABCA4 - ATP-binding cassette, subfamily A, member 4; ACH — achromatopsie; BT — bazalni télisko; C — cilium; CNGB3
- Cyclic Nucleotide Gated Channel Beta 3; CHM — chorioideremie; CHM (REP1) - Rab Escort Protein 1; LCA2 — Le-
berova kongenitalni amaurdza typ 2; MERTK - Mer receptor tyrosine kinase; MYO7A — myosin VIIA; RPE — retinalni
pigmentovy epitel; RPE65 - retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein; RP38 — retinitis pigmentosa 38; RS1
— retinoschin; STGD1 — Stargardtova choroba typ 1; USH1B — Usherdv syndrom typ 1B; XLRS — X-vazana retinoschiza;

ZS — zevni segment
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Tab. 2 Rlizné zpUsoby aplikace vektor(i u onemocnéni sitnice (57)

Zpusob podani Cilové bunky Vyhody Nevyhody

Intravenézni Vnitrni vrstvy sitnice

Periokularni Fotoreceptory, RPE

Intravitrealni Vnitrni vrstvy sitnice

Subretinalni Fotoreceptory, RPE

Suprachorioidealni Fotoreceptory, RPE

RPE — retindIni pigmentovy epitel

Genové terapie onemocnéni sitnice ve stadiu
klinickych zkousek

Klinické testovani ma nékolik fazi. Ve fazi | se na jedné ne-
randomizované skupiné dobrovolnik( stanovuje maximalné
tolerovana davka a sleduje se bezpecnost. Ve fazi Il se jiz na
pacientech zjistuje G¢inna davka léku, opét vétsinou v ramci
nerandomizované studie. Ve fazi lll je jedna skupina |é¢ena
béznymi postupy, druhé skupiné je poddvana lécba nova.
Porovnava se tedy ucinnost nového Iéku se standardni te-
rapii. Zafazeni i hodnoceni byvaji dvojité zaslepené. Na za-
kladé vysledk faze Il pak muizZe byt |ék zaregistrovan. V po-
sledni fazi IV se sleduji nezadouci ucinky léciva po registraci
a pfi dlouhodobém uzivani (https://clinicaltrials.gov/ct2/
about-studies/learn) (24).

Leberova kongenitalni amaurdza 2

Leberova kongenitalni amaurdza (LCA) je geneticky hete-
rogenni skupina onemocnéni podminénych mutacemiv nej-
méné 22 genech (23). LCA2 (OMIM #204100) je autozomal-
né recesivni choroba vznikajici na podkladé mutaci v genu
RPE65 (retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein)
(18). Tento gen je témér vylucné exprimovan v RPE, kde se
podili na recyklaci opsinu a rodopsinu tim, Ze konvertuje all-
-trans-retinoidy na 11-cis retinal. Nedostatec¢nd funkce nebo
absence RPE65 vede k hromadéni trans-retinyl esterll s na-
slednou degeneraci fotoreceptord (10).

Prestoze vyskyt onemocnéni je relativné vzacny (méné
nez 1 postizeny na 1 000 000 narozenych déti), byla LCA2
navrZena pro genovou terapii, a to hlavné kvali ¢asné mani-
festaci onemocnéni, relativné dlouho zachované strukture
sitnice a dostupnosti zvifecich modeld (8). Prvni vysledky
|éCby psiho modelu publikované jiz v roce 2001 ukazaly vy-
znamné dlouhotrvajici zlepseni zrakovych funkci po subre-
tinalni aplikaci rekombinantniho adeno-asociovaného viru
(AAV2) obsahujiciho RPE65 cDNA (1). V roce 2007 byly pak
registrovany prvni klinické zkousky faze | (NCT00481546,
NCT00516477; clinicaltrials.gov) a faze Il (NCT00643747;
clinicaltrials.gov), do kterych bylo naplanovano zaradit do
kvétna 2015 celkové 39 pacientl s LCA2 (clinicaltrials.gov).
V soucasné dobé probiha studie faze Il se subretinalnim po-
danim upraveného AAV2 (NCT00999609; clinicaltrials.gov).

U vSech pacientl doslo ke zlepseni zrakové ostrosti |éCe-
ného oka, nicméné v dosti rozdilné mire (6, 22, 35). Zlepsila
se také orientace IéCenych pfti slabém osvétleni. Citlivost sit-
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Zadné oéni nezadouci U¢inky spojené
s nitroocnim chirurgickym zakrokem
Neinvazivni pro sitnici
Zridka oc¢ni nezadouci ucinky
Nejvyssi ucinek transfekce

Nedochazi k elevaci neuroretiny

Opsonizace a fagocytdza ¢astic,
transfekce jinych tkani

Nizka transfekce sitnice a RPE
Riziko endoftalmitidy a odchlipeni sitnice

Invazivni, odchlipeni sitnice muZe vést
k bunécné smrti

Vyssi rychlost eliminace

nice mérena pomoci psychofyziologického testu s modrymi
a ¢ervenymi stimuly na bilém a barevném pozadi po adaptaci
na tmu (47) se béhem 1 aZ 2 mésict po podani vektoru zvy-
Sila. Dalsi zlepSovani pak bylo pozorovano po dobu 6 az 12
mésich. Nasledné zacala citlivost sitnice opét klesat, presto
vsak u nékterych pacientt zlstala po 3 letech vyssi neZ pred
podanim genové terapie. Zlepseny byly i ¢asti zorného pole
odpovidajici umisténi subretindlni injekce vektoru, pricemz
u 40 % pacientl vznikla v téchto oblastech excentricka fixa-
ce (8). Podstatnéjsi zlepsSeni funkce sitnice bylo pozorovano
u starsich pacientd. Oproti psim modeltm vsak nebyly u lidi
detekovatelné zmény ptri elektroretinografickém vysetreni.
Posledni publikovana prace zjistila, Ze degenerativni procesy
fotoreceptorovych bunék sitnice se po genové terapii ne-
zastavily a pokracovaly dal. Predpoklada se, ze ucinek této
|éCby je vysoce zavisly na podaném mnozstvi vektoru a ze
aplikované davky byly nizké (5).

Retinitis pigmentosa 38

Nesyndromova retinitis pigmentosa (RP) je geneticky he-
terogenni skupina progresivnich onemocnéni sitnice pod-
minénych mutacemi v nejméné 50 genech (https://sph.uth.
edu/retnet/). RP38 (OMIM #613862) je velmi vzacna auto-
zomalné recesivni forma RP asociovana s mutacemi v genu
MERTK (Mer proto-oncogene, tyrosine kinase) zpUGsobujici
1 % nesyndromovych RP (44). MERTK je enzym potrebny
k fagocytdze odlouéenych zevnich segmentd fotoreceptor(
RPE. Ztrata enzymu podminuje poruchu fagocytdzy fotore-
ceptord s akumulaci nedegradovanych metabolitl rhodop-
sinu mezi nimi, cozZ vede k jejich apoptdze a degeneraci sit-
nice (12). Charakteristickym znakem casné faze RP38 jsou
teckovitd autofluorescentni sitnicova depozita. Seroslepost
vznika jiz v prvni dekddé Zivota, nasleduje postizeni funkce
Cipkd, ¢asto s atrofii makuly (11).

Jiz dlouhou dobu jsou studovany krysi modely s mutacemi
v genu MERTK. Dochdzi u nich k velmi rychlé akumulaci me-
tabolitd mezi fotoreceptory, ztraté fotoreceptord od 20. dne
po narozeni a jejich uplnému chybéni od 60. dne. Proto jsou
tyto modely vhodné i pro hodnoceni postupd a Ucinnosti ge-
nové terapie u lidi.

V preklinické studii byly do sitnice krysiho modelu pomoci
lentivirovych vektord vneseny funkéni kopie genu MERTK,
coz vedlo k zachovéni a u nékterych zvifat i k ¢astecnému
obnoveni funkci sitnice 7 mésicl od aplikace (52). Nedavna
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studie na krysim modelu ukazala, Ze aminokyselinova zamé-
na tyrozinu za fenylalanin na pozici 733 v kapsidé AAV vek-
toru umoznila zachovani struktury a funkce sitnice nejméné
1 rok po aplikaci (13).

V klinické studii faze | registrované v roce 2011
(NCT01482195; clinicaltrials.gov) byl tfem pacientim subre-
tindlné aplikovan AAV2 vektor obnovujici funkci genu MERTK
bez zavaznych nezadoucich ucink (8).

Ushertiv syndrom 1B

Usherdv syndrom (USH) je geneticky heterogenni onemoc-
néni, dosud bylo nalezeno nebo mapovano 11 pfricinnych
genl. Autozomalné recesivni typ 1 je zplsoben mutacemi
v péti znamych genech (39). VSechny jsou exprimovany ve
vlaskovych bunkach vnitfniho ucha a fotoreceptorech sitni-
ce. Forma USH1B (OMIM #276900) je zplUsobena mutacemi
v MYO7A (myosin VIIA), jehoZ produkt hraje v bunkach fotore-
ceptord a RPE duleZitou roli v transportu opsinu a je nezbytny
pro normalni pribéh Waldova cyklu (33). Na rozdil od vlasko-
vych bunék ucha, neni vyvoj fotoreceptord postizen a k jejich
odumirani dochazi az v pribéhu Zivota v dlsledku hromadéni
metabolitd a nasledné dysfunkci synapsi (8). USH1B je nej-
zavaznéjsi formou syndromu s vrozenou ztratou sluchovych
funkci, s postizenim zrakovych funkci béhem prvni dekady zi-
vota a s vestibularni areflexii. Jeho prevalence je v evropské
populaci odhadovéna 4,2 pripadu na 100 000 obyvatel (16).

Z dlivod(li znacné velikosti genu MYO7A byly pro jeho pre-
nos zvoleny vektory lentivirové, které maji vétsi kapacitu
pro prenaseny gen, avsak nizsi ucinnost transdukce ve fo-
toreceptorech nez vektory AAV. Na mysim modelu bylo pro-
kazano obnoveni transportu opsinu (21), coz vedlo v roce
2012 k zahdjeni klinické studie faze I/lla s Iékem UshStat
(NCT01505062; clinicaltrials.gov). Predbézné vysledky téch-
to studii nebyly dosud publikovany. JelikoZz u USH1B dochazi
jiz od pocatku onemocnéni k poskozeni fotoreceptor(, jsou
dalsim krokem pokusy o sbaleni MYO7A do ucinnéjsiho AAV
vektoru, ktery je schopen exprese i vtomto typu bunék (8).

Stargardtova choroba

Stargardtova choroba je geneticky heterogenni onemoc-
néni zplsobené mutacemi ve tfech genech. Nejcastéjsi auto-
zomalné recesivni typ Stargardtovy choroby (STGD1, OMIM
#248200) je podminén mutacemi v genu ABCA4 (ATP-binding
cassette subfamily A member 4), ktery kdduje protein podile-
jici se na transportu pouzitych ¢asti fotoreceptord do RPE (2).
Mutace v této lipaze ovliviiuji zpracovani vitaminu A, coz vede
k akumulaci toxického bisretinoidu A2E, tzv. dimeru vitaminu
A. Nasledkem je odumirani bunék RPE a fotoreceptort (57).

Charakteristickym klinickym nalezem Stargardtovy cho-
roby, kterou je postizen 1 z 10 000 obyvatel, je pfitomnost
Zlutavych skvrn v makule, popt. i difizné po celém fundu spo-
lu se ztenCovanim vrstev sitnice v makule. Postupné vznika
v makule jizva se Zlutymi skvrnami charakteru lipofuscinovych
depozit pfi okrajich nebo i po celém oc¢nim pozadi (32, 46).

Protoze velikost cDNA genu ABCA4 znacné presahuje
kapacitu béznych AAV, byly pti vyvoji genové terapie pou-
Zity lentivirové vektory. Na zékladé pozitivnich vysledk( na
mysim modelu (29) byla v roce 2011 registrovana klinicka
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studie faze I/l s Iékem StarGen (NCT01367444; clinicaltrials.
gov). Jeji vysledky nebyly doposud publikovany. V dalsi studii
z roku 2012 byly pro prenos funkéni kopie ABCA4 na mysSim
modelu pro tuto chorobu vyuZity nanocastice. Po aplika-
ci byla zaznamenana perzistentni exprese ABCA4, zlepseni
adaptace na tmu a sniZeni ukladani lipofuscinu. Tento po-
stup vsak jesté nebyl registrovan pro klinické studie (20).

Chorioideremie

Chorioideremie (OMIM #303100) je onemocnéni sitnice
s dédi¢nosti vdzanou na chromozdm X a postihujici 1 z 50 000
muzu. Chorobu zplsobuji mutace v genu CHM (Rab Escort
Protein 1), jehoZ produkt prostfednictvim posttranslacni
modifikace (prenylace) proteinl reguluje transport vezikul
v procesech endocytdzy a exocytdézy (34). Pacienti s cho-
rioideremii maji snizené nebo nulové mnoZstvi tohoto en-
zymu, coz vede k porucham transportu opsinu do zevnich
segmentl fotoreceptord, k poruchdm migrace melanozom{
v bunkach RPE a ke snizené fagocytdze zevnich segmentt
fotoreceptord burnikami RPE (3). Nasledkem je degenerace
choriokapilaris, RPE a fotoreceptor(. Neni vsak jasné, ktera
Cast sitnice je u chorioideremie primarné postizena. Je zna-
mo, Ze nedostatek CHM vede k funkénimu postiZeni sitnice
jesté pred odumirdanim RPE, nebylo ale objasnéno, zda se
jednd o dlsledek deficitu nebo nespecificky vliv stresu RPE
bunék (14). Vzhledem k tomu, Ze u chorioideremie dochazi
k poskozeni cévnatky i sitnice véetné RPE, je nutné zajistit
efektivni transdukci vektor( ve vice vrstvach bunék.

Prvnim krokem ve vyvoji genové terapie byla pfiprava
AAV vektoru, ktery vpravil cely gen CHM do lymfocytl a fib-
roblast( ziskanych od pacientl s chorioideremii (4). V dalsi
fazi byl pripraven lentivirovy vektor, jehoz aplikace vedla na
mysim modelu k ¢aste¢nému obnoveni enzymatické aktivity
v bunikach RPE (51). V roce 2011 byla registrovana klinicka
studie (NCT01461213; clinicaltrials.gov), v rdmci které byla
6 pacientlim aplikovana do subretinalniho prostoru funkéni
kopie CHM pomoci AAV vektoru. U vSech pacientl bylo za
6 mésicl po lécbé pozorovano zvyseni citlivosti sitnice pri
mikroperimetrii. Prlmérna zrakova ostrost se zlepsila o 3,8
pismene na optotypech ETDRS (Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study). V roce 2015 byly registrovany dalsi 3
genové terapie vyuZivajici stejny postup (NCT02341807,
NCT02553135, NCT02407678; clinicaltrials.gov).

Leberova hereditarni neuropatie optiku

Leberova hereditarni neuropatie optiku (LHON; OMIM
#535000) je nejcastéjsSim mitochondrialnim onemocnénim
projevujicim se oboustrannou akutni nebo subakutni ztra-
tou zraku (31, 43). Specifické mutace v mitochondrialnich
genech zpUsobuji u LHON degeneraci retinalnich gang-
liovych bunék a atrofii optického nervu. Ve vice nez 90 %
pfipadl se zjistuje jedna ze tfi mutaci v genech MT-ND1 (mi-
tochondrially encoded NADH: ubiquinone oxidoreductase
core subunit 1), MT-ND4 a MT-ND6 (43).

Tyto mutace vedou k chybnému usporadani komplexu
| respiracniho retézce v mitochondriich, coZ ovliviiuje tvorbu
ATP a vznik nezadouciho mnozstvi reaktivnich kyslikovych
radikal(. Prozatim neni jasné, proc efekt téchto mutaci po-

133



stihuje predevsim zrakovy nerv a nikoliv nervovou soustavu
jako celek (9).

Transfekovani mitochondridlni DNA je velice obtizné. Pro
vyvoj genové terapie bylo potiebné pripravit vektor transfe-
kujici jadernou DNA se sekvenci, kterd nasméruje protein
vznikly v cytoplazmé do mitochondrie. Tento postup byl vy-
zkousen na mysim a krysim modelu (15, 19). Intravitrealni
aplikace vedla k delsimu zachovani retinalnich gangliovych
bunék a ke zlepSeni zraku u modelovych zvirat.

Pribézné vysledky studie faze Ill (NCT01267422; clinical-
trials.gov) s intravitredlni aplikaci AAV vektoru s genem MT-
-ND4 u 9 pacientl prokazaly zlepSeni zrakové ostrosti a citli-
vosti zorného pole. Tloustka vrstvy nervovych vldken sitnice
se vsak nezvysila (55).

Achromatopsie

Achromatopsie (OMIM #262300) je charakterizovana po-
ruchou funkce Cipkl a vyskytuje se s prevalenci 1 na 30 000
obyvatel (50). Z péti dosud popsanych genu, odpovédnych
za vznik onemocnéni, jsou mutace v genu CNGB3 (cyclic
nucleotide gated channel beta 3) pficinou pfiblizné 50 % pfi-
padl (27). Narusenim tvorby CNG kanall (cyclic nucleotide-
gated ion channel) dochazi k influxu kationt do bunék, coz
vede a7 k jejich apoptdze. Na rozdil od cipkd se tyto kanaly
nevyskytuji na tyCinkach, skotopické vidéni proto zUstava za-
chovano (38).

Subretinalni aplikace AAV vektoru nesouciho gen CNGB3
testovana na psich modelech prokazala moznost obnoveni
funkce cipka a fotopického vidéni nezavisle na pozici muta-
ce. Terapeutickd ucinnost a stabilita exprese vneseného
genu vsak byla ovlivnéna vékem testovaného zvirete v dobé
podani a typem pouZitého promotoru (28).

V listopadu 2015 byly zahajeny dvé klinické zkousky faze
| a Il se subretinalni aplikaci AAV vektort (NCT02610582,
NCT02599922; clinicaltrials.gov).

X-vazana retinoschiza

X-vazana retinoschiza (XLRS, OMIM #312700) je monogen-
né podminéné ocni onemocnéni s manifestaci v prvni deka-
dé Zivota s prevalenci 1 nemocny na 5-25 000 obyvatel (17).
Choroba je zplsobena mutacemi v genu RS1 (retinoschisin
1), které vedou u pacientd muzského pohlavi k rozstépu

Castéji vnitfnich vrstev sitnice obvykle v makuldrni oblasti
provazenému poklesem zrakové ostrosti (45). Produkt genu
je exprimovan ve fotoreceptorech a bipolarnich bunkach sit-
nice. Jeho funkce neni Uplné objasnéna, ale predpoklada se,
Ze se podili na adhezi uvedenych bunék (41).

Na mysim modelu byly odzkouSeny rlizné sérotypy AAV
vektor(. Jejich ucinnost zavisi od pouzitého promotoru a taky
od stari testovaného zvirete. Injekce AAV vektoru do sitnice
mysiho modelu ve véku 7 mésicl zlepsila strukturu retiny, ne
vsak elektroretinografické parametry. U mladsich zvifat do-
chazi po aplikaci k zachovani a ¢astecnému vylepsSeni struktu-
ry a funkce retiny. Tyto studie poukazaly, Ze pred zavedenim
genové terapie pro XLRS je potreba peclivé zvazit zplsob do-
ruceni, vybér vektoru a typ pouzitého promotoru (8).

V roce 2015 byly registrovany dvé klinické studie
(NCT02317887 a NCT02416622; clinicaltrials.gov) faze l a Il
s intravitredlni aplikaci AAV sérotypu 2 a 8.

Genové terapie v kontextu Ceské republiky

Ani jedna z nékolika desitek klinickych studii testujicich ge-
novou terapii pro o¢ni choroby, které v souc¢asné dobé probi-
haji, neni realizovana na pracovistich v CR. Nep#izniva situace
ma nékolik dlivodu. Zasadni je chybéni legislativy stanovujici
pravidla pro klinické studie aplikujici genové terapie, coz zne-
moznuje ceskym klinickym pracovistim Ucastnit se mezina-
rodnich multicentrickych studii. Sv(j podil ma i nedostatek
odbornik, ktefi mohou nové pripravky kontrolovat a nizka
informovanost laické a ¢asto i odborné verejnosti o vzacnych
chorobach, dédicna onemocnéni oka nevyjimaje.

ZAVER

Genové terapie predstavuji nadéjny pristup v Ié¢bé one-
mocnéni oka, obzvlasté u chorob sitnice, kde zatim nejsou
k dispozici Zddné funguijici Iéky ¢i terapeutické metody. Po-
trva vsak jesté nékolik let nez budou vysledky v soucasné
dobé probihajicich klinickych studii vyhodnoceny a bude
prokazan jejich pripadny dlouhodoby pfiznivy Gcinek.

Prdce byla podporena granty GAUK 4315/2015, SVV UK
260256/2016, UNCE 204011 a AZV 16-32341A.
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