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Podstata genové terapie

Vyuziti metod molekularni genetiky k lécbé
geneticky podminénych onemocnéni.

- Nukleova kyselina vyuzivana jako
terapeutikum

- U¢inek na genotypové drovni

- Zlepsovani technik molekulové genetiky a zisk
potrebnych informaci o genomu



Definice SUKL

* biologické lécivé pripravky s lécCivou latkou, jez
obsahuje rekombinantni NK, nebo je touto
kyselinou tvorena pouzivanou nebo podavanou
lidem k regulaci, opravé vymene, doplnéni nebo
odstranéni genetické sekvence, pricemz lécebny,
preventivni nebo diagnosticky ucinek téchto
|éCivych pripravku se vztahuje primo na sekvenci
rekombinantni NK nebo na produkt genetické
exprese této sekvence; l|écCivé pripravky pro
genovou terapii nezahrnuji vakciny proti
infekEnim onemocnénim

https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/verejna_schuze gmo_prezentace/SFIL
E/oeres-novinky lecive_pripravky GM0-20170613.pdf (10-12-2017)



https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/verejna_schuze_gmo_prezentace/$FILE/oeres-novinky_lecive_pripravky_GMO-20170613.pdf

GT somaticka — pozménén genom pacienta
- nedochazi k prenosu na dalsi generace

GT zarodecna — neprovadi se

- genom zmeéneén ve vajicku Ci spermii
- zména prenasena do dalsich generaci

GT zprostredkovana vektory
GT zprostredkovana oligonukleotidy
(Genovd imunizace — DNA vakciny)



Kdy lze vyuzit genovou terapii

Ne kazda geneticka choroba je vhodna pro genovou terapii
(mutace 1 genu x mnoho genU + faktory prostredi)

Musi byt znama:

Sekvence genu potfeba genové diagnostiky

Jeho umisténi biochemicka diagnostika NESTACI !!!
Produkt

Mechanismus ucinku

Plvodné zaméreni na vrozené monogenni choroby (CF apod.)
Nyni — rakovina

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials W

Cancer diseases 66% (n=675)
Monogeneic diseases 9.4% (n=93)
Vascular diseases 8.1% (n=85)
Infectious diseases 6.6% (n=68)

2/3 testli v USA, zbytek v Velka Britanie,
Némecko, Spanélsko, Francie, Cina a
Japonsko)

Other diseases 2.9% (n=31)
Gene marking 5.3% (n=52)

Healthy volunteers 1.2% (n=16)

o00000



Strategie vyuzivané v GT

Gene augmentation therapy
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Vhodné ve chvili, kdy poskozeni genu ma za
nasledek deficienci funkéniho produktu.

Pridani funkéniho genu do bunky nebo
zameéna nefunkcniho genu za funkcni.

Vhodné napriklad pro |écbu cystické fibrosy.

Snaha o eliminaci aktivity genu,
ktera podporuje rast bunék
souvisejicich s danou chorobou.
Vhodné pro infekéni choroby,
rakovinu a dédicné choroby
zpUsobené Spatnou funkci genu.
Produkt vhneseného genu muze

a) Inhibovat expresi druhého genu

cell functioning b) Interferovat s produktem druhého

normally genu

https://www.yourgenome.org/facts/what-is-gene-therapy (6-12-2017)



https://www.yourgenome.org/facts/what-is-gene-therapy

Strategie vyuzivané v GT

Killing of specific cells

suicide

——gene
Likvidace konkrétnich bunék —

. ' e . naptiklad u rakoviny.
A)

vloZzenim ,sebevrazedného

diseased suicide gene diseased genu”
cell produces toxic cell dies . L
product (na trhu Zalmoxis — hematologické
malignity — schvalen 2016)
mmune B) vloZzenim genu, jehoz produkt
marker system attacks oznaci bunku pro imunitni SyStém
—— gene * marked cell
' ° ]
diseased marker proteins v . diseased
cell expressed on cell dies
cell surface .

immune system
attacks marked cell

https://www.yourgenome.org/facts/what-is-gene-therapy (6-12-2017)
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In vivo vs. Ex vivo

In Vivo
Gene Transfer

N

4" |Direct delivery of
&8’ | genetic material

http://jasn.asnjournals.org/content/13/suppl 1/S117/F3.expansion (7-12-2017)
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http://jasn.asnjournals.org/content/13/suppl_1/S117/F3.expansion

Jak vpravit gen do tkane?

Technologie vektoru je zakladem GT ©

Vektory — virového a nevirového charakteru

a) Za pouziti biologickych vektor(l (virdlni vektory)

- nhejpouzivanéjsi

b) Hold DNA — adsorbovana na kovové ¢astice (napt.

zlato)
c) DNA obalena lipozomy

Viral New Viral
DNA Gene DNA

% Modified DNA injected
q
i -,

Vector binds to
cell membrane

Vector injects new
gene into nucleus

.S, National Libran/ QENEGIELES

http://www.genetika-biologie.cz/genova-terapie (4-12-2017)
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http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/ta
mop425/0011 1A Molekularis terapiak en

book/ch03.html (8-12-2017)

Cell membrane

Phospholipid Genes or proteins
bilayer to be delivered
MAKE LIPOSOME App DNA FUSE LIPOSOME TO
OR PROTEIN CANCER CELL

http://istudy.pk/liposomes-lipoprofection-gene-therapy/ (10-12-2017)



http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0011_1A_Molekularis_terapiak_en_book/ch03.html
http://istudy.pk/liposomes-lipoprofection-gene-therapy/
http://www.genetika-biologie.cz/genova-terapie

Viralni vektory

Adenovirus (~36 kb genome)

Dobré cileni do bunék.
Dobry vstup do bunék

X
Omezena velikost insertu

Adeno-associated virus (4.7 kb genome

% Imunogenni
Retrovirus (7-10 kb genome) Aok = 400)
M Retrovirus (n = 344)
M Naked/plasmid DNA (n = 304)
M Vaccinia virus (n = 133)
W Lipofection (n = 109) Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials Y

M Poxvirus (n = 93
¢ ) Retrovirus 27% (n=263)
Adenovirus 26% (n=262)
Naked/Plasmid DNA 15% (n=162)
Lipofection 8.6% (n=87)

Pox virus 7.2% (n=73)

Vaccinia virus 4.7% (n=53)

Herpes simplex virus 3% (n=32)
Adeno-associated virus 2.5% (n=27)
RNA transfer 1.1 (n=12)

Others 2.2% (n=22)

N/C 4.2% (n=45)

Lentivirus (9-10 kb genome)

Adeno-associated virus (n = 75)
' Herpes simplex virus (n = 56)
B Lentivirus (n = 29)
I Other categories (n = 82)
B Unknown (n = 55)

The Journal of Gene Medicine, @ 2005 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

https://labiotech.eu/german-biotech-cevec-viral-vectors-rca-free-gene-therapy/ (7-12-2017)



https://labiotech.eu/german-biotech-cevec-viral-vectors-rca-free-gene-therapy/

Pokazdé jinak ©

Bezpecny (bez vedlejSich ucinku, neimunogenni)
Cileny na prislusné bunky

Snadno ziskatelny (produkce, purifikace apod.)
Stabilni

Efektivni

Snadno aplikovatelny

Schopny chranit genetickou informaci, kterou nese

Nesmi obsahovat — sekvence homologni s funkénimi geny, jiné Cteci
ramce, informace pro produkci toxického produktu apod.



Prvni testy genové lécby - 1990

e SCID severe combined imunodeficiency - tézka
imunodeficience

* Jedna z forem se projevuje nedostatkem aktivniho enzymu
adenosine deaminasy (ADA)

hiipybiosaconicerwebco  ®  RiZIKO infekci — sterilni prostredi
m/Locked/media/ch22/Ash

anti.html (7-12-2017) * 4leta divka — vektor s genem pro ADA vnesen ex-vivo do T-
lymfocytl — opakovani 6-12 mésic

Ashanti DeSilva

*  Prvni dmrti nasledkem vedlejsich

1¢inkd GT
Ale 1999 ;;I:ncl:virov{/ vektoru nesouci gen

pro ornithin transkarbamoylazu

5 chlapcl s vaznéjsi SCID |é¢eno GT
*  ex-vivo
* udvou propukla leukémie

ciency-awareness-severe-combined-immunodeficiency- ° transgen se zabudovava do blizkosti
newborn-screening (10-12-2017) onkogenu

2016 EU strimvelis pro SCID

Ale 2002

https://www.texaschildrens.org/blog/2017/04/immunodefi



http://bio3400.nicerweb.com/Locked/media/ch22/Ashanti.html
https://www.texaschildrens.org/blog/2017/04/immunodeficiency-awareness-severe-combined-immunodeficiency-newborn-screening

Velmi vysoka financni narocnost takovéto terapie
(vzacné choroby, individualni pristup).

Technicka narocnost.

Nizka Uspésnost terapie (efektivita vnaseni genetické
informace).

Nutnost kontroly, ze vneseny gen nenarusil funkci
jinych genu.

Vektorovy virus muze infikovat vice typu bunék.
Komplikace s imunitnim systémem — reakce na vektor
Gen muze byt vnesen do zarodecnych bunék.
Problémy s klasickym klinickym testovanim.



Etika a komerce

Genova terapie je eticky problematicka.

na co je etické GT pouzit a na co uz ne? Ma GT
jen zachranovat zivoty nebo je i zprijemnovat?

"déti na objednavku”
Neslysici deti na objednavku? D — deaf

MuUze byt dostupna jen pro nékoho? Je mozné
ji zpfistupnit pro vSechny?

Genovy doping.



Lécba nedostatku lipoprotein lipasy

Alipogene tiparvovec

Latka viralni vektor (adeno-associated viral vector; AAV1) nesouci gen pro lidskou lipoprotein lipasu (variantu
LPLS447X)
nedostatek lipoprotein lipasy (LPLD)

Vyroba HEK293 buriky infikované transformovanym adenovirem

Povoleni 2012

Viralni vektor dopravi gen pro lipoprotein lipasu na misto urceni, do kosterniho svalstva, kde se exprimuje a
nasledné stépi chylomikrony a VLDL.

LPLD je dédicnd metabolickd porucha (celosvétové postihuje 1 000 az 5 000 pacientt), pro kterou jsou
charakteristické abnormalné zvysené koncentrace chylomikrond a triacyglycerolll v plasmé. Onemocnéni
je zpUsobené nedostatecnou aktivitou lipoprotein lipasy. Bylo objeveno vice nez 120 mutaci tohoto genu,
ktery je lokalizovan na chromozomu 8 a je exprimovan prevaziné v kosternim svalstvu, tukové tkani a
srde¢nim svalu. Nedostatek LPL zpuUsobuje akumulaci chylomikronli a nasledné silné bolesti bficha,
zvétSenou slinivku a ledviny az smrtelné pankreatitidy. Pacienti nejsou schopni travit lipidy pfijimané
potravou.

Prvni genova terapie s viralnim vektorem povolena v USA a Evropé.

Alipogene Tiparvovec (Glybera®)

Gene Therapy for LPLD
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https://plus.google.com/+EuroTechNews/posts/cTYNKFiJ76T (7-12-2017)
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2015

Vnasena sekvence pro lidsky faktor stimulujici granulocyto-

makrofagoveé kolonie
Indickace: Neresekovatelny maligni melanom
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https://www.oncoprescribe.com/oncoprescribe.com/newsletter.php?top=462

Mimo EU

(CENEHEEENES Genkaxin

rekombinantni adenovirovy vektor nesouci sekvenci lidského genu
pro protein p53
NELTEES dlazdicobunééné nadory hlavy a krku
HEK293 buriky infikované transformovanym adenovirem

Povoleni 2003

Protein p53 je jednim z klicovych proteini spadajicich do kategorie
antionkogen(. Pokud je jeho funkce neporusena, reguluje svou expresi
rast buriky a podili se na mnoha kontrolnich mechanismech. V mnoha
typech rakovinnych bunék se vyskytuji mutace v sekvenci tohoto
proteinu, které zplsobuji jejich nekontrolovany rist a mnozeni.
Adenovirovy vektor dopravi genovou sekvenci pro protein p53 do burky, ale
nedochazi k integraci do lidské DNA.

Gendicine je prvni |éCivo, které je oficialné povoleno jako genova terapie
(zatim pouze v Ciné a Indii).

http://en.pharmacodia.com/web/dr
ug/1 12160.html (10-12-2017)

Chromosome

pS3
protein
O

Tumor Cell


http://en.pharmacodia.com/web/drug/1_12160.html

Antisense pristup — sekvence je komplementarni k cilové mRNA
- na trhu nékolik 1éCiv, dalsi v klinickych testech
- modifikované nukleosidy nebo vazby mezi nukleotidy
- inhibice translace
- VYHODY: - mélo nezadoucich uginkd
- nizké vyrobni naklady
- vysoka specifita
- snadna syntéza, charakterizace a purifikace

Antigene pristup — sekvence je komplementarni k DNA
- inhibice transkripce
- zatim zadné |écivo v klinickych testech



Antisense terapie

1
¥

DNA T M > vﬁ\/

ey ———— Small interfering
MNP N = RNA
Antisense ¢ Ribozyme/ LT
ligonucleotid DNA enzyme
~_ A I I IJ:\‘*/ ';rr:"ﬁr ™ et L RIéC

S

i
§ Transla$"k v

X blocked

Protein 4
XD Q:\A'\Y‘{."/
QU A S
D g Py}j\g;‘?j

Z knihy: DJA Crommelin, RD Sindelar, B Meibohm: Pharmaceutical Biotechnology, Springer, New York, 4. vydani, 2013

Vitravene

(T A EFEYS Fomivirsen sodium

a naslednych komplikaci
Vyroba Synteticky
Povoleni 1998

pro vznik funkéniho CMV.
nahrada P-O za P-S

Latka 21-merni antisense oligonukleotid modifikované DNA komplementarni
k IE2 (immediate early region 2) mRNA lidského cytomegaloviru (CMV).
aplikace do oka u HIV pacientli pro snizeni CMV ocnich infekci

Vazbou antisense DNA je zastavena syntéza proteinu IE2, ktery je klicovy
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http://en.wikipedia.org/wiki/Fomivirsen#fmediavie

wer/File:Fomivirsen composite.png (5-6-2014)




(L EHERAENEA mipomersen sodium

Latka 20 merni antisense modifikovany oligonukleotid smérovany proti mRNA
apolipoproteinu B

Homozygotni familidlni hypercholesterolemie

Vyroba Synteticky

Povoleni 2013

Struktura oligonukleotidu je G*-C*-C*-U*-C*-dA-dG-dT-dC-dT-dG-dmC-dT-dT-
dmC-G*-C*-A*-C*-C* kde d znali 2'-deoxy a * znaci 2'-O-(2-methoxyethyl).
Jednotlivé nukleotidy jsou vdzany fosforothiodtovou vazbou na misto
prirozené fosfordiesterové vazby. Struktura zajistuje vyssi odolnost proti
degradujicim enzymUm pfi zachovani biologické aktivity.

; ; = Z
Kynamro Stops Apolipoprotein B To Lower Cholesterol biotechPrimer
RNAse H
NG NS — DA — &
Apolipoprotein B Antisense Antisense-mRNA
mRNA oligonucleotide hybrid l
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) -
Degraded
apolipoprotein B
mRNA

https://weekly.biotechprimer.com/rna-therapeutics-march-onward/ (9-12-2017)
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Introns & Exons Explained biotechPr?mer

Industry Knowledge Delivered

pre-mRNA

Alternative splicing

MRNA D]

Protein “ A

* Intron:region thatis cut out of the pre-RNA and is not part of the mRNA
« Extron:region thatis included in the final mMRNA
» Alternative splicing: a process that includes or excludes exons from the final, processed mRNA

Copyright © 2017 Biotech Primer Inc. All rights reserved.
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https://weekly.biotechprimer.com/rna-therapeutics-march-onward/

Antisense-Induced Exon Skipping

Duchennova svalova dystrofie
Mutace genu pro dystrofin (chromozom X)

Duchenne muscular dystrophy

Pre-mRNA Deletion of exon 50
. —— . ——
—E - RO
l Splicing
mRNA Reading frame disrupted
il cnlmnndly

l Translation stops prematurely

Protein truncated and non functional dystrophin

O unm

Exon skipping approach

Pre-mRNA
4§ 4g 50 ﬁ1 §2

l Skipping of exon 51

AQO masks exon 51

mRNA Reading frame restored
T ——.
48 4 2

l Translation continues

Protein Internally deleted but functional dystrophin

O ®

Exon Skipping: Dystrophin Splicing With Exondys 51

4
biotech Primer

stry Knowledge Delivered

Exondys 51

pre-mRNA
Intron

Alternative splicing

OO —

b Non-functional
protein

More functional
protein

Copyright © 2017 Biotech Primer Inc. All rights reserved.
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http://www.skeletalmusclejournal.com/content/1/1/8/figure/F1
https://weekly.biotechprimer.com/rna-therapeutics-march-onward/

SMN2 Splicing With Spinraza: Exon Inclusion biotechPrrémer

Industry Knowledge Deliver ed

BN T 2 ] DNA
Transcription
pre-mRNA
Alternative splicing
2
mMRNA

Translation

Functional
protein

Copyright © 2017 Biotech Primer Inc. All rights reserved.

https://weekly.biotechprimer.com/rna-therapeutics-march-onward/ (9-12-2017)



https://weekly.biotechprimer.com/rna-therapeutics-march-onward/

Budoucnost

Select Antisense Drugs In Clinical Development biotgﬁggfmg
Company Disease/Drug Target Phase
lonis/GSK Transthyretin (TTR)-mediated amyloidosis/TTR PIll
lonis/Akcea Familial chylomicronemia syndrome/ApoCill| PIll
lonis/Achaogen Severe bacterial infections/aminoglycoside PIll
Celgene Crohn’s disease/Smad7 PIll
lonis Prostate cancer/androgen receptor Pl
lonis/AstraZeneca | Various cancers/STAT3 Pl
lonis Diabetes/glucagon receptor Pl
lonis/Roche Huntingtin (HTT) protein/Huntington’s disease PIl
lonis/Bayer Clotting disorders/Factor Xl Pl
Sarepta Ebola, Marburg, influenza viruses Pl

Copyright © 2017 Biotech Primer Inc. All rights reserved.
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Klinicky testované oligonukleotidy

Oligonucleotide: Target: Disease: Status: Sponsor:
fomivirsen ]
Vitravene™ (ISIS | HCMV IE gene-2 CMV retinitis NDA approved Isis/Ciba Vision
On the market
2922)
Pegaptanib VEGF receptor / | neovascular (wet) age-related | FDA approved / on Gilead Sci. / OSI
(Macugen) VEGF 165 macular degeneration (AMD) the market Pharmaceuticals
Rheumatoid arthritis, Crohn’s : . ]
ISIS 2302 ICAM-1 disease, psoriasis, ulcerative Phase I Ism;’Boehqngm
. Phase I Ingleheim
colitis
ISIS 3521/CPG N ] : :
64178A Protein kinase C-a Cancer Phase Il Isis/Novartis
ISISGZ;iEfPG c-raf kinase Cancer Phase Il Isis/Novartis
ISIS 15512 HCMV IE gene CMV retinitis Phase I/ Isis
GEM-92 gag gene AIDS Phase | Hybridon
zintevir HIV integrase AIDS Phase 1/ Aronex
G3159 bel-2 Cancer Phase Il Genta
. Ribozyme
Heptazyme IRES region HCV Phase | Pharmaceuticals
Rib
Angiozyme VEGFr angiogenesis (cancer) Phase | DEZYTIE

Pharmaceuticals




Role miRNA (microRNA) pri regulaci exprese

21-23 nukleotid(i, pravdépodobné kontrola cca 30% protein-kddujicich gent (vztah k vyvoiji,
diferenciaci, apoptose, metabolismu, signalizaci apod.)
Potlaceni exprese daného genu
- 2 mechanismy a) degradace mRNA b) blokovani translace
Role v onemocnénich jako je rakovina a kardiovaskularni a imunitni onemocnéni.

miRNA — obrovsky potencial a) v |éCbé i b) v diagnostice
Pr: cileni na miRNA up-regulované v nékterych typech rakoviny
- miRNA silencing, antisense blocking apod.

(Srromtin changes ]
© ™Memicro- @ An enzyme © One strand of © The bound © The miRNA-protein i
RNA (mIRNA) called Dicer moves  each shost double- MIRNA can base-pair  complex prevents gene
precursor folds  along the double-  stranded RNA is with any target expression either by '
bock on itself,  stranded RNA, degraded; the other  mRNA that contains  degrading the target [ANA procening |
held together cutting it Into strand (miRNA) then the complementary mRNA or by blocking
by hydrogen shorter segments dssociates with a sequence its uanslat-on

bonds SR ~ complex of proteing

K w
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http://www.jyi.org/issue/microrna-a-revolution-in-gene-expression/ (12.9.2013)
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Role siRNA (small interfering RNA) pri procesu

RNA interference

abcam’ -
_®

siRNA pathway

/000000000000000000000\ asra

v

)000000(

siRNA

ﬂ RISC (RNA-inducing
1 silencing complex)
/\/\/&0{\/\/\/\/ R

l mMRNA cleavage

JAVAVAVAVAVAVERAVAVAVAVAV

http://www.abcam.com/index.html|?pageconfig=resource&rid=10787&pid=10007 (12.9.2013)

21-25 nukleotidl
dvouvlaknova RNA

potlaceni exprese daného genu

Mnoho latek v klinickych testech
napriklad:

PF-4523655

(Quark Pharmaceuticals)

- diabeticky makularni edém

- vékem podminéna makularni
degenerace


http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=resource&rid=10787&pid=10007

Aptamery a riboswitch

ssDNA ¢i RNA, obvykle délka cca 60 nukleotidt (20 az 100)
Zaujimaji definovanou 3D strukturu

Vazba k cilové molekule — tvar, ndboj, hydrofobni interakce, vodikové mUstky
Modulace aktivity cilového proteinu

Aptamer — uméle isolovany (metoda SELEX) VEGERecees
Riboswitch — pfirozeny vyskyt (viry, prokaryota apod.) B 0.
Anti-VEGF Aptamer
Macugen (pega ptanib): zv.l & Extracellular Matrix
aptamer — konjugat s polyethylenglykolem y 3 Ej
cileni a blokace vaskularniho endolelidlniho rlistového faktoru S e
|écba ,vIhké” formy vékem podminéné makularni degenerace 1 »

Dalsi moznosti vyuziti:
- cileni (chimery s nanocasticemi Ci siRNA) http://www.ijo.in/temp/IndianJOphthalmol556
413-2340445_063004.pdf (7-12-2017)

Pegaptanib sodium

Latka 28-merni aptamer (oligonukleotid vazajici se na protein), ktery se velmi
silné vaze na cévni endotelovy rlistovy faktor (VEGF)

oligonukleotid je modifikovan pegylaci

vékem podminéné makuldrni degenerace

Vyroba Synteticky

Povoleni 2004

Vazba Macugenu brani interakci VEGF s jeho receptorem, ¢imZz dochazi
k  zablokovani VEGF-zprostiredkované patologické angiogeneze
a neovaskularizace. Nejedna se o antisense |écivo, protoZze nedochazi
ke komplementarni vazbé na DNA ¢i RNA. Podobné jako u protilatek
dochazi k vazbé na specificky cil.

LéCivo se podava ve formé intravitredlnich injekci (do oka) jako vodny
roztok.


http://www.ijo.in/temp/IndianJOphthalmol556413-2340445_063004.pdf

