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Genska medicina

Obstajajo trije razlicni pristopi h genski medicini.
Na Siroko jih lahko opisemo kot gensko zdravljenje,
gensko urejanje in epigenetiko.'

Gensko zdravljenje > Pri genskem zdravljenju se v bolnika
vnese delujoc gen.’

> Uporablja se lahko
in vivo ali ex vivo.

Gensko urejanje > Gensko urejanje spremeni bolnikovo DNA
s trajnim dodatkom, odstranitvijo

ali spremembo gena.?

> Za natancne spremembe DNA
se uporabljajo za mesto specificne,
cilijno usmerjene nukleaze.?

Epigenetika > Epigenetski nacini spremenijo ekspresijo
gena, ne da bi trajno spremenili
genetski kod celice.?

> Med epigenetskimi prilagoditvami
so spremembe histonov in metilacija DNA.“
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gen FIX ali FVIIT o Infundiranje bolniku
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FIX = faktor IX, FVIII = faktor VIII, ITR = invertirane terminalne ponovitve, Gensko zdravljenje hemoﬁlije: kljuéna nacela 05
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Nacela genskega
zdravljenja

Kaj je gensko zdravljenje?

Kapsida

> Kapsida je beljakovinski
plas¢ virusa, ki varuje
genetski material in Prenos gena

medsebojno deluje z intravensko infuzijo
z okoljem gostitelja.’

N
2

N

Gen, inkapsuliran v vektorju

> Uspeh genskega zdravljenja je
odvisen od ucinkovitih nosilcev prenosa

TranSgen genov, imenovanih "vektorji".6

> Transgen je zunanje > Vektor je transgen, inkapsuliran
zaporedje DNA, v kapsidi. Vektorji temeljijo na
ki se vnese v genom virusni osnovi, vendar niso virusi.”
gostitelja (npr. gen
F8 ali F9).! > Trenutno sta predmet raziskav

dve glavni vrsti vektorjev:"’
— Retrovirusi (vklju¢no z Lentivirusi),
— AAV (adenoasociirani virus).

> AAV je vektor izbora za gensko
zdravljenje hemofilije.®

06 Gensko zdravljenje hemoﬁlije: kIju(:na nacela AVV = adenoasociirani virus (adeno-associated virus).



Gensko zdravljenje

Ciljina somatska celica

Jedro

[ I g

Vektor prenasa
funkcionalen gen
v ciljno celico
(npr. v hepatocite). Gen se prepise.

Izlo¢ena
beljakovina

Gensko urejanje

Ciljna celica

. >

Jedro

Izlo¢ena
beljakovina

Gen se prepise.

Gensko zdravljenje: Dodatek
funkcionalnega gena, ki ne
prehaja na hcerinske celice.

Transgen obstaja kot episom?
(del DNA, ki lahko obstaja in se
podvaja samostojno ali v jedrni
citoplazmi) in nadomesti ali
dopolni okvarjeni gen.??

Po vstopu v celico episom
obstaja v jedrni citoplazmi®'®

— DNA se preteZno ne integrira.®?

Gensko urejanje: Trajna
odstranitev, sprememba
ali dodatek gena.?

DNA organizma se spremeni
z dodatkom, odstranitvijo ali
spremembo genskega materiala
na natancnih mestih v genomu.?

Gensko zdravljenje hemofilije: klju¢na nacela
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Kako se

uporablja gensko
zdravljenje?

> In vivo'

> Vektor nosi terapevtski gen,
dostavljen neposredno v bolnikovo telo.

> Transdukcija dolgozive vrste celic,
pri Cemer integracija ni nujno potrebna.

Terapevtski

gen

7 N>
SENORE

N
Kapsida Vektor
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> Ex vivol1

Izolacija
bolnikovih celic

T
°0
> @ el

Gensko spremenjene celice
se reinfundirajo in se
vkljucijo v ciljno tkivo.

Terapevtski gen
z virusno kapsido (vektor)

Celice so transducirane
z vektorjem v kulturi.

Gensko zdravljenje hemofilije: klju¢na nacela
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Zakaj je hemofilija
dober kandidat za
gensko zdravljenje?




Hemofilija A in B sta dobro opredeljeni bolezni. Vsaka

od njiju je posledica mutacije enega samega gena

(F8 ali F9), zaradi Cesar primanjkuje ene same beljakovine
(FVIII oziroma FIX).6

Za terapevtski uc¢inek morda ne bo potrebna popolna
normalizacija ekspresije FVIII/FIX, saj lahko Ze majhno
povecanje ravni faktorja v obtoku spremeni fenotip
krvavitve.®

Klini¢na praksa kaze, da imajo ravni koagulacijskih
faktorjev Siroko terapevtsko okno.®

Za dolocitev terapevtskega opazovanega dogodka (raven
faktorja v plazmi) so na voljo validirani laboratorijski testi.t

Zaporedji genov F9 in prilagojenega F8 so na voljo™
za vstavitev v vektorje AAV, ki delujejo kot dostavljalci
genov."

Vektorji AAV lahko nosijo DNA
do najvecje velikosti ~5 kb.™

Gen F9 je razmeroma majhen
(1,6 kb).™

Gen F8ima 7 kb — prevec za
vstavitev v vektor AAV."

Odstranitev domene B gena F8
zmanjsa njegovo velikost na

~ 4,4 kb — tako postane dovolj
majhen za vektorje genskega
zdravljenja.”

V zgodnjih raziskavah genskega
zdravljenja hemofilije B, v katerih niso
uporabljali FIX Padua, je infuzija enega
samega odmerka povzrocila dolgotrajno
terapevtsko ekspresijo faktorja, povezano
z zmanjsanjem Stevila krvavitev in letne
rabe koncentrata FIX. Te zgodnje raziskave
so razkrile tudi izzive, povezane z imunskim

odzivom."

Gensko zdravljenje hemofilije: klju¢na nacela 11



Vektorji genskega
zdravljenja

Kako AAYV dostavi transgen

v ciljno tkivo?

Vezava na receptor

Vektor

1. Vektor se veZe ali pritrdi na receptorje
na povrsini ciljne celice gostitelja.’® "

2. Obstajajo Stevilni serotipi AAV.
Vsak serotip ima beljakovine, ki se
vezejo na povrsinske receptorje
specificnih vrst celic.’® Tiste s
specifi¢nostjo za ciljne organe
je mogoce uporabiti za pomoc
pri uspesni dostavi transgena.

Slacenje

5. Slacgenje: V jedru se kapsida odstrani
in sprosti genski material (transgen).'"

Endocitoza Endosomski pobeg

=
1"\
‘ A(
IS
3. Vektor z endocitozo pride 4. Vektor je premescen od
v ciljno celico.'® " zgodnjega do poznega

endosoma ter dostavljen
v celi¢no jedro."”

Episomski
genom

Jedro

6. Transgen se kopira in prepise."” Transgen

se vec¢inoma ohrani episomsko kot konkatemer
DNA (molekula DNA, sestavljena iz vec kopij

istega genoma, povezanih v tandem) in se pretezno
ne integrira.’

12 Gensko zdravljenje hemofilije: klju¢na nacela



Zakaj je AAV vektor izbora za gensko
zdravljenje hemofilije?

> Ni patogen: povezan ni z nobeno znano
boleznijo pri ¢loveku.™

> Ima okvarjeno replikacijo: rekombinantni
vektorji AAV imajo odstranjeno virusno kodno
zaporedje in ohranjeno le tisto DNA, ki
omogoca vstavitev terapevtskega gena v
virusno kapsido, zato se vektor v bolnikovem
telesu ne more podvojevati (replicirati).’

> Se pretezno ne integrira:'® transgen v
veliki meri ostaja zunaj gostiteljske

kromosomske DNA in je v obliki episomov
prisoten v jedru transduciranih celic.’

Ima zmoznost za vzpostavitev dolgotrajne
ekspresije transgena:'® ¢eprav se ekspresija
izgublja z vsako celi¢no delitvijo, se lahko
ohrani v pomitoticnih tkivih, kot so jetra.?°

Uporabiti je mogoce specificne serotipe,
da je zagotovljena usmeritev do jeter:
kapsidne beljakovine lahko vodijo transgen
do ciljne celice/organa.’

Gensko zdravljenje hemofilije: klju¢na nacela 13



Razmisleki o izbiri
kapside in transgena

Kako lahko optimiziramo vektor AAV?

> Z okrepitvijo razli¢nih znacilnosti s pripravo > Z izbiro vektorja z ustreznim
vektorjev, ki vsebujejo domene iz razlicnih tropizmom — za hemofilijo mora to
serotipov AAV."2 biti tropizem za hepatocite.”

— Ti"hibridni" vektorji so zasnovani za
ucinkovitejso in bolj specificno dostavo
v ciljne celice ali tkivo.'”'8

Zakaj so jetra cilj za gensko zdravljenje hemofilije?

FVIIIL in FIX naravno Postmitoticni hepatociti
nastajata v jetrih.'022 Zivijo dolgo.?

‘ Specifi¢ni serotipi AAV

lahko podpirajo transdukcijo
jetrnih celic (npr. AAV2,
AAVS5, AAVS ali AAV9).!

> FVIII naravno
nastaja v endotelijskih
celicah jetrnih
sinusoidov.'%

> FIX naravno nastaja
v hepatocitih.022

Kako lahko optimiziramo transgen?

> Z uporabo genskih razlicic z visokospecificno aktivnostjo (npr. FIX Padua).?'?2

> S pripravo transgena za optimizacijo njegove velikosti (da ustreza omejitvam
vstavitvene zmogljivosti) — npr. z uporabo FVIII z odstranjeno domeno B.?

> Za povecanje ekspresije gena je mogoce uporabiti optimizacijo kodona in promotorja.?2

14 Gensko zdravljenje hemofilije: klju¢na nacela



Razmisleki o ucinkoviti

transdukciji

Zakaj je imunost pri genskem zdravljenju pomemben izziv?

> Nekateri ljudje imajo Ze obstojeca protitelesa® >
proti AAV zaradi prestane okuzbe
oziroma izpostavljenosti divjemu tipu AAV.*

Imunski sistem lahko sestavine vektorja in
transgen obravnava kot “tujek”, kar
povzroci imunski odziv.820:23

Kaksen je vpliv ze obstojece imunosti na gensko zdravljenje?

> Ze obstojeca specifi¢na protitelesa proti AAV >
so lahko posledica predhodnih okuzb z
AAV™24in so lahko nevtralizirajoca (nAb) ali

Ker lahko vsak imunski odziv na vektor vpliva
na pricakovani terapevtski ucinek, so v stevilna
zgodnja preskusanja genskega zdravljenja

nenevtralizirajoca. vkljucevali le seronegativne bolnike.'®°

> nAb se lahko veZejo na kapside in
preprecijo transdukcijo.?*%

\ weor T

N

TN I~
’ ‘ ), (ﬁk Z nAb prekriti vektor se
/\ NS \ ) AN \ ne more vezati na receptor.
nAb /\=

Ni transdukcije.

*Ocene prevalence se za vsak serotip AAV razlikujejo glede na raziskavo. Odvisne so tudi od mejne vrednosti titra za opredelitev seropozitivnosti in od preizkusa,
uporabljenega v raziskavi — preizkusi za merjenje nAb 3e niso standardizirani.?®

Po dajanju genskega zdravljenja z uporabo trenutnih nacinov se pojavi
mocan humoralni imunski odziv, ki blokira nadaljnjo dostavo AAV z istim
serotipom - infundiranje AAV je zato trenutno omejeno na en sam odmerek.?

Gensko zdravljenje hemofilije: klju¢na nacela 15



Razmisleki o stabilni
ekspresiji gena
Kaksen je vpliv celicnega imunskega odziva?

Aktivirane celice T lahko unicijo transducirane

hepatocite in tako povzrocijo izgubo
ekspresije gena.?’

Epitopi (kratke verige aminokislin)
kapside so na transduciranih celicah
po zdravljenju prisotni le kratek cas.'®%”

a
Vektor \o— /

o,

Peptidi Proteasom

Endocitoza

=l

=
E N
Endosomski

pobeg/slacenje

Celica T CD8+

A V4

Imunski odziv celic

T CD8+ proti kapsidi
vektorja.’® Te napadejo

ali unicijo transducirane celice.

Ekspresija transgena Slacenje
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Razmisleki

o prihodnosti

Kaj bi lahko prinesla prihodnost?

Primernost bolnikov in pricakovanja glede zdravljenja

>

Upostevati je treba opazeno interindividualno
variabilnost med bolniki pri doseganju in
vzdrzevanju dolgorocne ravni ekspresije, saj vsi
bolniki ne dosezejo enakega porasta

ravni faktorja.’>?

Pediatricni bolniki trenutno niso primerni za
gensko zdravljenje hemofilije, ker je otrostvo
obdobje hitre delitve hepatocitov.?
Episomska DNA se pretezno ne integrira in
se navsezadnje sCasoma razredci, ko gre
transducirana celica skozi ponavljajoce se
cikle replikacij. Hitrost upadanja transgenske
ekspresije je odvisna od hitrosti delitve celic.’

>

Trenutno je zaradi imunskih odzivov mogoce
gensko zdravljenje izvesti le enkrat?® — bolnike
je treba seznaniti s to omejitvijo.

Upostevati je treba bolnikova pri¢akovanja
glede genskega zdravljenja in njegovih izidov:

— Pobuda COREHem je ugotovila pricakovanja

glede genskega zdravljenja med razlicnimi
delezniki, vklju¢no s pogostostjo krvavitev,
trajanjem ekspresije, ravnjo aktivnosti faktorja
in kroni¢nimi bolec¢inami.*

Dolgorocna ucinkovitost in varnost

>

Kot podrocje raziskovanja je kliniéno gensko
zdravljenje e vedno v zgodnji fazi.

Vzpostaviti bo treba dolgotrajno spremljanje
in postmarketinski nadzor zdravil za gensko
zdravljenje.?!

Dostop do zdravljenja

>

V teku je delo za oblikovanje modelov “stroSkov”

genskega zdravljenja pri hemofiliji.°

Proizvodnja v velikem obsegu

>

Razviti je treba tehnologije za proizvodnjo v
velikem obsegu, skladno z veljavno dobro
proizvodno prakso (cGMP), za pridobivanje

vev v

potrebnih koli¢in precis¢enih vektorjev.3?

*Med delezniki so bili bolniki, zdravniki, raziskovalci, regulatorji, raziskovalne agencije, ocenjevalci zdravstvene tehnologije, placniki in razvijalci zdravil.*°

Gensko zdravljenje hemofilije: klju¢na nacela 17
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