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RILIEVO PRECOCE DELL HANDICAP VISIVO
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RETINITE PIGMENTOSA

La Retinite pigmentosa e una
malattia degenerativa ereditaria,
eterogenea  geneticamente e

clinicamente.

Incidenza 1/3000




RETINITE PIGI\/IENTOSA

Modalita di trasmis

Autosomica Autosomica . . .
] : X-linked Mitocondriale
dominante recessiva
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RETINITE PIGMENTOSA

Sintomi

Nictalopia

Restringimento del campo visivo

Ri duzi one dell dacut ez z

Alterazione della visione del colori

1 Fotopsie






















RETINITE PIGMENTOSA

Inquadramento clinico: Esame del campo visivo manuale (in midriasi)
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RETINITE PIGMENTOSA

Inquadramento clinico: Esame elettrofisiologico (protocollo ISCEV)
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SINDROME DI USHER

Retinite pigmentosa: Forme sindromiche
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Retinite pigmentosa e sordita neurosensoriale

- USH1: sordita profonda
dalla nascita con
disfunzione vestibolare

- USH2: ipoacusia
neurosensoriale con
normale funzione
vestibolare

- USHS: ipoacusia
progressiva




SINDROME DI BARDET -BIEDL

Retinite pigmentosa: Forme sindromiche

- polidattilia
- obesita
- ritardo mentale

- ipogenitalismo

Retinite pigmentosa (>90%)




SINDROME DI SENIOR -LOKEN

Retinite pigmentosa: Forme sindromiche

- insufficienza renale con
rene policistico

Retinite pigmentosa




MALATTIA DI REFSUM

Retinite pigmentosa: Forme sindromiche

- Polineurite

- Alterzioni
elettrocardiografiche

- Sordita
- Ittiosi

- Accumulo tissutale di
acido fitanico

Retinite pigmentosa




RETINITE PIGMENTOSA

Terapia

AGestione delle complicanze:

estrazione di cataratta, trattamento dellGedema maculare cistoide.

ASupplementazione di vitamina A palmitato ed Acidi
grassi omega-3

AAusili ottici




Correzzione
mutazione

>

Terapia genica

>

Inserimento del
frammento
di DNA corretto in un
vettore;
virus non patogeno

RPE

PHOTORECEPTORS

INNER
NUCLEAR
LAYER

RETINAL
GANGLION
CELLS

VITREOUS SIDE




TERAPIA GENICA

Le patologie piu adatte per la terapia
genica sono quelle monogeniche causate
da mutazioni autosomiche recessive.

Queste mutazioni sono situate in geni che
codificano proteine perlopiu localizzate nel
segmento esterno dei fotorecettori e
nell@pitelio pigmentato retinico.

LCA2 (RPEG65), LCA1 (GUCY2D)
X-linked Retinoschisi (RS1)
Acromatopsia (CNGA3 and CNGB3)
Usher 1B (MYO7A)

Stargardt (ABCA4)

Coroideremia (REP-1)

X-linked Retinite pigmentosa (RPGR)

RS1
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PDEb
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COROIDEREMIA (CHM)

degenerazione retinica ereditaria caratterizzata da
una progressiva atrofia della coroide, dell epitelio

pigmentato retinico e dei fotorecettori




COROIDEREMIA (CHM)

Alncidenza 1:50000
A Ereditarieta x-linked
A Geni REP-1




COROIDEREMIA (CHM)

L eta di esordio della malattia e nella prima decade di vita con
comparsa di cecita notturna, restringimento periferico del campo visivo

e riduzione dell acutezza visiva centrale .
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CARATTERISTICHE OFTALMOSCOPICHE DELLE CARRIERS




DIAGNOSI DIFFERENZIALE




TERAPIA

Macular pigment and lutein supplementation in choroideremia. Duncan JL, Aleman TS,
Gardner LM, De Castro E, Marks DA, Emmons JM, Bieber ML, Steinberg JD, Bennett J,
Stone EM, MacDonald IM, Cideciyan AV, Maguire MG, JacobsonSG. Exp Eye Res 2002
Mar ;74(3):371-81.

CONCLUSION:supplementation of oral lutein in a subset of patients led to an increase in serum lutein and
macular pigment levels; absolute foveal sensitivity did not change. It is concluded that macular pigment den
can be augmented by oral intake of lutein in patients with choroideremia. There was nteshartange in the
central vision of the patients on the supplement, but-teng influences of lutein supplementation on disease
natural history warrant further study.

Resonance Raman measurement of macular carotenoids in retinal, choroidal, and macular
dystrophies.Arch Ophthalmol. 2003Jul; 121(7):967-72.

CONCLUSION:the patients with RP and CHM had normal levels of macular carotenoids, suggesting that
nutritional supplementation with macular carotenoids such as lutein, zeaxanthin, or both will be unlikely to
the clinical course of RP and CHM




GENE THERAPY

Viral New Viral
DNA  Gene DHA

.
@  Modified DNA injected
into v

‘

Vector binds to
cell membrane

{adenowirus)

Vector injects new
gene into nucleus

Vesicle breaks
down releasing
vector

enovirus vector

U.S. National Libran GRNECIELE




Gene therapy for choroideremia: in vitro rescue mediated

by recombinant adenovirus
Vibha Anand a, Duarte C. Barral b, Yong Zeng a, Frank Brunsmann c,
Albert M. Maguire a, Miguel C. Seabra b, Jean Bennetision Res.2003Apr; 43(8):919-26.

CONCLUSION: A recombinant adenovirus delivering the-fatigth human cDNA encoding REP
under the control of a cytomegalovirus promoter was generated. Adenmediated delivery of
REPR-1 rescued the defective cells as assessed through protein and enzymatic assays. Ultimat

may be possible to use virnsediated delivery of RER to evaluate disease intervention in vivo
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Retinal gene therapy in patients with choroideremia: initial
findings from a phase 1/2 clinical trial

Prof Robert E MaclLaren, FRCOphth2- & = i - B Markus Groppe, PhD® o ¢, Alun R Bamard, PhD?®,
Chares L Cottriall, PhD", Tanya Tolmachova, PhD®, Prof Len Seymour, PhD®, K Reed Clark, PhD', Prof
Matthew J During, FACP?, Prof Frans P M Cremers, PhD", Prof Graeme C M Black, FRCOphth', Prof
Andrew J Lotery, FRCOphth, Susan M Downes, FRCOphth® ®, Prof Andrew R Webster, FRCOphth=- %,
Prof Miguel C Seabra, MD*- !

A 6 pz (35i 63 anni) con Coroideremia
A AAV.REP1 (0-6i 1-0x 1010)
A Iniezione sottoretinica

A AVC e sensibilita maculare a 6 mesi dalla chirurgia




RISULTATI

Table

Changes in visual function from baseline to 6 months after gene therapy

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Mean (SE)

Change in treated eye visual acuity (ETDRS) +21 | 3 +11 2 3 38(4-1)
Change in control eye visual acuity (ETDRS) #11 3 4 | 0 2 +1-5(2-1)
Change in maximal sensitivity (dB) +5 +2 4 0 2 +1 2-3(0-8)
Change in mean sensitivity (dB) 44 -6 +2-0 43 #1-1 2:3 =T (10
Change in control eye mean sensitivity (dB) 2:3 31 £2-2 4-1 11 1-2 1-6 (0%
Area of retina treated with vector [mmzj 0-76 3-20 8-46 1-23 1-79 267 4-02 (1-48)
Diose of vector (genome particles = 1III'5l per rnm2 retina) 13-2 3-1 1-2 81 56 0-7 53(1'%

ETDES=Early Treatment for Diabetic Retinopathy Study (a standard vision test).




10-4dB 10-0dB 63dB 14-5dB

6/7-5 6/6

MS aumentava di 2:5dB 5 pz
MS aumentava di 2:3dB 1 pz




Retinal gene therapy in patients with choroideremia: initial
findings from a phase 1/2 clinical trial

Prof Robert E MaclLaren, FRCOphth® o ¢ & - &8 Markus Groppe, PhD® ® =, Alun R Bamard, PhD#,
Chares L Cottriall, PhD®, Tanya Tolmachova, PhD®, Prof Len Seymour, PhD®, K Reed Clark, PhD', Prof
Matthew J During, FACP?, Prof Frans P M Cremers, PhD", Prof Graeme C M Black, FRCOphth', Prof
Andrew J Lotery, FRCOphtH, Susan M Downes, FRCOphth® ®, Prof Andrew R Webster, FRCOphth®: *,
Prof Miguel C Seabra, MD !

CONCLUSION

The initial results of this retinal gene therapy trial are consistent with
Improved rod and cone function that overcome any negative effects of
retinal detachment. These findings lend support to further assessment
of gene therapy in the treatment of choroideremia and other diseases,
such as age-related macular degeneration, for which intervention
should ideally be applied before the onset of retinal thinning.




MALATTIA DI STARGARDT

La malattia di Stargardt e la piu frequente
distrofia maculare ereditaria. L esatta
Incidenza della patologia e sconosciuta.
Secondo una stima approssimativa la

prevalenza e compresa tra 1:4.000 e 1:10.000




MALATTIA DI STARGARDT

La malattia di Stargardt In genere si
trasmette con modalita  autosomica
recessiva, ma In letteratura sono descritti
anche casl a trasmissione autosomica

dominante.




La malattia di Stargardt a trasmissione
autosomica recessiva e dovuta alla
mutazione del gene ABCAA4, localizzato sul

braccio corto del cromosoma 1 (1p21-13).




MALATTIA DI STARGARDT

Patogenesi

Il gene ABCA4 codifica per una proteina di
trasporto transmembrana espressa a livello

del segmento esterno dei fotorecettori.
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MALATTIA DI  STARGARDT

L eta di insorgenza e tipicamente tra la prima e
la seconda decade di vita; tuttavia, sono
descritte anche forme ad esordio piu tardivo

(>20 anni) nel 21-36% delle famiglie affette.




MALATTIA DI  STARGARDT

Riduzione del | 0 awswa t centrale
monolaterale con rapida estensione

bilaterale.




MALATTIA DI  STARGARDT

Classificazione morfologica e funzionale

Fenotipo Fondo oculare

Piccola area di atrofia foveale associata a flecks perifoveall
bianco-giallastre.

I
1 Numerose flecks bianco-giallastre a livello del polo posteriore.

1] Atrofia diffusa dell epitelio pigmentato retinico.

Fishman | Fishman Il Fishman |

Fundus classification by Fishman et al. (Arch Ophthalmol 1999)



MALATTIA DI  STARGARDT

Classificazione morfologica e funzionale

Gruppo Elettroretinogramma
1 Risposte scotopiche e fotopiche nella norma.
2 Risposta scotopica nella norma ed alterazione della risposta fotopica
3 Anomalie interessanti sia la risposta scotopica che fotopica
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ERG classification by Lois et al. (Arch Ophthalmol 2001)




MALATTIADI STARGARDT

CASI CLINICI

Family: MF VA (RE)20/200
ABAC4: mut. G1961E/R2030X Fundus Fishman |

Age: 12 years ERG (RE) Group 1
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Family: SC VA (RE) 20/1000
ABCA4: mut. N96H/GIVS+5A Fundus Fishman Il
age: 26 years ERG (RE) Group 3

e —
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MALATTIADI STARGARDT
Terapia

Luteina

Pigmento maculare, (luteina e zeaxantina), contribuisce
alla protezione della macula attraverso | assorbimento
passivo dei raggi luminosi a piu breve lunghezza
d onda. L esposizione alla luce non solo provoca
| accumulo di A2E, ma aumenta anche la potenziale
tossicita di A2E accumulatosi per processi foto-

ossidativi.




MALATTIA DI  STARGARDT

La supplementazione con vitamina A
andrebbe evitata In pazienti con mutazioni
nel gene ABCA4 o affetti da altre distrofie
retiniche e maculari associate all accumulo

di lipofuscina alivellod el | 0 egigmentatd | o

retinico.

Radu RA Invest Ophthalmol Vis Sci. 2008




MALATTIA DI  STARGARDT

Prospettive future: terapia genica

Vettori lentivirali

Nei topi ABCA4 -/-, Il trasferimento mediante
vettori lentivirali nello spazio subretinico di una
copia normale del gene ABCA4 e in grado di

correggere il fenotipo della malattia.

Kong J Gene Ther. 2008



MALATTIA DI  STARGARDT

Terapia genica

Vettori virali Adeno-Associati

La somministrazione Intraoculare del vettore
adenovirale rAAV2/5 codificante per il gene
ABCA4 In topi ABCA4 (-/-) ha comportato la
comparsa della proteina a livello del segmento
esterno dei bastoncelli ed un significativo e stabile
miglioramento morfologico e funzionale della

retina. |
Allocca M J Clin Invest. 2008







SURGICAL STRATEGY IN ANIMAL MODELS

A Two 23G accesses

A Paracentesis

A No vitrectomy

A Subretinal injections with needle 23G-41 Dorc up
to a maximum of 0.2ml.




Inferior

Infection of porcine
retina with an AAV vector
containing
a gene marker of large
coding for a fluorescent
protein.
the retina of all animals
Injected resulted
transduced

AAV2/5-CMV-EGFP-STUF. 1x10E10




Rhodopsin targeted transcriptional silencing by DNA-binding.

(Gesualdo C, Rossi 8, Simonelii F, Surace EM. Manfredi A, Marrocco E, Puppo A, Cesi G, Sommella A, Della Corte M, Rossi S, Giunti M, Craft CM,
Elfe. 2016 Mar 14:5. pif: 12242, doi: 10.7554JeLif2. 12242, Bacci ML, Simonelii F, Surace EM, Auricchio A.
Hum Gene Ther. 2013 Dec;24(12):962-92. doi: 10.1089/hum.2013.154. Epub 2013 Oct 30.

PMID: 24067103 [PubMed - indexed for MEDLINE]
Related citations

Effective delivery of large genes to the retina by dual AAV vectors.

Trapani |, Colella P, Sommella A, lodice C, Cesi G, de Simone S, Marracco E, Rossi S, Giunti M,
Palfi A, Farrar GJ, Polishchuk R, Auricchio A.

EMBO Mol Med. 2014 Feb;6(2):194-211. doi: 10.1002/emmm.201302948. Epub 2013 Dec 15.

PMID: 24150896 [PubMed - indexed for MEDLINE]  Free PMC Article
Related citations

MicroRNA-restricted transgene expression in the retina.

Karali M, Manfredi A, Puppo A, Marrocco E, Gargiulo A, Allocca M, Corte MD, Rossi S, Giunti M,
Bacci ML, Simonelli F, Surace EM, Banfi S, Auricchio A.

PLoS One. 2011;6(7).e22166. doi: 10.1371/journal.pone.0022166. Epub 2011 Jul 26.

PMID: 21818300 [PubMed - indexed for MEDLINE]  Free PMC Article

Ralatad ritatinpg

Efficient gene delivery to the cone-enriched pig retina by dual AAV vectors.

Colella P, Trapani |, Cesi G, Sommella A, Manfredi A, Puppo A, lodice C, Rossi 8, Simonelli F,
Giunti M, Bacci ML, Auricchio A.

Gene Ther. 2014 Apr;21(4):450-6. doi: 10.1036/gt.2014.8. Epub 2014 Feb 27.

PMID: 24572793 [FubMed - in process]

Related citations

AAV-mediated photoreceptor transduction of the pig cone-enriched retina.

Mussolino G, della Corte M, Rossi 8, Viola F, Di Vicino U, Marrocco E, Neglia S, Doria M, Testa F,
Giovannoni R, Crasta M, Giunti M, Villani E, Lavitrano M, Bacci ML, Ratiglia R, Simonelli F,
Auricchio A, Surace EM.

Gene Ther. 2011 Jul;18(7):637-45. doi: 10.1038/gt.2011.3. Epub 2011 Mar 17.

PMID: 21412286 [PubMed - indexed for MEDLINE]  Free PMC Article
Related citations

Recombinant vectors based on porcing adeno-associated viral serotypes transduce the murine and
pig retina.

Puppo A, Bello A, Manfredi A, Cesi G, Marrocco E, Della Corte M, Rossi 8, Giunti M, Bacci ML,
Simonelli F, Surace EM, Kobinger GP, Auricchio A.

PLoS One. 2013;8(3):e58025. doi: 10.1371/journal.pone.0059025. Epub 2013 Mar 8.

PMID: 23520549 [PubMed - indexed for MEDLINE]  Free PMC Article
Related citations




AMAUROSI CONGENITA DI LEBER




AMAUROSI CONGENITA DI LEBER

Definizione

Degenerazione ereditaria della retina

caratterizzata da grave perdita della
funzione visiva alla nascita o nella

prima decade di vita.

Incidenza 1/100000




AI\/IAUROSI CONGENITA DI LEBER

Modalita di trasmissione ereditaria

Autosomica recessiva
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AMAUROS| CONGENITA DI LEBER

Sintomi

-Segno oculo digitale di Franceschettl
-Cecita notturna

-Fotofobia

-Nistagmo

-Attrazione visiva Verso fonti

luminose




AMAUROSI CONGENITA Dl LEBER

Inquadramento clinico: RPE65

FT

Eta: 8

AvVC= OD MM
0S 1/30

Signal St ngih (1 ax 10

Retinal Thicknessis 152  microns at A-scan

Caliper Length is OFF

Thickness Chart




AMAUROSI CONGENITA Dl LEBER

Inquadramento clinico: CRB1

DFlI
Eta: 24
AVC=PL

sigmeal Strength (Ma

Retinal Thicknessis 83  microns at A-scan 5 Retinal Thicknessis 83  microns at A-scan




AMAUROSI CONGENITA Dl LEBER

Inquadramento clinico: GUCY2D

CM
Eta: 11
AVC =PL in OO

agnal Strength (Max 10) Signal Strength (Max 10)

Analtysis Confidence Low

Retinal Thicknessis 142 microns at A-scan 286 Retinal Thicknessis 138 microns at A-scan



STUDI CLINICI DI TERAPIA
GENICA PER LCAZ2

Tre studi clinici indipendenti (NCT00516477; NCT00643747,
NCT00481546) sono stati avviati nel 2007.

Dati di follow-up nei pazienti trattati sono riportati in
letteratura sino a 3 anni.

NCT* Titolo Partecipanti

Phase | Trial of Gene Vector to Patients with RetinaUniversity of Pennsylvania and

NCT00481546 : : : : )
Disease due to RPE6G5 Mutations University of Florida

Safety Study in Subjects with Leber Congenital Childrends Hospital

NCT00516477 : : o ) . .
Amaurosis (LCARPE) Seconda Universita degli Studi di Napoli

Safety Study of RPEG5 Gene Therapy to Treat Lebé&miversity College London e Moorfields Eye

NCT00643747 : : : .
Congenital Amaurosis Hospital NHS Foundation Trust




The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

Effect of Gene Therapy on Visual Function
in Leber’s Congenital Amaurosis

James W.B. Bainbridge, Ph.D., F.R.C.Ophth., Alexander ]. Smith, Ph.D.,
Susie 5. Barker, Ph.D., Scott Robbie, M.R.C.Ophth.,

Robert Henderson, M.R.C.Ophth., Kamaljit Balaggan, M.R.C.Ophth.,
Ananth Viswanathan, M.D., F.R.C.Ophth., Graham E. Holder, Ph.D.,
Andrew Stockman, Ph.D., Mick Tyler, Ph.D., Simon Petersen-Jones, Ph.D.,
Shomi 5. Bhattacharya, Ph.D., Adrian J. Thrasher, Ph.D., M.R.C.P., F.R.C.P.,
Fred W. Fitzke, Ph.D., Barrie |. Carter, Ph.D., Gary 5. Rubin, Ph.D.,
Anthony T. Moore, F.R.C.Ophth., and Robin R. Ali, Ph.D.

The WNEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

|| BRIEF EEPORT ||

Safety and Efficacy of Gene Transfer
for Leber’s Congenital Amaurosis

Albert M. Maguire, M.D., Francesca Simonelli, M.D., Eric A. Pierce, M.D., Ph.D.,
Edward M. Pugh, Jr., Ph.D., Federico Mingozzi, Ph.D., Jeannette Bennicelli, Ph.D.,
Sandro Banfi, M.D., Kathleen A. Marshall, C.O.T., Francesco Testa, M.D.,
Enrico M. Surace, D.V.M., Settimio Rossi, M.D., Arkady Lyubarsky, Ph.D.,
Valder R. Arruda, M.D., Barbara Konkle, M.D., Edwin Stone, M.D., Ph.D.,
Junwei Sun, M.S., Jonathan Jacobs, Ph.D., Lou Dell'"Osso, Ph.D.,

Richard Hertle, M.D., Jian-xing Ma, M.D., Ph.D., T. Michael Redmond, Ph.D.,
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