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Targeted gene mutation correction
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Il existe diverses possibilités de thérapies géniques.

Celle qui nous intéresse aujourd'hui est fondamentalement une
thérapie de remplacement : en présence d'une activité
défectueuse d'un gene particulier au niveau de la rétine, on
introduit dans |'ceil la version normale du méme gene de
maniére a restaurer sa fonction initiale.



thérapie génique : ophtalmologie

Des vecteurs viraux inactivés sont utilisés pour introduire le
matériel génétique a l'intérieur des cellules rétiniennes a I'aide
d'une



L'ceil est un organe idéal pour la thérapie génique

*C'est un organe externe, facilement
accessible par chirurgie

* Son volume est relativement petit et, par
conséquent, il nécessite une dose minime de
médicaments

* I| est facilement accessible et explorable
via des techniques sophistiquées d'imagerie

* Nous avons actuellement une bonne
connaissance des bases génétiques de
nombreuses maladies dégénératives
rétiniennes

* Il existe des modeles « animaux » fiables




Limites de la thérapie génique

La thérapie génique nécessite |'identification précise de
|'altération génétique du patient.

Pour la majorité des dystrophies rétiniennes, les techniques
modernes de biologie moléculaire sont possibles.

Sur le plan conceptuel, la thérapie génique vise a réactiver la
fonction du géne modifieé afin d'empécher une progression
ultérieure de la maladie.

Cependant, elle ne peut pas régénérer les cellules déja perdues.
Ce qui est perdu reste perdu.

Il y a donc potentiellement de meilleurs résultats si le traitement
est appliqué suffisamment tot.

Par contre, des études cliniques ont montré une certaine
amélioration de quelques parametres visuels aprés traitement...
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Gene therapy restores vision in a canine model of

childhood blindness

Gregory M. Acland!, Gustavo D. Agnirrel. Jharr Qi Zha.ﬂgl. Tomas S. Aleman?, Artur V. Ci‘jEﬂCi:\«’aI'lE.
S g!, Vibha Anand?, Yong Z Ibert M. Maguire?, Samuel G. Jacohson?, William W.
Hauswirth® & Jean Bennett?

Center for Cellular and Molecular Therapeutics del Children’s Hospital di Philadelphia e della School of Medicine
dell’Universita della Pennsylvania

Pour les dystrophies rétiniennes, le premier géne pour
lequel la thérapie génique a été testée est le géne
, un gene impliqué dans le cycle visuel.

Tout d'abord, des essais ont été effectués sur des
animaux porteurs d'une maladie similaire a celle de
I'homme. Vous voyez ici Lancelot, le premier chien
traité.




— M Engl] Med 200%;358:2

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

—— N Enal] Med 2008:3

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

Treatment of Leber Congenital Amaurosis
Due to RPE65 Mutations by Ocular Subretinal Injection
of Adeno-Associated Virus Gene Vector: Short-Term
Results of a Phase | Trial

Ensuite, en 2008, trois essais cliniques différents ont montré la relative
innocuité et efficacité du traitement sur |'homme



Ophthalmology. 2013 June ; 120(6): 1283-1291. doi:10.1016/j.ophtha.2012.11.048.

Three Year Follow-Up after Unilateral Subretinal Delivery of
Adeno-Associated Virus in Patients with Leber Congenital
Amaurosis Type 2

Francesco Testa, MD, PhD', Albert M Maguire, MD2.24, Se . .
MD, PhD24", Paolo Melillo, PhD', Kathleen Marshall®, sar Efficacy, Safety, and Durability of

Surace, DVM®, Junwei Sun, MS%, Carmela Acerra’, J. Fras H - H

Wellman?3, Katherine A High, MD347 Alberto Auricchio, N Voret!gene NEpE_!I'VOVGC I'Z}_’l In RPE65

and Francesca Simonelli, MD'-® Mutation—Associated Inherited
Retinal Dystrophy

. Ophthalmology 2019 126: 1273-1285
Results of Phase 1 and 3 Trials P 9y

Hum Gene Ther. 2018 Jul 24. [Epub ahead of print]

Results at 5 Years After Gene Therapy for RPE65-Deficient Retinal Dystrophy.

Pennesi ME(1), Weleber RG(1), Yang P(1), Whitebirch C(1), Thean B(1), Flotte TR(2),
Humphries M(2), Chegarnov E(1), Beasley KN(3), Stout JT(4), Chulay JD(3).

Apres le traitement génique, on a observé des résultats visuels partiels,
cependant appréciables et stables durant des années (actuellement, la
durée du follow-up est de 5 ans).



New gene therapy for rare inherited disorder causing vision
loss recommended for approval F=]

Il y a en cours plusieurs essais cliniques sur diverses mutations
génétiques de la rétine.

Cependant, le seul traitement approuvé actuellement est la thérapie
genique des dystrophies rétiniennes dues au gene RPE65.

Ce traitement, connu sous le nom commercial de Luxtur'na, a été

approuvé aux Etats-Unis et en Europe (décembre 2018). Il constitue
donc un médicament a tous égards.

Aprés les Etats-Unis, ce traitement a été appliqué en France et en
Allemagne et dans les prochains mois le sera a Naples et a Florence, le
Centre ou je travaille.



Forcément, |'approche est totalement différente de celle d'un essai
clinique, et cela, pour deux raisons :

1- Contrairement a |'essai clinique, le n'est pas
supporté par une entreprise mais bien par I|'Etat (colt total : +/-
800000 € par patient)

2- Contrairement lors d'un essai clinique, savent
*qu'ils ne participent pas a un essai (qui comporte un certain risque),
qu'ils regoivent un traitement et donc s'attendent, a juste titre, a
prendre peu de risques et a avoir des résultats



C'est donc a nous, médecins, a prendre la responsabilité de sélectionner
les patients pour le traitement.

Il est clair que, dans mon exposé, je parlerai tout d'abord de la
situation italienne dans laquelle je suis impliqué.

Dans le contexte italien, nous ne serons probablement pas en mesure de
traiter tous les patients potentiellement adaptés, et donc

Pour le moment, nous espérons étre en mesure de traiter bientot les
deux premiers patients au début de la nouvelle année (2020) a travers le
soutien d'un fonds spécial du ministére de la Santé.

Probablement a partir de Mars/Avril, ce traitement sera financé
régulierement par le Service National de la Santé via |'intermédiaire de
I' Agence italienne des médicaments.



Nous devons d'abord nous rappeler que la thérapie génique vise
principalement a arréter la détérioration rétinienne en rétablissant
la fonction correcte du géne affecté, sans remplacer les
structures cellulaires dégénérées et irrémédiablement perdues.

Le critére général est donc d'intervenir si possible a des stades
relativement précoces de la maladie lorsqu'il y a encore une
activité visuelle importante a sauver.

Le serait alors un :



Fiche technique Luxturna

Patients adultes et pédiatriques présentant la perte de vision due a la
dystrophie rétinienne héréditaire provoquée par des mutations bialléliques
confirmées de RPE65 et qui ont encore des cellules rétiniennes vitales

suffisantes.
Essais cliniques phase 3 ( Russell 2017 )

Traiter les patients avec une acuité visuelle de 20/60 ou pire ou un champ visuel
réduit jusqu'a minimum 20°, mutation bialléligue RPE65, cellules rétiniennes

vitales suffisantes, (OCT>100u), capacité a effectuer le mul/tiluminance mobility
test (MLMT).

I ATU ( Autorisation temporaire d'utilisation )

Patients adultes et pédiatriques (>3 ans) avec perte de vision due a la
dystrophie héréditaire de la rétine causée par des mutations bialleliques
confirmées de RPE65 et qui ont suffisamment de cellules vitales. Soit
1) Epaisseur de la rétine OCT> 100 y au péle postérieur
2) Zone de rétine sans atrophie ou dégénérescence pigmentaire >= 3
disques optiques au pole poterieur
3) Champ visuel de Goldmann résiduel d'au moins 30° ( Ill-4)




Un protocole similaire a été adopté en Allemagne et publié dans
un article spécifique de la Société Allemande d'Ophtalmologie

Der Ophthalmologe

Leitlinien, Stellungnahmen und Emp'ehlm\L

Statement of the DOG, the RG,
and the BVA on the therapeutic
use of voretigene neparvovec
(Luxturna™) in ophthalmology.
English version

January 2019

Aucune directive spécifique n'a été adoptée jusqu'a présent en
I Italie. Cependant, un comité d'experts a été mis en place et

s'est réuni pour la premiére fois a Rome le 13 décembre 2019



Donc nous avons vu que jusqu'a ce jour, on considére surtout I'OCT, le
champ visuel et |'extension de I'atrophie rétinienne au pole postérieur.
Mais I|'évaluation des facteurs prognostiques pour la réponse au
traitement est encore débattue

1.Tl est clair que I'age est un facteur tres important et les patients
plus jeunes sont théoriquement mieux indiqués pour recevoir le
traitement.

2.L'acuité visuelle seule ne semble pas étre un facteur fondamental.
a) En fait, nous devons tenir compte que, dans le futur, le traitement
sera probablement effectué assez to6t dans l'histoire naturelle de la
maladie, et donc chez les patients avec acuité visuelle relativement
maintenue. Actuellement, de nombreux patients a un stade
relativement avancé de la maladie pourraient bénéficier du
traitement.
b) De plus, méme une acuité visuelle apparemment faible peut
permettre une bonne autonomie personnelle



3-L'analyse de données de I'étude de phase 3 a montré une possible
réponse au traitement méme chez des patients ayant débuté avec un

champ visuel trés limité.

Impact of voretigene neparvovec on legal blindness in Germany in patients with RPE65
mutation-associated inherited retinal dystrophy: Post hoc analysis of Phase Il trial data
Sue Lacey’, Celia Aouadj', Daniel C. Chung? Kathleen Reape?, Katherine A. High?, Daniel Viriato'
Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland; *Spark Therapeutics, Inc, Philadelphia, PA, USA Table 2. Number of patients meeting eligibility criteria for legal blindness
Legally biind at baseline

Change from legally blind to non-legally blind at Year1

Bocame legally blind at Year 1 postireatment ==~ . ..

VA, visual acuity; VF, visual tield

+ One year after receiving VN treatment, 8/11 (73%) patients who were legally blind at baseline no
longer fulfilled the criteria for legal blindness. Only 3 patients remained legally blind (Figure 4)

4-Probablement plus important est I'OCT, qui permet d'évaluer
anatomiquement |'étendue et la structure de la rétine résiduelle
potentiellement sensible au traitement

5-On pourrait considérer également la rapidité de progression
de la maladie au cours des derniéres années. Certaines études
remarquent que la progression de la dégénérescence rétinienne n'est
pas toujours linéaire, de sorte qu'il est difficile d'établir des
évaluations pronostiques fiables.



6-Etant donné que la thérapie vise a restaurer la fonction du géne RPE65,
et seulement cela, il est nécessaire d'étre siir que ce sont précisément les

altérations du gene RPE65 qui sont réellement responsables de la
maladie.

7-Comme nous |'avons wvu, les indications dans la fiche technique sont
génériques pour ne parler que de "mutations bialléliques confirmées de
RPE65". Nous devons étre siirs que ces mutations sont pathogéniques. En
fait, lorsque des variantes du patrimoine génétique sont trouvées, il n'est
pas toujours certain que celles-ci causent des effets négatifs sur la
protéine.

Ainsi, c'est-a-dire la responsabilité d'une mutation
donnée dans la détermination de la maladie est absolument essentielle.
Cette pathogénie est évidente lorsque la mutation a déja été rapportée
dans la littérature scientifique chez d'autres patients souffrant de la
maladie. Elle peut étre plus incertaine dans les cas ou la mutation est
détectée pour la premiere fois.

Il existe ensuite diverses méthodes qui permettent de déterminer Ila
pathogénie d'une certaine mutation, méme en utilisant des logiciels
prédictifs spécifiques.



tulas for combining assify sequence

Genetics

ge of Medical Genetics and Genomics ACMG STANDARDS AND GUIDELINES inMEdiCine

GENETICS in MEDICINE | volume 17 | Number 5 | May 2015

Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology
Sue Richards, PhD', Nazneen Aziz, PhD*'%, Sherri Bale, PhD?, David Bick, MD* Soma Das, PhD?,
Julie Gastier-Foster, PhD®78, Wayne W. Grody, MD, PhD?"!"" Madhuri Hegde, PhD™,

Elaine Lyon, PhD®, Elaine Spector, PhD', Karl Voelkerding, MD'? and Heidi L. Rehm, PhD';
on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee

Les indications de la Société allemande
d'ophtalmologie proposent de traiter les
patients atteints de mutations bialleliques
RPE65 et classés dans les catégories 4 et 5
(pathogenic and likely pathogenic) selon la




RPEE5 Mutation Subtype Effect on BﬂummmﬂdTmtﬂmminﬁmﬂhmwTﬂ_

Vinit . Mahajan, WD, Ph7; Jaan Bannett, MOP, Alhart Maguirs, MOP=; Julia Halor, MD#; Bart P Laroy, MD, PhO®S; Eliott H. Soin, MD®; Atons Deack, MO®; Christina M. Ofnsman, MIF; Thomas Clulla, MD*; Danial Chung, DO Katharing & High, MO=;
Staphan Fusssl, kD°

American Academy of Ophthalmology Annual Meeting, October 27-30, 2018, McCormick Place, Chicago, IL.

Figure 5. Variant Classification and Treatment Response
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Mo correlations emerged betwaen mutation subtype or ACMG classification and baseline visual function or treatment response
(Figure 5)
27 of 28 subjects with a range of variant classifications responded to treatment with VN

pathogenic variants * 16 subjects improved by 2 or more light levels on the MLMT

ith 2 likely pathogenic variants or 1 likely and = 6 with 2 pathogenic variants

yathogenic variant = 6 with 2 likely pathogenic variants or 1 likely and 1
* B/7 with 1 or 2 VUS ogenic var

+ 21 subjects improved to the maximum level of light = BEwith 1 or2 VUS
sensitivity testad S~aubiacts itk
» 9 with 2 pathogenic variants the MLMT
v 7 with 2 likely pathogenic variants or 1 likely and

De plus, dans l'étude de Luxturna phase 3 (Russell 2017) des
résultats favorables ont été obtenus méme en traitant aussi
des patients avec VUS (variant uncertain significance)

S improved by 1 to 3 light levels cn




JAMA Ophthalmology | Original Investigation

Utility of In Vitro Mutagenesis of RPE65 Protein
for Verification of Mutational Pathogenicity
Before Gene Therapy

Unikora Yang, MD; Susan Gentlerman, PhD; Xiaowu Gai, PhD; Michael B. Gorin, MD, PhiD; Mark 5. Borchert, MD; Thomas C. Lee, MD; Adda Villanueva, MD;
Robert Koenekoop, MD, PhD; Albert M. Maguire, MD; Jean Bennett, MD, PRD; T. Michael Redmaond, PhD; Aaron Magiel, MD, PhD

CONCLUSIONS AND RELEVANCE Findings from this study suggest that, in patients with
missense mutations in RPEGS, functional assays of protein function can be performed to
assess the pathogenicity of variants in both compound heterozygous and homozygous cases.
Given the potential risks of gene therapy operations, in vitro RPEG5 activity testing should be
considered to avoid the possibility of treating a false genotype.

IAMA Ophthalmol. doi: 101001 jamaophthalmel 20193914
Publishiad online October 3, 2019,

Les cas particulierement complexes peuvent nécessiter des

, c'est-a-dire des expériences en laboratoire qui
évaluent in vitro les effets du gene muté sur la production et la
fonction des protéines. En Italie, nous parlons de mettre en
place un au niveau national précisément
pour le controle des mutations et d'une étude approfondie de leur
pathogénicité.



The Matural History of Inherited Retinal Dystrophy due to Biallelic Mutations in the RPESS Gene

Daniel C. Chung’, Mette Bertelsen®, Birgit Lorenz’, Mark E. Pennesi®, Bart P. Leroy”’, Christian P.
Hamel®*, Eric Pierce', Juliana Sallum®!, Michael Larsen®, Knut Stieger’, Markus Preising”, Richard
Weleber®, Paul Yang®, Emily Place™, Emily Liu®, Grace Schaefer’, Julie Distefano-Pappas®’, Okan U. Elci*’,

Sarah McCague®, Jennifer A. Wellman®, Katherine A. High', Kathleen Z. Reape’
Accepted Date: 20 September 2018  American Journal of Ophthalmaology

Irvess Opfichalmed Vis Sci 2008 December | 43121 32355242, doi: 10116V iovs. 07-167 1.
Leber congenital amaurosis/early-onset severe retinal
dystrophy: clinical features, molecular genetics and A novel RPEG5 hypomorph expands the clinical phenotype of
therapeutic interventions, Br J Ophthalmol 2017:101:1147—1154. RPEG5 mutations. A comprehensive clinical and biochemical

functional study
Neruban Kumaran, * Anthony T Moore, "** Richard G Weleber,* Michel Michaelides'*

Birgit Lorenz'-#, Eugenia Poliakov®, Maria Schambeck?, Christoph Friedburg'-%, Markus N.

RPEG65-Related Leber Congenital Amaurosis / Early-Onset Severe Retinal Dystrophy
Daniel L Chao, Amanda Burr, Mark Pennesi GeneReviews®, 14 November 2019

En cas de doute du point de vue génétique, il peut également Etre
important d'évaluer avec précision le phénotype, car certains aspects
cliniques (apparition précoce, héméralopie, grave perte visuelle associée
au maintien relatif de la structure rétinienne, ERG considérablement
altéré, réduction diffuse de l|'autofluorescence, altérations OCT ONL
périfovéale, petites taches blanches au niveau du EPR ) peuvent étre
signes d'une , méme en présence
d'un génotype plus incertain.



Nicolas B, 19 ans

Réduction diffuse de
I'autofluorescence

: B

Ophthalmology. 2004 Aug,111(8):1585-94.

Lack of fundus autofluorescence to 488 nanometers from childhood on in patients with early-
onset severe retinal dystrophy associated with mutations in RPE65.

Lorenz B!, Wabbels B, Wegscheider E, Hamel CP, Drexler W, Preising MN.

& Author information I}

1  Department of Paediatric Ophthalmology and Ophthalmogenetics, University of Regensburg, Germany. Birgit Lorenz@klinik uni-
regensburg.de




La thérapie génique des dystrophies rétiniennes peut étre considérée
comme un traitement révolutionnaire, car pour la premiére fois elle
offre une possibilité thérapeutique concréte aux patients pour lesquels
jusqu'a présent nous étions impuissants.

Jusqu'a ce jour, le seul traitement approuvé est la thérapie génique des
dystrophies rétiniennes dues au gene RPE65, connue sous le nom
commercial de Luxturna.

Luxturna est un véritable médicament et donc il est tres différent d'un
essai clinique.

Nous ne serons probablement pas en mesure de traiter tous les patients
potentiels. Il faudra donc faire des choix.

Le critére idéal est d'intervenir a des stades relativement précoces de
la maladie lorsqu'il y a encore une activité visuelle importante. Cette
question reste encore débattue.

Il est nécessaire d'étre siir que ce sont précisément les altérations du
gene RPE65 qui sont réellement responsables de la maladie.

Des lignes directrices partagées pourraient étre trés utiles pour des
choix équilibrés
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