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Paveldimos tinklainés distrofijos yra santykinai reta grup¢ genetiniy sutrikimy, kurie lemia
progresuojancia tinklainés degeneracija, lydincia iki aklumo, pacientams kelianc¢io daug
paveldimas tinklainés distrofijas, kurioms taip pat yra labai biidingas genetinis ir klinikinis
heterogeniskumas. Geny terapija yra daug zadantis metodas gydyti paveldimas tinklainés
distrofijas ir pazanga genomo sekvenavimo technikose paskutiniais deSimtmeciais leidzia ne
tik diagnozuoti ir prognozuoti ligas ir jy eiga, taciau taip pat yra svarbus elementas atrandant
budus gydymo kiirimui ir vystymui. Nors, dél savo anatominiy ir funkciniy ypatybiy,
tinklaine yra palankus audinys geny terapijai, vis dar yra nemazai i88ukiy sékmingg terapinj
poveikj priesklinikiniuose gyviny modeliuose suteikti ir iSpildyti Zmoniy klinikiniuose
tyrimuose. D¢l to reikia daugiau tyrimy, kad buity optimizuoti nauji gydymo biuidai ir
terapinés strategijos, uztikrintas saugumas bei efektyvumas zmogaus organizme. Si apZvalga
aptaria tinklainés distrofijy kompleksiSkuma ir pabrézia naujg pazanga molekulinéje
diagnozgéje, geny terapijoje paveldimoms tinklainés distrofijoms. Neseniai patvirtintas pirmas
geny terapijos produktas Voretigenas neparvovekas (Luxturna), skirtas mutacijy RPE65 gene
sukeltiems sutrikimams gydyti - dazniausiai Léberio paveldimai amaurozei ir kai kuriems
pigmentinio retinito atvejams — leidzia pristabdyti pacienty ligos progresavima ir pagerinti
regéjima, o taip pat yra svarbus pasiekimas, kuris pranesa apie nauja erg paveldimy tinklainés

distrofijy gydyme.

Inherited retinal dystrophies are a group of relatively rare genetic disorders that cause
progressive degeneration of the retina, leading to vision loss, which causes lots of difficulties
and challenges to patients in everyday life. There are found over 250 disease genes associated
with inherited retinal dystrophies, for which genetic and clinical heterogeneity is common.
Gene therapy is a promising approach for treating inherited retinal dystrophies, and advances
in genome sequencing techniques in last decades have allowed not only to diagnose and
prognose the disease but also to identify the way for development of new treatments.
Although, due to its unique anatomical and functional characteristics, the retina is a favorable
tissue for gene therapy, there are still challenges in translating the approach from preclinical
animal trials to human clinical trials. Therefore, more research is needed to optimize these
treatments and ensure their safety and efficacy in humans. This review discusses the
complexity of retinal dystrophies and highlights recent progress in molecular diagnosis, gene

therapy for inherited retinal dystrophies. Recently, the first gene therapy product that is



aproved is voretigene neparvovec-rzyl (Luxturna), which is used for disorderds caused by
mutations in gene RPEG6S - Leber congenital amaurosis and some cases of retinitis
pigmentosa — allows to halt the progress of the patient‘s disease and improve visual acuity
and also, it is a significant achievement that signals the start of a new era in the treatment of

inherited retinal dystrophies.
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Paveldimos tinklainés distrofijos yra heterogeniné skirtingy akiy ligy grupé, su kuriy
keliamais dideliais i$$iikiais pasaulyje susiduria 1 i§ 3000 zmoniy (vir§ 2 milijony zmoniy)
pasaulyje. (1) Pacientai, turintys paveldimas ligas, kaip pigmentinis retinitas ar
choroideremija, daznai patiria laipsniska regéjimo praradima tamsoje ir prieblandoje bei
regéjimo lauko susiauréjima. Kiti, sergantys, pavyzdziui, Léberio paveldima amauroze yra
akli jau gimus ar netenka regé¢jimo labai ankstyvame amziuje.(2) Gydymo nebuvimas ir labai
reikSmingas gyvenimo kokybés sumazéjimas, siejamas su Siomis ligomis, skatina mediky ir
mokslininky bendruomenes ieskoti naujy ir inovatyviy sprendimy bei technologijy siekiant
padéti pacientams sergantiems Siomis ligomis — juos gydyti ar létinti ligos progresavima. Dél
pazangiy geny ir jy patologiniy mutacijy nustatymo galimybiy, geny terapija yra daug
zadantis ir perspektyvus paveldimy tinklainés distrofijy gydymo biidas. Taip pat akiy
palankios imunologinés ypatybés(3), tokios kaip — prieinamas ir neinvazyvus vaizdy
i§saugojimas ir chirurginés intervencijos su inovatyviomis technologijomis, maZzas tinklainés
dydis, lemiantis nedidelius terapinius vaisty kiekius, tinklainés-kraujo barjeras, limfagysliy
nebuvimas, lemia gera akiy tolerancija geny terapijai.(4) Si literatiiros apzvalga aptaria
paveldimas tinklainés distrofijas, jy zinomas priezastis, atrandamas patologines mutacijas bei
esamg geny terapijos taikyma joms gydyti, naujy metody vystymg ir terapijos efektyvumo

gerinimg bei dél to kylancius i$Siikius ir perspektyvas ateityje.

Literattiros apzvalgai paieska atlikta 2022-2023 m., naudojant PubMed ir Vilniaus

universiteto virtualios bibliotekos duomeny bazes. Informacijos buvo ieSkoma Elsevier



leidyklos, Amerikos Oftalmology akademijos oficialiame tinklalapiuose. Pavadinime ir
santraukoje (Title/Abstract) buvo ieSkoma $iy terminy ir jy deriniy: ,tinklainés distrofijos*
(retinal dystrophies), ,,geny terapija (gene therapy), “pigmentinis retinitas” (retinitis
pigmentosa), “neprogresuojantis naktinis aklumas) (congenital stationary night blindness);
trumpiniai: ,,RD*, ,ERG", “NNA”. Atvejy aprasymai ir straipsniai ne angly kalba buvo
atmesti. Perzilirétos santraukos ir atmesta su tema nesusijusi literattra. IS atrinktos literattiros
perzitréti pilno teksto straipsniai.

Detalesniam jvertinimui buvo atrinktos literattira ir studijos, publikuotos nuo 1992 iki 2023
mety, kurios pateikia jvairias tinklainés degeneracijas sukelianciy ligy apraSymus, genetiniy
tyrimy ir ligos varianty rezultatus ir i§vadas, paveldimuma, gydymo, klinikiniy iSeigy
palyginimg ir perspektyvas. Literattiros apzvalga atlikta remiantis tiek atskiry studijy, tiek jau

atlikty sisteminiy ir literatiiros apzvalgy rezultatais.

Paveldimos tinklainés distrofijos (PTD) yra grupé sutrikimy, kurie labiausiai pazeidzia
tinklainés pigmentinio epitelio — fotoreceptoriy kompleksa ir gyslainés kapiliarus ir taip
sukelia reg¢jimo sutrikimus. Dazniausia PTD yra pigmentinis retinitas. Paveldimos tinklainés
ligos yra viena dazniausiy aklumo priezasciy 15-45 mety Zzmoniy tarpe. (5) Kai kurios
distrofijos linkusios pasireiksti ankstyvoje vaikystéje, tuo tarpu kitos pasireiskia tik
veélesniuose amziaus tarpsniuose. Pacientams su tinklainés distrofija turéty buti atliktas
genetinis iStyrimas, siekiant nustatyti PTD sukélusj gena, kadangi daug mutacijy gali sukelti
tokj patj fenotipa (genetinis heterogeniskumas), taip pat ir skirtingi fenotipai gali biiti nulemti
to paties geno (fenotipinis heterogeniskumas). Su paveldimomis tinklainés retinopatijomis

yra siejama daugiau nei 250 geny. Liga sukelianiy geny identifikavimas leisty atrinkti

tamsoje, periferinio vaizdo sutrikimai ir laipsniskas regos blogéjimas iki visiSko aklumo
progresuojanciose buklése. (7) Klinikiniam jvertinimui svarbu jvertinti: periferinj regos
lauka, spalvinj matyma, regos elektrofiziologija (ERG tyrimas), optinés koherentinés
tomografijos vaizdus. (7)

REGOS LAUKO TYRIMAS

Dominuojant lazdeliy fotoreceptoriy funkcijos sutrikimui periferinio matymo praradimas yra
ankstyviausias ligos pozymis. I§ pradziy, regos lauko susiaur¢jimas yra mazas, taciau laikui

bégant progresuoja iki tunelinio matymo. Matymo poky¢iai dazniausiai biina simetriski



abejose akyse. Progresuojanciose ligose, kaip pigmentinis retinitas, daznas regos lauko
vertinimas yra biitinas, ypac jei pacientas, pavyzdziui, vairuoja.

Dominuojant kiigeliy fotoreceptoriy funkcijos sutrikimui periferinio vaizdo susiauréjimas
sutinkamas retai ir iSlieka stabilus metams bégant. Taigi, jei neturime periferinio matymo
sutrikimo, galime svarstyti apie diagnozes, kaip pigmentinis retinitas su kugeliy-lazdeliy
progresavimu arba kiigeliy-lazdeliy distrofija. Regos lauko sturikimai kiigeliy-lazdeliy
distrofijose prasideda paracentriniuose regionuose tarp 5 ir 30 laipsniy nuo fiksacijos, o
periferija jsitraukia vélesnése stadijose.

SPALVINIS MATYMAS

Pigmentiniu retinitu sergantys pacientai dazniausiai islaiko gera spalvinj matyma, kol
neissivysto pazengusios ligos stadijos ir yra pazeidziami kiigeliai. DaZzniausiai kiigeliai
pazeidziami, kai regos aStrumas yra zemiau 0,5. Spalvinio matymo sutrikimai daznesni, kai
dominuoja kiigeliy pazeidimas.

ELEKTROFIZIOLOGIJA

Regos elektroretinografijos (ERG) tyrimas matuoja tinklainés elektrinj aktyvuma.
Pakankamai stimuliuojant atitinkamo intensyvumo Sviesa, jonai (dazniausiai natris ir kalcis)
judédami i3 arba j lastele generuoja potenciala. Siy reiskiniy registravimas atliekamas tarp
aktyvaus elektrodo, kontaktuojancio su ragena arba apatinio voko oda ir atskaitos elektrodo.
Potencialai yra pateikiami vaizdine forma ir normos atveju ERG yra dazniausiai bifaze: a
banga — pirmasis, negatyvus rageninis signalas, sugeneruotas fotoreceptoriy; b banga —
létesnis teigiamas ir didelés amplitudés signalas — nors ir generuojamas Miulerio ir bipoliniy
lasteliy, jis priklauso nuo funkcionuojanciy fotoreceptoriy ir jo dydj lemia fotoreceptoriy
vientisumas; ¢ banga — tre€ias, neigiamas signalas, generuojamas tinklainés pigmentinio
epitelio ir fotoreceptoriy. ERG tyrimai taip pat turi savo potipius, pagrindiniai jy — pilno
lauko ir daugiazidininis. Pilno lauko ERG sudaroma i$ penkiy registravimy stimuliuojant visg
tinklaing, kad bty vertinta bendra tinklainés buklé, taciau lokalios patologijos gali likti
neaptiktos. Pirmieji trys — aptinkami po 20 minuciy tamsinés adaptacijos (skotopiné¢ ERG), o
likusios dvi po 10 minuciy adaptacijos ryskioje difuzingje Sviesoje (fotopiné ERG). Tiriant
vaikus gali biti sudétinga jgyvendinti tamsos adaptacija 20 minuciy, todél gali biiti
naudojama prieblandos $viesa (mezopin¢ ERG), kad biity isSauktas lazdeliy atsakas i silpno
intensyvumo baltos arba mélynos Sviesos stimulus. Skotopinés ERG metu vertinamas
lazdeliy atsakas ir lazdeliy ir kiigeliy atsakas. Fotopinés ERG metu vertinamas kiigeliy
atsakas su vienu ryskios Sviesos blyksniu — registruojamos a ir b bangos,o véliau - izoliuotas

kiigeliy atsakas apsvieciant 30 Hz Sviesos mirgéjimu, i kurj lazdeliy neatsako, taip iSgaunama



b bangos amplitud¢ ir implicitinis laikas (trukmé nuo stimulo pradzios iki b bangos piko).
Daugiazidininé ERG yra metodas, kuris sukuria topografinj tinklainés funkcijos zemélapj

pagal fotoreceptoriy tankumg tinklainéje.
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1 paveikslas. Elektroretinogramos komponentai ir kilmé. (6)

Pilno lauko ERG yra jautrus objektyvus testas tinklaines funkcijai identifikuoti ir reikSmingai
prisidéti prie diagnozés nustatymo. Ankstyvose pigmentinio retinito stadijose, stebimi
sumazéje skotopiniai lazdeliy ir kombinuoti atsakai. Progresuojant ligai, fotopiniai atsakai yra
paveikiami ir galiausiai iSnyksta. ERG taip pat yra kertinis tyrimas kiigeliy ar kuigeliy-
lazdeliy distrofijoms diagnozuoti. ERG biuidingas sumazéjes fotopinis ir 30Hz mirgé¢jimas su
pertraukomis. Véliau, ligai progresuojant sumazéjes ir skotopinis atsakas. Taciau, jei
skotopinis atsakas mazéja ankstyvose ligos stadijose — galima numanyti pigmentinj retinitg.
Skiriamasis bruozas tarp achromatopsijos ir mélynos spalvos monochromatizmo yra, kad
pastarajame yra iSgaunamas signalas su mélynos spalvos blykste geltoname fone. Léberio
paveldimai amaurozei budinga ypatingai nuo normos nukrypes, i$siskiriantis atsakas ERG
tyrime. ERG taip pat yra labai svarbus diferencijuojant tarp pigmentinio retinito nuo kity
sutrikimy, kaip, pavyzdziui, kiigeliy-lazdeliy distrofija. Kiigeliy-lazdeliy distrofijos atveju,
stebimas atsako sumazg¢jimas kiigeliy ERG ir ne toks didelis atsako sumazéjimas
lazdelése.(7)

OPTINE KOHERENTINE TOMOGRAFIJA



Optiné koherentiné tomografija suteikia vertingos informacijos diagnozei ir buklés
pokyc¢iams vertinti pigmentiniame retinite stebimi tinklainés sluoksniy suplonéjimai,
ypatingai iSoriniai jos sluoksniai. Plon¢jimas progresuoja link geltonosios démes ir linkes
neplisti geltonosios démés sluoksniuose iki pazengusiy ligos stadijy.(8) Optiné koherentiné
tomografija (OKT) taip pat naudinga aptinkant cisting makulos edemg ir epiretining
membrang. Tai leidzia iSvengti fluorescencinés angiogramos cistinei makulos edemai aptikti.
Neprogresuojan¢iam naktiniam aklumui biidinga OKT yra be poky¢iy ir su normaliu dugno
vaizdu. Pacientams su pakitusiu dugnu (fundus albipunctatus) budingi hiperreflektyvis
depozitai, jie yra stebimi tinklainés pigmentiniame epitelyje, taip pat yra matomi ir
kliniskai.(9) OKT achromatizmo atvejuose gali rodyti skirtingus poky¢ius — nuo nutriikusio
vidinio ar iSorinio receptoriy segmento subfovealiniame regione iki hiperreflektyvios ertmes

kiigeliy sluoksnyje ir foveos hipoplazijos kai kuriais atvejais.(10)

Egzistuoja dviejy tipy tinklainés fotoreceptoriai:

e Lazdelés — jy yra daugiausia vienety (120 milijony) ir jie yra tankiausiai iSsidéste
viduringje periferinés tinklainés dalyje. Jie labiausiai jautriis blyskiai Sviesai ir yra
atsakingi uz naktinj, judéjimo pojiicio ir periferinj matymus. Jei lazdeliy disfunkcija
atsiranda anksciau nei kiigeliy arba yra labiau pazengusi nei kuigeliy — ji pasireiks

prastu naktiniu matymu (niktalopija) ir periferinio lauko praradimu.

e Kigeliai — jy yra maziau nei lazdeliy (6 milijonai) ir jie yra susitelke tinklainés
duobutéje. Kiigeliai yra jautriausi ryskiai §viesai ir dienos Sviesai, spalvy regéjimui,
centriniam matymui. Kiigeliy disfunkcija lemia prastg centrinj matyma, spalvoto
vaizdo sutrikimus (dischromatopsija) ir kartais sutrikdo regéjima dienos Sviesoje
(hemeralopija).

Paveldimy tinklainés distrofijy klasifikacija:

Priklausomai nuo paveikty fotoreceptoriy tipo, tinklainés distrofijos gali biiti suskirstytos |
lazdeliy arba kiigeliy distrofijas, pagal dominuojancia fotoreceptoriy pazaida j lazdeliy-
kiigeliy ir kiigeliy-lazdeliy distrofijas. PTD gali biiti izoliuotos — pozymiai pasireiskia tik
tinklain¢je, arba sindromines — kaip platesnio sutrikimo, paveikiancio ir kitus organizmo

audinius, dalis, taip pat btina sporadinés arba Seiminés.(6,7)



Seiminiuose atvejuose paveldimumas gali bati klasifikuojamas j:
- Autosominj dominantinj
- Autosominj recesyvinj;
- Su X chromosoma asocijuota;(6,7)
- Mitochondrinj
- Digenin;.
Pagrindinés tinklainés distrofijq sukeliancios ligos:
Lazdeliy ir lazdeliy-kuigeliy distrofijos:
- Pigmentinis retinitas (retinitis pigmentosa);
- Neprogresuojantis naktinis aklumas;
Kugeliy ir kiigeliy-lazdeliy distrofijos:
- Kaugeliy ir kuigeliy-lazdeliy distrofija;
- Achromatopsija
Generalizuotos nesindrominés tinklainés distrofijos:
- Léberio paveldima amaurozé

- Choroideremija

Pigmentinis retinitas(retinitis pigmentosa):

Pigmentinis retinitas (PR) yra grupé skirtingos kilmés sutrikimy, kurie lemia laipsniska regos
mazéjima. Si liga, taip pat dar Zinoma kaip paveldima tinklainés distrofija, paveikia apie 1 i3
5000 zmoniy pasaulyje, tai yra, dazniausiai i visy paveldimy tinklainés ligy.(11) Si liga
dazniausiai paveikia abi akis. Nepaisant pavadinimo kilmés, kurios galiin¢ indikuoja
tinklainés uzdegima, pigmentinis retinitas yra ne uzdegiminis susirgimas, o distrofija ar
genetiskai nulemta degeneracija. Bet kokios kilmés pigmentinis retinitas lemia fotoreceptoriy

lasteliy apoptoze — i$ pradziy lazdeliy, terminalinése stadijose ir kiigeliy.(12)

Kol kas manoma, kad pagrindinis ligg nulemiantys veiksnys yra genetiné predispozicija. PR
gali pasireiksti kaip izoliuotas sporadinis sutrikimas arba paveldétas autosominiu
dominantiniu (~ 10-20 % atvejy), autosominiu recesyviniu (~ 20 % atvejy) budais arba

susijes su X chromosoma (~ 10 % atvejy). Dauguma atvejy yra rodopsino geno mutacijos.
(11,12)

Si liga turi jvairiy klinikiniy i$raisky ir simptomy pradzia priklauso nuo ligos genetinio tipo —

autosoming¢ recesyviné forma dazniausiai pasireik§ ankstyvoje paauglystéje, o autosominé



dominanté forma gali pasireiksti tik antrojo deSimtmecio pabaigoje. Daugiau nei 75 proc.

pacienty turés nustatyta diagnoze ir aktyvius simptomus iki 30 mety.(11)
Kadangi dazniausiai pigmentinis retinitas pazeidzia i§ pradziy lazdeles, o véliau ir kiigelius —
pirmieji simptomai dazniausiai yra blogas matymas tamsoje (niktalopija), véliau seka

periferinio regos lauko praradimas ir po keliy deSimtmeciy visiskas aklumas. (13)

Neprogresuojantis naktinis aklumas

Neprogresuojantis naktinis aklumas (NNA) yra neprogresuojanti niktalopijos forma, jprastai
pasireiskianti ankstyvame amziuje, kurig gali lydéti sumazéjes regos rySkumas, miopija,
nistagmas ar zvairumas. (14,15) NNA budingi jvairts paveldéjimo btidai — autosominis
dominantinis, autosominis recesyvinis ar susietas su X chromosoma. (16) Siuo metu yra
zinoma 11 geny mutacijy, kurios buvo nustatytos pacientams su NNA. Nustatytos mutacijos
yra susijusios su kalcio kanaly funkcija (mutacijos CACNAIF, CACNA2D4, TRPM]1) kalcio
prijungimo funkcija CABP4 mutacijoje, glutamato receptoriy funkcija — GRM6 ir jsitraukimu
1 fototransdukcijos kaskada GNAT1, GRK1, PDE6B, SAG ir RHO mutacijos.(14)

NNA yra skirstoma j NNA su normaliu dugnu ir pakitusiu dugnu. NNA su normaliu dugnu
sukelia defektas lazdeliy fotoreceptoriy signalo perdavime. Dazniausiai paveldima su X
chromosoma, nors biidingi ir autosominis recesyvinis ir dominantinis paveld¢jimo budai.
Tarp visy paveldéjimo biidy yra heterogeniskumas. Nors pacientai daznai skundziasi
niktalopija, akies dugnas iSlicka normalus. Regéjimo astrumas svyruoja tarp normalaus iki
0,1.

Su X chromosoma paveldimas NNA siejamas su mutacija NYX gene ir sukelia visiSkg NNA.
Genas koduoja niktalopino baltyma, kuris atlieka svarbig rol¢ sinapsinése jungtyse tarp
fotoreceptoriy ir bipolinése lastelése. Yra nustatyta daugiau nei 50 $io geno mutacijy. NYX

mutacija lemia apie 45 % atvejy, susijusiy su X chromosoma paveldimu NNA.

Kita mutacija biiddinga CACNAIF gene — ji sukelia nevisiSka NNA. NevisiSko NNA metu
pacientai turi pakankamai iSlikusig lazdeliy fotoreceptoriy funkcija, kurig galima aptikti
elektroretinogramos (ERG) tyrimu metu. Sis genas koduoja transmembraninj baltyma, kuris
funkcionuoja kaip tinklainei specifiSka kalcio kanalo dalis, kuri yra atsakinga uz glutamato
atpalaidavimo reguliavimg bipolinése lgstelése. CACNAIF yra atsakingas uz mazdaug 55%

su X chromosoma susijusiy NNA.



Pacientai su pakitusiu dugnu (fundus albipunctatus) turi niktalopija nuo gimimo, su
daugybiniais baltais taskais matomais, iSsidésciusiais akies dugne. Regéjimo aStrumas isliecka
normalus, paveldimumas yra autosominis recesyvinis. Akies dugno autofluorescencijos metu
matomas difuziskai sumazgjes lipofuscino pigmento kiekis. OKT stebimi hiperreflektiniai
pazeidimai periferinéje tinklain¢je. ERG neaptinkamas lazdeliy fotoreceptoriy atsakas, taciau
kugeliy fotoreceptoriy atsakas iSlicka normalus. ERG atsakymai gali tapti normaliis po
ilgesnés adaptacijos tamsoje per naktj. Mutacija aptinkama gene RDHS5. Sis genas koduoja

11-cis-retinol dehidrogenaze, kuri konvertuoja 11-cis-retinol j 11-cis-retinal, tinklainés

pigmentiniame epitelyje, todél vizualinio pigmento regeneracija jvyksta véliau.

P il

2 paveikslas. Akies dugno nuotrauka esant NNA su pakitusiu akies dugnu (fundus

albipunctatus). (17)

Oguci liga yra dazniausia Japonijoje, paveldimumas autosominis recesyvinis. Pacientai turi
sutrikusj regéjimg nuo gimimo. Akies dugno tyrimo metu stebimas tipinis geltono tapeto
blizgesys ar refleksas po trumpo Sviesos poveikio (Mizuo-Nakamura fenomenas). Refleksas
pradingsta po 2-3 valandy tamsos adaptacijos. Jei atlickamas skotopinis ERG po 20 minuéiy
tamsos adaptacijos, lazdeliy a-banga neaptinkama, taciau jei atliekama po 1-2 valandy —
pirmas spindulys sugeneruos a-bangg, kuri bus normali. Atsakas j antrg spindulj bus
mazesnis. Oguci liga lemia mutacija gene SAG, kuris koduoja aresting, arba gene GRK |,

koduojanciame rodopsino kinaz¢.(16)

Autosominiu dominantiniu biidu paveldimos NNA formos yra nulemiamos GNATI, PDE6B

ir RHO mutacijy — visos §ios mutacijos yra susijusios su fototransdukcijos kaskada.(18-20)



GNATI koduoja guanino nukleotida suriSantj baltyma a, a- perkeliantj polipeptida 1, kuris
prijungia o subvieneg prie lazdelés impulsg perduodancio baltymo, kuris stimuliuoja
rodopsino ir GMP fotoreceptoriy vizualinio atsako metu. PDE6B koduoja fosfodiesterazés
6B (membraninio fermento) B subvieneta, kuris yra atsakingas uz lazdelés fotoreceptoriaus
hiperpoliarizacija. Mutacijos RHO gene yra labiau stebimos pacientuose su pigmentiniu
retinitu, paveldétu autosominiu dominantiniu buidu, taciau pasitaiko ir NNA — tai priklauso
nuo paveikty aminortigs¢iy.(21) Viena studija aptiko RHO ¢.884C>T:p.Ala295Val mutacija
Seimoje su autosominiu dominantiniu NNA, kur pacientai turéjo sumazéjusj jautruma ir

atsakg ] maZesnio intensyvumo $viesg be papildomos tinklainés degenaracijos.(22)

Kiugeliy ir kiigeliy-lazdeliy distrofija;

Kugeliy (KD) ir kiigeliy-lazdeliy (KLD) distrofijos pasireiskia zymiai smarkesniu poveikiu
regos astrumui nei, pavyzdziui, lazdeliy ar lazdeliy-kiigeliy distrofijos, kadangi pazeidziami
receptoriai atsako uz didelj regos aStruma bei spalvy suvokimg. Nistagmas ir fotofobija taip
pat gali pasireiksti, taciau vélesnése stadijose, kuriy metu degeneruoja ir lazdeliy
fotoreceptoriai. Kaip ir lazdeliy dominuojanciuose distrofijose, kiigeliy ir kiigeliy-lazdeliy

distrofijos gali biiti progresuojancios ir statiSkos.(14)

Pirmieji simptomai KD ir KLLD pasireiskia ankstyvoje vaikystéje arba paauglystéje.
Turintiems sutrikimg pasireiskia tik kiigeliy (KD) arba kiigeliy, o véliau ir lazdeliy,
degeneracija (KLD). Sias dvi distrofijas skiria lazdeliy jtraukimas j degeneracijos procesa,
kuris sukelia stipresnius simptomus, lemiancius, kad daugelis pacienty apanka iki 40
mety.(23) Atliekant akies dugno iStyrima, geltonosios démes iSvaizda gali biti skirtinga, kai
kuriais atvejais atrodyti atrofiska arba matomi tinklainés pigmentiniai depozitai. Siuo metu
yra vir§ 30 aprasyty geny su aptiktomis mutacijomis, sukelian¢iomis liga, kurios atlieka
jvairias roles ir yra i§ panasiy funkciniy grupiy kaip ir lazdeliy distrofijose, bet su funkcijos
specifiskumu kiigeliy fotoreceptoriams. Nuo 20 % autosominiu dominantiniu biidu
paveldimos ir nuo 74% su X chromosoma susietos KD ar KLD gali biiti nustatomos
molekulinés priezastys. Tuo tarpu autosominiu recesyviniu biidu paveldimos KD/KLD kilmé
buvo nustatyta 23-25% atvejy.(24) Taigi, nemazai $ios ligos atvejy sukeliantys genai dar néra

zinomi, ypac¢ autosominiy dominantiniy ir recesyviniy formy.

Kai kurios geny subgrupés, kur mutacijos sukelia KD ar KLD yra taip pat asocijuojamos su

kitomis tinklainés distrofijy formomis, tikétina, dé¢l atliekamos funkcijos visoje tinklaingje ir
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fotoreceptoriuose. Pavyzdziui, ABCA4 geno mutacijos yra labiau siejamos su PR ir
juvenilinés makulos degeneracijos forma (Stargardt‘o liga)(25,26), taciau Sio geno mutacijos
yra ir dazniausiai aptinkamas mutacijos sergantiems autosominiu biidu paveldétoms KD ir
KLD - atitinakamai 9 % ir 26 % atvejy.(23) Taip pat sutrumpintos 4BCA4 mutacijos yra
daznesnés KLD pacienty grupése nei KD — atitinkamai 76% ir 63%.(23,24)

Achromatopsija

Egzistuoja dvi formos kiigeliy fotoreceptoriy pastovios distrofijos — visiSka arba nevisisSka
achromatopsija, kurios atitinkamai nulemia visy spalvy arba tam tikros spalvos suvokima.
Tritanopija - sutrikes melynos spalvos matymas yra autosominio dominantinio fenotipo, kurj
nulemia mutacijos gene OPNISW, kuris koduoja trumposioms bangoms jautry opsing,
aptinkantj mélyng $viesa.(27) Siuo metu Zinomi su autosomine recesyvine visiska
achromatopsija siejami genai yra CNGA3, CNGB3, GNAT2, PDE6C ir PDE6H. CNGB3
mutacija sukelia iki 50 % Siy atvejy. (28) CNGA3 ir CNGAB3 koduoja kiigeliy
fotoreceptoriuose esanc¢iy cGMP varty kanaly o ir B subvienetus, kurie atlieka kertine
funkcija fototransdukcijoje. (28,29) GNAT2 koduoja kiigeliams specifinj transducing —
kiigeliy vaizdinio pigmento, skatinancio vienus pirmyjy fototransdukcijos kaskados zingsniy,
a subvieneta. (30) PDE6C ir PDE6H koduoja specifinius kiigeliy cGMP fosfodiesterazés o ir
vy subvienetus. Sis fermentas yra atsakingas uz cGMP pavertima j 5’-GMP esant §viesos

poveikiui.(31,32)

Genetinis persiklojimas tarp nesindrominiy tinklainés distrofijy (PR, kiigeliy distrofijy) ir
pastoviy formy yra visai kompleksiskas (3 paveikslas). Genetinis persiklojimas yra tikétinas
dél fundamentaliy panasumy fotoreceptoriy strukttiroje ir Igsteliniuose procesuose, nepaisant,

ar receptoriai skotopinés, ar fotopinés funkcijos.(14)

Léberio paveldima amaurozé (LPA)

Léberio paveldima amauroze yra pati dazniausia nesindrominé generalizuota tinklainés
distrofija. LPA pirmieji simptomai pasireiskia per pirmuosius gyvenimo metus. Biidingi
tyrimo metu.(33) LPA budingas Franschetti okulodigitalinis simptomas, kuomet pacientas
pakartotinai trina savo akis. Tinklainés iSvaizda skiriasi pradinése ligos stadijose ir buvo
pastebeéti tinklainés pigmentiniai pokyciai progresuojant ligai.(33) Taip pat buvo pastebéta ir

manoma, kad egzistuoja genetiniai-fenotipiniai tinklainés i§vaizdos bruozai — permatomas
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tinklainés pigmentinis epitelis su baltais taskeliais esant RPE65 geno mutacijoms ir
progresuojancia makulos atrofija - prie NMNATI, kuri taip pat buvo pastebéta pacientuose su
AIPLI ir CRBI mutacijomis.(34) Siandieng yra vir§ 20 geny, siejamy su LPA, i§ kuriy beveik
visi atitinka autosominj recesyvinj paveld¢jimo biidg. Nepaisant to, tikslios genetinés LPA
priezastys kol kas yra neiSaiskintos(35), stebimas zenklus genetinis persiklojimas su kitomis

tinklaines distrofijy formomis.(3 paveikslas)

Choroideremija

Vienintelé su X chromosoma susijusi nesindrominé generalizuota tinklainés distrofija yra
chroroideremija, kurig nulemia mutacija gene CHM.(36) Pacientams antrame gyvenimo
deSimtmetyje atsiranda niktalopija ir progresuojanti fotoreceptoriy, tinklainés pigmentinio
epitelio ir gyslainés degeneracija. Paveiktiems vyrams matoma chorioretininé Sukuota atrofija
(chorioretinal scalloped atrophy) dugno vidurio periferijoje. CHM koduoja REP-1 rab 1
baltymo, atsakingo uz intralgstelinj baltymy ir organeliy transportg, subvieneta.(37) Ivairios
mutacijos, insercijos ir delecijos buvo siejamos su $ia liga. [vairios studijos, naudojancios
genominius jrankius, suteikian¢ius molekuling diagnozg, yra vis naudingesnés klinikinei

diagnozei nustatyti.(14)

Stebint klinikinius bruozus ir genetines priezastis nesindrominiuose degeneraciniuose ir
neprogresuojanciose tinklainés distrofijose, iskaitant PR, KD/KLD, LPA, NNA ir
achromatopsija — radiniai indikuoja, kad yra didelis klinikinis ir genetinis persipynimas Siose
ligose. (3 paveikslas) Siy sutampanéiy klinikiniy bruozy ir genetiniy priezas¢iy zinojimas ir
iSmanymas yra labai svarbus kuriant naujus molekulinius iStyrimo metodus, genetikos

rezultaty vertinimo algoritmus bei gydyma Sioms ligoms.
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3 paveikslas. Paveldimy tinklainés distrofijy geny heterogeniskumas.(14)
Diagrama demonstruoja persipynima tarp genetiniy priezasciy ir skirtingy paveldimy

tinklainés distrofijy formy.

Tinklainés distrofijas turintys pacientai susiduria su nemazai i8$iikiy ir sunkumy gyvenime,
pavyzdziui: apsunkintas kasdieniy uzduociy atlikimas, emociniai ir psichologiniai i§Sukiai,
problematiska dalyvauti socialinéje veikloje, susiriipinimas dél savo saugumo ir sveikatos,
gausybeé regos simptomy, sutrikes mobilumas ir orientacija, darbo pasirinkimo ir finansiniai
sunkumai ir kt. (38) Iki atliktos pazangos geny terapijos moksluose, tinklainés distrofijy
pacientai buvo gydomi reguliariai tikrinant jy buklg ir sekant ligos progresavima, suteikiamos
genetinés ir prenatalinés konsultacijos, jei reikalinga, pagalba prastai regintiesiems ir, esant
galimybéms, jtraukimas j klinikinius tyrimus. Pacientams, kurie yra akli d¢l iSorinés
tinklainés degeneracijos, bet dar iSsaugojo vidine tinklainés struktiirg ir optinj nerva, yra
iSrasti tinklainés protezai (dar vadinami ,,bioninémis akimis*) — epiretininiai ir subretininiai,
kurie gali pakoreguoti rega tiek, kad padéty pagerinti paciento mobiluma ar atlikti specifines
kasdienes uzduotis. Tad, daugeliu atvejy kol kas galime gydyti ligos sukeltas komplikacijas,
pavyzdziui, cisting makulos edema (CME) ar komplikuotg katarakta.(39) Todél taip pat
svarbu sekti prevenciskai ir §iy komplikacijy i$sivystyma ar koreguoti jy padarinius joms
esant. Nors vietinio veikimo ir oraliniai karboanhidrazés inhibitoriai parodé¢ morfologinius

pageréjimus — sékmingai sumazéjusia cisting makulos edema, efektas regos astrumui buvo
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priestaringas skirtinguose tyrimuose ir iSlieka negalutinis.(40) Vienas tyrimas atskleidé, kad
CME iSoriniame branduoliniame sluoksnyje parodé geresnj atsaka j gydyma su vietiniais ir
oraliniais karboanhidrazés inhibitoriais nei CME vidiniame branduoliniame sluoksnyje, kur
CME esant tinklainés distrofijoms randama dazniausiai.(41)Intravitrealiniai deksametazono
implantai (Ozurdex) parodé regos asStrumo pager¢jima ir edemos rezoliucija, tuo tarpu
intravitrealinis triamcinolono acetonidas parodé anatominj pageré¢jima be regos astrumo
pageréjimo. Taikant gydyma gliukokortikosteroidais, kataraktos ir akispiidzio padidéjimo
vystymasis turi buti atidziai sekamas Siuose TD pacientuose, kurie turi padidintg rizikg abiejy
i8sivystymui. Intravitrealinés injekcijos kraujagyslinio endotelio augimo faktoriaus
inhibitoriaus (KEAFT) parod¢ taip pat nepastovius rezultatus CME gydyme. Jokio regos
aStrumo pager¢jimo gydant CME komplikacija KEAFI preparatais nepavyko pasiekti.(42—44)

4 paveikslas. Akies dugno nuotrauka su tinklainés implantu Alpha-IMS. (45)

Ivairiy tinklainés distrofijy ligy tyrimai ir atskleisti nauji ligas sukeliantys genai bei
patogenetiniai mechanizmai paklojo pamatus geny terapijos gydymo metodams vystyti.(4)
Geny terapijos pagrindinis veikimo principas yra paremtas defektuotos deoksiribonukleininés
rugsties (DNR) modifikacija recipiento lastelése, kad biity pasiektas norimas terapinis
efektas. Lyginant su kitais organais, akys turi didesnj potencialg geny terapijai dél savo

lengvo prieinamumo - nesudétingai pasiekiamy injekcijy, chirurginiy intervencijy viety,
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struktiiros, atliekancios gerg barjering funkcijg izoliuojant nuo kity organy, taip pat dél jau
egzistuojanc¢iy neinvaziniy tinklainés struktiiros ir anatomijos vertinimo metody, kurie leisty
nustatyti atsakg j gydyma. Taip pat tinklainés distrofijos dazniausiai buina bilateralios, kas
leidzia klinikiniuose tyrimuose iskart turéti kontroling akj. Nepaisant visy privalumy,
pazengusios tinklainés distrofijy formos yra negrjztamos ir geri gydymo rezultatai priklauso
nuo esamy gyvy neurony lasteliy kiekio pradedant geny terapija.(46)

Geny terapija sudaryta i$ liga sukeliancio geno klonuotos kopijos, promoterio, kuris
specifiskai reguliuoja geny ekspresijg lastelése taikiniuose ir vektoriaus (nesiklio), kuris,
dazniausiai, yra nukenksmintas virusas, kuris atlieka ,,kurjerio funkcijg ir pristato reikalinga
geng iki lastelés taikinio Seimininke. (46) Gydymo geny terapija sekmé priklauso nuo
vektoriaus pasirinkimo, todél transgeno ekspresija turi trukti kaip jmanoma ilgiau ir turéti kuo
mazesnj imunogeniskuma, kadangi Seimininko imuninis atsakas nulemia transgeno
ekspresijos trumpumg. Dazniausiai pasirenkami vektoriai, kurie yra neintegruojami j
Seimininko genoma, kadangi integracija gali sukelti nepageidaujamy reiskiniy. Kiti
pageidaujami geng pernesancio vektoriaus bruozai yra: lastelinis specifiSkumas, kai
paveikiamos tik Igstelés taikiniai, didel¢ ar neribota klony talpa, toksiSkumo nebuvimas ir
lengva dideliy vektoriaus titry gamyba i§lickant dideliam grynumui. (4) Siuo metu tiriamos ir
egzistuoja keliy tipy geny pristatymo, pakeitimo sistemos: virusiniai vektoriai (adenovirusy,

lentivirusy, adeno-asocijuoty virusy); nevirusinis geny pernesimas ir geny redagavimas.

ADENO-ASOCIJUOTI VIRUSAI (AAV)

Virusiniai vektoriai - i§ jy sékmingiausi ir daugiausiai zadantys §iuo metu yra adeno-
asocijuoti virusai (AAV), kadangi juose, néra jokiy viruso kodo grandiniy tarp vektoriy, kas
leidzia iSvengti imuninio atsako atpaZinimo ir atmetimo, taip pat AAV gali uzkrésti tiek
besidalijancias, tiek nesidalijancias lasteles. Taciau AAV dar apriboja jy maza kodo talpa,
kadangi jy negalima panaudoti mutacijoms genuose, kuriy kodo seka virsija Skb. D¢l to
pradéta déti daug pastangy, kad buty sukurtos naujos strategijos, kurios leisty padidinti AAV
vektoriy talpa.(47) AAV yra vieni maziausiy virusy, kuriy iki $ios dienos yra atrasta vir§ 100
serotipy skirtingose gyviiny rasyse. Serotipai tarpusavyje skiriasi kapsidés baltymo seka.
Rekombinuoti AAV vektoriai, naudojami geny terapijoje, dazniausiai remiasi AAV?2 serotipu
— tai buvo pirmasis apibuidintas Zmogaus serotipas ir tuo paciu geriausias. Kadangi AAV
kapsidés baltymas yra atsakingas uz tropizmg (nukreipimg) ir tuo paciu efektyvuma, buvo
iSrasta pseudotipavimo strategija, kur pseutotipuoti arba hibridiniai AAV replikacijos

vektoriai uzkoduoti (dazniausiai) su serotipu AAV2, o kapsidés kitu serotipu. Taip pasitelkus
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lastelés taikymosi strategijas galima ne tik tiksliau iSrinkti Igsteles, su kuriomis vektorius
kontaktuos, bet ir pageerinti geny pernesimo efektyvuma, kadangi prasibrovimas pro Iastelés
barjerg ir vidulastelinis judéjimas tiesiogiai ir netiesiogiai priklauso nuo kapsidés struktiiros.
Neseniai greta pseudotipavimo yra kuriamos kitos strategijos specialioms kapsidéms kurti,
pavyzdziui, mozaikinés kapsidés (sudarytos i$ skirtingy serotipy subvienety) ar chimerinés
kapsidés (sudétyje turincios kapsidés baltymy, kurie modifikuojami amino ragstimis i§
skirtingy serotipy). Taigi, paskutiniu metu toks bibliotekinis parinkimas ir tikslinis
modifikavimas labai daug zada AAV vektoriy tropizmo gerinime. Akiy geny terapijos
kontekste pseudotipavimas iSlieka pagrindine strategija vektoriy adresavime ir specifiniy
lasteliy tipy pasiekime. Pseudotipuoti vektoriai buvo naudojami gydant skirtingus gyviiny
modelius su skirtingais tinklainés sutrikimai — nuo LPA ir PR iki autoimuninio uveito ir
neovaskuliniy sutrikimy. Jie taip pat buvo panaudoti ir klinikiniuose tyrimuose gydant LPA.

(4,48)

ADENOVIRUSAI

Adenovirusai yra dazniausiai naudojama vektoriy grupé geny terapijoje dél savo talpos ir
s¢kmingo geny pristatymo j daug lasteliy tipy. Taciau fotoreceptoriy transdukcija per
adenovirusinius vektorius yra prasta. Lyginant su kitais vektoriais adenovirusai gali nesti
didelius intarpus (iki 48kb), bet jiems truksta saugumo ir ilgesnio ekspresijos laiko dél
ekspresuojamy viruso geny transdukuojamose lastelése. Tai suzadina imuninj atsakg pries
transdukuojamas lgsteles, kas lemia trumpg ekspresijg ir ilgai trunkantj toksiskuma. Todél
adenovirusai yra nelabai tinkami patologijoms, kuriose reikalinga ilgai trunkanti transgeniné
ekspresija.(4) Kad adenovirusy vektoriai tapty saugesni ir efektyvesni kai kurie mokslininkai
pabandé¢ jtraukti maziau viruso geny j rekombinuotg viriong — iStrindami tam tikrus regionus,
atsakingus uz replikacijg ar uz transkripcing viruso geny ekspresijos ir genomo replikacijos
kontrole. (49,50) Véliau buvo pabandyta pagerinti adenoviruso vektoriaus saugumg ir
efektyvuma vystant nuo pagalbininko priklausoma adenoviruso vektoriy, pasalinant jame
visas virusines sekas i§skyrus terminalines ir pakavimo sekas. Taip buvo iSsaugotos
ankstesnés adenovirusinio vektoriaus savybés — didelis efektyvumas ir transgeny ekspresija —
ir tuo paciu pasiektas ilgas transgeno ekspresijos laikas ir toksiSkumo nebuvimas. Deja, bet
vis dar iSlieka problemos taikant $ias technikas, kaip - pagalbininko viruso uzkrétimas,

vektoriaus nestabilumas ir daugintis galin¢io adenoviruso pavojus.(4)

LENTIVIRUSAI
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Lentivirusai yra RNR virusai, priklausantys retrovirusy Seimai, kurie turi atvirksting
transkriptaze, kurios pagalba gali integruoti retrotranskribuota provirusing DNR ] Seimininko
Iastelés chromosomas. PTD gydymui buvo tirti retrovirusinis ZIV-1 viruso variantas arba
arkliy infekcinés anemijos virusas (EIAV). Lentivirusai turi savybe prasiskverbti pro
nepazeistas branduolio membranas ir uzkrésti besidalijancias lasteles,(51) tuo tarpu
retrovirusai gali uzkreésti tik besidalijancias lgsteles tuo metu, kai branduolio membrana
iStirpsta lastelés dalijimosi metu, kas lemia jy netinkamuma naudoti postmitotiniams
audiniams kaip tinklainé. Lentivirusai gerai integruojasi | Seimininko lastelés genoma ir gali
vykdyti stabilig ekspresija. Taciau tai didina insercijos mutagenezes rizikg ir paskatino vystyti
neintegruojamus vektorius, kurie turi panasias transdukcijos savybes ir iSlieka kaip episominé
dvigrandés DNR, galinc¢ios transdukuoti nesidauginancias Igsteles. Tokie vektoriai yra
pateikiami su integrazés tritkumu, atlikus tasking mutacijg integrazés gene. Buvo
pademonstruota efektyvi ir nepertraukiama transgeniné ekspresija in vivo naudojant
neintegruojamus lentivirusy vektorius postmitotiniuose audiniuose, kaip pigmentinis
tinklainés epitelis, kuri buvo lygiaverté integruojamyjy vektoriy poveikiui. Lentivirusai yra
modifikuojami taip, kad biity sustabdyta jy replikacija, todél Sie virusai yra nepatogeniski po
geny pristatymo — taip siekiama juos padarytu papildomai saugesnius klinikiniam taikymui.
Siuo metu lentivirusy talpa transgenui yra apie 8-10kb ir yra jgaliis uzkrésti pigmentinio
tinklaines epitelio lgsteles ir siauresniu mastu diferencijuotus fotoreceptorius. EIAV buvo
naudoti ABCA4 mutacijoms koreguoti, kadangi komplementarios DNR dydis yra 6.8 kb ir
vir§ija AAV vektoriy talpos galimybes, bet yra tinkamas lentivirusams,(52) taciau po ilgy

mety bandymy tyrimas (NCT01367444) buvo nutrauktas be aiskiy efektyvumo rezultaty.

Taigi, lentivirusy vektoriai kol kas yra apriboti pigmentinio tinklainés epitelio genetine
korekcija, kadangi tai kol kas yra vienintelis Igsteliy tipas, kuriame buvo pasiektas
pakankamai didelis efektyvumas terapiniams tikslams pasiekti. Taip pat lentivirusy vektoriai
gali buti naudingi terapiniuose tiksluose - esant fotoreceptoriy defektams — tarpininkaujant
sekretuojamy faktoriy pristatyme, pavyzdziui, neurotrofiniy ar antiapoptotiniy faktoriy, i

tinklainés pigmentinj epitelj. (4)

NEVIRUSINIS GENU PERNESIMAS

Nevirusinis geny pernesimas remiasi nanodalelémis, nuogomis DNR ar liposomomis, kurias
yra Zymiai pigiau ir lengviau pagaminti dideliais kiekiais nei virusinius vektorius.(4)
Neseniai pasirodziusiame tyrime (53)Da Sun ir kt. pristaté nevirusing geny pernesimo

platforma, sudarytg i§ susijungian¢iy multifunkciniy lipidy nanodaleliy, uzpildyty norima

17



plazmidine DNR, skirtg paveldimy tinklainés ligy gydymui. Autoriai pademonstravo, kad
pakartotinos plazmidinés DNR, su norimais genais, modifikuotais taip, kad bty pagerinta
geny ekspresija, subretininés injekcijos yra saugios ir efektyvios ilgalaikei geny ekspresijai
STGDI1 pelése. Nevirusinis geny pernesimo metodas taip pat demonstruoja pranasuma pries
virusinius vektorius transfekcijos veiksmingume, imunogeniskume ir vektoriaus genetingje
talpoje. Taciau, iSlieka trikumai, kuriuos reikéty turéti omenyje ir tobulinti pries taikant tokj
gydyma Zzmonéms, kaip - tinklainés atSoka, imuninés reakcijos, komplikacijos dél antikiiny
susiformuojanciy in vivo pries polietilenglikolj, kuris naudojamas geny pernesime, kad
sumazinty nespecifiniy geny pernesimo rizika. Nepaisant $iy truikumy, studijos rodo, kad
nevirusinis geny perneSimas turi didelj potencialg geny terapijoje ateityje.(54)

GENU TILDYMAS

Esant genetinéms ligoms, kurios yra autosominio dominantinio paveld¢jimo, kaip,
pavyzdziui, viena daznesniy PR formy (adPR), apie 30-40 % atvejy yra nulemti funkcijos
igyjimo mutacijy RHO gene, kuris koduoja rodopsing. Tokiais atvejais, dél mutacijy yra
gaminami pakit¢ baltymai, kurie toksiskai veikia lgsteles. Terapinés strategijos tikslas yra
sutaisyti arba nutildyti mutavusj gena. Siuo metu yra sidilomos dvi strategijos tokioms
bukléms gydyti tildant mRNR. Pirmoji strategija — panaudoti specialius aleliy inhibitorius,
kurie skatina mutavusios mRNR suirimg ir taip ekspresuojamas kitas normalus alelis, ko
pakanka normaliam fotoreceptoriy lasteliy funkcionavimui. Antroji — nepriklausoma nuo
mutacijy — kai abu aleliai yra supresuojami ir pakei¢iami neuztildyta normalia geno forma.
Abi strategijos gali biiti iSpildomos antisensiniais inhibitoriais kaip ribozimai, antisensiniai
oligonukleotidai ar mazi RNR inhibitoriai (siRNA). (4)

RIBOZIMAI

Ribozimai yra visos RNR molekulés, kurios pasizymi katalitiniu aktyvumu. Siuo metu
dazniausiai naudojami yra plaktuko ir plauky segtuko ribozimai, kurie specifiskai inhibuoja
geny ekspresijg ir yra patogiis del savo mazo dydzio ir gero specifiSkumo. Kol kas buvo
atliekami tyrimai Drenserio ir kt. su RHO p.P23H ir p.S334Ter mutacijomis, pademonstravo
ribozimy efektyvuma, priklausantj nuo mutacijy, P23H pelés modelyje.(55,56) Taip pat nuo
mutacijy nepriklausomi bandymai parod¢, kad ribozimai gali skelti rodopsino mRNR in
vitro.(57-59)

Ribozimy atpazinimo seka yra gerai iSreikSta genome, kas sukelia didesn¢ efekto rizika
netaikiniuose. Nuo mutacijy, aleliy nepriklausomi RNR inhibitoriai yra patogesni, kadangi
gali biiti naudojami pries skirtingas mutacijas tame paciame gene. Optimaliai terapijai, tokia

strategija turéty biiti derinama su geno, koduojancio normaly baltyma, pristatymu.(60) Kad
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tai biity jmanoma, reikia abi molekules transportuoti tame paciame AAV vektoriuje. Taciau,
kol kas abi sekos yra per didelés ir netelpa | AAV vektoriy, todél pristatymas bus svarbus

aspektas kuriant $ig strategija.

MAZI RNR INHIBITORIAI

Mazi RNR inhibitoriai yra fundamentalus biidas, kuriame maza RNR su specifine grandine
geba nusitaikyti ir atskirti komplementaria mRNR. Procesas yra iSprovokuojamas ilgy daliy
dviguby RNR (dsRNR), kurios yra skeliamos | mazus fragmentus, zinomus kaip siRNR su
RNazés III fermentu. SiRNR gali biti sintetiSkai gaminama ir pristatoma j Iastelg. SIRNR
pristatymas j uzpakalinj akies segmentg kol kas yra sudétinga uzduotis, kadangi siRNR turi
praeiti stiklaktinj, kad pasiekty tinklaing. Kadangi sintetiné siRNR gali buti suskaidyta
endonukleaziy, reikalingos daugkartinés injekcijos, kas sukelia Salutiniy poveikiy rizika, kaip
katarakta, tinklainés atSoka, stiklaktinio hemoragijos ir endoftalmitas. Rodopsino mRNR
tildymas su siRNR, esant adPR, turi panaSias strategijas kaip ir su ribozimais — pirmoji
taikosi j alelio tildyma ir jo transkripcijos blokavimg yra priklausoma nuo specifinés
mutacijos, antroji blokuoja abiejy aleliy inhibicija ir geno alternatyvos (rodopsino)
pateikimas. Pasirinkus pirmaja strategija buvo nepakankama tinklainés degeneracijos
inhibicija buvo nepakankama transgeniniuose peliy modeliuose. Taip pat taikant §ig strategija
buty reikalinga atskira specifiné terapija kiekvienai mutacijai, kas pareikalauty dideliy
finansiniy ir laiko iStekliy.(4) Todél pasirenkant antrajg strategija O‘Reilly su kolegomis
pademontsravo pakankama rodopsino RNR inhibicijg ir pakaitiniy geny ekspresija pelése po
subretininiy injekcijy su AAV vektoriumi — ekspresuojanciu tiek siRNR, tiek pakaitinj
rodopsino gena.(60) Panasiai tokia intravitrealiné injekcija su AAV sukéle 10 dieny naudingg
efekta iSoriniame branduoliniame pelés tinklainés sluoksnyje, simuliuojant zmogaus
tinklainés PR susieta su P23H rodopsino mutacija. Taip pat neseniai ir ilgalaikis tinklainés
struktiiros ir funkcijos atktirimas buvo pasiektas P23H rodopsino transgeninése PR pelése su
nuo mutacijy nepriklausomu rodopsino siRNR ir rodopsino RNR pakaitalu.(61) Kiti genai,
siejami su adPR, kaip RDS ar RHO, taip pat yra siRNR paremta supresija ir geny pakaitaly
technologijos vystytojy akiratyje. (62,63) Sios studijos demonstruoja ir daug zada, kadangi
RNR inhibicija su tinkamu geno pakaitalo pateikimu gali i§saugoti fotoreceptorius, kaip tai ir

pavyko pademonstruoti gyviiny modeliuose.

ANTISENSINIAI OLIGONUKLEOTIDAI
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Kita alternatyva koreguoti pakitusiems splaisingo mechanizmams yra paremta naudojant
antisensinius oligonukleotidus (AON), kurie yra sudaryti i§ DNR ar RNR molekuliy, kurios
gali biiti paleistos kaip laisvi oligonukleotidai arba ekspresuojami virusinio vektoriaus. AON
puikiai uzkerta kelig pakitusiems splaisingo mechanizmams ir atstato normaly jungimasi.
Lyginant su geny terapija, kurioje pateikiami normaltis genai, AON paremta terapija turi daug
privalumy, ypa¢ turint omenyje akies imuninius privalumus,(3) ir tai leidzia AON molekules
pristatyti tiesiogiai j tinklaing intravitrealiniy ir subretininiy injekcijy pagalba su minimaliais
toksiSkais imunologiniais $alutiniais poveikiais. (64) Neseniai pora tyrimy atskleidé, kad
suleisti laisvi AON, siekiant i§saugoti CEP290 egzonus, peliy tinklainése nulémé tikslinio
egzono praleidimg. Taip pat Sie tyrimai parodé¢, kad molekulés pasieke visus tinklainés
sluoksnius be Salutiniy poveikiy. (65) Kitas tyrimas pademonstravo AON panaudojimga RHO
mutavusio alelio sékmingam suirimui jvykdyti autosominiam dominantiniui pigmentiniam
retinitui gydyti pelése. (66) Laisvi AON turi pranasumag dél savo mazo dydzio gerai ir tiksliai
prasiskverbti iki tinklainés, taciau turi trikuma, kad greitai suyra, kas lemty daznas
pakartotinas injekcijas. Tuo tarpu su AAV transportuojami AON galéty lemti ilgalaikj
teigiamg poveikj kelerius metus, galimai, net visg gyvenimg. Garanto ir kt. pademonstravo,
kad AON, pernesti su AAV | tinklaing CEP290 geno mutacijy sukeltai LPA gydyti, [émé
sutvarkyta CEP290 jungtj, CEP290 baltymo lygiai buvo atstatyti ir krumplyno fenotipas
buvo iSsaugotas. Pelése su humanizuotomis tinklainémis, kurios tur¢jo CEP290 mutacija, tiek
laisvos AON, tiek su AAV transportuotos AON pademonstravo teigiamus rezultatus su
CEP290 siejamai LPA gydyti. Taigi, AON grista terapija galéty biiti efektyvus biidas stabdyti
tam tikry PTD vystymasi arba net pagerinti regéjimo funkcija daugeliui individy su regos
sutrikimais. (67)

GENU REDAGAVIMAS SU CRISPR-Cas9

Dar viena perspektyvi geny terapijos Saka yra geny redagavimas ir jo jrankiai, kaip CRISPR-
Cas9 sistema. Sia sistema paremtu gydymu yra atlickami bandymai daugelyje gyviiny
modeliy su PTD ir tikimasi, kad geny redagavimas taps vienu i$ sprendimy geny terapijoje
netolimoje ateityje. CRISPR-Cas9 sistemos veikimo modelis paremtas pakitusio splaisingo
donoro pasalinimu ir taip atstatomu baltymo aktyvumu. Pagrindinis pavyzdys galéty biiti
EDIT-101, kuris taikosi | nenormaly splaisingo donora, sukeltg /V’S26 mutacijos CEP290
gene, lemiantj LPA ir $iuo metu esantj pirmoje klinikiniy tyrimy fazéje (NCT03872479).
Suaugusiyjy dozavimo kohorta jau yra atlikta ir j tyrimga jtraukiami pirmieji pediatriniai

pacientai. (i§ ir.editasmedicine.com, Results and Business Updates, rugpjicio 4, 2021) Taip
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pat CRISPR-Cas9 sistema galéty biiti naudinga ligose, kurios negali biiti suvaldytos paprastu
tinkamo geno pridéjimu dél toksisko mutavusio baltymo poveikio - CRISPR-Cas9 galéty
galéty uztildyti endogeninj mutavusj gena ir pakeisti jj egzogeniniu norimu normaliu genu.
Manoma, kad daug kity PTD galéty turéti ateityje gydyma, kadangi CRISPR-Cas9 ,,jrankiy
déze* nuolat pleciasi. Nepaisant gery rezultaty geny redagavimas turés gerai patobuléti, kol
tokiais jrankiais bus galima gerinti pacienty gyvenimg — nemazai pastangy pareikalaus
CRISPR-Cas9 efektyvumo padidinimas taikantis j tinklaing ir taikymosi riziky sumazinimas,
ypac skiriant démes;j  kitus taikinius ir Salutinius produktus. Taip pat reikés optimizuoti
vektorizacija, siekiant tolimesniy klinikiniy tyrimy, kadangi AAV turéjo Siek tiek trukumy —
imunogeniskumas ir padidéjusi rizika paveikti netaikinius dél ilgai liekanciy ekspresuojamy
Cas9 derivaty. Manoma, kad iSeitis galéty buti nevirusiniai vektoriai, jei biity iSsprestas jy
trikumas — mazas veiksmingumas nerviniam audiniui. Taigi, geny redagavimo technologija,
jrodziusi geresnj veiksminguma ir sumazinusi Salutinius poveikius, pretenduoja tapti tinkamu

ir pazangiu sprendimu taikant geny terapijos gydyma uz keleriy mety. (68)

LUXTURNA

Kol kas Siuo metu vienintelis patvirtintas Europos Vaisty agentiiros (EMA), JAV Maisto ir
Vaisty Administracijos (FDA) ir efektyvus geny terapijos preparatas tinklainés distrofijy
gydyme yra Voretigenas neparvovekas (Luxturna), kuris leidzia gydyti tinklainés distrofijas,
sukeltas mutacijy RPE65 gene — tai budingiausia Léberio paveldimai amaurozei bei kai
kuriems pigmentinio retinito atvejams. RPE6S5 genas yra atsakingas uz retinoida
izomerohydrolaze. Sis fermentas regeneruoja 11-cis retinalj, chromofora, kuris atlicka kertine
role fototransdukcijoje fotoreceptoriy Igstelése. Esant mutacijoms RPEG65 gene §io baltymo
arba triiksta, arba jis yra nefunkcionalus. Be $io baltymo, fotoreceptoriuose sutrinka atsakas j
Sviesa ir jie degeneruoja. (69) Luxturna gali buti vartojamas tik tada, kai paciento tinklaingje
yra i$lik¢ pakankamai gyvybingy tinklainés Iasteliy. Luxturna veikimo principas paremtas
geny terapija naudojant adeno-asocijuotg virusg — tai reiskia, kad genas transportuojamas
vektoriumi, kuris neintegruojamas j paciento genomg ir turi Zemg imunogeniskuma. (70)
Adenovirusas transportuoja jprastas, ,,sveiko®“ RPE65 geno kopijas | tinklainés Igsteles, dél ko

jos gali gaminti pilnai funkcionuojancia izomerohydrolaze — tai padeda tinklainés 1gsteléms
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geriau funkcionuoti, sulétéja ligos progresavimas. (71)

Retinal pigment
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5 paveikslas. Luxturna preparato injekcijos vizualizacija ir veikimo principas. (72)

PTD yra didel¢ ir heterogeniné grupé neurodegeneratyviniy sutrikimy su dideliu neigiamu
poveikiu pacienty regéjimui ir gyvenimo kokybei, savarankiskumui. Virs 250 mutacijy yra
siejama su abipusiy tinklainés distrofijy patogeneze. Terapinés galimybés yra nuolat
intensyviai tyrin¢jamos ir atrandamos naujos galimybeés. Keleto klinikiniy studijy, tarp jy ir
jvairiy geny terapijos techniky bandymy, rezultatai yra perspektyvis ir zadantys galimybes
ateityje grazinti regéjimo funkcijg be akiy ar sisteminiy Salutiniy poveikiy. Tyrimy
efektyvumas ir saugumas atnesa daug vilties, kad gydymas paveldimas tinklainés distrofijas
turintiems pacientams bus sukurtas ir prieinamas. Kadangi paveldimy tinklainés distrofijy
patogenezés ir keliai, vedantys j fotoreceptoriy zutj yra skirtingi — individualios ir jvairiy
mechanizmy deriniy terapinés strategijos galéty biiti iSeitis uztikrinant degeneracijos

sustabdyma Siuose heterogeniskuose genetiniuose sutrikimuose.
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