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ANOTACE

Tématem této prace jsou virové vektory, které se v budoucnu mohou stat zasadni pro
vyvoj genové terapie. Prace popisuje jednotlivé vektory a jejich specifické vlastnosti,
které budou moci byt vyuzivany k 1é€bé riznych nemoci. Na konci se prace vénuje
budoucnosti vyvoje genové terapie a etickym otdzkam, které jsou stimto tématem

spojeny.
KLICOVA SLOVA
Genova terapie, virové vektory, vrozené nemoci, ziskané nemoci

ANNOTATION

The topic of this thesis are viral vectors which can be very important for the
development of gene therapy in the future. The thesis is describing individual vectors
and their specific properties which can be used to the treat of various diseases. The end
of the work is describing development in the fututre and some ethic questions.

KEYWORDS

Gene therapy, viral vectors, congenital illness, acquired diseases
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UvVOD

Genova terapie je druh 1écebného postupu, pfi kterém je do genomu pacienta vlozena
sekvence DNA, tato sekvence koduje né&jaky nefungujici ¢i chybéjici protein. Tato
1é¢ebnd metoda by mohla byt v budoucnosti pouzita k 1€¢bé vrozenych nebo ziskanych

nemoci.

Bakalatska prace se zamétuje na jednu z hlavnich otazek — jak vlozit DNA do genomu
pacienta. NejcastéjSim experimentalnim zpisobem je pouziti vird, které jsou schopny
prenést svou DNA do genomu hostitelskych bungk. Usp&ch vyvoje je zavisly na vyvoji

virovych vektora.

Existuje n¢kolik druht virovych vektort, které byly upraveny pro pouziti v aplikacich
genové terapie, na téchto vektorech budou postupné stavény zaklady této prace.
V prvni fadé je cilem prace ujednotit dostupné informace o téchto vektorech, popsat
klasifikaci apostupné se dostat k jednotlivym nemocim, které by mohli byt pomoci

genové terapie v budoucnu 1é¢eny.

Jelikoz je genova terapie povazovana jako ,,Iék budoucnosti musi se zvazit vSechny
vyhody a nevyhody lé¢ebnych postupt. GT vyvolava slozité¢ bezpecnostni etické otazky
tykajici se legitimniho rozsahu a omezeni genetické intervence.

V soucasnosti vyzkum zaziva jakysi boom, nebot’ se postupné uvoliiuje regulace vyvoje
a vyspelé staty se snazi vyvijet nové postupy, aby se genova terapie postupné dostala
do bézné 1écebné praxe. Za jak dlouho se to stane je otazkou, ale je ziejmé, ze az k tomu

dojde, nastane velky medicinsky prevrat.
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1 GENOVA TERAPIE

1.1 SEZNAMENI

V dnesni dobé je mnoho druhii nemoci spojeno s nespravnou funkci genli (jedna
se 0 pozménénou sekvenci DNA ¢i chybnou regulaci transkripce a translace), naskyta
se zde moznost ovlivnit pfi¢inu vzniku pomoci genové terapie. [4] Je zapotiebi
zduraznit, ze ne vSechny lécebné postupy, které zplisobily zmény v genetické vybavé

pacienta lze povaZovat za genovou terapii. [3]

Vétsina tradicnich 1é¢iv jsou proteiny nebo malé molekuly, které s nimi interaguji
a to tak, Ze plsobi spiSe na Grovni proteinu nez na zdkladni urovni genu. Alternativnim
pfistupem je genova terapie, kterd je zaloZzena na pouziti nukleovych kyselin,
na opraveni nefungujici sekvence DNA nebo zavede kompenzacni zménu, ktera obnovi
normalni fyziologické procesy bunky. Genova terapie je soucdst nové vznikajici
skupiny terapii, které lze souhrné nazvat jako genovou medicinu. Jednou z forem
genové mediciny je pouziti nukleovych kyselin stejnym zptsobem jako v konvenéni
1&¢bé, kdyz je cilem 1é€by mRNA produkovana zménénym genem. Také pouziti DNA

vakcin, které vyjadiuji antigeny v téle spada pod genovou medicinu.

Vsechny tyto nové techniky jsou zvlasté zajimavé pro léceni onemocnéni, jako
je rakovina - metoda zalozena na pouziti celych bunék odvozenych bud’ z pacienta nebo
z alternativniho zdroje. Obé genové a bunécné terapie mozna predstavuji nejslibngjsi
terapeutické strategie pro dlouhodobé nemocné. GT je léCebna strategie, kde jsou
pacientovi buniky geneticky modifikované ve snaze 1é€it nemoci. Je zde dilezity rozdil
mezi somatickou GT, kde jsou zmény zavedeny do somatickych bunék a jsou omezeny
na pacienta a na ,,GERM —LINE* genovou terapii, kde jsou zmény zavedeny do bunék
a proto muze byt ptedavan pro nasledujici generace. Avsak tato GT neni v dnesni dob¢

jesté povolena z etickych dtvodda. [7]

O genové terapii lze ve strucnosti fici, Ze je to 1é€ebny postup, pii kterém je do genomu
pacienta vloZena sekvence DNA. Tato sekvence nasledné koduje nefungujici
¢1 chybéjici protein.

Zakladni postupy v GT (nejcastéji studované jsou v dnesni dob& prvni dva)

e Zakladni gen je ,,vmezeten* do genomu a jeho funkce nahradi gen poskozeny
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e Ovlivnéni patologické regulace genu

e Nahrazeni abnormalniho genu pfirozenym genem pomoci homologni

rekombinace
e Oprava za pomoci selektivni reverzni mutace
e Pomoc imunitnimu systému rozpoznat abnormalni buiiky

Pti pokusech o vneseni spravného genu do genomu pacienta se pouzivaji vektory
nabazi virového genomu, ktery je upraven tak, aby ztratil patogenni vlastnosti
a nadruhou stranu, aby vnesl potfebny lidsky gen do genomu pacienta. Druhou
nejcastej$i metodou je pouziti DNA obalené v lipozomech, nebot’ jsou schopné pronikat

do buriky a vnaset obsah do jadra.

Pii ovliviiovani regulace genu se vyuzivaji snahy o pouZiti riznych typt uméle
pfipravenych kratkych usekit RNA - interferujicich RNA, u kterych je znamo,
ze po zavedeni do buiky umi selektivné napomahat degradaci specifickych

medidtorovych molekul RNA (mRNA).

Genova terapie by méla byti do budoucna vyuZivana k 1écbé dédicnych onemocnéni.
Bohuzel se stale potyka s problémy a nebyla doposud zavedena na stilo do lékarské
praxe. Nebot pro Uplné zavedeni genové terapie se zde objevuji obavy tykajici
se nezadouci imunitni odpovédi, nebezpeci infekce ¢i genetické ovlivnéni somatickych

i pohlavnich bunék. [4]

Myslenkou zvySeni efektivity GT je pfenos nahé DNA. Mechanismem intravaskularni
dodavky nahé DNA je myslenka, ktera v praxi zahrnuje aktivni bunééné vychytavani
pDNA. [6]

1.2 HISTORIE

Koncept genové terapie vznikal jiz v 60. a 70. letech minulého stoleti a je stale ve svych
pocatcich, z toho plyne fakt, Ze nemame dostatek dlouhodobych spolehlivych udaji,

0 bezpecnosti a spolehlivosti této 1éCby.

Prvni pacient, u kterého se praktikovala 1écba pomoci GT v roce 1990 byla Ctyfleta
divka, trpici vrozenou nemoci, kdy trpéla nedostatkem adenosin deaminazy, kterad
vyrazn¢ ovliviluje imunitu a naslednou schopnost organismu bojovat s infekci.

Pti provedeni terapie byly odebrany jeji bilé krvinky, které byly vystaveny pisobeni
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retrovird s genem pro adenozindeamindzu a poté byly geny znovu vlozeny. Tento pokus

byl proveden Dr. W. French Andersonem v National Institute of Health.

V roce 2003 prob&hla v Cin& prvni komeréni genova terapie, kde byl vyuzit Gendicine.
Jedna se o rekombinantni adenovirus, ktery je upraveny pro expresi wildtype-p53 (rAd-

p53). Jednalo se o virus, ktery je urceny pro 1é¢bu karcinomu hlavy a krku. [8]

V zati roku 2010 bylo oznameno, Ze u 18let¢tho muze z Francie, ktery trpi beta-
talasemii probéhla uspésna 1écba. [9] Beta-thalassemie je dédi¢né onemocnéni krve,
ve kterych chybi beta hemoglobin a pacienti jsou zavisli na pravidelnych celozivotnich
krevnich transfuzich. [10] Tato technika vyuzila vektory pro transdukci lidského beta-

globin genu do ¢isténé krve a bunék kostni dené. [11]

V roce 1989 Rosenberg a kol. provedli prvni pokus tykajici se genové terapie, kdyz
pouzili retrovirus pro zavedeni genu kddujiciho rezistenci k neomycinu do lymfocytil
infikujicich lidské nadory pted tim, nez je vpustili do péti pacientd s pokrocilym
melanomem. Tato studie prokazala proveditelnost pouziti retrovirdlni genové
transdukce u lidi a stanovila podminky pro dalsi studie. Od té doby bylo dokonceno vice
nez 900 klinickych studii po celém svété. Tyto studie byly navrzeny tak, aby dokazaly
proveditelnost a bezpecnost, demonstrovaly realitu exprese terapeutickych proteind
in vivo pfenesenymi geny a v nékterych piipadech ukazaly terapeuticky pfinos.
Neexistuje jediny zdroj informaci, ktery by prezentoval piehled vsech klinickych studii
provadénych po celém svété. V roce 1997 byla zaloZena databaze, kterd umoziuje
hledat viechny informace o klinickych studiich komplexné a co nejvice globalng. Udaje
byly sestaveny a pravidelné aktualizovany z oficialnich zdroju agentury, publikované
literatury, prezentace na konferencich a informaci poskytnutych od vysetfovateld. Od
31. ledna 2004 bylo identifikovano 918 studii ve 24 zemich. USA tvoii dv¢ tfetiny
téchto zkousek a rakovina je zdaleka nejcastéjsi indikace onemocnéni, nasledovana
vrozenymi monogennimi onemocnénimi a kardiovaskularnimi chorobami. Virové
vektory byly nejc¢astéji pouzivanymi nosici pro prenos gent do lidskych bunék, pii¢emz
retroviry a adenoviry predstavujici pfevaznou vétSinu. V jedné Ctvrtiné pokustu byla
pouzita plazmidovéa (naha) DNA a dal$i nevirové vektory. Bylo pfeneseno vice nez 100

odlisnych gend. [52]
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2 VIROVE VEKTORY

Hlavni otdzkou genové terapie je nalezeni zplisobu, jak vlozit DNA do genomu
pacienta. NejcastéjSim experimentalnim zplisobem je pouziti viri, které jsou schopny
pfenést svou DNA go genomu hostitelskych bungk. [4] Uspéch genové terapie
je do urcité miry zavisly na vyvoji virovych vektora (asi 70% vyuziti), nebot’ viry jsou

vyuzivany predevsim kvili jejich vysoké Gi¢innosti transdukce do lidskych bunék. [7]

Nékolik typa viru, jako jsou retroviry, adenoviry, adeno-asociovaného viry, alphaviry
a herpes simplex viry byly upraveny pro pouziti v aplikacich genové terapie. Tyto
vektorové systémy maji jedinecné vyhody a omezeni, u kazdého z nich mizeme urcit

piipady, pro které se nejlépe hodi. [12]

Genova terapie zahrnuje aplikaci riznych virovych vektorl, které jsou vhodné pro
vyuziti v sav€ich hostitelskych buiikach. Vzhledem k rGznym vlastnostem kazdého
virového vektoru, definice jejich aplika¢niho rozsahu zavisi na faktorech, jako

je replikaéni kompetence, integrace genomu a trvani exprese transgenu.

Nedavné studie modifikovanych virovych vektori pfispély ke zlepseni ucinnosti dodani
genu. Ackoliv byly vkladany velké nadéje tykajici se rychlého prulomu studie, pokrok

byl pomalejsi, nez se predpokladalo.

Mizeme si zde uvést 4 zakladni faktory, které brzdi pokrok pro vyuZivani virovych

vektorli v genové terapii.

e 1.Neefektivni pro prenos geni: Ackoli virové vektory prokézaly vysokou
ucinnost dodani genu v bunécnych liniich, jejich Uc¢innost in vivo, byla
neuspokojiveé nizka.

e 2.Cileni projevu: Toto se tyka problematiky dopravy gentll. Specifické cileni

do bun€k nebo tkani je nesmirné dilezité, aby se zabranilo expresi toxickych

genovych produktii ve zdravé tkani.

e 3.Trvani vyrazu: Vytvoreni dlouhodobé exprese bylo omezeno Spatnou
replikaci a stabilitu episoméalnich vektorti a neu¢inné nebo nevhodné integraci

vektoru do genomu hostitele.

e 4 .Bezpecnost: Piredpokladem pro klinickou genovou terapii musi byt zajisténé

pfislusné bezpecnostni normy.
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V této souvislosti, je velmi dilezité umisténi integrace genomu a snizeni cytotoxicity

a imunogenicity jsou velmi dtlezité. Celkové doslo k vyznamnym zlepSenim ve vSech

aspektech vyvoje pro pfenos genti a aktivace genové exprese v prubchu nékolika

poslednich let. Nicméné se ukazalo, ze nemame k dispozici univerzaln¢ pouzitelné

idedlni virové vektorové systémy. Riizné rysy kazdého vektoru a typu onemocnéni,

které maji byt 1éCeny, musi byt definovany dfive, neZ se rozhodne o tom, ktery typ

vektoru by mél byt pouzity. Nekteré vlastnosti vektorti je tieba feSit diive, nez pfi

rozhodovani, ktery systém pouzit, a proto je vhodné provést srovnani mezi riznymi

virovymi vektory, které se dnes v GT pouzivaji. [13]

Tabulka 1-Virové vektory a jejich zakladni vlastnosti

VEKTORY KAPACITA ROZSAH KLINICKE VLASTNOSTI
HOSTITELE TESTY
AAV Nizka <4 kb Siroky, infikuje + Pomaly nastup
jak nedélitelné, exprese,
tak délici bunky neefektivni virova
produkce ve
velkém métitku
Adenoviry Stredni < 7,5 kb Siroky, nizka + Ptechodna
transdukce exprese, silna
neuront imunogenicita
Alphaviry Stfedni < 7,5 kb Siroky, neurony, + Pfechodna, ale
gliové bunky extrémni exprese,
specifickych nizka
kment imunocenicita
HSV Vysoka > 30 kb siroky, neurony, - Latentni infekce,
kmenové bunky, dlouhodoba
svalové buiky exprese, nizka
toxicita
Retroviry Stiedni 8kb Omezeny, pouze + Integrace genomu,

délici buiika

dlouhodoba

exprese
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Vsechny viry napadaji své hostitele a zavadi svij geneticky materidl do hostitelské
buiiky jako soucast svého replikacniho cyklu. Tento geneticky material obsahuje
,havod“ jak produkovat vice kopii téchto virt. Hostitelskéd buiika bude produkovat dalsi
kopie viru, coz vede k dalsi nakaze bunék. Nékteré typy virti ve skutecnosti vlozi své
geny do genomu hostitele. Manipulace imunitniho systému indukuje toleranci vektort

potencialem pro vyvolani imunitni odpovédi. [14]

Zabijeni specifickych bun¢k - cilem je vyjadfit v téchto bunikach sebevrazedny gen,
jehoz produkt je toxicky. Vzhledem k letdlnim G¢inkiim sebevrazednych gend, musi byt
zaméteno na cilové bunécné typy s velkou presnosti, aby se zabranilo vedlej$im

ucinkum. [7]
2.1 NEVIROVE VEKTORY

V poslednich 10 letech doslo také k vyznamnému pokroku ve vyvoji a aplikaci
nevirovych vektori v genové terapii. Nicméné jsou V klinické praxi problémy, které

nejsou schopny zatim tuto problematiku plné vytesit. [15]

Viry se postupné vyvinuly, aby se staly vysoce uc¢inné pti dodani nukleovych kyselin na
specifické typy bun€k, pricemz se tim ma zabranit imunologickému sledovani.
V piipadé, Ze patogenita konkrétniho viru, bude odstranéna, muze byt gen velmi vhodny

pro genovou terapii. Musi byt vSak zachované G¢innost pienosu genil a jejich exprese.

Nevirové vektory, jsou jasné nepatogenni a také méné efektivni v prenosu nukleové
kyseliny do jadra bunék. Kazdy z vektorovych systémlii ma své pirednosti, ale i

nedostatky, které vyZzaduji dals$i upravu, aby se postupem casu stal vhodny pro béznou
aplikaci. [12]
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3 ROZDELENI VIROVYCH VEKTORU

V nésledujicich strankdch si zde rozebereme zéastupce virovych vektori a jejich
charakteristické znaky, které se mohou vyuzivat pro genovou terapii. Pro ptehlednost
zde uvadim procentudlni zastoupeni jednotlivych vektorti, coz ndm mtize slouzit jako

voditko, které viry budou v budoucnu nejvice vyuzivany.

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials (\}q\/)

Adenovirus 21.4% (n=532)
Retrovirus 18.2% (n=452)
Naked/Plasmid DNA 17.2% (n=427)
Adeno-associated virus 7.0% (n=173)
Vaccinia virus 6.9% (n=172)
Lentivirus 5.8% (n=144)

Lipofection 4.6% (n=115)

Poxvirus 4.3% (n=106)

Herpes simplex virus 3.6% (n=89)
Other vectors 7.7% (n=191)
Unknown 3.2% (n=80)

00000 OOGOOGS

The Journal of Gene Medicine, © 2016 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co_uk/genmed/clinical

Obrizek 1- Pouzivané vektory v GT; prevzato z: Zdroj obrazkt [1]

3.1 ADENOVIRY

Adenoviry infikuji rizné zivoc¢isné druhy vcetné lidi. Adenoviry byly poprvé izolovany
V nosnich mandlich u lidi — od tohoto je také odvozen nazev Adenoviry. Jsou to viry
stiedni velikosti (90 — 110nm), nejsou chranény kapsidou. Jsou to dvacetisténné viry
tvorené  znukleokapsid a  linearntho  dvouvlédknového  genomu, jedna
se 0 dvouvldknovou DNA. U clovéka je znamo vice nez 51 sérotypl, které jsou
zodpovédné za infekce hornich cest dychacich. [16] Virion je rezistentni vuéi éteru,

je citlivy na chlor a jeho derivaty. [23]

Obrazek 2 - Organizace adenovirovych Castic ; pievzato z: Zdroj obrazka [2]
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Primarni Sifeni probih4 prostfednictvim respiracnich kapének, ale mohou se také Sifit
stolici. Infekce zplisobené adenoviry se projevuji Casto jako zanét spojivek, angina
¢1 zdnét ucha. U déti mohou adenoviry rozvijet bronchiolitidu. U kojenci mohou
zpusobovat zachvaty kasle, které se mohou v extrémnich piipadech jevit jako Cerny
kasel. VétSina populace se vyléci ztéchto infekci bez lékarské pomoci, avSak

u nékterych osob s oslabenou imunitou mohou mit az smrtelné nasledky.

Kdyz se tyto viry infikuji do hostitelské builky, zavadéji své molekuly DNA
do hostitele. Geneticky material adenovird neni zahrnuty do genetického materialu
hostitelské¢ buiniky. Molekula DNA je voln¢ ponechana v jadie hostitelské bunky
ainstrukce vtéto extra DNA molekule jsou transkribovany jako kazdy jiny gen.
Jedinym rozdilem je, Ze tyto extra geny nejsou pii bunééném déleni replikovany. Vstup
adenovirl do hostitelské bunky zahrnuje vzdjemné plisobeni mezi virem a hostitelskou

bunkou. Vstup do hostitelské bunky je spustén navazanim proteinu na receptor bunék.

Zivotni cyklus adenoviru je rozd&len pomoci procesu replikace DNA do 2 fazi: Brzké
(odpovida udalostem, které nastaly pted replikaci virové DNA) a Pozdni (odpovida
obdobi po zahajeni replikace virové DNA) faze. [7] V obou fazich je generovan
primarni transkript, ktery je alternativné spojeny pro generovani mRNA s ribozomy

hostitele. Casné geny jsou zodpovédné za regulaéni proteiny. [16]

Velkym problémem adenovirovych vektori je jejich imunogenicita. I piesto, Ze vakcina
adenoviru byla bezpecné podavana milionim americkych vojakl po nékolik desetileti,

objevoval se zde problém s nezadouci imunitni reakci. [7]

Adenovirové vektory jsou Siroce pouzivany pro poddvani gentl in vivo a jsou vyuzivany
v klinickych studiich pro 1écbu rakoviny a CF. Adenovirové vektory maji tu vyhodu,
ze mohou infikovat nékteré bunky v kultufe in vivo, coz je proces vedouci k vysoké

urovni piechodnou expresi genu. [13]

3.2 ADENOASOCIOVANE VIRY

Jsou to obalené viry patiici do celedé¢ parvovirl. Jsou to malé viry s genomem

jednovldknit¢ DNA. Jednd se o nepatogenni viry. Tento virus infikuje dané druhy

wewvr

onemocnéni. Virus zpisobuje velmi malou imunitni odpovéd’.
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Genom AAV je vytvofen z jednofetézcové deoxyribonukleové kyseliny (ssDNA).
Genom obsahuje obracené termindlni repetice (ITR) na obou koncich fetézce DNA
a dva oteviené ¢teci ramce (ORF). Genom je dlouhy 4,7 kb. [17] Prvni z nich se sklada
ze Ctyt prekryvajicich se gent kddujicich proteiny Rep pozadované pro AAV zivotniho
cyklu, a druhy obsahuje piekryvajici se nukleotidové sekvence proteiny kapsidy: VPI,
VP2 a VP3, které vzajemné spolu tvorit kapsidu. [18]

ITR ITR

‘I rep | | cap Ih

Obrazek 3 - Organizace genomu AAV; pievzato z: Zdroj obrazki [3]

Nemodifikovany lidsky AAV integruje do chromosomdlni DNA na urCitém misté —
na 19qlS.5-qrer. Jedna se o vysoce zadouci vlastnost, ktera poskytuje tu vyhodu,

ze dlouhodoba exprese je bez rizika inzeréni mutageneze. [7]

Vektory genové terapie vyuzivajici AAV mohou infikovat jak délici, tak 1 klidové
bunky. Pretrvavaji v extrachromosomalnim stavu. Soucasné klinické studie dokazuji,
ze vyuziti AAV pro genovou terapii v o¢ni sitnici se jevi jako velmi slibné. Tyto viry
mohou vlozit geneticky material na ur¢ité misto 19. chromosonu s takika stoprocentni
jistotou. AAV jsou v dnesni dob¢ testovany pro 1é¢bu svalovych a o¢nich onemocnéni.
Dalsi klinické studie dokazuji, Ze AAV mohou byt vyuzivany k dorucovani gent
do mozku. Je to zpisobeno tim, Ze viry mohou AAV mohou inhibovat klidové bunky

(neurony), ve kterych jsou genomy vyjadieny na dlouhou dobu.

Adenoasociované viry se se staly velmi slibnymi néstroji pro vyzkum a klinickou
aplikaci v centralnim nervovém systému. Nicmén¢ specifické predani genu na uréity typ
bunék je predmétem zajmu. A proto hraje velmi dilezitou roli spravna volba

promotoru. [17]

3.3 HERPETICKE VIRY

Herpes simplex viry (HSV), patii do podceledi alphaherpesvirinae. Herpetické viry
se skladaji z relativné velkého linedrniho genomu dvouietézcové DNA o délce 150 kb.
Tyto geny koduji celou fadu proteinil podilejicich se na formovani kapsidy, osemeni a
obalky viru, jakoz i fizeni replikace a infekcnost viru. Jsou uzavieny v bilkovinné

kapsidé, kterd je zabalend v lipidové dvojvrstvé. Genom herpetickych virt koduje 100-
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200 gent. Transkripce genit HSV je katalyzovana RNA polymerazou II infikovaného
hostitele.

Typickymi vlastnostmi viru Herpes simplex je neurotropismus a latentni faze zivotniho
cyklu, coz znamena, ze virovy genom ziistava epizomalné v bunééném jadru po celou
dobu Zivotnosti hostitelského organismu. Vzhledem k latenci HSV jsou velmi atraktivni

v aplikacnich oblastech, kde je zadouci cely Zivot udrZzovat expresi transgenu [13]

Jsou znamy 2 typy herpetickych virti, které u clovéka zptsobuji infekci - HSV-1
a HSV-2 Infekce virem herpes simplex se projevi vyskytem vodnatych puchyikd na
ktzi nebo sliznici ust ¢i rtd. Genomy HSV-1 a HSV-2, jsou slozité a obsahuji dvé
unikatni oblasti tzv. dlouhou jedine¢nou oblast (UL) a kratkou jedine¢nou oblast

(US). [19]

HSV je linearni dsDNA virt. Za pouziti nejméné dvou virovych glykoproteint, gB
a gD, se virus vaze prostfednictvim interakce s heparinem siranu skupinami na povrchu

bunék. Virus pak vstoupi do bunky pomoci fuze, a tam linearni DNA cirkuluje. [12]

Jednim z problému pfi pouziti herpetickych virti byla toxicita vektoru v mnoha typech
bunck. Alternativni pfistup k produkci infekénich HSV vektorl je pouziti amplikond.
V tomto ptipadé, plazmid obsahujici pocatek replikace HSV a obalovych sekvenci
je kotransfekovan kosmidy obsahujici HSV genom, ale s poSkozenym balici sekvence.
Vysledny virus obsahuje pouze plazmidové sekvence a tim je vyloucena toxicita
spojend s nizkou urovni exprese HSV. Pretrvavajicim problémem je, Ze exprese

transgenu je ukoncena v priabéhu 1 tydne po infekei riznych cilovych bunék.[12]

MV

Herpetické viry maji tropismus pro centralni nervovy systém. Mohou zapficinit
celozivotni latentni infekci u senzorického ganglia, ve kterém existuji jako
neintegrované extrachromozomalni elementy. Jejich hlavni vyuZiti je v dodavani genti
do neuronit pii lécbé Parkinsonovi nemoci ¢i nadord CNS. Prakticky vyzkum,

je ale stale v ranné fazi vyvoje.[7]

3.4 ALPHAVIRY

Alpharviry miZeme zatfadit do celedé Togaviridae. MlZeme zde rozeznat 27 drudi
alphavirti, které jsou schopné infikovat rizné obratlovce, jako jsou lidé, hlodavci, ptaci,
a vétsich savcl. Alphaviry jsou obalené Castice, které maji primér 70 nm, maji tendenci

byt zakulacené a 40 nm izometrickou nukleokapsidu. Genom se sklada z jednofetézcové
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pozitivni RNA. Celkova délka genomu se pohybuje mezi 11 a 12 kb. Nestrukturni
proteiny (replikdza) jsou umisténé na 5' konci, zaujimajici zhruba 2/3 délky genomu,
zatimco strukturni (kapsidovy protein a 3 obalové proteiny) jsou v posledni tfeting,

na 3' konci.

Obrazek 4 - Povrch alphaviru (poéitatem generovany model); pfevzato z: Zdroj obrazku [4]

K dispozici jsou dva oteviené ¢teci ramce (ORF) v genomu - nestrukturalni
a konstruk¢ni. Prvni z nich je nestrukturalni a koduje proteiny pro transkripci a replikaci
virové RNA, a druhy koduje Ctyfi strukturalni protein: kapsidovy protein C, Obalka
glykoproteinu E1, Obalka glykoproteinu E2, E3 a Obalka glykoproteinu. Exprese téchto

proteint a replikaci virového genomu probihd v cytoplazmé hostitelskych bunék.

Alphavirové vektory nesou terapeutické nebo toxické geny pouzivané

pfi nitronadorovych injekcich. Tyto postupy ukazaly efektivni regresi nadoru. [20]

3.5 VIRY VAKCINIE

Clenové kmene Poxviridiae véetné viru vakcinie jsou neobvyklé tim, Ze replikace
a transkripce z genomu probiha v cytosolu infikovanych bunék. [7] Maji linearni,
dvouretézcovou DNA, genom je piiblizné 190 kb na dlouhy ktera kdduje asi 250 genti.
Genom je obklopen lipoproteinovou membranou. Tyto viry a jsou odliSeny od jinych
virti na zékladé€ jejich schopnosti replikovat vyhradné v cytoplasmé hostitelské burky,

ven z jadra. Rozméry virionu jsou piiblizné 360 x 270 x 250 nm

Viry vakcinie jsou dobfe znamy pro jejich roli vakciny, kterou byla vymycena nemoc
pravych nestovic. Tato 1écba byla provedena podle Svétové zdravotnické organizace
(WHO) v ramci programu eradikace nestovic. Po vymyceni nestovic, védci vyuzili virus

vakcinie jako nastroj pro dorucovani genii do biologické tkan¢.
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Béhem replikacniho cyklu vackcinie produkuje Ctyfi infekéni formy, které se lisi
ve svych vnéjSich membranach: vnitrobunéény zraly virion (IMV), intraceluldrni
obklopeni virionu (IEV), builka spojena s obklopenym virionem (CEV) a extracelularni
obalené virionu (EEV). IMV se sklada z jedné lipoproteinové membrany, zatimco CEV
a EEV jsou oba obklopeny dvéma membranovymi vrstvami a IEV ma tfi membrany.
IMV je nejrozsifenéjsi infek¢ni forma a predpoklada se, Ze je odpoveédna za Sifeni mezi
hostiteli. Na druhé strané¢, u CEV se ptedpoklada, Ze hraje roli pfi Sifeni z bunky

do buiiky a EEV se povazuje za dileZitou pro dlouhé vzdalenosti Sifeni v hostitelském

organismu.[21]

3.6 RETROVIRY

Retrovirus je jakykoliv virus patiici do virové ¢eledi Retroviridae. Jedna se o RNA viry
obalené¢ jednovlaknitou nukleovou kyselinou. Jsou schopné piepsat svou genetickou

informaci do DNA pomoci revezni transkriptazy.

Viriony maji primér okolo 100 nm, jsou obalené a kulovitého tvaru. Uvnitf virionu
muzeme také najit tRNA, ktera se vyuziva jako primer Kk syntéze komplementarni
negativni DNA v infikované bufice. Retroviry se replikuji v cytoplazmé a dozravaji

pucenim z cytoplasmatické membrany napadené bunky.

Genom je tvofen 2 molekulami pozitivni jednovlaknité RNA (+sSRNA). Retrovirové
genomy obycejn¢ obsahuji tfi oteviené cteci ramce, které koduji proteiny, které
Ize nalézt ve zralém viru. Skupina-specificky antigen (gag) kody jadra a strukturalnich
proteint viru, polymerazy (pol) koédl pro reverzni transkriptazy, protedzy a integrazy,

(env) kody retrovirovych obalovych proteint. [22]

LTR LTR

~ RERCCH [env | oy

pol

Obrazek 5 - Organizace genomu retrovirti; prevzato z: Zdroj obrazkt [5]

Retrovirové vektory mohou trvale integrovat do genomu infikované buiiky, ale vyZzaduji

mitotické bunécné déleni pro transdukei. [12]

Retrovirus infikuje cilové buniky prostfednictvim specifické interakce mezi virového
obalového proteinu a bunééného povrchu "receptor" na cilové bunky. Schopnost

retrovirit vlozit svlij genom do hostitelské DNA, umoziuje stabilni genetickou
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modifikaci pro zivot hostitelské bunky. Tato stabilita je v kontrastu k dodani genu
za pouziti urcitych DNA virt, jako je adenovirus, herpes simplex virus, a papilomaviru,
které zistavaji epizomalni. Jakmile provirova DNA dasahne jadro, je integrovana
do hostitelské DNA pomoci virové kodovaného integrazy. Integrovany provirus je pak
transkribovan a produkuje RNA kodujici virovy gag, pol, env a proteiny, které
umoznuji baleni plné délky virové RNA, ktery obsahuje sekvenci psi; sestiihané zprava

neobsahuje psi mist, a tudiZ neni zabaleno.

Ditlezitym rysem zivotniho cyklu viru je, Ze infikované bunky stabiln¢ vytvaii viry bez
vyrazného vlivu na vlastnosti rGstu bunky. Tak mohou byt vytvofeny stabilni linie
producentd, které umoziuji trvalou produkci rekombinantnich virt. Vzhledem k tomu,
retrovirové vektory maji tu vyhodu, Ze stabiln¢ integruji do hostitelské DNA
Vv infikovanych buiikdch a exprese terapeutického genu pro Zivot této bunky se udrzuje
Vv pribéhu nasledného déleni mitdzy; tak mohou byt retrovirové transdukované buiky
klonové rozsiteny. Nevyhodou retrovirovych vektort MMLV bazi je, ze vyzaduji
bunééné déleni, zejména mitdzu, pro integraci. To znamend, ze stavajici retrovirové
vektory jsou vhodnéjsi pro genovou terapii ex vivo, ve kterych mohou byt izolované
bunky propagovany v kultufe, geneticky modifikovany retrovirovou infekci, a pak
transplantovany do pacienta piijemce. Retrovirové vektory mohou byt také pouzity
k infikovani nékteré rychle se délici buiiky in vivo, jako jsou napiiklad hepatocyty
po parcialni hepatektomii, rychle se d¢licich nadorovych bunék, nebo proliferujici
synovialni bunky lemujici zanétim kloubti. Nedavné pokroky v produkci vyssiho titru
vir a dal§iho rozvoje lentivirovych vektorti, které mohou infikovat buiiky, mohou

pocitat s obecnou ptisobnosti retrovirovych vektort v genové terapii in vivo. [12]

Prikopnickd prace na dodani genu in vivo byla provedena s pomoci retrovirovych
vektortl, typicky s pouzitim viru mysi leukémie. Nebot' vyhodnymi znaky retroviri je
jejich schopnost integrovat do genomu hostitele, a tedy podporovat expresi
heterologniho genu pro delsi ¢asové obdobi. Neschopnosti retrovirovych vektort pro

infekei nedélicich se bunék je vSak omezena jejich potencialni aplikace. [13]
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4 METODY STANOVENI

ey ee

vektory. Tyto metody lze rozdélit do 2 skupin — prvnimi jsou klasické metody stanoveni

vird a druhou molekuldrné biologické metody.

4.1 KLASICKE METODY

Mezi nejvyznamnéj$i klasickou metodu detekce, kterd jde pouzit na stanoveni imunitni
odpovédi vyvolané virovymi vektory je ELISA. Jednd se o imunochemickou metodu,
pfi niZ se pouziva enzym navazany na Fc fragment protilatky ke znaceni antigenu a tim
nasledné celého imunokomplexu. Navazani enzymu se zndzorni reakci se substratem
za vzniku barevného produktu. Laboratorni prikaz protilatek je casto pouzivany

pii stanovovani adenovirti. [66]

Western blot je dal$i neméné dulezitd technika pouzivand v bunéné¢ a molekularni
biologii. Pomoci western blotu mizeme identifikovat specifické proteiny z komplexni

smési proteint extrahovanych z bun¢k. [68]

Jako ptiklad vyuziti téchto metod mizeme uvést studii zabyvajici se 1écbou cystické
fibrézy. Tyto vysSe uvedené metody, slouzi jako screening pted pifipadnym pouzitim

genove terapie.

V probéhlé studii byly zaznamenavany kohorty normalnich subjektd a pacientl s
cystickou fibrozou, které se zabyvaly jiz existujici imunitou vi¢i témto virim
zpusobené piirozen¢ ziskanymi infekcemi. Byla provedena fada humordlnich a
bunécnych testll na adenovirovy sérotyp 5 (AdS) a adeno-asociovany virus sérotyp 2
(AAV2) od sérovych a perifernich krevnich mononuklearnich bunék. Prakticky vSichni
pacientt méli Ig az AdS5, 1 kdyz pouze 55% téchto protilatek neutralizovalo virus
(NAB). Sérum bylo hodnoceno jako neutralizaéni protilatka (NAB), izotypy Ig pomoci
metody ELISA, metoda Western blot analyzy byla provedena za tG¢elem vyhodnoceni
distribuce protilatek proti kapsidovym proteinim. Tyto studie demonstruji znacnou

heterogenitu v jiz existujici imunité vaéi Ad5 a AAV2 u lidskych populaci. [69]

26



4.2 MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

Molekularné biologické metody nam umoznuji detekovat a identifikovat viry, které neni
mozné bézné izolovat na bunécnych kulturach nebo prokazovat jejich antigeny
Vv infikovanych bunkéach Tyto metody jsou velmi rychlé a umoziuji ziskat vysledek
jiz za nékolik hodin. Tim, ze amplifikacni molekularné biologické metody dokazi
zmnozit nukleovou kyselinu, jsou velmi efektivni a maji vyznam pro analyzu takovych
vzorkd, které obsahuji jenom malé mnozstvi virovych castic nebo bakterii, které
by jinymi metodami nebylo mozné prokazat. Tyto metody dokazi také stanovit tzv.
holou DNA — naked DNA, Uréitym problémem téchto metod je, ze nedokazi rozlisit

DNA pochazejici z mrtvych nebo zivych entit.

Tyto metody fadime mezi piimé diagnostické metody vedle mikroskopie, elektronové
mikroskopie, izolace a kultivace, detekce antigent. Komplexni diagnostika zahrnuje
jesté nepiimé diagnostické metody zaloZzené na imunochemickém prikazu specifickych

protilatek. [63]

Nejdominantnéj$i metodou je zde jednozna¢né Kvantitativni PCR (qPCR). Zavedeni
této technologie vyrazné zlepsilo a zjednodusilo kvantifikaci nukleovych kyselin a tato
technologie se stala neocenitelnym nastrojem pro mnoho védcu pracujicich v oblasti

molekularni diagnostiky. [70]

4.2.1 METODA gPCR

Metoda qPCR je pouZzivana pro kvantifikaci DNA a transkripci. Kvantitativni PCR
je zaloZena na klasické PCR, vyuziva se ale specialni cycler, ktery v prubéhu PCR
kontinudlné¢ zaznamenava mnozstvi DNA, a to v pribchu kazdého cyklu. Detekce
mnozstvi DNA je mozna diky pfitomnosti fluorescenéniho substratu, ktery je vazan
na pfitomnou DNA. Fluorescence je vyzafovand substratem aZz po jeho navazani
na DNA, tedy nikoliv volnym substratem. Pro detekci cilové DNA je qPCR je vysoce
citlivou metodou a pokud jsou vyuzity specifické fluorescenéni substraty,

tak je to i metoda vysoce specificka.

Primery pro Real-time PCR jsou navrhovany standardné. Je nutnd zvySena pozornost
ohledné nespecifického vazani primeri. Primery musi byt specifické! Funkénost
primerti je tfeba nejprve ovéfit standardni PCR a elektroforetickou separaci

v agarosovém gelu. Doporucuje se vyhodnotit u¢innost reakce s danymi primery a tu
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pak zohlednit pfi koneéném vypoctu. Optimalni délka produktu se pohybuje kolem
100bp, mize byt vyssi, ale neméla by presahnout 500bp.

>l T GIT —sméraaidary,

Obrazek 6 -Nasedani primert; pievzato z: Zdroj obrazki [6]

Pfi navrhovani sekvence primeru je nutné pocitat s tim, Ze oba primery musi mit aspoil
piiblizn¢ stejnou teplotu nasedani. Tuto teplotu lze ovlivnit samotnou sekvenci primert,
resp. GC/AT obsahem a délkou primert. Cim vétsi délka a vyss§i obsah GC pard, tim je
teplota nasedani vyssi. Teplota nasedani primerii musi byt dostate¢né¢ vysokd, aby
nedoslo k nespecifickému nasedani primert k templatové DNA, pokud by ale byla pfili§
vysoka, primery by nenasedaly viibec. Je potfebné, aby teplota nasedani byla optimalni
pro oba primery a obsah GC pari v obou primerech byl srovnatelny, tzn., aby byla

srovnatelna teplota nasedani obou primerd. [71]

Teplota nasedani primerd pro dan'.'i' poEet bazi a GC para

I

Obrazek 7 -Teplota nasedani primerd pro dany pocet bazi; pfevzato z: Zdroj obrazku [7

Jako ptiklad pouzivani qPCR muzeme uvést replikacné defektni adenoviry, které byly
pouzity jako vektory v rtiznych prostfedich vcetné genového pienosu, manipulace s
genem a studii funkcnosti. Pro rychlé stanoveni fyzikdlnich titrii rekombinantnich
adenovirovych vektorti je popsan kvantitativni test na bazi qPCR Tato metoda je
zalozena na amplifikaci 77 bp fragmentu umisténého v blizkosti levého konce genomu
adenoviru typu 5. Vyhodnoceni této metody ukdzalo, Ze je jednoduché, citlivé

a reprodukovatelné. Tento test je pouzitelny pro purifikovany adenovirus stejné jako pro
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vektory pfipravené jednoduchym procesem lyzy bunék, vyzadujici pouze malé

mnozstvi vychoziho materialu.[54]

Pfesnd titrace adeno-asociovanych virovych (AAV) genomovych kopii genomu
je rozhodujici pro zajisténi spravného a reprodukovatelného davkovani v predklinickém
1 klinickém prostiedi. Kvantitativni PCR (qPCR) je souc¢asna metoda volby pro titraci
AAV genomit z divodu jednoduchosti, piesnosti a robustnosti testu. Byly vSak
zaznamenany problémy s uréenim komplementarnich titri genomu AAV zalozenych
na qPCR v disledku vylouceni primer-sond pomoci genomového samoc¢inného zihani
nebo baleni pfedcasné ukoncenych defektnich interferujicich genoma (DI).
Na prekonani téchto problému byly navrzeny alternativni metody titrovani qPCR, gelu
nebo Southern blotting. Tyto metody vsak mohou byt krok zpét od standardnich metod
gPCR prave z hlediska jednoduchosti a ptesnosti. [53]

LECBA MALIGNiCH GLIOMU
Genova terapie predstavuje slibnou lé¢ebnou alternativu pro pacienty s malignimi

gliomy. Virové vektory, které byly testovany v klinickych studiich, se ¢asto zamé&iuji
pouze na ty nadorové bunky, které sousedi s mistem vpichu. V jedné ze studii byla
zkouména proveditelnost pouziti lidskych mesenchymalnich kmenovych bunck
(hMSC), aby poskytli replikacné kompetentni onkolyticky adenovirus (CRAd)
v modelu intrakranidlniho maligniho gliomu. K tomu byly zkoumany CRAds
S chimérickym 5/3 vlaknem nebo RGD péteti s nebo bez CXCR4 promotoru fidiciho
E1A s ohledem na replikaci a toxicitu v hMSC, lidskych astrocytech a lidské gliomové
bunééné linit US7MG pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce a membrany

Testu integrity.

Replikace adenovirové E1A byly hodnoceny pro relativni zmény exprese cDNA EI1A
pomoci kvantitativni PCR. Celkovd DNA byla extrahovdana pomoci ,,DNeasy Tissue
kit“. DNA byla podrobena qPCR za pouziti primerti zaméfenych na E1A a lidské
GAPDH geny pro stanoveni virové replikace in vitro a normalizovano na nanogramy

DNA izolované z nadorovych xenostépt a vzorki mySich mozkovych tkani.

Reakce probihala za nasledujicich podminek: 2 minuty pii 95 ° C, nasledovalo 32 cykld,
z nichz kazdy mél né€kolik kroka: Nejprve 20 sekund pii 94 ° C, poté 20 sekund pfi
56 °C a na zavér 20 sekund pti 72 ° C.
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Pro kazdou qPCR byla jako negativni kontrola zahrnuta reakce bez templatu. Hodnoty
prahového cyklu pro E1A a GAPDH byly ziskany z qPCR a pfevedeny na ¢islo genové

kopie ze standardnich kiivek.

Tabulka 2 - gPCR - Pouziti primeri zaméfenych na E1A a GAPDH

E1A-Forward 5'-AAC CAGTTGCCG TGAGAG TTG -3’

E1A-Reverse 5'-AAC CAGTTGCCG TGAGAG TTG -3’
GAPDH -Forward, 5-GGT TTA CAT GTT CCA ATA-3’
GAPDH -Reverse 5-ATG GGATTT CCATTG ATG ACA AG-3'

Pro detekci hMSC DNA v nadorovych xenograftech nebo mysich vzorcich mozkové
tkan¢ byla kvantifikace lidsk¢é Y chromozomové oblasti DYS14 provedena s

nasledujicimi primery:

Tabulka 3- gPCR - Detekce hMSC DNA v nadorovych xenograftech

DYS14-Forward ‘ 5-GGG CCAATG TTG TAT CCT TCTC-3'

DYS14 - Reverse ‘ 5-GCC CATCGG TCACTT ACACTTC-3"

Reakce probihala za nasledujicich podminek: 2 minuty pii 50 ° C a 10 minut pi1 95 ° C
pro pocate¢ni denaturaci DNA a aktivaci polymerazy, nasledovalo 50 cykld trvajicich 1
minutu pii 60 ° C a 15 sekund pii 95 ° C. [59]

ONCOS-102
Byla provedena studie s onkolytickym adenovirem, stimulujicim faktor granulocytt

makrofag (GMCSF), ONCOS-102, u pacientll s tumory, které byly odolné vici
jakékoliv 1é¢bé. Cilem studie bylo stanoveni optimalni davky pro dal$i pouziti a
posouzeni profilu bezpecnosti ONCOS-102, tolerance a nezddoucich ucCinkt. Pro

stanoveni onkolytického viru, byla pouzita metoda qPCR.

Izolace DNA pro qPCR byla provedena s pouzitim soupravy pro izolaci DNA z
télesnych tekutin podle protokolu vyrobce. Specificky adenovirovy PCR produkt byl
ptfipraven z genomové DNA ONCOS-102 a klonovéan do plazmidu pCR4 TOPO TA,
ktery byl pouzit jako pozitivni kontrolni standard pro qPCR test, QPCR se provadi

za pouziti primert [72]:
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Tabulka 4 —qPCR pro stanoveni ONCOS — 102

Ad_dE1 -Forward 5'-1 CTA TGC CAA AAC CTT GTA CCG
_3'
Ad_dE1-Reverse 5'-TCC TCA CCC TCT TCATCC TC-3'
URCENI TELOMELYSINU

Klinicka studie byla provedena k uréeni klinické bezpecnosti telomelysinu, lidské
telomerasové reverzni transkriptazy (hTERT) fizené modifikovanym onkolytickym
adenovirem u pacienti s pokroCilymi solidnimi nadory. Vzorky pacienti byly
shromdzdény pted infuzi a den 0 (1 hodina, 3 hodiny, 6 hodin po 1écb¢), den 1, 7, 14,
21,28 a56 po IT.

Virovd DNA byla kvantifikovana pomoci qPCR. DNA byla extrahovdna Qiagen
QIAmp DNA Mini Kit (vzorky plazmy a slin) nebo QIAamp Viralni RNA Mini Kit
(vzorky moci). gPCR byla provedena na iQ5 Q-termocyklu (BioRad, Hercules, CA)
za pouziti primeri specifickych pro telomelysin pro oblasti E1A a IRES a 2X Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Mnozstvi detekovatelnych virovych ¢astic bylo kvantifikovdno extrapolaci
se standardni kfivkou, generovanou se sériové zfedénymi (1:10) DNA Sablonami
S pfedem stanovenymi pocCty kopii (10 az 1 x 106 kopii) Cisté telomelysinové virové
DNA. Pozitivni reakce je zalozena na detekci produkti amplifikace IRES a E1A
S prahovou hodnotou 4 x 102 vp / ml pro plazma a sliny; 1 x 103 vp / ml pro mo¢; 2 %

103 vp / ml pro vzorky sputa pro obé reakce. [67]

Tabulka 5 — gPCR — Detekce virové DNA pii stanovovani telomelysinu

IRES-Forward 5-GAT TTT CCA CCATAT TGC CG 3’
IRES-Reverse 5'-TTC ACG ACATTC AAC AGA CC3’
E1A-Forward 5-CCT GTG TCT AGA GAA TGC AA3’
E1A-Reverse 5'-ACA GCT CAA GTC CAAAGG TT3'
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5 VYUZITI LECBY GENOVE TERAPIE

V dnes$ni dob¢ jsou velkym problémem v I€karstvi geneticky podminéné choroby. Poté
co byla v 90. letech minulého stoleti poprvé pouzita GT, postupné stoupa zajem o tento

1é¢ebny zptisob.

Strategie zahrnuje pouziti somatickych kmenovych bun¢k, pienosu genti, modifikaci
RNA a vbudoucnu vyuziti embryondlnich kmenovych bunék. Navzdory ucinnosti
téchto technologii pfi 1éCbe experimentalnich modelti dédicnych chorob, je jejich
uspesna aplikace velkou vyzvou, ktera bude piekonana pouze piti vynaloZeni zna¢nych
intelektualnich a hospodatskych zdroja, a pfi feSeni spolecenskych probléml o zménach

lidského genetického repertoaru

Nejprve se GT zacala vénovat 1écbé vrozenych nemoci, postupem casu se vSak zacina

roz8§ifovat i vyuziti pro 1é¢eni ziskanych nemoci. [24]

5.1 VROZENE NEMOCI

Lécba z vice nez 1800 zndmych monogennich dédiénych poruch, zavisi na vyvoji
»genetickych 1€ka* - terapie, které vyuzivaji prenos DNA a / nebo RNA modifikuje

expresi genu pro korekci nebo kompenzuje abnormalni fenotyp.

Cysticka fibroza, srpkova anémie, Huntingtonova choroba, fenylketonurie ¢i hemofilie.
To jsou ptiklady onemocnéni, kterd mtze vyvolat mutace v jediném nukleotidu fetézce
DNA. Lidska DNA se pfitom sklada z pfiblizn€ 3 miliard nukleotidi ctyf zakladnich
typi: adenin, cytosin, guanin a thymin. Odbornici doufaji, ze se asem podafi tato
onemocnéni vylécit a to tim zpisobem, ze pouze piepiSeme chybné pismeno DNA
a nahradime ho spravnym. Problém je ale v tom, Ze pro soucasny top geneticky editor

CRISPR/Cas9 je néco takového technicky dost naro¢né.

Tym badateli korejského centra Center for Genome Engineering z institutu I1BS
(Institute for Basic Science) ted” proto upravil editor CRISPR/Cas9 a s jeho pomoci
vytvorfil transgenni mysi s jedinym piepsanym nukleotidem. Dnes velice uspéSny
geneticky editor CRISPR/Cas9 funguje tak, Ze vystfihne kratky usek tetézce DNA
a nahradi novou sekvenci. Korejsky tym pouzil verzi ,,nlzek™ editoru, tedy proteinu
Cas9, zvanou nickaza Cas9 (nCas9), kterou jesté fazi spojil senzymem cytidin

deaminézou, jenz dovede vymeénit jediny nukleotid za jiny.
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Badatel¢ takto vytvofili zbrusu novy nastroj pro editaci DNA, fazni
CRISPR/nCas9/cytidin deamindzu, a hned jej vyzkouseli umys$i. S timto editorem
zménili vzdy jediny nukleotid v genomu mysSich embryi, bud’ v genu pro dystrofin
(Dmd), ktery hraje roli v fadé fatalnich genetickych poruch svald, anebo v genu pro

tyrozinazu (Tyr), nezbytnou pro tvorbu melaninu.

V obou dvou piipadech byli Uspé$ni. Z embryi s pfepsanym nukleotidem genu pro
dystrofin vyrostly mysi se svaly bez dystrofinu a z embryi se zménou pismene v genu

pro tyrozinazu zase mysi albini. [25]

DNA

1. Deletion

5o 2. DNA repair 5 3
and replication Resulting DNA
Genomic
DNA 1. Deamination 3 5
e ' of target C A
—_— ,
5. " 2. DNA repair 5 1
and replication Base-edited DNA

Cytidine deaminase

Obrazek 8 - Geneticky editor CRISPR/Cas9 j; pievzato z: Zdroj obrazka [8]
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5.1.1 HEMOFILIE

Hemofilie B mize byt trvale vyléfena za pomoci genové terapie, a to zavedenim

spravné kopie genu faktoru IX do somatickych bun¢k pacienta.

V nedavné studii byl zaveden rekombinantni lidsky faktor IX cDNA do primarnich
lidskych keratinocytii pomoci retrovirovych vektora. V tkanové kultufe bylo zjisténo,
ze transdukované keratinocyty vyluéuji biologicky aktivni faktor IX a po transplantaci
téchto bun¢k do nahych mysi, byl lidsky faktor IX detekovan v krevnim ob¢hu
v malych mnozstvich po dobu jednoho tydne. Toto je prvni demonstrace terapeutického
proteinu dosahujici do krevniho ob&hu z transdukovanych primarnich keratinocyta.

Toto muze mit dusledky pro 1é¢bu hemofilie B a dalSich poruch. [26]

Strategie genové terapie urcené k boji proti hemofilii B, zpisobené vadou koagulacniho
faktoru IX, se dosud soustfedila na pfistup ex vivo. Nyni bylo vSe pfehodnoceno
a adenovirovym vektorem byla zprostfedkovana exprese lidského faktoru IX in vivo.
Injekce vektoru Av1H9B, ktera koduje lidsky faktor IX cDNA, do ocasni zily mysi
vedlo k u¢inné jaterni transdukci a zméné plazmatické hladiny lidského faktoru IX.
Avsak po dobu deviti tydni hladina pomalu klesla na zdkladni hodnotu. Tyto vysledky
fesi jak vyhody, tak i ptekazky pro pouziti adenovirovych vektort pro 1é¢bu hemofilie

B. [27]

Studie hodnotili stabilitu exprese transgenu a dlouhodobé bezpecnosti u 10 pacientt
s tézkou hemofilii B. Pacienti nasledné podstoupili rozséhlejsi klinické a laboratorni
sledovani. Byla jim podéana infuze jedné¢ davky AAVS8 vektoru, kterd méla za nasledek
dlouhodobé terapeutické zlepSeni faktoru IX. S navazujicim obdobi az 3 let, nebyly
zjisStény Zadné pozdni toxické Ucinky.

Zaveérem, bylo zjiSténo, ze jedna infuze z AAVS vektoru ma za nasledek expresi
odolného faktoru IX a dlouhotrvajici zmirnéni krvaceni epizody u pacienti s téZkou

formou hemofilie B. [51]
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5.1.2 CYSTICKA FIBROZA

Diilezitou otazkou pro in vivo genovou terapii cystické fibrézy (CF) je procento bunék

v dychacich cestach CF, ktera bude vyzadovat opravu. [30]

Genova terapie cystické fibrozy bude pravdépodobné vyzadovat dodani normalniho
genu CF do epitelu dychacich cest pacientti s CF. Zde byla ohlaSena vystavba nového
adenoviru na bazi vektoru, Ad2 / CFTR-1, ktery je urCen pro tento ucel. Tento vektor
je odvozen z adenoviru typu 2, a postrada vétSinu z oblasti E1 kodujici sekvence.
Na mist¢ sekvence El, cDNA kodujici CFTR, produkt genu CF, je substituovan.
Narozdil od mnoha El-deleénich vektort, konstrukt zachovava celou oblast E3.
Uvadime tdaje nékterych aspektl zivotniho cyklu viru v bunikach tkanové kultury, které
demonstruji schopnost tohoto vektoru pro doplnéni defekt trans epitelialni Cl sekrece

charakteristikou lidské CF epitelialnich dychacich cest bunék. [29]

Replikace rekombinantnich virti nebyla detekovéana v jinych bunkach, i kdyz by bylo
mozné méfit syntézu virové DNA a transkripce z oblasti E4 a L5. Tyto El-dele¢ni
vektory byly také nedostatené v bunééné transformaci, vypnuti syntézy proteinli
hostitelské buiiky. Ad2 / CFTR-1 produkovany protein CFTR v rGznych buikach,
vcetné epitelu dychacich cest u pacientti s CF. Exprese funkéniho proteinu CFTR v CF
epitelu dychacich cest monovrstvy byla detekovana korekce charakteristiky defektu CI
dopravy CF. Piekvapivé nizké multiplicity infekce (moi 0,1), byly dostate¢né
k vytvoteni CFTR CI proudu pies CF epitelové monovrstvy in vitro. Tyto udaje spolu
s nedostatkem zjevné toxicity, naznacuji, ze Ad2 / CFTR-1 by mély byt vhodné
pro genovou terapii CF. [31]

Rekombinantni adenoviry jsou vyvijeny pro lécbu cystické fibrozy, protoZze mohou
ucinné transdukovat do rekombinantnich genl nedélici se bunky in vivo. Soucasné
strategie pro zlepseni rekombinantnich adenovirti chtéji inaktivovat jiné dulezité geny
deleci nebo zaclenénim mutaci do citlivych teplot, které umoziuji mnoZeni viru
V dostupnych balicich bunéénych linii pfi permisivni teploté. Je popisovan novy typ
rekombinantniho adenoviru, ktery je odstranén ze vSech virovych otevienych ¢tecich
ramct. Tento rekombinantni (tzv DrAd), ktery obsahuje pouze zékladni cis elementy (tj
ITR a souvislé obaly sekvence), se mnozi v bunikach 293 v ptitomnosti E1 deletovanym
pomocného viru. Pln€é vypousti rekombinantni adenovirus, ktery exprimuje lidsky

transmembranovy regulator cystické fibrozy. [38].
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5.1.3 HUNTINGTONOVA CHOROBA

Huntingtonova choroba (HD) je autosomélné dominantni genetické onemocnéni
s ni¢ivymi klinickymi u¢inky na kognitivnich, psychickych a motorickych funkci. Tyto

klinické ptiznaky se tykaji pfedevsim progresivni ztratou GABA-ergni neuront striatu.

V dne$ni dobé neexistuje zadnad stoprocentni znama lécba pro tuto nemoc, ackoli
nekteré neurotrofické faktory, vcetné neurotrofniho faktoru (BDNF) prokazaly

schopnost chranit striatu neuronti v riznych experimentalnich modelech HD. [34]

Zviteci modely, které nam tuzce napodobuji neurobiologické a klinické pftiznaky
onemocnéni mohou nabidnout alternativni pfistup k vyvoji novych lécebnych postupt.
Byl analyzovan ucinek adenovirem zprostiedkované prenosu genu pro BDNF v modelu
HD. Pomoci stereologického postupu, dostaly tfi skupiny krys injekci s adenovirem

BDNF, beta-galaktosidaza, nebo podstoupili placebo operaci.

Dva tydny po oSetfeni byla zvifata osetfena 1¢ézi s kyseliny chinolinové (QUIN), toxin,
ktery vyvolava striatalni smrt neurond pomoci excitotoxické procesu. Jeden mésic
po 1ézi, histologické studie ukazaly, Ze striatdlni neurony byly chranény pouze
U potkand lécenych BDNF adenovirem. Pro stanoveni pteziti striatalnich GABA-ergni
vystupnich neuroni po QUIN indukované 1éze jsme imunologicky fezli mozku
s DARPP-32, protilatky specifické pro striatalnich vystupnich neuronti. Pfedchozi 1é¢ba
s BDNF adenoviru vedla k pteziti 64% buné€k, vzhledem k tomu, ze po léceni beta-
galaktosidazy byla 46% (p <0,05). Tyto vysledky ukazuji, Ze ptenos genu BDNF ma
terapeutickou hodnotu pro 1é¢bu Huntingtonovy choroby. [33]
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5.2 ZISKANE NEMOCI

Nekteré nemoci, které cloveék za sviij zivot miize pochytit, nejsou podminény genetikou,
muze si za n¢ ¢lovék ve vétsi ¢i mensi mife Clovék sam. Muze to ovlivnit mnoho
faktort,, jako je Spatny zivotni styl — nedostatek pohybu, nevyvazena Zivotosprava,

rizikovy sexualni zivot nebo se v urcitych piipadech muize jednat o pouhou nahodu.

5.2.1 PARKINSONOVA CHOROBA

Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni, postihujici centralni
nervovou soustavu. Jeji pfi¢inou dochazi k ubytku nervovych mozkovych bunck
V oblasti Cerna substance (substantia nigra). V této Casti mozku je tvofen dopamin,
pfenase¢ signali mezi nervovymi builkami. Ten funguje na nékolika nervovych
drahach, znichz jedna slouzi k pfenosu signalii pfi planovani a kontroly pohybu.
Nedostatek dopaminu ma za nasledek to, Ze pacient neni postupné¢ schopen ovladat,

¢i kontrolovat své pohyby. [39]

Hlavni abnormality Parkinsonovy nemoci jsou zpiisobeny zménami aktivity sitovych
bazalnich ganglii véetné inhibice subthalamického jadra (STN) a nadmérné aktivity
hlavnich vystupnich jader. Pomoci genového pienosu somatickych bunék
zprosttedkovaného adeno-asociovanym virovym vektorem byla exprimovéna
dekarboxylasa kyseliny glutamové, enzym, ktery katalyzuje syntézu neurotransmiteru
GABA, u excita¢nich glutamatergickych neuroni STN u potkand. Transdukované
neurony, které byly pohanény elektrickou stimulaci, produkovaly smiSené inhibi¢ni
odpovédi spojené s uvoliovanim GABA. Tento fenotypovy posun vedl k silné
neuroprotekci nigralnich dopaminovych neuroni a zachrané parkinsonského
behavioralniho fenotypu. Tato strategie naznacuje, Ze existuje plasticita mezi excitacni a
inhibi¢ni neurotransmisi v mozku savct, ktera by mohla byt vyuZita pro terapeuticky

ptinos. [40]

V poslednich nékolika letech, rekombinantni virové vektory odvozené od adenovird,
adeno-asociovanych vira nebo lentivird byly vysoce vyvinuty, pro pienos gent do
centralniho nervového systému dospélého ¢lovéka. V poslednich pokusech, v krysim
modelu Parkinsonovy choroby, vSechny tfi vektorové systémy prokazaly, ze jsou ¢inné
pro dlouhodobé podévani neurotropniho faktoru odvozené¢ho od gliové bunééné linie
(GDNF) na biologicky relevantnich trovnich v nigrostriatdlnim systému. Injekce

vektord kodujicich GDNF do striatum nebo substantia nigra tak umoznuje ziskat
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regiondlné omezenou nadmérnou expresi GDNF v nigrostriatdlnim systému, ktera
je dostate¢na k blokovani toxinem indukované degenerace neuroni nigralniho
dopaminu. Injekce vektori GDNF v striatu je zejména ucinnd nejen pii zachrané
bunécnych tél v substantia nigra, ale také pifi zachovani nigrostriatalni projekce
a funkéni striatdlni dopaminové inervace v krysim modelu Parkinsonovy choroby.
Dlouhodobé experimenty s pouzitim vektori AAV-GDNF a LV-GDNF navic ukazuji,
ze trvalé podavani GDNF po dobu 3-6 mésici muze podpofit regeneraci a vyznamné
funkéni zotaveni u potkanti poskozenych 6-OHDA a opic MPTP. Uginnost novych
vektori AAV a LV naznacuje, ze nyni mize nastat spravny cas na to, aby se tyto
vektorové systémy objevily jako néstroje pro neuroprotekéni 1éCbu u pacientl

s Parkinsonovou chorobou. [41]
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5.2.2 ROZTROUSENA SKLEROZA

Roztrou$ena skler6za (MS) je onemocnéni s hlubokou heterogenitou v klinickém kurzu,
neuroradiologicky vzhled 1ézi, zapojeni lokusti susceptibility genu. Tyto rysy jsou
podpoieny experimentalnimi dikazy, které demonstruji, ze zdsadné odlisné procesy,
jako je autoimunita nebo virové infekce, mohou indukovat zanétlivé demyeliniza¢ni
plaky podobné MS a naznacuji, Ze MS muze byt onemocnénim s heterogennimi

patogenetickymi mechanismy.[36]

Za nejvetsi autoantigen onemocnéni byl uréen zékladni myelinovy protein, ktery
je rozeznavan T-lymfocyty, které aktivuji imunitni reakci. Pipadné snizeni specifické

odpovédi na tento protein, mize mit pozitivni efekt. v 1é¢be

Prvni studie ke zmirnéni autoimunitni odpovédi provedl Bar-Or ktery vyuzil vektor
BHT-3009. Jednd se o DNA vakcinu, kterd obsahuje gen pro zakladni myelinovy
protein. Tato studie prokazala bezpecnost a efektivitu vektoru BHT-3009 pro zvysSeni
antigen specifické tolerance k myelinovym proteinlm u pacientd s roztrousenou
sklerozou. Bylo pozorovano snizeni CD4+ T-lymfocytl, reagujicich na myelin,
z periferni krve a snizeni myelin specifickych protildtek z mozkomisniho moku. Druha
faze klinickych pokust potvrdila ptedchozi vysledky, a k tomu zaznamenala i pokles
vzniku 1ézi. K vyraznému snizeni myelin specifickych protilatek doslo u pacientti, jimz
bylo podano 0,5 mg BHT-3009. Zatimco u pacientli, kterym bylo podano placebo
¢1 1,5 mg BHT-3009, nebyly pozorovany zmény.

Prvni a druhd klinickd faze vyuziti vektoru BHT-3009, prokézala jeho bezpecnost a
dobrou sndSenlivost pacienty a u¢inné navozeni imunitni tolerance k autoantigenu.
Celkové zmirnéni poSkozeni mozku po aplikaci vektoru A proto se BHT-3009

se ukazuje jako slibna cesta 1é¢by roztrousené sklerozy. [42]
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5.2.3 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Béhem poslednich 20 let bylo zjisténo, Ze neurotrofické faktory hluboce ovliviiuji vyvoj
nervového systému a maji potencial upravit chorobné procesy v dospélém nervovém
systému. Schopnost ristovych faktord nervového systému zabranit nebo omezit
degeneraci neuronit u zvifecich modeli neurodegenerativnich onemocnéni vedla

k n€kolika klinickym studiim.

Jednou z hlavnich ptfekdzek uspéchu téchto studii je metoda dodévani rustovych
faktorii: v cilové oblasti mozku, kde musi byt dosazeny dostatecné vysoké davky
neurotrofickych faktord, aby se efektivné upravily chorobné procesy, ale vydej musi byt
omezen, aby se pifedeSlo nezddoucim ucinkim. Nedavné pokroky v molekuldrni
mediciné umoznily genové terapii v nervovém systému potencialné realisticky pfistup

k poskytovani terapeutickych molekul, jako jsou ristové faktory. [43]

Zda se, ze akumulace nerozpustnych agregatt peptidu amyloidu-beta produktu $tépeni
amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), je dustfednim bodem patogeneze

Alzheimerovy choroby (AD).

Dusledkem toho je niz$i regulace APP nebo zvySend clearance pfipravku Abeta
predstavujici mozné terapeutické strategic pro AD. Byly vygenerovany vektory

replikace-vadny herpes simplex virus, ktery inhibuje akumulaci Abeta, in vitro i in vivo.

V bunécné kultufe HSV vektory exprimujici bud’ (i) kratkou vlasenkovou RNA
sméfovanou k transkriptu APP (HSV-APP / shRNA), nebo (i1) neplysin, endopeptidazu,
ktera degraduje Abeta (HSV-neprilysin), v podstaté inhibovala akumulaci Abeta.
Pro zjisténi, zda tyto vektory vykazuji podobnou aktivitu in vivo, byl vyvinut novy mysi
model, ve kterém nadmérna exprese mutantni formy APP v hipokampu za pouziti
lentiviralniho vektoru (LV-APPSw) vedla k rychlé akumulaci Abety. Co-inokulace LV-
APPSw s kazdym vektorem HSV ukazala, ze HSV APP / shRNA nebo HSV- neplysin
inhiboval akumulaci Abety v tomto modelu, zatimco kontrolni vektor HSV nebyl. Tyto
studie demonstruji uZite¢nost vektord HSV pro sniZeni akumulace abet v mozku, a tak
poskytuji uzite¢né nastroje pro vyjasnéni ulohy Abety v AD, kterd mlze usnadnit vyvoj

novych terapii pro tuto dulezitou chorobu. [44]

Dosud bylo schvéaleno pouze pét 1é¢iv pro 1é€bu Alzheimerovy choroby. Tyto latky
ovSem maji dopad na symptomy spiSe nez na progresi onemocnéni. Je dobfe znamo, ze

nervovy ristovy faktor (NGF) zvySuje funkci a pteziti bazalnich cholinergnich neuronii
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v pfednim mozku, které jsou v AD nachylné. NGF vsak neptekroci hematoencefalickou
bariéru a intraventrikularni injekce NGF u zvitat a lidi byly spojeny s vyznamnymi
vedlejsimi Gc¢inky. Dodavka genu na béazi adeno-asociovaného viru je nova technologie
vyvinuta pro podavani NGF do mozku k 16¢b& AD symptomi a progrese. Uginnost
podavani genu ex vivo byla skute¢né¢ prokazana u pacientli s AD, ktefi zaznamenali
zlepSeni v metabolismu a poznavani mozku ve srovnani s piedoperacni funkci bez
nezadoucich ucinkd. nCERE-110 (AAV2-NGF), vyvinuty firmou Ceregene Inc, je
vektor na bazi AAV sérotypu 2, ktery exprimuje lidsky NGF dodavany do jadra
bazaliky Meynertu stereotaktickou injekei pro 1é¢bu AD. Studie na zvifatech prokazaly
ptedklinickou ucinnost CERE-110, coz odhalilo vynikajici bezpe¢nostni profil. CERE-
110 prosla klinickou zkouskou faze I a zah4jila se multicentrické klinickd studie faze II.

CERE-110 je slibnym kandidatem na 1é¢bu AD. [45]

Vadna manipulace s bilkovinami je Ustfednim rysem zavaznych neurodegenerativnich
onemocnéni. Objev, Ze neuronalni dysfunkce nebo degenerace mohou byt zpiisobeny
mutacemi v jednotlivych bunéénych proteinech, dala nové pfilezitosti k modelovéani
zakladnich chorobnych procest genetickou modifikaci bunék in vitro nebo generaci
transgennich  zvifat nesoucich gen zpasobujici choroby. Nedavny vyvoj
v rekombinantni virové vektorové technologii oteviel zajimavou alternativu zalozenou
na pifimém ptenosu genl do vybranych subregionii nebo podskupin neuronli v mozku.
Pouzitim vysoce uinnych adeno-asociovanych virit nebo vektort lentivirG nedavné
zpravy ukézaly, Ze nadmérnd exprese mutovanych lidskych huntingtini nebo
a synucleini v neuronech v striatum nebo substantia nigra indukuje progresivni
neuropatologii a neurodegeneraci podobnou jako u Huntingtonovi a Parkinsonovi
choroby. Cilend nadmérna exprese genli zpusobujicich onemocnéni rekombinantnimi
virovymi vektory poskytuje novy a vysoce flexibilni pfistup pro modelovani
neurodegenerativnich onemocnéni in vivo nejen u mySi a potkanti, ale také u

primatu. [46]
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5.2.4 METABOLICKE PORUCHY

Poruchy metabolismu jsou Casto zdvazné a v mnoha piipadech téZkou nebo nemozno
1éc¢itelné. Proto existuje v poslednich letech naléhava potieba prozkoumat nové 1é¢ebné
modality, vcetné¢ genové terapie, a zkoumat nckolik fenotypi, kde jsou rizika

experimentalni terapie vyvazena potencialnimi ptinosy pro ucastniky hodnoceni.

Mezi dostupnymi systémy dodavani genti rekombinantni AAV vykazuje zvlastni piislib
pro 1écbu metabolického onemocnéni vzhledem k nebyvalé UcCinnosti dosazené
pii transdukci klicovych cilovych tkani, jako jsou jatra a svaly, u malych zvifecich
modell. V dnes$ni dobé bylo pfi studiich na malych zvifatech zkouméno vice nez
30 fenotypti metabolickych onemocnéni, pfi¢emz v podstatné mife bylo dosazeno tplné

korekce fenotypu.

DosaZeni ptfimétené rozsifené transdukce v centrdlnim nervovém systému vSak zlstdva
hlavnim ukolem a bude rozhodujici pro realizaci terapeutického potencialu genové
terapie u mnoha z nejvice klinicky znepokojujicich fenotypti metabolické nemoci.
Navzdory relativné nizké imunogenité vektori AAV se také objevuji imunitni
odpovédi, jako fakt vyzadujici zvlastni pozornost, protoze usili se zrychluje k lidskému

klinickému prekladu.

Ctyfi fenotypy metabolickych onemocnéni dosahly studii faze I nebo I / II s jednim
nedostatkem lipoprotein lipdzy zamétujicim se na 1é€bu, které ukazuji vzrusujici véasné

dukazy ucinnosti. [47]
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5.25 RAKOVINA

Rakovina je onemocnéni, pti kterém dochazi k nekontrolovanému rustu urcité skupiny
bune¢k, které jsou zapri¢inény mutacemi gent, které fidi bunécny cyklus ¢i apoptdzu.
Obecné lze tici, ze u kazdého typu bunék, ktery v lidském organismu existuje, miize
dojit k rakovinnému bujeni. Podle nalezitosti bun¢k k urcitym zakladnim typim se také
nadorova onemocnéni deli. Dulezité je rozliSeni nadortt na nezhoubné — benigni
a zhoubné — maligni. Maligni nddor se na rozdil od benigniho vyznacuje velmi
agresivnim ristem s nicenim okolni tkédné€, zakladanim dcefinych lozisek (metastdz)
a nakonec celkovym vyc€erpanim organismu vedoucim k smrti. Genova terapie se snazi

zabyvat 1é¢bou malignich nador. [48]

Siroka oblast genové terapie slibuje Fadu inovativnich zplsobii 1é¢by, které
se pravdépodobn¢ stanou dilezitymi pro prevenci umrti na rakovinu. V soucasnosti
se k tvorbé rekombinantnich rakovinovych vakcin pouziva genova terapie. Na rozdil
od vakcin proti infekénim ¢inidlim nejsou tyto vakciny uréeny k prevenci onemocnéni,
ale k vyléceni nebo jejich potlaceni vySkolenim imunitniho systému pacienta
K rozpoznani rakovinnych bunék tim, Ze je prezentuji vysoce antigenni

a imunostimula¢ni buné¢né tlomky

Velka budoucnost je vkladéna do tifi rlznych piistupii 1écby genové terapie:

imunoterapie, onkolyticka viroterapie a pfenos gend.

Imunoterapie pouzivd geneticky modifikované buiiky a virové cCastice ke stimulaci
imunitniho systému k niceni rakovinnych bunék. Nedavné klinické testy vakcin druhé
a treti generace ukdzaly povzbudivé vysledky se Sirokou Skalou nddord, vetné rakoviny
plic, rakoviny slinivky, rakoviny prostaty a maligniho melanomu. Pocate¢ni rakovinné
buiiky se sklizeji z pacientli (autolognich bun€k) nebo ze zavedenych nadorovych
bunéénych linii (alogenni) a pak se péstuji in vitro. Tyto buiiky jsou pak navrZeny tak,
aby byly pro imunitni systém rozpoznatelnéjsi pfidanim jednoho nebo vice gent, které
jsou casto cytokinovymi geny, které produkuji prozanétlivé molekuly stimulujici
imunitu nebo vysoce antigenni proteiny. Tyto pozménéné buiiky jsou péstovany in vitro

a usmrceny a bunéény obsah je zaclenén do vakciny

Onkolyticka viroterapie, kterd vyuZziva virové Castice, které se replikuji v rakovinové
buiice a zplsobuji bunécnou smrt, je nové se objevujici 1écebnou modalitou, ktera

ukazuje velky pfislib, zejména u metastatickych nadort. V tomto ptipadé je nejvice
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zkoumany nadorovy supresor p53, ktery se pomoci rekombinantnich virovych vektort
zaclefiuje do nadorovych bunék. Pocatecni studie faze I pro nckolik vektorti vyvolala
vzruSeni nad potencidlni silou této techniky. Stejné jako imunoterapic se jedna
0 koncept, ktery je jiz tém¢f sto let a jako imunoterapie prochazi renesanci kvtili genové
terapii. Onkolytické genové terapeutické vektory jsou obecné viry, které byly geneticky
navrzeny tak, aby cilené¢ zni¢ili rakovinové buiky, zatimco by zlstaly neskodné pro
zbytek téla. Onkolytické vektory jsou navrzeny tak, aby infikovaly rakovinné bunky
a indukovaly bunéénou smrt. Sifeni viru, exprese cytotoxickych proteint a bundéné lyzy
Pro tento ucel bylo pouzito nékolik rliznych vir,, véetné vakcinie, adenoviru, viru
herpes simplex typu I, viru reoviri a newcastleské choroby. Tyto viry byly v mnoha
ptipadech vybrany pro svou pfirozenou schopnost zaméfit se na rakovinu, stejné tak,

jako pro snadnou manipulaci s nimi.

Transfer genll je nova modalita 1€cby, kterd zavadi nové geny do rakovinnych bunck
nebo do okolni tkané, kterd zptisobi bunénou smrt nebo zpomali rist rakoviny. Tato
technika lécby je velmi flexibilni a v klinickych studiich s uspéSnymi vysledky
se pouziva Siroka Skala genl a vektorid. Vzhledem k tomu, Ze tyto terapie jsou zralé,
mohou byt uzivany samostatné nebo v kombinaci se soucasnymi lécbami, které
pomahaji rakoviné zvladat onemocnéni. Jedna se o radikdln¢ novou paradigmu 1écby
zahrnujici zavedeni ciziho genu do rakovinnych bun¢k nebo do okolni tkang. Pro tento
typ terapie byly navrZeny geny s fadou riznych funkci, vcetné sebevrazednych genti
(geny, které zpusobuji bunécnou smrt pii expresi), antiangiogenetické geny a bunécné
stazové geny. V klinickych studiich byla pouzita fada riznych virovych vektort, které
tyto geny dodavaji, nejcastéji vSak pouZzivaly replika¢ni nekompetentni adenovirus.
Nevirové metody, v€etné nahého pienosu DNA a oligodendromeru DNA povlaky,
stejn¢ jako elektroporace jsou rovnéz zivotaschopnymi zplisoby doddvani gent. Typ
vybrané¢ho nosice zavisi na pozadované specificnosti genové pienosové terapie, stejné
jako na dobé, po kterou musi byt gen exprimovan, aby byl u¢inny. Napfiiklad replika¢ni
nekompetentni adenovirovy vektor obsahujici gen thymidinkindzy viru herpes simplex
pottebuje pouze piechodnou expresi k dosazeni bunécné smrti a je obecné dodavan
prostfednictvim adenovirového vektoru. Avsak antiangiogenetické geny, jako je sFLT-1
a statin-AE, vyzaduji kontinudlni expresi pro terapeuticky Uéinek a byly dodany s

pouzitim plasmidu, které obsahuji transpozon pro vlozeni genu do bunécné DNA. [49]
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Vsechny tyto 3 1écebné postupy se jevi jako slibné pro budouci 1écbu rakoviny, neni
vSak v dnesni dobé mozné pouzivat jen jednu metodu. Jako nejslibnéjsi se zda zavedeni
kombinované lécby. Jednim ztéchto ztéchto piikladi mlizeme uvést studii, ktera
pfi vyuziti samotné chemoterapie a RNAi1 dosahla u rakoviny vajecnikit 90% zmenSeni

nalezu, nez kdyby byla pouzita samotna RNAi. [50]
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6 BUDOUCTNOST A VYVOJ GENOVE TERAPIE

Odbornici tvrdi, Ze se genova terapie postupné stane zakladem mediciny 21. stoleti.
Nekteti vsak tvrdi, ze pro spole¢nost bude 1€pe, pokud védci budou postupovat pomaleji

a obezietnéji.

6.1 POCATECNI SELHANI

Genova terapie se dockala svého prvniho boomu na pocatku devadesatych let minulého
stoleti. Pot¢ co roku 1999 selhala 1écba Jesse Gelsingera, u kter¢ho bylo
diagnostikovano postupné organové selhani, které nakonec skoncilo smrti, FDA tuto
lécbu zakdzala. Tato smrt byla pravdépodobné zpiisobena vinou imunitni reakce

a pouzity adenovirovy vektor.[61]

6.2 VYVOJ VE SVETE

V poslednich letech se regulace postupné uvoliiuje a vyspélé staty jako napi. Cina,
&i Norsko, Svédsko se snazi o stale novy vyvoj, ktery by mohl genovou terapii posunout
dal a mohla se stat soucasti bézné 1éCebné praxe. Tento krok je ale potad ve svych

zacatcich.

6.2.1 LECBA RAKOVINY — GENDICINE

V roce 2003 byla na ¢inském trhu dostupna prvni komercni genova terapie (Gendicine).
Cinsky ufad pro 16¢ivé piipravky (China State Food and Drug Administration, SDFA)
schvalil 1é¢bu rakoviny poté, co dosdhl slibnych vysledkd v klinickém hodnoceni dne
16. fijna 2003. Lécba, nazvana Gendicine, byla zahdjena komercné spole¢nosti SiBiono
GeneTech Co. of Shenzhen, Provincie Guangdong. Gendicin byl schvalen pro 1é¢bu
karcinomu skvamoéznich bunck hlavy a krku. Produkt genové terapie je adenovirovy
vektor nesouci p53 nador-supresorovy gen. Schvaleni Gendicine bylo jiz diive
oznameno, ale zanedlouho se odehrdlo mimo Cinu. nebot’ existuji obavy ohledn&
souhlasu mezi vyzkumnymi pracovniky jinde ve svéte, pokud jde o kvalitu provedenych
studii a tim 1 bezpecnost a ucinnost 1é€by. Dostupné klinické tdaje a zavéry byly
ziskany z pomérné malého poctu pacientll v klinickych studiich, kde bylo 1é€eno vice
osob, ale klinickd data téchto pacienti jsou obtizn¢ pristupnd, castecné kvuli
skuteCnosti, ze byly publikovany pouze v cinskych casopisech. Navic se zdalo,

ze schvaleni bylo uc¢inéno spiSe na zdklad€ smrsténi nadoru.

46



6.2.2 LECBA RAKOVINY NOSOHLTANU

Spolec¢nost Shanghai Sunway Biotech Co. Ltd. ozndmila v listopadu 2005, ze SFDA
schvalil Oncorin (H101), onkolyticky adenovirus, ktery se pouziva v kombinaci
s chemoterapii jako lécba u pacientd s pozdni fazi refrakterni rakoviny nosohltanu.
Jednd se o prvni onkolytickou virovou terapii schvalenou libovolnou regulacni
agenturou na svété, jedna se o druhy komercni terapeuticky produkt. H101 je v podstaté
upravena verze Onyx-015, ptivodné vyvinutd spolecnosti Onyx Pharmaceuticals. Vedle
spole¢nosti  Oncorine vyvinula spole¢nost Shanghai Sunway Biotech nadorové
zamétenou injekci rekombinantniho adenoviru (H102) a onkolytickou rekombinantni
adenovirovou injekci (H103) pro 1écbu rakoviny. H102 se specificky zaméiuje
na primarni hepatocelularni karcinom. H2103 adenoviry lysuji nadorové bunky
aexprimuji Hsp70, které mohou uclinn¢ stimulovat protinddorovou imunitni

odpoved'. [64]

6.2.3 LECBA ISCHEMICKYCH VREDU

Dalsi z aktudlnich svétovych studii hlasi slibné vysledky inovativni genové terapie
zalozené na DNA, kterda muze nabidnout potencialni terapeutickou moznost nemoci
S nesplnénymi 1é¢ebnymi potfebami. Studie zkoumala bezpecnost a G€innost genové
terapie plazmidovou DNA s genem lidského hepatocytového ristového faktoru
nazvanym VM202 u 52 pacientt s kritickou ischemickou koncetinou. Cela tato studie
probihala ve vyzkumnych centrech a nemocnicich ve Spojenych statech a Koreji. Bylo
zjisténo, ze VM202 je bezpecny a dobie snaSen pacienty s CLI, ktefi neméli jiné
moznosti [é€by. Vyrazné se u nich zlepsily problémy s vylécenim viedi i s okysli¢enim
tkané. Do svalil u postiZzené nohy jim podavany ctyfi série injekci s VM202 (v Casovém
intervalu 2 tydni). Tyto pozitivni vysledky jsou velmi povzbuzujici a VM202 je velkym
piislibem pro lécbu pacienti s timto oslabujicim onemocnénim, ktefi maji Casto

omezené terapeutické mozZnosti.

Ve studii pacienti s vysokou davkou (celkem 16 mg) VM202 vykazovali signifikantné
lepSi uzdraveni viedii neZ pacienti, ktefi byli 1éCeni placebovymi injekcemi.
Ve skuteCnosti se 62% viedl 1écenych vysokym davkovanim VM202 uplné uzdravilo
ve srovnani s pouze 11% viedi 1écenych placebem. Statisticky vyznamné vysledky byly

také pozorovany pii okyslicovani tkan¢ (hladiny TcPO2). U pacientl 1é¢enych vysokou
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davkou VM202 vykazovalo 71% zvysené hladiny TcPO2, zatimco pouze 33%

kontrolnich pacientt vykazovalo lepsi okysliceni tkané.

Studie byla sponzorovéana spolecnosti ViroMed Co., Ltd. a byla podpoiena grantem
od korejského ministerstva obchodu, primyslu a energetiky (grant ¢. 10031644).
Na zaklad¢ vysledkt této studie faze II dostala spolecnost ViroMed souhlas s USA
FDA, aby zahdjila studii faze III pro chronické, nehojici, ischemické viedy na nohy
U pacientt s diabetem s VM202-PAD.

Spolec¢nost ViroMed vyviji nové a inovativni biofarmaceutické ptipravky pro 1écbu
aktualné¢ nelécitelnych onemocnéni. VM202 byl vyvinut za pouziti vlastniho
vektorového systému a geneticky modifikovaného genu HGF. VM202-PAD je soucasti
skupiny 1éki odvozenych z VM202. Pti podavéni injekci pacientliim obsahuje 1é€ivo
zalozené na DNA VM202-PAD protein proteinu hepatocytového ristového faktoru
(HGF). Vysledky z klinické studie faze I ukazaly moznost VM202-PAD jako nového
koncepcniho 1é¢iva. Ocekéava se, ze VM202-PAD se nakonec stane novym lékem

Vv 1é€bé onemocnéni perifernich arterii. [65]

48



7 ETICKA HORZBA A OTAZKY

Postupny vyvoj v oblasti biotechnologie a genetického vyzkumu vyvolava slozité etické

otazky tykajici se legitimniho rozsahu a omezeni genetické intervence.

Poté, co zaCneme uvazovat o moznosti zasahovat do lidského genomu, abychom
zabranili nemocem, nastane zde otazka, ze lidsky druh by brzy mohl byt schopen vzit
biologickou evoluci do svych rukou. "Hrani na Boha" je metafora bézné pouzivana
pro tuto sebe-pfeménu druhu, kterd se zda, ze brzy bude v naSich silach. NemuZeme
vylouc€it moznost, ze znalost vlastnich dédi¢nych faktor se mize ukazat jako omezujici
pro volbu zplsobu zivota jednotlivce a mulze narusit symetrické vztahy mezi

svobodnymi a rovnymi lidskymi bytostmi. [60]

7.1 VEDECKY POHLED

Existuje dulezita otazka, zda by soucasny farmaceuticky primysl mél slouzit jako
model pro vyvoj genové terapie. Pokud spole¢nost podporuje rozsifenou genovou
terapii zaméetfenou na prevenci nemoci kromé 1€¢by stavajici nemoci, kdo urci, jak a jaké

zdroje by mély byt pridéleny k tomuto ucelu?

7.1.1 VYHODY A NEVYHODY GT

Dilezitym krokem pro budouci vyvoj genové terapie, je spojeni s farmakoterapii. Pravé
nyni jsou nové vyzkumy genové terapie z veEt§i Casti zaméfeny na vyvoj novych
1é¢ebnych postupli u vysoce rizikovych pacientli s t€Zkym onemocnénim - pacientll
mimo misto, kde je konvenc¢ni 1é¢ba ti¢inna. Nakonec se vSak konvenéni 1éCby a genové

terapie prekryvaji.[61]

Hlavnim nedostatkem vektoru je to, ze nejsou schopny transdukovat nesourodé buriky.
Tento problém miize byt ptekonan pouzitim novych retrovirovych vektorti odvozenych
z lentivirt, jako je virus viru lidské imunodeficience (HIV). Nejcastéji pouzivané
vektory DNA viru jsou zaloZeny na adenoviru a adeno-asociovanych virech. Pfestoze
dostupné vektorové systémy jsou schopné pienaset geny in vivo do bunck, nebylo
nalezeno idedlni aplika¢ni médium. Takze ptfitomné virové vektory by meély byt

pouzivany s velkou opatrnosti u lidi a je nutny dalsi pokrok ve vyvoji vektord. [55]

DalS§im rizikem genové terapie, je pifipadnd moZznost vzniku imunitni odpovédi,

na antigeny pfitomné na ptislusném vektoru. Za problém musime povazovat i mutace,
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které vyplyvaji z integrace transgeni. Je zde také riziko pfenosu z 0S0by na osobu-
za pomoci infekcei ¢i zaclenénim vektoru do pohlavnich bunék. V téchto ptipadech je

nutné piezkoumat rizika 1écby a navrhnout obménény postup ¢i zcela zastavit

16¢bu. [42]

Jedna hlavnich nevyhod GT spociva v samotném postupu, ktery je ¢astecné rizikovy,
nebot’ je stale ve vyvojové fazi. Hledani presného umisténi defekovaného genu je stale
predmétem vyzkumu. Jakykoli nespravny vypocet by mohl zpusobit riziko vzniku nové
nemoci, jako je naptiklad rakovina. Néklady na genovou terapii jsou v soucasné dobé
vysoké a mohou byt obavami pro rodiny, které potfebuji celozivotni 1é¢bu a nemaji
zdravotni péc¢i. Genetickd terapie bude pravdépodobné levnéjsi v béhu, protoze je

to jednorazova procedura. [62]

Pozitivni aspekt genové terapie je zfejmy. Muze vymazat genetické onemocnéni diive,
nez za¢ne a odstrani utrpeni pro budouci generace. Genetickd terapie je také dobrou
technikou pro choroby, které jesté¢ nebyly zkoumany. VSichni z nas nesou defekované

geny a mozna to ani nevi.

7.2 MORALNI ASPEKT

Dusledky genové terapie jsou v soucasné dob¢ Cetné. Myslenka genové terapie je 1é¢it
dédicné onemocnéni, které nezplisobi, Ze by clovék nebo rasa nadfazovala. Dalsi
uvahou je naboZenstvi. Nektefi povazuji za hiiSné manipulaci s DNA. Ve skute¢nosti
je to jen terapie genem. Je to nova forma moderni mediciny. Geneticka terapie je zcela

na doty¢né osobg.

Nékteré skupiny tvrdi, Ze predpisy budou obtizné kontrolovatelné, nebot’ i po vydani
zdkond existuje moznost, Ze by se na Cerném trhu mohlo Stimto druhem lécby
obchodovat. Mohla by byt pouzita pro vSechny geneticky spojené vlastnosti, jako
je véény vzhled, osobnost nebo fyzické vylepSeni. Tyto obavy budou muset byt vcas
feseny. [62]

K dne$nimu dni, pfijaté klinické studie genové terapie zahrnuji terapii somatickych
bun¢k za pouziti genii, které zplsobuji onemocnéni. Mnoho osob zabyvajicich
se etikou, se vsak obava, Ze pokud se zlepsi proveditelnost genové terapie v zarodecné

fazi, objevi se vice gent zptsobujicich odlisné rysy.[58]
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8 ZAVER

Bakalatska prace v mnoha pohledech a perspektivach shrnuje 1é¢ebnou metodu, ktera
zatim nebyla uvedena do 1é¢ebné praxe — genovou terapii. Tato metoda je zatim jen

experimentalni, ma vsak velky pfislib do budoucna.

Préce se z vétsi ¢asti vénuje virovym vektortim, nebot” diky nim byl nalezen zptisob, jak
vlozit DNA do genomu pacienta. Jednotlivé druhy vektorti jsou v tvodnich kapitolach
podrobné popisovany, aby se docililo ptehledu, jak mohou vektory fungovat v nasledné

1écbe.

Dalsi kapitoly jsou vénovany konkrétnim ptikladim lécby vrozenych a ziskanych
nemoci, které by spravné pouzité virové vektory byli schopny v budoucnosti vylécit.
Bylo by totiz pro medicinsky vyvoj fantastické, kdyby si védci dokéazali poradit s 1écbou
rakoviny ¢i roztrousené sklerdzy. Dale jsou zde zminény metody, podle kterych se VV
mohou stanovovat. Tyto metody zahrnuji mimo jiné metodu qPCR, ktera je pouzivana

pro kvantifikaci DNA a transkripci.

V zavérecnych kapitolach je rozebirano postupné uvolnovani regulace a s tim 1 zvySené
procento vyzkumu ve svété, které je snazi vychytavat vSechny nedostatky a problémy
spojené s lécbou, aby se genova terapie dostala do bézné mediciny, nebot’” doposud

nikdo nebyl pomoci GT vylé€en z genetické nemoci.

V posledni ¢asti jsou feSeny etické otazky, nebot’ se GT stava potencidlné dostupné;si
a mohla by byt v nékterych ocich chapand jako hrozba. Geneticka terapie je "lékem"

pro budoucnost, protoze muze kontrolovat nebo eliminovat dédicné onemocnéni.

Je proto nutné do budoucna stanovit pfesné normy, které by se pfi aplikaci 1écby
striktné dodrzovaly. Po shrnuti vSech argumentl je potfeba fici, Ze genova terapie je
jenom ,nastroj védy“ a je pouze na Clovéku, jak bude schopny s timto nastrojem
zachazet, nebot’ v lidskych rukou, miize byt pouzit jak k velkému prospéchu, tak se
muze stat velkou hrozbou. Doufejme, ze lidskd populace je natolik vysp€ld a schopna

zhostit se této problematiky spravnym smérem.
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