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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva popisem, jednotlivymi metodami a také vyuzitim genové
terapie a epigenetiky. Postupné jsou rozebrany metody vnaseni gent, tedy virové i nevirové
transportni vektory, jednotlivé vyznamné metody genové terapie in vivo a epigenetické Upravy
gend. Spolu stim jsou konkrétné popsana vybrana vyuziti jak metod Upravy genu, tak

epigenetickych Uprav v genové terapii.

KLICOVA SLOVA

Genova terapie, virové vektory, nevirové vektory, CRISPR, TALEN, ZFN, epigeneticke
upravy, methylace DNA, RNA interference

TITLE

Gene therapy, Gene Therapeutics and Epigenetics

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the description, methods and also with the application of gene
therapy and epigenetics. The methods of gene insertion, such as viral and non-viral transport
vectors, the various major methods of in vivo gene therapy and epigenetic gene editing are
discussed in turn, including specific applications of both gene editing methods and epigenetic

editing in gene therapy.

KEYWORDS

Gene therapy, viral vectors, non-viral vectors, CRISPR, TALEN, ZFN, Epigenetics

modifications, methylation of DNA, RNA interference
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UVvOD

Genova terapie je technikou, jenz vyuziva gen/geny k 1écbé nebo prevenci onemocnéni ¢i
zdravotnich poruch. Nejcastéji pracuje na zakladé nahrazeni vadného ¢i chybéjiciho genu
v buiikach pacienta zdravou verzi tohoto genu, ¢i na opravach exprimovanych genovych
produktt. Genovou terapii lze 1é¢it jak dédi¢na geneticka onemocnéni, tak i ziskané poruchy

véetné nadorovych onemocnéni (Gongalves, Paiva, 2017).

Epigenetika je rychle se rozvijejici védni obor, ktery zkouma zmény v genové expresi. Jde
o zmény, které se netykaji primarni struktury DNA (sekvence nukleotidl). Epigenetické
mechanismy mohou ovlivnit fenotyp, aniz by ménily genotyp. Mezi tyto mechanismy fadime
napiiklad methylaci DNA, modifikaci histoni a RNA interakce. VIiv epigenetiky je
pozorovatelny ve vice oblastech lidského zdravi. Svou roli hraje jak v rozvoji onemocnéni

(napt. rakoviny prsu), tak v psychice ¢lovéka (napf. schizofrenie) (Kang et al., 2019).

V této préci jsou popsany metody, kterymi Ize cilové geny modifikovat a upravovat, jakymi
zpusoby jsou tyto geny doruéeny do cilovych tkani a jaké maji v soucasnosti vyuziti jako
genova terapeutika. Mimo tradi¢ni metody upravy gent, mezi které patii napiiklad CRISPR,
TALENS ¢i ZFNs jsou zminény také epigenetické Upravy DNA a terapeutika podminujici
methylaci DNA ¢i RNA interference, které v kone¢ném dtsledku degraduji cilovou mRNA
a znemoziuji expresi cilovych proteint. V ramci jednotlivych podkapitol jsou rozebrana
konkrétni vyuziti v genove terapii, tedy konkrétni genovéa terapeutika, ktera maji potenciél

k 16¢bé, 1 presto, Ze n€ktera jsou stale ve fazi klinickych testu ¢i testd na zvifecich modelech.
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1. GENOVA TERAPIE

Genova terapie je definovana jako postup pouzivany k 1é¢bé nebo zlepSeni zdravotniho stavu
pacienta pomoci genetické modifikace jeho genetické informace. Poskytuje jedineény pfistup
k 1é¢b¢ dédi¢nych i ziskanych onemocnéni tim, ze dodava do buné¢ného jadra terapeuticky
genovy material a s nim spojené regula¢ni prvky. Jejim U¢elem je jednak naprava ztraty funkce
zpusobené mutaci genu, ale také opravy exprese defektniho genoveého produktu na

fyziologickou uroven (Ramamoorth, 2015).

Upravy genii v rdmci genové terapie lze rozdélit na trvalé a tranzientni (pfechodné). Trvalou
Upravou dochdzi k opravé defektniho genu jako takového, zatimco Upravy tranzientni ovliviiuji
cilovy organismus za pomoci vnaseni RNA. V rdmci trvalé Upravy lze vystépit cely gen zajmu,
popiipadé opravit jednobodovou mutaci (SNP). Mezi dal§i moznosti lze zatadit tzv. knock-out
genu, ktery je mozno provést riznymi metodami, jako jsou napiiklad RNA interference, ¢i
transposonovy systém. V ramci tranzientni Gpravy je terapeutickym vehikulem RNA, poptipadé
MRNA, kterd muze slouzit jako templat pro produkci proteinu jakozto cilového terapeutika
(Zhang et al., 2022).

Genovou terapii mizeme obecné rozdélit do dvou kategorii, a to na terapii zarode¢nych linii
a genovou terapii somatickych bun¢k. Rozdil mezi t¢mito dvéma ptistupy spoc¢iva v tom, Ze je-
li do somatické bunky vnesen terapeuticky gen, pak je ovlivnéna pouze cilova bunka
a provedené zmény se neptenasi na dal$i generace. Naopak u genové terapie gamet dojde
k pfenosu terapeutického genu do dalSich generaci, jelikoz je ovlivnén genom pohlavnich
bunék. Z etickych divodi jsou povoleny pouze terapie bun€k somatickych (Wirth, Parker,
2013).

Koncepce genové terapie vznikla koncem 60. a po¢atkem 70. let 20. stoleti, kdy probihal vyvoj
geneticky znac¢enych bunécnych linii a objasiiovani mechanismt transformace bun¢k zptisobené
papovaviry — papillomaviry a palyomaviry (SV40). Klonované geny se staly dostupnéjsimi
s prichodem technik rekombinace DNA a byly pouzity k demonstraci toho, ze cizi geny mohou
skute¢né napravovat genetické defekty a fenotypy onemocnéni v sav¢ich bunkach in vitro.
Utinné retrovirové vektory a daldi metody prenosu gend umoznily piesvédeivé prokazat
ucinnou opravu fenotypu in vitro a in vivo, coz nyni ¢ini z genové terapie Siroce akceptovany

ptistup (Friedmann, 1992).
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Klinické testy genové terapie byly zahajeny roku 1990 na dvou détskych pacientech s tézkou
kombinovanou imunodeficienci (SCID — ADA!). Podstatou byl transfer genu
adenosindeaminazy (ADA) do T-lymfocyti, a to prostiednictvim retroviru. Tato klinicka
studie vykazovala pozitivni vysledky, a to takové, Zze u pacienti byl pozorovatelny narust
T — lymfocytl na optimalni hodnoty. Stejné tak doslo k optimalizaci buné¢né a humoralni
imunitni odpovédi. I presto, Ze 1é¢ba skoncila po dvou letech, exprese integrovaného vektoru
a genu ADA v T — lymfocytech pietrvala. Touto studii bylo poprvé dokazano, Ze genova
terapie je bezpecnou a uc¢innou moznosti 1écby pacientli s timto zdvaznym imunodeficientnim

onemocnénim (Blaese, Culver, 1995).

Genové terapie pro SCID — ADA byla schvalena Evropskou komisi az po 26 letech od prvni
Klinické studie — tedy v roce 2016. Jednalo se o genovou terapii ex vivo hematopoetickymi
kmenovymi bunikami (zkr. HSC z ang. hematopoietic stem cells). Tento 1é¢ivy piipravek nese
ndzev Strimvelis™ a jedna se o piipravek pro moderni terapii (ATMP — advanced therapy
medicinal product), ktery byl piivodné vyvinut v San Raffael Telethon insitutu pro genovou
terapii. Tento ATMP je prvni genovou terapii ex vivo s kmenovymi bufikami, ktera ziskala
regulované schvaleni po celém svété. Samotny 1é¢ebny postup pro terapeutikum Strimvelis™
se sklada z jedné infuze autolognich HSC s upravenym genem, kterd je pifipravena z HSC
vlastni kostni dfené pacienta. Odebrané HSC jsou poté geneticky upraveny pomoci gama-

retrovirového vektoru za ucelem vlozeni funkéni kopie genu ADA (Aiuti et al., 2017).

Ptipravek Strimvelis™ neni samoziejmé jedinym 1é¢ivym piipravkem genové terapie.
V soucasné dob¢ se mliiZzeme setkat i s jinymi piipravky jako je napiiklad Zynteglo, ktery je
urcen k 1é€bé beta talasémie ¢i S piipravkem bbl111 uréenym k lécbé srpkovité anémie.
O bezpecnosti pripravku Zyntego pro pouziti v genové terapii bylo zahajeno evropské
prehodnoceni v roce 2021 (Asghar et al., 2022). Ptipravek bb1111 je stéle ve fazi vyvoje, ale
u pacienttl, kterym byl tento ptipravek podan byl kromé 2 ptipadi leukémie zaznamenan také
vyskyt myelodysplastického syndromu (Walters et al., 2022).

! Vzacna dédiéna porucha, zpiisobena mutaci genu ADA, pii niZz dochazi k poskozeni imunitniho systému, coz
zpusobuje Uplny nedostatek B-lymfocyti a T-lymfocytd. U osob s ADA-SCID je vysoké riziko vzniku zivot
ohrozujicich virovych, bakterialnich a plisnovych infekci a nékterych typt rakoviny. Piznaky ADA-SCID se
obvykle objevuji pred 6. mésicem veku (Samuel, 2021).
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2. TRANSPORTNI VEKTORY GENOVE TERAPIE

vvvvvvvvvv

genu. Nastroje pouzivané k pienosu genu se nazyvaji transportni vektory genové terapie.
K tomu, aby se dany vektor dostal na spravné misto ptisobeni, je zapotiebi takovy doruovaci
systém, ktery dokaze piekonat extracelularni bariéry (napf. ochrana nukleové kyseliny pred
degradaci), ale i bariéry intraceluldrni. Idealni vektor pro doru¢ovani genti by mél byt u¢inny,

specificky, bezpeény a relativné dlouhé Zivotnosti (Zhang et al., 2012).

Transportni vektory genové terapie lze délit na virové a nevirové. Virové vektory patii mezi
ucinngjsi, jejich aplikace je vSak limitovana. Jsou schopny piendset pouze mensi mnozstvi
DNA, mohou vyvolat imunologickou odpovéd’, ¢i byt onkogenni. Zatimco nevirové vektory
molekuly DNA, jejich nevyhodou je nizka ucinnost transfekce, tedy vnaseni cizorodée DNA
do eukaryotické bunky. Na poli klinickych testi kazdopadné dominuji vektory virové
(Rodriguez et al., 2013).

Mezi nevirové vektory fadime: anorganické castice, syntetické nebo ptirodni biologicky
odbouratelné ¢astice a fyzikalni metody (Rodriguez et al., 2013). Virové vektory pak délime
dle ptendsejiciho viru, kterym muize byt napiiklad: retrovirus, lentivirus, adenovirus nebo

adeno-asociované viry (Warnock et al., 2011).
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2.1 NEVIROVE TRANSPORTNI VEKTORY

Pichled nevirovych transportnich vektort uvadi tabulka 1 a vybrané metody jsou popsany

v nésledujicich kapitolach.

Tabulka 1; Prehled kategorii nevirovych transportnich vektord a konkrétnich systémil pro transport genu. Upraveno dle
(Lundstrom, 2018).

Kategorie Systém pro transport genu
Anorganické ¢astice Oxid kiemicity

Kalcium fosfat

Zlato

Magnetické slouceniny

Syntetické nebo prirodni biologicky odbouratelné

Castice 1. nevirové polymerové vektory:
PLGA (kopolymer kys. mlééné a glykolové)
PLA (polymer kys. mlééné)
Chitosan
Dendrimery
Polymethakrylaty
2. nevirové kationtové lipidy:
Kationtové liposomy
Kationtové emulze
Pevné lipidové nanocastice
3. Kationtové peptidy
Poly-L-lysin

Fyzikalni metody Injekce jehlou
Balisticka injekce DNA
Elektroporace
Sonoporace
Fotoporace
Magnetofekce
Hydroporace

2.1.1 ANORGANICKE CASTICE

Anorganické nanocastice patii mezi nanostruktury, které nabyvaji rtzné variability ve své
velikosti, tvaru a poréznosti. Mohou byt koncipovany tak, aby se vyhnuly
retikuloendotelidlnimu systému nebo chranily zachycenou molekulu pted degradaci nebo
denaturaci (Pérez-Martinez et al., 2012). Mezi nejvice studované anorganické ¢astice patii oxid
kfemicity, kalcium fosfat, zlato a nékolik druhti magnetickych sloucenin (Rodriguez et al.,
2013). Napiiklad nanocastice potazené oxidem kiemicitym jsou diky své biokompatibilité
vyuzivany nejenom v genoveé terapii, ale i k dal§im biologickym aplikacim (Pérez-Martinez et
al., 2012). Mezoporézni nanocastice potazené oxidem kiemiditym vykazuji G€inné genové

transfekce in vitro v gliovych bunikach. Magnetické anorganické ¢astice — jako naptiklad FesOs
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¢i MnO2 jsou pouzivané jako vektory pro nukleové kyseliny pii nddorovém onemocnéni.

Obdobné lze jako genové vektory vyuzit kiemikové nanotrubicky (Guo, Huang, 2012).

Nanocastice zlata jsou dal§im vhodnym kandidatem na nevirovy vektor, a to diky snadné
ptipravé, snadné upravé jejich povrchu a nizké toxicit¢ (Rodriguez et al., 2013). Zlaté
nanotyCinky lze naptiklad vyuzit k doruc¢eni nukleové kyseliny do nadord. Tyto nanocastice
jsou zkoumany jako fototermalni latky in vivo. Jejich pasmo absorpce je v infracervené oblasti
a takto absorbované svétlo jsou schopny konvertovat na tepelnou energii. Svétlo v infratervené
oblasti mize byt propusténo hluboko do tkani, a proto je mozné modifikovat povrch tak, aby
dand zlatd nanocastice nesla DNA a fizené ji diky tepelné energii uvoliovala. Vyvolany
fototermalni efekt by tedy pfi cileném ozatovani tkani pomoci zlatych nanocastic uvolnil

jednofetézcovou DNA vlivem denaturace (Haine, Niidome, 2017).

2.12 SYNTETICKE NEBO PRIRODNi BIOLOGICKY ODBOURATELNE
CASTICE

Do této skupiny nevirovych vektorii fadime kationtové polymery, kationtové lipidy, kationtové

peptidy nebo také kombinaci téchto kationtovych komponent. Mezi jejich vyhody patii nizka

toxicita (jejich degradace vede ke vzniku netoxickych produktu) a zaroven nedochazi k jejich

kumulaci v bunikach. Do této skupiny fadime pies 14 nosic¢t (Rodriguez et al., 2013). V dalsim

odstavci jsem se vénovala jednomu konkrétnimu piikladu.

2.1.2.1 LIPOSOMY

Liposomy jsou kulovité vezikuly z fosfolipidd, které se pouzivaji k doru¢ovani 1ékt nebo genti.
Kationtové liposomy spontanné interaguji s molekulami DNA za vzniku komplext (lipoplext).
Interakce spociva v reakci mezi kladnym nabojem kationtového liposomu a zapornym nabojem
na molekule DNA. Mezi vyhody jejich pouZzivani lze zatadit pomérné€ nizké potizovaci ceny,
zdravotni nezavadnost, ochrana DNA pied degradaci, schopnost transportovat i velké molekuly

DNA a moznost zacileni na konkrétni buriky nebo tkan¢ (Kamimura et al., 2012).

Usp&sny pienos genu nejen DNA, ale i RNA byl zaznamenam u zvifat, a to do rtiznych typt
bunék (napft. do hepatocyti, svalovych bunék apod.), ale i do nadori. Vektory na bazi liposomut
maji své pole ptsobnosti i pii klinickych studiich pro nadorova onemocnéni. Jako konkrétni

ptiklad Ize uvést Allovectin-7® - komplex slozeny z plasmidové DNA sgeny HLA-B
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a 32-mikroglobulinem vazané s liposomem DMRIE/DOPE. Tento komplex byl oznacen za

ucinny nevirovy transportni vektor v ramci hodnoceni 2 klinickych testi (Rodriguez et al.,

2013).

2.1.3 FYZIKALNI METODY

Ptenos genli pomoci fyzikalnich metod piedstavuje jednoduchy a elegantni pienos genetické
informace do buriky, aniz by s nim byly vneseny nezadouci ¢astice nebo viry (Kamimura et al.,
2012). Ptehled fyzikalnich metod uvadi tabulka 1, v nasledujicich odstavcich jsou konkrétnéji
popsany principy jednotlivych fyzikalnich metod.

Injekce jehlou umoziuje vstiikovani DNA injekéni jehlou ptimo do tkani. Timto zpisobem lze
pienaset DNA napiiklad do svald, kiize, jater, srdce ¢ solidnich nadora. Uginnost transfekce je
ale pomé&rné nizka, a navic je omezena na okoli vpichu jehly (Kamimura et al., 2012). Balisticka
injekce DNA umoziuje pfenos DNA pomoci ¢astic zlata nesouci DNA, které jsou pohanény
proti bunikam a jsou tak nuceny K intracelularnimu pfenosu genetické informace. Akcelerace
Castic zlata je zvySena elektrickym, jiskrovym nebo tlakovym heliovym vybojem. Vyhodou této
metody je, Ze umoznuje dodavat piesné davky DNA, ale geny se bohuzel exprimuji pouze
ptechodné, a navic v misté vyboje dochazi ke znaénému poskozeni bunék (Rodriguez et al.,
2013).

Elektroporace umoziuje prostup DNA skrze pory v bunééné membrang, které jsou vyvolane
elektrickymi pulzy. Uginnost elektroporace je zavisla na intenzité pulzii, frekvenci a také délce
trvani pulzt (Kumar et al., 2019). Metoda sonoporace je zaloZena na nizkofrekvenénich
akustickych vinach, které zpusobi do¢asnou permeabilitu membrany a vstup DNA do jadra
bunky diky protrzeni jaderného obalu (Rich et al., 2022). Hydroporace je postup rychlé injekce
velkého mnozstvi DNA v roztoku. Vyuziva se naptiiklad u intrahepatalniho pfenosu gend
u hlodavci, kterého se dosahne vstiknutim velkého objemu roztoku s DNA do ocasni Zily.
Nevyhody jsou spjaty s velkymi objemy roztoku, které vedou k poskozeni tkané. Fotoporace
umoziiuje vytvoteni pérd pisobenim laserového pulzu, coz umozni vstup DNA. Uginnost je
opét zavisla na frekvenci a da se fici, Ze mira exprese genll je srovnatelna s metodou
elektroporace. Magnetofekce pak vyuzivd magnetické pole k nasmérovani komplexu DNA-
magneticka nanocastice do bunky, kam tento komplex vstupuje endocytozou. (Rodriguez et al.,
2013).
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2.2 TRANSPORTNI VIROVE VEKTORY

Tabulka 2; Piehled vyznamnych virovych transportnich vektora s konkrétnimi vlastnostmi, typem genomu a inzertni kapacitou.

Upraveno dle (Lundstrom, 2018).

Virus Genom Inzertni kapacita Vlastnosti
Adenoviry dsDNA <7,5kb Siroka §kala hostitelt
Ad5 Tranzistentni exprese
Silnd imunogenicita
AAV ssDNA <4 kb Relativné $iroka $kala hostitell
AAV2,3,5,6,8,9 Pomaly néstup exprese
Chromozomalni integrace
Imunitni odpovéd’
Herpes simplex dsDNA >30 kb Siroka $kala hostiteli
Nizka toxicita
Vysoka inzertni kapacita
Retroviry SSRNA 8 kb Transdukce pouze na délici se bunky
MMSV Dlouhotrvajici exprese
MSCV Nahodné integrace
Lentiviry SSRNA 8 kb Siroka $kala hostiteli
HIV-1, HIV-2 Dlouhotrvajici exprese
Nizkéa cytotoxicita
Alfaviry SSRNA 8 kb Siroka $kala hostiteli
SFV, SIN Extrémné prechodna exprese
VEE, M1 Nizka imunogenicita
Vznik specifickych neuronovych a
gliovych mutantl
Flaviviry SSRNA 6 kb Relativné Siroka Skala hostitell
Kunjin, virus
zapadonilské horecky Tranzistentni exprese
Virus Dengue Obalovy systém
Rhabdoviry SSRNA 6 kb Relativné Siroka Skala hostiteld
VSV, virus vztekliny Vysoka tranzistentni exprese
Nizka imunogenicita
Morbillivirus SSRNA 6 kb Tranzistentni exprese
MV-Edm Onkolytické kmeny
Virus newcastleské
choroby SSRNA 6 kb Replikace v nadorovych buiikach
Vylepsené onkolytické vektory
Poxviry dsDNA >30 kb Relativné Siroka Skala hostiteld
VvV Replika¢né kompetentni vektory
Picornaviry SSRNA 6 kb Onkolytické kmeny
Coxsackievirus

Transportni virové vektory patii mezi G¢inné prostiedky pienosu gent pro modifikaci ur¢itého
typu buné€k nebo tkani (Warnock et al., 2011). Spektrum viralnich vektoru je velmi rozsahlé
a zahrnuje nosice pro expresi jak prfechodnou, tak i permanentni. Vektory tohoto typu jsou
zastoupeny v DNA i RNA variaci, a to s jednofetézcovym i dvoufetézcovym genomem
(Rodriguez et al., 2013). Vybér viru pro rutinni klinické pouziti zavisi na ucinnosti exprese

transgenu, snadnosti vyroby, bezpecnosti, toxicité a stabilité¢ (Warnock et al., 2011).
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Hlavnim divodem k pouziti vird jako transportnich vektort pro ptenos genu je jejich pfirozena
schopnost infikovat buriky a G¢inné pienaset genovy material do hostitelskych buné¢k. Mezi
transportni virové vektory fadime napiiklad adenoviry (Ads), retroviry (y-retroviry a lentiviry),
poxviry, adenoasociovaneé viry, bakuloviry a viry herpes simplex (Warnock et al., 2011). Spolu
s dal§imi hlavnimi vektory jsou uvedeny v tabulce 2. Vzhledem k velkému mnozstvi virovych
transportnich vektort se Vv nésledujicich podkapitolach podrobné&ji vénuji pouze trem

konkrétnim piipadim.

2.2.1. ADENOVIRY

Adenoviry jsou neobalené viry o praméru 70-90 nm majici dvouvlaknovou DNA. Jsou tvoieny
kapsidou, kterd& ma kubickou symetrii a je slozena z252 kapsomér. Kapsida ma tvar
pravidelného dvacetisténu, jehoz stény tvoii hexony a vrcholy tvoii pentony. Z pentont
vybihaji vldkna s pali¢kovitym zakoncenim. Polypeptid tvofici palicku je nastrojem adsorpce
virion na vnimavé buiky, ale také nositelem typové specificnosti a hemaglutinacnich
vlastnosti adenovirti. Adenoviry maji Siroké vyuziti na poli genového inzenyrstvi a terapie jako
vektor konjugéati riznych gend, které maji byt vélenény do chromozomii. K dopraveé
pozadovaného useku DNA do jadra napomaha schopnost adenovira pronikat do buky
a vyhybat se destruktivnim a¢inkiim endozomu bez vyznamnych ztrat. Samotny transport genu

zajiSt'uje kapsida, kterd i chrani genetickou informaci viru (Bednat, et al., 1996).

Adenovirové transportni vektory jsou pro funkci transportniho vektoru upraveny a jsou
replikacné defektni (nejsou schopné replikace). Nékteré zakladni virové geny jsou odstranény
a nahrazeny terapeutickymi geny. V hostitelské bunice pak dochazi k expresi terapeutického
genu. V genové terapii rakovinného bujeni jsou pak pouzivany onkolytické vektory, které jsou
konstruovany tak, aby se pfednostné replikovaly v nddorovych buiikach a nicily nadorové

buriky pfirozenym procesem lytické replikace viru (Gadenstaetter et al., 2022).

Jedna se o jeden z prvnich zkoumanych a pouZitych transportnich virovych vektoru in vivo.
Pouzitelnych adenovird existuje ptes 50 riznych sérotypil, pficemz pro genovou terapii se
nejCasteji pouzivaji sérotypy AdS a Ad26. Zaroven existuji 3 generace transportnich vektora
pro ruzné terapeutické vyuziti. Prvni generace Ad umoziuje nést az 7,5 kb cizorodé DNA,
druha generace poskytuje snizenou imunogenicitu a Ad tieti generace maji odstranény vSechny

Viroveé geny, coz umoziuje nést az 30 kb cizorodé DNA (Zhao et al., 2022).
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Adenovirové transportni vektory jsou vhodné pro silnou kratkodobou expresi transgent,
a to v ruznych typech bunék (Scholz et al., 2022). Své vyuziti nachazeji také v jiz zminéné
genové terapii rakoviny, ¢i jako vakciny k expresi cizich antigenti. Adenovirové vektory se také
povazovaly za vhodné kandidaty k 1é¢bé cystické fibrozy, vzhledem Kk relativni pfistupnosti plic
k virovym infekcim. Upraveny adenovirovy vektor byl ve form¢ aerosolu inhalovadn nosem do
plic. Pokusy byly provadény nejdiive na krysach a nasledné na lidech. V nékterych ptipadech
byly pozorovany pozitivni vysledky a také obnoveny transport chloridovych ionti, ktery je
v rdmci cystické fibrozy porusen. Nanestésti po 30 dnech dochazelo k poklesu exprese, ktera
nebyla posilena ani opakovanymi davkami. Zvysené ¢i opakované davky adenovirového
vektoru byly rozpoznavany imunitnim systémem a destruovany (Clark, Pazdernik, 2012).

Obrézek 1; Struktura adenoviru: kapsida s kubickou symetrii majici tvar pravidelného dvacetisténu. Z pentonii vybihaji vlakna
s palickovitym zakoncenim, které jsou nastrojem adsorpce viriont na vnimavé buiiky (Goodsell, 2010).

2.2.2 ADENOASOCIOVANE VIRY

Adenoasociovane viry (AAV) fadime do skupiny DNA vird, které u ¢lovéka nevyvovavaji
zadné zjevné onemocnéni. V populaci se $iii spolu s adenovirovou infekci a i v hostitelské
buiice se replikuji pouze paralelné s adenoviry. Neni-li ptitomen pomocny virus, integruje
se genom AAV do bunécného chromozomu a replikace je znovu aktivovana az pfi infekci

pomocnym virem (Bednat, et al., 1996).

AVV disponuji souborem jedine¢nych vlastnosti, které¢ z nich délaji vhodné kandidaty pro
genovou terapii. Prestoze infekce AAV nevyzaduje proliferaci hostitelskych bunek, i tak mtize
vykazovat relativni preferenci k aktivng se dé€licim bunikam. V genové terapii rozlisujeme AVV
na wild-type a transporni adenoasosiované virové vektory. Jak wild-type, tak transportni
vektory maji tendenci pietrvavat v infikovanych buitkach po delsi dobu, aniz by to mélo pro

hostitele vyznamné nepfiznivé dusledky. Wild-type se Casto integruje do jedné specifické
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oblasti chromozomu 19, zatimco transportni vektory AAV se do genomu hostitelské buriky
integruji méné specifickym zptisobem a mohou také pietrvavat v episomalnim? stavu (Flotte,
Carter, 1995).

Adenoasociovanych vira existuje 11 pfirozenych sérotypu, kdy kazdy sérotyp poskytuje
tropismus vuéi riznym tkanim, diky ¢emuz je kazdy sérotyp vhodny pro dorucovani gent
do specifické tkan¢. Napiiklad AAV9 vykazuje tropismus k tkanim CNS, AAVS8 uc¢inné
transdukuje slinivku bfisni a AAV6 je hepatotropni (Zhao et al., 2022).

Spektrum vyuziti AVV v genové terapii je pomérné rozsahlé. Naptiklad v ramci testi
u hlodavct a primatt pii 16¢bé cystické fibrozy byla pozorovana transdukce a exprese v plicich
In vivo po pfimém podani AVV na povrch dychacich cest, aniz by byla zjisténa jakakoli toxicita
(Flotte, Carter, 1995). Spolu s lentiviry (LV) jako transportnimi virovymi vektory jsou AAV
testovany v preklinickych studiich jako vhodna vehikula pro 1é¢bu nasledkt ischemické cevni
mozkové ptihody (Skukan et al., 2022).

Mezi vyhody AAV patii také moznost intranazalni aplikace. Kromé cileni na mistni tkané, jako
je napiiklas Cichovy epitel, umoznuje minimalné invazivni pfistup k rliznym organovym
systémum, vcetné centralniho nervového systému a dychacich cest. Diky této moznosti podéni
nachdzi vyuziti u raznych infekénich, plicnich nebo neurologickych a psychiatrickych
onemocnéni (Gadenstaetter et al., 2022).

2.2.3 RETROVIRY

Castice retrovird méfi v praiméru 100-120 nm. Maji lipidovy obal, na jehoZ vnitini strané je
vrstva M-proteinu a ve vrstvé zevni se nachazi glykoproteinové vybézky. Kapsida, ktera se
nachazi pod lipidovym obalem ohranicuje strukturu zvanou nukleoid. Nukleoid ma kulovity
nebo konicky tvar. Uvnitf se nachazi dvé identickd vliakna RNA spojena vodikovou vazbou.
Tato RNA je linearni, nesegmentovana a obsahuje cca 9500 nukleotidi. VIdkna RNA na sebe
vazi protein tvotici helikoidalni kapsidu a enzym reverzni transkriptazu, ktera podminuje
charakteristicky zptsob replikace retroviri. Genova informace v molekule RNA (+) je
prepisovana do DNA (-) snéslednou syntézou komplementarniho vliadna DNA (+).

Dvouvlaknovy transkript putuje do jadra, kde je integrovan do bunééné DNA jako tzv. provirus,

2 Episomalni stav oznacuje situaci, kdy se extrachromozomalni element mtiZze bud’ integrovat do chromozomu
hostitele, nebo se mize replikovat a stabilné fungovat, pokud je od chromozomu fyzicky oddé€len (dal§im

ptikladem episomu jsou plazmidy) (Ryu, 2017).
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znéhoz je opét piepisovana virova RNA. Do podéeledi retroviri fadime mimo jiné
I Lentivirinae, které u ¢lovéka oznacCujeme jako viry imunologické nedostatecnosti (HIV)

(Bedna, et al., 1996).

Retroviry sehraly centralni Glohu pii vyzkumu vzniku rakoviny. Ptispély k poznani, ze vétSina
druhii rakoviny vznikd mutacemi v malém poctu bunéénych gend. U lidi je sice mald
pravdépodobnost vzniku rakoviny retrovirovou infekci, ale u nékterych Zivocichi jsou tyto viry

hlavni pti¢inou rakovinného bujeni (Alberts, 1998).

Ptenos genli pomoci retrovirovych vektora byl klicovy pro rozvoj genové terapie. Retroviry
maji oproti jinym vektorim nékolik vyraznych vyhod, zejména pokud je preferovanym
vysledkem trvaly pfenos genu. Retrovirové transportni vektory lze tedy pouzivat pro trvalou
modifikaci jaderného genomu hostitelskych bunck. Schopnost retrovirii integrovat se do
chromozomu hostitelské bunky rovnéz zvySuje moznost inzerce mutageneze a aktivace
onkogentll. Zvysena pravdépodobnost mutageneze a onkogeneze nebyla ov§em az donedavna
pozorovana, a to ani na zvifecich modelech, ani v klinickych studiich. Potencialni nevyhody
této genové terapie proto byly donedavna povazovany za hypotetické. Klinicka studie genové
terapie X-SCID prokazala potencial pfenosu gent zprostfedkovaného retroviry pro 1écbu
dédi¢nych metabolickych onemocnéni, avSak ukdzala také potencidlni nebezpeci, které s tim
souvisi, nebot’ u 2 z 10 pacientd se v disledku 1é¢by vyvinula T-bunééna leukémie (Anson,
2004). Dalsi nevyhodou u retrovirovych vektort je jejich schopnost integrovat se pouze
do délicich se bunék a z toho divodu nemtze dojit k transdukci v jakékoliv ¢asti bunééného
cyklu. T pfesto, ze pro snizeni rizika mutageneze byly vyvinuty samo-inaktivac¢ni vektory,
Vv dnesnich klinickych studiich se jiz tyto transportni vektory moc nepouzivaji (Zhao et al.,
2022).
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3. METODY UPRAVY GENU

Editace genu je obecné oznaCovana jako schopnost provadét vysoce specifické zmény
v sekvenci DNA zivého organismu a upravovat tak jeho genetickou vybavu. Editace gend se
provadi pomoci enzymu, zejména restrik¢nich endonukledz, které byly vyvinuty tak, aby se
zaméfily na specifickou sekvenci DNA. V tomto misté pak enzymy zavadéji fezy do fetézci
DNA, coz umoziiuje odstranéni, pozménéni ¢i nahrazeni stavajici DNA (Gaj et al., 2016).
Nukledzy timto zdsahem tvoii dvouietézcovy zlom (zkr. DSB z ang. double-strand break). Tyto
zlomy jsou pak nej¢astéji opravovany pomoci nehomologniho spojovani koncti (NHEJ — non-
homologous end joining) nebo metodou homologné fizené opravy (HDR — homology directed
repair). HDR je piesny opravny mechanismus, ktery lze zprostiedkované pouzit k zavedeni
specifickych bodovych mutaci nebo k vlozeni pozadovanych sekvenci prostrednictvim
rekombinace cilového lokusu s exogenné dodanou homologni donorovou DNA (Sander, Joung,
2014). NHEJ umoziuje opravovat mista $tépeni bez pouziti homolognich sekvenci (Yoshimi,
Mashimo, 2022). Princip spoc¢iva v zavadéni rizné dlouhych inzertnich/dele¢nich mutaci, které
mohou narusit transla¢ni ¢teci ramec kddujici sekvence nebo vazebnd mista trans-aktiva¢nich
faktort (Sander, Joung, 2014).

nukledzou indukovany
dvouretézcovy zlom

NHly \YDR

delece

templat donorové DNA

- _—_

J

L
indely o riznych délkach +

—J
inzerce nebo modifikace

Obrazek 2; Typy oprav dvouietézcového zlomu DNA metodami NHEJ a HDR: v piipadé opravy metodou NHEJ je principem
zavadeéni inzer¢nich/dele¢nich indelti riiznych délek, zatimco u metody HDR lze cilené zavadeét specifické bodové mutace nebo
vkladat pozadované sekvence prostiednictvim rekombinace. Upraveno dle (Sander, Joung, 2014).

Dal$im postupem v genové terapii miize byt kromée editace genomu také tzv. ,,uml¢ovani genti*
(z ang. gene silencing). Jedna se o termin, ktery obecné€ popisuje metody genové suprese, tedy

metody vedouci k potlaceni genové exprese (McMahon, Rahdar, 2012). Mezi tyto metody lze
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zafadit napf. RNA interference, antisense oligonukleotidy ¢i microRNA. Napiiklad specialni
dvouvlaknova RNA (dsRNA) je kli¢ovou molekulou pii uml¢ovani gent. Tyto specifické
dsRNA jsou zpracovany na malé interferujici RNA (siRNA) endonukledzou Dicer a nasledné
jsou vlozeny do RNA-indukovaného silencing komplexu, ktery se paruje s messengerovou
RNA (mRNA) prostiednictvim komplementarniho parovani bazi, coz zpisobi naslednou
degradaci MRNA pomoci tzv. argonaut proteint (Im, Moon, 2016). Podrobnému popisu vzniku

a pusobeni RNA interferenci je vénovana podkapitola v ramci epigenetickych Uprav.

Tabulka 3; Srovnani metod genové terapie: ZFNs, TALENs, CRISPR/Cas9 s konkrétnimi specifikacemi. Upraveno dle (Im,
Moon, 2016).

ZFNs TALENSs CRISPR/Cas9
Efektory podobné
Determinanta specificky Zinc-finger transkripénim CRISPR RNA ¢i
cilici na DNA proteiny aktivatorim sgRNA
Nukleéza Fokl Fokl Cas9
Kon¢ici NGG ¢i NAG®
Misto restrikce Poly-G oblast Zacdinajici T a konéici A sekvence PAM
Obtiznost daného gen.
inZenyrstvi Obtizné Stiedné naroéné Nizka obtiznost
Variabilni az
Cytotoxicita vysoka Nizka Nizké
Virovy vektor,
zacileni in vivo pomoci  Virového vektoru Virového vektoru nanocastice

Nejstars$i metodou, kterou védci pouZzivali k Gpravé genomi v Zivych butikach, byla homologni
rekombinace. Jedna se 0 vyménu (rekombinaci) genetické informace mezi dvéma podobnymi
(homolognimi) vlakny DNA. Védci zacali tuto techniku vyvijet koncem 70. let 20. stoleti
(Capecchi, 2005). Aby bylo mozné provadét homologni rekombinaci v laboratofi, je tieba
vytvofit a izolovat fragmenty DNA nesouci sekvence genomu podobné ¢asti genomu, kterd ma
byt editovana. Tyto izolované fragmenty lze vsttiknout do jednotlivych bunék nebo je buiky
pfijmou pomoci specialnich chemikélii. Po vstupu do builky mohou tyto fragmenty DNA
rekombinovat s DNA buiiky a nahradit tak cilovou ¢ast genomu. Tento typ homologni
rekombinace je omezen skutecnosti, Ze je ve vétSin€ typl bunck extrémné neefektivni.
Pravdépodobnost tspésné editace mize byt u této techniky az jedna ku milionu (Vasquez et al.,
2001).

3 Pismeno N zna¢i jakykoliv nukleotid (Wu, Kriz, 2014).
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V soucasné dob¢ patii mezi nejpouzivanéjsi technologie editace gentt metoda CRISPR
(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) — Cas, kterou z hlediska evolu¢ni
biologie délime na tiéidu | a tfidu Il a dale je mozné ji délit na nékolik podtypt. Systémy CRISPR
tiidy Il, vCetné Cas9 typu II a Casl2a typu V, se nejcastéji pouzivaji k editaci genomu
v eukaryotickych bunikach. CRISPR typu I rozpoznava delsi cilové sekvence nez CRISPR-Cas9
a muze vyvolat rozsahlé dele¢ni mutace o velikosti n€kolika kilobazi a proto ma v soucasnosti

vysoky potencial na poli genové terapie (Yoshimi, Mashimo, 2022).
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Obrazek 3; Vybrané metody genové terapie a jejich obecny princip: RNAI §tépici cilovou mRNA komplexem RISC. Princip
pusobeni ZF nukle4dz a TALE nukledz $tépici molekulu DNA pomoci endonukleazy Fokl. Transposonovy systém vystépujici
gen z4jmu za Gi¢asti transpoaz a systém CRISPR/Cas9 §tépici molekulu DNA diky proteinu Cas9 a gRNA. Upraveno dle (Zhang
et al., 2022).

Mezi dalsi technologie editace genid fadime metody: ZFN (Zinc-finger nucleases), které jsou
vytvofeny z piirozené se vyskytujicich proteini objevenych v eukaryotickych organismech.
TALENs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases), které jsou také vytvoieny
z proteini vyskytujicich se v pfirod¢ a které jsou schopny se vazat na specifické sekvence DNA

(Klug, 2010) ¢i RNA interference spadajici pod epigenetické Upravy.

Pravé témto ¢tyfem metodam se vénuji nasledujici podkapitoly.
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3.1. METODA CRISPR

Systém CRISPR je prokaryoticky adaptivni imunitni systém nachdazejici se ve vétsin¢ archaea
a u mnoha bakterii (Makarova, Koonin, 2015). Nukleazy fizené RNA ze systému CRISPR-Cas
patii mezi nejspolehlivéjsi nastroje pro editace genomu. Objeveny byly v roce 1987 v genomu
Escherichia coli pfi analyze genu zapojenych do fosfatového metabolismu. Pozorované
repetitivni sekvence DNA byly nasledné definovany jako CRISPR (z ang. Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats). Podobné sekven¢ni struktury byly poté zaznamenany

i u dal8ich bakterii a halofilnich archei (Ishino, Krupovic, 2018).

Genomové lokusy CRISPR-Cas vykazuji s ohledem na jiné zndmeé prokaryotické obranné
systémy nebyvalou slozitost a rozmanitost. Klasifikace variant CRISPR-Cas, ktera odrazi jejich
evoluéni vztahy, je nezbytnd pro genomickou a funkéni srovnavaci charakterizaci tohoto
teoreticky i prakticky dulezitého adaptivniho imunitniho systému (Makarova, Koonin, 2015).
Diky poznatkiim ze srovnavaci genomiky, strukturni biologie a biochemie bylo také mozné
ziskat poznatky o pivodu a evoluci tohoto systému z mobilnich genetickych elementt
oznacovanych jako kaspozony (Ishino, Krupovic, 2018). V evolu¢ni taxonomii jsou systémy
CRISPR déleny do 2 tiid, z nichz se kazda jesté déli na 3 typy (typ I, I, IV a typ 11, V, VI).
Zatimco systémy tfidy 1 vyuZzivaji vice riznych Cas proteintl, efektory druhé tiidy obsahuji

pouze jeden protein (Yoshimi, Mashimo, 2022).

Mechanismus tohoto adaptivniho imunitniho systému spo¢iva v inkorporaci cizorodé invazivni
DNA (virové, plasmidové) do systtmu CRISPR, tedy mezi nahloucené repetitivni
palindromatické sekvence. Tento obranny mechanismus probiha obecné ve tfech krocich:
ziskani, exprese a interference invazivni DNA. Béhem prvniho kroku dochazi k inkorporaci
cizorodé DNA do oblasti CRISPR pomoci proteinti Cas. V nésledujici fazi exprese dochazi
k transkripci inkorporované invazivni DNA v oblasti CRISPR a vzniku prekurzorovych
transkripta pre-CRISPR RNA, respektive pre-crRNA. Tyto prekurzorové transkripty jsou
nasledné $tépeny dalSimi proteiny Cas na jednotlivé crRNA (Lee, Bae, 2016). Transkribovane
crRNA nesou oblasti s protospacery, jez jsou komplementarni s cizorodou DNA. Systém
CRISPR rovnéz koduje tracrRNA, ktera hybridizuje s crRNA a tento par RNA se nasledné
spojuje s nukleazou Cas-9 (Barrangou et al., 2007). V ramci posledniho interferenéniho kroku
komplex Cas-9 nukleaza, crRNA a tracrRNA vyhledava cilove sekvence DNA komplementarni
k crRNA a nasledné je §tépi. Nukledza Cas-9 miize byt také asociovana se SJRNA (z ang. single
chain) (Sander, Joung, 2014).
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Systém CRISPR-Cas zcela rozliSuje mezi exogenni a endogenni DNA diky rozpoznavani
sousedni sekvence DNA zvanou protospacer adjacent motif (PAM), ktera je pfitomna pouze
v exogenni DNA, ale ne v lokusu CRISPR (Singh, 2020) (Jinek et al., 2012).
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Obrazek 4; Systém CRISPR s jednotlivymi variantami RNA, které vysledné tvoii §tépici komplex s proteinem Cas9: cesta
a zahrnuje vznik a kooperaci crRNA a tracrRNA, které nasledné s proteinem Cas9 zptisobi §tépeni cilového mista na DNA.
Cesta b popisuje princip $té€peni cilového mista na DNA pii vzniku komplexu proteinu Cas9 spolu se single-guided RNA.
Upraveno dle (Sander, Joung, 2014).

3.1.1. VYUZITi V GENOVE TERAPII

Prvni klinicka studie metody CRISPR u lidi byla zahajena v roce 2016 a jejim cilem byla lé¢ba
pacientit s pokro€ilym nemalobunéénym karcinomem plic pomoci T-lymfocytd s knock-
outovanym genem pro PD-1*. Od té doby byly zaregistrovany desitky klinickych studif
1écebnych postupti CRISPR, ale vétsina téchto registrovanych klinickych studii se tyka ex vivo
editace genomu specifickych typli bunék po transplantaci bun¢k pacientim za tcelem 1écby
onemocnéni. V této souvislosti byly pomoci technologie CRISPR in vitro upraveny pacientské
krvetvorné kmenové a progenitorové bunky, T-lymfocyty a dalsi bunky pro potencialni 1écbu

infek¢énich onemocnéni (napf. infekce virem lidského imunodeficitu, COVID-19), rakoviny,

4 PD-1 je imunoinhibiéni receptor z rodiny CD28, ktery hraje vyznamnou roli pti obrané rakovinného bujeni pied
imunitnim systémem. Interakce PD-1/PD-L1 (ligand) inhibuje proliferaci, prezivani a efektorové funkce
T-lymfocyta (Zitvogel, Kroemer, 2014).
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hematologickych onemocnéni (napt. srpkovita anémie, f-talasemie), genetickych svalovych

onemocnéni (napf. Duchennova svalova dystrofie) a mnoha dalsich (Huang, Zapata, 2022).

Editace genomu in vivo za pouziti metody CRISPR nabizi terapeutické vyuziti u vice cilovych
organl, mezi které patéi: mozek, vnitini ucho, srdce, o¢i a jatra. Odpovidajicimi cilovymi
buiikami jsou: neurony, vlaskové bunky, kardiomyocyty, fotoreceptory a hepatocyty. V ramci
téchto cilenych terapii probihaji studie napiiklad na 1é€bu Alzheimerovy choroby,
Huntingtonovy choroby, syndromu fragilniho X, autozomalné dominantni ztraty sluchu,

infarktu myokardu ¢i hypercholesterolémii (Huang, Zapata, 2022).

Huntingtonova choroba (HD) je prototypem pro neurodegenerativni onemocnéni u kterych
nastava porucha trinukleotidovych repetic. U téchto patologickych stavii se polyglutaminové
oblast protahne nad uréitou mez a zpisobi onemocnéni. Mezi dalsi onemocnéni s tripeptidovou
repetici lze zafadit autozomalné dominantni mozeCkové ataxie. Jednd se o poruchy
s trinukleotidovymi repeticemi, u nichz dochazi k hromadéni abnormalnich proteind
(Kordasiewicz et al., 2012). Hromadéni abnormalnich — chybné sloZenych proteint je
patologickym rysem i pro dal$i onemocnéni, jako jsou Parkinsonova choroba (PD),
Alzheimerova choroba (AD) ¢i amyotroficka lateralni sklerdza, pro které je zaroven také
typicky sporadicky zacatek a multifaktorialni etiologické faktory. Pravé genové inzenyrstvi
se jevi jako Uc€innd l1éCebna strategie, diky niz Ize upravovat tvorbu abnormalnich proteinii
a zabranit jejich hromadéni. Nékteré pohybové poruchy se dédi autozomalné recesivné, coz
mize byt zptisobeno sniZenou schopnosti organismu mutovat dané defektni geny. Vzhledem
k tomu, Zze CRISPR/Cas9 dokaZze vytadit specificky transgen, mohou byt tyto autozomalné
recesivni pohybové poruchy také dobrym cilem pro pouziti CRISPR/Cas9 (Im, Moon, 2016).

Konkrétni postup pouziti metody CRISPR u Alzheimerovy choroby, jiz zminéného
neurodegenerativniho onemocnéni, je popsan niZze. Toto onemocnéni je charakterizovano
intracelularnimi neurofibrilarnimi klubky a extracelularnimi plaky obsahujicimi B-amyloid
(zkr. AB) (Knopman et al., 2021). Mnoho pacientli s Alzheimerovou chorobou ma poruchy
kratkodobé paméti, vyjadfovani, vizuoprostorového zpracovani a kognitivnich funkci.
Ve vétsing piipadi AD se geneticka slozka nedédi dominantné, ale i pfesto hraje dédi¢nost
v komplexni roli. B-sekretaza 1 (kddovana genem Bacel) je nezbytna pro produkci peptidi AP,
a proto se jako potencialni terapeuticka strategie nabizi cilené naruseni genu Bace 1 (Kang et
al., 2012).
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V roce 2019 byl vramci studie této terapeutické strategie pouzit systém CRISPR-Cas9
zaméfeny na gen Bacel v postmitotickych neuronech. Cilem bylo snizit vyskyt patologii
spojenych s AP a také snizit vyskyt kognitivnich deficitii u dvou transgennich mysich modeld
s AD. Komplex Cas9-sgRNA cileny na Bacel byl za vzniku nanokomplexu spojen se
syntetickym peptidem R7L10. Tyto nanokomplexy Cas9-sgRNA-R7L10 byly aplikovany do
hipokampalni oblasti péti mysi s familiarni AD (SXFAD). Po ¢tyfech tydnech doslo u mysi
oSetfenych nanokomplexem k 70% redukci Bacel a zarovent doslo k vyznamnému sniZeni
St€pnych produktt f-amyloidového prekurzorového proteinu. Fenotyp AD u mysi 5SXFAD byl
1é¢bou pomoci nanokomplexu Cas9-sgRNA-R7L10 potlaen, coz se projevilo snizenim
akumulace plakii AP a sekrece AP42. Studie mysiho chovani ukazala, ze mysi 1é¢ené
nanokomplexem mély zvySené asociativni uéeni a zaroven u nich byly zmirnéné poruchy
paméti. U druhého modelu mysi s AD byly patologie spojené s AP a kognitivni deficity rovnéz
uspésné potlaceny (Park et al., 2019).

V ramci studie byly zkoumany také ucinky mimo cil (off-target) a pfi pouziti zminéného
nanokomplexu nebyly zaznamenany zadné rozsahlé genomové piestavby ani zmény poctu
kopii. Tyto vysledky naznacuji, ze Cas9-sgRNA-R7L10 neindukuje zvySenou miru mutaci ani
nezpusobuje zmény V celogenomovém méfitku. Celkové lze fici, Ze nanokomplex Cas9-
SgRNA-R7L10 je G¢inny pii cileni na hipokampalni neuronalni gen Bacel in vivo a pfi

zmirhovani patologii a chovani souvisejicich s AP (Park et al., 2019).

Tato studie je piikladem pfizpiisobeni editace genomu pomoci CRISPR-Cas9 k 1écbé
neurologickych poruch a poskytuje potencialni pfistup k zasahu do ptipadného nastupu

kognitivnich poruch u pacientii s AD (Park et al., 2019).
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3.2. METODA TALENS

Transkripénim aktivatoram podobné efektory (zkr. TALE z ang. Transcription activator-like
effectors) jsou proteiny patogennich rostlinnych bakterii Xanthomonas, které jsou pienaseny
pomoci sekre¢niho systému typu III (T3SS) (XU et al., 2017). Tyto proteiny jsou vstiikovany
do rostlinnych bunék, kde se lokalizuji v jadie, vazou se na cilové promotory a indukuji
genovou expresi. Konkrétnim proteinem je napiiklad AvrBs3 u rostlin, ktery po interakci
s jadrem indukuje expresi hlavniho regulatoru velikosti bun¢k — upa20 a zpusobuje tak

hypertrofii mezofylovych bunék rostlin (Kay et al., 2007).

Proteiny TALE jsou charakterizovany N-koncovym signalem T3SS, centralni tandemovou
opakujici se doménou, C-koncovymi jadernymi lokaliza¢nimi signaly (zkr. NLS z ang. nuclear
localization signal) a kyselou transkrip¢ni aktivaéni doménou (Gao et al., 2012). V jejich
N-koncové doméné se nachazi bakterialni sekreéni signal a nespecifickd DNA vazebna aktivita,
ktera je nezbytna pro obecnou afinitu proteinu k DNA. C-koncova doména v sobé kotvi
interakéni rozhrani pro rostlinny transkripéni faktor IIA, dva funkéni jaderné lokalizacni
signaly a kyselou aktiva¢ni doménu. Kli¢em k jejich specifické a programovatelné vazb¢é na
DNA je centralni oblast dlouhych tandemovych repetic, ktera se skladd z rizného poctu
aminokyselin, kterych obvykle byva 33-35. V DNA vazebné doméng¢, ktera obsahuje modularni
repetice plati, ze se kazdy monomer vaze na jednu bazi v cilové DNA. Pocet a potadi repetic
ve vazebné doméné¢ DNA se lisi a urCuje vazebnou specifitu pro sekvenci DNA. Dv¢
aminokyseliny, které urcuji DNA specifitu TALE, se nachazeji v poloze 12 a 13 kaZzdé repetice
a tvofi tzv. variabilni di-rezidua repetice (RVD z ang. repeat-variable di-residues) (Becker,
Boch, 2021).

T3SS NCR oblast repetic TEBNLSAAD  RVD specifita
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Obrazek 5; Protein TALE s vyznacenou oblasti repetic, kde 12. a 13. aminokyselina ur¢uji vazebnou specifitu TALE. Tato
specifita je uvedena v levém sloupci obrazku. Oblast NCR (non-canonical repeats) je oblast 4 nepravidelnych repetic, TFB
(transcription factor binding site) ukazuje na oblast navazani transkripéniho faktoru, NLS (nuclear localization signals) je oblast
2 jadernych lokaliza¢nich systémt a AAD (acidic activation domain) ukazuje tzv. acidickou aktiva¢ni doménu. Upraveno dle
(Becker, Boch, 2021).
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Nukledzy TALE (TALEN) odstartovaly evoluci v editaci genomu, jelikoz patiily mezi prvni
zafizeni, které bylo mozné relativné snadno navrhnout a sestrojit tak, aby je bylo mozné zacilit
na jakykoliv konkrétni genomovy lokus, a to s vysokou pfesnosti a u¢innosti. Byly vyvinuly
v roce 2010 a to fuzi TALE a katalytické domény restrikéni endonukleazy Fokl vazané bud’ na
N-konec, nebo na C-konec TALE. Jejich pouziti bylo mnohem jednodu$si nez u jejich
pfedchiidcti. Do bunck lze TALEN pfenaset rliznymi zplisoby, mezi které patii:
injekce/elektroporace v ramci fyzikalnich metod, doruceni pomoci bakteridlniho plazmidu,
doruceni virovym vektorem ¢i doruceni ve vazbé na liposomy/PEG v ramci metod chemickych
(Becker, Boch, 2021).

3.2.1. VYUZITi V GENOVE TERAPII

Nukleazy TALE nasly své uplatnéni v editaci genomu plodin, hospodaiskych zvifat i fady
dalsich modelovych i nemodelovych organismti. Nasledné se technologie TALEN stala
nastrojem pro editaci lidského genomu a tspéchu dosahla napiiklad v roce 2015 pii terapii
lymfoblastické leukémie (Becker, Boch, 2021). V ramci této 1éebné terapie byly pouzity
darcovské T-lymfocyty, které byly upraveny tak, aby na svém povrchu exprimovaly CAR19 —
chimérni antigenni receptory, které jsou zacileny proti rakovinnym buiikam. Tyto T-lymfocyty
byly upraveny transdukci, a to za pouziti lentivird. Zaroven byly editovany geny fetézce
a receptoru T-lymfocytu a genového lokusu CD52. Tato 1é¢ba byla aplikovana na dvé déti
s akutni lymfoblastickou leukémii B-lymfocyti (s povrchovymi znaky CD 19+) u nichz
dochazelo k relapsu onemocnéni. Byla jim podana lymfodeplaéni chemoterapie a séroterapie
anti-CD52, po niz nasledovala infuze jedné davky bunék UCART19. U obou déti bylo dosazeno
molekularni remise béhem 28 dnt a bunikky UCARTI19 pietrvavaly az do uspésné alogenni

transplantace kmenovych bunék (Qasim et al., 2017).

Své uplatnéni maji nukledzy TALE také ve studiich zabyvajicich se hledanim terapeutickych
nastroji k 1é¢bé infekce virem HIV. TALENs maji méné off-target editace a mohou byt
ucinnéjsi pii tolerovani tinikovych mutaci HIV nez CRISPR/Cas-9. Védci zkoumali editovani
hostitelskych genti pomoci TALEN, jako jsou vstupni receptory viru (CCR5 a CXCR4)
a proteiny zapojené do provirové integrace (LEDGF/p75). Mezi cilové virové struktury, na
Které jsou nukleazy TALE zamifeny patii provirova DNA, a to zejména se zaméfenim na
dlouh¢ terminalni repetice. Hlavnimi vyzvami pii zavadéni genové terapie je zlepSeni uc€innosti
Stépeni a doruceni a zaroven minimalizace editace off-target, cytotoxicity a imunogenicity
(Benjamin et al., 2016).
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3.3. METODA ZFNs

Zinkove prsty (zkr. ZFN z ang. zinc fingers nucleases) jsou malé proteinoveé podjednotky se
strukturovanymi peptidovymi fetézci, které se skladaji kolem iontd Zn?*. Zine¢naté ionty
v tomto uspoifadani slouzi piedevs8im jako stabilizatory struktury, a ne jako enzymaticky
kofaktor, jak je pro Zn?* bézné. Funkéné tyto podjednotky plni v butikach irokou $kalu tikold
tim, ze poskytuji stabilni strukturni podporu a ¥idi kritické vazebné interakce, zejména mezi
proteiny, DNA a RNA. Zinkov¢ prsty jsou zvlasté dilezité v genové regulaci, kde je mnoho
proteint vyuziva ke specifické vazbé na DNA, ¢imz aktivuji nebo inhibuji ur¢ité geny. Ackoli
existuje mnoho rodin zinkovych prstl, z nichz kazdd ma charakteristické slozeni nebo
strukturu, pravdépodobné nejlépe prozkoumany je tzv. klasicky typ (Cys2-His2). Klasické
zinkové prsty jsou mimotfadné univerzalni, o ¢emz svéd¢i jejich hojny vyskyt v ptirodé: jen

v lidském genomu je obsahuje vice nez 700 proteint (Isalan, 2013).

ZFN byly objeveny roku 1985 v transkripénim faktoru HIA zivocisného druhu Xenopus laevis
(drépatka vodni). Bylo zjisténo, Zze studovany transkripéni faktor obsahuje ve své sekvenci
soubor deviti malych, nezavisle na sobé poskladanych minidomén véazajicich zinek. Kazda
z téchto minidomén ma pftiblizné 30 aminokyselin, které podle nazoru objeviteld Millera,
McLachlana a Kluga spoleéné zprostiedkovavaji sekvenéné specifickou vazbu proteinu
na DNA. Ve své studii navrhli, ze kazdy z téchto motivl drzi pohromad¢é dva cysteiny a dva
histidiny v konzervovanych mistech sekvence, které spole¢né vazou jeden zine€naty ion

s tetraedrickou geometrii (Neuhaus, 2022).

ZFN funguji jako dimery, pfi¢emz kazdy monomer se sklada z DNA vazebné domény (zinkovy
prst) sloucené s katalytickou doménou restrikéniho enzymu FokI. Dvé pole zinkovych prsti
jsou konstruovana tak, aby rozpoznavala cilové sekvence v genomu (kazda obvykle 9-12 bp),
které jsou oddéleny distanéni sekvenci (obvykle 5-7 bp). Vazbou této soustavy zinkovych prsti
na cilovou sekvenci umoziiuje FokI dimerizovat a vytvofit dvoufetézcovy zlom uvniti spaceru
(Christian et al., 2010). Indukovany zlom Ize pouzit k editaci genti dvéma riznymi zptsoby.
Jedna se o homologni rekombinace (HR) nebo nehomologni spojovani koncti (NHEJ). NHEJ
je Casto nepiesna a vytvaii lokalizované inserce a delece, coz mlize byt dostacujici v ptipadech,
kdy je cilem inaktivace genu. Pro dosazeni typu nahrady sekvence, ktery se obvykle povazuje
za cileni genu, se spolu s ZFN dodava darcovska DNA, ktera je z velké ¢asti homologni
s cilovou, ale nese specifickou pozadovanou zménu sekvence. Kdyz HR pouzije tohoto darce

jako Sablonu, zména se zacleni do cile (Carroll, 2008).
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Obrazek 6; Struktura proteinti ZF a dimerni restrik¢ni endonukledzy Fokl navdzané na dsDNA. Na obrazku je také vyznaceno
misto specifi¢nosti a afinity ZF, oblast §tépeni a piislusné propojeni mezi nukledzou a proteiny. Upraveno dle (Isalan, 2012).

3.3.1. VYUZITI V GENOVE TERAPII

Jedna z klinickych studii in vivo na lidech probihala v roce 2017 a méla za cil 1é¢it genovou
terapii mukopolysacharidézu typu I/11 (zkr. MPS 1/11) a hemofilii B — tedy onemocnéni pro
které je typicky nedostatek specifickych proteind. Terapie spocivala v jednordzoveém
intravendznim podéni  ZFN, jejichz transportnimi vektory byly 3 rekombinantni
adenoasociované viry (AAV6 — sérotyp 6). Cilovym organem pro tuto terapii byla jatra, protoze
jsou centralnim organem metabolismu s vysokou syntetickou kapacitou a vyuzivaji albuminovy
promotor k fizeni exprese darcovského genu. Hepatotropni sérotypy AAV, jako je pravé AAV6,
se pouzivaji na zakladé jejich spolehlivého jaterniho tropismu a zaroveti se u nich predpoklada,

ze zajisti dlouhodobou expresi v hepatocytech (Harmatz et al., 2022).

V ramci této klinicke studie bylo cilem vyhodnoceni bezpecnosti, snasenlivosti a u€innosti
systémového podavani terapie pomoci ZFN in vivo za Géelem dodani enzymu iduronidazy
k 16¢bé MPS 1, enzymu iduronat-2-sulfatazy k 1é¢bé MPS II a faktoru IX k 1é¢bé hemofilie B.
Ve studiich MPS byla dodavka enzyml spojena se snizenim celkove hladiny
glykosaminoglykanu (GAG), heparan sulfatu (HS) a dermatan sulfatu (DS) v krvi. Pravé
zvySené hladiny glukosaminoglykanti jsou typické pro toto onemocnéni, a to z divodu
nefunkéniho enzymu, ktery by mél tyto molekuly fyziologicky stépit. Ve studii zabyvajici se
hemofilii B bylo u pacienti podavani faktoru IX spojeno se zvySenim hladiny tohoto faktoru,

a tedy doslo ke snizeni epizod krvaceni (Harmatz et al., 2022).
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V radmci studii zinkovych prsti byly také odhaleny spojitosti mezi aberantni expresi proteind
zinkovych prsti a zvySenému riziku rozvoje nadorového bujeni. Konkrétnim piikladem je
nadmérna exprese ZKSCAN3 (neboli ZFN309), ktera byla zaznamenana u invazivnich
kolorektalnich karcinomii. Bylo zaroven prokazano, ze knock-down ZKSCAN3 u bunék
kolorektéalniho karcinomu inhibuje rust tohoto tumoru. Nésledné studie ZKSCAN3 ukazaly, Ze
transkripéné aktivuje integrin B4 a vaskularni endotelialni ristovy faktor, které se podileji na
kolorektalni tumorgenezi. Nadmérna exprese ZKSCAN3 byla zaroven zaznamenana

u mnohocetného myelomu ¢i karcinomu prostaty (Jen, Wang, 2016).

Na mysich modelech byly také uspé$né aplikovlny mitochondrialné cilené nukledzy se
zinkovymi prsty (mtZFN) pro degradaci mutantni mtDNA pomoci specifického stépeni DNA.
Mitochondrialné cilené ZFN byly dodany pomoci AAV a jejich pouzitim doslo k redukci
mutantni mtDNA a zlep$eni molekularnich a biochemickych fenotypta (Pinheiro, A. Gammage,
Minczuk, 2020).
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4. EPIGENETICKE UPRAVY

Epigenetiku lze definovat jako dédiéné zmény v genové expresi, které na rozdil od mutaci
nezpusobuji zmény v sekvenci DNA. Mezi epigenetické mechanismy fadime methylaci DNA,
modifikaci histont, remodelaci chromatinu ¢i ncRNA (z ang. non-coding RNA, tedy
nekddujici RNA). Pro epigenetické Upravy je také typickd mitoticka i meioticka dédi¢nost,
tedy Ze jednotlivé epigenetické zmény se mohou prenaset do dalSich generaci. Epigenetické
regulace také prokazatelné ovliviiuje strava a vlivy prostiedi, coz vysvétluje korelace mezi
zivotnim stylem a rozvojem onemocnéni. Na rozdil od genetickych zmén, kter¢ je té¢zké zvratit,
jsou epigenetické aberace snadné&ji upravitelné pomoci farmaterapeutik (Zhang, Lu, Chang,
2020). Epigenetika je jednim z vysvétleni pro¢ jsou nékteré druhy s totoznou DNA fenotypoveé
odlisné (Hamilton, 2011).

Epigenetické Upravy se podileji na komplexnim a reverzibilnim souboru modifikaci
nekleozomu, tedy na Upravach nukleovych Kkyselin a histoni. VSechny tpravy jsou
katalyzovany enzymy zvané ,writers”, které dokazi vazat Siroké rozmezi ligandu (od
methylové skupiny az po proteiny jako ubiquitin). Vazbou téchto ligandd dochazi jednak
k ovlivnéni afinity mezi DNA a histony, ale také k iniciaci aktivity spolupracujicich
makromolekul jako jsou napiiklad ncRNA a chromatinové remodelatory. Dalsi skupinou
epigenetickych proteinil jsou ,,readers®, které umoziuji vazebné interakce ve ¢teci doméng,
kterd rozpoznava specifické rysy modifikovanych nukleovych kyselin a proteini. Posledni
skupinou jsou proteiny zvané ,erasers®, coZ jsou proteiny katalyzujici odstranovani
zapisovanych zmén, ¢imzZ je zajiSté€na reverzibilnost epigenetickych mechanism. Pravé na
vSechny 3 rodiny proteinti (writers, readers, erasers) lze cilit 1écba nizkomolekularnimi

inhibitory (Ganesan et al., 2019).

V nasledujicich podkapitolach jsou rozebrany vybrané epigenetické Upravy a moznosti
aplikace v genové terapii.
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4.1. METHYLACE DNA

Methylace DNA je jednou z hlavnich epigenetickych modifikaci, kterd umozniuje kontrolu nad
genovou expresi, DNA konformaci a DNA stabilitou (Wang, Wu, 2018). Je dulezita pro
fyziologicky vyvoj jedince a hraje svou roli také v genovém imprintingu ¢i zméné chromatinu
na kondenzovangjsi formy. Samotna methylace je zalozena na pienosu methylové skupiny na
paty uhlik cytosinového kruhu za vzniku 5-methylcytosinu v rdmci dinukleotidu cytosin-
guanin. Tento pfenos umoziuji kombinované 3 methyltransferazy: DNMT1, DNMT3A
a DNMT3B jejichz substratem je S-adenosylmethionin (SAM). Zatimco DNMT1 je
zodpovédna za udrzovani methylace a methylaci hemi-methylované DNA, DNMT3A i B jsou
zodpovédné za methylaci DNA tzv. de novo (Mittelstaedt et al., 2021).

Demethylace DNA probihd pomoci transloka¢nich proteini TET (z ang. ten-eleven
translocation proteins) a aktiva¢né indukované cytosindeamindzy AID (z ang. activation-
induced cytosine deaminase). Demethylace proteiny TET probihda oxidativni pfeménou
5-methylcytosinu. Muzeme fici, ze mnozstvi methylované DNA je nepfimo umeérné
transkripéni aktivité, a tedy ze transkripéné neaktivni geny byvaji vysoce methylované a
naopak. Methylaci dochazi také k ovlivnéni transkrip¢nich faktord (aktivné blokuje vazbu TF
na promotor) a RNA polymerazy, coz vede ke zminované modulaci genové exprese
(Mittelstaedt et al., 2021).

V ramci methylace DNA muze ov§em dojit k hypo ¢i hypermethylaci, které mivaji za nasledek
nezadouci tumorgenezi. Konkrétnimi piipady jsou hypermethylovany gen BRCA1L, ktery se
podili na opravé dvoutetézcovych zlomu a ktery byl zjistén u karcinomu vaje¢nikd a prsu.
Mimo to se hypermethylace podili i na agresivit¢ nadort diky uml¢ovani gend zapojenych do
buné¢éné adheze, ¢i na progresivité nadort diky umlcovani gentt majici proapoptickeé funkce

(Martisova et al., 2021).

Hypomethylace je poté cCasto spojena se zvySenym posSkozenim DNA, dekondenzaci
chromatinu a nestabilitou chromozomil. Zaroven bylo pozorovano, Ze hypomethylace DNA
mize aktivovat geny, které byly uml¢eny hypermethylovanym promotorem. Jedna se napiiklad
0 geny z genoveho klastru MAGEA (z ang. melanoma-associated antigen A), které jsou
exprimovany pouze ve spermatogoniich, a nikoliv v jinych somatickych burnikach. Disledkem
demethylace jejich promotorti mohou byt geny opét exprimovany coz lze pozorovat u fady
nadort. Abnormalni exprese geni MAGEA je spojena se zvySenou agresivitou a malignitou

nadort prsu, plic a tlustého stfeva. Dal$im piiklad je progrese prekanceréznich lézi z divodu
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postupné demethylace promotoru HPV E6, ktery vkonetném vysledku vede

k rozvoji

karcinomu délozniho ¢ipku (Martisova et al., 2021).
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Obrazek 7; Strukturni pohled na methylaci DNA a jeji funkci: po methylaci promotoru dochazi k umléeni cilového genu.
Methylace je uskute¢néna pomoci DNMT a na obrdzku je znazornéna zména struktury. V ptipadé, Ze nedojde k methylaci
DNA, neodchazi ani k uml¢eni cilového genu a gen se nadale exprimuje. Upraveno dle (Sales et al., 2021).

4.1.1. VYUZITI V GENOVE TERAPII

Léciva cilena na epigenetické modifikace jsou vétSinové zalozena na inhibici/aktivaci

methyltransferaz. V této kapitole popisi vybrana 1é¢iva a jejich klinické vyuziti. Souhrn dalsich

1é¢iv a jejich cile pusobnosti uvadi tabulka 4.

Tabulka 4; Seznam epigenetickych 1é¢iv, jejich efekth a cilové onemocnéni. Upraveno dle (Ciechomska et al., 2019).

Terapeutikum

Epigeneticky efekt

Cilené onemocnéni

Revmatoidni artritida (RA), myelodysplasticky

Azacitidin (5'-AZA) inhibice DNMT syndrom (MDS)
RA, osteoporo6za, chronicka myeloidni
Decitabin inhibice DNMT leukémie
Zebularin inhibice DNMT autoimunitni/chronické zanéty, MDS
RG108 inhibice DNMT Rakovina prostaty, prsu, kolorektélni karcinom
Procain inhibice DNMT Karcinom zaludku, systémova sklerodermie
Hydralazin inhibice DNMT RA, rakovina délozniho Cipku
SGI-1027 inhibice DNMT Rakovina jater (hepatom)
Budesonid aktivace DNMT Rakovina plic
AGI-5198 inhibice DNMT Tumory v mozku
HMS-101 inhibice DNMT Akutni myeloidni leukémie

40




5¢-AZA patfi spolu s decitabinem a zebularinem do skupiny lé¢iv jejichz struktura je odvozena
od nukleosidt a viechna tato 16¢iva byla schvalena FDA (Utad pro kontrolu potravin a 16&iv)
k 1é¢b¢ rtiznych druht rakovin. Konkrétnéji napiiklad 5°-AZA je analogem cytidinu u n¢hoz je
paty uhlik pyrimidinového kruhu substituovan dusikem. Do bunék je importovan
nukleosidovymi transportéry a nasledné je aktivovan uridin-cytidin kindzou. Pouze 20 — 40 %
podané davky se inkorporuje do DNA a indukuje hypomethylaci béhem bunécné replikace,
zatimco 60 — 80 % je v¢lenéno do RNA a ovlivituje metabolismus proteint. I pies jeho u¢innost
ma bohuzel 5°-AZA také nezadouci uCinky, mezi které patii gastrointestinalni toxicita
a polékové cytopenie. Tato toxicita nakonec ptevazila pozitivni ucinky a pro 1é¢bu MDS se jiz

vyuzivaji jind 1é¢iva — jako napiiklad cytarabin (Griffiths, Gore, 2013).

Nadale se 5°-AZA zkouma jako inhibitor methyltransferaz pro 1é¢bu osteopordzy a revmatoidni
artritidy. V ramci studii bylo provedeno profilovani methylace DNA kloubnich chondrocyti,
kdy hladiny exprimované mRNA byly zjistovany pomoci real-time PCR. Kladny vysledek,
tedy hypomethylace DNA byla pozorovana u geni TRAFI (z ang. Tumor necrosis factor
receptor-associated factor 1), CTGF (z ang. connective tissue growth factor) a CX3CL1 (z ang.
chemokine (C-X3-C motif ligand 1) na které ma tedy 5‘-AZA terapeutické ucinky (Zhao et al.,
2017). Dal$im =z inhibitord, ktery nabizi vramci klinickych studii pozitivni vysledky
je terapeutikum decitabin, které bylo zkoumano na pacientech s myelodysplastickym
syndromem. V ramci tieti faze klinickych testd toto 1éCivo sice vykazovalo vyssi
pravdépodobnost pieziti bez progrese, ale zaroven u pacientti nevykazovalo pozitivni vliv na
celkového preziti (LUbbert et al., 2016).

Mezi novou tiidu relativné stabilnich 1é¢iv na bazi chinolinu patiéi SGI-1027, ktery je jako
nizkomolekularni inhibitor DNMT1, DNMT3A a DNMT3B schopen reaktivovat nadorové
supresorové geny. Kromé samotné inhibice methyltransferaz také dokaze indukovat degradaci
DNMT1. Samotny princip pisobeni SGI-1027 zatim neni zcela zndm, kazdopadné 1é¢ba timto
terapeutikem je zacilena na hepatocelularni karcinom. V ramci studie bylo prokézano, ze 1é¢ba
timto pfipravkem vedla k vyznamnému poklesu zivotaschopnosti bunék, a to v zavislosti na
davce. V ramci konfirmace, ze 1ék vyvolava apoptdzu bunék byla analyzovana celodenni 1é¢ba,
tedy 1é¢ba v prubéhu 24 hodin. Bunky po apoptoze byly detekovany pritokovym cytometrem
a apoptické zmény jader byly detekovany fluorescen¢ni mikroskopii. Zaroven byla provedena

imunoblottovd analyza, kterd prokazala, ze terapeutikum SGI-1027 snizilo expresi
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B-bun&éného lymfomu a zvysilo expresi Bcl-asociovaného proteinu X (zkr. BAX®), coz také

prokazalo, ze apoptdza je navozena prostiednictvim mitochondrialni drahy (Sun et al., 2018).

Lze predpokladat, ze validace epigenetickych biomarkeri bude ptinosna jak pro diagnostiku,
tak i pro prevenci pacientti s nadorovymi i nenadorovymi onemocnénimi. Vyvoj klinickych
studii také umoziuje identifikaci biomarkert, které dokazi predpovidat odpovéd’ organismu na
podané 1é¢ivo a zabranit tak zbytecnym nezadoucim ucinkim 1é¢iv, které se podavaji
pacientiim, jejichz nador je nakonec necitlivy a nereaguje na 1é¢bu. K predikci odpovédi
organismu na 1é¢bu mohou byt pouzity jak epigenetické mutace, tak mutace epigenetickych
enzymu, a to u riznych druht rakovin. Jako ptiklad lze uvést epigenetické umlceni genu
kodujici MGMT (O-6-methylguanin-DNA methyltransferaza), které se vyuziva jako biomarker
K predikci odpovédi organismu na temozolomid, coZz je terapeutikum urcené

k 1é¢be glioblastomu (Ganesan et al., 2019).

4.2. RNAI

RNA interference jsou nekodujici sekvence RNA, které patii mezi obranné mechanismy
organismu chrénici pted invazi exogennich genti. Nejvyznamnéjsimi RNA interferencemi jsou
SiRNA (z ang. small interfering RNA) a miRNA (z ang. microRNA), které dokazi zabranit
expresi cilovych gent diky zprostiedkované degradaci mRNA (siRNA i miRNA) ¢i diky
potladeni translace mRNA (miRNA). Zatimco siRNA obvykle vyvolava ¢inngjsi
a specifi¢téjsi umlCovani genl (gene silencing), miRNA dokaze kompromitovat nékolik
riznych cilovych genti soucasné. Pravé siRNA, miRNA a ASOs® (antisense oligonukleotidy)
jsou piikladnymi molekulami, které lze vyuzit k inhibici exprese. Naopak mMRNA, saRNA
(z ang. small activating), plasmidovd DNA ¢i systém CRISPR/Cas cili na zvySeni genové
exprese ¢i na korekci exprese cilového genu (Hu et al., 2020). Mezi dalsi nekddujici RNA

fadime mimo siRNA a miRNA napiiklad: snoRNA (z ang. small nucleolar RNA), piRNA

5 Proteiny rodiny Bcl-2 jsou kli¢ové pii navozeni apoptdzy. Tato rodina se sklada z vice nez 20 rtiznych homologt,
které jsou jak proapoptické (BAX, BAK, BOK), tak antiapoptické (Bcl-2, BclXy). Tyto proteiny vzajemné tvoii
homo/heterodimery a jsou schopny tvofit iontové kanaly a permeabilizovat mitochondridlni membrénu a zaroveri
umoziiuji uvolnéni cytochromu c, faktoru indukujici apoptézu apod., coz vede k aktivaci kaspaz (Dastghaib et al.,
2021).

® ASOs jsou kratké oligonukleotidy o délce 10-30 nukleotidd, které se pres komplementaritu bazi vazi na bunéénou
RNA a ovliviiuji splicing pre-mRNA, stabilitu mRNA a také transkripci nebo interakci RNA a proteiny. Sekven¢ni
specifiénost vazby ASO poskytuje vysokou specifitu a nizkou miru vedlejSich udinki pro ASOs genova
terapeutika. Své vyuziti maji antisense oligonukleotidy naptiklad pti cilené 1é¢bé vyvojovych neurologickych
poruch (pk. spinélni muskularni atrofie a tomu pfislusny gen SMN2) (Hill, Meisler, 2021)
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(PIWI-asociované RNA), tel-sRNA (z ang. telomere specific small RNA) a ¢i rasiRNA (z ang.
repeat-associated short interfering RNA) atd. (Kim, Reitmair, 2013).

V nasledujicich podkapitolach vice popisi siRNA a miRNA, jejich mechanismus a vyuziti pro

genovou terapii.

4.2.1. miRNA

Jak jiz bylo zminéno, miRNA jsou malé nekddujici molekuly RNA, které potlacuji genovou
expresi jak inhibici translace proteinu, tak cilenou degradaci mRNA. Od jejich objevu roku
1993 v Caenorhabditis elegans bylo popsano nékolik set druhtt miRNA, ale obecné lze fici, ze

prubéh biogeneze zacina v jadie a konéi v cytoplazmé (Ho et al., 2022).

Vznikaji transkripci zprostfedkovanou piedevsim RNA polymerazou Il a nésledné jsou
posttranskripéné upraveny — dochazi ke splicingu (sestiihu) a polyadenylaci. Témito kroky
vznika primarni miRNA (pri-miRNA), ktera je nasledné v jadie nastépena RNAAzou
Drosha/DGCR8 na 70 az 100 nukleotidi dlouhé molekuly pre-miRNA, které jsou
transportovany do cytoplazmy pies jaderné pory diky Exportinu-5 (XPO5). V cytoplazmé
dochazi k dalsimu Stépeni za ucasti endoribonukledzy Dicer, kterd $tépi dvouvlaknovou
pre-miRNA na miRNA. Enzym helikaza nasledné tuto dsRNA rozpléta na 2 izolované fetézce
sSRNA, které se inkorporuji do RISC komplexu (z ang. RNA-induced silencing complex)
obsahujici argonaut protein Ago-2. Tato inkorporace navede komplex RISC do 3’UTR (z ang.
untranslated region, na 3° konci fetézce — tedy oblast, ktera neni translatovana do proteinu)
cilové mRNA, coz vede bud'to ke sestiihu mRNA nebo inhibici exprese. Molekuly miRNA
mohou také vznikat z intronti protein-kodujicich gent, kdy Stépeni pre-mRNA opét zajist'uje
RNA&za Drosha/DGCR8. Takto exprimované miRNA, také zvané miRtrons, jsou opét

transportovany do cytoplazmy a upraveny enzymem Dicer (Ho et al., 2022).

Vzniklé molekuly miRNA neptisobi pouze v rdmci jedné butiky, ve které vznikly, ale mohou
byt doruceny krevni cirkulaci i do vzdalengjsich mist. Z buriky jsou transportovany ruznymi
zpusoby: zprosttedkované pomoci exozoma (z 10 %), ¢i ve vazbé na RNA-vazebny protein
(z 90 %), kterym muze byt argonaut protein (Ago) nebo nukleofosmin (NPM). Transport
miRNA ve vazbé na protein, ¢i v exozomu je dilezity pro ochranu miRNA pied plisobenim

vSudyptitomnych RNA4z (Ho et al., 2022).

43



4.2.2. siRNA

Molekulu siRNA odliSuje od miRNA jeji pavod. Zatimco miRNA jsou tvofeny endogenné
a jsou odvozeny z genomu jedince, sSiRNA muze byt endogenniho iexogenniho ptvodu
(pt. z viru). Pro obé molekuly ovSem plati, Zze tvoii komplex s RISC, ¢imz ovliviiuji cilovou
MRNA (Wilson, Doudna, 2013).

Mechanismus siRNA ma jisté podobnosti s mechanismem vzniku miRNA. Dlouhé molekuly
dsRNA jsou $tépeny endoribonukledzou Dicer na kratsi fragmenty siRNA. Nastépena siRNA
tvoii komplex s argonaut a dalsimi proteiny za vzniku RISC komplexu. Vazbou na mRNA
dochézi kcilovému $tépeni, které je regulovano argonaut proteiny Ago-2. Fragmenty
nastépené mRNA (o0 velikosti cca 12 bp) jsou nasledné¢ degradovany intracelularnimi
exonukledzami (Raja et al., 2019).

V ramci siRNA jesté rozliSujeme mezi siRNA a DsiRNA, kdy DsiRNA je upravena
endonukleazou Dicer a siRNA nikoliv. Dal§im rozdilem je také délka molekuly, kdy DsiRNA
nabyva délky 25-27 bp a siRNA byva dlouh& 19-21 bp. Nastépeni Dicerem poté vede k silng;si
aktivit¢ RNAi. Na druhou stranu SiRNA umoznuji rozsahlejsi chemické modifikace
dvouvlaknového fetézce a dosahuji tak vyssi stability v terapeutickych piipravcich (Setten et
al., 2019).
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Obrazek 8; Mechanismy vzniku a plisobeni miRNA a siRNA, kdy je cilenou degradaci mRNA potlacena translace proteinu.
RISC komplex je mimo pfislusné nekodujici RNA také tvoten argonaut proteiny (Ago) a RNA-vazebnym transaktivaénim
proteinem (TRBP z ang. transactivation response element RNA-binding protein). Na restrikci translace se podili také PB
(z ang. P-bodies), coz je oznadeni pro cytoplazmaticka téliska obshujici vysokou koncentraci enzymu a faktort. Upraveno dle
(Hu et al., 2020).
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4.2.3. VYUZITI V GENOVE TERAPII

Terapeutika na bazi RNA lze na zakladé jejich pusobeni rozdélit do dvou skupin: na RNA
molekuly pouzivané piimo jako cilova terapeutika a na 1é¢iva cilena ptimo na RNA. Molekuly
RNA maji Sirokou $kalu terapeutického vyuziti, a to diky jejich schopnosti cilit na proteiny,
transkripty i geny. Jejich nevyhodou je ov§em piitomnost RNA4az v organismu, a tedy vysoka
nachylnost k degradaci. Podobn¢ jako néktera 1é¢iva na bazi proteinu (inzulin) jsou i RNA
terapeutika nevhodnad pro perordlni podani a musi byt do organismu vpravena jinym

vhodnéj$im zptuisobem, napiiklad intravenozné ¢i subkutanné (Yu et al., 2020).

Nekddujici molekuly RNA Ize vyuzivat jako biomarkery rtiznych onemocnéni, véetné
nadoroveho bujeni, kdy rizné dlouhé ncRNA jsou zapojeny do riznych typt rakovin. Zatimco
dlouhé ncRNA jsou tkanoveé specifi¢téjsi, miRNA ¢i mRNA jsou exprimovany ve vice typech
tkani zaroven. U RNA molekul Ize také sledovat tkanove specifické vzorce, tedy ze konkrétni
typy RNA se exprimuji v konkrétnich metastazujicich tkanich. Radi se sem naptiklad: RNA
transkript souvisejici s metastazemi plicniho adenokarcinomu (zkr. MALAL z ang. metastasis
associated lung adenocarcinoma transkript 1), gen kodujici rakovinu prostaty (zkr. PCA3 z ang.
prostate cancer gene 3) ¢i antisense long non-coding RNA HOTAIR (Kim, Reitmair, 2013).

Napiiklad HOTAIR, jakozto IncRNA o velikosti pies 200 bp, je onkogenni molekulou, ktera
hraje roli v riznych typech rakovin, mezi které patii: rakovina prsu, zaludku ¢i délozniho ¢ipku
a kolorektalni karcinom. Diky tomu je potencialnim biomarkerem pro diagnostické
a terapeutické ucely u rtiznych druhd rakovin. Tato RNA se podili na epigenetické regulaci
gent a hraje dulezitou roli v riznych bunéénych drahach diky interakci s Polycomb repressive
komplexem 2 (PRK2), ktery je zodpovédny za methylaci histona H3K27. Pravé diky interakci
s PRK2 dokaze HOTAIR, lokalizovany v lokusu HOXC pieprogramovat stav chromatinu

a podpofit tak metastazovani rakoviny (Kim, Reitmair, 2013).

Spolu s onkogennimi IncRNA existuji i INCRNA, které ovliviiuji tumor-supresorové drahy.
Piikladem je interakce s TLS proteinem’, ktery se po navazani IncRNA méni z neaktivni formy
na formu aktivni. Zména konformace TLS proteinu zpUsobi inhibici enzymatické aktivity
acetyltransferaz (pt. CBP ¢i p300) ¢imz dojde k umlceni genu cyklinu D1. Pravé cyklin D1 je

u mnoha typl nddorti mutovan ¢i nadmérné exprimovan. Bylo také prokazano, ze tumor-

T TLS protein (z ang. translocated in liposarcoma) je RNA/DNA vazebny protein, jehoZ mutaci dochézi k rozvoji
amyotrofické lateralni skler6zy. Tyto mutace jsou nejcastéji vazany na C konec peptidového fetézce, ¢imz dojde
k naruseni transportu TLS do jadra bunky a rozvoji ALS (Yoneda et al., 2016).

45



supresorovy gen p53 indukuje tvorbu INcRNA jako odpovéd’ na poSkozeni DNA a Ze IncRNA

mohou interagovat transkripénimi faktory (Kim, Reitmair, 2013).

Konkrétnim piipadem zacileni na nddorové bujeni je inhibice onkogenni mRNA technologiemi
RNAI, které umoznuji potladit rtist nadoru. Jedna se naptiklad o transfekci ABL/BCR pomoci
SIRNA do bunécné linie chronické myeloidni leukémie, ¢imz dochazi K inhibici exprese
ABL/BCR mRNA a zaroven dochazi ke snizeni Grovné malignity bun¢k a k indukci apoptozy.
Molekuly RNAI mohou také zvySovat Gi¢innost chemoterapie pravé diky navozeni apoptozy
i U jinych leukemickych bunéénych linii (pf. HL-60), ¢imZ dojde ke zvySeni citlivosti na l1éky
pouzivané v chemoterapii (napf. etoposid a daunorubicin). RNAi lze vyuzit také
u multirezistentnich nadort, které odolavaji chemoterapiim. Jedna se napiiklad o MDR1 — gen
multirezistence, ktery hraje dulezitou roli v rezistenci nadorti vici chemoterapii a ktery lze
vyznamng inhibovat transfekci siRNA do bunéénych linii karcinomu pankreatu a zaludku (Xin

etal., 2017).

Mezi dalsi a relativné nedavno schvalena 1é¢iva patii Patisiran (ONPATTRO ®) a Givosiran
(GIVLAARI®). Terapeutikum Patisiran obsahuje dvoufetézcovou siRNA, ktera dokaze
inhibovat syntézu transthyretinu (TTR) a slouzi k 1é¢bé dédi¢né transthyretinové amyloidozy.
Toto onemocnéni je zplsobeno tvorbou amyloidii chybné slozeného TTR, které se ukladaji
ve tkanich (srde¢ni svalovina, periferni nervy), coZ vede k jejich poskozeni. Lék je formovan
do lipidovych nanocastic (liposomii), pro cilené doruceni do hepatocyti — primarniho mista
syntézy TTR a je podavan intravendzné. Po vstupu do jater se siRNA vaze na 3° UTR mRNA
TTR a degraduje ji, ¢imz inhibuje syntézu TTR. V ramci klinickych studii byl Iék Patisiran
oznacen za bezpe¢ny, ucinny a nevykazoval zavazné vedlej$i U¢inky. U pacientl byl
detekovatelny snizeny vitamin A v séru, coz lze substituovat sou¢asnou transfuzi vitaminu A
(Urits et al., 2020).

Givosiran je terapeutikem pro 1é¢bu jaternich porfyrii — metabolickych poruch spojenych
s defektem enzymu ucCastnicich se biosyntézy hemu (Santos, Rato, 2021). Jedna se opét
0 SiRNA, kterd je cilena na aminolevulat syntazu 1 (ALAS1) syntetizovanou v jatrech.
Doruc¢enim siRNA dojde k regulaci mRNA ALASIL, ¢imz dojde k zabranéni akumulace

neurotoxické kyseliny 6-aminolevulové a zvysenym hladindm porfobilinogenu (Scott, 2020).
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ZAVER

Cilem prace bylo popsat principy jednotlivych odvétvi genové terapie — od zpisobu Upravy
gent, pres jeho doruceni transportnim vektorem aZz ke konkrétnim piikladim genovych
terapeutik a jejich pouziti. V této praci jsou popsany transportni vektory — virové i nevirové,
jejich vycet a obecné vlastnosti. Mimo tGpravy gent in vivo, mezi které patii nukleazy TALE,
ZF a system CRISPR jsou dale popsany RNAI, které spolu s methylaci DNA spadaji do
epigenetickych Uprav. V ramci kazdé kapitoly je zminéno také vyuziti dané metody v genové
terapii. Bakalaiska prace pfinasi stru¢ny piehled technik genové terapie a jejich vyuziti pro

1é¢bu, ktery mize byt pomuickou kazdému, kdo se o danou problematiku zajima.

V poslednich letech dochézi na poli genove terapie k neustalym pokrokim. Zlep$eni se tykaji
nejen zpusobu doruceni, zacileni a bezpecnosti vektorti genové terapie, ale také jednotlivych
metod Gpravy gentl. U¢innosti transfekce jsou zkoumany na zvifecich modelech a také
v klinickych studiich. Vyuziti genové terapie je v soucasnosti sSpojeno s vyvijenim 1é¢iv pro
nevylécitelna onemocnéni. Jednou z popsanych je technologie CART (respektive univerzalni
UCART19), kdy jsou geny autolognich T-lymfocytd upraveny nukledzami TALE
a transdukovany lentivirovymi vektory. Tato imunoterapie nabizi slibné vysledky u pacienti

s relapsy B-lymfocytarnich malignit.

Mezi metody genové terapie patii mimo upravu cilovych gent také gene silencing (umlcovani
gentl), které zprostfedkovavaji RNA interference. Mezi RNAi se fadi rizné druhy RNA
molekul, jako napiiklad siRNA ¢i miRNA, které ve vazbé na RISC komplex degraduji cilovou
mRNA a znemoznuji translaci cilového proteinu. Jako ptiklad 1ze uvést inhibice exprese genu
MDRI1, ktery je nositelem multirezistence u nadort a znesnadiuje tak chemoterapii a celkovou
1écbu. V soucasné dobe jsou jiz FDA schvalena 1é¢iva, jako naptiklad Patisiran a Givosiran.
Patisiran je vyuZzivan k 1é¢b¢ dédi¢né transthyretinové amyloid6zy a Givosiran k 1é¢b¢ jaternich
porfyrii. Obé terapeutika jsou zaloZzena na SIRNA, kterd interaguje s defektni mRNA
zptisobujici patologii. Radu nekodujicich molekul RNA Ize vyuzit také jako biomarkery pro

diagnostiku rozvoje malignit.

Mezi schvalena 1éCiva patii i terapeutika, které cili na methyltransferazy, a tedy #idi methylaci
DNA. Rada téchto 1é¢iv je zacilena na inhibici methyltransferaz a 1é¢bu riznych druhi
karcinoml ¢i autoimunitnich onemocnéni (revmatoidni artritida, systémova sklerodermie).

Nektera z téchto 1é¢iv jsou bohuzel spojena s nezadoucimi ucinky, jako napiiklad Azacitidin,
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ktery je chvélen k 1é¢bé myelodysplastického syndromu a revmatoidni artritidy, je spojen

s gastrointestinalni toxicitou a cytopenii.

Genova terapie je novodobé odvétvi, které zaziva nebyvaly rozmach v poslednich letech.
V soucasné dob¢ se jiz fada preparatli a technik presunula z védeckych laboratoti do klinické
praxe, coz potvrzuje mnozstvi schvalenych terapeutik. Zajem o toto odvétvi rovnéz potvrzuje
mnozstvi klinickych studii, které se snazi na trh uvést nové preparaty. VétSina genové terapie
se soustfedi na pouziti mensich molekul, at’ jiz malych nekodujicich RNA nebo DNA vektort.
V mensi mife se provadi Gprava bunék ex-vivo, jako je tomu napi. u technologie CAR. Zatim
jsou snad pouze teoreticky diskutovany skute¢né upravy genomu somatickych bunék pacientd,
nebot’ tato technika zatim piinasi ptili§ mnoho rizik, ale s postupnym poznanim novych technik,
jako je CRISPR a ziskanim zkuS$enosti s jednodussi genovou terapii, se jisté i tyto techniky

za¢nou vice prosazovat.
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