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ANOTACE

Tématem bakalaiské prace je ,,Genova terapie — klinické studie soucasny stav*. Zacatek prace
se zabyva principy techniky genové terapie, kter¢é umoznuji zménu DNA v organismu.
Nasledujici kapitola se vénuje popisu vlastnosti virovych vektorii a dale je v praci vénovana
pozornost proteinu p53, ktery hraje urCitou roli v ochrané pfed onemocnénim zvaném
rakovinou. V zavéru prace jsou podrobn¢ popsany klinické studie u vybranych onemocnéni,
kdy védci testuji zplisoby 1&Cby, aby zajistili, ze jakdkoliv metoda genové terapie pouzita pti

1é¢beé bude bezpecna a ucinna.
KLICOVA SLOVA
Genova terapie, technika genové terapie, virové vektory, protein p53, klinické studie

ANNOTATION

The topic of this bachelor thesis is "Gene therapy - clinical trials of the current State". At the
beginning of the thesis are mentioned main principles of gene therapy techniques, which
allow the change of DNA in the organism. Following chapters describes viral vectors
properties and p53 protein that is an important component in the fight against a cancer. Final
part of the work is focused on detailed description of clinical trials in selected diseases where
researchers are carefully testing treatments to ensure that any gene therapy treatment will safe

and effective.
KEY WORDS

Gene therapy, gene therapy technique, viral vectors, p53 protein, clinical trials
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UvVOD

Genova terapie pouziva geny jako léky. Je to experimentdlni 1éCba, ktera zahrnuje
preneseni 1é¢ebné nebo pracovni kopie genu do specifickych bunék jednotlivce za ucelem
opravy vadné kopie genu. Muze se tedy pouzit k nahrazeni vadného genu nebo k zavedeni
nového genu, jehoz funkci je IéCit nebo pifiznivé meénit klinicky prubéh stavu

(Baum et al., 2008).

Genova terapie je zatim k dispozici pouze v klinickych studiich. VétSina klinickych
studii genové terapie se provadi ve Spojenych statech, Cing a v Evropé, pfi¢emz v mensim
poctu se také provadi i v dal$ich zemich, véetné Australie (Linder, 2010). Dnes probiha fada
klinickych studii, kdy védeci testuji zpiisoby 1écby u fady onemocnéni, aby zajistili, Ze

jakakoliv metoda GT pouzité pii 1é€bé bude bezpecna a ucinna.

GT se z pocatku zamétovala na 1écbu monogenné genetickych onemocnéni, jako je
tézka kombinovana imunodefience (SCID). Rostouci pocet uspésnych studii vedl k rozvoji
pristupti genové terapie, které zahrnuji rozSifenou pouzitelnost, napiiklad u rakoviny
a chronickych nebo progresivnich onemocnéni, jako je srde¢ni selhdni, neurodegenerativni

nebo metabolické poruchy, véetné Parkinsonovy choroby a diabetu mellitu (Misra 2013).

Existuje nékolik strategii pro genovou terapii, nejcastéji pouZivand metoda zahrnuje
ulozeni lécebného genu do genomu, ktery nahradi ,,abnormalni* gen nebo gen zplsobujici
nemoc. Tento gen je dodavan do cilové buiky prostfednictvim nosice, zndmého jako vektor.
Nejbeéznéjsim typem vektorti pouzivanych v genové terapii jsou viry. Viry jsou dobrou volbou
pro zavedeni genl do buniky, protoZe prendsi geneticky material. Jakmile jsou cilové bunky
infikovany virovym vektorem, vektor uvolni l1é¢ebny gen, ktery se pak zacleni do DNA
buniky. Cilem je, aby builka zacala pouzivat novy gen pro vyrobu zdravych funkcnich

proteinl.

Podle cilové builkky se rozdéluji dva typy genové terapie a to na somatickou
a zarodecnou (gametickou). Somatickd genova terapie zahrnuje pfenos Casti DNA do

jakékoliv buiiky téla, kterda neprodukuje spermie nebo vajicka. Je povaZovana za

vV

a neni preddavana dalSim generacim. Je vhodnd k l1é€bé mnoha poruch (Bank, 1996).
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Zatimco gametickd genova terapie lé¢i reprodukéni tkdné pacienta. V genové terapii
zarode¢nych bunck se kmenové bunky, napt. se spermatem a vajickem, modifikuji zavedenim
funk¢nich gend, které jsou integrovany do genomu. Modifikace jsou dédi¢né a predavaji se
dalSim generacim. Zmeéna je pfendsena do dalSich generaci. U Cloveka se z bezpecnostnich a

etickych diivodi neprovadi (Mathews et al., 2007).

GT lze rozd¢lit do dvou kategorii na metodu ex vivo a in vivo. Pfi metod¢€ ex vivo jsou
buniky z postizené oblasti (napt. kostni dfen¢) chirurgicky odstranény a jsou kultivovany
v laboratofi. Bunky jsou vystaveny viru, ktery nese pozadovany gen. Vir vstupuje do bun¢k,
vlozi tak pozadovany gen do DNA builky a poté vyjmuté buiiky jsou vraceny zpét do tkan¢

pacienta. Pfi metodé in vivo je gen pienesen do bunék uvnitt pacienta ( Meiligan,1993).
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1 HISTORIE

Genova terapie se zacala objevovat behem 60. a 70. let minulého stoleti a je stale jeste
v pocatcich, coz znamend, Ze nemame dostatek udaji o bezpecnosti a spolehlivosti této
metody (Tesafova, 2017). Védci byli schopni pomoci metody in vivo zaclenit funkéni DNA
uvnitt lidskych bun€k jiz vroce 1961. Nicméné tyto pokusy o pienos genti byly vsSak

neucinné a mnoho klinickych pokusii se ukazalo jako netuspesné.

V roce 1972 Friedman T. a Roblin R. publikovali ¢lanek s nazvem ,,Gene therapy for
human disease®, ktery citoval navrh Stanfielda Rogera, Ze ,,by mohla byt funkéni DNA

pouzita k nahrazeni vadné DNA u lidi s genetickymi poruchami‘ (Friedmann et al., 1972).

Veliky zlom nastal v roce 1983, kdy védci z Massachusetts Institute of Technology
vytvoftili prvni retrovirovy vektor z mySiho leukemického viru vhodny pro pouziti v genové

terapii.

Vroce 1989 Rosenberg a jeho kolegové pouzivali retrovirus pro zavedeni genu
kédujiciho rezistenci na neomycin do lymfocytl infikujicich nadory, ziskané od 5 pacientd
s metastazujicim melanomem. Tyto lymfocyty pak byly rozsifeny metodou in vitro a pozdéji
opétovné vraceny do téla pacientil. ProtoZe tato prvni studie ukazala, Ze retrovirovy genovy
pfenos byl bezpe¢ny a prakticky, vedl tak k mnoha dalSim studiim. Od roku 1989 bylo

celosvetove schvaleno vice nez 900 klinickych studii (Edelstein et al., 2004).

Genova terapie byla poprvé pouZita u ctyfleté divky, ktera se 1é¢ila v klinickém centru
National Institute of Health. Divka trpéla vrozenym onemocnénim nazyvané adenosin
deamindza (ADA), ktera zdvazné ovliviluje imunitu a schopnost organismu bojovat proti
infekcim. Divce byly odebrany T-lymfocyty z téla. Nasledné€ byly vyjmuté bunky vystaveny
pusobeni retrovirii s genem pro adenosin deamindzu. Poté byly bunky vraceny zpét do téla

divky. Pozdé&ji nastalo vyrazné zlepSeni imunitniho systému divky (Patil et al., 2012).

90. léta minulého stoleti pfinesla dalSi inovace, naptiklad prvni pouziti
hematopoetickych kmenovych bun€k jako vektory pro doruceni upravenych genti, pfesto byly
vSak zaznamenany velké neuspéchy v genové terapii. Po smrti Jesse Gelingera, ktery
podstoupil 1écbu defektu ornithin transcarbamyldzy pomoci adenoviralniho vektoru nesouciho

gen pro ornithin transcarbamylazu. Po aplikaci doslo ke zhorSeni stavu pacienta a ten pak

15
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zemiel po velké imunitni odpovédi na vektor pouzivany v klinické studii. Smrt chlapce méla

negativni dopad na genovou terapii (Stolberg,1999).

V roce 2003 se Cina stala prvni zemi, ktera schvélila komeréni genovou terapii. Lé¢ba
se nazyva Gendicin. Je to rekombinatni adenovirus, ktery je upraveny pro expresi wild-type53

(rAD-p53) a pouziva se k 1é¢bé karcinomu hlavy a krku (Wirth et al., 2013).

Vroce 2012 Evropska agentura pro lécivé piipravky doporucila schvaleni genové
terapie poprvé ve Spojenych statech. Glybera je prvni 1€k na 1écbu genové terapie, ktery se
doporucuje pro registraci v Evropské unii. Lécba genové terapie ma potencidl vylécit
genetické poruchy nahrazenim vadného genu pracovni kopii, ¢imz pomdha télu obnovit
funkénost. Glybera pouZzivéa adeno-asociovany virovy vektor, jako nosi¢ pro pfidani pracovni
kopie genu pro LPL do svalovych bunék, aby umoznil produkci enzymu v builkdch
(Bryant et al., 2013).

Klinicky vyvoj genové terapie zaCal pted vice nez 25 lety. Od roku 1989 bylo
provedeno vice nez 2400 klinickych studii genové terapie, pficemz v soucasnosti probihaji
vice nez 320 klinickych studii genové terapie. V historii genové terapie byla zaznamenana
kombinace slibu a zklamani, ale pokracujici vyzkum naznacuje, zZe na horizontu je nova éra

mediciny.
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2 TECHNIKA GENOVE TERAPIE

Stiih genomu (nazyvané také genova editace) je skupina technologii, které¢ védciim
umoziuji zménu DNA v organismu. Editace genli je provedena pomoci konstruovanych
nukledz, kde je DNA vloZena, odstranéna nebo nahrazena v genomu organismu za pouZziti

konstrukénich nukledz nebo "molekularnich ntizek".

Koncept tpravy genomu neni novy a existuje fada dostupnych technologii pro editaci

genomt, vcetné efektorovych nukledz (TALEN) a nukledz zinku-prstd (ZFN).

Nejnovejsi nastroj pro editaci genomu, CRISPR / Cas9, je ¢innéjsi, presnéjsi, cenove
dostupnéj$i a rychlejsi nez jiné techniky pro Upravu genomu. Existuje potenciondl pouziti
technologie pro Upravu genomu k napravé nebo prevenci onemocnéni vzniklé genetickymi
mutacemi. Je vSak potieba si uvédomit, ze tyto aplikace jesté nejsou ani zdaleka ovétené a je

nutné shromazdit dalsi data, aby mohly byt bezpecné vyuzity.

2.1 CRISPR/Cas9

CRISPR je zkratka pro ,,nahromadéné pravideln¢ rozmisténé kratké palindromické
repetice (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). CRISPR a Cas geny
jsou nezbytné pro adaptivni imunitu ve vybranych bakteriich a Archaea, umoznujici
organismim reagovat a eliminovat invazivni geneticky material. Systém CRISPR byl objeven
v roce 1987 v genomu E. coli. Ve skute€nosti v&dci objevili fragmenty DNA, které byly
postupné opakovany v pravidelnych intervalech v bakterialnim genomu. Trvalo vSak 20 let,
nez bylo jasné, ze opakované sekvence jsou ve skutenosti ziskanym ,,imunitnim systémem*
v bakteriich proti virim a plazmidim. Pfi¢emZz zacina tehdy neznamy CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) a Cas 9 (CRISPR associated
protein) (Marraffini et al, 2010). Tento tzv. imunitni systém je zodpovédny za ochranu zdravi
a pohody organismu. Stejné jako my, tak i bakterialni buitky mohou byt napadeny viry, které
jsou malé, infekéni Cinidla. Pokud virové infekce ohrozuji bakterialni buniku, imunitni systém
CRISPR muze ptekazit Utok zni¢enim genomu napadajiciho viru (Brouns et al., 2008).
Genom viru zahrnuje geneticky material, ktery je nezbytny pro pokracovani replikace viru.
Tim, Ze zni¢i virovy genom, imunitni syst¢ém CRISPR chrani bakterie pfed probihajicimi

virovymi infekcemi.
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CRIPSR jsou segmenty DNA obsahujici kratké, opakujici se sekvence bazi
v palindromickych repetic (sekvence nukleotidd je stejnd v obou smérech). Kazda repetice je
nasledovana kratkymi segmenty tzv. spacer DNA ziskand z predchozi integrace cizi DNA
z viru nebo plazmidu. Sekvence jsou tedy odvozeny od fragmenti DNA z viru, které diive
infikovaly prokaryotické organismy a pouzivaji se k odhaleni a zni¢eni DNA z podobnych
vird, pribéhem naslednych infekci. Proto tyto sekvence hraji dalezitou roli v antivirovém
obranném systému prokaryot (Barrangou, 2015). Cas 9 je restrikéni endonukleaza, ktera

pochézi ze Streptococcus pyogenes.

CRISPR pouzivd sekvence jako pomucku pro rozpoznani a Stépeni specifickych
fetézci DNA, které jsou dopliikové ke CRISPR sekvenci. Cas9 spolu s CRISPR tvoii zéklad
technologie znamé jako CRISPR/Cas9, ktera muze byt pouzita k ipravé genil v organismech.
Tento typ procesu pro upravu genil ma velké sliby v Siroké Skale aplikaci, jako je inZenyrstvi
kmenovych bun¢k, genové terapii, v rozvoji biotechnologickych produktl a potencionalné se

muze pouzit k 1é€b€ nemoci (Zhang et al., 2014)
2.1.1 Systém Crispr /Cas9

Systém CRISPR/Cas9, ktery se dnes pouziva pro Upravu genomu je systém
CRISPR/Cas typu II upraveny ze Streptococcus pyogenes (Hsu et al.,2014). Systém se sklada
ze dvou hlavnich sloZek: fidici gRNA a Cas9. gRNA obsahuje dvé molekularni slozky a to
cilovou specifickou CRISPR RNA (crRNA) a pomocnou trans aktivaéni crRNA (tracrRNA).

Endonukledza je bakteridlni nukledzovy protein Cas9 ze Streptococcus pyogenes.
Nukleaza Cas9 ma dvé stépici domény DNA, které st€pi dvojietézcovou DNA, ¢imz zpisobi
preruseni dvojitého vladkna (DSB) (Haft et al., 2005). Cas9 je sméfovan na svoji ¢ast RNA.
To mulze byt syntetizovano jako jednoduché vldkno nazvané jednotlivé navadéci RNA
(sgRNA), cast RNA, kterd se vdze ke genomové DNA. Pii fezdni musi byt specificka
sekvence DNA mezi 2 a 5 nukleotidem (pfesna sekvence zavisi na bakteriich, které produkuyji
Cas9), musi lezet na 3konci fidici RNA, to se nazyva protospacer sousedici motiv (PAM).
Oprava po rozstépeni DNA se miZe objevit dvéma zpisoby: nehomolognim spojenim
volnych konci, typicky vedoucim k ndhodnému vloZeni/ vymazani DNA nebo homologicky

fizenou opravou, kde se jako opravna Sablona pouziva homologni kus (Redman et al., 2016).
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Obrazek 1 - Systém CRISPR/Cas9; ptevzato a upraveno z: Redman et al., 2016.

2.2 Zinkové prsty

Zinkovy prst je maly proteinovy strukturni motiv umoznujici vazbu bilkoviny na
DNA. ZNF obsahuje 30 aminokyselin, je to funkéni nezavisle slozend doména, ktera
koordinuje jeden nebo vice iontl zinku, aby stabilizovala svou strukturu pomoci cysteinovych

nebo histidinovych zbytkli (Gaj et al., 2013). Proteiny zinkovych prstl jsou nejvétsi rodinou



transkripcniho faktoru v lidském genomu a reguluji expresi genil (Klug et al., 1987). Kazdy
zinkovy prst se mize navazat na sekvenci tfi nukleotidi a mize rozpoznat DNA sekvence

o délce mezi 9- 18 part bazi (Liu et al., 1997).

Zinkové prsty nukledzy (Zinc Finger Nuclease - ZNF) jsou konstruované DNA
vazebné bilkoviny, které mohou byt navrzeny tak, aby se véazaly na Sirokou Skalu sekvenci
DNA s funkci vytvofit zlomy v DNA na ur¢itém misté¢ v genomu. ZFN se skladaji ze dvou
funkénich domén a to z domény vazajici DNA a z domény stépici DNA, kterd je tvofena
endonukledzovou doménou Fok 1. Kdyz jsou DNA-vazajici domény a domény Stépici DNA
spojeny, vznikd vysoce specifickd dvojice "genomickych niizek". Doména Fok I si musi
dimerizovat svoji aktivitu pro nukledzovou Cinnost, ¢imz se zvySuje cilova specifi¢nost a tim

se musi objevit dvé proximalni vazby DNA, aby se doséhlo dvojitého zlomu.

Po vytvoreni zlomu se buitkka snazi opravit dvéma cestami, bud nehomolognim
spojenim volnych koncti (NHEJ) nebo homologicky fizenou opravou (HDR). NHEJ casto
muze zpusobovat mutacni inzerci nebo deleci, které mohou narusit transla¢ni Cteci ramec
kédované sekvence. Oprava pomoci HDR, buiikka se pokusi opravit preruSeni vloZenim
pozadované sekvence do cilového mista s donorovymi $ablonami DNA (Sander and Joung,

2014).

Obrazek 2 — Kazdd ZFN se skladda ze dvou funkénich  domén:
a) DNA - vazebna doména sloZena z fetézce dvouprstych modulil, z nichZz kazda rozpoznava
unikatni hexamerovou (6 bp) sekvenci DNA. Moduly se dvéma prsty jsou spojeny k sobé, tak
aby vytvofily protein zinkového prstu, kazdy se specificitou > 24  bp.
b) DNA - stépici doména sloZend z nukledzové domény Fok 1. KdyZ jsou domény vazajici
DNA a DNA stépici domény spojeny, vznikd vysoce specifickd dvojice "genomickych
ntzek". Pfevzato z:  https://www.sigmaaldrich.com/life-science/zinc-finger-nuclease-

technology/learning-center/what-is-zfn.html
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2.3 Virové vektory

Virové vektory jsou nastroje uréené k dodavani genetického materidlu do bunék.
Tento proces muze byt provadén uvnitf zivého organismu (in vivo) nebo v bunécné kultuie
(in vitro). Genovy ptenos zprostiedkovany virovymi vektory se oznacuje jako transdukce.
Viry si vyvinuly zpisob, jak se zapouzdiit a pfenaset své geny do lidskych bunék patogennim
zpusobem. Védci se pokusili vyuzit této schopnosti a manipulovat s virovym genomem
a nahradit ho pracovnim lidskym genem (Walther et al., 2000). Tento pozménény virus lze
pak pouzit k pasovani genli do bunék s velkou ucinnosti. Nékteré viry vlozi své geny do
genomu hostitele, ale ve skutecnosti nevstoupi do bunky. Ostatni viry proniknou pies
bunécnou membranu, pfeméni se za proteinovou molekulu a vstupuji do bunky. Jakmile je
transplantovany gen zapnut na spravném misté uvnitt buniky infikované osoby, mize vydat
pokyny nezbytné pro to, aby builka vytvofila bilkovinu, ktera byla diive vynechdna nebo
pozménéna. Virové vektory jsou extrémné ucinné pii pienosu genil, ale mohou piedstavovat

urcité bezpecnosti rizika (Misra, 2013).

Kazdy virovy vektorovy systém je charakterizovan skupinou vlastnosti, které ovliviiuji
jeho vhodnost pro genovou terapii nebo pro jinou specifickou aplikaci. Pro vytvoteni vektoru
musi byt kddovaci geny a takzvané cis-piisobici regulac¢ni sekvence rozdéleny na odlisné
molekuly nukleovych kyselin, aby se zabranilo jejich rekonstrukci a tvorbé produktivnich

virovych ¢astic.

Vybér nejvhodnéjsiho vektoru je klicovy a vyZaduje dikladnou znalost dorucovacich
systétmll a jejich vykonl. Neexistuje univerzalni viceucelovy virovy vektor vhodny pro

vSechny pozadavky; spiSe kazdy z vektorti ma své vlastni vyhody, omezeni a rozsah aplikaci.

2.3.1 Adenoviry

Adenoviry byly poprvé izolovany z adenoidni tkdn€ v roce 1953. Bylo identifikovéno
vice nez 100 sérologicky odlisnych typt adenoviru, véetn¢ 50 typu, které infikuji lidi.
Adenoviry jsou nyni jedny znejvice studovanych vektorovych forem a jsou pouzivany

v celosvétovych klinickych studiich.

Adenoviry jsou neobalené viry, které nesou svlij geneticky material ve form¢ DNA
velikosti 30-40 kb. Zptsobuji infekce dychacich cest, stfevnich a o¢nich infekci u ¢lovéka.
Jestlize adenoviry nakazi hostitelskou bunku, piedaji své molekuly DNA do hostitelské

buniky. Geneticky material hostitelské bunky zlstdva nezménén. Infikovand molekula DNA se
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nachdzi volné v nucleu hostitelsk¢ bunky a instrukce této extra DNA molekuly jsou
ptfepisovany jako kazdy jiny gen. Jediny rozdil je v tom, Ze tyto geny se nereplikuji, kdyz se
buiikka podrobi bunétnému d¢leni, takze potomci této builkky nebudou mit extra gen

(Misra, 2013).

Adenovirus také mize infikovat SirSi Skalu bunék nez retrovirus, véetné bunék, které
se deli pomaleji, jako jsou bunky plic. Nicméné adenovirus je také pravdépodobnéji napaden
imunitnim systémem pacienta a vysokd hladina viru potfebna k 1é€bé cCasto vyvolava
nezadouci zanétlivou reakci. Navzdory témto nevyhoddm byl tento vektorovy systém
podporovan pro 1écbu rakoviny jater a rakoviny vajecnikii. Prvni produkt genové terapie,
ktery ma byt registrovan k 1é¢bé karcinomu hlavy a krku je Gendicin (Peng et al., 2005).
Obava o bezpecnost adenovirovych vektorii byla vznesena po smrti Jesse Gelsinger v roce
1999, kdyz se zlcastnil studie v genové terapii. Od té doby se prace s adenovirovymi vektory

zaméfila na geneticky zmrzacené verze viru.

2.3.2 Adenoasociované viry

Adeno-asicované viry pochazi z rodu Dependoviry rodiny Parvoviry, které byly
poprvé objeveny v roce 1965 jako kontaminanty v piipravé adenoviru. Adeno-asociovany
virovy vektor byl pouZit u prvniho léku Glybera na lécbu genové terapie schvéleny
v zapadnim svéte v listopadu 2012 k 1é¢bé pacientli s nedostatkem lipoprotein-lipazy. Jsou to
malé, nepatogenni a neobalené viry, jejichz genom obsahuje jednovlaknovou DNA. Tyto viry
obvykle vyzaduji pomocny virus, jako je adenovirus, ke zprosttedkovani produktivni infekce
(Muzyczka,1992). Existuje Sest znamych lidskych virovych sérotypt, z nichz kazdy mlize mit

razné vlastnosti.

AAV muze infikovat jak délici, tak nerozdé€lujici buiiky a mize zahrnovat sviij genom
do genomu hostitelské buiiky. Navic AAV vétSinou ziistava jako epizomalni (replikuje se bez
zaclenéni do chromozomu). U AAV neni v soucasné dobé znamo, Ze zplisobuje onemocnéni
a zpusobuje velmi mirnou imunitni odpovéd’. Tyto vlastnosti ¢ini AAV velmi atraktivnim

kandidatem na vytvoteni virovych vektord pro genovou terapii (Tal, 2001).

Virovy genom se sklada ze dvou gentl, z nichz kazdy produkuje vice polypeptidi: gen
rep, potifebny pro replikaci virového genomu a cap, koédujici strukturni proteiny. Hlavnim
nedostatkem AAYV je to, Ze je maly a nese pouze dva geny v pifirozeném stavu. Jeho uzitecné

zatizeni je tedy relativné omezené. Kapacita AAV je asi 5,0 kb, coz je hlavni omezeni tohoto
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vektorového systému. Divoky typ viru v pfitomnosti genu rep ma sklon k integraci do
specifické oblasti lidského chromozomu 19. Tato vlastnost se ztraci ve vektorech kvili
nepfitomnosti rep genu. Vzhledem k tomu, ze v genomu AAV vektoru chybi virové kodujici
sekvence, samotny vektor nebyl spojen s toxicitou nebo s zadnou zanétlivou odpovédi.
Vektorové castice mohou byt dodany, pomoci metody in vivo do mnoha riznych organt
(naptiklad CNS, jater, plic a svalim) a bylo zji§téno (Monahan and Samulski, 2000), ze AAV
vektory ucinné transdukuji ned¢litelné bunky (Miao at al., 2000). V klinickych studiich se
pouzivaji AAV k l1écbé cystické fibrozy, hemofilie a svalové dystrofie (Wagner et al., 1999).
Je pravdépodobné, ze tento vektor bude uzitecny pifi 1é€bé nékterych onemocnéni a brzy se

oc¢ekavaji dalsi klinické testy s timto vektorem.

2.3.3 Retroviry

Retroviry jsou prvnimi viry, které byly pouzity jako vektory v experimentech genové
terapie. Retrovirové vektory jsou efektivni pfenosové systémy pro zavadéni cizich genti do
cilovych bunék. Tyto vektory jsou Siroce pouzivané systémy v genové terapii, coz se odrazi
ve velmi vysokém procentu (asi 40%) protokolu klinické genové terapie, které jsou
provadény pomoci rekombinantnich retrovirovych c¢astic nebo retrovirovych produkénich

bun¢k pro pienos gentl.

Geneticky material retroviru je ve form& molekul RNA, zatimco geneticky material
jejich hostitelti je ve formé DNA. Kdyz retrovirus infikuje hostitelskou bunku, zavede do
buiikky svou RNA spolu s nékterymi enzymy. Tato molekula RNA z retroviru musi
produkovat kopii DNA z molekuly RNA pfed tim, nez mize byt povaZzovana za soucdst
genetického materidlu hostitelské bunky. Zpisob vyroby kopie DNA z molekuly RNA se
nazyva reverzni transkripce. Jednd se o jeden z enzymul pifeneseny ve viru, nazyvanych
reverzni transkriptaza. Poté, co se tato kopie DNA vytvoii a je v jadfe hostitelské bunky
volna, musi byt za€lenéna do genomu hostitelské buiiky. Tento proces se provadi enzymem
nesouci virus nazyvany integraza. Nyni, kdyz je geneticky materidl viru zaclenén a stal se
soucasti genetického materidlu hostitelské builky, mizeme fici, ze hostitelska burika je nyni
upravena tak, aby obsahovala novy gen. Pokud se tato hostitelska buiika rozdéli pozdéji, jeji

potomci budou obsahovat vS§echny nové geny.

Prestoze retroviry byly pouzivany ve vétSin€ experimentll s genovou  terapii,
predstavuji problémy (Bau et al., 2003). Jednim z problémii genové terapie vyuzivajici

retroviry je, Ze enzym integrazy muZze vloZit genovy material viru do jakékoliv polohy
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v genomu hostitele, ndhodné tak vlozi geneticky materidl do chromozomu. Pokud dojde
k vlozeni genetického materialu uprostied jednoho z piivodnich genti hostitelské buiiky, tento
gen bude preruSeny a dojde tak k inzer¢ni mutagenezi. Pokud dojde k poruseni regulace
bunécného déleni, mize dojit k nekontrolovanému rozdéleni bunck, coz vede ke vzniku
rakoviny. Tento problém se nedadvno zacal feSit pouzitim nukledz se zinkovymi prsty

(Durai et al., 2005). Studie genové terapie pouzivaji retroviry k 1ébé X-SCID a predstavuji tak

vvvvvv

2.3.4 Lentiviry

Lentiviry patii do retroviridae rodiny virti. Genom retrovirQ je tvofen jednovlaknovou
RNA s pozitivnim vyznamem, kterd se bc&hem procesu replikace preméiuje na
dvouretézcovou DNA. Ve vétSing ostatnich typt virt se virova DNA piepisuje do RNA, ktera
se pak ptevadi do proteinu. Naproti tomu retrovirovda RNA je nejprve reverzné prepsdna do
DNA a pak je integrovana do genomu hostitelské bunky. Po integraci bude hostitelskéa burnka
transkribovat virové geny spolu se svymi vlastnimi geny, ¢imz vytvoii stabilni expresi
transgenu. V posledni dobé se pouzivaji jako nosi¢e pro prenos genl kvili své schopnosti
pfirozené se integrovat s nedélitelnymi buiikami, coZ je jedine¢ny rys lentivirii ve srovnani
s jinymi retroviry, které mohou infikovat pouze délici buniky a tudiz je Cini obzvlasté

atraktivni pro lidskou genovou terapii (Fouchier et al., 1997).

Bylo zdokumentovano, ze jsou schopné transdukovat kmenové buiiky, neurony
a imunitni builky pomoci metody in vivo, s vysokou ucinnosti a transgenni expresni
stabilitou, coz je vysoce piesvédEivou moznosti pro piistupy genové terapie (Connolly, 2002).
Lentiviry pfedstavuji stejné riziko mutageneze a onkogeneze jako retroviry. Navic, zatimco
retroviry a lentiviry mohou byt patogenni, pokud se stanou schopné replikace, lentiviry
predstavuji vétsi bezpecnostni riziko, protoze jsou schopné vyvolat chronické a smrtelné

onemocnéni, véetné AIDS.

2.3.5 Herpes virus

HSV je lidsky neurotropni virus, ktery se vétSinou pouziva pro pienos gend
v nervovém systému. M4 velky genom ve srovnani s jinymi viry, coz umoznuje veédciim
vlozit vice neZ jeden terapeuticky gen do jediného viru, coZ by prorazilo cestu k 1é¢bé poruch
zpusobenych vice nez jednou genovou vadou. HSV se ptredstavuje jako idealni vektor,

protoze muze infikovat Sirokou Skalu tkani vcetné svali, jater, slinivky bfi$ni, nervovych
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a plicnich bun¢k (Varghese et al., 2002). Hlavnim rysem herpetickych virt je, Ze vytvaii
latentni infekce, pfi nichz virovy genom pfetrvava v nepfitomnosti zjistitelné infek¢nosti.
Latence umoziuje piitomnost viru v hostiteli za pfitomnosti imunitni odpovédi

(Lachmann, 2004).

Herpes simplex virus se déli na dva druhy: herpes typu 1 (HSV-1 ) a herpes typu 2
(HSV-2). Infekce virem herpes simplex se projevi vyskytem vodnatych puchyrk na kizi
nebo sliznici ust ¢i rth. HSV-1 se prendsi slinami a zptisobuje tak infekce kolem tst, zatimco
HSV-2 se pienasi sexudlni cestou nebo z matky na novorozence pii porodu a castéji

zpusobuje genitalni infekce (Balasubramaniam et al., 2014).

Virus divokého typu HSV-1 je schopen infikovat neurony a vyhnout se imunitni reakci
hostitele, ale pfesto se miize znovu aktivovat a produkovat lyticky cyklus virové replikace.
Proto je typické pouzivat mutantni kmeny HSV-1, které maji nedostatecnou schopnost se
replikovat. Ackoli latentni virus neni transkripcné patrny, obsahuje neuronové specifické
promotory, které mohou fungovat i nadale normalnég. Protilatky proti HSV-1 jsou b&zné u lidi,

nicmén¢ komplikace zptsobené herpetickou infekci jsou pon¢kud vzacné.
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3 PROTEIN 53

P53 je protein, ktery je u lidi kodovan genem TP53. P53 je rozhodujici pro
mnohobunécné organismy, kde reguluje bunécny cyklus a tudiz funguje jako supresor nadort,
ktery se podili na prevenci rakoviny. Je to jaderny transkrip¢ni faktor a transaktivuje fadu
cilovych genii, které se podileji na indukci zastaveni bunétného cyklu a nebo apoptdzy.
P53 plsobi jako supresor nadorl, coz znamend, Ze reguluje bunééné déleni tim, ze udrzuje
bunécny rast a déli se (proliferuje) ptilis rychle nebo nekontrolované. Jako takovy byl p53
popsan jako "strazce genomu", kviili své uloze pti zachovani stability tim, ze brani genomové

mutaci. Proto je TP53 klasifikovan jako tumor supresorovy gen (Deepthi et al., 2011).

Protein p53 byl nejprve identifikovdan v roce 1979 jako protein souvisejici
s transformaci a bunécny protein, ktery se hromadi v jadrech nadorovych bunck a tésné se
vaze na velky T antigen (SV402). U genu kodujiciho p53 byla nejprve zjiSténa slaba
onkogenni aktivita, protoze byl pozorovan ptetlak p53 v mySich a lidskych nadorovych
buiikach. Nicméné téméi o 10 let pozdé&ji védci zjistili, Zze jde o missense mutace pS3, byla
p53 byly skute¢né vysledkem mutace p53 (Chang et al., 1979). V dalSich studiich se p53 stal
Siroce uznavanym nadorovym supresorem a tak gen p53 se stal pravdépodobné nejbéznéjSim
mistem genetickych zmén u lidskych rakovin. Nasledny vyzkum s wt p53 jasné ukazal, ze
p53 je vyznamnym "strdZcem genomu". V soucasnosti je zndmo, ze p5S3 hraje kli€ovou roli
prakticky ve vSech typech lidskych rakovin a mutace nebo ztrata genu pS53 muze byt

identifikovana ve vice nez 50% vSech ptipadi rakoviny u lidi po celém svéte.

Nézev p53 popisuje zdanlivou molekulovou hmotnost; SDS-PAGE analyza ukazuje,
ze jde o protein s molekulovou hmotnosti 53 kilodaltonti (kDa). AvSak skute¢nd hmotnost
proteinu p53 s plnou délkou (p53a) na zakladé souctu hmotnosti aminokyselinovych zbytki
je pouze 43,7 kDa. Gen TP53 je nejCastéji mutovanym genem (> 50%) u lidské rakoviny, coz
naznacuje, Ze gen TP53 hraje rozhodujici roli pfi prevenci vzniku rakoviny. TP53 gen kéduje
proteiny, které se vaZzou k DNA a reguluji genovou expresi k prevenci mutaci genomu

(Surget et al., 2013).

3.1 Struktura p53

P53 mé& mnoho mechanismii protinadorové funkce a hraje roli v apoptoze, genomové

stabilit¢ a inhibici (sniZzeni) angiogeneze. Ve své protinddorové funkci funguje p53
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prostfednictvim nékolika mechanismti: Mize aktivovat DNA opravné proteiny, kdyz DNA
utrpéla poskozeni. Muze vyvolat zastaveni ristu udrzovanim bunééného cyklu na G1 / S
regulacni bod pii rozpoznavani poskozeni DNA (pokud tu bunku drzi dostatecné dlouho,
opravné proteiny DNA budou mit ¢as opravit poSkozeni a bunka bude mit moZznost
pokrac¢ovat v bunééném cyklu). Mohou iniciovat apoptdzu, naprogramovanou bunécnou smrt,

pokud se poskozeni DNA ukaze jako nenapravitelné (Deepthi et al., 2011).

P53 je umistén na kratkém raménku chromozomu 17 (17p13.1). Celkovéa délka genu je
piiblizn¢ 20 kb, skladd se z 11 exoni, znichz prvni je nekddujici a z 10 intrond.
P53 obsahuje 393 aminokyselin uspofddanych strukturalné¢ a funkéné ve 4 doméndch:
N-termindlni doménu (NTD), doménu vazajici DNA (DBD), oligomeriza¢ni doménu
a C-terminalni doménu (CTD). NTD sestavd z oblasti aktivace transkripce kyselého
N-konce a z oblasti bohat¢ na prolin. CTD se skladd z tetramerizatni domény (TD)
a regulacni domény (RD). TAD je mistem, kde se odehrdvaji posttranslacni modifikace
a interakce negativnich regulatort, jakymi jsou napi. MDM2 a MDM4 (Helma, 2012). Protein
Mdm?2 hraje dilezitou roli v kontrole stability pS3 proteinu. Mdm2 je cil p53 transkripéni
aktivace. Zaroveit Mdm?2 interaguje a inhibuje transkripcni aktivitu p53. To se dé&je rychlym
rozpadem p53 a tato cesta je pravdépodobné zodpovédnd za nizkou hladinu p53 v buiitkach.
U nédorovych bunék s mutaci p53 se predpoklddd, ze nizka hladina Mdm2 pfispiva ke
stabilizaci p53 (Gelsleihter et al., 1995). Fosforylace p53 na aminovém konci, kterd se
vyskytuje po poskozeni DNA, snizuje vazbu Mdm?2 a vede ke stabilizaci p53. Razné faktory
vyvolavajici zmény v bunééné DNA specificky inhibuji transkripci proteinu Mdm?2 a indukuji
nepifimou reakci prostfednictvim p53. Aminokyselinovd transkripéni doména reaguje
s riznymi proteiny, které pozitivné reguluji funkci p53 transkripce ve fyziologickych
podminkach. Centralni jadernd doména hraje dilezitou roli ve vazbé sekvenci DNA
(fragmentll) a také rtznych onkogenli a proteinii, které negativné ovliviuji transkripcni
aktivitu p53. V této oblasti se objevuji mutace ovlivilyjici aktivitu potlacovace p53.
Tetramerizaéni doména udrzuje p53 jako tetramer v rozpuSténém stavu za fyziologickych
podminek. Oligomerace p53 je dllezitd pro jeho supresorovou aktivitu. C-terminalni doména
reguluje vazbu DNA fragmentl centralni nuklearni doménou. Strukturni zmény v termindlni
doméné jsou nutné pro aktivaci p53 s ohledem na propojeni fragmentii DNA s jadernou

doménou p53 (Ananiev et al., 2011).
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Obrazek 3 - Struktura TP53; pievzato z: https:// www. sciencenode.org/feature/stampede-is-

down-with-p53-.php

3.2 Funkce TP53

Za normalnich podminek se p53 vyskytuje v malém mnozstvi. Kdyz je DNA v burice
poskozena latkami, napt. chemickymi latkami, stresem, nedostatkem kysliku a teplotou, hraje
tento protein rozhodujici roli pfi ur¢ovani, zda bude DNA opravena, nebo poskozena buiika se
samovolng zni¢i (podstoupi apoptdzu). V buiice se protein p53 vaze na DNA a stimuluje jiny
gen pro produkci proteinu, nazvaného p21, ktery interaguje s proteinem stimulujicim bunécné
déleni (cdk2). Jestlize p53 najde poskozené misto na DNA, spusti transkripci genu p21,
pozastavi bunéény cyklus, coz umozni ¢as na opravu DNA. Pokud je poSkozeni rozsahlé
a DNA nemiiZe byt opravena, tento protein zabrafiuje rozdéleni bunck a signalizuje, Ze
podstoupi apoptozu. Tim, Ze zastavi builkky s mutovanou nebo poskozenou DNA, p53 pomaha

predchazet vzniku nadora (Kabel, 2015).0
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Obrazek 4 - Schéma biologické funkce p53; pievzato Z:

http://www.meduniwien.ac.at/surgery-research/p53/about.htm

3.3 Funkce p53 v genové terapii

V oblasti biotechnologie byly vyvinuty techniky, které mohou védci vyuzit k obnoveni
zdravého normalné funkéniho genu p53 u bunék, které maji rakovinné mutace v genu p53.
Tento slozity ukol zahrnuje virovy vektor, ktery se pouziva k ptenosu zdravého genu p53 do
bunck. Prostfednictvim genetického inzenyrstvi, védei méni DNA virového vektoru, ktery
modifikuje jeho pfirozené infekéni povahu tim, Ze mu zabrafnuje replikaci. Tato "bezpecna
verze" viru je pak pouzita jako transportni zatizeni pro vysoké koncentrace genu p53. Védci
pfimo aplikuji nador témito virovymi vektory. Pokud je genova terapie Uspé$na, gen p53
vytvoii funkéni protein p53 v naddorovych bunkach, ktery zabije nadorové builky nebo obnovi

normalni funkci buiiky, coz zabranuje ristu rakoviny (Wirth and Yl4-Herttuala, 2015).

29



4 TERAPEUTICKE VYUZITI GENOVE TERAPIE

Lidské bytost trpi vice nez 5 000 rliznymi onemocnénimi zpusobené jedinou mutaci
genu. Onemocnéni vyplyvajici z mutaci jednoho genu jsou potencialné dobrymi kandidaty
pro genovou terapii. Funkéni kopie genu by mély byt zavedeny do buiiky spolu s prvky, které
fidi jeji expresi vedouci k produkei chybéjicich proteint a obnoveni funkce. Bylo zjisténo, ze
genova terapie by mohla byt v budoucnosti u¢innd u mnoha nemoci, napiiklad u cystické
fibrozy, rakoviny, hemofilie, svalové dystrofie a tézké kombinované imunodeficience

a u mnoha dal$ich onemocnéni.

Infekéni
OHEMOCHENL

Vrozené
monogeneticke
moci

0% Dalsi

mochéni

T0%

Obrazek 5 - Podil protokolt pro zkousky genové terapie u ¢loveka tykajici se riznych typt

onemocnéni; pfevzato z: Morgan and Biaese,1999.
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4.1 ReSerse klinické studie zamérené na genovou terapii - uvod

Genova terapie je k dispozici pouze v klinickych studiich. Klinické studie jsou
veédecké studie, jejichz cilem je nalézt lepsi zptisoby prevence, screeningu, diagnostiky nebo
1écby onemocnéni. Tyto klinické studie mohou také ukézat, které 1ékatské pristupy funguji
nejlépe pro urcité nemoci nebo skupiny lidi. Klinické studie poskytuji vysoce kvalitni udaje

pro rozhodovani o zdravotni péci.

Ugelem klinickych studii je odpovédét na védecké otazky. Proto se tyto studie ¥idi
ptisnymi védeckymi standardy, které chrani pacienty a poméhaji vytvaret spolehlivé vysledky
klinickych studii. Klinické studie jsou jednou z poslednich fazi dlouhého a peclivého
vyzkumu a vyvoje. Tento proces Casto zacina v laboratofi, kde védci nejprve rozvijeji a testuji

nové myslenky.

Pted aplikaci genové terapie u lidi je nutné provést predklinické studie; jsou to metody
in vitro nebo in vivo pfed pfechodem na klinické studie s lidmi. Cilem je chranit lidi pied
toxickymi uc€inky, které muze mit zkoumany Iék. Dulezitym prvkem v ptedklinickych
studiich jsou zvifeci modely. Testy se provadéji na laboratornich mysich. Pokud jsou spésné,
pak se testy provad¢ji na vétSich zviratech, jako jsou psi. Jestlize tyto studie davaji dobré

vysledky, pak jsou pfedany vyssim zvifatim a to primatim nebo lidem.

Klinické studie tykajici se 1éCiv jsou rozdéleny do Ctyt fazi. Pokusy v kazdé fazi maji jiny

ucel a pomahaji védctim odpovédét na riizné otazky:

Studie faze I testuji experimentalni ¢k, vakcinu nebo zafizeni v malé skupiné lidi, aby se
vyhodnotila bezpecnost, mozné nezadouci Gc¢inky a urcilo se, jak mé byt 1€k pouzivan nebo

podavan.

Studie faze II zahrnuji vice lidi nez faze I a jsou navrzeny tak, aby posoudily bezpecnost

a ucinnost experimentalni 1é€by. Tato faze miZe trvat nékolik let.

Studie faze III jsou obvykle rozsahlé studie s mnoha uCastniky. Tato faze porovnava
experimentalni 1ék nebo vakcinu s placebem nebo standardni 1écbou, aby se vyhodnotila
bezpecnost a t€innost. N&které vedlejsi €inky, které nebyly identifikovany ve fazi II, mohou
byt identifikovany ve studii faze III, protoze se hodnoti mnohem vice lidi. Regulacni
zdravotni organ, jako je napiiklad Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA, zvazi pfi

urcovani, zda schvalit novy 1€k nebo vakcinu, vysledky vSech fazi klinickych studii.
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Studie faze IV nasledné sleduje ucCinnost a bezpecnost 1é¢iva u velkych, rtznorodych

populaci.

V nasledujicich kapitolach budou piedstaveny vybrané choroby zplsobené genetickymi
poruchami a ptiklady navrhované 1é€by pomoci genové terapie. Dale se prace soustfedi
predevSsim na nemoci spojené s poruchou funkce proteinu p53, které jsou prezentovany

v §ir§im zabéru.
4.2 Vrozené monogenetické nemoci
4.2.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza je dédicné onemocnéni zlaz, které¢ vyluCuji hlen a pot. Cysticka
fibréza zptsobuje, Ze hlen je husty a lepivy, ucpava rizné organy v téle, coz vede k dalSim
komplikacim. VétSinou postihuje plice, jatra, pankreas, stieva a pohlavni organy. Cysticka
fibroza také zpisobuje nadmérnou ztratu soli prostfednictvim potu, coz vede k dehydrataci,
unavé, slabosti a zvySené srdecni frekvenci. Jedna se o autosomalné recesivni poruchu,
u které je mutace zpisobena genem CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) na
chromozému 7 (Burney and Davies, 2012). V soucasnosti neexistuje 1¢k na cystickou fibrézu.
Lékari vsak 1é¢i priznaky pomoci antibiotik spolu s dalSimi 1écebnymi postupy, které by
odstranily hlen, jenz se hromadi v riznych orgénech. Obvykle se CF diagnostikuje béhem
prvnich péti let Zivota. V minulosti pacienti s CF ptfevazné zili do svych 20 let, zatimco
v soucasné dobé& v dusledku zlepSeni mediciny se ocekava, Ze pacienti s CF budou moci
dosdhnout 40 let a vice (Mackenzie et al., 2014). Genova terapie nabizi velkou nadé€ji pro
1écbu pacientl s cystickou fibrozou, jelikoz se zaméfuje na hlavni pfi¢inu CF, spiSe nez na

lécbu piiznakl jako dosavadni tradi¢ni 1écby.

4.2.1.1.1 Klinicka studie - Jednorazova davka pGM169/GL67A podavana
pacientiim s CF. Faze 1 a 2 (Identifikac¢ni ¢islo: NCT00789867)
pGM169/GL67A je kombinace kationtovych lipozomi (GL67A) a plazmidové DNA
exprimujici gen CFTR, ktery je u nemocnych pacientl poSkozen. Aerosolizace vektoru
plazmidové DNA do plic pacientii pfedstavuje ndrocny tkol, protoZe plazmidovou DNA
nelze efektivné samotnou dopravit do dychaciho Ustroji. Neddvno byl dokoncen program
klinickych studii s timto pfipravkem. Kvili problémim s dopravenim do dychacich cest
kombinujeme negativné nabity plazmid s pozitivné nabitymi tukovymi lipozomy (GL67A)

a ty tvofi malé, siln¢ vazané ¢éstice, které jsou dostatecné stabilni, aby vydrZely aerosolizaci
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a mohly byt pfijaty bunéénou membranou dychaciho ustroji. Vyzkumnici z Cambridge
vytvoftili lipid GL67A se zlepSenou ucinnosti pro prenos genl, dobie charakterizovanymi
bezpecnostnimi parametry a zadouci stabilitou béhem aerosolizace. GL67A byl doplnén
neutralnim lipidovym dioleoylfosfatidylethanolaminem (DOPE), ktery mé usnadnit Unik
endosomit pDNA spolu s malym mnozstvim lipidi, obsahujici polyethylenglykol
(DMPE-PEG5000) ke stabilizaci 1€kovych forem, v koncentracich dostate¢nych pro dodavani

aerosolu do plic.

Cilem studie je posoudit bezpecnost, snasenlivost a expresi genii po jedné davce nevirové

genové terapie do nosu a plic (Alton et al., 1999).

Datum zah4jeni: listopad 2008

Datum ukonceni:prosinec 2010

Typ studie: intervenéni

Ucastnika: 27

Faze: 1a2

Umisténi: Spojené kralovstvi Velké Britanie
Royal Brompton Hospital

Studie byla nakonec ukoncena v kvétnu 2019, ale vysledky nebyly vefejné dostupné na webu

Clinicaltrials v dob¢ sepisovani bakalafské prace.

4.2.2 Opakovana aplikace genové terapie u pacienti s CF. Faze 2
( Identifikacni ¢islo: NCT01621867)

Priméarni vysledkem této studie je vyhodnotit relativni zménu usilovného vydechu za
1 sekundu (FEVT1) po 12 davkach léku pGM169/GL67A podavaného do nosu a plic jedincim
s CF. Sekundarni vysledky méfeni budou hodnotit u¢innost tohoto genového produktu na
fyziologicky stav pacienta, sérologické ukazatele, radiologicky vzhled plic a bezpecnost

uzivani tohoto ptipravku.
Datum zahgjeni: kvéten 2012

Datum ukonceni: kvéten 2014
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Typ studie: intervenéni

Faze: 2

Utastnikii: 130

Umisténi: Spojené kralovstvi Velké Britanie
Zéapadni obecnd nemocnice Edinburgh
Kralovska nemocnice pro nemocné déti

Pribéh

Néhodné vybranym pacientim bude podavano bud’ dvanact davek 1éku pGM169/GL67A
kodujici CFTR nebo placebo v intervalech 4 tydnd po dobu 48 tydni. V 50. tydnu a v 52.
tydnu se vSichni pacienti dostavi na kontrolni vysetfeni FEV1, bude sledovan ocistovaci
index plic, kultura a hmotnost hlenu, provedeno CT hrudniku a pacienti vyplni dotazniky
o kvalité Zivota. Z hlediska bezpecnosti bude u pacientli monitorovana funkce ledvin a jater,

CRP, pocet leukocytt.

Vysledky: Byl zaznamendn vyznamny, i kdyZ skromny, 1é€ebny ucinek ve skupiné uzivajici
1€k versus placebo po 12 mésicich sledovani (3,7%, 95% CI 0,1-7,3; p = 0,046). Tento
vysledek byl spojen se stabilizaci plicnich funkci ve skupiné uzivajici 1€k ve srovnani
s poklesem ve skupiné€ s placebem. Nebyly zaznamenany zadné nezadouci ptihody. Celkem

bylo testovano 116 pacientd, ktefi spliiovali vstupni kritéria (Alton et al., 2015).

4.2.3 Tézka kombinovana imunodeficience (SCID)

Tézka kombinovand imunodeficience je skupina genetickych dédi¢nych onemocnéni,
ktera ovliviiuje imunitni systém charakterizovany vadami v odpovédi T 1 B bunék. T bunky
pfimo napadaji cizi télesa, ktera by mohla potencidlné zpisobit onemocnéni (patogeny)
a B-buiky se pouZivaji jako nosi¢e pro rozpoznani patogenti a pamétovych nosicl. Jelikoz
jsou tyto builky nefunkéni, imunitni systém nefunguje spravné a neni schopen bojovat
s infekci. SCID postihuje pfiblizné 1 z 100 000 zivé narozenych déti. Tyto déti nemély zadny
imunitni systém a jsou proto vysoce nachylné k infekci, nebot’ jejich t€la nemaji bunécné
mechanismy potiebné k boji proti cizim antigeniim. Pokud se neléci, tyto déti obvykle zemiou
béhem jednoho roku na infekce, jako je pneumonie a meningitida. Existuje n¢kolik typa

N

SCID. NejbéZznéjsi forma nazyvana X-Linked Severe Combined Immunodeficiency je
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zpusobena mutaci genu "SCIDX1" umisténého na chromozomu X, proto je ¢astéjsi u chlapct
a je znama jako bublinkovd nemoc chlapct. Dalsi formou SCID je nedostatek adenosine
deaminazy "ADA", ktery je zpusoben mutaci na chromozomu 20 (Cavazanna-Calvo et al.,

2001).

Nejucinngjsi  1é€bou pro SCID pomoci krvetvornych kmenovych bunék je
transplantace kostni dfen¢ od kompatibilniho darce. Navzdory své ucinnosti nelze v mnoha
ptipadech nalézt odpovidajiciho déarce. Existuje celd fada klinickych studii genové terapie

schvalenych pro SCID po celém svéte.

V minulych letech byla zkouméana genova terapie pro SCID. Zahrnuje izolaci
a molekuldrni korekci mutaci hematologickych kmenovych bunc€k pacientli s néslednou
transplantaci funkénich bunék zpét do pacienta. Retroviry se bézné€ pouzivaji jako vektory pro
genovou terapii kvili své jedine¢né schopnosti proniknout do bun¢k pacientd. Po identifikaci
mista genové mutace se piipravi zdrava replika vadného genu. Retroviry jsou vylity ze svého
genomu a zdrava replika vadného lidského genu je pak vlozena do krunyte retroviru. Chybné
kmenové builky izolované od pacienta SCID se pak naoc€kuji retrovirem obsahujici zdravy
lidsky gen. Inkubace v pfiznivych podminkéch rastu zajistuje inzerci a mnozeni zdravého
lidského genu uvnitt kmenovych bun€k pacienta, které jsou poté transplantovany zpét do téla
po vyjmuti viru z bunék. Tyto "opravené" verze bunck se dale rozd€luji a mnozi, ¢imz
nakonec predavaji normalni kopie genu ke vSem krvinkdm. Timto zplisobem muize genova
terapie 1é¢it onemocnéni tim, Ze koriguje hlavni pfi¢inu onemocnéni. Vysledky klinickych
studii s genovou terapii byly vynikajici a mély dlouhodobé UcCinky pro posileni imunitniho

systému (Fischer and Cavazanna-Calvo, 2007).

Ucinnost genové terapie znamend, Ze se nyni pouziva k 1é€b& n€kolika primarnich
onemocnéni imunodeficience. V poslednich letech se vSak vyskytlo znepokojeni nad

bezpecnosti virovych vektort. To vede k tomu, Ze mnoho organizaci po celém svété pracuje

o 24

feSeny v blizké budoucnosti a budou k dispozici slibn€jsi metody genové terapie k 1écbé

nékolika typti SCID.

4.2.4 Hemofilie

Jedna se o recesivni genetickou poruchu vazanou na chromozom X, ve kterém

jednotlivei ztraceji schopnost koagulovat krev. JelikoZ geny pro srazlivé faktory VII a IX
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(FIX) se nachdzeji na pohlavnim X chromozomu, Zeny jsou pienase¢i a muZi trpi pfiznaky
hemofilie. Nicméné ve vzacnych piipadech mohou zZeny také trpét hemofilii

(Vandendriessche et al., 2003).

Existuji dvé varianty poruchy. Hemofilie A, ke které dochazi kvuli nedostatenému
faktoru srazlivosti VII. Hemofilie A je Castéjsi nez hemofilie B. K Hemofilii B dochazi kvuli
nedostate¢nému faktoru srdzlivosti IX. Pravidelna infuze koagula¢niho faktoru, ktery chybi
u jedince, pomahd kontrolovat krevni ztraty zplUsobené nadmémym krvacenim
(Ponder, 2006). U pacientli, ktefi se narodili s hemofilii, nedochazi ke tvorbé krevni

srazeniny, a proto trpi vnéjSim a vnitinim krvacenim, které mize byt Zivot ohrozujici.

V klinické studii provadéné ve Spojenych statech byl terapeuticky gen zaveden do
jater pacientd, ktefi pak ziskali schopnost mit normalni srazlivost krve (Identifikacni ¢islo
klinické studie NCT00076557). Terapeuticky u¢inek vSak byl pfechodny, protoze geneticky
korigované jaterni bunky byly rozpozniny jako cizi a odmitnuty zdravym imunitnim
systémem u pacientl. Jedna se o stejny problém, kterym celi pacienti po transplantaci organtl.
Lécebny vysledek pomoci genové terapie muze byt dosazitelny s potlaCenim imunity nebo
alternativnimi genetickymi strategiemi, které se v soucasné dobé testuji na zvifecich

modelech v pfedklinickych studiich (Kumar et al., 2014).

4.2.5 Klinicka studie - Hemofilie B - genova terapie s AAVS8 vektorem. Faze 1

(Identifika¢ni ¢islo: NCT01620801)

wewvr

pouzit virus zvany adeno-asociovany vir (AAV), ktery v pfirodé nezplsobuje zadné
onemocnéni a mize byt upraven tak, aby dodal lidsky gen FIX (AAV8 - HFIX19 vektor) do

jaternich buné€k postizenych jedinci.
Prubéh

Pacientovi pti kratkodobé hospitalizaci bude jednou aplikovan vektor v davce nizké, stiedni
¢1 vysoké do periferni Zily. Pokud budou laboratorni vysledky v potfadku, pacient bude
nasledujici den propustén z nemocnice. Mnozstvi davky podavaného vektoru bude testovano
na hladindch FIX. Pokud se u nékterych pacientli objevi zanét jater, budou aplikovany

kortikosteroidy.
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Datum zahajeni: fijen 2012

Datum dokonceni: biezen 2016

Typ studie: Intervencni

Ugastniki:4

Faze:1

Umisténi: Spojené staty americké, Pensylvanie
Détska nemocnice ve Philadelphii
Pittsburghska univerzita

Vysledky studie zatim nebyly publikovany, protoze studie byla prodlouzena a neni ukoncena

(posledni aktualizace planu studie probéhla v bieznu 2019).

4.2.6 Svalova dystrofie

Svalova dystrofie (MD) se tykd skupiny geneticky zdédénych poruch progresivni
degenerace kosternich svalti. Zpusobuje defekty svalovych proteintl, umrti svalovych bunék
a tkani. Tyto poruchy se li§i podle zavaznosti, rozsahu a rozloZeni svalové slabosti. Ackoli
primarné postizené jsou kostni svaly, svalova dystrofie muze zhorS$it funkce jinych organii
v téle. Zatimco v nékterych piipadech se ptiznaky objevuji v détském véku, v jinych
ptipadech dochazi ke svalové degeneraci béhem dospélosti. Svalova dystrofie obsahuje tiicet

ruznych genetickych poruch, které jsou obvykle rozdéleny do deviti hlavnich kategorii nebo
typi.

NejbéZnéjSim typem je Duchennova svalova dystrofie (DMD). Jednd se o jednu
z nejéastéjsich svalovych dystrofii, které postihuji pouze muZe. Zeny jsou jen nositeli, a proto
se u nich neprojevuji priznaky. Symptom svalové slabosti obvykle za¢ind u chlapci ve véku
¢tyt let a rychle se zhorSuje. Typicky dochazi k tibytku svald, nejprve v horni Casti dolni
koncetiny, dale panve, potom ndsleduje ochabnuti svalli horni ¢asti paze. Tyto symptomy
mohou postizenémym zpiisobovat problémy se stabilitou ve stoje. VétSina z nich nemuze jiz
ve 12 let chodit. U pacientti je také Castd skolioza a néktefi mohou mit 1 mentédlni postizeni

(Kumar et al., 2014).
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Porucha je zplisobena mutaci genu DMD (umisténého na chromozému X), ktery
kéduje proteinovy dystrofin, jenz je dilezitou slozkou svalové tkané. Asi u dvou tietin
piipadl jsou nositeli matky, zatimco tietina ptipadl je zpiisobena novou mutaci. Dystrofin je
zodpovédny za pfipojeni cytoskeletu kazdého svalového vldkna k zakladni bazalni vrstvé
(extracelularni matrix) pfes proteinovy komplex obsahujici mnoho podjednotek.
Nepfitomnost dystrofinu  umoznuje pifebytku vapniku proniknout do sarkolemy
(bunééné membrany). Zmény vapniku a signalizacni cesty zpusobuji, Ze voda vstupuje do

mitochondrii, které pak prasknou.

Pti dystrofii kosterniho svalstva zpusobuje mitochondridlni dysfunkce zesileni
cytosolickych vapnikovych signali a zvySeni produkce reaktivniho kysliku vyvolaného
stresem. V komplexnim kaskddovém procesu, ktery zahrnuje nékolik cest a neni jasné
pochopen, zvyseny oxidacni stres uvnitt buiiky poskozuje sarkolemu a nakonec vede ke smrti
bunky. Svalova vldkna podstupuji nekrézu a jsou nakonec nahrazena tukovou a pojivovou

tkani (Ramos and Jeffrey, 2015).

Dalsi formou je Beckerova svalovéa dystrofie. Neexistuje zddna specificka 1écba na
1é¢bu nebo zvraceni MD. Vyuzivaji se 1é¢ebné moznosti, jako je logopedie, respiracni terapie

a korek¢ni ortopedicka chirurgie.

4.2.7 Klinicka studie - Sestimési¢ni studie gentamicinu v DMD se stop kodony.
Faze 1 (Identifika¢ni Cislo: NCT00451074)

Cilem této studie je stanovit bezpecnost intravendzniho podani (IV) gentamycinu chlapcim

s Duchennovou svalovou dystrofii, kteti maji mutaci stop kodonu.

Gentamycin se podava intraven6zné dvakrat tydné po dobu Sesti mésicl. ZjiStujeme, zda
gentamycin muze pfispét k posileni svalli chlapcti s DMD. Piedpoklada se, ze gentamycin
umoziuje "Cteni" mutaci stop kodonu a umozni produkci dystrofinu, ktery u chlapci s DMD

chybi.

Datum zah4jeni: bfezen 2007
Datum ukonceni: ¢ervenec 2009
Typ studie: Intervencni

Ucastnika: 12
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Faze 1

Umisténi: Spojené staty americké, Arizona
Neuromuskularni vyzkumny tstav — Scottsdale zdravotni nemocnice v Shea
Spojené staty americké, Kansas
Kansaska univerzita

Vysledky: Ve 14 denni studii klesla sérova kreatinkindza (CK) o 50%, coZz nebylo
pozorovano na ramcovych kontrolach DMD. Po 6 mésicich plisobeni gentamicinu se vyrazné
zvysila hladina dystrofinu (p = 0,027); nejvyssi hladina dosahla 13 az 15% normalu
(1 v skupin€ 3 a 2 v skupin¢ 4), doprovazené snizenou hladinou séra CK upfednostiiovanym
lékem indukovanym zpétnym ziskdnim stop kodond. To bylo podpoieno stabilizaci sily
a mirnym zvySenim vitalni kapacity. Stabilni transkripce pfed 1écbou predpovidaly zvySeni
dystrofinu po gentamicinu. Uginnost &teni nebyla ovlivnéna mutaci stop kodonem

(Malik et al., 2010).

4.3 Ziskané nemoci
4.3.1 Rakovina

Americkd spole¢nost pro vyzkum rakoviny definuje rakovinu jako "skupinu
onemocnéni charakterizovanou nekontrolovatelnym riistem a Sifenim abnormalnich bunék.

Pokud S§ifeni neni fizeno, miZe nastat smrt."

Nadory mohou byt benigni (bez rakovinového bujeni) nebo maligni (se zhoubnym
rakovinovym bujenim). Benigni nadory maji tendenci rist pomalu a nerozsifit se. Zhoubné
nadory mohou rychle rist, napadat a zni€it okolni normalni tkané a Sifit se po celém téle.
Rakovina je druhou nejcastéjsi pfi¢inou smrti po celém svéte, kterd je zpisobena tim, Ze je
vysledkem interakce mnoha riznych genetickych a environmentéalnich faktord. Existuje
mnoho typi 1é€by rakoviny, 1ékafi si mohou vybrat druh lécby v zavislosti na misté, typu,
stadiu rakoviny a véku pacienta (Swadesh et al., 2015). Standardni 1écba zahrnuje operaci,
ozafovani, chemoterapii, imunoterapii a hormondlni terapii. Tato 1é¢ba miize byt pouzita
samostatné nebo v kombinaci. Nezadouci uCinky se pohybuji od mirnych az po zévazné.
Protinddorova lé€ba miiZze ovlivnit zdravé bunky, které normalné rostou rychleji, napt. krevni

bunky, builky pohlavnich organi a buniky vlasovych folikulti. Zvoleny druh lécby miize
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v zavaznych piipadech postihnout buniky zivotné¢ dulezitych organii, vcetné srdce, plic
a nervového systému. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) ocekava, ze umrtnost na
rakovinu se celosvétoveé zvysi. Odhaduje se, ze tento rok dosdhne 9 milioni a v roce 2030
dosahne 11,4 milionu. Genova terapie nabizi alternativni 1é€bu pacientim s rakovinou. Tato
terapie méni rakovinné bunky uvnitt nebo vné téla pacienta pomoci riiznych vektort, které
dodavaji gen. Od roku 1999 byly vytvoreny nové a bezpecné latky pro genovou terapii a tisice
pacientil s rakovinou po celém svété se ucastnily studii genové terapie s vyrazné mensimi
nezadoucimi U¢inky v porovnani s tradi¢ni 1écbou. Vice nez 60% vSech klinickych studii
zamétenych na genovou terapii je zaméfeno na rakovinu a vyzkumnici se zamétili na mnoho

ruznych druht rakoviny pomoci genové terapie (Wirth a Yla-Herttuala, 2014).

Bylo vyvinuto nékolik strategii genové terapie pro lécbu Sirokého spektra nadord,
véetné sebevrazedné genové terapie, onkolytické viroterapie, antiangiogeneze
a terapeutickych genovych vakcin. Dv¢ tietiny ze vSech studii genové terapie jsou uréeny pro
rakovinu a mnoho z nich vstupuje do pokrocilého stadia, véetné studie faze III Ad.p53 pro
rakovinu hlavy a krku a dvé rizné studie genové vakciny faze III pro rakovinu prostaty
a rakovinu pankreatu. Krom¢ toho se v akademickych I1ékarskych centrech
a biotechnologickych spolecnostech uskutecnuje fada klinickych studii faze I a faze II pro
rakoviny mozku, kize, jater, tlustého stfeva, prsu a ledvin, s vyuzitim novych technologii
a terapeutik vyvinutych na misté. Genova terapie je uzite¢na pro glioblastomy, protoze bunky

se nerozptyli po celém téle, jako ostatni nadorové buiiky, a tak 1écba miize byt lokalizovana.

Dal§im pfistupem k 1écbé rakoviny je ndhrada poSkozeného genu p53, genu
potlacujiciho naddor. Normalni gen pomahé opravit poskozeni DNA v buiice, ale pokud je ve
zmutované formé, gen nemiZze vykondvat svou funkci a vznika nador. Védci nyni zkoumayji
moznost pouZziti adenovirli pro pacienty s rakovinou jater. Cilem je vytvofit spravnou kopii

genu p53 (Kumar et al., 2014).
4.3.2 Klinicka studie - Genova terapie pri 1éCbé pacienti s metastazujicim
melanomem. Faze 1 (Identifikacni ¢islo: NCT00005943)

Vlozeni genu interleukin-2 do bunék melanomu zptisobi, zZe télo buduje imunitni reakci, ktera

zabiji nddorové bunky.

Ucelem studie faze I je ovéfit ucinnost genové terapie u pacientll s metastazujicim

melanomem.

40



Cil

I. Stanovit maximalni tolerovanou davku kombinovaného stafylokokového enterotoxinu B

a interleukinu-2 plazmidové DNA u pacientd s metastazujicim melanomem.
I1. Urcit expresi lokdlniho genu v nadorovych tkanich u pacientt 1é€enych v tomto rezimu.
II1. Vyhodnotit protinddorové imunitni reakce vyvolané timto 1écebnym rezimem.

IV. Charakterizovat klinickou odpovéd’ na tento lécebny rezim z hlediska velikosti nddoru

a histologie.

V. Ur¢it klinickou odpovéd’ na tento 1ééebny rezim z hlediska uplné remise, ¢asteCné remise

a progrese onemocnéni u téchto pacientu.
Pribéh

Studie zvySené davky. Pacienti dostavaji intratumoroznim podanim lipozomovy komplexni
stafylokokovy enterotoxin B (SEB) a interleukin-2 (IL-2) plazmidové DNA injekce do
nadorovych uzlin jednou za 2 tydny. Lécba pokracuje po dobu 6 cykli, pokud nedochazi
k progresi onemocnéni nebo nepiijatelné toxicite. Pacienti s ¢astecnou odpovédi po 4 tydnech
po posledni injekci mohou pokracovat v 1é¢bé jednou za 4 tydny, dokud nezlstane zadny
zbytkovy nador. Skupina 3 pacientti dostava zvySené davky SEB a IL-2 plazmidové DNA,
dokud neni ur€ena maximalni tolerovand davka (MTD). MTD je definovéana jako davka,
pfi které nejméné 2 z 6 pacientll vykazuji toxicitu omezujici ddvku. Pacienti jsou sledovani az

do jejich smrti. Do této studie bude nashromézdéno celkem 18 pacienti (Walsh et al., 2000).
Datum zah4jeni: inor 2000
Datum ukonceni:zati 2001
Typ studie: intervenéni
Faze: 1
Umisténi: Spojené staty americké, Colorado
Coloradska univerzita

Vysledky studie jsou neveiejné, nelze je zobrazit.
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5 KLINICKE STUDIE PRO PROTEIN P53

Ze vsech klinickych studii zaméfené na genovou terapii mé nejvice zaujal p53, ktery
se podili na prevenci rakoviny. Pro tento protein je zaznamenano 430 klinickych studii.
Vybrala jsem si tfi studie, které¢ se zabyvaji timto proteinem, a ty jsem podrobné&ji popsala

v nasledujici podkapitole.

Dale jsem v grafu zndzornila Cetnost vyuziti proteinu pfi 1é€b€ riznych onemocnéni

z celkového poctu 221 klinickych studii. Dle mého vyhodnoceni z daného poctu studii p53
byl nejvice pouzit pii 1€cb¢ rakoviny prsu.

5.1 Vakcina terapie s interleukin-2 u Zen s opakujici se nebo progresivni rakovinou

prsu nebo vajecnika ve IV. stadiu. Faze 1 a 2. ZkuSebni ziznam 33 (Identifikac¢ni

¢islo NCT00019916)

Vakciny mohou zptsobit, ze télo vytvofi imunitni reakci, ktera zabije nadorové buiky.
Interleukin-2 maze stimulovat bilé krvinky ¢lovéka k zabijeni nadorovych bunék. Dosud neni
znamé, zda je kombinace 1é€by vakcinou s interleukinem-2 G¢inné pii 1é€bé rakoviny prsu

nebo vajecnik.

Cil: Tato nahodna studie I/ II zkouma vedlejsi G€inky 1é¢by vakcinou s interleukinem-2.

Stav a onemocnéni Zakrok / 1écba Faze
Rakovina vajeéniki Biologicka: aldesleukin Fazela2
Rakovina prsu Biologicka:peptidova vakcina

p53

Datum zahajeni studie: ¢erven 2000
Datum dokon¢eni studie: Cervenec 2006
Typ studie: Intervencni

Podrobnéjsi popis

Zjistit, zda je endogenni bunécna imunita vici peptidové vakcing€ pS3 piitomna u pacientd ve

IV. stadiu s opakujicim se nebo progresivnim karcinomem prsu nebo vaje¢niki a zda
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ockovani témito peptidy s nizkymi ddvkami interleukinu-2 mize u téchto pacientd vyvolat

nebo zvysit bunéénou imunitu.

Stanovit typ a vlastnost bunécné imunity u pacientd vyvolané timto rezimem. Urcit toxicitu

tohoto rezimu.
Priabéh

Toto je ndhodna pilotni studie. Pacienti jsou ndhodné rozdé€leni do jedné ze dvou lécebnych
skupin. VSichni pacienti podstoupi aferézu autolognich mononuklearnich bun¢k z periferni
krve. Sesty den jsou odebrany monocyty. Frakce monocyti se kultivuje se sargramostimem

(GM-CSF) a interleukinem-2 po dobu 7 dntl a potom se pulzuje peptidovou vakcinou p53.

Skupina I: Pacienti dostavaji subkutanné (SC) podavanou peptidovou vakcinu p53 v prvni

den.
Skupina II: Pacienti dostavaji prvni den po dobu 5 minut p53 peptidovou vakcinu.
Lécba obou skupin se opakuje kazdé 3 tydny, celkem se tedy jedna o aplikaci 4 davek.

Béhem studie 3 az 4 pacienti dostdvaji tfeti az sedmy den a desaty az ¢trnacty den navic nizsi
davku interleukinu-2 (IL-2) podavané SC. Pacienti se stabilnim nebo reagujicim

onemocnénim mohou nadéle dostavat vakcinu s IL-2 po dobu az 2 let.

Pacienti jsou sledovani po dobu 1 mésice a poté kazdé 2-4 mésice po dobu 2 let.
Do této studie bude do 2 let nashromazdéno maximalné 34 pacientt.

Umisténi: Spojené staty americké, Maryland

NIC-centrum pro rakovinu
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5.2 Vakcina proti rakoviné vajecnika - faze 2. ZkuSebni zaznam 46 (Identifika¢ni

¢islo: NCT00001827)

Stav a onemocnéni Zakrok / 1é¢ba Faze
Néador vajecniki Biologicka: peptidova vakcina | Faze 2
pS3

Biologicka: 1é¢ebné autologni

dendritické bunky

Biologicka: aldesleukin

Biologicka: netiplnéd Freund's

latka

Biologicka: sargramostim

Postup: transplantace
periférnich kmenovych bunck

pomoci metody in vitro

Tato studie zkoumad, zda peptidova vakcina p53 mize zvysit imunitni reakci na rakovinu

vajecniki a jaké jsou jeji vedlejsi ucinky.

Mnoho pacientek s rakovinou vaje¢niki ma pozménény gen zvany p53, ktery zptisobuje
tvorbu abnormalnich proteinti, nachdzejici se v nddorovych buiikdch. Imunitni systém téla se
muze pokusit s t¢mito abnormalnimi proteiny vSak neuspésné bojovat. V této studii budou
pacientky s rakovinou vajeénikd oCkovany peptidem p53, ktery je soucasti stejného
abnormalniho proteinu nalezeného v jejich nadoru, aby se pokusili zvySit imunitni reakci na

rakovinu.

Pacientky budou rozdéleny do dvou skupin. Skupina A bude mit ¢tyfi vakciny peptidu p53
v intervalu tfi tydnt, aplikované pod kizi. Injekce bude zahrnovat 1€k nazvany ISA-51, ktery
zvySuje uUcinek vakciny. Tato skupina bude také dostdvat dva dalsi léky, které posiluji

imunitni systém, IL-2 a GM-CSF.

Skupina B bude mit po tfech tydnech Ctyii vakciny peptidem p53. Peptid bude smichan
s vlastnimi krevnimi builkami pacientky a aplikovan do zily. Této skupiné¢ bude rovnéz

podavan IL-2, ale ne GM-CSF.
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Vsechny kandidatky pro studie budou piedem testovany, aby se zjistilo, zda jejich karcinom
ma odchylku p53 a zda by jejich imunitni systém proti nému postavil obranu. Tyto testy
mohou zahrnovat biopsii nddoru (odstranéni malé Casti nadoru pro mikroskopické vysSetieni),
lymfatické vySetfeni (odbér krve, odstranéni bilych krvinek nazyvanych lymfocyty a névrat
cervenych krvinek) a test imunitni odpovédi. Béhem studie budou pacientky podrobeny

dodate¢nym koznim a krevnim testim (Takahashi et al., 1989).
Datum zah4jeni studie: 26. cervenec 1999

Datum dokonceni studie: 25. ledna 2013

Typ studie: Intervencni

Ugastnikii: 21

Umisténi: Spojené staty americké, Maryland

Nérodni instituty zdravotniho klinického centra
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5.3 Vakcinova lécba u pacienti s rakovinou hlavy a krku. ZkusSebni ziznam 88

(Identifikac¢ni ¢islo: NCT00404339)

Struéné shrnuti: Vakciny vyrobené z dendritickych bunck clovéka smichané s peptidy

mohou pomoci télu vybudovat u¢innou imunitni reakci pro usmrceni nadorovych bunek.

Ugel: Tato studie faze 1 studuje vedlej$i u¢inky o&kovani pii 16¢bé pacientt s rakovinou hlavy

a krku.
Stav a onemocnéni Zakrok / 1é¢ba Faze
Rakovina krku a hlavy Biologicka: mutantni peptidicka | Faze 1

vakcina p53 s dendritickymi

bunkami

Biologicka: pomocny peptid

tetanového toxoidu

Postup: terapie s pomocnymi

latkami

Datum zahajeni studie: zaii 2005

Datum dokoncenti studie: biezen 2014

Typ studie: Intervencni
Ugastniki: 17
Podrobny popis
CILE

Primarni

Stanoveni toxicity intranodalné vloZenych autolognich dendritickych bun¢k (DC), které jsou

naplnény peptidy divokého typu p53 s nebo bez epitopu T-helper peptidli u pacientl se

spinocelularnim karcinomem hlavy a krku.

Sekundarni

Urceni lokélnich a systémovych imunomodulacnich u€¢inki této vakeiny u pacientd.
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Obsah: Toto je ndhodné zkuSebni studie.

Pacienti podstoupi leukaferézu. Vysledné dendritické bunky (DC) jsou pulzni s peptidy
divokého typu (wt) p53 nebo bez peptidit T-helper (Th). Pro kazdého pacienta se ptipravuji
jednotlivé autologni vakciny. Pacienti, ktefi jsou HLA-A2-DR4-negativni, jsou nahodné
rozdéleny do 1 z 2 léCebnych skupin (skupina I nebo skupina II). Pacienti, ktefi jsou

HLA-A2-DR4-pozitivni, jsou zafazeni do skupiny IIL

Skupina I: Pacienti dostavaji pouze autologni DC naplnéné pouze HLA-A2.1 s omezenymi

peptidy p53.

Skupina II: Pacienti dostavaji autologni DC naplnéné peptidy HLA-A2.1 s omezenymi
wt p53 peptidy a peptid Th tetanového toxoidu.

Skupina III (pouze HLA-A2-DR4-pozitivni pacienti): Pacienti dostavaji autologni DC
naplnéné peptidy HLA-A2.1 s omezenymi wt p53 peptidy a peptid Th wt p53.

Ve vsech skupinach se kazda vakcina podava ultrasonograficky fizenou tfiselnou intranodalni

injekcei po dobu 30 minut ve dnech 0, 14 a 28.

Po ukonceni studie jsou pacienti pravidelné sledovani. Pro tuto studii bude ziskano celkem 50

pacientql.
Umisténi: Spojené staty americké, Pensylvanie

UPMC rakovinova centra
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5.4 Genova terapie pri lécbé pacienti s rakovinou jater. ZkuSebni zaznam 45
(Identifikac¢ni ¢islo: NCT00003147)

Stru¢né shrnuti: ZkuSebni faze 1 pro studium Uc¢innosti GT s genem p53 pii 1€cb¢ pacientt
s rakovinou jater, které nelze chirurgicky odstranit. Vlozeni genu p53 do nadoru pacienta

muze zlepsit schopnost téla bojovat proti rakoviné jater.

Stav a onemocnéni Zakrok / 1é¢ba Faze
Rakovina jater Biologicka: AASCMV-p53 gen | Faze 1
Podrobny popis
CILE
L. Stanovit bezpecnost adenoviru p53 (adeno-p53) u pacientl s hepatocelularnim
karcinomem.
II. Zjisténi potenciondlnich ucinkl intraleziondlnim podanim adeno-p53, podéavané

mésicnimi perkutdnnimi injekcemi.
Datum zah4jeni studie: tunor 1998
Datum dokonceni studie: ¢erven 2003
Typ studie: Intervencni
Ugastniki: 30
Prubéh Jedna se o stupnovani davek, multicentrickd studie.

Pacienti dostavaji adenovirovy konstrukt p53 perkutdnni injekci maximaln€ do dvou lézi
(poskozeni) denné. Lécba se opakuje kazdych 28 dni po dobu aZz 6 cykld. Vzhledem k tomu,
ze v prvni skupiné u 6 lé¢enych pacientli nedochazi k toxicité s omezujicim davkovanim
(DLT), nasledné skupiny 6 léCenych pacientii dostdvaji stupniujici se davky 1éku podle
stejného schématu. Pokud se objevi u 2 z 6 pacientl toxicita pfi dané davce, pak se
stupniovani davky ukon¢i a tato davka je prohlaSena za maximalni tolerovanou davku. Lécba

muZe pokraCovat 1 bez progrese onemocnéni a nepiijatelnych nezadoucich ucinki.
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Umisténi: Spojené staty americké, New York
Albert Einstein Komplexni onkologické centrum
Spojené staty americké, Pensylvanie

Univerzita v Pittsburghu institut pro vyzkum rakoviny
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Obrazek 6 — Graf znazornuje Cetnost vyuziti pS3 pii 1ébé riiznych onemocnéni z celkového
poctu 221 klinickych studii. Z grafu vyplyva, Ze se p53 nejvice vyuziva pii 1écbé rakoviny

prsu; pievzato z: vlastni zdroj.
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6 ZAVER

Dle provedené reSerSe probihd ve svété vice nez 400 ruznych klinickych studii
obsahujicich genovou terapii. I piesto, Ze jsou informace o tom, jak studie budou naplanovany
a jaky maji cil k dispozici, je velmi obtizné se u vétSiny studii dopatrat skute¢nych vysledkt.
Pravdépodobnou pfic¢inou nedostupnosti vysledkll je jejich utajeni, nebot’ pokud je 1écba
uspésna, je pravdépodobné, ze bude nutné vysledky patentovat, aby byla chranéna prava
investora. I kdyz je jisté prvotnim impulzem zéachrana lidskych zivotl, nedilnou souc¢asti nasi
spolecnosti je 1 zisk financ¢nich prostiedkii z 1é¢by. Ktery je ¢asto vyuZzivan pro vyvoj novych

1ékt.

Genova terapie je novy velmi se rozvijejici usek 1é¢iv. Podle ziskanych vysledka se
jedna o slibné odvétvi, které mize zachranovat zivoty a skute¢né 1€cCit pficiny tam, kde

soucasna medicina dokaze podavat pouze pomocnou 1écbu a zlepSovat Zivot pacienta.

Je ovSem tfeba mirnit nadSeni vétSiny lidi, protoze mira informaci, které o genové
terapii a jejich duasledcich v dlouhodobém horizontu méame, je velmi nizkd. Proto kazda
provedena klinickd studie ptinasi nové informace, které je tfeba diisledn€ vyhodnocovat a dale

zpracovavat, aby se tento obor mediciny mohl nadale rozvijet a slouzit lidem.
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