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ANOTACE 

Tato bakalářská práce se věnuje hemoglobinopatiím, tedy dědičným poruchám struktury 

hemoglobinu, konkrétně srpkovité anémii a talasémii. Zaměřuje se na nové možnosti léčby 

těchto onemocnění pomocí genové terapie založené na technologii CRISPR-Cas. Cílem práce 

je objasnit princip technologie CRISPR-Cas, popsat její varianty a využití pro cílenou genovou 

terapii. Součástí práce je stručný přehled metod, kterými lze ovlivnit průběh onemocnění, 

a to včetně schválených i probíhajících klinických studií. 
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CRISPR-Cas for Gene Therapy to Treat Hemoglobinopathies 

 

ANNOTATION 

 This bachelor's thesis focuses on hemoglobinopathies, which are hereditary disorders 

of hemoglobin structure, specifically sickle cell anemia and thalassemia. It explores new 

treatment possibilities for these diseases using gene therapy based on CRISPR-Cas technology. 

The aim of the thesis is to explain the principles of CRISPR-Cas technology, describe its 

variants, and its use for targeted gene therapy. The thesis includes a brief overview of methods 

to influence the course of these diseases through gene therapy, including both approved 

and ongoing clinical studies. 
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ÚVOD 

Hemoglobinopatie, jako je srpkovitá anémie a talasémie, jsou závažná genetická 

onemocnění, která zásadně ovlivňují funkčnost hemoglobinu. Mutace v genech vedou buď 

ke kvalitativním nebo kvantitativním poruchám globinových podjednotek hemoglobinu. Tato 

onemocnění patří mezi nejčastější závažné dědičné choroby na světě, přesto jsou možnosti 

jejich léčby stále poměrně omezené. Současná léčiva pro pacienty s těmito onemocněními 

neřeší příčinu onemocnění a nejsou dostatečně účinná, aby zcela eliminovala související 

komplikace. Anémie je typickým příznakem hemoglobinopatií, další komplikace se většinou 

liší podle konkrétního typu onemocnění. 

CRISPR-Cas se jeví jako efektivní technologie s velkým potenciálem pro léčbu geneticky 

podmíněných onemocnění, a to díky své schopnosti manipulace s genomem. Výroba tohoto 

systému je jednodušší a levnější než předešlé technologie. Existuje mnoho variant tohoto 

systému, z nichž každá má určité výhody i nevýhody. Kombinované systémy mohou být 

náročnější na výrobu, ale vedou k přesnějším výsledkům editace genomu a snižují riziko 

mimocílových účinků, které mohou vést k závažným komplikacím. 

Genová terapie založená na technologii CRISPR-Cas představuje pro pacienty naději 

na život bez komplikací spojených s hemoglobinopatiemi a může výrazně prodloužit jejich 

život. Vzhledem ke stále aktuální potřebě efektivních léčebných metod probíhá intenzivní 

výzkum a vývoj mnoha typů genových terapií. Cílem této bakalářské práce je poskytnout 

přehled o hemoglobinopatiích a možnostech jejich léčby pomocí nových technologií 

založených na CRISPR-Cas. Současně je cílem informovat o nově vyvíjených genových 

terapiích, jejich úspěšnosti, možných výsledcích a klinickém využití. 
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1 HEMOGLOBIN A PORUCHY JEHO STRUKTURY 

1.1 Hemoglobin  

Hemoglobin (Hb) je tvořen dvěma páry globinových řetězců, čtyřmi cyklickými 

protoporfyriny IX a čtyřmi atomy dvojmocného železa. Atom železa je uložen ve středu 

každého protoporfyrinu IX. Protoporfyrin s centrálně navázaným atomem železa je nazýván 

jako hem. Globin je bílkovinná složka Hb, která je tvořena dvěma páry řetězců, přičemž typ 

přítomného řetězce je závislý na vývojovém stádiu jedince. Geny pro globinové řetězce 

se nacházejí na chromozomech 16., kde je tzv. α-like cluster a na chromozomu 11, kde je β-like 

cluster (Penka a Slavíčková 2011).  

1.2 Hemoglobin a jeho varianty 

V organismu lze najít různé varianty hemoglobinu. Kvůli rozdílné afinitě Hb ke kyslíku 

se jeho struktura během života mění (Penka a Slavíčková 2011). Geny embryonálního, 

fetálního a dospělého hemoglobinu jsou umístěny podél genomu v pořadí exprese a jsou 

regulovány způsobem specifickým pro vývojové stádium a tkáň (Harteveld et al. 2022).  

Během života se v těle vyskytuje až osm typů lidských Hb, ačkoliv některé jen 

ve stopových koncentracích. Jejich exprese je ovlivněna tzv. zapínáním a vypínáním různých 

globinových genů. Tento proces ovlivňují transkripční faktory, které interagují s regulačními 

oblastmi před shluky globinových genů. Tyto oblasti jsou tzv. otevřené oblasti chromatinu, 

což umožňuje přístup regulačních faktorů. Pro geny kódující α-globiny jsou to oblasti HS-40 

a pro geny β-globinů jsou to oblasti nazývané jako β-LCR (Manning et al. 2010).  

Během embryonální fáze vývoje se nejvíce vyskytují Hb Gower I (ζ2ε2), II (α2ε2) a Hb 

Portland (ζ2γ2). Okolo 6. týdne jsou geny pro syntézu těchto hemoglobinů vypnuty a začíná 

se tvořit fetální hemoglobin HbF (α2γ2) (Penka a Slavíčková 2011). Kolem narození tvorba 

HbF ustává a začíná se tvořit β-globin (Harteveld et al. 2022).  

HbF tvoří při narození až 80–90 % celkového Hb. Tato hladina se do 12 měsíců sníží 

na méně než 1 % (Liu et al. 2016). Zároveň se zvyšuje se produkce β-globinu neboli 

tzv. dospělého typu hemoglobinu HbA, který se po narození stává hlavním typem Hb (Frangoul 

et al. 2021). Tento tetramer (α2β2) v dospělosti za normálních okolností představuje asi 97 % 

z celkového Hb. Hemoglobin A2 (α2δ2) tvoří maximálně 3,2 % a zbytek připadá na fetální 

hemoglobin (α2γ2) (Penka a Slavíčková 2011).  
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Obrázek 1. Umístění genů pro globiny na chromozomu. Geny kódující tzv. α-like řetězce globinu jsou 

na chromozomu 16 a geny pro β-like řetězce globinu na chromozomu 11. Rámečky HS-40 a β-LCR 

označují oblasti, které umožňují transkripci těchto genů, což se děje v pořadí 5´→3´, čímž vznikají 

podjednotky globinů, typické pro dané vývojové stádium organismu. Červené čáry mezi globinovými 

podjednotkami znázorňují možné varianty, jaké vznikají v průběhu vývinu jedince. Šířky těchto čar 

označují sílu interakcí těchto podjednotek konkrétního páru (Manning et al. 2010). 

 Geny kódující HbA mohou obsahovat mutace, které ovlivňují strukturu Hb. Změna 

ve struktuře Hb vede ke změnám funkčnosti a životnosti erytrocytu (RBC). Takováto 

onemocnění jsou označována jako hemoglobinopatie. Protože tato onemocnění postihují HbA, 

novorozenci se srpkovitou anémií a talasémií jsou asymptomatičtí, protože mají stále vysokou 

hladinu HbF. Symptomy onemocnění se začínají projevovat až během prvního roku života, 

kdy dostatečně klesne hladina HbF. Pacienti kteří mají zvýšenou hladinu HbF, mají lepší 

průběh nemoci, proto zvýšení hladiny HbF je jednou z možností léčby (Frangoul et al. 2021). 

Reaktivace tvorby HbF se dá dosáhnout pomocí aktivace nebo inaktivace různých genů 

(Steinberg et al. 2019). 
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1.3 Poruchy struktury hemoglobinu 

1.3.1 Srpkovitá anémie 

Srpkovitá anémie (sickle cell disease – SCD) je skupina dědičných krevních poruch, 

pro které je společná jedna konkrétní mutace. Označuje se jako rs334 a nachází se v genu 

kódujícího podjednotku β hemoglobinu, který se nazývá jako HBB (Kato et al. 2018). 

Aby se onemocnění dalo klasifikovat jako SCD, musí být tato mutace buď v homozygotní 

formě, nebo k ní musí být přidružena další mutace ovlivňující strukturu Hb (Williams a Thein 

2018). 

Mutace podporují polymeraci hemoglobinu a vznik srpkovitých erytrocytů 

tzv. drepanocytů. Tyto RBC nejsou funkčně plnohodnotné a rychle podléhají destrukci (Esoh 

a Wonkam 2021). SCD patří mezi nejčastější závažné dědičné choroby na světě. Předpokládá 

se, že jí trpí zhruba 3-6 milionů lidí (El Hoss et al. 2022). Podle odhadů tato mutace vznikla 

před více než 7000 lety, a přestože její důsledky mohou vést až k úmrtí pacienta, tak se tato 

mutace zachovala a rozšířila. Důvodem je ochrana, kterou mají heterozygoti proti těžké malárii, 

způsobenou prvokem Plasmodium falciparum (Esoh a Wonkam 2021).  

Srpkovitý RBC vzniká při deoxygenaci, kdy HbS podléhá polymeraci (Ceglie et al. 2023). 

Samotná polymerace je proces zapříčiněný mutací, která vede k záměně hydrofilní kyseliny 

glutamové za hydrofobní valin. Hydrofobní valin interaguje s dalšími hydrofobními 

molekulami na řetězci β globinu jiných molekul deoxy-HbS. Dochází tak ke změně tvaru 

molekul a tvorbě dlouhých tuhých polymerů (Odièvre et al. 2011). Polymery mají 

šroubovicovou strukturu (Kato et al. 2018). Tvorba polymerů spouští další patologické procesy, 

jako je třeba abnormální funkce iontových kanálů, kdy dochází k poruše kationtové 

homeostázy, což vede k dehydrataci buňky (Odièvre et al. 2011). Dehydratace způsobí, 

že se zvyšuje koncentrace Hb a polymerace se tak dále prohlubuje. Nakonec vznikají nevratně 

deformované srpkovité erytrocyty (Williams a Thein 2018).  

Dalším rozdílem mezi HbA a HbS je rozdílná afinita ke kyslíku (Kato et al. 2018). Mutace, 

která je odpovědná za různé formy SCD, nemá vliv na afinitu O2 k Hb. Výrazné snížení afinity 

k O2 způsobí až polymerace HbS při deoxygenaci, kdy dochází ke změně tvaru molekul Hb 

a je tak narušena jejich schopnost efektivně vázat O2. Disociační křivka oxyhemoglobinu S je 

posunutá doprava oproti normálnímu HbA (Di Liberto et al. 2016). Velikost posunu se může 

u jednotlivých pacientů lišit, protože závisí na stupni polymerace. Disociační křivka je také 

posunutá doprava při zvýšeném parciálním tlaku CO2, tělesné teplotě, zvýšené koncentraci 
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iontů H+ (u acidózy) a 2,3-disfosfoglycerátu (2,3-DPG), což je produkt glykolýzy. Snížená 

afinita HbS k O2 v kombinaci s chronickou anémií vede k hypoxii tkání. Díky tomu se začne 

uplatňovat glykolýza a sníží se proto pH (Wagner a Berry 2007). 

 

 

Obrázek 2. Polymerace hemoglobinu S a vzniklá deformace erytrocytu (RBC). Při deoxygenaci dochází 

k polymeraci a vznikají dlouhá tuhá vlákna se šroubovicovou strukturou. Polymerace HbS závisí 

na dalších faktorech jako koncentrace HbS, parciálním tlaku O2 (pO2), teplotě, pH, koncentraci 

2,3-difosfoglycerátu (2,3-DPG) a přítomnosti různých molekul Hb jako např. fetálního hemoglobinu. 

Před vznikem prvních polymerů nastává období latence, kdy deoxygenovaný HbS prvně tvoří malé 

jádro a až následně dochází k rychlé tvorbě polymerů. Volný cytoplazmatický hem může zvýšit 

přitažlivost molekul a urychlit tak nukleaci a tvorbu polymerů. U srpkovitých RBC je abnormální 

homeostáza kationtů, což vede k dehydrataci buněk. Ke ztrátě draslíku dochází K+ kanály jako je 

Gardosův kanál a kotransportér K-Cl. Plasmatický adenosin může ovlivnit metabolismus RBC tím, 

že změní sfingosin-1-fosfát (S1P). ADORA2B označuje adenosinový receptor. AE1 je aniontový 

transportní protein. Převzato od (Kato et al. 2018). 

Srpkovité erytrocyty jsou křehké a méně odolné, a tak se snižuje délka jejich přežití 

v krevním řečišti. Životnost srpkovitých RBC je zhruba 16 dní, přičemž normální RBC mají 

životnost 120 dní. Dochází tak k chronické hemolytické anémii (Williams a Thein 2018). 

Snížená elasticita RBC způsobuje poškození tkání, infarkty, cévní mozkové příhody, 

multiorgánové poškození, až předčasné úmrtí jedince (Penka a Slavíčková 2011; Ceglie et al. 

2023). Vážným problémem jsou také vazookluzivní krize (VOC), což je častá komplikace SCD, 
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kdy se malé cévy ucpávají. To vede k hypoxii, ischemii, poškození, zánětu tkáně a silné bolesti 

(Darbari et al. 2020). 

Klinická závažnost SCD je různá a to kvůli dalším genetickým faktorům, které modifikují 

onemocnění (Menzel et al. 2010). S tímto onemocněním se každý rok narodí kolem 

300 000 až 400 000 novorozenců na celém světě (Kato et al. 2018).  

 

Obrázek 3. Disociace kyslíku v hemoglobinu HbA a HbS. Srpkovitý Hb má nižší afinitu k O2, tudíž 

se křivka posune doprava. Z grafu je patrný rozdíl nasycenosti Hb O2 u zdravého jedince s HbA 

a u pacienta s HbS. Pacient s HbS má při 50% saturaci okolo 38 mm Hg a při 90% saturaci O2 se pacient 

na hodnotách tlaku 90 mm Hg, zatímco zdravý člověk dosáhne těchto hodnot už při mnohem nižším 

tlaku (Wagner a Berry 2007). 

Pro všechny pacienty se SCD je společná mutace na chromozomu 11 v genu HBB 

(Steinberg et al. 2019). Ačkoliv tito lidé mají stejnou genetickou mutaci, je zde velké množství 

možných projevů onemocnění (Liu et al. 2016). 

Mutace vzniká změnou v genu HBB na pozici 11p15.4, což vede ke vzniku mutovaného 

genu HBB-βS (Esoh a Wonkam 2021). Vzniká záměnou jediné báze adeninu za thymin 

(GAG>GTG) v kodonu 6. Tato mutace se také nazývá jako rs334 (Williams a Thein 2018). 

Takovéto mutace jsou jednobodové a označují se jako jednonukleotidové polymorfismy 

(Single Nucleotide Polymorphism – SNP). Jsou to substituční záměny jediného nukleotidu 

na určité pozici v genomu. Závažnost onemocnění pak závisí na typu SNP polymorfismu 

(Otová et al. 2021). V důsledku této mutace dojde k nahrazení hydrofilní kyseliny glutamové 

za hydrofobní valin. Tato záměna výrazně ovlivňuje funkci hemoglobinu. Vzniká patologický 

srpkovitý hemoglobin HbS (Ceglie et al. 2023). Za nízkého tlaku kyslíku tvoří HbS dlouhé 

polymery, což je způsobeno hydrofobní interakcí valinu v poloze 85 v globinovém řetězci 

a fenylalaninu, který je na poloze 88 v globinovém řetězci (Da Guarda et al. 2020). 
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1.3.1.1 Typy SCD 

SCD může být způsobena více než 15 možnými genotypy, ačkoliv většina z nich je velmi 

vzácná (El Hoss et al. 2022). SCD se dědí jako autozomálně kodominantní znak. To znamená, 

že heterozygoti pro alelu βS jsou sice nositeli srpkovitého znaku (HbAS) a mohou se u nich 

příznaky související s touto mutací projevit, ale nemají tak závažné projevy jako homozygoti 

pro alelu βS (HbSS), kteří mají většinou vážný průběh této nemoci (Kato et al. 2018)  

Nejčastější a klinicky nejzávažnější typ SCD je srpkovitá anémie (sickle cell anemie) 

označovaná jako SCA (Esoh a Wonkam 2021). SCA se vyznačuje homozygotností pro mutaci 

rs334. Jako další typ SCD je pak označována heterozygotnost pro mutaci rs334 a přítomnost 

další mutace, která vede ke změně β globinu (Williams a Thein 2018). Druhá mutace může být 

například taková, která vede buď k jiným strukturním variantám β globinu, jako je například 

hemoglobin C, nebo ke snížené produkci β globinu, jako je β-talasémie (Williams a Thein 

2018).  

U pacientů afrického původu je SCA nejčastější příčinou SCD, a to až z 65-70 %. 

Následuje varianta HbSC, která tvoří asi 30 %. Většinu zbytku pak tvoří HbS/β-talasemie 

(Williams a Thein 2018). Homozygoti pro rs334 mutaci (HbSS) a heterozygoti pro tuto 

srpkovitou mutaci a β0 talasémii mají nejzávažnější průběh onemocnění (Liu et al. 2016). 

Heterozygoti HbAS, kteří mají pouze jednu alelu βS, mají jen minimální komplikace. Proto 

se heterozygotnost HbAS nepočítá do skupiny onemocnění SCD. Vzácně se zde můžou 

vyskytovat komplikace jako hematurie (krev v moči), hyphema (krev v přední oční komoře), 

renální medulární karcinom a vzácně i malignita a další. HbAS může být také rizikovým 

faktorem pro chronické onemocnění ledvin a plicní embolii. Tito jedinci jsou částečně chráněni 

proti malárii způsobené Plasmodium falciparum. To vysvětluje masivní rozšíření této mutované 

βS alely v subsaharské Africe, ve Středomoří, na Blízkém východě a v Indii (Kato et al. 2018). 

HbSC genotyp je druhý nejčastější typ SCD. Je to kombinace dvou typů mutací, kde je 

jedna βS alela (HbS) a druhá βC alela, která nese mutaci pro hemoglobin C (Kato et al. 2018). 

Mutace pro hemoglobin C (HbC) je změna z GAG na AAG na kodonu 6, kdy je v globinovém 

řetězci nahrazena kyselina glutamová za lysin (Da Guarda et al. 2020). Je to jednobodová 

mutace SNP, která se označuje jako rs33930165 (Mangano et al. 2015).  

Samotná mutace C v heterozygotní formě (HbAC genotyp) je spíše asymptomatická. 

Homozygotní forma HbCC už se projevuje mírnou hemolytickou anémií (Mangano et al. 2015). 

Jedinci s těmito mutacemi jsou rovněž částečně chráněni proti malárii, což je pravděpodobně 

zapříčiněno nižší mírou replikace parazita uvnitř erytrocytu, kvůli jeho patologickým změnám. 
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Patří sem například abnormalita některých membránových proteinů, což vede ke snížené 

cytoadherenci a tudíž i snížené sekvestraci parazitů (Gonçalves et al. 2016). 

Genotyp HbSC je většinou spojen s mírnější hemolytickou anémií a méně časté jsou 

i akutní a chronické komplikace než u pacientů s SCA. Časté jsou však komplikace jako 

retinopatie a osteonekróza (Kato et al. 2018).  

HbS/β-talasemie je další, stále relativně častý genotyp. Jedna alela nese mutaci pro vznik 

srpkovitého hemoglobinu a druhá alela nese mutaci, která vede ke snížené nebo žádné produkci 

β-globinu. Závažnost onemocnění může být různá, velice záleží na mutacích pro β-talasémii 

(Macharia et al. 2020).   
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Obrázek 4. Genetické změny v HBB. Normální hemoglobin (HbA) se skládá z 2 podjednotek α-globinu 

a 2 podjednotek β-globinu, ty jsou kódovány HBB. Srpkovitá alela βS, je alela HBB, kde došlo 

k substituci adeninu za thymin. Dojde tak k nahrazení kyseliny glutamové valinem, což vede 

až ke změnám ve struktuře Hb. SCD vzniká, když jsou obě tyto alely HBB mutované a alespoň jedna 

z nich musí být mutace βS. Jedinci s HbAS nemají onemocnění SCD, porucha se u nich nijak výrazně 

neprojeví. Pacienti se SCA mají obě alely βS. Jedinci s HbSC mají jednu alelu βS a na druhé alele 

je změna z guaninu na adenin, což vede k záměně kyseliny glutamové za lysin. Tato mutace dává vzniku 

HbC. Kombinace βS s tzv. nulovou alelou neboli Hbβ0, kdy se Hb netvoří, popřípadě Hbβ+, vedoucí 

k produkci Hb v omezené míře. Takováto mutovaná alela je základem β-talasémie (Kato et al. 2018). 
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1.3.1.2 Další faktory pro průběh onemocnění 

Průběh onemocnění závisí nejen na konkrétní mutaci, ale ovlivňují ho i další faktory. 

Nejdůležitějším faktorem je tvorba HbF. S určitými hladinami HbF jsou spojeny různé 

haplotypy β-globinových genových klastrů (Shaikho et al. 2017). Haplotyp je kombinací alel 

na jednotlivých lokusech, které jsou v těsné vazbě a dědí se s vysokou pravděpodobností 

pospolu. Shodný haplotyp se proto může vyskytovat i po několik generací (Otová et al. 2021). 

Nejčastěji se v populaci vyskytuje pět hlavních haplotypů (Adekile 2021). Pro každý z těchto 

haplotypů je charakteristická určitá hladina HbF, jehož přítomnost je zásadní pro lehčí průběh 

onemocnění. Zjištění haplotypu je tedy vhodné pro určení prognózy onemocnění (Shaikho et al. 

2017).  

Tyto haplotypy se nazývají podle předpokládaného zeměpisného původu (Joly et al. 2011). 

Nazývají se jako beninský (BEN), haplotyp pro Středoafrickou republiku (CAR), označovaný 

také jako bantuský (BAN), senegalský (SEN) a arabsko-indický, označovaný jako AI (Adekile 

2021). V některých zdrojích je také uváděn haplotyp Kamerunu (CAM) (Steinberg et al. 2019).  

Nejmírnější průběh onemocnění mají pacienti s AI, kde se hladina HbF pohybuje až kolem 

20 % z celkového Hb. Následuje haplotyp SEN, který má okolo 10 % HbF a haplotypy CAM, 

BEN a BAN se pohybují okolo 4-7 %. Haplotyp BAN má obecně nejzávažnější průběh. Důvod 

rozdílné exprese HbF není zcela jasný, ale pravděpodobně se jedná o cis-působící efekt, který 

by mohl být zodpovědný za vyšší hladinu HbF (Steinberg et al. 2019).  

1.3.2 Talasémie 

Talasémie je heterogenní autozomálně recesivní dědičná anémie, která je typická sníženou 

nebo zcela chybějící syntézou některého z typů globinových řetězců (Asghar et al. 2022). Jedná 

se tedy především o kvantitativní, spíš než kvalitativní poruchu syntézy hemoglobinu (Penka 

a Slavíčková 2011). 

Rozdělení na α a β talasémii spočívá v tom, zda jsou postiženy geny pro α-globinové nebo 

β-globinové řetězce. Talasémie může být různě závažná, a to podle toho, zda dochází alespoň 

k částečné tvorbě globinových řetězců, nebo zda se netvoří vůbec. Podle stupně postižení 

se tedy jedná o talasemii minor, intermedia nebo major. Pro talasémie je typický pokles 

koncentrace Hb, hypochromie a snížený střední objem erytrocytů. V krevním nátěru 

pak lze nalézt i terčovité erytrocyty tzv. target cells (Penka a Slavíčková 2011).  
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Stejně jako SCD se β-talasémie projeví, až když dojde poklesu HbF, který je vystřídán 

HbA. Závažné mutace, které vedou k úplné absenci α-globinových genů, se projeví 

už ve fetálním stádiu (Thein 2018). 

1.3.2.1 β-talasémie  

β-talasémie vzniká mutací v genu pro β-globin. Tato mutace vede buď ke snížené (β⁺), 

nebo žádné (β0) produkci β-globinu. To vede k nerovnováze mezi α- a β-globinovými řetězci 

(Hoy 2024). V důsledku nedostatečné syntézy β řetězců dochází k nadbytku α řetězců (Penka 

a Slavíčková 2011). Nadbytečný α-globin se shlukuje a vytváří precipitáty, které poškozují 

buněčnou membránu a dochází až k apoptóze (Gamage et al. 2023). Méně závažné formy jsou 

označovány jako β++. Jsou u nich jen minimální poruchy produkce řetězců. Některé jsou tak 

mírné, že jejich nositelé nemají zjevné příznaky. V současné době bylo identifikováno více než 

300 různých variant alel β-talasemie, avšak jen zhruba 40 z nich představuje okolo 90 % 

případů onemocnění β-talasemie na celém světě (Thein 2018).  

Mutace β-talasemie je defekt β-globinového genu na 11. chromozomu, kde se nachází 

místo pro syntézu globinů (Karnpean et al. 2022). Mutace mohou být způsobeny 

jednobodovými substitucemi, malými insercemi, a spíše výjimečně i delecemi. Mutace 

tak ovlivňují produkci globinu ve všech fázích genové exprese, a to od transkripce, zpracování 

RNA až po translaci mRNA β-globinu. Až polovina nedelečních mutací zcela inaktivuje gen β, 

takže se β-globin netvoří vůbec a vzniká β0 talasemie (Thein 2018).  

β-talasemie major je nejzávažnější forma talasémie. Tito pacienti většinou zdědí 

homozygotní mutace a jsou celý život závislí na transfuzích, proto se tato forma dá označit také 

jako tzv. transfusion dependent thalassemia (TDT) (Gamage et al. 2023). Opakované transfuze 

vedou k přetížení železem, tudíž je nutná chelatační terapie pro omezení ukládání železa 

do tkání. Účinek chelatační terapie není úplný, proto většina těchto pacientů umírá na srdeční 

selhání v důsledku sekundární hemochromatózy, nebo na hepatokarcinom u starších pacientů 

(Rahimmanesh et al. 2022). Nadbytečné řetězce α-globinu se hromadí a v prekurzorech 

erytrocytů tvoří inkluzní tělíska, které se navážou na membránový skelet a způsobí oxidativní 

poškození membrány a předčasnou apoptózu (Asghar et al. 2022). 

Pacienti s β-talasemie intermedia mají spíše mírnou anémii. Občas mohou potřebovat 

podstoupit transfuzi, ale zdaleka ne tak často jako pacienti s β-talasemie major, která vyžaduje 

celoživotní transfuze a chelatační terapii. Nejlehčí forma je β-talasemie minor, která je většinou 

asymptomatická, s lehkou či středně těžkou mikrocytární anémií (Gamage et al. 2023). 
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1.3.2.2 α-talasémie 

Porucha α-talasémie zahrnuje mutace v genech HBA1 a HBA2. Zdravý jedinec má čtyři 

funkční geny α-globinu a od každého rodiče zdědí dvě alely. Často dochází k deleci jednoho 

nebo dvou genů pro α-globin na chromozomu 16, což vede ke snížení exprese α-globinu. 

Mutace ovlivní např. zpracování nebo stabilitu RNA, čímž se sníží syntéza proteinu (Vijian 

et al. 2021). 

Příznaky a průběh onemocnění závisí na množství a typu postižených genů. Inaktivace 

či delece α-globinu vede k tichému nosičství. Dva postižené geny vedou k mikrocytární 

hypochromní anémii. Delece nebo mutace tří genů vede k tvorbě HbH, což se projevuje středně 

těžkou anémií a výraznou mikrocytózou. Porucha všech čtyř genů vede k tvorbě Hb, který 

je tvořen čtyřmi γ-řetězci. Takovýto Hb se nazývá jako Hb Bart’s. Je to nejzávažnější forma 

způsobující hydrops fetalis (Vijian et al. 2021). Těhotenství, u kterých je známý Bartův 

syndrom hydrops fetalis, jsou ukončena, a to kvůli fetální i mateřské morbiditě 

(Harteveld a Higgs 2010). 

Onemocnění HbH je často u pacientů, kteří jsou heterozygoty pro dvě různé mutace, 

nebo homozygoti pro středně těžkou mutaci. Obvykle mají méně než 30 % normálního 

množství α-globinu. Obvyklá je anémie, přičemž hodnoty Hb se mohou lišit (26-130 g/l). 

Pacienti mají různé příznaky a komplikace jako je splenomegalie, žloutenka, zpomalení růstu 

u dětí, infekce a mnoho dalších. U Bartova syndromu hydrops fetalis je hlavním Hb nefunkční 

tetramer γ4. Embryonální Hb Portland (ζ2γ2) je jediným funkčním Hb, který udržuje plod 

na živu. Tito jedinci téměř vždy zemřou in utero, nebo krátce po narození 

(Harteveld a Higgs 2010). 
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2 METODA CRISPR-CAS 

2.1 Systém CRISPR-Cas a jeho původ 

CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR 

associated proteins) je prokaryotický systém, který se stal oblíbeným nástrojem pro úpravu 

genů, a to díky své schopnosti přesné manipulace s genomem (Zakrzewska a Burmistrz 2023). 

Dá se využít pro inaktivaci genů (knock-out), ale i vložení nového genetického materiálu 

(knock-in) (Liu et al. 2019). CRISPR-Cas má proto velký potenciál v léčbě genetických 

onemocnění. Tento systém byl identifikován u většiny druhů ze skupiny Archea a asi u poloviny 

druhů ze skupiny Bacteria a poskytuje jim adaptivní imunitu proti cizím nukleovým kyselinám 

(Zakrzewska a Burmistrz 2023). 

V roce 1987 byly u Escherichia coli rozpoznány charakteristické repetice (cluster repeats), 

o nichž bylo později zjištěno, že se mezi nimi nacházejí unikátní sekvence virového 

nebo plasmidového původu, označované jako spacery. V roce 2007 bylo potvrzeno, že jsou 

součástí adaptivní imunity, když byl proveden experiment, kde bakterie integrovaly do svého 

genomu spacery získané při fágové infekci (Kim et al. 2017). Pole CRISPR je tedy v podstatě 

archiv předchozích infekcí. V jeho blízkosti se pak nacházejí geny pro tvorbu proteinů Cas, 

které mají důležitou roli v získávání sekvencí cizí nukleové kyseliny a následné tzv. imunitní 

reakci při opakované infekci (Zakrzewska a Burmistrz 2023). Proto při opakovaném setkání 

se snížila citlivost na tuto fágovou popřípadě plasmidovou infekci (Kim et al. 2017).  

 

Obrázek 5. Schématické znázornění CRISPR-Cas lokusu. Repetice (cluster repeats) jsou znázorněny 

žlutými obdélníky a mezi ně jsou ukládány spacery (kosočtverce různých barev), které jsou získány 

z virové DNA. Nejnovější spacer je vždy umístěn do vedoucího konce. V genomu vedle CRISPR array 

se nachází geny pro kódování Cas proteinů (Jeong et al. 2019). 

Samotný proces získání imunity proti virům se skládá ze tří fází: adaptace, rozpoznání 

a interference. Proces adaptace začíná tak, že do bakteriální buňky vstoupí virová DNA 

(Al-Turjman 2020). Během této fáze jsou z exogenní (virové) nukleové kyseliny získány 

její části, neboli spacery (Zakrzewska a Burmistrz 2023). Tyto spacery jsou následně 

integrovány do tzv. CRISPR lokusu, který je složen ze spacerů a opakujících se sekvencí DNA 
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(cluster repeat) (Al-Turjman 2020). Identické cluster repeats oddělují jednotlivé spacery a mají 

regulační roli. U mnoha typů CRISPR-Cas jsou nové spacery získány z exogenní nukleové 

kyseliny pomocí rozpoznání specifické sekvence PAM neboli Protospacer Adjacent Motif. 

PAM se nachází ve virové DNA v bezprostřední blízkosti protospaceru neboli části exogenní 

DNA, která ještě není zabudována do DNA bakterie (Zakrzewska a Burmistrz 2023).  

Rozpoznání PAM a štěpení exogenní nukleové kyseliny je zajištěno proteiny Cas 

(Al-Turjman 2020). Sekvence protospacerů jsou následně začleněny do matrice CRISPR 

a stávají se z nich spacery (Zakrzewska a Burmistrz 2023). Spacer je umístěn do tzv. vedoucího 

konce bakteriální DNA (Al-Turjman 2020). PAM, které umožnily jejich rozpoznání, 

do CRISPR lokusu v DNA zakomponovány nejsou, protože jinak by mohlo dojít 

k autoimunitní reakci a štěpení vlastní bakteriální DNA. Tyto spacery při opakovaném setkání 

s infekcí umožňují rozpoznání sekvence, a to na základě komplementarity (Zakrzewska 

a Burmistrz 2023). 

Ve druhé fázi je pole CRISPR v bakteriální DNA přepsáno pomocí transkripce, při které 

jsou uložené spacery přepsány do formy pre-CRISPR RNA (Al-Turjman 2020). Pre-crRNA je 

dlouhá molekula RNA, která je následně dále zpracovávána až na crRNA. Vyskytuje se více 

typů systémů CRISPR-Cas, proto zpracování pre-crRNA může probíhat různými mechanismy 

s použitím různých látek. Systémy třídy 1 obvykle využívají ribonukleázu Cas6, která zkracuje 

pre-crRNA a vytváří funkční zralé crRNA, přičemž každá crRNA obsahuje jednu spacerovou 

sekvenci lemovanou fragmenty opakujících se sekvencí (cluster repeats). Pro třídu 2 je štěpení 

pre-crRNA zajištěno proteiny, jako jsou například Cas9, Cas12 a Cas13. Zde je důležitý také 

enzym RNAsa a nekódující transaktivační RNA (tracrRNA). TracrRNA je kódována poblíž 

genů Cas a je přepisována spolu s pre-crRNA. Je typická komplementárními sekvencemi 

k crRNA, takže tvoří komplex s tracrRNA (Zakrzewska a Burmistrz 2023). TracrRNA je 

klíčová složka podílející se na tvorbě a zpracování crRNA. Tento vzniklý komplex je rozpoznán 

enzymem Cas9 a RNAsou a je zpracován na zralou crRNA (Javaid a Choi 2021). 

Fáze interference nastává, když virus napadne bakterii opakovaně. Zralá crRNA 

v komplexu s proteiny Cas začne vyhledávat sekvence ve virové DNA, které jsou 

komplementární k sekvenci kódované spacerovým fragmentem crRNA. Vyhledávání virové 

DNA opět umožňuje sekvence PAM. Různé druhy organismů mohou používat odlišné typy 

štěpících proteinů Cas a mohou se vzájemně lišit i v dalších faktorech (Zakrzewska a Burmistrz 

2023). Po nalezení komplementární sekvence dochází ke štěpení a zničení virové DNA, takže 

se virus už nemůže replikovat (Al-Turjman 2020). 
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Obrázek 6. Bakteriální imunita proti cizí genetické informaci. V první fázi dochází ke vniknutí virové 

DNA do bakterie. Tato DNA je začleněna do bakteriálního genomu ve formě spaceru mezi tzv. cluster 

repeats, které oddělují jednotlivé spacery. Následně je bakteriální DNA transkribována do pre-crRNA, 

s ní je spárována tracrRNA a vytváří se komplex, který je rozpoznán proteiny Cas9 a štěpen RNAsou. 

Vznikají tak samostatné jednotky, specifické pro danou virovou infekci. Při opakované infekci 

tyto jednotky kontrolují DNA viru a když naleznou sekvenci PAM, která umožní navázání sgRNA 

na cílovou DNA, dochází ke štěpení exogenní DNA, čímž se zabrání jeho replikaci (Roberts 2024). 

2.2 Metoda CRISPR-Cas pro editaci genomu 

Objev systému CRISPR-Cas v prokaryotických organismech vedl k rozvoji technologie, 

umožňující manipulaci s genomem v eukaryotických buňkách, založené na tomto principu 

(Al-Turjman 2020). CRISPR-Cas se dá rozdělit do 6 typů a 21 podtypů (k roku 2020). 
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Nejpoužívanějším typem CRISPR-Cas pro editaci genů je systém využívající enzym Cas9, 

pocházející z bakterie Streptococcus pyogenes, protože se dá použít jako jediný protein (Shim 

et al. 2020). Dále se také dá využít např. protein Cas12 (Zakrzewska a Burmistrz 2023). Ostatní 

systémy jsou multiproteinové komplexy (Shim et al. 2020). 

Ještě před objevením této metody mohli vědci k editaci genomu využívat metody jako jsou  

Zinc Finger Nuclease (ZFN) a Transcription activator-like effector nucleases (TALEN) (Kim 

et al. 2017). CRISPR-Cas je v porovnání s těmito metodami účinnější a může editovat více 

cílových genů současně (Liu et al. 2017). Nejrozšířenější metoda CRISPR-Cas9 je založena 

na principu komplementárního párování bází mezi cílovou DNA a guide RNA, 

zatímco principem ZFN a TALEN je rozpoznávání cílové DNA proteinem. ZFN jsou proteiny 

složené z endonukleázy, která dokáže štěpit dvouřetězcovou DNA, a z tzv. zinkového prstu, 

který umožňuje vazbu na DNA. Výroba ZFN je však finančně i časově náročná. U metody 

TALEN jsou podobně jako u ZFN základem složené proteiny z DNA-vázající efektorové části 

a endonukleázové části. Mechanismy jsou si v některých ohledech podobné, přesto má TALEN 

více výhod než ZFN. Konstrukce TALEN je jednodušší a zabere méně času než ZFN, navíc je 

TALEN specifičtější a méně toxický (Shim et al. 2020).  

Obrázek 7. Možnosti úpravy genomu. Může být upraven pomocí metod jako nazývané Zinc finger 

nucleases (ZFN), Transcription activator-like effector nucleases (TALEN) a Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats (CRISPR) system. Metoda ZFN využívá k rozlišení DNA 

specifický protein, kdy každý zinkový prst se váže na triplet bází. Metoda TALEN využívá stejně jako 

ZFN specifický protein, ale každá jeho podjednotka se váže na konkrétní bázi, což dělá metodu 

přesnější. CRISPR-Cas využívá párování bází na základě komplementarity, přičemž místo proteinu 

je využívaná RNA (Kim et al. 2017). 

Oproti proteinovému inženýrství je výroba specifické RNA pro systém CRISPR-Cas 

mnohem jednodušší, rychlejší a levnější. Výroba sgRNA pro CRISPR-Cas9 vyžaduje změnu 

20 nukleotidů tak, aby byly homologní s nukleotidy v cílové sekvenci. Guide RNA pak dokáže 

rozpoznat jakoukoliv sekvenci DNA, která sousedí se sekvencí PAM (Shim et al. 2020). 
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2.3 Typy CRISPR-Cas  

2.3.1 CRISPR-Cas9 

V současnosti je systém CRISPR-Cas, který využívá protein Cas9 z bakterie Streptococcus 

pyogenes (SpyCas9) nejrozšířenějším a univerzálním systémem používaným pro editaci 

genomu (Tyumentseva et al. 2023). Protein Cas9 se dá také získat z bakterií jako 

Staphylococcus aureus, Streptococcus thermophilus, Bacillus laterosporus i dalších 

(Al-Turjman 2020). Cas9 je RNA-dependentní nukleáza a pro její nasměřování se používají 

tzv. single guide RNA. SgRNA je jediná molekula vzniklá spojením crRNA a tracrRNA 

(Tyumentseva et al. 2023). Cas9 je oblíbený proto, že se dá využít pro štěpení DNA samostatně, 

zatímco ostatní Cas proteiny fungují v multiproteinovém komplexu (Shim et al. 2020). Nástroj 

CRISPR-Cas9 se do klinického využití dostal se schválením prvního léčiva Casgevy (Gamage 

et al. 2023). 

SgRNA je syntetická molekula, která je dlouhá zhruba 100 nukleotidů. Na jejím 5´konci 

se nachází sekvence o 20 nukleotidech, která umožňuje identifikaci cílové DNA pomocí 

sekvence PAM (protospacer adjacent motif), což je často 5´-NGG-3´, přičemž N značí 

libovolný nukleotid a G je guanin (Liu et al. 2017). Protein SpyCas9 nejprve rozezná PAM 

5´-NGG-3´ a poté dochází k párování bází cílové sekvence a komplementární části sgRNA. 

Tím se vytvoří struktura tzv. R-loop, čímž se aktivuje štěpící aktivita Cas9 (He et al. 2023).  

Nukleáza Cas9 obsahuje 6 domén (Hillary a Ceasar 2023). Důležitá je doména, která 

rozpoznává sekvenci PAM. Po rozpoznání PAM dochází v Cas9 k deformaci DNA, kdy jsou 

nukleotidy překlopeny směrem k sgRNA. Když se úsek cílové DNA shoduje se sekvencí 

v guide RNA, je vytvořen duplex, a druhé vlákno je částečně odděleno. Vazbou proteinu 

na cílovou DNA dochází ke změnám v proteinu a spouští se štěpení pomocí dalších domén 

(Zhou a Yao 2023). Dále jsou uplatněny domény nazývané jako RuvC a HNH, které 

jsou zodpovědné za vznik dvouřetězcového zlomu v cílové sekvenci DNA 

(Tyumentseva et al. 2023). HNH doména štěpí komplementární vlákno s crRNA, zatímco 

RuvC doména to opačné (Al-Turjman 2020). Funkce genu lze ovlivnit právě pomocí zlomů, 

po níž následuje oprava (Westermann et al. 2021). 

Prvně se gRNA naváže na protein SpyCas9, čímž se tento neaktivní protein mění 

na aktivní. Po aktivaci vyhledá cílovou sekvenci, díky rozpoznání sekvence PAM (5′-NGG-3′). 

Následně Cas9 pomocí svých domén HNH a RuvC přestřihne dsDNA 3 bp před PAM. Doména 

HNH štěpí vlákno, které je komplementární k 20-nukleotidové sekvenci v sgRNA, zatímco 
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doména RuvC štěpí opačné vlákno DNA, než je to komplementární (Hillary a Ceasar 2023). 

Cas9 tak štěpí DNA a vytváří se tak dvouřetězcový zlom (DSB). Tyto vzniklé zlomy jsou 

následně opraveny mechanismy opravy DNA, a to buď pomocí nehomologního spojování 

konců (NHEJ) nebo homologicky řízenou opravou (HDR). Většinou dochází k opravě DNA 

pomocí NHEJ, přičemž je genom opraven pomocí inserce či delece, což vede k vyřazení genu. 

Pokud je však přítomen templát, tak může být pomocí metody HDR indukován vznik 

požadované báze, čímž se dá gen opravit (Liu et al. 2017). 

 

Obrázek 8. Mechanismus editace genů pomocí CRISPR-Cas9. Nukleáza Cas9 je navázána na sgRNA. 

Tento komplex rozpozná cílovou DNA pomocí sekvence PAM, což umožní proteinu Cas štěpit DNA 

pomocí svých domén. HNH doména štěpí řetězec DNA komplementární k sgRNA, zatímco RuvC štěpí 

ten opačný a vzniká tzv. tupý dvouřetězcový zlom (DSB). Zlomy jsou následně opraveny pomocí 

nehomologního spojování konců NHEJ, což vede k inzerci či deleci nukleotidů. Zlomy mohou být také 

opraveny prostřednictvím homologicky řízené opravy (HDR), kde jsou chybějící nukleotidy doplněny 

podle templátu (Liu et al. 2017). 

2.3.2 CRISPR-Cas12 

Protein Cas12 se pro svoji jednoduchost a efektivitu stává alternativou k proteinu Cas9. 

Byl izolován z bakterií druhu Acidaminococcus (AsCas12a) a bakterie Lachnospiraceae 

(LbCas12a), pro jeho získání se však dají použít i další druhy jako třeba Francisella 
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(Hillary a Ceasar 2023). Cas12a, který se označuje také jako Cpf1, je jednoduchá 

crRNA-naváděná endonukleáza (Yang et al. 2023). Tento protein dokáže sám zpracovávat 

bakteriální pre-crRNA a nepotřebuje k tomu tracrRNA ani RNAsu III, na rozdíl od systému 

využívající Cas9. Ke štěpení DNA je zde potřeba pouze crRNA. Cas12 obsahuje domény RuvC 

a nukleázový lalok (NUC), díky nimž jsou štěpeny cílové sekvence (Hillary a Ceasar 2023). 

Je několik typů Cas12, ale jen některé se dají využít pro editaci savčích buněk. Například 

Cas12b je mechanismem účinku podobný Cas12a, ale vyžaduje pro svoji správnou funkci 

teplotu okolo 40 °C, takže je pro savčí buňky nepoužitelný (He et al. 2023). 

Stejně jako Cas9 potřebuje tento systém sekvenci PAM pro rozeznání cílové sekvence 

DNA (Hillary a Ceasar 2023). Cas12 rozpoznává oblasti PAM bohaté na AT, jako jsou 

5′-TTTV-3′ (LbCas12, AsCas12a) a 5′-ATTN-3′ pro protein BhCas12b (He et al. 2023). 

BhCas12b je protein získaný z bakterie Bacillus hisashii (Yang et al. 2023). Cas12 má proto 

lepší uplatnění než Cas9 pro štěpení sekvencí obsahujících větší podíl bází AT (He et al. 2023). 

Jakmile najde cílovou sekvenci, dochází k hybridizaci párů bází mezi crRNA a cílovým 

vláknem a vytváří se tzv. R-loop neboli R-smyčka. Jakmile se tato smyčka vytvoří, protein Cas9 

začne být enzymaticky aktivní a využije svou RuvC doménu ke štěpení cílového vlákna DNA. 

Cas12 na rozdíl od Cas9 vytváří tzv. lepivé DSB neboli zlomy s předsazenými konci, 

což podporuje  mechanismus opravy HDR, spíš než NHEJ (Hillary a Ceasar 2023).  

Ačkoliv oba systémy Cas9 a Cas12 mohou upravovat DNA, existují mezi nimi rozdíly. 

Systém CRISPR-Cas9 se přirozeně v bakteriích skládá ze tří složek – crRNA, tracrRNA a Cas9. 

Uměle byl však zredukován na dvě složky neboli guide RNA a Cas9. Zatímco oba proteiny 

Cas12a i Cas12b se přirozeně skládají jen ze dvou složek – crRNA a Cas12, což vede ke větší 

přizpůsobivosti systému a širší možnost využití. Cas9 je však použitelná v širším teplotním 

rozmezí, zatímco nukleáza Cas12b má vyšší požadavky na konkrétní teplotní podmínky 

(He et al. 2023). 
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Obrázek 9. Štěpení DNA pomocí CRISPR-Cas12. Protein Cas12 rozpozná PAM sekvenci (CTA, TTN, 

TTTN) a vedle sekvence PAM rozpozná cílovou sekvenci DNA. Po rozpoznání dochází k párování 

úseku cílové DNA s crRNA (méně než 17 párů bází) a vytvoří se tak tzv. R-loop. Jakmile je 

tato R-smyčka vytvořena, začne být protein Cas12 enzymaticky aktivní a pomocí RuvC domény 

a nukleázového laloku štěpí vlákna DNA. Vytvářejí se tzv. lepivé konce (Hillary a Ceasar 2023). 

2.3.3 CRISPR-Cas13 

CRISPR-Cas13 je systém, který na rozdíl od předchozích systémů dokáže upravit RNA. 

Dá se využít pro potlačení genové exprese bez rizika poškození DNA, protože proteiny Cas13 

nemají DNAsovou aktivitu (Zeballos C. a Gaj 2021). Enzymy Cas13 postrádají domény RuvC 

a HNH potřebné ke štěpení DNA, proto nemohou genom upravovat (Bharathkumar et al. 2022). 

Cas13 dokáže pod vedením crRNA štěpit jednořetězcovou RNA neboli ssRNA. Tento 

systém vyžaduje tzv. protospacer flanking sequence (PFS), který je podobný PAM sekvenci 

(He et al. 2023). Proteiny Cas13 mají dvě domény HEPN, což je zkratka higher eukaryotic 

and prokaryotic nucleotide binding, které mají RNAsovou aktivitu. CRISPR-Cas13 se dělí 

na několik podtypů (A, B1, B2, C, D, X). Nejvíce prozkoumaným systémem je Cas13a, který 

se skládá ze dvou částí. První část je lalok (REC), který rozpozná crRNA, a lalok nukleázy 

(NUC), který RNA štěpí (Liu a Pei 2022).  

Jelikož se tato technologie zaměřuje na editaci RNA, má určitá omezení, a proto by se tato 

technologie dala využít k léčbě pouze některých onemocnění. Trvalá exprese proteinů Cas13 

by navíc mohla vyvolat i imunitní odpověď organismu (Zeballos C. a Gaj 2021). 
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Cas13 by se dal využít například jako antivirotikum, které se zaměřuje na genom RNA virů, 

jako je chřipka a SARS-CoV-2, pro boj s onemocněním dýchacích cest. Jiné studie zase vidí 

využití systému s Cas13 pro léčbu neurodegenerativních onemocnění jako je Parkinsonova 

choroba (Shalaby et al. 2020).  

 

Obrázek 10. Porovnání systémů CRISPR-Cas9, 12a a 13, které se využívají pro editaci DNA nebo RNA. 

Všechny tyto systémy využívají dvě složky: endonukleázovou podjednotku (protein Cas) a guide RNA. 

Proteiny Cas9 a Cas12 umožňují štěpení DNA, zatímco Cas13 štěpí RNA (upraveno) 

(Shalaby et al. 2020). 

2.3.4 Další typy CRISPR-Cas 

Existuje mnoho variant a modifikací systému CRISPR-Cas, a to z důvodu, že zmíněné 

systémy CRISPR-Cas mají poměrně velkou mimocílovou aktivitu, nebo byly vynalezeny 

alternativy, které mají další výhody (Saifaldeen et al. 2020). K mimocílovému účinku dochází, 

když se nukleáza Cas naváže na jiné než původně zamýšlené místo v genomu, a to kvůli 

toleranci neshody. Dochází tak k nechtěné genetické modifikaci (Shalaby et al. 2020). Nechtěné 

mimocílové (off-target) mutace pak mohou způsobit nefunkčnost buněk i karcinogenitu 

(Kim et al. 2017). Necílová aktivita omezuje možnosti použití těchto systémů, a tak se stále 

vyvíjí další pokročilejší technologie pro minimalizaci nežádoucích důsledků (Saifaldeen 

et al. 2020).  

Jedna z těchto metod využívá spojení neaktivní tzv. dead formu Cas9 (dCas9), která 

je spojena s katalytickou doménou endonukleázy FokI, což vytváří komplex nazývaný jako 

FokI-dCas9. Tento systém vyžaduje párování dvou guide RNA s cílovými sekvencemi, 

nacházejícími se kolem požadovaného místa úpravy DNA. Vzniklé dvouvláknové zlomy DNA 

aktivují opravné mechanismy a genom je upraven. Tento systém má minimální mimocílové 

účinky (Saifaldeen et al. 2020).  
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Obrázek 11. Fúze nukleázy FokI s katalyticky neaktivní Cas9, který je v komplexu s guide RNA 

(sgRNA). Takto složený dimer umožňuje nalézt cílovou sekvenci a spustit štěpení dsDNA. Je to přesná 

metoda s minimální mimocílovou aktivitou. Upraveno (Guilinger et al. 2014). 

Dále jsou používány Cas9 s mutacemi v doménách HNH nebo RuvC, nazývané jako Cas9 

nikázy (Huang et al. 2022). Nikázy jsou tak částečně neaktivní a produkují jednořetězcové 

zlomy. Tento systém je náročnější na výrobu, protože jsou používány současně dvě sgRNA 

a jsou zde vyžadovány dvě PAM sekvence na vnějším okraji. Použití dvou nikáz snižuje 

mimocílovou aktivitu, ale při opravě zlomů stále vznikají bodové mutace (Saifaldeen 

et al. 2020). 

 

Obrázek 12. Systém štěpení DNA využívající SpCas9 nikázy. Každá obsahuje jednu sgRNA a kvůli 

snížené aktivitě vytváří jednořetězcový zlom. PAM sekvence se nachází na vnějším okraji nikáz 

a vzdálenost mezi štěpnými místy závisí na typu systému (Saifaldeen et al. 2020). 

Editory bází (base editors, BE) jsou dalším alternativním systémem, založeným na dCas9, 

který je spojen s enzymem jako je cytidindeaminasa a adenosindeaminasa. Tyto BE umožňují 

změnu párování – cytosinové BE konvertují párování C•G na T•A a adeninové BE konvertují 

A•T na G•C. Tento systém má velký potenciál pro léčbu SNP (jednobodových mutací), 

ale je zde riziko mimocílového efektu i další omezení (Saifaldeen et al. 2020). Jelikož SCD 

je způsobena mutací jednoho páru bází (GAG na GTG), jevil by se tento systém jako ideální 

pro tuto opravu. Nicméně v současné době neexistuje žádný BE schopný převést T na A. 

V jedné studii se tímto problémem zabývali a použili BE, který převedl GTG na GCG, 

což vedlo ke vzniku nepatogenní varianty Hb-Makassar (Psatha et al. 2022). BE mohou být 

použity také pro tvorbu mutací v různých místech promotoru γ-globinu, což vede ke zvýšení 
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hladiny HbF. V současné době probíhá klinická studie na ověření účinnosti terapeutického 

produktu pro genovou terapii, který je založen na BE (Christakopoulos et al. 2023). 

 

Obrázek 13. Editory bází. Je zde využita neaktivní dCas9 nukleáza, která je spojená s enzymem 

Cytidin-deaminasou nebo Adenosin-deaminasou. Cytosinové editory bází umožňují změnu z C•G 

na T•A a adeninové editory bází konvertují A•T na G•C (Shalaby et al. 2020). 

Prime editory umožňují všechny typy změn párů bází DNA, malé inzerce, delece 

i kombinace, a to bez nutnosti dodat donorový templát DNA. Jsou složeny z nikázy Cas9 

spojené s reverzní transkriptázou. Pro navedení na cílovou sekvenci využívají prime editing 

guide RNA (pegRNA), pomocí které je identifikováno startovací místo a zároveň obsahuje 

správnou sekvenci pro opravu původní DNA. Pomocí tohoto systému by bylo možné opravit 

i mutaci způsobující SCD, kterou pomocí Editorů bází není možné opravit. Úspěšnost editace 

pomocí tohoto systému však nebyla zcela bezchybná, ale s dalšími modifikacemi se jeví 

jako slibný nástroj pro úpravu genomu (Ceglie et al. 2023). 

 

Obrázek 14. Prime editory. Jsou složené z nikázy Cas9 (protein, který má mutovanou jednu štěpící 

doménu, štěpí pouze jedno vlákno DNA) a reverzní transkriptázy (RT) neboli enzymu který katalyzuje 

přenos z informace z RNA do DNA. Prime editing guide RNA obsahuje guide sekvenci 

pro komplementaci s cílovou DNA a templát, podle kterého je zprostředkována oprava (Acharje, 2020). 
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2.4 Doručení systému CRISPR-Cas do buňky  

Aby mohl systém CRISPR-Cas plnit svoji funkci, musí být dopraven do jádra buňky 

ve strukturálně neporušené a biologicky funkční podobě. Systém CRISPR-Cas9 může být 

zaveden ve formě DNA, mRNA nebo proteinu (Huang et al. 2022). 

 

Obrázek 15. Typy transportních forem systému CRISPR-Cas do buňky. Systém lze doručit do buňky 

ve formě plasmidové DNA, mRNA nebo proteinu. (1) Plasmid kódující protein Cas je v jádře buňky 

transkribován do mRNA a plasmid, který kóduje gRNA je transkribován do single guide RNA. 

(2) mRNA se dostává do cytoplazmy, kde proběhne translace a vznik nukleázy Cas, a vzniká 

ribonukleoproteinový komplex sgRNA/Cas (RNP). (3) Komplex RNP je importován do jádra. 

(4) RNP sRNA/Cas provádí editaci genu (Shalaby et al. 2020). 

Běžně je systém CRISPR-Cas9 dodáván do buňky pomocí plasmidu, kdy je endonukleáza 

Cas9 a sgRNA kódována v jediné plasmidové DNA (Cottle et al. 2016). Mohou být ale také 

dva plasmidy, kdy první kóduje protein a druhý gRNA (Shalaby et al. 2020). Plasmidová DNA 

pro CRISPR-Cas9 lze snadno vyrobit, jsou zde nízké náklady na výrobu a je stabilní, 

ale má pomalý účinek a hrozí zde riziko integrace do genomu buňky (Huang et al. 2022). Další 

možností je kódování Cas proteinu v mRNA a gRNA je transkribována in vitro ze syntetického 

oligonukleotidu (Shalaby et al. 2020). Systém s mRNA má rychlý nástup, nízké riziko 

off-target účinku, ale mRNA je většinou nestabilní. Další možností je ribonukleoprotein (RNP) 
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sgRNA/Cas9, který má rychlý účinek a nízký off-target účinek, ale jeho výroba je poměrně 

složitá a nákladná. Velikost těchto komplexů a povrchový náboj však znemožňuje jejich 

průchod přes fosfolipidovou dvojvrstvu buněčné membrány, proto jsou potřeba další systémy, 

které umožní jejich přenos (Huang et al. 2022).  

Dodávání těchto komponent CRISPR-Cas je možné pomocí fyzikálních metod jako 

je mikroinjekce, elektroporace, a mnoho dalších. Tyto metody jsou vysoce účinné, ale obtížně 

aplikovatelné in vivo. Dále je také možnost dodání komponent pomocí virových a nevirových 

systémů. Pro dodávání systémů CRISPR-Cas9 jsou nejčastěji používány vektory 

adenoasociovaný virus (AAV), adenovirus (AdV), lentivirus a retrovirus (Huang et al. 2022). 

Virové vektory jako AAV a lentivirus mají nevýhodu v tom, že mají poměrně malou kapacitu 

pro přenos látek. Dále mohou vést k buněčné toxicitě a genomické nestabilitě (Kim et al. 2017). 

Mezi nevirové doručovací systémy pro CRISPR-Cas9 se mohou použít jak přirozeně získané, 

tak syntetické lipidové materiály, jako polymery (např. syntetické polymery, polypeptidy, 

proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny) a anorganické materiály např. zlaté nanočástice, 

magnetické nanočástice, uhlíkové a křemíkové bázi (Huang et al. 2022). 

2.5 Kontrola účinnosti editace genomu 

U všech nástrojů pro úpravu genomu je nezbytné provést testování jejich účinnosti 

a specifičnosti. Případné mimocílové reakce jsou předpovídány již při návrhu sgRNA, což je 

prováděno pomocí softwarových nástrojů. Po provedení editace genomu je kontrola efektivity 

povinná, pokud je plánována aplikace u zvířat a lidí, protože mimocílová aktivita může mít 

vážné důsledky a může vést ke vzniku dalších mutací (Germini et al. 2018). 

Geneticky upravený plasmid je transfekován do vybraných cílových buněk, které jsou 

následně protříděny, aby se izolovaly positivní klonální buněčné populace. Poté je u některých 

buněk extrahována DNA, která je amplifikována a purifikována pro sekvenování DNA 

a následné vyhodnocení účinnosti editace genomu. Celý tento proces trvá minimálně jeden 

měsíc (Germini et al. 2018).  

Pro účel kontroly úspěšnosti editace genomu byla vyvinuta celá řada metod a výpočetních 

nástrojů pro detekci indelů vzniklých editací genomu (Li et al. 2023). K tomuto účelu je možné 

využít data ze Sangerova sekvenování, které jsou následně zpracovány například pomocí 

algoritmu TIDE, který dokáže určit spektrum indelů a frekvenci cílených mutací, které vznikly 

editací genomu pomocí CRISPR-Cas9. New generation sequencing (NGS) je další často 
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využívanou metodou, která má oproti Sangerově metodě výhodu, že je rychlejší a umožňuje 

sekvenaci milionů bází (Li et al. 2023).  

 

Obrázek 16. Srovnání mezi Sangerovým sekvenováním a sekvenování nové generace (NGS). 

Sangerovo sekvenování začíná amplifikací požadovaného úseku DNA pomocí PCR, za použití 

specifických primerů, a vznikne tak mnoho kopií dané sekvence. Amplifikovaná DNA je štěpena 

na jednotlivá vlákna a následně je použit primer, který se k tomuto vláknu naváže a pomocí 

DNA polymerázy je syntetizováno komplementární vlákno. Během syntézy se do nově vznikajícího 

řetězce začlení fluorescenčně značený terminátor (ddNTP), který zastaví další růst řetězce. 

Každý terminátor pro každou bázi je označen jinou barvou. Vzniklé fragmenty se poté oddělí podle 

velikosti pomocí elektroforézy. Laser měří fluorescenci na konci každého fragmentu. Počítač zpracuje 

výsledky do chromatogramu, kde barvy fluorescence odpovídají jednotlivým bázím. Pořadí těchto bází 

určuje sekvenci cílové DNA. Sekvenování nové generace (NGS) začíná extrakcí nukleové kyseliny, 

které musí být dostatečné množství. Následuje fragmentace DNA pomocí endonukleáz, nebo 

mechanicky. Ke každému fragmentu jsou přidány značky (adaptéry) s jejichž pomocí jsou fragmenty 

přichyceny na pevný povrch a vznikají shluky. Fluorescenčně značené nukleotidy jsou přiřazeny 

k cílové sekvenci a kamera zaznamenává záření z jednotlivých úseků, čímž určí sekvenci genomu. 

NGS dokáže sekvenovat až miliony bází (Khare 2019). Obrázek od (Bunnik a Le Roch 2013). 
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3 CRISPR-CAS PRO LÉČBU HEMOGLOBINOPATIÍ 

Genová terapie představuje pro pacienty s těmito genetickými onemocněními možnost 

na zlepšení kvality života. V současné době sice existuje léčba, která dokáže zmírnit projevy 

onemocnění, ale problémy nejsou odstraněny úplně a tato léčba neřeší příčinu onemocnění. 

Možností je podávání transfúzí a chelatace železa, léčba hydroxyureou a dalšími léčivy, nebo 

alogenní transplantací, ale méně než 20 % pacientů najde dárce se shodným HLA antigenem 

(Frangoul et al. 2021). Pro pacienty, kteří vhodného dárce najdou, tato možnost stále nese rizika 

jako je vznik štěpu, neplodnost či sekundární malignity (Samuelson et al. 2021). 

Editace genomu u hematopoetických kmenových a progenitorových buněk (HSPC) 

se provádí především ex vivo. Tato terapie obnáší výrobu jedinečného terapeutického produktu 

in vitro pro každého pacienta, který se vyrábí z jeho vlastních HSPC. Ex vivo editace genomu 

vyžaduje více kroků než in vivo, jako je např. odběr, separace konkrétních buněk, úprava 

a transplantace zpět pacientovi (Li et al. 2020). Takovýto postup vyžaduje velkou odbornost 

a specifické vybavení, což zvyšuje celkové náklady na produkt a omezuje tak jeho dostupnost 

pro běžné pacienty (Psatha et al. 2022). Tento přístup má však i výhody, že po editaci genomu 

buněk lze zjistit účinnost editace, a to ještě před podáním těchto upravených buněk pacientovi, 

čímž se omezí mimocílový účinek editace genomu (Li et al. 2020). 

3.1 Úprava genů pro léčbu onemocnění 

Je zde několik možností, jak editovat genom. První možností je homologicky řízená oprava 

(HDR), kdy je genom upraven podle dodaného templátu. Druhou možností je nehomologní 

spojování konců (NHEJ), při které dochází k narušení genu a omezení jeho funkčnosti 

(Park et al. 2019). NHEJ je nejčastěji používaný opravný mechanismus v buňkách, který zavádí 

do cílové oblasti genomu malé inzerce a delece (Psatha et al. 2022).  

Oprava genomu pomocí HDR se většinou zaměřovala spíše na SCD. HSPC byly editovány 

pomocí ribonukleoproteinů Cas9, které byly dodány do buňky pomocí AAV. Podle některých 

studií však editace genů pomocí HDR nemá tak velkou účinnost a paralelně s opravou genu 

pomocí HDR se uplatňují i opravy pomocí NHEJ, vedoucí k tvorbě nežádoucích inzercí 

a delecí. Ty by mohly vést ke vzniku nestabilních a pozměněných variant Hb, včetně buněk 

zcela neschopných produkovat Hb (Ceglie et al. 2023). HDR oprava je navíc omezená na fázi 

S/G2 buněčného cyklu, proto dosažení vyšších frekvencí genetických úprav v převážně 

klidových dlouhožijících repopulačních HSPC buněk zůstává problémem 

(Zarghamian et al. 2023). 
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Více studií se proto zaměřuje na opětovnou aktivaci tvorby HbF pomocí NHEJ. Zvýšení 

množství HbF pomůže pacientům se SCD i β-talasémií. Bylo prokázáno, že jedinci, kteří mají 

jeho hladinu geneticky vyšší, mají lehčí průběh, popřípadě nemají žádné příznaky. Mutace, 

které zvyšují hladinu HbF mohou mít různý charakter (Ravi et al. 2022). Mohou například tvořit 

velké delece, protože se nukleáza zaměří na podobné sekvence v promotorech genů HBG1 

a HBG2 a vzniká tak hybridní gen. Díky této deleci je produkováno větší množství HbF 

(Sharma et al. 2023). Mohou porušit vazebná místa represorů tvorby HbF, přičemž jako dva 

hlavní represory γ-globinu jsou uváděny BCL11A a ZBTB7A. Druhou variantou je omezit 

produkované množství těchto represorů. Zvýšení hladiny HbF lze také dosáhnout pomocí 

mutací, které vedou ke vzniku nových vazebných míst pro erytroidní aktivátory 

(Ravi et al. 2022).  

 

Obrázek 17. Možnosti úpravy genomu CRISPR-Cas9 pro SCD. (1) Oprava genomu pomocí templátu 

obsahujícím správnou sekvenci, vede k obnovení HbA. (2) Poškození vybraných sekvencí – dochází 

k vyřazení funkce genů, vede k indukci tvorby HbF. Je zde několik možností: a) Velké delece neboli 

odstranění úseků DNA, které obsahují inhibiční sekvence pro tvorbu HbF, b) Narušení promotorových 

oblastí genů HBG1/2 (geny pro tvorbu γ-globinu) – poškození vazebných míst pro transkripční 

represory, zvýšení tvorby HbF, c) narušení vazebného místa pro transkripční faktor GATA1 

v intronovém zesilovači BCL11A, vede ke snížení množství produkovaného BCL11A, zodpovědného 

za potlačení HbF. Dále nově zavedené metody odvozené od CRISPR-Cas9 – (3) Editory bází, 

kdy vzniká nesrpkovitý Hb Makassar a (4) Prime editory pro obnovení HbA (Ceglie et al. 2023). 
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3.1.1 Zesilovač BCL11A 

Reaktivace tvorby HbF je často zmiňovanou možností pro léčbu těchto onemocnění. To lze 

docílit několika způsoby, jako například omezení produkce represoru HbF, označovaného jako 

BCL11A. Je to transkripční faktor, který tlumí produkci HbF (Rahimmanesh et al. 2022). 

BCL11A je zkratka slov B-cell lymphoma/leukemia 11A a je kódován 

na chromozomu 2p16.1 (Yin et al. 2019). Jedna z možností, jak zvýšit hladiny HbF, je omezení 

jeho funkce. Gen pro tvorbu BCL11A však nelze zcela vypnout, protože BCL11A má zásadní 

vliv na vývoj organismu (Rahimmanesh et al. 2022). Je velmi důležitý nejen 

pro hematopoetický systém a přepínání hemoglobinů, jako například z HbF na HbA, ale je také 

vysoce exprimován v mozku a je nezbytný pro jeho vývoj. Je důležitý pro buněčnou proliferaci, 

diferenciaci i apoptózu v hematopoetickém systému a podílí se také na vývoji kůže a míšních 

neuronů (Yin et al. 2019). Delece v genu pro BCL11A způsobují úmrtí novorozenců 

(Rahimmanesh et al. 2022). Nadměrná exprese BCL11A se zase vyskytuje u hematologických 

malignit a u některých solidních nádorů (Yin et al. 2019).  

Možností, jak ovlivnit tvorbu HbF, a přitom tento transkripční faktor nepoškodit, je 

narušení oblasti GATA v erytroidním enhanceru (zesilovači) BCL11A. GATA je vazebné 

místo, kam se váže transkripční faktor GATA1, který ovlivňuje funkci zesilovače BCL11A. 

Díky narušení vazebného místa pro GATA1 dochází ke snížené expresi BCL11A. Produkované 

množství represoru HbF je nedostatečné pro potlačení tvorby HbF, ale dostačující pro správný 

buněčný vývoj. Na tomto principu úpravy genomu je založena studie CTX001, která byla 

využita pro tvorbu v současné době již schváleného léčiva Casgevy (Rahimmanesh et al. 2022).  
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Obrázek 18. Erytroidní enhancer BCL11A jako místo pro editaci genomu. PAM sekvence 

v těsné blízkosti je důležitá pro navázání Cas9 k cílové DNA. Systém CRISPR-Cas9 je následně 

směřován do cílového místa pomocí sgRNA a Cas9 místo upraví. Sekvence GATA je specifické místo, 

kam se váže transkripční faktor GATA1, ovlivňující enhancer BCL11A. Poškozením místa se GATA1 

nemůže navázat, což omezí funkčnost enhanceru BCL11A. To vede ke změně exprese genu BCL11A, 

tudíž se netvoří tolik proteinu BCL11A a nedochází tak k potlačení tvorby HbF (Frangoul et al. 2021). 

3.1.2 Narušení vazebného místa transkripčních represorů 

Další možností, jak zvýšit hladinu HbF, je cílené narušení vazebného místa pro transkripční 

represory γ-globinu, jako jsou BCL11A a ZBTB7A (Ceglie et al. 2023). Vazebné místo 

pro transkripční represor BCL11A se nachází v promotorové oblasti genů HBG1/HBG2 

a je to specifická sekvence označovaná jako TGACC. Narušení úseku v promotoru genu 

lze provést pomocí CRISPR-Cas9 (Métais et al. 2019).  

ZBTB7A, který je označován také jako leukemia/lymphoma-related factor (LRF), je 

rovněž regulátor transkripce. Má důležitou funkci v B i T lymfocytech a erytroidních buňkách. 

Jeho tvorba je, stejně jako u BCL11A, aktivována pomocí GATA1 a funguje jako represor 

tvorby HbF, nezávisle na BCL11A. Dále potlačuje proapoptotický faktor BCL2-like 11 (MIB) 

a zabraňuje tak apoptóze. Pomocí CRISPR-Cas9 lze narušit vazebná místa v promotorech 

pro ZBTB7A, čímž lze reaktivovat tvorbu HbF (Paschoudi et al. 2023). 
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Obrázek 19. Role vazby transkripčního represoru BCL11A na promotor genu pro γ-globin. V prvním 

případě je u pacienta produkován srpkovitý β-globin. LCR (locus control region) je navázán na oblast 

zodpovědnou za tvorbu HbA a je důležitý pro regulaci exprese různých typů Hb během vývoje. Pomocí 

systému CRISPR-Cas9 je narušena struktura vazebného místa (TGACC) pro represor tvorby HbF 

BCL11A. V druhém případě už se represor BCL11A nemůže navázat, dochází k reaktivaci tvorby 

HbF a LCR se váže na úsek kódující γ-globinu (Métais et al. 2019). 

KLF1 neboli Kruppel-like factor 1, je důležitý transkripční aktivátor, který se podílí 

na regulaci různých erytroidních genů. Ovlivňuje enzymy zodpovědné za syntézu hemu 

či antigenů krevních skupin a další (Paschoudi et al. 2023). KLF1 přímo aktivuje tvorbu 

β-globinu a pomocí interakce s BCL11A potlačuje syntézu γ-globinu (Yin et al. 2019). 

Přirozeně se vyskytující mutace v genu kódujícím KLF1 jsou spojeny s vysokou hladinou HbF, 

proto je tento gen dalším potenciálním cílem pro editaci genomu pomocí CRISPR-Cas9 

(Paschoudi et al. 2023). 

3.1.3 Tvorba nových vazebných míst pro aktivátory transkripce 

Další možností je vytvoření nového vazebného místa pro transkripční aktivátor KLF1 

na promotoru genu pro γ-globin (Antoniou et al. 2022). Editory bází jsou ideálním systémem 

pro vytváření těchto nových vazebných míst (Ceglie et al. 2023). Některé mutace, jako 

třeba -198 T > C vytvářejí de novo vazebné místo pro KLF1 (Paschoudi et al. 2023). Toto místo 

se nachází v promotoru HBG2 a HBG1, -198 nukleotidů před místem začátku transkripce genů 
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pro γ-globin (Antoniou et al. 2022). Navázáním se na nové vazebné místo transkripční aktivátor 

KLF1 vytěsní represor ZBTB7A a umožní tak navázání GATA1, jehož navázání je nezbytné 

pro tvorbu γ-globinu (Doerfler et al. 2021).  

Pomocí bodových mutací lze vytvořit nová vazebná místa i pro další erytroidní aktivátory, 

jako je například GATA1. Pro tento transkripční aktivátor lze vytvořit vazebné místo mutací 

A>G na místě -113 nukleotidů před začátkem transkripce HBG. GATA1 vytěsní represor 

tvorby HbF BCL11A a částečně tím usnadní vazbu GATA1 na místo -189, kde je vazba 

GATA1 nezbytná, aby došlo k reaktivaci tvorby HbF (Doerfler et al. 2021). 

Je mnoho možností, jak zvýšit hladinu HbF. Mechanismy, které ovlivňují expresi různých 

typů Hb, nejsou stále zcela jasné. Zkoušení, jakými dalšími mechanismy by se dala hladina 

HbF zvýšit, probíhá zaváděním mutací v buněčných kulturách HUDEP-2, což je imortalizovaný 

lidský erytroidní progenitor (Doerfler et al. 2021). Dále lze využít buněčnou linii K562, 

což je lidská fetální erytroleukemická linie (Antoniou et al. 2022). Pro výzkum mechanismů 

a účinků zaváděných mutací jsou také používány imunodeficitní myší modely, 

kterým jsou zaváděny lidské geneticky upravené CD45+ buňky. Díky tomu lze posoudit 

efektivitu in vivo, což je důležité pro potenciální klinické uplatnění (Doerfler et al. 2021). 
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Obrázek 20. Srovnání mezi normální erytropoézou a mutacemi způsobující zvýšení hladiny HbF.  

1) Normální erytropoéza – je tvořen HbA, HbF je tlumen pomocí represorů BCL11A a ZBTB7A, 

které jsou navázané na svých vazebných místech a inhibují navázání transkripčních aktivátorů GATA1 

a NF-Y pomocí sterických účinků a modifikací. 2) Narušení vazebného místa pro BCL11A. Tento 

represor tvorby HbF se nemůže navázat na DNA, tudíž aktivátory transkripce GATA1 a NF-Y 

se navážou do svých vazebných míst. Pro aktivaci tvorby HbF je vazba obou těchto aktivátorů důležitá. 

Represor ZBTB7A není ovlivněn, tudíž stále funguje jako inhibitor tvorby HbF, produkovaná hladina 

HbF je ale dostatečná pro lepší průběh nemoci. 3) Mutace A>G v místě -113 nukleotidů před začátkem 

transkripce genů pro γ-globin vytváří nové vazebné místo pro aktivátor GATA1, který vytěsní represor 

BCL11A. GATA1, který má podobný účinek jako NF-Y, pravděpodobně způsobí, že zde není nutná 

vazba NF-Y k aktivaci tvorby HbF. ZBTB7A nebyl ovlivněn, tak může částečně inhibovat tvorbu HbF, 

nedojde však k úplnému umlčení genu. 4) Mutace v místě -198 (T>C) vytváří vazebné místo 

pro aktivátor transkripce KLF1, který vytěsní ZBTB7A, čímž aktivuje GATA1, který je důležitý 

pro transkripci. Vazba GATA1 na sekvenci -189 je nezbytná pro normální expresi γ-globinu, na rozdíl 

od vazby NF-Y. BCL11A není ovlivněn, proto může inhibovat tvorbu HbF. Upraveno 

(Doerfler et al. 2021).  
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3.2 Příklady použití – schválená léčiva FDA, studie  

3.2.1 Casgevy 

Casgevy, pod jiným názvem také jako CTX001, je autologní ex vivo genová terapie. 

Je to schválený terapeutický produkt pro léčbu SCD i TDT, který zvyšuje hladinu HbF. Byl 

schválen 16. listopadu 2023 v UK a 8. prosince v US a vyvinuly ho společnosti 

CRISPR Therapeutics a Vertex Pharmaceuticals. Klinické studie na testování účinnosti 

probíhaly od roku 2018 (Zhang et al. 2024). U obou onemocnění je CTX001 použitelný od věku 

12 let a starších, u kterých není k dispozici dárce kmenových buněk s odpovídajícím HLA 

antigenem (Vertex Pharmaceuticals 2023). U pacientů s vyšší hladinou HbF by se měla přestat 

vyskytovat srpkovitost a odstraní se závislost na pravidelném podávání erytrocytů 

(Adashi et al. 2024). 

Pomocí systému CRISPR-Cas9 jsou upraveny hematopoetické kmenové a progenitorové 

buňky (HSPC) pacienta (Barak et al. 2024). CRISPR-Cas9 se zaměřuje na oblast GATA1 

v zesilovači genu BCL11A, která je narušena (Zhang et al. 2024). Tím je omezeno produkované 

množství represoru tvorby HbF – BCL11A. Díky tomu se BCL11A neváže v takovém množství 

na své vazebné místo v promotoru γ-globinu, takže se mohou navázat aktivátory transkripce 

HbF a hladina HbF se zvýší (Rahimmanesh et al. 2022).  

Samotný proces výroby terapeutického přípravku začíná tím, že pacient dostává minimálně 

8 týdnů před odběrem buněk výměnné transfuze, aby se před odebráním kmenových buněk 

zajistil dostatek funkčních buněk. Poté je pacientovi podán přípravek plerixafor, který přesune 

buňky HSPC (CD34+) z kostní dřeně do krevního oběhu. Tyto buňky se získají pomocí aferézy, 

poté jsou kryokonzervovány a zaslány do laboratoře, kde jsou zpracovány. Pomocí 

elektroporace se do buněk dostává ribonukleoproteinový komplex, který obsahuje sgRNA 

a Cas9 nukleázu. Vzniká tak terapeutický produkt Casgevy. Uvádí se, že editace genomu 

proběhne úspěšně u 68.9 % buněk CD34+. Před podáním léčiva podstoupí pacient léčbu 

busulfanem, který vymýtí původní populaci buněk (Frangoul et al. 2021).  

V rámci klinických studií byla hodnocena účinnost této léčby u pacientů se SCD i TDT. 

Hladina HbF se po editaci buněk zvyšuje z 3 g/litr před editací na 84 g/litr ve 3. měsíci, 

124 g/litr ve 12. měsíci a 131 g/litr v 18. měsíci. Exprese F-buněk se zvýšila z 10,1 % 

na počátku na 99,7 % v 6. měsíci a udržela se až do 18. měsíce. Podáním CTX001 se zvyšuje 

hladina HbF na hodnoty, jaké jsou běžné u dědičné perzistence HbF (Frangoul et al. 2021). 
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Byly hlášeny i nežádoucí účinky, nejčastější byly trombocytopenie, nevolnost, bolest hlavy, 

muskuloskeletární bolesti, febrilní neutropenie a svědění (Adashi et al. 2024). 

Genová terapie se jeví jako nejlepší řešení pro pacienty se SCD a TDT, cena terapie 

však omezí její dostupnost pro širokou veřejnost. Společnost Vertex Pharmaceuticals oznámila, 

že by se její cena mohla pohybovat okolo 2,2 milionu USD za pacienta (Adashi et al. 2024).  

3.2.2 OTQ923 

OTQ923 je vyvíjená autologní genová terapie od společnosti Novartis Pharmaceuticals. 

Funguje na principu ex vivo úpravy genomu pomocí CRISPR-Cas9, který narušuje specifické 

sekvence v promotorech HBG1 a HBG2 a tvoří velké delece, což vede ke zvýšení hladiny HbF 

(Sharma et al. 2023). To umožňuje léčbu SCD i TDT (Zhang et al. 2024).  

Systém CRISPR-Cas9 je dodáván do HSPC buněk pomocí RNP komplexu, který obsahuje 

Cas9 protein, pocházející ze Streptococcus pyogenes, a tzv. single guide RNA (gRNA-68). 

To je specifická gRNA, která cílí na místo -246 bp proti směru transkripce od místa startu 

transkripce genů HBG1 a HBG2. Tyto geny jsou téměř identické, což umožňuje současné 

zacílení na oba promotory a dochází k vícenásobným editačním výsledkům. Většinou vzniká 

zhruba 5 kb dlouhá intergenová delece, čímž se vytvoří jediný hybridní gen, kdy část promotoru 

HBG2 je spojena s genem pro HBG1. Tato změna v genomu výrazně ovlivní produkci HbF, 

který je zvýšen na úroveň blízkou dědičným perzistencím HbF (Sharma et al. 2023).  

Studie, prováděná u tří účastníků s těžkým srpkovitým onemocněním, došla k závěru, 

že došlo k trvalému zvýšení HbF a celkového Hb. Snížil se i výskyt vazookluzivních krizí, 

přesto u každého z nich minimálně jedna po podání přípravku proběhla. Tato genová terapie 

zřejmě zajistí zlepšení průběhu nemoci, přesto zcela nezbaví pacienta některých příznaků. 

Také zůstává problémem osteonekróza u pacientů, která se po léčbě možná i zhoršila. 

Zhoršení stavu kostí však mohlo pomoct i podání busulfanu (Sharma et al. 2023). 
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Obrázek 21. Princip genové terapie pomocí OTQ923. (A) Znázornění cílového místa pro úpravu 

genomu pomocí RNP Cas9-gRNA-68. Rámečky označují geny pro globiny na chromozomu 11. Štěpení 

DNA probíhá v promotorech genů, místo řezu DNA označují šipky. Sekvence je číslovaná od začátku 

transkripce genu pro tvorbu γ-globinu a štěpení probíhá na pozici -246 bp (proti směru transkripce) 

v oblasti protospaceru, k němuž sousedí PAM sekvence. (B) Možné výsledky editace genomu. Největší 

podíl (50-80 %) tvořily 5 kb delece, vzniklé současným dvouvláknovým štěpením DNA, zkrácením 

vznikl jeden funkční gen HBG2-HBG1 s promotorovou sekvencí od HBG2, spojenou s genem HBG1. 

15-30 % tvořily malé indely v promotorech a v úseku nebyla zjištěna žádná inverze. Detekce proběhla 

pomocí metod qPCR a NGS (Sharma et al. 2023). 

3.2.3 EDIT 301 

EDIT-301 je vyvíjená autologní buněčná terapie od společnosti Editas Medicine 

(Zhang et al. 2024). Zaměřuje na zvýšení produkce HbF pomocí CRISPR-Cas12a, čímž jsou 

modifikovány CD34+ buňky (Barak et al. 2024). Tato genová terapie je vhodná pro léčbu 

SCD i TDT (Zhang et al. 2024). 

Je založená na principu úpravy buněk ex vivo, kdy je do buňky elektroporací dodán 

ribonukleoprotein (Zhang et al. 2024). EDIT-301 cílí na oblast tzv. distálního boxu CCAAT, 

která se nachází v promotorech HBG1/2 (Barak et al. 2024). Narušuje tak vazebné místo 

pro BCL11A (Zhang et al. 2024). V předklinických studiích vedla editace této oblasti k silné 

produkci HbF a významnému snížení srpkovitosti erytroidních buněk odvozených 

od EDIT-301 (Hanna et al. 2023). 

Stejně jako u ostatních ex vivo úprav HSPC, prvně proběhne aferéza po mobilizaci buněk 

a následuje editace pomocí AsCas12a (Hanna et al. 2023). AsCas12a pochází od bakterií rodu 

Acidaminococcus (Hillary a Ceasar 2023). Po eliminaci původní populace je infúzí podán 

EDIT-301. Výsledkem byla ≥ 80 % editace buněk. Pacienti získali normální hladinu 

celkového Hb a hladiny HbF byly vyšší než 35 % (Hanna et al. 2023). Některé zdroje uvádí 
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až 54% indukci HbF u pacientů se SCD (Zarghamian et al. 2023). Zatím nebyly hlášeny žádné 

nežádoucí důsledky podání léčiva, ale je důležité pacienty nadále sledovat (Hanna et al. 2023). 

3.2.4 Nula-cel 

Vyvíjený terapeutický produkt Nulabeglogene autogedtemcel (nula-cel, dříve GPH101) 

od společnosti Graphite Bio (Bhokisham et al. 2023) cílí na léčbu SCD, prostřednictvím úpravy 

genu pomocí HDR. Je to tedy přímá oprava patogenní mutace v genu HBB v autologních 

buňkách CD34+ HSPC. Tato technika využívá metodu CRISPR-Cas9 spolu s templátem 

na AAV6, podle kterého je chybná sekvence opravena (Ceglie et al. 2023).  

Postup odběru HSPC probíhá stejně jako u ostatních studií. Výrobní proces, který 

na začátku obsahoval 9,3 × 106 kryokonzervovaných buněk CD34+/kg, vedl k výtěžku 

8,75 × 106 CD34+/kg. Korekce cílové alely se pohybovala okolo 33 %. Pacientka podstoupila 

před podáním léčiva myeloablativní kondicionační chemoterapii busulfanem. Studie, 

které zkoumaly apoptózu upravených buněk, uváděly, že dávka životaschopných buněk mohla 

být okolo 3,5 × 106 CD34+/kg. Po podání přípravku však docházelo k nedostatečné obnově 

erytrocytů a trombocytů, které vyžadovaly pokračování podávání transfúzí (Shyr et al. 2023).  

Kvůli těžké pancytopenii u prvního pacienta byla studie CEDAR vývojáři pozastavena 

a léčba nebyla podána dalším pacientům (Ceglie et al. 2023). U pacientky byla nasazena další 

léčba, která byla po zlepšení počtu trombocytů a množství hemoglobinu vysazena. 

I po vysazení léčby se krevní obraz nadále zlepšoval. 307 dní po aplikaci léčby bylo pomocí 

elektroforézy Hb prokázáno, že zastoupení typů Hb je HbA=12,5 %, HbF >78 % a HbS=4,5 %. 

U pacientky už nedošlo k žádné VOC nebo jiným projevům SCD. Stále však nebylo dosaženo 

ustáleného stavu, proto je důležité pacienta nadále sledovat (Shyr et al. 2023). 

Pomocí genové terapie bylo dosaženo snížení patologického HbS. Vysoká hladina HbF 

je však nečekaná a příčiny jeho zvýšení jsou dále zkoumány. Vývojáři pracují na zlepšování 

postupů ve výrobě buněk a obnovení studie a zapojení dalších pacientů v blízké době není 

vyloučeno (Shyr et al. 2023). 

3.2.5 BEAM-101  

BEAM-101 je rovněž zatím experimentální autologní terapie HSPC. Zaměřuje 

se na promotor HBG1/2, s tím rozdílem, že používá adeninové editory bází, založené na metodě 

CRISPR s katalyticky oslabenou Cas9 nukleázou. Touto metodou vznikají jednobodové 

mutace, které vedou ke zvýšení HbF (Barak et al. 2024). Mutace jsou zaváděny do promotoru 
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na blíže nespecifikované místo (Christakopoulos et al. 2023). V této metodě se pro zavedení 

opravného systému používá elektroporace RNA (Zarghamian et al. 2023). 

V testech prováděných na myších bylo touto metodou upraveno více než 90 % HSPC, 

což vedlo k expresi HbF nad 65 %. V rámci studie BEACON, byl v lednu 2024 podán přípravek 

prvnímu pacientovi se SCD. Výsledky se očekávají v polovině roku 2024 (Barak et al. 2024). 

3.2.6 BEAM-102 

BEAM-102 je další experimentální genová terapie, založená na editorech bází. 

Ty přeměňují jednobodovou mutaci, která zapříčiňuje vznik SCD. Mění mutaci v HBB 

ze sekvence GTG na GCG. Výsledkem je záměna kyseliny glutamové na alanin, který převádí 

HbS na lépe snášený HbG-Makassar (Zarghamian et al. 2023). O této studii však zatím není 

dostatek informací, protože je teprve v raném stádiu a informace o ní nejsou veřejně dostupné. 

3.3 Porovnání s dalšími možnostmi léčby  

3.3.1 Léčba SCD  

Kromě nově schválených genových terapií fungujících na principu CRISPR-Cas existují 

i další schválená léčiva na léčbu akutních komplikací SCD. Mezi nejběžněji užívané patří 

hydroxyurea (schválená v roce 1998) a další poměrně nově schválená léčiva: L-glutamin 

(2017), Crizanlizumab-tmca (2019), Voxelotor (2019) a Lyfgenia (2023). Další možností je 

alogenní transplantace HSPC, ale většina pacientů nenajde vhodného dárce. Pro pacienty, 

co vhodného dárce najdou, závisí úspěch léčby na mnohých faktorech a je tu stále riziko vzniku 

štěpu (Barak et al. 2024).  

Hydroxyurea zvyšuje expresi HbF, čímž se zlepšuje průběh onemocnění. Přesný 

mechanismus jak funguje není stále zcela prozkoumaný (Barak et al. 2024). Léčivo snižuje 

frekvenci VOC až o 50 % a omezuje také riziko vzniku mrtvice a dalších komplikací. 

Problémem je, že účinnost hydroxyurey je různá, záleží na mnohých dalších faktorech 

jako je věk, hladiny Hb a další komplikace (Ma et al. 2023).  

Aminokyselina L-glutamin zvyšuje dostupnost glutathionu, což je důležitý antioxidant, 

který chrání RBC před oxidačním poškozením a brání srpkovatění. L-glutamin snižuje četnost 

VOC až o 25 % a zlepšuje tak kvalitu života pacientům se SCD (Ma et al. 2023).  
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Léčivo Voxelotor inhibuje polymeraci HbS a zabraňuje tak srpkovitosti erytrocytů. Pomocí 

alosterické modifikace ovlivňuje afinitu Hb k O2, když se reverzibilně váže na N-konec valinu 

v α-řetězci Hb a stabilizuje tak RBC v okysličeném stavu. HbS polymeruje pouze 

v deoxygenovaném stavu, proto toto léčivo významně ovlivní funkčnost a životnost RBC. 

Tím jsou omezeny komplikace související se sníženým dodáváním O2 do orgánů. Toto léčivo 

je použitelné pro dospělé a děti od 12 let. Neřeší však příčinu onemocnění a je nutnost 

pravidelného užívání léků (Barak et al. 2024).  

Crizanlizumab je monoklonální protilátka proti P-selektinu. Léčivo se nazývá také jako 

Crizanlizumab-tmca (ADAKVEO) a brání ulpívání RBC, leukocytů a trombocytů na stěnách 

cév pomocí inhibice P-selektinu. Podává se intravenózně a slouží k prevenci VOC u pacientů 

se SCD. Na základě dobrých výsledků studie SUSTAIN, FDA v roce 2019 schválila jeho 

použití pro pacienty od 16 let. Stále probíhá výzkum možných vedlejších účinků, který by měl 

skončit v roce 2026. Účinnost tohoto léčiva je však poměrně nejednoznačná a informace 

o pacientech léčených tímto přípravkem jsou omezené (Barak et al. 2024). 

Lyfgenia (Lovoti-beglogene autotemcel, Lovo-cel) je ex vivo genová terapie, kdy jsou 

upraveny HSPC pomocí lentivirového vektoru BB305, který do genomu přidává modifikovaný 

funkční gen pro β-globin, a dochází k produkci tzv. antisrpkovitého hemoglobinu HbAT87Q 

(Herring et al. 2024). Tento Hb funguje podobně jako HbA. V HbAT87Q je aminokyselina 

threonin na 87. pozici nahrazena glutaminem, což mu umožňuje inhibovat sterickou polymeraci 

srpkovitého hemoglobinu (Barak et al. 2024). Tato genová terapie od společnosti Bluebird Bio 

byla schválena na konci roku 2023. Studie, která hodnotila účinnost léčiva, se zúčastnilo 

43 pacientů. Po podání Lyfgenia se významně snížil, nebo úplně omezil výskyt 

vazookluzivních krizí (Baylot et al. 2024).  

3.3.2 Léčba talasémie 

β-talasémie major má za následek těžkou anémii. Tito pacienti jsou po celý život závislí 

na krevní transfuzi, bez které je onemocnění smrtelné. Neustálé transfuze však vedou k dalším 

komplikacím, jako je přetížení organismu železem. Nadbytečné železo se pak ukládá do orgánů, 

což posléze zapříčiní jejich selhání. Je proto nutné podávat látky, které chelatují toto 

nadbytečné železo (Premawardhena et al. 2024). V řadě zemí však opakované transfuze 

a chelatační léčba nejsou dostupné a pacienti s β-talasémií major umírají na srdeční selhání, 

nebo hepatokarcinom. Léčiva pro chelataci železa jsou například deferoxamin, deferasirox 

a deferipron. Žádný z chelátorů železa však není dostatečně účinný a pro mnohé pacienty 
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nemusí být ani cenově dostupný. Malá část pacientů, pro které se najde vhodný dárce, může být 

vyléčena alogenní transplantací HSPC (Rahimmanesh et al. 2022).  

ZyntegloTM (betibeglogene autotemcel) je ex vivo genová terapie od společnosti 

Bluebird Bio, která je založená na lentivirovém vektoru (BB305). Je určená pro léčbu 

β-talasémie a byla schválená v roce 2022 (Baylot et al. 2024). Toto léčivo koriguje 

nerovnováhu v globinovém řetězci a zlepšuje produkci normálního hemoglobinu. Pomocí 

lentivirového vektoru jsou do buňky dodány funkční kopie modifikovaného genu HBB (Asghar 

et al. 2022). Prvnímu pacientovi byla tato genová terapie podána v únoru 2021 a v srpnu 2022 

byl produkt schválen FDA. Proběhly dvě studie, kde zhruba 89 % pacientů přestalo být 

závislých na transfuzi a hladina Hb se pohybovala průměrně okolo 115 g/l (Baylot et al. 2024).  
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ZÁVĚR 

Cílem této práce bylo poskytnout všeobecný přehled o hemoglobinopatiích a informovat 

o nových možnostech jejich léčby pomocí velice perspektivní technologie CRISPR-Cas. Tato 

metoda se ukázala jako efektivní nástroj pro úpravu genomu a možnosti jeho využití se neustále 

rozšiřují. Metoda se osvědčila pro léčbu srpkovité anémie a talasémie, což potvrzuje schválení 

první genové terapie založené na CRISPR-Cas americkým Úřadem pro kontrolu potravin 

a léčiv (FDA). Další genové terapie, které jsou právě ve fázi klinického testování, rovněž 

naznačují slibné výsledky a možné budoucí uplatnění v léčbě pacientů s hemoglobinopatiemi. 

Je však nezbytné pokračovat ve výzkumu a dlouhodobém monitorování pacientů léčených 

genovými terapiemi, protože stále není dostatek informací o těchto terapiích a jejich 

dlouhodobých důsledcích. 

Konkrétní postupy úpravy genomu, zaměřené na reaktivaci tvorby fetálního hemoglobinu, 

se v současnosti jeví jako vhodné pro léčbu srpkovité anémie i talasémie závislé na transfúzi. 

Další vyvíjené genové terapie, které se uplatní především pro léčbu srpkovité anémie, fungují 

na různých principech, jako je obnova tvorby dospělého hemoglobinu, či tvorba 

nepatologického hemoglobinu Makassar. Existuje však mnoho dalších možností, jak ovlivnit 

průběh onemocnění pomocí genové terapie. Tento výzkum rovněž přispívá k lepšímu 

pochopení procesu regulace tvorby různých typů hemoglobinů, včetně mechanismů 

ovlivňujících průběh hemoglobinopatií.  

Genové terapie již nyní přinášejí nadějné výsledky, ačkoliv jsou v klinické praxi relativně 

krátce. Pacienti, kteří podstoupili tuto léčbu, jsou pravidelně monitorováni a dosažené výsledky 

jsou důkladně vyhodnocovány, včetně sledování možných nežádoucích účinků. Tento proces 

napomáhá k dalšímu zdokonalování těchto technologií. Navzdory dosaženým pokrokům je 

důležité pokračovat ve vývoji metod, které by minimalizovaly mimocílové účinky těchto 

systémů, aby se předešlo možným komplikacím.  

V závěru lze říct, že genové terapie založené na technologii CRISPR-Cas představují 

významný technologický pokrok a možnost na zlepšení kvality a délky života pro mnoho 

pacientů po celém světě. Rozsáhlý výzkum a vývoj v oblasti genových terapií by mohl 

do budoucna vést k lepší dostupnosti této léčby pro větší počet pacientů. 
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