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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se vénuje hemoglobinopatiim, tedy dédi¢nym porucham struktury
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téchto onemocnéni pomoci genové terapie zalozené na technologii CRISPR-Cas. Cilem prace
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and ongoing clinical studies.
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UvVOD

Hemoglobinopatie, jako je srpkovitd anémie a talasémie, jSOU zavazna geneticka
onemocnéni, kterd zasadné ovliviiuji funkénost hemoglobinu. Mutace v genech vedou bud’
ke kvalitativnim nebo kvantitativnim porucham globinovych podjednotek hemoglobinu. Tato
onemocnéni patii mezi nejcastéjsi zavazné dédi¢né choroby na svété, piesto jSOu moznosti
jejich 1éCby stale pomérné omezené. Soucasna 1éCiva pro pacienty s témito onemocnénimi
neresi pfi¢inu onemocnéni a nejsou dostatecné Ucinna, aby zcela eliminovala souvisejici
komplikace. Anémie je typickym ptiznakem hemoglobinopatii, dalsi komplikace se vétSinou
1181 podle konkrétniho typu onemocnéni.

CRISPR-Cas se jevi jako efektivni technologie s velkym potencialem pro 1ébu geneticky
podminénych onemocnéni, a to diky své schopnosti manipulace s genomem. Vyroba tohoto
systému je jednodussi a levngjsi nez ptedeslé technologie. EXistuje mnoho variant tohoto
systému, z nichz kazdd ma urcité vyhody 1 nevyhody. Kombinované systémy mohou byt
naro¢n&jsi na vyrobu, ale vedou k piesnéjsim vysledkim editace genomu a snizuji riziko
mimocilovych ucinkt, které mohou vést k zavaznym komplikacim.

Genova terapie zalozend na technologii CRISPR-Cas pfedstavuje pro pacienty nadé¢ji
na zivot bez komplikaci spojenych s hemoglobinopatiemi a miuze vyrazné prodlouZit jejich
zivot. Vzhledem ke stale aktudlni potieb€ efektivnich lécebnych metod probiha intenzivni
vyzkum a vyvoj mnoha typu genovych terapii. Cilem této bakalaiské prace je poskytnout
piehled o hemoglobinopatiich a moznostech jejich 1é€by pomoci novych technologii
zalozenych na CRISPR-Cas. Soucasné je cilem informovat o nové vyvijenych genovych

terapiich, jejich Gispé$nosti, moznych vysledcich a klinickém vyuziti.
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1 HEMOGLOBIN A PORUCHY JEHO STRUKTURY

1.1 Hemoglobin

Hemoglobin (Hb) je tvofen dvéma pary globinovych fetézcu, Ctyfmi cyklickymi
protoporfyriny IX a ¢tyfmi atomy dvojmocného zeleza. Atom Zeleza je ulozen ve stfedu
kazdého protoporfyrinu 1X. Protoporfyrin s centralné navazanym atomem Zeleza je nazyvan
jako hem. Globin je bilkovinna slozka Hb, ktera je tvofena dvéma pary fetézct, pficemz typ
ptitomného fetézce je zavisly na vyvojovém stadiu jedince. Geny pro globinové fetézce
se nachazeji na chromozomech 16., kde je tzv. a-like cluster a na chromozomu 11, kde je B-like
cluster (Penka a Slavickova 2011).

1.2 Hemoglobin a jeho varianty

V organismu lze najit rizné varianty hemoglobinu. Kvili rozdilné afinit€¢ Hb ke kysliku
se jeho struktura béhem Zzivota méni (Penka a Slavickova 2011). Geny embryonalniho,
fetalniho a dospélého hemoglobinu jsou umistény podél genomu v potfadi exprese a jsou
regulovany zptisobem specifickym pro vyvojové stadium a tkan (Harteveld et al. 2022).

Béhem zivota se vtéle vyskytuje az osm typi lidskych Hb, ackoliv nékteré jen
ve stopovych koncentracich. Jejich exprese je ovlivnéna tzv. zapinanim a vypinanim rtiznych
globinovych genti. Tento proces ovliviiuji transkripéni faktory, které interaguji s regula¢nimi
oblastmi pifed shluky globinovych gent. Tyto oblasti jsou tzv. oteviené oblasti chromatinu,
coz umoznuje piistup regulacnich faktor. Pro geny kodujici a-globiny jsou to oblasti HS-40
a pro geny B-globint jsou to oblasti nazyvané jako B-LCR (Manning et al. 2010).

Béhem embryonalni faze vyvoje se nejvice vyskytuji Hb Gower I ({2€2), 1I (02€2) a Hb
Portland (£2y2). Okolo 6. tydne jsou geny pro syntézu téchto hemoglobinti vypnuty a za¢ina
se tvofit fetalni hemoglobin HbF (a2y2) (Penka a Slavickova 2011). Kolem narozeni tvorba
HbF ustava a zacina se tvotit f-globin (Harteveld et al. 2022).

HbF tvofi pifi narozeni az 80-90 % celkového Hb. Tato hladina se do 12 mésict snizi
naméné nez 1 % (Liu et al. 2016). Zaroven se zvySuje se produkce PB-globinu neboli
tzv. dospélého typu hemoglobinu HbA, ktery se po narozeni stava hlavnim typem Hb (Frangoul
et al. 2021). Tento tetramer (02B2) v dospélosti za normalnich okolnosti predstavuje asi 97 %
z celkového Hb. Hemoglobin A2 (0262) tvoii maximalné 3,2 % a zbytek pripada na fetalni
hemoglobin (02y2) (Penka a Slavickova 2011).
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Obrazek 1. Umisténi genti pro globiny na chromozomu. Geny kodujici tzv. a-like fetézce globinu jsou
na chromozomu 16 a geny pro B-like fetézce globinu na chromozomu 11. Ramecky HS-40 a B-LCR
oznacuji oblasti, které umoznuji transkripci téchto gent, coz se déje v potadi 5'—3’, ¢imz vznikaji
podjednotky globini, typické pro dané vyvojové stadium organismu. Cervené ¢ary mezi globinovymi
podjednotkami znézoriiuji mozné varianty, jaké vznikaji v pribéhu vyvinu jedince. Siiky téchto ¢ar

oznacuji silu interakci téchto podjednotek konkrétniho paru (Manning et al. 2010).

Geny kodujici HbA mohou obsahovat mutace, které ovliviwuji strukturu Hb. Zména
ve struktufe Hb vede ke zménam funkénosti a zivotnosti erytrocytu (RBC). Takovato
onemocnéni jsou oznac¢ovana jako hemoglobinopatie. Protoze tato onemocnéni postihuji HbA,
novorozenci se srpkovitou anémii a talasémii jsou asymptomatiéti, protoze maji stale vysokou
hladinu HbF. Symptomy onemocnéni se zainaji projevovat az béhem prvniho roku Zivota,
kdy dostate¢né klesne hladina HbF. Pacienti ktefi maji zvysenou hladinu HbF, maji lepsi
pribéh nemoci, proto zvysSeni hladiny HbF je jednou z moznosti 1écby (Frangoul et al. 2021).
Reaktivace tvorby HbF se da dosahnout pomoci aktivace nebo inaktivace rtiznych gent
(Steinberg et al. 2019).
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1.3 Poruchy struktury hemoglobinu

1.3.1 Srpkovita anémie

Srpkovita anémie (sickle cell disease — SCD) je skupina dédi¢nych krevnich poruch,
pro které je spole¢na jedna konkrétni mutace. Oznacuje se jako rs334 a nachazi se v genu
kodujiciho podjednotku B hemoglobinu, ktery se nazyva jako HBB (Kato et al. 2018).
Aby se onemocnéni dalo klasifikovat jako SCD, musi byt tato mutace bud’ v homozygotni
form¢, nebo k ni musi byt pfidruzena dals$i mutace ovliviwjici strukturu Hb (Williams a Thein
2018).

Mutace podporuji polymeraci hemoglobinu a vznik srpkovitych erytrocyti
tzv. drepanocytt. Tyto RBC nejsou funkéné plnohodnotné a rychle podléhaji destrukci (Esoh
a Wonkam 2021). SCD patti mezi nejcastéjsi zavazné dédiéné choroby na svéte. Predpoklada
se, ze ji trpi zhruba 3-6 miliont lidi (EI Hoss et al. 2022). Podle odhadt tato mutace vznikla
pted vice nez 7000 lety, a ptestoze jeji dusledky mohou vést az k umrti pacienta, tak se tato
mutace zachovala a rozsifila. Divodem je ochrana, kterou maji heterozygoti proti tézké malarii,
zpusobenou prvokem Plasmodium falciparum (Esoh a Wonkam 2021).

Srpkovity RBC vznika pii deoxygenaci, kdy HbS podléha polymeraci (Ceglie et al. 2023).
Samotna polymerace je proces zapfi¢inény mutaci, kterd vede k zdméné hydrofilni kyseliny
glutamové za hydrofobni valin. Hydrofobni wvalin interaguje s dal§imi hydrofobnimi
molekulami na fetézci B globinu jinych molekul deoxy-HbS. Dochazi tak ke zméné tvaru
molekul atvorbé dlouhych tuhych polymerta (Odiévre et al. 2011). Polymery maji
Sroubovicovou strukturu (Kato et al. 2018). Tvorba polymert spousti dal$i patologické procesy,
jako je tfeba abnormalni funkce iontovych kanald, kdy dochazi k poruse kationtové
homeostazy, coz vede k dehydrataci buniky (Odiévre et al. 2011). Dehydratace zpusobi,
ze se zvySuje koncentrace Hb a polymerace se tak dale prohlubuje. Nakonec vznikaji nevratné
deformované srpkovité erytrocyty (Williams a Thein 2018).

Dalsim rozdilem mezi HbA a HbS je rozdilna afinita ke kysliku (Kato et al. 2018). Mutace,
ktera je odpovédna za rizné formy SCD, nema vliv na afinitu O2 k Hb. Vyrazné snizeni afinity
k O2 zptisobi az polymerace HbS pii deoxygenaci, kdy dochazi ke zméné tvaru molekul Hb
a je tak naruSena jejich schopnost efektivné vazat O2. Disociacni kiivka oxyhemoglobinu S je
posunuta doprava oproti normalnimu HbA (Di Liberto et al. 2016). Velikost posunu se miize
u jednotlivych pacienta liSit, protoze zavisi na stupni polymerace. Disociacni kiivka je také

posunutd doprava pii zvySeném parcidlnim tlaku CO2, télesné teploté, zvySené koncentraci
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iont H+ (u acidozy) a 2,3-disfosfoglyceratu (2,3-DPG), coz je produkt glykolyzy. Snizena
afinita HbS k O2 v kombinaci s chronickou anémii vede k hypoxii tkani. Diky tomu se za¢ne

uplatnovat glykolyza a snizi se proto pH (Wagner a Berry 2007).
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Obrazek 2. Polymerace hemoglobinu S a vznikla deformace erytrocytu (RBC). Pii deoxygenaci dochazi
K polymeraci a vznikaji dlouha tuhd vlakna se Sroubovicovou strukturou. Polymerace HbS zavisi
na dalsich faktorech jako koncentrace HbS, parcialnim tlaku O2 (pO2), teploté, pH, koncentraci
2,3-difosfoglyceratu (2,3-DPG) a piitomnosti riznych molekul Hb jako napt. fetalniho hemoglobinu.
Pfed vznikem prvnich polymert nastava obdobi latence, kdy deoxygenovany HbS prvné tvoii malé
jadro a aznasledné dochazi k rychlé tvorbé polymerii. Volny cytoplazmaticky hem miize zvysit
pfitazlivost molekul a urychlit tak nukleaci a tvorbu polymert. U srpkovitych RBC je abnormalni
homeostaza kationt, coz vede k dehydrataci bunék. Ke ztraté drasliku dochazi K+ kanaly jako je
Gardostiv kanal a kotransportér K-Cl. Plasmaticky adenosin mtlize ovlivnit metabolismus RBC tim,
ze zméni sfingosin-1-fosfat (S1P). ADORA2B oznacuje adenosinovy receptor. AE1 je aniontovy

transportni protein. Pfevzato od (Kato et al. 2018).

Srpkovité erytrocyty jsou kiehké a méné odolné, a tak se snizuje délka jejich pieZiti
v krevnim feéisti. Zivotnost srpkovitych RBC je zhruba 16 dni, pii¢emz normalni RBC maji
zivotnost 120 dni. Dochazi tak k chronické hemolytické anémii (Williams a Thein 2018).
Snizena elasticita RBC zplsobuje poskozeni tkani, infarkty, cévni mozkové piihody,
multiorgdnové poSkozeni, az ptredcasné umrti jedince (Penka a Slavickova 2011; Ceglie et al.

2023). Vaznym problémem jsou také vazookluzivni krize (VOC), coz je ¢asta komplikace SCD,
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kdy se malé cévy ucpavaji. To vede k hypoxii, ischemii, poSkozeni, zanétu tkan¢ a silné bolesti
(Darbari et al. 2020).

Klinicka zavaznost SCD je rtizna a to kvuli dalsim genetickym faktortim, které modifikuji
onemocnéni (Menzel et al. 2010). Stimto onemocnénim se kazdy rok narodi kolem

300 000 az 400 000 novorozencii na celém svété (Kato et al. 2018).
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Obrazek 3. Disociace kysliku v hemoglobinu HbA a HbS. Srpkovity Hb ma nizsi afinitu k O2, tudiz
se kiivka posune doprava. Z grafu je patrny rozdil nasycenosti Hb O2 u zdravého jedince s HbA

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

na hodnotach tlaku 90 mm Hg, zatimco zdravy ¢lovék dosahne téchto hodnot uz pti mnohem niz$im
tlaku (Wagner a Berry 2007).

Pro vSechny pacienty se SCD je spolecna mutace na chromozomu 11 v genu HBB
(Steinberg et al. 2019). Ackoliv tito lidé maji stejnou genetickou mutaci, je zde velké mnozstvi
moznych projevii onemocnéni (Liu et al. 2016).

Mutace vznika zménou v genu HBB na pozici 11p15.4, coz vede ke vzniku mutovaného
genu HBB-BS (Esoh a Wonkam 2021). Vznika zaménou jediné baze adeninu za thymin
(GAG>GTG) v kodonu 6. Tato mutace se také nazyva jako rs334 (Williams a Thein 2018).
Takovéto mutace jsou jednobodové a oznacuji se jako jednonukleotidové polymorfismy
(Single Nucleotide Polymorphism — SNP). Jsou to substitu¢ni zamény jediného nukleotidu
na ur¢ité pozici v genomu. Zavaznost onemocnéni pak zavisi na typu SNP polymorfismu
(Otova et al. 2021). V dasledku této mutace dojde k nahrazeni hydrofilni kyseliny glutamové
za hydrofobni valin. Tato zdména vyrazné ovlivituje funkci hemoglobinu. Vznika patologicky
srpkovity hemoglobin HbS (Ceglie et al. 2023). Za nizkého tlaku kysliku tvoti HbS dlouhé
polymery, coZ je zpusobeno hydrofobni interakci valinu v poloze 85 v globinovém fetézci

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

SCD mize byt zpisobena vice nez 15 moznymi genotypy, ackoliv vétsina z nich je velmi
vzacna (EIl Hoss et al. 2022). SCD se dédi jako autozomalné kodominantni znak. To znamena,
7¢ heterozygoti pro alelu BS jsou sice nositeli srpkovitého znaku (HbAS) a mohou se u nich
ptiznaky souvisejici S touto mutaci projevit, ale nemaji tak zavazné projevy jako homozygoti
pro alelu BS (HbSS), ktefi maji vétsinou vazny pribéh této nemoci (Kato et al. 2018)
oznacovana jako SCA (Esoh a Wonkam 2021). SCA se vyzna¢uje homozygotnosti pro mutaci
rs334. Jako dalsi typ SCD je pak oznacovana heterozygotnost pro mutaci rs334 a piitomnost
dalsi mutace, ktera vede ke zméné B globinu (Williams a Thein 2018). Druha mutace mize byt
naptiklad takova, ktera vede bud’ k jinym strukturnim variantam B globinu, jako je napfiklad
hemoglobin C, nebo ke snizené produkci B globinu, jako je B-talasémie (Williams a Thein
2018).

U pacientl afrického ptuvodu je SCA nejcastéjsi pti¢inou SCD, atoazz 65-70 %.
Nasleduje varianta HbSC, ktera tvoii asi 30 %. Vétsinu zbytku pak tvoii HbS/B-talasemie
(Williams a Thein 2018). Homozygoti pro rs334 mutaci (HbSS) a heterozygoti pro tuto

NS4

Heterozygoti HbAS, ktefi maji pouze jednu alelu S, maji jen minimalni komplikace. Proto
se heterozygotnost HbAS nepocitd do skupiny onemocnéni SCD. Vzacné se zde mizou
vyskytovat komplikace jako hematurie (krev v moci), hyphema (krev v piedni o¢ni komote),
rendlni medularni karcinom a vzacné i malignita a dal§i. HbAS muze byt také rizikovym
faktorem pro chronické onemocnéni ledvin a plicni embolii. Tito jedinci jsou ¢aste¢né chranéni
proti malarii zptisobené Plasmodium falciparum. To vysvétluje masivni rozsifeni této mutované
BS alely v subsaharské Africe, ve Sttedomofi, na Blizkém vychodé a v Indii (Kato et al. 2018).

HbSC genotyp je druhy nejcastéjsi typ SCD. Je to kombinace dvou typt mutaci, kde je
jedna BS alela (HbS) a druha BC alela, ktera nese mutaci pro hemoglobin C (Kato et al. 2018).
Mutace pro hemoglobin C (HbC) je zména z GAG na AAG na kodonu 6, kdy je v globinovém
fetézci nahrazena Kkyselina glutamova za lysin (Da Guarda et al. 2020). Je to jednobodova
mutace SNP, ktera se oznacuje jako rs33930165 (Mangano et al. 2015).

Samotna mutace C v heterozygotni formé (HbAC genotyp) je spiSe asymptomaticka.
Homozygotni forma HbCC uz se projevuje mirnou hemolytickou anémii (Mangano et al. 2015).

Jedinci s témito mutacemi jsou rovnéz Castecné chranéni proti malarii, coz je pravdépodobné

wrwe

18



Patfi sem napiiklad abnormalita n&€kterych membranovych proteinl, coz vede ke snizené
cytoadherenci a tudiz i snizené sekvestraci parazitii (Gongalves et al. 2016).

Genotyp HbSC je vétSinou spojen s mirnéjsi hemolytickou anémii a méné Casté jsou
i akutni a chronické komplikace neZ u pacienti s SCA. Casté jsou viak komplikace jako
retinopatie a osteonekroza (Kato et al. 2018).

HbS/B-talasemie je dalsi, stale relativné Casty genotyp. Jedna alela nese mutaci pro vznik
srpkovitého hemoglobinu a druha alela nese mutaci, ktera vede ke snizené nebo zadné produkci

B-globinu. Zavaznost onemocnéni mize byt ruzna, velice zalezi na mutacich pro B-talasémii

(Macharia et al. 2020).
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Obrazek 4. Genetické zmény v HBB. Normalni hemoglobin (HbA) se sklada z 2 podjednotek a-globinu
a 2 podjednotek B-globinu, ty jsou kdédovany HBB. Srpkovita alela BS, je alela HBB, kde doslo
k substituci adeninu za thymin. Dojde tak k nahrazeni kyseliny glutamové valinem, coz vede
az ke zménam ve struktuie Hb. SCD vznika, kdyZ jsou ob¢ tyto alely HBB mutované a alespoil jedna
Z nich musi byt mutace BS. Jedinci s HbAS nemaji onemocnéni SCD, porucha se u nich nijak vyrazné
neprojevi. Pacienti se SCA maji obé alely BS. Jedinci s HbSC maji jednu alelu S a na druhé alele
je zména z guaninu na adenin, coz vede k zaméné kyseliny glutamové za lysin. Tato mutace dava vzniku
HbC. Kombinace BS s tzv. nulovou alelou neboli Hbp0, kdy se Hb netvoii, popiipadé Hbp+, vedouci

k produkci Hb v omezené mife. Takovato mutovana alela je zakladem B-talasémie (Kato et al. 2018).



1.3.1.2 DalSi faktory pro prubéh onemocnéni

Pribéh onemocnéni zévisi nejen na konkrétni mutaci, ale ovliviiuji ho i1 dalsi faktory.
haplotypy B-globinovych genovych klastri (Shaikho et al. 2017). Haplotyp je kombinaci alel
na jednotlivych lokusech, které jsou v tésné vazbé a dédi se s vysokou pravdépodobnosti
pospolu. Shodny haplotyp se proto mize vyskytovat i po nékolik generaci (Otova et al. 2021).
Nejcastéji se v populaci vyskytuje pét hlavnich haplotypa (Adekile 2021). Pro kazdy z téchto
haplotypt je charakteristickd urcitd hladina HbF, jehoz ptitomnost je zasadni pro leh¢i prabéh
onemocnéni. Zjisténi haplotypu je tedy vhodné pro urceni progndzy onemocnéni (Shaikho et al.
2017).

Tyto haplotypy se nazyvaji podle predpokladaného zemépisného ptivodu (Joly et al. 2011).
Nazyvaji se jako beninsky (BEN), haplotyp pro Stredoafrickou republiku (CAR), oznacovany
také jako bantusky (BAN), senegalsky (SEN) a arabsko-indicky, ozna¢ovany jako Al (Adekile
2021). V nekterych zdrojich je také uvadén haplotyp Kamerunu (CAM) (Steinberg et al. 2019).

Nejmirnéjsi pribéh onemocnéni maji pacienti s Al, kde se hladina HbF pohybuje az kolem
20 % z celkového Hb. Nasleduje haplotyp SEN, ktery ma okolo 10 % HbF a haplotypy CAM,
rozdilné exprese HbF neni zcela jasny, ale pravdépodobné se jedna o cis-pusobici efekt, ktery

by mohl byt zodpovédny za vyssi hladinu HbF (Steinberg et al. 2019).

1.3.2 Talasémie

Talasémie je heterogenni autozomalné recesivni dédi¢na anémie, kterd je typické sniZzenou
nebo zcela chybéjici syntézou nékterého z typt globinovych fetézct (Asghar et al. 2022). Jedna
se tedy predevs§im o kvantitativni, spi§ nez kvalitativni poruchu syntézy hemoglobinu (Penka
a Slavickova 2011).

Rozdé€leni na a a B talasémii spociva v tom, zda jsou postizeny geny pro a-globinové nebo
B-globinové fetézce. Talasémie mlze byt riizné zavazna, a to podle toho, zda dochézi alespon
k ¢astecné tvorbé globinovych fetézct,, nebo zda se netvoii viubec. Podle stupné postizeni
se tedy jedna o talasemii minor, intermedia nebo major. Pro talasémie je typicky pokles
koncentrace Hb, hypochromie a snizeny stiedni Objem erytrocytd. V krevnim natéru

pak lze nalézt i teréovité erytrocyty tzv. target cells (Penka a Slavickova 2011).
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Stejn¢ jako SCD se B-talasémie projevi, az kdyz dojde poklesu HbF, ktery je vystiidan
HbA. Zavazné mutace, které vedou kuplné absenci a-globinovych gentl, se projevi

uz Ve fetalnim stadiu (Thein 2018).

1.3.2.1 pB-talasémie

B-talasémie vznika mutaci v genu pro B-globin. Tato mutace vede bud’ ke snizené (B*),
nebo zadné (B0) produkci B-globinu. To vede k nerovnovaze mezi a- a f-globinovymi fetézci
(Hoy 2024). V disledku nedostatecné syntézy B fetézct dochazi k nadbytku o fetézcu (Penka
a Slavi¢kova 2011). Nadbyte¢ny a-globin se shlukuje a vytvafi precipitaty, které poSkozuji
bunéénou membranu a dochazi az k apoptoze (Gamage et al. 2023). Mén¢ zavazné formy jsou
oznacovany jako B++. Jsou u nich jen minimalni poruchy produkce fetézcti. Neékteré jsou tak
mirné, Ze jejich nositelé nemaji zjevné ptiznaky. V soucasné dobé bylo identifikovdno vice nez
300 rtznych variant alel B-talasemie, avSak jen zhruba 40 z nich ptedstavuje okolo 90 %
piipadti onemocnéni B-talasemie na celém svété (Thein 2018).

Mutace B-talasemie je defekt B-globinového genu na 11. chromozomu, kde se nachazi
misto pro syntézu globind (Karnpean et al. 2022). Mutace mohou byt zpusobeny
jednobodovymi substitucemi, malymi insercemi, a spiSe vyjime¢né i delecemi. Mutace
tak ovliviiuji produkci globinu ve vSech fazich genové exprese, a to od transkripce, zpracovani
RNA az po translaci mMRNA B-globinu. AZ polovina nedele¢nich mutaci zcela inaktivuje gen f3,
takze se B-globin netvoii viibec a vznika B0 talasemie (Thein 2018).
homozygotni mutace a jsou cely zivot zavisli na transfuzich, proto se tato forma da oznacit také
jako tzv. transfusion dependent thalassemia (TDT) (Gamage et al. 2023). Opakované transfuze
vedou k pietizeni zelezem, tudiz je nutna chelata¢ni terapie pro omezeni ukladani zeleza
do tkani. Uginek chelata¢ni terapie neni uplny, proto vétsina téchto pacientil umira na srde¢ni
selhani v disledku sekundarni hemochromat6zy, nebo na hepatokarcinom u star$ich pacientil
(Rahimmanesh et al. 2022). Nadbyte¢né fetézce a-globinu se hromadi a v prekurzorech
erytrocytl tvofi inkluzni téliska, které se navaZou na membranovy skelet a zptsobi oxidativni
poskozeni membrany a pred¢asnou apoptozu (Asghar et al. 2022).

Pacienti s p-talasemie intermedia maji spiSe mirnou anémii. Ob¢as mohou potiebovat
podstoupit transfuzi, ale zdaleka ne tak Casto jako pacienti s B-talasemie major, ktera vyzaduje
celozivotni transfuze a chelatacni terapii. Nejleh¢i forma je B-talasemie minor, ktera je vétSinou

asymptomaticka, s lehkou ¢i stfedné tézkou mikrocytarni anémii (Gamage et al. 2023).
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1.3.2.2 a-talasémie

Porucha a-talasémie zahrnuje mutace v genech HBA1 a HBA2. Zdravy jedinec ma ¢tyfi
funkéni geny a-globinu a od kazdého rodice zdédi dvé alely. Casto dochazi k deleci jednoho
nebo dvou geni pro a-globin na chromozomu 16, coz vede ke sniZeni exprese a-globinu.
Mutace ovlivni napt. zpracovani nebo stabilitu RNA, ¢imz se snizi syntéza proteinu (Vijian
et al. 2021).

Ptiznaky a pribéh onemocnéni zavisi na mnozstvi a typu postizenych genti. Inaktivace
¢i delece oa-globinu vede Kk tichému nosi¢stvi. Dva postizené geny vedou k mikrocytarni
hypochromni anémii. Delece nebo mutace tii gentli vede k tvorbé HbH, coz se projevuje sttedné
tézkou anémii a vyraznou mikrocytdézou. Porucha vSech ¢tyt genti vede k tvorbé Hb, ktery
zpusobujici hydrops fetalis (Vijian et al. 2021). T¢€hotenstvi, u kterych je znamy Bartiv
syndrom hydrops fetalis, jsou ukoncéena, a to kvili fetdlni i matetské morbidité
(Harteveld a Higgs 2010).

Onemocnéni HbH je casto u pacientt, ktefi jsou heterozygoty pro dvé rtizné mutace,
nebo homozygoti pro stfedné tézkou mutaci. Obvykle maji méné nez 30 % normalniho
mnozstvi a-globinu. Obvykla je anémie, pficemz hodnoty Hb se mohou lisit (26-130 g/l).
Pacienti maji rizné ptiznaky a komplikace jako je splenomegalie, Zloutenka, zpomaleni ristu
u déti, infekce a mnoho dalSich. U Bartova syndromu hydrops fetalis je hlavnim Hb nefunk¢ni
tetramer y4. Embryonalni Hb Portland ({2y2) je jedinym funkénim Hb, ktery udrzuje plod
nazivu. Tito jedinci témét vzdy zemiou in utero, nebo kratce po narozeni

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

2.1 Systém CRISPR-Cas a jeho puvod

CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR
associated proteins) je prokaryoticky systém, ktery se stal oblibenym nastrojem pro Gpravu
gend, a to diky své schopnosti pfesné manipulace s genomem (Zakrzewska a Burmistrz 2023).
Dé se vyuzit pro inaktivaci genti (knock-out), ale i vloZeni nového genetického materialu
(knock-in) (Liu et al. 2019). CRISPR-Cas ma proto velky potencial v 1é¢bé genetickych
onemocnéni. Tento systém byl identifikovan u vétSiny druhti ze skupiny Archea a asi u poloviny
druht ze skupiny Bacteria a poskytuje jim adaptivni imunitu proti cizim nukleovym Kkyselinam
(Zakrzewska a Burmistrz 2023).

V roce 1987 byly u Escherichia coli rozpoznany charakteristické repetice (cluster repeats),
0 nichZ bylo pozd¢ji zjisténo, Ze se mezi nimi nachdzeji unikatni sekvence virového
nebo plasmidového puvodu, oznacované jako spacery. V roce 2007 bylo potvrzeno, ze jsou
soucasti adaptivni imunity, kdyz byl proveden experiment, kde bakterie integrovaly do svého
genomu spacery ziskané pii fagové infekci (Kim et al. 2017). Pole CRISPR je tedy v podstaté
archiv predchozich infekci. V jeho blizkosti se pak nachdzeji geny pro tvorbu proteint Cas,
které maji diileZitou roli v ziskdvani sekvenci cizi nukleové kyseliny a nasledné tzv. imunitni
reakci pii opakované infekci (Zakrzewska a Burmistrz 2023). Proto pii opakovaném setkani

se snizila citlivost na tuto fagovou poptipadé plasmidovou infekci (Kim et al. 2017).

cas genes CRISFR array

D Leader 0 Spacers D Repeats ‘ Terminator

Obrazek 5. Schématické znazornéni CRISPR-Cas lokusu. Repetice (cluster repeats) jsou znazornény

zlutymi obdélniky a mezi n¢€ jsou ukladany spacery (kosoctverce riznych barev), které jsou ziskany
z virové DNA. Nejnovéjsi spacer je vzdy umistén do vedouciho konce. V genomu vedle CRISPR array

se nachazi geny pro kddovani Cas proteint (Jeong et al. 2019).

Samotny proces ziskdni imunity proti virim se sklada ze tfi fazi: adaptace, rozpoznéani
a interference. Proces adaptace zacina tak, ze do bakterialni bunky vstoupi virova DNA
(Al-Turjman 2020). Béhem této faze jsou z exogenni (virové) nukleové kyseliny ziskany
jeji casti, neboli spacery (Zakrzewska a Burmistrz 2023). Tyto spacery jsou nasledné

integrovany do tzv. CRISPR lokusu, ktery je sloZen ze spacert a opakujicich se sekvenci DNA
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(cluster repeat) (Al-Turjman 2020). Identické cluster repeats odd¢€luji jednotlivé spacery a maji
regulacni roli. U mnoha typti CRISPR-Cas jsou nové spacery ziskany z exogenni nukleové
kyseliny pomoci rozpoznani specifické sekvence PAM neboli Protospacer Adjacent Motif.
PAM se nachazi ve virové DNA v bezprostfedni blizkosti protospaceru neboli ¢asti exogenni
DNA, ktera jesté neni zabudovana do DNA bakterie (Zakrzewska a Burmistrz 2023).

Rozpoznani PAM a Stépeni exogenni nukleové kyseliny je zajiSténo proteiny Cas
(Al-Turjman 2020). Sekvence protospacerti jsou nasledné zaclenény do matrice CRISPR
a stavaji se z nich spacery (Zakrzewska a Burmistrz 2023). Spacer je umistén do tzv. vedouciho
konce bakterialni DNA (Al-Turjman 2020). PAM, kter¢ umoznily jejich rozpoznani,
do CRISPR lokusu v DNA zakomponovany nejsou, protoze jinak by mohlo dojit
Kk autoimunitni reakci a $tépeni vlastni bakterialni DNA. Tyto spacery pii opakovaném setkani
sinfekci umoziuji rozpoznani sekvence, ato na zakladé komplementarity (Zakrzewska
a Burmistrz 2023).

Ve druhé fazi je pole CRISPR v bakterialni DNA pfepsano pomoci transkripce, pii které
jsou ulozené spacery piepsany do formy pre-CRISPR RNA (Al-Turjman 2020). Pre-crRNA je
dlouha molekula RNA, ktera je nasledné dale zpracovavana az na crRNA. Vyskytuje se vice
typt systémi CRISPR-Cas, proto zpracovani pre-crRNA muze probihat riznymi mechanismy
S pouzitim rtznych latek. Systémy tfidy 1 obvykle vyuZzivaji ribonukleazu Cas6, ktera zkracuje
pre-crRNA a vytvaii funkéni zralé crRNA, pticemz kazda crRNA obsahuje jednu spacerovou
sekvenci lemovanou fragmenty opakujicich se sekvenci (cluster repeats). Pro tiidu 2 je $tépeni
pre-crRNA zajisténo proteiny, jako jsou napiiklad Cas9, Casl2 a Casl3. Zde je dilezity také
enzym RNAsa a nekodujici transaktivaéni RNA (tracrRNA). TracrRNA je koédovana pobliz
gent Cas a je prepisovana spolu s pre-crRNA. Je typickd komplementarnimi sekvencemi
k crRNA, takze tvoii komplex stracrRNA (Zakrzewska a Burmistrz 2023). TracrRNA je
klicova slozka podilejici se na tvorbé a zpracovani crRNA. Tento vznikly komplex je rozpoznan
enzymem Cas9 a RNAsou a je zpracovan na zralou crRNA (Javaid a Choi 2021).

Faze interference nastava, kdyZz virus napadne bakterii opakované. Zrala crRNA
v komplexu s proteiny Cas zacne vyhledavat sekvence ve virové DNA, které jsou
komplementarni k sekvenci kédované spacerovym fragmentem crRNA. Vyhledavani virové
DNA opét umoziuje sekvence PAM. Rizné druhy organismi mohou pouZivat odlisné typy
Sté€picich proteint Cas a mohou se vzajemné lisit i v dalSich faktorech (Zakrzewska a Burmistrz
2023). Po nalezeni komplementarni sekvence dochazi ke $té€peni a zni¢eni virové DNA, takze

se virus uz nemuze replikovat (Al-Turjman 2020).
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Obrazek 6. Bakterialni imunita proti cizi genetické informaci. V prvni fazi dochézi ke vniknuti virové
DNA do bakterie. Tato DNA je za¢lenéna do bakterialniho genomu ve formé spaceru mezi tzv. cluster
repeats, které oddé€luji jednotlivé spacery. Nasledné je bakterialni DNA transkribovana do pre-CrRNA,
S ni je sparovana tractrRNA a vytvaii se komplex, ktery je rozpoznan proteiny Cas9 a stépen RNAsou.
Vznikaji tak samostatné jednotky, specifické pro danou virovou infekci. Pti opakované infekci
tyto jednotky kontroluji DNA viru a kdyz naleznou sekvenci PAM, kterd umozni navazani sgRNA

na cilovou DNA, dochazi ke $tépeni exogenni DNA, ¢imz se zabrani jeho replikaci (Roberts 2024).

2.2 Metoda CRISPR-Cas pro editaci genomu

Objev systému CRISPR-Cas Vv prokaryotickych organismech vedl k rozvoji technologie,
umoziujici manipulaci s genomem V eukaryotickych bunkach, zalozené na tomto principu

(Al-Turjman 2020). CRISPR-Cas se da rozdélit do 6 typu a 21 podtypu (k roku 2020).
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Nejpouzivangjsim typem CRISPR-Cas pro editaci genll je systém vyuzivajici enzym Cas9,
pochazejici z bakterie Streptococcus pyogenes, protoze se da pouzit jako jediny protein (Shim
et al. 2020). Dale se také da vyuzit napt. protein Cas12 (Zakrzewska a Burmistrz 2023). Ostatni
systémy jsou multiproteinové komplexy (Shim et al. 2020).

Jesté pred objevenim této metody mohli védci k editaci genomu vyuzivat metody jako jsou
Zinc Finger Nuclease (ZFN) a Transcription activator-like effector nucleases (TALEN) (Kim
et al. 2017). CRISPR-Cas je v porovnani s témito metodami u¢innéj$i a muze editovat vice
cilovych gent soucasné (Liu et al. 2017). Nejrozsifenéjsi metoda CRISPR-Cas9 je zalozena
na principu komplementarniho parovani bazi mezi cilovou DNA a guide RNA,
zatimco principem ZFN a TALEN je rozpoznavani cilové DNA proteinem. ZFN jsou proteiny
sloZzené z endonukledzy, kterd dokaze Stépit dvouretézcovou DNA, a z tzv. zinkového prstu,
ktery umozinuje vazbu na DNA. Vyroba ZFN je vsak finanéné i ¢asové naro¢na. U metody
TALEN jsou podobn¢ jako u ZFN zékladem slozené proteiny z DNA-vazajici efektorové casti
a endonukleazové ¢asti. Mechanismy jsou si v nékterych ohledech podobné, piesto ma TALEN
vice vyhod nez ZFN. Konstrukce TALEN je jednodussi a zabere mén¢ ¢asu nez ZFN, navic je

TALEN specifi¢téjsi a méné toxicky (Shim et al. 2020).

Gene editing technique
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Obrazek 7. Moznosti Upravy genomu. Mize byt upraven pomoci metod jako nazyvané Zinc finger
nucleases (ZFN), Transcription activator-like effector nucleases (TALEN) a Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats (CRISPR) system. Metoda ZFN vyuziva k rozlisSeni DNA
specificky protein, kdy kazdy zinkovy prst se vaze na triplet bazi. Metoda TALEN vyuziva stejné jako
ZFN specificky protein, ale kazda jeho podjednotka se vaze na konkrétni bazi, coz déla metodu
piesngj$i. CRISPR-Cas vyuziva parovani bazi na zékladé komplementarity, pfi¢emz misto proteinu

je vyuzivana RNA (Kim et al. 2017).

Oproti proteinovému inzZenyrstvi je vyroba specifické RNA pro systém CRISPR-Cas
mnohem jednodussi, rychlejsi a levnéjsi. Vyroba SgRNA pro CRISPR-Cas9 vyzaduje zménu
20 nukleotida tak, aby byly homologni s nukleotidy v cilové sekvenci. Guide RNA pak dokaze
rozpoznat jakoukoliv sekvenci DNA, ktera sousedi se sekvenci PAM (Shim et al. 2020).
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2.3 Typy CRISPR-Cas

2.3.1 CRISPR-Cas9

V soucasnosti je systém CRISPR-Cas, ktery vyuziva protein Cas9 z bakterie Streptococcus
pyogenes (SpyCas9) nejrozsifenéjSim a univerzalnim systémem pouZzivanym pro editaci
genomu (Tyumentseva et al. 2023). Protein Cas9 se da také ziskat z bakterii jako
Staphylococcus aureus, Streptococcus thermophilus, Bacillus laterosporus i dalSich
(Al-Turjman 2020). Cas9 je RNA-dependentni nukleaza a pro jeji nasméfovani se pouzivaji
tzv. single guide RNA. SgRNA je jedind molekula vznikla spojenim CrRNA a tracrRNA
(Tyumentseva et al. 2023). Cas9 je oblibeny proto, Ze se da vyuzit pro $tépeni DNA samostatné,
zatimco ostatni Cas proteiny funguji v multiproteinovém komplexu (Shim et al. 2020). Nastroj
CRISPR-Cas9 se do klinického vyuziti dostal se schvalenim prvniho 1é¢iva Casgevy (Gamage
et al. 2023).

SgRNA je synteticka molekula, kterd je dlouha zhruba 100 nukleotidd. Na jejim 5 konci
se nachazi sekvence o 20 nukleotidech, kterd umoziuje identifikaci cilové DNA pomoci
sekvence PAM (protospacer adjacent motif), coz je casto 5'-NGG-3’, piicemz N znaci
libovolny nukleotid a G je guanin (Liu et al. 2017). Protein SpyCas9 nejprve rozezna PAM
5'-NGG-3" a poté dochézi k parovani bazi cilové sekvence a komplementarni ¢asti SQRNA.
Tim se vytvoti struktura tzv. R-loop, ¢imz se aktivuje $tépici aktivita Cas9 (He et al. 2023).

Nukleaza Cas9 obsahuje 6 domén (Hillary a Ceasar 2023). Dilezita je doména, ktera
rozpoznava sekvenci PAM. Po rozpoznani PAM dochazi v Cas9 k deformaci DNA, kdy jsou
nukleotidy pieklopeny smérem k sgRNA. KdyZ se usek cilové DNA shoduje se sekvenci
v guide RNA, je vytvofen duplex, a druhé vlakno je ¢astecné oddéleno. Vazbou proteinu
na cilovou DNA dochazi ke zménam v proteinu a spousti se St€peni pomoci dalSich domén
(Zhou a Yao 2023). Dale jsou uplatnény domény nazyvané jako RuvC a HNH, které
jsou zodpoveédné za vznik dvoufetézcového zlomu v cilové sekvenci DNA
(Tyumentseva et al. 2023). HNH doména §tépi komplementarni vlakno S crRNA, zatimco
RuvC doména to opac¢né (Al-Turjman 2020). Funkce genu lze ovlivnit pravé pomoci zlomu,
po niz nasleduje oprava (Westermann et al. 2021).

Prvné se gRNA navaze na protein SpyCas9, ¢imz se tento neaktivni protein méni
na aktivni. Po aktivaci vyhleda cilovou sekvenci, diky rozpoznani sekvence PAM (5'-NGG-3’).
Nasledné¢ Cas9 pomoci svych domén HNH a RuvC piesttihne dsDNA 3 bp pfed PAM. Doména

HNH stépi vlakno, které je komplementarni k 20-nukleotidové sekvenci v SgRNA, zatimco
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doména RuvC §tépi opacné vlakno DNA, nez je to komplementarni (Hillary a Ceasar 2023).
Cas9 tak stépi DNA a vytvaii se tak dvoufetézcovy zlom (DSB). Tyto vzniklé zlomy jsou
nasledn¢ opraveny mechanismy opravy DNA, a to bud’ pomoci nehomologniho spojovani
koncti (NHEJ) nebo homologicky fizenou opravou (HDR). Vétsinou dochazi k opravé DNA
pomoci NHEJ, pficemz je genom opraven pomoci inserce ¢i delece, coz vede k vyfazeni genu.
Pokud je vsak pfitomen templat, tak mize byt pomoci metody HDR indukovan vznik

pozadované baze, ¢imz se da gen opravit (Liu et al. 2017).

A Target sequence
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/ sgRNA
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\ Cas9
PAM
RuwC Jo  NGG
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Obrazek 8. Mechanismus editace genti pomoci CRISPR-Cas9. Nukleaza Cas9 je navazana na sgRNA.
Tento komplex rozpozna cilovou DNA pomoci sekvence PAM, coz umozni proteinu Cas stépit DNA
pomoci svych domén. HNH doména $tépi fetézec DNA komplementarni k sgRNA, zatimco RuvC $tépi
ten opaény a vznika tzv. tupy dvoufetézcovy zlom (DSB). Zlomy jsou nasledn¢ opraveny pomoci
nehomologniho spojovani koncti NHEJ, coz vede k inzerci ¢i deleci nukleotidli. Zlomy mohou byt také
opraveny prostiednictvim homologicky fizené opravy (HDR), kde jsou chybéjici nukleotidy doplnény
podle templatu (Liu et al. 2017).

2.3.2 CRISPR-Casl2

Protein Casl12 se pro svoji jednoduchost a efektivitu stava alternativou k proteinu Cas9.
Byl izolovan z bakterii druhu Acidaminococcus (AsCasl2a) a bakterie Lachnospiraceae

(LbCasl2a), pro jeho ziskani se vsak daji pouzit i dalsi druhy jako tfeba Francisella
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(Hillary a Ceasar 2023). Casl2a, ktery se oznacuje také jako Cpfl, je jednoducha
crRNA-navadéna endonukleaza (Yang et al. 2023). Tento protein dokaze sam zpracovavat
bakterialni pre-crRNA a nepotiebuje k tomu tracrRNA ani RNAsu 111, na rozdil od systému
vyuzivajici Cas9. Ke st€peni DNA je zde potieba pouze crRNA. Cas12 obsahuje domény RuvC
a nukleazovy lalok (NUC), diky nimz jsou Stépeny cilové sekvence (Hillary a Ceasar 2023).
Je n¢kolik typti Casl2, ale jen n¢které se daji vyuzit pro editaci savéich bunék. Napiiklad
Casl2b je mechanismem uc¢inku podobny Casl2a, ale vyzaduje pro svoji spravnou funkci
teplotu okolo 40 °C, takZe je pro sav¢i bunky nepouzitelny (He et al. 2023).

Stejné jako Cas9 potiebuje tento systém sekvenci PAM pro rozeznani cilové sekvence
DNA (Hillary a Ceasar 2023). Casl12 rozpoznava oblasti PAM bohaté na AT, jako jsou
5-TTTV-3' (LbCasl2, AsCasl2a) a 5-ATTN-3’ pro protein BhCasl12b (He et al. 2023).
BhCas12b je protein ziskany z bakterie Bacillus hisashii (Yang et al. 2023). Cas12 ma proto
leps$i uplatnéni nez Cas9 pro Sté€peni sekvenci obsahujicich vétsi podil bazi AT (He et al. 2023).
Jakmile najde cilovou sekvenci, dochazi k hybridizaci part bazi mezi crRNA acilovym
vlaknem a vytvaii se tzv. R-loop neboli R-smycka. Jakmile se tato smycka vytvori, protein Cas9
zacne byt enzymaticky aktivni a vyuZije svou RuvC doménu ke §tépeni cilového vldkna DNA.
Casl2 narozdil od Cas9 vytvaii tzv. lepivé DSB neboli zlomy s piedsazenymi konci,
coz podporuje mechanismus opravy HDR, spi§ nez NHEJ (Hillary a Ceasar 2023).

Ackoliv oba systémy Cas9 a Cas12 mohou upravovat DNA, existuji mezi nimi rozdily.
Systém CRISPR-Cas9 se ptirozené v bakteriich sklada ze tii slozek — crRNA, tracrRNA a Cas9.
Uméle byl vSak zredukovan na dvé slozky neboli guide RNA a Cas9. Zatimco oba proteiny
Casl2a i Casl12b se ptirozené skladaji jen ze dvou slozek — crRNA a Casl2, coz vede ke vétsi
prizplsobivosti systému a $ir§i moznost vyuziti. Cas9 je vSak pouzitelna v $ir§im teplotnim
rozmezi, zatimco nukledza Casl2b ma vys§i pozadavky na konkrétni teplotni podminky

(He et al. 2023).
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Obréazek 9. Stépeni DNA pomoci CRISPR-Cas12. Protein Cas12 rozpozna PAM sekvenci (CTA, TTN,
TTTN) a vedle sekvence PAM rozpozna cilovou sekvenci DNA. Po rozpoznani dochazi k parovani
useku cilové DNA s crRNA (méné nez 17 part bazi) a vytvoii se tak tzv. R-loop. Jakmile je
tato R-smycka vytvotfena, za¢ne byt protein Casl2 enzymaticky aktivni a pomoci RuvC domény

a nukleazového laloku §tépi vlakna DNA. Vytvareji se tzv. lepivé konce (Hillary a Ceasar 2023).

2.3.3 CRISPR-Casl3

CRISPR-Cas13 je systém, ktery na rozdil od ptedchozich systéml dokaze upravit RNA.
D4 se vyuzit pro potlaceni genové exprese bez rizika poskozeni DNA, protoze proteiny Casl3
nemaji DNAsovou aktivitu (Zeballos C. a Gaj 2021). Enzymy Cas13 postradaji domény RuvC
a HNH potiebné ke $t€peni DNA, proto nemohou genom upravovat (Bharathkumar et al. 2022).

Cas13 dokaze pod vedenim crRNA $tépit jednotetézcovou RNA neboli sSRNA. Tento
systém vyzaduje tzv. protospacer flanking sequence (PFS), ktery je podobny PAM sekvenci
(He et al. 2023). Proteiny Casl3 maji dvé domény HEPN, coz je zkratka higher eukaryotic
and prokaryotic nucleotide binding, které maji RNAsovou aktivitu. CRISPR-Casl13 se déli
na nékolik podtypt (A, B1, B2, C, D, X). Nejvice prozkoumanym systémem je Casl3a, ktery
se sklada ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast je lalok (REC), ktery rozpozna crRNA, a lalok nukleazy
(NUC), ktery RNA stépi (Liu a Pei 2022).

Jelikoz se tato technologie zamétuje na editaci RNA, ma urcitd omezeni, a proto by se tato
technologie dala vyuzit k 1é¢bé pouze n€kterych onemocnéni. Trvald exprese proteini Casl3

by navic mohla vyvolat i imunitni odpovéd organismu (Zeballos C. a Gaj 2021).
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Casl3 by se dal vyuzit naptiklad jako antivirotikum, které se zaméfuje na genom RNA vird,
jako je chiipka a SARS-CoV-2, pro boj s onemocnénim dychacich cest. Jiné studie zase vidi
vyuziti systému s Casl3 pro 1é€bu neurodegenerativnich onemocnéni jako je Parkinsonova
choroba (Shalaby et al. 2020).

Cas9 Cas12a Cas13
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(40-44nt) ~  _9RNA
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5 SSRNA 2 ’ 3 3
3 2330nt
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Obrazek 10. Porovnani systémti CRISPR-Cas9, 12a a 13, které se vyuzivaji pro editaci DNA nebo RNA.
Vsechny tyto systémy vyuzivaji dvé slozky: endonukleazovou podjednotku (protein Cas) a guide RNA.
Proteiny Cas9 a Casl2 umoznuji S$tépeni DNA, zatimco Casl3 §tépi RNA (upraveno)
(Shalaby et al. 2020).

2.3.4 Dalsi typy CRISPR-Cas

Existuje mnoho variant a modifikaci syst¢ému CRISPR-Cas, a to z diivodu, ze zminéné
systétmy CRISPR-Cas maji pomérmné velkou mimocilovou aktivitu, nebo byly vynalezeny
alternativy, které maji dalsi vyhody (Saifaldeen et al. 2020). K mimocilovému ucinku dochazi,
kdyz se nukledza Cas navaze na jiné nez puivodné¢ zamyslené misto v genomu, a to kvili
toleranci neshody. Dochazi tak k nechténé genetické modifikaci (Shalaby et al. 2020). Nechténé
mimocilové (off-target) mutace pak mohou zpusobit nefunkénost bun€k i karcinogenitu
(Kim et al. 2017). Necilova aktivita omezuje moznosti pouziti téchto systému, a tak se stale
vyviji dal$i pokrocilejsi technologie pro minimalizaci nezadoucich dusledkt (Saifaldeen
et al. 2020).

Jedna z téchto metod vyuziva spojeni neaktivni tzv. dead formu Cas9 (dCas9), ktera
je spojena s katalytickou doménou endonukleazy Fokl, coz vytvari komplex nazyvany jako
Fokl-dCas9. Tento systém vyzaduje parovani dvou guide RNA s cilovymi sekvencemi,
nachazejicimi se kolem pozadovaného mista upravy DNA. Vzniklé dvouvldknové zlomy DNA
aktivuji opravné mechanismy a genom je upraven. Tento syst¢ém ma minimalni mimocilové

ucinky (Saifaldeen et al. 2020).
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Obrazek 11. Faze nukleazy Fokl s katalyticky neaktivni Cas9, ktery je v komplexu s guide RNA
(sgRNA). Takto slozeny dimer umoziuje nalézt cilovou sekvenci a spustit Stépeni dsDNA.. Je to piesna

metoda s minimalni mimocilovou aktivitou. Upraveno (Guilinger et al. 2014).

Dale jsou pouzivany Cas9 s mutacemi v doménach HNH nebo RuvC, nazyvané jako Cas9
nikazy (Huang et al. 2022). Nikazy jsou tak ¢aste¢né neaktivni a produkuji jednofetézcové
ajsou zde vyzadovany dvé PAM sekvence na vnéj$im okraji. Pouziti dvou nikaz snizuje
mimocilovou aktivitu, ale pii oprav€é zlomu stale vznikaji bodové mutace (Saifaldeen

et al. 2020).

Spacer length
0-100bp

Obrazek 12. Systém Stépeni DNA vyuzivajici SpCas9 nikazy. Kazda obsahuje jednu sgRNA a kvli
snizené aktivité vytvari jednotetézcovy zlom. PAM sekvence se nachdzi na vné&jSim okraji nikaz

a vzdalenost mezi $t€pnymi misty zavisi na typu systému (Saifaldeen et al. 2020).

Editory bazi (base editors, BE) jsou dal§im alternativnim systémem, zaloZenym na dCas9,
ktery je spojen s enzymem jako je cytidindeaminasa a adenosindeaminasa. Tyto BE umoziuji
zménu parovani — cytosinové BE konvertuji parovani C+G na T+A a adeninové BE konvertuji
A°T na GeC. Tento systém ma velky potencidl pro 1écbu SNP (jednobodovych mutaci),
ale je zde riziko mimocilového efektu i dalsi omezeni (Saifaldeen et al. 2020). Jelikoz SCD
je zpisobena mutaci jednoho paru bazi (GAG na GTG), jevil by se tento systém jako idealni
pro tuto opravu. Nicméné v soucasné dobé neexistuje zadny BE schopny prevést T na A.
V jedné studii se timto problémem zabyvali a pouzili BE, ktery ptfevedl GTG na GCG,
coz vedlo ke vzniku nepatogenni varianty Hb-Makassar (Psatha et al. 2022). BE mohou byt

pouzity také pro tvorbu mutaci v riznych mistech promotoru y-globinu, coz vede ke zvySeni
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hladiny HbF. V soucasné dobé probiha klinicka studie na ovéfeni Gc¢innosti terapeutického

produktu pro genovou terapii, ktery je zalozen na BE (Christakopoulos et al. 2023).
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Obrazek 13. Editory bazi. Je zde vyuzita neaktivni dCas9 nukledza, ktera je spojena senzymem
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Cytidin-deaminasou nebo Adenosin-deaminasou. Cytosinové editory bazi umoziuji zménu z C-G
na T+A a adeninové editory bazi konvertuji AT na G+C (Shalaby et al. 2020).

Prime editory umoziuji vSechny typy zmén pari bazi DNA, malé inzerce, delece
I kombinace, a to bez nutnosti dodat donorovy templat DNA. Jsou slozeny z nikazy Cas9
spojené s reverzni transkriptdzou. Pro navedeni na cilovou sekvenci vyuzivaji prime editing
guide RNA (pegRNA), pomoci které je identifikovano startovaci misto a zaroven obsahuje
spravnou sekvenci pro opravu pivodni DNA. Pomoci tohoto systému by bylo mozné opravit
i mutaci zptisobujici SCD, kterou pomoci Editort bazi neni mozné opravit. Uspé&$nost editace
pomoci tohoto systému vSak nebyla zcela bezchybna, ale s dalSimi modifikacemi se jevi
jako slibny nastroj pro tpravu genomu (Ceglie et al. 2023).

bio

RENDER

3
Primer-binding 2,
site g

Guide sequence

Obrazek 14. Prime editory. Jsou slozené z nikazy Cas9 (protein, ktery ma mutovanou jednu Stépici
doménu, $tépi pouze jedno vlakno DNA) a reverzni transkriptazy (RT) neboli enzymu ktery katalyzuje
prenos zinformace zRNA do DNA. Prime editing guide RNA obsahuje guide sekvenci
pro komplementaci s cilovou DNA a templat, podle kterého je zprostiedkovana oprava (Acharje, 2020).
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2.4 Doruceni systétmu CRISPR-Cas do bunky

Aby mohl systém CRISPR-Cas plnit svoji funkci, musi byt dopraven do jadra bunky
ve strukturdlné¢ neporusené a biologicky funkéni podobé. Systém CRISPR-Cas9 muze byt
zaveden ve formé DNA, mRNA nebo proteinu (Huang et al. 2022).

CRISPR Components
DNA g Y
Cas mRNA gRN,EA Transcription l i‘
RNA e . | D e w
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Cas gRNA \Translation R thnjeu
Protein + { / Editing
Protein iy e @
Cas/gRNA Nuclear Import
Ribonucleoprotein e
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Obrazek 15. Typy transportnich forem systému CRISPR-Cas do buiky. Systém lze dorucit do buiky
ve form¢ plasmidové DNA, mRNA nebo proteinu. (1) Plasmid koédujici protein Cas je v jadie bunky
transkribovan do mRNA a plasmid, ktery koduje gRNA je transkribovan do single guide RNA.
(2) mRNA se dostava do cytoplazmy, kde probéhne translace a vznik nukleazy Cas, a vznika
ribonukleoproteinovy komplex sgRNA/Cas (RNP). (3) Komplex RNP je importovan do jadra.
(4) RNP sRNA/Cas provadi editaci genu (Shalaby et al. 2020).

Bézné je systém CRISPR-Cas9 dodavan do buiiky pomoci plasmidu, kdy je endonukleaza
Cas9 a sgRNA kodovana v jediné plasmidové DNA (Cottle et al. 2016). Mohou byt ale také
dva plasmidy, kdy prvni koduje protein a druhy gRNA (Shalaby et al. 2020). Plasmidova DNA
pro CRISPR-Cas9 lze snadno vyrobit, jsou zde nizké naklady na vyrobu a je stabilni,
ale ma pomaly ucinek a hrozi zde riziko integrace do genomu buniky (Huang et al. 2022). Dalsi
moznosti je kddovani Cas proteinu v mRNA a gRNA je transkribovana in vitro ze syntetického
oligonukleotidu (Shalaby et al. 2020). Systém S mRNA ma rychly nastup, nizké riziko

off-target ucinku, ale mRNA je vétSinou nestabilni. Dal§i moznosti je ribonukleoprotein (RNP)
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sgRNA/Cas9, ktery ma rychly ucinek a nizky off-target u¢inek, ale jeho vyroba je pomérné
slozitd a nakladnéa. Velikost téchto komplexi a povrchovy naboj vSak znemoziuje jejich
prachod pies fosfolipidovou dvojvrstvu bunééné membrany, proto jsou potieba dalsi systémy,
které umozni jejich ptenos (Huang et al. 2022).

Dodavani téchto komponent CRISPR-Cas je mozné pomoci fyzikalnich metod jako
je mikroinjekce, elektroporace, a mnoho dalsich. Tyto metody jsou vysoce ucinné, ale obtizné
aplikovatelné in vivo. Dale je také moznost dodani komponent pomoci virovych a nevirovych
systtmi. Pro dodavani systému CRISPR-Cas9 jsou nejcastéji pouzivany vektory
adenoasociovany virus (AAV), adenovirus (AdV), lentivirus a retrovirus (Huang et al. 2022).
Virové vektory jako AAV a lentivirus maji nevyhodu v tom, ze maji pomérn¢ malou kapacitu
pro pienos latek. Dale mohou vést k buné¢né toxicité a genomické nestabilité (Kim et al. 2017).
Mezi nevirové dorucovaci systémy pro CRISPR-Cas9 se mohou pouzit jak pfirozené ziskané,
tak syntetické lipidové materialy, jako polymery (napi. syntetické polymery, polypeptidy,
proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny) a anorganické materidly napft. zlaté nanocastice,

magnetické nanocastice, uhlikové a kiemikové bazi (Huang et al. 2022).

2.5 Kontrola ucinnosti editace genomu

U vSech nastroji pro upravu genomu je nezbytné provést testovani jejich ucinnosti
a specifi¢nosti. Pfipadné mimocilové reakce jsou predpovidany jiZ pii navrhu sgRNA, coz je
provadéno pomoci softwarovych nastroji. Po provedeni editace genomu je kontrola efektivity
povinnd, pokud je planovana aplikace u zvifat a lidi, protoZe mimocilova aktivita mize mit
vazné dusledky a muze vést ke vzniku dalsich mutaci (Germini et al. 2018).

Geneticky upraveny plasmid je transfekovan do vybranych cilovych bunék, které jsou
nasledné protiidény, aby se izolovaly positivni klonalni bunécné populace. Poté je u né€kterych
bunc¢k extrahovana DNA, kterd je amplifikovana a purifikovana pro sekvenovani DNA
a nasledné vyhodnoceni G¢innosti editace genomu. Cely tento proces trva minimalné jeden
mesic (Germini et al. 2018).

Pro ucel kontroly tspéSnosti editace genomu byla vyvinuta celd fada metod a vypocetnich
nastroju pro detekci indeld vzniklych editaci genomu (Li et al. 2023). K tomuto ucelu je mozné
vyuzit data ze Sangerova sekvenovani, které jsou nasledné€ zpracovany napiiklad pomoci
algoritmu TIDE, ktery dokéaze urcit spektrum indelt a frekvenci cilenych mutaci, které vznikly

editaci genomu pomoci CRISPR-Cas9. New generation sequencing (NGS) je dalsi casto
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vyuzivanou metodou, kterd ma oproti Sangerové metod¢ vyhodu, Ze je rychlejsi a umoznuje

sekvenaci miliond bazi (Li et al. 2023).
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Obrazek 16. Srovnani mezi Sangerovym sekvenovanim a sekvenovdni nové generace (NGS).
Sangerovo sekvenovani zacina amplifikaci pozadovaného tseku DNA pomoci PCR, za pouziti
specifickych primerd, a vznikne tak mnoho kopii dané sekvence. Amplifikovana DNA je Stépena
na jednotliva vlakna a nasledné je pouzit primer, ktery se ktomuto vlaknu navaze a pomoci
DNA polymerazy je syntetizovano komplementarni vlakno. Béhem syntézy se do nové vznikajiciho
fetézce zacleni fluorescencné znaceny terminator (ddNTP), ktery zastavi dalsi rast fetézce.
Kazdy terminator pro kazdou bazi je oznacen jinou barvou. Vzniklé fragmenty se poté oddéli podle
velikosti pomoci elektroforézy. Laser méfi fluorescenci na konci kazdého fragmentu. Pocita¢ zpracuje
vysledky do chromatogramu, kde barvy fluorescence odpovidaji jednotlivym bazim. Poradi téchto bazi
urcuje sekvenci cilové DNA. Sekvenovani nové generace (NGS) zacina extrakci nukleové kyseliny,
které musi byt dostate¢né mnozstvi. Nasleduje fragmentace DNA pomoci endonukleaz, nebo
mechanicky. Ke kazdému fragmentu jsou pridany znacky (adaptéry) s jejichZ pomoci jsou fragmenty
pfichyceny na pevny povrch a vznikaji shluky. Fluorescencné znacené nukleotidy jsou prifazeny
k cilové sekvenci a kamera zaznamenava zateni z jednotlivych tseku, ¢imz uréi sekvenci genomu.
NGS dokaze sekvenovat az miliony bazi (Khare 2019). Obrazek od (Bunnik a Le Roch 2013).
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3 CRISPR-CAS PRO LECBU HEMOGLOBINOPATII

Genova terapie piedstavuje pro pacienty s témito genetickymi onemocnénimi moznost
na zlepseni kvality zivota. V soucasné dob¢ sice existuje 1éc¢ba, ktera dokaze zmirnit projevy
onemocnéni, ale problémy nejsou odstranény tGplné a tato 1é€ba netesi pii¢inu onemocnéni.
Moznosti je podavani transfuzi a chelatace Zeleza, 1é¢ba hydroxyureou a dal$imi 1é¢ivy, nebo
alogenni transplantaci, ale méné nez 20 % pacientl najde darce se shodnym HLA antigenem
(Frangoul et al. 2021). Pro pacienty, kteti vhodného darce najdou, tato moznost stale nese rizika
jako je vznik $tépu, neplodnost ¢i sekundarni malignity (Samuelson et al. 2021).

Editace genomu u hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék (HSPC)
se provadi pfedevsim ex vivo. Tato terapie obnasi vyrobu jedinecného terapeutického produktu
in vitro pro kazdého pacienta, ktery se vyrabi z jeho vlastnich HSPC. EX vivo editace genomu
vyzaduje vice krokli nez in vivo, jako je napf. odbér, separace konkrétnich bunck, uprava
a transplantace zpét pacientovi (Li et al. 2020). Takovyto postup vyzaduje velkou odbornost
a specifické vybaveni, coZ zvySuje celkové naklady na produkt a omezuje tak jeho dostupnost
pro bézné pacienty (Psatha et al. 2022). Tento pfistup ma vsak i vyhody, Ze po editaci genomu
bunék Ize zjistit G¢innost editace, a to jesté pred podanim téchto upravenych bunék pacientovi,

¢imz se omezi mimocilovy u¢inek editace genomu (Li et al. 2020).

3.1 Uprava genii pro 1é¢bu onemocnéni

Je zde n¢kolik moznosti, jak editovat genom. Prvni moZnosti je homologicky fizena oprava
(HDR), kdy je genom upraven podle dodaného templatu. Druhou moznosti je nehomologni
spojovani koncti (NHEJ), pii které dochazi k naruSeni genu a omezeni jeho funk¢nosti
(Park et al. 2019). NHEJ je nejcastéji pouzivany opravny mechanismus v bunkach, ktery zavadi
do cilové oblasti genomu malé inzerce a delece (Psatha et al. 2022).

Oprava genomu pomoci HDR se vét§inou zaméfovala spise na SCD. HSPC byly editovany
pomoci ribonukleoproteinti Cas9, které byly dodany do buniky pomoci AAV. Podle n¢kterych
studii vSak editace geni pomoci HDR nema tak velkou ucinnost a paraleln€ s opravou genu
pomoci HDR se uplatiiuji i opravy pomoci NHEJ, vedouci K tvorbé nezadoucich inzerci
a deleci. Ty by mohly vést ke vzniku nestabilnich a pozménénych variant Hb, v¢etné bunék
zcela neschopnych produkovat Hb (Ceglie et al. 2023). HDR oprava je navic omezena na fazi
S/G2 bunééného cyklu, proto dosazeni vysSSich frekvenci genetickych tprav v pfevazné
klidovych  dlouhozijicich  repopulacnich ~ HSPC  bun¢k  zlstavd  problémem

(Zarghamian et al. 2023).
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Vice studii se proto zameétuje na opétovnou aktivaci tvorby HbF pomoci NHEJ. Zvyseni
mnozstvi HbF pomize pacientim se SCD i B-talasémii. Bylo prokézano, ze jedinci, ktefi maji
jeho hladinu geneticky vyssi, maji leh¢i pribéh, popiipadé nemaji zadné piiznaky. Mutace,
které zvySuji hladinu HbF mohou mit rizny charakter (Ravi et al. 2022). Mohou naptiklad tvofit
velké delece, protoze se nukleaza zaméfi na podobné sekvence v promotorech geni HBG1
aHBG2 a vznika tak hybridni gen. Diky této deleci je produkovano vétsi mnozstvi HbF
(Sharma et al. 2023). Mohou porusit vazebna mista represoru tvorby HbF, pfic¢emz jako dva
hlavni represory y-globinu jsou uvadény BCL11A a ZBTB7A. Druhou variantou je omezit
produkované mnozstvi téchto represord. ZvySeni hladiny HbF lze také dosahnout pomoci
mutaci, které vedou ke vzniku novych vazebnych mist pro erytroidni aktivatory
(Ravi et al. 2022).

CRISPR/Cas9 GENE EDITING Approaches
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Obrazek 17. Moznosti Gpravy genomu CRISPR-Cas9 pro SCD. (1) Oprava genomu pomoci templatu
obsahujicim spravnou sekvenci, vede k obnoveni HbA. (2) PoSkozeni vybranych sekvenci — dochazi
k vytazeni funkce gend, vede k indukci tvorby HbF. Je zde nékolik moznosti: a) Velké delece neboli
odstranéni tisekt DNA, které obsahuji inhibi¢ni sekvence pro tvorbu HbF, b) Naruseni promotorovych
oblasti gent HBG1/2 (geny pro tvorbu y-globinu) — poskozeni vazebnych mist pro transkripéni
represory, zvySeni tvorby HDF, c¢) naruseni vazebného mista pro transkripéni faktor GATAL
V intronovém zesilova¢i BCL11A, vede ke snizeni mnozstvi produkovaného BCL11A, zodpovédného
za potlaceni HbF. Dale nové zavedené metody odvozené od CRISPR-Cas9 — (3) Editory bazi,
kdy vznika nesrpkovity Hb Makassar a (4) Prime editory pro obnoveni HbA (Ceglie et al. 2023).
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3.1.1 Zesilova¢ BCL11A

Reaktivace tvorby HbF je ¢asto zmifiovanou moznosti pro 1é¢bu téchto onemocnéni. To Ize
docilit n¢kolika zptisoby, jako napiiklad omezeni produkce represoru HbF, oznacovaného jako
BCL11A. Je to transkripéni faktor, ktery tlumi produkci HbF (Rahimmanesh et al. 2022).

BCL11A je zkratka slov B-cell lymphoma/leukemia 11A a je kodovan
na chromozomu 2p16.1 (Yin et al. 2019). Jedna z moznosti, jak zvysit hladiny HbF, je omezeni
jeho funkce. Gen pro tvorbu BCL11A vsak nelze zcela vypnout, protoze BCL11A ma zasadni
vliv na vyvoj organismu (Rahimmanesh et al. 2022). Je velmi dilezity nejen
pro hematopoeticky systém a piepinani hemoglobint, jako naptiklad z HbF na HbA, ale je také
vysoce exprimovan v mozku a je nezbytny pro jeho vyvoj. Je dilezity pro bunécnou proliferaci,
diferenciaci i apoptozu v hematopoetickém systému a podili se také na vyvoji kiize a miSnich
neurontt (Yinet al. 2019). Delece v genu pro BCL11A zpusobuji tmrti novorozencu
(Rahimmanesh et al. 2022). Nadmérna exprese BCL11A se zase vyskytuje u hematologickych
malignit a u nékterych solidnich nadort (Yin et al. 2019).

Moznosti, jak ovlivnit tvorbu HbF, a pfitom tento transkripéni faktor neposkodit, je
naruseni oblasti GATA v erytroidnim enhanceru (zesilovac¢i) BCL11A. GATA je vazebné
misto, kam se vaze transkripéni faktor GATAI, ktery ovliviiuje funkci zesilovace BCL11A.
Diky naruseni vazebného mista pro GATA1 dochazi ke snizené expresi BCL11A. Produkované
mnozstvi represoru HbF je nedostate¢né pro potlaceni tvorby HbF, ale dostacujici pro spravny
bunécny vyvoj. Na tomto principu Upravy genomu je zaloZena studie CTXO001, kterd byla

vyuzita pro tvorbu v soucasné dobé jiz schvaleného lé¢iva Casgevy (Rahimmanesh et al. 2022).
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Targeting of Editing Site
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TAGTCTAGTGCAAGCTAACAGTTGCTTTTATCACAGGCTCCAGGAAG
ATCAGATCACGTTCGATTGTCAACGAAAATAGTGTCCGAGGTCCTTC
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GATAL1 binding site

Obrazek 18. Erytroidni enhancer BCL11A jako misto pro editaci genomu. PAM sekvence
Vv tésné blizkosti je dulezitd pro navazani Cas9 k cilové DNA. Systém CRISPR-Cas9 je nasledné
sméfovan do cilového mista pomoci sgRNA a Cas9 misto upravi. Sekvence GATA je specifické misto,
kam se vaze transkripéni faktor GATAT1, ovliviwjici enhancer BCL11A. Poskozenim mista se GATAL
nemiize navazat, coz omezi funk¢nost enhanceru BCL11A. To vede ke zméné exprese genu BCL11A,

tudiz se netvoii tolik proteinu BCL11A a nedochazi tak k potlaceni tvorby HbF (Frangoul et al. 2021).

3.1.2 NarusSeni vazebného mista transkrip¢nich represori

Dalsi moznosti, jak zvysit hladinu HbF, je cilené naruseni vazebného mista pro transkripéni
represory y-globinu, jako jsou BCL11A a ZBTB7A (Ceglie et al. 2023). Vazebné misto
pro transkripéni represor BCL11A se nachdzi v promotorové oblasti geni HBG1/HBG2
a je to specificka sekvence oznaCovana jako TGACC. NaruSeni useku v promotoru genu
Ize provést pomoci CRISPR-Cas9 (Métais et al. 2019).

ZBTB7A, ktery je oznaCovan také jako leukemia/lymphoma-related factor (LRF), je
rovnéz regulator transkripce. Ma dtlezitou funkci v B i T lymfocytech a erytroidnich burikach.
Jeho tvorba je, stejné jako u BCL11A, aktivovana pomoci GATA1 a funguje jako represor
tvorby HbF, nezavisle na BCL11A. Dale potlacuje proapoptoticky faktor BCL2-like 11 (MIB)
a zabranuje tak apoptéze. Pomoci CRISPR-Cas9 lze narusit vazebna mista v promotorech
pro ZBTB7A, ¢imz lze reaktivovat tvorbu HbF (Paschoudi et al. 2023).
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Obrazek 19. Role vazby transkripéniho represoru BCL11A na promotor genu pro y-globin. V prvnim
ptipadé je u pacienta produkovan srpkovity -globin. LCR (locus control region) je navazan na oblast
zodpovédnou za tvorbu HbA a je dtlezity pro regulaci exprese ruznych typd Hb béhem vyvoje. Pomoci
systétmu CRISPR-Cas9 je naruSena struktura vazebného mista (TGACC) pro represor tvorby HbF
BCL11A. V druhém piipadé uz se represor BCL11A nemize navazat, dochazi k reaktivaci tvorby
HbF a LCR se vaze na tsek kodujici y-globinu (Métais et al. 2019).

KLF1 neboli Kruppel-like factor 1, je dilezity transkripéni aktivator, ktery se podili
naregulaci riznych erytroidnich gend. Ovliviiuje enzymy zodpovédné za syntézu hemu
¢i antigent krevnich skupin a dalsi (Paschoudi et al. 2023). KLF1 piimo aktivuje tvorbu
B-globinu a pomoci interakce s BCL11A potla¢uje syntézu y-globinu (Yin et al. 2019).
Pfirozené se vyskytujici mutace v genu kodujicim KLF1 jsou spojeny s vysokou hladinou HbF,
proto je tento gen dalSim potencidlnim cilem pro editaci genomu pomoci CRISPR-Cas9

(Paschoudi et al. 2023).

3.1.3 Tvorba novych vazebnych mist pro aktivatory transkripce

Dal8i moznosti je vytvofeni nového vazebného mista pro transkripéni aktivator KLF1
na promotoru genu pro y-globin (Antoniou et al. 2022). Editory bazi jsou idealnim systémem
pro vytvareni téchto novych vazebnych mist (Ceglie et al. 2023). Nékteré mutace, jako
tieba -198 T > C vytvareji de novo vazebné misto pro KLF1 (Paschoudi et al. 2023). Toto misto

se nachazi v promotoru HBG2 a HBG1, -198 nukleotidii pied mistem zacatku transkripce geniti

42



pro y-globin (Antoniou et al. 2022). Navazanim se na nové vazebné misto transkripéni aktivator
KLF1 vytésni represor ZBTB7A a umozni tak navazani GATA1, jehoz navazani je nezbytné
pro tvorbu y-globinu (Doerfler et al. 2021).

Pomoci bodovych mutaci lze vytvofit nova vazebna mista i pro dalsi erytroidni aktivatory,
jako je naptiklad GATAL. Pro tento transkripéni aktivator lze vytvorit vazebné misto mutaci
A>G na misté -113 nukleotidi pied zacatkem transkripce HBG. GATA1 vytésni represor
tvorby HbF BCL11A a ¢asteéné tim usnadni vazbu GATAI1 na misto -189, kde je vazba
GATAI1 nezbytna, aby doslo k reaktivaci tvorby HbF (Doerfler et al. 2021).

Je mnoho moznosti, jak zvysit hladinu HbF. Mechanismy, které ovliviiuji expresi riznych
typt Hb, nejsou stale zcela jasné. Zkouseni, jakymi dal§imi mechanismy by se dala hladina
HbF zvysit, probihd zavadénim mutaci v bunéénych kulturach HUDEP-2, coZ je imortalizovany
lidsky erytroidni progenitor (Doerfler et al. 2021). Dale lze vyuzit bunétnou linii K562,
coz je lidska fetalni erytroleukemicka linie (Antoniou et al. 2022). Pro vyzkum mechanismu
aucinkli zavadénych mutaci jsou také pouzivany imunodeficitni myS$i modely,
kterym jsou zavadény lidské geneticky upravené CD45+ bunky. Diky tomu lze posoudit

efektivitu in vivo, coz je dilezité pro potencialni klinické uplatnéni (Doerfler et al. 2021).
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Obrazek 20. Srovnani mezi normalni erytropoézou a mutacemi zpusobujici zvysSeni hladiny HDF.
1) Normalni erytropoéza — je tvofen HbA, HDF je tlumen pomoci represort BCL11A a ZBTBT7A,
které jsou navazané na svych vazebnych mistech a inhibuji navazani transkrip¢nich aktivatort GATA1
a NF-Y pomoci sterickych G¢inkti a modifikaci. 2) Naruseni vazebného mista pro BCL11A. Tento
represor tvorby HbF se nemulze navazat na DNA, tudiz aktivatory transkripce GATAL a NF-Y
se navazou do svych vazebnych mist. Pro aktivaci tvorby HbF je vazba obou téchto aktivatort dulezita.
Represor ZBTB7A neni ovlivnén, tudiz stale funguje jako inhibitor tvorby HbF, produkovana hladina
HbF je ale dostate¢na pro lepsi pribéh nemoci. 3) Mutace A>G v misté -113 nukleotidt pied za¢atkem
transkripce gent pro y-globin vytvati nové vazebné misto pro aktivator GATALI, ktery vytésni represor
BCL11A. GATAI, ktery ma podobny tcinek jako NF-Y, pravdépodobné zptisobi, Zze zde neni nutna
vazba NF-Y k aktivaci tvorby HoF. ZBTB7A nebyl ovlivnén, tak miize ¢astecné inhibovat tvorbu HbF,
nedojde vsak kK iplnému umlceni genu. 4) Mutace v misté -198 (T>C) vytvaii vazebné misto
pro aktivator transkripce KLF1, ktery vytésni ZBTB7A, ¢imz aktivuje GATAI, ktery je dulezity
pro transkripci. Vazba GATAL na sekvenci -189 je nezbytna pro normalni expresi y-globinu, na rozdil
odvazby NF-Y. BCLI1A neni ovlivnén, proto muze inhibovat tvorbu HbF. Upraveno
(Doerfler et al. 2021).
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3.2 Priklady pouZiti — schvalena lé¢iva FDA, studie

3.2.1 Casgevy

Casgevy, pod jinym nazvem také jako CTXO001, je autologni ex vivo genova terapie.
Je to schvaleny terapeuticky produkt pro 1écbu SCD i TDT, ktery zvySuje hladinu HbF. Byl
schvalen 16. listopadu 2023 v UK a 8. prosince vUS a vyvinuly ho spole¢nosti
CRISPR Therapeutics a Vertex Pharmaceuticals. Klinické studie na testovani Géinnosti
probihaly od roku 2018 (Zhang et al. 2024). U obou onemocnéni je CTX001 pouzitelny od véku
12 let a starSich, u kterych neni k dispozici darce kmenovych bunék s odpovidajicim HLA
antigenem (Vertex Pharmaceuticals 2023). U pacientl s vyssi hladinou HbF by se méla ptestat
vyskytovat srpkovitost a odstrani se zavislost na pravidelném podédvani erytrocyt
(Adashi et al. 2024).

Pomoci systému CRISPR-Cas9 jsou upraveny hematopoetické kmenové a progenitorové
buniky (HSPC) pacienta (Barak et al. 2024). CRISPR-Cas9 se zaméfuje na oblast GATAL
v zesilovaci genu BCL11A, ktera je narusena (Zhang et al. 2024). Tim je omezeno produkované
mnozstvi represoru tvorby HbF — BCL11A. Diky tomu se BCL11A nevaze v takovém mnozstvi
na své vazebné misto v promotoru y-globinu, takze se mohou navazat aktivatory transkripce
HDF a hladina HbF se zvysi (Rahimmanesh et al. 2022).

Samotny proces vyroby terapeutického pfipravku zacind tim, Ze pacient dostava minimalné
8 tydnl pred odbérem bun¢k vyménné transfuze, aby se pred odebranim kmenovych bunék
zajistil dostatek funk¢nich bunék. Poté je pacientovi podan ptipravek plerixafor, ktery pfesune
buiiky HSPC (CD34+) z kostni dfen¢ do krevniho ob&hu. Tyto buiiky se ziskaji pomoci aferézy,
poté jsou kryokonzervovany a zaslany do laboratofe, kde jsou zpracovany. Pomoci
elektroporace se do bunék dostava ribonukleoproteinovy komplex, ktery obsahuje sgRNA
a Cas9 nukleazu. Vznika tak terapeuticky produkt Casgevy. Uvadi se, ze editace genomu
probéhne uspésné u 68.9 % bunék CD34+. Pied podanim léciva podstoupi pacient 1écbu
busulfanem, ktery vymyti piivodni populaci bunék (Frangoul et al. 2021).

V ramci klinickych studii byla hodnocena t¢innost této 1é¢by u pacientti se SCD i TDT.
Hladina HbF se po editaci bun€k zvysuje z 3 g/litr pted editaci na 84 g/litr ve 3. mésici,
124 g/litr ve 12. mésici a 131 g/litr v 18. mésici. Exprese F-bunék se zvysila z 10,1 %
na pocatku na 99,7 % v 6. mésici a udrzela se az do 18. mésice. Poddnim CTXO001 se zvySuje

hladina HbF na hodnoty, jaké jsou bézné u dédicné perzistence HbF (Frangoul et al. 2021).
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Byly hlaSeny i nezddouci ucinky, nejcastéjsi byly trombocytopenie, nevolnost, bolest hlavy,
muskuloskeletarni bolesti, febrilni neutropenie a svédéni (Adashi et al. 2024).

Genova terapie se jevi jako nejlepsi feSeni pro pacienty se SCD a TDT, cena terapie
vSak omezi jeji dostupnost pro Sirokou vefejnost. Spolecnost Vertex Pharmaceuticals oznamila,

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

3.2.2 0OTQ923

0TQ923 je vyvijena autologni genova terapic od spole¢nosti Novartis Pharmaceuticals.
Funguje na principu ex vivo apravy genomu pomoci CRISPR-Cas9, ktery narusuje specifické
sekvence v promotorech HBG1 a HBG2 a tvoii velké delece, coz vede ke zvyseni hladiny HbF
(Sharma et al. 2023). To umoznuje 1é¢bu SCD i TDT (Zhang et al. 2024).

Systém CRISPR-Cas9 je dodavan do HSPC bun¢k pomoci RNP komplexu, ktery obsahuje
Cas9 protein, pochazejici ze Streptococcus pyogenes, a tzv. single guide RNA (gRNA-68).
To je specifickd gRNA, ktera cili na misto -246 bp proti sméru transkripce od mista startu
transkripce gent HBG1 a HBG2. Tyto geny jsou téméi identické, coz umoziuje soucasné
zacileni na oba promotory a dochézi k vicenasobnym editaénim vysledkim. Vétsinou vznika
zhruba 5 kb dlouha intergenova delece, ¢imz se vytvoii jediny hybridni gen, kdy ¢ast promotoru
HBG?2 je spojena s genem pro HBG1. Tato zména v genomu vyrazné ovlivni produkci HbF,
ktery je zvySen na Groven blizkou dédi¢nym perzistencim HbF (Sharma et al. 2023).

Studie, provadénd u tii UcCastnikd s tézZkym srpkovitym onemocnénim, dosla k zavéru,
Ze doslo k trvalému zvySeni HbF a celkového Hb. SniZil se i vyskyt vazookluzivnich krizi,
presto u kazdého z nich minimalné jedna po podéni ptipravku probé&hla. Tato genova terapie
zfejmé& zajisti zlepSeni pribchu nemoci, presto zcela nezbavi pacienta nékterych ptiznaki.
Také zlistadva problémem osteonekroza u pacientli, kterd se po 1écbé€ mozna i zhorSila.

Zhorseni stavu kosti v§ak mohlo pomoct i podani busulfanu (Sharma et al. 2023).
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A Targeting of y-Globin Promoter Regions B Alleles Generated
E
Approximately 5 kb requency
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Globin locus
Chromosome 11 il HEGIT| el (HED|S (B8 -~ = Indels at both HBG1 and
HBG2
v u Indels only at HBG1 13=30%
sgRNA (gRNA-68) A Indels only at HBG2
_270 protospacer sequence PAM _231 Approximately 5-kb deletion ann
I S— between HBG and HBG2 0 2072
TGGAATGACTGAATCGGAACAAGGCAAAGGCTATARAARA A ST
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e Translocations to sister
= — chromosome 1-2%

Obrazek 21. Princip genové terapie pomoci OTQ923. (A) Znazornéni cilového mista pro tpravu
genomu pomoci RNP Cas9-gRNA-68. Ramecky oznaduji geny pro globiny na chromozomu 11. Stépeni
DNA probiha v promotorech genti, misto fezu DNA oznacuji Sipky. Sekvence je ¢islovana od zacatku
transkripce genu pro tvorbu y-globinu a Stépeni probiha na pozici -246 bp (proti sméru transkripce)
v oblasti protospaceru, k némuz sousedi PAM sekvence. (B) Mozné vysledky editace genomu. Nejvetsi
podil (50-80 %) tvorily 5 kb delece, vzniklé soucasnym dvouvlaknovym Stépenim DNA, zkracenim
vznikl jeden funkéni gen HBG2-HBG1 s promotorovou sekvenci od HBG2, spojenou s genem HBGL.
15-30 % tvorily malé indely v promotorech a v tiseku nebyla zjisténa zadna inverze. Detekce probéhla
pomoci metod gPCR a NGS (Sharma et al. 2023).

3.2.3 EDIT 301

EDIT-301 je vyvijenad autologni bunééna terapie od spolecnosti Editas Medicine
(Zhang et al. 2024). Zamétuje na zvySeni produkce HbF pomoci CRISPR-Casl2a, ¢imz jsou
modifikovany CD34+ bunky (Barak et al. 2024). Tato genova terapie je vhodna pro 1écbu
SCD i TDT (Zhang et al. 2024).

Je zaloZend na principu Upravy bunék ex vivo, kdy je do buiiky elektroporaci dodéan
ribonukleoprotein (Zhang et al. 2024). EDIT-301 cili na oblast tzv. distalniho boxu CCAAT,
ktera se nachazi v promotorech HBG1/2 (Barak et al. 2024). NaruSuje tak vazebné misto
pro BCL11A (Zhang et al. 2024). V predklinickych studiich vedla editace této oblasti Kk Silné
produkci HbF a vyznamnému sniZzeni srpkovitosti erytroidnich bun¢k odvozenych
od EDIT-301 (Hanna et al. 2023).

Stejné jako u ostatnich ex vivo uprav HSPC, prvné probéhne aferéza po mobilizaci bun¢k
a nasleduje editace pomoci AsCas12a (Hanna et al. 2023). AsCas12a pochazi od bakterii rodu
Acidaminococcus (Hillary a Ceasar 2023). Po eliminaci pivodni populace je infuzi podan
EDIT-301. Vysledkem byla > 80 % editace bunék. Pacienti ziskali normalni hladinu
celkového Hb a hladiny HbF byly vyssi nez 35 % (Hanna et al. 2023). Nékteré zdroje uvadi
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az 54% indukci HbF u pacientti se SCD (Zarghamian et al. 2023). Zatim nebyly hlaseny zadné

nezadouci disledky podani 1éCiva, ale je dulezité pacienty nadale sledovat (Hanna et al. 2023).

3.2.4 Nula-cel

Vyvijeny terapeuticky produkt Nulabeglogene autogedtemcel (nula-cel, diive GPH101)
od spolecnosti Graphite Bio (Bhokisham et al. 2023) cili na 1é¢bu SCD, prostfednictvim upravy
genu pomoci HDR. Je to tedy pfima oprava patogenni mutace v genu HBB v autolognich
bunikach CD34+ HSPC. Tato technika vyuziva metodu CRISPR-Cas9 spolu s templatem
na AAV6, podle kterého je chybna sekvence opravena (Ceglie et al. 2023).

Postup odbéru HSPC probiha stejn¢ jako u ostatnich studii. Vyrobni proces, ktery
na zacatku obsahoval 9,3 x 10° kryokonzervovanych bunék CD34+/kg, vedl K vytézku
8,75 x 10° CD34+/kg. Korekce cilové alely se pohybovala okolo 33 %. Pacientka podstoupila
pfed podanim 1é¢iva myeloablativni kondiciona¢ni chemoterapii busulfanem. Studie,
které zkoumaly apoptézu upravenych bunék, uvadély, ze davka zivotaschopnych bunék mohla
byt okolo 3,5 x 10° CD34+/kg. Po podani piipravku viak dochazelo k nedostateéné obnové
erytrocyti a trombocytl, které vyzadovaly pokra¢ovani podavani transfazi (Shyr et al. 2023).

Kvili tézké pancytopenii u prvniho pacienta byla studie CEDAR vyvojafi pozastavena
a 1écba nebyla podana dalsim pacientim (Ceglie et al. 2023). U pacientky byla nasazena dalsi
1écba, ktera byla po zlepSeni pocétu trombocyti a mnozstvi hemoglobinu vysazena.
| po vysazeni 1écby se krevni obraz nadale zlepSoval. 307 dni po aplikaci 1écby bylo pomoci
elektroforézy Hb prokazano, ze zastoupeni typt Hb je HbA=12,5 %, HbF >78 % a HbS=4,5 %.
U pacientky uz nedoslo k zddné VOC nebo jinym projevim SCD. Stale vSak nebylo dosazeno
ustaleného stavu, proto je dulezité pacienta nadale sledovat (Shyr et al. 2023).

Pomoci genové terapie bylo dosazeno snizeni patologického HbS. Vysoka hladina HbF
je v8ak necekana a pfic¢iny jeho zvySeni jsou dale zkoumany. Vyvojaii pracuji na zlepSovani
postupil ve vyrobé bun€k a obnoveni studie a zapojeni dalSich pacienti v blizké dobé& neni

vylouceno (Shyr et al. 2023).

3.2.5 BEAM-101

BEAM-101 je rovnéz zatim experimentalni autologni terapie HSPC. Zamétuje
se na promotor HBG1/2, s tim rozdilem, Ze pouziva adeninové editory bazi, zaloZzené na metodé
CRISPR s katalyticky oslabenou Cas9 nukledazou. Touto metodou vznikaji jednobodové

mutace, které vedou ke zvySeni HbF (Barak et al. 2024). Mutace jsou zavadény do promotoru
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na blize nespecifikované misto (Christakopoulos et al. 2023). V této metod¢ se pro zavedeni
opravného systému pouziva elektroporace RNA (Zarghamian et al. 2023).

V testech provadénych na mysich bylo touto metodou upraveno vice nez 90 % HSPC,
coz vedlo k expresi HbF nad 65 %. V ramci studie BEACON, byl v lednu 2024 podan piipravek
prvnimu pacientovi se SCD. Vysledky se o¢ekavaji v poloviné roku 2024 (Barak et al. 2024).

3.2.6 BEAM-102

BEAM-102 je dalsi experimentalni genova terapie, zalozend na editorech bazi.
Ty pteménuji jednobodovou mutaci, ktera zapficiiuje vznik SCD. Méni mutaci v HBB
ze sekvence GTG na GCG. Vysledkem je zaména kyseliny glutamové na alanin, ktery prevadi
HDbS na 1épe snaseny HbG-Makassar (Zarghamian et al. 2023). O této studii vSak zatim neni

dostatek informaci, protoze je teprve v raném stadiu a informace o ni nejsou vetejn¢ dostupné.

3.3 Porovnani s dalSimi moZnostmi 1é¢by

3.3.1 Lécba SCD

Kromé nové schvalenych genovych terapii fungujicich na principu CRISPR-Cas existuji
i dal§i schvalena lé¢iva na 1écbu akutnich komplikaci SCD. Mezi nejbéznéji uzivané patii
hydroxyurea (schvalena v roce 1998) a dalsi pomérné nové schvalena léciva: L-glutamin
(2017), Crizanlizumab-tmca (2019), Voxelotor (2019) a Lyfgenia (2023). Dalsi moznosti je
alogenni transplantace HSPC, ale vétSina pacientd nenajde vhodného darce. Pro pacienty,
co vhodného darce najdou, zavisi tspéch 1é€by na mnohych faktorech a je tu stale riziko vzniku
Stépu (Barak et al. 2024).

Hydroxyurea zvySuje expresi HbF, ¢imZ se zlepSuje prib&éh onemocnéni. Piesny
mechanismus jak funguje neni stale zcela prozkoumany (Barak et al. 2024). Lécivo snizuje
frekvenci VOC az o 50 % a omezuje také riziko vzniku mrtvice a dalSich komplikaci.
Problémem je, Ze G¢innost hydroxyurey je rtiznd, zalezi na mnohych dalSich faktorech
jako je vek, hladiny Hb a dalsi komplikace (Ma et al. 2023).

Aminokyselina L-glutamin zvySuje dostupnost glutathionu, coz je dilezity antioxidant,
ktery chrani RBC pfed oxida¢nim poskozenim a brani srpkovaténi. L-glutamin sniZuje ¢etnost

VOC az o0 25 % a zlepsuje tak kvalitu zivota pacientim se SCD (Ma et al. 2023).
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Lécivo Voxelotor inhibuje polymeraci HbS a zabranuje tak srpkovitosti erytrocytti. Pomoci
alosterické modifikace ovliviiuje afinitu Hb k O2, kdyz se reverzibilné vaze na N-konec valinu
v a-fetézci Hb a stabilizuje tak RBC v okysliCceném stavu. HbS polymeruje pouze
Vv deoxygenovaném stavu, proto toto 1é¢ivo vyznamné ovlivni funk¢nost a zivotnost RBC.
Tim jsou omezeny komplikace souvisejici se snizenym dodavanim O2 do organti. Toto 1éCivo
je pouzitelné pro dosp€lé a déti od 12 let. Nefesi vSak pfic¢inu onemocnéni a je nutnost

Crizanlizumab je monoklonalni protilatka proti P-selektinu. LéCivo se nazyva také jako
Crizanlizumab-tmca (ADAKVEO) a brani ulpivani RBC, leukocytt a trombocytl na sténach
cév pomoci inhibice P-selektinu. Podava se intraven6zné a slouzi k prevenci VOC u pacientli
se SCD. Na zaklad¢ dobrych vysledka studie SUSTAIN, FDA v roce 2019 schvalila jeho
pouziti pro pacienty od 16 let. Stale probiha vyzkum moznych vedlejSich G€inkt, ktery by mél
skonéit v roce 2026. U¢innost tohoto 1é¢iva je viak pomérné nejednozna¢na a informace
0 pacientech 1é¢enych timto piipravkem jsou omezené (Barak et al. 2024).

Lyfgenia (Lovoti-beglogene autotemcel, Lovo-cel) je ex vivo genova terapie, kdy jsou
upraveny HSPC pomoci lentivirového vektoru BB305, ktery do genomu pfidava modifikovany
funkéni gen pro B-globin, a dochazi k produkci tzv. antisrpkovitého hemoglobinu HbAT87Q
(Herring et al. 2024). Tento Hb funguje podobné jako HbA. V HbAT®? je aminokyselina
threonin na 87. pozici nahrazena glutaminem, coz mu umoziuje inhibovat sterickou polymeraci
srpkovitého hemoglobinu (Barak et al. 2024). Tato genova terapie od spole¢nosti Bluebird Bio
byla schvalena na konci roku 2023. Studie, kterd hodnotila uc¢innost 1é¢iva, se zucCastnilo
43 pacienti. Po podani Lyfgenia se vyznamné snizil, nebo 1uplné¢ omezil vyskyt

vazookluzivnich krizi (Baylot et al. 2024).

3.3.2 Lécba talasémie

B-talasémie major mé za nasledek téZkou anémii. Tito pacienti jsou po cely Zivot zavisli
na krevni transfuzi, bez které je onemocnéni smrtelné. Neustalé transfuze vSak vedou k dalsim
komplikacim, jako je pfetiZzeni organismu Zelezem. Nadbytecné Zelezo se pak uklada do organt,
coz posléze zapficini jejich selhani. Je proto nutné podavat latky, které chelatuji toto
nadbytecné zelezo (Premawardhena et al. 2024). V tad¢ zemi vSak opakované transfuze
a chelataéni 1é¢ba nejsou dostupné a pacienti s B-talasémii major umiraji na srdeéni selhani,
nebo hepatokarcinom. Léciva pro chelataci zeleza jsou napiiklad deferoxamin, deferasirox

a deferipron. Zadny z chelatori Zeleza vSak neni dostate¢né U¢inny a pro mnohé pacienty
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nemusi byt ani cenové dostupny. Mala ¢ast pacientdl, pro které se najde vhodny déarce, mize byt
vylécena alogenni transplantaci HSPC (Rahimmanesh et al. 2022).

Zynteglo™ (betibeglogene autotemcel) je ex vivo genova terapie od spolecnosti
Bluebird Bio, ktera je zalozena na lentivirovém vektoru (BB305). Je urCena pro 1é¢bu
B-talasémie a byla schvalena vroce 2022 (Baylot et al. 2024). Toto IéCivo koriguje
nerovnovahu v globinovém fetézci a zlepsuje produkci normalniho hemoglobinu. Pomoci
lentivirového vektoru jsou do buiiky dodany funkéni kopie modifikovaného genu HBB (Asghar
et al. 2022). Prvnimu pacientovi byla tato genova terapie podana v unoru 2021 a v srpnu 2022
byl produkt schvilen FDA. Prob¢hly dvé studie, kde zhruba 89 % pacientl piestalo byt
zavislych na transfuzi a hladina Hb se pohybovala primérné okolo 115 g/l (Baylot et al. 2024).
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ZAVER

Cilem této prace bylo poskytnout v§eobecny piehled o hemoglobinopatiich a informovat
0 novych moznostech jejich 1écby pomoci velice perspektivni technologie CRISPR-Cas. Tato
metoda se ukazala jako efektivni nastroj pro Gipravu genomu a moznosti jeho vyuziti se neustale
roz§ifuji. Metoda se osvéd¢ila pro 1é¢bu srpkovité anémie a talasémie, coz potvrzuje schvaleni
prvni genové terapie zalozené na CRISPR-Cas americkym Ufadem pro kontrolu potravin
aléciv (FDA). Dalsi genové terapie, které jsou pravé ve fazi klinického testovani, rovnéz
naznacuji slibné vysledky a mozné budouci uplatnéni v 1é¢b¢ pacientti s hemoglobinopatiemi.
Je vSak nezbytné pokracovat ve vyzkumu a dlouhodobém monitorovani pacientli 1é¢enych
genovymi terapiemi, protoze stale neni dostatek informaci o téchto terapiich a jejich
dlouhodobych dusledcich.

Konkrétni postupy upravy genomu, zaméefené na reaktivaci tvorby fetalniho hemoglobinu,
se Vv soucasnosti jevi jako vhodné pro 1é¢bu srpkovité anémie i talasémie zavislé na transfizi.
Dalsi vyvijené genové terapie, které se uplatni ptedevsim pro 1écbu srpkovité anémie, funguji
na rdznych principech, jako je obnova tvorby dospélého hemoglobinu, ¢i tvorba
nepatologického hemoglobinu Makassar. Existuje vsak mnoho dalSich moznosti, jak ovlivnit
pribéh onemocnéni pomoci genové terapie. Tento vyzkum rovnéz piispiva k lepSimu
pochopeni procesu regulace tvorby riznych typd hemoglobinli, vcetné mechanismil
ovlivityjicich priibéh hemoglobinopatii.

Genové terapie jiz nyni piinaSeji nadéjné vysledky, ackoliv jsou v klinické praxi relativné
kratce. Pacienti, kteti podstoupili tuto 1é¢bu, jsou pravidelné monitorovani a dosazené vysledky
jsou dikladn¢ vyhodnocovény, véetné sledovani moznych nezadoucich ucinkt. Tento proces
napomaha k dal§imu zdokonalovani téchto technologii. Navzdory dosazenym pokrokim je
dialezité pokracovat ve vyvoji metod, které by minimalizovaly mimocilové U¢inky téchto
systémd, aby se predeslo moznym komplikacim.

V zavéru lze fict, ze genové terapie zalozené na technologii CRISPR-Cas piedstavuji
vyznamny technologicky pokrok a moZnost na zlepSeni kvality a délky Zivota pro mnoho
pacientd po celém svété. Rozsahly vyzkum a vyvoj v oblasti genovych terapii by mohl

do budoucna vést k lepsi dostupnosti této 1é¢by pro vétsi pocet pacientt.
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