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ANOTACE

Bakalatska prace je vénovana onemocnéni srpkovitd anémie se zamétenim na jeji 1écbu.
Zabyva se zakladnim popisem, vyskytem, komplikacemi, diagnostikou a 1écbou onemocnéni.
Jsou zde popsany srpkovité erytrocyty, hemoglobin abnormdlniho typu, ktery se vyskytuje
u srpkovité anémie a také zdkladni patogeneze. VEtSi Cast prace je vénovana terapii,
ktera je v dnesni dob¢ dostupnd. V této Césti se prace zaméfuje zejména na metodu CRISPR,

kterd znamena velky prillom v 1é¢bé tohoto onemocnéni.
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TITLE

Sickle cell anemia and its treatment

ANNOTATION

The bachelor thesis is devoted to sickle cell anemia with a focus on its treatment. It deals
with the basic description, epidemiology, complications, diagnosis and treatment of the disease.
Sickle cell erythrocytes, the abnormal type of hemoglobin that occurs in sickle cell anemia, and
the basic pathogenesis are described here. A major part of the work is devoted to the therapies
that are currently available. In this part of the thesis, the main focus is on the CRISPR method,

which represents a major breakthrough in the treatment of this disease.
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UVOD

Srpkovitd anémie je autozomalné recesivni dédi€né onemocnéni, zplisobené¢ bodovou
mutaci v genu kodujici B-globinovy fetézec hemoglobinu. Pti této mutaci dochazi k substituci
adeninu thyminem v 6. kodonu tohoto genu, coz vede k ndhradé hydrofilni kyseliny glutamové
hydrofobnim valinem. Vysledkem je pfitomnost abnormélniho hemoglobinu S v erytrocytech.
Jedna se o jedinou variantu hemoglobinu, kterd polymerizuje v deoxygenovaném stavu, tvori
dlouhé tuhé tyC€inky a tim dochézi ke staceni erytrocytli do charakteristického srpkovitého
tvaru. Tyto srpkovité erytrocyty jsou rigidni a kiehké, coz vede k jejich zvySené destrukci
a snizené schopnosti priitoku malymi cévami.

Pacienti se srpkovitou anémii Celi fadé zdravotnich komplikaci, v€etné akutnich
a chronickych vazookluzivnich krizi, zvySené nachylnosti k infekcim a poSkozeni organt,
coz zkracuje délku Zivota téchto pacientll. Na celém svété trpi timto onemocnénim miliony lidi,
pfiemz mezi oblasti snejvy$Sim vyskytem patii Indie, Arabsky poloostrov a oblast
subsaharské Afriky, dochézi ale k rozsifeni po celém svété v disledku mezinarodni migrace.
Diagnostika srpkovité anémie zahrnuje kombinaci klinického hodnoceni, laboratornich testt
a genetického testovani. Cilem je identifikovat pfitomnost abnormalni hemoglobinu a posoudit
rozsah onemocnéni. Screeningové programy a genetickd poradenstvi pomahaji identifikovat
osoby ohroZené narozenim potomka se srpkovitou anémii. Brzkd a pfesna diagn6za umoziuje
v¢asné zahdjeni terapie modifikujici onemocnéni.

Lécba se zamétuje zejména na zvladnuti pfiznaki a prevenci komplikaci. V soucasné
dob& jsou schvaleny ctyfi léCiva modifikujici pribéh srpkovité anémie: hydroxyurea,
L-glutamin, Voxelotor a Crizanlizumab. Prvni kurativni 1écbou byla transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék, jejiz Siroké pouziti je znaéné omezeno nutnosti vhodného
darce. Monogenni povaha srpkovité anémie ji u€inila idealnim kandidatem pro lé¢bu pomoci
editace genomu. Americky Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv schvalil 8.12.2023 dvé genové

terapie pro lécbu srpkovité anémie, a to CRISPR a Lovo-cel.
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1 Erytrocyty

Erytrocyty jsou vysoce diferencované bunky bikonkdvniho tvaru, jejichz zivotnost
je 120 dni. Zralé ¢ervené krvinky postradaji jadro a organely charakteristické pro vétSinu bunék.
Na spravné funkc¢nosti erytrocytli zavisi zivotnost ostatnich bunék, jelikoZ maji nezbytné
metabolické schopnosti. Jsou strukturovany tak, aby plnily své zdkladni funkce, kterymi jsou
dodévani kysliku ostatnim buikdm a odvadéni oxidu uhli¢itého. Obsahuji ve své struktuie

hemoglobin. Je zde zdsadni vztah mezi strukturou a funkci erytrocytti (Risinger et al., 2020).

1.1 Cytoskelet

Zasadni roli ve schopnosti erytrocytl piezivat hraje pruznost jejich membrany,
kdy je pro jejich funkénost dulezité, aby zlstdvala neporuSena. Erytrocyty jsou jedinecné
deformovatelné, jsou schopné reverzibilnich zmén svého tvaru pii prichodu cévami (Bettiol et
al., 2022). Pruznost membrany a tvar erytrocytd jsou zajistény erytrocytarnim cytoskeletem.
Ten se sklada z proteinti jako jsou spektrin, ankyrin a aktin, které spole¢né vytvareji vlaknitou
sit. Tyto cytoskeletarni proteiny reaguji spolecné s membranovymi proteiny a lipidy
membranové dvojvrstvy na udrzZeni integrity membrany. Nedostatky v cytoskeletu tedy vedou
k nestabilit¢ membrany (Smith, 1987). Na obrazku ¢. 1 je uveden mikroskopicky snimek
panopticky obarveného krevniho natéru, na kterém lze vidét fyziologické kulovité erytrocyty

s centralnim projasnénim. V ¢erném kruh jsou vyznaceny tyto erytrocyty.
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Obrazek 1: Fyziologické erytrocyty. Upraveno dle (Maitra et al., 2012).
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1.2 Hemoglobin

Hemoglobin (HGB) je metaloprotein, jehoz hlavni funkci v lidském téle je transport
kysliku z plic do tkani. Jednd se o tetramer sloZeny ze dvou heterodimert, kdy kazdé z téchto
¢ty podjednotek obsahuje bilkovinovou globinovou c¢ast a nebilkovinnou ¢éast hem.
Kazda podjednotka miZe vazat jednu molekulu kysliku, proto je jedna molekula HGB schopna
transportovat az Ctyfi molekuly kysliku. Hem je sloucenina tvofena porfyrinovym kruhem,
uprostied néhoZ se nachazi iont Zeleza a je pfipojen pomoci kovalentni vazby ke globinové ¢asti
(Ahmed et al., 2020). Aby molekula HGB byla schopna navézat kyslik, musi se Zelezo hemu
nachazet ve své redukované formé, a to jako Zeleznaty kationt (Thom et al., 2013). Jedine¢na
struktura molekuly HGB umoziluje to, ze navazani atomu kysliku Zelezem v jedné ze Ctyt
podjednotek vyvold konformacni zménu, které vede ke zvySené afinité ke kysliku u zbyvajicich
podjednotek HGB (Glaros et al., 2021).

Globinova cast se sklada ze ctyf polypeptidd. Piesnéji obsahuje dvé dvojice
polypeptidti, kdy vzdy obsahuje jednu dvojici a-globinovych fetézci a druhou dvojici
ne o-globinovych fetézch. VSechny lidské HGB maji stejny hem aliSi se ve slozeni
globinovych fetézct, kdy praveé na zaklade toho, jaké varianty polypeptidovych fetézct jsou
zastoupeny, rozliSujeme typy HGB. Exprese jednotlivych typt a jejich zastoupeni se v priabéhu
zivota jedince pfirozené¢ méni. Tyto rizné typy HGB maji poté rozdilnou afinitu k molekule
kysliku (Ahmed et al., 2020).

Mezi fyziologické varianty HGB u ¢loveéka fadime hemoglobin fetalniho typu (HbF),
kdy u tohoto typu nachazime dva polypeptidové fetézce a a dva y. Dale do této skupiny HGB
fadime dospélou formu hemoglobinu (HbA), u néhoz se vyskytuji dva polypeptidové fetézce o
a dva B (Wilber et al., 2011). Tyto polypeptidové fetézce jsou tvofeny z osmi Sroubovic
oznacenych A—H, které se skladaji do globularnich struktur a na kazdé podjednotce se nachazi
vazebné misto pro hem, které je tvoteno Sroubovicemi E-F (Thom et al., 2013). Funkce HGB
zavisi na rovnovaze mezi dvéma stavy, ve kterych se miize nachézet. A to napjatym T stavem,
ktery vykazuje nizkou afinitu ke kysliku a uvolnénym R stavem, ktery ma vysokou afinitu

ke kysliku. To dovoluje HGB t¢inn¢ uvoliovat a vychytavat kyslik (Ahmed et al., 2020).
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1.3 Hemoglobinopatie

Mezi hemoglobinopatie fadime onemocnéni zptisobena genetickou poruchou v genech
koédujicich syntézu HGB, jejichz nasledkem vznik4 porucha ve struktufe nebo funkci HGB
(Harteveld et al., 2022). Na chromozomu 16 je umistén a-globinovy lokus a obsahuje geny o'
a a? pro syntézu a-globinovych fetézcl. B-globinovy lokus je umistén na chromozomu 11
obsahuje geny G, ,A;,0 a B, ty koduji syntézu ne a-globinovych fetézct (Utsugisawa et at.,
2022). Hemoglobinopatie patfi mezi jedny znejcastéjSich monogennich onemocnéni,
ktera jsou zplsobena mutaci v jednom jediném genu a fadi se mezi jedny znejvétSich
svétovych zdravotnickych problémi. Tato onemocnéni se plivodné vyskytovala zejména
v oblasti Sttedomoti a dale ve velké Casti Afriky a Asie, avSak dochdzi k jejich rozsifeni
po celém svété v disledku mezinarodni migrace (Kohne, 2011).

Hemoglobinopatie 1ze rozdélit na dvé hlavni skupiny, a to na talasemické poruchy
a onemocnéni v dusledku vyskytu abnormalniho hemoglobinu. Ob¢ varianty hemoglobinopatii
jsou zplsobeny mutacemi nebo delecemi v genech kédujicich a a B globinové feté¢zce HGB.
U talasemickych poruch defekty v téchto genech zpiisobuji poruchu v syntéze HGB, avsak
struktura neni pozménéna. U talasémie dochazi ke snizeni nebo uplné ztraté schopnosti syntézy
globinovych fetézct. Poté se vyskytuje kvantitativni nerovnovdha mezi o a 3 globinovymi
fetézci. To ma za nasledek neucinnou erytropoézu a zvySenou hemolyzu vedouci
k mikrocytarni anémii (Parums, 2024). Pokud dojde k deleci genu v lokusu pro a-globinovy
fetézec jedna se o onemocnéni o-talasémie. Pokud nastane mutace genu v lokusu pro f -
globinovy fetézec dojde ke vzniku onemocnéni B-talasémie (Utsugisawa et at., 2022).
U onemocnéni zptisobenych vyskytem abnormdlniho HGB, dochéazi ke zméné ve struktuie
HGB v dasledku chybnych gent (Kohne, 2011). Tyto strukturdlni zmény zplsobuji
onemocnéni jako je srpkovitd anémie, hemolytickd anémie, erytrocytézu nebo polycytémii

(Harteveld et al., 2022). Pravé srpkovitou anémii se bude prace dale podrobnéji zabyvat.
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2 Srpkovita anémie

Srpkovitd anémie je zivot ohrozujici onemocnéni zpisobené genetickou mutaci HGB,
které se charakteristicky projevuje chronickou hemolytickou anémii, bolestivymi
vazookluzivnimi krizemi a progresivnim poSkozenim organt (Allali et al., 2020).
Toto onemocnéni poprvé popsal v roce 1910 americky 1ékai James Bryan Herrick (Ashorobi et
al., 2022). A v roce 2006 bylo Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) uznano jako globalni
zdravotnicky problém (Isaac et al., 2020).

Jedna se o autozomalné€ recesivni onemocnéni, zpisobené bodovou mutaci (Tisdale et
al., 2020). A to konkrétné v genu kodujici B-globinovy fetézec (HBB). Dochazi poté k tomu,
ze adenin je substituovan thyminem v 6. Kodonu tohoto genu. V disledku této substituce poté
dojde k zdmén¢ aminokyselin, kdy hydrofilni kyselina glutamova je nahrazena hydrofobnim
valinem. Srpkovitd anémie je charakterizovdna pfitomnosti abnormdlniho hemoglobinu,

a to hemoglobinu S (Wjdan et al., 2021).

2.1 Hemoglobin S

Jedné se o hemoglobin abnormélniho typu u srpkovité anémie (HbS). HbS je jedinou
variantou hemoglobinu, u které dochéazi k polymerizaci, kdyz se nachdzi v deoxygenované
formé¢, tedy i nizky tlak kysliku vede ke zvySené polymerizaci a navic ma snizenou afinitu
ke kysliku ve srovnani s ostatnimi typy HGB (Kato et al., 2018). V deoxygenovaném stavu
je valin vystaven na povrch molekuly HbS a velmi snadno se ptipojuje k B-globinovému fetézci
sousedni molekuly HbS. Pii vyssi koncentraci molekul HbS, kter¢é se nachazi
v deoxygenovaném stavu dostate¢né dlouho dochézi k jejich polymerizaci do dlouhého fetézce,
to ma za nasledek deformaci erytrocytl do srpkovitého tvaru. V disledku této zmény dochazi
k poskozeni bunééné membrany, ¢imz se spousti proces patologickych zmén, které vedou
k mnoha klinickym komplikacim srpkovité anémie (Glaros et al., 2021).

V srpkovitych erytrocytech jsou zvySené hladiny 2,3-difosfoglyceratu, jedna
se o glykolyticky meziprodukt. Ten stabilizuje T — stav a podporuje uvolniovani kysliku.
V téchto erytrocytech je také zvySena aktivita enzymu sfingosinkinazy, ten je aktivovan
vysokymi hladinami plazmatického adenosinu. Adenosin vznikd rozkladem adenosinovych
nukleotidii uvoliiovanych z erytrocytii béhem hemolyzy. ZvySena aktivita sfingosinkindzy
zpiisobuje nartst hladiny sfingosin-1-fosfatu, coz pfispiva ke snizeni afinity HbS ke kysliku.

Tato snizend afinita podporuje polymeraci HbS v deoxygenovaném prostiedi. Dochéazi k tomu,
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ze se HbS nachazi v napjaté T konformaci, ve které¢ snadnéji polymeruje a dochazi k tvorbé
polymernich agregatti HbS (Kato et al., 2018).

Zaroven substituce aminokyselin v beta globinovém fetézci zplsobuje to,
ze pti deoxygenaci je rozpustnost HbS snizena. TaktéZ bylo zjiSténo, Ze v oxygenované formeé
HbS nereaguje a nedochazi k jeho polymerizaci. Pokud dojde k nahromadéni velkého mnozstvi
polymeru HbS, vede to k poskozeni erytrocytil, kdy toto poskozeni se promita do fenotypu jako
srpkovita anémie (Eaton, 2020).

2.2 Srpkovité erytrocyty

Pii srpkovité anémii se erytrocyty vyznacuji pro né typickym srpkovitym tvarem.
Srpkovité erytrocyty jsou rigidni, dehydratované a kiehké, coz vede k jejich zvySené destrukei.
Jejich struktura ma snizenou deformovatelnost, ¢imz dochazi ke snizené schopnosti prochazet
cévami (Eaton, 2020).

Polymerace HbS zplisobuje zmény v lipidové dvojvrstve, membranovych receptori
erytrocytll a k dysfunk¢nosti nékterych iontovych membranovych kanélt. To ma za nésledek
snizenou bunécnou hydrataci, zvySenou hemolyzu a abnormalni interakci s jinymi bunikami.
U srpkovitych erytrocytii je fosfatydylserin, ktery se u fyziologickych erytrocytli nachézi
ve vnitini vrstvé bunééné membrany, exponovan na povrch buiniky. Tento jev pfispiva
k interakci mezi erytrocyty, leukocyty, trombocyty a aktivaci koagula¢nich drah (Kato et al.,
2018).

Primérné doba pteziti srpkovitych erytrocytl se pohybuje okolo 16 dni, tedy dochézi
k vyraznému sniZeni oproti fyziologickym 120 dni. Takto abnormalni erytrocyty se klinicky
projevuji hemolytickou anémii (Sundd et al., 2019). Jelikoz erytropoéza mé niz$i tempo,
nez jaké je tempo destrukce Cervenych krvinek, dochézi k intenzivni intravaskuldrni hemolyze,
coz vede ke zvySené hladiné HGB a hemu v plazmé, ve které se akumuluji. V disledku ¢ehoz
se zvySuje produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) zvysujici oxidacni stres a taktéz dochazi
ke snizené biologické dostupnosti oxidu dusnatého (Nader et al., 2020). Pravé abnormalni tvar
a oxidacni poskozeni Cervenych krvinek zplsobuje jejich zvySené vychytavani a destrukci
slezinou (Dhaliwal et al., 2004). Na obrazku ¢. 2 lze vidét vznik srpkovitych erytrocyt
v dusledku polymerizace HbS.
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Obrazek 2: Srpkovité erytrocyty. HbS — hemoglobin abnormalniho typu u srpkovité anémie. Upraveno dle
(Conway et al., 2022).

2.3 Vyskyt srpkovité anémie

Asi 7 % svétové populace jsou nositeli genu pro globinovou mutaci, kdy nejvice
frekventovany a zaroven nejvice patogenni je pravé gen pro srpkovitou anémii (Odame et al.,
2020). Odhaduje se, Zze na svété trpi srpkovitou anémii pfiblizné¢ 300 miliontt lidi,
a to jak homozygotni, tak i heterozygotni formou, kdy jedna tietina z tohoto poctu jsou lidé
zijici v oblasti subsaharské Afriky (Ashorobi et al., 2022). Ro¢né se narodi vice nez 300 000
déti s homozygotni formou, kdy dvé tfetiny z téchto ptipadii se nachdzi v Africe. Ocekava se, ze
do roku 2050 by toto ¢islo mohlo vzrist az na 400 000 ptipadd ro¢né¢ (Odame et al., 2020).
Vyskyt tohoto onemocnéni je vyssi v oblastech, ve kterych je endemicky vyskyt malarie.
Tyto oblasti se vyznacuji vyssi prevalenci, srpkovitého znaku, kdy jedinec je nositelem jedné
kopie mutovaného genu, diky jeho ochrannému ucinku proti malarii (Elendu et al., 2023). Mezi
dalsi oblasti s vysokym vyskytem patii Indie a Arabsky poloostrov (Odame et al., 2020). Mira
prevalence srpkovité anémie ve Spojenych stdtech americkych je 9 % mezi Afroamericany,
coz odpovida asi trtem milionim obyvatel a 0,2% mezi bélosskym obyvatelstvem (Ashorobi et.
al., 2022)

Polovina celosvétové zatéze tohoto onemocnéni pifipadd na tii zemé& a to Nigérii,
Republiku Kongo a Indii. Navic je k tomu v rozvojovych zemich pocetnost onemocnéni
umocnéna tim, Ze zde chybi kvalitni zdravotnickd infrastruktura a je zde vysoky vyskyt
infekénich onemocnéni jako je malérie, virus lidské imunodeficience (HIV), ¢i invazivni
pneumokokové infekce. Tyto skutecnosti se poji s vys$Sim rizikem umrti obzvlast’ détskych
pacientii (Odame, 2023).

V rozvojovych zemich, a to zejména v oblastech subsaharské Afriky se odhaduje,

ze pouze polovina narozenych déti s timto onemocnénim bude zit déle nez 5 let. Ve vyspélych
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zemich se predpokladd, Ze vice nez 94 % novorozencl se srpkovitou anémii se dozije
dospélosti. Takto velky rozdil ve v€ku doziti lze pfisuzovat zejména novorozeneckému
screeningu a komplexni kvalitni zdravotnické péci vcetné penicilinové profylaxe a ockovani
proti pneumokokiim (Odame et al., 2020). Na obrazku ¢. 3 je mapa svéta, na které 1ze vidét
podetnost déti narozenych se srpkovitou anémii v jednotlivych zemich. Udaje pochézi z roku

2015.

Pocet novorozencu
narozenych se srpkovitou
anémii (2015)

(] o
O] 1az100

] 101221000
B 10012210 000

B 1000122100000

Obrazek 3: Pocet déti narozenych se srpkovitou anémii ve svété. Upraveno dle (Odame, 2023).

3 Komplikace zpiisobené srpkovitou anémii

V disledku srpkovitych erytrocytd dochdzi k intravaskuldrni okluzi a chronické
hemolytické anémii, které pfindsi celou fadu akutnich i chronickych komplikaci. Mezi Casté
akutni komplikace 1ze zaradit akutni hrudni syndrom, mrtvici, akutni hepatitidu a akutni
cholecystitidu. Chronické komplikace, které se vyskytuji pfi srpkovité anémii jsou onemocnéni
ledvin, cholelitidza, virova hepatitida, plicni hypertenze, avaskularni nekréza a trombodza
(Samuel et al., 2023).

Vétsina zdravotnich komplikaci zplisobenych v disledku srpkovité anémie se zacne
projevovat v prvnich dvou letech zivota. A to ztoho divodu, Ze v erytrocytech zacind
fyziologicky ubyvat mnozstvi HbF a zacina byt zcela nahrazovan HbA, ktery je ale v takovém
ptipad¢é HbS. HbF totiz znac¢né intracelularné inhibuje polymeraci HbS, a tedy se jeho ochranné

ucinky postnatalné zna¢né snizuji (McGann et al., 2015).

18



3.1 Vazookluze

V disledku srpkovitého tvaru maji erytrocyty zhorSenou reologii a nemohou hladce
prochazet krevnim fecistém. Takovéto erytrocyty adheruji k vaskularnimu endotelu a postupné
agreguji. Agregace vyvold mikrovaskularni okluzi prostfednictvim interakce s aktivovanymi
neutrofily a krevnimi destickami. Dochézi k tomu, Ze se tvoii mechanicka obstrukce tkané
a snizuje se prutok krve. To predstavuje znacny problém zejména u mensich cév. Tento jev
zpiisobuje lokalni hypoxii a ischemii tkané, a to i u Zivotné dulezitych orgdni. Projevuje
se akutnimi bolestivymi krizemi, které mohou ptechdzet az do chronicity, jedna se o jeden
z hlavnich rysii a komplikaci srpkovité anémie (Odame, 2023). Jelikoz v dusledku vazookluze
dochazi ke snizenému pritoku krve indukuje se delsi doba prichodu erytrocytd vaskularnim
prostfedim s nizkym obsahem kysliku. Tato skutecnost podporuje polymeraci HbS a poskytuje
dostatecny Cas k tomu, aby erytrocyty zdeformovaly do srpkovitého tvaru (Nader et al., 2020).

Tyto bolestivé krize jsou v prvnich Sesti mésicich zivota ojedin€lé a dochazi ke zvyseni
jejich frekvence az s ptibyvajicim vékem v disledku snizovani hladiny HbF. Pfi téchto
bolestivych krizich je ¢asto nutnost podani silnych analgetik véetné opioidii, s ¢im se poji riziko
vzniku zavislosti. Jelikoz dochézi k aktivaci krevnich desticek je srpkovitd anémie spojovana
s hyperkoagula¢nimi stavy, ¢imz vzniké zvySené riziko venoznich a arterialnich trombotickych
ptihod. U pacientd, ktefi jiz prod€lali trombotickou ptihodu, se doporucuje dozivotni podavani
antikoagulacnich pfipravkii, aby se ptfedchdzelo opakovanym trombotickym piithoddm

(Williams et al., 2018). Na obrazku ¢. 4 je znadzornén proces vazookluze.

;’
' | o .. ‘*“’
© %\y

. . \2
O erytrocyty J srpkovité erytrocyty ‘. volné neutrofily 4 2# adherujici neutrofily v trombocyty

Obrazek 4: Proces vazookluze. Upraveno dle (Bhalla et al., 2023).
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3.2 Chronicka hemolyticka anémie

V dusledku zvysené intravaskularni hemolyzy, coz je proces rozpadu cervenych krvinek
uvnitf cév, dochdzi k hromadéni uvolnéného HGB a hemu v plazmé, které ptlisobi jako
oxidanty. To ma za nésledek sniZenou biologickou dostupnost oxidu dusnatého a zvySeni
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS). HbS ma vyssi rychlost autooxidace nez HbA.
Pii oxidaci HbS dochézi k produkci methemoglobinu, superoxidu a denaturovaného globinu.
Superoxid poté miize dale generovat peroxid vodiku, kyslik a hydroxylové radikaly.
Z toho tedy vyplyva, ze srpkovité erytrocyty se pohybuji v neustalém cyklu oxidacniho stresu
(Sadaf et al., 2020).

Volny HGB vyskytujici se v plazmé ni¢i NO az tisickrat rychleji nez HGB vazany
ve struktufe erytrocytl. Hemolyza také zplisobuje uvolnéni arginidzy, enzymu,
ktery je pfitomny v erytrocytech. Ten hydrolyzuje arginin, ktery je prekurzorem pro tvorbu NO.
NO ma kli¢ovou roli ve fyziologické vazodilataci svym plsobenim na hladké buiiky cév.
Nedostupnost NO vede k vaskularni dysfunkei. Jeho dalsi funkei je inhibice aktivace krevnich
desticek, ¢imz snizuje riziko tvorby krevnich srazenin (Nader et al., 2020). Volny denaturovany
HbS mulize reagovat s peroxidem vodiku pfes Fentonovu reakci za vzniku hydroxylovych
volnych radikalii. Ty jsou vysoce toxické a reaktivni, stavaji se hlavnim zdrojem oxida¢niho
stresu. Navic toto oxida¢ni prostiedi pfispiva k vychytavani NO, ¢imz dale negativné ovliviiuje
vaskuldrni systém. Nadmérnd produkce ROS prostiednictvim peroxidace lipidové vrstvy
membrany vede k poskozeni endotelu, podporuje vaskularni zanét a aktivaci endotelu. Tyto
mechanismy se také podili na vzniku vazookluze. V obou piipadech se jedna o neenzymaticky
vznik reaktivnich forem kysliku. Reaktivni superoxid mulze vzniknout enzymatickym
pisobenim NADPH oxidazy. ROS pfispiva k poSkozeni erytrocytdrni membrany a snizuje

schopnost reverzibilni deformace erytrocytt (Sadaf et al., 2020).

4 Srpkovita anémie z pohledu genetiky

Srpkovitd anémie je onemocnéni zplisobené jednobodovou mutaci v prvnim exonu
HBB. Jedna se o zdménu jednoho nukleotidu v tripletu guanin-adenin-guanin, kde adenin je
zaménén za thymin. Tato jednobodova mutace ma za nésledek zménu jedné aminokyseliny
na Sestém kodonu [-globinového fetézce, kde je hydrofilni kyselina glutamova nahrazena
hydrofobnim valinem. Tato choroba se muze dédit homozygotné nebo heterozygotné s jinou

mutaci v HBB (Ceglie et al., 2023).
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U srpkovité anémie se muzeme setkat sriznymi genotypy, jelikoz onemocnéni
je zpisobeno kombinaci dvou alel genu kodujici B-globinovy fetézec, kdy alespoii jedna z nich
musi nést mutaci. Lze definovat tii zakladni formy genotypt, které se poté od sebe lisi
klinickym obrazem. Pfestoze se jednd o monogenni poruchu, klinické fenotypy tohoto
onemocnéni jsou extrémné variabilni. Prvnim typem je homozygotni HbS/HbS, pii této mutaci
ma jedinec dvé identické alely pro dany gen, zdédéné od obou rodi¢i. Vyskytuje se ptiblizné
se jedna o heterozygotni mutaci. V téchto pfipadech se spolecné s jednou mutaci v HBB dédi
navic jeden dal$i mutovany gen. Prvni z nich je varianta HbS/hemoglobin C, ten se vyskytuje
u 25 % ptipadl a nejvice z nich se nachdzi v zapadni Africe (Hardouin et al., 2023). Celkové
se jednd o druhou nejcastejsi formu srpkovité anémie. Hemoglobin C je zplsoben substituci
aminokyseliny glutaminu za lysin na 6. pozici v B-globinovém fetézci. Tato forma se projevuje
ve fenotypu mirnéji nez HbS/HbS (Dimitrievska et al., 2024). Druhym typem je soucasna
dédicnost s B-talasémii, to vede k srpkovitému B-talasémie genotypu HbS/B-talasémie. Jedna
se o nejvzacnéjsi formu a nalezneme ji pouze u 5 % ptipadt (Hardouin et al., 2023). U srpkovité
B-talasémie mizeme dale rozliSit dvé formy. A to formu HbS/B plus talasémie (HbS/B+),
u které dochazi ke snizené produkci B-globint. Zatimco u druhé formy HbS/B nula talasémie

(HbS/B0) viibec nedochazi k syntéze B-globinti (Arishi et al., 2021). U jedinct s genotypem

vewr

jako homozygotni forma HbS/HbS. Pacienti, ktefi zdédili genotyp HbS/B+ se ve fenotypu
projevuji variabilné od mirnych az po tézké formy (Inusa et al., 2019). Heterozygotni jedinci
s genotypem HbA/HbS jsou zdravymi ptenaSeci tohoto onemocnéni, ktefi nesou jak alelu
se zdravym genem, tak i alelu s abnormalnim recesivnim genem. U vétSiny téchto jedinct
se v prubc¢hu zivota nevyskytuji zadné typické pfiznaky pro srpkovitou anémii, jelikoz

je pritomnost zdravé alely schopna defekt vykompenzovat (Hardouin et al., 2023).

5 Diagnostika a novorozenecky screening

Ve vyspélych zemich je délka zivota pacientli se srpkovitou anémii vyssi, a to hlavné
diky vcasné  diagnéze nasledovanou  kvalitni  komplexni  Iékafskou  péci.
Pomoci prekoncepcniho screeningu lze identifikovat rodice, jejichz potencidlni potomci
by mohli byt ohrozeni srpkovitou anémii. Parim, jejichz vysledky testu jsou pozitivni byva
nasledovné nabidnuta prenatdlni diagnostika. Jednd se o relativné bezpecny, ale invazivni

zakrok. Provadi se béhem 9. tydné téhotenstvi, kdy z choriovych klkl jsou odebrany vzorky
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fetalni DNA (Kato et al., 2018). Novorozenecky screening umoziuje véasnou identifikaci
nemoci a diky tomu miiZe byt zajisténo, ze ditéti bude ihned po narozeni poskytnuta potiebna
zdravotnickd péce. VétSina zdravotnickych programl zahrnuje novorozenecky screening
jizvprvnim tydnu po narozeni ditéte. V tomto obdobi je exprese HbA,
a tedy i toho potencidlné abnormélniho stale nizkd. To pfedstavuje problém, jelikoz citlivost
testll je kvuli tomuto faktu snizena. Z tohoto diivodu se klade ¢im dal vétsi diraz na vyuziti
diagnostiky DNA, pifi niz se vyuzivaji metody polymerazové fetézové reakce (PCR)
a sekven¢ni analyzy. Tyto genetické testy jsou ale financné néro¢né a vyzaduji, aby byly
provadény vysoce kvalifikovanym persondlem. Déle ptresné vysledky pfinaSi vyuziti
tandemové hmotnostni spektrofotometrie (Williams et al., 2018).

K detekci srpkovité anémie se vyuzivaji screeningové testy, mezi které fadime
kompletni krevni obraz, periferni natér krve a srpkovity test. Nasledné se provadi konfirmacni
testy zaloZzené na separaci HGB. Tyto laboratorni metody pracuji na principu, kdy se urci, jaky
typ HGB se v ¢ervenych krvinkach nachazi. Dochézi k separaci HGB na zakladé¢ rozdilnosti
v jejich proteinové struktufe a elektrického néboje. Mezi standardné pouzivané metody patii
hemoglobinové elektroforéza, izoelektrickd fokusace, kapilarni elektroforéza, vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) a hmotnostni spektroskopie. Pomoci téchto metod je tedy
mozno urcit jaky typ HGB se v ¢ervenych krvinkach nachazi. Ale nelze pomoci nich urcit,
genotyp HGB, ktery dany jedinec zdédil. Jako zékladni a spolehlivy standart v diagnostice
srpkovité¢ anémie se uvadi kompletni krevni obraz, hemoglobinové elektroforéza a HPLC

(Odame, 2023).

5.1 Kompletni krevni obraz

Jednd se o primarni screeningovy test, ktery slouzi krozliSeni a charakterizaci
jednotlivych typt anémie. Mutace HGB tedy ovliviiuje i jednotlivé hematologické parametry.
Zejména u homozygotnich pacienti a pacient s formou HbSB0, u kterych se typicky vyskytuje
hemolytickd anémie, nalézdme snizené hodnoty celkového poctu erytrocyti, HGB
a hematokritu. Naopak pocty leukocytl a trombocytii byvaji zvySené (Buhari et al., 2023).
Pocty retikulocytl byvaji rizné a jsou siln€ ovlivnény individudlnimi faktory, jako je stupen
anémie a odpovéd’ kostni dfen¢ na ni u dan¢ho jedince. Byva zvysena Siika distribuce ¢ervenych
krvinek, kvili riznym subpopulacim erytrocytl, které se u pacientii vyskytuji. Ackoliv krevni

obraz pfinasi cenné informace, neposkytuje kompletni diagnézu (Arishi et al., 2021).
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5.2 Natér periferni krve

Natér periferni krve nasleduje vétSinou poté, co byly v automatizacnich poctech zjistény
urcité abnormality. Slouzi ke zkouméni mikroskopickych zmén v morfologii krevnich bunék,
coz miize poslouzit k ziskani podrobnéjSich informaci v diagnostice onemocnéni (Buhari et al.,

2023).

5.3 Srpkovité testy rozpustnosti

Princip tohoto testu rozpustnosti je, ze HbS ve svém deoxygenovaném stavu neni
rozpustny v koncentrovaném fosfatovém pufru v pfitomnosti hemolyza¢niho ¢inidla dithionatu
sodného. Ten zplisobuje lyzi erytrocytl, ze kterych se uvoliiuje HGB. HbA se snadno rozpousti
a roztok se zbarvi do Cervena, ale zlstava Ciry. Naproti tomu HbS se nerozpousti a dochéazi
k zakaleni roztoku, jelikoz HbS se srazi ve form& malych krystalka, které vytvaii tento zakal.
Vysledky se porovnavaji snegativni a pozitivni kontrolou. Tento test je levny a snadno
proveditelny, avSak je zatizen chybovosti, ktera ztézuje jeho pouziti ve screeningovych
programech. U novorozeneckého screeningu se vyskytuje pomérné velké procento falesné
negativnich vysledkt, jelikoz se u novorozencii stile nachazi vysoké hladiny HbF a nizké
hladiny HbS. HbF také snizuje miru deoxygenace HbS. Ddle se faleSn¢ negativni vysledky
nachazi u pacientt, u kterych HbS tvoii méné nez 10 % z celkového HGB. Na druhou stranu
u pacientll s vysokou viskozitou séra, erytrocytdozou nebo vyraznou leukocytézou byly
pozorovany falesné pozitivni vysledky. Taktéz tento test neni dostate¢né citlivy na to, aby byl

schopen detekovat zdravé prenasece tohoto onemocnéni (Nigam et al., 2024).

5.4 Hemoglobinova elektroforéza

Jednd se o chromatografickou techniku, pfi které se vyuziva elektrické pole,
které zprostfedkovava usnadnénou migraci elektricky nabitych molekul. Pfi elektroforéze

lze vyuzit rizné varianty médii a pufrt (Arishi et al., 2021).

5.4.1 Alkalicka elektroforéza

Alkalickd elektroforéza probihd pii alkalickém pH, presnéji pii pH 84.
Nejprve se z erytrocytll vytvoii hemolyzat, ktery se aplikuje do celul6zového prouzku
a zavad¢jicitho pufru pfi konstantnim napéti v elektroforetické komote. Ruzné typy HBG
se poté v dusledku jejich rozdilnych naboji rozdéli do jednotlivych pasti na zakladé jejich

rozdilné¢ pohyblivosti. Tento typ elektroforézy umoznuje spolehlivé rozliSeni HbS
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a hemoglobinu C. Ale neni schopen rozeznat varianty s velmi podobnym elektrickym nébojem,
které poté migruji spole¢né. Dale byva ovlivnén vysokymi hladinami HbF u novorozenct

(Arishi et al., 2021).

5.4.2 Elektroforéza na citratovém agaru

Elektroforéza na citratovém agaru se provadi pti pH 6-6,2 a principem je interakce mezi
agaropektinem v gelové smési se strukturdlnimi zménami HGB. Vétsina variant, které spolecné
migruji béhem alkalické elektroforézy, l1ze na citrdtovém agaru U¢inné separovat. Zaroven
nebyva ovlivilovana vy$$imi hladinami HbF a lze ji tedy spolehlivé vyuzit k diagnostice
srpkovité anémie u novorozenct. Bohuzel v rozvojovych zemich, které jsou zatizené vysokym

vyskytem tohoto onemocnéni, neni tato technika bézn€ dostupna (Arishi et al., 2021).

5.4.3 Kapilarni elektroforéza

Vyuziva se k diagnostice srpkovité anémie a talasémie, a to na zakladé odd¢€leni frakei
HGB. Na pocatku 21. stoleti se stala tato metoda zcela automatizovanou. Kombinuje dva
principy separace, a to elektroforetickou mobilitu v alkalickém pufru a elektroosmoticky tok,
ktery vede k velmi efektivni separaci. V pfistroji se nachdzi osm paralelnich kapilar
zhotovenych z taven¢ho oxidu kfemicitého, a Ize tedy analyzovat nékolik vzorkll zaroven.
Naty se aplikuje vysoké napéti, které zajisti, ze molekuly HGB za¢nou putovat smérem
k detektoru. Zjisténé frakce hemoglobinu lze nasledné kvantifikovat a vytvofit ferogram. Podle
migrac¢nich zo6n na ferogramu lze identifikovat typy HGB. Kazdd kolona je pouzitelna
pro piiblizné¢ 3000 analyz. Hemolyzaty erytrocytl, které se pouzivaji k detekcei,
jsou pfipravovany taktéz automaticky. Touto metodou lze analyzovat i vysuSenou kapku krve
na filtraénim papife, nebo tekutou pupecnikovou krev. Je tedy vhodnd i pro novorozenecky

screening a Casto se v tomto piipad€ vyuziva jako prvni moznost volby (Frommel, 2018).

5.6 1zoelektricka fokusace

U této metody jsou separovany proteiny na zaklad¢ svych rozdilnych izoelektrickych
bodl. Molekuly HGB putuji ptes gradient pH, dokud nedoséhnou svych izoelektrickych bod.
Pomoci této techniky lze spolehlivé detekovat HbS, a to i ve vzorcich s vysokymi hladinami
HbF. Také k analyze sta¢i malé¢ mnozstvi vzorku a lze vyuzit i vysusenou kapku krve.
Diky t¢émto vyhoddm patii mezi vyuzivané diagnostické metody v novorozeneckém

screeningu, i presto, ze je pomérn¢ draha (Arishi et al., 2021).
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5.7 Vysokoucinna plynova chromatografie

U této techniky dochéazi k tomu, ze jsou frakce HGB od sebe separovany na zakladé
jejich rozdilné interakce se staciondrni fazi. Nasledné dochazi k jejich detekci dle retencnich
Casti a tvard piku, metoda je jak detekcni, tak 1 kvantifikacni. Kazd4a varianta HGB
ma tedy specificky reten¢ni Cas, ktery se poté porovnava se standardnimi reten¢nimi Casy frakei
HGB. HPLC vykazuje vyssi citlivost pfi separaci nez elektroforéza. Taktéz je spolehlivou
metodou pro monitorovani pacientl, ktefi podstupuji lécbu pomoci krevnich transfuzi

a hydroxymocovinou (Frommel, 2018).

5.8 Techniky zaloZené na polymerazové retézové reakci

Jednd se o jednu z nejefektivnéjSich diagnostickych metod, ktera zadsadné ovlivnila
prenatalni a neonatalni screening. Tato technika umoziiuje mnohonasobné zvySeni poctu kopii
specifické DNA sekvence za pouziti specidlnich enzymi a primerd. Diky metodé PCR Ize
detekovat a analyzovat jednotlivé geny nebo vicero gent i v pfipadé, kdy jsou v ptivodnim
vzorku malo zastoupeny. Proces PCR zahrnuje 20-40 tepelnych cyklii, kterd se opakuji
a zahrnuji denaturaci, zihani a prodluzovani DNA. Vysledek PCR lze detekovat naptiklad
pomoci gelové elektroforézy, sekvenovani, analyzy kiivky tani nebo sledovanim zmény
fluorescence. Konkrétni technika zaloZzena na PCR je analyza tani s vysokym rozliSenim, coz je
metoda jednoducha, citliva a ndkladové efektivni pro pouziti hromadného screeningu genotypu

srpkovité anémie (Arishi et al., 2021).

6 Terapie srpkovité anémie

6.1 Genova terapie

Genova terapie je cilena na autologni hematopoetické kmenové buiky (HSC)
a poskytuje vyléceni. Doposud byla jedinou kurativni 1é¢bou transplantace hematopoetickych
kmenovych bun¢k (HSCT) zejména od shodného piibuzenského darce. HSC se nachézi
pfevazné v kostni drfeni. Jednd se o multipotentni buiiky, které jsou schopny diferenciace
na jakykoliv typ krevnich bunck. Jsou zodpovédné za krvetvorbu po cely zivot ¢lovéka.
Exprimuji na sviij povrch CD34 znak, ktery se pouZziva k jejich identifikaci. Béhem autologni
genové terapie dochazi k tomu, ze se do vlastnich bunék pacienta pridava kopie zdravého genu,

nebo je mutovany gen opraven ¢i inaktivovan (Germino-Watnick et al., 2022).
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Genova terapie byla dlouhodobé sledovéana jako potencidlni 1écba srpkovité anémie.
Pokroky uskutecnéné v genomovém sekvenovani a objevy zpusobi, jak 1ze modifikovat genom
HSC umoznily aplikaci genové terapie i na toto onemocnéni. Pfed samotnou klinickou aplikaci
bylo potieba vyiesit nékolik otdzek jako shromazdéni dostate¢ného mnozstvi kmenovych
bun¢k pacienta pro genovou modifikaci a zvyseni exprese prenesenych gent na terapeutickou
uroven. A také jak zajistit, aby u pacientt prob&hlo adekvatni ptihojeni genové modifikovanych
bunek. V soucasné dobé¢ se k terapii srpkovité anémie pouzivaji dvé obecné metody. Prvni je
pfidani genu, ty jsou pfenaSeny do genomu pacienta pomoci vektorového systému. Druhou je
uprava genu, pii kterém se provadi trvalé genomové zmény, coz zahrnuje odstranéni nebo
nahrazeni urcit¢ DNA sekvence (Abraham et al., 2021). Pfieditaci genu se vyuZzivaji
tzv. endonukledzy. Jedna se o proteiny, které rozstépi urcitou oblast DNA uvnitf jejiho fetézce.
Poté se mohou spojit tyto roziiznuté konce, nebo se zde vlozi nova ¢i upravena genova sekvence
(Parums, 2024). JelikoZ se jedna o autologni transplantaci, buiikky pouzity na transplantaci
pochazi od samotného pacienta, je proto pouzitelna pro vSechny pacienty bez ohledu
na dostupnost vhodného darce. Tim padem nehrozi nebezpeci reakce $tépu proti hostiteli
ani riziko odmitnuti $tépu. Z tohoto diivodu je na vzestupu snaha co nejvice vyuzivat genovou
terapii, ktera je mozna pro viechny pacienty. Americky Ufad pro kontrolu potravin a lé&iv
(FDA) schvalil 8. 12. 2023 dvé nové genové terapie pro 1éCbu srpkovité anémie, konkrétné
metodu, kterd vyuzivd segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych kratkych
palindromickych repetic (CRISPR) a metodu Lovo-cel. Byly schvéleny pro pacienty starsi
dvanacti let s anamnézou vazookluzivnich krizi. K tomuto velkému kroku doslo po vice nez
deseti letech od objeveni metody CRISPR. Metoda CRISPR vyuziva jako endonukleazy
proteiny asociovany s CRISPR (Cas protein). Zkracené, tyto metody pracuji na principu
extrakce, genetické modifikace a nasledné reinfuze vlastnich HSC pacienta. Obé se béhem
studii ukazaly jako ucinné a u vice nez 90 % pacientl vedly k Gplnému odstranéni
vazookluzivnich krizi. BohuZzel ale ani genova terapie nemize vést ke zvraceni poSkozeni
organd, které bylo jiz v disledku tohoto onemocnéni zpisobeno pred zahdjenim terapie (The
Lancet, 2023). Technologii CRISPR se prace bude podrobnéji zabyvat v nasledujicich
podkapitolach.

Pro genetickou modifikaci HSC k 1écbé srpkovité anémie je nezbytné peclivé
optimalizovat kazdy krok, aby bylo dosazeno celkového tuspéchu. Klicovymi slozkami
jsou informovany souhlas pacienta, izolace HSC pro genetickou manipulaci in vitro
a kondiciovani kostni dfené. U srpkovité anémie, stejn¢ jako u mnoho dalSich zavaznych

onemocnéni, maji pacienti obtize s porozuménim slozitych 1é¢ebnych postupti, coz komplikuje
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jejich schopnost poskytnout informovany souhlas. Proto se vyzkumnici stale vice snazi naplnit
vzdélavaci potieby pacientl s timto onemocnénim a jejich rodinnych ptislusniki, kteti zvazuji
lécebnou terapii. Pro izolaci HSC urcéenych ke klinické aplikaci se HSC mobilizuji do krevniho
obehu pomoci faktoru stimulujici kolonie granulocytii (G-CSF). Nicméné podani tohoto
stimulujiciho faktoru pacientim trpici srpkovitou anémii se poji s vaznymi komplikacemi
abylo by v disledku kontraproduktivni. Proto se alternativné vyuziva plerixafor, ktery
napomaha uvoliiovat HSC z kostni dien¢ do krevniho ob¢hu. Po mobilizaci nasleduje odbér
aferézou a imunogenetické obohaceni o povrchovy antigen CD34+. Podle protokolti pro HSCT
je potieba provést infuzi alespont 2x10° modifikovanych bunék na kilogram hmotnosti, ale kvili
ztratam pti genetické manipulaci je obvykle zapotiebi odebrat alesponi pétinasobné mnozstvi
bun¢k, a to i s ohledem na uchovéni zaloznich nemodifikovanych HSC. Proto je vétSinou
zapotiebi vice kol mobilizace a odbéru HSC. Nakonec je dilezité ocistit hematopoetické
prostiedi, ve kterém se budou transplantované geneticky upravené HSC nachézet, kvuli jejich
spravnému piihojeni. K tomu se vyuzivaji myelotoxické latky, predev§im busulfan. Ten ale
prindsi riziko organového poskozeni v disledku své toxicity. Pacienti se srpkovitou anémii,
u kterych se jiz projevilo chronické organové poskozeni v disledku nemoci, jsou citlivéjsi na
toxicitu busulfanu, a nejsou proto vhodni k tomuto typu terapie. Je kladen velky diraz na
vyzkum novych latek s niz$i toxicitou, které by pfipravily kostni diei na transplantaci (Crossley

et al., 2022).

6.1.1 Metoda CRISPR

Jednd se o techniku genetického inZenyrstvi, kterou Ize pomoci editace genu
modifikovat genom zivych organismi. Je zaloZzena na verzi bakteridlniho CRISPR-Cas
antivirového obranného systému, ktery je soucasti adaptivni imunity archei a prokaryot
(Parums, 2024).

Historie uprav genomu saha az do sedmdesatych let 20. stoleti, ale v té dob¢ jesté nebyli
védci schopni cilené vlozit useky DNA do genomu bunék. V rané fazi genové editace
se vyuzivala technologie homologni rekombinace, kterd umoziiovala vyménu genetickych
sekvenci mezi dvéma DNA s podobnymi tseky. AvSak tato metoda nebyla pfili§ efektivni
améla velkou nachylnost k chybam. Pozdé¢ji byly vyvinuty modifikované nukledzy,
které umoznovaly vytvofeni dvoufetézcovych zlomi (DBS) DNA na pfesné ur¢eném misté
v genomu s jeho naslednou Upravou (Zhu, 2022). Prvnim genovym zaméfovacim systémem,
byla v roce 2005 technika vyuZzivajici nukledzy se zinkovym prstem (ZFN), ktera dokaze

rozpoznat specifické sekvence DNA, ¢imz muze byt provedena v genomu cilend inzerce.
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Tuto technologii nasledovala v roce 2010 metoda vyuzivajici efektorové nukleazy podobné
aktivatortim transkripce (TALEN). Nicmén¢ v roce 2012 pfisla technologie CRISPR-protein 9
asociovany s CRISPR (CRISPR-Cas9), ktera se ukazala jako ta s nejefektivnéjsi konstrukei. To
vedlo ke snaze uvést ji co nejrychleji do praxe. Existuje n¢kolik riznych systémt CRISPR-Cas,
které jsou rozdéleny do Sesti typt. Tyto typy jsou seskupeny do dvou hlavnich tfid na zakladé
struktury efektorovych proteinti Cas. Jednotlivé typy se jesté dale déli na rizné podtypy,
v dnesni dobé¢ je zndmo vice nez dvacet podtypt (Kozovska et al., 2021). Typy pattici do prvni
tiidy pracuji s vicepodjednotkovymi efektorovymi komplexy, které¢ se skladaji ze Ctyi az sedmi
Cas proteintl. Druha tfida obsahuje typy, které pouzivaji pouze jeden vicedoménovy efektorovy
protein Cas (Ishino et al., 2018). Typ II, ktery spadd do druhé tiidy, konkrétné CRISPR-Cas9
odvozen ze Streptococcus pyogenes je nejlépe prostudovanym a nejvice vyuzivanym pro ucely
genového inzenyrstvi zejména diky své jednoduchosti a prakti¢nosti (Kozovska et al., 2021).
Technologie CRISPR pfinesla rapidni zmény v oblasti vyzkumu a mediciny. Schopnost
této metody umoziovat editaci genomu piedstavuje velky potencidl pro 1écbu vrozenych
1 ziskanych onemocnéni. Velky zdjem budi zejména diky své jednoduchosti, pfi zamétovani
sekvenci DNA v genomu uréenych k zaméné. Nemluvi se pouze o moznosti metody CRISPR
k 1é€bé monogennich onemocnéni jako je napiiklad srpkovitd anémie, P-talasdmie nebo
Duchennova svalova dystrofie. Ale také o 1écb¢ komplexnich heterogennich onemocnéni jako
je rakovina, HIV ¢i diabetes (Bhokisham et al., 2023). Dalsi potencial této metody je ve vyvoji
udrzitelnych metod na vyrobu paliv a chemikélii nebo =zlepSovani kvality plodin

v potravinatském pramyslu (Nidhi et al., 2021).

6.1.1.1 CRISPR-Cas systém u prokaryot

Roku 1987 molekuldrni biolog Yoshizumi Ishino a jeho tym, zkoumaly genom bakterie
Escherichia coli. Béhem této prace objevili, ze se vjejim genomu nachdzi segmenty
nahromadénych pravideln€ rozmisténych kratkych palindromickych repetic. Nejprve byly tyto
repetice nazyvany riznymi zpusoby, az v roce 2002 poprvé Rudd Jansen pouzil oznaceni
CRISPR, které¢ bylo vSeobecné pftijato. Jednd se o kratké, opakujici se sekvence DNA, které
jsou stejné, bez ohledu na to, jestli jsou ¢teny od 5¢ konce ke 3’ konci jednoho fetézce DNA
nebo od 3’ konci k 5¢ konci komplementérniho fetézce. Jsou obklopeny sekvencemi kodujicimi
proteiny Cas. Podobné sekvencni vzory poté byly nalezeny ptiblizné u 40 % bakterii a 90 %
archei. Mezi témito opakujicimi se useky CRISPR se nachazi unikatni sekvence. V dnesni dobé

nazyvané jako spacers. Ty jsou bakteriim cizi a pfirozené do jejich genomu nepatii. V té dobé
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nebylo mozné urcit biologicky vyznam tohoto systému, jelikoz jesté neexistovaly dostatecné
udaje o sekvencich DNA (Gostimskaya, 2022).

K objasnéni skute¢né funkce doslo az v poloving 20. stoleti. Bylo zji$téno, ze spacerové
useky odpovidaji DNA virt a jakékoliv ptfidani nebo odstranéni téchto unikatnich sekvenci
vedlo ke zméné fenotypu fagové rezistence. Plivodné tyto sekvence pattily bakteriofagtim, které
bakterie ziskaly, kdyZ jimi byly napadeny. Pomoci CRISPR systému si zapamatuji tyto Gtoky
a pfi opetovném napadeni se dokdzi proti nim branit, tedy slouZzi jako dilezity nastroj jejich
imunitni obrany. K tomu vyuZivaji proteinovy komplex, konkrétné se jedna o protein 1
asociovany s CRISPR (Casl) a protein 2 asociovany s CRISPR (Cas2). Ten rozpozné invazivni
virovou DNA a vyfizne zni segment zvany protospacer. Tento protospacer je nasledné
inkorporovan do bakteridlniho genomu mezi jednotlivé CRISPR sekvence a stavd se z ngj
spacer. Tim vzniknou CRISPR fetézce (Ishino et al., 2018). Kdyz Cas komplex vyfezava
protospacerové useky DNA, zaméfuje se na mista, kterd sousedi se sekvenci N-guanin-guanin
(NGG). Zde N zastupuje jakykoliv nukleotid obsahujici libovolnou nukleovou bazi. Tato
specificka sekvence se nazyva motiv sousedici s protospacerem (PAM). To znamen4, ze se Cas
komplex navaze na cilovou DNA az po rozpoznani PAM. Tato sekvence se nevyskytuje
v bakteridlnim genomu, a proto se nemtize systém CRISPR obratit proti vlastni bunice. Hlavni
funkci PAM sekvence je, Ze napomaha rozlisit vlastni DNA od cizi DNA se stejnou sekvenci
(Makarova et al., 2020). Bylo zji§téno, Ze staci pouze jedind mutace v sekvenci PAM k tomu,
aby byl bakteriofag schopen obejit tuto imunitni obranu svého hostitele (Javaid et al., 2022).
Pii opétovném napadeni viru stejného druhu se CRISPR lokusy na nové vytvoreném fetézci
transkribuji do dlouhého tetézce RNA a vznikd prekurzorovd RNA (pre-crRNA) (Ishino et al.,
2018). Tento proces je z velké casti uskute¢nén pomoci dal§i RNA, a to trans-aktivujici RNA
(tractrRNA), ktera je komplementarni ke CRISPR sekvencim v pre-crRNA. Tyto dvé RNA
vytvareji komplex, ktery je poté St€pen na mensi useky pomoci RNA polymerazy III,
¢imz vznikd CRISPR RNA (cr-RNA). Spolecné s tractrRNA se crRNA vaze na endonukledzu
Cas. Jejich ukolem je navést endonukledzu Cas na pozadované misto. Takto vytvotfeny
komplex nésledné prochazi DNA viru a v pfipadé¢ shody se sekvenci odpovidajici crRNA,
endonukledza Cas rozstépi virovou DNA, ¢imz znemozni jeho zivotaschopnost (Li et al., 2020).

Na obrazku €. 5 je shrnuto, jak funguje konkrétné obranny systém CRISPR-Cas9 u prokaryot.
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CRISPR-Ca9 obranny systém
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Obrazek 5: Obranny systém CRISPR-Cas9. CRISPR — segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych
kratkych palindromickych repetic, CRISPR-Cas9 — CRISPR-protein 9 asociovany s CRISPR, Casl — protein 1

asociovany s CRISPR, Cas2 — protein 2 asociovany s CRISPR, Cas — protein asociovany s CRISPR, tracrRNA —
trans-aktivujici RNA, pre-crRNA — prekurzorova RNA, crRNA — CRISPR RNA. Upraveno dle (Motoche-Monar
etal., 2023).

6.1.1.2 CRISPR-Cas9

V roce 2020 obdrzely Jennifer Doudnaova a Emmanuelle Charpentierova Nobelovu
cenu za chemii za jejich vyzkum metody CRISPR-Cas9 (Parums, 2024). Hlavni rozdil mezi
technologii CRISPR-Cas9 a jejimi piedchiidci ZFN a TALEN spociva v tom, ze vyZzaduje
pouze jedinou vodici RNA (sgRNA) o kratké sekvenci, ktera urcuje specifitu pro misto DSB.
Navic zatimco technologie ZFN a TALEN pouzivaji k rozpoznani cilového mista uméle
vytvofené proteiny, v systému CRISPR-Cas9 je rozpoznani cilové sekvence zalozeno
na interakci RNA a DNA. Tyto faktory pfinaseji n€kolik vyhod vcetné¢ snadného navrhu
libovolnych genomickych cili, pfesnéjsi predikce vedlejSich cild, schopnost modifikovat
nékolik genomovych mist sou¢asné a mensi financni zatéze (Khalil, 2020).

Pii editaci genomu pomoci technologie CRISPR-Cas9 je principem Stépeni
dvouvlaknové DNA v cilené oblasti, a to diky jedinému efektorovému komplexu, slozeného
ze dvou hlavnich komponent. Kdyz tento efektorovy komplex rozstépi cilovy gen, dojde
k naruSeni jeho funkce a mohou byt provedeny zamyslené Upravy. Efektorovy komplex
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se sklada z sgRNA, ktera slouzi k navadéni proteinu Cas9 na cilové misto, zajist'uje presnost
a specificnost této metody. A DNA endonukledzy Cas9, ta provadi DSB v uréené poloze
na DNA (Bhokisham et al., 2023). SgRNA se sklada ze sekvencné specifického ciliciho prvku
crRNA a tracrRNA, ktera spojuje dohromady crRNA s proteinem Cas9. Vzhledem k tomu,
ze ctRNA a tracrRNA jsou u prokaryot dvé samostatné molekuly, je nutné, aby pro editaci
genomu v eukaryotnich butikach, byly spojeny v jednu samostatnou sgRNA pomoci umélého
propojovaciho ¢lanku. SgRNA rozpoznéava cilovou sekvenci na zakladé standardniho Watson-
Crickova parovani bazi, pti¢emz crRNA obsahuje sekvenci komplementarni k té v cilové DNA.
SgRNA byva naprogramovana tak, aby jeji 5’ konec byl komplementarni k cilové sekvenci

(Ishino et al., 2018). Na obrazku €. 6 je vyobrazena struktura sgRNA.

spojovaci ¢lanek

tracrRNA

crRNA

vodici spacer sekvence

sgRNA

Obrazek 6: Struktura sgRNA. CrRNA — CRISPR RNA, tracrRNA — trans-aktivujici RNA, sgRNA — vodici
RNA. Upraveno dle (Nidhi et al., 2021).

Protein Cas9 je sdm o sobé& neaktivni a az po navazani na sgRNA zménou konformace
dojde k jeho aktivaci (Zhu, 2022). Ma dvoulalocnou strukturu, kterd zahrnuje rozpoznévaci
lalok endonukleazy Cas9 (REC) a nukleazovy lalok endonukledzy Cas9 (NUC) (Kozovska et
al.,, 2021). Lalok REC se skladd zdlouhé a Sroubovice a dvou funkénich domén, ato
rozpozndvaci domény 1 a rozpoznavaci domény 2. Lalok NUC obsahuje PAM interagujici
doménu (PI), RuvC nukledzu a nukledzovou doménu s motivem histidin-asparagin-histidin
(HNH doména). Doména PI udéluje PAM specifi¢nost, kterd je zodpoveédna za vazbu s cilovou
sekvenci. Nejprve se REC lalok spoji se sgRNA ptes rozpoznavaci doménu 1, aby identifikoval
sekvenci PAM na cilové DNA (Zhu, 2022). Obvykle se pouziva divoky typ endonukleazy Cas9
odvozeny z bakterie Streptococcus pyogenes, ktery ma specifickou sekvenci PAM 5°-NGG-3°.
Tato sekvence se nachdzi té€sné za cilovou sekvenci v genomové DNA, na tom fetézci, ktery
neni cilen crRNA (Khalil, 2020). Poté se mtize sgRNA sparovat s cilovou DNA a navést zde
domény RuvC a HNH laloku NUC k provedeni §tépeni. Doména HNH §tépi cilové vlakno

DNA, ke kterému se navaze crRNA, zatimco doména RuvC s$tépi nekomplementarni fetézec
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(Zhu, 2022). Jejich spole¢nou praci vznika DSB v DNA. Mohou byt vytvofeny mutantni
varianty Cas9. Napiiklad nickdza Cas9 (nCas9) je mutant $tépici pouze jeden fetézec DNA.
Toho je dosazeno mutaci v HNH nebo Ruv-C doméné, coz vede k inaktivaci jedné z téchto
domén. Pro vytvoreni nCas9 je nutné nahradit histidinovy zbytek alaninem v HNH doméné.
Nebo pokud mé byt inaktivovana Ruv-C doména musi byt v ni nahrazen zbytek kyseliny
asparagov¢ alaninem. Souc¢asna mutace obou nukleazovych domén vede ke vzniku katalyticky
neaktivni deaktivované endonukledzy Cas9 (dCas9), ¢imz se rusi endonukledzova aktivita
(Leonova et al., 2020). Na obrazku €. 7 je zobrazena struktura efektorového komplexu typu

CRISPR-Cas9.

REC sg RNA
(tracrRNA+crRNA)

endonukleaza Cas9 =

. cilova DNA

=

RuvC
NUC

Obrazek 7: Efektorovy komplex. Cas9 — protein 9 asociovany s CRISPR, REC — rozpoznavaci lalok endonukleazy
Cas9, crRNA — CRISPR RNA, tracrRNA — trans-aktivujici RNA, sgRNA — vodici RNA, HNH — nukledzova
doména s motivem histidin-asparagin-histidin, PAM — motiv sousedici s protospacerem, NGG —N-guanin-guanin.
Upraveno dle (Kozovska et al., 2021).

I pfesto, ze systém CRISPR-Cas9 nabizi mnoho vyhod oproti jinym technlogiim,
tak ma sva urcitd omezeni. Jednim z nich je, Ze endonukledza Cas9 musi nejprve rozpoznat
motiv PAM, teprve potom muze provést DSB za touto sekvenci. To znamen4, Ze tato techniku
miZze byt pouzita pouze na sekvence v blizkosti motivu PAM (Fraczek et al., 2018). PAM je
specifickd sekvence nukleotidi, kterd je nezbytnd pro spravné navadzani a aktivaci
endonukledzy Cas9 a hraje diilezitou roli pii volbé cilovych oblasti pro Upravu genomu
(Motoche-Monar et al., 2023). Dalsi nevyhodou je vznik DSB v oblastech mimo zamyslené
cilové misto. Tento nezadouci jev je obtizné identifikovat a ¢asto vyzaduje prozkoumani celého
genomu. Dusledkem toho miize byt nepfedvidatelnd modifikace genu v mimocilovych

oblastech, coz mulze vést knecekanym vysledkim nebo dokonce k mutacim
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¢i chromozomalnim zménam. Klicové pro minimalizaci tohoto nezddouciho jevu
bylo porozuméni jeho moznych pficin (Fraczek et al., 2018).

KdyZ sgRNA rozpoznéava svij cil na DNA pomoci komplementarniho parovani bazi,
existuje riziko, ze ur¢i misto, které je vysoce podobné cilové sekvenci (Zhu, 2022). Na zacatku
ctRNA v sgRNA se nachazi kratkd sekvence, kterd ma klicovou ulohu pfirozpoznani
anavazani cilového mista na DNA. Tato sekvence je nezbytnd pro spravné navadeéni
endonukledzy Cas9 k mistu, kde ma probéhnout DSB. Umoziluje sparovani s cilovou sekvenci
v DNA s vysokou specificnosti, coz je klicové pro efektivni a pfesnou editaci genomu.
Specifi¢nost se vyrazné snizuje, pokud se v sekvenci cilové DNA vyskytuji dva nebo vice
odlisnych nukleotidi ve srovnani se sekvenci crRNA. Nesrovnalosti v PAM distalnich
oblastech, tedy oblastech, které¢ se nachazeji déle od PAM sekvence na cilové DNA, rovnéz
snizuji  specifitu.  Tyto  rozdily  jsou, vSak 1épe  tolerovany nez ty,
které se nachézeji v bezprostiedni blizkosti PAM sekvence na cilové DNA (Motoche-Monar et
al., 2023).

Vazby mimo cil a jejich nasledné nepfiznivé Gcinky jsou neodmyslitelnou soucasti
technologie CRISPR-Cas9. V disledku toho bylo vyvinuto n¢kolik strategii k minimalizaci
tohoto jevu. Ty zahrnuji riizné metodiky vcetné modifikace struktury Cas9, peclivé davkovani
Cas9 a sgRNA a upravy struktury ribonukleotidli sgRNA. Vyznamny pokrok byl dosazen
zejména v oblasti Gprav ve struktuie ribonukleotidi, coz pfispélo k vylepseni systému CRISPR-
Cas9. Prozkoumany byly metody jako ptidani nukleotidli na 5’ konci sgRNA pro lepsi rozliSeni
mezi cilovymi a mimocilovymi misty, prodlouzeni spojovaciho ¢lanku mezi tracrRNA
a crRNA nebo strategické umisténi specifickych nukleotidii pobliz PAM sekvence pro zlepSeni
stability sgRNA (Motoche-Monar et al., 2023).

Jednou z nezbytnych podminek je, Ze systém CRISPR-Cas9 musi byt pfitomen v jadie
buniky. Problémem je, Ze ani protein ani nukleové kyseliny nejsou schopny samovoln¢ piekonat
fyzikéalné-chemické bariéry bunck. Proto bylo nutné vynalézt techniky intracelularniho
doruceni tohoto komplexu (Li et al., 2020).

Existuji fyzikdlni metody, jako jsou mikroinjekce a elektroporace pomoci
nichZ je efektorovy komplex vpraven do jadra buiiky. Pti mikroinjekei je efektorovy komplex
injektovan pfimo do pozadovaného mista v bufice, pomoci jehly o praméru 0,5-5 pm.
Tento proces probihd pod mikroskopem, coz znemoziiuje jeho pouziti in vivo, ale je vhodny
pro in vitro a ex vivo aplikace. Elektroporace vyuziva pulzni vysokonapét'ové elektrické proudy
k vytvoteni doc¢asnych port v bunééné membrané bunék, které jsou suspendovany v pufru.
Tyto pory maji velikost n€kolik nanometrii a umoziuji vstup komponent o pozadovaném
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praméru do bun¢k prostfednictvim hydrodynamiky. Jednd se o nej¢astéjsi techniku pro in vitro
studie. Dal$i moznosti je dodani syst¢ému CRISPR-Cas9 pomoci virovych nosict jako jsou
adeno-asociované viry (AAV) nebo lentiviry. Vyuziti AVV poskytuje kontinualni zdroj,
protoze miize byt v buiikach trvale jako exogenni DNA nebo muze byt pfimo inkorporovan do
hostitelského genomu. K vytvofeni CRISPR — Cas9 AVV c¢astic se pouzivaji, buitkky HEK
293T, ty nasledné infikuji cilové buiiky stejnym zptsobem jako pfirozené virové Castice. Tato
metoda je vhodnou, pokud je pozadovana dlouhodoba exprese urc¢itého genu. Princip dodéani
systému do buriky je u lentivirovych vektort stejny jako u AVV, avSak vyroba lentivirovych
vektori je jednodusi. Jsou vybornymi nosici pro vyuziti in vitro a ex vivo. Nicméné lentivirové
vektory pfinasi urcité obtize jako jejejich nahodnéd integrace do hostitelského genomu.
V blizkosti onkogenli mohou vyvolat jejich aktivaci, coz by mohlo vést k rozvoji rakoviny.
Existuje také nevirové dodéani prostfednictvim lipidovych nanocastic, liposoml a bunécné
penetrujicich peptidi. Lipidové nanocéstice se jiz dlouho pouzivaji k transportu Sirokého
spektra latek do bunck. ProtoZze neobsahuji zadné virové slozky, maji niz8i riziko
bezpecnostnich problémi a mohou byt pouzivany i in vitro. Lipofectamin, komercné dostupna
technologie lipidovych nanocéstic, je lipozomovy kationtovy preparat, ktery se navaze na
negativné nabité nukleové kyseliny. Tento komplex se nasledné vaze na negativné nabitou
bunéénou membranu a endocytdézou je dodany do burniky. Dal§i moznosti je pouZiti zlatych
nanocastic, které jsou chemicky inertni, a tudiZz nevyvolavaji imunitni odpoveéd’, coz je Cini
vhodnymi i pro pouziti in vitro (Javaid et al., 2022).

Zavedeni DSB na specifické misto genomu je pouze prvnim krokem pfi jeho editaci.
Tato poskozeni musi byt opraveno bunéénymi mechanismy opravy DNA, které mohou vést
ke zménam v genomové DNA. DSB jsou pro buiky velmi toxické a existuji propracované
cesty, jak je lze opravit. Selhdni v opravé DBS muze vést k buné¢né smrti (Yang et al., 2020).
U eukaryot dominuji dvé hlavni cesty opravy, a to nehomologni spojovani konct (NHEJ)
a homologicky fizend oprava (HDR) (Wilkinson et al., 2019). Mechanismus HDR spociva
v integrovani homolognich fragmentd DNA do genomu, tato draha vyuziva sesterskou
chromatidu jako Sablonu pro opravu a vytvaii pozadovany a piesny produkt tipravy genu. NHEJ
je opravny mechanismus, ktery spoji volné konce DNA zpét dohromady, dochazi k uzavieni
DSB, ale mize to vést k ndhodnym genovym procestim, jako je inserce nebo delece, v miste
Stépeni. To miize vést k naruSeni funkce genu (Yang et al.,, 2020). Na obrazku ¢. 8 jsou

zobrazeny cesty NHEJ a HDR, kterymi je mozné opravit DSB v cilové DNA.
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Obrazek 8: Oprava DSB. NHEJ — nehomologni spojovani koncti, HDR — homologicky fizena oprava, DSB —
dvoutetézcovy zlom. Upraveno dle (Kozovska et al., 2021).

Draha HDR sice vyzaduje ptfitomnost homologniho templatu DNA, ale na rozdil
od cesty NHEJ, ktera je nachylna k chybam, opravuje DSB s mnohem vétsi presnosti
a spolehlivosti (Nidhi et al., 2021). HDR lze vyuzivat tak, ze se uméle vytvoii opravny
donorovy templat DNA, ktery je nasledn¢ integrovan do genomu pomoci vektoru k dosazeni
pozadované Upravy vkladanim genu. Tato metoda umoziiuje pouziti exogenni Sablony DNA
k vytvoteni témet jakékoliv pozadované zmény DNA, coz rozSifuje jeji vyuziti, zejména
a savCi eukaryotické buiky prednostné vyuzivaji drahu NHEJ pfed HDR pomoci nékolika
mechanismi. NHEJ je aktivni b&hem celého bunécného cyklu s vyjimkou mitdzy.
Zatimco HDR je aktivni vyhradné béhem S/G2 faze, kdy je neposkozena sesterska chromatida,
nebo donorova DNA k dispozici. Cesta NHEJ probiha rychleji nez HDR a béhem bunééného
cyklu ji potlacuje prosttednictvim né¢kolika mechanismi. Proto by strategie, které manipuluji
s vybérem cesty opravy a upiednostiiuji HDR, mohly pomoci k dosazeni ptesnéjsi editace
genomu. Ackoliv HDR a NHEJ vyuzivaji specifické opravné faktory pro své drahy, tak ob¢
sdili stejnou signalizacni kaskadu, ktera fidi bunécnou odpovéd na Cas9 indukovany DBS

(Yang et al., 2020).

6.1.1.3 Lécba srpkovité anémie pomoci CRISPR-Cas9
Vroce 2012 prokazal tym pod vedenim Emanuely Charpentierové, Ze lze pomoci
crRNA ve spojeni s tractRNA navadét ex vivo endonukledzu Cas9 z bakterie Streptococcus

pyogenes k cilovym mistim DNA, kde maji byt provedeny DSB. Pozdéji, ve spolupraci
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s tymem Jeniffer Doudnaové dokazaly, ze Ize tento systém zjednodusit spojenim téchto dvou
kratkych RNA do jediné sgRNA. Nasledné n¢kolik na sobé nezédvislych védcii, modifikovalo
tuto technologii pro pouziti v editaci genomu sav¢ich bunék. To piedstavovalo obrovsky pokrok
v oblasti genového inzenyrstvi a zapocala vina studii zamétenych na vyuziti CRISPR-Cas9 pro
editaci genomu v eukaryotnich bunikach. Prvni klinicka studie u ¢loveéka byla zahajena v roce
2016 v Zapadoc¢inské nemocnici, kde byly imunitni buniky editovany pomoci CRISPR-Cas9
a poté pouzity k 1é€bé pacientl s rakovinou plic. V roce 2018 zacaly v USA klinické studie
zamé&fené na vyuziti této technologie k 1é¢bé rakoviny, -talasémie a srpkovité anémie. V témze
stejném roce ¢insky védec Che oznamil narozeni geneticky upravenych novorozenci, kteti byli
diky editaci genomu pomoci CRISPR technologie odolni vic¢i ndkaze HIV. Vyzkumna
instituce, ve které Che pracoval, popiela pfedchozi znalost, nebo schvaleni jeho vyzkumu. Tato
udalost vyvolala mezinarodni kritiku a rozsahlou diskusi o etickych dusledcich Gprav genomu.
Naproti tomu vSechny klinické studie schvaleny FDA byly provadény v souladu s 1ékarskymi
a etickymi smérnicemi FDA (Li et al., 2020).

Uspéch genové terapie pii 16¢bé& P-talasémie podnitil zahajeni studii zaméfenych
na aplikaci genové terapie u srpkovité anémie. Monogenni povaha tohoto onemocnéni
a dostupnost HSC byly faktory, které uc€inily srpkovitou anémii idedlnim kandidatem pro 1é¢bu
pomoci editace genomu (Ceglie et al., 2023). Vyzkum genetické modifikace HSC se zamétoval
na dvé hlavni strategie. Prvni z nich byla vyvolani exprese HbA pomoci korekce bodové mutace
a druhou byla indukce tvorby HbF (Demirci et al., 2021). Pocatecni pfistupy se primarné
zamé&fovaly na pfidani genu pro tvorbu B-globinu nebo y-globinu. Nové;jsi strategie se zaméiuji
hlavné na reaktivaci exprese HbF (Ceglie et al., 2023).

Vyzkumy ukdazaly, ze pfirozen¢ se vyskytujici dédi¢na perzistence HbF (HPFH),
ktera zptsobuje trvale zvysSenou produkci HbF i v dospélosti, zmirfiuje patologické projevy
spojené se srpkovitou anémii, jelikoz HbF inhibuje polymeraci HbS (Ceglie et al., 2023). Jedna
se o benigni geneticky stav, ktery miize byt zplisobem malymi zménami v genomu, jako je
napiiklad zdména jediného nukleotidu nebo malé delece. Tyto zmény eliminuji transkripcni
represory BCL11A a ZBTB7A. Jedna se o proteiny, které se vazi na DNA a potlacuji expresi
v-globinu. Odstranénim jejich vazebnych motivll se tyto represory nemohou navazat na DNA
a y-globin miZe byt exprimovan. Rané klinické studie prokazaly, Ze potlaceni genu represoru
v-globinu BCL11A pomoci technologie CRISPR-Cas9 stimuluje produkci HbF a snizuje
morbiditu u pacientii se srpkovitou anémii (Mayuranathan et al., 2023). Z toho divodu

se opetovné probuzeni tvorby HbF v dospélych erytrocytech stalo kliCovou terapeutickou
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strategii. Metoda CRISPR-Cas9 oteviela cestu k efektivni indukci HbF pomoci vytvaieni
umélych mutaci HPFH, tpravou transkripénich tlumi¢ HbF a modulaci prostfednikt, ktefi
ovliviluji expresy HbF (Ceglie et al., 2023).

V ramci konkrétnich postupti je oblast DNA obsahujici vazebné motivy pro represory
v-globinu rozlomena pomoci CRISPR-Cas9 a nasledn¢ opravena cestou NHEJ. V potomstvu
erytrocytll, které vzniknou z téchto modifikovanych bunck, je pak zvysena exprese HbF
na potencidlné terapeutickou uroven. Jiny pfistup zahrnuje vytvoreni novych variant promotoru
v-globinu, které by navodily stav HPFH. Rtizné zdmény v promotorech mohou vytvofit nové
vazebné motivy pro transkripcni aktivatory, ¢imz by se zvysila produkce HbF. Instalace téchto
substituci je ale velmi naro¢na (Mayuranathan et al., 2023).

Klinické hodnoceni faze II/11I studie NCT03745287 bylo zamétfeno na inhibici BCL11A
v HSC pomoci technologie CRISPR-Cas9. V této studii bylo dosazeno pfiblizné 80%
uspéSnosti v modifikaci cilového genu. Takto upravené HSC byly nésledné transplantovany
pacientim se srpkovitou anémii. Nastala u nich zvySena produkce HbF, coz zna¢né¢ pomohlo
zmirnit pfiznaky tohoto onemocnéni. V pribéhu dvaceti ¢tyf mésicli po transplantaci vétSina
pacientll neprodélala Zadnou vazookluzivni krizi. TaktéZz nebyl zaznamenan zadny ptipad,
u kterého by doslo k selhdni nebo odmitnuti transplantovanych bun¢k. Tyto pozitivni vysledky
podporili klinické vyuziti ex vivo geneticky upravenych HSC pro 1écbu srpkovité anémie
i dal$ich hemoglobinopatii, jako je [B-talasémie. Na druhou stranu studie CEDAR, ktera
se zamétovala na vyuziti technologie CRIPR-Cas9 k opravé mutace v HBB s cilem obnovit
produkci HbA ¢elila komplikacim. U prvnich pacientd, kterym byly podany upravené buiiky,
se rozvinula pancytopenie, trvalé sniZzeny pocet veSkerych krevnich elementi. To vedlo
k pozastaveni studie a v lednu 2023 byla pfed¢asné ukoncena (Dimitrievska et al., 2024).

Dne 8.12.2023 FDA schvalila pouziti technologie CRISPR-Cas9 pro editaci geni
jako lécebnou strategii pro srpkovitou anémii. Konkrétné se jedna o terapii nazvanou Casgevy,
vyvinutou spole¢nostmi Vertex Pharmaceuticals a CRISPR Therapeutic. Tato jednorazova
terapie je urcena pacientliim ve v€ku dvandcti let a vice se srpkovitou anémii, ktefi trpi Castymi
vazookluzivnimi krizemi. Patndctiletd bezpecnostni studie, ktera byla zahdjena v roce 2021,
zkouma dlouhodobé ucinky terapie Casgevy. Doposud nebyly zaznamenéany zadné genotoxické
ucinky souvisejici s DSB. Schvéleni Casgevy piedstavuje vyznamny meznik v oboru genové
terapie a potvrzuje velky potencidl technologie CRISPR-Cas9 (Dimitrievska et al., 2024).

Zaroven s metodou CRISPR byla schvélena i dalsi genova terapie pro 1é¢bu srpkovité

anémie, a to metoda Lovo-cel. Ta zahrnuje autologni transplantaci HSC,
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které jsou transdukovany lentivirovym vektorem BB305, ktery koéduje [B-globinovy gen
pro produkci anti-srpkovit¢tho HGB. Tento modifikovany HGB, byl specidlné navrzen
s jedinou substituci aminokyseliny threoninu na glutamin, aby stericky inhiboval polymerizaci
HbS, zatimco si udrzuje stejnou funkci jako HbA. Preklinické studie prokazaly, Ze endogenni
exprese genu, ktery je modifikovan prostfednictvim metody Lovo-cel snizuje expresi HbS
a inhibuje jeho polymeraci. Uginnost a bezpe¢nost metody Lovo-cel se hodnoti ve fazi 1/2

probihajici studie HGB-206 (Kanter et al., 2023).

6.2 Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Pred objevem moznosti genové terapie byla HSCT jedinou lécbou s kurativnim
ucinkem. Vroce 1984 byla poprvé hlasena HSCT u pacienta se srpkovitou anémii,
ktery byl transplantovan pro akutni myeloidni leukémii. Podafilo se tak vylécit pacienta
z leukémie, ale zaroven u né&j doslo i ke zvraceni srpkovité anémie. To podnitilo zvazit HSCT
jako moznou kurativni terapii pro pacienty trpici srpkovitou anémii. V roce 1996 Walters a jeho
kolegové publikovali prvni zpravu o tspéSném vyuziti HSCT od sourozeneckého darce
s identickou shodou lidského leukocytarniho antigenu (HLA) u dvaceti dvou pacienti.
Od t¢ doby bylo prokédzano, ze HSCT vede k dlouhodobému vyléceni, zlepSeni klinickych
projevu a stabilizaci orgdnovych funkci. Ackoliv HSCT muze vést k uplnému vyléceni, poji
se s ni 1 nékolik zavaznych komplikaci, které zna¢n€ omezuji jeji Siroké pouziti (Bhalla et al.,
2023).

HSCT je I¢kaisky postup, pii kterém jsou buiiky kostni dfen¢ pacienta nahrazeny
zdravymi kmenovymi builkami od vhodného darce. Jednd se o alogenni transplantaci,
jelikoz buiiky pochazeji od jiného jedince téhoz druhu. Kmenové bunky pro transplantaci
mohou byt ziskdny z kostni diené, periferni krve nebo z pupecnikové krve (Bazinet et al.,
2019). Odbér kostni diené¢ byl prvni zavedenou metodou pro odbér HSC,
provadi se pod celkovou narkézou abunky se odebiraji ze zadniho hiebenu kycelniho.
Kwvili bezpe¢nosti a vétsimu pohodli darcti se uptednostiiuje odbér HSC z periferni krve.
K mobilizaci HSC do obéhu se vyuziva G-CSF, kdy pét az Sest dni po jeho podéani se provede
odbér bunék aferézou. Pfi alogenni transplantaci musi byt vybran vhodny darce. Shoda HLA
mezi piijjemcem a déarcem patfi k nejsilngjSim faktorm urcujicim vysledek HSCT,
jelikoz je zasadni pro tkanovou shodu. Pro shodu se berou v tivahu geny HLA -A, -B, -C, -DR,
-DQ, a -DP. Pii vybéru darce se zvazuji i dalsi faktory jako je vek a pohlavi. Pfiblizné u 30 %
pacientl je k dispozici piibuzny HLA shodny darce, ktery je vzdy preferovanou volbou.

U pacientil, ktefi nemaji takového darce k dispozici je moznost vyuZzit shodného neptibuzného
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dérce. AvSak navzdory milionim dobrovolnych darcti miize byt narocné najit HLA shodného
dérce, a to obzvlast pro pacienty z etnickych mensin. Prave jednou z ptekéazek Sirokého vyuziti
HSCT je nedostatek vhodnych darct proto lze alternativné vyuzit jako zdroj HSC
pupecnikovou krev nebo haploidentického ptibuzného darce. Haplotypova shoda znamena, ze
mezi pfijemcem a darcem je shodny pouze jeden ze dvou haplotypti HLA (Balassa et al., 2019).

Komplikace, které se poji s HSCT jsou odmitnuti §t€pu, infekce a akutni nebo chronicka
reakce S$tépu proti hostiteli (GVHD). V ¢asném obdobi po transplantaci miize nastat akutni
GVHD. Vznika tehdy, kdyz transplantované imunitni buiky rozpoznavaji piijemce jako ciziho
a vyvolavaji proti nému imunitni odpoveéd’ (Bazinet et al., 2019). Tato komplikace méa na
svédomi vyznamnou mortalitu u pacientl, ktefi podstupuji HSCT. V pozdéjsim obdobi po
ptihojeni Stépu muze dojit k rozvinuti chronické GVHD, ktera zptisobuje znacné zhorSeni
kvality zivota pacientli a mtize vést az k invalidité. Pacienti byvaji nejvice nachylni k infekcim
béhem neutropenického obdobi, kdy riziko infekci vyznamné klesa pravé az po ptihojeni
neutrofild. Navic pacienti vyzaduji prodlouzenou imunosupresi jako prevenci proti rozvinuti
GVHD, v dutsledku toho se riziko infekci zvySuje po mnoho meésicti (Balassa et al., 2019).
U pacientt, kteti podstoupi HSCT je nutné do Sesti az dvanacti mésicli provést opét zakladni
ockovani (Bazinet et al., 2019).

Pifed samotnym provedenim transplantace je potfeba pacienta pfipravit na piijeti
transplantovanych buné¢k. Tato pfipravna faze ma za cil ablaci kostni dfené pacienta a navozeni
dostate¢né imunosuprese, aby probéhlo uspésné uchyceni a prihojeni Stépu. K tomu je mozné
vyuzit jeden z pfipravnych reziml, a to myeloablativni rezimy nebo rezimy se snizenou
intenzitou. Myeloablativni pfipravné rezimy se skladaji z vysoké davky chemoterapie
kombinované s ozafovanim. Dojde tim ke znic¢eni kostni dien¢ a imunitniho systému pacienta
(Khemani et al., 2019). Pouzivaji se chemoterapeutické latky jako busulfan, cyklofosfamid
a anti-thymocytarni globulin, s pouzitim téchto latek se poji riziko poSkozeni orgéni
v disledku jejich toxicity. Kondi¢ni rezimy se snizenou intenzitou pouzivaji nizs$i davky
busulfanu nebo se podava fludabarin, a jsou vyuzivany zejména za ti€elem lepsi snaSenlivosti
(Saraf et al., 2019).

Neexistuje zadna univerzalni indikace pro HSCT, jelikoz symptomaticka srpkovita
anémie neni stdle zcela jasné¢ definovana. AvSak pfitomnost zavaznych komplikaci
jako jsou cévni mozkova ptihoda, akutni hrudni syndrom a bolestivé vazookluzivni krize, které
si vyzaduji hospitalizaci, jsou nespornou indikaci pro HSCT (Leonard et al., 2018). Podle studie
z roku 2016 byly u 41 % pacientli indikaci k HSCT bolestivé vazookluzivni krize (Khemani et

al., 2019). OvSem ne vSichni pacienti s potencionalni indikaci pro HSCT jsou zdravotné
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zpisobili tento zakrok podstoupit. Zejména kviili naro¢né fazi kondiciovani je potieba, aby
pacient mél pfijatelnou srde¢ni, respiracni, rendlni a jaterni funkci (Bazinet et al., 2019). Také
nejvhodnéjsi veék pro HSCT je stale pfedmétem diskuse, avSak transplantace provedené v raném
v&ku jsou spojeny s lepsimi vysledky. Rada odbornikt se shoduje, Ze symptomatiéti pacienti
s HLA identickym darcem by méli, pokud moznost podstoupit HSCT, jeste v predskolnim véku
(Khemani et al., 2019).

6.3 Podpiirna lécba

Pied schvalenim genové terapie nebo v piipadech, kdy neni nalezen vhodny darce
k HSCT, byla 1éc¢ba srpkovité anémie omezena pouze na podplrnou lé€bu pomoci 1ékt
a krevnich transfuzi. Nejedna se tedy o kurativni terapii, zamétuje se zejména na zmirnéni
symptomil a snizeni akutnich komplikaci, které vznikaji v disledku tohoto onemocnéni.
Moznosti podplirné 1écby ziistavaji stdle omezeny, dnes jiz existuji Ctyfi léky pro 1écbu
srpkovité anémie, které byly schvaleny FDA. A to hydroxyurea, L-glutamin, Voxelotor
a Crizanlizumab (Germino-Watnick et al., 2022). Nejdéle znamou a prozkoumanou
je hydroxyurea. Po témét dvé desetileti byla jedinou schvalenou farmakologickou terapii
pro srpkovitou anémii. Pozdéji byly schvaleny dalsi nové 1é¢ebné postupy. A to v roce 2017 L-
glutamin a v roce 2019 Crizanlizumab a Voxelotor. I pfesto, ze jsou tato tfi 1é¢iva z hlediska
terapie atraktivni, jelikoz jsou pacienty pomérné dobie snaseny a ptinasi uspokojivé vysledky
v klinickych studiich. Stykaji se s jednou velkou piekazkou a tou je jejich vyssi cena a ucast
zdravotnich pojiStoven na jejich hrazeni. Jejich Gi€innost a mechanismy ptsobeni jsou nadéle
dikladn¢ zkoumany, a to zejména u pacienti détské populace. Na zdkladé¢ dosavadnich
klinickych udajii bylo zjisténo, ze podpirna 1écba nejlépe zabira u pacientl s mirnym pribéhem
srpkovité anémie. Dvé zakladni strategie pro zvladani a zlepSeni prib&hu srpkovité anémie jsou
krevni transfiize a uzivani hydroxymocoviny, maji zasadni vliv na prodlouzeni délky Zivota

a zvyseni kvality Zivota u pacientd, ktefi trpi timto onemocnénim (Migotsky et al., 2022)

6.3.1 Hydroxyurea

Do 80. let 20. stoleti byla jedind mozna 1écba srpkovité anémie poddni krevnich
transfuzi, kdy v 90. letech pfiSla hydroxymocovina jako mozna a G¢inna farmakologicka terapie
srpkovité anémie. Jedna se o chemickou slouceninu, jejiz chemicky vzorec je CHsN202, a byla
poprvé syntetizovana v roce 1869. O sto let pozdé&ji ziskala své klinické vyuziti, a to konkrétné
jako chemoterapeutikum. Béhem nasledujicich let se jeji vyuziti rozsitilo na 1é€bu chronické

myeloidni leukémie, lupénky, rakoviny vaje¢nikl nebo polycytémii vera. Pozdéji byly béhem
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studii taktéz prokazany jeji ucinky indikovat vznik HbF pii srpkovité anémii a roce 1998 ziskala
hydroxymocovina schvaleni FDA vyuZziti jakoZto terapeutického ptipravku pro 1é€bu dospélych
s t¢zkou formou srpkovité anémie (McGann et al., 2015). Dnes je hydroxymocovina schvalena
jak FDA, tak i vroce 2007 Evropskou lékovou agenturou (EMA). A to jakozto 1€k pro
preventivni sniZzeni vazookluzivnich krizi a akutniho hrudniho syndromu u pacientl starSich
dvou let (Ferraresi et al., 2023). Nedavné studie na mySim modelu ukazaly, Ze jeji podavani
zlepsuje prostorovou pamét’ u Alzheimerovy choroby, a tedy by mohla byt v budoucnu
vyuzivand pro oddaleni poklesu kognitivnich funkci u Alzheimerovy choroby (Musialek et al.,
2021).

Lécba pomoci hydroxymocoviny je prozatim primarni a nejlépe zavedou
farmakologickou 1écbou, u které je prokdzany pozitivni efekt na klinicky pribeh srpkovité
anémie. Dulezité je udrzovat spravné davkovani, které by mélo maximalizovat pozitivni efekt,
ale zaroveil by méla byt minimalizovana moznost toxicity (McGann et al., 2011).

Navzdory desetileti zkoumani se stale zcela presné nepovedly objasnit mechanismy,
pomoci, kterych hydroxymocovina indukuje vznik HbF. Indukce HbF ma u pacientt
se srpkovitou anémii zlepSujici ucinky, co se pritbéhu nemoci tyce. HbF se sklada ze 2 a-
globint a 2 y-globint, tudiZ u néj zcela chybi zmutovany B-globinovy fetézec. Také ma ucinky
proti srpkovaténi erytrocytu, jelikoz snizuje pravdépodobnost deoxygenenace a polymerace

HbS (Germino-Watnick et al., 2022). Jejim primarnim a zatim nejlépe objasnénym
mechanismem ucinku je reverzibilni inhibice ribonukleotidreduktaz. Jedna se o enzymy, které
katalyzuji redukci ribonukleotidii na deoxyribonukleotidy, jez jsou nezbytné pro syntézu
a opravu DNA. Uginky hydroxymocoviny nejvyrazn&ji ovliviwji S fizi bunééného cyklu.
Zabranuje syntéze novych fetézcti DNA, ¢imz dochézi k zastaveni bunécného cyklu a aktivaci
kontrolnich bodt. Kvili znemoznéni procesu déleni dojde i1 k zastaveni krvetvorby. Jedna
se vsak o reverzibilni G¢inek a vSechny tyto pochody v burice jsou snadno vratné. Pfi vysSich
koncentracich hydroxymocoviny nebo pfi dlouhodobému podavani mize dojit k akumulaci
poskozené DNA, to mize vést azk bunééné smrti, nebo k zvySené generaci ROS.
U hydroxymocoviny tedy hrozi nebezpeci z hlediska jeji genotoxicity. Nedavné studie taktéz
prokézaly, ze kvili své ne Uplné specifi¢nosti mize ovlivnit vét§i pocet enzymil, na coz miize
bunka reagovat nepfedvidateln¢ (Musiatek et al., 2021). Podavani hydroxymocoviny vede
ke snizeni poctu slozek, které se podileji na procesu vzniku vazookluze. Konkrétn¢ se jedna
o sniZzeni poctu neutrofilli, trombocytl, retikulocytd a zanétlivych cytokini. Spolecné
s terapeutickou indikaci HbF to vede ke sniZzeni hemolyzy, ustaleni stavu HGB a ke zlepSeni
reologie erytrocytl (Williams et al., 2018). Ukazuje se, ze podavani hydroxymocoviny jiz
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v prvnim roce zivota détskych pacienti by mohlo mit neuroprotektivni uc¢inek, coz by mohlo

vést ke zkvalitnéni Zivota v dospélosti pacientd (Ferraresi et al., 2023).

6.3.2 Crizanlizumab

V roce 2019 byl Crizanlizumab schvéalen pro 1é¢bu srpkovité anémie u pacientt, kterym
je Sestndct let a vice. Schvalila jej jak FDA, tak i EMA. Pouzivé se zejména k prevenci proti
bolestivym vazookluzivni krizim. Jednd se o humanizovanou IgG2 kappa monoklondlni
protilatku namifenou proti P-selektinu. P-selektin je adhezni molekula exprimovand na
aktivovanych endotelidlnich bunikach a krevnich destickach. U pacientl se srpkovitou anémii
je vysokd exprese této molekuly a je povazovana za jeden z hlavnich faktor v patogenezi
tohoto onemocnéni (Ferraresi et al., 2023). Adheze erytrocytl, leukocyti a trombocytl
k endotelu je iniciovana vice molekulami, jako jsou L-selektin, P-selektin ¢i E-selektiny. Ale
nejhlavnéjsi roli v aktivaci krevnich desticek a koagulaci hraje pravé P-selektin. Ten se nachéazi
v zasobnich granulech klidovych endotelidlnich bunék a v trombocytech. Po jejich aktivaci je
transportovan do bunéné membrany, ¢imz je exprimovan na povrch bunék. To ma za nasledek
zvySenou adhezi srpkovitych erytrocytli k cévam, tvorbu agregéatli mezi trombocyty a vazbu
leukocyti na endotelialni buniky. Tento proces zprostfedkovava vznik vazookluze
nasledovanou bolestivymi krizemi (Ataga et al., 2017). Srpkovité erytrocyty jsou dvakrat az
desetkrat vice adherentni k vaskuldrnimu endotelu nez fyziologické (Levien et al., 2023).

Crizanlizumab ma Uc¢inek takovy, ze blokuje interakci mezi P-selektinem a P-
selektinovym glykoproteinovym ligandem 1 (PSGL-1). Ten je pfitomen na leukocytech a také
na erytrocytech je pfitomen ligand velmi podobny PSGL-1. Touto blokaci znemoziuje
interakci P-selektinu na povrchu cévniho endotelu a krevnich desticek s PSGL-1
na leukocytech a erytrocytech. (Stevens et al, 2021). Uzivani tohoto léciva vede
ke snizeni frekvence bolestivych krizi. A také ke zmirnéni bolesti béhem nich, tudiz neni
potfeba podavat pacientim opioidy (Migotsky et al., 2022). Prevence proti t€émto krizim
ma zasadni vliv na zlepSeni zivotni kvality pacientl trpici srpkovitou anémii. Jelikoz Casté
bolestivé epizody mohou byt diivodem k invalidité. Také snizeni vazookluze vede ke zmirnéni
hypoxie tkani. To mtize vést k mensimu poskozeni koncovych organti (Ataga et al., 2017). Byla
také zapocata studie 1éCiva Inklakumabu, ktery také plisobi jako inhibitor P-selektinu (Ferraresi
et al., 2023).

Doporucend davka Crizanlizumabu je 5 miligrami na kilogram hmotnosti pacienta.
Aplikace je intravenozné, kdy podani infuze trvd 30 minut. Po podani prvni davky nasleduje

druha po ¢trnacti dnech. Dalsi davky jiz nasleduji, co Ctyfi tydny. Pacienti by méli byt po dobu
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podani infuze pod odbornym dohledem a v ptipadé vazn¢ reakce by méla byt ihned zastavena.
Pfiznaky souvisejici pfimo s infuzi mohou zahrnovat horec¢ku, zimnici, nevolnost, zvraceni
zavraté ¢i inavu (Dick et al., 2022).

Objevuje se zde ale teoretické riziko spojené suzivanim Crizanlizumabu.
A to, jestli kvtli leukocytarni adhezi nebude u pacientl vyss$i vyskyt infekci v disledku

snizeného poctu leukocytt (Karki et al., 2021).

6.3.3 L-glutamin

L-glutamin je nejrozsifenéjsi aminokyselinou v lidském téle, ktera plni mnoho funkei.
Jedna se glukogenni aminokyselinu, kterd je nezbytnd pro syntézu dalSich aminokyselin,
proteinti, nukleovych kyselin a nukleotidi. Z hlediska terapeutického je zasadni, Ze se jedna
o prekurzor syntézy antioxidantl, jako jsou redukovany glutation (GSH), oxid dusnaty
a kofaktoru nikotinamid adenindinukleotid (NAD). Ty chrani erytrocyty pied oxida¢nim
poskozenim (Quinn, 2018).

L-glutamin patii mezi neesencialni aminokyseliny, tedy neni nutné ji pfijimat z potravy.
U lidi trpicich srpkovitou anémii je ale obrat cervenych krvinek v disledku hemolyzy tak
vysoky, ze se pro né stdva podminéné esencialni a je nutnd jeji suplementace. Terapeuticky
ucinek L-glutaminu tkvi v jeho antioxida¢nich ucincich. Oxidacni stres je jeden z hlavnich
faktorti v patofyziologii srpkovité anémie. Bylo dokazéno, ze v srpkovitych erytrocytech
se nachdzi vys$si mnozstvi ROS nez v téch fyziologickych (Sadaf et al., 2020).

Aby se zabranilo vzniku nadmérného ROS maji bunky antioxida¢ni drahy,
které zahrnuji pravé GSH, NAD(H) a NO. NAD a jeho redukovand forma NADH jsou dilezité
faktory v udrzovani redoxni rovnovéhy v ¢ervenych krvinkach. U srpkovitych erytrocytl je
snizeny redoxni potencidl NAD, coz se projevuje snizenym pomérem redukovaného NADH
oproti celkovému NAD (Niihara et al., 2018). Glutathion existuje jak v redukované formé, tak
1 oxidované form¢. GSH slouZzi k tomu, Ze vychytava ROS, jako jsou peroxid vodiku a peroxidy
lipidi. Také interaguje s HGB za vzniku glutationového HGB, ktery sniZzuje ndchylnost
erytrocytll k srpkovaténi. Existuji dvé cesty, kterymi je GSH syntetizovan v erytrocytech. Prvni
je syntéza de novo, ktera vyzaduje pfitomnost aminokyselin glycinu, glutamatu a cysteinu.
Druhou cestou je regenerace oxidovaného glutationu, k ¢emuz je potieba dostatek kofaktoru
NADPH. Ve fyziologickych erytrocytech se za normalnich oxida¢nich podminek udrzuje uvnitt
buiiky dostate¢nd hladina GSH. A topomoci enzymu glutathionreduktdzy, ktera
zprostifedkovava prave regeneraci GSH z jeho oxidované formy. Oxidacni stres také zptisobuje

zvySenou spotiebu glutationu v srpkovitych erytrocytech (Sadaf et al., 2020).
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Zvyseny transport glutaminu do srpkovitych erytrocyti je dusledkem jejich zvySené
afinit¢ ke glutaminu a vysoké rychlosti Na-dependentniho transportéru glutaminu.
Ptesto v téchto erytrocytech neni zvySena hladina glutaminu, avSak je v nich zvySen obsah
glutamatu. Ten je vedlejSim produktem pii syntéze NAD z glutaminu. Tento proces je reakci
na oxidac¢ni poSkozeni srpkovitych erytrocytl, coz vede k vyssi spotfebé NAD a tim k vy$§imu
vstfebavani glutaminu za ucelem zvysené syntézy NAD (Quinn, 2018).

Mechanismus uc€inku L-glutaminu neni stale zcela objasnén. Predpoklada se,
ze jeho pozitivni ucinky spocivaji v redukci oxida¢niho stresu a snizeni nachylnosti erytrocytt
k srpkovaténi. To by mohlo byt zplisobenou zvysenou syntézou GSH de novo diky jeho
suplementaci. Nicmén¢ doposud nebylo prokazano, ze by uzivani L-glutaminu vedlo
ke zlepSeni hodnoty hematokritu nebo retikulocytti. Z toho divodu se predpoklada, ze piimo
neovlivituje proces hemolyzy (Quinn, 2018). Lécba L-glutaminem ziskala schvaleni od FDA
v roce 2017 pro pacienty trpici srpkovitou anémii starsi péti let (Ferraresi et al., 2023). Uzivani
tohoto 1éCiva je spojeno se snizenim poctu bolestivych krizi a nutnych hospitalizaci
v nemocnici. Pfi jeho uzivani v doporucenych davkach se nevyskytuji zaddné zavazné
komplikace a je dobfe pacienty tolerovan pfi kratkodobém uzivani. Mezi nejCast¢jsi vedlejsi
ucinky patii zacpa, nevolnost, zvraceni a bolesti bficha a hlavy. Podéava se ve formé tablet
k peroralnimu uziti. Obvykle se smichaji jeden az tfi sacky s ndpojem dvakrat denn¢ (Migotsky
et al., 2022).

Jeho uZivani nevyzaduje pravidelné monitorovani ucinkid 1écby, coz je z hlediska
pacienta atraktivni. Jedna se o finan¢né nékladnou terapii, jelikoz mési¢ni davka L-glutaminu
pro 1écbu srpkovité anémie je dvacetkrat drazsi nez 1é€ba pomoci hydroxymocoviny (Quinn,
2018). Idealni pouziti je v kombinaci s hydroxymocovinou, zejména u pacientl, kteti jsou
pomoci hydroxymocoviny udrzovani v optimalizovaném stavu. L-glutamin by mohl byt
zvazovan jako primarni 1€k pro pacienty, ktefi nemohou uzivat hydroxymocovinu (Migotsky et

al., 2022).

6.3.4 Voxelotor

Voxelotor diive znamy pod ndzvem GBT440 je prvnim peroralnim lé¢ivem svého druhu
pro lécbu srpkovité anémie, jehoZ principem je zména afinity mezi HGB a kyslikem. Jedna se
o malou molekulu, kterd funguje jako inhibitor polymerizace HbS. Pisobi prostfednictvim
vytvofeni kovalentni vazby s aminokyselinou valinem na N-konci B-globinového fetézce
v molekule HGB. Tim dochazi k alosterické modifikaci HGB, kterd vede ke zvyseni jeho

afinit¢ ke kysliku. Voxelotor zpomaluje polymerizaci HbS, jelikoZten neni schopen
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v okysliceném stavu polymerizovat a zaroven tak nemiize dochazet k deformaci erytrocyti do
srpkovitého tvaru (AlDallal, 2020).

U pacienti se srpkovitou anémii se v dneSni dobé¢ sice dafi prodlouzit délku jejich
zivota, avSak nc¢kdy to byva na ukor kvality, jelikoz s pfibyvajicim v€kem casto dochézi
k akumulaci organovych dysfunkci. Doposud se veskera 1é¢iva zaméfovala zejména na paliaci
akutnich komplikaci, a tak chybé¢la takova, ktera by umoznovala pfedchazet organovému
poskozeni. Voxelotor se tedy stal prvnim lé€ivem, které svym mechanismem ucinku piimo
zasahuje do zékladni patologie onemocnéni, a tak je mozné predchéazet trvalému poSkozeni
organt (Glaros et al., 2021).

V roce 2019 ziskal Voxelotor schvaleni k 1é€bé pacientli od Sestnactého roku Zivota
a schvélila jej jak FDA, tak i EMA. Béhem studii se ukazalo, ze uzivani Voxelotoru vede
ke zvySeni koncentrace hemoglobinu a ke snizeni markeri hemolyzy (AlDallal, 2020).
Pravé diky jeho prokazané schopnosti zvySit hodnoty hemoglobinu o 1 g/dl ziskal zrychleny
schvalovaci proces (Glaros et al., 2021). In vitro studie se vzorky krve od pacientli prokézaly,
ze je toto lécivo velmi specifické pro HGB. V minulosti byly zkoumény 1 jiné alosterické
modifikatory jako valerosol nebo tucaresol. Sice bylo prokazéano, Ze snizuji miru srpkovaténi
erytrocytll, avSak pravé kvili jejich nizké specifité pro HGB bylo od nich zcela opusténo.
Béhem studii Voxelotor taktéz vykazoval velmi pfiznivy biologicky polocas, a tak staci,

aby pacienti uzivali jednu davku denn¢ (AlDallal, 2020).

6.3.5 Krevni transfuze

Vyménna transfuze erytrocytii je standardni sloZzkou péce o akutni i chronické
komplikace spojené se srpkovitou anémii. Kli¢ova je obzvlasté pro pacienty, kteti nemohou
podstoupit kurativni terapii nebo nemohou uzivat 1é¢iva modifikujici toto onemocnéni (Linder
et al., 2021). Jedna se o podani cervenych krvinek od zdravého dérce, pti kterém jsou soucasné
odstranény pacientovy cCervené krvinky (Abdel-Hadi et al., 2023). Bézné se vyuziva
automatizovana vymeénna transfuze erytrocytil, pro kterou je ale potieba specidlniho vybaveni
a obsluha vyskolenych persondlem. To ale nebyva zcela bézné¢ dostupnou zalezitosti
v rozvojovych zemich, kde je praveé vyskyt srpkovité anémie nejvyssi (Inusa et al., 2023).
Chronicka transfuzni terapie je ve vyspélych zemich predepisovana piiblizn¢ u 10 % pacientd
a asi 90 % dospélych pacientl trpici srpkovitou anémii vyzaduje alespon jedenkrat za zivot
padéni krevni transfuze (Linder et al., 2021). Hlavnim cilem je u pacientd snizit hladiny HbS
pod takovou urover, aby se co nejvice minimalizovalo riziko vzniku komplikaci. A to tak, ze se

pomoci transfuze snizuje mnozstvi cirkulujicich srpkovitych erytrocytii v krvi pacientt, ¢imz
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dojde i ke zlepSeni mikrovaskularniho pritoku krve. Indikaci k transfuzi je kromé prfedoperacni
pfipravy také prevence proti primarni a sekundarni mozkové piihod¢, tichym infarktim,
akutnimu koronarnimu syndromu nebo zvladnuti bolestivych vazookluzivnich krizi. Tato
terapie s sebou pfinasi i né€kolik potencidlnich vedlejSich ucinkd a komplikaci. Ty zahrnuji
pfetizeni zelezem, akutni nebo opozdénou hemolytickou transfuzni reakci (HTR) a pifenos
infek¢nich chorob (Kato et al., 2018).

Casté krevni transfuze vedou k pietizeni Zelezem, coz miiZze vyznamné poskodit Zivotng
dilezité organy, jako jsou srdce, jatra nebo endokrinni zlazy. U pacientd, ktefi pravidelné
podstupuji transfuze, se doporucuje provadét screening na pretizeni Zelezem pomoci
magnetické rezonance jater kazdé jeden az dva roky. Pfedtim nez byla dostupnd moznost
chelatacni terapie dochazelo u nékterych pacientli zavislych na chronické transfuzi k amrti
z dlvodu kardiomyopatie, zpusobené pravé pretizenim zelezem. V Evropé jsou Siroce
vyuzivany tfi licencované chelatory zeleza, ty vytvoii s Zelezem stabilni komplexy,
které jsou pozd¢ji vylouceny ztéla ven. Patii mezi né¢ deferoxamin, ktery se aplikuje
subkutanné a dale deferasirox a deferipron, jejich podani je oralni cestou. Uzivani chelata¢nich
pfipravkll je zasadni pro spravny pribch terapie obzvlasté u détskych pacientdi, bohuzel
v rozvojovych zemich nejsou stale bézn¢ dostupné zejména z financnich divodu (Inusa et al.,
2023).

Pokud u pacientt nastane HTR dochazi u nich ke zrychlené destrukci transfundovanych
cervenych krvinek nebo jejich vlastnich krvinek, ve zvlastnich ptipadech mize dojit k destrukei
obojiho. Zékladni pfi¢inou vétSiny HTR byva aloimunizace, jedna se o imunitni reakcei, pfi niz
télo pacienta vytvaii protilatky proti antigentim na erytrocytech. K HTR dochdzi z toho diivodu,
ze Casto je transfuzni sérologie omezena pouze na ABO/RhD typizaci. Pfistup k rozsitené
fenotypizaci, by zajistil zvySenou senzibilizaci erytrocytli, ¢imz by se vyznamné snizila
pravdépodobnost vzniku HTR. U pacientil trpici srpkovitou anémii, je vyskyt aloimunizace
vy$si nez u kterékoliv jiné studované skupiny, pravdépodobné prave kvili vysoké transfuzni
zatézi a velké Rh diverzité. Pacientim, u kterych se v minulosti vyskytla HTR je podédna
imunosupresivni 1écba (Zheng et al., 2021).

V rozvojovych zemich je znacné omezeny piistup ke zdravé a bezpecné krvi.
Obecné v téchto zemich je darcovstvi krve omezeno Spatnou zdravotnickou infrastrukturou,
nizkou informovanosti Siroké vefejnosti a stigmatizaci dobrovolného darcovstvi. Mira
dobrovolného darcovstvi krve v téchto zemich je 5 az 6,6 darcti na 1000 obyvatel ve srovnani
s 31,5 darci na 1000 obyvatel ve vyspélych zemich. WHO doporucuje provadét screening
na HIV, hepatitidu B a C a na syfilis, a to podle pozadavkil na systém kvality. Dal$i rutinni
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screening je poté doporuCovan v oblastech, ve kterych je hojny vyskyt onemocnéni,
jako jsou maldrie, Chagasova choroba nebo cytomegalovirus. V rozvojovych zemich pouze 76
% odbérua splituje tato kritéria oproti tomu ve vyspélych zemich je to 99,8 % odbért (Inusa et

al., 2023)
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ZAVER

Srpkovitd anémie je zivot ohroZujici onemocnéni, které se vyznacuje hemolytickou
anémii, bolestivymi vazookluzivnimi krizemi a progresivnim poSkozenim organd.
Projevy onemocnéni vyrazné zasahuji do kazdodenniho Zivota pacientli a negativné ovliviluji
jejich fyzicky a psychosocidlni stav. Pro zdravotnické pracovniky, pacienty a jejich rodinné
pfislusniky je zasadni pochopeni pficin, pfiznakd a moznosti 1écby proto, aby mohla
byt zajiSténa v€asna a presna diagnostiku, efektivni zvladani symptomt a celkové zlepSeni
kvality zivota pacientll. Komplikace spojené se srpkovitou anémii také piedstavuji vyznamnou
zatéz pro zdravotnické systémy, jelikoZ pacienti Casto vyzaduji hospitalizace a potfebuji
specializovanou péci.

Soucasna 1écba srpkovité anémie se opird zejména o terapie modifikujici onemocnéni,
které vyznamné snizuji, ale zcela neodstrafiuji symptomy, ani neléci pfi¢inu onemocnéni.
Pied schvalenim genovych terapii CRISPR a Lovo-cel byla jedinou kurativni [écbou
transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, kterd vyzaduje darce se shodnym lidskym
leukocytarnim antigenem. Pokroky v genové terapii pfinesly nadéji na lepsi budoucnost
pro Sirokou Skalu pacientll se srpkovitou anémii, jelikoZ tyto terapie eliminuji dvé hlavni
komplikace, a to odmitnuti §tépu a nutnost nalezeni adekvétniho darce. Technologie CRISPR
pfinesla rapidni zmény v oblasti vyzkumu a mediciny diky své jednoduchosti a ti€innosti.

Kromé 1écby monogennich onemocnéni, jako je srpkovitd anémie, [-talasamie
nebo Duchennova svalova dystrofie, se diskutuje 1 o potencidlu pro lécbu komplexnich
heterogennich onemocnéni jako je rakovina, HIV ¢i diabetes. Mnoho bunécnych terapeutickych
produktti upravenych pomoci technologie CRISPR je stale v ranych fazich klinického vyvoje
asoucasné klinické studie maji omezenou délku. Navzdory vyznamnému pokroku
vporozuméni a 1écbé srpkovité anémie, je stidle zapotfebi dalSich vyzkumd,

které by prohloubily znalosti o tomto onemocnéni a zlepsily by celkové vysledky 1écby.
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