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Genova terapie u dédicnych onemocnéni vazanych na
pohlavi u psa domaciho

Souhrn

Bakalarska prace se zaméruje na principy genové terapie jako budouciho nastroje
pro lé¢bu onemocnéni, u kterych dosud nebyla nalezena jina moZnost terapie, a popisuje
jeji vyuziti u dédicnych onemocnéni vazanych na pohlavi, konkrétné vazanych na
chromozom X, u psa domactho (Canis familiaris). K uplnému porozuméni tématu je ¢ast
prace vénovana genetickym zakladiim a principim dédi¢nosti. Historicky kontext psa
domaciho poukazuje na fakt, Ze uméla selekce, jeZ dala vzniknout modernim plementim,
méla za nasledek zvyseni vyskytu genetickych chorob v populaci psii. Cast prace je
vénovana popisu genetické podstaty, Kklinickych priznaki, diagnostickych metod
a terapeutickych moznosti vybranych dédi¢nych onemocnéni vazanych na X chromozom,
jako je hemofilie A a B, progresivni retinalni atrofie a svalova dystrofie. Vzhledem ke
genetické podobnosti mezi psem a ¢lovékem jsou psi ¢asto vyuzivani jako preklinické
modely pro testovani genové terapie u odpovidajicich nemoci lidi. Tyto studie poskytuji
dilezité poznatky, které prispivaji k rozvoji terapeutickych moZnosti v rdmci humanni
mediciny. Hlavni ¢ast této prace se zabyva principy genové terapie, zahrnujici historicky
piehled, vyuZiti vektorli jako nosic¢l terapeutickych gent, soucasné trendy zahrnujici
konkrétni metodu CRISPR a reSersSi uspésnych terapii u vybranych dédi¢nych chorob.
Nazavér jsou zminény diskutované prekazky v genové terapii, mezi které patfi predevSim
bezpecnostni aspekty jako toxicita a imunitni reakce, ale také otazky tykajici se welfare
laboratornich zvirat. Genovou terapii 1ze obecné povaZovat za nadéji vinovativhim
pristupu 1écby nemoci, které maji vyznamny dopad na kvalitu Zivota psi i lidi.
Jeji uCinnost a efektivita byla potvrzena nékolika studiemi na psich modelech, nicméné je
nutné neustale tuto metodu rozvijet tak, aby jeji vyuZziti bylo bezpecné a docililo
poZadovanych dlouhodobych terapeutickych vysledkd.

Klicova slova: genova terapie, hemofilie A a B, dystrofie svalové tkadné, retinalni atrofie,
pohlavi



Gene therapy for sex-linked inherited diseases in the
domestic dog

Summary

The bachelor thesis focuses on the principles of gene therapy as a future tool for
treating diseases for which no other therapeutic option has been found so far. It describes
its application in sex-linked hereditary diseases, specifically on the X chromosome, in the
domestic dog (Canis familiaris). To fully understand the topic, a part of the thesis is
devoted to the genetic basis and principles of heredity. The historical context of the
domestic dog highlights the fact that artificial selection, which led to the development of
modern breeds, has resulted in increased occurrence of genetic diseases in the dog
population. Part of this thesis is devoted to a description of the genetic basis, clinical signs,
diagnostic methods, and therapeutic options for selected X-linked hereditary diseases
such as hemophilia A and B, progressive retinal atrophy, and muscular dystrophy. Due to
the genetic similarity between dogs and humans, dogs are often used as preclinical models
for testing gene therapy for corresponding human diseases. These studies provide
important insights that contribute to the development of therapeutic options within
human medicine. The main part of the thesis is focused on the principles of gene therapy,
including a historical overview, vectors used as carriers of therapeutic genes, current
trends, specifically the CRISPR method, and a review of successful therapies for selected
hereditary diseases. Finally, discussed obstacles in gene therapy are mentioned, including
mainly safety aspects such as toxicity and immune reactions, but also laboratory animal
welfare issues. In general, gene therapy can be considered a promising innovative
approach for the treatment of diseases that significantly impact the quality of life for both
dogs and humans. Its efficacy and effectiveness have been confirmed by several studies in
canine models, however, it is crucial to continuously develop this method to ensure that
its use is safe and achieves the desired long-term therapeutic outcomes.

Keywords: gene therapy, hemophilia A and B, muscular dystrophy, retinal atrophy,
gender
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1 Uvod

Dlouhy evolu¢ni vyvoj psa domaciho (Canis familiaris), provazeny intervencemi
umélé selekce, vedl k formovani modernich plemen psti. AvSak tato evoluce s sebou
prinesla kromé Zadoucich behavioralnich a morfologickych zmén také nariist genetickych
onemocnéni. Vyznamna c¢ast téchto chorob, kterych je okolo 350 v populaci psi, je
monogenné dédi¢na (Parker et al. 2004). Tato onemocnéni, charakteristicka mutacemi
v jediném genu, jsou dale klasifikovana dle chromozomu, na kterém je umistén mutovany
gen, na autozomalni a gonozomalni.

Gonozomalné dédicna onemocnéni se vazou na pohlavni chromozomy (X a Y),
Castéji se vyskytuji onemocnéni vazana na chromozom X. V této praci jsou podrobné
popsana vybrana X-vazana dédicna onemocnéni, vCetné jejich genetické podstaty,
piiznakd, diagnostiky a 1é¢by. Patfi mezi né hemofilie typu A a B, kterd zplisobuje poruchy
srazlivosti krve v dlisledku nedostatku koagula¢nich faktort (Mauser et al. 1996; Lozier
etal. 2002), X-vazana progresivni retinalni atrofie, ktera postihuje fotoreceptorové burky
avede k postupné ztraté zraku (Parry 1953), a svalova dystrofie vedouci k ibytku svalové
hmoty (Shelton & Engvall 2002).

Rozsahlé studie napfi¢ psim genomem prispély klepSimu porozuméni mutacim
v jednotlivych genech, které vedou ke vzniku téchto onemocnéni. Identifikace
konkrétnich genii a prislusnych mutaci umoZiiuje specifikovat inovativni 1é¢ebné postupy
s cilem odstranéni téchto genetickych vad.

Genova terapie se v poslednich letech svého vyzkumu jevi jako potencialni nastroj
k 1é¢bé riiznych genetickych poruch. Tato metoda vyuZiva k ipraveé nebo korekci vadnych
genl geneticky materidl, ktery je riznymi zptisoby dopravovan do bunék (Pathak 2022).
Cilem genové terapie neni pouze potlaceni symptomi, ale také eliminace samotného
onemocnéni. Klicovym prvkem genové terapie je vyvoj vektord, které slouii
k efektivnimu doruceni terapeutickych gent do cilovych organismi. Zvlasté aktudlni je
technologie CRISPR, ktera miiZe cely proces genové terapie vyrazné zjednodusit.

Pes domaci sdili mnoho genetickych podobnosti slidmi, coZ znéj €ini idealni
modelovy organismus pro studium genetickych onemocnéni a preklinické studie ucinki
genové terapie. Klinické studie na téchto savcich poskytuji komplexni informace
o ucinnosti jednotlivych 1é¢ebnych postupii. AvSak vedle efektivnosti genové terapie je
nutné klast dliraz na bezpecnostni a etické aspekty, tak aby spliiovaly podminky welfare.



2 Cil prace

Cilem prace je shromazdit, prostudovata posoudit soucasné literarné prezentované
poznatky o vyuziti metody genové terapie u dédi¢nych onemocnéni vazanych na pohlavi
u psa domaciho. Dil¢im cilem bakalarské prace je poskytnout podrobny piehled
o vybranych onemocnénich se zamérenim na aktualni trendy ve vyzkumu této
problematiky.
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3 Historie psa domaciho

Pes domaci (Canis familiaris), jako jeden z nejstarsich spole¢nikii ¢lovéka, prodélal
dlouhy evolutni vyvoj a jeho souCasna podoba je vysledkem intenzivniho Slechténi
a umélé selekce. Tento proces zasadné ovlivnil soucasnou populaci psli, kterd se
vyznacuje rozmanitosti v tvarech téla, chovani ¢i vlohach, ¢imz se 1i$i od mnoha jinych
druhii savcli. BohuZel tato diverzifikace predurcuje vétSinu plemen ke specifickym
onemocnénim dédi¢ného piivodu. Rliznorodost psich plemen a souvisejici predispozice
ke genetickym chorobam jsou uzce spojeny s domestikaci (Galibert & André 2006).

3.1 Domestikace a vznik plemen

Proces domestikace psa domaciho pravdépodobné zapocal jiz v dobé mladého
paleolitu okolo 35 000 let pf. n. . A¢koli neni moZné urcit presné datum, je jisté, Ze pes
patfil mezi prvni domestikované druhy (Galibert et al. 2011). O ptivodu psa se dlouhou
dobu vedly diskuse, které zahrnovaly dva odli$né nazory. Dle jednoho nazoru, ktery
zastaval i Charles Darwin, je pes polyfyletického plivodu, naproti tomu panoval nazor,
Ze pes je ptivodu monofyletického (Galibert et al. 2011). Studie zkoumajici chovani,
vokalizaci, morfologii a molekularni struktury, oznacuji vlka obecného (Canis lupus) jako
hlavniho, ne-li jedine¢ného predka (Vila et al. 1997).

V pribéhu domestikace dochdzi k reproduk¢ni izolaci rodicovského paru
od populace zvirat divokych a zaloZeni malé skupiny, kterd se postupné rozsiruje
a geneticky odliSuje. V dalSich generacich se hromadi genotypové a fenotypové rozdily
vznikajici v ramci adaptace na podminky vytvorené lidmi (Galibert et al. 2011).
Domestikované druhy vykazuji ve srovnani se svymi divokymi predky fadu zmén
morfologickych, fyziologickych a behavioralnich (Hansen et al. 2020). U psf, ale i jinych
zvirat, mliZeme pozorovat zmény ve tvaru obli¢eje, usi a ocasu, kapacity mozku,
pigmentace srsti, zmény v endokrinni soustavé nebo v pohlavnim cyklu samic (Wilkins
2020). Tento jev je oznacovan jako domestika¢ni syndrom. Kromé uvedenych
anatomickych a fyziologickych zmén je mozné pozorovat také redukovanou agresivitu
a zvySenou sociabilitu (Hansen et al. 2020). Selekci na pravé zminéné behavioralni
vlastnosti vznika jako vedlejSi produkt morfologicka pestrost urcujici variabilitu
jednotlivych plemen (King etal. 2012).

Vétsina modernich plemen psii se zacala formovat v 19. stoleti diky usili chovateld,
ktefi se zamérovali na specifické atraktivni vlastnosti (Parker & Ostrander 2005).
Dnes jsou psi plemena dokladem nekonec¢né variability ve vSech vnimanych aspektech.
Riliznorodost se projevuje ve velikosti téla, ale také v zbarveni, délce a struktufe srsti.
Nelze opomenout ani plemena bez srsti, jako je napfiklad mexicky nahac¢. Samotny ocas
pak nabizi mnoho tvarii, od pevné zatoCenych aZ po srpovité (Scott & Fuller 1965).
Tato fenotypova rozmanitost naznacuje pestré genetické dédictvi (Vila et al. 1997).
V soucasnosti je popsano pies 400 plemen a 350 dédi¢nych onemocnéni
u Cistokrevnych populaci (Parker etal. 2004).
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4 Geneticky prehled

Kapitola predstavuje zakladni teoreticky ramec nezbytny pro porozuméni tématu
bakalarské prace. V této ¢asti jsou popsany klicové pojmy z oblasti genetiky a principy
dédicnosti.

4.1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny (NK) patfi mezi makromolekularni slouceniny, jejichz vznik je
ovlivnén rtznymi enzymy. NK hraji klicovou roli ve spolehlivém uloZeni, ptenosu
a expresi genetické informace (Beranek 2016).

Strukturu nukleovych kyselin tvorilinearni nebo kruhové polymerové retézce, které
jsou sloZeny z rliznych variant nukleotidi. Nukleotid sestava z nukleotidové baze, pentézy
a zbytku kyseliny fosfore¢né (Beranek 2016). Skelet polynukleotidového retézce je tvoren
opakujicim se stiidanim mezi pent6zovym sacharidem a fosfatovym zbytkem, jeZ jsou
spojeny fosfodiesterovymi vazbami (Hruban & Majzlik 2007). Podle typu sacharidu
ve strukture se nukleové kyseliny déli na deoxyribonukleovou kyselinu obsahujici
monosacharid deoxyribézu a kyselinu ribonukleovou, ktera obsahuje monosacharid
rib6zu (Beranek 2016).

4.1.1 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Molekula DNA je nositelem dédicné informace, ktera obsahuje instrukce pro syntézu
vSech bilkovin v Zivém organismu (Pritchard & Korf 2021). Je tvorena dvéma dlouhymi
polynukleotidovymi Fetézci, které se skladaji ze ¢ty typl nukleotidovych podjednotek.
Zakladni ¢asti nukleotidli jsou spojeny vodikovymi vazbami a udrZuji tak oba fetézce
pohromadé. VétSina DNA se uchovava v jadre eukaryotickych bunék. Men3i ¢ast informaci
je pritomna v mitochondriich a u rostlinnych a fasovych bunékiv chloroplastech (Alberts
etal. 2002).

Zakladni tvar DNA je pravotociva dvouSroubovice, ktera utvari zpravidla uzaviené
utvary. U vétSiny mnohobunéénych organismi je DNA linearni, avSak mitochondrialni
DNA, DNA vir(, plazmidl a bakterii, vytvari cirkularni formy (Hruban & Majzlik 2007).

Dusikaté baze se déli do dvou skupin - purinové baze, mezi které radime adenin
a guanin, a pyrimidinové baze, kam radime thymin a cytosin (Pritchard & Korf 2021).
K parovani bazi dochazi na zakladé komplementarity a umoZiiuje usporadat pary bazi tak,
aby vytvarely energeticky nejvyhodnéjsi struktury (Alberts et al. 2002).
Adenin se paruje dvéma vodikovymi miistky s thyminem a guanin se paruje tiemi
vodikovymi mistky s cytosinem (Hruban & Majzlik 2007).

Geny obsahuji useky nekddujici DNA nazyvané introny, které jsou oddélovany useky
kédujici DNA neboli exony (Alberts et al. 2002). Ve struktuie gentl eukaryot se vyskytuji
pievazné introny (Pritchard & Korf 2021). Nekdédujici DNA ma diileZitou funkci v regulaci
exprese sousednich genii, coZ je klicové pro formovani sloZitych genii (Alberts etal. 2002).
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4.1.2 Ribonukleova kyselina (RNA)

Stejné jako DNA je i RNA linedrni polymer sloZeny ze ¢tyt riiznych typi nukleotidd.
Od molekuly DNA se ribonukleova kyselina odliSuje nejen monosacharidem, ale i bazi
a stavbou. V molekule RNA je baze thymin nahrazena uracilem. Zatimco DNA se v buiikach
vyskytuje jako dvouvlaknova $roubovice, struktura RNA je jednovlaknova. Retézce RNA
se ale skladaji do riznych tvari a klicek (Alberts et al. 2002).

V eukaryotické burice se vyskytuji rtzné typy ribonukleovych kyselin, z nichZ
aminokyselin v bilkovinném fetézci, ribozomalni RNA (rRNA), jeZ je integrovanou
soucasti ribozoml a spole¢né s proteiny se podili na vytvareni jejich struktury,
a transferovda RNA (tRNA) slouzici k transportu aminokyselin a vzniku funké¢nich
ribozomi (Hruban & Majzlik 2007).

4.2 Gen ajeho struktura

Gen je zakladni jednotka definujici dédicnost organismu. Molekularni definice genu
popisuje, Ze strukturni gen reprezentuje specifickou sekvenci nukleotidii nesouci
informaci, ktera je prepsana (transkripce) a preloZena (translace) k tvorbé jednoho
polypeptidového retézce (Hruban & Majzlik 2007).

Kazdy gen predstavuje usek DNA obsahujici genetickou informaci v podobé
sloZitych kombinaci stavebnich jednotek - nukleotidii, které zodpovidaji za tvorbu
specifickych proteinti (Kocarek 2008).

Geny lze rozdélit do dvou zakladnich skupin:

strukturni geny - nesou informaci o primarni strukture jednoho retézce
polypeptidu a patii sem geny kdédujici proteiny se stavebni funkci a geny, které
koduji proteiny s biochemickou a fyziologickou funkci,

geny pro funkéni RNA - transkriptni produkty téchto genii nepodléhaji
translaci, zahrnuji geny kédujici tRNA a rRNA (Koc¢arek 2008).

4.2.1 Gen Duchennovy muskularni dystrofie

Popis genu Duchennovy muskularni dystrofie (DMD) prispéje k lepSimu
porozuméni obecné struktury genii. Gen DMD dosahujici délky ptibliZzné 2,4 milioni bazi
je jednim z nejdelSich vlidském genomu (Ahn & Kunkel 1993). Gen je lokalizovan
na pohlavnim chromozomu X a jeho presna pozice je oznacovana jako DMD locus
(chrX:26,288,910-28,335,720) (Shelton et al. 2022). Gen ma sloZité usporadani
a obsahuje 79 exonii obsahujicich informaci pro tvorbu findlniho proteinu dystrofinu
(Ahn & Kunkel 1993).
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Ctrnact kilobazi (kb) mRNA dystrofinu kéduje protein o velikosti 427 kilodalton{i
(kD), ktery obsahuje 3 685 aminokyselin. Jeho struktura je podobna cytoskeletdlnim
proteinlim spektrinu a aktinu, které plni strukturalni tlohu ve statickych a dynamickych
procesech vSech typl bunék v organismu. Imunohistochemie ukazuje, Ze dystrofin lze
nalézt na plazmatické membrané vSech svalii a nékterych neuront (Ahn & Kunkel 1993).

Gen dystrofinu je rozclenén do Ctyfi hlavnich domén (Obrazek 1):

N-terminalni doména (N-terminal domain), exony 1-8,

stredni ty¢inkova doména (Central rod domain), exony 9-63,

doména bohata na cystein (Cysteine rich domain), exony 64-70,
C-terminalni doména (C-terminal domain), exony 71-79 (Duan et al. 2021).
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Obrazek 1: Struktura dystrofinu - N-terminalni doména (zelena), stfedni ty¢inkova doména (modra),
doména bohata na cystein (Zluta), C-terminalni doména (fialova) (Duan et al. 2021).

4.3 Genom

Genom predstavuje komplexni soubor vS§ech molekul DNA obsaZenych v organismu.
U eukaryotickych organismi Ize genom rozdélit do dvou sloZek. Prvni sloZkou je jaderny
genom oznacujici soubor genli obsaZenych v bunétném jadre. Druhou sloZkou je
mimojaderny genom, ktery zahrnuje geny v mitochondriich a chloroplastech (Kocarek
2008).

Mitochondrie maji sviij vlastni genom umistény v tzv. mitochondridlni matrix.
Mitochondrialni DNA (mtDNA) ma ve srovnani sjadernou DNA (nDNA) odliSnou
strukturu. Jedna se o kruhovou dvousroubovici sestavajici se ze dvou Fetézcti:

H retézec - téZky, bohaty na guaniny,
L fetézec - lehky, bohaty na cytosiny (Taanman 1999).
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4.3.1 Genom psa

Psi genom sestava ze 78 chromozomi, tedy 39 pard, a jeho celkova délka dosahuje
2,41 miliard bazi (Gb). Genom feny boxera pokryvajici celkovou délku byl uspésné
zmapovan pomoci metody WGS (whole-genome shotgun). Vysledky ukazaly, Ze z celkové
velikosti tvori 2,38 Gb samotné nukleotidové sekvence a zbyvajici 1 % reprezentuje
mezery mezi témito sekvencemi. Sestaveny genom tedy vynika vysokou kontinuitou, kde
vétSina genl ve svych sekvencich neobsahuje sekven¢ni mezery. Pocet genii v psim
genomu byl stanoven na zakladé vytvorené predpovédi metodou zaloZenou na dlikazech.
Kone¢na kolekce obsahovala 19 300 psich genti, z nichZ témér vSechny vykazovaly jasné
podobnosti s jiZ zndmymi lidskymi geny (Lindblad-Toh et al. 2005).

Jiz v predes$lé studii byla provedena analyza genomové DNA samce standardniho
pudla, ktera poskytla odhadovanou velikost Casti genomu znamé jako euchromatin
pohybujici se v rozmezi mezi 2,31 az 2,47 miliardami bazi (Kirkness etal. 2003).

Analyza referen¢niho genomu CanFam_Bas (China) odhalila, Ze genom je
strukturovan do 632 scaffoldli se 149 mezerami (gaps) mezi nimi. Celkova délka téchto
mezer ¢itd 76 431 part bazi (bp) (Edwards et al. 2021).

Délka molekuly mtDNA psa domaciho byla odhadnuta na 16 728 bp. V délce je
zahrnuta i mitochondriadlni fidici oblast (mtCR), dlouha priblizné 1 270 bp, ktera se
vyznacuje absenci kddovaci schopnosti (Kim etal. 1998).

4.4 Chromozom

Chromozom predstavuje vlaknitou strukturu uloZenou v kazdém bunéc¢ném jadre,
ktera slouZzi jako nosi¢ genetické informace. Geny jsou na chromozomech usporadany
linearné za sebou a mista, kde se nachazi se nazyvaji lokusy (Kocarek 2008).

Chromozom je sestaven z molekuly DNA a histonovych a nehistonovych proteint,
které dohromady utvari zakladni stavebni jednotku chromozomu - nukleohistonové
vlakno (Kocarek 2008; Otova & Mihalova 2012).

Nukleohistonové vlakno je tvoreno difuzni strukturou nazyvanou chromatin.
Béhem procesu barveni chromozomu, ktery slouzi ke snadnéjsi identifikaci, jsou casti
chromatinu vybarveny budto svétleji nebo tmavéji. Svétlejsi ¢asti chromatinu jsou
oznacovany jako euchromatin, tmavsi oblasti jako heterochromatin (Snustad & Simmons
2017). Heterochromatin obsahuje jen malo nebo zadné aktivni geny, zatimco
euchromatin obsahuje smyc¢ky DNA s mnoZstvim koédujicich gent (Otova & Mihalova
2012).

Chromozom je tvofen utvarem zvanym chromatida a zpravidla se sklada ze dvou
identickych sesterskych chromatid (Kocarek 2008; Otova & Mihalova 2012).
Centromerou je chromozom rozdélen na dvé Casti, dlouhé a kratké raménko. Dle pozice
centromery rozliSujeme 4 skupiny chromozomii - metacentricky, submetacentricky,
akrocentricky a telocentricky. Kazdé raménko zakoncuji telomery, coZ jsou useky
neobsahujici geny (Otova & Mihalova 2012).
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4.5 Karyotyp psa

Karyotyp neboli kompletni sada chromozomii psa (Obrazek 2) obsahuje ve srovnani
s ostatnimi domestikovanymi savci nejvyssi diploidni pocet chromozomt (2n = 78).
Psi karyotyp sestava z 39 parti chromozomi, z nichZ 38 pari jsou akrocentrické autozomy
(somatické chromozomy) a zbyvajici dva chromozomy jsou metacentrické gonozomy
(pohlavni chromozomy). Konkrétné se jedna o velky sub-metacentricky chromozom X
a maly metacentricky chromozom Y. U samice se v karyotypu vyskytuji dva chromozomy
X, zatimco u samce je pritomen chromozom X a Y (Breen 2008). Chromozom X se fadi
k nejvétsim v tomto souboru, naopak chromozom Y je nejmenSi a byva snadno
identifikovatelny ve vétSiné bunék (Gustavsson 1964).

1 p 2‘! l" 4.% 5%
s9f o 10p: uly nfé ni% il
16dg 1785 1898 19ff 2082 243

“
t
 23PR 2488 258§ 26 2790 2844

-5
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36 # 3700 38 &6 X ' \

Obrazek 2: Karyotyp samce psa (BreenLab@NCSU 2022).
4.6 Alela

Alela je termin predstavujici projev genu neboli alternativni formu genu (Hruban &
Majzlik 2007). Genofond zahrnuje vSechny alely urcitého genu v populaci téhoZ druhu.
Ackoli se za normalnich podminek v autozomech nachazeji maximalné dvé alely, celkovy
pocet alel téhoZ genu v populaci mliZe dosdhnout vysokych hodnot (Beranek 2016).
Chromozomy v somatickych burikach tvofi pary, tudiZ je kazdy gen tvoren dvojici alel.
Alela dominantni (z latinského dominus - pan) je v genotypu oznaCovana zpravidla
velkym pismenem (A), naopak recesivni alela (z latinského recedere - ustupovat)
je oznaCovana malym pismenem (a) (Kocarek 2008).

Mezi alelami téhoZ genu dochazi k témto interakcim:

dominance - alela genu prevlada a odpovidajici znak je viditelny ve fenotypu,
recesivita - alela genu je potlatena a odpovidajici znak neni viditelny
ve fenotypu.

V nékterych situacich dominantni alela nedokaZe uplné potlacit ucinek recesivni alely

a ve fenotypu se projevi alely obé. Tento jev se nazyva neuplna dominance (Hruban &
Majzlik 2007).
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Piikladem netdplné dominance u pst je zbarveni Merle, coZ je charakteristické
zbarveni srsti projevujici se skvrnami zfedéného pigmentu, které se prolinaji s normalnim
melaninem a dodavaji srsti mramorovany vzor (O'Sullivan & Robinson 1988). Jedinci
s genotypem m/m maji normalni zbarveni. Dominantni homozygoti (M/M), jinak také
»double-merle®, projevuji vyraznéjsi fenotyp neZ heterozygoti (M/m). Psi s Merle
zbarvenim maji nejcastéji modré oc¢i a Casto se u nich projevuji rizné sluchové
a oftalmologické abnormality, které mohou vést az k uplné slepoté ¢i hluchoté (Sorsby &
Davey 1954).

4.7 Genotyp a fenotyp

Genotypem se rozumi specifickhi podoba dédicné informace zakddované
v nukleovych kyselinach (Hruban & Majzlik 2007). Genotypy jedincti jsou rliznorodé, coZ
znamena, Ze nesou rizné kombinace alel. Termin homozygot oznacuje jedince, ktery ma
v genotypu pro urCity znak dvé shodné alely. Podle recesivity alel rozliSujeme
dominantnitho homozygota (AA), kde obé alely jsou dominantni, a homozygota
recesivniho (aa), kde obé alely jsou recesivni. Jedince s parem odliSnych alel oznacujeme
jako heterozygota (Aa) pro dany znak (Kocarek 2008).

Fenotyp je pouzivan k popisu konkrétnich pozorovatelnych vlastnosti jedince, které
jsou vysledkem jeho genotypu (Beranek 2016). Fenotyp manifestuje dédi¢nou informaci,
ktera miiZe byt do vétsi ¢i mensi miry ovlivnéna riznymi faktory vnéjSiho prostiedi
(Hruban & Majzlik 2007).

Pro lepSi pochopeni vztahu genotypu a fenotypu uvadim gen ovliviiujici délku ocasu.
Mutace C295G v genu T zplisobuje prirozené zkraceni ocasu znamé jako ,Natural bobtail"
(Obrazek 3). Mutace spada do oblasti autozomalni dédi¢nosti dominantni, kde znak je
rizen dvojici alel. Recesivni alela ,C" (nemutovana) podminiuje normalni délku ocasu
a dominantni alela ,,G" (mutovand) podmiiiuje prirozené zkraceni ocasu (Indrebg et al.
2008). U jedince s genotypem C/C ofekavame normalni délku ocasu. Heterozygot
s genotypem C/G se rodi s prirozené zkracenym ocasem (Indrebg etal. 2008). Délka ocasu
se odviji od poctu ocasnich obratld, psi se rodi s kratkym ocasem (brachyurie) nebo zcela
bez ocasu (anurie) (Hytonen et al. 2009). Genotyp G/G nebyl u Zivych jedincli pozorovan,
pravdépodobné trpélo vaZnymi vyvojovymi vadami, které jsou neslucitelné se Zivotem,
jako je napt. deformace patefe nebo nedostate¢né vyvinuté plice (Indrebg et al. 2008)

Obrazek 3: Bourbonsky ohar kratkosrsty s normalni délkou ocasu (vlevo), se zkradcenym ocasem
(uprostred), bez ocasu (vpravo) (Hytonen et al. 2009).

17



4.8 Mutace

Mutace jsou zmény v genetickém materialu, které mohou byt zplisobeny chybou pfi
replikaci DNA nebo poSkozenim molekuly DNA chemickymi ¢i fyzikalnimi faktory.
Mutace mohou byt somatické nebo gametické, které se prenasi pohlavnimi burikami
na potomstvo (Snustad & Simmons 2017).

Geny postiZzené mutaci neboli mutantni geny predstavuji Casté pri¢iny vzniku
vyvojovych vad a dédi¢nych onemocnéni (Otova & Mihalova 2012; Snustad & Simmons
2017). Rada mutaci je letdlnich a mohou tak zpiisobovat smrt embrya nebo smrt jedince
po narozeni (Otova & Mihalova 2012). Mutace s sebou nesou i pozitivni aspekt, jelikoZ
do populace prinasi genetickou variabilitu, kterd organismiim umoZiiuje se adaptovat
na nepiiznivé podminky (Snustad & Simmons 2017).

4.8.1 Klasifikace mutaci

Z hlediska rozsahu a povahy zmén klasifikujeme mutace do tfi skupin - genomové,
chromozomové a genové. Genomové mutace, vznikajici nespravnou segregaci
chromozomt, vedou ke zméné poctu chromozomi v karyotypu. Tyto mutace mohou
vyvolat vazna onemocnéni nebo vést az k umrti jedince. Chromozomové mutace jsou
charakteristické zménou struktury jednotlivych chromozomi. V rdmci monogenné
dédi¢nych chorob jsou nejcastéjSi genové neboli bodové mutace. Ty vznikaji na urovni
genu jako nereparované chyby béhem replikace DNA (Beranek 2016).

Genové mutace lze dale rozdélit do tfi skupin. Substituce zahrnuje nahrazeni
nukleotidu v DNA za jiny, delece piredstavuje odstranéni jednoho nebo vice nukleotidd,
a inzerce, pri niz dochazi k zarazeni nadbytecné baze do DNA (Hruban & Majzlik 2007).

Rozdéleni bodovych mutaci dle dopadu na proteosyntézu:

nonsense mutace - vedou ke vzniku termina¢niho kodonu, signalizujiciho
konec procesu translace prostirednictvim substituce, inzerce nebo delece,
missense mutace — dochazi k zadméné nukleotidu, kterd miaZe ¢i nemusi
zplsobit zménu aminokyseliny v polypeptidovém retézci,

frameshift mutace - v diisledku vloZeni nebo odstranéni nukleotidii nastava
posun ¢teciho ramce, pii kterém miiZe dojit k nepravidelnému sesttihu, deleci
nebo duplikaci exonf,

silent mutace - vyskytuji se v nekédujicich ¢astech DNA nebo se jedna o mutace,
které nenarusuji priibéh transkripce ¢i translace (Beranek 2016).

4.9 Monogenni dédi¢cnost onemocnéni

Dédi¢na onemocnéni vznikaji v dlisledku mutaci v zarodec¢né linii a jsou prenaSena
prostrednictvim gamet do nasledujicich generaci. Témér vSechny vrozené choroby jsou
monogenetické, coZ znameng, Ze jsou zplisobeny mutacemi v jediném genu (Svoboda et
al. 2000; Beranek 2016).

18



Monogenni dédic¢nost lze klasifikovat do dvou kategorii - autozomalni dédi¢nost,
ktera je spojena se somatickymi burikami a predstavuje situaci, kdy je mutovany gen
umistén na autozomech, a gonozomalni dédi¢nost, ktera se vaze k pohlavnim burnkam,
kde je mutovany gen lokalizovan na gonozomech (Svoboda et al. 2000). Vice nez 200
genetickych chorob psti je Fizeno monogenné a aZ 70 % z nich je autozomalné recesivniho
charakteru (Ruvinsky & Sampson 2001).

4.9.1 Autozomalni dédi¢nost recesivni

Autozomalné recesivni dédi¢nost je nejbéznéjSim typem prenosu genetickych
chorob u zvirat i lidi. Recesivné homozygotni jedinec, nesouci v genotypu dvé mutované
(recesivni) alely, projevuje klinické priznaky onemocnéni. Dominantné homozygotni
jedinec, ktery ma obé alely dominantni, je zdravy a neprojevuje Zadné priznaky
onemocnéni. Tento jedinec neni schopen mutovanou alelu prenaSet na potomky.
Heterozygotni jedinec, ktery ma jednu mutovanou alelu, je klinicky zdravy a v pripadé
recesivni dédicnosti neni klinicky odliSitelny od dominantniho homozygota. Heterozygoti
predstavuji nositele recesivnich alel, které mohou prenést na své potomky (Svoboda etal.
2000).

Podrobnéjsi prehled o pravdépodobnosti Stépeni jednotlivych fenotypli v ramci
autozomalné recesivni dédic¢nosti Ize nalézt v Tabulce 1.

™
AA Aa : aa

AA 100 % 50 % 50 % 100 %

Aa 50 % 50 % 25%”25% 50 % \H'.SO% 50 %
Haa 100 % Hso% 50 % ”100%

Tabulka 1: Autozomalné recesivni dédi¢nost (zelena - zdravy, Zluta - prenasec, Cervena - postiZeny)
(AnimaLabs 2016).

4.9.2 Autozomalni dédi¢nost dominantni

Autozomalné dominantni typ dédi¢nosti je relativné vzacny, protoze kazdy jedinec
nesouci mutaci manifestuje klinické priznaky, coZz usnadiiuje jeho eliminaci z chovu.
PostiZzeny jedinec projevujici klinické priznaky je bud’ dominantni homozygot nebo
heterozygot. Naopak zdravy jedinec ma pouze recesivné homozygotni genotyp a nenese
Zadnou mutovanou alelu (Svoboda et al. 2000).
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V Tabulce 2 je znazornéna pravdépodobnost Stépeni jednotlivych fenotypl
v kontextu dominantni dédi¢nosti.

™
aa Aa ' AA

aa 100 % 50%  50% 100 %

Aa 50% | 50% 25%”25% 50 % Hso% 50 %
WAA 100 % ﬁso% 50 % " 1000

Tabulka 2: Autozomalné dominantni dédi¢nost (zelena - zdravy, Zluta - postiZeny heterozygot, Cervena -
postiZeny homozygot) (AnimaLabs 2016).

4.9.3 Gonozomalni dédicnost recesivni a dominantni

Vramci gonozomalni dédi¢nosti vznika témér vétSina mutaci na chromozomu X.
NejcastéjSim typem je pak gonozomalné recesivni dédi¢nost vazana na X-chromozom
(Svoboda etal. 2000). Onemocnéni, kterd jsou fizena timto zplisobem, se dédi tzv. kfiZem.
Samec (XY) je oznaCovan jako hemizygot, protoZe v jeho genotypu se vyskytuje pouze
jedna alela, coZ je zpiisobeno tim, Ze se mutovany gen nachdazi v oblasti chromozomu X,
ktery nema homologicky usek na chromozomu Y. Ackoli se jedna o recesivni dédicnost,
klinické priznaky se u samcti projevi vZdy, protoZe nikdy nedojde k potlaceni recesivni
alely. U samic (XX) se onemocnéni projevi, jestliZe se jedna o recesivniho homozygota,
ale pravdépodobnost této situace je velmi nizka (Svoboda et al. 2000). Vzacnéjsi formou
je dominantni dédicnost vazana na X-chromozom, kde se klinické priznaky projevuji
u dominantnich homozygotti a heterozygotli (AnimalLabs 2016).

V niZe priloZené Tabulce 3 jsou zobrazeny detailni informace o pravdépodobnosti
Stépeni jednotlivych fenotypii u obou pohlavi.

XAxa XAXa ! Xaxa
Q 100 % 50 % 50 % 100 %
XAY- 'e) 'H'
100 % 50 % l 50 % l 100 %
\H" Q 100 % 50 % : 50 % I 100 %
I
Xay- 'e) !
100 % 50 % 50 % 100 %

Tabulka 3: Gonozomalné recesivni dédi¢nost, X-vazana (zelena - zdravy, Zluta - prenasecka, Cervena -
postiZeny) (AnimaLabs 2016).
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5 Dédi¢na onemocnéni vazana na pohlavi u psa domaciho

Kapitola popisuje vybrana geneticka onemocnéni vazana na X-chromozom, ktera
postihuji psa. Poskytuje zakladni prehled o hemofilii, progresivni retinalni atrofii
a svalové dystrofii véetné klinickych projevii, diagnostiky a moZnosti 1é¢by.

5.1 Hemofilie

Hemofilie oznacCuje skupinu geneticky podminénych chorob sgonozomalné
recesivni dédi¢nosti, kterd zplisobuje chorobné krviaceni u postiZenych jedinci.
Onemocnéni vyvolava poruchy hemostazy v diisledku abnormalniho srazeni krve, které
je zapricinéno nedostatkem koagulac¢nich faktort (Biggs et al. 1952).

5.1.1 Hemofilie A

Hemofilie typu A je zplisobena nedostatkem koagula¢niho faktoru VIII, jeZ je
dilezity pro spravné srazeni krve (Lozier etal. 2002). Koagula¢ni faktor VIII, téZ nazyvany
antihemofilni faktor, predstavuje plazmaticky glykoprotein, ktery se ucastni koagula¢ni
kaskady krve (Toole et al. 1986). Je prevazné syntetizovan v hepatocytech, ale lze jej
nalézt v ledvinach, endotelidlnich buiikach a lymfatické tkani. Koagula¢ni faktor je
kédovan jednim z nejvétSich genii v psim genomu, a to genem F8, ktery je umistén
na chromozomu X (Mazurkiewicz-Pisarek et al. 2016).

Mezi pric¢iny hemofilie A patfi riizné spontanni mutace probihajici v genu F8, které
ovliviiuji funkci koagula¢niho faktoru VIII (Lozier & Nichols 2013). Jednou z mutaci,
ktera zplisobuje poruchy FVIII je inverze genu, pii které dochazi k preskupeni ¢asti genu
tohoto faktoru na chromozomu X. Inverze spociva v rekombinaci mezi aktivné
transkribovanym genem uvnitf intronu 22 a jeho kopii (Lozier et al. 2002). Vysledkem
této inverze je zachovani standardni transkripce prvnich 22 exonfli genu, avSak exony
23 az 26 jsou nahrazeny sekvenci, ktera zptisobuje nefunk¢nost faktoru (Lozier & Nichols
2013). U némeckého ovcaka byla na zakladé analyzy sekvence DNA prokazana nova
mutace v exonu 1. BEhem této mutace doSlo k zaméné adeninu za guanin (TGG>TAG)
na pozici 98, coz zptisobilo tvorbu stop kodonu (Mischke et al. 2011a).

Detailni ptehled plemen psii, u kterych byla studovana hemofilie A a probihajicich
mutaci v genu F8 je zobrazen v Tabulce 4.

Plemeno Mutace Plemeno Mutace
bobtail nonsense labradorsky retrivr delece
boxer missense maly knirac substituce
border kolie delece némecky ovcak missense
irsky setr substituce rhodésky ridgeback inzerce

Tabulka 4: Plemena psii s hemofilii A a mutace probihajici v genu F8 (Nicholas et al. 2021a).
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5.1.2 Hemofilie B

Hemofilie typu B je spojena s nedostatkem ¢i poruchou funkce koagula¢niho faktoru
IX a jedna se o méné castou formu tohoto onemocnéni (Mauser et al. 1996).
Koagulac¢ni faktor IX, ktery je kddovan genem F9 na chromozomu X, je plazmaticky
glykoprotein, ktery je nezbytny pro aktivaci faktoru IX v koagula¢ni kaskadé (Mischke et
al. 2011b).

Geneticka porucha zptlisobujici hemofilii B je zplisobena bodovymi mutacemi,
které probihaji vgenu F9 a maji zasadni vliv na funkci koagula¢niho faktoru.
Sekvenovanim DNA (Obrazek 4) zjaterni krve psli byl odhalen defekt faktoru IX
zplisobujici zdménu adeninu za guanin (GGG>GAG), coZ mélo za nasledek substituci
glycinu za kyselinu glutamovou na 379. aminokyseliné v katalytické doméné (Evans et al.
1989).

HEMOPHILIC CANINE NORMAL CANINE
FACTOR IX FACTOR IX

J L

Leu 377

T T
381 lle [ T 1 J. T ] e 381
A A
- T g T
380 lle T T :] lle 380
L A A
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L G G
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Obrazek 4: Nukleotidové sekvence psiho FIX u hemofilického (vlevo) a normalniho (vpravo) psa,
které znazornuji substituci bazi na aminokyselinové pozici 379 (Evans et al. 1989).

—J

Analyza genu F9 u plemene lhasa apso odhalila zménu v nukleotidové sekvenci,
pii které doslo k deleci péti bazi na pozici nukleotidi 772 aZ 776. Soucasné byla
identifikovana substituce thyminu za cytosin na pozici nukleotidu 777. Tato geneticka
zména zpiisobila nestabilitu mRNA a tvorbu predcasného termina¢niho kodonu (Mauser
et al. 1996). U jedincii postiZenych touto mutaci je charakteristickd absence faktoru IX
v plazmé, coZ je pravdépodobné zplisobeno nestabilitou proteinu a jeho nemoZnosti se
uvolnit do krevniho obéhu (Lozier & Nichols 2013).

U plemene labradorsky retrivr, u kterého dos$lo k uplné deleci genu F9, byly
prokazany inhibi¢ni protilatky proti FIX, které mohou pozdéji znemoznit l1écbu, jelikoZ
blokuji funkci faktoru a brani tak zastaveni krvaceni (Brooks et al. 1997).
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Detailni prehled studovanych plemen psii shemofilii B a mutaci vgenu F9 je
zobrazen v Tabulce 5.

Plemeno Mutace Plemeno Mutace
cairn teriér missense novofundlandsky pes inzerce
erdelteriér inzerce némecky dratosrsty ohar inzerce
hovawart delece pitbulteriér delece
labradorsky retrivr delece rhodésky ridgeback missense
lhasa apso delece

Tabulka 5: Plemena psii s hemofilii B a mutace probihajici v genu F9 (Nicholas et al. 2023b).

5.1.3 Priznaky

Projevy obou typli hemofilie sdileji do jisté miry spole¢né charakteristiky.
Psi s hemofilii A jsou nachylni ke spontannimu krvaceni, které se Casto projevuje
podkoZnimi hematomy (Obrazek 5), krvacenim z dasni pii pirezubovani, hromadénim
krve vhrudni (hemothorax) nebo bfisni (hemoabdomen) dutiné a nadmérnym
krvacenim po chirurgickém zakroku. Vzacné miize dochéazet ke krvaceni do pateiniho
kanalu s moZnym déisledkem komprese michy. Castym mistem krvaceni je podkoZni tkai
a kloubni prostory. Nékdy miiZe také dochéazet ke krvaceni do priidusnic, nosnich dutin
(Obrézek 5) nebo parenchymu penisu (Aslanian et al. 2014).

Symptomy projevujici se u hemofilie B jsou obdobné jako u typu A a zahrnuji
hematomy, hemartrézu zpiisobujici kulhani a nadmérné krvaceni z ran. Pfiznaky jsou
vaznéjsiu velkych a mladych psti a pti dlouhodobém krvaceni mohou ohrozit Zivot jedince
(Kim etal. 2011).

Obrazek 5: Spontanni krvaceni z nosni dutiny (vlevo) a podkoZni hematom (vpravo) u hemofilického psa
(Kimetal. 2011).

5.1.4 Diagnostika

Diagnostika hemofilie u psti je klicovou soucasti prevence a léc¢by této vazné
choroby. K dispozici jsou rtizné diagnostické metody zahrnujici analyzu krve a méreni{
koncentrace koagulac¢nich faktort VIII a IX (Brooks 1999).
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Pro charakterizaci presného proteinu nebo metabolické poruchy, ktera je
zodpovédna za pozorovany fenotyp, jsou nezbytné specifické funkc¢ni, kvantitativni
a strukturalni analyzy. Prikladem funk¢niho testu je napriklad doba sraZzeni krve (Brooks
1999). Funk¢ni testovani koagula¢nich faktordi, zahrnujici test sraZlivosti, je pouZivano
jako screeningovy test k zjiSténi, zda jedinec trpi koagulopatii. Specifické kvantitativni
a strukturalni analytické testy jsou pouZivany k urceni presné povahy onemocnéni (Barr
& McMichael 2012).

Dals$i metodou je geneticka analyza, kterd mliZe pomoci urcit specifickou mutaci,
ktera je zodpovédna za vyskyt hemofilie u konkrétniho jedince. Genetické testovani
rovnéZ umoznuje identifikaci prenaSece této mutace (Brooks 1999). Geneticky test
deficience faktori je k dispozici u spole¢nosti LABOKLIN. Cena jednoho testu k lednu
2024 ¢inila u faktoru VIII 1 720 K¢ a u faktoru IX 1 997 K¢ (LABOKLIN 2024).

5.1.5 Lécba

Dnesni 1éCebné moZnosti zahrnuji riizné moZnosti, jako jsou transflize krevnich
destic¢ek, nahrazeni koagulac¢nich faktorti a pouziti antifibrinolytickych latek. Zarover je
dilezita 1é¢ba symptomi, tj. krvaceni, prostrednictvim transfuze krve. V 1é¢bé hemofilie
se bézné vyuziva Cerstvé zmraZena plazma, ktera obsahuje klicové koagula¢ni faktory
slouzici kzastavé krvaceni (Barr & McMichael 2012). Jako alternativu lze vyuZit
kryoprecipitat, ktery uspésné obnovuje hladinu von Willebrandova faktoru (vWF)
v plazmé, a tim zkracuje dobu krvaceni (Giles et al. 1982). Tato forma 1é¢by je relevantni
pouze pro hemofilii typu A, v pripadé hemofilie B je tento typ terapie neucinny (Barr &
McMichael 2012). DlileZitou soucasti je také prevence, ktera zahrnuje optimalni dentaln{
hygienu a také opatrnost p¥i hrach a predchazeni zbyte¢nym traztim (Barr & McMichael
2012).

5.2 Progresivni retinalni atrofie

Progresivni retinalni atrofie (PRA) predstavuje skupinu geneticky podminénych
onemocnéni, ktera jsou charakterizovana degeneraci fotoreceptorovych bunék sitnice.
Poskozeni fotoreceptorii vede k postupnym poruchdm zraku a konecné slepoté
u postiZzenych zvirat (Parry 1953). PRA je geneticky velice variabilni a vyskytuje se u vice
nez 100 plemen psiti (Downs et al. 2013).

Ackoli je vétSina forem PRA autozomalné recesivniho charakteru, byly potvrzeny
a soucasné jsou znamy dvé formy X-vazané progresivni retinalni atrofie (XLPRA), které
jsou zptisobeny mutacemi v genu RPGR (Petersen-Jones 2005). Gen RPGR leZi na kratkém
raménku chromozomu X a obsahuje informace pro tvorbu RPGR (Retinitis Pigmentosa
GTPase Regulator) proteinu, ktery je nezbytny pro normalni funkci zraku (Meindl et al.
1996). PrestoZe piresna role tohoto proteinu ziistava dosud neobjasnéna, diky souasnym
pokroklim se dafi 1épe porozumét jeho funkci. Bylo potvrzeno, Ze RPGR je klicovy v fizen{
cilidrni brany, jez hraje roli v regulaci prenosu proteinti (Megaw et al. 2015).
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X-vazana PRA typu 1 (XLPRA1) postihujici plemena sibifsky husky a samojed vznika
v dlsledku delece péti nukleotidi (GAGAA), coZ zplsobuje posun c¢teciho ramce
a predcasné ukonceni tvorby proteinu (Zhang et al. 2002). Stejna forma vyskytujici se
u Cistokrevného plemene byla studovana u plemene vymarsky ohaf, kde sekvenovanim
genomu doslo k identifikaci delece zahrnujici prvni ctyti exony genu RPGR (Kropatsch et
al. 2016). X-vazana PRA typu 2 (XLPRAZ2) vyskytujici se u kiiZzenych linii psti predstavuje
k posunu c¢tecitho ramce a vyznamné zméné odvozené sekvence peptidu (Zhang et al.
2002). U formy XLPRA1 miZeme také pozorovat fenotypovou variabilitu, kterd je
vysledkem ptlisobeni sekundarné modifikujicich genti (Guyon et al. 2007).

Vyzkum zamérujici se na progresivni retinalni atrofii, ktera byla dfive objevena
u plemene border kolie, odhalil novou formu onemocnéni spojenou s gonozomalni
dédicnosti. Analyza vyloucila mutace v genu RPGR, coZ naznacuje existenci nové X-vazané
formy PRA (XLPRA3), ktera podle provedené studie miiZe slouzit jako potencialni model
pro lidskou retinitis pigmentosu (Vilboux et al. 2008).

Prehled studovanych plemen s progresivni retinalni atrofii a mutaci v genu RPGR je
prezentovan v Tabulce 6.

Plemeno Mutace Plemeno Mutace
kriZenci delece sibifsky husky delece
samojed delece vymarsky ohar delece

Tabulka 6: Plemena pst s XLPRA a probihajici mutace v genu RPGR (Nicholas et al. 2021a; Nicholas et al.
2021b).

5.2.1 Priznaky

Progresivni retinalni atrofie zplisobuje degeneraci fotoreceptorovych bunék sitnice.
Primarné jsou zasaZeny bunky tyCinek, coZ ma za nasledek ztratu noc¢niho vidéni.
Pozdéji dochazi k postiZeni ¢ipk@ a zhorSeni kvality denniho vidéni, onemocnéni
ve vétsSiné piipadl kondi uplnou slepotou (Petersen-Jones 2005).

Zornice psa byvaji obvykle rozsitené a vykazuji zvySeny odraz svétla oznaCovany
jako ,o¢ni zare“ (Obrazek 6). U forem s pozdéjSim nastupem onemocnénti je béZny vyvoj
sekundarni katarakty, ktera zptisobuje zakaleni ¢ocky. Zmény na sitnici zptisobené XLPRA
jsou bilateralni a symetrické a mimo jiné zahrnuji sten6zu cév (Obrazek 6), depigmentaci
a hyperpigmentaci na non-tapetalnim fundu a v pokrocilé fazi mlize dochazet i k atrofii
hlavy zrakového nervu, ktera je zptisobena ztratou axont gangliovych bunék (Petersen-
Jones 2005).
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Obrazek 6: Oftalmoskopie sitnice - zdravé oko (A), postiZené oko vykazujici sten6zu cév a hyperreflexi (B)
(Kropatsch et al. 2016).

5.2.2 Diagnostika

Diagndéza progresivni retinalni atrofie, vcetné X-vazané formy, je zaloZena
na kompletni anamnéze. Klinické vySetieni zahrnuje peclivé oftalmoskopické hodnoceni
abnormalit probihajicich na sitnici (Kelewala et al. 2017).

Dal$im zplisobem vySetieni zmén na sitnici je elektroretinografie (ERG), ktera
zaznamenava reakce sitnice podnécované svételnymi stimuly v podobé kiivky (Obrazek
7). ERG slouzi ke zhodnoceni neobvyklého vyvoje fotoreceptorovych bunék. U XLPRA2
jsou abnormality pozorovatelné jiz ve véku 6tydnt, u XLPRA1 aZ v 6mésicich. Informace
o poSkozeni bunék vrané fazi lze odhalit také pomoci histologickych vySetreni, ktera
mohou ukazat, zda se fotoreceptory vyvijeji normalné ¢i nikoli (Petersen-Jones 2005).
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Obrazek 7: Elektroretinogramy - zdravy jedinec (a, b), postiZeny jedinec s 1ézemi na specifickych mistech
(c, d), postiZeny jedinec s rozsahlymi lézemi (e, f) (Vilboux et al. 2008).
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Molekularné genetické testovani, pfi kterém se provadi analyza genu RPGR
umoZnuje odhaleni konkrétni mutace genu a také pripadnych prenasecl. VyuZiva se
metody kandidatnich genii, kterd zahrnuje vybér potencidlnich genli a identifikaci
polymorfnich markeri. Druhou metodou je genetické mapovani vyuZivajici polymorfnich
markertt vcelém psim genomu, které umoZiiuji chromozomadlni lokalizaci lokusi
spojenych s danym onemocnénim (Petersen-Jones 2005). LABOKLIN poskytuje genetické
testovani pro XLPRA u plemen samojed a sibifsky husky. Cena k lednu 2024 byla
1720 K¢ (LABOKLIN 2024).

5.2.3 Lécba

Dosud neexistuje Zadna oficialné schvalena l1é¢ba pro progresivni retinalni atrofii.
Prozatim nebyl prokazan méritelny ucinek pri pouZivani antioxidantli nebo vitamind.
Avsak tyto latky nejsou pro psa Skodlivé a mohou pomoci oddalit progresi onemocnéni
a zlepSit kvalitu Zivota postiZenych zvirat (Llera et al. 2023).

5.3 Svalova dystrofie

Svalova dystrofie reprezentuje zavazné degenerativni onemocnéni svald, které se
projevuje postupnym uUbytkem svalové hmoty a celkovym chabnutim svall (Shelton &
Engvall 2002). Svalova dystrofie psii vazana na X-chromozom (Canine X-linked muscular
dystrophy) klinicky a patologicky napodobuje lidskou svalovou dystrofii (Valentine et al.
1992).

Onemocnéni vznikd v dlisledku nedostatku ¢i absence proteinu znamého jako
dystrofin, ktera byva zapri¢inéna mutacemi v genu DMD - Duchenne muscular dystrophy
gene (gen Duchennovy muskularni dystrofie) (Cooper et al. 1988). Dystrofin je rozsahly
cytoskeletalni protein, ktery je predevSim pritomen v kosterni a srde¢ni svalovinég,
ale i v mozku, a je kddovan genem na chromozomu X (Straub & Campbell 1997).
naopak Beckerova svalova dystrofie (BMD) neni prili§ casta. BMD je zaroven ve srovnani
s DMD mirnéjsi formou, protoZe v pripadé BMD je protein dystrofin produkovan, byt
v abnormalni podobé (Shelton & Engvall 2002).

Je tfeba poznamenat, Ze vSechny plisobici mutace se vyskytuji v genu dystrofinu,
ale jejich molekuldrni zdklad se mitZe lisit dle jednotlivych plemen. Napftiklad
u rottweilerti byla zaznamenéna mutace typu nonsense v exonu 58 (Winand et al. 1994
cit. dle Kornegay et al. 2012), zatimco u némeckych kratkosrstych ohaiti doslo k delecim,
které vedly k uplné ztraté funkce dystrofinu (Schatzberg et al. 1999). U kavalir king
charles Spanélii byla identifikovana missense mutace v exonu 50, ktera vedla ke zkraceni
prekladaného proteinu (Walmsley et al. 2010).
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V Tabulce 7 je znazornén souhrn studovanych plemen se svalovou dystrofii a mutaci
v genu DMD.

Plemeno Mutace Plemeno Mutace
border kolie delece labradoodle nonsense
bretansky ohar inzerce némecky ohar kratkosrsty delece
francouzsky buldocek inzerce norfolsky teriér delece
jack russell teriér delece rottweiler nonsense
japonsky Spic inverze tibetsky teriér delece
kavalir king charles Spanél missense  trpaslici pudl delece
kokrs$panél delece welsh corgi pembroke inzerce
labradorsky retrivr inzerce zlaty retrivr splicing

Tabulka 7: Plemena pst se svalovou dystrofii a probihajici mutace v genu DMD (Nicholas et al. 2023c).
5.3.1 Priznaky

U postiZenych pst se klinické ptriznaky objevuji nékolik tydnli po narozeni a jejich
povaha byva rliznoroda. Charakteristickym znakem onemocnéni je celkova slabost
spojena s postupnym ubytkem svaloviny. PostiZeni psi vykazuji slabost svald, ktera je
zplisobena atrofii ¢i hypertrofii svalové tkdné, coZ milze vést k abnormalitdm v postoji
a chlzi (Shelton 2004). Typickym znakem je shrbeny postoj (Obrazek 8), kterému
predchazi zaktiveni v oblasti patere (Valentine et al. 1992). Mezi dalsi klinické priznaky
patii obtiZe s polykdnim, regurgitace a dusnost, které jsou dlisledkem hypertrofie
svaloviny jazyka, hltanu a jicnu. MliZe také dochézet k obtiZim s oteviranim celisti nebo
k hypersalivaci. U nékterych jedinci mohou byt pozorovany i abnormality srdecni
svaloviny, které mohou véstaZz k selhani srdce. Obecné jsou psi neschopni zvladat fyzickou

zatéZ a béhem chiize projevuji kratké a tuhé kroky (Shelton 2004).

Obrazek 8: Labradorsky retrivr s typickym abnormalnim drZenim téla (Shelton & Engvall 2002).
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5.3.2 Diagnostika

Diagnostika svalové dystrofie prosla zna¢nym vyvojem. Plivodné se diagndza
stanovovala na zakladé klinickych a patologickych zmén. Ke studii morfologickych
abnormalit nervové, kosterni a srdec¢ni svaloviny se béZné pouzival svételny mikroskop.
S rozvojem modernich metod jsou svalové biopsie (Obrazek 9) podrobeny analyzam
s vyuZzitim histologickych a cytochemickych technik (Prior & Bridgeman 2005).
Imunohistochemickymi testy je moZné zjistit pritomnost proteinu dystrofinu ve svalové
biopsii (Shelton & Engvall 2002).

of Y, ’ ’ . 5 ’
h 0 ¢ < SN 'j
Obrazek 9: Dystroficka svalova tkan s viditelnymi tmavymi vlakny, ktera prochazeji degeneraci
a infiltraci makrofagy (Valentine et al. 1992).

V soucasné dobé se diagnostika provadi pomoci molekuldrnich testd.
Diky pokrocilym metodam, jako jsou multiplex polymerazova retézova reakce nebo napfr-.
Southernova metoda blottingu (Obrazek 10), je nyni moZné onemocnéni diagnostikovat
bez potreby invazivni svalové biopsie (Prior & Bridgeman 2005).
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Obrazek 10: Analyza Southern blotu z DNA - §ipky oznacuji polymorfni restrikéni fragmenty. Rada 8, 11,
12 - postizeni samci, fada 14 - postiZena samice, fada 10, 15 - prenaSecky, fada 9, 13, 16, 18 - zdravi
samci, fada 17 - zdrava samice (Valentine et al. 1992).
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Southern blot je laboratorni metoda slouZici k detekci specifickych molekul DNA
z biologického vzorku. Pomoci restrik¢ntho enzymu je vzorek DNA rozsStépen na malé
fragmenty, které jsou separovany dle velikosti pomoci gelové elektroforézy. Separovana
DNA je v nezménéné pozici pfenesena na nosnou membranu. Membrana je poté oSetirena
sondou, coZ je kratky usek DNA ¢i RNA, ktery je schopen se vazat s konkrétni sekvenci
DNA. Sonda obvykle obsahuje radioaktivni nebo fluorescen¢ni barvivo, které umoznuje
detekci cilového DNA fragmentu (National Human Genome Research Institute 2024).

Metoda PCR je vyuZivana predevsim diky rychlosti provedeni a miiZe byt vyuZito
pro prenatalni diagnostiku. Pri prenatalni diagnostice je fetdlni DNA ziskana bud’
odbérem choriovych klkii nebo aminocentézou, diileZité je potvrdit neptitomnost
mateiské DNA ve vzorku fetdlni DNA (Prior & Bridgeman 2005).

Geneticka laborator GENOMIA nabizi testovani DMD u plemen s predispozicemi
k tomuto onemocnéni za 1 490 K¢. U kavalir king charles Spanélii je cena 1 690 K¢
(GENOMIA 2024).

5.3.3 Lécba

Pristup k1é¢bé svalové dystrofie 1ze rozdélit do dvou obdobi. V prvnim obdobfi, které
predchazelo identifikaci genu DMD a proteinu dystrofinu, se létba zamérovala
na symptomy a uZivdni medikamentl, které cilily na mechanismy odvozené
z patologickych zmén. Druha faze, navazujici na toto obdobi, se soustfedi na genové
a proteinu dystrofinu otevrel cestu k cilenéjSim terapiim, avSak pokrok v genovych
terapiich byl znacné pomaly a provazela ho fada komplikaci. Nadale tak zlistavaji
glukokortikoidy a podptlirna lé¢ba standardnim postupem pii 1écbé svalové dystrofie
a genova terapie je stale ve fazi vyvoje (Kornegay 2017).

30



6 Genova terapie

Kapitola se zaméfuje na principy genové terapie, jako 1éCebného pristupu,
a popisuje jeji vyuZziti v ramci dédi¢nych chorob u pst. Detailnéji jsou popsany konkrétn{
terapeutické pristupy u vybranych dédi¢nych onemocnéni.

6.1 Historie genové terapie

Prvni kroky v genové terapii zapocaly v 60.-70. letech 20. stoleti, kdy se uskutecnily
prvni experimenty zkoumajici potencial této terapeutické metody. Tyto experimenty
umoZnily izolaci specifickych sav¢ich bunék a byly dlikazem prvnich tispésnych pienost
a expresi exogenni DNA v burikach savcli (Ray Bradley et al. 1962; Kao & Puck 1968;
Friedmann 1992).

V prvni poloviné 60. let byl kladen dliraz na vyvoj buné¢nych linii, které by umoZznily
otestovani hypotézy, Ze cizi DNA miiZe byt trvale a stabilné prenesena do sav¢ich bunék
jako zdroj nové genetické funkce. Ackoliv bylo potvrzeno, Ze savci buiiky mohou zaclenit
a exprimovat cizi DNA, nedostate¢nd efektivita dostupnych metod pirenosu genii v té dobé
neumoziovala stabilni expresi genetické informace. V druhé poloviné 60. let doslo
k objevu, Ze efektivnéjsi transformace miiZe byt dosaZena s vyuZitim exogenni genetické
informace. Tato teorie vychazela z faktu, Ze viry integruji ¢ast své genetické informace
do genomt cilovych bunék a mohou byt modifikovany tak, aby vnesly do poskozenych
bunék potencialné terapeutické geny namisto svych vlastnich (Friedmann 1992).

Vyvoj genové terapie pokracoval az do 80. let, kdy byly vyvinuty efektivni
retrovirové vektory umoziujici korekci genetickych vad v rlznych typech bunék
spojenych s genetickymi chorobami. Pokroky v genové terapii vychazely z podrobného
porozuméni Zivotniho cyklu a transdukéni schopnosti retrovirtt (Friedmann 1992).
Retrovirové vektory se jevily jako ucinny nastroj pro uZziteCny genovy prenos, coZ bylo
demonstrovano nékolika uspésnymi experimenty (Doehmer et al. 1982; Tabin et al.
1982). V poloviné 80. let se genova terapie stala konceptudlni realitou, ktera cekala
na technickou realizaci. Ackoliv se genova terapie nachazela teprve na zacatku svého
vyvoje, popsané mezniky predstavovaly klicové udalosti, které privedly koncept genové
terapie na scénu a ucinily ji prijatelnou pro spole¢nost (Friedmann 1992).

6.2 Charakteristika genové terapie

Genova terapie predstavuje inovativni metodu 1é¢by chorob, které jsou zplisobeny
vadnym nebo chybéjicim genetickym materialem (Pathak 2022). Cilem genové terapie je
dosahnout trvalé exprese terapeutického genu, tak aby doSlo ke zmirnéni nebo eliminaci
symptoml onemocnéni s minimem neZadoucich u¢inkd (High & Roncarolo 2019).
Pozitivniho uc¢inku miiZze byt dosaZeno prostirednictvim nékolika strategii, mezi které
patfi vloZeni nového genu do organismu (gene addition), inhibice exprese mutovaného
genu (gene inhibition), editace, jez zahrnuje modifikaci genu s cilem opravit mutaci
a obnovit ptvodni funkci (gene editing), nebo nahrazeni funkce defektniho ¢i chybéjiciho
genu novou funkéni kopii (gene replacement) (Pathak 2022).
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Genovou terapii lze provést vburnkach gamet, tedy ve spermiich a vajickach,
coZ nazyvame zarodec¢nou genovou terapii. Pfi této metodé je upraveny gen prenasSen
do budoucich generaci. AvSak ¢astéjsi je somaticka genova terapie, pfi které modifikace
genl probihd v télnich buiikich, a nedochazi tak k ptenosu transgenu do dalSich generaci.
Somaticka terapie je povaZovana za méné rizikovou oproti zarodec¢né terapii, ktera
vyvolava obavy z neznamych rizik a neZadoucich u¢inkd na organismus. Tato nejistota
vedla v nékterych zemich k zakazu zarodec¢né genové terapie (Pathak 2022).

6.2.1 Invivo a Exvivo

Pfenos modifikovanych genii do bunék Ize realizovat dvéma zptisoby. Prvni a ¢astéji
pouZivanym zplisobem je in vivo, pri kterém je terapeuticky gen piimo vpravovan do téla
cillového organismu. Druhym zplisobem je ex vivo, ktery spociva v genetické upraveé
bunék, jeZ jsou izolovany mimo organismus, a nasledném transplantovani téchto
modifikovanych bunék zpét do téla (Wolfe 2009).

6.3 Proces genové terapie

z

Proces genové terapie, ktery je schematicky prezentovan na Obrazku 11, zacina
identifikaci defektniho genu, ktery je zodpovédny za projev onemocnéni. Nasledné je
provedeno klonovani zdravého identického genu, ktery je oznacovan jako terapeuticky
gen (i transgen. Terapeuticky gen je poté modifikovan v souladu s terapeutickym cilem
a vloZen do vektoru (Ramamoorth 2015). Vektor je nasledné introdukovan do téla bud’
lokalné (injekci do tkané), nebo systémovym podanim (intravendzné) (Rubanyi 2001).

e

Primarnim ukolem vektoru je transport transgenu do jadra cilové bunky, kde dochazi
kintegraci genetického materidlu do DNA (Ramamoorth 2015). Nasledné dochazi
k tvorbé mRNA a jeji translaci do vysledného proteinu, ktery by mél po interakci

s receptory bunék vyvolat odpovidajici terapeuticky efekt (Rubanyi 2001).

Vniknuti Geneticky
Identifikace : Klon_ov:;}nl Zavedeni Velftor transgenu _materlal Je
N identického dosahne g integrovan
postiZeného |mp zdravého | transgenu (= cilové » do,]adra » do DNA a
genu do vektoru " cilové P
genu buriky buitky provadi
svou funkci

Obrazek 11: Schematické znazornéni procesu genové terapie (Ramamoorth 2015).

6.4 Vektory

Vektory jsou vyuZzivany jako nosice k prenosu nové funk¢ni kopie vadného nebo
chybéjiciho genu do bunék téla (Pathak 2022). V zakladu se pro genovou terapii vyuzivaji
bud’ virové, nebo nevirové nosice gent. Kritériem pro vybér vhodného vektoru pro
genovou terapii je zejména dostupnost cilové tkané, ktera urcuje, zda bude transdukce
provedena in vivo nebo ex vivo. Dal§im rozhodujicim faktorem je délka exprese transgenu,
ktera miize byt doCasna ¢i trvala. U terapeutickych zasahi, kde je trvald exprese genu
nezbytna jsou preferovany retroviry a adenoasociované viry (Havenga etal. 1997).
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6.4.1 Virové vektory

V priibéhu evolu¢niho vyvoje ziskaly viry mnoho biologickych charakteristik, které
jim umoznuji ucinné rozpoznavat buiiky a pronikat do nich. Viry jsou schopny se
pohybovat v cilovych bunkach smérem k jadru, kde nasledné exprimuji své geny
do hostitelské buriky (Rubanyi 2001). Tyto schopnosti jsou diivodem, pro¢ jsou viry
preferovanymi vektory v ramci genové terapie (Pathak 2022). Nejcastéji vyuZzivané virové
vektory jsou retroviry (RV), lentiviry (LV), adenoviry (Ad), adenoasociované viry (AAV)
a viry herpes simplex (HSV). Vektory RV a LV disponuji RNA genomy, které vyzaduji krok
reverzni transkripce (Wolfe 2009).

Virové vektory vykazuji rovnéZ nékolik nedostatkli které zahrnuji obtiZnost
v oblasti vyroby, limitovanou schopnost opakovanych aplikaci v diisledku zanétlivych
reakci a opozdéné reakce imunitniho systému (Al-Dosari & Gao 2009). Mezi dal$i omezeni
patfi jejich niZ$i nosna kapacita (Rodriguez-Gascon et al. 2013).

Retrovirus (Obrazek 12) je virus, ktery dokaZe prevést svilij geneticky material
zZ RNA genomu na dvouvlaknovou DNA a kopie genomu jsou nasledné integrovany
do chromozomi hostitelskych bunék (Patil et al. 2012). Mezi vyhody téchto virti patii
dlouhodoba a stabilni exprese a schopnost integrace do genomu (Ratko et al. 2003).
VyuZiti retrovirii v genové terapii narazi na problém spojeny s enzymem integrazy, ktery
je schopen vloZit geneticky material viru do libovolného mista v genomu hostitele,
coZ miiZe vést k naruseni funkce ptivodnich genti bunék a vzniku tzv. vloZené mutageneze
(Patil etal. 2012). Dal$i nevyhodou je nutnost buné¢ného déleni (Ratko et al. 2003).

Envelope
glycoprotesn (env)

RNA genome

o Envelope

Nucleocapsid (gag) Integrase (pol)

Reverse

Protease (pof) transcriptase (pof)

Capsid (gag) Matrix (gag)

Obrazek 12: Struktura retroviru (Huang & Kamihira 2013).

Lentivirus je kulovita struktura sloZena zjednovlaknové RNA. Hlavni vyhodou
vektoru je jeho dlouhodoba exprese (Ratko et al. 2003). Potencialni riziko u LV spociva
v moZnosti vloZeni nezadoucich mutaci do genomu hostitele. V sou¢asné dobé vétSina
laboratofi neni schopna vytvaret lentivirové vektory, které neintegruji svlij geneticky
material do hostitelské buiiky, a proto jsou LV vyuZivany v mens$i mife (Pan etal. 2021).
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Adenovirus (Obrazek 13) je typem neobaleného viru s dvouvlaknovou DNA, ktery
se vyznacuje schopnosti infikovat Sirokou $kélu hostitell. Je vyuZivan predevsim diky své
genetické stabilité a velké nosné kapacité pro prenos cizich genii (Pan et al. 2021).
Adenovirus ma schopnostinfikovatriizné typy bunék a jeho produkce je relativné snadna.
Nevyhodou je doCasna exprese a riziko toxicity pri opakované aplikaci. Kromé toho neni
adenovirus schopen integrace do genomu (Ratko et al. 2003).

Knob domain
«— Fiber
« Penton base

Viral DNA
Hexon

Core protein

Terminal protein

Obrazek 13: Struktura adenoviru (Huang & Kamihira 2013).

Adenoasociovany virus (Obrazek 14) je neobaleny jednovlaknovy DNA virus, ktery
disponuje vyznamnymi biologickymi vlastnostmi, genetickou stabilitou, vysokou
a dlouhodobou ucinnosti exprese a relativné snadnou manipulaci (Pan et al. 2021).
AAV k prenosu nevyZaduje bunécné déleni (Ratko et al. 2003). AvSak vyrobni proces AAV
je slozity a nakladny, coZ omezuje jeho Sirsi vyuziti (Pan et al. 2021). Dalsi nevyhodou je
omezena nosna kapacita a potencialni riziko vloZeni mutageneze (Ratko et al. 2003).

Capsid
“_,...f

SN ghE-siranded
viral DMA gename

Obrazek 14: Struktura adenoasociovaného viru (Huang & Kamihira 2013).

Viry herpes simplex (Obrazek 15) patii do skupiny dvouvldknovych DNA vir(, které
maji schopnost cilit na urcity typ bunék, konkrétné neurony (Patil etal. 2012). Tento typ
vektorli dokaZe nést komplexni genové struktury diky vysoké nosné Kkapacité.
Zaroven HSV prokazaly schopnost efektivni transdukce in vivo. Mezi nevyhody patii
vysoka toxicita a latentni exprese, ktera miiZe vést k reaktivaci onemocnéni. Celkové je
exprese geni s vyuZitim HSV kratkodoba (Ratko et al. 2003).
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Obrazek 15: Struktura herpes simplex viru (Huang & Kamihira 2013).

V soucasné dobé jsou v reakci na rizika spojena s pouZzitim virovych vektori
v genové terapii vyvijeny hybridni vektory. Tyto hybridni vektory jsou sloZené z c¢asti
dvou ¢i vice rliznych virovych vektorti, které jsou kombinovany s proteiny nebo
genetickymi sloZkami. Timto zplisobem ziskavaji nové schopnosti nebo jsou zbaveny
nezadoucich ucinkd, coz zvysuje jejich efektivitu a bezpecnost pfi terapeutickém vyuZziti
(Huang & Kamihira 2013).

6.4.2 Nevirové vektory

Obavy z bezpecnosti spojené s virovymi vektory podnitily vyvoj vektort, které
nevyzaduji potiebu virovych systémi (Ginn et al. 2013). Nevirové vektory vyuZivaji
syntetickych a prirodnich sloucenin nebo fyzikalnich sil k dopraveni DNA do bunék.
PouZzivané materiadly jsou pro organismus méné toxické a maji nizkou imunogenitu
(Al-Dosari & Gao 2009). Vyhodami nevirovych vektorli jsou snadna vyroba a moZnost
opakované aplikace, zarovei nejsou omezeny velikosti DNA molekuly. Nicméné, pouziti
nevirovych vektorli je povaZovano za méné ucinné a exprese genil byva kratkodoba
(Al-Dosari & Gao 2009; Rodriguez et al. 2013). V oblasti prenosu genli patii mezi
nejjednoduds$i nevirové vektory tzv. ,naked" DNA, ktera je aplikovana pfimo
do specifickych tkani, ve kterych dochazi k expresi genti (Ginn et al. 2013).

V soucasné dobé existuji dvé hlavni kategorie nevirovych systémi - fyzikalni
metody a chemické nosice. Fyzikdlni metody prenosu genti do bunék vyuZivaji silu
k dotasnému oslabeni membrany cilové burky, ¢imzZ je usnadnén intracelularni prenos
genetického materialu. Mezi fyzikalni metody patfi napft. injekce jehlou, elektroporace,
sonoporace C¢i fotoporace. Chemické nosice jsou Kklasifikovany na anorganické
a biodegradovatelné ¢astice (Ramamoorth 2015).

Anorganické Castice jsou nanocastice, které chrani molekulu DNA pred degradaci
a jsou schopny vstupovat do bunék. Obvykle se pripravuji z kovii (zlato, stfibro) nebo
anorganickych soli (vapnik, horcik, kiremik), které maji schopnost dopravovat cizorodou
nukleovou kyselinu do cytoplasmy nebo jadra postmitotickych bunék prenaSet
a nevykazuji témér Zadnou toxicitu (Al-Dosari & Gao 2009). Bioodegradovatelné castice
mohou byt bud’ syntetické, nebo prirodni a zahrnuji napt. peptidové vektory, pevné
lipidové nanocastice, lipidové nanoemulze ¢i kationtové lipidy (Ramamoorth 2015).
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6.5 CRISPR-Cas v genové terapii

Technologie CRISPR se stala popularnim nastrojem v oblasti genové terapie,
nabizejicim Siroké moZnosti aplikace. Tato inovativni metoda vychazi z prirozeného
imunitniho systému bakterii, ktery jim poskytuje ochranu proti plazmidim a virim
(Doudna & Charpentier 2014).

Systém CRISPR-Cas poskytuje obranny mechanismus tim, Ze integruje cizi DNA
do genomu, coZ umoZiiuje vyvinuti imunity proti invazivnim elementlim. KdyZ cizi DNA
pronikne do bakterie, proteiny Cas ji identifikuji a rozStépi na kratké fragmenty, které se
integruji do CRISPR lokusii. Nasledné CRISPR produkuje kratkou RNA (crRNA), do které
se zpracovavaji cizi sekvence, a transaktivovanou CRISPR RNA (tracrRNA). Tyto molekuly
spoletné s proteinem Cas tvori komplex, ktery dokaZe identifikovat a rozstépit cizi DNA
pri dalsi infekci. Cely proces zvySuje odolnost bakterii a pomdaha U¢inné se branit proti
infekcim (Makarova et al. 2011). K navazani proteinu Cas na cilovou sekvenci DNA slouzi
specificka sekvence PAM (Protospacer Adjacent Motif). Tato sekvence nukleotid{, ktera je
rozpoznana a navazana na Cas protein, je kliCova pro spravné cileni a navadéni Cas
proteinu ke konkrétnimu mistu v DNA, kde ma dojit k upravé (Chemello et al. 2020).

Genova terapie pomoci systému CRISPR-Cas zahrnuje upravu DNA za ucelem
korekce mutaci. Systém CRISPR-Cas vyuziva RNA jako naviga¢ni prvek, ktery mutované
useky DNA zaméri a odstrihne. Jakmile je DNA roz$tépena, jsou aktivovany prirozené
opravné mechanismy burky, které odstrani nebo nahradi mutovanou sekvenci (Heinz &
Mashreghi 2017). CRISPR-Cas miiZe byt u¢inné vyuzit in vivo i ex vivo. Pro GspéSnou
implementaci této technologie je klicové efektivni doruceni do cilovych bunék, coz lze
realizovat pomoci virovych ¢i nevirovych vektori nebo vyuZitim fyzikalnich metod.
Diky své vysoké ucinnosti a jednoduchosti se CRISPR-Cas systém stal jednou
z nejoblibenéjsich technologii pro upravu genti (Huang et al. 2022).

CRISPR-Cas lze rozdélit do dvou hlavnich kategorii. Prvni kategorie vyuziva pro
rozStépeni nukleové kyseliny sloZité komplexy proteindi, ale v genovém inZenyrstvi
u eukaryot se tento zplsob prili§ nepouZziva kviili sloZitosti expresnich mechanismi.
Naopak, druha kategorie k tomuto tucelu vyuZziva jediny protein, jako je Cas9, Cas12, Cas13
nebo Cas14 (Makarova et al. 2015).

6.5.1 CRISPR-Cas9 v genové terapii

CRISPR-Cas9 je momentalné nejvykonnéj$im nastrojem pro upravu genli (Huang et
al. 2022). Jeho funkce spociva v dodani enzymu Cas9 a specifické RNA (sgRNA)
do cilovych bunék. SgRNA, sloZena z crRNA a tracrRNA, navadi enzym Cas9 k cilové
sekvenci. Po navazani Cas9 a sgRNA na cilovou sekvenci dochazi ke $tépeni DNA a vzniku
zlomu. Burika pak opravi zlom za pomoci prirozenych opravnych systémi jako je NHE]
(non-homologous end joining) nebo HDR (homology-directed repair). Vyhodou HDR je,
Ze vyuZziva homologni oblast DNA jako predlohu a nedochazi tak k nepfesnym opravam
a ztraté funkce genu. Tato technologie umoZiiuje efektivni, pfesnou a flexibilni upravu
genl u mnoha typii bunék a organismti (Heinz & Mashreghi 2017).
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6.5.2 Rizika CRISPR-Cas

PrestoZe se systémy CRISPR stale vyviji a jsou vyuZivany v 1é¢bé mnoha genetickych
onemocnéni, jedna se stale o rané stadium vyvoje. Spolu s pozitivy prinasi tato
technologie i mnoho prekazek, které ovliviiuji jeji uCinnost a bezpectnost prenosu.
Hlavnim problémem metody CRISPR je vyskyt mimo-cilovych t¢inkd. RNA, ktera navadi
enzym Cas9 k cilovému mistu pro tUpravu genu, miiZe rozpoznat podobnou sekvenci
a zplsobit nechténé zmény v jinych genech. DalSim omezenim je bezpecnost
a efektivita prenosu CRISPR-Cas. Ackoli jsou virové vektory efektivni v prenosu, mohou
zplisobit mutageneze mimo cil a vyvolat imunitni reakce. Obdobné existuji piekazky i pri
pouZiti nevirovych systémii (Huang et al. 2022).

Je proto dileZité peclivé vybirat metody prenosu podle konkrétniho pripadu,
neustale vyvijet nové metody a optimalizovat stavajici virové i nevirové vektory, aby bylo
zaruceno jejich bezpecné a efektivni pouziti (Huang et al. 2022).

6.6 Genova terapie u dédicnych onemocnéni u psi

Genova terapie u psii vychazi ze znalosti o genetickém pozadi téchto savcl.
Rozsahlé studie napfi¢ genomem umoZnily 1épe porozumét molekularni podstaté
specifickych fenotypi. Tyto znalosti byly a nadéle jsou vyuZivany v klinickych studiich
genové terapie, diky kterym se tento 1éCebny pristup neustale vyviji v oblasti veterinarni
i humanni mediciny (Switonski 2020).

6.6.1 Psijako modelovy organismus

Psi sehravaji vyznamnou roli jako preklinické modely v oblasti genové terapie
v humanni mediciné, jelikoZ vice neZ 58 % genetickych onemocnéni diagnostikovanych
u psti koreluje s chorobami, které se vyskytuji v lidské populaci (Gopinath et al. 2015).
Vyhodou je také pristup krozsahlym rodokmentim, které umoZiuji sledovani
jednotlivych generaci (Switonski 2020). Tyto modelové organismy slouZi predevSim
k peclivému posouzeni bezpecnosti, i¢innosti a ddvkovani vektort (Gopinath etal. 2015).

Prvni uspéchy v genové terapii u psii pro monogenni onemocnéni byly
zaznamenany v poloviné 90. let dvacatého stoleti. V Tabulce 8 je prehled prvnich
uspésnych terapii u vybranych chorob psti (Switonski 2020).

Rok  Onemocnéni Gen  Vektor

1993 hemofilie B F9 retrovirus

1996 hemofilie A F8 adenovirus

1998 svalova dystrofie DMD  adenovirus

2012  X-vazana progresivni retinalni atrofie RPGR adenoasociovany virus

Tabulka 8: Prvni Gspé€sné genové terapie pro vybrana onemocnéni psti (Switonski 2020).
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6.6.2 Uspésné korekce hemofilie A pomoci genové terapie

Prvni uspéch genové terapie u hemofilie A byl zaznamenan vroce 1996.
Korekce byla provedena pomoci rekombinantniho adenovirového vektoru AviIALAPH81,
ktery obsahoval lidskou cDNA BDD FVIII, coz je zkracena verze faktoru VIII, ktera
obsahuje pouze funk¢ni domény A a C. Vektor byl aplikovan intraven6zné do hlavové Zily
pst (Connelly et al. 1996).

Parametry hemokoagulace, jako je aktivovany koagulac¢ni ¢as (ACT) a aktivovany
parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT), byly vyhodnoceny pred aplikaci vektoru
a sledovany nékolik dni poté. BEhem dvou dnii po aplikaci vektoru doslo k normalizaci
téchto parametrt, avSak do 7. dne se vratily do ptivodnich hodnot (Connelly et al. 1996).
K posouzeni hemokoagulace slouZi také test CBT (Cuticle bleeding time), pti kterém se
provadi maly fez kutikulou nehtu psa. U zdravych psti by se mélo krvaceni zastavit
do 8 minut. Ackoli se ob¢as miiZe prodlouZzit aZ na 12 minut, po zastaveni krvaceni by jiZ
nemélo dochézet k jeho opétovnému spusténi. U hemofilickych pst je trvani krvaceni
prodlouZeno aZ na 20 minut. U nékterych jedinci miiZze dojit k pred¢asnému zastaveni
krvaceni, avSak se jedna pouze o docasny stav (Giles et al. 1982). V ramci této studie CBT
piresahoval pired podanim vektoru 20 minut, po podani vektoru se do 2 dni sniZzil
na 2 minuty, poté se ustalil na 7,5 minut, coZ je normalni hodnota (Connelly et al. 1996).

Analyza biologické aktivity FVIII ukazala zvySeni aktivity od 1. do 5. dne po podani
vektoru, avéak poté se aktivita sni%ila pod hranici detekce. Usp&snou korekeci fenotypu
naznacily vysledky z analyzy pritomnosti lidského FVIII antigenu v plazmé. Pro dalsi
posouzeni exprese genu F8 byly provedeny biopsie jater a sleziny. V téchto tkanich byla
detekovana DNA, ktera pred 1écbou nebyla pritomna. Omezena doba exprese lidského
FVIII u hemofilniho psa byla zpilisobena ¢aste¢né vyvojem protilatek proti lidskému
proteinu. Tento pes bohuZel neprezil chirurgickou biopsii a zemfel na komplikace
(Connelly etal. 1996).

S cilem minimalizovat imunitni odpovéd na lidsky FVIII byl druhy pes
imunosuprimovan cyklofosfamidem a prednisonem pfed a po aplikaci vektoru.
[ presto, Ze se navySila aktivita faktoru, plazmatické hodnoty FVIII byly nizsi.
Imunosupresivni 1é¢cba nezabranila vzniku imunitni odpovédi, a tim padem neprodlouZila
dobu exprese (Connelly et al. 1996).

Studie prokazala korekci hemofilie A, avsSak fenotypova korekce byla tasové
omezena imunitni odpovédi na lidsky protein FVIII. Rychly vyvoj protilatek byl
ocekavany, protoZe lidsky FVIII je vysoce imunogenni pfi intravenéznim podani u pst.
Pokus o blokovani aktivity protilatek vyznamné neprodlouZzil dobu fenotypové korekce
(Connelly etal. 1996).

Ve vyzkumu zaméfeném na posouzeni dlouhodobé ucinnosti a bezpecnosti
adenoasociovaného vektoru v 1é¢bé hemofilie A byl AAV obsahujici psi F8 gen aplikovan
deviti postiZzenym pstim. Infuze vektoru do organismu byla provedena dvéma zplisoby,
bud’ s obéma retézci F8 nebo s jednim retézcem. Nasledné byli oSetreni jedinci sledovani
po dobu deseti let (Nguyen etal. 2021).
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Béhem studie byly u vSech psli udrzovany stabilni hladiny aktivniho psiho FVIII,
coz vedlo ke sniZeni spontannich krvaceni. U dvou pst byly zaznamenany zvysujici se
hladiny FVIII ¢tyti roky po 1écbé. Po ukonceni studie byla provedena analyza jaterni tkané,
ktera odhalila nekontrolovatelné Sifeni transdukovanych jaternich bunék u péti psf,
coZnaznacovalo zaclenéni vektoru do genomu. U Zadného psa nebyly zaznamenany zadné
nezadouci u¢inky ani diikazy o tvorbé malignich bunék (Nguyen et al. 2021).

Stabilni exprese a korekce hemofilie byla pozorovana u osmi psii, kterym byly
aplikovany vektory AAV2 (n=4), AAV6 (n=3) a AAV8 (n = 1), obsahujici BDD (B-domain-
deleted) cFVIII, do portalni Zily. Cisla 2, 6 a 8 za zkratkou AAV oznatuji jednotlivé
sérotypy, tedy rlizné varianty adenoasociovaného viru, ¢isla 4, 3 a 1 v zavorkach urcuji
pocet psti, u kterych byl dany sérotyp pouZit. Konstrukce vektoru (Obrazek 16)
zahrnovala promotor transthyretinu, synteticky intron, cDNA faktoru VIII s odstranénou
B doménou a syntetickou polyadenyla¢ni sekvenci (Batty et al. 2022).

Infuze AVV byla obecné tolerovana, avSak u jednoho psa doSlo k tachykardii,
hypertenzi a otoku obliceje. Stabilni exprese FVIII byla pozorovana po dobu vice nez 10let
u 6 jedincli, coZz u nich vedlo kpotlaceni klinickych pfiznakdi a sniZeni krvaceni.
Pocet spontannich krvaceni se snizil z hodnoty 5,4 na hodnotu 0,6 za rok. U dvou pst
nedo$lo kreakci na terapii a dostatecné expresi faktoru znejasnych pricin,
avsak i u téchto psli dosSlo ke zlepSeni koagula¢nich testi a sniZeni krvaceni.
SniZeni celkového koagula¢niho ¢asu z hodnot 15,4 na 5,6 minut bylo pozorovéano u pst
s odpovédi na vektor i bez odpovédi. Postmortalni vySetfeni provedené u vSech pst
nepotvrdilo Zadné znamky zanétu parenchymu jater ani poSkozeni jaternich bunék.
Ve vSech jaternich vzorcich byla pomoci PCR detekovatelna cFVIII DNA, ktera nebyla
detekovana v ostatnich organech, coZ potvrzuje, Ze zdrojem produkce faktoru byla
vyhradné jatra. Trvala exprese trvajici pies 10 let a korekce fenotypu hemofilie potvrzuji
dlouhodobou ucinnosta také bezpetnost AAV zprostredkované terapie (Batty etal. 2022).

SQ

ITR |TTR|SI| Al |A2 A3 | C1 |C2|SPA| ITR

aagcttctcccagaatccaccagtctcaaa

Obrazek 16: Struktura vektoru AAV-cFVIII-BDD. Zahrnuje inverzni terminalni repetice (ITR), synteticky
intron (SI), syntetickou polyadenylaci (SPA), promotor (TTR) (Batty et al. 2022).
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6.6.3 Uspésné korekce hemofilie B pomoci genové terapie

Priilom v oblasti genové terapie u hemofilie B pFiSel s prvni tispéSnou terapii v roce
1993. Cilovym organem pro lé¢bu hemofilie B jsou jatra, ktera produkuji koagulani
faktor IX, ktery je Fizena genem F9. V ramci studie byla pro ptrenos genii do jaterni tkdné
in vivo metoda prostiednictvim primé infize rekombinantnich retrovirovych vektori
do portalniho krevniho obéhu. Terapie byla testovana na ctytech psech, u nichZ doSlo k
missense mutaci, ktera vedla k absenci antigenu v plazmé. U téchto modelovych zvirat
byla provedena Castetna hepatektomie (odstranéni jater), po které nasledovala infuze
retroviru LX-cFIX v rliznych ¢asovych intervalech (Kay et al. 1993).

Koncentrace FIX v plazmé téchto psti byly sledovany pomoci biologickych
a imunologickych testli. Kromé toho byly monitorovany hemostatické parametry, jako je
celkovy koagulacni ¢as (WBCT) a parcialni tromboplastinovy ¢as (PTT). Vysledky ukazaly,
Ze u prvniho psa doSlo k vyznamnému zvySeni plazmatické hladiny FIX, ktera byla
udrZovana na stabilni trovni po dobu vice neZ 5 mésicli. Tento jedinec také vykazoval
zkraceni WBCT po dobu lé¢by ve srovnani s neléc¢enymi jedinci. PTT u druhého a tretiho
psa byl také vyznamné zkracen. Ctvrté zvite uhynulo v diisledku chirurgické komplikace
a nebylo zarazeno do testovani (Kay etal. 1993).

Vyzkum potvrdil G¢innost prenosu genli touto metodou, avsak uvadi nutnost
zdokonaleni postupf, tak aby bylo dosaZeno vyssich hladin faktoru (Kay et al. 1993).

V ramci studie zamérené na testovani imunitnich reakci na transgen byl aplikovan
AAV-cFIX-Padua obsahujici geny pro psi a lidsky faktor IX. Vektor spolu s FIX byl injikovan
do Zily na zadni koncetiné tiem pstim, ktefi vykazovali vysoké riziko tvorby protilatek
(Crudele etal. 2015).

Béhem triletého pozorovani nebyly zjiStény Zadné toxické ucinky. Pozorovana byla
uplna normalizace WBCT, ktery u hemofilickych zvirat mtiZe piekrocit 45 minut, zatimco
u zdravych jedincli se pohybuje okolo 8 minut. Také doslo k vymizeni spontdnnich
krvaceni. V priibéhu studie byly pozorovany imunitni reakce na aplikaci AAV-cFIX-Padua.
U jednoho psa byly zaznamenany vyraznéjsi zanétlivé cytokiny, které se béhem 800 dnii
zlepsily, a ukazala se sniZujici tendence. DiileZitym faktorem pro dosaZeni dlouhodobého
ucinku bylo dosaZeni imunitni tolerance k faktoru IX. Tyto vysledky potvrzuji bezpe¢nost
u pacientli nachylnych k tvorbé inhibitorti (Crudele et al. 2015).

Cilem nasledujici studie bylo posoudit bezpecnost a ucinnost 1é¢by hemofilie B
pomoci lentivirové genové terapie. Pro tento ucel byly vyrobeny tfi lentivirové vektory.
Prvni vektor obsahoval modifikovana dlouha terminalni opakovani, ktera zabrarovala
replikaci vektoru v hostitelské buiice. Druhy vektor obsahoval cDNA transgeny pro faktor
IX pod kontrolou hepatocyt-specifického promotéru, coZz umoZznilo expresi faktoru IX
primarné v jaternich burikach. Posledni vektor nesl ¢tyfi tandemové repetice pro regulaci
a optimalizaci exprese faktoru IX. Vektory byly aplikovany tifem psiim do portalni Zily
(Cantore etal. 2015).
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Infuze prvniho psa byla dobfe tolerovana s vyjimkou kratkodobého zvySeni télesné
teploty o 1 °C. Druhy pes zaZil akutni hypotenzi béhem infuze, ktera byla pricitana
anafylaktoidni reakci na neznamou slozku vektoru. Na zakladé téchto skute¢nosti byl tireti
pes pred podanim vektoru podroben 1é¢bé kortikosteroidy a antihistaminiky, po temZ
nedoslo k Zddnym zménam krevniho tlaku ani teploty. U prvnich dvou psti doslo po infuzi
k mirné hepatocelularni toxicité, a u vSech jedinctli byla zvysena koncentrace zanétlivych
cytokinii (Cantore etal. 2015).

VSichni tii psi byli sledovani po dobu 5 let. Doba krevni koagulace se zkratila
a zOstala stabilni v rozmezi 15 aZ 20 minut, avSak nedosahla normalnich hodnot. U v§ech
jedincl doSlo ke zvySeni aktivity faktoru IX a nebyly zjiStény Zadné protilatky proti
tomuto faktoru. Celkové doslo ke zlepSeni Kklinickych ptiznakd u tfi hemofilnich pst,
u kterych béhem sledovani do$lo ke sniZeni spontannich krvaceni a zvySeni hladin
srazeciho faktoru. Lentivirus nebyl detekovatelny v krvi a spermiich, coZ naznacuje
dlouhodobou perzistenci LV v jaternich butikach. Dlouhodoba toxicita nebyla potvrzena
a genova terapie poskytla stabilni dlouhodobou korekci hemofilie (Cantore et al. 2015).

6.6.4 Uspésné korekce X-vazané progresivni retinalni atrofie pomoci genové
terapie

Prvni uspésny pokus o 1écbu XLPRA pomoci genové terapie byl zdokumentovan
v roce 2012. Terapie XLPRA spocivala v aplikaci subretinalni injekce adenovirového
vektoru obsahujiciho lidsky gen RPGR, jehoZ exprese byla fizena promotory hIRBP
a hGRK1, s cilem obnovit strukturu a funkci fotoreceptorti (Beltran et al. 2012).

U XLPRA1 zabranila terapie aplikovana pred nastupem onemocnéni jeho vzniku.
OSetieni XLPRAZ po nastupu onemocnéni, kdy probihal thyn fotoreceptorovych bunék,
zastavilo progresi onemocnéni a obnovilo morfologii zbyvajicich fotoreceptort.
Zmény zasahujici do citlivych oblasti byly vraceny do normalu, zejména pri pouZiti
vektoru AAV2/5-hIRPB-hRPGR. Expresni aktivita terapeutického genu byla robustni
v obou typech bunék, a to zejména diky pouziti promotoru hIRBP, ktery reguluje expresi
terapeutického genu a udrZuje ji na stabilni urovni (Beltran et al. 2012).

Subretinalni terapie provedena u pst s XLPRA za pomoci vektoru AAV2/5 a lidské
RPGRORF15 cDNA byla uU¢inna pii zachovani struktury a funkce fotoreceptort.
Utinnost terapie byla jesté vétsi, kdy% byl terapeuticky transgen Fizen promotorem hIRBP.
Pro zkoumana stadia onemocnéni se tento terapeuticky postup ukazal jako velmi uc¢inny
(Beltran et al. 2012).

Béhem studie, ktera méla za cil optimalizovat terapeuticky AAV pro klinické vyuziti,
byl subretindlné aplikovan vektor AAV2/5-GRK1-hRPGRstb (Obrazek 17) do ctyr
postiZenych o¢i psli s ranym stddiem onemocnéni (vék 5 tydnti). Po dvou letech byla
vrstvy (ONL), kterd obsahuje jadra fotoreceptorli na rozdil od neoSetienych oblasti,
které vykazovaly redukci tlouStky ONL, coZ odpovida prirozenému vyvoji onemocnéni.
V dalsi fazi studie bylo dvanact o¢i psti ve stfrednim stadiu onemocnéni (vék 12 tydnti)
oSetfeno bud kontrolnim solnym roztokem, nebo vektory sriiznymi koncentracemi
l1écivého prvku. Oblasti injikované vektory projevovaly témér zachovanou tloustku ONL.
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OCi oSetrené roztokem nevykazovaly Zadné rozdily v tlouStce ONL ve srovnani
s neoSetfenymi oblastmi, naopak u nich byla pozorovana redukce (Beltran etal. 2017).

| AAV2/5-GRK1-hRPGRstb |

hRPGRstb
GRK1 Pro
\  SV40SD/ISA  (1,13%bp)  sv4opa PCHPA 1

h\ l by I g .'ll l Y -"'1 ' r"’

Obrazek 17: Struktura vektoru AAV2/5-GRK1-hRPGRstb. Zahrnuje terminalni repetice (TR), promotor
(GRK1), donorovy/akceptorovy prvek pro splicing viru Simian 40 (SV40 SD/SA), polyadenyla¢ni signal
Simian viru 40 (SV40 pA) a polyadenylacni signal ristového hormonu skotu (bGH pA) (Beltran et al.
2017).

Vysledky naznacuji, Ze vektor AAV nesouci stabilizovanou lidskou cDNA RPGR pod
kontrolou promotéru GRK1 vykazuje dlouhodobégjsi ucinnost 1é¢by XLPRA u modelového
organismu a naznacuje potencial pro vyuziti v 1é¢bé RP u lidi (Beltran et al. 2017).

Nasledujici studie slouZila k zhodnoceni toxicity a uc¢innosti vektoru AGTC-501,
ktery byl vyroben pomoci rekombinantniho viru herpes simplex v kultivovanych buiikach
ledvin krecka. Celkem Sestnact pst s diagnézou XLPRA2 ve véku okolo 6tydnii bylo
rozdéleno do tfi skupin a oSetfeno subretinalni injekci vektoru rAAV2tYF-GRK1-hRPGRco
(AGTC-501) do pravého oka. KaZda skupina obdrzZela urcity objem davky a nasledné byla
pozorovana po dobu 20 - 21tydnl. Kontrolni skupiné byl injektovan pouze nosic.
Béhem celého prlibéhu studie byl sledovan celkovy zdravotni stav a provedena riizna
vySetreni jako oftalmoskopie, OCT, elektroretinografie, histopatologie a imunologie.
Ke konci sledovani byla vSechna zvirata obétovana, konkrétné vykrvena pod celkovou
anestezii indukovanou nizkou davkou eutanazie. Po vykrveni zvifat byla eutanazie
dokoncena. Kadavery psi byly podrobeny patologickému vySetfeni a tkané urcené
k analyze PCR, s vyjimkou mozku, byly zmrazeny v tekutém dusiku (Dufour et al. 2020).

Na konci studie vykazovali vSichni psi dobry télesny stav. Vysledky z OCT
a elektroretinografie potvrdily zachovani struktury a funkce fotoreceptort ve vSech
skupindach 1é¢enych rtiznymi objemy davky. Pozorovano bylo patrné zlepSeni vizualniho
vnimani a reakci na svételné stimuly. U zvirat 1éCenych vysokou davkou byly
zaznamenany priznaky zanétu sitnice a hlavy zrakového nervu v oSetfeném oku
a u jednoho jedince doSlo k zaniku sitnice. Histologické vySetieni dale prokazalo
zachovani struktury v retinalnich vrstvach. VySe uvedené vysledky naznacuji potencial
genové terapie v 1é¢bé onemocnéni sitnice a navadi k dalSim studiim (Dufour et al. 2020).

6.6.5 Uspésné korekce svalové dystrofie pomoci genové terapie

Prvni uspéSna genova terapie v ramci svalové dystrofie byla provedena v roce 1998.
Vyzkumna skupina zahrnovala osm tritydennich Sténat, z nichZ tfi byla postiZena a pét
bylo zdravych ¢ prenase¢l. Stéhata byla rozdélena do dvou skupin po &tyfech, kdy
neimunosuprimovana kontrolni skupina obsahovala jedno postizené Sténé
a imunosuprimovana skupina dvé postiZena Sténata. Imunosuprese byla dosaZena
pravidelnym podavanim cyklosporinu (Howell et al. 1998).
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Vsechna Sténiata obdrZela intramuskuldrni injekce adenovirovych vektori
obsahujicich bud’ lidsky dystrofinovy minigen nebo kasetu exprese [-galaktosidazy.
Svalové biopsie byly provedeny 10 a 60 dni po aplikovani adenovirového vektoru. U vSech
pst byl preneseny lidsky dystrofin snadno detekovan. Po deseti dnech bylo pozorovano
vysoké zastoupeni svalovych vlaken v obou skupinach. AvSak po 60 dnech doslo k poklesu
exprese terapeutického genu na hodnoty pred aplikovanim vektoru u psi, ktei'i nebyli
imunosuprimovani. Naopak, vysokd exprese dystrofinu setrvala ve svaloviné psi
lécenych cyklosporinem, ackoli urcité sniZeni exprese proteinu bylo zaznamenano.
Humoralni odpovéd proti transgeniim byla pozorovdna u vSech pst. U Zadného
z imunosuprimovanych psli nebyla zjiSténa specificka protilatkova reakce proti lidskému
dystrofinu. Naopak silna imunoreaktivita proti lidskému dystrofinu byla zjisténa v sérech
vSech imunokompetentnich psti (Howell et al. 1998).

Tato studie, predstavujici prvni pripad prenosu velkého mnoZstvi dystrofinového
minigenu do svaloviny psti, ukazuje, Ze uroveii exprese dystrofinu v kosterni svaloviné
miiZe byt u postiZzenych jedinci dosaZena pomoci genového pienosu, i kdyZ je nutna
imunosuprese pro dosaZeni dlouhodobéjsiho efektu (Howell et al. 1998).

Studie, ktera se zamérila na editaci genu s cilem obnovit expresi dystrofinu u psf,
zkoumala moZnost opravy genetického defektu zplisobeného ztratou exonu 50
a vynechanim exonu 51. K opravé Cteciho ramce vyuZila Streptococcus pyogenes Cas9
enzym sparovany s jednovodikovou RNA (sgRNA), ktera byla navrZena tak, aby zaméftila
oblast sousedici s akceptorovym mistem exonu 51. K zavedeni komponent CRISPR byl
pouzit rekombinantni adenoasociovany virus (AAV9), ktery byl aplikovan
intramuskularni injekci do holenniho svalu. Pro posouzeni u¢innosti genové terapie byla
provedena histologie svalii 6 tydnii po aplikaci. Vysledky imunohistochemie (Obrazek 18)
prokazaly expresi dystrofinu rizné intenzity. Dale bylo potvrzeno obnoveni svalového
dystrofinu v oSetrené kosterni svaloving, ale také neoSetiené, coZ je prisuzovano uniku
vektoru do krevniho obéhu. Svalova tkan se jevila normalizovang, s redukovanym poctem
nekrotickych vlaken (Amoasii et al. 2018).

Obrazek 18: Imunohistochemie dystrofinu - kontrolni (vlevo), neoSettfeny (uprostred), oSetfeny (vpravo)
(Amoasii et al. 2018).

Na zékladé kladnych vysledkli byla provedena intravendzni aplikace vektoru,
ktera vedla k expresi dystrofinu vriznych typech svalli vcetné srdce. Stejné jako
u intramuskularni injekce doSlo k obnoveni dystrofinu a normalizaci svalové tkané.
Ackoli vysledky studie naznacuji uc¢innost této metody, je nutné uvést, Ze metoda CRISPR
nese rizika v podobé vloZenych mutagenezi (Amoasii et al. 2018).
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Uspésnost metody CRISPR potvrdila i nasledujici studie vedena vyzkumniky
z texaské univerzity, ktefi systém CRISPR wvyuzili v1écbé DMD u plemene bigl
Hlavnim cilem studie bylo zhodnotit Gi¢innost terapeutického pristupu u velkého zvirete
pired rozSifenim na del$i a podrobnéjsi experimenty s vétsim poctem psi, které by mohly
vést k naslednému zahajeni klinickych studii na lidech. Vyzkum byl proveden pouze
na 4 psech, u kterych byla DNA cilené poSkozena pomoci CRISPR. Tento zasah v misté
mutace mél za cil umoznit opétovnou produkci svalového proteinu dystrofinu. Prestoze
doslo k obnoveni produkce dystrofinu v kritickych svalovych tkanich téla, u zvifat nebylo
pozorovano zlepSeni svalové funkce. Autofi rovnéZ doporucuji provedeni rozsahlejsich
experimenti pro ovéreni bezpecnosti a efektivnosti metody (Cohen 2018).

6.7 Prekazky v genové terapii

Genova terapie Celi nékolika prekazkam, které ovliviiuji jeji bezpecnost a ucinnost.
Jeden z probléml genové terapie piedstavuje jeji kratkodoby charakter, ktery brani
dosaZeni dlouhodobych terapeutickych t&inké. U¢innost genové terapie je omezena
reakci na cizi prvky v organismu, které stimuluji imunitni systém. Urcité problémy
s sebou nesou i virové vektory, a patfi mezi né toxicita, reakce imunitniho systému
¢i zanétlivé reakce. Zaroven existuje Sance, Ze se virovy vektor v organismu opét stane
nositelem nemoci. Integrace vektoru na nespravném misté v genomu mtZe vést k tvorbé
rakovinotvornych bunék (Ugwu et al. 2019).

Etické aspekty experimentli na zviratech reflektuji otdzky tykajici se welfare.
Na jedné strané se nachazeji vyzkumnici, ktefi experimenty obhajuji s odivodnénim, Ze
takovy postup slouZi k rozsifeni védeckych poznatkili ve prospéch humanni mediciny.
Na druhé strané stoji aktivisté za prava zvirat, kteri védecké vyzkumy na zviratech
povazuji za kruté aktivity, jeZ zplisobuji bolest a utrpeni (Hansen & Kosberg 2019).

JiZ néjakou dobu existuji zakony a predpisy, které maji za ukol chranit zajmy zvirat.
Jednim z téchto zakonili je Animal Welfare Act (AWA), ktery stanovuje minimalni
pozadavky na péci o urcité druhy zvirat vyuzivanych v laboratorich, jako je zajisténi vody,
potravy a utocCisté. Nicméné tento zakon nedokaZe plné pokryt ochranu zvirete a jeho
dodrzovani nemusi nutné znamenat, Ze zvife netrpi (Kenehan 2019).

Vyuzivani zvirat pro védecké ucely je rizeno prisluSnymi smérnicemi a musi byt
v souladu s principy pravidel 3R (Replacement, Reduction, Refinement). Experimentalni
protokoly podléhaji schvaleni etickym vyborem a prisluSnymi organy. Principy 3R
zajistuji, Ze psi jsou vyuzivani pouze ve finalnich preklinickych fazich, Ze jsou vyuZivany
moderni neinvazivni metody, a Ze jsou dodrZovany podminky chovu a péce o zdravi zvirat.
Prekonani vSech prekaZek je klicové pro posun vpred a vyZaduje komplexni usili védct,
ktefi cili nejen na medicinské pokroky, ale také na bezpecnost a eticky pristup této
inovativni 1é¢by (Barthélémy etal. 2019).
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7 Zaver

Genova terapie, jejiz vyzkum zapocal jiZ v minulém stoleti, predstavuje nadéjnou
strategii pro 1é¢bu dédi¢nych onemocnéni a stavii, pro které neexistuji Zddné jiné lé¢ebné
moZznosti. Tato inovativni metoda nabizi moZnost opravy nebo nahrazeni nefunk¢nich
genl zodpovédnych za projevy nemoci. Pro modifikaci genti jsou vyuZivany vektory, které
jsourozdéleny do dvou hlavnich skupin - virové a nevirové.

Virové vektory, mezi které patii adenoasociovany virus nebo retrovirus, jsou
primarné vyuzivany diky své vysoké efektivité prenosu. Mezi nejvyuzivanéjsi vektory
patii AAV, které jsou popularni pro svou nizkou imunogenicitu a schopnost udrZovat
dlouhodobou expresi transgenu. Presto s sebou vSechny virové vektory nesou i urcita
omezeni, jako je potencialni imunogenicita a riziko vloZeni mutageneze. Nevirové vektory,
kam patii tzv. ,naked“ DNA, predstavuji dalSi moZnost pro prenos gent. Tyto vektory,
vyuzivajici fyzikalnich ¢i chemickych procesi, jsou méné imunogenni a maji niZsi riziko
mutageneze ve srovnani s virovymi vektory, ale zaroven jsou méné efektivni pri expresi
transgenu uvnitt bunék. Pro zvladnuti prekazek a zvySeni bezpec¢nosti a u€innosti genové
terapie se vyvijeji hybridni vektory, které kombinuji vyhody riiznych virovych,
ale i nevirovych vektort. Je diileZité poznamenat, Ze volba vhodného vektoru zavisi
na specifickém onemocnéni a poZadovaném terapeutickém vysledku.

Soucasné se vyviji systém CRISPR-Cas9, ktery vychazi z prirozeného imunitniho
systému bakterii. Systém CRISPR umoZiiuje presné zaméreni a editaci DNA, ktera
nasledné aktivuje prirozené opravné mechanismy bunlky pro korekci mutace.
CRISPR-Cas9 prokazal schopnost opravy mutace v genu DMD, nicméné i tento systém
s sebou nese riziko nechténych genetickych zmén v diisledku vloZeni mutageneze.

Studie genové terapie u psli, diky genetickym podobnostem s lidmi, slouZi
predevSim jako modelové studie pro lidska déditna onemocnéni. Vybrané studie
potvrzuji ucinnost genové terapie u vybranych déditnych onemocnéni vazanych
na X chromozom u psii. V pripadé hemofilie A byla uspésné korigovana nedostatecnost
faktoru VIII prostrednictvim aplikace AAV nebo Ad vektoru, coz vedlo k prokazatelnému
zvySeni aktivity FVIIL. U hemofilie B bylo dosaZeno navySeni aktivity faktoru IX a zkraceni
¢asu srazlivosti krve diky genové terapii pomoci retroviru a adenoasociovaného viru.
V1é¢bé hemofilie typu B byla genova terapie rovnéZz ucinna a prinesla dlouhodobé
pozitivni vysledky pro postiZené psy, pricemZ nedoslo k toxickym tc¢inkiim. Progresivn{
retinalni atrofie byla lé¢ena obnovenim funkce fotoreceptorovych bunék sitnice
prostiednictvim adenoasociovanych virovych vektorii s lidskymi promotory.
Studie poukazaly na rizika zanéti sitnice a hlavového nervu pti podani vysokych davek
vektoru, avSak obecné potvrdily zlepSeni zrakového vnimani a reakci na svételné stimuly.
Prvni Gspésna korekce fenotypu svalové dystrofie u psii byla dosazena pomoci adenoviru
k dodani funkéni kopie genu DMD. Trvala exprese proteinu dystrofinu v kosterni
svaloviné byla sledovdna u uméle imunosuprimovanych psti. Tento fakt naznacuje
potifebu zamérit se na moznost imunitni reakce organismu na virovy vektor.
VyuZivanou metodou v obnové exprese proteinu dystrofinu je také systém CRISPR-Cas9,
jehoZ uspésnost byla potvrzena u série studii.
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Zavérem lze konstatovat, Ze genova terapie predstavuje slibnou nadéji pro 1é¢bu
dédi¢nych onemocnéni u psii, ackoli stdle zlistdva nutné vytesit otazky tykajici se
bezpecnosti, dlouhodobého tucinku a etickych aspektii preklinickych studii u zvirat.
Soucasny vyzkum a klinické studie naznacuji optimistickou budoucnost, kde by genova
terapie mohla hrat klicovou roli pfi zdchrané nebo vyrazném zlepSeni Zivotii postiZenych
zvirat. Studie na psich modelech navic pomahaji rozvoji genové terapie v humanni
mediciné. Pro dosaZeni vSech cilii je nezbytny dal$i vyzkum zaméreny na zdokonalen{
metod dorucovani terapeutickych genii a minimalizaci potencialnich rizik.
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9 Seznam zkratek

AAV: adenoasociovany virus

ACT: aktivovany koagula¢ni ¢as

Ad: adenovirus

APTT: aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as
AWA: Animal Welfare Act

BDD: B-domain-deleted, odstranéna B doména
bGH pA: polyadenylacni signal riistového hormonu skotu
BMD: Beckerova muskularni dystrofie

bp: base pair, par bazi

CBT: Cuticle Bleeding Time

cDNA: komplementarni DNA

cFIX: psi faktor IX

cFVIII: psi faktor VIII

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, segmenty
nahromadénych pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic

crRNA: CRISPR RNA

DMD: Duchennova muskularni dystrofie
DNA: deoxyribonukleova kyselina

ERG: elektroretinografie

FIX: koagula¢ni faktor IX

FVIII: koagula¢ni faktor VIII

Gb: gigabase, miliarda baz{

HDR: homology-directed repair, homologicky Fizena oprava
HSV: herpes simplex virus

ITR: inverzni terminalni repetice

kb: kilobase, tisic bazi

kDa: kilodalton

LV: lentivirus

mtCR: mitochondridlni fidici oblast

mtDNA: mitochondridlni deoxyribonukleova kyselina
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mRNA: mediatorova (messenger) RNA

nDNA: jaderna (nuclear) DNA

NHE]: non-homologous end joining, nehomologni spojovani koncti
NK: nukleova kyselina

OCT: opticka koherentni tomografie

PAM: Protospacer-Adjacent Motif, sousedni motiv protospaceru
PCR: Polymerase Chain Reaction, polymerazova retézova reakce
PRA: progresivni retinalni atrofie

PTT: parcialni tromboplastinovy ¢as

RNA: ribonukleova kyselina

RP: retinitis pigmentosa

RPGR: Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator

rRNA: ribozomalni RNA

SI: synteticky intron

sgRNA: single-guide RNA

SPA: synteticka polyadenylace

SV40 pA: polyadenyla¢ni signal Simian viru 40

SV40 SD/SA: donorovy /akceptorovy prvek pro splicing viru Simian 40
tracrRNA: transaktivovana CRISPR RNA

tRNA: transferova RNA

TR: terminalni repetice

vWT: von Willebrandtv faktor

WBCT: Whole Blood Clotting Test, celkovy koagula¢ni ¢as

WGS: Whole Genome Shotgun

XLPRA: X-vazana progresivni retindlni atrofie
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