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Abstrakt

V této bakalarské praci je pojednavano o genové terapii jako 0 mozné 1é¢bé k radé
onemocnéni. Jsou zde shrnuty obecné informace o genové terapii, jeji rozdeleni a také
par dilezitych milnika z historie, které vyznamnym zptisobem piispéli k jejimu rozvoji.
Nasledn¢ se prace vénuje popisu nejcastéji pouzivanych vektort, ptficemz u kazdého jsou
zvlasteé vypsany jeho hlavni vyhody a nevyhody, i ptiklady konkrétnich nemoci, pro které
je mozné dané nosiCe gent vyuzit. Déle se prace zabyva metodami, jez jsou nejcastéji
pouzivany pro odhaleni genové mutace, a kratkym shrnutim modelovych organismd,
které jsou vhodné pro vyzkum genové terapie. Nakonec jsou zde popsany dilezita uskali

spojena s aplikaci genové terapie.

Kli¢ova slova: Genova terapie, virové vektory, nevirové vektory, metody detekce mutaci,

problémy genové terapie

Abstract

This bachelor thesis deals with gene therapy as a possible treatment for many
diseases. It summarizes general information on gene therapy how it is divided and a few
important milestones in history that have significantly contributed to its development.
Subsequently, this thesis focuses on the most commonly used vectors. There are listed
and described their main advantages and disadvantages as well as examples of specific
diseases for which the given gene carriers can be used as a treatment. This thesis also
deals with methods most commonly used to detect gene mutation and summarizes model
organisms suitable for gene therapy research. Finally, problematic areas associated with
the application of gene therapy are described here.

Key words: Gene therapy, viral vectors, non-viral vectors, methods of detecting

mutations, gene therapy problems
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1 UvVOoD

Genova terapie je pomérné¢ nova experimentalni metoda, ktera ma potencionalni
vyuziti v 1é¢bé celé tady lidskych onemocnéni, a to jak téch dédi¢nych, tak 1 téch
ziskanych v pribéhu zivota jedince. Na vyvoji genové terapie se podilelo mnoho

vyznamnych udalosti z historie.

Ptenos pozadovanych genil v genové terapii je zprostiedkovan pomoci vektord, které
mohou byt virového, nebo nevirového piivodu. Kazda skupina téchto moznych nosi¢i
skyta své vyhody i nevyhody. Casto plati, ze co je vyhodou virovych vektort, je u téch
nevirovych nevyhodou a obracené. Kazdy vektor mize byt vyuzit pro rizné druhy
nemoci.

Pfed samotnym zahajenim genové terapie je nezbytné zndt pfesny vyskyt mutace
Vv genomu, kterd zplsobuje dané onemocnéni. Pro identifikaci téchto mutaci existuje
Vv genové terapii celd fada technologii, pricemz ¢tyfi nejbéznéjsi jsou blize popsany nize.
Déle je nutné pted provedenim genové terapie na clovéku pozorovani jeji tspéSnosti
a moznych nezadoucich u¢inkli na modelovych organismech.

Genova terapie, a¢ velmi nad€jna metoda 1é€by nemoci, je také spojena s nékterymi
vyznamnymi problémy. Tato uskali se tykaji zejména technickych a etickych divodi,

které jsou uzce spojeny s obavou vefejnosti.



2 CiL PRACE

Cilem bakalarské prace je popsat genovou terapii, jeji rozdéleni a mozné aplikace.
Charakterizovat nejcastéjsi vektory vyuzivané v genové terapii s ohledem na jejich
bezpec¢nost. Dale by méla popsat jednotlivé metody genové terapie a zohlednit etické
aspekty, které jsou s genovou terapii spojené. V neposledni fadé by méla uvést piiklady

modelovych organismi, které jsou v souvislosti s genovou terapii nejcastéji vyuzivany.

Prace by méla byt zpracovana vyhradné z védeckych publikaci, jako jsou védecké

Casopisy a knihy, ptipadn¢ védecky podlozené informace ziskané z internetu.
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3 GENOVA TERAPIE

Genova terapie je alternativnim zplsobem 1éCby, kterda se neustdle vyviji a ma
potencialni vyuziti u pacienti s mnoha dédi¢nymi onemocnénimi jako je hemofilie,
imunodeficitni dystrofie, rakovina a dal$i. Jedna se o vneseni transgenu, tedy funk¢ni
kopie genu do organismu s nefunk¢ni formou daného genu, za cilem opravy bunécné
disfunkce nebo vneseni nové bunécné funkce. Takovy organismus je poté nazyvan
transgennim (Snustad, Simmons, 2009; Cotrim, Baum, 2008).

U lidi se genova terapie mize provadét jen podle uvedenych podminek, jenz byly
navrhnuty podle statni instituce v Americe National Institutes of Health:

,, 1. Gen musi byt klonovan a dobve charakterizovan.

2. Musi byt dostupna ucinnd metoda vnaseni genu do cilovych tkani nebo bunék.
3. Musi se peclive zvazovat rizika genové terapie pro pacienta a musi byt prokdazano,
Ze tato rizika jsou minimalni.
4. Onemocnéni nelze lécCit jinym zpusobem.
5. Musi byt dostupné vysledky predchoziho testovani na Zivocisnych modelech nebo

na lidskych bunkdach a tyto vysledky musi naznacovat, Ze navrhovana genova terapie

bude ucinna. “ (Snustad, Simmons, 2009).

3.1 Gameticka genova terapie

Rozlisuji se dva typy genové terapie. Gametickd neboli dédicna genova terapie se
V soucasné dobé¢ z etickych diivodi provadi pouze experimentalné na zvifecich modelech,
ale nikoliv na ¢loveéku. U tohoto typu genové terapie se funkéni gen vklada do
zarodeénych bunék, tedy do spermie nebo vaji¢ka. Z toho divodu se zméni vSechny
bunky jedince a ty jsou nasledné pienaseny do dal$ich generaci. Timto zptisobem muze

dojit k iplnému odstranéni poruchy (Snustad, Simmons, 2009; Necas, 2000).

3.2 Somaticka genova terapie

V tomto typu genové terapie se vnasi funkcni kopie daného genu do somatickych,
nikoli zarode¢nych bun¢k a tyto geny nejsou tedy dédény na potomky. Somatickd genova

terapie jiz ma né€kolik aplikovatelnych postuptli pro praktické vyuziti, pficemz nékteré uz
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byly pouzity i na ¢lovéka. Somaticka genova terapie ma obrovsky potencial pro budouci
1é¢bu onemocnéni, avSak v soucasné dobé je tfeba ziskat jesté spoustu dalSich poznatkli
(Snustad, Simmons, 2009; Necas, 2000).
RozliSujeme dva zakladni pfistupy:
1. Genova terapie in vitro - V tomto zpUsobu terapie jsou buiky, do kterych ma
byt vlozena standartni alela genu vyjmuty z téla, upraveny, namnozeny
i S pfisluSnym genem a aZz poté jsou vloZzeny zpét do téla pacienta.
Nejidealnéjsimi buiikami pro takové pouziti jsou bunky z kostni dfen¢. Tento
typ terapie byl vyuzit naptiklad pro 1écbu onemocnéni zvaného ADA (tézka
imunodeficience)
2. Genova terapie in vivo - Tento pfistup vyuziva bunky ptimo se vyskytujici
Vv téle pacienta, z toho divodu musi byt pouzit pouze vektor, ktery je pfisné
specificky pro dany organ, abychom predesli mozné infekci zarode¢nych
bun¢k. Tohoto bylo vyuzito pii 1é¢bé Canavanovi choroby.

V soucasnosti se aplikuji pfedevsim metody in vitro (Lewis, 2015; Rosypal, 2000).
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4 NEJVYZNAMNEJSIi OBJEVY GENOVE TERAPIE

4.1 Objasnéni transformacéniho principu

Prvnim dualezitym milnikem v genové terapii byl rok 1928, kdy britsky bakteriolog
Frederick Griffith popsal transformacéni princip ve svém clanku, jenz je znam pod
oznacenim Griffith’s experiment. V této studii kombinoval avirulentni zivé bakterie
pneumokoka I. typu s usmrcenymi virulentnimi bakteriemi pneumokoka II. typu. Takto
vzniklou kombinaci pneumokokl infikoval mySi. U mySi se pneumonie projevila
a zemfely, coz bylo velmi piekvapujici. Po izolaci jednotlivych kolonii z krve téchto
mysi, Griffith doSel k zavéru, Ze avirulentni formy pneumokoka byly transformovany do

virulentnich forem a navic pneumokok I. typu byl pfevedeny do typu II (Obr 1).

Rok poté Dawson a Sia potvrdili vysledek studie a vynalezli metodu tGspésné
transformace in vitro. Chvili na to Dawson zanechal vyzkumu a v jeho studii pokracoval
James L. Alloway. V experimentu narusil virulentni formu pneumokoka, ¢imzZ odstranil
vnitrobunéény obsah. Timto zptisobem pfipravené builky ptidal na ristovou kulturu
avirulentnich forem pneumokoka a pozoroval priubéh transformace. Zjistil, ze ,,néco*
Vv buiice bez bunécného extraktu je zodpoveédné za transformaci pneumokoku bakterie,

ale nevédé¢l, co to je.

Avery, MaclLeod a McCarty soustfedili svoje studie na identifikaci latky, ktera
zpusobuje transformaci. V roce 1944 demonstrovali, zZe genetickd informace se vyskytuje
ve form& DNA, kterd je zodpovédnd za transformaci. Toto poznani molekuldrnich
zakladl vedlo k dramatickym zménam ve sméru dalSich studii a DNA se tak dostala do

popiedi zajmu vyzkumu (Wirth, Parker, Y14-Herttuala, 2013).
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Obr. 1. Griffitiv experiment, ktery vedl k objasnéni transformacniho principu
Zdroj: https://www.quia.com/jg/1266941list.html

Transdukce
Americky genetik a mikrobiolog Joshua Lederberg byl vroce 1958 ocenén
Nobelovou cenou za jeho praci na genetice bakterii. Popsal dal$i mechanismus

transformace genetické informace bakterii a to konjugaci.

Ledenberg spole¢né s N. Zinderem odhalili tfeti mozny mechanismus transformace,
ktery pojmenovali transdukce. Provedli experiment, ve kterém od sebe oddélili mutantni
salmonelu s rezistenci na Iéky a divoky typ této formy pomoci sklenéného filtru. Zjistili,
ze 1 kdyz pouzili sklenény filtr, k pfenosu genetické informace mezi nimi stejn¢ doslo,
a to prostrednictvim bakteriofaga. Timto objevem objasnili, jak je mozné, Ze rizné druhy

bakterii mohou ziskat odolnost vici stejnym 1ékam (Wirth, Parker, Y14-Herttuala, 2013).
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4.2 Objeveni struktury DNA

V roce 1953 J. D. Watson a F. H. C. Crick popsali strukturu DNA, coz vedlo
k pfevraceni chapani toho, jak se v organismech pienasi geneticka informace. Za tento

objev jim byla v roce 1962 udé¢lena Nobelova cena za medicinu. Spole¢né s nimi byl
ocenén M. H. F. Wilkins (Cox et al., 2012; MLA, 2014).

Ve své publikaci DNA popsali jako dlouhou vlaknitou strukturu, ktera se sklada ze
dvou polynukleotidovych fetézct, pti¢emz kazdy z fetézcu je tvofen nékolika nukleotidy.
Kazdy nukleotid obsahuje cukernou slozku, fosfatovou skupinu a purinovou (adenin,
guanin) nebo pyrimidinovou (cytosin, tymin) bazi. Dva fetézce jsou mezi sebou spojeny
vodikovymi mustky, které vznikaji mezi komplementarnimi bazemi. Retézce DNA se
dale stac¢i okolo své osy, vétSina typu DNA je pravotociva (Cox et al., 2012; Watson,
Crick, 1953).

Mimo jiné Crick nasledné zavedl pojem centralni dogma molekularni biologie, které
popisuje, jakym smérem proudi geneticka informace v bunce. Jeho pojeti zahrnovalo
prenos informace z DNA do RNA a naslednou translaci RNA do proteinti. Kromé toho

I syntézu vlastnich fetézctit DNA, tedy pienos z DNA do DNA (Cox et al., 2012).

4.3 Pocatky genové terapie

Nékolik let poté, co byl objeven a prezentovan proces transdukce, experiment
Howarda Temina s bunkami kufat poukazal na to, Ze pfenos genetické informace probiha
nejen z DNA do RNA, ale i obracené. V disledku tohoto zjisténi byly objeveny prvni
RNA dependentni DNA polymerazy.

DalSim diileZitym pfinosem bylo odhaleni vlastnosti virQ, kterd by mohla byt velmi
uzite¢na pii pienosu genl do cilovych bunék. Genové inZenyrstvi se stalo potencidlni
mozZnosti, jak ozdravovat pacienty s geneticky podminénym onemocnénim, kterd se
pfedtim zdaly jako nelécitelna.

Edward Tatum v roce 1966 publikoval ¢lanek, ve kterém poukazoval na ucinky
nékterych vird, jenz by po odstranéni genu zpusobujicich patogenitu z jejich genomu
mohly byt vyuZity v genové terapii. Odstranéné geny by se nahradily geny
terapeutickymi. Bohuzel v této dobé nebyly k dispozici takové technologie, které by to

umoznily.
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Pér let nato se Rogers a dalsi pokusili 1é¢it dvé divky s poruchou cyklu mocoviny.
Pro tyto ucely byla vyuzita divoka forma viru Shope papilloma, ktera méla do genomu
divek zaclenit funk¢ni gen pro enzym arginazu. Vysledky byly bohuzel negativni
a pozdé¢ji se navic pfiSlo na to, Ze Shope papiloma tento enzym nekoduje (Wirth et al.,
2013).

Martin Cline po uspéSnych experimentech na mySich provedl v roce 1980 prvni
genovou terapii za pouziti rekombinantni DNA u lidi, nicméné tak ucinil bez povoleni od

UCLA Institutional Review Board (Wirth et al., 2013; Sheridan, 2011).

Prvni oficialné povolena 1écba s vyuzitim rekombinantni DNA byla tedy provedena
az S. A. Rosenbergem. Lécba byla schvalena v prosinci roku 1988 a byla pouzita u péti
pacientl s jiz pokrocilym melanomem. Dva z téchto pacientli zemieli do jednoho roku.
U jedné pacientky doSlo ke kompletnimu Gstupu melanomu, ktery pokrac¢oval 1 jedenact
meésict od provedeni 1éCby. Dalsi pacient mél vice nez 90% smrsténi metastazi
Vv uzlinach, nicméné v intramuskularni hmoté nedoslo k zadné zméné. U posledniho
pacienta byl zaznamendan ustup, ktery trval asi 2 mésice, poté znovu doslo k rstu nadoru

(Rosenberg et al., 1990; Wirth et al., 2013).

Dalsi genova terapie provedend na ¢loveku probéhla v roce 1990. Lécbé se podrobily
dv¢ pacientky s deficienci adenozindeaminazy, ktera zptisobuje nefunk¢énost imunitniho
systétmu. Jednd se o velmi vzicné autozomdlné pifenaSené onemocnéni. Choroba
zpusobuje, ze se v téle nevytvaii enzym adenozindeaminaza, ¢imz se snizi rychlost
syntézy fetézce DNA, proto nemohou T-lymfocyty proliferovat a B-lymfocyty jsou
schopny tvofit jen malé mnozstvi protilatek. Lécba byla uspésna, jelikoZ se u obou
pacientek zlepSila funkce imunitniho systému, proto ma velky potencidl pro vyuZiti
I U pacientd, ktefi trpi zavaznou formou tohoto onemocnéni (Rosypal, 2000; Snustad,
Simmons, 2009).
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5 HLAVNIi VEKTORY PRO GENOVOU TERAPII

Pro ptenos funk¢éni kopie genu do buriky s jeho nefunkéni formou, se v genové terapii
vyuzivaji vektory. Vektory mizeme rozdélit do dvou zakladnich kategorii - virové
anevirové, pficemz kazda ztéchto kategorii muze byt dale clenéna do nékolika

podskupin.

5.1 Virové vektory

Tyto typy vektort, ac¢koli piedstavuji urcita rizika, jsou vysoce ucinné v prenosu
gent. Virové vektory vyuzivaji k tomuto ptenosu proces zvany transdukce (Cotrim,
Baum, 2008). Kviili své specifité jsou vyuzivany Castéji nez nevirové vektory.

Pro tvorbu vSech virovych vektorl je nezbytné odstranit vétSinu genti z genomu viru,
zejména potom ty geny, které by mohly potencidlné zptsobit infekci. Takto odstranéné
geny jsou poté nahrazeny geny terapeutickymi vcetné genu naseho zajmu (Giacca,
Zacchigna, 2012).

Tyto vektory jsou jednim z nejslibnéjSich objevil pro vyuziti v genové terapii. Jedna
se 0 jednoduché organismy s pomérn¢ malou velikosti genomu, ktery se da upravit, cehoz

se vyuziva praveé v genové terapii (Lukashev, Zamyatnin, 2016).

5.1.1 Adenoviry
Poprvé byly izolovany v 50. letech 20. stoleti a to z lidské tkané (Douglas, 2007).

Studium téchto virh zacalo pred vice neZ 20 lety a jedna se o viibec prvni viry, které se

zacaly zkoumat ve spojitosti s genovou terapii (Lukashev, Zamyatnin, 2016).

Adenoviry se fadi do rodiny virtt Adenoviridae, ktera se dale ¢leni na dva rody. Prvni
z nich je Aviadenovirus genus, tento rod je schopny infikovat pouze ptaky, na rozdil od
Mastadenovirus genus, jenz muze infikovat celou fadu savci. Adenoviry schopné
napadnout ¢lovéka jsou rozdeleny do Sesti druhii (A — F), pfic¢emz jednotlivé druhy se od

sebe 1isi procentualnim zastoupenim G - C pari v molekule DNA (Douglas, 2007).

Adenoviry jsou neobalené viry s linearni dvou- fetézcovou DNA. Jejich genom je
velky pfiblizn€ 35 kb. Pted pouzitim adenovird, stejné jako u vSech dalSich virovych
vektord, je nezbytné odstranit ¢ast jejich genomu, ktera by mohla zpasobit naslednou

infekci a nahradit ji terapeutickym genem (Obr. 2). Podle poctu odstranénych genti
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rozliSujeme rizné druhy adenovirovych vektort. Nejpouzivanéjsi z nich jsou oznacovany
jako prvni generace vektorti a maji z genomu odstranén E1B gen. Odstranénim této
oblasti genomu se docili toho, Ze nemohou byt exprimovany E2 geny, ¢imz se blokuje
virova replikace DNA. Dale byva také Casto odstran¢éna oblast E3, ktera neni nutna pro
naslednou replikaci. Po takovém odstranéni rizného poctu genti z virového genomu,
muzeme ziskat celkovou kapacitu vektoru az 7,5 kb pro vlozeni pozadované cizorodé

DNA (Douglas, 2007).

Viral New Viral
DNA Gene DNA

Vector binds to
cell membrane

Obr. 2.: Schéma pouZziti adenovirovych vektorii v genoveé terapii.

Zdroj:http://www.sci-news.com/medicine/science-retooling-human-gene-

therapy-new-adenoviral-vectors-02109.html

Jednou z hlavnich nevyhod pouziti adenovirovych vektort je, Ze jejich virové
komponenty se mohou nespecificky vazat na krevni slozky, ¢imZ nasledné¢ dochazi
k inaktivaci viru. Mezi dal$i nevyhody patii to, Ze jejich velké davky mohou vyvolat
silnou imunitni odpovéd’ organismu, kterd v n€kterych velmi extrémnich ptipadech mtze
dokonce skoncit i smrti. VétSina dospélych ma navic proti nejbéznéjsim adenovirm typu
CS5 protilatky, tudiz by jejich pouziti nemélo zadny efekt (Zamyatnin, 2016).

I pfes zminéné nevyhody by se adenoviry daly pouzit pro 1é¢bu nékolika geneticky
podminénych onemocnéni, zejména tam kde je imunitni odpoveéd’ zadouci. Takovymi
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onemocnénimi mohou byt naptiklad rakovina, ischemické choroba srde¢ni. Potencidlni
vyuziti adenovirovych vektorti by mohlo byt také v oblasti vyvoje vakcin, které by se
nasledné mohly dat vyuzit 1 pro 1écbu ziskanych virovych onemocnéni jako je naptiklad
HIV nebo EBOLA. Nicméné se v soucasnosti od pouzivani adenovirovych vektora
upustilo, kvuli jejich zna¢né komplexité, pomémné velké velikosti genomu a jejich

vedlejsim ucinktim (Lukashev, Zamyatnin, 2016; Douglas 2007).

5.1.2 Adenoasociované viry

Adenoasociované viry jsou jedny z nejmensich neobalenych vird, které fadime do
rodu Dependovirus z rodiny vira Parvovirus (Balakrishan, Jayandharan, 2014). Jedna se
o neautonomni organismy, nemohou se tedy samostatné replikovat (Lukashev,
Zamyatnin, 2016). V soucasné dobé nebylo této skupiné vird piifazené zadné
onemocnéni, které by zptisobovali ¢lovéku (Coura, Nardi, 2008).

Jedna se o viry s velikosti genomu piiblizné 4,7 kb s jednoifetézcovou molekulou
DNA (Ortiz, Schaffer, 2016). Genom se sklada ze dvou otevienych ¢tecich ramci, které
jsou obklopené koncovymi repeticemi (ITR). ITR je tvofeno palindromickymi
sekvencemi, které vytvaii strukturu vlasenky svolnou hydroxylovou skupinou na
3 konci (Balakrishan, Jayandharan, 2014). ITR zastava u viru dalezitou roli, nebot
predstavuje pocatek replikace, reguluje genovou expresy divokého typu AAV a dalsi
(Coura. Nardi, 2008).

Dva oteviené Cteci ramce predstavuji sekvence pro kodovani dvou genta a to rep
a cap. Sekvence pro rep koduje ¢tyii zakladni proteiny. Rep 78 a Rep 68 jsou dulezité pro
replikaci viru, kontrolu transkripce, mohou ovliviiovat genovou expresy AAV a také maji
endonukleazovou, ATPazovou a helikazovou aktivitu. Rep 52 a Rep 40 jsou potiebné pro
baleni genomu. Cap sekvence kdduje tifi proteiny — VP1, VP2, VP, u kterych se
predpoklada, Ze jsou potiebné pro cestu AAV genomu do jadra (Coura, Nardi, 2008).

Tvorba virového vektoru je pomérné naro¢na a spociva v odstranéni obou ¢tecich
rdmcil, misto nichz je vloZena pozadovana sekvence DNA. Transgen je poté obklopen
repetitivné sekvenci ITR, kterd zastava vSechny potiebné funkce (Coura, Nardi, 2008).

Hlavnimi nevyhodami téchto typh vektora je jejich piili§ mala kapacita, naro¢nost
pfipravy a pomaly nastup exprese pozadovaného genu. Naopak mezi vyhody patii jejich

dlouhodobé exprese transgenu, odolnost vii¢i zménam pH a teploty, jsou nepatogenni
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a nevyvolavaji imunitni odpovéd’ a po vlozeni transgenu do jejich genomu zlstava jen
velmi malé procento z ptivodni virové DNA, coz zajistuje vysokou bezpecnost pro
pouzivani téchto vektort u lidi (Coura, Nardi, 2007). Divoka forma AVV se vaze
specificky do mista na 19. lidském chromosomu, diky ¢emuz nedochazi k nespravnému

zaclenéni transgenu v organismu (Coura, Nardi, 2008).

Potencionalni vyuziti téchto vektort existuje pro fadu lidskych onemocnéni, jako je
napiiklad hemofilie, cystickd fibréza, svalova dystrofie, nékteré ocni, neurologické
a srde¢ni onemocnéni a v neposledni fad¢ rakovina (Coura, Nardi, 2007). AAV vektory
se diky svym znaénym vyhoddm staly jednim z nejslibnéjsich vektori, které se pouzivaji

pro genovou terapii u lidi (Balakrishnan, Jayandharan, 2014).

5.1.3 Retroviry

Retroviry jsou obalené RNA viry patfici do rodiny vira Retroviridae (Vargas et al.,
2016). Vyvoj vektort odvozenych od téchto vir zapocal pied vice nez ticeti lety (Blo et
al., 2007). Prvni klinicky pokus za pouZiti retrovirovych vektort byl proveden
vV devadesatych letech minulého stoleti a jednalo se o 1écbu kombinované

imunodeficience (Lukashev, Zamyatnin, 2016).

Cleny rodiny Retroviridae jsou jednofetézcové RNA viry, které k napadeni
hostitelské bunky musi nejdiive vyuzit reverzni transkripci k pfepsani své genetické
informace z RNA do DNA (Escors, Breckpot, 2010). Pro genovou terapii se pouZzivaji
zejména Viry odvozené od leukémie u mysi — onkogenni viry a viry zptisobujici u lidi
HIV — lentiviry (Vargas et al., 2016).

Genom téchto virt se sklada ze tii otevienych ¢tecich ramcti, tvotenych geny — gag,
pol a env, které jsou obklopeny dvéma repetitivnimi sekvencemi a je velky piiblizné 7 az
12 kb. Gag gen je nezbytny pro kodovani strukturnich proteint, pol pro enzymy a env

gen je dilezity pro tvorbu virového obalu (Escors, Breckpot, 2010; Vargas et al., 2016).

Mezi hlavni vyhody vektord odvozenych od onkogennich vird patii to, Ze
nevyvolavaji imunitni odpovéd’ organismu a v piipad€, Ze se podafi je zaclenit do
hostitelského genomu je exprese pozadovaného genu stala. Presto maji tyto vektory také
fadu nevyhod, mezi néZ patfi zejména neschopnost zaclenit se do jinych nez délicich se

bun¢k a navic mohou zplsobit vznik inzeréni mutageneze, ktera miZe mit za nasledek
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aktivaci proontogenu a vznik nadoru. Za cilem pfedejit témto nevyhodam, byly vyvinuty
vektory odvozené od lentivirt (Ecros, Breckpot, 2010; Svoboda 2011).
5.1.4 Lentiviry

Jak jiz bylo zminéno vySe, lentiviry jsou jedny z nejvyuzivanéjSich vektord pro
genovou terapii ze skupiny retrovirti. Lentiviry jsou odvozeny od viru zpasobujiciho
u lidi zadvazné onemocnéni imunodeficience zndmého jako HIV. Poprvé byly objeveny
pied vice nez sedmi miliony let v krali¢im genomu a pro klinické ucely se vyuzivaji pies
deset let (Rothe et al., 2013; Sauer et al., 2014). Prvni vektor odvozeny od lentivira byl
ziskan z HIV-1, ktery je stale jednim z nejvyuzivanéjSich systémil tohoto typu vektort
(Pfeifer et al., 2010).

Jejich hlavni vyhoda oproti klasickym onkogennim virtim spoc¢iva v tom, ze se dokazi
zacClenit i do ned¢licich se bun¢k (Bainbridge, et al., 2001). Ackoli lentivirové vektory
mohou také zplisobovat inzer¢ni mutageneze, zdaji se byt mnohem méné mutagenni nez
ostatni retroviry (Escors, Breckpot, 2010).

Kvili svym znaénym vyhodam oproti dal§im retroviriim se tyto vektory daji uplatnit
pro lécbu fady onemocnéni, jako jsou naptiiklad rakovina, neurologické poruchy,

metabolické defekty, o¢ni vady a v neposledni fad€ jsou potencidlnim néstrojem praveé

pro 1é¢bu HIV (Sauer, et al., 2014; Escors, Breckpot, 2010; Rothe et al., 2013).

5.2 Nevirové vektory

Nevirové vektory se pouzivaji v mnohem mensi mife nez virové, zejména kvili jejich
nizké ucinnosti. Naproti tomu ale nabizi rizné vyhody jako je bezpe¢nost, snadna
priprava a moznost pfenaSet 1 vétsi terapeutické geny (Wang et al., 2013). Vyuzivaji se
zejména k prenosu molekul DNA, které mohou byt transferovany pomoci plasmidu, nebo
se muze prenaset jen nahd nukleovd kyselina. Nevirové vektory jsou dale schopné
transportu i RNA, coz ale neni tak ¢asté (Ramamoorth, 2015).

Pti pfenosu DNA pomoci nevirovych vektori je potfeba pocitat s ur¢itymi zdsadnimi
pfekazkami, jako je moZnd degradace molekuly endonukledzami, prichod pies

plazmatickou a nésledné 1 jadernou membranu a podobn¢ (Wang et al., 2013; Hao et al.,

2014).
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5.2.1 Fyzikalni metody

Fyzikalni metody v genové terapii jsou velice rozmanité, z toho divodu jsou zde

popsany jen vybrané z nich.

Mikroinjekce

Tato technika patii k jedné z nejucinnéjSich ptimych metod, co se tyka nevirového
pfenosu plasmidové DNA do jadra (Pathak et al., 2009). Geneticky materidl je pfendSen
pomoci jehly o priméru 0,5-5 um, ktera se snadno dostane do buniky i jadra, kde je poté
nukleova kyselina vypusténa.

Jedna se o velmi jednoduchou, efektivni a bezpe¢nou metodu pro genovou terapii,
ktera dokaze ptrenaset i velké molekuly DNA. Diky své jednoduchosti v manipulaci
s jedinou bunikou vSak neni vhodna pro onemocnéni, kde je potieba terapeuticky gen
importovat do vice bun€k najednou. Nejvétsi potencidl mé mikroinjekce pro vakcinaci,

kde je Zadouci vznik lehké imunitni odpoveédi (Wang et al., 2013).

Elektroporace

Elektroporace je fyzikalni metoda, ktera pro vstup DNA do bunky vyuziva zdroj
napéti. Pomoci série kratkych elektrickych impulst v fadu milisekund se docasné
depolarizuje plazmatickd membrana, coz umoziuje chvilkovou propustnost membrany
pro vétsi molekuly (Sullivan, 2010). Prichod membranou probiha prostfednictvim port
vzniklych v disledku elektrického napéti, jenZ na povrchu bunky zistdvaji pfiblizné po
dobu 10 nanosekund. Pokud jsou pory poté znovu zaceleny, jedna se o reverzibilni proces
a builka muze dale zit, v opatném ptipad¢, kdy je tento proces nevratny dochazi
K bunéc¢né smrti. Ireversibilniho procesu se vyuziva k ni¢eni nadorovych bunék a tim

1é¢bé rakoviny (Ramamoorth, 2015).

Utinnost elektroporace zavisi na fadé okolnosti, jako jsou napiiklad koncentrace
DNA, typ DNA, dob¢ intervali mezi jednotlivymi impulsy, intenzité elektrického proudu
atd. Vyuziti této bezpecné a efektivni metody je mozné pro vSechny typy bunék, navic je
timto zpisobem mozno transferovat nukleové kyseliny o velikosti az 150 kb (Wang et

al., 2013).
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Sonoporace

Jednd se o metodu podobnou elektroporaci, ktera vyuziva vysoké frekvence
ultrazvukovych vin (Sullivan, 2010). Tato neinvazivni metoda docasné zvySuje
propustnost bunééné membrany pomoci ultrazvuku, ¢imz umoziuje DNA vstup do bunky

(Ramamoorth, 2015; Pathak et al., 2009).

Aplikace sonoporace se uplatiiuje zejména u srde¢ni tkang, svalt, mozku a ledvin
(Ramamoorth, 2015). Mezi hlavni vyhody patii bezpecnost metody a moznost opravy
bunék vnitinich organti bez chirurgického zékroku, nejvétsi nevyhodou nicméné stale
zOstava nizka G&innost. Udinnost této techniky se da zvysit pouZitim kontrastni latky,
modifikaci membrany za pomoci tepla, nebo aplikaci komplexu DNA s kationovymi

lipidy, namisto nah¢ DNA (Wang et al., 2013).

5.2.2 Chemické metody
Kationtové lipidy

Jedna se o jednu z nejpouzivanéjSich metod pro genovou terapii z fady nevirovych
vektori s typickou strukturou, ktera se sklada z pozitivné nabité hydrofilni hlavy, jenz je
spojena s hydrofobnim koncem. Pozitivné nabita skupina potom umoziuje navazani
fosfatové skupiny vybrané nukleové kyseliny a tim vytvoreni struktury zvané lipoplex
(Hao et al, 2014; Ramamoorth, 2015). Tento komplex je vytvaren diky elektrostatickym

silam mezi kationtovym lipidem a aniontovou molekulou DNA (Pathak et al., 2009).

Kationtové lipidy se mohou pouzit bud’ samostatné, nebo soucasné s kolipidem. Mezi
nejpouzivanéjsi kolipidy patii cholesterol a DOPE. Ptesto, ze jsou tyto lipidy intenzivné
studovany a vyuzivany, jejich mechanismus, kterym uskuteciiuji pfenos genii, zatim neni
zcela znam. Mezi jejich vyhody fadime jednoduchou pfipravu a nizké naklady.
Nevyhodou muizZe byt jejich toxicita a nizka u€innost pfenosu, jenz zavisi na struktuie
lipidu, velikosti lipoplexu, poméru naboje lipidu s DNA, typu buiiky a podobné (Wang et
al., 2013).

Kationtové polymery

Kationtové polymery se podobaji kationtovym lipidim v obsahu kationtové
struktury, ktera vaze DNA (Sullivan, 2010). Komplexy polymeru s DNA se nazyvaji
polyplexy a jsou vice stabilni nez lipoplexy. Vektory na bazi polymeri muzeme dale
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rozliSovat podle toho, zda se jedna o pfirozené nebo syntetické polymery (Ramamoorth,

2015).

Polyetyleniminy (PEI)

Jedna se o synteticky polymer, ktery je jednim z nejucinnéjSich polymeri pro genovy
transport viibec. Dokaze chranit molekulu DNA pted degradaci a navic usnadituje DNA
endosomdlni unik. Bylo prokazano, ze molekulovda hmotnost PEI ovliviluje genovy
pfenos, pfesnéji, ze se zvySujici se hmotnosti, se zvySuje ucinnost pienosu, nicméné

i toxicita (Ramamoorth, 2015; Wang et al., 2013).

Poly-L-lysin (PLL)

Tento synteticky polymer se sklada pouze z primarnich amini, v disledku ¢ehoz
muze byt jeho struktura snadno upravovana. Patii k prvnim polymertim, které byly
vyuzity pro pienos gentl, nicmén¢ jeho uc¢innost je nizkd. Studie ukazuji, Ze polyplexy
sloZzené s DNA a PLL, které jsou mensi, maji vyssi toxicitu, nejspi$ kvuli vysoké hustoté

naboje na vysokou molekulovou hmotnost (Wang et al., 2013; Pathak et al., 2009).

Chitosan

Zastupce ptirodnich polymerl, odvozeny od polysacharidu. Jeho nejvétsi vyhoda
spo¢iva vtom, ze je netoxicky i1 ve vysokych koncentracich (Ramamoorth, 2015).
Nicméné v porovnani s ostatnimi uvedenymi polymery ma niz§i G¢innost. M4 Siroké

uplatnéni ve farmaceutickém pramyslu (Pathak et al., 2009).
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6 METODY GENOVE TERAPIE

Metody genové terapie se zaméfuji na odhaleni zmén a mutaci v genomu jedince.
K pozorovani téchto odchylek byly vyvinuty rizné metody, pfiCemz mezi nejznamejsi

patii prave tyto Ctyfi zminéné nize.

6.1 MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

MLPA je jedna z nejpouzivanéjSich metod v molekularni diagnostice. Jedna se
0 metodu na principu PCR, ktera dokaze odhalit duplikace nebo delece v genomu
(Stuppia et al., 2012).

Princip spoc¢iva v amplifikaci za vyuziti vice sond, kdy kazda nese specifickou
sekvenci komplementarni k urcité ¢asti vzorku DNA. Kazda sonda je tvofena dvéma
oligonukleotidy a po hybridizaci dochdzi u dvou sousednich sond k ligaci za vzniku jedné
sondy (Obr. 3). Aby mohlo dojit k hybridizaci je nejprve nutné vzorek DNA denaturovat
a poté pridat ke smési sond po dobu asi 16 hodin. Po tspésné hybridizaci je mozné ptejit
k PCR reakci za pouziti pouze jednoho paru primerd, ¢imz se docili toho, Ze vSechny
sondy jsou amplifikovany timto stejnym parem (Biogen; Homig-Holzel, Savola, 2012).

Po PCR reakci nasleduje pouziti elektroforézy, ktera separuje amplifikované
produkty reakce podle jejich délky. K vyhodnoceni se pouziva elektroferogram, kde se
porovnavaji ziskané hodnoty s referenénimi vzorky. Delece v genomu se projevi
v elektroferogramu snizenym pikem oproti referenénim hodnotam, zatimco duplikace

jeho zvysenim (Obr. 4.) (Biogen).

SAMPLE DNA PROBE PROBE AMPLIFICATION OF
DENATURATION HYBRIDISATION LIGATION LIGATED PROBES

\ \_J \_/ ,'/

Obr. 3.: Princip MLPA technologie
Zdroj: http://www.biogen.cz/editor/filestore/Image/MLPA/obrazekl 119 x_680.png
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Electropherogram reference sample
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Electropherogram test sample
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Obr. 4.: Porovnani elektroferogramii testovaného a referencniho vzorku

Zdroj: http://www.biogen.cz/editor/filestore/Image/MLPA/obr_2.png

6.2 MAPH (Multiplex amplification and probe hybridization)

MAPH je dalsi velmi vyuzivana metoda k detekci zmén poctu bazi, podobna MLPA
technice. Hybridizace sondami probih4d na membrané, kde je fixovana genomova DNA.
Po hybridizaci nasleduje ditkkladné promyti membrany, pii kterém se odstrani nenavazané
sondy. Sondy pro metodu MAPH jsou vytvateny pomoci klonovani ve vektorech, do
kterych jsou vloZzeny malé fragmenty vybrané sekvence DNA. Navazané sondy jsou dale
podrobeny amplifikaci s pouze jednim specifickym parem primerd. Po PCR reakci
nasleduje stejné jako u MLPA separace pomoci elektroforézy a vyhodnoceni pomoci
elektroferogramu, pficemz vyska kazdého piku je pfimo imérna poctu kopii v genomu
(Sellner, Taylor, 2004; Stefan et al., 2004).

Ptestoze MAPH a MLPA predstavuji dvé velmi podobné metody, miizeme u nich
pozorovat odlisné vyhody a nevyhody. Sondy vyuzivané pro MAPH se daji snadngji
generovat, zatimco u MLPA je mensi riziko kontaminace. Dals$i vyhodou MLPA je
mnozstvi DNA potfebné pro testovani. U MLPA se uvadi za dostacujici jiZ 20 ng,

v

pro MAPH je nutné pouzit 1 mg DNA (Sellner, Taylor, 2004).
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6.3 gPCR (Real time PCR)

Jedna se o klasickou PCR metodu s tim zlepSenim, Ze umoziuje sledovat mnozstvi
produktu po kazdém cyklu, tedy v redlném case, diky flourescen¢nim signaliim. Jako
u bézné PCR, i zde dochazi k n€kolikanasobnému opakovani tfi zakladnich fazi reakce,
coz jsou denaturace molekuly DNA, nasednuti primert a nasledna syntéza fetézce pomoci
termostabilni polymerazy. Z hlediska teorie by se po kazdém cyklu mél pocet molekul
DNA v reakci zdvojnasobit, prakticky vSak vytézek byva nizsi.

Pribéh reakce mizeme rozlisit do tii stadii. Prvnim z nich je exponencialni faze, ktera
probihd na zacatku reakce, kdy je dostatek vSech pottebnych komponent pro syntézu
novych fetézclh DNA a Gc¢innost reakce mize byt skute¢né az 100%, z ¢ehoz vyplyva, ze
po kazdém cyklu se pocet molekul vybranych sekvenci ptfesné zdvojnasobi. Poté
nasleduje linearni faze, pti niz uz se mnozstvi produktu nezdvojnasobuje, zejména kvili
pomalému vyc¢erpavani slozek reakce. Poslednim stadiem je faze platd, ve které uz jsou
spotfebovany vSechny komponenty pro syntézu novych fetézcli, a produkt jiz dale
nepiibyva.

Pro monitorovani prib¢hu reakce se vyuzivaji, jak uz bylo zminéno vySe,
flourescenéni sondy. Ty mizeme rozdé€lit bud’ na nespecifické, nebo specifické. Mezi
nejbéznéjsi ze skupiny nespecifickych sond patii barvivo SYBR Green, které se dokaze
vazat k jakékoliv molekule DNA a je pomérné malo nékladné, nicméné jeho nejvétsi
nevyhodou je, ze miZze vyvolat i faleSné pozitivni signaly. TagMan sondy patii do
skupiny specifickych, to znamena, Ze produkuje signal az po hybridizaci se specifickou
sekvenci DNA, takZe nedochazi k faleSné pozitivnim signalim, ale naopak je jejich

pouziti pomérné nakladné a obtizné (Pestana et al., 2010; Fraga et al., 2008).

6.4 Sekvenovani

Jedna se o nejvhodnéjsi metodu, co se tyCe molekuldrni diagnostiky, nebot’ je
schopna v genomu jedince odhalit jak duplikace a delece, tak i substituce. Ve vétsiné
pfipadd je vstupnim materidlem DNA, ale v souCasné dobé je jiZ moZzné sekvenovat

I RNA molekuly. Mizeme rozlisit metody prvni, druhé a tfeti generace.

Metody prvni generace jsou odvozeny od Sangerova sekvenovani, které vzniklo
v roce 1975 a neustéle se zlepSuje. Hlavni nevyhodou je zejména ¢asova narocnost a malé

mnozstvi vzorku, jez miizeme analyzovat. S cilem vyvarovat se ttmto nevyhodam byly

27



vyvinuty metody druhé generace, které dokazi za niz$i ndklady zpracovat mnohem vétsi
mnozstvi dat, bohuzel vSak s vy$$i chybovosti. Nejznaméjsi technikou pro druhou
generaci je pyrosekvenovani. Jako metody tfeti generace se oznacuji nové vyvijené
nevyzaduje zastaveni procesu mezi dal§imi kroky pro detekci. Patii sem naptiklad
sekvenace pomoci nanopérl, nebo uréovani pofadi bazi za vyuziti pokrocilych
mikroskopickych technik, pti kterych jsou jednotlivé molekuly DNA zobrazeny piimo.
Limitaci dnesnich metod zlistava neschopnost extrahovat kompletni genom, jelikoz jsme
schopni Cist pouze po malych ¢astech DNA (Linnarsson, 2010; Gaplovsky, Gaplovska-
Kysela, 2012; Abramova et al., 2016).
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7 MODELOVE ORGANISMY

Modelové organismy hraji velmi dtlezitou roli ve vyvoji genové terapie, nebot’ jsou
soucasti preklinického testovani pienosu gend piedtim, nez je mozné uskutecnit tento
ptenos na ¢lovéku (Blagbrough, Zara, 2009). V obecném slova smyslu jsou modelové
organismy nelidské druhy, u kterych probihaji intenzivni studie k pochopeni zasadnich
biologickych procesu a cest, scilem je poté aplikovat na vyssi organismy (Ankeny,
Leonelli, 2011; Bonini, Berger, 2017).

Mezi nejjednodussi modelové organismy patii: husenicek, octomilka, hlistice nebo
i mys. Pro vSechny tyto druhy je typicky kratky cyklus reprodukce, snadné a finan¢né
nendroéné udrzovani. Pro genovou terapii je ale vyhodnéjsi pouzit velké zviteci modely,
které jsou ¢lovéku mnohem blize piibuzné. Do téch nejcastéji vyuzivanych fadime kocky,
psi, prasata, kong, ovce a skot (Ankeny, Leonelli, 2010; Wolfe, 2009). Tyto organismy
jsou pro studium lidskych nemoci vyhodnéjsi nez jednoduché organismy uvedené vyse
zejména proto, Ze jejich velikost a velikost jejich organti je porovnatelna s témi u ¢loveéka.
Muzeme u nich pozorovat podobny pribéh onemocnéni, a také ziji mnohem déle, ¢ehoz
se vyuziva ke zkoumani dlouhodobych G¢inka 1é¢by (Casal, Haskins, 2006, Sleeper et
al., 2009).

Psi modely jsou pravé jedny z nejpouzivangjSich pro genovou terapii, nebot’ vice nez
polovina genetickych onemocnéni, které se u nich vyskytuji, je zptisobena stejnymi geny
jako u ¢loveéka. Navic je jejich velikost ¢asto podobna velikosti ditéte a maji tedy
potencialni vyuziti 1 v pediatrii. Jejich dalsi velkou vyhodou je podobny imunitni systém
tomu, ktery se vyskytuje u lidi. VyuZivaji se jak pro studium onemocnéni, tak pro jejich
mozné terapie. Napomahaji k objasnéni a hledani 1é€by pro mnoho onemocnénti, jako je
hemofilie, neoplazie a kardiomyopatie, pro kterou je piikladem vhodného plemene vodni
portugalsky pes (Sleeper et al., 2009; Blagbrough, Zara, 2009; Casal, Haskins, 2006).

Ko¢i¢i modely jsou dulezité zejména pro studium priabéhu a 1é¢by neurologickych
onemocnéni, které vyuziva toho, ze byl ko¢i¢i mozek jiz velmi dobfe popsan. Navic jejich
mozek a mozek ¢lovéka maji velmi podobnou anatomii. Daji se vyuzit naptiklad pro
objasnéni alfa-manosidozy.

Kotiské modely se pouzivaji zejména pro studium nemoci, které se u nich vyskytuji

pfirozené. Takovym onemocnénim muze byt tieba osteoartritida. Pouzivaji se také pro
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vyvoj genové terapie pro nadorova onemocnéni, ktera jsou u koni ve véku vice nez 12 let

velmi dasté.

Modely skotu jsou vhodné zejména pro studium onemocnéni, které se vyskytuji
hlavné u déti. Vyuzivaji se zejména telata, jejichz vaha po narozeni, ktera ¢ini pfiblizné
30 kg, je velmi dobie srovnatelna s vahou ditéte. Nejcastéjsi onemocnéni, pro které je
vhodné jejich uziti je porucha cyklu mocCoviny zvana citrulinémie, ktera se prave
vyskytuje u malych déti (Casal, Haskins, 2006; Blagbrough, Zara, 2009).

Prasec¢i modely nam dovoluji objasnit biologii vSech druhii arytmickych onemocnéni,
a navic se vyuzivaji pro vyvoj dalSich zpiisobii pienosu genu, jako je transport pomoci
plazmidu. Dale jsou studovany pro moznou aplikaci DNA vakcinace a i pro moznou
transplantaci organti ¢lovéku, nebot’ jejich organy jsou velmi podobné tém lidskym
(Blagbrough, Zara, 2009).

Z velkych zvitecich modeli jsou dilezité také modely primatd, protoze jsou ¢lovéku
nejvice podobné. Také se u nich studuje pritbéh onemocnéni a testovani ti€¢innosti novych
zpusobu 1écby. Z primatl se vyuziva nejcastéji makak, mirikina, ko¢kodan a podobné.
Jejich hlavni aplikace je vyznamna pro objasnéni Parkinsonovi choroby, ktera je druhou
nejcastéjsi neurodegenerativni poruchou u lidi. Primati jsou velmi vhodni pro studium
této choroby, nebot’ stejné€ jako u ¢lovéka se u nich s rostoucim vékem zhorsuji jednotlivé
symptomy. Jsou dale velmi uzite¢ni pro zkoumani bezpec¢nosti a ucinnosti jednotlivych

vektort pted jejich aplikaci na ¢lovéka (Blagbrough, Zara, 2009; Emborg, 2007).
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8 USKALIi GENOVE TERAPIE

Ackoliv genova terapie miize byt velmi uziteCnym nastrojem v 1écbé fady
onemocnéni, kdy jiné moznosti léeni jiz selhavaji, nese jeji pouziti i vyznamné
problémy, které se tykaji zejména technickych a etickych otazek (Vonka, 2011). Od
prvniho pouziti genové terapie u ¢lovéka ubehlo vice nez 25 let, a v pribéhu této doby se
stalo mnoho dilezitych udalosti, které bud’ pozitivné, nebo negativné ovlivnily vyvoj

genove terapie.

Mezi prvni velké rany, které genova terapie prodé€lala, patfi smrt osmnactiletého
chlapce v reakci na pouziti adenovirovych vektord v roce 1999. Nasledujici rok patiil
pouziti retroviri zdala byt uspésna. Nicméné o dva roky pozdéji se u dvou z téchto déti
objevila leukémie, pravé v disledku aplikace retrovirli, které zpiisobily inzercni
mutagenezi. Velky uspéch byl zaznamenan v roce 2006, pii 1é¢bé Parkinsonovi choroby
za pouziti AAV vektort. Lécba byla pouzita u 12 pacientti. Po tfech letech bylo u jednoho
Z nich pozorovano obrovské zlepSeni, a u dalSich 9 se podatilo snizit symptomy nemoci

az 0 37% (Edelstein et al., 2007).

8.1 Technické problémy

v

Jak jiz bylo zminéno vySe, mezi nejcastéjsi uskali genové terapie patii technické
problémy. Tyto problémy se tykaji zejména potizi ptfi pouzivani vektort, jelikoz se
doposud nepodafilo vynalézt idedlni vektor, mezi jehoZz vlastnosti by mélo patfit
napiiklad snadna ptiprava, schopnost pienaset i velké geny, nemél by byt toxicky, ani by
nem¢l zplsobovat zavazné imunitni odpovédi a podobng.

Cilem je vytvofeni vektoru, ktery by byl stabilni jak vné, tak 1 uvniti buniky a dokéazal
by se snadno zaclenit az do jejiho jadra. Moznou alternativou, jak toho dosahnout, je
vyuziti nanotechnologii, které by vytvorili vektor o maximalni velikosti 100 nm, ve
kterém by byla zapouzdiena molekula DNA chranéna pred endonukledzami. Dalsi
vyzvou pii tvorbé vektorl je snaha o jejich tkanovou specifitu, aby se predeslo moznym
nezadoucim u¢inkim. Resenim tohoto problému by mohlo byt pouZiti promotoru, jehoz
funkce by byla vazana na cilovou butiku, nebo tipravou virového genomu, tak aby mé¢l na

povrchu specifické receptory.
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Velky zajem je v soucasné dob¢ o vektory na bazi modifikovanych bakterii, jejichz
uprava genomu by vedla k odstranéni patogenity, aniz by ztratily schopnost zaclenit se
do cilové buiiky. Tyto modifikované bakterie by se mohly velmi piiblizit k idedlnimu
vektoru diky dosazeni dlouhodobé exprese pozadovaného genu, velké kapacité pro tento
gen a levngjsi pripravé. Dalsi dalezitou vyhodou je moznost jejich nasledné regulace po

zaclenéni do genomu pacienta pomoci antibiotik (Vonka, 2011).

8.2 Etické problémy

Mezi nejvétsi etické problémy genové terapie patii kompromis mezi jejimi Gspéchy
a moznym nebezpecim. Mozné rizika spocivaji i v tom, ze i kdyZ je 1écba ispé$nad na
zvitecich modelech, nemusi byt vzdy pfinosna i pro cloveéka. Praveé z etickych divodi
neni povoleno pouZzit genovou terapii na zdrodecné buiiky i pfesto, ze by se tak dalo

dosahnout celkového odstranéni daného onemocnéni.

V disledku etickych problémii se objevuje fada otazek. Pomoci prizkumil se
ukézalo, ze vétSina lidi souhlasi s genovou terapii, pokud se jedna o velmi zévazna
onemocnéni. Otazkou vSak zlstava, jaka onemocnéni muzeme povazovat za velmi
zévazna. Velké pochybnosti se objevuji u moznosti 1é¢eni mozkovych poruch, kdy
vétSina respondentll bud’ nesouhlasi, nebo nevi, zda by se jednalo o pfinos.

Dalsim velkym tskalim je 1é¢ba déti, pro jejichZ rodiCe je nesmirné téZké rozhodnout,
zda nechaji své dité podstoupit takovy zplisob 1é€by. DilileZitou otdzkou déle zlistava, zda
by se genova terapie méla opravdu pouzivat az jako posledni moznost 1écby, protoze
v nékterych ptipadech plati, ze ¢im dtive je 1é€ba zahdjena, tim lepSi potom mohou byt
vysledky, coz souvisi pravé s rozhodnutim zahajeni 1éceni u malych déti.

Vetejnost se Casto obava, ze je prilis nebezpecné ménit néci geny a poukazuje na to,
ze si lidstvo ,,hraje na Boha®. Pfinosnym poznatkem je zjisténi, Ze ndzor na genovou
terapii nebyva moc casto ovlivnén nabozenstvim jedince. V soucasné dobé je pro
genovou terapii dilezité snizit mozna nebezpeci na minimum, aby byla blize k moZznému
béznému pouzivani (Nancy, Cohen-Haguenauer, 2008; Robillard et al, 2014; Ashcroft,
2004).

V neposledni tadé predstavuje velky problém genové terapie jeji ekonomicka
naro¢nost. Z ¢ehoz vyplyva, Zze musi byt védecké vyzkumy sponzorovany, coz s sebou

muze nést urcita rizika, jako je naptiklad stfet zajmi (Gorecki, 2001).
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9 ZAVER

Jednim z hlavnich cili této bakalarské prace bylo popsat genovou terapii, jeji
rozdéleni a vyuziti. Obecnou charakterizaci s jejim zakladnim rozd€lenim jsem se
zabyvala hned v prvni kapitole, zatimco vyuziti genové terapie pro jednotliva
onemocnéni jsem uvedla v souhrnu informaci o nej¢astéji pouzivanych vektorech, jejichz
popis byl také jednim z cili. Dale jsem méla objasnit jednotlivé metody vyuzivané
V genové¢ terapii, podat zékladni informace o modelovych organismech a nakonec
zohlednit etické aspekty, které souviseji s pouzivanim genové terapie. Té€mito cili jsem
se zabyvala vzdy v jednotlivych kapitolach mé prace.

Od vzniku genové terapie ub¢hlo jiz n€kolik let a doslo u ni k velkému pokroku.
Genova terapie byla pivodné vyvinuta z diivodu jeji aplikace na geneticky podminéna
onemocnéni, nicméné v soucasné dob¢ probihaji dalsi vyzkumy pro jeji mozné vyuziti
I Unemoci, které ¢loveék muiize ziskat v prib&hu svého Zivota. Takovymi onemocnénimi
mohou byt naptiklad kardiovaskularni choroby nebo HIV. Z obecného hlediska je ptesto
vSak nejvice studovanym onemocnénim pro pouziti genové terapie nadale rakovina. I ptes
velky pokrok, k némuz doslo v oblasti genové terapie je v soucasné dob¢ klicové zaméfit
se na bezpecnost jeji aplikace, jelikoZ s sebou jeji pouziti stale nese mnoho velkych rizik.
Tato rizika jsou nejcastéji spojena S aplikaci virovych vektorti, proto nadale probihaji
snahy o nalezeni idealniho vektoru, ktery by spojoval efektivitu virového vektoru, ale
zaroven by byl 1 bezpecné aplikovatelny. V soucasné dobé se védci také zaméfuji na
zpusoby editace genomu, které by nevyzadovaly pouZziti nosi¢ld. Jednd se zejména
0 CRISPR/Cas systémy, jenz jSou soucasti imunitniho systému bakterii.

Pokud by se podafilo odstranit rizika zplisobena nizkou bezpec¢nosti, mohla by byt
genova terapie v budoucnu béznou soucasti moderni mediciny a mohla by tak byt pouzita

pii 1€€bé onemocnéni, které se doposud vylécit nepodafilo.
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