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Abstrakt

Genova terapie predstavuje revoluéni pfistup k 1ébé nemoci zaméfeny na genetickou
podstatu onemocnéni. V budoucnu by se mohla stat prevazujicim terapeutickym postupem
u fady onemocnéni. Soucasné schvalené genové terapie se zaméfuji na imunodeficience,
nadorova bujeni a dédicna hematologicka a neurologickd onemocnéni, predstavuji tak nadéji
pro pacienty trpici vzacnymi a dosud nelécitelnymi chorobami. V soucasnosti je genova terapie
primarné urcena pro 1€cbu monogennich onemocnéni, ale v budoucnosti by se jeji vyuziti mohlo
rozs$ifit 1 na oblast ziskanych onemocnéni. Timto zplisobem mtiZze genova terapie prinést noveé
moznosti 1écby a zlepsit kvalitu zivota pacientli. Pokrok v této oblasti je zpiisoben nejenom
rozvojem genetické diagnostiky, ale také zdokonalenim technik aplikace nukleové kyseliny do
cilovych mist, cozZ umoziuje presné a ucinné feseni genetickych vad. Bakalafska prace je
zaméfena na vyuziti genové terapie v oblasti dédi¢nych neurologickych onemocnéni, jejichz
prevalence stoupa v détské i dosp€lé populaci. Prace také shrnuje historické udalosti vedouci
k objevu genové terapie, metodické moznosti genové terapie a rizika s ni spojena. Posledni
kapitola je vénovana nejnovéjSimu postupu v oblasti genové 1é€by, kterym je personalizovany
pristup 1éCby cileny na pacienty s extrémné vzacnymi mutacemi.

Kli¢ova slova: genova terapie, editace genomu, RNA antisense oligonukleotidy,
neurogenetickd onemocnéni, virové vektory

Abstract

Gene therapy is a revolutionary approach to treating diseases, targeting the genetic basis of
disease. In the future, it could become the predominant therapeutic approach for many diseases.
Current approved gene therapies target immunodeficiencies, cancers, hereditary
haematological and neurological diseases, thus presenting hope for patients suffering from rare
and previously untreatable diseases. At present, gene therapy is primarily intended for the
treatment of monogenic diseases, but in the future its use could extend to the field of acquired
diseases. In this way, gene therapy may provide new treatment options and improve the quality
of life of patients. Advances in this field are due not only to the development of genetic
diagnostics, but also to the improvement of techniques for the application of nucleic acid to
target sites, which allows genetic defects to be addressed precisely and effectively. The bachelor
thesis focuses on the use of gene therapy in the field of hereditary neurological diseases, the
prevalence of which is increasing in both the pediatric and adult population. The thesis also
summarizes the historical events leading to the discovery of gene therapy, the methodological
possibilities of gene therapy and the risks associated with it. The last chapter is devoted to the
latest advancement in gene therapy, which is a personalized treatment approach targeting
patients with extremely rare mutations.

Key words: gene therapy, genome editing, RNA antisense oligonucleotides, neurogenetic
diseases, viral vectors



Seznam zKkratek

6MWT
AAV
ADA-SCID
ALD
AMN
ASO
BMD

C

CCR5
CNS
Crisp/Cas9
DMD
dsRNA
EMA
FDA
G-CSF
GM-CSF
HIV
hnRNA
HSPC
IRD

IVF
LCA
miRNA
mRNA
NHEJ
RISC
ROS
RSV
SCID-X1
siRNA
SMA
snRNP

T
TALENSs
TGF-B
TILs
TNF
VLCFA

six-minute walk test (Sestiminutovy test chiizi)

adeno-asociované viry

adenosine deaminase-deficient severe combined immunodeficiency
adrenoleukodystrofie

adrenomyeloneuropatie

antisense oligonukleotidy

Beckerova muskularni dystrofie

cytosin

C-C chemokinovy receptor typu 5

centrdlni nervova soustava

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9
Duchennova muskularni dystrofie

double stranded RNA

European Medicines Agency (Evropska 1ékova  agentura)
Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 16&iv)
granulocyte colony-stimulating factor

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

human immunodeficiency virus (virus lidské imunodeficience)
heterogenous nuclear RNA

hematopoietic stem and progenitor cells

inherited retinal diseases (dédi¢né retinalni dystrofie)

in vitro fertilizace

Leberova kongenitalni amaur6za

microRNA

messenger RNA

non-homologous end joining

RNA-induced silencing complex

reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

Rous sarcoma vir

X-linked severe combined immunodeficiency

small interfering RNA

spinalni muskularni atrofie

small nuclear ribonucleoprotein

thymin

transcription activator-like effector nucleases

transforming growth factor B (transformujici rastovy faktor beta)
tumor-infiltrating lymphocytes

tumor necrosis factor

very long-chain fatty acids (mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem)



I UVO0oiiiiiiie it 1
2 GENOVA LETAPIC ..veeuvieeiieiieeiieetee et etteeteeteestteeseesseeesseessaeenseessseenseessseenseessseanseesssesnseensseans 2
2.1 Historické mMilniKy .......cccuviieiiiiiiiece e 2
2.2 Metody ZENOVE LETAPIC ....eeeeerieeeiieeeiieeiiieesieeesreeestaeeesereeessseesssaeessseeessseeessseeessseeensees 5
2.2.1 Metodické mOZnosti ZENOVE tEIAPIC ......veervieeeiieeiiieeieeerreeeieeeereeeereeeeaeeesreeenns 5
2.2.2  EX VIVO VS il VIVO PTOVEACNT ... ..viiiiiiiiiieieiieeeiee ettt e e aeestee e svee e saeeesvee e 6
2.2.3 Pridani genu vs editace ZENOMU........eevuieevierieeiieniieeieenereeteesieeebeeseneeseeseseenseenens 7
2.2.3  Somatické vs zA&rodecné BUNKY ..........cccveviiiiiiiiiieiieeieeieeee e 11

2.3 Rizika Spojend s ZeNOVOU teIaAPII....c.ueevieriieeiieiieeie et eiee e eee e seaeeaeeseae e 12

3 Vyuziti 2enoveé terapic v SOUCASNOST....uieruiierieriieeiieriieerieniieeiteesireeseeseresseesseeeseessseesens 14
3.1 Genova terapie u neurogenetickych onemocn&ni...........cceveeveivienicnieneniicnecneenne. 16
3.1.1 Duchennova svalova dystrofie .........ccccceevieriiiiiiiiiieie e 17
3.1.2  Spinalni muskularni atrofie ..........occooviieiiiiiii e 21
3.1.3  AdrenoleukodyStrofie.......ccoeiuiiiiiiiiiiiieiie et 26
3.1.4  Retindlni dyStrofie .......ccuiiiiiiiiieiiieiiecie ettt e 29

3.2 Personalizovany pristup SENOVE terapi€.......c.cecvervieriierieeniieeieeiieeereerieeseeeveeneneens 32

B ZLAVET ittt h ettt h ettt e bt e bt et e bt et e ntenaeentesaeen 34



1 Uvod

Genova terapie piedstavuje inovativni pfistup v 1é€b€ nemoci, ktery je zalozen na
modifikaci genetického materialu pacienta. Jiz od objevu struktury DNA v roce 1953 védci
vetili, ze by nukleové kyseliny mohly slouzit jako 1é¢ebny prosttedek. AvSak koncept genové
terapie byl pro n¢ neptedstavitelny, dnes se pomalu stava realitou 1écby. Terapeuticky efekt
genove terapie spociva v riznych metodach, jako je umlceni ¢i sniZzeni exprese mutovaného
genu, oprava defektniho genu nebo vlozeni genu, ktery nahradi defektni variantu. Existuje
mnoho metod zaloZzenych na DNA a RNA, pficemz systém Crispr/Cas9 patii mezi nejcastéji

diskutované.

V soucasnosti je k dispozici nekolik schvalenych genovych terapii, které piinaseji nadéji
pro pacienty s riiznymi chorobami. Neurologickd onemocnéni se v populaci vyskytuji stale
Castéji a predstavuji vyzvu pro soucasnou medicinu. Pfekazky branici vyvoji ucinného 1é€iva
spocivaji v komplexité centralniho nervového systému a ochranné hematoencefalické bariére.
Dostupna 1écba byla doposud pouze symptomatickd, zaméfena na mirnéni klinickych projevi
a zlepSovani kvality zivota pacientd. Nicméné fada neurologickych onemocnéni, na které cili
genova terapie, jsou zdvaznd a invalidizujici, Casto charakteristicka rychlou progresi
a zkracenim délky Zivota pacientli. Genova terapie je vSak na trhu relativné kratce, proto je stale
nejasné, jak bude dlouhodobé ucinna. V soucasnosti se také pomalu rozviji koncept
personalizované lécby, ktery se zamétuje na vyvoj 1éCiv specificky pro jednotlivé pacienty

s konkrétnimi genetickymi mutacemi.



2 Genova terapie

Genova terapie slouzi k prevenci nebo 1€€bé onemocnéni za vyuziti nukleovych kyselin. Na
rozdil od tradi¢nich léCebnych postupl je cilena pfimo na genetickou podstatu nemoci.
Terapeutického ucinku lze dosdhnout umlcenim ¢i snizenim exprese mutovaného genu,
opravou defektniho genu nebo vlozenim genu, ktery v cilovych buiikach nahradi defektni

variantu (Herzog a Popplewell 2020).

K vyvoji ucinné genové terapie vede dlouhd a narocnéd cesta, pro kterou je zésadni
identifikace mutaci, které dané onemocnéni zpisobuji a ovlivituji. Pro efektivitu a bezpecnost
1é¢by je zapotiebi prozkoumat biologicky charakter nemoci zahrnujici transkiptom, proteom
1 metabolom, dale zjistit miru exprese kauzalniho genu a identifikovat geny asociované s timto
genem. V neposledni fadé je nezbytné zvolit vhodnou metodu, jez ovlivni pouze cilové bunky
¢i tkdné. Pouzitd metoda i zplisob podani se odviji od charakteru nemoci a struktur, které

postihuje (Herzog a Popplewell 2020).

V soucasné dobé Ize ve statech Evropské unie pouzit ptiblizné 21 genovych terapii, které
byly béhem poslednich let schvaleny k terapeutickému vyuziti Evropskou 1ékovou agenturou
(EMA). Mezi tyto ptipravky se fadi naptiklad Hemgenix k 1é¢b& hemofilie B, Zolgensma pro
pacienty trpicimi spindlni muskuldrni atrofii nebo Roctavian, ktery mize byt podavan
pacientiim s vaZznou formou hemofilie A (European Medicines Agency 2024).

Z pocatku se genova terapie zamétfovala na 1écbu monogennich onemocnéni, v soucasné
dobé se vSak jeji aplikace pomalu rozSifuje 1 na oblast ziskanych a multifaktoridlnich
onemocnéni véetné infekénich nemoci a nddorového bujeni (Tang a Xu 2020). Postupy genové
1é¢by jsou stale zdokonalovany, v dnesni dobé¢ je vSak touto formou terapie 1éceno velmi mélo
pacientll a pripravky jsou urCeny piedevSim pro lécbu vzacnych onemocnéni, pro kterd

neexistuje jina ucinna terapie (Herzog a Popplewell 2020).

2.1 Historické milniky

Prvnim milnikem, ktery zapocal vyvoj vedouci k objevu genové terapie, byl experiment
z pocatku 20. stoleti, kdy Frederick Griftith infikoval laboratorni mys smési rtiznych kmeni
bakterie Streptococcus pneumoniae. Smés obsahovala zivy nevirulentni R kmen a teplem
deaktivovany virulentni S kmen. My$ nasledkem bakterialni infekce zemfela (rozvinuti zapalu
plic) a po rozboru krve mysi Griffith zjistil, Ze doslo k transformaci nevirulentniho kmene

bakterie na kmen virulentni (Griffith 1928). O par let pozdé&ji, v roce 1944, Oswald Avery se
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svymi kolegy zjistili, ze transformujici molekulou je DNA, nikoliv proteiny. Védci potvrdili,
ze DNA muze transformovat vlastnosti bun€k, tedy zménit nevirulentni bakteridlni kmen na
virulentni (Avery et al. 1944). DalSim milnikem byl objev struktury dvousroubovice DNA,
o ktery se v roce 1953 zaslouzili védci J. D. Watson a F. Crick (Watson a Crick 1953). Jiz od
objevu funkce a struktury DNA bylo cilem védct vyuziti lokdlni modifikace genomu jako
mozného feseni riaznych genetickych onemocnéni.

V roce 1961 piisel H. M. Temin s revolu¢ni hypotézou, ze mutace zptisobené infekei virti
jsou dédi¢né. Ve svém experimentu vyuzil kufeci buniky, které infikoval Rous sarcoma virem
(RSV), v genomu dcefinych buiikach poté objevil virové geny. Jelikoz RSV patii mezi RNA
viry, Temin timto experimentem také vyvratil v t¢ dob¢ uznavanou teorii, ze mize dochdzet
k vyméné¢ informace pouze mezi molekulami DNA. Svym pokusem rovnéz piispél
k pozd¢jsimu objevu RNA dependentni DNA polymerazy (Temin 1961). Na poznatky z tohoto
vyzkumu navazali védci E. H. Szybalska a W. Szybalski, ktefi na pokusech se sav¢imi buiikami
zjistili, ze genetické poruchy mohou byt opraveny pomoci transformace a i takto opravené
poruchy jsou dédi¢né, respektive ptitomné v dcefinych buiikach (Szybalska a Szybalski 1962).

Rok 1966 byl pro vyvoj genové terapie klicovy. E. Tatum pfiSel s mySlenkou vyuziti vira
k prenosu genu do somatickych bun€k a jejich vyuziti v genové terapii. V tehdejsi dob¢ vsak
nebyly znamy metody, které by umoznovaly Gpravu virt tak, aby nezptsobovaly onemocnéni,

ani metody k vloZeni terapeutického genu do virového genomu (Tatum 1966).

V roce 1968 provedli S. Rogers a jeho kolegové UspéSny pienos polyA koncl do virové
RNA za vyuZiti viru tabdkové mozaiky jako vektoru (Rogers a Pfuderer 1968). Motivovani
svym uspechem, provedli prvni pokus genové terapie za ucelem 1écby onemocnéni. Pomoci
Shope papilloma viru pfenesli gen pro argindazu do dvou pacientl trpicich poruchou
ornitinového cyklu. Experiment byl vSak neuspésny a nedoSlo k dosazeni terapeutického
ucinku (Rogers et al. 1973). Pozdéji bylo diky sekvenovani zjisténo, Ze genom Shope papilloma
viru nekdduje arginazu.

V roce 1972 byl v ¢asopise Science predstaven koncept genové terapie (Friedmann a Roblin
1972). Prvni oficialni pokus o genovou terapii se uskute¢nil v roce 1988 pod vedenim Stevena
Rosenberga. O dva roky pozdéji probéhl prvni klinicky pokus. Cilem experimentu bylo zjistit,
zda existuje klinicka korelace mezi infiltraci TILs (tumor-infiltrating lymphocytes) a jejich
efektivité v boji proti nddoru. Aby mohl sledovat pohyb TILs u onkologickych pacientii, bylo
nutné je oznacit pomoci markeru. Genovy marker (gen kédujici rezistenci k neomycinu) byl ex

vivo ptenesen pomoci retrovirového vektoru do extrahovanych TILs, a takto upravené bunky



byly transplantovany zpét do pacienta trpiciho metastazujicim melanomem. Nésledné dostal
Rosenberg povoleni vyuzit ex vivo upravené TILs k 1é¢bé 2 pacientli s pokrocilym stadiem
rakoviny. V tomto pfipad¢ byly buiiky transdukovany genem koédujicim TNF (tumor necrosis
factor). U pacientii doSlo k zastaveni ristu tumoru v misté¢ vpraveni modifikovanych bunék

(Rosenberg 1992; Rosenberg et al. 1990; 1993).

Dals$im vyznamnym milnikem bylo provedeni genové terapie za pomoci terapeutického
genu. Lécba byla aplikovana pacientim s deficienci adenosin deamindzy (ADA-SCID, MIM
#102700), ktera vede k vazné imunodeficienci a zplisobuje neschopnost pacientt ¢elit infekcim.
K terapii byly vyuzity ex vivo modifikované bilé krvinky, do kterych byl pomoci
y-retrovirového vektoru vnesen gen pro adenosin deaminazu. U pacientil v§ak bylo pozorovéano

Mrwe

chybéjiciho enzymu (Blaese et al. 1995).

Dulezitym rokem pro genovou terapii byl rok 1999, ktery jeji vyvoj bohuzel neposunul
kuptedu ale naopak jej zpomalil. V tomto roce doslo k umrti prvniho pacienta (Jesse Gelsinger,
Filadelfie, USA) v disledku podéani genové terapie. Tato zprava samoziejm¢ zpisobila, ze
ucinnost a bezpe€nost genové terapie a jeji vyuziti jako 1é€by budoucnosti zacaly byt
zpochybiiovany. Pacient trpél deficienci ornitin transkarbamyldzy. Pfi¢inou umrti bylo
multiorgdnové selhdni zpusobené piehnanou imunitni reakci na virovy vektor, ktery byl
ke genové 1&cbe vyuzit (Stolberg 1999).

Oficialné prvni G¢innd genova terapie byla provedena v roce 2000. Jednalo se o 1écbu
cilenou na X-vadzanou kombinovanou imunodeficienci (SCID-X1, MIM #300400).
Terapeutickym genem byl gen pro y podjednotku cytokinového receptoru, jelikoz jeho exprese
u pacientil s SCID-X1 chybi. Po 1é¢bé se vSak u ¢asti pacientil rozvinula leukémie jako nasledek
inzeréni mutageneze pouZzitého retrovirového vektoru (Cavazzana-Calvo et al. 2000). U téchto
pacientil bylo nésledné zjiSténo, ze se virovy vektor vlozil do blizkosti promotoru
protoonkogenu LMO2, coz mélo za nasledek aberantni transkripci genu LMO2 (Hacein-Bey-

Abina et al. 2003).

Dvacaté prvni stoleti s sebou pfineslo nejen schvéleni dalSich genovych terapii
ke klinickému vyuziti, ale 1 nové metody genové terapie. Prvni genova lécba ke klinickému
vyuziti byla schvalena v roce 2003 v Ciné. Genova 1é¢ba s nazvem Gendicine je zaloZena na
adenovirovém vektoru a slouzi k 1é¢bé& spinocelularniho karcinomu hlavy a krku (Wilson 2005).
V Evropé se prvniho schvaleni dockala genova 1é€ba Glybera v roce 2012. Glybera se vyuziva

u pacientli trpicich hereditarni deficienci lipoprotein lipazy (MIM #238600), ktefi nejsou
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schopni rozstépit lipidy pfitomné v krvi. V krvi dochazi k hromadéni lipidit do toxickych
hladin, coz zplisobuje zavazné potize. Tato genova lécba je opét zaloZena na virovém vektoru,
tentokrat je vyuzit vektor odvozeny od adeno-asociovanych virt (European Medicines Agency
2017). V néasledujicich letech byly postupné schvalovany dalsi genové terapie, jako napiiklad
Zolgensma urcena pro pacienty se spinalni muskularni atrofii ¢i Roctavian k 1é€bé hemofilie A.
V soucasné dob¢ dochazi k neustalému zlepSovani metod editace genomu a mnoho genovych

terapii je v soucasnosti ve fazi klinicich studiich (European Medicines Agency 2024).

2.2 Metody genové terapie

Genova terapie vyuziva Siroké spektrum metod. Pro konkrétni typ onemocnéni je poté
zvolen postup umoziujici do¢asné ovlivnéni exprese nebo trvalou modifikovanou expresi genu

(Kaufmann et al. 2013).

2.2.1 Metodické moznosti genove terapie
Vpraveni spravného useku nukleové kyseliny na misto mutace mtze byt dosazeno tfemi

zpusoby: 1) vpraveni nahé nukleové kyseliny, 2) pomoci vektord, 3) editaci genomu.

Pouziti nahé nukleové kyseliny (purifikovand nukleova kyseliny, kterd neobsahuje proteiny,
lipidy ¢i jiné protektivni molekuly) s sebou nese mnoho problémt, které zahrnuji naptiklad
degradaci RNéazami v séru, interakci se sérovymi proteiny ¢i tkanové nespecifické plisobeni
(ptisobeni v jiném nez cilovém miste). Diky rozvoji védy a techniky se povedlo vyvinout

metody, které ptrekonavaji zminéné problémy (Pan et al. 2021).

Pro vneseni terapeutického genu do bunék se vyuZzivaji tzv. vektory. Vektor musi spliiovat
n¢kolik bezpodminecnych pozadavkl: 1) musi efektivné a presné uvolnit dany gen (geny)
o spravné délce, 2) nesmi byt rozeznan imunitnim systémem a 3) je nutné, aby jeho purifikace
byla mozna ve velkém méfitku a koncentraci. Ve zkratce musi byt tyto vektory bezpecné nejen
pro pacienta, ale i pro védce a vyrobce, ktefi s nimi manipuluji. Casto jsou vyuzivany virové
vektory, které je vSak nutné modifikovat tak, aby nezptsobovaly onemocnéni (Gongalves a

Paiva 2017).

K editaci genomu lze pouZit moderni metody zahrnujici specifické St€peni pomoci
endonukledz. Revoluénim objevem v této oblasti byl objev systému Crispr/Cas9. Metody
genove terapie jsou neustale vylepSovany a v budoucnu by mohly byt vyuzity i k 1é¢bé dalSich

dédi¢nych chorob (Gongalves a Paiva 2017).



2.2.2 Exvivo vs in vivo provedeni

Genovou terapii lze provadét in vivo ¢i ex vivo (Obr. 1). Pti ex vivo provedeni jsou nejdiive
odebrany kmenové buinky pacienta, které jsou nasledné kultivovany a jejich genom je
modifikovan. Upravené kmenové builkky jsou selektovany a kontrolovany, ¢imz dojde
ke zvySeni efektivity a bezpecnosti 1écby. Nésledné jsou buiiky transplantovany zpét do
pacienta (High a Roncarolo 2019). Tento typ transplantace se lisi od klasické tim, Ze jsou
vyuzivany autologni buiiky, neni tedy zapotiebi nadrocné hledani histokompatibilniho dérce
(Tang a Xu 2020). Nejcasteji jsou vyuzivany hematopoetické bunky, které jsou odebrany
z periferni krve po G-CSF mobilizaci. Do pacienta musi byt injekovan cytokin G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor), ktery zptisobi pfesun hematopoetickych kmenovych
bunék z kostni diené do krve, odkud mohou byt buniky odebrany (Kaufmann et al. 2013). Jako
vektory jsou nej€astéji vyuzivany retroviry (lentiviry), pro které je charakteristicka integrace
do genomu hostitele. Nemoci, pfi jejichz 1é¢b¢ je vyuzivana ex vivo genova terapie, zahrnuji

napftiklad velkobunéény B-lymfom (Tang a Xu 2020).
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Obr. 1: In vivo a ex vivo genova terapie — pti in vivo aplikaci je terapeuticky gen vpraven do téla pacienta
pfimo, pfi ex vivo aplikaci dochazi k izolaci a modifikaci bunék pacienta mimo jeho télo a naslednému
vpraveni modifikovanych bunék zpét do pacienta (autologni transplantaci). Pfevzato z (Kaufmann et
al. 2013).



Druhou variantou je provedeni in vivo, kdy dochazi k pfimému vpraveni kopie genu do
pacienta. Pti této metodé¢ jsou nejcastéji voleny vektory odvozené od adeno-asociovanych vird,
které se na rozdil od retrovirii neintegruji do genomu hostitele. V soucasné dobé se in vivo
genova terapie vyuziva napiiklad k 1é¢b¢e spindlni muskularni atrofie ¢i retindlni dystrofie (Tang
a Xu 2020). Genova terapie mize byt podana intraven6zné (systémové podani), inhala¢né,
intratekalné (lumbalni punkci do mozkomisniho moku) ¢i injekéné do cilové tkané (Herzog a

Popplewell 2020).

2.2.3 Pridani genu vs editace genomu

K vlozeni nové kopie genu do bunky, a tudiz i k obnovée exprese fungujiciho proteinu, se
vyuzivaji virové vektory. Viry jsou upraveny tak, aby po transdukci (pfenosu genetického
materialu prostfednictvim viru z donorové buiiky do bunky recipientni) nedochazelo k rozvoji
imunitni reakce hostitele. Z virové DNA je odstranéna vétSina kédujicich sekvenci. DalSimi
pozadavky, které musi vektory spliiovat, jsou jednoducha ptiprava a pouziti. Vektory jsou dale
modifikovany, aby byla zvySena efektivita pfenosu genu (Scheller a Krebsbach 2009). Vétsina
schvalenych genovych terapii funguje na principu virovych vektord, vyuzivaji se naptiklad
k lécbe t€zkych forem kombinované imunodeficience (SCID-X1, ADA-SCID) nebo k 1écbé
hemofilie B (MIM #306900) (Kovac et al. 2017). Mezi nejpouzivanéjsi viry se fadi adenoviry,
adeno-asociované viry (AAV) a retroviry, 1ze vSak také pouzit bakteriofdgy a podobné viry

(Pan et al. 2021).

Adenoviry

Adenoviry patii mezi neobalené DNA viry, které se neintegruji do genomu. V buiikéch se
nachazi nejcastéji ve form¢e episomil (extrachromozomalni geneticky material se schopnostni
autonomni replikace, mize se integrovat do chromozomu). Exprese vneseného genu pomoci
adenovirovych vektorti je kratkodoba (Kaufmann et al. 2013). Vyznacuji se stabilnim
genomem, pomérné velkou klonovaci kapacitou a nizkou imunogenicitou. Adenoviry jsou
schopné transdukce riznych bunécnych linii, coz s sebou nese mnohostranné vyuziti, ale také

riziko toxicity v necilovych tkanich (Brunetti-Pierri 2017).

Adeno-asociované viry (AAV)

Druhou skupinou jsou adeno-asociované viry (AAV), které se stejn¢ jako adenoviry tfadi
mezi neobalené DNA viry. V bunice existuji nej€asteji v podob¢ episomil, mize vSak vyjimecné

dochézet k jejich inzerci do genomu, a to s frekvenci 10 az 10 (integrace do hostitelského



genomu probéhne u 1 z 10 000 nebo 100 000 bunék) (Kaufmann et al. 2013). Vyhodou AAV
je fakt, ze jsou nepatogenni, a tudiz zpisobuji jen mirnou imunitni reakci hostitele. S adenoviry
sdili také schopnost infikovat rtizné bunécné linie (Scheller a Krebsbach 2009). Vektory
odvozené od této skupiny virti se vyuZzivaji nejCastéji k doCasnému transferu genu do
post-mitotickych bun¢k, nejcastejsimi cili jsou sitnice, nervovy systém, jatra, kosterni a srde¢ni

svalovina (Kaufmann et al. 2013).

Retroviry

Z retrovirt jsou ke genové terapii vyuzivany y-retroviry, lentiviry a spumaviry. Retroviry
jsou na rozdil od ptfedchozich dvou skupin schopné integrace do genomu cilové bunky (Cotrim
a Baum 2008). Vyuzivaji se u genovych terapii provadénych ex vivo, ¢imz se zamezi exprese
terapeutického genu mimo cilové buiiky a zaroven dojde k zabranéni modifikace germinalni
linie. Timto postupem je také zabranéno imunitni reakci a nechténému vylucovani 1éCiva

metabolickou pieménou nebo ledvinami (Kaufmann et al. 2013).

Editace genomu

Editaci genomu rozumime umélou/indukovanou zménu genetického materialu (inzerce,
delece, modifikace ¢i vyména casti nukleové kyseliny) v Zivém organismu. Cilem editace
genomu je zména fyzickych znakt ¢i 1é¢ba onemocnéni. Editace genomu muize byt dosazeno
inhibici exprese mutovaného genu (na tirovni mRNA), opravou defektni alely pfimo v genomu
nebo pifidanim genu ovliviiyjicitho pribéh onemocnéni (Brunetti-Pierri 2017). K témto
postupiim se vyuZzivaji nevirové vektory, jejichz vyhody zahrnuji dlouhodobou expresi
vnesen¢ho genu, nizkou imunogenicitu, jednoduchou ptipravu, pomér ceny a efektivity,
moznost podani opakovanych davek a neomezenou velikost inzertu (Scheller a Krebsbach
2009). K editaci genomu se vyuziva RNA interference, antisense oligonukleotidy, specificky

Stépici endonukledzy a fyzikalni metody (Pan et al. 2021).

RNA interference

RNA interference (Obr. 2) patii mezi metody editace genomu na trovni mRNA (messenger
RNA). Tento pfistup je zaloZen na ptirozené schopnosti bun€k inhibovat expresi specifickych
genti. Pokud do buiiky vstoupi endogenni ¢i exogenni dsRNA (double stranded RNA) je
v cytoplazmé pomoci enzymu Dicer roz§tépena na kratsi tiseky zvané siRNA (small interfering
RNA). Vzniklé 21 az 23 nukleotidii dlouhé fragmenty jsou navazany na RNA-induced silencing
complex (RISC), jehoz soucasti jsou nukleazy. Pokud se siRNA komplementarn¢ navaze na

mRNA vznikajici v buiice, dojde k nespecifické degradaci dané mRNA pomoci nukledz



v komplexu. Metoda zajiStuje vysoce specificky knock-out daného genu (Pan et al. 2021).
Syntetickd RNA je dopravovana do bun¢k pomoci kationtovych polymert ¢i jinych fyzikéalnich
metod. Pii této metodé nedochazi k toxicit¢ v necilovych bunkach, dalsi vyhodou je mozné

vyuziti u Sirokého spektra onemocnéni (Brunetti-Pierri 2017).
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Obr. 2: Mechanismus RNA interference. Pfevzato z (Downward 2004).

Inhibici translace specifické mRNA lze dosahnout také pomoci miRNA (microRNA).
Délka této nekddujici RNA je v rozmezi 19 az 22 nukleotidll a jeji geny se nachdzi pfimo
v genomech eukaryotickych bunék. Podili se naregulaci genové exprese prostiednictvim

degradace mRNA ¢i inhibice translace a ovliviiuje tedy veskeré bunécné déje (Pan et al. 2021).

Antisense oligonukleotidy (ASQ)

Dal$i metodou zaloZzenou na RNA jsou antisense oligonukleotidy (ASO). Jedna se
o syntetické jednovldknové RNA oligonukleotidy vazici se k cilové sekvenci na mRNA ¢i
hnRNA (heterogenous nuclear RNA). Na zdkladé¢ Watson—Crickova parovani vznikd vazba
ovlivityjici expresi genu v riznych fazich — od zmény sestfihu hnRNA aZ po degradaci

transkriptu (Bajan a Hutvagner 2020).



Specificky Stépici endonukleazy

Editace genomu nemusi probihat pouze na urovni RNA, ale 1 pfimo na tirovni DNA. Opravy
nebo vystfizeni mutovaného genu nebo vlozeni nové alely 1ze dosahnout pouzitim specificky
modifikovanych endonukledz, které vytvoii dvoufetézcové zlomy na piesné definovanych
mistech genomu. Oprava vzniklych zloml je uskuteCnéna pomoci bunéénych opravnych
systému. Typ opravy se odviji od skutecnosti, zda je ¢i neni pfitomna exogenni DNA. Pokud
exogenni sekvence neni pfitomna, pak jsou zlomy opraveny pomoci NHEJ procesu, ktery je
nachylny ke vzniku mutaci a deleci v misté zlomu. Non-homologous End Joining (NHEJ) je
reparacni mechanismus béhem kterého dochézi k pifimé ligaci koncti dvoutetézcovych zlomt
bez ptritomnosti homologniho templatu. Pokud exogenni DNA pfitomna je, pak builka zlomy
opravi na zédklad¢ homologni rekombinace, ktera vede k integraci spravné sekvence (tzn. bez
mutace) do specifického lokusu. Prvni moznosti je v souc¢asné dob¢ ¢asto skloiiovany systém

Crispr/Cas9 (Obr. 3), kde je specifické Stépeni zajisténo tzv. guide RNA. Pokud dojde
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Obr. 3: Editace genomu pomoci systému Crispr/Cas9 skladajiciho se ze tfi ¢asti: nukleazy (nejcastéji
wild-type Cas9 pochazejici ze Streptococcus pyogenes), guide RNA a cilové molekuly DNA urcené k
modifikaci. Pfevzato z (Gongalves a Paiva 2017).
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k hybridizaci guide RNA a cilové sekvence na molekule DNA, pak provede v tomto lokusu
nukledza Cas9 zlomy. Systém Crispr/Cas9 slouzi jako obranny mechanismus pfirozené se
vyskytujici u né€kterych bakterii a archea (Pan et al. 2021). Za vynalez metody editace genomu
zalozeného na technologii Crispr/Cas9 byla v roce 2020 udélena Nobelova cena za chemii
dvéma védkynim, Emmanuelle Charpentier a Jennifer Doudna (Gostimskaya 2022). Stépeni ve
specifickém lokusu lze dosédhnout také fuzi nukleaz s DNA-vazebnymi doménami. Ke
specificky $tépicim endonukledzam tadime TALENs (transcription activator-like effector
nucleases) a Zinc-finger nukledzy. TALENs jsou restrikéni enzymy, které mohou byt
modifikovany tak, aby Stépily v urcité sekvenci DNA. Zinc-finger nukleazy vznikaji fuzi
DNA-vazebné domény zvané zinkovy prst s nukledzovou doménou, ptesnost stépeni je dana

specificky modifikovanou DNA-vazebnou doménou (Kaufmann et al. 2013).

Fyzikalni metody

Fyzikélni metody jsou v soucasnosti rychle se rozvijejici oblasti genové terapie. Nukleové
kyseliny mohou byt do buiiky dopraveny pomoci kationtovych polymert, jejichz principem je
elektrostaticka interakce kladné nabitych polymeri a zaporné nabité DNA. DalSimi moznostmi
jsou liposomy (sférické vezikuly ohranicené jednou ¢i vice lipidovymi dvojvrstvami) ¢i
endogenni vektory jako jsou ku ptikladu exosomy (membrénové vacky, které jsou sekretovany

buitkami za uc¢elem transportu materialu ¢i signalizace mezi buitkami) (Pan et al. 2021).

2.2.3 Somaticke vs zarodecné bunky

Metody genové terapie lze aplikovat na somatické i zdrode¢né buiiky. V soucasné dobé se
vSak veskeré genové terapie schvéalené pro klinické pouziti tykaji modifikace somatickych
bunék. Pti pouziti somatickych bun¢k dojde k modifikaci pouze danych bunck a Upravy se
nepiendsi do dalsi generace (Tang a Xu 2020).

V ptipadé genovych modifikacich v zarode¢né linii se jednd se o pfimé Upravy gamet ¢i
preimplantacnich embryi. Timto postupem by bylo zamezeno pifenosu onemocnéni do dalsi
generace. Uprava zarode&nych bunék je extrémné narocné a rizikova, navic se poji s mnoha
etickymi otazkami, které nejsou dosud dostatecné oSetieny, tudiz se zarodecné bunky ke genové
terapii v sou¢asnosti nepouzivaji (Tang a Xu 2020). V roce 2018 byla v Cin& provedena
modifikace zarodeéné linie. Cinsky védec Jiankui He za vyuziti systému Crispr/Cas9 vlozil do
lidskych embryi alelu genu CCR3, ktera zajist'uje rezistenci viaci HIV. Tato mutovana alela se

piirozené vyskytuje v evropské populaci a zajiSt'uje jejim nositelim zpomaleni progrese Ci
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rezistenci k HIV infekci. AvSak ani homozygoti v této alele nejsou stoprocentné rezistentni vici
vsem kmeniim HIV. Dle svych slov se védec Jiankui He svym experimentem snazil zabranit
prenosu HIV z nemocného otce na dvojcata. Kyzeného vysledku Ize vSak dosdhnout pomoci
metod asistované reprodukce, které s sebou nesou vyrazné mensi rizika a funguji velmi
spolehlivé. Védec Jiankui He byl za své pocinani potrestan ¢inskou vladou a tento riskantni

a neeticky experiment je kritizovan védci po celém svété (Wang a Yang 2019).

2.3 Rizika spojend s genovou terapii

Genova terapie disponuje velkou fadou vyhod, ale jako kazda jina 1é¢ba s sebou nese 1 urcita
rizika. Pocet zaznamenanych nezadoucich ucinkl u pacienti, ktefi se zcastnili klinickych
studii, je vSak relativné maly. Nékteré dopady (naptiklad inaktivace supresorovych nadorovych
genu inzerci virového vektoru) se mohou projevit az po uréitém case. Teprve dlouhodobé
sledovani ukaze, jak bezpe€na a u€inna léba doopravdy je (High a Roncarolo 2019). Genova
1écba se jiz od vzniku potykd s otdzkami ohledné etiky, mnozi vyjadiili své obavy spojené
s moznym pokrokem metod genové terapie a jejich vyuzitim k Gipravé genetického materialu

potomkii (Wirth et al. 2013).

4

schopnymi integrace do genomu. Nespecifickou integraci mize dojit k aktivaci ¢i deaktivaci
exprese necilového genu, cozZ miiZze mit za nasledek az rozvoj nddorového bujeni. Jako mozné
feSeni se nabizi pouziti virt, které nejsou schopné integrace jako jsou napiiklad
adeno-asociované viry. Nevyhodou téchto vektoru je vSak limitovany pocet exprese vnesené¢ho
genu. Inzeréni mutagenezi Ize zabranit odstranénim silnych enhancerovych oblasti z vektoru ¢i

modifikaci retrovirového vektoru tak, aby se vkladal do specifického lokusu (Tang a Xu 2020).

Dalsim rizikem, kterému je potieba se vyhnout, je rozvinuti silné imunitni reakce hostitele.
Béhem genové terapie jsou do téla pacienta vpravovany cizorodé latky, kterym se télo pfirozené
brani svym imunitnim systémem (High a Roncarolo 2019). SniZeni imunitni reakce lze
doséhnout lokalnim podanim genové terapie do imunologicky privilegovanych organti. Pokud
je k 1é¢be nutné systémové podani, pak 1ze pomoci imunosupresivnich 1€kt ziskat ¢as potiebny
pro ptenos genu do bun¢k. V neposledni fadé 1ze modifikaci vektoru zvysit efektivitu pfenosu
genu, coz ma za nasledek snizeni davky vektort a tim i snizeni miry imunitni reakce. Imunitni
systém lidského téla vSak nereaguje pouze na virové vektory, ale i na jiné komponenty
pouzivané pii genové terapie, jako jsou napiiklad endonukleazy. I v tomto piipadé je mozné
pouzit lokédlni podani do imunologicky privilegovanych organli ¢i sniZit imunitni reakci
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pacienta poddnim imunosupresiv. Dal§i moznosti je pouziti endonukledz pochézejicich
z nepatogennich bakteridlnich kment ¢i maskovani epitopti, které spousti imunitni reakci (Tang

a Xu 2020).

Zéavaznarizika jsou spojena s vyuzitim genové terapie v zarodecné linii. Tato rizika zahrnuji
pienos nechténych mutaci do budouci generace ¢i vznik mozaik, tedy smési zdravych
a poSkozenych bunék v radmci jednoho embrya. Situaci komplikuje i fakt, ze stdle neni znam
ptresny proces reparace DNA v ranych embryich. V tomto ptipad¢ rizika zna¢né ptevazuji nad
vyhodami, a proto je vyuziti genomové editace v zdrodecnych buiikach ve vice nez 30 zemich
zakazano Ci prisné regulovano. V soucasné dob¢ existuji levnéjsi a bezpecnéjsi metody, jako je
napiiklad vyuziti IVF (in vitro fertilizace), avSak Zadna ze soucasnych metod nedokaze fesit
vSechna onemocnéni (Tang a Xu 2020).

Nezadouci ucinky se mohou projevit jako opozdéna reakce, jejichZ rozvinuti trva i nékolik
let. Genova terapie by mohla byt feSenim pro mnoho zavaznych onemocnéni, je vSak nutné,
aby byla co nejvice prozkoumana a zamezilo se tak nezadoucim uc¢inkiim. V soucasné dob¢
jsou pacienti, jez obdrzeli genovou terapii, dlouhodobé kontrolovani a zkoumani. Neni takeé

dosud znamo, jak dlouho efekt genové 1é€by potrva, zda bude celozivotni nebo pouze docasny

(Anon. 2021a).
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3 Vyuziti genové terapie v soucasnosti

Genova terapie byla v minulosti povazovdna za nepfedstavitelny koncept, nyni je vSak
realitou 1écby nékterych vzacnych a zavaznych onemocnéni. Plivodné byla genova 1écba cilena
na monogenni onemocnéni, dnes jsou ve vyvoji i 1éCiva na ziskané choroby ¢i nadorova bujeni.
V budoucnu by genova terapie mohla nahradit klasické piistupy 1écby. Stale se vSak potyka
s otazkami ohledné bezpecnosti a etiky, piredev§im oblast editace genomu v germindlni linii

zustava velmi kontroverzni (Steffin et al. 2019).

Tab. 1: Prehled vybranych soucasné schvalenych genovych terapii ke klinickému vyuZiti v EU.
AAV — adeno-asociované viry, ADA-SCID — adenosine deaminase-deficient severe combined

immunodeficiency,

GM-CSF

granulocyte-macrophage

colony-stimulating

factor,

HSPC - hematopoietic stem and progenitor cells, siRNA — small interferring RNA.
Data prevzata z (European Medicines Agency 2024) a (Commissioner 2024).
- . Rok Rok
Komer¢ni . - Mechanismus - . -
hazey Nazev léCiva Gcinku Onemocnéni schvaleni | schvaleni
EMA FDA
talimogene herpesvirus
Imlygic laher arge vec (gen kéduijici Melanom 2015 2015
parep GM-CSF)
ex vivo
Strimvelis / modifikace ADA-SCID 2016 /
HSPC
(retrovirus)
Spinraza nusinersen .antlsense . Spinalni mu.skularm 2017 2016
oligonukleotid atrofie
ex vivo
modifikace Nadorova
Kymriah | tisagenlecleucelum | autolognich T- . 2018 2017
. onemocnéni krve
lymfocytl
(lentivirus)
voretigenum AAV (gen Dédic¢na retindlni
Luxt ) 2018 2017
uxturna neparvovecum RPE65) dystrofie
Hereditarni
Onpattro patisiran siRNA transthyretinova 2018 2018
amyloidéza
antisense Hereditarni
Tegsedi inotersen . . transthyretinova 2018 2018
oligonukleotid .
amyloidéza
ex vivo
axicabtagenum modifikace Nadorova
Yescarta . & autolognich T- . 2018 2017
ciloleucelum o onemocnéni krve
lymfocytl
(retrovirus)
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Tab. 1: pokracovani

Givlaari givosiran SIRNA Akutni hepataini 2020 2019
porfyrie
Primarni
Leqvio inclisiran SIRNA hypercholesterolemie |, , 2021
a smisena
dyslipidemie
ex vivo
. modifikace Metachromaticka
Libmeldy / HSPC leukodystrofie 2020 /
(lentivirus)
Oxlumo lamasiran SIRNA Primarn| 2020 2020
hyperoxalurie 1. typu
ex vivo
brexucabtagene modifikace Nadorova
Tecartus & autolognich T- onemocnéni B- 2020 2020
autoleucel . .
lymfocytl lymfocytl
(lentivirus)
onasemnogene AAV (gen Spinalni muskularni
ST abeparvovec SMIN1) atrofie 2020 2019
ex vivo
idecabtagene modifikace
Abecma . & autolognich T- | Mnohocetny myelom 2021 2021
vicleucel .
lymfocytl
(lentivirus)
ex vivo
lisocabtagene modifikace Nadorova
Breyanzi g autolognich T- onemocnéni 2022 2021
maraleucel . 5
lymfocytl leukocytl
(lentivirus)
ex vivo
ciltacabtagene modifikace
Carvykti g autolognich T- | Mnohocetny myelom 2022 2022
autoleucel .
lymfocytl
(lentivirus)
valoctocogene AAV (gen
Roctavian § kéduiici faktor Hemofilie A 2022 2023
roxaparvovec
Vi)
L, Deficit dekarboxylazy
eladocagene virovy vektor s —
Upstaza aromatickych L- 2022 /
exuparvovec (gen AADC) . .
aminokyselin
etranacogenum AT (B
Hemgenix 5 kodujici faktor Hemofilie B 2023 2022
dezaparvovecum IX)
ex vivo
Casgev exagamglogen modifikace [-talasemie a 2024 2023
gevy autotemcel HSPC pomoci srpkovitd anémie
Crispr/Cas9
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V zemich Evropské unie jsou nova 1é€iva schvalovana Evropskou 1ékovou agenturou
(EMA), v USA plni tuto roli Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). V soucasné dobé jsou
v Evropé schvaleny genové 1éCby cilici na imunodeficience, neurologickd onemocnéni,

dédi¢na hematologicka onemocnéni a nddorova onemocnéni (Tab. 1).

K roku 2021 bylo celkem ve 2. a 3. fazi klinického hodnoceni pies 200 genovych terapii,
které by v dalsim desetileti mohly dat az 40 novych 1é¢iv schvalenych pro klinické pouziti.
Genova terapie je vSak kvili vysoké cené pro mnohé pacienty nedostupna. Cena za jednu davku

genove 1écby se mize vysplhat az ke dvéma miliontim dolarti (Anon. 2021b).

3.1 Genova terapie u neurogenetickych onemocnéni

Pacientl s neurologickymi onemocnénimi neustale ptibyva, a to jak v dospélé, tak détské
populaci (Paolini Sguazzi et al. 2021). Komplexita nervového systému a diagnostika
v pozdnéjsich stadiich limituji vyuziti klasickych terapeutickych postupl pfi 1écbé. Dalsi
ptekazkou u neurologickych chorob pro dopraveni 1é¢iva do mista uréeni je hematoencefalicka
bariéra (Guan et al. 2022). AvSak genova terapie zaméefend na 1é¢bu vzacnych neurologickych
onemocnéni se dostava ke klinickému vyuziti a dava tak nadéji pacientim a jejich rodinam.
V oblasti neurogenetickych onemocnéni jsou v soucasné dob€ schvaleny genové terapie
napfiiklad pro spinalni muskulérni atrofii, Duchennovu svalovou dystrofii, adrenoleukodystrofii
a retinalni dystofii. LéCiva jsou nejCastéji poddvana intravendézn€ nebo intramuskularné.
Specifické dodani lé¢iva do mozku a piekonani hematoencefalické bariéry umoznuje
intratekalni (lumbalni punkci do mozkomisniho moku) a intracerebroventrikularni (podani
1é¢iva do mozkovych komor, odkud se 1é¢ivo dostava do mozkomisniho moku) podani (Paolini

Sguazzi et al. 2021).

Velky potencial v této oblasti maji indukované pluripotentni kmenové buiky (iPSCs)
modifikované systémem Crispr/Cas9. Tento piistup umoziuje ptesny knock-out nebo opravu
poskozeného genu ¢i editaci pfibuznych genii (Guan et al. 2022). Indukované pluripotentni
kmenové buiky, které jsou odvozeny od krevnich bunék ¢i fibroblasti, mohou byt
diferencovany na motorické neurony ¢i gangliové bunky sitnice. Hlavni ptekazkou pfi vyuZiti
systému Crispr/Cas9 k editaci genomu je necilova modifikace, jejiz feSeni je predmétem
intenzivniho vyzkumu. Léciva fungujici na tomto principu prozatim nejsou dostupné na trhu

(Paolini Sguazzi et al. 2021).
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3.1.1 Duchennova svalova dystrofie

Duchennova muskularni dystrofie (DMD, MIM #310200) je X-vazané recesivni
onemocnéni, které se vyznacuje svalovou slabosti a atrofii. Timto neuromuskularnim
onemocnénim trpi primarné¢ muzi, prevalence DMD je 1 : 3 500 narozenych chlapct.
Onemocnéni je zplisobeno mutaci v genu pro dystrofin, proteinu nezbytného k udrzeni integrity
sarkolemy. Mutace v genu pro dystrofin mize byt pfi¢inou 2 riznych typt svalovych dystrofii,
dystrofie (DMD) (Kole a Krieg 2015). Leh¢i forma BMD s prevalenci 1 : 16 700-1 : 18 500
narozenych chlapct je tiikrat méné casta nez DMD (Pula a Quinlivan 2020). Zatimco u DMD
delece zpiisobi vznik mRNA kodujici nefunkéni protein (Obr. 4), u BMD delece nezptsobi
posun ¢teciho ramce a dochézi k produkci zkraceného dystrofinu (Obr. 4). U pacienti s DMD
je vyrazné snizena doba pieziti a smrt nastava kolem 20. roku véku (Kole a Krieg 2015). Délka
zivota u pacienti s BMD nemusi byt ovlivnéna, u nékterych je vSak zkrdcena nasledkem

kardiomyopatie nebo respira¢niho selhani (Pula a Quinlivan 2020).

(a) Healthy
BExon 1.......79

¥

Dystrophin

(b} Duchenne « Nonsense mutation

Exon 1.....51 Exon 53.....79 Exon1....41 Exon42 Exon43..79

Prematurely truncated, non-functional dystrophin

(c) Becker

Exon 1.....50 Bxon 53.....79

$

Internally deleted, partlally functional dystrophin

Obr. 4: Mutace v genu DMD.

(a) zdravi jedinci — normalni exprese dystrofinu

(b) pacienti s DMD — mutace narusuji ¢teci ramec a dochazi k expresi nefunkéniho dystrofinu

(c) pacienti s BMD — mutace neovliviiuji ¢teci rdmec a dochazi k expresi zkrdceného, méné funkéniho
dystrofinu

Prevzato z (Niks a Aartsma-Rus 2017).
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Klinickd manifestace choroby

Postupnym pribéhem nemoci se nejprve u chlapti rozviji hypertrofie svalt, pozdéji dochazi
ke svalové atrofii. Atrofii svalli dochdzi ke svalové slabosti, mimo to je nemoc doprovazena
unavou, problémy s ucenim a motorikou. Atrofie svalii vede k postupnému rozvoji obtizi
s chiizi, typické je obtizné vstavani z lehu ¢i sedu — Gowerstv piiznak (Obr. 5). Svalova atrofie
ve vetsing pripadi postupuje od proximdlnich k vice distalnim svalim. Typickym znakem
tkan¢ a tukovych zésob. U batolat je pozorovana chlize po Spickéch, ktera je zptisobena prave
postupnym zkracovanim plantarnich flexort.. S postupem nemoci dochazi k oslabovani svala
trupu, predevsim dychacich svali, jejichz snizené funkce je hlavni pfi¢inou smrti u pacientii
s DMD. SniZeni respira¢nich funkci je fatalni v piipad€ jeho kombinace s negativnimi G¢inky
skolidzy, dalSim projevem onemocnéni. Pfi¢inou mortality a morbidity mohou byt také
kardiomyopatie zplUsobené oslabenim srde¢niho svalu a snizenim respiracnich funkeci.
Onemocnéni je diagnostikovano nejcastéji mezi 3. a 5. rokem véku. Kromé fenotypovych znakt
se k potvrzeni diagndzy vyuziva biopsie svalt s typickym histologickym nélezem (Patterson et
al. 2023).

Obr. 5: Gowers(v ptiznak u pacienti s DMD — po postaveni na dolni koncetiny si pacienti pomahaiji pfi
zdvihu trupu opirdnim o dolni koncetiny (dlivodem je slabost svalli trupu). Pfevzato z (Kaya a
Sarikcioglu 2015).

Molekularné geneticka podstata nemoci a patofyziologie

Gen pro dystrofin (gen DMD) je umistén na kratkém raménku chromozomu X (lokus
Xqg2.1). S délkou 2,4 Mb a s 79 exony a 78 introny je nejdelSim lidskym genem. Mutacni
rychlost genu pro dystrofin je 10, U zdravych muxii vznikne spermie nesouci mutaci v genu
DMD ptiblizné kazdych 10 az 11 vtefin. Kvili velikosti genu a vysoké mutacni rychlosti je
jedna tietina ptipadd DMD zpiisobena mutaci v genu DMD vzniklé de novo, zbylé dvé tietiny

piipadii jsou mutace zdédéné od matek pienasecek, které ve vétSin€ piripadl nemaji zadné
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klinické projevy (u pfiblizné 70 % prenasecek se vyskytuje mirné zvySend hladina sérové
kreatinkindzy) (Nussbaum et al. 2004). NejcastéjSim typem mutace jsou delece v genu DMD,
které zméni Cteci ramec a vedou ke zkraceni vysledného proteinu. Ztrata dystrofinu vede
k destabilizaci sarkolemy a zvySené hladiné véapniku pfispivajici k bunééné smrti svalové
bunky. Postupné¢ dochazi ke zvySovani poctu svalovych bunék, které podlehnou bunécné smrti.
Tento jev je pficinou progresivni svalové slabosti, hlavniho ptiznaku DMD (Patterson et al.

2023).

Moznosti 1é¢by DMD

Dlouho dobu nebyla na trhu dostupné zaddna 1é¢iva urcend pro pacienty s DMD. Mirného
zlepsovani kvality zivota pacientli bylo dosahovéano vyuzitim symptomatické 1é¢by. Hlavnim
ptistupem v 1écbé je podavani glukokortikoidi spolu s fyzikalni terapii (vyuZiti riznych druht
fyzikalni energie za ucelem prevence ¢i 1écby onemocnéni, nejcastéji je aplikovana u poruch
pohybového aparatu), respiracni terapii, kardiologickou péci, ortopedickou péci a dietnimi
opatfenimi. Tyto postupy se snazi zlepsit kvalitu zivota pacienta a prodlouzit jeho dobu pieziti,
nefesi vSak samotnou pfi¢inu onemocnéni (Patterson et al. 2023). V soucasné dobé
nejvyuzivangjsi glukokortikosteroidy zvysuji svalovou silu a snizuji zanét spojeny s DMD, ale
pti dlouhodobém uzivani maji znacné vedlejsi ucinky jako osteopordza, nezadouci zvySovani

vahy ¢i Sedy zakal (katarakta) (Markati et al. 2022).

Pfi posuzovani u¢innosti novych 1é¢iv se k hodnoceni zmény stavu pacienta vyuziva test
6MWT, kdy se mé&ii vzdalenost, kterou pacient ujde za 6 minut (Patterson et al. 2023). Mezi
nové terapeutické postupy patii n€kolik schvalenych genovych terapii fungujicich na riznych
principech (Kole a Krieg 2015). VSechna nasledujici 1é¢iva jsou ke klinickému vyuziti
schvalena pouze v USA, EMA Z4dnému léCivu schvaleni v soucasnosti neudélila (European

Medicines Agency 2024).

Elevidys

Ptenos celého genu pro dystrofin pomoci virovych vektort je kvili jeho dlouhé kodujici
sekvence velmi ndro¢ny. Virové vektory by nebyly schopné se s tak dlouhym genomem sbalit.
Védci proto vytvofili rekombinantni geny kodujici rlizné zkracené varianty dystrofinu,
tzv. mini-/mikro-dystrofiny, které mohou byt do pacientli pfeneseny pomoci AAV vektori.
U pacientil nedochazi k uplnému vylé€eni, ale pouze zmirnéni pfiznakd na Groven piiznak
Beckerovy svalové dystrofie (Markati et al. 2022). Oproti standardnimu ptistupu 1écby
glukokortikosteroidy vykazuji pacienti léeni AAV mikro-dystrofinem mnohem vyraznéjsi

zlepSeni. Vedle dobré tolerance a vysoké efektivity s sebou genova 1écba za pouziti
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tzv. mini-/mikro-dystrofint nese dalsi vyhodu, kterou je vyuziti u vSech pacientii s DMD bez
ohledu na typ mutace (Patterson et al. 2023). Elevidys (delandistrogene moxeparvovec) je
schvalena genové terapie vyuzivajici AAV vektor kddujici mikro-dystrofin o délce 138 kDa
(oproti klasickému dystrofinu s 427 kDa). Lécba je podavana jednorazove intravenozné a jeji
davkovani odpovidd 10 ml/kg télesné vahy. Opakované¢ podani 1écivého piipravku neni

doporuceno (Hoy 2023).

Translarna

U piiblizné 10 % pacientii je DMD zptisobeno non-sense mutaci, ktera zpiisobuje pfedcasné
zatfazeni STOP kodoénu a ukonceni translace. Pro tyto pacienty byl vyvinut peroralné podavany
1€k s ndzvem Translarna (ataluren), ktery umoziuje pteskoceni pfedcasného STOP kodonu pii
translaci (Markati et al. 2022). V roce 2014 bylo tomuto 1é¢ivu udéleno schvaleni, které se vSak
EMA v roce 2023 rozhodla neprodlouzit kviili mnozstvi moznych rizik (European Medicines

Agency 2023a).

Exon skipping metoda

K exon skipping metod¢ se vyuzivaji antisense oligonukleotidy (ASO), které svoji vazbou
na mRNA indukuji pfeskoceni exonu, ve kterém se vyskytuje mutace. Vysledkem je obnoveni
¢teciho rdmce a vznik mirné€ zkracené formy dystrofinu. Opét nedochdzi k vyléceni ale pouze
ke zmirnéni fenotypu, ze zdvazného fenotypu DMD na mirné;jsi projevy odpovidajici fenotypu
BMD. VétSina 1€Civ zaloZend na této metodé€ cili na mutacni hotspot, ktery se nachazi v oblasti
mezi 45 a 55 exonem (Markati et al. 2022). V soucasnosti jsou schvaleny agenturou FDA Ctyfi
1é¢iva: Exondys 51 (eteplirsen), Vyondys 53 (golodirsen), Viltepso (viltolarsen) a Amondys 45

(casimersen) (Patterson et al. 2023).

Exon 45 skipping: Tato léc¢ba je vhodna pro piiblizné 9 % pacientii s DMD. Genova lé¢ba

cilici na exon 45 se nazyva casimersen a je podavana intravendzné v mnozstvi 30 mg/kg télesné
hmoty na tyden. Casimersen je podavan jednou tydné, k zachovani terapeutického ucinku je

nutné 1écivy piipravek podavat opakované (Patterson et al. 2023).

Exon 51 skipping: U pfiblizné¢ 14 % pacientl je pfi¢inou onemocnéni delece ¢i mutace,

kterd umoziuje vyuziti exon 51 skipping pfistupu. LéCivo eteplirsen ma stejné davkovani
a podani jako casimersen. Vyhodou je malé mnozstvi vedlejSich u€inkti, mezi vzacné nezadouci
ucinky patii naptiklad koagulopatie (poruchy srdzeni krve), zanét ¢i renalni toxicita (poruchy

funkce ledvin) (Patterson et al. 2023).
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Exon 53 skipping: Mutace, u kterych je mozné pouzit 1écbu vyuzivajici exon 53 skipping

metodu, jsou ptfitomny u pfiblizné 8 % pacientd s DMD. Na trhu se nachazeji hned dvé
schvalena 1é¢iva fungujici na tomto principu, golodirsen a viltolarsen. Viltolarsen je kratsi
a vice potentni oligonukleotid (21-mer), kvili délce je vSak jeho terapeutickd davka skoro
tiikrat vyssi nez u golodirsenu (25-mer). Oba plisobi na stejnou ¢ast exonu 53. Ob¢ 1éCiva se
podavaji intraven6zné jedenkrat kazdy tyden, k dosazeni terapeutického ucinku je nutné

opakované podani (Patterson et al. 2023).

Budoucnost v 1é¢bé DMD

V budoucnu by se mohly objevit dalsi pfistupy 1éby DMD cilici na rizné struktury. Jeden
z moznych 1é¢ebnych piistupl budoucnosti cili na vadpnikovou homeostazu. Nestala sarkolema
(chybi ji stabilizace dystrofinem) ma vyssi permeabilitu pro vépenaté ionty a jejich vysoka
intracelularni koncentrace vede k buné&né apoptoze. Zvysena koncentrace Ca’" je také pri¢inou
mitochondridlni dysfunkce, ktera je doprovazena zvySenou produkci ROS (reaktivni formy
kysliku, které vyznamné ptispivaji k oxidacnimu stresu a mohou pifimo poskodit DNA, RNA
1 proteiny) a zhorSenim mitochondrialnich dé€ji, jako je oxidativni fosforylace. Dal§im moznym
cilem by mohl byt myostatin patiici do rodiny TGF-B (transforming growth factor beta).
Myostatin se podili na negativni regulaci ristu svalli a jeho inhibice vede k nérGstu svalové
hmoty. VSechny nové pfistupy jsou vSak na samém zalitku vyvoje a jejich ucinnost

a bezpec¢nost musi byt podrobena dal§imu studiu (Markati et al. 2022).

3.1.2 Spinalni muskuldrni atrofie

Spinalni muskulérni atrofie (SMA) patii mezi neuromuskuldrni onemocnéni vyskytujici se
pfevazné u déti, vyjimecné u dospélych. Jedna se o zdvazné onemocnéni, které se vyznacuje
vysokou mortalitou i morbiditou (Nicolau et al. 2021). S odhadovanou incidenci 1 : 11 000 Zivé
narozenych se SMA tadi za DMD na druhou pti¢ku nejcastéjSich vrozenych nervosvalovych
onemocnéni. SMA je autozomalné¢ recesivni onemocnéni, které postihuje motorické neurony.
Incidence pienasecti SMA je v nasi populaci vysoka, 1 : 40 (Kolb 2011). Zavaznost ptiznaki
se odviji od poctu kopii genu SMN2 a ptiznaky se lisi u rtiznych forem SMA: od extrémni
slabosti a paraplegie novorozenct az po mirnou slabost proximalnich ¢asti téla v dospélosti
(Kolb a Kissel 2015). Onemocnéni se manifestuje v rizné mife zdvaznosti od SMA typu 0 az

po nejmirn€j§i formu SMA typu 4. Jednotlivé skupiny pacientd se odliSuji motorickymi
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schopnostmi béhem vyvoje, u vSech pacientii je vSak pfitomna hypotonie (snizené svalové

napéti), zhorSena mobilita, svalova slabost a atrofie (Erdos a Wild 2022).

SMA typ 0

Spindlni muskuldrni atrofie typu O je charakteristicka snizenymi pohyby plodu, tézkou
slabosti a hypotonii u novorozencti. Piiznaky jsou pfitomny jiz prenatdlné. U nemocnych
novorozencu se muze vyskytovat areflexie (nepiitomnost reflexit), oblicejova diplegie (obrna
mimického svalstva), defekty silového septa a kloubni kontraktury (ztrata pohyblivosti
kloubit). Nejvétsim problémem je respiracni selhani. U vétSiny pacientl nedosahne délka zivota

6 mesicu (Kolb a Kissel 2015).

SMA 1

SMA typu I (MIM #253300) neboli Werdnig-Hoffmannovo onemocnéni se vyznacuje
hypotonii, Spatnym ovladdnim hlavy a snizenim ¢i chybénim $lachovych reflext. Piiznaky se
projevuji u kojenct pred 6. mésicem veéku (Kolb a Kissel 2015). SMA typu I je nejcastéjsi
formou, trpi ji pfiblizn€ polovina pacientii s SMA. Pacienti s timto typem SMA nejsou schopni
samostatné sedét. Kognice neni u nemocnych jedinct ovlivnéna (Nicolau et al. 2021). Pacienti

s SMA I se bez umélé plicni ventilace dozivaji v priméru 2 let véku (Kolb a Kissel 2015).

SMA 11
Mén¢ zavaznd SMA typu I (MIM #253550) se vyskytuje u déti mezi 6 az 18 mésici véku.

Pacienti zvladaji samostatné sedét, ale nejsou schopni samostatné chtize (Nicolau et al. 2021).
Onemocnéni se projevuje progresivni proximalni slabosti nohou vice nez slabosti pazi. Pacienti
dale trpi riznymi ortopedickymi problémy. Kombinaci skoliézy a sldbnutim meziZebernich
svali se mize postupné vyvinout restrikce dychani. Stejné jako v piipad¢ pacientd s SMA I
neni ovlivnéna kognice (Kolb a Kissel 2015). Délka zivota je zkracena, pacienti umiraji ve

2.-3. dekade¢ zivota (Nicolau et al. 2021).

SMA IIl a IV

SMA typu III (MIM #253400) zahrnuje pacienty, ktefi po néjakou dobu béhem détstvi
samostatn¢ chodili. Jinym oznacenim pro tento typ SMA je Kugelberg—Welanderoveé
onemocnéni. Mezi projevy patii progresivni proximalni slabost nohou, ktera je vyznamné;jsi
nez slabost pazi a mize vést i k nutnosti vyuziti invalidniho voziku. Kognice neni ovlivnéna.
Na rozdil od ptedchozich typl vétSina pacienti s SMA III netrpi problémy spojenymi se
skoliozou a ke slabnuti dychacich svali u nich nedochazi ¢i dochazi pouze v malé mife.

Nejméné Castou a nejleh¢i formou je SMA typu IV (MIM #271150). Ptiznaky jsou podobné
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jako u SMA III, ale prvni projevy nemoci se typicky dostavuji kolem 30. roku véku ¢i pozdéji.
Doba doziti u pacientti s SMA III ani SMA IV neni zkracena (Kolb a Kissel 2015).

V¢asné diagndza nemoci umoziuje podani genové 1é€by pied rozvinutim symptomt, ¢imz
dojde k zajisténi maximalniho mozného efektu terapie. U jedinct, kterym byla 1écba podana
presymptomaticky, bylo potvrzeno vyraznéjsi zlepSeni a mirnéjsi progrese nemoci. V mnoha
statech svéta je z tohoto diivodu SMA zafazena do novorozeneckého screeningu. V Ceské
republice probihd ve vSech porodnicich od 1. 1. 2022 pilotni projekt novorozeneckého
screeningu. Vysetieni je plné hrazeno z vefejného zdravotniho pojisténi (Hejduk et al. 2022).
Pfi screeningu jsou vSak detekovany pouze delece exonu 7, tudiz piiblizné 5 % pacientd,
u nichz je onemocnéni zplisobeno bodovymi mutacemi, zistava nediagnostikovano (Kolb a

Kissel 2015).

Molekularné geneticka podstata SMA

Molekularni podstatou onemocnéni je bialelickd loss-of-function mutace SMNI genu
nachdazejiciho se na dlouhém raménku chromozomu 5 (lokus 5q13). Mutace v genu vede ve
vysledku k progresivni degradaci motorickych neuronti. U 95 % pacienti se vyskytuje

homozygotni delece exonu 7, kterd vede ke vzniku zkraceného a nefunkéniho SMN

7 SMN2 SMNT
Centromeric copy Telomeric copy
~15% exon 7 ‘

inclusion

e

3 2b 2a 1 1 22 2b 3 4 5 6 7 8

‘ 100%

~85% exon 7

exclusion
~85% ~15%x

Truncated

Non-functional Functional

SMN Protein

Obr. 6: SMN2 a SMN1 gen a jejich vysledné produkty.

U pacientl s SMA se nachazi mutace Ci delece v obou kopiich SMN1 genu. Expresi SMN2 genu, ktery
je u pacientl funkéni, vznika v 85 % pripadt nefunkéni zkrdceny SMN protein (pre-mRNA neobsahuje
exon 7), avsak v 15 % pfipadd vznika funkéni SMN protein (pre-mRNA zahrnuje i exon 7). Pfevzato z
(Kolb 2011).
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proteinu (survival motor neuron). U zbylych pacienti s SMA se vyskytuji jiné heterozygotni
mutace v kombinaci s deleci exonu 7, pacienti jsou tedy slozenymi heterozygoty (Nicolau et al.

2021).

U lidi se vyskytuji dvé formy SMN genu: telomericka forma SMNI a cetromericka forma
SMN2, ktera se miize vyskytovat ve dvou 1 vice kopiich. Pravé pocet kopii genu SMN2 je
rozhodujici a zasadni v zévaznosti klinickych pfiznakii u pacientd s SMA a také limituje
a uruje moznost podani genové 1écby (Kolb a Kissel 2015). U zdravych jedinci transkripei
SMN1 genu vznikd mRNA transkript o pIné délce, ktery kdduje funkéni SMN protein (Obr. 6).
Gen SMN2 se od SMN1 genu lisi pouze nukleotidovou zaménou (C za T) v exonu 7, coz vede
k modifikaci sestfihu pre-mRNA. Vysledny zkrdceny protein je ve vét$ing piipadli nefunkéni
a podléha rychlé degradaci. V 10-15 % ptipadi nedochazi pti expresi SMN2 genu k vystiizeni
exonu 7 a vznikda mRNA, jejiz translaci vznika funkéni SMN protein (Obr. 6) (Kolb a Kissel
2015).

Patofyziologie SMA

U vSech pacientd s SMA chybi funkéni forma SMNI genu a jsou tedy odkézani na mélo
efektivni SMN2 gen. SMN protein je lokalizovan v cytoplazmé a jadre, kde je soucasti
multiproteinového SMN komplexu, ktery hraje diileZitou roli v biogenezi malych jadernych
ribonuklearnich proteinti (snRNP) a sestfihu pre-mRNA. Nedostatek SMN proteinu vede
k selektivni degradaci motorickych neurontl. Zavaznost onemocnéni je dana po¢tem kopii genu
SMN?2 (viz vySe, kap. Molekularn¢ genetickd podstata SMA). Fenotyp je vedle poctu kopii
SMN?2 genu vsak modifikovan dal§im aspekty (Kolb a Kissel 2015).

Moznosti 1é¢by SMA

Pied vyvinutim cilené genové 1écby byli pacienti odkazani pouze na symptomatickou lécbu

vvvvvvvv

smrti pacientti s SMA (Nicolau et al. 2021).

Spinraza

V soucasné dobé¢ se na trhu nachézi tfi piipravky s terapeutickymi t€¢inky. Prvni je Spinraza
(nusinersen), jejiZ princip je zaloZen na existenci homologniho genu SMN2. Jedna se o antisense
oligonukleotidy, které svou vazbou na intron 7 brani formaci splicesomu a vystfiZzeni exonu 7
u SMN2 genu. Vysledkem je tedy produkce SMN proteinu o plné délce. Z chemického hlediska
se jednéd o syntetické 2’-O-methoxyethyl oligonukleotidy, které jsou odolné vici degradaci
v jadre, a tudiz maji relativn€ dlouhy polocas rozpadu. Lécivo se podava intratekalné, jelikoz

oligonukleotidy nejsou schopné ptekrocit hematoencefalickou barieru (Nicolau et al. 2021). Je

24



nutné jej podavat opakované ve vice davkach. Lécba pripravkem Spinraza je zahdjena Ctyimi
nasycovanymi davkami (ve dnech 0, 14, 28 a 63), udrzovaci davka je podavéna jednou za Ctyfti
meésice (European Medicines Agency 2023b). Vyhodou Spinrazy je schvéalené podani
pacientim vsech vékovych kategorii. Moznymi nezadoucimi piiznaky jsou trombocytopenie
(snizené mnozstvi trombocytli v krvi), problémy s koagulaci, rendlni toxicita a problémy
spojené se samotnou lumbalni punkci. Zatim vSak nejsou znamy dlouhodobé ucinky 1éc¢iva.
V soucasnosti probiha testovani molekul, které by fungovaly na stejném principu, ale s méné
invazivnim zptisobem podani (Nicolau et al. 2021). Nusinersen byl schvalen americkym
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) v roce 2016, o rok pozdgji byl schvélen také
Evropskou lékovou agenturou (EMA) a stal se tak prvnim dostupnym lé¢ivem spindlni

muskularni atrofie (Erdos a Wild 2022).

Risdiplam

Nejnovéj§im lé¢ivem na trhu je perordln€é uzivany Evrysdi (risdiplam). Svou vazbou
modifikuje sestfih pre-mRNA vzniklé pfepisem SMN2 genu za ucelem zvySeni produkce
funkéniho SMN proteinu o plné délce (Paik 2022). Nejvétsimi vyhodami 1é¢iva Evrysdi jsou
neinvazivni aplikace a systémové zvySeni exprese proteinu (tedy nejen v neuronech zacilenych
pii intratekalnim podani). Risdiplam se pii peroralnim podani rozsifi po celém téle, a tudiz
zvysi expresi SMN proteinu v riiznych tkanich, nejen v CNS (Reilly et al. 2023). V EU a USA
je od roku 2020 schvalen pro 1écbu SMA u pacientd od 2 mésict a starSich. Avsak v EU je
risdiplam moZné pouZit pouze u pacientl s klinickou diagnézou SMA typu 1, 2 nebo 3 nebo
u pacientil s 1 az 4 kopiemi SMN2 genu. Obecné je 1€k dobfe tolerovan a je potvrzeno, ze
zlepSuje motorické funkce u pacientli s SMA typem 1, 2 nebo 3. Dlouhodoby ucinek 1é€iva

a mozné vedlej$i ucinky nejsou zatim dobie popsany (Paik 2022).

Zolgensma

Tietim dostupnym a schvalenym léCivem je Zolgensma (onasemnogene abeparvovec).
Jedna se o genovou terapii, kterd k pfenosu rekombinantniho genu vyuzivd AAV vektor. Tato
genova terapie byla schvalena FDA v roce 2019 a umoznuje podani détem do 2 let s bialelickou
mutaci v SMNI genu. Evropska l€kova agentura (EMA) tuto genovou terapii schvalila v roce
2020 a muze byt piedepsana vSem pacientim s hmotnosti do 21 kg bez ohledu na v€k (Nicolau
etal. 2021). V EU je v8ak vyuziti Zolgensmy omezeno na pacienty s SMA typu 1 nebo pacienty
s 1 az 3 kopiemi SMN2 genu (Erdos a Wild 2022). U pacientt, kterym je Zolgensma podavana,
je Casto jako vedlejsi ucinek pozorovana asymptomatickd trombocytopenie a zvySena hladina

sérovych transaminaz. Genova léCba Zolgensma je podana jednorazové intravendézné. Po
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podani se u pacientl vytvori specifické protilatky proti pouzitému virovému vektoru, coz
znemozinuje aplikaci dal§i davky. Dilezitou otazkou v oblasti bezpecnosti Zolgensmy je
dlouhodobd toxicita zpisobena over-expresi genu. U zdravych jedinci dochazi v pribéhu
zivota ptirozené ke snizovani exprese SMN proteinu. Vnaseny transgen ale nepodléha stejnému
regulaénimu promotoru jako SMNI a SMN2 gen, tudiz nedochazi k postupnému ubytku

proteinu, coz se v budoucnu muize ukazat jako nezddouci rizikovy faktor (Nicolau et al. 2021).

Rizika a budoucnost cileni 1é¢by SMA

Po podani kteréhokoliv z uvedenych 1éCiv pacienti stale vykazuji ptiznaky SMA. Vyhodna
by mohla byt kombinace 1éCiv, kterd by zajistila vétsi efektivitu v boji s nemoci. U zlomku
pacientil byl tento postup jiz aplikovan, jeho dlouhodobé Ucinky vSak nejsou zatim zndmy

(Nicolau et al. 2021).

V soucasnosti jsou ve vyvoji dalsi 1é¢iva, jejichz princip nevychazi z exprese SMN genu.
Jednim z moznych ptistupti je zacileni 1é¢by misto motorickych neuronti (které jsou pii SMA
degradované) na kosterni svalovinu, ktera je pfi onemocnéni SMA primarné postizena. Tento
postup by mohl pfinést feSeni pro nc¢kterd dal§i zdvazna neuromuskularni onemocnéni. Lécba
by cilila na zlep$eni funkce kosterniho svalstva a na oddaleni nastupu ptiznaka svalové slabosti.
Takového vysledku by mohlo byt dosazeno napiiklad inhibici myostatinu ¢i aktivaci troponinu

(Nicolau et al. 2021).

3.1.3 Adrenoleukodystrofie

Adrenoleukodystrofie (ALD, MIM #300100) je X-vazané neurodegenerativni onemocnéni
zpiisobené mutacemi v genu ABCDI. X-vazana ALD patii mezi nejcastéjSi peroxisomalni
onemocnéni, odhadovana incidence je 1 : 17 000 narozenych (Bezman et al. 2001).
Onemocnéni je typické heterogennim klinickym spektrem, ALD se miiZe projevit jako rychle
progredujici zavaznd az letdlni adrenoleukodystrofie (postupnd degenerace urcitych c¢asti
mozku) nebo jako mirnéjSi adrenomyeloneuropatie (degenerace casti michy) s nebo bez
adrendlni insuficience (dysfunkce kiry nadledvin: Addisonova nemoc) nebo jako Addisonova
nemoc samostatné. Kvili spektru projevl a jejich riizné zavaznosti je diagnostika ALD velmi
komplikovana, Casto je také zaménovana za jinou diagnozu jako je napt. roztrousena sklerdza.
U nékterych jedincti s mutacemi v genu ABCDI, ptevazné zen, se piiznaky neprojevi

a zustavaji tak asymptomaticti cely Zivot (Moser et al. 2007; Engelen et al. 2014).
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Cerebralni forma adrenoleukodystrofie (ALD)

Zeny i muZi nesouci mutace v genu ABCDI se rodi bez piiznak® s normélné funk&nim
mozkem. Proces myelinizace probihd u téchto jedinci normalné a bez vyvojového zpozdéni.
Rychle progredujici fatdlni demyelinizace se vSak objevi u 60 % muzi s ALD (Turk et al.
2020). Z pocatku je klinickd manifestace nenapadna (neklid, problémy s pozornosti, emoc¢ni
labilita aj.), postupné vSak u pacientti dochdzi ke zhorSeni jemné motoriky a k rozvoji poruch
sluchu a zraku. S postupnou degradaci a demyelinizaci urcitych ¢asti mozku dochazi k rozvoji
poruch chiize a motoriky hornich a dolnich koncetin. Cerebralni forma je charakteristicka
rychlou progresi, kdy bez podéani 1é¢by konéi pacienti ve vegetativnim stavu, nebo umiraji
v priméru do 2 let od prvnich symptomi onemocnéni. V ptipadé podavani 1é¢by je doba doziti

prodlouZena, v priiméru umiraji do 10 let (Engelen et al. 2012; Turk et al. 2020).

Adrenomyeloneuropatie (AMN)

Onemocnéni se u nejvétsiho procenta jedincli s mutacemi v genu ABCDI projevi jako
mirngj$i, pomalu progredujici adrenomyeloneuropatie (AMN), kdy dochazi k degradaci
urcitych ¢asti michy. Mezi piiznaky AMN patii spasticka chtize (porucha chiize zplsobena
poskozenim kortikospinalnich drah, které jsou zodpovédné za tlumeni svalového tonu),
periferni neuropatie (poSkozeni perifernich nervil) a erektilni dysfunkce. K rozvoji symptomu
myeloneuropatie dochazi také u velké ¢asti Zen, které jsou heterozygotnimi nositelkami mutaci
v genu ABCD . Ptiznaky u postizenych Zen byvaji mirnéjsi a ¢asto omezené na poruchy chiize,
vzéacné dochazi k poSkozeni mozku a rozvoji adrendlni insuficience (Moser et al. 2007; Engelen

et al. 2012).

Adrenalni dysfunkce (Addisonova nemoc)

Obecné hrozi u 80 % muzt s ALD celozivotni adrenalni insuficience (dysfunkce kury
nadledvin) a jejich selhdni. Adrenalni dysfunkce vSak muze byt 1 jedinym projevem ALD.
Nelécena adrenalni dysfunkce mtze vyustit v Addisonskou krizi (akutni nedostate¢na ¢innost

kiry nadledvin) s moznym fatalnim priibéhem (Engelen et al. 2012).

Molekularné geneticka podstata a patofyziologie ALD

X-vazana adrenoleukodystrofie je zpiisobena mutacemi genu ABCD1, ktery se nachadzi na
chromozomu X (lokus Xq28). Je identifikovano pies 900 rGznych mutaci v genu ABCDI
vedoucich k rozvoji X-ALD. Doposud vSak nebyl nalezen Zadny vztah mezi genotypem
a fenotypem, jedinci se stejnou mutaci se mohou lisit typem i zavaznosti pfiznaka (Gupta et al.
2022). U vétSiny pacientii pochédzeji mutace od jednoho z rodicli, pouze u minima pacientl se

jedné o mutace vzniklé de novo. Gen koduje ABCD1 protein (ATP binding cassette subfamily
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D member 1), znamy téz jako ALDP. Protein ABCDI patii do rozsahlé¢ rodiny
transmembranovych ATP vézajicich proteintl, které se vyznamné podili na transportu riznych
substrétil pies extra i intraceluldrni membrany. Ukolem ABCD1 proteinu je transport mastnych
kyselin s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA, very long-chain fatty acids) zcytosolu do
peroxisomt, kde probiha jejich odbourdavani procesem [-oxidace. Vétsina VLCFA je
syntetizovana v organismu, pouze minimalni podil VLCFA pochazi ze stravy. V ptipad¢
mutace v genu ABCD] a vzniku defektniho ATP véazajiciho proteinu nedochazi k transportu
VLCFA do peroxizomt, a tudiz ani k jejich odbourdvani. VLCFA se pii onemocnéni hromadi
v krevni plazmé a v buiikdch prakticky vsech tkéni, nejvice je kumulaci mastnych kyselin
zasazena tkan mozku, michy, kliry nadledvin a také Leydigovy bunky ve varlatech (Turk et al.
2020). Vysokd koncentrace VLCFA v bunikach pii adrenoleukodystrofii je pfi¢inou vzniku
oxidativniho stres, ktery vede ke spusténi procesu apoptodzy. Procesem apoptozy velkého
mnozstvi neurontt dochazi k postupné demyelinizaci bilé hmoty. Vznikly oxidativni stres ma
také za nasledek poruchy funkce mitochondrii v miSnich nervech, coz vede k porucham
axonalniho transportu. U vétSiny muzl 1 Zen s AMN jsou postizeny také periferni nervy.
Apoptoza bunck v kie nadledvin vede ve vysledku ke snizeni produkce kortikosteroidnich
hormont (kortizol a aldosteron). K diagnostice pacientl se vyuziva stanoveni hladiny VLCFA
v plazmé, avSak u pfiblizné¢ 20 % Zen s mutacemi v genu ABCDI nedochéazi k hromadéni
VLCFA v plazmé, a tudiz je diagnostika téchto Zen odkézana pouze na genetické vySetieni

(Engelen et al. 2012).

Moznosti 1é¢by ALD

Jako standardni 1é¢ivo ke snizeni hladiny VLCFA se u pacienti s ALD, AMN
1 bezptiznakovych jedinci vyuzivd Lorenziv olej (tekutd smés oleji glycerol-trioleat
a glycerol-trierukat v poméru 4 : 1) v kombinaci s nizkolipidovou dietou. Timto pfistupem lze
snizit hladinu VLCFA pouze v plazmé¢, ale nikoliv v postizenych tkéanich, tudiz vyuziti
Lorenzova oleje s nizkolipidovou dietou nevede ke zlepSeni funkci endokrinniho ani nervového
systému. U pacientl s adrenalni dysfunkci je jedinou volbou substitu¢ni 1écba kortikosteroidy

(Turk et al. 2020).

Nové moznosti 1écby pacientli s ALD zahrnuji transplantaci krvetvornych bun€k a genovou
terapii Skysona. Nevyhodou transplantace hematopoetickych bunék je limitace vyuziti pouze
u pacientll s cerebrdlni formou v ur€ité klinické fazi onemocnéni. Lécba je zaloZena na
schopnosti mikroglii, vzniklych z hematopoetickych bunék, norméln¢ odbouravat VLCFA

v peroxisomech, a tak zastavit proces demyelinizace. Pfi GispéSné transplantaci se stabilizace
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bilé hmoty dostavi béhem 6—12 mésict po zakroku. U pacienti s AMN ¢i s adrendlni dysfunkei
nevede transplantace ke zlepSeni zdravotniho stavu. Transplantaci hematopoetickych bunék
nelze provést pied projevem piiznakl, proto je nutné jedince s mutacemi v genu ABCDI

monitorovat (Eichler et al. 2017).

Skysona

Genova terapie Skysona (elivaldogene autotemcel) byla schvalena americkym Utadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) v roce 2022 k 1é¢bé déti (chlapcti) ve veku 4-17 let s ¢asnou
mozkovou adrenoleukodystrofii. Skysona byla v roce 2021 schvalena také Evropskou 1ékovou
agenturou (EMA), avSak schvaleni nebylo prodlouzeno a v soucasné dobé se k 1écbeé ALD
v Evropé nevyuziva. LéCivy piipravek Skysona je poddvan v piipadé€, kdy neni k dispozici
vhodny déarce hematopoetickych kmenovych bunék. Skysona obsahuje jako 1é¢ivou latku
autologni CD34+ bunky ziskané z kostni diené nebo krve pacienta. Odebrané buinky CD34+
jsou nasledné modifikovany tak, aby obsahovaly zdravou kopii genu ABCDI. Vneseni kopie
genu ABCDI do CD34+ bun¢k je umoznéno pomoci lentivirového vektoru. Ptipravek se
podava intravendzné jednorazove. Jelikoz se jedna o autologni transplantaci, 1éCba mize byt
podana pouze tomu pacientovi, jehoz kmenové bunky byly na pfipravu vyuzity. Modifikované
CD34+ bunky se zachyti v kostni dfeni pacienta, kde zacnou tvofit bilé krvinky, které jsou
schopné exprimovat ABCDI1 protein. Bilé krvinky se nésledné rozsiti po celém téle,
odbouravaji VLCFA a zmiriuji pfiznaky onemocnéni. Dlouhodoby ucinek 1éc¢ivého ptipravku

Skysona neni zatim znam (European Medicines Agency 2022).

3.1.4 Retinalni dystrofie

Dédiéné retinalni dystrofie (inherited retinal diseases, IRD) zahrnuji rozmanitou skupinu
dédicnych onemocnéni sitnice (retina) se spektrem rtznych klinickych i genetickych pficin.
V soucasné dobé bylo identifikovano vice nez 300 genli vedoucich k retinalni dystrofii. Dédi¢né
pigmentového epitelu sitnice nebo poruchami cévnatky (Hu et al. 2021). Degenerace bun¢k
sitnice je Casto nezvratnd. Klinické projevy zahrnuji nocni slepotu, barvoslepost, vady
periferniho vidéni a postupnou ztrdtu zraku (Chiu et al. 2021). Dédiénymi retindlnimi
v zapadnim svété. Prvni symptomy se mohou projevit kdykoliv béhem détstvi 1 dospélosti.

Prekazkou v diagnostice pacientl s retinalnimi dystrofiemi je fakt, Ze rizné mutace v odlisnych
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genech vedou ke stejnému fenotypu a pacienti se stejnymi mutacemi mohou vykazovat rtizné
fenotypy i v ramci jedné rodiny (variabilni expresivita). Mezi nejcastéjsi retindlni dystrofie patii
retinitis pigmentosa, Leberova kongenitdlni amaurdza, choroideremie, makularni dystrofie

a achromatopsie (Hu et al. 2021).

Retinitis pigmentosa

Retinitis pigmentosa je nejcastéjSim subtypem retinalni dystrofie s prevalenci
1 : 4 000. Onemocnéni je zpisobeno degradaci fotoreceptorii. U pacientl se typicky vyskytuji
problémy s no¢nim vidénim (Seroslepost) a periferni zazeni zorného pole, které mtze vést ke

ztraté centralniho vidéni az k slepoté (Georgiou et al. 2021).

Leberova kongenitalni amaurdza

Leberova kongenitalni amauréza (LCA) je geneticky heterogenni skupina onemocnéni
zpusobujicich ztratu zraku, nystagmus (rytmické a vili nekontrolovatelné pohyby ocich bulbi)
a abnormalni vysledky elektroretinogramu. Prvni projevy onemocnéni se objevuji v nizkém
véku. Pfi¢inou LCA neni mutace pouze v jednom genu, kauzalnich genli bylo identifikovano
pfes 18 (Hu et al. 2021). U nékterych mutaci mize dojit ke zpozdéni neurologického,
intelektualniho ¢i psychomotorického vyvoje. LCA s prevalenci mezi 1 : 30 000 az 1 : 81 000
tvoii 5 % vsech dédi¢nych retindlnich dystrofii. Leberova kongenitalni amauréza typu 2 (MIM
#204100) je zpiisobena mutacemi v genu RPEG65, které jsou pfic¢inou také retinitis pigmentosa.
Gen RPEG65 se nachazi na kratkém raménku chromozomu 1 (lokus 1p31) a kdduje protein, ktery

se podili na regeneraci zrakovych pigmentt fotoreceptoru sitnice (Chiu et al. 2021).

Choroideremie (MIM #303100)

Choroideremie je X-vdzané onemocnéni typické atrofii cév v cévnatce. Pficinou

choroideremie jsou mutace v CHM genu (Hu et al. 2021).

Makularni dystrofie (Stargardtova choroba a jiné)

Pro fenotyp makularni dystrofie je typické snizené centralni vidéni zptisobené progresivni

atrofii zluté skvrny (macula lutea) (Georgiou et al. 2021).

Achromatopsie

Achromatopsie se fadi mezi autosomalné recesivni onemocnéni s mutacemi v genech
klicovych pro fototransdukéni kaskadu Cipki. Pacienti s achromatopsii vykazuji svétloplachost,

snizenou zrakovou ostrost, Spatné barevné vidéni a nystagmus (Georgiou et al. 2021).
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Moznosti 1é¢by IRD

Rozvoj metod molekularni biologie v poslednich letech, zejména next-generation
sequencing, vyznamn¢ piispél ke zlepSeni genetické diagnostiky umoziujici odhaleni
kauzalnich genti a jejich mutaci vedoucich k IRD. Pokrok v genetické diagnostice spolu
s pokrokem v aplikaci nukleové kyseliny potazmo genové terapie do sitnice pohani vyzkum
v oblasti genové terapie cilené na diive nelécitelné IRD. Vyhodami aplikace genové terapie do
oka jako organu je snadny pfistup a snadna lokalizace do jednotlivych ¢asti oka. Oko patii mezi
imunoprivilegované organy a spolu s hematoretinalni bariérou je snizené riziko nezadouciho
systémovému rozsifeni. Malad velikost oka také umoziiuje pouziti mensi davky upraveného
genetického materidlu, coz opét prispiva ke snizeni rizika imunitni reakce. Buiiky sitnice béhem

zivota neprochdzi proliferaci, tudiz jednordzové podani genové terapie zajistuje dlouhodobou
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Obr. 7: Aplikace genové 1éCby u retindlni dystrofie — intravitrealni injekce (do sklivce) a injekce do
subretinalniho prostoru. Upraveno a pfevzato z (Hu et al. 2021).

expresi vnesené¢ho genu. Nejastéji se jako vektory vyuZivaji adeno-asociované viry. Genovou
1é¢bu lze aplikovat 2 zplisoby (Obr. 7) : 1) injekce do subretindlniho prostoru, a 2) intravitrealni
injekce (podani 1é¢iva do sklivee). Injekce do subretikularniho prostoru je invazivni a naro¢ny
chirurgicky zékrok, avSak podani lé¢iva piimo do subretikularného prostoru piinasi
dlouhodobé;jsi ucinek nez podani do sklivce (Hu et al. 2021).
Luxturna

Prvni komercné vyuzivanou genovou lécbou v oblasti dédi¢nych retinalnich dystrofii byla
Luxturna (voretigenum neparvovecum) fungujici na principu pfenosu genu RPE65 pomoci
AAV vektoru. Luxturna byla schvalena v roce 2017 americkym FDA, v Evropé byla Evropskou

Iékovou agenturou schvélena v roce 2018. Luxturna je urcena k 1é€bé Leberovy kongenitalni
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amaurozy typu 2 (LCA2) a podskupiny autosomalné recesivnich retinitis pigmentosa (Hu et al.
2021). Expresi genu RPE65 vznikd enzym all-trans-retinyl izomeraza, ktery je kli¢ovy pro
spravné fungovani bunék sitnice. Pfipravek Luxturna se podava formou jednorédzové injekce do
subretindlniho prostoru. Nezadoucimi vedlejSimi G¢inky genové 1écby Luxturna jsou zvyseny
nitroo¢ni tlak, katarakta (Sedy zakal) a hyperemie spojivky (pfekrveni a nasledné zrudnuti oka)
(European Medicines Agency 2023c). V soucasnosti probihd vyvoj dalsich 1é¢iv zalozenych
nejcastéji na vpraveni zdravé kopie genu RPE65 pomoci AAV vektoru. Ve vyzkumu jsou také
1é¢iva zaloZena na principu RNA antisense oligonukleotidll (Gprava sestiihu pre-mRNA) ¢i na

principech genové editace pomoci systému Crispr/Cas9 (Chiu et al. 2021).

V soucasné dob¢ se ve fazi klinickych testi nachazi nad&jna 1éciva cilici na dalsi retinalni
dystrofie jako je choroideremie ¢i achromatopsie. VétSina testovanych 1éCiv funguje stejné jako

Luxturna, tedy na principu pienosu fungujici kopie genu pomoci AAV vektoru (Hu et al. 2021).

3.2 Personalizovany pfiistup genové terapie

Nové terapeutické ptipravky na bazi genové terapie cili na vzacnad onemocnéni s relativné
vysokou prevalenci, pro jedince s velmi vzacnymi variantami ¢i neobvyklymi mutacemi stale
neni zddnd dostupnd terapie. Lécbou budoucnosti by mohly byt antisense oligonukleotidy
(ASO) specificky vyrobené pro konkrétniho pacienta s konkrétni mutaci. Tento pfistup je
uplnou novinkou a dostal ndzev N-of-1 (number-of-one) treatment, nebot’ by se jednalo
o genovou lécbu piipravenou na miru jednomu konkrétnimu pacientovi. Za timto ucelem
vzniklo evropské konsorcium 1MI1M (1 Mutation 1 Medicine), které se snazi takovou lécbu
pfiblizit pacientim s velmi vzacnymi typy onemocnéni, u kterych byla nalezena konkrétni
kauzalni geneticka pticina (Synofzik et al. 2022).

Prvnim 1é¢ivem pfizptisobenym potiebam jednoho konkrétniho pacienta bylo 1écivo
milasen, které cely terapeuticky pfistup inspirovalo (Aartsma-Rus et al. 2023). Milasen byl
vyuzit k 1écbé détského pacienta, divky Mily (dle ni bylo 1é¢ivo nazvano milasen), s neuronalni
ceroid lipofuscindézou typu 7 (MIM #610951), kterd patii mezi vzadcné neurodegenerativni
onemocnéni s fatalnim pribéhem. Projevem onemocnéni je slepota, ataxie (porucha koordinace
pohybil), zachvaty, kieCe a opozdény vyvoj. U divky byla genetickou pfi¢inou nemoci mutace
v kryptickém sestfihovém misté v genu CLN7, které bylo pii pouziti genové terapie prekryto
komplementarnim 22 nukleotidi dlouhym ASO. Pfi aplikaci byla pouZita veSkera technologie

jako u lé¢iva nusinersen (1é¢ivo SMA, viz kap. 3.1.2, Spinraza). Lécivo se podava intratekalné
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stejné jako nusinersen (Kim et al. 2019). Od té doby byla na miru pfipravena genova lécba
pouzita jesté u pacientld s onemocnénim ataxia-telangiectasia (1éCivo atipeksen), a také u 26leté
pacientky Jaci Hermstad diagnostikované s onemocnénim amyotrofickd lateralni skler6za
s kauzélni mutaci v genu FUS. LéCivo bylo nazvano jacifusen, pacientka i pfes podani 1€Cby

zemiela (Synofzik et al. 2022).

Na miru pfipravované antisense oligonukleotidy by pfedstavovaly feSeni pro pacienty se
vzacnymi onemocnénimi, pro které nejsou v soucasnosti dostupna 1éciva. ASO ovliviuji
transkript cilového genu a zptisobuji obnovu exprese funkéniho proteinu nebo snizuji produkcei
toxického produktu. Princip celého konceptu je takovy, ze k 1é¢bé je pouzita stejna technologie
jako u genové 1é€by, kterd jiz prosla narocnym procesem schvalovani a vSemi fazemi klinickych
studii. Personalizovana genova l1écba cilend na konkrétniho pacienta by se technologicky od
schvalené genové 1éCby lisila pouze pouzitym ASO, ktery by byl komplementarni dle
Watson—Crickova parovani na oblast konkrétni mutace u konkrétniho pacienta. Prozatim se
projekt zamétuje na sestfihové mutace s pouZitim technologie 1é¢iva nusinersen, schvalené

FDA i EMA.

Prekazkou vyvoje 1éCiv pro vzacnd onemocnéni je malé procento nemocnych (Casto
i jednotlivcei v celosvétovém métitku), které znemoziuje objektivni hodnoceni efektivity 1écby
pomoci klinickych studii. Efektivita je proto ovéfovana v ramci historie onemocnéni
konkrétniho pacienta (porovnava se stav pacienta pred podanim 1écby a po podani 1écby)
(Aartsma-Rus et al. 2023). Tento fakt komplikuje 1 souvisejici etické a pravnické aspekty.
musi projit agenturu FDA, evropska legislativa umoziuje diky Clanku 5(1) 2001/83 (EC)
poskytnout neregistrovany léCivy piipravek pacientim s Zivot ohrozujicim stavem, kde
neexistuje jina alternativni 1écba. Takova lécba je pak vedena ve vyzkumném reZimu a nemuiZze
se stat obchodnim artiklem (Synofzik et al. 2022; Aartsma-Rus et al. 2023). Podani
experimentalni 1écby, pokud neexistuje Zadnd registrovana, je dale v Evropé eticky
ospravedlnitelné diky Helsinské deklaraci etickych zasad pro 1ékatsky vyzkum s ucasti lidskych
bytosti (Declaration of Helsinky, #37) (World Medical Association 2013).
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4 Zavér

Principem genové terapie je ovlivnéni genetické podstaty onemocnéni skrze umlceni
mutovaného genu, opravy defektniho genu ¢i vlozeni novych gent. Klicovym krokem je
identifikace mutaci zptisobujicich onemocnéni a zvoleni vhodné metody terapie, ktera ovlivni
pouze cilové bunky. Ve statech Evropské unie je jiz k dispozici piiblizn¢ 21 schvalenych

genovych terapii, avsak tato 1é€Civa jsou urcena pouze pro 1é¢bu vzacnych onemocnéni.

Vyvoj genové terapie zapocal ve 20. stoleti objevem, ze DNA muze transformovat
vlastnosti bunék. Postupné se objevily klicové poznatky o struktuie DNA a vlivu virli na
genetiku. Prvni GspéSnd genova terapie byla provedena v roce 2000, ale pfinesla s sebou
1 komplikace, jako je rozvoj leukémie u nékterych pacientl. Nicméné, 21. stoleti pfineslo
mnoho pokroktl a Gispéchtl v oblasti genové terapie, véetné schvaleni 1é€iv v riznych ¢astech
svéta a neustalého vyvoje novych metod a 1éCiv. Dnes jsou genové terapie dilezitym nastrojem

v 1é¢be genetickych onemocnéni.

Ovlivnéni exprese genu ¢i modifikace vlastniho genu za Ucelem 1écby onemocnéni je
nejcasteji dosazeno pomoci virovych vektorti nebo metod editace genomu. Vyuzivaji se jak
in vivo postupy, kdy se genova terapie aplikuje pfimo do téla pacienta, tak ex vivo ptistup, kdy
jsou modifikované bunky transplantovany zpét do téla pacienta. K editaci genomu se vyuzivaji
specificky $tépici endonukledzy, jako je systém Crispr/Cas9. PrestoZze se experimentuje 1 se
zarode¢nymi bunkami, vSechny soucasné schvalené genové terapie se soustfedi na modifikaci
somatickych bun€k kvili etickym a technickym vyzvam, které jsou spojeny se zménami
v zérode¢né linii.

Genova terapie piinad$i mnoho vyhod, ale soucasn¢ s sebou nese rizika jako inzer¢ni

mutagenezi, prehnanou imunitni reakci pacienta a etické otazky. Genové terapie jsou na trhu

pouze kratce, a tudiz jejich dlouhodoby G¢inek neni stale zndm.

Nové terapeutické ptipravky na bazi genové terapie se zaméefuji na vzacnd onemocnéni
s relativné vysokou prevalenci, ale pro jedince s velmi vzacnymi variantami ¢i neobvyklymi
mutacemi stdle neni dostupna zadna terapie. Mozné feSeni by mohl pfinést pfistup s ndzvem
N-of-1 treatment zaloZeny na antisense oligonukleotidech (ASO), vytvofenych na miru

konkrétnimu pacientovi.
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