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ABSTRAKT

Cysticka fibrosa je nejCastéjsi genetické onemocnéni kavkazské rasy s autosomalné
recesivnim dédi¢nym pienosem, zpusobené mutacemi v genu CFTR. Tento gen koduje
protein, ktery zajist'uje transport chloridovych iontl pfes bunééné membrany. Mutace v genu
CFTR vedou bud’ k tplné absenci proteinu, anebo ke Spatné fungujicimu proteinu. Od
objeveni genu CFTR v roce 1989 se cysticka fibrosa stala jednim z hlavnich modelovych
onemocnéni pro vyzkum a vyvoj genové terapie. Opraveni mutaci by mélo obnovit funkce
CFTR proteinu a tim vylécit pacienty s cystickou fibrosou.

Tato bakalafska prace se zamétuje na aktudlni poznatky o genetické podstaté cystické
fibrosy, jejich klinickych projevech a dostupnych moznostech 1é€by. Déle poskytuje piehled
riznych piistupii pouzivanych v genové terapii. Prace obsahuje popis jak virovych, tak
nevirdlnich vektorii, v€etné jejich vyhod a omezeni. Prace také analyzuje klinické studie,
které zkoumaji vyuziti t€chto metod v klinické praxi. Soucésti prace je popis technologie
pfesné editace genomu, systému CRISPR/Cas9, a jeho potencidlu v 1é€bé tohoto
onemocnéni. Cilem prace je zhodnotit soucasny stav vyzkumu genové terapie cystické

fibrosy a posoudit jeji budouci perspektivy v klinické praxi.

KLiCOVA SLOVA
cysticka fibrosa, genova terapie, editace genomu, virovy vektor, neviralni vektor, CFTR

protein



ABSTRACT

Cystic fibrosis is the most common autosomal recessive genetic disease among
people of Caucasian descent. The disease is caused by mutations in the CFTR gene, which
encodes a protein for chloride ions transport through cell membrane. These mutations
either lead to the complete absence of CFTR protein or causes its incorrect function. Since
the Discovery of the CFTR gene in 1989, cystic fibrosis has become an object of gene
therapy research. The correction of mutations in CFTR gene can potentially restore CFTR
function and therefore become a treatment for patients with cystic fibrosis.

This thesis explores the genetic background of the disease, its clinical symptoms
and current treatment options. It provides a review of gene therapy strategies, including
both viral and non-viral delivery methods and describes their advantages and limitations.
This thesis analyzes clinical trials that study effectiveness of these therapeutic approaches
in cystic fibrosis treatment. The thesis includes a description of the precise genome editing
technology, the CRISPR/Cas9 system, and its potential in the treatment of this disease.
The aim of this thesis is to evaluate recent advancements in gene therapy for cystic fibrosis

and assess its potential for future clinical applications.
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1 Uvod

Cysticka fibrosa (dale CF) je autosomalné recesivni onemocnéni zpusobené
mutacemi v genu pro regulaci transmembranové vodivosti CFTR. V dusledku mutaci
vznikaji poruchy transportu iontii pfes bunéénou membranu, coz zplisobuje tvorbu hustého
a viskézniho hlenu riiznych soustavach organismu, predevs§im v soustavé dychaci a travici.
Navzdory obrovskému pokroku v symptomatické a farmakologické 1écbé je CF
nevylécitelnym onemocnénim znaéné ovliviujicim kvalitu zivota pacientd. Gen CFTR byl
poprvé identifikovan v roce 1989 a od té doby doslo k vyraznému posunu v porozumeéni
molekularni podstaté a 1écbé tohoto onemocnéni. Dne$ni moderni medicina piindsi nové
terapeutické piistupy, které se snazi trvale odstranit pfi¢inu nemoci prosttednictvim néstroja
genové terapie.

Téma genové terapie v 1é¢bé CF je aktualni nejen z pohledu vyzkumu, ale i klinické
praxe. Nekteré pristupy jsou jiz ve fazi klinického testovani, zatimco dal$i se intenzivné
vyvijeji. Pokud by se tyto metody podatilo Gspésné zavést do klinické praxe, mohly by
zasadnim zptisobem zménit progndzu tohoto onemocnéni.

Cilem této prace je zmapovat soucasné poznatky o genetické podstaté CF, zejména
o mechanismech mutaci genu CFTR. Dalsim cilem je také vytvofit piehled metod genové
terapie, které jiz byly schvalené pro vyuZiti nebo se nyni testuji. Kromé popisu jednotlivych
strategii bude zhodnocen 1 soucasny stav vyzkumu a perspektivy budouciho vyvoje v této

oblasti.



2 Metodologie prace

Tato bakalafska prace je reSersi odborné literatury na téma genové terapie a jejich
perspektiv v 1écbé CF. Pro vyhledavani zdroji informace byly vyuzity védecké databaze
PubMed, Scopus, Web of Science a Google Scholar. Pti vybéru literatury jsem uvazovala
aktualnost a odbornou kvalitu. Vyhledané zdroje byly filtrované na zaklad¢ typu dokumentt,
jazyku a roku publikace. Informace jsem cerpala predevsim z recenzovanych védeckych
¢lanku, systematickych ptehledii a kapitol odbornych knih. Pfednostné byly zpracovany
¢lanky odbornych ¢asopisi, které se cilené vénuji CF, napt. ,,Journal of Cystic Fibrosis®,
,2Human Gene Therapy“ nebo ,,Molecular Therapy“. VétSina zpracovanych ¢lanka byla
publikovana mezi lety 2010-2024. Ale byly také do prace zahrnuté star$i publikace, jejichz
pfinos pro vyvoj studii CF je vyznamny. Dale byly aplikovany filtry na jazyk (angli¢tina) a
dostupnost praci. V piipadech, kdy nebyl plny text pfistupny, byly vyuzity alternativni cesty,
napf. pfistup pfes instituce.

Pro vyhledéavani relevantnich studii byla pouzita kli¢ova slova: cystic fibrosis, CFTR
gene, gene therapy, genetic mutations in CF, vector-based therapy, viral vectors, gene
editing, CRISPR/cas9. Pi1 vybéru odborné literatury byl také zohlednén citacni index
konkrétnich studii a impact faktor ¢asopist.

Analyza a syntéza informaci byly provadény na zéklad¢ tematickych okruhu:
genetickd podstata onemocnéni, klinické projevy onemocnéni, soucasna lécba, genova
terapie a jeji budouci. Kazd4 z téchto oblasti byla zpracovana na zaklad¢ dostupné literatury.
Jelikoz se jednd o teoretickou praci, jejim hlavnim omezenim je absence vlastnich
experimentalnich dat. Dal$im limitem muze byt dostupnost nékterych odbornych studii kviili

placenému pfistupu.



3 Cysticka fibrosa

Cysticka fibrosa (dale jen CF) je nejcastéjsi dédicné onemocnéni evropské populace,
s odhadovanym vyskytem 1 na 3 000 novorozenctl. V Ceské republice se CF vyskytuje
pfiblizné u 1 z 2 500 novorozencl, coz znamend, ze rocné se narodi 3545 déti s touto
diagnézou. Ne vSechny piipady vSak byvaji odhaleny (Narodni zdravotnicky informacni
portal, b.r.).

Jedna se o vzacné genetické onemocnéni plic, projevujici se produkei hustého hlenu,
coz zpusobuje postizeni vice organovych systémd, chronické plicni infekce, problémy s
travenim (napt. objemné priijmy). DalSim typickym ptiznakem je maly vzrist a nadmérné
poceni, které bylo hlavnim symptomem pro diagnostiku v minulosti.
Prvni zminky CF najdeme jiz ze 17. stoleti z literatury a lidovych pisni: ,,Béda ditéti, které
pfi polibku na ¢elo chutna slan€. Je o¢arované a brzy musi zemfit.” Pozdé&ji se zacalo véfit,
ze se déti malo a Spatné myji, a proto jsou slané (Vavrova & BartoSova, 2016). Az do konce
30. let 20. stoleti ziistavala CF jako specifické onemocnéni necharakterizovana. V roce 1936
Fanconi poprvé pouzil termin ,,mukoviscidéza® (z némciny ,,zahu$tény hlen®). DalSim
dalezitym krokem byla studia doktorky Dorothy Andersonové, kterd v roce 1938 sepsala
klinicky obraz pro dané¢ onemocnéni a pojmenovala jej jako ,,Cystickd fibrosa pankreatu®
(Farinha, 2018). K dilezitému objevu piispélo abnormalni vedro v 50. letech v New Yorku,
kdy Paul di Sant’ Agnese identifikoval zvySeny obsah soli v potu pacientti s CF, ¢imz polozil
zaklady pro potni test na chloridy, ktery se v diagnostice CF pouziva dodnes (Farinha, 2018).
Paul Quinton (1982) odhalil hlavni defekt v bunéénych membranach, ktery zahrnuje
snizenou propustnost pro chloridové ionty (Cl") a zvySeny transport sodiku (Na*). Tyto

poznatky vyvrcholily v roce 1989, kdy védci diky spolupraci raznych laboratoti



identifikovali gen zodpovédny za CF a protein znamy jako CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) (Farinha, 2018). Objev genu CFTR oteviel nové
cesty v 1é€b¢é nemoci: farmakologické pristupy zaméfené na symptomatickou 1écbu a

perspektivni metody genové terapie.

3.1 Klinické projevy

CF je genetické onemocnéni postihujici vice organovych soustav, predev§im dychaci
a travici. Onemocnéni ma progresivni prubéh a ptiznaky se projevi jiz v détstvi. Projevy
jsou velice variabilni v zavislosti na typu mutaci. Typickymi ptiznaky jsou kasSel s hustym
hlenem, nachylnost plicnim infekcim, problémy traveni a dal$i pfiznaky, které budou

popsany v kapitolach nize (Fila, 2017).

3.1.1 Projevy v dychaci soustavé

CF primarn¢ ovlivituje dychaci trakt, kde dochézi k hromadéni hustého hlenu, ktery
omezuje normalni dychani a podporuje chronické infekce. Chronické plicni infekce jsou

Epitel dychacich cest u zdravych jedinct je schopen vylucovat a absorbovat ionty a
vodu, coz je zéklad pro dobrou hydrataci hlenu. Dobte hydratovany hlen lehce se pohybuje
po dychacim cestdm a nésledné se odstrafiuje. U pacientii s CF je epitel dychacich cest
nachylny k nadmémé absorpci tekutin kvili poruse sekrece chloridovych a
hydrogenuhli¢itanovych iontl. Tato abnormalni absorpce tekutin epitelem zvySuje
osmoticky tlak v hlenu, coz vede k ubytku tekutiny na povrchu dychacich cest. Dsledkem
je hyperkoncentrovany (dehydratovany) hlen, zhorSeny transport hlenu a jeho pfilnavost k

povrchu dychacich cest (Turcios, 2020).



Husty hlen je ptiznivé prostiedi pro rozvoj kolonii bakterii. Plice nemocnych CF jsou
in utero a kratce po narozeni bez patologii. Kratce po narozeni v§ak mnoho pacientii podléha
bakterialni kolonizaci a vyvine se u nich chronicky zadnét. Endobronchidlni kolonizace se
obvykle objevuje béhem prvniho az druhého roku zivota, pficemz mezi bézné patogeny patii
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae a gramnegativni enterické organismy, jako
Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli. Téméf u vSech pacientli se vyskytuje infekce
Pseudomonas aeruginosa, ktera pfispiva progresivnimu zhorSovani plicnich funkei.
Chronicky zanét ptispiva k rozvoji obstrukéniho plicniho onemocnéni a destrukci plicni
tkané, coz ve vysledku vede k bronchiektdziim a selhani dychéani (Castellani & Assael,
2017).

Dychaci soustava je u pacientii s CF postizena nejen na urovni dolnich cest
dychacich, ale také v oblasti nosu a vedlejSich nosnich dutin. Nosni a sinusova onemocnéni
se vyskytuji téméf u vsech pacientd. Typickymi ptiznaky jsou nosni neprichodnost, ryma,
bolesti hlavy, ranni kasel, zdpach z ust a nuceni k vykaslavani. U ¢asti pacientli se objevuji
1 nosni polypy, které mohou byt spojeny se sniZzenym ¢ichem a rozsifenim nosniho kotene

(Filbrun et al., 2016).

3.1.2 Projevy v travici soustavé

Pankreas, Cesky slinivka btisni, je druhym nejvice postizenym organem u pacientli
s CF. Poruchy transportu iontli vedou k zahusténi pankreatické §t’avy. U pacientt s cystickou
fibrosou je pankreaticka Stava trikrat koncentrovanéjsi nez u zdravych jedincii. Zahustény
sekret slinivky bfisni vede k akutnimu a chronickému zanétu, ktery pak je pficinou
poskozeni pankreatickych bunék. Poskozené builky nejsou schopné produkovat dostate¢né

mnozstvi enzymi, coZ zpusobuje pankreatickou insuficienci neboli nedostatecnost.



V nékterych piipadech dochazi k poskozeni beta bunék slinivky bfisni, coz ma za nasledek
snizeni produkce insulinu a vede ke vzniku diabetu (Kelly & Buxbaum, 2015).

Vzhledem k snizené sekreci exokrinnich enzymil musi pacienti brat dopliikky stravy
a dodrzovat dietu, kterd by méla odpovidat nutricnim normam. Doporucuje se, aby pacienti
s cystickou fibrosou konzumovali 120-150 % doporucené denni davky zivin, vzhledem k
zvySené energetické spotiebé v klidu zptisobené oslabenou plicni funkci (Matel & Milla,
2009).

Husté a viskozni sekrety ucpavaji tenké stievo, coz zptisobuje dalsi gastrointestinalni
potize. Pacienti s CF trpi zacpou, mekoniem ileus (zdcpa novorozenych), distalnim
intestinalnim obstrukénim syndromem (DIOS) atd. Pfiznaky zacpy u mladych dospélych a
déti jsou feSeny daslednou kontrolou stravy a pitného rezimu, masazemi bticha apod. DIOS
muze vyzadovat hospitalizaci a dekompresi v zdvaznych piipadech (Kelly & Buxbaum,

2015).

3.1.3 Endokrinni soustava a metabolické poruchy

Jak jiz bylo zminéno, v diisledku poskozeni beta bun€k slinivky btisni dochézi
k nedostate¢né produkci insulinu, coz je pfi¢inou diabetu. Prevalence diabetu spojené¢ho
s cystickou fibrosou (Cystic Fibrosis-Related Diabetes) stoupa s vékem. Rist ptipadit CFRD
se vysvétluje tim, Zze u dospélych jsou buiiky pankreatu poskozené vice nez u mladSich
pacientli. U adolescentll je diagnostikovano témét 20 % ptipadii, zatimco u dospélych
pacientt s CF se CFRD vyskytuje v 40-50 % piipadii. CFRD ptedstavuje kombinaci obou
typu diabetu, na rozdil od diabetu 1. typu, kde je ztrata inzulinovych bunék témét Uplna, a
diabetu 2. typu, kde je inzulinova rezistence obvykle hlavnim problémem (Filbrun et al.,

2016).



3.1.4 DalSi systémové projevy

Kromeé jiz popsanych organovych soustav je znacné postizena soustava reprodukéni.
Azoospermie je typickd pro vice nez 95 % muzi s cystickou fibrosou. Jinymi slovy
azoospermie je pricinou neplodnosti. Obstrukce je zplisobena vrozenou bilateralni absenci
vas deferens (semennych kanalkd). Semenné vacky jsou rovnéz atrofické nebo chybi. Tento
stav miize byt zpiisoben obstrukci dehydratovanymi sekrety v pohlavnich cestich béhem
nitrodélozniho vyvoje nebo vyvojovymi abnormalitami v reprodukénim traktu (Filbrun et
al., 2016).

Podstatné jsou i psychické poruchy, které vznikly u pacientt v disledku zdvazového
chronického onemocnéni, jakym je cystickd fibrosa. Déti s chronickym onemocnénim a
jejich rodice jsou vystaveni vySSimu riziku Gzkosti a deprese nez béznd populace. Béhem
mezinarodnich epidemiologickych studii bylo zjisténo, ze ptiznaky deprese a izkosti byly
2-3krat Castéjsi nez u zdravych jedinct (Quittner et al., 2016). Pro ucely Sifit informace a
poskytovat podporu nemocnym a jejich blizkym byl v roce 1992 zalozen Klub nemocnych
CF v Ceské republice. Cilem klubu je ptedevsim zlepsit kvalitu Zivota pacientl
prostiednictvim socidlni, finan¢ni, materidlni 1 psychologické pomoci. Klub podporuje
projekty zaméfené na zdokonaleni 1écby a diagnostiky, §ifi informace rodindm 1 vefejnosti

(Klub cysticke fibrozy, b.r.).

3.2 Geneticka podstata onemocnéni

CF je vyvolana mutaci v genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator), ktery se nachdzi na dlouhém raménku 7. chromozomu. Tento gen koduje
integralni protein se stejnym nazvem CFTR, ktery funguje jako chloridovy kanal a nachazi

se na apikalni membrané buniky. CFTR je epitelidlni iontovy kandl, ktery hraje dileZitou roli



v homeostaze tekutin dychacich cest, zprosttedkovava transport chloridovych ionti pies
bunécnou membranu. Také ptispiva k regulaci pH a obsahu ionti ve vrstvé povrchové
tekutiny dychacich cest a tim hraje dilezitou roli v obrané proti patogenim. Protein ma
vnitini aktivitu ATPasy a vyuziva ATP k otevirani a uzavirani svého kanalu. Pasivni tok
aniontli kanalem je fizen cykly vazby ATP a hydrolyzy doménami vazajicimi ATP. Iontovy
kandl je také propustny pro HCO3". Selektivita iontového kanalu zavisi na koncentraci
extracelularniho chloridu (CFTR Protein, 2020).

Molekula CFTR se sklada ze 2 transmembranovych domén (TMD1 a TMD?2), dvou
cytoplazmatickych domén vazajicich nukleotidy (NBD1 a NBD2), regula¢ni domény (R) a

amino-a karboxyl-terminalnich cytoplazmatickych konct (Jurkuvenaite et al., 2006).

TMD1

EC

membrane

COOH

R domain

Obrazek 1 Stavba proteinu CFTR (prevzato a upraveno z (Jurkuvenaite et al., 2006))

Z vice nez 2000 mutaci genu CFTR, které¢ byly identifikovany, je funkc¢ni

abnormalita zndma pouze u relativné malého poctu z nich (tab.1).



Ttida Utinek na CTFR Ptitomnost Ptiklady mutaci
funkéniho CTFR
L. Nedostatecna produkce proteinu Ne G542X, 711+1G-> T
1L Defekt transportu proteinu Ne F508del
II1. Defektivni regulace Ne G551D
Iv. Snizeny transport chloridl Ano A455E, R117H
V. Defekt sestfihu se snizenou Ano IVS8-5T
produkci
VL Zrychleny rozpad proteinu Ano 4326delTC

Tabulka 1. Klasifikace mutaci CFTR. Zdroj: (Schechter & Chaudary, 2017, s. 5)

3.2.1 Trida I — nedostateéna produkce proteinu CFTR.

Mutace prvni tfidy zahrnuji mutace vedouci k syntéze nefunkéniho proteinu.
Vyskytuji se rizné typy mutaci, véetn¢ posunovych (frameshift), pfitomnosti piedéasného
stop kodonu (tzv. nesmyslné mutace), a mutaci ovliviiujicich sesttih (splicing) (Anwar et al.,
2024, s. 266-267).

Nesmyslné mutace (nonsense mutations) jsou zptisobené predcasnym ukoncenim
syntézy mRNA zavedenim stop kodonii pfed skutecny stop kodon. Takovd mRNA je
oznacena za defektni a podléha degradaci. Piikladem nesmysIné mutace spadajici do prvni
tiidy je R553X. Vysledkem mutace R553X je nestabilni mRNA a nerozpoznatelny protein
(Hamosh et al., 1991). V jinych pfipadech dochazi k syntéze zkraceného proteinu.
Poskozené proteiny jsou okamZit€ rozpoznany a degradovany proteazomem jesté pted jejich
zaclenénim do apikdlni membrany. Mutace prvni tfidy jsou povazovany za tzv. ,tézké*
mutace, nebot’ vedou k uplné nefunkcénosti chloridovych kanalid. Pribéh CF u pacientt

s mutacemi prvni tfidy je velmi tézky a doprovazen problémy v mnoha soustavach



organismu. Casto u pacientll s mutacemi prvni tfidy je diagnostikovana pankreaticka

insuficience (Anwar et al., 2024).

3.2.2 Trida II — defekt transportu a vyzravani proteinu CFTR proteinu.

Do druhé tiidy spadaji mutace, jejichz disledkem je nespravna tercidlni sktruktura
proteintt CTFR. Takové proteiny mohou zachovat urcitou funkci chloridového kanalu, ale
jsou degradovany kratce po syntéze, jesté piedtim, nez se dostanou na své misto plisobeni
na povrchu buiiky. Pfikladem takové mutace je F508del (chybi zbytek fenylalaninu na pozici
508) a je nejcastéj$i mutaci u pacientll s CF (cca u 80-90%) (Schechter & Chaudary, 2017).
V rekombinantnich bunikdch CFTR s mutaci F508del neni schopen dozrat do plné
glykosylované formy. Ve vysledku je ¢astecné glykosylovany defektni protein kratce po
syntéze degradovan (Welsh & Smith, 1993). Prabéh CF u nemocnych s genotypem druhé

ttidy je velmi zavazny.

3.2.3 Trida III — defektivni regulace.

Kwvili abnormalni vazbé ATP na nukleotidové vazebné domény (NBD1 a NBD2) a
absenci hydrolyzy ATP nedokadze CFTR byt spravné aktivovan, aby reguloval transport
iontll 1 pfesto Ze se nachazi na spravné pozici na povrchu bunky (Schechter & Chaudary,
2017) (Anwar et al., 2024).

Tyto mutace maji formu missense mutaci, které umoznuji produkci proteinu v
normalnim mnozstvi a jeho usp&$né zaclenéni do membrany. Ptesto vSak vykazuji rezistenci

vuci aktivaci prostfednictvim proteinové kinasy A. Nejb&znéjsi mutace tieti tiidy je G551D.

Tteti tiida stejné€ jako predchozi je spojena s tézkymi projevy CF (Anwar et al., 2024).
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3.2.4 Trida IV —sniZeny transport chloridi.

Mutace ctvrté tiidy vedou k produkci normalniho mnoZzstvi proteinu, ktery si
zachovava své funkce, ale ma niz$i vodivost kanalu. Mutace ¢tvrté tfidy méni vodivost
kanalu tim, ze narusuji iontovy vodivy poér, coz vede ke snizené jednotkové vodivosti
(Sheppard et al., 1993). Nejbéznéjsi mutaci této tfidy je p.Argl17His. Syntetizovany protein
je spravné zpracovan a tvoii regulované apikalni proudy chloridovych aniontti (Fanen et al.,
2014). Avsak Sheppard et al. pomoci analyzy metodou patch-clamp prokazal snizeni jak
pravdépodobnosti otevieni kanalu, tak jeho vodivosti. Vzhledem k tomu, ze urcita vodivost
chloridii nebo hydrogenuhli¢itani je zachovana, lidé s mutacemi Ctvrté tiidy maji Casto

mirnéjsi priznaky CF (Anwar et al., 2024).

3.2.5 Trida V — defekt sestfihu se sniZenou produkci.

Mutace paté tfidy vedou k vyraznému sniZeni syntézy funkéniho CFTR na apikalni
membrang v diisledku mutace promotoru. Jedna se o mutace v sestfihovém misté, které mayji
zanasledek nespravny sestiih mRNA CTFR genu. Produkovany protein je nestabilni, a proto
se snizuje podil normélniho CFTR proteinu (Vavrova, 2006). Zmény na sestiihovych
mistech mohou vést k tipIlnému nebo ¢astecnému vylouceni exonu. V piipadé ¢aste¢ného
2024). Tyto mutace jsou obzvlasté vyznamné, pokud jsou spojeny s jinou mutaci, kterd vede

k produkci molekuly CFTR se snizenou funkci (Schechter & Chaudary, 2017).

3.2.6 Trida VI — ztrata regulacni funkce dalSich iontovych kanali.
Mutace Sesté tfidy maji za nasledek produkci proteinu, které dosahne mista tcinku,

ale je velice nestabilni (Schechter & Chaudary, 2017). Mutace Sesté tfidy jsou podle
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nékterych zdroji slouceny s ttidou V, protoze vedou ke snizenému mnozstvi funkéniho

proteinu CFTR (Fanen et al., 2014).
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4 Soucasna lé¢ba CF

Lécba CF dnes zaméfuje predevSim na zmirnéni symptomll onemocnéni a
prodlouzeni zivota pacientti. Vzhledem k tomu, Ze CF je vrozené genetické onemocnéni,
nelze ji 1é¢it béznymi metodami. Pro jednotlivé projevy vSak existuji jednotlivé strategie
1é¢by, jejichz cilem je zlepsSit kvalitu zivota. Aktualni 1é¢ebné strategie zahrnuji
symptomatickou 1é¢bu, modulatory CFTR proteinu a v zavaznych stadiich onemocnéni také

transplantaci plic.

4.1 Symptomaticka lé¢ba

Zakladem symptomatické 1é¢by je péce o spravnou prichodnost dychacich cest a
jejich inhalace, kontrola plicnich infekci, fedéni hlenu, dobra vysokokaloricka strava a
podpora imunitniho systému (Skalicka, 2014). Cilem terapie je zabranit zvysené tvorbé
hlenu v respiratornich cestdch. Za ucelem zfedit hlen se nejcastéji pouziva inhalace
hypertonickym roztokem chloridu sodného o koncentraci 3-7 %. Hypertonicky roztok sodné
soli ma baktericidni u¢inky a dobfe fedi hlen. Nevyhodou ale ziistava kratka doba ucinku:
inhalace potieba provadeét tiikrat denné po dobu 10-15 minut (Skalicka, 2014).
Dalsi zptisob fedéni hlenu jsou mukolytika, konkrétné enzym dornasa alfa. Jedna se o
lidskou DNAsu, ktera se uspesné pouziva v 1€cbé jiz od 90. let 20. stoleti. Dornasa alfa $tépi
DNA uvolnénou v hlenu a tim ho zkapalnuje (Skalicka, 2014).
Nedilnou casti uspésné 1€cby je fyzioterapie. Fyzicka cviceni a dechova rehabilitace
napomaha odstranéni zfedéné¢ho hlenu z dychacich cest a brani jejich ucpavani (Skalicka,
2014).

Pro pacienty s CF jsou chronicka infekéni onemocnéni plic charakteristicka. Proto je

dualezité infekce sledovat a v€as podévat antibiotika. Vzhledem k tomu, zZe je typicky vyskyt
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vice druhu infekce je potfeba aplikovat vice druhti antibiotik. Pouzivaji se antibiotika
sirokého spektra ucinku, jako jsou amoxicilin s klavulanatem, cotrimoxazol, cefalosporiny
L. a II. generace, doxycyklin. Lécba antibiotiky je agresivni, nebot’ se podavaji na nejvyssi
hranici davkovaciho rozmezi po dobu minimaln¢ 14 dni (Skalicka, 2014). Agresivni
antibiotika vedou k nezadoucim uc¢inkiim, proto je dilezit¢ dodrzovat hygienicka pravidla,

aby se predeslo nakaze infekci.

4.2 Modulatory CFTR

Studium mutaci CFTR genu umoznilo objevy novych metod 1é¢by, které by vytesily
primarni problém a necilily by na zmirnéni nasledkd. Takovym feSenim se staly moduléatory
CFTR. Modulatory CFTR jsou Iéky, které cilené ovlivituji funkce proteinti v zavislosti na
typu mutace (Chaudary, 2018). Na zakladé¢ mechanismu ucinku je délime na potenciatory,

korektory, stabilizatory, amplifikatory a CFTR read-through agents (Lopes-Pacheco, 2020).

4.2.1 Potenciatory

Potenciatory jsou aktivni molekuly, které zvySuji pravdépodobnost otevieni
chloridovych kanal anebo prodluZzuji doby kdy je kanal otevien, a tak umoziuji.
Potencidtory jsou urcené pro upravu mutaci spojené s nefunkénosti chloridovych kanald,
tedy mutace III a IV tfidy, ze kterych jsou nejbéznéjsi mutace R117H, R334W, R347P a
G551D (Lopes-Pacheco et al., 2016). CFTR III. tfidy je v disledku absenci hydrolyzy ATP
nedokaze stépit ATP. V pribéhu prvnich studii se ukazalo, ze G¢inné latky by mély byt
analogem ATP nebo obsahovat slouceniny, které by zvysily hladinu cAMP (Lopes-Pacheco,

2020).
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Prvnim schvalenym potenciatorem se stal Ivacaftor. Ivacaftor byl vyvinut
spole¢nosti Vertex Pharmaceuticals ve spojeni s Nadaci cystické fibrosy. Ivacaftor je aktivni
slozkou 1éku Kalydeco. Byl schvéalen americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é&iv
(FDA) v lednu 2012 pro 1écbu pacientu starsi 6 let s aspon jednou alelou G551D (Lopes-
Pacheco, 2020).

Normélni CFTR protein funguje jako chloridovy kandl, ktery se otevird po
fosforylaci a vazbé ATP. V piipadé mutaci III. tfidy Ivacaftor zprostfedkovava potenciaci
kanalu CFTR zptisobem zavislym na fosforylaci ale bez ohledu na hladinu ATP. Spojenim
s transmembranovou doménou CFTR dochazi ke zméné konformace proteinu, ¢imz se
stabilizuje otevieny stav kandlu. To vede ke zvySenému transportu chloridovych iontt ptes
bunécnou membranu, coz podporuje lepsi hydrataci dychacich cest. Vysledkem je ziedéni
hlenu. Lécba Ivacaftorem méla pozitivni vysledky. Ukdzalo se, Zze u pacientl s mutaci
G551D doslo k primérnému zlepseni plicni funkce (FEV1) o 10—12 %, vyraznému snizeni
koncentrace chloridli v potu a celkovému zlepSeni kvality zZivota, v€etné zvySeni télesné
hmotnosti a snizeni Cetnosti hospitalizaci. Pozitivni u€inky byly pozorovany i u dalSich
mutaci tfidy III, jako jsou R117H, G178R nebo S549N, a u n¢kterych mutaci t¥idy IV, 1 kdyz
v mensi mife (Lopes-Pacheco, 2020). I pfesto Ze je 1€k velmi ucinny, neni bohuzel dostupny
pro veiejnost kvtli vysoké cené. Ivacaftor patii mezi nejdrazsi I€ky. Cena dosahuje 297 tisic
dolarti ro¢né. Uzivani Iéku ivacaftor je celozivotni. V soucasné dob& v mnoha zemich,
véetné Ceské republiky, je 1é¢ba ivacaftorem hrazena pojistovnou v piipadé, Ze pacient
spliuje urcité podminky. Mezi podminky je fazen vek (starsi 6 let), t€lesnd hmotnost (vice

nez 25 kg) a pfitomnost jedné z nasledujicich mutaci ovliviuyjicich otevirani kandlu (tfidy
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II) v genu CFTR: G551D, G1244E, G1349D, G178R, G5518S, S1251N, S1255P, S549N

nebo S549R (Statni ustav pro kontrolu léciv, b.1.).

4.2.2 Korektory

Korektory jsou malé biologicky aktivni molekuly, které jsou schopné zvysit
mnozstvi CFTR proteinu na membrané. Korektory ovliviiuji stabilitu proteinti a zlepsuji
jejich skladani (folding) a dal$i bunécné upravy. Diky témto vlastnostem jsou korektory
vhodné pro pouziti u pacientli s mutacemi druhé tiidy, jako je F508del. Vysledkem mutace
F508del je Spatné slozeny protein, ktery, i ptesto Ze zachovava ¢astecnou funkci, degradovan
kratce po syntéze. Proteiny jsou zadrzeny na endoplazmatickém retikulu proteostazovymi
sitémi, proto pouze mala ¢ast proteinii dosdhne membrany, kde avSak kviili jejich nestabilité
budou degradovany (Zegarra-Moran & Galietta, 2017).

Korektory funguji jako chaperony. Chaperony jsou proteiny, které kontroluji spravné
skladéani proteinli. Mechanismus U¢inku korektord se spoc¢iva v stabilizaci NBD1 domény a
zlepSeni interakce mezi NBD1 a vnitrobunéénymi smyckami (ICL). Spravna interakce
téchto slozek je klicova pro spravnou terciarni strukturu produkovaného proteinu. Velkou
nevyhodu je schopnost jednoho korektoru odstraniovat pouze jednu vadu. Pro spravnou
funkci je podstatné odstranit ob& poruchy: nestabilitu NBD1 a interakce NBD1 — ICL.
Naptiklad VX-809 (lumacaftor) zlepSuje interakci NBD1 — ICL, ale neopravuje nestabilitu
NBDI. Corr-4a se chova opaénym zpisobem. Proto je pro tspé€Snou terapii nutnd kombinace
n¢kolika korektort (Zegarra-Moran & Galietta, 2017).

Dalsi vyzvou je pfitomnost vice mutaci riznych tfid u jednoho jedince. Kombinace
korektorti s potenciatory méla pozitivni vysledky. JiZ zminény lumacaftor, také znamy pod

nazvem VX-809, se stal prvnim lékem schvdlenym pro klinické vyuziti. Lumacaftor
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v kombinaci s potencidtorem ivacaftor poskytuje ptfinos pro pacienty s cystickou fibrosou
homozygotni pro mutaci CFTR Phe508del. Celkem 1108 pacientii podstoupilo randomizaci
a dostalo studovany 1€k Orkambi. Primérné vychozi hodnota FEV1 byla 61 % normalu. V
obou studiich doslo k vyznamnému zlepSeni primarniho cilového bodu o 2,6 az 4%
(Wainwright et al., 2015). Orkambi je nyni dostupné na ¢eském trhu pro pacienty star$i 6
let, kteii jsou homozygotnimi nosi¢i mutace F508del pro gen CFTR (SUKL - Prehled 1é¢iv,

b.r.).

4.2.3 Stabilizatory

Stabilizatory jsou molekuly, které ukotvuji CFTR v plazmatické membrang, ¢imz
zabranuji jeho odstranéni a degradaci lysozomy. Pouziti stabilizatorti je vhodné pro mutace,
jejichz vysledkem je protein se zkracenym polocasem Zivotnosti (IV. tfida). Proteiny jsou
sice pritomné, ale stale vykazuji snizenou stabilitu a jsou rychle odstranény perifernimi
mechanismy (Lopes-Pacheco, 2020).

Cavosonstat (N91115; Nivalis) byl prvnim stabilizatorem CFTR testovanym v
klinickych studiich. Bylo prokazano, ze podporuje zrani CFTR a stabilitu plazmatické
membrany inhibici nitrosoglutathionreduktasy in vitro. V prvni fazi testu neprokazal
cavosonstat zddné bezpecnostni riziko ani pfi nejvyssi podavané davce, ktera dosud vedla
ke sniZeni koncentrace chloridu v potu u pacientli s homozygotni mutaci F508del. Ve druhé
fazi testu byl cavosonstat pouzit v kombinaci s ivacaftorem/lumacaftorem. Studovany
stabilizator neprokazal zadny dalsi ptinos pro funkei plic ani sniZeni koncentrace chloridii v
potu. Z tohoto diivodu byl jeho klinicky vyvoj pro 1écbu cystickou fibrosou ukoncen (Lopes-

Pacheco, 2020).
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4.2.4 Amplifikatory

Amplifikdtory jsou malé biologicky aktivni molekuly, které plisobi jako
»zesilovaci. Jsou schopny zvySovat syntézu CFTR proteinu a podporovat jeho funkce. Na
rozdil od korektorli a potenciatorti, které ptisobi na strukturu a funkci CFTR proteinu,
amplifikatory cili na proces biosyntézy (Ong & Ramsey, 2016).

Jsou to modulatory, které jsou zavislé na translaci. Stabilizuji mRNA béhem
translace (co-translacné) a proto nemaji zadny ucinek bez translace. Vzhledem k tomu, ze
pusobi kotranslaéné, jsou amplifikatory vhodné pro 1écbu pacientii s mutacemi V. tfidy, u
nichz je CFTR syntetizovan ale v menSim mnozstvi kvili poruchdm béhem translace
mRNA. Mechanismus ucinku amplifikatorti spoc¢iva v pfimé vazbé na poly(rC)-vazebny
protein 1 (PCBP1), coz je RNA-vazebny protein regulujici stabilitu specifickych mRNA
obsahujicich C-bohaté sekvence. Vyzkumy ukézaly, ze amplifikator se vaze na PCBP1 a ze
tato vazba se zesiluje, pokud je PCBP1 jiz ptipojen k CFTR mRNA (Dukovski et al., 2020).
Amplifikator zvysuje mnozstvi CFTR proteinu dostupného pro dalsi pisobeni korektort a
potenciatorii. Lék nesolicaftor, také znamy pod nazvem PTI-428, je prvnim schvalenym
amplifikatorem pro klinicke studie. Koterapie nesolicaftorem s lumacaftorem a ivacaftorem
meéla pozitivni vysledky u pacientii s F508del a dell1234 R1239 mutacemi. Koterapie vedla
k vyznamnému sniZeni koncentrace chloridu v potu a zlepSeni funkce plic (8% v ppFEV1)

(Lopes-Pacheco, 2020).

4.2.5 CFTR read-through agents
Deset procent mutaci v genu CFTR jsou zplisobené pred€asnym zaclenénim stop
kodonu pted skute¢ny stop kodon. Nesmyslné mutace jsou mutace I. tfidy a patii mezi n¢

napt. G542X (Lopes-Pacheco, 2020). Produkce nefunk¢nich proteinti na zakladé predCasné
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ukoncené translace je pro buiiku energeticky neefektivni. Proto jsou defektni mRNA
degradovany NMD (nonsense-mediated mRNA decay) mechanismem (Brogna & Wen,
2009). Vhodnou strategii v terapii pacientll s nesmyslnymi mutacemi jsou latky, kterym se
fikd read-through agents. Read-through agents jsou latky, které indukuji ,piecteni®
predcasného stop kodonu. Diky tomu je mozné zaclenit jinou aminokyselinu aby translace
probéhla az do normalniho (piivodniho) konce mRNA (Lopes-Pacheco, 2020).

Mezi read-through agents patii aminoglikosidy. Byla prokdzand jejich c¢innost
vi1écbe CF. Ve svych studiich McHugh et al. zkoumal efektivitu aminoglikosidi
v kombinaci s inhibitory NMD. Bylo zjisténo, ze kombinace read-through agentii (G418,
gentamicinu, paromomycinu) s NMD inhibitory (SMG1i) je efektivni strategii k obnoveni
funkce CFTR u pacientl s nonsense mutacemi. AvSak maji aminoglykosidy velkd omezeni.
Pti dlouhodobém pouziti, které je pro pacienty s CF celozivotni, vyvolavaji nefrotoxicitu a

ototoxicitu (McHugh et al., 2021). Vyvijeji se nové modifikované aminoglykosidy, u nichz

se oCekava niZsi toxicita (Rowe et al., 2011).
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5 Genova terapie jako potencialni 1é¢ebna strategie

Genova terapie je 1écebny postup, pii kterém jsou do bunck pacientli preneseny
nukleové kyseliny (NK), tedy DNA nebo RNA, pficemz tyto NK koduji chybéjici nebo
nefunkéni gen. Tato terapeutickd metoda mize byt Siroce aplikovdna: od monogennich
poruch az po ziskand onemocnéni, jako je rakovina, infek¢ni, autoimunitni a
kardiovaskularni choroby (Brunetti-Pierri, 2017a).

Cilem genové terapie je vyfesit primarni, tedy genetickou, pfi¢inu onemocnéni a tim
zmirnit jeho prabéh. Diky pokroku v 1écbé a kvalitnéjsi zdravotni péci se nyni stfedni délka
zivota pacientd s CF pohybuje kolem 40 let (Keogh et al., 2018). Nicméné cca 10% pacientii
nereaguje na modulatory CFTR, protoze CFTR neni u nich viibec syntetizovan nebo je jeho
syntéza prili$ nizkd (Burgener & Moss, 2018). Na rozdil od farmakologickych ptistupii je
genova terapie, at’ uz prostiednictvim pfidani genu nebo jeho editaci, schopna ovlivnit
expresi CFTR na urovni DNA. Ocekava se, ze tato zména je trvald po celou dobu Zivota
bungk, jiz piijaly editaci. Genova terapie je nezavisla na fenotypu neboli konkrétni mutaci,
a tak se stava vhodnou lécebnou strategii pro vSechny pacienty s CF, bez ohledu na jejich
genotyp (Griesenbach et al., 2016; citovano v Sui et al., 2022).

I ptesto, ze CF postihuje vice organi, genova terapie cili na plice, protoze 90-95%
Podstatou genové terapie je dodani genu CFTR do epitelovych bunck dychacich cest. To 1ze

uskute¢nit pomoci virovych a nevirovych vektort.

5.1 Virové vektory

Dle Griesenbacha et al. (2016) jsou virové vektory povazovany za u¢innéjsi, protoze

diky pfirozené schopnosti pronikat do bunék a zaclenovat geneticky material do bunééného
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jadra umoznuji efektivni doruceni a expresi terapeutickych genti. Kromé toho jsou nékteré
vektory, jako napt. adenoviry nebo adenoasociované viry, maji specificky tropismus, coz je
schopnost cilit konkrétni tkané nebo buiiky.

Pro bezpecné vyuziti virovych vektorii je nutno se zbavit schopnosti rozmnozovat
se. Avsak je diilezité zachovat schopnost infikovat buiiky. Toho Ize dosdhnout odstranénim
¢asti virového genomu, ktera reguluje replikaci a expresi cytotoxickych proteini, pfi¢emz
sekvence kodujici kapsidové proteiny je zachovana. Na misto odstranénych sekvenci se
vklada kazeta, kterd by méla obsahovat terapeuticky gen a promotor. K vyrob¢ virovych
vektord se pouzivaji lidské embryonalni ledvinové bunky (HEK 293). Do téchto bunck se
vpravuji plazmidy nesouci pottebné slozky pro vyrobu virového vektoru (transgen, sekvence
koédujici kapsid). Po transfekci bun¢k dochazi k produkci virovych ¢astic, které obsahuji
terapeutickou DNA. Nasledné se vektory podléhaji promyti, aby se uvolnily z bun¢k. Pro
odstranéni necistot a ziskani Cistych virovych vektord se pouzivaji rizné metody purifikace,
napiiklad chromatografie nebo centrifugace. Poté se testuje kvalita vyrobenych vektort.
Kontroluje se koncentrace (titr), pfitomnost necistot a troven exprese terapeutického genu.
Pokud jsou splnény pozadavky muze byt vektor schvalen pro klinické studie (Brunetti-Pierri,

2017).

Envelope Vector

A203T Cells /\

Transfer Vector Transfect Target Cells Packaging Vector(s) Harvest Lentivirus
"cDMA, gRNA, or shitA

Obrazek 2 Schéma vyroby virovych vektorii na prikladé lentivirii. Do bunécné linie 293T se vpravuji 3 plazmidy nesouci
¢DNA a sekvence potrebné pro zabaleni. Zdroj:(Addgene: Lentiviral Guide, b.r.)
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V genové terapii se pouzivaji rizné typy virovych vektor, napf. adenoviry,

adenoasociované viry, lentiviry a dalsi. Vybér vektoru zavisi na mnoha faktorech, jako jsou

toxicita, kapacita genomu a ne v posledni fad¢ typ onemocnéni a cilové bunky nebo tkané

(Benskey et al., 2019).

Virovy | Kapacita Toxicita Udrzitelnost Vyhody Nevyhody
vektor (kb) exprese
Ad 8-35 Znacna Rychlé a vysoka Vysoka Silna
imunogenicita / exprese, ale uroven imunitni
mirna omezena imunitni exprese odpovéd
cytotoxicita odpovédi transgenu,
tropismus
k dychacim
cestam
rAAD 5 Potencialni Pretrvava v Siroky Mala
imunogenicita v nedélicich se tropismus kapacita
zavislosti na bunkach, pti déleni
kapsidu / nizka podléha
toxicita genomovému
zfedéni
LV 8 mirna Pretrvava v Prodlouzena Znacné
imunogenicita délicich 1 exprese riziko
nedélicich se transgenu mutaci
buiikéch

Tabulka 2 Prehled virovych vektorii. PFrevzato a upraveno z (Benskey et al., 2019)

5.1.1 Adenovirové vektory

Adenoviry jsou neobalené, nesegmentované, lineadrni dvouvlaknové DNA viry, které

maji pfirozeny tropismus k plicim a dychacim cestdm. Jsou pficinou béznych nachlazeni,

pneumonie, bronchitidy. Z mnoha znamych sérotypl je vétSina vektord pro pienos genll

zaloZena na sérotypu 5, jenZ u lidi zpiisobuje mirné respiracni infekce (Griesenbach et al.,

2010). Adenoviry jsou pomérné u¢inné jak in vitro, tak 1 in vivo. Kromé toho maji dostate¢né

velkou ptfenosnou kapacitu a jsou schopné infikovat jak délici se, tak i ned€lici se buiiky.

Mimo jiné lze u adenovir odstranit jejich virovy genom, aby se zbavily své replikacni

funkce. Takovym modifikovanym adenovirim se fika ,,gutted”. Odstranénim replikacni
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Casti se zvétSuje kapacita pro pienos nukleovych kyselin (Bronzino & Peterson, 2018). Diky
témto vlastnostem byly adenovirové vektory prvni volbou pro pouziti v genové terapii pro
1é¢bu CF.

Prvni klinickd studia s pouzitim adenovirii byla provedena v roce 1989 doktorem
Zabnerem et al.. Zabner at al. (1993) aplikovali Ad-CFTR na nosni epitel tii pacientti s CF.
Nosni epitel byl zvolen, protoze jeho bunécna struktura je podobnéd struktuie dolnich
dychacich cest. Podani Ad2/CFTR-1, ktery obsahoval cDNA funkéniho CFTR vedlo
k ¢astecné korekci defektu transportu chloridi. Pii podani Ad2/CFTR-y nebyly pozorovany
zadné znamky virové replikace ani zavazné vedlejsi ucinky. Mirny zanét a piechodné
vedlejsi ucinky, jako je nosni kongesce nebo erytém, byly spiSe pfic¢itany anestetikiim a
aplika¢nimu postupu nez samotnému viru. Korekce genu, avSak byla prechodna. Elektrické
zmeény, které indikuji obnovu funkce CFTR, se postupné vratily k ptivodnim hodnotam
b&hem nékolika tydnii (Zabner et al., 1993).

Mezi lety 1993-2001 bylo provedeno 9 klinickych studii (tab. 3), ve kterych k dodéani
CFTR pacientlim byly pouzité adenoviry. Tyto studie ukazaly, Ze 1) v nékterych ptipadech
1ze dosahnout nizké tirovné genového pienosu na zaklad€ detekce CFTR mRNA a proteinu
specifickych pro vektor, ii) castecné korekce defektu transportu chloridii bylo dosazeno v
nosnim epitelu nékterych pacientd, iii) podavani adenovirovych vektori muze zpusobit
zanét plic zavisly na davce, 1v) G€innost byla obecné niZsi, nezZ se oc¢ekavalo na zakladé
preklinickych modelti, a v) opakované podavani vektorli vyvolalo humoralni a bunécné
imunitni odpovédi, které omezily U€innost pii naslednych aplikacich (Griesenbach et al.,

2010).
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Ukazalo se, ze pouziti adenovird ma své omezeni. Dle Plasschaerta et al. (2024) kviili
vysoké imunogenicité vektoru a jeho neschopnosti dosahnout bazolateralné¢ umisténych
coxsackie-adenovirovych receptori (CAR) jsou netspésné. Adenovirové vektory vstupuji
do bunék prostrednictvim interakci s receptory. V prvnim kroku se kapsid vaze na
glykoprotein CAR, dal§im krokem je navazani pentonové bazi kapsidu na integrin v5, ktery
se podili na vazbé na fibronektin (Klink et al., 2004). VétSina lidskych epitelovych bunck
dychacich cest nema CAR na apikalné membranég, coz vyrazné omezuje ucinnost transdukce
adenovirovymi vektory. Aby pfekonal toto omezeni, Gregory et al. (2003) aplikovali sodnou
sul kapratu (sodium caprate), kterd otevira tésné spoje na luminalni povrch AECs v plicich
mys$i, aby umoznili pfistup k receptoru CAR na bazolateralni strané epitelovych bunék. Tato
aplikace zvysila genovou expresi v celkovém homogenatu plic 25krat, a az 45krat pii pouziti
adenoviru ve spojeni s DEAE-dextranem (Griesenbach & Alton, 2009).

Cvwr

odpovéd'. Proto se hledaji jiné cesty doru€eni funkéniho genu do bunék pacientti s CF.
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Autofi Misto Opakovana | Bezpecnostni Efektivita
aplikace davka aspekty Molekularni Rozdil potencidlii (PD)

Zabner et al. | Nosni Ne Zadné mRNA nebyla detekovana snizeni ~ vychozi  hodnoty
(1993) sliznice smeérem k normalnim hodnotam
Crystal et al. | Nosni Ne Nejvyssi davka | mRNA detekovana v nose, ale | nebyly prokdzané zadné zmény
(1994) sliznice, vyvolava zadna v plicich

plice imunitni reakci
Knowles et al. | Nosni Ne Mirné pfiznaky | - beze zmén
(1995) sliznice zanétu pii

vys$sich davkach

Hay et al. (1995) | Nosni Ne Zadné bylo detekovano malé mnozZstvi | ¢aste¢na korekce CI°

sliznice CFTR mRNA
Zabner et al. | Nosni Ano Zadné - ¢asteCna korekce CI°, tucinek
(1996) sliznice klesa spodanim opakované

davky

Bellon et al. | Nosni Ne Z4dné v nose 1 plicich byla detekovana | -
(1997) sliznice, mRNA v malém mnoZzstvi

plice
Harvey et al. | Plice Ano Zadné v nose 1 plicich byla detekovana | -
(1999) mRNA  vmalém mnozstvi,

s opakovanou dévkou klesé
Zuckerman et al. | Plice Ne Ptiznaky Vector DNA, ptfechodna -
(1999) chiipky pii
vys$ich davkach

Joseph et al. | Plice Ne Mirné bylo detekovano malé mnozstvi | -
(2001) a nespecifické CFTR mRNA
Perricone et al. zangtliveé reakce
(2001)

Tabulka 3 Prehled klinickych studii adenovirovych vektorii mezi lety 1993-2001. Prevzato a upraveno z (Burney & Davies, 2012)
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5.1.2 Adenoasociované vektory

Adenoasociované viry (dale AAV) jsou linearni jednovlaknové DNA viry s relativné
Sirokym tropismem pro ruzné tkané. AAV patii do celedi Parvoviridae a rodu
Dependoparvovirus. AAV se skladaji ze dvou casti: rep regulujici replikaci viru a cap
kodujici kapsidové proteiny a urcujici s€rotyp a tropismus. AAV jsou povazovany za
pomérné bezpecné, protoze nejsou spojeny s zadnou znamou lidskou patologii a vyvolavaji
mirné imunitni odpovédi. Kromé toho maji relativné dlouhou dobu exprese, ktera dosaha i
fadu mésic.

Mezi nejCastéji vyuzivané sérotypy AAV v 1écbé CF patii AAV2, AAVS a AAVY,
které maji schopnost transdukovat butiky dychaciho epitelu a umoznit tak expresi funkéniho
CFTR proteinu. Na rozdil od adenoviri se AAV integruji do genomu pouze s nizkou
frekvenci. Divoky typ AAV se vklada do 19. chromozomu, avSak modifikované
rekombinantni AAV, které se vyuzivaji k transportu nukleovych kyselin, obvykle ziistavaji
v jadfe jako epizomadlni konstrukty a tim se sniZuje riziko mutagennich integraci (Flotte,
2005).

Replikace AAV vyZaduje pfitomnost pomocného viru, napf. adenoviru nebo
herpesviru (Knipe & Howley, 2013). V ptipadé rekombinantnich AAV (rAAV) vektora se
vSak pomocné virové sekvence nahrazuji terapeutickym genem, coZ eliminuje potiebu
koinfekce pomocnym virem a zvySuje bezpecnost 1¢€cby (Kochergin-Nikitsky et al., 2021).
Diky nizké toxicité v porovnani s Ad, dlouhé dobé exprese a poméerné Sirokému tropismu se
AAV staly pfedmétem studii. Wagner et al. (1998) v fazi I svych klinickych testl aplikovali
AAV-CFTR o rtizné davce deseti pacientim s CF do nosnich dutin v horni ¢elisti (maxillaris

sinus). P&t pacientd nahodné dostalo jednu davku vektoru a pét bylo 1é¢eno pocatecni nizkou

26



davkou nasledovanou druhou vyssi davkou. Davky byly 100, 1000, 10000, 50000 a 100000
RU (replication unit). Pfi analyze PCR metodou na 14. den po aplikaci AAV-CFTR bylo
zjisténo, ze u pacientil, kteti dostali davku vice nez 10000 RU byl prokazan detekovatelny
pfenos genu. Vysledky faze I ukazaly, ze ucinek AAV zavisi na davce a nevyvolava skoro
zadnou imunitni odpovéd’ u pacientd (Wagner et al., 1998). S témi to poznatky Wagner et
al. (2002) zacali fazi II, ve které tgAAVCF byl podavan 23 pacientim. Dvojité zaslepena,
randomizovana, placebem kontrolovana klinicka studie potvrdila bezpecnost vektort, ale
ucinnost byla nizka. Pocet kopii tgAAVCEF klesa z 0,6 na 14. den do 0,1 na 30. den. Na 90.
den od podéavani vektoru nebyla detekovana zadna kopie tgAAVCF (Wagner et al., 2002).
Vzhledem k tomu, ze byla prokazana bezpecnost AAV, pokracuji studie sérotypii a moznych
modifikaci kapsidi (Plasschaert et al., 2024). Modifikaci kapsidi 1ze ovlivnit tropismus
k tkdnim, coz umoziuje vyuziti vice sérotypt AAV, a zvysit stabilitu pied systémy
degradujici viry v bunikach (Kochergin-Nikitsky et al., 2021).

AAV se vazou na eukaryotické bunky prostiednictvim specifickych domén
interagujicich s buné¢nymi receptory (Drouin & Agbandje-McKenna, 2013). Po navazani
na bunéény receptor je virus internalizovan endocytdzou, transportovan do jadra a jeho
genom je prepisovan do dvouvlaknoveé formy. Jednim z nejcastéjSich receptort vyuzivanych
riznymi sérotypy AAV je heparan sulfat proteoglykan (HSPG), coz je polyaniontovy
glykoprotein obsahujici kovalentné¢ vazané heparan sulfatové fetézce (HS) (Kochergin-
Nikitsky et al., 2021). Né&kolik studii prokazalo, Ze vloZenim oligonukleotidii do kapsidové
domény AAV, kterd vaze HSPG, lze zménit tropismus sérotypil. Napiiklad vloZenim
oligopeptidu ESGLSQS do AAVS, jiz ma ptfirozeny tropismus k tkanim srdce, svali a jater,

zvysila transdukce bunék plic in vivo u mysi (Michelfelder et al., 2011). Dalsi studie se
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zaméfuji na sniZzeni degradace v buiice. Nahrazeni riiznych povrchové exponovanych
aminokyselinovych zbytkl na kapsidach AAV brani degradaci zprostfedkované ubikvitinem
a zvysuje ucinnost vektorové transdukce (Qi et al., 2013).

Jednim z velkych omezeni je mala kapacitni velikost nosici. AAV mohou zabalit
ptiblizné 4,7 kb DNA, pticemz asi 0,3 kb je vyhrazeno pro virové mechanismy, tedy pro
terapeuticky gen zbyva jen 4,4 kb. Silny promotor v kombinaci s plnou délkou CFTR ¢ini
cca 4,5 kb a tak presahuje kapacitu AAV vektoru (Plasschaert et al., 2024). Aby bylo mozné
piekonat problém omezené kapacity baleni AAV vektord, byl vyvinut alternativni piistup
spoCivajici ve zkraceni cDNA genu CFTR. Ostedgaard et al. (2002) prokazali, ze CFTR
cDNA s odstranénou ¢asti R-domény vede k ¢astecné korekci transportu chloridi in vitro.
Pozdéji bylo prokézano, ze odstranéni R-domény spi§ zhorSuje funkce proteinu. Na R-
doméné probihé fosforylace, ktera fidi otevirani kanadlu CFTR a ovliviiuje interakce s jinymi
iontovymi kanaly (Ko et al., 2004; Liang et al., 2012).

AAV vektory vykazuji zna¢ny potencial v genové terapii diky svym vlastnostem. Jiz
je schvalen a Gspésné se pouziva 1€k Zolgensma (AAV9) v 1&€be spindlni svalové atrofie.
Ale pro pouziti v 1é¢bé CF je mala kapacita velkym omezenim, které dosud nebylo Gspésné

prekonano, coz potvrzuji vysledky studii (tab. 4).

Autofti Misto | Opakovana | Bezpecnostni Efektivita

aplikace davka aspekty Molekularni Rozdil

potenciall
(PD)

Wagner | Nosni Ne Zadné - castecna
et al. | dutiny korekce
(1998) Cr
Aitken | Plice Ne Zadné nebyla detekovana zadna | beze
et al. CFTR mRNA zmén
(2001)

28



Wagner | Nosni Ne Zadné - beze
et al. | dutiny zmen
(2002)

Flotte | Nosni Ne Ne bylo detekovano malé | beze
et al. | sliznice mnozstvi CFTR DNA zmen
(2003)

Moss et | Plice Ano Ne nebyla detekovand zadna | beze
al. mRNA, byla detekovana | zmén
(2004) DNA v malém mnozZstvi

Moss et | Plice Ano Ne - beze
al. zmén
(2007)

Tabulka 4 Prehled klinickych studii AAV. Prevzato a upraveno z (Burney & Davies, 2012)

5.1.3 Lentivirové vektory

Lentiviry jsou obalené RNA viry patfici do ¢eledi Retroviridae. Jejich genom se
sklada ze dvou kopii jednovldknové RNA (ssRNA) a obsahuje tii hlavni casti: gag, pol a
env. Gag koduje strukturalni proteiny kapsidy, pol koduje enzymy reverzni transkriptasu,
integrasu a proteasu, env koduje obalové glykoproteiny umoziujici vstup do bunék (Escors
& Breckpot, 2010). Lentivirové vektory jsou odvozeny predevSsim z lidského
imunodeficientniho viru (HIV-1), pfi¢emz jsou geneticky modifikovany tak, aby byly
bezpecné a replikace-neschopné (Milone & O’Doherty, 2018). Na rozdil od jinych retrovirt
maji lentiviry schopnost infikovat jak délici se, tak nedélici se buiiky. Vyhodou té€chto
vektorti oproti AAV je vétsi kapacita genetického materidlu (az 8 kb) (Brunetti-Pierri,
2017a), coz umoznuje doruceni celého CFTR genu spolu s regula¢nimi sekvencemi, ¢imz se
zvysuje efektivita transdukce a exprese proteinu.

Po vstupu do buriky prostfednictvim receptorové endocytdzy je lentivirova RNA
pfepsana na dvouvldknovou DNA pomoci reverzni transkriptasy. Tato DNA je nasledné
integrovana do hostitelského genomu pomoci virové integrasy, coZ umoznuje trvalou

expresi terapeutického genu (Milone & O’Doherty, 2018). Tato vlastnost je zasadni pro
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1é¢bu genetickych onemocnéni vyzadujicich dlouhodobou nebo celozivotni expresi
chybégjiciho proteinu, ale také zvySuje riziko ndhodnych mutaci, zejména onkomutaci.
Kromeé toho jsou lentiviry velice nestabilni pfi ptipravé vektorti, coz komplikuje préci s nimi
a zvySuje naklady na realizaci jejich aplikace (Escors & Breckpot, 2010).

Vyuziti lentivirovych vektora je spojené s velkym rizikem onkomutaci. Lentiviry
integruji transgen do hostitelského genomu ndhodné, coz muze vyvolat mutace. Prvni
klinické studie lentivirovych vektorti byly velice uspésné, dokud nebylo prokdzano
nebezpeci. V roce 2000 se profesorce M. Cavazzana-Calvo et al. (2000) podaftilo vylecit 11
déti s tézkou imunodeficienci. Pro pfenos spravného genu byl pouzit MLV vektor, cozZ je
vektor na bazi viru leukemie u mysi. Po nékolika letech u nékterych pacientli byla
diagnostikovana T-leukemie. Onkomutace byla zplsobena aktivaci genu LMO2, vedle
kterého byl integrovan vektor. Mutace méla za nasledek nadmérnou expresi a
nekontrolované déleni bun¢k. Proto byly zménény strategie ve vyvoje lentivirovych vektora,
aby sniZili riziko mutaci. Potencidlnim feSenim se stala vyroba neintegrujicich lentivirovych
vektortt (NILV) (Escors & Breckpot, 2010). Lentiviry integruji do genomu pomoci
integrasy. Vyvolanim mutace v sekvenci kodujici integrasu lze snizit jeji mnozstvi a tim
zabranit zaclenéni do hostitelského genomu. NILV tak ziistava v bufice epizomalné (Yafez-
Muioz et al., 2006). NILV mohou byt pouzitelné v ptipad¢€, ze buiikky naSeho zdjmu jsou
nedélici. V jinych ptipadech jejich ucinek je nizsi (Escors & Breckpot, 2010).

V lécbé CF pomoci lentivektort mohou byt pouzité vektory odvozeny od Sendai viru
(SeV). SeV byly zvolené kvuli jejich pfirozenému tropismu k epithelialnim buiikam
dychacich cest (Alton et al., 2017). Vysledny vektor rSIV.F/HN (také BI 3720931) je

lentivirovy vektor tieti generace pseudotypizovany Sendai virus s F a HN obalovymi
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proteiny. Receptory pro F/HN proteiny jsou umistény na apikdlnim povrchu epitelu
dychacich cest, coz umoznuje vstup do bun€k po inhala¢nim podéani. Tento vektor ukazal
ucinnou in vivo transdukci dychacich cest primatii bez toxicity (Davies et al., 2024 a). Ve
druhém ctvrtleti roku 2024 zacala studie Lenticlair™1. Je to prvni studie lentivirovych
vektorti v 1é€bé CF na lidech. Pacienti jsou rozdéleni do tii skupin. Kazda ze skupin dostala
inhalaci jednu davku BI 372093 1: nizkou, stfedni a vysokou. Konec studii je planovan v roce
2026. Po ukongeni studie Lenticlair™1 budou pacienti monitorovéani dalsich 15 let pro

odhaleni ptipadnych mutaci spojenych s pouzitim vektoru (Davies et al., 2024 b).

5.2 Neviralni vektory

Sice virové vektory vykazuji velky potencial a ucinnost pro ptenos nukleovych
kyselin na misto naseho z4jmu, maji ur¢itd omezeni jako je nebezpeci, velké naklady na
jejich produkci. Vzhledem k témto nedostatkim se genetici zacali vénovat vyvoji
alternativnich metod pfenosu genti do bun¢k bez pouziti virovych ¢astic. Neviralni metody
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vektory (Bronzino & Peterson, 2018).

5.2.1 Neobalena DNA

Samotna molekula DNA se miiZe dostat do buiiky pomoci injekce intramuskularné
nebo intravendzng€. AvSak injekce nejsou tak ucinné, jak bychom si ptali. Hlavnim
omezenim pouZiti neobalenych DNA je jejich chemické vlastnost. DNA je kviili pfitomnosti
fosfath zaporné nabitd, a proto neni schopnd projit membranou za normalnich podminek.

Aby zvysili efektivitu transfekce Neumann et al. (1982) pouzili fyzikdlni metodu
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elektroporaci. Ukazalo se, ze elektroporace pomoci elektrického proudu nebo iontl vapniku
docasné zvysuje propustnost plazmatické membrany a tim umoziuje vstup DNA do bunky.
Existuji rizné dalsi zpasoby, jak ptrekonat fyzickou bariéru. Dnes se pouzivaji mikroinjekce
(mikro stfikacky), sonoporace, a tzv. gene gun. Tyto metody umoziuji pfenos neobalené
DNA ptes bunécnou membranu (Wang et al., 2013).

Mikro stiikacky jsou vhodnym nastrojem pro pouziti v piipadech, kdy exprese
transgenu se vyzaduje na nizsi, ale dostate¢né urovni k vyvolani imunologické odpovédi.
Lze je pouzit pro ockovani (Wang et al., 2013).

Sonoporace je metoda zalozena na pouziti ultrazvukovych vin. Stejné jako
elektroporace tato metoda zvysuje propustnost membrany. U&innost pienosu genti zavisi na
ultrazvukové frekvenci a intenzité, délce procedury, mnozstvi pouzité DNA, kontrastnich
latkach a typu cilovych tkani. Hlavnimi vyhodami sonoporace jsou bezpecnost, neinvazivita
a schopnost pfenaSet geny do bunck vnitini organy bez chirurgického zakroku. Avsak je
sonoporace mén¢ u¢inna v porovnani s jinymi metodami (Wang et al., 2013).

Gene gun metoda byla piivodné vyvinutd a aplikovana pouze na rostlinach. Pozdé&ji
ale nasla svoje vyuZiti 1 pro lidi. Gene gun je balistickd metoda. Malé ¢astice té¢zkych kovii
(nejéastdji Au — zlato) nesou na sebe DNA. Céstice jsou tak malé (cca 1pm), Ze dokazou
proniknout do bunky. Metoda je pouZitelna jak in vivo, tak i ex vivo. Biologicka balisticka
metoda se pouziva k prenosu gend do ktize, svalt, sliznic, chirurgicky odstranénych tkani
nebo nadorovych bunék. Metoda gene gun je pomérné bezpecna, ale ma své omezeni.
Utinnost metody je nizsi v aktivné délicich se buiikach (Lin et al., 2000).

Uvedené vyse metody maji Siroké pouziti v genové terapie, ale bohuzel nejsou

vhodné pro pienos nukleovych kyselin v 1écbé CF.
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5.2.2 Liposomové komplexy

Liposomové komplexy (dal lipoplexy) jsou Siroce pouzivany v genové terapii k
prenosu genetického materialu do rakovinnych bunék prosttednictvim potlaceni onkogent,
nebo aktivaci gentl, které potlacuji nador. Lipoplexy se také usp€sné pouzivaji k transfekci
endotelialnich bunék dychacich cest (Bronzino & Peterson, 2018).

Lipoplexy jsou komplexy vytvorené z nukleovych kyselin a lipid. Tyto komplexy
predstavuji kondenzované struktury, jez schopné prochiazet bunéénymi membranami
(Bronzino & Peterson, 2018).

Ptitomnost lipidd umoznuje ptekonat omezeni v transportu neobalené¢ DNA tim, ze
kolem zaporné nabité molekuly tvoii kladné nabity obal. K tvorbé lipoplexii 1ze pouzit
aniontové i neutralni lipidy, ale kationtové lipidy zvysuji stabilitu lipoplexii a zlepsuji jejich
pronikani do bun¢k, a proto jsou popularnéjsi (Bronzino & Peterson, 2018). Kationtové
lipidy jsou kladné nabité¢ amfifilni molekuly, které se skladaji z Ctyt slozek: kationtové
polarni skupiny, hydrofobni domény, linkeru spojujiciho polarni hlavovou skupinu s
nepolarni ocasni skupinou, patetni domény odd€lujici hlavovou skupinu od hydrofobni
domény. Mezi nejcastéji pouzivané kationtové lipidy patii
dioleylpropyltrimethylamoniumchlorid (DOTMA) a dioleoyl-3-trimethylamoniumpropan
(DOTAP) (Liu & Zhang, 2011). Bohuzel lipoplexy s kationtovymi lipidy ve vysokych
koncentracich vykazuji bunécnou toxicitu. Tato toxicita zavisla na davce omezuje mnoZzstvi
genetického materialu, ktery lze dodat (Bronzino & Peterson, 2018). V posledni dobé& se
intenzivné pracuje na vyvoji novych kationtovych lipidd s cilem zvysit i€innost transfekce
a snizit toxocitu. Tak byl vyvinut kationtovy lipozomalni vektor obsahujici novy kationtovy

lipid N’",N’"-dioktadecyl-N-4,8-diaza-10-aminodekanoylglycin amid (DODAG) v kombinaci
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s neutralnim lipidem 1,2-dioleyl-sn-glycerol-3-fosfoethanolaminem (DOPE). Vysledky
ukdzaly, Ze tento lipozomalni vektor vykazuje vysSi transfekéni Gcinnost v buikach
OVCAR-3, IGROV-1 a HelLa, pricemz zaroven vykazuje nizkou bunécnou toxicitu (Liu &
Zhang, 2011).

Kationtové lipidy se staly pfedmétem zdjmu védc, jiz se vénuji CF. Od roku 1995
azpo 2001 probihaly studie (tab. 5) s pouzitim lipidd DC-Chol/DOPE (obr. 2), DOTAP (obr.

3) a GL-67 (obr. 4).

o
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Q
Obrazek 3 Chemicka struktura DOTAP. Zdroj: (Dioleoyl-3-Trimethylammonium Propane, 2024)
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Obrazek 4 Chemicka struktura DC-Chol/DOPE. Zdroj: (Bianco et al., 2003)
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Obrazek 5 Chemicka struktura GL-67. Zdroj: (GL67 powder Avanti Polar Lipids, b.7.)

Vysledky téchto studii potvrzuji jejich tspésnou aplikaci a velky potencial v 1&¢bé
CF. Na zakladé¢ péti studii lze posuzovat, ze cDNA-CFTR transportovana pomoci lipoplext

¢aste¢n¢ obnovuje funkci proteinu CFTR a nevyvolava zna¢nou imunitni odpovéd'.

Misto | Opakovana | Bezpecnostni Efektivita

Autofi, aplikace davka aspekty Molekularni Rozdil

pouzity potenciali

vektor (PD)
Caplen et | Nosni Ne Zadné nebyla Castecna
al. (1995) dutiny detekovana korekce CI°
DC- z4dna mRNA
Chol/DOPE
Gill et al. |Nosni |Ne Zadné dastecna
(1997) dutiny korekce CI°
DC-
Chol/DOPE
Porteous et | Nosni Ne Z4dné bylo detekovano | ¢aste¢na
al. (1997) dutiny malé mnozstvi | korekce
DOTAP mRNA sekrece CI°
Hyde et al. | Nosni Ano Zadné bylo detekovéano | ¢astecna
(2000) DC- | sliznice malé mnoZstvi | korekce
Chol/DOPE CFTR DNA, | sekrece CI’

pfitomny protein
CFTR.

Alton et al. | Nosni Ne priznaky nebyla korekce
(1999) sliznice, chiipky detekovana sekrece Cl” az
GL-67 plice zadna mRNA. 25 %

Tabulka 5 Prehled klinickych studii liposomovych vektorii. Prevzato a upraveno z (Burney & Davies, 2012)
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Britsky profesor Alton et al. (1999) provedl studii, kterd méla prokazat u¢innost a
bezpecnost liposomovych vektorti na zaklad€ jiz dostupnych udaji z ptredchozich studii.
Féze 1 se zGcastnili 16 klukd s CF, u nichz byla prokazéna infertilita. Genotypy pacientl
byly nasledujici: 12 AF508/AF508, 1 AF508/W1282X a 3 AF508/jiné. Pacienti byli ndhodné
rozdéleni do dvou skupin: aktivni a kontrolni. Osm pacientli dostalo lipoplex (aktivni
skupina) a dalsich osm dostalo placebo. Alton et al. pouzili lipoplex GL-67/DOPE/DMPE-
PEGs000. Tento lypoplex byl vytvofen spole¢né s neutradlnim lipidem DOPE, o némz se
predpokladd, Zze usnadiiuje endosomalni Gnik DNA, spolu s malym mnozstvim lipidu
obsahujiciho polyethylenglykol (DMPE-PEG5000), aby se stabilizovaly formulace v
koncentracich dostate¢nych pro aerosolovy ptenos do lidskych plic (Eastman et al., 1997).

Terapie vedla ke zlepSeni transportu chloridii u 6 z 8 pacientd v aktivni skuping,
obnoveni funkce CFTR odpovidalo 25 %. AvSak nebyla pozorovand zadnd zména
v transportu sodiku. U pacientli z obou skupin byly pozorovany ptiznaky imunitni odpovédi.
7 z 8 pacientil v aktivni skupiny méli ptiznaky chiipky: horecka 38,3°C+0,3 (hodnota teploty
se vratila k normalu do 36 h.), kaSel, dusnost. 6 pacientti ze skupiny placebo také mélo mirné
respirani pfiznaky, jako je kaSel a dusnost. Studie méla urCity uspéch vzhledem
nezavaznym nezadoucim ucinktim a ¢astecné korekci funkce CFTR (Alton et al., 1999).
Féaze 11, které se zcastnilo 140 pacientd, méla za cil prokazat bezpecnost a ucinnost
opakovaného podavani vylepSen¢ho kationtového lipoplexu pGM169/GL67A, kde pGM169

(obr. 5) je plazmid nesouci transgen a GL67A je lipid.
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pGM169
Clinical trial plasmid
6549 bp
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Obrazek 6 Schéma pGM169 v pre-klinickych studiich. Zdroj: (Pringle et al., 2009)

Alton et al. (2015) rozdélili pacienty do dvou skupin nasledovné: 62 pacient by
m¢elo brat placebo, 78 pacientii by mélo dostavat aktivni 1€k podle protokolu. AvSak jenom
83 % pacientt, tedy 116 lidi, proslo vS§emi vstupnimi testy a odpovidalo pozadavkiim studie.
Pacienti museli byt star$i 12 let a mit FEV; (usilovny vydechovy objem) 50-90 %. Ugastnici
studie byli vybirdni bez ohledu na jejich genotyp. Studie trvala 12 mésicii, béhem kterych
pacienti dostali 9 davek, bud’ 1éku anebo placeba. Kazda davka léku obsahovala 5 ml
pGM169/GL67A s obsahem 0,2 mg plasmidové DNA. Stejné jako ve fazi I byla l1écba
doprovazena mirnymi respiracnimi projevy bez dalSich zavaZnych neZadoucich ucinkd.
Primérnim kritériem pro hodnoceni byla zména plicni funkce, tedy rozdil FEV. V aktivni
skupiné vysledny rozdil byl -0,4 % oproti kontrolni skupiné, kde pokles FEV byl -4,0 %.
Dale se hodnotily zmény funkce chloridovych kanall, zanétlivé markery a bakteridlni
infekce. Nebyly zaznamenané Zadné klinicky vyznamné zmény funkce CFTR. Mezi aktivni
a kontrolni skupinami nebyl zji§tén vyznamny rozdil v kolonizaci Pseudomonas aeruginosa.

Zanétlivé markery, jako jsou interleukin-8 (II-8) a neutrofilni elastasa, potvrdily pokles
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infekci v aktivni skupin€ a narust v kontrolni. Hladina I1-8 klesla o 15 % u pacientt, jiz brali
pGM169/GL67A, a stoupla o 10 % u placebo skupiny. Tyto vysledky znamenaji snizeni
zanétu u pacientd z aktivni skupiny. Studie prokazala, ze 1é¢ba CF pomoci opakovaného
podani kationtovych lipidovych vektorii je bezpecnd a ma pozitivni vliv na funkce plic.

Neviralni vektory maji velky potencidl a jejich rozvoj by mél pokracovat (Alton et al., 2015).

5.3 Technologie genové editace

Zakladem genové editace jsou manipulace genomu prostfednictvim homologni
rekombinace. Homologni rekombinace v sav€ich bunkach za normdlnich podminek je
pomérné neefektivni. VEtsina dvoutetézcovych zlomt (DSB) se opravuje nehomolognim
spojenim konct (NHEJ), coz je rychlejsi zptisob, ktery ale vede k ¢astym nadhodnym
mutacim (Alberts et al., 2022). Bylo zjisténo, ze indukce dvouietézcovych zlomt zvySuje
cetnost a uCinnost homologni rekombinace. Klicovym krokem pfi manipulaci s genomem
nebo editaci gent je tedy vytvoreni sekvencné specifického DSB v cilovém genu. Editace
genll proto vyzaduje sekvencné specifické endonukleasy, tzv. ,molekularni nizky*, k
vytvotfeni DSB na pozadovaném misté (Ceccaldi et al., 2016). Jednim z takovych ndstroja,
ktery vykazuje vysoké perspektivy v genovém inZenyrstvi je systém CRISPR/cas9. Tento
systém nabizi nové moZnosti pro rozvoj genové terapie cystické fibrosy, umozni ptesnou
opravu jakékoli mutace CFTR v endogennim lokusu, coZ by teoreticky mohlo vyfesit

sloZitosti regulace CFTR na bunééné trovni v plicich pomoci vektort (Yan et al., 2019).

5.3.1 CRISPR/CAS 9
CRISPR/cas9 je zkratkou pro ,,systém opakujicich se palindromickych sekvenci

oddélenych pravidelnymi intervaly a jejich asociované proteiny (Cas)“. CRISPR/cas9
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predstavuje adaptivni imunitni systém prokaryot, ktery si pamatuje ptedchozi infekce tim,
ze integruje kratké sekvence invazivnich genomi, tzv. spacery, do CRISPR lokusu. Tyto
spacery, prokladané repetitivnimi sekvencemi, jsou exprimovany jako malé vodici CRISPR
RNA (crRNA), které jsou vyuzivany proteiny Cas k cilenému rozpoznani a eliminaci
invaznich sekvenci pfi opakované infekci (Jiang & Doudna, 2017). Pfirozeny systém pro
archei bakterii naSel svoji aplikaci i v sav¢ich bunkéach.

Systém CRISPR-Cas funguje sekvencné specifickym zptsobem, kdy rozpoznava a
$tépi cizorodou DNA nebo RNA. K rozpoznani cilového mista slouzi jednovlaknova vodici
RNA (sgRNA), ktera je navrzena tak, aby odpovidala cilové sekvenci v genomu. Tato RNA
se vaze na endonukleasu Cas9, coz je enzym schopny ptesné piestiihnout dvoutetézcovou
DNA. Pro aplikaci systému CRISPR-Cas9 k editaci genti nebo jinym uceltim je zapotiebi tii
slozek: crRNA s 5' spacerovou oblasti, transaktivujici crRNA (tracrRNA) a efektorovy
protein Cas9. Tento obranny mechanismus lze rozdé¢lit do tii fazi: i) adaptace neboli
ziskavani spacerd, ii) biogeneze crRNA a iii) interference s cilovou sekvenci (Hille &
Charpentier, 2016).

Ve tazi adaptace dochazi k ziskadvani novych spacerovych sekvenci z invazivni DNA
do CRISPR lokusu. K tomu slouZi pomocné proteiny Cas, které uméji vyhledat kratké tiseky
cizorodé¢ DNA a nésledné je integruji do CRISPR lokusu. V disledku tohoto procesu buiika
ziskava ,,pamét* o predchozich infekcich (Hille & Charpentier, 2016).

Po zaclenéni spacerovych sekvenci do CRISPR lokusu dochazi k transkripci celého
CRISPR pole do pre-crRNA. Pre-crRNA je nasledné zpracovana enzymy na jednotlivé
kratké crRNA, které nesou sekvence odpovidajici pfedchozim infekcim (Hille &

Charpentier, 2016).
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Ve tfeti finalni fazi dochdzi krozpozndni a degradaci cizorodé DNA.
Ribonukleinoproteinovy komplex Cas9-crRNA-tracrRNA se vaze na cilovou
dvouretézcovou DNA (dsDNA). Vazba je fizena komplementaritou mezi piiblizné 20
nukleotidii dlouhou spacerovou oblasti v crRNA a cilovym mistem na komplementarnim
neboli cilovém, fetézci. Cas9 vytvari DSB v DNA (obr. 6), ¢imz deaktivuje virus nebo jiny
geneticky element (Hille & Charpentier, 2016). Cas9 ma dvé domény, které se podileji na
tvorbé DBS. Jsou to RuvC a HNH domény, které zajist'uji nukleasovou aktivitu, pficemz
RuvC $tépi nekomplementarni fetézec obsahujici PAM a HNH komplementarni fetézec.
Nekomplementarni fetézec, nazyvany také protospacer, obsahuje piiblizné 20 nukleotidi
dlouhou sekvenci, ktera odpovida délce a sekvenci spacerové oblasti, avSak s rozdilem T-U.
Na 3' konci protospaceru se nachazi sekvence ,,NGG*, ozna¢ovana jako protospacer adjacent
motif (PAM). Vysledkem tohoto procesu je dvoutetézcovy zlom s tupymi konci, ktery se
nachdazi ptiblizn¢é 3 bp pred NGG PAM sekvenci. (Weng et al., 2023). Bunka pak vyuziva

svych ptirozenych opravnych mechanismu k rekonstrukci zlomu.
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Obrazek 7 Proces vzniku DBS pomoci CRISPR/Cas9. Zdroj: (Kashtwari et al., 2022)

Velkym omezenim pouziti CRISPR/Cas9 v 1é¢bé CF je, Ze homologni rekombinace
neprobiha v nedélicich se buiikéch jako jsou epitelidlni buniky dychacich cest. Navic se tyto
buiikky obnovuji pfiblizné kazdé Etyfi mésice, a proto i v piipade, Ze se editace podaii
dosahnout, je tfeba ji provést opakované. Opakovana editace je spojend se zvySenym rizikem
nahodnych mutaci a také s imunitni odpovédi na vektory pouzité k prfenosu Cas9 (Graham
& Hart, 2021).

Strategie k prekonani t€chto komplikaci je cileni na basalni buiiky epitelu dychacich
cest. Jedna se o buiiky schopné proliferace a diferenciace. Tyto multipotentni kmenové
buniky mohou byt opravovany pomoci HDR a neustale vytvaret spravné fungujici burky.
Aby vsak bylo mozné k témto bazdlnim builkkdm pfistupovat in vivo, musi byt nejprve
odstranéna vnéjsi epitelidlni vrstva bunék. Mechanickym seskrabanim lze odstranit ¢asti

epitelidlnich buné€k, zatimco bazalni bunky ziistdvaji neporuSené. Chemické odstranéni
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epitelu je vSak v obtizné, protoze muze narusit celkovy stav dychacich cest. Dalsi moznosti
je vyuziti béznych rhinovird, které mohou epitel mirné podrazdit. Rhinovirus C a chiipkové
viry HINI se specificky zaméiuji na fasinkové buniky v dychacich cestach, coz vede k jejich
infekci a naslednému odstranéni z epitelu. Zamérné vyvolani takové infekce by tedy mohlo
usnadnit pistup k bazalnim buikam, i kdyz je docela nebezpecné (Graham & Hart, 2021).

Dalsi strategii je aplikace ex vivo. Odebrané kmenové burky jsou upravené mimo
télo pacienta a transplantované zpatky. Tento pfistup umoziuje dosahnout co nejptesnéjSich
uprav bez necilenych mutaci (off-target mutations). Metoda je vSak vhodna pro 1écbu
onemocnéni kiize, svalti apod. V soucasné dobé¢ se navrhuji ex vivo editace bazalnich bunék
a jejich transplantace do dychacich cest, ale zatim nejsou zadné uspésné studie (Graham &
Hart, 2021).

Navzdory obrovskému potencidlu CRISPR-Cas9 stile existuji znacné problémy
spojené s jeho pouzivanim. Jednim z dalSich problémii jsou takzvané necilené ucinky, kdy
se v jinych castech genomu mohou objevit nezddouci mutace, které mohou mit
nepredvidatelné t€inky.

Dalsim problémem je dlouhodoba bezpecnost Gpravy gend, zejména pokud jde o
upravu pohlavnich bun€k. Zmény provedené v téchto buitkach budou predany budoucim

generacim, coz vyvolava etické diskuse (Pickar-Oliver & Gersbach, 2019).
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6 Diskuse

Cysticka fibrosa se zpocatku jevila jako idedlni kandidat pro 1écbu genovou terapii.
Ackoliv ptivodni optimismus vedl k mnoha klinickym pokusim, dosud se nepodafilo
vyvinout metodu, kterd by byla pouzitelna v klinické praxi. Na zaklad¢ reSerse literatury je
mozné identifikovat klicové oblasti, které omezuji aplikace genové terapie v 1écbé CF.

Jednim z hlavnich limitujicich faktort je zplisob doruceni genetické informace do
cilovych buné€k plicniho epitelu. Srovnani riznych typt vektord ukazuje, ze zadny z nich
zatim nenabizi idealni kombinaci u¢innosti a bezpecnosti. Z virovych vektort pro 1é¢bu CF
byly testované adenovirové, adenoasociované a lentivirové vektory. Klinické studie se
shoduji na tom, ze virové vektory vykazuji vyssi efektivitu transdukce, ale zaroven jejich
aplikace je spojend se zvySenym rizikem imutoxicity. Zatimco adenoviry umoziuji vysokou
urovenn exprese transgenu, jejich vyuziti komplikuje silnd imunogenicita a nemoznost
opakovaného podani (Griesenbach et al., 2016). Naproti tomu AAV vykazuji vyrazn¢ lepsi
bezpecnostni profil, nicméné limitujicim faktorem zlstava jejich mala nosné kapacita, ktera
je nedostatecna pro cely gen CFTR (Limberis et al., 2009). V sou€asné dob¢& vétsi potencial
je pfisuzovan lentivirovym vektortim, jejichz preklinické studie naznacuji slibné vysledky
(Davies et al., 2024 a). Spornou otazkou ziistava jejich dlouhodoba bezpecnost. Aplikace
téchto vektorti v genové terapie jinych onemocnéni v minulosti vedla k nezadoucim
mutacim v genomech pacientll, coz mélo za nasledek rozvoj leukemie (Hacein-Bey-Abina
et al., 2003). Podobné nasledky nemohou byt odhalené béhem nékolika let, a proto je nutny
dlouhodobé¢jsi vyzkum. Tyto aspekty velmi omezuji zavedeni genové terapie do praxe

v nejblizsi dobé a zaroven vyvolavaji diskuse o etice genové terapie jak mezi védci, tak 1
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mezi pacienty. Otazkou tedy je, zda by méla byt CF 1é¢ena radéji ,,bezpecné neucinné* nebo
»potencialng u¢inng, ale s neznamym rizikem*.

Na zaklad¢ poznatki o nedostatcich virovych vektorti byly vyvinuté alternativni
ptistupy k doruceni ¢cDNA do cilovych bunék. V 1écbé CF velky potencial vykazuji
liposomové vektory, jejichz tispéSna aplikace byla prokazana nckolika studiemi (Alton et
al., 2015). Avsak ucinnost lipoplexti je pfechodnd, proto je nutno aplikaci opakovat.
Opakované podani liposomovych vektori muze vyvolavat imunitni odpovéd’. Tim se
priblizuji problémim virovych vektort, proti kterym mély byt vyhodnéjsi. V soucasné dobé
se hledaji cesty k vyfeSeni téchto problému. Navrhuji se nové liposomové komplexy.
Vyzkum se proto posouva ke zlepSovani slozeni lipoplexii, které by mohly nabidnout
kompromis mezi bezpecnosti a ucinnosti.

Kromé¢ transportu spravné kopie CFTR genu se uvazuje o pouziti nastroji piesné
editace. Velky potencial pro genovou terapii vykazuje CRISPR/Cas9, jejiz aplikace je vSak
stale v experimentalni fazi. Jednou z hlavnich piekazek 1écby cystické fibrosy metodou
CRISPR-Cas9 je, Ze epitelové buiiky dychacich cest se prirozené ned€li. To znemoziuje
vyuziti homologni rekombinace (HDR), ktera zajiSt'uje pfesnou opravu genetickych mutaci.
Vzhledem k tomu, Ze vétSina mutaci CF se nachdzi v exonech, nehomologni spojovani konct
(NHEJ) neni vhodnou alternativou (Graham & Hart, 2021).

Jednim z moZnych feSeni je zaméfit se na bazalni bunky, které jsou schopné
regenerace a mohou vyuzit HDR k opravé mutaci. Tento piistup vSak pfinasi urcita zdravotni
rizika pro dychaci cesty (Graham & Hart, 2021). Dal$i moZnosti je ex vivo strategie:
pacientovy bunky se nejprve pieprogramuji na indukované pluripotentni kmenové bunky,

nasledné geneticky upravi a diferencuji zpét do funkéniho epitelu. Kli¢ovou vyzvou vSak
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zustava bezpecné navraceni editovanych bunek zpét do dychacich cest (Firth et al., 2015).
Dalsim problémem jsou necilené mutace (off-target mutations), které je obtizné minimizovat
(Graham & Hart, 2021).

CRISPR/Cas9 pfinesl vyznamné zmény v genové terapii. VylepSeni technologie
pfesné editace genomu, odstranéni nedostatkii popsanych vysSe se muze stat feSenim
genetickych poruch nejen u pacientd s CF, ale i u mnoha dalSich lidi. I kdyz jde o
perspektivni pistup, ¢asovy horizont jeho uplatnéni v terapii CF je stale vzdaleny.

Metody genové terapie piinasSeji nejen védecké a klinické vyzvy, ale také zadvazna
etickd dilemata a diskuse. Jednim z hlavnich problémt je riziko nezadoucich genetickych
zmeén, jejichz dlouhodobé dopady zatim nejsou dostateéné prozkoumany. Velka debata se
také vede o upravach zarodecnych bunck. Takovy zasah by sice mohl eliminovat mutace z
rodové linie, ale zdroven otevira kontroverzni otdzky spojené s eugenikou. Zasahy do
zarode¢nych bunék méni genom jesté nenarozeného jedince — a tim i zasahuji do prav osoby,
ktera zatim neexistuje. Navic dopady téchto iprav mohou ptetrvavat v dalSich generacich.
Jak uvadi Gyngell et al. (2019), praveé tato mezigeneracni nevratnost je klicovym bodem
sporu mezi zastanci a odpurci téchto zasahti. Kritici ¢asto upozoriiuji na to, Ze jakmile editace
zarode¢nych bunck bude schvalena, mize byt technologie zneuzita k vylepSovani vlastnosti
lidi, nikoliv jen k 1éEb€. Pfesto existuje 1 etickd argumentace ve prospéch zadrodecné editace.
Pokud by zésah byl bezpecny a zabranil by pienosu zdvazného genetického onemocnéni,
jako je CF, mohl by byt povazovan za moraln¢ pfiijatelny (Ormond et al., 2017). Je vSak
dualezité zdlraznit, Ze v soucasnosti je editace lidskych zarode¢nych bunék mimo vyzkumné

ramce ve vetSing zemi, vEetné Ceskeé republiky, zakazana.
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CF miize byt léCena i pomoci somatické bunécné genové terapie. AvSak takovou
terapii bude nutno opakovat, coz vzhledem k cen¢ 1éCby je pro vétSinu pacientii nedostupné.
Tim narazime na dalsi sporné téma genové terapie — financovani a ekonomicka dostupnost.

Genova terapie patii mezi nejdrazsi formy 1€cby. Soucasné 1écebné metody jsou
extrémné nakladné, coz zna¢né omezuje piistup pacientt k této technologii. Naptiklad, cena
1é¢by spindlni svalové atrofie (Zolgensma) je 36 miliont K¢ (Statni ustav pro kontrolu léciv,
b.r.), Iécba hemofilie B (Hemgenix) stoji ptes 80 milioni K¢ (European Medicines Agency
(EMA), 2023). Ocekava se, ze 1é¢ba CF genovou terapii bude mit podobné¢ vysoké néklady,
zejména pokud piijde o jednorazovou lécbu s trvalym ucinkem. Z hlediska ucinnosti to zni
lakave, ale pro zdravotni systémy je jednorazova vysoka investice obtizné udrzitelna.
Naopak opakované podavani (napf. pomoci lipoplexii) by mohlo znamenat pribézné
naklady po cely zivot pacienta. Pokud by se genova terapie stala standardni 1é¢bou cystické
fibrosy, bylo by nutné hledat zptsoby, jak snizit jeji cenu a zajistit financovani a hradu
pojistovnou. Dle Ossandona et al. (2024) bez mezinarodnich regulaci a spravedlivych
modell financovani mize dojit k situaci, kdy budou metody genové terapie dostupné pouze
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1

vybranym skupindm obyvatel a medicina se rozdéli na ,,elitni* a ,,béznou.

Z dostupné literatury vypliva, Ze Zadna z dosud dostupnych metod zatim nenabizi
plnohodnotné feSeni. Kazdy ptistup nardzi na ur€ité problémy, at’ uz jde o imunitni odpoved’,
technické moznosti vektoru, nebo bezpecnost genetické upravy. Piesto vyvoj v této oblasti
pokracuje rychlym tempem a kombinace rtiznych strategii mize pfinést zasadni prilom v

1écbe CF. Pokroky v oblasti genového inzenyrstvi naznacuji, ze by se v budoucnu mohla

stat redlnou moznosti trvalé 1écby tohoto zavazného onemocnéni. AvSak nestaci zvazovat
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pouze technické aspekty, ale také systémovou realizovatelnost a etické otazky. Jinak zlstane

genova terapie jen slibem bez skute¢ného dopadu na pacienty, kterym ma pomoci.

47



Zavér

Tato bakalarska prace si kladla za cile zmapovat souCasné poznatky o genetické
podstaté CF, popsat mechanismy genetickych poruch, zhodnotit souc¢asny stav vyzkumt a
perspektivy genové terapie jako potenciadlniho pfistupu k 1é¢be tohoto onemocnéni.

I ptesto, ze se diky pokroku v medicing kvalita zivota vyznamné zlepsila a sttedni
délka zivota pacientli s CF se pohybuje kolem 40 let, zistdva onemocnéni nevylécitelné.
Vyznamnym pokrokem v terapii cystické fibrosy se staly modulatory CFTR, které¢ ¢aste¢né
obnovuji funkei proteinu, avsak jejich u¢innost je zavisla na konkrétnim typu mutace. V této
souvislosti pfedstavuje genova terapie slibnou moznost 1é¢by. V soucasné dobé se vyzkumy
zaméfuji na virové i neviralni vektory pro ptenos funkéniho genu CFTR do bunék dychacich
cest. Prestoze néckteré pristupy vykazuji nadéjné vysledky, stale existuji technické,
biologické a etické prekazky, které brani jejich béznému vyuziti v klinické praxi.

Préce splnila cil poskytnout uceleny piehled o genetickych mechanismech cystické
fibrosy a soucCasném stavu genové terapie. Dal§i vyzkum v této oblasti je nezbytny k
prekonani omezeni spojenych s efektivitou a bezpecnosti genového prenosu. Budouci vyvoj
v oblasti genové terapie mize pifinést prilomové metody, které umozni uspésnou 1écbu

pacientd s CF.
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Seznam zKkratek

AAYV — Adenoasociovany virus
Ad — Adenovirus
CF — Cysticka fibrosa

CFTR - Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (membranovy regulator
cystického transportu)

CFRD — Cystic Fibrosis-Related Diabetes (diabetes souvisejici s cystickou fibrosou)
cDNA — komplementarni DNA

crRNA — CRISPR RNA (kratka vodici RNA v systému CRISPR)

DSB — dvoutetézcovy zlom DNA

dsDNA — dvousroubovicovd DNA

HDR — Homology-Directed Repair (oprava fizend homologni rekombinaci)

kb — kilobaze

NHEJ — Non-Homologous End Joining (nehomologni spojovani koncti)

ssRNA — jednovlaknova RNA

tractrRNA — Transactivujici CRISPR RNA (pomocna RNA v CRISPR systému)
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Vyjadieni k pouziti nastroji umélé inteligence (Al)

Pti psani této bakalarské prace byly vyuzity néstroje umélé inteligence ChatGPT a
DeepL. ChatGPT byl pouzit k vyhleddvani zdrojl, kontrole pravopisu a gramatiky,
k stylistickym tGpravam textu. DeepL slouzil k pfekladiim z anglického a dalSich jazykt do

cestiny. Prelozené texty jsem déle upravila a pouzila jako podklad pro vlastni text.
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