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ABSTRAKT

Cysticka fibroza (CF) je autosomalné recesivni onemocnéni zplisobené mutacemi
genu CFTR ("Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator"). Jedna se o nejcastéjsi
genetické onemocnéni v bélosské populaci. V soucasnosti postihuje ptiblizné¢ 75 000 jedincii
svétové populace. CF jakozto monogenni porucha ptedstavuje vhodny cil pro 1é¢bu pomoci
genove terapie. Od sekvenovani CFTR genu v roce 1989 bylo provedeno velké mnozstvi
preklinickych a klinickych studii zkoumajicich nejriiznéjsi principy této terapie. Cilem
predkladané prace bylo provést souhrn dosavadnich poznatkli a predstavit nejnovéjsi
strategie genové terapie cystické fibrézy, které ptredstavuji slibny zaklad pro definitivni
vyléceni tohoto onemocnéni. Stile se vyvijejici technologie z oblasti genomového
inzenyrstvi, prohlubujici se znalosti o patogenezi choroby a dosavadni vysledky
preklinickych a klinickych studii motivuji védce k dalSimu testovani novych pfistupt
genoveé terapie, které by odstranily pficiny této nemoci a trvale ji vylécily pomoci zadsahu do

lidského genomu.
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ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by mutations in the
membrane protein called cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR). It is
the most frequent genetic disease in Caucasian populations. It currently affects
approximately 75,000 individuals worldwide. CF as a monogenic disease represents
an appropriate target for the gene therapy. Since the sequencing of the CFTR gene in 1989,
a large number of preclinical and clinical studies have been performed examining the various
principles of this therapy. The aim of this review study is to summarize the findings and
introduce the latest strategies of the gene therapy of cystic fibrosis, which represent a
promising basis for definitive cure of this disease. The evolving technologies of genomic
engineering, deepening knowledge in pathogenesis of this disease and the results of
preclinical and clinical trials motivate researches to further testing of the gene therapy
strategies, which have the potential to eliminate the cause of the disease and cure it by

intervening in human genome.
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SEZNAM ZKRATEK

AAV
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CFTR
CRISPR
crRNA
DC-Chol
DSB
DOPE
DOTAP
DOTMA
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iPSC

MSD
NBD
NHEJ
ORCC
PAK

adeno-asociovany virus (z angl. Adeno-asociated virus)

"Adenine nucleotide-binding cassette"

plicni povrchova kapalina (z angl. Airway surface liquid)

kmenové bunky z kostni diené (z angl. Bone marrow-derived stem cells)
vapnikem aktivovany chloridovy kanal (z ang. Calcium-activated chlorid
channel)

" Coxsackie-adenovirus receptor "

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

cysticka fibroza

"Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”

"Clustered regularly interspaced short palindromic repeats"

CRISPR RNA
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Stépeni dvousroubovice (z angl. Double-strand break)
1,2-dioleoylfosfatidyletanolamin

1,2-dioleoyl-3-trimethylammoniumpropan

N-[1-(2, 3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chlorid
"Epithelial Na* channel"

fazni/hemaglutinin-neuramidasovy (z angl. Fusion/Hemagglutinin-
neuraminidase)

adenoviry zavislé na pomocnikovi (z angl. Helper-dependent adenoviruses)
homologicky tizena oprava (z angl. Homology-directed repair)

lidské mezenchymalni kmenové bunky (z angl. human mesenchymal stem
cells)

indukované pluripotentni kmenové buiiky (z angl. induced pluripotent stem
cells)

transmembranova doména (z angl. Membrane spanning domain)

doména vazajici nukleotidy (z angl. Nucleotide-binding domain)
nehomologické spojeni koncti (z angl. Non-homologous end-joining)
"Outward rectifying chlorid channel"

proteinkinasa A



PCL
pDNA
PEG
PEI
PKC
PLL
PTC
SecR
SeV
sgRNA
SMaRT

Sv40
TALEN
TLR
tracrRNA
ZFN

mezitasinkova kapalina (z angl. Periciliary liquid)

plazmidova DNA

polyethylenglykol

polyethylenimin

proteinkinasa C

poly-L-lysin

predCasné terminacni kodony (z angl. Premature termination codons)
"Serpin-enzym complex receptor”

Sendai virus

jedina vedouci RNA (z angl. Single-guide RNA)

spliceosomem zprostfedkovany RNA trans-sestfih (z angl. Spliceosome
mediated RNA trans-splicing)

Simian virus 40

"Transcription activator-like effector nuclease"

Toll-like receptor

trans-aktivacni CRISPR RNA

nukleasa s motivem zinkového prstu (z angl. Zinc-finger nuclease)



1 UVOD

Cysticka fibroza (CF) je rozsahlé chronické onemocnéni, kterym trpi ptiblizn€¢ 75 000
jedincti ve svétové populaci [1]. PiestoZe se jedna o nejcastéjsi monogenni dédi¢nou poruchu
v bélosské populaci [2], je o ni v na$i vefejnosti znamo jen velmi malo. Prvni zminky
az na pocatku 20. stoleti [3].

Nemoc je zptusobena mutacemi genu CFTR (z angl. Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), ktery koduje stejnojmenny chloridovy kanal. Jelikoz se tento protein
vyskytuje v epitelidlnich bunikach témét vSech organii v lidském téle, onemocnéni postihuje
komplexné prakticky cely organismus. Typickym projevem CF je tvorba hustého hlenu,
ktery je hlavnim ptivodcem komplikaci, vétSinou s fatdlnimi nasledky [4]. Nejcastéjsi
pfi¢inou smrti je selhani plic v disledku chronickych bakteridlnich infekci a zvySujici se
vazkosti sekretu, ktery nakonec znemozni v dychacich cestach pienos kysliku [5].

CF je geneticky podminéné onemocnéni, neni tedy mozné ji vylécit bez zédsahu do
lidského genomu. Objeveni CFTR genu roku 1989 [6] umoznilo zavést principy tzv. genové
terapie, jejimz cilem je pomoci riznych metod obnovit funkci CFTR kanalu. V souCasné
dobé zatim nebyl Zadny z postupi prokézan jako stoprocentné ucinny, CF tedy ziistava
nemoci nevylécitelnou. Do budoucna jsou vSak pfedpovidany vyhlidky na trvalé odstranéni
pri¢in nemoci, a tedy jeji uplné vyléceni.

NeZ bude objevena nejvhodnéj$i metoda genové terapie, je potieba intenzivné 1é€it
symptomy nemoci. JelikoZ je CF v organismu velice rozsahlym onemocnénim, tak i jeji
lécba se sklada z mnoha procedur, které potlacuji jednotlivé projevy. Symptomaticka 1é€ba
je tedy dost narocna, avSak praveé velké pokroky v 1€€bé ptiznakl, zpomalovani progrese
nemoci a zdrovei v€asna diagnostika vyznamné prodluzuji dobu Zivota pacientti od piavodné
nedozitych 10 let v 60. letech minulého stoleti [2] v priméru aZ na 40 let [7].

Pacienti potfebuji nejen trvalou péci zdravotnikli ve specializovanych CF centrech,
ale také podporu rodiny a nejlépe 1 SirSiho okoli. V soucasné dobé& existuje mnoho nadaci
a klubti, které sdruzuji pacienty trpici cystickou fibréozou a pomdhaji nemoc rozsitit do

poveédomi vetejnosti [4].



2 CILPRACE

Cilem ptedkladané bakaléiské prace je shrnout dosavadni poznatky v oblasti genové
terapie cystické fibrozy, popsat nejnovéjsi metody terapie zavedené v poslednich desetiletich
a pokusit se piedpovédét mozné pokroky a sméry, kterymi by se mohl dale tento zptisob

1éCby ubirat.
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3 PREHLED LITERATURY

3.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (CF) je vrozené geneticky podminéné onemocnéni zplisobené mutaci
genu CFTR (z angl. Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ktery koduje
stejnojmenny chloridovy kanal, zodpovédny za transport a vstiebavani elektrolyti. Kromé
vysokého obsahu soli v potu, ktery dal chorob¢ laicky nazev "nemoc slanych déti", se CF
projevuje chronickymi infekcemi dychacich cest, poruchami traviciho traktu a u 98 % muzi
zpusobuje neplodnost. Pfestoze patogeneze choroby je velmi rozsdhla, nedochézi zpravidla
k postizeni mozku, u pacientli tudiz nebyvaji evidovany projevy dusevniho opozdéni. Nemoc
také nezasahuje do fyziologického fungovani svalové soustavy [4].

Genetickd mutace AF508, kterd zplsobuje vynechani fenylalaninu v poloze 508
a kterd nejcastéji chorobu vyvolava, se objevila pfinejmensim pted 53 000 lety. Po mnoho
stoleti byla nemoc spojovana s ¢arodéjnictvim [8], nebot’ bylo znamo pouze to, ze déti,
jejichz pot chutnal slan€, umiraly v raném véku, pti¢ina byla vSak neznama. Nemoc byla
poprvé védecky popsana v roce 1938 americkou 1ékatkou Dorothy Anderson [3].

Cysticka fibréza je nevylélitelné a smrtelné autosomalné recesivni onemocnéni,
postihujici 1 z 2500 narozenych bé&logskych déti [9]. V Ceské republice byl z posledniho
celostatniho CF novorozeneckého screeningu (2013) stanoven pocet nové nakazenych
jedincti na 1 ze 4023 novorozenc, coz ¢ini priblizn€ 30 novych pacientti rocné [10].

Ackoliv je cysticka fibroza v soucCasné dobé nevylécitelna, je 1écCitelna.
S dokonalejsimi zplisoby 1éCby se také zvySuje prumérny vék pacientti s CF, v dnesni dobé

se ve veétSine vyspélych zemi pohybuje kolem 40 let [7].

3.2 Priznaky cystické fibrozy

3.2.1 Obecné symptomy

Cysticka fibréza je komplexni onemocnéni postihujici mnoho organt jako jsou
slinivka, zlu¢nik, jatra, stfeva, rozmnozovaci Ustroji a zejména plice [11]. Kromé nervové a
svalové soustavy tedy postihuje témétr cely lidsky organismus a mimo zanéth vyse

uvedenych orgdnt mize také naptiklad vyvolat poruchy riistu nebo zptsobit cukrovku [4].
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V nékterych zdrojich mizeme nemoc nalézt pod ozna¢enim mukoviscidéza, které
vyjadfuje napadnou vazkost hlenu (mucus — hlen, viscidus — vazky), ktera je pro CF
charakteristickym znakem [4,12] a zptlisobuje znacné obtize piedevSim v dychacich
organech (viz kapitola 3.2.2), také ale mtze zplsobit zazivaci komplikace blokaci traviciho
traktu (viz kapitola 3.2.3).

DalSim typickym pfiznakem je zvySeny obsah soli v potu v dusledku poruchy
reabsorbce soli epitelialnimi bunkami. Populdrni metodou k diagnostikovani CF je tzv.
"potni test", ktery nemoc spolehlivé odhali pifiblizn€ u 98 % pacientii. Objevuji se vSak
ptipady, kdy maji nemocni koncentraci chloridu v potu v normalu [13]. V takovych situacich
je potieba pfi podezieni na CF provést jind vySetfeni, napiiklad na spravnou funkci jater a
Zluéniku nebo na pfitomnost typickych patogenli v plicich. U muzZi se casto testuje
pfitomnost spermii ve spermatu, nebot’ nemocni byvaji ve vétSiné piipadii azoospermicti

[14].

3.2.2 Patogeneze dychaci soustavy

wev

pfi¢inou umrti pacienta [15,16]. Hlavni terapeutické cile jsou tedy zaméfeny piedev§im na
zlepSeni ochrany a funkce dychacich cest.

Primérnim obrannym mechanismem v dychacich cestach ¢lovéka je tvorba hlenu,
ktery zachytava a obaluje vdechnuté mikroorganismy a castice. Ty jsou nasledné spole¢né
s hlenem transportovany pomoci pohybu fasinkového epitelu do dutiny ustni, aby mohly byt
z téla vylouceny. Pod vrstvou viskozniho hlenu se nachéazi kapalné slozka, ktera se nazyva
mezitasinkova kapalina (PCL, z angl. Periciliary liquid). Tyto dvé sloZky se souhrnné
oznacuji jako tzv. plicni povrchova kapalina (ASL, z angl. Airway surface liquid). PCL je
fidsi vodnata vrstva, kterd umoziluje volny pohyb fasinek, které se svymi $pi¢kami zanotuji
do vrstvy hlenu, aby s nim mohly pohybovat. Zaroven také PCL brani naleptani hlenu, ktery
obsahuje muciny a jiné proteiny, na sliznici [17].

Vyska, sloZzeni a vlastnosti ASL jsou striktné regulovany [9]. Aby mohl cely tento
obranny mechanismus fungovat, musi byt umoznén pohyb fasinek v celé jejich délce. To je
zajiSténo konstantni vySkou vodnaté PCL, ktera se pohybuje mezi 6-7 pum, které odpovidaji
délce natazené tasinky [18] (obrazek 1B, strana 13). K regulaci konstantni hodnoty vysky
PCL vyznamné ptispiva hlen. Mezi PCL a vrstvou sekretu existuje osmotickd rovnovaha, na

jejimz zékladé se mezi tyto slozky rozdéluje voda. Hlen mtze na rozdil od PCL ménit svij
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objem v zavislosti na mnozstvi vody v bronchidlnich dutinach. Pokud tedy dojde k hydrataci
ASL, voda ptfednostné vstupuje do hlenové vrstvy (obrazek 1A). Na druhou stranu pfti
dehydrataci muze hlen ztratit ¢ast svého objemu ve prospéch PCL, aby byla zachovéna jeji

vyska [19] (obrazek 1C).
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Obrazek 1: Schématické zndzornéni vlivu hydratace a dehydratace na rozloZeni ASL. Plicni
epitelialni buniky jsou pokryty tenkou vrstvou plicni povrchové kapaliny (ASL), ktera zahrnuje vrstvu
hlenu a mezirasinkovou kapalinu (PCL), zajistujici pohyb rasinek v celé jejich délce (obr. 1B). Aby
byl zachovan konstantni objem PCL, pri zvySené hydrataci voda prednostné vstupuje do hlenové
vrstvy (obr. 14), naopak pri dehydrataci mize hlen ztratit cast svého objemu ve prospéch PCL (obr.
1C). Prevzato a upraveno z publikace [19].

Objem vody v ASL udavd mnozstvi rozpuSténého chloridu sodného, na jehoz
regulaci se podili sodikovy kanal ENaC (z angl. Epithelial Na channel), ktery je ve zdravych
burikach inhibovan funkénim CFTR proteinem. Pokud je chloridovy kanal nefunkéni nebo
uplné chybi, dochazi k poruse zpétného vsttebavani chloridi buiikami, coZz ma za nasledek
hyperabsorpci sodikovych iontil [20]. Sodik ma vSak vlastnosti houby — vaZe na sebe vodu
z tekutin [4], v tomto piipad¢é z ASL. To mé v prvni fad¢ za nasledek snizeni objemu hlenu,
nasledné dochazi k odCerpani vody také z PCL. ZahuStény hlen Ine k fasinkovému epitelu
a znemoziiuje pohyb jednotlivych fasinek. To zpisobuje selhdni obranného mechanismu
dychacich cest a vdechnuté ¢astice nemohou byt timto zptisobem odstranény [19].

Husty nepohyblivy hlen se stavd prostfedim vhodnym pro bakteridlni infekce
(nejcasteji Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a bakterie rodu Burkholderia)
[21]. Pii napadeni plic bakteriemi aktivuje imunitni systém neutrofily, které jsou sice uréeny

k potlaceni infekce, nakonec vSak jen podpoti poskozeni dychacich cest. Vylucuji totiz
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v nadmérném mnozstvi elastasu, ktera §tépi strukturni proteiny plicni tkané, a tim ji znacné
poskozuje [22]. Navic se neutrofily po splnéni své funkce rozpadaji, pficemz se uvolni velké
mnozstvi DNA. Ta se zacleni do hlenovité slozky, ¢imz dojde k jejimu jest€¢ vétSimu
zahusténi [23]. Cim hustsi je hlen, tim hife skrze n&j pronikéa kyslik, aZ se vrstva stane

neprodySnou.

3.2.3 Patogeneze traviciho ustroji

Také v travicim systému je jednou z hlavnich pficin obtizi husty hlen, ktery je pro
CF tak charakteristicky. Dochazi tak ke ziZeni ¢i ucpani vyvodi a trubic gastrointestinalniho
traktu.

Mezi typické ptiznaky CF patii poruchy slinivky bfisni, ktera je jednim z nejranéji
anejvaznéji zasazenych organt. Nefunkénost CFTR proteinu zplsobuje nedostate¢nou
sekreci travicich enzymil [24]. Dal$im problémem muze byt transport jiz vytvotfenych
enzymu na misto urceni (tedy do dvanactniku tenkého stifeva) v disledku ucpéani vyvodii
pankreatu hlenem [4]. Potrava tedy nemize byt dostate¢né Stépena, coz ma za nasledek
nedostate¢né vstiebavani tukd, bilkovin a vitamini rozpustnych v tucich. Omezeni ptijmu
zakladnich slozek potravy €asto zplisobuji poruchy riistu a problémy s udrzenim pfiméfené
hmotnosti. Tyto projevy CF se vSak daji fesit podavanim enzymovych a nutri¢nich doplikti
stravy [25].

Nejhtute travenou slozkou v tenkém stfevé jsou pii nedostatku pankreatickych
enzymu tuky. SniZena aktivita lipas zplsobuje steatorrheu [24], coZ je vysoky obsah tukli
ve vykalech [26].

Onemocnéni jater jsou tfeti nejcastéjSi pri¢inou umrti pacientdt s CF [27]
a u n¢kterych pacientl se projevuji cirhdzou. Ve zlu¢niku se mohou tvoftit zlu€ové kameny

a také mize dojit k abnormélnimu metabolismu zlucovych kyselin [28].

3.2.4 Patogeneze rozmnoZovaci soustavy

Jak jiz bylo feceno, u 98 % muzi zplisobuje CF sterilitu [4]. Neplodnost zenské
populace s CF se pohybuje okolo 50 % [29], nicméné¢ i po uspeSném poceti byva téhotenstvi
rizikové a miiZze byt doprovazeno komplikacemi jako naptiklad zhorSujicim se zdravotnim
stavem matky nebo Spatnym vyvojem plodu [30]. ZvySena exprese CFTR proteinu je u zen
spojovana s karcinomem délozniho Cipku a serézni rakovinou vajecnikit [31]. Naopak

v ptipad¢ karcinomu prostaty u muzi je exprese CFTR proteinu sniZzena. Bylo prokéazano,
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ze snizena exprese CFTR vede k zesileni malignit in vitro i in vivo, kdezto nadmérna exprese

v malignich bunikéach snizuje jejich proliferaci a migraci [32].

3.3 Struktura a funkce CFTR proteinu

Jak jiz bylo fe¢eno, CFTR protein je membranovy chloridovy kandl. Nachéazi se na
apikalni stran¢ membran piedevs§im epitelidlnich bun€k mnoha orgéni, je vSak exprimovan
také v nekterych neepitelidlnich tkanich, jako jsou lymfocyty nebo makrofagy [33]. Jedna se
o jediny glykoprotein zastavajici funkci iontového kanalu v rodiné proteint ABC (z angl.
Adenine nucleotide-binding cassette) [34]. Spole¢nym znakem proteint, které se fadi do této
skupiny, je transport latek proti koncentracnimu gradientu za soucasné hydrolyzy ATP.
V soucasnosti je znamo 48 transportérit ABC, které jsou rozdéleny do 7 podskupin. CFTR
protein se fadi do podskupiny ABCC, do niZ obecné spadaji proteiny zajiStujici iontovy
transport, regulaci sekrece toxind nebo fungujici jako receptory na bunééném povrchu [35].

CFTR protein, sestavajici ze 1480 aminokyselin [6], fidi regulaci chloridovych iontl
pomoci jejich transportu skrz plazmatickou membranu epitelidlnich bun€k, ¢imz udrzuje
homeostazi iontl a tekutin. Absence ¢i nefunkcnost kanalu tedy zptsobi blokaci reabsorpce
soli a dehydrataci, ¢imZ dojde k tvorbé hustého sekretu, jehoz akumulace mé za nésledek
vazné obtize predevsim v plicich a pankreatu [36], o kterych byla zminka v kapitolach 3.2.2
a3.2.3.

Strukturné se jedna o symetricky protein, ktery je tvofen ¢tyfmi pro ABC transportéry
typickymi doménami — dvéma transmembranovymi doménami (MSD, z angl. Membrane-
spanning domain) a dvéma doménami vazajicimi nukleotidy (NBD, z angl. Nucleotide-
binding domain) [37]. MSD a NBD domény jsou vzajemné spojeny intracelularni smyckou
[38]. CFTR protein navic obsahuje jest¢ unikatni patou doménu, regula¢ni doménu R, ktera
propojuje homologni dvojice motivii MSD-NBD [39] (obrazek 2, strana 16).

Kazdd MSD doména (v nékterych zdrojich oznaCovana také jako TMD, z angl.
Transmembrane domain) se sklddd z 6 hydrofobnich helixti, které prochdzeji skrz
cytoplazmatickou membranu [40] a vzdjemné jsou propojeny intracelularnimi
a extracelularnimi smyckami [41]. Mezi dvéma MSD doménami se vytvaii kanal s nizkou
vodivosti (6-10 pS), ktery selektivné pienasi chloridové anionty pies membranu [39].
Vhodné aminokyselinové slozeni membranového péru napomaha hladkému transportu

aniontl. Na vnitinich 1 vné&jSich koncich domén se nachazeji aminokyseliny s kladné
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nabitymi postrannimi fetézci, které ptitahuji chloridové anionty do kanalu. Konkrétné se
jedné o arginin na extracelularni stran¢ a o lysin na stran¢ intracelularni [42]. Po odstranéni
jednoho z téchto pozitivnich ndboju se dramaticky snizuje rychlost prichodu chloridovych
aniontli kanalem, coz dokazuje dilezitost téchto elektrostatickych interakci [43]. Rychlost
transportu iontl pérem a vysoka selektivita jsou zajistény vazbou iontl do charakteristickych
vazebnych mist uvnitt poéru. Chloridové anionty vazebna mista obsadi a dalsi vstupujici

chloridové anionty mohou diky odpudivym sildm mezi anionty rychleji prostupovat kanalem
[44].

Extracelularni prostor

Glykany

Cytoplazma

Obrazek 2: Struktura CFTR proteinu. Plasmatickou membrdanou prochazeji dvé transmembranové
domény (MSD1 a MSD?2). Uvniti burniky se na né napojuji dve domény vazajici nukleotidy (NBD1 a
NBD?2) a jedna regulacni R doména. Prevzato a upraveno z publikace [45].

Aktivita CFTR proteinu je navic zavisla na koncentraci cyklického AMP. Regula¢ni
doména proteinu, ktera odd¢luje MSD2 a NBD1, obsahuje mista pro fosforylaci cAMP-
dependentni proteinkinasou A (PAK) [34,46]. Fosforylace regulacni domény je
pfedpokladem pro otevieni kanalu [41] (obrazek 3, strana 17).

NBD domény se nachdzeji na cytosoloveé strané bunék a obsahuji vazebné misto pro
ATP, nefosforylovana R doména vSak tvofi sterickou zabranu [47]. Po fosforylaci R domény
je umoznéna interakce NBD se dvéma molekulami ATP, ktera zplisobi spojeni dvou NBD
domén do stabilniho heterodimeru, svirajiciho tyto dvé molekuly ATP ve vazebnych

mistech. Tvorba dimeru vyvola konformacni zmény transmembranovych domén [41].

16



K otevieni kanalu vSak dojde az po hydrolyze ATP vazaného na NBD1. Druhé vazebné
misto (na NBD2) udrzuje ATP vazané a nehydrolyzované po dobu, kdy dochazi k priichodu
chloridovych aniontti. Az hydrolyza druhé molekuly ATP navazané na NBD2 zplsobi
rozpad dimeru NBD1-NBD2 a deaktivaci kanalu do nevodivého stavu [48—51] (obrazek 3).

Otevirani a zavirdni CFTR kanalu je tedy regulovano kinasovou a fosfatasovou
aktivitou v buiice a mnozstvim bunééného ATP. Aktivace cAMP-dependentni proteinkinasy
s ATP, ktera zpusobi otevieni kandlu. Do klidového stavu se kanal vrati defosforylaci R

domény proteinovymi fosfatasami [39].

PEA

fosfatasa

Obrazek 3: Mechanismus funkce CFTR kandlu. Nefosforylovana regulacni doména tvori sterickou
zabranu mezi NBD doménami. Fosforylaci R domény je umoznéna interakce NBDI i NBD2 s ATP a
vytvoreni dimeru. Po hydrolyze ATP na NBDI dochazi k otevieni CFTR kandlu a transportu

chloridovych iontii. Prevzato a upraveno z publikace [41].

Jak jiz bylo uvedeno vySe, CFTR protein zastava predev§im funkci chloridového
kanalu, kromé toho vSak vyznamné ovliviiuje a reguluje funkce dalSich iontovych
transportérti. S prenosem chloridovych aniontti je velice tizce spojena absorpce sodikovych
kationtd kanalem ENaC. Kooperace tohoto kanalu s nefunkénim CFTR proteinem ma za
nasledek zavaznou patogenezi, predevsim v plicich [20] (viz kapitola 3.2.2.).

Mezi dalsi kandly ovlivnéné CFTR proteinem patfi 1 jiné chloridové transportéry,
jako naptiklad vapnikem aktivovany chloridovy kanal (CaCC, z ang. Calcium-activated

chlorid channel) [52], nebo ORCC (z angl. Outward rectifying chlorid channel), jehoz
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aktivita je, stejn¢ jako u CFTR, podminéna fosforylaci cAMP-dependentni proteinkinasou
A aregulovana prosttednictvim ATP [33].

Transport chloridovych aniont prostiednictvim CFTR kanalu je dale tizce spjat
s pfenosem hydrogenuhlic¢itanovych aniontti. CFTR protein stimuluje transport CI7HCO3'".
V ptipadé, ze je poskozen, dochazi ke ztraté této funkce, coz vede k porucham sekrece
hydrogenuhli¢itanovych aniontd a ke snizeni pH v povrchové tekutiné epitelidlnich bunck.
Tyto dva faktory pfispivaji ke zvySovani viskozity sekretu [53].

Protein CFTR neovliviiuje pouze iontové kandly. V nedavné dob¢ byl prokazan jeho
podil na regulaci sekrece glukagonu v lidskych a mysich alfa bunikdch pankreatu [54]. Dale
reguluje aktivitu aquaporinti, které ovliviiuji tok vody pfes membrany v somatickych
buiikach. V muzské rozmnoZzovaci soustavé jsou transport vody a optimalni koncentrace
iontll nutné pro spravnou reprodukéni funkei. Pravé naruseni funkce aquaporinti zpiisobuje

v muzské populaci trpici cystickou fibrézou téméf stoprocentni infertilitu [55,56].

3.4 CFTR gen a jeho mutace

CFTR gen, ktery koduje stejnojmenny protein, byl objeven roku 1989, diky ¢emuz
nastaly velké pokroky v chapani genetiky a patogeneze cystické fibrozy [57]. Gen CFTR je
umistén na dlouhém rameni lidského chromozomu 7 (oblast q31.2) a obsahuje 27 kddujicich
exont. Po transkripci tohoto genu, ktery obsahuje ptiblizn€ 230 kb, vznikne mRNA piepis
o délce 6,5 kb [58,59].

V soucasné dobé¢ je v databdzi modifikaci CFTR genu zaznamenano pies 2000 mutaci
[60], z nichz nejcasté;si, kterou nese alespoii na jedné alele 95 % pacientii, se oznacuje jako
AF508. Jak jiz z nazvu vyplyva, tato mutace zptisobuje vynechani fenylalaninu v poloze 508
[47]. Dalsimi pomérn¢ cCastymi mutacemi jsou G542X, G551D, WI1282X, NI1303K
a R553X. Ostatni modifikace genu se vyskytuji s frekvenci mensi nez 1 % [61].

Na zékladé vlivu na produkei, funkci nebo stabilitu CFTR proteinu byly mutace genu
rozdéleny Michaelem Welshem a Alanem Smithem do 4 skupin [37]. V navaznosti na dalsi
studia CFTR genu a jeho proteinu bylo d€leni rozsifeno do 6 standardnich tiid. Na jate
lofiského roku byla vSak v publikaci profesora De Boecka a doktorky Amaralové nové
klasifikovana tfida 7 [62,63]. Na obrazku 4 (strana 21) jsou schematicky zndzornény
jednotlivé tfidy mutaci CFTR genu s konkrétnimi ptiklady mutaci. Déle jsou zde uvedeny

terapeutické pristupy k 1é¢bé jednotlivych mutaci, o kterych bude zminka v kapitole 3.5.
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Klasifikace mutaci CFTR genu do jednotlivych tiid:

Trida I

Do prvni tiidy se fadi tzv. "nesmysIné" (z angl. nonsense) mutace, jejichz spolecnym
znakem je predCasné ukonceni translace CFTR proteinu. Piepis modifikovaného genu nese
Ze protein nemuiZe byt syntetizovan v celé své délce [64]. Zkraceni proteinu je predpokladem
ke ztraté biologické aktivity a k néasledné degradaci, coz méa za nasledek uplnou absenci
CFTR proteinu [65].

Mutace tohoto typu zpiisobuji onemocnéni u ptiblizné 10 % pacientt s CF po celém

sveéte [64]. Patii sem napiiklad mutace G542X nebo W1282X [66].

Ttida IT

Druha tfida zahrnuje mutace, které zpusobuji chybné modifikace syntetizované¢ho
CFTR proteinu. CFTR protein je jiz v prib¢hu translace zanofovan do membrany
endoplasmatického retikula, kde probihd jeho glykosylace. V pfipadé mutaci II. tfidy ale
dochazi k nespravné Uprave proteinu, ktery je nasledné oznacen ubiquitinem a degradovan
v proteasomu [67].

Do druhé tfidy spada vySe zminéna nejcastéji se vyskytujici mutace AF508 [68].

Ttida II1

Po posttransla¢nich modifikacich v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu je
CFTR protein transportovan k cytoplasmatické membrané, do které je zabudovan. Mutace
II. tfidy, do které se fadi napfiklad mutace G551D, znemoznuji CFTR proteinu
transportovat chloridové ionty [69], nebot v disledku poskozeni NBD domén (z angl.

Nucleotide-binding domains) neni protein schopen hydrolyzovat ATP [37].

Ttida IV

Ctvrtd skupina mutaci vyvolavd modifikace v aminokyselinovém sloZeni
transmembranovych domén CFTR kanadlu (MSD, z angl. Membrane-spanning domain).
Protein je tedy schopen hydrolyzovat ATP, diky ¢emuz mohou byt ionty aktivné
transportovany pies membranu. lonty vSak interaguji s proteinem, coz ma za nasledek

snizeni vodivosti CFTR kanalu [70].
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Tato skupina mutaci je povazovdna za jednu z mirngjSich a zahrnuje vzécné se

vyskytujici R117H, R334W and R234P [71].

Ttida V

Mutace paté tiidy nemaji vliv na funkci kandlu, ale redukuji mnozstvi proteinu
v bunice. CFTR kandl a vSechny jeho domény jsou tedy funk¢ni, pti syntéze vSak dochézi
k chybnému sestihu [70] a vysledné mnoZstvi syntetizovaného proteinu je snizeno. Jednou

z mutaci této skupiny je A455E, ktera je také povazovana za mutaci s mirnym fenotypem

[72].

Ttida VI

Sesta t¥ida je posledni skupinou z tradiéni klasifikace a zahrnuje mutace ovliviiujici
konci proteinu. Spravna struktura C-konce CFTR kanalu neni podstatnd pro jeho
biologickou funkci, ale pro udrzeni stability komplexu glykosylovaného CFTR. Ptikladem
mutace této tfidy je Q1412X, kde CFTR protein postrada 70 aminokyselin, ¢imZ zplsobuje

recidivujici plicni infekce a insuficienci pankreatu [73].

Ttida VII

Nejnovéji zavedend skupina mutaci vznikla oddélenim od ttidy I. Spole¢nym
vysledkem modifikaci CFTR genu téchto tiid je absence CFTR proteinu v plné délce
z diivodu piitomnosti pred¢asnych terminacnich kodonti (PTC). Bylo objeveno, ze nekteré
malé molekuly, jako naptiklad aminoglykosidy, podporuji translaci PTC a napoméhaji
syntéze funk¢niho proteinu. Tuto terapii v§ak nelze aplikovat libovolné na kteroukoli mutaci
I. tfidy, nybrz musi byt individudlné prozkouména molekularni podstata kazdé mutace.
Podle autort by mély byt modifikace genu, které nelze takovym terapeutickym postupem
1&¢it, zafazeny do zvlastni tfidy [63]. Novy navrh se vSak doc¢kal mnoha negativnich ohlast,

ey e

je vice nez obtizné [62,74].
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Trida I Trida IT Trida IIT Trida IV Trida V Tiida VI Trida VII

Lz Z BT Zadng protein [ Chybny transport |t ke W Snizens funkee [ Malé mnoZstii 74dns mRNA
proteinu protenu proteinu
F508del G551D RI117H A4SSE
" G542X dele2 3(21 kb
E’“"“”h ; S N1303K $549R. R334W 3272-26 A-G 17%- l(G—) A)
ftact ASGIE G1349D R234P 3849+10 kb C—=T
.. oo Nahrazeni funkce

Oligonmkleotidy

. . B i n
Potencidtory Potencidtory Korektory Ypassova

"Read-through"
B {ano) (ne) Potencidtory terapie

(ne) (ne) (ne)

Obrazek 4: Klasifikace mutaci CFTR genu. Rozdéleni mutaci CFTR genu na zdkladé viivu na
produkci, funkci nebo stabilitu CFTR proteinu do 7 trid s priklady mutaci jednotlivych trid
a prislusnymi terapeutiky. 1. trida mutaci je charakteristicka uplnou absenci CFTR proteinu
v diisledku predcasného ukonceni syntézy a nasledné degradace zkrdceného proteinu. V pripade
mutact I1. tFidy je protein syntetizovan v celé délce, jeho nasledné chybné posttranslacni modifikace
opét zapricini degradaci. CFTR protein nemiize byt v tomto pripadé transportovan k cytoplazmatické
membrané, do které by mél byt zabudovan. Mutace I11. tridy znemoznuji transport chloridovych ionti
v diisledku poskozeni NBD domeén. 1V. skupina mutaci zpusobuje snizeni vodivosti CFTR kandlu
v diisledku interakce iontu s proteinem. Mutace V. tridy vedou pri syntéze CFTR proteinu
k chybnému sestiihu, ktery je pricinou smniZeni vysledného mnozstvi proteinu. VI. trida mutaci
ovliviiyje stabilitu CFTR proteinu. Nejnovéji zavedena VII. tiida vznikla oddelenim od tridy L., jejich
spolecnym znakem je absence plné syntetizovaného CFTR proteinu. Na tyto nové oddelené mutace
vSak neni mozné aplikovat terapeutické techniky fungujici na nékteré mutace 1. tridy. Prevzato a

upraveno z publikace [63].
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3.5 Lécba cystické fibrozy

Jelikoz je cystickd fibroza velice komplexni onemocnéni, tak i jeji 1écba je velmi
rozsahla. V soucasné dobe¢ je zatim CF nemoci nevylécitelnou, 1ze ji vSak 1éCit intenzivnim
potlacovanim jednotlivych projevii, proto se tento typ lécby oznaCuje jako 1écba
symptomaticka [75].

Vyznamnym principem 1é¢by ptiznakd CF v dychacich cestach je terapie antibiotiky,
ktera maji za ukol likvidovat bakterialni infekce. Pii Casto opakovanych infekcich plic vSak
nastava vysoké riziko vzniku rezistence bakterii na podavana antibiotika [76]. V takovém
pripad¢ je potieba pristoupit na alternativni zptisob 1éCby, jako je naptiklad fagova terapie,
pti které se bakterialni viry (fagy) aplikuji do centra nékazy v plicnich bunkach, kde znic¢i
patogenni bakterie [77].

Kromé zanétli vyvolanych bakteridlnimi invazemi zplsobuje poSkozeni plic husty
hlen, ktery zabranuje fasinkovému epitelu transportovat cizorodé ¢astice pry¢ z dychacich
cest, a navic vytvari vhodné prostedi pro mnozeni bakterii. Proto je dal$im principem 1écby
CF hydratace vazkého sekretu a obnoveni objemu plicni povrchové kapaliny, ¢imz se
zajiStuje spravna funkce fasinkového epitelu. Jednou z moZznosti je aplikace hypertonického
roztoku chloridu sodného in vivo. Hypertonicky roztok ma vyssi osmoticky tlak, ktery
vyuzije k nasati kapaliny z plicniho epitelu, a tim zfedi dehydratovanou ASL a zvysi jeji
objem. Studie prokazaly, Ze tato metoda zlepSuje proudéni hlenu a uvoliiuje dychaci cesty,
avSak pouze na 8 hodin. Aby tedy byla 1écba G¢inna, musel by se ji pacient podrobovat
nekolikrat denné [78]. Alternativni metodou je aplikace suchého praskového mannitolu,
ktery se vSak ukazuje jako jest¢ méné Ucinny nez hypertonicky roztok soli [79]. Obnoveni
objemu ASL je moZné zajistit také regulaci iontového transportu. V piipad¢ dysfunkce
CFTR proteinu je potieba jeho funkci nahradit aktivitou jinych chloridovych kanald, které
zabrani zvySeni aktivity ENaC kanalu, aby nedoSlo k hyperabsorpci sodiku a nasledné
dehydrataci ASL [80].

Osvédcenou terapii zlepSujici viskozitni vlastnosti hlenu je aplikace DNasy, ktera
degraduje DNA uvolnénou neutrofily, které se rozpadaji po splnéni své imunologické
funkce. DNasa se rozpraSuje jedenkrat denné, coz je davka prokazatelné zlepSujici funkci
plic a kvalitu zivota nemocnych [7].

Poruchy gastrointestindlniho traktu jsou feSeny individudlné dodrzovanim
pfedepsanych jidelnickti s vysokou energetickou hodnotou a piijmem pankreatickych

enzymu v podobé¢ kapsli jako dopliiku stravy [25].
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Symptomaticka 1é¢ba je velice zdlouhava, komplikovana a zahrnuje mnoho riznych
1é¢ebnych metod. Navic vétSina procedur vykazuje pouze kratkodoby ucinek. Vyzkum se
tedy mimo zdokonalovani symptomatické 1écby zamétuje na tzv. genovou terapii, ktera ma
za cil nemoc trvale odstranit obnovenim funkce CFTR proteinu pomoci zdsahu do lidského
genomu.

Velice dulezitou soucasti farmakologické 1écby CF jsou tzv. CFTR modulatory.
Jedna se o malé molekuly, které jsou zaméteny na konkrétni defekt CFTR proteinu (viz
obrazek 4, strana 21). CFTR modulétory je mozné obecné charakterizovat jako potenciatory,
korektory nebo tzv. "read-through" slouceniny. CFTR potenciatory umoziuji zvysit
transport chloridovych ionti skrze spravné syntetizovany CFTR protein zabudovany do
cytoplazmatické membrany. Jsou tedy vhodné k 1écbé mutaci II1. t¥idy [81], pfipadné také
IV. a V. tfidy [63]. Nad&nym potenciatorem v lécbé CF je ivakaftor (nebo také VX-770),
jehoz ptesny mechanismus pisobeni neni detailné znamy. Je ale jasné, Ze stabilizuje CFTR
kanal v jeho otevieném stavu, a tim zvySuje dobu prichodu chloridovych aniontd. Naproti
tomu CFTR korektory opravuji defekty vznikajici pii nespravné maturaci CFTR proteinu a
napomahaji jeho spradvnému zabudovani do cytoplazmatické membrany [81]. Mohou byt
vyuzivany k 1é¢bé mutaci V. tfidy [63], primarné jsou vSak cileny na mutace II. tfidy, do
které se fadi nejcastéji se vyskytujici mutace AF508. Bylo prokazano, ze pouzitim korektoru
lumakaftoru byla v plicnich buiikdch nesoucich tuto mutaci obnovena funkce CFTR proteinu
z 15 %. Poslednim typem CFTR modulatorti jsou tzv. "read-through" slouceniny, které
podporuji translaci pfed€asnych terminacnich kodonii (PTC) a napomahaji syntéze
funkéniho CFTR proteinu v plné délce. V souvislosti s 1é¢bou mutaci I. tfidy bylo testovano
mnoho slou¢enin na bazi aminoglykosidovych antibiotik jako naptiklad gentamicin, ktery
vSak zpiisoboval toxické reakce organismu. Dalsi testovanou slouceninou, kterd se od
aminoglykosida strukturné zcela lisi, je ataluren. Experimentélni studie na my$im modelu
prokazaly potlaceni mutace G542X a nasledné obnoveni exprese a funkce CFTR proteinu.
Vysledky peroralniho podavani atalurenu pacientim trpicim CF v nedavnych klinickych

studiich vSak zatim neprokazaly vyznamné zlepSeni plicnich funkei [81].
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3.6 Genova terapie

Genova terapie ma jako alternativni 1écba genetickych onemocnéni pocatky v 80.
letech minulého stoleti. Jejim principem je pfenos funkcénich gent (také nazyvanych
transgeny) do cilovych buné€k, kde nahrazuji nebo dopliuji geny modifikované [82].

Objeveni sekvence CFTR genu v roce 1989 a zdokonalujici se znalost struktury
proteinového chloridového kanalu polozily zaklad genové terapie CF. Cilem této metody je
tedy obnovit funkci CFTR kanalu bud'to ndhradou modifikovaného genu pomoci pfenosu
funkéniho genu, nebo potladenim konkrétnich mutaci genu pomoci jiné strategie, jako je
napiiklad editace genu. Jako dopln¢k terapie se vyuziva manipulace s hladinami elektrolytii
a tekutin aktivaci alternativnich chloridovych transportérd, inhibici absorpce sodikovych
kationtd a podobné [34]. Cysticka fibroza je jako monogenni porucha idealnim kandidatem
pro lécbu genovou terapii. Navic korekce pouze jedné z poskozenych alel je dostacujici
k odvraceni nemoci [83]. Nejveétsi vyhodou genové terapie CF (vyjma editace genomu) je,
ze by méla nemoc 1éCit nezavisle na druhu mutace CFTR genu [11].

Jednou ze strategii genové terapie CF je dopravit do epitelidlnich bunck CFTR gen
prostfednictvim ¢cDNA (DNA pienos), nebo jiz transkribovanou CFTR-mRNA (RNA
pfenos), aby byla zajiSténa syntéza funkéniho CFTR proteinu [1]. K pfenosu genetické
informace jsou vyuzivany specialni genové nosice, tzv. vektory, které 1ze rozdélit na virové
a nevirové. Vybér vhodného vektoru je klicovy pro uspéch terapie a zavisi na n€kolika
faktorech, jako je velikost pfenaSeného genu, snaSenlivost opakovaného podani a schopnost
proniknout do cilovych bunék [84].

Primérné€ je tato terapie cilena na plice, jejichz poskozeni je nej€astejsi pri¢inou tmrti
pacientt s CF a které jsou ze vSech postizenych organi nejlépe piistupné. Navic je vétSina
terapeutickych latek, které jsou na bdzi oligonukleotidli, nevhodna k ordlnimu ¢i
systémovému podani, proto se zpravidla poddvaji inhalacné v podobé& aerosolu [1].

Ttebaze bylo inhala¢ni podani oznaceno za nejvhodnéjsi, ma také nékolik nevyhod.
Plice vyvinuly jako obranu proti invazi cizich ¢astic fadu mechanickych a imunologickych
mechanismu, které musi genovy vektor piekondvat. Nejvetsi prekdzkou je nehostinné
prostiedi dychacich cest pokrytych vrstvou hustého hlenu, ktery zabranuje proudéni vzduchu
a priniku pienase¢ti do bunék [84]. Uginnost genové terapie se dale snizuje pii jiz existujici
infekci plic (naptiklad bakterii Pseudomonas aeruginosa) [85]. Nékolik studii prokazalo
zlepSeni pfenosu genti po predchozi 1écbé mukolytiky. Obecné plati, Ze virové vektory

pfekonavaji hlenovou bariéru 1épe nez vektory nevirové a jsou tedy povazovany za ¢inngjsi
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pro pienos gentl. Na druhou stranu imunitni odpovéd’ organismu na virovy prenasec je vetsi
komplikaci [86]. Epitel dychacich cest je tvofen termindln€ diferencovanymi typy bunék a
kli¢ovym pozadavkem genové terapie CF je tedy nutnost opakovaného podavani 1éCiva, coz
vsak zvySuje riziko negativni imunitni reakce [87].

Bylo zjisténo, ze pro normdlni funkci plic u nemocnych je potfeba obnovit aktivitu

CFTR kanalu v plicnich epitelidlnich buiikdch z 10-35 % [88].

3.6.1 DNA pienos CFTR genu

DNA ptenos spociva v zavedeni syntetizované komplementarni DNA (¢cDNA) CFTR
genu do jadra cilové buiiky. Na zaklad¢ takto vpravené genetické informace by meéla byt

buiika schopna syntetizovat funkéni CFTR protein [1].

3.6.1.1 Virové prenaSece

Viry jsou vysoce vyvinuté biologické stroje, jejichZ specifickou schopnosti je
pronikat do hostitelskych bun€k a exprimovat v nich genetickou informaci, kterou nesou
[89]. Diky tomu piedstavuji idedlni vektory pro pienos CFTR genu. Jejich nejveétsi
nevyhodou vSak je, Ze v organismu vyvoldvaji imunitni odpoveéd’, kterd brani jejich
opakovanému podavani, a hrozi riziko inzer¢ni mutageneze.

Mezi virové prenasece se fadi zatim nejlépe prozkoumané a v praxi aplikovatelné
adenoviry a adeno-asociované viry (AAV), dalSimi zéstupci jsou retroviry, mezi né€z patii
velmi slibna skupina lentivirt, a dal§$i RNA viry, jejichz vyuziti je zatim pouze

experimentalné testovano.

DNA viry:

Adenoviry

Prvnimi virovymi vektory, které byly vyuzity v genové terapii CF jen Ctyfi roky po
identifikaci sekvence CFTR genu byly adenoviry [90]. Jedna se o zcela pfirozené patogeny
hornich cest dychacich, jater a vyluCovaciho ustroji s dvouvlaknovym fetézcem DNA
o délce 36-40 kb [91]. Praveé diky svému pfirozenému tropismu v lidském organismu byly

pravdépodobné adenoviry prvni volbou k ptenosu CFTR genu [90].
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Adenovirové vektory se nezacleniuji do genomu hostitele. Do hostitelskych bunék
pronikaji pomoci CAR receptoru (z angl. Coxsackie-adenovirus receptor), ktery je velice
dobie pristupny na apikalni strané epitelialnich bunék hornich cest dychacich, nikoliv vSak
u bun¢k dolnich dychacich cest. To miize byt jednim z diivodl snizené U€innosti transfekce
adenoviry [92].

Nejvétsim uskalim v aplikaci rekombinantnich adenoviri jako virovych pienaseci je
jejich schopnost vyvolat v organismu hostitele zanétlivé reakce zavislé na aplikované déavce.
Opéctovné podani je tedy znemoznéno aktivaci specifické imunity [91]. Klinické studie, které
probihaly v letech 1993 az 2001, navic prokazaly o mnoho niz$i i¢innost genového pienosu,
nez bylo ocekavano z preklinickych modelt. Pouze v nékterych subjektech byla detekovana
CFTR mRNA a ¢astecna korekce iontového transportu [93]. I zde vSak byla Gi¢innost pouze
kratkodobd zdivodu vyvolani imunitni odpovédi. Podavani imunosupresiv
a kortikosteroida k potlaceni humoralni imunity bylo vyhodnoceno jako neptinosné [92].

V souvislosti s problematikou imunitni odpovédi pii opakovanych podanich
adenoviru byl vyvinut pfistup zalozeny na aplikaci viru, jehoz kapsida byla potazena
polyethylenglykolem (PEG). Takovy adenovirus je pro imunitni systém téméf
nedetekovatelny, diky cemuz byla exprese transgenu vyrazné prodlouzena. AvSak
opakované podavani viru potaZzeného jednim typem PEG vedlo k vyraznému sniZeni genové
exprese. Proto byly mezi opakovanymi davkami stfidany aktivaéni skupiny PEG, coz opét
vedlo ke zvySeni genové exprese [94].

Novéj$im ptistupem a vyvrcholenim snahy vyhnout se negativni imunitni reakci bylo
vyvinuti tzv. "adenovirovych vektor zavislych na pomocnikovi" (HDAJ, z angl. Helper-
dependent adenoviral vectors), které jsou zbaveny vSech virovych genti [95]. Diky tomu maji
tyto verze adenoviri vysokou genomovou kapacitu (az 36 kb), na rozdil od prvnich
adenovirovych vektorii (8 kb), a minimalizuji se negativni imunitni odpovédi. Dalsi velkou
vyhodou je prodlouzeni exprese transgenu diky minimalizaci imunitni odpovédi [96].
Utinnost transfekce HDAd vektory byla jiz pred desetiletim prokdzana u malych
laboratornich zvirat, a to dokonce 1 pfi opakovaném podani. Ac¢koli tyto preklinické studie
odhalily obrovsky potencial, nebyly dostacujici k testovani u lidského organismu. Dalsi
nezbytné studie se proto zamétily na velka zvitata, konkrétné na prasata, kde byla transfekce
také ucinna. Po podani aerosolu byla v epitelidlnich bunikkdch dychacich cest prasete

zaznamenana u¢innd exprese transgenu bez znamek systémové toxicity [97]. Je proto nutné
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usilovat o zlepSeni této technologie, aby bylo mozné HDAd vektory bezpecné a ucinné
aplikovat do plic pacienti trpicich CF [85].

V soucasnosti nejsou adenoviry povazovany za vhodné vektory pro genovou terapii
CF, tfebaze se osvédcCily v preklinickych studiich a napomohly ziskdni mnoha poznatkl a
vyvoji dalSich systému pro ptenos CFTR genu [83]. Své uplatnéni vSak nachazeji dodnes
v jinych terapeutickych oblastech, kdy je silnd imunitni reakce zadouci, naptiklad pti genové

terapii rakoviny ¢i pfi oCkovani [98].

Adeno-asociované viry

Adeno-asociované viry (AAV) jsou parvoviry s jednovlaknovym linedrnim fetézcem
DNA o délce 4,68 kb. K replikaci v lytické fazi vyzaduji AAV ptitomnost pomocného viru,
kterym byva nejcastéji n¢jaky adenovirus nebo herpes virus. V nepfitomnosti pomocného
viru projevuje AAV svou schopnost integrovat sviij genom do lidského chromozomu 19q
[99,100].

Jako virové prenaSece jsou vyuzivany z nékolika divodi. Jelikoz nesouvisi s Zadnou
lidskou chorobou, prokazaly se AAV jako bezpecné, nepatogenni vektory v mnoha
klinickych studiich [101]. Dal§imi vyznamnymi vlastnostmi AAV jsou Siroky organovy
tropismus, vysoka uc¢innost transfekce a zajisténi dlouhodobé genové exprese. AAV jsou
navic, na rozdil od retrovird, schopné transfekovat nedélitelné buiiky v klidovém stavu
[102].
kapacita genomu. Velikostni limit neumoziuje integraci CFTR genu v celé jeho délce
jedinym AAV vektorem [103]. Rekombinantni AAV tedy nejsou schopné po zaclenéni do
lidského genomu zajistit dostate¢nou expresi CFTR genu, piestoze ve zvifecich bunkach
transfekovanych timto genem se podatilo detekovat CFTR mRNA [104].

V letech 1999 az 2007 bylo provedeno Sest klinickych studii, ve kterych byly
testovany reakce na aplikaci AAV typu 2 do dychacich cest pacientli s CF. Prvotni vysledky
podpoiily tvrzeni, Ze se jednd o zcela bezpecné vektory, zlepSeni funkce plic vSak pfti
rozséahlejsich studiich s opakovanym podanim virového genomu prokézéana nebyla [93].

Dals§im problematickym faktorem bylo, Ze u vétSiny populace se diky opakované
vice AAV sérotyptim. Kromé toho, opakované podavani i téchto virovych vektort vyvolava

ur¢itou negativni imunitni odpoveéd’ [100].
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V soucasnosti je vyzkum zaméten na zlepSeni ucinnosti AAV [93]. Jako nejslibngjsi
pfistup se jevi pfekonani omezeni vyplyvajici z kapacity genomu AAV vektorit pouzitim
dvouvlaknovych konstruktii, kdy je prenaSeny gen rozd€len na dva samostatné vektory

[103].

Simian virus

Zatim poslednim testovanym vektorovym zastupcem z fad DNA virii je Simian virus
40 (SV40). Jedna se o polyomavirus s kruhovym genomem o velikosti 5,2 kb [105]. Ttebaze
byl tento vektor povazovan za potencidln¢ lepsi alternativu adenoviru, pravé jeho mala
genomova kapacita je znaénym nedostatkem k transportu CFTR genu. Také se obejvily
kontroverzni vysledky tykajici se bezpe¢nosti tohoto pfenaSee, ktery mize potencialné
zpusobovat nadorové bujeni u zvifat. Pokusy doposud zlstdvaji v experimentalni fazi u

laboratornich zvitat, u ¢lovéka nebyl tento vektor zatim pouzit [106].

RNA viry:

Retroviry

Retroviry jsou malé obalené RNA viry, jejichZ specifickym rysem je schopnost
reverzné transkribovat svou genetickou informaci z RNA do dvouvlaknové DNA, kterd je
nasledné transportovana do jadra hostitelské buriky a integrovana do genomu. K priiniku do
buiiky tedy retroviry potiebuji rozpad jaderné membrany pii déleni bunék [98]. Pro svou
neschopnost transfekovat nedé€litelné bunky se obecné retroviry staly nevhodnymi vektory
pro genovou terapii CF. AvSak jedna podskupinu retroviri — lentiviry se v nyné&jSim
vyzkumu ukazuje jako velmi slibnd. Atraktivita lentivird spoc¢iva v tom, ze jsou na rozdil od
ostatnich retroviri schopné transfekovat terminalné diferencované plicni epitelidlni buniky
[107]. Genetické informace nesena lentivirem je stabiln¢ integrovana do genomu hostitele,
¢imz je zajiSténa exprese po dobu zivotnosti buiiky (pro plicni epitel ptiblizné 17 mésich)
[108]. Lentiviry nejsou pfirozenymi patogeny dychacich cest, tudiZ nemaji na svém povrchu
struktury, které by rozpoznavaly receptory respiracniho epitelu [109], coz je velkym
nedostatkem téchto vektort. K usnadnéni prenosu lentivirového vektoru do cilovych bunék
je mozn¢ vyuzit modulatoru, jako je naptiklad lysofosfatidylcholin [106]. Tento ptistup vSak
vyvolava obavy o bezpecnost pacientl pii pfevedeni do klinickych studii, a to pfedev§im u

jedinct postizenych chronickymi plicnimi infekcemi [90].
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V preklinickych studiich byla prokazéana stabilni genova exprese v plicich mysi, a to
1 po podani pouze jedné davky lentiviru obsahujiciho F/HN protein (fizni/hemaglutinin-
neuramidasovy, z angl. Fusion/Hemagglutinin Neuraminidase) ze Sendai viru. Zadna
mutageneze ani jiné projevy toxicity nebyly zaznamenany. Dale byla prokdzana moznost
opakovaného podavani vektoru bez negativni odpovédi imunitniho systému [90]. Na zacatku
leto$niho roku byla profesorem Ericem Altonem a spol. publikovana studie o pfiprave prvni
aplikace pseudotypovaného lentivirového vektoru do lidského organismu. Prvni faze

klinickych studii by méla probéhnout ve druhé poloving roku 2017 [110].

Paramyxoviry

Dal$imi zastupci z fad RNA virt jsou lidsky parainfluenza virus (PIV) a Sendai virus
(SeV) pattici do skupiny paramyxovirl, coz jsou lidské patogeny respira¢niho systému
s jednovldknovym RNA genomem [111]. Bylo prokazéno, ze oba tyto vektory dokazi
transfekovat plicni epitelialni buiiky in vitro s vysokou ucinnosti. Sendai virus byl aplikovan
do hostitelskych bunék také in vivo a ukazalo se, ze doslo k ¢astecné regulaci transportu
chloridovych ionti. Objevily se ale také dva vyrazné nedostatky SeV, a to kratkodoba
genova exprese (piiblizn€ 1 tyden) a silna imunitni odpovéd’, znemozZnujici opakované
podavani vektoru [11,86].

Vysoké G¢innost pfi transfekci epitelidlnich bun¢k dychacich cest paramyxoviry je
zajiSténa prostfednictvim "obalovych" proteinti F a HN, které zprostfedkovavaji vazbu mezi
virem a hostitelskou buiikou a uvoliiuji do ni virovou kapsidu [11]. Pravé tyto dva klicové
proteiny jsou vyuzivany k vytvafeni modifikovaného lentiviru (strana 28), ktery je

v soucasnosti povazovan za virovy vektor s nejvét§im potencialem [109].

3.6.1.2 Nevirové prenasece

Nevirové vektory byly vyvinuty jako alternativni forma genového ptenosu. Po smrti
pacienta v disledku abnormalni imunitni odpovédi po pouziti virového nosi¢e b&hem
klinickych studii v roce 1999 byla znan€ zpochybnéna biologicka bezpecnost virovych
minimalni imunitni odpovéd 1 pifi opakovaném podéavani, ale zaroven mohou byt
pramyslové vyrdbény ve velkém méfitku za piijatelné nédklady a velikost genetické

informace, kterou mohou nést, je prakticky neomezena [113,114]. Jejich nevyhodou je vSak
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pomérné nizka ucinnost transfekce, ktera je zpiisobena absenci specifické komponenty, ktera
by jim napomohla pti vstupu do hostitelskych bunék a nasledné do jejich jader [86].
Nejjednodussim prikladem nevirového pienasece je samostatna DNA. Ostatni
nevirové vektory obsahuji krom¢ nukleové kyseliny nosi¢, ktery se na DNA vaze
prostfednictvim elektrostatickych interakci. Pro genovou terapii CF bylo vyvinuto velké
mnozstvi nevirovych prenasecl, které lze obecné charakterizovat bud’ jako kationtové
liposomy, nebo kationtové polymery [11]. Velkym piislibem poslednich let jsou DNA

nanocastice.

DNA

Samostatnd nukleova kyselina v podobé cirkularni plazmidové DNA (pDNA) je
nejjednodussim moznym nevirovym vektorem, schopnym transfekovat plicni buriky. Pouziti
tzv. "nahé" DNA (z angl. naked DNA) je zajimavé, protoze komplexacni ¢inidla nosice
mohou zvySovat toxicitu. Nicméné bez navazanych komplexotvornych nosict je DNA
nachylné k degradaci v extracelularnim i intracelularnim prostoru, ve kterém se navic velmi

pomalu pohybuje, coz znesnadiiuje prinik do jadra [115].

Kationtové liposomy

Kationtové liposomy jsou vezikuly skladajici se z kladn€ nabitych lipidi, které jsou
obvykle v komplexu s cholesterolem a dioleoylfosfatidyletanolaminem (DOPE). Disponuji
tedy hydrofobni lipofilni a hydrofilni kladn€ nabitou ¢asti. Diky pozitivn¢ nabité Casti jsou
schopné vazat negativné nabitou molekulu plazmidové DNA pomoci elektrostatickych
interakci [91]. S takto pfipojenou nukleovou kyselinou vznikaji ¢astice zvané lipoplexy
[113], které diky hydrofilni ¢asti kondenzuji do relativné malych utvar o velikosti
v priméru 100-500 nm [109]. Naopak hydrofobni lipidova ¢ast napoméha absorpci na
hostitelské bunky a podporuje fizi s plazmatickou membranou [116].

Vyhodou kationtovych lipoplexti je rezistence vuci degradaci nukleasami, diky
¢emuz se zvySuje uspeSnost pienosu genu [109]. Dalsi vyhodou je, ze obecné neindukuji
imunitni odpoveéd’, ¢imz je umoznéno opakované podavani. Navic je kapacita jejich genomu
prakticky neomezena.

Prvni klinickd studie, kterd vyuzila kationtového liposomu, konkrétné DC-
Chol/DOPE  (3B-[N-(N',N’-dimethylaminoethan)-karbamoyl]-cholesterol / 1,2-dioleoyl-
fosfatidylethanolamin [117]), jako nosi¢e CFTR genu, prob¢hla roku 1995. Byla prokézana
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exprese CFTR genu a ¢astecnd korekce chloridového transportu. Tento efekt byl nejvyssi 3.
den po podani davky, avSak 7. den vymizel. Vyznam této studie spocival v ovéteni
bezpecnosti aplikace liposomalniho vektoru bez vyvolani negativni imunitni odpovédi
u pacientii trpicich CF [118]. Poté nasledovala studie na mySich modelech, pfi které¢ bylo
prokdzano, ze po opakovaném podani nedochézi ke snizovani ucinnosti pfenosu nevirovym
vektorem ani k toxickym reakcim [119].

O cCtyii roky pozdéji byla provedena prvni aplikace kationtového liposomu GL67
("Genzyme lipid" [92]) u pacientii s CF [120]. Tento typ liposomu se v mnoha preklinickych
studiich ukézal jako vysoce ucinny, v mysich plicich vyvolal az stondsobnou miru exprese
genu ve srovnani s ostatnimi typy kationtovych liposomta [121]. U testovanych pacientii
bylo zaznamenano pfiblizn€ 25% obnoveni funkce chloridového kandlu, které trvalo 3 tydny
[84]. Zajimavym jevem bylo, Ze témét vSichni pacienti, kterym byl podan komplex
GL67/pCFTR, prodélali prechodné chiipkové onemocnéni s typickymi pfiznaky (vysoka
teplota, bolest hlavy, bolest svald,...) [120]. Pfestoze nevirové vektory obecné imunitni
reakci neindukuji, imunitni systém ¢lovéka vytvari prostfednictvim Toll-like receptoru 9
(TLR9) specifickou odpovéd na cizi DNA. Spoustécem takové reakce jsou sekvence
nemethylovanych CpG motivil na bakteridlnich a virovych DNA. JelikoZ plazmidova DNA
vyuzivana v genové terapii je piipravena z rekombinantnich virlh ¢i bakterii, imunitni
odpovéd hostitelského organismu je ocekavatelnd [84]. Pouzitim modifikované nukleové
kyseliny oprosténé od CpG sekvence lze tento nedostatek vyiesit [122]. V soucasnosti je
vyuzivan plazmid pGM169, ktery koduje lidskou CFTR-cDNA a je pro tyto ucely zbaven
veskerych CpG motiva [123].

Kationtové polymery

Alternativnimi nevirovymi nosi¢i nukleové kyseliny jsou kationtové polymery.
Podobné jako kationtové liposomy mohou také polymery véazat molekulu DNA ke své
kladné nabité casti elektrostatickymi interakcemi a vytvaret tak kompaktni kondenzované
polyplexy odolné viici nukleasové aktivité. Elektrostatické sily se také uplatiiuji pfi interakci
s negativné nabitym povrchem bunék, ktera vyusti v endocytézu [91].

Nejcastéji vyuzivanymi kationtovymi polymery jsou polyethylenimin (PEI), poly-L-
lysin (PLL), cyklodextriny a polyamidoaminové dendrimery [124].

Polyethylenimin je vyuzivan ve formé rozvétveného polykationtu, ktery obsahuje

primarni, sekundarni a terciarni aminy v poméru 1:2:1. Rozvétveny PEI predstavuje
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efektivni nevirovy pfenasec, nebot’ dokaze obejit velky problém genové exprese, kterym je
lysozomalni degradace transfekovanych vektorti. Existuje mnoho hypotéz. Ma se za to, ze
PEI zvySuje osmoticky tlak uvniti endozomu, ¢imz zpiisobi jejich lyzi jesté piedtim, nez
jsou schopny fuzovat s lysozomy. Vektor PEI tak unika degrada¢nimu procesu a je uvolnén
do cytoplazmy [125]. Bohuzel se ukazalo, Ze tento zplsob odstranéni endozomu je pro
buiku toxicky. Navic vysokomolekularni PEI komplexy (~ 25 kDa [108]) buiiky nedokazi
odbourat [91]. Obecné plati, ze polykomplexy s vyssi molekulovou hmotnosti indukuji vyssi
miru transfekce, zaroven vsak zptisobuji vyssi toxicitu [114]. Kromé vétveného PEI je také
mozné vyuzit linedrni PEI s niz§i molekulovou hmotnosti (~ 22 kDa [108]). Srovnavaci
studie ukézaly, ze linearni PEI indukuje vyssi expresi transgenu a zaroveil je méné toxicky,
avsak rozvétveny PEI ucinngji transfekuje cilové buiiky [114].

Poly-L-lysin je dal§im kationtovym polymerem, ktery je testovan pro ucely genové
terapie CF. Na rozdil od PEI nema PLL schopnost vnikat do bunék pomoci endozomu, ale
vstupuje do nich v komplexu s ligandem, ktery interaguje s receptorem SecR (z angl. Serpin-
enzym complex receptor), ktery se mimo jiné nachazi na apikélni stran€ epitelidlnich bunék
dychacich cest. Studie zabyvajici se aplikaci PLL do mysSich plic prokéazaly pfiblizné
dvanactidenni expresi proteinu a korekci chloridového transportu. Ackoli samotny PLL
neaktivuje imunitni systém, objevila se odpovéd’ na ligand receptoru SecR, coz znemoznilo
opétovna podani [91].

Velkym pfislibem v genové terapii CF jsou kompaktni DNA nanocastice. V podstaté
se jedna o jediné kationtové polymery, které jiz byly pouzity v klinickych studiich. Na
pocatku tisicileti byla provadéna studie zamétend na korekci CFTR genu nasélni aplikaci
DNA nanocastic, které se skladaly zjedné molekuly DNA fuzované za pouziti
polyethylenglykolem substituovaného lysinového peptidu [126]. Takto ptipravené DNA
nanocastice lépe pronikaji pfes husty hlen v dychacich cestdch pacientli, a navic bylo
prokdzano snizeni toxicity na klinicky bezpe¢nou hladinu. V roce 2014 byl projeven zéjem
o dal$i vyvoj nanocastic. K transportu DNA nanoc¢astic pokrytych vrstvou PEG byly vyuZity
polymerni nosi¢e PEI a PLL, které byly navrZeny tak, aby byly dostate¢né¢ malé k priniku
pies hlenovou vrstvu. Studie prokazala u¢inny ptenos genové informace do bun¢k dychacich

cest in vitro 1 in vivo, aniz by doslo k indukci toxické ¢i zanétlivé reakce [127].

Z ptedchoziho textu je ziejmé, Ze v 90. letech nastal zna¢ny rozvoj nevirovych

prenasect, avSak nasledny pokrok ve vyvoji novych vektorti byl mirny. O tom sveéd¢i i fakt,
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ze nejucinngj$Sim nevirovym vektorem zuastal GL67, ktery byl pouzit jiz v roce 1999
[11,128].

Doposud bylo provedeno celkem 9 klinickych studii zabyvajicich se genovou terapii
CF za pouziti nevirovych pienasecl, vétSinou se ale jednalo o jednorazoveé studie faze I/1la,
které studovaly bezpecnost podani vektorii bez posouzeni klinického ptinosu. V letech 2012
az 2014 probéhla klinicka studie faze IIb, kterd méla za cil zhodnotit zmény funkce plic
u pacientit s CF, kterym byl 1x za mésic podavan CFTR gen s kationtovym liposomem
pG169/GL67A8 v délce 1 roku. Byl zaznamenan pozitivni vliv terapie na plicni funkce
pacientil trpicich CF a neprokdzaly se zadné vedlejsi u€inky. SpiSe nez o zlepSeni funkce
chloridového kanalu se jednalo o stabilizaci plicnich funkci pacientl. Pfestoze se objevily
ptiznivé projevy terapie na plicni funkce, nebyla detekovéna ptitomnost CFTR mRNA a
nedoslo k obnoveni funkce chloridového kanalu. Soucasné pouZivané testy detekujici
mRNA vSak nejsou zatim dostatecné citlivé, aby zaznamenaly pouze mirnou expresi
vektorové DNA. Ackoliv nebyla ucinnost transfekce velkd, jednalo se o prvni ditkaz vlivu
nevirové terapie na klinicky vyznamné parametry funkce dychacich cest pacientil

trpicich CF [129]. Posun do III. faze klinickych studii se vSak zatim neuskutec¢nil.

3.6.2 RNA pirenos CFTR genu

Myslenka vnést do epitelidlnich bunék CFTR-DNA a nahradit tak cely modifikovany
gen se objevila jiz na pocatku 90. let. Velkou piekaZzkou se vSak stal vybé&r vhodného nosice,
pomoci které¢ho by bylo mozné ispésné transfekovat cilové bunky a indukovat dostate¢nou
genovou expresi. Trebaze si viry vyvinuly mnoho strategii priniku do bunky, ukazaly se
jako nevhodné vektory z davodu aktivace imunitniho systému hostitele — pacienta
trpiciho CF. Nevirové vektory sice vétSinou nevyvolaly imunitni odpovéd’, jejich schopnost
proniknout do buniky vSak byla minimdlni. Po pfekonani bun&¢né membrany byl dalS§im
kritickym faktorem pomaly transport v cytoplazmé a neschopnost proniknout do jadra (viz
kapitola 3.6.1).

Alternativnim pfistupem k vySe popsanému pienosu CFTR genu na bazi DNA je
vyuziti mRNA jako templéatu k syntéze CFTR proteinu [130]. To ma své vyhody. JelikoZz
k translaci mRNA dochazi v cytosolu, neni potfeba nukleovou kyselinu transportovat do

vvvvvv

skuteCnosti je obecné ptfenos mRNA povazovan ve srovnani s DNA za U¢innéjsi [132].
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Navic je eliminovano riziko inzeréni mutageneze, nebot’ nedochazi k integraci nukleové
kyseliny do genomu. Dalsi vyhodou je, ze t¢innost mRNA transfekce neni podminéna
schopnosti cilovych bun¢k proliferovat [131].

Ackoliv ptenos genu zprostfedkovany mRNA vynikd mnoha pozitivy, bylo pfi jeho
vyuziti zaznamenano i nékolik komplikaci. Samotnda mRNA je povazovana za prili§
nestabilni molekulu pro terapeutické ucely a je tedy nezbytné ji upravit chemickymi
modifikacemi [133]. Kli¢ovymi faktory pro zvySeni stability molekuly a efektivity nasledné
translace jsou délka polyadenylového konce na 3’-konci a pfitomnost ¢epiCkové struktury
(m’GpppN) na 5’-konci. Poly(A) konce stabilnich a aktivné prekladanych mRNA v savéich
bunkach ¢itaji 100 — 250 adenosint [134].

Déle bylo zjisténo, Ze in vitro transkribované mRNA jsou rozpoznany Toll-like
receptory imunitniho systémem (konkrétné TLR3, TLR7, TLR8 a TLRY), coz ptfedstavuje
hlavni problém v aplikaci in vivo. Snizeni téchto negativnich imunostimula¢nich u¢inkd
vSak muze napomoci modifikace nukleovych bazi, které jsou TLR rozpoznany.
Modifikované nukleosidy, které mohou snizit imunitni reakci, jsou napiiklad pseudouridin,
2-thiouridin, 5-methylcytidin, 6-methyladenosin apod. [132].

Stejné jako DNA jsou i molekuly mRNA pienaSeny do cilovych bun€k pomoci
vhodnych vektori, zpravidla nevirovych. Jako zastupce polyplexti 1ze uvést PEIl a PLL, z fad
kationtovych liposoml naptiklad DOPE, DOTMA (N-[1-(2, 3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammonium chlorid [135]) nebo DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-
propan [117]), ktery se zda byt nejucinnéjsi [132,133]. V poslednich letech je vyuzivana
strategie kondenzace transfekovanych molekul mRNA do nanocastic pokrytych vrstvou
PEG. Studie z roku 2013 poskytla diikaz o u¢inné transfekci epitelialnich bun¢k dychacich
cest pomoci mRNA [131]. Tento pfistup v§ak musi byt naddle zkouman a rozvijen, nez bude

moci byt uveden do klinické praxe.

3.6.3 Editace CFTR genu

V uplynulych né€kolika letech byly navrzeny nové strategie genového inZenyrstvi,
které pfedstavuji alternativni pfistup k nahrazovani nefunkénich genti pomoci vektort, které
zatim neprokéazalo klinicky vyznamnou a dlouhotrvajici expresi prenasené DNA [136].
Jedna se o tzv. editace genomt, coz jsou metody, které maji za cil opravit defektni gen

nahrazenim pfesné¢ stanovené sekvence genu piimo na jeho pfirozeném misté
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v chromozomu. Hlavnimi vyhodami oprav mutovaného genu jsou zajisténi stale trvajici
exprese a prirozené regulace v buiice a zaroven snizeni rizika inzeréni mutageneze, nebot’
neni vyuzita transfekce nosici s cizorodou DNA [137]. Na rozdil od vyse uvedenych piistupti
ke genové terapii CF, které by mély jednim zasahem opravit vSechny typy mutaci CF, tyto
technologie umoznuji opravit pravé jednu konkrétni mutaci CFTR genu [83].

Tyto pomérné nové postupy genového inzenyrstvi jsou zaloZzeny na pouziti umele
pripravenych nukleas, které¢ jsou navrzeny tak, aby v konkrétnim misté¢ genomu vyvolaly
Stépeni dvousroubovice DNA (DSB, z angl. Double-strand break) [138]. Toto misto Sté€peni
se nachazi v blizkosti mista nezadouci mutace. Poté nasleduje iniciace endogennich
bunéénych mechanismi vedoucich k opravé mista $t€peni DNA. Tyto procesy mohou
probihat bud’ jako homologicky fizend oprava (HDR, z angl. Homology-directed repair),
nebo nehomologické spojeni koncl (NHEJ, zangl. Non-homologous end-joining).
Vysledkem procesu HDR je bezchybna oprava dvouretézcového zlomu DNA, nebot’ jako
ptedloha pro opravu je vyuzit vlozeny fragment s vyraznou homologii k mistu Stépeni.
Naopak NHEJ je proces, ktery je velmi nachylny k chybadm, nebot’ pfi prostém spojeni dvou
koncii rozSt€pené¢ho vlakna mlze dojit k vymazani, vloZeni nebo ptekryti urcité¢ho useku
DNA [137].

Klicovym faktorem k uspéSnému vyuziti této strategie je vybér vhodného
transportéru nukleas do cilovych bunék. Editace genomu mé oproti nahrazeni celého genu
vyhodu v tom, Ze vyzaduje pouze kratkodobou expresi cizorodych komponent v burice.
Jakmile dojde ke Sté€peni genu, dalsi exprese vektoru neni Zadouci. Idealni vektor by tedy
mél byt kratkodobé plisobnosti, neintegrovat do genomu, aby bylo sniZzeno riziko inzeréni
mutageneze, a mél by byt schopen efektivné proniknout do cilovych bunék. Experimenty
byly provadény predev§im s AAV a lentiviry, v soucasnosti je kladen velky diraz na pouziti
mRNA [137].

Hlavnimi technologiemi zabyvajicimi se editaci CFTR genu jsou nukleasy s motivem
zinkového prstu (ZFNs, z angl. Zinc-finger nucleases), dale tzv. "transcription activator-like
effector" nukleasy (TALENs) ¢i CRISPR/Cas9 systémy (zangl. Clustered regularly

interspaced short palindromic repeats).

3.6.3.1 "ZFN" technologie

Zinkovy prst (ZF, z angl. Zinc finger) je oznaeni pro strukturni motiv bézné se

vyskytujici u celé fady proteini. Umoziuje vazbu téchto proteinii na DNA a vyskytuje se
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proto u mnoha tzv. transkripénich faktort v lidském genomu [139]. Kazdy motiv zinkového
prstu, skladajici se ze 30 aminokyselin v konfiguraci BPa, rozpoznava a vaze se na sekvenci
3 pari bazi. Teoreticky je tedy mozné navrhnout takové ZF, které se budou, diky schopnosti
rozpoznavani sekvenci v nasobcich tii nukleotidli, schopné vazat prakticky na jakoukoli ¢ast
genomu [ 138].

Prvni nukleasa s motivem zinkového prstu byla vytvofena roku 1996 fuzi
s katalytickou doménou endonukleasy Fok 1 [140]. Fok 1 vyzaduje pro svou nukleasovou
aktivitu dimerizaci, tedy dva konstrukty ZFN — jeden se vaze na sekvenci bezprostiedné pied
mistem Sté€peni a druhy se vaze na komplementarni vlakno bezprostiedné za mistem Stépeni.
Cilova mista pro vazbu ZF jsou oddélena 5-7 bp dlouhou sekvenci, kterd je rozpoznana
nukleasovou doménou Fok I [141] (obrazek 5). Po dimerizaci dojde ke St€peni DNA a

indukci mechanismt opravy [137].

ZFNs Levi ZEN

5-7 pari bazi Pravi ZFN

Obrazek 5: Editace genomu pomoci nukleasy s motivem zinkového prstu (ZFN). Nukleasova
doména Fok I rozpoznava 5-7 bp dlouhou sekvenci DNA, kde probéhne Stépeni retezce. Fok [
vyzaduje ke své aktivité dimerizaci, vpravo i vlevo od mista Stépeni jsou tedy navdzany konstrukty
zinkovych prstu, jejichz kazdy motiv se vaze na trojici bazi DNA. Prevzato a upraveno z publikace

[141].

Pouzivani ZFN pro cilenou upravu gent bylo jiZ mnohokrat testovano jak in vitro,
tak in vivo u nékolika druhd zvifat (mysi, krysy, kralici, prasata). V roce 2012 byla
publikovana studie o Stépeni intronu 9 lidského CFTR genu cilenim ZFN do sekvence
vzdalené 203 bp od mista mutace AF508. U¢innost korekce viak byla pomérné nizka
(7,8 %), coz je ptisuzovano prave ptilis dlouhé vzdalenosti cilového mista ZFN od mutované
oblasti. K dosazeni G€inné opravy mutace AF508 bude tedy potifeba navrhnout takovou
nukleasu, ktera bude schopna Stépit blize k mistu mutace. ZFN maji potencial pro vyuziti

k opravam 1 dalSich mutaci, které se nachazeji mezi 10. a 24. exonem CFTR genu. Stavajici
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nukleasy by mohly byt pouzity k fizeni rekombinace nebo inzerce miniaturniho genového
konstruktu zahrnujiciho exony 10-24 z CFTR ¢cDNA do intronu 9. Vyuziti tohoto piistupu
by mélo teoreticky umoznit korekci 83 % znamych mutaci CFTR genu [142].

Roku 2015 byly poprvé ZFNs pouzity v kombinaci s kmenovymi bunkami (viz
kapitola 3.6.5.). ZFNs byly navrzeny a konstruovany tak, aby zajistily korekci konkrétni
genetické mutace v pfedem derivovanych indukovanych pluripotentnich kmenovych
bunikach pacienta (iPSC, z angl. induced pluripotent stem cells). Vysledkem studie bylo
obnoveni exprese proteinu a funkce CFTR kanalu v epitelidlnich buiikach odvozenych
z iPSC [143].

I tato metoda ma vSak nékolik nevyhod. Konstrukce téchto specifickych nukleas
s motivem zinkového prstu je velice obtiznd, a navic také velmi ndkladnd. DalSim
potencidlnim problémem je, Ze specificnost ZFNs neni stoprocentni, cozZ by mohlo vést ke

vzniku mimotadnych Stépeni a s tim souvisejicim poskozeni DNA [137].

3.6.3.2 "TALEN" technologie

DalSim proteinem schopnym vazat DNA je TALE, ktery je produkovan rostlinnymi
patogennimi bakteriemi rodu Xanthomonas. Zakladnim stavebnim kamenem vazebné
domény tohoto proteinu jsou opakujici se motivy, znichz kazdy obsahuje 33-35
aminokyselin a rozpoznava jediny nukleotid. [144,145]. TALE nukleasy byly vytvoieny
analogickym zptsobem jako ZFN. Jejich vazebné domény taktéz fizuji se st€pnou doménou
endonukleasy Fok 1. Opét je tedy k nukleasové aktivité vyZzadovana dimerizace [145].
I vtomto piipadé jsou vazebnd mista pro TALE oddélena sekvenci, kterou rozpoznava

nukleasovd doména Fok I, sekvence vSak Citd 12-19 para bazi [141] (obrazek 6).

TALENs
Levia TALE nukleasa

12-19 pari bazi Pravi TALE nukleasa

Obrazek 6: Editace genomu pomoci TALE nukleasy. Nukleasovd doména Fok I rozpozndva 12-19
bp dlouhou sekvenci DNA, kde probéhne Stépeni retézce. Fok I vyzaduje ke své aktivité dimerizaci,
vpravo i vievo od mista Stépeni jsou tedy navazany konstrukty proteinu TALE, jejichz kazdy motiv se

vaze na jediny nukleotid, ¢imz je zajisténa vysoka specifita. Prevzato a upraveno z publikace [141].
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Podobné jako ZFNs byly i TALENs testovany a vyhodnoceny jako bezpecné
a vysoce specifické nastroje pro upravu lidského genomu [145]. Stejné tak byly vyuzity pro
korekci genu u iPSC pacientti s CF, konkrétné s mutaci AF508 [146].

Ve srovnani s nukleasami s motivy zinkovych prstli jsou TALE nukleasy piesnéjsi
a mohou S$tépit SirSi spektrum sekvenci DNA [139]. Vysoka S§tépici aktivita s nizkou
cytotoxicitou a navic oproti ZFN jejich jednodussi konstrukce jsou vlastnosti, kviili kterym
jsou v poslednich letech TALENs upfednostiovanym ndastrojem v experimentech

genomového inzenyrstvi [145].

3.6.3.3 "CRISPR/Cas9" technologie

V roce 2012 byl ptedstaven pristup zalozeny na systému CRISPR/Cas9, ktery je
soucasti imunitni odpovédi mnoha bakterii. Kdyz je bakterie napadena virem nebo
plazmidem, jeji imunitni systém vyvola pfeménu cizorodé DNA na CRISPR RNA (kratce
ctRNA). Ta nasledné asociuje s trans-aktivaénim typem RNA, tracrRNA, kterd navede
protein Cas9 fungujici jako nukleasa ke specifickému mistu na DNA uto¢nika, ve kterém je
rozstépena [139] (obrazek 7a, strana 39).

Bylo zjiSténo, Ze navrZzenim nové crRNA a jeji kombinaci s pfislusnou tracrRNA
muze byt vytvofena jedind vedouci RNA (sgRNA, z angl. Single-guide RNA), kterd by
nukleasovou aktivitu nasmérovala do libovolného mista DNA. Studie dale ukazaly, ze
dodani proteinu s nukleasovou aktivitou Cas9 a odpovidajici sgRNA je dostatecné
k indukovani §tépeni genu [147,148] (obrazek 7b, strana 39).

Jen nekolik mésicti po prohlaSeni CRISPR/Cas9 za potencialné vhodny néstroj pro
editaci genomu byla Uc¢innost technologie experimentalné potvrzena. Studie na malych
obratlovcich rychle prokazaly snadnost a U¢innost vyuzivani tohoto pfistupu [147] a
zanedlouho se zacal vyzkum vénovat editaci genomu pomoci CRISPR/Cas9 v kmenovych
buiikach. Prvni funkéni oprava mutace CFTR genu byla ispé$né provedena roku 2013 ve
sttevnich kmenovych bunkach [149]. Pokud bude vyzkum a vyvoj metody CRISPR/Cas9
postupovat rychle 1 nadadle, miize byt tato strategie kliCova v terapii monogennich
onemocnéni dychaciho systému [150].

Na rozdil od ZFNs a TALENS, tento mechanismus nevyzaduje k nukleasové aktivité
dimerizaci proteinu. Cely systém je tedy podstatné jednodussi, z ¢ehoz vyplyvaji také nizsi
naklady na syntézu a obecné vétSi dostupnost ve vyzkumné komunité. Piesto je vSak

ucinnost CRISPR/Cas9 systému stejna ¢i vyssi nez u alternativnich ZFN a TALEN [83,137].
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Obrazek 7: Editace genomu pomoci systému CRISPR/Cas9. Pokud bakterialni bunka zaznamena
prunik cizorodé DNA, spusti obranny mechanismus zaloZeny na principu CRISPR/Cas9. Principem
je preména cizi DNA sekvence na CRISPR RNA (crRNA), ktera nadsledné fiizuje s trans-aktivacni
RNA (tracrRNA) za tvorby komplexu. Tento komplex interaguje s proteinem Cas9, ktery funguje jako
nukleasa a Stépi retezec DNA na specifickém misté (obr. a). Nasledné bylo zjisténo, Ze je mozné
navrhnout novou crRNA a prislusnou tracrRNA, které fuzuji do jediné vedouci RNA (sgRNA). Ta
miize nasmeérovat Cas9 s nukleasovou aktivitou do libovolného mista (obr. b). Prevzato a upraveno

z publikace [151].

39



3.6.4 Editace CFTR RNA

Vyse uvedené principy editace genomu maji za cil opravit defekty piimo
v mutovaném genu na chromozomu. Zvysujici se znalosti o loze RNA v poslednich 20
letech vSak umoznily vyvoj dalSiho terapeutického piistupu — opravy mutované mRNA.
Korekce mRNA muze byt dosazeno né€kolika mechanismy, jako naptiklad upravou sestiihu
vylou€enim n€kolika exonll nebo zavedenim korigovanych oligonukleotidii [130,152].

Na ptelomu tisicileti bylo zapocato s vyvojem technologie nazyvané jako tzv.
"spliceosomem zprostfedkovany RNA trans-sestiih" (SMaRT, zangl. Spliceosome
mediated RNA trans-splicing), ktery je zalozena na korekci mutaci pomoci
posttranskripénich modifikaci sekvence mRNA. V kultivovanych lidskych buikach
nesoucich mutaci AF508 byla opravena mutovand mRNA a poté doslo k translaci do
funkéniho CFTR proteinu [152].

Prvni studie prokazujici UspéSnou korekci mutované CFTR mRNA pomoci
oligonukleotidi byla provedena v roce 2004 a obohatila tak genovou terapii CF o dalsi
potencidlni moznost 1écby [153].

Vroce 2013 byla publikovana ucinnd oprava CFTR mRNA poskozené mutaci
W496X v Zabich oocytech pomoci adenosin-deaminasy, coZ je enzym katalyzujici pfeménu
adenosinu na inosin, ktery je pfi translaci ¢ten jako guanosin. Rekombinantni enzym, ktery
byl pro tuto studii vyvinut, mize byt selektivné nasmérovan k tpraveé jediného konkrétniho
adenosinu. Na zakladé¢ tohoto principu byl opraven pred€asny terminac¢ni kodon v mRNA,
syntetizovan CFTR protein v celé jeho délce a obnovena funkce chloridového transportu.
Lokalné fizena nukleotidova deaminace tedy nabizi dalsi potencidlni pfistup genové terapie
CF [154].

V soucasnosti je v klinickych studiich testovan oligonukleotid QR-010 zaméfeny na
korekci mutace AF508. QR-010 je chemicky modifikovan tak, aby mohl byt absorbovan

cilovymi buitkami a aby byla zajisténa jeho stabilita [130].

3.6.5 Terapeutické vyuZiti kmenovych bunék

Buné¢né transplantace plicnich kmenovych bunék piedstavuje dalsi terapeuticky
pfistup pro celou fadu vrozenych monogennich onemocnéni plic [143].
Zavedenou a ucinnou technikou v terapeutickém vyuzivani kmenovych buné¢k je

ex vivo transfekce kmenovych bun¢k pochazejicich z kostni difené¢ (BMSC, z angl. Bone
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marrow-derived stem cells) pomoci retrovirovych a lentivirovych vektord [92].
V souvislosti s tim, Ze BMSC jsou schopné diferenciace do epitelidlnich bun¢k dychacich
cest [155], bylo uvazovano o moznosti jejich vyuziti k 1é€bé CF. Néasledné studie vSak
vyvratily hypotézu, ze by buiiky kostni dfené¢ vyznamné obnovovaly plicni epitel [156]. Po
intravenozni aplikaci kostni diené mySim totiz bylo prokazano, ze pouze 0,8 % tracheélnich
epitelidlnich bunék je odvozeno z bunck kostni dfen¢ [157], a tim padem doSlo pouze
k minimalni obnové chloridového transportu [86]. Systémové podavani BMSC v soucasné
dobé€ nevykazuje velky potencial pro lécbu CF.

Dalsim typem kmenovych bunék, které byly zkoumany v souvislosti s terapii
plicnich onemocnéni, jsou mezenchymalni kmenové buiky (hMSC, zangl. human
biomolekuly. MSC svymi U¢inky bojuji s chronickymi infekcemi, které jsou jednim
z nejvetsSich problému pii 16€bé CF, zpomaluji rist patogeni, mezi které patii nejCastéji
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae a Staphylococcus aureus, a navic
zvySuji u¢innost antibiotik proti t€émto bakteriim. Potencialni terapeuticky u¢inek hMSC na
plicni buiiky byl demonstrovan v preklinickych studiich na mySich modelech in vivo [158].

Schopnost vytvatet indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC) z dostupnych
tkani, jako jsou krevni buiiky nebo kiize pacienti, oteviela nové moznosti v terapii lidskych
onemocnéni. Ve spojeni se zdokonalujicimi se technologiemi pro editaci genomu (viz
kapitola 3.6.4) ma tento pfistup velky potencial k vyléceni v§emoznych genetickych chorob
[159]. Princip spociva, jak jiz bylo popsano, ve vyuziti nukleasy se specifickym mistem
pusobeni v blizkosti nezadouci mutace, kde dojde k rozstépeni dvousroubovice a korekci
mutacni sekvence v chromozomalni DNA pomoci homologné ftizené opravy (HDR).
Z korigovanych iPSC jsou nasledné ziskdny plicni kmenové buiky fizenou diferenciaci
[143].

V poslednich nékolika letech byly k tspésné korekci CFTR genu v lidskych iPSC
vyuzity jak nukleasy ZFN [143], TALEN [146], tak i CRISPR/Cas9 [159].
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3.7 Vyhlidky do budoucna

Kone¢nym cilem genové terapie cystické fibrozy je vyvinout takovou 1é€bu, kterd zcela
zabrani tomuto plicnimu onemocnéni. Pfechodnym cilem je snizit zat€z dosavadni 1écby a
dale zvySovat kvalitu a délku Zivota pacientli s CF po celém svéte.

V priibéhu témét 30 let od zjisténi sekvence CFTR genu bylo navrzeno mnoho piistupii
ke genové terapii CF a nékolik z nich jiz vedlo dokonce k potvrzeni alespon ¢astecné
korekce transportu chloridovych iontl. V soucasné¢ dobé je potieba zvazovat
a vyhodnocovat, do jaké miry jsou testované terapeutické ptistupy pro pacienty prospésné a
s jakou terapeutickou ucinnosti [109].

Rozsahly vyzkum genové terapie CF, ktery vyustil k celkem 27 klinickych studii
zahrnoval pfiblizné 600 testovanych pacientti [130]. Valnd vétSina z téchto studii se vSak
pohybovala ve fazich I/Ila, tedy ve fazich testovani bezpecnosti terapie, coZ je nepochybné
extrémné dulezité, objevily se vSak nazory, ze se nad nimi travilo pfili§ mnoho ¢asu. Pro
dalsi zlepseni ucinnosti terapeutickych pfistupt je zapotiebi dalSich studii faze IIb, ve které
je prokazovana ucinnost terapeutika u mensiho poctu pacientl, a ndsledné testovani
u mnohem vétsiho poctu pacientd ve II1. fazi, do které se zatim zZadny ptistup genové terapie
nekvalifikoval. Vyznamnou piekazkou je navic financovani. Studie CF faze IIb probihaji po
dobu nekolika mésicl a zahrnuji velky pocet zuCastnénych, jsou proto velmi nédkladné. Takeé
produkce ¢i konstrukce veskerych potiebnych komponent (virovych a nevirovych vektort,
specifickych nukleas,...) jsou velice ndkladnymi zalezitostmi [90].

Uspé&snost terapie zalozené na principu vektorového pienosu celého funkéniho genu do
cilovych bunék, je podminéna nékolika kritickymi faktory. Jak jiZ bylo feceno, vhodny
vektor, ktery by dopravil dany gen na misto urceni, by mé¢l byt schopen chranit danou
nukleovou kyselinu proti degradaci, zajistit G¢innou integraci do cilovych bunék i ptes
veSkeré biologické bariéry, a nakonec genetickou informaci uvolnit v misté urceni (bud’
v cytoplazmé, nebo piekonat jesté¢ jadernou membranu). Cely tento transfekéni proces by
mel probéhnout bez indikace imunitni odpovédi hostitele, aby byla zajiSténa bezpecnost
pacienta a zarovein aby bylo umoZznéno opakované podavani. Syntéza vektoru by také ideaIné
neméla byt pfilis slozZitd a financné€ narocna.

V soucasnosti nejvetsi potencial v piipad€ virovych vektorti predstavuji lentiviry,
konkrétn¢ lentivirus F/HN, diky kterému doslo k trvalé expresi CFTR genu v plicnich
bunikdch mysi. Navic na rozdil od jinych typt virovych vektori nedoslo k negativni

odpovédi imunitniho systému hostitele, coz umoznilo opakovanou aplikaci [90]. Prvni faze
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klinickych studii testujici tento virovy vektor je naplanovana na druhou polovinu roku 2017
[110] a jsou do ni vkladany velké nadé€je na tspésnou expresi CFTR genu také v lidskych
buiikéch.

Naopak nevirové vektory se obecné jevi jako malo u¢inné, piesto je kationtovému
liposomu GL67 vénovéana pozornost jiz téméi 20 let. Vysledky klinické studie IIb faze sice
neprokazaly pfitomnost vektorové CFTR mRNA v cytoplazmé, nicméné doslo ke stabilizaci
plicnich funkci u pacientt trpicich CF [129]. Tento vliv genové terapie pomoci nevirovych
prenasect na plicni funkce byl dostateCnou motivaci pro zahajeni dalsi studie ke zlepSeni
ucinnosti nosice pGM169/GL67A. Pokud budou tyto studie uspésné, predpoklada se
postoupeni klinického testovani do III. faze.

Relativné neprozkoumanou strategii genové terapie CF je oprava CFTR proteinu
vnesenim mRNA do cilovych bun¢k. Tento piistup vynikéa oproti DNA zprostfedkovanému
prenosu mnoha vyhodami a zaroven jiz zminéné nevyhody jsou feSitelné rlznymi
modifikacemi molekuly mRNA. Uvadi se, ze pienos mRNA pomoci lentivirového vektoru
by mohl byt v budoucnu jednim z klicovych prvka genové terapie, pokud bude vénovéana
vEtsi pozornost vyvoji a testovani tohoto smeéru.

Také editace genetické informace, at’ uz na urovni DNA ¢i RNA, piedstavuje
v soucasnosti jeden z nejslibnéjSich piistupt k vyléceni CF. Schopnost editacnich technik
Stépit fetézec DNA témét v libovolném misté vytvaii idedlni néstroj pro opravu prakticky
vSech mutaci genu. V poslednich letech jsou nejvice studovany korekce CFTR genu pomoci
ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9 technik v indukovanych pluripotentnich kmenovych buiikach
pacientdi. Nejvétsi potencial je do budoucna vkladan do posledni jmenované metody, jejiz
pomoci byla provedena prvni GspéSnéa oprava mutace CFTR genu ve stfevnich kmenovych
bunkach [149], ktera se stala obrovskou motivaci pro dalsi studie. Tato strategie by mohla
byt klicovym prostiedkem k vyléCeni nejen cystické fibrozy, ale i dalSich monogennich
onemocnéni dychaciho systému.

Vyvinuti G¢inného terapeutického piistupu zalozeného na genové terapii by
definitivné vylécilo cystickou fibrézu. Navic by byl takovy zplisob terapie nadéji pro
pacienty v méné rozvinutych zemich, kde by mohla byt pfesko¢ena narocnd a nakladna
symptomaticka 1éCba, kterd v soucasnosti stale tvofi zdkladni kdmen terapie CF [90].
Vseobecné je znamo, Ze pacienti z rozvojovych zemich trpi velmi §patnym prospivanim a
snizenou funkci plic. V disledku nedostatecné symptomatické 1écby je v téchto zemich stéale

velmi nizk4 hranice doziti. Pacienti se ¢asto nedoziji dospélosti [5].
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4 ZAVER

Cysticka fibroza je jakozto monogenni porucha vhodnym cilem pro lé€bu pomoci
genové terapie, nebot’ predstavuje moznost vyléceni tohoto onemocnéni bez ohledu na typ
mutace, kterym pacient trpi. Ackoli zatim nebyl vyvinut terapeuticky prostiedek, ktery by
nemoc definitivné vylécil, existuje mnoho strategii, které¢ predstavuji slibny zéklad pro
uspésnou 1é¢bu pomoci genové terapie. S prohlubujicimi se znalostmi o plicni morfologii a
patogenezi, o moznostech modifikace nukleovych kyselin nesoucich genetickou informaci
a mnoha dalSimi poznatky z oblasti genového inzenyrstvi se vyrazné zlepsily a nadale
zlepsuji principy zkoumané v preklinickych a klinickych studiich. Vysledky dosavadnich
studii poskytly dostatecnou motivaci k dal§imu vyvoji a zlepSovani testovanych postupi a
predpoklada se, ze v budoucnu bude mozné pticiny cystické fibrozy zasahem do lidského

genomu odstranit.
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