Moznosti a perspektivy genové terapie

Genovou terapii rozumime vneseni, odstranéni nebo Upravu defektniho genu bunék za tGcelem |é¢by geneticky
dédi¢nych chorob. Uprava genu mdze vést napt. k tvorbé uréitého Iéku nebo funkéniho enzymu apod. V pocatcich
IéCby se terapie osvédcila zejména u imunodeficientnich stavl. Prvni pacientkou byla ¢tyrletd divka se vzacnou
poruchou imunity (SCID). Jeji Ié¢ba spocivala v genetické Upravé jejich vlastnich nefunkénich bilych krvinek,
doplnénim genu zajistujicim jejich spravnou funkci. Vysledkem bylo pouze ¢astecné zlepseni, ale i tak se jednalo o
Uspéch. Stalo se tak 14. zari 1990.

Uziti genové terapie

Nejcastéjsim principem genové terapie je zaména funkéniho genu za gen mutovany. Odhaduje se, Ze nejvétsi
potencidl uziti m& metoda u monogenné podminénych nemoci - cystickd fibréza, hemofilie, Duchennova
muskuldrni dystrofie apod. S jejim pouzitim se vSak pocitd i v Ié¢bé nddorovych onemocnéni.

Podminky pouziti genové terapie

= Znalost presné sekvence zkoumaného genu.

= Znalost priciny a patologického procesu vzniku onemocnéni (nedostate¢né mnozstvi produktu, tvorba
patologicky plsobiciho produktu mutovaného genu apod.).

= Vybér vhodného vektoru - nosic¢e (retroviry, adenoviry).

= Souhlas pacienta.

Metody vkladani genu do lidskych chromozomu

Ex vivo techniky

Bunky postizené oblasti jsou chirurgicky odstranény. Do ziskané tkdné vlozime zdravou formu genu a a kultivujeme
ve vhodném prostredi. Po namnozeni dostate¢ného mnozstvi bunék jde pacient znovu na operaci, béhem které se
tkan aplikuje na pGvodni misto excize.

Velice ¢asto odebiranou tkani na kultivaci je vzorek kostni difené. Ta jakozto producent krevnich bunék poté
zajistuje roznaseni geneticky upravenych bunék krvi po téle. Vyhoda snazsi distribuce je ¢asto utlacovana
nevyhodami této techniky - zakrok je pro pacienta velmi bolestivy a musi probihat ve dvou fazich (odbér kostni
drené a nasledna reimplantace), protoze sama kultivace vyzaduje mnoho hodin.

In vivo techniky

Tato metoda nevyzaduje operacni feSeni ani anestezii. Dochazi k aplikaci upraveného genu primo do bunék téla.
Musi v8ak dochéazet k vyuzivani virl jako nosi¢d informace.

Uzivaji se 2 hlavni skupiny virQ:

= Jednoduché retroviry
= Jejich vyhodou je kompletni potlaceni virové DNA. Pfenasena je pouze informace geneticky upravené
DNA. Jejich vysledky jsou dlouhodobé a nedochdzi k napadani pacienty viry.
= Plsobi pouze na délici se bunky. Na jiz existujici defektni buriky vliv nemaji. Toho Ize vyuZzit v genové
terapii nadora.
= Adenoviry
= Plsobi rychleji nez retroviry, ale doba trvani Gcinku je kratsi - v rdmci tydn(. Adenoviry svou genetickou
informaci nezaclenuji do genomu buriky. Z toho divodu je exprese genu pouze prechodné a vektor musi
byt aplikovan opakované. Imunitni systém pacientd ma tendence s témito viry interferovat a vytvaret
reakci. Pacienti proto trpi pfiznaky nachlazeni a rymy. Jsou vSak znamy i pfipady vaznéjsich interakci (viz
nize).
K dosazeni stejného vysledku je potreba nékolikanasobné mensiho mnozstvi roztoku adenovird (v rémci mililitr)
nez u retrovird (v ramci litrd).

Dale se uzivaji:

= Adeno-asociovanové virové vektory
= Podobné jako adenoviry mohou infikovat i nedélici se bunky. Na rozdil od adenovird vdak nevyvolavaji
imunitni reakci organismu. Jejich nevyhodou vsak je, Ze pojmou pouze maly inzert.
= Lentivirové vektory
= Jednd se o retroviry, které jsou schopné, na rozdil od jednoduchych retrovird, infikovat i nedélici se
bunky.

Typy genové terapie

Somaticka genova terapie (somatic gene therapy)
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= opravuje geny pacienta, aniz by doslo k dédi¢nému predavani opravenych genl na dalsi generace
Zarodecna genova terapie (germline gene therapy)

= ménila by geny uz v zarodecnych burnkach (spermie, vajicko) a zména genu by byla prfenosnd na dalsi
generace. Tento typ terapie zatim neni povolen.

Strategie genové terapie

PFima genova terapie

= oprava chyby, tzn. zmény sekvence DNA, kterd je odpovédna za maligni transformaci. Napf. odstranéni
mutace v protoonkogenu nebo vneseni chybéjicich tumorsupresorovych gen(
= nelze opravit vSechny bunky, protoze genotyp ma multifaktoridlni charakter

Nepfima genova terapie

= vneseni nové genetické informace do bunky (nddorové nebo jiného typu), ktera vede k likvidaci nddorovych
bunék. PF. vneseni sekvenci DNA, které kéduji napf. stimulaci antitumorové imunitni odpovédi nebo méni
nadorovou angiogenezi a nebo aktivuji neaktivni molekulu antimetabolitu k jeji cytotoxické aktivité

= prisna eticka kritéria, prisny vybér pacientd, je zvazovana bezpecnost zakroku jak pro pacienta, tak pro
oSetrujici personal, ucelnost terapie

Vlastni genova manipulace

Probiha ex vivo (mimo cely organismus). Existuji rdzné techniky pro vneseni genu do izolovanych bunék:

1. FyzikdIni metody
= umoznuji pfimé vpraveni nukleové kyseliny do cilovych bunék (mikroinjekce, mikroprojektily nebo
elektroporace - zavedeni slabého el. proudu k bunécné suspenzi za pritomnosti genu, ktery méa byt do
buriky inkorporovan)
= (cinnost < 1%
2. Chemické metody
= vyuzivaji pro inkorporaci genti do bunék napr. fosfore¢nan vapenaty, liposomy (zlepSuji priichod pres
bunécnou membranu)
3. Biologické metody
= vyuzit vird jako vektorl DNA, nej¢. DNA viry (papovaviry, adenoviry, herpes simplex virus) a retroviry
= (linnost prenosu pozadované sekvence - témér 100%
= dalsi vektory: plazmidy - obsahuji multiplikované kopie vybraného genu, jsou injikovany do krevniho
recisté nebo primo do oblasti nddorového bujeni
= monoklonalni protilatky
= jn vitro pomnozené tumor infiltrujici lymfocyty (TIL)

TIL po i.v. podani selektivné infiltruji pooperacni rezidua nadoru, ze kterého byly izolovany. Ex vivo mdze byt do
genomu TIL integrovan napf. gen pro TNF (tumor necrosis factor). Gen TNF (je soucdasti genomu TIL) je prepisovan
a syntetizovany protein je secernovan primo do nddorové tkané, kterou nekrotickym procesem likviduje. Geneticky
fizené zvyseni imunobiologické aktivity.

PF. retrovirus: Nejprve je in vitro geneticky modifikovan. Sekvence kédujici virové proteiny jsou odstranény a
ponechany jsou pouze sekvence kontrolujici jejich expresi (LTR). Nasleduje vystfizeni sekvenci kédujicich tvorbu
produktu zvoleného pro prislusnou genovou terapii. Tyto rekombinantni retroviry maji schopnost infikovat bunky a
zaclenit do jejich genomu exogenni geny, ale nemohou se replikovat. Prikladem genové terapie tohoto typu je
[é¢ba maligniho gliomu (nddor s vysokou mitotickou aktivitou) - nemetastazuje a je obklopen nervovou tkani, ktera
se nereplikuje.

Pr. Herpes simplex virus (HSV): Jeho gen pro enzym thymidinkinasu byl integrovan do genomu cilové buriky a v ni
preménuje jinak neaktivni [ékovou formu (prodrug) v aktivni latku s cytostatickym ucinkem.

Pristupy k lécbé

Jestlize je pricinou onemocnéni nedostatecna produkce urcitého proteinu kédovaného defektnim genem, volime
aplikaci upraveného genu kamkoliv do lidského genomu. Pokud je vSak patologickym cCinitelem produkt vznikajici
prepisem mutovaného genu, je nutné tento gen cilené vyradit z prekladu.

Vd

Soucasné vyuziti

V soucasné dobé je vSak genova terapie stale uzivana spiSe vzacné. Dlvodem jsou pretrvavajici obavy o jeji
bezpecnosti. Jedna se stdle o manipulaci s lidskou DNA, coz mlze vyvolavat i etické problémy.

V minulosti se objevilo nékolik pripadl, kdy doslo k vaznému zdravotnimu postizeni pacientl genové terapie.
Evidovano bylo i nékolik imrti. Jednalo se pravdépodobné (ac¢koliv pri¢iny se dlouhodobé zkoumaji) o masivni
imunitni reakci organismu na opakovanou aplikaci adenovird.
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Genova terapie je dnes uzivana spiSe u velice zdvaznych chorob, které nemlzeme |é¢it jinym zplsobem, a které
vétsinou kondi letadlné. Zna¢nou nevyhodou metody je jeji finan¢ni a technicka narocnost. V neposledni radé panuiji
také obavy o vlivu terapie na nadorové bujeni. Vnasené virové vektory mohou interferovat s jinymi oblasti DNA a
pozménovat napfiklad tumor supresorové geny nebo protoonkogeny.

Odkazy

7 v

Souvisejici ¢lanky

Kmenové bunky

Klonovani

Monogenné dédi¢né choroby
MozZnosti genové terapie nador(
Mutace

Adenoviry

Externi odkazy

Genova terapie (http://www.genetika-biologie.cz/genova-terapie)

Krize genové terapie (http://www.gate2biotech.cz/krize-genove-terapie/)

ORACLE GENE Schol - Gene Therapy (http://library.thinkquest.org/28599/gene_therapy.htm)

Gene therapy, prehledovy ¢lanek (NEJM, 1.8.2019) (https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMral706910)
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