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Uprava lidského genomu v zijicim pacientovi

cey

13. listopadu, poprvé v historii, védci upravili genom Zijiciho ¢lovéka, 44-letého Briana Madeuxe,
za ucelem lécby Hunterovi choroby. Ta se dodnes 1¢é¢i tydennimi infuzemi chybéjiciho enzymu.
Tento druh 1€¢by je vétSinou u pacientii dobfe snaSen, bohuzel vsak nefesi pri¢inu onemocnéni
samotného. Navic je ¢asové (infuze trva cca 3 hodiny) a finan¢né naro¢ny (1écba ditéte o hmotnosti

24kg stoji ro¢né cca 7,5 mil. K¢) a neposkytuje stoprocentni vysledky.

Co je to Hunterova choroba?

Huntertiv syndrom je druhy nej¢astéjsi typ mukopolysacaridézy (= porucha metabolismu
mukopolysacharidit), konkrétné jde o II. typ. Jde o onemocnéni (vdzané na chromosom X,
recesivng), pii kterém pacientu vznikd deficit L-iduronosulfatsulfatazy, kterd ma nastarosti
degradaci heparansulfatu, ktery se proto v t€le hromadi. Heparansulfat je latka odpovédna za filtraci
latek v glykokalyxu diky svému zédpornému naboji. Jeho dalsi funkci je inhibice antitrombinu,
glykoproteinu vznikajiciho taktéz v jatrech, ktery inaktivuje nékteré koagulacni faktory. Pfi¢ina
nemoci tedy spocivéa v chybé&jicim nebo nefunkénim genu produkujicim enzym

iduronosulfatsulfataza.

CRISPR/Cas9 vs. Zinc-finger nukleazy

Systém CRISPR-Cas9 se sklada ze 2 molekul, které provadi zménu v cilové DNA. 1. z nich je
enzym zvany Cas9. Jde o restrik¢éni endonukledzu navadénou guide RNA, coz je 2. zmilovana
molekula systému. Ta se sklada ze sekvence cca 20ti bazi (predem navrzenych), které navedou Cas9
diky komplementarité bazi na spravné misto, kde pak tento enzym provede ,,stfih“ pies obé vlakna

DNA. Na toto misto se poté navaze pozadovany gen.

Zinc finger nukleazy jsou umélé restrik¢éni enzymy, které stejné jako Cas9 provadi stiih pres obe
vlakna DNA. ZFN se skladaji ze dvou funkénich domén. Prvni je DNA-binding domain (DBD),
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skladajici se z fetézct dvoumodulovych ,,prsti®, ktery kazdy rozeznava 6 po sob¢ jdoucich bazi.
Tyto dvoumodulové ,,prsty* jsou spojeny dohromady a tvofi Zinc Finger Protein (ZFP), kazdy
rozpoznavajici specifickou sekvenci DNA o vice nez 24 pari bazi. Druha doména, DNA-cleaving

domain, tvofend enzymem Fokl, ma na starosti samotny stfih DNA.



Proces Ié¢by
védci ze Sangamo Therapeutics pro ZFN metodu, ktera je sice mnohem nakladnéjsi, je vSak
piesnéjsi. Pro pfenos DNA kodujici ZFN a novy gen do bunék jater pacienta vyuzili védci adeno-
associated virus (AAV), ktery je v genovém inZenyrstvi obvykle vyuzivan a ktery je povazovan jako
bezpecny (miize vyvolat pouze potencialné nebezpecnou imunitni reakci v nékterych pacientech,
ale nepfenasi zadné nemoci). Jeden z nejvétsich riskt upravy DNA v téle zivé osoby je Sance, ze
ZFN ud¢la ,,stfih v DNA na Spatnych mistech, a potencialné¢ mize ,,nastartovat™ rakovinné bujeni.
Navic buiiky, které ted’ obsahuji DNA kédujici ZFN budou vytvaret tyto latky nejspise dalSich par
let, i pfes to, Ze je jiZ novy gen na svém misté v genomu. Védci ze Sangamo Therapeutics jsou vSak
sebévédomi, ze ,,stfihy” DNA na Spatnych mistech se nestanou, a pokud ano, hlavné v tsecich
nekodujici DNA. I data tykajici se bezpeci tohoto pokusu jsou podle National Institutes of Health
presvédciva, jehoz rada tuto strategii 1é¢by odsouhlasila. Zdali se tato metoda 1é¢by prokaze jako
uspésna je vsak stale pouze otdzka Casu. Pfesto se jedné o vzruSujici prilom v genovém inzenyrstvi

a lehce napovida, jak by mohly vypadat moznosti mediciny v blizké budoucnosti.
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