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Obecné principy



Obecné problémy

Jak dodat DNA ? 
Dosažení žádoucí exprese? 
Udržení žádoucí exprese?
Tkáňová specifičnost
in vivo regulace?



GT1

vektory

Retroviry
Lentiviry

Adenoviry
Adeno-associované viry (AAV)
Ostatní virové vektory

Vaccinia– Hepatitis virus
Herpes virus – Polio virus
Papilloma virus– Sindbis and other RNA viruses

Nevirové metody
Ligand-DNA conjugates  – Adenovirus- ligand-DNA 
Lipofection – Direct DNA injection
CaPO4 precipitation  – Ribozymes
chimeric oligo/gene correction



doi: 10.3389/fphar.2018.00396

Genová terapie 1.0 versus Genová terapie 2.0



doi:10.3390/genes9110538

Vývoj genové terapie u CF (1989-2010)



doi:10.3390/genes9110538http://www.cfgenetherapy.org.uk/

Vývoj genové terapie u CF (2008-2021)



Spinální svalová atrofie (2020)



Plus a minusy virových vektorů

Vector Advantages Disadvantages

Retrovirus High efficiency transduction of 
appropriate target cells.  

Long-term expression-
integration into chromosomal 
DNA).

Potential for insertional 
mutagenesis.

Requires dividing cells.

Limited size of DNA insert.

Adenovirus High transduction efficiency.

Broad range of target cells.

Does not require cell division.

Low risk of insertional 
mutagenesis.

Transient expression.

Immunogenicity.

Direct cytopathic effects of 
virus.

Adeno-
associated 
virus (AAV)

Does not require cell division.

? Site specific integration.

Potential for insertional 
mutagenesis if integration 
not site-specific.

Limited size of DNA insert.

Non-viral 
vectors

No infectious risk.

Completely synthetic.

No limitation on insert size.

Low efficiency.

Limited target cell range.

Transient expression.



GeneTerapy 2.0: CRISPR-Cas9 

http://www.crisprtx.com/gene-editing/crispr-cas9



Genová editace u CF- základní principy

DOI: 10.1002/ppul.23791



http://www.crisprtx.com/gene-editing/crispr-cas9

CRISPR Therapeutics 1.



http://www.crisprtx.com/gene-editing/crispr-cas9

CRISPR Therapeutics 2.



http://www.crisprtx.com/gene-editing/crispr-cas9

CRISPR Therapeutics 4.



https://labiotech.eu/medical/crispr-therapeutics-clinical-trials/

Thalasemie – ex vivo terapie (2018)



Hlavní problémy CRISPR-Cas9 

(nejenom u CF) 

Jak dodat komponenty in vitro ? 
Jak dodat komponenty in vivo ? 
Co přesně  aplikovat  ? 
Kdy editovat ?
Jaké buňky editovat ?
Jako dlouho editace vydrží?
Imunologická odpověď ? 
Off target editace a jak ji zjistíme? 

DOI: 10.1002/ppul.23791



DOI: 10.1002/ppul.23791

„One – size – fits“ strategie CRISPR-Cas9 u CF 



Organoidy jako ex vivo CFTR 

biomarkers („CF Avataři“) 

Non-CF CF - F508del/F508del CF - F508del/F508del  

Ivacaftor+lumacaftor



Současný stav personalizované léčby CF 

(2020)

1) Jedna (drahá), ale vysoce účinná léčiva pro CF 
mutace (CFTR modulátory)
3) Není lék pro nonsense mutace / delece + inserce
4) Mnoho pacientů se vzácnými mutacemi nebylo 
testováno na CFTR modulaci
5) Trojitá kombinovaná terapie? 
6) CRISPR-Cas9 je problematický a GT1 stále není 
zavedena 



http://www.isscr.org/docs/default-source/policy-documents/isscr-statement-on-human-germline-genome-modification.pdf?sfvrsn=0




