rozhovor s osobnosti

Dobrodruzstvi soucasneé
genetiky o¢ima jednoho
z jejich zakladatelu

Pane docente, v sedesdtych
letech minulého stoleti jste

se vénoval problematice viru
Epsteina-Barrové (EBV) a jeho
vlivu na stabilitu lidského
genomu a s tim spojeného
rizika vzniku nddorii

V poslednich letech se EBV
zase vztahuje k autoimunitnim
onemocnénim, konkrétné

k roztrousené skleréze.

Mé vysledky byly potvrzeny publikace-
mi dalSich studii, které prokazaly aso-
ciaci EBV se vznikem lymfomd, karci-
nomu nosohltanu, Kaposiho sarkomu.
Nadorova reaktivace EBV byla vyvola-
na mutaci MTHFR genu s naslednou
poruchou syntézy kyseliny listové,
s deficienci methioninu pro metylaci
DNA k regulaci genové exprese nebo
stravou s nedostate¢nym mnozstvim
kyseliny listové, vitaminl Bg, B,,, C, D,
E, cesia a zinku. Na reaktivaci EBV se
vSak podili'i chronicky pracovni &i psy-
chicky stres, nezdravy zivotni styl, tak
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jako jiné genotoxické epigenetické fak-
tory zevniho prostredi, které vyvolavaji
hypoxii bunék, ROS syndrom, a tim in-
stabilitu DNA, chromozomd. To je pak
pri¢inou zavaznych poruch prenatal-
niho a postnatélniho vyvoje a zvyse-
ného rizika vzniku nadord. EBV, tak
jako jiné viry, miZe proto vyvolat epi-
genetickym Gcinkem chronicky zanét
bunék CNS s naslednou autoimunitni
odpoveédi u lidi s genetickou dispozi-
ci roztrousenou sklerézu. Virové infek-
ce patii proto k ddlezitym epigenetic-
kym faktordm.

Souhlasite s tvrzenim, Ze

na zdravi lidské populace

se podileji genom élovéka

a epigenetické vlivy zevniho
prostredi, utvdareni imunitniho
systému a genom strrevnich
mikrobidlnich kmenti?

Z nejnovéjsich poznatkd potvrzenych
vysledky molekularné genetickych
studii jednoznacné vyplyva, Ze tento

Genetika v poslednich desetiletich dosdhla neuveritelnych uspéchtl.
Od zdkladu o monogenné podminéné dedicnosti polozenych

G. J. Mendelem (60. léta 19. stoleti) tato véda v tretim tisicileti prinesia
prulomouvé poznatky 1 techniky, napriklad byl precten lidsky genom

a genovd terapie nent snem, ale realitou. Jak vidi genetické pokroky
Jjeden z odborniktl, ktert se vyznamné zaslouZili 0 rozvoj genetiky

v Cesku? Pro ¢tendre Mediciny po promoci exkluzivné odpovidd
docent MUDr. Milan Macek, CSc., ktery stal u zrodu Ustavu biologie

a lékarskeé genetiky 2. LF UK a FIN Motol v roce 1961 (tenkrat pod
ndzvem Ustau vyzkumu vyvoje ditéte). Tento vynikajict védec,
organizator a ucitel oslavil v ¢ervenci 2023 uctyhodné 91. narozeniny.

z&vér je spravny. Imunologicka ochra-
na je rovnéz kli¢ovou soucasti nase-
ho genomu. Tyto poznatky odstrani-
ktery neuznaval dédi¢nost ziskanych
znakl, a neolamarckismem, ktery za-
staval lysenkismus popirajici obecnou
platnost Mendelem objevenych zéko-
nd dédi¢nosti. Pokrok molekularné ge-
netické diagnostiky prokdzal moZznost
dédicnosti ziskanych znakd a epigene-
tického negativniho/pozitivniho ovliv-
néni genové aktivity. Uvedené vysled-
ky vyzkumu proto umoznily rozvijet
také diagnostiku, prevenci a Iécbu na-
sledkd skodlivych epigenetickych fak-
tord, které vyznamné ohrozuji nor-
malni prenatalni a postnatalni vyvoj,
a rovnéz tak chranit a posilovat stabi-
litu genomu, snizovat tak rizika vzni-
ku nadorl a predc¢asného starnuti bez
rizik a velkych financ¢nich néakladd.

Co pro lékarstvi znamend
sekvenace celého genomu?
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Budeme kdy umét aplikovat
toto pozndani v praxi?

Cesta k dosazeni tohoto cile vyuzi-
tim celogenomového sekvenovani
je mozna, ale v dohledné dobé& nenf
realné jeho klinické vyuziti, protoze je
zatim nakladné a velmi nadro¢né na in-
terpretaci pro obrovskou variabilitu
a pocet genUl a jejich variant.

Fascinuje mne, Ze znamych

20 000 genti kéduje statisice
transkriptomii, miliony
proteomii a nevyéislitelné
mnozZstvi metabolomil.

Pokusim se odhadnout perspektivy,
které tento pokrok prinese dalSimu
rozvoji a klinickému vyuziti 1ékarské
genetiky. Nastupujici celogenomové
sekvenovani gend (WGS) zvysi dia-
gnostickou Uspé&snost soucasného se-
kvenovani exomu (WES; zahrnujici
zhruba 20 000 patogeneticky vyznam-
nych genl kédujicich proteiny) o ne
vice nez o 5 %. Celkova diagnosticka
Uspésnost se v soucasné dobé pohybu-
je kolem 40-50 % podle dané diagnos-
tické skupiny genetickych onemocnéni.

Zname rodinu, kde jeden souroze-
nec ¢eka na transplantaci srdce pro
dilata¢ni kardiomyopatii na podkladé
patogeneticky vyznamné mutace, za-
timco jeho bratr s touto mutaci zije
bez problém0 i v 60 letech.

To ukazuje, Ze naSi genetickou
z4té€zZ Ize pIn€ odhalit az s diagnostikou
a vySetienim transkriptomu, proteomu
a metabolomu, k ¢emuz néas pfriblizi
celogenomové sekvenace, ktera roz-
SiFff spektrum patogeneticky vyznam-
nych gend, jejichz mutace jsou prici-
nou tézkého poskozeni prenatalniho
a postnatalniho vyvoje, véetné nadord.
Stéle je co zkoumat, protoze principy
exprese gent nejsou zcela objasnény.

Celogenomové sekvenovani po-
maze urcit geny zvysujici riziko dis-
pozici k zdvaznym poruchadm vyvoje
¢lov€ka za urditych epigeneticky ri-
zikovych podminek zevniho prostre-
di. Maze také identifikovat geneticky
podminéné kognitivni schopnosti, na-
priklad matematické nadani ¢i kreati-
vitu v rdznych oborech, coz umozni
tyto pozitivni vlastnosti rozvijet. Bude
mozno urcit vyznam genovych variant,
jejichz biologicky vyznam je prozatim
neznamy, a odlisit je od gend, jejichz
genova aktivita je trvale reprimova-
na (potlacena), jak se predpoklada
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Docent MUDr. Milan Macek, CSc., se synem a sou¢asnym prednostou Ustavu biologie
a lékarské genetiky 2. LF UK a FN Motol prof. MUDr. Milanem Mackem, DrSc., MHA

1 199



rozhovor s osobnosti

u transpozond, které urcovaly vyvoj
zivota od jeho zac¢atku na nasi planeté.

Nezapomenu na prednasku proslo-
venou na jednom genetickém kongre-
su, kde byl prezentovan pripad ditéte,
jehoz tvar byla ploché - bez nosu, jako
u zaby. Molekularné genetické vysetre-
ni prokazalo, Ze mutace rusila inaktiva-
ci genu, ktery u zab zajiStuje tento ob-
licejovy fenotyp.

Transpozony se nékdy oznaduji
jako genetické haraburdi.

Toto hodnoceni uz neplati. DNA
transpozonU se povazuje za neaktivni

variant je v genu CFTR, zodpovédném
za rozvoj cystické fibrozy, znamo vice
nez 2 000.

Nové studie proto potvrzuji vy-
znam retrotranspozont pro zdokona-
leni molekularné genetické diagnosti-
ky chorob, vad a nador0 v ddsledku
epigenetické alterace jejich genetické
aktivity.

Vratme se k praktickému
vyznamu celogenomouvé
sekvenace.

Celogenomovéa sekvenace by mohla
urychlit také poznani zékonitosti a jejich

Pro lékai'skou genetiku
je prulomovym objevem genova
editace metodou CRISPR-Cas9,

v 0w

ktera je zakladem nejuspésnéjsi
metody genove terapie.

¢ast genomu, avsak retrotranspozony
(z kategorie transpozon() maji geno-
vou aktivitu stale zachovanu. Podle
soucasnych poznatkl citlivé reaguji
na epigenetické vlivy a pomahaji udr-
zovat funkéni stabilitu nasich gend
soucasné s negativni selekci gend, je-
jichz aktivita ztratila biologicky vyznam
nebo je funkéné skodliva. Retrotrans-
pozony aktivuji polymorfismy gend,
které mohou mit funkcni vyznam pri
zméné epigenetickych vlivd, coz zaru-
¢uje plasticitu naseho genomu a jeho
vyvojovou adaptaci na ménici se zivot-
ni prosti'edi a jeho epigenetické vlivy.

Retrotranspozony také zarucu-
ji kontrolu genové aktivity urcitych
gen(, aby zacala/skoncila v pravy cas
a na spravném misté k zajisténi ge-
neticky uréeného normalniho vyvoje
od narozeni az do konce zivota. Tak je
chréanéno nase genetické zdravi proti
pred¢asnému starnuti.

Zajisténi klicovych funkci organis-
mu, jako je Uspé€sna reprodukce, je
pod kontrolou nékolika tisict gend.
Diky tomu je v naSem genomu ob-
rovské mnozstvi vzniklych genovych
variant s prozatim neurcenou funkci.
Napriklad patogeneticky vyznamnych
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poruch u syntézy proteinC (proteomu)
a jejich kone¢ného vyuziti v metabolis-
mu celého organismu (metabolomu).
Zatim vyuzivdme pouze molekularné
genetické vysetreni zndmého genomu
a transkripce (transkriptomu).

Ktery objev v genetice
povazujete za podobné
prilomovy? Zjisténi kvarterni
struktury bilkovin, metodu
CRISPR, genovou terapii
(napriiklad cystické fibrozy),

0 niz jsme ve dvacdtém stoleti
jenom snili a povazovali ji

za nedosazitelnou?

Pro lékarskou genetiku je prdlomo-
vym objevem genova editace meto-
dou CRISPR-Cas9, ktera je zékladem
pro klinické vyuziti podle hesla ,vy-
stfihni a prilep”, coZ vystihuje presné
jeji princip. Je zaloZzena na molekular-
ni charakteristice genové mutace, ur-
¢eni presné hranice mutovaného genu
nebo segmentu s mutaci, ktery je enzy-
maticky vystrizen. Do vystfizené ¢asti
je vloZen cely nemutovany specificky
gen nebo jeho segment. Tim je zajis-
téno kédovani normalniho genového

produktu, a tak je mozno predejit vy-
voji monogenné podminénych vad,
chorob, dédi¢nych poruch metabolis-
mu, imunity ¢i nadord ve vsech buné¢-
nych systémech, tkénich a organech.

Mrtizete uvést priklady
klinického vyuZiti?

V tomto roce byly tyto moznosti po-
tvrzeny Uspésnym vyuZzitim nejnovej-
si verze metody genové editace u hy-
pertrofické kardiomyopatie, choroby
s rizikem fatadlniho konce pro akutnf
srde¢ni selhani. Mdze pomoci nejen
postizenym pacientdim, ale i v prekli-
nické fazi jejiho vyvoje v geneticky rizi-
kovych rodinéch, kde je prokazana jeji
asociace se specifikou mutaci. Metody
genové editace jsou v soucasné dobé
rovnéz Uspésné vyuzivany ve vazbé
na onkologickou imunoterapii nado-
rd rezistentnich na soucasnou onko-
logickou terapii.

Transfer editovaného genu do
bunék je spolehlivé zajistén adenoaso-
ciovanymi viry, které neskodi burkam
prijemce, neintegruji se do jejich ge-
nomu a jsou minimalné imunogenni.

Genetika jiz dosdhla dalsi
vyznamné mety — genové
terapie v klinické prauxi.

Ano, v poslednich letech byla vyvinu-
ta Uspésna in vivo genova terapie, kdy
s vyuzitim adenoasociovaného virové-
ho vektoru normalniho genu poda-
ného infuzi je dosazeno trvalého Ié-
¢ebného Uspé&chu. Dokumentuji to
zkusenosti pri [écbé spindlni musku-
larni atrofie u déti, kterou Uspésné za-
vedla docentka MUDr. Jana Haber-
lova, Ph.D., na Dé&tské neurologické
klinice 2. LF UK a FN Motol pouzitim
pfipravku Zolgensma.

K perspektivnim metodam této
genové terapie je rfazena kombinace
s bunéénou terapii zalozenou na izo-
laci somatickych bunék pacienta in
vitro, které se dediferencuji specific-
kou indukci do stadia pluripotentnich
kmenovych bunék, do nichz je po-
moci adenoasociovanych vird prene-
sen editovany gen. Po jejich namnoze-
ni se infuzi vrati pacientovi k Uspé&sné
genové |écbe.

To uz jsme na hranicich
zdzraku, moznd az za nimi.
Uspééné se 1&&i hereditarni hemoglo-
binopatie alogenni transplantaci
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pupecnikovych kmenovych bunék ne-
postizenych novorozencd (po nutné
imunosupresi u nemocného). Varian-
tou této metody pro rodiny s heredi-
tarni t€zkou, nelécitelnou chorobou je
vyuziti preimplanta¢ni diagnostiky. Po
vysetreni genotypu postizeného ditéte,
jeho rodicl - nosicl patologické muta-
ce a HLA systému se vybere k transfe-
ru do délohy embryo se stejnym HLA
haplotypem bez mutaci. Po porodu
zdravého novorozence pak transfuze
kmenovych bunék z pupecnikové krve
zachrani zivot postizenému sourozen-
ci - bez imunosupresivni terapie.

Cilen& primé genova terapie vnasi
gen prfmo do poskozené tkanég, na-
priklad do sitnice u dédi¢nych dege-
nerativnich poruch sitnice, do mozku
u Huntingtonovy choroby nebo
do michy u syndromu tézké neuro-
patické bolesti. Jeji klinické vyuziti je
u nas pripravovano na zvirecim mo-
delu miniprasatek na pracovisti pro-
fesora MVDr. Jana Motlika, DrSc.,
(Ustav Zivocisné fyziologie a geneti-
ky AVCR).

A co genovd terapie
cystické fibrozy?
Nejnovéjsi variantou genové strategie
je korekéni terapie funkce genového
produktu, jak je vyuZita praveé v 1écbé
cystické fibrézy podminéné nejcas-
t&jSimi variantami mutaci CFTR genu
s nejcastéjsi mutaci delta F 508. Po-
uziva se trojkombinace funkéné kori-
govanych genovych produktd CFTR
genu (elexacaftor, trexacaftor, ivacaf-
tor), kterd prokazatelné zlepsuje plic-
nf funkce, kvalitu Zivota, sniZuje riziko
exacerbace choroby a koncentrace
chloridli v potu postizenych déti, coz
potvrdily vysledky dosazené profeso-
rem MUDr. Pavlem Drevinkem, Ph.D.,
(2. LF UK a FNM Praha) ve spolupréa-
ci se zahrani¢nimi pracovisti.
Sirokému klinickému vyuziti geno-
vé terapie brani jeji mimoradné vyso-
k& cena a nutnost dalsiho ovérovani
ke snizeni variability vysledkd a in-
terakci mezi pouzivanymi |éCebny-
mi pripravky. Dosazené vysledky viak
jednoznacéné prokéazaly, ze genova te-
rapie umoznuje kauzalni 1écbu jinak

rozhovor s osobnosti

nevylécitelnych tézkych dédi¢nych po-
ruch prenatélniho a postnatalniho vy-
voje a monogennich chorob vcetné
zhoubnych nadord na Urovni soma-
tickych bunék.

Co byste predikoval oboru
lékarské genetiky v jejim
dalsim rozvoji a vyuZziti?

Vyvoj tohoto nového oboru od roku
1961, kdy jsem byl povéren vybudova-
nim prvniho oficialniho oddéleni I1ékar-
ské genetiky u nas, do soucasné doby
prokéazal, ze |ékarska genetika se stala
soucasti 1écebné preventivni péce na-
Seho zdravotnictvi a jednim ze zaklad-
nich Iékarskych obord. Dosazené uro-
ven statnich i soukromych genetickych
pracovist odpovidd mezinédrodni Urov-
ni v zajisténi prekoncepéni preven-
ce screeningem nejcastéjSich mutaci
monogennich chorob, v jejich ¢asné
prevenci a 1é¢bé, v prevenci dysferti-
lity, v preimplantacni diagnostice mo-
nogennich chorob a v chromozomal-
nim vysetreni embryi. Interdisciplindrni
spoluprace s nasimi a zahrani¢nimi

Docent MUDr. Milan Macek, CSc., se vyznamné zaslouZil o rozvoj genetiky poslednich desetileti

MEDICINA PO PROMOCI | ROCNIK 24 | CISLO 3/2023 | ¢ervenec-zaii 2023

201



rozhovor s osobnosti

pracovisti, véetn€ grantové podpory
s aplikovanym klinicko-genetickym vy-
zkumem zajistuje dalsi zdokonalové-
ni péce o genetické zdravi na vynika-
jict trovni.

Podle soucasnych poznatkl, po-
tfeb a perspektivniho vyuziti v péci
o genetické zdravi bude dulezité roz-
vijet v oblasti |ékarské genetiky nové
sméry dilezité k dalsimu zdokonale-
ni genetické 1é¢ebné preventivni péce,
uvedené v nasledujicim prehledu:

Zdokonaleni prevence a lécby epige-
neticky indukované instability DNA
ke snizeni rizik 1é¢by poruch prena-
talniho a postnatalniho vyvoje, véet-
né nadord a poruch imunity

- Stabilizace DNA rostlinnymi pro-
dukty;

- Rozvoj nutrigenomiky a nutrigene-
tiky;

- Vysetfeni a ochrana genomu mik-
robd strevniho systému;

- Rozvoj farmakogenomiky a far-
makogenetiky ke snizeni rizik, zvy-
Seni Uspésnosti a individualizaci
farmakoterapie podle specifity ge-
novych variant pacienta.

Zdokonaleni molekularné genetické

diagnostiky

- Zdokonaleni stavajicich metod ke
zvyseni jejich spolehlivosti, snize-
ni ¢asové a ekonomické narocnos-
ti celogenomového sekvenovani
na drovni genomu, transkriptomu,
véetné transpozond, k objasnéni pa-
togeneze vzacnych chorob, néddord,
k cilené prevenci a kauzalnf terapii;

- Detekce variant zvySujicich dispozi-
ci k poruchédm vyvoje, ale i ke spe-
cifickému nadani a vynikajici kvalité
kognitivnich funkci.

Priprava, zavadéni a vyuziti hmotové

spektroskopie k vysetieni proteomu

- Odhaleni dalsich gend a faktord
ovliviiujicich aktivitu gen normal-
nich a patogeneticky vyznamnych;

- Upresnéni progndézy, diagnostiky
a prevence monogenné a polygen-
né¢ podminénych chorob a kone¢-
ného fenotypu.

Zdokonalovani metod genové terapie

a bunécné terapie

- ZvySovani Uspéesnosti, snizovani ¢a-
sové, ekonomické nérocnosti a je-
jich rizik;
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Etika a lIékarska genetika

Pravné a eticky je zakdzano vyuziti genové manipulace na gametach a em-
bryich; je povolen pouze zékladni vyzkum na zviratech, nebot neni mozno
prozatim vyloucit zdravotnf rizika pro t€hotnou Zenu a prenatalni/postnatal-
ni vyvoj plodu a ditéte.

K témto rizikdm patri i arteficidlni zvySovani prevalence urcitych gend né-
kterych variant genové editace s naréstem poctu homozygotl v dalsich gene-
racich, coz by poruSovalo rovnovahu mezi homozygoty a heterozygoty v lid-
ském genomu, kterd je udrzovana zékony dédi¢nosti.

Netuseny pokrok molekularni genetiky vsak prinasi netusené vysoka rizi-
ka jeho zneuziti v neprospéch clovéka, k ¢emuz doslo v nacistickém Némec-
ku v minulém stoleti.

Z téchto dlvodud byl nékolik let véznén ¢insky védec, kterému se podari-
lo Uspésné editovat u dvou embryi, ktera se prozatim vyvijeji normalné, gen,
ktery chrani pred HIV.

Zajisténi genetické 1ééebné preventivni péée pro
geneticky rizikové rodiny

Dodrzovéani etickych pravidel a pravnich norem z nich odvozenych je zaklad-
nim predpokladem Uspéesného vyuziti i nejnovejSich metod molekularni gene-
tiky. Chrani zajmy geneticky rizikovych rodin a pracovnik( genetickych pora-
den oddé€leni Iékarské genetiky, kteri zajistuji klinicko-genetickou diagnostiku
integraci ziskanych vysledkl, konec¢nou diagnézu s uréenim optimalni strate-
gie genetické |écebné preventivni péce interdisciplinarni spolupraci se vSemi
|ékar'skymi obory.

Konecny Uspéch je mozny pouze tehdy, kdyz rodina ¢i pacient pociti snahu
vyresit své problémy s vyuzitim vSech dostupnych metod, pokud nédm podajf
presné informace o klinickém prabéhu dédi¢ného postizeni ve trech genera-
cich k prikazu, Ze zjisténa varianta DNA je patogeneticky vyznamné ke spo-
lehlivé preimplantacni/prenataini diagnostice, genové terapii, prevenci a eli-
minaci dédi¢ného prenosu tézké choroby do dalSich generaci.

K dosazeni tohoto cile je potieba trpélive a s empatii naslouchat jejich na-
zor@im a otazkam, radit a doporucovat, srozumitelné uvadét i mozna rizika,
s nimizZ je nutno pocitat. Je nutné je ujistit o moznosti opakované konzulta-
ce, aby si byli jisti, ze rozhodnuti, které prijmou, je to nejlepsi, co si preji a co
mohou vyuzit k individualizované genetické |écebné preventivni péci o pa-
cienta a jeho rodinu.

Nase doporuceni proto nesmi byt nikdy vnucovéno, pokud nenf pacien-
tem/rodinou prijato. Jejich kone¢né rozhodnuti je vzdy nutno respektovat.

Pokud v dané dobé¢ jesté neni optimalni FeSeni technicky mozné, je nutno
informovat rodinu o moznosti perspektivniho Uspéchu novymi diagnosticky-
mi metodami a zajistit stavajici [é¢ebné metody spolu s pomoci k socialnimu
zabezpeceni postizenych ¢lend geneticky rizikové rodiny.

Tyto rodiny trpi rovné€z chronickym stresem, nebot jde vétSinou o zavaz-
né choroby a vady s rdizné vysokym rizikem nejenom pro jejich dalsi déti, ale
i déti dalsi generace.

Je proto rovnéz dilezité pripomenout, ze molekularné genetickéd diagnos-
tika prokazala, Ze u chronického stresu je i dobré slovo lékem, ktery pomaha
chrénit stabilitu lidské DNA a genomu rodicl a tim i genetické zdravi jejich déti.

- Kombinace s metodami bunée¢né
terapie transplantaci kmenovych
pluripotentnich bunék bez mutace.

Zdokonalovani obecného a specia-
lizovaného genetického poradenstvi
- Zavadéni umélé inteligence k integra-

ci a vyhodnoceni klinicko-genetickych

nalez( s vysledky biochemické gene-
tiky, imunogenetiky, celogenomo-
vého sekvenovani genomu, trans-
kriptomu a proteomu k urceni
optimalni individualizované gene-
tické prevence, diagnostiky a IéCby.

MUDr. Marta Simiinkova
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