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‘nejvyznamnéjsi:-vystup molekularni biologie a genoveho inzenyrstv

v mediciné
‘nejnadéjnéjSi smér moderni mediciny
*védecky a technicky nejnarocnéjsi
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»omezeni privodu substratu, ktery neni dale metabolizovan
v dusledku enzymatickaho bloku normalni cestou,

ale vznika toxicky produkt (fenylketonurie)
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celé struktu.t’i‘lm protemy & 1nzu11n)

»organové trnsplantace ( nahrada poSkozeného organu, ale i nahrada
dysfunkcnigho proteinu)

4. na urovni abnormalni mRNA

S. na urovni samotného defektnigho genu
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v zhoubne nadory
v'kardiovaskularni nemoci
v'neurologické nemoci
v'metabolické nemoci

v'infekéni nemoci
eakutni choroby

v'plicni edém

v'septické stavy
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v'transplantacni meds
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Zahrnuje Vsechn’y postupy, |
které vyuZivaji pfenosu genetlckeho materialu k 1éCebnym ucelum

Dochazi k

* nahradé

* opravé

* vyrazeni z funkce

vadného genu

- dod4ni |
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technicke “ ‘= tykaji se prenasecu genu, tzv. vektoru

‘metodické — hledani optimalnich strategii
k dosazeni zadaného ucinku
eetické
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virové castice, v nichz byla ¢ast genomu nahrazena genem naseho
zajmu

Ucinnéjsi

* snadny vstup do bunky

. bezproblémové exprese Vnesen)’/ch genﬁ
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*Pronikani do velkého poétu cilovych bunék,
pro které nesmi byt toxicky

*Musi prenaset gen v transkrip¢né aktivnim stavu

-Schopnost pf‘enééet i velké geny, pf‘ipadné i nékolik genﬁ souéasn

*Musi byt malo imunogenni

r r we

*Nesmi mit nezadouci vedlejsi ucinky
*Nesmi ohrozit osoby ve styku s pacientem -



Optimalni strategie se lisi podle
*typu nemoci

*jejiho klinického prubéhu
predchozi 1éCby atd.
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*peclivé zvaZovana tam, kde ex:lst i‘:r S .
epreparat urceny k hﬂinanmmu p0u21 { musi byt pripraven podle

tzv. Spravne Vyrobnl praxe

pacient musi byt diikladné a poctivé poucen jak 0 moZzném prinosu, P
tak i o rizicich GT

«zpusob informovani pacienta musi respektovat jeho vzdélani a
inteligenci

*do studie nesmi byt zahrnuti pacienti, kteri nespliuji predem
dana Kritéria

-pf'islu‘s'ny protokol musi byt pf'isné dodriovz’ln

.....



|
b ¥
.......

\% éR chybi :_ﬂ;; e

¢

*zakon, ktery by umoznil pouzit v humanni mediciné

epracovisté, ktere by je dokazalo pripravit podle
Spravné vyrobni praxe
epracovni skupina ve Statnim ustavu kontroly 1éCiv,
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*Odd¢éleni nadorové 1mun010gle Ustavu molekularni genetiky AV CR
*Oddéleni experimentalni Vlrologle Ustavu hematologie a krevni transfuze
Oddéleni bunéené biologie Ustavu hematologie a krevni transfuze
*Ustav 1ékai'ské biologie a genetiky LF UK v Hradci Kralové
*Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékarstvi v Brn¢

Laborator experimentalni hematologie a bunécné 1mun0terap1
Odd¢leni klinicke hematologie, FN Brno P =
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predmétem zajmu ]S DU
kde opravené bunky m \

~~oproti bllnkam s defek ih:{ ,:_-; ;:.._;;

onemocnem S‘defekty _; T

deﬁaehetg enzymu adenozmdeammazy (ADA)

*dédicnost AR
cnzymaticky defekt vede k poSkozeni bunééného déleni
zejména T-lymfocytu

zavazna kombinovana imunodeficience
postihujici B 1 T imunitu ]

B

GT — intravenozni infuze vlastnich T- lymfocy fr—
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do kterych byl pomoci retrowro-\_z Ftor =
normalni gen ADA 5 '
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estaci kratkodoba expresei nesengeho (ze A
“teoreticka rizika'Spojena se zménou blologle bunky
maji u onkologickych pac:lentu mensi vyznam

v'uml&eni gent, jejichz produkty zodpovidaji za nadorovy fenotyp_bunky
v'selektivni ni¢eni nadorovych bunek ==
v’ pozménéni nadorovych 1 nenadorovych bunék

P —



B0V s kulariich chorob

“ameiuje se na
uplatiiuje se u tézZkych lSOhemlck ¢ i Do =
s refrakterni angino:’lgi.%_ﬁktori’s_ e

s nemoznosti provést uplnou revaskularizaci chirurgickou nebo katetriza¢ni cestou
podavani plasmidu DNA kddujiciho ristovy faktor cévniho endotelu -

zvySeni kontraktility cestou modulace homeostazy kalcia
ovlivnéni beta-adrenergnich receptoru
zvySeni rezistence kardiomyocytiu k apoptoze
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Experimentalni pristupy:
Stimulace embryondalnich 1 dospélych kmenovych bunc¢k
k proliferaci a diferenciaci smérem k fenotypu beta-bunck
*Indukce proliferace stavajicich beta-bunék
*Transdiferenciaci neinzularnich bunck

\% glukozo senzitivni inzulin produkuj ici buﬁky -



Molekularni biologie nadoru

Normal epithelium

patogeneze nadoru: ,,multi-step* proces postupna
Mutation of tumour suppressor gene

akumulace genetickych defektl Mutatin of andogenes
 mutace tumor supresorovych genu a onkogenti

Pre-malignant changes

— vyhoda rustu a preziti

Mutation of tumour suppressor gene

— nezavislost bunky na rustovych faktorech et i e R
. . Derangement of cell cycle control
a anti-growth signalech

Localised cancer

— zvétSujici se nador utlacuje okolni tkané: Mausation of genea for. GAM
akumulace dalSich mutaci —> vznik Sl LG gL o5
vlastniho krevniho zasobeni

Down-regulation of MHC and TAA

Invasive cancer

— ztrata kontaktu se sousednimi bunikami Bxpression of matrix metalloproteinases
o . ., , Expression of pro-lymplhangiogenic genes
i Zmeny SOUVISGJ 1C1 S dOWH-regulaCI eXpl‘ese | Expression of chemokine receptors
bunéénych markeri (MHC+TAA) Pl R
e proces metastaz : degradace extracelularni Bspression of P-glycoprotein (MDRY)

matrix, bunéénou migraci, tvorbu novych g s el e
lymfatickych cest a expresi receptorti pro
chemikiny™,,homing ve specifickych tkanich

Treatment resistant disease




Genova terapie nadoru

Vyvoj choroby odolavajici 1¢Cbé
— vysledek overexprese uritych genu, které redukuji akumulaci cytotoxicke
chemoterapie

— nebo vysledek zvysené schopnosti bunky k opravé DNA posSkozeni

Vyzkum : identifikovat dalSi geny , ktere jsou zahrnuty do vyvoje,
progrese, Sifeni a rezistence k 1é¢bé nadoru

Kazda z téchto abnormalit, odliSujicich nadorovou bunku od
normalni representuje mozny cil genove terapie




Strategie ,,cancer gene therapy*
(CGT)

* korektivni genova terapie:

— obnovi normalni funkci deletovaného nebo mutovaneho genu
(obvykle tumor suppressor gene)

— rusi efekt mutovaného onkogenu

 cytoreduktivni genova terapie

— vlozi exogenni gen , ktery navodi bunécnou smrt bud”:
 toxickou latkou (produkt metabolismu) suicide gene therapy
* 1ndukci apoptozy
* anti-angiogenni aktivitou

 posilenim UCinkl lokalni radioterapie
« 1munomodulatorova genova terapie

— vlozeny gen zvysi schopnost imunitniho systému k efektivni
cytotoxické odpovédi




Korektivni genova terapie

* obnova normalni funkce tumor suppressor
genu

» geny, kontrolujici bunéény cyklus

 suprese funkce onkogenti

— antisense oligonukleotidy

— katalyticke ribozymy




Obnova funkce tumor suppressorovych genu
pS3

— jaderny fosfoprotein
— centralni role v mnoha procesech, které chrani buniku proti genotoxickému stresu
— DNA poskozeni — p53protein zprostredkuje G1/S bunécny ,,arrest* (DNA reparace)
— poSkozeni presahuje kapacitu DNA opravy —> apoptoza
exprese v mnoha nadorovych tkanich
— plice, tkan prsu, e

kolorektal, prostata,

pankreas, vajecnik

—” mdm2 ¢———— pld

mutantni pS3:

Spatna prognoza

Thrombospondin

Ba .
nadorovych bunéck l l l l EZF—RB
prokazalo zvySenou Pmlapopt.omc sigsial’ Angi_ogenesis Oyelinfedk ___,

dodani p53 genu do

complex

citlivost nadorovych T _—
bunék k ucinku pI6,p27  E2F+ RBp—M DB

radioterapie a chermoterapie




Geny, kontrolujici buné¢ny cyklus

* bunécny cyklus normalnich bunék je velmi prisné kontrolovan
- G1,5,G2,M

— prechod G1 do S faze : ,,checkpoint*

— nadorove bunky: kontrola G1/S ,,checkpointu naruSena

e proces je regulovan 3 tumor suppressor genovymi rodinami:
Rb, Cip/Kip (p21,p27) a Ink4 (p16 a pl4)

« mutace v cdki a aberantni exprese Rb vede k
nekontrolovatelnému rustu nadorovych bunck




Suprese funkce onkogenu

* nejcastéjl mutované onkogeny
V nédorOV},]Ch bUﬁkéCh: Antisense oligonucleotide

ras, myc, erbB2 a bcl-2

 strategie CGT: negovat aktivitu
mutovanych genu zamérenim
na: transkrip¢ni/translacni

mechanismus
— 1nterferovat s transkripci o
o ) * .lgenerrous recombination/knock-ou
(antisense oligonukleotidy) i pory ot nockont
— transcriptional decoys

— zabranit mRNA v translaci
(AO, katalytické ribozymy)




Cytoreduktivni genova terapie

cilem je vpravit geny, které¢ navodi bunéCnou smrt

— piimo : zvysi citlivost k ucinkum Ieku nebo radiace

— nepiimo: deprivace zasobeni krvi v nad. bunce
gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT)
geneticka indukce apoptozy

anti-angiogenni genova terapie

geneticka radioizotopova terapie




Gene-directed enzyme prodrug therapy
(GDEPT)

e vpraveni genu , kodujiciho enzym, ktery je schopen selektivné
v nadorovych bunkach konvertovat relativné neskodnou latku na
toxicky aktivni

e zabrani syst¢tmove toxicité a zajisti tvorbu cytotoxickeho agens
ve vysokych koncentracich pouze v nadorovych bunkach

(1) Liposomal or viral delivery of (5) Systemic administration of
gene Eﬁ- eXOgenous enzyme innocuous prodrug which is taken up
) into target cell

1

(2) Entry of vehicle
to cell by receptor . (4) Gene expression and
mediated uptalke or enzyme production

endocytosis o )
‘ - { onversion
c of prodrug to

i cytotoxic agent

A

(7) Diffusion of nctive drug (8) Spread of active

to cell nucleus causes direct drug to adjacent

killing of transduced cell untransduced cells
causes bystander
effect

Fig. 4 — Diagrammatic representation of the key components of gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT).




Imunomodulacni genova terapie

 intratumoural delivery MHC, cytokine gene
— liposomy
— rekombinantni vakciny
— retrovirove a adenovirove vektory
* nadorov¢ vakciny s geneticky modifikovanymi
bunikami : nadorove + normalni bunky
— od jednoho pacienta (autologni prenos)
— od jin¢ho pacienta ( allogenni prenos)
— jin¢ho druhu (xenogenni prenos)




Imunomodulacni genova terapie

e mnoho nadoru projevuje na svem povrchu tumor -
associetad antigens (TAA)
— rozpozndvany imunitnim systémem
— mnoho nadoru dokaze obejit imunitni odpoved, bud
 redukci vlastni imunogenicity
* inhibici u¢inn¢ odpoveédi imunniho systému
* Vyhody:
— specificka imunitni odpoved’
— maly imunogenni signal stimuluje kapacitu imunitni odpovédi ke
spusténi velke odpovedi
— anti-tumor 1imunita pretrvava v v generacich pamét'ovych bunék —
prevence op&tovneého nastupu choroby




Princip imunomodulac¢ni GT

 aktivovat specifické CD8+CTL, které rozpoznavaji TAA
na povrchu nadorovych bun¢k a zabiji je.

@ Tumour-asscciated antigen IT' T cell receptor

~—<{ Class I MHC ame CD28

% (o imate ory molecules  FTTTT (00 1T MHC




