Aplikace genového inzenyrstvi — p  Fiprava farma-
kologicky nebo pr umyslov é vyznamnych latek

 Hormony,

« Rustové faktory

« Vakciny,

* DNA-vakciny

* Protilatky,

 Abzymy,

* Imunotoxiny

« DalSi biologicky aktivni latky (interferon, krevni srazeci faktory aj)
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Priprava lidskeho inzulinu v bakterialnich
bunkach
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Priprava lidského r ustového hormonu (hGH)

v bakteriich
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Priprava tka noveho aktivatoru plazminogenu (tPA)

Hindlll EeoRl Cloned
:DNAFW
B | citggonc e PA
Elaﬂ;::;t{ﬂ'l Hindlli -Promoter
L|galn o expression Hindill \ 4
W = Sté&peni plazminogenu
\ermmg
Enq;raﬁmnvedur? o
v
|:> -|- plazmin
v
:aﬁ:lﬁ:‘:dh i StANT
&z“:"“bh*’:ﬁ Degradace fibrinu — rozpousténi
gr in HAT ium Ve > -
P krevnich srazenin
- g
Cells express
levw levels thatrexate selection . °
Soi [boee e | Amplifikace gen U tPA

A orde o
- % olﬁm
b

Culture cells in fermentor

Komegni vyroba




Priprava podjednotkové vakciny viru HBV
v kvasinkach
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Table 11.1 Human disease agents for which recombinant vaccines are currently

being developed
Pathogenic agent

Viruses
Varicella-zoster virus
Cytomegalovirus

Dengue virus

Hepatitis A virus

Hepatitis B virus

Herpes simplex virus type 2
Influenza A and B viruses
Japanese encephalitis virus
Parainfluenza virus

Rabies virus

Respiratory syncytial virus
Rotavirus

Yellow fever virus

Human immunodeficiency virus
Bacteria

Vibrio cholerae

E. coli enterotoxin strains
Neisseria gonorrhoeae
Haemophilus influenzae
Mycobacterium leprae
Neisseria meningitidis
Bordetelln pertussis

Shigella strains
Streptococcus group A
Streptococcus group B
Streptococcus pneumeniae
Clostridium tetani
Mycobacterium tuberculosis
Salimonella typhi

Parasites

Onchocerca voloulus
Leishniania spp.

Plasmodium spp.
Schistosoma mansoni
Trypanosoma spp.
Wichereria bancrofti

Disease(s)

Chicken pox

Infection in infants and
immunocompromised patients

Hemorrhagic fever

High fever, liver damage

Long-term liver damage

Genital ulcers

Acute respiratory disease

Encephalitis

Inflammation of the upper respiratory tract
Encephalitis

Upper and lower respiratery tract lesions
Acute infantile gastroenteritis

Lesions of heart, kidney, and liver

AIDS

Cholera

Diarrheal disease

Gonorrhea

Meningitis, septicemic conditions
Leprosy

Meningitis

Wheoping cough

Dysentery

Scarlet fever, rheumatic fever, throat infection
Sepsis, urogenital tract infection
Pneumonia, meningitis

Tetanus

Tuberculosis

Typhoid fever

River blindness

Internal and external lesions
Malaria

Schistosomiasis

Sleeping sickness

Filariasis




Priklady rekombinantnich vakcin (vakcin obsahujicich rekombinantni antigeny)

Product

Recombinant vaccines

Hepatitis B

Ambirix (combination vaccine, containing r HBsAg produced
in $. cerevisiae as one component)

Pediarix (combination vaccine containing rHBsAg produced in
5. cerevisiae as one component)

HBYVAXPRO (r HBsAg produced in §. cerevisiae)

Twinrix (adult & pediatric forms in EU. Combination vaccine
containing rHBsAg produced in §. cerevisiae as one
component)

Infanrix-Hexa (combination vaccine, containing r
HBsAg produced in 5. cerevisiae as one component)

Infanrix - Penta (combination vaccine, containing
rHBsAg produced in S. cerevisiae as one component)

Hepacare (r S, pre-S & pre-52 HBsAgs produced in a
mammalian {(murine) cell line)

Hexavac (combination vaccine, containing rHBsAG produced
in S. cerevisiae as one component)

Procomvax (combination vaccine, containing r HBsAg as one
component)

Primavax (combination vaccine, containing r HBsAg produced
in S. cerevisiae as one component)

Infanrix Hep B (combination vaccine containing rHBsAg
produced in $. cerevisiae as one component)

Twinrix (adult and pediatric forms; combination (pediatric)
vaccine containing r HBsAg produced in S. cerevisiae as one
component)

Comvax (combination vaccine, containing HbsAg produced in
S. cerevisiae, as one component)

Company

GlaxoSmithKline

SmithKline Beecham

Aventis Pharma

SmithKline Beecham
(EU); GlaxoSmithKline
(US)

SmithKline Beecham

SmithKline Beecham

Medeva Pharma

Aventis Pasteur

Aventis Pasteur
Aventis Pasteur
SmithKline Beecham

SmithKline Beecham

Merck

Therapeutic indication

Immunization against hepatitis
Aand B

Immunization of children against
various conditions inducing
hepatitis B

Immunization of children &
adolescents against hepatitis B

Immunization against hepatitis
Aand B

Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis,

Haemophilus influenzae type b,
hepatitis B and polio
Immunization against
diphtheria, tetanus, pertussis,
polio and hepatitis B

Immunization against hepatitis B

Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis, hepatitis B,
polio and H. influenzae type B

Immunization against H.
influenzae type B and hepatitis B
Immunization against diphtheria,
tetanus, and hepatitis B
Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis and hepatitis B

Immunization against hepatitis
AandB

Vaccination of infants against H.
influenzae type B and hepatitis B

Date approved

2002 (EV)

2002 (US)

2001 (EU)

1996 (EU) (adult),
1997 (EU) (pediatric),
2001 (US)

2000 (EU)

2000 (EU)

2000 (EU)

2000 (EV)

1999 (EU)
1998 (EU)
1997 (EU)

1996 (EU) (adult),
1997 (EU)

1996 (US)



Prehled hlavnich typi vakcin

A. vakciny vyrobené tradi¢ni technologii:

- Ziva vakcina
-- virulentni (dnes se jiZ nepouziva)
-- heterologni
-- atenuovana

- inaktivovana vakcina
-- celobunééna
-- toxoidova

- subjednotkova
-- s purifikovanym antigenem
-- se syntetickym antigenem
-- ribozomalni

B. rekombinantni vakciny:
- subjednotkova
-- s deletovanym genem
-- vektorova

C. DNA vakciny
D. antiidiotypové vakciny - Vakcina pripravena z protilatek, které povaZzuji jiné

protilatky za antigen a navazou se na & Antiidiotypové vakciny mohou stimulovat
organizmus Kk vytvareni protilatky proti nadorovym bu iikam



Strategie pro vytvo fFeni delece €asti peptidu Al choleratoxinu —
pFiprava kandidatniho vakcina €niho kmene

Clal

Xbal

Clal
Xbal

Xbal li
T4 DNA ligase

Deleted A; peptide
DNA sequence

__——Plasmid
Ay peptide
——"DNA sequence

VysStépeni ¢asti sekvence kodujici peptid Al (klonované
v plazmidovém vektoru) — vysStépi se ~ 90% aminokyselin)

Cirkularizace vektoru (pfipojeni
Xbal-linkeru, St&peni Xbal, ligace)

Chromosomal DNA

nker of V. cholerae

Conjugation &;&
—_—

Tetracycline resistance
gene insert

Struktura choleratoxinu

B subunit

i

A2 peptide Al peptide

!

vlastni toxin

Vazba na receptory
mukozy

A)mbinaton
ST
)&

Chromosomal
DNA

Vibrio cholerae

Prenos vektoru do kmene, v némz
je uvniti genu pro Al zaclenén gen
pro rezistenci k tetracyklinu (Al je
inaktivovan, bunky jsou TetR) —
potencialni reverze Al vyclenénim
tetR — proto neni vhodny jako
vakcina

Vektor se po nékolika

Chromosomal

v

generacich spontanné vyredi

DNA

Deleted A; peptide
DNA sequence

Selekce bunék TetS, obsahujicich
deletovanou formu Al — tyto buriky tvofi
slozku A2 a B, a jsou proto imunogenni
— reverze neni mozna




Priprava podjednotkové vakciny proti HSV
v bu nkach CHO (chinese hamster ovary)

Membranoy

vazana forma,
Cloned viral gD gene Transfected CHO cell

Secreted gD protein

Transfect
— — iy

Purify and
concentrate

Glykoprotein D (gD) ,
imunogenni slozka HSV Infect

Infect

Not protected Protected

HSV — onkogenni virus, sexual® pienosna onemocéni, encefalitida, infekce oka



Uprava genu pro plas tovy glykoprotein
(gD) HSV pro ziskani rozpustné formy gD

Klonovani a exprese genu v saich expresnich systémech (CHO)

Modified HSV
glycoprotein D

NH,

COOH

/HSV glycoprotein D

Exterior

Exterior

" Membrane * Membrane

Interior

: Interior
COOH

Transmembrane

domain

V genu pro gD byla oblast kddujici
transmembranovou doménu
deletovana, vysledny produkt je
rozpustny a lze jej snaze purifikovat

Kompletni gen pro gD obsahujici
C-terminalni Usek kodujici
transmembranovou doménu — tato
forma gD je obtizné purifikovatelna




Vyuziti patogenniho druhu
k prenosu DNA pro genetickou imunizaci

Del&ini

Shigella flexneri jako zivého vektoru
do sav €ich epitelialnich bun ék

Wild type —=————p mutant ==  Transformed mutant

I
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Epithelial Epithelial
cells cells
Y Y
Patogenni ~ nepatogenni
bakterie — bakterie
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_vneseni Buriky invaduji do
Imunizacni epitelidlnich bunék, ale
DNA nemnozi se — vhodny
vektor pro prenos DNA

cells

v

Bakterie neni
patogenni, nemnozi se,
plazmid prechazi do
cytoplazmy host. bunék

'

Exprese klonovaného genu
v cytoplazmeé (leuk. P), tvorba
produktu, imunizace




Struktura protilatky

Fab (antigen binding fragment)

Papain

Fc

COOH  COOH

(hydrolyza)




orotilatek

Lymfocyty
ziskané

Z imunizované
mysi
(pfeskupené
geny)
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5 -primer(

Stejny primer
pro vSechny

v

Soubor cDNA pro tézké

retézce

Rearranged heavy chain gene
LY

N
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Heavy chain mRNA

Cul

H G2  G3

Synthesize cDNA with reverse
transcriptase

S AAAAA]

[ TTTTT]

Anneal degenerate PCR
primers fo cDNA
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PCR

Klonovani cDNA pro p Fipravu rekombinantnich

Kombinace miliont
klonl pro tézké a pro
lehké retézce

A

klonovana cDNA pro tézky
fetézec, stejnym zplsobem se
klonuje cDNA pro lehky fetézec




Priprava specifické protilatky

® ® ® ymphooytes from
® ® immunized mouse
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Ligate H and L chain cDNAs
into ) expression vector

H chain cDNA -~ ™ Lchain cDNA

I

Infect E. cofi
H and L chains are
produced in infected cells

oo
H and L chain-encoding cDMNAs
from reactive antibody are cloned

Priprava miliond cDNA nesoucich
informaci pro L a H fetézce

Amplifikace gentl pro L a H fetézce pomoci
PCR, klonovani do fagového vektoru

Kazdy fag obsahuje nahodnou kombinaci L a H

Soubor fagll predstavuijici
kombinatorickou fagovou knihovnu

H and L chains associate
. " 1o form Fob moleculss

X Miliony
 Hooey ~,monoklonalnich”
!;nght:hulrl e
" Fob binds to filler p I‘O’[I Iate k

Fob binds
ﬁ/ anligen

Preklonovani do expresniho savciho nebo bakterialniho vektoru




Priprava kombinatorickeé knihovny V

.- a V- oblasti

protilatek v E. coli ve vektoru lambda

Extract mRNA from
isolated lymphocytes

:

Convert mRNA to cDNA

;

Amplify H and
L chains by PCR

'

Cut with specific set of
restriction endonucleases

e X

Clone H chain sequences Clone L chain sequences
into "H chain” into "L chain"
bacteriophage vector bacteriophage vector

X ¥

Combine H and
L chains into one
bacteriophage vector

:

Screen plaques
for antigen binding

¢

Excise H and
L chains as
part of a plasmid

Transform E. coli with
plasmid-H-L
chain DNA construct

'

Harvest antigen-binding
Fv fragment from E. coli

Lidské B-lymfocyty

PCR

cDNA H a L fetézcu maji odliSna mista pro rizné
RE, coZ umoZzhiuje jejich oddélené klonovani

Mnoho riznych kombinaci — kazdy
,kombinatoricky vektor* obsahuje jednu
kombinaci.

selekce

Preklonovani vybranych kombinaci do
plazmidu (fag buriky lyzuje a neni mozné
ziskat vétSi mnozstvi produktu)

N

Vyuziti v diagnostice/terapii




Konstrukce kombinatorické knihovny Fv
ve vektoru bakteriofaga lambda

Leader .
p"‘*“C RBS peptide L chain fragment

; cDNA fetézcu L a H separatné
Notl  Luder - > klonované ve vektorech lambda
7¢ | RBS peptide  H chain fragment | (knihovny L-fetézcl a H-rfetézcl)
S5 -/

NotT FcoRT nott  Ligace jednotlivych L a H

Leader Leader v v o - ,
pHc | RBS peptide H chain fragment RBS peptide L chain fragment J; retezcu a JeJ|Ch klonovani
= v lambda vektoru




Vytvo reni kombinatorické knihovny Fv
protilatek ve vektoru faga M13 (fagemidech)

Heavy chain cDNA Light chain cDNA
&PCR ¢PCR
Vi DNA

V| DNA

iLigate

Linker Vi DNA

Klonovanim do genu 3 vznika fuzni protein,

of bacteriophage

llnm S i ktery je lokalizovan na povrchu faga
M13

Vy; DNA Linker V. DNA

Package modified
M13 DNA into ] , .
M13 phage / Spojovaci peptid
< Linker
) —Vy

Selekce (ELISA-like)




Duvod pro p Fipravu humanizovanych protilatek:

obtizna priprava lidskych monoklonalnich protilatek konvencéni
hybridomovou technologii

e Lidské chromozomy v hybridomech vytvorfenych po fuzi lidskych
lymfocytd s mySimi myelomovymi bufikami jsou nestabilni, takze
se takové hybridomy produkujici monoklonalni protilatky vytvareji
jen vzacne

* Nejsou k dispozici linie lidskych myelomovych bunék, které by
mohly nahradit mySi myelomové buriky pfi tvorbé hybridomu

* | kdyby bylo mozné vytvaret lidské hybridomove bunécné linie,
bylo by to proti I€karskym etickym zasadam (injikovani
specifickych antigenu do ¢lovék za uéelem jinym nez
terapeutickym, a odbér ¢asti sleziny pro ziskani lymfocytl)

Transgenni mysi s geny pro lidské imunoglobuliny v YAC ( jejich
vlastni geny pro Ig knokautovany, pak imunizace, nap  F.
tetanotoxinem —tvo i lidské protilatky)




Priprava humanizovanych protilatek

MysSi protilatka Chimericka protilatka Humanizovana protilatka

CDRs -complementarity
determining regions

Variabilni, Konstantni oblast je Hypervariabilni
konstantni a z lidske protilatky, oblasti jsou
hypervariabilni variabilni a z mysich protilatek,
oblasti jsou hypervariabilni oblasti ostatni jsou lidské
z protilatek mysi jsou z mysi




Protilatka s dvoji specifitou

Protilatka vazajici se na
antigeny na povrchu
tumorovych bunék

manipulace
na urovni cDNA

I rekombinace

\p

Tumorova bunka

T bunka usmrcuje
tumorovou bunku

<

rotilatka s dvoji
specifitou /

Protilatka vazajici se
na antigen na povrchu
T bunék

T bunka




scFv - single chain antibody variable
region fragments (SCA)

(glycin,serin),

Linker je nutny
pro vytvoreni
konformace

schopné vazat
I antigen

Disulfidické mustky

scFv — terapeutické agents — nové vazebné schopnosti, nizsi
imunogenicita v disledku chybéni Fc domény, snadnéjSi penetrace
do cilového mista (pevné nadory atp).



Some therapeutic monoclonal antibodies that have been approved for human
use in either the United States or European Union

Date of
approval

1986
1994
1997
1997
1998
1998
1998
1998
1998
2000
2001

Type of
antibody

Mouse
Chimeric
Chimeric
Humanized
Chimeric
Chimeric
Humanized
Humanized
Chimeric
Humanized
Humanized

2001 pending Humanized

Company

Ortho Biotech

Centocor

Genentech, Idec Pharmaceuticals
Protein Design Labs, Hoffmann-La Roche
Centocor, Schering-Plough

Novartis

Genentech

Medimmune

Hoffmann-La Roche

American Home Products, Celltech
Millennium Pharmaceuticals, Schering
Genentech, Novartis, Tanox

Therapeutic use

Prevention of acute kidney transplant rejection
Prevention of blood clots

Non-Hodgkin lymphoma

Prevention of acute kidney transplant rejection
Crohn disease and rheumatoid arthritis
Prevention of acute kidney transplant rejection
HER2-positive breast cancers

Respiratory syncytial virus infection in children
Non-Hodgkin lymphoma

Relapsed acute myeloid leukemia

Chronic lymphocytic leukemia
Asthma

In addition to the antibodies listed here, 11 have been approved for diagnostic purposes,

Imunotoxin = MAB s navazanym toxinem (ricin, diftericky toxin aj)




Terapeutické protilatky

Aktivace plazminogenu na
plazmin, degradace fibrinu

Plasminogen

Plasmlnogen > Plasmin Plasminogen —"Lr_twator Plasmin

Antifibrin

antibody \
Blood clot /

Fibrinogen ———— Fibrin

Degradation Degradation
products products

Struktura imunoterapeutické trombolytické protilatky. Antifibrinova
protilatka (monoklonalni protilatka specificka pro fib rin, ktery se
nachazi v krevni srazenii) je vazana s aktivatorem plazminogenu
(PA). Kdyz se protilatka navaze na fibrin, PA vede k Bumulaci
plazminu v blizkosti srazeniny. Plazmin (proteaza fibrirolyzin) pak
degraduje krevni srazeninu.



Schematické znazorn eni struktury ,single-chain®
Fv imunotoxin u (scFv)

A
Linker peptide Disulfide bridge
10-25 aa \
- exotoxin A Pseudomonas Zameéna peptidového linkeru za disulfidicky
- diftericky toxin mustek nékolikanasobné zvysSuje stabilitu
- ricin scFv a tim zlepSuje jeho terapeutické vyuziti

Napfr. fuzni protein

\ 4

., L o , -lg + '
Protinadorove pusobeni (vazba HER?2-lg + exotoxin Pseudomonas
human epidermal growth factor receptor 2 -Approximately 30% of

. . '
na recepto rya pOVfChOVG prOtemy breast cancers have an amplification of thedER2/neu gene or
nédorovych bunék) overexpression of its protein product.

Pbs21 (plasmodium) + Shiva-1




An abzyme (from antibody and enzyme), also called catmab (from
catalytic monoclonal antibody), is a monoclonal antibody with
catalytic activity. Molecules which are modified to gain new
catalytic activity are called synzymes. Abzymes are usually
artificial constructs, but are also found in normal humans (anti-
vasoactive intestinal peptide autoantibodies) and in patients with
the autoimmune disease systemic lupus erythematosus, where
they can bind and hydrolyze DNA. Abzymes are potential tools in
biotechnology, e.g., to perform specific actions on DNA.

Enzymes function by lowering the activation energy of the
transition state, thereby catalyzing the formation of an otherwise-
less-favorable molecular intermediate between reactants and
products. If an antibody is developed to a stable molecule that's
similar to an unstable intermediate of another (potentially
unrelated) reaction, the developed antibody will enzymatically bind
to and stabilize the intermediate state, thus catalyzing the reaction.



Abzym (Ab-enzym)
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Hydrolyza esteru
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H\ ///0

i
0 H H

Energy

Reaction course

catmab (catalytic
monoclonal antibody)

TRANSITION STATE

Fosfonatovy
\ ester
R
TRANSITION-STATE
ANALOG

Snizeni aktiva¢ni energie
enzymem nebo abzymem

ACID + ALCOHOL

v




Priprava protilatky s enzymovou aktivitou

(abzymu)

TRANSITION
STATE ANALOG
(TSA)
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PROTEIN

)
@

S, o —

=

MONCLONAL
ANTIBODY
METHOD

MYELOMA =

CELLS

@
HYBRIDOMAS

,l
:
y N
- A
i \

1

Konjugace analogu
k nosiCovému proteinu

B
A

L
Qxlsi\f

AL, % LYMPHOCTYES
- [y X
e Sl
Gk OO POLYMERASE
-@ TS M~ CHAIN REACTION
< % y METHOD

HEAVY-CHAIN mRNA LIGHT-CHAIN mRNA

P RT

AR RIRRERN !’
P

1T
p
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CDNA

l

Amplifikace variabilnich
oblasti L a H fetézcu
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@

Klonovani a skrining




Geneticka imunizace - DNA vakciny

Gen kodujici antigen je vnesen do bunék zvifete, v nichz je pak tento antigen
produkovan a zvire vytvari protilatky.

Prenos DNA:

e biolistickd metoda: rekombinantni plazmid (E. coli) nesouci gen pro antigen
pod kontrolou virového promotoru je vhesen napf. do boltce mysSi

« injekce velkych mnozstvi DNA (100 mg rek. plazmidu) pfimo do svall zvifat —
ucinnost prenosu az 70%
o elektroporace

Vyhody:

e antigen je spravné posttranslaéné upraven a neni tfeba jej purifikovat

¢ najednom plazmidu mohou byt v jednom kroku pfeneseny geny pro vice antigent
Nevyhoda:

* neznalost osudu prenesené DNA v bunkach, za¢lenéni do genomu hostitele a
preruSeni genu — proto je vyhodnéjSi transientni exprese (extrachromozomalni stav)

Priklady virovych antigenu: chripka, HIV, bovinni HV, vzteklina, HBV, rotavirus,
slintavka a kulhavka, aj.

Bakterialni antigeny: Clostridium tetani, Mycobacterium tuberculosis,



Proteinové inzenyrstvi

Navrhovani, vyvijeni a pfiprava proteind s vylepSenymi charakteristikami (pozménéné
nebo zcela nové proteiny)

A. Vyuziti mutageneze in vitro pro zameénu klicovych aminokyselin

(bodové mutace)
e zvySeni termostability proteind (lysozym aj)
e rezistence proteinl k oxidativnimu stresu
e zvySeni bioaktivity protein(

druha generace farmak s vylepSenou farmakokinetikou, strukturou, stabilitou
a biologickou dostupnosti

(inzulin — zvySeni schopnosti absorpce, tkanovy plazminogenovy aktivatoru — zvyseni
poloCasu obéhu)

Priklad: Subtilizin — hydrolyza proteinu, napf. v detergentech

prakticky kazda vlastnost této serinové proteazy byla pozménéna/optimalizovana:
« rychlost katalyzy,

e substratova specifita,

e tolerance k pH,

« tolerance k oxidacnim latkam,

« termostabilita.

« zvySena stabilita v org. rozpoustédlech (zména konformace proteinu)



B. Makromodifikace proteinu

Cést genu se eliminuje vysté&penim restrikéniho fragmentu nebo nahradi
chemickou syntézou €asti genu.

Klenow(lv fragment DNA polymerazy, ktery postrada 3°-5" exonukleazovou aktivitu.
Pridani aminokyselin = stabilizace cizich proteint v E. coli.

Zvyseni afinity proteinu k iontm kovl vlozenim sekvence His-X3-His
do alfa-helixu — zvySeni rezistence k denaturaci.

Jeden gen je fuzovan s druhym za vzniku kompletné nového proteinu. Varianty
protilatek — jednoretézcové protilatky (SCA — single chain antibodies) jsou umélé
protilatky sloZzené z vazebnych oblasti téZkého a lehkého fetézce, které jsou spojeny
chemicky a vytvareny v mikroorganismech pomoci expresnich vektora.

Priprava purifikovanych imunogennich slozek v prokaryotickych nebo
eukaryotickych systémech (vakcina proti hepatitidé B ve kvasinkach, vakcina proti
Salmonella typhimurium — oslabeni kmene vhesenim mutace do genomu)

Nepatogenni mikroorganismy pouzité jako vektory pro expresi cizich genu
zodpovédnych za imunogenicitu (rekombinantni vakciny, které stabilné exprimuji
cizi geny: u Vibrio cholerae byl pfipraven kmen s deleci v genu pro cholerovy toxin —
mutace byla vnesena rekombinaci do standardniho kmene. Vysledny kmen
produkoval imunogenni, avSak netoxicky ,toxin“ (netoxickou B podjednotku toxinu).

viry jako vektory pro expresi imunologicky aktivnich proteinu (virus vakcinie —
rekombinantni vakciny proti vztekling)



Genetickou Upravou lze pripravit bakterii, ktera by produkovala
modré barvivo pouzivané na dzinovinu. Vyroba barviva by byla
rocné produkuje asi

16 000 tun tohoto barviva.

Podle evropske legislativy budou muset byt takove dziny na
viditeIném misté oznacCeny napisem: "Vyrobeno z geneticky
modifikovanych organismu".






Genoveé inzenyrstvi

Genové inzenyrstvi se zabyva vytvarenim pozménénych
¢i novych genu a jejich zavadénim do organizmu s
cilem rekonstruovat jejich genetickou vybavu.

Metodickym zakladem genového inzenyrstvi jsou
manipulace s DNA in vitro (zejména klonovani genu a
jejich cilené uUpravy).



Objevy, které umoznily cilené manipulovat s DNA

restrikéni endonukleazy a dalsi enzymy
rozstépeni DNA v presné definovaném miste
spojeni dvou cizorodych DNA (DNA z riznych organismu)

syntéza DNA ve zkoumavce

sekvenovani DNA
stanoveni molekularni struktury genu

klonovani genu
zavedeni genu do nepribuznych organismu

(prekonani mezidruhovych barier)

pomnozeni genu do neomezeného mnozstvi

cilené zavadéni mutaci do genu

studium projevu pozménenych gend (mutace —funkce)



Etapy vzniku a vyvoje genového inzenyrstvi

1965 - objev plazmidu
1970 - izolace prvniho restrikcniho enzymu
1972 - priprava prvnich rekombinantnich molekul DNA in vitro
1973 - zacatek klonovani genu
1975 - Asilomarska konference
1977 - prvni rekombinované molekuly DNA nesouci savci geny
1977 - sekvenovani DNA
1978 - priprava lidského inzulinu v bakteriich
(od r. 1982 vyrabén komercné)

**** mutageneze in vitro - proteinové inzenyrstvi
**** priprava transgennich organismu (rostliny, zivocichové)

1980 - genove terapie
1997 - klonovani zivocichu



Vyuziti genového inzenyrstvi

- Zakladni vyzkum: studium struktury a funkce genl a genomu

- Praktické aplikace:
Priprava latek vyznamnych v |ékarstvi, zemédélstvi a primyslu
vnaseni cizorodych gent do nepribuznych organizmu a ziskavani
produktl ve velkém mnozstvi - prekondni reprodukcnich barier
Priprava latek s novymi vlastnostmi pozménovanim stavajicich
nebo vytvarenim novych gent - enzymy, protildatky, vakciny aj.
Pozménovani a zlepsovani vlastnosti organizmd
priprava mikroorganizmu pro biotechnologie,
zvysovani vynosu kulturnich rostlin a uzitkovosti hosp. zvirat
(odolnost vici chorobam, skidcim nebo zevnim vlivim, produkce
cizich latek v télech rostlin a zvirat)
Genova terapie - lécba genetickych chorob



Klonovani genti pomoci vektort
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Konstrukce (lidskeé)
genomoveé knihovny

Soubor klonovanych fragmentu
genomove DNA, ktere
dohromady reprezentuji cely
genom prislusneho organismu.
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lidska DNA
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restrikéni
nukledzou
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miliony fragmentu
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genomova knihovna
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Priprava rekombinantnich
molekul DNA

BamHI BamHI

Cizoroda DNA Rw Stépeni vektoru restrikéni

endonukleazou, spojeni
vektoru a cizorodé DNA
enzymem DNA-ligazou

e N
“ni O\

Selekcni marker — _BamH|
Rekombinantni Klonovapé
molekula DNA cizoroda DNA

% B // y ™~ BamHI

W ;
SN



Mutageneze in vitro

klasicka genetika

site-directed mutagenesis DNA (genotyp) fenotyp
mistné cilena (rizena) mutageneze reverzni genetika
lokalizovana mutageneze reverzni genetika, genetika ,,naruby*

Mutace se vnaseji do izolované DNA (= in vitro)
typy mutaci: substituce, delece, inzerce

Cile: analyza vztahu mezi strukturou a funkci NK

® Objasnéni funkce gent a regulacnich oblasti

® (Cileni zmény aminokyselin v proteinech

® Priprava proteinl s novymi vlastnostmi (proteinové inzenyrstvi)
®  Priprava transgennich organismu



Mutageneze in vitro

Mutageneze in vitro mutace

1.—.&:.—1
/ \ GEN

nahodna cilena

manipulace s restrikcnimi misty oligonukleotidova mutageneza
inzerce linkeru (umisténi do konkrétniho mista)
chemicka mutageneza syntéza genu

inkorporace chybnych bazi (kazetova mutageneza)
vyhledani genu nebo zameény bazi nebo kodond
funkcnich oblasti na DNA cilené zmény struktury

proteiny



Zpusoby pouzivané pri mutagenezi in vitro

Manipulace s restrikcnimi misty a enzymatickeé upravy DNA
Oligonukleotidova mutageneze (extenze primeru)
Chemicka mutageneze

Kazetova mutageneze

Metody zalozené na PCR

Mutageneze pomoci supresorovych tRNA



AmpR
~ Plasmid DNA

Obecna strategie (tamoveni selovence)
pri mutagenezi in vitro " T
0000

Mutation 1

Vytvoreni mutace

Transform E. coli
Select AmpR colonies

A Grow celony
Isolate plasmid DNA

Culture oll
colonies together

A mutant
plasmid

l Isolate

olasmid DNA Test for funclion
] _
@ @ @ Stanoveni
@ @ @ [ sekvence
plome pozménéného
@ @ J genu

l Transform E. coli

Testovani funkce pozménéného genu



Vytvareni mutaci
v restrikcnim miste

EcoRl

Cleave DNA
with EcoRl

$1 nuclease / \ DNA Polymerase

® exonukleaza
® vybér dNTP

l DNA Ligase ‘ DNA ligase

Vytvareni inzerci nebo
deleci v sekvenci genu

) hd
4 bp deleted 4 bpinserted



Mutageneze pomoci mutantnich oligonukleotidu

rekombinantni dsDNA
(fragment DNA
klonovany ve vektoru)

priprava jednofetézcové formy
CCACGAGT O rekombinantni molekuly DNA

(rekombinantni ssDNA)

Substituce
v migomakeia ——  delece
T @ 4—._v_ -\ bsahujici mutaci inzerce
hybridizaéni pripojeni
mutagenniho

v oligonukleotidu

@ syntéza druhého Fetézce GGTACTCT

DNA-polymerazou
il \ GGT A CTCT

:] pienos do bungk CCA C GAGT
@ E. coli a jejich replikace

v
@ O
o e selekce klont
» © a S mutaci

GGTGCTCT - GGT A CTCT
CCACGAGT ] , CCA T GAGT

stanoveni
fenotypového
projevu mutace

rodicovsky
. fenotyp



Mutageneze pomoci mutagennich oligonukleotidu

Rodicovska ) ,
(nemutantni) DNA rodicovsky homoduplex

Mutagenni 5 . )
~8x oligonukleotid ~ Nove syntetizovana AT

mutantni DNA

“C Prenos do E.
coli

Dvojretézcova
5 , heteroduplexni DNA
Nove syntetizovana

(mutantni) DNA mutantni homoduplex



Kazetova mutace

Hindll EceRl

Cleeve with
Hindlll and EceRl

Two synthetic

Remove small . :
oligonucleotides

fragment
R

Wild-type '
sequence \

Anneal

Hindlll
" EccRl
. [ ———— |
Hindlll EcoRl _/

Mutant sequence

\

,2umely“ gen

DNA Hindlll EcoRl  DNA

Transferm E. coli

All colonies contain mutent plasmid



Proteinové inzenyrstvi

Cil: zména struktury a funkce proteinu prostrednictvim technologie
rekombinantni DNA

zmeény vazebnych oblasti proteint
termostabilita

rychlost a substratova specifita reakci
citlivost k oxidaci a toxickym latkam



Predpoklady pro vytvareni funkénich proteinu
klonovanych gent

1. Transkripce genu
pritomnost funkcnich regulacnich oblasti pro transkripci

promotor, terminator

2. Translace prepisu genu
pritomnost signall pro translaci

. . . v ’

vybér kodonu pro tRNA daného organizmu
3. Posttranslacni modifikace

4. Transport proteinu
signalni sekvence funkcni v daném hostiteli



Zajisténi exprese cizorodych genu

bakterialni gen eukaryoticky gen
P RBS/transport kodujicioblast T P/E RBS/transport koédujici oblast
25 1 [ [ ]
l R_ ~ J

Hybridni (chimericky) {_ cDNA
ybridni (chimericky) gen
/ /7773 Syntéza DNA de novo

|

Fuzni protein

stépeni, purifikace

zraly protein

A 4




Gen pro inzulin DNA

pre-mRNA

mMRNA pro
pre-proinzulin

pre-proinzulin
(preprohormon)

proinzulin
(prohormon)

aktivni inzulin
(zraly hormon)
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Priprava lidského inzulinu v bakterialnich bunkach

/\ N /ﬁ-gal
Bakterialni / “retézec A
AmpR

mp
promotor

| Transformace l
E. coli

|
SR @O

ISR

retézcl A a B zralého retézce B

"R, Bem

) Purifikace I Aminotermalni cast

Plsobeni {
laktozid kyanbromidem l CNBr stépi peptidovou vazbu
B-galaktozidaza Vo (CNBr) ., .. nasledujici za metioninem
\{," 'i; ; : !‘,' ;

/ . pe , L. W
4 ’
oo . Purl.flkace fuz.mho’ v oex
retézec A \protelnu B-gal-inzulin ) retezec B
—— -
] Vytvoreni aktivni
formy inzulinu

Aktivni inzulin NH, ﬁiciogoo
NH H disulfidova vazba




Priprava podjednotkové vakciny viru hepatitidy B (HBV) ve kvasinkach

|zolace sekvence
kédujici HBsAg

Plastovy protein S ([ ) o
\ /] Kvasinkovy
v s o ~ N expresni vektor
Infekéni Klonovana DNA viru HBV Ligace
castice HBV > - _ Kvasinkovy Kvasinkovy
Vnit ini protein pro&nptor . terminator
@ Hesdg transkripce transkripce
oocatele =K, Posatek
rep |kace.p[(o replikace pro
vasinky bakterie
; Transformace kvasinkovych
, Cro.8 : &
Vyhody: 5 @ bun &k

1. Presrg definovany antigen

_— , Selekce bun ék, které
2. Stabilni, skladovatelny obsahuiji plazmid

Kultura bun ék

3. Nevyvolava vedlejSi dinky ve fermentoru

Nevyhody
. g Shromazd éni bun ék
1. Draha purifikace centrigaci
2.  Odlisna konformace proteinu > @L}_ Rozbiti kvasinkovych bun &k

0000 ‘
I

Purifikace ¢astic HBsAg @ @



Priprava humanizovanych protilatek

MysSi protilatka Chimericka protilatka Humanizovana protilatka

CDRs -complementarity
determining regions

Variabilni, Konstantni oblast je Hypervariabilni
konstantni a z lidske protilatky, oblasti jsou
hypervariabilni variabilni a z mysich protilatek,
oblasti jsou hypervariabilni oblasti ostatni jsou lidské
z protilatek mysi jsou z mysi




Protilatka s dvoji specifitou

Protilatka vazajici se na
antigeny na povrchu
tumorovych bunék

manipulace
na urovni cDNA

I rekombinace

\p

Tumorova bunka

T bunka usmrcuje
tumorovou bunku

<

rotilatka s dvoji
specifitou /

Protilatka vazajici se
na antigen na povrchu
T bunék

T bunka




Jedno retézcové protilatky a imunotoxiny

Linker peptide

- exotoxin A Pseudomonas
- diftericky toxin
- Ticin

\ 4

\

Zameéna peptidového linkeru za disulfidicky
mustek nékolikanasobné zvysSuje stabilitu
scFv a tim zlepSuje jeho terapeutické vyuziti

Protinadorové pusobeni (vazba
na receptory a povrchové proteiny
nadorovych bunék)

Napfr. fuzni protein
HERZ2-1g + exotoxin Pseudomonas

human epidermal growth factor receptor 2 -Approximately 30% of
breast cancers have an amplification of theHER2/neugene or
overexpression of its protein product.

Pbs21 (plasmodium) + Shiva-1




Prenos cizich genu do rostlin pomoci Ti-plazmidu

ta)]

_cneme +—— Ti-vektor nesouci cizi gen

Ti plasmid

T-DNA r'd
g 55—

, ¥ '
xSl Transgenni
=% Ml rostlina

o prenasejici
— T geny do
potomstva

Zivné medium
s ristovymi faktory



Vyuziti genoveho inzenyrstvi u rostlin

Potraviny a krmiva

Ovliv novani agronomickych vlastnosti
Rezistence k herbicidim
Rezistence k patogenum (hmyzu, virum, plisnim apod.)
Tolerance ke strestiim (vodni stres — sucho, mraz; osmoticky
stres — zasoleni pad)

Modifikace poskliz novych vilastnosti

Prodlouzeni skladovatelnosti
Zpomaleni zrani a navozeni rezistence k skladkovym
chorobam

VylepSovani nutricni hodnoty a chuti



Vyuziti genoveho inzenyrstvi u rostlin

Produkce sekundarnich metabolit u

Studium a pfenos genu pro kli¢ové enzymy biosyntetichych
drah
Farmakologické pfipravky

Technické plodiny
Produkce Skrobu a oleju pro prumyslové vyuziti
Biodegradovatelné plasty

Fytoremediace



Transgenni rostliny

Rezistence k vir am
Zavedeni genu pro plastovy protein VTM do Ti-plazmidu, prfenos do tabaku,
rajCat
Vakcina je multivalentni, pusobi na jiné virézy
Rezistence k hmyzim Sk uadcum
Vneseni genu pro endotoxin z Bacillus thuringiensis  pusobiciho na
hmyzi Skidce (BT-rostliny: kukufice, tabak, brambor, aj.)
Nepfimy zpusob — naklonovani genu pro tvorbu toxinu do bakterii
kolonizujicich rostliny (listy, kofeny) — napf. Pseudomonas fluorescens
Rezistence k herbicid Um
Napr. glyfozatu (nejpouzivanéjsi neselektivni herbicid) inhibuje
enzymy tvorby esencialnich aminokyselin
Vneseni genu pro tvorbu cilového enzymu (vétsi mnozstvi zajisti
odolnost rostlin)
Vneseni genu pro tvorbu pozménéného (méné citlivého) enzymu
Vneseni genu pro tvorbu enzymu, ktery inaktivuje herbicid



Transgenni rostliny

VylepSeni nutri énich hodnot plod 1 a semen nebo rostlinnych
produkt u vyuzivanych pr umyslov é

RajCe FlavrSavr fy Calgene — transgen: antisense mRNA genu pro
polygalakturonidasu — prodlouzena konzumni zralost

Ryze — vhodna pro alergiky
Repka — olej ze semen obsahujici zvySeny podil kys. Laurové
(mydla a detergenty)

Repka — olej ze semen bohaty na myristat (kosmetika) nebo kys. Erukovéa
(mazadla a vyroba nylonu)

Arabidopsis a fepka — tvorba biodegradovatelnych polymerd v chloroplas-
tech vyuzitelnych jako plasty (polyhydroxybutyrat, polymery podobné
polyesteru ve vlaknech baviniku)

Produkce vakcin rostlinami (,jedlé vakciny®)

Syrova zelenina obsahujici antigen (vakcinu), ktery indukuje tvorbu
imunoglobulind mukdzniho imunitniho systému v zazivacim traktu
Povrchovy antigen viru hepatitidy B
Podjednotka B toxinu cholery



Rostliny rezistentni k hmyzim Skiadcum
Bt'rOStliny O@‘ ' Bacillus thuringiensis

X

rE—— Klonovany gen pro toxin
St&peni restrikénimi enzymy
—en— Fragment genu koédujici
— aminokyseliny 454-615
Synteticky gen pro toxin kédujici
aminokyseliny 1-454 Ligace
18
EEET T
\/i ) R
Promotor | Binarni vektor
(@—-Terminétor
Prenos do Agrobacterium
Infekce rostlin
Regenerované transgenni rostliny
Napadeni exprimujici vysoké hladiny Bt toxinu

larvami hmyzu /&

List z rostliny, usmrcujici \
larvy, zlstava neposkozen

List z kontrolni
rostliny je napaden



Transgenni BT-kukurice
Obsahuje navic dva a#itgeny:

1.Gen(y) podmiujici odolnost rostlin proti hmyzim Skidciam
(bakterialni gen z Bacillus thuringiensis zodpowdny za
tvorbu deltatoxinu, ktery je jedovaty pro nékteré skupiny
hmyzu, ale zcela neSkodny pro savcectovéka)

2.Gen pro odolnost wvi¢i herbicidu Basta (jeden z novyc
herbicida, ktery ma kratkou zivotnost a je Setrny
k prostiredi). Gen pochazi z bakteri&treptomyces

3. Gen pro odolnost k antibiotiku ampicilinu (seleléni marker pouzity pro
selekci transgennich rostlin (bugk) pri jejich pripravé). Gen pochaz
z bakterie.



Cile studia p fenosu gen u do zivo €iSnych
bun ek

Studium funkce gen U a zpusobu jejich regulace
Priprava transgennich organism U
studium fungovani genu v rdmci celého organismu
pfiprava zivocichu s cilené upravenymi geny
modely pro studium genetickych chorob
priprava zvirat s lepsSimi uzitkovymi viastnostmi,
vytvareni cizorodych proteinu
hledani moznosti pro genovou terapii



Zpusoby p fenosu cizich gen 4 do sav €ich bun ék

neoplozené Sledovani exprese
transfekce DNA vajitko mRNA v Zabich

(Ca-korecipitace, A A ! oocytech
elektroporace) LLALETES. S

nahrada /

Bunky ve . oplozené
y — jader vajitko

tkanovych N mikroinjekce
kulturach ‘Q DNA

embryonalni

Projadro

kmenové
burky Selekce a
prenos do Xasné emb
i blastoc St casne embryo .
DNA klonovana y 1 infekce
ve vektoru nebo infekce rekombinantnim
infekce virovym rekombinantnim retrovirem
vektorem retrovirem
mikroin-

Zaclenéni DNA jekce DNA o

homologni blastocysta

rekombinaci l

Transgenni zvire vyvoj embrya

(+/- mozaikové) v nahradni matce



Priprava transgennich savc u

/ cizorodd DNA \
pfenos transfekef .. . oinjekee |\ oplozené vajicko
netbo . do projadra :
o retrovirovym f%@;

vektorem
infekce ranych zarodki

embryonalni
kmenové buiky
pFipravené z

ranych zarodki retrovirovym vektorem
. obsahujicim cizi gen
pienos
embryonalnich l
bunék injekei do
blastocysty

/ 4 5 blastocysta
mikroinjekce DNA
piimo do blastocysty l

pienos blastocysty
do nihradni matky

transgenni zviie



Vytva feni transgennich mysi mikroinjekci ciziho genu do
oplozeného vaji €ka

il x = b
—=
@ . ry .
& vaJICkaY spermie
DNA SV40, tkHSV, " odbér vajitek
lidsky inzulin, cizi gen —g) ZVveicovodu
B-globin, AN
interferon \\ mikroinjekee ciziho genu
do projadra vajicka

Uspé&snost uchyceni 10-30% | implantace vajicka

do nahradni matky

exprese
nékteré mysi < .
umlceni

obsahuji
cizi gen

AZ 40% potomstva obsahuje
transgen zaclenény
nahodné, obvykle
tandemoveé ve vice kopiich

v jednom chromozomu Dlkaz transgenu, napr. PCR,

in situ hybridizaci



Manipulace s embryonalnimi kmenovymi
bunkami

Izolace

blastocyst Transfekce,
elektroporace,
retrovirova infekce

Blastocyst

pFenos na
Petriho misku

darkyné
blastocysty

odebrani
kmenovych bunék

Vneseni gent

Vrstva fibroblastd,
LIF

vysev kmenovych

PP bunék na Zivné médium
d buiik;

podptirn¢ bunky pirenos kmenovych bunék

do blastocysty

Terapeutické e
”, , 1e1"enclac? ]

klonovani, it e chant /

nahrada tkani C—

a organd

svaly / / \ kosti

kozni
buriky

neomezeny riist chimericka
mys



Priklady transgennich Zivo ¢ichu

® Zvirata (mysi, drubez, hospodarska zvifata, ryby) obsahujici gen pro
ristovy hormon — rychlejSi rlist, zména vlastnosti produktu
® Prezvykavci obsahujici ve stfevé GMO-mikroorganismy, které redukuji
toxicitu nékterych rostlin (rozsifeni potencialu krmiv)
® Drubez s pozménénymi travicimi schopnostmi (celuldza, lignin, tuky)
® Drlbez se zvySenym obsahem lysozymu ve vejcich (vyuziti v primyslu a
farmakologii)
® Ovce s vylepSenou srsti
® MysSis pozm énénymi nebo inaktivovanymi geny
O  studium lidskych genetickych poruch:
O neurodegerativni, imunitni, hormonalni choroby,
O vliv faktor 0 na organismus faktor U (napf. [éka, mutagen U)
O  studium poruch pam éti
® Zvirata jako darci organu pro transplantace (xenotransplantaty)
O organy s pozmeénénymi antigenimi vlastnostmi vhodné pro ¢lovéka

® Zvirata produkujici cizorode latky v mléce, mo  €i, krvi nebo tkanich
(animal farming: zvi Fata jako bioreaktory)



Mys nesouci gen pro lidsky rastovy hormon




Figure 11.18 Normal coho salmon (lelt) and genetically en-
gineered coho salmon (right) containing a sockeye salmon
growth-hormone gene driven by the regulatory region from
a metallothionein gene. The transgenic salmon average 11
times the weight of the nontransgenic fish. The smallest

fish on the left is about 4 inches long. [Courtesy of R. H.
Devlin, Reprinted by permission from Nature 371: 209,
R. H. Devlin, T. Y. Yesaki, C. A. Biagi, E. M. Donaldson,
P. Swanson, and W. K. Chan. Copyright 1994 Macmillan
Magarzines Lid.|



Zvirata jako bioreaktory: ,,animal farming“

o lidsky gen klonovany
; a ;; ; v retrovirovém vektoru

x—~ mikroinjekce DNA do
‘projadra oplozeného vaji¢ka

pienos vajicka
do njhradni matky

transgenni potomstvo,
v jehoZ mlécné Zlaze se
tvori lidsky protein

mléko obsahujici
lidsky protein

izolace Cistého
proteinu



Priklady latek vytva renych v transgennich
ZViratech

Zvire Latka Vyuziti

ovce Alfa-1-antitrypsin Lécba rozedmy plic

koza Tkanovy aktivator plazminogenu | Rozpousténi krevnich srazenin
ovce Faktor pro srazeni krve VIII, IX Navozeni srazeni krve

prase hemoglobin Nahrazka krve pri transflzi
koza Lidsky ristovy hormon Lécba nanismu

ovce, mys Regulator CFTR Lécba cystické fibrozy
prase Lidsky protein C Antikoagulans krve




Klonovani savc u

Odebrani
bunék

z mlééné
Zlazy bilé
ovee a jejich +
pienos do
media se
snizenou
koncentraci
Zivin

Umisténi obou
bunék do tésné
blizkosti a
navozeni jejich
splynuti +
elektrickym
impulzem.

Dalsi impulz
nastartuje bunééné
déleni

Pienos
vyvijejictho v
se embrya
do délohy
nahradni
matky,
ktera
zarodek
donosi

Odebrani
neoplozeného
vajicka z ovee
¢ernohubky a
odstranéni jeho
jadra
obsahujiciho
chromozomovou
vybavu

MozZnost pFenosu
cizich genii

Narozené jehné Dolly
ma4 stejnou vybavu
chromozomu jako bila
ovce, Z jejiz mlééné
zlazy byla buiika
odebrina



MoZné zp usoby |é ¢by genetickych onemocn éni

Uprava diety - karen éni terapie (galaktosemie,
fenylketonurie)

Substitu €éni terapie (hemofilie, diabetes, nanismus)
Genova terapie (kauzalni lecba)

vneseni funkéniho genu (funkcni alely)
do genomu

cilena zameéna poskozeného genu homologni
rekombinaci

cilené usmrcovani geneticky pozménénych bunék

cilena inhibice exprese genu zodpovédnych
za genetickou poruchu



Genove terapie

Lécba genetickych chorob
dédi¢nych
nadorovych
Podle typu bun €k, do nichz jsou geny vneseny:
genova terapie zarodecnych bunek
genova terapie somatickych bunék
Podle zp usobu p Fenosu gen u:
genova terapie in vitro (ex vivo)
genova terapie in vivo



Priklady lidskych
chorob podmin eénych
monogenn € a
pripadajicich v tvahu
pPro genovou terapii

V Sou €asnosti

Produkt

Nemoc Hlavni symptomy defektniho Cetnost
genu
Deficience Defekini T-lymfocyty,
adenozin- porucha v tvorbé protildtek,| adenozinde- 1/10®
deamindzy naruSeni imunitniho aminaza
(ADA) systémuu.
Fenylketonurie Fyzicka a psychickd fenylalaninhy- | 1/12 000
retardace. droxyldza
Hemofilie A + B | Porucha v srdzlivosti krve, | faktor VIII, 1/10°
krvacivost. faktor IX muzi
Familiakni Predéasné
hypercholeste- arteriosklerotické LDL-receptor 1/500
rolemie ZEny cév.
Deficience na Plicni emfyzém ,- antitrypsin | 1/3 500
o,- antitrypsin (rozedma plic).
Cysticka fibroza, | Porucha v transportu Na™, | transmembra-
CF zahlenéni dychacich cest, | novy reguldtor | 1/2 500
embolie. CF
Gaucherova Nadory sleziny, zvétseni | glukocerebro-
choroba Jjater, Zluté zbarveni zidaza ?
(pigmentace) kiiZe. :
Duchennova Svalovda ochablost. dystrofin 1/3 000
svalova dystrofie muZzil
Leschiiv- Usazovani kyseliny mocové | hypoxantingua-
-Nyhaniv v kloubech a ledvindch, |ninfosforibozyl-| 1/10°
syndrom poruchy CNS. transferaza




Genova terapie in vitro

klonovani funkéniho genu
v retrovirovém vektoru

odebrani ¢asti poskozenych bunék
kostni direné z téla pacienta a jejich
kultivace in vitro

== funkéni gen

retrovirovy vektor s

,? ‘ .'{
l

=0
» funk¢énim genem
{7

i’ > .‘r
Mekce bunék rekombinantnim

ozafeni pacienta, . retrovirem
usmrceni .

poskozenych bunék : .
kostni diené

pomnoZeni bunék s vnesenym
funk¢énim genem

vraceni opravenych bunék
do téla pacienta




Vlastnosti bun ek vhodnych jako vektory pro
zavadéni genu do organismu

Snadné ziskani bunek z téla
Snadna kultivace v kulturach in vitro
Odolnost k manipulacim spojenym se zavadénim genu

Schopnost navraceni bunék do organismu, kde se

musi pomnozovat pretrvavat po dostatecné dlouhou
dobu

Kmenové bunky kostni dienée
Kozni fibroblasty

Hepatocyty

Myelocyty



Schéma postupu p Fi genoveé terapii deficience
na adenozindeaminazu

T-lymfocyty Infekce T-lymfocyti
odebrané z pacienta. retrovirovym vektorem.

V éasti kultury T-lymfocyta
probéhne integrace retrovirového
vektoru do jejich chromozomu.

PomnozZeni
T-lymfocytd.

) chromozom
T-lymfocytu

b LA

retrovirovy
vektor

lidsky (neposkozeny)
gen

T-lymfocyty
ADA*

/ rekombinantni retrovirovy
M vektor

Implantace bunék ADAY

Nedostatek aktivniho genu ADA do pacienta transfuzi.

je v pacientu kompenzovan expresi
aktivniho genu v ADA*- burikdch.

A




Schéma genoveé terapie melanomu

nador Chirurgicka excize PomnoZeni
souboru TIL-bunék TIL-bunék

Z pacienta. g ... v kulture. A
® 5
®e®

TIL-buiiky Integrace
rekombinantniho
Infekce vektoru za vzniku
TIL-bunék. bunék TIL*.
& ‘ 3 ; /
i TNF- o e
/'l%kombinantni . regrese -
vektor : naidoru ) ‘\ /
vektor ‘i s chr.'l_omazom
- TIL" -bunék
Selekce |
bunék TiL*.
Transfuze do pacienta.
Infiltrace bunék TIL* m
do nadoru.

TIL = tumor infiltrujici lymfocyty; TNFa = tumor nekrotizujici faktor



Viry jako vektory

nejpouzivanéjSi v GT, velmi dobre infikuji lidské bunky. Asi 70% pokusu s GT

Onkoretroviry: transgen zaélenuji do chromozomu do délicich se bunék -
vyhoda pfi IéEbé nadoru (napf. nadory mozku). Riziko inzeréni inaktivace
endogenu

Adenoviry: infikuji nedélici se buriky, DNA z(istava jako epizom v jadre.
Jsou bezpeéné, ale exprese je kratkodoba. Problém je imunogenicita.
Uplatnéni tam, kde je nutna vysoka exprese béhem kratké doby, napr pri
lecbé rakoviny pro zabiti bunék.

Adenoasociovaneé viry AAVs: Nepatogenni, schopné infekce jen

s vyuzitim adenovirt jako pomocnych virll k replikaci. Integruji DNA do
chromozomu na specificke misto, umoznujici dlouhodobou expresi bez
rizika inzercni mutageneze.

Lentiviry: HIV (retrovirus) — infikuji nedelici se buriky. Do chromozomu se
integruji nahodné - dlouhodoba exprese. Nutnost odstranéni virovych genu
a zachovani schopnosti infikovat nedélici se bunky.

Herpes simplex viry:  Maji tropii pro CNS, v latentni infekci jsou
epizomalni, tj. dlouhodobé exprimuji transgen a Sifi jej do okolni synapticke
sité. Hlavni uloha: pfenos genu do neuronu pro lIé€bu nervovych chorob
(Parkinsonova ch.) a tumory CNS.



Zabrana exprese gen u navozena protismyslovou RNA

Slrong promoter \

Trunsfed(‘

Gene X cloned in oppesite Anfisense vector

=N .~ orieniation to cellular gene X
R Gene X cloned in

opposite orientation

Antisense
vector Cellular

Gene X coding region DNA

Strong

()

Natural promoter

tk gena
{for selection)

Gene expression - |
* Antisense
NA

Lalls lack
protein X

Double--
mRNA — _ sfmnded

Anfisense RNA — RNA hybrid -

Translation of
mRNA is
blocked

AR NS AP e
SO D SR SR

RNA is degraded

Protein X is not
synthesized



Genova terapie nador u

Dodani genu: obnova funkce nadorovych supresorovych
genu

Inaktivace genu: zabrana exprese aktivovaného onkogenu
Genetickad manipulace: vyvolani apoptdzy nadorovych
bunek

Modifikace nadorové bunky tak, aby byla vice antigenni
a byla zniCena imunitnim systemem

Modifikace dendritickych bunék ke zvySeni nadorove-
specifické imunitni odpovéds

PouZiti geneticky upravenych onkolytickych vir selektivné
usmrcujicich nadorové bunky

Geneticka modifikace nadorovych bun ek zajis t'ujici
konverzi netoxickeho prekurzoru na toxicky produkt



Priklady |1é €by nador u pomoci genove terapie

Typ Zménéné vy . - .
nadoru buiiky Pouzita strategie genove terapie
Vajetnik |Nadorové Intraperitonealni injekce retroviri nebo adenoviri
bunky s genem p53 nebo BRCA1 - obnova kontroly bunééného
cyklu
Vajefnik | Nadorové Injekce adenoviru s scFv protilatkou proti onkoproteinu
bunky ErbB2. Snaha o inaktivaci ristového signilu
Maligni | Tumor- Extrakce TILs z tumoru a jejich pomnozeni. Infekee TILs
melanom | infiltrujici retrovirem s genem pro nekroticky faktor, ktery pak
lymfocyty pisobi na okolni bunky v nadoru
(TILs)
Riizné Nadorové Transfekce nadorovych bunék retrovirem exprimujicim
nadory bunky povrchovy antigen (HLA-B7) nebo cytokin (IL-12), coz by
mélo zvySit imunogenicitu tumoru, takZe jej imunitni
systém snaze znici
prostata | Dendritické Na autologni dendritické buiiky se piisobi tumorovym
bunky antigenem nebo cDNA exprimujici antigen aby zahajily
imunitni odpovéd’ vii¢i tumoru
Maligni | Nadorové Injekce retroviru s TK do tumoru. Jsou infikovany jen
gliom bunky rostouci buriky. Je pridan gancyklovir, ktery TK-pozitivni
(mozek) buriky (tj. tumorové) méni na toxin a jsou tak samy
selektivné usmrcovany




Genova terapie in vivo

Do nadoru jsou injikovany bunky, do
nichz byl in vitro vnesen retrovirovy
vektor, ktery obsahuje gen pro
tymidinkinazu (TK). Vektor se
uvolnuje a infikuje okolni nadorove
bunky, v nichz se pak vytvari TK
(retrovirus je schopen infikovat jen
delici se bunky!). Do téla pacienta
je intravenozné podana netoxicka
latka gancyklovir (gcv), ktera je TK
konvertovana na toxicky
gancyklovir-trifosfat usmrcujici
nadorove bunky.

MRI-guided stereotactic implantation
of vector producer cells (VPC) into
CNS tumors in situ

(B)

<

Gancyclovir kills the infected cells






Transpozony - mobilni genetické elementy

=Tvori pravidelnou souwtast genomu prokaryot i eukaryot (az
50% genomu)

*Navozuji mutace gefti (inzeréni inaktivace, polarni mutace,
zmeény exprese gefi)

=Jsou zodpo¥dné za prestavby chromozoni nebo plazmidi
(tvori "p renosneé" useky homologie, podniujici homologni
rekombinace, interakce mezi slozkami genomu)

*Prenaseji nove znaky (nap. AntR, onkogeny) mezi organismy
(horizontalni prenos geli)



Specifické rysy transpozice:

cilova mista nejsou homologicka s misty donorovymi
obvykle dochazi Kk duplikaci prenaSené sekvence, tj.
transpozon zustava i v pivodnim donorovém misté

v misté inzerce se zdvojuji ve stejném sméru sekvence
DNA - transpozon je na obou koncich ohranicen
primymi repeticemi, cozZ je dusledek mechanismu
transpozice

po inzerci transpozonu do cilového mista dochazi k
inaktivaci genu, po excizi transpozonu se funkce obnovuje.



Zakladni typy transpozona a jejich klasifikace
DNA-transpozony

 Transpozony ,cut and paste”(prokaryota a eukaryota) — &#gni se z
puvodniho mista a Z&enuji se do noveho

* Replikativni transpozony (prokaryota) — Bhem transpozice se replikuji
(jedna kopie @stava v fisovnim mist, druha se objevi v novem mi¥t

- Konjugativni transpozony (bakterie)

3. Retrotranspozony(eukaryota) béhem transpozice se transkripci
sekvence transpozonu vytvéEi RNA, ktera se fevadi na DNA, ktera se
pak z&lenuje do nového mista

- retroviry,
- retrovir um podobné elementy, retrotropozony

- retrony (bakterie)



Struktura mobilnich elementu bakterii

Inzeréni sekvence (1S) transponaza

Transposase (402 amino acids)
A

s
17 bp

22 bp

/R
T

Bacterial Y ,

chromosome IS10 Bacterial
1329 bp chromosome

Slozené transpozony (Tn)
Transposase Functional 1S10
not functional TetR transposase

i

‘|51 0 left

o=

~




Priklady slozenych transpozo# bakterii

Tnd
Tnd =5700 np
=2500 np , A |
A

| | gen ble"

gen cam’

gen kan" || gen str’

768 np 768 np 1533 np 1533 np
_— _— —_— -

—_— — —— — -

23-np e i 9-np : =
\L obracené Y obracené

koncové repetice koncové repetice
(a) (b)
Tn10
=0300 np
[ 4 1
gen tet’
1329 np A 1329 np

\I/ 22-np \I/

obracené
koncové repetice




prokaryotické transpozony

Vedle mista
zaclereéni

pFima
repetice

pfima
repetice

obracené repetice

Tn3-element

B tnpR

slozeny Tn-element

<

.IS-element IS-element

bakteriofag Mu

B B> G « gin

g [:>E§E




Mobilni elementy u kukurice (Ac/Ds)(Elementy B. McClintockové)

Ac element
4.6 kb Autonomni elementy schopné
zajistit vlastni transpozici

CAGGGATGAAA TITCATCCCTA

Introns

/\

Primary mRNA [ I I I |
Processed mMRNA I

Ds elementy Neautonomni elementy

_ o /] schopné transpozice za
Ds9 “ & Haea E
/

piritomnosti Ac elementi
Deletions

Ds2d1 1/ ) \ b B




Transpozice Ds elementu u kukigice

Funkini gen pro purpurovou barvu obilek

Gen pro purpurovou barvu obilekgouseny
transpozonem

Vyc¢lenéni Ds elementu z genu
zprostedkované transponazou Ac elementu

Znovunabyti funkce genu pro purpurovou
barvu obilek v biikkach, v nichz doslo k
vyclenéni transpozonu.

Nahodnost procesu ¥éneni ma za
nasledek vznik skvrnitych obilek




Transpozony u kukice

Transpozony WAntirrhinum

Figure 21-42 Mosaicism through transposon mutagenesis in corn.
These seeds represent genotypes in which a transposon has inserted
into a gene that produces anthocyanin. Therefore, the cells of these
seeds are predominantly lacking anthocyanin and are yellow; let us
call the genotype AT A". However, during development, the transpo-
son can occasionally exit from the gene, forming a revertant cell of
genotype AA". Cell division will result in a clone of revertant cells and
hence a patch of pigmented cells. The three different rows represent
corn lines in which the transposon exits early (large spots), late (small
spots), or in between (intermediate spots).

Mozaikovitost kvétu je zpausobena
pohyby transpozoni, které jsou
zaclenény do obou alel genu pro
anthokyanin. Vy¢lenéni transpozoni
vede k vytvaeni ¢ervenych sekto#.



Mobilni elementy Drosophila melanogaster - P elementy

P element

2907 bp
A

(

Primary
RNA
transcript

mRNA
(germ
cells)

mRNA
(somatic
cells)

R ExonO Exonl

Exon 2

J

Translational

stop codon
Encodes inactive
>’) transposase

This intron
not removed

Encodes active
transposase

Transpozony navozujici
dysgenezi hybridl

K transpozici dochazi jen v
zarodetnych bunkach, kde se

tvori aktivni transponaza

mariner — rizné
druhy drosofil, aj.




Mechanismy transpozice

cilovy replikon

cilbvé mist

Y repiiko

- transpozon

transpozice

,cut and paste*

~ transpozon . .
Obr. 403
Konzervativni transpozice Typy transpozice
- intramolekularni
- intermolekularni
donorovy replikon’ _ cilovy replikon

cilpvé rhisto’

anspozice

transpozon -
donorovy replikon

o transpozon
replika (kopie) transpozonu

Obr. 404
Replikativni transpozice



Vznik primych repetici v cilovem mist po zaflenéni transpozonu

123456780 I 597634121
12350707 EESE—— 97634321 _

_ L
Hast DA

Target sie Host DNA !

> ->>

|
(I -1 SCALUAEETE L ANAE? AT
I 7T 234567 HY E e 90765421 TaCoT

e ! * Cilové misto

Vytvoieni posunutych zloni transponazou  © s
y r p y p fsou Stépeny v riznych mistech (Sipky). -
2) T
& 3 2y 5
af 18-element je zadlenén do mezery
wytvofené posunutymi zlomy cllové DNA,
18
ACCGTCGGOAT T CA
s " 16 | ||| |acaseeaTacT
v v __ 7 Ve 7 7 480
Zaclenéni transpozonu do CilovENO MiSta & iwymwo s sesmes
|s0u zapinény syntézou DNA, &imz se
> v cilovem misté vytvofi duplikovang
piimé sekvence, 5
' 3) 5 . A —

Al COTCOGCAT o)

3 i |




Replikativni transpozice

transpozon

Vznik kointegratu

Rozklad kointegratu
homologni rekombinaci

— Nova kopie transpozonu




Mechanismus replikativni transpozice

Plasmid

Transposase
cleaves target and

/ \\;i> transposon DNA
—== =/

$ Strand invasion

Bacterial L 7/
chromosome /%.7 /

'S

™~ Target site sequence

DNA rep|icution

— ) =

Resolution

F — —//
= /

7/

Cointegrate

e )

v

Target sequence  Transposon integrated



Chromozomova pgreskupeni navozena transpozony

= transpozon

chromozom se dvéma stejné
orientovanymi transpozony

A B G D E F G
RO

,f-
o Chromozom vytvafi smycku,
takze transpozony

se mohou vzajemné parovat.

D
G
A B A
deletovana oblast
chromozomu o2
5 | @ Rekombinace mezi
Vi sparovanymi transpozony
e vede k deleci oblasti
£ C nachazejici se mezi nimi.
A B F G

chromozom s deletovanou oblasti CD E

(a)

chromozom se dvéma opacné
orientovanymi transpozony

A B c D E F G
|
RO,
o Chromozom se ohyba nazpét,
takZe transpozony

se mohou vzajemné parovat.

\EBO{—

o Rekombinace mezi sparovanymi
transpozony vede k inverzi oblasti
nachazejici se mezi nimi.

A B E D c E G
et

chromozom s invertovanou oblasti C D E

(b)



Vznik deleci a inverzi

7

ma opakovam

Ve

obracena opako vani

i

Pairing of direct repeats
; : il

'!n_vé rted repeafé pc" r

rekombinace

Delece useku mezr'
transpozony




Delece pozorované v migtzaclenéni IS1 v lokusu galE. cali

Deletions

gal 151

G

Deletions



Uloha transpozapii evoluci R-plazmid

- kazdy transpozon tize byt fenasen nezavisle

Resistance-determinant segment

Resistance-transfer segment




Retropozice

...... ]

donorovy replikon cilovy replikon
ilove miisto.

transpozon: - EEGIEEE TN

transkripce

zpétna transkripc

- DR transpozice

v




RETROELEMENTY

———— ], NEVIROVE RETROELEMENTY
(LTR, reverzni transkriptiza, integraza)

A. Retrotranspozony (Obsahuji LTR)

* Ty-elementy u kvasinek (6,3 kb)
* Copia-elementy u drozofily (5 kb)

ropoz TR

* kratké sekvence SINE (short interspersed element) - <500 bp, 10° kopii -
odvozeny z genu pro malé RNA, véetné tRNA (pseudogeny)

* dlouhé sekvence LINE (long interspersed element)- 6,5 kb, 20 000 - 50
000 Kkopii u savci

rosek n T ni tr i
integrazy)
reverzni transkripty strukturnich geni - upravené piepisy bez intronu, s
poly(A)

* Retrogeny - funkéni retrosekvence kédujici identicky protein jako
puvodni gen

* Retropseudogeny - nefunké&ni formy gent
- Alu- sekvence (z 7SL RNA, 300 bp, u ¢lovéka 500 000 X)

m—> ) VIROVE RETROELEMENTY
virus HIV



Srovnani struktury ¢tyr typu retroelementu

(A) Retrovirus

8 gar sk
(B) Tyl /copia retrotransposon
LTR [ _LTR
(C)LINE  nemaji LTR
(D) SINE
poly(A) .
neautonomni

~0.3 kb




Mobilni elementy kvasinek - Ty elementy

RetI‘OVi r ﬁm pOd 0 b né el Ie m enty Yirum podobné Castice odvozené z Ty elementu

Tyl
6 kb

A

S < LTR >

Major
Ty transcript

Transcription

of neighboring

gene
OPT Enzymy zajistujici
;eq . » zpétnou transkripci a
rames

' integraci DNA do
/ K novych mist v genomu
Protecse Integrase  Reverse RNase H
transcriptase



Retroelementy u drozofily

Copia elementy
Gypsy elementy
F, G al-elementy

HeT-A, TART (telomere associated retrotransposons) — transpozice
v telomerach, regenerace kdrahromozoni ztracenych p
replikaci



4 tridy rozptylenych repetici v genomu ¢lovéka

LINEs

siNEs Alu

Retrovirus-like
elements

DNA
transposon
fossils

Length

Autonomous - GREY  OREZ/pal AAA 6-8 kb
AB

Non-autonomous HHE—AAA 100-300 bp
Autonomous - 929 et e > 6-11kb
Non-autonomous -_(ga_q}_- 1.5-3 kb
Autonomaous > L - 2-3 kb
Non-autonomous i 14 80-3,000 bp

Inaktivni nejmé 50 milioni let

Copy
number

850,000

1,500,000

} 450,000
} 300,000

Fraction of
genome

21%

13%

8%

3%



Transpozice neretrovirovych retrotranspozoni

L1 elementin

chromosome - . g . -
g e m— A A e (sekvence LINE 1) mist@ specifickou rekombinaci
L7RNA
1 SYNTHESIS
_L1RNA

5’ eessesssessss———" A\ A A
SYNTHESIS OF REVERSE

TRANSCRIPTASE/
| ENDONUCLEASE
5_;'5.;'-:__ . : binds to
_—ILTRNA
5’_AAA
IE'LEE???EE?%FBA Inicia¢ni faze, @i niz endonukleaza
souwast RT) pipojena na L1 RNA
5—“ / S L, . z
oot oNA . St Stpi cilovou sekvenci - uvolima
: 'lm;&m N 3" OH skupina funguje jako primer pro
3 TRAECRIKN reverzni transkripci - vyt se ssSDNA
el D napojena na cilovou DNA.

A / V dalSim kroku se vyt dsDNA,
sl o o8 ktera se z&eni do cilového mista
|
: :::::i;::;;; e

L7 DNA copy at new
position in genome

3
51 —



Mechanismus transpozice L1 y
v lidském genomu y =N

/% T loreilforea] T :}mmmozamva DNA

Jo ) AAAA
:". *Bo‘f‘ b
[ @ x viozeni nové L1
.'I‘ e M i e - 3 5 s LA AR ) 3 'x‘.
.‘I WRO- o | ~<——— TTTT) Y
| (- § &0,

cytoplazma ‘ / o

ribozom
‘.II
5 |
o %) |
|
*_R O,f_ |‘
/

Bl 5
0mlypeplid ORF1 . 1
: * W& /
polypeplid ORF2 \ VSSS. /"

N AAAAS
RO, y

RO N\
° Uplny L1-element zaclenény v chromozomu -
je prepisovan do L1 RNA, N~ i

qu RNA je v jadfe polyadenylovéna, o
«20r

o Polyadenylovana L1 RNA priechazi do cytoplazmy.
R0

° L1 RNA je pfeloZena do dvou polypeplidi odpovidajicich piislusnym ORF. Polypeptidy zistavaji spojeny s LT RNA.

0z
o L1 RNA se spolu s navazanymi polypeptidy vraci do jadra.

ROz
o Polypeptid ORF2 wytvéafi v chromozomove molekule DNA ziom v jednom fetézci a 3-konec Useku poly(A) L1 RNA se pfiloZi k 5'-konci Stépene DNA.

RO,
o Polypeptid ORF2 svou reverzn transkriptizovou funkef syntetizuje podie L1 RNA jako templatu jednofet&zcovou DNA.
Pro syntézu této DNA slouZi jako primer 3-konec nastépené chromozomové DNA.
20z
o Nové nasyntetizovany jednofetézec DNA se vsune mezi dva vnitfni konce $tépené chromozomové DNA. Sougasné je odstranéna L1 RNA
a je Stépen druhy fetézec chromozomove DNA, coz umozni nasyntetizovat ve sméru oznaceném tenkou Sipkou druhy fetezec DNA (teckovana cara)
komplementarni k sekvenci L1, Véechny zlomy jsou opraveny, a nové zaclenény L 1-element se tak spoii s chromozomovou DNA,



Vznik upravenych pseudoge#

Pavodni funkeni gen

Primary
transcript e s e

Sestih a @ipojeni polyA

Poly A tail

Exon 1 Exon 2 Exon 3

mRNA T A AAAAAAA

Reverzni transkriptazatktere transkripty

REVERSE T .
konvertuje na cDNA

SCRIPTION

cDNA

Vytvorena cDNA je z&len¢na do jinych
AT rich mist genomu - vznika pseudogen, ktery
7 neni funkni v disledku chybni
promotoru




Upravené pseudogeny vytvorené reverzni transkripci

Promoter

%

Transcription

Functional
gene

& (e 1

No intron

No promoter }

\ Integration

DNA

J Reverse transcription

Processed
pseudogene

il
P

hnRNA

-------

MRNA

\‘\,___./Splicing



Retrotranspozice ,homing retro-intréhskupiny |

Intron z&lenény v

kopie genu
jedné z kopii genu ~

neobsahujici intron

=
’%xg;/] S O &

A~ (
Stepeni

i,

S

L
e,

S

dsDNA kopie intronu




Transpozice retrovirnebo retrotranspozémistre-specifickou

rekombinaci
RNA - Stpeni kond
transpozonu integrazou
. viralDNA T/ .
.i.. —— S ——— - integrasel,., .
integrase cuts \ il
Atak cilovych sekvenci viral DNA i
na chromozomu 5 3 1l
e e o e R A O H
/ oF 5’ /
target o \i 3 attack of viral
chromosome 3 )\ 5 DNA on target
DNA =
5 5 3
e satfillingby —\‘
DNA repair

5 integrated viral DN 3’

short direct repeats of target
DNA sequence 3-12 nt

w



RNA
obal

retrovirus

s jednofetézcovou RNA

kapsida

reverzni \
transkriptaza ? 8.9 ;

Th-lymfocytu, CD4 AUl R

HIV - Human immunodeficiency virus
. . AIDS = acquired immune deficiency syndrom
Zivotni cyklus retroviru . , L. .
(syndrom ziskaného selhalni imunity)

nové virové castice potomstva

HIV-1 se vaZe na skt
specificky receptor

VSTUP
DO BUNKY
A ZTRATA OBALU

VIROVE

ZTRATA
KAPSIDY

N

DNA

A

plasmatickd membrana " !’;@&ﬂ
hostitelské buriky ' '

SYNTEZA DVOJSROUBOVICE \

DNA/RNA A POTOM DNA/DNA
REVERZNI TRANSKRIPTAZOU

CYTOSOL
-
‘s ‘ \ ERY e e
obalovy protein e kapsidovy protein reverzni transkriptaza
{ — J J
TRANSLACE —— TRANSLACE
TRANSKRIPCE HOSTITELSKOU
RNA-POLYMERAZOU VYTVARI
MNOHO KOPIl RNA
INTEGRACE KOPIE DNA  integrovana Th-l mf
DO HOSTITELSKEHO virova DNA y OCyt
DNA  CHROMOZOMU
=
DNA

) (+ dal3i typy busk -
gast /@ virus je polytrofni)
S




Vznik retrovir @ prenasejicich onkogeny

- retrovirus =
e —~
Reverse transcription and integration of viral DNA into host genome o £ HOST CELL GENOME
“'--..
2 a 4} ;EXON (7) INTHON (6)
——————CELLULAR sre GENE————]

L — — —» Transcription " #

Transcription from LTR (promoter) produces fusion viral/cellular RNA % vy
RNA splicing removes introns from src RNA \
/

\
VIRUS WITH CAPTURED src GENE

LTR " LTR

Capture of the Cellular src Oncogene by a Progenitor Rous Sarcoma Virus



Akutn € a pomalu transformuijici retroviry

ACUTE TRANSFORMATION: ROUS SARCOMA VIRUS (RSV) i T ran S d u kCe O n ko g e n u

LTR

akutre transformujicimi
retroviry

RNA Splicing | , d
e D - hador

CHRONIC TRANSFORMATION: AVIAN LEUKOSIS VIRUS (ALV) I n Z e ré n I’ aktlv ace
protoonkogenu pomalu
transformujicimi retroviry

RNA Splicing g

Acute vs. Chronic Transformation by Retroviruses

nador



Vznik ,odpadni“ DNA jako d usledek transpozice a nasledné inaktivace
mobilnich element

mobilni elementy

Rare intact . _
element Deletion Mutation Mutation










Transpozony - mobilni genetické elementy

=Tvori pravidelnou souwtast genomu prokaryot i eukaryot (az
50% genomu)

*Navozuji mutace gefti (inzeréni inaktivace, polarni mutace,
zmeény exprese gefi)

=Jsou zodpo¥dné za prestavby chromozoni nebo plazmidi
(tvori "p renosneé" useky homologie, podniujici homologni
rekombinace, interakce mezi slozkami genomu)

*Prenaseji nove znaky (nap. AntR, onkogeny) mezi organismy
(horizontalni prenos geli)



Specifické rysy transpozice:

cilova mista nejsou homologicka s misty donorovymi
obvykle dochazi Kk duplikaci prenaSené sekvence, tj.
transpozon zustava i v pivodnim donorovém misté

v misté inzerce se zdvojuji ve stejném sméru sekvence
DNA - transpozon je na obou koncich ohranicen
primymi repeticemi, cozZ je dusledek mechanismu
transpozice

po inzerci transpozonu do cilového mista dochazi k
inaktivaci genu, po excizi transpozonu se funkce obnovuje.



Zakladni typy transpozona a jejich klasifikace
DNA-transpozony

 Transpozony ,cut and paste”(prokaryota a eukaryota) — &#gni se z
puvodniho mista a Z&enuji se do noveho

* Replikativni transpozony (prokaryota) — Bhem transpozice se replikuji
(jedna kopie @stava v fisovnim mist, druha se objevi v novem mi¥t

- Konjugativni transpozony (bakterie)

3. Retrotranspozony(eukaryota) béhem transpozice se transkripci
sekvence transpozonu vytvéEi RNA, ktera se fevadi na DNA, ktera se
pak z&lenuje do nového mista

- retroviry,
- retrovir um podobné elementy, retrotropozony

- retrony (bakterie)



Struktura mobilnich elementu bakterii

Inzeréni sekvence (1S) transponaza

Transposase (402 amino acids)
A

s
17 bp

22 bp

/R
T

Bacterial Y ,

chromosome IS10 Bacterial
1329 bp chromosome

Slozené transpozony (Tn)
Transposase Functional 1S10
not functional TetR transposase

i

‘|51 0 left

o=

~




Priklady slozenych transpozo# bakterii

Tnd
Tnd =5700 np
=2500 np , A |
A

| | gen ble"

gen cam’

gen kan" || gen str’

768 np 768 np 1533 np 1533 np
_— _— —_— -

—_— — —— — -

23-np e i 9-np : =
\L obracené Y obracené

koncové repetice koncové repetice
(a) (b)
Tn10
=0300 np
[ 4 1
gen tet’
1329 np A 1329 np

\I/ 22-np \I/

obracené
koncové repetice




prokaryotické transpozony

Vedle mista
zaclereéni

pFima
repetice

pfima
repetice

obracené repetice

Tn3-element

B tnpR

slozeny Tn-element

<

.IS-element IS-element

bakteriofag Mu

B B> G « gin

g [:>E§E




Mobilni elementy u kukurice (Ac/Ds)(Elementy B. McClintockové)

Ac element
4.6 kb Autonomni elementy schopné
zajistit vlastni transpozici

CAGGGATGAAA TITCATCCCTA

Introns

/\

Primary mRNA [ I I I |
Processed mMRNA I

Ds elementy Neautonomni elementy

_ o /] schopné transpozice za
Ds9 “ & Haea E
/

piritomnosti Ac elementi
Deletions

Ds2d1 1/ ) \ b B




Transpozice Ds elementu u kukigice

Funkini gen pro purpurovou barvu obilek

Gen pro purpurovou barvu obilekgouseny
transpozonem

Vyc¢lenéni Ds elementu z genu
zprostedkované transponazou Ac elementu

Znovunabyti funkce genu pro purpurovou
barvu obilek v biikkach, v nichz doslo k
vyclenéni transpozonu.

Nahodnost procesu ¥éneni ma za
nasledek vznik skvrnitych obilek




Transpozony u kukice

Transpozony WAntirrhinum

Figure 21-42 Mosaicism through transposon mutagenesis in corn.
These seeds represent genotypes in which a transposon has inserted
into a gene that produces anthocyanin. Therefore, the cells of these
seeds are predominantly lacking anthocyanin and are yellow; let us
call the genotype AT A". However, during development, the transpo-
son can occasionally exit from the gene, forming a revertant cell of
genotype AA". Cell division will result in a clone of revertant cells and
hence a patch of pigmented cells. The three different rows represent
corn lines in which the transposon exits early (large spots), late (small
spots), or in between (intermediate spots).

Mozaikovitost kvétu je zpausobena
pohyby transpozoni, které jsou
zaclenény do obou alel genu pro
anthokyanin. Vy¢lenéni transpozoni
vede k vytvaeni ¢ervenych sekto#.



Mobilni elementy Drosophila melanogaster - P elementy

P element

2907 bp
A

(

Primary
RNA
transcript

mRNA
(germ
cells)

mRNA
(somatic
cells)

R ExonO Exonl

Exon 2

J

Translational

stop codon
Encodes inactive
>’) transposase

This intron
not removed

Encodes active
transposase

Transpozony navozujici
dysgenezi hybridl

K transpozici dochazi jen v
zarodetnych bunkach, kde se

tvori aktivni transponaza

mariner — rizné
druhy drosofil, aj.




Mechanismy transpozice

cilovy replikon

cilbvé mist

Y repiiko

- transpozon

transpozice

,cut and paste*

~ transpozon . .
Obr. 403
Konzervativni transpozice Typy transpozice
- intramolekularni
- intermolekularni
donorovy replikon’ _ cilovy replikon

cilpvé rhisto’

anspozice

transpozon -
donorovy replikon

o transpozon
replika (kopie) transpozonu

Obr. 404
Replikativni transpozice



Vznik primych repetici v cilovem mist po zaflenéni transpozonu

123456780 I 597634121
12350707 EESE—— 97634321 _

_ L
Hast DA

Target sie Host DNA !

> ->>

|
(I -1 SCALUAEETE L ANAE? AT
I 7T 234567 HY E e 90765421 TaCoT

e ! * Cilové misto

Vytvoieni posunutych zloni transponazou  © s
y r p y p fsou Stépeny v riznych mistech (Sipky). -
2) T
& 3 2y 5
af 18-element je zadlenén do mezery
wytvofené posunutymi zlomy cllové DNA,
18
ACCGTCGGOAT T CA
s " 16 | ||| |acaseeaTacT
v v __ 7 Ve 7 7 480
Zaclenéni transpozonu do CilovENO MiSta & iwymwo s sesmes
|s0u zapinény syntézou DNA, &imz se
> v cilovem misté vytvofi duplikovang
piimé sekvence, 5
' 3) 5 . A —

Al COTCOGCAT o)

3 i |




Replikativni transpozice

transpozon

Vznik kointegratu

Rozklad kointegratu
homologni rekombinaci

— Nova kopie transpozonu




Mechanismus replikativni transpozice

Plasmid

Transposase
cleaves target and

/ \\;i> transposon DNA
—== =/

$ Strand invasion

Bacterial L 7/
chromosome /%.7 /

'S

™~ Target site sequence

DNA rep|icution

— ) =

Resolution

F — —//
= /

7/

Cointegrate

e )

v

Target sequence  Transposon integrated



Chromozomova pgreskupeni navozena transpozony

= transpozon

chromozom se dvéma stejné
orientovanymi transpozony

A B G D E F G
RO

,f-
o Chromozom vytvafi smycku,
takze transpozony

se mohou vzajemné parovat.

D
G
A B A
deletovana oblast
chromozomu o2
5 | @ Rekombinace mezi
Vi sparovanymi transpozony
e vede k deleci oblasti
£ C nachazejici se mezi nimi.
A B F G

chromozom s deletovanou oblasti CD E

(a)

chromozom se dvéma opacné
orientovanymi transpozony

A B c D E F G
|
RO,
o Chromozom se ohyba nazpét,
takZe transpozony

se mohou vzajemné parovat.

\EBO{—

o Rekombinace mezi sparovanymi
transpozony vede k inverzi oblasti
nachazejici se mezi nimi.

A B E D c E G
et

chromozom s invertovanou oblasti C D E

(b)



Vznik deleci a inverzi

7

ma opakovam

Ve

obracena opako vani

i

Pairing of direct repeats
; : il

'!n_vé rted repeafé pc" r

rekombinace

Delece useku mezr'
transpozony




Delece pozorované v migtzaclenéni IS1 v lokusu galE. cali

Deletions

gal 151

G

Deletions



Uloha transpozapii evoluci R-plazmid

- kazdy transpozon tize byt fenasen nezavisle

Resistance-determinant segment

Resistance-transfer segment




Retropozice

...... ]

donorovy replikon cilovy replikon
ilove miisto.

transpozon: - EEGIEEE TN

transkripce

zpétna transkripc

- DR transpozice

v




RETROELEMENTY

———— ], NEVIROVE RETROELEMENTY
(LTR, reverzni transkriptiza, integraza)

A. Retrotranspozony (Obsahuji LTR)

* Ty-elementy u kvasinek (6,3 kb)
* Copia-elementy u drozofily (5 kb)

ropoz TR

* kratké sekvence SINE (short interspersed element) - <500 bp, 10° kopii -
odvozeny z genu pro malé RNA, véetné tRNA (pseudogeny)

* dlouhé sekvence LINE (long interspersed element)- 6,5 kb, 20 000 - 50
000 Kkopii u savci

rosek n T ni tr i
integrazy)
reverzni transkripty strukturnich geni - upravené piepisy bez intronu, s
poly(A)

* Retrogeny - funkéni retrosekvence kédujici identicky protein jako
puvodni gen

* Retropseudogeny - nefunké&ni formy gent
- Alu- sekvence (z 7SL RNA, 300 bp, u ¢lovéka 500 000 X)

m—> ) VIROVE RETROELEMENTY
virus HIV



Srovnani struktury ¢tyr typu retroelementu

(A) Retrovirus

8 gar sk
(B) Tyl /copia retrotransposon
LTR [ _LTR
(C)LINE  nemaji LTR
(D) SINE
poly(A) .
neautonomni

~0.3 kb




Mobilni elementy kvasinek - Ty elementy

RetI‘OVi r ﬁm pOd 0 b né el Ie m enty Yirum podobné Castice odvozené z Ty elementu

Tyl
6 kb

A

S < LTR >

Major
Ty transcript

Transcription

of neighboring

gene
OPT Enzymy zajistujici
;eq . » zpétnou transkripci a
rames

' integraci DNA do
/ K novych mist v genomu
Protecse Integrase  Reverse RNase H
transcriptase



Retroelementy u drozofily

Copia elementy
Gypsy elementy
F, G al-elementy

HeT-A, TART (telomere associated retrotransposons) — transpozice
v telomerach, regenerace kdrahromozoni ztracenych p
replikaci



4 tridy rozptylenych repetici v genomu ¢lovéka

LINEs

siNEs Alu

Retrovirus-like
elements

DNA
transposon
fossils

Length

Autonomous - GREY  OREZ/pal AAA 6-8 kb
AB

Non-autonomous HHE—AAA 100-300 bp
Autonomous - 929 et e > 6-11kb
Non-autonomous -_(ga_q}_- 1.5-3 kb
Autonomaous > L - 2-3 kb
Non-autonomous i 14 80-3,000 bp

Inaktivni nejmé 50 milioni let

Copy
number

850,000

1,500,000

} 450,000
} 300,000

Fraction of
genome

21%

13%

8%

3%



Transpozice neretrovirovych retrotranspozoni

L1 elementin

chromosome - . g . -
g e m— A A e (sekvence LINE 1) mist@ specifickou rekombinaci
L7RNA
1 SYNTHESIS
_L1RNA

5’ eessesssessss———" A\ A A
SYNTHESIS OF REVERSE

TRANSCRIPTASE/
| ENDONUCLEASE
5_;'5.;'-:__ . : binds to
_—ILTRNA
5’_AAA
IE'LEE???EE?%FBA Inicia¢ni faze, @i niz endonukleaza
souwast RT) pipojena na L1 RNA
5—“ / S L, . z
oot oNA . St Stpi cilovou sekvenci - uvolima
: 'lm;&m N 3" OH skupina funguje jako primer pro
3 TRAECRIKN reverzni transkripci - vyt se ssSDNA
el D napojena na cilovou DNA.

A / V dalSim kroku se vyt dsDNA,
sl o o8 ktera se z&eni do cilového mista
|
: :::::i;::;;; e

L7 DNA copy at new
position in genome

3
51 —



Mechanismus transpozice L1 y
v lidském genomu y =N

/% T loreilforea] T :}mmmozamva DNA

Jo ) AAAA
:". *Bo‘f‘ b
[ @ x viozeni nové L1
.'I‘ e M i e - 3 5 s LA AR ) 3 'x‘.
.‘I WRO- o | ~<——— TTTT) Y
| (- § &0,

cytoplazma ‘ / o

ribozom
‘.II
5 |
o %) |
|
*_R O,f_ |‘
/

Bl 5
0mlypeplid ORF1 . 1
: * W& /
polypeplid ORF2 \ VSSS. /"

N AAAAS
RO, y

RO N\
° Uplny L1-element zaclenény v chromozomu -
je prepisovan do L1 RNA, N~ i

qu RNA je v jadfe polyadenylovéna, o
«20r

o Polyadenylovana L1 RNA priechazi do cytoplazmy.
R0

° L1 RNA je pfeloZena do dvou polypeplidi odpovidajicich piislusnym ORF. Polypeptidy zistavaji spojeny s LT RNA.

0z
o L1 RNA se spolu s navazanymi polypeptidy vraci do jadra.

ROz
o Polypeptid ORF2 wytvéafi v chromozomove molekule DNA ziom v jednom fetézci a 3-konec Useku poly(A) L1 RNA se pfiloZi k 5'-konci Stépene DNA.

RO,
o Polypeptid ORF2 svou reverzn transkriptizovou funkef syntetizuje podie L1 RNA jako templatu jednofet&zcovou DNA.
Pro syntézu této DNA slouZi jako primer 3-konec nastépené chromozomové DNA.
20z
o Nové nasyntetizovany jednofetézec DNA se vsune mezi dva vnitfni konce $tépené chromozomové DNA. Sougasné je odstranéna L1 RNA
a je Stépen druhy fetézec chromozomove DNA, coz umozni nasyntetizovat ve sméru oznaceném tenkou Sipkou druhy fetezec DNA (teckovana cara)
komplementarni k sekvenci L1, Véechny zlomy jsou opraveny, a nové zaclenény L 1-element se tak spoii s chromozomovou DNA,



Vznik upravenych pseudoge#
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Upravené pseudogeny vytvorené reverzni transkripci

Promoter

%

Transcription

Functional
gene

& (e 1

No intron

No promoter }

\ Integration

DNA

J Reverse transcription

Processed
pseudogene

il
P

hnRNA

-------

MRNA

\‘\,___./Splicing



Retrotranspozice ,homing retro-intréhskupiny |
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Transpozice retrovirnebo retrotranspozémistre-specifickou
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Vznik retrovir @ prenasejicich onkogeny

- retrovirus =
e —~
Reverse transcription and integration of viral DNA into host genome o £ HOST CELL GENOME
“'--..
2 a 4} ;EXON (7) INTHON (6)
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L — — —» Transcription " #

Transcription from LTR (promoter) produces fusion viral/cellular RNA % vy
RNA splicing removes introns from src RNA \
/

\
VIRUS WITH CAPTURED src GENE

LTR " LTR

Capture of the Cellular src Oncogene by a Progenitor Rous Sarcoma Virus



Akutn € a pomalu transformuijici retroviry

ACUTE TRANSFORMATION: ROUS SARCOMA VIRUS (RSV) i T ran S d u kCe O n ko g e n u
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Vznik ,odpadni“ DNA jako d usledek transpozice a nasledné inaktivace
mobilnich element
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Rare intact . _
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