Genové 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 Upravy). Cilené zmény v genetické
informaci lze provadet take in vivo.



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 savcCi geny
1977 - sekvenovani DNA
1978 - priprava lidského inzulinu v bakteriich
(od r. 1982 vyrabén komercne)

**** mutageneze in vitro - proteinove inzenyrstvi

**** priprava transgennich organismu (rostliny, zivocichové)
1980 - genove terapie

1983 - objev a zavedeni PCR

1997 - klonovani zivocichu

Po roce 2000: editace genomu - rekombinantni meganukleazy -



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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Priprava rekombinantnich
molekul DNA
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Konstrukce (lidskeé)
genomoveé knihovny

Soubor klonovanych fragmentu
genomove DNA, ktere
dohromady reprezentuji cely
genom prislusneho organismu.
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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
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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
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Vytvareni mutaci
v restrikcnim miste

EcoRl

Cleave DNA
with EcoRl

$1 nuclease / \ DNA Polymerase

® exonukleaza
® vybér dNTP

l DNA Ligase ‘ DNA ligase
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deleci v sekvenci genu
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Mutageneze pomoci mutantnich oligonukleotidu

rekombinantni dsDNA
(fragment DNA
klonovany ve vektoru)

priprava jednofetézcové formy
CCACGAGT O rekombinantni molekuly DNA
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Mutageneze pomoci mutagennich oligonukleotidu
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Kazetova mutace
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Editace genomu (chromosome enginnering)

Delece/inzerce
Cilovy gen endonukleaza NEREIENTN
spojovani koncu
ﬁ
) Donor DNA
é
. ) Homologni
Dvojretézcovy rekombinace |
zlom
Nahrada
sekvence
Nukleazy pouzivané pro editaci genomi donorovou DNA
-Meganukleazy
-ZNF
-TALEN

-CRISPR/Cas



Editace genom U

Genome editing , or genome editing with engineered nucleases
(GEEN)

Postupy genoveého inzenyrstvi, pfi nichz se do vybraného mista v
cilové DNA pomoci uméle pripravenych nukleaz (tzv. molekularnich
nuzek) vnasi inzerce, delece a nebo se stavajici sekvence nahrazuje
za jiné (nahrada alel).

Tyto nukleazy vytva Feji na ur €éenych mistech genomu dvou retézcové
zlomy (DSBs: double-stranded breaks), €imz vyvolavaji p firozené
endogenni bun é¢né procesy vedouci k reparaci zlom U:

a) Homologni rekombinaci (HR) HDR = homology directed recombination

b) Nehomologni spojovani volnych koncti (NHEJ: nonhomologous end-joining)
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System CRISPR/Cas

Virus DNA '//% Q Plasmid
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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 funkcénich proteinu
klonovanych gent v nepribujznych organismech

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
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Gen pro inzulin DNA

pre-mRNA
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Priprava lidského inzulinu v bakterialnich bunkach
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Priprava podjednotkové vakciny viru hepatitidy B (HBV) ve kvasinkach

|zolace sekvence
kédujici HBsAg

Plastovy protein S ([ ) o
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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
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Struktura Ti-plazmidu  A. tumefaciens

25 bp LB Cést plazmidu pfenasenéa do

\ — rostliny
——T-DNA \

Geny pro
pfenos T-DNA
do rostlinnych
bunék

25 bp RB = sekvence nezbytna
pro za¢lenéni T-DNA do
genomu rostliny
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Geny zodpovédné Geny zodpovédné
za transformaci za tvorbu opinQ v
rostlinnych pletiv rostlinnych bunkéach



Transformace rostlin navozena Ti-plazmidem  Agr. tumefaciens

1 Poranéna Vytvoreni ytohormony
. rost"na kréckového | .
nadoru
5. T-DNA
Infekce rostliny .
bakterii s | L
-' - 4. Zaclenéni T-DNA do

Ti-plazmidem
jadra rostlinné buriky

Prenos T-DNA do
rostlinné burky



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
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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.

Misto rezistence k antibiotikiim jiné selekcni systémy




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
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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
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podptirn¢ bunky pirenos kmenovych bunék

do blastocysty

Terapeutické e
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a organd

svaly / / \ kosti

kozni
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neomezeny riist chimericka
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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“
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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

koza — protein pavouciho vldkna v miléce, atp.
krava — lysozym nebo lysostafin v mléce




Klonovani savc u dopln éné o genetickou modifikaci
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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 podminénych monogenné a pfipadajicich v ivahu pro genovou

terapii v soucasnosti

Produkt defektniho

Nemoc Hlavni symptomy Cetnost
genu
Deficience adenozin- | Defektni T-lymfocyty, porucha v tvorbé adenozinde- 1/1068
deaminazy (ADA) protilatek, naruseni imunitniho systému. aminaza
Fenylketonurie Fyzicka a psychicka retardace. fenylalaninhy- 1/12 000
droxylaza
Hemofilie A + B Porucha v srazlivosti krve, krvacivost. faktor VIII, faktor IX | 1/108 muzu
Familiarni Pred¢asné arteriosklerotické zmény cév. LDL-receptor 1/500
hypercholesterolemie
Deficience na Plicni emfyzém, (rozedma plic). a,-antitrypsin 1/3 500
a,-antitrypsin
Cysticka fibréza, CF | Porucha v transportu Na-, zahlenéni transmembra-novy | 1/2 500
dychacich cest, embolie. regulator CF
Gaucherova choroba | Nadory sleziny, zvétSeni jater, Zluté zbarveni | glukocerebro- ?
(pigmentace) kuze. zidaza
Duchennova svalova | Svalova ochablost. dystrofin 1/3 000
dystrofie muZzu
Leschiv-Nyhan(v Usazovani kyseliny moc¢ové v kloubech a hypoxantingua- 1/106

syndrom

ledvinach, poruchy CNS.

ninfosforibozyl-
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
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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 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



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



Inject brain tumour with
engineered retrovirus

containing TK gene

Treat with
ganciclovir

A few cells
are modified

Modified cells and
.bystanders* killed. Healthy
cells away from the tumour

are not affected

Gene therapy for brain tumours. The tumour is directly injected with a retrovirus
containing the mouse thymidine kinase (TK) gene and a few cells take up the
vector, shown in blue. These cells convert the prodrug ganciclovir into an active
form and are killed (grey cells). Because of the bystander effect surrounding

cells are also killed.



Priklad Usp esné lé cby chorob genovou terapii

X-SCID - tézka kombinovana imunodeficience vazana na X

chromozom : mutace genu kodujiciho y c-fetézec receptoru pro interleukin
2, ktera zabranuje normalnimu vyvoji T-lymfocytu a ,killer* bufikam

(nachylnost k infekcim, bez transplantace kostni dfené smrt do 1 roku
Zivota)

N P Kultivace bunék in vitro, infekce
Odbeér kostni dfené |=»| retrovirovym vektorem s genem y c,

pomnozeni bunék

v

Vraceni bunék do téla pacienta

e v

10 pacientu vyléceno 2 pacienti onemocnéli leukémii
v dusledku aktivace onkogenu
retrovirem







