
Molekulární biotechnologie č.14

Využití poznatků molekulární biotechnologie - pokračování



Transgenní živočichové

• Živočišné buňky hmyzu

• Ptáků

• Obojživelníků (žába Xenopus)

• Savců

• Cizí geny se vnášejí buď do buněk pěstovaných v 
kulturách in vitro nebo do zárodečných buněk 

• Cizorodá DNA se do buněk přenáší transfekcí (volná 
DNA), elektroporací, lipofekcí, mikroinjekcí.

• Jako vektory se využívají bakulovirové vektory (pro 
přenos do hmyzích buněk) nebo vektory odvozené z viru 
SV40, vakcinia viru, adenovirů a zejména retrovirů (např. 
virus Rousova sarkomu RSV).



Genová terapie - vymezení

• Cílem genové terapie u člověka je oprava poruch 
genetické informace, které jsou příčinou geneticky 
podmíněných (tj. dědičných nebo nádorových) chorob.

• V závislosti na charakteru onemocnění se genová 
terapie provádí buď vnášením normálních (funkčních) 
genů do chorobou postižených somatických buněk

• Nebo vnášením genových konstruktů, jejichž exprese 
vede v postižených buňkách k potlačení projevu poruchy 
genetické informace.

• U člověka se z etických důvodů provádí vnášení genů 
jen do somatických buněk a tak nedochází ke 
genetickému přenosu vnesených genů na potomstvo. 



Genová terapie ex vivo

• Vnášení genů do cílových buněk se provádí mimo tělo 

pacienta. 

• Cílové buňky se vyjmou z těla pacienta,

• Upraví se in vitro a ve funkční formě

• Se opět přenesou do těla.



Ex vivo genová terapie



U postupů genové terapie in vitro se rozlišují 2 možnosti

• 1. Normální gen se integruje nehomologickou 

rekombinací do libovolného místa genomu hostitelské 

buňky jako doplněk k defektnímu genu. Tím se vytvoří 

funkční produkt, kterým je nahrazen produkt defektního 

genu.

• 2. Funkční geny lze do genomu hostitelských buněk 

vnést též homologní rekombinací a zaměnit je tak za 

geny poškozené mutací. Tento způsob provedení 

genové terapie dovoluje nejenom fyziologickou regulaci 

vnesených genů, ale také opravu dominantních 

defektních genů. 



Genová terapie in vivo 

• Jako cílové buňky pro vnesení genů slouží přímo buňky 

v těle pacienta.

• To vyžaduje použití vektorového systému přísně 

specifického pro cílový orgán, aby se naprosto vyloučila 

infekce zárodečných buněk.



In vivo genová terapie



Výhodou při genové terapii je skutečnost

• Že se přenos genu uskutečňuje do vlastních buněk 

pacienta

• a imunologických komplikací se není třeba obávat.



Substituční terapie

• Je charakteristická tím, že se buď genový produkt (např. 

peptidový hormon) zavede do organismu zvnějška

• Nebo se buňky, které tento produkt syntetizují, přenesou 

do pacienta z vhodného dárce (transplantace kostní 

dřeně).

• Podává-li se genový produkt zvnějška, musí být podáván 

opakovaně po celý život pacienta.

• V případě transplantace tkáně hrozí příjemci komplikace 

v možné imunologické nesnášenlivosti s dárcovskou 

tkání.



Základním předpokladem pro úspěšnou léčbu jakékoliv 

genetické choroby

• Je znalost její molekulární a biologické 

podstaty,

• která umožňuje objasnit souvislosti mezi 

poškozením určitého genu a fenotypovým 

projevem choroby.

• Gen musí být identifikován a jeho funkce 

podrobně charakterizována.



Dále musí být prokázáno

• že po zavedení funkční formy genu do 

poškozených buněk 

• povede k odstranění nebo 

• zmírnění projevů choroby a 

• současně nebude mít negativní dopad na 

životně důležité funkce organismu.



Genová terapie je proveditelná

• pouze u nemocí, které jsou založeny na 

defektech v 1 genu (monogenní defekty),

• jelikož většina genetických poruch má 

komplexní charakter a jejich biochemický 

základ není podrobně znám



Některé nemoci založené na monogenních defektech

Nemoc Symptomy Produkt defektního 

genu

Četnost

Deficience 

adenosindeaminázy 

(ADA), SCID (těžká 

imunodeficience

Defektní T-lymfocyty, porucha v 

tvorbě protilátek, definitivní selhání 

imunitního systému

adenosindeamináza 1/10 000 000

Fenylketonurie Fyzická a psychická retardace fenylalaninhydrogená

za

1/12 000

Hemofilie A + B Porucha v srážlivosti krve, 

krvácivost

Faktor VIII, faktor IX 1/1 000 000 

mužů

Familiální 

hypercholesterolemie

Předčasné arteriosklerotické 

změny cév

LDL-receptor 1/500

Deficience na alfa1-

antitrypsin

Plicní emfyzém (rozedma plic) Alfa1-antitrypsin 1/3 500

Cystická fibróza, CF Porucha v transportu Na, 

zahlenění dýchacích cest, embolie

transmembránový 

regulátor CF

1/2 500

Gauscherova choroba Nádory sleziny, zvětšení jater, 

pigmentace kůže

glukocerebrozidáza

Duchennova svalová 

dystrofie

Svalová ochablost dystrofin 1/3 000 

mužů

Leschův-Nyhanův 

syndrom

Usazování kys. močové v 

kloubech a ledvinách,poruchy CNS

hypoxantinguaninfosf

oribosyltransferáza

1/1 000 000



Genová terapie nádorů

• Je zaměřena na nádorový nekrotický faktor alfa (TNF-

alfa) (protein cytokin přirozeně produkovaný T-lymfocyty) 

(intravenózní aplikace u myší vede k úbytku nádorů).

• Gen kódující TNF-alfa byl přenesen do populace T-

lymfocytů infiltrujících do nádorů (TIL). 

• Jako vektor byl použit retrovirus, TIL byly izolovány z 

chirurgicky vyňatého nádoru.

• Slabá regrese nádoru byla detekována.



Cílené přímé a nepřímé usmrcení buněk

• Používá se k léčení nádorů

• Geny jsou zavedeny do cílových buněk tak, aby jejich 

exprese vedla k usmrcení buňky 

• Přímé působení: Gen kóduje letální toxin nebo produkt, 

který je citlivý na následně podaný lék, což vede k 

smrtícímu účinku.

• Nepřímé působení: Do cílových buněk se zavedou 

imunostimulační geny, které stimulují imunitní odpověď 

proti cílovým buňkám.



Současná terapie 10 lidských 

chorob



Současná genová terapie



Genová terapie somatických buněk



Genetické choroby léčitelné transplantaci 

kostní dřeně



Cílená inhibice genové exprese in vivo - různé způsoby 

zastavení exprese genu na úrovni DNA, RNA nebo 

proteinů:

• 1. Mutace cílená na inaktivaci genu do nefunkční formy

• 2. Zastavení replikace genu vazbou specifického oligonukleotidu TFO 
tvořícího s dsDNA triplex (problémy jsou s vytvořením stabilního triplexu in 
vivo)

• 3. Zastavení exprese genu na úrovni translace vazbou protismyslného 
oligonukleotidu nebo specifické protismyslné RNA na mRNA cílového genu. 
Protismyslné oligonukleotidy se připravují chemicky. Protismyslná RNA se 
připravuje transkripcí positivního řetězce klonovaného protismyslného 
minigenu, který je obrácenou formou genu získaného jako cDNA původního 
genu.

• 4. Zastavení exprese genu na úrovni translace ribozymem, který štěpí 
mRNA cílového genu. Ribozym se připraví transkripcí pozitivního řetězce 
vhodného minigenu, takže působí jako protismyslná RNA a navozuje 
katalyticky štěpení mRNA, na kterou se v buňce navázal.

• 5. Použití intracelulárních protilátek a oligonukleotidových aptamerů. 
Intracelulární protilátky jsou cíleny na vazbu specifických proteinů v buňce. 
Aptamery jsou oligonukleotidy vyznačující se sekvencí, která umožňuje 
jejich vazbu ke specifickým proteinům a tím zablokování jejich funkce.



Dvě strategie antisens terapie



Perspektivy genové terapie

• 2/3 zaměřeny na léčbu rakoviny

• Zbývající na monogenně podmíněné dědičné choroby 

nebo prevence infekčních chorob (AIDS).

• Genová terapie vychází z teoreticky odůvodněných a 

experimentálně ověřených předpokladů

• Úkoly: Výběr dalších vhodných cílových molekul, 

zlepšení způsobů dopravování terapeutických molekul 

do cílových míst a optimalizace jejich efektorových 

funkcí.


