Genove technologie

Genova terapie



Genova terapie

Nejcastéji se genova terapie pouziva o
monogennich recesivne dedicnych
onemocnéni. Zaneseni genu v jedné kopii
pak vede k Fedeni defektu. Rikdme tomu:

Nahradni genova terapie



Genova terapie

e |dealni dochazi k expresi postizeného genu
pouze v nékterych organech, takze staci
zanést gen do postizenych organu a ne do
celého téla.



Genova terapie

e Zakladnimi kroky genové terapie jsou:
— |Identifikace a charakterizace genu
— Klonovani genu
— Vybér vektoru pro prenos genu
— Metoda prenosu
— Exprese genu



Genova terapie

e Kopie nemutovaného genu je do téla
pacienta vnhesena injekcné do krevniho
obéhu nebo do tkané, muze byt také
pripraven aerosol pro prenos do nosni
sliznice nebo plic. Néekdy jsou bunky z
pacienta odebrany, geneticky upraveny a
vraceny zpet do téla — tomu fikame genova
terapie ex vivo.



Genova terapie

e Nejcastéji se pro prenos genu pouziva
modifikovany zivocisny virus — 70%
experimentu s genovou terapii ¢lovéka
vyuziva virové vektory pro prenos genu.
Tyto pouzivané viry se pak déli na retroviry

a adenoviry.



Genova terapie

e \V malém procentu pripadu se pouziva
primo DNA nebo se DNA vpravuje do
pacienta v liposomech.



Adenovirové vektory v genové terapii

e Adenoviry jsou DNA viry s
dvojsroubovicovou strukturou DNA

e Maji ikosahedralni kapsidu tvorenou 240
hexony

e Uvnitr viru je jedno linearni vlakno DNA o
délce asi 36000bp

e RozliSujeme asi 50 ruznych serotypu



Adenovirové vektory v genové terapii

e Pét stran virové kapsidy se sbiha do bodu,
cde se nachazi penton, ktery se sklada z
pentameroveé baze a vybézku z trimeru.
Vybézek se délkou liSi mezi riznymi
skupinami adenoviru a jeho hrot se vaze na
receptory na povrchu hostitelské bunky.

e Receptory nazyvame CAR (coxsackievirus
adenovirovy receptor)




Copyright © 2016 by
Elsevier Inc. All rights

racan/ad

Penton

Hexon

Terminal
protein

10



Adenovirové vektory v genové terapii

e Receptory CAR se nachazeji v mnoha
zivocCisnych tkanich. Poté co se konec
pentonového vybézku navaze na receptor,
samotny penton se navaze na integriny
hostitelské bunky. Integriny jsou
transmembranoveé proteiny na zivocisnych
bunkach a slouzi k adhezi. Poté
cytoplasmaticka membrana se vchlipi a
vytvori vacek.
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Adenovirové vektory v genové terapii

e VVacek je poté prenesen do cytosolu a
prostrednictvim cytoskeletu putuje k jadru
bunky. Pred vstupem do jadra je virion
rozlozen a do jadra vstupuje pouze DNA.

e Adenoviry mohou zpusobovat zavazna
zanetliva onemocneéni. Proto jsou pred
genovou terapii zbavena schopnosti se
pomnozovat v hostitelskych bunkach.



Adenovirové vektory v genové terapii

e Deleci genu pro E1A protein dochazi k této
Uprave adenoviru. Tento protein spousti
transkripci tzv. casnych virovych genu a
vaze se zaroven na Rb protein hostitelské
bunky, ¢imz odblokuje jeho preventivni
pusobeni pred vstupem bunky do S faze.
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Adenovirové vektory v genové terapii

e Takto upraveny virus je produkovan v
laboratori na bunkach, které ve svém
genomu obsahuji E1A gen. Takto vytvoreny
virus se nemuze v hostitelskych bunkach pfi

genove terapii replikovat.



Adenovirové vektory v genové terapii

Pokud do viru vkladame novy gen, nesmi
oyt celkova délka DNA adenoviru delsi ani
Kratsi nez o 5%, jinak se neposklada do
kapsidy. To omezuje pouziti tohoto vektoru
na kratkeé geny.




Adenovirové vektory v genové terapii

e Problémem adenovirovych genovych
terapii je, ze exprese vydrzi pouze nékolik
tydnu, dokud imunitni systém nezlikviduje
bunky. Pacient si vytvari imunitni odpoved
na dany adenovirus a ten nemuze byt
pouzit 2x. Nejedna se tedy o dlouhodobou
genovou terapii dédicnych onemocneéni.
Pouziva se spise na genovou terapii nadoru.



Cysticka fibroza

e Cysticka fibrdza je nejcastejsi geneticke
onemocneni i v ceské populaci. Priblizné
jedno ze dvou tisic déti bélosské populace
je nositelem homozygotni varianty
recesivni mutace.

e Gen koduje takzvany CFTR protein, ktery se
nachazi bunécnych membranach jako
chloridovy kanal.



Cysticka fibroza

e U pacientu s cystickou fibrdozou je
chloridovy kanal defektni a ovlivauje
mnoho tkani, predevsim plicni tkan. Vede
to k nedostatku vody na sliznicich, coz vede
k castym infekcim zpuUsobenym
patogennimi mikroorganizmy. Bunky plicni
tkaneé jsou pak postupné nahrazovany
nefunkcni vazivovou tkani — vznika fibroéza.



Cysticka fibroza

e Gen CFTR je dlouhy 250 tisic bazi a
obsahuje 24 exonu, které koduji protein o
1480 aminokyselinach. Pouze 2% celého
genu je kodujici DNA, zbytek jsou intronové
sekvence. Napr. v USA se nachazi v 70%
mutace delta 508 (delece 3 bazi pro
fenylalanin), v Holandsku zpusobuje 90%
onemocneéni, na Blizkém vychodu pouze
30% onemocneni.
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Cysticka fibroza

e Onemocnéni muze byt zpusobeno az 500
ruznymi mutacemi tohoto genu, takze
geneticky skrining neni jednoduchy.



Cysticka fibroza

e K rozsireni mutace doslo zrejmé v Evropée
pred priblizné 2000 lety v souvislosti s
epidemiemi tyfu a moru, kdy mutace
branila dehydrataci pri upornych prujmech.



Cysticka fibroza — genova terapie

e Plice jsou pristupné genove terapii formou
aerosolu. Adenovirova terapie s
nemutantnim CFTR genem byla uspésna,
ale jen 30 dnu, dokud nedoslo k zastaveni
exprese. V soucasnosti lze pouzit pro
pacienty s mutaci G551D Ivacaftor
(Kalydeco), kdy rocni |éCba se blizi milionu
KC.



Retrovirova genova terapie

e \/yuziva se retroviru. Pred vlozenim genu
do retroviru musi byt odstranény introny.

e Zakladni genom retroviru se sklada ze tri
genu — gag, pol a env.

e 7 vektoru pro genovou terapii se pouziva
napriklad mysi leukemicky virus (MulLV).
Vektor ma geny odstranény, takze
nedochazi k jeho replikaci.
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Retrovirova genova terapie

e \Vzhledem k tomu, ze jsou odstranény geny
retrovirovych genomu, nevznikaji na
retroviroveé vektory imunitni reakce ani
zanetlivé reakce. Retrovirové vektory
zaclenuji geny do hostitelské DNA.
Retrovirove vektory mohou nést jen malé
geny (max 8 kb) a nemohou infikovat
nedélici se bunky




Adeno-asociovana genova terapie

e Genova terapie pomoci adenoviru a
retrovirl ma sva omezeni a z tohoto
hlediska se jevi jako slibné adeno-
asociovaneé viry (AAV). AAV jsou defektni
samy o sobé a lze je nazvat satelitnimi — je
treba, aby bunka byla napadena adenoviry
a pak teprve AAV maji néjakou funkeci.



Adeno-asociovana genova terapie

e Prednostmi AAV jsou:
— Nestimuluji imunitni odpoved hostitele
— Mohou byt pouzity opakovaneé

— Mohou byt kultivovany na mnoha typech
bunék

— Napadaji i nedélici se bunky



Adeno-asociovana genova terapie

e Prednostmi AAV jsou:

— Integruji se pouze do jednoho mista v
genomové DNA

— Ruzné serotypy mohou napadat ruzné typy
tkani



Adeno-asociovana genova terapie

Genom AAV je maly — 4681 nukleotidu

Virus obsahuje ssDNA, polovina virovych
castic pak obsahuje + a polovina — vlakno.

Pri absenci helprového viru se AAV jen
integruje do hostitelského genomu a nic
nedéla — zustava latentni.

Funkci helprového viru déla samotny druhy
konstrukt AAV.



Adeno-asociovana genova terapie

e Tato genova terapie se zkouma pro lécbu
hemofilie B, muskularni dystrofie, vékem
podminéné makularni degeneraci,
Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy
choroby atd.



Nevirova genova terapie

e Naha DNA nebo RNA

e Nukleové kyseliny uzavrené ve
fosfolipidovych vaccich

e Bombardovani casticemi — DNA je vazana
na kovoveé castice

e Receptorem rizené vychytavani — DNA
vazana na protein, ten se navaze na
receptor a spolu s proteinem do bunky
vstoupi DNA



Nevirova genova terapie

e Komplexy polymeru s DNA — DNA se vaze
na pozitivné nabity polymer, ktery chrani
negativné nabitou DNA. Tyto komplexy jsou
pak prijimany bunkou. Toto se pouziva pfri
ex- Vivo genove terapii.

e Enkapsulované bunky — celé upravené

bunky jsou vlozeny do porézniho
polymerniho obalu a injikovany do téla



Liposomova genova terapie

e 10% genovych terapii se provadi pomoci
liposomu

e Mikroskopické vacky mohou byt naplnény
DNA nebo jinymi molekulami

e Liposomy splyvaiji s cytoplasmatickou
membranou bunék a jejich obsah se
dostava do cytosolu. Je to nespecificke.
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RNA v genové terapii

e | ze vyuzit anti-sense RNA v potlaceni
genove exprese, mnohem vice se uvazuje o
ribozymech, RNA interferenci, miRNA a
umelych aptamerech.

e Aptamery mohou byt oligonukleotidy, které
jsou poskladany tak, ze se vazou netypicky
na specifické proteiny — napr. na trombin



RNA v genové terapii

e Aptamery se pouzivaji v Iécbé VPMD —
Macugen

e RNA aptamer se vaze na VEGF a brani
abnormalni vaskularizaci sitnice.



Genova terapie umeélymi nukleazami

e Nekdy nemusi byt gen nahrazen, ale staci
jeho editace. Napriklad |ze sestavit dve Fokl
restriktazy, které se nachazeji z obou stran
mista, které bude stépeno, tim dochazi k
lepsi specifité. Pokud se sejdou naproti
sobe, vznikne dimer, ktery provede
rozstépeni DNA a bunka ma opravné
mechanizmy, které stepenou DNA opravi a
zaroven opravi sekvenci



i
T[clcla|a|a

Copyright © 2016 by 41
Elsevier Inc. All rights

racan/ad



TARGET SEQUENCE

‘Cut with nuclease

DONOR DNA

DNA REPAIR
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