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Manipulace s embryonilnimi kmenovymi buiikami
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PNS vektor

Selekce ES bunék, v nichz doslo k zaclenéni vneseného genu
homologni rekombinaci

Substitucni vektor pro gen A, ktery je
vazan na HSV-tk a preruSen genem neo
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Nahrada alel v ES bunkach

 Horfologous recombination

Linearizovany vektor Gen neni pierusen

selek¢nim markerem

: : G418 resistant Prvni selekce
' FIAU sensitive

Vektor se vyredi se - neni
» schopen se replikovat

l FIAU rezistentni Druha selekce

A

Zameéna alel v »
chromozomu ES bunék

3 PCR - ovéfeni ndhrady alely

FIAU = deoxyfluoroarabinofuranosyl-iodouridin



Ptiprava ES buné€k s geny knokautovanymi homologni rekombinaci

Targeted insertion of vector
DNA by homologous recombination

Neomyein Ganciclovir

Targeting
vector

Cloned
gene

Chromosome with
targeted insertion

Target gene in
chromosome

/‘

Drug- Cell with

laden no insertion
medium e,
B

@

Random
insertion

S
9.
// Nontarget
gene in

Exon 1

(protein ¢~ Cells to be / ; Cell with Cell with

_ chromo- Chromosome with ell wit

coeding altered : ; i random
! some argeted : ;

domain) ¢ random insertion gt b=aniari

(a)

(b) No insertion

Cells carrying
targeted mutation

Unchanged AAMm

Nontarget

chromosome __/

gene in
chromosome

d
© (d)



Vytvoreni mysi nesouci knokautovany gen

(a)
Normal Targeted A = aguti, a = black, M = standardni gen, m = mutantni alela
chromosome mutation
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(carrying cells from two
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0
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PokraCovani - vytvofeni mysi s knokautovanym genem

Stanoveni genotypu analyzou DNA



Cilena exprese genu ve specifické tkani

Rat insulin SV40
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Vyuziti transgenu k usmrcovani specifickych bunécnych typu
( mikrochirurgické zasahy)

Gen kodujici toxin (transgen) je zaClenén za regulacni oblast aktivni v
urcité tkané - exprese transgenu je tak cilena do bunék této tkané

Toxiny: diftericky toxin, T-antigen SV40, ricin (lektin)

Problém: exprese genu pro toxin v okamziku aktivace endogenu (napr. v
Casné fazi vyvoje) muZe byt letalni pro organismus

Alternativa: pouziti genu TK z HSV, ktery je zapojen za
specifickou E-P sekvenci. Bunky s timto genem nejsou
usmrceny, dokud nejsou do organismu injikovany syntetické
toxické nukleotidy - ty nejsou toxické pro bunky, v nichz k
expresi genu nedochazi, protoze v nich neni aktivovana
specificka E-P sekvence. V bunkach, v nichz je E-P aktivni,
dochazi k expresi TK, ktera syntetické nukleotidy
metabolizuje na produkty, které zabijeji délici se bunky
exprimujici dany gen.



Vyuziti reportérovych genil k vyhledani genti aktivnich v urcitych fazich vyvoje
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Struktura rozpoznavaci sekvence lox P faga P1

> z
ATAACTTCGTATA » GCATACAT{ TATACGAAGTTAT

r - — b ———— A = . . - b ———— A -
aess——— | ATAACTTCGTATA » GCATACAT( TATACGAAGTTAT | ATAACTTCGTATA » GCATACAT( TATACGAAGTTAT |  m—

Podle orientace loxP sekvenci je
usek DNA mezi nim1 mistné
specifickou rekombinaci
prostiednictvim Cre-rekombinazy
bud’ deletovan nebo invertovan



Vyuziti Cre-loxP rekombinacCniho systému k selektivni inaktivaci genu
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InZenyrstvi chromozomu s vyuzitim rekombina¢niho systemu Cre-LoxP

(A) 1. Use sequential gene targeting to introduce (B) 1. Use sequential gene targeting to introduce
loxP site (p) plus a marker gene [#] ) into two loxP site plus a marker gene into two
desired locations on different chromosomes desired locations flanking chromosomal
region to be deleted (vwv)
CEN TEL
TEL —&— Pl 12 CEN
CEN TEL TEL TEL
TEL =——@=——p{ii2} 15

2. Allow to undergo intrachromosomal
2. Expose loxP-containing chromosomes ‘recombination’ in presence of Cre
to Cre recombinase recombinase




Korekce genetickych defektii v transgennich zviratech
- muze byt normalni funkce obnovena zavedenim
normalniho genu do bunky nesouci mutantni formu genu

(aniz by doSlo k zaclenéni homologickou rekombinaci)?

- bude ke korekci dochazet v pripadé, ze se produkt tvori v
jinych tkanich?

- bude mnozstvi funkcniho proteinu dostacujici?

- jaké budou vedlejsi efekty?



Bunky se zavedenym transgenem prezivaji in vivo

[ bBERRY R Mutantni forma DHFR rezistentni k metotrexatu

Retroviral
vector

Infect

Remove bone
marrow cells
from normal

mouse
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Inject infected cells rv
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methotrexate

80% of mice
are resistant Primarni recipient
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cells into irradicted

Challenge with
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80% of second-
round recipients
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V kostni dfieni se exprimuje DHFR, tj. buniky z
primarniho recipienta v ni prezivaji



GENOVE TERAPIE

LECBA GENETICKYCH CHOROB

- DEDICNYCH
o NADOROVYCH

> PODLE TYPU BUNEK, DO NICHZ JSOU GENY VNASENY:
a. GENOVA TERAPIE ZARODECNYCH BUNEK
b. GENOVA TERAPIE SOMATICKYCH BUNEK

> PODLE Z’PﬁSOBU PRENOSU GENU
A. GENOVA TERAPIE IN VITRO (EX VIVO)
B. GENOVA TERAPIE IN VIVO



Mozné zpusoby 1écby genetickych onemocnéni

1. Uprava diety - karenéni terapie (galaktosemie,
fenylketonurie)

2. Substitucni terapie (hemofilie, diabetes, nanismus)
3. Genova terapie (kauzalni 1écba)

- vneseni funk¢éniho genu (funkcni alela navic)

- cilena oprava mutace homologni rekombinaci

- cilené usmrcovani geneticky pozménénych bunék

- cilena inhibice exprese genu zodpovédnych za
genetickou poruchu



Genova terapie in vitro

klonovani funkéniho genu
v retrovirovém vektoru
> odebrani Gsti poskozenych bungk
S kostni direné z téla pacienta a jejich
kultivace in vitro

=== funké¢ni gen

> 220 retrovirovy vektor s
o funk¢nim genem
PN
l‘/nfekce bunék rekombinantnim
ozareni pacienta, ————___ retrovirem
usmrceni / .
X ~ " Oao .\
poskozenych bunék ® @
kostni dFené o®

pomnozeni bunék s vnesenym
funk¢énim genem

vriaceni opravenych bunék
do téla pacienta




Vlastnosti bunék vhodnych jako vektory pro zavadéni genii do organismu

1. Snadné ziskani bunék z téla
2. Snadna kultivace v kulturach in vitro

3. Odolnost k manipulacim spojenym se zavadénim genu

pretrvavat po dostate¢né dlouhou dobu

* Kmenové bunky kostni diené
* Kozni fibroblasty

* Hepatocyty

* Myelocyty



Konstrukce retrovirovych vektoru a vytvareni infek¢nich virovych castic

(A) Retroviral genome 5’

env

(B) Vector genome 5|

Y Therapeutic gene

(C) Packaging cell

Viral vector construct

Gag/Pol Env
construct construct

Retrovirové vektory
schopné infikovat
cilové bunky



Vyuziti lipozomu pro vnaseni genti in vivo

(A) (B)
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Prenos genll endocytozou zprosttedkovanou receptory

Binding to receptor
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Metody opravy nebo inaktivace patogennich genu
v bunikach a tkanich

A. Oprava mutantni alely homologni rekombinaci
B. Inhibice translace pomoci antisense oligonukleotidu

C. Selektivni destrukce nebo reparace mRNA pomoci
ribozymu

D. Selektivni inhibice mutantni alely RNA interferenci



Pouziti ribozymu typu ,,hammerhead* ke Stépeni
mutantni mRNA

g Catalytic
component

Komplementarni seky



(A)

(B)

Strategie genove terapie

Ptidani funk¢éniho genu

Gene X
FaWal  FaUgl
Disease cells Normal phenotype
(increase in gene X product)
Zaména mutantni formy genu za normalni
Gene X
FaWal  VaWal

Disease cells Normal phenotype
(mutant gene X) (genetic mutation
() Corrected corrected to restore
m gene functional gene)




Strategie genove terapie
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Strategie genove terapie
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antigen gene
A

Disease cells

Disease cells

"\-._fj "'\-_..-" -

Killing of disease
cells because of

Wy
e
4———.-’
o

Nondisease
cells, especially enhanced immune
immune system cells response




Moznosti 1éCby nadoru pomoci genové terapie

Typ Zmenéne Pouzita strategie genové terapie
nadoru bunky
Vajecnik |Nadorové Intraperitonedlni injekce retroviri nebo adenoviru
bunky s genem p53 nebo BRCA1 - obnova kontroly bunééného
cyklu
Vajecnik |Nadorové Injekce adenoviru s scFv protilitkou proti onkoproteinu
bunky ErbB2. Snaha o inaktivaci rustového signalu
Maligni | Tumor- Extrakce TILs z tumoru a jejich pomnozZeni. Infekce TILs
melanom |infiltrujici retrovirem s genem pro nekroticky faktor, ktery pak
lymfocyty pusobi na okolni bunky v nadoru
(TILs)
Ruzné 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 buinky se piisobi tumorovym
bunky antigenem nebo ¢cDNA exprimujici antigen aby zahajily
imunitni odpovéd’ vici tumoru
Maligni | Nadorové Injekce retroviru s TK do tumoru. Jsou infikovany jen
gliom bunky rostouci buniky. Je pridan gancyklovir, ktery TK-pozitivni
(mozek) buiiky (tj. tumorové) méni na toxin a jsou tak samy

selektivné usmrcoviany




Genova terapie nadort
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 nadorové bunky, v nichz se
pak vytvafi TK (retrovirus je
schopen infikovat jen d€lici se
buniky!). Do t€la pacienta je podan
Intravenozné netoxicka latka
gancyklovir (gcv), ktery je TK
konvertovan na toxicky gcv-
trifosfat usmrcujici bunky.

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

(B)

©

Retroviruses infect tumor cells
but not normal cells

(D)

Gancyclovir kills the infected cells





