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Genom cztowieka:
46) CIIromoSomow.
2,60 metra DINA
S miliardy’ par nukieotydow: (A, G,

50/000/—40/000 'genow.

Gen 1000 - 200 000 par
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Cecha autosomalna

Cecha sprzezona z picig

Cecha holandryczna
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1944r Avery, Mcleod, McCarty

1950r E. Chargraff

1953r, J. D. Watson i F.Crick
powiazanych wigzaniami

wodorowymi.

R. Franklin i M. Wilkinsa

1962 roku




19560r,

Tijo i Levan
1958r, Beadle, E. Tatum i J. Lederberg







1968r, Nagroda Nobla dla R.W. Holleya, H.G.
Khorana i M.W. Nirenberga za ustalenie podstaw
kodowania informacji genetycznej (rozszyfrowanie
kodu genetycznego).

M.W. Nirenberg odkryi, ze w ekstrakcie komdrek
E. colimoze zachodzi¢ synteza nowych biatek po
dodaniu mRNA W 1961 roku udato mu sie ustali¢, ze
sekwencja UUU koduje fenyloalaning.

H.G. Khorana, odkryt w jaki sposéb mozna
syntetyzowaé tréjnukleotydowe fragmenty RNA o
znanej sekwencji - pozwolito to na rozszyfrowanie
kodu genetycznego.

R.W. Holley - zajmowat si¢ badaniami nad tRNA,







1977r
F. Sanger, Barrel i Maxam i W. Gilbert

Shine

Ttakurze




1983r
B. McClintock

transpozonow.

K. Mullis




P. Sharp i R.

Roberts
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Inzynieria genetyczna




enzymy restrykcyjne




Enzymy restrykcyjne i sekwencje przez nie rozpoznawane

. MNarwa . .
Organizm enzymu Selkwencja rozpoznawana Thvagi
Hoemophilus aegpiius Hgelll 5L GeC ¥ Powrstajs tepe
3. oG Y kiofice
Thermus aguaficus Tagl 5 .TEGE 3 57 jest leplkirn koficern
3L ACGCT .S
Haemophilus haemolyiicus Hhal MRS N | S 37 Jest leplkirn koficern
¥ .CcECG. ¥
Desulfovibrio desulfuricans Tdel 5L CTHAG & Gdzie “H™ jest dowrolng
3G ANTIC ...5’ pryng b piryradyng
Moraxaiia bowis Mhall ST OA LGS (M. Enzyin trie poza sekowenc)y
3.0 TT CT (M. IOZPOZNAWANS
Escherichia coli EeoBV LOGATRETC, .3’ Povrstajs tepe
3 LLCGATAG. Y kiofice

EcoRI LGARATTC ¥ 57 jest lepkam koficem
7 CTTAA. &
FProvidencia stuarfi Pl 5 CToCeDG 3 37 jest lepkirn koficern
3. GACGTC..
Microcoleus ML 5 LCCTHAGG 5 Gdzie “H™ jest dowrolng
3L GGANTICC . 5 puryng lub piryroadymg
MNocardia ofifidis-caviarum Nodl 500G CCGC .3 |Rzadko thary erayro,

3 ..COQCCogkG .5 ozpozhajgey s-nkleotydoarg
selarenc)e




Haelll

Hindlll

Alul and Haelll produce blunt ends

BamHl Hindlll and EcoRl produce "sticky” ends







Wsatawianie fragmentow
restrykcyjnych EcoRI

Polilinker

Zrekombinowany plazmid




Fragment DMA,
ktory ma bycé
sklonowany

Wektor ) i
plazmidowy DMA jest wstawiane
do wektora za pomoca
enzymaw restrykcyjnych

Zrekombinowany
plazmid Zmieszanie E. coli z plazmidem
w obecnosci CaCly

Hodowla na potywcs z agarem

Chrom zawierajacym amplicyline

bakteryjny

E. coli przeiywajq plazmidu nie resna na pokywece
z ampicyling
MNiezalezna replikacja

Kolonie komdrek, z ktdrych kakda zawiera
ten sam zrekombinowany plazmid

ar:abm

pwipalilinkerze]
Iigﬁjl pocigtegojwektoral
Lzliragmantani DNA

Sklonowanyliragment- genomowy
wrekonstytuowanym |plazmidzie

EeibPedn Ceslierenin Yo Tivaraganiipel




Transfer of the Insulin gene
E.esm:twn

wnan cDINA |
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Cloning the Insulin GGene Transfection
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Transfer and cloning of the Insulin gene




Zmodyfikowane genetycznie
wirusy i bakterie




Zmodyfikowane wirusy

Zmodyfikowane bakterie:




-Szczepionki zawierajace zywe atenuowane
drobnoustroje

Szczepionki podjednostkowe




Szczepionki tzw. ITI generacji :
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Transgeniczne rosliny i
zwierzeta




Organizm fransgeniczny




Transgeniczne rosliny




Transgeniczne rosliny:
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Zasada dziatania antysensownego DNA

AdLLLLLALE — Nophal —
Messerger
AVA













ransformmed |
plants

LIntransfonmed
conrol plants

# S
b

Spray 0.5 Ib per 1.0 Ib per 2.0 Ib per 4.0 Ibper
blank acre acre acre acre










Transgeniczne zwierze¢ta




Transgeniczne zwierzeta
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Transgenic Mice
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Klonowanhie zarodkow ssakow




Klonowanhie zarodkow ssakow







Metoda izolacji blastomerow.




Metoda transplantacji jader komérek
zarodkowych
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Zastepcza matka (posrodku)
otoczona klonami dawcy jgdra.




Megan i Morag




Megan i Morag







Procedura klonowania Dolly :

-pobranie jgdra komorkowego z komorki
wymienia dorostej owcy,

- potgczenie tegoz jgdra z pozbawiong
uprzednio jgdra komorkg jajowg
(oocytem).

- wszczepienie tak spreparowanej komorki
jajowe] matce zastepczej.




Lipiec 1997 - Takze w Roslin Institute urodzity sie Polly i Molly - dwie
owce sklonowane z komorek zarodkowych z "wstawionym”
dodatkowym genem, kierujgcym produkcjg biatka - leku dla chorych
na hemofilie;

Sierpien 1997 - Naukowcy z Beaverton w USA sklonowali matpy,
dzielgc ich osmiokomorkowe embriony;

Styczen 1998 - Richard Seed, biznesmen i ekscentryczny naukowiec
(fizyk, ktory w latach 70. przekwalifikowat sie na biologie) z USA,
ogtosit, ze w ciggu pottora roku zamierza sklonowac¢ cztowieka;

20 stycznia 1998 - Pierwszy raz pokazano George'a i Charliego -
transgeniczne byczki sklonowane przez naukowcow z Uniwersytetu
Massachusetts (USA);

16 lutego 1998 w PPL Therapeutics (firmie wspotpracujgcej z
Wilmutem) przyszedt na swiat cielak sklonowany tg samg metodg co
owca Dolly. Na pamiatke tego, ze urodzit sie w swieto - Dzien
Prezydenta, nazwano go Mr. Jefferson,;

5 lipca 1998 w Japonii na swiat przychodzg dwie sklonowane
jatowki.










Klonowanie terapeutyczne




Klonowanie terapeutyczne







lerapia genowa




llerapia genowa

Korekcja defekill genelycznego r) Zez
yprowadzenie: dor Komorek prawidiowego: gehu

/
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Rodzaje terapii’ genowych:

Terapia genowa kKomorek: ptciowych

Terapia genowa: zarodKkow.

)

Terapia genowa: komorek somatycznych

genowa komorek: macierzystych, (stem

Jjerapia genowa in\ vivo

ljerapia genowa: ex: vivo




Gene-therapy approaches

In-vivo approaches Ex-vivo approaches

Biopsy cells

H e . ————
Bone marrow

Intratumaour Dermis

Intravenous Liver

Intraperitoneal Tumour

Subcutaneous

Intramuscular .

Intra-arterial . Quality Grow

control cells

= Transduce cells
Hetrovirus
DMA vector




Wektor -
chiromosom)) prze

Cechy: idealnego wekiora: genowego
- wprowadza jeden Iub wiece
- rozpoznaje: komorKi docelowe

o o . 4
Ulega ekspresjii wyiqcznie w: Komorkacr

celowychn 5000
Wektory plazmidowe i i
e “//“/JLU/ f’dikCJJ Immunc JJJJ‘“'/I J T e D

do plazmidow

. , " Ny 0000
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E. coli i selekcja kolonii
opornych na ampicyling
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Jwidacznianie anérsk po) fransfekcjiiprzez
yprowadzanie: genu

- lucyferazy

= biatkal zieloney, fluoresc

= beta-galakiozydazy




transfekcja z uzyciem| jonow: waphia
mikroinjexcya
glekiiroporacya

liposomy

bombardowanie; czasteczkamit DINA' ( gene-gun
fransier)

)

yprowadzanie sziucznych chromosomow.
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- chronig DNA przed degradacjq

- wprowadzajqg duze czgsteczki DN
- hie sq immunogenne

- nie powoduja ryzyka zakazenia

kompetentnym wirusem

Liposome

i =
DCNHCH2CH2N
CHs DC-chol
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Hydrophobic anchor — Linker bond - Spacer

ig, 1, General structure of cationic lipids,




Wirusowe techniki transferu DNA
yektory: retirowirusowe: (IHLV,-MLV).
yekiory adenowirusowe
adeno-associatlied wiruses: (AAV)
wektory z wirusa: opryszczkil (HSV)

yektory: z wirusa: Vaccinia

yektory z wirusa Sendai




Envelope

protein
(enu) \\\A

Capsid protein
(gag)

Reverse
transcriptase

(pol)

Lipid bilayer
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Retroviral genome:

gaq, pol, env genes;

but no packaging signal
Trangla

——- ——

Packaging cell ~ |
Reversa —

transcripta se_m

Capsid

ADA gene
with packaging .m; Eru'l‘ein
Hl —

signal —m

Uector with ADA & =N Enve lope
gene but no | B i +p rotein
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* FReverse transcriptio

DOHA

ADA gene 1nserted
into host genome

an Target Cell




AAV Vector

DNA (Gene)




A. Liposomy
>20kb (+) - nieimmunogenn
= nie powoduja
(=) - mata “”ur cZnosc tiransferu

nietrwata ekspresja

P achasing ol

sl oC
ekspresja

(-) - wymagaja komorek dzielacych

- losowosc integracyi’ —> mutac)

powodujje powaznychi chorob,

o)

wymagaja komorek

(=) - brakiintegracji

L L

= Immunogennosc

Target cadl




Wspotczesne zastosowania terapii genowej:

e Znakowanie genami komorek




Cindy Cutshall.




Niedobér transkarbamylazy ornitynowej (OTC)
powoduje niezdolno$é do eliminacji z organizmu
amoniaku. J.G. cierpiat na fagodng postac choroby,
leczony na diecie bezbiatkowej miat w czasie choroby
trzy epizody $piaczki. Na drugi dzien po podaniu
adenowirusa z terapeutycznym genem zapadt w
$piaczke i zmart na 4 dzien z powodu obrzeku i




Dr Marina Cavazzana-Calvo z Hopital Necker w Paryzu

Wprowadzono przy uzycie retrowirusa genu
kodujacego fancuch gamma receptoréw interleukin Il-2,
Il-4,IL-7,IL-9,IL-15 do komdrek macierzystych szpiku
CD34+ .

Po uptywie 30-60 dni stwierdzono oznaczalne miana
komorek NK i T.




llerapia genowa czerniaka ziosliwego) skory

immunotierapia czynna (immunoterapia bierna - modyiiKkacja
VIL (geny IL-2, TINEa )

autoszczepionki)l - modyfikacja genetyczna komorek
nowo‘rwomwyc'n

_| ' doguzowa iniekcja genow. cytokin: I
genu LiEIN JJJML, GM -CSIE, genu

_|iniekcja zmodyfikowanych in vitro komorek:

- autologicznego guza B7/5-2 microglobulina
5, TI-6R ")

- allogenicznego) guza

zmodyfiikowanych genetycznie: Ksenogeniczinyc

komorek (komorki m/sz/ z TK, Vero z IL

Ini J“cyi komorek guza 1q¢

genelycznie fibroblastami




AndrzejiMackiewicz. = Wielkopolskie Cenfirtm Onkologir,
Poznan

Metoda firansteru = retrowirus DECMV.

Meilioda znakewania - B

FeRcja terapeltycznym genem

£

naswietienie komorekpromieniami Roentgena

domiesniowa iniekeja fransgenicznych Komorek

VWyniis Ok. 200ipacjentiow! z czerniakiem w, LLL/ LV
stadium klinicznym, $075 reagowatorna szeczepionke), z ego










