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Los komorek

» Podziat komorkowy — Mitoza

(dwie identyczne potomne komorki) °

»Réznicowanie komorek —
zmiana struktury i specjalizacja
komorek do petnienia okreslonych
funkcji

»Programowana smier¢ komorki
- apoptoza




Komorki macierzyste

»Komorka macierzysta (ang. stem
cell) — komorka zdolna do potencjalnie
nieograniczonej liczby podziatow i
roznicowania do innych typow
komorek

»Embrionalne komaorki macierzyste
(embryonic stem cells ESCs ) -
komorki izolowane na wczesnym
etapie embriogenezy gdy zarodek jest
w formie blastocysty

» Doroste komoérki macierzyste -
znajdowane w tkankach dorostych
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Komorki macierzyste

»Ze wzgledu na zdolnos¢ do réznicowania
komorki macierzyste dzieli sie na:

rtotipotentne — takie, ktére mogg ulec
zroznicowaniu do kazdego typu komorek, Komdrki nerwowe
w tym komorek tworzgcych tozysko

»pluripotentne — takie, ktére mogg dac i
poczatek kazdemu typowi komoérek / T
dorostego organizmu z wyjgtkiem
komorek tozyska V e
rmultipotentne — takie, ktore mogg da¢  wateba Komorki krwi
poczatek kilku roznym typom komorek, z . T

reguty o podobnych wtasciwosciach fanka Komérki nablonkowe

Tkanka migsniowa

Komorki serca




Doroste komorki macierzyste — gdzie ich szukac

»Komorka macierzysta (ang. stem cell) — komorka zdolna do potencjalnie
nieograniczonej liczby podziatéw i roznicowania do innych typow komorek

»Hematopoetyczne komaorki @ —
macierzyste (HSCs) generujg rézne typy b, e
wyspecjalizowanych komorek krwi | < o .
uktadu odpornosciowego o < e
»HSCs uzywane sg w przeszczepach TP a
szpiku w terapii nowotworowej biataczek sc
/ ‘ v .', granulocyt
» Zrodlem HSCs to transplantacji jest o ® -
szpik kostny pobierany z kosci dtugich, — ®

krew obwodowa oraz krew pepowinowa

»- HSC (z ang. hemapoietic stem cells) - komérki macierzyste hematopoezy;
»- CLP (z ang. common lymphocyte progenitor) - wspélne komorki
progenitorowe limfoidalne;

»- CMP (z ang. common myeloid progenitor) - wspolne komoérki
progenitorowe linii mieloidalnej i granulocytarnej;

»- ETP (z ang. early T-lineage progenitor) - wczesne komorki progenitorowe
limfocytow T;

»- GMP (z ang. granulocyte and monocyte progenitor) - komorki
progenitorowe granulocytéw i monocytéw;

»- MEP (z ang. megakaryocyte/erythrocyte progenitors) - komorki
progenitorowe megakariocytow i erytrocytow.



Doroste komorki macierzyste — gdzie ich szukac

»Komorka macierzysta (ang. stem cell) — komérka zdolna do potencjalnie
nieograniczonej liczby podziatéw i roznicowania do innych typow komorek

»Mezenchymalne komaorki macierzyste
(MSCs) rezydujg w szpiku kostnym i
roznicujg do tkanek takich jak kosci,
chrzgstka, miesnie, wiezadta, sciegna
oraz tkanka tltuszczowa

»MSCs reprezentujg populacje komorek
macierzystych idealng w terapii
przeszczepOw — dosé tatwo je wyizolowaé, e
podtrzymywac¢ w hodowli w warunkach "
laboratoryjnych i wyréznicowac do
pozgdanego typu komorek

»Wymienione cechy decydujg, ze MSCs
znajdujg zastosowanie w autologicznych
transplantacjach, gdzie wtasne komorki
pacjenta sg uzywane do zamiany
uszkodzonych



Doroste komorki macierzyste — gdzie ich szukac

»Komorka macierzysta (ang. stem cell) — komorka zdolna do potencjalnie
nieograniczonej liczby podziatéw i roznicowania do innych typow komorek

»Neuronalne komorki macierzyste
(NSCs) wyizolowane po raz pierwszy w
1992 z mbzgu myszy i z powodzeniem
hodowane w warunkach laboratoryjnych

»Identyfikacja NSCs zakwestionowata
dogmat o ,braku nowopowstajgcych
neuronow” w mozgu i data impuls do
badan nad regeneracjg komorek mozgu

»NSCs réznicujg do neurondw, astrocytow
| oligodendrocytow, ktére wytwarzajg
otoczke mielinowgq, bogatg w tluszcze
substancje, otaczajgcg wypustki
neuronow i warunkujgcg prawidtowe
przekazywanie impulséw elektrycznych
»Uszkodzenie otoczki mielinowej w
konsekwencji prowadzi do rozpadu tkanki
nerwowej i choroby zwanej
stwardnieniem rozsianym

Kemoadrka neurogleju

y
3

|



Komorki macierzyste — pierwszy przeszczep organu

»W 2008 po raz pierwszy przeszczepiono organ wyhodowany z witasnych
komorek macierzystych pacjenta

Wymieniony
fragment

(¢

1. Gruzlica uszkodzita droznosé
tchawicy hamujac doptyw
powietrzau kobiety

Uszkodzony
fragment

2. Komorki 3. Fragment tchawicy pobrano

macierzyste P e .
pobrano od od niezyjacego dawcy._
pacjentki Usunigto enzymatycznie 4. Komorki chrzastki sa hodowane na

komérki pozostawiajac

iwyréznicowano je do komérek kolagenowy szkielet organu
chrzastki w laboratorium - -

szkielecietchawicyi przeszczepiane
biorcy




Komorki macierzyste — pierwszy przeszczep organu

»W 2008 po raz pierwszy przeszczepiono organ wyhodowany z witasnych
komorek macierzystych pacjenta
»Rycina przedstawia budowe bioreaktora zastosowanego w terapii

: : 'Wypreparowany

1 fragment tcha\mcy pﬁbbréteeaemin N
przez%h o K

Pozywka
hodowlana
z zawiesing
komorek
chondrocytéw
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Komorki macierzyste — metody rozpoznawania — morfologiczne
Blastocysta Komérka embrionalna

| \N & A g ""'.;: T ‘,4' -

»Sferyczny ksztatt komorki
»Duze jadro, rozluzniona chromatyna



Komaorki macierzyste — metody rozpoznawania - FACS

»Komorki macierzyste posiadajg Komoérka

macierzysta

charakterystyczne biatka
receptorowe na powierzchni btony
komorkowej

»Dajg one mozliwosc¢ selektywnego
wigzania do biatek sygnatowych

»Biatka te mogg postuzyc jako
markery, ktore umozliwig
wyizolowanie frakcji komaorek
macierzystych z heterogennej
formacji komorek

Receptor



Komorki macierzyste — metody rozpoznawania - FACS

»Komorki macierzyste posiadajg Komoérka

macierzysta

charakterystyczne biatka
receptorowe na powierzchni btony
komorkowej

Znacznik
fluorescencyjny

»Dajg one mozliwosc¢ selektywnego
wigzania do biatek sygnatowych

przeciwciato

»Biatka te mogg postuzyc jako
markery, ktore umozliwig
wyizolowanie frakcji komaorek
macierzystych z heterogennej
formacji komorek

Receptor



Komorki macierzyste — metody rozpoznawania - FACS

»Sortowanie komorek aktywowane

° ° Mieszanina

fluorescencja (ang. Fluorescence YA komérek
activated cell sorting - FACS) jest . - A Aot
technikg umozliwiajgca jednoczesny A . przeciwciatem
pomiar wielu fizycznych i y .

chemicznych cech pojedynczej
komorki

detektor

»Odpowiednio przetworzone

informacje z FACS pozwalajg oceni¢ e iﬂej'e\

W SPOosOb statystyczny parametry

strukturalne zbioréw komorek lub s/ o

. ;s . Elektromagnes ‘-b

intensywnosc¢ fluorescencji sortujacy komorki /o, @

dotgczonych przeciwciat
e & :

»Wynik w postaci histogramoOw opisuje E:

cechy komdrek w badanej probce :

Frakcja Odpadki Frakcja
komorek komorek



Reprogramowalnie jgdrowe

»Reprogramowalnie jgdrowe — proces biologiczny, w ktorym zachodzi
przeprogramowanie chromatyny jadrowej dorostej komorki do stanu
pluripotencjalnego, co umozliwia zamiane losu rozwojowego komorki i
wyroznicowanie jej do innego typu wyspecjalizowanej komorki
»Transf_erjqdra.— chromatyna jgdrowa | 1 Tranetor dadrs il

dorostej komorki podlega reprogramowaniu P

po transferze to oocytu, z ktdérego usunieto '\Sa'c‘;t\

\ P2 \\ / ¢ /“\\

Jad rO .4 “«\@ ) DNAreplication  %§_ ¢ § \ @
Tansp!ant ~ \‘4:5;"' —
(ON Blastocyst ae

»Fuzja komdrek — chromatyna jadrowa jest
przeprogramowywana przez czynniki obecne 2. ru;

akomorek Komérka somatyczna [ ib ‘“\_“
w cytoplazmie komorki macierzyste; o e L.

F Sion Heterokaryon

»Transdukcja czynnikami v L COEL S
tranSkrpryjnymi - dorOSer komérkl Skéry 3. Transdukcja czynnikami es“a;'n‘idsﬁsgﬁs ar:\gfjx;g;;[)hicgfizs
rosngce na szalkach traktowano plazmidem transkrypcyjnymi

DNA kodujgcym macierzyste czynniki 5@fs@2 . ;{/,;)
transkrypcyjne. Produkty ekspresji genow z \! O oo iPS

plazmidow przetransformowaty doroste
komorki do komorek zwanych
indukowanymi komorkami macierzystymi
ang. induced pluripotent stem (iPS) cells



Reprogramowalnie jgdrowe — klonowanie terapeutyczne

»Transfer jgdra — chromatyna jgdrowa dorostej komorki podlega reprogramowaniu po
transferze do oocytu, z ktérego usunieto jgdro. Proces nazywany jest rowniez
klonowaniem terapeutycznym gdy ograniczy sie do etapu embrionu lub klonowaniem
reprodukcyjnym gdy dojdzie do implantacji w macicy, rozwoju i narodzin

Climate cycles Eccentricity finds a role

Archaeology Hunting 400000 vears ago

New on the market




Reprogramowalnie jgdrowe — klonowanie terapeutyczne

»Transfer jadra — chromatyna jgdrowa dorostej komorki podlega reprogramowaniu po
transferze do oocytu, z ktérego usunieto jgdro. Proces nazywany jest rowniez
klonowaniem terapeutycznym gdy ograniczy sie do etapu embrionu lub klonowaniem
reprodukcyjnym gdy dojdzie do implantacji w macicy, rozwoju i narodzin

TECHNIKA :
: K k%‘ g‘K 5rk
»W 19970gtoszono narodziny owcy Dolly cutka T Sk Komorka
sklonowanej technikg transferu jgdra z 1dawcy gy 4/ 41 e/ 2 dawcy
wyroznicowanych komorek sutka »
" Usuniecie
Fuzi jadra
Hodowla\Q uqy komérkowego
Komorek
sutka *
——Jadro z komorki
@ Hodowla L sutka
komdrkowa

Wczesny embrion

@ Implantacja
embrionu
do surogatki

@ Rozwéj ptodowy

i narodziny klonu l Owca “Dolly” genetycznie

WYNIK ‘%W identyczna (klon) do
4 /] 1dawcy komorek sutka

©2011 Pearson Education, Inc.



Reprogramowalnie jgdrowe — klonowanie terapeutyczne

»Transfer jadra — chromatyna jgdrowa dorostej komorki podlega reprogramowaniu po
transferze do oocytu, z ktérego usunieto jgdro. Proces nazywany jest rowniez

klonowaniem terapeutycznym gdy ograniczy sie do etapu embrionu lub klonowaniem

reprodukcyjnym gdy dojdzie do implantacji w macicy, rozwoju i narodzin

»W 19970gtoszono narodziny owcy Dolly

sklonowanej technikg transferu jgdra z
wyroznicowanych komorek sutka

»Przedwczesna smier¢ Dolly w 2003 oraz

zdiagnozowane zapalenie stawow

doprowadzity do spekulaciji, ze jej komorki
nie byty tak ,zdrowe” jak normalnych owiec

co spowodowane byto niepetnym

przeprogramowaniem informacji jgdrowe;

» W latach 1997 -2007 sklonowano 17
innych gatunkoéw ssakow

»Klonowanie reprodukcyjne jest ciggle
procesem niewydajnym

TECHNIKA
Komorki g ¢} % % Komorka
sutka bé"’ | jajowa
1dawcyoﬁ, Z) ; () 2dawcy
Usuniecie
©® Fuza jadra
Hodowla komorkowego
Komoérek
sutka *
——Jadro z komorki
@ Hodowla L sutka
komorkowa

Wczesny embrion

@ Implantacja
embrionu
do surogatki

@ Rozwéj ptodowy

i narodziny klonu | l Owca “Dolly” genetycznie
WYNIK ‘i% identyczna (klon) do
) I dawcy komorek sutka



Indukowane komorki macierzyste

»Komorki macierzyste posiadajg charakterystyczne wzory ekspresji genow,
regulowanych przez specyficzne czynniki transkrypcyjne np. Oct4, Sox2, c-Myc,
Nanog i inne

»W 2006 naukowcy uzywajgc techniki rekombinowanego DNA dokonali transformacji
komorek skory plazmidami kodujgcymi biatka ,macierzystosci”

hodowla selekcja Terapie
komorek |eks anSJa dla pacjenta
somatycznych
Testowanie lekéw
O t4
Komorkl c 352 Modele choréb
somatyczne c- Myc Nanog
dodanie . . .
czynnikow link do prezentacji na nobelprize.org

"macierzystosci"

»Uzyskano indukowane komaorki macierzyste — komorki posiadajgce wszelkie cechy
embrionalnych komoérek macierzystych

»W zwigzku z kontrowersjami dotyczgcymi uzycia komorek macierzystych izolowanych
z embriondw odkrycie prostej metody indukcji komorek macierzystych z dojrzatych
komorek somatycznych uznano za przetom naukowy, ktéry doprowadzi do rutynowego
zastosowania IPSc w terapii regeneracyjnej

»Nagroda Nobla 2012 w dziedzinie medycyna i fizjologia dla Shinya Yamanaki za IPSc


http://www.nobelprize.org/mediaplayer/index.php?id=1781

Reprogramowanie wymaga zmian w chromatynie

»Chromosomy eukariotyczne zbudowane sg z kompleksu DNA i biatek
zwanej chromatynag, ktora podlega kondensacji w trakcie podziatu

komorkowego

R A R0

DNA podwdjna helisa
(2 nm)

\oxz&l"i

.

S

.J'Jj':jl'w
5

Chromatydy

4 (700 nm)
eIt
=

petle platforma
Histony H3, H4, H2A, H2B

Zreplikowany

chromosom
(1,400 nm)

Chromosom
metafazowy

©2011 Pearson Education. Inc.



Reprogramowanie wymaga zmian w chromatynie

»Podstawowg jednostkg chromatyny jest nukleosom

histony — nukleosom = DNA+oktamer histonow

aminokwasy budujace
N-konce histondw
podlegaja licznym modyfikacjom

@ acetylacja

metylacja

fosforylacja
99 ¢

»Biatka chromatyny modyfikujg histony dodajgc specyficzne grupy funkcyjne
do aminokwasow — tego typu modyfikacja jest przyktadem zmiany
epigenetycznej, a wiec takiej, ktora koduje i wyzwala informacje niezalezng
od pierwotnej sekwencji DNA

»Inny rodzaj modyfikacji epigenetycznej to metylacja cytozyn w DNA



Reprogramowanie wymaga zmian w chromatynie

»Modyfikacja epigenetyczna moze doprowadzi¢ do zmiany ekspresji genow i
zmieniC los komorki

Genetycznie

identyczne
komorki




Reprogramowanie wymaga zmian w chromatynie

»Modyfikacja epigenetyczna moze doprowadzi¢ do zmiany ekspresji genow i
zmieni¢ los komorki

@ L
@ O

Genetycznie
identyczne Rézne fenotypy
komorki



Reprogramowanie wymaga zmian w chromatynie

»Modyfikacja epigenetyczna moze doprowadzi¢ do zmiany ekspresji genow i
zmieniC los komorki

prowadzgce do réznicowej
ekspresji genéw

>
Modyfikacje epigenetyczne Q
)

Genetycznie ’
identyczne Rézne fenotypy
komorki

»Epigenetyka opisuje zjawiska dzieki ktorym genetycznie identyczne komorki w
rozny sposob wyrazajg geny wywotujgc roznice fenotypowe



Komorki macierzyste — zastosowanie w transplantacji organow

Dawca Biorca

Implantacja

1. Kamdrki
macierzyste
biarcy

Kolekcjonowanie
organaw

Bioreaktor
2. Réznicowanie Il

komaorek dojrzatych
do IPSc

Hodowla komdrek
Usuwanie komorek biorcy

dawcy

Mieimmunogenne rusztowanie tkanki
pozbawione komarek




Terapia genowa

»Jednym z osiggniec technologii rekombinowanego DNA jest identyfikacja
genow, w ktorych mutacje sg przyczyng choréb genetycznych
Prawidtowe DNA

Inkorporacja terapeutycznego
fragmentu DNA do DNA jadrowego Produkcja prawidtowego
biatka

Transformacja wektora+DNA

m do komorki

Terapeutyczne DNA
wprowadzone do wektora

»Terapia genowa - leczenie polegajgce na wprowadzeniu obcych kwasow
nukleinowych (DNA lub RNA) do komérek. Charakter lub informacja
genetyczna zawarte we wprowadzonym DNA lub RNA powinny wywierac efekt
terapeutyczny.

» Terapia genowa ma potencjat leczenia chorob wynikajgcych z defektu
pojedynczych gendw

»Do dostarczenia kwasow nukleinowych uzywane sg wektory (Wirusy DNA,
retrowirusy, liposomy)



Terapia genowa — dwa podejscia terapeutyczne

»Istniejg dwa gtowne sposoby dostarczania kwasow nukleinowych

- )
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»System dostarczania kwasow
nukleinowych specyficznie celuje w
wybrane komorki, ktére majg byc
poddane terapii

DNA plazmidowe &

EX vivo

Komérki od pacjenta
poddane sa terapii
genowej w warunkach
hodowli
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Wektor do
terapii genowej

¢

Komorki
po terapii wprowadzane sg
ponownie do pacjenta

»Chore komorki sg pobierane i
poddane terapii w laboratorium po
czym juz jako zdrowe sg wszczepiane

do pacjenta



Terapia genowa — wybor wektorow

»Wybor wektora do terapii genowej wymaga posiadania wiedzy biologicznej o
mechanizmie odpowiedzialnym za chorobe

Adenowirusy DNA Retrowirusy Liposomy

Adenowirus RNA kodujace
prawidlowy gen

z DNA genu
i S T2
do terapii N % :..« ,:\
= - ~ H - —
N (e g Lo Al
S . ke

zawierajacy 7T
kwas nukleinowy \

Liposom ‘@ =
\ / \ - T B e

odwrotna

& transkryptaza (RT) dsDNA
DNA integruje blona
sie do chromosomg - Komérkowa ’:\" T 7,:‘
AT WVARK DNA of o
e _j gospodarza o Ly
[ A ) J’Q’GI’O (.[ i L\r
. WWVARARAAAA, komorkowe .
\\ . 4 DNA z retrowil T 4\1 7').
~ __ Jadro komérkowe _ -~ ’\-‘ 7.) W %
T————— - b N H
Produkcja mRNA i translacja H 7w b A
¥ AR i&‘»

prawidiowego biatka DS i+ L\

»Powodzenie terapii czesto wymaga aby wprowadzony gen terapeutyczny byt wyrazany
do biatka przez dtugi czas. Osigga sie to przez integracje genu do genomu
wykorzystujgc fakt, ze wektory wirusowe i retrowirusowe posiadajg sekwencje
umozliwiajgce wtgczenie obcego DNA do genomu. Dzielgce sie komorki przekazujg

potomnym komaoérkom ten gen i produkujg prawidtowe biatko.



Terapia genowa — przyktady skutecznych terapii

»Ciezki ztozony niedobdr odpornosci (zesp6t SCID ang. severe combined
immunodeficiency disease), wywotywana przez mutacje w genie kodujgcym
deaminaze adenozyny (ADA). ADA produkowana jest w limfocytach T | degraduje
kwasy nukleinowe.

»Chorzy cierpig z powodu hawracajgcych infekcji o podtozu wirusowym, grzybiczym
oraz bakteryjnym; obserwuje sie u nich takze opdznienie rozwoju fizycznego.

Bakterie zawierajgce
plazmid z prawidtowym ludzkim

genem ADA Retrowirus
Objawy choroby ustepuja

Przeklonowanie
genu ADA do retrowirusa

Limfocyty T od pacjenta ' Zmienione genetycznie
SCID zawierajgce nieprawidtowy O komérki T implantowane sg

gen ADA O do szpiku kostnego pacjenta
O | Komarki sg hodowane @ @
w laboratorium by potwierdzi¢
@ produkcje prawidiowego ADA

Retrowirus infekuje Limfocyty T
prawidtowym genem ADA




Terapia genowa — przyktady skutecznych terapii

»Choroba Parkinsona — niedoboér Synapsa

dopaminy, kluczowego = %
neuroprzekaznika w moézgu. Pojawia

sie nadczynnos¢ nerwow w jadrze \
podwzgdrza w moézgu prowadzgca ek L ason {
do dalszego spadku poziomu

do pam | ny /\Dendryty{_

»Neuroprzekazniki propagujg sygnaty
nerwowe w otwartych przestrzeniach
pomiedzy dwoma sgsiednimi
neuronami zwanymi synapsami

Cienka rurka wprowadza
wirusa z genem GAD do
komorek jadra podwzgorza

Gen GAD
w jgdrze komadrkowym
o

(@) @ GABA

wzgoérze
1

»Gen dekarboksylaza kwasu
glutaminowego (GAD) produkuje
kwas gamma-aminomastowy
(GABA), neuroprzekaznik, ktory
naturalnie hamuje nadczynnosc¢
nerwow w jgdrze podwzgorza w
mozgu

ja'd ro
podwzgdrza



Terapia genowa — interferencyjne RNA (IRNA)

»Interferencja RNA — naturalne zjawisko wyciszania albo wytgczenia
ekspresji genu przez dwuniciowy RNA (dsRNA) o sekwencji komplementarnej
do DNA wytgczanego genu

»Krotkie 21 — 30 pz RNA

»Micro-RNA (miRNA) oraz kroétkie interferujgce RNA small interfering (SiRNA)

» Wylaczenie moze sie odbywac przez
»degradacje mRNA
»blokowanie translacji mMRNA

»Zjawisko IRNA zostato zaadoptowane do wielu aplikacji w badaniach
podstawowych | biotechnologii. Technologia IRNA ma réwniez duzy potencjat
terapeutyczny — hamowanie ekspresji niepozadanych genéw

»Za odkrycie zjawiska interferencji RNA amerykancy naukowcy Andrew Fire |
Craig Mello otrzymali w 2006 roku Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny i
fizjologii.



Terapia genowa — interferencyjne RNA (IRNA) - miRNA

»Powstawanie miRNA

»Kompleks biatek Drosha wycina trzon miRNA z pierwotnego transkryptu
MIRNA (pri-miRNA) i powstaje pre-miRNA o dtugosci ~ 70 pz

»RNAza Dicer przetwarza pre-miRNA do dojrzatego dupleksu miRNA

»Pojedyncza ni¢c miRNA jest wigczana do kompleksu biatek — powstaje RISC
ang. miRNA-induced silencing complex

Jadro Cytoplazma

Drosha Dicer RISC
gen /

miRNA

Funkcjonalny
Transkrypcja Ciecie Eksport Ciecie miRISC

A N/ \ N

pri-miRNA pre-miRNA mMiRNA* miRNA miRNA
duplex




Terapia genowa — interferencyjne RNA (IRNA) - miRNA

»Dziatanie miRNA — dwa sposoby obnizania ekspresji genow przez
rozpoznawanie sekwencji w czesci 3’ mRNA. U cztowieka zidentyfikowano

>1600 genow miRNA

Gdy komplementarnosc jest
catkowita

*Docelowe mRNA podlega
degradacji

1. Ciecie mRNA

miRISC
5'CapW"""""""""WAHIAAA

Catkowita komplementarno$é

|

cap M %AAA
T

\

m g
> w W M\»\,uu“n””

miRISC taczy kolejng czgsteczke mRNA

Gdy komplementarnosc¢ jest
niepetna

*Zahamowanie translacji
docelowego mMRNA

2. Represja translacji

miRISC
el v

i

miRISC

A I4..|.umu.|./f3\,°‘AA'"

Niepetna komplementarnosc¢

5'cap

- o o8 A
5‘capu( ‘1( ‘u( WWTM_ S AAAA

Rybosomy



Terapia genowa — interferencyjne RNA (IRNA) - siRNA

»Dziatlanie siRNA — odkryte u roslin,
ktore wykorzystujg system
Interferencji do ochrony przed
wirusami RNA

»SIRNA sg przydatnym narzedziem do
selektywnego wyciszania genow w
celu np. badania funkcji genu przez
obserwacje fenotypu molekularnego
komorek

»SIRNA sg uzywane do terapii chorob,
w ktorych dochodzi do nieprawidtowe;
| niepozgdanej ekspresji danego
biatka

»lch przydatnosc¢ wynika ze
stosunkowo tatwego i taniego
Sposobu syntezy | dostarczania z
uzyciem liposomow

~— DICER

W - [N

W7D W o
A S B
W :

dsRNA

(np. wirusowe)

1. dsRNA jest ciete

na siRNA przez Dicer

2. Kompleks RISC wigze
SiIRNA

3. siRNA-RISC

rozpoznaje —
komplementarnag
sekwencje w mRNA

SIRNA
(lub inny lek)

‘ﬂ
L4
L 4
’4
L 4

‘ﬂ
’4
(4

\

“ ™ = 4. MRNA jest

-~ T degradowane

Membrana
fosfolipidowa



Terapia genowa — interferencyjne RNA (IRNA) - siRNA

»Obserwowany jest niski poziom efektow Rogduka

Zrenica Komora przednia (ole wodnista

ubocznych terapii z SIRNA w poréwnaniu Teczomke
do tych z uzyciem wiruséw corere s AN iesot o
»Przyktadem skutecznej terapii jest

podawanie czgsteczek siRNA

skierowanych do mRNA VEGF u o
pacjentdw z zanikiem plamki zéttej Naczyniowka
»Uwaza sie, ze powstawanie nowych Siatkowka
nieprawidtowych naczyn krwionosnych
w siatkOwce odgrywa gtdwng role w
rozwoju choroby i jest ona stymulowana TN
przez VEGF (czynnika wzrostu Y4/ pNE———
srodbtonka naczyn)

»Niekontrolowany rozrost naczyn

wywo’ruje opuchlizne i stan Zapamy Normalne widzenie Zanik plamki zéttej
pogtebiajgcy problem z widzeniem |
»W | fazie prob klinicznych 25%
pacjentow, ktorym podano siRNA, doznato
poprawy, a u pozostatych nie
zaobserwowano pogorszenia widzenia

Widkna obwodkowe

Plamka $lepa

Plamka z6tta

Zrédto: National Eye Institute



Interferencyjne RNA (IRNA) - biotechnologia

»FIavr_Savr (vwma_lwiany "flavor saver") B P @
— pomidor GMO, pierwsze warzywo mRNA kodujace

dopuszczone do konsumpcii. Zwykly pomidor Y™ PC Blaiko Gn.m,y;:]?krz.dor

Produkowane w latach 1994-1998. aktywnosci PG
. -— Gen PG

»Uzyskane poprzez wprowadzenie RO

antysensownego genu, ktdrego el l
produkt interferowat i powstrzymywat » VR VAT AN
produkcje enzymu — poligalakturonazy é TRNASEISONNE RAOVK ¢ PG
(PG). Enzym rozktada pektyne w $cianie pomigor MR “2EMS2UNE | Komplementarne
komorkowej zmiekcza tkanke, podczas ~ ©M° 4 ntertoram o

(Interferencja)

dojrzewania, starzenia i psucia sie \m
owocu / 3
' Syntetyczny
antysensowny
gen Dojrzaty pomidor
bez sladow

' I R I E gnicia do 3 tygodni

duced from Genetlcally
Modlfied Tomat




INGE — Wyktad 4 i 5 — podsumowanie

interferencyjnego
R /

\
WMz Gryciem ——
-~ 1

wprowadzeniu
terapeutycznych defekt _ ——
Nagrodg Nobla kwaséw nukleinowych genetyczny [P ] . »ak’tywnosm_q biatek: .
w §|a12 I I Smierci cyklin i kinaz zaleznych od cyklin
kompleksu Shinya Yamanaki polegajgcej na Za‘,%%ﬁaja ezl —
: f ~ ~ ~— ~ ktory regulowany jest
biatek | DNA 28 kiéra =
o przyzao terapii apoptozy -
czyli :
1 transfer fuzja Transdukcja genowej ?yklu .
chromatyny | Jadra”_ | | komorek | |, cZynkemy | b ~|_komorkowego 4 Kolejne fazy:
w obrebie SN ogabye — ggan%(; podlegaja procesowi A dzielonego el
- uzyskiwane w laboratorium technikami ~ mechanizmu na — G1,5,G2
modyfikacje "metyiacia DNA| - ! - konltroll oraz Mitoza(M)
' i omorki orki : G
biatek hlstonow:/ch Y macierzyste (kM) t?gle KO!’T\OI‘kI [ dereguiacia | dgcir(\tc())dnz,icgo
takimi jak eukariotyczne czego konsekwengja jest o
Zmianami pmenqal go m%gzz};( gyc : 3 k! replikacji DNA (S)
. . KRAS 53 Wi
epigenetycznymi T te\ra : moga p. podziatu komorki(M)
| pu. rzeidé takie jak takie jak
poprzedzona - regeneracyjnej p IJ 1 1
1 do transformacje | proto-onkogeny | ‘bia’fka supresorowe
roznicowa
T . wys%%c\:‘jvallgg_luc"?glzch nowotoworowa \ enaCh/
i w wynlku = -
ktory\ch fenotyp nabycia ——\ mutacji ‘ © Ujgeych

determinuje




