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Transgeniczne zwierzeta i rosliny

»Produkcja transgenicznego

organizmu wymaga trwatej zmiany w

oryginalnej sekwencji genomu w taki

sposob aby mogta by¢ dziedziczona w

trakcie reprodukcji

» Ten obszar inzynierii genetycznej

wzbudza publiczne kontrowersje |

niepokoje

»Istnieje duzo trudnych do

przezwyciezenia naukowych i

technicznych ograniczen dla inzynierii

genetycznej w manipulacjach z

uzyciem wyzszych organizmow tj.
srozmiar i ztozonosc regulacji
genomu oraz nie do konca Foto: Gyeongsang National University
poznany na poziomie npyouibe commaich2u=BOSKEeZEelS
molekularnym mechanizm rozwoju

»Pomimo ograniczen, metody

tworzenia transgenicznych roslin i

zwierzat sg dostepne i uzywane.

Transgeniczny kot z biatkiem RFP



http://www.youtube.com/watch?v=BD5KEeZEe18

Transgeniczne zwierzeta

»Powody tworzenia zwierzat transgenicznych:
»Badania nad chorobami — nadekspresja genow i deaktywacja (knockout)
»Poprawa jakosci produktow ze zwierzat hodowlanych
»Uzywanie zwierzat jako bioreaktorow do produkcji biatek i lekarstw

»W 1981 wprowadzono kroliczy gen
beta-globiny, kodujgcy biatko
hemoglobiny z erytrocytow, do mysiej
komorki jajowej

»W tym samym roku szczurzy hormon
wzrostu wprowadzono do oocytu
myszy - uzyskano potomstwo, ktore
byto 2x wieksze od rowiesnikow bez
transgenu




Transgeniczne zwierzeta — metody otrzymywania

»Stworzenie transgenicznego zwierzecia wymaga przyjecia najlepszej strategii
dostarczenia transgenu tak by zmieni¢c genom w kazdej komorce gospodarza
»Musimy posiadac wiedze o lokalizacji, strukturze i funkcji genu, ktory poddamy
transferowi lub unieczynnieniu

»Wazne jest uzycie witasciwego wektora DNA, ktory nie tylko dostarczy gen ale
rowniez pokieruje jego integracjg z genomem gospodarza

Metoda 1 — komoérki macierzyste

DNA w wektorze

i Selekcja komoérki posiadajgcej
pozadany gen

*|—>

Komérki macierzyste (ESCs)

Iniekcja stransformowanych
komoérek ESC do blastocysty

Metoda 2 - mikroiniekcja

przedjadrza

Implantacja
blastocysty w macicy

+— Gen w wektorze

T

Zaptodnione jajo Implantacja w macicy

M

Test potomstwa na obecnos$¢ genu



Transgeniczne zwierzeta — metoda z uzyciem komorek ESCs

»Pierwsze wektory do wstawiania/wytgczania gendw bylty niedoskonate —
wstawiaty nawet do 200 kopii wektora gdziekolwiek w genomie. Wiedza o
sekwencji otaczajgcej konkretny gen lub rejon umozliwia skonstruowanie
wektora o specyficznym powinowactwie. Transformacja wektorem ma na celu

» przywrocenie/amplifikacje/nadanie nowej/ funkcji genu
» wylaczenie genu — knock-out genu

»Wektory transgeniczne, uzywane do uzyskiwania transgenicznych zwierzat,
oprécz genu do transfekcji (A*) czesto zawierajg gen opornosci na neomycyne
(neo r), gen kinazy tymidynowej (TK) oraz inne elementy regulatorowe — np.
utatwiajgce homologiczng rekombinacje

»Elementy funkcjonalne wektora DNA mogg pokierowac jego integracja z
genomem gospodarza oraz zdeterminowac czas w jakim gen podlegnie

ekspresii.




Transgeniczne zwierzeta — metoda z uzyciem komorek ESCs

>H()d()WIa komérek embrlonalnyCh (ESC) Komérki odporne na neomycyne i gancyklowir
jest inkubowana z wektorem A= oryginalny genm DNA komérkowe
» Wiekszos¢ komorek nie inkorporuje  A*=gen nowy i
wektora — te komorki zging po ekspozyciji I N BN |
(2) Homologiczna rekombinacja
na neomycyne celowana insercja genu
» U Czescl komorek wektor wtgczg sie il - Rejony homologi (Praypadkowa
w sposob przypadkowy (1): caty wektor, inkorporacja wektora
tgcznie z genem TK inkorporuje sie do PNAkomérkows | [T T |
DNA gospodarza. Komorki odporne na ’
neomycyne ale zabijane przez onakomoowe| [ | [ (AW WeeW N[ 1

Komorki odporne na neomycyne ale wrazliwe na gancyklowir

gancyklowir (TK aktywuje gancyklowir).

» U frakcji komorek zachodzi
homologiczna rekombinacja (2):
Fragmenty DNA w wektorze parujg z

Gancyklowir — lek uzywany w terapii antywirusowej i antynowotworowej (cytostatyk)

homologicznymi sekwencjami w genomie HN)OEN\ ! T, km'_?fzwe T,

a rejony pomiedzy tymi sekwencjami sg e ”io B fizo o fizo o
wymieniane na te obecne w wektorze. Con o Copp
Komorki odporne na neomycyne i J Hamie replikacie
gancyklowir (brak TK). pooptoza

»Komorki sg wprowadzane do blastocysty



Transgeniczne zwierzeta — myszy knock-out

»Jezeli gen A* jest niefunkcjonalny to skrzyzowanie
dwoch heterozygotycznych (wt/ko) transgenicznych
zwierzat, najczesciej myszy, wytworzy szczep myszy
knockout homozygotyczny (ko/ko) dla
niefunkcjonalnego genu (obie kopie genu zostaty

wylgczone) L [A<] [neor |

»Myszy ,knockout” sg przydatnym narzedziem do
badania funkcji gendw i czesto sg uzywane jako

wt/ko
modele chordb cztowieka — np. otytos¢, cukrzyca &
»Ograniczenia:
»Myszy ,knockout” dla pewnych genow nie przezywajg \ /
rozwoju ptodowego — niemoznos¢ obserwaciji ko/ko

dorostego fenotypu

» Myszy ,knockout” sg czesto zaskakujgco
niedotkniete przez transgeniczne wytgczenie genu.
Wiele genow wydaje sie zbedne bagdz nie testowano
warunkow, w ktorych ich przydatnosc jest konieczna.
Brak genu moze by¢ kompensowany przez inne.

» Geny maja charakter plejotropowy — podlegajg
ekspresji w roznych tkankach, warunkach i na
odmiennych etapach rozwoju

TK




Transgeniczne zwierzeta — wybiorczy knock-out — system Cre/Lox

»System Cre/loxP moze by¢ uzyty do deaktywacji
genu w specyficznej tkance w wybranym momencie

loxP loxP
»Bakteriofag E. coli, nazywany P1, produkuje biatko Biatko Cre —— |
Cre, ktore tnie DNA na fragmenty dtugosci wiasciwej
dla zapakowania DNA do kapsydu. Biatko Cre tnie e e
DNA wirusa zawsze gdy napotka sekwencje loxP. Wycigcie z
DNA pomiedzy dwoma miejscami loxP jest wycinane, . ¢ chromosomu

a nici DNA tgczone ponownie
Czynnik
transkrypcyjny

»Gen kodujgcy biatko Cre znajduje sie pod kontrolg

promotora wtgczanego przez czynnik transkrypcyjny promotor
obecny wytgczanie w specyficznej tkance ( son )
»Gen ,wylgczany”, ktérego funkcja bedzie badana jest /
flankowany sekwencjami loxP o

Ekspresja Cre
»Wszystkie inne tkanki nie posiadajg danego czynnika biatko Cre—f) l

transkrypcyjnego dlatego celowany gen nie bedzie G—

unieczynniony l Gen usuwany

Zgenomu
»Wynik: mysz transgeniczna bez genu jedynie w e
wybranym typie komorek



Transgeniczne zwierzeta — wybiorczy knock-in — system Cre/Lox

FSyStem Cre/IOXP moze byC rownlez Uzyty dO — ATAAg'I'I'CCA CATACATGOATACAT ATAA(())'I'I'CCA
aktywacji genu w specyficznej tkance w Biafko Cre —— |
wybranym momencie przez:
loxP loxP

ATAACTTCCA ATAACTTCCA
»Usuniecie sekwencji DNA blokujgcych D — ¢J Wycieclez
transkrypcje genu i wstawienie np. promotora,
ktory bedzie wtgczany w konkretnych komaorkach  czynnix
. . transkrypcyjn
| w czasie zaplanowanym przez S
eksperymentatora o

»Zamiane genu mysiego na dowolny jaki chce
badac¢ eksperymentator

»Tego typu myszy transgeniczne nazywane sg | Exspresiacre
knock-in biatko Cre—f)

)

Gen usuwany
z genomu

— .

ENAAMAAMANY



Transgeniczne zwierzeta — przyktady myszy knock out

Knock-out genu GDF8 (Miostatyna) — rozrost tkanki miesniowej

http://news.bbc.co.uk/2/hi/health/3833353.stm

Naturalnie wystepujgce mutanty GDF8
S+l

Krowa rasy bfekitna belgijska



Transgeniczne zwierzeta — przyktady myszy knock out

»Knock-out w genie leptyny (ob/ob) oraz w
genie receptora leptyny (db/db) - dwa
modele mysie z genetycznie
uwarunkowang otytoscig oraz zaburzeniami
metabolicznymi odpowiadajgcymi cukrzycy
typu I

»Leptyna wydzielana jest gtownie przez
komorki ttuszczowe (adipocyty)
odgrywajgce role w regulacji pobierania
pokarmu i gospodarki energetycznej
organizmu

http://en.wikipedia.org/wiki/Leptin

A

Pobieranie
pokarmu

»Dziata poprzez receptory leptynowe
znajdujgce sie w podwzgorzu. Po

zwigzaniu leptyny z receptorami w o
podwzgorzu, neurony przestajg wytwarzac ° 955 ©

neurotransmiter - neuropeptyd Y, ktory jest “ s Ses
stymulatorem apetytu st

Podwzgorze

Wydatkowanie
energii

\

Nat Med. 2010 Oct;16(10):1100-6.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20930753

Transgeniczne zwierzeta — biofarming

» Tworzenie i sprzedaz produktow
uzyskiwanych z transgenicznych
organizmow nazywany jest
biofarmingiem

»Produkty biatkowe uzyskiwane
metodami rekombinowanego DNA w
bakteriach czesto nie posiadajg
aktywnosci z powodu braku
modyfikacji potranslacyjnych, np. reszt
cukrowych i odpowiedniego zwiniecia
biatka

»Modyfikacjom poddano zwierzeta
gospodarskie takie jak krowy, owce
oraz kozy, ktore produkujg
rekombinowane biatka prosto do
mileka

DNA
enzymy
Y\strykcyjne
XN

pojedynczy fragment
DNA w wielu kopiach

N ( \{{Ljﬁ fragmenty DNA

NI

gen

chromosom wektor

Komorkii bakteryjne

. transformowane wektorem

zawierajgcym gen
mRNA

Klony komérek biatka
zawierajgce gen
sg hodowane
produkcja produkcja
genow biatka
> >
(=~ gen biatka _[[~—"4
— [ IsPs T—
genowa [ o0
|| wzrost e
L] |zwierzat ® ot
o
v . AL
) =
T diagnostyka
0pornosc choréb genetycznych hormon
roslin wzrostu



Transgeniczne zwierzeta — biofarming - przyktady

»W 2000 wprowadzono w sposob specyficzny

transgen kodujgcy ludzki gen alfal- o t{‘i‘ﬂi&l
antytrypsyny (A1A) do owcy. Niedobor biatka a-tenvieoyny [ S DN W
wywotuje u ludzi rozedme ptuc — neutrofile chromatyna

fibrc())allgi){dw ‘ I - I ]

produkujg elastaze (proteaza biatkowa), ktora
jest neutralizowana przez A1A N

\\ Usunigcie jadra
»Hodowle fibroblastow owcy poddano \%@ Fibroblasty owey
transfekcji wektorem z ludzkim genem AlA, O

ktory wigczyt sie specyficznie w miejsce genu
kodujgcego kolagen (COL1A1), a nastepnie dla
komorek stransformowanych (odpornych na

noeomycyne) przeprowadzono procedure iﬁmmmc
klonowania reprodukcyjnego, jak w przypadku

owcy Dolly

Stransformowane jadro

Blastocysta

»Stezenie biatka A1A jakie uzyskano to 650

Oweca produkujgca A1A do mleka
ug/ml; 50 razy wiecej niz metodami z .
przypadkowym wigczeniem transgenu M



Transgeniczne zwierzeta — biofarming - przyktady

»Pomimo sukcesu technologicznego
produkcja biatek rekombinowanych w
zwierzetach hodowlanych ma swoje
ograniczenia np. wynikajgce z koniecznosci
procesu oczyszczania biatek do poziomu
czystosci nadajgcych sie jako leki

»Potencjalne zyski mogg by¢ jednak ogromne.
Firma GTC Biotherapeutics produkuje 2
gramy rekombinowanej ludzkiej antytrombiny
(AT) w litrze koziego mleka. AT to
antykoagulant stosowany w niedoborze
antytrombiny, chorobie genetycznej
prowadzgcej do zakrzepicy zylnej i
zatorowosci ptucnej. Lek (ATryn) zostat
dopuszczony do stosowania na terenie UE | =
USA. Jedna koza prOdUkUje tyle Ieku |Ie http://www.gtc-bio.com/atryn-antithrombin-recombinant
dostarczytoby rocznie 90 000 dawcow krwi.




Transgeniczne zwierzeta — biofarming - przyktady

»Transgeniczne kurczaki

Zalety:
»rosng szybciej niz owce i krowy
»mozna pomiesci¢ duza liczbe
zwierzagt na matym terenie
»Mozliwa synteza nawet gramow
biatek rekombinowanych w biatku
jaja

»Metoda

» Infekcja embrionodw wektorem
wirusowym niosgcym pozadany ludzki
kodujacy biatko terapeutyczne
»Inkorporacja elementu regulatorowego
(promotora), ktory umozliwi produkcje
biatka na zgdanie w jajach

»Metoda ,na kurczaka” dostarcza na razie

0,1 g ludzkiego biatka na jajo

A Konstrukt gen+ wektor B Iniekcja wiruséw do

wirusowy zarodka C Hodowla
transfekuje komérki zarodkéw

(produkcja

rekombiowanego
Rozwol do

wirusa)
dojrzatosci
seksualnej

Krzyzowanie z dzikimi
partnerami i selekcja
potomstwa z cecha

Petitte J N , and Mozdziak P E PNAS 2007;104:1739-1740



Transgeniczne zwierzeta — biofarming - przyktady

»Transgeniczne swinie — uzyskiwane na drodze zaptadniania oocytow nasieniem z
dotgczonym obcym DNA. Procedura nazwana sperm-mediated gene transfer (SMGT)
moze dac transgeniczne swinie, ktorych organy mogtyby zostac uzyte w przeszczepach

organow np. przez wytgczenie genow kodujgcych biatka powierzchniowe rozpoznawane
przez ludzki system immunologiczny

DNA w wektorze

N

7\

_

przeciwciato rozpoznajgce biatko
na powierzchni plemnika

) )

Plemnik zaptadnia komorke jajowg a obcy gen jest inkorporowany do genomu



Transgeniczne zwierzeta — biofarming - przyktady

»Transgeniczne naczelne —28 maja 2009 w pismie Nature japonscy naukowcy ogtosili
narodziny transgenicznej matpy gatunku marmoset (Callithrix jacchus). Do genomu
matpy wtgczono transgen kodujgcy green fluorescent protein (GFP), ktory zostat
przekazany kolejnemu pokoleniu. Naczelne sg najblizsze ewolucyjnie i na poziomie
molekularnym cziowiekowi stgd nadzieja, ze modele transgenicznych naczelnych sg
najodpowiedniejsze do tworzenia modeli chordb ludzkich oraz terapii

BIOMEDICAL

SUPERMODEL

Yoy "
" ¥ s b orus priae

E Sasaki et al. Nature 459, 523-527 (2009) do0i:10.1038/nature08090



Transgeniczne zwierzeta — inne zastosowanie

It's not easy being green!

Eduardo Kac

»Transgeniczny kroélik - nazwany Alba,

zawiera transgen (enhanced GFP). Y
Narodzony w 2000 jako ,sztuka g
transgeniczna” /

a\

http://lwww.ekac.org/gfpbunny.html#gfpbunnyanchor

»Transgeniczne ryby akwariowe —
wytworzone pierwotnie do monitorowania
zanieczyszczenia wody

Zwykte czarno-srebrne Danio pregowane
(Danio rerio) zostaty stransfekowane
roznymi odmianami genu GFP




Nowe narzedzia do edycji genomu

N Edija genomu UmoinWia Wydajne Metoda Roku 2011 wedlug magazynu Nature Methods
modyfikowanie wybranej sekwenciji i opiera il

sie inzynieryjnie skonstruowanych ZEN BEC B ,

nukleazach zbudowanych z domen S AGCACAC T TCCGA NTGBATA C/\GAAAGCTTT s 3
rozpoznajacych sekwencje oraz domenyo () e AGGC"%‘&T~ iem ™
wtasciwosci niespecyficznej nukleazy Domena palca cynkowego o
»Nukleazy z motywem palca cynkowego

(ang. Zinc finger nucleases - ZFN). U ludzi, | ////W !

innych ssakow, tych nukleaz sg setki — a TALEN =00 icn gﬁﬁﬁﬁ‘l TCTITCAAMA o 7

charakteryzujg sie tym, ze wigzg rozne,
specyficzne dla siebie, sekwencje DNA w ﬂ
sposob zalezny od liczby i budowy

LN

Poddomena TALE heterodimer aktywnej podjednostki katalitycznej enzymu Fokl

cyn kowyCh pa|CéW (kazdy palec rOZpoznaje http://podwojnahelisa.wordpress.com/2013/04/22/geny-na-miare/
jedna tréjnukleotydowa sekwencje). W
Sposéb natu ra|ny tworzq one kata|og Role TALEN6w odkryto w 2009 badajac bakterie Xantomonas

wywotujacych infekcje roslin

enzymow rozpoznajgcych ssacze DNA — } TG
narzedzie potgczone nukleazy ZNF z ¢
domeng tngca Fokl.

»TALENY (ang. Transcription activator-like
effector nucleases) kazda domena TALE
rozpoznaje pojedynczy nukleotyd — mozliwa
precyzyjna kombinacja domen i rozpoznanie |
se kweani dOCQIOW@j Science 14 December 2012: Vol. 338 no. 6113 pp. 1408-1411




Nowe narzedzia do edycji genomu

»CRISPR/Cas (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) -
system obrony organizmow prokariotycznych (bakterii i archeonoéw) przed egzogennymi
elementami genetycznymi (np. bakteriofagami czy plazmidami).

CRISPR-mediated interference Eukaryotic RNA-interference

l?A\T N

S
iy

Y2 2 23232 °¢F

Foreign DNA ' Foreign RNA

\ CRISPR locus

OUR000COC000ON00CK.  ((Source J piRNA locus _ MIRNA locus
| XOOOOCE
I Repeat  Repeat  Repeat : SO0000C 2

» CRISPR \ Drosha oL

transcription
?

crRNA ( RNA biogenesis ] piRNA
SV — T

crRNA-guided surveillance complex

- el -

Nucleus

T332 T

Cas or RNase |l

RNA-induced silencing complex

mEEmE- -

Cas protein(s) AGO/PIWI
. Seed
RNA-guided >
[ interference ] ( 5\ﬁ1n1|ﬁnmrrrr J
Target interference ; Target interference

1

Nature 482, 331-338 (16 February 2012)



Nowe narzedzia do edycji genomu

»CRISPR/Cas jest obecnie najczesciej uzywanym narzedziem do edycji/naprawy
genomu, hamowania/wigczania ekspresji wybranych genow

OUTLOOK
Species specific Target sequence Vaccines
promoter tracrRNA scaffold )\
Guide RNA Expression A_;ﬁ_ Transcription
. vy Functional ghimeric .
Leee” TTeve Guide RNA (gRNA)

-3
PR A U ) &

Guide sequence (20 nucleotides)

Se THE INTERNATIONAL WEEKLY JOURNAL OF SCIENCE

Species specific  codon Optimized Cas9 Transcription &

. promoter 4
Cas9 Expression i‘{ NLS translation R

Gene of Interest
'}
r 1
Promoter mRNA
 —— \ ! £ ! ¥
¥ | | _.-; ® | 5
Target sequ‘Ence “pPAM sequence

Cas9 binds gRNA
target sequence

SEEK AND DESTROY

PAM sequences recguit and activate Cas9 endonuclease

] s in CRISPR/Ca89 genome-editing tool pacts2
CasS-induced Doubl d -
ouble stran
D‘S‘:::::‘:. l break (DSB) CHEMISTRY , COSMOLOGY DEVICE PHYSICS S EIouE CORRATORE
/ TAKING STILLIN SEE RADIO [N
; - § CHARGE THE DARK ANEW
r/l | 5 Energy storage beyond Where next in the search Laser sig nul ru m || I
the lithium-ion battery for dark magger? weak radio wave
PAGE26 PAGE29 PAGES 45481 2300

Repair by NHE! Repair by HDR

Gene Gene
disruption editing
(InDel)

http://www.addgene.org/CRISPR/guide/



Nowe narzedzia do edycji genomu

»pierwsze naczelne z modyfikacjg genomu technikg CRISPR/Cas
»szybkie wielogenowe modyfikacje - Pparg oraz Ragl

Generation of Gene-Modified Cynomolgus
Monkey via Cas9/RNA-Mediated
Gene Targeting in One-Cell Embryos

Yuyu Niu,’57 Bin Shen,?” Yigiang Cui,*” Yongchang Chen,-57 Jianying Wang,? Lei Wang,® Yu Kang, '-* Xiaoyang Zhao,*
Wei Si,’-> Wei Li,* Andy Peng Xiang,® Jiankui Zhou,? Xuejiang Guo,® Ye Bi,* Chenyang Si,'-* Bian Hu,? Guoying Dong,*®
Hong Wang,'-° Zuomin Zhou,® Tianging Li,"-* Tao Tan,-* Xiugiong Pu,'-* Fang Wang,'-* Shaohui Ji,’-* Qi Zhou,*

Xingxu Huang,?* Weizhi Ji,"-5" and Jiahao Sha®*

Yunnan Key Laboratory of Primate Biomedical Research, Kunming 650500, China

2MOE Key Laboratory of Model Animal for Disease Study, Model Animal Research Center of Nanjing University, National Resource Center for
Mutant Mice, Nanjing 210061, China

3State Key Laboratory of Reproductive Medicine, Department of Histology and Embryology, Nanjing Medical University, Nanjing 210029,
China

4State Key Laboratory of Reproductive Biology, Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China

SKunming Biomed International and National Engineering Research Center of Biomedicine and Animal Science, Kunming 650500, China
6Center for Stem Cell Biology and Tissue Engineering, Key Laboratory for Stem Cells and Tissue Engineering, Sun Yat-Sen University,

Guangzhou 510080, China Sperm injection Cas9 mRNA/sgRNAs injection

TThese authors contributed equally to this work
*Correspondence: shajh@njmu.edu.cn (J.S.), wji@kbimed.com (W.J.), xingxuhuang@mail.nju.edu.cn (X.H.)
(o

http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2014.01.027
(1 % R Gestation
) ~ 5 months

ls&\

Mutant founders Surrogate mother

Embryo transfer

Cell. Volume 156, Issue 4, 13 February 2014, Pages 836—843



Nowe narzedzia do edycji genomu

»pierwsze udana terapia u zwierzat doswiadczalnych technikg CRISPR/Cas
»Tyrozynemia typu I, Smiertelna choroba genetyczna w genie FAH (hydroksylaza
fumarylo-aceto-octanowa), kodujgcym enzym szlaku metabolizmu tyrozyny. Mutacja
punktowa ostatniego nukleotydu eksonu 8 powoduje jego opuszczenie w trakcie
sktadania mRNA i produkcje krotkiego niestabilnego biatka FAH

»Czestosc¢ wystepowania tyrozynemii typu | ocenia sie na 1:100 000-120 000 narodzin, a
w Polsce do 2000 r. rozpoznano 14 przypadkow tej choroby

d Hydrodynamic injection
(Cas9 + sgRNA + ssDNA)

2 % ’ ) o.‘o
/ NTBC withdrawn >

Fahmutimat Fah* hepatocytes?

5..CCTCATGAACGACTGGAGCGgtaatgcctggtgg..3" ssDNA
5...CCTCATGAACGACTGGAGCAgtaatgcctggtgeg..3" genomic

7q9—'>789
G

Nature Biotechnology (2014) doi:10.1038/nbt.2884 Published online 30 March 2014




Przeciwciata poliklonalne i monoklonalne

»Cztowiek i inne kregowce posiadajg
zdolnos¢ do syntezy przeciwciat , ktore
specyficznie rozpoznajg i wigzg antygeny,
np. inne biatka

Miejsca wigzace antygen

»Specyficznos¢ czyni je atrakcyjnym ’7

narzedziem do rozpoznawania roznego et
rodzaju molekut np. receptorow biatkowych : :
na powierzchni komorek nowotworowych — ~

ancuch lekki \S

»Potgczenie takiego przeciwciata z lekiem
umozliwia precyzyjne dostarczenie do
komorki nowotworowej i jej zlikwidowanie

»Ograniczenia:

»1. Odpowiedz systemu immunologicznego
na jakikolwiek antygen wywotuje synteze
przeciwciat poliklonalnych — powstaje wiele
struktur przeciwciat

»2. Nawet jesli komorka wytwarzajgca
pojedyncze przeciwciato zostanie
wyizolowana po kilkudziesieciu podziatach
umrze

. \
s
s s
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B
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Antygeny

fragment

\7 rozpoznjgcy antygen
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uch lekki
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Przeciwciata monoklonalne - produkcja

»Metoda produkcji przeciwciat monoklonalnych
opiera sie na fuzji komérek szpiczakowych z
|imfocytami B Mysz poddana dziataniu antygenu

»Dochodzi do potgczenia komorki nowotworowej, 4/

zdolnej do nieograniczonej liczby podziatéw z a Q
komorkg limfocytu B o pozgdanej swoistosci (Q
izolowanej ze sledziony immunizowanej myszy m
»Komorki szpiczaka majg uszkodzony gen \zolacja komérek Sledziony

fosforybozylotransferazy hipoksantynowo- 00000020000
guaninowej (HGPRT), ktory jest zaangazowany

komorkl szplczaka

;e . Fuzja komérek /s
w synteze puryn — komorki nie mogg sie PR § TN\
replikowa¢ samodzielnie. @@@@@@@@@@ <& 7
» Wolne limfocyty B ulegng apoptozie Hybrydoma n'g ) §
»Komorki hybrydowe przezyjg bo limfocyty B G Jbieranic
produkujg HGPRT a szpiczak zapewnia Hodowla w medium selekcyjnym dla przeciwciat

. s 7y pozytywnych klonéw

,niesmiertelnosé monoklonalnych

»Komorki hodowli rozdziela sie do osobnych
naczynek tak, ze przeciwciata w danym
naczynku bedg pochodzi¢ tylko i wytgcznie z
jednego klonu komorek, bedg zatem
przeciwciatami monoklonalnymi.




Przeciwciata monoklonalne - zastosowanie

»Test cigzowy - oznaczanie obecnosci gonadotropiny kosméwkowej (hCG)
produkowanej przez zarodek w moczu kobiety. Hormon ten daje sie wykrywac
standardowymi testami od 6—12 dnia po zaptodnieniu
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Przeciwciata monoklonalne - zastosowanie

»Przeciwciata monoklonalne sg juz uzywane 2. Zahamowanie sygnalizac]i> -

. . EGE rak podziatu przeciwciato
jako leki. ®

rterapia nowotworow. Herceptyna Ty

uzywana w terapii raka piersi (amplifikacja
receptora HERZ2) oraz Cetuximab
przepisywany w terapii raka jelita grubego
(mutacje aktywujgce w receptorze
nabtonkowego czynnika wzrostu - EGF) 1. Aktywacja kaskady kinaz>

podziat komérkowy

HER2/EGFR

Komoérka nowotworowa

» Immunosupresjaw chorobach o S

poquzu_zapa_Inym, w ktorych mozna uzyc Infmmzﬁﬁx &/{mnemem

przeciwciat skierowanych przeciwko Cortolizumat
cytokinom wywotujgcym patologie. Infliximab ‘

oraz adalimumab to przeciwciata hamujgce Ada"mumﬁ%/ \Q

aktywnosc¢ biatka TNF-a w chorobie Crohn’a
| zapaleniu stawow

Golimumab

M ) ) 4) ®) —

------- 5%

. . s |

»badania diagnostyczne w laboratorium L )g 58 .
) . / /N 55

analitycznym test ELISA ang. enzyme-linked e & 4 4 é§

immunosorbent assays Y Y Y Y Y



Transgeniczne rosliny

»Inzynieria genetyczna zrewolucjonizowata
badania podstawowe na roslinach, a takze
umozliwita doskonalenie roslin aby utatwic ich
uprawe lub zwiekszy¢ wartos¢ uzyskiwanych
plonow.

»> 170 miliondw hektarow genetycznie
zmodyfikowanych roslin byto hodowanych na
swiecie w 2012 roku
http://www.nature.com/gmcrops

» Te osiggniecia byty mozliwe dzieki pionierskim
badaniom Armina Brauna, ktory w 1947
zasugerowat, ze DNA bakterii Agrobacterium
tumefaciens, ktora zakaza rosliny, indukuje
guzy w postaci narosii.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Agrobacterium_tumefaciens_Forsythie.jpg


http://www.nature.com/gmcrops

Transgeniczne rosliny

»A. tumefaciens wprowadza fragment wtasnego
DNA do jgadrowego DNA rosliny uzywajgc
systemu integracji z plazmidem Ti. W majul983
uzyto po raz pierwszy systemu z plazmidem Ti do
wprowadzenia transgenu do rosliny

) s ZASZCZEpienie
Wprowadzenie e f*l '

rosliny
. transgenu ’ bakteriami
A — —
Agrebac tariam
tumefaciens
Pozyskanie
komorek

[ | Dobér Odtworzenie sie e
' 4 LY & komérek ) ¢ rosliny

F._—-—

= = — L_JD

7

Roslina genetycznie
zmodyfikowana z
udziatem wektora.

L



Transgeniczne rosliny

»A. tumefaciens wprowadza fragment wtasnego
DNA do jgadrowego DNA rosliny uzywajgc
systemu integracji z plazmidem Ti. W majul983
uzyto po raz pierwszy systemu z plazmidem Ti do
wprowadzenia transgenu do rosliny

Zaszczepienie
Wprowadzenie - Plazmid T

il rosliny
transgenu 3 bakteriami
— PE——
Agrebactaniam
tumefaciens
/ Pozyskanie
, komorek
[} Dobér Odtworzenie sig

S
&

& kemérek \
- — ' -

rosllny

9

= 2=y

Roslina genetycznie
zmodyfikowana z
udziatem wektora.

miedzykomorkowy

Mechanizm infekcji A. tumefaciens
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(a) komorkowy infekcji
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komorki korzenia
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integracja guza w nastepstwie infekcji
DNA
i ekspresja
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Transgeniczne rosliny - przyktady

Uprawa buraka cukrowego

»Opornosc¢ na herbicydy - glifosat,
sktadnik aktywny produktu Roundup,
hamuje aktywnos¢ enzymu szlaku
wytwarzania aminokwasow aromatycznych,
ktore sg niezbedne do prawidtowego
wzrostu rosliny. Roslina GMO, np. burak
cukrowy, posiada kopie genetycznie
zmienionego enzymu odpornego na glifosat.
Jest to najczesciej modyfikowana
witasciwosc¢ w roslinach GMO

http://www.gmo-compass.org

»Opornosc¢ na owady (rosliny Bt) — biatko
CrylADb, pochodzgce z bakterii Bacillus
Thuringensis (Bt) wprowadzono do
kukurydzy MON 810, zwalcza skutecznie
Omacnice Prosowianke

http://www.gmo-compass.org



Transgeniczne rosliny - przyktady

»Flavr Savr (wymawiany "flavor saver")
— pomidor GMO, pierwsze warzywo

—=\/N\/\—* PG
MRNA kodujace

dopuszczone do konsumpcii. Zwykly pomidor "™ PC Biatko Gnl\j/?(\:lyypr)]?kr?dor

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

»Uzyskane poprzez wprowadzenie RO

antysensownego genu, ktérego
produkt interferowat i powstrzymywat
produkcje enzymu — poligalakturonazy RNONK_ —x+ PG
(PG). Enzym rozktada pektyne w $cianie pomidgor MR"A *2EMS2WNE| Komplementarne
komorkowej zmiekcza tkanke, podczas ~ “M° ot N intororoncya)

(Interferencja)

* A VAVAN
MRNA sensowne

dojrzewania, starzenia i psucia sie \M
owocu i/
; Syntetyczny
antysensowny
gen Dojrzaty pomidor
‘ bez sladéw

PUREE

pmduced from Genetlcally
Modified Tomatoes

AN\




Transgeniczne rosliny - przyktady

»No tears onion — cebula bez efektu tzawienia uzyskana
technikg IRNA — zahamowanie syntezy enzymow allinazy
oraz syntazy czynnika tzawienia, ktore produkujg
podrazniajgcy oczy zwigzek Propanethial S-oxide

O COOH o] o
| | Lachrymatory-factor ‘
S Alliinase S synthase = S
/\/ NH, — /\/ ~y — =
S-1-propenyl-L-cysteine sulfoxide 1-prapenyl sulfenic acid propanethial S-oxide
- ) VI
»Ztoty ryz (ang. Golden rice) — wariant ryzu uzyskany 5 3\

metodami inzynierii genetycznej, dzigki czemu syntetyzuje B- & ' =
Karoten. Powstat z myslg o rynku azjatyckim jako projekt Lo
humanitarny, gdzie dzieci zapadajg na Slepote zmierzchowa |
z uwagi na brak witaminy A (3-Karoten zawarty w jadalnych
czesciach tego ryzu jest prowitaming A)

http://www.goldenrice.org/

»Glowing plant - swiecgca roslina dla kazdego
»hitp://www.kickstarter.com/projects/antonyevans/glowing-
plants-natural-lighting-with-no-electricit

http://glowingplant.com/
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INGE — Wyktad 6 — podsumowanie
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