Genoveé inzenyrstvi

Genové inzenyrstvi se zabyva vytvarenim pozménénych
¢i novych genu a jejich zavadénim do organizmu s
cilem rekonstruovat jejich genetickou vybavu.

Metodickym zakladem genového inzenyrstvi jsou
manipulace s DNA in vitro (zejména klonovani genu a
jejich cilené uUpravy).



Objevy, které umoznily cilené manipulovat s DNA

restrikéni endonukleazy a dalsi enzymy
rozstépeni DNA v presné definovaném miste
spojeni dvou cizorodych DNA (DNA z riznych organismu)

syntéza DNA ve zkoumavce

sekvencovani DNA
stanoveni molekularni struktury genu

klonovani genu
zavedeni genu do nepribuznych organismu

(prekonani mezidruhovych barier)

pomnozeni genu do neomezeného mnozstvi

cilené zavadéni mutaci do genu

studium projevu pozménenych gend (mutace —funkce)



Etapy vzniku a vyvoje genového inzenyrstvi

1965 - objev plazmidu
1970 - izolace prvniho restrikcniho enzymu
1972 - priprava prvnich rekombinantnich molekul DNA in vitro
1973 - zacatek klonovani genu
1975 - Asilomarska konference
1977 - prvni rekombinované molekuly DNA nesouci savci geny
1977 - sekvncovani DNA
1978 - priprava lidského inzulinu v bakteriich
(od r. 1982 vyrabén komercné)

**** mutageneze in vitro - proteinové inzenyrstvi
**** priprava transgennich organismu (rostliny, zivocichové)

1980 - genove terapie
1997 - klonovani zivocichu



Vyuziti genového inzenyrstvi

- Zakladni vyzkum: studium struktury a funkce genl a genomu

- Praktické aplikace:
Priprava latek vyznamnych v |ékarstvi, zemédélstvi a primyslu
vnaseni cizorodych gent do nepribuznych organizmu a ziskavani
produktl ve velkém mnozstvi - prekondni reprodukcnich barier
Priprava latek s novymi vlastnostmi pozménovanim stavajicich
nebo vytvarenim novych gent - enzymy, protildatky, vakciny aj.
Pozménovani a zlepsovani vlastnosti organizmd
priprava mikroorganizmu pro biotechnologie,
zvysovani vynosu kulturnich rostlin a uzitkovosti hosp. zvirat
(odolnost vici chorobam, skidcim nebo zevnim vlivim, produkce
cizich latek v télech rostlin a zvirat)
Genova terapie - lécba genetickych chorob
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Konstrukce (lidskeé)
genomoveé knihovny

Soubor klonovanych fragmentu
genomove DNA, ktere
dohromady reprezentuji cely
genom prislusneho organismu.
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Priprava rekombinantnich
molekul DNA
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Mutageneze in vitro

klasicka genetika

site-directed mutagenesis DNA (genotyp) fenotyp
mistné cilena (rizena) mutageneze reverzni genetika
lokalizovana mutageneze reverzni genetika, genetika ,,naruby*

Mutace se vnaseji do izolované DNA (= in vitro)
typy mutaci: substituce, delece, inzerce

Cile: analyza vztahu mezi strukturou a funkci NK

® Objasnéni funkce gent a regulacnich oblasti

® (Cileni zmény aminokyselin v proteinech

® Priprava proteinl s novymi vlastnostmi (proteinové inzenyrstvi)
®  Priprava transgennich organismu



Mutageneze in vitro

Mutageneze in vitro mutace
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nahodna cilena

manipulace s restrikcnimi misty oligonukleotidova mutageneza
inzerce linkeru (umisténi do konkrétniho mista)
chemicka mutageneza syntéza genu

inkorporace chybnych bazi (kazetova mutageneza)
vyhledani genu nebo zameény bazi nebo kodond
funkcnich oblasti na DNA cilené zmény struktury

proteiny



Zpusoby pouzivané pri mutagenezi in vitro

Manipulace s restrikcnimi misty a enzymatickeé upravy DNA
Oligonukleotidova mutageneze (extenze primeru)
Chemicka mutageneze

Kazetova mutageneze

Metody zalozené na PCR

Mutageneze pomoci supresorovych tRNA
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Vytvareni mutaci
v restrikcnim miste
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Mutageneze pomoci mutantnich oligonukleotidu

rekombinantni dsDNA
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klonovany ve vektoru)
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Mutageneze pomoci mutagennich oligonukleotidu
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Kazetova mutace
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Proteinové inzenyrstvi

Cil: zména struktury a funkce proteinu prostrednictvim technologie
rekombinantni DNA

zmeény vazebnych oblasti proteint
termostabilita

rychlost a substratova specifita reakci
citlivost k oxidaci a toxickym latkam



Proteinové inZzenyrstvi (mutageneze in vitro)

Zmény primarni struktury DNA (genu) provadéné in vitro
1. lzolace genu a jeho naklonovani

2. Vneseni mutace (substituce bazi, delece, inzerce)
manipulace s restrikcnimi misty a enzymatické upravy DNA
oligonukleotidova mutageneze (extenze primeru)
chemicka mutageneze
kazetova mutageneze

3. Stanoveni aktivity pozménéného proteinu
(v E. coli nebo pivodnim hostiteli)



Predpoklady pro vytvareni funkénich proteinu
klonovanych gent

1. Transkripce genu
pritomnost funkcnich regulacnich oblasti pro transkripci

promotor, terminator

2. Translace prepisu genu
pritomnost signall pro translaci

. . . v ’

vybér kodonu pro tRNA daného organizmu
3. Posttranslacni modifikace

4. Transport proteinu
signalni sekvence funkcni v daném hostiteli



Zajisténi exprese cizorodych genu
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Gen pro inzulin DNA
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Priprava lidského inzulinu v bakterialnich bunkach
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Priprava podjednotkové vakciny viru hepatitidy B (HBV) ve kvasinkach
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Priprava humanizovanych protilatek

MysSi protilatka Chimericka protilatka Humanizovana protilatka

CDRs -complementarity
determining regions

Variabilni, Konstantni oblast je Hypervariabilni
konstantni a z lidske protilatky, oblasti jsou
hypervariabilni variabilni a z mysich protilatek,
oblasti jsou hypervariabilni oblasti ostatni jsou lidské
z protilatek mysi jsou z mysi




Protilatka s dvoji specifitou

Protilatka vazajici se na
antigeny na povrchu
tumorovych bunék

manipulace
na urovni cDNA
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Prenos cizich genu do rostlin pomoci Ti-plazmidu
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Table 26.1

Product

(cont’d)

Recombinant vaccines

Hepatitis B

Ambirix (combination vaccine, containing r HBsAg produced
in $. cerevisiae as one component)

Pediarix (combination vaccine containing rHBsAg produced in
S. cerevisiae as one component)

HBVAXPRO (r HBsAg produced in 5. cerevisiae)

Twinrix (adult & pediatric forms in EU. Combination vaccine
containing rHBsAg produced in §. cerevisiae as one
component)

Infanrix-Hexa (combination vaccine, containing r
HBsAg produced in §. cerevisiae as one component)

Infanrix - Penta (combination vaccine, containing
rHBsAg produced in S. cerevisiae as one component)

Hepacare (r S, pre-S & pre-52 HBsAgs produced in a
mammalian {(murine) cell line)

Hexavac (combination vaccine, containing rHBsAG produced
in S. cerevisiae as one component)

Procomvax (combination vaccine, containing r HBsAg as one
component)

Primavax (combination vaccine, containing r HBsAg produced
in 5. cerevisioe as one component)

Infanrix Hep B (combination vaccine containing rHBsAg
produced in S. cerevisiae as one component)

Twinrix (adult and pediatric forms; combination (pediatric)
vaccine containing r HBsAg produced in S. cerevisiae as one
component)

Comvax (combination vaccine, containing HbsAg produced in
§. cerevisiae, as one component)

Company

GlaxoSmithKline

SmithKline Beecham

Aventis Pharma

SmithKline Beecham
(EU); GlaxoSmithKline
(Us)

SmithKline Beecham

SmithKline Beecham

Medeva Pharma

Aventis Pasteur

Aventis Pasteur
Aventis Pasteur
SmithKline Beecham

SmithKline Beecham

Merck

Therapeutic indication

Immunization against hepatitis
Aand B

Immunization of children against
various conditions inducing
hepatitis B

Immunization of children &
adolescents against hepatitis B

Immunization against hepatitis
AandB

Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis,

Haemophilus influenzae type b,
hepatitis B and polio
Immunization against
diphtheria, tetanus, pertussis,
polio and hepatitis B

Immunization against hepatitis B

Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis, hepatitis B,
polio and H. influenzae type B

Immunization against H.
influenzae type B and hepatitis B
Immunization against diphtheria,
tetanus, and hepatitis B
Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis and hepatitis B

Immunization against hepatitis
AandB

Vaccination of infants against H.
influenzae type B and hepatitis B

Date approved

2002 (EV)

2002 (US)

2001 (EU)

1996 (EU) (adult),
1997 (EU) (pediatric),
2001 (US)

2000 (EU)

2000 (EU)

2000 (EU)

2000 (EV)

1999 (EU)
1998 (EU)
1997 (EU)

1996 (EU) (adult),
1997 (EU)

1996 (US)



Vyuziti genoveho inzenyrstvi u rostlin

Potraviny a krmiva

Ovliv novani agronomickych vlastnosti
Rezistence k herbicidim
Rezistence k patogenum (hmyzu, virum, plisnim apod.)
Tolerance ke strestiim (vodni stres — sucho, mraz; osmoticky
stres — zasoleni pad)

Modifikace poskliz novych vilastnosti

Prodlouzeni skladovatelnosti
Zpomaleni zrani a navozeni rezistence k skladkovym
chorobam

VylepSovani nutricni hodnoty a chuti



Vyuziti genoveho inzenyrstvi u rostlin

Produkce sekundarnich metabolit u

Studium a pfenos genu pro kli¢ové enzymy biosyntetichych
drah
Farmakologické pfipravky

Technické plodiny
Produkce Skrobu a oleju pro prumyslové vyuziti
Biodegradovatelné plasty

Fytoremediace



Transgenni rostliny

Rezistence k vir am
Zavedeni genu pro plastovy protein VTM do Ti-plazmidu, prfenos do tabaku,
rajCat
Vakcina je multivalentni, pusobi na jiné virézy
Rezistence k pesticid Um
Vneseni genu pro endotoxin z Bac. thuringiensis pusobiciho na hmyzi
Skudce (BT-rostliny: kukufice, tabak, brambor, aj.)
Nepfimy zpusob — naklonovani genu pro tvorbu toxinu do bakterii
kolonizujicich rostliny (listy, kofeny) — napf. Pseudomonas fluorescens
Rezistence k herbicid Um
Napr. glyfozatu (nejpouzivanéjsi neselektivni herbicid) inhibuje
enzymy tvorby esencialnich aminokyselin
Vneseni genu pro tvorbu cilového enzymu (vétsi mnozstvi zajisti
odolnost rostlin)
Vneseni genu pro tvorbu pozménéného (méné citlivého) enzymu
Vneseni genu pro tvorbu enzymu, ktery inaktivuje herbicid



Transgenni rostliny

VylepSeni nutri énich hodnot plod 1 a semen nebo rostlinnych
produkt u vyuzivanych pr umyslov é

RajCe FlavrSavr fy Calgene — transgen: antisense mRNA genu pro
polygalakturonidasu — prodlouzena konzumni zralost

Ryze — vhodna pro alergiky
Repka — olej ze semen obsahujici zvySeny podil kys. Laurové
(mydla a detergenty)

Repka — olej ze semen bohaty na myristat (kosmetika) nebo kys. Erukovéa
(mazadla a vyroba nylonu)

Arabidopsis a fepka — tvorba biodegradovatelnych polymerd v chloroplas-
tech vyuzitelnych jako plasty (polyhydroxybutyrat, polymery podobné
polyesteru ve vlaknech baviniku)

Produkce vakcin rostlinami

Syrova zelenina obsahujici antigen (vakcinu), ktery indukuje tvorbu
imunoglobulind mukdzniho imunitniho systému v zazivacim traktu
Povrchovy antigen viru hepatitidy B
Podjednotka B toxinu cholery



Rostliny rezistentni k hmyzim Skiadcum
Bt'rOStliny O@‘ ' Bacillus thuringiensis
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Cile studia p fenosu gen u do zivo €iSnych
bun ek

Studium funkce gen U a zpusobu jejich regulace
Priprava transgennich organism U
studium fungovani genu v rdmci celého organismu
pfiprava zivocichu s cilené upravenymi geny
modely pro studium genetickych chorob
priprava zvirat s lepsSimi uzitkovymi viastnostmi,
vytvareni cizorodych proteinu
hledani moznosti pro genovou terapii



Zpusoby p fenosu cizich gen 4 do sav €ich bun ék
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Priprava transgennich savc u
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Vytva feni transgennich mysi mikroinjekci ciziho genu do
oplozeného vaji €ka
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Manipulace s embryonalnimi kmenovymi
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Priklady transgennich Zivo ¢ichu

® Zvirata (mysi, drubez, hospodarska zvifata, ryby) obsahujici gen pro
ristovy hormon — rychlejSi rlist, zména vlastnosti produktu
® Prezvykavci obsahujici ve stfevé GMO-mikroorganismy, které redukuji
toxicitu nékterych rostlin (rozsifeni potencialu krmiv)
® Drubez s pozménénymi travicimi schopnostmi (celuldza, lignin, tuky)
® Drlbez se zvySenym obsahem lysozymu ve vejcich (vyuziti v primyslu a
farmakologii)
® Ovce s vylepSenou srsti
® MysSis pozm énénymi nebo inaktivovanymi geny
O  studium lidskych genetickych poruch:
O neurodegerativni, imunitni, hormonalni choroby,
O vliv faktor 0 na organismus faktor U (napf. [éka, mutagen U)
O  studium poruch pam éti
® Zvirata jako darci organu pro transplantace (xenotransplantaty)
O organy s pozmeénénymi antigenimi vlastnostmi vhodné pro ¢lovéka

® Zvirata produkujici cizorode latky v mléce, mo  €i, krvi nebo tkanich
(animal farming: zvi Fata jako bioreaktory)



Figure 11.18 Normal coho salmon (lelt) and genetically en-
gineered coho salmon (right) containing a sockeye salmon
growth-hormone gene driven by the regulatory region from
a metallothionein gene. The transgenic salmon average 11
times the weight of the nontransgenic fish. The smallest

fish on the left is about 4 inches long. [Courtesy of R. H.
Devlin, Reprinted by permission from Nature 371: 209,
R. H. Devlin, T. Y. Yesaki, C. A. Biagi, E. M. Donaldson,
P. Swanson, and W. K. Chan. Copyright 1994 Macmillan
Magarzines Lid.|
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Priklady latek vytva renych v transgennich
ZViratech

Zvire Latka Vyuziti

ovce Alfa-1-antitrypsin Lécba rozedmy plic

koza Tkanovy aktivator plazminogenu | Rozpousténi krevnich srazenin
ovce Faktor pro srazeni krve VIII, IX Navozeni srazeni krve

prase hemoglobin Nahrazka krve pri transflzi
koza Lidsky ristovy hormon Lécba nanismu

ovce, mys Regulator CFTR Lécba cystické fibrozy
prase Lidsky protein C Antikoagulans krve




Klonovani savc u

Odebrani
bunék

z mlééné
Zlazy bilé
ovee a jejich +
pienos do
media se
snizenou
koncentraci
Zivin

Umisténi obou
bunék do tésné
blizkosti a
navozeni jejich
splynuti +
elektrickym
impulzem.

Dalsi impulz
nastartuje bunééné
déleni

Pienos
vyvijejictho v
se embrya
do délohy
nahradni
matky,
ktera
zarodek
donosi

Odebrani
neoplozeného
vajicka z ovee
¢ernohubky a
odstranéni jeho
jadra
obsahujiciho
chromozomovou
vybavu

MozZnost pFenosu
cizich genii

Narozené jehné Dolly
ma4 stejnou vybavu
chromozomu jako bila
ovce, Z jejiz mlééné
zlazy byla buiika
odebrina



MoZné zp usoby |é ¢by genetickych onemocn éni

Uprava diety - karen éni terapie (galaktosemie,
fenylketonurie)

Substitu €éni terapie (hemofilie, diabetes, nanismus)
Genova terapie (kauzalni lecba)

vneseni funkéniho genu (funkcni alely)
do genomu

cilena zameéna poskozeného genu homologni
rekombinaci

cilené usmrcovani geneticky pozménénych bunék

cilena inhibice exprese genu zodpovédnych
za genetickou poruchu



Genove terapie

Lécba genetickych chorob
dédi¢nych
nadorovych
Podle typu bun €k, do nichz jsou geny vneseny:
genova terapie zarodecnych bunek
genova terapie somatickych bunék
Podle zp usobu p Fenosu gen u:
genova terapie in vitro (ex vivo)
genova terapie in vivo



Priklady lidskych
chorob podmin énych
monogenn é a
pFipada-jicich v

uvahu pro genovou
terapii

V Sou €asnosti

Produkt
Nemoc Hlavni symptomy defektniho Cetnost
genu
Deficience Defekini T-lymfocyty,
adenozin- porucha v tvorbé protildtek,| adenozinde- 1/10®
deamindzy naruSeni imunitniho aminaza
(ADA) systémuu.
Fenylketonurie Fyzicka a psychickd fenylalaninhy- | 1/12 000
retardace. droxyldza
Hemofilie A + B | Porucha v srdzlivosti krve, | faktor VIII, 1/10°
krvacivost. faktor IX muzi
Familiakni Predéasné
hypercholeste- arteriosklerotické LDL-receptor 1/500
rolemie ZEny cév.
Deficience na Plicni emfyzém ,- antitrypsin | 1/3 500
o,- antitrypsin (rozedma plic).
Cysticka fibroza, | Porucha v transportu Na™, | transmembra-
CF zahlenéni dychacich cest, | novy reguldtor | 1/2 500
embolie. CF
Gaucherova Nadory sleziny, zvétseni | glukocerebro-
choroba Jjater, Zluté zbarveni zidaza ?
(pigmentace) kiiZe. :
Duchennova Svalovda ochablost. dystrofin 1/3 000
svalova dystrofie muZzil
Leschiiv- Usazovani kyseliny mocové | hypoxantingua-
-Nyhaniv v kloubech a ledvindch, |ninfosforibozyl-| 1/10°
syndrom poruchy CNS. transferaza




Genova terapie in vitro

klonovani funkéniho genu
v retrovirovém vektoru

odebrani ¢asti poskozenych bunék
kostni direné z téla pacienta a jejich
kultivace in vitro

== funkéni gen

retrovirovy vektor s

,? ‘ .'{
l

=0
» funk¢énim genem
{7

i’ > .‘r
Mekce bunék rekombinantnim

ozafeni pacienta, . retrovirem
usmrceni .

poskozenych bunék : .
kostni diené

pomnoZeni bunék s vnesenym
funk¢énim genem

vraceni opravenych bunék
do téla pacienta




Vlastnosti bun ek vhodnych jako vektory pro
zavadéni genu do organismu

Snadné ziskani bunek z téla
Snadna kultivace v kulturach in vitro
Odolnost k manipulacim spojenym se zavadénim genu

Schopnost navraceni bunék do organismu, kde se

musi pomnozovat pretrvavat po dostatecné dlouhou
dobu

Kmenové bunky kostni dienée
Kozni fibroblasty

Hepatocyty

Myelocyty



Schéma postupu p Fi genoveé terapii deficience
na adenozindeaminazu

T-lymfocyty Infekce T-lymfocyti
odebrané z pacienta. retrovirovym vektorem.

V éasti kultury T-lymfocyta
probéhne integrace retrovirového
vektoru do jejich chromozomu.

PomnozZeni
T-lymfocytd.

) chromozom
T-lymfocytu

b LA

retrovirovy
vektor

lidsky (neposkozeny)
gen

T-lymfocyty
ADA*

/ rekombinantni retrovirovy
M vektor

Implantace bunék ADAY

Nedostatek aktivniho genu ADA do pacienta transfuzi.

je v pacientu kompenzovan expresi
aktivniho genu v ADA*- burikdch.

A




Schéma genoveé terapie melanomu

nador Chirurgicka excize PomnoZeni
souboru TIL-bunék TIL-bunék

Z pacienta. g ... v kulture. A
® 5
®e®

IL-buf Integrace
Tl shusiy rekombinantniho
Infekce vektoru za vzniku
TIL-bunék. bunék TIL*.
o 3 4//
A TNF -0 o2
T /;;kombinantni P regrese = '\ /
JalEOF vektor " ~ nadoru chromozom
; ok TILY -bunék
Selekce |
bunék TIL*.

Transfuze do pacienta. -
Infiltrace bunék TIL*

do nadoru.



Viry jako vektory

nejpouzivanéjSi v GT, velmi dobre infikuji lidské bunky. Asi 70% pokusu s GT

Onkoretroviry: transgen zaélenuji do chromozomu do délicich se bunék -
vyhoda pfi IéEbé nadoru (napf. nadory mozku). Riziko inzeréni inaktivace
endogenu

Adenoviry: infikuji nedélici se buriky, DNA z(istava jako epizom v jadre.
Jsou bezpeéné, ale exprese je kratkodoba. Problém je imunogenicita.
Uplatnéni tam, kde je nutna vysoka exprese béhem kratké doby, napr pri
lecbé rakoviny pro zabiti bunék.

Adenoasociovaneé viry AAVs: Nepatogenni, schopné infekce jen

s vyuzitim adenovirt jako pomocnych virll k replikaci. Integruji DNA do
chromozomu na specificke misto, umoznujici dlouhodobou expresi bez
rizika inzercni mutageneze.

Lentiviry: HIV (retrovirus) — infikuji nedelici se buriky. Do chromozomu se
integruji nahodné - dlouhodoba exprese. Nutnost odstranéni virovych genu
a zachovani schopnosti infikovat nedélici se bunky.

Herpes simplex viry:  Maji tropii pro CNS, v latentni infekci jsou
epizomalni, tj. dlouhodobé exprimuji transgen a Sifi jej do okolni synapticke
sité. Hlavni uloha: pfenos genu do neuronu pro lIé€bu nervovych chorob
(Parkinsonova ch.) a tumory CNS.



Zabrana exprese gen u navozena
protismyslovou RNA
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Genova terapie nador u

Dodani genu: obnova funkce nadorovych supresorovych
genu

Inaktivace genu: zabrana exprese aktivovaného onkogenu
Genetickad manipulace: vyvolani apoptdzy nadorovych
bunek

Modifikace nadorové bunky tak, aby byla vice antigenni
a byla zniCena imunitnim systemem

Modifikace dendritickych bunék ke zvySeni nadorove-
specifické imunitni odpovéds

PouZiti geneticky upravenych onkolytickych vir selektivné
usmrcujicich nadorové bunky



Priklady |1é €by nador u pomoci genove terapie

Typ Zménéné vy . - .
nadoru buiiky Pouzita strategie genove terapie
Vajetnik |Nadorové Intraperitonealni injekce retroviri nebo adenoviri
bunky s genem p53 nebo BRCA1 - obnova kontroly bunééného
cyklu
Vajefnik | Nadorové Injekce adenoviru s scFv protilatkou proti onkoproteinu
bunky ErbB2. Snaha o inaktivaci ristového signilu
Maligni | Tumor- Extrakce TILs z tumoru a jejich pomnozeni. Infekee TILs
melanom | infiltrujici retrovirem s genem pro nekroticky faktor, ktery pak
lymfocyty pisobi na okolni bunky v nadoru
(TILs)
Riizné 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 buiiky se piisobi tumorovym
bunky antigenem nebo cDNA exprimujici antigen aby zahajily
imunitni odpovéd’ vii¢i tumoru
Maligni | Nadorové Injekce retroviru s TK do tumoru. Jsou infikovany jen
gliom bunky rostouci buriky. Je pridan gancyklovir, ktery TK-pozitivni
(mozek) buriky (tj. tumorové) méni na toxin a jsou tak samy
selektivné usmrcovany




Genova terapie 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 nadorove
bunky, v nichz se pak vytvari TK
(retrovirus je schopen infikovat jen
delici se bunky!). Do téla pacienta
je intravenozné podana netoxicka
latka gancyklovir (gcv), ktera je TK
konvertovana na toxicky gcv-
trifosfat usmrcujici bunky.

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

(B)

<

Gancyclovir kills the infected cells



