PFenosy genu do Zivych bunék
(transfekce)

Ucel:

- studium funkce gen

- studium mechanismu Fidicich genovou expresi




Klasifikace transfekénich postupl

Podle stability transgenu:

transfekce prechodnd
prendsend DNA se dostdva do
buriky, ale zlistdvd

v extrachromozomadlnim stavu,
transgen se prepisuje nékolik dni
jedna transfekovand bufika mize
obsahovat vétsi pocet kopii
transfekéni DNA (vyssi exprese
transgenu)

2. transfekce stabilni

prendsend DNA se zaclenuje do
chromozomu hostitelské burky
(tento déj nastava z nizkou
frekvenci 10-° - 10-9)

nizka pravdépodobnost vyskytu
dvou nebo vice kopii transgenu v
jedné bunce

Podle zpusobu penetrace
membrany:

1. Postupy biochemické
2. Postupy fyzikdini
3. Postupy biologické




Biochemické transfekéni postupy

1. Transfekce zprostredkovana fosforecnanem vapenatym:

- DNA se smichd s chloridem vdpenatym ve fosfdtovém pufru
- vytvori se jemnd srazenina DNA a fosforecnanu vdpenatého
- precipitdt je pohlcovdn burikami endocytdzou

- G¢&innost transfekce je relativné vysokd: az 50% bunék muze
cizorodou DNA prijmout

- .hrubosti® srazeniny lze reqgulovat pomér cytotoxicity versus
dcinnosti transfekce

Pouziti:
- prechodnd i stabilni transfekce fibroblastt a jinych adherujicich
i neadherujicich bunék
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Biochemické transfekéni postupy

2. Transfekce zprostredkovand DEAE-dextranem

Dietylaminoetyl-dextran:

- vysokomolekuldrni kladné nabity polymer

- slouZzi jako most mezi negativné nabitou DNA a negativné nabitym povrchem
bunky

Princip:

- negativné nabitd DNA se vdZe ke kationtim DEAE- dextranu
- rozpustny komplex se pridd k burikdm

- prrenos komplexu do bunék endocytdzou

Pouziti:

- adherujici i neadherujici buriky (znaénd variabilita Géinnosti u ryznych typi
bunek)

- nevhodné pro stabilni transfekci (toxicita)

- |ze pouzit nizsich koncentraci transfekéni DNA ve srovndni s precipitaci
fosforeénanem vdpenatym




Biochemické transfekéni postupy

3. Transfekce lipofekci

Princip:

- transfekénim Einidlem je lipofilni molekula, kterd obklopf
transfekéni DNA

- transfekcni Cinidlo ma pozitivné nabité skupiny - usnadnéni vazby k
negativné nabité DNA

- lipidy s navdzanou DNA flzuji s bunéénou membradnou a zajisti tak
prenos DNA do bunky

Pouziti:

- rozmanité bunécné typy, casto velmi dobrad Gcinnost




Biochemické transfekéni postupy

4. Transfekce zprostredkovand polykationty (polybrenem a
poly-L-ornitinem)

Princip:

- DNA vytvari s polykationty komplexy, jejichz prenos do bunék je
usnadnén permeabilizaci bunéé¢né membradny a osmotickym Sokem,
které zajist'uje DMSO




Fyzikalni transfekéni postupy

2. Transfekce genovou puskou (,gene gun™)

Princip:
- nastrelovdni bunék kovovymi projektily pokrytymi DNA

Pouziti:
vhodnd metoda pro transfekci rostlinnych bunek
je treba optimalizovat Fadu parametri:
- pocet bunék vystavenych transfekci (bunécnou hustotu, rychlost
proliferace bunék)
- typ média
- stupen vakua ve strelné komore
- miru tlaku hélia na mikropro jektily
- vzddlenost mezi puskou a bunkami
- velikost mikroprojektild (obvykle ¢dstice zlata nebo wolframu o
pruméru 0,6-1,6 um)




Fyzikalni transfekéni postupy

3. Mikroinjekce

Princip:

mechanicky prenos DNA do bunék jemnou jehlou mikromanipulatoru
Pouziti:

Vhodnymi ob jekty jsou velké bunky jako oocyty a vajicka




Prenosy genu do zdrodeénych mysich
bunék mikroinjekci

Vyznam:

- umozhiuji studium funkce genu v kontextu intaktniho organismu

- mysi, které timto zpusobem ziskaly cizi geny se nazyvaji
transgenni mysi

Princip:

- DNA se mikroinjekci vpravi do prvojadra oplozeného mysiho vajicka

- po mikroinjekci se vajicka prenesou do pseudobrezi mysi, kde se
ddle vyvijeji

- u priblizné 10% potomstva bude cizorodd DNA integrovana do
genomu vSech bunék

- protoze cizoroda DNA se v potomstvu vyskytuje v somatickych i
zarodecnych bunkdch, prendsi se krizenim do dalsiho potomstva
stejne, jako kterykoliv jiny gen




Vytvoreni transgenni mysi
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Prenosy genu do mysi prostrednictvim
embryondlnich kmenovych (ES) bunék

ES bunky jsou uméle kultivované bunky odvozené z ranych
mysich embryi, tzv. blastocyst, které mohou byt kultivovény /n
vitro a pozdeéji ranym embryim opét preddny a podilet se tak na
vyvoji vSech tkadni.

Princip:

- prenos DNA do ES bunék v kulture

- selekce stabilné transfekovanych bunék

- prenos transfekovanych bunék do blastocysty mikroinjekci
- prenos blastocysty do pseudobrezi mysi




Prenosy gent do mysi prostirednictvim embryondlnich
kmenovych (ES) bunék

.....

selekéni marker

plazmidova
DNA
pienos

do kultivovanych ;
ES hinék studovany
gen

Vysledek:

nékterd z mlad’ at budou obsahovat jednak
buriky odvozené z transfekovanych ES bunék a
jednak normdlnich bunék.
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(A) ES-bunky rostouci
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nahrazenou zménénym
genem v zarodecné linii




Biologické transfekéni postupy

1. Transfekce virovymi vektory

Vlastnosti retrovirovych vektord:

- velmi 4¢inné, protoze zivotni cyklus retrovird zahrnuje zpétnou
transkripci a integraci virové DNA do genomu infikované bunky

- maji charakter plazmidu, do kterych byly klonovény uréité
retrovirové sekvence

- studovand DNA se zacleni do virové sekvence daného plazmidu a
rekombinantni plazmidovd DNA se izoluje z bakterii




Biologické transfekéni postupy

Transfekce virovymi vektory - princip:

- Zivo¢isné buriky péstované v kulture jsou transfekovany
retrovirovym vektorem obsahujicim Zddanou DNA napr.
metodou precipitace fosforeénanem vapenatym

- v bunikdch, které DNA prijaly, se tvori rekombinantni
retrovirové cdstice, které nesou cizorodou DNA a
pucenim bunky opousteéji

-tyto rekombinantni virové ¢dstice se pouziji pro infekci
zadanych bunék

- v infikovanych burikdch retroviry zajisti stabilni
integraci dané DNA do chromozomu tvorbou provirt
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rekombinantni retrovirove castice
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infekce a exprese genu
v dalSich bufikach
kombinantni provirus




Biologické transfekéni postupy

2. Transfekce rostlinnych bunék zprostredkovana Ti plazmidy
Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens.

- bakterie, kterd vyvoldvd tvorbu nddoru na télech rostlin

- prendsi Ti (,,tumor-inducing™) plazmid do rostlinnych bunék
- Ti plazmid se zaclenuje do chromozomdlni DNA

Funkéni elementy Ti plazmidu:

- oblast T, kterd se integruje do chromozomu rostlinné bunky

- oblast vir, kterd nese geny, jejichz produkty napomadhaji prenosu
T oblasti

- pokud se do T-DNA zacleni zddand nukleotidova sekvence, dojde k
jejimu prenosu do rostlinnych bunék




Transfekce rostlinnych bunék Ti plazmidy
A. tumefaciens

Postup:

- zaclenéni zadaného useku DNA do oblasti T plazmidu Ti
prenos rekombinantniho plazmidu do A. fumefaciens
- infekce kultivovanych bunék touto bakterii

Vysledek:

- oblast T plazmidu véetné studované DNA se prenese do
rostlinnych bunék, kde se zacleni do chromozomalni DNA
- Z transgennich bunék lze regenerovat transgenni rostlinu




Prenos genu do rostlin
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Vybér cilovych bunék pro transfekci

- schopnost rozeznat a aktivovat promotor ridici
expresi exogenniho genu

7V . ’ (o)
- ucinny rust

- primdrni bunky versus transformovana (nesmrtelnad)
bunééna linie




Selekéni systémy eukaryotickych bunék

- podminka izolace vzdcnych stabilnich transfektantu

- puvodné zaloZeny na obnoveni porusenych metabolickych
drah v bunce (70. léta)

- napr. mutantni bunky s inaktivni thymidin kindzou byly
transfekovany genem HSV-TK (herpes virus simplex TK)
a ziskaly tak schopnost rustu na médiu obsahujicim
aminopterin.

- ndsledovala selekce transfektantu na médiu s
aminopterinem, ve kterém je znemoznéna syntéza
thymidinu de novo - pozadavek aktivni TK

- nevyhoda: nutnost inaktivace TK v cilovych bunkach




Selekéni systémy eukaryotickych bunék

80. léta - objev dominantnich selekénich markeru:

- neni treba pouzivat mutantni bunééné linie, protoze
byly objeveny dominantni selekéni markery

- izolovany z E. colr.
xantin-guanin-fosforibozyltransferdza (gpt)
aminoglykozid-fosfotransferdza (neo)

hygromycin B-fosfotransferdza

puromycin-N-acetyl transferdza




Xantin-guanin- fosforibozyl transferdza - GPT

- katalyzuje syntézu GMP z xantinu nouzovou drahou

- za pritomnosti aminopterinu a kyseliny mykofenolové, kdy je
blokovdna syntéza GMP de novo savCimi enzymy, je preziti
bunky zdvislé na integraci a expresi gpt

- kyselina mykofenolova specificky inhibuje inosindt
dehydrogendzu, tj. enzym, ktery katalyzuje premenu
inosinmonofosfdtu na xantinmonofosfat (ten je potreba pro
biosyntézu GMP)

- aminopterin inhibuje aktivitu dihydrofoldt reduktdzy, kterd
je nhutnd pro biosyntézu purinu a pyrimidind

- tento blok Ize uvolnit xantinem, pokud maji bunky k dispozici
funkcni produkt genu gpt E. coli




Aminoglykozid-fosfotransferaza - Neo

- poskytuje hostitelskym bunkdm rezistenci na antibiotikum G418
(strukturné pribuzné neomycinu)

- pokud se do rustového média pridd G418 zdvisi preziti bunék na
stabilni integraci a expresi genu neo

- 6418 narusuje funkci ribozomu a tak blokuje proteosyntézu

- bakteridlni enzym aminoglykosid fosfotransferdza pozmenuje
G418 do netoxické formy




Dalsi selekéni markery

PAC (N-acetyl transferdza)
zdroj: Streptomyces alboniger
princip: poskytuje rezistenci na puromycin

HPH (hygromycin B aminoglykozid
fosfotransferaza)

zdroj: E. colr

princip: poskytuje rezistenci na hygromycin B

DHFR (dihydrofolat reduktdza) - mutantni
varianta

zdroj: mys

princip: kompetitivni inhibitor DHFRwt, poskytuje
rezistenci na metotrexat




Izolace prechodné transfekovanych bunék

- sou¢asnad transfekce bunék zddanym plazmidem
(napr. obsahujicim reportérsky gen) a plazmidem
kodujicim povrchovy protein

- bunky obvykle prijmou oba plazmidy

- fransfekované burky lze oddélit od
netransfekovanych napr. magnetickymi kuli¢ kami
potazenymi prislusnou protildtkou nebo
prutokovym cytometrem vybavenym rozdélovacim
zarizenim (“cell sorter”)




Izolace
transfektantd

Reporter gene (luciferase, pHook (or other gene encoding

CAT, GFP)
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Cotransfect cells with
both plasmids. Cells
which take up DNA
usually take up both
plasmids.

Incubate 48 hr. Reporter
protein and cell-surface
protein are expressed.

|solate transfected cells
by adding magnetic
beads coupled to ligand
or antibody for cell-
surface protein,
followed by exposure to
magnetic field.

Harvest cells that
bound magnetic beads.

Measure reparter protain.




Vyuziti technologie prenosu DNA do bunék pro
studium funkce genu

1. UtiSovani gent pomoci RNA interference
(,.knock-down")

2. Vypinani gent pomoci homologni rekombinace
("knock-out")

3. Uréovani funkce genu vndgenim jejich mutovanych
verzi (,knock-in")




Dalsi pristupy ke studiu funkce genu
- zdsahy do genové exprese

Genetické pristupy:

posileni nebo oslabeni exprese
genu zdsahem do jeho primadrni
struktury nebo do struktury
jeho regulacnich oblasti

- pPenos gendl
- cilené mutace

Epigenetické pristupy:

zmena Urovné exprese genu
zdsahem bez zasahu do jeho
primdrni struktury

- ovlivnéni struktury chromatinu

- z4sah do metylace DNA

- ovlivnéni pozdé jsich fdzi genové
exprese:

zmena stability transkriptu,
ovlivnéni translace,

ovlivnéni funkce (aktivity) proteinu




Genetické pristupy

Zména struktury endogenu nebo requlaénich oblasti:
- cilend mutageneze

Prenos cizorodych genu do bunék:

- transfekce

- infekce

- pFiprava transgennich organismd

- technologie ..knock-out" a ..knock-in"




Epigenetické pristupy: metylace DNA

Pripojeni metylové skupiny na C5 cytozinu: vznik 5-metylcytozinu

Donorem metylové skupiny je S-adenosyl-L-metionin, reakci katalyzuji
DNA metyltransferazy

cytosine 5-methylcytosine




Metylace DNA

Frekvence vyskytu a vyznam:

* 5-metylcytozin tvori 1-6 % bazi DNA vétsiny eukaryot

- v genomu obratlovcl se 5-metylcytozin objevuje
predevsim v dinukleotidech 5" -Cp6-3’

+ 60-90% dinukleotidli CpG je v genomu obratlovct
metylovanych

» dinukleotidy CpG nejsou zastoupeny v genomu rovnomeérné, ale
tvori tzv. CpG ostrovy, které se objevuji prevdzné v oblastech

promotoru

- hypermetylace DNA v téchto oblastech zpusobuje zastaveni
transkripce prislusnych gend




Dva mechanismy zastaveni
transkripce metylaci cytosinu

primé znemoznéni vazby transkripénich faktora citlivych k
metylaci na cilové misto DNA (napr. E2F, CREB, c-Myb, NF«B)

proteiny vdzouci metylované CpG sekvence znemozni transkripci
transkripénimi faktory, které nejsou citlivé k metylaci (MeCP1,

MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3)

Aktivace transkripce

*Hypometylace DNA
*Hyperacetylace histont

Represe transkripce

* Hypermetylace DNA
*Hypoacetylace histon(




Inhibitory metylace DNA

1. Nukleosidové analogy (5-azacytidin, zebularin): tvori kovalentni
vazbu s DNA metyltransferdzou a tak ji inhibuji

2. Latky pusobici ha enzymy zapojené do metabolismu S-
adenosylmetioninu (donor metylové skupiny):
- kompetitivni inhibitory AdoMet-dependentnich
metyltransferdz
- inhibitory syntézy AdoMet (metotrexadt)

3. Derivaty kyseliny 4-aminobenzoové (prokainamid, prokain) se
vdzou na sekvence bohaté na GC a znemoznuji tak vazbu
metyltransferdzy na DNA

Omezuji metylaci DNA a umozZnuji reaktivaci exprese gendu.

Demetylacni cinidla se pouzivaji pri lecbé nékterych nadorovych
onemochéni - zvySeni exprese nadorovych supresord.




Hypermetylacni Cinidla

S-adenosylmetionin

Zastaveni nezddouci genové exprese.




Acetylace histonu

» prenos acetylové skupiny z acetylkoenzymu A na lysin
(Lysb, Lys12 nebo Lys16) histonu

» Uroven acetylace histonu vyplyva ze sméru vychyleni
rovnovahy histonovych acetyltransferaz (HAT) a
histonovych deacetylaz (HDAC)




Acetylace histonu ma vliv na
strukturu chromatinu

- acetylované histony usnadfiuji pristup transkripénich faktoru k DNA
- spjaty s transkripéné aktivnim chromatinem

» odstranénim acetylové skupiny ziska lyzin pozitivni ndboj - umoznéna
elektrostatickd interakce mezi pozitivné nabitymi histony a negativné
nabitou DNA (kompaktni chromatin neumoznuje transkripci)

Aktivace transkripce

*Hypometylace DNA
*Hyperacetylace histonu

Represe transkripce

* Hypermetylace DNA
*Hypoacetylace histonu




Regulace acetylace histonu

U nadorovych onemocnéni je ¢astd nadmeérnad aktivita HDAC
(uml&eni nddorovych supresora)

Inhibitory HDAC (terapeuticky potencidl):

» derivaty kyseliny hydroxamové (trichostatin A, pyroxamid,
oxamftalin)

* mastné kyseliny (butyrdt sodny, fenylbutyrat)

» cyklické peptidy (depsipeptid, apicidin)

* benzamidy (MS-275)

Mechanismus dcinku trichostatinu A - prima vazba na HDAC:
inhibice HDAC)
U jinych inhibitord HDAC neni mechanismus Ucinku zndmy.




Regulace genové exprese
protismyslovymi nukleovymi kyselinami

Princip:
sekvencné specifickd hybridizace s ndsledkem
eliminace urcitého transkriptu a jeho translace

Ruzné varianty:

- protismyslové oligonukleotidy

» protismyslovda RNA

* ribozymy

* DNAzymy

- ndvnadové (..decoy") oligonukleotidy
* RNA interference




Protismyslové oligonukleotidy

Sekvence DNA nebo peptidové nukleové kyseliny (PNA) dlouhé 6-30
nukleotidu, které do bunék pronikaji endocytézou a vdzou se na
komplementdrni mRNA: specificky inhibi¢ni G4cinek na genovou expresi!

PNA: NH

— \N g
- synteticky analog DNA A
- cukr-fosfdtova kostra nahrazena .
pseudopeptidovou kostrou slozenou z monomert \ —Baze
N-(2-aminoetyl) glycinu, ke kterym jsou pFipojeny A °
dusikaté bdze ol
» odolnost k nukledzdam a protedzdm \N
- vysoka specifita vazby k RNA 4( ©
- absence elektrického ndboje: N

- vysokd afinita k RNA \




Protismyslové oligonukleotidy

2 mechanismy G¢inku po vazbé oligonukleotidli na
komplementdarni sekvenci mRNA:

1. Vazba na mRNA spousti jeji degradaci RNazou H
2. Zablokovani translace: duplexy blokuji sestaveni

inicia¢ niho komplexu translace
- Uc¢inek je reverzibilni




virovy vektor protismysiny
s protismysinym genem oligonukleotid




Protismyslovda RNA

- prepis opacné orientovanych genu, které jsou do
bunky preneseny expresnimi vektory transfekci

- protismysind RNA je komplementdrni prepisu
cilového endogenu a vytvori s nim duplex (vliv
sekundadrni struktury)

- zablokovani translace (trvala a stabilni inhibice
exprese cilovych geni)




virovy vektor protismysiny
s protismysinym genem oligonukleotid




Katalytické nukleové kyseliny

Ribozymy a DNAzymy

malé molekuly RNA nebo DNA, které jsou schopny
katalyzovat chemické reakce ovliviujici cukr-
fosfatovou kostru nukleové kyseliny

pro zdsahy do genové exprese jsou dulezité ty z
nich, které mohou zajistit $tépeni mRNA

sekvencni specifita je dana sekvencemi, které
sousedi s katalytickym jadrem




Ribozym - funkce

katalytickd RNA

rizné enzymové aktivity, typické pro proteiny:
sestrih transkriptu, $tépeni DNA, $tépeni
amidovych a peptidovych vazeb, polymerace,
castecna replikace RNA, atd.

metaloenzym, nutnym kofaktorem je obvykle Mg?*




Ribozym - struktura

jednoretézcova RNA s dvouretézcovymi useky

zahrnuje ¢dst pro rozezndni substrdtu v blizkosti
5" konce a

katalytické misto zodpovédné za vlastni
enzymovou aktivitu




Ribozym - mechanismus uGcinku

rozeznani substratu (pdrovani bazi mezi sekvencemi
ribozymu a mRNA)

stépeni mRNA

uvolnéni RNAzymu pro obdobnou reakci s jinou kopii
téZe mRNA

relativné nizké koncentrace RNAzymu postacuji pro
degradaci nadbytku mRNA v bunce

u dlouhych substratu je u¢innost degradace nizsi




Ribozym - vyhody a nevyhody

Vyhody ve srovnani s proteiny:

- nizsi pravdépodobnost indukce imunitni reakce

- nizsi velikost - snadnéjsi prenos do bunek (obvykle
prostrednictvim transformaénich vektora)

Nevyhody:

- nizka 4éinnost rozeznani substratu

- nizkad Ucinnost degradace dlouhych (terapeuticky
vyznamnych) substrdtu

-  nestabilita




Facilitatory

- specidlni oligonukleotidy, které se vdzou na substrdtové RNA,
které sousedi s vazebnym mistem ribozymu (zabranuji
tvorbé sekunddrni struktury RNA v misté stépeni,
zpristupnuji jej ribozymu)

misto Stépeni
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Ribozymy - vyuziti

Ndstroj genové terapie:

- perspektivni vyuziti pri [é€bé nddort (cilené ovlivnéni
aktivity transkripénich faktord, proteinovych kindz,

adhezivnich molekul, ristovych faktort, telomerdz,
atd.)




DNAzym (DNA enzym, deoxyribozym)

- katalytickda DNA
- pripraven uméle v laboratori (rozdil ve srovnadni s prirozenymi
ribozymy)

Struktura:

- jednoretézec DNA

- vazebnd ramena dlouhd 7-8 nukleotidu

- katalytickd doména slozend z 15 nukleotidd

Enzymova aktivita:

- stépi fosfodiesterové vazby mezi puriny a pyrimidiny v
molekule RNA

- odolnéjsi k nukledzam ve srovndni s ribozymy

- nizsi aktivita

Vyuziti:
- podobné jako u RNAzymd: cilend degradace mRNA




Navnadové (,decoy™) oligonukleotidy

- kratké syntetické sekvence DNA nebo PNA

- odpovidaji endogennimu cis-elementu v requlacni oblasti genu,
jehoz expresi maji ovlivnit

- napodobenim vazebné sekvence pro transkripcni faktor
vyvoldvaji kompetici mezi c/s-elementem a ndvnadovym
oligonukleotidem: snizeni vazby transkripcniho faktoru na DNA,
inhibice jeho aktivity

Nevyhody:

- nezddouci vedlejsi icinky (interference s jinymi proteiny)




RNA interference

mechanismus uml¢ovdni genu

jednoretézcovad nebo dvouretézcovd RNA prenesend do bunék
nebo vytvorend v bunkdch cilené brani expresi cilové mRNA

dvouretézcovd RNA je podstatné dc¢innéjsi nez jednoretézcova
podstatou je enzymovd (ATD-dependentni) degradace mRNA

nebo potlaceni genové exprese na drovni transkripce nebo
translace




RNA interference - mechanismus

dvouretézcové molekuly RNA jsou preneseny do bunék a zde

. . . v

stépenim RNA vznikaji krdatké fragmenty o velikosti 19-23
nukleotidd siRNA (,small interfering RNA")

SiRNA se stdvaji soucdsti komplexu RISC (.RNA-induced silencing
complex”)

RISC opatreny siRNA se zameéruje na homologni mMRNA a znemozni
jeji translaci nékterym z téchto mechanismu:

protein Argonaut komplexu RISC zajisti degradaci mRNA
vychytdnim de novo DNA metyltransferdz (DNMT), histonovych
deacetylaz (HDAC) a histonovych metyltransferdz (HMT)
komplexem RISC dojde k modifikaci chromatinu a zastaveni
transkripce daného genu

Dosud nezndmym mechanismem muze siRNA navdzand na RISC
zablokovat translaci
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Ovlivnéni genové exprese na drovni
reqgulace aktivity proteinu

- prenosem protildtek do bunék
- prenosem nebo expresi dominantné negativhich mutanta

-..._‘_J A protein normally functions
by interacting with turgets
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target molecules.

The lunction of the protisin is
blocked Liv aniilody binding.




Ovlivnéni genové exprese na drovni
reqgulace aktivity proteinu

Princip dominantni negativity:
Inhibice aktivity normdlniho funkéniho proteinu prenosem jeho
defektnich podjednotek

Obvykly postup:

1. Do bunék se transfekci prenese zkrdcend varianta genu, jehoz
funkci chceme eliminovat

2. Nadbytek mutantniho proteinu zpusobi inhibici jeho endogenni
funkcni formy i za jeji pritomnosti (proto dominantni
negativita)

Prlklad inhibice transkripénich faktort kontrolovanych hormony:
poteiny disponuji DNA-vazebnou doménou, transkripéne
aktivaéni doménou a doménou pro vazbu hormonu

- funguji ve formé dimert

- za pritomnosti nadbytku zkrdcenych variant tohoto proteinu
Ize dosdhnout Géinné inhibice tvorby funkénich dimerd




