MASARYKGVA UNIVERZITA

-.r
@
g O




Control
SEC

Ue MNornspecific
promater shiRMA,

Ry

ProLabel activity

CMV
promoter

Gene
ProLabel
fusion

Cotransfection

ProLabel
Screening assay

Gene-specific
SEC

1)1 Gene-specific
promoter shiRMA,

PraLabel knockdawn




Binarni transgenni system

* Drive — kratke sekvence transgenu s

ovlivnitelnym promotorem
— Ovlivneni: tezkeé kovy, teplotni Soky, interferony,
steroidy

« Kratke sekvence: pleiotropni efekty, vysoka
bazalni aktivita bez pritomnosti induktoru
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Transkripcna transaktivacia

= aktivacia transkripcie génov prostrednictvom Specifickych regulacnych proteinov

Binarny transgénny system expresie genov kontrolovany interakciami medzi
efektorovym transgénom so Specifickym promotorom (transaktivator) a cielovymi
transgenmi, v pritomnosti indikatoru.

V 1. binarnom systéme, transgénna transkripcia bola transaktivovana virovym
proteinom — upustenie

VP16 protein z Herpex simplex — kontrola transkripcie cielovych transgenov
obsahujucich VP16 response element

Vyhody:

* reverzibilita expresie cielovych génov

* senzitivita stupna transgénnej aktivacie ku koncetracii indikatoru

» schopnost' kontroly expresie viac ako jedného ciefového transgenu

modely: TetR-based system
Gla4-based system
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TetR-based system

(tetracycline-dependent gene expression system)

Vyuzitie: embryogenéza
tumorogenéza, cancerogenéeza
nadorova terapia

Modifikacie: transaktivacnych domén
trans-represorovych domeén
codon-usage modifikacie
variacie konfiguracie tetO sekvencie
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Mistne specificka
rekombinace DNA

*Mistné specificke rekombinazy:
Cre (z bakteriofaga P1)
Flp (ze Sacharomyces cerevisiae)

*Vlastnosti: rekombinuiji jen urcita mista ( loxP resp. FRT),
nevyzaduji pridavné proteiny ani kofaktory

*Cre/loxP systém vs. FIp/FRT system







Tkanoveé specifické vypinani genu
(knockout)

Vyhodou je, Zze muzeme obejit letalni fenotyp a také podrobné
zkoumat biologicke procesy

Postup:
— Produkce mysi, u kterych je gen zajmu obklopen misty loxP
— Linie mysi, které exprimuji Cre jen v urCitych tkanich
— Krizenim vznikne potomstvo, kde je gen naseho zajmu inaktivovan jen v
bunkach, které exprimuji Cre

— Ke spravné interpretaci fenotypu je tfeba védét, ve kterych bunkach
doslo k rekombinaci- uziti reporteru

Hypomorfni alela




Aktivace genu katalyzovana Cre

K aktivaci dojde
— Qdstranénim STOP DNA (ktera zabranovala transkripci daneho genu
— Obnovenim ORF (ktery byl preruSen néjakou sekvenci)

Casova regulace exprese Cre
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Zaver

» Kontrola exprese dvou a vice genu ve stejné
mysi

« Zmena ne jen na urovni DNA a RNA, ale | na
urovni proteinu

Dekujeme za pozornost




