Osnova

3.Prednaska

Bunecny cyklus

Parovani haploidnich bunek
Regulace transkripce
Prepinani parovaciho typu

4.Prednaska
Regulace transkripce
Promotory
TranskripCni faktory
Gal4p
Hybridni systémy



Regulace transkripce

- vnitfni metabolismus napf. transkripce genu dulezitych pro jednotlivé faze
bunécného cyklu

- signalni drahy reguluji transkripci specifickych ,genovych souboru®
(aktivace haploid specifickych genu)

- reakce na vnéjsi vlivy napfr. vyuziti galaktdzy jako zdroje uhliku v
nepfitomnosti glukézy (historicky + GAL1 promotor je velmi silny)

MAT lokus Typ bunky Geny kontrolované MAT lokusem
e SG ON
al, a2 a haploid e .S G OFF

——haploid SG ON

L aSG ON

eeeeesssssss haploid SG  ON

al, o2 diploid L aSG OFF

al a2 e 0 SG OFF

q — .! .
haploid SG OFF



Struktura promotoru

Kvasinkové promotory se liSi od bakterialnich a vysSich eukaryot (kvasinky
netranskribuji z takovych promotoru)

-VétSina mist pro iniciaci transkripce obsahuje TC(G/A)A a PuPuPyPuPu
(specifické pro kvasinky)

- TATA box (TATAT/AAT/A) je 60-120bp od iniciaCniho mista (podobné Pribnowovu
boxu u bakterii)

- UAS (upstream activating sequences) a URS (upstream repressing sequences)
- DAS (downstream activating sequences — pfimo v sekvenci genu)

al, a2 QL hap|o|d aSG OFF

aSG ON
haploid SG ON

b

konstitutivni



Fosfoglycerat kinasa (PGK)
Galaktokinasa (GAL7)

Kysela fosfatasa (PHOS)
Alkohol dehydrogenasa | (ADH1) konstitutivni

Alkohol dehydrogenasa Il (ADH?2) 100x reprimovan glukozou
Cu metalothionein (CUP1)

Metionin (MET1)

20x indukovan glukézou

1000x indukovan galaktozou, ale
reprimovan glukézou

200x reprimovan anorg. fosfatem

20x indukovan medi
reprimovan metioninem

Regulation/ Signal
Relative Protein Strength on
Promoter Expression Level Western blot P
ADHT (full-length) Ethanol-repressed/High +4+
ADHT (410 bp+)® Constitutive/medium ++
ADH1T (410 bp) Constitutive/low +— (weak)
Constitutive/ very low (not detectable)
ADHT (700 bp) Consitutive/high +4++
GAL 1 (full-length) Reprassed by glucose; (not detectable)?

GAL 1 (minimal)

induced (high-level) by galactose +++0

Not regulated by glucose (no data)
or galactose



Regulace metabolicke drahy galaktozy

- Pouze GALS gen je konstitutivné exprimovan (potfebny pro metabolismus glukozy)
- v§echny ostatni jsou indukovany rustem na galaktéze a reprimovany glukozou

- GAL1, GAL7 a GAL10 geny jsou v klastru na chromosomu 2

- GAL4 gen koduje transkripéni faktor (aktivator), ktery se vaze na UAS téchto gen

- Gal80p se vaze na Gal4p a reprimuje/inhibuje transkripci

- Gal3p pfeméni galaktozu na induktor (vaze se na Gal80p a blokuje vazbu na Gal4p)

- GAL1 promotor je rychle indukovany a velmi silny — 1000x se zvySi mRNA (az 1%)
- pouziva se pro overexprese



TranskripCni aktivator Gal4p
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CO Biotech (1995) p. 59



Vznik 1- a 2-hybridnich systému

transkripce

v

CGGATCCC (UAS)| minimalni Reporter gen

- Takto funguje napf. i FASAY (Functional Analysis of Separated Alleles in Yeast)
pro testovani mutantnich p53 (transkripéni faktor)
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GAL1 UAS minimalni Reporter gen

Stanley Fields, Nature (1989) p. 245



Library
protein

Bait
protein

_| GAL UAS minimal promoter Reporter gene

Figure 2. The two-hybrid principle. The DNA-BD is amino acids 1-147 of the yeast GAL4 protein, which binds to the GAL UAS
upstream of the reporter genes. The AD is amino acids 768-881 of the GAL4 protein and functions as a transcriptional activator.

transcription

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200,
galda, gaj'BEi'i-.,| LYS2 - GAL T jas-GAL 17474-HIS3,
GALZ 2 GAL 21y 7a-ADEZ,
LRA3 - - MEL ju}gs-l'ln‘jfll; i _.—ATA-.IIE?GE

GAL1 UAS GAL1 TATA “
GAL2 UAS GAL2 TATA ADE2
MEL1 UAS menTaa [
MEL1 UAS MEL1 TATA MEL1

MaV203 kmen navic obsahuje URA3 reporter gen — Ize tedy selektovat na
uracilovou auxotrofii + reversni systém tj. mutanty disruptujici interakce (na FOA)
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Nature (2000) p. 623
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Reversni systém (Y2H)

Yeast growth selections

Confrol Forward Reverse
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Drug —_ Interaction disrupted
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trands In Blatechnaiogy

-P¥i pouziti URA3 reportéru Ize pouzit toxickou 5-fluoro-orotatovou kyselinu
(5-FOA) k negativni selekci tj. interakce povede k zahubé kvasinek, zatimco

mutanty neschopné interakce na FOA plotnach porostou (mutanty nebo
synteticke latky)

TIBTECH (1999) p. 374



Interaction

Split-hybrid system
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Klasicky dvojhybridni systém

Trojhybridni systém
— heterotrimerni proteinové komplexy
- posttranslaéni modifikace

Trojhybridni systém
- proteinovy inhibitor interakce

Trojhybridni systém
— RNA interakce
- ligand/receptor



Interakce vyzadujici post-translacni modifikace

transkripce

[
»

GAL1 UAS minimalni Reporter gen

- Nékteré protein-proteinové interakce jsou zavislé na post-translacnich modifikacich
- v bunce jsou pfitomny napfr. acetylasy i deacetylasy, ale nemusi dochazet k
acetylaci hybridniho proteinu — feSenim je ,pfipojeni” prislusného enzymu k hybridu
- konstitutivni modifikace a kazdy enzym ve stechiometrickém poméru k substratu
(nejsou nutné kofaktory regulujici interakci/modifikaci)

Nat Biotech (2004) p. 888



Analyza vazby protein-RNA (Y3H)
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glucocorticoid receptor - FKBP12

Hook

Receptor for
Ligand A

DNA-binding
domain
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PNAS (1996) p. 12817

Vazba ligand-receptor (Y3H)
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Inhibitory proteinovych interakci

_<:: e Sc*-H-W, gal/raf,

Ealnclose it
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x| TRAT _ }— :
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FK506 pripojen na kulicky pfes fotolabilni |
raménko - po uvolnéni zacinaji kvasinky rust

PNAS (1997) p. 13396 LexA-R1(C) + B42-FKBP12
zeocin + geneticin, gal/raf, 5-FOA



Dihydrofolat reduktasa/methotrexat

Individual MATa Mating of
bait strains individual MATa Methotrexate
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Science (2008) p. 1465



CytoTrap 2-hybridni system
Kvasinkovy cdc25-2 ts mutant - hSOS (guanine exchange factor) aktivuje RAS

pokud je ukotven na membranu v jeho blizkosti
- jeden partner je myristylovan a ukotven na membranu a druhy (interakCni) partner

je fuzovan k hSOS

Ras signal
transduction
pathway
activated

Cell growth

Cur Biol (1998) p. 1121



