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Signalni feromonova draha
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Regulace transkripce v haploidnich bunkach

al, a2 + a1, a2 kdduji transkripéni faktory, které ovlivriuji transkripci 3 skupin genu

a-spec.= MFA1,2 (a-feromon), STE2 (a-receptor), STEG, 14 (Uuprava a sekrece feromonu)
a-spec.= MFa1,2 (a-feromon), STE3 (a-receptor), STE13, KEX2 (proteasy)
haploid spec.= STE4,18 (podjednotky G-proteinu), RME1 (inhibitor meiosy)
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Prepinani parovaciho typu
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HO endonukleasa rozeznava a Stipe specifické sekvence

Pouziva se pro vygenerovani DSB a studium mechanismu opravy poSkozené DNA



Prepinani parovaciho typu

DNA z MAT lokusu je HO endonukleasou vystfiZzena a na jeji misto se prekopiruje

sekvence z kazety opacného paru
- HO endonukleasa je exprimovana pouze v materskeé burice v G1 fazi (dcefinna si

uchova puvodni typ)
! ! Current Opinion in Cell Biol 8 (1996)
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Asymetricka lokalizace Ash1p
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-Ash1p represor je
asymetricky lokalizovan do
dcefiné bunky, kde blokuje
transkripci HO-
endonukleasy

- Neni do ni sekretovan,
ale dochazi k expresi
(translaci) asymetricky
lokalizované mRNA

- (translace RNA na
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Priklady translace lokalizované mRNA
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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
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Galactose
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- Regulace
metabolické
 drahy
~ galaktozy

gal mutanty ...

- 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-hybridnich systému

AlB

transkripce

UAS

Petriho miska

RuUzné transkripCni faktory maji podobné domény a lze je kombinovat ...

Lze hledat DNA-vazebné proteiny pro danou UAS sekvenci (AD-hybridni knihovny)

- Takto funguje napf. i FASAY (Functional Analysis of Separated Alleles in Yeast)
pro testovani mutantnich p53 (transkripCni faktor)



FASAY (Functional
Analysis of Separated
— Alleles in Yeast)

transkripce

mut p53 (duplikace 30bp

kvasinka opravila
Oncology Reports (2008) p. 773
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Library
protein

Bait
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_| 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
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MaV203 kmen navic obsahuje URAS3 reporter gen — Ize tedy selektovat na
uracilovou auxotrofii + reversni systém tj. mutanty disruptujici interakce (na FOA)
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Reversni systém (Y2H)

Yeast growth selections
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-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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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
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Analyza vazby protein-RNA (Y3H)
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glucocorticoid receptor - FKBP12
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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



