P9. Vyznam regulaci

Kontrola exprese genii u Escherichia coli

Vychodiskem pro pochopeni vyvojovych procesii a jejich souvislosti
s evoluci organickych forem jsou mechanismy regulace exprese gend.
Prokaryontni i eukaryontni bunky jsou nastaveny na optimalni vyuziti
svych moznosti. I kdyz ¢ast metabolickych procesti probiha diky
trvalé pfitomnosti pfislusSnych enzymu (konstitutivnich enzymt), o
ekonomii buiiky a realizaci konkrétniho fenotypu rozhoduji regulaéni
procesy.

V piipadé prokaryontl se regulace uskuteciiuji

a) Na urovni kontroly aktivity enzymii

Vzorem je negativni zpétnovazebni regulace, kdy konec¢ny produkt
fetézu enzymovych reakci inhibuje aktivitu nékterého z prvnich
enzymil tohoto fetézu, nebo enzym, jehoz aktivita rozhoduje o vétveni
reakci. Tato inhibice je disledkem zmény konformace enzymu (dle F.
Jacoba a J. Monoda zmény jeho alosterickych vlastnosti), vyvolané
vazbou alosterického efektoru (kone¢ného produktu nebo jeho
analogil) na specifické misto proteinu. Napiiklad biosyntéza
isoleucinu z threoninu je inhibovéna piebytkem isoleucinu tak, ze
isoleucin vazbou na threonin-deaminasu blokuje konverzi threoninu
na o-ketobutyrat.

b) Na urovni genomu ovlivnénim exprese geniu, a/nebo na urovni
translace

Vr. 1961 byla F. Jacobem a J. Monodem publikovana prace, ktera
objasnila kontrolu metabolismu laktézy v butikach E. coli v zménami
exprese laktéozového (lac) operonu (Jacob and Monod 1961). Princip
lac regulace se stal zdkladnim modelem genetickych regulaci (Miller
1978). Laktézovy operon je integrovanou transkripéni jednotkou,
slozenou ze tii gent lacZ, lacY, lacA. Buiiky E. coli nejsou schopny
vyuzit laktézu, pokud neni rozstépena na slozky, galaktozu a glukozu,
enzymem [3-galaktosidasou jejiz aminokyselinové slozeni je kddovano
genem lacZ; dalsi dva geny lacY, lacA, koduji enzym permeasu pro [3-
galaktosidy a galaktosid acetylasu. Exprese /ac operonu je negativné
kontrolovana (reprimovana) piitomnosti bilkovinného represoru,
produktu regulacniho genu lacl. Kromé téchto Ctyt strukturnich genti
jsou soucasti operonu dvé regulacni sekvence, vazebné misto pro
represor (operator lacO) a vazebné misto pro RNA polymerasu
(promotor /acP). Represor je alosterickou bilkovinou, ktera vazbou
vazbou [B-galaktosidii ztraci schopnost vazat se k operatoru. Tim se
uvolniuje cesta pro RNA polymerasu a dochézi k iniciaci transkripce.
Funkci promotoru je zajistit koordinovanou expresi ,in cis®, tj.



koordinovanou expresi gend, které jsou soucasti jednoho operonu a
jejichz transkriptem je jedna spolecnd mRNA.

Existuji mutace, které ovlivituji funkcei lac operonu. Nékteré vedou ke
konstitutivni expresi, tj.Cini expresi operonu nezavislou na pritomnosti
efektoru, jiné ovliviiyji strukturu a funkci enzymdu, jiné ovliviiuji
rychlost a ucinnost transkripce. Pfi rastu s laktézou jako jedinym
zdrojem energie a uhliku se v buiice E. coli nachdzi nékolik tisic
molekul [-galaktosidasy. Ne¢kterymi mutacemi lze dosdhnout
nékolikandsobné nadprodukce enzymu, ovSem na tukor syntézy
ostatnich enzymil a proliferacni aktivity bunky.

@Regulace lac operonu E. coli se stala ucebnicovym prototypem

genetickych regulacnich mechanizmii. Vyplynul znéj i koncept
medidtorové RNA, (mRNA).

U E. coli a jinych mikroorganizmii byly objeveny dalsi genetické
regulacni obvody, jejichz spoleCnou vlastnosti je negativni regulace
pusobenim represord. Lisi se vSak jen zplsobem interakce represoru
s efektorem: bud’ se jednd o indukci, tehdy je represor efektorem
inaktivovan (jako v ptipad¢ /ac operonu), nebo je represor efektorem
aktivovan a dochéazi krepresi; typickym piikladem represibilniho
operonu je tryptofanovy (#rp) operon; vtomto piipadé tryptofan
nachézejici se v pfebytku (jako korepresor) aktivuje alostericky
represor. Vysledkem je koordinovana represe péti gend #7p operonu a
potlaceni dalsi syntézy tryptofanu.

Obecné, v syntéze enzymu katabolickych reakci zcela ptevazuje
indukce, zatimco syntéza enzymu anabolickych reakci je represibilni.
Negativni kontrola transkripce u bakterii je usnadnéna skutecnosti, ze
bakteridlni mRNA jsou vétSinou nestalé (rychlost jejich rozpadu je
vetsi, nez rychlost déleni bunék), takze cely systém muize pohotové
reagovat na zmény regulacnich vstupti. Jestlize nastaveni regulacnich
parametra rozhoduje o projevech genotypu, tj. o proménach fenotypu,
pak dédicné zmény vazebnych schopnosti bilkovin a zmény struktury
regulacnich sekvenci DNA mohou byt pficinou transformaci
vyvojového potencialu ve prospéch evoluce.

@Logika regulaci u prokaryot, optimalizovana a fixovana evoluci, je
v souladu s vysokou rychlosti metabolismu a Zivotnich cyklii a nizkou
urovni strukturni komplexity.

Rozpojeni genovych sekvenci bakteridlnich operoni do oddélenych
subjednotek se  spoleCnym  positivnim  regulacnim  ¢lenem
(aktivatorem) poskytuje dal$i moznosti ladéni regulaci koordinované



exprese. Piikladem mtize byt evoluce usporadani sekvence gena pro
biosyntézu tryptofanu u riznych druhd mikroorganismt (Crawford
1975; Campbell 1979): u Pseudomonad a Acinenterobacterti geny
tryptofanového klastru tvofi tii subklastry, u druht Bacillus,
Micrococcus a  Streptomyces dva subklastry, Staphylococcus,
Escherichia a Serratia jeden Kklastr, pficemz v obou poslednich
ptipadech doslo k fiizi domén dvou part gent (G,D a C,F) tak, Ze
jejich produktem jsou bifunkéni enzymy.

@Ampliﬁkace, translokace, rekombinace a fiize genii je béznym
prostiedkem evoluce geonomii.

Od regulacnich obvodii k regulacnim kaskadam

Lac operon E. coli neni izolovanym regulaénim obvodem, jeho
exprese zavisi na koncentraci glukézy v buiice. Jednoduchy cukr
glukéza je produktem zdkladniho metabolizmu a je bezprostfednim
zdrojem energie a uhliku. Disacharid laktéza, pokud ma plnit stejnou
funkci, musi byt nejdiive rozstépena na slozky, glukoézu a galaktozu.
Syntéza [-galaktosidasy by vSak v pfitomnosti glukézy byla pro
bunku zbyte¢nou zatézi. Proto vznikl kontrolni mechanismus,
umoziujici v€lenéni laktdézového systému do celkového metabolismu.
Tim je positivni regulace prostfednictvim alosterického proteinu CAP
(catabolite activator protein). Konformace CAP a jeho afinita
k ptislusné regulacni sekvenci v genomu zavisi na jeho interakei s
cyklickym adenosin-monofosfatem cAMP (cAMP je 3’,5'-cyklicky
fosfodiester adenosinu, vznikajici z ATP plisobenim adenylat
cyklasy). Tvorba cAMP z ATP vSak zéavisi na vnitrobunécné
koncentraci glukozy. V podminkadch hladovéni na glukézu klesa
koncentrace ATP a nartsta koncentrace cAMP. V téchto podminkach
vznikd komplex CAP-cAMP, ktery se vaze do blizkosti promotoru
lacP a tim posiluje jeho afinitu k RNA polymerase. Tento regulacni
systtm je vysledkem selekce promotoru s oslabenou vazebnou
schopnosti pro RNA polymerasu a vzniku nové kooperujici vazebné
sekvence pro CAP-cAMP. Je to piiklad evoluce k adaptivnimu
optimu.

Jako promotor operonti zajistuje koordinovanou expresi gentl ,,in cis*,
tak mechanizmus positivni regulace skrze CAP a akceptorové
sekvence funguje jako epistaticka kontrola ,in trans® - propojuje
rizné operony v integrovanou regula¢ni jednotku - regulon.
Ucebnicovym prikladem takové integrace je koordinovana regulace
Stépeni dalSich potencidlnich zdroji uhliku a energie, sacharidi
arabindzy, maltézy a galaktdzy, v zavislosti na koncentraci glukozy
v butice. Aktivatorem transkripce jednotlivych operonli je opé&t
komplex CAP-cAMP.Uvedené typy regulaci jsou vyuzivany v téch
pripadech, kdy je nutna rychla reakce na zménu prosttedi. Genové
regulace vSak mohou rozhodovat i o Casovém sledu a ndvaznosti



riznych procesu tak, Ze piredchozi regulacni stupné postupné zapinaji
stupné nésledujici.

@Integraci a propojenim jednotlivych regulacnich modult vznikaji
koordinované regulacni site; mapy takovych regulacnich siti byly
nedavno publikovany pro ptipad E. coli a Saccharomyces cerevisiae.

Regulacni sit€¢ by na urcité urovni komplexity mohly byt zdkladem
samousporadani regulacnich procesti; S.A. Kauffman (Kauffman
1991; 1993) uvazuje 1 o mozZnosti zpétnovazebniho piisobeni na
genotyp: nastaveni podminek pro vnitini selekci (kanalizaci) mnoziny
mutaci, tedy nikoli o lamarckovské rozhodnuti o specifické genetické
zmeéné.

% podle Kauffmana neni fenotyp souctem piepisi informaci
z jednotlivych gent, ale emergentni viastnosti celého systému:
fenotyp se vynotuje jako diisledek interakei regulacnich systému. Byt
geneticky podminény, je a priori neptedpovéditelny.

Piikladem regulacnich siti se sofistikovanym souborem regulacnich
prvkll jsou sité, které se uplatiiuji pii rozhodovani o Zivotnich
strategiich temperovanych bakteriofagii a kvasinky Saccharomyces
cerevisiae.

Temperované bakteriofagy

Temperované (lysogenisujici) fagy mohou existovat ve dvou
alternativnich stavech, bud’ jako virové Castice vyuzivajici hostitele
pro svou mnohonasobnou reprodukci, nebo v lysogennim stavu, jako
virovy genom integrovany v genomu hostitele (provirus, profag).
Lysogenni buiika obsahuje zpravidla jednu kopii fdgového genomu,
ktera se synchronné replikuje s genomem bakteridlnim. Lysogenni
bunika diky expresi fagového genomu jevi lysogenni imunitu — je
odolna, ,,imunni®, proti infekci virovymi ¢asticemi stejného typu (jevi
ptislusnou imunitni specifitu). Virus jak v ptipadé lytické, tak
v ptipadé¢ lysogenni odpovédi vyzaduje metabolismus, RNA
polymerasu a proteosynteticky aparat hostitele.

Dobte prostudovanym je fag A, E. coli (Ptashne 1986a). Osud genomu
A (dle Waddingtona jeho ,,epigeneticky prostor) zavisi na souhfe Sesti
regula¢nich proteinti: cro, N, Q, Pcl, Pcll, PclIl, ve vztahu k né¢kolika
promotortim.

- Prvni etapou vyvoje, bezprostiedné nasledujici vstup genomu A do
hostitelské bunky, je transkripce genli N a cro ze dvou promotorti pg a
pL (pr - promotor pro pravostrannou transkripci, pp - promotor pro
levostrannou transkripci) a produkce regulacnich proteind N a Pcro.



Pcro ma vlastnosti represoru, protein N je pozitivnim regulatorem (s
antiterminacni funkci)

@Fég ma nyni moznost rozhodnout o svém dalsim osudu (zde
najdeme elementarni analogii diferenciace eukaryot). Volba zavisi na
povaze signali z wvnitintho 1 vnéjSitho prostiedi; vaze se na
fysiologicky stav hostitele.

Bud’ a) ustavi cyklus mnozeni faga s lysou buiky,
nebo b) zvoli konservativni formu - lysogenii

Ad a) V podminkdch zajistujicich energeticky naroc¢nou lytickou
reprodukei (vznik nékolika set kopii genomu a odpovidajici mnozstvi
proteinovych  komponent virové castice) dojde predevsim
k mnohonasobné replikaci fagové DNA a nasledné k transkripci
skupiny tzv. pozdnich gend.

V ptipad¢ rozhonuti k lyze

-protein Pcro funguje jako represor genu c/ a znemoziuje syntézu
hlavniho represoru Pcl a tedy i lysogenizaci

-pozitivni (antiterminac¢ni) funkce proteinu Q umoziuje vznik
strukturnich bilkovinnych slozek virionu

-samousporaddnim fagové DNA se strukturnimi bilkovinami virionu
probiha morfogeneze fagovych ¢astic. Konecnou fazi je lyza
hostitelské buiiky.

Ad b) Fysiologické podminky nevyhovujici u¢inné reprodukci vedou
k lysogenisaci a vzniku profaga (proviru).

-Lysogenisace je spusténa proteinem Pcll, ktery umozni transkripci
rekombinacnich genil (xis, int) a aktivuje transkripci cl, tj. tvorbu
hlavniho fagoveho represoru Pcl z promotoru prg (produkt genu cll/
pritom stabilizuje protein Pcll).

Represor Pcl vystupuje ve_dvou funkcich: jako aktivator transkripce
genu cl (jako faktor positivni regulace své vlastni syntézy ze
zvlastniho promotoru pryv) @ soucasné jako negativni regulator vsech
ostatnich fagovych funkci (v€etné funkce cro blokovanim promotorii
Pr @ L)

Rekombinaéni proteiny umoznuji integraci fagového genomu do
genomu hostitele. Hostitel pieziva infekci, autoregulaci je trvale
produkovan  represor Pcl, ziskavd imunitu proti geneticky
homolognim virim.

Bifurkace, podminéna fyziologickym stavem hostitele, je zavisla na
pfitomnosti bakteridlnich proteas: v bohatém proristovém prostiedi
jsou tyto proteasy aktivovany a degraduji protein Pcll, coz
znemoziuje zahajeni syntézy imunitniho represoru Pcl z promotoru
PRE-



A infekce = transkripce velmi rannych genti [NV,cro] =
= aktivace rannych gent [PclIl, Pcll, Q] proteinem N

\
molekularni ,,senzor®, Pecll
"4 N
4 N
lysa lysogenisace
-Pcro reprimuje ¢/, -Pcll aktivuje ¢/
-je degradovan Pcll -Pcl reprimuje vSechny funkce
-je iniciovana syntéza DNA -Pcl aktivuje ¢/
-nadprodukci PQ se aktivuji  -integrace geonomu L
pozdni geny do geonomu hostitele

Existuje fada mutaci ve vazebnych sekvencich regulacnich genii A, i v
regulacnich a strukturnich genech, které méni vlastnosti jednotlivych
regulacnich obvodl a tudiz 1 osud bakteriofdga A a jeho hostitele.
Rozsifrovani molekuldrniho mechanismu vyvoje tohoto inspirativniho
objektu molekularni genetiky je vysledkem spoluprace mnoha
laboratofi; uvodni prace opét pochazeji z patizského Pasteurova
ustavu, z laboratofe A. Lwoffa, F. Jacoba a J. Monoda, z 50.-60. let
minulého stoleti, s vyznamnym podilem M. Ptashne (Harvardska
universita). Zasluhou M. Ptashne je vysvétleni struktury a funkce
represort. K vysvétleni mechanizmu antireprese a vysvétleni funkce A
cro vyznamn¢ piispéla neapolskd skola E. Calefa a Cesky védec Z.
Neubauer (Oppenheim, Neubauer et al. 1970).

Porovnani strategii rozhodovani v epigenetickém prostoru faga
A a homologniho faga 434 (E. coli) a fagh L a P22 (Salmonella
typhimurium, Bezdek and Amati 1967), poskytuje predstavu o
evoluéni diferenciaci genetickych regulacnich elementi. Uvedené
druhy temperovanych fagii maji stejnou strukturu zékladniho
regulaéniho modulu pro syntézu lysogenniho represoru (v ptipadé
fagh L a P22 nazvaného /mmC (ImmC obsahuje gen pro imunitni
represor, gen cro pro antirepresor, a gen aktivujici ustaveni represe).
Evoluéné komplexnéj$i genom P22 obsahuje navic dalsi, velmi
sofistikovany modul Imml, kooperujici s ImmC (Imml zahrnuje gen
ant pro druhy antirepresor, gen mnt gen kédujici represor genu ant a
gen arc kodujici represor genu mnt).

O evolucnich vztazich A, L a P22 viz déale P10., Evoluce biologické
komplexity.

@Genomy eukaryot obsahuji skupiny homeotickych genu, které
v urcitém misté a case rozhoduji o expresi podfizenych gent.



Nazornym piikladem je geneticka kontrola vyvoje drozofily
(Drosophila melanogaster). Tento organismus prochazi stadiem
embrya, larvy a dospélého organismu. Larva i dospély organismus
mayji télo rozdélené v 15 navazujicich segmentt.

O identit¢ a specifickém vyvoji skupin bunék v jednotlivych
segmentech rozhoduji exprese riznych kombinaci homeotickych
genl. Jsou to geny, které obsahuji evoluéné konzervativni sekvenci,
tzv. homeobox. Jeho pfepisem je Cast proteinu, zvana homeodoména
(typicky 60 aminokyselin).

¥~ Obecns, homeotické proteiny funguji jako transkripcni faktory.
Struktura homeodomény je uzplisobena k vazbé na regulacni sekvence
DNA.

Represorové geny faga A cl, cro a gen AQ muzeme brat, z hlediska
funkce jejich produktl, jako analogie homeotickych genti eukaryot
(Ptashne 1986a; Harrison 1991): jejich produkty jsou rozhodujici pro
realizaci vzdy jen jedné ze dvou moznych alternativnich vyvojovych
drah (v této analogii paty regulac¢ni gen N nepatii do této kategorie,
protoze jeho produkt nerozliSuje lytickou a lysogenisujici drahu).
Pokud jde o zpiisob vazby k DNA, Pcl a Pcro se chovaji jako typické
homeotickymi proteiny:

-Pcl (236 ak) se sklada ze dvou casti tvorenych kratkymi a-helixy;
ob¢ Casti, N-doména (92 ak), a C-doména (104 ak), jsou spojeny
linearnim polypeptidem (40 ak). N-doménu tvoii 5 a-helixt, z nichz
dva interaguji s velkym zlabkem DNA. Rozpoznavani specifické
sekvence bazi operatoru nalezi 3. helixu. Protein Pcl (cl-represor )
funguje pouze ve formé dimeru.

-Pcro tvofti jen jedna doména (66 ak), rovnéz obsahujici 5 a-helixa.
Pcro, podobné¢ jako Pcl, funguje jako dimer.

Gen cro je patrné paralogem ¢/ a vznikl duplikaci c/; mutacni
diferenciace obou vede ke specifité rozlisSeni vazebnych sekvence
dvou riiznych operator.

(Podobné se k DNA vazou i dalSich prokaryotické kontrolni proteiny:
lac, trp represory a cAMP receptorovy protein (CRP)).

Na piikladu faga A porozumime zasadnimu vyznamu riznych
molekularnich ptepinaci, které rozhoduji

- 0 nastaveni vyvojovych cest, produkty genti ¢, O,

- 0 ¢asové posloupnosti vyvojovych krokd, produkty gend N, cro, O,
clll, cll, cl,

- opakovéani regulace v jinych vyvojovych etapéch a jinych kontextech
(PcI jako represor vs. Pcl jako faktor autoregulace vlastni syntézy;
Pcro jako ,antirepresor tj. represor c/ a, v tzv ,neimunni® fazi



lysogenti A (Neubauer), jako represor exprese ostatnich rannych
funkci).

U lysogeni mizeme vyclenit dva stavy, charakteristické pro
diferenciaci  bunécnych  linii, podobn¢, jako ve vyvoji
mnohobunéénych  organismi: latentni stadium ,prredurceni*
(commitment) a stadium ,rozhodnuti (determination) k nékteré
z moznych vyvojovych cest.

Stav lysogenie se klonaln¢ udrzuje tak, Ze pifi déleni bunék dochazi
k symetrické distribuci represoru Pcl do obou dcefinnych bunck.
Lysogenni buiika je vSak predurcena k lyse; k lytickému rozhodnuti
dojde

-jeslize je degradovan represor Pcl (napf. proteinem RecA pii
poskozeni genomu hostitele),

-nebo v disledku konjugativniho pfenosu profiga do buiky
nelysogenniho recipienta (zygotickou indukci profaga).

Soubézné s evoluénimi zménami uspotradani regulovanych domén
probihd diferenciace regulacnich sekvenci, promotorti a operatord.
Meéni se jejich poloha vzhledem k transkripénim jednotkdm, méni se i
sméry transkripce.

Naptiklad operony lac a trp obsahuji promotory =zajiStujici
jednosmérnou transkripci, biotinovy klastr E. coli a geny kontrolujici
zahajeni transkripce rannych funkci fdga A jsou transkribovany
divergentni transkripci vlevo a vpravo ze dvou promotoru se dvéma
operatory. Exprese operonu #rp zahrnuje navic jeSté kontrolu
mechanismem tzv. atenuace, ktery se formalné podobd antiterminaci u
faga A; atenuace (neznama u eukaryot) v pfipadé trp operonu
umoziiuje  kontrolu transkripce  zpétnovazebnim  propojenim
s celkovou urovni translace: v podminkach nizké koncentrace
tryptofanyl-tRNA, tj. pfi hladovéni na tryptofan, se atenuace (signal
pro pied¢asnou terminaci transkripce) uvoliuje. Kontrola represorem
a atenuaci zahrnuje dvé rGzné kontrolni sekvence, operdtor a
atenuator, li§i se mechanismem i strukturou kontrolnich elementu;
umoziiuje jemné ladéni exprese a je dalSim ptikladem integrace
regulacnich systémt.

Pouceni ziskané v mikrosvété faga A nyni doplnime o poznatky
ziskané studiem prepindni typu pohlavi u kvasinky (S.cerevisiae);

& objevime dalsi regulacni moznosti,

-bunééné-specifické regulace kombinaci rtiznych proteinovych faktorii
do nadmolekularnich komplexi,

-regulacni roli chromatinu.



Pohlavni diferenciace S. cerevisiae (Nasmyth 1982; Heskowitz 1989;
Haber 1998). Existuji dv¢ alternativni rozmnoZovaci strategie tohoto
jednobunééného eukaryota:

- mnozeni v mitotickych cyklech diploidnich bun¢k,

- mnozeni v mitotickych cyklech haploidnich bun¢k.

V obojim ptipad¢ se bunky d€li asymetrickym pucenim, z materské
bunky se odd€luje busika dcerinnd.

Buiiky jsou ve vychozim stavu diploidni ale v podminkach hladovéni
mohou podstoupit meiosu za vzniku tetrady haploidnich bun€k (spor)
uzavienych v asku.

V asku jsou dvé dvojice bunck, liSici se typem pohlavi, znovu
schopnych fize za vzniku diploidnich bunék.

Jeden pohlavni typ (mating type) je a, druhy a. Tetrdda ma tedy
konstituci [2a., 2a].

Diploidni buitky mohou vznikat

- a) fuzi haploidi opacného pohlavi pfimo v asku (ale bez moznosti

Sifit genotypovou variabilitu rekombinacemi), nebo

- b) po otevieni asku, ve volném prosttedi. V tomto ptipad¢ existuje

pozoruhodny molekularni mechanismus, ktery zajiStuje faze stiidani

pohlavi v jednotlivych generacich.

Vzhledem ktomu, ze kvasinky nemaji pohlavi determinované

specializovanymi pohlavnimi chromosomy, pak existuji dvé moznosti

uréeni pohlavniho typu:

- segregace ,,pohlavnich alel” v meiose,

- nebo regulované stfidani (pfepinani) pohlavi mechanismem
alternativni transkripce alel, nachazejicich se ve dvou vzijemné
vazanych ,kasetach®.

V prvnim pfipadé by mohlo dochazet nerovnomérnému zastoupeni obou pohlavnich
typt v populaci a k extinkci jednoho z nich.

nHInformacni centrum® tvoii dvé netranskribované ,kasety” HMLa.,
HMRa. ,Exekutivnim® lokusem, vnémz se uskute¢iiuje jejich
alternativni transkripce, je lokus MAT. Kaseta HMRa obsahuje alelu
Matal; kaseta HMLo. obsahuje dvé kooperujici alely Matala?2;



transkripce kaset je blokovana represivni strukturou pfilehlého
chromatinu (ta je kontrolovana funkci SIR). MAT lokus je jedinym
mistem transkripce: transkribovana je kopie vzdy jen jedné z obou
kaset. O alternaci v obsazeni lokusu MA4T rozhoduje genova konverze.
Genova konverze je pod kontrolou MAT-specifické endonukleasy HO,
kterd v lokusu MAT vyvolava dvouvldknovy stiih a konverzi tim
iniciuje. Pti kazdém ptepnuti pohlavni faze je alela nachéazejici se v
MAT nahrazena kopii z opacné kasety.
Pro expresi genu HO musi byt splnény soucasné tii podminky:
1) buitka musi byt haploidni, i) musi se nachazet v G1-fdzi bunécného
cyklu, a i) musi byt buitkou materskou.
Buiiky, matefska 1 dcefinnid, maji sice shodny obsah genetické
informace, ale li§i se nastavenim lokusu MAT a asymetrickym
rozdélenim negenetického bunécného obsahu. V haploidnich
materskych bunkach je deponovina mRNA kodujici protein SWIS5,
nezbytny pro aktivaci lokusu HO. Mechanismus stfidani pohlavi S.
cerevisiae, 1ze shrnout vzorcem:

a/Gl1=>(o;a); o/Gl1=>(asza) ... ; o 2 (osa); o/Gl—>(aza)

a,0. matefské buiky

a,a dcefinné bunky

Gl')
o
g, o

¢ervena je linie matef'skych bunék; zelené jsou generace dcetinnych bunék; oranzova je nova
linie matefskych bungk;
S, ,.switch®, je stadium piepinani typu pohlavi

Alternativni prepinani alel o (al,a2), a, z kaset HMR do lokusu MAT
genovymi konverzemi:

HMLa  MAT HMRa

(&)

oXX]------- o0------ Qakxl 1
O

aXIX]-5----a0d--------- axl 1
O

aX1X]-------- oOd------ Qaax 1

V liniich matefskych bun¢k dochazi ke stfidani pohlavi v kazdé generaci. Dcetinné
bunky generuji buiky matetské a stiidaji pohlavi ptes jednu generaci



Zmény zéaviseji na expresi regulacnich faktorG v regulacnich
kaskadach. Z tohoto schématu lze vypozorovat, Ze neustile vznika,
adale zistavd zachovana, neptetrzitd linie bunék s potencidlem
diferenciace.

Mat lokus odpovida za produkci tii typt proteinti: Pal, Pa2, nebo Pal: Alely
Matala2 koduji proteiny Pay, Pa,; alela Matal koduje protein Pal; Tyto proteiny
spolupracuji s proteinem MCMI, ktery je konstitutivné pritomen v bunikach vsech
typii a je vlastnim transkripcnim faktorem. Kontrola pohlavi se déje vazbou téchto
proteini na promotory a-specifickych gend (pa), a-specifickych gent (pal, pa2),
haploid-specifickych genii (ph), promotor genu pro represor meiosy (pRme) a
promotory gent pro sporulaci.

Uvedené regulacni proteiny, skrze pofizené geny, kontroluji fenotypy dvou typl
haploidnich pohlavnich buné¢k a fenotyp bezpohlavni diploidni bunky.

- Diploidni buiika ma genetickou konstituci lokustt MAT [Mat'ala2/Mat"al];

neni exprimovan Pal; jsou exprimovany Po2, Pal, a MCMI1

Pa2 se tiCastni represe a-specifickych gent;

heterodimer 2(Pal)/2(Pa2) blokuje poal (®nemoznost indukce oa-specifickych

geni),

heterodimer 2(Pal)/2(Pa2) blokuje ph (®nemoznost indukce haploid-specifickych
entl),

gouéa)lsné je navozena kompetence k meiose a sporulaci které se uskutecni v

podminkach hladovéni.

-Haploidni bunka a ma genetickou konstituci lokusu MAT [Mato102]; produkuje

Pal, Pa2; jsou aktivovany o-pohlavné specifické geny, haploid-specifické geny,

reprimovany geny pro aktivaci meiosy; indukci transkripce vyvolavda komplex
{MCM1-Pal}; a-fenotyp je reprimovan komplexem {2(Pa2)-MCM1-2(Pa2)}.

Vysledné je navozena kompetence bunek pro pohlavni typ-a.

- Haploidni buiika a ma genetickou konstituci lokusu MAT [Matal]; produkuje
pouze Pal; Pal vSak zde neni vyuzit, uplatiluje se pouze v diploidni buiice. Pro
vyjadieni fenotypu-a staci pritomnost konstitutivniho proteinu MCM1 ve funkei TF.
Jim jsou aktivovany a-specifické geny. a-specifické geny a geny pro indukci meiosy
nejsou aktivovany - neni pfitomen pfislusny TF.

Vysledne je navozena kompetence bunék pro pohlavni typ-a.

Kopie alel v lokusu Exprese v lokusu Exprese Sex specifickych Fenotyp
MAT MAT Genl bun¢k

al (Pal) [a-SG], [a-SG], a, haploid
[h-SG]

al,a2 Pal, Pa2 (Pa2)=a-SG, a, haploid
(Pal)=a-SG;
[h-SG]

a/al,a2 (diploid) (Pa2+Pal)=Pal | (Pa2)=a-SG; a/a, diploid
(Po2+ Pal)=
=a-SG & h-SG

[a-SG], [h-SG], konstitutivni exprese; indukce=; represe™:;

[a-SG], geny konstitutivné ne-exprimované v a buikach;
komplex (a2+al), represor;



Plné vyjadreni a-specifickeho nebo a-specifickeho fenotypu pro konjugativni
splynuti bunék jesté vyZaduje indukci kompetentnich bunék k pohlavni diferenciaci.
Déje se to pusobenim signalnich peptidii (pohlavnich feromont). Ty jsou slabé
produkovany konstitutivné, podobné piitomnost odpovidajicich povrchovych
bunécnych receptort je konstitutivni. Pfi pfiblizeni bunék opac¢ného pohlavi signalni
peptidy indukuji zmnozeni receptort a posileni tvorby feromont positivni zpétnou
vazbou.

Rozhodovani bakteriofagh mezi lysou a lysogenisaci lze chapat jako
problém vyvojové biologie v miniatufe. Obdivuhodny systém kontroly
pohlavi u kvasinek zahrnuje vSechny zdkladni prvky (vzory)
ontogenetickych regulaci, pln€ rozvinutych az u zivocicht a rostlin.

V mikrosvété jednobunécnych organismi tedy nachazime
zjednodusené analogie vyvojovych programti vysSich eukaryot;
muzeme je chapat jako odraz archetypt, které piedchazely evoluci
mnohobunéénych organismi (Scott 2000).

- Homeodomény Pal, Pa2, byly prokazany krystalografickou analyzou komplexu
heterodimeru Pal-Pa2 s DNA (Li, Stark et al. 1995); vazi se k DNA stejnym
zpusobem jako represorové proteiny temperovanych bakteriofaga A, P22, a podobné
jako transkripéni faktor MCM1.

MCM] patii do archaické, velmi riznorodé, konservativni, skupinky MADS-box
genil (Coen and Meyerowitz 1991); ,box™ je tvoren sekvenci ~180 pb; jméno
»~MADS* je odvozeno od Mcmi1 (kvasinka), Agamous (Arabidopsis; diferenciace
kvétnich organt), Deficiens (Antirhinum; diferenciace kvétnich organt), SRF (Serum
Response Factor; kontroluje lidsky gen fos).

- Regulace vyvojové chronologie u mnohobunéénych organismt rozhoduje o
topografii diferencovanych bunék; v piipadé kvasinky je konverze pohlavi vazana
na uzky interval v G1 fazi bunééného cyklu a bunéény cyklus slouzi jako ¢asova osa
diferenciace.

- Urceni vyvojovych drah v diusledku asymetrické distribuce bunécnych slozek,
pozi¢ni regulace; jeji typické vyjadieni nachazime ve vajiccich drosofily: v kazdém
zobou protilehlych polti vajicka drosofily je deponovana specifickh mRNA
matefského puvodu; na pocatku embryonalniho vyvoje jedna znich produkuje
bilkovinu nanos, druha bilkovinu bicoid. Jejich protibézné gradienty pak vytvareji
regulacni pole, urcujici pfedozadni polaritu embrya.

V piipad¢ kvasinky jde o asymetrické rozlozeni mRNA-SWIS5, které diferencuje
dve délici se buiky v bunku matetskou a decefinnou a rozhoduje o expresi funkce
HO.

- Represe/indukce c¢asto souviseji se zménami struktury chromatinu v okoli
transkribovaného genu. V piipadé kvasinky tyto zmény indukuji proteinové faktory,
které pusobi v komplexu s RNApol 11 (,,chromatin remodelling® faktory).

- Pusobeni signalnich molekul na indukci kompetentnich bunék k diferenciaci.
V ptipadé¢ kvasinky signalni peptidy (feromony a.,a) vazbou na receptory indukuji in
trans superexpresi pohlavnich fenotypt a konjugaci.

- Faze haploidnich bunék s odliSenym pohlavim pfipomind pocatky evoluce
pohlavniho dimorfismu vyssich organismii. Stfidani pohlavi mechanismem genové
konverze zajistuje v populaci rovnovahu mezi obéma typy pohlavi a pfedznamenava
mechanismus zaloZzeny na segregaci dvojic pohlavnich chromosom.

- Pohlavni diferenciace kvasinky, predur¢ena pouze pro matefskou bunku,
zachovava linii materskych bunék, jevi se jako analogie systému kmenovych bunek
vyssich organismii.



Transkripce a evoluce transkripcnich faktori

Transkripce je proces kterym je kopirovana genetickd informace
ulozené v sekvencich DNA do sekvence nukleotidi RNA. Informace
potiebna k syntéze bilkovinnych molekul je zprostiedkovana
mediatorovou RNA, mRNA.

Zakladni mechanismus transkripce je u prokaryot i eukaryot stejny,
kondenzace ribonukleotidi podle pfedlohy DNA je katalysovana
komplexy proteind, DNA-dependentnimi RNA polymerasami.
V kazdém aktu transkripce je kopirovan vzdy jen jeden z obou fetézcu
DNA ve sméru 3°-5'(templatovy fetézec), pificemz kondenzace

.....

primer jako v ptipadé¢ replikace DNA).

Prokaryota vystaci s jednim typem RNA polymerasy pro vSechny typy
RNA transkriptd, eukaryota vyuzivaji tfi typy RNA polymeras pro tfi
typy RNA: RNA polymerasu I pro transkripci ribosomalnich genti (s
vyjimkou 5S RNA), RNA polymerasu II pro transkripci geni
koédujicich slozeni bilkovin (tvorbu primarnich transkript, znichz
sestiihem vznikd mRNA) a nékteré typy malych RNA; polymerasu 111
pro transkripci gentt 5S RNA, tRNA a fady malych RNA.

RNA polymerasa prokaryot ma dvé zékladni strukturni komponenty:
jadro slozené ze subjednotek a, b, b": a;,bb” a rizné o-faktory, které
urcuji  vazebnou specifitu celého polymerasového komplexu
(holoenzymu) k riznym promotorim. Napi. vzniku spér Bacillus
subtilis se ucastni sada o-faktorti, diky nimz rtzné varianty
holoenzymu postupné rozpoznava razné sporula¢ni promotory.
Regulace transkripce u prokaryot se uskutecnuje pusobenim
alosterickych proteinii, kter¢ vazbou na operatory, specifické
sekvence v oblasti promotord, aktivuji nebo blokuji promotory.
Jednotlivé geny prokaryot byvaji sdruzeny do transkripénich jednotek
oddélenych termina¢nimi sekvencemi. Proteinové antiterminacni
faktory, zménou konformace DNA v okoli terminacnich sekvenci,
umoznuji kontrolu délky transkriptu (tj. kontrolu poctu souvisle
transkribovanych genil). Tato strategie umoziiuje vytvaiet regulacni
kaskady, jak bylo na riiznych mistech uvedeno v ptedchozim textu.

Transkripce genomii eukaryot, diky vétsi slozitosti genomu zahrnuje
podstatné vétsi pocet proteinovych slozek; vzdy vyzaduje aktivaci
specifickymi  transkripénimi  faktory, které reaguji s DNA
v bezprostiednim okoli promotordi a, mimoto, piisobeni i dalSich
sekvenéné specifickych vazebnych proteini. Uspotfadani vazebnych
regulacnich sekvenci vzhledem k vlastnimu promotoru se li§i pro
rizné typy genit a rtizné typy RNA polymeras. V piipadé¢ gent
transkribovanych RNA polymerasou II se jednd o promotorové
sekvence (,,TATA-boxy*), sekvence ptilehlé k promotoru proti sméru
transkripce, URS (upstream regulatory sequences) a vzddlené



regulacni sekvence pred a/nebo za genem, enhancery a silencery
(Ptashne 1986). Transkripcni faktory zajistuji specifitu transkripce,
dalsi pfidatné proteiny transkripéniho komplexu moduluji (zesiluji ¢i
oslabuji) ucinnost transkripce. Transkripcni faktory eukaryot (TF)
hraji klicovou regula¢ni tlohu v ontogeneze; funguji jako pfepinace
vyvojovych drah pfi diferenciaci bunék embrya (pfiklady takového
rozhodovéani jsme jiz uvedli v souvislosti sreprodukci faga A a
kontrolou pohlavi u kvasinky (S. cerevisiae). TF putsobi diky
schopnosti zaujimat specifické prostorové konformace pro interakce
se sekvencemi a konformacemi DNA.

S Vznik a rozriznéni TF je prikladem molekularni evolucni
homologie - diisledkem reutilizace a modifikace evolucné starsich
strukturnich modulii, nejcastéji a-spiral a B-listt (Kornberg 1993).

Rozeznavame tyto zdakladni typy TF (Sruhl 1989; Latchman 1990;
Harrison 1991; McKnight 1991):

a) ,,helix-turn-helix*,

b) ,,helix-loop-helix*

¢) ,,zinc finger*,

d) TF obsahujici ,,leucine zipper.

a,b) prvni a druhy typ TF jsou nazvany podle toho, Ze jejich peptidové
a-spiraly, které s dvouvldknovou DNA interaguji v jejim velkém
zlabku, jsou navzajem spojeny peptidovymi smyckami, Casto B-listy.
Hlavni represor Pcl a antirepresor Pcro faga A (Ptashne 1986a), dile

produkty alel MATa, MATa Saccharomyces cerevisiae* Pa2, Pal (Li,
Stark et al. 1995), protein MCMI, ivétsina TF kodovanych
homeotickymi geny vysSich eukaryot maji pravé tyto charakteristické
konformacni prvky (Yanofsky, Ma et al. 1990; Gehring, Quian et al.
1994).

Pravzor dnesSnich homeotickych genti a vznik TF s homeodoménami se patrné
objevil, jako klicova inovace, jeSt¢ na Urovni prebiotické chemie a hypercykla:
prvnich geny s informaci pro peptidy dostate¢né délky nemohly byt vysledkem
nahodného usporadanim bazi. Vznikly nejspi§ jako polymery, obsahujici
tandemové-opakujici se kratsi sekvence, s lichym po¢tem bazi, napiiklad polymery
typu jx[N]x ; j=pocet opakovani; k=liché ¢islo, nejcastéji 5 nebo 7; [N] jsou n-tice
bazi, nejcastéji penta- nebo hepta-mery. Pokud polymer tohoto slozeni, primitivni
gen, a priori neobsahoval stop kodony, mohl byt translatovan ve vSech tfech ctecich
fazich v oligopeptid o stejné periodicit¢ (Ohno 1984; Ohno 1987). Velmi snadno
takto mohly vzniklnout oligopeptidy s a-helixovou konformaci; jednoduchou mutaci
n¢kde v fetézci se tato konformace automaticky mohla transformovat v -list
(Doskocil 1986). Stopy po takové plastické primordidlni pentanukleotidové ci
heptanukleotidové periodicité dosud nachazime v dnesnich bilkovinach starého
ptvodu (Ohno 1987); a-helixy jsou pfimo idealné predurceny ke vstupu do velkého



zlabku DNA a k rozpoznavani posloupnosti bazi v misté vazby (a nejen to, proteiny
se stiidajicimi se spiralizovanymi a nespiralizovanymi Useky byly idealné
disponovany pro ulohu membranovych receptort (Ohno 1987).

c) ,zinkové prsty” jsou peptidové smycky, které vznikaji diky
komplexné vdzanym atomim zinku; jako a-helixy zasahuji do velkého
zlabku DNA.

d) TF vétsinou reaguji s DNA jako dimery; ptitomnost a-helixi
s urcitou periodicitou /eu zbytkli umoznuje homo 1 heterodimerizaci
TF: dva hiebinky leucinovych zbytkid ve dvou protilehlych a-helixech
se mohou spojit do struktury pfipominajici uzavieny zip. Takovym
spojenim muze dojit k radikalni zmén¢ specifity TF.

E ranskripce genii prokaryot a eukaryont se lisi ve vyuziti moznosti
regulacnich mechanizmii. Regulace transkripce u prokaryot jsou
flexibilni, obsahuji pozitivni i negativni prvky (aktivaci, represi), a
diky operonovému uspoifdddni genii 1 moznosti diferencialni
transkripce terminaci/antiterminaci. U eukaryot zcela pfevazuje
positivni regulace aktivaci genu. Represe/indukce transkripce je
u eukaryot vyuzivana vzacne.

Antiterminace transkripce neni u eukaryot vyuZzivana, protoze zde neexistuje
polycistronické (operonové) usporadani transkripénich jednotek. Terminacni
sekvence jsou (zejména pro RNA polll) definovany nejednotné; terminace se
neodehrava na trovni DNA, souvisi s odStépenim 3 -koncti primarnich transkript a

s polyadenylaci mRNA.

V soucasnosti seznam TF pifesahuje stovku ¢lenll a vétSina z nich ma
nékterou z vyse uvedenych charakteristickych vlastnosti.

Miuizeme si piedstavit jak asi evolvovaly bunécné-specifické regulace plisobenim
TF: v prvnim stadiu se vytvofila schopnost proteinu vazat se na DNA. Tuto fazi
jsme popsali vyse. Dale, vlivem postupné akumulovanych mutaci, dochédzelo jednak
ke zméné sekvencné-specifickych interakci, jednak k oslabeni vazby k DNA. V této
fazi se mohly uplatnit dalSi vazebné kofaktory, které mohly dale zeslabit, nebo
naopak posilit vazbu TF k DNA. Mohlo pfitom soucasné dochazet i k dalsi
diferenciaci vazebné specifity. Prikladem mize slouzit diferencialni pusobeni
proteinu MCM1 pfi specifikaci pohlavniho typu kvasinek (MCMI jako TF v a-
buiikach; nebo v a-buiikach: MCM1-al v roli indukujiciho TF; MCM1-a2 v roli
represoru).

Miizeme uzaviit, ze regulace v eukaryotickych buiikach, zejména v
buitkdch mnohobunéénych organismti, zahrnuji rizné hierarchické
urovné. Zakladni trovni je uroven sekvenci DNA s linearnim
usporddanim regulacnich a regulovanych gend. Na této Urovni
pozorujeme, ze vyvojoveé specifické geny maji Casto tendenci
sdruzovat se do funkcnich jednotek, ko-regulovanych klastrii. Dalsi
regulaéni uroven je déna existenci chromatinu. Na této uUrovni



zapinani a vypindni genovych funkci podléha strukturnim zméndm
chromatinu  pasobenim riznych proteinovych faktori casto
v kooperaci s epigenetickymi modifikacemi slozek chromatinu
(modifikaci histonti a metylaci DNA); lokalni vlastnosti chromatinu
rozhoduji i o jeho topologickém a topografickém uspotadani
v bunééném jadre.

Poznatky zneddvnych vyzkumii vyznamu repetitivnich sekvenci
v eukaryotickych geonomech ukazuji, Ze ¢etné rodiny téchto sekvenci
mohou byt transkribovany a poskytuji mnohocetné formy RNA, ktera
vystupuje bezprostiedné v regulacnich funkcich (podrobnéji viz P9.)

Snadno si predstavime, Ze evoluce biologickych forem méla v tomto
strukturné i funkcéné plastickéem prostoru genetickych regulaci
nepreberné mnozstvi prilezitosti.

Doporucena cetba:

Povsechné informace o genetickych regulacich viz (Alberts, Bray et
al. 1998). Podstatné¢ podrobnéjsi informace najdeme v nékterém z
vydani Lewinovych ,,Genu“ (napt. ,,Gemes*, vydani zr1.1994).
Vyteény zdroj informaci o zakladnich principech genetickych
1 ontogenetickych ragulaci viz (Twyman 2001; Turner, McLennan et
al. 2005); ob¢ knihy jsou ze serie ,,/nstant Notes*.

Casopisecké ¢lanky jsou vybrany tak, aby poskytovaly informaci,
,»Z prvni ruky* a soucasné odpovidaly soucasnému stavu poznani.
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