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)

MAT lokus Typ bunky Geny kontrolované MAT lokusem
e aSG ON
al, a2 a haploid e S G OFF
e haploid SG ON
i L SG OFF
al, a2 o haploid a

L aSG ON

eeeeesssssss haploid SG  ON

al, a2 diploid < L aSG OFF

) eoeeeeessss oSG OFF

L 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
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konstitutivni



Regulace metabolicke drahy galaktozy

Keadiurm £ Cyloplasm

gal mutanty ...

- Pouze GALS gen je konstitutivné exprimovan (potfebny pro metabolismus glukozy)
- vSechny ostatni jsou indukovany ristem 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
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Regulace
transkripce
GAL genu

- 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/nadprodukce protein(



TranskripCni aktivator Gal4p
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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)
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Toxikologicke aplikace
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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.
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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)



Mat a bunky

8x12 jamek
(96 na misku)
Vsechny ORF

Mat o bunky

YLAR424W

Rnaia
Adaz -

Kvasinkovy ,INTERACTOME"

—NIp 100

aRsisiee
eporter gen

[ GAL1UAS |

AJ

YPRO4AE «

Nature (2000) p. 623



1

Protein ,networks’

Pathway: CLREVCIHC2R8/CKR] v v s
' Bunécny cyklus

CLE
i -
- «
CLE3 o = CERI
=
&
CLB2 CDC2E
Fathway: L5
RNA sestfih

I

YLE269C



Reversni systém (Y2H)
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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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Inhibitory proteinovych interakci
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Dihydrofolat reduktasa/methotrexat

Individual MATa Mating of
bait strains individual MATa Methotrexate
printed onto bait strains with 4 fE";E[;ﬂ" [?I:FR
MATw array MATo array Iplods for
— | ELLE Individual MATa Activity

—m“;rlf e LT ‘ >
\ Baltz— - L L

MATa, (bait-F[1,2])

MAT 3
. (prey-F3) Baﬂ ) — l
‘Image Analysis
A Colony Quartification
Clustering

Aktivni DHFR je vytvorena

. , , No Interaction Interaction
propojenim dvou separovanych No complementation Complementation

b o Mo growth Growth
casti enzymu — odbourava pro ; '

kvasinky toxicky methotrexat

Pesitive contmols
Megative controls

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
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