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Abstrakt

Homeostaze fosfatu je esencialni pro metabolismus buiky a regulaci bunééného cyklu. Regulace metabolis-
mu fosfatu je zavisla predevsim na transkripénim faktoru Pho4, ktery stimuluje expresi nékterych genti pro
vysokoafinitni a nizkoafinitni transportéry pii nizké dostupnosti fosfatu v cytosolu. Teprve v posledni dobé
bylo objeveno, ze intracelularni dostupnost fosfatu buitka snima pomoci inositolpyrofosfati, jejichz vzajem-
ny pomér ovliviiuje aktivitu nebo stabilitu regulacnich i strukturnich proteint, které jsou soucasti PHO
regulonu, nepifimo i proteinu Pho4. Pro tyto proteiny je charakteristicka pritomnost SPX domény, ktera inter-
akci specifického izomeru inositolpyrofosfatu a proteinu zprostedkuje.

Tato prace popisuje zakladni principy regulace hladiny a aktivity vybranych proteint PHO regulonu
v zé&vislosti na intracelularni dostupnosti fosfatu na urovni transkripéni, posttranskripcni a posttranslacni,
predevsim u modelového organismu Saccharomyces cerevisiae.

Teprve nedavno bylo zjisténo, Ze naruSenim homeostaze fosfatu lze u patogennich kvasinek C. albicans
a C. neoformans inhibovat jejich virulenci. Podrobnéjsi studie odhalily nékteré rozdily
ve zpiisobu regulace metabolismu fosfatu u rznych druhi kvasinek. Detailni znalost interakci proteint PHO

regulonu s virulen¢nimi faktory je mozné vyuzit pti vyvoji fungicidu.

Kli¢ova slova: Vysokoafinitni a nizkoafinitni transportéry, transkripéni faktor Pho4, SPX doména, inosi-

tolpyrofosfaty, Saccharomyces cerevisiae

Abstract

Phosphate homeostasis is essential for cell metabolism and cell cycle regulation. The regulation of phosphate
metabolism depends mainly on the transcription factor Pho4, which stimulates the expression of some genes
for high-affinity and low-affinity transporters under low phosphate conditions. It has only recently been dis -
covered that intracellular phosphate availability is detected by means of inositol pyrophosphates, the ratio of
which affects the activity or stability of regulatory and structural proteins that are part of the PHO regulon,
and indirectly also the activity of the Pho4 protein. These proteins are characterized by the presence of SPX
domain that mediates the interaction of a specific inositol pyrophosphate isomer and the protein.

This thesis describes the main principles applied in the control of the level and activity of selected pro-
teins of the PHO regulon in the model organism Saccharomyces cerevisiae. This complex control exploits
transcriptional, posttranscriptional and posttranslational levels of gene expression regulation, few examples
are presented in this thesis.

It has only recently been found that disruption of phosphate homeostasis can inhibit the virulence pheno-
type in the pathogenic yeasts C. albicans and C. neoformans. More detailed studies have revealed some dif-
ferences in the phosphate regulatory circuits of various yeast species. Detailed knowledge of the interactions

of PHO regulon proteins with virulence factors can be used in the development of fungicides.

Key words: High-affinity and low-affinity transporters, transcription factor Pho4, SPX domain, inositolpy-

rophosphates, Saccharomyces cerevisiae
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1. Uvod

vvvvvv

fosforu je anorganicky nebo organicky fosfat. V bunkach je fosfat ptitomen v nukleotidech, fosfolipi-
dech, fosforylovanych proteinech a cukrech a podili se na mnoha metabolickych a signalizacnich
drahach, v¢etné regulace bunééného cyklu (Ghillebert et al., 2011).

Bunky kvasinek jsou hlavnim modelem pro studium homeostaze fosfatu v eukaryotickych buii-
kach. V kvasince S. cerevisiae je nejméné 25 z 6000 gend piimo zapojenych do homeostaze anor-
ganického fosfatu (Oshima, 1997).

V okolnim prostfedi je fosfatu Casto omezené mnozstvi, spotieba fosfatu v buiikach se rovnéz pri-
bézné méni, napt. pfed vstupem do S faze musi builka zajistit velké mnozstvi fosfatu. Buniky musi za-
branit zvysené intracelularni koncentraci fosfatu, protoze akumulace fosfatu v cytosolu snizuje volnou
energii, ktera je potiebna pro endergonické metabolické reakce. Nedostatek fosfatu mtze inhibovat
rust a déleni, avSak zvySena koncentrace cytosolického fosfatu by mohla zastavit metabolismus. Dt-
sledky naruSeni homeostaze fosfatu jsou tedy zavazné. U eukaryot, konkrétné u S. cerevisiae (Sethura-
man et al., 2001; Hiirlimann et al., 2009), mohou byt letalni, u rostlin mohou zpiisobovat nanismus
(Puga et al., 2014) a u ¢loveka rendlni Fanconiho syndrom (Legati et al., 2015).
teprve nedavno byla zptfesnéna pfedstava o mechanismu detekce intracelularni hladiny fosfatu pomoci
inositolpyrofosfati (Wild et al., 2016).

Zavislost virulence na homeostazi fosfatu je Achillovou patou patogennich kvasinek. Invazivni
kvasinkové nemoci ptedstavuji vdznou hrozbu pro lidské zdravi na celém svété. Ro¢né zemie v da-
sledku infekce patogennimi houbami vice nez 1,5 miliond lidi, z nichz 180 000 zptisobi patogen Cryp-
tococcus neoformans (Desmarini et al., 2020). Nedavné studie u hlavnich lidskych patogennich hub,
Candida albicans a Cryptococcus neoformans, odhalily, Ze narusenim homeostaze fosfatu lze inhi-
bovat virulenci kvasinky (Ikeh et al., 2017; Desmarini ef al., 2020). Vyzvou do budoucna je propojit
nové poznatky ziskané studiem modelovych a patogennich kvasinek a diikladné popsat mechanismy
spojujici ziskavani fosfatt s virulenci hub. Rozdily v regulaci metabolismu fosfatu u kvasinek a sav-

¢ich bunek lze perspektivné vyuzit pti vyvoji fungicidt (Ikeh et al., 2017).

Cil prace:
Cilem bakalafské prace je charakterizovat transportni systémy pro piijem fosfatu (vysokoafinitni
a nizkoafinitni transportéry) u kvasinek a pfedevsim rtizné trovné jejich regulace pfi nedostatku nebo

naopak nadbytku fosfatu v cytosolu.



2. Homeostaze fosfatu

Homeostaze anorganického fosfatu (Pi) lze dosahnout soucinnosti vice zptisobd a Cinitelll, naptiklad
importu a exportu Pi, jeho intracelularniho skladovani a remobilizace, aktivniho vychytavani Pi
z vn&jsiho prostiedi a recyklace Pi v bunice.

Geny zapojené do Pi homeostaze koduji mimo jiné vysokoafinitni (Pho84 a Pho89) a nizkoafinit-
ni symportéry (Pho87 a Pho90) (Persson et al., 1999) a kysel¢ fosfatazy, které maji za tikol hydroly-
zovat Pi (Oshima, 1997), . Na vakuolarni membran¢ je Pi transportér (Pho91) (Hiirlimann et al.,
2009), ktery se podili na hydrolyze anorganického polyfosfatu (polyP) a exportu uvolnéného Pi do cy-
toplazmy, ktery vznikl hydrolyzou polyfosfatu. Z nukleotidi nebo fosfolipidu lze Pi recyklovat hydro-
Iyzou pomoci fosfatazy Phm8 nebo fosfodiesterazy Gdel (Patton-Vogt, 2007; Xu et al., 2013). Protei-
novy komplex VTC (vakuolarni transportni chaperonovy komplex) syntetizuje polyP z ATP a translo-
kuje vznikajici fetézec polyP do vakuoly, odkud mize byt znovu mobilizovan pomoci polyfosfataz
(Ppnl a Ppn2) (Sethuraman et al., 2001).

Mnoho gend zapojenych do Pi homeostaze je exprimovano prostfednictvim signalni drahy PHO
(The phosphate sensing and response signal pathway). Pfi nizké intracelularni koncentraci Pi
se transkripcni faktor Pho4 (spolu s transkripcnim faktorem Pho2) ve form¢ heterodimeru vaze na pro-
motory genti PHO a aktivuje jejich transkripci. (Yoshida er al., 1989a; Carroll a O'Shea, 2002). Geny
drahy PHO a jejich funkce jsou popséany v tabulce 1.

Dlouho nebyl zndm mechanismus, jakym buiika detekuje intracelularni hladinu Pi, ktera je kli-
¢ova pro zmény genové exprese a metabolismu i regulaci bunééného cyklu. Vyznamnou ulohu senzo-
ri plni inositolpyrofosfaty (IP), jejichz hladina se méni v zavislosti na intracelularni hladin€ Pi. Inosi-
tol pyrofosfaty meni aktivitu mnoha proteinti PHO drahy, napt. Pho81 a Vtc, nebo pfispivaji k regulaci
hladiny téchto proteinti v buiice. Interakce inositolpyrofosfatii s proteiny je zpravidla zprosttedkovana
SPX doménou (podrobnéji popsano v kapitole 3.5 a 3.6) (Gerasimaite ef al., 2017).

Co sedé¢je vbunce pii nedostatku/dostatku fosfatu na molekularni Grovni, bude dikladné

probrano v dal$ich kapitolach.



Tabulka 1: Seznam genii drahy PHO a jejich funkce u S. cerevisiae. V tabulce jsou zdrovern uvedeny
nazvy funkcnich homologii u C. glabrata, C. neoformans a C. albicans. Proteiny obsahujici SPX
doménu jsou zvyraznény tucne, upraveno podle Secco et al. (2012a). Geny transkripcné zavisle
na Pho4 jsou zvyraznény zelené, data o cilovych genech proteinu Pho4 pochdzeji z databdze SGD
(https://www.yeastgenome.org/). Ddle upraveno podle Inglis et al. (2012); Wood et al. (2012); Ikeh et
al. (2017) a Kéhler et al. (2020).

Nazev genu Funkce genu Nazvy homologu
S. cerevisiae C. C. C.
glabrata | neoformans | albicans
GDE1 | koduje glycerofosfocholin fosfodiesterazu GDEI GDE?2
GITI kéduje permeazu plazmatické membrany, ktera GITI GITI GITI

zprostiedkuje piijem glycerofosfoinositolu

a glycerofosfocholinu jako zdroji inositolu

a fosfatu; exprese a transport jsou regulovany
dostupnosti fosfatu a inositolu

KCS1 kéduje inositolhexakisfosfat 5-kinazu (IP¢K) KCS1
MSNS5 | kdduje karyoferin, ktery se podili na exportu MSNS5
proteind z jadra a importu do jadra, véetné exportu
Pho4
PHO2  |kéduje transkripéni faktor Pho2, ktery se podili PHO? GRF10

na regulaci genil zapojenych do metabolismu
fosforu; transkripéni faktory Pho2 a Pho4

se kooperativni vazbou vazou na promotory PHO
genty; fosforylace Pho2 usnadnuje interakci s Pho4

PHO4  |kéduje transkripéni faktor Pho4, protein PHO4 |PHO4/HLH3| PHO4
se strukturnim motivem helix-loop-helix; Pho4 pfi
nedostatku fosforu aktivuje transkripci nékterych
gentl zapojenych do metabolismu fosforu

PHOS5  |kéduje kyselou fosfatazu Pho5 (1 ze 3), ktera APHI; PHOI100
mobilizuje fosfat z extracelularnich zdrojti; expresi APHD-
PHO) pfi nedostatku fosforu stimuluje dimer Pho2 ’
— Pho4 APH3;APH4

PHOS8  |kéduje vakuolarni alkalickou fosfatazu PHOS

PHOS80  |kdduje cyklin, ktery interaguje s cyklin-dependentni | PHOS80 |  PHOS80 PHOS0
kinadzou Pho85; podili se na regulaci aktivity Pho4
(mimo jing)

PHOS81 |kdduje inhibitor cyklin-denpendetni kindzy (CDK), | PHOS81 PHOS1 PHOS1
ktery reguluje dimer Pho80-Pho85 v reakci
na hladinu fosfatu

PHOS84  |kdduje vysokoafinitni fosfatovy transportér Pho84, | PHOS84 | PHOS84, PHOS84
ktery zaroven reguluje aktivitu proteinkinazy

A (PKA) PHO840
PHOS5  |kdduje cyklin-dependetni kindzu Pho85; kindza PHOS85 CMGC/ PHOS85
Pho85 se podili na kontrole hladiny Zivin v burice,
fosforylaclz inhibuje Pho4 pfi ZVY§G}Iné hladiné Pi CDK/CDKS
v cytosolu
PHOS87 |kbduje nizkoafinitni fosfatovy transportér Pho87 PHOS7 PHOS87
PHOS89 |koduje vysokoafinitni fosfatovy transportér PHOS89 |  PHOS89




PHO90 |kbduje nizkoafinitni fosfatovy transportér Pho90

PHOY1 |kéduje nizkoafinitni fosfatovy transportér, ktery PHOY1
exportuje fosfat z vakuolarniho lumen do cytosolu;
reguluje fosfatovy a polyfosfatovy metabolismus

PHO92 |kdéduje RNA vazebny protein snizujici stabilitu

PHO4-mRNA
PPNI koduje vakuolarni endo-polyfosfatazu CAGLOK
06237g
PPXI kéduje exo-polyfosfatazu, kterd hydrolyzuje CAGLOL
anorganicky polyfosfat (polyP) na fosfatové zbytky; 086022

exo-polyfosfataza se nachazi v cytosolu,
na plasmatické membran¢ a v mitochondridlni
matrix

PSE] koduje jaderny importni receptor

SPL2 kéduje protein Spl2, ktery je svou funkci podobny
inhibitortim cyklin-dependetnich kindz; pti
nedostatku fosfatu zprostfedkuje internalizaci
nizkoafinitnich transportérii do vakuoly

SYGI kéduje predikovany fosfatovy exportér
na plazmatické membran¢

VIiP1 kéduje difosfoinositolpentakisfosfat 1-kinazu (PP VIP1
IPsK), ktera obsahuje kinazovou a fosfatdzovou

doménu
VTCl kéduji podjednotky vakuolarniho transportniho PHM4 VTCl VTCl
VTC2 chaperonového komplexu (VTC komplexu) PHM]I
VTC3 PHM1 VTC3
VTC4 PHM3 VTC4 VTC4

VICS

2.1 Nizkoafinitni a vysokoafinitni transportéry

Transport fosfatu pies bunécnou membranu je zajistén nekolika transportéry liSicimi se svou afinitou
k Pi. Kvasinky S. cerevisiae maji dva vysokoafinitni transportéry a tti nizkoafinitni transportéry. H+/Pi
symportér Pho84 a Na+/Pi symportér Pho89 patii mezi vysokoafinitni transportéry (Hu et al., 2007).
Symportér Pho84 ma optimum v pH 4,4 a symportér Pho89 v pH 9,5. To zajistuje, ze fosfat lze vy-
chytavat v Sirokém rozmezi pH (Persson et al., 2003). H+/Pi symportéry Pho87 a Pho90 patii mezi
nizkoafinitni transportéry. VySe zminéné transportéry jsou lokalizovany na plazmatické membrang,
zatimco nizkoafinitni transportér Pho91 je lokalizovan na vakuolarni membrané (Hu et al., 2007).
Aktivita vysokoafinitnich a nizkoafinitnich transportért je zavisla na intracelularni hladiné Pi. Je-
-li fosfatu nedostatek, zvysi se transkripce vysokoafinitnich transportéri a nizkoafinitni transportéry

jsou internalizovany a degradovany ve vakuole. Je-li fosfatu dostatek, nizkoafinitni transportéry Pho87



a Pho89 jsou aktivni a vysokoafinitni transportér Pho84 je internalizovan a degradovan ve vakuole (Qi
et al., 2016). Pi nedostatku fosfatu je aktivovana draha PHO (Mouillon a Persson, 2006). Koncentrace
dostatecné nizka pro aktivaci drahy PHO je 0,2 mM. Optiméalni koncentrace pro buiiku je v intervalu
(0,2-0,5 mM) (Austin a Mayer, 2020).

V kapitole 4 bude podrobné¢ popsan protein Pho84 a v kapitole 3.5 a 3.5.2 vliv inositolpyrofosfati

na stabilitu nizkokoafinitnich transportért a aktivita VTC komplexu.

3. Regulace homeostaze fosfatu v buiice

3.1 Zmény PHO regulonu pri nizké intracelularni hladiné fosfatu

Pokud je koncentrace fosfatu v buiice nizka, je aktivovana signalni draha PHO. Pokud kvasinky S. ce-
revisiae hladovéji na fosfat, pozitivni regulacni protein Pho81 inaktivuje dimer Pho80—Pho85 sesta-
veny z cyklinu a cyklin-dependentni proteinkinazy (Mouillon a Persson, 2006). Inositolpyrofosfat
1-IP; nekovalentné interaguje s proteinem Pho81, méni jeho konformaci a indukuje dal$i interakce
mezi Pho81 a dimerem Pho80-Pho85, ¢imz zabrafniuje substratim v pfistupu k aktivnimu mistu kina-
zy. Je zabranéno fosforylaci transkripéniho faktoru Pho4 kinazou Pho85 (biosyntéza inositolpyrofosfa-
td je znazornéna na obrazku 1) (Qi et al., 2016).

Nefosforylovany Pho4 se v cytoplazmé navaze najaderny importni receptor Psel, vstoupi
do jadra a ve spojeni s Pho2 indukuje expresi n¢kolika genli (znazornéno na obrazku 2) (Mouillon
a Persson, 2006) vcetné genti kodujicich vysokoafinitni transportni systém (PHO84, PHOS89) (Qi et
al., 2016).

P1i nizké koncentraci fosfatu je aktivovana i exprese proteint vakuolarniho transportniho chapero-
nového komplexu (VTC komplexu) (Hothorn et al., 2009). Komplex VTC zajistuje syntézu anor-
ganického polyfosfatu (polyP) a jeho akumulaci ve vakuole. K syntéze polyP vSak dochazi az pti do-
sazeni optimalni intracelularni hladiny Pi. Pfi nizké dostupnosti Pi probiha hydrolyza polyP pomoci
vakuolarni polyfosfatizy Phm5 a transport fosfatu z vakuoly do cytosolu pomoci nizkoafinitniho
fosfatového transportéru Pho91 (Ogawa et al., 2000; Zhou a O’Shea, 2011).

Pti nizké dostupnosti Pi je fosfat ziskavan také z makromolekul ptitomnych vné buiiky. Dochézi
k importu glycerofosfoinositolu a glycerofosfocholinu do buniky pomoci fosfodiesterazy Gdel (Qi et

al., 2016).
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Obrazek 1: Biosyntéza inositolpyrofosfati. IP.K : inositolhexakisfosfat 5-kindza, PP-IPsK: difosfoi-
nositolpentakisfosfat 1-kindaza. Molekula cislo 4, izomer IP; (5PP-IPs; 5-difosfoinositolpentakisfosfat),
vznika pisobenim kinazy Kcsl. Molekula cislo 6, izomer IPs (1,5 (PP)-IPy; 1,5-bis-difosfoinositol-
tetrakisfosfat), vznika piisobenim enzymit Vipl a Kesl. Molekula cislo 5, izomer IP; (I-PP-IPs;
[-difosfoinositolpentakisfosfat), vznika pusobenim kindzy Vipl (Saiardi, 2012; Gerasimaite et al.,
2017).
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Obrazek 2: Pokud kvasinky hladovéji na fosfat, pozitivai regulacni protein Pho81 (fialovy) inaktivuje
dimer Pho80-Pho85 (fialovy) sestaveny z cyklinu a cyklin-dependentni proteinkindzy. Transkripcni
faktor Pho4 (svétle zeleny) je nefosforylovany a aktivni, coz vede k aktivaci drahy PHO a k vy-
chytdavani fosfatu z prostiedi. Nizkoafinitni transportéry jsou zndzornény syté zelenou barvou, vysoko-
afinitni syté oranzovou (Mouillon a Persson, 2006). Upraveno podle Qi et al. (2016).

3.2 Zmény PHO regulonu pri vysoké intracelularni hladiné
fosfatu

Pokud je v bufice vysoka hladina fosfatu, je transkripcni faktor Pho4 fosforylovan na specifickych se-
rin-prolinovych zbytcich pomoci dimeru Pho80—Pho85 (Qi ef al., 2016). Fosforylovany Pho4 se spoji
s jadernym exportnim receptorem Msn5, coz vede k rychlému exportu Pho4 z jadra do cytoplazmy
a tim k represi geni PHO (znézornéno na obrazku 3) (Mouillon a Persson, 2006). Nizkoafinitni fosfa-
tové transportéry Pho87 a Pho89 zajisti pfijem fosfatu a vysokoafinitni fosfatovy transportér Pho84 je
internalizovan a degradovan ve vakuole (Qi et al., 2016).

Pokud burika s nizkym obsahem fosfatu pfijme z extraceluldrniho prostfedi fosfat a dosahne opét
optimalni intracelularni hladiny Pi, dojde pomoci Pho84 k aktivaci PKA drdhy (draha proteinkindzy
A). Aktivace drahy PKA vede ke zvySené degradaci vysokoafinitniho fosfdtového transportéru Pho84

ve vakuole (Mouillon a Persson, 2006).
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Obrazek 3: Vysoka hladina intracelularniho fosfatu vede k represi drahy PHO. Dimer Pho80—Pho85
(fialovy) fosforyluje transkripcni faktor Pho4 (svétle zeleny). Pho4 je exportovan z jadra s pomocit
Msn5 (modry), coz vede k represi genit PHO. Prijem fosfatu zajistuji nizkoafinitni transportéry (syte
zelenou barvou), vysokoafinitni transportéry (syté oranzovou) jsou endocytovany. Pozitivni regulacni
protein Pho81 (fialovy) se vaze na dimer Pho80-Pho85, ale neinhibuje ho (Mouillon a Persson,
2006). Upraveno podle Qi et al. (2016).

3.3 Transkrip¢ni faktor Pho4

Gen PHO4 koduje transkripéni faktor Pho4, ktery je zapojeny do regulace transkripce riznych gent
v PHO regulonu u S. cerevisiae. Transkript genu PHO4 o velikosti 1,8 kb ma ORF (otevieny ¢teci ra-
mec) dlouhy 936 bp a kéduje tedy 312 aminokyselinovych zbytkli. Gen je exprimovan konstitutivné
(Yoshida et al., 1989b). V proteinu Pho4 byly nalezeny 4 funkéni domény: transaktivacni, cyklin
vazebna doména, dimerizacni a DNA—vazebna doména (Ogawa a Oshima, 1990). Funkéni domény

proteinu Pho4 jsou znazornény na obrazku 4.
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Obrazek 4: Funkéni domény transkripéniho faktoru Pho4. Protein Pho4 obsahuje 4 funkcni dome-
ny: transaktivacni (zndzornéna zelenou barvou), cyklin vazebna doména (zndazornéna oranzovou), di-
merizacni (znazornéna modrou) a DNA—vazebna doména (zndzornéna rizovou). Pho4 je post-
translacné modifikovan fosforylaci na SP1 az SP4 a SP6 mistech. Kovalentné navdzana fosfatova sku-
pina je zvyraznena fialove. Export z bunécného jadra do cytoplazmy zajistuje jaderny exportni signal
(zvyraznény Sedou barvou), import do bunécného jadra z cytoplazmy zajistuje jaderny lokalizacni
signdl (zvyraznény cernou barvou). Sestaveno podle Ogawa a Oshima (1990) a Springer et al. (2003).

Na N—konci se nachazi transaktivacni doména (oblast 1.—109. AK, dale uvadim rozsah domény
v zavorkach bez ,,AK*) (Giniger a Ptashne, 1987). Tato oblast je bohatd na kyselé aminokyseliny
(7.-90.) (Watson et al., 1983). Nachazeji se zde také helixové struktury, konkrétné v oblastech
14.-28., 40.-54. a 75.-90. Alfa-helixy a negativni naboj jsou tedy charakteristické pro transaktivacni
doménu (Giniger a Ptashne, 1987).

V proteinu jsou ptitomné dveé cyklin vazebné domény (41.—73. a 163.-202.), které zprostiredku;ji
interakci proteinu Pho4 s cyklinem Pho80. Oblast 181.—192. je bohata na aminokyselinové zbytky pro-
linu a lysinu. Diky tomu je zde pozitivni ndboj. V oblasti 167.—173. aminokyselinového zbytku je
struktura alfa helixu (Johnston et al., 1987; Ma a Ptashne, 1987). Piedpoklada se, Ze vazba Pho80
na Pho4 zabranuje nebo naruSuje tvorbu oligomeru Pho2—Pho4, ktery stimuluje transaktivac¢ni funkci
Pho4 (Cherry et al., 1989).

Dimeriza¢ni doména proteinu zahrnuje 203.-227. aminokyselinovy zbytek (Ogawa a Oshima,
1990). Delece v oblasti zahrnujici 172.-227. AK tém¢f uplné zrusSila transaktivaéni aktivitu proteinu
Pho4 (Toh et al., 1981). Tato oblast se piekryva s vazebnou doménou pro transkripéni faktor Pho2
(200.-218. AK) (Shao et al., 1996). Interakce Pho2 a Pho4 je nezbytna pro aktivaci nékterych cilovych
gent, napi. PHOS a PHOS81 (Zhou a O’Shea, 2011).

V C-koncové oblasti proteinu Pho4 (228.—312. AK) se nachazi DNA vazebna doména se struk-
turnim motivem basic helix-loop-helix (bHLH). Konkrétné 252.-265. AK zahrnuji strukturni motiv



bHLH (Shao et al., 1996). Pho4 je prvni transkripéni faktor u kvasinek s timto motivem (Berben et al.,
1990). Motiv je zodpovédny za vazbu na promotory cilovych gent a zprostfedkovava homodimeriza-
ci, ktera je dilezita pro aktivaci. Homodimerizacni doména se nachéazi ve druhém helixu strukturniho
motivu helix-loop-helix a jeji cysteinovy zbytek je pro homodimerizaci nezbytny (Shao et al., 1998).

Genova exprese genu PHO4 je regulovana na posttranskripéni tirovni RNA vazebnym proteinem
Pho92. Pho92 sevaze na3'UTR (nepfekladana oblast) PHO4—-mRNA apfi optimalni hladiné
Pi vcytosolu zprostiedkuje degradaci mRNA genu PHO4 pomoci deadenyla¢niho komplexu
Pop2—Ccr4—Not. Protein Pho92 obsahuje vysoce konzervovanou doménu YTH, kterd ma RNA—
vazebnou aktivitu (Kang et al., 2014).

Aktivita transkripéniho faktoru Pho4 je regulovana fosforylaci. Pho4 je fosforylovan konkrétné
na 5 serin-prolinovych (SP1 az SP4 a SP6) mistech, pficemz kazdé misto hraje odliSnou roli v regula-
ci. Fosforylace na SP2 a SP3 zajistuje export Pho4 z jadra, zatimco fosforylace na SP4 podporuje ja-
derny import. Fosforylace na SP6 brani interakci s koaktivatorem Pho2 (Komeili a O’Shea, 1999).
Springer et al. (2003) studovali vliv fosforylace Pho4 na expresi PHOS5 a PHO84. Zatimco v podmin-
kach s nizkou intracelularni hladinou Pi je Pho4 nefosforylovan a oba cilové geny jsou silné expri-
movany, pfi stiedni dostupnosti Pi (50-100 umol Pi) je Pho4 fosforylovan v pozici SP6 a indukuje ex-
presi pouze PHOS4.

Kmen, ktery nese Pho4 s mutovanym serinem v pozici SP6, indukuje expresi PHOS i v podmin-
kach se stiedni dostupnosti Pi (Springer et al., 2003).

PHOS5 a PHO84 jsou modelovymi zastupci dvou tfid cilovych genti transkripéniho faktoru Pho4.
Prvni skupina, predstavovana PHQOJS, zahrnuje predevs§im fosfatazy, zatimco vétsi skupina cilovych
genu aktivovanych na Groven 40 % maximalni exprese pii sttedni dostupnosti Pi, zahrnuje geny kédu-
jici proteiny pro ukladani a mobilizaci Pi a transportéry. Geny 1. tfidy pfi stiedni dostupnosti Pi expri-
movany nejsou (Springer et al., 2003). Lam et al. (2008) navic prokazali, Ze k indukci exprese 2. tiidy
gent dochazi po vycerpani Pi dfive nez u gend 1. t¥idy.

Protein Pho4 o sva vazebna mista v promotorech kompetuje s transkripénim faktorem Cbfl (Zhou

a O’Shea, 2011).

3.3.1 Interakce Pho4 s promotory cilovych genii

Promotor genu PHOS, jeden z nejdéle studovanych cilovych gent transkripéniho faktoru Pho4, se stal
modelovych systémem pro studium interakce transkripcnich faktorti s histony pfitomnymi v oblasti

promotoru (McAndrew et al., 1998; Mao et al., 2011; Korber a Barbaric, 2014).

vvvvvv

se nachézeji prevazné v periplazmatickém prostoru a v kyselém prostredi odstépuji fosfatovou skupinu
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z extracelularnich organickych fosforylovanych zdroji, napiiklad z glycerolfosfatu (Fernandez-
-Murray a McMaster, 2005; Fleischer et al., 2006). Vyhodou Pho5 je snadna detekce aktivity proteinu
bez nutnosti pripravit proteinovy extrakt (Hirst ef al., 1994)..

Vazebné sekvence pro Pho2 a Pho4 v promotoru PHOS popsali Vogel et al. (1989) a Barbaric et
al. (1998). Vogel et al. (1989) identifikovali dva vyznamné vazebné motivy, oznacené jako UASpl
a UASp2, lokalizované -369 az -352 (UASp1) a -260 az -240 bp (UASp2). Barbaric et al. (1998) iden-
tifikovali vazebna mista pro Pho2 a zméfili vliv mutaci ve vazebnych mistech pro Pho4 a Pho2 na ex-
presi PHOS. Mutace v jednom vazebném misté pro Pho4 (UASpl nebo UASp2) snizuje transkripci
genu 0 90 %. Na redukci transkripce mé velmi podobny vliv i mutace ve vazebném misté pro Pho2,
které se prekryva s UASp! (-385 az -358). Z mutacni analyzy promotoru genu PHOS vyplyva, ze pfi-
ma interakce Pho2 s DNA azdroven fyzickd interakce Pho2 a Pho4 maji vyrazny pozitivni vliv
na urovei transkripce. Nejblize k transkripénimu startu se nachazi TATA box (Mao ef al. 2011).

Mao et al. (2011) pomoci Pho4 fizovaného s mikrokokalni endonukleazou (Pho4—MN) potvrdili,
ze se Pho4 véaze na promotor PHOS jen pii nizké hladin€ Pi (za téchto podminek totiz dochazi k degra-
daci promotoru ve vazebnych mistech pro Pho4), zatimco pii represi PHO regulonu k degradaci pro-
motoru nedochézi. K vazbé Pho4 na promotor PHOS5 dochazi relativné pomalu, asi 2 hodiny po vy-
Cerpani Pi v cytosolu. Pomoci in vivo studie bylo zaroven zji§téno, ze vazba Pho4 do UASI je podmi-
néna interakci s Pho2, u kmene s deleci PHOZ2 nedochézelo k degradaci promotoru PHOS5 u kmene
s fuzi Pho4—MN. Obdobné, delece PHO4 vyrazné oslabila interakci Pho2—MN s promotorem PHOS.

V promotoru PHOS jsou pii represi PHO regulonu tii nukleozomy v konzervativnich pozicich
(Almer et al. 1986). Korber a Barbaric (2014) popisuji jesté dva dalsi, distaln€ od diive popsanych.
Expozice vazebnych mist pro Pho4 se méni v zavislosti na dostupnosti Pi, vazba dimeru Pho2—Pho4
vede k odstranéni nukleozomd, které obklopuji obé vazebné sekvence. Odstranéni nukleozomil je za-
vislé na vzajemné pozitivni interakci Pho2—Pho4, ktera zvysuje stabilitu jejich vazby na DNA a indu-
kuje konformacni zménu aktivacni domény Pho4 (Shao et al. 1996). Pho2 usnadniuje odstranéni nukle-
ozomu z oblasti promotoru interakci s Esal, katalytickou podjednotkou histonacetyl-transferazového
komplexu NuA4, ktery se podili na acetylaci H2A.Z, resp. Htzl, varianty charakteristické pro pro-
motory (Nourani et al., 2004). Boeger et al. (2008) zjistili, Ze pii aktivaci PHO regulonu se sniZuje po-
¢et nukleozomti vazanych na promotor PHOS5 na 0,6—1. Podle Korber a Barbaric (2014) vznika pfi
plné aktivaci promotoru hypersenzitivni oblast DNA (,,nucleosome free*) o délce 600 bp.

Wang et al. (2011) po dlouhodobém pétrani odhalili, Ze pfitomnost histonti v promotoru PHOS je
zavislad na histon deacetylaze Rpd3 a histometyltransferdze Setl, kterd je zodpovédna za metylaci
H3K4. Exprese PhoS5 je vyrazné zvySena pti deleci RPD3 a SETI.

Vazba Pho2-Pho4 do UASpl aktivuje transaktivacni doménu Pho4, kterd umozni interakci

s komplexem SAGA a TBP (TATA binding protein). SAGA zajisti acetylaci histond v oblasti pro-
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motoru. Aktivovana transaktivacni doména Pho4 spolecné s acetylovanymi histony umozni vazbu
chromatin remodelujiciho komplexu SWI/Snf. Aktivace promotoru PHOS je tedy piekvapive
komplexni (Korber a Barbaric, 2014).

PHO84 koduje vysokoafinitni transportér Pi. Charakteristice proteinu je vénovana kapitola 4. Ex-
prese genu je siln€ indukovana za nizké i stfedni dostupnosti Pi. Exprese genu se miize zvysit az 76x
(Ogawa et al., 1995). Gen PHOS84 patii do 2. tfidy cilovych genti Pho4 (Springer et al., 2003). Ogawa
et al. (1995) nalezli v promotoru 5 vazebnych sekvenci pro Pho4, nejvzdalenéjsi (A) az v pozici
-880 bp (proti sméru transkripce), vazebna mista C a D spolu sousedi. Vazebna mista C a E nebo D
a E mohou zajistit plnou aktivaci exprese (Ogawa et al., 1995). Podobné jako u PHOS, interakce Pho4
s promotorem PHOS84 je ovlivnéna pfitomnosti nukleozomt v oblasti promotoru, pii aktivaci exprese
dochazi k vyraznym zménam chromatinu. Expresi pozitivn€ ovlivituji proteiny GenS, Snf2 a Ino80.
Absence GenS snizuje acetylaci H3, vazbu TBP a RNA polymerazy 2 (Wippo et al., 2009).

Dal$im cilovym genem transkripéniho faktoru Pho4 je PHOS, ktery koduje vakuolarni alkalickou
fosfatazu (Kaneko et al., 1982). Nedavno byla prokazéna funkce Pho8 pii degradaci polyfosfatu pfi
nizké intracelularni koncentraci Pi (Kizawa et al., 2016). Na rozdil od PHOS5 se v promotoru genu
PHOS nachézi jen jedno funk¢ni vazebné misto pro Pho4. Pro aktivaci transkripce PHOS navic neni
nezbytna kooperace Pho2 s Pho4. Promotor PHOS je podle expresni reportérové analyzy s lacZ genem
asi 10x slabsi nez promotor PHOS. S tim pravdépodobn¢ souvisi i netiplnd remodelace chromatinu

v oblasti promotoru PHOS pii nizké hladiné Pi (Miinsterkétter ef al., 2000).

3.4 Transkrip¢ni faktor Pho2

Regulacni gen PHOZ2 koéduje protein Pho2, ktery ve spojeni s proteinem Pho4 aktivuje transkripci
20 geni PHO regulonu, vcetné PHOS84 a PHOS. Transkript genu PHO2 ma velikost 1,9-2,0 kb
a uroven jeho exprese se vyrazné nelisi pii vysoké nebo nizké hladin€ Pi. Funkce genu PHO2 muze
byt ¢astecné nahrazena zvySenim exprese genu PHO4. Celkova délka proteinu je 559 aminokyseli-
novych zbytkii (Berben et al., 1988). N—konec proteinu Pho2 (oblast 77.—136.) obsahuje homeodomé-

nu (Berben et al., 1988). Domény transkripéniho faktoru jsou znazornény na obrazku 5.
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Obrazek 5: Domény transkripéniho faktoru Pho2. Protein Pho2 obsahuje 4 domény: kyseld doména
ADI a AD2 (zndzornéna tmavé zelenou barvou), homeodoména HOMEQ (zndzornéna rizovou), ho-
mologni doména (zndzornéna fialovou) a transaktivacni doména (znazornéna svétle zelenou). Pho? je
posttranslacné modifikovan fosforylaci na SPIK misté (aminokyseliny 230-233). Kovalentné navazanda
fosfatova skupina je zvyraznéna fialove. Sestaveno podle Liu et al. (2000) a Bhoite et al. (2002).

Homeodoména (HOMEO) je konzervativni sekvencné specificky motiv, ktery se nachazi
v mnoha transkrip¢nich regulacnich proteinech. Homeodoména Pho2 je nezbytna pro kooperativni
vazbu DNA (vazba s vice vazebnymi misty, ktera navzajem kooperuji), ale neni pro tuto vazbu dosta-
teCna (Berben et al., 1988). Samotny Pho2 vaze DNA in vitro s nizkou afinitou, ale in vivo aktivuje
transkripci s alespon tfemi rozlicnymi DNA—vazebnymi proteiny: proteinem Pho4 s motivem helix-
-loop-helix, proteinem Swi5 s motivem zinkového prstu a proteinem Basl. Pho2 a Pho4 aktivuji
PHOS5 a PHOS84 a dalsi geny PHO regulonu, Pho2 a Swi5 aktivuji gen HO (zodpovédny za zménu pa-
rovaciho typu), Pho2 a Basl aktivuji geny biosyntetické¢ drdhy purinu a histidinu (napt. gen ADEI)
(Bhoite et al., 2002).

Justice et al. (1997) provedli mutaéni analyzu kédujici sekvence PHO?2 v oblasti kodujici homeo-
box. Potvrdili, Ze zdména klicovych aminokyselin R5 a R7 zprosttedkujicich kontakt domény s DNA
snizuje expresi genu PHOJS, ale neovlivituje expresi genu ADE]1, ktery je cilovym genem Pho?2 a Basl.

Protoze Berben et al. (1988) zjistili, ze C—konec proteinu, piesnéji oblast proteinu Pho2 za ne-
polarnimi aminokyselinami v pozici 405.—407., nema vliv na aktivaci PHOS, zaméfili se Bhoite et al.
(2002) na centralni ¢ast proteinu Pho2 (oblast mezi 171. a 504. AK) s cilem objevit domény Pho2 ne-
zbytné pro interakce s koperujicimi proteiny a pro aktivaci cilovych genti. V oblasti 244.—270. identifi-
kovali n¢kolik pozic, jejichz substituce vyrazné snizuje stabilitu proteinu. Naopak oblast 347.-378. ob-
sahovala 10 pozic, jejichz substituce méla vyrazny negativni vliv na expresi PHOS ina cilové geny
Swi5 a Basl.

Funkce C—terminalni domény, v oblasti 410.-599. AK, byla dlouho sporna. Pfitomnost aktivacni
domény pravé v C—termindlni oblasti Pho2 prokazali Zhang et al. (1997) a podrobné popsali Hannum
et al. (2002). C—terminalni doména Pho2 se uplatiiuje pfi interakci s Basl pfi aktivaci genli metabolis-
mu purind.

Trankripcni faktor Pho2 je fosforylovan kinazou Cdc28 v mist¢ SPIK (aminokyseliny 230.-233.).

Tato fosforylace usnadnuje interakci mezi Pho2 a Pho4 (Liu et al., 2000). Mutace serinu 230 a prolinu
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231 na alanin v misté¢ SPIK protein Pho2 inaktivuje, vede k neschopnosti aktivovat transkripci genu
PHOS. Substituce serinu 230 na fosfomimetickou kyselinu asparagovou aktivitu proteinu Pho2 ne-
ovlivni, a proto lze pfedpokladat, Ze transkripci genu PHOS muze aktivovat pouze fosforylovany pro-
tein Pho2 (Yang et al., 1996).

Analyze struktury Pho2 se vénovala skupina badatelti z Ciny kolem r. 1995, jejich ¢etné publikace
jsou vsak dostupné jen ve form¢ abstraktil, napt. Yang, J., Wu, J.S., Ao, S.Z. (1995). Analysis of
activation activity of yeast PHOZ2, PHO4 protein and their interaction. Acta. Biochim. Biophy. Sin. 27,
165-172. Jedina dostupna prace této skupiny se vénuje fosforylaci Pho2 (Liu ef al., 2000).

3.5 Funkce inositolpyrofosfati pri detekci intracelularni hladiny
fosfatu

Inositolpyrofosfaty jsou odvozené od myoinositolpolyfosfatd, které v buiikdch plni rGzné signalni
funkce. Inositolpyrofosfaty (IP) obsahuji navic jeden anhydrid fosfatu a energeticky bohaté difosfa-
tové vazby. Inositolpyrofosfaty funguji jako sekundarni metabolity, mohou pyrofosforylovat proteiny
neenzymatickou cestou a tim meénit jejich aktivitu (Bhandari et al., 2007).

V kvasinkovych bunkach byly nalezeny 4 inositolpyrofosfaty: 1-PP-IPs (izomer IP;), 5-PP-IPs
(izomer IP;), 5-PP-IP, (izomer IPs) a 1,5-(PP),-IP, (izomer IPs) (znazornéné na obrazku 1) (Saiardi,
2000; Mulugu et al., 2008; Gerasimaite et al., 2017). Gerasimaite ef al. (2017) pti in vitro a in vivo
studii vlivu riiznych typa IP na produkci polyP zjistili, ze 5-PP-IPs je fyziologicky relevantnim sti-
mulatorem komplexu VTC. 1-PP-IPs vazbou na Pho81 umoziuje inhibici kindzy Pho85 (Azevedo et
al., 2010).

Inositolpyrofosfaty (IP) jsou produkovany pomoci inositol-Ps kindz Vipl nebo Kcsl (Nishizawa
et al., 2008). Oba proteiny katalyzuji ptidani beta-fosfatu k hexakisfosfatu IPs, ale produktem reakce je
jiny typ izomeru IP; (Lee et al., 2007). Pti nizké koncentraci intracelularniho fosfatu je aktivita Vipl
vys$$i nez aktivita Kesl, jejich hladina je regulovana transkripénim faktorem Pho4. Pti vysoké hladiné
intracelularniho fosfatu je v bunikach vice proteinu Kcs1 (Nishizawa et al., 2008).

Protein Vipl patii do vzacné tiidy bifunkénich enzymt schopnych syntetizovat a degradovat
signalizacni molekuly inositolpyrofosfaty za spotieby ATP. Vipl obsahuje dvé autonomni katalyticky
aktivni domény, kinazovou doménu, na N—konci, a pyrofosfatizovou doménu, ktera na ni navazuje.
Obe¢ aktivity moduluji hladiny inositolpyrofosfata 1-IP; a 1,5-IPs (Dollins et al., 2020).

Vipl fosforyluje IPs svym aminokyselinovym zbytkem kyseliny asparagové (u S. cerevisiae
D487). Kinaza Vipl ma celkovou délku 1146 aminokyselinovych zbytkt. Vipl fosforyluje IPs na
1-PP-1Ps (1-IP7) a 5-PP-IPs (5-1P;) na 1,5-(PP),-1P, (1,5-IPs) (znazornéno na obrazku 6) (Dollins ef al.,
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2020). Ve starSich ¢lancich, napt. Lee et al. (2008), se uvadi, ze Vipl fosforyluje 1P na 4-PP-IP;s
(4-1P;7) nebo 6-PP-IPs (6-IP-).

Za N-koncovou doménou Vipl nasleduje HAP doména (oblast 377.-920.). HAP doména ma
1-pyrofosfatdzovou aktivitu, zajist'uje hydrolyzu 1-1P;na IPsa 1,5-IPs na 5-1P; (zndzornéno na obrazku
6). Aktivita pyrofosfatazy zavisi na konzervovaném histidinovém zbytku (H548 u S. cerevisiae). Ex-
presi genu VIPI pii nizké hladin€ Pi aktivuje transkripéni faktor Pho4 (He et al., 2017; Dollins et al.,
2020).

Pii pH 5 ma 3x vyssi G€innost 1-pyrofosfataza nez 1-kinaza. Pii pH 7 ma 1-pyrofosfataza dokon-
ce 15x vyssi tginnost (Dollins et al., 2020). Cinnost kinazy a pyrofosfatazy reguluje homeostazi hla-
din 1-IP; a 1,5-IPs v buiice (Otto et al., 2007) a také moduluje vakuolarni morfologii (velikost vakuo-
ly, polaritu a aktinovy cytoskelet) (Feoktistova et al., 1999; Mulugu et al., 2008; Péhlmann et al.,
2014).

Protein Kcs1 ma 5-kinazovou aktivitu, Kcs1 fosforyluje IPs na 5-1P; a 1-IP; na 1,5-1Ps (zndzorn¢-
no na obrazku 7) (Dollins et al., 2020). Hladina Kcs1 je zavisla na transkripénim faktoru Pho4. Pti vy-
soké hladin€ Pi se tvoii KCSI mRNA o velikosti 3200 bp, ktera koduje funkéni protein Kesl. Pti niz-
ké dostupnosti Pi se Pho4 vaze na kddujici sekvenci genu KCS/ a indukuje expresi zkracené (sense)
mRNA (2500 bp), jejiz translaci vznika nefunkéni protein a také se snizuje hladina delsi mRNA.
Kromé toho vznikd 500 bp dlouha antisense RNA. Ob&é RNA brani vzniku funkéniho proteinu Kesl
(Nishizawa et al., 2008).

Exprese vSech 4 podjednotek proteinkinazy A je zvySena pii dostateéném zasobeni buniky fosfa-
tem. Pti deleci KCS/ dochazi k vyraznému poklesu exprese TPK1 (autofi predpokladaji shodny vysle-
dek i u ostatnich podjednotek proteinkinazy). Kcsl je tedy vedle Pho84 dal§im proteinem, ktery ma
vyznamny vliv na funkci PKA (Pautasso et al., 2016).

Pii nizké hladin€ fosfatu je zvySena koncetrace inositolpyrofosfatu 1-1P; a snizena koncentrace
inositolpyrofosfatu 5-IP; (Austin a Mayer, 2020).

Norman et al. (2018) prokazali, ze regulace pseudohyfalniho a filamentarniho rustu je zavisla
na pfitomnosti inositolpyrofosfati a jejich vzajemném poméru. Zatimco delece VIPI stimuluje pseu-
dohyfalni riist u haploidniho kmene S. cerevisiae € 1278b, delece KCSI ma opacny efekt. Pfi snizené
dostupnosti zdroje dusiku, ktera pfirozené stimuluje psedohyfalni rist, se zvySuje hladina produktu
Kcsl, inositolpyrofosfatu 5-PP-IPs. Jeho hladina je vyrazné zvySend u kmene s deleci VIPI. Pozitivni
efekt na hladinu 5-PP-IPs i pseudohyfalni rist ma mutace v kinazové doméné Vipl. Filamentarni rast
je kliCovy pro virulenci patogenni kvasinky C. albicans. Inhibici Kesl nebo stimulaci Vipl by bylo

mozné snizit rozsah kvasinkové infekce.
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Obrazek 6: Cyklus Vipl kindzy a pyrofosfatizy. Vipl fosforyluje 1Ps na 1-PP-1Ps (1-1P;) a 5-PP-IPs
(5-1P;) na 1,5-(PP)>-1P; (1,5-1Ps). Vipl hydrolyzuje 1-IP; na IPs a 1,5-1Ps na 5-1P; (Dollins et al.,

2020).
L
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Obrazek 7: Cyklus kindaz Kcsl a Vipl. Kcsl fosforyluje IPs na 5-1P; a 1-1P; na 1,5-1Ps . Jak jiz bylo
zminéno, kindza Vipl fosforyluje IPs na 1-PP-IPs (1-1P;) a 5-PP-1Ps (5-1P;) na 1,5-(PP)>-IP; (1,5-1Ps)
a zajistuje hydrolyzu 1-IP;na IPs a 1,5-1Ps na 5-1P;. Upraveno podle Morrissette a Rolfes, (2020).
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3.6 Proteiny s SPX doménami

Nekteré proteiny, které se podileji na regulaci Pi homeostaze, obsahuji v N-terminalni oblasti (prvnich
150-300 AK) SPX (Sygl/Pho81/XPRI) doménu (Secco et al., 2012a). XPRI je exportér na plazma-
tické membrané podilejici se na regulaci Pi v lidskych bunikach (Giovannini et al., 2013). Ackoliv
struktura SPX domény je variabilni, maze byt rozdélena do tii konzervovanych oblasti o délce 30—40
aminokyselinovych zbytkil (zndzornéno na obrazku 8) (Secco et al., 2012a). SPX doména interaguje
s inositolpyrofosfaty (Austin a Mayer, 2020).

Proteiny s SPX doménou se vyskytuji u kvasinek, rostlin a Zivocichd. Mezi proteiny s SPX domé-
nou u kvasinek patii pozitivni regulacni protein Pho81, nizkoafinitni transportéry Pho87, Pho90
a Pho91, proteiny VTC komplexu a Sygl, predikovany fosfatovy exportér na plazmatické membrané
(tabulka 1). VSechny kvasinkové proteiny nesouci SPX doménu se podileji na udrzeni homeostaze Pi
(Secco et al., 2012a; Desfougeres et al., 2016).

Nizkoafinitni transportéry Pho87 a Pho90 jsou pii nedostatku Pi ubiquitinovany pomoci Rpd3
a cileny do vakuoly (Estrella et al., 2008). Internalizace do vakuoly je u Pho87 zprostfedkovana pro-
teinem Spl2, ktery se vaZe na SPX doménu lokalizovanou na N—konci proteinu. Hladina proteinu Spl2
je zavisla na Pho4. Na rozdil od Pho87, k endocytéze Pho90 dochazi i u kmene s deleci PHO4 nebo
SPL2. Endocytdézu obou proteint zajistuje protein End3, nebot’ u kmene s deleci END3 translokace
do vakuoly neprobihd (Wykoff ef al., 2007; Ghillebert et al., 2011). U kmene s deleci SPX domény
v proteinu Pho90 byl zjistén zvyseny piijem Pi a zvySend syntéza zasobniho polyfosfatu (Hiirlimann et
al., 2009). SPX doména mtize byt poZzadovana také pro ubikvitinaci (Secco et al., 2012a).

Protein Pho81 a VTC komplex budou podrobnéji popsany v nasledujicich kapitolach.

U rostlin nebyl Zadny z proteinti s SPX doménou charakterizovan jako Pi transportér, ale bylo
dokazano, ze proteiny obsahujici doménu SPX patii mezi hlavni regulatory homeostaze Pi a podili
se na signalizaci, remobilizaci a exportu Pi (Secco ef al., 2012a).

Proteiny SPX rodiny u rostlin maji vliv i na odolnost vii¢i chorobam, jsou dtlezité pii nedostatku

zeleza, pti nedostatku kysliku a v signalnich drahach fytohormonti.
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3.6.1 Pho81

Gen PHOS8I kéduje inhibitor cyklin-dependentni kindzy (CDK), ktery reguluje dimer Pho80—Pho85
v reakci na hladinu fosfatu. Protein Pho81 patii mezi pozitivni regulacni proteiny PHO regulonu, jeho
exprese je zavisla na transkripcnich faktorech Pho2 a Pho4 (Creasy et al., 1996). Aby mohlo dojit
k Pho81 dependentni inhibici dimeru Pho80-Pho85, je pottfeba inositolpyrofosfat 1P, ktery je synte-
tizovan kinazou Vipl (Lee ef al., 2007).

Gen PHOSI koéduje protein s 1178 aminokyselinovymi zbytky. SPX doména je v N—terminalni
¢asti proteinu (oblast 1.—169. AK), centralni ¢ast obsahuje ankyrinovou doménu (423.—653. AK), s ni
sousedi minimalni regula¢ni doména (645.—724. AK), nasleduje C—terminalni doména s motivem GP—
PDE (glycerofosfodiesterazova doména), (oblast 871.—1178.). U Pho81 neni SPX doména vyzadovana
pro inhibici kinazové aktivity dimeru Pho80—-Pho85 (Huang et al., 2001; Lee ef al., 2008). N—termi-
nalni ast proteinu (oblast mezi 4. a 158. AK, ktera se prekryva s 1. oblasti SPX domény) ma autoinhi-
bic¢ni funkci. Mutace v této doméné zptisobuje inhibici Pho85 i pii vysoké hlading Pi v cytosolu (Sec-
co et al.,2012a).

Huang et al. (2001) popsali minimalni doménu proteinu Pho81 (zahrnuje aminokyseliny
645.—724.), ktera interaguje s inositolpyrofosfatem IP; a zaroven s dimerem Pho80—Pho85. Protein
Pho81 tvoii s dimerem Pho80—Pho85 stabilni komplex pii dostatecné i velmi nizké koncentraci fosfatu
v bunice. Pouze pri nizké koncentraci fosfatu inhibuje aktivitu cyklin-dependentni kindzy Pho85 a tim
umozni transkripénimu faktoru Pho4 aktivovat transkripci genti PHO regulonu (Schneider et al., 1994;
Lee et al., 2007).

Minimélni doména je rozdélena na dvé funkéni subdomény. Prvni subdoména je vyZadovana
pro konstitutivni vazbu Pho81 skomplexem Pho80-Pho85. Druha je zodpovédna za inhibici
Pho80-Pho85 pouze v ptitomnosti 1-PP-IPs (Lee et al., 2008).

Ankyrinova doména proteinu Pho81 se sklada ze Sesti tandemovych repetic, které jsou homologni
k rodin¢ inhibitorti cyklin-dependentnich kindz INK4. Do této rodiny patii savéi CDK inhibitor p16.
Navzdory ptedpokladiim se tato doména netcastni interakce s Pho80-Pho85 (Huang ef al., 2001). Pro-
tein Pho81 se vaze pouze na cyklin Pho80 komplexu Pho80-Pho85, zatimco pl6 se vaze piimo
na CDK (Hirst ef al., 1994; Huang et al., 2001). Interakce mezi Pho81 a Pho80-Pho85 je stabilizovana
fosforylaci Pho81 kindzou Pho85 (Knight et al., 2004).

Protein Pho81 je konstitutivné lokalizovan v jadie nezavisle na hladinach Pi (Ogawa et al., 2000),
a proto lze predpokladat, Ze aktivita Pho81 neni kontrolovana regulaci jeho lokalizace. Huang et al.

(2001) zjistili, Ze Pho80 zajist'uje lokalizaci Pho81 v jadre.
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Pokud je narusena interakce mezi Pho81 a Pho80, neprojevi se pfi nizké koncentraci Pi inhibicni
efekt Pho81 na aktivitu cyklin-dependentni kindzy Pho85 a snizi se exprese cilovych genti Pho4
(Huang et al., 2001; Huang et al., 2007).

Lee et al. (2007) prokazali, Ze narozdil od Kcs1 je IPs kinaza Vipl zodpovédna za syntézu izo-
meru [P;: 4-PP-IPs a 6-PP-1Ps, ktery je schopen indukovat inhibici Pho85. Pozdégji byl typ izomeru
4-PP-1Ps a 6-PP-IPs uptesnén jako 1-PP-IP; (Dollins et al., 2020). Koncentrace tohoto izomeru nartsta
pti nedostatku Pi. Lee et al. (2008) zjistili, ze vazba daného izomeru IP; na Pho81 pii nizké intrace-
lularni koncentraci Pi zesili asociaci Pho81 s Pho80 a zabrani interakci Pho4 s Pho85, ¢imz dochazi
k derepresi PHO regulonu.

V patogenni kvasince Cryptococcus neoformans je signalizacni draha inositolpolyfosfati zasadni
pro virulenci. Inositolpyrofosfat 5-PP-IPs (5-1P;) syntetizovany proteinem Kcsl je jedinym inosi-
tolpyrofosfatem pozadovanym pro aktivaci drahy PHO u C. neoformans, narozdil od S. cerevisiae,
kde mé opacnou funkci. Inositolpyrofosfat 5-IP; se vaze na konzervovanou sekvenci lysind v SPX
doméné pozitivniho regula¢niho proteinu Pho81 a stabilizuje asociaci proteinu Pho81 s dimerem
Pho80—-Pho85, ¢imZ podporuje aktivaci drahy PHO (znazornéno na obrazku 9). U C. neoformans in-
teraguje inositolpyrofosfat pfimo s SPX doménou na rozdil od kvasinky S. cerevisiae. Zptsob interak-
ce mezi inositolpyrofosfatem Pho81 a Pho80 se u téchto dvou druhii lisi (Desmarini et al., 2020).

Pfi substituci konzervovanych lysini alaninem se nezménila sekundarni ani terciarni struktura
domén SPX, ale 5-1P; se nemohl vazat (Wild et al, 2016).

Blokovani interakce 5-IP,-Pho81 pomoci mistné specifické cilené mutageneze vedlo k tomu,
ze mutovany kmen ztratil virulentni fenotyp. Efekt substituce se shodoval s deleci genu PHOS1, coz
ukazuje, Ze Pho81 ma kli¢ovy vyznam pii kvasinkové virulenci. Je prokdzano, ze blokovani interakce
5-IP; s proteinem Pho81 nebo prevence produkce proteinu Pho81 vede k dramatické ztrat¢ houbové
virulence. Vzhledem k tomu, zZe Pho81 nema v bunkach savci homologa, je mozné cilit navrhované

fungicidy prave na protein Pho81 (Desmarini ef al., 2020).
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Obrazek 9: Model zndzorftujici roli 5-1P; ve stabilizaci dimeru Pho80-Pho85 av aktivaci drahy
PHO u C. neoformans. Vazba 5-1P; na SPX doménu proteinu Pho81 u C. neoformans podporuje aso-
ciaci proteinu Pho81 s dimerem Pho80—Pho85. 5-1P;, ktery je zaporné nabity, tvori elektrostatické in-
terakce s klastry lysinu na povrchu SPX domény proteinu Pho81 a s neidentifikovanymi zasaditymi AK
v molekule cyklinu Pho80. Pri nedostatku fosfatu je hladina 5-1P; vyssi, protein Pho81 vazany s 5-1P;
inhibuje dimer Pho80-Pho85, coz brani fosforylaci transkripcniho faktoru Pho4 a spousti aktivaci
drahy PHO, ktera ma priznivy viiv pro rozvoj patogenniho fenotypu. Neni-li 5-1P; vazan na Pho81
(prava cast obrazku), oslabuje to interakci Pho81 s Pho80 a cyklin dependetni kindza Pho85 ziistava
aktivni. Upraveno podle Desmarini et al. (2020).

Pti nizké dostupnosti Pi je protein Pho81 rovnéz nezbytny pro aktivaci exprese geni stresové od-
povédi, obsahujici v promotorech vazebné misto PDS, a gend pro akumulaci trehaldzy. Aktivace téch-
to gentl je zavisld na transkripnim faktoru Gisl a umoziiuje piechod do stacionarni faze. Swinnen et
al. (2005) zjistili, Ze na rozdil od aktivace PHO regulonu je aktivace téchto genii, zprostiedkovana

inaktivaci Pho80—Pho85, zavisla na Pho81 v jeho plné délce.

3.6.2 VTC komplex

VTC komplex (vacuolar transporter chaperone) tvoii 5 proteini (Vtcl-5), které jsou lokalizovany
na vakuolarni membrané a pravdépodobné i na periferii endoplazmatického retikula (ER) (Miiller et
al., 2003; Uttenweiler et al., 2007; Desfougéres et al., 2016). Proteiny Vtc2, Vtc3 a Vitcd a VtcS maji
N—koncovou SPX doménu (Desfougeres et al., 2016) Zatim je prokazano, ze SPX doména u Vtc4 neni
vyzadovana pro katalytickou aktivitu (Hothorn et al., 2009). V kvasinkovych bunikach komplex VTC
syntetizuje anorganicky polyfosfat (polyP) z ATP a translokuje vznikajici fetézec polyP do lumen. Ex-
prese genit VTC komplexu je pozitivné regulovana Pho4 proteinem (Hothorn ef al., 2009; Gerasimaite
etal., 2014).

Anorganicky polyfosfat je polymer desitek az stovek ortofosfatii spojenych energeticky bohatymi

anhydridfosforecnymi vazbami (Langen et al., 1958). Polyfosfaty jsou vétSinou umistény ve vakuole
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(Saito et al., 2005). Malé mnozstvi polyP je také v mitochondriich, ER nebo v periplazmatickém pro-
tstoru (Pestov et al., 2004). Polyfosfat je nezbytny pro mnoho fyziologickych funkci v zivych or-
ganismech, dulezity je napfiklad pro bunécny cyklus, protoze zajistuje rychle dostupny fosfat pro
replikaci (Bru et al., 2016). Pfitomnost polyfosfatu je také dtlezitd pro udrzeni aminokyselin ve va-
kuole (Austin a Mayer, 2020). Hladina polyP se dynamicky méni podle zmén hladiny cytosolického Pi
ama velky vliv na homeostazi cytosolického Pi (Neef a Kladde, 2003; Desfougeres ef al., 2016). Syn-
téza polyP je aktivovéana v korelaci s dostupnosti Pi pomoci inositolpyrofosfatu 5-PP-1Ps, ktery aktivu-
je Vtc proteiny vazbou na jejich SPX doménu. Akumulace polyP probiha pti 0,5 mM Pi a vyssi, v pfi-
tomnosti 5-PP-1Ps je zvySena vice nez padesatkrat (Wild et al., 2016; Gerasimaite et al., 2017).

Produkce polyfosfatu vyrazné nariista pii vzrustajici koncentraci fosfatu. Syntéza polyfosfatu bézi
i pii relativné nizké koncentraci 10° M Pi (Shears, 2015). Syntéza a translokace polyP je fizena elek-
trochemickym gradientem tvofenym V—-ATPazou na vakuolarni membrané (Gerasimaite et al., 2014).
Naruseni tohoto gradientu, napiiklad pfidanim inhibitoru konkanamycinu A (ConA) do bunék s niz-
kym obsahem Pi, syntézu polyP zastavi za méné nez 15 minut (Desfougeres et al., 2016). Inhibice
syntézy polyfosfati zvySuje intracelularni koncentraci Pi a vede k fosforylaci Pho4 a translokaci
do cytoplazmy. U bunék sdeleci VTC4 neprobiha syntéza polyfosfati, a proto pii aplikaci
konkanamycinu k fosforylaci Pho4 nedochézi (Gerasimaite et al., 2014).

Podjednotka VTC komplexu Vtc4 ma katalytickou aktivitu, Vtc2 a Vtc3 jsou podjednotky
s regulaéni funkci (Werner et al., 2007). VTC komplex existuje ve dvou izoformach slozenych bud’
z Vtcd/Vic3/Vtcl/VicS, nebo z Vted/Vic2/Vicl/Vic5 (Hothorn et al., 2009). Izoforma Vtc5/Vicd/
Vtc3/Viclse vyskytuje vice na vakuolarni membrané a izoforma Vtc5/Vtc4/Vtc2/Vicl se vyskytuje
vice na periferii ER. Vtc5 se vyskytuje pouze na vakuolarni membrané (Uttenweiler et al., 2007)..

Vtc5 pravdépodobné zvySuje ucinnost smerovani proteintt VTC komplexu do vakuoly, pfi deleci
V'TCS je hladina proteinti komplexu ve vakuolarni membrané snizena (Desfougéres et al., 2016).

Produkce polyP pozitivné koreluje s hladinou Vtc5, pfi deleci VTC5 klesa produkce polyP
na 20 % oproti produkci kmene s funkénim V7C5. Delece VTCS5 redukuje akumulaci polyP in vivo
1in vitro, ale nenarusi stimulaci syntézy polyP pomoci 5-IP; (Desfougeres et al., 2016). Nadmérna ex-
prese VTC5 nejen zvysuje produkci polyP, ale ma vyrazny pozitivni vliv na expresi PHOS a PHOS4,
dokonce i v podminkach s optimalni dostupnosti Pi. Podle Desfougeres et al. (2016) hraje intenzita
produkce polyfosfatu klicovou tlohu v regulaci PHO regulonu. Regulaci syntézy a degradace polyP
buiika vyrovnava ptechodné vykyvy hladin cytosolického Pi.

Shrnutim na zéklad¢ citovanych citaci v kapitole 3.6.2 je, Ze snizovani hladiny 5-1P; u S. cerevisi-
ae pomoci transkripéniho faktoru Pho4 prostiednictvim redukce exprese proteinu Kcsl zptsobuje niz-

kou aktivitu Vtc proteinil. Pfi zvySeni hladiny intracelularniho fosfatu se snizi hladina antisense RNA
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a zvy$i se hladina funkéni kindzy Kcsl a také aktivita Vtc proteinti. Hladina fosfatu v cytosolu opét

klesne.

4. Vysokoafinitni transportér a senzor fosfatu, Pho84

Gen PHO84 koduje vysokoafinitni H+/Pi symportér Pho84 kvasinky S. cerevsiae (Bun-Ya et al.,
1991). Tento hydrofobni integralni membranovy protein se sklada z 587 aminokyselinovych zbytki
a katalyzuje symport fosfatu a H+ pres plasmatickou membranu kvasinek. Prevadi energii elektroche-
mického gradientu na energii pro translokaci fosfatu do buiiky (Persson ef al., 1999). Sekundarni
strukturu tvofi 12 transmembranovych (TM) domén spojenych hydrofilnimi smyckami a prodlouzené
N-a C—konce (Kruckeberg et al., 1996; Boles a Hollenberg, 1997). Transportér Pho84 ma signifikant-
ni pocet konzervovanych zbytkti mezi obéma polovinami transportéru (Persson et al., 1999). Obé
poloviny jsou oddélené velkou hydrofilni smyckou, a proto lze ptedpokladat, ze protein vznikl du-
plikaci ancestralniho genu. Hydrofilni smycka ma 75 aminokyselin (Berhe et al., 1995; Fristedt et al.,
1999). Pho84 obsahuje 12 nativnich cysteinovych zbytkt. Pét z nich (III, VI, VIII, IX a X) se nachazi
v TM oblastech a zbyvajicich sedm v hydrofilnich doménéch proteinu. Substituce cysteinl serinem
neovliviiuje aktivitu Pho84 (Berhe et al., 2001). Model fosfatového transceptoru Pho84 je znazornén

na obrazku 10.
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Obrazek 10: Model fosfatového transceptoru Pho84. Protein Pho84 md 12 transmembrdnovych
domén a funguje jako H+/Pi symportér. Na obrazku jsou oranZové a cCervené zndzornény dva
konzervované zbytky kyseliny asparagové D178 a D358, které vizou protony a umozinuji oddéleni
transportu a signalizace (Schothorst et al., 2013).

Pti nedostatku fosfatu u S. cerevisiae je jeho vychytavani zprosttedkovano prevazné proteinem

Pho84. Pho84 je kromé schopnosti translokovat fosfat zaroveil senzorem hladiny zdroje fosfatu
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ve vnéj$im okoli buiky. Je proto oznacovan jako transceptor (Giots et al., 2003). Transceptory jsou
membranové proteiny, které se podileji na transportu iontd a jinych molekul a zaroven se chovaji jako
receptorove proteiny (Huang ef al., 2004). Signal o hladiné Pi ve vnéj$im okoli pfenasi na proteinkina-
zu A (PKA), kterou aktivuje. Zvyseni intracelularni hladiny Pi u bunék trpicich nedostatkem Pi, avSak
dostatecné zdsobenych jinymi zdroji, pfedevSim glukézou, vede k aktivaci PKA. Zmény v aktivite
PKA lze sledovat méfenim aktivity trehalazy, ktera je zvySena fadové v minutach po pridani nizké
koncentrace Pi k dlouhodob¢ hladovéjicim bunkam. Zaroven dochazi ke snizeni hladiny stresovych
mRNA (STRE-controlled genes SSA3, CTTI a HSP12). Kmeny s deleci PHOS4 nejsou schopné ak-
tivovat PKA pii zvyseni hladiny Pi v prostfedi. K aktivaci trehaldzy nedochazi ani u kment bez ka-
talytické aktivity PKA (Giots et al., 2003).

Popova et al. (2010) prokazali, ze fosfoestery (napt. glycerol-3P, Gly3P), které nemohou byt po-
moci Pho84 transportovany, funguji jako signal pro aktivaci PKA s podobnou intenzitou jako anor-
ganicky Pi. Experiment zopakovali i v nepfitomnosti fosfatdz, které by mohly fosfat z esteru odstépit.
Kmeny s deleci PHOS84 nebyly schopné aktivovat PKA v ptitomnosti Gly3P, naopak exprese PHOS84
z plazmidu indukovala nadmérnou aktivaci PKA. Schopnost Gly3P (stejn¢ jako Pi) indukovat aktivaci
PKA vyzaduje funk¢ni katalytickou aktivitu (Tpk2), krom¢ aktivace trehaldzy byla potvrzena i mik-
roarrayovou analyzou. Popova et al. (2010) zaroven nalezli v proteinu Pho84 klicové aminokyselinové
zbytky ve vazebné doméné pro fosfat, jejichz modifikace eliminovala i senzorickou funkci Pho84
(Phe160 v transmembranové doméng 4 a Val v transmembranové domén¢ 8) (Popova et al., 2010).

Relativné brzy po aktivaci PKA dochazi k internalizaci a degradaci Pho84 ve vakuole (Pratt et al.,
2004; Mouillon a Persson, 2005). Pied endocyt6ézou do vakuoly prochazi Pho84 fosforylaci a ubikviti-
naci ve velké hydrofilni smycce spojujici TM6 a TM7 (Lundh et al., 2009; Peng et al., 2003). Fosfo-
rylace a ubiquitinace Pho84 je pozorovana 5 minut po pridani Pi (Mouillon a Persson, 2005). Pfipojeni
ubikvitinu zavisi na ubikvitina¢nich konjugaénich enzymech Ubc2 a Ubc4. Snizena aktivita PKA
zpozd’uje internalizaci proteinu Pho84 indukovanou zvySenou koncentraci fosfatu (Lundh et al.,
2009). Lundh et al. (2009) navic zjistili, ze ubiquitin ligdzy Ubcl a Ubc7 usnadnuji cileni Pho84
na membranu. V nepfitomnosti Ubcl a Ubc7 ztistava Pho84 ve vaccich.

Samyn et al. (2012) provedli mutagenezi konzervativnich pozic ve Pho84 a ziskali kmeny,
u nichz je vyznamnég narusen transport Pi a tim i rlist v podminkach s nizkou koncentraci Pi, piesto zl-
stala zachovana schopnost Pho84 aktivovat PKA. Nejvetsi negativni vliv na transportni aktivitu Pho84
mela mutace D358N. Pii expresi této mutované varianty nedochazelo k represi PHOS ani pii vysoké
koncentraci Pi. Aktivaci PKA a naslednou degradaci Pho84 vyvolava i analog fosfatu, methylfosfonat,
degradaci 1ze zabranit aplikaci inhibitoru PKA, H89 (Pratt et al., 2004).

Transkripce genu PHOS84 je zavisla na transkripénim faktoru Pho4 (Wykoff et al., 2007). Pho84

slouzi jako prvek negativni zpétné vazby PHO regulonu. Transport Pi do buiiky vede ke zvySeni hladi-
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ny fosfatu v bunice, inaktivaci Pho4 a ke sniZeni exprese PHOS84 (Lundh et al., 2009). Regulator niz-
koafinitnich transportéri Spl2, kédovany dal$im cilovym genem proteinu Pho4, zprostfedkuje degra-
daci nizkoafinitnich transportéri Pho87 a Pho90 a tim zaji$t'uje pozitivni zpétnou vazbu PHO regulo-
nu. Degradace nizkoafinitnich transportérti snizuje hladinu intracelularniho fosfatu, a to vede k dalsi
aktivaci Pho4 (Wykoff et al., 2007). Interakce Spl2 s nizkoafinitnimi transportéry je podrobné&ji popsa-
na v kapitole 3.6.

Represe PHOS84 pii optimalni dostupnosti Pi je zprostiedkovana dvéma antisense RNA odlisné
delky, jejichz transkripce udrzuje promotor PHOS4 v neaktivnim stavu (Camblong et al., 2007). Po-
drobnéji interakci antisense RNA s promotorem PHOS84 studovali Castelnuovo et al. (2013). Zjistili,
ze hladina antisense RNA je velmi nizka, ¢asto 1 molekula na buiiku. Interakce je zavisla na 3'-5' exo-
nukledze Rrp6, kterd je soucasti jaderného exozomu. Delece RRP6 zvysuje stabilitu antisense RNA
a zvysSuje pritomnost histondeacetylazového komplexu v okoli promotoru PHOS84. Pomoci ,,single
molecule fluorescent in situ hybridization® (smFISH) prokézali, ze transkripce antisense RNA elimi-
nuje moznost iniciace transkripce sense RNA. Navic zjistili, Ze Rrp6 stimuluje terminaci elongace an-

tisense RNA, ktera je po dokonéeni transkripce transportovana do cytoplazmy.
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5. Zavér

Homeostaze fosfatu je pro buiiku velmi dilezita, protoze ovliviiuje regulaci metabolismu buriky a bu-
néény cyklus. Aktivita proteind, které se podileji na homeostazi fosfatu, je fizena predevs§im
transkripénim faktorem Pho4.

Transkripéni faktor Pho4 reguluje piiblizné¢ 20 genii zapojenych do metabolismu fosfatu. Mezi
tyto geny patii napf. vysokoafinitni transportéry Pho84 a Pho89, kyselé fosfatazy nebo geny pro synté-
zu vakuolarniho polyfostatu (VTC1 az VTCY5).

Pii vysoké koncentraci fostatu je transkripcni faktor Pho4 inhibovan komplexem Pho80—Pho§5.
Fosforylace proteinu Pho4 na specifickych serin-prolinovych zbytcich stimuluje export proteinu
z jadra. Pfi nizké koncentraci fosfatu pozitivni regulacni protein Pho81 inhibuje aktivitu kinazy Pho85.
Nefosforylovany Pho4 se v cytoplazmé navaze na jaderny importni receptor a po translokaci do jadra
indukuje expresi cilovych genid. Stimulace cilovych gent je podporovana transkripénim faktorem
Pho2. Exprese genu PHO4 je regulovana na posttranskripéni Grovni RNA vazebnym proteinem
Pho92, ktery se vaze na 3'UTR a zprostfedkuje degradaci mRNA genu PHO4 pomoci deadenyla¢niho
komplexu Pop2—Ccr4—Not.

Prijem fosfatu zajist'uji predevsim vysokoafinitni a nizkoafinitni transportéry, jejichz aktivita je
zavisla na intraceluldrni hladiné fosfatu. Teprve nedavno bylo zjisténo, ze hladina fosfatu v cytosolu
ovlivituje hladinu riznych izomerdi inositolpyrofosfati, predevsim 1-PP-IPs a 5-PP-IPs. Inosi-
tolpyrofosfaty jsou dulezité signaliza¢ni molekuly, které reaguji s SPX doménami proteinit PHO drahy
a méni jejich aktivitu.

Transkripéni faktor Pho4 se podili na regulaci hladiny difosfoinositolpentakisfosfatkinazy Vipl
a inositolhexakisfosfatkinazy Kcs1, které zajistuji biosyntézu inositolpyrofosfati. Pti nizké koncentra-
ci intracelularniho fosfatu je aktivita Vip1 vyS$si nez aktivita Kes1. Pii nizké koncentraci fosfatu je po-
moci Vipl produkovan piedev§im inositolpyrofosfat 1-PP-IPs, ktery se vaze na Pho81 a umoziuje
inhibici Pho85. Pfi vysoké hlading intracelularniho fosfatu Kcsl i Vipl syntetizuji 5-PP-IPs, ktery zvy-
Suje aktivitu proteintit VTC komplexu. Produkci polyfosfatu se snizuje koncentrace Pi v cytosolu, ¢imz
se dosahne optimalni koncentrace.

Signal o hladin€ fosfatu ve vnéjsim okoli pfenasi vysokoafinitni transportér a zaroven transceptor
Pho84, ktery pti dobré dostupnosti Pi aktivuje proteinkinazu A (PKA). Aktivace PKA vede ke zvySené
degradaci Pho84 ve vakuole.

Regulace metabolismu fosfatu zahrnuje nékolik pozitivnich a negativnich zpétnych smycek. Pti
mimém nedostatku fosfatu je pomoci Pho4 transkribovan gen PHOS84, geny pro vakuolarni transportni
komplex, gen SPL2, ktery deaktivuje nizkoafinitni transportéry, a gen PHOSI kodujici pozitivni

regulacni protein Pho81. Exprese téchto genl zvySuje absorpci fosfatu a jeho skladovani a soucasné,
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expresi PHOS1, SPL2 i genli VTC komplexu vytvafi pozitivni zpétnovazebnou smycku, ktera stabi-
lizuje indukci genové exprese zavislé na Pho4. Prikladem negativni zpétné vazby PHO regulonu je
transkripce genu PHOS4.

Mechanismus regulace fosfatu se u riznych druhd kvasinek castecné lisi. Podrobnégjsi znalosti
o mechanismu regulace fosfitu mohou vést k vyvoji novych terapeutik v 1écbé kvasinkovych

onemocnéni.

27



6. Prehled pouzité literatury

Almer, A., Rudolph, H., Hinnen, A., a Horz, W. (1986). Removal of positioned nucleosomes from the
yeast PHOS promoter upon PHOS induction releases additional upstream activating DNA elements.
EMBO J. 5, 2689-2696.

* Austin, S., a Mayer, A. (2020). Phosphate homeostasis — A vital metabolic equilibrium maintained
through the INPHORS signaling pathway. Front. Microbiol. 77, 1-21.

Barbaric, S., Miinsterkétter, M., Goding, C., a Horz, W. (1998). Cooperative Pho2-Pho4 interactions
at the PHOS promoter are critical for binding of Pho4 to UASp1 and for efficient transactivation by
Pho4 at UASp2. Mol. Cell. Biol. 18, 2629-2639.

Berben, G., Legrain, M., a Hilger, F. (1988). Studies on the structure, expression and function of the
yeast regulatory gene PH02. Gene 66, 307-312.

Berben, G., Legrain, M., Gilliquet, V., a Hilger, F. (1990). The yeast regulatory gene PHO4 encodes
a helix-loop-helix motif. Yeast 6, 451-454.

Berhe, A., Fristedt, U., a Persson, B.L. (1995). Expression and purification of the high-affinity
phosphate transporter of Saccharomyces cerevisiae. Eur. J. Biochem. 227, 566-572.

Berhe, A., Zvyagilskaya, R., Lagerstedt, J.O., Pratt, J.R., a Persson, B.L. (2001). Properties of the
cysteine-less Pho84 phosphate transporter of Saccharomyces cerevisiae. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 287, 837-842.

Bhandari, R., Saiardi, A., Ahmadibeni, Y., Snowman, A.M., Resnick, A.C., Kristiansen, T.Z., Molina,
H., Pandey, A., Werner, J.K.Jr., Juluri, K.R., Xu, Y., Prestwich, G.D., Parang, K., Snyder, S.H.

(2007). Protein pyrophosphorylation by inositol pyrophosphates is a posttranslational event. Rashna.
Proc Natl Acad Sci U S A 104, 15305-15310.

Bhoite, L.T., Allen, J.M., Garcia, E., Thomas, L.R., David Gregory, 1., Voth, W.P., Whelihan, K.,
Rolfes, R.J., a Stillman, D.J. (2002). Mutations in the Pho2 (Bas2) transcription factor that
differentially affect activation with its partner proteins Basl, Pho4, and Swi5. J. Biol. Chem. 277,
37612-37618.

Boeger, H., Griesenbeck, J., a Kornberg, R.D. (2008). Nucleosome retention and the stochastic nature
of promoter chromatin remodeling for transcription. Cell /33, 716-726.

* Boles, E., a Hollenberg, C.P. (1997). The molecular genetics of hexose transport in yeasts. FEMS
Microbiol. Rev. 21, 85-111.

Bru, S., Martinez-Lainez, J.M., Hernandez-Ortega, S., Quandt, E., Torres-Torronteras, J., Marti, R.,
Canadell, D., Arifio, J., Sharma, S., Jiménez, J., Clotet, J. (2016). Polyphosphate is involved in cell

cycle progression and genomic stability in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Microbiol. 101, 367—
380.

Bun-Ya, M., Nishimura, M., Harashima, S., a Oshima, Y. (1991). The PHOS84 gene of Saccharomyces
cerevisiae encodes an inorganic phosphate transporter. Mol. Cell. Biol. 77, 3229-3238.

28



Camblong, J., Iglesias, N., Fickentscher, C., Dieppois, G., Stutz, F. (2007). Antisense RNA
stabilization induces transcriptional gene silencing via histone deacetylation in S. cerevisiae. Cell
131,706-717.

* Carroll, A.S., O'Shea, E.K. (2002). Pho85 and signaling environmental conditions. 27, 87-93.

Castelnuovo, M., Rahman, S., Guffanti, E., Infantino, V., Stutz, F., Zenklusen, D. (2013). Bimodal
expression of PHO84 is modulated by early termination of antisense transcription. Nat. Struct.
Mol. Biol. 20, 851-858.

Creasy, C.L., Shao, D., a Begman, L.W. (1996). Negative transcriptional regulation of PHOS8I
expression in Saccharomyces cerevisiae. Gene 168, 23-29.

Desfougeres, Y., Gerasimaite, R., Jessen, H.J., a Mayer, A. (2016). Vtc5, a novel subunit of the
vacuolar transporter chaperone complex, regulates polyphosphate synthesis and phosphate
homeostasis in yeast. J. Biol. Chem. 291, 22262-22275.

Desmarini, D., Lev, S., Furkert, D., Crossett, B., Saiardi, A., Kaufman-Francis, K., Li, C., Sorrell,
T.C., Wilkinson-White, L., Matthews, J., Fiedler, D., Djordjevic, J.T. (2020). IP;-SPX domain
interaction controls fungal virulence by stabilizing phosphate signaling machinery. mBio /7, 1-20.

Dollins, D., Bai, W., Fridy, P.C., Otto, J.C., Neubauer, J.L., Gattis, S.G., Mehta, K.P.M., a York, J.D.
(2020). Vipl is a kinase and pyrophosphatase switch that regulates inositol diphosphate signaling.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 117, 9356-9364.

Estrella, L.A., Krishnamurthy, S., Timme, C.R., a Hampsey, M. (2008). The Rsp5 E3 ligase mediates
turnover of low affinity phosphate transporters in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 283,
5327-5334.

Feoktistova, A., Mccollum, D., Ohi, R., a Gould, K.L. (1999). Identification and characterization of
Schizosaccharomyces pombe aspl(+), a gene that interacts with mutations in the Arp2/3 complex
and actin. Genet. Soc. Am. /52, 895-908.

Fernandez-Murray, J.P., a McMaster, C.R. (2005). Glycerophosphocholine catabolism as a new route
for choline formation for phosphatidylcholine synthesis by the Kennedy pathway. J. Biol. Chem.
280, 38290-38296.

Fleischer, T.C., Weaver, C.M., McAfee, K.J., Jennings, J.L., a Link, A.J. (2006). Systematic
identification and functional screens of uncharacterized proteins associated with eukaryotic
ribosomal complexes. Genes Dev. 20, 1294—1307.

Fristedt, U., Weinander, R., Martinsson, H.S., a Persson, B.L. (1999). Characterization of purified and

unidirectionally reconstituted Pho84 phosphate permease of Saccharomyces cerevisiae. FEBS Lett.
458, 1-5.

Gerasimaite, R., Sharma, S., Desfougeres, Y., Schmidt, A., a Mayer, A. (2014). Coupled synthesis and
translocation restrains polyphosphate to acidocalcisome-like vacuoles and prevents its toxicity. J.
Cell Sci. 127, 5093-5104.

29



Gerasimaite, R., Pavlovic, 1., Capolicchio, S., Hofer, A., Schmidt, A., Jessen, H.J., a Mayer, A. (2017).
Inositol pyrophosphate specificity of the SPX-dependent polyphosphate polymerase VTC. ACS
Chem. Biol. /2, 648-653.

Ghillebert, R., Swinnen, E., De Snijder, P., Smets, B., a Winderickx, J. (2011). Differential roles for
the low-affinity phosphate transporters Pho87 and Pho90 in Saccharomyces cerevisiae. Biochem. J.
434,243-251.

Giniger, E., a Ptashne, M. (1987). Transcription in yeast activated by a putative amphipathic a helix
linked to a DNA binding unit. Nature 330, 670-672.

Giots, F., Donaton, M.C.V., a Thevelein, J.M. (2003). Inorganic phosphate is sensed by specific
phosphate carriers and acts in concert with glucose as a nutrient signal for activation of the protein
kinase A pathway in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol. Microbiol. 47, 1163—-1181.

Giovannini, D., Touhami, J., Charnet, P., Sitbon, M., a Battini, J.-L. (2013). Inorganic phosphate
export by the retrovirus receptor XPR! in metazoans. Cell Rep. 3, 1866—1873.

Hannum, C., Kulaeva, O.I., Sun, H., Urbanowski, J.L., Wendus, A., Stillman, D.J., a Rolfes, R.J.
(2002). Functional mapping of Bas2: Identification of activation and Basl-interaction domains. J.
Biol. Chem. 277, 34003-34009.

He, B.Z., Zhou, X., a O’Shea, E.K. (2017). Evolution of reduced co-activator dependence led to target
expansion of a starvation response pathway. Elife 6, 1-26.

Hirst, K., Fisher, F., McAndrew, P.C., a Goding, C.R. (1994). The transcription factor, the Cdk, its
cyclin and their regulator: Directing the transcriptional response to a nutritional signal. EMBO J. /3,
5410-5420.

Hothorn, M., Neumann, H., Lenherr, E.D., Wehner, M., Rybin, V., Hassa, P.O., Uttenweiler, A.,
Reinhardt, M., Schmidt, A., Seiler, J., Ladurner, A.G., Herrmann, C., Scheffzek, K., Mayer, A.
(2009). Catalytic core of a membrane-sssociated eukaryotic polyphosphate polymerase. Science.
324, 513-516.

Hu, H.C., Stadler-waibel, M., Werner, T.P., a Freimoser, F.M. (2007). Pho91 is a vacuolar phosphate
transporter that regulates phosphate and polyphosphate metabolism in Saccharomyces cerevisiae.
Mol. Biol. Cell /8, 4438—-4445.

Huang, K., Ferrin-O’Connell, 1., Zhang, W., Leonard, G.A., O’Shea, E.K., a Quiocho, F.A.A. (2007).
Structure of the Pho85-Pho80 CDK-cyclin complex of the phosphate-responsive signal transduction
pathway. Mol. Cell 28, 614—623.

Huang, S., Jeffery, D.A., Anthony, M.D., a O’Shea, E.K. (2001). Functional analysis of the cyclin-
-dependent kinase inhibitor Pho81 identifies a novel inhibitory domain. Mol. Cell. Biol. 27, 6695—
6705.

Huang, Y., Anderle, P., Bussey, K.J., Barbacioru, C., Shankavaram, U., Dai, Z., Reinhold, W.C,,
Papp, A., Weinstein, J.N., a Sadée, W. (2004). Membrane transporters and channels: Role of the
transportome in cancer chemosensitivity and chemoresistance. Cancer Res. 64, 4294-4301.

30



Hiirlimann, H.C., Pinson, B., Stadler-Waibel, M., Zeeman, S.C., a Freimoser, F.M. (2009). The SPX
domain of the yeast low-affinity phosphate transporter Pho90 regulates transport activity. EMBO
Rep. 10, 1003—-1008.

Cherry, J.R., Johnson, T.R., Dollard, C., Shuster, J.R., a Denis, C.L. (1989). Cyclic AMP-dependent
protein kinase phosphorylates and inactivates the yeast transcriptional activator ADRI1. Cell 56,
409-419.

* lkeh, M., Ahmed, Y., a Quinn, J. (2017). Phosphate acquisition and virulence in human fungal
pathogens. Microorganisms J, 48.

Johnston, S.A., Salmeron, J.M., a Dincher, S.S. (1987). Interaction of positive and negative regulatory
proteins in the galactose regulon of yeast. Cell 50, 143—146.

Justice, M.C., Hogan, B.P., a Vershon, A.K. (1997). Homeodomain-DNA interactions of the Pho2
protein are promoter-dependent. Nucleic Acids Res. 25, 4730—4739.

Kaneko, Y., Toh-e, A., a Oshima, Y. (1982). Identification of the genetic locus for the structural gene
and a new regulatory gene for the synthesis of repressible alkaline phosphatase in Saccharomyces
cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 2, 127-137.

Kang, H.J., Jeong, S.J., Kim, K.N., Baek, L.J., Chang, M., Kang, C.M., Park, Y.S., a Yun, C.W.
(2014). A novel protein, Pho92, has a conserved YTH domain and regulates phosphate metabolism
by decreasing the mRNA stability of PHO4 in Saccharomyces cerevisiae. Biochem. J. 457, 391—
400.

Kizawa, K., Aono, T., aOhtomo, R. (2016). PHOS gene coding alkaline phosphatase of
Saccharomyces cerevisiae is involved in polyphosphate metabolism. J. Gen. Appl. Microbiol. 62,
297-302.

Knight, J.P., Daly, T.M., a Bergman, L.W. (2004). Regulation by phosphorylation of Pho81p,
a cyclin-dependent kinase inhibitor in Saccharomyces cerevisiae. Curr. Genet. 46, 10—19.

* Kohler, J.R., Acosta-Zaldivar, M., a Qi, W. (2020). Phosphate in virulence of Candida albicans and
Candida glabrata. J. Fungi 6, 40.

Komeili, A., a O’Shea, E.K. (1999). Roles of phosphorylation sites in regulating activity of the
transcription factor Pho4. Science. 284, 977-980.

* Korber, P., a Barbaric, S. (2014). The yeast PHOS promoter: From single locus to systems biology
of a paradigm for gene regulation through chromatin. Nucleic Acids Res. 42, 10888—10902.

* Kruckeberg, A.L. (1996). The hexose transporter family of Saccharomyces cerevisiae. Arch.
Microbiol. 166, 283-292.

Lam, F.H., Steger, D.J., a O’Shea, E.K. (2008). Chromatin decouples promoter threshold from
dynamic range. Nature 453, 246-250.

Langen, P., a Liss, E. (1958). Formation and conversion of yeast polyphosphates. Biochem Z 330,
455-466.

31



Lee, Y.S., Huang, K., Quiocho, F.A., a O’Shea, E.K. (2008). Molecular basis of cyclin-CDK-CKI
regulation by reversible binding of an inositol pyrophosphate. Nat. Chem. Biol. 4, 25-32.

Lee, Y.S., Mulugu, S., York, J.D., O'Shea, E.K. (2007). Regulation of a cyclin-CDK-CDK inhibitor
complex by inositol pyrophosphates. Science. 3716, 109-112.

Legati, A., Giovannini, D., Nicolas, G., Lopez-Sanchez, U., Quintans, B., Oliveira, J.R., Sears, R.L.,
Ramos, E.M., Spiteri, E., Sobrido, M.J., Carracedo, A., Castro-Fernandez, C., Cubizolle, S., Fogel,
B.L., Goizet, C., Jen, J.C., Kirdlarp, S., Lang, A.E., Miedzybrodzka, Z., Mitarnun, W., Paucar, M.,
Paulson, H., Pariente, J., Richard, A.C., Salins, N.S., Simpson, S.A., Striano, P., Svenningsson, P.,
Tison, F., Unni, V.K., Vanakker, O., Wessels, M.W., Wetchaphanphesat, S., Yang, M., Boller, F.,
Campion, D., Hannequin, D., Sitbon, M., Geschwind, D.H., Battini, J.L., Coppola, G. (2015).
Mutations in XPRI cause primary familial brain calcification associated with altered phosphate
export. Nat. Genet. 47, 579-581.

Liu, C., Yang, Z., Yang, J., Xia, Z., a Ao, S. (2000). Regulation of the yeast transcriptional factor
Pho? activity by phosphorylation. J. Biol. Chem. 275, 31972-31978.

Lundh, F., Samyn, D., Popova, Y., Lagerstedt, J.O., Thevelein, J.M., Persson, B.L. (2009). Molecular
mechanisms controlling phosphate-induced downregulation of the yeast Pho84 phosphate
transporter molecular mechanisms controlling phosphate-induced downregulation of the yeast.
Biochemistry 48, 4497-4505.

Ma, J., a Ptashne, M. (1987). The carboxy-terminal 30 amino acids of GAL4 are recognized by
GALSRO. Cell 50, 137-142.

Mao, C., Brown, C.R., Griesenbeck, J., a Boeger, H. (2011). Occlusion of regulatory sequences by
promoter nucleosomes in vivo. PLoS One 6, 2—11.

McAndrew, P.C., Svaren, J.,, Martin, S.R., Horz, W., a Goding, C.R. (1998). Requirements for
chromatin modulation and transcription activation by the Pho4 acidic activation domain. Mol. Cell.
Biol. 78, 5818-5827.

Morrissette, V.A., a Rolfes, R.J. (2020). The intersection between stress responses and inositol
pyrophosphates in Saccharomyces cerevisiae. Curr. Genet. 66, 901-910.

Mouillon, J.M., a Persson, B.L. (2005). Inhibition of the protein kinase A alters the degradation of the
high-affinity phosphate transporter Pho84 in Saccharomyces cerevisiae. Curr. Genet. 48, 226-234.

* Mouillon, J.M., aPersson, B.L. (2006). New aspects on phosphate sensing and signalling in
Saccharomyces cerevisiae. FEMS Yeast Res. 6, 171-176.

Mulugu, S., Bai, W., Fridy, P.C., Bastidas, R.J., Otto, J.C., Dollins, D.E., Haystead, T. a, Ribeiro, A. a,
a York, J.D. (2008). A conserved family of enzymes that phosphorylate inositol hexakisphosphate.
Science. 106, 106—-109.

Miinsterkotter, M., Barbaric, S., a Horz, W. (2000). Transcriptional regulation of the yeast PHOS8
promoter in comparison to the coregulated PHOS5 promoter. J. Biol. Chem. 275, 22678-22685.

Neef, D.W., a Kladde, M.P. (2003). Polyphosphate loss promotes SNF/SWI- and Gcn5-dependent
mitotic induction of PHOS5. Mol. Cell. Biol. 23, 3788-3797.

32



Nishizawa, M., Komai, T., Katou, Y., Shirahige, K., Ito, T., a Toh-e, A. (2008). Nutrient-regulated
antisense and intragenic RNAs modulate a signal transduction pathway in zeast. PLoS Biol. 6,
2817-2830.

Norman, K.L., Shively, C.A., De La Rocha, A.J.,, Mutlu, N., Basu, S., Cullen, P.J., a Kumar, A.
(2018). Inositol polyphosphates regulate and predict yeast pseudohyphal growth phenotypes. PLoS
Genet. 14, 1-22.

Nourani, A., Utley, R.T., Allard, S., a Coté, J. (2004). Recruitment of the NuA4 complex poises the
PHO5 promoter for chromatin remodeling and activation. EMBO J. 23, 2597-2607.

Ogawa, N., a Oshima, Y. (1990). Functional domains of a positive regulatory protein, Pho4, for
transcriptional control of the phosphatase regulon in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 10,
2224-2236.

Ogawa, N., Saitoh, H., Miura, K., Magbanua, J.P.V., Bun-ya, M., Harashima, S., a Oshima, Y. (1995).
Structure and distribution of specific cis-elements for transcriptional regulation of PH0&84 in
Saccharomyces cerevisiae. Mol. Gen. Genet. 249, 406-416.

Ogawa, N., DeRisi, J., aBrown, P.O. (2000). New components of asystem for phosphate
accumulation and polyphosphate metabolism in Saccharomyces cerevisiae revealed by genomic
expression analysis. Mol. Biol. Cell 71, 4309-4321.

* Oshima, Y. (1997). The phosphatase system in Saccharomyces cerevisiae. Genes Genet. Syst. 72,
323-334.

Otto, J.C., Kelly, P., Chiou, S.T., a York, J.D. (2007). Alterations in an inositol phosphate code
through synergistic activation of a G protein and inositol phosphate kinases. Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. 104, 15653—-15658.

* Patton-Vogt, J. (2007). Transport and metabolism of glycerophosphodiesters produced through
phospholipid deacylation. Biochim. Biophys. Acta 1771, 337-342.

Pautasso, C., Reca, S., Chatfield-Reed, K., Chua, G., Galello, F., Portela, P., Zaremberg, V., a Rossi,
S. (2016). Identification of novel transcriptional regulators of PKA subunits in Saccharomyces
cerevisiae by quantitative promoter-reporter screening. FEMS Yeast Res. /6, 1-12.

Peng, J., Schwartz, D., Elias, J.E., Thoreen, C.C., Cheng, D., Marsischky, G., Roelofs, J., Finley, D.,
a Gygi, S.P. (2003). A proteomics approach to understanding protein ubiquitination. Nat.
Biotechnol. 27, 921-926.

* Persson, B.L., Petersson, J., Fristedt, U., Weinander, R., Berhe, A., a Pattison, J. (1999). Phosphate
permeases of Saccharomyces cerevisiae: Structure, function and regulation. Biochim. Biophys. Acta
1422,255-272.

* Persson, B.L., Lagerstedt, J.O., Pratt, J.R., Pattison-Granberg, J., Lundh, K., Shokrollahzadeh, S.,
Lundh, F. (2003). Regulation of phosphate acquisition in Saccharomyces cerevisiae. Curr Genet 43,
225-244.

33



Pestov, N.A., Kulakovskaya, T. V., a Kulaev, 1.S. (2004). Inorganic polyphosphate in mitochondria of
Saccharomyces cerevisiae at phosphate limitation and phosphate excess. FEMS Yeast Res. 4, 643—
648.

Pohlmann, J., Risse, C., Seidel, C., Pohlmann, T., Jakopec, V., Walla, E., Ramrath, P., Takeshita, N.,
Baumann, S., Feldbriigge, M., Fischer, R., Fleig, U. (2014). The Vip1 inositol polyphosphate kinase

family regulates polarized growth and modulates the microtubule cytoskeleton in fungi. PLoS
Genet. 10, €1004586.

Popova, Y., Thayumanavan, P., Lonati, E., Agrochdo, M., a Thevelein, J.M. (2010). Transport and
signaling through the phosphate-binding site of the yeast Pho84 phosphate transceptor. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 107, 2890-2895.

Pratt, J.R., Mouillon, J.M., Lagerstedt, J.O., Pattison-Granberg, J., Lundh, K.I., a Persson, B.L. (2004).
Effects of methylphosphonate, a phosphate analogue, on the expression and degradation of the high-
-affinity phosphate transporter Pho84, in Saccharomyces cerevisiae. Biochemistry 43, 14444—
14453.

Puga, M.1., Mateos, 1., Charukesi, R., Wang, Z., Franco-Zorrilla, J.M., De Lorenzo, L., Irigoyen, M.L.,
Masiero, S., Bustos, R., Rodriguez, J., Leyva, A., Rubio, V., Sommer, H., Paz-Ares, J. (2014). SPX1
is a phosphate-dependent inhibitor of phosphate starvation response 1 in Arabidopsis. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 111, 14947-14952.

* Qi, W., Baldwin, S.A., Muench, S.P., a Baker, A. (2016). Pi sensing and signalling: From
prokaryotic to eukaryotic cells. Biochem. Soc. Trans. 44, 766—773.

* Saiardi, A. (2012). How inositol pyrophosphates control cellular phosphate homeostasis? Adv. Biol.
Regul. 52, 351-359.

Saiardi, A., Caffrey, J.J., Snyder, S.H., a Shears, S.B. (2000). The inositol hexakisphosphate kinase
family. Catalytic flexibility and function in yeast vacuole biogenesis. J. Biol. Chem. 275, 24686—
24692.

Saito, K., Ohtomo, R., Kuga-Uetake, Y., Aono, T., a Saito, M. (2005). Direct labeling of
polyphosphate at the ultrastructural level in Saccharomyces cerevisiae by using the affinity of the

polyphosphate binding domain of Escherichia coli exopolyphosphatase. Appl. Environ. Microbiol.
71,5692-5701.

Samyn, D.R., Ruiz-Pavon, L., Andersson, M.R., Popova, Y., Thevelein, J.M., a Persson, B.L. (2012).
Mutational analysis of putative phosphate- and proton-binding sites in the Saccharomyces cerevisiae
Pho84 phosphate:H(+) transceptor and its effect on signalling to the PKA and PHO pathways.
Biochem. J. 445, 413-422.

* Secco, D., Wang, C., Shou, H., a Whelan, J. (2012a). Phosphate homeostasis in the yeast
Saccharomyces cerevisiae , the key role of the SPX domain-containing proteins. FEBS Lett. 586,
289-295.

34



* Secco, D., Wang, C., Arpat, B.A., Wang, Z., Poirier, Y., Tyerman, S.D., Wu, P., Shou, H.,
a Whelan, J. (2012b). The emerging importance of the SPX domain-containing proteins in
phosphate homeostasis. New Phytol. 793, 842-851.

Sethuraman, A., Rao, N.N., a Kornberg, A. (2001). The endopolyphosphatase gene: Essential in
Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98, 8542-8547.

Shao, D., Creasy, C.L., a Bergman, L.W. (1996). Interaction of Saccharomyces cerevisiae Pho2 with
Pho4 increases the accessibility of the activation domain of Pho4. Mol. Gen. Genet. 2517, 358-364.

Shao, D., Creasy, C.L., a Bergman, L.W. (1998). A cysteine residue in helix (II) of the bHLH domain
is essential for homodimerization of the yeast transcription factor Pho4p. Nucleic Acids Res. 26,
710-714.

* Shears, S.B. (2015). Inositol pyrophosphates: Why so many phosphates? Adv. Biol. Regul. 57, 203—
216.

Schneider, K.R., Smith, R.L., a O’Shea, E.K. (1994). Phosphate-regulated inactivation of the kinase?
Pho80-Pho85 by the CDK inhibitor Pho81. Science. 266, 122—126.

Schothorst, J., Kankipati, H.N., Conrad, M., Samyn, D.R., Van Zeebroeck, G., Popova, Y., Rubio-
-Texeira, M., Persson, B.L., a Thevelein, J.M. (2013). Yeast nutrient transceptors provide novel
insight in the functionality of membrane transporters. Curr. Genet. 59, 197-206.

Springer, M., Wykoff, D.D., Miller, N., a O’Shea, E.K. (2003). Partially phosphorylated Pho4
activates transcription of a subset of phosphate-responsive genes. PLoS Biol. 7, 261-270.

Stefanovic, A., Arpat, A.B., Bligny, R., Gout, E., Vidoudez, C., Bensimon, M., a Poirier, Y. (2011).
Over-expression of PHOI in Arabidopsis leaves reveals its role in mediating phosphate efflux. Plant
J. 66, 689—699.

Swinnen, E., Rosseels, J., a Winderickx, J. (2005). The minimum domain of Pho81 is not sufficient to
control the Pho85-Rim15 effector branch involved in phosphate starvation-induced stress responses.
Curr. Genet. 48, 18-33.

Toh, E.A., Inouye, S., a Oshima, Y. (1981). Structure and function of the PHOS82-Pho4 locus
controlling the synthesis of repressible acid phosphatase of Saccharomyces cerevisiae. J. Bacteriol.
145,221-232.

Uttenweiler, A., Schwarz, H., Neumann, H., Mayer, A. (2007). The vacuolar transporter chaperone
(VTC) complex is required for microautophagy. Mol. Biol. Cell 78, 986-994.

Vogel, K., Horz, W., a Hinnen, A. (1989). The two positively acting regulatory proteins Pho2 and
Pho4 physically interact with PHOS upstream activation regions. Mol. Cell. Biol. 9, 2050-2057.

Wang, S.-S., Zhou, B.O., a Zhou, J.-Q. (2011). Histone H3 lysine 4 hypermethylation prevents
aberrant nucleosome remodeling at the PHOS5 promoter. Mol. Cell. Biol. 37, 3171-3181.

Watson, D.K., Psallidopoulos, M.C., Samuel, K.P., Dalla-Favera, R., a Papas, T.S. (1983). Nucleotide
sequence analysis of human c-myc locus, chicken homologue, and myelocytomatosis virus MC29

35



transforming gene reveals a highly conserved gene product. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80,
3642-3645.

Wild, R., Gerasimaite, R., Jung, J.Y., Truffault, V., Pavlovic, 1., Schmidt, A., Saiardi, A., Jessen, H.J.,
Poirier, Y., Hothorn, M., Mayer, A. (2016). Control of eukaryotic phosphate homeostasis by inositol
polyphosphate sensor domains. Science. 352, 986-990.

Wippo, C.J., Krstulovic, B.S., Ertel, F., Musladin, S., Blaschke, D., Stiirzl, S., Yuan, G.-C., Horz, W.,
Korber, P., a Barbaric, S. (2009). Differential cofactor requirements for histone eviction from two

nucleosomes at the yeast PHO84 promoter are determined by intrinsic nucleosome stability. Mol.
Cell. Biol. 29, 2960-2981.

Wykoff, D.D., Rizvi, A.H., Raser, J.M., Margolin, B., a O’Shea, E.K. (2007). Positive feedback
regulates switching of phosphate transporters in S. cerevisiae. Mol. Cell 27, 1005-1013.

Xu, Y.F., Létisse, F., Absalan, F., Lu, W., Kuznetsova, E., Brown, G., Caudy, A.A., Yakunin, A.F.,
Broach, J.R., a Rabinowitz, J.D. (2013). Nucleotide degradation and ribose salvage in yeast. Mol.
Syst. Biol. 9, 665.

Yang, Z.Y., Yang, J., Ao, S.Z. (1996). Studies on the potential phosphorylation sites of the yeast Pho2
factor. Shanghai 28, 547-554.

Yoshida, K., Ogawa, N., a Oshima, Y. (1989a). Function of the PHO regulatory genes for repressible
acid phosphatase synthesis in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Gen. Genet. 217, 40-46.

Yoshida, K., Kuromitsu, Z., Ogawa, N., a Oshima, Y. (1989b). Mode of expression of the positive
regulatory genes PHOZ2 and PHO4 of the phosphatase regulon in Saccharomyces cerevisiae. Mol.
Gen. Genet. 217, 31-39.

Zhang, S., Burkett, T.J., Yamashita, 1., a Garfinkel, D.J. (1997). Genetic redundancy between SPT23
and MGA2: regulators of Ty-induced mutations and Tyl transcription in Saccharomyces cerevisiae.
Mol. Cell. Biol. 17, 4718-4729.

Zhou, X., a O’Shea, E.K. (2011). Integrated approaches reveal determinants of genome-wide binding
and function of the transcription factor Pho4. Mol. Cell 42, 826-836.

*Sekundarni citace

36



	1. Úvod
	2. Homeostáze fosfátu
	2.1 Nízkoafinitní a vysokoafinitní transportéry

	3. Regulace homeostáze fosfátu v buňce
	3.1 Změny PHO regulonu při nízké intracelulární hladině fosfátu
	3.2 Změny PHO regulonu při vysoké intracelulární hladině fosfátu
	3.3 Transkripční faktor Pho4
	3.3.1 Interakce Pho4 s promotory cílových genů

	3.4 Transkripční faktor Pho2
	3.5 Funkce inositolpyrofosfátů při detekci intracelulární hladiny fosfátu
	3.6 Proteiny s SPX doménami
	3.6.1 Pho81
	3.6.2 VTC komplex


	4. Vysokoafinitní transportér a senzor fosfátu, Pho84
	5. Závěr
	6. Přehled použité literatury

