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Abstrakt

Genovy systém GAL kvasinky Saccharomyces cerevisiae umoziuje této jednobunécné houbé
metabolizovat monosacharid galaktdzu. Exprese genll GAL je fizena regulacni kaskadou, kde
k aktivaci transkripce dochazi v pfitomnosti galaktézy a k represi v pfitomnosti glukdzy.
Systém GAL se jiz desitky let uplatiuje jako model pro studium transkripéni regulace
u eukaryot. Produkty genl GAL se déli na enzymy zabezpecujici vlastni metabolismus
galaktézy a specifické regulacni proteiny. PFfi studiu genl GAL byla napfiklad zjisténa
pozoruhodna okolnost, Ze gen pro jeden z hlavnich regulacnich proteinl a gen kodujici
enzym galaktokindzu se patrné vyvinuly v dusledku davné genové duplikace jejich
spolecného predka a v pribéhu evoluce nabyly rozdilnych funkci.

Geny GAL dale predstavuji modelovy systém pro studium zmén chromatinu doprovazejici
aktivaci a represi transkripce. DalSi pomérné neddvno objeveny mechanismus
regulace systému GAL predstavuje represe transkripce genl GALI a GAL10 prosttednictvim
ncRNA, ktera byla objevena v souvislosti ze zménou rozloZzeni methylace na lokusu GALI0.
Ztejmé nejnovéjSim objevem regulace genové exprese genll GAL je zména jaderné lokalizace
klastru GAL1,-7,-10 v dUsledku zmény dostupnosti zdroje uhliku. Genovy systém GAL
kvasinky S. cerevisiae je dobrou ilustraci toho, jak rozmanitych podob muze genova regulace

eukaryot nabyvat.

Klicova slova: geny GAL, galaktéza, Saccharomyces cerevisiae, regulace, transkripce, ncRNA,

chromatin



Abstract

The GAL system in Saccharomyces cerevisiae enables this budding yeast to metabolize
galactose. Expression of GAL genes is controlled by a regulatory cascade in which galactose
triggers the activation of GAL gene expression, whereas glucose acts as a repressor. GAL
genes in yeast have been used for decades as a model system for transcription regulation in
eucaryotes. The products of GAL genes are GAL regulatory and GAL structural genes.
Intriguingly, during studies of the GAL system it has been discovered that one of the
regulatory genes and the structural gene for the galactokinase enzyme are apparently
related. It has been suggested that an ancestor of the two genes underwent a gene
duplication event which allowed the paralogs to gain different functions.

The GAL genes serve as a model system for the study of chromatin changes during
transcription activation or repression. Transcriptional repression of GAL1 and GAL10 genes
via ncRNA represents one of the recently discovered regulatory mechanisms of the GAL
system. This mechanism has been discovered due to the changes in the histone methylation
pattern across the GAL10 locus. However, the latest discovery in GAL gene regulation has
probably been the role of nuclear localization of the GAL1,-7,-10 cluster in response to
changes of carbon sources. GAL genes demonstrate how diverse and variable eucaryotic

regulation can be.

Key words: GAL genes, galactose, Saccharomyces cerevisiae, regulation, transcription,

ncRNA, chromatin
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1 Uvod

Schopnost rozpoznat zmény v okolnim prostfedi a dokazat se jim prizplsobit predstavuje
nutnost pro preziti kazdého Zivého organismu. Nema-li burika k dispozici zdroj uhliku, ktery
by mohl byt metabolizovdn a energeticky zuroden, dfive nebo pozdéji uhyne. Organismy se
z tohoto dlvodu v pribéhu evoluce adaptovaly k vyuzivani rliznych zdroja uhliku ve svém
okoli. Tyto metabolické adaptace byly podminény vyvojem pfislusné genetické vybavy
a spolecné s ni i vyvojem mechanism0 regulace genové exprese. Dobrym prikladem takovéto
adaptace a zaroven vhodnym modelovym organismem pro studium regulace genové exprese
je jednobunécna kvasinka Saccharomyces cerevisiae, proto bude v mé praci slouzit coby

model pro objasnéni této problematiky.

Jednobunécna kvasinka S. cerevisiae patfi do skupiny hub (Fungi); poprvé byla izolovana
pravdépodobné z biofilmu slupek hrozn( vinné révy. Hlavnim zdrojem uhliku pro tuto
kvasinku byvaji monosacharidy ¢i oligosacharidy, které enzymaticky Stépi na glukdzu.
Monosacharid glukdza predstavuje pro kvasinku S. cerevisiae preferencni a energeticky
nejvyhodnéjsi zdroj uhliku. Jestlize S. cerevisiae roste v prostfedi s dostatkem Zivin, ziskava
energii prevazné prostrednictvim fermentace glukdzy na etanol v glykolytické draze. Jsou-li
v okoli k dispozici jiné monosacharidy nez glukdza, napriklad galaktdza, je ji tato kvasinka
schopna metabolizovat na glukézu a zaclenit do glykolytické drahy (Broach et al., 1979).
Pfeména galaktdzy na glukdzu se uskutec€nuje prostiednictvim produktl genl galaktézového
metabolismu, které se souhrnné nazyvaji geny GAL. Tyto geny podléhaji regulacnim
mechanismim zabranujicim jejich expresi v podminkdch, kdy galaktéza neni dostupna,

naopak aktivace jejich exprese zdvisi na pfitomnosti galaktézy (DeVit et al., 1997).

Genovy systém GAL slouZi jiz desitky let jako klicovy model pro studium transkripéni regulace
u eukaryot. VyuZiti tohoto systému v zdkladnim vyzkumu ma nadale sv{j podstatny vyznam,
systém GAL se vyuziva napriklad ke studiu role nekddujici RNA ¢i vlivu jaderné lokalizace
genu na regulaci genové exprese. Ve své praci bych se chtéla zaméfit nejen na jiz delSi dobu
znamé mechanismy regulace tohoto systému, ale i na pomérné nové objevené poznatky

o regulaci genu GAL.



2 Metabolismus galaktozy v Saccharomyces cerevisiae

2.1 Zakladni metabolicka draha

Monosacharid galaktéza je epimerem glukdzy, ktery se v pfirodé vyskytuje nejéastéji ve
formé mlécného cukru laktézy. Metabolismus galaktézy byl popsan v letech 1948 az 1951
biochemikem Luisem Fredericem Leloirem a jeho skupinou. Jedna se o sled tfi enzymatickych
reakci, které se na pocest svého objevitele nazyvaji Leloirova draha (Obr. 1.). Cilem reakci
Leloirovy drahy je preména galaktézy na glukézu-6-fosfat (dale glukézu-6-P), ktera
predstavuje vstupni substrat glykolytické drahy. Prvnim krokem Leloirovy drahy je
galaktokindzova reakce, v niz dochazi k fosforylaci a-D-galaktdzy na galaktozu-1-fosfat (dale
galaktéza-1-P) za ucasti ATP. V nasledujici reakci podstupuje galaktéza-1-P reakci, které se
Ucastni uridin difosfat glukéza (dale UDP-glukéza). Objev UDP-glukdzy pfivyzkumu
metabolismu galaktdzy predstavoval vibec prvni objev komplexu nukleotidu a cukru. Za
Ucasti enzymu uridyltransferdzy dochazi k prenosu galaktézové skupiny na skupinu uridin
difosfatu a soucasného vzniku glukézy-1-P. UDP-galaktéza nasledné podstupuje pfeménénu
na UDP-glukdzu v epimerazové reakci. V aktivnim centru epimerazy galaktdzy, obsahujicim
kofaktor NAD®, dochdazi k redoxnim reakcim pfeménujicim UDP-hexdzu z galaktézové na
glukézovou konfiguraci. Jak reakce uridyltransferdzy, tak reakce epimerazy galaktdzy,
predstavuji reakce zvratné. V nizSich koncetracich galaktézy v burice tedy slouzi reakce

Leloirovy drahy k syntéze UDP-galaktézy (shrnuto ve Frey et al., 1996).

Evoluce tfi enzymU pro katalyzu jedné konfiguracni zmény se zda byt unikatnim fenoménem
charakteristickym pro metabolismus galaktézy. Pfeména jednoho molu galaktézy na jeden
mol glukdzy-1-P vyZaduje energii odpovidajici jednomu molu ATP. V pfitomnosti  -anomeru
galaktdzy predchazi vstupu do centrdlni Leloirovy drahy mutarotace B-anomeru na a-anomer
katalyzovand specifickou mutarotdzou. Produktem Leloirovy drahy je glukdza-1-P, ktera je
pred svym vstupem do glykolytické drahy preménéna ve fosfoglukomutdzové reakci na

glukdzu-6-P (shrnuto ve Frey et al., 1996).
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Obr. 1. Schéma Leloirovy drahy; prevzato a upraveno z Frey et al., 1996

2.2 Efektorové proteiny a jejich geny

Metabolismus galaktozy se uskutecnuje prostiednictvim efektorovych proteinli kédovanych
geny GAL, mezi néz se obvykle fadi GAL2, GAL1, GAL7, GAL10, GAL5 a MEL1 (Tab. 1.).
Produkty téchto genl zabezpecuji transport galaktézy do buriky a jeji pfeménu na glukdzu-1-

P (Obr. 2.) (shrnuto v Lohr et al., 1995).

Tab. 1. Efektorové geny GAL a jejich genové produkty

Gen Protein | Aktivita — funkce

GAL2 | Gal2p Permedaza galaktézy — transport galaktézy do bunky

GAL1 | Gallp | Galaktokindza —fosforylace galaktézy na galaktézu-1-P

GAL7 | Gal7p | Galaktdza-1-P uridyltransferaza — prfenos uridylové skupiny na galaktézu-1-P

GAL10 | Gall0p | Galaktdéza epimeraza — epimerace galaktosylové skupiny na glukosylovou

GAL5 | Gal5p Fosfoglukomutdza — preména glukdzy-1-P na glukézu-6-P

MEL1 | Mellp | a-galaktoziddza — Stépeni melibidzy na galaktozu a glukdzu




Kvasinka S. cerevisiae je schopna prijmu galaktdzy i ve formé disacharidu melibidzy, a to diky
genovému produktu MEL1, ktery kéduje a-galaktoziddzu sekretovanou z buriky do vnéjsiho
prostfedi. Mellp Stépi melibidzu na monosacharidy galaktézu a glukdzu, které je burika

schopna pfijimat a ddle metabolizovat.

Gen GAL2 se u kvasinky S. cerevisiae nachazi na chromozomu Xll; kdéduje permeazu
galaktdzy, coz je transmembranovy protein zajistujici vysokoafinitni transport galaktézy do
buriky (Ramos et al., 1989; shrnuto v Johnston et al., 1987). Permeaza galaktdzy Gal2p patii
do rodiny glukézovych transporterd Glut (Henderson et al., 1993). Jednd se
o transmembrdnovy protein tvofeny 575 aminokyselinami s dvanacti hydrofébnimi a-helixy,
které ukotvuji Gal2p v membrané. Bylo prokazano, ze Gal2p dokaze transportovat glukézu
stejné jako galaktézu (Nishizawa et al., 1995), navic vykazuje strukturni podobnost
s glukdzovym transporterem Hxt2p (Kruckeberg a Bisson, 1990). Permedza Gal2p je vsak
v pfitomnosti glukdézy endocytovdna a proteolyticky degradovdna (Hordk a Wolf, 1997;

Ramos a Cirillo, 1989).

Galaktdza je po svém vstupu do buriky pfeménovana na glukézu-1-P enzymy Leloirovy drahy
kédovanymi geny GAL1, GAL7 a GAL10. Tyto geny tvofi klastr lokalizovany pobliz
centromerické oblasti na chromosomu Il (shrnuto v Johnston et al., 1987), vSechny tfi
genové produkty téchto genl predstavuji cytoplazmatické proteiny (Christacos et al., 2000).
Galaktokinaza, Gallp, predstavuje enzym o velikosti 43 000 Da vykazujici katalytickou
aktivitu ve formé monomeru. Kromé galatokinazové aktivity ma Gallp téz slabou regulacni
aktivitu ovliviujici ostatni geny galaktézového metabolismu a jeho nadprodukci lze
kompenzovat deficienci regulacniho proteinu Gal3p (Bhat et al., 1990).
Galaktdza-1-P-uridyltransferaza je vysoce konzervovany enzym od bakterie E. coli az po
¢lovéka (Seiboth et al., 2002). Mutace v lidském ortolugu GAL7, GALT, zplsobuje potencidlné
smrtelnou nemoc zvanou galaktosémie (Riehman et al., 2001).

Epimerdaza galaktézy GallOp predstavuje Ustfedni enzym Leloirovy drahy katalyzujici konverzi
UDP-galaktdzy na UDP-glukdzu, stejné tak slouzi bunce k de novo syntéze galaktézy z UDP-
glukdzy. Funkéni holoenzymy Gal7p i GallOp sestavaji ze dvou podjenotek. Protein Gall0p
ma ze vSech tfi enzym0 Leloirovy drahy nejvyssi molekulovou hmotnost, ktera ¢ini 91 500

Da, pomér koncentraci Gal10p : Gal7p : Gallp Cini pfiblizné 1: 1 : 4 (Fukasawa et al., 1979).



VSechny vySe uvedené geny vykazuji zavislost hladiny exprese na pfitomnosti galaktdzy; je-li
galaktéza jedinym zdrojem uhliku, vzrista hladina exprese genli GAL1,-7,-10 a GAL2 aZ na
tisicinasobek hladiny exprese za neptitomnosti galaktézy (Johnston a Davis, 1984).
Obdobnou zavislost lze pozorovat i u genu MEL1, jehoz exprese v pritomnosti galaktdzy
dosahuje pfriblizné stonasobné hladiny exprese v pfitomnosti glukézy (shrnuto v Lohr et al.,

1995).

Gen GAL5, neboli PGM2, byva té? fazen mezi efektorové geny GAL, kéduijici hlavni isozym®
fosfoglukomutdzy preménujici glukdzu-1-P na glukézu-6-P. GAL5 podléhda stejnym
regulacnim mechanismim charakteristickym pro ostatni efektorové geny GAL, oproti nim
vsak vykazuje nezvykle vysokou, na galaktéze nezdvislou, hladinu exprese. Pfi pIné aktivaci
galaktdzou se exprese GAL5 zvysuje pfiblizné trikrat oproti expresi v pfitomnosti glukézy (Oh

and Hopper, 1990).

GAL2 GAL1 GAL7 GAL5
Permease Kinase Transferase Mutase
Galactose, , —Galactose;,, — Gal-I-E. Glu-I-P — Glu-6-P
a-Galactosidase - - l'
MELI UDP-Glu UDP-Gal Glycolysis
Gal-Glu Epimerase
(Melibiose) GAL10

Obr. 2. Schéma pfijmu a metabolismu galaktézy v burice; prevzato z Johnston et al., 1987

3 Regulace metabolismu galaktozy v Saccharomyces cerevisiae

3.1 Zakladni principy regulace

Jednou z klicovych vlastnosti kazdé bunky je schopnost pfijimat informace o zménach
v okolnim prostfedi a adekvatné se jim pfizplsobit. K pfenosu signdlu o zménach v prostredi
dochazi za pomoci funkéné specifickych proteind, jejichz dkolem je zprostredkovat signalni

kaskddu vedouci az k vysledné zméné genové exprese. UvaZzujeme-li konkrétné zmény

! Fosfoglukomutaza je u kvasinky S. cerevisiea kddovana tfemi geny, PGM1 na chromozomu XI, PGM2 (GAL5)
a PGM3 na chromozomu XllI (podle: www.yeastgenome.org)
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dostupnosti Zivin, zménou exprese se zpravidla mini takzvané ,prepnuti metabolismu”
(metabolic switch) obnasejici aktivaci syntézy enzym( pro metabolismus nového substratu.
Vyznam regulace genové exprese spocCiva v moznosti rychlé reakce na zmény dostupnosti

zZivin odehravajici se na Urovni syntézy mRNA.

Pro bunku je zenergetickych dlvodl Zadouci exprimovat geny pro metabolismus
konkrétniho substratu pouze v jeho pfitomnosti. Genovy systém GAL podléhd téz pfisné
regulaci zdvisejici na pfitomnosti galaktézy v okoli. DlOvodem striktni regulace celého
systému GAL je skutecnost, Ze hladina exprese genll GAL u kvasinky S. cerevisiae mlze v plné
indukovaném stavu dosahovat extrémné vysokych hodnot?. Kdyby nebyl pfitomen regulaéni
mechanismus zabranujici expresi v nepfitomnosti galaktdézy, dochazelo by k velkym
energetickym ztratam vynaloZzenym na udrzbu pro buriku nepotrebnych proteinli. Geneticka
vybava kvasinky S. cerevisiae proto obsahuje fadu regulacnich gen, které kéduji enzymy pro

efektivni represi genového systému GAL za podminek, kdy neni galaktéza pritomna.

Jiz v 60. letech minulého stoleti byl Douglasem a Hawthornem postulovan model regulace
systému GAL, ktery byl casteCné zaloZen na operonovém modelu Jacoba a Monoda.
K vysloveni této hypotézy vedla v nékterych aspektech ndpadna podobnost kvasinkového
systému GAL slac operonem bakterie E.coli. Regulace laktézového operonu probiha
nasledovné: Nema-li tato bakterie k dispozici laktézu, vaze se lac represor na laktézovy
operétor3 a zabranuje expresi genll pro metabolismus laktézy. Zaroven v pfipadé lac
operonu dochdaz ke katabolické represi zprostfedkované glukdézou. Obdobné jako v E.coli
dochazi i v kvasince S. cerevisiae ke katabolické represi v pritomnosti glukdzy, avsak
za pritomnosti galaktdzy s glukdézou udrzuje kvasinka, na rozdil od bakterie, urcitou hladinu
exprese geni GAL® (Adams et al., 1972). V pdvodnim Douglas-Hawthornové modelu
figuroval Gal80p coby represor vazici se na operator genu GAL4 (Hopper a Rowe, 1978).
Ackoli je dnes tato myslenka prekonana, stala na pocatku objasnéni principl regulace

metabolismu galaktdzy.

? Hladina exprese GAL1, GAL10 a GAL7 muze tvofit 0,25 a7 1% celkové polyadenylované mRNA (Webster and
Dickson, 1988)

* zde Gsek DNA na néjz se vaze represor

* Hladina exprese GALI se v pfitomnosti 2% galaktdzy a 0,5% glukdzy pohybuje okolo 42% hladiny exprese

v pfitomnosti galaktézy (Adams et al., 1972)
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3.2 Regulacni kaskada genli GAL

Exprese genl GAL je fizena regulacni kaskadou (Obr. 3.), ve které plini hlavni funkce tfi
zakladni regulaéni proteiny systému GAL (Gal3p, Galdp, Gal80p). Exprese regulacnich genu,
stejné jako bunécna lokalizace proteinovych produktd, je ovliviiovana pritomnosti galaktézy
v prostfedi (Lohr a Lopez, 1995; DeVit et al., 1997). Po vstupu galaktézy do buriky,
prostfednictvim permedzy Gal2p, dochazi k transdukci signdlu pomoci proteinu Gal3p
(Broach et al., 1979; Platt a Reece, 1998). Tento protein je nezbytny pro rychlou indukci
galaktézou regulovanych gend; v pfitomnosti Gal3p nastdva plnd aktivace exprese
efektorovych genld GAL béhem nékolika minut, avsak bez Gal3p dochazi ke zpozdéni aktivace

o0 3 az 5 dni (Bhat et al., 1990; Bajawa et al., 1988, Torchia a Hopper, 1986).

Pozoruhodnou okolnosti je, Ze geny GAL1 a GAL3 predstavuji patrné paralogni geny, které
evolu¢né vznikly genovou duplikaci. Produkt genu GAL1 si zachoval svou metabolickou
aktivitu, zatimco GAL3 ziskal regula¢ni funkci. Této hypotéze nasvédcuje vysoka strukturni
i sekvenéni podobnost proteinl Gallp s Gal3p, které se shoduji ze 70 % ve své strukture
a z 90 % v aminokyselinové sekvenci (Shell a Wilson, 1976; Timson a Reece, 2002). Navic oba
tyto proteiny vyZaduji ke své funkci galaktézu i ATP; Gallp ke katalyze galaktokinazové
reakce a Gal3p k fyzické interakci s Gal80p (Zenke et al., 1996). Protein Gal3p sice nevykazuje
galaktokindzovou aktivitu, avsak zarazeni pouhych dvou aminokyselin proteinu Gallp do
shodného mista na Gal3p ma za ndsledek schopnost Gal3p katalyzovat galaktokinazovou
reakci (Platt et al.,, 2000). Pro platnost hypotézy o paralogii genl GAL1 a GAL3
Saccharomyces cerevisiae hovofi i studie provadéné na evolucné pribuzné mlécné kvasince
Kluyveromyces lactis. Galaktokindza K. lactis ma kromé katalytické aktivity zaroven
funkci regulacni, kterd je obdobna k regulaéni funkci Gal3p u S. cerevisiae (Meyer et al.,

1991).

Represor genll GAL, Gal80p, se v nepfitomnosti galaktézy vadze na hlavni aktivator genli GAL,
Galdp, a tvofi s nim komplex inhibujici transkripci (Apostu a Mackey, 2012). Interakce
aktivovaného Gal3p s Gal80p vede k uvolnéni represe aktivatoru Galdp a nasledné aktivaci
transkripce efektorovych genl GAL. Vysledkem této kaskady je aktivace exprese genu
galaktézového metabolismu a naslednd preména galaktézy na metabolit, ktery mGze byt

zaclenén do glykolytické drahy (shrnuto v Johnston et al., 1987). Pfi pIné aktivaci dosahuje
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hladina efektorovych enzyma Leloirovy drahy (GAL1, GAL7 a GAL10) pfiblizné 5% celkového
obsahu proteinl v bunce (Bhat et al., 2008). Pfitomnost glukézy plsobi naopak represi
regulacniho obvodu GAL prostfednictvim aktivace glukézového represoru Miglp. Tento
protein se v pfitomnosti glukdézy presouva do bunééného jadra a vazbou do regulacnich

oblasti GAL1 a GAL4 reprimuje transkripci efektorovych genl GAL (Nehlin et al., 1991).

GLUCOSE
GLUCOSE
INACTIVATION Mia1
_ GAL4
mRANA
—  INDUCTION PATHWAY v
GALACTOSE —(@AL2)-+(GAL3)—|(aALso}—] (aLs )} --------- ;
'y
POSITIVE rmmmmmmmmne]
FEEDBACK + 7
c:' S
GAL1 -
GAL10
GAL? /
GAL2 mm]
mRNA GAL3

Obr. 3. Schéma regulaéni kaskady genl GAL; prevzato a upraveno z Nehlin et al., 1991

3.3 Zakladni stavy systému GAL a jeho regulatory

Efektorovy systém GAL u S. cerevisiae se muze nachdzet ve tfech zakladnich regulovanych

stavech. Jsou jimi:

(i) Represe: pritomnost glukdzy, ktera je preferencnim zdrojem uhliku.

(ii) Preindukce: pfitomnost nefermentovatelného’ zdroje uhliku (napf. glycerol
nebo rafindza).

(iii)  Aktivace (indukce): pritomnost galaktdzy, nebo galaktdzy

a nefermentovatelného zdroje uhliku.

> Rozumi se zdroj uhliku, ktery neni kvasinka S. cerevisiae schopna metabolizovat glykolytickou drahou na
etanol.
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3.3.1 Represe

Pfitomnost glukdzy navozuje u kvasinky S. cerevisiae stav, za kterého je efektorovy systém
GAL inaktivovan. Bazélni hladina exprese efektorovych gent GAL® je zanedbatelnd, aviak
hladina exprese regulacnich genl se pohybuje okolo 10 - 20 %, pro GAL80, respektive
30 - 50 %, pro GAL4, vUici hladiné exprese v médiu obsahujicim pouze galaktdzu.
V pfitomnosti glukdzy je represe zajisténa produktem genu MIG1. Miglp muzie byt
fosforylovdn protein kindzou Snflp, tehdy dochazi k jeho transportu z bunééného jadra do
cytoplazmy (DeVit et al., 1997; Treitel et al., 1998). V pfitomnosti glukdézy je Miglp
defosforylovan a lokalizovan v bunééném jadre, kde plisobi coby obecny glukézovy represor
urcitych skupin gent (GAL, SUC, MAL). Vaie se do promotorovych oblasti téchto genl
a vyvazuje obecny korepresorovy komplex Ssnép — Tuplp. Komplex Ssn6 — Tupl zajistuje
represi genl v odpovédi na pritomnost glukézy, poskozeni DNA, kyslikovy stres, Ci jiné
signaly (DeVit et al., 1997; Tzamarias a Struhl, 1995; Keleher et al., 1992). Miglp reprimuje
transkripci gent GAL (i) neptimo - represi transkripce aktivatoru GAL4 vazbou specifické
sekvence regulacni oblasti GAL4 (Upstream Repression Sequence of GAL - URSg); (ii) pfimo -

vazbou URSg v regulacni oblasti GAL1 (Obr. 5.).

200 yRs
mRNA
lMlG1|
+ _
e B s @:}
=500 -300 =100
UAS URS

Obr. 5. Represe zprostfedkovana Miglp; prevzato z Nehlin et al. 1991

® s vyjimkou GAL5
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3.3.2 Preindukce

Neni-li v okoli bunky dostupna ani glukéza, ani galaktéza, musi byt pfitomen mechanismus
zajistujici represi efektorovych genl GAL na glukdze nezdvislym zplsobem. V této situaci je
represe zajisténa pouze produktem genu GAL80 (Hopper a Rowe, 1978; Bajawa et al., 1988).
Gal80p obsahuje vazebna mista pro proteiny Galdp i Gal3p a je cilen k transportu do jadra
(Pilauri et al., 2005), kde vaze transkrip¢ni aktivator Galdp. Gal80p svoji vazbou na Galdp
maskuje jeho C-termindlni aktivacni doménu a brani tak aktivaci transkripce genu
aktivovanych Galdp (Apostu a Mackey, 2012; shrnuto v Johnston et al., 1984). Gal80p tvofri
s vysokou afinitou homodimer, ktery obdobné vaze dimer Gal4p pfitomny na UASg . Timto
dochazi kucinné stabilizaci komplexu DNA (Gal4p), (Gal80p),.(Melcher a Xu, 2001).
V pfitomnosti nefermentovatelného zdroje uhliku, ktery nepodléha preferenéni katabolické
draze kvasinky S. cerevisiae, nedochazi k aktivaci efektorovych genli GAL. Regulacni geny
(GAL80, GAL3, GAL4) vykazuji bazdlni hladinu exprese, ¢imZ je zajiSténa indukovatelnost
celého systému v pripadné pritomnosti galaktézy (Apostu a Mackey, 2012; shrnuto v Lohr et
al., 1995). Taktéz exprese MEL1, kodujici sekretovanou a-galaktoziddzu, vykazuje relativné
vysokou bazalni hladinu exprese. Hladina exprese genu GAL4 je za stavu preindukce nejvyssi,
mnoizstvi Galdp tehdy dosahuje zhruba dvojnasobku mnoiZstvi v pfitomnosti galaktozy. Za
stavu preindukce je cely efektorovy systém GAL schopen velmi rychlé indukce trvajici Fadové
minuty, coZ vyplyva z pfitomnosti aktivatoru Gal4p na UASg. Tento mechanismus se nejspise
vyvinul za ucelem rychlé aktivace efektorovych genl GAL, v pfipadé, Ze se galaktdza stane

jednim z hlavnich zdroj( uhliku v okolnim prostfedi (shrnuto v Lohr et al., 1995).

3.3.3 Aktivace (indukce)

Hlavnimi regulacnimi elementy genl GAL jsou aktivacni sekvence genl GAL (Upstream
Activation Sequence of GAL genes) - ddle UASg. Tyto specifické useky DNA predstavuji
vazebnd mista pro Galdp. UASg se vyskytuji vrlzném poctu vregulacnich oblastech
efektorovych i regulacnich genl GAL; byvaji lokalizované 100 aZz 385 parQ bazi upstream od
mista iniciace transkripce. Tyto elementy maji délku predstavujici 17bp a konsensus sekvenci

5'CGGAGGAC T/A CTGCTCCG 3’(Guarente et al., 1982; shrnuto v Lohr et al., 1995).

PFi vazbé Galdp na UASg se uplatiiuje tzv. kooperativni efekt, coZz znamen3, Ze afinita Gal4dp

k UASg se zvySuje v blizké ptritomnosti dalSich UASg s jiz navazanym Gal4p (Ginger a Ptashne,
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1988). Timto je zajiSténa vyssi hladina exprese genli GAL, které ve svych regulacnich
oblastech obsahuji vétsi pocet UASg. V regulacni oblasti genli GAL1 a GAL10 se vyskytuji ¢tyfi
UASg, zatimco v pfipadé genli GAL2 a GAL7 se zde nachazi pouze dvé UASg. Regulacni geny
GAL80 a GAL3 maji ve svych regulacnich elemntech pouze jedno vazebné misto pro Galdp
(Bram et al.,, 1986; shrnuto v Lohr et al., 1995). Gen GAL4 vsak ve svych regulacich
sekvencich neobsahuje Zzadnd UASg , coZ znamend, Ze jeho exprese neni regulovana
mechanismem typickym pro ostatni geny GAL (shrnuto v Lohr et al., 1995). Hladina
regulacnich gend GAL3 a GAL80 dosahuje za stavu pIné indukce tfi az pétindsobné zvysené
hladiny, respektive péti az desetinasobné zvysené exprese vici neindukénim podminkam

(Bajwa et al., 1988; Shimada a Fukasawa, 1985).

Monomer Gal4p je tvofen 881 aminokyselinami, z nichZ poslednich 113 aminokyselin na jeho
C-konci predstavuje aktivacni doménu (Laughon a Gesteland, 1984; Ma a Ptashne, 1987)
schopnou interakce s transkripénimi faktory, zejména s TATA vazebnym proteinem(TATA
binding protein - TBP) (Melcher a Johnston, 1995). Prvnich 100 aminokyselin na
N-terminalnim konci proteinu GAL4 tvofi specifickou DNA vazebnou doménu s motivy
zinkového prstu. Tato DNA vazebna doména obsahuje Zn2+ionty koordinované Sesti
cysteinovymi zbytky a je schopna vazat triplety CGG na koncich UASg (Carey et al., 1989;
shrnuto v Lohr et al.,, 1995). Samotny Galdp se v burice vyskytuje jen ve velmi malych

koncentracich predstavujicich zhruba 0,1 kopii Gal4p na buriku (Laughon a Gesteland, 1982).

3.3.4 Modely molekularnich mechanismt aktivace transkripce genti GAL

Pfesny molekularni mechanismus pfenosu signalu o pritomnosti galaktézy v bunce, vedouci
k aktivaci transkripce genli GAL, neni dosud zcela objasnén. V pribéhu minulych dvou
desetileti vzniklo nékolik modelli aktivace regulaéniho obvodu GAL (shrnuto v Sellick

a Reece, 2005).

Prvni predstavou o prenosu signalu v regula¢nim obvodu GAL byl takzvany nedisociacni
model, ktery predpoklada, Ze k aktivaci transkripce genli GAL dochazi prostfednictvim
tripartitniho komplexu Gal4p-Gal80p-Gal3p (Obr. 4. A). Zakladem tohoto modelu byla studie
Platta a Reece, ktefi s vyuzitim metody nativni elektroforézy, EMSA (Electrophoretic Mobility

Shift Assay), prokazali in vitro vazbu proteini Gal4p-Gal80p-Gal3p (Platt a Reece, 1998).

15



Platnosti nedisociacniho modelu nasvédcuje i pozorovani, Ze aktivator Galdp purifikovany
z bunék S. cerevisiae rostoucich jak v pfitomnosti galaktézy, tak v jeji nepfitomnosti, se
v obou pfipadech nachazi v komplexu s Gal80p (Parthun a Jaehning, 1992). Vysledky studie
vyuZivajici metody FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) poukazuji na skute¢nost,
Ze kdisociaci Gal80p-Galdp nedochazi ani za pritomnosti galaktézy v burikach, ani za jeji
nepfitomnosti (Bhaumik et al., 2004). Nedisociacni model podporuji i nezdvisla matematicka

modelovani dynamiky systému GAL (Apostu a Mackey, 2012).

Protipdl nedisociacniho modelu predstavuje model disociacni (Obr. 4. B). Tento model
predpokladd, Ze k aktivaci transkripce gent GAL dochazi po disociaci komplexu Gal3p-Gal80p
z Galdp. Disociaéni model podporuji vysledky chromatinové imunoprecipitace, které
prokazaly vyznamné oslabeni interakce mezi Gal80p a Galdp pfi rlistu bunék v pritomnosti

galaktdzy (Sil et al, 1999; Peng a Hopper, 2002).

Ve zdanlivém rozporu s nedisociacnim modelem by mohl byt Penglv a Hopperdv model
jaderné deplece predpokladajici, Zze Gal3p predstavuje vyhradné cytoplazmaticky protein
a k jeho interakci s Gal80p tedy nedochazi v jadie (Peng a Hopper, 2000). V tomto modelu se
galaktdzou aktivovany Gal3p vaze na Gal80p a zabranuje tak jeho transportu do jadra, timto
je narusena rovnovaha mezi cytoplazmatickou a jadernou koncentraci Gal80p vedouci k jeho
transportu z jadra. Nasledkem deplece Gal80p v jadre dochazi k aktivaci transkripce gent
GAL. Vsouladu stouto hypotézou je skute€nost, Ze ukotveni rekombinantniho Gal3p
k cytoplazmatické membrané, s cilem zabranit jeho pripadnému transportu do jadra, nijak

nenarusuje aktivaci genl GAL po indukci galaktézou (Peng a Hopper, 2002).

V roce 2009 Hopperova skupina ziskala vysledky, které prokazaly pfitomnost proteinu Gal3p
v cytoplazmé i v jadre, a to jak v pfitomnosti galaktozy, tak i v jeji nepfitomnosti. Timto doslo
k definitivnimu odklonu od modelu jaderné deplece. Tato studie, vychazejici z in vivo
pozorovani fluorescencné znacenych regulacnich proteint, vSak nepodporuje ani platnost
nedisociacniho modelu, nybrz mluvi silné ve prospéch modelu disociacniho (Jiang et al.,

2009).
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Vsechny vyse uvedené modely aktivace genl GAL mohou byt do jisté miry relevantni, avsak
je nutno zohlednit mozna uskali metod pouZivanych k prikazu pfislusnych modeld. Skutecné
procesy odehravajici se pfi aktivaci genli GAL in vivo se zdaji byt kombinaci téchto model(.
Klicovou udalosti pro aktivaci je patrné zména konformace proteinu Gal80p, v dUsledku
interakce s aktivovanym Gal3p, kterd vede k odmaskovani aktivaéni domény Galdp.
K disociaci komplexu Gal3p-Gal80p mizZe a nemusi dochazet, aviak Gal4p je patrné schopen

aktivace i v komplexu s Gal3p-Gal80p.

A

galactose

UAS,

galactose

UAS, UAS,

Obr. 4. Schéma dvou model(i aktivace regulonu GAL; prevzato z Apostu a Mackey, 2012

(A) Nedisociacni model: Pti indukci zprostifedkované galatézou dochazi k aktivaci transkripce gend
GAL prostrednictvim tripartitniho komplexu Gal4p-Gal80p-Gal3p. (B) Disociacni model: K aktivaci
transkripce genli GAL dochazi diky fyzické interakci s Gal3p s Gal80p, ktera zabranuje Gal80p ve vazbé
ke Galdp.

Genovy systém GAL se diky snadné mozZnosti indukce, respektive represe, kterd zavisi na
prfitomnosti galaktézy v médiu svyhodou vyuzivd v genovém inZenyrstvi a molekularné
biologickém vyzkumu; napfriklad k nadprodukci poZadovanych proteini nebo ke studiu

proteinovych interakci.
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4 Chromatin a jeho role v regulaci exprese systému GAL

4.1 Struktura chromatinu

U eukaryotickych organismu je jaderna DNA usporaddna pomoci histon(, coz jsou bazické
proteiny, které v komplexu s DNA tvofi chromatin. Zakladnimi stavebnimi a organiza¢nimi
jednotkami chromatinu jsou nukleozomy tvorené vidy dvéma kopiemi histont H2A, H2B, H3
a H4. Na kazdy oktamer histon(l se vaze zhruba 147 part bazi DNA, kterd kazdy nukleozom
obtaci priblizné 1,65 krat (Obr. 6.). DNA mezi jednotlivymi nukleozomy se nazyva linekrova
DNA, tato DNA je vdazdna histonem H1. Histon H1 netvofi soucast vlastniho jadra
nukleozomu, ale ma stabiliza¢ni funkci a je zodpovédny za vysSi Urovné kondenzace
chromatinu. Histony predstavuji jedny z nejkonzervovanéjSich proteinl mezi eukaryoty,
napriklad histon H4 hrachu (Pisum sativum) a skotu (Bos taurus) se lisSi pouhymi dvéma
aminokyselinami (pfevzato z Alberts a kolektiv, 2005). Struktura chromatinu je velice
dynamicka a neustdle se méni v zavislosti na fazi bunééného cyklu a vlivech prostfedi, v némz
se burika nachazi. Useky chromatinu, na nichi probihad aktivni tanskripce vyznadujici se
rozvolnénou strukturou DNA na nukleozomu, se oznacuji jako euchromatin. Terminem
heterochromatin se pak rozumi nejkondenzovanéjsi oblasti chromatinu, nedastéji

v oblastech cetromer a telomerickych oblasti.

Na molekularni drovni ovliviuji strukturu chromatinu kromé fyzikdlnich faktor(
i specializované proteinové komplexy katalyzujici posttranslacni modifikace histonovych
proteinl. Posttransla¢ni modifikace histonl hraji klicovou roli ve zprostfedkovani interakce
DNA s transkripénimi faktory, avSak téz prispivaji ke zméndm chromatinové struktury. Tyto
modifikace se tykaji predevsim N-koncovych zbytk( histonovych proteind, jsou dynamické
a zvratné. Mezi nejbéznéjsi histonové modifikace patfi acetylace, fosforylace, methylace
a ubikvitinylace. Hlavnim ucelem téchto modifikaci je, kromé zmény struktury chromatinu,
segregace chromozomd, replikace DNA ¢i rekombinace, i regulace genové exprese (shrnuto
v Jansen a Verstepen, 2011). Modifikace histond mohou pfispivat k regulaci transkripce (i)
pfimo - zménami interakce DNA s histony nebo (ii) nepfimo - vyvazovanim transkripcnich

faktorq, které nasledné ovliviuji transkripci (shrnuto v Kouzarides et al., 2007).
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Obr. 6. Model komplexu nukleozomu a DNA; pfevzato ze Science Photo Library
(www.sciencephoto.com/media/152910/view)

Po obvodu je cervené naznacena molekula DNA, modie a zelené nukleozomové jadro tvorené

histony.

4.2 Chromatinové remodelacni a histonové modifikac¢ni komplexy

Nukleozomy samy o sobé predstavuji bariéru zabranujici transkripénimu aparatu v interakci
s DNA, zména usporadani nukleozom( je tudiz nezbytnd pro prabéh transkripce. Iniciace
transkripce tedy vyZaduje uvolnéni nukleozomové bariéry na promotorech prostfednictvim
funkcéné specifickych enzym(. Na zménach struktury chromatinu se podili chromatinové
remodela¢ni komplexy, coz jsou proteinové komplexy vyuZivajici energie ve formé ATP ke
zménam histonového slozeni a mobility nukleozomu. U kvasinky S. cerevisiae existuji rizné
skupiny chromatinovych remodelacnich komplex(, jsou jimy: SWI/SNF (switch/sucrose-
nonfermentable), ISWI (imitation switch), INO80 (inositol-requiring) a CHD (chromo-

helicase/ATPase —DNA-binding) (shrnuto v Clapier a Cairns, 2009).

Histonové modifikaéni komplexy napomahaji ke zméné vlastnosti chromatinu katalyzou
posttranslacnich modifikaci histon. Do skupiny chromatinovych modifikacnich komplexd
kvasinky S. cerevisiae se radi napriklad deacetylazy histonli (HDAC), acetyltransferazy histon(

(HAT), nebo methyltransferazy a mnohé dalsi komplexy. Chromatinové modifikace vzniklé
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plUsobenim téchto modifikacnich enzym( predstavuji pomyslny , histonovy kod“, ktery maze

byt rozpoznavan dalsimy komponenty bunééného aparatu (shrnuto v Cosgrove et al., 2004).

4.2.1 Komplex Swi/Snf a komplex RSC

Komplex Swi/Snf kvasinky S. cerevisiae’ byl vilbec prvnim objevenym chromatinovym
remodelacnim komplexem. Zahy byla mnoha studiemi prokazana jeho konzervovanost
napfi¢ ostatnimi eukaryoty. Jednd se o proteinovy komlex s ATPdzovou aktivitou, ktery je
schopen ménit pozici nukleozoml na DNA. Bylo zjisténo, Ze Swi/Snf se vaie pfimo na
nukleozomové jadro a pfispiva k rozvolnéni komplexu tvoreného DNA a histony, pfi této
interakci vSak nedochazi k disociaci DNA z jadra nukleozomu. Komplex Swi/Snf byva
spojovan predevsim s aktivaci transkripce, jelikoz napomahd k vazbé transkripc¢nich
aktivatori na DNA a tedy nepfimo k odstranéni nukleozomU z promotorovych oblasti genf

(Coté et al., 1994; Coté et al., 1998).

Chromatinovy remodelaéni komplex RSC vykazuje podobnost s komplexem Swi/Snf’. Oba
komplexy vyuzivaji energie ve formé ATP ke zméné struktury nukleozomu. Komplex RSC patii
mezi nejhojnéji zastoupené remodeldtory chromatinu kvasinky S. cerevisiae, u niz se
vyskytuje v pfiblizné desetkrat vétsim mnozZstvi nez komplex Swi/Snf. Aktivita komplexu RSC
je nezbytnd pro mitoticky rast a spravny priibéh bunécného cyklu (Cairns et al., 1996; Cao et
al., 1997, shrnuto v Rando et al., 2012). Mezi funkce tohoto remodela¢niho komplexu patfi
rovnéz odstranovani nukleozomd z promotorovych oblasti transkribovanych gen( (Badis et

al., 2008).

4.2.2 Komplex SAGA

SAGA, neboli Spt-Ada-Gen5 acetyltransferazovy komplex, je multipodjednotkovy histon-
acetyltransferazovy komplex acetylujici lyziny a argininy histon(, které tvofi jadro
nukleozomu (Bradbury et al., 1992). Acetylace histon( predstavuje zeslabeni elektrostatické
interakce zdporné nabité molekuly DNA a kladné nabitych aminokyselin histonovych

proteinl. Komplex SAGA proto zpUsobuje rozvolnéni komplexu DNA s jddrem nukleozomu.

’Swi/Snf byl objeven na mutantech S. cerevisiae neschopnych piepinani (Switch) parovacich typa, resp.
neschopnych fermentace sachardzy (Sucrose non-fermentable)

S T¥i 2 patnacti podjednotek komplexu RSC vykazuji homologii s remodelaénim komplexem Swi/Snf (Cairns et
al., 1996)
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Vlastni katalyticka podjednotka acetyltransfrazového komplexu SAGA se nazyva Gcen5, tato
podjednotka zajistuje prenos acetylového zbytku na histony H2B a H3 (Grant et al., 1997).
Dalsi podjednotky komplexu SAGA, Spt8 a Spt3, interaguji s proteinem vazici TATA box (TATA
binding protein - TBP), coZ je obecny transkripéni faktor. Acetyltransferazovy komplex SAGA
predstavuje multifunkéni koaktivator Ucastnici se transkripce RNA polymerazou Il (Obr. 7.)

(Wu et al., 2004).

RNA polymeraza -
holoenzym

@ Nukleozém

Genoveé specifické
reguldtory

Obr. 7. Model transkripéniho aparatu, prevzato a upraveno z Holstege et al., 1998

4.2.3 Rpd3p

Rpd3p patfi do skupiny histon deacetyldz (HDAC), které katalyzuji odstranéni acetylové
skupiny z aminokyselinovych zbytkl histonovych proteind. Na rozdil od histon
acetyltransferaz (HAT) tedy pUlsobi zesileni elektrostatické interakce mezi DNA a histony,
¢imZ navozuje ustaveni represivniho usporddani chromatinu. Histon deacetylaza Rpd3p se
vyskytuje ve dvou komplexech, vétSim Rpd3L (Large) a mensSim Rpd3S (Small). Bylo
prokdzano, Zze Rpd3p je casto vyvazovana represory transkripce. Pfitomnost Rpd3p na
promotorech gen( sniZuje vyskyt pozitivnich reguldtort transkripce, komplexu Swi/Snf
a SAGA (Deckert a Struhl., 2002; Hassan et al., 2001). Ackoli jsou histon deacetylazy
spojovany predevsim srepresi transkripce, je zndma i jejich role v aktivaci transkripce
(Sharma et al., 2007, Carozza et al., 2005). Komplex Rpd3L byva vyvazovan sekvencné
specifickymi vazebnymi proteiny na promotorech genli a pfrispiva k deacetylaci zejména

v oblastech blizkych promotordm (Kadosh a Struhl, 1998 a, b). Komplex Rpd3S se naléza
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zpravidla na koédujicich obastech aktivné transkribovanych gen(, zde pUsobi deacetylaci po
prGchodu transkripéniho apardtu danym uUsekem genu. Timto mechanismem zabranuje
Rpd3S ndhodné iniciaci transkripce zintragenovych oblasti (Carozza et al., 2005; Joshi

a Struhl et al., 2005).

4.3 Zména struktury nukleozomu v oblasti genti GAL1,-10 po indukci galakt6zou

Nezdvislé studie dosly k zavéru, Ze pfi represi genll GAL1 a GAL10 se v promotorové oblasti
vyskytuji dva jasné lokalizované nukleozomy zabranujici iniciaci transkripce. Tyto
nukleozomy musi byt pfed iniciaci odstranény, aby mohlo dojit k vazbé transkripéniho
aparatu na DNA (Bryant et al., 2008; Cavalli and Thoma, 1993; shrnuto v Lohr et al., 1997).
Drive se predpokladalo, Ze voblasti UASgs genl GALI1 a GAL10 se nenachdzeji zadné
nukleozomy, které by zabranovaly vazbé transkripéniho aktivatoru Gal4p (Cavalli and Thoma,
1993; Fedor et al., 1988). Vysledky zkoumani Bryanta a kolektivu vSak prokazaly, Ze domnélé
misto neobsahujici nukleozomy (NFR - NucleosomeFree Region) v oblasti UASg GAL1,-10 je
konstitutivné obsazeno nezndmou strukturou. Tato struktura nevykazovala vastnosti
béiného nukleozomu, avsak v dobé objevu této struktury se ji nepodafilo identifikovat
(Bryant et al., 2008). Toto dilema pomohla objasnit az novéjsi studie Floerové, ktera
prokazala, Ze na UAS genli GAL1,-10 je pfitomen abnormalni nukleozom. Tento nukleozom
obsazoval o cca 30 bp kratSi usek DNA neZ ostatni nukleozomy lokusu GAL1,-10 a byl
asociovan s remodela¢nim komplexem RSC (Obr. 8.). Komplex RSC s nukleozomem vaze DNA

tak, Ze de facto napomaha vazbé Galdp na UASg (Floer et al., 2010).
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Neindukovany

Indukovany

Obr. 8. Pozice nukleozomU v oblasti promotoru GALI a GAL10; prevzato a upraveno z Bryant
et al., 2008

Zelené jsou oznaceny nukleozomy obsazujici regulacni oblasti a oblasti ORF genl GAL1 a GALI0.
Cerné obdélniky predstavuji ORF GALI a GAL10 a $edé obdélniky oblasti mezi po¢atkem transkripce
a pocatkem translace. Modra a fialova krivka zobrazuji detekovanou pritomnost nukleozom( pomoci

chromatinové imunoprecipitace (ChIP) v uvedenych stavech.

Protein Galdp je ve svém aktivnim stavu schopen postupné vyvazovat rizné transkripéni
faktory. Na tuto skutecnost poukazali Bryant a Ptashne, kteti ve své studii nepfimo prokazali,
Ze pfi aktivaci genl GAL vyvazuje Galdp nejprve komplex SAGA, posléze medidtorovy
komplex a nakonec RNA polymerazu Il s obecnymi transkripénimi faktory (Bryant a Ptashne,
2003). Jesté predtim vsak Gal4p pritahuje do oblasti UASg remodelatory chromatinu Swi/Snf,
které prispivaji k odstranéni nukleozom( z promotorové oblasti efektorovych genl GAL
(Bryant et al., 2008). Kindukci transkripce geni GAL10 a GALI1 muze dochdazet i bez
pritomnosti remodeldtor( chromatinu Swi/Snf, pouze za pomoci Galdp, tehdy vsak dochazi

k podstatnému zpozdéni indukce exprese téchto gend (Bryant et al., 2008).

Soucasné studie poskytuji urcitou predstavu o zméné struktury nukleozom( v oblasti genu
GAL1 a GAL10 za podminek galaktézou zprostiedkované aktivace. V represivnich
podminkdch zlstavaji nukleozomy v oblasti otevieného ¢teciho rdmce (open reading frame -
ORF) i promotoru stabilné lokalizovany, zatimco za stavu aktivni transkripce
dochazi v promotorové oblasti genl GAL1 a GAL10 k delokalizaci a zvysenému rozvolnéni

komplexu nukleozom( a DNA. Po preneseni bunék z Cisté galaktézového média do Cisté

23



glukézového média dochazi k represi exprese gend GAL a pomérné rychlému nastoleni
represivni formace nukleozom. Jsou-li vSak buriky pfeneseny z Cisté galaktézového média
do média obsahujiciho glukdzu v kombinaci s galaktézou, dochdazi u nich k represi transripce
genl GAL1 a GAL10, kterd vsak neni doprovdzena ustavenim stabilné lokalizovanych
nukleozomu v oblasti UASg. Galdp je v téchto podminkach stale navazan na UASg spolecné
s komplexy Swi/Snf a zabezpecuje tak odstanéni promotorovych nukleozoml, stejné jako za
stavu aktivace. Z Bryantova pozorovani vyplyvd, Ze odstranéni nukleozomi z oblasti
promotoru a ORF genl GAL1, GAL10 je nutné k aktivaci transkripce, avSak pritomnost

nukleozomi sama o sobé neni nutna k represi téchto gen(l (Bryant et al., 2008).

4.4 Role nekddujici RNA v regulaci transkripce genli GAL

Nekddujici RNA (ncRNA) plni v eukaryotickych burikdch rozsdhlé mnozstvi funkci; kromé
obecné znamych proces, jako jsou translace Ci sestfih, se také vyznamné podili na regulaci
genové exprese (shrnuto v Mattick a Makunin, 2006). PfestoZe se dnes jiz vi o pocetném
zastoupeni nekddujicich transkriptl kvasinky S. cerevisiae, neni zcela jednoduché objasnit
jejich funkci, ¢i tyto transkripty vibec identifikovat. Nekddujici RNA jsou casto velmi tézko
detekovatelné diky své nestabilité, nizké hladiné exprese Ci expresi pouze za specifickych

podminek (Samanta et al., 2006; Kavanaugh a Dietrich, 2009).

Jednou z relativné nedavno objevenych ncRNA u S. cerevisiae je priblizné 4 kilobaze dlouha
nekddujici RNA vyskytujici se v oblastech genl GAL1 a GAL10 (dale GAL10-ncRNA). Tato
nekédujici RNA predstavuje antisense RNA genu GAL10, jejiz pocatek transkripce se nachazi
v 3'oblasti genu GAL10 (Steinmetz et al., 2006, Houseley et al., 2008). V burikach se
vyskytuje pouze cca v jedné kopii na 14 bunék. Produkce GAL10-ncRNA se odehrava pouze
za podminek represe genl GAL nebo v neindukénich podminkach (rafinéza). Ve 3’oblasti
genu GALI10 byla nalezena vazebna mista pro protein Reblp a nasledné bylo zjiSéno, Ze

pritomnost tohoto proteinu je nutnd k transkripci GAL10-ncRNA (Houseley et al., 2008).

Reblp (Ribozomal enhancer binding) predstavuje pro S. cerevisiae esencialni DNA vazebny
protein podilejici se na regulaci transkripce RNA polymerdzou | a RNA polymerazou Il

(Graham a Chambers et al., 1994; Packham et al., 1996; Morrow et al., 1990). Je tvoren 810
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aminokyselinami a vaze se na konsensus sekvence CCGGGTAA vyskytujici se predevsim
v enhancerovych a promotorovych oblastech obsahujicich geny pro ribozomalni RNA (Ju et
al., 1990; Morrow et al., 1990). Pravé proto byly proteinu Reblp dfive pfipisovany funkce
souvisejici predevSim s organizaci jadérka a terminaci RNA polymerazy | transkribujici
ribozomalni RNA. Morrow a kolektiv prokazali, Ze tento protein je také zodpovédny za
zménu struktury nukleozomu v oblasti genll GALI a GAL10 (Morrow et al., 1989; Morrow et

al., 1990).

4.4.1 Souvislost methylace histonli v oblasti genli GAL1, GAL10 a pfitomnosti ncRNA

Methylace histonl patfi mezi posttransla¢ni modifikace, které mohou pfispivat jak k aktivaci
transkripce, tak k represivnimu uspofadani chromatinu zabrafujicimu iniciaci transkripce.
V ptipadé histon(i dochazi k methylaci pouze na lyzinovych a argininovych zbytcich (shrnuto
v Zhang a Reinberg, 2001). Methylaci histon( katalyzuji specifické methyltransferdzy nebo
methyltransferazové komplexy; jednim z takovychto komplexd je COMPASS (COMplex of
Proteins ASsociated with Setl) svlastni katalytickou podjednotkou Setl, katalyzujici
methylaci histonu H3 na lyzinu K4 (H3K4me) (Briggs et al., 2001). Trimethylace histonu H3 na
lyzinu 4 (H3K4me3) v kédujicich oblastech byla dfive spojovdna predevsim s aktivné
transkribovanymi geny a euchromatinem (Santos-Rosa et al., 2002). Carvin a Kladde v roce
2004 prokazali, Ze ztrata H3K4me3 vede k derepresi transkripce gend PHO5, PHO84 i GAL1
(Carvin a Kladde, 2004).

Dalsi methylace vyskytujici se v oblasti genl GAL1, GAL10 je methylace histonu H3 na lyzinu
36 (H3K36me). Tato methylace, katalyzovand methyltransferazou Set2, se vyskytuje
predevsim v promotorovych a kdédujicich oblastech gend (Xiao et al., 2003). K methylaci
H3K36 dochazi béhem elongaéni faze transkripce a je ddvdna do souvislosti s transkripéni
represi (Strahl et al., 2002). Mechanismus tohoto jevu je ndsledujici: methyltransferaza Set2
interaguje s C-terminalni doménou RNA polymerazy Il a katalyzuje H3K36me pfi prichodu
RNA polymerazy Il transkribovanou oblasti (Schaft et al., 2003). Methyla¢ni znac¢ka H3K36 je
nasledné rozeznavana histon deacetylazovym komplexem Rpd3S, ktery ustavuje represivni
usporadani chromatinu v transkribovanych oblastech (Keogh et al., 2005; Carrozza et al.,

2005).
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Oblast genli GAL1 a GALI10 je charakteristicka rozlozenim methylace histonl H3, které se
méni v zavislosti na aktivité ¢i represi transkripce téchto genl (Houseley et al., 2008;
Pinskaya et al., 2009). V pritomnosti galaktézy se v 5'oblastech genl GAL1 i GAL10 vyskytuje
di- a trimethylace histonu H3 na lyzinu 4 (H3K4me2,3). Pfitomnost methylace v oblasti
lokusu GAL1,-10 se zcela méni pfi represi exprese téchto gent, kdy se H3K4me3 vyskytuje
zejména ve 3’oblasti genu GAL10. Tento neobvykly vyskyt H3K4me3 byl davan do souvislosti
s aktivaci transkripce GAL10-ncRNA. Houseley ddle prokazal, Ze tato methylace je podminéna
vazbou Reb1p do oblasti genu GAL10. V pribéhu transkripce GAL10-ncRNA dochazi v oblasti
genl GAL1,-10 k methylaci histonu H3 na lyzinu 36. H3K36me v této oblasti nasledné vede
k vyvazovani komplexu histon deacetylazy Rpd3S, kterd ustavenim represivni struktury
chromatinu zabranuje transkripci genl GAL1,-10. K transkripci GAL10-ncRNA m{iZe dochdazet
i v pfitomnosti smési galaktdzy s glukdzou, ¢imzZ dochazi k zesileni represe sense transkripce
genl GAL1 a GAL10. Tento pozoruhodny regulacni mechanismus pravdépodobné kvasince
S. cerevisiae napomaha k efektivnéjSimu vyuzivani Zivin z okoli, ma-li k dispozici smés

raznych cukrd (Obr. 9.) (Houseley et al, 2008).
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Obr. 9. Model regulace exprese genl GAL prostrednictvim GAL10-ncRNA; prevzato
a upraveno z Houseley et al., 2008

Indukce: Geny GAL1,-10 jsou transkribovany, ve 3’oblastech GAL1,-10 se vyskytuje H3K36me
zabranujici proteinu Reb1p ve vazbé 3 oblasti GAL10 a tudiZ nedochazi k transkripci GAL10-ncRNA.
Neptritomnost indukce: Transkripce GAL1,-10 neprobihd, Reblp se vaZe na kédujici oblast GAL10
a umoznuje H3K4me, kterd pozitivné ovliviiuje transkripci GAL10-ncRNA. Transkripce GAL10-ncRNA
vede k H3K36me napfi¢ kédujici oblasti GAL1,-10. H3K36me vyvazuje deacetylazy histonl Rpd3S
ustavujici represivni strukturu chromatinu v mistech iniciace transkripce GAL1,-10.

PFitomnost 0,01% galaktdzy a 0,02% glukozy: Reblp se vaZze do 3'oblasti GAL10 a mUZe tak dochazet
transkripci GAL10-ncRNA. Proces transkripce GAL10-ncRNA indukuje represivni usporadani
chromatinu napfi¢ oblasti genli GAL1,-10; to vede k zesileni represe transkripce genli GAL1,-10
(modré Sipky) v nizkych koncentracich galaktdzy, kdy zaroven dochazi k aktivaci trankripce GAL1,-10

prostfednictvim Gal3p (¢ervena sipka).
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4.5 Role jaderné lokalizace v regulaci genové exprese

Jednim z dosud nejméné prozkoumanych mechanism( regulace genové exprese je uloha
jaderné lokalizace gen(.. Rozmisténi genl v jadfe neni zcela ndhodné, ovSem skutecny
vyznam jaderné lokalizace uvnitf jadra neni dosud spolehlivé objasnén. Stale se objevuji
nové studie kladouci si za cil odhalit funkci pozice gen(i uvnitt jadra, kterd se zdda byt jednim
z nezanedbatelnych faktor( regulace genové exprese (shrnuto ve Fraser a Bickmore, 2007).
Centralni oblast jadra je obecné spojovana s pfitomnosti euchromatinu a chromozomi
s vysokou hustotou genll, zatimco pobliz jaderné periferie byvaji lokalizovany zpravidla
transkripéné neaktivni a heterochromatin obsahujici oblasti (Gilbert et al., 2005, Croft et al.,
1999). Ackoliv mnohé experimentalni dikazy svédci o represivnim vlivu jaderné periferie na
transkripci genl, neni toto tvrzeni jednoznacné. Neddvné studie dosly k zavéru, Ze okoli
jaderného podru, ¢i pfimo jeho komponenty, pfispivaji k aktivité transkripce, jelikoz nékteré
aktivné transkribované geny se nachdzi v okoli jaderného péru (NPC — nuclear pore complex)
(Mendjanet al., 2006; Vaquerizas et al., 2010). Navic byla prokazana ptima fyzicka interakce
mezi jadernym proteinem Suslp a histon acetylazovym komplexem SAGA, ktery patfi mezi
kofaktory transkripéniho aparatu. Protein Suslp predstavuje podjednotku komplexu SAGA
a zaroven jaderného exportniho systému TREX-2, proto se podili na jaderném exportu

a zaroven na regulaci transkripce (Rodriguez- Navarro et al., 2004).

Asociace aktivné transkribovanych genu s proteiny jaderného pdru a jadernym exportnim
systémem byla v nékterych ptipadech vysvétlovdna pomoci hypotézy ,genového prichodu”
(gene-gating hypothesis; Blobel, 1985). Tato hypotéza predpoklada, Ze lokalizace aktivné
transkribovaych gen( v tésné blizkosti jaderného pdéru usnadniuje export mRNA z jadra,
respektive zajistuje rychlejsi translaci genového produktu (Blobel, 1985). Timto zplsobem
byla zaroven vysvétlovana lokalizace geni GAL1, GAL7 a GALI10, tvoricich klastr na

chromozomu I, které se v aktivnim stavu vyskytuji u jaderné periferie (Cabal et al., 2006).

Skupina Greena zmapovala s vyuzitim fluorescencnich technik jadernou lokalizaci gend
GAL1,-7,-10 za podminek aktivace, preindukce i represe. Z vysledkl jejich pozorovani plyne,
Ze se klastr GAL1,-7, -10 posouva do tésné blizkosti jaderné periferie v podminkach aktivace
a preindukce s vyssi frekvenci nez v represivnich podminkach. Tento genovy klastr interaguje

s proteiny jaderného poru prostfednictvim komplexu SAGA. Bodova mutace v podjednotce
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komplexu SAGA, Ada2p, vede k pferuseni interakce genového klastru GAL1,-7,-10 s jadernou
periferii. Neni-li klastr GAL1,-7,-10 lokalizovan na jaderné periferii, dochdzi za podminek
aktivace transkripce az k Ctyfnasobnému zvyseni hladiny exprese genu GAL1. Zaroven bylo
pozorovano, Ze prerusenim interakce genl GAL1,-7,-10 sjadernou periferii dochazi
k vyraznému zpoZdéni represe téchto genl. Tyto vysledky tedy pfimo rozporuji drivéjsi
hypotézu ,genového prichodu”, podle které souvisela lokalizace genového klastru GAL1,-7,-

10 na jaderné periferii s efektivnéjsim exportem mRNA (Green et al., 2012).

Ze zavéru této studie vyplyvda, Ze jaderna periferie ma prokazatelné negativni vliv na
transkripci gend GAL. DUvod lokalizace genli GAL k jaderné periferii pfi aktivaci by mohl byt
nasledujici: Kvasinka S. cerevisiae potiebuje z energetickych dlvodd rychle reprimovat
expresi genll GAL, paklize se v okoli vyskytne preferenc¢ni zdroj uhlik - glukdza. Lokalizace
genl GAL na jaderné periferii by proto mohla hrat dileZitou roli pfi pfepnuti metabolismu
galaktdzy na preferencni metabolismus glukdzy. Autofi si tyto vysledky vysvétluji jako jednu

z dalSich metabolickych adaptaci kvasinky S. cerevisiae (Green et al., 2012).
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5 Zaveér

Existuje mnoho mechanism( regulace genové exprese, které bunkam umoznuji efektivni
a rychlé prizplsobeni okolnim podminkdm. Genovy systém GAL kvasinky S. cerevisiae
predstavuje komplexni a evoluéné silné konzervovany regulacni obvod, na kterém lze
pozorovat rlznorodé adaptace kco nejefektivnéjSimu vyuZivani zdrojd uhliku. Studium
genového systému GAL nadm umozZiuje porozumét a uchopit nékteré aspekty transkripéni
regulace u eukaryot. | kdyZz dnes mame pomérné Siroké znalosti o obecnych principech
regulace genového systému GAL, z(stdva stale jesté mnoho nezodpovézenych otazek na
detailni mechanismy. Regulace genl GAL zUstava i nadale predmétem mnoha soucasnych

studii.

Ve své praci jsem se snazila o uceleny popis zakladnich principli regulace gent galakt6zového
metabolismu u kvasinky S. cerevisiae, stejné jako o popis hlavnich aspektl regulace téchto
genu za podminek aktivace, preindukce a represe. Mou snahou bylo téZ poskytnout ctendri
zakladni informace o roli chromatinu a histonovych modifikaci v regulaci genového systému
GAL. Déle jsem si kladla za cil nastinit nékteré z relativné nedavno objevenych mechanism
regulace gend GAL a demonstrovat, jak rlznorodych a sloZitych mechanismi muze
eukaryoticka regulace nabyvat. Nékteré dalSi podrobnosti tykajici se zejména role
chromatinu v regulaci systému GAL nebyly, vzhledem k omezenému rozsahu mé prace,
zminény. Tato prace by méla slouZit, jakozto podkladovy material pro mou diplomovou praci,
ve které hodlam pouzivat genovy systém GAL kvasinky S. cerevisiae pro studium transkripéni

regulace.
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