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Abstrakt

Retrogradni draha je signalni drdha probihajici mezi mitochondriemi a jadrem. Pomoci retrogradni
drahy se kvasinkové buiiky Saccharomyces cerevisiae vyrovnavaji se zhorSujicimi se podminkami pro
zivot jako je vyCerpani bohatych zdroji zivin a pfechod na chudé zdroje zivin, pokles
mitochondridlniho membranového potencialu, ztrata mitochondrialni DNA a s tim spojena nefunkénost
citratového cyklu. VétSina téchto podminek je spojena se starnouci populaci. Mezi klicové proteiny
retrogradni drahy patfi RTG proteiny zahrnujici transkripéni faktor Rtglp/Rtg3p a cytoplazmaticky
protein Rtg2p. Retrogradni draha je slozité¢ regulovana pomoci nékolika negativnich a pozitivnich
regulatorti véetné¢ TOR drahy, ktera negativné reguluje retrogradni drahu. Mezi cilové geny retrogradni
dréhy patfi geny pro enzymy citratového cyklu, pro peroxisomalni enzymy, pro transportéry a pro dalsi
enzymy anaplerotickych drah. Pomoci retrogradni odpovéedi se buiika snazi upravit svllj metabolismus

tak, aby byla schopna pfekonat neptiznivé podminky prostiedi, v némz Zije.

Klicova slova: Saccharomyce cerevisiae, retrogradni draha, diauxicka tranzice, citrdtsyntdza,

glyoxalatovy cyklus, mitochondrie, peroxisom
Abstract

Retrograde signaling pathway is the pathway between mitochondria and nucleus. This pathway helps
Saccharomyces cerevisiae to cope with worsening of conditions of life, such as depletion of rich
nutrient sources and necessity of use poor resources, reduction of mitochondrial membrane potential, or
loss of mitochondrial DNA causing disturbances in the citric acid cycle. Most of these conditions are
associated with aging yeast populations. Key retrograde pathway proteins include RTG transcription
factors Rtglp/Rtg3p and cytoplasmic protein Rtg2p. Retrograde pathway is upregulated by several
positive and negative regulators including the TOR pathway, which negatively regulates retrograde
pathway. The retrograde pathway target genes include genes coding for tricarboxylic cycle enzymes,
peroxisomal enzymes, transporters and other enzymes of anaplerotic pathways. Retrograde response
help cells to modify their metabolism so that they are able to overcome unfavorable environmental

conditions in which they live.
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glyoxylate cycle, mitochondria, peroxisome
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1. Uvod

Buné¢na signalizace a signalni drahy jsou dilezitym pfedmétem studia souCasné védy a
poznatky, které se jich tykaji, mohou byt vyuzity v Iékafstvi pii vyvoji novych IéCiv,
Vv biotechnologickych procesech pii produkci potravin a pii obnovovani Zivotniho prostiedi. Jejich
pochopeni je tedy dulezité pro fadu obort. Jednou z vyznamnych signalnich drah je retrogradni (RTG)
draha, ktera je nejvice studovana na modelovém organismu kvasinky Saccharomyces cerevisie.

Retrogradni draha byla u kvasinek poprvé objevena v roce 1989 skupinou Parikh et al (1989).
Tato draha je drahou vnitrobunéénou a probiha mezi mitochondriemi a jadrem. Jedna se o reakci buriky
na stres, pfipadné na zhorSené zivotni podminky. Stresova situace muze byt vyvolana nedostatkem
Zivin, mutacemi V jaderné a mitochondrialni DNA (mtDNA), $patnou funkci mitochondrii zahrnujici
poruchy elektrontransportniho fetézce a citrdtového cyklu. Retrograddni draha spousti expresi fady
jadernych gent, které buiice umozni prekonani stresové situace. Pti zapnuté signalizaci dochazi
k produkci proteini zajistujicich alternativni anaplerotické drahy, doplnéni intermediatt citratového
cyklu a zdroj intermediat pro biosyntézu aminokyselin a produkci energie.(Epstein et al., 2001; Parikh
etal., 1987; Traven et al., 2001)

Na RTG drahu maji také vliv ziviny obsazené v médiu. Na spusténi RTG drahy nema vliv zdroj
dusiku, ale produkt jeho degradace. Z tohoto hlediska pak mtizeme zdroje dusiku rozd¢lit do skupiny
reprimujicich a aktivujicich RTG drahu. Reprimujici jsou glutamat a zdroje, pfi jejichz degradaci
glutamat vznika, jako je napf. glutamin a prolin. Mezi zdroje aktivujici RTG drahu patii napf. alantoin a
amoniak (Tate et al., 2002).

Pro studium RTG dréhy se &asto vyuzivaji buiiky p* a p°, piipadn& p". Buitky p* jsou buiiky
s neposkozenou MtDNA, buiiky p” maji mtDNA poskozenou tj. s mutacemi a buiiky p® mtDNA
neobsahuji viibec. Buitky p® (a Gasto i p’) jsou respiraéné deficientni a RTG dréha je v p%p” buiitkach
neustale aktivovana. Metabolismus kvasinek se zméni natolik, aby byly schopné co nejlépe prekonat
dysfunkci mitochondrii a pomoci retrogradni drahy doplnit chybéjici intermediaty. Dopliiovani
intermediatt probihd hlavné prostfednictvim glyoxaldtového cyklu. Glyoxalatovy cyklus probiha
Castecné v peroxisomech, cytosolu a mitochondriich. V reakcich glyoxalatového cyklu vznikaji
intermediaty, které¢ doplnuji citratovy cyklus v mitochondriich. Mezi tyto intermediaty patii pfedev§im
oxalacetat, ale i sukcinat a citrat. Pomoci RTG drahy je také dopliiovan acetylCoA a propinylCoA
pomoci B-oxidace mastnych kyselin probihajici v peroxisomech (Epstein et al., 2001; Traven et al.,
2001).

Stav aktivace RTG drahy Ize velmi dobfe pozorovat na zménach hladiny exprese genu CIT2,
kodujici citatsyntazu (CS2), ktera je lokalizovana Vv peroxisomech mitochondrii (Chelstowska and
Butow, 1995; Lee et al., 2000; Liao and Butow, 1993; Liao et al., 1991). Pti spusténi RTG drahy se
exprese CIT2 zvySuje a pokud je draha vypnuta exprese CIT2 se snizuje (Rothermel et al., 1997).



Obdobné¢ lze pii studiu RTG drahy sledovat zménu exprese genu DLD3, ktery koduje D-laktat
dehydrogenazu (Chelstowska et al., 1999).

2. RTG draha a jeji regulace

Pomoci RTG drahy dochazi k meziorganelové komunikaci mezi mitochondriemi a jadrem. Tato
komunikace vede ke koordinaci metabolickych aktivit a jejich odpovédi na zmény v mitochondriich
(Chelstowska and Butow, 1995; Jia et al., 1997).
Hlavnimi regulatory RTG drahy jsou geny RTG. Doposud jsou znamy geny RTG1, RTG2 a RTG3.
Geny RTG1 a RTG3 koduji helix-loop-helix leucin zipper (bHLH/Zip) transkrip¢ni faktory a gen RTG2
koduje cytoplazmaticky protein regulujici lokalizaci dimeru Rtglp/Rtg3p (Jia et al., 1997; Liao and
Butow, 1993).

Vsechny tii RTG proteiny jsou potiebné pro transkripci cilovych gentt RTG drahy. Jejich
jednotlivé mutace ¢i delece (rtglA, rtg2A, rtg3A) maji za nasledek naptiklad neschopnost zpracovavat
acetat jako zdroj uhliku. Buriky s mutaci ¢i deleci RTG genti jsou auxotrofni pro glutamat a vyzaduji jej

pro svuj rust (Jia et al., 1997).

a. Pozitivni regulatory RTG drahy
Podle soucasnych znalosti je RTG draha regulovana ¢tyfmi hlavnimi pozitivnimi regulatory

Rtglp, Rtg2p, Rtg3p a Grrlp (viz Obr. 1.).
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Obr. 1. Schéma RTG drdhy.

Proteiny Rtglp a Rtg3p tvoii dimer (Rtglp/Rtg3p), ktery funguje jako transkripéni faktor a fadi
se mezi bHLH transkripéni faktory.



Rtglp/Rtg3p dimer je lokalizovan v cytoplazmé, nebo v jadfe naseda do velkého zlabku DNA
na specifickou sekvenci GTCAC, nazvanou jako R-box (viz Obr. 1) (Jia et al., 1997; Liao and Butow,
1993; Rothermel et al., 1995).

Protein Rtglp ma dualni funkci. V jadfe funguje jako positivni regulator, bez kterého by se

nespustila transkripce cilovych gent (Jia et al., 1997; Rothermel et al., 1997). V cytoplazmé pak hraje
dulezitou roli pti udrzeni dimeru Rtglp/Rtg3p v cytoplazmé (Dilova et al., 2002).
Protein Rtglp je fosfoprotein jehoZz mnozstvi V buiice se prokazatelné neméni v zavislosti na aktivaci
RTG drahy — tj. Rtglp je syntetizovan neustale bez ohledu na to, zda bude potieba. Funkce fosforylace
Rtglp dosud nebyla objasnéna a pravdépodobné nehraje roli v jaderné translokaci a ani nemd zadnou
funkci v cytoplazmé (Sekito et al., 2000).

Rtglp neni schopen se sam o sob¢é vazat na DNA a potiebuje k tomu dalsi protein ze skupiny
bHLH proteint, protein Rtg3p (Rothermel et al., 1995). Poskozeni genu RTG1, pfipadné jeho delece
vede k neudrzeni Rtg3p v cytoplazmé a dochazi proto k translokaci Rtg3p do jadra, kde se ale tento
protein nemiiZze sam o sob& vazat na DNA a spoustét transkripci RTG kontrolovanych gent véetné CIT2
(Rothermel et al., 1997; Sekito et al., 2000).

Rovnéz Rtg3p je fosfoprotein. Fosforylace Rtg3p ale, na rozdil od Rtglp, hraje dileZitou roli
pfi translokaci dimeru Rtglp/Rtg3p do jadra. Nejvétsi pocet potencialné fosforylaénich mist Rtg3p je
lokalizovany na N-terminalnim konci tohoto proteinu, ktery obsahuje 80% serinu a threoninu
z celkového obsahu aminokyselin. Threonin a serin jsou aminokyseliny obsahujici hydroxylové
skupiny, které mohou byt potencialné fosforylované. Hyperfosforylovany protein Rtg3p se naléza
V cytoplazmé, zatimco Castecné defosforylovana varianta je lokalizovana v jadie. Delece N-
terminalniho konce Rtg3p neovlivituje interakci s Rtglp, nicméné takto zménény Rtg3p je permanentné
lokalizovan v jadfe, protoze nedochazi k jeho hyperfosforylaci. (Dilova and Powers, 2006; Jia et al.,
1997; Rothermel et al., 1997; Sekito et al., 2000).

Rtg3p obsahuje 2 aktivaéni domény. Silnou na C-konci (375 — 486 aminokyselin (AK)) a
slabsi na N-konci proteinu (1 — 175 AK). Oblast od 176 do 282 AK pravdépodobné funguje jako
inhibitor N a C oblasti (Jia et al., 1997; Rothermel et al., 1997).

U Rtg3p byl na N-konci proteinu nalezen LSDF motiv, ktery je konzervovany napfic¢ eukaryoty.
Soucasti motivu je acidickd doména (AD) aktivujici transkripci RTG cilovych genu, ktera je tvofena
kyselymi zbytky aminokyselin. LSDF motiv pfimo interaguje se SAGA histon acetyltransferazovym
komplexem (Massari et al., 1999, 1996), cozZ je proteinovy komplex ovliviiujici transkripci pomoci
acetylace N-koncu histont. Soucasti SAGA komplexu jsou proteiny GenSp a Ada2p, které jsou jsou
esencialni pro spravnou funkci SAGA komplexu. Predpoklédalo se, Ze Rtg3p by pomoci interakce se
SAGA komplexem mohl ovliviiovat transkripci genu CIT2. V kmeni gcn5A s nefunkénim SAGA
komplexem doslo k poklesu exprese genu CIT2 o 50%. Na zakladé téchto vysledku bylo tvrzeni o
ovlivnéni transkripce CIT2 pomoci interakce Rtg3p se SAGA komplexem vyvraceno (Massari et al.,
1999; Sterner et al., 1999).



Rtg3p také obsahuje NLS sekvenci (,,nuclear localization sequence®) v doméné bHLH motivu.
Delece NLS sekvence vede ke ztraté schopnosti translokace Rtg3p do jadra (Sekito et al., 2000).
Ackoliv Rtg3p obsahuje NLS sekvenci, nedokaze se sam dostat ven z jadra. Exportni sekvenci z jadra
obsahuje pouze Rtglp. V kmeni s deleci genu RTG1 se protein Rtg3p naléza v jadie, zatimco v kmeni
s mutaci v RTG3 se protein Rtglp nalézd v cytoplasmeé (Komeili et al., 2000). Export z jadra je
zprostiedkovan MsnSp proteinem z rodiny importind, ktery je nutny pro export dimeru Rtglp/Rtg3p
Z jadra. Pfti deleci genu MSN5 je komplex Rtglp/Rtg3p permanentné lokalizovan v jadie (Komeili et al.,
2000; Sekito et al., 2000).

Rtglp a Rtg3p spolu interaguji bez ohledu na to, zda je RTG draha aktivovana nebo ne. Z toho
vyplyva, Ze se tyto dva proteiny vyskytuji ve forme& dimeru v cytoplazmé i v jadie a do jadra putuji
rovnéz jako dimer (Sekito et al., 2000).

Syntéza Rtg3p je zavisla na stavu buiiky a jeho mnoZstvi je proto proménlivé. Naptiklad v p°
bunkach dochazi ke zvyseni exprese RTG3 (Jia et al., 1997). Diky této vlastnosti funguje Rtg3p jako
limitujici faktor RTG drahy (Rothermel et al., 1997).

Rtg2p je dalsi RTG protein, jehoz hlavni funkci v RTG draze je ovlivnéni translokace dimeru
Rtg1lp/Rtg3p do jadra (Rothermel et al., 1997). Rtg2p ¢astecné defosforyluje Rtg3p. Defosforylovany
dimer Rtglp/Rtg3p se dostava do jadra a spousti transkripci RTG regulovanych genti. Sam o sobé je
Rtg2p predevsim cytoplazmatickym proteinem (Sekito et al., 2000). Interakce Rtg2p s dimerem
Rtglp/Rtg3p probiha pravdépodobné nepiimo (Rothermel et al., 1997). Pti deleci genu RTG2 zistava
Rtg3p hyperfosforylovan a cytosolicky lokalizovan i u p° bun&k (Sekito et al., 2000).

Rtg2p obsahuje Hsp70p-like ATP-vazebnou doménu a z tohoto diivodu Rothermel et al. (1997)
predpokladal, Ze by mohl ptisobit jako molekularni chaperon a napomahat tvorbé dimeru Rtglp/Rtg3p.
Nicméné tento piredpoklad se nepotvrdil (Rothermel et al., 1997). ATP vazebna doména Rtg2p se
nachazi na N-konci a je potfebna pro interakci s dalSim regula¢nim proteinem RTG drahy, proteinem
Mks1p (Unlii et al., 2013).

V eukaryotickych organismech je Rtg2p konzervovan v oblasti 154 — 266 AK (Unlii et al.,
2013). U savct homolog pro protein Rtg2p nebyl doposud nalezen.

Rtg2p je soucasti SLIK komplexu (SAGA-like komplex), ktery patii mezi histon-
acetyltransferazové komplexy, které ovliviiuji transkripci gent. Oproti SAGA komplexu, postrada
protein Spt8p a navic obsahuje protein Rtg2p. Rtg2p je esencialni pro stabilni a aktivni SLIK komplex.
Podle Pray-Grant et al. (2002), SLIK komplex ovliviiuje transkripci cilovych gentt RTG drahy. SLIK
komplex se vaze pies Rtg2p do promotoru RTG cilovych genu a aktivuje jeho transkripci. Vazba do
promotoru probiha pti spusténé RTG draze (Pray-Grant et al., 2002).

Rtg2 je rovnéz esencialni pro potlaceni expanze trinukleotidovych repetic (Bhattacharyya et al.,
2002).



Grrip, kodovany genem GRR1, je podjednotkou SCFR™ E3 komplexu ubiquitinligasy. Grrip
je pozitivni regulator RTG drahy, protoze ubiquitinuje negativni regulator Mkslp a ten je nasledné

degradovan v proteasomu (Liu et al., 2005).

b. Negativni regulatory RTG drahy

Kromé pozitivnich regulatorti, je RTG draha regulovana pomoci ¢tyf negativnich regulatort
Mks1p, Lst8p a pomoci dvou 14-3-3 proteini Bmh1p a Bmh2p.

Mksl1p (,,Multicopy Kinase Suppressor) je pleiotropni negativni transkripéni regulétor, ktery
byl pivodné nalezen jako negativni regulator Ras/cAMP drahy (Matsuura and Anraku, 1993). Pozdgji
byl protein Mkslp ur€en jako negativni regulator biosyntézy lysinu (Dilova et al., 2002; Feller et al.,
1997). Prekurzorem biosyntézy lysinu je o-ketoglutarat. Pokles tvorby o-ketoglutaratu je
zprostiedkovan Mks1p pies RTG drahu a vede ke sniZeni biosyntézy lysinu (Sekito et al., 2002). Mks1p
se nepfimo ucastni kontroly exprese gent, které jsou zaroven pod kontrolou dusikové katabolické
represe (Tate et al., 2002). Mkslp se podili na regulaci dusikového katabolismu ptes Ure2p, coz je
transkrip¢ni regulator dusikové katabolické represe (Coschigano and Magasanik, 1991; Courchesne and
Magasanik, 1988). Ure2p je potfebny pro tvorbu prionového agregatu [URE3] (Edsket et al.(1999) a
nezbytny je i Mkslp (Sekito et al., 2002). Edsket et al. (1999) testovali, zdali RTG draha ovliviiuje
tvorbu [UREZ3]. V dele¢nich kmenech rtg2A a rtg3A se ptiblizné 20-30x zvysil obsah ureidosukcinatu,
ktery je nepfimym projevem piemény Ure2p na [URE3]. V kmeni mksl1A, stejné jako pfi rastu v médiu
s glutamatem, nedochazi k tvorbé prionu [URE3] (Edskes et al.,, 1999). Mkslp se dale ucastni
prepinani mezi normalnim a pseudohyfalnim ristem kvasinkovych bunék (Edskes et al., 1999). Mks1p
je rovnéz soucasti TOR drahy (Dilova et al., 2002)

VétSina zjisténi tedy ukazuje na roli Mks1p jako negativniho regulatoru RTG drahy (Dilova et
al., 2004, 2002; Tate et al., 2002). Nicméné existuji i dal§i vysledky ( Samyji et al. (2000)), které uvadéji
Mkslp jako pozitivni regulator RTG drahy. Tyto vysledky byly zalozeny na pozorovani, kdy v kmeni
s deleci mks1A genu dochazelo k redukcei bazalni hladiny Cit2p (Shamiji et al., 2000). Jejich pozorovani
na stejném kmeni bylo opakovano jinou laboratofi se stejnymi vysledky. Samji et al. (2000) nicméné
deletovali gen MKS1 i v dalsich tiech laboratornich kmenech S. cerevisiae a ve vSech ptipadech kmeny
mks1A vedly ke zvySeni exprese gentt CIT2 a DLD3 v souladu s ptivodnim piedpokladem o roli Mks1p
jako negativniho reguldtoru RTG drahy. Na zdklad€¢ téchto pozorovani bylo vyvozeno, Ze kmen
pfipraveny Shamji et al. (2000) ma i dalsi delece vedouci k opaénému projevu funkce proteinu Mkslp
(Dilova et al., 2002; Shamyji et al., 2000; Tate et al., 2002).

Mkslp je fosfoprotein a mira jeho fosforylace ovliviiuje expresi RTG zéavislych gent. Protein
Mks1p v cytoplazmé mutize interagovat s Rtg2p (Dilova et al., 2002; Liu et al., 2003; Sekito et al., 2002;
Tate et al., 2002).

N-terminalni oblast Mkslp obsahuje doménu nutnou pro inhibici translokace dimeru

Rtglp/Rtg3p do jadra a podobné vlastnosti maji fragmenty z C-terminalni oblasti Mkslp. Dilova et al.
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(2002) predpokladaji, ze Mks1p muze interagovat s komplexem Rtglp/Rtg3p v cytosolu diky interakci
s NLS sekvenci Rtg3p. Rtg2p by mohl tuto interakci ovliviiovat (Dilova et al., 2002). Naproti tomu Liu
et al. (2003) ptedpokladaji, ze by Mkslp mohl podporovat fosforylaci Rtg3p ¢i blokovat Rtg3p
fosfatazovou aktivitu (Liu et al., 2003). Protein Mkslp je ziejmé prostfednikem interakce Rtg2p
s dimerem Rtglp/Rtg3p. Rtg2p mize na zakladé podnétu z mitochondrii inhibovat Mkslp piimou
vazbou (Dilova et al., 2002).
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Obr. 2. Schéma interakce Mks1p s pozitivnimi a negativnimi regulatory RTG drahy (Liu et al., 2005).

Protein Mkslp obsahuje na C-terminalnim konci kyselou doménu (AD) obsahujici zbytky
kyselych aminokyselin mezi AK 291 a 325. Do kyselé domény se vazi proteiny Grrlp a Rtg2p (viz.
Obr. 2.) (Liu et al., 2005, 2003). Grrlp, kédovany genem GRR1, je podjednotkou SCFeR®* E3
komplexu ubiquitinligasy. Ubiquitinace Mks1p je zavisla na Grrlp. Po oznadeni ubiquitinem je Mkslp
degradovan v proteasomu. Pokud je Mkslp vazano na Rtg2p nebo 14-3-3 proteiny neni substratem pro
Grrlp. Substratem pro Grrlp je pouze volné Mkslp. Fosforylace Mkslp nehraje roli pfi interakci s
Grrlp (Liu et al., 2005).

Mks1p se mize vyskytovat ve 3 stavech (viz. Obr. 3):
I.  Hyperfosforylovany: Hyperfosforylovany Mks1p je v cytoplazmé volny nebo ve vazbé s 14-3-3

proteiny. V ptipad¢ hyperfosforylovaného Mkslp je RTG draha neaktivni (Dilova et al., 2004;

Liu et al., 2003; Zhang et al., 2013).

Il.  Defosforylovany: Po defosforylaci Mkslp dochazi k uvolnéni zvazby s 14-3-3 proteiny a
vazbe s Rtg2p. Kdyz je Mks1p vyvazovan Rtg2p je RTG draha aktivovana. Dimer Rtglp/Rtg3p
je rovnéz defosforylovan a premisti se do jadra (Dilova et al., 2004; Liu et al., 2003; Zhang et
al., 2013).



I1l.  Semifosforylovany: Mezi stavy, kdy je Mkslp hyperfosforylovany a defosforylovany, je
Mkslp semifosforylovany. To znamena, ze nedochazi k plnohodnotné represi RTG drahy.
Mks1p je v cytoplazmé volny bez vazeb k 14-3-3 proteind ¢i Rtg2p. Volny Mkslp slouZi jako
substrat pro Grrlp a po ubiquitinaci je degradovan v proteasomu (Dilova et al., 2004).

NH"‘

gin
k TOR1/2 #

Mks1® il Mks 1 —— Mks1

L I
gln starvation
Bmh1/2 Rtg2
strong RTG meta-stable RTG RTG
repression repression expression
(A) (B) (©)

Obr. 3. Vliv zivin na fosforylaci Mkslp (Dilova et al., 2004).

Delece genu MKS1 vede k permanentni aktivaci RTG drahy a zvySené expresi cilovych geni
RTG drahy (Unlii et al., 2013).

14-3-3 proteiny tvoii rodinu proteind, které byly nalezeny napfti¢ eukaryotickou fi§i. U S.
cerevisiae byly nalezeny 2 geny, které jsou sekvenéné homologni. Jsou to geny BMH1 a BMH2. BMH
je zkratka z brain modolosignalin homolog, protoze 14-3-3 proteiny byly objeveny pfi izolaci proteint
z mozku dobytka. Proteiny Bmhlp a Bmh2p nejsou potfebné pro riist na bohatém médiu. Delece
kazdého z BMH gent zpisobuje $patny rist na chudych médiich s obsahem acetatu nebo glycerolu jako
zdroje uhliku. Navzajem je funkce obou Bmh proteinii zaménitelna. Presto je v bufice 5 krat vice
zastoupen Bmhlp neZ Bmh2p. Delece obou genti je u vétSiny laboratornich kment letalni (Gelperin et
al., 1995; Heusden et al., 1995, 1992; Roberts et al., 1997).

Bmhl1p a Bmh2p se Gc¢astni regulace retrogradni drahy jako negativni regulatory. Interaguji s N-
koncem fosforylovaného proteinu Mkslp a spoleéné drahu inaktivuji. 14-3-3 proteiny obvykle
interaguji s motivy RxxpS/pT a RxxxpS/pT. Nékolik takovych motivli je lokalizovano na N-
terminalnim konci (1-346 AK) Mkslp. Nicméné do téchto mist se Bmh proteiny prokazatelné nevazi,
patrné se vazi do zcela novych nepopsanych mist na N-konci Mkslp. Fosforylovany Mkslp bez
interakce s Bmh1p a Bmh2p nedokaze sam o sob¢ inhibovat RTG drahu (Bruckmann et al., 2004; Liu et
al., 2005, 2003). Dale byla popsana interakce 14-3-3 proteinti s fosforylovanym Rtg3p, vedouci k
inhibici RTG drahy (van Heusden and Steensma, 2001).

Pii deleci obou Bmh proteinti dochazi k trvalému poklesu hladiny Mkslp. Mkslp neni pii
deleci Bmh proteinﬁ fosforylovan}'l, i kdyi médium obsahuje glutamét (Liu et al., 2005, 2003). Pokles

wrve
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degraduje v proteasomu (Dilova et al., 2004). Delece obou Bmh proteinti zpisobuji az 40ti nasobné
zvyseni exprese genu CIT2 (Liu et al., 2003).

Bmhlp a Bmh2p kromé retrogradni drahy reguluji i mnoho dalSich bunéénych pochodt jako je
tieba vezikularni transport (Gelperin et al., 1995). Jsou rovnéz esencialni pro RAS/MAPK signalni
kaskadu béhem pseudohyfalniho ristu (Roberts et al., 1997).

TOR draha negativné reguluje cilové geny RTG drahy. Produkty exprese téchto geni jsou
soucasti anaplerotickych drah (Dilova et al., 2004; Tate et al., 2002). Pokud buiika roste na médiu
s dobrym zdrojem dusiku, TOR draha inhibuje RTG drahu. Pokud dojde k vyCerpani zdroje dusiku
nebo je buiika vystavena pisobeni rapamycinu, dochazi k translokaci dimeru Rtglp/Rtg3p do jadra a ke
spusténi retrogradni odpovédi (Komeili et al., 2000; Sekito et al., 2000). Rapamycin inhibuje TOR
dréhu a navozuje v bunice stav hladovéni na dusik. Pokud je TOR drdha inhibovdna rapamycinem
dochazi k interakci Mkslp s Rtg2p, stejné jako kdyz kvasinkova buika roste na médiu se $patnym
zdrojem dusiku (Dilova et al., 2004; Liu et al., 2003; Tate et al., 2002). Dochazi k aktivaci RTG drahy a
zvySuje se exprese CIT2 genu (Sekito et al., 2002). Rapamycin indukuje expresi CIT2 genu, i kdyz
buriky rostou na médiu s glutamatem jako zdrojem dusiku (Tate et al., 2002).

LST8 je esencialni gen kodujici protein Lst8p ma dvé na sob& nezavislé funkce. Negativné
reguluje RTG drdhu a kontroluje pfemistovani aminokyselinového senzoru Ssylp mezi vakuolou a
plazmatickou membranou. (Liu et al., 2001; Roberg et al., 1997). Ssylp je soucasti senzoru reagujiciho
na hladinu aminokyselin vné bunky. Ssylp se nachazi na plazmatické membrané spolu s Ptr3p. Ptr3p
funguje jako transportér pro peptidy a nachazi se mimo lipidickou dvojvrstvu plazmatické membrany.
Za ptitomnosti glutamatu nebo glutaminu komplex Ssylp-Prt3p inaktivuje Rtg2p (Barnes et al., 1998;
Forsberg and Ljungdahl, 2001; Jergensen et al., 1998; Klasson et al., 1999; Liu et al., 2001).

Lst8p je soucasti Torlp a ovliviiuje TOR drahu. Spolu s Torlp reguluje translokaci dimeru Rtglp/Rtg3p
a prostfednictvim Lst8p jsou drahy RTG a TOR propojeny (Chen and Kaiser, 2003; Giannattasio et al.,
2005).

c. Interakce Mkslp s Rtg2p, spousté¢ RTG drahy

Na zakladé jakého podnétu interaguje Rtg2p s Mkslp neni zcela objasnéno. Uvazuje se o
klesajici koncentraci ATP (Zhang et al., 2013), ztrat¢ membranového potencialu, vzniku ROS
(reaktivnich kyslikovych radikali) (Miceli et al., 2012), ¢i nedostatku glutamatu a $patném zdroji
dusiku (viz Obr. 6) (Komeili et al., 2000; Tate et al., 2002).

Pfi dostatku ATP by mohlo dochazet k uvolnéni Rtg2p zinterakce s Mkslp ve spojitosti s
hydrolyzou ATP (Liu et al., 2005; Zhang et al., 2013). Aby doslo k uvolnéni z vazby, musela by se
podle Zhang et al, (2013) koncentrace ATP v butice pohybovat mezi 5 - 6 mM. U niz8ich koncentraci
byl zaznamenan minimalni nebo zadny efekt. ATP se na Rtg2p vaze ptimo a uvoliuje tento protein
zkomplexu s Mkslp. Tento proces je specificky a vyzaduje pouze ATP a jeho hydrolyzu.

Prostfednictvim ATP by mohla byt signalizovana nedostate¢na funkce mitochondrii s cilem zménit
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metabolismus a pomoci tak udrzeni ATP homeostazy. Nicméng, cely pokus byl provadén na bunéénych
lyzatech, takZe je otazka, zda tento mechanismus plati in vivo v cytoplazmé buniky. V kvasinkach
Kluyveromyces lactis a Kluyveromyces waltii, byla rovnéz prokazana interakce Mkslp s Rtg2p a jejich
nasledné uvolnéni pii vyssi koncentraci ATP (3 — 4,5 mM) (Zhang et al., 2013).

Pro studium zmény mitochondridlniho membranového potencialu (MMP) byly pouzity
mutované kmeny cox4A, kmen s mutaci ATP1-111, p° a p* buitky. COX4 kéduje cytochrom oxidasu a
jeho delece zplsobuje pokles membranového potencidlu. Mutace ATP1-111 ma hyperaktivni
podjednotku F1 — ATPasy a tim zvy$uje membranovy potencial. Exprese CIT2 v p° buiikich je témé&f
3x vyssi nez v p*. V p° buitkich s mutaci ATP1-111 dochézi ke zvyseni MMP a exprese CIT2 byla
prokazatelné nizs$i. Podobné tomu bylo u cox4A kmene (p*), kdyz doslo k poklesu MMP a zvy3eni
exprese CIT2 pti porovnavani s kontrolou p*. Z téchto vysledkii vyplyva, Ze pokles MMP signifikantngé
zvySuje expresi CIT2 a tedy zapina RTG drahu a takeé to, ze exprese CIT2 je zavisla na RTG draze. Vse
bylo potvrzeno studiem dalsich tii genti, které jsou pod kontrolou RTG drahy — IDH1, IDH2 a ACOL1.
Stejné tak lokalizace Rtg3p je zavisla na MMP. Pfi nizkém az zadném MMP je Rtg3p v jadie a pfi
vysokém v cytoplazmé. Micely et al. (2012), také predpoklada, ze se na aktivaci RTG drahy podile;ji i
jiné faktory nez jen MMP.

ROS vznikaji pti preruseni elektrontransportniho fetézce v mnoha mistech (Barros et al., 2003).
Ackoliv se piedpokladalo, ze by ROS mohly spoustét RTG drahu, tak to s nejvétsi pravdépodobnosti
tak neni (Miceli et al., 2012).

Dalsi moznosti regulace RTG drahy je zdroj dusiku v médiu. Glutamat a glutamin inhibuji RTG
drahu. Pokud se v médiu vyskytuje glutamat je dimer Rtglp/Rtg3p v cytoplasme. Pokud je zdrojem
dusiku mocovina, dimer se vyskytuje v jadfe. Pokud jsou v médiu dva zdroje dusiku, glutamat a
mocovina, dimer se vyskytuje v cytoplazmé a RTG draha je inhibovana. Glutamat je zpracovavan
prednostné (Komeili et al., 2000; Liu and Butow, 1999).

3. Retrogradni odpovéd’ buiiky (metabolicka odpovéd’)

Exprese gent se 1isi podle stavu builky a prostfedi v jakém se buiitka naléza. RovnéZz kvasinka S.
cerevisiae sviij metabolismus upravuje podle prostiedi, v jakém se vyskytuje, zejména podle ristovych
podminek. Snazi se co nejlépe vyuzit nejbohatsi zdroje dusiku a uhliku v prostiedi a teprve po jejich
vycCerpani piechazi na zpracovani méné bohatych zdroji (Komeili et al., 2000; Traven et al., 2001).

V pritomnosti fermentovatelného zdroje uhliku, jako je glukoza, ziskavaji kvasinky energii
pomoci substratové fosforylace, kdy je glukdéza fermentaci pfeménovana na ethanol. Za téch to
podminek je potlatena tvorba mitochondrii, stejné jako je sniZena transkripce genti kodujicich
mitochondrialni proteiny. Pfi represi tvorby mitochondrii za pfitomnosti glukdzy dochazi ke zvyseni
transkripce genll kodujici enzymy citratového a glyoxalatového cyklu. Vycerpani glukozy vede

k pfechodnému stavu nazvanému diauxie. Pfi diauxii Se 0bnovuje exprese mitochondrialnich proteini a



funkce respiracniho fetézce. Rust na glukoze inhibuje RTG drahu, zatim co rist na nefermentovaelném
zdroji uhliku jako je glycerol vede k aktivaci RTG drahy (DeRisi et al., 1997; Kos et al., 1995; Traven
etal., 2001).

V mitochondriich probihaji velmi dilezit¢é metabolické pochody. Citratovy cyklus probiha
v mitochondridlni matrix. Prvnim z enzymu citratového cyklu je citratsyntaza, ktera katalyzuje vznik
citratu z acetylCoA a oxalacetatu (viz Obr. 4). Tato reakce se fadi mezi aldolové kondenzace. Nasleduje
reakce katalyzovana akonitdzou a z citratu se stava isocitrat. Dalsi reakcei je pfeména isocitratu na 2-
oxalacetat pomoci isocitratdehydrogendzy. 2-oxalacetat mize slouzit jako prekurzor pro glutamat a
dalsi aminokyseliny (aspartat, alanin a glutamin) (Krebs and Lowenstein, 1960). Tyto prvni tii reakce
citratového cyklu jsou pii mitochondrialni dysfunkci regulovany pomoci RTG a HAP gent (Epstein et
al., 2001). Citratovy cyklus je dulezitym zdrojem intermediati pro biosyntézu aminokyselin a dalSich
metabolittu. Velmi dilezitym pro biosyntézu aminokyselin je a-ketoglutarat a oxalacetat (Komeili et al.,
2000; Stucka et al., 1991; Walker et al., 1991).

Glyoxalatovy cyklus je cyklus probihajici v buiikach kvasinky S. cerevisiae. Jeho hlavni tlohou
je doplnovat nekteré intermediaty do citratového cyklu a pro syntézu aminokyselin. ZvySena aktivita
glyoxalatového cyklu je pozorovana u bunék s aktivni RTG drahou. Pomoci glyoxalatového cyklu je
doplnovan oxalacetat a za specifickych podminek sukcinat a v mensi mife citrat. Sukcinat a citrat jsou
dopliovany z glyoxalatového cyklu do citratového v pfitomnosti glukézy. A oxalacetat je pak
dopliiovan z pyruvatu pomoci pyruvatkarboxylazy (viz Obr. 7) (Epstein et al., 2001; Komeili et al.,
2000; Stucka et al., 1991). Bez ptitomnosti glukozy se vyuziva pfemény isocitratu na glyoxalat a pak
na oxalacetat, aniz by dochazelo k uvolnéni uhliku v podobé CO,, jako je tomu pfi citratovém cyklu.
Acetyl-CoA je dopliiovan pomoci B-oxidace mastnych kyselin. ZvySena aktivita glyoxalatového cyklu
se projevuje pii ristu na dvou-uhlikatych slouceninach, jako je ethanol nebo acetat, nebo pfi starnuti
kultury. Béhem starnuti dochazi k dlouhodobému poklesu aktivity citratového cyklu a naopak dochazi
ke zvyseni aktivity anaplerotickych drah v¢etné glyoxalatového cyklu (Dixon and Kornberg, 1959; Lin
etal., 2011; Samokhvalov et al., 2004).
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Signalizace mezi jadrem a mitochondriemi je velmi dilezitd pro mnoho bunécnych funkci
zahrnujicich metabolismus dusiku a uhliku, kfiZeni a sporulaci, bunééné déleni, rist a morfogenezi a
také determinaci dlouhovekosti.

Regulace exprese gend proteinit dychaciho fetézce a citratového cyklu je zajistovana pies
transkrip¢ni faktory Hap2-5 (Forsburg and Guarente, 1989; McNabb et al., 1997; Olesen and Guarente,
1990). Glukéza potlacuje komplex Hap2-5 prostfednictvim umléeni exprese genu HAP4, kodujici
protein tvofici komplex s Hap2-5 proteiny (Forsburg and Guarente, 1989).

Podobné jako represe glukézou funguje represe bohatym zdrojem dusiku. Exprese genti miize
byt ovlivnéna riiznymi zdroji dusiku. Podle kvality a mnozstvi zdroje dusiku se exprimuji geny pro
transportni systémy a alternativni drahy zpracovavajici chudé zdroje dusiku. Mezi chudé zdroje dusiku
patii naptiklad amoniak a mocovina (Komeili et al., 2000). Pfi ristu na chudych zdrojich dusiku jsou
pro biosyntézu aminokyselin de novo potieba intermediaty z citratového cyklu. Tyto intermediaty jsou
dopliiovany prostednictvim reakci glyoxaldtového cyklu a pyruvatkarboxylazy. Glyoxalatovy cyklus
dopliuje sukcinat, oxalacetat a citrat. Oxalacetat pro syntézu aminokyselin mtize byt dopliiovan pifimo
z pyruvatu pomoci pyruvatkarboxylazy koédované genem PYC1 (Komeili et al., 2000; Stucka et al.,
1991; Walker et al., 1991).

Mezi bohaté zdroje dusiku podle Komeli et al. (2000) patii glutamat a glutamin (Komeili et al.,
2000). Glutamat inhibuje RTG drahu (Liu and Butow, 1999; Sekito et al., 2002). Glutamat slouzi jako
prekurzor pro biosyntézu nékolika aminokyselin (glutamin, arginin a prolin). Pokud glutamat v médiu
chybi, musi si buiika najit prekurzor zdroje biosyntézy aminokyselin. Jako prekurzor vyuziva a-
ketoglutarat, produkovany citratovym cyklem. Naopak pti nadbytku glutamatu a glutaminu mtize byt -
ketoglutarat syntetizovan z obou aminokyselin (Komeili et al., 2000; Liu and Butow, 1999).

Kvalitu zdroje dusiku v médiu Ize posoudit dle exprese dvou gentt GAP1 a GAT1. Cim je jejich
exprese vyssi, tim je kvalita zdroje dusiku niz$i. Na zakladé exprese GAP1 a GATL1 lze stanovit, Ze
alantoin, prolin, glutamat a mocovina jsou Spatnymi zdroji dusiku a glutamin a amoniak jsou dobrymi
zdroji dusiku. Tyto vysledky kontrastuji s vysledky Komeili et al. (2000), ktery tvrdi, ze glutamat je
dobry zdroj dusiku a amoniak je chudy zdroj dusiku. Nicméné Komeili et al. (2000) své vysledky
zakladal na méfeni exprese RTG cilovych genu. Tate et al. (2002) dale méfili hladinu exprese gent
CIT2 a DLD3 jako ukazatelti aktivity RTG drahy. Pfi ristu na moc¢oving, alantoinu a amoniaku byla
exprese vys$i (zapnutd RTG draha), nez pfi rGstu na prolinu a glutamatu. Alantoin a moc€ovina jsou
degradovany na amoniak, zatimco prolin je degradovan na glutamat. Amoniak je transportovan a
degradovan mnohem rychleji neZ mocovina, coz mu dava represivni vlastnosti, na rozdil od mocoviny.
Ackoliv je prolin Spatny zdroj dusiku reprimuje expresi gentt CIT2 a DLD3 diky tomu, Ze exprese
téchto geni je reprimovana glutamatem. Z téchto poznatkt vyplyva, Ze ne kvalita zdroje dusiku, ale
produkt jeho degradace je rozhodujici pii kontrole exprese CIT2 a DLD3. Pokud je produktem amoniak,
RTG draha je zapnuta a zvySuje se exprese CIT2 a DLD3 a pokud je produktem glutamat je exprese
nizka (Komeili et al., 2000; Tate et al., 2002).
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Ackoliv se uvadi, ze represorem RTG drahy pfes TOR drahu je glutamat (Liu and Butow, 1999;

Sekito et al., 2000), Crespo et al. (2002) se pokusil toto tvrzeni vyvratit. Pouzil MSX inhibitor

glutaminsyntetazy, ktera preménuje glutamat na glutamin a kulturu rostouci v médiu s jedinym zdrojem

uhliku glutamatem. Po 30 minutach od pouziti inhibitoru MSX, do$lo k zméné lokalizace dimeru

Rtglp/Rtg3p do jadra (Crespo et al., 2002), ackoliv glutamat je represor RTG drahy (Liu and Butow,

1999). Ke stejnému vysledku dosli i pti méfeni exprese CIT2. Pti ristu v médiu s obsahem glutamatu

byla velmi nizka exprese genu CIT2 a po piidani MSX se jeho exprese zvysila. Z téchto vysledki

vyplyva, Ze ne glutamat, ale glutamin reprimuje RTG drahu (Crespo et al., 2002).

Jak uz bylo feceno, protein Mkslp je negativnim regulatorem RTG drahy (viz Obr. 6).

V buiikach s deleci genu MKS1 dochazi k vysoké expresi gentl regulovanych RTG drahou za podminek,

kdy je v médiu pfitomen jeden ze zdroji dusiku reprimujicich RTG drahu, tj. glutamat, glutamin, nebo

prolin. Kmen mks1A v piitomnosti reprimujicich zdroju dusiku roste velmi pomalu. (Tate et al., 2002)

Glutamat J {

I Grrlp

Mks1p
Mks1p

Mitochondrie

Jaw

_|_
Mkslp i

Obr. 6. Schéma retrogradni drahy v¢etné vliva, které ji reguluji.

a. Piehled metabolickych zmén u Saccharomyces cerevisiae

Po vycerpani bohatych zdroji uhliku a dusiku dochazi k vyuziti alternativnich drah jako je

glyoxalatovy cyklus a vyuziti odlisnych enzymt nez je obvyklé (viz. Obr. 7). ZvySeni aktivity

glyoxalatového cyklu je spojeno s aktivaci RTG drahy. (Epstein et al., 2001; Komeili et al., 2000). p°

buniky maji permanentné zapnutou RTG drahu a jsou respiracné deficientni a tedy zavislé na produkci

energie pouze pomoci substratové fosforylace. JelikoZz maji ¢asto nefunkéni i citratovy cyklus jsou
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zévislé na glykolyze a energii pii ni vznikajici. Buiiky p° ale indukuji transkripci gend pro tvorbu

mitochondrii, i kdyz maji k dispozici fermentovatelny zdroj uhliku (Traven et al., 2001).
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Obr. 7. Piehled exprese nékterych gent pii aktivni RTG draze (Epstein et al., 2001).

U kvasinek S. cerevisiae, které maji spusténou retrogradni drahu, dochazi k reprogramovani
metabolismu. Podle pfic¢iny dysfunkce mitochondrii se 1isi i odpovéd’ na ni. Podle Epstein et. al. (2001)
je tato odpovéd riizna u p° a u p* bundk podle pouzitého inhibitoru dychaciho fetézce. U p° doslo ke
zmeéné regulace u 43 gend, ztoho 13 peroxisomalnich. Nejvice byla zvySena transkripce genli na
pfeménu produkti metabolitt z B-oxidace mastnych kyselin (probihajici v peroxisomech) na
intermediaty citratového a glyoxylatového cyklu. Kvasinkova buitka potfebuje dopliiovat acetylCoA a
oxalacetat vcetné jeho derivat. Z tohoto divodu se meéni i mnozstvi prenasect karboxylovych kyselin a
acylkarnitin transferaz. Naptiklad se vyrazn¢ zvySuje exprese genu DIC1 kodujiciho mitochondridlni
prenaseé¢ dikarboxylovych kyselin, CRC1 kédujiciho acylkarnitinovy pienaSe¢ vniténi mitochondrialni
membrany a AGP2 kodujiciho karnitinovy transportér na plasmatické membrané. Dalsi gen, u kterého
byla pozorovana zvySena exprese, je gen CIT2 pro perixosomalni citratsyntazu. Kvasinky bez mtDNA

tedy sviij metabolismus proméni tak, aby byly schopné co nejlépe pickonat dysfunkci mitochondrie a
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pomoci retrogradni drahy doplnit chybéjici oxalacetat, acetylCoA a propionylCoA (Epstein et al.,
2001).

Pii studiu p* bun&k byli pouzity 3 inhibitory dychaciho fetézce antimycin, CCCP a oligomycin.
Antimycin blokuje reoxidaci cytochromu b. CCCP rozpiahuje elektronovy transport, ¢imz zabranuje
syntéze ATP a porusuje vodikovy gradient na vnitini mitochondrialni membrané. Oligomycin je
specificky inhibitor, ktery blokuje aktivitu F, podjednotky FoF;ATPazy. Inhibitory elektron-
transportniho fetézce vyvolavaji odlisnou bun&énou odpovéd’. K nejpodobngjsi odpovédi jako u p°
bunék dochazi pii pouZiti antimycinu. Zména transkripce se projevi u 19 geni a produkty vétSiny z nich
jsou peroxisomalni. Z vysledkt Epstein et al. (2001) vyplyva, Ze bunky respiracné deficientni, na rozdil
od bungk s nedostatkem ATP, mohou zvysit biogenezi peroxisomu (Epstein et al., 2001).

ZvySena proliferace peroxisomi byla pozorovana i pfi kultivaci na olejovém médiu. U mutantt
rtglA, rtglA/rtg2A a rtg2A bylo v porovnani s rodi¢ovskym kmenem mnohem méné peroxisomi a byly
podstatné mensi. Ztohoto zjisténi vyplyva, Ze geny RTG drahy pfispivaji ke zvySené tvorbé

peroxisomu (Kos et al., 1995).

b. Cilové geny RTG drahy

Jednim z mnoha cilovych genii je gen CIT1 kodujici majoritni citratsyntazu, ktera se nachazi
v mitochondriich a tucastni se citratového cyklu. Je transkribovana v bunkach rostoucich na
nefermetovatelném zdroji uhliku napf. acetat a pyruat (Rickey and Lewin, 1986). Pro transport do
mitochondrie je potieba adresny signal MTS (mitochondrial target sequence) na N-konci proteinu. Po
translokaci Citlp do mitochondrie je tento 37 aminokyselin dlouhy usek proteolytickymi drahami
odstépen (Rosenkrantz et al., 1986; Suissa et al., 1984).

Sekvence pied genem CIT1 obsahuje R-box, misto nasednuti dimeru Rtglp/Rtg3p a také
CCAAT misto pro nasednuti Hap2,3,4,5p (Liu and Butow, 1999).

DalSim z cilovych genli RTG drahy je CIT2. Pti spusSténi RTG dréhy se exprese CIT2 zvysuje.
Pokud je draha vypnuta, exprese CIT2 se snizuje. Na projevu exprese genu CIT2 se nejlépe zkoumaji
zmeny retrogradni odpovédi. Jeho exprese je velmi citlivd a snadno pozorovatelnd diky vysokym
rozdilim. Obzvlasté¢ v bunikach s defektnimi mitochondriemi, které mohou obsahovat riizné mutace
v mtDNA. Tyto mutace mohou zapfi€init inhibici dychaciho fetézce, poruchu funkce citratového cyklu
nebo muze dojit i ke ztrat¢ mtDNA (Chelstowska and Butow, 1995; Liao and Butow, 1993; Liao et al.,
1991). Exprese CIT2 se vyrazné lisi u p° a p* bunék (Rothermel et al., 1997).

CIT2 gen koduje peroxisomalni citratsyntazu 2, jenz je izoformou citrat syntazy Citlp
(vzajemna DNA homologie 75 % DNA). Oba enzymy se lisi v N-terminalni ¢asti, kterd obsahuje
adresnou sekvenci MTS. Na rozdil od Citlp neni MTS u Cit2p hlavnim signalem pro transport do
mitochondrii (Rosenkrantz et al., 1986). I piesto je 15 aminokyselin z N-konce Cit2p po translokaci do
peroxisomu odstipnuto. Dalsi zvlastnosti je, ze sekvence 20-ti aminokyselin z N-konce je schopna

translokovat protein do obou organel, tj. do mitochondrie i peroxisomu. Cit2p je tedy prototypem
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enzymu s adresami do vice organel (Lee et al., 2000). Hlavni adresny signal Cit2p se nachazi na C-
konci proteinu a je tvofen motivem serin-lysin-leucin (SKL sekvence), neboli PTS1 a je nezbytny pro
transport Cit2p do peroxisomu. Béhem transportu do peroxisomu sekvence SKL neni odstépena (Gould
et al., 1988; Lee et al., 2000). Transport je zprostfedkovan pomoci proteinu Pex5p, receptoru pro SKL
sekvenci. Pokud je SKL signal nefunkéni je Cit2p transportovana do mitochondrii pomoci MTS signalu
(Lee et al., 2000).

CIT2 ma regulacni misto na 5° konci, které je tvoreno 607 bp Hinfl fragmentu od kodujici
oblasti (Liao et al., 1991). Exprese genu CIT2 je regulovana pomoci bHLH proteinti. Majoritni regulace
probiha pres Rtglp-Rtg3p dimer, ktery se vaze na R-boxy v mistech -346 a -312 v promotoru CIT2.
Dale pak existuje inositolem-zprostiedkovand indukce (bHLH protein Ino2p/Inodp), kterd probiha
pouze u bunék bez mitochondrialni DNA. Heterodimer Ino2p/Ino4p se vaze do E-box/R-boxu (-809 a -

804) (viz Obr. 8) (Chen and Lopes, 2010).
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Obr. 8. Inositolem zprostiedkovana aktivace genu CIT2 (Chen and Lopes, 2010).

Cit2p pomaha s utilizaci zdroji uhliku, které S. cerevisiae neumi fermentovat, napt. acetat
(Rosenkrantz et al., 1986). Cit2p muze ¢aste¢né nahradit funkci Citlp u respira¢né deficientnich bungk.
(Rickey, et al. 1986 a Liao et al., 1991) Z toho vyplyva, Ze pii snizeni funkce Citlp se zvySuje
transkripci genu CIT2. Transkripce CIT2 se zvySuje i pfi snizeni hladiny uhliku, ktera je limitujici pro
citratovy cyklus (Liao et al., 1991). ZvySena aktivita Cit2p muZze kompenzovat snizeni aktivity
citratového cyklu tak, Ze do mitochondrie dopliiuje citrat (Chelstowska and Butow, 1995; Liao et al.,
1991).

Kmeny deficientni v genech CIT1 a CIT2 jsou auxotrofni na glutamat (Kim et al., 1986) a
uracil a zaroven nejsou schopné utilizace acetatu jako zdroje uhliku (Lee et al., 2000). Lewin et al.
(1990) také prokazali ilohu CIT2 produktu pii katabolismu mastnych kyselin .

Jednim z mnoha dalsich cilovych geni je gen DLD3. Na zaklad¢ studia jeho exprese se pouziva
spolu s genem CIT2 pro sledovani aktivity RTG drahy (Tate et al., 2002). Gen DLD3 kéduje D-laktat
dehydrogenazu, ktera se nachazi v cytoplazmé (Chelstowska et al., 1999). Transkripce DLD3 se pfi
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aktivaci RTG dréhy zvySuje. Zvy3ena exprese byla pozorovana u p° bundk, kde je RTG draha stale
aktivovana. V promotoru genu DLD3 se nachazi dva R boxy, mista pro nasednuti transkripcniho
aktivatoru Rtglp/Rtg3p (Chelstowska et al., 1999; Jia et al., 1997; Tate et al., 2002).

Pro svou expresi DLD3 stejné¢ jako CIT2 potiecbuje RTG proteiny Rtglp, Rtg2p i Rtg3p
(Chelstowska et al., 1999). CIT2 a DLD3 jsou exprimovany ve vysokych hladinach u kmene mkslA, i
kdyZ roste na bohatém médiu. ZvySeni exprese koreluje s lokalizaci dimeru Rtglp/Rtg3p v jadre. Dale
dochazi ke zvySeni exprese gent pro syntézu lysinu. Exprese genll pro syntézu lysinu je sekundarni
projev nasledujici po aktivaci RTG drahy v bunkach bez Mkslp. Exprese geni CIT2 a DLD3 gent u
kmend rtglA a rtg3A/mkslA nebyla zaznamenana. U mkslA neni potieba Rtg2p pro transkripci
cilovych genu. (Dilova et al., 2002)

4. RTG nezavisla retrogradni signalizace mezi mitochondriemi a jadrem

Pfi rozsahlych genomovych analyzach bunék bylo objeveno zvysSeni exprese skupiny gend,
které nejsou pod kontrolou RTG drahy, coz poukazuje na dal$i moznosti retrogradni signalizace mezi
mitochondriemi a jadrem.

Jednim z gend nezavislych na RTG draze je gen PDRS5, kodujici protein lokalizovany na
plazmatické membrang a patii do skupiny genti hrajici roli v mnohacetné 1ékové rezistenci (,,pleotropic
drug resistence®) (Balzi et al., 1994, 1987). V bunkach bez mtDNA dochazi ke zvyseni jeho exprese
(Hallstrom and Scott, 2000).

Pro expresi PDR5 jsou potieba produkty gentt PDR1 a PDR3, které patii mezi pozitivni
regulatory PDR5 (Balzi et al., 1994, 1987; Katzmann et al., 1996, 1994). Pdr3p i Pdrlp jsou
transkrip¢ni faktory a vazi se do oblasti PDRE (,,pleotropic drug response element). Typickd PDRE
oblast je GC bohata a sestava se ze sekvence TTCCGCGGAA (Katzmann et al., 1996, 1994). Pdrlp i
Pdr3p obsahuji na svém N-konci doménu zprostiedkovavajici vazbu na DNA (Delaveau et al., 1994).

Piestoze jsou Pdrlp a Pdr3p sekvenéné téméf homologni, jejich regulace je odlisna. V p°
bunikach je exprese PDR cilovych gent zavisla pouze na Pdr3p a nezavisla na Pdrlp (Delaveau et al.,
1994, 1992; Devaux et al., 2002; Nourani et al., 1997). PDR3 je schopny autoregulace a ve svém
promotoru ma 2 PDRE oblasti. Do téchto dvou PDRE oblasti muze nasedat sam Pdr3p nebo Pdrlp
(Delahodde et al., 1995). Jeho aktivace a aktivace exprese dalSich gent je spojena s dysfunkci
mitochondrii. Pfesto, ze transkripéni faktor Pdr3p je RTG nezavislym proteinem, je tento transkripéni
faktor ¢aste¢né propojen s RTG geny. Na toto propojeni poukazal fakt, ze v bunikach bez RTG1 nebo
RTG2 gent dochazi ke snizeni transkripce PDR3 genu (Hallstrom and Scott, 2000).

PDR1 na rozdil od PDR3 neni schopny autoregulace a ve svém promotoru neobsahuje PDRE
oblasti (Delahodde et al., 1995).

Pdr5p je membranovy transportér patiici do ABC transportérové rodiny (Balzi et al., 1994).
Ztrata mtDNA vede ke zvySeni exprese PDR5 genu (Hallstrom and Scott, 2000) a zaroven i ke zvySeni

rezistence vic¢i cykloheximidu. Naopak pti deleci genu PDR5 je kmen k cykloheximidu hypersenzitivni
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(Leppert et al., 1990). Promotor genu PDR5 obsahuje 3 PDRE oblasti, kam se vazi Pdrlp nebo Prd3p.
Vsechny tfi oblasti jsou si rovnocenné. Odstranéni jedné oblasti PDRE se projevilo v 50 % poklesu
exprese PDR5. Pii odstranéni vSech mist, byla exprese nulova. Toto zjisténi dokazuje, Ze je exprese
PDRS striktné zavisla na Pdrlp a Prd3p transkripénich faktorech (Katzmann et al., 1996).

Dalsi RTG nezavisly gen je ATO3, kodujici protein plazmatické membrany dulezity pro
produkci amoniaku (Palkova et al., 2002). Exprese genu ATO3 se prokazatelnd zvysuje u p° bundk.
Piestoze se uvadi, Ze je exprese genu ATO3 nezavisla na RTG, u p° bundk s deleci v genech RTG1 a
RTG3 dochazelo ke snizeni exprese genu ATO3. Pro plnou transkripci ATO3 je potieba transkripéni
faktor Gendp, nicméné pii retrogradni odpovédi se neucastni exprese. Pii deleci genu SSY1, kodujiciho
podjednotku plazmatického aminokyselinového senzoru, exprese ATO3 v p* bunék byla beze zmény u,
p” bunék se exprese snizila az o 60 %. Z t&chto vysledki vyplyva, ze u p* bundk je exprese ATO3
zavisla jen na transkripénim faktoru Gendp, zatimeo u p° bundk je exprese ATO3 zavisla z cca 50% na
RTG genech a z50 — 60% na senzoru aminokyselin na plazmatické membrané Ssylp-Ptr3p-Ssy5p
(Forsberg and Ljungdahl, 2001; Guaragnella, 2003).

RTG nezavisla signalizace je zatim malo prozkoumanou oblasti signalizace bunék kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Ve védecké literatufe se objevuji predpoklady, Ze gent ucastnicich se

retrogradni odpovédi, ale nezavislych na RTG genech, je vice.
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5. Zavér

Objev retrogradni drahy pfispél k rozSifeni poznatki o metabolismu kvasinek a pomohl
¢asteCnému pochopeni vyuzivani zZivin v pfirozenych podminkach v pfirodé. Retrogradni drdha byla
nejvice studovana na modelovém organismu kvasinky S. cerevisiae. Protoze je retrogradni draha
pfitomna napfi¢ eukaryoty, je mozné nékteré poznatky ziskané u kvasinek aplikovat i na jiné
organismy, véetné ¢lovéka.

Homology RTG proteind lze najit u ¢lovéka vyjma proteinu Rtg2p (Aguilera et al., 2006;
Biswas et al., 1999). Pochopeni RTG drahy a metabolismu kvasinek muze pomoci pii 1é€bé vaznych
onemocnénich zptsobenych ztratou mtDNA a dysfunkei mitochondrii. Vyuziti poznatkli ve zménach
metabolismu miZze prispét k vylepSeni diet u pacientt véetné ketodiety a dal§ich druhu pustu (Friis et
al., 2014).

Nabizi se rovnéz vyuziti retrogradni signalizace pti vyvoji Iéku proti rakoving. U kvasinkovych
bungk se pii ztratd mtDNA méni sloZeni plazmatické membrany. U p° bunék byla pozorovana zvysena
rezistence vuéi toxickym latkam, coZ je zplisobeno zvySenim exprese gent pro ABC transportéry, jako
je PDR5. Rakovinové bunky jsou rovnéz rezistentni vuci toxickym latkam, stejné jako bunky
kvasinkové. Studium genu PDR5 muze také ptispét k nalezeni medikamentu potlacujiciho rezistenci
nékterych patogennich kvasinek jako je Candida albicans (shrnuto v Prasad and Goffeau, 2012) ¢i
Cryptococus neoformans (shrnuto v Posteraro et al., 2003)

V této praci jsou shrnuty dosavadni poznatky o retrogradni draze u kvasinek. Dalsi studium by
se mohlo zamétit na problematiku, kterd jesté neni zcela prozkoumana. Stale neni jasné, za jakych
podminek a ktery signal je spoustéem interakce negativniho regulatoru Mkslp s proteinem Rtg2p.
Tedy jaky je primarni spousté¢ RTG drahy. Podle soucasnych poznatkd jsou navrzeny 3 mozné teorie.
Spoustééem mutize byt pokles koncentrace ATP (Zhang et al., 2013), pokles mitochondrialniho
membranového potencialu (Miceli et al., 2012) a zména zdroje dusiku (Komeili et al., 2000). Micely et
al. (2012) ptipoustéji, ze kromé MMP je pravdépodobné, ze RTG drdha bude regulovéna i dal§imi
faktory. Uvazovalo se 0 ROS jako spoustécich RTG drahy, ale tato hypotéza byla vyvracena (Miceli et
al., 2012).

Pii inaktivované RTG draze je dimer Rtglp/Rtg3p cytoplazmaticky lokalizovan, stejné jako
Mkslp v komplexu s proteiny Bmhlp/Bmh2p. Doposud nezodpovézenou otazkou je také jakym
zptsobem Mks1p inhibuje translokaci dimeru Rtglp/Rtg3p do jadra.

RovnéZ neni jasné, které kinazy se podileji na fosforylaci Mkslp a transkripéniho faktoru Rtg3p. O
kinazach, které se podileji na inaktivaci RTG drahy, nebylo zatim nic publikovano.

Doposud vime velmi malo o RTG nezavislé signalizaci, ktera zahrnuje napiiklad PDR geny a
gen ATO3 (Balzi et al., 1994, 1987; Guaragnella, 2003).

Je proto do budoucna dilezité pokracovat nejen ve studiu drahy zavislé na RTG genech, ale
pokusit se identifikovat a lépe charakterizovat i dalsi RTG drahy nezavislé na RTG genech, které

mohou byt dulezité v riznych situacich a reakcich bunky na ménici se prostiedi.
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