Souhrn 4. prednasky

» Analytické/diagnostické metody

* Genetické metody
— Plasmidy
— Integrace




Osnova 5. prednasky

* Geneticke metody
— mutageneze/“screen”
— komplementace
— identifikace
* Bunecny cyklus
— Prubéh a regulace BC
— Synchronizace bunek
— mechanismy regulace parovani
— Homothalické kmeny



Mutace genu

-Studium funkce genu — fenotyp (1. delece, 2. mutace)

- zivotaschopné — mutace Ize pfimo integrovat do genomu - mutantni kmeny
se testuji na citlivost k ruznym ,toxinum® — dale je Ize kfizit s funkéné
podobnymi geny-mutantami a hledat jejich funkcni vztahy (synthetic lethal x
epistatic x suprese)

- esencialni gen => bunky potrebuji gen napr. na plasmidu (plasmid
shuffling)

D Mo phenotype in this study
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hutagenesis

Tran=formation

Plasmid shuffling

Pokud je YFG1 esencialni musi byt v dele¢ni
mutanté pritomna extra divoka kopie genu
napr. na plasmidu

Na dalSim plasmidu muze byt vnesena
mutovana verze yfg1 — jeji efekt se projevi az
po odstranéni plasmidu s divokou kopii genu
(pomoci FOA - pfemérnovana Ura3p
dekarboxylazou na toxicky 5-fluorouracil =>
URAS3+ bunky nerostou, zatimco ura3- bunky
jsou resistentni)

Podobné lze pouzit ade2, ade3 (S.c.) nebo
adeb (S.p.) systémy s YFG1 wt genem na
plasmidu - s ADE3 (kolonie jsou Cerveneé diky
ade2 mutaci) — po ztraté plasmidu jsou
sektory kolonii bilé (bez Ade3p enzymu je
metabolicka draha blokovana drive nez
vznika Cerveny metabolit)

Tetradova analyzy (potvrzeni letalniho
fenotypu)
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O Plasmid shuffling

yigt* Replica
on 5-FOA,
leul+
lows ade Ayfgl urad
Transform . O
yig1” adeb JeuT
urad* g~ adeb+ urad* g, adeb* =
L/ leu 1+ J Functional mutation:
Ayfg1 urad g Ayfg! urad yigl+ successful plasmid shuffle; forms
yigl — O ' pink colony on 5-FOA plates
ade6 leul yfg1* adeb leul urad+ 4= adeh
Starting strain Transformed strain U 1+ 1“*_ /

. \iol urad
Ura* Ade* Leu white colonies Ura* Ade* Leu white colonies —- ‘;—) e 'E

Mon-functional mutation:

requires plasmid for viability;

cannot grow on 5-FOA plates
Podobné lze pouzit ade2, ade3 (S.c.) nebo
adeb (S.p.) systémy s YFG1 wt genem na
plasmidu - s ADE3 (kolonie jsou Cerveneé diky
ade2 mutaci) — po ztraté plasmidu jsou
sektory kolonii bilé (bez Ade3p enzymu je
metabolicka draha blokovana drive nez
vznika Cerveny metabolit)

Tetradova analyzy (potvrzeni letalniho
fenotypu)
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Studium metabolickych drah (URA, GAL ...)

... flokulace, aglutinace (FLO, AGA ...)

... sekrece, endocytozy, morfogeneze (SEC, END ... ORB)
... mechanismu parovani (STE ...)

... vlivu zareni na bunky ... rad mutanty (napr. RAD21,
RADS0, RADS1)

... bunécného cyklu (CDC ...)

redici rada
~
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specifické ,barcodes” pro kazdy gen
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Diploidni heterozygotni kmeny z EuroFan projektu

ts mutanty

ts mutanty jsou vyhodné
pro studium funkce
(esencialniho) genu —
mutanty jsou normalni na
permisivni teploté (25°C),
ale za restriktivni teploty
(37°C) nemohou dokoncit
bunécny proces vyzadujici
aktivni protein

Ben-Aroya et al, Mol Cell, 2008



ts mutanty

ts mutanty = vetsinou nestabilni proteiny, které se pri
zvySene teplote denaturuji/ztraci aktivitu a jsou degradovany

domain 1 domain2 domain3 l

Half-life in Phenotypes with | Phenotypes with
5. cerevigiaa Ura3 as domain 3 |Cdc?8 as domain 3

VBAR1 | ubriA | UBR1 | ubriA | UBRT | ubriA

deniblguitination
{cotranslational)

Ublguitin  DHER™ T(*C)
pratain of intarest

long | long | Urat | Ura™ | growth | growth

>short long | Ura™ | Ura™ | arrest growth

- ubiquitinace ,0znacCkuje“proteiny pro proteasom (degradaci)

- ts alela DHFR je degradovana (nestabilni protein — strukturni mutace)

- fuze DHFR (ts alely) s heterolognim proteinem => cely protein je na 37°C
degradovan

- je mozné vyuzit pro pfipravu ts mutantnich kvasinek (fuze s CDC28 —
kvasinky arestuji v G1 fazi) Dohmen et al.: Science, 1994
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Target: KAFR5-FRB

NICEG -+ HEF1Z
HTB2-FHBP12

PMA1-FHBP12

- ke studiu terminalniho
fenotypu je tfeba rychlé
deaktivace proteinu (plasmid
shuffling nebo vypinani
promotoru je pomalé) — krome
ts mutant byla vyvinuta nova
technologie na odstranéni
proteinu ze spravného mista
(napf. z jadra do cytoplasmy)
ma stejny efekt jako jeho
deaktivace (neni pouzitelné
pro vsechny proteiny)

- kotva (PMA1 na membrané
nebo ribosomalni HTB2 rychle
pfechazi do cytoplasmy a tvori
ribosomy) po pridani
rapamycinu ,odtahne” cilovy
protein

Haruki et al, Mol Cell, 2008



Zivotni cyklus S. cerevisiae

8 — 0 - Deleci ¢i mutaci Ize provést v
o \ haploidni &i diploidni bufice

- v haploidni bunce hrozi suprese
e: defektu proto je lépe pouzivat
diploidni bunky (druha kopie zUstava
nezmeénéna)

d|p|0|d

- Ize pfipravit dvojitého mutanta
kfizenim haploidnich mutant a poté
sporulaci diploida

haplmd ‘ O

l\,

@ RHOMBOEDRICKY

- pouzdro spory je tfeba rozrusit a
pomoci mikromanipulatoru ziskat

jednotlivé haploidni buriky (lze S LlNEARNiM
provést i tzv. random sporulation) = ¢

- u S.pombe jsou diploidni bunky USPORADAN[M
nestalé a okamzité sporuluji SPOR

(pouzdro se rozpada samo)



Tetradova analyza
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Tetradova analyza — synteticka letalita

BrclA + 254 WT

+ WT BrclAa

254 Brcld WT +

(a) Between Pathway Genetic Interactions (non-essential pathways) (c) Within Pathway Genetic Interactions (essential pathway)
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Synteticka letalita-screen

- kfizeni s knihovnou mutant (deleCnich) nebo dalsi mutageneze mutanty

URAS gy ADEZ
./
YEGT
Transform
yiglts a3
ade?
Starting strain:
Ura~ Ade ts—

pink colonies

Forsburg: NRG, 2001

Mutagenize

URAS gy ADE2

Transformed strain
ra* Adet ts*
white colonies

URA3 4y ADE? URAS se ADE?
./ /
YFGT YFGT
yfgﬂs urad 'r.'fi_:l' Tis ura3

—- ; Kesp
'_;—E Repicacn5-F0A, |
ade? synl low ade ade? synl

Synthetic lethal mutation in second gene: reguires plasmid for viability

URAS o— ADEZ
./
YFGT
15 ura3 yigl®s a3
vig e—- -z-_ Discard
ade? mutl ade? mutl

Irrelevant mutation in second gene: doas not require plasmid for viability
Forms pink colony on 5-FOA

URAS o ADEZ2 URAS = ADE?
L/ \/
YEGT YEGT
yfg! yig
B null  wal > _"|L.| urad Keep
ade? ade?

Loss-of-function mutation in yfig1%: requires plasmid for viability



a Dosage suppressor: rescues in high copy S
uppressor

Mutant Increasad dosage of wild-type
S u p re S e Wild type Protain is destabilzed pariner stabilzes protein
Q@ L9 L99

000 © 6 S:.% »)

4

b Interaction suppressor: allele specific, gene specific

Wild type Mutant Suppressor

- mutace téhoz genu ,napravi® pavodni
mutaci

-mutace sousedniho (protein) zesili

OSIabenou |nterakC| ¢ Bypass suppressor: pathway specific, rescues null allele
Mutant Suppressor
Wildr;\lt:pe Blectl-;_??uare C'|Jerpsatarl_;?erana:ive
. ’ P pathway pathway vay
- nadprOdUkce prOte!nu Y4 p’avralelrjl drahy YRR TTTRY & IR R YL YRR = -
Forsburg: NRG, 2001
wild-type [
Rhp51A vyfazeni drahy muze pomoci pokud
chyba (downstream) v této draze je
R254E

pfi¢inou problému
double




Nobelova cena za vyzkum
bunecného cyklu v roce 2001

Leland Hartwell zaCala studovat bunécny cyklus v 60.letech na S. cerevisiae.
Podarilo se ji izolovat kvasinky, které mély mutovany gen kontrolujici bunécny
cyklus. V nasleduijicich letech identifikovala podobnym zplsobem vice nez 100
genu kontrolujicich bunécny cyklus (napf. CDC28). Také sledovala citlivost kvasinek
na poSkozeni DNA radiaci. Zjistila, ze BC je pfi poskozeni DNA zastaven — aby
ziskal Cas na opravu DNA

Paul Nurse studoval bunécny cyklus na S. pombe. V 70. letech objevil gen cdc2,
ktery je zodpovédny za regulaci vétSiny fazi BC. V roce 1987 |zoloval homologni
lidsky gen a nazval jej CDK1 (cyclin dependent kinase).

Tim Hunt na zaCatku 80. let objevil prvni cyklin — cykliny jsou proteiny, které jsou
syntetizovany a odbouravany béhem urcité ¢asti bunécného cyklu. Cykliny se vazi
na CDK a reguluji jejich aktivitu.



Bunecny cyklus S. pombe

S.pombe ma rovnocenné déleni - vznikaji buriky stejné velikosti — hned
vstupuji do S faze (jsou dostatecné velké) — pro vstup do mitozy musi byt
dvojnasobna velikost (kontrola v G2 fazi => nejdelSi je G2 faze)

o '
Meiosis || L
" Sporulation
y f W
- ! 4 A
- . - - f
Meiosis |

h

£ ) o
conjugation
r
\

stationary
phase
Ty

-

Meiotic cvele Vegetative (mitotic) cvele

- nestalé diploidni bunky vstupuji do meiosy hned po konjugaci
- pro konjugaci je kriticka G1 faze jako u S. cerevisiae



- mutagenese S. pombe — hledani ts mutant (55 000 kolonii) s defektni morfologii —
nasli 64 kmenu (3 druhy defektu: 51 kulatych=orb, 8 tip elongation aberrant=tea, 5

- z 51 orb mutant kfizenych s WT segregovalo 43 v poméru 2:2 tj. jeden gen (8
sterilnich), ,linkage analysis® mezi mutantami ukazala 12 orb genu (skupin — Tab./)
.. aktinovy cytoskelet (polarizovany ristu)

o -

lil-ll L'Iﬁ'

nrt? teal, ban2
aclivation of
bipolar grnwth

Cell Dévision
—.teal, tea
end markers
Constant Length Stage
erb3, 8, 9
re-establishment
orb 1,6, 12 of cell polarity

sts5, cwg2
maintenance of
polarized growth

bani 2, 3, 4
maintenance of
growth direction

orbs
growth
activation

~—(~-0 I O—%-/

Oid End Take Off

Table 1. ork Genes

Close Multicopy

Synthetic
Gene Alleles lethality linkage* SUPPTEsaLOn
wrb ! fi (3F) artrd, ok
b2 2idk artrl, orb
orb3 (1%
orbd 12{1%) srsst pokd™, pypd?
orh3 202%)
b 4 arbl, orb?
arh 7 ] {.“._g.gl
Feli 6 orbd arl ] ]
orb¥ 1 ork&, arbf |
orb i 4
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ol 2 s

ekl pypl ™, raxl®

.. Nurse, JCB, 1995



Bunecny cyklus S. cerevisiae

Cin/Cdc28
activation

5. 0-0-OLE-aL

Clb1/2/Cdc28
activation

Clb/'Cde28
inactivation

A

S

(e)
G,

= § J=>
G,

M

- zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zacCatek S faze

@ Actin cable
Cortical actin

patch
r spindie pole
@ hody
Nucleus

- Vice v dalSich
prednaskach

- rozchod jadernych plakd na opa¢né poly — pfechod z S do G2 faze
- jadro se protahuje — zaCatek M faze (mitdzy)

- oddéleni pupene — cytokineze — pfechod z M do G1

- Oddélena dcetinna burika je mensi nez materska — nerovnocenné deleni—
pro dalSi déleni musi dosahnout urcité velikosti => dlouha G1 faze

Curr Opin Gen Dev 5 (1995)



Klicovym meznikem BC u S. cerevisiae je START, kdy se rozhoduje o pfechodu z
G1 do S faze:

- pro dalsi déleni musi burika v G1 fazi dosahnout urcité velikosti

- haploidni bunky v pfitomnosti partnera zastavuji v G1 fazi a konjuguiji

- diploidni buriky (pfi nedostatku N a C) zastavuji v G1 a zahajuji sporulaci

- pfi vyCerpani zivin z média pfechazi z G1 do stacionarni faze

- nedostatek dusiku — rust pseudohyf

- STARTovni interval I1ze rozdélit na usek Aa B

- v useku A se rozhoduje o pfechodu do stacionarni faze (mutanty zastavené v této
fazi nemohou konjugovat)

- v useku B se rozhoduje o konjugaci Ci sporulaci (zastaveni pomoci alfa-faktoru,
nemuze byt zvolena alternativa pfechodu do stacionarni faze)

- v useku A hraji roli CDC25 a CDC35 (komponenty RAS drahy)

- pro usek B (a dalSi ,checkpoints®) je klicovy CDC28 (tj. CDK1) a pfislusné cykliny

A G, B 5 Gy M

Cin/Cdc28 Clb1/2/Cdc28 Clb/Cdc28
activation activation inactivation




Synchronizace S. cerevisiae bunek
/——_@
G1-A
A8

O\ o &

G1-B

- v useku A jsou bunky ,nedorostlé” — elutriace (centrifugace dle velikosti bunék) —
tzv. GO synchronizace

- v useku B se rozhoduje o konjugaci - za pfitomnosti alfa-faktoru dochazi k
zastaveni bunécného cyklu — G1 synchronizace

- HU inhibuje syntézu nukleotidl potfebnych pro replikaci — synchronizace v S fazi
- nocodazol blokuje polymeraci tubulinu — schazi mikrotubuly pro mitézu — G2

synchronizace
- ts mutanty riznych CDC genu — rizné faze bunééného cyklu



Parovani S. cerevisiae
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Chant, Curr Opin in Cell Biol, 1996

Vybudovani bunécné stény premostujici ,shmoo” vybezky




cytoplasm o

nucleus
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Wang et al., Nature, 2004



Funkce jednotlivych proteinu v prabéhu parovani/matingu

B I_g-la-:t-ur

Mating Signaling
FUE3, STE1Z, HYMT

Unkrown Relevance

YOR129C, YORI43C,
FPLTOAC YLOBILC,

afactor Cell Cycle Arrest I O37E PIOS
Shmoo Project Farmation FART, FLISS SrHE F.':-'.l"i' '
AFRT, GICZ, CHST mimd
Actin Cytoskeleton
Organization Mermbrane Biosythesis
FLLs ERGZ24, PRM1, YERD19W

Cell Wall Biosynithesis

cell Fusian YIL 1 69C, YOL 1556, PGM]

FIGE, AGAZ, FIGT, FUST,

Muchear Fusion
KAR1/ARS

CXKT, SPCES

Ren et al., Science, 2000
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Prepinani parovaciho typu

Chromosom Il
HML CEN HMR
—" — e
umlcena kopie MAT umlCena kopie
al, a2 al, a2

HO-endonukleasa
Genova konverse

XN vy

al al

HO endonukleasa rozeznava a Stipe specifické sekvence

Pouziva se pro vygenerovani DSB a studium mechanismu opravy poSkozené DNA



Prepinani parovaciho typu

DNA z MAT lokusu je HO endonukleasou vystfiZzena a na jeji misto se prekopiruje

sekvence z kazety opacného paru
- HO endonukleasa je exprimovana pouze v materskeé burice v G1 fazi (dcefinna si

uchova puvodni typ)
! ! Current Opinion in Cell Biol 8 (1996)

(awieny 20"
homothalické m
K N



Priprava aneuploidnich bunek

MATa, karIAlS5, lvs2-801, cvh2-Q37E, a::HIS3 MATa, a::kanMX6, LYS2, CYH2, canl-100

X

- E . Ea R
a-kanMX6 Select for: Can .-His and Kan

KAR1 gen potrebny pro
karyogamii tj. pro fuzi jader
a::HIS3 + a::kanMX =>
rezistence pouze v (a)
haploidnich bunkach

Studium vlivu aneuploidie na
buniku (u Clovéka se podili na
kancerogenezi, aneuploidie v
90% |idSk)'/Ch nédorﬁ) Torres et al, Science, 2007




Rozvrh prednasek

19.9.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | Doc. Palecek Uvod — historie, vyznam

26.9.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | Doc. Palecek Zakladni charakteristiky kvasinek

3.10.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | Mgr. J. Kopecka Kvasinky a biotechnologie
10.10.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | Doc. Paleek Genetické a molekularné biologické metody
17.10.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | Doc. Pale¢ek Morfologie a bunécny cyklus, parovaci proces,
24.10.2013 | 10-11.50hod | A7-2.14 | prof. M. Kopecka O podstaté bunéénych stén kvasinek
31.10.2013 | 11-12hod A2-2.11 | Dr. Pfevorovsky Od transkrip€nich faktort ke zkracenym chromozomUm

7.11.2013 [ 10-11.50hod | A2-2.11 | prof. Svoboda Sekrecni drahy a endocytoza, protoplasty kvasinek jako modelovy objekt
14.11.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | prof. Svoboda Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
21.11.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | Doc. Palecek Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
28.11.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | Dr. Kolesar VyuZiti kvasinek pro studium procesu opravy DNA

5.12.2013 | 8-12hod A7-2.14 | prof. Svoboda+Doc.Palegek | Cvi€eni k pfednasce
12.12.2013 | 10-11.50hod | A2-2.11 | Doc. Pale¢ek Organizce chromatinu ?7?7?
19.12.2013 | 9-11hod A2-2.11 | Doc. Pale¢ek Zkouska




