Souhrn 4. prednasky

* (Genetické metody
— Plasmidy (kvasinkové elementy)
— Integrace (plasmidy, PCR, kazety)
— Teplotné-sensitivni mutanty (esencialnich genu)
— Tetradova analyza
— Synteticka letalita, epistase, suprese

SeC

mutanty

Pomoci téchto genetickych metod byly analyzovany metabolické drahy, proteinove

komplexy, evoluce biologickych systému ... pfipravovany nové kmeny pro
biotechnologie ... freSeny otazky tykajici se zdravi Clovéka




Osnova 5. prednasky

* Geneticke metody
— mutageneze/“screen”
— komplementace
— identifikace
* Bunecny cyklus
— Prubéh a regulace BC
— Synchronizace bunek
— mechanismy regulace parovani
— Homothalické kmeny
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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 (napf. RAD21

RADS50, RAD51)

... bunécného cyklu (CDC ...)

redici rada

y-zareni
(budova A3)

SeC

‘mutanty
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- 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)
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Nobelova cena za vyzkum
bunecného cyklu v roce 2001

Leland Hartwell zaCal studovat bunécny cyklus v 60.letech na S. cerevisiae.
Podarilo se mu izolovat kvasinky, které mely mutovany gen kontrolujici bunécny
cyklus (BC). V nasleduijicich letech identifikoval podobnym zpusobem vice nez 100
genu kontrolujicich bunécny cyklus (napf. CDCZ28). Také sledoval citlivost kvasinek
na poSkozeni DNA radiaci. Zjistil, 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 (ubikvitinace) béhem urcité ¢asti bunecného 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)
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- nestalé diploidni bunky vstupuji do meiosy hned po konjugaci (ade6-M210xade6-M216)
- pro konjugaci je kriticka G1 faze jako u S. cerevisiae



Bunecny cyklus S. cerevisiae

Cin/Cdc28 Clb1/2/Cdc2 Clb/'Cde28
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- zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zacCatek S faze

- rozchod jadernych plakd na opa¢né poly — pfechod z S do G2 faze

- jadro se protahuje — zaCatek M faze (mitdzy) - mikrotubuly

- oddéleni pupene — cytokineze — pfechod z M do G1

- Oddélena dcefinna bunka je mensi nez matefska — nerovnocenné déleni—
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 prechodu z

G1 do S faze:

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

- pfi nedostatku zivin arestuje v G1 nebo posléze prechazi do stacionarni faze
(vyCerpani zivin)

- nedostatek dusiku — rust pseudohyf

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

- haploidni bunky v pfitomnosti partnera zastavuji v G1 fazi a konjuguiji
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Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)



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

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

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

-pro usek B (a dalSi ,checkpoints®) je klicovy CDCZ28 (tj. CDK1) a prislusné cykliny
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CDCZ28 a cykliny u S. cerevisiae

Interakce fosforylované Cdc28p s cyklinem vznika aktivni komplex:

-v G1 fazi Cin1p a CIn2p (CLN3 mRNA je konstantni)

- pro vstup do S faze jsou nutné CIbbp a Clb6p (transkripce stimulovana CLN)
- zahajeni mitdzy se ucastni C/b3p a Clb4p

- mitdézu ukondCuji Clb1p a CIb2p a jejich degradace
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Bunéecny cyklus S. cerevisiae - detalil

activates

CDK Cyclin
4 binds tha
substrate
— Substrate
-8 (ian
ATP @ p:"ataglral:l!l

chamical modification
{phosphorylation)

Thyl

Ilerml |

Hutrients
| lowr

Second messenger

signaling pathway

Foxl [

DHLA O™

ECB

Stat —— — — | Ch3

Cde28

Ubinuitin roediated
proteclysis

SCF

Gl

SCF

Cded

izh
Phosphate O _High Phogi

Phog0
Phos5 | | PhotS 'ni lll
+Pi W1
Phod
Pha? FPho5 S-phase proteins
ORC (Origin Recognition  MCTV (IWini-Chromosorme
Complex) Ilaintenance) coroplex

Ol | Ol Dol | Ivlem3

O3 | Omed Do | IlewnS

Qw5 | Owed WMo | Iem?

04111 1071409

) Fareghisa Laboratories

DA hinsynthesis

[

Spindle checkpoint D& darnage checkpoint
Unattached kinstochores Ivlisaligned spindles DNA& damage sensing
4 |
.2 ¥
Ilpsl
Ilecd
+ i‘. [ Ranl17 | = Racioa |
Diaml
Buh3
Buhl —+E
|
Mitotic exit | I
A
: Cde20 v Al I
| Cycs
Sepatin b |
. Cais Tupl |
i |
|

[ Bl [ B2 |[ Leet

Ce53

FP2A

[ Fabl | [ cacts |

BPCIC
Cidhl

Cohesin

F

" CdJ:14
Releage from the ruclecls

Sec

Sl | Sme3

lzdl Sced

Iml | |

Condensin

Smc2 | Smed
¥esd | Bl

Fegl

— 4 Chromosoree segregation

L]

- dalsi
- fosforylace

Cell cyele anrest
Postréplicative DNA repair
Transcriphion of target genes

CDC

- ubiquitylace




Maintenance of genome stability
I 1

G, E G, M

RAD17 s B RAD17  SGS1 RAD17 BUB1,3 BUB2

RAD24 RAD24 RAD24 MAD1,2,3 BFA1/BYR4

MEC3 o 1 MEC3 MEC3

DRCA
DNA damage Replication intra-5 (replication) DNA damage Mitotic Mitotic
checkpaoint (G4) checkpoint (S) checkpoint (S) checkpaoint (Ga) checkpaint (M) checkpoint (M)
G4 arrest in response | S phase arrest Slowing of replication G arrest in response | Meta-Anaphase Block of exit
to DMNA damage in response to in response to DNA tﬂEDNﬂ. damage arrest in response  from mitosis
replication blocks  damage in S phase io spindle damage

Human homologs

Yeast Human Cancer syndrome
- MEC1
TEL1 MEC1/TEL1 ATR/ATM Ataxia telangiectasia
MRE11-RAD50=-XRAS2 . . - :
Transducer and RADS MRE11 MRE11 Ataxia telangiectasia-like disorder
B 333?3 XRs2 MBS Mijmegen breakage syndrome
232155 RADS3/DUN1  hCHK2 Li-Fraumeni syndrome
SGS51 ELMMWRN/RTS Bloom, Werner & Rothmund=

Thomson syndromes

Kolodner et al, Science (2002)

Checkpoints slouzi bunce ke kontrole uplnosti i spravnosti prubéhu urcité ¢asti
bunécného cyklu Ci procesu — napf. bunka nemuze nechat neopravené
dvouretézcové zlomy DNA nebo jina poSkozeni DNA (podle faze bunééného cyklu

opravuje ruznymi mechanismy) _Vice v dal$ich pfednaskach



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 (kratky synteticky
peptid) 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




Funkce jednotlivych proteinu v prabéhu parovani/matingu

MAP Kinase
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Ren et al., Science, 2000
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ChIP on CHIP - Ste12p transkripéni =~ == @ &
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PRM1 2.7 1.3%10% 62 450102 Pheromone-regulated membrane protein
ERGZ4 2.7 1.3x10% 6.2 4.5%10°2 C-14 sterol reductase (adjacent to PRMT)
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FIG2 26 220104 56  9.5K10° Protein involved in mating induction
STE1Z 41  14x10% 41 3ax04 Transcription Tactor reguired for mating
FUs1 5.0 ZEX107 4.1 5.6x410°% Protein required for cell fusion during mating
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»5F1 31 <l <15 142 1A 241 554 Ren et al., Science, 2000



Regulace transkripce v haploidnich bunkach
(konstitutivni)

al, a2 + a1, a2 - transkripéni faktory, které ovliviuji transkripci 3 skupin genu

a-spec.= MFA1,2 (a-feromon), STE2 (a-receptor), STEG, 14 (Uprava a sekrece feromonu)
a-spec.= MFa1,2 (a-feromon), STE3 (a-receptor), STE13, KEX2 (proteasy)
haploid spec.= STE4,18 (podjednotky G-proteinu), RME1 (inhibitor meiosy)

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

L aSG ON

eeeeesssssss haploid SG  ON

al, a2 diploid < L aSG OFF

) eoeeeeessss oSG OFF

L haploid SG OFF
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Prepinani parovaciho typu

Chromosom Il
HML CEN HMR
—" — e
umlcena kopie MAT umlCena kopie
al, o2 al, a2

HO-endonukleasa
Genova konverse

NN

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"
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