Cviceni: 14. a 18.12., A7 (2.17) - plaste, psaci a kreslici potreby

Souhrn predchozi prednasky

* Regulace transkripce
— Gal4 transkripcni faktor
o transkripCni hybridni systémy
— alternativni kvasinkove systemy
* hybridni — G-proteiny
* komplementacni — DHFR, ubikvitin



Osnova (posledni) prednasky

 Chromatin
— Charakteristika kvasinkoveho genomu

— Chromosomy
e chromatinové domeény
« SMC komplexy

— Evoluce (duplikace genomu ...)

— DNA-opravné mechanismy
e NHEJ
 Homologni rekombinace

— SMC komplexy a struktura chromatinu
o Zavery



Zakladni prvky kvasinkovéeho genomu

Saccharomyces cerevisiae (Vs S.p.)

- haploidni genom - 12Mbp, 16 chromosom (chrl=0.22 — chrXII=1.6Mbp)

- délka chromosomu XlI se u riznych S.c. liSi dle poc¢tu (az 200) kopii rDNA v
repetici, 262 tRNA (pro 64 kodon(), 40 snRNA,

- Kratké centromery a ARS (100bp)

- Geny (cca 6500) reprezentuji 75% celkové sekvence (kompaktni)

- Redundantni (2000 genl duplikovano) — cca30% genomu vzniklo duplikacemi
- <5% genl (280) obsahuje introny (0.5% genomu),

- 3% Ty1-5 transposony (46% u Cloveka)

- Kondenzovany/tichy heterochromatin: centromery, telomery a HMR/HML
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Pozorovani DNA/chromosomu u kvasinek

« Chromosomy jsou u kvasinek malé a tézko pozorovatelné v mikroskopu —
barveni DNA na fixovanych preparatech pomoci DAPI (4 ,6-diamidino-2-
phenylindole)

e Pouziti flznich proteinu-GFP (green fluorescence protein) pro studium
dynamiky chromatinu (H2A-GFP, kinetochora-centromera)

« TetR-GFP represor se vaze na TetO sekvence (operon) zaintegrovane v
presné definovaném lokusu

« ChIP (chromatin immune precipitation) — specifické sekvence, ChlP-seq nebo
,ChIP on CHIP*

 3C — chromatin conformation capture

*
Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe ——

Pozadi = mtDNA




DNA v pribé&hu bunécného cyklu S. cereV|S|ae

Spindle pole
body

Nucleus
. . . ‘ MT-cytoplasmaticke
-jaderne

M

zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zaCatek S faze tj. replikace

rozchod jadernych plak( na opacné poly — prechod z S do G2 faze

jadro se protahuje — zaCatek M faze (u kvasinek se jaderna membrana nerozpada)
na zaCatku anafaze dochazi k oddéleni sesterskych chromatid a jejich segregaci

Marco et al, Cell, 2013



Orientace chromosomu

Mitotic interphase

v mitotickém jadre jsou centromery
orientovany (prichyceny) k SPB

B cortioomome (spindle pole body)

:;'F_Em v meiotickem jadre jsou telomery

bliz SPB

FISH — fluorescence In situ hybridization (1992)
Meiotic prophase

SPB

Interphase

rDNA TEL
(repetice) (&

7,

CEN

nucleolus

i TEL
TadBld &adser, Genetics, 2012



3D organizace chromosomu v S.c.
3C — chromosome conformation capture

6. Circulanzation

. 7. RE1 cutting

8. EcoP15l adaptor

En:of’1 | Eco?‘l 5l
RE1 RE1

9. Biotinylated adaptor & circulanization

1. Crosslinking

2. RE1 cutting

Br:;tirr'y'Lat—::: adaptor

10. EcoP15l cutting

-

3. lntra molecular ligation EcoP15! - EcoP1S|

11. Biotin isolation [ WNos o7

RE1 Biotinylated RE1
—— Duan et al, Nature, 2010
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Genomic position (kb) of chr XII
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Interphase
TEL

CEN

nucleolus

TEL

Chromosom XlI obsahuje rDNA
repetice, které jsou lokalizovany
do jadérka — Usek nesousedi s
zadnou z ,jadernych® Casti — je
izolovan (z ,bezpecnostnich®
ddivodi — aby nedochazelo k
homologni rekombinaci mezi
,homolognimi“ repeticemi)

Duan a spol, Nature, 2010



VSechny centromery jsou blizko sebe

Interphase

TEL

3
o CEN
J
3
=

v mitotickém jadfe jsou centromery orientovany
(prichyceny) k SPB (spindle pole body)




TEL

3D rekonstrukce chromosomu v
kvasinkovem jadre

CEN

nucleolus




Syntetické raménko kvasinkoveho
chromosomu

i

Syntetické raménko
vytvareno postupné (cca
10kbp fragmenty) — stridavé
URAS3 vs LEU2 markery pro
selekci novych kmen(
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Dymond et al, Nature, 2011

TELDSL-YP
TELOBL-XR
Okb ELOSLXR 10kb 20kb 30Kb ,msso; 40kb
TELDSL-YP ARS800 | | ARSB02
T} - _
YFLOBIW YFLOS8W YFLO52W YFLO4OW YFLO4TW
PP vroesc [ = B [ B vyrosec [ > - YFLOSOC [ > B
YFLOSTW <@l (@ YFLOB3W < yrLosow <@l YFLOSSW <Al rosaw ¥l < < 'va‘mﬁw
YFLOBBW vk pesc yFLDssc 1T LD0ZW YFLOEOC YFLOSTC yAD54C:-kanMX YFLOS1C YFLO48C :
T
\
v
Okb 10kb aneso;  20kb .\ 30kb
| ARS602 I W
X "
» YFLOS2W IR g o yAO47WLEU2 ',
(B [T e = YFLO50C [ W b (-
@  vrLossw <l vrFLosaw a <« vriosew <Tl AT
YFLOS4C YFLOS1C YFLO48C

W Vector . PCRTag D ARS @ Centomers @ LoxPsym X Deleted element @ Stop swap . Telomers seed sequence l X element
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Syntetické raménko kvasinkoveho
chromosomu

« Zachovano poradi gen( ... wt fenotyp (testovali UV, H,0, ...)

» Odstranény destabilizujici repetitivni elementy (telomery, transposony)
 Redundantni tRNA (z 275 kopii na 42 kodujicich — na extrachromosom)
« TAG na TAA stop kodony (TAG kodon uvolnén pro novou AMK)

» unikatni PCRtagy (odliSeni syntetického a wt chromosomu)

« LoxPsym na vystépeni non-essencialnich genu

Dymond et al, Nature, 2011
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Syntetické raménko kvasinkoveho
chromosomu

« Zachovano poradi gen( ... wt fenotyp (testovali UV, H,0, ...)

» Odstranény destabilizujici repetitivni elementy (telomery, transposony)
 Redundantni tRNA (z 275 kopii na 42 kodujicich — na extrachromosom)
 TAG na TAA stop kodony (TAG kodon uvolnén pro novou AMK)

» unikatni PCRtagy (odliSeni syntetického a wt chromosomu)

« LoxPsym na vystépeni non-essencialnich genu

Dymond et al, Nature, 2011

YPD YPD
(22°C) (37°C) YPD YPGE

- SRR N
AR

« Zachovan fenotyp (teplotni citlivost, morfologie kolonii, rist na G/E ...)

SC=Syntetické kompletni medium
SD=Syntetické minimalni medium
GE=glycerol/etanol




Evoluce kvasinek

prestoze jsou si druhy morfologicky podobné
a maji podobny zivotni styl
% odliSnost sekvence protein(:
— S. cerevisiae a C. glabrata ~ Clovek a ryba
— S. cerevisiae a Y. lipolytica ~ Clovék a sumka
— mezi druhy S. sensu stricto ~ mezi fady savcl

— Proteiny ¢lovéka a hlodavcl jsou si vice
podobné nez proteiny druhll ze skupiny sensu
stricto, mezi nimiz muzou vznikat
2ivotaschopné hybridy!

Lze srovnat genomy cl., krysy, mySi a kurete
a lze rekonstruovat zmeny, jimiz genomy

béhem evoluce od spolecneho predka prosly.

Genomy kvasinek ze vzdalengjSich vetvi
fylogenetického stromu takto srovnat nelze.

Potvrzeno studiemi rDNA, novéji srovnanim
rozdilt sekvenci amlnokyselln v ortolognich
proteinech.

Obr. 3. Srovnani priimérné % shody sekvence protein(i v
taxonech Saccharomycotina a Chordata

i/ 2
Yarrowia lipolytica — L
Debaryomyces —» & %.
%

hansenii -«— Ciona intestinalis

Kluyveromyces lactis — =

Candida glabrata —»

Takifugu rubripes
70/~ < Tetraodon negrovindis

~— Gallus gallusi

wes

Saccharomyces uvarum-» 80

[ Saccharomyces paradoxus —
|

| - F
Saccharomyces cerevisiae— 100~ ~<—— Homo sapiens

Saccharomycotina Chordata



Evoluce kvasinek
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. ; Eurotiomycetes
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1500 Mya M etazoa - Fu ng| | mﬁ)" S (plectomycetes)
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+
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" i i i — i Neurospora crassa
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' (rice blast fungus)
150 Mya: WGD ;
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_1.140% r@! Saccharomyces cerevisiae
80 —5"6% t (baker's yeast)
| Candida albicans
\ (pathogenic yeast)
Schizosaccharomyces ~ Taphrinomycotina
1.210% —[ pombe (fission yeast) (Archiascomycetes)
.k Pneumocystis carinii
(pneumonia fungus)
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Kluyveromyces lactis 1.580 & (anaerobic rumen fungus}
Ashbya gossypii - a0 - "
Pichia (Candida) guilliermondii | )ﬂlm«? S
Debaryomyces hansenii Plants

Candida dubliniensis
Candida albicans
Candida tropicalis
Clavispora lusitaniae
Yarrowia lipolytica




Celogenomova duplikace — Saccharomycotina

cca 30% genomu S.c. vzniklo duplikacemi => cca 2000 gent duplikovano nebo
doslo k celogenomoveé duplikaci (WGD) => a poté doslo k pfeskupovani a redukci
segmentd (i chromosomi) — 30% genomu u S.c. je pozUstatkem celogenomové
duplikace (nikoli duplikace segmentt ¢i gen()

WGD (16)
(16)
(16)L——=3
-6
9—{(16)
-2
Copy 1
A wa@m. HOHI0T
Ancestralni
chromosom

DHEH A HEHE HDH B0

Copy 2

L

A HORCHOHEHRH - KK H R

S. cerevisiae (16)

S. bayanus (16)
C. glabrata (13)

N. castellii (10)
V. polyspora (14)

pre-WGD gene order
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10




Evoluce kvasinkového genomu

« srovnani kvasinkovych genomu ukazalo na existenci ,prakvasinky“ s 8-mi
ancestralnimi chromosomy (cca 4500 geny)

« nejblize anc. genomu je Lachancea kluveri (8 chromosomu, nejméné = 15
preskupeni v genomu - viz a-0)

— 5. cerevisiae (16)_
wep (16)
Evoluce centromer Crigin of point (16) S. bayanus (16)
centromeres (16) - C. glabrata (13) post-WGD
~—1(16) -6 N. castellii (10)
-2 V. polyspora (14)
 ancestralni kvasinka prosla L 1@ o
celogenomovou duplikaci ] \# = (NP
(WGD) 8->16 chromosomu e -2 K. lactis (6)
. S (8)
= ! A. gossypii (7)
« . . « . (8) L. waltii (8) Non-WGD
nektere kvasinky nektere )
chromosomy ztratili (napf. (®) L. thermotolerans (8)
C.glabrata = 3 chromosomy) kLo o ven (8)
P. pastoris (4)
Candida spp. (8)

Gordon et al., PLoS Genetics, 2011



Lklu5

Preskupovani
chrom. bloku u
L.kluveri

——— S. cerevisiae (16)
WGD (16)
Lkiu7 | Origin of point (16) S. bayanus (16)
» centromeres (16) =) C. glabrata (13) post-WGD
o—|{(16)——6  N. castellii (10)
-2 V. polyspora (14)
a
B (|2 B
Anc1| Anc3 ) 2 1 7z rouxii (7)
L@ -2 K. lactis (6)
g (8)
e = A. gossypii (7)
®) L. waltii (8) Non-WGD
(8)
: (8) L. thermotolerans (8)
LkIug ' L L. Kluveri (8)
i,j,k,l,mn,o0
o)
Lklu3 P. pastoris (4)

Lklué Lklu2

Figure 2. Cartoon showing the rearrangements indicated by lowercase letters in Figure 1. Monocolored chromosomes belong to the:
WGD Ancestor. Chromosomes in gray boxes are extant L. kluyveri chromosomes. Events encircled by a color correspond to events on branches of the:
same color in Figure 1. Black crossed lines between chromosomes represent points of interchromosomal translocations, and square brackets along
chromosomes (events ¢, f and h) represent inversions. Arrows point to the products resulting from each rearrangement. The rearrangement for event:
o (marked with two asterisks) is not shown as it involves a reciprocal translocation located one gene from the edge of the Ancestral inference, whichi
essentially swaps the telomeres of Anc3 and Anc8 at the ends of Lklu3 and Lklu4.

Candida spp. (8)

Gordon et al., PLoS Genetics, 2011



Lklub

Lklué

Figure 2. Cartoon showing the rearrangements indicated by lowercase letters in Figure 1. Monocolored chromosomes belong to the:
WGD Ancestor. Chromosomes in gray boxes are extant L. kluyveri chromosomes. Events encircled by a color correspond to events on branches of the:
same color in Figure 1. Black crossed lines between chromosomes represent points of interchromosomal translocations, and square brackets along
chromosomes (events ¢, f and h) represent inversions. Arrows point to the products resulting from each rearrangement. The rearrangement for event:
o (marked with two asterisks) is not shown as it involves a reciprocal translocation located one gene from the edge of the Ancestral inference, whichi

essentially swaps the telomeres of Anc3 and Anc8 at the ends of Lklu3 and Lklu4.

Lklu2

LKlu7

Lklug

Preskupovani
chrom. bloku u
L.kluveri

 preskupeni prostrednictvim
rekombinace (mikrohomologii)

* L.K. neztratil chromosom -
patrné zplsobeno absenci
genll DNL4, POL4, NEJ1 -
dilezité pro NHEJ
mechanismus (oprava
poskozené DNA napfr.
dvouretézcovych zlomu, které
jsou nutné pro flize
chromosom i preskupovani =>
omezené preskupovani)

Gordon et al., PLoS Genetics, 2011



Redukce chromosomu telomera-telomera flzemi

Zygosaccharomyces rouxii ztratila 1 chromosom diky telomera-telomera
flizi 2 ancestralnich chromosomtu - soucasné ztratily centromeru
(chromosom nemiiZe mit 2 centromery — problémy se segregaci)

—— S. cerevisiae (16)_ I
WGD (16) '
Origin of point \ (16) S. bayanus (16) Telomere-to-telomere Fusion '/
centromeres (18) = C.glabrata (13) post-WGD v |
o—|(16) 6 N. castellii (10)
-2 V. polyspora (14) Anc_CEN4 / -
—1(8) o soccErG| ||
B o | Telomere fusion
\ g ul Z. rouxii (7) - 1 - %
@ 2 K.lactis (6) I
5 (8) 1 /l_/v\ |
" - A. gossypii (7) o |1
(8) L. waltii (8) Non-WGD| zyrooFo1sso 2:;730;2244 ’
(8)
(8) L. thermotolerans (8)
L. kluveri (8)
L R Lawe— —

P. pastoris (4)

Candida spp. (8) Gordon et al., PLoS Genetics, 2011



Redukce chromosomu telomera-telomera flzemi

- rozlomeni v centromere a napojeni vzniklych ramen na telomery jinych
chromozomd (A. gossypii)

- geny v oblasti telomer (neesencialni, malo transkribovany, maly evolucni tlak
- mutuji vice nez ostatni geny - telomery jako ,kotlik“ evoluce = cooking pots
of evolution)

- pfi fuzi chromozomdU se geny z telomerovych oblasti dostavaji dovnitf
chromozomu (zména miry exprese uvnitf chromozomu)

— 8. cerevisiae (16)
WGD (16) - AncS
s vt . (
Origin of point - <, beyanus(15) AAL174W ACRO029C
centromeres (16) " C. glabrata (13) pgost-WGD Anc_5.218 Anc_5.219
-—|(16) -6 N. castellii (10)
= V. polyspora (14) Fission cume, ¢ e
s [[= (8)
\ % L Z. rouxii (7)
-2 - Anc8 Anct
K. lact .
o (8) o K. lactis (6) Fusmncuc\ Lost
‘;. 1 ) AAL175W ACR026W
A. gossypii (7) Anc_8.879 Anc_6.1
(®) L. waltii (8) Non-WGD
(8) Ashbya Chr. 1 Ashbya Chr. 3
(8) L. thermotolerans (8) Result cqu
L L. kluveri (8) AAL175W AAL174W  ACR029C ACR026W
ij, k1, mn, o Anc_8.879 Anc_5218 Anc_5.219 Anc_6.1
P. pastoris (4)
Candida spp. (8)

Gordon et al., PLoS Genetics, 2011



Struktura kvasinkovych telomer

1G1a/CraA
CH B Y W ¥ MWW
Repetice ~5.5kbp 300bp
E. Blackburn, Nobelova cena, 2009
Species RAP1 consensus
taRRTGYaYRGR' No. of repeats
S. cerevisiae, S. exiguus TGGTGTGTGGGTG 1
S. castellii, S. dairensis TCTGGGTGTCTGGGTG 2
C. glabrata CTGTGGGGTCTGGGTGG 1
S. kluyveri GACATGCGTACTGTGAGGTCTGGGTGG 1
C. albicans TCTAACTTCTTGGTGTACGGATG 1
C. tropicalis TCACGATCATTGGTGTAacGGATG 1
C. maltosa CAGACTCGCTTGGTGTACGGATG 1
C. pseudotropicalis T GATTAGTTATGTGGTGTACGGATT 1
K. lactis TGATTAGGTATGTGGTGTACGGATT 1
C. guilliermondii TACTGGTGTACTGGTGG 2

5'To end of telomere —» 3’

Cohen et al., Curr Genetics (1998)



Represe u kvasinkovych telomer

a) —
3 ADEz2 | |+
3 ade2 - |-
| telomera
3 ADE?

Heterochromatin:
centromera
telomery

HMR a HML

(MAT je aktivni
urcuje haplotyp

- struktura telomery a subtelomery umlcuje
transkripci (silencing)

- ADEZ2 reporter je pod kontrolou telomer
pouze obCasné nahodné transkribovan

WM’ & - napf. HML a HMR lokusy jsou umlicene

(pouze MAT lokus urCuje parovaci typ)



Heterochromatin: centromera
telomery

HMR a HML

(MAT je aktivni

urcuje haplotyp

\/\ Ci:A/TG s DNA

(@ Rif1p, Rif2p

V Rapip

[§ Sirdp, Sir2p, Sir3p Sir proteiny (deacetylasy atd. —
_J) nhucleosome umlCuji/kondenzuji chromatin)
& Estip, Cdc13p

€. Est2p, TLC1 Estlp ... telomerasa

zodpovédna za
replikaci/prodluzovani telomer



S. cerevisiae (16)

WGD

(16)

Origin of point (16) S. bayanus (16)
entromera (19— ©. gabaia (13 postweD
_._.

(16) -6 N. castellii (10)

V. polyspora (14)

S. cerevisiae | —

8|2 _

\ % 1 Z. rouxii (7)

L@ 2 K lactis (6)
- Sekvencné specificka centromera se o ® U qoseymi ()
patrné vyvinula z plvodné @ Lwelti®  Non-WGD
repetitivni/sekvenéné nespecifické N < S—
centromery Tihkhmn o @

P. pastoris (4)
Konsensni sekvence S.c. centrome. Gandkizspp: (0]
CDE| CDEIII

ﬁﬂ " | /||
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-

bits

b ——
]
D
—
—
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i
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— =
i e
5 =] T
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AN
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Chan et al., Trends in Cell Biol, 2005



Centromera S. cerevisiae

(c) Budding yeast centromere/kinetochore
125-bp CEN DNA

[ CDEI CDElI CDEIII

CBF3
( o Ndc10

Cep3

Ctf13

Skp1

Ndc80
Ndc80

Nuf2
Spc24

Spc25

i DASH

Dam1, Duo1, Dad1, Dad2, | [ Cin8
Dad3, Spc19, Spc34, l

MT-binding < Ask1, Hsk2/Dad4, Hsk3

+TIPs {\ K

Centromere/
kinetchore

Chan et al., Trends in Cell Biol, 2005



Centromera S. pombe

otr imr cc
™ Sonp (- ()
% oo [ P—G )
cens, o o - .. o

- »> - > =« »

- pouze 3 chromozomy (13 Mbp = 3.5, 4.6, 5.7)
- velke repetitivni centromery (40-150kb) a 1kb pocatky replikace

D G — o A) GAGGCUUUCG GUUUAGUCGC
CHR1  C) WV B) AAUGCGGAGU AAGGCUAAUC ACGGUA
“}B €75 ) UCUAGCUUCG CCAUCAAUAA GUA
{© @ D) UGGAUUAAGG AGAAGCGGUA
E) ACAAGUGAUA AGAGUAGGUG U
m‘:—‘c— A3 F) UGCGCAACUC CUGCUUAUCG UC
1E"' Hp A) G) UACAAGAUAU AGCGCCACAC U
© la. B H) UGAGCAUAUC CUAAUGACAG UA

I) UGCCUAUUUA UACAuUUCCC
O eeee—a— J) UCUACCUCAG CAGUCCUUGG GAAA
CHR3 K ﬁ, K) UGUGUCCAUA UCCAUGCUGU GUCCA
cth B) L) UAAACAACUU GCAAUAUCUG CCA

Gy Reinhardt a Bartel, Science, 2002, http://www-bcf.usc.edu/~forsburg/main7.html



Pericentric Kinetochore Pericentric
heterochromatin assembly heterochromatin
S. pombe [ imr cnt [imr [ ofr
I—I F—

~20-100kb ~3kb  4-7kb ~3 kb ~20-100 kb

Dmelanogasterl lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

| 5-bp simple repeats
1 |
"' centromeric chromatin '
~500 kb

H. sapiens

|

' a-Satellite Higher-order
monomers a-satellite-arrays monomers
~0.5-1.5 Mbp

a-Satellite |

Centromera

S. pombe
B} HP1

. me-kaH3 Centromery jsou
smekatas definovany vice |
strukturou chromatinu
nez jejich sekvenci

_otr_imr_cc
' ' cent
™ 35kb C:*Dﬁ
dh
% soxe. (e P— )
_ | 60kb
cen3

< > <« > < >
Swi6/HP1 Cnp1/Cenp-A Swi6/HP1

Carroll a Straight, Trends in Cell Biol, 2006



'DNA - repetice

rDNA koduje geny pro ribosomalni RNA (chromosom XI|)
Je vysoce konzervativni
« |dentifikace a odliSovani kvasinkovych druht
» Sledovani evolucnich trajektorii
Az 200 kopii v fade za sebou
* Problem s homologni rekombinaci (lokalizace do jadérka)
e Problém s replikaci — musi probihat ve stejném smeéru jako
transkripce (probiha v S-fazi — kolize)

Interphase

8380,
it St

.gj:?

83
82(
81
800
9

-4
"]

nucleolus




Homologni rekombinace

%1

HR nutny pro opravu DSB, prepinani
parovaciho typu, restart zastavenych
replikaCnich vidlicek, integraci DNA do genomu
ale je nebezpecCny pro repetitivni sekvence

loa 1. MRX se vaze na zlomene konce DNA.
— 2. Nukleolytickd degradace 5’ fetézcl
3. Vazba RPA na 3’ jednovlaknové konce
l 4. Rad52 naklada Rad51 rekombindazu na ssDNA
@ 4 —m— (Srs2 helikdza odstranuje Rad51).
5. Rad51-filament hleda homologni DNA (Rad54).
_ l 6. Tvorba D-smycky
rioepfometen 7. Prodlouzeni 3" konce filamentu (DNA polymeraza 8)
\— 8. Vznikaji dvé , Holiday junctions”
@ N,
% _I-\q--- :/4_ dHJ
A A
l / / N rozruseny Sgs1-Top3-Rmi nebo

rozstépeny endonukleazami

SDSA

(non-crossovers)

non-crossovers

(Mus81-Mms4, SIx1-SIx4, Rad1-
Rad10, Yenl).

crossovers

DSBR

Upravené z Altmannova et al., Biomolecules, 2012



Nehomologické spojovani koncu
Non-homologous end joining (NHEJ)

1. Vazba MRX (Mrell-Rad50-Xrs2)
komplexu, Ku heterodimeru (Yku70-
Yku80) na zlomené konce DNA

2. Vazba DNA ligazy IV (Dnl4) a jejich
pomocnych proteinu Lifl a Nejl.

3. Hledani komplementarity mezi previsy
dvou koncl DNA.

NHEJ . o
5. Religace koncu

pfi opravé nekompatibilnich konct vétSinou dochazi k delecim nebo inzercim
— HR je lepsi, ale je potfeba homologni sekvence — NHEJ v G1 zatimco HR
v G2/M — dobre rostouci kultura kvasinek ma vyznamnou frakci bunék v
G2/M (proto je v kvasinkach mozna integrace homolognich sekvenci —
genetika — pouzit exponencialni kultury pro transformace)

Upravené z Altmannova et al., Biomolecules, 2012



SMC komplexy napomahaji pri HR

ChIP signal

|

r
L 7?' I

50 kb 2kb ‘ 2kb 50 kb Dlsunce(kb)

Cohesin loaded ‘ ‘ ‘ 4 ‘ ‘ Double-strand break Cohesin loaded

during S phase v Y Y Y Y ' ' during S phase
£

71 TV —

MukB homodimer Smc3 SMC6 SMC5

Nses - kohesin pridrzuje homologni
chromosomy pfi sobé a napomaha
HR
- SMC5/6 reguluje restart
zastavenych replikaCnich vidliCek
(limituje HR v repetitivnich
et sekvencich)

MukR Condensin Cnheasin SmrA/R




Kohesin ,,objima” DNA

& &2 @ @ =
: éz m-: 4 - -‘I-"‘
“ggt»\ e Aot 5 :';\‘t
T loading é& " replication £ Reparase = = .‘i
BNy ==, sy == rge) = & &
g 2 2,50, x-
SMC1 £5°4 Sccl/Raleg_ > & N i
SMC3 &= Sce3 oA g s
| w e =
=

Haering et al, 2002, Mol Cell
Kohesin je kliovy pro prlibéh mitosy — otevieni kruhu v anafazi umoznuje segregaci

Marco et al, Cell, 2013



Souhrn prednasky

 Chromatin
— Charakteristika kvasinkoveho genomu

— Chromosomy
e chromatinové domeény
« SMC komplexy

— Evoluce (duplikace genomu ...)

— DNA-opravné mechanismy
e NHEJ
 Homologni rekombinace

— SMC komplexy a struktura chromatinu
o Zavery



Prehled - zavery

Uvod — historie, vyznam

Z&kladni charakteristiky kvasinek

Kvasinky a biotechnologie

Diagnostické a molekularné biologické metody

Genetika kvasinkovych organism

Morfologie a bunécny cyklus, parovaci proces,

Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt

Struktura kvasinkové bunky, sekre¢ni drahy a endocyt6za

Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy

Organizace kvasinkového chromatinu



