Souhrn 4. prednasky

» Genetické metody
— Plasmidy (kvasinkové elementy)
— Integrace (plasmidy, PCR, kazety)
— Analyza funkce ne-esencialnich genu
— Synteticka letalita, epistase, suprese

Pomoci téchto genetickych metod byly analyzovany metabolické drahy, proteinovée
komplexy, evoluce biologickych systému ... pfipravovany nové kmeny pro
biotechnologie ... feSeny otazky tykajici se zdravi ¢lovéka



Osnova 5. prednasky

* Genetické metody
— analyza esencialnich genu (ts mutanty)
— tetradova analyza
— geneticke interakce
— mutageneze/“screen”
 Bunécny cyklus
— prubéh a regulace BC
— synchronizace bunek
— mechanismy regulace parovani
— homothalické kmeny



Delece/mutace genu

- Studium funkce genu — delece nebo mutace genu
- esencialni gen => bunky potrebuji gen napf. na plasmidu
- plasmid shuffling

- => bunky potrebuji funkéni gen aspon za
urCitych podminek (kondicionalni exprese nebo
kondicionalni mutanty — ts mutanty )

- => bunky potrebuji aspon ,astecné” funkéni
gen — hypomorfni mutanty

- ne-esencialni gen - lze pfimo integrovat do genomu
(pfedchozi prednaska)

- dele€ni/mutantni kmeny se testuji na zivotaschopnost ... za
ruznych podminek — dale je Ize kfizit s funkéné podobnymi
geny/mutantami a hledat jejich funkcni vztahy (synthetic lethal
X epistatic X suprese)



s Plasmid shufflin
Pokud je YFG1 esencialni musi byt v deleCni

mutanté pritomna extra divoka kopie genu
napfr. na URAS plasmidu, ktery Ize odstranit
(pomoci FOA) — analyza terminalniho fenotypu

Tran=formation

Na dalSim plasmidu mize byt vhesena
mutovana verze yfgl — jeji efekt se projevi az
po odstranéni plasmidu s divokou kopii genu
(pomoci FOA)

Podobné Ize pouzit ade2, ade3 systém s
YFG1 wt genem na plasmidu s ADE3 (kolonie
jsou Cervené diky ade2 mutaci) — po ztraté
plasmidu jsou sektory kolonii bilé (bez Ade3p
enzymu je metabolick& draha blokovana drive
nez vznika ¢erveny metabolit)




Analyza esencialnich genu:
ts mutanty

- ts mutanty jsou vyhodné pro studium funkce esencialnich genu — mutanty jsou
normalni na permisivni (25°C) teploté, ale nemohou dokongéit bunéény proces

vyzadujici aktivni protein za restriktivni teploty (37°c)
- ts mutanty = vétSinou nestabilni proteiny, které se pfi zvysSené teploté
denaturuji/ztraci aktivitu a jsou degradovany

domain 1 domain2 domain3
Ubiguitin - DHER™
protain of intarest

- ubiquitinace ,,0znacCkuje“proteiny pro proteasom (degradaci)
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ts alela DHFR je degradovana (nestabilni protein — strukturni mutace)

- fze DHFR (ts alely) s heterolognim proteinem => cely protein je na 37°C degradovan
- je mozno vyuzit pro pfipravu ts mutantnich kvasinek (flize s CDC28 — kvasinky
arestuji v G1 fazi — sleduje se terminalni fenotyp )

Dohmen et al.: Science, 1994



Rychlé vyrazeni proteinu z funkce
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Haruki et al, Mol Cell, 2008



Zivotni cyklus kvasinek

8-\/—0 - Deleci ¢i mutaci Ize provést v

haploidni ¢i diploidni bunce
O Q S. cerevisiae
haploid

- v haploidni bunce hrozi suprese

\ defektu proto je Iépe pouzivat
diploidni burnky (druh& kopie zustava
nezmenéna)

- |ze pfipravit dvojittho mutanta
kfizenim haploidnich mutant a poté
sporulaci diploida

@ RHOMBOEDRICKY

- pouzdro spory je tfeba rozrusit a
pomoci mikromanipulatoru ziskat

jednotlive haploidni burky (Ize g LlNEARNiM
provést i tzv. random sporulation) = .

- u S.pombe jsou diploidni bunky USPORADANIM
nestalé a okamzité sporuluji SPOR

(pouzdro se rozpada samo)



Tetrddova analyza
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Tetrddova analyza

Analyza genetickych interakci
(funkcénich vztah()
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Dvojité mutanty — funkcni pribuznost

haploid x haploid => diploid — stejny fenotyp - identicky gen
- bez fenotypu — diky wt alele (rizné geny)
sporulace => haploid — stejny fenotyp — epistaticky (funkéné pribuzné geny)
- aditivni az letalni (paralelni draha, redundance, rozpad
komplexu)
- suprese (mutace maze napravit puvodni defekt ...)

\4 / Epistaticky Proteinovy D Letalni
komplex

Mutageneze pomoci hydroxylaminu ... hledani (screening) letalniho mutanta —
mutageneze kmene s vypinatelnym plasmidem (promotor nebo FOA — viz
plasmid shuffling)



Studium metabolickych drah (URA, GAL ...)
... flokulace, aglutinace (FLO, AGA ...)
... sekrece , endocytozy, morfogeneze (SEC, END ... ORB)

... mechanismu parovani (STE ...) SeC

... Vlivu zareni na bunky ... rad mutanty (napf. RAD21,mutanty
RAD5S0, RAD51)

... bunéc¢ného cyklu (CDC ...)

y-zareni
(budova A3)

redici rada



o Studium metabolickych drah (URA, GAL ...)
« ... flokulace, aglutinace (FLO, AGA ...)
» ... sekrece, endocytdzy, morfogeneze (SEC, END ... ORB)
e ... mechanismu parovani (STE ...)
o ... Vlivu zafeni na bunky ... rad mutanty (napf. RAD21,
RADSO RADS51)
e ... bunécného cyklu (CDC ...)
Allele Reverts? Notes Molecular description? Reference
, G to T transversion at nucleotide
ade2-101 yes ggrc:sir;utatlon, red 190, changing amino acid 64 from | Gai and Voytas, 2005
aGlutoaSTOP
Cold sensitive; high _
his3-200 no ;gﬂ‘;‘gﬁ giitjw 1 kb deletion, (-205 to 835) f;;é?l 1985; Fasiillo and Davis
during transformation.
GTT-to-GCT missense change at
chon 69, . _
23112 | o dowlemutant | O edeoide 792, | G and Culbetion 1962
GAC-to-AAC missense change at
codon 300.
trpl-1 yes amber mutation GAG-to-TAG amber (STOP) McDonald, et al. 1997

nonsense change at codon 83
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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

banana=ban)

- 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.I)

... aktinovy cytoskelet (polarizovany rUstu)

Cell Division

—leal, tea2
end markers

Constant Length Stage

orb3, 8, 9
re-establishment
orb 1,6, 12 of cell polarity
sts5, cwg2 *
maintenance of » -
polarized growth °.. .
- -
New End
Take Off ban1, 2 3 4
maintenance of
growth direction orbs
orb2, teal, ban2 growth
activation of activation
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Verde, Mata, Nurse, JCB, 1995



Nobelova cena za vyzkum
bunecneho cyklu v roce 2001

Leland Hartwell za¢al studovat bunécény cyklus v 60.letech na S. cerevisiae.
- izoloval mutantni kvasinky s mutovanym genem - >100 genu kontrolujicich
bunécény cyklus (napf. CDC28) - také sledoval citlivost kvasinek na
posSkozeni DNA radiaci - zjistil, ze BC je pfi poSkozeni DNA zastaven — aby
ziskal ¢as na opravu DNA

Paul Nurse studoval bunécny cyklus na S. pombe - v 70. letech objevil gen
Cdc2 (homolog CDC28) - zodpovédny za regulaci vétSiny fazi BC - v roce
1987 izoloval 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
bunécného cyklu. Cykliny se vazi na CDK a reguluji jejich aktivitu.



Nobelova cena za vyzkum
bunecného cyklu v roce 2001
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point at 35° C® Plate Formation hydroxyurea

dc 3
cde 1 7 0.69 32.6 Nuclear division (;Ez a
18 0.74 30.1 '’ cdc 8 SIZE
cde 2 33 0,78 30.2 . ere 12 CONTROL

56 0.69 - = wee 1
130 0.74 5 : Early Cell
:dc 5 120 0.79 31 1 " leaky® Plate Formation Nuclear f
i v A » J ivies cdec 1
cdc 6 23 0.44 - leaky® Oivision™ 2575
121 0.38 32.1 ., -
cde 10 129 ~-0.10 20.3 DNA Synthesis mitomycin
28 —0.10 -
ede 13 117 0.64 30.5 Nuclear division  Forms multiple
cell plates
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Paul Nurse studoval bunécény cyklus na S. pombe - v 70. Itech objevil gen
Cdc2 (homolog CDC28) - zodpovédny za regulaci vétSiny fazi BC - v roce
1987 izoloval homologni lidsky gen a nazval jej] CDK1 (cyclin dependent
kinase).

Nurse et al, MGG, 1976



Bunecny cyklus S. pombe

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

H i

,
“pre-meiotic

r . ot
conjugation
)
}

stationary
phase
oy

-

Meiotic cvele Vegetative (mitotic) cyele

- nestalé diploidni buriky vstupuji do meiosy hned po konjugaci (ade6-M210xade6-M216)
- pro konjugaci je kritickd G1 faze jako u S. cerevisiae



Hoffmann a spol, Genetics, 2015
http://www.genetics.org/content/suppl/2015/
10/02/201.2.403.DC1

sekrece ... aktinovy cytoskelet
jsou dulezité pro procesy
polarizace ... v pribéhu
bunécneho cyklu ...
mating/fusion ...

- Vice prof. Svoboda

Cortes et al, JCB, 2012

Ags1-GFP

CW




S. cerevisiae




Bunecny cyklus S. cerevisiae

Cln/Cdc28 Clb1/2/Cdc28 Ci'Cele 28

activalion activation inactivation @ Actin cable
Cortical actin
1_‘:.:!{,!1

Spinaie poie
body

Nucleus
. . . ‘ Mikrotubuly
(nocodazol)

M

- zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zaCatek S faze

- rozchod jadernych plakd na opacné poly — pfechod z S do G2 faze

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

- oddéleni pupene — cytokineze — pfechod z M do G1

- oddélena dcefina burika je mensi nez matefska — nerovnocenné déleni—
pro dalSi déleni musi dosahnout urcité velikosti => dlouha G1 faze

Curr Opin Gen Dev 5 (1995)



Svnchronizace S. cerevisiae bunék

Cin/Cdc28 Cih1/2/Cdc28 Ci'Cele 28
activation actiwvation inactivation

Cortical actin
1_;.t!r,]1

Spinaie poile
body

Nucleus
. . . ‘ Mikrotubuly
(nocodazol)

M

Actin cable

- 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 bunééného cyklu — G1 synchronizace

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

- ts mutanty rtznych CDC genu — rtizné faze bunécéného cyklu



Klic¢ovym meznikem BC u S. cerevisiae je START, kdy se rozhoduje o prfechodu z

G1 do S faze:

- pro dalSi déleni musi bunka v G1 fazi dosahnout urcité velikosti
- pfi nedostatku zivin arestuje v G1 nebo posléze pfechazi do stacionarni faze

(vy€erpani zivin)

- nedostatek dusiku — rust pseudohyf
- pfi nedostatku N a C (diploidni bunky) zastavuji v G1 a zahajuji sporulaci
- haploidni bunky v pfitomnosti partnera zastavuji v G1 fazi a konjuguji
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Yeast Form Growth
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Sporulation
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ossofcom [

[—- Glucose
Elongator

MAP Kinase

cAMP-PKA

Nitrogen \

Nitrogen
Discrimination

Hoglp -
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- parovani
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- morfologie kolonii
Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)
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G1 faze - S. cerevisiae

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

- STARTovni interval I1ze rozdélit na isek Aa B

- v Useku A se rozhoduje o prechodu do stacionarni faze (mutanty zastaveneé v teto
fazi nemohou konjugovat)

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

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

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

A G, B

Cin/Cdc28
activation

300 g8

active PKA i inactive PKA!

ooooooooooooooooooooooooooooooooooo



CDC28 a cykliny u S. cerevisiae

Interakce fosforylované Cdc28p s cyklinem vznika aktivni komplex:

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

- pro vstup do S faze jsou nutné Clb5p a Clb6p (transkripce stimulovana CLN)
- zahajeni mitozy se ucastni Clb3p a Clb4p

- mitozu ukoncuji Clblp a Clb2p a jejich degradace

aclivates (I C i 28 (Ill t i 28 Clb/Cdc28

ctivatic

- / binds the H
batral
.k:"?=_—-r__f Subsrate |’ substrare . @
we _;:'g:;}
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(phosphaoryation)

G1 5 G2 L A :
Nasmyth, Trends in Gen, 1998



Bun é€ny cyklus S. cerevisiae - detall
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