... v hlavni roli :

bakterie ?!
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& sporulace je reakci na signaly z prostiedi (hladovéni, stres) a zahrnuje signalni
kaskadu, ktera vrcholi kinazovou fosforylaci transkrip¢niho
regulatoru Spo0A, ktery interaguje se sigma-faktory “vegetativni” RNA
polymerazy a méni jeji aktivitu, coZ vede k expresi nové sady “sporula¢né-
specifickych” geni Spol-VIIl (analogie s indukci u eukaryot )

& sporulace zahrnuje sekvenéni aktivaci odliSnych skupin transkrip¢nich regulatori
( analogie s genetickou kaskadou vyvoje u drosofily )

& sporulace usti ve tvorbé dvou odliSnych bunéénych typi asymetrickym délenim:
materska a presporicka buiika maji stejny genom, ale exprimuji odliSné geny
a maji odliSné fenotypy (jednoducha forma diferenciace)

& sporulace zahrnuje repozici bunécné stény
( analogie s pylovym zrnem, cell within the cell )

& kdyzZ se spora uvoliiuje, materska burka se podrobuje lyze :
soucasti vyvojového programu je bunééna smrt ( analogie s apoptézou )



... v hlavni roli :

rvoci




kontrakcéni

vakuola cytostoma

-~ bunécny
mikronukleus hitan
makronukleus

Bunééné Ustrojky —== "
trepky predstavuji = korkltralkéni
: X akuola

mikrosvet vaku

budoucich tkanti,
orgadni a tvard
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Nepohlavni mnozeni trepky — pri¢né puceni
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Priprava trepky k pohlavni mnozeni — meioza



Vlastnosti jednobunéénych eukaryot - prvoku -
jako modell vyvojové biologie - mikrokosmos

- zakonité usporddadni téla na drovni jediné burky

- fyziologické funkce zajist'uji ..Ustrojky" (cyclostoma,
vakuoly, myonemy, neurophany, trichocysty)

- bunécny pohyb vnitrni (cykléza) i lokomocni (brvy, biciky)

- zdrodecénd (mikro-) a somaticka (makronukleus) jaderna linie

- model asymetrické mitdzy a epigenetické diferenciace jader

- rozmnozovani vegetativni (puceni) a pohlavni (konjugace)

- meidza (rekombinace) a vyména jader (kombinace gamet)

- model restrukturalizace genomu (Tetrahymena, Euplotes)

- studium programované bunécné smrti (makronukleus)

- encystace (zapouzdreni) v nepriznivém Zivotnim prostredi

- symbidza s autotrofnimi mikroorganismy vede k rostlindm



NESTANDARDNI BIOLOGIE
PRVOKU

- odlisné prostredi (parentalni cytoplazma) fidi expresi alternativnich
znaku (pf. pohlavnich typu) z identickych molekul DNA

- zarodecna draha (mikronukleus) je ovliviiovana strukturou a funkci
vegetativni drahy (makronukleus)

- model strukturni dediCnosti: za strukturni variabilitu nejsou odpovedné
geny ale preexistujici bunécné struktury



(1) ZIVOTNI CYKLUS, ZARODECNA
DRAHA, APOPTOZA
HETEROGAMIE, AUTOGAMIE
(Paramecium)



The Maupas Medal : Nodes on the Ciliatology Net

Home | Frantier Cannections | Maupas | Jennings | Sonneborn | Nanney | Ricci | Orias |

Tracy Morton Sonneborn
(1905-1981)

From Anormaly to Unification: Tracy Sonneborn and the Species Problem in Protozoa.
1954--1957 by Judy Johns Schloegel

Sonnebom's personal and intellectual gifts were

always disciplined and keptin ched by a ruthless

sidney Altman Thomas R. Cech dedication to the Truth. He had schooled himself to

mistrust the easy answer, the expected solution. He
(D 13-'2 of the prize (D 1’;'2 of the prize would not allow himself to find in the laboratony what

he had discovered in the air orin his own mind.
Canada and USA Usa

He was fascinated by, riveted upon. Nature,

Yale University University of Colorado ipeling e piEetSp sy HEn S ponsu s on e
Mew Haven, CT, USA Boulder, CO, USA el ikt e e

harsh critic, both of himself and of others. But for this
b. 1939 b. 194? reason he was also a source of confidence and

inspiration to those with whom he shared his

rigor....D.L. Nanney

»velky otec unikatni trepky*



(1) Vegetativni buinky se mnozi
binarnim Stépenim (vegetative fission).

(2-3) Meioza mikrojadra konci selekci jednoho
aploidnich produktl jako gametického jadra
a degeneraci zbyvajicich, zaCina zanik
makronukleu.

| Paramecium

(4-5) Dalsi déleni vybraného jadra vytvori dvée
identicka haploidni jadra, v pribéhu konju-
gace si g¥é bunky jadra vyméni (pfi autogamii
dvé identicka gameticka jadra fuzuji) a nasle-
ig’karyogamie za vzniku diploidni zygoty.

2

. meiosis \ 3
zygote 4
formation
mac 5
8\ differentiation
7

(6-7) Dvé pridatna post
nediferencovana mi

rgoticka déleni tvori
0- a makrojadra.

ifefenciace makro- a mikrojader,

6 fragmentace maternalniho makronukleu.

o (9) Karyonidalni déleni: nova makrojadra
© jsou distribuovana do dcefinnych bunék bez
déleni, zatimco mikrojadra segreguiji do

potomstva mitézou.




(1) Vegetativni buriky se mnozi
binarnim stépenim.

(2 -3) Meioza mikrojadra koncCi selekci jednoho
z haploidnich produktl jako gametického jadra
a degeneraci zbyvajicich.

Q
. (4-5) Dalsi déleni vybraného jadra vytvori dvé
——identicka haploidni jadra, v pribéhu konju-

gace si dve bunky jadra vyméni a nasleduje
karyogamie za vzniku diploidni zygoty.
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format|on ve pridatna postzygoticka déleni tvori

nediferencovana mikro- a makrojadra.
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(7-8) Diferenciace makro- a mikrojader,
parentalni makrojadro se stava pyknotickym,
jedno z novych mikrojader také degeneruije.

(9) Karyonidalni déleni: nova makrojadra
degenerace jsou distribuovana do dcefinnych bunék bez
déleni, zatimco mikrojadra segreguiji do
| Tetrahymena potomstva mitdzou.




(2) VEGETATIVNI MAKRONUKLEUS a
GENERATIVNI MIKRONUKLEUS,
histonové varianty, acetylace, metylace
a fosforylace histonu



Odlisna charakteristika histoni makrojadra a mikrojadra u Paramecium

histone chromatin
properties comEosition modifications




(3) PARENTALNI =
CYTOPLAZMATICKA DEDICNOST
zahrnuje siIRNA | symbionty



a. Mendelian segregation b. Maternal inheritance

. |
of a pair of alleles Mendelovska o mating types (vat(.)f)/azmatické
versus maternalni O (pohiavni g dedicnost)
genetika trepky typy)
WT mutantni
homozygot
homOZyQOt krizeni yo krizeni
conjugatlon conjugatlo

+/m O o pohlavnim typu
identita rozhoduje
hetero- e F1 parentalni
zygota F1\ akronukleu

autofertilizace

autofertilizace
/ \autogamy / \ autogamy \

+/+ +/+ O O E
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NESTANDARDNI| BIOLOGIE
PRVOKU

(4) Strukturni dédicnost kortexu biCiku (transplantace Casti
kortexu vedou ke zméné orientace, ktera je vegetativne i
pohlavné-parentalné dedicna), potvrzeni bunécné teorie

Virchowa (19. st.), epigeneticka strukturni dediCnost je
klicem mechanismu zivota (podobneé replikace DNA,
priony, centrioly Ci centromery)
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Structural Inheritance of Cortical Unit Polarity in Paramecium

(a) Immunolabeling of basal bodies and ciliary rootlets highlights the regular organization of parallel cortical rows of wild-
type cells. Shown are ventral (left) and dorsal (right) views. (b) Dorsal view of a cell exhibiting disruption of the regular
organization due to the reversed antero-posterior polarity of a few rows of cortical units. Basal bodies immunolabeled in
red, and ciliary rootlets in green. () Enlargement of a patch of cortex shows the reversed orientation of ciliary rootlets in
inverted rows (1) relative to normal rows (N). (d) Schematic of basal bodies (green circles) duplication during growth; each
is shown flanked on its right side by an anteriorly oriented ciliary rootlet (purple) and two microtubular ribbons. Duplica-
tion occurs with a fixed geometry: Each new basal body is positioned anterior of its parent, ensuring identical polarity. (e)
The repeated duplication of basal bodies within each row maintains homogeneous orientation indefinitely.



(5) Uml€ovani genu prostfednictvim RNAI
principu, injekce do mikrojadra Ci krmeni dsRNA
E. coli vede k nedédicnemu umlcovani (ke
stabilizaci chybi H3K9 metylace)



(6) EPIGE[\IETICKA RESTRUKTURALIZACE
MAKROJADRA - presné intragenové delece
a nepresné fragmentace chromozomu
(obrana genomu — delece transpozonu a
repetici), uloha siRNA



Paramecium: precise and imprecise deletions

-TA*G 4T3)n

- v pribéhu vyvoje nového makrojadra trepky dochazi k presnym delecim 5-~TA-3‘ vazanych IES (internal eliminatec

sequences — kratké unikatni useky DNA v genovych a negenovych oblastech) plus nepresné delece — vysledkem je
castecna fragmentace genomu (G4T3)

Tetrahymena: imprecise deletions and
chromosome fragmentation

-v prubéhu vyvoje nového makrojadra hrusticky dochazi k nepresnym delecim IES asi v 6 tisicich
lokusech, fragmentace chromozomu je specifikovana konzervativni 15 pb sekvenci = CBS =
chromosome breakage sequence)



(7) PARADIGMA d48: aberantni dediCna
delece genu A (povrchového antigenu) v
makrojadre nema podstatu v DNA mikrojadra,
cytoplazmaticka dedicnost pfri krizeni s WT,
rescue pres injekci genu A do makrojadra,
nahrazeni mikrojadra nema vliv



a.Wild type autogamy

Generation n Generation n+1 Epl_genetlka tr’ansgenem
indukovanych deleci

u trepky

mic

(a) Reprodukovatelné
(= dediéné)
restrukturalizace
mikronuklearniho genu A
v makronukleu

mac

lost ‘ ‘

N\ 7S 7
telomery

b.Transgene-induced deletion upon autogamy

(b) Introdukce kopii transgenu

mic A do maternalniho
makrojadra indukuje
uplnou deleci endogenniho
‘ A . genu A v pohlavnim
Mac | g — potomstvu, kdyz se novy
A. " — makronukleus vyviji
| ] z WT-zarodeéné drahy.
¥ —p—i lost
— K\ [ —— ) L )) Makronuklearni telomery
J \ blokuji gen A.




a. Wild type
!generation n Generation n+1

Epigeneticka dedicnhost

Gen A lezi pobliz /A S i g———————
heterogenniho [ - mutace d48 a jeji zachrana
konce chromo-
zomu makrojadra A| ) .
usporadani se | | g g N\ . (a) Standardni typ
presné dédi S ,
pfes mikrojadro | > “) lost fymac
telomery

(b) Mutace d48 postrada gen A
v makrojadre, ale ma jej v mikro-
jadre (to je tedy WT). Gen A je
S — reprodukovatelné deletovan

[—- T™N [—- v pribéhu vyvoje makrojadra
k_'" B o K— v kazdé generaci.

cRescued d48 (c) Transformace makrojadra
DNA sekvenci genu A specificky
restauruje amplifikaci genu A

i : L = 1 ve vyvijejicim se makrojadre
‘[i:_. A —~ E—D——- pohlavniho potomstva.
4 g

/) lost




Cytoplazmaticka dédi¢nost kappa castic (Caedobacter taeniospiralis)

u trepky
(a) (b)

N konjugace S &
y autogamie *
nebo o nebo Q nebo O

Dédicnost zabijecskeho fenoménu pri konjugaci trepky. Krizeni mezi infekénimi (KK) a senzitivnimi jedinci (kk)
bez predavani cytoplazmy (a), resp. s vyménou casti cytoplazmy (b); je vyznaceno vzdy jen jedno mikrojadro. Svétlé tecky
v cytoplazmé predstavuji parazitické bakterie (Castice kappa). Gen K zodpovida za schopnost trepky udrzovat ve své bunce
bakterie, kdezto recesivni alela & tuto schopnost nema (tyto trepky jsou naopak k zabijectim senzitivni). Pokud pfi konjugaci
nedojde k vyméne cytoplazmy, bakterialni infekce se neprenasi. Zasadné¢ se tedy zabijec¢sky fenomeén predava maternalne.



HOUBY (FUNGI)

- HLENKY (Dictyostellium discoideum)
- OOMYCETY (Phytophtora infestans)
- ENDOMYCETY (snet Ustilago)
- ASKOMYCETY - vreckovytrusé houby
(Saccharomyces cerevisiae, kvasinka pivni;
Schizosaccharomyces pombe, kvasinka pudni —
Hartwel, Hunt a Nurse NC2001;
Neurospora crassa, chlebova vlaknita plisen —
Beadle a Tatum NC1958)



... v hlavni roli :

hlenka






Dictyostelium dlscmdeum

- hlenka ol vyvijejici
T | se plodnice
2/ Lulminace (o
migrace N
4 stonek | N
»slimak*
24 ey |
- ,kopec* i Spory |
e hodi |
agregace myxamoeby zrald
plodnice

bunécéné proudy (CAMP)




DICTYOSTELIUM : prechod od jednobunécnych
k mnohobunéénym formam
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Agregace myxaméb hlenky :

améby ..proudi* smérem k ohnisku,
kde vytvdreji nejdrive kulovity mnohobunécny
dtvar, ktery postupné diferencuje v plodnici

k

A

mnohobunéény
utvar




Chemotakticka reak
amébovych bunék :
pohyb ke gradientu
cyklického AMP,

vazba nha membranové
receptory, tvorba

indukce, <%s 2% %"

vybé&zku / / T

pseudopodii

vae * cAMP siandl - CcAMP signal
SrncMSQn’aL.l OO0 O
a chemotaxe ameb : améba - chemotaxe

burika vysila puls cAMP,
ten indukuje chemotaxi okolnich

bunék, které poté samy tvori Q‘ C>. g/ﬂ,@l Al
cAMP signdly (stridani pulsa GC stafeiag y
.citlivosti a hluchoty")
;O@O@O;




Tvorba plodnice hlenky :

migrujici pre-stonkové
buniky vynaseji pre-sporové
bunky k vrcholu plodnice

pre-stonkové '[\>
buiiky vpiedu [V

=

SpOrove
bunky

stonkové
(/ bunky

bunky

'fﬁ bazalni
i
AN desticky




Lokomocni stadium ..slimdka" ma specifické usporaddni
bunék: pre-stonkové bufiky AB se premist’uji dozadu a
jsou nahrazovdny derivaty predspoérovych bunék

pre-sporove bunky pre-stonkové bunky O/ALC O A

budouci bunky  pre-stonkové
bazalni desticky bunky AB
posterior anterior




Charakteristika modelu hlenky :

- jednobunéény ,,zivoCich* se v prubchu Zivota stava mnohobunécnym

- vznik socialni komunity jako reakce na vnéjsi prostredi

- studium periodicke emise signalli, chemotaxe, tvorby tvart

- ,Stafetovy* €1 ,,kuryrni systém prenosu cAMP signalu

- diferenciace ameb v odlisné typy bunék :
hypotézy pozi¢ni informace €1 roztfidéni bunck

- ablace urcitych bunék slimaka zplisobi zménu ptvodniho
vyvojoveho urc¢eni buncék

- bunky se stavaji predurcenymi ke tvorbé stonku pii vyssi koncentraci
cAMP a diferen¢niho induk¢éniho faktoru (DIF, chlorovany aromat)

- dalSim morfogenem je amoniak

- hlenky Z1j1 obvykle jen vegetativnim Zivotem

- pf1 pohlavnim mnoZeni se vyskytuje konjugace 1 kanibalismus



... v hlavni roli :

kvasinky




Prepinani konjugaénich typu u kvasinek
Saccharomyces cerevisiae ( MATing type switching)
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& mnoZeni kvasinek pu¢enim haploidnich ¢i diploidnich bunék

& haploidni buiiky maji konjugacni typ a nebo a (alely MATa ¢i MATa
lokusu MAT), tyto fuzuji za tvorby diploidnich bunék

& alternativni alely MAT koduji odliSné transkrip¢ni regulatory,
které aktivuji expresi konjuga¢né-specifickych genu

& haploidni buiiky prepinaji konjugacni typ kaZzdou generaci (genova konverze mezi
aktivnim lokusem MAT a jednim nebo dvéma lokusy na stejném chromozomu

& bunécné déleni haploida dava vznik jedné buiice stejného typu a druhé burice
(materské) druhého typu (analogie s kmenovymi bunikami Zivocichu)

& prepinani konjugaénich typu zajiSt'uje rovnovahu v populaci

& prepinani konjugac¢nich typu zahrnuje tvorbu novych transkrip¢énich faktori
s naslednou zménou fenotypu (jednoduchy model diferenciace)

& MAT-kddujici transkrip¢ni faktory obsahuji homeodoménu
(analogie se ZivoCichy a rostlinami)

& lokusy HMLa a HMRa jsou inaktivni, protoZe jsou soucasti reprimovaného
chromatinu (analogie s epigenetickymi procesy u Zivocichi a rostlin)



Kvasinky 3.

Kwvasinky jsou jednobunécne houbové mikroorganismy. Wét€ina kvasinek patfi do tfidy vieckowytrusnych hub, nékteré vEak i do tiidy hub stopkowitrusnych, a proto
spoleénd netvofl taxonomickou skupinu. MNetvoif plodnice, mno#i se zejména nepohlawng a je pro né charakteristicky zplsob déleni bunék, takzvané puéeni. Maohou se
mnoZit 1 sexudlng tvorbou viecek, kieré vEak nejsou uzavfena v Zadnych plodnicich (tedy askokarpech).

Metvofi Zadné pravé myceliaini struktury, pouze pseudomycelium, které se podobd koloniim jednobungénfch organismi.

Kyasinky jsou hojné wyuZivany v potravinarstyi a hiotechnologiich. PouZivaji se napfiklad pfi wyrob& vina, piva nebo chleba. “yuZiva se jejich schopnosti kvageni. Jsou ale
mezi himi | pvodci nemoci, jako je napf. Candida albicans.

Ohsah [zkryt]
1 4zkurm
2WZnam a wyuZit
3 Strukturni komponernty
3.1 Bungééna sténa
311 Jimwy
3.2 Cytoplazmaticka membrana
3.3 Jadro
4 Sekrecni driha u kvasinek
4.1 Endoplazmaticke retikulurm
4 2 Ribozomy
4.3 Mitochondrie
4.4%akuola
4 5 Cytosal
5 Bunécny cyklus
5.1 Zivatni cyklus kvasinek Schizosaccharomyces pombe
6 RozmnoZovani kvasinek
6.1 Wegetativni rozmnoZovani
6.2 Pohlavni rozmnozovani
7 Genetika kvasinek
71 DA
2 Metabolismus
9 Taxonamicke Elenéni
9.1 Ascomycetes
92 Basidiomycetes
10 vWznamni zastupci kvasinegk
101 Primyslové wznamne kvasinky
10.2 Patogenni keasinky
11 Odkazy
11.1 Literatura
11.2 Reference
11.3 Externi odkazy

Snitnek kvasinek Seccheromycesg
cerevisiae v DIC kontrastu




é - * - @ @ @ ﬂ |E| http:f fenana, sci. muni. czfmikrob/Miniatlas sacch.htm |7| b] |'|schizosaccharomyces - A

L O-9-

SACCHAROMYCES CEREVISIAE Hansen

Taxonomickeé zaiazeni: Ascomycetes

O — »Pivni kvasinka“ = budding yeast

Druhy, které vytvafei kulowité hladkosténné askospdry a jejich asky pfetrvavai, rozdéhyeme na dva rody:

1. Zygosaccharawpees- bufiky j2ou ve vegetattnd fam haploidnd a ne¥ se wytvol askous, mus se spajet nezawisle bufiky nebo must dojit k somatogamni autogarmi.

fer e

2. Saccharomyces- butiky jsou ve vegetatind faz diploidnd a tyto diploidnd busilkey se pfimo méni na asky. Spéry se spéji nebo nejprve kit a potom se spéji na diplotdni spéry, které kiiti na diploidnd busily.

Jeji genom (14Mbp) je sloZen z 16 miniaturnich

Synonyma S.carevisiae Harisen subsp. cerevisice ° , . . ,
samesdpedes  CHromozomu — proto se u ni studuje telomericky efekt.
Saccharomyces cerevisiae var.ellipsoideus
Saccharamyces iicis . -
Saocharamyess Vini-muniz
Saocharamyees vardermanii
Saocharamces bayvanus
Saccharomyeas willianus
Saocharamyees sake

Saocharamyees cratericus

Saocharar Voes carg ViSIRE Var. cralericus
Saecharomyess intermedius
Saccharomyces pastorianus
Saocharamyees turbidans
Saocharamyces carevisiae var turbidans
Saccharomyces validus

Saccharamyces brasiliensis
Saocharamyees batatae

Saocharamyees muliisparus
Saccharomyces tokyo

Saccharamyces yedo

Saccharomyces coreanus
Saocharamyess anamensis
Saocharampyees marschalianus
Saccharomyces globiisus

Saccharomyces tubiformis
Saccharomyces cerevisias var.tetraspora
Saocharamyees intermediug var furicensis

Saccharomyces festinans




ZIVOTNI CYKLUS KVASINKY SACCHAROMYCES

Kvasinky se déli mitotickym
/ﬁ (@D C@)r\ délenim jak v haploidnim, tak i
=" J\.@ @ hap,md (o) Vdiploidnim stavu.

t 1 KFiZzeni (mating) se odehrava
spontanné v blizkosti haploidnich
el bunék odliSného pohlavniho typu.

Existuji dva pohlavni typy — a, a,
vytvareni odliSné feromony a
/&\ receptory.
(O .
wervee @3 o l Sekrece feromonu zastavuje bunéc-
(diploid) iy ny cyklus opac¢ného sexu v G1 a
© dochazi k indukei kFizeni.

STARVATION . . ’ o
Diploidni stav potlaCuje proces

@ matingu.
L @ Meioza a sporulace jsou indukovany

GERMINATION ®@@ GERMINATION hladovenim, jen v diploidnim stavu.




TELOMEROVY POZICNI EFEKT U SACCHAROMYCES

TPE of URA3 expression in S.cerevisiae Ura3 protein konvertuje
5-FOA (=fluorooroditova

Telomere ural3- kyselina) na 5-FU (fluorouracil),

- inhibitor DNA syntézy
’Q vedouci ke smrti.
reporterovy gen URAS3

URA3 Integrace genu URA3 do hete-
rochromatinu vede k represi
Chr VIIL :: URA3-Tel genu URAS3 v nekterych

No. of cells: 106 105 104 103 102 10 bunkach kolonii.

Sir2 Postupné fedéni bunék
YPD umoznuje kvantifikaci represe.
W = normalni
yku70 meédium Mutanty sir2 a yku70 netvofi

telomericky heterochromatin,
tedy konstitutivné exprimuiji
+ 5FOA gen URAS a za pritomnosti
= potencialné 5-FOA umiraji.
toxicky substrat

Sir2
wit
yku70




TELOMEROVY POZICNI EFEKT U SACCHAROMYCES
reportérovy gen ADEZ2 — tvoii bilé kolonie, zatimco mutant ade?2

TPE of ADE2 expression in S.cerevisiae

Telomere ADE2
-~ b :
ade’2”
R e
adez-
ADE2

ade2”; ADE2-TelVR

variegated
repression

vytvari Cervené (diky akumulaci Cerveného
intermediatu v biosyntéze adeninu)

- integrace genu ADEZ2 do

blizkosti telomery muze vést
k epigenetickému umlCovani

O
©

S &

red and white sectors

- epigeneticka povaha ADE?2
represe je viditelna uvnitf
kolonii jako barevneé sektory

- stav aktivity/umlCeni je
monitorovan timto barevnym
testem a ukazuje miru lability/
dédicnosti represe

- jev vice nez podobny pozicnimu
efektu u drosophily (oko)



POHLAVNI TYPY KVASINKY SACCHAROMYCES

@ a haploid

Mating Type a haploid
Switching / | 1\

OJOXOXO,

v/ oacor
a factor M
{ ro\ ™ (.'/ 5 /. ; ;
(0><8 Conjugation

W 5

@ a/a diploid

V prirodnich podminkach jsou
kvasinky jsou schopny prepinat

pohlavni typ po kazdém bunécném
cyklu.

Typ zmény je zahajen endo-
nukleazovou aktivitou (HO), ktera
iIndukuje site-specific ds-break

v lokusu MAT.

Mechanismem genoveé konverze
je pak transponovana informace
0 opacneém mating-typu z konsti-
tutivné umiCeného donoroveho
lokusu (HMLa. nebo HMRa) do
aktivniho lokusu MAT.



POZICE UMLCENYCH A EXPRIMOVANYCH MATING-TYPU NA CHR. IlI

Chromosome ll| HO endonuclease
HMLa a HMRa

HMLa RE  MATa HMRa

- Aktivni lokus MAT je schopen prepinat genovou konverzi jednou za bunécny cyklus
prostfednictvim ds-zlomu indukovaném HO endonukleazou.

- Procenta ukazuiji frekvenci, se kterou nastava genova konverze, ktera nahrazuje
MAT lokus opacnym typem.

- Smér prepnuti je fizen zesilovacem rekombinace (RE).

- Pouze HM, ktera je kopirovana a integrovana do aktivhiho MAT lokusu, je schopna
transkripce.



Transcriptionally silent domains and silencer elements
HMLo MATa HMRa

. a’ al.

00 i I
o2 al

MATo

1.6 kb § 23kb§

AN -

pinding site O = ORC consensus  [[I] silenced chromatin region

R = Rap1 binding site A = Abf1

cimi DNA elementy, které se nachazeji na okrajich uml¢enych genu. Tyto silencery
se nazyvaji E (essential) a | (important) a poskytuji vazebna mista pro umlCovaci
proteiny Rapl (R), Abfl (A) a ORC (O).

- Telomericky heterochromatin je umlCovan nezavisle na lokusech HM (i kdyz jsou
umistény subtelomericky), iniciovan u telomer prostrednictvim mnoha vazebnych
mist pro protein Rap1 (R).



Silent Information Regulatory
PROTEINS (SIR1, SIR2, SIR3 a SIR4)

- Zajistuji represi umi€enych HM lokusu, mutace sir2, sir3 a
sir4, mutace vedou ke ztraté konjugace (souCasna exprese a,a) a sterilité

- Mutace sir1 zpusobuje, ze pouze frakce MATa bunék neni
schopna vzhledem ke ztraté HM represe konjugovat:
tyto alternativni stavy (mating a non-mating) jsou pfi bunécnych délenich
dédicné — priklad epigeneticky fizené represe

- Proteiny SIR1, 3 a 4 jsou pfitomny jen u Saccharomyces (kvasinek)
- SIR2 patfi do rodiny NAD (nikotinamid) - dependentnich histon deacetylaz,

vysoce konzervativnich uml¢ovacich proteinu
od bakterii az ke ¢lovéku



MODELY KVASINKOVEHO HETEROCHROMATINU

Oba typy umiCovacich mechanismu vyuzivaji SIR komplexy (Rap1, Sir2,
Sir3 a Sir4): telomery navic vyuzivaji proteiny Ku, HM lokus faktory ORC, Abf1 a Sir1

Telomeric heterochromatin

TG,grepeats o ©) Ku70/Kugo -Telomericky heterochromatin
se ohyba a tvori CepiCku, ktera
brani telomeru pred degradaci
a ktera kondenzuje a umiCuje
prilehlé geny.

» RNA Pol Il / TBF B,E
\QMA: dam methylase
</ HO endonuclease _ ’
restriction enzymes - HM heterochromatinova

doména mezi umlCovacimi
elementy sestava z komprimo-

SIR complex

&3 vanych nukleosomu
Sird Sir4
Silencer Repressed domain  Silencer 3, acetyl group Jak telomerické, tak HM oblasti
-@ jsou nedostupné pro transkripci
s R i degradujici enzymy.

HM heterochromatin



SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE Lindner

Taxonomické zarazeni: Ascomycetes

o ’ . “« _ g .
o — ,pudni kvasinka“ = fission yeast
Synonyma Schizosaccharomyces vorderman

Schizosaccharomyces mellacer

Schizozaccharomyces formosensis

Schizosaccharomyces formosensis var. alcoensis

Schizosaccharomyces formosensis var tapaniensis

Schizosaccharomyces santawensis

Schizosaccharomyces sattol

Schizoszaccharomyces iguefaciens

Zchizosaccharemycas acidodevoratum

Schizosaccharomyces pombe var acidodevoratum

Zchizosaccharomyces mahdevorans

Morfolosické mmaky:

Twvar a veliost vegetativnich bunélk [pm] Vytvar kulovité, elipsoidnd i kratké valetkovité buiiky, Vellcost bungk je (3-312(5-15) Mékdy narfistajl do délky aZ 20 Pseudomycelum se newytvafd, jen k

Wehled a konzistence kolonil: Folonie a natér jsou krémové af swvitle hngde, mekke, hadké nebo slabg mrasnéné. Olkraj je celistry. Kolonie rostou pomerng pormaly, primém# 2,18 mmf100 h

Charakter ndriistu v kapalném medny: V kapalném #wném prostiedi pit teploté 207 C se na povrchu kapaliny wytvéii po trdnu pratenec.

Zpisob rozmnozovani:

Wegetatvni rozmnoZovant - Vegetattvng se rozmnofuge délenim pfehradlcam.

Pohlawnd rozmnofovin - Tvorbg askil pfedchdsl izogamnd konjugace. W homothalicksch kmenech se wtvdi spdry na sladinovim azam uf asi za tiden. Spéry se v zralost uvolfing z askf tak, Ze st
zpravidla 4 spory, ale milZe jich tam bt méné. Spéry jsou kulovité nebo elipsoidnd a barw se Lugolovim roztoleem na modrofialove. Spdry uvolnéné £ aslkd) se hivloyl.

Jeji genom (14Mbp) je slozen z pouhych tii velkych chromozomiu —
proto se u ni studuje centromericky pozi¢ni efekt.
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Leland H. Hartwell

® 1/3 of the prize
usa

Fred Hutchinson Cancer
Research Center
Seattle, wWa, USA

b. 1939

Tim Hunt
® 1/3 of the prize
United Kingdom

Imperial Cancer
Research Fund
London, United Kingdom

b. 1943

. The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2001

Sir Paul M. Nurse
® 1/3 of the prize
United Kingdom

Imperial Cancer
Research Fund
London, United Kingdom

b. 1949
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chromosome
condensation

Primarné haploidni jednobunécny organismus.
Bunécny cyklus trva 2 hodiny, ma kratkou G1 a
dlouhou G2 fazi, hladovéni vyvola synchronizaci
Chooreaation vV G1/S, G2 nebo metafazi.

nuclear

spindle formation

Stejné jako S. cerevisiae mUze prepinat pohlavni
(haploidni) typy, plus (+) minus (-), fizeno epigene-
ticky umlCenymi kazetami mat2-P(+) a mat3-M(-),
informace pro+/- spocCiva v aktivnim lokusu mat1.

i Pri N-hladovéni dochazi ke konjugaci +/- (karyo-
c;-njugati'on/ gamie), vznika diploidni zygota, replikaci dojde
* ’ k tetraploidizaci, potom parovani a rekombinace

homolognich chromozomu, meioza | a |l.

4 * nuclear fusion,
germination : » replication,

@@é@ i =L T

mEn (ot

meuos1 I

Vznikaji 4 separovana haploidni jadra-spory ve
viecku, jejich vykliCeni vede k nastartovani
vegetativniho rdstu a mitotického déleni.

Byly zkonstruovany laboratorni kmeny, které
maji stabilni pohlavni typ (+ nebo -), pfipadné
jsou diploidni.

sporulation .

000 o

Life Cycle of the Fission Yeast, S. pombe




Model heterochromatinizace centromery u S. pombe

m --Xﬂ” — HX-- m Chromatinové umlCovani je odliSné
e T p—— " od S. cerevisiae (SIR proteiny):

outer repeat central domain outer repeat

u S. pombe je to kombinace jiné
1 modifikace histond (zejména H3K9

AR metylace) a RNAI.
4 '}'} 2z }'} Na rozdil od N. crassa a vyssich
eukaryot nejsou metylace cytosinu.
Heterochromatin cﬁrth::a-ﬁn Heterochromatin
Ly -
wiss Sima | Stejné jako u vysSich eukaryot se
Mis15 Mis17

umlcCuji i centromery (a u nich
umistené geny).

Fta2 Fta3 Fta4



VARIEGACE CENTROMERICKY LOKALIZOVANEHO MARKEROVEHO GENU ade6™
u Schizosaccharomyces pombe

kontrola v
wt ade6” jiné lokaci
|
rozsahlé
variabilni wt uml&ovani
exprese
ade6+, mutace v
SWie S metylaci
bunky H3K9
s funkénim
genem dcr1A mutace
jsou bile diceru
ade6”gene inserted in the ade6”gene inserted in the (RNAi)

central domain of centromere 1 outer regeats of centromere 1
|

reporterovy gen ade6* — tvofi bilé kolonie, zatimco mutant ¢i umilCeny gen tvofi Cervené
kolonie Ci sektory (diky akumulaci Cerveného intermediatu v biosyntéze adeninu)



Neurospora crassa — PLISEN chiebova - Ascomycetes
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@ Medicine 1958

"for their discovery that genes act by
regulating definite chemical events”

,ONE GENE — ONE PROTEIN"

(Neurospora research)

George Wells
Beadle

Edward Lawrie
Tatum

@ 1/4 of the prize
usa

California Institute of
Technology (Caltech)
Pasadena, CA, USA

b. 1903
d. 1989

@ 1/4 of the prize

usa

Rockefeller Institute for
Medical Research

Mew York, NY, USA

b. 1909
d. 1975

2fh The Nobel Prize in Physiology or

"for his discoveries
concerning genetic
recombination and

the organization of

the genetic material
of hacteria”

Joshua Lederberg

@ 1/2 of the prize
Usa

University of Wisconsin
Madison, WI, USA

b. 1925
d. 2008
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ZIVOTNI CYKLUS VLAKNITE PLISNE NEUROSPORA CRASSA

tvorba oranzovych konidii s 1-vice jadry
vede k novym vegetativnim kulturam
nebo plodnym kfizenim

haploidni ™
vegetativni rust je iniciovan bud A mycetues il A conidia
z pohlavni spory (askospor — ‘
pb pl ry ( pory) i » J N )
nebo asexuaini spory — a - pohlavni faze tvofi
S%?C;dr:z);n\;ir:ﬁsm " T — ' myce“u ~plodnice (protoperithecia),
- = hyfa trichogyne
(hyfy) ?';]ermlnated ' i ny i 1ad gy *néh
hlavni t S — ulovi jadro opacného
2\0 g A a trichogyne SeX-typu
o JSOU a conidia a protoperithecium
morfologicky = 2 \{ ascus
neodliSené

ascogenous ’ ;ém

hypha with
A and g

= nuclei = -
diploid nucleus N dlouha
 conjugate. heterokaryoticka faze

_ , .  meiosis
meioza a nasledné mitéozy e l Sootear,

vedou ke vzniku asi 100 asci (caryogamy)
(viecek) odvozenych karyogamie (fuze
z maternalniho jader, diploidie)
Ci paternalniho jadra




TRI epigenetické procesy, DNA Methylation; Quelling = potlageni genové exprese

které vedou ke konzervaci , A conidia
struktury genomu u A mycshum
Neurospora: outgrowth
A )/
il outgrowth T
ay a mycelium
germinated
ascospores

>

4 trichogyne

a conidia a protoperithecium
ascus =

ritheci ascogenous f nut
perithecium hypha with o m
and

= nuclei = . )
diploid nucleus

ot ‘ ke

MSUD = meiotlc sﬂencmg RIP = repeat-induced point mutation
by unpaired DNA

meiosis

Life Cycle of N. crassa




haploidni
spory

W Y

duplikovany
gen (na dvou

chromosomech)

l fertilization

hetero-
karyon

i

AL

metylacni
umlCovani
(= RIP)

RIP

‘ premeiotic DNA synthesis

¢ karyogamy

meiosis

Ctyfi mozné kombinace
chromozomu

Vv potomstvu
(==C-T tranzice,

m = metylace DNA)

Eric Selker (U of Oregon, 1990)

Repeat-Induced Point Mutation

Obranny systém genomu,
jakakoli duplicitni vnesena Ci
prirozena sekvence DNA
indukuje metylaci de novo.

Metylcytosin je Cetné pri replikaci
DNA deaminovan za vzniku
tyminu (bodové mutace).

RIP omezen na sexualni fazi,
souvisi s metylaci a acetylaci
histond, likvidace repetici ma u N.
crassa znacny dopad pro evoluci
genomu.




Metylace DNA

Cytosin 5-Metylcytosin

1I\IH2 1I\IH2

C 2 C

Z DNA metyltransferaza 2\

N @ d N Tc-cn,
| e | |

=C

o C—H .
NN S-adenosylmetionin N

| |
H H




N
. \ H
‘ N DEAMINATION N
T (0] T 0
cytosine uracil
H H
\N/ 0
H,C H,C _H

|5 SN DEAMINATION N

» T/&o ” |T/§o

5-methylcytosine thymine




nativni
albino gen

@ a asexual spores

dva modelové

chrs _ :
anformatlon with a/DNA = albino gen
quelled untransformed nucleus

transformed nucleus

transformed nucleus

&
/7

L quelling no quelling wild type
mitotic proliferation RIP / \
N7
of sexual dikaryon 2 @ RIP
_— ~—_ e
@eellece®e/® e
* meiosis

sexual spores

Quelling

QUELLING aneb POTLACOVANI
GENOVE EXPRESE

Transformace nativnim genem
(albino) vede k potlaCovani
exprese transgenu nebo
homologniho genu N. crassa.

Probiha behem vegetativniho
VYVOje a projevuje se nejen v
transformovanych jadrech
mycelia, ale je i neznamym
zpusobem vyjadfeno v jadrech
netransformovanych.

Srovnava se s post-
transkripCnim genovym
umlcovanim (ko-suprese u
ostlin), souvisi vyhradné s
RNAI masinerii vedouci k
degradaci homolognich RNA.




Meiotic Prophase Expression?

MEIOTICKE UMLCOVANI

ired wt allel Y A -
pared  lels @ * NEPAROVANE DNA (MSUD, 1996)
deletion allele No  Sekvence DNA, které postradaji sveho parujiciho
partnera v meiotické profazi, mohou zpusobovat
meiotické umlCovani identickych sekvenci DNA.
ectopic allele No
Pozorovano u deleéniho mutanta Asm-1, funkéné
dominantni.
paired null allele Yes
Jev souvisi s quellingem a RNAi masinerii.
paired ectopic alleles @ Yes
methylated allele @ No
unmethylated No
heavily RIP’d allele
extra ectopic allele @ No

Meiotic Silencing by Unpaired DNA (MSUD)




... v hlavni roli :

nezmar,

s

prvni opravdové zvire,
¢i “jenom” rostlina !I?






HYDRA : model lineédrnich gradientt
morfogenu s rysy ZivoCicha i rostliny

Abraham Trembley
(1710-1784)

regenerace fragmentu,

aktivator polarita zachovana
inhibitor

kompetence /




Model regenerace:

Hydra -

primitivni (dvoulisty prvousty vodni) Zivocich

chapadla
hlava

prvousta

bazalni disk

ektoderm
vnitrni
epitel »

| chapadla

télni
valec

“pazalni disk




Charakteristika modelu Hydra :

- buriky télniho valce se stale déli a preskupuji
- bunky okoli prvoust indukuji novou télni osu v gastrické oblasti jiného nezmara

vitalni znacCeni bunék | |... o dva dny pozdéji

prenos Casti prvoust indukuje
vznik nové télni osy (hlavy)

znacené

bunky -x >

= =
ARG

VYVo0j
noveé hlavey




ektoderm _ s endoderm
Zakladni typy tkani i,

a bunék nezmara : bunky intersticidlni

kmenové bunky

(i) architekturu téla <. nervové buiiky
uréuje vnéjsi P B} M"G

a vnitfni epitel  pygky zarodecné neuroblasty
o

X
L ?.,. -
o0 ° ° [ 3 4 I4 A4 \ .Aa
(ii) intersticialni bunky

zahrnuji bunky kmenové
a z nich odvozené bunécné typy

nematocyty
(cnidocyty)




Zakladni typy regenerace :

MORFALAXE

probiha ,,prestrukturovanim*
existujicich tkani a zaloZenim

novych ,,rozhrani‘
( pi. nezmar )

VEISuUsS

EPIMORFOZA

zavist na rustu novych, spravné

usporadanych struktur
( pi. noha colka )

model intaktni francouzské vlajky

i X
poziéni | . i

\\‘I

hodnota \\
N
D
odstranéni levé poloviny
N,
] b
S o = S L
D DAy
MORFALAXE | | EPIMORFOZA
X X

nova

pozi¢ni R
informace LTy
rist |
b A \‘\




MLOK : muZe regenerovat
svou dorsalni ryhu (1),
koncetiny (2),

sitnici (3),

¢ocCku (4),

Celist (5) a ocas

Regenerace
ocni ¢o¢ky
u MLOKA':

Systémy regenerace u nékterych BEZOBRATLYCH :

plosténka

nezmar

hvézdice

Jiges
v

CE>
7Y
G O

s

i
e

odstranéni| |regenerace ¢oCky z pigmentovaného epitelu duhovky

CoCky

duhovka

N




Model regenerace hlavy u nezmara

2 1 2 3

I 4 & A N 5

o inhibitor

5 I

gﬁ poziéni™\

E hodnota P\

53 "

=8 J

8 L.

T\ VG A " IR .
1 = = @@= e s
S35 A

fenokopie indukovana
diacylglycerolem :
DAG je sekundarni
messenger, ktery
zvySuje pozicni hodnotu
bunék a vyvolava
ektopickou
»,mnohohlavost*




Charakteristika modelu nezmara :

jednoduchy mnohobunécny zivoc€ich, 15 typi / 100 tisic bunék
rozmnozovani prevazné vegetativni

hermafrodit, nema zarodec¢nou linii

diblasticky zivocich s intersticialnimi bunikami

hlavové morfogeny — aktivator a inhibitor

model biologické zpétné vazby (inhibice a aktivace)
regeneracni schopnost typu morfalaxe

model pozi¢ni informace — francouzska vlajka (magnet)
soucasti rustu a diferenciace je bunééna migrace

prvni nervova soustava (rozptylena)

intersticialni bunky sméruji k ireverzibilni diferenciaci
rada znaku vyvoje podobna s rostlinami

nezmar nestarne: jeho jedinci maji pravdépodobnost smrti
stejnou v nejruznéjSim véku



