~ 6000 heterozygotnich dele¢nich kmen
~ 5000 homozygotnich dele¢nich kmenu (+ ~ 1000 esencialnich genu)
(neesencialni — rast za specifickych podminek nebo redundantni procesy)

ﬁ - Testovano ~400 malych molekul

Il <ty (Giasver et al, 2002) a stresovych podminek (-aa ...)

- Celkem provedeno ~ 6milionu
testd
- multidrug resistance (MDR)

Growth defect in rich medium
iDautschbauer et al., 2005)

Growth defact in this study

- - pokud byl gen potfebny pro
L]ND phenatype in this study resistenci vuci >20% z
testovanych latek
2 s

Erdosome

- Podobné profily svédci o funkéni podobnosti e
Ubiquitin-depandant (P<10%) \nbs;cie—med:ated
- . ain catabolism rHNEpOI g
C Hydrogen peroxide, pH8 MMS, MPP+, Paraquat, Sodium arsenate A VVE patminy (P <1017 & _
N ! el G e,
(P<1 13  Retromer transport
PEXS mﬁ:uz.”:;’:z;“pzn / Feroh T P
PEKEE e 10— ] : ESS;'I:II ?I 1 — Golgi
PEX19 _ (P<10F) ——— oy
PEX14
_‘F:ETB C - /’I“\E e
152 I Riire
Peroxisome YJL211C it Raguision of(—\“ A (P<10%)
(P=6x1028) PEXA L <o ol

PEX3
PEX10
PEX4
PEX13
PEX&
PEX17
PEX12 _
PEX15 Science 320 (2008), p.362
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Priprava mutant

« Studium funkce genu — fenotyp delece €i mutace
« esencialni/nezbytny gen = smrt — plasmid nebo mutanty

YFG1 = your favorite gene

linearni DNA s C
+
Transformace do kvasinkové bunk
chromosom YFG 1 y
l Homologni rekombinace
chromosom —YF—W—

=r

-V pfipadé esencialnich genu je diploid transformovan plasmidem s
exprimovatelnym wt genem — po jeho vypnuti se sleduje ,terminalni fenotyp”
-Pro sledovani terminalniho fenotypu jsou v3ak lepSi ,kondicionalni mutanty®
tj. teplotné (nebo chladové) sensitivnhi mutanty



Priprava mutant

« Studium funkce genu — fenotyp delece €i mutace
» neesencialni — kfizeni tj. hledani funkéné pfibuznych genu

YFG1 = your favorite gene

linearni DNA Y C
+
Transformace do kvasinkové bunk
chromosom YFG 1 y
l Homologni rekombinace
chromosom YF G 1

o

- Kfizenim a naslednou tetradovou analyzou lIze ziskat informace o vztazich
mezi geny



Zivotni cyklus S. cerevisiae

T
O\ s 9

. haploid

® '/

- Deleci Ci mutaci Ize provést v

haploidni Ci diploidni burice

- v haploidni bunce hrozi suprese
defektu proto je lépe pouzivat
diploidni bunky (druha kopie

zUstava nezménéna)

- |ze pfripravit dvojitého mutanta
kfizenim haploidnich mutant a

poté sporulaci diploida a
tetradovou analyzu

Sporulation mednun

Components

Composition

- pouzdro spory je tfeba rozrusit a Presponatior?
pomoci mikromanipulatoru ziskat
jednotlivé haploidni bunky (Ize

provest i tzv. random sporulation)

Sporulation?

Minimal sporulationf

0.8% Bacto-yeast extract
0.3% Bacto-peptone
10% Dextrose

2% Bacto-agar

Distilled water

1% Potassium acetate
0.1% Bacto-yeast extract
0.05% Dextrose

2% Bacto-agar

Distilled water

1% Potassium acetate
2% Bacto-agar
Distilled water

—
b D L GO
=3l I B
'__.‘I'QI'QI'QI'Q

i
i =}

=

S ih— o
g g

—_
8
5 OI‘J
i =1
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1000 ml



Tetradova (geneticka) analyza

TEEEXELEXER 1)

L N
& &+ 8§
L N B
L B N
& & @&
& e &
[ N I
L N N
& e 0
L I
e e 8

YPD

Esencialni gen

AaAA
AAaa
AaAa

Selektivni médium
(SD-Trp ... testy)
Segregace 2:2



Tetradova (geneticka) analyza

Synteticky letalni

Ab aB Ab aB
Ab AB aB ab

ab AB AB ab



Dvojitée mutanty — funkcni pribuznost

Kfizeni haploidnich kmenu (cilené na urcité jiz znamé geny/mutanty) a nasleda
tetradova analyza nebo mutageneze haploidniho kmene pomoci hydroxylaminu
(hledani pribuzného genu) ...

Po kfizeni muze mit vysledny haploidni kmen bud stejny fenotyp (epistatic, bc)
jako puvodni kmen nebo aditivni (neschopny rustu — synteticky letalni, ab)

/N

b/ E \A

a
l l Ab aB Ab aB
l l Ab AB aB ab
c r C F
\4 / i ; i \ D / ab AB AB ab
D Epistatic Protein Lethal

complex

Hledani (screening) letalniho mutanta — mutageneze kmene s vypinatelnym
plasmidem (promotor nebo FOA)



Supresory

Supresory potlacuji puvodni fenotyp — mutace téhoz genu ,napravi® pavodni

- mutace sousedniho (protein) zesili oslabenou

interakci
- nadprodukce proteinu z paralelni drahy
- nadprodukce proteinu z téze drahy
A
/ N\ /A\
b E
l | b E
S
® F

D Protein \ /

complex D



- 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./)
.. vztahy mezi nimi (synthetic lethality) a znamymi geny (multicopy suppressor)

Table I. orb Genes

MMulticopy

Synthec Close
e Alleles In:1ha|1|:§|r linkage* SUPPrEssion
cerb 6 {3F) arird, 4'.!.!‘.&!5
arh2 24k artr ], orb6
orb3 (1%
inrbd 12 (1% rrs 5t pekd ™ pypl”
arb s 2{2%)
b 4 arbl, orb?
aFfhF | .:'W_glEl
s 6 orbhS, okl ]
orbd 1 orb¥, erbl]
arb [ 4
corfed f i ok, prbd i:'rl.':g'.fl
a2 2 pekd ™, pypl ™, rasl™

JCB 131 (1995) p.1529
.. P. Nurse



Cloning the Mutant Isolation Meiotic Analysis

Wild-type Gene Mutagenesis of a - S
by Complementation haploid. A44Ta strain Crogs mutant to MATo VPG

Izolate a diplond strain and
sporulate

Transform a
MATa el wrai-S2
gtrann with a
Y Cp30 library.

v

Dretection of Yig~

Izolate Ura™ transformants
and score for Yigh

Dhgest ascns walls

%i

Dissect 4 spores of each tetrad

Kontrola zavislos ’fg"‘
na plasmidu na

Com plementation

FOA plotnach ¥ Croge the Yz MATa mutant
Recover the YCp-YFGIT to A4 T tester strams
plasmid in E. coli leolate dipload strains.
¢ Score for Yig* and Y~
Analyze the plasmid by digestion MAToe FFGT Score for Y
: s MATw el @
with reghécr?insenﬂzﬂlﬂmses and MATa viel X 3 biiT i fg} o
QU MAT yés o
CENY | AR elt, o

Kfizeni — ovéreni - jedna mutace, meioticky defekt
- rozdéleni do komplementacnich skupin (allelicka kompl.)

Ovéreni pravosti (mutant+delece)



@ Mutagenesis Pri studiu znamého genu pouzivame
\ @ cilené mutageneze (napf. pomoci PCR)

Plasmid shuffling

Tran=formation

Testovani yfg1- mutant

Podobné lze pouzit ade2, ade3 systém
s YFG1 wt genem na ADE3 plasmidu,
ktery je Cerveny — po ztraté ADE3
plasmidu jsou sektory kolonii bilé
(mutace ade3 enzymu blokuje
metabolickou drahu pred ade2 a
nevznika Cerveny metabolit)

Je ovSem lepsi mutantu integrovat do
chromosomu nez testovat plasmidovou
kopii




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)

Cell Division
—.leal, tea
end markers
Constant Length Stage \
orbd, 8, 9
re-establishment
orb 1. 6. 12 of cell polarity
sts5, cwg2 U ‘
maintenance of . i
polarized growth ‘. .
New End =
Take O bant 2 3 4
maintenance of
growth direction orts E'.
orb2, teal, ban2 growth
activation of activation
bipolar growth < A
~—(-0 | 0=
septum

Nejprve rostou do délky na opacném polu nez se délily

Vegetative (mitotic) cvele



Bunecny cyklus S. cerevisiae

CIln/Cdc28 Clb1/2/Cdc28 Clb/Cdc28

activation activation inactivation .i- : Actin cable
ﬂ = Cortical actin
L ]
o ; patch
1 L]
——- — & —"> —> ——- ('
.

- zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zaCatek S faze

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

- oddeéleni pupene — cytokineze — pfechod z M do G1

- Oddélena dcerinna bunka je mensi nez matefska — nerovnocenné déeleni—
pro dalSi deleni musi dosahnout urcité velikosti => dlouha G1 faze
(S.pombe ma rovnocenné déleni — velikost se kontroluje v G2 fazi =>

nejdelSi je G2 faze) Curr Opin Gen Dev 5 (1995)



Bunecny cyklus S. cerevisiae

- Generovali teplotné-citlivé mutanty, z kterych vybirali kmeny zastavuijici v
urcité fazi bunécného cyklu (cdc = ,cell division cycle” mutanty)

- Vybér dle morfologickych (diagnostickych) znaku charakteristickych pro
urcitou fazi bunécného cyklu . e s
body

Mucleus
(e) 6 @
— > > (——0 ——p (——p-
‘ G, 5 G,

|"'t' 1

- zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zaCatek S faze

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

- oddeéleni pupene — cytokineze — pfechod z M do G1

- Oddélena dcerinna bunka je mensi nez matefska — nerovnocenné déeleni—
pro dalSi deleni musi dosahnout urcité velikosti => dlouha G1 faze
(S.pombe ma rovnocenné déleni — velikost se kontroluje v G2 fazi =>

nejdelSi je G2 faze) Curr Opin Gen Dev 5 (1995)



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. Také sledovala citlivost kvasinek na posSkozeni
DNA radiaci. Zjistila, ze BC je pfi posSkozeni 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 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 béhem urcité ¢asti bunécného cyklu. Cykliny se vazi
na CDK a reguluji jejich aktivitu.



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 Ize 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 (arest 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




CDCZ28 a cykliny u S. cerevisiae

Interakce fosforylované Cdc28p s cyklinem (defosforylace) vznika aktivni komplex:

-v G1 fazi CLN1 a CLN2 (CLN3 mRNA je konstantni)
- pro vstup do S faze jsou nutné CLB5 a CLB6 (transkripce stimulovana CLN)

- zahajeni mitdzy se uCastni CLB3 a CLB4
- mitozu ukondCuji CLB1 a CLBZ2

L'in.."('d( 28 Clb1/2/Cdc28 l'H‘-'('c_i( 28
‘ 0-0-( ()
Clbsp, -6p Clodp, -4p Cibtp, 20
A
.‘
Teln Trends in Genet 12 (1998)
-...-{
E
A
%
3
b
¥
. \
L —_ - - = :""'--__ -
G1 s G2 b A



Spindle checkpoint D& darnage checkpoint
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Parovani S. cerevisiae

o O
O\ s Q
O

d|p|0|d

haploid

l/\

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

- v useku B se rozhoduje o konjugaci (za pfitomnosti alfa-faktoru dochazi k
zastaveni bunécného cyklu)

— a-feromon se pouziva k synchronizaci bunék v G1 (elutriace pro burnky v GO, HU
pro S fazi, nocodazol pro G2)



Funkce jednotlivych proteinu v prabéhu parovani/matingu

B I_i-la-:t-ur

Mating Signaling
FUE3, STELE, HYMT
L

a-factor  eu Cyele Arrest
FART, FLIST

Shmoo Project Farmation
AFRT, GIC2, CHST

Actin Cytoskeleton l
Organization Membrane Biosythesis
PCLZ ERG24. PRM1, YERDT OW

Unkrown Relevance
YOR129C, YORI43C,
FPLTOAC YLOBILC,
YLOZAC, PHOBT,
SCHT PEFPT

YILTROC, YOLTSSC, PGMT

L Cell Wall Biosynithesis

Cell Fusion
FiG2, AGAZ, FIGT, FUST,

CXKT, SPCES

Ren et al., Science, 2000



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




Signalni draha — a faktor

Receptor Ste? | Receptor é

Kinases

G protein

o subunit | Gpal Sted
. G protein By subunite Zastaveni buné&éného cyklu

GAP CLis Morfologické zmény (aktin)
Aktivace transkripce

MAPKEK kinase

MAFKEK Kinase

MAPK kinase

MAF kinase g

Transcripton
factor

Yy

Wang et al., Nature, 2004



Signalni feromonova draha

Pheromone
Ste2p ]

VU o Ste18p
Receptor Stedp
; ay’
( L'; Actin
cyloskelaton
N T T Cell
Ste12p Farip polarization
transcription
factor |
‘ ' ste mutanty - sterile
Transcriptional __, Growth
activation arrest

Science 270 (1995)



A

Binding Expression Name

FRM1
ERGZ4
PCLZ
FIG2
STETZ
FU51
FLIZ3
PEFT
YOR129C
AFR1
GIC2
YOR3I43C
CHS1
SCHO
KARS
YPL192C
YEROT9W
SPC25
YILOB3C
Pl
YILO3ZTC
YIL169C
AGAT
YOL155C

FAR1
HOE

HYhi1

FIG1

E—— L
=51 31 <111 <155 152 1A 27 »50

Binding
before after
ratioc P-value ratio P-value
27 13M0% 52 45007
27 1304 62 4510103
3.3 4.2X10° 68  5.8X10°°
26 22x10% 56 9.5X10°7
41  1a00% a1 3004
5.0 28007 41 s.ex04
3.3 3.9¥10° 54 20003
3.3 3.9X10° 54 2.0x03
0.7 0.13 5.2 1.0410%
1.0 0.86 51 lox1004
1.4 0.11 50 l.2ao0
1.1 0.70 3.9 41104
0.9 0.66 41 a2004
1.3 0.21 4.2  45%104
1.2 0.37 3.8 471074
0.9 0.35 3.6  6.5x10%
1.2 0.20 41  6.6x1074
1.3 0.20 4.1 6.6x10%
1.0 0.67 .6 7ax0d
2.0 0.01 .8 720t
1.1 0.55 3.4  B.2xi04
1.6 0.07 3.3 1.2x10°3
1.4 0.11 3.1 1903
1.0 0.73 3.0 21x10°3
0.9 0.76 3.0 225103
1.3 0.22 3.0 2.4x10°3
1.0 0.83 29 2703
1.4 0.18 2.7 a0
1.2 0.38 249  5.0X10°3

ChIP on CHIP se Ste12p transkripcnim faktorem

Description

Fheromone-regulated membrane protein
C-14 sterol reductase (adjacent to PRMT)
Cyclin parthy in associgtion with Pho85p
Pratein invalved in mating induction
Transcription factor required for mating
Protein required for cell fusion during mating
MAFPE mediatimg mating pheromone signaling

knosun fum'-'rﬂn:
Pratain invalved in rmorphoganasis af the mating projection

Putative effector of Cdcd2p, important for bud emergance
Protein of unknown function

Chitin synthase |, functions during cell separation
[ [ i Ki i% acti ¥ CAMP

Membrane protein required for homotypic nuclear fusion
Protain of unknown function

Moderately similar to mammalian newtral sphingomyelinases
Protein of the spindle pole bady
Protein of unknown function
Phosphoglucomutase

Protein of unknown function
Protein of unknown function
#Agalutinin anchor subumnit
Slrilar o S, cerevisiae glucan 1,4-alpha-glucosidase
valved Imspindie formaton and saryogamy |
Involved incell cycle arrest for mating

CDOK inhibitor for PhoB0p-PFhoB5p complex

Protein with similarity 1o Aspergillus nidulans hyma,
Protein required for effickent mating

Ren et al., Science, 2000



