Zmena prednasejiciho

22.9.201 ,
1 | 10-11.30hod | Dr. Palesek | Uvod — historie, vyznam, charakteristika kvasinek (morfologie, kolonie, biofilm)
29.9.201
1 | 10-11.30hod | Dr. Palesek | Metody studia kvasinek, laboratorni kmeny, nomenklatura
6.10.201
1 | 10-11.30hod | Dr. Paletek | Genetika a molekularni biologie kvasinek
13.10.20 Morfologie a bunéény cyklus, parovaci proces, HO endonukleasa, lokalizovana
11 | 10-11.30hod Dr. PaleCek exprese
20.10.20
11 | 10-11.30hod | Dr. Palesek | Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
27.10.20
11 | 10-11.30hod | Dr. Palesek | Organizace chromatinu a oprava DNA
prof.
3.11.201 Svobo
1 | 10-11.30hod da Sekrecni drahy a endocytéza
prof.
10.11.20 Svobo
11 | 10-11.30hod da Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
17.11.20
11 | statni svatek
24.11.20
11 | 8-12hod prof. Svoboda+Dr.PaleCek - Cvi€eni k pfednasce
1.12.201
1 | 8-12hod prof. Svoboda+Dr.PaleCek - Cvi€eni k pfednasce
A7/10- Prof.
8.12.201 11.30h Kopec
1 od ka O podstaté bunécnych stén kvasinek
15.12.20
11 | 8-12hod Dr. Palesek | Zkou$ka
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ts mutanty

- ts mutanty jsou vyhodné pro studium funkce genu — mutanty jsou normalni na
permisivni (25°C) teploté, ale nemohou dokoncCit bunécny proces vyzadujici

aktivni protein (za zvysené teploty - 37°C - neaktivni)

- ts mutanty = vétSinou nestabilni proteiny, které se pfi zvySené teplote
denaturuji/ztraci aktivitu a jsou degradovany

domain 1 domain2 domain3

Half-life in

F:mm: with

Ublautin B o T(°C Phenotypes with
iquitin HF:atqinnﬂmmet °¢) S. cerevisiae Ura3 as domain 3 |Cdc28 as domain 3
i UBR1 | ubriA | UsR1 | ubriA | UBRT | ubriA
aeiblguitination :
{cotranslational)
long | long | Urat | Ura* | growth | growth
>short long | Ura™ | Ura™t | arrest growth

- ubiquitinace ,,0znacCkuje“proteiny pro proteasom (degradaci)
- ts alela DHFR je degradovana (nestabilni protein — strukturni mutace)
- fuze 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
Dohmen et al.: Science, 1994

arestuji v G1 fazi)



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 (napf. CDC28). Také sledovala citlivost kvasinek
na poSkozeni DNA radiaci. Zjistila, 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 béhem urcité ¢asti bunécného cyklu. Cykliny se vazi
na CDK a reguluji jejich aktivitu.



Bunecny cyklus S. cerevisiae
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- Vice v dalSich
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- rozchod jadernych plakd na opa¢né poly — pfechod z S do G2 faze
- jadro se protahuje — zaCatek M faze (mitdzy)

- oddéleni pupene — cytokineze — pfechod z M do G1

- Oddélena dcetinna burika je mensi nez materska — nerovnocenné deleni—
pro dalSi déleni musi dosahnout urcité velikosti => dlouha G1 faze

Curr Opin Gen Dev 5 (1995)



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)

o '
Meiosis || L
" Sporulation
y f W
- ! 4 A
- . - - f
Meiosis |
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conjugation
r
\

stationary
phase
Ty

-

Meiotic cvele Vegetative (mitotic) cvele

- nestalé diploidni bunky vstupuji do meiosy hned po konjugaci
- pro konjugaci je kriticka G1 faze jako u S. cerevisiae



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 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 B se rozhoduje o konjugaci Ci sporulaci (zastaveni 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)
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Bunéecny cyklus S. cerevisiae - detalil
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Maintenance of genome stability
I 1

G, E G, M

RAD17 sl RAD17  SGS1 RAD17 BUB1,3 BUB2

RAD24 RAD24 RAD24 MAD1,2,3 BFA1/BYR4

MEC3 o MEC3 MEC3

DRCA1
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
- MECA
TEL1 MEC1/TEL1 ATR/ATM Ataxia telangiectasia
MRE11-RAD50=-XRAS2 , , o ,
Transducer and RADS MRE11 MRE11 Ataxia telangiectasia-like disorder
B 333?3 XRs2 MBS Mijmegen breakage syndrome
Hﬁgﬁﬁ RADS3/DUN1  hCHK2 Li-Fraumeni syndrome
- PD51
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 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

B I_g-la-:t-ur

Mating Signaling
FUE3, STE1Z, HYMT

Unkrown Relevance

YOR129C, YORI43C,
FPLTOAC YLOBILC,

afactor Cell Cycle Arrest I O37E PIOS
Shmoo Project Farmation FART, FLISS SrHE F.':-'.l"i' '
AFRT, GICZ, CHST mimd
Actin Cytoskeleton
Organization Mermbrane Biosythesis
FLLs ERGZ24, PRM1, YERD19W

Cell Wall Biosynithesis

cell Fusian YIL 1 69C, YOL 1556, PGM]

FIGE, AGAZ, FIGT, FUST,

Muchear Fusion
KAR1/ARS

CXKT, SPCES

Ren et al., Science, 2000



Signalni draha — a faktor
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Aktivace transkripce

Wang et al., Nature, 2004
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5TENZ
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PEM
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SPC25
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PGM1
YILO3ZTC
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Binding
before after
ratio FP-value ratio P-value
27 13M0% 52 45007
27 1304 62 4510103
3.3 4.2X10° 68  5.8X10°°
26 220004 56 95002
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 52  1.0x104
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
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1.2 0.20 41  6.6x1074
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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

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 [ [ ¥ 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
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Regulace transkripce v haploidnich bunkach

al, a2 + a1, a2 kdduji transkripéni faktory, které ovlivriuji transkripci 3 skupin genu

a-spec.= MFA1,2 (a-feromon), STE2 (a-receptor), STEG, 14 (Uuprava 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



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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Asymetricka lokalizace Ash1p

(i) Wild-type cells (i} ash 1 mutants (i} myod/she T mutants

©,
©

F o1

HO -wpressed MO -rapressed  HO - spressed  HO - espressod WO - reprossed  HO - repraased
{switch mating (mwiich mating  {switch matng
Ty type) type)

[l Asnhip protein
[ Myosp/Shetp protein

Foox

Jcacacacne

Current Opinion in Cell Biol 8 (1996)

-Ash1p represor je
asymetricky lokalizovan do
dcefiné bunky, kde blokuje
transkripci HO-
endonukleasy

- Neni do ni sekretovan,
ale dochazi k expresi
(translaci) asymetricky
lokalizované mRNA

- (translace RNA na
specializovanych
ribozomech asociovanych
s cytoskeletem



Priklady translace lokalizované mRNA

A C
Budding yeast Drosophila embryo Xi oocyle
ASHT mRNA Vg7 mRNA
) Qi:niti mHHI:;
[ i x‘-.l -!lrr-ta:'i-:ll S F‘mwgd:-r y \‘15'
E . i fﬁ:lmr mﬂﬂ) 5 'I i
= S
'Q:J .hmrbn: mFlH%
— — Vegetal poale
D E F
Fibroblast Immature neuron Mature neuron Oligodendrocyte
f-actin mANA f-actin rmANA Cambiila mANA MBFP mANA
{-JL jJn'u_pd
o <= LT:
S €
=
Larmsfipodium Growth “~handrias

Myalin lamellas




