Test: 4.1. 2018 od 9.00, A2 (2.11) - psaci potreby
Zkouska /prezentace:

4.1. 2018 od 9.00, A2 (2.11) po testu

Kvasinky ... oblast vasi DP (ne samotna DP)
- Uvod do problematiky

- vysledky z Clanku (ne starSi nez 5 let)

- zAavery, reference

prednaska 15 + 5 minut

Cviceni: 14. 12. v 8.00, A7 (2.17)
- plaste, psaci a kreslici potfeby



Souhrn predchozi pfednasky

e Parovani kvasinek
— Mechanismy
— TraskripCni regulace

* Regulace transkripce GAL genu
— Gal4 transkripcni faktor
o transkripcni hybridni systemy
— alternativni kvasinkové systemy
 hybridni — G-proteiny



Osnova (posledni) prednasky

 Chromatin
— Charakteristika kvasinkového genomu
— Chromosomy
— Evoluce (duplikace genomu ...)
— DNA-opravné mechanismy
— SMC komplexy a struktura chromatinu

o Zavery



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 Pouaziti faznich proteinu-GFP (green fluorescence protein) pro studium
dynamiky chromatinu (H2A-GFP, kinetochora-centromera)

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

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

« 3C, 4C ... — chromatin conformation capture

*
Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe ——

Pozadi = mtDNA




DNA v prubéhu bunecneho cyklu S. cereV|S|ae

Spindle pole
)
=> O)—(0)—

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

Nucleus
MT-cytoplasmatické
-jaderné
rozchod jadernych plakd na opa¢né poly — pfechod z S do G2 faze

S G, M
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



Zakladni prvky kvasinkového genomu
Saccharomyces cerevisiae vs S.pombe

- haploidni genom - 12Mbp, 16 chromosomu (diploidni 2n, pivni
kvasinky jsou polyploidni) vs 13Mbp/3 chromosomy

- délka nejdelSiho chromosomu Xl se u ruznych S.c. - dle poctu
(az 200) kopii rDNA v repetici, 262 tRNA (pro 64 kodonu)

- kratké centromery a ARS (100bp) vs repetitivni centromery

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

- redundantni (2000 genu duplikovano) — cca30% genomu vzniklo
duplikacemi

- <5% genu (280) obsahuje introny (0.5% genomu) vs vétSina
genu s introny (4500 genu)

- 3% Ty1-5 transposony (vs 46% u Clovéka)

- kondenzovany heterochromatin: centromery, telomery a
HMR/HML vs 3 chromosmy jsou vice kondensované
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Duplicated gene loss

Massive
o duplication
4
MAT and Reductive evolution
® centromeres

3
Genome size
control '

> Few duplicated blocks

Few duplicated blocks,

— many tandem repeats
Map dispersion

S. cerevisiae

C. glabrata

K. lactis

D. hansenii

Y. lipolytica

Evoluce kvasinek

1500 Mya: Metazoa - Fungi
1200 Mya: Ascomycota — Basidiomycota.

1000 Mya: S. cerevisiae — Schizosacch. pombe
840 Mya: S. cerevisiae — C. albicans
170 Mya: (Pichia, Candida) — Kluyveromyces aj. @

150 Mya: WGD ¢

Dujon et al., Nature, 2004
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Chatterjee et al, PLoS Genet, 2016
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Centromera S. cerevisiae

Rabl-like configuration
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Rabl-like configuration

Centromera S. pombe -

Centromere
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- pouze 3 chromozomy (13 Mbp = 3.5, 4.6, 5.7)
- velké repetitivni centromery (40-150kb) a 1kb pocatky replikace
- centromery jsou definovany strukturou chromatinu
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CHR3 K 4 < K) UGUGUCCAUA UCCAUGCUGU GUCCA

c B L) UAAACAACUU GCAAUAUCUG CCA

F)
G} Reinhardt a Bartel, Science, 2002, http://www-bcf.usc.edu/~forsburg/main7.html
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Duplikace kvasinkového genomu

e 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-o)

Evoluce centromer Origin of point \

» ancestralni kvasinka prosla
celogenomovou duplikaci
(WGD) 8->16 chromosomu

*nekteré kvasinky nékteré
chromosomy ztratili (napr.
C.glabrata = 3 chromosomy)

Gordon et al., PLoS Genetics, 2011
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Celogenomova duplikace — Saccharomycotina

cca 30% genomu S.c. vzniklo duplikacemi => cca 2000 genu duplikovano nebo
doslo k celogenomové duplikaci (WGD) => a poté doslo k preskupovani a redukci
segmentd — 30% genomu u S.c. je pozustatkem celogenomové duplikace (nikoli
duplikace segmentu &i genu)
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(16) WGD(
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(16) -3 C. glabrata (13) pr-wcogc.,mdcr J
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Copy 1
 HH 4 HRHEBHAH H H10-
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D-EHD-GEHEE HHEMEH

Copy 2

-OHOHR-CHORCHOHEHBH 0~ O CHORC His - EHI-C <10




Evoluce metabolismu galaktdzy — ztraty genu

A B e
galactose
utilization GAL2 GAL1 GAL10 GAL7 GAL3 GAL80O GAL4
S. cerevisi - - + + - - - .
100/100 S. cerevisiae

100/100 S. paradoxus + + + i & L + + bll’Zky - pouze

100/100 S-mikatae + + + £ g oy ap + degenerace =
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% 2 — (STOP ...)
10094 |S. bayanus + + + . + 4 + +
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: 100“EI-_ K. waltii - HXT  — - & = e = l]plné delece
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rizneé kvasinky vyuzivaji rizne cukry (viz pfednaska o ur€ovani kvasinek)

- S. cerevisiae, S. paradoxus, S. mikatae, S. bayanus, S. castellii, S. kluyveri, a
K. lactis vyuzivaji galaktosu — maji vSechny GAL geny

- S. kudriavzevii, C. glabrata, K. waltii, a E. gossypii nemohou vyuzivat galaktosu
(vyfazeni jednoho GAL genu znemozni kvasince metabolismus galaktosy — vede
k degeneraci i ostatnich GAL — GAL4 TF je ,pleiotropni*“/SirSi — vice zachovan)

Hittinger et al., PNAS, 2004



Regulace metabolicke drahy galaktozy
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Gene Length, bp (95% C.1.) (95% C.1.)
GALZ2 644 0.34 (0.13) 1.31 (0.48)
GALT 728 0.30(0.12) 1.17 (0.47)
GAL10 547 0.17 (0.11) 0.66 (0.43)
GAL7 390 0.19 (0.13) 0.72 (0.49)
GAL3 625 0.13 (0.09) 0.52 (0.36)
GAL80 1,088 0.24 (0.06) 0.95 (0.25)
GAL4 1,583 0.19 (0.07) 0.74 (0.26)
All GAL genes 5,605 0.21 (0.03) 0.82 (0.13)
GCY1 921 —0.07 (0.06) —0.26 (0.25)
MTH1 1,287 —0.05 (0.05) —0.21(0.21)
PCL10 1,284 —0.05 (0.06) —0.20 (0.23)
PGM2 (GALS5) 1,710 —0.04 (0.05) —0.16 (0.20)
PGM1 1,699 —0.09 (0.05) —0.35 (0.20)
MIGT 1.476 —0.09 (0.05) —0.34 (0.19)
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GAL4 gen koduje transkripcni faktor
(aktivator), ktery se vaze na UAS GALL,
GAL7, GAL10 ...

Hittinger et al., PNAS, 2004

Johnston, MMBR, 1987
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| .kluveri
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B[] 22 a
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o Lo [N
o|® 2 Klactis (6)
) (8) 4
. - A. gossypii (7)
(8) L. waltii (8) Non-WGD
(8)
7 (8) L. thermotolerans (8)
Lklug " L L.Kluveri (8)
LK Lmn, o
P. pastoris (4)

Candida spp. (8)

Lklué Lklu2

nejblize anc. genomu je Lachancea kluveri

o . v , Gordon et al., PLoS Genetics, 2011
(8 chromosomu, nejméné = 15 preskupeni v genomu



Lklu5

nejblize anc. genomu je Lachancea kluveri

(8 chromosomu, nejméné = 15 pfeskupeni v genomu

Lklu7

Lklug

Preskupovani
chrom. bloku u
L.kluveri

 pfeskupeni prostfednictvim
rekombinace (mikrohomologii)
po zlomeni chromosomu (DSB)

 L.K. neztratil chromosom -
patrné zpusobeno absenci
genu DNL4, POL4, NEJ1 —
dulezité pro NHEJ
mechanismus (oprava
poskozené DNA napf.
dvouretézcovych zlomu, které
jsou nutné pro faze
chromosomu i pfeskupovani =>
omezeneé preskupovani)

Gordon et al., PLoS Genetics, 2011



Homologni rekombinace

HR nutny pro opravu DSB, pfepinani

parovaciho typu, restart zastavenych

i’ol repl_ikac":nl'ch vidvlié,ek, Integraci D,NA do genomu
ale je nebezpecény pro repetitivni sekvence

MRX se vaze na zlomené konce DNA.

Nukleolyticka degradace 5’ retézcu

@ Vazba RPA na 3’ jednovlaknové konce

l ' . Rad52 naklada Rad51 rekombinazu na ssDNA

(Srs2 helikaza odstraniuje Rad51).

Rad51-filament hleda homologni DNA (Rad54).
Tvorba D-smycky

ProdlouzZeni 3" konce filamentu (DNA polymeraza 6)
Vznikaji dvé ,Holiday junctions”

BwN e

© NSO U

A
l / 7 N rozruseny Sgs1-Top3-Rmi nebo
— = = rozstépeny endonukledazami

(Mus81-Mms4, SIx1-SIx4, Rad1-

SDSA non-crossovers crossovers
(non-crossovers) DSBR Ra d 1 O, Ye N 1 ) .

Upravené z Altmannova et al., Biomolecules, 2012



Redukce chromosomu telomera-telomera fuzemi

Zygosaccharomyces rouxii ztratila 1 chromosom diky telomera-telomera
fazi 2 ancestralnich chromosomu - soucasné ztratily centromeru
(chromosom nemuze mit 2 centromery — problemy se segregaci)

WGD

Origin of point
centromeres

(16)

(16)

\

(16)

L defg

o

a,

(8)

(8)

(8)

g K L oo

S. cerevisiae (16)

S. bayanus (16)

C. glabrata (13) Post-WGD
N. castellii (10)

V. polyspora (14)

Z. rouxii (7)
K. lactis (6)

A. gossypii (7)

L. waltii (8) Non-WGD

L. thermotolerans (8)
L. kluveri (8)

P. pastoris (4)

Candida spp. (8)

Telomere-to-telomere Fusion

Anc_CEN4
—CEN2

|
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Anc_1.267
- 1
ZYROOF01880 Ang 8
ZYROOF02244

/

Telomere fusion
[ — .

Gordon et al., PLoS G
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enetics, 2011
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Nehomologické spojovani koncu
Non-homologous end joining (NHEJ)

(Raas0) 1. Vazba MRX (Mrel1-Rad50-Xrs?2)
DD

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 koncu DNA.

NHE.J . o
5. Religace koncu

pfi opravé nekompatibilnich koncu 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



Redukce chromosomu telomera-telomera fuzemi

- rozlomeni v centromefe a napojeni vzniklych ramen na telomery jinych
chromozomu (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)

- pri fazi chromozomu se geny z telomerovych oblasti dostavaji dovnit?
chromozomu (zména miry exprese uvnitf chromozomu)

— S. cerevisiae (16) A
visi ncd
WGD (16)
Origin of point ey S; bayanus(19) AAL174W ACR029C
centromeres (16) C. glabrata (13) post-WGD Anc_5.218 Anc_5.219
-8—(16) -6 N. castellii (10)
“—— V. polyspora (14) Fission comm, ¢ e
s [[= (8)
\ g 1 Z. rouxii (7)
-2 . Anc8 Anc6
5|® " K lch [6) Fusion cosemmmss——"3«" | ost
o 1 ) AAL175W ACR026W
A. gossypii (7) Anc_8.879 Anc_6.1
8) L. waltii (8) Non-WGD
8) Ashbya Chr. 1 Ashbya Chr. 3
®) L fhermololerans (8) Result cnq
L L kluveri (8) AAL175W AAL174W  ACR029C ACR026W
ij, k,l,m,n, 0 Anc_8.879 Anc_5.218 Anc_5219 Anc_6.1
P. pastoris (4)
Candida spp. (8)

Gordon et al., PLoS Genetics, 2011



amplifikace genu
prumyslové-specificka selekce na toleranci ke stresu (vySSi obsah etanolu
7-15%), vyuziti cukru, specifické aroma, nizSi schopnost reprodukce

viznik

klasternich

P

jvovary ~1600AD

~1650 AD

Beer 1

Mixed

Domestication of industrial yeasts

\ Strong domestication

Off-flavors §
Maltotriose utilization 1
Survival in nature ¥
Sexual reproduction §
Genome decay t

/. Aneuploidy & CNV t

Beer 2

Wine/ Wine stress resistance 1t

Wild ~—

Limited domestication
Maltotriose utilization §

Survival in nature t
Sexual reproduction +

No domestication

Survival in nature ¢
Sexual reproduction t

,<echnologie” piva ~3000 BC

Gallone et al, Cell, 2016

,oCkovanim* pfedchozich pivnich
kultur do novych kvasnych procesu
(ztrata kontaktu s pfirodnim
prostredim - ~75 000 generaci) —
napf. ztrata schopnosti sporulovat
(stale bohaté médium), rychlejsi
evoluce ... nebo naopak zvySeni
resistence vuci sulfatim
(pfidavanym kvuli konzervaci)

mutace a duplikace v MAL genech
— zlepSeni schopnosti utilizace
maltosy

- nonsense mutace PAD1 a FDC1
(snizeni produkce 4-vinyl
guaiacolu odpovidajiciho za
nepfijemné aroma piva) ...
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nejvice amplifikaci v MAL genech (IMA2, IMA3, MAL31, MAL33, MAL32) u

pivnich kvasinek (rostou na maltose), zatimco ve vinnych kmenech doslo k
mnoha delecim téchto genu (ve vinném mosStu maltosa neni) — obecné vice
deleci nez amplifikaci (v genomech analyzovanych kvasinek)

mnoho pivnich kvasinek je polyploidnich — stres ...
Gallone et al, Cell, 2016



Aneuploidie

MATao, karlAl5, lvs2-801, cvh2-Q37E, a::HIS3 MATa, a::kanMX6, LYS2, CYH2, canl-100
a"kmﬁﬂbﬁ

Select for: Can®.-His and Kan®

X

KAR1 gen potfebny pro
karyogamii tj. pro fuzi jader

a::HIS3 + a::kanMX =>
a:..specifické promotory -
rezistence pouze v (a)
haploidnich bunkach

Studium vlivu aneuploidie na
bunku (u ¢lovéka se podili na
kancerogenezi, aneuploidie v
90% lidskych nadoru)

Torres et al, Science, 2007



Aneuploidie zpusobuje genomovou
nestabilitu - rakovina

- aneuploidie ve >90% rakovinnych bunék

- je genomova nestabilita diasledkem aneuplodie nebo je aneuploidie dusledkem
genomoveé nestability?

15 ug/ml 200 mM
CPT HU 01% MMS 100 J/m’ UV

Dis X1V B "El

Dis XI| R & 2

/002 ‘92U3I3S ‘|e 19 Sallol



a mbcrobe 5 s Chiina's SET sysbem pp sodw 5§ W (LY, ]

A 35-year romance with Sociales and policy reoemain  Desigaing aeolites 100 300 500 700 900 100 1300 1500 1700 (kb)
I I 1 1 1 I 1 1 I

Xl
I @I NYU/USA
| (] Edinburgh U/UK + BGI
[} ® JHU/USA NYU + JGI
v L USA
v o Tianjin U/China vi
Vi @ JHU + NYU/USA + GenScript
VI L3 Edinburgh U/UK + BGI XI
Vil ] NYU/USA
IX @ JHU/USA I
X @ Tianjin U/China X
X L] Imperial College London/UK
Xl L] Tsinghua U/China V
Xl L] BGI/China
XIv (] Macquarie U/Australian Wine Res Ins
XV ® Nat'l U of Singapore
XVl ] Macquarie U
tRNA neochromosome ®  Edinburgh U/UK AL
Complete Designed, in synthesis/assembly

snaha vytvofit ,synteticky“ eukaryontni organismus

Richardson et al, Science, 2017



Syntetické raménko kvasinkoveho
chromosomu

o-Hx1 @ o)

Syntetické raménko
vytvareno postupné (cca
10kbp fragmenty) — stfidavé
URAS3 vs LEU2 markery pro
selekci novych kmena

Dymond et al, Nature, 2011

TELO6L-YP
TELDBL-XR
Okb ELosL xR 10kb 20kb 30Kb s 40kb
TELDBL-YP ARS600 | l ARS802
I 1
L YFLOB1W YFLO58W YFLOS52W YFLO40W YFLO4TW
PP ywesc [ [ B [ IPyrosec [ — YFLOSOC > [ > D
YFLOB7TW <@ {@ YFLOB3W <@ vrLosow @< YFLOS5W <Al o 4a < ] <] YFLD48W
YFLOBBW  yr pesc yFLOs4c ' LUO2W YFLOBOC YFLOS7C yA054C::kanMX YFLO51C YFLO48C )
l‘ \\
Okb 10kb ARS001 20kb 1 30kb
‘ ARS602 ¥
X < g -
- YFLO52W yAO47w-LEU2. ',
- [Hl e > VELDSOC CH» ()
@ rrLossw <<l vrLosaw 4| 4N vriosow <Pl YFLO4BW
YFLOS4C YFLO51C YFLO48C

w vector i PCRTag [ ars @ centromere @ LoxPsym X Deleted element @ Stop swap . Telomere seed sequence l X element

|) Dubious ORF or pseudogene [ Non-essential ORF P Non-essential ORF (slow growth) B Essential ORF . Auxotrophic marker ORF



Syntetické raménko kvasinkoveho
chromosomu

e Zachovéano poradi genu ... wt fenotyp (testovali UV, H,0O, ...)

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

« unikatni PCRtagy (odliSeni syntetickeého a wt chromosomu)

* LoxPsym na vyStépeni ¢asti chromosomu

Dymond et al, Nature, 2011

b

TELOBL-YP
TELOBL-XR
Okb ELOBLIR 10kb 20kb 30kD preso: 40kb
TELOBL-YP ARSB00 | l ARS602
017 =
YFLOB1W YFLOS8W ‘ YFLOS2W YFLO46W ‘VFLO-W'J!.'
PP yrwesc [ > [ [P vrussc [ > — N — > [ > B
YFLOBTW < {kg YFLO83W < yFLO5oW <k YFLOS5W 4l rosaw <] < 1 <= 'rfl_‘mew
YFLOBBW ¢ pesc YFLOB4c Y L0O2W YFLOBOC YFLOSTC yAD54C::kanMX YFLO51C YFLO48C '
Okb 10kb o .\ 30kb
| ‘ ARS802 l Y 3
X .
_ ¢ YFLO52W I i yADATW-LEU2 ',
> [l e > vriosoe  (DEED- () >
@ rrLossw <<l vrLosaw | 4l vriosow <Pl YFLO4BW
YFLOS4C YFLOS1C YFLO48C

w Vector [l PCRTag [ ars @ centromere @ LoxPsym X Deleted element © Stop swap . Telomere seed sequence l X element

|) Dubious ORF or pseudogene ') Non-essential ORF P Non-essential ORF (slow growth) B Essential ORF . Auxotrophic marker ORF



Syntetické raménko kvasinkoveho
chromosomu

e Zachovéano poradi genu ... wt fenotyp (testovali UV, H,0O, ...)
» Odstranény destabilizujici repetitivni elementy (telomery, transposony)
 Redundantni tRNA (z 275 kopii na 42 kdédujicich — 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 sc YPGE

- AR
. BN S SR N

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

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




Organizace chromosomu

Mitotic interphase SPB
Interphase
. camromers Rabl-like configuration
@ t=lomere S TR
® sre
FISH — quorescence in situ hybridization (1992)

Meiotic prophase

(2onadal)
vNa!

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

v meiotickém jadre jsou
telomery bliz SPB

Tadei a Gasser, Genetics, 2012



'DNA - repetice

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

Rabl-like configuration

(2onadau)
vNa/




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

1. Crosslinking 5. RE2 cutting 6. Circularization

. 7. RE1 cutting
2. RE1 cutting Q
- - ..

8. EcoP15Il adaptor

E-:-:-I?1SI Ecof‘15l
RE1 RE1

9. Biotinylated adaptor & circulanzation

5~3tinyLat~:'d adaptor

10. EcoP15l cutting

e

- § Intra maolecular ligation EcoP15l - EcoP1S|
. \

11. Biotin isolation [T Nos o7

RE1 Biotinylated RE1
- Duan et al, Nature, 2010



Genomic position (kb) of chr XII

Chromosom XI|

x 10
: o |
H B 2
i LR
2 . 1.5
A ¥
WG 1
g%‘-ﬁ"'}"‘;;"""""'“";
SR A ; 0.5
EE=EIF=AE
-200
Q
& S

Genomic position (kbp) of chr XlI

intrachromosomalni
interakce

Rabl-like configuration

Nuclear membrane Telomere

Centromere M
SUN-KASH proteins Chromatin fiber N\

4

4
1 £ ~
Directional | a
motion o
\ D
* =
)
D
~—

Microtubule

Constrained
random motion

Chromosom XII obsahuje rDNA
repetice, které jsou lokalizovany
do jadérka — Usek nesousedi s
zadnou z ,jadernych” ¢asti — je
izolovan (z ,bezpecénostnich®
divodu ... syntéza ribozomu)

Duan et al, Nature, 2010

VNd/



VSechny centromery jsou blizko sebe

Rabl-like configuration

interchromosomalni

)( Nuclear membrane Telomere

interakce

0TO0Z ‘@inepN ‘[e 18 uenQq

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




3D rekonstrukce chromosomu v
kvasinkovém jadre
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Kondenzace chromosomu v mitdze

Chr | Chrl Kakui et al, Nat Genet, 2017

A '”ter - S. pombe mé& 3 chromosomy — diagram zachycuje
intra- i interchromosomalni interakce — centromery i
ntra-arm  t€lomery spolu ... srovnani interfaznich a mitotickych
Intefscen chromosomu a — Centromere

r.l_ Chr. Il Chr. 1l

Chr. |

Inter tel

J Chr | tCentromere Chrll Chr Il

Chrl

Chr. 1l

Chr Il

Chr. 1

i i N
Interphase & | “

Contact probability
0.00005 I 0.005

Chr 11l




Kondenzace chromosomu v mitdze

Chr | Chrll Kakui et al, Nat Genet, 2017

inter-arm i

Inter-chr .A S. pombe ma 3 chromosomy — diagram zachycuje

© E ) intra- i interchromosomalni interakce — centromery i
ntra-arm  telomery spolu ... srovnani interfaznich a mitotickych
chromosomu Centromere
It d | C Chr. Il
=
| S

Chr.

L hr. Ii

)

£
Inter-tel O
E’A 100 ¥ g boiiing 4—:\‘:( 3
° 8 '
8= 10
Sg ‘ 7oy 1 . . = Interphase
£ = E - Mitosis a —_
5 E 3 — Interphase "y
'8 L= Wild type b — Mitosis M g
2 F 841kb 0
2 T :-,:.\..-_f__\' i A E 10‘3 E 3
g !
x g -4
° 10 okl
5

Interphase

Intrachromosomalni interakce
"y - v Xt& T Contact probability
vV mitdze jsou smycky vetsi 0.00005 FEESES 0 005



Kondenzin kondenzuje chromosomy

Kakui et al, Nat Genet, 2017

a Cc

— Interphase
— Mitosis
84 kb

0w |5

Chr. | Chr. ll Chr. Il

Chr. |

TPPP P PP | aatanl =l
2 25 3 35 4 45 10 100 1,000
Chromosome Il right arm (Mb) Distance (kb)

1:): vl e ||||| 3

.= Interphase

— Mitosis _
0.5115225335445
Chromosome Il (Mb)

Median interacting 0'Q
distance (kb)
8

Chr. Il

intrachromosomalni interakce
vétSi mitotické smyc¢ky jsou zavislé na
kondensinu

Chr. 1l




Kondenzin — SMC komplexy

SMC (Structure Maintenance of Chromosom) komplexy jsou konzervované od

bakterii az po eukaryota

C
Interphase
Mitosis
e
Small domains 0
Condensin

Large domain

. 7?7 konhesin
kondensin

LT

Chromosomal Transcriptional DNA repair  Other nuclear
dynamics regulation activities

Prokaryotes

Eukaryotes

MukBEF

Smc/ScpAB MukB/MukB MukB/MUkB

MukF @
37
P g
MukE/MukE MukE/MukE QQ
Smc5/6 cohesin condensin

Smc2 Smcd

Cap-H

@ o
-y 4
Scc3 7F % e

Kakui et al, Nat Genet, 2017
Palecek a Gruber, Structure, 2015



Kohesin drzi sesterské chromatidy

P metaphase anaphase ?a
= m\\ -ﬁ;‘ ﬂ_l_\ j > &3 ;
loading ﬁ-‘. 1 replication £ = Saparase e > d <
” | — & ' ———— ] & &: ' e e‘ g‘g
o i -, = & -
Sccl/Rad21 gl B ° \& 2
- e = -
Scc3 2 & o o
€3 e & e -4
e e e
=R

Haering et al, 2002, Mol Cell
Kohesin je kli€ovy pro prubéh mitosy — otevieni kruhu v anafdzi umoznuje segregaci

Marco et al, Cell, 2013



SMC5/6 komplex — PhD studium

- zakladni vyzkum — architektura a funkce SMC5/6 komplexu
- biochemické, proteomické, genetické, molekularné biologické pfistupy
- S. pombe modelovy organismus (i lidské proteiny a tkariové kultury)

- http://www.ncbr.muni.cz/SPEC/

- |palecek@sci.muni.cz

C Smc5/6 cohesin condensin

=t Jaka je funkce SMC5/67?

smc3 Sme1 Smc2

Co délaji jednotlivé podjednotky a
jak se chova cely komplex (objiméa
DNA ...)?

Eukaryotes

Cap-H

Palecek a Gruber, Structure, 2015



Souhrn prednasky

 Chromatin
— Charakteristika kvasinkového genomu
— Chromosomy
— Evoluce (duplikace genomu ...)
— DNA-opravné mechanismy
— SMC komplexy a struktura chromatinu

o Zavery



