Souhrn 4. prednasky

Genetické metody

— Plasmidy (kvasinkové elementy)

— Integrace (plasmidy, PCR, kazety)

— Analyza funkce ne-esencialnich genu
— Tetradova analyza
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Pomoci téchto genetickych metod byly analyzovany metabolické drahy, proteinové
komplexy, evoluce biologickych systému ... pfipravovany nové kmeny pro
biotechnologie ... feSeny otazky tykajici se zdravi ¢lovéka



Osnova 5. pfednasky

« Genetické metody
— analyza esencialnich genu (ts mutanty)
— mutageneze (“screen”)
— genetické interakce
» Bunécny cyklus
— prubéh a regulace BC
— synchronizace bunék
— mechanismy regulace parovani
— homothalické kmeny



Esencialni geny

- ne-esencialni gen — |ze pfimo deletovat/odstranit
v genomu haploidni buriky (pfedchozi prednaska)
’ diploid
- esencialni gen |
- Tetradova analyza — ovéreni |
- plasmid shuffling - buriky potfebuif funkéni = © O "
gen aspon za urcitych podminek
(kondicionalni exprese)
- hypomorfni mutanty - buriky potfebuji
aspon ,Castecné” funkéni gen
- ts mutanty - kondicionalni mutanty
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Mutagenesis

Tran=formation

Plasmid shuffling

Pokud je YFG1 esencialni musi byt v dele¢ni
mutanté pfitomna extra divoka kopie genu
napf. na URAS plasmidu, ktery |ze odstranit
(pomoci FOA) — analyza terminalniho fenotypu

Na dalSim plasmidu mdze byt vhesena
mutovana verze yfg1 —jeji efekt se projevi az
po odstranéni plasmidu s divokou kopii genu
(pomoci FOA)

Lze pfipravit hypomorfni mutanty (v€etné ts)



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



{s mutanty

- ts mutanty jsou vyhodné pro studium funkce esencialnich gent — mutanty jsou
funkéni na permisivni (25°C) teploté, ale nemohou dokoncit bunéény proces
vyzadujici aktivni protein za restriktivni teploty (37°C)

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

domain 1 domain2 domain3 l

Halfife in Phenotypes with | Phenotypes with
5. cerevisiae Ura3 as domain 3 [Cdc28 as domain 3

UBR1 | ubriA | UBR1 | ubriA | UBRT | ubriA

deublguitination
{cotranslational)

Ublguitin  DHER™ T(*C)

protain of intorest
S A,

long | long |Urat ! Urat growth | growth

>short long | Ura™ | Ura™t | arrest | growth

- ubikvitinace ,,oznackuje” proteiny pro proteasom (degradaci)

ts alela DHFR je degradovana (nestabilni protein — strukturni mutace)

- fze DHFR (is alely) s heterolognim proteinem => cely protein je na 37°C degradovan
- je mozno vyuzit pro pfipravu ts mutantnich kvasinek (fize s CDC28 — kvasinky
arestuji v G1 fazi — sleduje se terminalni fenotyp) Dohmen et al.: Science, 1994



s cememe  |ZOlQCE MUtANT  yeiotic Anaysis

Wild-type Gene Mutagenesiz of a . i
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Sporulate
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YiCp30 hibrary.
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Izolate Ura™ transformants
and score for Yigh

Ingest ascus walls

nyni NGS for Pocet mutaci 3

Dnssect 4 spores of each tetrad
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X supresor na plasmidu



- Jedna mutace (segregace fenotypu) Meiotic Analysis
- rozdéleni do komplementacnich skupin Cross mutant to MATo ¥PGH

- genetické vztahy mezi mutantami o WT
aB
[zolate a diplond =train and
sporulate
®

Genetickeé interakce (genetické vztahy)
(teradova analyza)

Ingest ascus walls

%ﬁ

Dnssect 4 spores of each tetrad

kombinace téchto
O AB  mutaci je synteticky

letalni
Ab
2.  MATx YFG+ ©
() aB MATo yfel @
ab MATa yfgl X § AMATx w2 ©
JAN AA T yéj o
i ' o
Komplementacéni skupiny Segregace (pocet) mutaci

(diploid) (tetradova analyza)



Dvojité mutanty — funkCni pfibuznost

stejny fenotyp — epistaticky (funkéné pribuzné geny)
aditivni az letalni fenotyp - paralelni draha, redundance
suprese fenotypu - mutace muze napravit puvodni defect

A \ Epistaticky

T A Letalni
C F @/ \e
SR S A
C F \ suprese
O AB kombinace téchto \ /
Ab mutaci je synteticky D E
letalni l
() aB Ptiklad signalnich drah

/\ ab (suprese — aktivaci) C\ /F
D



Synteticka letalita v 1éCbé rakoviny

Single-  Double- Base mismatches,
strand  strand Bulky Insertions

Proteins  PARP1 BRCA1 KU70/80 ERCC4 MSH2 MGMT
XRCC1 BRCA2 DNA-PK ERCC1 MLH1
LIGASE 3 PALBZ
ATM
CHEK1
CHEK2
RADSI1
l Y Y A\
Tumour types Breast, ovarlan, pancreatic Xeroderma Colorectal Glloma
plgmentosa

Drugs PARP Inhibitors, platinum salts Platinum salts Methotrexate ~ Temozolomide
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Studium metabolickych drah (URA, GAL ...)
... flokulace, aglutinace (FLO, AGA...)

... sekrece, endocytdzy, morfogeneze (SEC, END ... ORB)

... mechanismu parovani (STE ...)
... vlivu zafeni na bunky ... rad mutanty (napr. RAD21

RAD50, RAD51)

... bunécného cyklu (CDC ...)

WT

Mut1

Mut2

rad51

redici fada

y-zareni
(budova A3)

Ssec

.mutanty




- 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.))
... aktinovy cytoskelet (polarizovany rustu)

Cell Division Table I orb Genes
Synthetic Close Multicopy
foet, toez Gene Allcles lcthality linkage® suppression
Constant Length Stage orbl. 8. 9 oxrb [ (35} crtrd, ek
re-establishment b2 2{4%) artl, orbf
orb 1,6, 12 of cell polarity orhd Li1%)
sts5, cwg2 i irbd 12(1%) srsft pekd™, pypl”
maint_enance of e = orbS 2 {2)
polaszed growth . &) orbé 4 arbl, orhd
’;‘:::: Eong arh? | cwg2l
— LT |
growth direction J— orbd 1 orbd, orbl ]
orb2, teal, ban2 growth ok 4
activation of activation orbl 1 2 orb8, orb cwgl!
bipolar growth 1 :

ekl pupl ™ ras”

sl s e

Oid End Take Off

Verde, Mata, Nurse, JCB, 1995



Nobelova cena za vyzkum
bunééného cyklu v roce 2001

Leland Hartwell zac¢al studovat bunécny cyklus v 60.letech na S. cerevisiae.
- izoloval mutantni kvasinky s mutovanym genem - >100 genu kontrolujicich
bunécny cyklus (napf. CDCZ28) - také sledoval citlivost kvasinek na
poskozeni DNA radiaci - zjistil, ze BC je pfi poskozeni DNA zastaven — aby
ziskal ¢as na opravu DNA

Paul Nurse studoval bunéény cyklus na S. pombe - v 70. letech objevil gen
Cdc2 (homolog CDCZ28) - zodpovédny za regulaci vétsiny fazi BC - v roce
1987 izoloval homologni lidsky gen a nazval jej CDK1 (cyclin dependent
Kinase). -

Tim Hunt na zac¢atku 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
bunécneho cyklu v roce 2001

Cell
Separation DNA
Gene Allele Tran- feDNA/nucleus Defect Notes Synthesis
siti‘on after Sh Late Cell cde 10
point at 35° C* Plate Formation hydroxyurea
¥ i cdc 3
cdce 1 7 0.69 32.6 Nuclear division cdc 4
18 0.74 30.1 ., cde 8 S1zZE
cde 2 33 0,78 30.2 ., g1 CONTROL
” 56 0.69 e . wes 1
130 0.74 . : Early Cell
cde5 120 0.79 3.3 jeaky® T oL@ Formation Efﬁ'.f.i.'; cdc 1
ede 6 23 0.44 - 5 leaky® cdc 2
121 0.38 32.1 3 e
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
- 22 0.88 33.1 Sterile

Paul Nurse studoval bunéény cyklus na S. pombe - v 70. letech objevil gen
Cdc2 (homolog CDCZ28) - zodpovédny za regulaci vétsiny fazi BC ...

Nurse et al, MGG, 1976



Bunéény cyklus S. pombe

S.pombe ma rovnocenné déleni - vznikaji buriky 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 kriticka G1 faze jako u S. cerevisiae



GFP

Ags1

CW

Hoffmann a spol, Genetics, 2015
http://www.genetics.org/content/suppl/2015/

10/02/201.2.403.DCH1 S. pombe

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

- Vice prof. Svoboda

Cortes et al, JCB, 2012
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S. cerevisiae

puceni ... parovani (shmoo)



Bunécny cyklus S. cerevisiae

ClnfCac28 Clb1/2/Cdc 28 Cli'Cde 28

activalion activation inactivalion AW Actin cable
-
Cortical actin
1_!.I:Ef,]'|

Spinaie poie
body

Nucleus
. . . ‘ Mikrotubuly
(nocodazol)

M

- zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zaCatek S faze

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

- jadro se protahuje — zacatek M faze (mitdézy) - mikrotubuly

- oddéleni pupene — cytokineze — prechod z M do G1

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

Curr Opin Gen Dev 5 (1995)



Synchronizace S. cerevisiae bunék

Cln'Cde28 Clb1/2/Cdc28 Ci'Cele 28
activation activation inactivation Actin cable

dpinaie poie
Nucleus
. . . ‘ Mikrotubuly
(nocodazol)

body
M

- v useku A jsou buriky ,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 nukleotidt potfebnych pro replikaci — synchronizace v S fazi
- nocodazol blokuje polymeraci tubulinu — schazi mikrotubuly pro mitézu — G2
synchronizace

- ts mutanty ruznych CDC genu — ruzné faze bunécného cyklu



KlicCovym 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
- pfi nedostatku zivin arestuje v G1 nebo posléze prechazi do stacionarni faze

(vyCerpani zivin)

- nedostatek dusiku — rust pseudohyf
- pfi nedostatku N a C (diploidni bunky) zastavuji v G1 a zahajuji meiosu/sporulaci
- haploidni buriky v pfitomnosti partnera zastavuji v G1 fazi a konjuguiji

Carbon
Rich Poor
Yeast Form Growth Colony Morphology

Rich

Pseudohyphal Sporulation

op
% 3

Nitrogen

Discrimination

B PrQAelrjltoalr;lp . [—- Glucose Nitrogen
Gain of CCM -
‘ ,[ Nitrogen
MAP Kinase cAMP-PKA

Dig1/2
Setzp Tectp: | THRP T

d

Hog1p -
Shikovani <’ ‘s’
parovant ~ \S[FEREEY

- morfologie kolonii

Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)



G1 faze - S. cerevisiae

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

- STARTovni interval Ize rozdélit na Usek A a B

- v Useku A se rozhoduje o pfechodu do stacionarni faze (mutanty zastavené v této
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

900 o. 48

active PKA i  inactive PKA!

ooooooooooooooooooooooooooooooooooo



CDC28 a cykliny u S. cerevisiae

Interakci fosforylované Cdc28p s cyklinem vznika aktivni komplex:

-v G1 fazi Cin1p a CIn2p (CLN3 mRNA je konstantni)

- pro vstup do S faze jsou nutné CIb5p a Clb6p (transkripce stimulovana CLN)
- zahajeni mitdzy se ucastni CIb3p a Clb4p

- mitézu ukondcuji CIb1p a CIbZp a jejich degradace

activates (I /Cdc28 (Ill ( i 28 Clh ( i H
Clivalic act on n
....................... {/_; .
li

( CDK \ Lol / binds the
- y ) ) substrate . @
sy e ‘Jo
BE @ pose \/
chamical modification Cinip. cu:sp -np EI:E-p 4p Cibip. -2p

{phosphorydation) -

C e

G1 5 G2 X A .
Nasmyth, Trends in Gen, 1998



Bunécény cyklus S. cerevisiae - detail
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Maintenance of genome stability
1 1

G, 5 G, M
RFCS RAD17 SGS1
RAD17 RAD17 BUB1,3 BUB2
RAD24 BLE RAD24 RAD24 MAD1,2,3 BFA1/BYR4
MEC3 MEC3 MEC3
DRC1
DNA damage Replication intra-S (replication) DNA damage Mitotic Mitotic
checkpoint (G4) checkpoint (S) checkpoint (S) checkpoint (Gy) checkpaint (M) checkpoint (M)
G, arrest in response | S phase arrest Slowing of replication Gy, arrest in response | Meta-Anaphase Block of exit
to DNA damage in response to in response to DNA tozDNA damage arrest in response  from mitosis
replication blocks  damage in S phase to spindle damage
| ]
Human homologs
Yeast Human Cancer syndrome
- MEC1
LT MEC1/TEL1 ATR/ATM Ataxia telangiectasia
MRE11-RAD50-XRS2 _ . o
Transducer and RAD9 MRE11 MRE11 Ataxia telangiectasia-like disorder
sfiecior functions ga:? XRS2 NBS1 Nijmegen breakage syndrome
gSSDfS RADS3/DUN1  hCHK2 Li-Fraumeni syndrome
SGS1 BLM/WRN/RTS Bloom, Wermner & Rothmunds

Thomson syndromes

L . . L . . . . . _ Kolodneretal, Science (2002)
Checkpoints slouzi bunce ke kontrole uplnosti ¢i spravnosti prubéhu urcité ¢asti
buné&ného cyklu i procesu — napf. bufika nemuze nechat neopravené

dvouretézcové zlomy DNA nebo jina poskozeni DNA (podle faze bunécného cyklu
opravuje ruznymi mechanismy)



Parovani/mating kvasinkovych bunék

G1-A '\/_—

®
a

o\ haploid G1 Meiosa
o 4« L6

{' diploid ‘
. ha::oid ‘ . ® ‘,/

®
‘ ,/.\ mitosa
(©)

uless 68LNIA
1S 08828

oseyd
sgoewesd pugqiy piodp

- haploidni buriky v pfitomnosti partnera zastavuiji
v G1 fazi a konjuguiji ... meiotické déleni

- S. cerevisiae = a/alfa, S. pombe = h+/h-

- vytvafri diploidni bunky (S. cerevisiae = stabilni, S. pombe = okamzité
sporuluiji)

- parovani doprovazeno zasadnimi zménami v morfologii




D
S

-N
® ‘:. ’
<
S >
o] ' : _
pheromone shmoo formation  cell—cell contact cell—cell fusion karyogamy
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@@»>>>©® <f‘

i} pheromones receptors

. nucleus N
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— cell wall 5% actin @
— plasma membrane °. spores —
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STE = sterile
&

S. cerevisiae

o P/M factor
(b) @

nitrogen

starvation
tvorba shmoo — polarizace

aktinového cytoskeletu
akumulace
faktoru

(a) a/a. factor

Merlini et al, Open Biol, 2013
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S. pombe
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S. cerevisiae
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Signalni draha — a faktor

« factor

a cell

o cytoplasm | A

Cdea2-GTP  Cde24a——\b)
Y e
Ste20 Far1 Rhot

v nucleus
Ste1’ Bem1 @
Y Bni1
STE = sterile St;” g v
Fus3/Kss1i Actin cables
* + PRE target genes
Far1 Ste12-Mcm1i Exocylosis
v (a) alo t'acmr. @®
Cell fusion Cell wall assembly
proteins /
G1 arrest Transcription Morphogenesis

Wang et al., Nature, 2004



A. Budding

Apical Isotropic:

growth growth

O3

Bud neck
B. Mating
a factor

@@

a factor

C. Filamentous growth

L&

Q

Nitrogen starvation

i

Giel
Gic2
Skm1
Bnil
Spaz Swns Ace2
FI08 Sﬂ1 Ks's1
Dig1/Dig2 Polarlz growth
\\smz Teci  |Phd1  Ashi
K% v
Floi1 Egt2 Cis1
v’r N\ Yooy
Unipolar Cell adhesion G2 delay/ Cell separation
budding Agar invasion

Cell elongation

Pseudohyphal growth

bunka vyuziva podobné ,nastroje“ pro jiné
programy (vlaknity rast)

Hay-Oak Park, MMBR, 2007
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Prepinani parovaciho typu

Chromosom Il
HMLa CEN HMRa
[— ® W | .
umiCena kopie MAT umiCena kopie

HO endonukleasa stépi specifické sekvence v MAT lokusu - homologni rekombinace - zaména kopii
Pouziva se pro vygenerovani DSB a studium mechanismu opravy poskozené DNA

Lee a Haber, Microbiol Spect, 2015



Prepinani parovaciho typu
Homotalické - HO endonukleasa je exprimovana pouze v matefské burice v G1 fazi

(dcefinna si uchova puvodni typ)
Heterotalické — nemaji funkéni HO endonukleasu

homotalicke
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Chant, Current Opinion in Cell Biol, 1996



Asymetricka lokalizace Ash1p

(i) Wild-type cels (i) ash 1 mutants (i) myod/she 1 mutants
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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



Priprava aneuploidnich bunéek

MATa, karlAlS, lys2-801, cyh2-Q37E, a::HIS3 MATa, a::kanMX6, LYS2, CYH2, canl-100

h

KAR1 gen potfebny pro
Select for: Can®.-His and Kan®

karyogamii tj. pro fuzi jader

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

a: :HI.'kan.‘vLX'b

Studium vlivu aneuploidie na
buriku (u Clovéka se podili na
kancerogenezi, aneuploidie v
90% lidskych nadoru)

Torres et al, Science, 2007



Aneuploidie zpusobuje genomovou
nestabllitu - rakovina

- aneuploidie ve >90% rakovinnych bunék
- je genomova nestabilita disledkem aneuplodie nebo je aneuploidie dusledkem
genomové nestability?
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