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Drozdze Saccharomyces cerevisiae

L.acza cechy Procaryota i Eucaryota (,,Yeast as the E. coli of Eucaryotic Cells”).
Sa latwe w hodowli (czas generacji 1,5-2h w 30°C) i manipulacji.

Nie sa patogenami.

Stosunkowo niewielki genom, ok. 12 Mb (,,tylko” 3,5 raza wiekszy niz E. coli).
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Wiele biatek jest konserwowane pomiedzy drozdzami a ludzmi. Kilkadziesiat
genow ludzkich komplementuje mutacje drozdzowe, ponadto ok. 140 ludzkich
genow zwigzanych z chorobami ma homologi w drozdzach.
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Cykl zyciowy drozdzy Saccharomyces cerevisiae




Paczkujace komorki drozdzy




Tetrady




Przyjemnosci pracy z drozdzami

W cyklu zyciowym drozdzy istnieja etapy haploidalny i diploidalny, co pozwala
tatwo badac mutacje w genach metabolizmu podstawowego.

Moga rosngc zarowno w warunkach tlenowych (pozywka z gliceryng), jak i
beztlenowych (pozywka z glukozg).

Drozdze mozna tatwo transformowac, zarowno plazmidami, jak i liniowym
DNA; wydajnos¢ transformacji do 10# transformantow na 1 ug DNA.

Od 1996 roku znana jest sekwencja genomu Saccharomuyces cerevisiae.
Informacje o nim zintegrowane sa w bazie danych SGD, na stronie
WWW.Yeastgenome.org

Drozdze sa wygodnym narzedziem badania interakeji genetycznych — SIS (ang.
synthetic lethal screen) oraz fizycznych: biatko-biatko (system dwuhybrydowy),
biatko-DNA (s. jednohybrydowy) 1 biatko-RNA (s. trojhybrydowy).


http://www.yeastgenome.org/
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Elementy wektorow drozdzowych
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Drozdzowy system dwuhybrydowy:

badanie interakcji pomiedzy bialkami in vivo
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www.invitrogen.co.jp/gateway/pgql0001 01.shtml



System dwuhybrydowy:

domenowa budowa czynnikow transkrypcyjnych

aktywator domena aktywacyjna
transkrypcji domena wiazaca DNA

promotor




System dwuhybrydowy:

konstrukcja bialek fuzyjnych
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System dwuhybrydowy:

transformacja drozdzy
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System dwuhybrydowy:

ekspresja genu reporterowego
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www.invitrogen.co.jp/gateway/pgql0001 01.shtml



Geny reporterowe

Badanie region6w promotora odpowiedzialnych za
regulacje ekspresji genu

Badanie zmian ekspresji w wyniku dzialania czynnikow
zewnetrznych

Identyfikacja oddzialywan pomiedzy biatkami

Okreslenie lokalizacji badanego biatka



Przykladowe geny reporterowe

> [-galaktozydaza

» [B-glukuronidaza (GUS)

» acetylotransferaza chloramfenikolu (CAT)
> fosfataza alkaliczna

> lucyferazy

» bialko fluoryzujace na zielono (GFP)



Identyfikacja regionow promotora
odpowiedzialnych za regulacje

transkrypcji

aktywatory transkrypcji
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Lokalizacja bialka
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Drozdzowy system dwuhybrydowy:

badanie interakcji pomiedzy bialkami in vivo
o "*-.I

b e e T e e b R
RO

www.invitrogen.co.jp/gateway/pgql0001 01.shtml



Klonowanie przez rekombinacje

EcoRI
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1 — ,klasyczne” klonowanie: ligacja i transformacja E. coli,
potem retransformacja do drozdzy

2 — klonowanie produktu PCR z wykorzystaniem rekombinacji
in vivo w drozdzach
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Manipulacje genetyczne w drozdzach
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A) Delecja genu YFGL1 (ang: your favourite gene)
przez wstawienie kasety URA3 na drodze
rekombinacji homologicznej.

Powstaje szczep yfgi::URA3

B) Delecja genu YFGLI przez wstawienie kasety
URAS3 oflankowanej sekwencjami
niedrozdzowymi (np. bakteryjne hisG).

Drozdze staja sie YFG™ URA". Rekombinacja
pomiedzy sekwencjami flankujacymi kasete
prowadzi do wyciecia URAS.

Powstaje szczep - yfgi-A

C) ,Podstawienie” allelu yfg1. Zamiana zachodzi
w szczepie yfgi::URA3, gen URA3 zamieniany
jest na zmutowang kopie genu yfgi.

Powstaje szczep z mutacja yfgi-1.



Technika Southern blot:
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A The g |15 covered with a sheet of nitroceliulose and
placed in a tray of buffer on top of a sponge, Alkaline
chemicals in the buffer denature the PMA into single
strands, The buffer wicks |t way up through the gel

1. Elacirophoreits i poriormed, nling and nitroceliulose into a stack of paper towels placed
radioactively labeled markers as a an tap of the nitroceHulose,
sire gulde in the firsk lane.

FiE

Hadinactively
Mbroce idlbose paper now labeled nuckelc
contains nudeic acld “print” .

Hybridized
narcledc acid

A Patiern on gel Is coplied faithiully, 4, Blatted nitocelfulose is incubated 5. Fhvotopraphdc fikm is lald over the papera
or “blotted”, onko the nitrocelfulose.  with radioactively labeted nuclaic Is exposed only kn areas that contain
aClds, and then rinsed. rafloactivity (mrtoradiegraphy), Hitroce
Is examined for radioactve bands, indica
tybridization of the original nucleic acids
the radipactively labeled ones.

www.txtwriter.com/.../genetech/
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Kontrola dysrupcji przez hybrydyzacje
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Analiza mutantow A. nidulans

W wyniku mutagenezy dzikiego szczepu A. nidulans
uzyskates dwa mutanty wymagajgce do wzrostu proliny.
Mutacje okazaty sie recesywne. Kazdego mutanta
Krzyzowano ze szczepem fenotypowo dzikim i uzyskano
nastepujace askospory krzyzowkowe:

. dla mutanta nr 1: 50% dzikich i 50% pro-
. dla mutanta nr 2: 25% dzikich i 75% pro-
Zinterpretuj uzyskane wyniki.

. Jak mozna by interpretowac wyniki gdyby
otrzymano nastepujgcy rozktad askospor krzyzowkowych:
5% dzikich i 25% pro-
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Gln - glutamina
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Regulacja genéw katabolizmu argininy u A. nidulans
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Technika northern-blot:

RNA lub DNA
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OBRAZ ELEKTROFOREZY
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standard masy czasteczkowej RNA % &
L[ " (RNA Lader High Range, MBI | warunki hodowli aktywnosc
Fermentas) arginazy
2. wt MM 0,2
3. wt MM + arginina 1,8
4. arcA%47 MM 1,9
5. arcA’47 MM + arginina 2,1
6. arcA'3 MM 0,1
7. arcA'3 MM + arginina 0,1
8. RNA totalne z ludzkich komérek 1u aktywnosci arginazy = aktywnos¢ enzymu dajgca 1 umol mocznika na
bialaczkowych Jurkat minute w warunkach standardowych
-
WYNIK AUTORADIOGRAFII
rRNA duzej 4
podjednostki
rRNA matej - 1 «
podjednostki - -

sygnat hybrydyzacji dla
mRNA arginazy
(ok. 1300 zasad)



