


dospélec oplozené

vajicko

10

hodiny

po
oplozeni

vylihnuti

20 g

L3




Nobelova cena 2002 za fyziologii a Iékarstvi

za objevy genetické regulace
organového vyvoje

a programované bunécné smrti

... na modelu Caenorhabditis elegans
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C. elegans — model mozaikového vyvoje
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mala, snadno se kultivuje (zivi se E. coli)
jednoducheé telo: 959 telnich bunek g 1031 u d
dobre diferencované tkane vCetné nervové soustavy
pruhledné télo po cely zivotni cyklus

kratka generacni doba: 3,5 dne pfi 20°C

iInvariantni vyvoj a anatomie

samooplozeni (a CasteCné kfrizitelna)

maly, jiz sekvencovany genom
(~108 bp =100 Mb =0,1 pg )



Bunéecna

genealogie
C-elegans
tkané jsou polyklondlniho Gvodu
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Weismann's nudear determinants

PO
I |
AB F:'1
I I
BdAS P2

hypodermis | | I
hitan M5 E | |
nervové burky P3 C
(389) hltan strevo hypodermis

svaly (20) svaly

Zlazy nervové bunky
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Zakladni geneticka characteristika C. elegans

> zakladni zivotni cyklus je diploidni
> 6 vazebnych skupin, odpovida to 6 chromosomiim

v haploidni sadé: 5 autosomu a 1 pohlavni chromosom X

> hermafrodit ma dva chromosomy X v diploidni bunce
> hermafrodit tvori ~ 300 spermii, pak tvofi oocyty
> meiosa u hermafrodita vytvari gamety s jednou sadou

autosomu a jednim X
> samooplozeni obvykle dava vznik embryu 2 X: 2 A =

hermafroditu



Caenorhabditis elegans : vznik a dédicnost pohlavi

B —
Hermaphrodite

Self-fertilization l
R j\ ‘"_':"::_”:f:::‘_,ﬁ“"
Hermaphrodite Male
(=99%) (<1%0)
| Cross fertilization |
XX ' X0
R . S =
Hermaphrodite Male
(50%) (50%)




Pro genetiku jsou potrebni samecci

> Prilezitostna ztrata chromosomu X v prubéhu meiosy u hermafrodita
dava gamety bez X. Frekvence asi 1 na 500 meios. Kdyz je gameta
oplozena, vysledkem je diploidni zivocich pouze s 1 X.

» Jedinec €erva pouze s jednim chromosomem X v diploidni bunce se vyviji
jako samecek.

> Zadny chromosom Y u C. elegans neni, sameéka znaéime XO.

> V meiose u samecka segreguje jediny chromosom X a tvori se dva druhy
spermii: s jednim chromosomem X resp. zadnym:

spermie samecka

1A 1X, 1A

oocyty 1X,1A | X0, AA XX, AA

hermafrodita ¢ g

> Krizeni sameéka s hermafroditem dava v potomstvu
stejné pocéty sameckll a hermafroditu.




Mutageneza C. elegans

Po +/+ mutagen: chemicky, pr. EMS
fyzikalni, pr. y - zareni
aplikace na P, kdyz zarodecna linie ma
- ) mnoho mitotickych bunék:
+
1 / J m \ larva ve stadiu L4
F, +/ + +/m M/ M  samooplozeni dava vznik

1/4 homozygotum v F,



Mutageneza C. elegans
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Jaké typy mutantu muzeme mit ?

> morfologické pr. Dumpy (Dpy) — kratke, tluste telo
Long (Lon) — delsi nez WT

> chovani (pohyb) pr. Uncoordinated (Unc)

Roller (Rol)
> heterochronni pfr. Cell Lineage Abnormal (Lin)
> letalni pr. Lethal (Let)
> sexualni transformace pr. Masculinizing (Tra)

Feminizing (Fem)



bunka urcena -

Ve O wvs s s kZénikU
Ucinek genu ridicich

programovanou ced-é‘} > n
ced-4

bunécnou smrt indukcei
u hlistice : apoptéz

geny cell death ced-3 a ced-4

(produkujici cytotoxiny) L

jsou rizeny (inhibovany) pohlceni fagocytézou,
degradace bunky i jadra

genem ced-9

- jestlize je tento gen aktivni,

bunka se nepodrobi apoptoze
bunka




Bunécny osud hlistice podél antero-posteriorni osy je urcovan
jedinym (kolinearnim) shlukem Hox gent

- s homologiemi ke ctyrem homeotickym genlim z komplexu
Antennapedia mouchy

lab ﬂ Dfd Scr - Antp U.!:rx abd-A Abd-B
W "_] - “"": - "'—] ] *— "— S Drosophila
\/ \ // o
Caenorhabditis
2 Mm Hox
lin- 39 ceh 13 mabﬁ egl- 5 c.eh 23

\ .

g,ﬁ nema clankovane télo!

anterior ““‘ )‘J‘ posterior

larva




Casovani vyvojovych procesq,
zapindni a vypindni genu v zavislosti
na koncentraci a case, prahové hodnoty

HETEROCHRONNI GENY




HETEROCHRONNI MUTACE

model Fizeni casového vyvoje larvy C-elegans

specificka stadia larvalniho vyvoje jsou
urcovana hladinou proteinu lin-14

lin-14 mutace, ,ztrata” funkce

WVVSOké =>
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SA nizks -

lin-14

L2 L3 L4

|Easovv gradient lin-14 je vysledkem trans-
krip¢ni represe lin-14 proteinem lin-4,
zacinajici pri casném vyvoji larvy

lin-14 mutace, ,ziskani“ funkce,
nebo ,ztrata” lin-4 funkce

standardni typ

<t ' i
g represe lin-4
ét . P
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lin-14




Bunécna genealogie u WT a heterochronnich
mutanti C-elegans

standardni typ »predcasny” mutant ,0poZzdény“ mutant
lin-14 (If) In-14 (gf )
larvalni mutace ,,ztrata funkce” mutace ,ziskani“ funkce

stadia (1-4)
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jadro

obraceneé

) I:Irep-etl 'De, aberantni nebo nadmérna ( 1 )
l transkripce genu
TR
dsRNA 'J'

2006: NOBELOVA CENA
ZA FYSIOLOGII A LEKARSTVI

o - aberantni RNA
SELEKTIVNi UMLCOVANI GENU ™"\
PROSTREDNICTViM (3) ) [Ty
RNA INTERFERENCE N dsRNA
cytoplasma

malée RMNA

sekventéné-specificka
nukleaza cilova
mRNA

posttranskripcni
umlcowvani gend

Craig M_e”O’ '_A‘nqrew Fire (i) RNA-dependentni RNA polymeraza
(Carnegie Institution 1998) ss RNA —» ds RNA
(if) Dicer : ribonukleaza
ds RNA —> malé ds RNA (~ 22 nt)
(iii) Argonaut (RISC) - proteiny ribonukleazového
komplexu : stépeni (endogenni homologni) mRNA
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