Hadatko

Po padesati letech
stdle v kurzu

VYVOJOVA BIOLOGIE

Caenorhabditis elegans

Pred necelym pilstoletim nasel jisty Fihoafrican
zalibeni v miniaturnim cervovi a postaral se
tak o ndpln prace dalsim generacim védcii fady
oborii. Tim Fihoafricanem byl budouct nositel
Nobelovy ceny Sydney Brenner a cervem hdddt-
ko Caenorhabditis elegans (0br. 1). Jeho zdslu-
hou se tak hdddtko zatadilo po bok musky octo-
milky, mysi a rostliny husenicku. Stal se z néj
modelovy organismus.

Cim si hadatko' tuto pozici zaslouZilo?
Caenorhabditis elegans patfi mezi hlistice
(Nematoda) a bézné zije v padé, v kompos-
tu nebo na rozkladajicim se ovoci. Na rozdil
od fady jinych hadatek, napfiklad hadatka
fepného nebo bramborového, neni parazitic-
ké, ale zivi se bakteriemi ¢i jinymi mikroor-
ganismy. To velmi usnadnuje jeho kultivaci
v laboratornich podminkach, kde bez problé-
mt pfeziva na agarovych miskach s napésto-
vanymi bakteriemi. Zivotni cyklus od oplo-
zeni do dospélosti, béhem kterého hadétko
projde ¢tyfmi larvalnimi stadii, trva za opti-
malnich podminek pouhé tfi dny. Je to rych-
lost, které vétsina dal$ich mnohobunéénych
modelovych organismt nemtize konkurovat.
V méné priznivych podminkach, naptiklad
pfinedostatku potravy, miize hadatko nasmé-
rovat sviij vyvoj pres alternativni larvalni sta-
dium (dauer larvu), které vydrzi bez potravy
az tti mésice. Charakteristickym rysem vyvo-
je hadatka je pfitomnost stejného poctu tél-
nich bunék v kazdém dospélém jedinci (959
u dospélych hermafroditl). PiestozZe je pocet
bunék pomérné maly, diferencuji do vsech
zakladnich télnich soustav znamych u vys-
$ich organismi — travici, vylucovaci, svalové,
nervové a rozmnozovaci. Stabilniho poctu
bunék je dosazeno pevné danou sérii bunéc-
nych déleni, kterd se s kazdym oplozenym
vajickem beze zmény opakuje. Hadatko je
tak extrémnim piikladem organismu s deter-
minacnim vyvojem, pii némz je osud kazdé
bunky urcen jiz pfi jejim vzniku. Tato vlast-
nost vedla k vytvoreni dnes jiz klasického
,rodokmenu“ vSech bunék hadatka. Acko-
li — zvlasté v této extrémni podobé - nejde
o typickou ukazku vyvoje vétsiny mnoho-
bunéénych organismii (dokonce ani hlistic),
pro experimentalni biologii pfedstavuje vel-

1) Ceska terminologie pouziva pro rod Caenorhabditis také nazev hadg, byt

2) Fenotyp je konkrétni projev genu (genu), jinymi slovy jak organismus sku-
tecné vypada.

kou vyhodu, nebot snizuje troven variability
zkoumaného systému (mit alespon néjakou
jistotu pfi préci s zivym organismem neni
vibec na $kodu, byt vysledky plati jen pro
hadatko). Kteroukoliv bunku lze jednoznac-
né identifikovat v kazdém jedinci a jeji cho-
vani je tak mozné snadno porovnévat mezi
jedinci vystavenymi rtiznym pokusnym pod-
minkam nebo s odlisnym genetickym poza-
dim.

Dal$im kladem hadatka jako modelové-
ho organismu je moznost genetické analyzy.
Ptirozené se vyskytuje ve dvou pohlavich:
99,9 % populace tvori hermafrodité schopni
oplodnit sami sebe, zbylou 0,1 % piedstavu-
ji samci schopni oplodnit hermafrodity. Her-
mafroditismus védctim usnadnuje udrzovat
a mnozit geneticky definované kmeny v labo-
ratornich podminkach, pfitomnost samct
zase umoznuje jednotlivé kmeny nesouci
rtizné mutace kiizit a studovat vliv mutaci ¢i
jejich kombinaci na fenotyp.? V poslednich
deseti letech se studium hadatka rozsitilo
o metody reverzni genetiky. Zatimco klasicka
genetika vychazi z fenotypu a pracné zjistuje,
které geny dany fenotyp zptsobuji, reverz-
ni genetika zacind od vybraného genu a pta
se, jakou funkci v organismu ma. Jednou
z vyznamnych a u hadatka hojné vyuziva-
nych metod reverzni genetiky je interference
RNA, diky niz lze selektivné umlcovat jed-
notlivé geny, aniz by doslo k trvalému zasa-
hu do genetické informace jedince. Ostatné
na samotném objevu procesu interference
RNA mélo hadatko Ivi podil (viz Vesmir 86,
110, 2007/2). Genetiku si v dne$ni dobé ne-
lze predstavit bez DNA sekvenci. Hadéatko
se miize pochlubit vyznamnym piispévkem
k rozvoji sekvenovani. Pravé jeho 100 Mbp
(= 100 milionti part bazi) DNA piedstavu-
je prvni znamy uplny genom mnohobuné¢-
ného organismu a poslouzil jako odrazovy
mustek pro mnohem gigantictéjsi projekt
poznani genomu lidského.

Do historie biologického badani se hadatko
zapsalo nesmazatelné. Ma vSak Sanci i nada-
le? Alespon podle poctu publikaci zminuji-
cich C. elegans, kterych je v databazi PubMed
pres patnact a pil tisice, z toho jiz téméi 300
s datem r. 2010, se zd4, Ze zajem rozhodné
neutichd. Tti Nobelovy ceny béhem posled-
nich osmi let, které byly udéleny badatelim
vyuzivajicim hadatko jako model, davaji
tusit, ze slava jesté chvili vydrzi. Je fascinu-
jici sledovat vzristajici rozmanitost biologic-
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Dospély
hermafrodit hadatka

Caenorhabditis
elegans. Snimek
© Marie Silhankova.

Abstract: The nematode
Caenorhabditis elegans.

Still .in" after fifty years by
Marie Silhénkova and Lenka
Libusova. Research on the
model nematode C. elegans has
enormously enriched the pool

of biological knowledge and

the flow of data does not seem

to decline even after fifty years.
The greatest input has always
been from the traditional fields
of genetics, developmental
biology or neurobiology.

Now researchers from areas
spanning evolutionary biology to
biophysics start to appreciate the
advantages of this model system -
multicellularity, fast reproduction
cycle, easy cultivation, constant
development or sequenced
genome. We present two
examples of recent contributions
to our understanding of biology
coming from C. elegans - how
easy itis to lose the males and
how stochastic gene expression
can influence the development of
an organism.

1. Dospély hermafrodit
Caenorhabditis
elegans v Cislech.

kych otazek, k jejichz zodpovézeni hadatko
ptispiva. Zatimco tradi¢ni doménou ,hadat-
kara“ byla vidy genetika, vyvojova biologie
¢i neurobiologie, dnes uz tento modelovy cer-
vik pronikl i do ekologie, vyzkumu lidskych
neduht (rakoviny, obezity ¢i zavislosti na
alkoholu), do evoluc¢ni biologie i biofyziky.
Nasledujici dva pfiklady pfedstavuji jen
malou ochutnavku ze vzruSujicich otazek,
jak funguje svét kolem nas, na néz miniatur-
ni hadatko pomaha odpovidat.
Sen feministek?
Zvlastnosti hadatka je pfitomnost dvou po-
hlavi, a to pfevladajicich hermafroditt a mi-
noritnich samcti. Evolu¢ni vyhoda tohoto
uspofadanti je dobfe pfedstavitelna — herma-
froditi snadno kolonizuji nové prosttedi (sta-
¢i jediné hadatko, které samo sebe oplodni).
Na druhou stranu obcasna vyména genetic-
ké informace pfi pohlavnim styku se samci
chréani populaci pred ztratou vitality (inbred-
ni depresi). Zajimavé ovSem je, ze v rodé
Caenorhabditis nejde o pravidlo a nékteré
druhy (naptiklad C. remanei nebo C. japoni-
ca) maji samice a samce. Fylogenetické ana-
lyzy ukazaly, ze gonochorismus (pfitomnost
oddéleného samciho a samic¢iho pohlavi) se
vyskytoval i u spole¢ného ptfedka vsech dru-
ht rodu Caenorhabditis. Otazka zni, jakym
zptisobem mohlo dojit u C. elegans ke zméné.
Pohlavi je u hadatka urceno geneticky -
hermafroditi nesou dva pohlavni X chro-
mozomy (XX), zatimco samci pouze jeden
X chromozom (X0). Stejné¢ jako herma-
froditi C. elegans jsou vSak na tom i samice
gonochoristickych druh@i — maji rovnéz dva
X chromozomy. Vzhledem k tomu, Ze Zivo-
taschopni samci se u C. elegans stale vysky-
tuji, ke zméné pohlavi muselo dojit u samic.
Mozny scénai zmény nastinil nedavno tym
védct pod vedenim Ronalda Ellise z univer-
zity v New Jersey. Bunky pohlavnich organti

si dokadzou ,spocitat®, kolik nesou X chromo-
zomu. Podle vysledku aktivuji signdlni dra-
hu vedouci ke spusténi samc¢iho nebo samici-
ho programu. Klicovou roli v této draze hraje
protein TRA-2. U samci je bilkovina TRA-2
neaktivni, coz umoziuje sam¢im gentim, aby
se plné projevily. Naopak u hermafroditt je
bilkovina TRA-2 aktivni a zajistuje umlcéeni
genli potfebnych pro samci vyvoj. K deak-
tivaci TRA-2 dochazi u hermafroditii pouze
béhem kratkého obdobi rané dospélosti, kdy
si pfipravuji zdsobu spermii pro samooplo-
zovani na cely zbytek zivota. Gen kddujici
bilkovinu TRA-2 je uchovan u hermafrodi-
tickych i gonochoristickych druhd hadatek.
Kdyz badatelé pomoci metody interference
RNA snizili (ale ne zcela odstranili) hladinu
TRA-2 u gonochoristického druhu C. rema-
nei, v populaci se objevili jedinci nesouci
jak vajicka, tak spermie. Spermie vsak neby-
ly schopné vajicka oplodnit. Zjistilo se, Ze
neprosly procesem aktivace, kdy se méni
z nepohyblivych spermatid na pohyblivé
spermie. Pred¢asné aktivaci spermii C. ele-
gans brani také protein SWM-1. Kdyz védci
u druhu C. remanei snizili zaroven hladinu
TRA-2 i SWM-1, vyskytli se v populaci najed-
nou i hermafroditi, u nichz doslo k oplozeni
vajicek jejich vlastnimi spermiemi a kteti dali
vznik Zivotaschopnému potomstvu. Prechod
od uspofadani samice-samec k uspofadani
hermafrodit(-samec) je az piekvapivé jedno-
duchy - postacuji pouhé dva zasahy do regu-
la¢nich drah. Jeden zasah pozméni urceni
pohlavi, druhy aktivaci spermii. Pozoruhod-
ny je rovnéz fakt, Ze nejde ani o ztratu ¢i
vznik nové funkce proteintt TRA-2 a SWM-1,
ale pouze o zménu jejich hladiny v organis-
mu.

Vliv ndhody

Obecna predstava o vyvoji organismu zahr-
nuje obvykle sled pfesné¢ danych a vysoce
regulovanych kroki, jez vedou ke kone¢né
podobé organismu typické pro dany druh.
Tato podoba je v prvé fadé¢ dana genetic-
kou informaci, kterd poskytuje navod, po-
dle néhoz vyvoj spéje k viceméné nemén-
nému cili — pokazdé vznikne hadatko a ne
tfeba motyl. Vyvoj miize byt ovlivnén i vnéj-
$im prostfedim, napiiklad teplotou, dostup-
nosti potravy nebo hustotou populace — nas
motyl babocka sitkovana (Araschnia levana)
se vyskytuje ve dvou barevnych formach po-

délka téla dospélého jedince

pocet laboratori zabyvajicich se timto hadatkem

vice nez 700

488 Vesmir 89, tervenec-srpen 2010 | http://www.vesmir.cz



INZERCE

dle toho, zda se motyl vylihne na jate, nebo
v 1été (viz Vesmir 83, 441, 2004/8; Vesmir 75,
217,1996/4). Ani geneticky naprosto identicti
jedinci, jako jsou jednovaje¢na dvojcata, ne-
jsou zcela totozni. Za hlavni zdroj odli§nos-
ti téchto jedincti byvaji povazovany hlavné
vlivy prostfedi. Mtze vSak byt vyvoj ovliv-
nén i nahodou? Za normalnich podminek se
organismy snazi vliv nahody potlacit. Obsa-
huji mechanismy, které mohou drobné vyky-
vy v systému ,,pufrovat®?

No¢ni mirou genetikli byvaji mutace s ne-
dplnou penetranci — v geneticky homogenni
populaci se urdity fenotyp projevuje jen u ¢as-
ti jedincti, prestoze jsou chovani v naprosto
identickych podminkich. Tym Alexandera
van Oudenaardena z Massachusetts Institute
of Technology nedavno ukazal, Ze pravé net-
plnou penetranci Ize vysvétlit zvySenim vlivu
nahodnych déjt v bunkdach. Pro své pokusy
si badatelé vybrali hadatko s mutaci v genu
skn-1. Ptislusny protein spousti signalni dra-
hu vedouci v nékolika krocich k diferencia-
ci stfeva. PiestoZe vSechna embrya s muta-
ci skn-1 jsou geneticky totozna, u nékterych
se stfevo nevyvine vilbec, zatimco u jinych
k tvorbé stfevnich bunck dojde. Jak tedy
vysvétlit fakt, Ze geneticky totozZna embrya
jednou diferenciaci nezahaji a podruhé ano?
Védci se rozhodli v mutantnich embryich
prozkoumat aktivitu celé signdlni drahy,
jejiz soucasti je skn-1. Pouzili unikatni meto-
du, ktera umoziuje oznacit a spocitat v kaz-
dé bunce vSechny molekuly mediatorové
RNA daného genu, jejimz ptekladem vzni-
ka odpovidajici protein. Pfedpokladali pii-
tom, ze mnozstvi mRNA je imérné mnozstvi
vytvofeného proteinu. Zjistili, Zze u nemuto-
vanych kontrolnich embryi se pocet molekul
mRNA jednotlivych genti pohybuje vzdy jen
v pomérné uzkém rozmezi, u skn-I mutant

nich embryi tomu tak vSak nebylo. Expre-
se nékterych geni u mutantd téméf vymize-
la, zatimco u jinych gent se pocet molekul
mRNA pohyboval ve velmi Sirokém rozpéti
(az dvou radt). Pro vysledny fenotyp embryi
ptfitom byl rozhodujici pocet molekul mRNA
jediného genu na konci signalni drahy ozna-
Covaném end-I. Pouze pokud pocet mRNA
tohoto genu dosahl urcité kritické hladiny,
zahdjila se diferenciace stfeva. U kontrol-
nich embryi se diky soucinnosti celé signal-
ni drahy dosahlo pokazdé kritické hladiny
end-1, a tudiz stfevni bunky vznikly. Mutanti
skn-I méli signalni drahu narusenou, exprese
end-I byla vysoce proménliva a kriticka hla-
dina byla dosazena pouze u nékterych jedin-
cli — a to viceméné nahodné. Cely pokus tedy
prokazal a poprvé na trovni celého mnoho-
bunééného organismu zméfil, ze nckteré
mutace, napiiklad v genech signdlnich drah,
nevyfadi signdlni drdhu dplné z provozu,
pouze vyrazné zvysi vliv nadhody na konec-
ny vysledek. Proto se jejich mutantni fenotyp
projevi jen nékdy.

Sydney Brenner miiZze mit ze svého ,dit-
ka“ radost, hadatku se ve védé (a doufejme
i mimo ni) dafi velmi dobte a stale se podi-
li na feSeni aktudlnich biologickych otazek.
Dnesni uspéchana véda tlacici na produk-
ci vysledkil jako na bézicim pase by se vSak
mohla inspirovat hlavné v pocatcich jeho
spanilé jizdy. Od chvile, kdy Sydney Bren-
ner poslal britské Medical Research Council
zadost o financovani studia vyvoje hadatka,
do publikace prvniho odborného ¢lanku na
toto téma uplynulo deset let a autorem ¢lan-
ku byl pouze Brenner. Nezbyva nez popfat
vSem dne$nim Brennertim se smélymi plany
hodné trpélivosti a osvicené mecenése. Bez
nich se k Nobelovym cendm prokousava jen
velmi tézko. ‘70
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3) Znama je napfiklad dilezita
ochranna funkce proteinu
teplotniho Soku Hsp90 z rodiny
chaperond.
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