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Il. Drosophila melanogaster: molt més que una moscal!
El perque de les mosques en investigacio

Resum historic
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Del fenotip al gen
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Sistema Gal4/UAS




Il. Drosophila melanogaster: molt més que una mosca!

Aquili
importen les
mosques?!?




Drosophila melanogaster
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Mosca de la fruita
o

Droso= humitat // Phila = amant
Melano= pigmentat // gaster= abdomen

Il. El perque de les mosques en investigac
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Il. El perque de les mosques en investigac
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Il. El perque de les mosques en investigac
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Quants dies creieu que dura el cicle vital de Drosophila?

a) 5dies
b) 10 dies

. The life cycle of Drosophila melanogaster
c) 15 dies

d) 20 dies st e

pupa

1st instar larva

&

2nd instar larva

3rd instar larva

Il. El perque de les mosques en investigacio
{




DE .Ta'égéncﬁ The life cycle of Drosophila melanogaster
BIOMEDICA

female male

1st instar larva

1 dia

2nd instar larva

2 d ies 3rd £ar larva 1 dlCl

Il. El perque de les mosques en investigacio

Cicle vital curt i elevada descendencia

25°C
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Il. El perque de les mosques en investigacio

Genoma petit i sequenciat

Els humans tenim 23 parells de cromosomes, pero...
quants parells de cromosomes té Drosophila?

a)
b)
c)
d)

4
6

10
12
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Il. El perque de les mosques en investigacio

Genoma petit i sequenciat

Femella (XX) Mascle (XY)

1w P L

N TV e

4 parells de cromosomes (3 autosomics i 1 sexual)
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\o 24 March 2000

o r( \ \[ I } < Organisme Tamany genoma | Gens estimats

g g mesz‘: (bases)

o

8 Huma (Homo sapiens) 3 bilions 30,000

>

E Ratoli (Mus musculus) 2.6 bilions 30,000

c

<) Cuc nematode 97 milions 19,000

7))

Q (C. elegans)

g. , Mosca de la fruita 137 milions 13,000
’ 1 | b '

8 Génome _ 5. (D. melanogaster)

E A ‘ Llevat (S. cerevisiae) 12.1 milions 6,000

7))

Q Bacteri (E. coli) 4.6 milions 3,200

()

©

QD

=

Q . T x10 X2

ol Genoma sequenciat I'any 2000

w
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Il. El perque de les mosques en investigac

drosophiladrawings.blogspot.com

Similars als humans


http://drosophiladrawings.blogspot.com/2009/11/balancers-tm3-sb-ser.html

Similars als humans
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circulation
excretion
skeleton
muscles

nervous
system

body circulation excretion
digestive tract organisation skeleton muscles
nervous system A. Prokop

Il. El perque de les mosques en investigac



BARCELONA

INSTITUT
DE RECERCA
BIOMEDICA

p

Il. El perque de les mosques en investigac

Similars als humans

food +
food ethanol

y
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Il. El perque de les mosques en investigacio

Similars als humans

Quin percentatge de gens que causen malalties en

humans, estan conservats a Drosophila?

a)
b)
c)
d)

35%
50%
65%
75%
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Il. El perque de les mosques en investigacio

Similars als humans

Quin percentatge de gens que causen malalties en

humans, estan conservats a Drosophila?

a)
b)
c)
d)

35%
50%
65%
75%
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Il. El perque de les mosques en investigac

Table 1 | Categories of human disease genes well suited to analysis in Drosophila melanogaster*

Disease
Dysmorphology
Syrpolydachy

Sinde bone inzeugopod
Hand-foot-genital syndrome
Aniridia

Townes-Brocks syndrome
Sagethre-Chotzen syndrome
Pfieffer syndrome

Apert syndrome

Crouzen syndrome
Saethre-Chotzen syndrome-lke
Alagille syndrome
Spondylocostal dysostosis
Primarg.congenital glaucoma

Cardiac disease

Holt-Oram syndrome
DiGecrge syndrome
Vencus malformations

Human gene symbol

HOXD13*
HOXD3-HOXD13 (heterczygous deletion)

HOXA13 or heterczygous HOXA 77-13 deletion

PAX6

SALLT

TWIST1

FGFR1,FGFR2

FGFR2

FGFR3

FGFR3, gain-of-function?
JAGT

DLL3

CYP1B1

SCAT (dso known as ATXNT)
SCAZ {dso known as ATXNZ)
SCAB (dso known as CACNATA)
SCA14 (ako known s PRKCG)
SCAT7 (ako knownas TEP)

Huntington disease HD
Spinal and bulbar muscular atrophy 3 AR
Parkinson disease PARK2
PARKS (also known as UCHLT)
PARK7
NR4AZ2
MAPT
PINK1
SNCA
Alzheimer disease PSENT, PSEN2
AFPP
Fragile X syndrome FMR1
A pawndrome UBE3A
Tubercus sclercsis TSC1,T8C2
Endometrial carcinoma PTEN
No known dissase LATS1
mutations in hemeologue
Rend cancer nes SAavit
No known disease mutations in homclogue MSTT, MST2 (akso known as STK3)
Bladder and colorectal cancer RAS famiy genes
No known disease mutatiorns SCRAIB,LLGL1,DLGT
inhomologues
B-cell leukaemia CCND1
Melanoma CDK4
Retinoblastema RB1
Hepatocelllar carcinoma TP53
Ectodemal dysplasia TP73L

Fly gene symbol

Abd-Bs
Abd-B*
Abd-Bs
eys, toys
salms, salrs
twis

htfs

htfs

htfs

htfs

Sers, Vs
Dis
Cyp18a1s

tins

pré
Doci-Docs®
org-15, bis
htfs

CG4547

CG5166

cacs, Ca-«i1Ds

naCs, PxcS3E

Tops

huntingtin®

ERR, svyp®

parks

Uch

% CGB646
85

tau’

CG4523s

None knoan

Psns

Appl

Fris

aube3As

tsc1s, tsc2%
Ptens

wis* (ako known
aslats)

savi

hpos

Ras850Ds

scnith, i2)g", dig1s

CycD?
Cak4®

Rbfs, Ab2
hths (e<10-19)
hthi (e<10”)

Gene product References
Transcription factor 140-142
Transcription factor 143,144
Transcription factor 145-149
Transcription factor 150-153
Transcription factor 154-156
Transcription factor 133
RTK 157
RTK 157
RTK 157
RTK 133
Notch ligand 158
Notch ligand 159
Cytochrome P450 108,100
Transcription factor 160-163
Transcription factor 163-165
Transcription factor 166-168
Transcription factor 1689
RTK 170
Transcription cofactor? 27,30171
rknown
Cer* ion channel
Cear*-dependent PKC
TATA binding protein
Axond transport? 30,172-174
Androgen receptor 27171
E3-ubiquitin ligase 49-51
Ubiquitin pathway 28-30
Androgen-R regulator?
Nuclear hormoene receptor
Microtubue binding 30,175
PTEN-induced kinase 176
Dopamine transmission? 28-30
-Secretase 27-30,86
Signalling, axcral transport?
Translational regulator 72,177,178
E3-ubiquitin ligese 179,180
GAP for RHEBin TOR pathway 86, 181-184

Negative regulator PI3K 86,92
Cyclinregulation? 94 95
Cyclin regulation? 96
Cyclinregulation? a7
RTK sigralling 185
Cell polarity, metastasis in the

presence of RAS-V12

Cell cycle a3
Cell cycle

Cell cycle

Cell cycle

Cell cycle

Similars als humans
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Drosophila i cieéncia: resum historic
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Il. Resum historic

Drosophila i ciencia: resum historic

Thomas Hunt Morgan (1866 - 1945)

Red-eyed wild-type fly

1908 — Comenca a treballar amb Drosophila
1910 — Primera mutacio identificada (white)

1911 — Els gens es troben als cromosomes

1933 — Nobel Prize in Physiology or Medicine pel
paper dels cromosomes com a unitats d’herencia

White-eyed mutant fly
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Il. Resum historic

Drosophila i cieéncia: resum historic

Morgan va rebre el primer premi Nobel en Medicina o
fisiologia, pero sabrieu dir el total de premis destinats a
investigacions amb Drosophila fins a dia d’avui?

a)
b)
C)
d)

coO O U1 W
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Il. Resum hist

6 Premis Nobel per a 10 cientifics treballant amb Drosophila

1933 Thomas Hunt Morgan: cromosomes com a unitat d’herencia

1946 Hermann Joseph Muller: efecte mutagenic dels raig X VW Y
®
a

1995 Edward B Lewis, Christiane Nusslein-Volhard, i Eric F Wieschaus:
control genetic del desenvolupament embrionari

2011 Jules A Hoffmann: receptor Toll i funcionament del sistema
immunitari innat

2017 Jeffrey C Hall, Michael Rosbash i Michael W Young : mecanisme
molecular que controla els ritmes circadians
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lll. Geneética i biotecnologia amb Drosophila

Del fenotip al gen
Mutagenesi
Transgenesi

Sistema Gal4/UAS
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Ill. Del fenotip al gen

Genotip

Fenotip

DNA
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Ill. Del fenotip al gen

Genotip

Fenotip

DNA

)/, 0,0.0.0.0.0.0.0

1 Transcripcio
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Ill. Del fenotip al gen

Genotip

Fenotip

DNA

)/, 0,0.0.0.0.0.0.0

1 Transcripcio

1 Traduccio
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Ill. Del fenotip al gen

Genotip

Fenotip

DNA

)/, 0,0.0.0.0.0.0.0

1 Transcripcio

1 Traduccio

Funcid / caracter
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Ill. Mutagenesi

Com podem estudiar la ?

* Eliminant-lo (analisis de falta de funcio)

* Sobre-expressant-lo (analisi de guany de funcid)

!

Mutagenesi
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Ill. Mutagenesi

Com podem estudiar la ?

* Eliminant-lo (analisis de falta de funcio)

» Mutacions amorfes: totalment nuls
» Mutacions hipomorfiques: reducccid, perd no total

° Sobre-expressant-lo (analisi de guany de funcid)

» Mutacions hipermorfiques: increment de I'activitat
» Mutacions neomorfiques: nova funcié

!

Mutagenesi
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Ill. Mutagenesi

Classificacio de les mutacions

On?

Tipus

Cel-lules somatiques

Cél-lules germinals (hereditaries)

Geéniques: seq. nucleotids (delecié, addicid, substitucid)

Cromosomiques: fragments cromosomes (delecid, duplicacio, inversio,
translocacio)

Genomiques: nombre de cromosomes (aneuploidia)
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Ill. Mutagenesi

Tecniques de mutagenesi

e A l’atzar

» Radiacions (raig X, raig UV)
» Agents quimics

» Elements P (transposons d’ADN)

 Dirigida

» CRISPR
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Ill. Mutagenesi

Tecniques de mutagenesi

e A l’atzar

» Radiacions (raig X, raig UV)

» Agents quimics g

[ XY
a

dobles

Lesions
ADN

simples
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Ill. Mutagenesi

Tecniques de mutagenesi

Mascles ingereixen menjar amb agent

mutagen (EMS)

indepe

B / 3 Celules espermatiques (i altres) amb diferents mutacions

X E@ Creuament amb femelles normals
Eﬁ F1 amb diferents mutacions

ndents

X
l‘ Establiment de linies isogeniques

Analitzar mutants homozigots (si

—> sobreviuen) per fenotip d’interés
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Ill. Mutagenesi

Tecniques de mutagenesi

e A l’atzar

» Elements P (transposons d’ADN): fragments d’ADN que es poden
moure d’un lloc a I'altre del genoma (elements mobils genétics).

Elements necessaris per a la transposicio:

Transposasa + Repeticions Invertides (RI) seqliencia de ADN

TTCGANNNNNNnAGCTT
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Ill. Mutagenesi

Mecanisme de transposicio

1. Expressio de la Transposasa

ﬁ

2. Escissio del transposo

ﬁ() (}H

N

3. Insercio del transposo

I—» Expressio genica

<

41

_

y

4

Mutacio al

4
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I1l. Mutag

Elements P — milions per tot el genoma de Drosophila

& 1 M M M L L i i M M L L L i M M M L L i 1 M M L L L i M M M L L i " M M L L L i 1 M
" 9100k 9200k 9300k 9400k 9500k ’
Gene Sﬁgn
QaaIie-010 1 IC-<——2 | | | @ 40 00<—= I == L [ =111 B >
Codl a4 4l I I Qg 10l < 0 <—a<3 1 | 5 v 1
< " < ¢ 0 b
Iy
|
Hatural transposon
INE-1{35012 1360415066

IME-1{}5033 H{F3504
| | | |

INE-1{}5039 Jockey{}+520
| |

Transgene insertion site
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l1l. Mutagenesi
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Ill. Transgenesi

Transgenesi mitjancant Elements P
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Ill. Transgenesi

Transgenesi mitjancant Elements P

Elements P artificials = vectors de clonatge

|—>

Transposasa sense Rl

(“helper” plasmid)

- —

o

Trasnposasa

I—)

w* + transgenic

Element transponible

(ADN recombinant)

L —

. «

Escissié element transponible

Insercio




g o Transgénesi mitjancant Elements P
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w* +transgen

Mosca transgenica, w* a la linia germinal

Ill. Transgenesi

Mosca transgenica, expressant w*




INSTITUT  [J
DE RECERCA
BIOMEDICA

Ill. Sistema Gal4/UAS

WHat Have We done Wrong?

Fatrer:
ACTN-GALY/ +

Sistema Gal4/UAS



i\b}‘i p
s
IRB
BARCELONA
INSTITUT [

DE RECERCA
BIOMEDICA

Il. Sistema Gal4/UAS

Regulacio de la transcripcio | ATGATCTCGT AR
TACTAGAGCATT

. A
Transcripcio 4 oM

ATGATCTCGTAA

AUGAOC O RNA
Regiod codificant
Region flanqueante 5 Unidad transcripcional Region flanqueante 3
Potenciador Promotor UTR 5’ MARCO ABIERTO DE LECTURA (ORF) UTR 3’ Potenciador
/silenciador Proximal Nucleo / silenciador
-~} - - - -- - T TTATAAT R |
Caja TATA  Inicio Terminacion

Exons&Introns
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Il. Sistema Gal4/UAS

Sistema Gal4/UAS

*Separar els dos elements del sistema

Només actiu a un
determinat teixit

——

eUtilitzar un intermediari (provinent dels llevats)

e T

Factor de
transcripcié

_ UAS
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Il. Sistema Gal4/UAS

mmmmmm  amplificador

Sistema Gal4/UAS

X

Només actiu a un
determinat teixit \

mmm  amplificador s <]\ 1. S —
§ Qe
“‘ . .

“Upstream activation
sequence” \

- Seqiiéncia UAS

“Driver line”

Factor de
transcripcio

Gene X

amplificador+promotor ‘
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Il. Sistema Gal4/UAS

Sistema Gal4/UAS

Queé podem expressar amb aquest sistema? UAS - ...

-Gen d’interes (de la mosca, huma, modificat,...)
-Proteines fluorescents (GFp, RFP....)
-RNA d’interferencia (inhibir produccio de proteines)

Cervell larvari

Larva

Mosca adulta
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-Gen d’interes (de la mosca, huma, modificat,...)
-Proteines fluorescents (GFp, RFP....)
-RNA d’interferencia (inhibir produccio de proteines)

Cervell larvari

Bloqueig de la traduccié

Larva

Il. Sistema Gal4/UAS

DNA RNA - No Protein

Degradacio del
RNA missatger

Mosca adulta
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-Gen d’interes (de la mosca, huma, modificat,...)

-Proteines fluorescents (GFp, RFP....)
-RNA d’interferencia (inhibir produccio de proteines)

Cervell larvari

.. -Gal4

Larva

-Lloc (diferents teixits, parts especifiques,...)
-Quan (cicle vital, regulable per temperatura)

Il. Sistema Gal4/UAS

Mosca adulta
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Il. Sistema Gal4/UAS

Sistema Gal4/UAS

Promotor genomic
teixit-especific

Expressio gen
d’interes o RNAI




Enhancer-trap GAL4 UAS-gene X
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Sospitem que el gen “eyeless” té una funciéd molt important en la
formacio dels fotoreceptors dels ulls a Drosophila. Utilitzant el sistema
Gal4/UAS, quin experiment podrieu pensar per comprovar-ho?

Il. Sistema Gal4/UAS
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Il. Sistema Gal4/UAS

Enhancer-trap GAL4 UAS-gene X
7N\
‘. \ \ ()

\//3 == D x

Genomic
s O
Tissue-specific expression Transcriptional activation

of GAL4 of gene X

Sospitem que el gen “eyeless” té una funcié molt important en la
formacio dels fotoreceptors dels ulls a Drosophila. Utilitzant el sistema
Gal4/UAS, quin experiment podrieu pensar per comprovar-ho?

Pista 1: Al laboratori hem pogut clonar el gen de Drosophila “eyeless” en
un vector, i amb aquest, hem generat una linia transgenica “UAS-eyeless”
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Il. Sistema Gal4/UAS

Enhancer-trap GAL4 UAS-gene X
—~

\'/.—T>
s 1im X
R S
( /7 LEx
S =l AN
\ l
Genomic __ [rmmm
— e —GAs—  —ooocoo—{geex-
UAS
Tissue-specific expression Transcriptional activation
of GAL4 of gene X

Sospitem que el gen “eyeless” té una funcié molt important en la
formacio dels fotoreceptors dels ulls a Drosophila. Utilitzant el sistema
Gal4/UAS, quin experiment podrieu pensar per comprovar-ho?

Pista 1: Al laboratori hem pogut clonar el gen de Drosophila “eyeless” en
un vector, i amb aquest, hem generat una linia transgenica “UAS-eyeless”

Pista 2: Cercant per la bibliografia, hem trobat que el gen “dpp” s’expressa
de forma especifica a les potes de la mosca.
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Sospitem que el gen “eyeless” té una funcié molt important en la
formacio dels fotoreceptors dels ulls a Drosophila. Utilitzant el sistema
Gal4/UAS, quin experiment podrieu pensar per comprovar-ho?

Pista 1: Al laboratori hem pogut clonar el gen de Drosophila “eyeless” en
un vector, i amb aquest, hem generat una linia transgenica “UAS-eyeless”

Il. Sistema Gal4/UAS

Pista 2: Cercant per la bibliografia, hem trobat que el gen “dpp” s’expressa
de forma especifica a les potes de la mosca.

Pista 3: Al laboratori vei estudien el desenvolupament de les potes, i ens
han pogut deixar una linia transgenica “ "
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Mosca adulta expressant el gen eyeless a les potes
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Il. Sistema Gal4/UAS

QD

Genomic

[E——
—enhancer —\.GAL

Tissue-specific expression

of GAL4

x

|

N\

e i
~ /A

UAS-gene X

B o

Transcriptional activation
of gene X

Nature Reviews | Genetics

ALTERNATIVA
OPOSADA?

Mosca adulta expressant el gen eyeless a les potes
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Ill. Sistema Gal4/UAS
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Enhancer-trap GAL4
N

Tissue-specific expression

of GAL4

UAS-gene X

AN

Transcriptional activation
of gene X

/

Nature Reviews | Genetics

DNA

RNA -

ALTERNATIVA
OPOSADA?

No Protein
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IV. Drosophila com a model per entendre la
biologia humana

|dentificar el gen/al-lel causant o involucrat en una enfermetat

Generar un model genéetic a Drosophila

(creacid de mosques transgeniques que expressin la mateixa mutacio)
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Deformacions congenites: Polidactilia
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Una pel-licula Un llibre

“In Live Like a Fruit Fly, Gabe Berman shares his recipe

for living a more joyful, worthwhile, and abundant life in

every way. A witty, entertaining, and insightful read.”
—Deepak Chopra

Author, The Seven Spirtual Laws of Success

LIVE
LIKE A
FRUIT

FLY

The Secret
You Already Know







Les lleis de Mendel

"Llei de la uniformitat dels hibrids
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Les lleis de Mendel

"Llei de la uniformitat dels hibrids "Llei de la segregacio de la generacio filial”
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l. Conceptes basics de genetica

Les lleis de Mendel

"Llei de I’heréncia independent dels caracters
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Les lleis de Mendel: Excepcions!

Herencia lligada al sexe

(XY)
X
? fewella ' mascle o
ulls vermeells L Ulls blanes
X
Q@ fewella mascle o
ulls vermells L ulls vermells
2 | |
Q femella mascle o8 mascle
ulls vermeells uwlls vermeells ulls blanes

A
B

Gens lligats
(mateix cromosoma)
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AB Ab al o b
us 1. 2%/, 2% 487
]\ T— Recombinante -:r l
Parental
A o Solo entr:::{razamieutoc o A '
I B e € n en ecta N | B
g b= Fb quu:eﬁa:re;ﬁiPaeden Bf fe bT b

producir cromocomas Ab o a8

Jlos eromocomas
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ce forman, pero
1o muy cequido!




