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Modelové organizmy pro
genetickou analyzu vyvoje

Geneticka analyza vyvojovych
drah

Aktivita maternalnich genti ve
VyVoji

Aktivita zygotickych gent ve
VyVOji

Geneticka analyza vyvoje
obratlovct

Terapie pomoci
kmenovych bunék

Kmenové bunky jsou stfedem pozornosti

a o jejich mozném vyuziti diskutuji nejen
védci, ale i politici, teologové, novindfi,
obéti nemoci, jako napfiklad Parkinsonovy
choroby, diabetes nebo artrézy, ¢i dokonce
filmové hvézdy. PfestoZe samotné kmenové
buriky jsou nediferencované, maiji
schopnost vytvaret potomstvo, které se
muZze diferencovat ve specialni bunécné
typy, jako jsou svalova vldkna, lymfocyty,
neurony ¢i kostni burky. Proto mohou byt
kmenové bunky vyuzity k regeneraci
nefunkcnich tkéani, k nédhradé ztracenych
organl nebo ¢asti téla, k 1écbé zranéni Ci
ke zmirnéni metabolickych vad. Tyto
perspektivy zvysuji vyznam studia pochodd,
jakymi odlisné typy bunék ziskavaji své
specializované funkce a jakymi se

v mnohobunécnych organizmech vytvareji
tkdné a orgdny patficnym zpUsobem

a v urcitém case. Jinymi slovy, zvysuji

Lidsky plod v pozdnim stadiu vyvoje.

vyznam pochopeni procesu vyvoje — od
oplozeného vajicka k embryu a dospélému
jedinci. Terapie pomoci kmenovych bunék
ovsem vyvolava i dileZité etické otazky.
Musi se kmenové buriky ziskavat destrukci
embryi? MUZe byt Zivot embrya obétovan
kvali prodlouzenf ¢i zlepSeni Zivota

dospélého ¢lovéka? Je prijatelné vytvaret
embrya vyhradné s cilem odebirat z nich
kmenové buriky pro terapeutické ucely?
Lidé z celého svéta i jejich vlady se témito
otazkami zabyvaji, zatimco védci pokracuji
ve studiu vlastnosti kmenovych bunék

a jejich vyuziti.
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analyzu vyvoje

organizmy pro genetickou analyzu vyvoje zZivocich(.

Vyvojmnohobunééného zivodichaz oplozenéhovajicka
demonstruje vyznam f{zené genové exprese. Geny mus{ byt
exprimovany v presné daném &ase, aby fidily bunéénou spe-
cializaci, ¥adné uspofadini bunck do tkinfaorgint a tvorbu
zivoéisného téla. Proces Zivoéisného vyvoje proto zavisi na
pfesném plnéni genetického programu zakdédovaného
v DNA Zivoc&icha. Neni proto prekvapenim, Ze pfedevsim
genetika vyznamné pfispéla k pochopeni vyvojového
procesu.

Klasické anatomické a embryologické studie poskytly
detailn{ obraz vyvojovych procest — déleni oplozeného
vajickas naslednym vytvofenim embrya, pohyb bunék uvnitf
embrya vedouci k tvorbé primitivnich tkin{ a nasledni dif-
erenciace bunék uvnitf téchto tkinfi, jez vede k vytvaren{
odlisnych orgint. Tyto vyzkumy se z praktickych davoda
zaméfovaly na nékolik Zivodisnych druha, zvlaseé pak na
jezovky, zaby a kufata. S vajicky uvedenych druht lze
experimentdlné manipulovat a jejich embrya se vyvijeji
mimo matéino télo. Embryologové proto mohou pozoro-
vat, jak se embryo vyviji jako odpovéd na experimentiln{
podnét. Kdyz se zacali studiem vyvoje zabyvat genetici,
zaméfili se na Zivoéisné druhy, které se daji snadno kultivo-
vat, obzvlasté na musku octomilku (Drosophila melanogaster)
a hlistici (Caenorbabditis elegans). Cilem jejich vyzkuma byla
identifikace gend, jejichZz produkty jsou zallenény
v dutlezitych vyvojovych udilostech. Standardni cestou
k dosazeni takového cile je pro genetika dostupnost mutaci.
Napiiklad pfi studiu vyvoje kiidla octomilky je nezbytné
pfipravit mutace, které méni & bran{ tvorbé kiidla. Tyto
mutace se pak testuji na alelizmus a mapuji na chromozomy
k uréenf polohy pfislusnych genetickych lokusa. Kdyz jsou
tyto lokusy identifikoviny, genetik kombinuje reprezenta-
tivn{ mutace z kazdého lokusu v parech, aby se zjistilo, zda
nékteré mutace nejsou vadi jingm epistatické. Nalezenf
epistaze mize poskytnout dilezitou informaci, jak odlisné
geny piispivaji k vyvojovému procesu (viz kapitola 4).
Kone¢né, k objasnéni molekularni podstaty funkce gent
a odhalen{ alohy, jakou genové produkty hraji ve vyvoiji, je
dtlezité jednotlivé geny klonovat a dile je studovat
s vyuzitim celé $kily dnes dostupnych technik — sekven-
ovani, pfenos RNA a proteinl na membrianu, RT-PCR,
znaéeni pomoci fluorescenénich barviv, konstrukce trans-
gennich organizma atd. (viz kapitoly 15 2 17).

Touto strategif objasnili genetici velkou ¢ast procesd,
které probihaji pfi vyvoji drozofily a hlistice. Nynf jiz vime
pomérné hodné o tom, jak se buriky specializuji, jak se tvof{
tkané a organy ¢i jak vznika télnf plan. Tyto védomosti jsou
také zdkladem ke studiu vyvoje jinych Zivocisnych druhg,
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Modelové organizmy pro genetickou

Drosophila melanogaster a Caenorhabditis elegans jsou hlavnimi modelovymi

véetné obratloved, jako jsou my$ nebo ryba zebficka.
Studium modelovych obratlovct zase poskytlo fadu infor-
mac{ o procesu vyvoje ¢lovéka. Nez se budeme zabyvat touto
problematikou, musime charakterizovat zdkladni rysy vyvoje
u dvou hlavnich Zivocisnych model@, které se pouzivaji ke
studiu genetického fizeni vyvoje — Drosophila melanogaster
a Caenorhabditis elegans.

CHARAKTERISTIKA VYVOJE DROZOFILY

Dospély jedinec drozofily (octomilky) se vyviji z elipsovitych
vajicek, kterd jsou asi 1 mm dlouhd a uprostied 0,5 mm §iroka
(obr.21.1a). Kazdé vajicko je obklopeno chorionem,
obalem, ktery se tvoif z latek syntetizovanych somatickymi
bunkami ve vaje¢niku. Anteriorn{ konec vajicka je rozlisen
dvéma filamenty, které pomihaji do vajic¢ka ptivadéc kyslik.
Spermie vstupuje do vaji¢ka skrze jinou anteriorn{ strukturu
— mikropyle. Bunéénd délent, kterd po oplozeni nastivajf,
jsou tak rychla, Ze se ani nevytvoif membriany mezi dcefinymi
burikami. Proto je vysledné ¢asné embryo octomilky ve
skute¢nosti jedinou burikou s mnoha identickymi jadry;
takova buftika se nazyva syncytium (obr.21.1b). Po deviti
cyklech délenf je v syncytiu 512 jader, kterd se pohybuji
smérem k periferii vaji¢ka, cytoplazmatické membriné, kde
jesté Ctytikrat pokracuji v déleni. Nékterd jadra navic migruji
k posteriornimu pélu embrya. Po 13. cyklu déleni se v§echna
jadra syncytia oddéli bunéénymi membranami, ¢imz vznika
jedna vrstva bunék na povrchu embrya. Tato bunééna vrstva
se nNazyva bunétny blastoderm a dava vznik v§em somatickym
zivolisnym tkinim. Celularizac{ jader na posteriornim
konci vznikaji p6lové buriky, které vytvoii zirodeénou
drihu dospélého zivocicha. Ve velmi ¢asném stadiu vyvoje
se tedy oddéli somatickd a zirodeénd linie.

Trva zhruba jeden den, nez se embryo octomilky vyvine
v Cervovitou strukturu — larvu. Ta se vylihne tak, Ze se
prozvyka skrze vajeény obal a za¢ne hltavé pfijimat potravu.
Dvakrit svlékd sviij obal, aby se pfizptsobila rastu, a poté,
asi pét dnt po vylthnuti, se stiva imobiln{ a jeji obal se zpe-
vni; vytvafi se kukla. V prabéhu dalsich ¢ty dnd vétsina
larvilnich tkiani zanikd a uréité shluky bunék, které se
vytvofily v prabéhu larvalnich stadif, expanduji a diferen-
cujf se v organy dospélce, jako jsou tykadla, o¢i, kfidla
a nohy. Protoze dospély hmyz je téZ nazyvan imagem, témto
shlukim bunék se fika imagindln{ teréiky (jejich umistén{
v larvé je zndzornéno na obr.2.17). Kdyz je tato anatom-
ickd reorganizace ukonéena, vylthne se z kukly velmi odlidny
zivodich, ktery umf{ [état a rozmnoZovat se.
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Modelové organizmy pro genetickou analyzu vyvoje
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1 mm

Obr.21.1
jiz bez ngj. (b) Casny embryonalni vyvoj.

CHARAKTERISTIKA VYVOJE HLISTICE C. ELEGANS

Hlistice C. elegans (hiditko obecné) je asi 1 mm dlouh4, tedy
obdobné velikosti jako vajicko drozofily. Zivotni cyklus
tohoto malého Zivoclicha trvd jen asi tfi dny. C. elegans je
druhem hermafroditnim (viz obr. 2.18, kde jsou diagramy
hermafroditn{ a saméf formy Zivocicha). Hermafrodit tvoff
spermie i vajicka a miZe se mnozit samooplozenim. Pro
vyzkum je moZnost samooplozen{ velmi vhodnou cestou
k pripravé homozygotnich recesivnich mutantd.
Hermafroditi maji dva chromozomyXa pét part autozoma.
Meiotickou nondisjunkef piilezitostné vznikaji jedinci
s jedinym chromozomem X a péti pary autozomu; tito
zivoCichové jsou samedci, ktefi vytvareji pouze spermie,
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Posterior © oOplozené vajicko obsahuje dvé haploidni (n) jadra,
jedno od samecka a jedno od samicky.

polova
cytoplazma
{_Rof
o Obé haploidni jadra se jednou rozdéli a vysledna samci

a samici jadra fuzuji za vzniku dvou diploidnich (2n)
zygotickych jader.

zygoticka

jadra (2n)

B0
o

Zygoticka jadra se rychle déli a vytvareji jedinou buriku
(syncytium) s mnoha jadry.

{_?\Oi_

o Po deviti jadernych délenich migruji jadra do periferie
syncytia a vytvareji syncytialni blastoderm. Na periferii
vajicka se jadra jesté ctyfikrat rozdéli. Nékolik jader migruje
do pdlové cytoplazmy, kde vytvofi polové buriky,
zaklady zarode¢né linie dospélého jedince.

polové buriky
(prekurzory
zérodecnych
bunék)
B0
o Kolem jader se vytvareji bunééné membrany
a vznika bunéény blastoderm, slozeny pfiblizné ze 4 000 bunék.

Zakladni stadia vyvoje drozofily. (a) Fotografie vaji¢ek, nahote s chorionem, dole

nikoli vaji¢ka. Sameéci s karyotypem X0 mohou byt kiiZeni
s hermafrodity XX s cilem rekombinaéniho mapovini
a testovani komplementace.

C. elegans je zivolich s prihlednym télem, coz umoziiuje
v priabéhu vyvoje pozorovat kazdou butiku. John Sulston se
spolupracovniky takto sledovali linie v§ech bunék podinaje
jednobunéénou zygotou a koncée dospélym Cervem
(obr.21.2). Jejich vyzkum ukazal, Ze jednotlivé udalosti ve
vyvoji C. élegans jsou v podstaté konstantn{. Kazdy dospély
hermafrodit sestdva z 959 somatickych jader (n&které butiky
jsou mnohojaderné), stejné tak je standardn{ i pocet bunck
zarodeéné drihy. Zygota C. elegans prochizi pies fadu asy-
metrickych bunéénych déleni vedoucich k tvorbé $esti ,,zak-
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0
AB P, Obr.21.2 » Cast bun&nych linii
AB.a ABp EMS P hermafrodita C. elegans. Bunka P, je
2 oplozené vajicko, ze kterého vzniknou
délenim dvé bunky oznacované jako AB
MS E lC P, a P;. Kazda z téchto bunék se poté déli
a vytvari dva pary bunék, jeden par
D P, oznacovany AB.a a AB.p a druhy par jako
hypodermis svalstvo stfevo svalstvo EMS a P,. Dal3i déleni téchto bunék
neurony neurony hypodermis a bunék z nich odvozenych vede k tvorbé
svalstvo somaticka ast gonad neurony svalstvo  zarodetna linie v3ech bunék dospélého hermafrodita. Sest
jiné tkané Zlazy zakladovych bunék je vyznaceno Zlutou

jiné tkané

ladovych® bunék. Jedna z nich di nakonec vznik celé
zarodedné drize, jedna stfevu a jedna svalstvu. Ostatni tfi
zakladové burtiky vytviieji predevsim nervy a dal$f svalové
butiky. Konstantni bunééné linie, které vytvafeji tkané
dospélce, ¢inf z C. elegans jedine¢ny model studia vyvoje.
Dal§im charakteristickym rysem vyvoje C. élegans je
skutenost, Ze nékteré buiiky neptezivaji az do dospélosti.
Tyto buriky majf naprogramovanou smrt. Jev bunééné smrti,
nazyvany apoptiza, se vyskytuje v prabéhu Zivota u mnoha
zivolicht@. Nejzniméjsim pifkladem je smrt bunék mezi
vyvijejicimi se prsty a palcem lidského embrya, coz nakonec

barvou.

vede k oddéleni prstd. V kapitole 22 uvidime, jakou roli
hraje programovani bunééni smrt v obrané proti tvorbé
nadord.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY

U drozofily jsou vyvojovymi stadii vajicko, embryo, larva, kukla
a dospélec; ¢asné embryo je syncytium — mnoho jader v jedné
burice.

Dospélec C. elegans ma konstantni bunécné linie, které Ize zpétné
sledovat az do Urovné jednobunécné zygoty.

Geneticka analyza
vyvojovych drah

v diferenciaci specifickych fenotyp0.

Myslenka, Ze fenotypy jsou vysledkem série krokd v met-
abolické drize aze geny fidi kazdy z téchto krokd, se objevila
uz ve 30. a 40. letech dvacitého stoleti v genetickych a bio-
chemickych studiich. Vté dobé jiz bylo znimo, Ze v burikich
probihia velké mnozstvi biochemickych reakei kata-
lyzovanych specifickymi enzymy a Ze nékteré reakce mohou
hrat roli pfi tvorbé uréité vyvojové drahy (viz kapitola 14).
Geneticky vyzkum ukazal, Ze kazdy enzym drihy je kbdovin
jednim genem. Mutace v nékterém z téchto gent by proto
mohly inaktivovat dilezity enzym blokujici celou drihu
avedouci k mutantnimu fenotypu. Bylo zfejmé, Ze studium
takovych mutaci umozfiuje identifikovat kazdy krok drahy.
Analyzou vice pard mutaci Ize nékdy navic zjistit kroky i ve
spravném c¢asovém sledu. Tato geneticka analyza biochem-
ickych drah byla brzy rozsifena studiem dalsich biologick-
ych procest, véetné vyvojovych.

Vyvojova driha sestava z udalosti hrajicich roli v difer-
enciaci tkidnf a orgidnd. Na téchto udalostech se podileji
razné genové produkty, véetné takovych, jako jsou signilni
molekuly, signdlni receptory, pfenadedi signalu &i tran-
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Vyvojové drahy Ize studovat pomoci identifikace gend, jejichz produkty hraji roli

skripéni faktory. Mohou tu byt zapojeny i jiné druhy
regulaénich protein@. V drize nakonec vzniknou kompo-
nenty, které vytvateji struktury specifickych tkinf a organd.
Tak se vytvaf{ fenotyp.

Komponenty drihy jsou uspofidiny zptsobem, ktery
umozuje vytvofen{ fenotypu. Gen A maze vytvafet sekre-
tovany protein, ktery ptsobf{ jako signal ke stimulaci tran-
skripce genu X jehoZ produkt je slozkou diferencované — to
je strukturilné a funkéné specializované — burky. Tato stim-
ulace maze byt zprostfedkovina jinymi genovymi produkty,
jako jsou napfifklad membrinovy receptor pro protein A,
ktery aktivuje intracelulirni proteiny. Jeden nebo vice
transkripénich faktor reaguji na tuto aktivaci vazbou na
zesilovade pobliz genu X, a tim indukuji jeho expresi.
Celkovi struktura drihy je

gen A — genR — genC — gen T — genX

1 1 1 1
sekretovany membrinové cyto- transkripéni protein
signaln{ vazany plazmaticky faktor X
protein A receptorovy protein v diferencované
protein burice
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Genetickd analyza vyvojovych drah

V této vyvojové drize jsou rizné proteiny uspoifadiny
do kauzilniho fetézce, ktery nakonec vytvai{ protein char-
akteristicky pro uréitou diferencovanou buiiku. Sipky mezi
geny v této drize naznaduji éasovou posloupnost, ve které
musi genové produkty pfispivat k diferencovanému stavu.

Prikladem genetické analyzy vyvojové drahy mohou byt
procesy pohlavni diferenciace u drozofily a hlistice. Detailné
byly u téchto dvou organizma prozkoumany drihy pohlavni
diferenciace somatickych tkin{ v sam¢i nebo samiéi struk-
tury. Jiné drihy, dosud méné prostudované, uréuji vyvoj
tkanf uvniti saméi &i samiéi zarode¢né linie. Jak bylo zjisténo,
somatické drihy urcujici pohlavi u drozofily a hlistice zaht-
nuji zcela odlisné molekularni mechanizmy. Zatimco u dro-
zofily klicové geny kéduji proteiny, které reguluji sestiih
RNA, u hlistice kéduji signalni molekuly, jejich receptory
a transkripéni faktory. U obou zZivodisnych modela vsak
draha urcujici pohlavi reaguje na stejny zakladn{ signal,
kterym je pomér chromozomt X vidi sadim autozomd.
KdyZ je tento pomér roven 1 ¢i vyssi, driha vytvari samici
fenotyp (pfipadné hermafroditni, jako je tomu u hlistice),

e

a pokud je tato hodnota 0,5 ¢i nizsi,
fenotypu.

driha vede k samé¢imu

DETERMINACE POHLAVI U DROZOFILY

Driha urlujici pohlavi ma u drozofily tfi zakladni
komponenty: (1) systém ke zjisténi poméru X:A ve velmi
Casném embryu, (2) systém konverze tohoto poméru ve
vyvojovy signil a (3) systém, ktery reaguje na tento signdl
tvorbou bud saméich, nebo samiéich struktur.

Zjistovani poméru X:A

Podstatou zjiStovani poméru X:A jsou interakce mezi
materndlné syntetizovanymi proteiny, uloZenymi do
cytoplazmy wvaji¢ka, a embryondlné syntetizovanymi
proteiny, které jsou kdédoviany nékolika geny vizanymi na
chromozom X (obr.21.3). Z davodu striktni davkové
zavislosti maji tyto X-vizané proteiny dvakrat vys$sf hladinu
v embryich s konstituci XX nez v embryich XY, a tim
umoznuji ,poéitini” pfitomnych chromozomu X. Protoze

embryo XY

xdme® dTTD I O
Y @D a=—=D gD @

<

embryo XX
X-vézané autozomalné vazané
numeratorové denominatorové
elementy elementy
xCdoeo ar—H CmH O
XxCIme® dimmT™D CCil™ @O «Ror
Numeréatorové proteiny jsou
' vV ! tvofeny X-vazanymi geny;
denominatorové proteiny
jsou produktem autozomalnich genu.
numeratorové denominatorové
proteiny proteiny

Q00
Q00
Q00
Q00

\ !
\ 1

AoEA
OEoEOd

/ proteiny v prebytku,

{_RQ’/_

nemohou byt aktivni.

o888

o Denominatorové proteiny soutéZi
s numeratorovymi proteiny.
V embryich XX jsou numeratorové

/ a tudiz schopny aktivity.
V embryich XY nejsou numeratorové \
proteiny v pfebytku, a tudiz

. o
maternainé o V embryich XX je pfebytek
poskytované O numeratorovych proteind,
proteiny 0 které se kombinuji s maternainé

o888

A A
A~

N

éﬂgﬁiﬁﬂm

aktivni

Obr.21.3

poskytnutymi proteiny, a tak dochazi

k aktivaci transkripce genu Sex-lethal (SxI).
V embryich XY je nedostatek
numeratorovych proteind,

coz brani v aktivaci genu SxI.

inaktivni

Zjistovani poméru X:A pomoci numeratorovych a denominatorovych element

u drozofily. Tento pomér je urcovan interakcemi mezi proteinovymi produkty pfislusnych genu.
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geny, kterékdduji tyto proteiny, ovliviuji €itatel (numerator)
poméru X:A, nazyvaji se numerdtorovymi elementy. Jiné geny,
které jsoulokalizoviny naautozomech, ovliviiuji jmenovatel
(denominator) zlomku X:A. Tyto tzv. denomindtorové elementy
kédujf proteiny, které soutézi s produkty numeritorovych
elementd. Pokud je divka denominitorovych elementt
zvy$ena, vnimani divka numeritorovych elementt
pochopitelné poklesne a polet pritomnych chromozomt X
je vlastné podhodnocen. Tento proces se vyskytuje
u drozofily se dvéma chromozomy X a tfemi sadami
autozomt (genotyp XX; AAA); takovi jedinci jsou spise
intersexuilnfho typu nez samiéiho. Systém zjiStovani
poméru X:A je tedy zaloZen na antagonizmu mezi
X-vizanymi (numerdtorovymi) a autozomilnimi
(denominitorovymi) genovymi produkty.

Vznik vyvojového signalu

Po zjisténi poméru X:A dojde k jeho pfevedeni na
molekularn{ signal, ktery #{df expresi X-vizaného genu Sex-
lethal (SxI), kli¢ového regulitoru determinace pohlavni
drihy (obr.21.4). V &asném vyvoji tento signil aktivuje
transkripci genu Sx/ z Pg, coz je jeho .Casny® promotor,
aviak pouze v embryich XX. ,Casné* transkripty z tohoto
promotoru jsou sestithiny a po translaci se vytvoi{ funkéni

protein Sex-lethal, oznadovany SXL. Po nékolika milo
cyklech déleni je transkripce z promotoru Pr nahrazena
transkripci z jiného promotoru Py, tzv. udrzovaciho
promotoru genu Sx/. Je zvlastni, ze transkripce z promotoru
Py zalind také v embryich XY. Transkripty z promotoru Py
jsou fadné sestfihovany pouze za pfitomnosti funkéniho
proteinu SXL. Proto v embryich XY, kde se tento protein
nevytvafi, jsou transkripty Sx/ alternativné sestfihovany
a ponechin je exon s termina¢nim kodonem. Po translaci
téchto alternativné sestfizenych transkriptl se vytvaii pouze
kratky polypeptid bez regulaéni funkce. Alternativni sestfih
Sxl-transkriptld tedy nevede k tvorbé funkéniho proteinu
SXL, a pfi jeho absenci se embrya vyvijeji jako samedci.
V embryich XX, kde SXL ptvodné vznikd v reakci na X:A
signdl, jsou Sxi-transkripty z promotoru Py sestfihoviny,
aby kédovaly dalsi protein SXL. V embryich XX je tedy tento
protein pozitivnim regulatorem svévlastni syntézy — zvlasen{
zpétnovazebny mechanizmus, ktery udrzuje expresi
proteinu SXL v embryich XX a brin{ expresi v embryich XY.

Protein SXL také reguluje sestiih transkriptd dal$iho
genu drihy uréujici pohlavi, genu transformer (tra)
(obr.21.5). Tyto transkripty mohou byt upravoviny dvéma
riznymi cestami. U sameckt XY, kde protein SXL nenfi
pfitomen, sestfihovy aparit vzdy ponechivd terminaéni

20 embryo XX embryo XY
07
© Teenskiipoe: gen Sx/
V embryich XX iniciuje molekulémi Pu | intfon~exon | 5.
signal zaloZeny na poméru X:A ' Pe Py
transkripci genu Sxl z promotoru P. . 1

Pozdéji je transkripce zapocata
z promotoru Py, v embryich XX i XY.

:

Ko
© sestiin:

V embryich XX jsou transkripty

Sxl sestfihovany tak, aby obsahovaly

vSechny exony s vyjimkou exonu 3. l -<
V embryich XY jsou SxI-transkripty

sestfihovany, aby obsahovaly

premRNA [ ———{H{HHHT

:

zplsob
sestfihu

- stop
RN kodon
N

N I

véechny exony, véetné exonu 3. mRNA R~ A [ B~ AAA
R0r \
o Translace: |
|

V embryich XX dojde u Sx mRNA ,'

k translaci a vzniké polypeptid (SXL), |

ktery reguluje sestfih, véetné sestfihu ,’

transkript( SxI. V embryich XY brani /

terminaéni kodon v exonu 3 fadné )/

translaci SxI RNA ve funkéni polypeptid. Y / e Y

7
protein CO00OO0000000 -~ [coccceee)
polypeptid SXL nefunkéni polypeptid

Obr.21.4

Pohlavné specificka exprese genu Sex-lethal (Sx/) u drozofily. Ackoli je tento gen

transkribovan jak v embryich XX, tak i v embryich XY, alternativni sestfih této RNA omezuje
syntézu proteinu SXL pouze na embrya XX, ze kterych se vyvinou samicky. Nepfitomnost

proteinu SXL v embryich XY vede k vyvoji samecka.
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kodon ve druhém exonu #2 RNA. Po translaci takto
sestiizené tra RNA se vytvafi poskozeny (a nefunkénf)
polypeptid. U samiéek, kde je protein SXL piftomen, je
tento predcéasny stop kodon alespoti v nékterych tran-
skriptech odstranén alternativnim sestfihem. Pfi translaci
pak vznika funkéni protein transformer (oznalovany TRA).
Protein SXL tedy umoziiuje syntézu funkéniho proteinu
TRA v embryich XX, av§ak nikoli v embryich XY.

Diferenciace jako reakce na signal

Protein TRA je také regulitorem sestiihu RNA. Spole¢né
s TRA2, proteinem kédovanym genem transformer? (tra2),
fidi expresi doublesex (dsx), autozomilntho genu, ktery
muZe vytvaret alternativnim sestfihem své RNA dva odlisné
proteiny. Vembryich XX, kde je protein TRA pfitomen, jsou
dsx-transkripty upravoviany ke kédovini proteinu DSX,
ktery potladuje geny nutné pro saméf vyvoj. Takova embrya
se proto vyvinou v samicky. V.embryich XY, kde nenf protein
TRApiftomen, jsou transkripty dsxsestfihovany ke kbdovan{
proteinu DSX, ktery potladuje expresi gen nutnych pro
samié{ vyvoj. Tato embrya se vyvinou jako samedci. Proteiny
TRA a TRA2 také fidi Gpravy transkriptd jiného
autozomilniho genuzvaného fruitless(fru).V Easti Zaméteno
na: fruitless se popisuje, jak byla objasnéna tloha tohoto
genu v pohlavni diferenciaci.

R0z
© Attemativni sestiih Sx/RNA
vede k tvorbé proteinu SXL
v embryich XX,
nikoli v embryich XY.

MRNOR —> sirs
RO, Sxl
o Protein SXL reguluje sestfih
Sxl a tra RNA.
WA/ —>  rarvA

807
o Alternativni sestfih tra RNA
vede k tvorbé proteinu TRA
v embryich XX,
nikoli v embryich XY.
‘\‘37‘ Profei . tra2
roteiny TRA a TRA2 reguluji
sestfih dsx RNA.

\;\_?\Qf_
o Alternativni sestfih dsx RNA
vede k tvorbé dvou odli§nych
protein(i — u kazdého pohlavi jiného.

RO,
© Proteiny DSX fidi somaticky
pohlavni vyvoj.

Obr.21.5

transkripce sestfih

Mutace genti urcujicich pohlavi

Od kazdého genu v pohlavi uréujici drize u drozofily byly
ziskdny mutace (tab.21.1). Mutace genu Sx/ vedouci ke
ztraté jeho funkce branf tvorbé proteinu SXL u samicek.
Homozygotni mutanti by se proto méli vyvinout jako
samedci; hynou vSak v embryonidlnim stadiu. Tato
embryoniln{ letalita neni dasledkem pocinajici pohlavni
transformace, ale spiSe abnormalitou systému kompenzace
davky genti (kapitola 20). Gen Sx/ reguluje kromé vyvoje
pohlavi také kompenzaci davky gent. A¢koli mechanizmus
jesté nenf zcela objasnén, gen Sx/ ziejmé bran{ hyperaktivaci
X-vizanych gend v jedincich XX. Pokud tato hyperaktivace
nastane, jako je tomu u homozygotnich mutantd Sx/,
embrya XX hynou, protoZe dojde k pfilis vysoké expresi
X-vazanych gent. U jedinct XY vSak mutace vedouci ke
ztraté funkce genu Sx/ nema zadny projev, coz je v souladu
se skute¢nosti, ze protein SXL normilné u sameckd
nevznika.

Mutace gena transformer a transformer2 vedouci ke ztraté
jejich funkce maji stejny fenotyp: jedinci XX i XY se vyvijeji
jako samecci. Pohlavn{ transformace jedinc XX ukazuje, Ze
oba geny, tra" i tra2" jsou nezbytné k sami¢imu vyvoji; jsou
vak zcela postradatelné pro vyvoj samecka. Mutace genu
dsx vedouci ke ztraté funkce zpasobuji, Ze embrya XX i XY
se vyvijejf jako intersexualni. Tento intersexualni fenotyp

translace embryo embryo

XX XY

—>  SYmRNA —> W + -
A

- _~27 protein SXL

——>  framRNA ——> Q)O\O\O,O/O\ + -

\

W/ —>  tazRNe —=  ta2mRNA —> W I+ +

'V/ __________________ - samici
W —>  (dsxRNA ——> dsxmRNA ——>— W élr:z)?;%

protein DSX
potlaceni potlaceni
genl gend
sam¢iho samic¢iho
vyvoje vyvoje
¥ ¥
embryo embryo
se vyviji se vyviji
jako samicka  jako samecek

Regulace pohlavni determinace u octomilky fizend genem Sex-lethal (Sx/). Gen Sx/

reguluje expresi genu transformer (tra), ktery déle reguluje expresi genu doublesex (dsx). Gen
transformer2 (tra2) se také podili na regulaci dsx. Znacky + a — naznacuji pfitomnost ¢i absenci

raznych proteina.
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Tab. 21.1

Fenotypy mutaci ,ztraty funkce” geni urcujicich pohlavi u Drosophila melanogaster

a Caenorhabditis elegans®

gen mutantni fenotyp jedinca XX mutantni fenotyp jedincd XY (nebo X0)
Drosophila melanogaster

numeritorovy gen letaln{ bez projevu

denominatorovy gen bez projevu omezena Zivotnost

Sxil letaln{ bez projevu
tra samecek bez projevu

tra2 bez pohlavné specifického projevu  sterilnf samedek

dsx; sterilnf intersex steriln{ intersex
Caenorhabditis elegans

xol-1 bez projevu letaln{

sde-1 maskulinizace bez projevu

sde-2 maskulinizace bez projevu

sde-3 bez pohlavné specifického projevu  bez projevu

her-1 bez projevu fertiln{ hermafrodit

tra-2 samecek bez projevu
Sfem-1 samicka samicka
Sfem-2 samicka samicka
Sfem-3 samicka samicka

tra-1 samedek men$i projev na goniadich

*Zdroj: Parkhurst, S. M., P. M. Meneely. 1994. Science 264:924-932.

v

vznika proto, Ze v dsx-mutantech jsou aktivovany jak samdi,
tak i samici vyvojové drihy.

DETERMINACE POHLAVi U CAENORHABDITIS
ELEGANS

Somatickd pohlavi uréujici driha u C. elggans obsahuje
pfinejmensim deset rtznych gent (obr.21.6). Podobné
jako u drozofily méni mutace téchto gen@ pohlavn{ vyvoj

> s omparece coky gt |

sdc-1
pomér X:A —» xo0l-1 —>» sdc-2
sdc-3

1,0 inaktivni aktivni inaktivni aktivni inaktivni

0,5 aktivni inaktivni aktivni inaktivni aktivni

‘ ‘ MU-c21.indd 634

(tab.21.1). Napfiklad ztritové mutace dvou gent trans-
Sformer — tra-1a tra-2 (jde o jiné geny transformer neZ u drozof-
ily) vedou k tomu, Ze jedinci XX se vyvijejf jako samecci,
a ztrata funkce genu hermaphrodite (her-1) zptsobuje, Ze jed-
inci X0 se vyvinou jako hermafroditi. Tyto fenotypové zmény
ukazujf, Ze produkty gent tra-1 a fra-2 jsou potiebné
k normalnimu vyvoji hermafrodita a Ze produkt genu her-1
je nezbytny k normalnimu vyvoji samecka. Mutace vedouci
ke ztraté funkee jinych tif gent — fem-1, fem-2 a fem-3 (naz-

Obr.21.6 '~ Vyvojova draha urcujici
pohlavi u C. elegans. Diferenciace
zivocicha v samecka ¢i hermafrodita
zavisi na kaskadé genové exprese,
ktera se odviji od poméru X:A.
Kompenzace X-vazanych gent také
zavisi na poméru X:A.
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vany podle vlivu na feminizaci) zptsobujf, Ze jedinci X0 se
vyvinou jako samicky. Tento feminizovany fenotyp ukazuje,
Ze produkty gent fem jsou potfebné k fidnému vyvoji
samecka.

Uvedenych Sest gent se podafilo uspofadat do signalni
vyvojové drahy. Prvni gen, her-1, kéduje sekretovany pro-
tein, ktery je signalni molekulou. Druhy gen, #72-2, kéduje
protein vazany na membrinu, ktery funguje jako receptor
pro signalizaén{ protein her-1. Produkty gent fews jsou cyto-
plazmatickymi proteiny, které prendseji signal her-1.
Poslednim genem v drize je tra-1 kbdujici transkripéni fak-
tor sdoménou zinkovych prstd, ktery reguluje geny dileZité
pro pohlavn{ diferenciaci.

Pohlavni determinaéni driha u C. elegans ztejmé zahr-
nuje sérii negativnich regulitori genové exprese.
Sekretovany genovy produkt her-1u jedinctd X0 zjevné inter-
aguje s genovym produktem tra-2, imz ho inaktivuje. Tato
interakce aktivuje tii genové produkty femz a tyto spoleéné
inaktivuji genovy produkt tra-1, ktery je pozitivnim regula-
torem sami¢f diferenciace. Protoze se jedinec bez aktivniho
proteinu fra-1 nemaze vyvinout jako hermafrodit, vyvine se
z néj samedek. Jedinci XX nevytvafeji protein her-1; jeho
receptor — protein tra-2 — zGstava aktivni. Aktivn{ protein
tra-2 zpusobuje, Ze produkty gent fem jsou inaktivni, coz
dile umoziiuje proteinu tra-1 stimulovat samiéi diferenci-
aci. Zivotich se proto vyviji jako hermafrodit.

Pohlavni vyvoj u hlistice v podstaté zavisi, podobné jako
u drozofily, na poméru X:A. Tento pomér je preveden na

molekularn{ signil, ktery ridi pohlavni diferenciaci. Signal
krom¢ toho #di i mechanizmus kompenzace davky gend,
&imz C. elegans snizuje aktivitu obou chromozomt X u her-
mafrodita (kapitola 20). Signal z poméru X:A je usmérnén
do obou drah, pohlavné-determinaéni a davkové-
kompenzaéni, prostfednictvim dals$i driahy, kterd obsahuje
alesponi Ctyti geny.Jeden z nich,x0/-1, je nezbytny u samecka,
ale nikoli u hermafroditi. Mutace genu xv/-1 vedouci ke
ztraté jeho funkce zplisobuje, Ze jedinci X0 hynou, proto se
gen nazyva X0-lethal. Dalsi tfi geny — sde-1, sde-2 a sde-3
(zkratky pro pohlavni determinaci a kompenzaci davky)
jsou negativné regulovany xol-1. Ztrata funkce téchto gent
bud jedince XX zabiji, nebo je proméni v samecky. Geny sdc
jsou tedy nezbytné pro vyvoj hermafrodita, a nikoli
samecka.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY

U drozofily obsahuje dréha, ktera fidi pohlavni diferenciaci, nékolik

genu, jez zjistuji pomér X:A, déle geny prevadéjici tento pomér ve

vyvojovy signal a dal3i geny, které reaguji na tento signél vytvarenim

bud’ samcich, nebo samicich struktur.

Gen Sex-lethal (Sx/) hraje v pohlavnim vyvoji octomilky kli¢ovou

Ulohu, nebot reguluje sestfih svého vlastniho transkriptu, vcetné

sestfihu dalsiho genu tra.

U hlistice obsahuje pohlavni diferencia¢ni drdha geny, které

koduji signalizacni proteiny, jejich receptory, pfenasece signalu a
transkrip¢ni faktory.

Vyvojova aktivita maternalnich geni

Latky transportované do vajicka v pribéhu oogeneze hraji hlavni roli

v embryonalnim vyvoji.

Ditlezité procesy se odehravaji ve vyvoji Zivocisného
téla dokonce jesté predtim, nez je vajicko oplozeno. V této
dobé jsou do vaji¢ka transportovany vyzivné i determinaéni
latky z okolnich bunék, ¢imz dochazi k vytvafeni zasobnich
zdroji a nislednému vyvoji vaji¢ka — ,molekularni ckviva-
lent matefské lasky“. Tyto latky jsou vytvafeny expresi gend
samic¢fho reprodukéntho systému, nékteré jsou exprimovany
v somatickych reprodukénich tkidnich a jiné piimo
v zarodeénych tkinich. Cilem vSech téchto genovych aktivit
je pomoci vajicku ve vyvoji po oplozeni. U nékterych druht
tyto maternalni genové produkty ustavuji zdkladni plin
embrya tak, Ze rozli$uji hlavu od ocasu a hibet od bficha.
Tyto maternalné poskytované latky lze tedy povaZzovat za
koordinovany molekularn{ systém, ktery slouzi embryu jako
navod k vyvoji.

GENY S MATERNALNIM UCINKEM

Mutace gent, které pfispivaji k tvorbé zdravych vajicek,
nemusi mit pfimy G¢inek na Zivotnost nebo vzhled samicky,

7 M7

ktera tato vajicka vytvafi. Jejich Géinky se viak mohou objevit
v dal$i generaci. Takové mutace nazyvime mutacemi
s maternalnim adinkem, protoZze mutantni fenotyp
potomstva je zplisoben mutantnim genotypem matky.
Geny, které byly zjistény takovymi mutacemi, se nazyvaji
geny s maternalnim Gcinkem. Dobrym piikladem takového
genu je dorsal (dl) u drozofily (obr.21.7). Kf{Zzeni mezi jed-
inci homozygotnimi pro recesivni mutaci tohoto genu dava
neZivotaschopné potomstvo. Tento letdln{ efekt je striktné
materndlni. Kfizeni mezi homozygotnimi samic¢kami
a homozygotnimi samecky standardniho typu vede
knezivotaschopnému potomstvu, zatimco reciproké kiiZen{
(homozygotni mutantn{ samedci x homozygotni stand-
ardnf samicky) tvoff Zivotaschopné potomstvo. Letiln{
Glinek mutace dorsal se tedy manifestuje pouze u homozy-
gotnich samiéek. Genotyp samecka tu nehraje Zidnou roli.
Molekularni charakteristika genu dorsal odhalila pod-
statu jeho materndlnftho Géinku. Gen dorsal kéduje

transkripéni faktor, ktery se vytvafi v pribéhu oogeneze
aukliadisevevajicku. VEasnémvyvoji hraje tento transkripéni
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I ZAOSTRENO NA: fruitless

V roce 1963 na vyro¢ni konferenci Americké zoologické spole¢nosti
oznamil Kulbir Gill objev nové mutace, ktera vede k samdi sterilité
u drozofily. Samecci homozygotni pro tuto mutaci se nepokouseji
parit se samickami, dokonce ani kdyZ jim samicky samy nadbihaji.
Navic se mutantni samecci uchazeji o pfizen jinych sameckd, jak
mutantnich, tak i standardnich. Toto chovani bylo velmi dobfe patrné,
kdyz Gill umistil skupinu mutantnich sameck( do spolecné kultury.
Samecci vytvorili dlouhé fetézce ¢i kruhy, kde kazdy ze sameckl byl
pfitahovan sameckem pred nim (obr.1). Tato mutace zpasobuijici
samci sterilitu vSak neméla zadny uUcinek na samicky. Homozygotni
mutantni samicky se snadno kfiZily se standardnimi samecky a vytvarely
potomstvo.

Po mnoho let byla mutace samci sterility, kterou Gill objevil, jen

laboratorni kuriozitou. Teprve koncem 70. a pocatkem 80. let
minulého stoleti provedli Jeffrey Hall se svymi spolupracovniky pokusy
0 mapovani této mutace a detailnéjsi charakterizaci jejich fenotypovych
Gcinkd. Mutace také dostala své jméno, fruitless (fru), coZz oznacuje
samdf sterilitu.
V devadesatych letech se pak védci z nékolika rtznych laboratofi
pustili do spole¢ného Usili klonovat gen fru. Jejich prace, publikovana
v roce 1996 Lisou Rynerovou jako hlavni autorkou," ukazala, Ze fru
kéduje transkripcni faktor s motivem zinkovych prstd, ktery reguluje
geny pro samci pohlavni chovani ¢i samci sexudlni preference
u drozofily.

Drivéjsi genetické pokusy Barbary Taylorové naznacily, Ze fru by
mohl fidit jednu vétev dréhy urcujici pohlavi u drozofily (obr.22.9).
Proteiny TRA a TRA2 reguluji sestfih dsx RNA. Alternativni sestfih
transkriptd dsx u sameckl a samicek vytvari odlisné formy
transkripcniho faktoru (DSX-sami¢i a DSX-samci), které specificky
reguluji geny pro pohlavni diferenciaci. Taylorova si vsak vsimla, ze
tvorba zvlastniho abdominalniho svalu u sameckl nenf fizena genem
dsx. Toto zjisténi vedlo k zavéru, Ze draha determinujici pohlavi ma
jednu vétev, kterd neni regulovdna genem dsx, ale jinym, dosud
neznamym genem, a Ze neznamy gen by mohl, podobné jako dsx,
kodovat pohlavné specifické transkripéni faktory. Navic se zdalo
pravdépodobné, Ze tento neznamy gen by mohl byt posttranskripcné
regulovén sestfihovymi faktory, proteiny TRA a TRA2.

Proteiny TRA a TRA2 se vdzou na sekvence RNA dlouhé 13
nukleotidl. Tato sekvence se v transkriptech genu dsx mnohokrat
opakuje. Kdyz Rynerova a jeji spolupracovnici zapocali klonovat gen
fru, hledali také jiné geny, které na své RNA maji TRA/TRA2 mista
dlouhd 13 nukleotidd. Jejich vyzkum je pfivedl k lokusu na chromozomu
3, kam byl gen fru mapovan. Klonovéni a analyza DNA tohoto lokusu

'Ryner, L. C., S. E. Goodwin, D. H. Castrillon, A. Anand, A. Villella, B. S. Baker,
J. C. Hall, B. J. Taylor, S. A. Wasserman. 1996. Control of male sexual behavior
and sexual orientation in Drosophila by the fruitless gene. Cell 87:
1079-1089.

Obr.1 ' Samecci drozofily homozygotni pro mutaci genu fruitless
(fru) jsou navzdajem pfitahovani. Kazdy samecek v fetézci je pfitahovan
sameckem pred nim.

odhalila molekularni strukturu genu fru. Obsahuje tfi kopie vazebné
sekvence pro TRA/TRA2 dlouhé 13 nukleotidl, a jak se ocekavalo,
jeho exprese je regulovana na Urovni sestfihu proteiny TRA a TRA2.

Charakteristika exprese genu fru je slozitd; ma nékolik promotord
a transkripty tohoto genu jsou sestfihovany alternativné u sameckd
a samicek. U sameckU je alespon jeden z produktl fru transkripénim
faktorem; nenfjasné, jestli odlidnd verze tohoto transkrip¢niho faktoru
se tvofi u samicek. RNA hybridizace in situ naznacuji, Ze exprese fru je
omezena jen na relativné maly pocet neuronl v centralnim nervovém
systému drozofily. O nékterych z nich se predpoklada, Ze Fidi samci
sexualni chovani.

Objev genu fru u drozofily naznacil, Zze sexudlni orientace je
geneticky fizena také u jinych druht, vcetné ¢lovéka. Napfiklad Dean
Hamer se svymi spolupracovniky se domnivaji, Ze urcity gen na delim
rameni chromozomu X prispivd k homosexualité u muzd.? Povaha
tohoto genu — pokud veibec existuje® — je véak dosud nezndma.

’Hamer, D. H., S. Hu, V. L. Magnuson, N. Hu, A. M. L. Pattatucci. 1993. A
linkage between DNA markers on the X chromosome and male sexual orien-
tation. Science 261:321-327.

®Rice, G., C. Anderson, N. Risch, G. Ebers. 1999. Male homosexuality: absence
of linkage to microsatellite markers at Xq28. Science 284:665-667.
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mutantni embryo
zplisobené maternalnim u¢inkem

standardni embryo

Obr.21.7 ' Maternalni ucinek mutace genu dorsal (d/) u octomilky.
Mutantnim fenotypem je embryo, které postrada ventralni tkané; je
tedy dorzalizované.

faktor vyznamnou roli pfi diferenciaci dorzaln{ a ventraln{
¢asti embrya. Kdyz chybf, ventriln{ ¢ast se vytvai{ nespravné,
jako by byla na dorzaln{ strané, a tvof{ se embryo se dvéma
dorzilnimi povrchy. Tomuto letilnimu stavu nelze zabrinit
standardnf{ alelou dorsal zdédénou od otce, protoze gen dor-
sal neni v embryu transkribovin. Exprese genu dorsal je
v podstaté omezena jen na samiéi zdrodeénou drihu.
Mutace dorsal je tedy letalni mutacf se striktné materndlnim
acinkem.

Zivotichové s bilaterdlni soumérnosti maji dvé zakladnf
télnf osy, jednu rozlisujici hibet od bficha (dorziln{ strana
od ventraln{) a druhou odlisujici hlavu od ocasu (anteriorn{
od posteriorn{). Obé tyto osy jsou zaloZeny ve velmi ¢asném
vyvoji, u nékterych druh@ dokonce jesté ve vaji¢ku pred
oplozenim. U drozofily byly procesy tvorby os analyzoviny
geneticky pomoci mutaci, které ovliviiuji ¢asny embryonaln{
Vyvoj.

V sedmdesitych a osmdesitych letech 20. stoleti
provadéli rozsihlé vyhledavani takovych mutaci Christiana
Nisslein-Volhardov4, Eric Wieschaus, Trudi Schiipbachova,
GerdJirgensadalsi. Titovédci pouzivali chemické mutageny

k indukci mutaci na kazdém z chromozom drozofily. Byly
identifikovany éetné mutace véetné letalnich G¢inkd mater-
nilnich gent, jako je naptiklad dorsal. Molekularn{ a genet-
ickd analyza téchto mutaci pfispéla k porozuméni procesim
¢asného vyvoje octomilky.

Tvorba dorzo-ventralni osy

Diferenciace embrya drozofily podél dorzo-ventrilni osy
zavisi na G¢inku transkripéniho faktoru kddovaného genem
dorsal (obr.21.8). Tento protein je syntetizovan maternalné
a je ukladan v cytoplazmé vaji¢ka. Pfi tvorbé blastodermu
vstupuje protein dorsal do jader na ventraln{ strané embrya
a indukuje transkripci dvou genl zvanych twist a snail
(Zertovnénizvy jsouodvozenypodle mutantnich fenotyp).
Ve stejnych jadrech reprimuje protein dorsal geny gerkniillt
(znémeckéhovyrazu,zmalkany)adecapentaplegic(z ¥eckych
slov ,15 a ,ader®). Selektivni indukce a represe gent
zpusobuje, ze ventrilni bunky se diferencuji v primitivn{
embryonalni vrstvu tkiné zvanou mezoderm. Na opaéné
strané embrya, kde protein nevstupuje do jader, nejsou geny
twist a snazl indukovany a geny gerkniillt a decapentaplegic
nejsou potlaceny. Tyto butiky se nasledné diferencuji vjinou
primitivni  tkan, embryondlni epidermis. Vstup
transkripéniho faktoru dorsal do ventralnich jader a jeho

RO,
e Dorzalni buriky se diferencuji v epidermis.

R Os T

@ Geny twist a snail jsou reprimovany.
Geny zerkniillt a decapentaplegic jsou indukovany.

80, .
Dorzalni transkripéni faktor
je vyluéovan z jader
na dorzalni strané.

OoooooooooooooOoOOOo

[0)
(@] O
00 dorzal o)
o %%
o o
o ) . e}
o anterior posterior o
Q °°
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%04 ventral i
%05, - 500°
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807 .
Transkripéni faktor dorsal
vstupuje do jader
na ventralni strané (tmavocerveng).
ROx
@ Geny twist a snail jsou indukovany.
Geny zerkniillt a decapentaplegic jsou reprimovany.

RO

,f
@ Ventralni burky se diferencuji v mezoderm.

Obr.21.8 '~ Determinace dorzo-ventralni osy drozofily proteinem
dorsal. Tento protein je transkripénim faktorem, ktery plsobi pouze
v jadrech na ventrdlni strané embrya. Protein dorsal reguluje geny
twist, snail, zerknullt a decapentaplegic.
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blastodermu

ventral

protein dorsal
Obr.21.9

protein spatzle

protein Toll

proteaza easter

aktivni
polypeptid spatzle

o1Eo
- ° Aktivni polypeptidovy komplex
R Toll/spatzle vpousti protein dorsal
polypeptidovy

komplex Toll/spétzle

S'Eo

a Receptorovy protein Toll je rozlozen
rovnomérné na povrchu plazmatické
membrany embrya. Protein spatzle
se nachazi v prostoru mezi Zloutkovou
a plazmatickou membranou.

o

o Proteaza easter tépi protein spatzle,
a vytvari tak aktivni polypeptid spatzle.

o Aktivni polypeptid spatzle interaguje
s receptorovym proteinem Toll.

do jader (oznageno oranzové)
na ventralni strané embrya (tmavocerveng).

Diferenciace dorzo-ventralni osy embrya drozofily. Pfi¢ny fez ukazuje interakci

mezi membranovym receptorovym proteinem Toll a polypeptidem proteinu spatzle, ktera
indukuje diferenciaci podél dorzo-ventralni osy. K tvorbé interagujiciho polypeptidu dochazi
v prostoru mezi plazmatickou membranou a Zloutkovou membranou na ventralni strané

embrya.

vylouéenf z dorzilnich jader tak zahajuje diferenciaci podél
dorzo-ventraln{ osy.

Co ale spousti pohyb proteinu dorsal do jader pouze na
jedné strané embrya? Je to interakce mezi dvéma proteiny na
ventrdlnim povrchu vyvijejictho se embrya (obr.21.9).
Jeden protein, produkt genu 7o/l (z némeckého vyrazu pro
~chomal®), je rozloZen rovhomérné na povrchu embrya;
tento protein je zanofen v plazmatické membrané, kterd
embryo obklopuje. Tim druhym proteinem je produkt genu
spatgle (z némeckého vyrazu pro ,maly nok®), ktery se nach-
azi ve vnéj$im zloutkovém prostoru, tj. tekutiné v prostoru
mezi plazmatickou membrinou a vnéjsi Zloutkovou mem-
branou. U&inkem protedzy kodované genem easter (protoze
byla objevena na Velikonoéni nedéli) je protein spitzle
$tépen za tvorby polypeptidu, ktery interaguje s proteinem
Toll. Protoze v3ak bunky, které obklopovaly vajicko ve
vajeéniku, neposkytovaly maternaln{ litky rovnomérné,
nastivi Stépeni proteinu spitzle pouze ve vnéjsim
Zloutkovém prostoru na ventraln{ strané embrya. Kdyz pro-
tein Toll interaguje s ventralné vznikajicim polypeptidem
spitzle, vznika uvnitt embrya kaskiada déja, které nakonec
vysilaji protein dorsal do embryonalnich jader. Tak pasob{
protein dorsal jako transkripéni faktor, ktery reguluje
expresi genQ twist, snail, erknillt a decapentaplegic.
Membranovy protein Toll tedy funguje jako receptor pro
determinujici polypeptid spitzle a fyzikaln{ interakce mezi
témito dvéma molekulami plsobi jako signil ke spusténi
genetického programu pro diferenciaci embrya podél jeho
dorzo-ventraln{ osy.

‘ ‘ MU-c21.indd 638

Tvorba anterio-posteriorni osy

Anterio-posteriorn{ osa téla drozofily je zapocata mistné
specifickou syntézou transkripénich faktord ké6dovanych
geny hunchback a candal (obr.21.10). Tyto dva geny jsou
transkribovanyvevyzivovychbuiikich materndlnizarodeéné
linie. Tyto zvlastn{ butiky podporujf rist a vyvoj oocytu.
Materndln{ transkripty genG hunchback a candal jsou pak
preneseny z vyzivovych bunék do oocytu, kde se uniformné
distribuuji v cytoplazmé. Avsak k translaci obou typt
transkriptd dochdzi v riznych ¢&istech embrya; RNA
hunchback je jen v anteriorn{ &asti, zatimco RNA caudal
pouze v posteriorni ¢4sti embrya. Tato odlisna translace
vytvai{f koncentraéni gradienty proteint kédovanych témito
dvéma geny; protein hunchback je koncentrovany
vanteriorn{ &asti embrya a protein caudal v posteriorn{ ¢isti.
Oba proteiny pak funguji jako aktivitory nebo represory
gend, jejichZ produkty jsou dileZité pro diferenciaci embrya
podél jeho anterio-posteriorn{ osy.

Jaké faktory omezujf translaci RNA hunchback do ante-
riorn{ ¢asti embrya a RNA caudal do posteriorni &asti?
Ukizalo se, Ze zde hraji vyznamnou roli dvé maternilné
poskytované RNA, jedna z genu bzcoid a druhd z genu nanos.
Ob¢ tyto RNA jsou syntetizovany ve vyZzivovych bunkich
maternilni zirodeéné linie a poté jsou transportoviny do
oocytu. RNA bicoid se koncentruje na anteriornim konci
vyvijejictho se oocytu a RNA nanos na posteriornim konci.
Po oplozenf vaji¢ka dochizi{ k translaci kazdého typu RNA
lok4lné, nadeZ vysledné proteinové produkty difunduji skrz
embryo a vytvarejf koncentraéni gradienty; protein bicoid je
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anteriorni determinace

0

RNA hunchback

C_

$0r
o RNA hunchback a caudal jsou rozloZeny
rovnomérné v celém oocytu.

SO0
° RNA bicoid a nanos se akumuluji na opaénych
koncich oocytu — RNA bicoid na anteriornim
a nanos na posteriornim.

RNA bicoid

S0
o K translaci RNA bicoid a nanos v embryu
dochazi lokalné. Vysledné proteiny difunduji
a vytvareji gradienty, protein bicoid je koncentrovan
v anteriorni oblasti a protein nanos v posteriorni oblasti.

K07
° Protein bicoid brani translaci RNA caudal
v anterioru embrya; protein nanos brani
translaci RNA hunchback v posterioru.

SO0
e Translace RNA hunchback v protein
v anteriorni ¢asti embrya; transalce RNA caudal
v protein v posteriorni ¢asti.

protein hunchback

207
o Proteiny hunchback (a bicoid) pUsobi
jako transkripéni faktory, které reguluji
funkei gend pro diferenciaci anteriorni ¢asti embrya;
protein caudal pusobi jako transkripéni faktor,
ktery reguluje geny pfi diferenciaci posteriorni ¢asti embrya.

anteriorni segmenty

Obr.21.10

posteriorni determinace

v oocytu

RNA caudal

RNA nanos

v syncytialnim blastodermu

protein caudal

v embryu

posteriorni segmenty

Determinace anterio-posteriorni osy drozofily maternalné poskytovanymi RNA.

Tyto RNA pochdzeji z gent hunchback, caudal, bicoid a nanos. V kazdém obrazku oocytu ci

embrya je anterior vlevo a posterior vpravo.

tedy koncentrovan na anteriornim a protein nanos na pos-
teriornfm konci.

Protein bicoid ma dvé funkce. Jednak pasobi jako
transkripéni faktor, ktery stimuluje syntézu RNA z nékolika
genl véetné hunchback. Tyto RNA jsou pak preklidiny

do proteind, které ¥id{ tvorbu anteriornich struktur embrya.
Dile plisobf protein bicoid jako zdbrana translace caudal

RNA vazbou na sekvence v 3/-netranslatované oblasti jeji
RNA. Kdekoli je tedy protein bicoid abundantni (j. v ante-
riorn{ asti embrya), nedochdzi k translaci RNA caudal
v protein. Naopak viude, kde je hladina proteinu bicoid
nizkd (tj. v posterioru embrya), k translaci RNA caudal
v protein dochizi. Translaén{ regulace RNA caudal pro-
teinem bicoid je proto odpovédnd za gradient proteinu
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caudal, ktery se vytvaii v embryu. Protoze protein caudal je
specifickym aktivitorem gent, které f{d{ posteriorn{ difer-
enciaci, vyviji se ¢ast embrya s nejvy$si koncentraci proteinu
caudal v posteriorn{ struktury.

Na rozdil od proteinu bicoid neplsobi nanos jako
transkripéni faktor. Avsak, podobné jako bicoid, je
translaénim reguldtorem. Protein nanos je koncentrovin
v posterioru embrya a tam se vize na 3’-netranslatovanou
oblast hunchback RNA a zptsobuje jeji degradaci.
Nisledkem toho neni protein hunchback v posterioru
embrya syntetizovan. Jeho syntéza je omezena na anteriorn{
Cast embrya, kde plsobi jako transkripéni faktor regulujici
expresi gent dilezitych v anteriorné-posteriorni diferenci-
aci. Tam, kde je protein hunchback syntetizovan, vyviji se
embryo v anteriorn{ struktury.

Proteiny bicoid a nanos jsou piiklady morfogent —
latek, které i{di vyvojové procesy v zavislosti na jejich kon-

centraci. Koncentraéni gradienty téchto dvou morfogent
jsou vidi sobé obracené: kde je bicoid abundantni, nanos je
nizky, a obracené. Anterio-posteriorn{ osa téla drozofily je
tedy uréovina vysokymi koncentracemi téchto morfogent
na opa¢nych koncich ¢asného embrya.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY
Proteiny a RNA kédované geny s materndlnim Gcinkem, jako jsou
dorsal, hunchback, bicoid a nanos, jsou transportovény do
vajicka drozofily v pribéhu oogeneze.
Produkty genti s maternalnim ucinkem jsou dulezité pro determinaci
dorzo-ventralni a anterio-posteriorni osy embrya drozofily.
Recesivni mutace gend s materndlnim uGc¢inkem se fenotypové
projevuji jen v embryich tvofenych samickami, které jsou pro danou
mutaci homozygotni.

Vyvojova aktivita zygotickych genu

Diferenciace bunéc¢nych typU a tvorba organt zaviseji na genech, které jsou

aktivovany v urcitém prostorovém a ¢asovém sledu.

Nejrandj$i procesy zivoéi$ného vyvoje jsou fizeny
materndlné syntetizovanymi faktory. Avak v uréité fizi
vyvoje jsou geny v embryu specificky aktivovany a vytvafeji
se nové latky. Tento proces je nazyvin zygotickou genovou
expresf, protoZe se odehravd az poté, co je vajicko oploz-
eno. Polateéni vlina zygotické genové exprese je reakei na
materndlné syntetizované faktory. Napiiklad u drozofily
maternalné poskytnuty transkripéni faktor dorsal aktivuje
zygotické geny twist a snail. Jak vyvoj embrya pokraduje, vede
aktivace jinych zygotickych gent ke slozité kaskidé genové
exprese. Nynf se podivime, jak tyto zygotické geny f{d{ dalsi
proces vyvoje.

CLANKOVANI TELA

U mnoha druht bezobratlych Zivodicht je télo tvofeno
opakovinim pfilehlych ¢astf téla zvanych segmenty &i Elanky.
Dospéld drozofila ma naptiklad hlavu, tfi odli§né hrudni
Clanky a osm ¢lankd zadecku. Kazdy ¢lanek hrudi a zadecku
mulzZe byt specifikovin barvou, uspofddinim chloupkt
a typem piivéskd k nim pfipojenych. Tyto ¢linky jsou
rozpoznatelnéivembryualarvé (obr.21.11). U obratlovct
nenf toto segmentaéni uspofadin{ u dospélce tak zjevné, ale
lze jej rozpoznat v embryu ze zpasobu, jak nervovd vlakna
vybihaji z centrilntho nervového systému, nebo z tvorby
Zabernich obloukt na hlavé ¢i z uspofadani svalové hmoty
podél anterio-posteriorni osy. Pozdéji ve vyvoji jsou tyto
rysy modifikoviny a pivodni segmentaéni uspofddani se
stava necitelnym. Clinkovan{ téla je viak kli¢ovym znakem

‘ ‘ MU-c21.indd 640
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Obr.21.11 Clénkovani t&la drozofily ve vyvojovych stadiich (a)
blastodermu, (b) larvy a (c) dospélce. Ackoli ¢lanky nejsou

v blastodermu viditelné, jejich buriky jsou jiz pfedurceny k tvorbé
¢lankd, jak je znazornéno v obrazku; H, hlavovy clanek (head); T,
hrudni ¢lanek (torax); A, zadeckovy ¢lanek (abdomen).
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celého télntho plinu jak u obratlovel, tak u mnoha
bezobratlych Zivodich.

Homeotické geny
Zijem o genetické fizeni ¢lankovani téla zapodal objevem
mutaci, které transformuji jeden segment v jiny. Prvni
takovou mutaci objevil u drozofily v roce 1915 Calvin
Bridges. Nazval ji bithorax (bx), protoZe ovliviiovala dva
hrudni segmenty. U tohoto mutanta byl &asteéné
transformovan tfeti hrudni ¢lanek ve druhy ¢linek. To
zpusobilo, Ze drozofila vytvofila mensi druhy, rudimentarn{
par kifdel namisto struktur zvanych kyvadélka slouzicich
jen k balancovini (obr.21.12). Pozdéji byly u drozofily
nalezeny i jiné mutace s transformaci ¢lankd, napiiklad
Antennapedia (Antp), mutant s tykadly na hlavé &istedné
transformovanymi v nohy, které se jinak nachazeji na hrudi.
Tyto mutace se zadaly nazyvat mutace homeotické, protoze
zpasobuji, Ze jedna ¢&ast téla vypadd jako jind. Slovo
homeoticky pochizi od Williama Batesona, ktery zavedl
termin homeiga jako oznaleni pfipadd, ve kterych ,néco
bylo zménéno do podoby nééeho jiného®. Podobné jako
fada jinych termind, které zavedl Bateson, se homedza stala
standardnim terminem modernfho genetického slovniku.
Bithoraxovy komplex byl prvnim ze dvou homeotick-
ych genovych komplext, které byly analyzovany geneticky.
Vyzkum zapocal koncem 40. let minulého stoleti praci
Edwarda Lewise. Studiem mutaci BX-C Lewis ukazal, Ze
standardnf{ funkce kazdé ¢asti tohoto komplexu je omezena
na specifickou oblast vyvijejictho se Zivocicha. Pozdéjsi
analyzy tento zavér dale upfesnily. Studium ANT-C zadalo
v 70. letech minulého stoleti, zejména praci Thomase
Kaufmana, Matthew Scotta a jejich spolupracovnikd. Ti
kombinaci genetickych a molekularnich analyz ukazali, Ze
geny ANT-C jsou také exprimoviny mistné specifickym
zptasobem. Geny ANT-C jsou vSak experimoviny vice
anteriorné nez geny BX-C. Uspofiadani exprese genG ANT-C
a BX-C podél anterio-posteriorn{ osy piekvapivé ukizalo,
Zze piesné odpovidd pofadi gend na chromozomu
(obr.21.13); dosud nenf jasné, pro¢ tomu tak je. V§vojova
driha, kterou se kazda burika ubira, tak zfejmé zavisi na sad¢

kyvadélka jsou Castecné
transformovana v kfidla

Obr.21.12 » Fenotyp mutace bithorax u drozofily.
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Obr.21.13 Homeotické geny komplexu bithorax (BX-C)

a Antennapedia (ANT-C) u drozofily. Vyznaceny jsou casti téla, kde
jsou jednotlivé geny exprimovany.

homeotickych gent, které jsou v nich exprimovany. Protoze
homeotické geny hraji klicovou tlohu ve vybéru identity
jednotlivych bunék, jsou &asto nazyviny selektorovymi
geny.

Proteiny k6édované homeotickymi geny jsou homeo-
doménové transkripéni faktory. Tyto proteiny se vizou na
regulaéni sckvence v DNA, véetné samotnych regulaénich
sekvenci uvniti komplexd bithorax a Antennapedia.
Proteiny UBX a ANTP se napiiklad viZou na sekvenci uvnitf
promotoru genu Ubx, coz ukazuje, Ze homeotické geny se
mohou regulovat navzijem. Byly identifikovany i jiné gen-
ové cile homeodoménovych transkripénich faktort véetné
téch, které kéduji jiné typy transkripénich faktora.
Homeotické geny tedy ziejmé f{di regulaéni kaskidu
cilovych gent, které naopak determinuji ¢lankovou iden-
titu jednotlivych bunék. Homeotické geny vsak nestojf na
vrcholu regulaéni kaskady. Jejich aktivity jsou fizeny jinou
skupinou gent exprimovanych ve vyvoji ¢asnéji.

Segmentacni geny

Vétsina homeotickych gent byla identifikovina mutacemi,
které mén{ fenotyp dospélé drozofily. Stejné mutace viak
maji fenotypové Glinky i na embryonaln{ a larvaln{ stadia.
Tento zavér naznalil, Ze v segmentaci by mohly byt
vyhledavinim mutaci nalezeny i jiné geny, které zpusobujf
embryonalni a larviln{ defekty. V 70. a 80. letech minulého
stoletf nalezli Christiane Nisslein-Volhardovd a Eric
Wieschaus takovéto geny (viz Milnfky genetiky: Mutace,
které narusuji segmentaci u drozofily v této kapitole). Nasli
celou novou sadu gent potiebnych k segmentaci podél
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anterio-posteriorn{ osy. Nusslein-Volhardova a Wieschaus
rozdélili tyto segmentatni geny do tifi skupin podle
mutantniho fenotypu embryi.

1. Geny velkych meger. Tyto geny urcuji segmentaéni oblasti
embrya. Dojde-li k jejich mutaci, pak celd sada
navazujicich télnich ¢&lankd chybi; vytvafeji tedy
anatomickou mezeru podél anterio-posteriorni osy.
Detailné byly analyzovany ¢tyfi takové geny: Kriippel
(z némeckého vyrazu ,mrzak®), giant, hunchback a knirps
(z némeckého vyrazu ,trpaslik®). Kazdy z téchto gent je
exprimovan v uréité oblasti ¢asného embrya pod
kontrolou gen@ s maternalnim Géinkem bicozd a nanos.
Geny velkych mezer kéduji transkripéni faktory.

2. Geny pdrovébo pravidla. Tyto geny uréuji uspoiadini
Clankd uvniti embrya. Geny parového pravidla jsou reg-
ulovany geny velkych mezer a jsou exprimovany v sedmi
alternujfcich pruzich podél anterio-posteriorni osy,
v podstaté délici embryo na 14 odlisnych z6n zvanych
parasegmenty (obr.21.14). Né&které mutace gend
parového pravidlavedouk tvorbé embrya pouze s polovi-
nou parasegmentt ve srovnan{ se standardnim embryem.
U téchto mutantt chyb{ vzdy kazdy druhy parasegment,
i kdyz chybéjici parasegmenty nejsou u vSech mutantt
genl parového pravidla stejné. Jako pifklad mizeme
uvést geny fushi taragu (z japonského vyrazu ,néco
chybi®) a ecven-skipped. U mutantQ fushi taragu chybéji par-
asegmenty s lichym potadovym ¢islem; u mutantd even-
skipped zase chybéji sudé parasegmenty. Také geny
parového pravidla kédujf transkripénf faktory.

3. Geny polarity segmenti. Tyto geny urluji anteriorni a pos-
teriorn{ éasti jednotlivych télnich ¢lankd podél anterio-
posteriorni osy. Mutace genl polarity segmenth
zpusobuji, Ze ¢ast kazdého ¢linku je nahrazena zrcad-
lovou kopii sousedni poloviny ¢lanku. Napfiklad mutace
genu gooseberry zpuasobuji, Ze posteriorni polovina

0,1 mm

Obr.21.14 '~ Exprese RNA genu parového pravidla fushi tarazu (ftz)
podminujici usporadani sedmi pruht ve stadiu blastodermu embrya
drozofily. RNA byla detekovana hybridizaci in situ se sondou
specifickou pro ftz. Anteriorni konec je vlevo, dorzalni nahore. Jiné
geny parového pravidla vykazuji odlisné usporadani se sedmi prouzky.
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kazdého ¢lanku je nahrazena zrcadlovou kopif sousedni
anteriorni poloviny ¢lanku. Mnoho gent polarity
segmentd je exprimovano ve 14 tzkych prouzcich podél
anterio-posteriorni osy. Tyto geny upfestiuji usporadani
¢lankd ustavené jiz geny parového pravidla. Priklady
nejlépe prostudovanych genl polarity segment@ jsou
engrailed a wingless; engrailed kdduje transkripéni faktor
a wingless kbduje signalni molekulu.

Uvedené tfi skupiny gent vytvareji regulaéni hierarchii
(obr.21.15). Geny velkych mezer, které jsou regionalné
aktivovany geny s materndlnim Géinkem, reguluji expresi
gent parového pravidla, jez zase reguluji expresi gent
polarity segment@. V tomto procesu spoluptisobi homeot-
ické geny, které jsou aktivoviny geny velkych mezer
a parového pravidla, a tak poskytuji jedine¢nou identitu
segmentl podél anterio-posteriorni osy. Interakce mezi
produkty vSech téchto gent pak upfesiiuji a stabilizuji
rozhrani mezi segmenty. Touto cestou je embryo drozofily
postupné déleno na mensi a mensf jednotky.

TVORBA ORGANU

Je-li vét$i mnozstvi odlisnych typd bunék uspofidino za
specifickym aéelem, vytvoi{ orgin. Jednim z vyznaénych
ryst organu je, Ze tvoff specifickou ¢ist téla. Tvorba srdce na
hlavé ¢i oka na hrudi drozofily by napfiklad byly extrémni
raritou a my bychom se zajimali, co se stalo $patné.
Anatomicky pfesnd tvorba orginu je zjevné geneticky
fizena.

Genetici ziskali pfedstavu o povaze tohoto fizeni ze
studia jednoho genu u drozofily. Tento gen je nazyvan ¢ye-
less podle fenotypu, ktery mutace vyvolivd (obr.21.16).
Standardni gen eyeless kbduje homeodoménovy transkripéni
faktor, jehoz Géinek zapina vyvojovou drihu, kterd zahrnuje
nékolik tisic gent. Na poditku je aktivovino nékolik
podfizenych regulaénich gent. Jejich produkty pak
spoustéji kaskadu dé&ja, které vytvateji specifické bunééné
typy uvnitf vyvijejiciho se oka.

Uloha genu eyeless byla demonstrovina jeho expresi ve
tkdnich, které normalné oko netvof{ (obr.21.17). Walter
Gehring se svymi spolupracovniky to dokazal konstrukei
transgenni mouchy, ve které byl gen ¢yeless fazovan s pro-
motorem, ktery mze byt aktivovan ve specifickych tkanich.
Aktivace tohoto promotoru zpusobila transkripci genu eye-
less mimo svou normdlni oblast exprese. Tato ektopicka
transkripce zptsobila, Ze se odi vytvarely na nestandardnich
mistech, jako jsou kfidla, nohy a tykadla. Tyto extra (&i
cktopické) oéi byly anatomicky v pofadku a potencidlné
funk¢ni; jejich fotoreceptory reagovaly na svétlo.

Jesté vice prekvapivé bylo zjisténi, Ze savéi homolog
genu eyeless zvany Pax6 také vytvaii tyto extra oéi, kdyzZ je
vloZen do chromozom drozofily. Gehring se svymi spolu-
pracovniky pouzil my$i homolog genu eyeless k transformaci
drozofily a dosihl stejného vysledku jako v pfipadé genu
eyeless samotného. Tento experiment prokazal, Zze mysi gen,
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geny AIni je zalozena produkty gendi s maternalnim
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o Exprese gent velkych mezer
geny velkych rozdéli embryo do Sirokych zon.
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\\_Ro,f
o Geny parového pravidla, jako napfiklad

~5 hodin

~10 hodin

Obr.21.15
drozofily.

Kaskada genové exprese vedouci k segmentaci embrya

ktery také kéduje homeodoménovy protein, je funkéné
ckvivalentni genu drozofily; reguluje drahuvedouci k tvorbé
oka. KdyZ je v§ak mys{ gen vloZen do drozofily, vytvaii se odi
slozené, nikoli mysi. Je tomu tak proto, Ze geny reagujici na
regulaéni pifkaz vloZeného mystho genu jsou normalnimi
geny drozofily, které ovSem musi specifikovat jeji tvorbu
oka. U mysi vedou mutace homologu genu eyeless k redukci
velikosti o&f; proto je mutantn{ fenotyp nazyvan Swall eye.
Homolog gent eyeless a Small eye byl také zjistén u ¢lovéka.

Mutace tohoto genu zptsobuji syndrom oénich defektt

Obr.21.16 '~ Fenotyp mutanta eyeless u drozofily.

geny fushi tarazu na tomto obrazku,
paroyeho jsou exprimovany v sedmi pruzich,
pravidia dale dalicich embryo podél
anterio-posteriorni osy.
B0
o Geny polarity segmentd, jako engrailed
geny na tomto obrézku, jsou exprimovany
?9'3”9/ ve 14 uzkych prouzcich
Clanku podél anterio-posteriorni osy.
B0r
o Homeotické geny, jako je napfiklad
homeotické Ultrabithorax (na obrazku oranzové),
geny jsou exprimovany ve specifickych oblastech

podél anterio-posteriorni osy.

Tyto geny, spole¢né s geny parového pravidla
a polarity segmentt, urcuiji identitu jednotlivych
télnich ¢lankud ve vyvijejicim se embryu.

nazyvanych aniridia, pifi kterém je duhovka redukovina,
nebo zcela chybi.

Odhaleni homologickych gent, které fidi vyvoj oka
u rdznych organizmd, je vyznamné z evoluéniho hlediska.
Znameni to, Ze funkce téchto gend je velmi pradivni
a datuje se do doby spole¢ného predka octomilky a savci. Je
mozné, ze oli tohoto pravékého organizmu nebyly ni¢im
jinym nez shlukem svétlo¢ivnych buncék organizovanych
prostfednictvim regulaénich G¢inkd primitivniho genu eye-
less. V prabéhu evoluce tento gen pokracoval v regulaci
zvySeného poctu slozitych procesd vyvoje oka, takZze dnes
jsou i tak odlisné typy o¢i — hmyzu a savct — stile pod jeho
fizenim.

SPECIALIZACE BUNECNYCH TYPU

Uvnitf organt se bunky diferencuji specifickymi cestami.
Nékteré se napfiifklad stavaji neurony, zatimco jiné
podpiarnymibutikami neurond. Mechanizmy, které reguluji
tuto diferenciaci, byly studoviny u nékolika odlisnych
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bunéénych typd. Dobrym pifkladem takové situace je vyvoj
oka drozofily (obr.21.18).

Kazdé z velkych slozenych oéi octomilky zaéind jako
plocha rovina bunék v jednom z imaginilnich teréikd. Na
pocatku vypadaji vSechny buriky této epitelové vrstvy stejné,
ale pozd¢ji v prabéhu larvilniho stadia se pobliZ posteri-
ornfho okraje objevi ryha. Tato ryha se pohybuje k anteri-
ornimu konci skrze teréik, ¢imz spousti vinu bunéénych
déleni. Nové rozdélené burtiky se pak diferencuji ve spe-
cifické bunééné typy, az vytvoii 800 jednotlivych facet
dospélého oka. Kazda faceta sestava z 20 bunék. Z toho je 8
fotoreceptorovych neuront specializovanych na piijem
svétla; 4 jsou &ipkové burtiky, které sekretuji latky vytvarejici
Colku k zaostteni svétla do fotoreceptord; 6 jsou buriky
ochranného obalu s tkolem izolace a podpory a 2 zbyvajici
buriky jsou senzorickymi vlasky na povrchu oka. Z toho, co
bylo jen holou plochou identickych bunék, se tak vyviji vys-
oce usporadani struktura slozit¢ diferencovanych facet.
Cim je tato transformace zptisobena?

Gerald Rubin se svymi spolupracovniky se pokusil
odpovédét na tuto otizku studiem mutaci, které narusuji
vyvoj oka. Jejich vyzkum ukazal, Ze specifikace bunéénych
typl uvniti kazdé facety zavisi na sérii mezibunéénych
komunikaci. Toto je znizornéno diferenciaci 8 fotore-
ceptorovych bunék oznaéenych jako R1, R2, ... RS
(obr.21.19). V plné vytvofené faceté je 6 fotoreceptorts

pridatné oko (R1-R6) uspotidino v kruhu kolem dvou zbyvajicich (R7,
Obr.21.17 ~ Pfidatné oko u drozofily vytvoFené expresi R3). Jedna z C?Qtrﬁlnkh bunck, R8, je.prvpi, kter.ﬁ s¢ dife.r' @
standardniho genu eyeless na tykadle. encuje ve vyvijejici se facetu. Nisleduje diferenciace perif-

ernich bunék R2 a2 R, potom R3 a R4, R1 a R6; nakonec se

druhi centrilni bunka R7 diferencuje ve fotoreceptor.
Rubin se svymi spolupracovniky studovali diferenciaci

buriky R7 a zjistili, Ze zavisi na pfijmu signilu z jiz diferen-

zarodecny tercik oka

l_/\_|

zarodecny terCik

morfogenni ryha
tykadla

(pohybuijici se od
posterioru k anterioru)

anterior posterior

anterior Obr.21.18 ' Vyvoj oka drozofily. Jak se

morfogenni ryha pohybuje smérem
k anterioru zédrode¢ného terciku oka,
indukuje vinu bunéénych déleni. Nové
rozdélené buriky se za¢nou diferencovat ve
specifické typy. Dolni obrazek ukazuje
diferenciaci fotoreceptorovych (R1-R8)

nové se zrala faceta a ¢ipkovych (C) bunék, které vytvareji
délici buriky s 8 fotoreceptorovymi  kazdou facetu slozeného oka.

a 4 Cipkovymi burikami
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(a)
burika R7
pr:)tein tSEV protein BOSS
(receptor) (ligand)
burika R8
(b)

Obr.21.19 - Determinace fotoreceptoru R7 facety slozeného oka
drozofily. (a) Usporadani osmi fotoreceptort (R1-R8) a ctyr ¢ipkovych
bunék (C) ve faceté. (b) Signalizace mezi diferencovanou burikou R8
a predpokladanou burikou R7. Protein BOSS (kédovany bride of
sevenless) buriky R8 je ligandem pro receptorovy protein sevenless
(SEV) na povrchu bunky R7. Aktivace tohoto receptoru zahajuje
signdini kaskadu uvniti buriky R7, a tim vyvolava jeji diferenciaci.

cované buiiky R8. K pfijetf tohoto signdlu musi bufika R7
syntetizovat specificky receptor, membrinovy protein
kédovany genem zvanym sevenless (sev). Mutace tohoto genu
narus$uji funkci receptoru a brin{ bunce R7 v diferenciaci
v neuron; misto toho takov4 butika diferencuje v éipkovou
bunku. Signdl pro receptor R7 je vytvifen genem zvanym

bride of sevenless (boss) a je specificky exprimovan na povrchu
bunky R8. Kontakt mezi diferencovanou burikou R8 a ned-
iferencovanou R7 spociva na signalu RS, tak zvaném lig-
andu, ktery interaguje s receptorem R7, &imz jej aktivuje.
Tato aktivace spousti kaskddu zmén uvnitf butiky R7, které ji
nakonec podniti k diferenciaci v svétlodivny neuron.
Diferenciace je pravdépodobné zprostifedkovina jednim
nebo vice transkripénimi faktory, které ptsobi na geny
uvnitf jadra R7. Tak je signdl z buiiky R8 pfendsen do jidra
R7, kde mén{ typy genové exprese. Analyza vyvoje oka dro-
zofily tedy ukazuje, Ze indukce, proces determinujici osud
nediferencované burnky signilem z bunky diferencované,
muaze hrit vyznamnou dlohu ve specifikaci bunéénych
typu.

Protein kédovany genem sev je tyrozinkindza, coz je
enzym, ktery fosforyluje zbytky tyrozind v jinych protei-
nech. KdyZ je protein SEV aktivovin kontaktem s ligandem
BOSS, fosforyluje jiné proteiny uvnitt buiiky R7. Tyto intrac-
clularni proteiny jsou dalsimi efektory signilu BOSS.
Nakonec aktivuji transkripéni faktory stimulujici expresi
gend, které hrajf roli v diferenciaci buniky R7 jako fotorecep-
toru. K objasnénf signaln{ drahy BOSS-SEV si mtZete pros-
tudovat ¢ast Zaostfeno na problém: Analyza drah bunééné
diferenciace s vyuzitim mutaci.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY
Zygotické geny jsou po oplozeni aktivovany jako reakce na
produkty materndlnich gend.
U drozofily reguluji produkty segmentacnich gent rozdéleni
embrya na sérii ¢lankd podél anterio-posteriorni osy.
Identita kazdého télniho ¢lanku je urcovana produkty komplexd
homeotickych genl bithorax a Antennapedia.
Tvorba orgdnu muze zaviset na produktu jediného regula¢niho
genu, jako je u drozofily eyeless.
U drozofily dochazi po ustaveni identity segmentd k diferenciaci
specifickych buné¢nych typu.
Diferenciace muaze probéhnout jako interakce mezi signalem
vysilanym jednou burikou a receptorem druhé bunky, ktery signal
prijima.

bunék.

Poznatky o genetickém fizeni vyvoje pochdzeji ze studif
modelovych bezobratlych —  Drosophila  melanogaster
a Caenorhabditis elegans . Genetici se oviem snazf rozsifit tyto

Geneticka analyza vyvoje obratlovcii

Vyvoj obratlovct Ize studovat na zdkladé védomosti ziskanych ze studia
bezobratlych, analyzou mutaci a fenokopii mutantnich gen u modelovych
obratlovcU, jako jsou mys a ryba zebficka, ¢i zkoumanim diferenciace kmenovych

poznatky i na jiné skupiny Zivo¢icht, zejména na obrat-
lovce. Jednou ze strategif vedoucich k tomuto cili je vyuziti
poznatkd ziskanych ze studia gent bezobratlych k identi-
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ZAOSTRENO NA PROBLEM:

ZADANI

nterakce mezi proteiny SEV a BOSS dava signal burkdm R7
drozofily k diferenciaci ve fotoreceptory ve faceté slozeného oka;
kdyz tato interakce nefunguje, bunky R7 se diferencuji jako
Cipkové buriky. Proteiny SEV a BOSS nejsou potiebné pro vyvoj
7adného jiného orgdnu u daného druhu. (a) Urcete fenotyp
drozofil, které jsou homozygotni pro recesivni mutaci vedouci ke
ztraté funkce v genu sev, resp. v genu boss. (b) Uvedte fenotyp
jedince heterozygotniho pro dominantni mutaci, jez konstitutivné
aktivuje protein SEV. (c) Predstavme si, Ze jedna kopie této
dominantni mutace (,zisk funkce”) sev byla vnesena do genomu
drozofily, kterad byla homozygotni pro recesivni mutaci vedouci ke

FAKTA A VYCHODISKA

1. Mutace vedouci ke ztraté funkce genu eliminuje funkci
prislusného genového produktu.

2. Mutace zpusobujici zisk funkce genu vede k tvorbé genového
produktu s novou funkdi.

3. Protein, ktery je konstitutivni, si uchovava svou funkci po cely
zZivot.

4. Protein kdédovany teplotné senzitivni mutaci funguje pfi jedné
teploté, ale funkci ztraci (popfipadé funguje Spatné) pfi jiné
teploté, obvykle vys3i.

ROZBOR A RESENI

Tento problém je zaostfen na vyvoj oka drozofily — diferenciaci
fotoreceptorové burky R7. Klicovym krokem tohoto vyvoje je
signalizace mezi ligandovou molekulou BOSS, kterd se nachazi
v membrané jiz diferencované buriky R8, a receptorem SEV, ktery
je lokalizovan v membrané dosud nediferencované buriky R7 (viz
obr.21.19). Ztrata funkce kteréhokoli z téchto proteint zabrani
signalu, aby vyvojovy proces pokracoval. a. Recesivni mutace
vedouci ke ztraté funkce — at uz genu sev, ¢ boss — proto povede
k tvorbé jedincu, ktefi nebudou mit v o¢nich facetach fotoreceptory
R7. b. Dominantni mutace zpUsobujici zisk funkce v3ak
konstitutivné aktivuje protein SEV, ktery je nezbytny k diferenciaci

ztraté funkce genu boss. Jaky by byl fenotyp takového jedince? (d)
Alela sev® je teplotné senzitivni; pFi 22,7 °C vyvijeji homozygotnf
jedinci normalni fotoreceptory R7, ale pfi 24,3 °C tuto schopnost
ztraceji. sos je recesivni mutace vedouci ke ztraté funkce genu
son of sevenless (sos). Drozofily genotypu sev?/sev®, sos®*/+
ztraceji schopnost vytvéret receptory R7, pokud se teplota zvysi na
22,7°C. sos* tedy pUsobi pfi této teploté jako dominantni
zesilova¢ mutantniho fenotypu sev?*. Kde pravdépodobné ptisobf
proteinovy produkt standardniho genu sos, nazyvany SOS, ktery
by mél plsobit v draze pro diferenciaci R7?

5. SEV je membranovy protein tyrozinkindza, ktery prenasi
extracelularni signal BOSS fosforylaci tyrozinovych zbytkd na
intracelularni proteiny.

6. Proteiny fosforylované SEV mohou pUsobit jako dalsi efektory
signdlu BOSS.

7. Podrizené efektorové proteiny nakonec aktivuji geny potfebné
k diferenciaci bunék R7.

R7. c. Tato diferenciace je ocekdvana i tehdy, kdy mé drozofila
recesivni mutaci vedouci ke ztraté funkce genu boss, protoze
s konstitutivné aktivovanym proteinem SEV je funkce BOSS
zbyte¢na. d. Jestlize je protein SEV aktivovdn — bud' ligandem
BOSS, nebo mutaci vedouci k zisku funkce genu sev — muze
defektni efektorovy protein zastavit indukci diferenciace buriky
R7. Protein SOS je zfejmé dalsim efektorem v draze k diferenciaci
R7, protoze kdyz je snizen mutaci jedné kopie genu sos, vykazuji
jedinci s ¢astec¢né funkénim proteinem SEV mutantni fenotyp —
prenos vyvojového signalu prostrednictvim SEV a jemu podfizenych
efektorovych proteint je oslaben.

fikaci vyvojové vyznamnych gent@ u obratlovcd. Jinou strate-
gif je studium modelovych obratlovet pomoci podobnych
technik, jaké se uzfvaji u drozofily a hlistice.

HOMOLOGIE GENU OBRATLOVCU A BEZOBRATLYCH

Jestlize je uréity gen izolovin a sekvenovin, mohou se
prochizet databize sekvenci DNA a hledat homologické
geny u jinych organizmd. JestliZe je genovd sekvence
vpribéhuevolucessilné konzervovina, funguje tento postup
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dokonce i u velmi vzdilenych druht. Tak bylo mozné
identifikovat geny r@znych druht obratlovct, které jsou
homologické s geny drozofily & hlistice. Identifikace genu
obratlovce pak umoziuje dal$i experimentalni analyzu,
véetné studia genové exprese na Grovni RNA i proteing.
Jednou z nejvyznamnéjsich aplikaci tohoto pfistupu byl
objev homologt homeotickych gent drozofily. Tyto tzv.
geny Hox byly ptivodné zjistény Southernovou hybridizaci
mys{ a lidské DNA, kde jako sondy byly pouZity segmenty
homeotickych gent drozofily. Tyto hybridizujici fragmenty
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byly nisledné¢ klonovany, mapoviny s pomoci restrikénich
endonukledz a sekvenovany. Vysledky ukazaly, Ze mys,
¢lovék a mnoho jinych obratloved maji ve svych genomech
38 gend Hox (obr.21.20). Tyto geny jsou obvykle organi-
zovany ve Ctyfech shlucich (4, b, ¢, a d), kazdy asi 120 kb
dlouhy; u mysi a ¢lovéka je kazdy shluk umistén na jiném
chromozomu. Zda se, ze Ctyfi shluky gent Hox vznikly
kvadruplikaci primordialniho shluku velmi ¢asné v evoluci
obratloved, asi pred 500 ¢i 600 miliony let.

Molekularni analyza gent Hox u obratlovet odhalila
vyrazné strukturni a funkéni podobnosti s homeotickymi
geny komplext@ bithorax a Antennapedia u drozofily — jsou
leny velkého shluku, zvaného HOM-C, ktery se v prabéhu
evoluce rozstépil prestavbou chromozomu. U jinych typt
hmyzu, jako je potemnik mouény, Tiiboliun: castaneum, jsou
komplexy bithorax a Antennapedia spojeny v jednom
shluku. Srovnan{ mezi obratlovci a bezobratlymi ukazuje,
ze zakladn{ organizace HOM/Hox ztstala v evoluci zacho-
vana. Strukturni homology gent ANT-C jsou na jednom
konci kazdého genového shluku Hox obratlovet a struk-
turnf homology gentt BX-C na druhém konci. Navic fyzické
potadi gent Hox bve shluku odpovidd mistu jejich exprese
podél anterio-posteriorni osy embrya, stejné jako je tomu
u homeotickych gent o drozofily (obr.21.21). S jedinou
vyjimkou, kterou je gen Deformed u drozofily, jsou vSechny
geny HOM a Hox transkribovany ve stejném sméru, s expres{
probfhajici z jednoho konce shluku ke druhému, jak
prostorové (od anterioru embrya k posterioru), tak ¢asové
(od &asného k pozdéjsimu vyvoji). Tento jev nazyvany kolin-
earita (jde o jiny vyznam nez termin pouZity v kapitole 14
k popisu linearni sekvence mist v genu a jeho polypepti-
dovém produktu) naznauje, Ze geny HOM a Hox
pfedstavuji obecny molekulirni mechanizmus k ustaveni
identity specifickych oblasti mnoha raznych typt embryi.

lab pb
mrc =l
Hoxa . . .
a-1 a-2 a3
Hoxb
b1 b2 b3
Hoxc

Obr.21.20 » Organizace a exprese savcich
gend Hox homologickych ke gendm v BX-C
a ANT-C drozofily. Homologie jsou
znazornény svorkami. V3echny tyto geny d-1 d-3
s vyjimkou Dfd jsou transkribovany zprava
doleva. Je znazornéno c¢asovani

a anatomické umisténi exprese.

Hoxd . .

Casna exprese v anterioru téla

NAHODNE MUTACE A GENOVE SPECIFICKE
~KNOKAUT” MUTACE U MYSi

Genetické fizeni vyvoje nelze u obratlovet studovat do
stejné hloubky jako ubezobratlych, tfeba u drozofily. Zjevné
tomu branf{ technické a logistické ptekazky. Obratlovci majf
znaéné del$i Zivotni cyklus, jejich chov je niroény a je
obtizné ziskat a analyzovat mutantni kmeny, obzvlasté
vyvojové mutanty. Navzdory témto pickizkim se podafilo
udélat pokrok v genetické analyze vyvoje u dvou slozitych
obratlovcl — mysi a ryby zebficky.

U mysi bylo identifikovino vice nez 500 lokust
odpovédnych za genetické choroby, z nichZ nékteré také
hraji vyznamnou roli ve vyvojovych procesech. Vétsina
téchto lokust byla objevena pfi izolaci spontinnich mutaci.
Takova price vyzaduje chov velkého pocétu mysi a jejich
fenotypovou analyzu a u jakychkoli odchylek je testovina
jejich dédi¢nost. Tato usilovni a niro¢nd price maze byt
provadéna pouze v nékolika laboratofich na svété. Nalezena
mutace je dile mapovina na chromozomy a poté sc
mutovany gen miZe analyzovat na molekulirni Grovni.
Tento proces urychlily techniky indukce mutaci inzercemi
znimych tsekd DNA do gent. Inzeréni mutace se pak
daleko snadnéji mapujf a analyzuji neZ spontinni mutace,
protoze jsou oznaleny vloZzenou DNA. Misto vloZen{ sek-
vence — bud' transpozonu, &i inaktivovaného retroviru —
obvykle nenf piilis specifické, proto jsou geny mutoviny do
jisté miry ndhodné. Mohou tak vzniknout mutace v mnoha
genech, které hraji roli ve vyvojovych procesech.

Genetici také vyvinuli postupy, jak u mys$i dosihnout
mutaci specifickych gent. V téchto postupech, jez jsou
popsany v kapitole 17, je naru$ena integrita genu inzercf,
kterd je do genu specificky cilena. Takova porucha, zvani
knokaut mutace, mtZe odhalit, jakou roli ve vyvoji hraje

Dfd  Scr  Antp Ubx  abd-A Abd-B

- exc
|

11
a8
a-7

a-4 a-b ab a9 a10 a-11 a-13
-i-a—uan
b4 b5 b6 b-7 b8 b9

c-4 c-5 c-6 c-8 ¢9 ¢10 c¢11 c¢12 ¢13
i
d-4 d8 d9 d-10 d-11 d-12 d-13

pozdni exprese v posterioru téla
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drozofila

(a)

Dfd  Scr  Antp Ubx abd-A  Abd-B
I S S S . .

(b)

Obr.21.21 Poradi exprese homeotickych gent drozofily a mysi. (a)
10 hodin staré embryo drozofily s pfibliznou expresi homeotickych
gent v epidermis. Int, mx a la oznacuji interkalarni, maxilarni

a labialni segmenty hlavy. Segmenty hrudi a zadec¢ku jsou oznaceny
jako T1-T3, resp. A1-A8. (b) 12 dna staré embryo mysi s pfibliznou
expresi gend Hoxb v centralnim nervovém systému. Carkované
symboly naznacuji rozsifeni exprese smérem k posterioru.

normalni gen. Napiiklad mys, kterd je homozygotni pro
knokaut mutaci genu Hoxc-8, vyvine pfidatny par Zeber
k posterioru standardni sady Zeber; tyto mysi maji také
ohnuté prsty na pfednich konéetinidch. Fenotyp s pfidatnym
parem zeber mysi je reminiscenci transformace ¢lanka téla,
které jsme vidéli u homeotickych mutantd drozofily. Mysi
gen Hoxe-8 tedy hraje roli v ustaveni identit tkini podél
anterio-posteriorn{ osy a také pfi vyvoji prsta.

Genetickd analyza vyvoje mys$i je voditkem
k poznani vyvoje ¢lovéka. Naptriklad mutace pfinejmensim
dvou raznych mysich gent napodobuji vyvoj abnormalni
levo-pravé asymetrie u ¢lovéka. Standardné lidé, mysi a jin{
obratlovci vykazuji struktury, které jsou soumérné podél
levo-pravé télnf osy. Srdeéni trubice se vzdy vychyluje dop-
rava a jatra, zaludek a stfeva jsou posunuta bud vlevo, nebo
vpravo od stfednf{ linie téla. U mutantl nejsou tyto asymetrie
zjevné, ztejmé v dasledku defektu mechanizmd, které usta-
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vuji zakladn{ plan téla. Studium takovych mutantd u mysi
proto muze pomoci objasnit, jak je fizeno rozmisténi
organt v téle ¢lovéka.

MORFOLINOVE ,,KNOKDAUN“ MUTACE U RYB
ZEBRICEK

Podobné jako u mysi byly i u zebfi¢ky vyvinuty niro¢né
programy mutageneze k identifikaci gent vyznamnych pro
vyvojové procesy. K urychlen{ tohoto procesu byly vyvinuty
i postupy, které napodobuji Glinky mutaci specifickych
gent. Nejedni se pfitom o indukci mutaci, nejde tedy
o zménu struktury DNA. Namisto toho tyto postupy blokuji
nebo zeslabuji expresi informace kbdované DNA. Narugeni
genové exprese v embryu zebri¢ky je dosazeno injekci
syntetickych molekul, které se vizou na specifické sekvence
v molekulich mRNA, a tak brini mRNA v translaci do
polypeptidt (obr.21.22). Injikovanou litkou je stabiln{
analog DNA, ktery je strukturovin sekvenéné specificky
k 5’-oblasti mRNA, véetné startovaciho kodonu. Protoze
cukr-fosfitova kostra analogu DNA je slozena
z morfolinovych prvka, je injikovania molekula nazyvina
mortfolino. K G¢innému naruseni genové exprese po znaéné
dlouhou dobu sta¢i méné nez 10 nanogramt morfolina
injikovaného do zloutku oplozeného vajicka ¢&i ¢asného
embrya (obsahujictho méné nez 16 bunck) zebficky.
Zivotichové, ktefi se vyvijeji z téchto injikovanych vaji¢ek
nebo embryi, maji fenotypy zcela shodné s mutanty, ktefi
byli ziskini zménou cilového genu. Jsou to tedy fenokopie
mutantniho fenotypu. Po pieéteni genomu zebfticky se nyni
pouzivaji morfoliny k potlaéovini (knockdown) genové
exprese a ke zjistovani, zda ma urlity genovy produkt
vyznamnou roli ve vyvoji. Naptiklad Benjamin Feldman
a Derek Stemple pouzili morfolino k potladeni exprese
genu no tail (ntl). Tento gen je homologicky s my$im genem
brachyury, také znimym jako gen tail-length (T, viz kapitola
4). Feldman a Stemple zjistili, Ze injekce pouhych nékolika
nanogramu morfolina syntetizovaného tak, aby se parovalo
se startovacim kodonem genu 7/ a 22 nukleotidy ve sméru
transkripce, vede k tvorbé kritkého ocasu embrya. Tento
morfolinem indukovany fenotyp, zvany morfant, je tedy
napodobeninou mutantniho fenotypu zplsobeného
skute¢nou mutaci genu 7#l.

STUDIE NA SAVCICH KMENOVYCH BUNKACH

Terminalné diferencované buriky lidského téla — lymfocyty,
neurony, svalova vlakna atp. — se obvykle nedéli. Kdyz jsou
tyto typy bunék ztraceny nebo zahynou, mus{ byt nahrazeny,
jinak by pfislusna tkan atrofovala. Tato ndhrada se odehrava
tak, Ze nespecializované buinky pfitomné v tkani se déli
avytvafejibunky, kterénaslednédiferencujivespecializované
typy. Tyto nespecializované prekurzory specializovanych
bunék se nazyvaji kmenové bufiky. Napiiklad diefi ve
stehenn{ kosti ¢lovéka obsahuje nediferencované bunky,
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startovaci kodon messenger RNA
5 3
AUGUCUGCCUCAAGUCCCGACCAGC
. TACAGACGGAGTTCAGGGCTGGTCG 5
: E_ . morfolino
cytozin R
y N, |
_ 0 N—P—
K adenin Il
% yI\jHZ >_/ 0
' tymin 0 N— ﬁ —0
' ’I\‘Hz ) morfolinova molekula
0 N—P— vV
i I fosfodiamidova vazba
E O mezi sousednimi podjednotkami
'—0
Obr.21.22 -~ Technika morfolino pro parovani se sekvenci kolem

startovaciho kodonu mRNA genu no tail u ryby zebfitky. Morfolina
maji obvykle 20 az 25 jednotek. Kazda sestava z morfolinové molekuly
vazané k dusikaté bazi (A, T, U, G nebo C). Jednotky jsou vazany jedna
k druhé fosfodiamidovou vazbou namisto fosfodiesterové vazby, jak je
tomu v DNA a RNA.

které nahrazuji rdzné typy krvinek. Tyto hematopoetické
kmenové bufiky zdsobuji ob&hovy systém lymfocyty,
erytrocyty a krevnimi desti¢kami. Tkané v nékterych
organech, jako je tieba srdce, maji velmi malo kmenovych
buné¢k; nasledkem toho je jejich schopnost regenerovat
ztraceny &i poskozeny materidl nizka. Jiné tkané, jako jsou
stievni vystelka ¢i pokozka, maji velké populace kmenovych
bunék, které rychle nahradi ztracené diferencované butiky.
ProtoZe tyto typy kmenovych bunék se vyskytuji u vyvinutych
organizmu, nazyvaji se kmenovymi bunkami dospélych
organizmd.

Kmenové buriky se také vyskytuji ve vyvijejicich se organ-
izmech. Obecné ma vétSina bunék v nejranéjsich stadiich
vyvoje charakter bunék kmenovych. Buriky odebrané
z my$tho embrya mohou byt napiiklad kultivovany iz vitroe
a nisledné transplantoviny do jiného mysiho embrya, kde
seddle délia pfispivaji k tvorbé mnoha druhd tkinfa orgind.
Embryonaln{ kmenové bufiky proto maji obrovsky vyvojovy
potencial; jsou pluripotentni — schopné vyvoje mnoha
bunéénych typt.

Bez ohledu na to, zda jsou odvozeny z embryondlnich
¢i dospélych tkani, poskytuji kmenové butiky piilezitost
studovat mechanizmy diferenciace specidlnich bunéénych
typt. Kmenové buitkky mohou byt ziskiny z rady savcd,
véetné mysi, opic ¢i Clovéka. Mohou byt kultivovany 7z vitro
nebo transplantoviny do hostitelského organizmu a tes-
tovany na schopnost diferenciace. Pokud rostou v kultufe,
mohou byt na kmenové buiiky aplikoviny rizné vlivy, aby se

zjistilo, co spousti jejich vyvoj specifickym smérem.
Molekularni techniky, véetné <&ipovych technologii,
umoziuji uréovat, které geny jsou v bunkich pfi rozvijeni
jejich vyvojovych programi exprimovany.

Embryondlni kmenové (ES) bufiky jsou vhodné pro
tento druh analyzy, protoze maji nejvétsi vyvojovy poten-
cial; jsou obvykle odvozeny zvnitinibunééné hmoty embrya,
které vzniklo oplozenim 7z vitro. Butiky izolované z této
hmoty jsou ockoviny na vrstvu mitoticky neaktivnich
wvyzivovych bunék®, které poskytuji ristové faktory ke stim-
ulaci déleni. Doba jednoho bunééného déleni je pro mysi
ES buriky v kultute asi 12 hodin; pro lidské ES asi 36 hodin.
Poté co jsou izolované embryonalni buiiky péstoviny po
urcitou dobu na vyzivovych bunkich, jsou odloudeny
aznovu vysety k zaloZen{ novych bunéénych populaci, které
mohoubytizmrazeny pro dlouhodobé skladovani. Klonalni
bunéénd populace je takova, kterd pochizi z jediné ptvodni
buriky.

ES buriky se pocinaji diferencovat po preneseni z kul-
tury vyzivovych bunék do suspenzni kultury s vhodnym
médiem. V téchto podminkach vytviteji embryoidni téliska,
kterd jsou mnohobunéénymi agregity sestavajicimi z difer-
encovanych a nediferencovanych bunék. V nékterych
pfipadech pfipominaji embryoidni téliska ¢asnd embrya.
Buriky v téchto téliskich mohou diferencovat v typy spe-
cializovanych bunék, které jsou odvozeny z kazdé ze tfi
primarnich tkinovych vrstev — ektodermu, mezodermu
a endodermu. Mohou napftiklad vytvifet neurony, které
jsou odvozeny z ektodermu; butiky hladkého svalstva nebo
rytmicky se kontrahujici srdeéni buriky, které jsou derivitem
mezodermu; nebo buniky Langerhansovych ostravka slini-
vky, které jsou odvozeny z endodermu. Pozorovinim tako-
vého procesu v raznych bunéénych liniich — napfiklad
v téch, kde byl urity gen mutovian — je mozné analyzovat
genetickésité interakei, které hraji rolivdiferenciaci rdznych
bunéénych typa.

Otazka izolace a analyzy lidskych ES bunék je oviem
kontroverzni. Nyn{ pouzivané linie lidskych ES bunék byly
odvozeny z embryf, jeZ byla poskytnuta lidmi, ktef{ vyhle-
dali lékatskou pomoc k otéhotnéni prostfednictvim oploz-
enf in vitro. Totiz ve skutednosti se pfi této procedufe vytvori
mnohem vice embryi, nez je nakonec pouZito k asistované
reprodukci. Manzelsky par se pak mize rozhodnout, zda
daruje nepouzitd embrya pro vyzkumné tcely. Izolace ES
bunék z takovych embryi nezbytné vyzaduje zni¢eni embrya.
Podle nékterych nizort je destrukce casnych embryi
pfijatelnou praxi; jini ji povazuji za nemoralni. Kontroverze
provazejici tuto praxi vedly k tomu, Ze mnoho vlad odmitlo
¢i omezilo finan¢ni podporu vyzkumu na lidskych kmen-
ovych buinikich. Ve Spojenych stitech americkych je
naptiklad poskytovina podpora ze strany federalni vlady
pouze tém projektdm, které vyuzivaji linie lidskych kmen-
ovych bunék izolované pred 9. srpnem 2001. Financovani
projektt vyuzivajicich linie pfipravené po tomto datu musi
pochizet z jinych zdroja.
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Financovani vyzkumu lidskych kmenovych bunék ma
vét$i podporu v piipadech vyuZivan{ lidskych ES bunck
k 1é¢eni chorob, které vznikaji v dsledku ztrity specifick-
ych bunéénych typt, jako je napfiklad cukrovka diabetes
mellitus (kde nefunguji Langerhansovy ostrivky slinivky)
nebo Parkinsonova choroba (kde odumfely nékteré neu-
rony v urlité &asti mozku). Terapic pomoci ES bunék se
predpoklada také pfiléeni invalidity, zptsobené napiiklad
poskozenim michy. V budoucnu by se buriky odvozené
z linif ES mohly transplantovat do nemocné nebo poranéné
tkiné a tyto butiky by mohly regenerovat ztracené ¢&i
poskozené ¢asti tkané. Pokusy providéné na mysich
a krysach naznacuji, Ze by tato strategic mohla byt G¢inna
iu ¢lovéka. Predtim viak musi byt vyfesena fada technickych
problémt. Dosud naptiklad nenf mozné ziskat isté kultury
specifického diferencovaného bunééného typu. Kdyz se lid-
ské ES buriky vyvijeji v kultute, diferencuji se vmnoho druht
bunék; izolace jediného typu — napiiklad bunék srdeénfho
svalu — je nelehkym technickym problémem.

Zastanci terapie pomoci lidskych kmenovych bunék
musi také fesit fadu jinych probléma. Butiky odvozené
z kultury 7n vitro se mohou nekontrolovatelné délit a po
transplantaci do téla hostitele vytvaret nidory, nebo mohou
byt zni¢eny hostitelskym imunitnim systémem. K ptekonani
tohoto druhého problému bylo navrzeno transplantovat
buriky, které jsou geneticky totozné s bunikami hostitele.
Takové geneticky totozné butiky mohou byt vytvareny
s pouzitim hostitelskych somatickych bunék k tvorbé
bunéénych populaci ES. Somaticka burtika hostitele maze
byt fazovina s enukleovanou vaje¢nou butikou ziskanou od
zeny-darkyné (nenf nezbytné, aby to byla hostitelka). Jestlize
geneticky zménéné vaji¢ko, které je diploidni, d4 vznik
embryu, mohou byt buniky izolované z takového embrya
pouzity k vytvofeni bunééné linie ES, kterd pak poskytne
geneticky identicky materidl ke zpétné transplantaci do
hostitele.

Tvorba ES bunék pienosem jidra ze somatické bunky do
enukleovaného vajic¢ka se nazyva terapeutické klonovani.
Kmenové buriky by se také daly ziskat indukei reverze somat-
ickych bunék k nediferencovanému stavu. Nové pokusy
realizované ve Spojenych statech a Japonsku naznaduji, Ze
tento pifstup by mohl byt redlny. Napiiklad buriky kéze byly
indukovany k pluripotenci genetickou transformaci se smés{
¢yt klonovanych gend. Pokud jsou ovsem nékteré z téchto
gent nepatfiéné exprimovany, je transformace
provazena malignim rastem. Bude tedy zapotiebi{ vyvinout
jesté znaéné badatelské Gsili, nez bude mozné vyuZzivat
pluripotentnf{ buriky v ES terapii.

REPRODUKCNI KLONOVANI

Terapeutické klonovini je odlisné od klonovani
reprodukéniho, které si klade za cil tvorbu tplného jedince
pfenosemjidrasomatickébunikyzdonoradoenukleovaného
vajicka, které muze dat vznik geneticky identické kopii

‘ ‘ MU-c21.indd 650

dirce. V roce 1996 védci z Roslin Institutu ve Skotsku
pfipravili prvniho klonovaného savce — ovci jménem Dolly
(viz kapitola 2). Dolly vznikla nahrazenim jidra vajicka
jadrem vyjmutym z buniky vemene dospélé ovce.
Transplantované jadro zjevné obsahovalo veskerou
genetickou informaci nezbytnou k fizeni vyvoje ovce Dolly,
i kdyz pochizela z diferencované buiky. Od data vzniku
Dolly pfipravili védci mnoho jinych savcl cestou
reprodukéniho klonovani — mysi, kocky, krivy a kozy.
Diferencované buriky tedy zjevné maji geneticky potencial
k fizen{ vyvoje.

Zivo&ichové piipraveni reprodukénim klonovanim viak
obcas trpi vyvojovymi abnormalitami a maji zkricenou
délku zivota. Casto dobie neprospivaji. Tato ztrita vitality
naznaluje, Ze somatickd jidra pouzitd v reprodukénim
klonovan{ jsou néjakym zptisobem odlisni od zygotickych
jader vzniklych normalnim oplozenim. Somatickd jaidra
mohou akumulovat mutace nebo se zjevné podrobuji
zméndm svizanym s genetickym imprintingem nebo inakti-
vaci chromozomt — metylaci nékterych nukleotid@, modi-
fikaci nukleozomovych histont apod. Takové zmény mohou
bytvsomatickém jadie avjidie zygotickém zasadné odlisné.
Pravé kvali problémd@m spojenym s reprodukénim
klonovinim Zzivolich@ nepovazuje mezinirodni védecka
komunita klonovani ¢lovéka za bezpetné. Z toho vyplyva
i vSeobecna shoda, Ze o reprodukéni klonovani ¢lovéka by
se nemélo ani usilovat.

GENETICKE ZMENY V DIFERENCIACI IMUNITNICH
BUNEK OBRATLOVCU

Aclkoli z reprodukéniho klonovani mame ddkaz o tom, Ze
diferencované buriky maji stejny obsah DNA jako oplozené
vaji¢ko, znime nékteré typy diferencovanych bunck
obratloved, u kterych to neplati. Tyto buriky vytvareji systém,
ktery brani zivo¢ichy pted infeke viry, bakteriemi, houbami
a prvoky — imunitn{ systém.

U savcd, na které je zaméfena vétsina vyzkumd, sestava
imunitni systém z nckolika odlisnych typd bunék
odvozenych z kmenovych bunék, které se nachdzeji v kostni
dfeni. Tyto kmenové buiiky se déli a vytvaieji jednak sobé
podobné buriky a jednak prekurzory specializovanych imu-
nitnich bunc¢k. Dvé vyznamné skupiny specializovanych
imunitnich bunck se piimo podileji na boji proti invaznim
patogentim. Plazmatické bunky B vytvareji a vylucuji pro-
teiny zvané imunoglobuliny, znimé také jako protilatky,
a zabfje¢ské buniky T vytvafeji proteiny se silné reaktivnim
povrchem, které ptsobf jako receptory pro rizné substraty.
Jak B-buné¢éné protilatky, tak T-bunééné receptory jsou
schopny rozpoznavat jiné molekuly — napiiklad cizi latky
vnesené patogenem — prostiednictvim mechanizmu zdmku
akli¢e. Cizi molekula, zvand antigen, je klicem, ktery presné
padne do zdmku tvofeného B-buné¢nou protilitkou nebo
T-buné&énym receptorem (obr.21.23). Specifita této
pfesnosti je zdkladem schopnosti Zivocicha branit se vaci
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patogentm. ProtoZe v§ak existuje mnoho odlisnych poten-
cidlnich patogent, mus{ byt Zivo¢ich schopen vytvifet
mnoho odli$nych typt protilitek a T-receptortt za Gelem
obrany proti infekci.

Protilatky a T-bunééné receptory jsou proteiny a pro-
teiny jsou kédovany geny. Aby si Zivoéich vytvofil rozsahlou
sadu protilatek a T-receptor potfebnych k obrané proti
viem moznym patogendm, musel by mit enormni pocet
gent — pifli§ mnoho, nez aby se vibec vesly do genomu
Clovéka. Toto dilema métlo genetiky po mnoho let. V pos-
ledni ¢tvrtiné 20. stoleti vsak bylo zjisténo, Ze Zivoich mze
vytvafet velky polet odli$nych protilitek a T-receptort
rekombinaci malych genetickych elementt ve funkéni geny.
Kédujici potencidl dosazeny touto kombinaci genovych
segmentd je vskutku ohromujici. Se skromnym mnozstvim
DNA uréené pro funkce imunitniho systému mazZe Zivoc¢ich
tvofit stovky tisic, ne-li miliony protilatek a T-receptord,
kazdy s odlisnou schopnosti vizat se na cizi molekulu
z invazniho organizmu.

Abychom vidéli, jak tento rekombinaén{ systém pracuje,
zaméffme se na tvorbu protilatek. Kazdi protilitka je
tetramerem sloZzenym ze ¢tyt polypeptidd, dvou identick-
ych lehkych fetézel a dvou identickych tézkych fetézct,
spojenych disulfidovymi vazbami (obr.21.24). Lchké
fetézce majf asi 220 aminokyselin a tézké fetézce okolo 445
aminokyselin. Kazdy fetézec, lehky i tézky, ma N-koncovou
variabiln{ oblast, uvnitf které se seckvence aminokyselin
rizni u rozli¢nych typa protilatek, jeZz Zivoclich vytvafi,
a C-koncovou konstantn{ oblast, uvniti které jsou sekvence
aminokyselin stejné pro v§echny protilatky urcité skupiny.

Lehkéatézkéetézee protilatkyjsou kdédoviny odlisnymi
lokusy v genomu. U ¢&lovéka jsou dva lokusy pro lehké
fetézce, kappa (k) lokus na chromozomu 2 a lambda (\)
lokus na chromozomu 22, a jeden lokus pro tézky fetézec,
umistény na chromozomu 14. Kazdy z téchto lokust sestava

Obr.21.23

Trojrozmérna struktura vazby antigen-protilatka. Je
znazornéno pouze jedno ze dvou vazebnych mist antigenu a typické
protilatky. Antigen (zelené) je enzym lysozym. Vazebné misto
protilatky je tvofeno N-koncovymi oblastmi lehkého retézce (zluté)
a tézkého retézce (modre). Glutaminové reziduum, které vycniva

z lysozymu, kde se protilatka vaze, je vybarveno cervené. Tato
struktura je zaloZena na X-difrak¢nich udajich.

v/

ze slozité uspotiddanych genovych segmentl. Zaméfime se
na lokus kappa, abychom vidéli, jak jsou tyto segmenty
uspofadiny ajak se rekombinuji vsouvislé kddujici sekvence
k tvorb¢ odlisnych polypeptida.

Polypeptid kappa je kédovin tiemi typy genovych
segmenta:

1. Genovy segment L.V, ktery kéduje zavadéci (leader)
peptid 2 9 aminokyselin N-koncové variabiln{ (variable)
oblasti lehkého fetézce kappa; zavidéci peptid je
odstranén z lehkého fetézce kappa odstépenim, poté co
zavede vznikajici polypeptid skrze membrinu
endoplazmatického retikula do plazmatické bunky
syntetizujici protilatku.

2. Genovy segment J, kdduje poslednich 13 aminokyselin
variabiln{ oblasti lehlého fetézce kappa; symbol /. se pro
tento genovy segment pouziva proto, ze peptid spojuje
(joins) N-koncovy peptid kddovanym L.V, segmentem
s C-koncovym peptidem kdédovanym dalsim typem gen-
ového segmentu.

3. Genovy segment C, kdduje konstantn{ (constant) oblast
lehkého fetézce kappa.

U (&lovéka obsahuje lokus kappa 76 L.V, genovych
segmentl (ackoli jen 40 je jich funkénich), 5 genovych
segmentl J, a jediny genovy segment C,. Genové segmenty
Ji. jsou lokalizoviny mezi genové segmenty L.V, a genovy
segment C.. V butikich zirodeéné linie je 5 segmentd J,
oddéleno od segmentl L.V, dlouhou nekédujici sekvenci
a od genového segmentu C, jinou nekddujici sekvenci
dlouhou pfiblizné 2 kb (obr.21.25). V prib¢hu vyvoje
urlitého typu buriky B se gen pro lehky fetézec kappa, ktery
bude exprimovin, sestavi z jednoho segmentu L.V, jed-
noho segmentu J, a jednoho segmentu C, procesem somat-
ické rekombinace. Kterykoli ze 40 funkénich genovych

vazebné misto téZky fetézec

k antigenu

lehky fetézec
HN

HN ) .~ NH,

variabilni variabilni

oblasti oblasti
S-S
S-S
konstantni konstantni
oblasti oblasti
| |
COOH COOH
Obr.21.24 '~ Struktura molekuly protilatky. Obrazek vpravo ukazuje

interakci zamku a klice mezi antigenem a protilatkou, ktera ho
rozpoznava.
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MILNIKY GENETIKY: Mutace, které narusuji

segmentaci téla drozofily

Téla mnoha Zivocisnych druh jsou tvofena z ¢lankd. Naptiklad télo
hmyzu ma tfi hlavni ¢asti — hlavu, hrud a zadecek —, pficemz hrud
a zadelek jsou ddle sloZzeny z malych segmentacnich jednotek.
Dokonce i obratlovci vykazuji segmentovanou anatomii, obzvlasté
v pribéhu ¢asnych stadii vyvoje, kdy se v pravidelnych intervalech
vytvareji podél patefe oddélené masy tkané zvané somity. Zda se tedy,
Ze clankovani je charakteristickym rysem planu vyvoje Zivocisného
téla.

Anatomové a embryologové prostudovali zptsoby tvorby a fazeni
segmentd prostfednictvim pitvani Zivocicht v rdznych vyvojovych
stadiich. Také genetici studovali segmentaci, ovsem bez skalpel
a nozU. Misto nich pouzivali mutace, které definuji a analyzuji geny
dadlezité v segmentacnich procesech.

Genetickad analyza segmentace udélala obrovsky pokrok, kdyz
v roce 1980 Christiane Nusslein-Volhardova a Eric Wieschaus
publikovali praci popisujici mutace, které méni pocet, velikost a sloZeni
segmentC embryi a larev drozofily.! Niisslein-Volhardové a Wieschaus
jiz védéli, ze prostorova organizace embryi drozofily je ovlivnéna
produkty maternalnich genl. Tyto genové produkty se ukladaji ve
vajicku a po oplozeni Fidi vyvoj embrya podél jeho anterio-posteriorni
a dorzo-ventralni osy. Nusslein-Volhardova a Wieschaus také veédeéli,
Ze v pozdéjsich stadiich vyvoje drozofily jsou dulezité produkty
homeotickych gend, jako je tfeba Ultrabithorax. Tyto genové produkty
specifikuji osud jednotlivych segmentl téla. Nékteré oblasti diferencuji
v segmenty hrudi a jiné diferencuji v segmenty zadecku. NUsslein-
Volhardova a Wieschaus tedy dospéli k zavéru, Ze musi existovat dalf
skupina genovych produktd, které plsobi poté, co geny s maternalnim
Ucinkem zalozZily zakladni plan téla, ale pfedtim, nez se dostanou ke
slovu produkty homeotickych gend. SnaZili se nalézt tyto genové
produkty hledanim mutaci, které narusuji segmentaci embryi a larev
drozofily.

'Nusslein-Volhard, C., E. Wieschaus. 1980. Mutations affecting segment
number and polarity in Drosophila. Nature 287:795-801.

ProtoZe takové mutace mohou pusobit jako recesivné letalni,
navrhli NuUsslein-Volhardovéa a Wieschaus jejich indukci aplikaci
mutagenu etylmetansulfonatu na dospélé jedince. Mutagenizované
chromozomy se prenesly do dal3i generace v heterozygotnim stavu
a poté, prostrednictvim série k¥izeni s testovacimi chromozomy, byly
prevedeny do homozygotniho stavu. Zde byla provedena analyza, zda
nebyla indukovana nova, recesivné letalni mutace. V jednom pokusu,
ve kterém testovali celkem 5800 mutagenizovanych chromozomd, se
u 4500 objevily nové recesivni letalni mutace. Kdyz byly tyto mutantni
chromozomy identifikovany, udrZovaly se v heterozygotnim stavu
v balancovanych kmenech.

Balancované letalni kmeny segreguji kazdou generaci recesivni
letdlni homozygoty (obr. 1). Jestlize letalni mutace pdsobi v ¢asném
vyvoji, embrya v homozygotnim stavu se vibec nevylihnou z vajicka.
Nisslein-Volhardova a Wieschaus pfi hledani mutaci ovliviujicich

balancer

— s

/ spermie \

balancer |
balancer balancer

balancer
7 balancer |
balancer
7 vajicka
T~ | balancer I
- / /

Obr.1 '~ Segregace embryi homozygotnich pro nové indukovanou
recesivni letalni mutaci (/) v balancovaném kmeni drozofily. Testovaci
chromozom (balancer) nese dominantni marker a mnohonasobné
inverze k zabranéni rekombinace mezi nim a chromozomem s letalni
mutaci. Vétsina testovacich chromozomu nese také recesivni letalni
mutaci, ktera neni alelni s letalni mutaci na druhém chromozomu.
Potomstvo, které je homozygotni pro testovaci chromozom (balancer),
a také potomstvo homozygotni pro nové indukovanou letdlni mutaci
hyne béhem vyvoje.

segmentd LV, mize byt v tomto procesu spojen s kterym-
koli z péti segmentt J; DNA mezi témito spojenymi seg-
menty prosté zmizi (obr.21.26). Proces spojeni je
zprostiedkovan misty zvanymi rekombinaén{ signalni sek-
vence (RSS), které sousedi s kazdym genovym segmentem.
Tato mista jsou sloZena ze 7 nebo 9 opakovani part bazi

oddélenych 12 nebo 23 bp dlouhymi mezerami. Opakovan{
uvnitf RSS bezprostfedné po sméru transkripce L.V, gen-

‘ ‘ MU-c21.indd 652

ového segmentu jsou komplementirn{ k opakovinim uvnitf
RSS bezprostiedné ve sméru transkripce genového seg-
mentu J,. KdyZ se tyto repetice paruji, mize proteinovy
komplex mezi nimi katalyzovat rekombinaci, ktera spojuje
L.V, segment k segmentu J,. Proteiny kdédované
rekombinaéné aktivujicimi geny 1 a 2 (RAG1 a2 RAG2) jsou
vyznamnymi slozkami tohoto komplexu; spoleéné #df
specifitu rekombinaénfho procesu.
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— Ustni hacky
Obr.2 Embrya drozofily vykazujici fenotypy mutaci t¥i T
odlisnych segmentacnich gent: knirps (gen velkych mezer), hrudni T
even-skipped (gen parového pravidla) a gooseberry (gen clanky T3
polarity ¢lank). Vybarvené oblasti jsou prouzky zoubkd (kratké A1 LT
vlasovité vybézky pokozky embrya) spojené s anteriorni ¢asti A2
jednotlivych segmentl hrudi a zadec¢ku u standardniho embrya. A3
Tyto zoubky slouZi k identifikaci ¢lankl a ¢asti ¢lanku ve clanky Ad
vyvijejicich se embryich. U mutantd knirps ukazuje usporadani zadecku A5
zoubkd, Ze vétsina zadeckovych ¢lankd chybi. U mutanta even- 26
skipped se nevyvijeji alternujici ¢lanky podél téla. U mutantt A7 OO
goosberry pak je deletovana posteriorni ¢ast kazdého ¢lanku A8 bag
a nahrazena zrcadlovou kopii anteriorni ¢asti, coz je vidét AL
podle zoubkU; zrcadlové kopie anteriorni ¢asti jsou vybarveny e
oranzové v hrudi a Sedé v zadecku. standardni typ knirps even-skipped goosberry
Zdroj: Podle NUsslein-Volhard a Wieschaus, 1980. (mutant genu (mutant genu (mutant genu
Nature 287:795-801. Obr. 1, strana 796. velkych mezer)  parového pravidla) polarity ¢lank)

casny vyvoj tedy zkoumali ve svych sbirkach klont nevylihnuta embrya.
Specialné se zajimali o embrya, ve kterych bylo naruseno usporadani
télnich ¢lanka.

Usilovny vyzkum byl Uspé3ny. Nusslein-Volhardova a Wieschaus
identifikovali v 15 rliznych genech mutace narusujici ¢lankovani.
Mutace tfi z téchto gent vytvarely mezery v segmentaci, mutace 3esti
gend zpusobovaly nepfitomnost alternujicich ¢asti ¢lankovaného
usporadani a mutace Sesti jinych genl vyradily c¢asti segment
a nahrazovaly je duplikaty jinych ¢asti (obr.2). Byly tim definovany
geny velkych mezer, parového pravidla a polarity segmentt. Dalsi
vyzkum ukdzal, Ze produkty téchto gent hraji klicovou roli v zaloZeni
¢ldnkovaného usporadéani embrya drozofily. Homology téchto
genovych produktl plsobi také v embryonalnim vyvoji jinych
organizm.

Za tuto objevnou praci obdrzeli v roce 1995 Nusslein-Volhardova
a Wieschaus Nobelovu cenu za fyziologii a Iékafstvi. Spolunositelem
ceny se stal také Edward Lewis za svou pionyrskou praci na
homeotickych genech drozofily.

OTAZKY K DISKUZI

1. Nusslein-Volhardovéd a Wieschaus hledali mutantni fenotypy
v nevylihnutych embryich. Nez Nusslein-Volhardova a Wieschaus
zacali svou préci, vétsina genetikl pracujicich s drozofilou hledala
mutantni fenotypy u dospélct. Co nam to fika o vyznamu ,,uhlu
pohledu” ¢i ,,zorného pole” pfi hledani novych fakt(?

. Jsou-li segmentacni geny urcovany mutacemi, musi byt také na
molekuldrni Urovni charakterizovany klonovanim,
analyzou atp. A jsou-li charakterizovdny na molekuldrni Grovni,
mohou byt sondy pfipravené z téchto gent pouzity ke studiu
homologickych gend u jinych organizmt. Co by bylo zajimavé
studovat u jinych ¢lankovanych organizm, jako jsou krabi nebo
plosténky, nebo u neclankovanych organizmd, jako jsou meduzy ¢i
morské hvézdice?

expresni
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Faze L. V., kterd je takto vytvofena reckombinaci,
koduje variabilni ¢4st lehkého fetézee kappa. Celd sekvence
DNA - L.V, ], -nek6dujici Gsek -C, — v restrukturalizovaném
lokusu kappa je pak transkribovina. Nekédujici sekvence
mezi fGzovanymi L.V, /. segmenty a segmentem C. je
odstranéna v pribéhu sestfihu RNA, podobné jako introny
jinych gend, a poté dojde k translaci vysledné mRNA
v polypeptid. N-koncovy zavidéci peptid je z tohoto

polypeptidu od$tépen a vznikd findlni fetézec kappa.
Celkovy poéet funkénich lehkych fetézct kappa, ktery mize
byt vytvofen timto mechanizmem, je 40 (pocet funkénich
genovych segmentt L.V,) x 5 (polet genovych segmentt
J) x 1(pocet genovych segment C,) = 200. Podobnou ces-
tou mlze rekombinace genovych segmentd dit vznik 120
raznym lehkym fetézctim a 6600 odlisnym tézkym fetézcim
lambda. Kombinatorické usporadini viech téchto fetézch
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40 funkénich Ly; V., genovych segmentu

5 Ji; genové segmenty 1Cx
| A | genové segmenty
|
genomova ,DNA Ly Vi Ly Vi Lis  Vies Leso Viao Jer dke ks dee dks Ck,
v embryonalni - - . // L /l - |
kmenové linii N L v I e
AN dlouha nekodujici /,//
N sekvence -7 0 o . "y
N T o Somaticka rekombinace pfipoji
\ e genovy segment L, Vi,
AN T . k segmentu Jy; , deleci useku DNA,
restrukturalizovana N T . ktery mezi nimi lezi.
DNA ve zralé = = = = m om0 .
plazmatické burice RO,
a Transkripce.
e 5 - . 3
RNA-transkript R0
LY—' e ol
\ 0 © sestih RNA.
\ 7
zaa 5 ——\ -—/ AAA===A 3
mRNA Ko,
o Translace.
primarni
polypeptid H,N — B — COOH
RO,
o Odstranéni zavadéciho peptidu.
zraly lehky
Fetézec kappa H,N —T— COOH
viariabilni konstantni
oblast oblast

Obr.21.25

Genetické fizeni tvorby lehkych fetézct protilatek u clovéka. Kazdy lehky retézec

kappa je kédovan genem usporddanym z odlisnych typd genovych segmenttd uvnitf
imunoglobulinového lokusu kappa (/GK) na chromozomu 2. Toto uspotradani nastava v prabéhu

diferenciace plazmatickych bunék B imunitniho systému.

umozfiuje ¢lovéku vytvaret (200 4+ 120) x 6600 = 2 112 000
odli$nych protilatek. Skuteény pocet riznych protilatek je
vak dokonce vy$si z d@vodu mirné odlisnosti v mistech,
kde se rekombinace odehrava, a hypermutability v sek-
vencich, které koéduji variabilni oblasti fetézct protilatek.
Vsechny tyto udilosti se nezavisle odehravajiv prekurzorech
plazmatickych B-bun¢k. Kdyz se tyto bunky diferencuji,
kazd4d z nich ziskdvi schopnost vytvaret odliSnou pro-
tilatku.

Prvni experimentalni dikaz restrukturalizace DNA sek-
venci v pribéhu diferenciace imunitnich bunék publikovali
v roce 1976 Nobumichi Horzumi a Susumu Tonegawa. Tito
védci prokazali, Ze sekvence DNA kddujici variabiln{ a kon-
stantn{ oblasti lehkych fetézct kappa jsou pfitomny na ste-
jném restrikénim fragmentu BamHI v genomové DNA
bunék vytvarejicich protilatky, zatimco v genomové DNA

embryonalnich bunék byly lokalizoviny na odlisnych frag-
mentech BanHI (obr.21.27). Tonegawa a jeho spolupra-
covnici dile prokazali, Ze sekvence DNA kédujici lehké
fetézce a tézké fetézce lambda jsou v burikich tvofticich pro-
tilatky taktéZ restrukturalizoviny. Za tuto prici ziskal
Tonegawa v roce 1987 Nobelovu cenu v oblasti fyziologie
a mediciny.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY
Mnoho genl u obratlovcd — napfiklad geny Hox — bylo
identifikovdno na zakladé homologie s geny izolovanymi
z modelovych organizmd, jako jsou Drosophila melanogaster
a Caenorhabditis elegans.
Z obratlovcl je ke studiu mutaci ovliviiujicich vyvoj nejvhodnéjsi
mys a ryba zebficka.
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Recombination signal sequences Recombination signal sequences DNA izolovana z embryonalnich bunék
with 12-nucleotide spacers with 23-nucleotide spacers BaTHI BaTHI BaTHI BarInHI
- -7 o V., ek 1SS N VA RSS N | | | )
5 % C 3
{_Rof (a)
© Vazba RAG1 a poté RAG2.
DNA z bunék vytvarejicich protilatky
== =/ AT bl <SS RSS -- BaTHI BarInHI
RAG1/RAG2 5 vV C 3
Complex b)
RO, . . - . .
o Parovani RAG1/RAG2 komplexd. Obr.21.27 '~ Dukaz restrukturalizace DNA v pribéhu diferenciace

B0r
° Stépeni DNA sousedici
s rekombinacni signalni sekvenci.

o e m RSS XL}
Complex of RAG1/RAG2
and several other proteins.

*\’\Qf_'
° Uprava konct DNA a spojovani.

Fused ViJks /e ARSS [FER 7/ =/

gene segment Excised DNA

Obr.21.26 - Zjednoduseny model spojovani V,_J, . Spojovaci proces
je zprostiedkovan specifickou vazbou RAG1 a RAG2 k rekombina¢nim
signdlnim sekvencim (RSS) sousedicim s genovymi segmenty V, a J,.
RSS sousedici s kazdym segmentem V, obsahuje 12nukleotidové
mezerniky; ty, které sousedi se segmenty J,, maji mezerniky o 23
parech bazi. Komplex RAG1/RAG2 katalyzuje rekombinaci pouze
tehdy, kdyz jedna sekvence RSS obsahuje 12nukleotidovy mezernik

a druhd RSS ma 23nukleotidovy mezernik.

bunék imunitniho systému. (a) V embryonalnich burikach jsou
sekvence, které koéduji variabilni (V) a konstantni (C) oblasti lehkych
fetézcl kappa po stépeni restrik¢ni endonukledzou BamHlI ve dvou
odlisnych fragmentech. (b) V bunkach vytvarejicich protilatky se tyto
sekvence nachazeji spole¢né v jednom fragmentu BamH].

Injekci protismyslnych molekul morfolina do vajicek nebo embryi
obratlovct Ize narusit expresi pfislusnych gent a vytvaret mutantni
fenokopie, které odhaluji vyvojovou funkci téchto gend.

Sav¢i kmenové buriky, obzvlasté ty odvozené z embryi, mohou byt
kultivovany in vitro s cilem studia mechanizmd, které fidi
diferenciaci.

Zivocichové vytvoreni reprodukénim klonovénim potvrzuji, ze
diferencované buriky majf stejny geneticky potencidl jako zygota.
Rekombinace mezi genovymi segmenty v pribéhu diferenciace
imunitnich bunék umoznuje vznik sekvenci, které kéduji lehké
a tézké retézce protilatek.

Cviceni

OBJASNENI ZAKLADU GENETICKE ANALYZY

MU-c21.indd 655

1. Uspofadejte nédsledujici vyvojovd stadia drozofily
v chronologickém poradi od nejéasnéjsich po nejpozdnéjsi: kukla,
blastoderm, zygota, neoplozené vajicko, larva, dospélec.

Odpovéd: ncoplozené vajicko, zygota, blastoderm, larva,
kukla, dospélec.

2. Jaki draha pfenosu signdlu zptsobuje saméf fenotyp u C.
elegans s pomérem X:A 0,5?

Odpovéd: Pii poméru X:A 0,5 je exprimovin protein her-1,
ktery funguje jako sekretovany signil. Tento signal interaguje
s membrinovym receptorem tra-2, {imZ jej inaktivuje. Jakmile je
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protein tra-2 inaktivovan, dochdz{ k aktivaci cytoplazmatickych
proteint kédovanych tfemi geny fem. Jejich aktivita umozZiiuje
proteinu tra-1 plsobit jako transkripéni faktor a stimulovat expresi
gent hrajicich roli v saméim vyvoji.

3. Samicky drozofily homozygotni pro nové ziskanou
recesivni autozomdlni mutaci kladou vajicka, ze kterych se
nevylthnou larvy, bez ohledu na genotyp pirovanych samecka.
Samicky v§ak samy nevykazuji Zddnou zjevnou abnormalitu. Jaky
typ genu je touto novou mutaci odhalen?

Odpovéd: Novi mutace odhalila gen s materndlnim
alinkem.

4. Predpovézte fenotyp oka drozofily homozygotni pro
recesivni mutaci ztrity funkce genu sevenless. MEl by mit jedinec
homozygotn{ pro recesivni mutaci vedoucf ke ztraté funkce genu
bride of sevenless stejny fenotyp?

Odpovéd: U drozofily homozygotni pro mutaci sevenless se ve
facetich slozenych o&i nevytvaii fotoreceptor R7. Gen sevenless

kéduje membrianovy receptor pro extraceluldrni ligand, ktery
spousti diferenciaci buiiky R7; tento ligand je k6dovin genem bride
of sevenless. Jedinec homozygotni pro mutaci bride of sevenless by
tedy mél mit stejny fenotyp.

5. Genetik chce vyuzit morfolina k potladen{ exprese genu
vembryich ryby zebficky. Jaky triplet bazi by byl absolutné nejlepsi,
aby zajistil G¢inck morfolina v tomto experimentu?

Odpovéd: 3'-TAC-5', protoZe tento triplet je komplementirn{
ke startovacimu kodonu 5’-AUG-3’ obsazenému v mRNA genu.

6. Pfedpokliadejme, Ze lehky fetézec protilitky je sestaven ze
tif odlisnych genovych segmentd. Kolik raznych fetézcl mize byt
vytvofeno, jestlize genom obsahuje 5, 20 a 200 kopii téchto ti{
genovych segment(?

Odpovéd: Jestlize kazdy gen vznika z jediné kopie kazdého
genového segmentu, bude moznych 5 x 20 x 200 = 20000 odlisnych
gendl.

Testing Your Knowledge

INTEGRATE DIFFERENT CONCEPTS AND TECHNIQUES

1. Proteinovy produkt genu dorsal (dl) drozofily byl nazvin
ventrilnim morfogenem — tedy litkou, kterd zpsobuje tvorbu
ventrilnich struktur embrya na zikladé jeji vysoké koncentrace
v jadrech na ventrilni strané blastodermu. Protein dorsal vSak
muze vstoupit do téchto ventrilnich jader pouze tehdy, kdyZ je
aktivovan receptor na ventralnim povrchu embrya. Tento receptor
je kbdovan genem Toll (T]). Extracelularni ligand pro receptor Toll
je kodovan genem spétzle (spg). Tento ligand miazZe existovat ve
dvou stavech, ,nativnim® a ,modifikovaném®, pfi¢emz pro aktivaci
receptoru Toll je vyZzadovin stav modifikovany. Produkty tif gent
— snake (snk), easter (ea) a gastrulation defective (gd) — jsou nutné ke
konverzi nativnfho ligandu v ligand modifikovany. Viechny tyto
tfi genové produkty jsou serinové protedzy schopné $tépit jiné
proteiny v serinovych zbytcich polypeptidového fetézce. Vytvoite
diagram vyvojové drihy, kterd v kone¢ném stavu zpasobuje, Ze
dorziln{ protein indukuje tvorbu ventrilnich struktur v embryu

drozofily.
Odpovéd: Viz obrizek.
spy sk ea  gd Tl dl
serine
proteases
ligand receptor ventral

(native) —— (modified) — protein — morphogen

l

transcriptional
activation of
certain zygotic
genes

l

ventral
differentiation
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Proteinovy produkt genu spg je modifikovan serinovymi pro-
tedzami syntetizovanymi geny sk, ea a gd. Ve své modifikované
formé je tento ligand schopen aktivovat receptorovy protein Toll,
ale tato aktivace je omezena jen naventrilni stranu embrya. Kdyz je
receptor Toll aktivovin (pravdépodobné vazbou modifikovaného
ligandu spitzle), pfenddi signal do cytoplazmy embrya. Tento
signdl pak zplsobuje, Ze protein dorsal vstupuje do jader na ven-
traln{ strané embrya, kde psobf jako transkripéni faktor k regulaci
exprese zygotickych gent zahrnutych v diferenciaci ventraln{
casti.

2. Vychizime-li ze znalosti vy$e uvedené drihy, jaké budou
fenotypy recesivnich mutaci vedoucich ke ztrité funkce genti spg
aTl

Odpovéd: Mutace vedouci ke ztrité funkce genu 4/
s maternalnim Géinkem jsou letdln{; tedy embrya z matek d//dl
hynou v pribéhu vyvoje. Kdyz byla tato embrya zkoumana, zjistilo
se, ze postradaji ventralni strukcury. Genetici fikaji, Ze jsou
~dorzalizovani®. Tento zvlastni fenotyp je zpusoben ztritou
transkripénfho faktoru dorsal, ktery jinak indukuje spravny vyvoj
ventrilnich jader embrya. Pfi absenci této indukce se ventriln{
bunky diferencujf, jako by byly na dorzdln{ strané embrya. Mutace
genl spga Tl by mély mit stejny fenotypovy Glinek, protoze blokujf
drahu, kterd finilné zptsobuje, Ze protein dorsal indukuje
ventriln{ diferenciaci. Recesivni mutace spg a T/ jsou tedy letdln{
s materndlnim G&¢inkem. Sami¢ky homozygotni pro tyto mutace
vytvafeji dorzalizovand embrya, kterd hynou v pribéhu vyvoje.
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K HLUBSIMU POCHOPENI A ROZVIJENi ANALYTICKYCH SCHOPNOSTi
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21.1 U C. elegans jsou bunééné linie v pribchu vyvoje
invariantni. Pro¢ je to vyhodou pro védce, ktery zkouma vyvojové
procesy?

21.2 Jaké mechanizmy obohacuji cytoplazmu vajeéné buiiky
vyzivnymi a determinujicimi litkami v prabéhu oogeneze?

21.3 Odhadnéte fenotyp drozofily, ktera se vyviji z embrya,
u néhoz byly laserem znieny posteriorni pélové burniky.

21.4 V ¢asném vyvoji C. elegans se butika EMS rozdélf ve dvé
butiky, MS a E. Butika MS se¢ nédsledné vyvine ve svalové buriky,
neurony a nékteré jiné buriky, zatimco butika E se vyvine v buiiky
stf‘eva. Co by se stalo, kdyby burika E byla zni¢ena pfesnym laserem
kritce po svém vzniku? Co by se stalo, kdyby materidl extrahovany
z buntkky MS jednoho embrya byl injikovin do bunky E jiného
embrya?

21.5 Shriite hlavni kroky genetické analyzy vyvoje
u modelovych organizmd, jako jsou D. meelanogaster &i C. elegans.

21.6 Procje ¢asné embryo drozofily syncytiem?

21.7 Které larvaln{ tkdné drozofily vytvafejf externi orginy
dospélce?

21.8 @ Homozygotn{ stav mutace dumpy (dpy) u hlistice
zpUsobuje, Ze zivolich je krat$i nez standardni typ. Pokud by byl
hermafrodit heterozygotn{ pro tuto mutaci samooplozen, jaki
frakce jeho potomstva bude dumzpy?

21.9 Védec chce provést komplementaéni test mezi dvéma
nezéavisle izolovanymi mutacemi dumzpy u C. elegans. Obé mutace
jsou autozomalné recesivni. Kromé stavu homozygotnosti pro
mutaci dumpy je jeden kmen navic homozygotn{ pro X-vizanou
recesivni mutaci (u#nc), kterd zplsobuje nekoordinovany pohyb
hlistice. Druhy kmen je homozygotni pouze po mutaci dunzpy. Jak
by mél byt komplementaéni test proveden?

21.10 Mutace vedouci ke ztraté funkce genu Sx/ u drozofily

zplsobuje smrt samidek, av§ak nema Zadny projev u samecka. Jaky
fenotyp by méla mit mutace zptsobujici ,zisk funkce*?

21.11 V pokusech s drozofilou byla odhalena autozomalné
recesivni mutace, kterd zptsobuje, Ze jedinci XX se vyvijeji ve
sterilni samecky. Navrhnéte schéma pokusu ke zjisténf, zda je tato
mutace alelou genu #72 nebo tra?.

21.12 Nadlrtnéte diagram drahy urcujici pohlavi u drozofily.
21.13 Jaky fenotyp by mél mit jedinec XX, ktery je

homozygotn{ pro mutaci vedouc{ ke ztraté¢ funkce jak genu tra, tak
i dsx? Zdtvodnéte.

21.14 Odhadnéte pohlavni fenotyp (vzhledem k anatomii
i chovin{) ndslednych mutantnich genotypt drozofily: (a) XY: tra
Sru/tra fru; (b) XX tra fru/tra fru; (¢) XY dsx/dsse; fru/ fru; (d) XX
dsxc/dsxc; fru | fro.

21.15 Navrhnéte pokus k dikazu, Ze exprese genu fiu
drozofily je fizena produkty gen@ t7z a tra2, a nikoli produktem
genu dsx.

21.16 Triploidnidrozofila se dvéma chromozomy Xse vyvine
jako intersex. Vysvétlete vznik tohoto fenotypu.

21.17 Odhadnéte fenotyp X0 a XX jedinct C. elegans, kteii
jsou homozygotni v mutacich vedoucich ke ztrité funkce jak genu
tra-1, tak i fem-1.

21.18 Mutace vedoucf ke ztraté funkce genu xol-1 zpsobuje
u C. élegans smrt samecki, zatimco mutace ztraty funkce genu Sx/
u drozofily zpsobuje smrt samiéek. Jak vysvétlite tyto opainé
acdinky?

21.19 Pro¢ Zeny, a nikoli muzi, homozygotni pro mutantn{
alelu zptsobujici fenylketonurii, maji déti, které jsou fyzicky
a dusevné retardované?

21.20 @ U drozofily je biocid — podobné jako dorsal —
striktné genem s materndlnim G¢inkem; to tedy znamend, Ze nemi
Z4dnou zygotickou expresi. Recesivni mutace bzcozd (bed) zptsobuji
embryonaln{ smrt tim, Ze zabraiiujf tvorbé anteriornich struktur.
Odhadnéte nasledujici fenotypy: (a) bed/bed vytvoiené kifzen{
heterozygotnich sameck@ a samiéek; (b) bed/bed ptipravené
kiizenim samilek bed/bed se samecky bed/+; () bed/+ vytvotené
kiizenim samilek bed/bed se samelky bed/+; (d) bed /bed piipravené
kiiZzenim samiéek bed/+ se samelky bed/bed; (€) bed/+ vytvofené
ki{zenim samilek bed/+ se samelky bed/bed.

21.21 Recesivni mutace genu drozofily uréujiciho
dorzoventralni osu dorsal (dl) zptsobuji dorzalizovany fenotyp
v embryich tvofenych matkami d//dl; nevyvinou se ventraln{
struktury. Odhadnéte fenotyp embryi tvofenych samickami
homozygotnimi pro recesivni mutaci anterio-posteriorniho genu
nanos.

21.22 Piipravuje sc analyza mutaci materndlnich gena, které
fid{ ¢asné udilosti ve vyvoji drozofily. Jaké fenotypy by se mély
hledat, aby byly identifikoviny geny s maternalnim G¢inkem?

21.23 Védci planujf vyhledat a analyzovat mutace gent
velkych mezer, které #idi prvni kroky vsegmentaci embryf drozofily.
Jaké fenotypy by se mély hledat, aby byly nalezeny geny velkych

mezer?
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21.24 @ Cilem vyzkumu je klonovat gen dpy-3 hlistice.
Recesivni mutace tohoto genu zplsobuji, Ze Cerv je kratdf nez
standard, fenotyp se proto nazyvi ,dumpy" (zavality). Byl mapovin
gen dpy-3vzhledem k jingm gendm na jeden chromozom C. elegans
a s pouzitim mapovacich tdaji byly ziskiny kosmidové klony
standardn{ DNA z blizkosti genu dpy-3. K nalezen{ klonu, ktery
obsahuje gen dpy-3, byly do gonad hermafroditd homozygotnich
pro recesivni mutaci dpy-3 injikovany jednotlivé kosmidové klony.
Potom se sledovalo transgenn{ potomstvo odvozené z téchto
injikovanych hermafroditt s ohledem na fenotyp dumpy. Na ktery
kosmidovy klon by mél byt mapovin gen dpy-3?

A
B
kosmidové CD_
klony E
F
G
pozice 0 1 23 4 5 6 78 9 10
mapovni | L1 1 I I LL 1
kosmidovy klon fenotyp transgenniho potomstva
A zavality
B zavality
C zavality
D standardn{
E standardn{
F zavality
G zavality

21.25 Naértnéte drihu, kterd bude zndzorfiovat pfispévky
genQ sevenless (sev) a bride of sevenless (boss) k diferenciaci
fotoreceptoru ve facetich oéf drozofily. Kde by byl za¢lenén gen

eyeless (ey)?

21.26 Kdyzje mysi gen Pax6, ktery je homologem genu eyeless
u drozofily, exprimovin v drozofile, tvof{ pifidatné sloZzené oci
s facetami, podobné jako normiln{ odi drozofily. Jaky G¢inek byste
ocekavali, kdyby byl gen eyeless drozofily vloZzen do mysi a zde
exprimovan?

21.27 Jak byste prokdzali, Ze dva mysi geny Hox jsou
exprimovany v raznych tkdnich a v rznych ¢asovych periodich
vyvoje?

21.28 Metylace DNA, acetylace a jiné modifikace histond
a uspofddan{ DNA v chromatinu prostfednictvim uréitych druh@
proteind jsou nazyviny epigenctickymi modifikacemi. Tyto
modifikace jsou jistymi piekdzkami v reprodukénim klonovani.
Mohou piind$et i problémy v terapeutickém klonovan{ a ve vyuZiti
kmenovych bunék k 1é¢eni chorob a zranéni, kterd souviseji se
ztratou uritych bunéénych typa?

21.29 Pfedpoklidejme, Ze Zivodich je schopen vytvotit 100
miliona raznych protildtek a Ze kazda protilatka obsahuje lehky
fetézec dlouhy 220 aminokyselin a tézky fetézec dlouhy 450
aminokyselin. Jak velkd by musela byt genomovd DNA, aby
postacovala na kddujici sekvence téchto gent?

21.30 Jakou technikou (s odkazem na obr.21.27) byste
mohli demonstrovat, Ze V- a C-oblasti lehkého fetézce kappa
spocivaji v raznych restrikénich fragmentech BanzHI v genomové
DNAizolovanézembryiavjediném fragmentu BamzHIv genomové
DNA izolované z diferencované plazmatické bunky tvoiici
protildtku? Jaky vysledek byste oéekavali, kdyby tato technika byla
aplikovina na DNA pfipravenou z diferencovanych fibroblastt
(koznich bun¢k)?

21.31 Kazdy genovy segment L.V, vlokusu pro lehky fetézec
kappa na chromozomu 2 sestivid ze dvou kédujicich exond,
jednoho pro zavadéci peptid a jednoho pro variabiln{ ¢ast lehkého
fetézce kappa. Olekavali byste, Ze na konci kédujici sekvence
ve druhém (V) exonu se nachdz{ terminaénf kodon?

Genomika na webuon the Web

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

1. Obrizky ilustrujici anatomii a vyvojova stadia drozofily
jsou archivovany na webovych strinkach Flybase. Sledujte odkazy
ze strineck NCBI (National Center for Biotechnology Information)
na stranku Flybase a zvolte Image-Browse. Potom zvolte ikonku
Embryo a prohlédnéte si obrazky. Kdy syncytidln{ jaidra migrujf
v &asném embryu k bunééné membriné? Kdy jsou tato jidra od
sebe oddélena tvorbou membrin mezi nimi?

2. Webova strinka Flybase také obsahuje film o vyvoji
drozofily. Zvolte ikonku Movie a studujte embryogenezi
sledovinim filmu, ktery ukazuje migraci bunék pfi procesu
gastrulace z boénf perspektivy. Potom se podivejte na film, ktery
prezentuje gastrulaci embrya, jeZ je homozygotni pro mutaci genu
parového pravidla fushi tarazu (f13). Popiste, co je na tomto embryu
fiz abnormalni.
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3. V databizi zvané Wormatlas bylo shromizdéno obrovské
mnozstvi informac{ o anatomii a vyvoji modelového organizmu C.
elegans. Sledujte odkazy ze strineck NCBI na Wormatlas. Podivejte
se navideo zivé hlistice. Potom zvolte ikonku Lineage Tree a ziskate
diagram ukazujici, kdy se tvoff kazd4 z bunék dospélé hlistice.
Zaméite se na embryondln{ linii a naleznete, kdy pfisly na svét
burtiky E a C. Symbol X v liniich zna&f buiiky, které se podrobujf
apoptbdze. Ve které z téchto sublinif — E & C — se apoptdza
odehrava?

4. Z webu NCBI se dostanete na ZFIN, webové stranky pro
védcee, kteff studujf rybu zebficku. Zvolte Anatomy and Resources
adostanete se nastranku s piistupem k obrazkdim a filmam o vyvoji
zebficky. Proé je v éasném stadiu embryogeneze omezeno bunééné
délenf jen na dorzdln{ ¢ast kazdého obrizku?
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