


Drosophila melanogaster : zivotni cyklus
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Chromosomy Drosophila
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Indidualni vyvin octomilky je kaskadou rizenou
materndlnimi a zygotickymi geny

( y 7 ot ", -
geny
maternalni e,

. e
.:v velkych mezer ... 4 bl
<[[[[I]D parového pravidla

\{

polarity segmentu

=




fuzi parentalnich gamet vznika diploidni zygota
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jadra migruji k povrchu vajicka — jaderny blastoderm
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jadra migruji k povrchu vajicka — jaderny blastoderm
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polové bunky

tvori posteriorni pol
4 dalsi cykly déleni jader u bunécného povrchu

zarodecCné bunky

ﬁ@\%&?.‘br‘b!’i' 0]’!"’# .'.,. - ‘;F-;r‘- <
L-

T
= ’3}
& I _X=
. L&
\,‘ P ; ;‘gf :
3-‘&-,@,

eeiesiala/acialele/sje il

tvorba jednobunécné vrstvy — bunécny blastoderm



Vyvoj drosofily

—~ _ : i

srovnani larvalni
a adultni segmentace

plan téla zahrnuje
hlavovou oblast,

hrudni ¢lanky
a zadeCkové

— prothorax (T1) ma jen nohy

— mesothorax (T2) ma nohy a
ktidla

— metathorax (T3) ma nohy a
kyvadélka



Specifikace hlavni télni osy

anterior-posteriorni polarita

e geny s maternalnim ucinkem

geny velkych mezer

e geny paroveho pravidla
geny polarity segmentii
homeotické geney




geny s maternalnim ucinkem

terminalni

anteriorni

posteriorni

'
zygotické geny

velkych mezer

QLo mesr
]
oiariy scamentis
i

B parového pravidla

— A °
nolarity segmentu

homeotické




Geny s maternalnim uc¢inkem

translace mMRNA bicoid a nanos po fertilizaci

gradient proteinu Bicoid aktivuje vice transkripci genu
hunchback v anterioru

soucasné protein Bicoid inhibuje translaci caudal mRNA

gradient proteinu Nanos v posterioru inhibuje translaci mMRNA
Hunchback, zatimco protein Caudal se tvori v posterioru

proteiny Bicoid a Hunchback aktivuji geny odpovédné za
specifikaci anteriorni ¢asti téla
protein Caudal aktivuje geny odpovédné za posteriorni vyvin

nesegmentované anteriorni a posteriorni poly jsou regulovany
aktivaci proteinu Torso v anterior- a posterior-pélech



Embrya drosofily maji anteriorné-posteriorni

a dorzo-ventrdlni osy, které jsou zaloZzeny
prezygoticky materndlnimi_genovymi produkty.

anterior posterior

vyzivove bunky pocyt
materského folikulu



Dédiénost
genu s
maternalnim

& Ne

ucinkem - ’ ’
cytoplazma obsahu]e zygota
maternalni produkt é m/m

Spermie

cytoplazma neobsahuje ©zygota
maternilni produkt m/+

abnormalni vyvoj



Distribuce maternalni
MRNA genu bicoid
ve vajicku

a proteinu bicoid
po fertilizaci

maternal bicoid mRNA

bicoid protein




Jjedna kople genu bicoid

Hladina maternalniho
proteinu bicoid ridi
expresi zygotického
genu hunchback

g -  hunchback expreD

koncentrace bicoid

prahova hodnota

A anterior - posterior i

zvySeny pocCet funkcénich Sest kopii genu bicoid

maternalnich kopii genu
n’ hunchback expression
-

bicoid vede ke zvySeni

koncentrace proteinu

ve vajicku 1 rozSifeni o
Ly y koncentrace bicoid
ucinku smérem
K posterioru

prahova hodnota

A anterior - posterior :




Uloha produktu
maternalniho genu
bicoid rozhoduje

o tvorbé anteriornich

struktur embrya
drosofily

A P

vajicko wt

normalni larva

)
mutant vajicko
bicoid

mutantni larva bicoid

vajicko wt

« O O

vajicko bicoid

CasteCny anteriorni vyvoj

Vaiéko wt

protein
i bicoid

Vjiéko bicoid

protein
I bicoid'

A

P A P

Clanky hlava c¢lanky
hrudi hrudi




Transplantace polové
cvtoplasmy muzZe indukovat
tvorbu zarodecné linie

primordialni zarodecné
bunky jsou prvnimi
odliSnymi, na posteriornim
konci

u drosofily,

hlistice (granule P)

a Zab

celulari

cy&oplasma posterioru oplozeného vajicka
prenesena do anterioru jiného

syncycium
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anteriorni buﬁkyMélovou plasmou)l
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moucha G vytvaiizarodecéné bunky
sgenotypem G ayY




Maternalni podstata A — P gradientu proteinu hunchback

- po fertilizaci je nanos mRNA translatovana
a protein brani translaci hunchback mRNA v posterioru

distribuce maternalni mRNA distribuce proteinu

hunchback nanos nunchback nanos

anterior posterior anterior posterior




Gradient maternalni bicoid RNA v oocytu drosofily
spousti transkripci zygotického genu velkych mezer
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Exprese zygotického genu hunchback
je rizena maternalnim proteinem bicoid

promotor genu hunchback ma vazebné misto k proteinu bicoid

chiméricky reportérovy gen hunchback
normalni promotor ,,asteCny“ promotor delece promotoru




Dorso-ventralni orientace embrya je urcovana maternalnim faktorem

kaskada vede od ventralni
posttransla¢ni upravy
maternalniho proteinu
Spaetzle uloZeného v membra

f'ef syncytialnim blastodermem

pro
Vv Cy

fein Dorsal

toplasmé ]
membrana

cytoplasma V

receptorovy protein Toll je aktivovan ventralné

L& SPAETZLE koncentrace
| proteinu
TOLL Dorsal
l v jadrech
DORSAL

D olorolo'o'o0'00'oo’lo'o’oTole'e'e V
S0 0OC S A

' protein 7}} ligand
Dorsal & /" ( Spaetzle )

v jadre

\

ooO
V _____

L , 1
aktivace recep{oru Toll na ventralni
strané maternalné ziskanym ligandem

receéptorovy protein _




Vyvojova kaskada tvorby télniho planu drosofily,
SEGMENTACNI GENY

geny velkych mezer
geny parového Ucinku
geny orientace télnich &lanku

Pair-ruie Segment polarity

fushi tarazu® engraifed*®




sSegmentacni geny (zygoticke)

vyvojové urceni bunék nastava ve dvou stadiich :

— specifikace — osud bunky je urcovan vnéjSimi vlivy,
specifikace bunécného osudu je flexibilni a miiZze byt ménéna
signaly z jinych bunék

— determinace — bunka se nakonec podrobuje pirechodu
(transition) z ,,volného urceni* (loose commitment) na
,.konecny osud* (fixed determination)

tranzice “ze specifikace na determinaci je u.drozofily
zprostredkovana segmentaénimi geny

tyto geny déli embryo na opakujici se Sérii segmentii
podél A-P.osy

segmentacni geny rozdéli embryo ha 14 parasegmentia



Geny velkych mezer (gap genes)

hizirehirack

ginnl

Kriippel

s

gradienty maternalnich trans-
kripénich faktoru Bicoid,
Caudal a Hunchback reguluji
transcripci genu ,,gap*

vysoka hladina proteinu
Hunchback indukuje expresi
genu Glant, zatimco inhibuje
transkripci Knirps

transkript Kruppel se objevi v
oblasti, kde klesa Hunchback

exprese gena Giant je také
regulovana posteriorné
produktem genu Caudal



Prouzkované embryo

- parasegmenty (pred celularizaci) jsou urcovany expresi
,wsudé-skakajicich* a ,liSe-skakajich* parovych genu

Anterior Posterior

91 mm “even-skipped

fushi tarazu




Geny
parového
ucinku :

« Geny parového pravidla jsou exprimovany v pribéhu 13.
bunééného déleni, déli embryo na-15 ¢asti. Jeden vertikalni
prouzek jader-exprimuje ,,parovy* gen, dalsi nikoli, nasledujici
opét ano. 1+ 3 L > " -3 3

e Je znamo 8 genu parového pravidla.” Ne vSechna jadra exprimuji
stejné ,,parové* geny.. Uvnitr kazdého parasegmentu kazda rada

Jjader ma sviij ,,pattern® exprese ,,parovych* genii. .
oL Pattern“ exprese ,,parovych* genii je urcovan distribuci - |

produktu genu velkych mezer. =~ : ,



Casové-mistni souslednost exprese segmentacnich

gentl v embryu :

geny paroveho ucinku _> geny polarity segmentu

eve = even skipped

ftz = fushi tarazu ‘ ﬂ

eve || |ftz

koncentrace produktu genu

eve

en = engrailed
wg = wingless

en wg en Wwg en WG €N nladiny proteint

LALLM M

kodované geny
polarity ¢lanku

)

ftz

hladiny proteinti
kodované geny
paroveho ucinku

A




WilliamrBaieson
(1861-1926)

Meizplals For inz Siyey of
Variacion (1594

.. HOMEOSIS is a particular
type of variation, in which
one member of a repeating
series assumes features that
are normally associated with
a different number

The Red Model, René Margitte (1935)



,»predni“ komplex
Antennapaedia

wzadni“ komplex =
Bithorax |

A



Expresni domény homeotickych gentu podél predozadni osy embrya

hlava hrud’ zadecek

Chromosomalni lokalizace homeotickych genti

lab pb Difd Ser Anip




Homeodza je vyskyt spravné struktury ...

Homeotickd mutace je zména ...

Homeoticky gen je odpovédny za ...

Homeobox je konzervativni Usek DNA ...
Homeodoména je ¢ast proteinu kadovana ...
Ne vS§echny homeotické geny maji homeobox |

Ne vS§echny homeoboxové geny mohou
zpUsobovat homedzu |

Homeotické geny (proteiny) jsou definovany
strukturou ¢i funkci ...



HOMEOTICKé GENY - jeden z kli&i specifikace

_wif”

-+

embryo =) dospélec
ha lbers -'"'l z

Antennapedia Bithorax komplex
komplex (anterior) (posterior)

moucha —-H— —EHE -8

b BB BN EEE
FEEE I I —
| O
: e 2B EEEEE

BITHORAX specifikuje tieti clanek 6@

hrudi a zadecCek: pri ztraté funkce —
misto kyvadélek se tvori druhy par kridel
( more anterior phenotype )

mysS

HOX-3

Edward Lewis (1963) :
pravidlo spacio-temporalni kolinearity



ridi anteriorné -
posteriorni
specifikaci téla :

ztrata funkce genu C -
14 L4 "‘
»wvice anteriorni* fenotyp ooy

B
A

ektopicka exprese genu B — ——
»vice posteriorni* fenotyp g(eag g



T2

Homeoticka transformace

standardni typ

_)%‘Q & = 3
=== =
== .

z= =
\ Ty T 9
\\ (\ == ?/

A ——"p

| kyvadelko
s _/A

kyvadélek mutacemi T3
komplexu bithorax
mutace bithorax méni T2
anteriorni kompartment
haltery ve tvar polo-kiidla
T3
mutace bithorax + postbithorax
pusobi aditivné a vytvareji | 13
dokonalé ktidlo tupind
transformace’ ™

- dva pary kiidel, atavismus

10ru




ANTENNAPEDIA specifikuje mesothorax (T2):

jeho ektopicka ,dominantni" exprese vyvolava tvorbu
nohou na hlavé ( more posterior phenotype )

zadecek ” hrud”’ hlava

Antennapedia



Evoluce homeotickych
(selektorovych) genu

vysoky stupen podobnosti mezi geny skupin
Antennapedia a Bithorax, duplikace
vSechny obsahuji homeobox, 180 bp

koduji 60-amino-kyselinovou
homeodomeénu, ktera se vaze k DNA
pribuzne geny nalezeny 1 u vSech jinych
zivocichu, ¢lovéka 1 rostlin



Strukturni organizace genu Antennapedia
a jim kodovaného proteinu

homeobox

gy 17 P

gen Antennapedia / \
Nk, [0 I |coo
\

protein Antennapedia / :
homeodomena

- vysoce konzervativni je zejmeéna homeodomeéna, u vSech eukaryot
- homeobox ma 180 nukleotidu, lokalizovan v exonu &
- homeodoména se nachazi u karboxyterminalniho konce



.moucha

1 10 20 30 40 50

fushitarazut SKRTRQTYTRYQTLELEKEFHFNRYI TRRRRIDIANALS LSEHQIK.IWFQNR}»

MM3* RKRGRQTYTRYQTLELEKEFHFNRYLTRRRRIE I AHVLCLTERQIKIWFQNRRMKIK
l >4ba mys Helix | Helix II Helix IlI

) Amino acid sequences of homeodomains in proteins encoded by the
Drosophila genes Antennapedia*, fushi tarazu*, and Ultrabithorax™; the mouse gene
Hoxa-6": and the Xenopus gene MM3*. The shaded areas indicate the three « helices
formed within the homeodomain. Note that the three homeodomains from Drosophila
differ in several amino acids, even in helix lll, which generally shows the highest de-
gree of conservation.



Model vazby
homeodomény
(transkripcniho faktoru)

na usek DNA
(obvykle promotor)

[, I, 111 — alfa-Sroubovice
1 — 60 aminokyseliny




Proteiny POLYCOMB a TRITHORAX - klicové regulatory
struktury chromatinu a exprese (homeotickych) gent

,,
)re'plikace

PR« % “
C 3
/ 7, /
/ P
/

-

: - . l'_'}.
heterochromatinizace



Geneticka asimilace homeotického fenotypu
Bithorax - specifita normy reakce

reakce embrya na éter — , kiidlovité haltery - fenokopie
dlouhodoba fenotypova selekce vede ke stabilizaci zmény

rocento

genetace

Conrad Waddington (1953)



Model bunéfné paméti: zarodecné tercky

larva b metamorfoza ﬁ> dospélec

astni
§ dGstroji Wy
o=

noha
tykadla
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e
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AL /.

noha

kyvadélko

,;"" Nl ¥ 15"*.‘-‘,;&
k¥idlo f/ 7 ‘itm W |
B - genitalie ‘ v,

Zarodecné tercky jsou determinovany. \




Vyvojova mapa nozniho tercku drosofily

proximal

distal

‘ jednotlivé vrstvy tercku
maji odliSny vyvojovy
i regeneracni potencial



Imagindlni tercky obsahuji gradient )
vyvojovych schopnosti regenerage’ _\\

klesajici od centra A smérem

K periferii B

rovina rezu



Sériové transplantace (prenosy) bunék imagindiniho
tercku jako testovaci systém ke studiu vyvojového
osudu a determinace

@ larva

extirpace a rozdeleni
genitalniho tercku / \@ %)
test determinace
seriové extirpace, &% \\O

rozdéleni tercku a prenosy

do dospelci %\U %\Q %

1 testy determinace

test determinace




Determinace demonstrovana kultivaci zarode¢nych terckii

larva tercek metamorfoza

TN “”— —
&ast teréku l zbytek terCku ~
prenesena do Sy prenesen do struktury téla
abdominalni eras ,_.-r@‘ jine larvy dospélce se vyvijeji
dutiny 4 z terckil

bunky ter¢ku

proliferuji uvnitt |§

téla, sériové — m —_—

transplantace 1 vzorek tercku

implantovan do

. stejné struktu
jiné larvy J Y

téla jako z
puvodniho terCku




TRANSDETERMINACE

je unikatnim pripadem ztrdaty bunécné (vyvojové) paméti vlivem
mnohocetného (ektopického) prenosu zarodecného tercku

mozné pripady P -
meén :

% genital %kadla
nohy H %

ustni ustroje krldla

hrud’ ;%! E; %)kyvadelka

N




Gen eyeless

* Mutantni musky
nevytvareji oci.

« Wild-type gen eyeless
koduje
homeodomenovy
transcripcni faktor, ktery
aktivuje drahu
zahrnujici tisice genu.




Eyeless : homolog mysiho genu Pax je odpovédny
za tvorbu oka — monofyleticky puvod slozenych o¢i
hmyzu a jednoduchého oka savcu

tvorba ektopickych ocCi u transgenni mouchy






Savci homology genu eyeless

« Mysi homolog genu eyeless, Pax6, pokud je
prenesen do octomilky, vytvari pridatne oci.

« U mysi vedou mutace homologa genu
eyeless k reduci velikosti oCi.

« Mutace homologniho genu u Cloveka
zpusobuji aniridii (chybéni duhovky).



HOMOLOGNI GENY PRO ANALOGICKE ZNAKY ?!
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Fruitless (fru)

« Samecci homozygotni
pro mutaci genu fru jsou
pritahovani jinymi
samecKky.

« Gen fru kdduje
transkripCni faktor, ktery
reguluje geny samciho
pohlavniho chovani.




Drosofila nema pohlavni hormony:

bilateralni gyandromorfie

(ztrata jednoho chromosomu X-wt pri prvnim mitotickém déleni)

sami¢i XX ¢ast:
A 14 “ - ”,
-\»\ heterozygotni
\
|

l pro oba markery

/

saméi XO éast:

bilé oko, /‘f

miniaturni kridlo




Zjistovani poméru X:A pomoci numeratorovych a denominatorovych elementi u octomilky.
Tento pomér je uréovan interakcemi mezi proteinovymi produkty téchto genu.

XX embryo Citatel numerator XY embryo
X-linked Autosomal T T o
HEmerakor Heriominator jmenovatel denominator
elements elements

Krok 1: Numeratoroveé proteiny
jsou tvorfeny X-vazanymi geny;

XCa oo u ) GEliS @B . XA & ) ¢ = &

XCa oo ) D @denominatorové proteiny Y G == e @
l L y ; jsou produktem autozomalnich gend. | . |
Numerator Denominator Krok 2: Denominatorove proteiny
proteins proteins antagonizuji s numeratorovymi protei
QPP PIFIrIP V embryich XX jsou numeratorovel) @ Q@ il
QP HEEE proteiny v prebytku a tudiz schopr@ Yo ririrle
Q00 : aktivity. V embryich XY nejsou . :
000 ,’I numeratorové proteiny v prebytku \ ;'f
/ a tudiz nemohou byt aktivni. \ !
\ ! \ I
\ 4 | 4
Gl Qi ¢d Krok 3: V embryich XX je prebytek Gl ol od
Maternally Ol Gl Q@ numeratorovych proteind, které se kombinujpld GLd Gl
contributed Q[ O @ s maternalné poskytnutymi proteiny, o [
proteins O @ k aktivaci transkripce genu Sex-lethal (SxI).
A A : V embryich XY je nedostatek A A
A vy, \ numeratorovych proteinu, A
* ﬁ‘ é‘ # coz brani v aktivaci genu Sxl.

T TITR — RNA [ swgene |

Active Inactive



Pohlavné specificka exprese genu Sex-lethal (Sxl) u octomilky. A¢koli 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 samic¢ky. Nepritomnost proteinu SXL v embryich XY vede

k vyvoji samecka.

Krok 1: Transkripce: XL embryd X ambrys

V embryich XX molekularni g, gene 1 2 T T OO 6 1 > BB aBEsEcE7
signal zalozeny na poméru - | | |

X:A iniciuje transkripci genu SxI P,MP Inrom: Exon 5 Pe

z promotoru PE. Pozdéji je transkripce i M

zapocata z promotoru PM ) — — T | ——{—{HHH
v embryich XX i XY. Pre-mANA S— I

Krok 2: Sestfih: Solici
. . . . pattern
transkripty Sx| sestfihovany
tak, aby obsahovaly vSechny exony A Stop
e codon

s vyjimkou exonu 3. V embryich XY
jsou SxI transkripty

sestfihovany, aby zahrnoval';}‘RNA
vSechny exony vcetné exonu 3.

AAA

Krok 3: Translace: ;
V embryich XX je SxI mRNA translatovana 4
v polypeptid (SXL), ktery reguluje sestfih, 7

vCetné sestfihu transkript( Sxl. Y 3 Y

V embryich XY brani stop Protein 0000000000000 -~ CO000000

kodon v exonu 3 fadné SXL polypeptide Nonfunctional polypeptide
translaci SxI RNA ve funkCni polypeptid.




Regulace pohlavni determinace u octomilky fizena genem Sex-lethal (SxI). Gen Sxl reguluje expresi genu
transformer (tra), ktery dale reguluje expresi genu doublesex (dsx). Gen transformer2 (tra2) se také podili
na regulaci dsx. Znac€ky + a — naznacuji pritomnosti ¢i absenci riznych proteint.

Krok 1: Alternativni sestfih Sxl Transcription Splicing Translation ):,x ):)Y
RNA tvofi protein SXL . e e
v embryiich XX, \ —> SXIRNA —> SxImRNA —> W + -
nikoli v embryich XY. \\_ /,;/”SXL protein
y
Krok 2: Protein SXL regulujel/\¥/\ —>> traRNA ——> tra mRNA —>- W\ + -
sestfih Sxl a tra RNA. TRA protein \\
\
Krok 3: Alternativni sestfih \} -
tra RNA vede ke tvorbé |\ /\ —> tra2RNA —>tra2 mRNA—> W A XXX
proteinu TRA v embryich X _~'TRA2 protein’
nikoli v embryich XY. g g _/,/'
_ . o~ b 3 Female
Krok 4: Proteiny TRAa  \ \, —> dsxRNA —> dsx mMRNA —>~ W protein
TRA2 reguluji sestfih dsx RNAdsx DSX protein i
Represses Represses
genes for genes for
Krok 5: Alternativni sestfih dsx RNA vede ke tvorbé dvou odliSnych proteinu male female
— U kazdého ponhlavi jiného. development development
{ |
Embryo Embryo
Krok 6: Proteiny DSX fidi somaticky pohlavni vyvoj. developsas  develops as

afemale amale



Male nucleus (n)

Casny embryonalni vyvoj octomilky  nterier ¥ posterior
Krok 1: Oplozené vaji¢ko obsahuje dvé haploidni (n) jadra, jedno od samqﬂﬁuizeJ . / —
a jedno od samicky. egg emale nucleus (n)  polar

* cytoplasm

Krok 2: Obé haploidni jadra se jednou rozdéli a vysledna samci a samici jadra fuzu1|
za vzniku dvou diploidnich (2n) zygotickych jader.

¢ Zygotic
nuclei (2n)
Krok 3: Zygoticka jadra se rychle déli a vytvareji jedinou buriku (syncytium) o3 . o . >
a mnoha jadry. (i :: ° °o°° >
Multinucleate
syncytium ¢
Krok 4: Po deviti jadernych délenich migruji jadra do periferie syncytia ETeTe ez
a vytvareji syncytialni blastoderm. Na periferii vajiCka se jadra jesté Ctyfikrat rOZde|L° o 3
Neékolik jader migruje do polové cytoplazmy, °, QZ;‘
kde vytvori poélové bunky, zaklady zarodecne linie dospélce. , \
Syncytial AT Pole cells
blastoderm * (precursors to
germ-line
sepeeeRleligy,.  cells)
Krok 5: Kolem jader se vytvareji bunééné membrany a vznika bunécény blastodeer;" o /
slozeny z pfiblizné 4000 bunék. Of ,
Cellular poC0000C

blastoderm (=4000 cells)



Determinace anterio-posteriorni osy octomilky maternalné poskytovanymi RNA.
Tyto RNA pochazeji

X ) ) Anterior determination Posterior determination
z genu hunchback, caudal, bicoid a nanos. In oocyte
Krok 1: Hunchback a caudal RNA jsou uniformné distribuovany
v celém oocytu.
hunchback RNA caudal RNA
Krok 2: Bicoid a nanos RNA se akumuluji na opa¢nych koncich
oocytu — bicoid RNA na anteriornim a nanos na posteriornim.
bicoid RNA nanos RNA

In syncytial blastoderm

Krok 3: Bicoid a nanos RNA jsou v embryu translatovany lokalné.
Vysledné proteiny difunduji a vytvareji gradienty, bicoid protein je
koncentrovan v anteriorni oblasti a nanos protein v posteriorni oblasti.

Bicoid protein Nanos protein

In cellular blastoderm

Krok 4: Protein bicoid brani translaci RNA caudal v anterioru embrya;
protein nanos brani translaci RNA hunchback v posterioru.

Krok 5: Hunchback RNA je translatovan v protein v anteriorni ¢asti embr
caudal RNA je translatovan v protein v posteriorni ¢asti. /

Krok 6: Hunchback (a bicoid) proteiny pusobi jako transkrip&ni faktory,
které reguluji funkci genu k diferenciaci anteriorni ¢asti embrya;
protein caudal pusobi jako transkripéni faktor, ktery reguluje geny

k diferenciaci posteriorni ¢asti embrya.

Anterior segments Posterior segments



Diferenciace dorzo-ventralni osy embrya octomilky. Pfiény fez ukazuje interakci mezi membranovym
receptorovym proteinem Toll a proteinem spaetzle, ktera indukuje diferenciaci podél dorzo-ventralni osy.
Ke tvorbé interagujiciho polypeptidu dochazi v prostoru mezi plazmatickou membranou a zloutkovou
membranou na ventralni strané embrya.

Vitelline membrane

Dorsal

Krok 1: Receptorovy protein Toll je
uniformné distribuovan na povrchu
plazmatické membrany embrya.
Protein spaetzle se nachazi v prostort
mezi Zloutkovou a plazmatickou

Toll protein membranou.

/0“‘
Plasma
membrane ...;

.{
Blastoderm T
= -

Perivitelline space \

Spatzle
protein

Krok 2: Proteaza easter $tépi protein
Easter spaetzle a vytvari tak aktivni
protease  polypetid spaetzle.

Krok 3: Aktivni polypeptid spaetzle
Active interaguje s receptorovym
spatzle proteinem Toll.
polypeptide
Krok 4: Aktivni polypeptidovy
komplex Toll/spaetzle vpousti protein
dorsal do jader (indikovano
oranzové) na ventralni strané embrya
(tmavocCervené).

Toll/spatzle
polypeptide
complex

Dorsal protein

Ventral



Determinace dorzo-ventralni osy octomilky proteinem dorsal. Tento protein je transkripénim faktorem,
ktery plisobi pouze v jadrech na ventralni strané embrya. Protein dorsal reguluje geny twist, snail,
zerknuellt a decapentaplegic.

Krok 3a: Dorzalni buriky diferencuji v epidermis.

T

Krok 2a: Geny twist a snail jsou reprimovany.
Geny zerknuellt a decapentaplegic jsou indukovany.

Krok 1la: Dorzalni transkripCni faktor je vylu€ovan
z jader na dorzalni strané.

OoooooooooooooooOOOO

O e}
V- Dorsal “y
Oo OO
o o O
o Anterior Posterior o
Oo 9
% Ventral s®°
%, entra §0

°¢'°°°°oooacao°°°°°
Krok 1b: Transkripéni faktor dorsal vstupuje do jade
na ventralni strané (tmavocervené).

Krok 2b: Geny twist a snail jsou indukovany.
Geny zerknuellt a decapentaplegic jsou reprimovany.

i

Krok 3b: Ventralni bunky diferencuji v mezoderm.



Kaskada genové exprese vedouci k segmentaci embrya octomilky

Hours after
fertilization
Anterior Posterior
catedni i iorni i ' > Oh | D\ Maternal-
Krok 1: PoCateCni anterio-posteriorni polarita embrya je zalozena ¥ ) effect genes
produkty gend s maternalnim ucinkem, jako jsou bicoid €i nanos.
bicoid nanos
gradient ¢ gradient
Krok 2: Exprese genu velkych mezer rozdéli embryo do Sirokych zgn, 4, Gap genes

hb i gt ¢ Kr kni 9°

Krok 3: Geny paroveho pravidla, jako napfiklad fushi tarazu na tomto obraz .
: . . . , Pair-rule
jsou exprimovany v sedmi pruzich, ~3 hr
. “rr . . . ., genes
dale délici embryo podél anterio-posteriorni osy.
Krok 4: Geny polarity segmentu, jako engrailed na tomto obrazku, Segment-
jsou exprimovany ve 14 uzkych prouzcich podel anterior-posteriorn|'"<§s'§/.r Polarity genes

Krok 5: Homeotické geny, jako je napfiklad Ultrabithorax (na obrazku oranzové), ¢

jsou exprimovany ve specifickych oblastech podél anterio-posteriorni osy. _
Tyto geny, spole¢né s geny parového pravidla a polarity segmentls~10 hr Homeotic
determinuiji identity jednotlivych t&lnich &lanku ve vyvijejicim se embryu. ganes
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KO n St r u kce dva plasmidy injikovany do oplozeného VajTéka
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transgenni —
1 defektpi element P pomocny element|P
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Hermann Joseph “H.J.” Muller (1930): paradox funkce genu vazanych na chromozom
X u drosophily, hladina X-produktu je stejna u samiéek XX jako u samecku XY —
KOMPENZACE DAVKY GENU zdvojenim intenzity X u sameékut, odpovédna skupina
genu MSL — male specific lethal complex, vaze se na X u samecka, koreluje se
specifickou acetylaci H4K16.

Q GENOTYPE
samicka XX

PHENOTYPE
(eye color)

O "GENOTYPE
samecek XY

1 COPY

2 COPIES

B

1 COPY

Analyza funkce hypomor-
fni X-mutace white odpovi-
dajici za tvorbu Cerveného
pigmentu oka:

Intenzita barvy je umérna
genove expresi,

samicCky se dvéma X
vSak maji stejnou barvu
oka jako samecci XY.

Experimentalni kontrolni
konstrukt
(bez vazby
na X):

2 COPIES




MSL — male specific lethal complex, vaze se na X u samecka, koreluje se
specifickou acetylaci H4K16: vede k neutralizaci pozitivnino naboje H4 a tedy
k oslabeni represivni internukleosomalni struktury

‘ .... roX RNA

MSL2

Komponenty MSL vedou k acetylaci histonu H4 a rozvolnéni nukleosomu
(v€etné fosforylace H3) - funkce zesilovace transkripce X-genu u samecka



Regulace kompenzace genoveé davky zaCina — stejne jako pohlavni determinace -
u méfeni poméru poc¢tu X-chromozomu a sad autozom

O" (x0)

X/autosome ratio = 0.5
PH X/A = 0,5 je spravny l numerator/
sestfih SxI MRNA 5,  denominator
znemoznén, e
- gen msl je / \
aktivni a e— i

A\VAVAVAN (VAVAVAN
vede tra2
k nastartovani l -
davkové PRl /
kompenzace @d (TRAZ

DOSAGE
COMPENSATION

d'SEXUAL

COMPENSATION

DIFFERENTIATION

Q (XX) Sex lethal SxI
X/autosome ratio = 1 kdduje female
l specific RNA-

sxi vazebny protein,
— ktery reguluje
l sestfih MRNA.

msi2 tra

s s / \ -

@XL’\/"Q}D

\EXbn,
tra2

1=

- protein SXL
brani expresi
genu male sex
lethal

-

Tra (plus Tra2) fidi
female-specific sestfih
NO it
DOSAGE primarniho transkriptu
genu doublesex (dsx),
Y SEXUAL tery potladuje male-

DIFFERENTIATION 7T :
specific realizer geny

Gen Sex lethal je kddovan X-chromozomem a je pozitivné regulovan transkripénimi
faktory kddovanymi X. Protein SXL pozitivné reguluje sestfih své viastni mRNA.
SxlI poCina samici diferenciaci specifickou regulaci sestfihu genu transformer (tra).



Gen roX je centrem aktivace jediného chromozomu X u samecku drosofily
(podobné jako X-vazany gen Xist u savcl — kde vsak jde o inaktivacni centrum)

Gen roX prostrednictvim svych mRNA atrahuje MLS (male specific lethal) komplex,
ten se Sifi po chromozomu X a vice ho aktivuje.

B High affinity sites
MSL complex B Lower affinity sites

B Lowest affinity sites

Translokace roX lokusu na autozom
pritahuje MLS komplex (a aktivuje) jeho geny.






white €uchromatin B heterochromatin

. MBS it W i éervené
Wild Type ok (WT)
excize a inverze po X-ozareni Ay

wh:te
_MM— . W
Inversion pear \ mozaikoveé
~ oko

PEV efekt : Lokus white je standardné umistén v euchromatinu, po inverzi pouze 25kb
od pericentromerického heterochromatinu (Muller 1930), odtud se Sifi restrukturace a
umlCovani euchromatinu. Ztrata umliceni v nékterych bunkach oka v procesu diferenci-
ace vede Kk variegovanému fenotypu.

E(var)
bilé < gervené
oko (jako WT
oko enhancer ( )

U much vykazu1|C|ch PEV |ze izolovat sekundarni mutace, které bud suprimuji fenotyp
(Su(var) = ztrata umic€eni, Ci zesiluji fenotyp (E(var) = zvySuji umiCovani.



Uéinek modifikatord na variegaci projevu mutace white je davkové zavisly
Modifikatory (~30) jsou strukturni proteiny heterochromatinu.

euchromatin hetrochromatin

[:HTE
7 ¥

pritomnost pouze jediné wt-kopie
modifikatorového genu vede ke

loss of silencing T sniZeni tvorby heterochromatinu a

vySSi expresi white genu (Cervené oko)

mozaikovy fenotyp se projevi, pokud
) ) jsou pfitomny dvé kopie
enhanced Sllencmg wt-modifikatorového genu

genu vede k rozsahlejSi heterochromatinizac
a zvySeni umlCovaciho ucinku (bilé oko)



Prechod euchromatického stavu na heterochromaticky
vyzaduje sérii zmén v histonovych modifikacich

Removal of “active” histone marks

Euchromatin | Heterochromatin

Fosforylace H3S10 muze interferovat s metylaci
H3K9; defosforylace nastava uCinkem fosfatazy
smérované interakci C-konce JIL-kinazy ?

Aktivni geny jsou znaCeny H3K4metyl2 a metyl3,
tato znaCka musi byt odstranéna komplexem LSD1.

) Lyzin v pozici H3K9 musi byt deacetylovan.

|
V euchromatinu je H3K9 acetylovan, tato znacka je odstranéna histon deacetylazou HDAC1.



EPIGENETICKA DETERMINACE POHLAVI
Sciara coprophilia, moucha smutnice XX/XO
(specificka eliminace paternalniho X, Metz 1938)

samici gamety +  samci gamety

Am Xm J Ap Xp Xp

vsechny Am Ap Xm Xp Xp
zygoty

| |

samicky  (X/ A)  samecci

somatické buriky ~ Am Ap Xm Xp Am Ap Xm
zdrode&né bufiky ~ Am Ap Xm Xp Am Ap Xm Xp

(zde nastane nondisjunkce
X chromozomi!)



PSEUDOARRHENOTOKIE
selektivni umlCovani Ci eliminace paternalnich
chromosomu

cervec citronikovy Planococcus citri, Homoptera

fakultativni heterochromatinizace paterndlnich
chromosomi ( Uzi Nur 1990, Rochester )



Neni vCelka jako vCelka, i kdyz maji shodny genotyp (AAXX):
kralovna a delnice



Dva odlisné fenotypy samicCek: kralovna a delnice

-

délnice kralovna

hmotnost téla 100 mg 250 mg
dosazeny vek 38 — 140 dnu 1 — 3 roky
pylovy vacek ano ne
voskoveé zlazy ano ne

pocCet vajeCniku 2-12 150 - 180



Nutritional Control of Reproductive
Status in Honeybees via
DNA Methylation

R. Kucharski,* J. Maleszka,* S. Foret, R. Maleszkat d | p | ) | d ni

Fertile queens and sterile workers are alternative forms of the adult female honeybee that X X |

develop from genetically identical larvae following differential feeding with royal jelly. We show arva
that silencing the expression of DNA methyltransferase Dnmt3, a key driver of epigenetic global

reprogramming, in newly hatched larvae led to a royal jelly—like effect on the larval developmental

trajectory; the majority of Dnmt3 small interfering RNA—treated individuals emerged as queens

with fully developed ovaries. Our results suggest that DNA methylation in Apis is used for

storing epigenetic information, that the use of that information can be differentially altered

by nutritional input, and that the flexibility of epigenetic modifications underpins, profound shifts

in developmental fates, with massive implications for reproductive and behavioral status.
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standardni vyZiva

» délnice

materi kasiCka R
» kralovna

inhibice . krélovna

metylace DNA




