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Drosophila melanogaster : zivotni cyklus
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Chromosomy Drosophila
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Vyvoj drosofily

« srovnani larvaini
a adultni segmentace

 plan téla zahrnuje
hlavovou oblast,

hrudni ¢clanky

a zadecCkove

 prothorax (T1) ma jen nohy

« mesothorax (T2) ma nohy a
kfidla

y » metathorax (T3) ma nohy a

kyvadelka

Head

Prothorax

Mesothorax

Metathorax

Abdominal <
segments




Indidualni vyvin octomilky je kaskadou fizenou
maternalnimi a zygotickymi geny

maternalni

<[[[[I]:D parového pravidla

q

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

polové bunky

tvori posteriorni pol
4 dalsi cykly déleni jader u bunécného povrchu

zérideéné bunky

tvorba jednobunécné vrstvy — bunécny blastoderm



Casny embryonalni vyvoj octomilky Anterior el

Krok 1: Oplozené vajiCko obsahuje dvé haploidni (n) jadra, jedno od samecka
a jedno od samicky.

Krok 2: Obé haploidni jadra se jednou rozdéli a vysledna samci a samicCi jadra fuzuji

za vzniku dvou diploidnich (2n) zygotickych jader.

Krok 3: Zygoticka jadra se rychle déli a vytvareji jedinou bunku (syncytium)
a mnoha jadry.

Krok 4: Po deviti jadernych délenich migruji jadra do periferie syncytia

a vytvareji syncytialni blastoderm. Na periferii vajiCka se jadra jesté Ctyrikrat rozdéli.
Nékolik jader migruje do pdlové cytoplazmy,

kde vytvofi polové bunky, zaklady zarodecné linie dospélce.

Krok 5: Kolem jader se vytvareji bunéné membrany a vznika bunécny blastoderm,
slozeny z pfiblizné 4000 bunék.
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Specifikace hlavni telni osy

 anterior-posteriorni
polarita

* geny s maternalnim
ucinkem

* geny velkych mezer

* geny paroveho pravidla

» geny polarity segmentu

 homeotické geney




Geny s maternalnim ucinkem

I |
'

zygotické geny

velkych mezer

@ eiichmeier
I
~ [ -
—

B parového pravidla -

polarity segmentu

homeotickeé




Embrya drosofily maji anteriorné-posteriorni
a dorzo-ventralni osy, které jsou zalozeny
prezygoticky maternalnimi genovymi produkty.

Ovarian Vyzivové bunky
nurse cells materského folikulu

Follic
cells

€



Dedicnost
genu s
maternalnim
ucinkem

cytoplazma obsahu]e zygota
maternalni produkt m/m

m/m AWK matka i s
m © oocyt + e
spermie

cytoplazma neobsahuje ©zygota
maternilni produkt m/+

abnormalni vyvoj



Maternal bicoid mRNA

Distribuce maternalni
MRNA genu bicoid
ve vajicku

a proteinu bicoid
po fertilizaci

maternal bicoid mBNA.

bicoid protein




Hladina maternalniho
proteinu bicoid ridi
expresi zygotického
genu hunchback

zvyseny pocet funkcnich
maternalnich kopii genu
bicoid vede ke zvyseni
koncentrace proteinu
ve vajicku i rozsireni
ucinku smérem

k posterioru

jedna kopie genu bicoid

\  hunchback expresD

koncentrace bicoid

prahova hodnota

A anterior - posterior i

sest kopii genu bicoid

3 hunchback exp reD
B

koncentrace bicoid

prahova hodnota

A anterior - posterior "




Uloha produktu
maternalniho genu
bicoid rozhoduje

o tvorbeé anteriornich
struktur embrya
drosofily

vajicko wt

< 5
N
R
|
¥

- ST - e -

normalni larva

f..

vajicko wt

| v ..-)‘J}'
=t K - B gl
mutant vajicko mutantni larva bicoid
bicoid

vajicko bicoid

[

vajicko wt

protein
i bicoid

vajicko bicoid

protein
[ bicoid .

A P

clanky hlava ¢lanky

hrudi

hrudi




cytoplasma posterioru oplozeného vajicka

Tra nSpla ntace pélOVé prenesena do anterioru jiného
cytoplasmy muze indukovat
tvorbu zarodecné linie

primordialni zarodecné

bunky jsou prvnimi Y ellow
odlisSnymi, na posteriornim syncycium
konci S =

anteriorni buﬁkyMélovou plasmou)
preneseny do jiného posterioru

u drosofily,
hlistice (granule P)
a zab

celularizace

moucha G vytvari zarodecné bunky
s genotypem GayY




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

IO s B o '~.¢";:-.:.. "
¥ ""-'-.-_-,,:;_-._i-x-_t 5 e

4

hunchback nanos

anterior posterior




Gradient maternalni bicoid RNA v oocytu drosofily
spousti transkripci zygotického genu velkych mezer

concentratlon

——

bicoid mRMA |

'_._ .

»
y

kicoid protein|

\ :

r

—h-\ﬁhuru: hback mRNA
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Exprese zygotického genu hunchback
je fizena maternalnim proteinem bicoid

promotor genu hunchback ma vazebné misto k proteinu bicoid

chiméricky reportérovy gen hunchback
normalni promotor ,castecny” promotor delece promotoru




Dorso-ventralni orientace embrya je urcovana maternalnim faktorem

kaskada vede od ventralni

posttranslacni Upravy

maternalniho proteinu
ulozeného v membrané

Fek syncytialnim blastodermen']

protein Dorsal D
v cytoplasmé

membrana

cytoplasma V

receptorovy protein Toll je aktivovan ventralné

aktivace receptoru Toll na ventralni
strané maternalné ziskanym ligandem

SPAETZLE koncentrace
l proteinu
TOLL Dorsal
l v jadrech
DORSAL

D olololololioloolololoooo'e’e'e'e V

—d

receptoroVy protein T
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Geny s maternalnim ucinkem

* translace mRNA bicoid a nanos po fertilizaci

 gradient proteinu Bicoid aktivuje vice transkripci genu hunchback v
anterioru

e soucasné protein Bicoid inhibuje translaci caudal mRNA

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

 proteiny Bicoid a Hunchback aktivuji geny odpovédné za specifikaci
anteriorni casti téla

» protein Caudal aktivuje geny odpovédné za posteriorni vyvin

* nesegmentované anteriorni a posteriorni pdly jsou regulovany
aktivaci proteinu Torso v anterior- a posterior-pdlech



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

X i . 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 opacnych 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. Q
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 embrya;
caudal RNA je translatovan v protein v posteriorni ¢asti.

Krok 6: Hunchback (a bicoid) proteiny pusobi jako transkrip&ni faktory,
které reguluji funkci gent 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

Perivitelline space \

/@ < Spatzle
Plasma ol
membrane Q N Toll protein

Easter
protease

i
Blastoderm O_‘E .9

nuclei

Active
spatzle

; < \\ polypeptide
Toll/spatzle

polypeptide
complex

Ventral

Dorsal protein

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

Krok 2: Proteaza easter Stépi protein
spaetzle a vytvari tak aktivni
polypetid spaetzle.

Krok 3: Aktivni polypeptid spaetzle
interaguje s receptorovym
proteinem Toll.

Krok 4: Aktivni polypeptidovy
komplex Toll/spaetzle vpousti protein
dorsal do jader (indikovano
oranzové) na ventralni strané embrya
(tmavocCervené).



Vyvojova kaskada tvorby télniho planu drosofily

SEGMENTACNI GENY :

- geny velkych mezer
- geny parového ucinku
- geny orientace télnich clanku

D
Maternal genes A _I_ P
Vv

M bicoid ™ nanos

€ O D
Gap genes
B hunchback tailless M giant Kriippel M knirps
v
Pair-rule genes

even-skipped ™ fushi tarazu

v
Segment polarity genes

M engrailed wingless




Geny velkych mezer (gap genes)

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

il

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

Krtippel

 transkript Kruppel se objevi v
oblasti, kde klesa Hunchback

« exprese genu Giant je také
regulovana posteriorne

forlrjas

- e produktem genu Caudal
feaillens ?\g\i\ iy ’ ; ;“i*-;f'f :|



Geny parového ucinku

- parasegmenty (pred celularizaci) jsou urcovany expresi
,sudeée-skakajicich” a , lise-skakajich” parovych genu

Anterior Posterior

glmm “even-skipped

fushi tarazu




Segmentacni geny (zygoticke)

 specifikace — osud bunky je urcovan vnejsimi vlivy,
specifikace bunééného osudu je flexibilni a muze byt
meneéena signaly z jinych bunék

- determinace — bunka se nakonec podrobuje prechodu

(transition) z ,,volného urceni“ (loose commitment) na
,koneény osud” (fixed determination)

 franzice ze specifikace na determinaci je u
drozofily zprostredkovana segmentacnimi geny

* tyto geny deli embryo na opakujici se serii
segmentu podél A-P osy

« segmentacni geny rozdeli embryo na 14
parasegmentu



Geny
parového
ucinku :

* Geny parového pravidla jsou exprimovany v pribéhu 13. bunécného
déleni, déli embryo na 15 casti. Jeden vertikalni prouzek jader
exprimuje ,parovy” gen, dalsi nikoli, nasledujici opét ano.

* Je znamo 8 genui parového pravidla. Ne vSechna jadra exprimuji
stejné ,parové” geny. Uvnitr kazdého parasegmentu kazda rada
jader ma svuj , pattern” exprese ,,parovych” genu.

o ,Pattern” exprese , parovych” genu je urcovan distribuci produktu
genu velkych mezer.



Casové-mistni souslednost exprese segmentacnich

genl v embryu :

ftz = fushi tarazu

Inua

—=%

en = engrailed
wg = wingless

en wg en wg en

| [T [

hladiny proteinu
kodované geny
polarity ¢lankd

- eve

koncentrace produktu ge

| ftz

eve

ftz |

hladiny protein
kodované geny
parového ucinku




Homeoza
a homeotickeé geny




»ypredni“ komplex
Antennapaedia

»zadni“ komplex
Bithorax {g



Expresni domény homeotickych genli podél predozadni osy embrya

hlava hrud’ zadecek

Chromosomalni lokalizace homeotickych genti

. lab pb Did  Ser  Anip ., Ubx  abdA

F ot




Homeoza je ...

Homeoticka mutace je ...

Homeoticky gen je ...
Homeobox je ...

Homeodoména je ...



HOMEOTICKE GENY - jeden z klict specifikace

embryo ==—p dospélec

_

-+

halbere -‘"‘l

Antennapedia Bithorax komplex
komplex (anterior) (posterior)

moucha -HHE— R BB

i orz B B
k | |Hox-1— -
o mys HOX-3
HOX-4 —l—— o a
BITHORAX specifikuje treti clanek F—
hrudi a zadecek: pfi ztraté funkce - K/@

misto kyvadélek se tvori druhy par kridel
( more anterior phenotype )

Edward Lewis (1963) :
pravidlo spacio-temporalni kolinearity



N

Homeotické geny rid
anteriorne -
posteriorni
specifikaci téla :

ztrata funkce genu C -
yvice anteriorni fenotyp

ektopicka exprese genu B —
yvice posteriorni” fenotyp




.y T2
Homeoticka transformace
kyvadélek mutacemi
complexu bithorax T3
mutace bithorax méni T2 |
anteriorni kompartment
haltery ve tvar polo-kridla
13

mutace bithorax + postbithorax
puUsobi aditivné a vytvareji
dokonalé kridlo

- dva pary kridel, atavismus

standardni typ

A
i [W\ }Etﬁt;}i *{**a:f?
| ‘H-.._____EL o ,,-’""P
kyvadélko
L‘“%:_x/ A
r"_ Y
P
mutant bithorax
[E'-"EE-—- T
B
N E*")&i Ty

transformace
anterioru

uplna

| transformace



ANTENNAPEDIA specifikuje mesothorax (T2):

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

zadecek II|1rud' ” hlava

Bithorax

Antennapedia

wit mutant



Evoluce homeotickych (selektorovych)

genu

vysoky stupen podobnosti mezi geny skupin
Antennapedia a Bithorax, duplikace

vSsechny obsahuji homeobox, 180 bp

koduji 60-amino-kyselinovou homeodomeénu,
ktera se vaze k DNA

pribuzné geny nalezeny i u vsSech jinych
zivocichu, ¢lovéka i rostlin

Hox complex

Mammals

HoxA

HoxB

HoxC

HoxD

Drosophila
fab ph Dfd  Scr Antp Ubx AbdA AbdB
ﬂFE:thFP“Ir‘
I I |
Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A9 A10 All Al3
Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 BE B9 B13

c4 C5 Ce Ca ce Clo Cl1 C12 (Ci2

o1 03 D4 D2 09 D10 D11 D12 D13

z
i



Strukturni organizace genu Antennapedia
a jim kodovaného proteinu

homeobox

5' 1 2] [ 3] [4H [5] 67 i ol

gen Antennapedia / \

NH,

protein Antennapedia / \’
homeodoména

- vysoce konzervativni je zejména homeodoména, u vsech eukaryot
- homeobox ma 180 nukleotidu, lokalizovan v exonu 8
- homeodoména se nachazi u karboxyterminalniho konce



.Mmoucha

1 10 2 30 40 60
Antennapeda® RKRGRQTYTRYQTLELEKEFHFNRYLTRRRRIEIAHALCLTERQIKIWFQNR

ustitaazs  SKATRQTYTRYQTLELEKEFHFNAYI TRRARIDIANAL S LSERQIKIWFQNRRNKE

AT e pe i

Ultrabithorax* RRRGRQTYTRYQTL E;L_“E KEFHTNHYLTRRRRIEMAHALCLTERQI K;'! @:'FQN:;HE
Hoxa-6* GRRGRQTYTRYQTLELEK EFHENRYLTR RRRIEIANALCLTERQIKIWFQNRRN

lMMg+ RKRGRQTYTRYQTLELEKEFHENRYLTRRRRIEIAHVLCLTERQIKIWFQNRRK
>4aba myé Helix | Helix Il Helix lll

) 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 Ill, which generally shows the highest de-

gree of conservation.



Model vazby

homeodomény
(transkripcniho faktoru)
na usek DNA :
(obvykle promotor) Helix 1

Helix 3

|, Il, Il — alfa-Sroubovice
1 — 60 aminokyseliny




Kaskada genové exprese vedouci k segmentaci embrya octomilky

Hours after
fertilization

Anterior Posterior

Krok 1: PoCateCni anterio-posteriorni polarita embrya je zalozena 0 hr
produkty genu s maternalnim ucinkem, jako jsou bicoid i nanos.

bicoid nanos
gradient ¢ gradient

Krok 2: Exprese genu velkych mezer rozdéli embryo do Sirokych zon.

~2 hr Gap genes

BB i gt ¢ Kr kni 9"

Krok 3: Geny parového pravidla, jako napfiklad fushi tarazu na tomto obrazku,
jsou exprimovany v sedmi pruzich, ~3 hr Pair-rule
dale délici embryo podél anterio-posteriorni osy. genes

:

Krok 4: Geny polarity segmentd, jako engrailed na tomto obrazku, S — 1
jsou exprimovany ve 14 uzkych prouzcich podél anterior-posteriorni osy. ~5 hr Polarity genes

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

jsou exprimovany ve specifickych oblastech podél anterio-posteriorni osy.
Tyto geny, spoleCné s geny parového pravidla a polarity segmentd, ~10 hr Homeotic
determinuiji identity jednotlivych télnich ¢lanku ve vyvijejicim se embryu. genes




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

=
N




Model bunécné pameéti: zarodecné tercky

larva b metamorfoza i> dospélec

astni
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B - genitalie

Zarodecné tercky jsou determinovany.




Vyvojova mapa nozniho tercku drosofily

COXa

proximal

tarsal

distal

jednotlivé vrstvy tercku
maji odlisSny vyvojovy
i regeneracni potencial



Imaginalni tercky obsahuji gradient
vyvojovych schopnosti

}.q

klesajici od centra A smérem

k periferii B

N;\ \
regenerac /dﬁll&e\

e as SR Saak Aol SR - TRRS- il Seet g B REl

rovina rezu




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

@ larva
extirpace a rozdéleni

genitalniho tercku % \( %
*"}—" ﬂ%\test determinace

sériove extirpace,
rozdéleni tercku a prenosy 1
do dospélcu

testy determinace




r 4

Determinace demonstrovana kultivaci zarodecnych tercku

larva tercek

o)

cast tercku \
, 3
prenesena d
abdominaini &
dutiny

bunky tercku
proliferuji uvnitr |}
téla, sériové

transplantace

2
-

zbytek tercku
prenesen do
jiné larvy

vzorek tercku
implantovan do
jiné larvy

struktury téla
dospélce se vyvijeji
z tercku

stejné struktury
téla jako z
pUvodniho tercku




TRANSDETERMINACE

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

mozné pripady
zmen :
tykadla

nohy "

DAVARE: o

ustni ustroje




Gen eyeless

* Mutantni musky nevytvareji oci.

* Wild-type gen eyeless kdoduje
homeodoménovy transcripcni
faktor, ktery aktivuje drahu
zahrnuijici tisice gend.




Eyeless : homolog mysiho genu Pax je odpovédny
za tvorbu oka — monofyleticky plivod slozenych oci
hmyzu a jednoduchého oka savcti

tvorba ektopickych oci u transgenni mouchy



SavcCi 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 Clovéka zpusobuji aniridii (chybeni
duhovky).



Human

mut

ri&m 1 w i _
PAX6*-
cornea opaque
EQs iris absent
retina degenerate
lens opaque

aqueous humor of eyeball
increased pressure

eye decreased size

lens fused_to cornea

iris morphology

anterior chamber
absent

eye decreased size
lens decreased size
retina malformed

Drosophila

eye absent



Drosofila nema pohlavni hormony: bilateralni

gyandromorfie

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

sami¢i XX ¢ast:

saméi XO ¢ast: . ‘.
gt R N s
bilé oko, RN heterozygotni

pro oba markery

miniaturni kridlo







white €uchromatin B heterochromatin

: il SRR —— ' Cervené
excize a inverze po X-ozareni Ay
W —
mozaikové
oko

PEV efekt : Lokus white je standardneé umistén v euchromatinu, po inverzi pouze 25kb
od pericentromerického heterochromatinu (Muller 1930), odtud se Sifi restrukturace a
umlcovani euchromatinu. Ztrata umlceni v nékterych burikach oka v procesu diferenci-
ace vede k variegovanému fenotypu.

E(var)
bilé <_' cervené
oko (jako WT
oko enhancer ( )

(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

pritomnost pouze jediné wt-kopie
modifikatorového genu vede ke

loss of silencing T snizeni tvorby heterochromatinu a

vySSi expresi white genu (Eervené oko

mozaikovy fenotyp se projevi, pokud
) . jsou pfitomny dvé kopie
enhanced SllenC|ng wt-modifikatorového genu

pritomnost tii wt-kopii modifikatorového
genu vede k rozsahlejSi heterochromatinizac
a zvySeni uml€ovaciho 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 u€inkem fosfatazy

. oS g o Aktivni geny jsou znaCeny H3K4metyl2 a metyl3,
smérované interakci C-konce JIL-kinazy

;"( tato znaCka musi byt odstranéna komplexem LSD1.

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



