VYVOJOVA GENETIKA

Prednasky: Vojta Hudzieczek, Vaclav Bacovsky



Carnegie Stages of Human Development
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VYVOJOVA BIOLOGIE
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1 Obecné zakonitosti vvvoje organizmu

1. Historie vyvojové biologie, Zakladni procesy vyvoje, Epigeneticka
tvorba tvari

2. Modely tvorby biologickych tvari, Vznik usporadani

3. Homeoéza a homeotické geny

4. Modelové organizmy vyvojové biologie a genetiky

Okruhy na zkousku:

Mozaikovy a regulativni typ vyvoje, vyvojové mapy bunééného osudu
Modely tvorby tvarii: pozi¢ni informace, reaktivné-difuzni modely
Lewis Wolpert: model francouzské a americké vlajky

Homeo6za, homeotické geny, proteiny bunééné paméti

Jonathan Slack: zootyp a florityp, evoluce homeoboxovych genii
Pravidlo kolinearity, homeodoména, geny Fidici tvorbu celych organii
Regulaéni ilohy proteinii s chromodoménami: transkripéni represory a
aktivatory

Homeoticka transdeterminace, bunééna pamét’

Proteiny skupiny Polycomb a trithorax: bunééna pamét’
Heterochronni geny

Vztahy evoluce a ontogeneze

2 Zivodi$né modely

Dictyostelium, Hydra
Caenorhabditis elegans
Drosophila melanogaster
Lytechinus, Amphibia
Mammalia

unhwWwNE

Okruhy na zkousku:

Geneticka kaskada Fizeni embryogeneze drozofily

Gastrulace: uloha, funkce, mechanismy

Protostomia: modely vyvojové genetiky

Deuterostomia: modely vyvojové biologie

Jednobunécné modely vyvojové biologie a genetiky
Charakteristika modelu socidlniho prvoka: hlenka
Caenorhabditis: bunécné linie, heterochronni geny a apoptéza
Homeotické mutace u drosofily: bithorax a antennapedia
Systém zarodeénych terckti drosofily, transdeterminace, regenerace
Embryogeneze drosofily: bunécné procesy

Charakteristika modell obojZivelniki: Zaby a €olci

Klasické modely vyvojové biologie: Echinodermata a Amphibia
Tvorba zakladniho planu konéetiny u obratlovcti

Savci modely vyvojové biologie

SYLABUS

3 Rostlinné modely

1. NiZsi rostliny

2. Krytosemenné rostliny, Angiospermophyta
3. Oplozeni, embryogeneze a tvorba semene
4. Geny Fidici meristém, stonek, list a kvéty
Okruhy na zkousku:

Charakteristika a evoluce volvocinnich systému

Model post-transkrip¢ni regulace: Acetabularia

Rostlinné modely: Volvox, Acetabularia, Fucus, Marchantia,
Physcomitrella, Ceratopteris

Arabidopsis thaliana: model molekulérni genetiky rostlin
Krytosemenné rostliny: genetické iizeni embryogeneze

Vyvoj rostlinné zygoty: vliv sporofytu, gametofytu a endospermu
Charakteristika pohlavniho rozmnoZovani, gametofyt a sporofyt
Uloha gametofytu ve vyvoji rostlin: gametofytické mutace
Fytomery, mapovani osudu bunék vegetativniho meristému
Geneticka kaskada kvétni indukce, Fizeni procesii kveteni

Uloha genii s MADS-boxem ve vyvinu kvétii, kvartetovy model

Homeoboxové geny u rostlin: struktura a funkce
Modulace rostlinného vyvoje transgenozi, iloha ristovych regulatorii

4 Determinace a vyvoj pohlavnosti

1. Zarode¢na draha a tvorba pohlavnich bunék
2. Mechanizmy determinace pohlavi
3. Kompenzace davky geni

Okruhy na zkousku:

Hlavni genetické drahy pohlavni determinace u modelovych Zivo¢ichi
Molekularni mechanismy pohlavni determinace: drosofila a hlistice
Drosofila jako model determinace a realizace pohlavnosti
Mechanismy kompenzace davky genii vazanych na chromosom X
Environmentélni a epigeneticka determinace pohlavi, arrhenotokie,
pseudoarrhenotokie

Determinace a evoluce pohlavnosti rostlin, pohlavni chromosomy

5 Epigenetické procesy

1. Uloha metylaci DNA
2. Struktura chromatinu a acetylace histoni
3. Genomovy imprinting, Jiné epigenetické jevy

Okruhy na zkousku:
Epigenetika: definice, projevy, nemendelovska dédi¢nost
Mechanismy epigenetickych procest
Mechanismy genomového imprintingu
Modifikace nukleozomalnich histonii a jejich uloha v Fizeni
genové exprese
Metylace DNA a jejich biologické ulohy
Lidské choroby s epigenetickymi aspekty
Teorie parentalniho konfliktu
Apomixe, dvoji oplozeni, genomovy imprinting u rostlin
Conrad Waddington: epigeneticka krajina, kanalizace,
asimilace
NeoLamarckismus: epigeneticky pienos ziskané informace
,Epigenetické* syndromy: Rettiv, Russel-Silveriiv, Martin-
Belliiv
Uloha maternalnich genii, ooplasmaticka segregace
Imprinting: Prader-Willitiv a Angelmaniiv syndrom
Beckwith-Wiedemanniiv syndrom (Wilmstv tumor) a iiloha
genu Medea u rostlin
Charakteristika rostlinného genu Medea

Epigeneticka nestabilita: uml¢ovani transpozonii
Nukleolarni dominance, paramutace, pozicni efekt,

fakultativni heterochromatin

Zarode¢na draha a tvorba pohlavnich bunék, iloha meristémi u rostlin

Pohlavni determinace u ¢lovéka, struktura a evoluce sex chromozomi



Prehled vyvojoveé biologie a genetiky
Boris Vyskot

Vydal Ustav molekulérni genetiky AV CR v Praze, 1999
ISBN 80-902588-1-6



Program prednasky

e Uvod
* Historie vyvojové biologie

* Obecné zakonitosti vyvojovych procesu



VYVOJOVA BIOLOGIE

je multidisciplinarnim pristupem ke studiu individualniho
vyvoje (ontogeneze) jako integrace embryologie s cytologii
a chronologicky pozdé;ji i s genetikou, molekularni biologii a
bioinformatikou

Embryologie je definovana jako popisné (deskriptivni) studium
embryonalniho vyvoje

Cytologie studuje bunécnou strukturu a funkci
Genetika je védou o dédicnosti

Molekularni biologie a bioinformatika predstavuje predevsim
analyticky pristup myslenkovy i metodicky



Historickeée pozadi embryologie

Deskriptivni embryologie - detailni analyzy vyvojovych udalosti
(4. st. pr.n.l. Aristoteles, mikroskopicky od 17. st. M. Malpighi,
A. van Leewenhoek)

Komparativni embryologie — studium anatomickych zmén v
prubéhu vyvoje odlisSnych organismti
(od 19. st. — E. von Baer, W. Haeckel, T. Boveri)

Experimentalni embryologie — studium kauzalnich faktoru
¢i mechanismu vyvoje postavenim hypotéz

a jejich testovanim manipulaci s embryi

(od 19. st. - W. Roux, H. Driesch, H. Spemann)

Molekularni embryologie — studium embryonalnich procest
na molekularné-genetické bazi (od 2. pol. 20. st. — S. Brenner aj.)




Modelové organismy



Modelové organismy

Jaké modelové organismy vyvojove biologie znate?

MyS danio rerio
arabidopsis

nothobranchiu

o

SP

dréapatka

potkan

https://www.menti.com/alp2z4ignakn



Modelové organismy

Jakeé vlastnosti by modelovy organismus mel mit?

menti.com ->  "6520 8800"
https://www.menti.com/alp2z4ignakn






Historie vyvojové biologie
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Preformismus nebo epigeneze ?




EPIGENEZE

vysvétluje princip individualniho vyvoje :
vysledny organismus neni preformovan,
nybrz vznika kreativné na zaklade
zdedené informace a vnitrnich i vnéjsich
vliva

Aristoteles
(384-322 pt.Kr.)

- prvni pozorovani vyvojové biologie (kureci vejce)

- napsal prvni ucebnici reprodukcni biologie

- otec teorii vitalismu a epigeneze

- predstavy o vzniku novych organismu : ze substratu,
pucenim, hermafroditismem a bisexualni
reprodukci




EPIGENEZE

vysvétluje princip individualniho vyvoje :
vysledny organismus neni preformovan,
nybrz vznika kreativné na zaklade
zdedené informace a vnitrnich i vnéjsich
vliva

Aristoteles
(384-322 pt.Kr.)

- prvni pozorovani vyvojové biologie (kureci vejce)

- napsal prvni ucebnici reprodukcni biologie

- otec teorii vitalismu a epigeneze

- predstavy o vzniku novych organismu : ze substratu,
pucenim, hermafroditismem a bisexualni
reprodukci




Preformismus a mechanicismus: /7"

... lidsky zarodek je jiz vybaven vsemi organy ...

Marcello Malpighi (1 628 - 1 694) ... ovismus



EPIGENEZE ... je kreativni syntéza novych
tvaru s vyuzitim zdédéné informace a struktur

epigenesis

morphogenesis
E =—»
division
migration topolo
adhesion CELLS rns-::ha?l?cs
etc. TISSUES | ,.iivity
etc.
gene E
expression gene
regulation
f GENOME

(epigenetic regulation)



Pierre-Louis Moreau de Maupertuis (1698-1759)

genealogickou analyzou polydaktylie
vyvratil teorii preformismu

B O
"

ONO

Joseph Koelreuter (2. pol. 18. stoleti) :
hybridizaci dvou druhii tabaku prokazal
vyznam obou rodic¢li v potomstvu




SOMATICKA A ZARODECNA DRAHA

Theodor Boveri (1862-1915)

1. ryhovani

jaderné determinanty

2. ryhovani

@®) »

Augustin
Weizmann (1834-1914)



Wi illiam Bateson
(1861-1926)

Materials for the Study of
Variation (1894)

... 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




HOMEOTICKE GENY

jeden z klica specifikace a diferenciace

_wif”

-+

haltere -'"'l

BITHORAX specifikuje treti clanek hrudi a
zadecek: ztrata funkce — misto kyvadélek
se tvori druhy par kridel

( more anterior phenotype )

moucha 2B — BB E-BE

embryo dospélec

Antennapedia Bithorax komplex
komplex (anterior) (posterior)

hox2- B H-E- B E EEE
HoX-1———
HX:——— —HHE—W

HOX-4 S ——

Edward Lewis (1963) : pravidlo
spacio-temporalni kolinearity



HOMEOTICKE GENY

jeden z klicu specifikace a diferenciace

Drosophila embryo
Head Thorax Abdomen
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Objev homeoboxu (1982)

Walter Gehring
(Basel)

i
Matthew Scott
(Stanford)

vazba homeodomény Antennapedia na DNA



Morska jezovka : historicky model fertilizace,
embryologie a bunécného klonovani

Oscar Hertwig Hans Driesch
(1849-1922) (1876-1941)




HISTORICKE KORENY VYVOJOVE BIOLOGIE :
Hans Spemann a Hilde Mangoldova (1924)




Nobelova cena 2002 za fyziologii a Iékarstvi

za objevy genetické regulace
organového vyvoje

a programované bunécné smrti

... na modelu Caenorhabditis elegans

Cell lineage (1090 cells) e

&)

Sydney Brenner
(1927, JAR)

John Sulston
(1942, UK)

Programrned cell death (131 cells)

@ *death genes* @
]

livimg cell dead cell

Robert Horvitz
(1947, USA)




Prehled vyvojovych procesu

gamety )
zygota
Yy
rist bunécné déleni diferenciace tvorbatvari  morfogeneze
13 L ¥ Y W
vzrist vzrist diverzifikace organizace tvorba
velikosti poctu bunék  bunéc¢nych typiu struktur

|

l

\

- |

gamety
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OBECNE VYVOJOVE PRINCIPY

- bunécna proliferace, tj. opakovana bunécna déleni

- bunécna diferenciace,
vyskytujici se v definovaném prostorovém poradku

- tvorba tvarQ, ruzné bunécné typy se vyskytuji
v definovanych tvarech

- vyvoj je urcovan i bunecnymi pohyby
a bunécnou migraci

- programovana bunécna smrt je také dulezitym
ontogenickym faktorem



TEORIE POZICNI INFORMACE :
MODELY VLAIJEK

PRINCIPLES or
DEVELOPMENT

potencial bunék je stejny

= 5

T
nova pozicni informace il |
Lewis Wolpert
konc.
(*1929, London)
morfo

genu

d1ferenc1ace dle pozme

L N - —— i ————

prahove




TEORIE POZICNI INFORMACE :
MODELY VLAIJEK

" @ W00 Snaver Assocates, Inc.
(A) Source
-\‘-\-"l.

i

S,
-H-H-"'\-\.

Threshold §----. ".h"‘x =
T 5.
blue M_gmu

=Ly

i T (’_@
e larva Ziby
White / R s mlodimi H}"‘F ldélk}'

gastruln gastrula
mloka  Ziby

(B)

| larva mloka
_"J f"' s 2abimi pFisavkami

gastrula gastrula R
Zaby mloka




Modely diferenciace a vytvareni tvaru

Gene A inactive  Both
Gene B active genes
inactive

Threshold A

Threshold B

Distance from source

acuvin
molecule

-\ -
;OOOOOU

activin
source

cell

CONCENTRATION
GRADIENT (DIFFUSION)




Alan Mathison Turing
(London, 1912-1954)

Fii

: e, | ‘_ e
—_— ' :

Th hecal Basis of Morphogenesis (1952)



Jak vznikaji barevné skvrny na zviratech ?
modelovani procesu morfogeneze Alan Turing, 1952

Morfogeny :
aktivator a inhibitor,
reakce a difize (aentals

‘qtﬁirl‘r.rrﬂﬂn-i_‘_* -(—_:I, = L
HJ‘:‘%“'*EI‘:“Lh*JH_' “

Osudy kanibalti (pozitivni aktivator) a misionara na bicyklech (negativni inhibitor) — v
omezeném prostoru vznikaji enklavy kaniball ¢i misionart, vznik usporadani tvarti z pavodné
homogenniho pole



ostrov:
pobrezi obydleno
smiSené kanibaly
a misionari

reakce a difuze vznik

usporadani




morfologie listu Monstera deliciosa

APOPTOZA

programovana
bunécna
smrt

jako morfogenni nastroj

tvorby tvaru vyvoj koncetiny obratlovcii a separace prstu

(pattern formation)
‘ bunéna smrt




Princip zakonitosti a nahodilosti
ve vyvojové biologii
Maji rlistové pohyby zakonity nebo nahodny smér ?

Je levo-pravo-stranna asymetrie dana pouze environmentalné ?




( Ne ) nahodna asymetrie

vyvinu listlu a kvétu 50 : 50

selfing ( tabak)

smér otacivosti

je nahodny !
50 : 50 50 : 50
brcal oleandr
(L, anticlockwise) (R, clockwise)

smér otacivosti neni nahodny !




Riustové pohyby vedou k zakonitému

levotoc€iva (L) pravotodiva (R)
Sroubovice

I/

sviatec (R)
( clockwise )



Smér otacivosti ulity mékkysu odpovida maternalné

determinovanému ryhovani

- smér otaceni je zplisoben
posunem ctyr animalnich

(1 a-d ) blastomer vuci

ctyfem vegetalnim blastomeram
(1A-D)

- pravotocCivost je dominantni
nad levotocivosti

- injekce cytoplazmy R-formy
do ryhujiciho se vajicka
L-formy vede ke zméné
otaceni L —" R

pravotocivé (R)

levotocivé (L)




Cytoplazma oocytu rozhoduje o sméru otaceni ulity
meékkysu: ,,pravotocivy” faktor je dominantni

PRAVA MATKA x LEVY OTEC

rodice Q . A 4

(krizeni) P

generace F1 | P
D/d

samo-
oplozeni
F2

samo-
oplozeni

o A P 1"'L Stejné : 31) 1 A

LEVA MATKA x PRAVY OTEC

4 /'/ \\“‘*Vgld,lm”/*/ \*C\”“*-a_

D/D 1?1/(1 f)l/d d/d

D/d Alfred Sturtevant

(Limnaea : 1923 )

DD D/d D/d d/d
I T




Ulohy genti s maternalnim Géinkem

e geny odpovédné za iniciaci
antero-posteriorni a dorso-
ventralni polarizaci ambrya

vaji¢ko drosofily s gradientem mRNA e Bicoid mRNA je rozpoznavana v
cytoskeletu svou 3 UTR v
,budouci” anterorni oblasti
vajicka

e Nanos mRNA je rozpoznavana
svou 3° UTR v, budouci”
posteriorni oblasti vajicka

e Hunchback a caudal mRNA jsou
rozpoznavany v rtiznych
oblastech embrya



Dédicnost
genu s
maternalnim
ucinkem

cytoplazma obsahu]e zygota
maternalni produkt é m/m

normalnl VYVOj

Spermie

cytoplazma neobsahuje ©zygota
maternilni produkt | m/+

abnormalni vyvoj




Klicova stadia casné embryogeneze Zivocisnych druhu

- . fertlizace vajicka ryhovani, tvorba blastomer, blastula
A o L

e

ektoderm : animilni pél  peurdlni desticka :
pokozka CECE R N

- nervovy systém
2% endoderm

notochord
blastopor
mezoderm :
gastrulace svaly, vazivo, endoderm :
tvorba ledviny, krev, stfevo, jatra, plice
, v s onad
zarodec¢nych BonAcy vegetalni pol

listh ektoderm osudova mapa blastuly




Zakladni stadia ontogeneze oboijzivelniku

oplozené 2-bunécné stadium midblastula c¢asna gastrula pozdni gastrula
vajicko (90 min) (4tis. bun¢k, 7 h) (20tis. bunék, 9h) (12h)

animdlni pol blastocoel

vegetalm pol

neurdlni neurdlni uzavirajici se
desticka desticka neuralni desticka ;

¢asna neurula Casna neurula pozdni neurula vylihnuty pulec dospéla zaba
(150tis. bunék, 20h) (500tis. bunék, 3d) (12 mésich)

(De Robertis et al. 1990)



Epigeneticka tvorba tvart v pribéhu vyvoje

(i) aloha vnéjsich (fyzikalnich) faktort

(ii) pozice maternalnich determinant —— mozaikov{/ VV’VOj.

- asymetricky transport cytoplazmatickych determinant z
maternadlniho vajecniku

- ooplazmaticka segregace (proces tridéni a vnitrni strukturalizace po oplozeni)

(iii) bunééné interakce (concerted behaviour) —— regulativnl' VVVOJ.

komunikace bunék s okolnimi bunkami vede ke koordinované tvorbeé
struktur a tvaru




Mozaikovy vyvoj nastava, kdyz se organismus
vyviji, jako kdyby jeho blastomery tvorily prvky
skladacky (puzzle), kazdy s prederminovanym
osudem.



Mozaikovy vyvoj se uskutecnuje
prostrednictvim
asymetricky lokalizovanych

cytoplazmatickych determinant.

asymetricka lokace

2 =

buﬁky

g \/ e A
<:':'.:. <\V. / \ '\V,})




Regulativni vyvoj -

osud blastomer je flexibilni,
zavisi na lokaci buneék,
organizmus je schopen
kompenzovat ztratu Ci
dislokaci blastomer.

_ hlava drosofily



_bunécné signaly.
! £ =

Mezibunécna komunikace je zakladem

embryonalni indukce :
jedna bunka dava instrukce jiné bunce
k dosazeni urciteho vyvojoveho osudu.

Komunikace mezi buiitkami muZe byt _
dosazeno difuzibilnimi signaly, pfimym bunécné spoje
kontaktem mezi membranovymi proteiny
nebo tranzientnimi pory. .

I"l‘\ J.H




Mozaikovy vyvoj se odehrava bunécné-autonomné;
regulativni vyvoj je bunécné-interaktivni.

Prakticky vSechny organismy se vyvijeji za kombinace
mozaikového a regulativniho typu vyvoje.



Typ bunécné
determinace : autonomni

Mechanismus : morfogenni
determinanty

Typ vyvoje : mozaikovy

bunécné
interaktivni

indukce

regulativni
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Invariantni schéma bunééného déleni: dospélec ma vzdy 959 bunck.




Sav(Ci embryonalni bunky vykazuji flexibilitu ve vybéru
osudu (bunécného fenotypu) podle potreb embrya.

Tvorba chimér a monozygotickych dvojcat je jasnou
demonstraci regulativniho typu vyvoje.



ES bunky s zadanou mutaci
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Vyvojovy osud, schopnosti a urceni
( fate, potency, and determination )




Vyvojovy osud, schopnosti a urceni
( fate, potency, and determination )

Bunécny osud se vztahuje ke strukturam, které se ,,normalné“
vytvori z embryonalni bunky.

Schopnost jsou vSsechny mozné vyvojové osudy urcité
bunky ve specifickém stadiu vyvoje organismu.

Schopnost je totozna s osudem pro bunécné autonomni
mechanismus determinace (tj. mozaikovy vyvoj).

Schopnost , prekonava”“ osud u bunécné intaktivhich mechanismti
determinace (tj. regulativni vyvoj).



»Osudova* mapa ukazuje pozice (locations) a vysledneé
tkané (derivatives) embryonalnich bunék.
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Blastomera Xenopus C3 dava vznik mezodermalnim bunkdm
podél jedne strany pozdniho embrya (failbud stage).



Schopnost je v priibéhu vyvoje stale omezovana. Kdyz se schopnost bunky
jiz rovna jejimu osudu, bunka je vyvojove urcena (determinovana).

Zakladni typy

vyvojovych schopnosti :
totipotentence,
pluripotence a
determinace (unipotence).

Pochopeni vyvojovych
schopnosti a urceni
ma zasadni vyznam
pro klonovani savcu.

Dolly: The Cloning of a Sheep, 1996
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Syncycialni
blastoderm:

Bunécny

blastoderm :

donor : recipient :
genotyp A genotyp B

osudova
mapa
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Bunécna pameét je schopnost buriky “pamatovat si” svou
vyvojovou (ontogenetickou) historii.

Bunécna pamét je zakladem k zalozeni stabilnich ,,vzorcti“
genoveé exprese prislusné pro dany bunéecny typ.

Bunécna pamét je stabilni.

Bunécna pamét se podrobuje determinaci.

Mechanismy bunécné pameéti (metylace DNA, modifikace
histonu, modelovani chromatinu) nejsou zcela objasnény.



Epigeneticka krajina — model
diferenciace bunek (kanalizace)

- Schopnost

Bunécna
pameét

”’ o E 3
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Epigeneticka krajina — model
diferenciace bunek (kanalizace)

Developmental Epigenetic
potential status
Totipotent SRR Global DNA demethylation

Zygote Only active X chromosomes;

Global repression of differentiation
genes by Polycomb proteins;
Promoter hypomethylation

Pluripotent
ICM/ES cells, EG cells,
EC cells, mGS cells

iPS cells X inactivation;
) Repression of lineage-specific
Multipotent genes by Polycomb proteins;
:-\dl::t sloltem cells 2 Promoter hypermethylation
partially = o I8 _ =
reprogrammed cells?)‘.f \ $ | 7 X inactivation;
. : R NI Derepression of
Unipotent : H\‘ | I .ﬂ ” i/ Polycomb silenced
Differentiated cell Bl \ iy lf l‘ l lluun Il | IFibte ,Q !!fﬁ ﬁ! "ﬂ lineage genes;
types H LR !Ii "[F“I il I”I ‘ IHMA"\ i l'ﬂ" Il ,Promoter hypermethylation




Protein A vstupuje do jadra a zpétnovazebné aktivuje sam sebe.
Protein A také potlacuje gen B a aktivuje gen C.
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Determinace (urceni vyvojového osudu) bunky
je fizena strukturnimi zménami chromatinu

Stabilni zmény chromatinové struktury jsou generovany kovalentnimi
modifikacemi histonli a DNA (a nekovalentni vazbou rady proteint k
chromatinu) : klicovy mechanismus determinace.

Modifikace zahrnuji predevsim (enzymaticky rfizené) metylace,
acetylace a fosforylace.

Postreplikativni ,,udrzovaci“ metylace DNA nabizi optimalni variantu prenosu
epigenetické informace (o genové expresi) pri bunécném déleni.

Histone __Epigenetic factor

Chromosome
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