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Abstrakt
Télni vybézky obratlovcll jsou struktury, které béhem embryondlniho vyvoje vznikaji

laterdInim rlstem od hlavni centralni osy téla. | pfes jejich vysokou diverzitu a rozdilnou
stavbu jsou vSechny tyto struktury organizovany podél tti hlavnich os. Polarizace podél
antero-posteriorni osy téla je nejvyraznéjsi, co se diferenciace télnich extremit tyce. Tyto
polarizované diferencia¢ni promény jsou nejlépe probadany v koncetinach, kde jsou
kontrolovany zejména organiza¢nim centrem jménem polariza¢ni centrum (ZPA). Toto
centrum interaguje s druhym centrem jménem apikalni ektodermaini liSta (AER), jejiz vliv se
uplatfiuje hlavné ve vyrlstani koncetiny laterdIné od téla. ZPA produkuje predevsim Sonic
hedgehog (Shh), véetné nékolika dalSich signalnich molekul napomahajicich polarizaci. Je
soucasti hlavni a vysoce konzervované signalni drahy napftic polarizovanymi strukturami, a je
ovliviiovan tfeba kyselinou retinovou (RA), ktera se podili i na vzniku samotného ZPA. Jejich
aktivita stimuluje sekreci fibroblastovych rlstovych faktord (Fgf) a kostnich morfogennich
proteinli (Bmp). VSechny tyto signalni drahy jsou zodpovédné za spravnou diferenciaci
fungujicich vybézkl veskrze interakéni a koncentracni mechanismy. Cilem této prace je blize
seznamit ¢tendre také s mechanismy polarizace dalSich télnich extremit, jako vnéjsi genitalie
a derivaty branchialnich obloukl. Tato problematika byla pojata komparativné s vyvojem

v koncetiné. Zaroven prace funguje jako zdkladovy material pro dalsi vyzkum polarizacnich

mechanismu hlavné ve vyvoji vnéjsi zabry.

Klicova slova: Obratlovci, antero-posteriorni polarizace, Sonic hedgehog, koncetina, vnéjsi

pohlavni organy, branchialni oblouky, AER, ZPA, uretrdlni ploténka, GAER



Abstract
Body appendages of vertebrates are structures developing during embryonal stages through

lateral outgrowth from main body axis. Despite their different composition and high
diversity, all these structures are organised along three main axes. Antero-posterior
polarization is the most significant in body appendage differentiation. These polarized
differentiation changes are best understood in the limbs, where they are controlled by the
organizing centre named zone of polarizing activity (ZPA). This centre interacts with another
centre named apical ectodermal ridge (AER), which mainly governs limb outgrowth laterally
from the body axis. ZPA produces Sonic hedgehog (Shh), along with other signalling
molecules participating in the polarization. Shh is a key part of highly conserved signalling
pathway common to polarized structures and is influenced by retinoic acid (RA), which plays
role in the ZPA creation. ZPA activity stimulates secretion of fibroblast growth factors (Fgf)
and bone morphogenic proteins (Bmp). All these signalling pathways ensure correct
differentiation of appendages through interaction and concentration-dependent
mechanisms. The goal of this thesis is to introduce the mechanisms of polarization in other
appendages, such as external genitalia and branchial arch derivates to the reader,
comparatively to limb development. Additionally, this thesis serves as a basis for future

research of polarizing mechanisms, mainly in external gills.

Key words: Vertebrates, antero-posterior polarization, Sonic hedgehog, limb, external

genitalia, branchial arches, AER, ZPA, urethral plate, GAER
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Uvod

Témér viechny zdklady parovych vybézk(i na télech obratlovcl jsou béhem embryondlniho
vyvoje pfi rastu podrobeny intenzivni diferenciaci, odpovidajici jejich funkcim, modifikacim a
proménam. Tato diferenciace probiha v trojrozmérném prostoru, a tudiz hned v nékolika

osach v zavislosti k télu embrya, a to dorso-ventralni, proximo-distalni a antero-posteriorni.

Kupfikladu pfi vyrastani koncetin se u obratlovcl v proximo-distalni ose postupné diferencuji
morfologicky specifické oddily vybézku, které rozliSujeme na zakladé poctu a tvaru kostnich
element(l na stylopod, dale zeugopod a autopod. V modelu horni koncetiny obsahuje
stylopod jednu kost (humerus), zeugopod dvé (radius, ulna) a autopod velké mnozstvi
mensich kosti (zapésti, klstky prstni a zaprstni). Antero-posteriorni polariza¢ni vliv je nejvice
znatelny v autopodnim regionu, méné pak i v zeugopodnim, a to na vzdjemném umisténi

radiu a ulny.

Vyzkum ve vyvojové biologii poukazal na dlleZitost polarizacnich systému a pozi¢ni
informace jednotlivych bunék v proximo-distalnim vyvoji hornich koncetin kurecich embryi
(Wolpert, 1969). Dalsimi postupnymi experimenty byl odhalen specialni region bunék, ktery
v koncetiné funguje jako organizacni centrum pravé antero-posteriorni polarizace. Cesta

k tomuto objevu byla ale v minulosti pomérné dlouha. Nejprve bylo zjisténo, Zze v zakladech
koncetin, hlavné v posteriorni oblasti, dochazi k masivnimu odumirani bunék, které jsou
vzapéti nahrazovany novymi diferencujicimi burikami (Saunders et al., 1962). Objevily se
spekulace, Ze tyto jevy jsou nutné ke spravnému vyvoji koncetiny, jelikoz zanikajici staré
bunky davaji prostor novym a signalizuji pro dalsi vyvoj konéetiny. Tato oblast byla
pojmenovana ,posterior necrotic zone” (PNZ) (Saunders et al., 1962). Dalsim postupem bylo
experimentalni odstranéni PNZ pro sledovani zmény vyvoje koncetiny, avSak po provedeni
excize k Zzadnym vyvojovym vadam v konéetinach nedoslo. Byly zde i pokusy o transplantaci
na dorzalni stranu koncetinového zakladu a do somitu, avsak tyto transplantaty vytvofrily

v kfidle pouze par nadbyteénych ektodermalnich struktur a v somitech odumftely Upiné
(Saunders et al., 1962). Az pozdéji se prislo na morfogenni funkce posteriorniho
koncéetinového mesodermu, a to pravé experimentalni transplantaci posteriorni tkdné do

anteriorni ¢asti vyvijejici se koncetiny, ¢imz doslo k zrcadlové duplikaci posteriornich



elementd v zeugopodni a T
autopodni oblasti (viz Obr.1). v /
Tento posteriorni region byl I
pojmenovan ,polarizing region”, _,__,\ i

nebo také ,,zone of polarizing
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activity” (ZPA) (Saunders &

Gasseling, 1968 podle Maccabe 1Y, 1]
et al., 1973; Tickle et al., 1975). Obr.1: Schéma transplantace ZPA do anteriorni ¢asti

Ze ziskanych dat bylo vyvozeno, koncetinového pupene a vysledna zrcadlova duplikace prstl

%e ZPA produkuje uréity (Riddle et al., 1993 podle Saunders & Gasseling, 1968), upraveno

,morfogen”, ktery ostatnim bunikdm preddava informaci udavajici jejich polohu a vzdalenost
od néj. Podle tohoto signdlu se tedy mohou buriky stabilné diferencovat v rdmci predozadni
osy (Tickle et al., 1975). A zde odstartovalo extenzivni studium polarizace koncetin podle

antero-posteriorni osy.

Dalsimi vyzkumy byly odhaleny faktory, které funguji jako ,,morfogeny” a hlavni mediatory
pozicni informace. Jako prvni byly zkoumany Gcinky kyseliny retinové na vyvijejici se
koncetiny. Aplikaci papirku nasaknutého kyselinou retinovou do anteriorni ¢asti
koncetinového pupene bylo dosazeno stejné zrcadlové duplikace chrupavditych elementt
jako pfi zminéné transplantaci, ¢imz byla potvrzena Ucast této latky pfi ustanoveni ZPA
(Tickle et al., 1982). Nasledné v3iak byl izolovan gen exprimovany pravé v ZPA, jehoz produkt
ma velice silnou, koncentracné fizenou morfogenni funkci a je hlavnim mediatorem pozi¢ni
informace a polarizaéniho rlstu. Tento gen byl pojmenovan ,,Sonic hedgehog” (Shh).
Zaroven bylo zjiSténo, Ze kyselina retinova dokdazZe indukovat zrcadlové duplikace pravé
ektopickou aktivaci tkané na anteriorni strané vyvijejici se koncetiny tim, Ze stimuluje expresi
Shh a zplsobi ustanoveni signalizacni oblasti podobné ZPA (Riddle et al., 1993). Pozdéji se
ukazalo, Ze Shh ma polarizacni funkci nejen v koncetinach kurat, ale i v koncetinach a
ploutvich (pdrovych i neparovych) témér u vsech obratlovéich embryi (Akimenko & Ekker,
1995; Tulenko et al., 2017). Byla ukazana jeho polarizujici aktivita i ve formovani struktur

ploutvi u rejnokd (Dahn et al., 2007), coz jen podporuje ancestrdlni plivod tohoto systému.

Toto jsou vSak pouze zakladni polarizaéni déje nalezené v koncetindch, které se ale zdaji byt

vysoce konzervované napfric¢ vsemi skupinami Zivocich(. Cilem této prace je popsat



polarizacni ¢innost tkani v antero-posteriorni ose a jeji dopady na diferenciaci i vysledny tvar
vybézku, dale specifikovat detaily vyvoje v koncetiné a nasledné je v dalSich kapitolach

porovnat s polarizaci napt.: v Zabernich obloucich nebo erektilnich télesech.

1 Antero-posteriorni polarizace koncetin
Koncetiny, coby vybézky na télech obratlovcu, jsou zakladany nejcastéji lateralné od hlavni

télni osy v oblasti budouci hrudi a panve. Zakladem vyvijejici se koncetiny je koncetinovy
pupen, ktery se sklada z ektodermu a mezodermu. Tyto zarodecné vrstvy oviem dale
diferencuji a kazda z nich vytvari sva specifickd organizacni centra s urcitou funkci.

V ektodermu se vyviji apikalni ektodermdlni hfeben (AER, apical ectodermal ridge), jeZ je
hlavnim signaliza¢nim cinitelem v proximo-distalnim rlistu a diferenciaci (Fernandez-Teran &
Ros, 2008). V. mezodermu se v posteriorni ¢asti pupene vytvati oblast s polarizujici aktivitou
(ZPA, zone of polarizing activity), ktera je hlavnim hybatelem promén v ramci antero-

posteriorni osy.

Antero-posteriorni polarizace byla zkoumana hlavné u kurat a mysi, prevazné v prednich
koncetinach, protoze se vyvijeji dfive nez zadni, pfestoze v obou parech probihaiji velice
podobné procesy. Ptaci model disponuje velice podobnou stavbou jako savci, ale krom
homologického humeru, radia a ulny ma pouze 3 autopodni vybézky, pojmenované prsty 1,2
a 3 (v minulosti 2,3 a 4, kv(li pfredpokladu ztraty prstu 1 a 5 (Vargas & Fallon, 2005)). Oproti
pta¢imu modelu, savéi prfedni koncetina je v autopodu podobnéjsi se zadni, jelikozZ se zde
diferencuji prsty 1-5. Brany vyzkumu polarizace koncetin podle antero-posteriorni osy se
otevrely po objevu ZPA. Velice zadsadnim zjisténim bylo, Ze tento systém posteriorniho
koncetinového organizacniho centra je vysoce konzervovan napfic¢ skupinami obratlovcu.
Tohoto pomérné dulezitého odhaleni bylo dosazeno skrze experimentalni transplantaci
mysiho ZPA do anteriorni ¢asti kufeciho embryonalniho zakladu kfidla, pficemz doslo ke

stejné duplikaci jako pfi transplantacich u jedinc( stejného druhu (Tickle et al., 1976).

1.1 Interakce signalnich center
V koncetinovém pupenu se pohybujeme v trojrozmérném prostoru, a proto je velice

dllezité, aby spolu organizacni centra této vyvijejici se struktury dobre a efektivné
interagovala. Nejen Ze ZPA kontroluje antero-posteriorni polarizaci, ale také spolupracuje
s dorsdlnim ektodermem na vyvazeném vyvoji v dorso-ventralni ose, a také stimuluje

signalni kaskadu apikalniho ektodermalniho hifebene (AER) k vyruistani koncetiny distalnim



smérem a jeji diferenciaci v distalni koncetinové struktury. Jeho role ve vztahu k proximo-
distalnimu vyvoji byla demonstrovana v pokusu implantace ZPA bunék do anteriorni ¢asti
zakladu kureciho kfidla. Pokus spocival bud'v excizi kusu anteriorniho mezodermu i spole¢né
s AER ektodermem, a nasledném vloZeni ZPA bunécného materialu do vysledné ranky, nebo
pouze odfiznutim ¢asti AER ektodermu, jeho odddlenim od mezodermu a vsunutim ZPA
implantatu pod néj. V druhém pfipadé vzniklo vice duplikovanych prstl neZ v prvnim, zfejmé
kvali zachovani AER tkané (Tickle, 1981). Dale bylo prokazano, Ze polarizacni ¢innost ZPA
zavisi na fyzické interakci s AER, coZ znamen3, Ze obé struktury musi byt Uzce propojeny.
Skutecnost, Ze jejich vzadjemna blizkost je pro vyvoj konéetiny nezbytnd vznasi hypotézu, ze
dosah tohoto organizaéniho aparatu je omezeny. Tato hypotéza se ukazala byt pravdivou,
jelikoz pfi transplantaci ZPA bunék do jiz vyvinutéjsi koncetiny, nebo pfi odstranéni ZPA-
asociované Casti AER v ranych stadiich, doslo pouze k malym, nebo Zzadnym zménam

(Summerbell, 1974).

1.2 Prvotni experimenty a kyselina retinova coby polarizujici agens
Buriky ZPA se pfirozené vyskytuji v posteriorni ¢asti zakladu koncetiny, avsak aktivizace a

proména mezodermu v ZPA muZze byt zpUsobena i fokdlni externi aplikaci kyseliny retinové
na kteroukoliv oblast vyvijejiciho se konéetinového pupene (Tickle et al., 1982), ¢imz se opét
indukuji zrcadlové duplikace v autopodu a ¢astecné zeugopodu. V minulosti také bylo
zkoumano, zda koncentrace kyseliny retinové ovliviiuje miru zrcadlové duplikace

v koncetiné. Zminény vyzkum prokazal, Ze ¢im vétsi koncentrace kyseliny retinové, tim
extenzivnéjsi byla i duplikace (Tickle et al., 1985). Samotna skute¢nost, Ze kyselina retinova
indukuje ZPA, byla ukazana na pokusu, v némz byly kulicky napusténé kyselinou retinovou
implantovany do anteriorni ¢asti konéetinového zakladu. Po urcité dobé byly kulic¢ky
vyjmuty, a nasledné byla zhojena ¢ast mezodermu transplantovana do anteriorni oblasti
koncetinového pupene jiného embrya. Ve vysledku bylo dosazeno naprosto stejné zrcadlové
duplikace jako pfi transplantaci nativniho posteriorniho ZPA (Wanek et al., 1991a), coz
potvrzuje, Ze kyselina retinova se podili na indukci ZPA-aktivniho mezodermu. Zaroven

s timto probihal vyzkum, zda je kyselina retinova samotna onou polariza¢ni molekulou, kterd
fidi antero-posteriorni diferenciaci. Pfi této sérii pokust byly za pomoci in situ hybridizace
sledovany receptory kyseliny retinové v kurecim koncetinovém pupenu, ktery byl

v anteriorni ¢asti stimulovan exogenné kyselinou retinovou, anebo do néj bylo
transplantovano ZPA jako v predchozich pokusech. V pripadé aplikace kyseliny retinové se
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exprimovalo velké mnoZstvi receptort pro kyselinu retinovou, avsak u transplantatu se tato
exprese témeér viibec neprojevila. Tato data poukazala na skutecnost, Ze ZPA s nejvétsi
pravdépodobnosti musi produkovat néjaky sekundarni ,,morfogen” a ne pfimo kyselinu

retinovou (Noji et al., 1991).

1.3 Sonic hedgehog coby polarizujici agens
Jak jiz bylo feceno, signdlni molekulou definujici miru antero-posteriorni diferenciace je

Sonic hedgehog, coz bylo prokdzano na koncetinovém zakladu kuteciho embrya (Riddle et
al., 1993), a za jeho produkci jsou odpovédné pravé ZPA-bunky. Jeho signalizani ¢innost je
realizovana na zakladé klesajiciho koncentra¢niho gradientu od mista sekrece (Gurdon et al.,
1995), pricemz ¢im je koncentrace Shh vyssi, tim posteriornéjsi elementy jsou zaklddany a
navic se zvysuje i jejich pocet. Distalni koncetinové elementy jsou pfi transplantaci ZPA-
bunék a exogenni indukci ZPA v anteriorni ¢asti koncetinového pupene zrcadlové
duplikované (viz Obr.2), protoZe posteriorni signal v anteriorni i posteriorni ¢asti zdanlivé
presouva pomysliny ,,anterior” koncetinového pupenu na pomezi obou signalizaénich center,
kde je koncentrace signalnich molekul nejslabsi. V idedInim pfipadé jsou v autopodu
zrcadlové duplikované
koncetiny, u modelu kuteci
horni koncetiny, pfedozadné
prsty 321123 (dfive
432234)(Vargas & Fallon,

2005); 1 jakoZto nativné A. Control B. ZPA Graft

anteriorni, 3 jakoZto nativné
Obr.2: Kufeci horni koncetiny barvené Alcian green. Vlevo (A) je

posteriorni (Tickle et al., kontrolni vzorek s vyznagenymi kostnimi elementy (H-humerus,
) R-radius, U-ulna) a ocislovanymi prsty. Vpravo (B) je vzorek, na
1975; Y. Yang et al., 1997). némz byla provedena transplantace ZPA do anteriorni ¢asti

V ptipadé zeugopodu pupene a vyvinuly se zde duplikované prsty (vzorec
32123/43234) (Riddle et al., 1993), upraveno

generuje sekundarné

duplikovany posteriorni signal sekundarni anteriorni ulnu spole¢né i s jeji (nativné

posteriorni) muskulaturou a pernimi zaklady (Busby et al., 2020; Duprez et al., 1999).

Gradientovou hypotézu zdroven podporuje zjisténi, Ze pfi anteriorni implantaci kuli¢ky

napusténé roztokem s nizsi koncentraci Shh (v rozmezi 1-16 mg/ml) byl zduplikovan pouze

prst 2 (prostfedni) (Y. Yang et al., 1997). Co se tyce Sifeni polarizujiciho signdlu tkanémi, Shh



ma potencial prenaset informaciina
vzdalenost vétsi, nez je plsobeni vlivu
ZPA, ale pro lepsi prostupnost tkanémi
potfebuje byt modifikovan

cholesterolem (Lewis et

al., 2001). Takto modifikovany Shh

mUzZe totiz pravdépodobné bud’

multimerizovat s ostatnimi identickymi

molekulami, ¢im? izoluje své Obr.3: Vzorky kufecich embryi barvené Alcian green.
(A) Mutantni ozd embrya vykazuji defektni vyvoj

hydrofobni domény a umozni tak pouze v koncetinach. (B) Porovnani zarodecnych
koncetin ve wild-type (WT) a ozd embryich. (C) Blizsi

mnohem potentnéjsi Sifeni zabér na autopody dolnich koncetin ozd (oznacen *)

L o a wild-type embryi. (Ros et al., 2003), upraveno
polarizujiciho signdlu (Zeng et al.,

2001), nebo se ukotvit v membrané a prochazet pfimo skrz bunky jako intermembranovy

protein (Gritli-Linde et al., 2001).

Pokud dojde ke ztraté Shh signalizace, kupfikladu u kufecich ozd mutantd, projevi se tzv.:
,oligozeugodaktylni fenotyp“ (Ros et al., 2003). Tento fenotyp je zplsoben vadou sekrece
Shh v mezodermu, ktera zodpovida za absenci tzv. Shh-dependentnich koncetinovych
elementl (Ros et al., 2003; Towers et al., 2008) a je realizovan ztratou zeugopodnich a
autopodnich elementd(, presnéji feceno ulny a vSech prstnich klstek v horni konceting, fibuly
a vsech prstl, kromé prstu 1, v dolni koncetiné (viz Obr.3). Navzdory tomuto defektu jsou
viak oligozeugodaktylni embrya stale schopna normdlniho vyvoje v ostatnich ¢astech téla,
jelikoz bylo experimentalné prokazano, Ze tato vada postihuje pouze konéetinovy mezoderm
(Ros et al., 2003) a muze byt eliminovana transplantaci zdravého ZPA mezodermu do
defektniho pupene nebo ektopickou aplikaci dostate¢ného mnozstvi Shh (Ros et al., 2003).
Oproti zminénym ozd mutantiim se Shh™/~ embrya (mys3i), tj. klasi¢ti homozygotni celotélni

Shh mutanti, nikdy nejsou schopna plné dovyvinout (Chiang et al., 1996).

1.4 Sonic hedgehog signalni draha v koncetinovém pupenu
Ve vyvojové biologii se vztah dvou exprimovanych morfologickych faktor( popisuje podle

toho, ktery faktor indukuje expresi pravé toho genu ¢i faktoru, ktery je momentalnim

stfedem zajmu. Ty faktory, které ovliviauji expresi zkoumaného genu se nazyvaji ,,upstream®,
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napr.: Kyselina retinova je upstream od Sonic hedgehog, protoZe indukuje transformaci
mezodermu v ZPA bunky (Wanek et al., 1991b), které ho produkuji jakoZzto mediator
polarizujici aktivity (Riddle et al., 1993). Oproti nim, ,downstream” jsou takové geny, jejichz
exprese je ovliviiovana zkoumanym faktorem, napt.: Ptch (patched) a Gli jsou downstream

od Sonic hedgehog.

Patched (Ptch1, Ptch2) je membranovy protein ukotveny v burikach reagujicich na Shh signal,
ktery je povaZzovan za jeden z jeho moZnych receptor( (Marigo, Davey, et al., 1996), jelikoZ
se na néj s nejvétsi pravdépodobnosti navazuje pfimo molekula Shh (Marigo, Davey, et al.,
1996). Zaroven se da konstatovat, Ze Ptch je ,pfimo downstream” od Sonic hedgehog,
protoze nepotiebuje k aktivaci transkripce zddnou dalsi stimulaci jinou signalni molekulou,
napft.: Fgf nebo Bmp (Marigo, Scott, et al., 1996), a jeho exprese je regulovana koncentraci
Shh v okoli buriky. Kdyz klesne, snizi se i exprese Ptch (Marigo, Scott, et al., 1996), coz z néj
déla velmi dobry indikator pfitomnosti a mnoZstvi Shh ve tkani (Duprez et al., 1998; Marigo,
Scott, et al., 1996). Tato indikatorova funkce Ptch byla vyuzZita napfiklad pfi zjisténi, ze
indukce pozitivni zpétné vazby (positive feedback loop) mezi Shh a Fgf4 (viz dale) v AER
probiha neptimo, pravé kvuli absenci Ptch v membranach bunék AER (Marigo, Scott, et al.,

1996).

Smoothened (Smo) je transmembranovy protein podobny G-proteinlim, jehoz funkce je
nezbytnd pro Sifeni a prijimani Shh signdlu (Stone et al., 1996; van den Heuvel & Ingham,
1996). Bez pritomnosti Shh ligandu je aktivita Smo potlacena navazdnim inaktivniho Ptch
(Stone et al., 1996). Pfi kontaktu Ptch/Smo komplexu se Shh ligandem je Smo uvolnén a
aktivovan (Stone et al., 1996). Toto propojeni zajistuje regulaci Shh-tfizené proliferace tkani a
napftiklad predchazi vzniku nadorového bujeni (Stone et al., 1996). Existuji ale mutantni
verze Smo, které tvori komplex i s inaktivovanym Ptch, ale jsou imunni v{ci jeho deaktivacni
¢innosti. Tyto mutantni Smo jsou schopny obejit Shh signal (Murone et al., 1999) a dochazi

tak ke tvorbé tumord.

Proteiny Gli v sobé maji ,,zinc finger” domény a slouzi jako transkripcni faktory v transdukci
Shh signalu (Marigo, Johnson, et al., 1996). Jsou exprimované ve velmi podobnych oblastech
jako Ptch kvili tomu, Ze jejich aktivatorem transkripce je pravé Shh v kombinaci se Smo a téz
nejsou nativné exprimované v AER (Marigo, Johnson, et al., 1996). Je zde ale hned nékolik

zasadnich rozdild. V obratlovéim embryu se vyskytuji hned tfi formy, pfiéemz prvni je Glil,

11



které je indukovano a stimulovano Shh signalem, ale je funkéné postradatelné a ne tak
dilezité jako ostatni Gli (Bai et al., 2002). Pro spravny vyvoj embrya je vSak nezbytné Gli2,
fungujici jako aktivator procesli spojenych se Shh signalni drahou (Bai et al., 2002) a Gli3,
které se vyskytuje samostatné uz v raném koncetinovém pupenu a jehoz expresi Shh sniZuje,
tudiz pracuje jako represor zminéné drahy (Marigo, Johnson, et al., 1996). Zaroven bylo
prokadzano, Ze Gli proteiny dokazZi ovliviiovat expresi Ptch, a to pokusem, pti némz ektopicka
aplikace Gli umoznila indukovat Ptch v AER (Marigo, Johnson, et al., 1996). Z toho zaroven
vyplyva, Ze Gli jsou upstream od Ptch, coZ jen prohlubuje vzajemnou propletenost

polarizacnich procest v koncetinach (viz Obr.4).
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Obr.4: Znazornéni Hedgehog signalni drahy na modelu savéi buriky. Pri absenci signdlu (vlevo) je
Smo drzeno molekulou Ptch mimo senzitivni cilium, kde jeho misto zaujima jina molekula Ptch.
Zaroven jsou Gli fosforylovana kindzami, coZz ma za vysledek represi jejich aktivaéni funkce. Pfi
kontaktu s Hedgehog signalni molekulou (vpravo) je Smo uvolnéno do cilia a tam se ukotvi na
prazdné misto po Ptch. Gli jsou transportovana intraflagelarnim transportnim systémem (IFT) do
Spicky cilia, kde nedochazi k jejich modifikaci a je zachovana jejich aktivatorova funkce. (J. Yang et
al., 2015), upraveno

nucleus

1.5 Uloha Hox genti v antero-posteriorni polarizaci konéetiny
Hox geny jsou skupina pomérné konzervovanych transkrip¢nich faktord, které determinuji

podobu télniho planu u Zivocichl a jsou exprimovany v oblastech, které davaji vznik
specifickym strukturam. Jsou druhotné rozdéleny do skupin Hoxa, Hoxb, Hoxc a Hoxd,
pricemz v modelu kureciho koncéetinového pupene jsou nejvyznamnéji exprimovany geny
Hoxa, podél celé antero-posteriorni osy, a Hoxd, hlavné v ZPA a jeho okoli (Dollé et al.,
1989). Jejich rana exprese iniciuje aktivitu ZPA a AER (Zakany & Duboule, 2007), ale

v pozdéjsich fazich Sonic hedgehog specifikuje jejich dalsi funkci (Izpisia-Belmonte et al.,

1991; Riddle et al., 1993), hypoteticky skrze inaktivaci Gli3 (Litingtung et al., 2002), z cehoz
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vyplyva, Ze ZPA a AER koordinuji jejich expresi ve vyvijejici se koncetiné (Nelson et al., 1996).
Hlavné geny skupiny Hoxd se podili na asymetrické diferenciaci podle antero-posteriorni osy
(B. A. Morgan & Tabin, 1994) a striktni determinaci identity jednotlivych vyvijejicich se prst(
(B. A. Morgan et al., 1992). Proto se v ptipadé polydaktylniho fenotypu vidy jednd o

duplikaci prstu se urcitou identitou (napft.: duplikace palce 1, nebo malicku 5), nikoliv o vznik

prstu s novou identitou. Tato identita je vSak v polydaktylnim fenotypu téZce rozpoznatelna.

1.6 Interakce Shh a dorzalniho non-AER ektodermu
Kromé toho, Ze Sonic Hedgehog spousti kaskady genové exprese, je téZ sdm regulovan hned

nékolika faktory. Jak bylo jiz zminéno, AER navozuje ve vztahu se ZPA tzv.: ,positive feedback
loop” (Laufer et al., 1994)(viz dale), coz se da vysvétlit jako vztah, kdy aktivita jednoho
faktoru posiluje aktivitu druhého faktoru a stejné tak aktivita druhého posiluje prvni. Urcitou
podobnost md i interakce Shh s Wnt7a, signalni molekulou dorzalniho non-AER ektodermu
koncetinového pupenu, kdy pti absenci Wnt7a nejen Ze dorzalni ¢ast koncetiny ziskava
ventrdlni elementy (koZni polstarky mysich tlapek; viz Obr.5) (Parr & McMahon, 1995), ale
navic dochazi i ke ztraté posteriornich elementl zeugopodu a autopodu (prst 5 a ulna). Je to

pravdépodobné

vp

S

vp

zpUsobeno tim, Ze a
v mutantnich
jedincich, bez Wnt7a,
v urcitém stadiu
vyvoje klesd exprese

Shh natolik, ze

zpusobi uvedené

Obr.5: Demonstrace ventralizace mysich tlapek pfi ztraté Wnt7a.

(a,b) Snimky horni koncetiny wild-type mladat z ventraini (a) a dorzalni

naznaduji, 7e Wnt-7a (b) strany. Snimek c ukazuje dorzalni stranu koncetiny wild-type (vlevo)
a mutantniho (vpravo) dospélého jedince. (d,e) Snimky mutantnich

je nezbytny pro hornich koncetin mladat z ventralni (d) a dorzalni (e) strany. (f) Snimek

detailu mutantni koncetiny dospélého jedince. Popsané struktury jsou

ventralni polstarky (vp), dorzalni polstarky (dp), drapky (n) a lysé strie

bunék (Parr & (s). (Parr & McMahon, 1995), upraveno

defekty. Tato data

spravnou funkci ZPA

McMahon, 1995).
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1.7 Pozitivni zpétna vazba ZPA a AER
Sonic hedgehog ve své podstaté funguje jako signdlni organizacni molekula, tudiz indukuje

kaskady sekundarnich ,,morfogen(i“ jako jsou tfeba rizné Fgf (fibroblastové rlstové faktory),
které jsou produkované aktivizovanymi burikami AER. Téchto faktord je hned nékolik a kazdy
z nich ma urcitou roli ve vyvoji rlznych struktur. Kupfikladu Fgf4 v koncetiné funguje hlavné
jako mitogenni stimulant (podporuje v burikach délici aktivitu a posouvani bunééného cyklu)
predevsim v distdlni oblasti koncetinovych zaklad( (Niswander et al., 1993), ale jeho aktivita
se evidentné vztahuje na oblast koncetinového pupene obecné. Nejen Ze indukuje vyristani
koncetiny lateralné od téla, ale také pomaha udrzovat antero-posteriorni polarizac¢ni
mechanismy v chodu. Fgf spolu se Shh funguji ve vzajemné interakci, kde Shh nepfimo
indukuje sekreci Fgf4 v AER, pficemz Fgf4 téz neprimo pusobi na buriky ZPA ke stimulaci
produkce Shh a také v bunkach spousti ZPA aktivitu v kombinaci s kyselinou retinovou
(Niswander et al., 1994). Tento vztah se nazyva pozitivni zpétna vazba, neboli ,positive
feedback loop” (Laufer et al., 1994). Navic k tomu, aby mohly mezodermalni bunky pfijmout
signal Shh pro zahdjeni sekrece ostatnich sekundarnich ,,morfogen(” (napf.: Bmp2),
potrebuji i stimulaci pravé od Fgf4, kterd tuto aktivaci ,verifikuje” (Laufer et al., 1994). To
bylo ukdzano experimentalnim odstranénim anteriorniho AER, vstfiknutim viru exprimujiciho
Shh do té samé ¢asti zakladu a ndslednou variabilni aplikaci kulicky napusténou Fgf4. Po
exogenni aplikaci Fgf4

Haoxd
doslo k aktivaci a expresi

ZPA, ——> Sonic 7_,_, Benp.2 {
Shh-aktivovanych others |

Patiern
,morfogent” (Laufer et al.,
'__,.ui;'fil—m-» FGFx Proliferation

1994).

] ) ] Obr.6: Schéma pozitivni zpétné vazby ZPA a AER. Shh signalizuje
Mimo Fgf4 je velice jak mezodermu, aby produkoval riistové a diferenciaéni faktory,
ale i AER, kde indukuje expresi Fgfd. Ten funguje jako proliferaéni
stimulant mezodermadlnich bunék, a také udrZuje expresi Shh
exprimovanym v AER také v ZPA, ¢imZ uzavira zpétnovazebnou smycku. (Laufer et al., 1994)

dilezitym faktorem

Fgf8, a to zejména v ranych

stadiich vyvoje koncetiny. Podili se totiz na ustanoveni koncetinového pupene, odstartovani
sekrece Shh v ZPA a v pozdéjsich fazich udrzuje sekreci Shh signalu (Crossley et al., 1996).
Mimo to jesté reguluje expresi Fgf4 a také funguje jako proliferaéni stimulant (Lewandoski et

al., 2000; Moon & Capecchi, 2000).
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Experimenty s interakci Shh a Fgf ukazuji dlleZitost propojeni koncetinovych signalnich
center a pro spravny vyvoj je nezbytné, aby mohly jimi spousténé procesy ve vyvijejicim se

pupenu spolecné probihat zaroven (viz Obr.6).

1.8 Interakce Shh s faktory rodiny Bmp
Kostni morfogenni proteiny (bone morphogenic proteins, Bmp) se podili, jak jejich nazev

napovidd, na formovani a ristu kosti, svall a pojivové tkané (Tsumaki & Yoshikawa, 2005).
Existuje hned nékolik variant téchto protein, avSak v rdmci antero-posteriorni polarizace
signalnich molekulach s polariza¢ni aktivitou v antero-posteriorni roviné, jelikoz spole¢né

s kyselinou retinovou dokazaly spustit genovou expresi velice podobnou té, kterou indukuje
ZPA. Avsak pouze pti pokusu s aplikaci samotného Bmp2, opét za pomoci anteriorné
implantované kulicky napusténé roztokem o rliznych koncentracich, nevznikly ani v jednom
pfipadé Zadné duplikované struktury (Francis et al., 1994). Bmp faktory se uplatfiuji také
napft.: pfi vyvoji prstu, kdy Shh nejdfive aktivuje prislusné buriky mezodermu v distalni
oblasti zakladu koncetiny a zdroven indukuje syntézu Bmp. Syntetizované Bmp jsou nasledné
transportovany k aktivovanym burnkam budouciho autopodu, kde stimuluji diferenciaci
zakladni tkané prstu a specifikuji jejich pozdéjsi antero-posteriorni identitu (Drossopoulou et
al., 2000). Podle tohoto modelu Ize diferenciaci prstl rozdélit na tzv. ,priming phase”, kdy
dochazi k pripravé anteriorniho mezodermu k vyvoji prstl, pricemz se zde

objevuje systematickd deaktivace predchozich anteriornich signal(i a introdukce
posteriorniho signdlu, a tzv. ,digit specification phase”, v niz se zvySuje sekrece Bmp2 a je
udrZovana na vysoké Urovni po celou dobu jejiho trvani, aby zajistila spravnou diferenciaci
autopodnich elementl ze Shh-aktivovanych bunék distalniho mezodermu (Drossopoulou et

al., 2000).

Gremlin je antagonistou Bmp2 (Hsu et al., 1998), ale jeho hlavni funkci je prenaset signal Shh
z posteriorniho mezodermu do AER (Zuniga et al., 1999), protoZe inhibice Bmp2 napomaha
sekreci Fgf4 a zajistuje tak vznik a udrZeni pozitivni zpétné vazby (positive feedback loop)
mezi Shh a Fgf4, coz znamen3, Ze jeho exprese je nutna pro spravny vyvoj koncetin (Khokha
et al., 2003). V pokusech provedenych na Shh-deficientnich mutantnich embryich mysi bylo
prokazano, ze Gremlin je nejprve indukovan jinymi faktory, ale v pozdéjsich stadiich vyvoje

funguje pres Formin (Zaniga et al., 1999) downstream od Shh a pfi ztraté tohoto regulac¢niho
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signalu je jeho exprese ¢asem umlcena (Zuniga et al., 1999). Bmp-antagonistickych gend je
exprimovano hned nékolik, ale Gremlin se z nich zda byt vzhledem k polariza¢nim

mechanismim nejvyznamnéjsi.

Polarizacni mechanismy v koncetinach jsou velice spletita sit jednotlivych molekularnich
drah, které jsou zodpovédné za spravny vyvoj vSech struktur, jaké by rizné koncetiny
spravné mély mit. Jsou to snad nejvice diverzifikované télni extremity, coz odpovida
sloZitosti jejich diferenciacnich proces(. Jak ale vypada diferenciace v morfologicky

jednodussich strukturach?

2 Antero-posteriorni polarizace erektilnich organt
Pohlavni organy podléhaji ontogenetickym vliviim velice podobnym tém, které nalézame

v koncetinach, aviak s jednim velice zdsadnim rozdilem. Jejich vyvoj je silné ovlivnén
pohlavnimi hormony daného organismu, pficemz vlivem samcich signalnich molekul je
stimulovan vyvoj penisu, vlivem samicich naopak vyvoj vaginy. Oba typy kopulacnich organl
maiji svou dUleZitou roli pfi aktu rozmnozZovani, jelikoZz se vyvinuly s cilem zefektivnit proces
vnitfniho oplozeni. U nékterych druh( obratlovcl vsak tyto organy nevznikaji, nebo dokonce
druhotné zanikaji, pfestoZe se téZ rozmnozuji vnitfnim oplozenim. U takovych Zivocicht
probihd predani gamet od samce samici skrze spojeni kloak (Briskie & Montgomerie, 2001).
Tak ¢i tak, kopulace je zakladnim déjem pro uskutecnéni vnitfniho oplozeni, proto je nutné,

aby byly pohlavni organy efektivni, funkéni, ale hlavné kompatibilni.

2.1 Embryonalni zaklad vnéjsich pohlavnich organu
Vyvoj vnéjsich genitalii zacind v urogenitalni membrané ventralnim vyboulenim kloakalnich

fas, coz jsou v ranych stadiich embrya pouze parové mezenchymalini vyrlstky (Perriton et al.,
2002). Ty ale postupem casu srustaji medidlné do jediného utvaru s nazvem genitdlni hrbolek
(genital tubercle), jenz dava vznik penisu u samcUl a klitorisu u samic (Murakami & Mizuno,
1986), a ktery jakozto morfologicky utvar obsahuje oblasti nebo struktury sloZzené ze vsech
tfi embryonalnich zarodecnych vrstev. V zakladu se jednd o velice podobny pfipad jako u
koncetinového pupene, ktery se da popsat jako mezodermalni vyristek obklopeny
ektodermem. Na rozdil od néj ma ale genitdlni hrbolek na ventrdlni strané i vrstvu plivodné
kloakalnich entodermalnich bunék, které tvofi uretralni ploténku (urethral epithelium).
Uretralni ploténka je jednou z nejdulezitéjsSich struktur ve vyvoji vnéjsich pohlavnich organf,

protoze produkuje signdlni molekulu Shh do genitalniho mezodermu. Disponuje tedy
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polarizujici aktivitou a také iniciuje rist a diferenciaci genitalii (Perriton et al., 2002). U savcl
se v ramci sam¢i ontogeneze uretralni ploténka invaginuje, uzavira a postupné vytvari
mocovou trubici (urethra) prochazejici pfimo skrz kopulacni organ (penis) (Seifert et al.,
2008). Zaroven se zde z predkozkovych zakladl (preputial swellings) vytvati predkozka
(prepuce), ktera obepina a chrani penis. U ostatnich skupin obratlovc( se uretrdlni ploténka
neuzavira a tvofi pouze vchlipenou ryhu s ndzvem sulcus spermaticus (Sanger et al., 2015).
Specidlni distalni ¢ast uretrdlniho epitelu (distal urethral epithelium) ma analogickou funkci
k AER v koncetiné, coZ znamen3, Ze také exprimuje rlzné ristové faktory a signalni molekuly
podporujici vyrlstani a specifikaci pohlavnich organt, hlavné ze skupin Fgf a Bmp. Je nutno
také podotknout, Ze antero-posteriorni osa, v kontextu vyvoje neparovych externich

genitalii, odpovida dorso-ventralni ose pohlavniho organu samotného.

2.2 Uloha Shh v signalizaci genitalnim tkanim
Sonic hedgehog hraje velice dllezitou roli ve vyvoji polarizovanych struktur nejen koncetin,

ale v ramci celého téla, proto neni pfekvapenim, Ze i v diferenciaci genitalii ma svou
nepostradatelnou funkci. Shh je exprimovan v kloakalnim epitelu, kde se podili na vzniku
genitalniho hrbolku i uretralniho epitelu, v némz se Shh signal zachovava i po dobu vyrustani
a specifikace genitalii (Perriton et al., 2002). Vzhledem k tomu, Ze pohlavni organy se vyvijeji
ze vSech tfi embryondlnich zarodecénych vrstev, vyvstala otdzka, jaké tkané vlastné reaguji na

pritomnost Shh.

Pfi kompletni absenci Shh signalu pred vytvorenim genitalniho hrbolku z kloakalnich fas se v
mysich embryich projevi fenotyp s persistentni kloakou (Perriton et al., 2002; Seifert et al.,
2009), coz ukazuje, Ze Shh je nezbytny ke spravnému vzniku urorektalniho septa (Perriton et
al., 2002) a zakladu pohlavnich organu. Zablokovani exprese Shh aZz po vytvoreni genitdlniho
hrbolku vede k malformacim vyvijejiciho se erektilniho organu. Tyto malformace se nazyvaji
hypospadie (Lin et al., 2009; Perriton et al., 2002; Seifert et al., 2009) a spocivaji

v nespravném vyvoji pfi uzavirani uretralniho epitelu. Projevuji se anomalnim vyusténim
mocové trubice na ventralni strané penisu, at uz distalné, nebo ve vainych pripadech i
proximalné. Je to zpUsobeno tim, Ze Shh stimuluje pfimo ventralni genitalni ektoderm

k tomu, aby zajistil jeho integritu ke spravné invaginaci a uzavreni uretrdlniho epitelu
(Perriton et al., 2002). Tento defekt se projevuje i u ¢lovéka, ale v dnesni dobé se da velmi

dobre resit operativné jiz béhem prvnich let Zivota (Baskin, 2004).

17



Série pokusU s ucelem odhalit, jak na signal Shh reaguji embryonalni genitalni tkang,
spocivala v kondicionalni knock-out mutaci genu Smoothened (Smo) za pomoci Cre/rtTA
transgennich linii mysich embryi (Lin et al., 2009). Smo je faktor potifebny pro spusténi Shh-
aktivované signdlni kaskady (van den Heuvel & Ingham, 1996). Tato knock-out mutace byla
postupné provedena ve vSech tfech zarodecnych vrstvach. Pfi represi Smo v uretrdlnim
epitelu a jinych entodermalnich genitalnich strukturach nedoslo k Zddnym vnéjsim defektliim
ve vyvinutych pohlavnich organech (Lin et al., 2009). Inaktivace exprese Smo v ektodermu
zpUsobila ztratu integrity ventralniho genitalniho ektodermu, nedostatecné uzavieni mocové
trubice a hypospadie (Seifert et al., 2009). V neposledni fadé absence Smo v mezodermu
hypospadie (Lin et al., 2009). Shh totiz v genitdlnim mezodermu funguje nejen jako signdlni
molekula pro polarizaci, ale také jako stimulant tkariové proliferace a urychlova¢ bunécéného
cyklu (Seifert et al., 2010). Z téchto dat mUzeme vyvodit, Ze pokud dojde

k jakémukoliv preruseni Shh signalizace ve vyvoji vnéjsich pohlavnich organt, dojde

k nevyhnutelnému vytvoreni odpovidajicich defektnich fenotypu.

Aktivita Shh v koncetiné indukuje a udrzuje hned nékolik zpétnovazebnych a kaskadovych
interakci. V rostoucich pohlavnich organech tomu neni jinak, prestoze jak struktury, tak
exprimované faktory jsou konéetinam pouze analogické. Distalni uretrdlni epitel se rozklada
na distalnim konci genitalniho hrbolku, pficemz disponuje podobnou signalizacni schopnosti
jako koncetinové AER. Exprimuje totiz mimo Shh jesté Fibroblastové rlstové faktory (hlavné
Fgf8 a Fgf9) a Kostni morfogenni proteiny (hlavné Bmp7) (Yamada et al., 2006), které se
podileji na distalnim vyrUstani organu.

2.3 Shh jakoZto polarizujici agens v genitaliich

Stejné jako koncetina, i vyvijejici se genitalni hrbolek je béhem rdstu a diferenciace
polarizovan ve tfech hlavnich osach, avsak s tim rozdilem, Ze neparové pohlavni organy jsou
bilateralné symetrické. Pravé tato skutecnost je dlvodem, proc je v otazce antero-

posteriorni polarizace genitalii analogicky reSena ta dorzo-ventralni.

Pohlavni organy se od koncetin v polarizaci nelisi pouze symetrii, ale také rozdilnou zavislosti
na Shh signalu v postupném vyvoji. Zatimco koncetiny jsou po ustanoveni ZPA neustéle

polarizovany vlivem Shh, genitalni hrbolek ma dvé faze. Nejprve Shh-nezdvislou, v niz se
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Obr.7: Schéma dvoufazového vyvoje genitalniho hrbolku. Prvni je Shh-nezavisla (vlevo), kdy
dochazi k vyvoji kloakalnich fas, pricemz otaznik znazorriuje neznamy faktor spoustéjici jejich rist.
Druha je zavisla na Shh signalu (vpravo), kde Shh spousti kaskady exprese rlstovych a
diferenciacnich faktord, pricemz otaznik znazorfiuje dosud neznamy faktor spoustéjici expresi
Hoxd13. Zelena oblast vykresluje expresi Shh. (Perriton et al., 2002), upraveno

?

zakladaji kloakalni fasy a postupné se tvoti genitdlni hrbolek, a potom Shh-zavislou, kdy

dochazi k rdstu a diferenciaci budoucich pohlavnich organt (viz Obr.7).

V ramci experimentd zkoumajicich ontogenezi vnéjsich pohlavnich organt bylo odhaleno, Ze
genitalni hrbolek ma svou vlastni polarizujici aktivitu, a to transplantaci ¢asti distalniho
mezodermu mysiho genitdlniho hrbolku, ktery byl zbaven ektodermalni vrstvy, do
koncetinového pupene kureciho embrya. Tim bylo demonstrovano, Ze genitdlni mezoderm
ma slabou polarizujici aktivitu (Dolle et al., 1991). Pozdéji se ale ukazalo, Ze pojivové tkané a
erektilni télesa jsou formovana z ventralniho sméru genitalniho hrbolku. Dalsi vyzkum
prokdazal skute¢nost, Zze pravé uretrdlni ploténka je zodpovédna za dorzo-ventralni polarizaci
genitalnich tkani, a to transplantaci ¢asti mysiho uretralniho epitelu opét do anteriorni ¢asti
koncetinového pupene kureciho embrya (Perriton et al., 2002). Vysledkem transplantace
byly duplikované autopodni struktury, podobné jako v pripadé transplantace ZPA-aktivniho
mezodermu (Tickle et al., 1975), ale také trubicovita struktura podobna mocové trubici i

s prilehlym pojivem (Perriton et al., 2002).

V dorzo-ventralni polarizaci savCich pohlavnich organ( je pravé invaginace a uzavreni
uretralni ploténky velice zasadni udalosti. Na tomto procesu se podili hned nékolik

signaliza¢nich molekul, jejichZ exprese je ovlivnéna Shh signdlem. Nejvice prominentni jsou
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z nich Fgf10, jehozZ expresi indukuje Shh v mezodermu pfiléhajicimu k uretralni ploténce
(Haraguchi et al., 2001), dale Hoxa13, ktery je exprimovan pfimo v ploténce i v okolnim
mezodermu, a Bmp7, aktivovaného ve ventralni ¢asti genitalniho hrbolku. Fgf10 je ligandem
ektodermalné exprimovaného FgfR2, pficemz spolecné stimuluji diferenciaci ventralnich
tkani a rast predkozky pohlavnich organt. Pfi inaktivaci této drahy dojde k normalnimu
vyvoji dorzalnich genitalnich struktur, ale ventralni ¢asti jsou silné nedovyvinuté a
predkozkové zaklady ani nevznikaji (Petiot et al., 2005). Hoxal3 reguluje expresi Bmp7 ve
ventrdlnim mezodermu, predkoZce a uretralni ploténce (E. A. Morgan et al., 2003). Pfi
deleci Hoxal3 dojde ke zbrzdéni bunééného cyklu v mezodermu i uretralni ploténce (E. A.
Morgan et al., 2003). Dalsi pokusy navic naznacuji dlleZitou roli Bmp7 v prodluZovani
mocové trubice v rdmci rastu pohlavnich organ( (Wu et al., 2009). Pokud je kterykoliv

z téchto faktorl zablokovdn, dojde v embryu k vytvoreni hypospadie.

| pfes tato data je ale skutecnad role Shh signdlu a uretralni ploténky v polarizaci vyvijejicich

se vnéjsich pohlavnich organt stale nejasna kvuli funkci Shh jak v polarizaci, tak ve vyrastani
genitdlii a je velice tézké tyto role od sebe oddélit. Jak jiz bylo feceno, pfi blokaci Shh signdlu
dochazi ke zpomaleni vyvoje pohlavnich orgdn( (Lin et al., 2009; Seifert et al., 2010), a proto

jsou vysledky podobnych pokusd nejednoznacné.

2.4 Ovlivnéni polarizace pohlavnimi hormony
Je vSeobecné zndmo, Ze androgeny a estrogeny jsou pohlavni steroidni hormony, tedy

zakladni signalni molekuly urcujici pohlavi jedince. Testosteron zpusobuje maskulinizaci
neboli preménu v samce. Estrogen indukuje feminizaci, tedy preménu v samici. V této fazi
ontogeneze se ale nevyvijeji Zddné zdsadni sekundarni pohlavni znaky, embryo je pouze
stimulovdno k vytvoreni odpovidajicich rozmnoZovacich orgadn( a Zlaz. Obdobi citlivosti na
pohlavni hormony se nazyva senzitivni perioda, a pravé v ni dochazi k nejzdsadnéjsim

proménam v genitalnim hrbolku.

Androgeny jsou do bunék pfijaty androgennimi receptory (AR), estrogeny odpovidajicimi
estrogennimi receptory (ER-a, ER-B), pficemz pronikaji pfimo do jadra, kde pusobi jako
transkripcni faktory. Vzhledem k tomu, Ze morfologicky jsou rané genitalni hrbolky takrka
identické a struktury, které se vyvijeji v obou typech embryi nezavisle na pohlavi jsou si
podobné, byla v minulosti pfijimana hypotéza, Ze samici model je vyvijen ,,automaticky”

v nepfitomnosti androgennich hormonu. Tato myslenka byla vyvracena vyzkumem
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provedenym s geneticky modifikovanymi embryi mysSich samic, chovanymi pro homozygotné
inaktivovany receptor ER-a. Vysledkem modifikace nebyly pohlavni organy identické se
samicimi, nybrz prodlouzeny klitoris, v némz se vyvinuly i pojivové elementy klitorialni kosti
(os clitoris), bézné se vyskytujici spiSe v samcich genitaliich coby os penis (J. H. Yang et al.,
2010). Z tohoto zjisténi vyplyva, Ze pfi absenci vlivu estrogent dojde k maskulinizaci klitorisu,
tudiz je mozné tvrdit, Ze estrogeny funguji jako supresory rezidualniho androgenniho signalu
a feminizuji genitalni hrbolek. V opaéném pripadé, pokud dojde k mutaci v androgennim
receptoru, dochazi k feminizaci samcich pohlavnich organ(, nékdy i do té miry, Ze jsou az
nerozeznatelné od téch samicich. Tato mutace se nazyva Tfm (testicular feminization)(J. H.
Yang et al., 2010). V dalSich pripadech se muze jednat i o slabsi defekty spojené s feminizaci,

jako napfriklad hypospadie, nebo zbrzdéni penilniho ristu a vyvoj mikropenisu.

Senzitivita genitdlniho hrbolku a reakce na androgenni hormony je zajisténa skrze signalni
drahu Shh-Gli2 (Miyagawa et al., 2011), kde Gli2 funguje jako mediator Shh signdlu. To
znameng3, Zze Shh nema roli pouze ve vyrUstani a diferenciaci genitadlii, ale také se aktivné

podili na maskulinizaci pohlavnich orgdna. Tato funkce Shh byla prokazana v experimentech

na klokanech dama (Macropus Male Female

eugenii), jelikoZ jakozto va¢natci Androgen Andpdgen

na rozdil od placental( pIné

dokoncuji svlij vyvoj az mimo

délohu v materském vaku, kde

Early development

dochazi i k diferenciaci genitdlii a

pohlavnich znak(. Tato mladata

jsou tedy mnohem lépe ptistupna

/TISSLIE proliferation

manipulaci v dobé senzitivni

periody. Pfi podani androgent

Late development

samic¢im mladatdm doslo k lehké

Obr.8: Schéma vlivu Shh a androgennich hormonu v klokanim
penisu. V raném vyvoji je v samcich genitaliich (vlevo nahote)
zapocato uzavirani uretralni velka koncentrace androgend, ktera pfipravuje tkan na
proliferaci iniciovanou Shh signdlem v pozdéjsich stadiich a

k naslednému vyvoji penisu (vlevo dole). V ranych samicich
genitdliich (vpravo nahore) je vliv androgen( zanedbatelny,
tudiz pozdéji (vpravo dole) zde neprobiha tak intenzivni
samcim mladatdm byl inhibovan proliferace a dochazi k vyvoji klitorisu. (Chew et al., 2014)

maskulinizaci a bylo v nich

ploténky, ale klitoris nebyl

prodlouZen. Pri podani estrogent
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rast penisu, avSak uzavreni uretralni trubice ani testikularni sekrece androgenl nebyly
ovlivnény (Y. Chen et al., 2018). Dale byl uskute¢nén pokus, v némz byla zjistovana exprese
Shh ve stejné modifikovanych mladatech, ktery ukdzal, Ze aplikace androgenu zpUsobi
snizeni koncentrace Shh v tkanich, zatimco vliv estrogentd koncentraci Shh zvySuje (Y. Chen
et al., 2018; Chew et al., 2014). Z uvedeného experimentu je zfejmé, Ze zvyseni koncentrace
androgen(l nejspiSe pripravuje genitalni mezoderm ke zvySené proliferaci, negativné
ovliviiuje expresi Shh, prestoze jsou oba faktory nezbytné pro spravny vyvoj penisu (viz

Obr.8).

Signalni drahy zajistujici diferenciaci externich pohlavnich organ( jsou takrka stejné spletité,
jako procesy polarizace probihajici v koncetindch. Nutno vSak poznamenat, Zze vzhledem

k multifunkcnosti jednotlivych faktord plsobicich ve vyvoji genitalii je sloZité presné vyjadrit
jejich jednotlivé interakce a vysledné efekty na kone¢nou podobu erektilniho organu,

prestoze se jednd o ponékud jednodussi strukturu, nez je koncetina.

3 Antero-posteriorni polarizace faryngealnich oblouk
Faryngealni oblouky jsou od koncetin &i erektilnich téles morfologicky zdanlivé vzdalené,

pokud k nim mdme referovat jako k télnim extremitam. Tyto oblouky jsou struktury vznikajici
v hlavové ¢asti v oblasti faryngu. U rybovitych Celistnatych obratlovct se skladaji z 1.
mandibularniho oblouku (ddva vznik ¢elistem), 2. hyoidniho oblouku (dava vznik strukturam,
které funguji jako podpora pro Celisti, ale také z néj mlze vzniknout operkulum) a 3.-7.
(nékdy az 9.) branchidlnich obloukd (davaji vznik Zabram). Existuji dva typy Zabernich
aparatd. Prvnim jsou vnitfni Zabry, tvorené Zabernimi platky nasedajicimi na Zaberni oblouky,
které prekryva operkulum, vytvarejici zaberni dutiny. Operkulum je ¢asto pohyblivé a
napomaha dychani. U ZralokU a rejnokl se vyvijeji Zaberni paprsky (gill rays), chrupavdité
struktury vyrlstajici pfimo z Zzabernich obloukd, které do Zabernich platkd nezasahuiji.
Druhym typem jsou vnéjsi zabry, pohyblivé kefickovité vyrlstky s jednou hlavni vétvi poseté
Zabernimi filamenty. | u ZivocCichl s vnéjsSimi Zabrami se maze vyvinout operkulum (napft.: u
zab, larvy maji vnéjsi zabry prerostlé operkulem), ale u vétsiny ostatnich (bichir, ocasati

oboijzivelnici, bahnici, ¢ervofi) operkulum takto neprerUsta.

U suchozemskych skupin obratlovc( se dychani realizuje za pomoci plicniho aparatu na
vzdusném prostredi, tudiz jsou zde branchialni oblouky v rdmci vyvoje pfimo prerdstany
operkulem vymezujici dutinu (cervikalni sinus) (Richardson et al., 2012). Operkulum u
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suchozemskych obratlovcl (operkuldrni fold) totiz srista s ektodermem branchidlnich
obloukU a uzavira tak cervikalni sinus. MUze se ale stat, Ze nesroste dokonale a zanechava
externi otvor v kréni oblasti (fistula). V rdmci pokust na kurecich embryich byla v oblasti
faryngealnich obloukU ukazdna exprese Shh, Fgf8 a dalSich molekul podilejicich se na
polarizaci télnich extremit (Wall & Hogan, 1995), coz prokazuje urcitou podobnost

s mechanismy polarizace v ostatnich jiz zminénych strukturach.

3.1 Branchialni signaliza¢ni centra
Podobné jako ZPA v koncetinach, nebo uretralni ploténka v externich genitdliich, i

v branchidlnich obloucich se nachazi oblast se silnou polarizujici aktivitou, ktera zajistuje
diferenciaci téchto struktur v rdmci antero-posteriorni osy. Je ji GAER (gill arch epithelial
ridge, zaberni epitelidlni lista; dfive PEM, posterior ectodermal margin), vyskytujici se

v hyoidnim a branchidlnich (zZabernich) obloucich, ktera je funkci podobna koncetinovému
ZPA, ale umisténim se podoba spiSe AER. GAER se totiZ rozprostird na laterdlni a posteriorni
strané obloukd, kde zajistuje pravé laterdlni expanzi, jejich distalni prodluzovani a antero-
posteriorni polarizaci (Gillis & Hall, 2016). Podobnost se ZPA spociva v tom, Ze GAER je také
zona intenzivni exprese Shh signalu (Gillis & Hall, 2016), ale zaroven se zde exprimuje Fgf8
(Gillis et al., 2009), zodpovédné za vyrlstani Zabernich obloukt a naslednou diferenciaci
Zabernich filament. Mimo tyto zasadni signaliza¢ni molekuly jsou v GAER exprimovany i
faktory Bmp (Bmp4 a Bmp7), coz bylo prokazano v in situ hybridizacnich pokusech na
kurecich embryich (Wall & Hogan, 1995). Shh a Fgf8 zde tvofi pozitivni zpétnou vazbu
podobnou té, kterou nalézame v koncetiné mezi Shh a Fgf4. Tato analogie koncetinové
polarizaéni hypotézy je zaroven podporena pokusem, v némz byla kyselina retinova
ektopicky aplikovana na anteriorni ¢ast branchialnich oblouk(i embryi rejnok(. Vlivem této
stimulace kyselinou retinovou u nich byla indukovana exprese Shh v anteriorni ¢asti
branchidlnich obloukd a doslo k zrcadlovym antero-posteriornim duplikacim (Gillis et al.,
2009), analogickym tém v koncetiné (Saunders & Gasseling, 1968, podle Maccabe et al.,

1973).

3.2 Shh coby polarizujici agens v branchialnich strukturach
Jak jiz bylo feceno, zdrojem Shh signalu v branchialnich obloucich je GAER. Tento signal

v branchidlnich strukturach zajistuje typické posteriorni zakfiveni obloukd. V Zabernich

obloucich chrupavcitych ryb (Zraloci, rejnoci) se ze Shh-dependentniho mezenchymu tvofi
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chrupavcité zaberni paprsky (branchial rays), coz bylo ukazano na histologické analyze CM-
Dil-pozitivnich branchidlnich chondrocytl rejnocich embryi, do jejichz vyvijejicich se
Zabernich obloukt byl jesté pred iniciaci Zabernich paprskud injekéné vpraven CM-Dil marker
(Gillis & Hall, 2016). Pri blokaci Shh aplikaci jeho antagonisty cyklopaminu (J. K. Chen et al.,
2002) byl pocet Zabernich paprskl na oblouk vyrazné snizen kvili nizsi Shh-mediované
bunécéné proliferaci (Gillis & Hall, 2016). U kuteciho embrya aplikace cyklopaminu zpuisobi
redukci téchto obloukl a zvysi vyskyt fagocytujicich bunék (Kolesova et al., 2007). Vliv Shh
signalu je ale nejvice znatelny nejspiSe pfi rlistu hyoidniho oblouku pfi uzavirani cervikalniho
sinu operkulem (Richardson et al., 2012), kde je iniciovan masivni posteriorni vyvoj nutny ke

spravnému prekryti branchialnich obloukd (Wall & Hogan, 1995).

Vyzkum v oblasti antero-posteriorni polarizace branchidlnich oblouk( a z nich derivovanych
struktur je zatim stale jeSté v rané fazi. Je ponékud sklic¢ujici, Ze je k tomuto tématu velice
malo relevantnich informaci, ale zaroven tato nevédomost poskytuje moznosti novych

objevl, které mohou do budoucna zménit pohled na tuto problematiku.

4. Zaveér
Molekularni mechanismy rustu a diferenciace télnich extremit jsou pomérné sloZitou

problematikou, kterd obsahuje mnoho jednotlivych elementd, spletitych propojeni mezi nimi
a takrka bezpocet signalizacnich kaskad, které se ¢asto odehravaji zaroven. | pfes komplexitu
téchto procesl se jedna o velice hluboce zakofenény systém, jehoz paralely mizeme
sledovat pti vyvoji napfi¢ vSemi polarizovanymi télnimi extremitami, od téch
nejjednodussich, po ty nejsloZitéjsi.

S témito dostupnymi daty se zde nabizi zminit dvé hypotézy ohledné vzniku parovych
koncetin. Prvni fika, Ze plvod koncetin spociva v lokalnim zachovani lateradiniho ploutevniho
lemu, ktery se udajné tahl po obou laterdlnich télnich plochach prehistorickych ryb (fin fold
hypothesis)(Balfour, 1881). Druha stanovuje plvod parovych koncetin jakozto derivat(
branchidlnich/Zabernich obloukd (gill arch hypothesis) (Gegenbaur, 1878, podle Gillis & Hall,
2016). Obé tyto hypotézy jsou plauzibilni, ale pro pIné podpofreni kterékoliv z nich chybi
potiebnd paleontologicka data (Coates, 2003). Je vSak zfejmé, Ze podobnost antero-
posteriornich polarizacnich procesu v koncetingé, branchialnich obloucich i vnéjsich
genitaliich s velkou pravdépodobnosti nemusi byt nahodna a dala by se povaZovat za

sdilenou, hluboce ancestralni homologii (deep/process homology)(Shubin et al., 2009).
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Zbyva jen otazka, zda se jedna o kontinualni evoluci rozdilnych extremit ke stejnym
zakladnim mechanismm, nebo zda jejich pavod opravdu vézi v jakési plivodni kofenové

strukture (Tarazona et al., 2019)?

Popis polariza¢nich vyvojovych procesu je v jednotlivych extremitach morfologicky odlisny,
ale z molekularniho hlediska jsou si tyto mechanismy podobné, a to jak v nejprozkoumanéjsi
polarizované strukture, koncetiné, pres vyvoj ovlivnény pohlavnimi hormony v externich
pohlavnich organech, aZ po enigmatické branchialni oblouky. Ve vSech téchto extremitach se
uplatiuje vliv jedné polarizacni molekuly, ktera je mediatorem asymetrické diferenciaéni
aktivity, Sonic hedgehog. Pravé tato molekula, vyskytujici se ve vyvojovych déjich vSech zde
popsanych struktur, a diky niz jsou spoustény pocetné déje stimulujici tkané ke specifickému
vyvoji a transformaci, je zodpovédna za fenomén antero-posteriorné asymetricky

polarizovanych ¢3sti tél viech obratlovca.
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