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Abstrakt

Determinace zarodecné linie je kliCovym vyvojovym procesem u mnohobunécénych
organismu, ktery zajist'uje vznik primordidlnich zarodecnych bun¢k (PGC), z nichz se
nasledn€ vyvijeji gamety. Tyto buiiky jsou zasadni pro pfedavani genetické informace do
dalSich generaci. Proces specifikace zdrode¢nych bun¢k popisuji dva hlavni modely —
zdédény model, ktery je zalozeny na dédi¢nosti zarode¢né plazmy a indukovany model
zalozeny na signalnich interakcich mezi buiikami. Pro tyto procesy hraji vyznamnou roli
molekularni determinanty zarodecné linie, mezi které patii naptiklad proteiny Vasa, Piwi,
Oskar, Nanos/Pumilio, atd., které jsou nezbytné pro spravny vyvoj a funkci zdrodecnych
bun¢k. Kromé téchto determinanti se v determinaci a vyvoji zarode¢né linie mize uplatiiovat
1 programovana DNA eliminace, ktera predstavuje geneticky mechanismus umoznujici trvalé
rozliSeni somatické a zarode¢né linie. Tento proces spociva v selektivni eliminaci
repetitivnich sekvenci a uréitych gend v somatickych bunkéch, ¢imz se zachovava integrita
genetické informace v zdrode¢nych buiikach. Tato prace shrnuje souc¢asné poznatky o
molekularnich faktorech a mechanismech, které fidi determinaci zarode¢né linie, a zaroven

zdlraznuje vyznam téchto procesi z evoluéniho hlediska.

Klic¢ova slova: zarodecna linie, zarode¢né bunky, molekularni determinanty zarode¢né linie,

zdédény model, indukovany model, programovanad DNA eliminace



Abstract

Germline determination is a key developmental process in multicellular organisms that
ensures the formation of primordial germ cells (PGCs), from which gametes subsequently
develop. These cells are essential for the transmission of genetic information to the next
generation. Two main models describe the process of germ cell specification: the inherited
model, which is based on germ plasm inheritance, and the induced model, which is based on
signaling interactions between cells. Molecular determinants of the germline, including
proteins such as Vasa, Piwi, Oskar, Nanos/Pumilio, etc., which are essential for proper germ
cell development and function, play an important role in these processes. In addition to these
determinants, programmed DNA elimination may also be involved in germline determination
and development, which is a genetic mechanism that allows permanent differentiation
between somatic and germline. This process involves the selective elimination of repetitive
sequences and specific genes in somatic cells, thereby preserving the integrity of genetic
information in germ cells. This paper summarizes the current knowledge of the molecular
factors and mechanisms that control germline determination, while highlighting the

evolutionary significance of these processes.

Key words: germline, germ cells, molecular determinants of germline, inherited model,

inductive model, programmed DNA elimination
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1 Uvod

Vyvoj zarodecné linie bunék a jeji oddéleni od somatické linie bun¢k predstavuje klicovy
vyvojovy proces pro viechny mnohobunééné organismy. Spravna determinace a vyvoj
zéarodecné linie je zasadni pro zachovani reprodukéni schopnosti a genetické integrity
organismu. Tato bakalarska prace se zamétuje na komplexni mechanismy, které fidi
determinaci a vyvoj zarode¢nych linii pfedev§im u modelovych organismt, s diirazem na

molekularni determinanty a evolu¢ni aspekty vyvojového procesu (Extavour & Akam,

2003a).

Prace se zabyva jak charakteristikou zarode¢né linie a bunék, tak se i podrobné zamétfuje
na molekularni determinanty, které hraji klicovou roli v tomto procesu, a to jak z pohledu
zdédénych determinanti (preformace), tak prostiednictvim mechanismii indukce (Elkouby et
al., 2021; Ewen-Campen et al., 2010a; Extavour & Akam, 2003a). Jedna kapitola bude
vénovana zasadnim molekularnim faktortim, jako jsou proteiny Piwi (Juliano et al., 2011a),
Vasa (Lasko & Ashburner, 1988) a Nanos/Pumilio (Curtis et al., 1997), Tudor (Arkov et al.,
2006), Fragilis (Lange et al., 2003), Stella (L. Han et al., 2019), Blimp1(Ahmed et al., 2016) a
E-kadherinu (D1 Carlo & De Felici, 2000a), a dal$im, které se podileji na regulaci tohoto

procesu.

Specialni kapitola bude vénovana programované DNA eliminaci (PDE) a jeji potencialni
roli v rozliSeni zdrode¢né a somatické linie u nékterych linii zivoc¢ichti (Chmielewska et al.,
2018). V zavéru prace se zamétim na evoluéni vyznam zarodecné linie a PDE s cilem
pochopit, jak se tyto mechanismy vyvijely a jak ovliviuji diverzitu a adaptaci zivo¢ichti
(Bergeron et al., 2023; Devlin et al., 2023). Tato prace si klade za cil poskytnout uceleny
pohled na determinaci zarode¢né linie a zdlraznit jeji vyznam pro vyvoj, reprodukci a evoluci

zivocichu.



2 Zarodecna linie bunék

Zarodecné bunky jsou jediné bunky v mnohobunécnych organismech, které¢ maji schopnost
piedavat svoji genetickou informaci do dalSich generace, a to diky tomu, Ze se z nich stanou
gamety, zatimco ze somatickych bunék vzniknou vSechny ostatni ¢asti téla. VSe zacina
oddélenim zarode¢nych a somatickych bunék od sebe, coz vétSinou nastava béhem ranné

embryogeneze. ZarodeCnym builkdm po odd€leni somatické linie se fikd primordidlni

zarodecné builky (PGC) (Extavour & Akam, 2003a; Seervai & Wessel, 2013a).

PGC jsou specifikovany jinde v organismu nez v gonadach, a proto do gonad, kde probiha
samotnd gametogeneze (vznik gamet), musi domigrovat. Samotnd migrace miZe byt provedena
nekolika zpisoby, u savcli PGC migruji pres tkan¢ a u ptakdt migruji pomoci cirkula¢niho
systému/krve (Soto-Suazo & Zorn, 2005). Proces zahrnujici migraci obsahuje n€kolik fazi jako
je iniciace, samotna migrace, regulace signalii a nasledné ukonceni migrace. PGC se pohybuji
pomoci amébovitého pohybu a dileZitou roli hraji biochemické signaly a vlastnosti okolniho
prostiedi (Gross-Thebing et al., 2020; Soto-Suazo & Zorn, 2005), vedeni PGS tak pfedevSim
tidi ptitazlivé 1 odpudivé signaly. Dalsi dtlezitou slozkou jsou kadheriny, zejména E-kadherin
a N-kadherin, kter¢ hraji zdsadni roli v buné¢né adhezi béhem migrace PGC do gonad(Di Carlo
& De Felici, 2000a; Piprek et al., 2020). U obratlovcli PGC béhem své migrace putuji z
extraembryonalni oblasti az ke genitalni liSté. Tato migrace je kliCova pro jejich spravny vyvoj

a ptipadnou diferenciaci v gamety v gonadach. (Soto-Suazo & Zorn, 2005).

Dalsim krokem vyvoje zarodecné line je gametogeneze, béhem které probiha meidza.
Ta umoznuje piechod bun¢k z diploidniho stavu (2n) do haploidniho stavu (n), coz vede ke
vzniku haploidnich gamet (Seervai & Wessel, 2013a). Tento krok je extrémné dullezity, co se
tyCe vzniku genetické variability a sexudlniho rozmnozovani. Odehrava se v genitalnich tkanich
(vajecniky/testes), pfiCemZ gametogeneze u samcll se nazyva spermatogeneze a u samic
oogeneze. Spermatogeneze (tvorba spermii) probiha v semenotvornych kandlcich varlat. Jeji
soucasti je mitotické déleni spermatogonii, ¢imZ vznikaji primarni spermatocyty, nasledné
podléhaji meidze I a II za vzniku haploidnich spermatid. Béhem meio6zy 1 se homologni
chromozomy péruji, pomoci synaptonemalniho komplexu (prvni profaze), ktery ma za ukol
propojeni a umozni crossing- over, coz je proces, ve kterém dochazi k rekombinacim alel. Po
tomto kroku se vytvaii dva sekundarni spermatocyty (spermatocyty II fadu), které néasledné
¢eka meidza 1. Ta ma za tkol oddé€leni chromatid od sebe a dava vzniku spermatidam, které se
pak diferencuji ve spermie procesem spermiogeneze, zahrnujicim kondenzaci jadra a tvorbu
bic¢iku. Ke spermatogenezi nastava v prib&zné v dospélosti (Maamar et al., n.d.).
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Oogeneze zac¢ind uz béhem embryonalniho vyvoje, a to ve vajecnicich, kde se vytvare;ji
oogonie a poté 1 primarni oocyty (oocyt I fadu) a podstupuji meidzu I. Ve fazi diplotene je
meiotické déleni zastaveno. Po hormonalni stimulaci, které je vétSinou dosazeno az
v dospélosti, je jeden z primarnich oocytt je stimulovan hormony (folikulostimula¢ni hormon,
FSH, estrogen), které navodi zrani primarniho oocytu a vznika sekundarni oocyt (oocyt Il fadu),
pii kterém vznika i1 polové telisko. Déle je ovSem oocyt zastaven a az po oplozeni projde

meiodzou I, za vzniku zralé¢ho vajicka a dals$iho pdlového téliska (Maamar et al., n.d.).

A) B
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Obrdzek 1 A) proces oogeneze a nasledné oplozeni B) proces spermatogeneze (prevzato a prelozeno z (Muhammad & Li,
2023)

Oddéleni roli bun€k vétSinou v ranné embryogenezi a zamezuje somatickym bunikam
piedavat genetickou informaci a nové vzniklé mutace, které¢ mohly vzniknout béhem vyvoje ¢i
vlivem prostfedi. Tomuto jevu fikdme Weismannova bariéra, koncept této teorie byl
zformulovan némeckym biologem Augustem Weismannem v 19. stoleti. Jeho cilem bylo zjistit,
pro¢ se genetické mutace v somatickych bunkach, které jsou zplisobené napft. prostiedim,
nepropisuji do dalSich generaci (August Weismann, 1893). Pouze zarode¢né bunky jsou
schopny predavat genetickou informaci néasledujicim generacim, coz je ¢ini kli¢ovymi nejen
pro uchovani genetické integrity, ale i pro ontogenezi/vyvoj mnohobunéénych organismda,

piicemz mutace v téchto buiikdch mohou jejich integritu narusit (Devlin et al., 2023).
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Obrazek 2 Segregace somatické a zarodecné linie, mezi kterou se tvori Weismannova bariéra, ktera brani prenosu primdarné
mutaci ze somatické do zarodecné linie. Zarodecné bunky jsou casto oznacovany jako "nesmrtelné"”, protoze prenasi
dedicnou informaci z generace na generaci. (prevzato a prelozeno zEwe & Rechavi, 2023)

3 Determinanty zadrodecné linie

Zarodec¢na linie je béhem svého vyvoje velice peclive kontrolovana a regulovana, aby
nedoslo k zbyte¢nym defektim. Tyto defekty by mohly mit ohromny dopad na potomky dané
generace a v krajnich pripadech by mohly vést az k neplodnosti a tim padem i zaniku linie. V
prabéhu vyvoje je pro zarodecnou linii dilezitych nékolik desitek proteinil a faktort, které
slouzi jako determinanty, specifikuji, udrzuji a diferencuji zarode¢né buiikky béhem
embryonalniho vyvoje (Lehmann & Rongo, 1993). Mezi determinanty najdeme nejenom
proteiny, ale i RNA a epigenetické faktory, které se podili na spravném pribéhu vyvoje linie,

a proto jsou klicovou soucasti vyvoje zarodecnych linii (Allegrucci et al., 2005).

3.1 Modely specifikace zarode¢nych linii

V dnesni dobé& jsou rozeznavany dva modely specifikace zdrode¢nych linii, 1 kdyz
hranice mezi nimi mize byt ponékud neostra. Jde o zdédény model (preformace), kde se
faktory dédi v podob¢ gradientl proteinti ¢1 RNA molekul v oocytu a indukovany model, kde
je zarodecna linie indukovand az v priibéhu ontogeneze (Extavour & Akam, 2003b). Piestoze
tyto dva modely funguji na jinych principech, sdileji jisté podobnosti, které jsou nezbytnou
soucasti vyvoje zarode¢né linie. Mezi klicové determinanty zdrodecné linie patii proteiny jako
Piwi, Vasa a Nanos/Pumilio nebo jejich homology (proteiny které maji jistou strukturni,
funk¢ni nebo sekvencni podobnost s jinym proteinem v disledku ptivodu ze spole¢ného
predka), tyto faktory jsou podrobné&ji vysvétleny v kapitole 3.2. (Seervai & Wessel, 2013a;
Seydoux & Braun, 2006; Tsuda et al., 2003; C. Wang & Lehmann, 1991; Yang et al., 2015).



VétSina vyzkumi spojenych determinanty zarode¢nych linii byla pozorovana na zavedenych
modelovych organismech jako je Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Mus

musculus ¢1 Danio rerio.

— —

Indukovany (Inductive)
model

Zdédény (Inheretance)
model

PGC (primordial
germ cell)

'

Gametogeneze

Obrazek 3 Zobrazeni dvou modelii (zdédeény a indukovany) specifikace
PGC. Cervené jsou oznacené buiiky, ze kterych se stanou pozdéji pomoci
gametogeneze zarodecné buiiky (prevzato a prelozeno Seervai & Wessel, 2013a).

3.1.1 Zdédény model

V tomto modelu jsou béhem oogeneze do oocytu vkladany mateiské determinanty, jako
jsou RNA a proteiny. Tyto determinanty, véetné€ zarode¢ného plazmatu a specifickych
proteini, jako je protein Oskar u Drosophila melanogaster nebo zarode¢nych granuli
u Caenorhabditis elegans, hraji zasadni roli pti ur€ovani zdrode¢né linie. Tento model je
charakterizovan lokalizovanou distribuci téchto determinantii uvnitt oocytu, které jsou pak
zdédény zarode¢nymi buitkami béhem ranych embryonalnich d€leni. Jak bezobratli, jako
jsou D. melanogaster a C. elegans, tak 1 néktefi obratlovci vyuZzivaji tento mechanismus pro
specifikaci své zarodecné linie (Houston & King, 2000a; Saffman & Lasko, 1999; Seervai &
Wessel, 2013a).

3.1.1.1 Zarode¢na plazma (germ plasm) a zarode¢né granule (germinal granuls)

Polové bunky (pole cells), které jsou prvnimi stavebnimi kameny zarode¢né linie u mnoha
zivocisnych druhtl a tvofi se v raném vyvoji. U nékterych organismii se shromazd’uji na
posteriornim (zadnim) pdlu kratce po oplodnéni (u D. melanogaster 90-120 minut po
fertilizaci). Tam se také objevi specialni cytoplazmaticka oblast znama jako polova plazma
(pole plasm), ktera obsahuje v tu chvili vSechny potiebné zarode¢né determinanty a napomaha
tak pélovym buitkam se stat zdrode¢nymi (Extavour & Akam, 2003b; Saffman & Lasko,

1999). Pélova plazma je v této ¢asti procesu hlavnim determinantem pro uréeni, které bunky
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se stanou zarodecnymi. Determinanty se v tomto misté (posteriornim/zadnim pdlu)
shromazd’uji pfevazné v poslednich fazich oogeneze (Colonnetta et al., 2023; Ephrussi &

Lehmann, 1992).

Polova plazma tedy slouzi jako cytoplazmaticky rezervoar obsahujici determinanty
zarodecnych bunék, ale v okamziku, kdy jsou tyto determinanty uspofadany a vyuzity pro
tvorbu zarode¢nych bunék, se preméni na zarodecnou plazmu. Vztah mezi zdrode¢nou a
po6lovou plazmou je velice slozity a hraje zde dilezitou roli prostorové uspotfadani a
molekularni interakce pii formovani funkéni zarode¢né linie v pribehu raného embryonalniho

vyvoje (Lehmann, 2016; Saffman & Lasko, 1999).

Zarode¢na plazma je cytoplazmaticka oblast v butice, kterd je nezbytnd pro diferenciaci a
vyvoj zarode¢nych linii, bez ohledu na jeho umisténi v embryu. Hlavnim komponentem
zarodecné plazmy jsou RNA (vétSina piRNA) a proteiny, které slouzi jako determinanty ¢i
pomahaji k sestaveni samotné plazmy (Lehmann, 2016; Saffman & Lasko, 1999). Zarodecna
plazma je kritickou slozkou vyvoje a specifikace zarode¢nych buné€k a slouzi jako zasobarna
zakladnich molekularnich determinantt potfebnych pro vznik zarode¢nych bungk a linii. Tim,
ze poskytuje specifické RNA a proteiny lokalizované v oocytu, zajistuje zarodecna plazma to
ze pouze buiiky, které tyto determinanty zdédi, se mohou diferencovat na PGC (Extavour &

Akam, 2003a; Houston & King, 2000a; Seervai & Wessel, 2013a).

Diky RNA téliskim nazvané zarode¢né granule (germinal granuls), které jsou pod
elektronovym mikroskopem elektronové husta a nemaji membranu (T. W. Han et al., 2012;
Houston & King, 2000b; Mahowald, 1962) a nejsou vétSinou vazany na membranu bunky
(Dobrynin et al., 2022; T. W. Han et al., 2012), mtizeme dobfe rozpoznat zarode¢nou plazmu.
Zarodecné granule byly zkoumany u mnoha Zivocichi jak bezobratlych (Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans , Xenopus laevis), tak i obratlovct (obojzivelnici a
Danio rerio), pticemz v prubehu let dostaly rozdilnou terminologii (viz tabulka 1) (Dobrynin

et al., 2022).

Rozdilné nazvy ziskaly pfedevsim kvili zménam velikosti, funkce a asociace
s organelami, jelikoz v riznych fazich vyvoje zdrode¢nych bun¢k méni i misto vyskytu
v zérodecné plazmé. SloZeni téchto granuli je vesmés podobné, primarné jsou sloZzeny z RNA
a proteind vazajicich se na RNA. Na mRNA muZeme najit delsi 3' neptekladana oblast (3'
UTR) mRNA casto obsahuje vazebna mista pro regulacni proteiny, které tidi spisSe translaci

nez transkripci. Znamym piikladem je protein CPEBI, ktery se vaze na specifické sekvence v
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3' UTR a reguluje nacasovani translace mRNA. Tato regulace je zvlasté dilezita béhem rané
embryogeneze a na konci oogeneze, tedy ve fazich, kdy je transkripce z velké ¢asti neaktivni.
V téchto obdobich jsou proteiny potiebné pro vyvoj produkovany piekladem mateiské
mRNA, kterd byla syntetizovana a ulozena difive ve vajicku. CPEB1 tidi, kdy jsou tyto
uloZzené mRNA piekladany, tim, Ze moduluje jejich polyadenyla¢ni stav a zajist'uje, Ze
proteiny jsou vytvafeny ve spravny cas, aby podpoftily spravny vyvoj (Dobrynin et al., 2022;
T. W. Han et al., 2012; Kochanek & Wells, 2013).

Jméno druhu Jméno struktury

Drosophila melanogaster | Houbova téliska (Sponge bodies)

Polarni granule (Polar granules)

Nuage

Caenorhabditis elegans | P-granule (P-granules)

Xenopus laevis Mitochondrial cloud/nuage

Balbianiho téliska (Balbiani bodies)

Mus musculus Nuage

Danio rerio Nuage/ Intermitochondrialni cement

(intermitochondrial cement)

Tabulka 1 Nazvy zarodecnych granul (germinal granuls) u vybranych Zivocichii ( prevzato a pielozeno z Dobrynin et al.,
2022)

3.1.1.2  Oskar a bucky ball

Jeden z klicovych faktort, ktery je zapojeni do vytvareni zarodecné plazmy je Oskar
(Osk). Tento protein je experimentovan a nejvice sledovany na modelovém organismu D.
melanogaster, nicmén¢ se objevuje 1 u dalSich bezobratlych. Dalsi protein, u kterého se

ukazalo, ze ma podobnou funkci, je bucky ball, vyskytujici se u obratlovcti(Krishnakumar et

al., 2018).



KdyZ se v oocytu po zhruba 90-120 minutach po fertilizaci za¢inaji tvofit poly, dojde
k produkci Osk mRNA sesterskymi bunikami do posteriorni/zadni ¢asti polu (syncytia), kde se
jeho mRNA bude schranovat jako soucast zarode¢né plazmy/polové plazmy (Ephrussi et al.,
1991a; Jeske et al., 2015; Krishnakumar & Dosch, 2018; Saffman & Lasko, 1999). Osk
mRNA je transportovano do posteriorniho/zadniho p6lu pomoci mikrotubulil a dale se také
zvysi koncentrace ostatni proteini, které jsou zavislé na koncentraci Osk. S ostatnimi proteiny
komunikuje pomoci 3'UTR (netranslatované oblasti) RNA, konkrétné na C-koncovou Osk
doménu na kterou mizou navazat jak své vlastni mRNA, tak 3' UTR jinych mRNA, jako je
Nanos (Nos) (Ephrussi et al., 1991b; Lehmann, 2016). Pokud jsou zarodecné granule
obsahujici Osk protein zdédény, dochazi k diferenciaci bunék na zarode¢né buiiky (Lehmann,
2016). V procesu se také uplatnuji jiné determinanty, které jsou popsané v dalSich kapitolach

3.2

Vzhledem k tomu, Ze hladina proteinu Osk a Nanos spolu vyrazné koreluje, mutace
Osk ovliviiuje jiné RNA a proteiny v zadni ¢asti polu embrya a jakakoliv mislokace vede
k ektopickym zarode¢nym bunkam, které jsou ovSem plné funkéni (Saffman & Lasko, 1999).
Také u mutantlh mize dochazet k vaZznym vyvojovym defektiim v bfisni oblasti (Jenny et al.,
2006) ¢i Gplné ztrate zarodecnych linii, jako tfeba v pfipadech, kdy se osk mRNA tpln¢€ snizi
a vede to az k Casné zastaveni oogeneze a nasledné sterilité vajicka v dospélosti (Jenny et al.,

2006).

U D. melanogaster a t¢émét u vSech bezobratlych se protein Osk produkuje ve dvou
izoformach: kratky Osk (short Osk) a dlouhy Osk (Long Osk) (Krishnakumar & Dosch,
2018). Kazda izoforma mé odlisné funkce, které jsou klicové pro vyvoj zarode¢nych bunék a
sestaveni zdrodecné plazmy(Hurd et al., 2016). Short Osk se vyskytuje ve vét§im mnozstvi, je
zhruba 467 aminokyselin dlouhd a jeji primarni funkce je vytvofeni zarode¢né plazmy v zadni
¢asti oocytu, kde 1 schranuje proteiny jako Vasa, Tudor atd. a tim i dochazi k indukci
polovych bunék (Ephrussi et al., 1991b; Jeske et al., 2015; Krishnakumar & Dosch, 2018;
Markussen et al., 1995; Yang et al., 2015). Déle se lokalizuje v zdrodecnych granulich, ve
kterém muizeme najit mRNA a jiné proteiny. Long Osk je zhruba 606 aminokyselin dlouhy a
jeho hlavni funkce je ukotveni zarodecné plazmy a short Osk na zadni ¢ast oocytu (Ephrussi
et al., 1991b; Krishnakumar & Dosch, 2018; Markussen et al., 1995; Yang et al., 2015).

Ke dvéma izoformam dochdzi pomoci alternativnich iniciaci translace ze dvou

startovacich/start kodoni (Jeske et al., 2015; Markussen et al., 1995)



Samotny protein Osk se skladd ze dvou domén a to N — terminalni LOKUS (OSK-N) a
C-koncovou Osk doménu (Osk- C). Na N-terminalnim konci lokusu se nachazi doména, ktera
formuje dimer stabilizovany vodikovymi vazbami. Tato doména ma strukturu winged-helix-
turn- helix, sklada se ze tii Sroubovic a a dvou vldken B, slozenych do svazku tfi nebo Ctyf
alfa Sroubovic, na néZ je nabalen dvouvlaknovy antiparalelni list 8. Tato doména také
vyhradné interaguje s RNA helikdzou Vasa (Jeske et al., 2015; Yang et al., 2015). Osk- C je
podobny strukturou lipaze, ma globularni doménu slozenou ze sedmi a-Sroubovic, dvou -
fetézcl a né€kolika dlouhych smycek (Yang et al., 2015), dohromady tvoti kulovitou strukturu.
Tato doména méa také RNA vazebnou aktivitou a interaguje s 3' UTR klicovych zarode¢nych
mRNA, jako je napt. Nanos. Zhruba dv¢ tietiny povrchu této domény OSK jsou kladné nabité
nebo hydrofobni (Jeske et al., 2015; Lehmann, 2016).

PrestoZe se ukazalo, Ze bucky ball (Buc) zprostiedkovava podobnou funkcei jako Osk,
nebylo zjisténo, Ze by byl jeho homolog. Tyto dva proteiny maji kompletné jinou
strukturu(Bontems et al., 2009). Buc pomaha k sestaveni zarode¢né plazmy béhem oogeneze
a rané embryogeneze (Lehmann & Rongo, 1993). Buc mRNA je tedy lokalizovan v plazmé
ale 1 v germinal granuls (u obratlovci vétSinou Balbiani bodies). Stejné jako u Osk, mutanti
bucky ball nesestavi germ plasm, coz vede k nevytvoreni zarode¢nych bunék. U mutanti, u
kterych dojde k nadmérné expresi tohoto genu, dojde k indukci ektopickych zadrode¢nych
bun¢k (Bontems et al., 2009; Lehmann & Rongo, 1993).

3.1.2  Indukéni model

Naopak indukovany model zahrnuje specifikaci zarodecnych bunék prostfednictvim
signalnich interakci mezi buiikami. K tomuto dochazi pozdéji v embryogenezi a hraji zde
velikou roli indukéni signéaly a determinanty, které zamezi vzniku somatické buiiky a misto
toho vytvoii buniku zdrodecnou. V embryu neni uréené misto, kde by se determinanty
schranovaly jako to bylo v pfedeslém modelu (Ewen-Campen et al., 2010a; Extavour &
Akam, 2003b). Nekteré studie nabizeji teorie, Ze indukéni mechanismus je pro mnohobunééné
organismy vyhodnéjsi, jelikoz nabizi flexibilnéjsi specifikaci zarode¢nych bun€k na zakladé
podnéth z prostiedi (Bergeron et al., 2023). Evolu¢né by se tak mohlo jednat o vyhodné&;jsi

model specifikace, jelikoz organismus miize reagovat na podnéty z prostiedi pozdéji v

embryogenezi.



3.2 Zakladni molekulérni faktory urcujici zarode¢nou linii

Tato kapitola se zamétuje na klicové molekularni faktory, které hraji zasadni roli ve
specifikaci, vzniku, udrzovani a diferenciaci zdrodecné linie. Mezi tyto faktory patii jak Siroce
uznavané markery Piwi, Vasa a Nanos/Pumilio, tak i dalsi dtlezité proteiny jako Tudor (Tud),
Blimpl1, Stella, Fragilis a E-kadherin. Tyto molekuly zastupuji Siroké spektrum funkci — od
remodelace chromatinu a transkripéni regulace pies ochranu genomu, RNA metabolismus,
translaci aZ po buné¢nou signalizaci a adhezi. Piwi naptiklad chrani integritu genomu piRNA-
fizenym uml€ovanim transpozonil, Vasa reguluje RNA metabolismus nezbytny pro vyvoj
zarodec¢nych bunék a Nanos/Pumilio udrzuje jejich identitu prostfednictvim translace. Tato
kapitola zdiraziiuje komplexnost molekuldrnich mechanismti, v nichz tyto proteiny
spolupracuji a umozilyji tak spravny vyvoj a zachovani zarode¢né linie napfi¢

mnohobunéénymi organismy.

3.2.1 Piwi

Piwi protein se zatazuje jako jeden z klicovych konzervovanych genii pro zarodecnou
linii, ktery patii do rodiny Argonautti (Brennecke et al., 2007; Liu et al., 2004; Seervai &
Wessel, 2013b). Jejich hlavni roli je uml€ovani transpozomt prostifednictvim asociace
s piRNA (Kalmykova et al., 2005). Ostatni z rodiny Argonautti se podili na mechanismu RNA
interference (RNA1) prostfednictvim malych interferujicich RNA (siRNA), které rozpoznava
enzym Dicerem (Meng et al., 2017). Obecné rodina Argonautil je vyznamnou skupinou pro
umlcovani RNA, kter4 na sebe vaZe rizné malé nekodujici RNA (miRNA, siRNA, piRNA),
které vedou ke Stépeni mRNA nebo inhibici translace (Hock & Meister, 2008).

U D. melanogaster mizeme najit rovnou tii druhy Piwi: Piwi, Aubergine (Aub) a
Ago3 (Brennecke et al., 2007; Hock & Meister, 2008; Juliano et al., 2011b; Weick & Miska,
2014), vSechny jsou dulezité pro zarodecny vyvoj fertilitu (Juliano et al., 2011a). Tato skupina
gend je zapojena uz od ranné embryogeneze, piicemz jsou velice integrované pii tvorbé
polovych bunék a také formovani osy téla (body-axis patterning) (Darricarrére et al., 2013;
Juliano et al., 2011b). Formovani osy téla je obzvlasté dulezité, jelikoz jakékoliv abnormality
¢i mutace mutiZzou zpusobit Spatnou migraci PGC a tim i neplodnost ¢i vyvojové abnormality
(zvlaste v oblasti podbtisku) (Brennecke et al., 2007; Juliano et al., 2011b; Van Den Brink &
Van Oudenaarden, 2021). Piwi je jaderny gen, ktery najdeme jak v zarode¢né, tak i somatické
linii, za to Aub a Ago3 najdeme v cytoplazmé, a to konkrétné ve struktufe ,,nuage*
(Brennecke et al., 2007; Juliano et al., 2011b). Tyto proteiny mizeme najit i u jinych
organismd, jejich homology a porovnani ¢i umisténi mizete najit v tabulce 5.
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Druh Jméno proteinu Homolog | Umisténi

Drosophila P-element induced Piwi jadro somatickych a
melanogaster wimpy testes (Piwi) zarode¢nych bun¢k gonad
Aubergine (Aub) Aub zarode¢na plazma, zarodecné

granule (nuage)

Argonaute3 (Ago3) Ago3 zarodecna plazma, zarode¢né

granule (nuage)

Mus musculus Miwi Piwi cytoplazma
Mili Aub cytoplazma
Miwi2 Ago3 nevi se (exprimace pii
spermatogenezi)
Danio rerio Ziwi Aub/Piwi | zérode¢na plazma, zarode¢né

granule (p- granule)

Zili Aub zérodec¢na plazma, zarodecné

granule (p-granule)

Caenorhabitis Prg-1 Aub/Piwi | zdrode¢né granule (p-granule)
elegans
Prg-2 Aub/Piwi | zarodecna linie (moc se zatim
nevi)

Tabulka 2 Porovnani homologii s Piwi proteiny u riiznych organismii a jejich umisténi v burice (prelozeno z Juliano et al.,
2011a)

Proteiny Piwi hraji z4sadni roli ve vyvoji a funkci zdrode¢né linie u mnoha druhti
(Carmell et al., 2002). Reguluji udrZzovani zarode¢nych bunék, determinaci zarode¢né linie a
gametogenezi, véetné meidzy a spermiogeneze (Juliano et al., 2011). Kritickou funkci Piwi
proteint je uml¢ovani transpozoni prostiednictvim jejich interakce s piRNA, ktera chrani
genom pred aktivitou transpozabilnich elementl a tim zajist'uje i genomovou stabilitu (Aravin

et al., 2007; Brennecke et al., 2007). Kromé toho se Piwi proteiny podileji na epigenetické
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regulaci, jako je tvorba heterochromatinu a metylace DNA, a také na posttranskrip¢ni regulaci

gentl degradaci nebo stabilizaci mRNA (Ozata et al., 2019)

Transponovatelné elementy jsou DNA sekvence, které se v ramci genomu mohou
pohybovat, jsou nedilnou soucasti organismu jak eukaryotickych, tak prokaryotickych. U
nekterych organismu tvoii velkou ¢ast genomu, tyto elementy vSak mohou vytvaiet mutace a
s ohledem na procentudlni zastoupeni v genomu by se mohli kumulovat béhem let ¢i predavat
do dalsich generaci (Brennecke et al., 2007) . Piwi ma v zarode¢né linii za kol potlacovat
transpozomy a to diky piRNA (PIWI interacting RNA), které jsou zhruba 21-35 nukleotidi
dlouhé (Weick & Miska, 2014). Dalsi charakteristickou vlastnosti piRNA jsou jejich konce,
na 5" konci najdeme uridin a 3" konec je pfitomna methylace. (Juliano et al., 2011a)22). V
riznych organismech, jako je D. melangoster, C. elegans, M. musculus, D. rerio se znatné
mnozstvi piRNA tvoii v oblastech mezi geny, kde se nachazi spousta transponovatelnych
elementt (TE). Proteiny Piwi hraji v tomto procesu zasadni roli, nebot’ potlacuji aktivitu
transponovatelnych elementi (TE), a timto zptisobem chrani integritu genomu zarodecnych
bunék. Mutace v genech Piwi, Aub nebo Ago3 mohou tuto represi narusit, coz vede k

deregulaci TE a genomové nestabilité¢ (Weick & Miska, 2014).

Dale také Piwi interaguje s proteinem Vasa (Thomson & Lin, 2009), ktery se také fadi
jako jeden z dulezitych molekularnich faktori pro zarodecnou linii. Tento protein je

konzervovany a spolu s Piwi proteiny se nachazi v zarode¢nych granulich.

3.2.2 Vasa

Vasa patii k jedném z klicovych gent pro vyvoj zarode¢né linie. Prvné byl tento gen
objeven u D. melanogaster, ale s postupem ¢asu se ukazalo, Ze mé spousty homologti u jinych
zivocCicha (Gustafson & Wessel, 2010; Hay et al., 1988; Seervai & Wessel, 2013). Diky
objeveni podobnosti elf4a a Vasa se mizeme domnivat, Ze tento gen slouZi jako translacni

regulator pti uréovani a udrzovani zarode¢nych bunék (Lasko & Ashburner, 1988).

Strukturné se fadi mezi DEAD-box RNA helikazy (Linder & Lasko, 2006; Toru
Sengoku, 2006), které dokazou hydrolyzovat ATP. Diky tomu se mohu véazat na nukleové
kyseliny a pomahaji remodelovat sekundarni strukturu RNA. Sviij ndzev dostaly podle
pritomnosti sekvence Asp (D)-Glu (E)-Ala (A)-Asp (D), v jadru samotného DEAD — box
proteinu se nachazi dvé konzervované domény podobné/piibuzné ReqA, které jsou spojené

pomoci linkeru (Linder & Lasko, 2006). Pravé tato doména se vaze na RNA a ATP, diky
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¢emuz dochézi ke zméné konformace (oteviena/uzaviend) (Sengoku et al., 2006; Taschuk &

Cherry, 2020).

Kli¢ové funkce Vasy v zarode¢né linii spoc¢ivaji ve formovani pdlové plazmy a
regulaci na urovni transkripce i translace. Interaguje také s proteinem Oskar (Osk) a zajistuje
stabilitu zarode¢né linie. Mutace v tomto genu maji negativni dopad na vyvoj nebo samotnou
tvorbu zarode¢nych linii. Diky aktivit¢ RNA helikazy schopné rozplétat RNK a zapojené do
mnoha metabolickych procesit RNA — jako jsou transkripce, biogeneze ribozomd,
sestfihovani (splicing), editace RNA a export z jadra, dochazi k posttransla¢ni regulaci. Tyto
procesy zahrnuji iniciaci translace a obratnost RNA (Linder & Lasko, 2006; Seervai &

Wessel, 2013c¢).

Interakce mezi Vasou a eIF5B ma z4sadni vliv na proces iniciace translace proteinti i
na samotny pribeh translace. Pokud dojde k mutacim oslabujicim tuto interakci, miize to vést
k problémuim se sterilitou nebo snizenou fertilitou u organismi. Gen Vasa hraje klicovou roli
pfi definovani prostorové orientace oocytu konkrétné jeho anteroposteriorni a dorzoventralni
osy, coz je nezbytné pro spravny vyvoj embrya pozdéji béhem ontogeneze. Dale také
interaguje s Osk, coz vede k sestaveni polarnich granuli, které¢ jsou zadsadni pro samotny vyvoj
zarodec¢nych linii. Tyto dva geny jsou taky Zivotné duleZité ke spravnému umisténi Nanos
mRNA, které zodpovidaji za regulaci exprese raného vyvoje embrya, tak i celkovou
organizaci budouciho organismu (Breitwieser et al., 1996; Johnstone & Lasko, 2004;

Kubikova et al., 2020).

3.2.3  Nanos/Pumilio

Dalsi diilezity gen, ktery byl prvné objeven u D. melanogoster je Nanos (Nos)(Irish et
vyvoj zdrode¢nych linii, uréeni polarity pfedni a zadni osy embrya (aterior—posterior osa)
regulaci translace specifickych mRNA a pfispiva k tvorbé abdominalnich segmentt (De
Keuckelaere et al., 2018; Ewen-Campen et al., 2010; Kobayashi et al., 1996). Kromé¢ své role
pii tvorbé€ os je Nos nezbytny pro preziti a spravnou migraci (PGC) do gonad. Mutace v genu
Nos mohou vést k defektim ve vyvoji a migraci zarode¢nych bunék, coz ovliviiuje plodnost
(De Keuckelaere et al., 2018). Nos geny se nachazeji témet u vSech druht, veetné obratlovct i
bezobratlych (Extavour & Akam, 2003b). Rodina genti Nos zahrnuje né¢kolik homologil,
pfi¢emz rizné druhy maji rizny pocet variant. Napiiklad C. elegans ma tfi homology:

Nanos1, Nanos2 a Nanos3 (De Keuckelaere et al., 2018).
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Nos bychom zatadili do skupiny RNA vazebnych proteinli a sklada se z karboxylového
motivu zinc finger (CCHC)2 na C terminalnim konci (De Keuckelaere et al., 2018) a na tyto
domény se pozdéji mohou vazat RNA a proteiny. Miizeme 1 o¢ekavat variabilitu ve velikosti
proteinu Nos, vétSinou se jednd o 100-400 aminokyselin. Zinc finger motiv obsahuje dva
motivy C2HC, tento motiv je také dulezity pro vazbu RNA a interakci s Pumilio (De
Keuckelaere et al., 2018; Ewen-Campen et al., 2010b).

Nos interaguje s mnoha proteiny a molekulami, ale jedna z nejvyznamné;jsich interakci
je s proteinem Pumilio. Spole¢né tvoii komplex, ktery reguluje vyvoj zdrodecné linie a
genovou expresi tim, ze pusobi jako post-transkripéni represor (De Keuckelaere et al., 2018;
Ewen-Campen et al., 2010b). Tento komplex funguje u D. melangoster na principu svorky
(Weidmann et al., 2016), kdy Nos se navaze na NRE (Nanos regulatory/response elements)
(De Keuckelaere et al., 2018), které¢ najdeme na 3' neptekladané oblasti (UTR) mRNA. Na
kazdém NRE miiZeme najit PRE (Pumilio Response Element), coz slouZi jako specificky
sekvenéné dané vazebné misto (Curtis et al., 1997). Nos funguje jako svorka, které obklopuje
Pumilio i RNA (De Keuckelaere et al., 2018; Weidmann et al., 2016). K regulaci exprese
dochazi, kdyz se Pumilio vaze na specifické oblasti mRNA, které maji za cil regulovat nebo
potlaCovat prostfednictvim riznych mechanismi. Tyto mechanismy zahrnuji komplex CCR4-
NOT, ktery po zkraceni poly(A) ocasu vede k degradaci mRNA. Alternativné se komplex
CCR4-NOT muze vazat a potlacovat mRNA, coz vede k jeji degradaci (Arvola et al., 2019).

Represivni komplexy mohou zstat spojené s mRNA.

Mezi dalsi interagujici molekuly fadime E-kadherin a Vimentin, gen Dmrt1 a komplex
CCR4-NOT. Nos zvysuje Vineninu délku poly-A konce a stabilizuje tim translaci. Gen
Dmrtl, poté co interaguje s nanos3, se lépe mnozi a déli do zarode¢nych bunék, zatim co
komplex CCR4-NOT degraduje a reguluje mRNA. Mutanti Nos narusuji funkci E-kadherinu

v bunécné adhezi, coz muze piispet k tvorbé nadortt (Weidmann et al., 2016).

Pumilio bychom mohli také zatadit mezi RNA vazebné proteiny, patii vSak do rodiny
PUF. Stejné jako Nos je najdeme u vétSiny organismu a hned ve vice forméch, jelikoz se
stejné jako Nos béhem evoluce konzervovaly (De Keuckelaere et al., 2018; Goldstrohm et al.,
2018). Primarni funkce toho proteinu jsou piedevs§im potladeni genové exprese a nékdy 1
degradace mRNA, ale také hraje roli ve vyvoji zarode¢nych bunék, genové stabilité, migraci

PGC a bunécném cyklu(Goldstrohm et al., 2018; Sternburg et al., 2023; Wickens et al., 2002).
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Protein se sklada z N terminéalniho konce, PUM-HD (Pumilio Homology Domain)
domény, ve které je TRM (Tripartite Recognition Motif). Samotna PUM-HD doména je
vytvarovana do tvaru ptilmésice a obsahuje zhruba osm alfa helixti. TRM je vnoiena do této
domény a funguje jako vyhledavac specifickych sekvenci na RNA, diky kterému se miize
pumilio na mRNA pfichytit (Goldstrohm et al., 2018; Sternburg et al., 2023; Wickens et al.,
2002).

3.2.4 Tudor

Rodina proteind Tudor, je velice bohat4 a vyznacuje se ptedevsim piitomnosti Tudor
domény. Tato doména obsahuje zhruba 60 aminokyselin, a diky této specifické struktuie
umoziuje proteintim s témito doménami plnit roli adaptort, které rozpoznavaji a interaguji s
methylovanymi lysinovymi a argininovymi zbytky na danych molekuléch (Pek et al., 2012;
Sprangers et al., 2003). Tyto proteiny miZeme najit u mnoha organismi, véetné savcii (Arkov

et al., 20006).

Tyto proteiny hraji dilezitou roli hned v nékolika aspektech metabolismu RNA.
Piedevsim se jedna o regulaci malych RNA drah (piRNA, siRNA, miRNA), sesttihu
(splicing), dale se podileji na organizaci chromatinu a modifikaci histonii a spolupracuji v
molekularnich komplexech, coz naznacuje jejich spolecnou roli v riiznych bunécnych

procesech (Pek et al., 2012).

Jiz v ptedeslé kapitole jsem u proteinu Piwi zminovala regulaci malych RNA (konkrétné
(piRNA) a Tudor se v tomto procesu také podili. Dokaze navazat na substraty a zaujima
funkci adaptéru, ktery napomaha k sestavovani komplext pro genovou regulaci (Ghildiyal &
Zamore, 2009; Pek et al., 2012). V RNA interferenci poméha uml¢ovat transpozomy a
v RISC komplexu pomaha stiihat RNA (Pek et al., 2012).

Zvlaste bych chtéla zdlraznit roli u D. melangoster v zdrode¢nych granulich — zde jako
polar granuls. Tudor hraje v tomto piipad¢ velmi daleZzitou roli, jelikoZ on sdm je soucasti
polarnich granuli, a dokonce napomaha udrzovat velikost a poc€et granuli. Dale také jeho
domény jsou nezbytné pro lokalizaci urCitych proteini prave v téchto granulich, a tento
mechanismu pfispiva k tvorb¢ a vyvoji zarodecnych bunck (Arkov et al., 2006; Boswell &

Mahowald, 1985).

15



3.2.5 Fragilis

Rodina genti Fragilis koéduje transmembranové proteiny, které jsou zvlasté u savcl
evolu¢né konzervované a u mysi se nachdzi na chromozomu 7 (Lange et al., 2003). Tato
fragilis1 a fragilis3. Tyto transmembranové proteiny poméhaji determinovat a udrzovat
zéarodecnou linii specifickymi mechanismy. Frafilis1 se uvoliiuje do bun¢k, které se pozdéji
stanou PGC, tudiz tento protein stoji (spolecné s dal§imi) na zacatku diferenciace zarode¢nych
linii. Zatimco fragili3 se exprimuje uz do migrujicich bun€k a poméha udrzet integritu

zarodecné linie (Tanaka et al., 2005).

3.2.6 Stella

Tento protein, znamy také jako Dppa3 nebo PGC?7 hraje klicovou roli v ¢asném
embryonalnim vyvoji zejména v PCS (Payer et al., 2003). Jako gen s maternalni efektem
ochraniuje genom pied modifikacemi, zejména pied enzymem TET (Ten-Eleven
Translocation), ktery pfeménuje S-methylcytosin na 5-hydroxymethylcytosin. Tento krok je
predevsim dilezity pro DNA metylaci (odstranéni methylové skupiny), kterd miize mit za
nasledek zménu struktury chromatinu ¢i vliv na genovou expresi. Stella interaguje s TET a

potlacuje jeho funkci a tim 1 zamezuje umoznéni metylace (Bian & Yu, 2013).

Stella neni diilezitd pro pocatecni specifikaci zarode¢nych bunc¢k u mysi, ale hraje roli pfi
udrzovani zarodecné linie (L. Han et al., 2019), navic jeji nedostatek mize zpiisobovat
vyvojové vady. Jeho absence v embryonalnim vyvoji mize vést k potizim plodnosti
organismu, zejména je studovana na mysich (Payer et al., 2003), u kterych vznikaji PGC 1 bez
ni, ale ucastni se dulezité funkce zejména béhem piechodu z materské do zygotické faze
(MZT), coz je kriticky proces raného vyvoje a zajistuje spravnou aktivaci embryonalniho
genomu (Huang et al., 2017). Celkové jde tedy fict zZe, jeji specificka role pfi specifikaci

zarode¢nych bunck je méné kritickd ve srovnani s jejimi SirSimi funkcemi béhem MZT.

3.2.7 Blimpl

Blimp1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1), znamy také jako PRDMI je
klicovy protein, zejména u savcl, kde hraje vyznamnou roli pfi segregaci zarode¢nych bungk.
Jeho exprese v ranych fazich embryonalniho vyvoje je klicova pro bunéénou diferenciaci a
celkovy vyvoj (Hopfet al., 2011). U savcl je obzvlasté dilezity, jelikoz se podili pii tvorbé
mlécnych zlaz, placenty, a dokonce 1 koncetin, ale tyto funkce zastdva az v pozdé€jsim vyvoji

embrya (Ahmed et al., 2016). Rozmanitost funkci tohoto proteinu ukazuje 1 to, Ze dokaze
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ovlivnit imunni systém, kde ovliviiuje specifikou i vrozenou imunitu (Nadeau & Martins,

2022).

Blimp1 je pfedevsim transkrip¢ni represor, ktery udrzuje zarode¢né linii tim, Ze potlacuje
somatickou expresi. Déle je velice dulezity pro regulaci PGC, jelikoz se syntetizuje uz
v prekurzorech PGC a také v nich posiluje signalti (markerti) pro vznik zarodec¢né linie (Hopf
etal., 2011). Absence Blimplv embryu prekurzorti PGS, zpisobi nedostate¢nou represi
somatickych a gent a nésledné buiiky, ze kterych by se v normalnim ptipad¢ staly PGC,
budou vytvaret buiiky podobné PGC, kter¢ ale nedokazi migrovat. Toto bude mit za nasledek
neplodnost potomka (Saitou et al., 2005).

3.2.8 E-kadherin

E -kadherin patii do skupiny kadherinii, které mizeme najit pfedevsim v bunécné adhezi,
jelikoz jsou to transmembranové proteiny. Kadheriny tvofi adheren¢ni spoje, které vyzaduji
ionty vapniku v extracelularnim prostiedi, aby stabilizovaly svou strukturu a usnadnily adhezi
mezi bunkami (Maitre & Heisenberg, 2013). Kadheriny mtizeme d¢lit do nékolika skupin:
klasické (N a E- kadheriny), desmosomalni, protokadherin a atypické kadheriny (Punovuori et

al., 2021).

Vyznamnost E -kadherinu pro zdrode¢nou linii ukazuje fakt, Ze ma hned né¢kolik funkci,
JiZ zminovanou roli pfi migraci, udrzovani hranice mezi somatickou a zdrodec¢nou linii, tato
funkce je znama u D. melangoster, kdy ztrata ¢i mutace E- kadherinu zptsobuje fuzi bunék.
Déle je také dalezity v pozd€jSim vyvoji pro usporaddani tkani a adheze (Jenkins et al., 2003).
V procesu adheze, kde je pravé E- kadherin klicovou molekulou, kterd usnadiiuje agregaci

zarodecnych bunék a migraci (Di Carlo & De Felici, 2000b).

3.29 dalsi

Determinace zarodecné linie je komplexni proces, ktery zahrnuje fadu molekularnich
faktorti. Kromé téch, které jsme jiz zminili, existuje mnoho dalSich, které hraji klicovou roli
napt. BMP4, Bruno, Capuccino, Germ-cell-less, Staufen a mnoho dal$ich. Vsechny jejich
funkce jsou rozepsané v tabulce 3, v€etné jejich mutacich (Ewen-Campen et al., 2010a;
Extavour & Akam, 2003a; Houston & King, 2000a; Saffman & Lasko, 1999; Seervai &
Wessel, 2013a).
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Protein/Gen Funkce Organismy Mutace Zdroje
Piwi udrzeni identity Drosophila poruseni (Brennecke et
zarode¢né linie melanogaster, C. | udrzeni al., 2007;
regulaci elegans, Mus zarodecné linie, | Darricarrére et
transpozontll musculus neplodnost al., 2013;
prostiednictvim Juliano et al.,
drahy piRNA 2011a;
Kalmykova et
al., 2005)
Vasa sestaveni Drosophila selhani ve (Breitwieser et
zarodecnych melanogaster, C. | vyvoji al., 1996;
granuli a elegans, Danio zarodecnych Gustafson &
specifikaci rerio bun¢k, Wessel, 2010;
zarodecné linie neplodnost Lasko &
Ashburner,
1988)
Nanos/Pumilio | potlacuje Drosophila ztrata identity | (Curtis et al.,
expresi/represe melanogaster, C. | germinalni 1997; De
somatickych genl | elegans linie, somaticka | Keuckelaere
v bunikach diferenciace?? | etal., 2018;
zarodecné linie Goldstrohm et
al., 2018; Irish
et al., 1989;
Kobayashi et
al., 1996)
Tudor sestaveni Drosophila porusenti (Arkov et al.,
zarodecnych melanogaster, C. | vyvoje 2006; Boswell
granuli a elegans zarodeCnych & Mahowald,
specifikace bunck 1985)

zarodec¢né linie
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Fragilis regulace migrace a | Mus musculus abnormalni (Lange et al.,
Vyvoj migrace 2003)
zarodecnych zarodeCnych
bunck bun¢k, snizena

plodnost

Stella zachovani Mus musculus snizena (Bian & Yu,
pluripotence v pluripotence, 2013; L. Han
PGC poruseny vyvoj | etal., 2019;

zarodecnych Huang et al.,
bun¢k 2017)

Blimp1 potlaceni Mus musculus selhani ve (Ahmed et al.,
exprese/represe specifikaci 2016; Hopf et
somatickych genti PGC al., 2011)

v PGC

E- kadherin adheze a interakce | Mus musculus, porusSena (D1 Carlo &
buné¢k béhem Danio rerio migrace a De Felici,
raného vyvoje — adheze 2000a;
migrace zarodecnych Jenkins et al.,

bunck 2003)

BMP4 reguluje Mus musculus, porusena (Hopf et al.,

diferenciaci PGC, | Xenopus laevis diferenciace 2011)

ovliviluje tvorbu
dorzoventralni osy
(a hraje roli v
diferenciaci
oogonialnich
kmenovych bunék

u mysi)

PGC, vyvojové

abnormality
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Oskar sestavovani Drosophila selhani ve (Ephrussi et
zarodecného melanogaster (a | sestaveni al., 1991b;
plazmatu a dalsi zarodecného Ephrussi &
specifikaci holometabolni plazmatu, ztrata | Lehmann,
zarodecné linie, hmyz) bunck 1992; Jenny et
pusobi jako zarodecné linie | al., 2006;
scaffoldovy Jeske et al.,
protein pro nabor 2015;
dalSich Lehmann,
komponent 2016)
zarode¢ného
plazmatu

Bucky ball sestaveni Danio rerio selhani tvorby | (Bontems et
zarodecné plazmy, zarodecné al., 2009)
nezbytny pro plasmy a
polaritu oocytu a zarodecnych
tvorby bunék,
zarodecnych neplodnost
bunck

Bruno (Bru) reguluje translaci | Drosophila poruseny vyvoj | (Extavour &
mRNA pro melanogaster zarodecCné linie | Akam, 2003a;
zarodecnou kvtli nespravné | Saffman &
plazmu regulaci mRNA | Lasko, 1999;

Webster et al.,
1997)

Capuccino lokalizace mRNA | Drosophila abnormalni (Extavour &

(Capu) pro zarode¢nou melanogaster lokalizace Akam, 2003a)
plazmu zarodecného

plazmatu,
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poruseny vyvoj

zarodecéné linie

Germ-cell-less | formace Drosophila selhani ve (Extavour &
(Gel) zarodecnych melanogaster formaci Akam, 2003a;
bunck zarodecnych Saffman &
bunék, Lasko, 1999)
neplodnost
Staufen (Stau) | lokalizace a Drosophila poruseny vyvoj | (Ewen-
translace mRNA | melanogaster zarode¢né linie | Campen et al.,
pro zarodec¢nou kvali nespravné | 2010a;
linii lokalizaci Extavour &
mRNA Akam, 2003a;
Saffman &
Lasko, 1999)
PIE-1 potlaceni exprese | C. elegans ztrata (Ewen-
somatickych gent; zarodecné linie | Campen et al.,
soucast P granuli diky spatné 2010a;
diferenciaci Extavour &
Akam, 2003a;
Saffman &
Lasko, 1999)
MEX-1 specifikace C. elegans narusuji (Extavour &
zarodecnych segregaci P Akam, 2003a;
bunék; soucast P granuli, Saffman &
granuli zabranuji Lasko, 1999)
tvorbé
zarodecnych
bunck
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POS-1 regulace bunék C. elegans naruseni vyvoje | (Saffman &
v ranné zarodecnych Lasko, 1999)
embryogenezi bunék
MES (napt. regulatory C. elegans sterilita kvali (Extavour &
MES-2/3/4/6) | chromatinu, ztraté exprese Akam, 2003a;
udrzuji expresi genl zarode¢né | Saffman &
genll zarodecné linie a Lasko, 1999)
linie a nespravné
epigeneticky stav regulaci
chromatinu

Tabulka 3 Souhrn genii/proteinii determinujici zarodecnou linii, popisujici jejich funkci, zastoupeni u modelovych organismii
a mutaci

4 Programovand DNA eliminace a jeji role v rozliSeni zarode¢né a somatické
linie
U nékterych linii Zivo¢ichti byva rozliSeni zarode¢né a somatické linie spojeno
s programovanou DNA eliminaci ¢asti genomu v somatickych buiikach. Programovand DNA
eliminace je proces, ve kterém dochazi k odstranéni fragmentti genomu nebo rovnou celého
chromozomu z nékterych bun€k organismu. Velmi Casto je to ze somatickych bun¢k, a to v
prabéhu ranné¢ho embryonalniho vyvoje v dobé, kdy dochazi k rozliseni zarode¢nych a
somatickych bunék. Tento proces byl pozorovan u celé fady eukaryotickych organismii,

vcetn€ nékterych druhli hmyzu, pévcel, sliznatek a mihuli anebo hlistic (Smith et al., 2020;

Zagoskin & Wang, 2021).

V roce 1887 Theodor Boveri poprvé pozoroval tento proces u had’atka Parascaris
univalens. Jeho vyzkum vedl k poznani, Ze podstatna ¢ast chromatinu je eliminovana ze
somatickych bun¢k béhem rané embryogeneze, zatimco zarodecné bunky zlstavaji nedotCeny

(Maderspacher, 2008; Zagoskin & Wang, 2021).

U programované DNA eliminace mizeme urcit dva rizné typy, které se objevuji, a to
takzvana chromozomova eliminace nebo chromatinova diminuace. Chromozomova eliminace
je typicka pro pévce, nékteré skupiny hmyzu, sliznatky a mihule. BEhem toho procesu

dochazi ke ztraté jednoho i vice chromozomu (Mochizuki, 2024; J. Wang & Davis, 2014).
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Chromatinovéa diminuace je proces, pii kterém dojde ke zlomeni chromozomu a
ulomeny konec chromozomu je pozdéji degradovan v cytoplazmé (Etter et al., 1991a). Tento
typ mizeme najit u organismu jako hlistice atd. (Mochizuki, 2024; J. Wang & Davis, 2014).
K redukci chromatinu vétSinou dochédzi v ranné embryogenezi v jadie (a to konkrétné pii
mitdze — anafaze druhého déleni), kde dochéazi k zlomeni pomoci double-strand-break ¢asti
chromozomu a jeho nasledné eliminaci. Tento proces provazi i diferenciace zarodecnych a
somatickych linii (Etter et al., 1991a; Streit & Davis, 2016; Tobler, 1986), praveé aby nedoslo
k redukci chromatinu v zarode¢nych buitkdch. Samotné nacasovani a mnozstvi eliminovaného
chromatinu se ale mtze lisit (Streit & Davis, 2016). Existuji dva typy chromatinové
diminuace jeden, diky kterému dojde k eliminaci konce/raménka chromozomu, a proto poté
mohou vznikat ,,de novo* telomery. V druhém typu dochazi k eliminaci vnitini ¢asti

chromozomu, nasledné¢ zbylé ¢asti chromozomu jsou poté ligovany (Mochizuki, 2024).

A Chromatinova diminuace
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Obrazek 4 Pribeh chromatinové diminuace a chromozomové eliminace
(prelozeno a prevzato z Mochizuki, 2024)

Bé&hem tohoto procesu je eliminovdna u mnoha Zivoc¢icht velkéa ¢ast genomu.
Somatické bunky jsou tak zbaveny piedevsim repetitivnich sekvence, nékteré geny a

transponovat elementy (J. Wang et al., 2017; Zagoskin & Wang, 2021). Nejlépe jsou
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prozkoumané eliminované ¢asti genomu u Hlistic (Nematoda) kdy studie ukazala, ze mize
dojit k eliminaci 5-10% (studie byla zamétena na Ascaris suum, Ascaris lumbricoides,
Toxocara canis a Parascaris univalens)(J. Wang et al., 2017). OvSem u jinych organismi, se
toto procentudlni zastoupeni muze lisit. V nékterych ptipadech se mize jednat az 0 90 %

(Chmielewska et al., 2018).

Podle studie védcu z Institutu zoologie na univerzité ve Fribourgu, zkoumané na
Ascaris lumbricoides, se vétSina eliminované ¢asti skldda z mobilnich prvka Tas (transposon-
like element of Ascaris). Zhruba jedna Ctvrtina Tas-1 byly eliminovany ze somatické linie,
zatimco vSechny Tas- 2 byly eliminovany. Ze studie tedy vychazi, ze Tas1 jsou po genomu
nahodné rozprostiené, zatimco Tas-2 jsou umistény v oblastech, které vzdy podléhaji DNA
eliminaci. S Tas jsou také odstranény i sekvence v okoli téchto transponovatelnych elementti
(Aeby et al., 1986). Dalsi studie, u stejného organismu, zjistila, Ze je eliminovan ALEP-1,
ktery ma ribozomalni funkci a nezbytny pro samotnou buiiku a translaci. Tato eliminace muze

slouzit jako permanentni genova regulace pro somatické buniky (Etter et al., 1991b).

Programovand DNA eliminace tak miZe mit vice neZ jednu funkci, a to samotné
rozliSeni somatické a zarodecné linie, evolu¢ni adaptace, uml¢ovani gent a repetitivnich
sekvenci, determinaci pohlavi a samotné napoméahani vzniku novych gent (Smith et al., 2020;
Zagoskin & Wang, 2021). Pravé diky vyskytu v ranné embryogenezi dokaze PDE
diferenciovat somatické a zarode¢né buriky, diky trvalému umlceni repetitivnich sekvenci a
specifickych genti, které se nadale exprimuji v zdrode¢nych buiikach. Diky tomuto procesu
tak dojde k trvalému rozliSeni zarode¢né a somatické linie, které vybocuje z klasickych

modelu specifikace (Zagoskin & Wang, 2021) .

Mezi dalsi organismy, u kterych dochazi k PDE, jsou pévci. U této skupiny ptakt
dochazi specifickému odstranéni celého chromozomu, zvaného germ — linerestricted
chromosom (GRC). Pro vyzkum toho fenoménu se ve vétSiné ptipadi pouziva zebticka pestra
(Taeniopygia guttata). V roce 1998 si poprvé tohoto jevu v§imla Maria Ines Pigozzi a Alberto
Solari, béhem studie meiotického chovani pohlavnich chromozomi u samic a samct ptaku.
Béhem toho vSak nasli chromozom v zarode¢nych bunkéach, ktery v§ak chybél v bunkach
kostni dfen¢/somatickych buiikach (Pigozzi & Solari, 1998). Pozdé&ji se vSak ukézalo, ze GRC

je ptitomen u vSech druhti pévct (Torgasheva et al., 2019).

Pti procesu programované DNA eliminaci dochazi k selektivni eliminaci chromozomu

ze somatickych bun€k béhem €asné embryogeneze. Tyto chromozomy sdileji charakteristiky s
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B chromozomy (P. Borodin et al., 2022), které se vyskytuji v fad¢ organismu a jejich obsah
vétsinou neni zivotné dilezity pro organismy. Jsou to pfevazné parazitické chromozomy,
které se Casto déti nemendelistické (Ahmad & Martins, 2019; Dhar et al., 2019). GRC se
nachazeji u vSech zkoumanych pévct, ale vykazuji mezidruhovou variabilitu, pokud jde o
velikost a genetické slozeni (P. Borodin et al., 2022; Torgasheva et al., 2019). Samice maji
typicky dvé kopie GRC, zatimco samci maji jednu, coz muze vést k sexualnimu dimorfismu
(Pigozzi & Solari, 2005a). U samcii je GRC téméi vzdy eliminovan ze spermatocytit béhem
prvniho meiotického déleni gametogeneze, coz vede k jeho primarnimu pienosu pies
matefskou linii (Pigozzi & Solari, 1998c, 2005; P. M. Borodin, 2023,Pei et al., 2022). Tento
proces zajistuje, Ze GRC jsou prevazné zdédény od samic, ackoli byly pozorovany vzacné

piipady otcovské dédi¢nosti (P. M. Borodin, 2023).

5 Evolu¢ni vyznam

Zarodecné linie jsou kli¢ové pro evoluci, protoze prendseji geneticky material z jedné
generace na druhou. Tento pfenos genetické informace umoziluje zachovani a vznik genetické
variability, ktera slouZi jako zéklad pro evoluéni mechanismy, jako je pfirozeny vybér a
geneticky drift. Zarode¢né linie tak ovliviluji pfeziti a reprodukéni tispéch potomkd, a
nakonec formuji evolu¢ni smefovani druhti (Crow, 2000). Evoluce je pro kazdy organismus
velice dilezita, jelikoz jim dovoluje se prizplisobit se pofdd ménicimu se prostredi, dale také
pomaha k lepsi reprodukéni Gispésnosti, jelikoz podporuje genetickou variabilitu a vybird

evolu¢ni znaky a chovani které to podporuji (Bergeron et al., 2023; Crow, 2000).

S modely determinace souvisi dvé hypotézy: Hypotéza o specifikaci PGC (PGC-
Specification Hypothesis), deterministicko-stochasticka hypotéza (Deterministic-Stochastic
Hypothesis). Hypotéza o specifikaci PGS tvrdi, Ze zdédény model pomoci oddéleni somaticky
a zarode¢nych buné¢k a tim umoznuje flexibilitu, ktera by se méla predevsim projevit
v proteinovych sekvencich a morfologické variabilité. Tato hypotéza je zavisla predev§im na
somatickém signalu a jeho pfesnosti, kterd poté mliZe sniZovat ¢i zvySovat evolu¢ni rychlost.
Hypotéza ma svoje kritiky, kteti poukazuji na fakt, ze se zatim nenaslo zadné vyrazné
zrychleni evoluce proteinti a speciaci/ morfologickou rozmanitost v téchto liniich. Toto ovSem
toto mlize byt zplisobeno je vyvojové Casovani a ekologické niky (Johnson & Alberio, 2015;

Whittle & Extavour, 2017).
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Hypotéza ovSem nesplnila o¢ekavany vysledek, se kterym se pocitalo — nenaslo se
viditelné/vyrazné zrychleni v evoluci proteinii a morfologickych strukturach v téchto linii.

Tento fakt ovS§em mitize byt vysvétlen ekologickou nikou a ¢asovanim vyvoje.

Zatimco druha deterministicko-stochasticka hypotéza se spiSe zaméiuje na obdobi a
¢as ve, kterém dochazi k specifikaci PGC a oznacuje ho také jako hlavniho ¢initele pro
evoluci. Hypotéza pracuje s dvéma mechanismy: deterministickd a stochasticka. Zatimco
deterministicky model se rann¢ specifikuje a zahrnuji oba modely — indukce a preformace,
stochasticky model zahrnuje organismy, které se pozdéji specifikuji, a tudiz miizou byt
ovlivnény vnéjsimi faktory. Hypotéza predpoklada, ze deterministicky model bude v pribéhu
evoluce vykazovat rychlejsi a rozmanitéjsi variabilitu a tudiz bude prevladat nad

scholastickym (Johnson & Alberio, 2015; Whittle & Extavour, 2017).

Samotna diferenciace somatické a zarodecné linie, muze piedstavovat vyhody pro
dany mnohobunéény organismus. Tyka se to pfedev§im snizeni poctu déleni a omezeni
mutaci, tim 1 kompetice mezi buikami ke vzniku zarode¢né linie a také i uvolnéni tlaku

(Wahl & Murray, 2016).

Prave diky diferenciaci linii, miizou somatické buiky plné prevzit svoji funkci a
specializovat se v télech mnohobunéénych organismti. Toto miize poskytovat zarodecnym
liniim pted napf.: oxidativnim stresem nebo replikaénimi chybami/mutacemi, které se ¢asto
kumuluji v somatickych bunkéch a diky tomu uvolni i zdrode¢né buiiky od selek¢niho tlaku a
zarodecné linie jsou také v nékterych ptipadech orientovany do mist s niz§im vystavenim
k mutagentim (Wahl & Murray, 2016). Tento fakt je dobte viditelny ve studii od B.
Milhollanda z Albert Einstein College of Medicine z New Yorku, kdy somatické fibroblasty u
my$i naakumulovaly mutace v mife ~2x107 na par bazi (bp), zatimco v zarodecné linii je to
~5%10 ? (bp). Tento rozdil vznika v disledku toho, Ze zdrodeéné buiiky minimalizuji
replikacni cykly (Milholland et al., 2017). To Ze by v zarodecnych buiikach vznikalo méné
mutaci, mize byt také zptsobeno zvysenim mechanismil na opravy DNA ¢i programovanou
bunécnou smrt, jehoz pravé ta eliminuje spermatogonie nesouci relativné vyssi frekvenci
mutaci. Naopak mezi reparacni procesy DNA mizeme zatadit: base excision repair (BER)

nebo mismatch repair systém (Murphey et al., 2012) .

Rychlost déleni somatickych bunék se vyrazné lisi v zavislosti na typu tkang. Zatimco
nekteré tkdn€, jako napiiklad stievni epitel nebo kiize, maji vysoky obrat a dé€li se Casto, jiné

tkané€ obsahuji bunky, které se déli zfidka nebo viibec. Béhem Zivota organismu, jako je Mus
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musculus, mohou somatické bunky projit nékolika az tisici délenimi v zavislosti na typu tkdné
a délce zivota organismu. Naproti tomu zarode¢né bunky prochazeji béhem gametogeneze
omezenéjsim poctem déleni. U Mus musculus proces od PGC ke zralé gameté obvykle
zahrnuje piiblizn€ 20-30 bunécnych déleni u mladych dospélych jedincii, ackoli tento pocet se
u muzt s vékem zvysuje, jelikoz se dé€li po cely Zivot. U samic je pocet déleni nizsi, protoze
oogonie vstupuji do meidzy béhem embryogeneze a po narozeni se dale nedéli (Maamar et

al., n.d.).

Zatimco rychlost a po€et déleni somatickych buné€k jsou tedy velmi variabilni a zavislé
na tkani, zdrode¢né bun€k se vyznacuji relativne stdlym a niz§im poctem déleni béhem

gametogeneze.
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6 Zaver

Proces urceni zarodecné linie je u mnohobunécnych organismu rtiznorody a je klicovy
pro pienos genetické informace mezi generacemi. Zarodecné bunky, které¢ davaji vzniknout
pohlavnim bunkam, jsou zdsadni pro kontinuitu druhu a obvykle se oddéluji od somatickych
bungk jiz v ranych fizich embryonalniho vyvoje, i kdyZz nacasovani a mechanismy se mezi
druhy lisi. Oddéleni zarode¢né a somatické linie vytvaii tzv. Weismannovu bariéru, ktera
omezuje dédicnost, jelikoz brani pfenosu mutaci ze somatickych bunék do zarode¢nych. U
zivocicht se vyvinuly dva hlavni modely specifikace zarode¢né linie: zdédény model, u
kterého jsou matetské determinanty, jako jsou Oskar, Vasa, Nanos a Piwi, lokalizovany ve
specializovanych cytoplazmatickych oblastech, jako je zdrodecné plazma ¢i zarodecné
granule; a indukovany model, kde je osud zarode¢nych bunék urcen pozdéji prostiednictvim

mezibun&éné signalizace, jak je tomu u savcu.

Molekularni determinanty, které se ¢asto vyuzivaji jako markery zarodecnych bunék,
hraji kli¢ovou roli pii specifikaci, udrzovani a ochran¢ zarodecné linie. Nékteré z nich,
napiiklad Piwi, Vasa nebo Nanos/Pumilio, jsou vysoce konzervované proteiny, které se
podileji na sestavovani specializovanych cytoplazmatickych komponentt (zarode¢né granule,
polové plazma) ¢i jsou v nich lokalizovany. Tyto faktory chrani identitu zarode¢né linie,
potlacuji expresi somatickych genti a reguluji aktivitu transponovatelnych elementt.
Navzdory rozdiliim v mechanismu specifikace jsou ¢asto konzervované cesty a interakce
proteintl, které zajist'uji spravné zalozeni a udrzeni zdrodecnych bunck napfic riiznymi
zivo€isnymi taxony. Na tomto mechanismu se podili opravdu veliké mnozstvi molekulérnich

determinantti, které jsem shrnula v tabulce 3.

RozliSeni mezi zarodecnou a somatickou linii u nékterych organismu zahrnuje
programovanou eliminaci DNA, geneticky mechanismus, ktery selektivné odstranuje
repetitivni sekvence a specifické geny, ¢imz vytvafi trvaly molekularni rozdil mezi témito
bunéénymi typy. Tento proces ptispiva k udrZeni identity zarode¢né linie tim, Ze brani expresi
somatickych genti v zdrode¢nych buiikach. Evolu¢ni vyznam diferenciace zarode¢né a
somaticke linie spo¢iva ve vytvoreni odlisnych linii, které snizuji mutaéni zatéz, omezuji

bunécnou konkurenci a chrani genomovou integritu napfi¢ generacemi.

Navzdory velkému pokroku v porozuméni procestim determinace zdrodecné a somatické
linie ziistava nékolik otdzek nevyjasnénych. Pfedevsim se tykaji neprozkoumanosti nékterych

zivocisnych druhd, protoze vétSina znalosti pochazi z modelovych organismi. Déle je
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charakteristika n€kterych molekuldrnich determinantti dobfe prozkoumana, avsak jejich
evolu¢ni ptvod a funk¢ni rozmanitost napfi¢ taxony zatim nejsou zcela objasnény. Rovnéz
neni pln€ objasnéno vzajemné ptisobeni mezi zdédénym a induktivnim modelem specifikace,

coz by mohlo pfinést mnoho odpovédi na rozdilné mechanismy téchto procesu.
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