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Abstrakt

Mezi t€lni extremity obratlovcd patfi, mimo jiné, koncetiny, parové a medialni ploutve, ocasni hrbol,
kloakalni oblast, vousky a derivaty faryngealnich obloukti. Tyto vybézky sdileji navzdory funkénim a
tvarovym rozdilim fadu vyvojové-genetickych mechanismut. Vyvoj téchto struktur je regulovan predevsim
signalnimi drahami Fgf, Shh, Wnt, Tgf-$ a kyselinou retinovou, aktivitou transkripcnich faktortt Hox a Tbx,
pricemz maji vyznamnou funkci cis-regulacni elementy gend, kterymi jsou tyto faktory kodovany. Jednim
ze spolecnych prvku struktur, kterych se tyka tento text, je prechodné vznikajici epitelialni lista ovliviiujici
tvorbu a proliferaci k ni ptiléhajiciho mezenchymu. Na vyvoji n¢kterych z téchto struktur se zaroven podili
signalizacni centrum zodpoveédné za jeji asymetrii. V tomto textu jsou nékteré z téchto struktur srovnavany
na zaklad¢ jejich souvislosti se znamymi mechanismy vyvoje koncetin Tetrapoda a teoriemi vysvétlujicimi
puvod parovych ploutvi obratlovcid. S pomoci poznatkii evolucné-vyvojové biologie je posuzovana teorie
ploutevnich lemt a archipterygialni teorie. Jako celek tato prace pojednava o sdilenych a odvozenych
znacich télnich extremit obratlovcl s cilem poskytnout zaklad budoucimu vyzkumu tykajiciho se roli

signalnich center ve vyvoji téchto extemit.

Kli¢ova slova: obratlovci, Gnathostomata, koncetiny, ploutve, ocas, tuberculum genitale, claspers,
hemipenis, AER, ZPA, Hox, Tbx, Shh, Fgf

Abstract

Vertebrate body appendages include a number of structures such as limbs, paired and median fins, the tail
bud, the cloacal region, barbels or pharyngeal arch derivatives. Despite differences in form and function,
these appendages share a number of developmental genetic mechanisms.

Development of these structures is chiefly regulated by Fgf, Shh, Wnt, Tgf-f3 and retinoic acid signalling
pathways, activity of transcription factors such as Hox or Tbx along with cis-regulatory elements controlling
the genes in which these factors are encoded.

A recurring feature shared by some of the herein discussed anatomical structures is a transient epithelial
ridge whose activity influences production and proliferation of the adjacent mesenchyme. Some are also
instructed by a signalling centre, which confers asymmetry to the structure.

In this text, the various appendages are compared on the basis of their development in relation to tetrapod
limbs and theories evaluating the emergence of vertebrate paired appendages. The fin fold theory and
archipterygial theory are discussed in the light of recent data provided by evolutionary developmental
biology. All together, this thesis evaluates shared and derived characteristics of vertebrate body appendages
with the aim to provide a basis for the upcoming work on the role of signalling centres in vertebrate body

appendage development.

Key words: vertebrates, Gnathostomes, paired appendages, fins, tail bud, genital tubercle, claspers,
hemipenis, AER, ZPA, Hox, Tbx, Shh, Fgf
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1. Uvod

Z pozice evolu¢né-vyvojové biologie lze pohlizet na evoluci anatomické stavby organismu jako na evoluci
embryonalniho vyvoje, na jejimz pozadi stoji evoluce genetickych mechanismt regulujicich pribéh
ontogeneze, kterd predstavuje rozhrani na mezi genotypem a fenotypem.

Ontogeneze mnohobunéénych zivocichli (Metazoa), a zvlasté Bilateria, je fizena regulaénimi mechanismy
sestavajicimi z interakci transkripénich faktord a mezibunécnych signalnich drah kédovanych nekolika
nadrodinami gent oznaCovanych jako vyvojova sada (developmental toolkit). To této sady zodpovidajici
za vyvoj vetSiny anatomickych struktur se obvykle fadi geny kédujici elementy signéalnich drah Hedgehog,
Wnt, Fgf, Tgf-B, Notch a kyseliny retinové spolecné s geny kodujicimi transkripéni faktory volné
oznaCovanymi jako selektorové geny, z nichz se nejvice pozornosti dostava gentim rodiny Hox. Vzhledem
ke svému omezenému poctu jsou geny regulujici ontogenezi znacn€ pleiotropni, a proto dochazi
k evoluénim zménam piedevSim na urovni Casového a lokalniho kontextu, ve kterych jsou aktivovany
(Carroll, 2005). Interpretaci kontextu, ve kterém je dany gen aktivovan zajist'uji enhancery (transkripcni
zesilovace), které predstavuji jednu ze tfid cis-regulacnich elementi. Vazba transkripéniho faktoru
na enhancer navozuje riznymi mechanismy stav chromatinu umoziujici nasednuti RNA polymerazy
na promotor daného genu (Spitz & Furlong, 2012; De Laat & Duboule 2013). Enhancery tak umoziuji
genim ziskavat funkci v zavislosti na pfitomnosti transkripénich faktord v jadfe bunky, coz zavisi
na ¢asovém a prostorovém kontextu definovaném oblasti signalizace extracelularnich faktorti. V nékterych
pripadech je pro kontakt mezi enhacerem vazajicim transkripéni faktor a promotorem cilového genu nutny
kontakt, ktery zajistuji regulované vznikajici superstruktury chromatinu nazyvané jako topologicky
asociované¢ domény (TAD). (Bolt & Duboule, 2020; Beagan & Phillips-Cremins, 2020)

Dalsim zptsobem, kterym mohou geny ziskdvat nové funkce, je genova duplikace. Duplikacemi vznikaji
homologické sekvence oznacované jako paralogické. NejcastéjSim jevem jsou tandemové duplikace, ale
vzacnéji podstupuji duplikaci celé genomy. Ke dvéma po sobé nasledujicim genomovym duplikacnim
udalostem doslo pravdépodobné i v rané fylogenezi obratlovcd. Nasledkem téchto dvou duplikaci je fada
vyvojovych geni pfitomna ve vice, obvykle Ctyfech, kopiich, jejichz regula¢ni i kodujici sekvence béhem
evoluce dale divergovaly a nabyvaly funkci v novych kontextech.

Klasicka morfologie deli koncetinu Tetrapoda podél proximodistilni osy na tfi oddily: stylopodium,
zeugopodium a autopodium, jejichz homology byly popsany u recentnich i fosilnich zastupcii skupiny
svaloploutvych ryb (Sarcopterygii). Otazka toho, se kterou strukturou, kterd mohla byt pfitomna  u
hypotetického ptredka Gnathostomata, jsou jejich prekurzory v podobé parovych ploutvi rybovitych
obratlovct homologické, vsak nebyla doposud vyfesena. V pritbéhu 19. stoleti byly formulovany dvé teorie
vysvétlujici jejich piivod: teorie ploutevnich lemd, interpretujici dva pary ploutvi coby dva izolované tiseky
plivodni spojité lateralni ploutve tahnouci se po obou stranach trupu a archipterygialni teorie homologizujici

parové ploutve se zabernimi oblouky.



Na prelomu 20. a 21. stoleti oteviel evoluéné vyvojovy pfistup k evoluci obratlovct, jenz bere v tivahu
genetické mechanismy, nové moznosti chapani pojmu homologie a spolu s tim i novy pohled na feSeni
otazky ptivodu parovych ploutvi a krac¢ivych koncetin Tetrapoda.

Z tohoto pojeti vyvstava mimo jiné i koncept takzvanych hlubinnych homologii (deep homologies), které
predstavuji souvislosti mezi anatomickymi strukturami, které jsou odhalitelné az po analyze vyvojové
genetickych mechanismi regulujicich jejich vznik. Tytéz genetické mechanismy tak mohou vytvaret
struktury, které postradaji kontinuitu ve fylogenezi, ale pesto mohou byt homologické ve smyslu sdilenych
vyvojovych procesti (Shubin, Tabin, & Carroll, 2009). Srovnani anatomickych struktur pouze na zakladé
jednotlivych urcitych genil vSak postrada z hlediska homologizace informacni hodnotu a je proto tfeba brat
v tvahu i shody na trovni vzajemnych epistatickych interakci vcetné role cis-regulacnich elementt, které
je zprosttedkovavaji. Epistatické interakce vyvojovych genl integrované cis-regulacnimi elementy je
mozné formaln¢ vyjadiit pomoci genovych regulacnich siti (GRN). (Peter & Davidson, 2011). Nejenom
jednotlivé geny, ale i komplexni vyvojové programy se tak mohou realizovat v novych casovych a
prostorovych kontextech, a mohou se oproti ptivodni koncepci homologie dokonce kombinovat.

Ploutve celistnatych obratlovct (Gnathostomata) a zejména jejich derivaty v podobé¢ parovych koncetin
ctvernozcl (Tetrapoda) predstavuji jednu z nejpodrobnéji studovanych anatomickych struktur z hlediska
vsech vyse uvedenych mechanismt regulace embryonalniho vyvoje. Studium ostatnich télnich extremit se
proto nevyhnulo nachazeni spojitosti prave s parovymi koncetinami. Nasledujici text ma za cil nejprve podat
popis mechanismi uplatiujicich se pfi vyvoji parovych koncetin Tetrapoda, a nasledné uvést piehled dalSich
anatomickych struktur, které byly zdivodu pfitomnosti nékterych spoleénych mechanismii s nimi
do souvislosti kladeny. Zavérem je pojednano o mozném vyznamu téchto souvislosti pro poznani evoluce

parovych koncetin obratlovcti a obecné télnich extremit Bilateria.

2. Koncetina Tetrapoda jako modelovy systém vyvoje télnich extremit obratlovci

2.1. Iniciace vyvoje koncetin

Parové koncetiny se u Tetrapoda zakladaji jako akumulace mezenchymu pivodem ze somatopleury piekryté
vychlipenym ektodermalnim epitelem. Epitel somatopleury lokaln¢ prochazi epitelidlné-mezenchymalni
tranzici (EMT) generujici material, ktery posléze proliferuje a diferencuje v koncetinu. K EMT dochazi pod
vlivem transkrip¢nich faktort Twist, Sall4 a Snaill (SnR) (Naiche & Papaioannou, 2007; Harvey & Logan,
2006; Isaac et al., 2000) exprimovanych v LPM, které jsou regulovany transkripénimi faktory Tbx (Tickle,
2015; Gros & Tabin, 2014). U vSech obratlovci je pro iniciaci pfedniho paru konéetin nezbytny gen ThxJ,
a pro iniciaci zadniho paru jeho paralog Thx4 (Agarwal et al., 2003; Ahn et al., 2005). Transkripéni faktory
Tbx4 a Thx5 nasledné v bunkach mezenchymu indukuji expresi faktoru Fgf10 (Fibroblast Growth Factor
10), pticemz Snaill je moznym prostfednikem mezi Tbx a Fgf (Isaac et al., 2000; Naiche & Papaioannou,
2007). Fgf10 ptisobi v mezenchymu jako mitogen a zaroven jako faktor podporujici EMT (Gros & Tabin,
2014). Signalizace Fgf10 nasledné aktivuje transkripci genu Fgf8 v buitkach ektodermu prosttednictvim
extracelularniho faktoru Wnt3a (Kawakami et al., 2001; Sekine et al., 1999). Mezi Fgfl0 a Fgf8 se
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ustanovuje pozitivni zpétnd vazba udrzujici proliferaci mezenchymu a rdst v této fazi zatim
nediferencovaného zakladu koncetiny (Tickle 2015). O nezbytnosti 7hx5 a Thx4 pro uskutecnéni EMT a
aktivaci genl rodiny FGF svédci stav pozorovany u kondicionalni rekombinantii v kodujicich sekvencich
téchto gentl, u nichz dochazi ke kompletni agenezi pfednich, resp. zadnich koncetin (Bickley & Logan,
2014; Rallis, 2003). V ptipad¢ zadnich koncetin funguje mezi transkripénimi faktory 7hx4 stfedni ¢len
v podobé transkripéniho faktoru Pitx/, ktery je jednak esencidlni pro vyvoj koncetin a jednak specifikuje
identitu zadniho paru. Ektopicka exprese Pitx/ pfi vyvoji pfedniho paru koncetin vede k jeho homeotické
transformaci v zadni par (Spielmann et al., 2012) a snizena exprese Pitx/ v zadnich koncetinach naopak
vede k fenotypu bliz§Simu pfednimu paru koncetin (Domyan et al., 2016). Delece specifického regula¢niho
elementu Pel (Chan et al., 2010) vede k rudimentalnimu vyvoji koncetin, pro ktery je charakteristicka
pravoleva asymetrie zapfic¢inéna ¢asteCnou funkéni redundanci mezi Pitx/a jeho paralogem Pitx2 (Marcil
et al., 2003). Druhd pozitivni zpétnovazebna smycka funguje mezi Fgf10 a faktory rodiny Wnt, kterymi
jsou v pfedni koncetin€ Wnt2b a v zadni Wnt8c (Ng 2002). Béhem ptechodu do faze vyrastani (outgrowth)
vznikaji dvé vzajemné se udrzujici signalizacni centra: distaln¢ lokalizovana apikalni ektodermova lista
(apical ectodermal ridge, AER) a posteriorn€ umisténa zona polarizujici aktivity (zone of polarising activity,
ZPA). AER ma podobu anteroposteriorné se tahnouci ztluSténiny ektodermu tvofené vicetadym
cylindrickym epitelem (pseudostratified epithelium), kterd sekretuje vedle Fgf8 i Fgf4 (Niswander &
Martin, 1993). ZPA je populace mesenchymalnich bun¢k exprimujici extracelularni signalni protein Shh

nachazejici se tésné pod posteriornim okrajem AER.

2.2 Urceni pozice koncetin

Pozici koncetin v lateralnim mezodermu skrze aktivaci transkripcnich faktorit Tbx zajistuji pravdépodobné
geny Hox kodujici homeodoménoveé transkripéni faktory, které obecné zastavaji ustfedni funkci v procesu
regionalizace t€lni osy u bilateralnich zivocicht (Aires et al., 2018; Minguillon et al., 2012).

Pro geny Hox je pfiznaCny Casové, prostorové a kolinearni vztah mezi jejich pozici na chromozomu
ve sméru od 3° konce chromozomu k jeho 5 konci a umisténim oblasti, v niZ jsou exprimovany, podél
anteroposteriorni osy téla (Durston, 2018) V genomu Gnathostomata se nasledkem dvou celogenomovych
duplikaci nachazeji geny Hox ve Ctyfech paralognich sadach (clusters) oznacovanych HoxA, HoxB, HoxC
a HoxD, z nichz ani jedna, ziejm¢ nasledkem deleci, neobsahuje vSech 13 genii a pouze paralogy Hox4,
Hox10 a Hox13 jsou pritomny ve v§ech sadach (Mallo, 2018).

Geny Hox jsou vedle lateralniho mezodermu exprimovany i v paraxialnim mezodermu, entodermu travici
soustavy, v zabernich obloucich a neuroektodermu pocinaje rhombomerou r3 rhombencefala a dale
posteriorné. V anteriornich ¢astech hlavy, v mandibularnim oblouku (Kuratani, 2005; Durston, 2018) jsou
vSechny geny Hox inaktivni (Durston, 2018). Anteriorni ¢ast centralni nervové soustavy je naopak
u obratlovcil a obecné Bilateria charakterizovana expresi transkrip¢nich faktori Otx (Simeone, 1992).
Kolinearni aktivace je u obratlovci umoznéna globalni regulaci celych sad genti Hox, které mohou

prechazet z aktivni do inaktivni konformace chromatinu v zavislosti na pofadi od 5 konce chromozomu
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ke 3¢ konci chromozomu. V anteriornéjSich Castech téla jsou transkripcné aktivni geny, které se nachazeji
blize 5° konci a s prodluzujici se télni osou jsou smérem k 3 konci progresivné aktivovany posteriornéjsi
geny Hox. V oddilech CNS lezicich anteriorné¢ od 3. rhombomery jsou sady gend Hox zcela
heterochromatizovany a tim transkripéné umlceny (Noordermeer, 2011; Darbellay & Duboule, 2016).
Domény exprese genii Hox v paraxidlnim a laterdlnim mezodermu urcuji identitu kosternich derivatt
somitl, kterymi jsou, mimo jiné, obratle a Zebra. U Tetrapoda domény exprese genti Hox pfedznamenavaji
regionalizaci patefe na cervikalni, thorakalni, lumbalni, sakrdlni a kaudalni oblast. Koncetiny se pfitom
zakladaji vzdy v misté, kde ptfechazi jeden oddil ve druhy: pfedni koncetiny se nachdzeji na prechodu
cervikalnich a thorakalnich obratlii a zadni koncetiny na prechodu lumbalnich a sakralnich obratlti. Pocet a
identita obratlii predstavuji nezavislé znaky. Pravé pocet obratli miize byt mezi taxony uvniti obratlovct
znacné variabilni. Pozice obou parti koncetin tudiz zavisi na Case ve kterém nastupuje exprese piislusnych

genl Hox.

NT Som LPM LPM

ooy

A X0I

LxOoI

l INITIATION
ex1 ex2

FORELIMB
Intren2 OUTGROWTH
Tbx5

Julutuyg

NN

Obr.1. Aktivace genu Thx5 aktivitou transkripcnich faktoru Hox5 a Hox4.

Proteiny Hox se vazou na regulacni element v 2. intronu Tbx5, jehoz aktivace je nezbytna pro iniciaci
prednich koncetin. ex1, exonl; ex2, exon2; LPM, lateralni mezoderm, v tomto piipad¢ somatopleura; NT,
neuralni trubice; som, somity. Tento stav je ptitomny pouze u Tetrapoda. (Minguillon et al., 2012)

2.2.1 Ur¢eni pozice piedniho paru koncetin podle anteroposteriorni osy téla

Aktivace genu 7hx5 v mezodermu somatopleury vyzaduje vazbu faktord Hoxc4 a Hoxc5 na specificky
regulacni element Hsb2 (Hox-binding sequence 2), ktery se nachazi ve intronu 2 genu 7hx5 (Minguillon et
al., 2012). Jednotlivé proteiny paralogni fady HoxC se lisi v potencialu aktivovat anebo naopak reprimovat
transkripci 7bx5 po navazani na sekvenci Hbs2. Protein Hoxc9 obsahuje na rozdil od Hoxc5 a Hoxc4
represivni doménu, pomoci niz rekrutuje korepresory inhibujici 7bhx5. (Petit et al., 2017; Nishimoto, 2014).
Kromée Hbs2 je Thx5 Tetrapoda aktivovan i elementem CNS12 (Adachi et al., 2016).

Pro vyvoj predniho paru koncetin je rovnéz nutna lokalni represe signalizace Fgf8 ptisobenim kyseliny
retinové. U mySi, v jejichz genomu byl deaktivovan gen Raldh2 kodujici enzym retinaldehyd

dehydrogenazu, exprese 7bx5 v mezodermu somatopleury chybi (Cunnigham & Duster, 2015). Fgf8 je



na transkripcni Grovni negativné regulovan vazbou jadernych receptori RXR a RAR na regulacni element
RARE (retinoic acid response element), ktery umoziuje, aby byla exprese genu Fgf8 reprimovana aktivitou
kyseliny retinové (RA) (Kumar & Duester, 2014). Signalizace RA nejprve vytvaii na trovni budoucich
prednich koncetin oblast mezodermu somatopleury, v niz je exprese Fgf8 potlacena ve prospech Tbx5 (Zhao
et al., 2009), ale v pozdé&jsi fazi vyvoje koncetiny, ktera je naopak pohanéna signalizaci Fgf8 uz Tbx5 nutny
neni (Hasson et al., 2007). Tato oblast zahrnuje i zdklad srdce, v némz je gen 7bx5 rovnéz exprimovan.

Variabilita v pozici pfedniho paru koncetin je pfinejmensim v piipadé ptakt determinovana diferencialni
¢asovou aktivaci genit Hox4 béhem migrace prekurzori lateralniho mezodermu primitivnim prouzkem, coz

je také pric¢inou variability v poctu cervikdlnich obratld, ktery je u savct fixni (Moreau et al., 2019).

2.2.2 Ur¢eni pozice zadniho paru koncetin podle anteroposteriorni osy téla

Obdobné jako je tomu v piipadé pfedniho paru dochdzi k zakladani zadniho paru koncetin v oblasti
somatopleury exprimujici ur¢itou kombinaci genit Hox. Konkrétné se jedna o doménu exprese gentt Hox11,
Hox12 a Hox13 (Matsubara et al., 2017; Burke et al., 1995), jejichz aktivace je podminéna signalizacni
aktivitou faktoru Gdf11 (growth/ differentiation factor 11) naleziciho do nadrodiny Tgf-B, ktery je
z posteriorniho axidlniho mezodermu (posterior axial mesoderm, pAM) sekretovan do lateralniho
mezoderm (LPM). K urceni polohy zadnich konéetin dochazi soucasné s pifechodem télni osy v ocasni
primordium (ocasni hrbol, tail bud), pro jehoz iniciaci a nasledny vyvoj je rovnéz zasadni signalni aktivita
Gdfi11. (Mallo, 2018; Jurberg et al., 2013; Matsubara et al., 2017).

Geny Hox9-Hox13 se nékdy oznacuji na zéklad¢ pozice oblasti, kde jsou exprimovany, jako posteriorni
geny Hox. Pro posteriorni geny Hox jsou pfiznac¢né takzvané vnotené domény exprese (nested domains)
(Wellik et al., 2003). Experimentalni pfed¢asné navozeni exprese GdfI ! pomoci implantatu ovlivituje jak
pozici koncetin, tak expresi Pitx/ a posteriornich gentt Hox9-Hox13 v mezodermu somatopleury.
Posteriorni geny Hox ziejmé stoji za iniciaci zadnich koncetin a viibec specifikaci sakralniho oddilu patete,
jehoz anteriorni rozsah odpovida nejzazsi hranici domény exprese gentt Hox11 (McPherron et al., 1999;
Jurberg et al., 2013; Matsubara et al. 2017) a zarove je gen Pitx/ (2.1) aktivovan ptisobenim transkripéniho
faktoru Hoxc9 (Nishimoto et al., 2014). U jedincii s obéma inaktivnimi alelami genu Gdf11 dochazi naopak
ke zmnozeni trupovych somitd a posteriornimu posunu zadniho paru koncetin, kloaky a ocasu. (Obr.2.)
(Jurberg et al., 2013). Casova modulace exprese Gdfl/I nema vliv na polet trupovych obratlii pouze
v experimentalnich situacich, ale ziejmé i ve fylogenezi, ¢ehoz je dokladem skutecnost, Ze variabilita tohoto
znaku je u jednotlivych skupin obratloveti podminéna pravé nacasovanim nastupu signalizace Gdfi1
v pAM. Naptiklad u mysi nastupuje za fyziologickych okolnosti exprese Gdf11 ve stadiu se sedmi somity,
pricemz se zadni koncetiny zakladaji na Grovni 23. - 28. somitu, zatimco v pfipadé embryi hada Elaphe
quadrivirgata nastupuje exprese Gdf11 ve stadiu se 70 somity a trup pfechazi v ocas piiblizné¢ na Grovni

220. somitu (Matsubara et al., 2017).



Funkce Gdfl1 tudiz sjednocuje iniciaci zadnich koncetin, zaloZeni ocasniho primordia a vznik kloakalni

oblasti pod jeden regula¢ni mechanismus, ktery ziejm¢ mohl byt béhem evoluce obratlovci jadrem

heterochronickych modulaci ovliviwjicich délku trupu.

Obr.2. Fenotyp zpisobeny defektem v genu Gdf11. A: normalni jedinec Mus musculus ve stadiu E11.5.,
B: jedinec s obéma nefunkénimi alelami genu Gdf1! v témze stadiu. Patrny je posteriorni posun mista
prechodu trupu v ocas a redukovany pocet kaudalnich somitt. Cislo udava pocet somiti nachéazejicich se
v oblasti mezi pfednim a zadnim parem koncetin. To, Ze navzdory absenci signalizace Gdfll dochézi
k iniciaci zadnich koncetin, Ize vysvétlit CasteCnou redundanci mezi Gdfll a Gdf8 (myostatinem).

(McPherron, 2009). Upraveno podle (Jurberg et al., 2013).
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Obr.3. Schéma regulace posteriorich geniit Hox vSech paralognich sad a jejich vlivu na urceni pozice
zadniho paru konéetin. V posteriornim axidlnim mezodermu (pAM) vznika gradient signalniho faktoru
Gdf11 spoustéjiciho expresi genlt Hox11 a vSech nasledujicich posteriornich gentt Hox v somatopleute
lateralniho mezodermu (LPM), které nasledné definuji identitu sakralnich obratlii a zaroven aktivuji gen pro

transkrip¢ni faktor Pitx1 (nezobrazeno) nezbytny pro iniciaci koncetin. (Matsubara et al., 2017)



2.2.3 Urceni dorsoventralni polohy koncetin

O poloze koncetiny podél dorzoventralni osy téla rozhoduje regulace umisténi apikalni ektodermové listy
(AER). AER vznika na styku dorsalniho kompartmentu ektodermu charakterizovaného signalizaci Wnt7a
a ventralniho kompartmentu exprimujiciho transkripcni faktor Enl (Engrailed), k jehoz aktivaci je v tomto
kontextu nutna signalizace Bmp (Pizette et al., 2001). Enl reprimuje Wnt7a, ¢imz potlacuje jeho
dorzaliza¢ni aktivitu (Logan et al., 1997). Enl tak zprostfedkované reprimuje také transkripcni faktor
Radical Fringe (R-fng). Podle nejcastéji piijimaného modelu vznikd AER na pomezi bunék exprimujicich
R-fng a bunék, v nichz je R-fing reprimovan aktivitou Enl. (Rodriguez-Esteban, 1997; Laufer et al., 1997;
Altabef et al., 1997). Ektopicka exprese Enl v dorzalnim kompartmentu ma za nasledek vznik ektopické
AER (Tanaka et al., 1998). En-1 a Wnt7a se nepodileji pouze na urceni dorzoventralni polohy AER, ale i
na pozdejSim vyvoji konletiny. Wnt7a rovnéz specifikuje dorzalni oblast mezenchymu indukci
transkripéniho faktoru Lmx1b, v jehoz absenci ziskava koncetina ¢astecné biventralni morfologii (Chen &
& Johnson, 1999). Inaktivace En-I ma naopak za nasledek bidorzalni fenotyp (Loomis et al., 1996).

Jedna z teorii vysvétlujicich evoluci koncetin nahlizi na podéln€ se tdhnouci apikalni liSty jako
na useky nepferusované linie zniz u hypotetick¢ého predka Gnathostomata vyrastal jediny lateralni
ploutevni lem. Jako doklad ve prospéch teorie laterdlnich ploutevnich lemt byly interpretovany
experimenty, pii nichZ byla na dorzalnim okraji domény exprese Enl indukovéana ektopicka koncetina
v oblasti mezi pfednim a zadnim parem koncetin (Tanaka et al., 2002; Cohn et al., 1995; Takeuchi et al.,
1999). Tato teorie je vSak problematicka z divodu absence fosilniho dokladu v podobé Zivocicha

opatfeného souvislymi ploutevnimi lemy (Coates, 2003).

dorsal Obr.4. Schéma transverzalniho fezu zdkladem koncetiny Tetrapoda
vraném stadiu vyrlGstani. Dorzalni kompartment ektodermu je

Wnt-7a charakterizovan signalizaci Wnt7a, zatimco ventralni kompartment

exprimuje transkripéni faktor En-1. Na jejich styku vznika AER

sekretujici Fgf8. Wnt7a indukuje transkripéni faktor Lmx1b

Lmx1b v bunikach dorzalniho mezenchymu. (Carrol, 2005, s. 91) podle

(Johnson & Tabin, 1997)
Fgf8

ventral (AER)

En-1

2.3 Faze vyristani a zpétna vazba mezi AER a ZPA

Po iniciaci, pfi niz z materidlu generovaného epitelidlné-mezenchymalni tranzici fizenou faktory 7bx vznika
nediferencované primordium, vstupuje vyvoj koncetiny do stadia vyristani (outgrowth). V tomto stadiu se
ustanovuje pozitivni zpétnovazebna smycka mezi dvéma signalizaénimi centry, z nichz je jednim AER
adruhym ZPA. ZPA je populace mesenchymalnich bunék sekretujicich signalni faktor Shh, ktera se nachazi

pod posteriornim okrajem AER. ZPA byla popsana na zaklad¢ experimentt, pfi nichz byl mezenchym
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z posteriorni strany vyvijejici se koncetiny implantovan na anteriorni stranu, ¢imz bylo docileno symetrické
duplikace posteriornich kosternich elementd koncetiny (Saunders & Gasseling, 1968; Riddle et al., 1993).
Signalni draha Hedgehog inhibuje konverzi proteinu Gli3 (t¢z Gli3 aktivator, Gli3A) na Gli3 represor
(Gli3R,Gli3-83) (Wang, 2000). Jak Gli3A4, tak Gli3R funguji jako transkrip¢ni faktory vazajici se na odlisné
regulacni sekvence. Pfed ustanovenim ZPA je primordium koncetiny polarizovano aktivitou transkripéniho
faktoru Hand2 (heart and neural crest derivatives 2), jehoz doména exprese se vzdjemné¢ vyluCuje
s buitkami, v nichz je pfitomny Gli3R (a bylo prokdzano, ze Hand2 je nezbytny pro aktivaci exprese Shh
v bunkéch ZPA (Tickle & Towers, 2017; Osterwalder et al., 2014; Welscher et al., 2002a,b).

Shh ma pfti vyvoji koncetin vicero funkci: polarizuje organ v anteroposteriornim smeéru skrze gradient Gli3A
a udrzuje ektodermalni expresi Fgf8 prostiednictvim mechanismu pozitivni zpétné vazby fungujici mezi
AER a ZPA. Zéaroven sam Shh plisobi jako mitogen, jehoz aktivita urychluje bunécny cyklus (Seifert et al.,
2010). Kromée Fgf8 exprimuje AER také faktory Fgf4, Fgf9, Fgfl7 a Wnt5a, pficemz Fgf8 nastupuje
nejdrive a jako jediny je esencialni pro proliferaci (Mariani, 2008; Yamaguchi, 1999).

Shh dale pozitivné reguluje produkci proteinu Greml pilisobiciho jako extraceluldrni inhibitor receptort
signalni drahy Bmp (Khokha, 2003). Z genti nalezicich do rodiny BMP jsou v zékladu koncetiny
exprimovany proteiny Bmp2, Bmp4 a Bmp7 (Pignatti et al., 2014; Bandyopadhyay et al., 2006). Signalizace
Bmp negativné reguluje transkripci genti kodujicich faktory rodiny Fgf, z nichz Fgf4 udrzuje v ZPA expresi
Shh prosttednictvim represe transkripénich faktorti Etv4 a EtvS (Mao et al., 2009).

Pozitivni zpétna vazba mezi AER a ZPA zajist'uje proliferaci koncetinového primordia zakoncenou fizenou
terminaci rustu po dosazeni urcité velikosti a stupné vyvoje. Tento mechanismus musi byt natolik robustni
vici vnéjs$im perturbacim a endogennim zdrojim asymetrie (napt. Pitx2) (Marcil et al., 2003) tak, aby bylo
dosazeno identického paru koncetin v situaci, kdy rostouci zaklad koncetiny neni koordinovan se svym

kontralateralnimu protéjSkem (Grimes, 2019; Allard & Tabin, 2009).

" j 1]
) ] <§ I
3 \
] > —_— It
% J
J
v ! Obr.5. Schéma experimentu, pri

kterém byla transplantaci oblasti ZPA (Srafovana oblast) navozena zrcadlova duplikace
posteriornich struktur autopodia kura (Gallus gallus). (Riddle et al., 1993 dle Saunders & Gaselling,
1968)
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ZPA a jejich dcefiné bunky, pravdépodobné ptisobenim transkripéniho faktoru Tbx2 (Farin, 2013; Tickle
& Towers, 2017), samy nedisponuji kapacitou sekretovat Grem1. Proliferace bunék ZPA tak vytvari bariéru
izolujici oblast produkujici Greml od signalizace Shh. S rostouci vzdalenosti mezi ZPA a buiikami
sekretujicimi Grem! tudiz sldbne inhibice Bmp az na uroven, kdy nepostacuje k udrzovani exprese Fgf4,
coz ma za nasledek zanik obou signaliza¢nich center a naslednou terminaci riistu koncetinového zakladu.
Experimentalni odstranéni mezenchymalni tkdn€ mezi témito populacemi bunék prodluzuje expresi Greml,
dokud neni znovu dosazeno kritické vzdalenosti, pii niz hladina proteinu Greml jiz nepostacuje
pro opétovnou aktivaci Shh (Scherz et al., 2004; Allard & Tabin, 2009). Jako dal$i vyvazujici mechanismus
slouzi negativni regulace Grem 1 piisobenim proteint Fgf, ke které dochazi po dosazeni vysoké koncentrace
v terminacni fazi (Allard & Tabin, 2009). Experimentalni prodlouzeni trvani signalizace Fgf nad endogenni
limit vede k oddaleni terminace, hyperplazii autopodia a polyfalangii (Sanz-Ezquerro & Tickle, 2003;
Allard & Tabin, 2009).

Pro popis mechanismu, kterym Fgf8 reguluje vznik kosternich elementi autopodia, byly formulovany dva
modely. Podle modelu zonu progrese (progress zone) bunky ziskavaji anteroposteriorni identitu
na zéklad¢ Casu straveného v oblasti vysoké koncentrace Fgf8 bezprostfedné pod AER, z niz jsou nasledkem
proliferace postupné vytlacovany. Podle modelu ¢asné specifikace je o identit¢ mezenchymu rozhodnuto uz
béhem iniciace. Oba tyto modely ptfedpokladaji, ze v mezenchymu funguje mechanismus umoznujici
bunkam interpretovat cas na zaklad¢ jejich vnitini periodicity, ¢imz rozhoduje o identité¢ kosternich
element(l, které z nich vzniknou (Pascoal et al., 2007).

Samotna morfogeneze chondrogennich kondenzaci, z nichz se formuji kosterni elementy, je regulovana

mechanismem na kterém se, mimo jiné, podileji transkripcni faktory HoxA a HoxD (2.5.1).

2.4. Evoluce regula¢nich mechanismii vyvoje parovych koncetin

2.4.1. Evoluce transkrip¢ni regulace faktori Thx

Exprese genu 7hx5 je v somatopleufe savcii aktivovana pfimou vazbou transkripénich faktorG Hox
na specificky regula¢ni element Hbs2 v intronu 2 Thx5 (2.2.1.). Hbs2 v8ak neni konzervovany v genomu
obratlovedl mimo Tetrapoda (Minguillon et al., 2012). Napfi¢ Gnathostomata naopak je evolucné
konzervovany enhancer CNS12 regulujici 7bxJ5, ktery zaroven postrada funkcei ve skupiné Cyclostomata,
u nichz se parové koncetiny nevyskytuji (Adachi et al., 2016).

Exprese Thx4 v mezodermu somatopleury je podminéna pfitomnosti dvou regulacnich elementi
oznacovanych jako Hind Limb Enhancer A a Hind limb Enhancer B (HLEA, HLEB), pficemz HLEB
vykazuje vysokou miru konzervovanosti napti¢ obratlovci, a kromé zadnich koncetin je na rozdil od HLEA
exprimovan i v zékladech vnégjSich genitalii Amniota (Menke et al., 2008).

Situace u spole¢ného predka Gnathostomata se snad podobala stavu u recentnich Cephalochordata, v jejichz
genomu je pfitomen spolecny prekurzor genti 7hx4 a Thx5 (Thx4/5) vedle spolecného prekurzoru gent 7bx2

a Thx3 (Tbx2/3). Thx4/5 je pii vyvoji kopinatce floridského (Branchiostoma floridae) exprimovan ve
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ventralnim mezodermu larev a po vneseni v transgenu miize u mysich jedinct s nefunkéni kodujici sekvenci
Thx5 nebo Thx4 zastoupit funkci téchto gent pii normalnim vyvoji koncetin, a to v¢etné specifikace predni
a zadni identity téchto koncetin (Minguillon et al., 2009).

Evoluci délby roli mezi paralogy Thx4 a Thx5 vysvétluji dveé alternativni hypotézy. Podle hypotézy genes
before fins byla duplikace Thx4/5 podminkou, kterd umoznila vznik panevniho péaru ploutvi. Naopak podle
hypotézy fins before genes byly oba pary nejprve identické a dochéazelo v nich k expresi jak 7bx4, tak Thx5
a teprve nasledné evoluéni procesy vedl k vyvoji specifickych regula¢nich mechanismu (Ruvinsky &
Gibson-Brown, 2000).

V kazdém ptipadé se predpoklada, ze vznik parovych ploutvi byl u predkii Gnathostomata podminén
ziskanim apomorfni domény exprese 7hx4 a Tbx5, ptipadné jejich ortologa 7hx4/5 na dorzalnim okraji
oblasti exprese En-1 (2.2.2), ktera je registrovatelna i na ventralni stran¢ larev recentnich mihuli (Matsuura
et al., 2008; Onimaru et al. 2011) a mohla poslouzit jako preadaptace pro vznik parovych ploutvi.

Tato ektodermalni doména nemusela ptivodné u pfedkti Gnathostomata souviset nutn€ s nepferusovanym
ploutevnim lemem, ale s barevnym odliSenim dorsalni a ventralni strany téla, které je podminéno aktivitou
En-1 nejen u Cyclostomata, ale také u Tetrapoda vcetné savcil (Onimaru et al., 2011; Tanaka et al., 2013).
Podle alternativniho scénate jsou recentni Cyclostomata druhotné redukovanymi potomky zivocichti, kteti
parové ploutve exprimujici Tbx4/5 méli a jejich vznik tedy pfedchazi druhé celogenomové duplikaci
(Onimaru et al., 2018). Druhotna ztrata parovych ploutvi zaroven neni v rozporu s absenci regulac¢nich

elementl genu Shh (Letelier et al., 2018) homologickych s elementy recentnich Gnathostomata.

2.4.2 Evoluce signalizace Shh ve vyvoji koncetin

Expresi Shh v ZPA piredchazi anteroposteriorni polarizace koncetinového zakladu uskute¢néna skrze
vzajemny antagonismus mezi transkripcnimi faktory Gli3R a Hand2 (Welscher, 2002). Exprese genu Shh
je v zékladu koncetiny podminéna interakci se vzdalenym regulacnim elementem ZRS (ZPA-Regulatory
Sequence, MFCS1), ktery se nachazi v intronu 5 genu Lmbrl (Limb Region 1) vzdaleného ptiblizn¢ 1 Mb
od promotoru Shh (Lettice, 2017; Tickle & Towers, 2017). Na ZRS se vazou transkripcni faktory Hand2,
EtS a produkty posteriornich gent paralogni sady HoxD. (Tickle & Towers 2017). Hand2 také pozitivné
reguluje Shh skrze pfimou vazbu na ZRS (Osterwalder, 2014). Delece ZRS ma za nasledek fenotyp koncetin
identicky s fenotypem jedinct s nefunkéni kodujici sekvenci Shh (Chiang et al., 2001; Sagai et al., 2005).
Defekty se v§ak neprojevuji u ostatnich struktur, na kterych se podili signalizace Shh, je-li deletovana pouze
ZRS (Sagai et al., 2009, 2005).

Pro normalni vyvoj koncetin je nutny kontakt oblasti genomu obsahujici Lmbrl a Shh (Williamson et al.,
2016) uskutecnény v ramci topologicky asociované domény (TAD) (Symmons et al., 2016). ZRS se nachazi
pouze v genomu Gnathostomata, zatimco u Cyclostomata a Cephalochordata, kteti parové ploutve nemaji,
homologicka sekvence nalezena nebyla (Smith et al., 2013). Reportér obsahujici ZRS vykazuje transkripéni
aktivitu jak u zastupcii Tetrapoda, tak zastupcti Teleostei, Chondichthyes a Sarcopterygii (Letelier et al.,

2018). Zajimavé je zjisténi, ze béhem evoluce Gnathostomata doslo k reorganizace genomu, v jejimz
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disledku byl gen Shh translokovan do blizkosti gentt Lmbrl a Rnf32 (Irimia et al.,2012). Krom¢ jiz zmin€né
ZRS sekvence uvniti LmbrxI nezbytné pro vyvoj koncetin se uvniti genu Rnf32 nachazi sekvence MACS1
nezbytna pro expresi Shh pii vyvoji laryngotrachealni vychlipky (Sagai et al., 2017). Jedna rekombinacni
udalost tak umoznila vznik parovych koncetin a entodermalnich plicnich vakt: dvou inovaci zasadnich pro

evoluci terestrickych obratlovct.

2.5. Funkce genii Hox ve vyvoji koncetin

Charakteristickym znakem Gnathostomata je kolinearni exprese posteriornich genit Hox pfi vyvoji koncetin.
Funkené, a nejspis 1 fylogeneticky, 1ze rozdélit sady Hox na anteriorni a posteriorni geny podle oblasti télni
osy, kterou svou aktivitou specifikuji. Mezi posteriorni geny nalezi Hox9, Hox10, Hox11, Hox12 a Hox13.
Tyto geny jsou pravdépodobné homologické genu Abd-B (Abdominal B) Elenovct, ktery rovnéz specifikuje
posteriorni osu t¢la, a je mozné, Ze tandemovou duplikaci jediného pivodniho genu Hox u predki Bilateria
vznikly ortology anteriorni skupiny (Hox1-8) a posteriorni skupiny (Hox9-13) (Peterson & Davidson,
2000). Béhem vyvoje osy téla obratlovcli podléhaji posteriorni geny Hox spolecné regulaci pisobenim
faktoru Gdf11 a tvoii vnofené domény exprese (nested domains) (2.2.1.).

Specifikem Gnathostomata je rovnéZ globalni regulace celych sad genti Hox prostfednictvim regula¢nich
elementd ovlivitujicich vSechny geny v jedné sad¢ (cluster), kterd tudiz funguje jako tzv. metagen
(Darbellay & Duboule, 2016). Tento mechanismus neni pozorovan u jinych Bilateria a 1ze proto hovofit
o genomov¢ synapomorfii (Darbellay & Duboule, 2016).

Pro vyvoj koncetin maji zadsadni vyznam posteriorni geny paralognich sad A a D. Experimentalni delece
celych sad B a C nevede u mysi k abnormalnimu fenotypu koncetin, zatimco delece bud’ HoxA4 anebo HoxD
ma za nasledek defektni vyvoj autopodia a delece obou téchto sad vede k agenezi vétSiny koncetiny,

s vyjimkou rudimentalniho stylopodia (Zakany & Duboule, 2005).

2.5.1 Paralogni skupina HoxD a jeji bimodalni regulace

Exprese posteriornich gentt Hoxd9-Hoxd13 se béhem vyvoje koncetiny uskutecituje ve dvou fazich, které
jsou pod kontrolou odlisnych regulacnich celkd. Oblasti lokalizace transkriptl téchto genti tvofi tzv. vnotené
domény (nested domains). V Casné fazi nalezi nejrozsahlejsi doména genu Hoxd$§ a uvnitt ni jsou obsazeny
domény vsech ostatnich genti Hox, pfi¢emz kazda dalsi doména obsahuje vSechny ptedchazejici (Nelson,
1996). V pozdni, autopodidlni, fazi se vnofené domény vytvaieji v opacném potadi (reverse collinearity,
inverse collinearity) po¢inaje Hoxdl3, ktery je pro vznik autopodia esencialni (Fromental-Ramain et al.,
1996; Nelson et al., 1996; Woltering & Duboule, 2010; Montavon et al., 2008; Archambeault et al., 2014).
Inaktivace jednoho z dvojice gentt Hoxal3 a Hoxdl3 ma za nasledek defektni vyvoj a téméf kompletni
agenezi autopodia, je-li provedena u obou gent. (Fromental-Ramain et al., 1996).

Hoxd9 (Montavon et al., 2008). Hoxd9, Hoxdl0 a Hoxdll jsou pfitom exprimovany v obou fazich

(Woltering et al., 2014). Geny pozdni faze vykazuji rovnéz kvantitativni kolinearitu ve smyslu klesajici
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dozev zavislosti na potadi od 5° konce a tim rostouci vzdalenosti od regula¢nich sekvenci (Tschopp &
Duboule, 2011a, b; Montavon et al., 2008; Kmita et al., 2002; Woltering & Duboule, 2010). Vnofené
domény se v autopodiu tvoii v anteroposteriornim sméru, pficemz se oblast exprimujici pouze Hoxd13
nachazi na anteriornim okraji autopodia a oblast pfekryvu domén lokalizace transkript vSech geni HoxD
odpovida posteriorné umisténému ZPA (Davis, 2013, Woltering & Duboule, 2010), jejiz produkt Shh je
v této fazi nezbytny pro aktivaci obou sad Hox.

Ptechod z ¢asné do pozdni faze je doprovazen zmeénou konformace chromatinu zprostfedkovanou ¢innosti
Hoxd13 a Hoxal3 (Beccari, L. et al. 2016) pfi které HoxD interaguji v ramci dvou topologicky asociovanych
domén (TAD) s regulagnimi sekvencemi, které celek HOXD ohraniéuji. Casna faze je fizena elementy CS39
a CS65 (Beccari et al., 2016) nachazejicimi se v telomerickém 3¢ sméru od HoxD (T-DOM), zatimco pozdni
faze je fizena elementy v 5° centromerickém sméru (C-DOM). Uvniti C-DOM se nachdzi regulac¢ni element
Prox obsahujici sekvenci CsC a element GCR (Global control region) obsahujici sekvence CsB a CsA.
Spolu s HoxD jsou témito elementy regulovany geny Lnp a Evx2, mezi nimiz se Prox a CsC nachazi (Spitz
et al., 2003). CsB ridi expresi HoxD v koncetinach, neuralni trubici a genitalnim hrbolku, ale nepostacuje
k plné rekapitulaci exprese HoxD v autopodiu (Gonzalez et al., 2007; Davis, 2013). Béhem samotného
prechodu nejsou HoxD pod silnym stimulujicim vlivem ani jedné z regulac¢nich domén, coz vede ke vzniku
oblasti LHZ (Low Hox Zone) s nizkou dozi transkriptt HoxD (Woltering & Duboule, 2010; Andrey et al.,
2013). Pfedpoklada se, Ze pritomnost LHZ je zodpovédna za vznik karpalni oblasti (mesopodia) (Tulenko
et al., 2016; Woltering & Duboule, 2010; Woltering, 2014).

/CNS Limb bud

cor——— ] HH—— - -————

En2 Rbm32 Shh Rnf32 Lmbri

Atpbg3

HoxD Mix2 Hnr'oaB
oo H————H—HC i

Atf2 \N_NAN_ANJ » ; Nfe2i2

Proximal limb, digestive tract

—— 100 kb
Hoxd13 Hoxd10 1
Evx2

Obr.6. Schéma regulace genu Shh a paralogni skupiny HoxD. A: sekvence ZRS (MFCS1) uvniti genu
Lmbrl aktivuje expresi Shh v zadkladech parovych koncetin B: Centromerické regulacni elementy aktivuji
posteriorni geny sady HoxD v zadkladech parovych koncetin a vnéjSich genitalii. (Schéma nezohlednuje
efekt TAD). Upraveno podle (Montavon & Duboule, 2013)
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2.5.2 Regulace sady HoxA

HoxA jsou podobné jako HoxD ohrani¢eny oblastmi obsahujicimi regula¢ni elementy, s nimiZ mohou
vytvaret kontakty v ramci TAD (Berlivet et al., 2013), ale jsou na rozdil od HoxD exprimovany pouze
v jedné vIn€ a spolu s transkripénim faktorem Meis ! specifikuji jednotlivé oddily podél proximodistalni osy
koncetiny. Hoxal3 specifikuje autopodium a karpus, Hoxall zeugopodium a Meisl stylopodium (Nelson,
1996; Yano & Tamura, 2013). HoxA se také na rozdil od Hoxdl3 a Hoxdll vzajemné vyluCuji a nested
domains nevytvareji (Kherdjemil et al., 2016).

U Tetrapoda se namisto toho domény exprese Hoxal3 a Hoxall ptekryvaji jen po urcitou dobu a nasledné
dochéazi kjejich postupné separaci. Jind je situace u bazalnich Actinopterygii (Polyodon spathula)
a Chondrichthyes (Sakamoto, 2009; Metscher et al., 2005; Yano & Tamura, 2013). V ontogenezi zastupct
téchto skupin neni pii vyvoji ploutvi doména exprese Hoxall separovand od domény exprese Hoxal3
(Metscher, 2005). Odvozeny stav u Tetrapoda je pravdépodobné vysledkem represivni aktivity obou geni
Hox13 zprostiedkované antisense RNA inaktivujici Hox/1, jejiz syntéza je spusténa po navazani Hoxal3
nebo Hoxd13 na regulacni element nachézejici se v intronu Hoxall (Kherdjemil et al., 2016; Petit et al.,
2017). Shh je pozitivné regulovan vazebnymi misty uvnitf ZRS, kterd jsou specificka pro kazdou z obou
fazi (Lettice et al., 2017; Leal & Cohn, 2016). Aktivita Hoxal3 zaroven vysvétluje vznik LHZ (2.5.1). Tato
oblast je zaroven oblasti, ve které se Hoxal3 a HoxD nepiekryvaji. Pravé Hoxal3, jehoz exprese se jinak v
autopodiu piekryva s HoxD, mtze byt faktorem urcujicim morfologii karpalnich kosti: ektopickd exprese
Hoxdl3 vede k homeotické transformaci dlouhych kosti zeugopodia v kosti morfologicky podobné
karpalnim. (Yokouchi, 1995). Funkce Hoxal3 pfi urceni karpalni oblasti ¢astecné vysvétluje i pirechodnou
morfologii nejanteriornéjsiho prstu, savciho palce. Oblast, v niz vznika palec, je charakterizovana expresi
Hoxal3

a pouze jediného ¢lenu sady HoxD, kterym je Hoxdl3, ptiCemz odstranéni Hoxd13 vede k transformaci

palce v karpalni kost (Woltering & Duboule, 2010).

HoxA HoxD

mesopodium

Obr.7. Schéma domén exprese sad HoxA a HoxD béhem vyvoje savéiho autopodia. Doména Hoxal3
(€ervené) se nepiekryva s doménou Hoxall (modie). Mezi doménou distalni faze Hoxd10-Hoxd13 (Zluté)
a doménou proximalni faze HoxD (zelen€) se nachazi zéna s nizkou dozi transkripti HoxD (LHZ).
V pozdni fazi je exprese HoxD aktivovana signalizaci Shh z posteriorni ZPA. V oblasti budouciho palce
(thumb) je doze HoxD relativné nizka. (Woltering & Duboule, 2010)
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2.5.3 Evoluce bimodalni exprese genii HOXD

Lze ptedpokladat, Ze béhem procesu dvou celogenomovych duplikaci, ktery vedl ke ¢tyfem paralognim
sadam gent Hox, vznikl v prvnim kroku spole¢ny prekurzor sad A a B (HoxA/B) a prekurzor C a D
(Hox(C/D) (Soshnikova et al., 2013). Je pravdépodobné, ze bimodalni regula¢ni mechanismus typicky pro
HoxA a HoxD, je ptivodnim znakem, ktery byl pfitomny u gentt Hox pied replikacnimi udalostmi na bazi
obratlovci, jehoz druhotna ztrata u HoxB a HoxC muze souviset s delecemi krajnich gent (Woltering et al.,
2014). Koncetinové regulacni sekvence vSak vznikly u HoxD a HoxA konvergentné (Berlivet et al., 2013).
Oblasti ohrani¢ujici jedinou sadu genti Hox u Cephalochordata je na anteriorni strané vysoce syntenicky
konzervovana, zatimco na posteriorni stran¢ doslo ve srovnani s obratlovci k rozsahlym reorganizacim.
Analyza interakci sady Hox zaroven svéd¢i o preferenénim vytvareni kontaktl pravé s anteriornimi
sekvencemi v ramci jedné, nikoli dvou TAD. Tento stav mlize vypovidat o piisobeni selek¢nich tlakl
zabranujicich mutacim v anteriorni oblasti, avSak ne v posteriorni (Acemel et al., 2016). Globalni
telomericka (anteriorni) regulace genti Hox se tudiz jevi jako inovace Gnathostomata.

Zprvu se na zaklad¢ situace u fylogeneticky odvozenych Teleostei (Tetraodon nigroviridis a Danio rerio
(Sordino et al., 1995; Schneider & Shubin, 2013) ptedpokladalo, Ze dvoufdzova (bimodalni) exprese genil
HoxD je apomorfii Tetrapoda souvisejici se vznikem autopodia (Spitz et al., 2003). Studium vyvoje ploutvi
u zastupcit Dipnoi (Neoceratodus forsteri) (Johanson, 2007), bazalnich Actinopterygii (Polyodon spathula)
(Davis et al., 2007; Tulenko et al., 2016) a Chondrichthyes (Scyliorhinus canicula, Leucoraja erinacea),
(Freitas, 2007; Spitz et al., 2003) v8ak odhalilo, ze k obéma fazim dochazi, byt s mensim az nepatrnym
Casovym a prostorovym rozestupem. Na Danio rerio, modelovém zastupci Teleostei byla rovnéz
demonstrovana rudimentalni pozdni faze exprese sady HoxD (Ahn & Ho, 2008). Rozdil mezi stavem
u Tetrapoda a skupin bez autopodia proto ziejmée spo¢iva v evoluci na irovni cis-regulacnich elementt.
Centromerické (distalni, posteriorni), regulacni elementy Island 1, Island 3, Island 5 a CsB jsou pfitomny
napfi¢ Gnathostomata, pficemz CsB nakolonovany z Danio rerio (Schneider et al., 2011), Lepisosteus
oculatus (Gehrke, 2015) a Leucoraja erinacea (Archambeault, 2014; Schneider, 2011) vykazuje
transkrip¢ni aktivitu v autopodiu savcti. Na druhou stranu CsB naklonovany z genomu 7Tetraodon viridis a
Danio rerio savéimi bunikami interpretovan neni (Spitzet al., 2003; Pago & Freitas, 2018; Gehrke et al.,
2015), coz poukazuje na sekundéarni degradaci tohoto elementu jako na mozné vysvétleni absence distalni
faze exprese HoxD pfi vyvoji ploutvi recentnich Teleostei. U Tetrapoda navic CsB obsahuje konzervované
sekvence B1 a B2, které nemaji homology v genomu jinych skupin (Spitz et al., 2003).

V centromerické regulacni oblasti Tetrapoda se vSak nachéazeji i unikatni sekvence, jejichz aktivita mtze
byt pfi¢inou modulace distalni faze, ktera doprovazela vznik autopodia. Konkrétné se jedna o elementy CsC,
Island 4 a Island 2, z nichz je Island 2 je pfitomny v genomu zastupce Sarcopterygii Latimeria chalumnae
(Amemiya et al., 2013). Sav¢i CsC sice vykazuje reportérovou aktivitu u Danio rerio, coz poukazuje
na konzervovanost frans-regulacniho aparatu, avSak jemu ortologicka sekvence se v genomu daného druhu

nenachazi (Gonzalez et al., 2007; Schneider et al., 2011; Schneider & Shubin 2013; Freitas, 2007).
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O piitomnosti autopodialni faze svédei i zjisténi, ze exprese HoxD a HoxA je béhem vyvoje distalni ¢asti
parovych ploutvi Danio rerio stejn€ jako u Tetrapoda fizena signalizaci Shh (Ahn, 2008).

Jevi se tak jako pravdépodobné, ze bimodalni regulace geni HoxD je piivodnim znakem Gnathostomata,
ktery byl pfitomny u spole¢ného piedka obratlovcl s parovymi koncetinami a byl v ur€ité podobé ptitomny
i pfed celogenomovymi duplikacemi, které piechazely vzniku obratlovet. K expresi posteriornich gent
HoxD ftizenych telomerickou regulaéni oblasti dochazi i béhem vyvoje savciho slepého stieva (caecum)
(Delpretti, 2013) a genitalniho hrbolku (tuberculum genitale) (Lonfat et al., 2014). V obou z ptipadu tak se
na aktivaci HoxD podileji n¢které spolecné a nékteré pro danou strukturu unikatni cis-regulacni elementy,

se kterymi HoxD interaguji v ramci TAD (Darbellay & Duboule, 2016).

cen —— —t = i tel
HoxD

Obr.8. Schéma oblasti aktivity jednotlivych regula¢nich oblasti celku HoxD béhem sav¢i ontogeneze.
Centromerické regulaéni sekvence aktivuji expresi genit HoxD v autopodiu a genitalnim hrbolku (Zluté€).
Telomerické sekvence aktivuji expresi HoxD v proximalngjSich oddilech koncetiny a slepém stievé
(zelené€). Exprese HoxD v t€lni ose je fizena elementy nachazejicimi se v sekvencich mezi jednotlivymi
geny HoxD (modie). (Tschopp & Duboule, 2011a)

3. Vyvoj extremit sdilejicich nékteré mechanismy s koncetinami
3.1 Neparové ploutve a medialni ploutevni lem

U Actinopterygii je distalni kostra medialnich ploutvi a distalni oddil kostry parovych ploutvi tvoien
desmogennimi lepidotrichiemi, které osifikuji podél aktinotrichii tvofenych kolagenem a elastoidinem,
zatimco u Chondrichthyes k osifikaci nedochazi, a i v dospélosti jsou pfitomny pouze chrupavcité
ceratotrichie. Ploutevni lem larev recentnich Tetrapoda neobsahuje zadné kosterni struktury. Lepidotrichie
jsou v8ak patrné na ploutvich fosilnich zastupct Sarcopterygii jako Tiktaalik nebo Panderichthys (Yano &
Tamura, 2013).

Kaudalni, analni a ob¢ hibetni ploutve, macky skvrnité (Scyliorhinus canicula) vykazuji
kolinearni uspotfadani domén exprese gentt Hoxd9-Hoxd13 odpovidajici rané fazi vyvoje koncetin (Freitas,

2006). Jako doklad toho, Ze se jedna o fylogeneticky starsi stav, slouzi exprese HoxD ve hibetni ploutvi
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mihule motské (Petromyzon marinus), pii jejimz vyvoji dochazi, podobné jako v pfipadé macky,
ke kolinearni expresi Hoxd9 a Hoxd10 ve vnoienych doménach. (Freitas et al., 2006).

V medidlnich ploutvich Cyclostomata vSak na rozdil od Gnathostomata neplisobi signalizace
zprostfedkovand proteinem Shh, jehoz exprese je patrnd u zastupci Chondrichthyes Chiloscyllium
punctatum a Leucoraja erinacea (Davis, Dahn & Shubin, 2007). Exprese genu Shh v je parovych ploutvich
fizena konzervovanym regula¢nim elementem ZRS, jehoz delece u Tetrapoda vede k rudimentalnimu vyvoji
koncetin (Sagai et al., 2005). Delece ZRS u zastupct Teleostei Danio rerio a Oryzias latipes vede k agenezi
hibetni ploutve, coz poukazuje na neoddélitelné spifazeni vyvoje obou struktur podminéné nezastupitelnou
funkci ZRS pro aktivaci Shh. Parové ploutve se u zastupcti Teleostei navzdory deleci ZRS vyvijeji diky
aktivit€¢ noveé ziskaného elementu sZRS (shadow ZRS), ktery se rovnéz nachazi ve druhém intronu Lmbrl
(Letelier et al., 2018). Zdali je absence ZRS u recentnich Cyclostomata sekundarni ¢i ne, zlistava nejasné
(Letelier et al., 2018; Irimia, 2012; Ruvinsky & Gibson-Brown, 2000; Onimaru & Kuraku, 2018).

K expresi posteriornich genti HoxD v medialnich ploutvich proto zifejmé dochazelo uz u ptedka
Gnathostoma, u nichZ je navic podminéna signalizaci Shh. Za souc¢asného stavu znalosti nelze s jistotou fici,
jestli je funkce ZRS pii vyvoji medialnich ploutvi evolu¢né star$i nez funkce v parovych ploutvich.
V ptipadg€, Ze by se tento scénai ukazal jako pravdépodobny, by mohla ptipadna pleziomorfni role ZRS
slouzit jako dikaz ve prospéch modelu, podle kterého jsou parové ploutve aspon z ¢asti vysledkem koopce
regula¢nich mechanismu podilejicich se na vyvoji hibetnich ploutvi.

Na zakladé¢ vysSe popsanych experimentil byla pfitomnost nékterych mechanismt, které funguji jak
v medidlnich, tak v parovych ploutvich rybovitych obratlovcl interpretovdna jako jeden z hlavnich

argumenti ve prospéch teorie ploutevnich lemt (Gillis & Hall, 2016).

3.2. Ocas

Ocas definovany jako oddil télni osy zasahujici posteriorné od kloakalni oblasti je charakteristickym
synapomorfnim znakem skupiny Chordata v¢etné obratlovct. Vyvoj ocasu je regulovan odlisné od vyvoje
anteriornéjsich oddilt télni osy a zaroven se v nékterych rysech podoba vyvoji parovych koncetin a byl
proto také povaZovan za strukturu, z niz mohly byt kooptovany nékteré mechanismy vyvoje koncetin.

Jiz bylo uvedeno (2.2.2), ze ptechod télni osy v ocas se odehrava pod vlivem signalniho faktoru Gdfl1l
sekretovaného z paraxidlniho mezodermu do mezodermu somatopleury, pti¢emz heterochronie v nastupu
exprese Gdf11 zaroven rozhoduje jak o délce trupu a pocétu somitl s trupovou identitou, tak o umisténi
zadniho paru koncetin, resp. panevnich ploutvi. Gdfl1 aktivuje posteriorni geny Hox9-13, jejichz exprese
ve vnofenych doménach charakterizuje jak ocas a sakralni oddil patefe (Obr.3), tak proximodistalni osu
koncetin a parovych ploutvi (2.5).

Anteroposteriorni  (kranialné-kaudalni) osa téla vznikd postupné béhem gastrulace, pfi niz je
z ektodermu, resp. epiblastu (ve skupiné Amniota) generovan epitelidlné mezenchymalni tranzici
mezoderm. Mistem gastrulace je u obratlovct blastoporus anebo, v piipadé Amniota, primitivni prouzek

(primitive streak, PS). Vznikajici lateralni mezoderm, paraxialni mezoderm, a chordamezoderm se posouva
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v anteriornim sméru, zatimco blastoporus, resp. primitivni prouzek ustupuje kaudaln€. V prub&hu
gastrulace zaCinaji z anteriorniho konce paraxidlniho mezodermu diferencovat metamerické somity
v podobé¢ epitelidlnich vackd kondezujicich z nerozliSeného presomitického mezodermu (PSM), které
pozdéji slouzi jako zaklad svalovych a kosternich struktur trupu. (Bénazéraf & Pourquié, 2013)

Po nastupu signalizace Gdfl1 se primitivni prouzek dostavd na ventralni stranu téla a dava vzniknout
ventralni ektodermové 1isté (ventral ectodermal ridge, VER), ktera vykazuje morfologickou podobnost
s AER koncetiny, pficemz sekretuje faktory Fgfl7 a Bmp2 a po urCitou dobu je v ni nadale generovan
mezenchym. (Bénazéraf & Pourquié, 2013; Goldman, 2000; Ohta et al., 2007). Anteriorni ¢ast
primitivniho prouzku a struktura na jeho anteriornim konci zvana Hensentiv uzel se pfeménuji v oblast
oznaCovanou jakou chordoneural hinge (CNH), do niz se zprimitivniho prouzku pfesouvaji
neuromezodermalni progenitorové buiiky (NMP), ¢imz se zakladd posteriorné rostouci mezenchymalni
ocasni primordium (zail bud).

K neurulaci a somitogenezi dochazi v mezenchymu ocasniho primordia (tail bud mezenchyme, TBM) de
novo, sekundarn¢, bez navaznosti na trupovy oddil t€lni osy postupnou diferenciaci bipotencidlni populace
NMP. NMP jsou charakteristické soucasnou expresi transkripcnich faktorti Sox2 a T(Bra) (Wymeersch et
al., 2016). NMP mohou v zavislosti na rovnovéze extracelularnich signalt diferencovat bud’ v paraxialni
mezoderm exprimujici pouze T(bra) nebo v sekundarni neuralni trubici definovanou expresi genu Sox2.
Za neptitomnosti signalni aktivity faktoru Gdfl1 je diferenciace NMP naklonéna ve prospéch neurulace
pusobenim Sox2 (Aires et al., 2019).

K terminaci ristu ocasu dochazi po vycerpani mezenchymalni populace NMP, ¢emuz docasné zabranuje
aktivita posteriorné sekretovanych faktord Fgf8, vii¢i nimz plisobi antagonisticky anteriorné sekretovana
kyselina retinova (Olivera-Martinez et al., 2012). Represe Fgf8 plisobenim RA je i v tomto piipad¢ zajisténa
regulacnim elementem RARE, ktery rovnéz zarucuje represi Fgf8 béhem zakladani predniho paru koncetin
Tetrapoda (Kumar & Duester, 2014; Cunningham et Al., 2015) (2.1) (2.4.2).

Posteriorni geny Hox exprimované v sakralni oblasti a v ocasu nendlezi na rozdil od parovych kondcetin
pouze k saddm HoxD a HoxA, ale také k HoxC a HoxB. (Soshnikova & Duboule, 2009; Burke et al., 1995)
PtedCasna exprese Hoxb13 nebo Hoxc13 terminuje proliferaci NMP a tim i rdst ocasu, naopak delece
Hoxb13 vede k jeho hyperplazii (Mallo, 2019). Pozice ptechodu trupu v ocas je podminéna interakci dvou
signalnich faktorti nadrodiny Tgf-B: Gdfll a Oct4. Delece Gdfil vede k opozdénému zalozeni ocasu
a zmnozeni lumbalnich obratlt, zatimco ptfedCasna exprese GdfI I mé naopak za nasledek anteriorni posun
zadniho paru koncetin doprovazeny redukci poctu trupovych obratld. Vuci Gdfl1 plsobi antagonisticky
faktor Oct4, pficemz trvani jeho aktivity urcuje délku trupu (Mallo, 2019, 2018; Jurberg et al., 2013). Gdf11
udrzuje  bipotencialni  neuro-mezodermalni  progenitorové  (NMP)  bunky v proliferujicim
a nediferencovaném stavu aktivaci transkripcniho faktoru Lin28, proti némuz pisobi Hoxb13 a Hoxc13,
které jsou rovnéz aktivovany signalizaci Gdf11 (Aires, 2019). Rozdil v nastupu aktivity Hoxb13 a Hoxc13
stoji na pozadi variability délky ocasu u obratlovci. (Mallo, 2019).
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Pro pokracujici EMT je ve ventralni ektodermové 1i§té€ nutny inhibitor signalizace Bmp Noggin. Bmp2 je
exprimovan jak v AER koncetin, tak ve VER ocasu (Cotoras & Allende, 2015; Ohta et al., 2007).
Posteriorni geny Hox9-Hox13 reprimuji s kolinearné rostouci intenzitou transkripéni faktor T(Bra)
prostiednictvim inkativace parakrinniho signalu Wnt5Sa, ktery zfejmé ma roli i v udrzovani gradientu Fgf8.
(Denans, 2016).

S prednimi koncetinami sdili ocasni primordium permisivni funkci RA pfi potlaceni signalizace Fgf8 béhem
iniciace obou struktur, ktera vSak v pfipadé zadnich koncetin neni nutna (Zhao et al., 2009; Cunnigham et
al., 2015). Ocas se spolecné se zadnimi koncetinami zaklada vlivem signalizace Gdf11, ktera hraje zasadni
roli i v jeho nasledném vyvoji vetné terminace rustu (Mallo, 2018, 2019). Oct4 aktivuje anteriorni geny
Hox vsSech ¢tyf sad specifikujici trup, zatimco posteriorni geny Hox aktivované plsobenim Gdf11
specifikuji sakralni oddil patefe a ocas. Posteriorni geny sad HoxD a HoxA jsou exprimovany i ve vyvoji
koncetin, pticemz geny HoxD jsou aktivovany nejprve regulacnimi elementy v centromerické oblasti a
pozdéji v opacném potadi elementy v telomerické oblasti (2.5.1). Je mozné, ze ptechod mezi geny fizenymi
Oct4 a Gdf11 odpovida ptfechodu mezi obdobnymi topologicky asociovanymi doménami, v rdmci nichZz je

posteriorni ¢ast sady HoxD regulovdna béhem vyvoje parovych koncetin (Mallo, 2018).
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Obr.10. Schématicka ilustrace embryogeneze kaudalni oblasti kura. kl, kloaka; km, kloakalni membréna;
zs, zadni stievo; ps, primitivni prouzek (primitive streak); th, tailbud; ver, ventralni ektodermova lista; al,
alantois. Upraveno podle (Ohta et al., 2007).
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Obr.9. Ilustrace embrya kura (Gallus gallus) ve stadiu 15.
Vlevo: primitivni prouzek generuje presomiticky
mezoderm (PSM), ktery anteriornéji diferencuje v somity
(S), pticemz PS ustupuje posteriorn¢ (modré Sipky). NT:
nervova trubice (neural tube). H: srdecni hrbol (heart).
Vpravo: lateralni fez primordiem ocasu (tail bud). Cést
primitivniho prouzku se pfesouva na ventralni stranu a
dava vzniknout ventralni ektodermové list¢ (VER). NC:
notochord, CNH: caudal neural hinge, NT: nervova
trubice, TBM: mezenchym ocasniho primordia (zail bud
mesenchyme). Upraveno podle (Bénazéraf & Pourquié,
2013).

3.2.1 Spole¢ny mechanismus segmentace téIni osy a
— T, parovych koncetin

Zakladem pro mezodermdlni seridln€ homologické

struktury obratlovci jsou somity vznikajici jako epitelialni

vacky, které postupné a s fixni periodicitou diferencuji

vvvvvv

mechanismus somitogeneze (clock and wavefiront model) vstupuji buitkky PSM synchronizované a s fixni
periodou do stavu, kdy maji potencial formovat somity, k ¢emuz dochézi pouze tehdy, pokud se dostanou
z dosahu signalu, ktery tvoii gradient s maximem koncentrace na posteriorni konci vznikajici t€lni osy
embrya. Novy mezenchym PSM je generovan v blastoporu, resp. primitivnim prouzku, odkud se posouva
dale anteriorn¢, dokud neptekro¢i kritickou hranici koncentrace signalnich faktort (wavefront,
differentiation front) udrzujicich PSM v nediferencovaném stavu (Naiche, 2011).

Jako jadro tohoto oscilujiciho mechanismu byly u Amniota uréeny efektory signalni drahy Notch kédované
v genech nélezicich do rodiny Hes (hairy/enhancer-of-split) (Resende et al., 2014; Sheeba et al., 2012),
jejichz exprese je u savcl zaznamenatelna s prodlevou pfiblizn€ 90 min a u ptakt asi 120 min. Faktory Hes
po své aktivaci reprimuji vlastni expresi, ¢imz cyklicky navraceji systém do pocatecniho stavu. Juxtakrinni
signalni drdha Notch zprostfedkovava mezi buiikkami, jejichz povrchy jsou vzajemné v kontaktu,
synchronizaci vnitinich procesi, kterym je v tomto piipadé€ prave faze oscilujici exprese faktorti rodiny Hes
(Pourquie, 2011; Sheeba et al., 2016).

Béhem embryondlniho vyvoje hadi je perioda cyklu exprese Hesl a Hes7 v poméru s celkovou délkou téla
asi Ctytikrat rychlejsi nez u obratlovct s kratsi t€lni osou (Gomez et al., 2008). Zmnozeni poctu somitl bylo
dosazeno i pii experimentalni manipulaci sekvence Hes7 mysi (Harima et al., 2013).

Heterochronicka modulace exprese geni Hes tudiZ je zfejm¢ spolu s naCasovanim nastupu signalizace
Gdf11 (2.2.1) jednim z mechanisml na pozadi variability v poctu somitli u riznych skupin obratlovct.
Jako signalni molekula, jejiz gradient v PSM plni funkci diferenciacniho predélu byl urcen faktor Fgf8,
jehoz deaktivace vede v daném stadiu k neorganizované a casové neregulované diferenciaci v somity
(Naiche et al., 2011) Fgf8 je produkovan posteriorni oblasti PSM a pozd¢ji TBM, pri¢emz jeho exprese je

udrzovana aktivitou faktoru Wnt3a. Proti Fgf8 naopak plsobi antagonisticky anteriorn¢ sekretovana
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kyselina retinova (Sheeba et al., 2016). Intenzita signalizace Fgf8 se ptisobenim kyseliny retinové anteriorné
snizuje a po dosazeni prahové hodnoty (wavefront) jiz déle nepostacuje k represi somitogeneze. V pripade,
Ze je tento gradient experimentalné vytvofen z opacné strany aplikaci kyseliny retinové na amputovany
ocas, dochazi k homeotické transformaci ocasu v sakralni oblast véetn€ kompletnich ektopickych koncetin
(Morioka et al., 2018)

K pfidavani metamerickych elementi s fixni periodicitou vSak nedochazi pouze v PSM, ale i
v mezenchymu vyvijejici se koncetiny Tetrapoda. U kura trva jeden cyklus asi 12 h. V souladu s tim byla
v nediferencovaném mezenchymu koncetiny registrovana periodicka exprese genu hairy2, ktery je spolu
s faktory oscilujicimi v PSM ¢lenem rodiny Hes (Pascoal et al. 2007). I v tomto pifipadé¢ kondenzuji
mezenchymalni buniky v zéklady metamerickych kosternich elementti poté, co opusti oblast vysoké
koncentrace Fgf8 sekretovaného z AER (progress zone) (2.3) a signalizaci Shh sekretovanym ze ZPA.
(Sheeba et al., 2012) V souladu s analogickou funkci bunéénych oscilatort je i pfitomnost exprese faktort
signalni drahy Notch v mezenchymu zékladu koncetiny (Pascoal et al., 2007). Na spojitost mezi zvySenym
poctem ocasnich obratlli a zmnozenim clankt prsti (hyperfalangii) béhem fylogeneze obratlovci bylo
upozornéno jeste pred objevem cyklické exprese genu Aairy2, a to v souvislosti prave s trvanim signalizace
Fgf (Richardson et al., 2004).

Vzhledem ktomu, Ze pozitivni zpétnad vazba mezi faktory Fgf a Wnt funguje pfi vyvoji ocasu
Cephalochordata, 1ze povazovat ocas za evoluc¢né nejstarsi strukturu, v niz se tento mechanismus uplatiuje.
Pozdéji mohl byt prave z ocasu kooptovan do parovych koncetin (2.1) a vnéjsich genitalii (3.3), pro jejichz
iniciaci je interakce faktorti Fgf8 a Wnt rovnéz zasadni (Naiche, 2011; Schubert et al., 2000).

Ocas obratlovcl zaroven tvofi na vyvojové, a ziejmé i evolucni urovni, spolu s konéetinami a derivaty
kloakalni oblasti jednotny modul, ktery je integrovan aktivitou signadlniho faktoru Gdfll (2.2.1).
V souvislosti s Gdf11 byla formulovana hypotéza, podle niz je pfechod télni osy v ocas podminén stejnym
regulacnim mechanismem na trovni TAD jako ptechod posteriornich gentt HoxD z proximalni do distalni
faze béhem vyvoje koncetin (Obr.11). Pfimé dikazy krom¢ vazebnych mist transkripénich faktort SMAD,
které jsou efektory signalnich drah Tgf-B, vSak zatim chybi (Mallo, 2018). V kazdém pfipad¢ jsou
podobnosti mezi vyvojem ocasu a parovych koncetin pfili§ vyrazné na to, aby bylo mozné vyloucit jejich

vzajemnou souvislost.
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Obr.10. A. Schéma somitogeneze Amniota postupnou
diferenciaci presomitického mezodermu (PSM). Na
posteriornim konci té€lni osy je v primitivnim prouzku
generovan PSM. Zarovei je posteriorné PSM udrzovén b
nediferencovaném stavu pisobenim signalniho faktoru
Fgf8, ktery je anteriorn&ji reprimovan gradientem kyseliny
retinové (RA). Na turovni, kde intenzita Fgf8 klesa pod
ur¢itou prahovou hodnotu (differentiation front),
diferencuje PSM v somity. B. schéma interakci signalt
regulujicich somity. (Dorey, K., & Amaya, E., 2010).

mechanismy regulace genti Hox jako v piipadé
parovych koncetin.  Zménu v TAD v této
koncepci spusti signalni faktor Gdfll, ktery
zaroven reprimuje faktor Oct4. Geny Hoxdl,
Hoxd3 a Hoxd4 nejsou béhem vyvoje koncetiny
Tetrapoda exprimovany (2.2). Nachazeji se vSak
v téze oblasti genomu (Mallo, 2018).
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3.3. Vnéjsi genitalie Amniota a jiné derivaty

kloakalni oblasti.

Vngjsi genitalie obratlovcld skupiny Amniota se podobné jako parové koncetiny zakladaji v podobé

nediferencovanych mezenchymalnich vyboulenin, které se v tomto pfipad¢ oznacuji jako kloakalni fasy a

nachéazeji se na anteriorni strané urogenitalni membrany. Kloakalni fasy posléze sristaji v neparovy

medialni genitalni hrbolek (tuberculum genitale, genital tubercle, GT). Urogenitalni membrana vznika

spolu s posteriornéjsi analni membranou rozdélenim kloakalni membrany expanzi septum urogenitale, a je

tudiz entodermalniho ptvodu. GT na ventralni strané pokryva uretralni epitel vychlipené urogenitalni

membrany (uretralni ploténka, urethral epithelum, UE) a na dorzalni strané epitel, ktery je ektodermalniho

ptvodu. Uretralni ploténka sekretuje smérem do mezenchymu signalni protein Shh (Perriton, 2002).

V piipadé savct se lateralni okraje UE spojuji za vzniku mocové trubice (urethra). Distalni ¢ast uretralniho
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epitelu (distal urethral epithelum, dUE) sekretuje faktory Fgf8, Fgf9 a Bmp7 (Yamada et al., 2006).
V mezenchymu vyplitujicim GT je po obou stranach uretralni ploténky sekretovan protein Fgf10, ktery je
podobné jako v koncetiné pozitivné regulovan signalizaci Shh (Haraguchi, 2001). Distalni mezenchymu
v blizkosti DUE exprimuje faktory Bmp4 a Wnt5a (Yamada et al., 2006). Situace, kterou nalézame u savcu,
ziejmé predstavuje evoluéné odvozeny stav vzhledem k ostatnim skupinam Amniota, u nichz uretralni

ploténka tvofi i v plné dospélosti pouze otevieny zlabek sulcus spermaticus. (Sanger, 2015)

3.3.1 Vztah parovych konéetin a genitilniho hrbolku

Genitalni hrbolek lze davat do souvislosti s parovymi koncetinami z n¢kolika diivodd. Jak u koncetin, tak
u GT dochazi k epitelidlné-mezenchymalni tranzici (Dollé, 1991; Kurzrock, 1999) za ptitomnosti
transkripcnich faktorti rodiny Tbx. (Gros & Tabin, 2014). V piipad¢ koncetin jimi jsou Tbx4 a Tbx5
a v ptipad¢€ genitalniho hrbolku se jedna o Tbx2, Tbx3 a Tbx4 (Cohn, 2011). Na EMT generujici material
v genitalnim hrbolku se navic mlize z ¢asti podilet ventralni ektodermova lista (VER) vnikajici ohybem
primitivniho prouzku (Yamada, 2006). Gen 7hx4 je exprimovan v zakladech zadnich koncetin 1 genitalii
a v obou strukturach je fizen tymz regulacnim elementem oznacovanym jako HLEB (2.4.1). Spole¢na
regulace iniciace zadniho paru koncetin a genitalniho hrbolku je oCekavatelna i na zakladé toho, Ze se zadni
koncetiny i kloakalni oblast zakladaji pod vlivem signalniho faktoru Gdfl1 aktivujiciho posteriorni geny
Hox9-13 (2.2.2).

Po iniciaci nasleduje faze distalniho vyrustani regulovana dvéma signalizaénimi centry, kterymi jsou
v pripad¢ parovych koncéetin AER sekretujici signalni proteiny rodiny Fgfa ZPA sekretujici signalni protein
Shh. Pii vyvoji genitalniho hrbolku je Shh sekretovan epitelem uretralni ploténky entodermalniho ptivodu
(UE), zatimco proteiny rodiny Fgf jsou sekretovany oblasti oznacovanou jako distalni uretralni epitel (DUE)
(Cobb, 2005). Po vzoru transplantacnich experimentii provedenych na koncetin€, pfi nichZ byla pfenesena
ZPA z posteriorni na anteriorni stranu (Obr.4), byla provedena i transplantace tkani genitalniho hrbolku
do anteriorniho mezenchymu zékladu koncetiny. Pouze implantat obsahujici uretralni epitel zptisobil ztratu
anteroposteriorni asymetrie provazenou duplikaci posteriornich struktur podobné jako je tomu v situaci, kdy
je na toto misto transplantovana ZPA. (Riddle, 1993; Perriton et al., 2002). I v tomto kontextu vSak

podstupuje transplantovany epitel tubularni morfogenezi (Perriton et al., 2002).

Obr.12. A: Skenovaci elektronova mikrografie
kloakalni oblasti embrya Mus musculus ve
stadiu E12.0, Sipkami je oznacena apikalni
ektodermova lista (AER) zadnich koncetin a
distalni cast uretralni ploténky (DUE). B-F:
vizualizace transkripcni aktivity vybranych
gend v genitalnim hrbolku ve stadiu E12.5
metodou in situ hybridizace mRNA. G-K:
Exprese tychz geni v zakladech zadnich
koncetin ve stadiu E10.5. B,G: Fgf8. C,H: Shh,
D,I: Wnt5a. EJ: Bmp4 F,K: Bmp7. Upraveno
podle (Yamada et al., 2006)
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V nepftitomnosti Shh dochazi k agenezi GT a vyvoj se zastavuje na Grovni kloakalnich fas (Perriton, 2002).

Ke kompletni agenezi vSech vné&jsich genitalnich struktur vSak dochazi v nepfitomnosti aktivity faktoru
Wnt5a (Seifert, 2009; Cohn, 2011), ktery je nezbytny i pro normalni vyvoj sav¢i koncetiny (Yamaguchi,
1999).
Experimentalni inhibice signalizace Shh ma podobné¢ jako pfi vyvoji konCetiny za nasledek nardst intenzity
signalizace Bmp a pokles exprese Fgf8 v DUE. Zaroven je v genitalnim hrbolku exprimovén Noggin,
kompeti¢ni inhibitor receptorti drahy Bmp, ktery zifejmé plni funkci analogickou roli Grem1 v pfipadé
parovych koncetin (2.3). Shh se v genitalnim hrbolku stejné jako v konceting, snad pomoci centromerickych
regulacnich elementd (2.5.3), podili na aktivaci exprese posteriornich genli Hoxal3 a Hoxdl3, které jsou
esencialni jak pro specifikaci autopodia, tak distalnich ¢asti vnéjSich genitalii, pficemz delece Hoxd13 vede
ke kompletni agenezi obou struktur (Kondo, 1997; Lin, 2005).
Tyto vysledky poukazuji na obdobny mechanismus zajist'ujiciho terminaci obou struktur, pfi némz funguje
pozitivni zpétna vazba mezi signalnimi faktory Shh a Fgf8, ktera je po dosazeni urcit¢ho stupné vyvoje
prerusena vychylenim rovnovahy mezi vici Fgf8 antagonistickou signalizaci Bmp a jejimi inaktivatory,
Nogginem v ptipad¢ genitalniho hrbolku a Greml v piipadé koncetin. Faktory Bmp v genitalnim hrbolku
reprimuji Fgf8 prostfednictvim represe jeho aktivatoru Wnt5a, ktery sice je exprimovan béhem vyvoje
koncetin, ale zfejmeé neplni stejnou funkci jako v koncetiné (Lin, 2009).

U mysi s deletovanym genem Bmprlia, ktery koduje receptor signalni drahy Bmp, rovnéz dochazi
k prodlevé v terminaci GT a hyperplazii nasledkem potlaceni apoptdzy na jeho distalnim konci. U jedinct
s deletovanym genem pro Noggin, ktery slouzi jako extracelularni inhibitor drahy BMP, byla pozorovana
naopak hypoplézie. V obou ptipadech byl zaroveii pozorovan pokles v expresi Fgf8 (Suzuki, 2003), ¢imz
bylo dosazeno podobnych vysledkii jako v situaci, kdy byly analogickym zptisobem manipulovany tytéz
signalni drahy béhem vyvoje parovych koncetin (2.3).
K situace, ktera byla experimentaln¢ navozena u mysi mohlo dojit béhem evoluce ptakt. V ramci amniot
doslo k sekundarni redukci falu nezavisle u hrabavych (Galliformes), celé¢ skupiny Neoaves (Brennan,
2008), celedi hateriovitych (Sphenodontidae) (Sanger, 2015) a vSech Squamata, u nichz funkci kopula¢niho
organu nahradily apomorfni hemipenisy, zatimco struktury homologické s GT jsou redukované a tvofi

strukturu oznacovanou jako anterior clocal lip (Leal & Cohn, 2014; Gredler, 2014). Kopulacni organ se

23



u ptakti (Aves) vyviji pouze u ptislusnikd bazalniho taxonu Galloanserae, pficemz se u vétSiny Galliformes
tato struktura vyviji pouze rudimentaln€. PIn€¢ vyvinuty penis se vyskytuje jen u fadu vrubozobych
(Anseriformes) a Celedi hokovitych (Cracidae) uvnité Galliformes, u nichz lze ptedpokladat druhotnou
regresi ke stavu, ktery je pro Galloanserae pleziomorfni (Prum, 2015). Pfi srovnavacich experimentech
na embryich aligatora, emu, kura a kachny, byla u kura (Galliformes) demonstrovana exprese signalniho
faktoru Bmp4 na distalnim konci genitalniho hrbolku v ran€j$im stadiu nez u zbylych studovanych skupin.
Vneseni implantatu uvolfiujiciho Noggin mélo podobné jako u mysi za nasledek lokalni inhibici apoptdzy
a pokracujici vyrustani organu spojené s vymizenim mRNA genu Msx2 (Herrera, 2013), jehoZ transkripce
je fizena signalizaci Bmp (Pignatti, 2014).

Na zakladé exprese genti sad HoxA a HoxD je mozné povazovat vné€jsi genitdlie a parové koncetiny
za homologicke struktury. Sada HoxD je pfitom v autopodiu a ve vnéjSich genitaliich regulovana nékterymi
spole¢nymi cis-regulacnimi elementy uvnitf stejné TAD. Konkrétn¢ mezi n€ patii elementy CsB a Prox.
Na aktivaci gend HoxD v genitalnim hrbolku se vSak podileji i specifické regulacni elementy GT1 a GT2.
Element Island II-1 je naopak specificky pro koncetinu. V pripadé HoxA je pozorovana obdobna situace,
pfi niz vykazuje specifickou aktivitu v genitadlnim hrbolku sekvence oznaCované jako Gte2, zatimco
sekvence €16 je specificka pro autopodium a Gte5 je aktivni v obou strukturach (Lonfat, 2014). Jiz existujici
TAD tudiz mohou slouzit jako genomové niky (niches), uvnitt nichz mohou sekvence ziskavat funkci cis-

regulacnich elementt, ¢imz v evoluci vznika regulaéni celek s pleiotropnim efektem. (Darbellay, 2016).

3.3.2 Hemipenisy Squamata

Coby hlavni kopula¢ni organ slouzi u Squamata parové hemipenisy, které nejsou homologické
s derivaty genitalniho hrbolku ostatnich skupin Amniota, nebot' nevznikaji z kloakalnich tas (cloacal
swellings), ale z hemipenialnich tas (hemipenial swellings, posterior cloacal swellings), které se zakladaji
laterdlné¢ az kaudalné od kloakédlni membrany. Kazdym z obou hemipenes prochéazi trubice ductus
spermaticus vznikla uzaviranim vylucné ektodermalniho sulcus spermaticus, které je na rozdil od uzavirani
uretralni ploténky nezavislé na signalizaci Shh (Leal & Cohn, 2014; Gredler et al., 2014). Kloakalni i
hemipenidlni fasy Squamata vSak exprimuji distalni geny Hoxdi13 a Hoxal3, jejichz mechanismy
transkripcni regulace byly pravdépodobné kooptovany nezavisle na strukturach vznikajicich z GT. Distélni
cast vyvijejiciho se hemipenisu exprimuje ve shod¢ s GT a koncetinami Bmp4 a Wnt5a, zatimco Fgf8 chybi
(Gredler et al., 2014). Proximalng&jsi ¢ast organu exprimuje transkripéni faktor 7hx4, ktery je regulovan
tymz regulacnim elementem HLEB v hemipenisech (Infante, 2015), genitdlnim hrbolku a zadnich
koncetinach (Menke, 2015), piestoze genitalni hrbolek a hemipenisy Squamata nejsou homologickymi
strukturami (Gredler et al., 2014). HLEB zustava diky své roli ve vyvoji genitalii konzervovany i
u fylogeneticky odvozenych skupin hadi, jejichz zastupci koncetiny zcela ztratili. Delece HLEB u savci
ma za nésledek defektni vyvoj zadnich koncetin i GT (Infante, 2015).

V ptipad¢ hadii je pozoruhodné, Ze mnohé regulacni mechanismy, které funguji pii vyvoji parovych

koncetin, zlstaly zachovany, piestoze u této skupiny se koncetiny ani genitalni hrbolek plné€ nevyvijeji.
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K obéma fazim bimodalni exprese gentt HoxD dochazi jak v ptipadé mysi, u nichz byla narusena funkce
bud’ ZRS (Sagai et al., 2005) nebo samotné kddujici sekvence genu Shki (Chiang et al., 2001; Kraus, 2001),
tak u hadt, v jejichz ptipad¢ je degradace ZRS pravdépodobnou pfi¢inou piedcasné¢ho zastaveni rustd
zadnich koncetin (Leal & Cohn, 2016). Pravé ptitomnost autopodialni faze exprese HoxD muze byt
dokladem neoddélitelného sptazeni regulace exprese genit HoxD a HoxA v zakladech koncetin a vnéjSich
genitalii a je moznym vysvétlenim pfitomnosti panevnich rudimentii u bazalnich hadich ¢eledi Pythonidae
a Boiidae (Leal & Cohn, 2016). V tomto kontextu je tfeba pfipomenout, ze pouhd iniciace koncetin
nevyzaduje aktivitu Shh ani Fgf8 (2.1). Degradace sekvence ZRS u hadu s redukovanymi nebo zcela
chybéjicimi koncetinami je tudiz ve shodé s absenci exprese faktoru Sh4 ve vyvijejicich se hemipenisech,

nebot’ jeho aktivita jiz neni nutnd pro vznik Zadnych adaptivnich struktur (Leal & Cohn, 2016; Leal & Cohn,

2014; Gredler et al., 2014; Kvon et al., 2016).
™
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Obr.13. Zmény v anatomii samc¢ich vnéjsich genitalii ve fylogenezi Amniota. V piipad¢ Sphenodonta
neni jasné, jaky stav byl u této skupiny pleziomorfni. (upraveno podle Sanger, 2015)

3.3.3 Kloakalni vybézek Actinopterygii a derivaty posteriorni travici trubice

Béhem embryonalniho vyvoje vznika u nékterych zastupcli Actinopterygii kloakalni vybézek oznacovany
jako vent. Vent veslonose amerického (Polyodon spathula) je jedinou dosud znamou vnéjsi strukturou
ve které geny HoxA podléhaji reverzné kolinearni regulaci. Oblast Hoxall je vnofena uvnité oblasti
Hoxal3, coz je mozné proto, Ze Hoxall Actinopterygii neni na rozdil od Hoxall Tetrapoda reprimovan
aktivitou Hoxal3 (2.5.2). K tomuto uspotfadani dochéazi i v posteriornim oddilu stteva Danio rerio,

ze kter¢ho je vent odvozeny. Vent Danio vSak exprimuje pouze Hoxal3b. Vent druhu Lythrypnus dalli
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z Celedi Gobiidae rovnéz exprimuje Hoxd13a a Hoxalla v reverzné kolinearnim pofadi. (Archambeault,
2014). Posteriorni geny Hoxd12 a Hoxdl3 jsou spolu s Shh exprimovany také v kloakalni oblasti
Chondrichthyes (Scyliorhinus canicula), kde ale nedochazi ke vzniku vngjsich struktur (Freitas, 2007).
Podobna situace byla pozorovana i v piipadé zastupct Teleostei, u kterych se vnéjsi struktury nevytvaieji.
V kloakélni oblasti Danio rerio jsou pritomny Hoxd13 a Hoxd12 a u Oryzias latipes tataz oblast sekretuje
také Shh (Kobayashi, 2006).

Geny Hoxd13 a Hoxal3 maji zdsadni tlohu i ve vyvoji zadniho stfeva Amniota (caudal intestinal portal,)
a jeho derivath. Hoxdl3 a Hoxdl2 jsou nezbytné i pro normalni vyvoj hladké svaloviny fitniho svérace
savcl (Kondo et al., 1996) a piipadé ptak bylo demonstrovano, ze jsou, podobné jako béhem vyvoje
autopodia, aktivovany signalizaci Shh. Nadto byly provedeny experimenty replikujici transplantaci ZPA
na anteriorni stranu koncetiny (Obr.4), pfi nichZ doslo ke shodné zrcadlové duplikaci nasledkem vneseni
entodermalniho epitelu zadniho stfeva do mezenchymu koncetinového zakladu. (Roberts, 1995). Exprese
gend Hoxal3 a Hoxbl13 je, jak bylo pozdé¢ji prokazano (2.5.3), udrzovana signalizaci Shh skrze regula¢ni
element CsB, ktery se vyskytuje jak v genomu Tetrapoda, tak Teleostei. Regulacni evoluce Shh v8ak ziejmée
probihala v kazdé z linii oddé€lené, nebot’ entodermalni regulacni element MACS1 neni pfitomny v genomu
Teleostei (Sagai et al., 2009; Lin, 2013).

Je proto mozné, ze jako zaklad pro vyvoj kloakalnich vybézka poslouzil genovy regula¢ni mechanismus,
ktery byl kooptovan z parovych ploutvi do kontextu kloakalni oblasti. Jako alternativni moznost byla rovnéz
predstavena hypotéza, podle niz je posteriorni oddil stieva evoluéné nejptivodnéjsi doménou exprese
posteriornich gentit Hox homologickych genu Abd-B, ktery je exprimovan v posteriorni oblasti travici

trubice ostatnich kmenti Bilateria (Kondo et al., 1996).

3.4. Kopulaéni vyristky a hlavové laloky Chondrichthyes

Fylogeneticky nejstar§i formu paficitho organu obratlovcd (O’Shaughnessy et al., 2015) predstavuji
kopulacni vyristky zadnich ploutvi (claspers) vyskytujici se u samcii recentich paryb (Chondrichthyes) a
fosilni skupiny Placodermi (Long et al.,, 2014; Ahlber et al., 2009). Claspers funguji jako organy
zprosttedkujici vnitini oplozeni pfenosem spermatickych bunck z kloaky samce do kloaky samice.
Na ventralni stran¢ vybezku se tahne zlabek (clasper groove), do kterého je ptivadén proximalnim vyvodem
(apopyle) prekurzor seminalni kapaliny. Ze z1abkd je po smiseni se sekrety pohlavnich zlaz (clasper glands)
vypousténa uz hotova inseminaéni kapalina distalnim otvorem (sypopyle).

U rejnoka bodlinatého (Leucoraja erinacea) claspers vznikaji prodlouzenim myxopterygia o tiéi chrupavcité
kosterni elementy, které shodné s ostatnimi chrupav€itymi strukturami v téle kondenzuji za pusobeni
transkripéniho faktoru Sox9 (O’Shaughnessy et al., 2015). Tento proces je doprovazen pietrvavajici expresi
gentt Hand?2, Shh, Fgf8, Greml a Hoxdl3, v posteriorni ¢asti zadni ploutve samci ve stadiu, kdy u samic
uz neni registrovatelna. Pokracujici pribéh koncetinového vyvojového programu je podminén signalizaci
zprostiedkovanou pro samce specifickym androgennim receptorem (AR), ktery je lokalizovan v jadie

a pusobi jako transkripéni faktor vazajici se na sekvence ARE (andrenogen receptor response element)
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(O’Shaughnessy et al., 2015). V genomu tady pfislusnikti Chondrichthyes se nachézeji dva cis-regulacni
elementy tohoto typu, Hand2-ARE1 a Hand2-ARE2, regulujici transkripcni faktor Hand2 zodpovédny
za indukeci a posteriorni lokalizaci ZPA v raném zakladu parovych ploutvi (2.3). Podle této interpretace se
pii vyvoji claspers rekapituluje vyvoj koncetiny diky nové nabytému pohlavné specifickému regulacnimu
elementu fidicimu expresi Hand2 na jiz vzniklé ploutvi, pii jejimz zaklddani vz Hand?2 svou roli jednou
sehral.  (O’Shaughnessy et al., 2015). Kolinedrni exprese Hoxdl3 a Hoxdl2 byla zjisténa i
ve vyrustajicich kopulacnich organech piislusnika fadu Selachimorpha macky skvrnité (Scyliorhinus
canicula) (Freitas, 2007), coz poukazuje na to, ze vySe popsany mechanismus muze byt spole¢ny vSem

Chondrichthyes.

Obr.14. Anatomie kopulac¢nich vyrastkli samce
rejnoka Urolophus jamaicensis, z dorzalni a ventralni
strany, apop. — apopyle (vstupni otvor), cl.gl, clasper
gland (zldza sekretujici slozky seminalni kapaliny),
hypop. — hypopyle (distalni vyvod), pap. — papily
zlazy, t.v. — termindlni chrupavka. Upraveno podle
(LaMarca, 1964).

Verntral

Ptislusnici ¢eledi Myliobatidae (mantoviti) jsou vedle
kopulaénich vyrustkii opateni téz hlavovymi laloky
odvozenymi z prsnich ploutvi, které¢ u této skupiny
srustaji s hlavou.

Pfi vyvoji hlavovych laloki také dochazi k expresi transkripénich faktord Hand2 a Hoxd13 spolu
se signalnimi proteiny Shh, Fgf8 a jadernym androgennim receptorem (Swenson et al., 2018). Obzvlast
spole¢na exprese androgenniho receptoru a Hand2? muze poukazovat na moznou koopci vyvojového
programu, ktery se uplatiuje pfi vyvoji kopulacnich vyrastkdi na panevnich ploutvich téze skupiny
(Swenson et al., 2018).

V evoluci Chondrichthyes tak pravdépodobné doslo ke dvoji koopci genetickych mechanismi instruujicich
vyvoj parovych ploutvi. V prvnim kroku se tento mechanismus zopakoval na jiz vzniklych ploutvich
panevniho paru samcti nasledkem apomorfni regulace genu Hand?2 pod vlivem androgenniho receptoru.
U Myliobatidae pak byl jiz ustanoveny program pouzit pro vyvoj anteriorné¢ umisténych lalokti prsnich
ploutvi. Na ptiklad€ claspers lze rovnéz demonstrovat evoluci pohlavné dimorfickych znakt, které jsou
v tomto piipadé vysledkem ziskani jediného cis-regula¢niho elementu s pohlavné specifickou aktivitu, ktery

tak plni funkci uzlu (node) genové regulacni sité (Peter & Davidson, 2011).

3.5. Vousky paprskoploutvych ryb
Ve skuping paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) jsou vousky znacné¢ variabilni co do umisténi a poctu
(Fox, 1999). U pftislusnika Chondrostei, bazalni skupiny Actinopterygii, veslonose amerického (Polyodon

spathula) dochazi pii vyvoji rostralnich vouski (barberls), které se zakladaji jako derivaty mandibularniho
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zaberniho oblouku, k inverzné kolinearni expresi autopodialnich gentt Hoxd13 a Hoxd12, pticemz doména
exprese Hoxdl?2 je vnotena uvniti domény Hoxd13. Mandibularni oblouk je jinak standardné povazovan
za oblast bez exprese genti Hox (Archambeault et al., 2014) (2.2.1).V ptipad¢ modelového zastupce Danio
rerio se tvofi dva pary: maxilarni a nasalni. Na rozdil od vousku veslonose v§ak neni pii vyvoji ani jednoho
z part registrovatelna exprese zadnych genti Hox (Archambeault et al., 2014).

U sumce amurského (Silurus asotus) se tvofi maxilarni a mandibularni par vouskd, na jejichz vyvoji
se podili signalizace Shh a Fgf8, pfi¢emz inhibice jednoho ze signalti vede k poklesu intenzity druhého
(Itoyama, 2019), coz mize poukazovat na pritomnost podobného mechanismu zpétné vazby jako v piipadé
parovych ploutvi (2.3). Vzajemna regulace signalizacnich drah Fgfa Shh nespojuje vousky pouze s vyrazné
komplexnégj$imi parovymi koncetinami, ale také s koznimi derivaty a obecné se strukturami vznikajicimi

za pusobeni epitelialné-mezenchymalnich interakci (Mikkola, 2007).

Obr.15. Skenovaci elektronovd mikrografie rostralni oblasti
jesetera malého (Acipenser ruthenus), ptislusnika téze ¢eledi jako
veslonos americky (Polyodon spathula). b: rostralni vousky
(barbels), r: rostrum, n: nozdra, ao: ampularni organ, m: Ustni
otvor (mouth), ul: horni pysk (upper lip), ll: spodni pysk (lower
lip), Nlo: organy postranni cary (lateral line organs). (Minafik,
2017)

3.6. Derivaty faryngealniho aparatu

Charakteristickym znakem skupiny Deuterostomia je Zzaberni

aparat tvofeny zabernimi §térbinami. U Choradata je prostor
mezi §térbinami vystuzen chrupavcitymi faryngedlnimi oblouky, z jejichZ prvniho, mandibularniho, paru
vznikaji u Gnathostomata celisti. Druhy faryngelalni oblouk se oznacuje jako hyoidni. Ve skupiné
Osteognathostomata vytvairi hyoidni oblouk mimo jiné operkulum (skfele) piekryvajici posteriornéjsi
zaberni Stérbiny. Ve skupiné Tetrapoda sristd béhem embryondlniho vyvoje, piipadné metamorfozy,
hyoidni operkulum s krkem, ¢imz permanentn€ uzavira zaberni vychlipky (Richardson, 2012). V larvalnich
stadiich obojzivelnikti vS§ak operkulum nesrtsta docela, nybrz umoziuje prichod vodé filtrované zabernim
aparatem. V piipadé Zab (Anura) zlstava v operkulu otvor (spirakulum), zatimco u ocasatych (Caudata)
operkulum posteriorni Zaberni oblouky neptertista. U obou skupin vznikaji vnéjsi zabry, které jsou ovsem
u zab zcela prekryty operkulem.

Mezi recentnimi obratlovci se vn&jsi zabry vyskytuji nejen na volné Zijicich larvalnich stadii ocasatych
obojzivelnikl a Zab, ale také u Dipnoi a Celedi Polypteridae nalezici mezi Actinopterygii. V piipadé¢ Caudata
vznikaji na prvnich tfech branchialnich obloucich vétve (rami) nesouci zaberni filamenta. V pfipadé bahnika
amerického (Lepidosiren paradoxa) a bahnika afrického (Prototerus annectens) se nachazeji na prvnich
¢tyfech branchialnich obloucich. U zastupce Actynopterygii (Polypterus senegalus) vznikaji vnéjsi zabry
z hyiodniho oblouku. (Stundl, 2019)
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U Chondrichthyes se na kosternich elementech Zabernich obloukl nalézaji struktury oznacované jako
zaberni paprsky (branchial rays), jejichz vyvoj sdili s parovymi koncetinami nékteré zasadni regulacni
mechanismy.

Pfi experimentech, kdy byla inhibovédna signalizace Shh, byla pozorovana ztrata polarizace podobna
vysledkim transplantace ZPA koncetiny Tetrapoda (Obr.4) . Bylo tak demonstrovano, ze pro vyrustani a
polarizaci zaberniho paprsku podél anteroposteriorni osy je podobné jako v piipadé koncetiny nutna
posteriorné lokalizovana signalizacni aktivita proteinu Shh (Gillis, 2011). Vyvoji samotnych paprskil
pfedchazi tvorba epitelidlni ztlusténiny podobné AER oznacované jako epitelidlni liSta Zaberniho oblouku
(gill arch epithelial ridge, GAER). GAER sekretuje shodné s AER signdlni protein Fgf8, ktery i v tomto
pfipad¢ interaguje s Shh v rdmci pozitivni zpétné vazby (2.3) (Gillis et al., 2009). Signalizace Shh rovnéz
pohani posteriorni expanzi hyoidniho oblouku za vzniku operkula, a to jak u Holocephali, tak Amniota

(Richardson, 2012; Gillis, 2011).

Obr.16. Vlevo: Larva axolotla skvrnité¢ho (Ambystoma punctatum, syn. maculatum) ve stadiu 43. Pismeno
B oznacuje balancer. V tomto stadiu jsou také plné vyvinuty vnéjsi zabry, vpravo: balancer B1 vznikly
po transplantaci ektodermu z jedince druhu Ambystoma punctatum do téze oblasti jedince Ambstoma

tigrinum. (Harrison, 1925)

Vedle vngjsich zaber prechodné vznikaji na mandibularnim oblouku v larvalnich stadiich nékterych
zastupct ocasatych obojzivelnikt z Celedi Ambystomidae, Salamandridae a Hynobidae ty¢inkovité piivésky
oznacované jako balancers, na jejichz koncich se nachazeji ptichytné organy (Fox, 1999)

Zaucelem zjisténi lokalizace faktorti urcujicich vyvoj balanceru byly provedeny experimenty, béhem nichz
byl balancer indukovan transplantaci ektodermu druhu Ambystoma punctatum na téze misto u druhu
Ambystoma tigrinum (Harrison, 1925). Balancer exprimuje geny Otx5 a Otx4 (Sauka-Spengler et al., 2002).
Souvislost balancerti a vn€jsich zaber s parovymi koncetinami nelze pro nedostatek poznatkii o vyvoji obou
struktur blize vyhodnocovat. Na piikladé vouskl veslonose (Polyodon spathula) vsak bylo demonstrovano
ze se v mandibuldrni oblasti mohou tvoftit struktury sdilejici regulacni mechanismy s parovymi koncetinami.
Na zakladé blizkosti prsniho pletence byla jako alternativa modelu ploutevniho lemu formulovana teorie,
podle niz vznikly parové ploutve modifikaci nejposteriorngj$iho zaberniho oblouku (Gegenbaur, 1878).

Tato teorie byla pro nedostatek fosilnich a embryologickych dikazli povazovana za méné¢ pravdépodobnou
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nez teorie ploutevnich lemd. Podobny mechanismus pohanéjici distalni rist zakladu koncetiny a posteriorni
expanzi faryngealnich obloukd a role Shh v procesu polarizace zabernich paprskii ale svéd¢i o mozné
spojitosti téchto struktur. Stale je tedy mozné, Zze parové koncetiny Gnathostomata jsou kompozitni

strukturou, ktera ma ptivod jak v somatopleuie, tak v zabernich obloucich. (Diogo, 2020)
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Obr.17: Archipterigialni hypotéza vysvétlujici pivod prsnich pletenci jako modifikaci
Zabernich obloukt (Coates, 2003 podle Gegenbaur, 1878).

4. Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze existuji sdilené mechanismy reguluji vyrtstani fady télnich extremit obratlovct
(Lin et al., 2013; Diogo, 2020), které jsou spolecn¢ pritomny v parovych koncetinach Tetrapoda. Jedna se
predevsim o vzajemnou interakci signalnich faktortt Shh a Fgf, interakci faktordt Wnt a Fgf a kolinearni,
ptipad¢ reverzné kolinearni, expresi genit Hox, zejména sad HoxD a HoxA. Parové i medialni ploutve
rybovitych obratlovcii, koncetiny Tetrapoda, vnéjsi genitalie Amniota a Zaberni paprsky Chondrichthyes
jsou instruovany mechanismem zahrnujicim pozitivni zpétnou vazbu mezi Shh a Fgf8. Tyto dva faktory
zaroven hraji dulezitou roli pfi vyvoji ocasu. Fgf8 vytvari v télni ose anteriorné klesajici gradient, jehoz
hranice funguje jako diferenciaéni pred€l (wavenfront), za nimz mezoderm posouvajici se z primitivniho
prouzku, resp. blastoporu, vytvafi somity. Pravidelnost segmentace somitil je regulovana cyklickou expresi
transkripénich faktorl Hes a ¢asteéné zavisi na Shh. Podobny mechanismus funguje i v koncetinach, kde
cyklicka exprese paraloghi genli Hes pod vlivem Shh a Fgf8 reguluje pravidelnost zakladani kosternich
elementd (Sheeba et al., 2016).

Ve vicero strukturach byla rovnéz popsana epitelidlni ztlusténina sekretujici faktory Fgf8, které pozitivné
reguluji proliferaci mezenchymu. V piipadé koncetin ji je apikalni ektodermova liSta AER, v pfipade
zaberniho oblouku se jedna o epitelidlni liStu zaberniho oblouku GAER a v pfipad¢é ocasu byla popsana
ventralni ektodermova lista (VER), kterd vznika ventralnim ohybem primitivniho prouzku a miize se podilet
i na vyvoji kloakalni oblasti.

S vyjimkou zabernich paprskli maji pti vyvoji vSech srovnavanych télnich extremit obratlovci ustfedni roli
posteriorni geny sad HoxD a HoxA, které tvoti v rdmci genti Hox svébytny regulacni celek. Tyto geny jsou
homologické s jedinym genem Abdominal-B pfitomnym v genomu ostatnich bilateralnich kment
a jsou typicky exprimovany ve vnofenych doménach. Zaroven je pro né charakteristicky zptsob regulace

nezavisly na anteriorn&jSich genech Hox. V posteriorni oblasti téla obratlovch tvofi na zakladé exprese
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posteriornich gentt HoxA a HoxD zadni koncetiny, ocas a ziejmé i vnéj$i genitalie spolecny regula¢ni modul
podtizeny signalizaci Gdf11, ¢imz dochazi k jakémusi vétveni, piipadné duplikaci, t€Ini osy.

Vznik vedlejsich os té€la mize souviset prave se vznikem globalni regulace celych sad genti Hox, ktera se
v plné podobé& nevyskytuje u zadnych jinych skupin Bilateria. V souladu s tim se u fylogeneticky nejblizsi
skupiny Cyclostomata nevyskytuji ani parové koncetiny ani vn&j$i genitdlie. Z tohoto hlediska je
pozoruhodné, Ze pro vyvoj autopodia a vnéjSich genitalii nejsou nezbytné vSechny geny sad HoxD a HoxA,
ale pfesto jsou v jejich primordiich exprimované i fyzicky blizké geny, které jsou ziejmé neoddélitelné
podfizeny téze globalni regulaci jako geny sousedni a jejich exprese je tudiz nevyhnutelna, coz lze
interpretovat jako endogenni omezeni (constraints), dané kompaktni strukturou sady HoxD na molekuldrni
urovni (Darbellay & Duboule, 2016).

Analyza vyvojové regulace zabernich obloukii Chondrichthyes dale pfispéla k diskusi ohledné¢ piivodu
parovych koncetin, nebot’ se ukazalo, Ze pfi vyvoji jejich derivat v podobé tzv. zabernich paprskt funguje
v zékladnich rysech podobny mechanismus polarizace a vyrGstani jako v parovych ploutvich, resp.
koncetinach, ¢imz byly podany prvni vyvojoveé genetické ditkazy ve prospéch teorie archipterygialni teorie
puvodu ploutvi.

Rovnéz se ukazuje, Ze nutnou preadaptaci ke vzniku parovych ploutvi byla nejen kompartmentalizace
somatopleury (2.4.1), ale také jeji kontakt s ektodermem, ktery je béhem vyvoje recentnich Cyclostomata
oddélen od somatopleury expandujicim paraxialnim mezodermem. Na zéklad¢é tohoto pozorovani byl
formulovan model kombinujici obé teorie, podle néhoz se perzistentni somatopleura tésn¢€ pod ektodermem
objevila poprvé pravé v branchialni oblasti, ve které se vlivem signalizace ze srde¢niho zakladu vyvinuly
prekurzory prsnich ploutvi. Tyto struktury mohly dale expandovat kaudalné zplisobem podobajicim se
lateralnim ploutevnim lemtim, ¢imz daly vzniknout zadnimu paru ploutvi (Tulenko et al., 2013).

Povaha evoluce genovych regulaci piipousti kombinace jiz etablovanych vyvojovych systémi
a genovych regulacnich siti v jedné struktuie. Proto existuje moznost, ze jak teorie ploutevnich lemt, tak
archipterygialni teorie mize byt v jistém smyslu relevantni pro popis evoluce parovych ploutvi u ptedkii
Gnathostomata.

Spolecné mechanismy vyvoje télnich extremit v§ak mohly dokonce ptfedchazet vzniku Gnathostomata.
Nedavné experimenty provedené zpisobem replikujicim transplantaci ZPA totiz prokazaly pfitomnost
obdobného polarizaéniho mechanismu i v ramenech Cephalopoda (Tarazona et al., 2019). Cést genetického
programu regulujiciho vyr@stani a polarizaci t€lnich extremit obratlovcill tak mize byt spolecny vSem
Bilateria.

Zrovna tak nemuseji byt mechanismy vzniku metamerismu a obecn¢ repetitivnich anatomickych struktur
spole¢né pouze parovym koncetinam a télni ose obratlovcl, ale mize se jednat o spoleény znak vSech
clankovanych skupin Bilateria, ¢ehoZ je dokladem exprese element signalni drahy Notch, ktera se zda byt

univerzalnim prvkem vSech segmentacnich procest v ramci bilateralnich kmend. (Liao & Oates, 2017)
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Studium evolucnich a vyvojovych mechanismii koncetin a souvisejicich anatomickych struktur tak mize
prispét nejen k rekonstrukci chybéjicich ¢lankid ve fosilnim zaznamu, ale také mtize pomoci odhalit obecné

mechanismy, pomoci nichZ je informace ulozena v DNA realizovana v podob¢ téla.
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