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Analysis ofthe SIX homeobox family in Craspedacusta sowerbyi 

Abstract 

Homeobox genes are generally known as key factors directing processes during 

the morphogenesis of organ systems. Recently, research of homeobox genes evolution has focused on 

evolutionary old groups of species, such as Cnidarians. ln Cnidarians, there are more homeobox genes 

compared with more complex organism, such as fruit flies. Several homeobox genes have also been 

described in plants and fungi. General opinion is that homeobox genes are a very old group of genes, 

originating even before the main kingdoms of multicellular organisms. 

Six homeobox genes that have been identified as homologues of Drosophila sine oculis, 

an important factor for compound-eye formation, take part in numerous developmental processes 

directed by the PAX-SIX-EYA signal pathway. ln Vertebratae, as representatives of Deuterostomes, there 

are six genes in three sub groups, whereas in Drosophila melanogaster, as a representative of 

Protostomes, three homologues have been described, always one for each subgroup. The ancestral six 

genes diverged even before the divergence of groups Bilateralia and Cnidaria. ln freshwater jellyfish 

Craspedacusta sowerbyi we distinguished both HD and SD regions for five SIX proteins. Four of these six 

genes of Craspedacusta sowerbyi belong to the established Six groups (Sixl/2, Six3/6 a Six4/5), where in 

the sub group Six3/6, the ancestral six3/6 gene have been duplicated. ln Craspedacusta sowerbyi there 

are two six3/6 genes, the same as has been described by Deuterostomes. lt is possible, that in Cnidarians 

the six genes may divide into four subgroups. Moreover, we described one protein very similar to IRX 

group of homeobox proteins. 

Key words: homeobox, homeodomain, gene, protein, Craspedacusta, evolution, jellyfish, sine oculis, 

optix, Dsix4, SIX 
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1. Úvod

Předložená  diplomová  práce  je  součástí  projektu  molekulární 

analýzy  vybraných  homeoboxových  proteinů  u  Craspedacusta 

sowerbyi. V této práci se zaměřujeme na proteiny skupiny SIX patřící 

do třídy Atypických homeoboxových proteinů. 

Produkty  homeoboxových  genů  hrají  klíčovou  roli  v řízených 

procesech  organogeneze  jako  transaktivátory  genové  exprese. 

Homeoboxové geny skupiny Six se člení podle funkce a struktury do 

tří základních podskupin Six1/2, Six3/6 a Six4/5. Geny z první (Six1/2) 

a druhé (Six3/6) podskupiny se u  Drosophila melanogaster podílí na 

vývoji vizuálního systému, zatímco Dsix4 je transkribován ve tkáních 

odvozených z mezodermu. U savců včetně člověka se oproti zjištěným 

funkcím  u  octomilky  geny  skupiny  Six1/2  neexprimují  během 

organogeneze  oka,  ale  v mezodermálních  tkáních,  zatímco  pouze 

geny podskupiny Six3/6 jsou zapojeny v kontrolních drahách při vývoji 

oka ale také mozku. U Drosophila melanogaster jsou popsány tři  Six 

geny,  každý  pro  jednu  Six-podskupinu.  U  savců  a  u  ostatních 

popsaných obratlovců došlo k divergenci Six genů do celkového počtu 

šesti genů, z čehož vždy dva patří do jedné Six podskupiny.

Otázka  fylogeneze  a  divergence  jednotlivých  zástupců  Six 

skupin je značně nejasná. V současnosti se velká část studií ohledně 

evoluce homeoboxových genů zaměřuje na žahavce (Cnidaria)  jako 

živočichy  vývojově  původnější.  Překvapivě  jednoduchost  anatomie 

jejich  těla  neodráží   „jednodušší“  genom; naopak  se  v konkrétních 

případech ukazuje, že některé lidské homeoboxy vyskytující se i u této 

staré skupiny živočichů, byly u Drosophila melanogaster jako jednoho 

z hlavních modelových organismů pro molekulární biologii v průběhu 

fylogeneze ztraceny.

Jedním  z projektů  Laboratoře  genomiky  a  bioinformatiky  pod 

vedením Dr. Čestmíra Vlčka na Ústavu molekularní genetiky AV, kde 
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byl projekt zpracován, je analýza homeoboxových genů u modelového 

organismu  Craspedacusta  sowerbyi (Cnidaria)  s konkrétním 

zaměřením na geny skupin SIX a POU. 

Cílem  projektu  je  molekulární  charakterizace  a  komparativní 

analýza  SIX  proteinů  Craspedacusta  sowerbyi ve  srovnání  s již 

známými SIX proteiny jiných druhů. 

2. Přehled literatury

2.1 Obecná charakteristika homeoboxových genů 

Revolučním objevem pro vývojovou biologii byla identifikace genů 

zodpovědných za základní   stavební  plán orgánů podél  předo-zadní 

(anterior-posteriorní) osy těla u Drosophila melanogaster v roce 1984. 

Studie byla zaměřená na skupinu genů  Antp a Ubx (Antennapedia a 

Ultrabithorax),  které  jsou  zodpovědné  za  vývoj  křídel  a  končetin 

v příslušných  tělních  segmentech.  Expresí  uvedených genů vznikají 

transkripční  faktory  regulující  genovou  expresi  během  buněčné 

diferenciace směřující ke stavbě příslušných orgánů (Scott et al. 1983, 

Scott and Weiner 1984). Později  byly funkčně obdobné transkripční 

regulátory nalezeny také u myši a člověka.  Konkrétně u člověka bylo 

mimo  jiné  popsáno  39 genů  spadající  do  rozsáhlé  třídy  Hox genů 

(příbuzná skupina genů k Antp a Ubx).  Kromě klíčové role Hox genů 

ve vývoji stavby těla u mnohobuněčných živočichů byla u těchto genů 

také zajímavá fyzická lokalizace v klastrech na chromozomech a s ní 

spojená pozičně ovlivněná exprese v jednotlivých tělních segmentech. 

Hox geny jsou u člověka lokalizovány na čtyřech chromozomech (2, 7, 

12  a  17)  ve  čtyřech  klastrech,  přičemž  stejný  počet  klastrů  se 

vyskytuje u všech zatím studovaných savců. Jednotlivé geny podél 

předo-zadní osy těla jsou exprimovány v přesném pořadí od 3´- k 5´- 

konci  v rámci  umístění  na  chromozomu;  geny  účastnící  se  vývoje 

orgánů v přední (anteriorní) části těla leží na chromozomu blíže k 3

´- konci a analogicky geny pro orgány v zadní (posteriorní) části těla 
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jsou  lokalizovány  na 5´- konci  (Krumlauf  and  Gould  1992). 

U obratlovců se vyskytuje ještě další zajímavá kolinearita v rámci Hox 

klastru, kdy jsou nejprve exprimovány geny v anteriorní části osy těla 

a později v posteriorní (Duboule 1994, Kmita and Duboule 2003). 

U  všech  uvedených  transkripčních  regulátorů  se  nachází 

sekvenčně  vysoce  konzervovaný  180  bp  kódující  60-ti 

aminokyselinovou oblast tzv. homeodoménu (homeobox)  (Gehring et 

al. 1994). Na základě tohoto konzervovaného motivu bylo objeveno 

mnoho jiných tříd transkripčních faktorů obsahujících homeobox nejen 

u mnohobuněčných  živočichů,  ale  také  u  rostlin  (Bürglin  1997). 

Překvapivě i MAT proteiny u konjugujících jednobuněčných kvasinek 

obsahují  homeodoménovou oblast (Wolberger et al. 1991, Wolberger 

1993).  Uvedená  zjištění  jednoznačně  vedou  k představě 

monofyletického  původu  homeodoménových  transkripčních 
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Obr. 2.1.1 Genomová organizace a expresní 
kolinearita Hox genů u Drosophila 
melanogaster a myši (Favier, 1997)

Na  obrázku  jsou  jednotlivé  Hox geny  a  jejich 
expresní profily barevně odlišeny. V horní části je 
schématická  exprese  v larválním  stádiu 
Drosophila  melanogaster a  v dolní  během 
embryogeneze  myši.  Šipky  znázorňují 
fylogenetické vztahy mezi jednotlivými členy Hox 
třídy  vzniklých  z původního  (ancestrálního)  Hox 
klastru.



regulátorů s přibližnou datací vzniku homeoboxu před rozdělením říší 

hub,  rostlin  a  živočichů  v průběhu  evoluce.  Speciace  těchto 

transkripčních faktorů se často odehrávala genovou duplikací, o čemž 

svědčí vznik  Hox  klastrů a to i přesto, že někteří členové jiných tříd 

jsou  volně  dispergovány  v genomu.  Rozptýlení  genů  některých 

zástupců  homeodoménových  transkripčních  faktorů  v genomech 

různých skupin organizmů bylo zapříčiněno rozsáhlými genomovými 

přestavbami v průběhu evoluce.

2.1.1 Homeobox jako kritická doména pro DNA 
vazebné interakce

Homeobox  zprostředkovává  vazebné  interakce  proteinu  s 

bázemi  DNA  v konformaci  helix-turn-helix.  Rentgenové  a  NMR 
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Obr. 2.1.2 Evoluce homeoboxových genů (Ryan, 2006)

Topologie stromu je konzistentní se současnými molekulárně fylogenetickými analýzami. V bílých boxech 
je datace (mil. let), kdy došlo k předpokládané divergenci jednotlivých skupin organismů. CBA-společný 
předek živočichů s radiální a bilaterální souměrností těla. Z obrázku je patrné, že homeoboxové geny 
jsou  velmi  starou  skupinou  genů  vzniklých  ještě  před  oddělením  hlavních  říší  mnohobuněčných 
organismů.



spektroskopické  analýzy  nám  pomohly  osvětlit  celou  strukturní 

konformaci  homeodomény,  která  je  složena  ze  tří  spojených  alfa 

helixů (značených v této práci I až III)  (Otting et al. 1988, Qian et al. 

1989, Otting et al. 1990, Phillips et al. 1991). Nejvyšší konzervovanost 

se napříč různými třídami vyskytuje u helixu III, který je také nazýván 

rozpoznávací a je přímo odpovědný za vazbu proteinu k DNA. Tyto tři 

helixy zaujímají  konformaci  kolem hydrofóbního jádra proteinu,  kde 

helixy  I  a  II  jsou  orientovány  paralelně  v jedné  ose  protínající  osu 

s helixem  III.  Výsledná  terciární  struktura  je  globulární  monomer 

s flexibilním N´-terminálním ramenem.  Proteinový  kontakt  s DNA je 

zprostředkován  rozpoznávacím  helixem  vazbou  do  velkého  žlábku 

molekuly  DNA.  Specifita  vazby  je  dále  zvýšena  interakcí  N´-

terminálního  ramene  se  sousedním  malým  žlábkem  a vazebnou 

afinitou fosfátové páteře DNA ke smyčce mezi helixem I a II. Ukázalo 

se také, že u třídy ANTP se na vazebné interakci mezi rozpoznávacím 

helixem  a  bázemi  DNA  podílejí  molekuly  vody,  které  vytvářejí 

solvatační  vrstvu  v dutině  mezi  helixem  III  a DNA   (Billeter  et  al. 

1996). Naproti tomu mnoho homeodoménových proteinů se na DNA 

neváže  jako  monomer,  ale  v homodimerovém,  případně 

heterodimerovém stavu nebo ve spojení s jinými proteiny, které tak 

dále zvyšují vazebnou specifitu komplexu k DNA (Wilson et al. 1995, 

Wilson and Desplan 1995).  
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Obr. 2.1.1.1 Struktura homeoboxu (Banerjee-Basu, 2001)

Na  obrázku  jsou  znázorněny  aminokyselinové  sekvenční  motivy  homeodoménové  oblasti 
s konzervovanými  pozicemi  u jednotlivých  tříd  homeoboxových  proteinů.  V dolní  části  je 
znázorněna v souladu s aminokyselinovými pozicemi sekundární struktura homeodomény.   



Homeodoména se váže do regulační oblasti DNA cílových genů 

o  velikosti  5  až 8 bp.  Navzdory  vysoké  aminokyselinové  sekvenční 

podobnosti  tohoto  konzervovaného  úseku  u různých  tříd  existuje 

určitá variabilita specifických DNA kontaktů u jednotlivých zástupců, 

která  částečně  odráží komplexnost  signálních  drah  zapojených 

v embryogenezi, v níž homeodoménové transkripční regulátory hrají 

zásadní  roli.  Kritické  aminokyseliny  zprostředkovávající  vazbu 

k jednotlivým  bázím  byly  určeny  v pozicích  47,  50,  51,  54  a  55 

v oblasti  rozpoznávacího  helixu  III  a  2,  3,  5-8  určující  vazebnou 

specifitu N´-terminálního ramene (Ades and Sauer 1995, Damante et 

al. 1996, Wolberger et al. 1991, Fraenkel and Pabo 1998, Ekker et al. 

1994). Jak ovlivňuje aminokyselinové složení v kritických pozicích DNA 

vazebnou specifitu bylo zkoumáno u několika homeodoménových tříd. 

Například lysin v pozici 50 u třídy BICOID podporuje vazbu na TAATCC, 

oproti tomu glutamin ve stejné pozici u třídy ANTP se podílí na vazbě 

k TAAT(T/G)(A/G)  motivu  (Hanes  and  Brent  1989,  Treisman  et  al. 

1989).  Ukázalo se také,  že kontakt  s  jedním párem bází  může být 

zprostředkován více aminokyselinami, z nichž každá tvoří vazbu s bází 

v antiparalelním řetězci DNA (Gruschus et al. 1997). Nejvíce ucelený 

přehled  vazebných  specifit  homeodoménových  proteinů  přinesly 

prověřovací  metody  pro  náhodné  soubory  vazebných  míst  pomocí 

bakteriálních jedno-hybridních systémů a čipových technologií (Noyes 

et  al.  2008,  Berger  et  al.  2008).  Na  základě  získaných  výsledků 

můžeme celkem úspěšně predikovat vazebnou specifitu k DNA podle 

aminokyselinového  složení  v příslušných  kritických  pozicích 

homeodomény. Většina homeodoménových proteinů obsahuje v pozici 

5 v N´-terminálním rameni arginin, který se váže na thymin v první 

pozici DNA rozpoznávané sekvence (Ades and Sauer 1995). U mnoha 

homeodomén se také nachází arginin v pozici 2 nebo 3 vázající adenin 

na  druhém  místě  DNA  cílové  sekvence  (Hovde,  Abate-Shen  and 

Geiger  2001).  Pokud  N´-terminální  rameno  neobsahuje  arginin 

v příslušné  pozici  je  upřednostňována  vazba  ke  guaninu  nebo 

thyminu. Ve třetí DNA vazebné pozici se vždy vyskytuje thymin, který 
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interaguje s  asparaginem v pozici 51, který je konzervovaný u všech 

zatím nalezených homeodoménových proteinů. Na čtvrtém místě se 

může  vyskytovat  jakákoli  ze čtyř  bází,  ovšem  více  jak  80  % 

homeodoménových  proteinů  obsahuje  isoleucin  nebo  valin 

v rozpoznávacím  helixu  v pozici  47,  které  se  vážou  k thyminu.  Na 

pátém místě byl  potvrzen výskyt  thyminu,  cytosinu i  guaninu jako 

preferenční  vazebné  báze  u  různých  tříd,  kde  určujícím  kritériem 

vazebné preference je aminokyselinové složení v pozicích 47, 50 a 54 

v oblasti  rozpoznávacího  helixu III.  Interakce  mezi  N´-terminálním 

ramenem  a rozpoznávacím  helixem  je  zodpovědná  za  vazbu  na 

šestou  pozici  DNA  cílové  sekvence,  pro  které  je  kritické  složení 

aminokyselin v pozicích 5, 47, 50 a 54; na šesté pozici byly nalezeny 

kromě thyminu všechny možné varianty  bází  (Noyes et al.  2008). 

Celkový  aproximativní  přehled  interagujících  aminokyselin 

s příslušnými bázemi je uveden na Obr. 2.1.1.2.  

2.1.2 Klasifikace, původ a obecné funkce 
homeoboxových genů

8

Obr. 2.1.1.2  Přehled predikce DNA vazebné specifity homeoboxu na základě 
aminokyselinového složení (Noyes, 2008)

Katalogizace vazbových interakcí pro 6 bp motiv je navrhnutá pro homeoboxové proteiny s Asn v pozici 
51  homeodomény.  Čísla  v boxech  odpovídají  jednotlivým  aminokyselinovým  pozicím  v homeoboxu. 
Šipkami jsou pak specifikovány konkrétní vazbové interakce mezi jednotlivými pozicemi.  



Pro  klasifikaci  homeodoménových  proteinů  jsme  v této  práci 

upřednostnili členění do osmi tříd na základě fylogenetických vztahů, 

oproti  obecnějšímu  třídění  do malých  skupin  zohledňující  i  funkční 

hlediska  konkrétních  homeodoménových  transkripčních  regulátorů 

(Banerjee-Basu and Baxevanis 2001). 

 HOX třída

HOX  třída  zahrnuje  nejvíce  dosud  popsaných 

homeodoménových  proteinů.  Evolučně  jsou  nejvíce  příbuzné  k již 

zmíněným  proteinům  ANTP  a  UBX.  Soubor  Hox genů  je  přímo 

odpovědný  za  vývoj  orgánových  soustav  v jednotlivých  tělních 

segmentech. Mutace v těchto genech vedou k výrazným fenotypovým 

projevům vývoje ektopických tělních struktur  na jiných segmentech 

těla  (Lewis  1978).  Čtyři  paralogní  Hox klastry  popsané  u  člověka, 

u myši a ostatních savců vznikly segmentovou tandemovou duplikací 

původního  ancestrálního  klastru  (Kappen,  Schughart  and  Ruddle 

1989).  Společný  předek  prvoústých  a druhoústých  obsahoval  Hox 

klastr složený ze 7 až 9-ti genů, který následně expandoval za vzniku 

39-ti  genů ve čtyřech klastrech u savců a více jak 14 klastrů u ryb 

(Moghadam,  Ferguson  and  Danzmann  2005).  U  prvoústých  se 

vyskytuje zhruba 8 až 9 Hox genů (de Rosa et al. 1999). U primitivních 

strunatců, konkrétně u Amphioxus byl objeven klastr složený ze 14-ti 

Hox genů modulující  vývoj neuroektodermu  (Minguillón et al.  2005, 

Holland 2005). 

U  savců je  současný repertoár  Hox genů unikátní  v důsledku 

genových  ztrát  způsobených  genomovými  přestavbami  během 

evoluce.  Byla  zavedena  nomenklatura  Hox klastrů  podle  fyzické 

lokalizace  na  jednotlivých  chromozomech  do  čtyř  skupin 

korespondující  s počtem  klastrů  (HoxA,  HoxB,  HoxC  a  HoxD). 

V každém  klastru  je  maximálně  13  paralogních  genů,  které  jsou 

číslovány  od  jedné  do  třinácti  ve  směru  od  3´-konce.  Sekvenční 

podobnost  aminokyselinového  složení  proteinů  konkrétních  členů 

souboru je nejvyšší napříč klastry a ne v rámci vlastního klastru. Toto 
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specifikum  plně  odpovídá  představě  fylogenetického  vzniku 

jednotlivých  klastrů,  které  bylo  rozebráno  v předchozím  odstavci 

(Scott 1993). Jak bylo naznačeno v úvodu, fyzická lokalizace a pořadí 

Hox genů  na  chromozomu  koresponduje  s funkčními  vlastnostmi 

během časné organogeneze.  S ohledem na toto zjištění  se zavedlo 

aditivní členění do čtyř skupin odrážející jak funkci podél osy těla, tak i 

příbuznost  Hox genů.  Podskupina  Anteriorních  Hox genů  zahrnuje 

všechny  hox geny s číslem 1 a 2, jejichž exprese je zodpovědná za 

formaci  orgánů  v přední  části  těla.  Analogicky  hox geny  3  tvoří 

podskupinu 3,  hox geny 4 až 8 spadají do mediální podskupiny řídící 

vývoj  střední  části  těla  a  nakonec  posteriorní  podskupina zahrnuje 

hox geny 9 až 13 účastnících se vývoje orgánů směrem k zadní části 

těla. 

V komparativním sekvenčním aligmentu lidských HOX proteinů 

byly zjištěny konzervované aminokyseliny v pozicích Arg 5,  Gln 12, 

Glu 15, Leu 16, Glu 17 a Glu 19 v helixu I a N´-terminálním rameni. 

V helixu  II  nebyly  nalezeny  žádné  konzervované  aminokyseliny 

společné  všem  Hox genům.  V helixu  III  se,  mimo  absolutně 

konzervované  oblasti  Trp  48,  Phe  49,  Asn  51  a  Arg  53  u  všech 

hemeodoménových proteinů,  nachází  konzervovaný Leu 40, Gln 50 

a Arg 52  (Banerjee-Basu  and  Baxevanis  2001).  Variabilita  cílových 

DNA sekvencí může být u jednotlivých Hox genů zvýšena kooperací s 

vazebnými proteinovými partnery (Piper et al. 1999).  

 Ex-HOX třída

Některé geny jsou velmi  blízce příbuzné k Hox genům, avšak 

jejich výskyt není vázán k žádnému klastru. Patří sem geny skupiny 

Cdx mající příbuzný vztah k Posteriorní Hox podskupině a protein IPF1 

příbuzný HOX podskupině 3. Rozpor ve fylogenetické spojitosti těchto 

proteinů  k HOX  třídě  vyřešil  nález  tzv. ParaHox klastru  u druhu 
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kopinatce  (Amphioxus),  který  je  paralogní  k Hox klastru  a  kóduje 

orthology  k CDX  a  IPF1  proteinům  (Brooke,  Garcia-Fernàndez  and 

Holland 1998). Podle jedné z teorií před rozdělením skupin žahavců a 

bilaterálií  vznikl tandemovou duplikací ancestrálního  protoHox genu 

tzv. ProtoHox klastr sestavený ze čtyř genů. Každý z těchto čtyř genů 

byl  původcem  jedné  Hox podskupiny  (anteriorní,  podskupiny  3, 

mediální a  posteriorní),  v  nichž  některé  geny  následně  dále 

speciovaly. Po duplikaci  ProtoHox ancestrálního klastru vznikly Hox a 

ParaHox klastry. U ParaHox klastru došlo v průběhu evoluce ke ztrátě 

centrálních  genů  a  k rozptýlení  jednotlivých  členů  v genomu 

obratlovců a v linii prvoústých. Původní Hox klastr prošel dvěma stádii 

duplikace (možný tetraploidní původ savců) a proto se finálně u savců 

objevuje ve čtyřech klastrech (Ferrier and Minguillón 2003). 

Další  členové  Ex-Hox se  vyskytují  v  blízkosti  Hox klastrů. 

Pravděpodobně se oddělili duplikací z původního protoHox genu ještě 

před vznikem protoHox klastru. Lidské geny evx1 a evx2 se nacházejí 

blízko 5´- koncových oblastí HoxA a HoxD klastru. Podobná je situace 

i u genů mox1 a mox2 lokalizovaných u HoxA a HoxB klastru (Pollard 

and Holland 2000).

Konzervované aminokyseliny se u Ex-HOX nachází v helixu I, II i 

III. V pozici 50 je konzervovaný Gln stejně jako u HOX třídy. Shodná 

aminokyselinová složení s HOX jsou i v pozicích Arg 5, Gln 12, Leu 16 

a Leu 40. Ex-HOX specifické jsou Thr 6, Phe 20, Tyr 25, Arg 31 a Leu 

38 (Banerjee-Basu and Baxevanis 2001). 

 NK třída

Prvni  Nk geny byly objeveny u Drosophila melanogaster v roce 

1989 (Kim and Nirenberg 1989). Celkem byly popsány čtyři geny (nk1 

až nk4) spojené v jednom klastru. Nk geny pravděpodobně vznikly ze 

společného předka Hox genů ještě dříve, než se oddělily skupiny genů 

třídy Ex-Hox (Pollard and Holland 2000). Současný model fylogeneze 
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všech tří  tříd předpokládá přítomnost tzv. protoAntp genu, který se 

vyskytoval  u  primitivních  předchůdců současných mnohobuněčných 

živočichů. V průběhu evoluce se daný gen duplikoval a vznikl první 

Antp klastr,  z něhož se odštěpily linie  Nk a  protoHox ancestrálních 

genů.  Nk geny  se  evolučně  nejníže  vyskytují  u  živočišných  hub 

(Porifera)  (Manuel  and Le Parco 2000,  Hill,  Tetrault  and Hill  2004). 

Zajímavé  je,  že  zatím  u  této  skupiny  živočichů  nebyla  potvrzena 

přítomnost  žádných zástupců třídy  Hox,  pravděpodobně v důsledku 

druhotné ztráty původních  hox genů. Oproti  ParaHox klastru,  který 

dispergoval  u  prvoústých  se  v této  linii  zachovala  kompaktnost  Nk 

klastru.  Dokonce  některé  studie  dokládají  zachování  expresní 

kolinearity s ohledem na jednotlivé pořadí  Nk genů v klastru jako je 

tomu  u  Hox  třídy  (Jagla,  Bellard  and  Frasch  2001).  U  primitivních 

druhoústých nastala situace opačná, když došlo k rozrušení Nk klastru 

a zachování celistvosti ParaHox klastru. 

Funkčně  je  většina  členů  Nk třídy  expresně  vázáná  na 

mesodermální  tkáně.  Lidský  gen  csx je  důležitý  pro  správný vývoj 

srdce (Tanaka et al. 1999). Mutace v orthologním genu u octomilky se 

projevuje  abnormálním vývojem hřbetní  cévy  a  je  příčinou  letality 

embryí (Tanaka et al. 1998).  

Homeodoménové aminokyselinové pozice Gln 50, Arg 5, Gln 12, 

Leu  16  jsou  společné  u  NK,  Ex-HOX  a  HOX.  Konzervované 

aminokyseliny mezi NK a EX-HOX, které nejsou konzervovány u HOX 

třídy jsou Phe 20, Tyr 25, Arg 31 a naopak Glu 21 je konzervována 

pozice pouze mezi  HOX a NK. Zbývající  NK-specificky konzervované 

pozice jsou Ala 35, Thr 41, Gln 44, Val 45 a Phe 8, který se vyskytuje i 

u  HOX1,   a  právě  k těmto  proteinům je  NK třída  nejvíce  příbuzná 

(Banerjee-Basu and Baxevanis 2001).      

 DL třída
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Nepočetná  skupina  několika  genů  fylogeneticky  odvozená  od 

třídy  Nk.  Řadíme  sem  geny  skupin  Msx,  Dlx a  jejich  orthologů. 

Zajímavá je u člověka fyzická lokalizace některých dlx genů v blízkosti 

HOX klastrů;  konkrétně geny dlx1 a dlx2 se nalézají v blízkosti  HoxD 

klastru, geny  dlx3 a  dlx4 jsou ve spojení s HoxB klastrem. Evoluční 

příbuznost  s Nk třídou  a  fyzická  lokalizace  blízko  Hox klastrů 

podporuje  teorii  společného  vzniku  Nk a  Hox třídy  s následným 

rozptýlením jednotlivých zástupců Nk třídy po celém genomu (Pollard 

and Holland 2000).  

Dl geny  jsou  během embryogeneze  exprimovány  v prvním  a 

druhém  žaberním  oblouku  (Qiu  et  al.  1997,  Jowett  et  al.  1993). 

Mutace  v těchto  genech  je  spojená  s rozsáhlými  kraniofaciálními 

malformacemi  s abnormálním vývojem zubů  a  kostí  (Satokata  and 

Maas 1994, Satokata et al. 2000).

 Paired třída
Opět se jedná o skupinu genů divergovaných z Hox třídy. Tyto 

geny jsou známé především svou klíčovou rolí ve vývoji oka (skupina 

Pax)  (Quiring  et  al.  1994).  Geny  ve skupině  Pax jsou  nadřazené 

transkripční  regulátory  v signálních  morfogenetických  drahách 

funkčně konzervovaných u různých skupin živočichů od prvoústých 

po člověka. Pro proteiny v této třídě je typická přítomnost dvou DNA 

vazebných domén (homeo- a paired-doména)  (Callaerts, Halder and 

Gehring 1997).

Proteiny  vykazují  vysoký  stupeň  aminokyselinové 

konzervovanosti,  22 homeodoménových  aminokyselin  je  plně 

konzervovaných v celé třídě. Charakteristický klasifikační tripeptid pro 

tuto třídu je lokalizován ve smyčce mezi helixem I a II (Tyr-Phe-Asp). V 

oblasti rozpoznávacího helixu je konzervovaná zhruba polovina všech 

aminokyselin, které ho tvoří.
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 LIM třída

Geny Lim třídy se podílejí na vývoji a proliferaci nervové tkáně, 

jejich  funkce byla potvrzena pro optimální  vývoj  a  funkci  hypofýzy 

(Sheng et al. 1996). Někteří zástupci jsou důležití i pro správný vývoj 

končetin (Dreyer et al. 1998). 

Proteiny obsahují specifickou LIM doménu tvořící zing-fingerový 

vazebný motiv oddělený krátkým dvouaminokyselinovým linkerem od 

homeoboxu.  Tato  doména  je  rozpoznávána  mnoha  vazebnými 

kofaktory, které zvyšují funkční specifitu LIM transkripčních aktivátorů. 

Kromě  charakteristického  klasifikačního  aminokyselinového 

motivu  v pozicích  38  až  40  (Thr-Gly-Leu)  se  jedná  o  velmi 

divergovanou skupinu (Banerjee-Basu and Baxevanis 2001). 

 POU třída

Pou třída  homeodoménových  genů  je  nejvíce  evolučně 

odvozenou skupinou genů k Hox třídě. Podílí se na vývojové regulaci 

mnoha  tkání  v rámci  různých  skupin  orgánových  soustav.  Dobře 

prozkoumány jsou mutace v genech způsobující dědičná poškození u 

člověka. Mutace v pou4F3 a F4 mají  za následek poruchy ve vývoji 

sluchových orgánů zahrnující  i  dědičnou, na chromozom X vázanou 

hluchotu (de Kok et al. 1995, Vahava et al. 1998). Poškození v pouF1 

vede k hormonálním deficiencím způsobených abnormálním vývojem 

hypofýzy.

U POU transkripčních faktorů se vyskytuje dodatečná doménová 

oblast  (POU  doména),  která  je  k homeoboxu  připojena  flexibilním 

linkerem.  Struktura  POU  domény  dovoluje  těmto  faktorům 

dimerizovat  v homodimerních  i  heterodimerních  formách.  Obě 

domény  (POU  i  homeobox)  se  přímo  podílejí  na  DNA  specifickém 

kontaktu.  Uvedená specifika  velmi  silně  rozšiřují  repertoár  cílových 

vazebných DNA regulačních sekvencí.
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Proteiny mají v rozpoznávacím helixu v pozici 50 konzervovaný 

POU-specifický cystein, který nebyl zaznamenán u žádné z jiných tříd 

(Banerjee-Basu and Baxevanis 2001).   

 Atypická třída

Skupina genů v této  třídě je  značně divergentní  a u proteinů 

nenacházíme  žádný  třídně  specifický  aminokyselinový  motiv.  Ve 

smyčce mezi  helixem I  a  II  homeodomény je  konzervovaný prolin, 

který se však vyskytuje i u tříd POU, LIM a PAIRED (Banerjee-Basu and 

Baxevanis  2001).  U některých  zástupců je  homeodoménová oblast 

rozšířena o přídavné aminokyseliny prodlužující smyčkové oblasti mezi 

helixy (Ceska et al. 1993, Bürglin 1997).

Tato třída sdružuje transkripční regulátory, které se svou funkcí 

značně liší. Řada z nich je zodpovědná za vývojové poruchy u člověka 

(SIX, TGIF) (Wallis et al. 1999, Gripp et al. 2000) a některé se vyskytují 

pouze  u  jednobuněčných  živočichů  (MAT)  (Wolberger  et  al.  1991, 

Wolberger 1993).
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Obr. 2.1.2.1 Fylogenetické vztahy mezi skupinami homeoboxových proteinů (Banerjee-Basu, 2001)

Na obrázku je nezakořeněný strom získaný NJ fylogenetickou analýzou homeodomén. Jednotlivé třídy jsou barevně 
odlišeny.



2.2 SIX skupina transkripčních regulátorů

Poprvé byla popsána funkce genu sine oculis (so) Milanim v roce 

1941 u Drosophila melanogaster jako důležitá alela pro správný vývoj 

visuálního  systému.  Ukázalo  se,  že  SO se  na  vývoji  oka  podílí  ve 

spojení  s dalšími proteiny skupin eyeless (EY),  eyes absent (EYA) a 

dachshund (DACH)  (Pignoni et al. 1997, Serikaku and O'Tousa 1994, 

Chen  et  al.  1997).  V roce  1994  byla  u  proteinu  SO  poprvé 

identifikována  homeodoménová  oblast  klasifikující  SO  do  rozsáhlé 

rodiny  homeoboxových  transkripčních  regulátorů  (Serikaku  and 

O'Tousa 1994, Cheyette et al.  1994). U octomilky se vyskytují  ještě 

další  dva strukturně velmi  podobné proteiny DSIX4 a OPTIX,  jejichž 

geny  jsou  fylogeneticky  příbuzné  k  sine  oculis (Seo  et  al.  1999). 

Na základě  těchto  zjištění  byla  ustanovena  SIX  skupina 

homeodoménových  proteinů,  do které  řadíme  všechny  tři  uvedené 

transkripční  regulátory  (SO,  DSIX4  a  OPTIX).  OPTIX  se  také  u 

Drosophily  spolu se SO podílí  na regulaci  vývoje oka  (Seimiya and 

Gehring 2000), ale jeho exprese je vázána na jinou strukturní oblast. 

Potvrdilo  se,  že  jak  SO,  tak  OPTIX  jsou  schopny  indukovat  vývoj 

ektopických  očí  u  Drosophila  melanogaster  (Weasner,  Salzer  and 

Kumar  2007).  Naproti  tomu,  exprese  Dsix4  nebyla  pozorována 

ve vyvíjejícím  se  visuálním  systému,  ale  ve  tkáních  odvozených 

z mezodermu, konkrétně ve svalech a gonádách (Clark et al. 2006).

Homologní  proteiny  k SIX  proteinům  nebyly  objeveny  u 

jednobuněčných živočichů, ale jejich výskyt byl zaznamenán u mnoha 

různých  skupin  mnohobuněčných  živočichů,  včetně  primitivních 

skupin  jako jsou žahavci  a  živočišné houby  (Stierwald  et  al.  2004, 

Bebenek et al. 2004, Ryan et al. 2006). Tři transkripční regulátory CEH 

skupiny (CEH-32, CEH-33 a CEH-34) u Caenorhabditis elegans, z nichž 

CEH-32 je důležitý faktor pro vývoj hlavové části, také patří do SIX 

skupiny  (Dozier et al.  2001). U člověka bylo identifikováno šest SIX 

proteinů  (značené  1  až  6),  z nichž  vždy  dva  jsou  blízce  příbuzné 

k jednomu ze tří SIX proteinů popsaných u Drosophila melanogaster. 
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Analogická  fylogenetická  příbuznost  je  u všech  SIX  proteinů 

u ostatních skupin živočichů a proto je rozdělujeme do tří podskupin 

podle homologie k SIX proteinům popsaných u octomilky  (Seo et al. 

1999). Podrobněji bude klasifikaci věnována následující kapitola.

Obecně se vyskytují tři six geny u Drosophila melanogaster jako 

zástupce  prvoústých,  avšak  čtyři  homology  byly  popsány  u 

Caenorhabditis  elegans,  doposud  byly  objeveny  tři  six geny  u 

pláštěnců (primitivních strunatců)  (Wada et al. 2003), tři  six geny u 

žahavců  (pět  six-homologních  genů  bylo  genomovou  analýzou 

predikováno u žahavce Nematostella vectensis  (Ryan et al. 2006)) a 

jeden homolog k sine oculis u živočišných hub (Bebenek et al. 2004). 

U  savců  obsahuje  kompletní  sada  šest  six genů.  Tím  jak  stoupá 

množství  dokončených  sekvenačních  projektů,  je  velmi 

pravděpodobné, že se bude rozšiřovat evidence  six genů u různých 

skupin živočichů. I když se předpokládá společný monofyletický původ 

všech  six genů  v rámci  různých  podskupin  u  všech  doposud 

studovaných organismů  (Boucher et al. 2000), existuje stále mnoho 

nezodpovězených  otázek  ohledně  vzniku  a  speciace  těchto  genů 

v průběhu evoluce. 

živočišný druh 
(obratlovci)

six1 six2 six3 six4 six5 six6

Homo sapiens + + + + + +
Mus musculus

(myš)
+ + + + + +

Gallus gallus
(kuře)

+ + + + +

Danio rerio
(ryba)

+ + + + +

Xenopus 
tropicalis (žába)

+ + + + +

živočišný druh 
(bezobratlí)

six1/2 six3/6 six4/5

Aurelia aurita 
(medúza)

+

Cladonema 
radiatum 
(medúza)

+ + +

Podocoryne 
carnea (medúza)

+ +
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Rhabdocalyptus 
dawsoni

(živočišná houba)

+

Drosophila 
melanogaster

+ + +

Ceanorhabditis 
elegans

+ + +

2.2.1 Struktura, klasifikace a DNA vazebné 
interakce SIX proteinů

SIX  proteiny  jsou  transkripční  faktory,  které  obsahují  čtyři 

doménové oblasti,  z nichž dvě jsou evolučně konzervované. Nejvíce 

konzervovanou proteinovou doménou je 60-ti  aminokyselinový úsek 

homeoboxové oblasti (HD), který je lokalizovaný směrem k C´- konci 

proteinu.  Dalším  relativně  konzervovaným  úsekem  (oproti  HD 

vykazuje mnohem vyšší variabilitu mezi SIX proteiny) je SIX-specifická 

doména (SD). Oblast SD je těsně spojena s homeoboxem a směřuje 

k N´-  koncové  oblasti  proteinu.  SD  oblast  určuje  specifické 

protein-protein interakce se SIX vazebnými proteiny.  Velikost SD se 

konsensuálně uvádí jako oblast dlouhá 116 (SIX1/2, SIX4/5) nebo 120 

(SIX3/6)  aminokyselin.  Dále  jsou  tyto  proteiny  ohraničeny  značně 

variabilními koncovými doménami a to jak na N´ konci (NT doména), 

tak v  C´- terminální oblasti (CT doména). 
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Tab. 2.2.1 Obecný přehled evidence Six genů u důležitých zástupců skupin živočichů

V tabulce  je  uvedená  dosavadní  evidence  Six genů  (symbolem  +)  u  vybraných  zástupců  obratlovců  a 
bezobratlých.   U  bezobratlých  není  zatím  úplně  objasněná  divergence  Six  genů  a  u  většiny  doposud 
studovaných zástupců byl popsán vždy pouze jeden podskupinový six gen/protein (klasifikaci SIX proteinů je 
věnována další kapitola). 



Na základě sekvenční podobnosti fylogeneticky konzervovaných 

domén SD a HD  SIX proteinů rozlišujeme tři  hlavní  podskupiny  - 

SIX1/2, SIX3/6, SIX4/5 (Seo et al. 1999). Velmi často se uvádějí odlišné 

názvy  podskupin  v souladu  s  historickým  kontextem  identifikace 

jednotlivých SIX proteinů u Drosophila melanogaster jako: Sine oculis 

(SO)  podskupina,  která  je  analogická  s podskupinou  SIX1/2;  OPTIX 

podskupina  analogická  s SIX3/6  a  DSIX4  pro  podskupinu  SIX4/5 

(fylogenetické vztahy SIX podskupin jsou znázorněny na Obr. 2.2.1.2). 

HD oblast určuje vazebné interakce SIX proteinu (transkripčního 

faktoru)  k DNA  (Scott,  Tamkun  and  Hartzell  1989).  Důležitými 

klasifikačními  znaky  HD  u  Six  skupiny  je  přítomnost  specifických 

aminokyselin v alfa 3 helixu v pozicích 47, 48, 49, 50, 51, 53 a 54. 

V pozicích 48, 49, 51, 53 se vyskytuje aminokyselinový konzervovaný 

motiv  WF-N-R  obecně  charakteristický  pro  homeoboxové  proteiny 

(48W, 49F, 51N a 53R). Naproti tomu se u SIX skupiny v pozicích 47, 
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Obr.  2.2.1.1  Sekvenční  aligment  SIX  konzervovaných  proteinových  domén  mezi  Mus 
musculus a Drosophila melanogaster (Kumar, 2008)

Barevně jsou odlišeny konzervované aminokyselinové pozice mezi různými podskupinami s uvedenou 
legendou v dolní části.



50 a 54 nachází záměny, kterými se SIX skupina odlišuje od ostatních 

homeoboxých proteinů. V pozici 47 je asparagin (47N) a v pozici 54 

glutamin (54Q), které svou přítomností odlišují i některé jiné skupiny 

homeoboxových  proteinů.   Důležitá  je  ovšem  přítomnost  lysinu 

v pozici  50  (50K),  kterým se  SIX  skupina  liší  od  většiny  ostatních 

homeoboxů. Obecně je strukturní motiv celé SIX HD velmi podobný 

třídám Antennepedia (Antp) a Paired (Prd) homeoboxovým proteinům 

(Galliot, de Vargas and Miller 1999) a vlivem přítomnosti lysinu 50K 

někteří  autoři  řadí  SIX  skupinu  do  podtřídy  Orthodenticle  (Otd) 

spadající do třídy Prd homeoboxových proteinů. My se ovšem budeme 

v této práci  držet klasifikace podle fylogenetické analýzy navrhnuté 

Banerjee-Basu a Baxevanisem, kteří SIX skupinu řadí do Atypické třídy 

homeoboxů.  

V HD alfa  helixu I od 3. do 6. aminokyseliny se u SIX proteinů 

vyskytuje tzv. klasifikační tetrapeptid, relativně konzervovaný u členů 

jednotlivých  SIX  podskupin.  V podskupině  SIX1/2  se  vyskytuje 

tetrapeptid  ETSY  (glutamát-threonin-serin-tyrosin),  u podskupiny 

SIX4/5 ETVY (glutamát-threonin-valin-tyrosin) a v případě SIX3/6 QKTH 

(glutamin-lysin-threonin-histidin).  Klasifikační  tetrapeptid  u  obou 

podskupin SIX1/2 a SIX 4/5 je až na jednu substituci konzervovaný a 

spolu  s dalšími  společnými  aminokyselinami  odráží  společný 

fylogenetický  základ  obou  podskupin.  Obdobně  u konsensuálního 

alignmentu  můžeme  sledovat  aminokyseliny  konzervované  v HD 

pouze  pro  podskupiny  SIX1/2  a  SIX3/6.  Naproti  tomu,  mezi 

podskupinami SIX4/5 a SIX3/6 neexistuje aminokyselinový motiv v HD, 

který by byl společný pouze pro tyto podskupiny. Obecně je HD mezi 

všemi podskupinami SIX proteinů nejvíce konzervovanou oblastí a její 

celková podobnost se na úrovni celé skupiny pohybuje okolo 60 %. 

Unikátní je také substituce aminokyselin v helixu I, které jsou u 

většiny  ostatních  tříd  homeodoménových  proteinů  konzervovány. 

Arginin v pozici 5 je u podskupiny SIX1/2 nahrazen serinem, u SIX3/6 

threoninem a u SIX4/5 valinem. Arginin je v této pozici u ostatních tříd 
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důležitý  pro  vazbu  na  DNA  v TAAT  oblasti.  Substituce  Arg5  u  Six 

skupiny pravděpodobně vedla k afinitě k jinému vazebnému motivu a 

proto se TAAT motiv nevyskytuje v promotorových oblastech cílových 

genů (Noyes et al. 2008, Kawakami et al. 1996b). Další substituovaná 

aminokyselina, hojně rozšířená skrz ostatní třídy, je glutamin v pozici 

12, který je nahrazen serinem. 

Identifikace  cílových  DNA  promotorových  oblastí 

homeodoménových  transkripčních  regulátorů  nám  umožňuje 

dohledávat  v databázích  další  potencionálně  řízené  geny,  které  ve 

svých regulačních oblastech obsahují shodný sekvenční motiv a tím 

rozšiřovat znalosti signálních drah konkrétních transaktivátorů genové 

exprese. SIX4 byl objeven jako vazebný faktor ARE oblasti genu alfa1 

subjednotky  (atp1a1)  Na+/K+ ATpázy  (Kawakami  et  al.  1996a). 

Vazebná  specifita  k ARE  elementu  se  dále  potvrdila  u 
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Obr.  2.2.1.2  Fylogenetické 
vztahy  SIX  podskupin 
(Hoshiyama, 2007)

Fylogenetická  analýza  získaná 
srovnáním  SD  a HD 
konzervovaných  oblastí  SIX 
proteinů v rámci různých skupin 
živočichů.  SIX  homeoboxové 
proteiny  jsou  velmi  starou 
skupinou  homeodoménových 
proteinů,  k  jejichž  divergenci 
do jednotlivých  podskupin  došlo 
ještě  před  rozdělením 
živočišných  skupin  s radiální 
a bilaterální souměrností těla.



homeodoménových  oblastí  SIX2  a  SIX5,  zatímco  SIX3  nevykazuje 

žádnou  afinitu  k ARE  (Kawakami  et  al.  1996b).  Podobný  expresní 

patern během myší organogeneze kosterního svalstva je mezi  six4 a 

six1  (Ozaki  et  al.  2001,  Laclef  et  al.  2003a).  Oba proteiny aktivují 

expresi  myogeninu.  V  případě  six4  deficientních  myší  dochází 

k malým abnormalitám ve  vývoji  kosterního  svalstva,  zatímco  six1 

deficientní myši vykazují těžké vývojové defekty (Laclef et al. 2003b, 

Xu et al. 2003, Zheng et al. 2003, Ozaki et al. 2004). Regulační DNA-

SIX vazebná oblast pro expresi  myogeninu je  MEF3 element,  který 

obsahuje  identickou  nukleotidovou  sekvenci  s  ARE  elementem 

(TCAGGTTC) (Spitz et al. 1998, Ohto et al. 1999). Rozdíl fenotypového 

projevu mezi  six1 a six4 deficientními myšmi se vysvětloval možnou 

SIX1  funkční  kompenzací  u  six4  knockoutovaných  myší,  i  když  je 

zřejmé, že k opačné funkční substituci nedochází. Jedním z vysvětlení 

může být  odlišná afinita  SIX1 a SIX4 ke společné regulační  oblasti 

nebo  přítomnost  rozdílných  druhově  SIX-specifických  vazebných 

regulačních oblastí  pro jeden gen. Studie promotorové oblasti  genu 

slc12a2  (Na+/K+/Cl-  symportér  1),  která  je  regulována  SIX1  i  SIX4, 

odhalila odlišná vazebná místa pro SIX1 a SIX4  (Ando et al. 2005). 

V promotorové oblasti slc12a2 se nachází minimálně tři SIX1 vazebná 

místa, zatímco SIX4 je afinitní pouze k jedné oblasti. Pravděpodobně 

SIX  proteiny  mohou  rozeznávat  podskupině  specifická  místa,  ale  i 

místa, která jsou společná mezi různými podskupinami jako je u ARE 

elementu.  Značné  nesrovnalosti  jsou  ohledně  vazebné  specifity 

podskupiny SIX3/6. U některých studií byl pozorován TAAT resp. ATTA 

vazebný  motiv,  i  přes  přítomnost  lysinu  v pozici  50  HD,  například 

v promotorové  oblasti  rhodopsinu,  ke  kterému  se  váže  SIX3 

(Manavathi et al. 2007) a i v oblasti vlastní regulační sekvence, kde 

dochází  k autoregulaci  exprese  vazbou  SIX3  například  s proteiny 

skupiny  Groucho  (Zhu  et  al.  2002).  V baktriálních  jednohybridních 

čipových  analýzách  ovšem tato  vazebná  odlišnost  SIX3  od  ostatní 

členů SIX skupiny nebyla potvrzena  (Noyes et  al.  2008).  SO, SIX1, 

SIX2,  SIX4  a  SIX5  mají  pravděpodobně  podobnou  vazebnou  DNA 
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specifitu - konsensuální DNA sekvence je GTAANYNGANAY(C/G) (Pauli 

et  al.  2005).  I  přes  tato  uvedená  zjištění  zůstávají  stále  SIX-DNA 

vazebné interakce otevřené pro další výzkum. 

2.2.2 PAX-SIX-EYA konzervovaná dráha a její role 
v morfogenezi oka

Jak  bylo  uvedeno  dříve,   geny  skupiny  Sine  oculis  (so)  u 

Drosophila  melanogaster byly  objeveny  ve  spojitosti  s poruchami 

vývoje  vizuálního  systému.  Následně  byla  potvrzena  ektopická 

formace složených očí  u  octomilky způsobená indukovanou expresí 

genů  so i  optix,  která  byla  dále  posílena koexpresí  společně s eya 

(Seimiya and Gehring 2000, Weasner et al. 2007, Pignoni et al. 1997). 

So je exprimován v imaginálních terčcích antriorně i  posteriorně od 

morfogenetické  vidlice,  zatímco  OPTIX  je  lokalizován  pouze 

v anteriorní   části  od  morfogenetické  vidlice  a  expresně  se  v této 

oblasti  překrývá  se  SO.  Transkripce  obou genů  je  iniciována jiným 

homeoboxovým  proteinem  PAX6  (Halder  et  al.  1998).  Po  iniciaci 

transkripce  je  další  úroveň  exprese  so pravděpodobně  udržovaná 

autoregulací  a  navíc  zde  existuje  i funkční  synergizmus  podpory 

exprese pax6. SIX proteiny poté v kooperaci s EYA aktivují transkripci 

cílových  genů  v signální  dráze  morfogeneze  oka.  Současný 

molekulární  koncept  podpořený  studiemi  kvasinkových 

dvouhybridních  systému  interakcí  SIX-EYA  předpokládá,  že  SO 

zprostředkovává DNA vazebné interakce, zatímco EYA proteiny přímo 

aktivují transkripci cílových genů (Pignoni et al. 1997, Xu et al. 1997).

I  přesto,  že  se  u  savců  vyskytuje  analogická  signální  dráha 

určující morfogenezi oka, překvapivě ani jeden SIX protein podskupiny 

SIX1/2 se zde nepodílí na morfogenezi vizuálního orgánu. U savců jsou 

v oku  exprimovány  oba  six geny  podskupiny  Six3/6.  Indukovaná 
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exprese  genů  pdoskupiny  Six3/6  způsobuje  ektopickou  retinální 

formaci a expanzi retinální tkáně  (Zuber et al. 1999, Loosli, Winkler 

and Wittbrodt 1999). Bylo potvrzeno, že SIX3 aktivuje expresi  pax6 

během  vývoje  čočky  a  u nižších  obratlovců  tato  signální  dráha 

indukuje regeneraci čočky dediferenciací z dorsálních buněk duhovky, 

a  v případě inhibice BMP signální  dráhy spolu se  six3 indukovanou 

expresí  z ventrálních  buněk  duhovky  (Grogg  et  al.  2005).  Six6  se 

pravděpodobně nepodílí na vývoji čočky, ale jeho exprese je vázána 

na  retinální  tkáň,  kde  je  schopen  indukovat  transdiferenciaci 

retinálních  pigmentových  buněk  na  buňky  nervové  nebo 

fotoreceptorové (Toy et al. 1998). 

PAX-SIX-EYA  signální  dráha  je  široce  konzervovaná  u  různých 

skupin živočichů, ale také ve vývoji mnoha jiných orgánových soustav. 

Prokázaná je tato signální dráha například ve vývoji somitů, během 

nefrogeneze  a  u  některých  smyslových  orgánů,  ve kterých  SIX 

proteiny  hrají  zásadní  roli  (Kalatzis  et  al.  1998,  Ohto  et  al.  1998, 

Williams and Ordahl 1994, Xu et al. 1997, Nornes et al. 1990, Oliver et 

al. 1995a, Gallardo et al. 1999, Hammond et al. 1998, Ton, Miwa and 

Saunders 1992, Heanue et al. 1999, Tomarev et al. 1997). 

2.2.3 Role SIX proteinů ve vývoji orgánových 
soustav

Exprese  six1  a  six2  je  vázána  především  na  mezenchym, 

kosterní svalovinu a šlachy. SIX1 byl navíc lokalizován v zakládajících 

se  tkáních  některých  senzorických  orgánů  během  rané 

embryogeneze, kde je exprimován v epithelu nasální plakody a podílí 

se  i  na  organogenezi  statokinetického  orgánu  vnitřního  ucha 

(Bessarab, Chong and Korzh 2004). U six1 deficientních myší dochází 

k těžkým kraniofaciálním malformacím zahrnující již zmíněné orgány, 
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ale  také  kraniofaciální  skelet.  Navíc  u těchto  myší  byly  zjištěny 

abnormality ve vývoji thymu a ledvin (Zheng et al. 2003, Ozaki et al. 

2004). Obddobný fenotypový projev je sledován i u knockoutovaných 

genů skupin Pax a Eya (Laclef et al. 2003b) podporující již zmíněnou 

funkční konzervaci PAX-SIX-EYA ve vývoji různých orgánových soustav. 

Six1  je  dále  exprimován  v mezodermu  a z mezodermu  odvozeném 

dermomyotomu  (vnější  epithel  somitů),  ze  kterých  vzniká  škára  a 

kosterní svalovina. Ve vývoji  kosterní  svaloviny byla na molekulární 

úrovni  potvrzena  role  SIX1  spolu  s EYA2  jako  důležitých 

transaktivátorů  exprese  transkripčních  faktorů  myogeninu  a  MyoD 

koordinujících vývoj kosterní svaloviny (Heanue et al. 1999). SIX1 byl 

během embryonálního vývoje také lokalizován v Rathkeho výchlipce, 

ze které  vzniká  adenohypofýza.  Společně  jsou  six1  a  six2 

exprimovány  v počáteční  embryogenezi  v hlavovém  mezenchymu, 

během  nefrogeneze  a  vývoje  šlach.  Samotná  exprese  six2  byla 

pozorována  v diferencované  sítnici  oka  (Kawakami  et  al.  1996b, 

Pandur  and Moody 2000,  Oliver  et  al.  1995b,  Heanue et  al.  1999, 

Bessarab et al. 2004). Zajímavá je také role SIX1 v buněčném cyklu, 

kdy  fosforylace  SIX1  proteinu  reguluje  kontrolní  bod  G2/M  přes 

CDK1/2-cyklinA  progresí  do  M  fáze.  Ve  vyvinutých  tkáních  je  six1 

obvykle slabě nebo není vůbec exprimován. U pacientů s rakovinou 

prsu  a  RMS (rhabdomyosarkom)  byla  pozorována  zvýšená  exprese 

six1  s maximální  úrovní  v metastázujících  lézích,  což  předurčuje 

možnost evidence SIX1 jako molekulárního markeru u některých typů 

maligních transformací (Ford et al. 1998, Yu et al. 2004).

Six3 a  six6 jsou zapojeny v signálních drahách v již zmíněném 

vývoji  oka, ale také nervové tkáni a některých smyslových orgánů. 

Six3  je  během  embryogeneze  exprimován  v anteriorním 

neuroektodermu, ze kterého vzniká rostrální neurální lišta. Z neurální 

lišty se dále během vývoje zakládají diferencované oddíly koncového 

mozku  (Shimamura  and  Rubenstein  1997,  Stern  2002,  Wilson  and 

Houart 2004).  Na molekulární  úrovni  byla pozorována spojitost  six3 

exprese  s represí  Wnt1  signální  dráhy  (Lagutin  et  al.  2003),  kdy 
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potlačená  exprese  wnt1  rozhoduje  o  formaci  koncových  oblastí 

mozku.  Naopak six3 deficience je spojená se zvýšenou expresí wnt1 

v mezencefalonu,  která  následně  anteriorně  expanduje  a  blokuje 

správný  vývoj  diencefalonu,  přičemž  dochází  k úplné  absenci 

telencefalické  oblasti  (Lavado,  Lagutin  and  Oliver  2008).  Tato 

pozorování  jsou  v souladu  se  zjištěním,  že  SIX3  ve  vazbě 

s korepresory skupiny Groucho negativně ovlivňuje expresi  cílových 

genů včetně vlastní  six3-autoreprese (Zhu et al. 2002, López-Ríos et 

al. 2003). Dalším ze SIX3 vazebných partnerů je geminin  (Del Bene, 

Tessmar-Raible  and  Wittbrodt  2004),  který  inhibuje  DNA  replikaci 

vazbou  na  CDT1  (DNA  replikační  faktor)  znemožňující  aktivaci 

pre-replikačního  komplexu   (Wohlschlegel  et  al.  2000).  SIX3  je 

antagonistou  gemininu  podporující  buněčnou  proliferaci 

progenitorových nervových buněk, které udržuje v dediferencovaném 

stavu (Appolloni et al. 2008). Pouze six3 je exprimován během vývoje 

v cerebrálním kortexu, hipocampu, diencephalonu a v cerebellu, ale 

také  v nasální  plakodě.  Ke  společné  expresi  dochází  pouze 

v thalamickém  a hypothalamickém  regionu  (Conte,  Morcillo  and 

Bovolenta 2005, Oliver et al. 1995a, Kobayashi et al. 1998, Bovolenta 

et  al.  1998,  Granadino  et  al.  1999,  Zhou  et  al.  2000).  Některá 

onemocnění u člověka ukazují na spojitost s dysfunkcí six3 nebo six6. 

U holoprosencefalie  typu  II  (HPE),  což  je  dědičné  polygenní 

onemocnění  s defekty  ve vývoji  koncového  mozku,  se  v některých 

případech  ukazuje  spojitost  jednoho  z HPE  odpovědných  lokusů  na 

chromozomu  2p21  s blízkou  lokalizací  six3.  Na  základě  funkční 

exprese existuje vysoká teoretická podpora, že v některých případech 

HPE je six3 jedním z poškozených genů (Schell et al. 1996). Bilaterální 

anoftalmie, onemocnění charakterizované absencí optického nervu a 

chaisma s přidruženými defekty hypofýzy, je spojena s intersticiální 

delecí  14q22.3-q23  (Bennett,  Betts  and Seller  1991,  Elliott,  Maltby 

and Reynolds 1993, Lemyre et al. 1998). Některé delece zahrnovali 

six4-six1-six6  klastrovou  oblast  podporující  hypotézu,  že  oční  a 

hypofyzární defekty jsou zapříčiněné  six6 haploinsuficiencí  (Gallardo 
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et al. 1999). Úloha six1/six4 v tomto onemocnění není úplně jasná, i 

když určitá  funkční  spojitost  existuje.  Six1 i  six4 jsou exprimovány 

v Rathkeho výchlipce, ze které se v průběhu embryogeneze odvozuje 

adenohypofýza (Ford et al. 2000). 

Six4  a  six5  jsou  exprimovány  v tkáních  odvozených 

z mezodermu  a  ektodermu.  SIX4  byl  pozorován  v  zárodečných 

epithelech nasálních, zrakových a sluchových orgánů a také v nervové 

tkání  v centrálním  a  periferním  systému,  kde  se  zřejmě  podílí 

na buněčné diferenciaci neuronů a jejich vývoji. Oproti tomu exprese 

six5  není  asociována  s nervovou  tkání,  ale  byla  potvrzena 

v buněčných extraktech vyvinutých ledvin,  plic  a jater  (Ohto et  al. 

1998). SIX4 je dále důležitý pro správný průběh myogeneze a podílí 

se i na regeneraci svalové tkáně. SIX5 byl stejně jako SIX4 sledován 

ve  všech  uvedených  plakodních  epithelech  smyslových  orgánů. 

Společně  se  v průběhu  embryogeneze  exprimují  v zakládajících  se 

končetinách a epithelu ledvin. Pozdní exprese byla sledována v oblasti 

bazálních ganglií a v motorových neuronech míchy. Oba proteiny byly 

detekovány v neuronech sítnice oka v pozdějších fázích diferenciace 

(Kawakami et al. 1996b, Esteve and Bovolenta 1999, Kobayashi et al. 

2000, Heath et al. 1997, Winchester et al. 1999, Klesert et al. 2000, 

Sarkar et al. 2000). Dysfunkce six5 je asociována se svalovou dystrofií 

a  oční  kataraktou.  Svalová  dystrofie  je  autosomálně  dominantní 

onemocnění charakterizováne progresivní svalovou atrofií,  myotonií, 

srdečními defekty, hyperinsulinemií, v některých případech mentální 

retardací a oční kataraktou  (Klesert et al. 2000, Sarkar et al. 2000). 

Onemocnění  je  způsobeno  expanzí  repetitivní  (CTG)n oblasti  do 

genového regionu  dmpk (gen pro  serin-threonin  kinázu interagující 

s rodinou Rho malých GTPáz) v 3´- UTR (untranslated region) oblasti, 

která  způsobuje  expresní  insuficienci  dmpk a  sousedního  six5. 

Nedostatečnost  DMPK  způsobuje  patologii  v kosterní  svalovině, 

zatímco  abnormální  exprese  six5  může  být  odpovědná  za  oční 

kataraktu.  Navíc  SIX5  reguluje  expresi  atp1a1,  která  může  hrát 

klíčovou  roli  v myotonii  zapříčiněnou  nedostatčnou  osmotickou 
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regulací  se  sníženou  schopností  reakce  svalových  kontrakcí.  U 

některých pacientů je také pozměněná exprese  igfbp5 (IGF vazebný 

protein 5), který byl identifikován jako jeden z cílových genů pro SIX5 

(Sato et al. 2002).

2.3 Biologie žahavců

Kmen  žahavců  (Cnidaria)  patří  spolu  s kmeny  Vločkovců 

(Placozoa) a Hub (Porifera) do skupiny primitivních mnohobuněčných 

Diblastica,  živočichů se dvěma zárodečnými listmi – ektodermem a 

endodermem. Jsou to  vodní,  převážně mořští  živočichové s radiální 

symetrií těla. Povrch těla tvoří jednovrstevný epithel, který se zakládá 

z ektodermu.  V povrchových  epitheliálních  buňkách  jsou  obvykle 

přítomny žahavé buňky (knidoblasty) sloužící primárně k uchvacování 

kořisti  a  druhotně  i k obraně.  Pod  povrchovým  epithelem je  různě 

silná vrstva rosolovité mezoglei částečně sloužící jako opora těla. Na 

rozdíl  od  živočišných hub  (Porifera)  se  v mezoglei  nenachází  volné 

buňky. Trávící dutina – láčka je spojena s okolním prostředím jedním 

vyvrhovacím  i  přijímacím  otvorem  (peristom).  Uvnitř  láčky  je 

jednovrstevná  epitheliální  výstelka  zakládající  se  z endodermu. 

Svalová soustava je tvořena základními  myoepitheliálními buňkami, 

které jsou součástí základních epithelových vrstev. Výměna plynů je 

zprostředkována  pouze  pomocí  difúze  a  úplně  chybí  oběhová 

soustava.  Trávení  probíhá  extracelulárně  v láčkové  dutině.  Nervová 

soustava  je  ve formě  rozptýlených  nervových  buněk  s náznaky 

koncentrace v ganglia nebo prstence. 

Žahavci tvoří dva morfologicky odlišné tělní typy. Prvním typem 

je  přisedlé  stádium  polypa  žijící  solitérně  nebo  v koloniích  (u 

korálnatců). Mezoglea je u nich obvykle slabě vyvinuta. K podkladu 

přisedají  rozšířeným nožním terčem. Množí  se nepohlavně pučením 
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nebo strobilací,  procesem metageneze,  při  kterém se z těla  polypa 

odškrcují  pelagické  efyry  (malé  primitivní  medúzy),  které  dále 

pokračují ve vývoji a mění se v adultní skyfomedůzy charakteristické 

u  třídy  Scyphozoa.  Jak  již  bylo  zmíněno,  druhým tělním  typem je 

pelagická medúza (výjimečně přisedlá). Medúza má vždy velmi silně 

vytvořenou  mezogleu.  Množení  probíhá  pouze  pohlavně.  Gamety 

vznikají z obou zárodečných listů a po oplození se ze zygoty nejprve 

vyvíjí obrvená larva planula, ze které vzniká nový polyp. Rozlišujeme 

dva  typy  medúz.  Složitější  skyfomedúza  má  velké  a  často 

komplikovaně  stavěné  manubrium  (trávicí  láčka)  s větvenou 

gastrovaskulární  soustavou  doplněnou  gastrálními  váčky.  Smyslové 

orgány jsou koncentrovány v rhopáliích  po obvodu zvonu.  Rhopália 

obsahují  statocystu,  oko,  smyslový  epithel  chuťových  buněk  a 

nervová ganglia. Hydromedúza charakteristická pro třídu Hydrozoa je 

menší, než skyfomedúza s jednodušší tělní stavbou. Na okraji těla se 

nachází u tohoto typu medúzy blanitý lem (velum). 

Centrální  nervová  soustava  medúz  je  tvořena  prstencovou 

strukturu  po  obvodu  zvonu  a  obvykle  je  u  báze  chapadel 

koncentrována  v nervová  ganglia,  u  nichž  se  mohou  nacházet  i 

jednotlivé smyslové receptory  (Anderson and Mackie 1977) .  Pouze 

u medúzových  stádií  se  u  báze  chapadel  vyskytuje  komplexní 

fotoreceptorický  orgán.  Složitost  fotoreceptorického  orgánu  je  u 

různých  zástupců  značně  variabilní  od jednoduchých  oček,  až  po 

vysoce vyvinuté oko s čočkou (Kozmik et al. 2008). 
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Craspedacusta  sowerbyi (kmen:  Cnidaria,  třída:  Hydrozoa)  je 

kosmopolitně  rozšířený  sladkovodní  druh  preferující  stojaté  nebo 

mírně tekoucí vody. Vyskytuje se buď ve formě drobného přisedlého 

bezchapadlého  polypa  o  velikosti  1-2  mm nebo  ve stádiu  medúzy. 

V ektodermalním  epithelu  se  vyskytují  shluky  žahavých  buněk. 

Stádium polypa  převažuje  a  pomáhá  přečkávat  nepříznivé  teplotní 

podmínky,  tohoto  původně  tropického  druhu.  Polypy  se  množí 

asexuálně  pučením.  Při teplotách  okolo  25°C  se  začínají  z polypů 

tvořit  hydromedúzy  o  velikosti  kolem dvou  centimetrů.  Manubrium 

s ústním otvorem je  rozšířeno  do  čtyř  radiálních  kanálů  spojených 

na obvodu  zvonu  jedním  kanálem  okružním.  Na  chapadlech  jsou 

lokalizovány žahavé buňky. Medúza představuje pohlavně se množící 

stádium.  Gonády  jsou  umístěny  po stranách  radiálních  kanálů.  Po 
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oplození  ze  zygoty  vzniká  larva  planula,  která  se  vyvíjí  v polyp. 

Medúzy jsou gonochoristi  s odděleným pohlavím.  Na místech jejich 

výskytu v zónách mírného pásu se obvykle nachází buď jen samice 

nebo  samci  a  nedochází  k pohlavnímu  rozmnožování,  pouze  ke 

klonálnímu dělení polypů.

2.4 SIX proteiny u medúz

Když  byla  zjištěna  klíčová  role  genu  sine  oculis nebo  jeho 

homologů  na  vývoji  vizuálního  systému  spolu  s dalšími  skupinami 

genů  Pax skupiny, existoval určitý předpoklad, že obdobné signální 

dráhy budou zapojeny ve vývoji senzorických orgánů pracujících na 

podobném principu u všech skupin mnohobuněčných živočichů.  Pax 

skupina genů, která se podílí na vývoji vizuálních a sluchových orgánů 

je funkčně konzervována u různých skupin živočichů včetně žahavců 

(Tomarev et al. 1997, McCauley and Bronner-Fraser 2002, Sun et al. 

1997). Navíc se ukazuje, že mechanizmy v časném vývoji oka během 

embryogeneze  jsou  částečně  také  funkčně  konzervované  (Gehring 

2002).   Bylo  tedy  zajímavou  otázkou,  zda-li  se  geny  skupiny  Six 

nalézají  i u živočichů  primitivnějších,  konkrétně  u  hub  a  žahavců  v 

souvislosti  s výskytem  poměrně  složitých  senzorických  orgánu  u 

některých zástupců. 

Nyní  je  již  jasné,  že  six geny  jsou  evolučně  starou  skupinou 

homeodoménových  proteinů,  protože  se  jejich  výskyt  potvrdil  u 

několika druhů žahavců i živočišných hub (Bebenek et al. 2004, Ryan 

et al. 2006). U žahavců byla dokonce evidována divergence six genů 

do tří hlavních podskupin (SIX1/2, SIX3/6 a SIX4/5) obdobně jako je 

tomu u Drosophila melanogaster (Stierwald et al. 2004). I když se na 

první  pohled  může  jevit  přítomnost  sine  oculis u  hub  ve  spojení 

s vývojem  vizuálních  orgánu  jako  neopodstatněná,  protože  u  této 

živočišné skupiny nebyly popsány žádné fotosenzorické orgány, byla u 
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živočišných hub sledována fotosenzitivní  reakce  (Leys et al.  2002). 

Nejpodrobněji se prováděla strukturní a funkční analýza SIX proteinů 

u příbuzných  medúz  Cladonema  radiatum  a  Podocoryne  carnea 

řazených do podřádu Anthomedusae třídy Hydrozoa (Stierwald et al. 

2004).

U  Cladonema  radiatum s dobře  vyvinutým  okem  vybaveným 

čočkou  byly  identifikovány  tři  SIX  homology.  V  homeoboxu  (HD) 

SIX1/2  se  nachází  podskupinově  klasifikační  tetrapeptid  ETSY.  HD 

oblast vykazuje 83% identitu s lidskými SIX1/2 proteiny, 85% identitu 

s proteinem SO u octomilky a 77% identitu s CEH-33 u Caenorhabditis 

elegans. Konzervovanost u SIX-specifické domény (SD) porovnávána 

s člověkem  je  na  úrovni  69  %.  Kompletní  protein  je  složen 

z 235 aminokyselin. Exprese  six1/2 je vázána na oblasti s výskytem 

nervových buněk a myoepithelové vrstvy exumbrelly a subumbrelly. 

Ve  třetí  až  šesté  pozici  HD  SIX3/6  je  konzervovaný  klasifikační 

tetrapeptid QKTH. HD SIX3/6 oblast je z 88 % identická s lidským SIX3 

a SD doména  s  lidským  SIX6  (68%).  U  proteinu  složeného  z  327 

aminokyselin  se  na C´-konci  proteinu  vyskytuje  krátká 

homopolymerová  oblast  popsaná  u  OPTIX  octomilky  (poly-alanin). 

Nejvýraznější exprese byla u six3/6 sledována v rhopáliích a oku, dále 

byl  gen  transkribován  v  manubriu,  myoepithelu  a  chapadlech. 

U klasifikačního  tetrapeptidu  SIX4/5  se  oproti  konvenčnímu  ETVY 

objevuje  substituce  valinu  isoleucinem.  SIX4/5  se  skládá  z  214 

aminokyselin  s  kratší  C´-  terminální  oblastí  v porovnání  se  savčími 

homology.  Není  úplně  jasné,  jestli  se  nejedná  pouze  o sestřihovou 

variantu. Kompletní proteinová sekvence je nejvíce podobná lidskému 

SIX4. SD oblast je relativně divergentní s pozorovanou 53% až 58% 

identitou  vůči  různým skupinám živočichů.  SIX4/5  je  u  Cladonema 

radiatum exprimován v manubriu, konkrétně v oblastech, kde dochází 

k diferenciaci oocytů.    

U medúzy  Podocoryne carnea se podařilo identifikovat dva  six 

geny  (six1/2  a six3/6;  nepodařilo  se  prokázat  přítomnost  six4/5). 
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Six1/2 kóduje protein o velikosti 296 aminokyselin. V HD je přítomen 

klasifikační tetrapeptid ETSY. HD oblast je z 86 % identická s lidským a 

u octomilky popsaným SO. SD je ze 72 % identická s lidským SIX2. 

Six1/2  u  Podocoryne  carnea je  oproti  pozorování  u  Cladonema 

radiatum,  silně  exprimován  v rhopáliích,  zatímco  u  Cladonema 

radiatum v těchto orgánech dochází pouze k slabé expresi u několika 

buněk v blízkosti čočky. Slabá exprese byla pozorována v myoeptihelu 

a k expresi  také docházelo  v obou zárodečných listech ve spojitosti 

s buněčnou  proliferací  a  diferenciací.  Velikost  proteinu  SIX3/6  je 

290 aminokyselin  se  substitucí  threoninu  alaninem  v klasifikačním 

tetrapeptidu QKTH (QKAH u Podocoryne carnea). Nejvyšší podobnost 

HD byla opět zaznamenána s lidským SIX3 (86 %) stejně jako u SD (73 

%). Six3/6 je exprimován v rhopáliích a knidoblastech. 

Konzervace  mezi  SIX  proteiny  u  obou  druhů  medúz  je  u  HD 

SIX1/2 na úrovni 98 %, u SD je 91% identita. HD oblast SIX3/6 je mezi 

druhy z 97 % identická, SD z 91 %. U všech uvedených SIX proteinů 

byla zjištěna přítomnost konzervovaného tetrapeptidu CFKE sousedící 

s klasifikačním tetrapeptidem, který byl také popsán u SIX homologů 

Drosophila melanogaster.             
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3. Metody   

3.1 Sběr materiálu

Medúzy  Craspedacusta  sowerbyi byly  naloveny  v zatopeném 

lomu v Kojeticích u Prahy a poté byly 48 hodin kultivovány v akváriu 

v čisté vodě, aby se zabránilo případné DNA kontaminaci.

3.2 Izolace nukleových kyselin z Craspedacusta 
sowerbyi

DNA izolační roztok (50mM Tris.Hcl, 100mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS)

proteináza K (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. P0390 )

RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen, Německo, Cat. No. 74124)

DNA  byla  izolována  z deseti  medúz.   Dezintegrace  tkáně 

proběhla  v 5  ml  DNA  izolačního  roztoku  s přidanými  125 µl 

proteinázy K (o finální koncentraci 1,25 mg/ml). Inkubace probíhala přes 
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noc při 55°C. Po inkubaci byla tkáň homogenizována vortexováním. 

K homogenizované tkáni bylo přidáno 3,5 ml 4M NaCl a opět probíhalo 

vortexování  směsi  po  dobu  cca  dvě  minuty.  Zbytky  tkáně  byly 

odseparovány centrifugací při 15000 g po dobu 7-mi minut. DNA byla 

vysrážena  isopropanolovou  precipitací  (V isopropanolu = 0,7  x 

V vzorku) a separována centrifugací při 15000 g po dobu 15-ti minut. 

DNA  pelet  byl  dvakrát  promyt  70%  ethanolem,  a  po  posledním 

promytí  jsme DNA pelet nechali  vyschnout 10 minut při 37°C. DNA 

jsme redisolvovali v TE pufru. 

Celkovou  RNA jsme izolovali  ze  dvou  medúz  pomocí  RNeasy 

Protect  Mini  Kitu  kolonkovou  metodou.  Tkáň  byla  nejprve 

stabilizována přidáním 2,5 ml roztoku RNAlater  stabilization reagent 

(součást  kitu).  Tkáň  byla  penetrována  cca 2 hodiny  při pokojové 

teplotě.  Odebraná  tkáň  z  RNA-stabilizačního  roztoku  byla 

homogenizována třením ve třecí misce za přidávání tekutého dusíku; 

v konečné fázi  homogenizace byl  přidán 1 ml  RLT lyzační  pufr  s β-

merkaptoethanolem (součást kitu). Zbytky tkáně byly odseparovány 

centrifugací při 8000 g po dobu 3 minut, Izolace proběhla ze 600 µl 

supernatantu  (vzorek  s rozpuštěnými  nukleovými  kyselinami), 

ke kterému byl přidán stejný díl 70% ethanolu (600 µl). Navázání RNA 

na  kolonu,  promývání  a  uvolnění  RNA  z  kolony  probíhalo  podle 

protokolu výrobce (Rneasy Mini Handbook 04/2006).

3.3 cDNA syntéza a molekulární klonování Six genů.  

Advantage RT-for-PCR Kit (Clontech, USA, Cat. No. 639505/6)

PCR set (Sigma, USA, Cat. No. D1806-1,5KU)

cDNA jsme syntetizovali z 1 µg celkové RNA na reakci pomocí 

Advantage  RT-for-PCR  Kitu  metodou  reverzní  transkripce  s poly-dT 

adaptory  a  hexamerovými  náhodnými  primery  podle  protokolu  od 

výrobce (prtokol č. PT1107-1, verze PR641671). 
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Částečné  EST  sekvence  six genů  byly  amplifikovány 

degenerovanými primery podle publikace (Stierwald et al. 2004) pro 

six1/2 a  six4/5: forward ( 5´-TGG YTN RAR GCN CAY TAY-3´), nested 

forward (5´-ATH TGG GAY GGN GAR GAR AM-3´), reverse (5´-CKN CKR 

TTY TTR AAC CAR TT-3´) nested reverse (5´-KTY TCY TCN CCR TCC 

CAD AT-3´);  pro six3/6 forward (5´-GCN ATG TGG YTN GAR GCN CAY 

TA- 3´), nested forward (5´-TGG GAY GGN GAR CAR AAR CAN CA-3´), 

reverse (5´-CAT RTT DCC WAC YTG NGT NGG-3´), nested reverse (5´-

TGN GTY TTY TGY TCN CCR TCC CA-3´). PCR podmínky byly 20 cyklů 

(15 s/ 94°C, 25 s/ 50°C, 1 min/ 72°C); následované nested PCR 40 

cyklů  (15 s/94°C,  25  s/50°C,  1  min/72°C). PCR reakce  proběhly  v 

reakčních objemech 20 µl o složení: 1 X PCR buffer s MgCl2/1,5mM na 

reakci (Sigma), 10pmol/rekaci forward primer, 10pmol/reakci reverse 

primer, 0,2mM dNTP mix (Sigma), 1 U Taq/rekaci (Sigma), templátová 

cDNA 100 až 200 ng/reakci.

PCR produkty byly analyzovány a klonovány stejnou metodikou 

jako v případě RACE amplifikace (uvedené níže).  

3.4 Parametry BAC genomové knihovny a skrínink 
DNA knihovny

Utříděná  genomová  BAC  DNA  knihovna  z Craspedacusta 

sowerbyi byla  kompletně  zpracována  na  zakázku  firmou  Amplicon 

Express  (Pullman,  WA  99163  USA).  Klonovací  vektor  byl  použit 

pCC1BAC (Epicentre)  s restrikčním místem pro  HindIII;  s průměrnou 

délkou  insertu  kolem  135  Kb  a  rezistencí  na  chloramphenicol; 

elektroporovaný  do  hostitelských  buněk  E.coli DH10B  T1-R 

(Invitrogen). 
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Počet  BAC  transformantů  v knihovně  byl  21504,  což  při 

predikované velikosti genomu kolem 500 Mb (odvozeno od příbuzného 

organismu Nematostella vectensis, který byl kompletně osekvenován 

a  anotován  v roce  2006  (Sullivan  et  al.  2006))  odpovídá  pro  99% 

pravděpodobnost  pokrytí  celého  genomu  s 1,2  redundací  (získano 

podle vzorce N = ln (1-P)/ln (1-f); kde N je počet klonů v knihovně, P 

požadavovaná  pravděpodobnost  pokrytí  genomu,  f  poměr  frakce 

insertu k celkovému genomu). 

Transformované buňky v knihovně byly uchovávány v LB médiu 

(LB  Lennox  (Fisher),  36mM  K2HPO4,  13,2mM  KH2PO4,  1,7mM  citrát 

sodný,  0,4mM  MgSO4,  6,8mM (NH4)SO4,  4,4% glycerol,  12,5  µg/ml 

chloramphenicol) při teplotě -80°C.

Buňky byly kultivovány po zaočkování v tekutém LB médiu (LB 

Broth (Sigma) 20 g na 1 l ddH2O) s 12,5 µg/ml chloramphenicolem při 

37°C.   

Skrínování  knihovny  se  provádělo  metodou  3D-poolování; 

kompletní  systém  byl  dodán  firmou  Amplicon  Express  (princip 

uvádíme níže). Lokalizace transformantů s požadovanými DNA inserty 

probíhala  sérií  PCR  reakcí  s následujícími  primery  (Tab. 3.4.1). 

Parciální  EST  sekvence  six genů  (značeny  podle  podobnosti 

k referenčním  six sekvencím  z databáze  NCBI;  číslo  označuje 

příslušnost genu k jednotlivým  Six podskupinám a písmeno variantu 

genu),  jejichž  částečné  sekvence  byly  získány  degenerovanými 

primery.

six/gen Forward primer (5´→3´) Reverse primer (5´→3´)

1/2A TCGGCGTAAATACCCACTTC CCAGTTGCTGACCTGAGTGA

1/2B GACGCGCACTGCACGAAGCCTAC GAACCAGTTGCTGACTTGCGTGAC
3/6A CATGGAGGCAGAGAGGATTC TGAGTGACGTCAGCCAGTTC
3/6B CCGCTTCCTCGGACTATATG TGTCGGAGTCAAGTGAGTGG
4/5A TCTTCTATATGCCCGCAAGG CCGGAGAGACCAGACAATCT
4/5B TGAAGCGGAGAAGGTGAGAG GAGTCAGTTCAGTGCGCTTG

Tab. 3.4.1 Seznam skrínovacích primerů pro jednotlivé six geny
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PCR optimalizované podmínky byly prvotní denaturace 2 minuty/94°C 

následované  35-ti  cykly  (30 sekund  /94°C,  30  sekund/60°C,  1 

minuta/72°C) s finální extenzí při 72°C po dobu deseti minut. Reakční 

složky byly stejné jako v případě klonování six genů degenerovanými 

primery, pouze v případě templátové DNA se přidávala DNA z poolů 

dle doporučení výrobce v objemu 2 µl/reakci.

3.4.1 Princip poolovacích technik skrínování 
genomové knihovny

DNA  superpoolování  a  poolování  je  relativně  jednoduchý  a 

rychlý  systém sloužící  k dohledání  požadované  sekvence,  případně 

genu v utříděné DNA knihovně pomocí několika PCR reakcí.

Rozlišujeme dvě strategie poolování, buď formou 2D nebo 3D. 

2D systém je časově méně náročnější, ale celkové pokrytí skríninku 

transformantů je menší. Skrínink se provádí na 2D matrici a obvykle 

se  používá  k  analýze  samostatných  mikrotitračních  destiček 

s transformanty.  3D  strategie  se  provádí  pomocí  3D  matrice  a  je 

vhodnější  ke skrínování velkých knihoven. Obecně můžeme metodu 

3D  DNA  poolování  přiblížit  k dohledání  bodu  v prostoru  po  zadání 

souřadnic x, y, z. 

3D-DNA  poolová  knihovna  je  soubor  uspořádaných  BAC  DNA 

směsných  izolátů  do boxů  o  požadovaných  parametrech 

korespondujících  s jednotlivými  soubory  BAC  klonálních  pozic 

v uspořádané  původní  BAC  knihovně.  Pro  každý  box  je  nutná 

konstrukce  dodatečného  subboxu  (BAC  DNA  směsné  izoláty 

z jednotlivých  uspořádaných  klonů  pro každý  box)  k  lokalizaci  BAC 

klonu po zadání x, y, z souřadnic (pool reakce). Představíme-li si boxy 

jako oddělené prostory, provádíme první PCR reakcí (PCR-superpool) 

dohledání požadovaného DNA insertu v příslušném prostoru (boxu) a 

druhou PCR reakcí (PCR-pool) lokalizujeme DNA insert v subprostoru 

(konkrétní  transformant  v  příslušném  subboxu).  Samozřejmě  není 
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vyloučeno, že požadovaná sekvence bude obsažena v knihovně ve 

více  kopiích.  Především  u  metody  3D-poolování  způsobuje  vysoká 

pozitivita u velmi redundantních knihoven značné obtíže v lokalizaci 

pozitivního BAC transformanta,  proto  musíme pečlivě vážit  celkové 

pokrytí  genomu  a  redundanci  BAC  genomové  knihovny.  Principy 

jednotlivých poolovacích technik jsou aproximativně vyvsvětleny na 

přiložených obrázcích.

Obr. 3.4.1.1 2D strategie (INRA) 

Skrínink je prováděn na 2D matrici (analogie s osou x a y). DNA izolujeme ze všech transformantů v řadě 
(16  vzorků)  a  ve  sloupcích  (24  vzorků).  Po  vyhodnocení  PCR  reakce  snadno  lokalizujeme  klon  s 
amplifikovanou sekvencí. 
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Obr. 3.4.1.2 3D strategie (INRA) 

Skrínink je prováděn na 3D matrici podle os plate (analogie s osu x), row (analogie s osou z) a column 
(analogie s osou y). DNA izolujeme ze všech transformantů v řadě (16 vzorků), ve sloupcích (24 vzorků) a 
v jednotlivých deskách (8 vzorků za použití osmi desek). Po vyhodnocení PCR reakce snadno lokalizujeme 
klon s amplifikovanou sekvencí.

3.4.2 Amplicon 3D poolovací systém

Tento systém je navrhnutý pro uspořádanou BAC knihovnu na 

384  jamkových  deskách  o  rozměru  16  x  24  jamek  (16  řad,  24 

sloupců).  Superpoolový  izolát  ze  sedmi  384 jamkových  desek 

obsahuje  vždy  DNA  z 2688  BAC  transformantů.  DNA  izoláty 

pro superpooly  značíme sp a  jejich  množství  je  úměrné počtu BAC 

klonů v genomové knihovně. Pro každý superpool jsou připraveny pool 

reakce  pro  lokalizaci  pozice  požadovaného  BAC  transformanta 

v superpool boxu. Screenovací PCR systém je navrhnutý tak, abychom 

získali pozici pro konkrétní desku, řadu a sloupec (resp. pozici jamky), 

ve které se nachází BAC transformant s hledaným DNA insertem.
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Lokalizace transformanta 

 Transformanta  lokalizujeme  pomocí  několika  PCR  reakcí. 

Nejdříve  provedeme  PCR  reakci pro  sp (superpool)  vzorky  (Obr.3.4.2.1)  se 

specifickými primery navrhnutými pro amplifikaci požadované (hledané) sekvence.

Obr. 3.4.2.1 Superpoolovací PCR reakce (Amplicon Express)

 
Po  vyhodnocení  PCR  reakce,  pozitivní  a  negativní  kontrolou,   jsme  pozitivní  výsledky  dostali  pro 
superpoolbox sp5 a sp9 pro uvedený; další dohledání provedeme arbitrárním výběrem jednoho vzorku. 

Po  první  souboru  PCR  reakcí  jsme  dohledali  superpool  box 

s transformantem,  který  obsahuje  insert  našeho  zájmu.  Další 

amplifikační  PCR  reakce  provádíme  s  DNA  izoláty  pro příslušný 

superpool  box.  Lokalizujeme  konkrétní  titrační  destičku  (vzorky 

„plate“) pozitivního transformanta po amplifikaci vzorků spxP, kde x je 

číslo  pozitivního  superpool  boxu  (Obr. 3.4.2.2)  a sérií  dalších  PCR 

reakcí dekódujeme pozici BAC transformanta s hledanou sekvencí. 
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Obr. 3.4.2.2 Lokalizace desky s pozitivním transformantem (Amplicon Express) 

V uvedeném příkladu pro superpool box sp5 se nachází pozitivní transformant na desce č.7. 

Následujícím  schématem  PCR  reakcí  (Obr.  3.4.2.3)  určíme 

konkretního  transformanta  s  požadovanou  sekvencí;  navrhnuté 

schéma dohledání na desce kopíruje princip 2D poolování. PCR reakce 

se  vzorky  „plate“  (desky),  „row“  (řady)  a „column“  (sloupce) 

pro příslušný  pozitivní  superpool  box  lze  efektivněji  provádět 

současně. Po protnutí os získané analýzou vzorků ze subboxů „row“, 

„column“ a „plate“ pro příslušný pozitivní superpool box lokalizujeme 

transformanta s hledanou sekvencí (Obr. 3.4.2.2, 3.4.2.4 a 3.4.2.5). 
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Obr. 3.4.2.3 Schéma PCR reakcí pro lokalizaci pozitivního transformanta (Amplicon Express)

 
Schéma nanášení DNA izolátů vzorků R („row“) a C („column“) pro příslušný superpool box. 

Obr. 3.4.2.4 Lokalizace vzorku v řadě (Amplicon Express) 

Na přiloženém obrázku  pozitivitu vzorek v řadě G (7. řada na titrační destičce). V kontextu s ostatními 
přiloženými obrázky uvedenými dřive, nyní víme, že požadovaný BAC transformant se nachází v  sp boxu 
č.5 na 7. desce v řadě G. 
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Obr. 3.4.2.5 Lokalizace vzorku ve sloupci  (Amplicon Express) 

Na přiloženém obrázku   pozitivitu  vzorek  ve  sloupci  21.  V kontextu  s ostatními  přiloženými  obrázky 
uvedenými dřive, nyní již známe přesnou lokalizaci BAC transformanta s hledaným DNA insertem. BAC 
transformant se nachází v sp boxu č.5 na 7. desce v řadě G a sloupci 21. 

3.5 BAC izolace a sekvenování 454 metodou

P1 roztok (Qiagen, Německo, Cat. No. 19051)

P2 roztok( Qiagen, Německo, Cat. No. 19052)

P3 roztok (Qiagen, Německo, Cat. No. 19053) 

GS FLX Titanium sekvenační kit (Roche, Německo, Cat. No. 04-05/955/233/746/351/365/955)

RNáza (Qiagen, Německo, Cat. No. 19101)

Hybridizační roztok (2,5M NaCl/20% PEG 6000)

Agencourt CosMCPrep Kit (Agencourt - Beckman Coulter, USA, Cat. No. A37064)

Po lokalizaci pozitivních BAC klonů (transformant) obsahujících 

požadované  sekvence  jsme  museli  vypracovat  protokol  pro  BAC 

vektorovou izolaci, která by byla vhodná k sekvenování metodou 454. 

Výchozím předpokladem byla BAC izolace, která by měla co nejnižší 

možnou  kontaminaci  chromozomální  DNA  E.coli.  Převážná  většina 
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BAC izolačních technik je založena na upravených metodách alkalické 

lyze, která se používá pro izolaci menších vektorů a na purifikačních 

technikách používající specifické exonukleázy, které degradují dsDNA 

s otevřenými konci. Exonukleázová purifikace je u BAC izolací ovšem 

značně riziková z důvodu relativně snadného vzniku ds zlomů u tak 

velkých  cirkulárních  molekul  DNA  jako  jsou  BAC  rekombinantní 

vektory,  které  potom  ve  výsledku  znamenají  velmi  nízké  výtěžky 

izolace. Námi zvolená metoda vychází taktéž z alkalické lyze, po které 

následuje  purifikační  krok  pomocí  SPRI  (Solid-phase  reversibile 

immobilization)  technologie  izolace  DNA  na  paramegnetických 

částicích  (DeAngelis,  Wang  and  Hawkins  1995),  upravené  pro 

vektorovou izolaci vázající DNA pouze v určitém velikostním rozmezí. 

Narostlá kultura E.coli byla odstřeďena při 4000 g po dobu 20-ti 

minut při 4°C. Bakteriální pelet byl resuspendován v 10 ml roztoku P1 

s přidanou RNázou (dle výrobce) vychlazeného na 4°C.  Denaturace 

probíhala 5 minut při pokojové teplotě po přidání 10 ml roztoku P2. 

Sraážení proteinů s většinou chromosomální DNA probíhalo po přidání 

10 ml roztoku P3 a inkubací 10 minut při pokojové teplotě. Vysrážené 

proteiny s většinou chromozomální DNA byly separovány centrifugací 

při 20000 g, 4°C po dobu 20-ti minut. DNA v supernatantu zfiltrovaná 

přes  filtrační  papír  byla  vysrážena  0,7  násobným  objemem 

isopropanolu. Vysrážená DNA se odstředila při 15000 g, 4°C po dobu 

30-ti  minut.  DNA  pelet  se  dvakrát  opláchl  70%  ethanolem  a  po 

posledním promytí se pelet nechal vyschnot při 37°C cca 10 minut. 

DNA pelet byl redisolvován přes noc v ddH2O při 4°C. Po redisolvaci 

byl do DNA roztoku přidán hybridizační pufr v poměru 1:16 na objem 

roztoku DNA. Následně byl vzorek rozpipetován po 300 µl do 1,5ml 

zkumavek. Do každé zkumavky se vzorkem bylo pipetováno 10 µl PUR 

4  roztoku  (součást  CosMCPrep  Kitu)  a  celý  objem  byl  promíchán 

pipetací. BAC DNA byla srážena v každé zkumavce přidáním 205 µl 

isopropanolu.  Paramagneické  částice  s navázanou  BAC  DNA  byly 

separovány 15 minut v magnetickém poli k této izolaci uzpůsobeném 

stojanu  na  1,5ml  zkumavky  (tyto  stojany  jsou  vyráběny  různými 
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firmami  s obdobnými  parametry).  Dále  se  postupovalo  podle 

protokolu  od výrobce (Beckman Coulter,  protokol  č.  000381,  verze 

012).

Příprava BAC poolové knihovny pro 454 sekvenování na strojové 

platformě  FLX  (Roche,  Německo)  byla  připravena  podle  návodu 

výrobce (Roche, verze Titanium - 1, 2009-02-3). Principiálně se jedná 

o sekvenační metodu DNA polymerační syntézou stejně jako v případě 

kapilárního  sekvenování  ovšem  bez  terminátorů  polymerace. 

Fragmentovaná  ssDNA  je  navázána  na  speciálním  nosiči 

s adaptorovou  sekvencí  poskytující  primer  pro  polymerační  reakci. 

DNA na nosiči se umístí do reakční komory, kde jsou jednotlivé nosiče 

s adaptory fixovány v jedné poloze. Do reakce je cyklicky přidáván a 

poté odmyt vždy jeden typ dNTP, kdy v případě, že dojde k připojení 

na nově syntetizující  řetězec podle komplementárního DNA řetězce, 

se přes sérii  enzymových reakcí,  využívající  jako substrát uvolněné 

intermediáty po proběhlém připojení nukleotidu, uvolňuje energie ve 

formě  fotonového  kvanta,  které  je  zachyceno  na  CCD  kameře. 

Vzhledem  k tomu,  že  nosiče  DNA  jsou  fixovány  v jedné  poloze 

a obsahují pouze jednu molekulu DNA, odpovídá polohová informace o 

připojení nukleotidu vždy jednomu konkretnímu DNA fragmentu. 

DNA  pool  byl  připraven  z 5-ti  BAC  vektorových  izolátů 

obsahujících  DNA  insert  s predikovanými  six geny  o  celkovém 

množství  DNA  2,5  µg  smíchaném  s BAC  DNA  poolem  z 16-ti  BAC 

izolátů  obsahujících  pou predikované  geny  o  celkovém  množství 

2,5 µg  DNA.  Finálně  bylo  5  µg  DNA  zpracováno  dle  uvedeného 

protokolu.  K vlastní  sekvenační  reakci  se  použil  Titanium Kit,  který 

oproti dřívejším setům nabízí delší čtení deklarující 500 bází na jeden 

fragment DNA. Fragmentovanou BAC poolovou knihovnou navázanou 

na  nosiči  byla  obsazena  sekvenačního  segmentem  o  kapacitě 

celkového čtení cca 250 Mb.
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3.6 RACE, klonování, minipreparace a kapilární DNA 
sekvenace 

SMART RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, USA, Cat. No. 634914)

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Německo, Cat. No. 28104)

Montage Gel Extraction Kit (Millipore, USA, Cat. No. LSK GEL 050)

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen, USA, Cat. No. K4575-40)

kompetentní buňky E.coli TOP10 (Invitrogen, USA, Cat. No. C4040-06)

S.O.C médium (Invitrogen, USA,  Cat. No. 15544-034)

LB (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. L3022-1KG) 

IPTG (Duchefa, Nizozemsko, Cat. No. 11401.0001)

X-GAL (Duchefa, Nizozemsko, Cat. No. X1402.1000)

kanamycin (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. K0377)

GenomeLab Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit (Beckman Coulter, USA, Cat.  
No. P/N 608120)

Roztoky P1, 2 a 3 (Qiagen) jak je uvedeno v metodě BAC izolace

Pro  RACE (rapid  amplification  of  cDNA ends)  amplifikaci  byla 

použita  SMART  (Switching  Mechanism  At  5´end  of  RNA  transcript) 

metoda  využívající  ligaci  adaptorových  sekvencí  na  5´  a  3´  konce 

nově syntetizovaného cDNA řetězce podle mRNA templátu reverzní 

transkriptázou  od  polydT  nástavců  (Chenchik  et  al.  1996).  Tato 

metoda  poskytuje  syntézu  kompletní  cDNA  analyzovaných  RNA 

transkriptů vhodně zvolenými primery. Pro SMART RACE metodu bylo 

využito SMART RACE cDNA Amplification Kitu. Příprava cDNA proběhla 

podle protokolu od výrobce (PT-3269-1/2, verze PR882577). Výchozím 

materiálem byl 1 µg celkové RNA pro cDNA syntézu u obou reakcí (5´i 

3´  cDNA  syntézu).  Amplifikace  cDNA  byla  provedena  v některých 

případech (kde je uveden nested primer) dvoukrokovou nested-PCR 

reakcí  s podmínkami  podle  uvedeného  protokolu  s následujícími 

primery pro  six1/2A forwrard (prodlužující  cDNA oblast směrem k 3

´konci) (5´-TCG GCG TAA ATA CCC ACT TC-3´), reverse (prodlužující 

cDNA oblast směrem k 5´konci) (5´-GAC CGC CTT TGC TTT TAC CAC 

CGA CTC-3´), nested-reverse (5´-CGA CCAC AGA AAC CTA GCC AGG 

CGA TC-3´); pro six1/2B forward (5´-CAT GCT CGA CGC GCA CTG CAC 

GAA GC-3´), reverse (5´-CCA ACA GGC TGG TCT TTG GAT ACC GCC-3
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´), nested-reverse (5´-CAG GTT GAC CGC TGC TGA TCA GGC ATTC-3´); 

pro six3/6A forward (5´-CAT GGA GGC AGA GAG GAT TC-3´), reverse 

(5´-CCA  GTT  CCC  GCT  TCT  TCG  AAG  GGC  TCG G-3´);  pro  six3/6B 

forward (5´-AGC CGA GGA AGG CCA CTT GGT CC-3´), nested forward 

(5´-GTT CGC AAG CGC TTT CCG CTT CCT CGG AC-3´), reverse (5´-CAT 

TCA TCA CGT CGA ACA TCT CCG GTG-3´), nested reverse (5´-GTC TCC 

ACA CTC CTC CAA CGT CTC G-3´); pro  six4/5A forward (5´-GCG CGA 

GAA GAA CGA ACT CCC TAC CAC G-3´), reverse (5´-CTC GCG CCT TGC 

GGG CAT ATA GAA G-3´),pro  six4/5B forward (5´-GGT GAG AGG TCG 

CCC GTT AGG AGC TGT A-3´), reverse (5´-GAG TCA GTT CAG TGC GCT 

TG-3´). Parametry nastavení cyklů PCR reakce byly pro první i nested 

PCR  následující:  25 cyklů  (30  sekund/94°C,  30 sekund/68°C, 

3 minuty/72°C) s koncentracemi složek PCR reakce podle uvedeného 

protokolu;  v případě  nested  PCR  byla  místo  templátové  cDNA  do 

reakce přidáno 50 až 100 ng purifikovaného PCR produktu z první PCR 

reakce. Pro purifikování  PCR produktů z první PCR reakce byl použit 

QIAquick PCR Purification Kit pracující na principu vazby DNA produktů 

ve velikostním rozmezí  100 bp až 10 kb na kolonu. Metodika byla 

provedena  podle  protokolu  od  výrobce  (QIAquick  Spin  Handbook, 

verze  03/2008).  Produkty  PCR  byly  analyzovány  v 2% agarosovém 

gelu  v TAE  pufru  elektroforetickou  separací. DNA  amplifikáty  byly 

vyříznuty  skalpelem  a  poté  byla  z jednotlivých  bločků  DNA 

extrahována a přečištěna od ethidia a dalších složek pomocí Montage 

Gel  Extraction  Kitu.  Bločky  s požadovanými  DNA  fragmenty  byly 

vloženy do horní části  zkumavky na speciální  filtr  a centrifugací  při 

5000  g  po  dobu  10-ti  minut  došlo  k rozbití  struktury  gelu, 

odseparování nežádoucích složek a eluci DNA. Takto zpracované DNA 

vzorky z RACE syntézy byly použity pro klonování do vektoru.

Ke klonování  byl  použit  TOPO TA Cloning Kit  for  Sequencing, 

přičemž celý postup byl zpracován podle protokolu (25-0276, verze 

O).  Tato  klonovací  metoda je  založena na  možnosti  klonování  PCR 

produktů bez úpravy konců pomocí restrikčních endonukleáz. Využívá 

se  kovalentně  navázané  Topoisomerázy  I  z viru  Vaccinia,  která 
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specificky  štěpí  fosfodiesterovou  vazbou  v místě  5´-CCCTT-3´(místo 

ve vektoru);  energie z tohoto štěpení není  uvolněna, ale je použitá 

k ligaci  PCR  produktů,  u  kterých  se  vlivem  slabé  terminální 

deoxynukleotidyltransferázové aktivity Taq polymerázy objevují na 3´-

konci adeninové přesahy (Shuman 1994).  

6 µl ligační směsi (0,5 µl přečištěného RACE amplifikátu, 1 µl 

Salt  Solution,  1 µl TOPO vektor  a 3,5 µl  ddH20) jsme inkubovali  10 

minut při  pokojové teplotě.  Transformovali  jsme plný objem (50 µl) 

komerčně  dodávanáných  buněk  E.coli TOP10  metodou  teplotního 

šoku. K rozmraženým kompetitivním buňkám na ledu bylo přidáno 2 

µl  ligační  směsi  po  inkubaci,  obsah  byl  promíchán  poklepem  a 

inkubován na ledu 30 minut. Teplotní šok proběhl ve vyhřáté vodní 

lázni  na 42°C po dobu 30-ti  sekund. Transformační směs poté byla 

zchlazena na ledu a k buňkám bylo  přidáno 250 µl  S.O.C média o 

pokojové teplotě (2% Trypton, 0,5% kvasinkový extrakt, 10mM NaCl, 

2,5mM KCl,  10mM MgCl2,  10mM MgSO4, 20mM glukosa).  Následně 

byly buňky inkubovány při 37°C v termobloku po dobu 1 hodiny. Na 

jednotlivé LB agarové plotny s kanamycinem o koncentraci 50 µg/ml 

byla  přidána  směs  IPTG  induktoru  10 µl  s 40  µl  substrátu  X-GAL. 

Plotny  se  nechali  30  minut  před  buněčným  výsevem  vyhřát 

v termostatu  na  teplotu  37°C.  Na  předehřáté  agarové  plotny  jsme 

provedli  roztěr  celého objemu bakteriální  transformované suspenze 

a nechali misky inkubovat v termostatu při 37°C do následujícího dne. 

Bíle  transformované  kolonie  s inserční  inaktivací  genu  lac-Zα 

byly  zaočkovány  do  5  ml  tekutého  LB  média  s kanamycinem  o 

koncentraci 50 µg/ml a kultivovány po dobu 14-ti hodin v termostatu 

na třepačce při  37°C.  Z narostlých kolonií  se odpipetovalo  po 2 ml 

buněčné suspenze, ze které byla miniprepovou technikou izolována 

vektorová DNA. Bakterie byly odstředěny při  4000 g po dobu 20-ti 

minut.  Buněčný  pelet  byl  resuspendován  ve  100  µl  roztoku  P1  (s 

přidanou RNázou)  (Qiagen).  Po  přidání  100 µl  roztoku  P2  (Qiagen) 

probíhala  denaturace  5  minut  při  pokojové  teplotě.  Neutralizace 
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proběhla  po  přidání  roztoku  P3  (Qiagen)  a  inkubací  po  dobu  10-ti 

minut  při  pokojové teplotě.  Sražené proteiny s chromozomální  DNA 

byly  separovány  centrifugací  při  15000g  po  dobu  20-ti  minut. 

V odpipetovaném  supernatantu  byla  vektorová  DNA  vysrážena 

isopropanolovou  precipitací  přidáním  isopropanolu  o  0,7 násobném 

objemu na objem vzorku. Vysrážená DNA byla v roztoku separována 

centrifugací při 15000 g po dobu 15-ti minut. DNA pelet byl dvakrát 

opláchnut  70%  ethanolem  a  po  posledním  promytí  byly  zbytky 

ethanolu odpařeny v termobloku vyhřátém na 37°C inkubací cca 10-ti 

minut do úplného vyschnutí. DNA byla pro účely kapilární sekvenace 

redisolvována v ddH2O.

DNA  vektorové  rekombinantní  izoláty  byly  sekvenovány  na 

kapilárním  skevenátoru  CEQ  2000  XL  (Beckman  Coulter,  USA) 

dideoxy-terminační  metodou  za použití  komerčního  kitu  Dye 

Terminator  Cycle  Sequencing  Kit  s nastavenými  podmínkami  a 

chemismem  reakce  dle  návodu  od  výrobce  (P/N608118.AC, 

verze Sept-2004).  Do  rakce  byl  přidán  1  µg  templátové  vektorové 

DNA.  Rekombinantní  region s DNA insertem byl  sekvenován z obou 

stran pomocí M13 primerů dodávané v TOPO TA klonovacím Kitu: M13 

(forward):  5´-GTA AAA CGA CGG CCA G-3´,  M13 (reversed) 5´-CAG 

GAA ACA GCT ATG AC-3. 

3.7 Použitý software

Pro  analýzu  sekvencí  biopolymerů  byl  použit  balík  EMBOSS, 

BioEdit verze 7.0.9.0 a program Geneious verze 4.7.5. Komparativní 

a fylogenetické analýzy sekvencí byly zpracovány pomocí programu 

MEGA  verze  4.0.  Ke zpracavání  sekvenčních  dat  metodou  454  byl 

požitý software MIRA verze 2.9.42.
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4. Výsledky a diskuze

4.1 BAC sekvenace metodou 454
 

V BAC  genomové  knihovně  Craspedacusta  sowerbyi jsme 

pomocí skrínovacích primerů a systému 3D-poolů lokalizovali 5 BAC 

klonů, ve kterých se nacházel DNA insert s genovou oblastí pro geny 

six1/2A,  six1/2B,  six3/6A,  six3/6B  a  six4/5B.  V případě 

homeoboxového  genu  značeného  jako  six4/5A  se  nám  nepodařilo 

dohledat žadný BAC klon, který by ve svém insertu obsahoval oblast 

52



pro  navrhnuté  skrínovací  primery.  Vybrané  BAC  klony  jsme 

sekvenovali  metodou  454  s výsledky  shrnutým  na  Obr.  4.1.1  a 

v následujících  kapitolách.  Contigy  získané  z této  analýzy  se 

v současné době ještě  zpracovávají,  takže  sekvence  contigů  v této 

práci neuvádíme.

Získaná data se dále analyzovali v programu MIRA, kde došlo 

k poskládání parciálních sekvencí do 2649 contigů o střední hodnotě 

délky 6921 bází. Nejdelší contig byl o délce 96782 bází, který ovšem 

pocházel z chromosomální kontaminace E.coli. 

V žadném z uvedených případů se dva nebo více six genových 

oblastí  nenacházelo  na  jednom BAC insertu  (oblast  cca  135 kb)  a 

v souladu  s tím  také  nebyl  získán  žádný  souvislý  contig,  který  by 

obsahoval více six genových oblastí. Lidské homology six2 a six3 jsou 

lokalizovány v blízkém spojení  na  chromosomu 2p16-21  v oblasti  o 

velikosti  zhruba  100  kb,  zatímco  six4,  six1  a  six6  se  nacházejí 
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Obr.  4.1.1  Výsledný souhrn dat získaných sekvenací  metodou 
454

Celkový  objem získaných  dat  je  206,741,068  bází  o  průměrné délce 
čtení 350 bází. Celkový počet čtení a délku jednotlivých čtení shrnuje 



v regionu o velikosti 260 kb na chromosomu 14q22.3-q23. Gen  six5 

není u člověka ve fyzickém spojení s jinými six geny a nachází se na 

chromozómu 7 (Boucher et al. 1995, Oliver et al. 1995b, Oliver et al. 

1995a).  S ohledem  na  lidskou  lokalizaci  a  společný  monofyletický 

původ  six genů  existuje  ovšem  předpoklad,  že  u  žahavců  jako 

evolučně  staré  skupiny  živočichů  by  se  six geny  také  mohly 

vyskytovat  v klastrech.  I  když  jsme  nepotvrdili  výskyt  žádného  six 

genu ve fyzickém spojení  s jiným  six genem,  je  srovnávaná oblast 

BAC DNA insertu relativně malá a spolu s neurčením přesných pozic 

parciální  six genů v BAC insertu nám nedovoluje vyvozovat v tomto 

ohledu jasné závěry. 

4.2 Analýza získaných homeoboxových proteinů

Podařilo  se nám získat  EST sekvence u šesti  homeoboxových 

genů  z Craspedacusta  sowerbyi,  z nichž  pět  vykazuje  signifikantní 

příslušnost k SIX homeoboxům.  U six1/2B se nám nepodařilo získat 3´ 

konec  EST  oblasti  metodou  RACE.  Nicméně  u  všech  proteinů  jsou 

kompletně popsány evolučně konzervované oblasti homeoboxu a SIX-

specifické domény. 

Získané  sekvence  metodou  RACE  byly  srovnány  se 

sekvencemi genomové DNA, které jsme získali ze sekvenovaných BAC 

vektorů metodou 454. Vzhledem k určitému stupni polymorfismů SNP 

charakteru,  který  se  vyskytoval  u některých  analyzovaných  RACE 

sekvencí,  protože  RNA  izolát  pro  RACE  amplifikaci  byl  zpracován 

z několika  jedinců  Craspedacusta  sowerbyi,  jsme  některé  EST 

sekvence  homeoboxových  genů  konsensuálně  upravili  podle 

sekvencí homologních částí contigů BAC vektorů obsahujícíh příslušný 

homeoboxový  gen.  SNP  polymorfismus  u  analyzovaných  sekvencí 

neměnil  aminokyselinové  složení  proteinů,  proto  se  touto 

problematikou v práci dále nezabýváme. 
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Kompletní  EST  oblast  six1/2A  byla  redundantně  pokryta  DNA 

sekvencemi  v oblastech  čtyř  contigů.  Homologní  regiony  contigů 

k EST sekvenci nebyly velikostně přesně definovány a některé části 

byly  ukončeny  s většími  nebo  menšími  přesahy  oproti  stejným 

homologním oblastem v jiném contigu, což ukazuje na špatné složení 

těchto  oblastí  a  nemožnosti  věrohodné  predikce  intronů 

homeoboxového  genu  six1/2A.  U  nekompletního  ESTu 

homeoboxového genu six1/2B je celá oblast homologní ke genomové 

oblasti  jednoho contigu bez přerušení. Je pravděpodobné, že oblast 

genu six1/2B kódující N´- terminální, SD a HD oblast proteinu je bez 

intronu. V případě ESTů  six3/6A a  six3/6B se vyskytovaly kompletní 

EST regiony na jednom contigu (pro každý gen byl contig jiný). U obou 

těchto  genů  je  souvislá  homologie  k genomové  DNA  přerušena 

intronovými  sekvencemi.  EST  oblast  six4/5B  byla  pokryta  pouze 

z části  na  jednom  contigu,  zatímco  druhou  část  se  nepodařilo 

lokalizovat v získaných BAC DNA sekvencí metodou 454; je možně že 

BAC  vektor  nezahrnoval  celý  genový  region  six4/5B.   V anotaci 

jednotlivých homeoboxových genů tam, kde je to možné, mapujeme 

intronové  oblasti,  i  když  k věrohodnějšímu  posouzení  rozložení 

intron-exonových regionů by bylo potřeba dalších PCR analýz. 

4.2.1 Anotace homeoboxových genů

Kompletní proteinové sekvence analyzovaných homeoboxových 

genů u Craspedacusta sowerbyi (označeny Cs- před názvem proteinu) 

jsou připojeny v příloze.

 

Cs-SIX1/2A 

Homeoboxový protein SIX1/2A je dlouhý 354 aminokyselin. V HD 

oblasti Cs-SIX1/2A (SIX1/2A Craspedacusta sowerbyi) rozpoznávacího 
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helixu  je  konzervovaný  aminokyselinový  motiv  WF-N-R 

charakteristický pro homeoboxové proteiny. Ze srovnání s referenční 

sekvencí proteinu SIX1/2  Oikopleura dioica (Chordata)  je patrné, že 

celý homeobox je ralitvně identický, až na substituce v HD pozicích 

22,  32,  35,  36,  37,  41  a  42  (Obr.  4.2.1).  Žádná  z uvedených 

aminokyselinových  pozic  není  rozhodující  pro  vazebnou  specifitu 

k DNA.  Pozice  N´-  flexibilního  ramene  jsou  všechny  identické  se 

srovnávací  referenční  sekvencí  stejně  jako  pozice  určující  DNA 

vazebný  kontakt  spolu  s pozicemi  47,  50,  51,  54,  které  přímo 

interagují s DNA bázemi rozpoznávacího vazebného motivu. V pozici 

50 se nachází lysin, který se vyskytuje u Atypických homeoboxových 

proteinů, kam patří  i  SIX skupina homeodoménových transkripčních 

regulátorů.  V oblasti  mezi  2.  až  6.  pozicí  se  vyskytuje  SIX1/2 

podskupinově  klasifikační  tetrapeptid  ETSY.  Za  podskupinově 

klasifikačním tetrapeptidem je směrem k C´-  konci  aminokyselinový 

motiv  CFKEK  charakteristický  pro  podskupiny  SIX1/2  a  ve  většině 

případech i u podskupiny SIX4/5.

Podobnost Cs-SIX1/2A srovnávaná s referenčními proteinovými 

sekvencemi v databázi NCBI je na úrovni HD kolem 92 % s HD SIX1/2 

Podocoryne carnea, 90% identita je i u SIX1/2  Cladonema radiatum, 

85% u homologů SIX1b a SIX2.1 Danio rerio. Stejná podobnost HD Cs-

SIX1/2A  je  na úrovni  83  %  k  homologům  SIX1/2a  a SIX1/2b 
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Obr. 4.2.1 Alignment HD Cs-SIX1/2A s referenční sekvencí SIX1/2 u Oikopleura dioica

Horní  zelená  oblast  označuje  identitu  pod  ní  srovnaných  aminokyselinových  sekvencí  s jednotlivými 
pozicemi. Dole jsou v modrých boxech označeny aminokyselinové pozice, které se podílí na DNA vazebných 
interakcích;  s označením „s“  (spodní  řada)  se  jedná  o  aminokyseliny,  které  přímo  vytvářejí  specifický 
kontakt s bázemi v oblasti DNA rozpoznávacího motivu, s označením „D“ (horní řada) jsou označeny pozice 
aminokyselin,  které  se  podílejí  na  DNA vazebných  interakcích).  Dále  v uvedených  obrázcích vysvětlení 
jednotlivého značení neuvádíme.



Branchiostoma floridae (Notochordata)  a SIX1 i  SIX2  Homo sapiens 

stejně jako k SO  Drosophila melanogaster. HD Cs-SIX1/2A je z 73 % 

podobná homeoboxu SIX-C u Sycon calcaravis. Podobnost SD regionu 

Cs-SIX1/2A je nejvyšší s příbuznými organismy Podocoryne carnea (85 

%) a  Cladonema radiatum (81 %);  podobnost SD srovnávané oblasti 

k SO Drosophila melanogaster se pohybuje kolem 73 %, obdobně jako 

u  SD  SIX1  Homo  sapiens a  SIX1b  Danio  rerio.  Z výše  uvedených 

pozorování a komparativních analýz je vysoce pravděpodobné, že Cs-

SIX1/2A skutečně patří do podskupiny SIX1/2 (Obr. 4.2.12).

SIX1/2B

 Homeoboxový protein Cs-SIX1/2B je dlouhý 238 aminokyselin. 

Oproti  předchozímu  homeoboxu  Cs-SIX1/2A  je  homeodoménová 

oblast Cs-SIX1/2B relativně málo identická se srovnávací  sekvencí i 

s dalšími SIX proteinovými sekvencemi použitýmy v aligmentu  (Obr. 

4.2.12). Nejvyšší  identita  se  srovnávací  sekvencí  proteinu  SIX1/2 

Oikopleura dioica je v oblasti rozpoznávacího helixu III. Aminokyseliny 

kritické  pro  DNA  vazebné  interakce  jsou  stejně  jako  v předchozím 

případě identické s referenční SIX sekvencí stejně jako konzervovaný 

motiv WFKNRRQ charakteristický pro většinu SIX proteinů. V oblasti 

podskupinově  klasifikačního  tetrapeptidu  se  vyskytuje 

aminokyselinový  motiv  QNSY,  který  nebyl  zaznamenán  u  žádné 

srovnávací SIX proteinové sekvence. Obdobně u ostatních skupin SIX 

proteinů silně konzervovaný motiv CFKEK/R (K-pro podskupiny SIX1/2, 

SIX4/5 a R pro podskupinu SIX3/6), který je připojen za podskupinově 

klasifikačním tetrapeptidem směrem k C´- konci proteinu je na dvou 

pozicích substituován argininem a histidinem (CFREH). 
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Identita HD oblasti Cs-SIX1/2B se pohybuje kolem 60 % k HD SIX 

proteinům různých podskupin od SIX5 a SIX4  Homo sapiens po SO 

Drosophila melanogaster a SIX1 Homo sapiens. Podobný problém je i 

ve  srovnání  identity  SD  oblasti  k referenčním  SIX  proteinů,  kde 

srovnávaná oblast  nepřekračuje hodnoty 50% podobnosti  k různým 

podskupinám SIX proteinů od SIX-B  Hydra magnipapillata po SIX3 u 

Homo sapiens a homologního SIX3 u Mus musculus.   

Navzdory  problematické  klasifikaci  pomocí  srovnáním  již 

známých sekvencí jsme se tento SIX rozhodli zařadit v této práci do 

podskupiny SIX1/2. Oblast HD je nejvíce podobná podskupinám SIX1/2 

a  SIX4/5,  i  když  na  60% úrovni  při  které  vykazují  konzervovanost 

v oblasti HD SIX proteiny různých podskupin. Určitá podpora existuje 

v oblasti  podskupinově  klasifikačního  tetrapeptidu,  která  je  nejvíce 

podobná  podskupině  SIX1/2  (--SY).  Dalšími  podskupinově  SIX1/2  a 

SIX4/5  charakteristickými  aminokyselinami  identickými  v HD 

Cs-SIX1/2B a HD SIX proteinů myši a octomilky jsou v pozicích 23 N, 

30 E a 46 (Kumar 2009).   

SIX3/6A 

Homeoboxový protein Cs-SIX3/6A je dlouhý 322 aminokyselin. 

V oblasti HD Cs-SIX3/6A je 10 substitucí oproti srovnávané referenční 

sekvenci  SIX3/6a  u  Oikopleura  dioica.  Celá  oblast  rozpoznávacího 

helixu je  identická se srovnávanou proteinovou sekvencí.  V HD Cs-

SIX3/6A se nachází podskupinově klasifikační tetrapeptid QKTH. I když 
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Obr. 4.2.2 Alignment HD Cs-SIX1/2B s referenční sekvencí  SIX1/2 u 
Oikopleura dioica 



v tomto tetrapeptidu se oproti referenční sekvenci nachází substituce 

serinu threoninem, přičemž tato oblast se podílí  na DNA vazebných 

interakcí, u většiny SIX proteinů podskupiny SIX3/6 byl popsán právě 

aminokyselinový  sekvenční  motiv  QKTH,  proto  je  tato  substituce 

irelevantní. Zbývající aminokyseliny určující DNA vazebnou preferenci 

jsou  identické  se  SIX3/6  Oikopleura  dioica.  Za  podskupinově 

klasifiakčním tetrapeptidem je připojen aminokyselinový motiv CFKER 

charakteristický  pro podskupinu  SIX3/6.  V C´-  koncové  oblasti 

homeoboxu je přítomný AAAA (poly-alanin) motiv popsaný u mnoha 

SIX proteinů podskupiny SIX3/6 stejně jako specificky prodloužená SD 

oblast. 

Podobnost HD Cs-SIX3/6A je na úrovni kolem 90 % s HD SIX-A 

Hydra  magnipapillata,  kolem 85  % s lidským SIX3  a  SIX6  a  82  % 

s OPTIX  Drosophila melanogaster.  Podobnost SD se pohybuje kolem 

76 % ve srovnání se SIX-A Hydra magnipapillata, 70 % s lidským SIX6 

a 72 % s dalším lidským SIX3 a 64% podobnost je s OPTIX.  

U  genu  six3/6A  se  nám  podařilo  získat  na  jednom  contigu 

pokrytou celou EST oblast. Srovnáním obou typů sekvencí jsme u toho 

genu zjistili  dvě oblasti  intronu. Zajímavě se v C´-terminální  oblasti 

vyskytuje intron ve stejné pozici jako v lidském homologu six3 i six6, 

jehož  délka  se  pohybuje  u  six3  1659  bp,  u  six6  1032  bp  a  je 

lokalizován  v oblasti  kodónu  ve  třetí  aminokyselinové  pozici  za 

poly-alaninovým (AAAA) motivem na konci homeoboxu (Gallardo et al. 

1999,  Granadino  et  al.  1999).  Intron  v „C´-koncové  oblasti“  u 

Craspedacusta  sowerbyi je  v tomto  genu  mnohem  kratší,  než  je 

popsáno u člověka, jeho velikost je 315 bp . Doposud se neobjevily 

žádné studie, které by analyzovaly rozložení intronových oblastí  six 

genů u žahavců a proto námi získána data nemáme v této skupině 
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Obr. 4.2.3 Alignment HD Cs-SIX3/6A s referenční sekvencí  SIX3/6a u Oikopleura dioica 



živočichů  s čím  srovnávat.  Další  intron  je  umístěn  v „N´-terminální 

části“ (zjistit srovnat CDS optix, člověk,3 a 6). Schématické rozložení 

intronů je zakresleno na Obr. 4.2.4. Podle získaných dat je zřejmé, že 

uvedený gen patří do six3/6 podskupiny.

SIX3/6B

Homeoboxový  protein  SIX3/6B  je  dlouhý  305  aminokyselin. 

Oblast  HD Cs-SIX3/6B je  identická  s HD Cs-SIX3/6A předchozí  části 

charakterizované, proto i pro HD Cs-SIX3/6B platí veškeré parametry 

uvedené  v předchozím  případě.   Oba  proteiny  identifikované  u 

Craspedacusta  sowerbyi a  patřící  do  podskupiny  SIX3/6  jsou 

v konzervovaných  regionech  HD  a  SD  vysoce  podobné.  Variabilní 

úseky mezi těmito proteiny jsou v N´aC´-terminálních oblastech, jak je 

vidět  na  přiloženém  aligmentu  obou  proteinových  sekvencí  (Obr. 

4.2.6).  Oba  proteiny  Cs-SIX3/6A  i  Cs-SIX3/6B  na základě  zjištěných 

parametrů řadíme do podskupiny SIX3/6.
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Obr. 4.2.4 Schématické rozložení intronů v genu Cs-six3/6A

Barvami jsou odlišeny jednotlivé proteinové domény: modře NT: N´-terminální doména, žlutě 
SD:  SIX-specifická  doména,  zeleně  HD:  homeobox,  oranžově  CT:  C´-terminální  doména. 
V oblasti  NT  a  CT  regionů  jsou  umístěny  naznačené  introny  o  velikosti  uvedené  pod 
smyčkou.



 

(Ryan et al. 2006)

Obdobně  jako  v předchozím  případě  i  tady  se  nám  podařilo 

získat  contig  genomové  DNA,  který  obsahoval  kompletní  EST 

sekvenci.  U  genu  Cs-six36/B  se  v C´-terminální  oblasti  vyskytuje 

v opět stejné pozici intron, který byl popsán u člověka a Cs-six3/6A. Je 

možné,  že  zmíněný  intron  se  vyskytoval  v six3/6  podskupině  už 

u společného předka žahavců a bilaterálií.
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Obr. 4.2.5 Alignment HD Cs-SIX3/6B s referenční sekvencí  
SIX3/6b u Oikopleura dioica 

Obr. 4.2.6 Alignment celého proteinu Cs-SIX3/6A a Cs-SIX3/6B

V horní  části  zelený  box  označuje  identické  úseky  u  obou 
srovnávaných proteinů.  Z aligmentu je patrné,  že geny se líší 
především v evolučně nekonzervovaných doménách koncových 
částí proteinu.

Obr. 4.2.7 Schématické rozložení intronů v genu Cs-six3/6B

Barvami jsou odlišeny jednotlivé proteinové domény: modře NT: N´-terminální doména, žlutě 
SD:  SIX-specifická  doména,  zeleně  HD:  homeobox,  oranžově  CT:  C´-terminální  doména. 
V oblasti NT a CT regionů jsou umístěny naznačené introny o velikosti uvedené pod smyčkou.
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SIX4/5A 

Homeoboxový  protein  4/5A  je  dlouhý  422  aminokyselin. 

Homeobox  proteinu  označeného  původně  jako  Cs-Six4/5A   je  ve 

srovnání  s referenční  sekvencí  SIX4/5  blízce  příbuzného  organismu 

Cladonema  radiatum značně  divergentní.  Celá  oblast  HD  je 

prodloužena o tří-aminokyselinový úsek mezi helixem I a helixem II. 

Takto  prodloužená  oblast  se  vyskytuje  u  některých  zástupců 

atypických homeoboxových proteinů, ovšem ne u skupiny SIX. Navíc 

motiv WFAN-R se také vyskytuje ve třídě atypických homeoboxů, ale 

opět nebyl zaznamenán u SIX skupiny (Banerjee-Basu and Baxevanis 

2001).  V oblasti  podskupinově  klasifikačního  tetrapeptidu  a  za  ním 

připojeného  aminokyselinového  motivu  směřujícího  do  C´-  oblasti 

proteinu, nebyl rozezeznán žádný SIX specifický motiv (Obr. 4.2.8). Ze 

srovnání je také zřejmé, že DNA vazebná specifita bude rozdílná oproti 

srovnávanému SIX4/5 u Cladonema radiatum. Prodloužený homeobox 

stejně  jako  aminokyselinový  motiv  WFAN-R  ukazuje  na  blízkou 

příbuznost  homeoboxu  ke  skupině  IRX  (Iroquois)  homeoboxových 

transkripčních regulátorů  (Banerjee-Basu and Baxevanis 2001, Ryan 

et al. 2006).
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HD ve srovnání s homeoboxem IRX4b u  Hydra magnipapillata 

vykazuje mnohem vyšší podobnost, než ve srovnání se SIX proteiny. 

Aminokyseliny zprostředkovávající kontak s bázemi DNA jsou identické 

s referenční  IRX  proteinovou sekvencí  a  z větší  části  jsou identické 

také aminokyseliny, které se na interakcích protein-DNA podílejí.

Podobnost homeoboxu proteinu značeného jako Cs-SIX4/5A je 

kolem 55 % až 58 % oproti IRX skupině proteinů (např. IRX u Ixodes 

scapularis a  IRX1  u  Pediculus  humanus  corporis).  Podobnost  N´- 

proteinové  oblasti  bez  homeodomény  ukazuje  na homologie 

některých oblastí proteinu, které vykazují podobnost kolem 34 % k SIX 

skupině  proteinů  a  to  k podskupině  SIX4/5  (SIX-B  u  Hydra 

magnipapillata,  SIX4  u Mus musculus a  SIX4  u  Homo  sapiens).  Na 

úrovni celého proteinu vykazuje část od aminokyselinové pozice 69 až 

do pozice 240 (překryvná oblast SD a HD) 32,2% podobnost se SIX-C 

Ephydatia fluviatilis patřící do podskupiny SIX1/2 (Obr. 4.2.9).

    

Při srovnání některých IRX homeodoménových proteinů spolu se 

SIX zástupci,  jsme nezaznamenali  podobnost na takové úrovni  jako 

v případě  Cs-4/5A  (data  neuvádíme).  Navíc  IRX  proteiny  jsou 

konzervované  pouze  v oblasti  homeoboxu  a nemají  žádnou  další 
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Obr. 4.2.8 Alignment HD homeoboxového genu Cs-4/5A se zástupci IRX a SIX skupin

V horní části je srovnáván protein Cs-4/5A se SIX4/5 u Cladonema radiatum. Nebyla zjištěna 
delší oblast souvislé homologie. Srovnání s proteinem IRX 4b u příbuzného organismu Hydra 
magnipapillata je v dolní části. V případě srovnání s IRX skupinou byla patrná identita Cs-4/5A 
v oblasti rozpoznávacího helixu a helixu I.

Obr.  4.2.9  Alignment  SD  a  HD  oblasti  SIX-C  Ephydatia  fluviatilis s HD  a  N´-koncovou 
proteinovou doménou Cs-4/5A.

Na obrázku můžeme vidět některé aminokyselinové motivy společné pro homeoboxový protein Cs-4/5A a 
SIX-C Ephydatia fluviatilis. Je patrné, že nejvyšší identita je v oblasti homeoboxu. V oblasti SD jsou velmi 
krátké úseky homologie relativně rovnoměrně distribuovány.



IRX-specifickou proteinovou doménu. Je možné, že Cs-SIX4/5A může 

být evolučně blízký SIX skupině stejně jako ostatním skupinám z třídy 

Atypických  homeoboxů.  Bez  podrobnějších  srovnávacích  analýz  a 

expresně funkční identifikace Cs-4/5A nelze vyvodit konkrétní závěry. 

SIX4/5B

Homeoboxový protein Cs-SIX4/5B je dlouhý 275 aminokyselin. 

Oblast  homeoboxu proteinu Cs-SIX4/5B je  typická  pro  SIX  proteiny 

podskupiny  Six4/5  s podskupinově klasifikačním terapeptidem ETVY 

s připojeným  aminokyselinovým  motivem  CFKEK.  Region 

rozpoznávacího helixu III a helixu II je identický s referenčním SIX4/5 

Cladonema  radiatum.  V celém  homeoboxu  se  oproti  referenční 

sekvenci vyskytují pouze 3 substituce, z toho ani jedna se nenachází 

v aminokyselinových  pozicích,  které  by  určovaly  DNA  vazebné 

interakce.  Navíc  v podskupinově  klasifikačním  tetrapeptidu  je  více 

častý motiv ETVY oproti ETIY v referenční proteinové sekvenci SIX4/5 

u Cladonema radiatum.  

Podobnost HD Cs-SIX4/5B se pohybuje kolem 90 % ve srovnání 

s HD SIX-B Hydra magnipapillata; na úrovni kolem 70 % je ve srovnání 

se SIX4 u  Mus musculus,  lidským SIX1 a SIX2, DSIX4 u  Drosophila 

melanogaster;  na úrovni  kolem 68 % je  ve srovnání  s HD SIX4.1 u 

Danio  rerio a  SIX5  u  Homo  sapiens.  SD  Cs-SIX4/5B  vykazuje 

podobnost  na  úrovni  kolem 60  % k SIX4  u  Mus  musculus,  SIX1  u 
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Obr. 4.2.10 Alignment HD Cs-SIX4/5B s referenční sekvencí  SIX4/5 u 
Cladonema radiatum 



Homo sapiens a SIX4.2 stejně jako u SIX4.1 v případě  Danio rerio; 

56% podobnost SD je ve srovnání s DSIX4 u octomilky.

Je zřejmé, že na základě komparace evolučně konzervovaných 

domén a SIX-specifických aminokyselinových motivů Cs-SIX4/5B patří 

mezi  SIX  skupinu  transkripčních  regulátorů  se  silnou  podobností 

k podskupinám SIX1/2 a SIX4/5. O zařazení do příslušné podskupiny 

SIX4/5 jsem se rozhodli podle aminokyselinového motivu ETVY a na 

základě  nejvyšší  podobnosti  homeoboxu  SIX-B  (podskupina  SIX1/2) 

k příbuznému organismu  Hydra magnipapillata.  Dále jsme u tohoto 

zástupce  podskupiny  SIX4/5  nepotvrdili  zkrácenou  C´-terminální 

oblast  proteinu  jak  byla  popsaná  u  příbuzného  druhu  Cladonema 

radiatum (Stierwald et al. 2004).

Srovnáním  EST  sekvence  Cs-SIX4/5B  oproti  contigům  z BAC 

vektorů jsme nenalezli oblast, která by  kompletně pokryla celou EST 

sekvenci (Obr. 4.2.11).
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Obr. 4.2.11 Schématické rozložení intronů v genu Cs-six4/5B

Barvami  jsou  odlišeny  jednotlivé  proteinové  domény:  modře  NT:  N´-terminální 
doména,  žlutě SD: SIX-specifická doména,  zeleně HD: homeobox,  oranžově CT: C´-
terminální  doména.  Šipkou  nad doménovými  oblastmi  je  znázorněno  pokrytí  EST 
oblasti  v genomovém contigu.  Převážná většina SD oblasti  s HD a CT regionem se 
vyskytuje  na  contigu  bez  intronového přerušení.  V oblasti  přerušené homologie  je 
naznačen hypotetický intron (y). Není jasné, zda-li contig byl špatně složen a nebo je 
oblast SD skutečně přerušena intronem. Je pravděpodobné, že NT region a část SD se 
nenacházely v DNA BAC insertu pro Cs-six4/5B.   
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Obr.  4.2.12  Srovnání  evolučně  konzervovaných  domén  popsaných  homeoboxových  proteinů  u 
C.sowerbyi se známými SIX sekvencemi 

sekvenční alignment HD regionu, ve střední části je sekvenční alignment SD regionu bez homeoboxového proteinu 
CsSIX-4/5A a v dolní části je sekvenční alignment SD spolu s CsSIX-45A. Na jednotlivých obrázcích v horní části jsou 
uvedeny aminokyselinové pozice spolu s grafickým znázorněním konzervovanosti jednotlivých úseků. Srovnávané 
sekvence jsou rozděleny podle podskupin (v horní části na každém obrázku jsou zástupci podskupiny SIX1/2, ve 
střední SIX2/6 a v dolní SIX4/5. Někteří zástupci v HD alignmentu se nevyskytují v SD alignmentu, protože jejich 
sekvence byly predikovány pouze na základě genomových analýz, takže je popsán pouze homeoboxový region. 



Předchozí práce věnované SIX skupině transkripčních rgulátorů 

u  žahavců  potvrdily  divergenci  genů  do  tří  základních  podskupin 

SIX1/2, SIX3/6 a SIX4/5 ještě před rozdělením žahavců a bilaterálií. U 

živočišných hub (Porifera)  byl zaznamenán zatím vždy pouze jeden 

six zástupce.  V nově  osekvenovaném genomu  Trichoplax  adherens 

byly identifikovány dva  six geny (six1/2 a  six3/6)  (Schierwater et al. 

2008). Postavení tohoto velmi jednodchého organismu v evoluci není 

zatím  úplně  jasné,  ale  předpokládá  se  jeho  blízká  příbuznost 

k žahavcům. Divergence six genů u tak jednoduchých organismů není 

ve spojitosti s relativně komplexním genomem žahavců v kontrastu k 

jejich  jednoduché  stavbě  těla,  až  tak  překvapivá.  U  příbuzného 

organismu  Nematostella  vectensis bylo  popsáno  dokonce  více 

homeoboxových genů, než u mnohem složitějšího organismu jakým je 

Drosophila  melanogaster (Schierwater  et  al.  2008).  Ukazuje  se,  že 

není  až tak důležitý celkový počet homeoboxových genů, ale jejich 

využití v různých komplexních vývojových signálních drahách. Kromě 

Nematostella  vectensis,  kde  bylo  posáno  pět  homeodoménových 

oblastí six genů (six1/2, six3/6, six4/5a a six4/5b a jeden nezařazený 

six gen), byly u žahavců identifikovány tři  six geny podobně jako je 

tomu u Drosophila melanogaster (Schierwater et al. 2008, Ryan et al. 

2006, Stierwald et al. 2004, Bebenek et al. 2004). 

U  Craspedacusta  sowerbyi se  nám  podařilo  získat  kompletní 

sekvence u čtyř SIX proteinů (Cs-SIX1/2A, SIX3/6A, SIX3/6B a SIX4/5A) 

u genu SIX1/2B jsme získali sekvence proteinových domén u HD, SD a 

N´-terminálního  regionu  pomocí  5´RACE  amplifikační  techniky  a 

srovnáním  oblastí  genomové  DNA.  Dále  jsme  popsali  jeden 

homeoboxový protein z Atypické třídy homeodoménových proteinů, u 

kterého si nejsme jistí zařazením do příslušné skupiny.

Na základě komparativní a fylogenetické analýzy (Obr. 4.2.13) 

koresponduje zařazení genů Cs-six1/2A, Cs-six4/5B, Cs-six3/6A a Cs-

six3/6B  do  příslušnách  Six podskupin  s  jejich  názvy.  U  podskupiny 

SIX3/6 u Craspedacusta sowerbyi prokazatelně došlo k divergenci do 
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dvou  genů  Cs-six3/6A  a  Cs-six3/6B.  Obdobně  byla  divergence 

popsaná i u Nematostella vectensis v případě podskupiny Six4/5. Není 

úplně  zřejmé,  jestli  k divergenci  těchto  genů  došlo  ještě  před 

rozdělením  skupin  žahavců  a  bilaterálií,  z nichž  se  následnou 

pokračující  speciací  oddělily  geny  six6  a  six3  u  obratlovců. 

Pravděpodobnější varianta podpořená fylogenetickými vztahy ovšem 

je, že k divergenci došlo až později a tato genová speciace neměla 

vliv na ustanovení genů  six3 a  six6 u obratlovců. Zajímavý je vztah 

genu Cs-six1/2B, který klasifikačně nevykazuje dostatečnou homologii 

k žádné  Six podskupině.  U  některých  aminokyselinových  motivů 

popsaných  u  myši,  člověka  a  ostatních  skupin  živočichů  je 

prokazatelná příbuznost tohoto genu k podskupinám  six1/2 a  six4/5 

(Kumar 2009). Srovnáním fylogenetických vztahů s některými dalšími 

SIX proteiny u obratlovců, žahavců a strunatců nedochází k divergenci 

Cs-SIX1/2A s žádnou podskupinou, ale pravděpodobně se oddělil  od 

podskupiny  SIX4/5.  Toto  zjištění  by  znamenalo,  že  u žahavců  se 

vyskytují  čtyři podskupiny SIX homeodoménových proteinů. I přesto 

že  bootstrapová  podpora  oddělení  SIX12B  je  velmi  nízká,  při 

konstrukcích dodatečných fylogenetických  stromů srovnáním pouze 

homeodoménové  oblasti  spolu  se  SIX  proteiny  popsaných  u 

Nematostella  vectensis,  se  uvedený  Cs-SIX1/2B  spolu  s NVHD093-

SINE u Nematostella vectensis také odděloval od ostatních podskupin 

(data  nejsou uvedena).  V přiloženém stromu se  také podskupinově 

oddělují SIX4/5 u žahavců od ostatních obratlovců, což se v dalších 

fylogenetických analýzách neprokázalo a zřejmě se jedná o artefakt 

způsobený malým počtem srovnávacích sekvencí.

Postavení  jednotlivých  SIX  podskupin  koresponduje 

s pravděpodobnými fylogenetickými vztahy, kdy podskupina SIX3/6 je 

odvozená  od  SIX1/2,  zatímco  podskupina  SIX1/2  se  oddělila  od 

podkupiny  SIX4/5.  Tenhle  předpoklad  vysvětluje  také  společně 

specifické  aminokyselinové  motivy  mezi  podskupinamy  SIX1/2  a 

SIX4/5 a specifické motivy pro podskupiny SIX1/2 a SIX3/6, zároveň 
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 SIX 3a Danio 
rerio SIX 3 Homo 
sapiens SIX 36 Branchiostoma 

floridae SIX 6 Homo 
sapiens SIX 6a Danio 
rerio  OPTIX isoform A Drosophila 

melanogaster SIX 3/6A Craspedacusta 
sowerbyi SIX 3/6B Craspedacusta 
sowerbyi SIX 3/6 Cladonema 
radiatum SIX-A Hydra 

magnipapillata SIX 3/6 Podocoryne 
carnea SIX 1/2 Cladonema 

radiatum SIX 1/2 Podocoryne 
carnea SIX 1/2A Craspedacusta 
sowerbyi SIX-C Ephydatia 

fluviatilis sine oculis (SO) Drosophila 
melanogaster SIX 12b Branchiostoma 

floridae SIX 1 Homo 
sapiens SIX 1b Danio 
rerio SIX 2 Homo 
sapiens SIX 2.1 Danio 
rerio  Six 1/2B Craspedacusta 

sowerbyi SIX-C Sycon 
calcaravis SIX 4 isoform A Drosophila 

melanogaster SIX 5 Homo 
sapiens SIX 4.3 Danio 

rerio SIX 4 Homo 
sapiens SIX 4.1 Danio 
rerio SIX 4.2 Danio 

rerio  SIX 4/5B Craspedacusta 
sowerbyi SiIX-B Hydra 

magnipapillata SIX 4/5 Cladonema 
radiatum  SIX 4/5A Craspedacusta 

sowerbyi
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nebyl  pozorovány  specificky  konzervované  aminokyselinové  pozice 

pro podskupiny SIX3/6 a SIX4/5 (Kumar 2009).

Popsaný  homeoboxový  protein  Cs-4/5A  se  nám  nepodařilo 

přesně zařadit do některé z rodin homeoboxových proteinů, i když je 

vysoce pravděpodobné, že patří do Atypické třídy homeodoménových 

proteinů,  která  je  nejvíce  odvozenou  třídou  homeodoménových 

transkripčních  regulátorů.  V této  třídě  jsou  zařazeny  SIX  proteiny 

stejně jako již zmíněná skupina IRX homeoboxových proteinů, které 

měli pravděpodobně společný původ. Je možné, že se nám podařilo 

charakterizovat  konzervovaný  IRX  protein,  z jehož  původní  formy 

genu mohli být Six skupina speciována. Pro přesnější zařazení tohoto 

proteinu stejně  jako  proteinu Cs-SIX1/2B je  nutné dalších  analýz  a 

funkční  porovnání  expresních  paternů  těchto  genů  s funkčně 

popsanými homeoboxovými geny.        
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