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Zapis ze schiize vyboru GSGM konané dne 24. kvétna 2000
vV Brné

Pfitomni: prof. Zadrazil, doc. Doskaft, doc. Vi¢ek, doc. Miadokova, doc. Ondfej, prof. Rosypal,
prof. Dvorak, prof. Relichov4, doc. Pikalek (jako host).
Omluven: doc. Bezd¢k

1. Zhodnoceni dosavadni ¢innosti:

Bylo konstatovano, Ze ¢innost neni vyrazna, postradame vyssi aktivitu ¢lenti a g enetickych pracovist,

nicméné spolecnost se spolupodilela na poradani neékterych védeckych akei:

- Byla podana zprava o MCC 2000, kterou poiradala MZLU spolu s némeckou Gesellschaft fiir
Pflanzenzlichtung. Zprava a pozdravny Uvodni prof@8@M bude uvetejnén v IL (Relichova).

- Prislibend ucast GSGM jako spoluorganizatora sympozia ,,Mendel 2000%, o kterou p ozadal na
minulém zasedani vyboru prof. Palecek se neuskutecnila, nebot organizace se ujala samotna AV
CR

- GSGM se spolupodilela na organizaci mezinarodniestsid védecké konference 11. a 12. 4.
2000 (Dvorak).

Byla ziizena Web stranka (http://orion.sci.muni.cz/gsgjra bude naplnéna timto obsahem:
- inovované stanovy

- seznam ¢lent vyboru v¢. adresy pracovisté a kontaktu

- formular pfihlasky — evidenc¢niho listu

- seznam ¢lent GSGM a jejich pracovist’

- informace o ¢lenstvi ve FEGS

- informace o pfipravovanych akcich

2. Priprava IL ¢. 22 —viz toto cislo

3. Plan akct na pristi obdobi:

- na Slovensku budeme spoluorganizatormfozia o DNA reparaci (Vicek, Miadokova)

tieti tyden v zatri 2001 usporadame v Brné¢ genetickou konferenci, o programu budeme jednat na
pristi schiizi vyboru v tomto roce

pripojime se jako spolupotadatelé mezinarodni konference o kvasinkach

4. Stav hospodani:

- hospodar podal zpravu - na ¢eském uctu je v soucasné dob¢ asi 20.000 K¢. Pfesné vyuctovani
¢eského i slovenského uctu bude uveiejnéno v IL. Byla konstatovana Spatnd moralka placeni
Clenskych p tispevki. Pro nasledujici obdobi bude kazdému ¢lenu ptidél eno evidencni Cislo, to
bude vypséano ve sloZence, aby byla mozna kontrola placeni &l. ptispévki. Clenové budou
vyzvani, aby spolu s pfispévky na r. 2000 uhradili i pfipadnou dluznou ¢astku. Hospodar necha
natisknout nové slozenky.

5. Ruzné:

Piedseda podal navrh na kooptaci doc. RNDr. Petra Pikalka, CSc. do vyboru. Doc. Pikélek se podle
poctu ziskanych hlasti umistil pti poslednich volbach do vyboru GSGM na druhém misté, avsak pro

tehdejsi pracovni zaneprazdnéni nemohl pfijmout funkei ve vyboru. Vzhledem k této skutecnosti byl

doc. Pikalek jednomysIné€ schvalen a kooptovan jako dalsi mistoptedseda spolecnosti. Doc. Pikalek

s navrhem souhlasi.

Zapsalal. Relichova



Vyuctovani hospodareni GSGM za rok 1999

(na zakladé rozhodnuti vyboru a v souladu s odpeidajicimi pi‘edpisy je vedeno

samostatné uzemni hospodareni)

Ceska ¢ast

Zustatek k 31. 12. 1998

20 594,74 K¢

z toho:

na uctu KB 17 949,24 K¢

v hotovosti 2 645,50 K¢
Ptijmy v roce 1999

aroky zactu 90,16 K¢

Clenské prispévky 2 798,60 K¢

ptispévek firmy Boehringer 1 000,- K¢
celkem 3 888,76 K¢

Vydaje v roce 1999

poplatky za vedeni uctu a polozky 894,- K¢

Uhrada Skod zadoizené véci pii

konferenci GSGM Wratislaveé v roce 1998 2 250,- K¢

schlize vyboru GSGM (obcerstveni) 310,80 K¢

postovné za rozeslani IL ¢. 21 953,- K¢
celkem 4 407,80 K¢
Zistatek k 31. 12. 1999 20 075,70 K&

z toho:
na u¢tu KB 19 944 - K¢
v hotovosti 131,70 K¢

Vyuctoval: J. Dvorak



Slovenska ¢ast’

Zostatok k 31.12.1998 11 854,01 Sk
z toho:

A - konto 9 179,91 Sk

B - hotovost’ 2 674,10 Sk

A

ZruSenie uctu vo VUB 28. 4. 1999 (dok.1)

Zostatok na uéte (dok.1) +9 094,70 Sk

Bankové operacie - 85,21 Sk

Zalozenie nového uctu v Tatra Banke

28. 10. 2000 (dok.2)

Vklad na ucet (dok.2) +8 000,00 Sk

Prevedenie na hotovost’ z a¢tu VUB -1094,70 Sk

Prijmy z poplatkov k 31.12. 1999 (dok.3) + 1 546,59 Sk

Zostatok na ucte k 31.12.1999 (dok.3) + 9 546,59 Sk

B

Vybraté z uctu vo VUB +1 094,70 Sk

Clenské prispevky + 1 300,00 Sk

Prispevok na Studentsku

vedecku konferenciu (dok.4) - 676,40 Sk

Zakladag, obalky, xerox papier... (dok.5) - 386,60 Sk

Peciatky spolo¢nosti (dok.6) - 616,00 Sk

Zostatok hotovosti k 31.12.1999 + 3 389,80 Sk

Zostatok k 31. 12. 1999

+ 12 936,39 Sk

Vyuctovali: M. Slaninova, E. Miadokova



Usporadané a planované akce

Mendel Centenary Congress 2000

Ve dnech 7. az 10. bfezna 2000 uspotadala Mendelova zeméd¢lska a lesnickd univerzita v B¢ spolu

s Gesellschaft fiir Pflanagiichtung (Némecko), p od p atronaci Akademie véd Ceské republiky a

Genetické spole¢nosti G. Mendela ~ Mendel Centenary Congress, (MCC2000Kongres se konal

v rotund¢ pavilonu A na brnénském vystavisti a zicastnilo se ho 394 castnikil z 20 zemi.

Pti zahajeni kongresu vystoupili pozdravnymi projevy naméstek ministra zemédélstvi Ing. Rybnicek,
primator mésta Brna Dr. Duchoii, Prof. Nagata (Japan Mendel Society), Prof. Relichova (Geneticka
spole¢nost G. Mendela) a rektor MZLU Prof. Prochazka.

Podtitul kongreu znél: 100 years of genetics for plant breeding — Mendel, meiosis and markers.
V tomto duchu byly usporadany jednotlivé vyzadané prednasky do blokt, kde vystoupili pfednasejici

zZe zemi:

1. Mendelian genes — Principles and application in breedBwiecicki PL, Panayotov BG, Spunar
CZ, Goncharenko RUS, Wilde D, Jansen D, Weber D, Melchinger D.

2. Meiosis — Mechanism and genetic contit©@hadov RUS, Schweizer A, Lubberstedt D, Schwarzer
UK, Schubert D, Schmidt D.

3. Plant reproduction — Application in breedin§chwarz-Sommer D, Coupland UK, Mariani NL,
Dresselhaus D, Glimelius S.

4. The plant genome Molecular structure and functioiSchmidt D, Matousek CZ, Dolezel CZ,
Gierl D, Sasaki JAP, Gale UK.

5. NonMendelian phenomena — Impact of apparent and real exceptions to the laws of 1865:
Herrman D, Vyskot CZ, Tsunewaki JAP, Becker D.

6. Concluding lecturessalamini D, Frauen D.

Soucasti kongresu byla presentace 217 plakatovych sdéleni.

V bohatém spolecenském programu se uskutecnil seznamovaci vecirek, p rohlidka mésta, pfijeti
prednasejicich primatorem meésta Brna, setkani nasich Slechtitelit s némeckymi, navstéva Mendeliana,
koncert v bazilie na Mendelové namésti, exkurze do Lednice (Zahradnicka fakulta MZLU,
Mendeleum, Lednickdfalticky aredl) a do Moravského krasu a zavéreény vecirek ,,U kralovny
Elisky*“. O ptestavce koncertu p fednesl P. Klemens Richter, praprasynovec G. Mendela a rovnéz
augsstinian (ze Stuttgartu) prednasku ,,Vzpominky na Gregora Mendela“.

Prednasky i abstrakta plakatovych sdéleni byly publikovany ve Vortrage fiir Pflanzenziichtung, sv. 47
a 48, 2000.

Ucastnici se shodovali v tom, Ze kongres mél vysokou troveti, p fevazna vét§in  a prednasejicich
presentovala své prednasky zpiisobem, ktery poslucha¢iim ptinesl mnoho novych p ohledl na
problematiku genetiky a Slechténi, at’ jiz se jednalo o historicky pohled ¢i nejnovéjsi vyzkumy

Vv urcitych oblastech. VSichni shodné ocenovali perfektni organizaci a ptatelskou atmosféru po celou
dobu konaniCely kolektiv organizatoru vedli Prof. O. Chloupek MZLU Brno a Prof. G. R6bbelen
Gesellschatft fur Pflanzenziichtung Géttingen.

Text pozdravného projevu:

Allow me to greet you all on behalf of the Gregor Mendel Society of Genetics with its seat in Brno.

Tomorrow it will have been exactly 135 years since Mendel announced his concept of the origin and the
development of the hybrid. His audience were the members of the Natural Science Society in Brno, mostly
professors of the Technical Institute and the Modern Technical School and Brno intellectuals. These people
were highly motivated by the achievements of the Humboldtian science. They developed the dynamic



concept of Nature by making inventories of plants and animals in Moravia and Silesia within their
evolutionary studies. In this creative milieu Mendel presented his research into hybridization that he
regarded as ,the one correct way of finally reaching the solution to a question whose significance for the
developmental history of organic forms could not be underestimated”. In spite of the fact that Mendel met
no immediate significant support for his pea results, he went on studying the problem of hereditary units
transmission in other plants than peas and even in the bee. His interdisciplinary approach of a physicist
elaborating a mechanism of transfer of genetical units was incompatible with the then body of scientific
knowledge. Mendel‘s theoretical model, the first in biology, became acceptable for the mainstream of
science until in 1900.

After 1948 Mendelian genetics was rejected as the result of so-called bourgeois and reactionary Western
science by the pro-Soviet regime. The years of expurgation of Mendelian genetics were coming to an end
after 1958. The Czechoslovak Academy of Sciences organized an international Mendel Centenary
Symposium in 1965 preceded by fierce debates of geneticists and Lysenkoists. 1965 marked a definite
rehabilitation of Mendel's work in Czechoslovakia. In this connection it is worth mentioning the
symposium on Induction of Mutations and the Mutation Process of 1963 that entered history of genetics
marked by the names of Fahmy, Landa, Ondrej, Gichner, Veleminsky, Hagemann and Rébbelen.

We wish you every success in your scientific discussions on genetics that started in Brno by Mendel’s
discovery in 1865.

Deékujeme Dr. A. Matalové z Mendeliana za poskytnuti podkladi.

**%

Studentska vedecka konferencia 2000

V dioch 11.-12.4.2000 sa na Prirodovedeckej fakulte Univerzity Komenského v Bratislave konala
Studentska vedeckd konferencia. Na jej sponzorovani sa podiel’ala aj Geneticka spolo¢nost’ G.
Mendela. Autorka tohto prispevku zastupovala GSGM aj ako ¢lenka organiza¢ného vyboru
konferencie. SVK 2000 bola vynimoéna v tom, Ze sa p o prvy krét otvorila aj pre diplomantov
a doktorandov zo slovenskyché¢akych vysokych §kol, ako aj pracovisk SAV a AVCR. Na
konferenciu sa prihlasilo takmer 250 u¢astnikov z PRIF UK v Bratislave, SAV v Bratislave, SAV vo
Zvolene, CHTF STU v Bratislave, PRIF UPJS v KoSiciach, FPV UKF v Nitre, FPV UMB v Banskej
Bystrici, AF SPU Witre, PRIF UK v Prahe, PRIF UP v Olomouci, CHTF Univerzity v Pardubiciach,
PRIF MU v Brne a z Narodniho muzeaPwahe. Konferencia bola rozdelena na dve ¢asti. Prvé Gast’
prebiehala v piatich sekciach Morme sttaze. Zucastnili sa na nej posluchaci 1. -4. ro¢nikov.
V druhej Casti posluchaci 5. roénikova doktorandi prezentovali vysledky svojej doterajSej vedeckej
prace formou prednasok alebo posterovjid Casti konferencie bol aj pod zastitou GSGM v ydany
zbornik 175 abstraktov referdtov a posterovych prezentécii. Toto podujatie bolo UspeSné
aorganizatori oakavaju rovnako bohatu ucast’ studentov a doktorandov zo SlovenskaCeskej
republiky aj v roki 2001.

E. Miadokova



20. mezinarodni konference o genetice a molekularni biologii kvasinek
(Praha, 26.-31. 8. 2001)

Mezinarodni konference o genetice a molekularni biologii kvasinek jsou poradany pravidelné
ve dvouletych intervalech niznych zemich Evropy. Pfednasky prednich svétovych odborniki v roce
2001 v Praze budou prezentovanysedmi sympoziich a ¢tyfech minisympoziich, tématicky
pokryvajicich vSechny hlavni soucasné sméry genetického a molekularné biologického kvasinkového
vyzkumu. Vramci konference se rovnéZz uskuteéni 12 workshopi, umoz fujicich mladym védeckym
pracovnikiim prezentovat dosud nepublikované vysledky jejich kvasinkového vyzkumu v kratkych
sdélenich. Hlavni soucasti konference bude 20 sekci plakatovych sdéleni. Ocekéava se aktivni tcast
vice nez jednoho tisice ucastniki.

Modemi kvasinkovy vyzkum je ve svych p fistupech kombinaci metod klasické i molekularni
poznatkl o genomu kvasinky ~ Saccharomyces cerevisjgé bylo dosazeno Siroko U mezinarodni
spolupraci zainteresovanych odbornikt, a rovnéz i ocekavana brzka kompletace poznatkll o genomu
dalSi kvasinky, Schizosaccharomyces pombabizeji dnes velice atraktivni a jedine¢né
experimentalni systémy pro feseni zasadnich biologickych p ro  blémid. Mnoho novych p oznatk
Z oblasti genetiky a molekularni biologie kvasinek je bezprostfedné vyuzitelnych napt. ve vyzkumu
nadorovych onemocnéni ¢i v biotechnologiich.
Konference je pofadanav ~ prazském Kongresovém Centru p od zastitou Federace Evropskyc h
Mikrobiologickych Spole¢nosti (FEMS), Akademie Véd Ceské Republiky, Univerzity Karlovy
V Praze a jeji Piirodovédecké fakulty, pficemz hlavnim potadatelem je Mikrobiologicky ustav AV CR.
Blizsi informaci o p fedbézném programu konference a o terminech a po dminkach p tihlasek a
registrace Ucastnikd, o vysi registra¢nich p oplatkli i 0 moznostech ubytovani je mozno ziskat na
internetové strance

http://www.biomed.cas.cz/yeast20papi. na E-mailové adresgeast@biomed.cas.¢kontaktnimi
osobami jsou DrJiti Hasek a Dr. Eva Streiblova, Mikrobiologicky ustav AV CR, Videfiska 270/1083,
142 20 Praha 4).
Prvni oficialni oznameni budou rozesilanartbéhu cervence 2000, druha (upfesnéna) oznameni
spolu s vyzvou kaslani abstrakt pak v pribéhu listopadu 2000 (koneény termin pro zaslani abstraktl
je duben 2001). Konecny termin pro p otvrzeni ucasti je kvéten 2001. Vyse konferenc¢niho p oplatku
¢ini 430 $ (pii opozdéné registraci 530 $ ), pro studenty p od 30 let véku 250 $ (resp. 300 $). Pro
umoznéni Gcasti na ko nferenci pradatelé nabizeji stipendia pro omezeny pocet vybranych mladych
védeckych pracovnik.

Z. Palkova, P. Pikalek



Katedra genetiky a mikrobiologie

Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze,
Vini¢na 5, 128 44 Praha 2
tel.; 02/21953407, fax: 02/21953316, E-maitilbio@natur.cuni.cz
Vedouci katedry: Doc. RNDr. Petr Pikalek, CSc., tel.: 02/21953162, Egitalkk@natur.cuni.cz

(V ramci informaci o ¢eskych a slovenskych genetickych pracovistich
uvadéji IL dalsi pokracovani)

Uvod.

Katedra genetiky a mikrobiologie P¥F UK v Praze(dale jen KGM) je dnes svym po¢tem
pracovniki i spektrem diplomnich specializaci, které¢ védeckopedagogicky g arantuje a zajistuje,
druhym nejvétsim pracovistém ve svazku biologickych kateder prazské prirodovédecké fakulty. Co do
poctu studenttl, za jejichz specializa¢ni vychovu piimo odpovida, je vSak z nich jednoznac¢né katedrou
nejvetsi. Velice potéSujici je skut  eCnost, Ze se v poslednich nekolika letech Gispésné dati katedru
personalné ,,omladit“, a Ze na ni vedle zkusenych védeckopedagogickych p racovnikli dnes uspesné

pusobi i pomérné rozsahla fada jejich mladsich kolegt.
Historie.

KGM, ktera vroce 1959 na praz ské ptirodovédecké fakulté ptivodné vznikla slou¢enim
piislusnych oddéleni Ustavu pro anatomii a fyziologii rostlin a Mikrobiologického tstavu (s tehdejsim
nadzvemkatedra mikrobiologie a genetikyna historicky ponékud p ohnuty vyvoj. Samostatny
Genetickyustav, zalozeny v roce 1947 jednim ze zakladatel ¢eskoslovenské povaleéné genetiky prof.
Karlem Hrubym, vobdobi lysenkismu zanikl, a bylo mimotadnou zasluhou prof. Hrubého, Ze se tehdy
genetika na prazské ptirodovédecké fakult¢ mohla dal rozvijet pod oc ~ hrannymi kiidly zminéného
Ustavu p ro anatomii a fyziologii rostlin. Prvnim vedoucim KGM byl mikrobiolog doc. Jiii Starka.
Dominujicimi odbornymi sméry katedry byly tehdy p roblematika rtstu a déleni baktérii, fyziologie
baktérii, genetika bakteriofagii, mutacni a biochemicka genetika mikrobi, biochemicka a kvantitativni
genetika rostlin, cytogenetika rostlin, genetika hospodaiskych zvitat ap od. V roce 1965, ypiimé
souvislosti gehdej$im prazskym mezinarodnim mendelovskym kongresem a naslednym usnesenim
vlady CSSR o rozvoji genetiky, doslo k ustaleni dnesniho nazvu katedry.

Jiz od p ocatku 60. let na KGM puisobila (pod vedenim prof. Jaroslava Drobnika) pracovni

skupina zaméfena na studium struktury a funkce nukleovych kyselin, z nizv roce 1967 vzniklo
samostné biofyzikalni oddéleni. Katedra se tehdy pfejmenovala na katedru genetiky, mikrobiologic a
biofyziky. V letech 1970r8 KGM vedl genetik doc. Jan Necasek, a v letech 1978-1989 pak

mikrobiolozka prof. Olga Bendova. V. tomto obdobi také na KGM vznikla (zejména diky aktivitam
doc. Vladimira Vondrejse, Ing. Vojtécha Zavady, prof. Olgy Bendové a prof. Stanislava Zadrazila)
pomérné velmi silna pracovni skupina molekularni biologie, zajist'ujici vyuku a vyzkum v oblasti
molekularni biologie a genetiky mikroorgaimi.

V roce 1987 pteslo — zpolitickych diivodi - celé biofyzikalni oddé€leni (tehdy jiz pod vedenim
prof. Frantiska Fremutha) pod tehde;jsi katedru ochrany zivotniho prostredi, a KGM se vratila zpét ke
svému puvodnimu nazvu, pod nimz ptsobi dodnes. Zatimco odchod tehdejsich biofyziki pro KGM
neznamenal, p Ti existenci Gspé$né molekularné biologické skupiny, p rakticky zadnou ztratu, za
jednoznacny krok zpét 1ze pokladat rovnéz politicky vynuceny odchod skupiny genetiky zivocichti Dr.
Bohumira Knizete (v roce 1 970) pod katedru fyziologie Zivocichli, kde v prabehu dalsich let zcela
zanikla.

V bezprostiednim polistopadovém obdobi v letech 1989 -90 vedl KGM kratce virolog Ing.
Vojtéch Zavada, jednomysIné tehdy zvoleny do této funkce jak pracovniky, tak studenty kat edry. Po
ném se pak v fddném vybérovém fizeni stal vedoucim katedry biochemik, molekuldrni biolog a
molekularni genetik prof. Stanislav ZadraZil, do té doby vedouci védecky pracovnik UMG CSAV a



externi ucitel katedry. Ten vedl KGM az do roku 1998. Tehdy se na katedfe zformovala také
samostatna molekularné virologicka pracovni skupina (pod vedenim doc. Jitky Forstové),
s vynikajicim védeckovyzkumnym i laboratornim zazemim.

V soucasnosti zastava funkci vedouciho katedry genetik doc. Petr Pikalek.

Vyuka.
KGM zajistuje v magisterském studiu zakladni i specializacni vyuku, a to v integralnim

studijnim oboru Biologie jak v odborném, takiditelském sméru studia, a ve ¢tyfech diplomnich
specializacich odborného biologického studizenetika Molekularni biologie Mikrobiologie a

Virologie. V zakladni vyuce spole¢né pro v§echny studenty oboru Biologie - v obdobi prave
probihajiciho pfechodu od rigidnich ucebnich plant ke kreditnimu systému studia - KGM zajistuje
vyuku sedmi striktn€ povinnych ¢i povinné volite Inych zakladnich predmétd, a pro navazujici

specializaéni vyuku v diplomnich zamétenich nabizi né€kolik desitek dalSich p ovinng ¢i volné
volitelnych pfedmétt vybeérovych.

Ve Sk. roce 1999/2000 studovalo na KGMejich diplomnich specializacich ve tietim,
¢tvrtém a patém roce svého magisterského studia celkem na 70 diplomantt. O jejich vynikajici Grovni
sveéd¢i skutecnost, ze 16 z  nich, ktefi kon¢ili svoje studiumv ~ letoSnim jarnim terminu statnich
magisterskych zkouSek, obhdjilo diplomovou préaci s klasifikayborné*, a ze prakticky vSichni tito
leto$ni absolventi prezentovali vysledky svoji prace osobnim vystoupenim na védeckych
konferencich, a mnozi z nich je dokonce jiz zvetejnili formou p Gvodnich védeckych ¢lankl
v renomovanych védeckych Casopisech. Sa  moziejmosti je bézna praxe, Ze zadavana témata
diplomovych p raci jsou soucasti feseni oficidlnich vyzkumnych p rojektt (instituciondlnich i
grantovych), a Ze diplomanti jsou jejich aktivnimi spolufesiteli. B€Znou se stava v poslednich letech
rovnéz skute¢no st, Ze nejuspé$néjsi diplomanti katedry jsou pravidelné - v kompetici s diplomanty
ostatnich kateder prazské PfF UK - ocefiovani nejrizné€jSimi cenami za vynikajici studijni vysledky
(Cena Josefa Hlavky, Cena rektora UKifrodovédné kategorii, Cena Jaroslava Heyrovského apod.).

V doktorském studiu KGM garantuje a fidi vychovu doktorandii ve studijnich oborech
Molekularni a bunécna biologie, genetika a virologie (po témér desetiletém plisobeni prof. Zadrazila
jako piedsedy oborové rady je soucasnym piedsedou doc. Petr Pikalek) aMikrobiologie (sou¢asnou
predsedkyni pfisl. oborové rady je doc. Jaroslava Svobodova). Ve sk. roce 1999/2000 studovalo na
KGM v doktorském studiu celkem 72 doktorandii v prvnim uvedeném oboru (34 p rezencni a 48
kombinovanou formou), 22 doktorandi ve druhém uvedeném oboru (12 p rezenéni a 10
kombinovanou formou). Komu je vSak tieba jesté ptipocitat dal§ich 60 doktorandd oboru
Molekularni a bunécna biologie, genetika a virologie ze tii prazskych lékatskych fakult UK (41
VvV prezencni formé a 19 v kombinované formé studia), které zdejsi oborova rada administrativné
spravuje, protoze ma pfi UK jako jedind akreditaci v danych oborech doktorského studia.

Siroky vyukovy zabér jak v pregradudlnim, tak postgradualnim stupni studia mize KGM
zvladnout Jenom diky svoji dlouholeté koncepci rozsahlé a velmi intenzivni spoluprace jednak
spracovisti AV CR (pfedevsim s Ustavem molekularni genetiky, Mikrobiologickym ustavem,
FyZ|oIog|ckym Ustavem, Ustavem experlmentalnl botaniky, Ustavem molekularni biologie rostlin,
Ustavem zivo¢isné fyziologie a genetiky, Ustavem experimentalni mediciny apod.), jednak zejména s
genetickymi pracovisti sesterskych prazskych 1ékatskych fakult UK. Mnohé¢ specializacni predméty
z vyukové nabidky katedry jsou pravidelné vyu ¢ovany externimi uciteli z uvedenych mimofakultnich
ustavil a pracovist, a rovne€z zhruba polovina diplomantt a asi dv¢ tfetiny doktorandit KGM
vypracovavaji svou diplomovou nebo doktorskou disertacni praci mimo vlastni laboratote katedry.

Vyzkumna préce.

KGM je -piedevsim - koordina¢nim pracovi§tém jednoho z osmi fakultnich vyzkumnych
zamért (VZ MSMT CR 113100003: Regulace a signalizacezivych systémech, koordinator prof.
Stanislav Zadrazil), jehoz cilem je detailni poznani regulacnich p rocest, up latiuj icich se pfi
reprodukci ontogenezi a evoluci zivych organismil, se snahou charakterizovat signélni dréhy,
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zahrnuje oblasti molekularni biologie, biochemie, imunologigyojové biologie, genetiky,
mikrobiologie, virologie a fyziologie, a formou zce propojené fizené védecké spoluprace se na jeho
teSeni spolupodileji i pracovni skupiny ze 4 dalSich biologickych kateder PiF UK.

Katedra je rovnéz nositelem jednoho z vyznamnych a finan¢né ,,velkokapacitnich* grantovych
projekta MSMT CR v ramci celostatniho programu ,Posileni vyzkumu na V&ntigeny
tumorogennich virii: Vlastnosti, funkce a interakce se strukturami hostitelskych bunék, tesitelka doc.
Jitka Forstova).

Naprostou samoziejmosti je bézna praxe, Ze individualni dil¢i vyzkumna ¢innost pracovniki
KGM musi byt financ¢n€ zabezpecena ptidélenim odpovidajiciho grant  u. Pracovnici katedry, ktefi
trvale nejsou uspésni v grantovych kompeticich, maji podstatné sniZzenou moznost finan¢niho zajisténi
jak svého vlastniho vyzkumu, tak ptipadného zaclenéni studenti KGM do jeho feseni, a to se vSemi
neptiznivymi diisledky, které z toho pro né do budoucna vyplyvaji.

KGM byla vroce 1999 nositelkou nasledujicich vyzkumnych grantovych projekta:

A/ GACR
- 206/98/P250 Evoluce systémil pohlavnich chromosomt u pavoukovct (tesitel Dr. Jit

Kral)

- 204/98/0443 Uloha fosforylace proteinti v diferenciaci streptomyceti (fesitel Dr. Josef
Naprstek)

- 204/97/P009 Cytoplasmatické viry a plasmidy kvasinek (fesitel Dr. Martin Pospisek)

- 204/98/1195 Cytoplasmatické viry a plasmidy kvasinek jako modely pro studium
bunéénych funkci a vird vyssich eukaryot (feSitel Dr. Martin Pospisek)

- 204/97/0528 Molekularni mechanismy regulace exprese chromosomovych a
plasmidovych gent koryneformnich baktérii (feSitelka doc. Jaroslava Svobodova)

- 204/99/1196 Kvasinkové kolonie: Morfologie a signalni systémy (feSitelka doc. Zdena
Palkovd)

- 204/00/0271 Ultrastrukturni studia interakci antigenii polyomaviru se substrukturami
timto virem infikovanych bunék (tfesitelka doc. Jitka Forstova)

- 204/00/0629 Role membrany pfi interakci buiiky s exogennimi proteiny: Interakce
kvasinkoveéplasmatické membrany se zymociny (fesitelka doc. Blanka Janderova)

B/ FRVS (a ostatni programy MSMT CR)

- 1495 H Inovace vybaveni laboratoii pro zakladni a specializovana mikrobiologicka
praktika (fesitelka doc. Jaroslava Svobodova)

- OK 372 Polyomavirové pseudokapsidy jako vektory: Aplikace VRLgakapil pro
genetické a imunologické terapeutické ucely (fesitelka doc. Jitka Forstova)

C/ Interni GA UK

- 293/1999-B-BIO Mutace werostoucich bunikach Saccharomyces cerevisi@esitelka
Mgr. Zuzana Storchova)

- 111/1998-BBIO Evoluce karyotypu u vybranych skupin pavouku (fesitel Dr. Jifi Kral)

- 110/1998-B-BIO Fotosyntetické charaktékyg thylakoidnich membran inbredni a
hybridni kukufice a jejich role pfi genetické determinaci vysokého fotosyntetického
potenciah (fesitelka Mgr. Dana Hola)

- 103/1998-BBIO Ultrastruktura chloroplastti a fotosyntetické charakteristiky listt
kukufice na riznych mistech listové cepele a v prubéhu cirkadianniho cyklu (fesitelka
Mgr. Dana Hold)

- 164/1997-BBIO Utinek alkoholii na strukturu bakterialni cytoplasmatické membrany
(tesitelka doc. Jaroslava Svobodova)

- 82/1998-B-BIO Charakterizace mutaci zakladajicich vznild pagkoloniich kvasinky
Saccharomyces cerevisi@esitel doc. Vladimir Vondrejs)

- 130/2000-B-BIO Izolace a charakteriz&enenti Saccharomyces cerevisigezménénou
sensitivitou ke killer proteiniim (fesitelka doc. Blanka Janderova)



- 254/1997-BBIO Geneticka analyza morfologie kvasinkovych kolonii (fesitelka doc.
Zdena Palkova)

KGM je vsoucasnosti rovnéz feSitelskym praco  vi§tém vyzkumného p rojektuv — ramci
mezinarodniho mimotadné prestizniho grantového programu Howard Hughes Medical Institute
Award a to konkrétné ,,Structural Antigens of Papovaviruses: Functions, Cellular Interactions and
Utilisation* (HHMI No.7519554050%iesitelka doc. Jitka Forstova).

Zvlastni pozornosti zaslouZi naprosto mimofadné ocenéni vyzkumné prace KGM v letoSnim
roce, a to udéleni ceny Ugené Spole¢nosti Ceské Republiky doc. Zdené Palkové za jeji objevy, tykajici
se podstaty a mechanismil extraceluldrni komunikace mezi kvasinkovymi bunéénymi koloniemi.

Soucasné védeckovyzkumné zaméreni, €lenéni a personalni obsazeni

KGM je v soucasnosti neformalné organizaéné roz¢lenéna na Ctyfi vétsi pracovni skupiny
(jejichz vyzkumna problematika se Casto vzajemné prekryva), a to:

1/ Molekularni biologig(vedouci prof. Stanislav Zadrazil, a dale doc.Vladimir Vondrejs, RNDr.

.......... Martin PospiSek, Mgr. Zuzana Storchova, Mgr. Tomas Masek, Mgr. Vaclav Vopalensky)

2/ Genetika(vedouci doc. Petr Pikalek, a dale dBdena Palkova, RNDr. Marie Ko¢ova, RNDr. Jifi
Kral, RNDr. Roman Krejéi, RNDr. Michaela Schierova, Ing. Jana Musilova, Mgr. Dana Hola,

Mgr. Lucie Minarikova, Mgr. Anna Vi¢ankova, Mgr. Tomas Adamec, Mgr. Martin Kuthan,)

3/ Mikrobiologie (vedouci doc. Jaroslava Svobodov4, a dale doc. Blanka Janderova, RNDr. Ivo
Konopasek, RNDr. Josef Naprstek, RNDr. Blanka Zikanova, Mgr. Hana Flegelova, Mgr. Irena
Horova, Mgr. Ondfej Toman, Mgr. Jifi Masin)

4/ Virologie (vedouci doc. Jitka Forstova, a dale RNDr. Jifina Hahnové, Mgr. Hana Spanielova,

Mgr.Dana Hollanderova, Mgr. Petra Mannova, Mgr. Zuzana Richterova).

Vyzkum je vramci téchto neformalnich pracovnich skupin konkrétnéji zaméfen zejména na
studium cytoplasmatickych genetickych determinantt u hub (dil¢i pracovni podskupina Dr. Pospiska),
na studium killer fenomenu u kvasinek (pracovni podskupina doc. Janderové), evoluce novych
vlastnosti kvasinek za rtiznych selekénich podminek (pracovni podsk upina doc. Vondrejse),
extracelularni komunikace a signalizace u kvasinek (pracovni podskupina doc. Palkové), genetické
variability ve fotosyntetickych charakteristikdch kulturnich plodin (pracovni podskupina Dr. KocCové),
genetické regulace metabolismu siryAspergillus terreus(pracovni podskupina Dr. Schierove),
genetické mapy basidiomyceRhanerochaete chrysosporiupracovni podskupina doc. Pikalka),
karyotypizace pavoukovct (pracovni podskupina Dr. Krale), tilohy cytoplazmatické membrany
Vv adaptacni odpovedi baktérii na Sokoveé podminky prostiedi (pracovni podskupina doc. Svobodové),
antigend nadorovych DNA -viril a jejich interakcei se strukturami hostitelskych bunék (pracovni
podskupina doc. Jitky Forstové), a kone¢né na studium struktury a funkce pozdni ch antigent
polyomaviru a vyuziti ziskanych p oznatki v genové terapii (rovné€z pracovni podskupina doc.
Forstove).

P. Pikalek
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Projednani upraveného navrhu stanov GSGM

Vzhledem kzastaralému znéni platnych stanov GSGM, které bylo spojeno s 0samogtnénim
sekce obecné genetiky CsBS v dobé existence Ceskoslovenské republiky, p fipravil vybor nové
upraveny text stanov a predklada ho na strankach IL v§em ¢lenim GSGM k obecné diskusi. VSechny
pripominky a névrhy zasilejte, prosim, do konce fijna tr. jed natelce spole¢nosti prof. RNDr. J.
Relichové, Csc. (Katedra genetiky a molekularni biologie, PTF MU, Kotlatfska 2, 611 37 Brno, CR).
Kone¢né znéni bude schvaleno spolu s vypsanim a realizaci voleb nového vyboru spolecnosti.

*kk

GENETICKA SPOLECNOST GREGORA MENDELA

(STANOVY SPOLECNOSTI)

l.
Poslani a cile spole¢nosti

§1

(1) GENETICKA SPOLECNOST GREGORA MENDELA (dale jen GSGM) je dobrovolné sdruzeni
pracovniki zabyvajicich se genetikou, a to jak profesionalné, tak soukromé z vlastniho zajmu. Cilem
GSGM je sdruzovat genetické pracovniky a zajemce o genetiku, zprostiedkovavat odbornou
komunikaci mezi nimi navzajem i se zahrani¢nimi genetiky, zajiSt'ovat jejich informovanost o
nejnovéjsich smérec h a poznatcich wboru genetiky, vytvaret podminky pro prezentaci jejich
védeckovyzkumné prace v oboru genetiky a podilet se na koncep¢ni, poradenské, prognostické a jiné
¢innosti v tomto oboru.

(2) GSGM vznikla jako sdruzeni registraci ve smyslu zak.¢. 83/1990 Sb.
(3) GSGM se vyélenila z Ceskoslovenské biologické spoleénosti. Navazuje na program a &innost jeji
Sekce pro obecnou genetiku (pfejmenovanouv  roce 1990 na GSGM), a je proto vtomto smyslu
pokracovani této sekce jako samostatna spolecnost.

§2
(1) GSGM je pravnickou osobou a vykonava ¢innost v souladu se svym poslanim.
(2) GSGM pusobi na tzemich Ceské Republiky a Slovenské Republiky. Sidlem GSGM je Brno
(Ceska Republika).

§3

(1) Své poslani a cile uvedené v § 1 odst. (1) GSGM napliiuje zejména tim, ze
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a/ organizuje a porada védecké konference, seminate, pracovni setkani, prednasky, diskuze,
Skolici kurzy, tématické zajezdy a jiné obdobné spolecenské akce, zamétené na genetickou
problematiku;

b/ zpracovava a predklada prislusnym odbornym p  racovistim, stditnim organiim a ostatnim
subjektim navrhy, podnéty a doporuceni k opatienim, tykajicim se oboru genetiky;

¢/ vyjadiuje se k védecké a p ublikacni Cinnosti a dal$im védeckym a odbornym aktivitdm
v oboru genetiky;

d/ podle moznosti vypisuje sou téze a ocenuje vyznamné vysledky pedagogické,
védeckovyzkumné a odborné ¢innosti v oboru genetiky;

e/ vydava pisemny informacni bulletin a popf. 1 dalsi pisemné materialy, zamétené na
problematiku genetiky a poskytujici informace o tuzemskych i zahrani¢ni ch akcich souvisejicich
s problematikou genetiky;

f/ poskytuje svym ¢lentim odbornou pomoc.

(2) GSGM spolupracuje Geskoslovenskou biologickou spole¢nosti i s dalsimi ¢eskymi a
slovenskymi védeckymi spole¢nostmi. V zahrani¢i spolupracuje predevsim s genetickymi
spole¢nostmi sdruzenymi ve FEGS (Federation of European Genetic Societies).

Clenstvi
§4
(1) Clenstvi v GSGM je tadné nebo Gestné.

(2) Clenem GSGM muize byt fyzicka osoba starsi 18 let, jestlize pisemné pozada o &lenstvi v GSGM a
pisemng prohla si, Ze bude v. GSGM plisobit ve smyslu jejich stanov. O pfijeti za ¢lena rozhoduje
vybor GSGM.

(3) Fyzické osoby mladsi 18 let mohou byt ¢ekateli na &lenstvi. Cekatelé maji pravo vyuzivat viech
vyhod GSGM, nemohou vSak volit a byt voleni do samospravnygmiGSGM. Dovr§enim véku
18 let se cekatelé na Clenstvi automaticky stavaji cleny GSGM se vSemi pravy a povinnostmi fadnych
¢lentt GSGM.

(4) Cestnym &lenem GSGM se miiZe stat vyznamny domaci (tzn. Gesky nebo slovensky) nebo
zahrani¢ni védecky odbornik, piis obici voboru genetiky, nebo i védecky pracovnik z jiného oboru,
ktery se vyznaénym zptisobem zaslouzil o rozvoj genetiky. Cestny &len je zpro§tén povinnosti platit
&lenské piispévky. Cestni ¢lenové jsou voleni plénem GSGM po projednani a piedlozeni piislu $ného
navrhu na cestné Clenstvi vyborem GSGM.

Prava ¢lenu
8§5

(1) Kazdy tadny i Cestny ¢len ma pravo:

a/ ziCastiovat se vSech akci pofddanych GSGM a byt informovan o terminech jejich konani a
0 jejich programui;

b/ byt informovan o ¢innosti GSGM, tzn.  dostavat zdarma a pravideln¢ informaéni bulletin
GSGM a popt. i dalsi pisemné materialy ptipravované vyborem GSGM pro informovani ¢lenstva;

¢/ volit a byt volen do samospravnych orgdni GSGM;

d/ stat se ¢lenem odbornych komisi, pracovnich skupin a jinych odbornych organti, pokud jsou
v GSGM ucelové ustaveny ¢i jmenovany;

e/ vyjadfovat se k  Cinnosti GSGM ak praci jejiho vyboru, a predkladat, p rosazovat a
obhajovat svoje vlastni navrhy, podnéty, iniciativy a kritické pripominky;
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f/ podavat navrhy na udélen 1 ¢estného Clenstvi, p opf. ocenéni, ¢estného uznani ¢i jiného
vyznamenani GSGM, pokud je takové ocenéni, uznani nebo vyznamenani udélovano;

g/ jednat a hlasovat o vSech navrzich podavanych vyborem GSGM plénu nebo valnému
shromazdéni k rozhodnuti.

Povinnosti ¢lent
86

(1) Radny ¢len GSGM je povinen zejména:
a/ dodrzovat stanovy GSGM a aktivné se podilet na jeji ¢innosti;
b/ plnit povinnosti vyplyvajici zeho piip. funkci v samospravnych ¢i jinych organech GSGM,;
c/ platit pravideln€ ve stanovenych terminech a ve stanovené vysi ¢lenské ptispévky;
d/ za vSech okolnosti dodrzovat v§eobecné uznavané normy a zasady etiky védecké prace.

(2) Cestny &len GSGM ma stejné povinnosti jako fadny &len, kromé povinnosti platit ¢lenské
prispévky.

(3) Clenské piispé vky ve vysi stanovené a schvalené podle § 8 odst. (2) pism. e/ plati viichni Fadni
¢lenové GSGM, krom¢ ¢ekatelil na Clenstvi (§ 4 odst. (3)) a studentt. Cekatelé na ¢lenstvi a studenti
plati pravidelné ve stanovenych terminech ¢lensky piispévek v polovi¢ni vysi.

Zanik ¢lenstvi
87

(1) Radné nebo &estné &lenstvi v GSGM zanika:
a/ pisemnym prohlasenim ¢lena, ze z GSGM vystupuije;
b/ tmrtim ¢lena;
¢/ vyloucenim ¢lena.

(2) Radny nebo &estny ¢len miize byt z  GSGM vylouden pouze ze zavaznych diivodd, a to zej meéna
tehdy, jestlize se prokazatelné provinil proti platnym zakonim Ceské Republiky (u ¢eskych ¢lent)

nebo Slovenské Republiky (u slovenskych ¢lentt), nebo jestlize jeho jednani je v rozporu se stanovami
GSGM.

(3) Radny ¢len mize byt z  GSGM vylouéen také p ro neplaceni &lenskych p fispévki, a to po dobu
nejméné dvou let, pficemz byl v pribéhu této doby alespoii jednou prokazatelné k zaplaceni dluznych
Clenskych ptispévkl pisemné vyzvan.

(4) O vylougeni ¢lena jedna a rozhoduje vybor GSGM na zaklad¢é odivodnénéh 0 pisemného navrhu
kteréhokoli ¢lena GSGM, a to na svém nejbliz§im zasedani. Proti rozhodnuti vyboru GSGM se ¢len
muze odvolat k nejbliz§imu valnému shromazdéni GSGM, které je povinno odvolani projednat a sdélit
prostfednictvim vyboru GSGM ¢lenovi svoje ko necné rozhodnuti. Proti rozhodnuti valného
shromézdeénti jiz neni odvolani.

(5) Zanikem clenstvi nevznika narok na vraceni jiz zaplacenych clenskych ptispévku.

(6) Vylouceny fadny ¢len mtize znovu pozadat o Clenstvi v. GSGM nejdfive po trech letech od svého
vylouceni.

(7) Cestné &lenstvi, které zaniklo dobrovolnym vystoupenim &lena nebo jeho vylou¢enim (§ 7 odst. (1)
pism. a/ nebo ¢/) jiz nelze obnovit.
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Samospravné organy GSGM

88
(1) Samospravnymi orgadny GSGM jsou:
a/ plénum GSGM;
b/ valné shromazdéni GSGM;
c/ vybor GSGM;
d/ revizofi uc¢ta GSGM.

(2) Plénum GSGM tvoii vSichni ¢lenové GSGM. Plénum je nejvyssim samospravnym organem
GSGM, ktery projednava, vyjadfuje se a rozhoduje o vSech zakladnich otazkach ¢innosti a existence
GSGM. Do vyluéné pravomoci pléna GSGM patii:

a/ volba ¢leni vyboru GSGM;

b/ volba revizord ucti GSGM;

¢/ volba Cestnych ¢lentt GSGM;

d/ schvalovani stanov GSGM a jejich ptip. zmén, prav a dopliki;

e/ schvalovani vyse Clenskych prispévki GSGM;

f/ schvalovani ptip. navrhu na zruSeni GSGM.

(3) Ke vSembodium uvedenym v § 8 odst. (2) pism. a/ az f/ se plénum GSGM vyjadiuje tajnym
hlasovanim, a to p isemnou anonymni formou, kterou uréi vybor GSGM. Pfislusny navrh, o némz
plénum hlasovalo, se poklada za schvaleny, jestlize pro n& hl asovalo vice nez 50 % hlasujicich ¢lenti
GSGM, pricemz se hlasovani musi zucastnit alespoil 50 % vSech ¢lent GSGM.

(4) Valné shromazdéni GSGM je svolavano vyborem GSGM podle potieby, nejméné vsak jednou za
tfi roky. Vybor GSGM je kromé toho povinen svolat v alné shromazdéni, pozada-li o to nejméné 10 %
¢lenit GSGM. Na kazdé valné shromazdéni musi byt pozvani vSichni ¢lenové GSGM. Valné
shromazdéni pak predstavuji ti ¢lenové GSGM, ktefi se ho osobné¢ zucastnili, p ficemz ve svém
souhrnu na tomto valném shroméazdén i musi tvofit nejméné 10 % veSkerého ¢lenstva GSGM. Za této
podminky je valné shromazdéni GSGM usnéSenischopné a miize pravoplatné hlasovat.

(5) Pisemné pozvanky na valné shroméazdéni musi obsahovat navrzeny program jednani a vSechny
ptislusné navrhy, kter é vybor GSGM predklada valnému shromazdéni k projednani a schvéleni.
Pozvanky musi obdrzet vSichni ¢lenové GSGM nejméné dva mésice pred vlastnim zasedanim valného
shromazdéni.

(6) Do vyluéné pravomoci valného shromazdéni GSGM patii projednavani a schvalovani:

a/ zpravy o ¢innosti vyboru GSGM za uplynulé funkéni obdobi;

b/ zpravy revizora ucti GSGM o hospodateni spolecnosti v uplynulém tiiletém obdobi od
posledniho zasedani valného shromédzdéni GSGM;

¢/ zasad a zakladnich smérti ¢innosti GSGM pro nasledujici funkéni obdobi;

d/ rozpoctu GSGM pro nasledujici funkéni obdobi;

e/ navrhli na ¢leny vyboru GSGM na nasledujici funkéni obdobi (o nichz pak nasledné hlasuje
plénum GSGM, viz § 8 odst. (2) pism. a/);

f/ navrhti na pfip . zmény, Gp ravy a dopliky stanov G SGM (o nichz pak nasledné hlasuje
plénum GSGM, viz § 8 odst. (2) pism. d/).

(7) Kbodtim uvedenym v § 8 odst. (6) pism. d/ a e/ se na valném shromazdéni hlasuje tajné. Ptislusny
navrh se pak poklada za schvaleny, pokud pro né&j hlasovalo vice nez 50 % pfitomnych ¢lentt GSGM.

(8) Vybor GSGM je organiza¢nim organem, ktery organizuje a fidi ¢innost spolecnosti. Vybor GSGM
se sklada predsedy, tii mistopiedsedu, tajemnika, hospodate, vykonného redaktora informaéniho
bulletinu a dalsich péti ¢lend. Do téchto fun kci jsou €lenové vyboru voleni tajnym hlasovanim
vyborem GSGM.

14



(9) Funkéni obdobi vyboru GSGM je tiileté.

(10) Vybor GSGM se schazi nejméné dvakrat ro¢né. Jeho hlavni ¢innosti je:

a/ organizace a fizeni ¢innosti GSGM podle zasad a hlavnich smérd ¢innost i spole¢nosti
schvalenych valnym shromdzdénim GSGM;

b/ organizace a pfiprava seminait, celostatnich védeckych konferenci a dalSich
celospolecenskych akci GSGM;

¢/ ptiprava programu a svolavani valného shromazdéni GSGM;

d/ projednévani a piiprava navrhti pro valné shromazdéni GSGM podle § 8 odst. (5);

e/ ptiprava a predkladani navrha, schvalenych valnym shromazdénim, plénu GSGM;

f/ projednavani, schvalovani a tématicka ptiprava naplné jednotlivych ¢isel informaéniho
bulletinu GSGM a organiza¢ni zajisténi jeho vydavani;

g/ vedeni uctt GSGM a hospodateni s finan¢nimi prostfedky GSGM podle rozpoctu
schvaleného valnym shromazdénim.

(11) Revizofti ¢t GSGM dohlizi na hospodafeni s finan¢nimi prostfedky GSGM. Pro dané funk¢ni
obdobi jsou plénem GSGM voleni vz  dy dva revizofi (jeden za Ceskou Republiku a druhy za
Slovenskou Republiku). Za svou ¢innost se zodpovidaji valnému shromazdéni GSGM, kterému
predkladaji svou zpravu o hospodafeni GSGM v daném funkénim obdobi. Ve svoji revizni ¢innosti se
fidi pravnimi piedpisy, obecné platnymi v Ceské Republice a ve Slovenské Republice. Jejich funkéni
obdobi je trileté.

Pravni postaveni, majetek a hospodaieni
§9
(1) Statutarnim zastupcem GSGM je predseda vyboru GSGM, ktery mize pro jednotlivé dil¢i ukoly,
vyplyvajici ztéto funkce, pisemné povéfit nékterého z dalsich ¢lentt vyboru GSGM.
§ 10
(1) K materialnimu zabezpeceni ¢innosti GSGM slouzi:
a/ Clenské prispévky;
b/ dotace;
¢/ dary a dédictvi;
d/ zisky zvlastni ¢innosti GSGM, zejména z potadanych védeckych akci.
(2) Za hvspodateni GSGM, za dodrzovani finanénich ptedpist a kontrolu uéetnich dokladi, za
Cerpani prostiedki v souladu becné platnymi zakonnymi piedpisy a rozhodnutimi vyboru
GSGM odpovida hospodai vyboru GSGM.
(3) V piipadé zaniku GSGM rozhoduje o majetkovém vyp ofadani pfislusna likvidaéni komise
GSGM, ktera bude tomu Géelu jmenovana plénem GSGM.
Prechodné a zavérecna ustanoveni
§11
(1) Tyto stanovy nabyvaji u¢innosti dnem registrace GSGM.
(2) Kterykoli ¢len GSGM ma pravo predkladat navrhy a podnéty na zmény, upr avy a dopliiky ve

stanovach GSGM. Sviij navrh podava pisemné vyboru GSGM, ktery je povinen jej projednat
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na svém nejbliz§im zasedani a nasledné jej se svym vyjadienim piedlozitk  projednani a ke
schvaleni nejbliz§imu valnému shromdzdéni GSGM, kter¢ ptipravi kone¢ny navrh téchto
zmén p ro jeho predlozeni a schvaleni plénem GSGM. Zmény stanov schvalené plénem

GSGM jsou pak vyborem GSGM oznameny ve smyslu § 11 odst. (1) zak.¢. 83/1990 Sb.
Ministerstvu vnitra Ceské republiky a nabyvaji i¢innosti dnem, kdy toto ministerstvo pisemné
oznami, Ze je bere na védomi.

(3) Toto znéni stanov pfipravil a schvalil vybor GSGM dne 24. 5. 2000, projednalo a schvalilo
valné shroméazdéni GSGM dne ...... , a schvalilo plénum GSGM dne .......
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Co nového v genetice

Terminalne diferencované tkanivoDrosophila melanogastermodel pre
mechanizmus regulacie génovej expresie pri diferenciacii
eukaryotickych buniek

Robert FARKAS

Laboratérium genetiky, Ustav experimentalnej endokrinolégie, Slovenska akadémia vied,
Vlarska 3, 83306 Bratislava

1. Uvod

Hoci ovocna muskBrosophila melanogastet stala modelovym objektom genetiky uz zaciatkom
20. storocia, k nezvycCajne burlivej exploatacii jej vyskumu v Sak dok az od druhej polovice 70 -tych
rokov, najmé zasluhou p ostupného hromadenia niekol’kych kl'a€¢ovych metdd a technik vyrazne
ulah¢ujucich a nalyzu vyvojovych procesov zvias embryi (Lewis a Bacher, 1968; Limbourg a
Zalokar, 1973; Zalokar, 1981; Wieschaus a Nusslein-Volhard, 1986). Popri rozmachu Studia
embryogenézy a identifikacie génov esencialnych pre determinaciu A-P a D-V osi, segmentaciu a
organogenézu (Sandler a kol., 1968; Lewis, 1978; Nusslein-Volhard a Wieschaus, 1980; Jirgens a
kol., 1984; Nusslein-Volhard a kol., 1984; Wieschaus a kol., 1984; Schiipbach a Wieschaus, 1986) sa
intenzivne skimal proces odozvy pufov (lokalnych dekondenzacii euchromatinu, kde prebieha
intenzivna transkripcia (Pelling 1959; Berendes, 1972)) v polyténnych chromozémoch na steroidny
hormén ekdyzon (obr. 1), ktory riadi larvalne zvliekania, metamorfézu i fertilitu imag. Clever a
Karlson (1960) injikaciou ekdyzonu do lariev pakoméafivironomusna konci posledného instaru
dosiahli indukciu pufov identickych s tymi, ktoré sa objavujuvivo tesne pred metamorfézou.
Nasledne Clever (1964) a Clever a Romball (1966) v pokusoch s proteosyntetickymi a transkripénymi
inhibitormi ukézali, Ze medzi tzv. skorymi na ekdyzon rychlo reagujiicimi pufmi a stredne neskorymi
¢i vel'mi neskorymi pufmi je uréita zavislost’, pricom neskoré pufy sa neobjavuji bez indukcie skorych
lokusov a su dokonca zavislé od expresie génov v skorych pufoch. Tymito pracami bolo po prvy kréat
ukéazané, ze steroidné hormény mozu p 6sobit’ priamo na gény a polozili sa zéklady $tadia
molekularneho mechanizmu G¢inku steroidnych, tyroidnych a retinoidnych horménov u stavovcov. Aj
ked’ mechanizmus G¢inku malych 1 ipofilnych ligandov je uz desiatky rokov intenzivne $tudovany a
identifikacia prvych nuklearnych receptorov na kratky ¢as predbehla vyskum u Drosophilg musi
model dodnes poskytuje jeden z najvhodnejSich systémov pre analyzu interakcie hormonélne
riadenychgénov vzhl'adom na ich ulohu p ri diferenciacii buniek a v terminalnych fazach vyvoja
jedného tkaniva. Larvalne slinné Zl'azy =~ Drosophila s obrovitymi polyténnymi chromozémami su
takymto terminalne diferencovanym a na hormén ekdyzon vel'mi citlivym tkanivom, k ~ de mdzeme
pomerne jednoduchou cytogenetickou technikou sledovat’ priebeh zmien v aktivite navzajom
hierarchicky interagujucich génov. Prave tomuto momentu by sme chceli venovat’ pozornost’ v
nasledujucich kapitolach prispevku.

2. Pufy a puffing na polyténnych chromozémoch

Pre svoje nepochybné vyhody voci inym druhom hmyzu, analyza pufov na polyténnych
chromozomoch larvalnych slinnych zliaz Drosophilasa doc¢kala najviacsej pozornosti uz na pociatku
vyskumu vztahu ekdyzon -gény. Becker (1959, 1962) podisgskyt pufov na Favom ramene 3.
chromozému p ocas puparizacie a dokazal zavislost ich indukcie od vylucenia ekdyzonu z
protorakalnych Zliaz na konci posledného larvalneho instaru. V priebehu viacerych rokov potom
Ashburner (1967, 1969, 1971, 1972b,c) doplnil Beckerove prace a skompletizoval celi sekvenciu
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vyskytujucich sa pufov od konca posledného larvalneho instaru az po zanik slinnych Zliaz na konci
prepupélneho obdobia. Identifikoval celkove 193 pufov, ktorych vyskyt rozdelil do 21 Stadii (PS1-
PS21) pokyvajtcich poslednych priblizne 24 hod Zivota slinnej Zl'azy (Ashburner, 1972a; Ashburner

a Berendes, 1978). Polyténne chromozdomy slinnych Zliaz sa stavaju technicky pouzitelnymi pre

Stadium pufov v druhej polovicke posledného t.j. 3. larvalneho instaru, ke dy u nich prebieha tzv.
interekdyzialne Stadium charakterizované vyskytom nizkeho po¢tu prominentnych pufov 3C11, 25B,

68C, 90BS, ktoré nesu skupinu génov kodujucich funkéne pribuzné sekretorické proteiny (salivary

glue secretion; Sgs) sliziace po vyluceni do lumenu a d’alej cez Gstny otvor ako lepidlo na uchytenie

puparia k podkladu. Indukcia tychto p ufov a expresia v nich uloZzenych Sgs génov je pod
koordinovanou kontrolou vel'mi nizkeho ale stabilného titru hormoénu ekdyzonu v cirkulacii pocas

tohto obdobia (DeReggi a kol., 1975; Richards, 1981). Interekdyzialna faza trvd 16 — 18 hod a je
doprevadzana tvorbou velkych sekre¢nych grantl neskor vypliujtcich celu cytoplazmu buniek

slinnych zliaz (obr. 2). Ukonéenie interekdyzialneho obdobia nastava prudkym zvysen im endogénnej
hladiny ekdyzonu, ktoré zastavi prijem potravy, ,,vyzenie“ larvy zo zivnej pody a spdsobi ich zdanlivo
bezcielne putovanie asi na 45 +od, ktorého ucelom vsak je najst’ si vhodné miesto k puparizacii

pokial’ mozno ¢o najd’alej od vlhkej az kvap alnej pddy; tu sa prave uplatni lepivy glej zo slinnych
zliaz a zabrani aby imobilné puparium ¢i kukla spadli do kvapalnej pody. Zvyseny titer ekdyzonu v

prvom rade vyvola na polyténnych chromozémoch rychlu indukciu tzv. skorych pufov na lokusoch
2B5, 23E, 63F, 74EF, 75B a regresiu interekdyzialnych pufov 3C11, 25B, 68C, 90B5 (obr. 3).
Aktivacia génov na skorych lokusoch, z ktorych ako prvé behom 10-15 min reaguju 74EF a 75B,
spojena s regresiou interekdyzialnych pufov 3C11 a 68C je povazovana za prechod zo  Stadia PS1 do

PS2. V priebehu prvych 4 hodin zvysenej hladiny ekdyzonu pocas ktorého sa dosiahne stadium PS4

skoré pufy 74EF a 75B sa zva¢Suju a dosahuju svoju maximalnu velkost’, nasledne ¢oho za¢nti

podliehat’ pomalej regresii. Medzitym, pocas $tadia PS2, sa objavuju eSte sekundarne skoré pufy na
lokusoch 50CD, 71DE, 83E a 93D (obr. 4) a v Stadiu PS3 pribudna pufy 58DE, 72D a 96E
(Ashburner, 1972b.c). Pocas PS4 regresuje puf 10EF, ktory patri medzi malo aktivne v

interekdyzialnej periéde a ako novy sa akjev62E. V Case PS5 ked’ zaCina sekrécia Sgs proteinov do

limenu Zlazy (obr. 2), regresuje predtym malo vyrazny puf 16A, ktory sa objavuje na konci PS2 a

aktivuju sa nové pufy 55E, 67B a 70C. V §tadiu PS6 nedochadza k Ziadnej regresii, ale naopak,

aktivuju sa tzv. pozdné skoré pufy 12E, 16DE, 21F, 33E a 78D a rapidne sa zvac¢$uja 50CD, 62E a

63F. Stadium PS7 je charakteristické aktivadibEF, 29F a 98FPuf 63F zadina regresovat’ a 78D sa
evidentne zvicsuje. PoCas PS8 sa povedla vel'mi aktivneho 2B5 objavuje  puf 3A, zvacsuja sa 23E,

33E, 47A, 85F a 88D. Puf na lokuse 34A sa stava inaktivny. Prechodom do Stadia PS9, kedy sa
jedinec stava imobilnou larvou, aktivuju sa tzv. neskoré pufy 8D, 9EF, 36E, 63E 66B a zvic¢suju sa

10EF, 21F, 22C, 71DE, 72DE, 82F a 98Mbr(d). V stadiu PS10 ked’ vznika prepupa a nastava
expektoracia gleja zo slinnych zliaz, regresuje puf 2B5 a svoju vel'kost’ zvacsuju 9EF, 11B, 12E, 63E a

naopak, iplne miznt skoré pufy 74EF a 75B. Pocas PS11 sa zvySuje aktivita na lokusoch 2E, 3A, 29F,

66B a 91D a regresuju pufipA, 43E, 44AB, 76B a 95F. Ako nové sa vtedy objavuju pufy 7D, 25D a
61C. V obdobi PS12 regresuju 3A, 12E, 21F, 22C, 23E, 63E, 82F, 88D a 98F. Sucasne sa zvicSuje

priemer pufov 39BC, 46F, 58D a 93D. Stadium PS13 sa vyznaduje zvicseni m pufu v lokuse 4F,
znovuobjavenim sa pufu 75B, vytvorenim nového pufu 76D a regresiou pufov na lokusoch 2EF, 29F a
66B. V dalSom $tadiu, t.j. v PS14 sa zmen$uju pufy 4F a 39BC, zatial’ ¢o puf 93D regresuje a de novo

sa aktivuje lokus 99E. V Stadiu PS15 sa vyrazne zvySuje aktivita na lokusoch 58DE, 59F, 60B a
90BC,; regresii podliehaju pufy 76D a 83EPS16 regresuju 2EF, 4F, 96E a 99E. V tom istom ¢ase sa

aktivuji pufy na lokusoch 15C, 52AC, 63E, 100DE a markantne sa zvicsuje puf 85DF. Pocas PS17

zostavaju aktivne pufy z predoSlého PS a intenzivne sa aktivuju 36F, 43E, 50CD a klesa aktivita 59EF
a 60B.V stadiu PS18 sa zvicsuje priemer pufu 63E a de novosa aktivuje puf 69A. Vstupom do Stadia
PS19 rastie aktivita na lokusoch 2B-EF, 13E, 22A, 23B, 32C, 33E, 66B, 74EF, 75B-CD, 93F a 96E, z
ktorych mnohé boli predtym malo vyrazné. V predposlednom §tadiu, t.j. v PS20 sa okrem regresie
60B a 74EF kvalitativne nemenia ziadne pufy v porovnani s PS19; u niektorych sa vSak Ciastocne

meni vel’kost’. V obdobi PS21 prud ko regresuju pufy 3C, 39BC a 50CD; zvysi sa aktivita lokusov
26B, 29BC, 62E a 88D. Na 4. chromozéme sa vyskytne puf 102A. Po Stadiu PS21 sa vyvin slinnych
Zliaz kon¢i kompletnou histolyzou, ktorej prvé naznaky sa objavuju v PS15  -16 (Ashburner, 1972a;
Ashburner a Berendes, 1978; Farkas, 1991).
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2.1. Regula¢né vztahy v ramci puffingu - sekvenéna aktivacia génov

Velkou p rednost'ou opisaného modelu je moznost kultivovat’ slinné Zl'azy v chemicky
definovanom médiun vitro a iniciovat’ zmeny p uffingu identi cké s tymi, ktoré boli pozorovarig
vivoiba pridanim ekdyzonu (Ashburner, 1972b; Farka$ a Sutdkova, 1998). To utvorilo prileZitost' k
uskutocneniu experimentov, o ktorych by sa nedalo v kontexte in vivouvazovat'. Zasadnym bolo
zistenie, ze ak sa larvam PS1 §tadia poda ¢i do kultivaéného média s pritomnym ekdyzonom k slinnym
zl'azdm prida proteosynteticky inhibitor (cykloheximid alebo puromycin), aktivacia skorych pufov sice
nastane, ale interekdyzialne pufy 3C11, 25B, 68C budu regresovat’ iba Ciastocne a vel  mi pomaly a
najma neddjde k aktivacii strednych a neskorych pufov, ba dokonca ani k programovej regresii
primarne inducibilnych skorych pufov 74EF a 75B (Ashburner, 1973, 1974; Farka$, 1991). Z toho
vyplynulo, ze skoré pufy 2B5, 63F, 74EF a 75B zrejme kddu ju regula¢né proteiny,
najpravdepodobnejsie transkripcné faktory, ktoré st dolezité pre tvorbu neskorych pufov, pre regresiu
pufov na interekdyzidlnych lokusoch ako aj pre vlastnu autoregulaciu. Preto sa proces pravidel'ného a
reprodukovatel'ného objavovania p ufov na polyténnych chromozémoch ti¢inkom steroidného
horménu nazval sekvencnou aktivaciou génov, ktora viditel'ne odraza priebeh vyvinovych zmien v
organizme. Na zéklade tychto poznatkov Ashburner a kol. (1974), Ashburner (1990) vytvorili model
hierarchikych vztahov medzi ekdyzonom a nim regulovanymi génmi, ktory vyjadroval pomerne
jednoduchy princip inducibility skorych lokusov a dvojitej regulacie neskorych lokusov dany jednak
inhibiciou ich pred¢asnej indukcie priamym pdsobenim komplexu ekdyzon -ekdyzonovy receptor a na
druhej strane dany ich aktivaciou produktami skorych génov (obr. 5). Zial tento model nevysvetloval
vSetky dovtedy zndme vzt'ahy medzi pufmi, neanticipoval uz znamy ale nevyjasneny vyskyt
niektorych p ufov, op omenul moznost’ Zze medzi skorymi inducibilnymi lokusmi mézu byt aj
efektorové a nie regulacné gény a naopak medzi vel'mi neskorymi pufmi mozu existovat’ tiez lokusy s
regulacnou tlohou.

Vyznamnym doplnenim modelu bola rada experimentov, v ktorych Ashburner a Richards (1976) a
Richaxls (1976a,b,c) za vyuzitia uz spomenutych in vitro podmienok ukazali, Ze odstranenie ekdyzonu
z média po 4 hod inkubécii slinnych Zliaz bez toho, aby pocas inicialnej fazy prekonali autonéomnu
regresiu primarne indukovanych pufov 74EF a 75B, vedie k prefihéj aktivacii neskorych a vel'mi
neskorych larvalnych p ufov bez vyskytu p ufov v strednej faze. Zaujimavé ale je, Ze akceleracia
vyskytu p ufov nemé za nasledok ziadnu akceleraciu vo vyvoji fyzioldgie slinnej zl'azy (Farkas a
Sutakova, 1998). Nemenej zasadnym bolo zistenie, Ze kontinualna kultivacia slinnych Zliaz v médiu s
permanentne pritomnym ekdyzonom umozni aby sa dostali vo vyvine maximalne do §tadia PS13/14,
kde sa progresia puffingu zastavi. Pozoruhodné je, Ze kontinuitu sekvenénej aktivacie génov in vitro je
mozné docielit’ resp. obnovit’ prenesenim slinnych Zliaz do intaktného média asp ofi na 3 hodiny a
potom opatovnym pridanim ekdyzonu. Vtedy je mozné pozorovat’ pokra¢ovanie prepupalneho
puffingu az do Stadia PS21.

Pri pred¢asnom odstraneni ekdyzonu po inicialnej 3-5 hod inkub&cii primarne inducibingy 74F
a 75B regresuju pomerne rychlo ako nasledok permanentnej potreby ligandu k udrzaniu ich aktivity.
Ale po opitovnej aplikacii hormonu su pufy 74F a 75B Ciastocne reaktivovatel'né.
Pri skiteni inicialnej perioddy je mozné pozorovat’ insuficientnti aktivaciu d’alSich lokusov, pripadne
insuficientnu represiu interekdyzialnych lokusov. Moznost’ reindukcie skorych p ufov 74EF a 75B
zavisi na dizke prvej inkubacie s ekdyzonom. Tato moznost reindukci e je limitovana inkubéaciou
trvajucou p riblizne 5 hod. Ukazalo sa, Ze pufy 74EF a 75B sa stavaju progresivne refrakéné k
reindukcii p o 3 hod expozicie na ekdyzon a 2 hod inkubécie v intaktnom médiu. PrediZenie
indiferentnej periddy z 2 na 4 hod nijak negwplilo vysledok reindukcie. Naproti tomu, prediZenie
inicialnej inkubacie s ekdyzonom z 3 hod na 4 az 5 hod p ozitivne ovplyvnilo vyvoj refrak¢nosti. Z
toho plynie, Ze signifikantnymi st p rvé 3 hod inkubécie s horménom. Pouzitie puromycinu a
cykloheximidu Wkazalo, ze vznik refrak¢nosti je podmieneny proteosynteticky, lebo oba primarne
responzivne pufy je mozné reindukovat’ opdtovnym pridanim ekdyzonu aj v pritomnosti inhibitorov
translacie. Walker a Ashburner (1981) za vyuzitia aneuploidov pre lokusy 74EF a7 5B poukézali na
kvantitativny charakter ti€¢inkovania ich produktov, kedy dup likécie tychto génov akcelerovali
objavenie neskorych p ufov i vlastna represiu, kym deficiencie vyrazne oddialili ¢i zabranili tymto
javom.
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Inkubécia slinnych zliaz $tadia PS 1 po dobu 12 alebo 24 hod v intakthom médiu bez horménu
neviedla k Ziadnym kvalitativnym zmenam interekdyzidlnych pufov. Casom sa oviem dé pozorovat’
pozvolna regresia pufu 3C a mierna regresia pufov 25B a 68C, ¢o naznacuje, Ze v absencii ekdyzonu
slinné zl'azy zrejme zotrvavaju v $tadiu PS1. Casovo nezavisla aplikacia ekdyzonu do média k takto
udrzovanym slinnym zl'azam vzdy navodila indukciu dvojice skorych pufov 74EF a 75B, nasledne;j
indukcii pufov 23E a 63F, a regresii interekdyzialnych pufov. Dva interekdyzialne pufy, 25B a 68C,
nasledkom 1 hodinovej inkubécie slinnych Zliaz stadia PS1 v médiu s ekdyzonom regresuju
ireverzibilne. PokraCovanim inkubacie v médiu ¢i uz s horménom alebo bez neho sa viac nedosiahne
reindukcia tychto interekdyzidlnych pufov. Treti z trojice vyraznych interekdyzialnych pufov, 3C,
zacina regresovat’ pocas inkubdcie (t.j. v podmienkach in vitro) za 1 az 1,5 hod bez ohl'adu na
pritomnost’ ekdyzonu. Avsak, ked’ regresia pufu 3C prebehla v pritomnosti ekdyzonu, p ri
prolongovanej inkubdi slinnych zliaz v médiu s horménom ¢i bez hormonu, sa tento p uf uz viac
neobjavuje. Ak ale puf 3C regresoval v absencii horménu, tak je mozné pozorovat’ jeho spontannu
reindukciu po 5 6 hod, nezavisle od §tadia PS, v ktorom sa prave slinné zlI'azy nacha  dzali. Podl'a
tychto p ozorovani sa da usudit, Ze puf 3C mdze byt regulovany skorymi ekdyzon -inducibilnymi
génmi kondicionalne.

Ako uz bolo naznacené vysSie, simultanna aplikacia horménu a puromycinu zapricinila, Ze po
indukcii pufov 74EF a 75B nedochadzalo k programovej regresii na interekdyzialnych lokusoch 25B a
68C. Po inkub4cii slinnych zliaz §tadia PS1 so samotnym proteosyntetickym inhibitorom nastane
regresia interekdyzialnych pufov asi po 8 hod, ¢o nasvedCuje na proteosynteticky dependentnti
regulaciu medzi interekdyziadlnymi lokusmi navzajom, alebo nutnost’ permanentnej proteosyntézy pre
udrzanie Stadia PS1.

Pri podani ekdyzonu spolu s aktinomycinom D okrem neschopnosti formovat’ ekdyzon -inducibilné
pufy 74EF a 75B, o niekol’ko malo mintt regresuju tiez interekdyzialne pufy. Regresia
interekdyzialnych pufov v slinnych zl'azach stadia PS1 nastala taktiez po aplikacii aktinomycinu D bez
horménu. Vysledok tohto pokusu podporuje domnienku, Ze ekdyzon nepdsobi ako represor aktivity
interekdyzialnych pufov priamo, ale zrejme prostrednictvom théirdeaujicich produktov
ekdyzoninducibilnych, ¢i pripadne inych zG¢astnenych génov. Tieto ako aj vysSie opisané
experimenty poukazali na skuto¢nost’, ze sekvenénu aktivaciu génov na polyténnych chromozémo ch
nereguluje a priori len ekdyzon ale deje sa tak prostrednictvom ekdyzonom kontrolovanych génov
resp. ich produktov, ktoré s najvacsou pravdepodobnost'ou vchadzaju do komplikovanych interakcii s
radom d’alsich génov ¢i ich produktov.

3. Pufy a ekdyzonom requlované gény

Tento svojim spésobom unikatny model pre Stidium reguléacie génovej expresie u eukaryontov a
vzgjomnej interakcie medzi exprimovanymi génmi doslova volal po charakterizacii génov
zodpovednych za tvorbu pufov. Medzi prvé ekdyzonom regulované a pufy tvoriace lokusy, ktoré boli
klonované patrigsgsgény kodujice skupinu sekreénych glykoproteinov, ktoré nemaju obdobu medzi
ostatnymi doteraz znamymi proteinmi. Prvotna charakterizacia Sgs proteinov spocivala v izolacii
'ahko ziskateI'ného sekrétu vylic¢eného do lumenu Zliaz a ich elektroforetickej separa cii, kde sa
detekovalo 67 proteinovych pasov (Korge, 1975; Beckendorf a Kafatos, 1976). Variabilna velkost
tychto proteinov ako aj schopnost’ inkorporovat’ radioaktivne zna¢enu glukozu (Kress, 1977; Enghofer
a Kress, 1980naznacili, Ze asp on niektoré z nic  h, ak nie vSetky, su glykozylované. Nizky pocet
chromozomalnych lokusov v Case syntézy Sgs proteinov utvarajucich p ufy umoznil urcit’ ich
chromozomalnu lokalizaciu (Korge, 1977a,b; Ashburner a Berendes, 1978; Vellissariou a Ashburner,
1980, 1981). Kratko na to logicky nasledovalo klonovanie chromozomélneho klasteru 68C
kédujaceho génysgs-3 Sgs-7a Sgs-8 (Meyerowitz a Hogness, 1982; Crowley a kol., 1983, 1984;
Crowley a Meyerowitz, 1984; Croshy a Meyerowitz, 1986), puf tvoriaceho lokusu 3C zodpovedného
za transkripciusgs-4génu (Muskavitch a Hogness, 1980, 1982; Chen a kol., 1987) a klonovanie pufu
95B nesuceho gén pBys-5(Guild, 1984; Guild a Shore, 1984)z Aedavno bolo oznamené Gispesné
klonovanie génisgs-1z lokusu 25B (Roth a kol., 1999). Sekven¢na analyza ukazala, Ze unikatne Crty
Sgs proteinov sa nenachadzaju medzi doteraz znamymi proteinmi v databazach a su zrejme spojené s
ich sekretorickou a glej tvoriacou povahou. Jedna sa predovSetkym o neobvykle vysoky obsah Thr,
Lys, Cys a Pro u Sgs-3 a Sgs-4 a obsah Ser u Sgsfekventovane opakovanych po sebe
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nasledujucich tandemoch. Hoci silna glykozylacia sa oCakavala u vSetkych z nich, najprv len u Sgs -3
sa nasli motivy umoziujiice nespochybnitel'nt p redikciu glykozylacie (Garfinkel a kol., 1983). S
pokrokom znalosti i vyvojom softwaru bolo mozné detailnou sekven¢nou analyzou pripisat’ zjavné
glykozyla¢né atributy aj proteinu Sgs -4 (Furia a kol., 1992), aophopitel'ne aj Sgs -1 (Roth a kol.,
1999). Tu treba podotknut’, Ze sekrecna a tym extracelularna povaha Sgs proteinov ich jednoznacne
vylucila z casti na procese sekvencnej aktivacie génov.

Az molekularna analyza lokusov zodpovednych za tvorbu p ufov 7 4EF a 75B priniesla prvé
podporné dbkazy pdvodného modelu Ashburnera a kol. (1974), ktory sme spomenuli vySSie.
Janknecht a kol. (1989) a Burtis a kol. (1990) izolovali metédou "chromosomal walking" viacero
genomovych klonov suhrne ¢itajucich niekol’ko stov iek kb DNA z oblasti pufu 74EF, ktora obsahuje
tri transkripéné jednotky s troma unikatnymi prométormi a jednym spolocnym polyadenylacnym
signalom. Ekdyzonom indukovanti oblast’ oznacili ako komplexny ekdyzon  -inducibilny génE74
ktory v skuto¢nosti obsahuje dva gényE74AaE74B GénE74Aobsahuje
jednu 60 kb dlhu transkripénu jednotku, na ktorej vznika 6,0 kb mRNA s nezvycajne dlhym 5' -
leaderom a so 7 kratkymi otvorenymi ¢itacimi ramcami (ORF). Vo vnitri piateho zo siedmych
intronov E74A génu sU umiestnenésne vedla seba (vo vzdialenosti iba 8 bp) dva promdtory génu
E74B ktoré urcuju syntézu dvoch mRNA o velkosti 4,8 a 5,1 kb. Teda gén E74Blezi vo vnutri génu
E74A p ricom obidve jeho transkripcné jednotky sa zacinaju v nekddujucej oblasti génu E74A
Komplexny ekdyzon-inducibilny géB74koduje syntézu dvoch proteinov. Z transkripénej jednotky
E74Apochadza protein s 829 aminokyselinami (molekulovd hmotnost’ 87,1 kD). Vzhl'adom na kratku
vzajomnu vzdialenost’ dvoch p romoétorov a napriek dvom velkostne odlisny  m mRNA, génE74B
kéduje syntézu jedného proteinu s 883 aminokyselinami (94,7 kD). Burtis a kol. (1990) d’alej zistili, ze
oba proteiny maju unikatne na kyslé aminokyseliny bohatérhinalne domény ale spoloénti C -
terminalnu sekvenciu, ¢o je dané tym, ze po sledné tri ORFE74Bgénu su spolo¢né s E74Agénom. C-
terminalna doména, ktora zabera asi 2/3 dizky oboch p roteinov obsahuje mnoho bazickych
aminokyselin a je ve'mi podobna proteinom kodovanym superfamiliou  ets proto-onkogénov, najma
vSak ets erytroblastickho virusu E26, ¢o je vyraznym naznakom, Ze prave tento usek oboch E74
proteinov je kandidatom pre DNA viazicu doménu stucasne obsahujuc i jadrovy lokaliza¢ny signal
(NLS). Tak E74 proteiny spiiiaju kritéria pre funkciu transkrip&nych faktorov.

Feigla kol. (1989) a takmer sti¢asne aj Segraves a Hogness (1990) izolovali 50 kb dlhy gén  E75
ktory je zodpovedny za skory puf 75B. Podobne akoEjéh aj génE75 je komplexny a sklada sa z
dvoch jednotiekA aB. Jednotkd&E75A0bsahuje Sest’ exonov, z ktorych prvé dvaA0 aAl, su unikatne
pre tuto jednotku, kym zvysné Styri su spolo¢né pre obe transkripcné jednotky. Jednotka E75B ma
dizku 20 kb a obsahuje pit’ exénov, pricom prvy z nich, B1, je unikatny a nachadza sa vo vnutri
druhého intrénu jednotkiz 75A Preto gérE75koduje dva odlisné proteiny, ktoré vykazuju sekvenénu
homoldgiu k evolu¢ne konzervovanym DNA  -viazicim a hormén -viaziicim doménam proteinov
patriacich do velkej rodiny steroidnych/retinoidnych/tyroidnych/ /prostaglandinovych/vitamin D 3
receptorov. Protein E75A obsahuje dva susediacprsfowé useky tvoriace funkéni DNA -viazucu
doménu kddovanli exénmil a A2, kym protein E75B obsahuje len jeden Zn-prstovy Usek, ktory s
najviacsou pravdepodobnostou stratil schopnost’ viazat’ sa k DNA. Obidva proteiny ~ obsahujd ta istu
ligand ¢i hormon -viaziicu doménu kédovanu spolo¢nym exonom 4. Protein E75A sa sklada z 1237
aminokyselin (molekulova hmotnost’ 132 kD) a E75B protein z 1394 aminokyselin (molekulova
hmotnost’ 151 kD). Dodnes E75 proteiny radime k tzv. orfant nym receptorom, ku ktorym nepozname
ligand, ¢o ale nevylucuje, ze ligand maju resp. st schopné fungovat’ aj bez ligandu.

Tretim molekularne charakterizovanym regula¢nym pufom bol lokus 2BS5, ktory bol uz davno
znamy pod nazvorBroad-Complex(BR-Q a exstovali o iom pomerne bohaté genetické znalosti
siahajuce az do prvej polovice 20. storo¢ia (Waddington, 1939). Tento lokus obsahuje 3 vzajomne
komplementujice skupiny letalnych aliel ozna¢ované ako broad (br), reduced bristles on palpygbp),
al(1)2Bc(Belyaeva a kol, 1987; Kiss a kol., 1988) pri¢om $tvrtou ale nekomplementujiucou skupinou
sU tzv.non-pupariating(npr) alely, ktoré su deficientné vo vSetkych komplementujicich skupinach a
sposobuju letalitu dlho prezivajtcich lariev neschopnych metamorféz y ba dokonca ani puparizacie
(Belyaeva a kol 1981; Crowley a kol., 1984). Na vzajomny vztah medzi pufom 2B5 a BR-C
neupozoriiovala len zhoda cytologickej polohy a genetickej mapy, ale najmé chybajuci 2B5 pufu
vSetkychnpr aliel (Mortin a Lefevre, 1981; Zhimulev a kol 1982). O klonovanie tohto lokusu sa
zasluzili DiBello a kol. (1991), ktori zistili Ze niekol'’ko cDNA reprezentujucich tento lokus pochadza z
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asi 100 kb dihého genomického uUseku kédujuceho minimalne 4 zakladné izoformy BR-C proteinov

oznacenych Z1 az Z4, z ktorych Z1 ma aspon 3 odlisné subformy. VSetky 4 izoformy maju spolo¢nt

N-terminalnu az stredovil ¢ast’ molekuly nazvanti "BR Core" region pritomny u vSetkych ¢lenov tzv.

BTB-rodiny transkripénych faktorov a kodovanu spolo¢nym 1,7 kb exéonom. BR -C Z1 az Z4 proteiny

sa odlisuju v C-termindlnej oblasti pozostavajucej z jednej zo 4 foriem Zn-prstového motivu

kombinovaného este s d’alSou unikatnou cast'ou charakterizovanou zvySenym vyskytom urcitych

aminokyselin. Variabilita samotnej Z1 izoformy je dandtoptnostou jedného ¢i kombinaciou

réznych adjacentnych usekov pozostavajucich zo Specifickych skupin aminokyselin. Z1 az Z4 domény

kvéli pritomnosti Zn-prstovych motivov st zodpovedné za Dhi&#ici charakter BR-C proteinov.
Nepochybne nepostradate’nym komponentom signalnej drahy ekdyzonu je jeho vlastny receptor,

ktory oznacujeme EcR a je kodovany génom EcCRtvoriacim maly puf 42A. Jeho klonovanie umoznilo

vyuzitie vysoko konzervovanej sekvencie v DNA viaziucej doméne vSetkych dovtedy znamych

steroidnyh receptorov, ktora sa pouzila k hybridizacii pri ¢iastoéne zniZenej stringencii s cDNA a

genomickymi kniznicami Drosophila (Koelle a kol., 1991). GéEcRpatri opat’ k vel’kym génom s

komplexnou Strukturou a koduje 3 izoformy EcR oznacené ako EcR -A, ECR-B1 a EcR-B2 liSiace sa

len kratkou Nterminalnou ¢ast'ou nesticou podstatnti zlozku transaktivaénej domény. Centralnu DNA-

viaziicu doménu, ligand -viaziicu doménu s dimerizac¢nou oblastou i C -terminalnu ¢ast’ maju vsetky

izoformy rovnaku (Talbot a kol., 1993).

Kratko po klonovanEcRsa ukazalo, Zze samotny EcR protein nie je postacujuci k transdukcii
ekdyzonového signdlu a nie je schopny ani viazat’ ekdyzon. Biologicky funkény receptor je tvoreny
heterodimérnym komplexom s proteinom Ultraspiracle (Usp) kddovanym géspmlokusu 3C11
(Yao a kol., 1992; Thomas a kol., 1993), ktory je homolégom l'udského retinoidného X receptoru,

RXR (Oro a kol., 1990). Tato vlastnost’ ¢i "potreba" EcR i vysoka sekvencnd homologia Usp k RXR
doprevadzana funkénou substituovatelnosto u medzi Usp a RXR (Thomas a kol., 1993) jasne
naznacila, ze EcR patri do kategorie tyroidnych a vitamin D s receptorov vyzadujucich
heterodimeriza¢ného p artnera zo skupiny promiskuitnych retinoidnych receptorov. Na rozdiel od

doteraz popisovanych génov, exprass@sa nejavi byt’ ekdyzonom regulovana a samotny uspkdduje
syntézu len jedného polypeptidu Usp z jedného bezintronového otvoreného Citacieho ramca na asi 4

kb useku DNA. Tato vlastnost’ odlisuje uspod vaésiny ekdyzonom priamo regulovanych génov, kto ré

su komplexné a zaberaju asp on 50 kb genomickej DNA ¢o indikuje moznost’ ich zlozitej

multifaktorialnej regulacie a d’aleko p resnejSej temporalnej kontroly. Ak zvazime tieto okolnosti,

potom tloha ekdyzonu je redukovana do "triggeru", ktory spusti zloZity komplex navzgjom
koordinovanych reakcii vyustujucich do realizicie alebo zmeny bunkového p rogramu ¢i zmeny

bunkovej identity. Ale doposial’ sme stale len na "pociatku" cesty realizacie jedného vyvojového

programu, ktorého exekucia si vyZzaduje mnohonasobne v iac ucastnikov, ktorych odhalenie identity

nam moze aspon ¢iasto¢ne napomoct’ pochopit’ smer i ciel’ tejto cesty. A kto su teda d’alsi ti¢astnici ?

Nez si odpovieme asponi ¢iastocne na tuto otazku, treba dodat’, ze kI'i¢ova tiloha doteraz 4

molekularne charakterizovanych proteinov, EcR/USP, BR-C, E74 a E75, v inici&cii procesu
sekvencnej aktivacie génov bola silne podopretd dokazom ich p ritomnosti na pocetnych lokusoch
polyténnych chromozémoch, z ktorych mnohé tvoria pufy (Urness a Thummel, 1990; Hill a kol.,
1993; Emery a kol., 1994; Farkas, 1991).

Medzi d’al$ich ucastnikov tejto velkej hry patria aj 2 zvy$né skoré ekdyzon -inducibilné lokusy 23E
a 63F, neslce gémy23aE63 ktoré vSak nezapadaju do pdvodného modelu kontroly pufov, ale su o
to zaujimavejSie a napokon logické. V roku 1995 Andres a Thummel charakterizovai6gén
zodpovedny za skory puf 63F kodujaci dva kalmodulinu podobné kalduitiee efektorové
proteiny, ktoré maju vrchol expresie tesne pred sekréciou v granulach skladovanych Sgs proteinov do
limenu slinnych Zliaz. Ektopicka expresia E63 pod kontrolou tepelne-Sokového promaotoru hsp70 i v
absencii ekdyzonu je postacujuca k stimulacii sekrécie slinnych zliaz, ¢o dokazuje jeho funkciu v
tomto procese (Andres, osobna informacia). G288 kéduje ABC transportér, ktory je negativnym
regulatorom ekdyzonovej signalizacie, pretoze jeho ektopicka expresia redukuje akumuléaciu ekdyzonu
v tkanivach (Garza a kol., 2000). E23 transportér takto predstavuje novy mechanizmus regulécie
ekdyzonovej odozvy, nakko zasahuje aktivny transport steroidného hormonu do buniek. Analyza
dynamiky priestorovej a temporalnej exprelSB3naznacuje, ze diferencialna expresia a subcelularna
lokalizacia E23 mozZe byt rozhodujiica pre modulaciu lokalnych hladin ekdyzonu a tym s a podielat’ na
tkanivovo-Specifickej odozve.
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Klonovanim lokusu tvoriaceho jeden z prvych strednych pufov 78D sa charakterizoval d’al$i novy
¢len velkej rodiny nuklearnych receptorov, E78 (Stone a Thummel, 1993), ktory ma 2 do seba
vhniezdené transkrip¢né jednotky. Viacsia z nich koduje uz spominany nukledrny receptor, a mensia
jeho skratenu verziu postradajucu DN#&Aszucu doménu. Fletcher a Thummel (1995) zistili, ze
expresiaE78 génu je temporalne posunuta pocas metamorfozy u mutantov pre E74lokus, ktory je tak
priamym aj ked’ nie jedinym regulatorom jeho transkripcie. Hoci gén E78nie je vitalny a jeho nulové
alely nespdsobuju letalitu ani poruchy v reprodukcii, je nepostradatel'ny pre maximalnu indukciu

neskorych p ufov v slinnych zl'azach (Russell a kol. , 1996) a je mozné ho p ovazovat' za jeden z
tkanivovospecifickych transkripénych faktorov ekdyzonovej kaskady.
Velmi neskorym pufom larvalneho cyklu je 75CD vznikajici z génu ftz-F18, ktory koduje

dalSieho ¢lena superrodiny nuklearnych receptorov, FT Z-F13 (Lavorgna a kol., 1991, 1993).
Embryonalne Specificka izoforma, FTZdkIkontroluje expresiu segmentaéného génu fushi tarazu

(ft2) a jeho mutéacie, ktoré si maternalne recesivne letalne, vedl k porucham v diferenciacii a orientécii
parasegmentov (Lavorgna a kol., 1991). Naproti tomu FTZgrddukt zabezpecuje kompetenciu pre
Stadiovospecificki odozvu na ekdyzon v p ociatoénych fazach metamorfozy. Hoci mechanizmus
nadobudnutia tejto kompetencie nie je vyjasneny, expresia FBadqirelome PS13 az PS14 Stadii
postacuje na ukoncenie larvalneho cyklu p uffingu a vstup do p repupalneho cyklu p ocinajic

prechodom z PS14 do PS15, ktory ako bolo spomenuté vysSie si vyzaduje docCasny pokles hladiny

ekdyzonu (Lavorgna a kol., 1993). Ektopickd expresia FTZ-H1llarev dostato¢ne dlho pred
dosiahnutim PS13 je suficientna k ziskaniu tejto kompetencie prematuralne ak ju hodnotime podl'a

moznosti opakovanej inducibility E74 a E75 génov ekdyzonom (Woodard a kol., 1994). Dodnes sa
nepodarilo ziskat’ dokaz o tom, ¢i FTZ -F1B je tym kl'aCovym faktorom, ktory je rozhodujtici na

prekonanie kulmina¢ného bodu medzi stadiami PS13 a PS14 kde pri kontinudlnej kultivacii s

ekdyzonom dochadza k zastaveniu vyvoja pufov. Naproti tomu, FPBZ-FL nesporne
spoluzodpovedny za aktivaciu prepupalneho pufu 93F, ktory vznika zEf#8uikoduje netradiény

typ transkripéného faktora (Woodard a kol., 1994; Bachrecke a Thummel, 1995), ktorého cielové

lokusy nie su zatial’ zname. E93sa exprimuje vo vacsine najma larvalnych tkaniv v p repupalne;j

peridde a jeho expresia predchadza programovej bunkovej smrti (PCD) tkaniva. V pripade slinnych
Zliaz ektopicka expresia E93postacuje na spustenie procesu PCD aj bez ekdyzonu ¢i expresie ftz-F13

a reindukci€e74 aE75génov (Baehrecke, osobné informacia).

Region 71DE, tvoriaci sekundarny skory puf, ¢asto nespravne oznaCovany za neskory larvalny puf,
obsahuje klaster 11 vyvojovo regulovanych génov, z ktorych 10 oznacovanych ako L71-1az L71-10
vzniklo v evollcii evidentne duplikadciou jedného ancestralneho génu a su zodpovedné za formaciu
uvedeného pufu (Wright a kol., 1996). Preto vSetky L71 génové produkty spadaju do rodiny malych
bazickych p roteinov nesucich konzervovanu cysteinova kostru; funkcia tychto proteinov je zatial
neznama. Jedenastym ¢lenom tohto I okusu je v interekdyzialnej periéde transkribovany ¢jéh1,
ktorého protein nesie charakteristiky ¢iastocne podobné Sgs polypeptidom ale ani jeho funkcia nie je
doposial’ objasnena; isté vsak je, ze 171-1sa nezucastiiuje na tvorbe pufu 71DE. V sulade so z avermi
vyplyvajucimi zo §tidia sekvenénej aktivacie pufov, transkripcia L71 lokusu je zavisla ako od
produktovBR-C (Crossgrove a kol., 1996) tak &y4 génov (Fletcher a kol., 1997), ktoré maju svoje
vazobné miesta gisregulaénych elementoch L71 transkipénych jednotiek.

Neskory larvalny puf 63E pochadza z transkripcie d’alSiecho komplexného ekdyzonom
regulovaného énu,L63, zaberajluceho vySe 85 kb genomickej DNA a obsahujuceho 3 prekryvajlce sa
transkripéné jednotky L63A L63B a L63Cp ricom jedno tka A kdduje 2 izoformy a jednotk8 3
izoformy L.63 proteinu (Stowers a kol., 2000). Z troch uvedenych transkripénych jednotiek iba L63B
je inducibilna ekdyzonom a vyzaduje cis sekvencie v promotore prad3Btranskripénym Startom;
vyradeniecis sekvencii z promo6torh63A jednotky nema vplyv na expresiu a hormonalnu indukciu
L63Bjednotky. Vsetky L63 p roteiny obsahuji spolo¢na 294 aminokyselin dlhu C -terminélnu
sekvenciu, ktor4 vykazuje vySe 70% homoldgiu k cyklin dependentnej kinazovej (CDK) doméne
mySacieho PFTAIRE proteinu (Sauer a kol.,, 1996). L63A aj L63C serin/treonin kindzy su hojne
pritomné v $pecifickych oblastiach embrya (primordium anteridrnej Casti stredného creva, CNS a
gliové bunky), kym L63B proteiny sa exprimuju najma u lariev na konci 3. instaru a u puparii v
mnohych tkanivach kde zrejme neplnia funkciu v kontrole bunkového cyklu. Komplexnost’ aj
expresny prejal63 génu, hoci koduje efektorovu kinazu, d’aleko viac zodpoveda parametrom doteraz
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znamym len u skorych géndw74, E75 BR-C a jednomac¢ne sa vymyka dnes uz mechanistickym
predstavam ekdyzonového modelu zo tyéh rokov postavenom vylu¢ne na simplifikovanych
uvahach o priamych vzt'ahoch medzi pufmi.

V Case PS8 az PS11 $tadii patri medzi reprezentativne neskoré larvalne pufy euchrom atinovy pas
82F, ktory vznika vd’aka transkripcii z komplexného 50 kb lokusu L82 produkujucemu alternativnym
zostrihom 7 izoforiem L82 proteinu (Stowers a kol., 1999). L82 proteiny, tvoriace novd samostatnu
rodinu pomerne vel’kych polypeptidov s relativnou molekulovou hmotnostou nad 140 kD, vykazuji v
N-terminalnej oblasti asi 584% homoldgiu k blizsie neSpecifikovanému proteinu z bunkovej steny
niektorych baktérii a kvasiniek ale ich funkciu nie je mozné dedukovat’. Vzhl'adom na expresiu
réznych L82 izoforienpocas takmer celého vyvoja vo viacerych tkanivach sa da usudzovat’, ze L82
gén nie je len pod kontrolou ekdyzonu, ale aj inych faktorov. Mut&&2syénu spbsobuji spomalenie
vyvoja a maju letalnu fazu u faratnych imag.

Na zaver tejto kapitoly saqasa len vratime na kratko spat’ k transkripénym faktorom.

IzolaciaE75 EcR ftz-F13 a E78viedla k usiliu klonovat’ aj d’alich ¢lenov superrodiny nuklearnych
receptorov na zéklade homologie v DN#ezicich doménach. To vyustilo do charakterizacie
niekol’kych drozofilich hormonalnych receptorov (DHR). Prvym z nich je

DHR3z lokusu 46F, ktory tvori vel'mi nevyrazny larvalny puf a koduje klasicky orfantny nuklearny

receptor zucastneny na kontrole rastu majuc svojich homolégov medzi cicavcami vratane cloveka

(Koelle a kol., 1992). DHR3 receptor patri k ekdyzonom indukovanym ale aZ v neskorSich fazach

larvalneho pufového cyklu slinnych Zliaz a prispieva k represii skorych génov E74 aE75 (Horner et

al., 1995; White a kol., 1997). DHR3 okrem toho utvara spojnicu medzi skorou fazou odozvy na
ekdyzon a neskorymi pufmi priamou aktivacidz-F13 génu, ktory zabezpecuje nadobudnutie
kompetencie pre prepupalny cyklus (White a kol., 1997; Lam a kol., 1997, 1999). Druhym ¢lenom

tejto skupiny je DHR38 pochadzajlci z ekdyam regulovaného lokusu 38E1, ktory netvori ziaden

puf a koduje orfantny nuklearny receptor homologicky k cicavéiemu NGF -indukovanému B proteinu
(NGFI-B) (Fisk a Thummel, 1995) schopnému heterodimerizovat’ s Usp a teda aj s RXR (Sutherland a

kol., 1995). Hei nepozname zatial’ ziaden jeho cielovy gén, mutacie ukazali na jeho esencialnu tlohu

pri diferenciacii epidermy a najma kontrole maturacie imaginalnej kutikuly (Kozlova a kol., 1998). Na
susednom cytologickom lokuse 39C1 ma svoj pdévod treti z DHR recepfiR39 ktory bol na
rozdiel od ostatnych DHR ¢lenov klonovany ako vysledok screeningu expresnej kniznice s
oligonukleotidovou sondou koreSpondujucou k pozitivnemu elementu imaginalneho enhanceru
alkohol dehydrogenazy (Adh) (Ayer a kol., 1993). DHR38tgin vykazuje Strukturalne aj funkéné
vlastnosti ve'mi podobné FTZ -F13 orfantnému receptoru. Kym FTZ-Blktory sa viaZe k tej istej
sekvencii, u¢inkuje ako aktivator Adh transkripcie, DHR39 reprimuje tato transkripciu. ESte
prekvapiveSjim bolo zistenigze ako FTZ -F1( tak aj DHR39 sa viazu v monomérnej podobe k
oligonukleotidovej sekvencii zodpovedajud&d-F13 rekogniénému elementu (FIRE) uloZenému v

"zebra" enhancerjtz prométoru (Ohno a kol., 1994). Poslednym zo skupiny DHR, je(:}éR96
poch&dzajuci z lokusu 96B14 a kodujuci homolég vitamirrdzeptoru, ktory mé vrchol expresie u
larvy a prepupy (Fisk a Thummel, 1995).

DHR receptory stale eSte neuzatvaraju plejadu nuklearnych receptdbowsophila Mierne
odlisnym orfantnym nuklearnym receptorarz doteraz uvadzané je zygoticky "gap" gén knirps (kni)
pbévodne identifikovany ako embryonalne letalny autozomalny lokus (Nusslein-Volhard a
Wieschaus, 1980; Nauber a kol. 1988), ktory pozitivne reguluje v€asni embryonalnu expresiu uz
spominaného segmaniého génu ftz (Carroll a Scott, 1986) a tak posobi korepeti¢ne k téinku FTZ -

Fla a ekdyzonom regulovaného FTZ#=Xkni pochadzajuci z chromozomalneho intervalu 77E2 ma
svojich homologov u mysi aj ¢loveka a u Drosophilainteraguje s radom génov, medzi ktorymi je gén
pre epidermalny rastovy faktor ¢i ribozomalne proteiny.

Génseverup (svp bol pévodne identifikovany ako recesivnha embryonalne letalna mutacia, ktorej
niektoré alely umozituji vyvoj az p o imago ale vyvolavaja transformaciu R1, R3, R4 a R6
fotoreceptorov v zloZzenom oku na fotoreceptor R7 (Mlodzik a kol. 1990). svpz lokusu 87B9 kdduje 2
orfantné nuklearne receptory homologické k stavov¢im "chicken ovalbumin up stream promoter
transcription factor* (COUP TF) proteinom esencialnym pre morfoganéitych p artii CNS a
fotoreceptorov (Mlodzik a kol. 1990). Hoci o priamej ulohe Kni v ekdyzonovej kaskade nemame
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doposial’ Ziadne informacie, Svp je schopny heterodimerizovat’ s Usp a tak modulovat’ ¢innost’
ekdyzonu uz v prvych fazach odozvy (Zelhof a kol., 1995).

Poslednym transkripénym faktorom, ktory si spomenieme je nereceptorovy a novo identifikovany
Krippel-homolog(Kr-h) (Pecasse a kol., 2000), ktory je pribuznym uz od roku 1950 znameho
embryonalne letdlneho a dominantného gé&rilppel (Kr) kodujuceho S3Specificky s RNA
polymerazou II kooperujuci transkripény faktor majici homologov u Caenorhabditis elegans
¢loveka. Pozoruhodné je, Ze okrem inych, ~ Kr geneticky interaguje s tymi istymi ribozomalnymi
proteinmi ako "gap" géhni. Kr-h gén je opat' k omplexnym lokusom mapujucim do polohy 26B na
polyténnych chromozémoch a nesucim minimélne 2 nezdvislé promoétory davajuce vzniknut’ asponi 3
transkriptom,Kr-ha, Kr-hg, a Kr-hy, z ktorych 4,5 kbKr-ha transkript je nepostradatelnym pre
norméalnu progresiu metamorfézy a chyba aj u ekdyzon-deficientnej metiabigid kap. 5.). Alely
nestce mutaciu Kr-h géne maju letalnu fazu v prepupalnej resp. skorej kuklovej peridode kedy
stracaju schopnost’ ukonéit’ everziu hlavy, jeden z fenotypickych znakov identifikujucic ~ h zaciatok
kuklového vyvoja. Po¢as embryogenézy je dominantnou Kr -hf3 izoforma, kym v larvalnych slinnych
7l'azach v Gase prepupy je dominujucou Kr-ha izoforma.Kr-h' mutacia zapriciiiuje v slinnych lazach
pred¢asnu transkripciu ECRB1 a E74A izoforiem, onesk oreny nastup expresie E75B proteinu a takmer
uplne eliminuje expresiu E93 transkripcného faktoru.

S vynimkou génlE63sa vicsina doteraz charakterizovanych a intenzivne $tudovanych ekdyzon -
responzivnych génov exprimuje v mnohych tkanivach p o¢as metam  orfézy. Primarne inducibilné
transkripcné faktory ako E74, E75, BR -C a samozrejme EcR, sa exprimuju dokonca v ten isty Cas, 1
ked’u EcR a BR -C ide o expresiu tkanivovépecifickych izoforiem. Tato skutoénost’ naznacuje, ze
primarna faza reakcie na ekdyzon ma charakter organovo koordinovanej odozvy na drovni expresie
génov a tkanivovoei temporalne -Specifické charakteristiky odozvy sa zacinaju realizovat’ az v
neskorSich fazach kedy zrejme dochadza k expresii druhej a tretej viny respondujicich génov.

4. Ide len o "suboj" transkripénych faktorov ? - zd’aleka nie

Povodny model Ashburnera a kol. (1974) predpokladal predovsetkym t¢ast’ transkripénych
faktorov na propagacii pufovych stadii po iniciacii ekdyzonom. Hoci logicka presumpcia o ich tcasti
na akivacii neskorych pufov ¢i autoregulacii nasla experimentalnu podporu, molekularne §tadie vel'mi
zretel'ne ukazuju, ze syntéza a nasledna vizba transkripcného faktoru do promotoru niektorého génu je
uplne nedostatocné k vysvetleniu tak zlozitého programového procesu akym je sekvencna aktivacia
génov pocas vyvoja. Naviac, termin sekvencna aktivacia génov d’aleko presnejsie vystihuje podstatu
javu, prostrednictvom ktorého sa snazime pochopit’ a p o prvykrat vysvetlit' ako si na molekularnej
urovni riadené a uskuto¢ nované komplexné vyvojové pochody, nez akym je sekvencna aktivacia
pufov, pretoze v samotnych slinnych zl'azach ekdyzon indukuje expresiu vicsieho p octu génov nez
ktoré mézme detekovat’ podl'a vyskytu pufov. In situ hybridizacie selektivne izolovanych skorych
ekdyzon-inducibilngch mRNA resp. cDNA k polyténnym chromozémom odhalili minimalne 16
primarne responzivnych lokusov, ¢ize o 11 viac nez na kol’ko by sa dalo usudzovat’ z indukcie pufov
(Farka$, 1991). Okrem obligatne znamych pufy tvoriacich lokusov sadiwdny signal vyskytoval
vac¢sinou na nec¢akanych lokusoch kde sa nikdy pufy neobjavuji. Tato okolnost’ automaticky zvysuje
pocet priamych ucastnikov vstupujticich do hry hned’ na zaciatku procesu.

Hra o exekuciwyvojového programu ma ale aj svojich nigmych ucastnikov, komparzistov.
Vezmime si za priklad len géa74 V absencii ekdyzonu su jeho transkripty nedetekovatel'né, ale
sta&i jeho 10 M koncentracia aby sa indukovala expresia aspoii na nizkej arovni a pri 10 ° M doslo k
plnej indukcii (Karim aThummel, 1992), z ¢oho p lynie, Ze ekdyzon je esencialny pre aktivaciu
transkripcieE74 Pontika sa ale otazka ¢i ekdyzon je suficientny k expresii E74génu ? A odpoved je
prosta: nie ! Doposial jedina analyza promotorovych sekvencii génu  E74ukazala, Ze m inimélne 2
transkripcné faktory, Zeste a GAGA, sa viazu v niekol’kych samostatnych a niekol’kych navzajom
prekryvajucich sa usekoch asi +200 bp za transkripénym Startom (Thummel, 1989). Inymi slovami,
davno pred prichodom ekdyzonu musia produkty géreste(2) aj Trithorax-like (Trl) t.j. GAGA,
sediet’ na promotore E74 aby steroidny hormén mohol vstupit’ na javisko a zacat’ dirigovat’ orchester
niekol’kych stoviek "podriadenych" génov. Chybanie Zeste ¢i GAGA faktoru by znamenalo, Ze
dirigent bude bez rik i patiiry a nezaznie ani jeden ton. Staci uz len pripomentt’, ze E74 prométor je
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dost’ vel’ky aby na sebe "uniesol" viacerych nez len 2 komparzistov, a ze gén E74 ma hodne inych a
dostato¢ne dlhych oblasti vnutri transkripénej jednotky kam sa mozu viazat’ ini kompa rzisti, a ze
okremE74sa jedna aj BR-C E75a mozno d’alsich asponi 13 génov a ze .... Teda zda sa, Ze komparz
nie je len komparz, ale kazdy jeden ucastnik moZze hrat’ podstatnil ilohu v priprave celého systému a
podl’a jeho ddlezitosti bud’ nezaznie ziaden ton alebo budu zniet’ tony falosné.

Aby sme zostali eSte nejaky Cas verni transkripénym faktorom, vratime sa k nasim "starym
znadmym" nuklearnym receptorom. Vzajomnd interakcia medzi Usp a EcR a ekdyzonom za tvorby
funk¢éného komplexu ligand -receptor je @Gakavanou samozrejmostou, ale ani tu nejestvuje
priamociary schématizmus, ktory by vyhovoval jednoduchym predstavam. Podobne ako jeho cicavci
homolog RXR, aj Usp je univerzalnym heterodimerizacnym partnerom mnohych nuklearnych
receptorov. Jeho Uloha akorpera EcR v ¢ase ekdyzonovych pulzov sprevadzajtcich metamorfozu
je nespochybnitel'na, ale chybaju experimentalne dokazy o jeho heterodimerizacii s EcR pocas
larvalnodarvalnych zvliekani tiez riadenych pulzami ekdyzonu (Henrich a kol. 1994; Hall a Thummel,
1998) a mimo pulzov ekdyzonu. Usp ma vSak minimalne dvoch d’al$ich dimeriza¢nych p artnerov:
DHR38 a Svp (Sutherland a kol., 1995; Zelhof a kol., 1995a,b), s ktorymi vstupuje do interakcie
tkanivovospecificky, nakol’ko oba menované nuklearne receptory nie st exprimované ubikvitozne;
tato interakcia sa moze stat’ ubikvitdznou pri ich ektopickej expresii riadenej z hsp 70 prométoru. Za
tychto podmienok DHR38 a najmé Svp inhibuju dimerizaciu Usp s EcR nielen preto, Ze st v silnom
nadbytku k Usp a k EcR, ale ndipreto ze ich interakcia sa ukazuje byt silnej$ia ¢i preferovanejsia
nez medzi Usp a EcR. Hoci heterodimerizacia Usp a EcR v absencii ekdyzonu je mozna a tento
neligandovany bipartitny komplex posobi skor ako transkripény represor nez aktivator (Dobens a kol.,
1991), pritomnost’ ligandu tento komplex silne stabilizuje (Yao a kol., 1992, 1993; Thomas a kol.,
1993). Ligandeeceptor je vel'mi dynamicky komplex, ktorého stabilita nadobtida do¢asne
termodynamickt rovnovahu na uréitej urovni v zavislosti od dostupn osti jednotlivych komponentov.
Preto ektopicky riadena nadmerna expresia DHR38 ¢i Svp moze 'ahko saturovat’ dimerizacné potreby
Usp a sekvestrovat’ vSetky jeho molekuly ¢im sa stane nedostatkovym pre dimerizaciu s
fyziologickymi hladinami EcR proteinu i v fpomnosti ligandu. Ak v ur¢itom tkanive exprimujicom
za normalnych p odmienok EcR a Usp dochadza aj k expresii Svp ¢i DHR38 este pred p ulzom
ekdyzonu (napr. epiderma alebo o¢no-antenalny imaginalny disk), uz i fyziologicka hladina Svp alebo
DHR38 moéze vd’aka silnejSej afinite k Usp sekvestrovat’ vyznamny p odiel jeho molekul a tak
regulovat’ ¢i modulovat’ naslednt ekdyzonovu signalizaciu a prispievat’ tak k jej tkanivovo - a
temporalnepecifickému charakteru. Ako sme uz spomenuli vyssie, Usp protein pochadza z vel' mi
jednoduchéhausplokusu, ktory je takmer konstitutivne exprimovany zabezpecujuc tak kontinualnu
pritomnost’ produktu. Usp sa tak stava vol'ne ¢i v§eobecne dostupnym partnerom cakajucim "na rohu"
na prilezitost’ "parovat™ sa nielen s EcR, ale aj s DHR38 a Svp, a zrejme jeho dimeriza¢ny arzenal tym
nie je zd’aleka vyCerpany.

Dalsim faktorom, ktory moze aritmeticky zvysit’ po¢et kombinécii akymi sa bude proces
potencialne uberat’ sl izoformy jednotlivych proteinov. U EcR pozname 3 izoformy pri¢om EcR-B1 je

Vv ¢ase metamorfozy dominantnou v obsolétnych larvalnych tkanivach a EcR -A dominuje v
imaginalnych diskoch, z ktorych sa bude formovat’ novy dospely jedinec (Talbot a kol., 1993). Pritom
vsak v oboch typoch tkaniv sa nachadza aj recesivne mnozstvo op aénej izo formy alebo dokonca

izoformy ECcRB2, o tllohe ktorej sa dodnes vedu diskusie. Nakol'’ko DNA - aj ligandviaziica doména

su u vSetkych 3 izoforiem identické, prvé zhodnotenie tejto skutoc¢nosti viedlo k domnienke, Ze afinita

k ligandu ako aj spektrum cielovych gé nov su u nich rovnaké a divergenciu v odozve zabezpecuje
odli$na transaktivacna doména, ktora zrejme zodpoveda za rekriitovanie inych interakénych partnerov

na enhanceroch resp. v oblasti prométoru (Koelle a kol., 1991; Talbot a kol., 1993). Ci je tento zdv er
spravny musia overit’ az experimenty, ale uz dnes na zaklade $tadia cicavcich heterodimeriza¢nych
receptorov vieme, ze N -terminalna Cast’ nesuca tito transaktivacnii doménu méze do urcitej miery
ovplyviovat’ tieZ intenzitu dimerizacie a nasledne afinitu k 1 igandu (Forman a kol., 1996; Le Douarin
a kol., 1997; Moras a Gronemeyer, 1998; Mark a kol. 1999; Egea a kol., 2000), ¢o utvara potencialnu
prilezitost’ pre zmenu smerovania odozvy uz v jej prvych fazach (vid’ kap. 5 a 6).

Ale treba upozornit, Ze izofo rmy sa nemusia uplatiiovat’ iba v primarnom kroku a Ze ich vyskyt ¢i
funkcia nemusi vzdy poskytovat’ jednoznacné vysvetlenie ako je tomu u EcR. Prikladom je skory
ekdyzonom regulovanBR-Clokus, ktorého funkcia je esencialna nielen pre indukciu celého procesu
ale aj jeho propagaciu v neskorSich fazathery a kol. (1994) zistili, ze expresia jednotlivych BR -C
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izoforiem m& viacmenej tkanivopecificky charakter pricom dominantnou ak nie jedinou v

slinnych zl'azach zistenou izoformou je BR -C Z1. Analyza genetickej funkcie jednotlivych izoforiem

u transgénnych jedincov priniesla poznatok o ¢iasto¢nej redundancii medzi BR  -C Z1 a BR-C Z4
izoformami a postupnom prekryvani sa ulohy BR-C Z2 izoformy BR-C Z1 izoformou pri
morfogenéze imaginalnych diskov (Bayer a k96, 1997; Crossgrove a kol., 1996). Uz tieto
skuto¢nosti ukazuju, Zze BR -C mdze mat’ multiplikované tlohy pri kontrole s vyvojovymi procesmi
spriahnutej expresii génov. Séria experimentov s ektopickou expresiou jednotlivych izoforiem
odhalila, Ze v samot nych slinnych zl'azach jedna izoforma je schopna kontrolovat’ expresiu jednej ¢i

dvoch d’alsich BR -C izoforiem a to predovSetkym v zavislosti od vyvojového Stadia, v ktorom bola
ektopickd expresia aplikovana (Kucharova a Farka$, nepublikované). To poukedujednost’, Ze

s postupujucimi vyvojovymi krokmi sa meni schopnost’ jednotlivych BR-Cprométorov respondovat’

na prislusné izoformy BR-proteinov ¢o mdze znamenat’ ucast’ d’al§ich nam zatial’ neznamych

faktorov na regulaciBR-Clokusu, ktoré by mohli G¢inkov at’ v kooperacii s BR -C izoformami. Tym

sa potencialny vysledok autoregulacie bude menit’ v zavislosti od pritomnosti tychto novych faktorov.
UlohouBR-Clokusu pochopitel'ne nie je regulovat’ len samého seba, ale predovsetkym desiatky ak nie
stovky cielovych génov, na ¢o sa da usudzovat’ z pritomnosti BR -C proteinu na pocetnych
bezpufovych i pufy tvoriacich lokusoch p olyténnych chromozémov (Emery a kol., 1994). Ked'ze

praca Hodgettsa a kol. (1995) dokazala, ze kazda izoforma BR -C sa preferenc¢ne viaze k inym
cielovym génom, citlivo autoregulovana transkrip&®-C v jednom type buniek musi logicky
prispievat’ ku kaskadovito narastajucim rozdielom vo vyvojovo -Specifickej expresii postupne
aktivovanych génov medzi odlignymi tkanivami. Ze tento mechanizmus je viac nez pravdepodobny i
pocas pufovych cyklov na polyténnych chromozémoch dokazuje nedavny nalez vSetkych 4 izoforiem

BR-C v larvalnych slinnych zl'azach divého typ u (Kucharova a Farkas, nepublikované). Vysledky
Hodgettsa a kol. (1995) tiez poukazali na skuto¢nost’ , Ze niektoré dvojice izoforiem BR -C maju k
obmedzenému p o¢tu sekvencii podobnu vdzobnu afinitu, ¢o nutne vedie ku konkurenénému boju o

vizbu na takyto enhancer. Stiboj 'ahko rozhodne pocetna prevaha jednej z izoforiem a stcasne tak

"priniti" porazenu izofamu aby sa viazala na iny mozno afinitne menej pritazlivy enhancer, ktory na

druhej strane mdze patrit’ génu s esencialnou funkciou p re d’alsi vyvojovy krok daného tkaniva. V

tomto p ripade i menej moze byt viac a prehraty suboj dava Sancu tej spravnej ceste. Tento
mechanizmus urcite nie je vzacnou vynimkou. Antagonizmus medzi dvoma nukledrnymi receptormi
(FTZ-F13 a DHR39) prispieva k transkripcii zavislej na uz spominanom F1RE -enhancery

klonovanom pred reportérovy gén pri kotransfekénych analyzach v stabilizo vanych bunkovych liniach
(Ohno a kol., 1994). Teda aj tu, spoloc¢ny cielovy gén mdze byt koregulovany na transkripénej urovni
kompeticiou medzi FRZ1 a DHR39 monomérmi o vdzbu na spolo¢ny responzivny element.

Inym mechanizmom, ktory sa da uplatnit’ p o€as celého obdobia pdsobenia ekdyzonu, t.j. vSetkych
21 p ufovych stadii, je aktivna ucast’ tzv. koregulatorov nuklearnych receptorov, ktoré boli najprv
objavené u cicavcov (Nagy a kol., 1997). Jednym z tychto koregulatorov je tzv. SMRTER (silencing
mediata of retinoid acid and thyroid hormone receptor) zabezpecujici represiu EcR interakciou s
represorom Sin3A, zndmym tvorbou komplexu s histbnovou deacetylazou Rpd3/HDAC (Tsai a kol.,
1999). O esencidlnosti géramrter nds utvrdzuje mutaci&cR ktora je neshopna vchadzat’ do
interakcie so SMRTER proteinom a spdsobuje niekol’ko vyvojovych defektov sprevadzanych letalitou.
Druhym dnes zndmym koregulatorom gdien, kodujici putativny translaény faktor Alien
nachadzajlci sa v cytoplazme a interagujuci s neligamym EcR a tieZ so Svp ( Goubeaud a kol.,
1996; Dressel a kol., 1999). Alien nevykazuje signifikantna interakciu s USP, DHR3, DHR38,
DHR78, ¢i DHR96. Je zaujimavé, ze Alien ma schopnost’ inhibovat’ tiez l'udsky tyroidny receptor
zhodne s jeho 'udskym homolé gom. Pridanie ligandu, ekdyzonu ¢i tyroxinu, uvolnuje tto represiu a
umoziuje aktivaciu transkripcie. Pretoze SMRTER aj Alien homology u cicavcov maji tendenciu
fungovat’ s viacerymi nuklearnymi receptormi, nemdézme vylucit’, ze musie homoldgy interaguju
okrem EcR a Svp aj s d’al§imi nemenovanymi ¢lenmi tejto rodiny v p rocese sekvenénej aktivacie

génov.
Uz bolo spomenutg, Ze bezintronovy 4 kb gén odlisuje uspod vicsiny ekdyzonom priamo
regulovanych génov, ktoré st komplexné a zaberaju aspont 50 kb genom ickej DNA ¢o indikuje

moznost ich zlozitej multifaktoridlnej regulacie a d’aleko presnejSej temporalnej kontroly. Tato presna
temporalna kontrola spoc¢iva vo vyuzivani evolucne silne konzervovaného mechanizmu transkripcie
eukaryotickych génov, na ¢o na prikl ade génuE74upozornil Thummel (1992). Rychlost’ transkripcie

27



je konstantnd pri 1 kb/min t.j. kratke gény akagp budu transkribované do pre-mRNA behom 4-5
min, kym dlhé gény ako je napE74majuci 60 kb budt prepisané az za 1 hod. Hoci efektivnost’
smeuwjuca k ¢o najrychlejSiemu vytvoreniu funkénej mRNA je podporena zostrihom uz pocas
transkripcie (LeMaire a Thummel, 1990), dizka a pocet intrénov v transkripénej jednotke st
rozhodujicim prvkom urcujicim ¢as vzniku maturovanej mRNA a fiou kédovaného protei  nu. Preto
stupenl 1 efektivnost’ temporalnej kontroly expresie vyvojovo esencidlnych génov si v evoltcii
vyzadovala zmeny v p oéte a diZke intrénov ¢o stiasne umoziiovalo i vélefiovanie délezitych
kontrolnych elementov ako su enhancery a silencery. Simultanna aktivacia primarne-responzivnych
génov jedinym induktorom potom vyusti do ¢asovo koordinovanej transkripcie vacsieho p octu
lokusov dispergovanych po celom genéme.
Aby sme si mohli lepSie predstavit’ komplexnost’ odozvy na steroidny hormoén vratime sa e§  te raz
spat’ ku kapitole 3. kde sme uviedli, Ze produkty neskorého pufu 63E asociovaného s génom L63 maju
charakter CDK protein kinaz (Sauer a kol., 1996), ktoré v polyténnych slinnych zl'azach neplnia
funkciu v kontrole bunkového cyklu, ale zrejme fosfoj§lproteiny zacastnené na sekvenénej
aktivacii génov. To dava prilezitost’ prepojit’ hierarchicku kaskadu tvorent niektorymi zo skorych
ekdyzoninducibilnych transkripénych faktorov s inymi signalnymi drahami, o ktorych sa dodnes u
slinnych zliaz predetermin ovanych k histolyze zatial’ vobec neuvazovalo a ponechava otvorenych
mnoho p erspektivnych moznosti pre vyskum. Je nepochybné, ze posttranslaéné modifikacie
transkripnych faktorov ¢i nimi indukovanych efektorovych proteinov ako je fosforylacia, acetylacia,
glykozylacia, p renylacia, myristoylacia a pod. budi neoddelitel'nou sti¢ast'ou tohto p rocesu. Inou a
nemenej zaujimavou perspektivou je aj recentne opisand aktivacia ECR chaperénmi typu tepelne-
Sokovych proteinov (Hsc70 a Hsp83), ktorych ucast’ na kontrole akt ivity nuklearnych receptorov bola
doposial’ znama len u homodimerizujtcich steroidnych receptorov stavovcov typu
glukokortikoidného, estrogénového a progesterénového receptoru (Arbeitman a Hogness, 2000).
Ciel'om posobenia Hsc70 a Hsp 83 je len EcR a nie Usp, a okrem tychto dvoch chaperénov ucast’ 4
d’alsich auxiliarnych proteinov je nevyhnutna na zmenu inaktivneho EcR do stavu aktivovaného EcR
schopného viazat’ sa na DNA a to bez ohl'adu na pritomnost’ ligandu. Tato okolnost’ i odli$nost’
auxiliarnych proteinov znagaju, ze chaperénovy komplex p otrebny k aktivacii EcR je novym a
distinktnym mechanizmom signalnej drahy ekdyzonu.

5. Ako to celé vlastne zacina: responzivne elementy a enhancery

Jednou z najviésich prednosti opisovaného systému je jeho selekti vna inducibilita jedinym
faktorom, ktorym je steroidny hormén ekdyzon. V naSom laboratoriu sme testovali viaceré cicavcie
steroidy a ziaden nebol schopny vyvolat’ $pecificki odozvu. Ked’ larvy dosiahnu koniec 3. instaru a st
pripravené pre metamorfozu "zasiaiakat™ na povel prichadzajuci v podobe prudkého zvysenia
endogénnej hladiny ekdyzonu, ktoré nazyvame pulzom. Faza "Cakania" je vSak u divého typu takmer
nepozorovatel'na, p retoze prichddza spontanne ako néasledok predoslych p ostupnych vyvojovych a
metabolickych zmien organizme. U kondicionalne letalnych homozygdtnych  mutacii
lethal(3)ecdysonele$s (ecd) a suppressor of forkéd™® (su(f) *°'9 je ale mozné prenesenim do
restriktivnej teploty dosiahnut’ deficienciu na ekdyzon a zastavit’ vyvoj prave na ko nci 3. larvalneho
instaru, ktory tak moze trvat’ namiesto 48 hod az 2 tyzdne ( Garen a kol., 1977; Snyder a Smith 1976;
Klose a kol., 1980; Hansson a Lambertson, 1983). Injikacia ekdyzonu do takychto lariev je
postacujuca na vyvolanie metamorfozy. Z vyssie u vedeného vyplyva, Ze signal v podobe ekdyzonu sa
prendSa do jadra prostrednictvom komplexu hormdén-EcR/USP kde kontroluje transkripciu
konkrétnych génov. Co rozhoduje, ktoré gény budt edkyzonom regulované a o tom & budi
regulované pozitivne alebo negatiytiedokonca o tom do akej miery ¢i akou intenzitou ? Staci na to
jeden mechanizmus, ¢i ide o hru viacerych uc€astnikov ? Na prvu otdzku ¢iastocne odpovedal nalez
kratkej asi 15 bp sekvencie DNA v promaétore jedného zo 7 majoritnych "heat shock" proteinovych
génov, hsp27(Riddihough a Pelham, 1987), nazvanej ekdyzon-responzivny element (ECRE). Tento
hsp27ECRE resp. jeho tandem 3-5 repeticii patri dodnes k najsilnejSim a najinducibilnejSim znamym
enhancerom (No a kol., 1996; Sawicki a kol., 1998). V tom istom obdobi na inom pracovisku
prebiehala paralelne charakterizaEi@28/29a Eip40 génov kddujucich ekdyzon-indubilné proteiny
EIP28/29 a EIP40 zo stabilizovanej embryonalnej bunkovej linie Kc (Savakis a kol., 1980, 1984;
Cherbas a kol., 1986). Sti¢astou ich analyzy bola aj ve'mi podrobn4 identifikacia potencialnych EcRE
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v sekvenciach ahnicujucich Eip28/29gén. Jej vysledky, zalozené nielen na porovnani homoldgii
sekvencii ¢i vizby proteinov z jadrovych extraktov k dvojvlaknovému oligonukleotidu (EMSA), ale
najma na transfekcii konstruktov obsahujucich rézne UE§K8/29génu do Kc buniek vSak priniesli
viacero prekvapeni (Cherbas a kol., 1991). G&§28/290bsahuje aspoit 3 EcRE rozlozené po celej
transkripcnej jednotke, pri¢om len jeden sa nachddza v promotorovej oblasti -440 bp od
transkripéného Startu - ten je ale na ekdyzon insenzitivny. Naopak, 2 ECRE, proximalny a distalny,
nachadzajuce 521 a 2295 bp za polyadenyla¢nym signalom su potrebné k ekdyzonovej indukcii génu
Eip28/29 Kazdy EcRE obsahuje imperfektny palindrom s konsenzus sekvenciou 5' -
RG(GT)TCANTGA(CA)CY3'". Pritomnost’ plne funkéného EcRE pred reportérovym génom v
kotransfekénom systéme vedie v absencii hormonu k represii aj bazalnej transkripcie, kym pridanie
ekdyzonu vyvola mnohonasobnu indukciu. Podobne, aj u g&ffdva E75 sa potencialne ECRE
nachadzaju vo vnutri dnskripénej jednotky (Burtis a kol., 1990; Segraves a Hogness, 1990) a
porovnanie tychto elementov s ECRE z inych postupne klonovanych ekdyzon-responzivnych génov
stale nalichavej$ie ukazuje, Ze na rozdiel od doposial’ definovanych hormon -responzivnych elementov
u cicavcov, ECRE Wrosophilaméze byt nielen tzv. DR (direct repeat) ale aj ER (everted repeat)
sekvencia bez jednozna¢nych pravidiel. I napriek tomu, vdcSina z nich funguje ako G¢inné elementy
pre vizbu komplexu EcR/Usp. Aky mdze mat’ ale vyznam tak & pleiotropia ekdyzon-responzivnych
elementov ? Odpoved’ na tito otazku je pravdepodobne v druhej a tretej otazke, ktorts sme si polozili
na zaciatku tejto kapitoly.

Drviva vécsina experimentov s vizbou EcR/Usp komplexu na EcRE sa uskutoéfiovala v in vitro
podmienkach alebo v transfekovanych bunkovych liniach a dodnes nam chybaji funkéné in vivo
Studie zalozené na vyuZiti transgénnych reportérovych systémov ako je bakterialna [-galaktozidaza ¢i
GFP (zeleny fluorescenény protein) so sériou viacerych ECRE ~ sekvencii. No napriek tomu, analyza
expresie SirSej skupiny ekdyzonom regulovanych génov pocas vyvoja alebo pri kultivacii larvalnych
organov v médiu nam poskytuje vel'mi indikativny nahl'ad na tento problém. Medzi gény najcitlivejSie
reagujice na ekdyzonzpri 10 *°az 10 ° M koncentrécii patrig€74, BR-G Sgs-3 Sgs-4 FTZ-F13
pricom ide o pozitivnu odpoved,, ¢ize o indukciu s vynimkou FTZ-F13, ktorého ekdyzon reprimuje
(Karim a Thummel, 1991; Andres a kol., 1993; Woodard a kol, 1994). Av3ak gérgRakd Sgs-3
alebo Sgs-4 reaguju na ekdyzon dualne: uvedené nizke koncentracie ich aktivuju, ale vysSie
koncentracie ekdyzonu (1@ 10°® M) vedu k represii ich transkripcie o je najlepsie dokumentované
prechodom zo Stadia PS1 do PS2. G&rZ-F13 je zase aktiny po¢as PS13/14 pri nulovych
koncentraciach horménu. Naopak, gény ako naps DHR3¢i DH39reaguju len inducibilne ale az
na vysoké koncentracie ekdyzonu t.j."H@ 10 "°® M a pri niz§ich koncentraciach su necitlivé.
Porovnanim a kompilovanim potencialnych responzivnych sekvencii uvedenych génov (Burtis a kol.,
1990; Segraves a Hogness, 1990; DiBello a kol., 1991; Lavorgna a kol., 1991; Antoniewski a kol.,
1994, 1995, 1996; Horner a kol., 1995; Niedziaka a kol., 2000) vyslo najavo, ze tieto rozdi ely v
citlivosti génov na koncentréciu ligandu su dané predovSetkym typom a umiestnenim EcCRE v rdmci
transkripcnej jednotky. Nesporne typ EcRE s naviazanym EcR/Usp komplexom v kooperécii s d’al$Simi
transkripénymi faktormi a kofaktormi v oblasti promoétorui  hlboko v transkripénej jednotke daného
génu vyvolaju kone¢ny efekt (Lehman a Korge, 1995, 1996; Lehman, 1996; Lehman a kol., 1997).
Zakladnou ulohou takéhoto typ u responzivnych elementov teda je zvysit pocet tispesnych iniciacii
transkripcie a zabezpecit' ef ektivnu elongaciu transkriptu v sulade s akatnymi ale tranzitnymi
potrebami bunky na @ produkt.

6. Ligand ¢i lisandy ?

Toto by mala byt relativne kratka kapitola, pretoZze v modelovom systéme pozndme s urcitost'ou
len jeden ligand a to ekdyzon, presnejSie povedari®@dxyekdyzon (20HE), ktory je povazovany
za biologicky aktivny hormén a dokonca "funguje'lrayitro. Ak na chvil’ku zabudneme na genetiku
a molekularnu biol6giu, tak podrobna analyza dodnes ziskanych uUdajov o chémii a fyzioldgii
ekdysteroidov (genericky ndzov pre vSetky steroidné ¢asto polyhydroxylované latky vykazujice
biologicku aktivitu ekdyzonu) nam nedovoli ignorovat’ nizsie uvedené fakty a uz vobec nie zanedbat’
ich nasledky. ProstBrosophilanepozostava len z génov a ich produktov, ale okrem vody ju tvoria aj
tisice inych organickych latok, z ktorych kazda plni svoj vyznam i vo vyvoji.
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Za vyuzitia "radioimmunoassay" metody (RIA) a niekedy i v kombindcii s vysoko tlakou
kvapalinovou chromatografiou (HPLC) ¢i dokonca hmotovou spektrometriou (MS ¢i GC -MS) sa
nielen stanovil priebeh titru horménu ekdyzonu pocas vyvoja Drosophilg ale ur¢ila sa aj pritomnost’
dalsich ekdysteroidov ( Borst a kol., 1974; DeReggi a kol., 1975; Hodgetts a kol., 1977; Berreur a kol.,
1979, 1984; Belinski-Deutsch a kol., 1983; Smith a Bowh885; Sommé-Martin a kol., 1988). Okrem
logicky o¢akavaného ekdyzonu, ktory je prekurzorom 20HE, sa zistili 20,26 ~ -dihydroxyekdyzon, 2-
deoxy-20-hydroxyekdyzon a 3-dehydroekdysteroidy. Naviac Redfern (1984) u Qresophila
detekoval makisteron. Jednoducha kombinacia RIA a HPLC dokazala, ze poslednych asi 18 - 20 hod
3. larvalneho instaru ma nesmierne zaujimavy vyskyt 2 dominantych ekdysteroidov. Asi u 80-85 hod
larvy sa ako prvy v cirkulécii zist'uje len ekd yzon o vel'mi nizkej koncentrécii na hranici
detekovatel'nosti tejto citlivej metody. Asi o 6 - 10 hod neskor je v cirkulécii pritomny uz aj 20HE, ale
je v slabom pomere k dominujicemu ekdyzonu; totubgobie, ktoré z predosSlého textu pozname ako
pufové Sidium PS1. V priebehu d’alsich asi 8 - 10 hod sa tento p omer jednoznacne -eSte stale pri
vel'mi nizkej celkovej hladine ekdysteroidov - zmeni v prospech 20HE; zatial’ pretrvava Stadium PS1.
Nahle vSak déjde k pulzu vysokého titru 20HE, ktorym sa larva dostaws?2 a spusta sa
metamorfoza. UZ v kapitole 4. bolo uvedené, zZe participacia EcR/Usp komplexu na ekdyzonovej
signalizacii pocas larvalnych zvliekani ¢i v polovici 3. instaru nebola doposial’ potvrdena, hoci ani
vylugena. Tu sa naskyta prilezitost uvazovat’ 0 Ulohe réznych ligandov, metabolitov ekdyzonu, a
roznych kombindcii nuklearnych receptorov, ktoré mézu zabezpecovat’ aktivaciu signalnej drahy. Je
nesporné, ze rdzne ligandy budu mat’ k jednému receptoru odlisnu afinitu, a naopak varieta receptorov
bude vkazovat’ rozdielnu selektivitu k ligandom. V takomto systéme sa postupne maji $ancu uplatnit’
viaceré kombinécie ligandov a receptorov veduc tak organizmus larvy od pripravnych faz az po
spustenie metamorfozy. Realny zaklad tejto predstave v sucasnosti posky tol Wang a kol. (2000), ktori
demonstrovali, ze kazdy zo série ekdysteroidov (ekdyzon, 20HE, 2 -deoxy-20-hydroxyekdyzon,
ponasteron A, polypodin B, muristeron) ma iny G¢inok na tvorbu ¢i stabilitu komplexu EcR/Usp a
potom na jeho vazbu ksp27EcRE. Tato $idia s vyuzitim vymeny homologickych usekov medzi
EcR a Usp dvoch odliSnych druhddrosophilaa komaraAedespresvedéivo dokazala, Ze selektivita
na ligand v EcR/Usp komplexe plne prislicha iba EcR komponentu a Usp poésobi "iba" ako
stabiliza¢ny prvok kom plexu. Za diferencialnu odozvu na hormon zodpovedaju helixy 9 a 10 v C-
terminélnej oblasti ligandiazucej domény EcR a Tyr611 ma kriticku ulohu vo vézbe tohto ligandu.

Pocas metamorfdzy, ¢i uz v jej inicialnych fazach, ktoré mozeme sledovat’ v podobe 21 pufovych
Stadii na polyténnych chromozémoch, alebo v pokrocilejsich fazach kedy dochadza k vytvoreniu
nového jedinca (imaga) z diploidnych primordii nazyvanych imaginalne disky, dochadza k postupnej
expresii viacerych ¢lenov superfamilie nuklearnych re ceptorov, ku ktorym zatial’ nepozname ligandy.
Pulz ekdyzonu ma ozaj charakteristiku kratko trvajuceho zvysenia hladiny 20HE co sa dosahuje nielen
jeho docasnou prudkou syntézou a sekréciou ale najmé katabolizmom. Preto sa ned4 sa vylucit, ze
niektoré z maeibolitov ekdyzonu resp . 20HE st hl'adanymi ligandami pre orfantné receptory
exprimované v roznych fazach metamorfézy ako nasledok primarnej indukcie skorych génov.
Dokonca by sme mohli predpokladat’, ze Specidlna skupina steroidnych ¢i nesteroidnych ligandov
mdze byt’ syntetizovand vylucne ako nasledok primarnej aktivacie skorych génov, ktoré si budi
vyzadovat pritomnost’ §pecialnych receptorov. Tieto orfantné receptory okrem ich tlohy
transkripénych faktorov regulujtcich expresiu cielovych génov, sa mézu p odie lat’ na samotnom
katabolizme ¢i konverzii vznikajucich "ligandov". Ako si predstavit participaciu transkripénych
faktorov z rodiny nuklearnych receptorov na tak relativne bezvyznamnej ¢innosti ako je odburavanie
malého ligandu ¢i tvorba odpadnych produktov ? Z aspektu dnesnych poznatkov by mohli existovat
asp on dve potencidlne cesty ako by sa nukledrne receptory mohli podielat’ na intermediarnom
metabolizme. Prvou a najjednoduch$ou p redstavou je, ze gény kddujice enzymy intermedidrneho
metabolizmu st cielom posobenia nuklearnych receptorov. Jednym z ekdyzon-inducibilnych a puf
netvoriacich génov izolovanych metédou subtraktivnej hybridizacie (Farkas, 1991; Hurban a
Thummel, 1998je aj jedna z pocetnych mikrozomalnych cytochromP450 oxidaz, ktoré sa podiel'aju na
metabolizme steroidov. Inym prikladom, hoci priamo nesuvisiacim s metabolizmom ligandov,\8&oneda
nami klonované gény malat dehydrogendz (MDH) koordinovane regulokdg#orom a juvenilnym
horménom (Dani$ a Farkagpublikorané); MDH su typickymi enzymami bazalneho metabolizmu a ich
hormonalna kontrola stivisiaca s metamorfézou (Farkas a Knopp, 1997, 1998) indikuje, Ze ani také
procesy ako je tvorba energetickych zasob ¢i dostatku NADPH nie su p onechané poc¢as ontogenézy
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nahode. Druh& cesta ako stdstavit’ ucast’ receptorov na pripadnom metabolizme steroidov je sice len

teoreticka, ale pravdepodobna a naviac potencialne negenomicka. Minimalne dva z doteraz zndmych
orfantnych nuklearnych receptorbBvosophilg E75aE78 koduju po jednej izoforme bez DNAazicej

domény (Segraves a Hogness, 1990; Stone a Thummel, 1993). ligand-domény tychto
alterovanych receptorov su pritom nezmenen¢ a preto si mohli uchovat’ schopnost’ vizby ligandu. Ked’ze

strata schopnosti viazat’ sa k DNA ich vyluCuje z priame  j Gi¢asti na regulacii expresie génov, je vel'mi
pravdepodobné, Ze tieto alterované receptory mozu sluzit’ ako Specializované senzory pre metabolizaciu

ligandov uz "pouzitych" na aktivaciu genomicky posobiacich nuklearnych receptorov.

Ked uvedené skuto ¢nosti zvazime v kontexte diferencidlnej expresie génov v roznych tkanivach a
¢asovych intervaloch, v tomto pripade najmé so zretelom na nukle4rne receptory, otvara sa nam d’alSia
stranka regulacie vyvojového procesu za Gcasti nemalého poétu receptorov a ic h potencialnych ligandov,
ktorych kombinacie mézu mat’ ¢astokrat tkanivovo-Specificky vyznam.

7. Aky to mé celé vyznam ? - od génu k fyzioldgii bunky a funkcii tkaniva

Verbalne spojenie fenoménov "tkanivo¥eecifické" alebo "Casovo -Specifické"je zatial’ ¢asto
pouzivanym technickym terminom opisujucim javy stvisiace s expresiou urcitych génov, pre ktoré
Zial nemame este lepsiu definiciu - nepochybne pre nedostatok informécii. Na pozadi analyzovanych
dejov je potrebné vidiet’ potencialne suvislost i medzi zdanlivo samostatnymi procesmi. Tkanivovo-
Specifické diferencie v expresii génov musia v kone¢nom doésledku v radmci jedného organizmu viest’ k
orchestralnej sthre vSetkych organov, predovsetkym ak ide o tak zlozity a rychly komplex pochodov
akym je metamorfdza.

Jednoduchy pohl'ad na izolované tkanivo, napr. slinné zl'azy ktoré st idedlnym modelom po
mnohych strankach, v§ak nemusi poskytnat’ dobry priklad pre vysvetlenie komplexnosti v koordinacii
ontogenézy medzi organmi v rdmci celého organiZbauines pozname spolahlivo len jednu funkciu
larvalnych slinnych Zliaz, a tou je uz spominana syntéza Sgs proteinov a z nich pozostavajuceho
sekrétu (Fraenkel a Brookes, 1958si 22 hod po ukonceni syntézy Sgs proteinov t.j. priblizne 12 -14
hod po vyliceni gleja a puparizacii slinné zl'azy degeneruju a s odstranené. Na tieto dva ukony slinna
zl'aza potrebuje 193 opticky viditenych pufov, niekol’ko stoviek ak nie tisic temporalne aktivovanych
génov, nehovoriac o spotrebovanej energii ! Aky to dava celéetmysistolyza slinnych Zliaz je
nevyhnutna nielen preto, ze si splnili svoju funkciu, ale aj preto, aby spolu s ostatnymi uz pouzitymi
larvalnymi tkanivami "neprekazali" evaginujicim a proliferujucim imaginalnym diskom, ktoré na
podnet ekdyzonu velmi ryc  hlo -priam ochotnevypliiaju uvolneny priestor p o degradovanych
larvalnych organoch. Na rozdiel od terminalne diferencovanych a ¢asto polyténnych ¢i polyploidnych
larvalnych tkaniv, ktoré nereaguju na intercelularne signély bunkovymi cyklami, diploidné imaginalne
disky a histoblasty st k takymto signalom vel'mi citlivé. Kontaktny signal ma u predeterminovanych
diploidnych buniek rovnocenny vyznam ako signaly humoralne a preto pri dotyku s neeliminovanym
larvalnym organom sa méze aspon docasne pozastavit' ich morfogenéza a tym stratit’ synchronnost’ s
ostatnymi imaginalnymi diskami. Takéto malé "mesSkanie" ma Sancu zapriinit’ zmenu velkosti ¢i
polohy organu alebo organovej sustavy.

Popri tomto stoickom aspekte je ale jasné Ze medzi niektorymi génmi a funkcia mi je mozné najst’
priamy vzt'ah, napr. ektopicka expresia E63 navodi sekréciu granul obsahujucich Sgs proteiny aj bez
ekdyzonu. Taktiez ektopicka expresia ftz-F13 staci k ziskaniu kompetencie na prechod z larvalneho do
prepupélneho cyklu puffingu. R6zne mutacie gdbBcRvedu k inhibicii tvorby pufov uz v
pociatocnych Stadiach. Ale "ucinok" vacsiny ostatnych individualnych génov nie je mozné priamo
spojit’ s ur¢itym fenotypom, pretoze hraju "koncert" vo vel'’kom orchestri kde az stihra vSetkych hracov
po dlhSom case prinesie vidite'n zmenu. Z nich najmarkantnejSou urcite je histolyza slinnych zliaz,
ktora sa udeje procesom geneticky riadenej PCD, ktord ma viac prvkov nekrdzy nez chronicky zname;j
apoptdzy. V ramci sekvenénej aktivacie génov su na jej konci zaraden € skupiny lokusov kédujuce
niekol’ko regulatorov a exekitorov PCD.  Drosophila na rozdiel od mnohych zatial’ skimanych
modelovych organizmov ma trojicu unikatnych induktorov PCD nazyvamgalper (rpr), head
involution defectivéhid) agrim pochadzajucich kusu 75CD a uplatiujucich sa pri apoptéze najma
pocas embryogenézy. Ich spolo¢nou értou je pritomnost tzv.  "death” domény homologickej k Fas
receptorom stavovcov. Rpr, Hid aj Grim funguji ako p riame aktivatory kl'acovych kaspaz ¢im

31



spustaju kaskadu reakc ii vyustujicich do rozsiahlej proteolyzy bunkovych komponentov. V Case
prepupalneho cyklu puffingu vyvolaného druhym pulzom ekdyzonu sU exprimovgité kg agrim
(Jiang a kol., 1997; Farka§ a Mechler, 2000), avSak ich aktivatnému ucinku sa da predist ektopickou
expresiou bakulovirusového antiapoptotického proteinu p35 (Farkas a Mechler, 2000). Sucastou PCD
procesu v slinnych zl'azach ¢i inych larvalnych organoch je aktivacia E93 ktora si vyzaduje expresiu
ftz-F1B3 (Jiang a kol., 1997) ukazujuc tak namust’ sekvencii jednotlivych krokov ¢i celych etap pred
dosiahnutim Stadia vhodného k histolyze. Do koordinacie tohto procesu sa zrejme priamo zapaja
ekdyzon prostrednictvom EcR/Usp komplexu, ktorého potencialny responzivny element sa naSiel v
promotorerpr génu (Jiang a kol., 2000). No napriek tomu u transgénnych jedincov nesucich 6 képii
divej formy tumorsupresorového gétrthal(2)giant larvae(I(2)gl) je proces PCD mnohonasobne
akcelerovany vynechavajuc cely prepupalny cyklus pufov a dosahujuc Gplei§zaislinnych zliaz
do 2 - 3 hod po puparizacii s enormne potencovanou vakuolizaciou buniek (Farkas a Mechler, 2000).
Zaujimavé bola skuto¢nost’, Ze u Eerstvo puparizovanych transgénov  1(2)gl® Gplne chybal norméalny
pre dané obdobie (PS10) charakteristicky puffing, ale na 2. chromozéme sa vyskytoval vyrazny puf
52A typicky az pre PS19 -20 (Farkas a Mechler, 2000). Jeho nedavne klonovanie odhalilo regulacnii
subjednotku D vakuolarnej ATPazy zodpovednej za prudku acidifikaciu cytoplazmy, ktord nastava u
vaésiny tkaniv pri PCD (Kucharova a Farkas, nepublikované). V proméiiéase-Dme nasli tiez
potencialny EcRE tentokrat vykazujuci sekvenénti homolégiu k niektorym uz dobre definovanym
EcRE. Asi najpozoruhodnejsim prekvapenim bolo, ze 1(2)gl®* transgénne zvieta nevykazuju ziadnu
deviaciu vo vyvoji ¢i uz u lariev, kukiel alebo imag, dokonca u nich nie je zvySend PCD v
embryonalnych tkanivach ¢i imaginalnych diskoch - ubikvitozne pritomna davka génu postihuje
vylucne len obsolétne larvalne tkaniva, p redovsetky m slinné zl'azy. Otazkou vsak je, ako
cytoskeletalny tumor supresorovy protein p127 kédovg)gl moze pri zvysenej davke svojho génu
presko¢it’ polovicu vyvojového p rogramu a dospiet’ k tkanivovo -Specifickému koncu bez celej
overtdry minimalne stovky lokws ? Tu sa p o prvy krat vynorila pochybnost’ ¢i cely druhy t.j.
prepupalny cyklus pufov v slinnych zl'azach spojeny s druhym pulzom ekdyzonu je vobec potrebny
aby sa dospelo k PCD ? Prematuralna aktivacia expyasibid agrim génov ul(2)gl®* transgénov
naznacuje, Ze vSetky komponenty pre histolyzu zliaz musia byt’ pritomné uz pocas puparizacie, t.].
okolo PS10 (Farka$ a Mechler, 2000). Co potom predstavuje zvy$nych 11 pufovych §tadii a zlozity
mechanizmus ziskavania kompetencie pre prepupalnu odozintezecie niekol’kych orfantnych
nuklearnych receptorov, ktoré nesporne reguluju rad cielovych génov ? Jednym z potencialnych
vysvetleni je, Ze prepupalny cyklus pufov je pre samotné slinné Zl'azy v skutoc¢nosti zbyto¢ny a odraza
skor to ¢o sa "deje" vprud ko diferencujucich a proliferujacich tkanivach imaginalnych diskov a
histoblastov, a nakol’ko slinné zl'azy st uz v tom case predeterminované k histolyze, bol by to pre ne
energeticky prili§ narocny luxus aby dany sekvenény proces reprimovali.

Tento pehl'ad ukazuje, Ze hoci zaciname rozumiet’ pociatoénym fazam a niektorym vymedzenym
usekom z celého p rocesu sekvencnej aktivacie génov, stoji pred nami este dlha cesta vyzadujuca
charakterizaciu kompletnej zostavy génov nielen tvoriacich pufy ale aj tych, ktoré netvoria
protuberancie euchromatinovych Usekov, ale najma interakcii a funkcii efektorovych proteinov
vykonavajucich mravenciu p racu na konci celej kaskadovej hierarchie signalov. Vysledky z
poslednych rokov vnaSaju viac svetla do priebehu realizacie vyvojového programu, v ktorom sa
prelinaju viaceré signalne drahy a Casto, bez ohl'adu na ubikvitozny charakter expresie, ovplyviuji
vysledny efekt tkanivovo-Specificky ale v prosperganizmu ako celku.
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Obr. 2 Panel A: Transverzalny rezz slinnti ZI'azu $tadia PS1 az PS4 s izkym centralne ulozenym
[imenom a mnozstvom sekrecnych grantl.
Panel B: Transverzalny rez cez slinnu zl'azu S$tadia PS6 az PS7 so Sirokym [imenom
naplngm sekrétom a "vyprazdnenymi" bunkami ako nasledok u¢inku ekdyzonu.
Panel C: Ultrastruktira slinnej zl'azy §tadia PS1 so sekreénymi granulami v cytoplazme a
castou limenu.
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Obr. 3 Panel A: druhy chromozom s prominentnym interekdyzialnym pufom 25B.
Panel B: treti chromozém s interekdyzialnym pufom 68C.
Panel C: represia interekdyzialneho pufu 3C a indukcia skorého pufu 2B5 na distalnom
konci X chromozému pri prechode z PSh{liast’) do PS2 (dolna ¢ast).
Panel D: skoré ekdyzon-inducibilné pufy 74EF a 75B v PS3 (hore) a v PS6 (dolu).
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Obr. 4 Panel A: treti chromozom so sekundarnymi skorymi pufmi 71DE a 72D.
Panel B: treti chromoz6m s vel'mi neskorym larvalnym pufom 82F.
Panel C: pufy 85D a 85F z prechodnej fazy Staddia PS13/14 z larvalneho na prepupalny
cyklus puffingu.
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Obr. 5 "Ashburnerov" model, v ktorom hormoén ekdyzon (E) v komplexe s receptorom (R) aktivuje
skoré (early) pufy a sucasne inhibuje predéasnu aktivaciu neskorych (late) pufov.
Proteosyntéza je nevyhnutné k represii skorych aj indukcii neskorych pufov.

42



