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1. UvOD

Beskraljeznjaci (Avertebrata) su neformalna skupinu zivih bi¢a u koju ubrajamo vecinu svih
danas poznatih Zzivotinjskih vrsta. Beskraljesnjaci ne tvore jedinstvenu i prirodno srodnu
skupinu. Pripadaju carstvu Animalia, a pojavili su se jo§ u paleozoiku. Budu¢i da u
beskraljeznjake uvrstavamo velik broj koljena razlicitih zivotinja, pogodan rod za proucavanje
ranog razvoja i procesa je rod Drosophila. Po sistematici ovaj rod pripada razredu Insecta,
kukcima, vrstama najbrojnijem razredu u odnosu na sve zivotinjske skupine, redu Diptera te
porodici Drosophilidae. Iako se medusobno brojni kukei razlikuju po vanjskoj i unutra$njoj
gradi tijela, imaju otprilike jednaku funkcionalnu organizaciju. Kukci pripadaju
¢lankonoscima, Arthropoda, a predstavljaju najbrojniju i1 najrasprostranjeniju skupinu
beskraljeznjaka u svim biotopima na Zemlji. Tijelo svih kukaca sastoji se od: glave (caput),
prsa (torax) i zatka (abdomen). Razdvojena su spola, oplodnja je unutrasnja, a razvoj tece
preobrazbom (Habdija i sur., 2011). Najpoznatija i najistrazivanija vrsta roda Drosophila je
Drosophila melanogaster Meigen. Ve¢ od prvog desetlje¢a 20. stoljea znamo puno vise o
genetici vinske musSice nego bilo kojeg drugog mnogostani¢nog organizma. Jedinke vrste
Drosophila je lako uzgajati, izdrzljive su, tolerantne na razli¢ite okolisne ¢imbenike te imaju
politene kromosome koji se u li¢inkama lako identificiraju i vrlo su pogodni za proucavanje
njihove strukture. Kad su tehnike molekularne biologije omogucile istraziva¢ima da
identificiraju 1 manipuliraju genima i molekulama RNA kukaca mogli su povezati genetiku s
njihovim razvojem. Spajanje znanja o molekularnim aspektima genetike vinske musice sa
znanjem o njezinom razvoju, sagradilo je temelje na kojima su temeljene aktualne znanosti
razvojne genetike i evolucijske razvojne biologije (Gilbert, 2003). Mnogostani¢ni organizmi
se formiraju postupno, kaskadom relativno sporih procesa progresivnih promjena pod
zajedni¢kim nazivom - razvoj organizma, koji zapoc¢inje oplodnjom, tj. ulaskom spermija kroz
mikropilu. Zigota sa svojim novim genetickim materijalom i novim uredenjem citoplazme,
zapocinje produkciju mnogostanicnog organizma. Izmedu ovih dogadaja oplodnje i samog
razvoja organa nalaze se dvije kritine faze, a to su brazdanje 1 gastrulacija. Tijekom
brazdanja dogada se brza stani¢na podjela citoplazme oplodenih jajasca u brojne stanice. Te
stanice se zatim podvrgnu drasti¢nim promjenama za vrijeme gastrulacije, proces u kojem se
stanice kre¢u u razli¢itim dijelovima embrija te stjeCu nove susjedne stanice. Za vrijeme
brazdanja i gastrulacije odredena je glavna os embrija i stanice se poCinju razvijati prema

njihovoj sudbini. Nakon brazdanja i gastrulacije dolazi do segmentacije embrija te se izleze



licinka koja se intenzivno hrani. Li¢inka raste i prolazi kroz dva presvlacenja, prelaze¢i u

stadij kukuljice, koja nakon metamorfoze postaje odrasla musica (Wolpert, 2002) (Slika 1.).
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Slika 1. Zivotni ciklus vinske musice, Drosophila melanogater od jajasca do odrasle jedinke.
(Izvor: web 6)



2. OSNOVNI DIO

2.1. BRAZDANJE

Kod vec¢ine kukaca, kao i kod vinske musice, nakon oplodnje dolazi do superficijalnog
brazdanja, s obzirom da velika masa zumanjka smjestenog u srediSnjem dijelu jajeta
(centrolecitelno), ograni¢ava brazdanje na citoplazmatski dio jajne stanice (meroblasti¢ko,
superficijalno brazdanje). Jedna od fascinantnih karakteristika ovog tipa brazdanja je da ne
dolazi do formiranja stanica sve dok se jezgra ne podijeli (Slika 2.). Jezgra zigote prolazi
nekoliko mitotickih dijeljenja unutar srediSnjeg dijela jajeta. Zatim dolazi do migracije
jezgara na periferni dio jajeta, gdje se mitoza nastavlja, iako postepeno dolazi do smanjenja
stope dijeljenja. Tijekom devetog ciklusa podjele, pet jezgara doseze povrSinu posteriornog
pola embrija. Zatim dolazi do zatvaranja tih jezgara stanicnim membranama i one postaju
stanice iz kojih ¢e nastati gamete odrasle jedinke. Veéina ostalih jezgara odlazi na periferiju
embrija tijekom desetog ciklusa dijeljenja i zatim prolazi kroz jo$ Cetiri podjele. Tijekom ove
faze podjele jezgara, embrij se naziva sincitijalni blastoderm, $to znaci da se sve jezgre nalaze
unutar zajednicke citoplazme. Ne postoje druge membrane, osim membrane samog jajeta
(Gilbert, 2003). Karr i Alberts pokazali su svom radu da svaka jezgra unutra sincitijalnog
blastoderma sadrzava unutar svog malenog teritorija proteine citoskeleta. Kada jezgre
dosegnu periferiju jajeta tijekom desetog ciklusa dijeljenja svaka jezgra postaje okruzena
mikrotubulima i mikrofilamentima. Jezgre i njima pridruzeni citoplazmatski otoci nazivaju se

energide (Karr i Alberts, 1986)

Slika 2. Brazdanje oplodene jajne stanice vinske musice, Drosophila melanogater.

(Izvor: Gilbert, 2003)



Nakon trinaestog ciklusa, plazmatska membrana oocite savija se prema unutra imedu jezgara,
a u konacnici dolazi do odvajanja svake somatske jezgre u zasebnu stanicu (Slika 3.). Tim
procesom dolazi do nastanka stanicnog blastoderma u kojem su stanice rasporedene u
jednoslojni ovoj oko ZumanjCane jezgre jajeta (Turner i Mahowald, 1977; Foe i Albetrs,
1983). Kao 1 kod svakog drugog procesa formiranja stanica, formiranje stani¢nog blastoderma
ukljucuje blisku suradnju izmedu mikrofilamenata i mikrotubula. Prvu fazu nastanka stanica
blastoderma karakterizira invaginacija stanicne membrane i aktinsko—mikrofilamentarne
mreze u regiju izmedu jezgara kako bi se formirale brazde. Zatim slijedi druga faza
celularizacije. Tijekom ove faze povecava se broj invaginacija i aktin—-membranski kompleks
se pocinje suzavati na dio koji ¢e u konacnici ¢initi bazalni kraj stanice (Schejter i Wieschaus,
1993). Kod jedinki vrste Drosophila, stani¢ni blastoderm sadrzi priblizno 6000 stanica i

formiran je 4 sata nakon oplodnje.
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Slika 3. Proces nastanka blastoderma. (I1zvor: Gilbert, 2003)

Kada se jezgre pomaknu na periferni dio stanice, vrijeme potrebno za zavrSetak svake od
Cetiri sljedece podjele postaje postupno dulje. Dok je svaki ciklus od prvog do desetog dug 8
minuta, ciklusu 13, koji je zadnji ciklus u stadiju sincitijalnog blastoderma, treba 25 minuta



kako bi bio dovrsen. Cetrnaesti ciklus, u kojem kod Drosophila embrija dolazi do formiranja
stanica je asinkron. Pojedine grupe stanica zavr$avaju ovaj ciklus u 75 minuta, dok je drugim
grupama stanica potrebno 175 minuta (Foe, 1989). Transkripcija koja zapocinje oko
jedanaestog ciklusa je znatno poboljSana u ovoj fazi. Ovo usporavanje podjele jezgara i1
istodobno povecanje transkripcije RNA molekula ¢esto se naziva midblastula transition
(prijelaz) (Slika 4.). Takav prijelaz takoder je vidljiv u embriju brojnih kraljeznjaka i
beskraljeznjaka (Wolpert, 2002).

Slika 4. Prikaz midblastula prijelaza. (Izvor: Glibert, 2003)

2.2. GASTRULACUA

U stadiju midblastula prijelaza zapocCinje proces gastrulacije. Prva kretanja tijekom
gastrulacije odjeljuju budu¢i ektoderm, endoderm 1 mezoderm. Potencijalni mezoderm sadrzi
oko 1000 stanica koje ¢ine sredi$nji, ventralni dio embrija te se savija prema unutra kako bi
nastala ventralna brazda. 1z ove brazde u konacnici se formira ventralna cijev unutar embrija.
Potencijalni endoderm invaginira u obliku dva dZzepa na anteriornom 1 posteriornom kraju
ventralne brazde. Stanice sa vrSnog dijela odlaze u unutrasnji dio embrija zajedno s
endodermom. U ovom trenutku dolazi do savijanja embrija tako da se formira cefalicka
brazda. Ektodermalne stanice na povrSini i stanice mezoderma prolaze kroz procese
konvergencije i izduzivanja, te migriraju prema sredi$njoj ventralnoj liniji kako bi formirale

zametni sloj stanica duz srediSnjeg, ventralnog dijela koji ukljucuje stanice koje ¢e biti



ukljucene u formiranje trupa embrija. Taj se sloj stanica produzuje posteriorno, vjerojatno

zbog kapsule jajeta koja okruzuje dorzalnu povrsinu embrija (Gilbert, 2003) (Slika 5.).
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Slika 5. Proces gastrulacije. (Izvor: web 3)

Zbog toga se, pri zavrSetku stvaranja tog zametnog sloja stanica (vrpce), stanice predodredene
formiranju posteriornih li¢inackih struktura nalaze odmah iza buduce regije glave. U tom
trenutku, pocinju se pojavljivati segmenti tijela, razdvajajuci ektoderm i mezoderm. Zametna
vrpca se zatim povlaci, postavljaju¢i buduce posteriorne dijelove na straznji vrh embrija. Dok
je zametna vrpca u svom izduzenom poloZaju, dogada se nekoliko klju¢nih morfogenetskih
dogadaja: organogeneza, segementacija i segregacija imaginalnih diskova. Zivéani sustav
formiran je iz dvije regije ventralnog ektoderma. Neuroblasti se razlikuju od neurogenog
ektoderma unutra svakog segmenta. Zivéani sustav vinske musice nalazi se ventralno, dok je

kod kraljeznjaka izveden iz dorzalne neuralne cijev (Gilbert, 2003).

2.3. SEGMENTIRANJE

Op¢i plan tijela jedinki vrste Drosophila jednak je kod embrija, li¢ina¢kog i odraslog stadija,
gdje postoje odvojeni krajevi tijela - glava i ,,rep* (straznji kraj tijela), izmedu kojih su



ponovljene segmentirane jedinice (Slika 6.), od kojih tri formiraju prsa (thorax), dok ostalih
osam formira zadak (abdomen). Svaki segment odrasle vinske mus$ice ima vlastiti identitet.
Prvi torakalni segment, na primjer, sadrzi samo noge, drugi torakalni segment noge i krila,
dok treci torakalni segment sadrzi noge i1 organ zaduZen za koordinaciju rotacije tijekom leta,
haltere. Torakalni i abdominalni segmenti takoder se mogu razlikovati od drugih prema
razlikama u kutikuli (Habdija i sur., 2011). Tijekom proteklog desetljeca, kombinacijom
molekularnog, genetickog i embrionalog pristupa razvio se detaljan model koji opisuje kako
dolazi do segmentiranja duz anteriorno—posteriorne osi i kako se segmenti medusobno
razlikuju. Anteriorno—posteriorna i dorzalno—ventralna os vinske musice formira se pod

pravim kutem i obje su odredene polozajem oocite unutar folikularnih stanica jajnika
(Wolpert, 2002).

Prsa
(torax)

Zadak
(abdomen)

Slika 6. Op¢i plan raspodjele pojedinih segmenata duz anteriorno—posteriorne osi tijela, u
razli¢itim Zivotnim stadijima vinske musice. (Izvor: Gilbert, 2003)

2.3.1. ODREDIVANJE ANTERIORNO-POSTERIORNE OSI

Anteriorno—posteriorna 0os embrija vinske musSice pojavljuje se prije nego jezgre zapocnu
funkcionirati. Sestrinske stanice jajnika nakupljaju mRNA molekule tijekom razvoja jajnika i
te mRNA molekule su razdijeljen u razli¢ite regije stanice. Cetiri majé¢inske mRNA molekule
kriti¢ne su za stvaranje anteriorno-posteriorne osi. To su bicoid i hunchback mRNA ¢iji su
produkti kljuéni za formiranje glave i toraksa te nanos i caudal mRNA koje su vazne pri
stvaranje abdominalnih segmenata (Gilbert, 2003). Bicoid mRNA molekule lokalizirane su u
anteriornom dijelu neoplodenog jajeta i povezane su s anteriornim mikrotubulima. Nanos

MRNA su vezane za citoskelet posteriorne regije neoplodenog jajeta. Hunchback i caudal



mRNA molekule rasporedene su duz oocite. Nakon oplodnje t¢ mRNA molekule mogu se
translatirati u proteine. Na anteriornom dijelu, bicoid RNA se translatira u Bicoid protein, koji
formira gradijent najintenzivniji u anteriornoj regiji. Na posteriornom dijelu nanos RNA
molekule se translatiraju u Nanos protein koji formira gradijent najveéi u poteriornoj regiji.
Bicoid protein veze se na specifi¢nu 3" netranslatiranu regiju caudal MRNA molekule i na taj
naéin sprjecava translaciju u anteriornom dijelu embrija (Dubnau i Struhl, 1996). Ukoliko
dode do stvaranja Caudal proteina u anteriornom dijelu, glava i prsa se neée pravilno
oblikovati. Bicoid proteini funkcioniraju kao transkripcijski faktori tako S$to ulaze u jezgre
embrija u stadiju ranog bradzanja gdje aktiviraju hunchback gene. Transkripcija hunchback
gena vidljiva je samo u anteriornoj polovici embrija. Mutantima kojima manjkaju maj€ini i
Hunchback proteini zigote nedostaju dijelovi usta i torakalne strukture. Hunchback protein je
transkripcijski faktor koji vrsi represiju abdominalnih sprecifi¢énih gena ¢ime je omoguéena
ekspresija hunchback gena kako bi se formirale glava i toraks (Gilbert, 2003). Vaznost Bicoid
proteina u inicijaciji formacije glave i toraksa dolazi iz eksperimenata u kojima je prociséena
bicoid RNA injektirana u embrije tijekom rane faze brazdanja. Bilo koji dio embrija u koji je
injektirana bicoid RNA postaje glava, a ako je ta molekula injektirana u srediste embrija ta
regija postaje glava, a regije s obje strane postaju torakalne strukture (Drivder i sur.,1990).
Caudal protein je kljucan u specifikaciji posteriornih domena embrija i aktivira gene
odgovorne za invaginaciju straznjeg dijela embrionalnog crijeva iz kojeg se razvija debelo
crijevo (Wu i Lengyel, 1998). Posteriorni organizacijski centar definiran je aktivacijom nanos
gena. Nanos mRNA vezana je za citoskelet u posteriornoj regiji jajeta preko 3'UTR regije 1
povezana je s produktima nekoliko drugih gena. Nanos gen miruje u neoplodenom jajetu zbog
Smaug proteina vezanog na njegovu 3'UTR regiju. Tijekom oplodnje taj oblik represije se
otklanja 1 omogucava se sinteza Nanos proteina. Funkcija tog proteina temelji se na
inaktivaciji translacije hunchback mMRNA (Tautz, 1988) (Slika 7.). U anteriornoj regiji embrija
hunchback mRNA je preko svoje 3"UTR regije vezana na Pumilio protein ¢ime je omogucena
njena translacija u Hunchback protein. U posteriornoj regiji embrija u ranom stadiju vezani
Pumilio moze biti udruZzen sa Nanos proteinom, §to za posljedicu ima deadenilaciju
hunchback mRNA, odnosno sprjecavanje njezine translacije. Rezultat svih interakcija je

stvaranje gradijenta Cetiri proteina u ranom embriju.
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Slika 7. Prikaz djelovanja Nanos proteina. (I1zvor: Gilbert, 2003)

2.3.2. SEGMENTACISKI GENI (GAP, PAIR RULES | SEGMENT POLARITY GENI)

Prijelaz iz segmentacije u determinaciju kod jedinki vrste Drosophila je posredovan
segmentacijskim genima. Upravo ti geni dijele rani embrij u ponavljajuce serije segmentalnih
primordija duz anteriorno-posteriorne osi. Mutacije u segmentalnim genima uzork su
nedostatka nekih segmenata ili njihovih dijelova. Segmentalni geni dijele embrij na 14
parasegmenata. Tijelo li¢inke i odrasle jedinke anatomski je podijeljeno na segmente, a oni su
izgradeni prema pravilima parasegmenata koji su osnovne gradivne jedinice. Prijelaz s
embrija kojeg karakterizira gradijent morfogena na embrij s razli¢itim jedinicama ostvaren je
produktima gap gena. Gap geni su inaktivirani ili aktivirani majéinim efektornim genima koji
dijele embrij u regije od kojih svaka sadrzi nekoliko parasegmentalnih primordija. Nedostatak
kriippel gena Koji je primarno izrazen u parasegmentima 4 do 6, u sredi$njem dijelu embrija
vinske musice uzrokuje nedostatak upravo te regije embrija. Proteini, produkti gap gena,
dolaze u interakciju sa susjednim proteinima gap gena i aktiviraju transkripciju pair-rules
(parnih regulatornih) gena (Gilbert, 2003). Transkripcijski uzorci tih gena su upecatljivi po
tome Sto dijele embrij na podruéja koja su prekursori segmentalnog plana tijela. Rezultat je
,,zebrasti uzorak* duz anteriorno-posteriorne osi, koji dijeli embrij u 15 podjedinica (Hafen i
sur., 1984). Trenutno je poznato § gena koji mogu podjeliti embrij na taj nacin (Tablica 1).
Poznata su tri primarna pair-rules gena. To su hairy, even-skipped i runt geni koji su
neophodni za formaciju periodi¢nog uzorka, a direktno ih kontroliraju proteini gap gena.

Pojaciva¢ (eng. enhancer) i primarnih parnih-regulatornih gena prepoznati su pomocu
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proteina gap gena i smatra se kako razli¢ite koncentracije tih proteina odreduju hoce li do¢i do

transkripcije parnih-regulatronih gena ili ne (Gilbert, 2003).

Tablica 1. Popis glavnih gena koji utje¢u na segmentaciju kod vinske musice.
(Izvor: Wolpert, 2002)

Category Category

Gap genes Kriippel (Kr) Pair-rule genes Secondary fushi tarazu (fiz)
kmirps (kni) odd-paired (opa)
hunchback (hb) odd-skipped (sip)
giant (et) sloppv-paired (slp)
tailless (tll) paired (prd)
huckendein (hkb)
buttonhead (btd) Segment engrailed (en)
empty spiracles (ems) polarity genes wingless (wg)
orthodenticle fotd) cubitus .!.uren‘upms’D (c.fD)

hedgehog (hh)

Pair-rule genes Primary hairy (h) fused (fi)
even-skipped (eve) armadillo (arm)
runt (run) patched (ptc)

gooseberty (gsh)
pangolin (pan)

Segment polarity geni (geni polariteta) odgovorni su za odrzavanje odredenih ponavljajucih
struktura unutar svakog segmenta i kodiraju proteine koji su sastavni dijelovi Wingless i
Hedgehog signalnih puteva. Razvoj normalnog rasporeda pojedinih segemenata, oslanja se na
¢injenicu da je samo jednom redu stanica u svakom parasegmentu dopusteno izraziti
Hedgehog protein 1 samo jednom redu stanica u svakom parasegmentu je dopusteno izraziti
Wingless protein. Klju¢ je aktivacija engrailed gena u tim stanicama koje izrazavaju
Hedgehog protein. Engrailed gen je aktiviran kada stanice imaju visoku razinu Even-skipped,
Fushi-tarazu ili Paired transkripcijskog faktora, a potisnut u onim stanicama koje imaju
visoku razinu Odd-skipped, Runt ili Sloppy-paired proteina. Wingless gen je aktivan u onim
bendovima stanica koje primaju vrlo malo ili nimalo Even skipped ili Fushi tarazu proteina,
ali sadrze Sloppy-paired protein. Jednom kada je uspostavljena ekspresija wingless i
engrailed gena u susjednim stanicama, to se mora odrzati kako bi se zadrzala periodi¢na
parasegmentalnost tijela uspostavljena parnim regulatornim genima. OdrZavanje se temelji na
interakciji izmedu stanica koje izrazavaju wingless i onih koje izrazavaju engrailed. Wingless
protein izlucen iz stanica koje izrazavaju wingless gen difundira u susjedne stanice (Gilbert,
2003). Stanice koje izrazavaju engrailed mogu vezati taj protein zato Sto posjeduju

membranski receptor za protein Wingless koji se naziva D-Frizzled-2 (Bhanot i sur., 1996).
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Taj receptor aktivira Wnt signalni put, $to za posljedicu ima kontinuiranu ekspresiju engrailed
gena (Siegfried 1 sur., 1994). Ova aktivacija zapocinje jo$ jedan dio tog puta. Engrailed
protein aktivira transkripciju hedgehog gena u stanicama koje izrazavaju engrailed gen.
Hedgehog protein moze se vezati na Hedgehog receptor susjedne stanice. Kada se veze na
susjednu posteriornu stanicu, stimulira ekspresiju wingless gena. Kao rezultat, stanice koje
sintetiziraju Engrailed protein izlu¢uju Hedgehog protein, koji odrzava ekspresiju wingless
gena u susjednim stanicama, dok stanice koje izlu¢uju Wingless protein odrzavaju ekspresiju
engrailed i hedgehog gena u njihovom susjedstvu. Difuzija tih proteina osigurava gradijent
pomocu kojeg stanice parasegmenata stjeCu svoj identitet. Taj proces moze se uoliti u
dorzalnoj epidermi, gdje redovi li¢inackih stanica stvaraju razli¢ite kutikularne strukture
ovisno o njihovom polozaju unutar segmenta. Prvi red sastoji se od velikih, pigmentiranih
Siljaka koji se nazivaju zubi¢ima. Posteriorno od tih stanica drugi red stvara glatku
epidermalnu kutikulu. Sljede¢a dva reda stanica stvarat ¢e manje i deblje dlake, a njih prati
nekoliko redova stanica koje ¢e stvarati fine dlacice. Stanice koje eksprimiraju wingless gen
leZe unutar regija koje proizvode dlake, dok se stanice koje izrazavaju hedgehog gen nalaze u

blizini prvog reda stanica (Gilbert, 2003).

2.3.3. HOMEOBOX GENI

Naziv homeobox dolazi od ¢injenice da mutacije u nekima od tih gena rezultiraju u
,,homeoti¢koj“ (homeotic) transformaciji, u kojoj jedna struktura zamjenjuje drugu. Naziv
homeosis potice iz 1940. godine, kada je primije¢eno da kod vinske musice postoji mutacija
koja rezultira stvaranjem dijelova tijela na pogresnom mjestu (noga na glavi, oko na nozi i
sl.). Svaki od tih homeotickih gena djeluje na neki drugi dio musSice, a svi su posloZeni istim
redom kao i dijelovi musice na koje su djelovali. Oni predstavljaju obitelj gena koji kodiraju
veliku grupu transkripcijskih faktora. Svi transkripcijski faktori sadrze slicnu DNA-vezujucu
regiju od 60 aminokiselina, koja se naziva homeodomena. Ona sadrzi helix-turn-helix DNA-
vezujuci ostatak koji je karakteristican za mnoge DNA-vezujuée proteine. Homeodomenu
kodira DNA sekvenca od 180 parova baza koji se nazivaju homeobox. Dakle, mnogi
homeobox geni sudjeluju u procesima razvitka, a prvotno su identificirani u genima Koji
kontroliraju segmentaciju tijela vinske musice (Wolpert, 2002). Hox geni kodiraju za
transkripcijske faktore koji sadrze homeodomenu. Hox proteini imaju kiselinski ostatak na C-

terminalnom kraju 1 pentamernu regiju uzvodno od homeodomene koja se veze na TALE
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(three amino acid loop extension) proteine koji imaju ulogu ko-faktora. Hox geni su
organizirani u klastere koji se nalaze na razli¢itim kromosomima, a ¢iji broj varira ovisno o
evolucijskoj odvedenosti organizma. Uloga hox gena je najbolje istrazena u embrionalnom
razvoju beskraljeznjaka i kraljeznjaka, jer su hox geni klju¢ni za pravilan broj i raspored
segmenata embrija; od broja krila vinske musSice do broja prstiju ¢ovjeka. Istrazivanja su
pokazala da za vrijeme oogeneze dolazi do ekspresije majCinih gena te se u jajnoj stanici
nakon oplodnje tocno zna koji ¢e dio postati anteriorni dio tijela, a koji posteriorni. Nakon
toga dolazi do ekspresije gena samog zametka, najprije gap geni, zatim slijede pair rules geni,
odgovorni za stvaranje svakog drugog segmenta, i na kraju segment polarity geni.
Aktivacijom tih gena aktiviraju se homeoticki geni, odnosno nakon prvotne segmentacije
embrija, u kasnijoj embriogenezi do izrazaja dolaze hox geni. Oni u pojedinom segmentima
odreduju strukturu koja ¢e se iz njih razviti npr. Krila, ticala ili noge. Drosophila melanogaster
ima jedan hox klaster (Hom-C) koji se sastoji od osam gena, od kojih svaki sudjeluje u
specijalizaciji pojedinih segmenata glave, toraksa ili abdomena. Taj se klaster nalazi na
trecem kromosomu te je podijeljen u dvije grupe; Antennapedia kompleks i Bithorax
kompleks (Gilbert, 2003) (Slika 8.). Jedna regija koja se naziva Antennapedia kompleks
sadrzi homeotske gene labial (lab), Antennapedia (Antp), sex combs reduced (scr), deformed
(dfd) i proboscipedia (pb). Labial i deformed geni specifiraju segmente glave, dok sex combs
reduced i Anetnnapedia doprinose odredivanju funkcija torakalnih segmenata. Druga regija
homeotskih gena je Bithorax kompleks. Tri su protein kodiraju¢a gena u tom kompleksu:
ultrabithorax koji je zaduzen za identitet treCeg torakalnog segmeta, te abdominal A (abdA) i
abdominal B (abd B) koji su odgovorni za identitet abdominalnih segmenata (Sanchez-
Herrero i sur., 1985). Budu¢i da su ovi geni odgovorni za specifikaciju dijelova tijela
zaduzenih za let, njihove mutacije vode do razvitka bizarnih fenotipova, npr. kada je
ultrabithorax gen uklonjen, treé¢i torakalni segment transformira se u drugi. Rezultat je musSica

sa Cetiri krila (Bateson, 1894) (Slika 9.).
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Slika 8. Prikaz 3. kromosoma vinske musice podijeljen u 2 grupe. (Izvor: Gilbert, 2003)

Slika 9. Prikaz vinske musice sa 4 krila. (Izvor: web 4)

2.3.4. ODREDIVANJE DORZO-VENTRALNE OSI

Dorzo-ventralni polaritet uspostavlja se djelovanjem transkripcijskog faktora koji se naziva
Dorsal. Za razliku od proteina Bicoid ¢iji je gradijent uspostavljen unutar sincitija, Dorsal
stvara svoj gradijen preko polja stanica koja su nastala kao posljedica signalnih dogadaja

izmedu stanica. Specifikacija dorzo-ventralne osi dogada se u nekoliko koraka. Kljucan korak
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je translokacija proteina Dorsal iz citoplazme u jezgru ventralnih stanica tijekom 14 ciklusa
dijeljenja. Protein koji odjeljuje dorzalnu stranu od ventralne je produkt dorsal gena. RNA
prijepis (transkript) majcinog dorsal gena smjesten je u oocitu, Stanicu njezina jajnika.
Medutim ovaj protein ne sintetizira se sve do otprilike 90 minuta nakon oplodnje. Kada je
protein sintetiziran, moZe se prona¢i duz embrija, ne samo na ventralnoj ili dorzalnoj strani.
Dorsal protein se u jezgri veze za odredene gene kako bi aktivirao ili potisnuo njihovu
transkripciju. Ukoliko Dorsal protein ne ude u jezgru, geni odgovorni za specifikaciju
ventralnih stanica (snail i twist) se ne transkribiraju, geni odgovorni za specifikaciju dorzalnih
stanica (decapentaplegic i zerkniillt) nisu utiSani i sve stanice embrija specificiraju se kao
dorzalne stanice. Taj model formiranja dorzo-ventralne osi potvrden je analizama mutacija
koje daje fenotip koji je u potpunosti dorzaliziran ili ventraliziran. U onim mutantima u
kojima su sve stanice dorzalizirane, Dorsal protein ne ulazi ni u jednu jezgru. Suprotno tome,
u onim mutantima u kojima sve stanice imaju ventralni fenotip, Dorsal protein nalazi se u
svakoj jezgri (Gilbert, 2003).

Prijenos signala posredovan je kompleksnom interakcijom izmedu oocite i folikularnih
stanica. Folikularni epitel koji okruzuje oocite u razvoju u poceku je simetrican, ali ta
simetrija se naruSava signalima iz jezgre oocite. Jezgra oocite u pocetku se nalazi na
posteriornom kraju, zatim se pomice u prednju, dorzalnu poziciju i signalizira folikularnim
stanicama da postanu stupicaste, dorzalne, folikularne stanice (Schiipbach i sur., 1991). Signal
dorzalizacije iz jezgre oocite produkt je gurken gena (Forlani i sur., 1993). Gurken mRNA
lokalizirana je izmedu jezgre i plazmatske membrane oocite, a protein, produkt tog gena,
formira anteriorno-posteriorni gradijent duz dorzalne povrsine oocite (Neuman-Silberberg i
Schiipbach, 1993). Gurken signal primaju folikularne stanice preko receptora kojeg kodira
torpedo gen. Molekularnom analizom utvrdeno je kako gurken kodira homolog epidremalnog
faktora rasta (EGF) kod kraljeznjaka, dok gen torpedo kodira homolog EGF receptora.
Torpedo gen aktivan je u folikularnim stanicama jajnika, ne unutar embrija. Nizom kaskada
razli¢itih gena uvida se da je bitan Cactus protein koji blokira dio Dorsal proteina koji mu
omogucuje da ude u jezgru. Dokle god je Cactus protein vezan na njega, on ostaje u
citoplazmi. Dakle, cijeli taj kompleksni signalni sistem organiziran je kako bi odvojio Cactus
protein od Dorsal proteina u ventralnu regiju jajeta.

Sesnaest ventralnih stanica s najveéom koncentracijom Dorsal proteina sudjeluje u
generiranju mezoderma. Sljedeca stanica iznad te regije generira specijalizirane glija i

neuralne stanice. Slijedece dvije stanice razvijaju se u ventralni epidermis, dok devet stanica

.....
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mezodermalnih stanica. Kao posljedica odgovora na gradijent Dorsal proteina os se podjeli na

mezoderm, mezektoderm, zivéani ektoderm, epidermu i aminoserozu (Gilbert, 2003).

2.4. ODREDIVANIJE SPOLA

Odredivanje spola kod vinske musSice regulirano je kaskadom dogadaja obrade RNA (Baker i
sur., 1987; MacDougall i sur., 1995). Razvoj spolnog fenotipa u vinskoj musici je posredovan
odnosom X kromosoma s autosomima. X kromosomi proizvode transkripcijske ¢imbenike
koji aktiviraju Sex-lethal gen (SxI), dok autosomi proizvode transkripcijske cimbenike koji se
natjeCu za ove aktivatore. Kada je omjer X kromosoma i autosoma 1, tj. kada postoje dva X
kromosoma po diploidnoj stanici, SxI gen je aktivan, a embrij se razvija u zenku. Kada je
omjer 0.5, zapravo kada postoji samo jedan X kromosomom po diploidnoj stanici, SxI gen
nije aktivan, a embrij se razvija u muzjaka (Slika 10.). Protein SxI djeluje kao diferencijalni
faktor spajanja na nRNA gena transformatora (tra). Tijekom li¢inackog stadija, tra gen
aktivno sintetizira transkript koji se obraduje ili u opéu mRNA (pronadeno kod zenki i
muzjaka) ili u mMRNA specifi¢nu za zenke. mRNA specifi¢na za zenke se sintetizira kada se
Sxl veze na nRNA i inhibira formiranje spliceosoma na opéem mjestu 3' prvog introna
(Sosnowski et al., 1989). Umjesto toga, spliceosomi se formiraju na drugom, manje
u¢inkovitom mjestu 3' i omogucuju prekrajanje. Kao rezultat toga, oblik transformatorske
MRNA Zenke nema dio RNA koji se nalazi u opéem obliku. Ovo je presudna razlika, jer ovaj
dio sadrzi translacijski stop kodon (UGA) koji uzrokuje da poruka napravi mali,
nefunkcionalni protein. Stoga, op¢i transkript nema utjecaja na odredivanje spola (Belote 1
sur., 1989). Medutim, u mRNA specifi¢noj za zenke, UGA kodon je izbafen tijekom
stvaranja mRNA i ne ometa prijevod poruke. Transkript transformatora Zenke je jedini
funkcionalni prijepis tog gena. Transformer protein je alternativni faktor spajanja koji regulira
spajanje nuklearnog transkripta gena doublesex (dsx). Ovaj gen je neophodan za proizvodnju
bilo kojeg spolnog fenotipa, a mutacije dsx gena mogu promijeniti o¢ekivana spolna obiljezja,

uzrokujuéi da embriji XX postanu muzjaci ili XY embriji da postanu Zenke.
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Slika 10. Prikaz gena koji su aktivirani u embriju pri stvaranju pojedinog spola.
(Izvor: web 5)

2.5. RAZVOJ POJEDINIH ORGANA

2.5.1. OCI

Mreznica jedinki vrste Drosophila se sastoji od oko 800 jedinica nazvanih omatidijima. Svaki
omatidij se sastoji od 20 stanica, postavljenih u preciznom uzorku. Osam od tih stanica su
fotoreceptori; ostatak su stanice leca. Oko se razvija u ravnom epitelnom sloju imaginalnog
diska oka li¢inke. Nema stanica izravno iznad ili ispod tog sloja, tako da su interakcije
ogranicene na susjedne stanice u istoj ravnini. Razlucivanje ovih slucajno rasporedenih
epitelnih stanica u retinalne fotoreceptore i njihove okolne le¢e dogada se tijekom posljednjeg
(treCeg) stadija li¢inke. Na straznjem rubu imaginalnog diska nastaje utiskivanje, a ta
morfogenetska brazda poc€inje kretati naprijed prema prednjem dijelu epitela. Kretanje brazde
ovisi o interakciji dvaju parakrinih ¢imbenika, Hedgehog i Decapentaplegic. Hedgehog se
stvara iz stanica koje su neposredno iza brazde i inducira ekspresiju Decapentaplegic proteina
unutar brazde (Heberlein et al., 1993). Budu¢i da se retinalne stanice pocinju diferencirati iza
brazde, oni lu¢e Hedgehog protein koji potice pomicanje brazde anteriorno. Kako
morfogenetska brazda prolazi kroz pojedinu regiju stanica, te se stanice pocinju diferencirati
odredenim redom. Prvo se diferenciraju stanice srediSnjeg fotoreceptora (RS). Jo$ nije

poznato kako brazda odreduje da neke stanice postanu fotoreceptori R8, ali je mogucée da
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bjelancevine Decapentaplegic i Hedgehog u brazdi potic¢u diferencijaciju R8. Smatra se da R8
potice stanicu prije i nakon njega (jedan nasuprot drugog) da postanu R2 i R5 fotoreceptori
(Slika 11.). Fotoreceptori R2 i R5 su funkcionalno ekvivalentni, tako da je signal iz R8
vjerojatno isti za obje stanice (Tomlinson i Ready, 1987). Signali iz ovih stanica poti¢u jo$
Cetiri susjedne stanice da postanu R3, R4, a zatim fotoreceptori Rl i R6 (Slika 11.). Posljedniji
se pojavljuje fotoreceptor R7. Druge stanice oko ovih fotoreceptora postaju stanice leca. Ako
stanice nisu inducirane, uvijek nastaje leca. Za normalno formiranje lece, vazna je indukcija
opti¢ke vezikule, koja nastaje u odredenom podruéju neuralne ektoderme. Cini se da se
skupina transkripcijskih faktora Six3, Pax6 i Rx1 stvara zajedno u samom prednjem vrhu
neuralne ploce. Ova jedinstvena domena kasnije ¢e se podijeliti u bilateralne regije koje ¢e
oblikovati opticke vezikule. Uvida se sli¢nost izmedu vinske musSice i zivéanog sustava
kraljeznjaka, jer su ta tri proteina potrebna za formiranje oka vodozemaca (Xenopus sp.),
sisavaca (mi$, Stakor) te vinske muSice. Pax6 protein ima osobito vaznu ulogu u razvoju lece i
mreznice. Na primjer, ako je misji Pax6 gen umetnut u genom vinske musice i aktiviran
slu¢ajno, o¢i musSice nastaju u onim stanicama u kojima se eksprimira misji Pax6 (Halder i
sur., 1995). Poznat je i White gen u vinske musice koji moze biti ukljuéen u heterokromatin ili

izvan njega te time stvarati crvene ili bijele o¢i u musice (Cooper i Hausman, 2004.)

Zavréena Diferencirani Pocetak

diferencijacija R8, R2iR5 diferencijacije
(plava boja)

Slika 11. Diferencijacija fotoreceptornih stanica. (Izvor: Gilbert, 2003)

2.5.2. SRCE

Srce vinske musice ili steZljiva ledna zila je jednostavna cijevasta struktura koja se formira na
dorzalnoj sredini embrija i pumpa hemolimfu kroz tjelesnu Supljinu u otvorenom optjecajnom
sustavu. Srce se sastoji od dvije glavne vrste stanica: unutrasnjih - kontraktilnih misi¢nih

stanica koje se poravnavaju u dva reda na svakoj strani ("kardijalne” ili "miokardijalne"
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stanice) i vanjskih - koje ¢ine perikardijalne stanice. Dva reda kardijalnih stanica ine
srediSnju Supljinu, stvaraju¢i unutrasnji atrij srca (Slika 12.), dok anteriorne perikardijalne
stanice tvore organe koji stvaraju krv tijekom li¢inackih stadija. Dvije signalne molekule -
decapentaplegic, dpp i wingless, wg, su potrebne za specifikaciju sr¢anih stanica. Takoder,
one su vazne za specifikaciju i drugih stanica unutar mezoderma. Razli¢it omjer koncentracija
dpp i wg u razli¢itim dijelovima embrionalnog mezoderma utjeCe na razvoj i specifikaciju
stanica u tim regijama. Pokazalo se da je homeobox gen, tinman, klju¢an za formiranje srca
vinske musice, na ¢iju ekspresiju dpp i wg imaju kljucan utjecaj. Nekoliko gena sa sekvencom
slicnom u tinmanu izrazava se u primarnom src¢anom tkivu kraljeZnjaka i vjerojatno su
potrebni za razvoj srca visih organizama. Uz kontrolne transkripcijske faktore, razvoj srca
takoder moze ovisiti o induktivnim signalima. Gen wingless (wg), za koji je poznato da
odreduje segmentalnu polarnost i identitet neuroblasta u vinskoj musici ima ulogu i u razvoju
mezoderma. Funkcija wg gena je posebno potrebna za razvoj srca. Temperaturno osjetljiva
mutacija wg koristena je za inaktivaciju gena wg tijekom preciznih razvojnih vremenskih
razdoblja. Uklanjanje funkcije wg tijekom kratkog vremenskog perioda nakon gastrulacije
rezultira selektivnim gubitkom sréanih prekursora, bez znaajnog utjecaja na formiranje
tjelesnih pregrada ili viscelarnih miSic¢a, iako se uocavaju odredeni defekti uzoraka. Ovaj
razvojni zahtjev gena wg za kardijalnu organogenezu razlikuje se od funkcije u segmentaciji i
neurogenezi. Zakljucujemo da je signalizacija gena wingless klju¢na komponenta formiranja

srca (Tao i sur, 2007).

Dorsal Vessel

pericardial cells / lymph gland
alary muscles

Slika 12. Prikaz stanica koje formiranju lednu zilu. (Izvor: web 1)
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2.5.3 TRAHEJE

Trahealni sustav razgranatih cjevc€ica potjece od niza strukturnih plocica koje se projiciraju na
blastodermu u 5. ciklusu i stvaraju dorzalni ektoderm. 1z skupine stanica na segmentima T2
do A8 razvija se po par trahealnih plakoda (zadebljanja ishodi$nih stanica) na svakom
segmentu. Trahealne plakode pocinju invaginirati tijekom kasne faze 10. ciklusa. U ciklusu 11
formiraju sferne vezikule koje se otvaraju izvana neposredno iza razvodnih brazda. Ti vanjski
otvori trahealnih udubljenja nestaju oko 14. ciklusa. Na polozaju prethodnih otvora ostaju
stanice koje tvore stalnu vezu izmedu epiderme i lateralnih segmentalnih traheja (Hartenstein
i Jan, 1992). Stanice formiraju trahealne histoblaste koje tijekom li¢inac¢kog stadija proizvode
zrele traheje. Tijekom 12. ciklusa, trahealna udubljenja se produljuju i oblikuju dorzalnu i
ventralnu cjevastu strukturu, koja se grana na prednji i straznji ogranak. Dorzalna cijev se
grana na dvije bo¢ne grane: jedna prema prednjem dijelu, a druga prema unutra$njosti
embrija. Sustav cjevCica obuhvaca abdominalne segmente od 1 do 8, dorzalni ektoderm,

mesoderm; prsni segment (T1) te ventralne neurogene regije (web 1).
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3. ZAKLJUCAK

Mnogostani¢ni organizmi se postupno formiraju tijekom relativno sporih procesa progresivnih
promjena koje nazivamo razvojem. S obzirom da se razvojni proces odvija po principu
zajedni¢kom za sve organizme, vinska musSica, Drosophila melanogaster, ¢iji je embrionalni
razvoj dobro proucen, moze posluziti kao modelni organizam za mnoge beskraljeznjake.
Brazdanje opodene jajne stanice vinske musice, je superficijalno, a jezgra se podijeli 13 puta
prije nego dode do formiranja stanica te se jezgre nalaze unutar sincitijalnog blasoderma.
Kada su stanice formirane, embrij vinske musice prolazi kroz miblastula transition (prijelaz),
gdje brazdanje postaje asinkrono i stvorena je nova mRNA. Gastrulacija zapocinje
invaginacijom buduéeg mezoderma te se formira ventralna brazda. Zametna vrpca se
prosiruje tako da se bududi straznji segmenti saviju neposredno iza buduce glave. Nakon
odredivanja anteriorno—posteriorne osi i ,identiteta* svakog segmenta, odreduje se dorzo—
ventralna strana tijela interakcijom oocite i folikularnih stanica, a na kraju se odreduju
pojedini dijelovi embrionalnog tkiva koji ¢e postati odredeni organi postavljanjem tih dviju
0si. Maj¢ini efektorni geni zaduzeni su za inicijaciju anteriorno-posteriorne polarnosti. Kada
su odredene parasegmentalne granice, dolazi do interakcije pair-rules gena i gap gena Koji
reguliraju selektorne homeotske (hox) gene, koji odreduju identitet svakog pojedinog
segmenta. Visok stupanj homologije je vidljiv izmedu ljudskih hox gena i Hom-C gena vinske
musice. Mnogobrojni geni prvotno identificirani u vinske musice, ¢iji su geni od svih
zivotinjskih vrsta najbolje prouceni, imaju svoje kopije ukljucene u razvitak vecine skupine
beskraljeznjaka i kraljeznjaka. Mnogi razvojni procesi nevjerojatno su sliéni u razlicitih vrsta,
stoga istrazivaci rade s drugim (modelnim) organizmima, da bi naucili viSe o razvitku

covjeka.
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