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Abstrakt

vvvvv

se o hluboce konzervovany znak. Tato vnitini asymetrie se tyka riznych organovych systémi,
vcetn¢ mozku. Levo-pravou asymetrii mozku u obratlovcli mizeme nalézt ve velikosti, tvaru
nebo neuralni lateralizaci mozkovych oblasti. Vyvojovy proces, ktery tyto asymetrie fidi,
zahrnuje slozité interakce mezi genetickymi, epigenetickymi a environmentdlnimi faktory.
Porozuméni témto mechanismim a jejich vzajemny vztah je pro dalsi studium tohoto fenoménu
klicovy. Zakladnim modelovym organismem pro zkoumani mozkové asymetrie je danio
pruhované (Danio rerio), které je vyuzito pro demonstraci morfologické asymetrie epithalamu
a vyvoj jejiho ustanoveni od prvotniho naruseni symetrie v téle az po funk¢ni asymetrii
v mozku s dirazem na vyznam signalni drahy Nodal pfi jeji regulaci. Pochopeni vyvoje
asymetrie mozku a jeho regulace u obratloveli mize pfinést vhled do neurologickych poruch
spojenych s timto fenoménem a ptispét k odhaleni evolucni historie mozku, jeho schopnosti

adaptace a reakci na rizna prostiedi.
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Abstract

The left-right asymmetry of the internal organization of an individual occurs across the animal
kingdom and represents a deeply conserved trait. This internal asymmetry involves various
organ systems, including the brain. Left-right asymmetry in the brains of vertebrates can be
found in the size, shape, or neural lateralization of brain regions. The developmental process
governing these asymmetries involves complex interactions between genetic, epigenetic, and
environmental factors. Understanding these mechanisms and their interrelationships is crucial
for further studying this phenomenon. The zebrafish (Danio rerio) serves as a fundamental
model organism for investigating brain asymmetry, demonstrating morphological asymmetry
of the epithalamus and the development of its establishment from initial symmetry disruption
in the body to functional asymmetry in the brain, with an emphasis on the role of the Nodal
signaling pathway in regulating this asymmetry. Understanding the development of brain
asymmetry and its regulation in vertebrates may provide insight into neurological disorders
associated with this phenomenon and contribute to uncovering the evolutionary history of the

brain, its adaptive capabilities, and responses to different environments.
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1. Uvod

Ackoliv obratlovci patii mezi Bilateralia — jsou tedy z vné&jsku dvoustranné soumérni, jejich
vyznamnou charakteristikou ale také je, ze pod symetrickym vnéj$im plastém se skryva fyzicka
levo-pravé asymetrie velké ¢asti vnitinich struktur. Tento fenomén je zékladni a konzervovanou
vlastnosti a je pozorovan u mnoha rozdilnych druhii Zivocichi od hmyzu po savce. Mize se
vyskytovat v riznych formach — jedna se o rozdily ve velikosti, tvaru, stavbé, funkei ¢i umisténi
jednotlivych organti (napf. asymetrie umisténi i tvaru srdce, plic, zaludku ¢i jater (Tabin 2006)).
Asymetrie se vyskytuje i u na prvni pohled bilateralné uspotadanych organt jako je napt. mozek

nebo mozecek (Varlet a Robertson 1997).

Jednim z nejzajimavéjSich piikladi asymetrie u obratlovcl je levo-prava asymetrie mozku
projevujici se rozdilnym tvarem a velikosti mozkovych oblasti ¢i lateralizaci neurondlnich
pochodti véetné odvozeného chovani (Sha et al. 2021). Tato strukturni kompartmentalizace
umoznuje specializované zpracovani riznych typt informaci (jazyk, prostorové vnimani nebo
emocni zpracovani) a predpoklada se, ze poskytuje evolucni vyhody, jako je zvySend Gi¢innost
a flexibilita neuralniho zpracovani a prenosu (Giintiirkiin et al. 2020).

Ontogeneticky vyvoj asymetrie mozku u obratlovctl je komplexni a dynamicky proces, ktery
zahrnuje interakce mezi genetickymi, epigenetickymi a environmentalnimi faktory (Giintiirkiin
a Ocklenburg 2017). Pfesné mechanismy, které jsou zékladem tohoto procesu jesté nejsou plné
pochopeny. Studie na rGznych zvifecich modelech jiz vSak poskytly vhled do role signalnich
drah, genli a hormont pfi utvafeni funkéni a strukturalni asymetrie mozku. Jako velmi dobry
model se ukézala ryba danio pruhované (Danio rerio), jakozto obratlovec, ktery je snadno
dostupny pro experimentdlni manipulace a pozorovani. Vyznamné je specidln¢ studium
morfologické asymetrie epithalamu dania (Facchin et al. 2008), které bych se rada v této praci

bliZze vénovala.

Studium asymetrie mozku u obratlovct je dilezité naptiklad pro pochopeni toho, jak mozek
zpracovava informace a jak tyto informace nasledné ovliviiuji chovani (Lin a Burdine 2005).
Porozuméni vyvoji a regulaci asymetrie mozku mize pomoci lépe pochopit neurologické
poruchy spojené s poruchami asymetrie, jako je naptiklad dyslexie, schizofrenie nebo autismus.
Zaroven je kliCové pro zmapovani evoluéni historie mozku a toho, jak se pfizptsobil riznym
prostiedim a ekologickym tlakim (Gazzaniga 2000). Logicky je tak zkoumdni vyvoje
(fylogenetického 1 ontogenetického) asymetrie mozku oblasti vysoce aktivniho vyzkumu, ktery

se snazi porozumét puvodu a diverzifikaci tohoto znaku, a to hlavné u obratloveti, jejichz



chovani je extrapolovatelné na situaci u Clovéka. Dosavadni vyzkum naznacuje, ze vyvoj
asymetrie mozku je Uzce spojen s taxonomickou klasifikaci, pficemz nékteré skupiny

obratlovecl vykazuji vyrazngj$i asymetrii nez jiné (Hodos a Butler 1997).

Prace cili na popis mechanismu ustanoveni levo-pravé asymetrie téla v ¢asnych embryondlnich
stadiich a na ustanoveni asymetrie mozku, pfedevsim epithalamu. Dale si klade za cil zhodnotit
roli signélnich drah regulujicich tyto asymetrie, jejichz sttedobodem je Nodal signalni draha.
V ramci této prace bych se déale rada vénovala vyzkumu interakci mezi genetickymi,
epigenetickymi a environmentalnimi faktory, které fidi a ovliviiuji levo-pravou asymetrii
mozku. Také bych chtéla provést porovnani asymetrickych charakteristik mozku u ryby dania
pruhovaného a dalSich druhti obratlovct, které ndm umozni 1épe pochopit evoluc¢ni historii a
adaptivni vyhody asymetrie mozku. Zjisténi, zda existuji rozdily v asymetrii mezi riznymi
skupinami obratlovcl, ndm muize poskytnout dalezité informace o vztahu mezi strukturalni

asymetrii mozku a specifickymi adaptacemi jednotlivych druhti na jejich Zivotni prostiedi.



2. Ustanoveni levo-pravé asymetrie téla v prubéhu ontogeneze

Béhem ontogeneze embrya dochazi v riznych fazich vyvoje k ustaveni tfi riiznych télnich os.
Jako prvni se tvoii osa antero-posteriorni (piedo-zadni), za ni nasleduje dorzalné-ventralni osa
a jako posledni se utvaii levo-pravéa osa, kterd urcuje pozdéjsi levo-pravou asymetrii téla
(Hirokawa et al. 2006, Stern 2006). Proces vzniku této asymetrie téla v embryu probiha ve tfech
krocich (viz Obréazek 1). Nejprve dochdzi k naruseni bilateralni asymetrie v levo-pravém
organizatoru (LRO), tedy vytvofeni levo-pravé osy (v konzistentni orientaci vii¢i ostatnim osam
embrya) — krok 1. Druhym krokem je asymetrickd genova exprese - rizné vzorce genové
exprese se spousteji na pravé a levé stran¢ embrya. Nakonec je tato asymetrickd genova exprese
ptevedena do LPM (LPM = lateral plate mesoderm) a poté do lateralizované morfologie organti

— krok 3 (Sha et al. 2021, Matsui a Bessho 2012).
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Obrazek 1: T¥i kroky ustanoveni asymetrie organismu Obrazek 2: Casovi osa ustanoveni asymetrie dania
V' prvanim kroku dochazi k prvotnimu naruseni symetrie pruhovaného

levostrannym tokem tekutiny v LRO (=left-right organizer). Levo-pravy organizator — u dania Kupferiiv vacek (KV) se
Ve druhém kroku se asymetrie v LRO prendsi do wytvari do 12 hpf (=12 hodin po oplozeni) a generuje
asymetrické genové exprese, kterou je asymetrie prenesena Jednostranné proudéni tekutiny, kieré narusi levo-pravou
do LPM (=lateral plate mesoderm). Ve tretim kroku je symetrii v okoli KV. Asymetrické signdly se ndsledné
asymetrickda genova exprese prevedena do lateralizované prenasejiz KV do LPM (=lateral plate mesoderm). Od 24 hpf
asymetrie orgdnii. nastava asymetricka organogeneze.

Prevzato a upraveno podle: Hamada et al. (2002) Prevzato a upraveno podle: Matsui a Bessho (2012)



2.1 NaruSeni asymetrie na urovni blastomer
Neékdy se rozlisuje i “krok 0 — levo-prava asymetrie embrya ustanovena jiZz na rovni blastomer
(Levin a Palmer 2007). Jde o asymetrii v orientaci transportu klicovych molekul uvniti bun¢k,
coz nakonec vytvaii rozdil mezi levou a pravou stranou embrya. mRNA a proteiny iontovych
transportérti pochazejici z vajicka se v nové vytvoreném embryu asymetricky rozdeluji diky
aktivité intracelularnich motorovych proteind. Poprvé bylo toto prokazano u drapatky Xenopus
laevis - mRNA H'/K'-ATPaza je v jednobun&tném embryu exprimovana symetricky, ale
asymetricky se lokalizuje béhem prvnich dvou bunécénych déleni, coz doklada vznik prvotni

molekularni asymetrie do dvou hodin po oplozeni (Levin et al. 2002).

2.2 NarusSeni bilateralni symetrie - ustanoveni levostranného toku v LRO
Piivodné oboustranné symetrické embryo se stava morfologicky asymetrickym béhem ranych
stadii vyvoje (u kazdého druhu je to v jiném okamziku (Little a Norris, 2021) - Casova osa
ustanoveni asymetrie u dania viz Obrazek 2). K zdsadnimu naruSeni bilateralni symetrie
dochazi v ptrechodné medianni struktufe oznacované jako uzel (nod) nebo levo-pravy
organizator (anglicky /left-right organiser - LRO). LRO se objevuje v zadni ¢asti budouciho
notochordu béhem tvorby somitli (viz Obrazek 3A) a vytvari charakteristickou dutinu
s fasinkami obracenymi do této dutiny (viz Obrazek 3B). Jde pfevazné o typ pohyblivych
fasinek 9+0, které¢ maji devét dubletovych mikrotubulii s dyneinovymi rameny, ale postradaji
centralni mikrotubuly a radidlni paprsky (Odate et al. 2016). Na pfednim konci je uzel
kontinualni s notochordem, pfestoze jsou tyto buiiky funkéné odlisné (Little a Norris, 2021).
Ackoli jsou LRO jednotlivych druhii obratlovel strukturalné riznorodé — u mysi jde o tzv.
ventralni uzel, u kufeciho embrya se jedna o Hensentiv uzel, u drapatky se nalézd GRP (GRP
= gastrocoel roof plate), u dania se LRO nazyva Kupfferiv va¢ek (Hamada 2020, Amack
2014), zda se, ze logika naruseni levo-pravé asymetrie je u mnoha obratlovci sdilena (Blum et
al. 2009). V dutiné LRO pomoci cilii (viz Obrazek 4), které rotuji (to je podminéné mikrotubuly
s dyneinovymi rameny (Hirokawa et al. 2006)), vznikd proud extracelularni tekutiny, ktery je
asymetricky levostranny — pohybuje se tedy proti sméru hodinovych ruc¢i¢ek. Linearni smérové
proudéni vznikne, pokud jsou rotaéni osy fasinek naklonény dozadu. Takovy naklon zplsobi,
ze efektivni tah doleva bude mnohem U¢innéjsi nez obnovovaci tah doprava, protoze ten musi
pfesouvat tekutinu mnohem blize k povrchu embrya, kde je vyssi viskozita. Pokud by fasinky
naklonéné nebyly, tvofil by se symetricky vir. Jejich naklonénim je pohyb elipsoidni,

dasledkem je tedy jednostranny tok a to doleva (Cartwright et al. 2004; Hashimoto et al. 2010;



Nonaka et al. 2005; Song et al. 2010). Smérovy tok tekutiny proti sméru hodinovych ruci¢ek
zptsobuje zvyseni koncentrace intracelularniho Ca®* v buiikach lokalizovanych na levé strané
LRO — to je nejrangjsi asymetrickou molekularni udalosti v LRO. ZvySené mnozstvi Ca®"
indukuje fosforylaci Ca?’/CaM-dependentni proteinkindzy (u dania), kterd aktivuje jak
uvoliiovani Ca?* z endoplazmatického retikula (ER), tak extraceluldrni influx Ca®" - jde tedy o
pozitivni zpétnovazebnou smycku (Francescatto et al. 2010). Jednostranny tok také zptisobuje
vyssi expresi proteinu Nodal v buitkich LRO na levé strané (podrobnéji dale). Tyto dva
procesy, zpusobené smérovosti toku uvnitt LRO, vedou k aktivaci signalni kaskddy Nodal v
levém, ale nikoliv v pravém LPM - tedy k asymetrické expresi gentli na levé a pravé strané

(Shiratori a Hamada 2014) — viz. kapitola 2.3.

A B 3 ™ jednostranny

hlava o

srdce s
) u =y ]
somity — g & "3
[
n S
n oy = .
LEVA | PRAVA W’ €D ©
n
n
L]
u
lateral - e_i
plate = -
o :QQ jednostranny
LRO = tok v LRO
[
pol}yblivé
B Nodal Il Nodal fasinky
B Calcium B Calcium

Obrazek 3: Schéma ustanoveni asymetrie

Cast A - Schéma embrya demonstrujici asymetrickou expresi Nodalu na levé strané

Cast B - Schéma ukazujici, 2e LRO (=leffi-right organizer) je vystlany pohyblivymi Fasinkami, které
vyénivaji do komory naplnéné tekutinou. Tyto rasinky rotuji, coz vede k proudeni doleva, které vede k
silnejsimu pritoku vapniku do bunék na levé strané nez na pravé strané LRO a také k vyssi expresi Nodalu.

Prevzato a upraveno podle: Gintiirkiin et al. (2020)



Obrizek 4: Rasinky v LRO mys$iho embrya
Meritko 10 um. A, predni ¢ast; P, zadni ¢ast; L, leva
cast; R, prava cast

Prevzato z: Shinohara a Hamada (2017)

23 Interpretace prvotniho naruseni symetrie
Stale neni uplné jasné, jak je levostranny fasinkami zprostiedkovany tok, tedy prvotni naruSeni
symetrie v LRO, interpretovan. Pro vysvétleni tohoto fenoménu byly formulovany tii hypotézy:
morfogenova, nodalné-vezikularni (NVP = nodal vesicular parcels) a mechanosenzoricka (viz

Obrazek 5).

a) Morfogenovy model predpoklada, Ze smérovy proud slouZi k jednostranné distribuci
morfogenu, ¢imZ vznikd jeho gradient, ktery dale spousti levostrannou signaliza¢ni
drahu. Tento model by ale fungoval pravdépodobné pouze pro molekuly o velikosti 20-
40 kDa, u mensich by byla difuzi rychle asymetrie zruSena. Tento velikostni rozsah vSak
zahrnuje mnoho znamych signalnich molekul (Nonaka et al. 1998).

b) Hypotéza NVP navazuje na morfogenovy model, ale ptedpoklada, Ze signalni
molekuly jsou prendseny ve vezikulech, které jsou tokem (mechanicky ciliemi ¢i silou
proudu) rozbijeny v levé ¢asti uzlu a tim je morfogen specificky dopravovan na levou
stranu. Pfimo v Kupfferové vacku dania byla prokazéana téliska, kterd by mohla byt
podobna NVP (Sampaio et al. 2014). Samotny tok ani cilie ale, zd4 se, nemaji tolik
energie, aby dokazaly vezikuly rozbit, muselo by jit o jiny - aktivni, energii pohanény
mechanismus (Cartwright et al. 2019; Tanaka et al. 2005).

c) Tietim navrzenym mechanismem a zda se, Ze nejpravdépodobnéjsim (Djenoune et al.
2023; Katoh et al. 2023), je mechanosenzoricky model (viz Obrazek 6). Jeho
principem je existence dvou riiznych typi fasinek — pohyblivé fasinky v centralni ¢asti
LRO, které svou jednostrannou rotaci vytvaii smeéroveé proudéni (Shinohara a Hamada

2017), a pasivni fasinky, které funguji jako senzory tohoto toku - reaguji na



mechanickou silu toku (Katoh et al. 2023). Buitkdm nesoucim tyto nepohyblivé fasinky
se fika korunkové buiiky. Tyto pasivni fasinky vyzaduji opakovanou a konzistentni
mechanickou stimulaci, nez je prenesen Ca’" signal do buiiky a tim interpretovan
mechanicky stimul. Tato schopnost umoznuje rozliSovat mezi skuteCnymi
konzistentnimi a faleSnymi stimuly odfiltrovanim vné&jS$iho biologického Sumu ve

tkanich vystavenych velkym biomechanickym silam. To zahrnuje smérovy tok

extracelularni tekutiny i nesmérové cytoskeletalni pohyby (Djenoune et al. 2023).

(a)

(b)

(c)

jednostranny tok

-

Nodal
Ca?*

Obrazek 5: Teorie interpretace jednostranného toku
Fasinkami

(a) Morfogenovy model - predpoklada, ze morfogen
produkovany v LRO se v reakci na tok asymetricky
lokalizuje mezi levou a pravou stranou (zndzornéno
Sedym gradientem).

(b) Hypotéza NVP (NVP=nodal vesicular parcels) je
zaloZzena na predpokladu, ze vezikuly obsahujici
morfogen jsou jednostrannym tokem unaseny doleva
a rozbijeji se pri kontaktu s rasinkami na levé strané
uzlu. Tim se morfogen uvnitir NVP lokalizuje
asymetricky.

(c) Mechanosenzoricky model tvrdi, Ze samotné
proudeni  vytvorené pohyblivymi  fasinkami  je
detekovano  na  levé  strané uzlu  pomoci
nepohyblivych Fasinek a signal Ca’* ionty je
prenesen do bunky a tim je signal prenesen

Prevzato z: Norris (2012)
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Obrazek 6: Mechanosenzoricky model
Na obrazku jsou znazornény dva typy rasinek v LRO - pohyblivé rasinky (zelené) umistené v centralni oblasti uzlu generuji tok,
zatimco nepohyblivé rFasinky umisténé periferné (rizové) tok snimaji. Detekce jednostranného toku probiha za spoluprdce
komplexu Pkd1l1-Pkd2 s Ca’®" kandlem. Signdly zprostiedkované tokem vedou k degradaci mRNA Cerl2. Cerl2 je antagonistou
Nodalu, inhibuje jeho cinnost. Exprese Cerl2 je zpocatku symetricka, ale piisobenim levostranného toku se stava asymetrickou,
v senzorickych bunkach nesoucich nepohyblivé rasinky na levé strané tedy podléha degradaci a nemiize tedy inhibovat protein

Nodal.

Prevzato a upraveno podle: Shinohara and Hamada (2017)

nepohybliva rasinka



24 Asymetricka genova exprese
At uz plati kterdkoliv z vySe uvedenych hypotéz, je evidentni, Ze disledkem jednostranného
toku v LRO dochéazi k asymetrické regulaci genové exprese, a to s vyuzitim vysoce

konzervovanych signaliza¢nich drah.

Tato asymetrie signalnich molekul vytvoiena v okoli organizatoru je pienesena do mezodermu
lateralni ploténky (LPM = lateral plate mesoderm) — tim se asymetrie ustanovena v LRO rozsifi
do zbytku téla. Aktivni protein Nodal (ligand superrodiny transformujiciho rastového faktoru
beta - TGFP), pravdépodobné se jedna o heterodimer Nodal-Gdf1, produkovany v korunkovych
buitkach na levé strané je transportovan do levého LPM, kde pfimo aktivuje expresi Nodal
(Hamada 2020). Aktivita molekuly Nodal se §ifi po celém levém mezodermu lateralni ploténky,
ale zlstava nepfitomna na pravé strané. Je tomu tak diky plisobeni antagonistickych proteini
ze skupiny Lefty, které patii také do superrodiny TGFp (Shiratori a Hamada 2014). Levostranna
signalizace prostfednictvim Nodal indukuje expresi Lefty. Lefty pak difunduje ptes medianni
linii na pravou stranu embrya a inhibuje Nodal signalizaci na této strané. Tato smycka negativni
zpétné vazby zajist'uje, ze signalizace v LPM je aktivni pouze na jedné strané embrya, coz
podporuje vytvoreni levo-pravé asymetrie (Juan a Hamada 2001). Nodal indukuje levostrannou
expresi sebe sama a také transkrip¢niho faktoru Pitx2, ktery je transkripénim efektorem
nasledného plsobeni Nodalu a tim i hlavnim medidtorem pro nékteré aspekty asymetrické
levostranné organogeneze (v jeho neptitomnosti tedy dochéazi u bilaterdlnich organiti k pravé
izomerii, n¢které morfologické asymetrie vSak nejsou ovlivnény ztratou Pitx2 — napt. srdecni
smycka ¢i strannost zaludku). Jeho levostranna exprese pietrvavd mnohem déle neZ exprese
Nodal nebo Lefty (Hamada 2020) a ovliviiuje tedy asymetrickou organogenezi. Co se tyka
konkrétné mozku, kterému se chci vénovat dale, stale neni jasné, jak pfesné je asymetrie z LPM
do mozku ptenesena. Je ale kazdopaddné prokazano, ze u danii je aktivace Nodal signalizace
v LPM nutna pro pozdéjsi piechodnou expresi Nodalu v levém epithalamu (Long et al. 2003).
Naopak u lidského nebo hlodav¢iho mozku tato spojitost neni, protoZe lidsky ani hlodav¢i

mozek signalizaci Nodal ovlivnén neni (McManus et al. 2004).
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Obrazek 7: Asymetricka exprese vedouci k morfologické
asymetrii u mysi

K naruseni symetrie dochazi v LRO (=lefi-right organizer)
jednostrannym tokem tekutiny, kterd ma za nasledek
Jednostrannou upregulaci proteinu Nodal. Ten difunduje
do LPM (=lateral plate mesoderm), kde se zapojuje do
mechanismu zpétné vazby - jednostranna exprese proteinu
Nodal. Vlevo indukuje expresi Lefty, a zaroven sebe sama.
Zaroven aktivuje Pitx2, coz je transkripcni faktor a hlavni
medidtor pro nékteré aspekty asymetrické levostranné
organogeneze. K pripadnému  nezdadoucimu  presunu
aktivity Nodal drahy na pravou stranu LPM je zamezeno
diky vyssi difuzni rychlosti Lefty2, ktery omezuje aktivitu
Nodal ligandu, a také diky pritomnosti Leftyl, ktery je
exprimovan na medianni linii.

Prevzato a upraveno podle: Hamada et al. (2002)

Obrazek 8: Levo-prava asymetrickd exprese genu Nodal a Lefty

In situ hybridizace ukazuje LR asymetrickou expresi Nodal a Lefty v E8.0 mysim embryu.
Oba faktory jsou exprimovany v LPM na levé strané, zatimco exprese Lefty je také viditelna
na medianni linii. Ve skutecnosti existuji dva geny Lefty, pricemz Lefty2 je prednostné
exprimovan v LPM a Leftyl v medianni linii. Nodal je viditelny na obou strandch v LRO,
na levé strané vyraznéji.

Prevzato a uproveno podle: Shiratori a Hamada (2014)



3. Levo-prava asymetrie mozku aneb prevedeni asymetrické

genové exprese do lateralizované morfologie organii

Nejvice poznatkli o vyvoji asymetrie mozku pochazi ze studii dania pruhovaného, které
vykazuje vyraznou anatomickou asymetrii, takze se etablovalo jako mimotadné vhodny model
pro studium asymetrie centralni nervové soustavy. Danio bylo pro tyto experimenty vybrano
diky malému a prahlednému télu, rychlému embryonalnimu vyvoji, efektivnim genetickym
manipulacim (Kalueff at al. 2014) a snadné identifikaci embryi s norméalni a opacnou télni
asymetrii (Barth et al. 2005). Nejprozkoumangjsi strukturdlni asymetrii mozku dania je
asymetrie epithalamu (viz Obrazek 9), ktera je konzervovana u velkého mnozstvi obratlovct, a

proto slouzi jako vhodny ptiklad pro ilustraci konkrétni mozkové asymetrie.

Epithalamus je dorzalni soucasti mezimozku obratlovct a je tvofen bilateralnimi habenularnimi
jadry a neparovym pinealnim komplexem (Concha a Wilson 2001). Pinealni komplex se sklada
ze dvou hlavnich struktur: z epifyzy (ta je konzervovana u vsech obratlovctl), fotosenzitivni
zlazy, ktera se podili na produkci melatoninu a na regulaci cirkadiannich rytmt (Gamse et al.
2001), a z parapinedlniho orgénu (ten se vyskytuje pouze u nékterych ryb, obojzivelnikl a
plazti) (Concha a Wilson 2001; Gamse et al. 2003; Gregorek et al. 1977). Epifyza zaddnou
morfologickou asymetrii nevytvari. Naopak jak habenularni jadra, tak parapinealni organ
asymetrické jsou (Gamse et al. 2003). Habenuly jsou soucasti pfevodniho systému spojujiciho
limbicky pfedni mozek s interpedunkularnimi jadry (IPN) ve ventrdlnim stfednim mozku,
tegmentarnich jadrech a raphe nucleus zadniho mozku (Bianco a Wilson 2009). Jsou sloZeny
ze tfi podjader na kazdé strané: ventralniho (vHb), laterdlné-dorzalniho (IdHb) a medialné-
dorzalniho (mdHb). Ventralni habenula je podobné velka na obou stranach a neli§i se ani
v projek¢nich drahach, dorsalni habenuly se ale mezi pravou a levou stranou 1isi velmi vyrazné.
Leva lateralné-dorzalni habenula obsahuje vice neuronil a je tedy mnohem vétsi, zaroven na
rozdil od pravé dostava signaly z unilateralniho parapinedlniho orgéanu, ktery je u 90 % danii
uloZen na levé stran¢. Naopak na pravé stran¢ je vétsi medialné-dorzalni habenula a dominantné
piijima signaly z ¢ichového laloku (Glintiirkiin et al. 2020). Krom¢ toho pouze leva dorzélni
habenula pfijima zrakové signaly z podskupiny gangliovych buné€k sitnice pfes eminentia
thalami (Zhang et al. 2017). To tedy znamend, ze prava habenula pfijimd hlavné Cichové
podnéty a leva hlavné zrakové podnéty. Asymetrie habenulérnich jader také ovliviiuje jejich
rozdilnou projekci do jader mezimozku — dorzalni IPN ziskavd dominantné signaly z levé

lateralné-dorzalni habenuly, ventralni IPN z pravé medialné-dorsalni habenuly (Roussigné et
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al. 2012). Ventralni a dorzélni IPN maji rozdilné projekce do tegmentarnich jader a raphe

nucleus zadniho mozku a vzhledem k tomu, Ze tyto dvé oblasti maji vyznam pro emoc¢ni

chovani dania, asymetrie habenularnich jader ho tak neptimo ovliviiuje (Chou et al. 2016).

zrakovy vstup z ¢ichovy vstup z
emenetia thalami ¢ichového bulbu

dTA

Mesencephalon

Obrazek 9: Morfologicka asymetrie v epithalamu dania pruhovaného

Epithalamus je dorzalni soucasti mezimozku obratlovcii a je tvoren bilaterdlnimi habenuldrnimi jadry a nepdarovym
pinedlnim komplexem. Epifyza (=pinedlni organ, P) Zddnou morfologickou asymetrii nevytvari. Parapinedlni
organ (PP) se u vétsiny danii nachazi na levé strané a vystupuje pouze do levého habenuly. Laterdalni dorzalni
habenularni jadro (IdHb) je vyrazné veétsi na levé strane, zatimco medialni dorzalni habenularni jadro (mdHb) je
Vetsi na pravé strané Leva habenula prijima zrakovy vstup z emenentia thalami, zatimco prava habenula prijima
cichové vstupy z cichového bulbu. Dorzalni interpeduncularni jadro (IPN) dostava vstup prevazné z levého IdHD,
zatimco do ventralniho IPN sméruji prevazné viakna z pravého mdHb. Dorzalni IPN dal vede signal do dorzalni
tegmentalni oblasti (dTA), ventralni IPN do raphe nucleus (MR).

Prevzato a upraveno podle: Giintiirkiin et al. (2020)
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4. Vyvoj levo-pravé asymetrie mozku u dania pruhovaného

Konkrétn¢ do ustanoveni asymetrie epithalamu dania jsou zapojeny ¢tyii hlavni drahy: Nodal,

FGF, Notch a Wnt/beta catenin (Hiisken et al. 2014).

4.1 FGF (fibroblast growth factor) draha

Nodalni draha je sice zdsadni pro regulaci ustanoveni levo-pravé asymetrie epithalamu, prvni
kroky jsou ale zprostfedkované FGF signalni drahou. FGF tvofi rodinu rastovych faktort, mezi
které u cloveka patii 22 Clentl, u dania 10 ¢lend. Sdileji mezi sebou az 50 % homologii
aminokyselinové sekvence. Tyto polypeptidy maji dva konzervované cysteinové zbytky a
vyznacuji se vysokou afinitou k heparinu (Kelly et al. 2020). Jedna se o vyznamn¢ multifunkéni
molekuly s Sirokym polem plisobnosti, které maji fadu ucinkli béhem embryonalniho vyvoje a
homeostazy. VétSina FGF plsobi prostfednictvim svych specifickych receptorit (FGFR) — po
jejich aktivaci jsou signaly pienaseny prostiednictvim tii dominantnich drah - RAS/MAPK,

PI3k/AKT a PLCy (Yun et al. 2010).

Pocatec¢ni migrace parapinealniho organu ze stfedni linie do lateralni polohy v mozku je fizena
konkrétné fibroblastovym riistovym faktorem Fgf8. Pokud signalizace prostfednictvim Fgf8
chybi, nevyviji se epithalamické asymetrie (Glintiirkiin a Ocklenburg 2017). FGF signalizace
také hraje roli v asymetrii habenul. Zda se tedy, Ze naruSuje symetrii, ale pro jeji smér je potom

zasadni praveé nodalni draha (Palma et al. 2022).

4.2 Nodalni draha

Rodina proteinti Nodal tvoti podskupinu superrodiny transformujiciho ristového faktoru beta
(TGFp), je zodpovédna napt. za indukci entomezodermu nebo patternovani nervového systému.
Aktivace drahy Nodal zahrnuje vazbu Nodalu na aktivinové receptory a koreceptory, coz vede
k fosforylaci Smad2, ¢imz je signalizace intracelularné pienaSena. Komplex P-Smad2/Smad4
se nasledné pfemisti do jadra, kde interaguje s transkripénimi faktory, jako jsou FoxH1, a Mixer

(Schier 2003).

Aktivni nodalni draha (viz. vyse) se u wild-type larev dania vyskytuje témét vyhradné v levém
epithalamu a je sama o sobé zavisld na levostrannych nodalnich signalech z mezodermu
lateralni ploténky. U danii bez signalizace prostfednictvim proteinu Nodal migruji parapinealni

buiikky smérem ke zdrojim FGF bez ohledu na to, kde jsou umistény, to znamena sméroveé

12



nahodné (Duboc et al. 2015). Pokud je Nodal signalizace neporusend, parapinedlni buiiky
migruji prevazné na levou stranu (Regan et al. 2009). Skupina ryb Teleostei, do které patii
danio, ma tfi rizné nodal geny (savci maji jeden, mezi ostatnimi skupinami je pocet rtizny) —
Ndrl (=nodal related 1)/squint, Ndr2/cyclops a Ndr3/southpaw (Long et al. 2003). V ramci
nodalni signalni kaskady je leva asymetrie parapinealniho komplexu iniciovana genem cyclops,
ktery je nezbytny pro expresi inhibitoru zpétné vazby Leftyl (u dania se nachazi dva geny lefty
— leftyl a lefty2) a transkripéniho faktoru Pitx2 (Duboc et al. 2015). Diencefalické levo-pravé
asymetrie také vyzaduji aktivitu genu southpaw, ktery je bilateraln¢ ptitomen v prekurzorech
paraxialniho mezodermu a poté v mezodermu levé lateralni ploténky. Southpaw tidi asymetrii
srdce, slinivky bti$ni a mozku. Embrya s deficitem southpaw vykazuji zavaznou downregulaci

levostranné exprese cyclops, pitx2, leftyl a lefty2 (Long et al. 2003).

A B Cc
sild fivE smbirivs embryo s chybéjici embryo s mutovanym
Ak = Nodal signalizaci fof8
Lh fgf8 fgld Rh Lh fgfe fgf8 Rh Lh Rh
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Obrazek 10: Role FGF a Nodal signalizace pFi vyvoji epithalamu dania pruhovaného
(4) Wild type embryo: symetrické signaly fgf8 z habenul (modra) indukuji migraci parapinedlniho primordia (zelend), Nodalni
signaly (Cervenda) pak ridi smér migrace doleva.

(B) Embryo s chybéjici Nodal signalizaci - symetrie je narusena diky Fgf8, které vyvolava migraci, Nodal signalizace chybi —
chybi tedy i signal pro migraci doleva, smér strany migrace parapinealniho primordia tedy probiha stochasticky.

(C) Embryo s mutovanym fgf8: Parapinedlni primordium ziistava v medianni linii a neni schopno migrovat ani jednim smerem.
pp — parapinealni primordium; Lh - leva habenula; Rh - prava habenula

Prevzato a upraveno podle: Regan et al. (2009)
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4.2 Drahy Notch a Wnt/beta catenin
Co se tyce signalizacnich drah Notch a Wnt/beta-catenin, obé se podili na spravné funkci
organizatoru a struktuie fasinek. Konkrétné Notch draha napt. fidi délku fasinek (Reiter et al.
2017), coz by pfi poruseni téchto drah mohlo zptsobit naruseni jednostranného toku v LRO a
spravného ustanoveni Nodal dradhy, ¢imz by mohlo dojit k naruSeni ustanoveni levo-pravé
asymetrie. Ob¢ drahy jsou aktivni v mezodermu laterani ploténky jesté pfedtim, nez se zacnou
exprimovat geny Nodalni kaskady. Signalizace prostiednictvim Wnt reguluje ciliogenezi u
dania prostiednictvim Foxjla, ciliogenniho transkripéniho faktoru, a pozdé&ji piispiva ke

spravné levostranné expresi nodal genu potlacenim jeho represe (De Girolamo et al. 2020).

Konkrétné v mozku a pfi vyvoji epithalamu drdha Wnt zprostfedkovava nckolik kli¢ovych
procest.. Patfi mezi né specifikace ventralni habenuly, kontrola casovych aspektii tvorby
neuronl a stanoveni identit t€chto neuronti v dorzalni habenule béhem diferenciace. Represe
aktivity Wnt na levé strané¢ mozku, kdy interaguje s parapinedlnim komplexem v konkrétnim
casovém obdobi, ma za nasledek asymetrie v habenulach a podporuje formovani neuronalnich

identit na pravé stran¢ dorzalni oblasti mozku (viz Obrazek 11) (Lanoizelet et al. 2023).

Draha Notch je také klicovym hracem pii vyvoji asymetrie mozku, zejména v oblasti dorzalni
habenuly (dHD) - ovliviiuje regulaci proliferace a diferenciace bun¢k v této oblasti. Je velmi
pravdépodobné, ze drahy Notch a Wnt spolupracuji ¢i se navzajem ovliviiuji béhem vyvoje,
coz muze hrat klicovou roli pfi ur€ovani specifickych charakteristik a funkci dorzalni habenuly

(Hiisken a Carl 2013).
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Obrazek 11: Role Wnt signalizace pii vyvoji dorzdlnich habenul u dania pruhovaného

Navrzeny model o piisobeni Wnt signalizace pri vyvoji dorzalnich habenul. Predpoklada se, Ze Wnt
signalizace ovliviiuje tvorbu dorzalnich habenul (ty exprimuji dbx1b — fialova) a ndsledny recruitment
progenitorii  (exprimujicich cxcr4b svétle modra). Je navrieno, zZe snizenda Wnt signalizace u
homozygotnich wls mutantii by zpiisobovala redukci dbx1b exprese v habenulach a migraci bunécné
populace exprimujici cxcr4b do dorzalnich habenul.

Prejato z: Kuan et al. (2015)
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4.3 Pribéh ustanoveni asymetrie — propojeni drah dohromady

Nejrangjsi levo-pravé asymetrickou expresi v mozku dania v misté budouciho epithalamu je
exprese genu Ndr2/cyclops (18 hpf = hours post fertilization), pficemz ustanoveni levo-pravé
asymetrie epithalamu pomoci nodal-related proteinti bylo zatim prokazano pouze uryb (Concha
2001). Ten se zacina exprimovat zhruba 8 hodin pied tim, nez zaéne migrovat parapinealni
organ na levou stranu. Po ném se zacina exprimovat leftyl (20 hpf) a pitx2c (22 hpf). Exprese
téchto gentli koreluje s expresi f7h, ktery je markerem budouciho pinedlniho komplexu, zaroven
ale vybihd i do mist budouci levé habenuly — znamena to, Ze aktivita Nodal signalni drahy
ovlivituje vyvoj jak pinealniho komplexu (mozna i parapinealniho organu), tak levé habenuly
(Roussigné et al. 2012). Pfi absenci nodalni signalizace je epithalamus sice asymetricky, ale
zcela na ndhodnou stranu (viz Obrazek 10). Nodal signalizace tedy neurcCuje ustanoveni

asymetrie jako takové (za to je zodpovédny Fgf8), ale urcuje jeji smér (Palma et al. 2022).

K determinaci parapinedlniho orgénu, ke které dochazi zhruba 28 hodin po oplozeni viz
Obrazek 12), je zapotiebi transkripéniho faktoru Tbx2 a Fgf8. Parapineélni orgén se delaminuje
z oblasti pfedni ¢asti pinealniho komplexu a poté migruje doleva, coz zajistuje také Fgf8
(Regan et al. 2009; Snelson a Gamse 2009). Mutanti v Fgf8 maji sice specializované bunky
parapinealniho organu, ty ale nejsou schopné vycestovat (jak jsem zminila vyse, Fgf8 urcuje
pouze schopnost mobility, za smér je zodpoveédny ndr2/cyclops). Dorzélni habenularni
progenitory jsou piitomné diive na levé stran¢, coz ma za nésledek vyssi pocet neuronti v levém
dorzalnim habenularnim jadfe nez v pravém u dospélce. Je pravdépodobné, Ze za touto
heterochronicitou vyvoje jednotlivych habenul stoji Notch drdha (Aizawa et al. 2007). Wnt
dréha zase reguluje diferenciaci pravé a levé dorsalni habenuly (IdHb a mdHb), respektive osud
jednotlivych neuront. Pfi zvySené Wnt signalizaci dochazi ke zdvojenému pravému
habenuldrnimu fenotypu (Carl et al. 2007). Naopak mutace v genu Tcf712, ktery koduje
transkripéni faktor zprostfedkovavajici Wnt signalizaci a ktery je nezbytny pro ziskéani
“pravostranné® identity, zpisobuji, ze vétSina pravych habenularnich neuronti ziska identitu
levé habenuly nezdvisle na parapinedlnim organu. Na levé stran¢ Wnt signalizaci
pravdépodobné blokuje parapineédlni organ. Mechanismus této modulace zatim neni zndm, ale
zda se, ze mize souviset s poctem bunék parapinealniho organu — potlacenim aktivity Pitx2c
se stane, ze prava habenula pfijme levostranny charakter a zarovenl vzroste pocet bunck
parapinedlniho orgénu. Pokud ale tento pocet bun€k uméle snizime na roven jedince s plné
funkénim genem pro Pitx2, parapinealni orgdn je schopen obnovit habenuldrni asymetrii

(Garric et al. 2014).
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Obrazek 12: Interakce signdlnich drah pii ustanoveni asymetrie v epithalamu dania pruhovaného
FGF draha vytvari asymetrii tim, Ze zpusobuje migraci parapinedlniho ovganu - konkrétné pomoci
Fgf8 (2). Draha Nodal signalizace dodava této migraci levostrannou orientaci a moduluje aktivitu
Fef8 (2b) a puisobi na parapinedlni buriky, aby mély vyssi kompetenci migrovat (2a). Zaroven ovliviiuje
asymetrii v souboru casnych habenularnich neuronii (1), coz pozdeji ovliviuje habenuldarni asymetrii
(4). Parapinedlni organ je nutny pro pozdéjsi vyvoj habenul (3) — mohl by ovlivitovat tvorbu riznych
typut habenuldarnich neuronit (3a) nebo primou specifikaci téchto neuronii (3b). Tyhle dvé role by mohly
byt modulovany pomoci Wnt a Notch signalizace.

hP- habenularni progenitory, hN — habenuldrni neurony, pp — parapineadlni organ, ep — epifyza.

Prevzato a upraveno podle: Roussigné et al. (2012)
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5. Asymetrie mozku v evolu¢nim kontextu

5.1 Evoluc¢ni vyhody lateralizace

Asymetrie mozku nemusi byt pouze morfologicka, ale jesté Castéji se vyskytuje jako funkéni
asymetrie — lateralizace. Lateralizace je tedy tendence k preferovani jedné strany téla, konkrétné
u mozku leva a prava strana zpracovavaji informace odlisn¢ a fidi riizné vzorce chovani. Je
Siroce rozSifena mezi mnoha druhy Zijicimi v riznych ekosystémech, takze je velmi
pravdépodobné, ze musi mit vyznamny piinos pro piizpiisobeni a Gspésnost organismii, kdyz

se tak uspésné evolucné zafixovala.

Existuji riizné mechanismy, které spojuji asymetrii mozku ¢i chovani s vykonem jedince na
individudlni Grovni. Za prvé, pokud zvife pouzivd dominantné jednu koncetinu nebo stranu
senzorickych systémil k interakci s prosttedim, hemisféra na opacné strané¢ bude prochazet
celozivotnim u¢enim v oblasti vniméani nebo motoriky. Tim se jednostranné zvysi schopnost

smyslové senzitivity a u¢innosti pohybu. Napftiklad pisila ¢aponoha (Himantopus himantopus)

vvvvvv

vvvvvv

jedné strany v kombinaci s lateralizovanym cvicenim zvysuje vykon a reak¢ni rychlost, a tim
posiluje pravdépodobnost opakovaného pouzivani této strany. Zaroven zvysSeny tréning jedné

strany zvySuje reakéni rychlost (Glintiirkiin et al. 2020).

Dale také pokud jsou dva komplementarni nervové procesy zpracovavany paralelné ve dvou
hemisférach, snizuje se kognitivni redundance a celkova ucinnost se zvySuje — je umoznéno
soucCasné zpracovani vice zdroji informaci (Rogers 2021, Ringo et al. 1994). Lateralizace
mozkovych funkci je tedy schopna zvysit kognitivni kapacitu bez nakladnéjSiho procesu
zvetSovani velikosti mozku. Kdyz jsou jedinci s lateralizaci (experiment byl provadén na kuru
doméacim Gallus gallus) a jedinci bez ni postaveni pfed ukol, pfi kterém musi rychle hledat
rozsypana zrna mezi oblazky a soucasné sledovat dravce, ktefi obcas proleti nad nimi, jedinci
s preferenci strany zvladaji obé tlohy na vyssi Grovni. Jedinci bez lateralizace si vedou hiife,
protoze nékdy nezpozoruji predatora a kdyz ho zahlédnou, €asto si pletou zrna s oblazky. To
naznacuje, ze hemisférickd asymetrie umoznuje efektivni paralelni zpracovani komplementarni
informace mezi obéma hemisférami (Rogers et al. 2004). Podobné vysledky byly nalezeny také

u ryb a u riznych druhti primati (Dadda a Bisazza 2006).
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Zaroven je tieba dodat, Ze lateralizace mtze byt pro jedince 1 negativni, pokud je velmi vyrazna
— v tom piipadé snizuje flexibilitu jedince reagovat. Existuje jisty optimalni kompromis mezi
symetrii a asymetrii funkce, ale kde lezi bod rovnovahy, zavisi na konkrétnim piipadé(Rogers

2021).

Lateralizace na trovni populace je komplexnéjsi problém — zvIasté u zivocicht, kterd ziji ve
skupinach. Pti napadeni skupiny predatorem vétSina skupiny vyuzije efektu ziedéni, kdy, kdyz
se cela skupina oto¢i jednim smérem, je mensi pravdépodobnost, ze praveé jeden konkrétni
jedinec bude uloven. Zaroven ale ve chvili, kdy se predator nauci preference strany utéku své
kofisti, je vyhodné pro jedince se otadCet na druhou stranu. Tato menSina pak mize mit lepsi
pravdépodobnost na pieziti (Bisazza et al. 2000; Vallortigara a Rogers 2005). Timto zptisobem
vznika rozdéleni populace na vétSinu jedincl preferujici jednu stranu a menSinu preferujici
stranu opacnou, protoZe existuje adaptivni vyhoda v zachovani variaci v lateralit¢ u menSiny

jedinct (Giintiirkiin et al. 2020).
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5.2 Ustanoveni levo-pravé asymetrie mozku v evoluci

Asymetrické usporadani mozku jak na morfologické, tak na funkéni Grovni je tedy z riznych
divodu (viz vySe) vyhodnym rysem. Je proto Siroce rozsifené v zivoci$né tisi (Concha et al.
2016) a vypada to, Ze jde o pivodni znak pro obratlovce, protoze jak u kopinatcii, tak u sumek
— tedy u zastupct dvou sesterskych skupin obratlovct (plasténct a bezlebecnych) se asymetrie
nervoveé tkané vyskytuji také (viz. Obrazek 14). U kopinatct jsou identifikovany asymetrické
polohy ust a struktur faryngeéalni oblasti, coz je doprovazeno asymetrickym uspofadanim
bilateralné parovych somatickych neuronti a perifernich nervli spojenych se somity (Soukup et
al. 2015). Tato asymetrie je pfedchdzena a regulovana levostrannou aktivitou signalni drahy
Nodal. Sumky zase vykazuji (zase fizeno signalni drahou Nodal) asymetrie v umisténi

senzorického vacku a poloze fotoreceptorovych bunék na pravé strané (Taniguchi a Nishida

2004).

Phyla - species nodal expression nervous system asymmeltry
L.R
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Obrazek 14: Distribuce asymetrické Nodal signalizace spojené s asymetriemi nervové soustavy ve fylogenezi strunatcii

(a) Nodal exprese na levé strané hlavy bezlebecnych (Cephalochordata) — konkrétné Branchiostoma floridae — ridi vyvoj
a asymetriiv somatickych neuronech a perifernich nervech.

(b) Nodal exprese v levé epidermis plastencii (Urochordata) — konkrétne Ciona intestinalis a Halocynthia roretzi — ridi
pravostranné umisténi senzorického vacku a fotoreceptorovych bunék (PR).

(¢) Nodal exprese v epithalamu mihule (Petromyzontida) - konkrétné Petromyzon marinus - 7idi vyvoj asymetricky
velkych habenul (LHb a RHb).

(d) Nodal exprese v epithalamu u Zraloka (Elasmobranchii) - konkrétné Scyliorhinus canicula - 7idi vyvoj asymetricky
velkych habenul.

(e) Nodal exprese v epithalamu paprskoploutvych ryb (Actinopterygii)- konkrétné Danio rerio — Fidi vyvoj asymetricky
velkych habenul a asymetricky ulozeného parapinealniho organu (PpO).

Pro kazdou skupinu je asymetricka Nodal exprese zobrazena na obrazku vlevo, morfologicka asymetrie nervového systému je
na obrazku vpravo

hpf'— hodiny po oplodnéni, N — notochord, H — Hatschekova jamka, B - mozek

Prevzato a upraveno podle: Concha et al. (2016)
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Co se konkrétné morfologickych asymetrii epithalamu tyce, jedna se mezi obratlovci o Siroce
roz§ifeny a vyrazné variabilni znak. Tyto asymetrie zahrnuji rozdily ve velikosti, neuronalni
organizaci, neurochemii a konektivit¢ mezi levymi a pravymi ¢astmi epithalamu. Pokud se
v epithalamu vyskutuje fotoreceptivni parapinealni orgéan (tak jako u ryb skupiny Teleostei,
kam patii danio), vyskytuje se nejCastéji na levé strané¢ (Concha a Wilson 2001). Evolu¢ni
puvod epithalamickych struktur je nejisty, ale asymetrie v této oblasti pravdépodobné
existovala na bazi linie obratlovcli, moznd dokonce strunatcii (Concha a Wilson 2001).
Naznacuje to i fakt, Ze Nodal signalizace ovliviiujici asymetrii epithalamu byla nalezena i u
zralokti a mihuli, ackoliv jeji role se od dania 1isi (Lagadec et al. 2015). Pokud signal Nodal
signalizace chybi, tak dojde u dania k ndhodnému rozlozeni levo-pravé asymetrie epithalamu
(tj. nedochézi k izomeriim). U zraloka a mihule vSak nasledkem absence Nodal drahy dojde
k izomerii habenularnich jader (Lagadec et al. 2015). To ukazuje, Ze u dania Nodal fidi pouze
smér asymetrie (tj. lateralitu, viz vySe), u Zraloka a mihule ale indukuje asymetrii jako takovou.
Nodal signalni drahy jako regulatoru samotné asymetrie epithalamu. Role Nodal drdhy pro
regulaci morfologické laterality epithalamu, kterd se nachazi u dania, je tak zfejmé odvozena
(Lagadec et al. 2015; Duboc et al. 2015). Naznacuje to i1 fakt, Zze epithalamus (konkrétné
habenuly) u zraloka vykazuji starovéké asymetrie Celistnatych obratlovct, ztracené u dania

(Lanoizelet et al. 2023).

Dlouho se zdalo, ze u tetrapodt diilezitost Nodal signélni drahy v mozkovych asymetriich mizi,
vzhledem k tomu, Ze levo-prava asymetrie epithalamu drépatky, kufete ani mySi neni Nodal
signalni drdhou fizena. Recentni prace vSak ukazuji, Ze k pfedpoklddané ztrat¢ Nodal
signalizace regulujici levo-pravou asymetrii epithalamu u ptfedka vSech tetrapodii nedoslo. U
colka byla prokazana asymetricka exprese Nodall v mozku (Ito et al. 2006) a u dvou druhti Zelv
byla role Nodal signdlni drahy v regulaci levo-pravé asymetrie epithalamu potvrzena takeé
(Kajikawa et al. 2022). U gekona naopak prok4zdna nebyla (Kajikawa et al. 2022). Tyto
vysledky naznacuji, Ze levo-prava asymetrie epithalamu je u riznych obratlovct fizena rizné a
7e v evoluci obratlovcl zfeymé doslo k nezavislym ztratdm role Nodal drahy v regulaci levo-
pravé asymetrie epithalamu. Jakym zplisobem je morfologicka levo-prava asymetrie
epithalamu fizena u druhii, kde Nodal draha neptisobi (zaby, néktefi plazi, ptaci, savci), vSak

neni znamo.
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6. Dalsi faktory ovliviiujici levo-pravou asymetrii mozku

6.1 Environmentalni faktory
Krom¢ genetickych faktorti, které jsou zminény vyse, je vyvoj mozkovych asymetrii ¢asto
zavisly na podminkach Zzivotniho prostfedi. Vliv svétla, ktery je nejprozkoumangjSim a
nejznatelnéjSim prikladem vlivu environmentélnich faktord na vznik mozkovych asymetrii
béhem vyvoje, byl navrzen i u dania. Bylo skute¢né prokdzano (Andrew et al. 2009), ze
preference oci pii vyhybani se predatorovi ¢i jinych vizualnich ukolech zavisi na vystaveni
embryi svétlu, ale mechanismus toho, jakym zplsobem piesné¢ expozice svétlu vytvoreni
asymetrii ovliviiuje, neni jasny. Nejvice prozkoumani jsou v tomto ohledu ptéci, ktefi vykazuji
jak behavioralni, tak i strukturdlni mozkové asymetrie. Modelovym organismem je holub
(Columba livia) a kur doméaci (Gallus gallus). Oba tyto druhy vykazuji behavioralni asymetrie
pii riznych vizudlnich tkolech, socialnim chovani ¢i prostorové orientaci. Nejedna se vSak o
levo-pravé asymetrie smyslovych organt, ale asymetrie lze nalézt hloubé&ji v mozku — v
mezencefalonu (u holuba) a diencefalonu (u holuba i u kura). Konkrétné se jedna o asymetrie
v sile projekce nebo ve velikosti bun¢k mezi levou a pravou stranou (Giintiirkiin et al. 2020). U
holubii i kufat jsou tyto behaviordlni 1 anatomické asymetrie, hlavné logicky ty vizudlni, také
indukovéany svétlem. Béhem svého vyvoje ve vajicku ptaci embryo zaujima asymetrickou
polohu vici svétlu — pravé oko je na stran¢ skotfapky, kterou prosvita svétlo, zatimco levé je
stinéno zbytkem téla embrya. Pravé oko je tedy svétlem silnéji stimulovano a tim je zplisoben
vznik naslednych asymetrii. Tento fenomén byl ovéfen experimenty s vejci inkubovanymi ve
tmé — v takovém piipadé tyto asymetrie nevznikaly. Experimenty s manipulovanou osvétlenou
stranou (osvétleno bylo tedy levé oko) mély za vysledek asymetrii opacnou. Ptaci vylihnuti
z vajec, ve kterych bylo osvétlené pravé oko, pouZzivaji pfednostné prave pravé oko a tim padem
levou hemisféru k feSeni vizualnich ukoll. Ptaci manipulovani tak, aby bylo zakryto pravé oko,
vykazovali ve stejném testu opacnou asymetrii a ptaci inkubovani ve tmé nevykazuji zddnou
asymetrii v pouzivani levé nebo pravé hemisféry (Chiandetti 2011; Chiandetti a Vallortigara

2009; Rugani et al. 2015).

Dalsim piikladem prokazaného faktoru prostedi je znecisSténi — konkrétn€ zvySené hodnoty
CO; v atmosféfe, ktery se rozpousténim ve vodé druhotné projevuje okyselovanim oceant.
Ukazuje se, ze u n€kterych druhli ryb nadmira CO: zplsobuje ztratu lateralizace a tim jim
vytvari nevyhodu ve svych ptirozenych habitatech vétsi nachylnosti vici predatoram c¢i

v socidlnim chovani (Lopes et al. 2016; De Girolamo et al. 2020).

21



6.2 Epigenetické faktory
Studii zabyvajicich se vlivem epigenetickych faktor na ustanoveni mozkovych asymetrii je
zatim velmi malo, ale ty existujici naznacuji, ze by epigenetické faktory mohly byt funkcné
vyznamné. Epigenetické mechanismy méni expresi genli beze zmény nukleotidové sekvence a
tim mohou zpiisobovat fenotypové zmény. Nejcastejsi a nejlépe porozuménou epigenetickou
modifikaci je methylace — pfipojovani methylové skupiny na cytosin-guaninové dinukleotidy
(CpQG). Vice methylované useky DNA jsou typicky umlc¢ovany — transkripce tohoto genu je
potlacovana. Klicoveé je, Ze tyto epigenetické znacky se mohou ¢aste¢né dédit od rodi¢t,, mohou

byt ale také ziskavany faktory prostfedi (Tammen et al. 2013).

Co se tyce studii zabyvajicich se lidskym druhem, byly studovany hlavné methylace genti
NEURODG6 (Schmitz et al. 2018) a LRRTM1 (Leach et al. 2014). Ty ukdzaly vztah mezi
asymetrii v dominanci pouzivani pravé ¢i levé ruky a silou methylace téchto geni. U genu
NEURODG6 bylo predbézné prokazano, Ze porodni stres miZze byt faktorem, ktery ovliviiuje
metylaci tohoto genu, jez je asymetricky exprimovan v mozku plodu. Methylace v promotoru
genu LRRTMI1 odhalila CpG useky, které negativné korelovaly se silou preference pouzivani
levé a pravé ruky ucastnikt studie, coz znamena, Ze G¢astnici se silnéjsi methylaci téchto oblasti

méli vétsi sklony k obourukosti.

Epigenetické faktory se také vyznamné uplatiiuji pfi transkripni inaktivaci jednoho z
chromozoml X u samic s ur¢enim pohlavim typu Drosophila, kde samice (homogametické
pohlavi) maji dvé kopie stejného pohlavniho chromozomu, z nichZ jeden je inaktivovan.
Inaktivace jednoho zchromozomii X (zaloZzena na vysoké mife methylace DNA, nizké
acetylaci histoni, nizké mife specifické methylace lysinu-4 a vysoké mife methylace lysin(-9
a 27 histonu H3) je obecné povazovana za ndhodnou. Studie (Wu et al. 2014) vyuzivajici
jaderné lokalizované fluorescenc¢ni reportéry — GFP na jednom chromozému X a tdTomato na
druhém (pomoci téchto fluorescencnich reportérii je mozné studovat vzor inaktivace
chromozomu X pochézejiciho od otce nebo matky s rozliSenim na tirovni bun¢k) vsak v urcitém
procentu jedincil ukézala velice piekvapivé asymetricky vzor inaktivace chromozomu X (viz
Obrazek 15) — a to u excita¢nich neuronti kortexu a hipokampu dospélé mysi. Vzhledem
k tomu, ze u samci se podobny typ inaktivace nevyskytuje, mohl by tento vysledek ukazovat
na odliSnou pravolevou asymetrii mezi sam¢im a sami¢im mozkem savct (ur€eni pohlavi
Drosophila) s ptispévkem genovych variant lokalizovanych na chromozomu X (jedna se o

ptiblizné 4 % genomu). Dale tato data implikuji moznou roli inaktivace chromozomu X pfi
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vytvateni individudlnich stochasticky generovanych funkcionalit centrdlniho nervového

systému, existujicich pouze u samiciho pohlavi.

H Caoronal section of P30 brain (CamK2-CreHpr LSLGRRASL-T |

Obrazek 15: Levo-pravad asymetrie inaktivace X chromozomu v mozku mysi
Vzor inaktivace jednoho ¢i druhého X chromozomu v mozku dospélé mysi u excitacnich neuronii

kortexu a hipokampu. Vyuzivaji se zde jaderné lokalizované fluorescencni reportéry — GFP na
jednom chromozomu X a tdTomato na druhém.

Meritko 1 mm.

Prevzato z: Wu et al. (2014)

Na dutleZitost epigenetickych vzorll rozdilné manifestovanych v levo-pravé asymetrickém
mozku ukazuje také prace (Li et al. 2020) korelujici epigenetiku s velice zajimavym
asymetrickym poSkozenim mozku u pacientd trpicich Parkinsonovou chorobou. Pomoci
bisulfatového sekvenovani bylo ukazéno, Ze neurony lidského ptfedniho mozku vykazuji
hemisférické rozdily v metylaci DNA ovliviiujici transkripci tisictl gendl. Zajimavym zjisténim
je to, ze s vékem dochazi k ztrat¢ hemisférické asymetrie v epigenomech neuronti. U neuronil
pacientll s Parkinsonovou chorobou (PD) je hemisférickd asymetrie v metylaci DNA vétsi nez
u kontrol a zahrnuje mnoho genii spojenych s rizikem vzniku PD. Epigenetické,
transkriptomické a proteomické rozdily mezi hemisférami PD odpovidaji lateralizaci
symptomu PD, pficemz epigenetické abnormality jsou nejvyraznéjsi v hemisféie odpovidajici
stran¢ prevladajicich symptom1.

Obecné je téma levo-pravé asymetrie piiznaki neurodegenerativnich chorob, kromé jiz
zminéné PD 1 se jedna napt. o Alzheimerovu chorobu, amyotrofickou lateralni skler6zu nebo
roztrousenou sklerézu, (v nékterych piipadech s epigenetickym pfispévkem) vyznamnym

tématem neurologického vyzkumu (Lubben et al. 2021).
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Zavér

Tato bakalatské prace se zaméiuje na prib¢h ustanoveni levo-pravé asymetrie mozku a regulaci
tohoto déje u modelového organismu dania pruhovaného (Danio rerio). Predpoklada se, ze u
n¢kterych organismii dochazi k naruseni asymetrie jiz ve stadiu blastomer, zakladem naruseni
symetrie embrya je vSak jednostranny tok tekutiny v LRO, ktery je tvofeny jednostranné
pohyblivymi fasinkami. Neni jest¢ pln¢ objasnéno, jak je tento tok interpretovan, ale jako
nejpravdépodobnéjsi se jevi mechanosenzoricky model popisujici dva typy fasinek — pohyblivé,
vytvarejici tento levostranny tok, a nepohyblivé, které tento tok vnimaji a interpretuji.
Interpretace tohoto jednostranného toku zptisobuje asymetrii v genové expresi a aktivuje Nodal
signalizaéni kaskadu. Ta je zaloZend na tom, ze Nodal je zpocatku exprimovan bilateralné
kolem LRO. Tato asymetrie exprese je vSak narusena pisobenim jednostranného toku, poté se
exprimuje pouze na levé strané. Aktivita Nodalu se pfenasi do LPM - Nodal zde indukuje svou
vlastni expresi a také spousti expresi faktoru Lefty a transkripéniho faktoru Pitx2. Lefty
difunduje rychleji nez Nodal a zdroven ma schopnost ho inhibovat — zajist'uje tedy, ze se Nodal
omezi na levou stranu. Tam Nodal déle zvySuje svou vlastni expresi a expresi Lefty a Pitx2.
Pitx2 nasledné spousti genovou expresi a podporuje tkanové specifickou proliferaci a
diferenciaci, coz vede k asymetrickému vyvoji organt.

O tom, jak pfesné je signdl z téla prenaSen do mozku se stale pfili§ nevi, jasné ale je, Ze 1
v mozku je pii ustavovani asymetrie kliCovy Nodal a jim fizend signaliza¢ni kaskada obsahujici
Lefty a Pitx2. Morfologickou asymetrii mozku tato prace demonstruje na ptikladu epitahlamu
u dania pruhovaného. Jak habenuly, tak parapiendlni organ jsou vyrazn€ morfologicky
asymetrické mezi pravou a levou ¢asti mozku, coz ¢ini epithalamus idedlnim modelovym
piikladem. Tato asymetrie je ustanovend diky spolupraci drah Nodal, Fgf, Wnt a Notch.
Vzhledem k tomu, Ze je funk¢ni 1 morfologicka asymetrie mozku tak rozSitena vénuje se prace
dale jejim evolu¢nim vyhoddm, k nimz patii efektivnéjsi vyuzivani mozkové kapacity, vetsi
schopnost paralelnich drah, zpracovavajicich informace a vyhody v ramci populace. Draha
Nodal, klicovy hra¢ v ustanoveni mozkové asymetrie u dania, je konzervovanou drédhou tidici
levo-pravou asymetrii mozku obratlovcli. Vénovala jsem se tedy 1 jeji roli u jinych druh
obratlovcl v rdmci asymetrickych déji v mozku.

Ackoliv hlavnim mechanismem ustanoveni asymetrie jsou vySe zminéné signaliza¢ni kaskady,
klicovou roli mohou hrat také environmentalni (mezi nejvyznamnéjsi patii napiiklad svétlo ¢i

mnozstvi CO») Ci epigenetické faktory, které jsou schopné tuto asymetrii vyznamné ovliviiovat.
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Seznam zkratek

CaM
Cerl2

Fgf
FoxH1
Foxjla
Gdfl
GFP
GRP

hpt

IPN

KV

Lefty
1dHb
LPM
LRRTM1
LRO
mRNA
mdHb
Ndr
NEURODG6
Nodal
NVP

PD

Pitx2
PI3k/AKT

Pkd

Kalmodulin

Cerberus-like 2

Fibroblast growth factor

Forkhead box H1

Forkhead box J1a

Growth and differentiation factor 1

Green fluorescent protein

Gastrocoel roof plate

Hours post fertilization

Interpendunkularni jadro

Kupffertv vacek

Left-right determination factor
Lateralné-dorzalni habenula

Lateral plate mesoderm

leucine-rich repeat transmembrane protein 1
Left-right organizer

Messenger RNA

Medialné-dorzalni habenula

Nodal-related

Neurogenic Differentiation 6

Nodal growth differentiation factor

Nodal vesicular parcels

Parkinson 's disease

Paired-like homeodomain transcription factor 2
Phosphatidylinositol 3-kinaza/proteinkindza B draha

Polycystin

25



PLCy
RAS/MAPK
TGFpB
Tct712

vHb

Wnt

Fosfolipaza C gamma
Ras/mitogen-activated protein kinases
Transforming growth factor 8
Transcription factor 7-like 2
Ventrélni habenula

Wingless/Int-1
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