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Abstrakt

Levo-pravd asymetrie je u obratlovcell determinovdna pfitomnosti docasnych
embryonalnich struktur nazyvanych jako organizatory levo-pravé asymetrie. Tyto struktury
jsou tvoteny ciliarnimi bunikami, jejichz cilie jsou pohyblivé. Na zakladé motility cilie
generuji levotoCivy tok extracelularni tekutiny, ktery posléze spousti asymetrickou expresi
gent z tzv. Nodal signdlni drahy. Hlavnimi pfedstaviteli této kaskady jsou Nodal, Lefty a
Pitx2, ktefi jsou zodpovédni za levo-pravé asymetrickou stavbu vnitinich organt.

U paprskoploutvych ryb byl jako organizator levo-pravé asymetrie popsan Kupfferiv
vacek coby dutd kulovitd struktura. Tento organizator byl vSak studovan pouze na zéstupcich
skupiny Teleostei (danio, medaka) a zdali se objevuje 1 u ostatnich zastupct paprskoploutvych
ryb, neni doposud zndmo. Tato prace se zaméfuje na studium organizatoru levo-pravé
asymetrie na doposud nezkoumaném druhu — jeseteru malém (Acipenser ruthenus) jako
zastupci ne-teleostnich paprskoploutvych ryb.

Na zaklad¢ snimkl z elektronového mikroskopu jsme pozorovali, Ze u jesetera se
vyskytuje organizator kapkovitého tvaru v blizkosti blastoporu a zaroven je tvoren cilidrnimi
bunikami. Vice nez Kupfferové vacku se podobd spiSe organizatoru levo-pravé asymetrie
obojzivelniki, kterym je gastrocoelni stfeSni deska. Prace analyzuje pozici a délku cilii a
naslednou pfitomnost Nodal signalni drahy. Pti farmakologické inhibici této drahy dochéazi u
jesetertt k poruchdm stoCeni srde¢ni trubice a nepfitomnosti asymetrické exprese Pitx2 v
mozku. Testovana byla také funkénost H+K+-ATPazy, ktera se jevi nezbytna pro levo-pravou
asymetrii ve stadiich blastuly, ale nikoliv ve stadiich s pfitomnym organizatorem.

Nase vysledky ukazuji, Ze organizator levo-pravé asymetrie u ne-teleostnich
paprskoploutvych ryb je gastrocoelni stfesni deska, stejné jako u obojzivelnikli. Vyvoj
jesetera nese s vyvojem obojzivelnikii mnoho spolecnych znaki, vice se odliSuje spise s jeho
blizce ptibuznou teleostni skupinou, kde byl jako organizator levo-pravé asymetrie objeven
Kupfferiiv vacek. Rozsifenost gastrocoelni stieSni desky u ne-teleostnich paprskoploutvych
ryb tedy pfispiva k hypotéze o evoluénim plivodu Kupfterova vacku z gastrocoelni stfesni

desky.

Klic¢ova slova: levo-prava asymetrie, organizator, gastrocoelni stfesni deska, jeseter, cilie,

Nodal signalni drdha



Abstract

Left-right asymmetry in vertebrates is determined by the temporary embryonic
structures called organizers of left-right asymmetry. These structures are formed by cells with
motile cilia. Based on this motility, the cilia generate a leftward flow of extracellular fluid,
which triggers asymmetric expression of genes that are part of the so-called Nodal signaling
pathway. The main members of this cascade are Nodal, Lefty and Pitx2, which are responsible
for the establishment of left-right asymmetric structure of internal organs.

In ray-finned fishes, a hollow spherical structure called Kupffer's vesicle has been
described as the organizer of left-right asymmetry. However, this organizer has only been
studied in members of the Teleostei group (zebrafish, medaka) and whether it also appears in
other ray-finned fishes is still unknown. This thesis focuses on the study of the left-right
organizer in the so far unexplored species — the sterlet sturgeon (Acipenser ruthenus) as a
species of non-teleost ray-finned fishes.

Based on images from an electron microscope, we observed that the sturgeon
organizer forms a teardrop shape near the blastopore and contains ciliated cells. Rather than
Kupffer's vesicle, it resembles the left-right organizer of amphibians, i.e. the gastrocoel roof
plate. This Diploma thesis analyzes the position and length of the cilia followed by the
presence of the Nodal signaling pathway. Pharmacological inhibition of this pathway results
in disorders in heart tube coiling and absence of asymmetric expression of Pitx2 in the brain.
The functionality of H+K+-ATPase was also tested and suggested that it is necessary for
left-right asymmetry establishment during blastula stages, but not during stages with the
organizer.

Our results show that like in amphibians the left-right organizer in non-teleost
ray-finned fishes is the gastrocoel roof plate. The development of the sturgeon has many
features in common with the development of amphibians, but it differs from closely related
teleost group, where Kupffer's vesicle has been discovered. The presence of the gastrocoel
roof plate in non-teleost ray-finned fishes thus contributes to the hypothesis of the

evolutionary origin of the Kupffer’s vesicle from gastrocoel roof plate.

Key words: left-right asymmetry, organizer, gastrocoel roof plate, sturgeon, cilia, Nodal

signaling pathway
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1 Uvod

Levo-pravou asymetrii mizeme pozorovat napii¢ celou zivocisnou tis$i. U bezobratlych
se jedna zejména o asymetricky stocenou ulitu hlemyzd nebo asymetricka klepeta krabti. Pro
obratlovce se levo-prava asymetrie vyskytuje pfedevsim u vnitinich organii jako je postaveni
srdce, laloky plic, stoCeni stiev nebo funkce mozkovych hemisfér. Tyto levo-pravé asymetrie
vznikaji béhem raného embryonalniho vyvoje. Nejcasnéjsi asymetrie byly pozorovany u
drépatky Xenopus laevis dokonce jiz ve dvoubunéném stadiu. Jednalo se o asymetricky
vyskyt ATPaz v levé a pravé buiice (Levin et al., 2002).

Hlavni podil na vzniku levo-pravé asymetrie se vSak pfisuzuje az ve stadiich pozdni
gastruly az ¢asné neuruly, kdy se u embryi objevuje struktura ozna¢ovana jako organizator
levo-pravé asymetrie (Nonaka et al., 2002). Tento organizator levo-pravé asymetrie se
vyskytuje u vSech skupin obratlovcil. U teleostnich ryb se nazyva Kupffertv vacek (Kupffer,
1868), u obojzivelniki gastrocoelni stfesni deska (Blum et al., 2009a), u ptaki Hensentiv uzel
(Cooke, 1995) a u savct uzel (Bellomo et al., 1996).

Na vSech téchto organizatorech (krom¢ Hensenova uzlu) se vyskytuji cilie, které jsou
pohyblivé. Cilie rotuji kolem své osy a davaji vznik toku extracelularni tekutiny, ktery je
nezbytny pro pifenos signilu a nasledné asymetricky spuSténou Nodal signalni drahu.
Hlavnimi faktory této kaskady jsou Nodal, Lefty, Pitx2 a Cerberus, které diky své levo-pravé
asymetrické expresi umoznuji specificky vyvoj levé a pravé poloviny téla a spravnou
orientaci orgadnt (Blum et al., 2014). Normalni postaveni vnitinich organii oznacujeme jako
situs solitus a zrcadlové prevracené jako situs inversus.

Ptestoze je funkce organizatorti levo-pravé asymetrie podobnd, objevuje se u nich zna¢na
tvarovd rozmanitost v ramci jednotlivych skupin obratlovei. Zajimavé je, ze ackoliv je u
vSech teleostnich ryb organizatorem Kupfferiiv vacek, u zastupcii ne-teleostnich skupin ryb by
se organizator mé&l spiSe podobat gastrocoelni stfeSni desce Cili organizatoru obojZivelnikd.
Byl vSak pozorovan pouze u jediného druhu ne-teleostniho zastupce, a to u jesetera bilého
(Acipenser transmontanus) v devadesatych letech, a to jen na par snimcich z elektronového

mikroskopu (Bolker, 1993). Od té¢ doby nebyl u této skupiny podrobnéji zkouman.

Cilem této diplomové prace je studium levo-pravého organizatoru se zaméfenim na
ne-teleostni paprskoploutvé ryby s vyuzitim piedevSim druhu jesetera malého (Acipenser

ruthenus). Prace popisuje tento organizator a porovnava jej se zastupci obojzivelnikil, a to



nejen s drapatkou, ale také axolotlem mexickym ¢ili zastupcem ocasatych obojzivelniki, u
kterého tato struktura také nebyla podrobné zkoumana.

Dale se prace vénuje vyvoji levo-pravého organizatoru na morfologické urovni, kde klade
diiraz na vyvoj, funkci a tranzici cilii, které umoziuji vznik levostranného proudu. Potvrzuje
i roli ¢lent Nodal signalni kaskady v determinaci levo-pravé asymetrie a prenos této drahy na
levou stranu asymetrickych organti. Prace taktéz naznacuje zanik gastrocoelni stfesni desky a
porovndni jesetera malého s ostatnimi zastupci ne-teleostnich paprskoploutvych ryb, pro
doplnéni evoluc¢nich souvislosti organizatora levo-pravé asymetrie.

Tato studie ukazuje, ze organizatorem levo-pravé asymetrie jesetera je gastrocoelni
stteSni deska. Na zaklad¢ piitomnosti tohoto typu organizatoru u obojzivelnikl, ale také
ostatnich zastupcich ne-teleostnich paprskoploutvych ryb, ukazuje doposud nezkoumané
aspekty v ramci téchto druhti a poukazuje na vysvétleni vzniku Kupfferova vacku coby

organizatoru levo-pravé asymetrie u skupiny Teleostei.



2 Literarni prehled

2.1 Gastrocoelni stfesni deska jako organizator levo-pravé asymetrie

Stejné tak jako u ostatnich skupin obratlovct, hraje u obojzivelnikil pfi specifikaci levé a
pravé strany téla nepostradatelnou roli organizator levo-pravé asymetrie. V tomto piipadé se
jedna o tzv. gastrocoelni stieSni desku (GRP, gastrocoel roof plate), coz je embryonalni
struktura nachdzejici se v posteriorni ¢asti neuruly v blizkosti blastoporu, kterd je zaroven
v kontaktu s dutinou (Schweickert et al., 2007). Tato dutina se nazyva archenteron a vznika
v pribéhu gastrulace. Dal§im oznacenim pro archenteron je pravé gastrocoel, coz vysvétluje
nazev pro gastrocoelni stfesni desku, jakoZto strukturu nachdzejici se na dorzalni stran¢ této

dutiny (Blum et al., 2014).

2.1.1 Morfologie gastrocoelni stresni desky

Ackoliv se pfitomnost gastrocoelni stfesni desky jako organizatoru levo-pravé asymetrie
predpokladd u vSech zastupcli obojzivelnikli, pochopiteln¢ byla popsana piedevSim na
zastupcich rodu drapatek Xenopus (viz obr. 2.1) coby modelovych druhti této skupiny (Blum
et al. 2009b; Chien et al., 2018; Schweickert et al., 2007). Krom¢ drapatek byla GRP taktéz
pozorovana u zab Ceratophrys stolzmanni, Engystomops randi, Epipedobates machalilla,
Gastrotheca riobambae (Saenz-Ponce et al., 2012) a dale navrZena u axolotla mexického

(Ambystoma mexicanum) (Blum et al., 2009a).

(Zloutek)

Obrazek 2.1 Pohled na umisténi gastrocoelni stfesni desky (GRP). A) Dorzalni pohled na embryo drapatky ve
stadiu 17, B) Embryo po odfiznuti anteriorni ¢asti, C) / D) Cervena pferuSovana ¢ara znazoriuje fez a Sipky
ukazuji smér otevieni embrya. Na obrazku D je pak vidét pohled do vnitini dutiny. LEC = lateralni entodermalni
lista, R = prava strana, L= leva strana, cbc = cirkuloblastoporalni limec (pfevzato z Blum et al., 2009a).
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U drapatky byla GRP popsana jako docasnd trojuhelnikovitd struktura tvofena
superficidlnim mezodermem. Bunky této skupiny mezodermu davaji v pozd¢jSim vyvoji
vznik notochordu a somitii (Delarue et al.,1994; Shook et al., 2004). GRP se nachazi na
posteriorni Casti neuruly, tzn. ve stadiich 13 az 19, a tvoti ho vice nez 200 bunék. Posteriorné
od GRP se postupné¢ uzavira blastoporus a na jeho ventrdlni strané¢ se nachéazi dutina
archenteronu (Schweickert et al., 2007).

Z bun¢k organizatord vyruastaji cilie, které v pribéhu vyvoje méni svou délku, néklon a
pozici. Nejprve cilie vyristaji z centralni ¢asti bunék a pozdé&ji se presouvaji na posteriorni
stranu (Hashimoto et al., 2010). Zaroven se cilie postupné prodluzuji, u drépatky jsou ve
stadiu 14 cilie dlouhé ptiblizné 1-2pm, zatimco ve stadiu 19 jiz méfi Spm (Schweickert et al.,
2007).

Kazda burka je opatfena pouze jednou cilii a tyto cilie jsou zaroven pohyblivé. Diky své
rotaci opisuji tvar elipsy a umoziuji tak vznik extracelularniho proudu tekutiny, kterd se
vyskytuje v jiz zminiované dutin€. Tento tok je vzdy levostranny a je nezbytny pro aktivaci
Nodal signalni drahy. Jedna se o kaskadu genti, kterd umoziuje spravnou determinaci levo-
pravé orientace téla (Essner et al., 2002; Nonaka et al., 2002). Pro spravné orientovany pohyb
cilii je pravé nezbytny jiz zminovany posteriorni naklon, a to pfiblizné v rozmezi 35 az 40

stupiii (Nonaka et al., 2005; Okada et al., 2005).

2.1.2 Vznik a vyvoj gastrocoelni stfesni desky

Pfed zacatkem gastrulace jsou bunky budouci GRP soucésti tzv. budouciho
superficialniho mezodermu. V pribéhu gastrulace bunky tohoto mezodermu involuji pies
dorzalni ret blastoporu do vnittku embrya, kde kopiruji vnéjsi vrstvu. Pro migraci bunék je
nutnd pfitomnost fibronektinu a dale ucast kadherinl, které umoziuji adhezi migrujicim
bunkam (Keller et al., 1985; Koin et al., 1996; Shook et al., 2004).

GRP se zacind objevovat na zafatku neurulace v posteriorni Casti embrya v oblasti
umisténé anteriorné od blastoporu. GRP u drapatky miizeme dale rozdé€lit na dvé oblasti. .
oblast se nachazi pod chordou dorsalis a sklada se z menSich bunék, které jsou monociliarni.
Po obou stranach oblasti I. pak mizeme pozorovat oblasti II., které se vyskytuji ventralné od
somitl a tvofi je vetsi buiiky (obr. 2.2) (Shook et al., 2004). U drapatky byva gastrocoelni
stieSni deska charakteristicka predevsim ve stadiich 14—19 (Schweickert et al., 2007).

Bunky této struktury nésledné nezanikaji, ale prostiednictvim své migrace ddvaji vznik

dalsSim mezodermalnim strukturam jako jsou chorda a somity (Shook et al., 2004). Tato
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migrace a nasledna funkce bunék organizatoru je u obratlovcli konzervovéna a jejich
epitelo-mesenchymalni tranzice byla podrobnéji popsana napiiklad u zéniku Kupfterova

vacku (organizatoru teleostei) dania pruhovaného (Ikeda et al., 2022).

Obrazek 2.2 A) Embryo drapatky ve stadiu 10, bc = blastocoel, SM = superficialni mezoderm, oznaceny zelené,
ktery je ptfedchiidcem gastrocoelni stiesni desky. B) Embryo drapatky ve stadiu 12.5, gc = gastrocoel, zelené je
oznacena gastrocoelni stfe$ni deska. C) GRP (D) = gastrocoelni stfe$ni deska z ventralniho pohledu u stadia 17,
v GRP je znazornéna oblast 1. a II. (pfevzato a upraveno podle Tisler et al., 2016).

2.1.3 Nezbytné faktory pro funkci gastrocoelni stfesni desky a ciliogenezi

Jesté pfed vznikem morfologicky viditelné levo-pravé asymetrie, dochdzi u embryi
k rozdilné expresi geni v budouci levé a pravé stran€. Nejranéj$i levo-praveé asymetricka
exprese byla u dripatky pozorovdna jiz ve dvoubunécném stadiu, a to konkrétné v
H'-V-ATPaze (Adams et al., 2006). Jeji funkce tkvi v rozdilném membranovém potencialu a
pH u jednotlivych bunck. Zaroven reguluje nasledny vyskyt proteinu Xnrl (Nodal 1) a
lokalizaci serotoninu. Pfi inhibici H'-V-ATPazy concanamycinem vznikaji u embryi
heterotaxie (poruchy v levo-pravé asymetrii organt). Vliv této ATPazy pro levo-pravou
asymetrii se taktéZ potvrdil u embryi dania a kufete (Adams et al., 2006). Stejné asymetricky
byla ve dvoubunééném stadiu dripatky nalezena i dalsi protonova pumpa H+K-+-ATPéaza
(Levin et al., 2002).

JiZ zminény serotonin je nasledné dilezitym aktérem ve specifikaci superficidlniho
mezodermu a umoznuje jeho dorzalizaci. Zda se, ze také kooperuje s Wnt/B-catenin drdhou
(Beyer et al.,, 2012). Obecné Wnt signdlni draha je nezbytnou soucésti organizatort
levo-pravé asymetrie. Ucastni se zde dvé Wnt signdlni drahy, a to Wnt/PCP (planar cell

polarity) a Wnt/B-catenin signalni drdha. Tyto drdhy funguji pfes aktivaci proteinu



Dishevelled. PCP drdha umoziiuje posteriorni polarizaci cilii, kdezto draha s B-cateninem je
nezbytna pro jejich pohyblivost (Caron et al., 2012; Park et al., 2008). Soucasti Wnt/B-catenin
dréhy je Wntllb, jehoz exprese zacind jiz na zaCatku gastrulace v superficidlnim mezodermu,
ze kterého nasledné vznika pravé GRP. Pti knockdownu Wntl1b bylo u drapatky pozorovano
naruseni levostranného proudu a ztrata exprese efektorového genu drahy levo-pravé asymetrie
Pitx2c (Walentek et al., 2013).

Whnt/B-catenin signalni dréha reguluje expresi Foxj/. Pfi injekci morfolinem proti Foxjl
dochazi ke zkraceni cilii a snizeni jejich poctu. Foxjl zaroven indukuje expresi gentl, které
davaji vznik jednotlivym proteintim cilii, a tudiZ zajist'uje jejich motilitu (Stubbs et al., 2008).
Na specifikaci GRP a ciliogenezi se déale podili Dmrt2 (doublesex and mab3-related
transcription factor 2). Pfi oSetieni embryi morfolinem dochdzi k porucham ve specifikaci
organizatoru, vzniku kratsich cilii a snizené expresi Foxjl (Tingler et al., 2022).

Co se tyce délky cilii, jako dalsi zacastnénou drahou pro spravnou délku byla popsana
FGF (fibroblast growth factor) draha. Funkci zajiStuje prostfednictvim FGF8, FGF24 a
receptoru FGFR1. Pii inhibici tohoto receptoru dochazi ke vzniku kratSich cilii, coz ma
samoziejm¢ velky vliv na jejich funkci (Neugebauer et al., 2009). FGF draha také ptisobi pii
specifikaci GRP a interaguje s vapenatym kanalem PKD2 (polycystin-2), se kterym zajistuje
spravnou expresi Nodal signalni drahy. Pfedpoklada se, Ze tato funkce FGF drahy je u
obratlovcl konzervovana (Schneider et al., 2019).

V neposledni fad¢ hraje v levo-pravé asymetrii nezbytnou roli Notch signalni dréha.
Downstream této drahy je totiz protein Nodal, ktery je dllezity pro spravnou délku cilii a tim
padem 1 rychlost nasledného levotocivého proudu. U Notch mutantl dochézi ke zkracenti cilii,
a naopak hyperaktivaci této drahy k ciliarnimu prodlouZeni (Lopes et al., 2010; Tozser et al.,
2015).

Pro formaci cilii je také dulezity IP3 (inositol 1,4,5-trisfosfat), ktery na zéklad¢é své
aktivace pomoci fosfolipazy C uvolfluje vapenaté ionty zendoplazmatického retikula.
Experimenty na embryich drapatky ukdzaly, Ze protilatkova blokace IP3 vede ke snizeni poctu

cilii a zptisobuje randomizaci levo-pravé osy téla (Hatayama et al., 2011).



2.2 Cilie

Cilie, ¢esky oznacovany také jako fasinky, jsou bunééné struktury zalozené predevsim na
mikrotubulech. Buitky mohou mit jednu ¢i vice téchto struktur. Dale se cilie liSi pfedevSim
svou délkou a pohyblivosti. U obratlovci se pohyblivé cilie vyskytuji v celé tad¢ télnich
soustav jako je dychaci, reprodukéni nebo travici. Taktéz je jejich pfitomnost nezbytna jiz
v embryondlnich stadiich, a to pravé v organizatorech levo-pravé asymetrie, kde svou rotaci
aktivuji levostranny proud (Blum et al., 2014). Nepfitomnost nebo nepohyblivost cilii
zpiisobuje fadu onemocnéni. Jednim z nejznaméjsich je tzv. Kartagenerlv syndrom, ktery u
jedincii zplsobuje poruchy plodnosti, dychacich cest a defekty levo-pravé asymetrie

(Afzelius, 1976).

2.2.1 Struktura cilie

Hlavni soucast vSech cilii jsou predevsim mikrotubulové doublety. Jeden takovy
doublet je slozen ze dvou spojenych kruhti, z nichz jeden obsahuje tfinact a druhy deset
mikrotubuld, které vyristaji z bazalniho téliska. Nej€astéjsi pocet téchto doubletli v jedné cilii
byva devét doubletit + jeden centralni par sloZzeny ze dvou nespojenych kruhti (9+2) anebo
pouze devét doubletli bez centralniho paru (9+0) (obr. 2.3) (Basu a Brueckner, 2008; Gibbons
a Grimstone, 1960).

Vnéjsi mikrotubulové

doublety

BN
. Centralni par

. Vnéjsi dyneinové rameno
= Vnitrni dyneinové rameno

7  radidlni paprsky

Obrazek 2.3 Seskupeni mikrotubulovych doubletii 9+0 a 9+2 u cilie. A) kruh s tfinacti mikrotubuly, B) kruh
s deseti mikrotubuly. Cervené a modfe jsou oznacena dyneinova ramena a Sedé¢ radialni paprsky (pfevzato z Basu
a Brueckner, 2008).



Nejveétsim rozdilem mezi témito dvéma variantami je predevSim pohyblivost cilie.
Obvykle pii konformaci 9+2 jsou cilie pohyblivé, zatimco cilie s konformaci 9+0 byvaji
nepohyblivé. Tento rozdil je zplsobeny tim, Ze v ciliich s 9+2 mikrotubulovymi doublety se
obvykle vyskytuji radialni paprsky a dyneinové struktury, které zajist'uji pohyblivost, kdezto u
9+0 chybi (Satir a Christensen, 2008). Toto pravidlo vSak neplati vzdy, naptiklad u medaky
japonské (Oryzias latipes) maji cilie organizatoru levo-pravé asymetrie konformaci 9+0 a
pfesto obsahuji dyneiny, a tudiz jsou pohyblivé (Okada et al., 2005). Existuje i jina
konformace nez vySe zminované, a to 9+4 mikrotubulovych doubletii, ktera byla pozorovana
v uzlu kralika (Feistel a Blum, 2006).

V pohyblivych ciliich je také nezbytna pfitomnost ¢lenti kinezinové rodiny, a to KIF
proteint. Jejich funkce byla pozorovéana jiz béhem ciliogeneze a u hotovych cilii zajist'uji
spravnou pohyblivost spolecné s dyneinem Lrd (left-right dynein) (Nonaka et al., 1998; Supp
et al., 1997). Dal$im dyneinem v ciliich organizitoru je Dnah5, mutaci tohoto proteinu

vznikaji defekty v levo-pravé asymetrii téla (Olbrich et al., 2002).

2.2.2 Funkce cilii a vznik levostranného proudu

Pro spravnou funkci organizatoru levo-pravé asymetrie jsou nezbytné pohyblivé cilie,
které rotuji po sméru hodinovych rucicek frekvenci pfiblizn¢ 10 Hz. Vzhledem k tomu, Ze
kolem organizatoru se nachdzi extracelularni tekutina, cilie svym pohybem davaji vznik
levostrannému proudu. Tento proud nasledné zajist'uje aktivaci Nodal signalni drahy, ktera je
zodpovédna za stanoveni levo-pravé osy (Nonaka et al. 2002; Okada et al. 2005).

Béhem vyvoje dochdzi k postupné posteriorizaci cilii a zarovenl k jejich nédklonu
smérem k posterioru. Pfi tomto naklonu se méni tihel elipsy, kterou cilie cirkuluji a dochézi ke
zefektivnéni levostranného proudu (Djenoune et al., 2023; Okada et al., 2005). Zda se, Ze pro
levo-pravou asymetrii je dilezitd i orientace bazalniho téliska. V pozdgjSich stadiich
organizatoru mysi znacné prevlada postaveni matetské centrioly na levé stran¢ a dcefiné na
pravé stran¢ téliska. Toto postaveni centriol je navic zavislé na pohyblivosti cilii. Dokud
nejsou cilie pohyblivé, levo-pravé postaveni télisek je neusmérnéné. Piekvapivé je vSak tato
levo-prava orientace nezdvisla na levostranném proudu. Pokud vytvofime artificidlni proud
v opacném sméru, pozice centriol se nezméni. Matefskd centriola se v pozdéjsich stadiich
organizatoru nachazi posteriorné od své dcefiné centrioly, coz vede k myslence, Ze pravé ona

urcuje smer postupné posteriorizaci cilii (Yoke et al. 2023).



U drapatky bylo v gastrocoelni stieSni desce pozorovano necelych tii sta cilii. Pii
injekci roztoku 1,5% methylcelulézy do prostoru, do kterého cilie vystupuji, tedy
archenteronu, byly u embryi drépatky pozorovany defekty levo-pravé asymetrie v disledku
zpomaleni levotoc¢ivého proudu (Schweickert et al., 2007).

Pro aktivaci Nodal signédlni drahy v organizatoru hraji velmi zasadni roli vapenaté
kanaly. Diky toku se totiz asymetricky piendSeji vapenaté ionty, které mohou interagovat
s témito kandly (Yoshiba et al. 2012). Na ciliich organizatoru se vyskytuji komplexy
transmembranovych proteinti Pkd1 a Pkd2, které jsou vzajemné propojeny pies C-termindlni
doménu a vytvareji tak kandl pro vstup vapniku (Mochizuki et al. 1996; Kamura et al. 2011).

Funkce tohoto komplexu byla podrobnéji zkouména ptedevSim pro klinické studie
onemocnéni polycystickych ledvin. Kanaly s Pkd1/2 komplexem jsou schopny vnimat
levostranny extracelularni proud a umoznuji intracelularni zvySeni vépenatych ionth
usmérnénych tokem tekutiny — tedy na levé stran€ organizatoru (Nauli et al., 2003).

Na organizitoru dania byla také prokizina funkce CaMK-II (Ca**/CaM dependentni
protein kinaza), ktera byla nalezena na anteriorni levé strané organizatoru. Tato kindza je
aktivovana pifi zvySeném mnozstvi intracelularnich véapenatych ionti proniklych ciliemi a
z endoplazmatického retikula. Zaroven interaguje sreceptorem RYR3 (ryanodinovy
receptor 3) a vapenaté ionty pak mohou proudit pfes mezerové spoje (gap junctions) do
okolnich bunck organizatoru (Francescatto et al., 2010). VSechny tyto faktory zajist'uji
vnimani asymetrické pfitomnosti Nodal proteind. O tom, jakym konkrétnim zplisobem k tomu

dochézi, se ale stale vedou debaty (Norris, 2012).

2.2.3 Hypotézy vnimani levostranného proudu

Vlivem levostranného proudu dochézi k asymetrickému vyskytu proteinu Nodal a
vapenatych iontl. Existuje vSak vice teorii a ndzord, jak je tento tok vniméan samotnymi
buitkami organizatoru (obr. 2.4) (Norris 2012; Nonaka et al. 1998).

Prvni model vnimani levostranného proudu je chemosenzitivni model. Ten pfedpoklada,
ze vlivem extracelularniho toku dochazi k asymetrické koncentraci hypotetického morfogenu
(proteinu Nodal), tedy jeho pfitomnost na levé stran€ je signifikantné vysSSi nez na pravé
(Nonaka et al. 1998; Okada et al. 2005). Experimenty na organizatoru kralika a mysi
naznacuji, ze pii levostranném proudu dochazi ke vzniku koncentracniho gradientu a
akumulaci proteinti velkych piiblizné¢ 20 kDa na levé stran€. MenSi proteiny podléhaji difuzi a

vétsi se pohybuji ptili§ pomalu, takZe pro n€ neni proud natolik zasadni (Okada et al. 2005).



Dalsim modelem je model nodal vackti NVP (nodal vesicular parcels), uvnitt kterych se
nachéazeji morfogeny, konkrétné¢ se jednd o Sonic Hedgehog a kyselinu retinovou. NVP se
diky levostrannému proudu pohybuji smérem k levé strané organizatoru a pfi jejich dotyku
s cilii se vacky rozpadaji. Pfedpoklada se, ze tato aktivace NVP je pod vlivem FGF signalni
drahy (Tanaka et al. 2005).

Tretim a v soucasnosti nejvice zastdvanym modelem je mechanosenzitivni model, také
oznaCovany jako model dvou cilii. Tento model bere v Gvahu existenci tvou typu cilii
v organizatoru — pohyblivych a nepohyblivych. Studie na mysSich embryich ukazaly
pfitomnost obou téchto cilii v organizdtoru levo-pravé asymetrie (tedy uzlu). V uzlu
pfevazovalo mnozstvi pohyblivych cilii a nepohyblivé byly pozorovany pii okrajich
organizatoru, a to predevsim v anteriorni ¢asti. Zatimco dlouhé pohyblivé cilie diky své rotaci
zajistuji levostranny proud, kratké nepohyblivé cilie obsahuji pravé vysSe zminéné

polycystinové kandly a zajiStuji vnimani proudu (McGrath et al., 2003; Tabin a Vogan, 2003).

(a)

& by + Nodal
e CaZ*
Re——L
(b) ™
*e @ @ gﬂ::’(

(c)

Obrazek 2.4 Tii hypotézy vnimani levotstranného proudu buiikami organizatoru. a) Chemosenzitivni model
neboli morfogenovy model je zaloZen na asymetrické pritomnosti morfogenu (vyssi koncentrace na levé strang)
zpusobené levotstrannym proudem. b) Model nodal vacki NVP (nodal vesicular parcels), které obsahuji
morfogeny. Vlivem proudu sméiuji klevé strané organizatoru a pii dotyku scilii se rozpadaji. c)
Mechanosenzitivni model neboli model dvou cilii, pfi kterém existuji dva typy cilii: pohyblivé, které zajist'uji
levostranny proud a nepohyblivé, které zajist'uji vnimani proudu (pievzato z Norris 2012).

Zda se, zZe k diferenciaci téchto typt cilii dochazi jiz béhem gastrulace. B€hem involuce
na buniky GRP ptisobi rozdilny tlak vzhledem k jejich vysledné pozici. Buitky v medialni ¢asti

tohoto organizatoru se protahuji smérem k anterioru a objevuji se u nich dlouhé pohyblivé
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cilie, kdezto u lateraln¢ umisténych bunék neni tlak natolik velky a vznikaji zde kratké
nepohyblivé cilie. U drapatky bylo ukézano, ze delsi cilie se vyskytuji nejvice v medidlni
rovin¢ organizatoru, zatimco kratké cilie v pravé i levé lateralni ¢asti (coz odpovida oblastem
I. a IL. obr. 2.2C) (Chien et al., 2018).

Co se tyce polycystinovych kanala, byly také nalezeny v ciliich Kupfterova vacku dania.
Predpoklada se, Zze pro aktivaci téchto kanali je nejprve u nepohyblivych cilii potiebna
mechanickd stimulace, az diky které dochédzi k intracelularnimu toku vapenatych iontd
(Djenoune et al., 2023). Nejnovéjsi studie také poukazuji na dulezitost proteinu Pkd1L1
v polycystinovych kandlech. A¢koliv exprese genl pro Pkd1L1 neni asymetrickd, s pomoci
FGF signalni dréhy je jejich lokalita dominantni na levé stran¢ organizatoru. Pkd1L1 nasledné
interaguje s proteinem Nodal, coz by pravé mohlo vést k asymetrickému toku vapenatych

iontll na levé stran¢ organizatoru levo-pravé asymetrie (Tanaka et al. 2023).

2.3 Nodal signalni draha

Jak bylo jiz zminéno vySe, diky extracelularnimu levostrannému proudu dochazi
k asymetrické expresi genil tzv. Nodal signalni drahy. I kdyZ se u rliznych druht vyskytuje
odlisny pocet homologii genl této drahy, jedna se o konzervovanou signalni kaskadu
vyskytujici se u vSech skupin obratlovcti. Mezi hlavnimi zastupci Nodal drahy patii proteiny
Nodal, Lefty a Pitx2!, které se pozd&ji nachézeji v celé levé poloving t&la. Naopak na pravé
stran¢ se setkdvame s inhibitorem proteinu Nodal, ktery patii do rodiny DAN/Cerberus (Blum

et al., 2014; Schier a Shen, 2000).

2.3.1 Nodal

Proteiny Nodal jsou cytokiny, které patfi do nadrodiny TGFp (transforming growth
factor B), coz jsou proteiny nasedajici na serin/threoninové kinazy (obr. 2.5) (Zhou et al.,
1993). V tomto piipadé¢ se jednd o Aktivinovy receptor I (ActRIB/ALK4) a Aktivinovy
receptor II (ActRIIA nebo ActRIIB). Ty spolu vytvareji dimery a diky extracelularnimu
nasednuti ligandu Nodal u nich dochazi k fosforylaci (Germain et al., 2000; Oh a Li, 1997;
Thisse a Thisse, 1999). Zaroven interaguji se svym koreceptorem EGF-CFC (Epidermal

! Nazvy genii a proteint Nodal signalni drdhy nejsou v literatufe sjednoceny, co se tyce velkého/malého pismena
na zacatku. Bézné€ se uvadi velké pismeno hovoiime-li o zastupci u mysi nebo drapatky a malé u zéastupca
skupiny Teleostei.
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growth factor — Criptol FRL1 Cryptic) (Gritsman et al., 1999). Aktivinové receptory pak
nasledné fosforyluji dimer proteinu Smad2/3, ktery interaguje s dimerem proteinu Smad4.
Tento komplex Smad proteini posléze vstupuje do jadra, kde aktivuje transkripéni faktor
FoxH]1 (dfive oznacovan jako Fast), ktery zahajuje expresi gent Nodal, Lefty a Pitx2 (Juan a
Hamada, 2001; Osada et al., 2000; Yang et al., 1998).

Nodal se v urCeni levo-pravé asymetrie vyskytuje vzdy pouze na levé strang, a to diky
pfitomnosti jeho proteinovych inhibitorit Lefty a Cerberus. Zaroven aktivuje expresi
downstream genu pro faktor Pitx2, ktery se tedy nachazi na stejné strané (Hojo et al., 2007,
Piedra et al., 1998).

Nodal byl popsdn u mysi jako protein vznikajici z preproproteinu, ktery je nasledné
Stépen konvertazami Spcl a Spc4 (Beck et al., 2002). Kromé levo-pravé asymetrie je Nodal
nezbytny napiiklad pfi formovani mezodermu a entodermu. Jeho exprese byla pozorovana jiz

ve stadiu gastruly a nasledné v primitivnim prouzku (Conlon et al., 1994).

Nodal @ @ Lerty

Smad2/3
Smad4

FAST

— nodal —
_— lefty2 = —
—— Pitx2 —

Obrazek 2.5 Nodal signalni kaskadda. Nodal naseda na Aktivinové receptory I a II (ActRI/II) a zarovei je tato
interakce inhibovana proteinem Lefty. Aktivinové receptory s pomoci EGF-CFC fosforyluji Smad2/3, které
nasledné tvofi komplex se Smad4. Tento komplex nasledné vstupuje do jadra, kde aktivuje transkripcni faktor
Fast/FoxH]1, ktery umoziuje expresi gent Nodal, Lefty a Pitx2 (ptevzato z Juan a Hamada, 2001).
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U jednotlivych skupin obratlovcli se objevuje odlisné mnozstvi homologii Nodal.
Velmi znamymi jsou napiiklad homology pro Nodal u teleostei — squint, cyclops a southpaw
(Long et al., 2003; Rebagliati et al., 1998; Soroldoni et al., 2007) . U této skupiny se vSechny
ti1 diive ¢i pozdéji podileji na urceni levo-pravé asymetrie téla, coz ale neni pravidlem u
ostatnich obratlovct.

U drapatky bylo popsano Sest homolognich genti pro protein Nodal — Xnri, Xnr2, Xnr3,
Xnr4, Xnr5 a Xnr6 (Jones et al., 1995; Joseph a Melton, 1997; Onuma et al., 2002; Smith et
al., 1995). Zda se, ze na indukci levo-pravé asymetrie se vsak podili pouze Xnrl, ostatni plni
jiné dulezité¢ funkce b&hem vyvoje. Exprese Xnr2 se spole¢né s Xnrl zacind objevovat jiz
v pozdnim stadiu blastuly. Nasledné se exprimuji v oblasti dorzalni margindlni zény béhem
gastrulace jako faktory nezbytné pro dorzalizaci a indukci mezodermu (Jones et al., 1995).
Podobné tak Xnr3 se zaCina objevovat v pozdni fazi blastuly a béhem gastrulace se jeho
exprese presouva do oblasti organizatoru gastrulace, tzn. dorzéalniho rtu blastoporu. Xnr3 je
striktné exprimovan pouze v epitelu této struktury. Bunky, které béhem gastrulace involuji,
jeho expresi ztraceji (Smith et al., 1995).

Exprese Xnr4 byla pozorovana jiz od stadia stfedni blastuly a béhem gastrulace se
naopak vyskytuje u involujicich buné¢k (Joseph a Melton, 1997). Xnr5 a Xnr6 se stejné jako
Xnr4 zainaji exprimovat ve stadiich stfedni blastuly, nachdzeji se na vegetalnim po6lu, a to 1
v oblasti Niewkoopova centra, tedy centra indukujictho vznik organizitoru gastrulace.
Vyznamné se také podileji na vzniku entodermu. Co se tyce Xnr3, i kdyZ se pfimo neucastni
asymetrické exprese v organizatoru, u jedincil s narusenou expresi byly pozorovany lateralni
defekty srdce. Divodem je vzajemnd interakce Nodal genil, kdy Xnr5 reguluje expresi Xnrl
(Tadjuidje et al., 2016). Pro vznik mezodermu se pak uplatnuji vSechny tyto Nodal homology
kromé Xnr3 (Takahashi et al., 2000).

Zamétime-li se ale striktné na ulohu Nodal gent pro vznik levo-pravé asymetrie téla, je
pro nas dulezity piedev§im homolog Xnrl, ktery jako jediny vykazuje levo-praveé
asymetrickou expresi. Xnrl se asymetricky exprimuje v levé lateralni mezodermalni destic¢ce
drapatky. Predpoklada se, ze tato asymetricka exprese je zavisld na dorzalnich strukturach,

jako je chorda, které zabranuji expresi Xnr/ na pravé stran€ (Lohr et al., 1997).
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2.3.2 Lefty

Stejné tak jako Nodal, Lefty je soucasti nadrodiny TGFp. Lefty se taktéz vyskytuje
pouze na levé strané¢ (Meno et al., 1996). Naseda na Aktivinové receptory II a EGF-CFC,
¢imz zabranuje nasednuti proteinu Nodal (Juan a Hamada, 2001). U jednotlivych druhi se 1isi
pocet homologii gent Lefty. U teleostniho zéstupce dania pruhovaného (Danio rerio) byly
popsany leftyl a lefty2, pticemz oba se podileji na determinaci levo-pravé asymetrie téla
(Bisgrove et al.,, 1999). Naopak dalsi zastupce této skupiny, medaka japonska (Oryzias
latipes), ma pouze jeden lefty plnici ulohy za oba homology (Soroldoni et al., 2007).

Nezavisle na teleostni skupiné, Leftyl a Lefty2 vznikly i u savéiho zastupce, tedy mysi.
Ptedpoklada se, ze tyto homology mysi vznikly genovou duplikaci, jelikoZ se oba nachazeji
na chromozomu 1 a stejné jako u dania maji oba dva dulezitou roli v levo-pravé asymetrii.
Leftyl se exprimuje pfedevSim na levé a ventrdlni strané neuralni trubice, zatimco Lefty2 se
exprimuje hlavné v levé laterdlni mezodermalni desti¢ce. U situs inversus mutanti byla
exprese genil Lefty pozorovana bilaterdlné, nebo naopak pouze na pravé strané. Stejné tak

jako u mysi, 1 u drépatky byly popsany dva homology Leftyl a Lefty2 (Meno et al., 1997).

2.3.3 Pitx2

Faktor Pitx2 patii mezi tzv. bicoid-related homeobox transkripéni faktory a je
exprimovan v nékolika stupnich vyvoje. Na zakladé pfitomnosti Nodal a Sonic Hedhehog se
vyskytuje vlevé laterdlni mezodermalni desticce. Jeho exprese pokracuje 1 v pozdéjSim
vyvoji, kdy uz exprese genu Nodal vyhasne, a to v asymetrickych orgénech jako je srdce nebo
sttevo (Logan et al., 1998; Piedra et al., 1998). Na embryich kufete a drapatky byly provedeny
experimenty, kdy byly ektopicky injikovany Sonic Hedgehog a Nodal do pravé laterdlni
mezodermalni desticky a nasledné byla provedena in sifu hybridizace, kterd ukdazala
bilateralni expresi Pitx2 (Ryan et al., 1998). Naopak pii blokaci exprese Pitx2 u embryi
drépatky dochazi k laterdlnim defektim. Pitx2 tak funguje jako zavéreény aktér Nodal
signalni dréhy, ktery zajiStuje findlni levo-pravou identitu jednotlivych organt. Navzdory
témto tvrzenim vSak neni uplné jasné, jak dochazi k tranzici Pitx2 z laterdlni mezodermalni
desticky do jednotlivych organii (Campione et al., 1999).

U mysi a drapatky byly popsany tii izoformy Pitx2 — Pitx2a, Pitx2b a Pitx2c. Pouze
izoforma Pitx2c vSak byla pozorovéana v levé laterdlni mezodermalni desticce, srdci a stieveé

(Schweickert et al., 2000). U drapatky byla exprese Pitx2a a Pitx2c spoleéné s Pitxl
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pozorovana pii vzniku ektoderméalnich organt, jako jsou cementové Zzlazy, hypofyza a
stomodeum (Schweickert et al. 2001).

Mimo jiné, mutace v genu Pitx2 je také spojovana s Axenfeld-Riegerovym syndromem.
Jedna se o autozomalné dominantni onemocnéni objevujici se i u ¢lovéka. Jedinci trpici timto
syndromem vykazuji naptiklad kraniofacidlni, dentadlni nebo okularni defekty, a tak blizsi
identifikace drdhy spojené s Pitx2 miZe napomoci porozuméni vzniku tohoto syndromu

(Alward et al., 1998; Semina et al., 1996).

2.3.4 Cerberus

Na rozdil od vSech ptedeslych faktor, Cerberus geny se exprimuji zdsadné na pravé
stran¢ organizatoru (Piccolo et al., 1999). Jsou soucasti Cerberus/DAN rodiny, kterd hraje roli
inhibitord signalnich molekul a vyznacuje se pfitomnosti cysteinového uzlu. Cerberus
proteiny funguji jako antagonisti BMP, Wnt a TGFf ligandii a jsou nezbytné pro identitu
hlavovych struktur (Hsu et al., 1998). Diky témto interakcim ptisobi jako inhibitory trupového
mezodermu a pii injikacnich experimentech byly prokdzany jejich schopnosti tvorby
ektopickych hlavovych struktur (Piccolo et al., 1999).

Zamétime-li se na Cerberus geny u modelovych druhii, u my$i byl popsan
Cerberus-like2/Dand5 (Marques et al., 2004) a u dania charon (Hashimoto et al., 2004) . U
drapatky byl Cerberus gen pojmenovan Coco, coZ je nazev odvozeny od Spanélského slova
pro hlavu, ktery pravé poukazuje na jeho funkci. Exprese Coco byla pozorovéana jiz
maternaln¢ v animalni Casti embrya az po obdobi gastrulace. Jeho pfitomnost jakoZto
inhibitoru BMP je dulezita pro blokaci mezodermalnich faktori v dorzalnim ektodermu, kde
se nasledné vytvoii nervova trubice (Bell et al., 2003).

Co se tyCe exprese Coco v gastrocoelni stieSni desce drapatky, byla pozorovana
intenzivné ve stadiich 14—15, tedy obdobi, kdy v organizatoru vznika levostranny proud, a ve
stadiich 21-22, kdy uz je proud ztracen. Pfi knockdownu Coco dochazi k rozsifeni Xnrl na

pravou stranu organizatoru, coZ vede k laterdlnim defektliim (Schweickert et al., 2010).

2.3.5 Interakce Nodal a Lefty jako reakéné-difuzni model

U v8ech organizatorl levo-pravé asymetrie se Nodal za¢ind exprimovat v organizatoru,
a to nejprve na obou strandch a az pozdéji pouze na levé strané. Na pravé strané organizatoru

je Nodal inhibovan jeho antagonistou Cerberus (Hojo et al., 2007). Béhem vyvoje organizator
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levo-pravé asymetrie postupné zanikd a Nodal se presouva do levé lateralni mezodermalni
desticky. Zde Nodal hraje roli aktivatoru genti Pitx2, Lefty a sebe samého. Lefty funguje jako
inhibitor exprese genu Nodal a ma rychlejsi difuzi, diky které zabranuje vyskytu proteinii
Nodal na pravé strané, ¢imz zajisti ze se vSichni Clenové Nodal drahy vyskytuji pouze na té
levé (Kawasumi et al., 2011; Nakamura et al., 2006).

Interakce mezi proteiny Nodal a Lefty funguje na zdkladé tzv. reakéné-difuzniho
modelu (obr. 2.6). Tento model navrzeny genidlnim matematikem a analytikem Alanem
Turingem se uplatnuje v celé fad¢ biologickych jevii. Je zaloZzeny na pfitomnosti dvou Cinitell
— aktivatoru a inhibitoru. Aktivator aktivuje sebe samého a zaroven i svij inhibitor, zatimco
inhibitor inhibuje aktivator a ma rychlejsi difuzi. Diky této interakci se inhibitor v nejvyssi
koncentraci vyskytuje spolecné s nejvyssi koncentraci aktivatoru a diky difuzi tato
koncentrace klesd pomaleji nez koncentrace aktivatoru (Turing, 1952). V tomto pfipadé se
tedy Nodal nachazi v pozici aktivatoru a Lefty jeho inhibitoru, ktery zajisti, Ze Nodal ziistane

pouze na levé stranég, kde fidi vyvoj levostrannych organti (Marcon a Sharpe, 2012).

R —» L
Lefty2 A
Nodal
I g Nodal

Vzdalenost od zdroje

@D

koncentrace

Obrazek 2.6. Reakéné-difuzni model v levo-pravé asymetrii (pfevzato z Marcon and Sharpe 2012)

2.4 Levo-prava asymetrie vnitfnich organ(

Po zaniku organizatoru se Nodal objevuje v levé lateralni mezodermalni desticce, kde
interaguje s Lefty a Pitx2. Nasledné je drdha rozSifena do celé levé poloviny téla. V tomto
obdobi u embryi zacinaji vznikat vnitini organy. Pro jejich levo-pravou orientaci se u
levostrannych orgdni a na levé strané¢ asymetrickych organti exprimuje piedevSim faktor

Pitx2, ktery umoznuje jejich spravnou identitu (Campione et al., 1999; Ryan et al., 1998).
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2.4.1 Srdce

Pocatek vyvoje srdce nastavd na konci gastrulace, kdy se kardidln¢ piredurceny
mezoderm piesouva smérem k anterioru a vytvaii dvé oddélené populace primarniho srdecni
pole (popsano u kuiete). Jiz v tomto obdobi miizeme pozorovat levo-pravé asymetrie, a to
v ramci asymetrické exprese genti v téchto polich. Nésledné dochézi ke spojeni levého a
pravého srdecniho pole a zaroven se zde piipojuje sekundarni/anteriorni pole, které bylo opét
vytvoieno z mezodermalnich bun¢k (Ramsdell, 2005).

Dalsi asymetricky proces ve vyvoji srdce je staceni srdecni trubice. Nejprve dochézi
k pravostrannému sto¢eni za vzniku smycky. U mysi bylo ukézano, ze na tomto stoceni srdce
se podili gen eHand, ktery je exprimovany nejprve bilaterdlné a poté pouze na levé strané.
Tato exprese je pod kontrolou homeobox genu Nkx2-5, bez kterého dochazi k laterdlnim
defektim srdce (Biben a Harvey, 1997). Stejné tak jako eHand, v srde¢ni trubici je nezbytna
exprese Pitx2, ktery se také exprimuje nejprve bilaterdln¢ a poté na levé strané srdecni
trubice. Tato asymetrickd exprese Pitx2 u drapatky zacind jiz pfi vyvoji srdecni trubice a ve
stadiu 30 obklopuje celou levou ¢ast srdce (Ryan et al., 1998). Ddle se ukazuje, Ze pro vyvoj
srdce je dilezity Notch 3, ktery diky své asymetrické expresi moduluje stoceni srde¢ni trubice

(Bonnelykke et al., 2024).

2.4.2 Streva a slezina

Co se tyCe puvodu stfeva a travici trubice obecné, tak se vyznacuje predev§im svym
entodermalnim pivodem (vyjma zacatku a konce travici trubice). Podobné jako u srdce i
travici soustava ma v embryich nejprve podobu duté trubice. Ke staceni dochdzi predevsim
v zadni ¢asti pfedniho stfeva, kde nasledné vznika zaludek, a ve stfednim stfevé. Pravé tato
mista se vyznacuji expresi Pitx2, ktery zajiSt'uje spravnou polaritu staceni. Prvni smycka se u
drépatky vytvari ve stadiu 31 a je orientovdna na levou stranu v oblasti budouciho Zaludku
(Campione et al., 1999).

Ve stadiu 37 se v oblasti stiedniho stfeva zacina bilateralné exprimovat Nkx2-5. Tato
exprese behem vyvoje sldbne na pravé stran¢ a ve stadiu 40 se u drapatky nachézi pouze na
levé stran€. Diky této expresi vznikaji v této oblasti na levé stran¢ trubice primordialni bunky
sleziny, ze kterych pozdéji vznik4 tento imunitné nepostradatelny organ (Patterson et al.,
2000). Naruseni asymetrické exprese Nodal genl a regulace staCeni trubice nésledné¢ vedou
k riznym formam heterodoxie, jako je naptiklad asplenie (slezina zcela chybi) nebo

polysplenie (vyskyt vice nez jedné sleziny) (Bartram et al., 2005).
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2.4.3 Mozek

S levo-pravou asymetrii se také setkdvame v porovnani levé a pravé hemisféry mozku, a
to v ramci jejich odlisné funkce. Asymetrie mozku se vSak objevuji nejen na této funkcni
urovni, ale i na urovni morfologické, a to predevSim v oblasti epithalamu. Epithalamus je
tvofen strukturami, které se podileji na koordinaci nalady, cyklech spanku a bd¢losti a
vnimani bolesti (Guglielmotti a Cristino, 2006). V této specifické oblasti mezimozku se mimo
jiné nachézeji habenularni jadra a pinealni komplex (Concha a Wilson, 2001).

Symetrie habenul se 1i§i u riznych skupin obratlovci. Levo-pravd asymetrie
habenulérnich jader se objevuje predevsim u zastupcii chrupavditych a paprskoploutvych ryb
(Lanoizelet et al., 2023). Tyto asymetrie jsou zaroven kolokalizovany s Nodal signalni drahou,
kde dochézi k expresi Pitx2 v levé ¢asti habenuly. Expresni i morfologicka asymetrie byla
nalezena u teleostnich zéastupcti dania a medaky. U dédnia byly nalezeny asymetrické jak
habenuly, tak i pinealni komplex. U mutantd s absenci nebo bilateralni expresi genti Nodal
dréhy, vSak ptekvapivé nedochdzelo k symetrii téchto struktur, ale k ndhodnému urceni jedné
a druhé strany (Concha et al., 2000). Stejné tak byla ukdzdna asymetrickd exprese pitx2 v
epithalamu medaky (Soukup et al., 2018). PiestoZe se u medaky a ddnia setkavame s expresi
genti stejné drahy, bylo u medaky v porovnani s ddniem nalezeno nékolik asymetricky
exprimovanych gend, které maji odliSnou expresi u dénia (Palma et al., 2022).

Podivame-li se na zastupce obojzivelniki, tak asymetrie v epithalamu byly ukdzany na
zastupcich rodu Rana (Morgan et al., 1973). Prekvapivé tyto levo-pravé asymetrie nebyly
nalezeny u rodu Xenopus, coZz se mimo jiné spojuje s nepiitomnosti Nodal drahy v jejich
mozku (Lanoizelet et al., 2023).

Exprese této drahy byla také popsana i v epithalamu Zelv s tim rozdilem, Ze zde nebyla
pozorovana zadnd morfologickd asymetrie, ale pouze expresni (Kajikawa et al., 2022).
Asymetrie v epithalamické oblasti byla diikladné zkoumana i1 u zastupct Zralokl. Na druhou
stranu, co se tyCe savcl, jsou zde habenuldrni jadra epithalamu symetrickd. Nebyla zde
nalezena ani asymetricka exprese Pitx2 a predpoklada se, Ze se vzniku této struktury neucastni

a béhem evoluce byla ztracena (Lagadec et al. 2015; Lanoizelet et al., 2023).
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2.5 Organizator levo-pravé asymetrie paprskoploutvych ryb

Doposud jsme se zaméfovali predevSim na gastrocoelni stiesni desku drapatky, tedy
zastupce obojzivelniki, ale predpoklada se, ze tento organizator levo-pravé asymetrie by se mel
nachdzet i u zastupct ne-teleostnich druhii paprskoploutvych ryb (Bolker, 1993). Tato ¢asné se
odvétvujici skupina ryb se oproti teleostni skupiné odliSuje jiz béhem casné¢ho vyvoje. Pro
ne-teleostni ryby je typické holoblastické ryhovani a gastrulace involuci, ¢imz se pravé
podobaji vyvoji obojzivelnika (Cooper a Virta, 2007; Shook et al., 2004; Takeuchi et al., 2009).
Naproti tomu u teleostnich ryb se setkdvame s meroblastickym ryhovanim a gastrulaci pomoci
epibolie (Concha a Reig, 2022; Cooper a Virta, 2007). Teleostei maji obecné velmi odlisSny
vyvoj a celou fadu velmi odvozenych znakt, coz se prikladd celogenomové duplikaci, ke které

doslo u spole¢ného predka této linie (Sato a Nishida, 2010).

2.5.1 Kupfferdv vacek
Kupfteriv vacek (KV) byl pojmenovan podle svého objevitele Carla Wilhelma

von Kupffera, ktery jej pozoroval jiz v devatenactém stoleti. Jedna se o dutou kulovitou
strukturu vyskytujici se pouze u zastupci Teleostei (Brummett a Dumont, 1978; Kupffer,
1868). Kupfferiv vacek je, stejné tak jako ostatni organizatory levo-pravé asymetrie, tvoien
ciliarnimi buitkami, zodpovédnymi za vytvoteni levostranného proudu (obr. 2.7) (Essner et al.,

2005).

(a) (b)

Obrazek 2.7. Kupffertiv vacek u dania pruhovaného. (a) Pozice Kupfferova vacku (KV) v ramei celého embrya. (b) Struktura
Kupfterova vacku s vyznacenim cilii (zIuté) a levostranného proudu. (pfevzato z Montenegro-Johnson et al. 2016)
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KV pochézi z tzv. dorsal forerunner cells, coZ jsou bunky, které jsou odvozeny z povrchového
epitelu a béhem vyvoje vstupuji involuci dovniti embrya (Warga a Kane, 2018). U fundula
mumiového a medaky japonské byly ciliarni buitky KV pozorovany pouze na dorzélni strané
embrya (Brummett a Dumont, 1978; Okada et al., 2005). Naproti tomu u dania pruhovaného se
setkavame s nejvice odvozenym stavem, kde nachdzime ciliarni buiiky i na ventralni strané,
tvoii tudiz cely vnitini povrch KV. Diky tomuto uspofadani dochazi v KV dania ke vzniku vice
proudt, ten majoritni je vSak vzdy levotocivy, diky asymetrickému uspotradani cilii (Kreiling et
al., 2007).

Bunky Kupfferova vacku po splnéni své funkce podstupuji epitelo-mesenchymalni

tranzici a prispivaji ke vzniku chordy a somitii (Ikeda et al. 2022).

2.5.2 Organizator levo-pravé asymetrie ne-teleostnich ryb

Do ne-teleostni skupiny paprskoploutvych ryb fadime bichiry (Cladistia), jesetery
(Chondrostei), kaprouny (Ginglymodi) a kostliny (Halecomorphi). Ani u jedné ze jmenovanych
skupin ale nebyl organizator levo-pravé asymetrie podrobné¢ zkouman. Existuje pouze par
fotografii z devadesatych let (obr. 2.8), a to u jesetera bilého, kde mizeme vidét strukturu

pfipominajici gastrocoelni stieSni desku obojZivelnika (obr. 2.7) (Bolker, 1993).

Obrazek 2.8 SEM fotografie stiechny archenteronu v posteriorni oblasti jesetera bilého. A) stadium 21, B) stadium 25.
im = involujici material, také Sipky znazornuji smér involuce entodermu, méfitko = 25 pm. (pfevzato z Bolker 1993)
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Ptedpoklad, ze by u téchto ryb mohl byt organizator levo-pravé asymetrie odpovidajici
spiSe tomu u obojzivelnikli, a ne Kupfferové vacku, podporuje jejich spoleCny Casny vyvoj
s obojzivelniky. Na pozorovani organizatoru levo-pravé asymetrie u ostatnich ne-teleostnich
paprskoploutvych ryb se v§ak doposud nikdo nezamétoval (Cooper a Virta, 2007).

Ve studii zabyvajici se evoluci levo-pravé asymetrie navrhuji, ze gastrocoelni stfesni
deska je néco jako predchidce Kupfferova vacku, cili jeho pivodni stav, ze kterého se u
Teleostei KV vyvinul (Blum et al., 2009b). Této teorii také prispiva fakt, ze pravé u Teleostei
doslo k tieti celogenomové duplikaci, ktera umoznila specifikaci noveé vzniklych paralogl pro
tvorbu novych struktur (Glasauer a Neuhauss, 2014). K pritkkaznosti této hypotézy je v soucasné
dob¢ nedostatek dat a jsou potieba nasledné studie ukazujici organizator levo-pravé asymetrie u
ne-teleostnich paprskoploutvych ryb prokazujici jeho funkci, podobnost s organizatorem

obojzivelnikil a porovnani jednotlivé se odvétvujicich linii téchto ryb.
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3 Hypotéza a cile prace

Hypotéza

Organizator levo-pravé asymetrie ne-teleostnich paprskoploutvych ryb je velmi odlisny v
porovnani s Kupfferovym vackem u teleostei a podoba se spise organizatoru obojzivelnika ¢ili

gastrocoelni stfesni desce (GRP).

Cile prace
1. Popsat morfologii a funkci organizatoru levo-pravé asymetrie u jesetera malého, jako

druhu na pomezi embryonalniho vyvoje teleostnich ryb a obojzivelnikt
2. Prokazat roli cilii v organizatoru levo-pravé asymetrie u jesetera

3. Otestovat pfitomnost a funkci Nodal signélni drahy u tohoto druhu

22



4 Material a metody

4.1 Embrya

Embrya jesetera malého (Acipenser ruthenus) ve stadiich nékolika bun¢k byly dovezeny
do akvarijnich chovii (katedra zoologie, Ptirodovédecké fakulty UK) diky spolupraci s
doc. Ing. Martinem PSenickou, PhD. z Vyzkumného ustavu rybarského a hydrobiologického na
Fakulté rybafstvi a ochrany vod Jihoteské univerzity v Ceskych Budgjovicich sidlici ve
Vodnanech. Jeseteti embrya byla umisténa do plastovych nadrzi s roztokem E2 s pfitomnosti
penicilinu a streptomycinu pro ochranu pied plisnémi a bakteriemi a byla ponechdna vyvoji
v mistnosti pii teplot€¢ 18 °C. Embryondlni stadia jeseterti byla urovana podle tabulky od
Dettlaff et al.1993.

Embrya axolotla mexického (Ambystoma mexicanum) byla ziskdna z naSich vlastnich
chovil na katedfe zoologie, embrya kostlina mexického (Atractosteus tropicus) (dovezenych
z Villahermosa, Tabasco, Mexiko) mi byla vénovana Mgr. Agitou Horackovou a embrya
bichira senegalského (Polypterus senegalus) (z chovi na katedie zoologie) Mgr. Tomasem

Suchankem.

4.2 Fixace

Pozadovana vyvojova stddia byla anestetizovana pomoci MS—222 (Tricaine
methanesulfonate, Serva), byl jim odebran gelovity obal a poté byla fixovana v 4% PFA
(paraformaldehydu) pufrovanym 0,1M PBS (phosphate buffered saline). Cast embryi byla
ponechana v 4% PFA a skladovéana pti 4 °C. Zbytek materidlu byl v PFA pouze pfes noc a
nasledujici den byl pfeveden do PBS a vzestupnou tfadou (25%, 50%, 75%, 100%) po 10

minutovych intervalech do methanolu, ve kterém byl skladovan pii teploté -20 °C.

4.3 Whole-mount imunofluorescenc¢ni barveni

Embryonalni materidl ve stadiich 22—25 fixovany v 4% PFA byl pfemistén do Petriho
misky s PBS, kde byla mechanicky odstranéna Zloutkova ¢ast embryi (viz obr. 2.1), aby bylo
mozn¢é sledovat fluorescenc¢ni signal. Déle byla provedena dehydratace vzestupnou fadou po 10

minutidch do methanolu (25%, 50%, 75%, 2x 100%) a fixace v Dent’s fixative (30 % methanol,
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70 % DMSO) po dobu 1 hodiny. Nésledné prob¢hla inkubace v Dent’s bleach (Dent’s fixative :
30% H202 =2 : 1) ptes noc v pokojové teploté. Druhy den byl material 3x promyt v roztoku
PBS + 0,4% Triton v Casovych intervalech po 20 minutich a poté inkubovan 1 hodinu
v antibody dilution buffer (PBS + 0,4% Triton + 4% bovine serum albumin). Nésledné uz byl
materidl inkubovan v primarnich protilatkach po dobu 2 az 10 dnti ve 4 °C. Po inkubaci byl
materidl opét 3x promyt v roztoku PBS + 0,4% Triton po 20 minutach a nésledné inkubovan
nejprve 1 hodinu v antibody dilution buffer a posléze 24 hodin v sekundarnich protilatkach pii
pokojové teploté. Nasledujici den bylo provedeno stejné promyti jako piedchozi den a
embryonalni material byl zalit 87% glycerolem pies noc, ve kterém byl pak umistén na

podlozni skli¢ka s jamkou a nasledné pozorovan pod fluorescenénim mikroskopem.

Tabulka 4.1 Vyzkousené protilatky

Protilatka Vyrobce Katalogové | Biologicky Koncentrace | Dostateény
dislo zdroj signal

anti-ac. a-tubulin Merck T6793 mys 1:500 Ano

anti-ac. a-tubulin Cell signaling D2063 kralik 1:500 Ano

anti-f-actin Merck A1978 mys$ 1:500; 1:250 Ne

Phalloidin 488 Thermo Fisher A12379 muchomirka 1:500; 1:250 Ne
zelena

Phalloidin 594 Thermo Fisher A12381 muchomirka 1:500; 1:250 Ne
zelena

anti-f-catenin Thermo Fisher PAS5-16429 kralik 1:500; 1:250 Ne

anti-f-catenin Merck 05-665 kralik 1:500; 1:250 Ne

anti-E-cadherin Thermo Fisher 13-1900 krysa 1:500; 1:250 Ne

anti-pSmad2 Bio-Techne 3108T kralik 1:500; 1:250 Ne

anti-Pitx2 Bio-Techne AF7388 ovce 1:500; 1:250 Ne
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https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/product/sigma/a1978

4.4 Vyroba jeseteri cDNA

Jeseteii RNA skladovana v -80 °C byla rozmrazena na ledu. Pro vyrobu cDNA z RNA
byl pouzit kit SuperScript IV Vilo (Thermo Fisher). Posléze byla zmeétfena cistota na
NanoDropu a cDNA byla skladovana pfi teploté -20 °C.

4.5 Vyroba mRNA prob

Na zaklad¢ assemblovaného transkriptomu jesetera malého (Stundl et al., 2022) byly
navrzeny primery pro Nodal a Lefty. Primery pro Pitx2 jiz byly publikovany (Minarik et al.,
2017). K reverse primerim byla pfipojena sekvence pro nasedani SP6 RNA polymerdzy podle
tabulky 4.2.

Tabulka 4.2 Sekvence primeri

gen forward primer SP6 pol. + reverse primer
Pitx2 ATGCAGCCCTACGA | ATTTAGGTGACACTATAGTGGAGTTGCAAGTGT
AGACAT CCCTA
Nodal CTACCATTCCCACG | ATTTAGGTGACACTATAGTGATTTCCTCGTGATG
ATCGCA GCGGAG
Lefty TGAGGTGCCCAAA | ATTTAGGTGACACTATAGTGATTGAGTCCAGGTG
ATCCAGA AGCTCC

PCR reakce byla provedena programem Touchdown podle tabulky 4.3. Délka sekvence byla
zkontrolovana pomoci elektroforézy. PCR produkt byl pro€istén s vyuzitim kitu PureLink PCR
Purification (Thermo Fisher). Pro in vitro transkripci bylo podle potfadi smichano 14ul PCR
produktu; 2ul 10x transcription buffer; 2ul DIG-NTP mix; 2ul SP6 RNA polymeraza (vSechny
komponenty od Thermo Fisher) a inkubovéano 2 hodiny v 37 °C. Poté bylo do mixu pfidano 2pl
0,2M EDTA; 2ul 4M LiCl a 75ul 96% ethanolu a ponechdno v -80 °C ptes noc. Druhy den
byla provedena centrifugace pii 13 000 rcf ve 4 °C po dobu 15 minut, odstranén supernatant a
pelet opét centrifugovan ve 4 °C, tentokrat 5 minut. Posléze byla peleta ponechana 15 minut
susit na pokojové teploté a bylo ptidano 50ul dH>O. Pfitomnost proby byla testovana pomoci

elektroforézy a nasledné skladovana v -80 °C.
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Tabulka 4.3 Touchdown program PCR reakce

krok teplota (°C) ¢as (min)
1 94 1:00
2 94 0:30
62

3 (-0,5 °C kazdy cyklus) 0:50
4 68 0:30
5 zpét na krok 2 14x

6 94 0:30
7 55 0:30
8 68 3:00
9 zpét na krok 6 20x

10 68 20:00
11 12 o0

4.6 Whole-mount in situ hybridizace

Embryonélni material fixovany v methanolu byl rehydratovan po 15 minutach (25%,
50%, 75%, 100% PTw) do roztoku PTw (DEPC-treated PBS + 0,1% Tween 20) a nasledné opé&t
po 15 minutach promyt v PTw. Embrya byla poté odbarvovéana v bleaching solution (na 10ml:
500ul formamid; 6,4ml dH>O; 25ul 20x SSC; 2,8ml H>02) 30 minut za svétla lampicky a 3x
promyta po 10 minutach v PTw. Posléze byla na 10 minut pfidana Proteinaza K (3ul/1ml PBS)
a poté opét 3x promyto v PTw po 10 minutach. Postfixace byla provedena v roztoku 4%
formaldehydu a 0,2% glutaraldehydu v PBS na 1 hodinu. Poté byla embrya znovu 3x promyta
v PTw, tentokrat po 15 minutach a na 10 minut vloZena do wash solution (na 50ml: 25ml 50%
formamidu; 2,5ml 20x SCC; 25ul Tween-20 v dH>0). V tomto roztoku byla embrya ohtéata na
60 °C a ponechana 3 hodiny. Nasledn¢ byla provedena hybridizace v hybridizaénim roztoku (na
50ml: Sml 10x salt solution; 25ml formamid; 5g dextran sulfat; 2,5ml t-RNA z kvasinek
(Merck); 50x Denhardt’s solution (Merck) v DEPC-treated PBS) s RNA probou v 60 °C pfes
noc.

Naésledujici den byla embrya 4x po 30 minutach promyta ve wash solution ohfatém na
65 °C a nasledné ve wash solution : MABT (na 50ml: 5ml 10x MAB; 50ul Tween-20; 4ml
dH>0) v poméru 1:1 do vychlazeni na pokojovou teplotu. Dale byl 3x po 10 minutach vyménén
100% MABT a poté ptridan MABT: 20% ovc¢i sérum : blocking solution (Merck) (20g
10% Boehringer blocking reagent na 18ml MAB) v poméru 3:1:1 po dobu 2 — 3 hodin.
Nasledné byla provedena inkubace v protilatkach (1ul protilatky anti-DIG-AP na 2ml MABT:

20% ov¢i sérum: blocking solution) ve 4 °C pies noc.
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Tieti den byla embrya promyta nejprve 2x po 5 minutach a posléze 6x po 1 hodiné
v MABT pii pokojové teploté a pres noc ponechana v MABT ve 4 °C. Ctvrty den byla embrya
3x promyta v NTMT (na 50ml: 1ml 5M NaCl; 5ml 1M Tris pH 9,5; 2,5ml 1M MgCl,; 250ul
20% Tween-20 v dH20), vloZzena do pfedem centrifugovaného BM purple (3000 rpm na
5 minut). Na zavér byl v kratkych casovych intervalech kontrolovan vznik dostatecného signalu
a po jeho dosazeni byla embrya 3x po 10 minutach promyta v PBS, fixovana ve 4% PFA a
skladovana pfi teploté 4 °C.

Piiprava ostatnich roztoku:

- DEPC-treated PBS : DEPC = 1000 : 1

- 10x salt solution (200ml): 23,38g NaCl; 2,8g Tris NaCl; 0,3g Tris base; 1,4g
NaH;PO4 x H20; 1g NaoHPO4; 20ml 0,5 M EDTA v DEPC H>O

- 20x SSC (1 litr): 175,3 g NaCl; 88,2g Na-citrat x 2H>O v dH>O

- 10x MAB (1 litr): 116g kyseliny jable¢né; 87g NaCl v dH,O

4.7 Skenovaci elektronova mikroskopie

Embrya fixovana v 4% PFA byla pfevedena do Petriho misek s 0,1% PBS, kde jim byla
mechanicky odebrdna Zloutkova ¢ast (podle obr. 2.1). Nasledné byl embryondlni material
dehydratovan vzestupnou alkoholovou fadou po 20 minutach do ethanolu (25%, 50%, 75%, 2x
100%). Poté byl materidl umistén do suSicich kapsli v roztoku acetonu, ze kterého nasledné
probihalo suSeni metodou CPD (Critical Point Drying — pomoci COz). UsuSené ¢asti embryi
byly pfilepeny na kovova kolecka a pozlacena. Vzorky byly nésledné fotografovany na
skenovacim elektronovém mikroskopu (SEM) Jeol 6380 LV v Laboratofi elektronové

mikroskopie na Pfirodovédecké fakult¢ UK.

4.8 Transmisni elektronova mikroskopie

Embryonalni material byl fixovan ve 2,5% glutaraldehydu, 2% PFA v SB (Sorensen
Buffer) a skladovan pii 4 °C. Nasledné byl z embryi mechanicky vyjmut pouze organizator
(podle obr. 2.1), ktery byl zalit 2% agarézou a 5x promyt v 0,IM SB v 15 minutovych
intervalech. Daéle byl pteveden do 1% OsO4 v 0,1% SB a inkubovan ve 4 °C po dobu 2-4 hodin.
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Poté byly vzorky 5x promyty v dH>O a pfes noc ponechany v 1% uranyl acetdtu v dH>O opct
pres noc pii teploté¢ 4 °C. Nasledujici den byly vzorky pfevedeny vzestupnou fadou po 30
minutidch do ethanolu (30%, 50%, 70%, 90%, 2x 100%) a vloZeny do epoxidové pryskytice
Quetol 561 (ethanol: pryskyfice = 3:1 — 1,5h; 1:1 — 2,5h; 1:1 pfes noc; 100% pryskyfice 7h,
100% pryskyfice pies noc). Poté byly vzorky pievedeny do Quetol-NSA (30min — 3h
v pokojové teploté; 3h v37 °C, 72h v 60 °C) a fotografovany transmisnim elektronovym
mikroskopem (TEM) Jeol JEM 1400 Flash ve spolupraci s Laboratofi elektronové mikroskopie

na Ustavu molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky.

4.9 Analyza cilii

Snimky z SEM byly otevieny v programu Fiji Image] (Schindelin et al.,, 2012) a
kalibrovany velikosti pixelll na pm pomoci funkce ,,Set Scale” s vyuzitim meéfitka ziskaného
z mikroskopu. Obrazky byly nésledné otoCeny tak, aby se u nich shodoval smér
anterio-posteriorni osy pomoci funkce ,,Rotate”. Od kazdého stadia bylo pouzito 5 snimki z 5
jedinct, které byly foceny pii zvétSeni 1600x. Pro analyzu bylo celkem pouzito 1703 bunék,
1406 cilii a 2 702 009 soufadnic obrysu bunck, které byly nésledné zpracovany v R studiu (R
Core Team, 2000).

Meéteni délky cilii

Pomoci funkce ,,Make Line* ve Fiji byly oznaceny vSechny cilie ve vSech stadiich jesetera a
nasledné méfeny jejich délky. Méteni byla vlozena do excelové tabulky s vyznacenim stadia a
buniky. Z téchto dat bylo pocitano, jestli se lisi délky cilii v jednotlivych stadiich s vyuZzitim
linearniho smiseného modelu (Bates et al., 2015). Tento model zahrnuje jedny neproménné
hodnoty (v tomto ptipad¢ stadia) v korelaci s proménnymi hodnotami (délky) pti opakovaném

méfeni.

Pozice cilii v bunikach

Pomoci funkce ,,Make Rectangle* ve Fiji, byl vlozen ¢tverec o 3x3 pixell v oblasti baze cilie,
ze kterého byla odectena pozice stfedu. Funkci ,,Make Line* byly poté oznaceny hranice
jednotlivych bunék. Linie bun¢k musely byt znaceny s pfesnosti 1 pixelu, jinak nebylo mozné
je nasledné identifikovat. Na zaklad€ téchto tidaji se builkky segmentovaly s vyuzitim funkce

,Make Mask®, kterd umoznila vytvofit binarni obrazek, kde byly bile zndzornény hranice
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bun¢k a cern¢ veskeré okoli. Nasledné byly z cernych ploch s bilym ohrani¢enim vytvofeny
objekty prostiednictvim funkce ,,Analyze Particles, do kterych byly vlozeny elipsy
s definovanym stifedem. Na zaklad¢ soufadnic objektd bunck, byly k jednotlivym builkkdm
piifazeny cilie. Toho bylo dosazeno s vyuzitim vytvofeni pfimky mimo objekt prochazejici bazi
cilie. Kdyz tato pfimka protnula hranici bun¢k lichym poctem protnuti, byla povazovana jako
soucasti buiiky a kdyz sudym poctem protnuti, byla mimo tuto bunku. Pfifazenim téchto dat

byla zkoumana vzdalenost cilii od stfedu bunék a jejich pozice v bunikach. Vzdalenost bazi cilii

bunék byla pocitana vzorcem d =./(x2 —x1)2 + (y2 —y1)?, kde x1 a yl ptedstavuji
soufadnice stfedu a x2 a y2 soufadnice bdze cilie. Vypocitané vzdalenosti byly vlozeny do
excelové tabulky a rozdily v jednotlivych stadii byly testovany pomoci linedrniho smiSen¢ho
modelu. Pozice cilii byly méfeny pomoci ptfimky, ktera byla vedena od stfedu buiky k bazi
cilie. Dale byl spocitan tihel této smérnice s osou obrazku a naméiené hodnoty byly pfevedeny

do grafi.

4.10 Inhibi¢ni experimenty

Embrya v roztoku E2 byla mechanicky zbavena gelovitého obalu a rozdélena do Sesti
jamkovych misek. Do E2 byl v poZadovanych koncentracich pfimichan inhibitor (SB505124;
SCH28080; Omeprazol; Ciliobrevin) + DMSO a embrya byla ponechdna vyvoji pii teploté
mistnosti 18 °C. Zasobni roztoky inhibitori byly v koncentracich 30 pm SB505124, 100 uM
SCH28080, 20 mg/ml Omeprazol, 0,5 mg/ml Ciliobrevin. U experimenti provadénych na
stadiich s pfitomnym levo-pravym organizatorem (st. 18—25) byla embrya po zéniku
organizatoru (st. 27—30) pievedena do Cist¢tho E2. Ve stadiich 36—38 byl pferusen vyvoj,
embrya byla anestetizovdna pomoci MS—222 a fixovéna v 4% PFA pfes noc, ptrevedena

vzestupnou methanolovou fadou do 100% methanolu a skladovana pii teploté -20 °C.

4.11 Foceni a tvorba schémat

Whole mount embrya pro fotografie zamefené na morfologickou analyzu urenou na
zakladé stoceni srdce a in sifu hybridizaci ve stadiich 35—-38 byla focena na stereolupé Olympus
SZX 12 a imunofluorescencni fotografie byly potfizeny na mikroskopu Olympus BX 53 (oba
z katedry zoologie, Piirodovédecké fakulty UK). Upravu fotografii a tvorbu schémat jsem

provadéla v programu Inkscape.
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5 Vysledky

5.1 Organizator levo-pravé asymetrie u jesetera malého

U valné vétSiny paprskoploutvych ryb, tedy téch, které spadaji do skupiny Teleostei, byl
jako organizator levo-pravé asymetrie popsan Kupfferiv vacek. Tento organizator vSak
doposud nebyl podrobné zkouman u ne-teleostnich skupin ryb. N&s hlavni z4jem se soustiedil
predev§im na organizator levo-pravé asymetrie jesetera malého (Acipenser ruthenus), ze
skupiny chrupavcitych. Na zakladé existujicich snimkl jesetera bilého (Acipenser
transmontanus) z 90. let jsme se primarné¢ zaméfili na stadia 18—25 (Bolker, 1993). B&hem
tohoto vyvojového obdobi se u jesetera v posteriorni oblasti zahrnujici blastoporus nachdzi
kapkovita struktura. Bunky, které ji tvofi, se morfologicky odliSuji od okolni tkané, jsou vice
kompaktni, a pfedevsim se u kazdé buniky nachézi pravé jedna cilie (obr. 5.1.). Tato struktura se

(na rozdil od Kupfferova vacku) velmi podoba organizdtoru levo-pravé asymetrie u

obojzivelniki ¢ili gastrocoelni stfeSni desce (Schweickert et al., 2007).

bunky organizatoru

okolni buriky

Obrazek 5.1 Porovnani bun€k organizatoru s okolnimi bufikami. Napravo je vidét cely organizator a nalevo
zvétSena Cast organizatoru a okolnich bunék. A = anterior, P = posterior, L= leva strana, R = prava strana. Méfitko
u levého obrazku ptedstavuje 20um a u pravého obrazku SOpum.
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Pro potvrzeni, zda-li ndmi pozorovana struktura plni opravdu funkci organizitoru
levo-pravé asymetrie, jsme se zaméfili na jeji studii ve vSech Grovni determinace levo-pravé
asymetrie (podle schématu na obr. 5.2) ¢ili pfedevsim na funkci, pozici a délku cilii, roli Nodal

signalni drdhy v organizatoru, levé lateralni mezodermalni desti¢ce a levostranych organech.

embryonalni vyvoj

st17 st. 25 st. 29 st.35

Y

lateralni
mezodermalni
desticky

st.5

midsagitalni fez

budouci lateralni
mezodermalni organizator levo-pravé
destica asymetrie

blastoporus

budouci hlava | ’ ’ d organizator
evostranny prou levo-pravé asymetrie

Obrazek 5.2 Schéma piedpokladané determinace levo-pravé asymetrie téla u jesetera. Vlevo nahofe embrya
jesetera ve stadiich 5, 17, 25, 29 a 35. A) Midsagitalni fez neurulou. Lupa znazoriuje, jakym smérem se divame na
organizator. B) Povrch organizatoru ukazuje epitel s pfitomnosti monociliarnich bunek. Jednotlivé cilie
v organizatoru, nasledné svou rotaci spoustéji levostranny proud. C) Na zakladé levostranného proudu dochazi
k diferencialni stranové-specifické piitomnosti interagujicich proteini Nodal a Cerberus. Nodal se nachdzi pouze
na levé poloviné organizatoru, protoze na té pravé je inhibovan proteinem Cerberus. D) Molekularni asymetrie
ustavend na urovni organizatoru je poté pfenesena do levé lateralni mezodermalni desticky. Nodal aktivuje
inhibitor Lefty a transkripcni faktor Pitx2. Lefty zpétn¢ inhibuje Nodal, ¢imz zabraiuje jeho rozsifeni na pravou
stranu. Pitx2 nasledné umoziuje vyvoj levostrannych nebo asymetrickych organt.
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5.2 Cilie v organizatoru levo-pravé asymetrie jesetera

Pro spravnou funkcnost organizatoru levo-pravé asymetrie je nepostradatelnd ptitomnost
cilii. V naSem piipad¢ byla prokdzana predevSim na embryich pozorovanych ptes SEM (obr.
5.3 A). Jejich vyskyt byl potvrzen béhem celé doby vyskytu organizatoru, tedy stadiich 18 az
25 (obr. 5.6).

Pritomnost cilii jsme se pokouseli sledovat i prostiednictvim fluorescen¢niho
protilatkového barveni. Podafilo se ndm potvrdit jejich vyskyt pomoci signalu anti-ac.
a-tubulinu (obr. 5.4), ale pro detekci hranic ciliarnich bunék, kterd je nutna pro naslednou
analyzu pozice cilie v rdmci buiiky, nebyl signal protilatek pii whole mount barveni dostatec¢né
silny.

Vzhledem k tomu, ze se u rtuznych druhti zivoCichll vnitini stavba cilii li$i v poctu
mikrotubulovych doubletii (9+0, 9+2, 9+4), nas zajimala jejich konformace v organizatoru
jesetera. Vysledky se nam podafilo ziskat pomoci TEM, kde na fezech cilii mizeme vidét
vnitini postaveni mikrotubulovych doubleti, které bylo pozorovano jako 9 + 2 (obr. 5.3 B-G).
Zachovalejsi morfologii cilii jsme ziskali u embryi, které¢ byly trvale skladované v PFA, u
kterych se povedlo zdokumentovat i ¢ast cytoplazmatické membrany. Snimky embryi
fixovanych v methanolu maji zachované mikrotubuly v podobné kvalité, jen u nich nikdy
nebyla pozorovana membrana.

Z pozorovani tak ptredpokladame, ze pti konformaci mikrotubuld 9 + 2, jsou cilie
pravdépodobné pohyblivé a maji potencial aktivovat levostranny proud v gastrocoelni stfeSni

desce jesetera.
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Rez cilii

Cilie v organizatoru levo-pravé asymetrie

| Fixace v PFA | ] Fixace v MetOH

Obriazek 5.3 Struktura cilii v organizatoru levo-pravé asymetrie jesetera. A) Cilie v buiikach organizatoru focené
metodou SEM. B-I) Ultrastruktura cilii focend pomoci TEM. Uspotadani mikrotubulovych doubletd 9 + 2 je
zvyraznéné na obrazcich D-G). Na snimcich fixovanych v PFA (B, D, H) lze vidét zbytek cytoplazmatické
membrany (Sipky u B a D). Na H-I se vyskytuji cilie na ¢asteéné podélné fezu. Métitko predstavuje u A — 1um,
B-G - 100nm, H-I — 200nm.
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Obrazek 5.4 Protilatkové barveni cilii v organizatoru levo-pravé asymetrie jesetera. A) Cilie
v organizatoru znacené anti-ac. tubulinem (Cerven¢). B) Organizator foceny na svételném mikroskopu.
Mgetitko znaci 100pm.

Poté, co jsme potvrdili, Ze organizator levo-pravé asymetrie jesetera je opravdu tvoren
cilidrnimi bunikami, nasim dal$im krokem bylo ovéfeni jejich funkce. Ve stadiich gastruly, kde
se cilie teprve vyvijeji, jsme do média primichali inhibitor ciliarniho vyvoje Ciliobrevin D
(Tisler et al., 2016). Experiment jsme provedli celkem tfikrat, ale bohuzel diky velké citlivosti
jesetefich embryi az pii poslednim experimentu néktera embrya piezila. Umrtnost byla ale i pii
tietim pokusu velmi vysoka a vzhledem ke konci jesetefi reprodukéni sezény uz experiment
nemohl byt zopakovan. Vysledky posledniho experimentu vSak naznacuji, Ze pfi aplikaci
inhibitoru cilii dochazi ke vzniku nésledné randomizace stoceni srdecni trubice, coz by
ukazovalo na nezbytnost pfitomnosti cilii v gastrocoelni stfeSni desce pro spravné ustaveni

levo-pravé asymetrie téla (obr. 5.5).
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Inhibice ciliogeneze Ciliobrevinem D

100%
80% . ,
60% 4
40%

20% . 5 2
0% !

DMSO 0,125 pg/ml 0,25 pg/ml 0,5 pg/ml

sto¢enisrdce ML N ER

Obrazek 5.5 Inhibice ciliogeneze pomoci Ciliobrevinu D v titru koncentraci. Zelené — embrya se stoenym
srdcem na pravou stranu (wt), zlut¢ — embrya s nestoenym srdcem, Cervené — embrya se stoCenym srdcem na
levou stranu. Sloupce znaci rizné koncentrace inhibitoru, ¢isla ve sloupcich ukazuji pocet embryi.

Bézné se u cilii levo-pravych organizatort setkavame s postupnou zménou jejich pozice
v ramci buniky (Okada et al., 2005). Tuto problematiku jsme se rozhodli otestovat i u cilii
v organizatoru jesetera. Na SEM snimcich organizatoru jsme nejprve interpretovali cilidrni
posun v ramci buniky u jednotlivych stadii (obr. 5.6). NaSe pozorovani naznacovalo zménu
pozice cilii z centra bun¢k smérem k posterioru, a proto jsme se rozhodli provést podrobné;si
kvantitativni analyzu.

Jako prvni jsme meéfili vzdalenost cilii od stfedu bunék s pfedpokladem, Ze se bude
béhem vyvoje zvySovat. K nasemu piekvapeni, se ale vzdalenost nikterak neliSila a
nezaznamenali jsme zadné signifikantni rozdily (obr. 5.7). Dale jsme tedy zvolili jiny pfistup a
analyzovali jsme thel, ktery svira cilie od stiedu bunck (obr. 5.8A). Pozorovali jsme, ze béhem
vyvoje dochazi k postupné posteriorizaci baze cilii (obr. 5.8B) tim, ze dochazi ke zméné tihlu,
ktery tato baze svird se stfedem bunky. Na obr. 5.8C miiZzeme vidét, Ze prvni Ctyfi stadia
(st. 18—21) maji pomérné vyvazené smery cilii do vSech stran, kdezto starsi stadia (st. 22—-25)
maji prevahu cilii umisténou na posteriornich stranach bunck. K t€émto posunim nedochézi ve
skocich, ale postupné béhem celého vyvoje organizitoru, kde se rozdily mezi vyvojové
blizkymi stadii zdaji pomérné nepatrné obr. 5.8B.

Analyza posteriorizace cilii tedy ukazuje, ze 1 kdyz se vzdalenost od stfedu mezi
jednotlivymi stadii nelisi, cilie se postupné posouvaji smérem k posterioru, pficemz lze

usuzovat, ze tento posun jim pomahé generovat levostranny proud.
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st. 18 st. 19 st. 20 st. 21 st. 22 st. 23 st. 24 st. 25
SR T Ei: IF }G "L B

Organizator

Polarizace cilii

Polarizace

R¢—I—~ L O centralni cilie . posteriorni cilie O nelze uréit

Obrazek 5.6 Zména pozice cilii v bunikdch b&hem vyvoje organizatoru levo-pravé asymetrie jesetera. A-H
znazoriuje organizatory jejichz obvod je Cervené zvyraznén. I-P ukazuje detail cilidrnich bun¢k v organizatorech a
I’-P 'naznacuje interpretaci pozici cilii v téchto butikach.

75

vzdalenost od stfedu (um)

22 23 24 25

stadium

Obrazek 5.7 Analyza baze cilii od stfedu bun¢k béhem vyvoje organizatoru levo-pravé asymetrie. Svisla osa
ukazuje vzdalenost cilii od stfedu bunék v pm, vodorovna osa predstavuje jednotliva stadia a body reprezentuji
jednotliva méteni kazdé cilie. p (st. 18/25) =0,96188.
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Obrazek 5.8 A) Nakres méfeni thlu baze cilie od stiedu buikky. Modfe buika s modrym stfedem, zluté cilie
s Cervenou bazi, zelen€ je znazornén thel, ktery svird baze cilie se stiedem bunky vzhledem k ose x definované
jako levo-prava osa. B) Graf uhll, které béhem vyvoje organizatoru svira baze cilie se stfedem bunky v pohledu
anterio-posteriorni osy. Cervené je znazornéna spojnice trendu. Po¢itano v radidnech. ** =p <0,01; * = p < 0,05.
C) Grafické znazornéni uhli mezi bazemi a sttedem buriky pomoci kruhovych vyseci. Jednotlivé vysece ukazuji
Cetnost cilii v urCitém whlu. RiZzové je zndzornén posteriorni a zelené anteriorni smér. 0 rad = 0°
-1,57/ 1,57 rad =-90°/ 90°; -3,14/ 3,14 rad = -180°/ 180°.
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Béhem vyvoje organizatoru levo-pravé asymetrie drapatky postupné dochézi
k prodluzovani délky cilii v organizatoru (Schweickert et al., 2007). My jsme testovali, zda
tento trend plati i pro organizator levo-pravé asymetrie jesetera prostfednictvim méfeni délky
cilif ve stadiich 18-25.

S vyuzitim linearniho smiSeného modelu pifi srovnani stadia 18 s jakymkoliv
nasledujicim stadiem je rozdil v jejich délce signifikantni. Nejkratsi délky byly naméfeny ve
stadiu 18, kde prameér délky cilii dosahoval piiblizné 1,5 um, a naopak nejdelsi cilie ve stadiu
24 byly dlouhé pfiblizné 2,75 pum. Vysledky ukazuji dvé velké zmény béhem vyvoje
organizatoru, a to v pfechodu mezi stadii 18—19 a stadii 22-24. Naopak ve stadiu 25 jsou cilie
opét kratsi vzhledem k predchozimu stadiu, coz si vysvétlujeme jako zacatek jejich degradace.

Tato analyza tak ukazuje, Ze 1 v gastrocoelni stiesni desce jesetera dochazi béhem jejiho
vyvoje k prodluzovani délky cilii, coZ podporuje hypotézu o funkéni pohyblivosti cilii v tomto

organizatoru.

**k%k

n. s. *kk *k% kkk

délka (um)
-

25

; ; i i : ; G ;
18 19 20 21 22 23 24 25
stadium

0.0

Obrazek 5.9 Analyza délky cilii béhem vyvoje organizatoru levo pravé asymetrie jesetera. Svisla osa znaci délku
cilii v um, horizontélni osa ukazuje jednotliva vyvojova stadia. *** =p <0,001.
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5.3 Pritomnost Nodal signalni drahy

Levostranny proud generovany pohyblivymi ciliemi v organizatorech levo-pravé
asymetrie nasledné vede k asymetrické aktivaci Nodal signalni drahy (Blum et al., 2014). Pro
ovéfeni aktivni ucasti této drahy v determinaci levo-pravé asymetrie u jesetera jsme provedli
farmakologickou inhibici prostfednictvim inhibitoru SB505124 (inhibitor Aktivinovych
receptorit I viz obr. 5.10). Experimenty byly provadény béhem dvou reprodukénich sezon.
Nejprve jsme ovéfovali funkci Nodal drahy v organizatoru levo-pravé asymetrie (st. 18—25)
aplikaci riznych koncentraci SB505124 (obr. 5.12) pouze po dobu nami piedpoklddané funkce
organizatoru. Embrya jsme poté nechali vyvinout do staddia 36—38 a sledovali jsme stoceni
jejich srde¢ni trubice, pfiCemz normalni stoceni je na pravou stranu (obr. 5.11). Nejvyssi
koncentrace, ve které jesetefi embrya dokdzala ptezit, byla 10 uM SB505124. V nizSich
koncentracich tohoto inhibitoru jsme u embryi pozorovali ¢astéjsi stoceni srdce na levou stranu
v porovnani s vysS§imi koncentracemi, kde vétSina oSetfenych embryi srde¢ni trubici neméla
sto¢enou (obr. 5.12). Tento experiment ukézal, ze pfi riiznych koncentracich inhibitoru dochazi
k odlisnym odchylkam od wildtype fenotypu, coz by mohlo ukazovat na zastoupeni dalsi drahy
v levo-pravém organizatoru.

Nasledn¢ jsme zopakovali inhibici s 10uM SB505124. Experiment byl proveden tiikrat a
v jednotlivych opakovanich se liSil v poctu prezivSich jesetert, které ptikladame rozdilné
kvalit¢ jednotlivych oplozeni. U vSech téchto experimentd vétSina inhibovanych embryi
vykazovala stejny trend, a to Z&4dné stoceni srdecni trubice (obr. 5.13), coz poukazuje na
nezbytnou funkci Nodal drahy u jeseterd ve stadiich s pfitomnym organizatorem levo-pravé

asymetrie.
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Obrazek 5.10 Interakce proteinu Nodal s burikou. Nodal jako ¢len nadrodiny TGFp naseda na serin-threoninové
kinazy, coz jsou v tomto piipadé¢ Aktivinové receptory I a II. Tyto receptory fosforyluji proteiny Smad2/3, které
dimerizuji se Smad4. Smad komplex nasledné vstupuje do jadra, kde aktivuje transkripéni faktor FoxH1, ktery
spousti transkripci Nodal, Lefty a Pitx2. Farmakologicky inhibitor SB505124, inhibuje Aktivinové receptory I,
¢imz zastavuje celou Nodal drahu. Toto schéma bylo vytvofeno v BioRender.com.

L — levé stoceni srdce N — nestoc¢ené srdce R — pravé stoCeni srdce (wt)

Obrazek 5.11 Fenotypy embryi jesetera po farmakologické inhibici inhibitorem SB505124.
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Inhibice Nodal drahy ve stadiich s organizatorem
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Obrazek 5.12 Farmakologicka inhibice Nodal signalni drahy v titru koncentraci SB505124. Hodnoty znazornuji
pocet embryi inhibovanych ve stadiich organizatoru (18—25). L = levé stoceni srdce, N = nestocené srdce, R =
pravé stoceni srdce (wt).
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Obrazek 5.13 Farmakologicka inhibice Nodal drahy ve stadiich s organizatorem levo-pravé asymetrie jesetera
pomoci 10uM SB505124. Horni grafy reprezentuji téi nezavislé experimenty a spodni graf ukazuje vSechny tyto
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vysledky dohromady. L = levé stoceni srdce, N = nesto¢ené srdce, R = pravé stoceni srdce (wt).

Kromé funkce Nodal signdlni drdhy v organizatoru levo-pravé asymetrie jsme také
testovali jeji funkci ve stadiich, kde ptredpokladame vyskyt Nodal dréhy v levé lateralni
mezodermalni desticce. Pouzili jsme stejny farmakologicky inhibitor SB505124, ale tentokrat
na embrya s jiz zanikajicim organizatorem levo-pravé asymetrie (od st. 27). I kdyZ vysledky

nejsou natolik jednoznacné jako u inhibice ve stadiich s organizatorem, pozorovali jsme u

embryi randomizaci stoCeni srde¢ni trubice (obr. 5.14).
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Inhibibice Nodal drahy ve stadiich se zaniklym
organizatorem
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Obrazek 5.14 Farmakologicka inhibice Nodal drahy ve stadiich s jiz zanikajicim organizatorem. Inhibice byla
provedena pomoci 10uM SB505124 od vyvojového stadia od 27 do 37. L = levé stoceni srdce, N = nestocené
srdce, R = pravé stoceni srdce (wt).

Kromé role Nodal signalni drahy v determinaci levo-pravé asymetrie vnitifnich organt
bfisni a hrudni dutiny, hraje tato draha roli v levo-pravé asymetrické morfogenezi stfedniho
mozku (Lanoizelet et al., 2023). In situ hybridizace ukazala pritomnost Pitx2 transkript v levé
casti stfedniho mozku jeseterd ve stadiu 37 (obr 5.15). U vSech jedinct inhibovanych ve
stadiich s organizatorem s 10uM SB505124 tato exprese nebyla pfitomna, a to nezavisle na
jejich stoceni srde¢ni trubice. In situ hybridizaci pro Nodal a Lefty jsme zaznamenali Zadny
signdl ani u kontrolnich wildtype embryi, z ¢ehoz usuzuji nefunkénost téchto prob. Planujeme
v$ak na jejich vyvoji pracovat dale a transkripci Nodal a Lefty ovéfit pii dalSich studii.

Vysledky nicméné naznacuji, ze Nodal signalni drdha je nezbytnd jak pfi levo-pravé

asymetrii srdce, tak i stfedniho mozku, pfi¢emz je fizena v obou téchto organech individualné.
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wt DMSO SB505124

Obrazek 5.15 Exprese Pitx2 ve sttednim mozku jesetera. A) wildtype, B) DMSO kontrola, C) po inhibici pomoci
SB505124. U 11 z 12 embryi s DMSO byla pozorovana exprese Pitx2 v levé ¢asti stfedniho mozku, stejné jako u
wildtypu (viz Sipka). Zatimco u embryi inhibovanych 10uM SB505124 nebyla tato exprese pfitomna u 12 z 12
jedinct.

5.4 Vliv H+K+-ATPazy na levo-pravou asymetrii jesetera

Predchozi studie na drapatce ukazaly, Ze pro spravnou determinaci levo-pravé asymetrie
téla, je krom¢ Nodal signalni drahy, dulezita také ptitomnost protonovych pump. Tyto studie se
zamétovaly predevsim na velmi casny embryondlni vyvoj, kde autofi pozorovali levo-pravou

Naés zajimalo, jestli je pfitomnost té&chto pump dileZita pouze v asném vyvoji nebo také
pfimo v organizatoru levo-pravé asymetriec. Konkrétné jsme se zaméfili na ulohu
H+K+-ATPazy, a to pomoci jeji farmakologické inhibice prostiednictvim dvou inhibitort —
SCH28080 a Omeprazol.

Pro inhibici H+K+ ATPazy jesté pfed vznikem organizatoru, jsme oSetfili embrya
ve stadiich blastuly (st.10—12) a ponechali je v médiu s inhibitorem az do zacatku neurulace
(st.18-20). U vSech embryi jsme nasledn¢ pozorovali stoCeni srdce. Pfi inhibici SCH28080
dochazelo k velké mortalit¢ embryi, ale u prezivsich jedincl jsme pozorovali nestocené srdecni
trubice (obr. 5.16). Naproti tomu u druhého inhibitoru — Omeprazolu, jsme pii vyuziti dvou

ruznych koncentraci nepozorovali zddné rozdily v tomto fenotypu (obr. 5.17).
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Inhibice H+K+ -ATPazy od stadia blastuly do stadia
neuruly pomoci SCH28080
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Obrazek 5.16 Farmakologicka inhibice H+K+-ATPazy na stadiich blastuly (10—12) az neuruly (do 25) pomoci
inhibitoru SCH28080. L = levé stoceni srdce, N = nestoené srdce, R = pravé stoceni srdce (wt).
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Obrazek 5.17 Farmakologickd inhibice H+K+-ATPazy ve stadiich blastuly (10—12) az neuruly (do 25) pomoci
Omeprazolu. L = levé stoCeni srdce, N = nestocené srdce, R = pravé stoceni srdce (wt).

U inhibice pomoci SCH28080 ve stadiich organizatoru levo-pravé asymetrie (st. 18—25)
jsme pouzili tfi rozdilné koncentrace a u témét vSech experimentd zahynula veskera inhibovana
embrya do stadia 32, Cili pfili§ brzy na urcCeni stoCeni srdecni trubice. Pfi poslednim
experimentu prezila nepatrna ¢ast v 10uM SCH28080 (obr. 5.18). Vysledky pouziti tohoto
inhibitoru tak neukazuji Zadné signifikantni rozdily fenotypu pii inhibici H+K+ -ATPazy

v organizatoru levo-pravé asymetrie jesetera.
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Co se tyce inhibice H+K+ -ATPazy v organizitoru (st. 18—25) Omeprazolem, embrya
nevykazovala natolik vysokou umrtnost, ale inhibice v danych koncentraci neprokazala zadny
efekt na fenotyp embryi (obr. 5.19).

Experimenty s inhibici H+K+-ATPazy tedy naznacuji, Ze tyto protonové pumpy jsou pro
levo-pravou asymetrii jeseterti nezbytné pfedevsim do doby vzniku gastrocoelni stfeSni desky a

pravdépodobné nehraji takovou roli ve stadiich s jiz pfitomnym organizatorem.

Inhibice H+K+ -ATPazy ve stadiich organizatoru
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Obrazek 5.18 Farmakologicka inhibice H+K+-ATPazy ve stadiich organizatoru levo-pravé asymetrie pomoci
inhibitoru SCH28080. L = levé stoceni srdce, N = nestocené srdce, R = pravé sto¢eni srdce (wt).
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Obrazek 5.19 Farmakologicka inhibice H+K+-ATPazy ve stadiich organizatoru levo-pravé asymetrie pomoci
Omeprazolu. L = levé stoceni srdce, N = nestocené srdce, R = pravé stoceni srdce (wt).

46



5.5 Zanik organizatoru levo-pravé asymetrie jesetera

Poté, co organizatory levo-pravé asymetrie spusti aktivitu Nodal signlni drahy, bézné
dochazi k jejich zéniku (Ikeda et al., 2022). Pro potvrzeni, zda k obdobnému zaniku dochazi i u
jesetera jsme sledovali 1 starSi stadia, nez je 25. Ve stddiu 26 jsme pozorovali, Ze se struktura
organizatoru zmensuje a bunky pravdépodobné postupné involuji dovniti embrya az do stadia
28 (obr. 5.20). Ve stadiu 29 se u jesetetich embryi vyskytuje pouze pupen ocasu bez pritomnosti

organizatoru levo-pravé asymetrie.

Zanik organizatoru levo-pravé asymetrie

‘ st. 26 ‘ | st. 27 | | st. 28

Obrazek 5.20 Zanik organizatoru levo-pravé asymetrie jesetera. A-C stadia 26—28 s involujicimi buitkami
organizatoru (rizove). Méfitko zna¢i 20pum.

5.6 Organizator levo-pravé asymetrie paprskoploutvych ryb

I kdyz jsme se v této praci soustiedili predevSim na oganizator levo-pravé asymetrie
jesetera, pro doplnéni evolu¢niho kontextu jsme stejnym zplsobem (s vyuziti SEM) hledali
organizatory levo-pravé asymetrie u ostatnich ne-teleostnich paprskoploutvych ryb. Konkrétné
se jednalo o bichira a kostlina, a pak také u axolotla, coby zastupce ocasatych obojzivelniki.
Jejich organizatory se nachdzely ve stejném vyvojovém obdobi jako u jesetera, Cili v obdobi
neurulace. U vSech vySe zminénych druht byl nalezen organizéator jako kapkovita struktura
obklopujici blastoporus (obr. 5.21), ktera je velmi odlisSna od organizatoru levo-pravé asymetrie
u teleostei a odpovida organizatoru drapatky.

Tato pozorovani ukazuji, Zze gastrocoelni stieSni deska, znama jako organizator

levo-pravé asymetrie drapatky se vyskytuje i u ne-teleostnich paprskoploutvych ryb, které se
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tak velmi odliSuji od skupiny Teleostei, kde funkci levo-pravého organizatoru piebira

Kupffertv vacek.

P

A

archenteron  organizator levo-pravé asymetrie
1 !
| i

o

Blum etal, 2009
Schweicker et al, 2007

* - %!
drapatka medaka danio
I Teleostei I
obojzivelnici  celogenomova
duplikace

paprskoploutvé ryby

kostnati obratlovci

Obrazek 5.21 Evoluce organizatoru levo-pravé asymetrie. NejvySe — nakresy vyvojovych stadii s organizatory.
Modfe oznacené jsou organizatory, v pravém hornim rohu SEM snimku jsou priblizeny bunky s ciliemi znacnymi
zluté, Cervené Sipky ukazuji na oblast blastoporu. Pod snimky jsou uvedeny jednotlivé druhy a jejich fylogeneticka
pfibuznost. Rizovy obdélnik zvyraziuje druhy, u kterych jsem pofidila vlastni SEM snimky. Gastrocoelni stfesni
deska drapatky (Schweickert et al., 2007), Kupffertiv vacek medaky (Blum et al., 2009b), Kupffertiv vacek dania
(Okabe et al., 2008).
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6 Diskuze

6.1 Gastrocoelni stfeSni deska jako organizator levo-pravé asymetrie
jesetera

Organizatory levo-pravé asymetrie byly popsany piedevsim na zéastupcich modelovych
druhti obratlovcii, detailné hlavné u drapatky, mysi a dénia. Jestli se s obdobnymi strukturami
setkdvame 1 u nemodelovych zéstupcli, neni dobie zndmo. U paprskoploutvych ryb byl
organizator levo-pravé asymetrie podrobné zkoumén na teleostnich rybach jako je danio a
medaka. Byl zde popsan jako dutd kulovitd struktura tvofend ciliarnimi bunikami, kterd je
nazyvana jako Kupfferiv vacek (Kreiling et al., 2007).

Zajimavé je, ze organizator levo-pravé asymetrie paprskoploutvych ryb dosud nebyl
podrobnéji zkouman na zastupcich nepatticich do skupiny Teleostei. Tato prace se zaméfuje na
studium tohoto organizdtoru u druhu ne-teleostnich paprskoploutvych ryb — jesetera malého
(Acipenser ruthenus). Pravé u neuruly jesetera (konkrétné jesetera bilého) byla v 90. letech
pozorovana struktura neodpovidajici organizatoru levo-pravé asymetrie vétSiny ryb, tedy
Kupfferovu vacku (Bolker, 1993). Od té doby se touto strukturou nikdo nezabyval a role
pozorované struktury jako organizatoru nebyla tudiz prokazana.

V této praci jsme ve stadiich 18—25 u jeseteri zbavenych Zloutku sledovali posteriorni
¢ast embrya kolem oblasti blastoporu. Pomoci snimkii z SEM se ndm podatilo identifikovat
strukturu umisténou ve styku s archenteronem, kterad ptfipomina tvar kapky a obklopuje
blastoporus (obr. 5.1). Tato kapkovitd struktura se napadné podoba gastrocoelni stfesni desce
(GRP) popsané u drapatky, kterd zde zastupuje pravé ulohu organizatoru levo-pravé asymetrie
(Schweickert et al., 2007).

Drapatka a jeseter maji velmi podobny ¢asny embryondlni vyvoj. Jako hlavni gastrulacni
pohyb vyuzivaji involuci, diky které se bunky superficidlniho mezodermu dostavaji skrz
blastoporus dovniti embrya, kde davaji vzniku organizétoru levo-pravé asymetrie (Shook et al.,
2004). Gastrocoelni stiesni deska se tak u nich vyskytuje ve stejné vyvojové fazi, tedy
neurulaci. Zamétime-li se na rozdily v morfologii tohoto organizatoru u drépatky a jesetera,
pfilis mnoho jich nenajdeme. Jako hlavni rozdil bych uvedla, Ze u GRP drépatky se struktura u
vétSiny jedincli nachéazi anteriorné od blastoporu, tedy blastoporus neni jeho pfimou soucasti
(Blum et al., 2009a). Naproti tomu u jesetera jsme u kazdého embrya pozorovali strukturu

zahrnujici cely blastoporus (obr. 5.6).
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Buiiky organizatoru se liSi od okolni tkané svoji kompaktnosti, kdy Ize 1 pouhym okem
pozorovat hranice mezi organizatorem a okolni tkéni. Tyto buiiky se zdaji byt siln¢ propojeny,
hranice mezi nékterymi bunikami organizatoru bylo na SEM snimcich nékdy tézké
identifikovat. Co se tyCe organizatoru u jednotlivych stadii jesetera, nepozorovali jsme zadné
zasadni zmény v jeho tvaru a velikosti béhem jeho funk¢niho obdobi. Nékteré GRP byly vice ¢i
mén¢ vmacknuté dovnitf embrya nebo naopak vypoulené. Tyto rozdily se vSak ukézaly byt
nezavislé na stupni vyvoje. Rozdily mohou byt dany diverzitou mezi jednotlivymi jedinci, nebo
samoziejmée nelze vyloucit jejich zménu béhem fixace ¢i jiné manipulace.

Z téchto pozorovani tedy vyplyva, Ze ve stddiu neuruly se u jeseterti nachazi struktura
podobna gastrocoelni stfesni desce drapatky, ktera by potencidlné méla spliiovat stejné funkce

jako organizatory levo-pravé asymetrie ostatnich obratlovct (obr. 5.1).

6.2 Cilie v gastrocoelni stfesni desce jesetera

Cilie tvofi nepostradatelnou roli v bunikdch organizatoru levo-pravé asymetrie téméf u
vSech obratlovci. Jedinou vyjimkou je Hensentiv uzel ptakt (Cooke, 1995), kde cilie nebyly
doposud nalezeny. U zbylych skupin cilie zajistuji stejnym mechanizmem determinaci
levo-pravé asymetrie t€la. Svou rotaci umoznuji vznik levostranného proudu extracelularni
tekutiny, kterd nasledné spousti asymetrickou genovou expresi (Essner et al., 2002).

Pii ptibliZeni jednotlivych bun€k organizatoru jesetera jsme pozorovali cilie, které se zde
vyskytovaly ve vSech ndami studovanych stadiich organizatoru. Z vétSiny bunék vystupovala
pouze jedna cilie, a to v celé GRP. Po pozorovani desitek téchto organizatort jesetera, se
domnivam, Ze nejdelsi cilie se nachazeji v organizatoru vice anteriorné. Ze ziskanych dat ale
nelze tuto hypotézu jednoznacné potvrdit. Nicméné velmi zajimavé by bylo to otestovat v
budoucich studiich, kde by se kladl diiraz na délku cilii v urcitych oblastech v rdmci jednoho
organizatoru.

Pritomnost cilii v gastrocoelni stfeSni desce jesetera se ndm podafilo potvrdit i pomoci
protilatkového barveni anti-ac. tubulinem, kde jsou znazornény cilie v anteriorni oblasti od
blastoporu (obr. 5.4). Barveni cytoplazmatickych membran bohuzel na whole-mount vzorcich
nedosahovalo dostate¢ného signalu, ktery bychom mohli dokumentovat. Nelze tak timto

zpusobem hodnotit monociliaritu ¢i postaveni cilii v buikdch. V budoucnu by jist¢ bylo
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vhodné, pokusit se o fluorescencni znazornéni cilii a bun€k na fezech organizatorem, kde by se

dal ocekavat lepsi signal na urovni hranic jednotlivych bunék.

Zékladni strukturu kazdé cilie tvofi mikrotubulové doublety. Jejich uspotfaddani se u
jednotlivych organizatora levo-pravé asymetrie 1isi, a to nejen v ramci morfologicky odlisnych
organizatorti. Dokonalym pfikladem je konformace mikrotubulovych doubleti u cilii
v Kupfferové vacku medaky a dania. Cilie u medaky jsou tvofeny 9 + 0 mikrotubulovych
doublett, kdezto cilie u dania 9 + 2 (Kramer-Zucker et al., 2005; Okada et al., 2005).

BéZné se s motilnimi ciliemi setkavdme pravé u konformace 9 + 2 (Satir a Christensen,
2007). To, ze se v nekterych organizatorech vyskytuji pohyblivé cilie s konformaci 9 + 0 neni
uplné typické. Vétsinou takto stavéné cilie pohyblivé nebyvaji, tudiz prvotni objeveni jejich
motility u mysi bylo celkem ptekvapivé (Nonaka et al., 1998). Nase snimky z TEM fezi ndm
vSak ukézaly, ze cilie v GRP jesetera jsou tvofeny 9 + 2 mikrotubulovych doubleti (obr. 5.3),
z ¢ehoz tedy predpokladame, Ze jsou tyto cilie pohyblivé a generuji levostranny proud.

Pro ovéfeni potieby vyskytu cilii v nasem organizatoru jsme provedli farmakologickou
inhibici ciliogeneze prostfednictvim inhibitoru Ciliobrevin D. Tento inhibitor blokuje
ciliogenezi prostfednictvim inhibice cytoplazmatického dyneinu a drahy Hedgehog. I kdyZ nas
posledni experiment naznacuje, Ze touto inhibici dochdzi u embryi jesetera k randomizaci
stoeni srdecni trubice, tuto hypotézu nelze jednoznacné potvrdit v disledku nedostatku
jedinct, ktefi ptezili az do potfebného stadia. Nicméné pokud by se toto tvrzeni ukézalo jako
pravdivé, mohlo by mimo jiné ukazovat i na roli Hedgehog dradhy v determinaci levo-pravé

asymetrie jesetera.

Je znamo, Ze u organizatord levo-pravé asymetrie se béhem embryonéalniho vyvoje baze
cilif pohybuji v rdmci buitky smérem k posterioru, a zaroven se k posterioru naklanéji. Tato
zména umoziuje ciliim zefektnéni tvorby levostranného proud prostfednictvim zmény rotaéni
elipsy. Kdyby k posteriorizaci nedoslo, v organizatoru by dochdzelo ke vzniku vice malych
tokli a nevznikl by dostate¢né jednotny levostranny proud (Chien et al., 2018; Dasgupta a
Amack, 2016; Hashimoto et al., 2010; Okada et al., 2005).

Vramci této prace jsme se posteriorizaci cilii v buiikdch pokusili ovéfit 1 u cilii
gastrocoelni stieSni desky jesetera. Nejprve jsme vytvorili predbézné schéma s organizatory ve
stadiich 18—25, kde jsme studovali pozici bazi cilii v jednotlivych stadii. Vzhledem k tomu, ze
se nam na zaklad¢ tohoto pozorovani jevila hypotéza jako pravdiva (obr. 5.6), rozhodli jsme se

provést kvantitativni analyzu pozice ciliarnich bazi.
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V ramci analyzy jsme méfili vzdalenosti baze cilii od sttedu buiiky, ktery byl definovan
na zaklad¢ vytvorené elipsy. Pfepokladali jsme, Ze se cilie mladSich stadii vyskytuji v blizkosti
sttedu bunky a béhem vyvoje se posteriorizaci baze vzdalenost od stfedu zvétSuje. K nasemu
ptekvapeni se tyto délky u jednotlivych stadii nikterak neliSily, vzdalenosti od stiedu zlstavaly
ptiblizn¢ konstantni béhem vSech stadii organizatoru. Domnivam se, ze téchto vysledkil jsme
dosahli proto, ze baze cilii se sice mohou nachazet u mladsich stadii ve sttedu buiiky, ale pouze
v ramci anterio-posteriorni osy (obr. 6.1). Pokud by tato hypotéza byly pravdiva, znamenalo by
to, ze posteriorizace cilii je nezdvisld na vzdalenosti od stfedu. Kdyz vezmeme v potaz i
nepravidelné tvary bunck, vzdalenost u posteriornich cilii by dokonce mohla byt 1 krat§i nez u

téch nepolarizovanych, naptiklad jednalo by se o buiiku protahlou ve sméru levo-pravé osy.

A
A

dp g

st. 18 st.25

\J
p

Obrazek 6.1 Mnou navrzeny zpusob trajektorie posteriorizace baze cilii v ramci buikky. Modfe jsou zndzornény
jednotlivé bunky, zluté cilie s ¢ervenou bazi, ¢ervené Sipky ukazuji smér pohybu baze cilie. V porovnani cilii ve
stadiich 18 a 25 nedochazi k vyrazné zmén¢ ve vzdalenosti od stfedu buiky. A = anterior, P = posterior.

Nasledné¢ jsme k prokazani posteriorizace cilii pouzili odlisSny pfistup. V ramci bunky
jsme tentokrat neméfili vzdalenost, ale thel, pod kterym je cilie umisténa od stfedu buiiky. Tato
méteni potvrdila, Ze se smér, kterym se cilie pohybuji, posouvd béhem vyvoje k posterioru. To
1ze nejlépe videt na obrazku 5.8C, kde jsou znazornény smeéry vSech ¢tyfech os od sttedu bunky
(anterior, posterior, leva a prava strana). Pokud porovnadme prvotni stddium 18 se stddiem 25,
zjistime, Ze vétSina cilii ve stadiu 18 je umisténa v levo-anteriornim smeéru, zatimco ve stadiu

25 se nejvice cilii nachazi na posterioru.
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Kromé zmény pozice cilii dochéazi v organizatorech levo-pravé asymetrie k prodluzovani
cilii jako takovych. U drapatky se béhem vyvoje GRP cilie prodlouzi z 1-2um na 5Sum
(Bellomo et al., 1996; Schweickert et al., 2007). V rdmci vyzkumu cilii jsme se zaméfili 1 na
jejich délku béhem vyvoje gastrocoelni stfesni desky jesetera, kde vysledky potvrdily nasi
hypotézu o jejich prodluzovani (obr. 5.9). Nejkratsi cilie byly u jeseterii namétfeny ve stadiu 18.
Nasledné ve stadiu 19 byly signifikantné del$i a tato délka zlstavala pfiblizné stejnd az do
stadia 22. Zda se, ze k dalSimu prodlouzeni poté dochazi v ptfechodu na stadium 23 a posléze i
24. 1 kdyz se cilie jesetera neprodluzuji tolik, jako bylo pozorovano u drapatky, cilie ve stadiich
22-24 jsou signifikantné del$i v porovndni s pocatecnim staddiem. Zarovenn pravé v téchto
stadiich, kdy se cilie stavaji nejdelsimi, signifikantné méni svou pozici smérem k posterioru
(obr. 5.8B). Toto obdobi se tak jevi jako zasadni pro tvorbu levostranného proudu.

Nasledn¢ dochézi ke zkraceni cilii, a to ve stadiu 25. Pfedpokladam, ze k této zmeéné
dochéazi v disledku zaGatku degradace cilii. Uloha organizatoru levo-pravé asymetrie se uz
v tomto stadiu blizi ke konci a cilie jiz nejsou potiebné. Ciliarni degradace byla dfive popsana
predevsim na Kupfferové vacku dania, kde buiky organizatoru sice neapoptozuji, ale u
samotnych cilii dochazi krozpadu. Bunky, které pak organizator tvotily, podstupuji
epitelo-mesenchymalni tranzici a podileji se na vzniku chordy a somitl (Ikeda et al., 2022).

U gastrocoelni stfeSni desky jesetera jsme pozorovali proces zaniku od stadia 26
(obr. 5.20), ve kterém se cilie uz témeét nevyskytovaly. Ocekdvame, Ze 1 v tomto organizatoru
buniky nedegraduji a podileji se na vzniku mezodermalnich struktur stejné jako bylo navrzeno u

ostatnich obratlovcti (Bellomo et al., 1996; Ikeda et al., 2022; Shook et al., 2004).

6.3 Nodal signdlni draha v levo-pravé asymetrii jesetera

vvvvvv

signdlni drahy (Blum et al., 2014). Pfitomnost proteinu Nodal zacind jiz v organizatoru, ze
kterého nésledné difunduje do levé lateralni mezodermalni destiCky, kde aktivuje sdm sebe,
svilj inhibitor Lefty a transkripéni faktor Pitx2. Pitx2 je nasledné tim faktorem, ktery se
objevuje v levostrannych nebo asymetrickych organech (Essner et al., 2000; Logan et al., 1998;
Ryan et al., 1998).

V této praci jsme se snazili ovefit funkci Nodal dréhy u jesetera, a to jak na drovni
organizatoru, tak ve stadiich, kde ocekdvame tuto drahu aktivni v levé lateralni mezodermalni

destic¢ce. K dosazeni vysledkl jsme pouzili farmakologicky inhibitor SB505124, ktery inhibuje
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Aktivinové receptory I umoznujici nasednuti Nodal proteinii a nasledné¢ jsme u jedinci
sledovali stoceni srdecni trubice. Zajimavé bylo, Ze ackoliv se u vSech vyzkouSenych
koncentraci SB505124 vyskytovaly odchylky od normalniho srdce (tedy stoceného napravo),
se zvySujici se koncentraci SB505124 se ménila procenta ve dvou odlisSnych ptipadech
heterotaxie — bud’ bylo srdce stoceno na levou stranu, nebo nebylo stoceno vibec.

U embryi snejniz§i koncentraci SB505124 by se mohlo ptfedpokladat, ze dochazi
k randomizaci stoCeni srde¢ni trubice, protoze stejné mnozstvi jedinci mé stocené srdce nalevo
jako napravo a pouhé minimum embryi srdce stoCené nemd. Kdyz ale vezmeme v potaz
zvySujici se koncentraci tohoto inhibitoru, u embryi narlistd mnozstvi jedincl s nesto¢enou
srdecni trubici (obr. 5.12). Tento fakt naznacuje, ze funkce Nodal signalni drahy u jesetera neni
ziejm¢ jedind, ktera hraje roli v této determinaci. Lze ocekavat, ze Nodal signalni draha
kooperuje s jinou pifitomnou drahou, kterd ovliviiuje levo-pravou asymetrii srdce, tak jako u
jinych obratloveil (Noél et al.,2013). Nabizi se napiiklad FGF draha, kterd byla uk4zana jako
nepostradatelnd v levo-pravé asymetrii mozku dania. Konkrétné¢ se jedna o migraci
parapinealniho organu, ktery za normalnich okolnosti migruje na levou stranu. Nodal je zde
zodpové&dny pouze za to, Ze ur€uje smér migrace (tedy na levou stranu), ale za samotny piesun
je zodpov€dna FGF draha. V nepfitomnosti Nodal drahy pak dochédzi k migraci na ndhodnou
stranu, ale bez FGF nedochazi k piesunu viibec (Regan et al., 2009).

Posléze jsme provedli farmakologickou inhibici s vyuzitim 10uM SB505124 jako
koncentrace s nejvétSim podilem embryi s levo-pravou poruchou srdce. Experiment byl
proveden celkem ve tfech nezavislych opakovani a ve vSech tfech ptipadech se shodoval na
vysledku. U vétSiny jedincti dochéazelo diky inhibici k nestoceni srde¢ni trubice (obr. 5.13).

Stejny postup inhibice s 10uM SB505124 jsme provedli 1 u embryi s jiZz zaniklym
organizatorem levo-pravé asymetrie, kdy jsme ocekéavali pfitomnost Nodal drahy v levé
lateralni mezodermalni desticce. Inhibovana embrya vykazovala stejny pomér levého stoceni
srdce jako pravého a k nim polovi¢ni pocet jedincl s nesto¢enym srdcem, tedy 2:2:1. Z tohoto
experimentu se zda, ze pii inhibici Nodal dréhy ve stadiich se zaniklym organizatorem dochazi
spiSe k randomizaci stoeni srde¢ni trubice. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo potieba

experiment vicekrat zopakovat a posoudit, zdali jsou vysledky konzistentni.

U embryi s inhibovanou Nodal drdhou jsme kromé stoceni srdce ovétrovali 1 pfitomnost
exprese transkripniho faktoru Pitx2, ktery v mozku zajistuje levo-pravou morfologickou
asymetrii struktur, jako jsou habenula a parapinealni organ (Concha et al., 2000). U jesetera se

Pitx2 v levé Casti sttedniho mozku exprimuje od stadia 35. Expresi Pitx2 jsme testovali na
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vSech tfech fenotypech stoceni srdce a vysledky byly pomérné piekvapivé. U zadného
z inhibovanych embryi nedochazelo k expresi Pitx2 v mozku, a to nezavisle na jejich stoceni
srdce. I kdyz se jedinec podle fenotypu srdce jevil stejny s kontrolnim, i v tomto ptipadé
exprese v mozku nebyla pozorovana (obr. 5.15).

Ze ziskanych vysledkl inhibice Nodal signalni drahy tedy vyplyva, ze funkce Nodal
drahy je dulezitd jak ve stadiich gastrocoelni stfesni desky, tak ve stadiich, kde je tento
organizator jiz zanikly. Co se ty¢e nasledné funkce, zda se, Ze v jednotlivych organech je jeji

regulace individualni v kazdém z nich nezévisle na sob¢.

6.4 Protonové pumpy v levo-pravé asymetrii jesetera

K ptedurceni levo-pravé asymetrie téla se podili kromé& organizatoru vice aktért, a to at’
uz jest¢ pred jeho vznikem nebo nasledné po jeho zaniku. Jednu z hlavnich tuloh hraji
predev§im protonové pumpy. Nejcasnéjsi rozdil v levo-pravé asymetrii byl u drapatky
pozorovan jiz ve stadiu dvou bunék, a to expresi genti pro H+K+-ATP4azu a H+V-ATPazu.
Farmakologickd inhibice téchto pump nasledné zplsobuje defekty v levo-pravé asymetrii
vnitinich organd, jako je stoceni srdce a stfev (Adams et al., 2006; Levin et al., 2002). Funkce
H+K+-ATPazy v levo-pravé asymetrii byla také ukazana naptiklad u bezobratlého strunatce —
kopinatce (Soukup, 2017).

Nas zajimalo, zdali protonové pumpy funguji asymetricky i béhem vyvoje jesetera.
Provedli jsme farmakologickou inhibici H+K+-ATPézy, na kterou jsme vyuzili dva inhibitory —
SCH28080 a Omeprazol. Na stadiich blastuly byla embrya inhibovand dvéma koncentracemi
SCH28080 a ponechana vyvoji az do stadii 36—38, kde pii normalnich podminkéach dochazi ke
stoCeni srdecni trubice na pravou stranu. Veskefi jesetefi vyvijejici se v tomto inhibitoru
nevykazovali Zadné stoc¢eni srde¢ni trubice, coZz naznacuje nutnost funkce H-+K+ -ATPazy
v téchto stadiich (obr. 5.16). Opét jsme se vSak potykali s pomérné vysokou tmrtnosti a pro
potvrzeni této teorie by bylo potieba experiment zopakovat s vyS§i mirou piezivSich jedinci.
Naopak pfi inhibici Omeprazolem jsme zadné vyznamné odchylky ve stoCeni srde¢ni trubice
nepozorovali (obr. 5.17). Pfi¢inou mulze byt samoziejm& to, Ze pii experimentech
s Omeprazolem nebyly pouzity dostatecné koncentrace, které by mohly mit efekt na fenotyp.

Dale jsme testovali, zda je funkce H+K+-ATPazy nezbytna piimo v organizatoru
levo-pravé asymetrie, ve kterém nebyla funkce této pumpy podrobné zkouména. Opét jsme

pouzili stejné farmakologické inhibitory — SCH28080 a Omeprazol a nechali embrya vyvinout
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do stadii, kde se staci srdecni trubice. NaSe vysledky neprokazaly u obou pouzitych inhibitora
zadné odchylky ve stoceni srdce v porovnani s kontrolnimi jedinci z ¢ehoz usuzujeme, ze jejich
funkce neni pravdépodobné nezbytnd piimo v organizatoru levo-pravé asymetrie (obr. 5.18;

5.19).

6.5 Evoluce organizatoru levo-pravé asymetrie

Gastrocoelni stiesni deska je v literatufe popisovana vzdy jako organizator levo-pravé
asymetrie obojzivelnikd (Blum et al., 2009a; Chien et al., 2018; Saenz-Ponce et al., 2012;
Schweickert et al., 2007). Nase vysledky ukazuji, Ze obojzivelnici nejsou jedina skupina, kde se
s touto strukturou setkdvame. Obojzivelnici a ¢asné se odvétvujici paprskoploutvé ryby maji
mnoho spole¢ného béhem celého embryondlniho vyvoje, takze by nebylo tolik ptekvapivé,
prvnim déleni buiiky, kdy dochézi u obou téchto skupin k holoblastickému ryhovani a nasledné
stejnym mechanizmem gastrulace, tedy involuci (Takeuchi et al., 2009). Naproti tomu u
teleostnich ryb se setkdvame s meroblastickym ryhovanim, hlavnim gastrulaénim pohybem je
povazovana epibolie a na rozdil od obojzivelnikli nemaji archenteron (Timmermans, 1987).
S tim souvisi 1 rozdil v organizatoru levo-pravé asymetrie Teleostei, kterym je Kupfferiv vacek
(Essner et al., 2005). Tato struktura se 1i8i dokonce 1 u jednotlivych teleostnich druhi, naptiklad
u dénia ciliarni buniky obklopuji cely vacek, kdezto u medaky japonské (Oryzias latipes) se
vyskytuji pouze na dorzalni strané (obr. 5.21).

Pro potvrzeni hypotézy, Ze se gastrocoelni stfeSni deska nachazi u vSech ne-teleostnich
paprskoploutvych ryb, jsme se kromé jesetera zaméfili na dal$i dva zastupce této skupiny —
bichira a kostlina, a také na zastupce ocasatych obojzivelnikli — axolotla. Pomoci SEM jsme u
obou téchto druhli v oblasti blastoporu pozorovali strukturu pfipominajici gastrocoelni stfe$ni
desku (obr. 5.21). Pti vétSim zvétSeni na jeji bunky jsme dokonce zaznamenali cilie, které byly
srovnatelné s témi nalezenymi u jesetefiho organizatoru. Tvarové se organizator levo-pravé
asymetrie bichira, jesetera a kostlina mirné 1i8il v tom, Ze o ¢im dfive odvétvenou skupinu se
jednalo (v tomto pfipad¢ o bichira), tim byl tento organizator protahlejsi smérem k anterioru.

Nase pozorovani tak odpovidaji hypotéze, ze gastrocoelni stieSni deska je pivodnim
stavem organizatoru nejen pro obojzivelniky, ale také pro ne-teleostni paprskoploutvé ryby.
Kupftertiv vacek by pak vznikal az nésledné v pribéhu evoluce jako odvozeny stav GRP (Blum

et al., 2009b).
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Pro skupinu Teleostei obecné plati, ze se u nich setkavame s fadou odvozenych znaki, za
to by se viceméné dal povazovat i jejich casny embryondlni vyvoj zminény vyse. Ke vzniku
téchto znakti pravdépodobné doslo v dasledku celogenomové duplikace, kterd probéhla u
spolecného piedka Teleostei a umoznila této skupiné specializaci gent. S tim samoziejmé
souvisi 1 jejich obrovské druhova diverzita, kterd nasobné prevysuje ne-teleostni ryby (Glasauer
a Neuhauss, 2014). V tomto kontextu by bylo zajimavé sledovat organizatory levo-pravé
asymetrie u zahy se odvétvujicich teleostnich skupin, jako jsou napiiklad rypouni.

Nase vysledky studia gastrocoelni stieSni desky jako organizatoru levo-pravé asymetrie
tak potvrzuji pfitomnost této struktury u ne-teleostnich paprskoploutvych ryb a podporuji

hypotézu o evolu¢nim ptivodu Kupfferova vacku prave z této struktury.
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7 Zaver

Cilem diplomové prace bylo popsat morfologii a funkci gastrocoelni stieSni desky jako
organizatoru levo-pravé asymetriec u doposud nezkoumaného druhu — jesetera malého
(Acipenser ruthenus). Gastrocoelni stiesni deska byla tradiéné povazovana pouze za
organizator levo-pravé asymetrie obojzivelnikii. Nase data vSak ukazuji, Ze se jedna o strukturu
rozsifenou 1 u ne-teleostnich paprskoploutvych ryb. Embryonalni vyvoj obojzivelnikii a Casné
se odvétvujicich skupin ryb nese mnoho spolecnych znakt, je tak ptfedpokladatelné, Ze u téchto
druhti probihaji shodné procesy i v rdmci determinace levo-pravé asymetrie téla.

U jesetera malého se gastrocoelni stfesni deska objevuje v obdobi neurulace, tedy stadiich
18—25, kdy vytvaii kapkovitou strukturu obklopujici blastoporus. Buniky tohoto organizatoru
jsou monocilidrni, pfi€emz jednotlivé cilie maji konformaci 9 + 2 mikrotubulovych doubletd.
Predpokladame, ze jsou tyto cilie pohyblivé stejné jako cilie ostatnich organizatort levo-pravé
asymetrie. Nase vysledky naznacuji, ze pii farmakologické inhibici ciliogeneze u jesetefich
embryi dochazi k defektiim v levo-pravé asymetrii.

Béhem vyvoje organizatoru cilie méni svou pozici v buiice smérem k posterioru. K tomuto
procesu dochdzi postupné od stadia 18, kdy jsme pozorovali vétSinu cilii na levo-anteriorni
stran¢. Naopak nejvice posteriorizovanych cilii se ukédzalo byt ve stadiu 25. Kromé pozice, cilie
také prodluzuji svou délku. K nejvétsim zméndm dochdzi v rozmezi stadii 18—19 a 22-24. Ve
stadiu 25 se cilie zacinaji op&t zkracovat, coZ by se dalo vysvétlit zacatkem jejich degradace na
konci funkéniho obdobi gastrocoelni stfesni desky. Bunky tohoto organizatoru zacinaji
podstupovat involuci od stadia 26 a nasledné jsou posledné spatfeny ve stadiu 28. Vzhledem
k jiz dfive popsanym mechanizmim zéanikli organizatori levo-pravé asymetrie je velmi
pravdépodobné, Ze stejné tak jako u ostatnich obratlovcl, podstupuji bunky posléze
epitelo-mesenchymalni tranzici a podileji se na vzniku chordy a somiti.

Déle jsme testovali funkci H+K+-ATPdzy v levo-pravé asymetrii jesetera pomoci
farmakologické inhibice. Nase vysledky se piiklanéji k roli této protonové pumpy ve stadiich
blastuly, ov§em co se ty¢e samotné gastrocoelni stfesni desky, nebyla zde jeji funkce potvrzena.

Velmi dilezitou soucasti této studie je také potvrzeni Nodal signalni drahy v determinaci
levo-pravé asymetrie jesetera. Funkénost zminéné drahy jsme ovéfovali pomoci
farmakologické inhibice receptorti pro Nodal proteiny. Pfi opakovanych experimentech nase
vysledky ukézaly odchylky fenotypt inhibovanych jedinct, a to konkrétn¢ ve stoceni srdecni
trubice. Pfi inhibici Nodal dréahy v priitbé¢hu vyvoje organizatort u vétSiny testovanych embryi

dochazelo k nestoCeni srde¢ni trubice ve stadiich, kde ma byt stoCena na pravou stranu.
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MensSina embryi také méla srdce naopak stocené na levou stranu. Dalsi vysledky jsme ziskali u
embryi inhibovanych az ve stadiich, kdy ptedpoklddame, Ze se Nodal draha nachazi v levé
lateralni mezodermalni desticce. Zde byla pozorovéana vétsi variabilita a vétSina embryi méla
srdce sto¢ené bud’ na pravou nebo na levou stranu.

U inhibovanych embryi jsme pozorovali i expresi Pitx2 v mozku, ktera se u kontrol
vyskytovala vlevé cast sttedniho mozku. Ani u jednoho z inhibovanych jedinci jsme
nepozorovali expresi Pitx2 v mozku, a to nezavisle na jejich stofeni srde¢ni trubice.
Experimenty naznacuji, ze Nodal draha tak nemusi byt jedind draha pti determinaci levo-pravé
asymetrie a pravdépodobné interaguje s dalsi signalni drahou nezavisle v kazdém levostranném
¢i asymetrickém orgéanu jesetera.

Kromé jesetera jsme potvrdili pfitomnost gastrocoelni stiesni desky u dal$ich dvou druht
ne-teleostnich paprskoploutvych ryb, u bichira a kostlina. Timto jsme pfispéli k potvrzeni
teorie, Ze se tato struktura vyskytuje u celé této skupiny a jevi se jako plivodni organizétor

levo-pravé asymetrie téla ryb, ze kterého byl az nasledné¢ odvozen Kupfferiv vacek.
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8 Seznam zkratek

ActRIB
ActRITA
ActRIIB
ALK4
CAMK-II
KIF

KV
Dand5
Dnah5
Dmrt2
EGF-CFC
eHand
Fast

FGF
FGFR1
FoxH1
Foxj1
GRP

1P3

Lefty

Lrd
Nkx2-5
Nodal
NVP

PCP
Pkd1/Pkd2
Pitx2
RYR3

Activin receptor type I B

Activin receptor type II A

Activin receptor type II B

Activin receptor-like kinase 4
Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase 11
Kinesin family member

Kupffer’s vesicle

DAN domain family member 5

Dynein axonemal heavy chain 5

Doublesex and mab3-related transcription factor2
Epidermal growth factor — Criptol FRL1 Cryptic
Heart — and neural crest derivatives-expressed protein
Fas activated serin/thereonin kinase

Fibroblast growth factor

Fibroblast growth factor receptor 1

Forkhead box H1

Forkhead box J1

Gastrocoel roof plate

Inositol 1,4,5-trisphosphate

Left-right determination factor

Left-right dynein

NK2 Transcription factor related, locus 5

Nodal growth differention factor

Nodal vesicular parcels

Planar cell polarity

Polycystin-1/Polycystin-2

Paired-like homeodomain transcription factor 2

Ryanodine receptor 3
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Smad
Spcl
Spc4
TGFp
Wnt
Xnr

Sma and Mad-related protein
Sparse coat 1

Sparse coat 4

Transforming growth factor f3
Wingless/Int-1

Xenopus nodal-related protein
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