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Abstrakt

Levo-prava asymetrie epithalamu je rozSifena napfi¢ druhy obratlovc( a jeji podoba se
vytvaii béhem embryonalniho vyvoje. Asymetrie se tyka nejen morfologie a rozdilné
neuronalni konektivity, ale i rozdilné exprese genl mezi levou a pravou stranou
epithalamu. Vhodnym modelovym druhem pro vyzkum vyvoje epithalamické asymetrie je
ryba danio (Danio rerio). U dania se epithalamus sklada zlevé a pravé habenuly
obsahujici rozdilné velkd habenularni jadra a pinealniho komplexu, ktery se sklada
z pinealniho a levostranného parapinealniho organu. Tato asymetrie vznika vzajemnym
ovlivihovanim nékolika drah, napfiklad drahy Nodal, a dale pdsobenim komponentd
vznikajiciho epithalamu a ma vliv na spravné vytvoreni pozdéjSich struktur mozku.
Vyzkum tohoto procesu mUze pfinést vhled do vznik( fady neurologickych onemocnéni a

pomUZe nam lépe pochopit prlibéh evolu¢niho vyvoje tohoto organu u obratlovc(.
Klicova slova

Levo-prava asymetrie, epithalamus, Nodal draha, habenula, pinealni organ, parapinealni

organ



Abstract

Left-right asymmetry of epithalamus is widespread across vertebrate species andits form
is established during embryonic development. The asymmetry involves not only
morphology and differential neuronal connectivity, but also differential gene expression
between the left and right sides of the epithalamus. A suitable model species forresearch
on the development of epithalamic asymmetry is the zebrafish (Danio rerio). In zebrafish,
the epithalamus consists of left and right habenulae containing differently sized
habenular nuclei and a pineal complex consisting of a pineal and a left-sided parapineal
organ. This asymmetry arises from the interaction of several pathways, such as the Nodal
pathway, and the action of components of the nascent epithalamus, and affects the
proper formation of later brain structures. Research of this process may provide insight
into the origins of a number of neurological disorders and help in better understanding of

the course of evolutionary history of this organ in vertebrates.
Key words

Left-right asymmetry, epithalamus, Nodal pathway, habenula, pineal organ, parapineal

organ
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1. Uvod

v orv vrwv

Asymetrie vnitfnich organ( je rozsifena napfi¢ druhy obratlovc( a predstavuje kliCovou
podminku pro spravny chod fyziologickych funkci. Mezi organy s asymetrii zaloZzenou na
rozdilném levo-pravém ulozeni v téle nebo asymetrickou morfologii samotného organu
mUzZeme zaradit napftiklad srdce, stfeva ale i mozek. Mozkové hemisféry predstavujijeden
z nejvyraznéjsSich pfipadl asymetrie mezi levou a pravou stranou téla (Schmitz et al.,

2019).

Hemisférické lateralizace nabizeji vyhody pro jedince, ale jsou prospésSné i vramci
populaci, a proto jsou tedy velmi ¢asto zkoumanym fenoménem. Benefity lateralizace u
jedince pfinasi zvySeni percepéni nebo motorické schopnosti, které se vytvaii béhem
celozivotniho tréninku jedné hemisféry, ve které bylo konkrétni centrum ulozeno. P¥i
preferenci jedné strany pro feSeni urcitého problému také dochazi ke snizeni doby,
potfebné na zpracovani podmeétu a tim se zvySuje reakéni rychlost zivogicha na situaci.
Diky lateralizaci je také mozZzné podmeéty zpracovavat paralelné v obou hemisférach

zaroven a tim zvysit kognitivni schopnost jedince (Gunturkun et al., 2020).

Pro spravnou lateralizaci hemisfér je kliCové vytvoreni levo-pravé asymetrie mozku béhem
embryonalniho vyvoje. Jednou z nejlépe popsanych smérovych asymetrii v mozku je
asymetrie epithalamu. Pro tento vyzkum je Casto vyuzivan epithalamus malé tropické
ryby danio (Danio rerio), u kterého je asymetrie pfitomnéa jak morfologicky, tak i

molekularné (Concha et al., 2009).

Epithalamus neovliviiuje chovani Zivocichl jen prostiednictvim vyvoje lateralizaci
hemisfér, ale sam se podili na regulaci chovani spojeného se strachovymi situacemi,
negativnim ucenim a socialnimi agresemi a jeho patologie maji vliv na vyvoj fady

onemocnéni (Duboué et al., 2017; Chou et al., 2016).

Proces vytvareni anatomické asymetrie epithalamu je velmi dynamicky a zahrnuje
plUsobeni nékolika molekularnich drah, napfiklad Nodal drahy, ale i vzajemné ovliviiovani
mezi jednotlivymi vznikajicimi strukturami epithalamu (Gunturkln et al., 2020). A¢koli je
asymetrie epitalamu rozsifena mezi druhy obratlovcl, neni jeji podoba jednotna a

evoluéni vznik neni dosud prfesné znam. Objasnéni mechanismU vzniku asymetrie



pomlze nejen klepSimu chépani prdbéhu vyvoje a evoluce, ale také k pochopeni

vrozenych vad a jinych genetickych syndrom0 (Levin, 2005).

Cilem této bakalarské prace je popsat vyvoj molekularni a anatomické asymetrie u
modelového druhu dénio (Danio rerio) a srovnat tento proces s dalsimi druhy obratlovcU.

Dale popsat samotnou anatomii epithalamu a vliv, ktery ma na chovani obratlovc(.



2. Draha Nodal

Asymetrie epithalamu je rozsSifena v ZivociSné fiSi a vytvafi se béhem ontogeneze
asymetrickou expresi riznych gentd v ramci Nodal kaskady (Gunturkin et al., 2020). Tato
kaskada obsahuje tfi hlavni komponenty: nodal, pitx2 a lefty (obrazek 1) (Nakamura &
Hamada, 2012). Nodal, ktery patfi do nadrodiny TGFB (Transforming Growth Factor B)
(Long et al., 2003) je u dania kédovan tfemi paralogy — Ndr1/squint, Ndr2/cyclops a
Ndr3/southpaw (Feldman et al., 1998; Long et al., 2003; Soroldoni et al., 2007). Nodal
pozitivné ovliviiuje Lefty, zatimco Lefty plsobi antagonisticky proti Nodal (Brent et al.,
1999). Zaroven proti Nodal plsobi antogonisticky také Charon patfici do rodiny
DAN/Cerberus a spole¢né s Lefty ustanovuje asymetricky signal Nodal v lateralni
mezodermalni ploténce (Hashimoto et al., 2004). Pitx2 je pak zodpovédny za ustanoveni

levo-pravé asymetrie jako takové (Campione et al., 1999).

Asymmetric body
development

Obrazek 1 Zpétnovazebna smycka regulujici expresi genll nodal, lefty2 a pitx2. Nodal dokaZe pozitivhé
ovlivitovat expresi genu lefty2 a sebe samého a dale pak také downstream genu pitx2, ktery zpUsobuje
asymetricky vyvoj organ(. Lefty2 zaroven pUsobiinhibi¢né proti expresi genu nodal a tim dokaze ovliviiovat

i expresi genu pitx2 (pfevzato a upraveno podle Guntirkun et al., 2020).



Esencialni pro signalizaci Nodal béhem vyvoje organismu jsou receptory ze skupiny EGF-
CFC (Epidermal growth factor — Cripto1 FRL1 Cryptic). U dania se jednéa o gen one-eyed
pinhead (oep) a embrya s mutaci vtomto genu vykazuji defekty pfi vytvareni lateralni
mezodermani ploténky a nereaguji na nadmérnou expresi signalu Nodal (Gritsman et al.,

1999).

U dania byla objevena skupina genl antivin (atv), ktera se velmi podobé skupiné genu
lefty, nalezenych u jinych druhl (napfiklad mysi), a proto byvaji oznac¢ovany stejné (Thisse
& Thisse, 1999). Lefty, stejné jako Nodal, patfi do nadrodiny TGFB (Transforming Growth
Factor B) (Meno et al., 1996). U dania byly identifikovany dva geny lefty, a to lefty1 (lft1) a
lefty2 (lft2) s odliSnymi doménami exprese kolem anterio-posteriorni osy, prekryvajici se

s expresi genl Ndr1/squint a Ndr2/cyclops (Bisgrove et al., 1999).

Geny lefty (antivin/atv) pasobi inhibi¢né proti draze Nodal prostfednictvim konkurence pfi
vazbé na aktivinové receptory. U dania byl nalezen ortolog mysSiho aktivinového receptoru
typu | (ActRIB), ktery byl pojmenovan activin A receptor typ 1Ba/ acvriba (dfive
oznadovan jako TARAM-A) (Renucci et al., 1996).

Spolu s koreceptory EGF-CFC zprostfedkovavaji Nodal signalizaci aktivinové receptory,
které zaroven pUsobi jako serin-threoninové kindzy (Chen & Shen, 2004). Aktivinovy
receptor typu | (ActRIB) poté spolu s Aktivinovym receptorem typu Il (ActRIIB) tvofi
komplex (Attisano et al., 1992; Mathews & Vale, 1991) a spolec¢né nasledné fosforyluji
protein Smad2 (Gu et al., 1998). Aktivovany protein Smad2 interaguje se Smad4 a
spolec¢né poté vstupuji do jadra, kde aktivuji transkripci gent foxh1 (FAST2) a mix.2
(FAST1) (Chen et al.,, 1996). Transkripcni faktor Mix.2 se podili na indukci lateralni
mezodermalni ploténky. FoxH1 se podili na indukci asymetrické exprese genll nodal a
lefty2 na levé strané lateralni mezodermalni ploténky a vytvareni asymetrické signalizace
tim, Ze se vaze na konzervovanou sekvenci v levostranném specifickém enhanceru (ASE)

pro geny nodal a lefty2 (obrazek 2), ale také pitx2. (Saijoh et al., 2000).



Obrazek 2 Tristupnovy model regulace asymetrické exprese genl nodal a lefty2 u mysi. 1, Pocatec¢ni
exprese genu nodal je indukovana zatim neznamou drahou pfes enhancer LSE (left side-specific enhancer).
2, Vznikly protein Nodal poté indukuje expresi genu lefty2 a také posiluje expresi genu nodal tim, Ze plsobi
skrze proteinové komplexy Smads-FAST2 na levostrané specifické enhancery ASE pfitomné v cis-
regulacnich oblastech obou genl. 3, Protein Lefty2 poté pomoci kompetice o aktivinové receptory (v
obrazku nezobrazeno) a koreceptory EGF-CFC ¢astecné inhibuje expresi genu nodal (pfevzato a upraveno

podle Saijoh et al., 2000).

Exprese genu lefty2 a Ndr2/cyclops je také nezbytna pro expresi downstream gend, jako
je napfiklad pitx2 (Bisgrove et al., 1999). Gen pitx2 kdduje transkripcni faktor spadajici do
skupiny bicoid-related homeobox (Logan et al., 1998). Asymetricky se exprimuje v levé
lateralni mezodermalni ploténce a je hlavnim kandidatem pro vytvoreni asymetrie
v organech (Campione et al., 1999). U dania se vyskytuji dvé izoformy pitx2, a to pitx2a a
pix2c, s odliSnou expresi a funkci. K expresi pitx2c dochazi v levém dorzalnim diencefalu
a vyvijejicim se stfeveé a pitx2a v levém srdec¢nim primordiu. Ackoli je pitx2c downstream
genem od nodal a lefty2, dokaze ektopicky pitx2c indukovat expresi genll nodal a lefty2

(Essner et al., 2000).



3. Levo-prava asymetrie epithalamu

Epithalamus je soucasti diencefalonu a sklada se z levé a pravé habenuly a pinealniho
komplexu (Guntlrkin et al., 2020). Habenuly tvofi soucast systému dorzalniho
diencefalického vedeni (DDC), které zpracovava signaly z Cichovych a zrakovych center v
telencefalonu a pfevadi je do oblasti ventralniho tegmentalniho jadra mesencefalonu.
Dorzalni diencefalické vedeni je konzervovano napfi¢ obratlovci (Bianco & Wilson, 2009;
Fakhoury, 2018). Pinealni komplex se sklada ze dvou fotorecep&nich jader — medialné
umisténého pinealniho organu a levostranného parapinealniho organu. Na rozdil od
pineaniho organu, ktery se nachazi u vSech obratlovcl, se parapinealni organ vyskytuje

jen u nékterych druhd ryb, obojzivelnikd a plaz (Concha & Wilson, 2001).

Epithalamus dania (Danio rerio) pfedstavuje pfiklad nejlépe popsané smérové asymetrie
mozku mezi obratlovci (Concha et al., 2009). Zaroven je neuroanatomicka asymetrie
dania pfitomna jak v habenularnich jadrech, tak pineadlnim komplexu, a proto zde bude

popsan detailngji (obrazek 3) (Dadda et al., 2010).

U paprskoploutvych ryb je pinealni komplex tvofen z pinedlniho organu, ktery vznika
béhem embryonalniho vyvoje dfive nez organ parapinealni a ma posteriorné;jsi pozici (Hill,
1891). BEéhem vyvoje se ale do posteriornéjsi pozice, ktera je u dania s 90 % levostranna
(Dadda et al., 2010), dostava migraci parapinealni organ (Holmgren, 1965). Neuronalné je

tento komplex asymetricky napojen na levou habenulu (Concha et al., 2000).



Left | Right
Pa ?"F Pa "

Obrazek 3 Schématické znazornéni epithalamu v mozku dva dny starého dania. Na medialné ulozeny
pinealni organ/epifyzu (ep) je napojen levostranny parapinealni organ (pp), inervujici levé habenularni jadro
(IHb). Neurony z olfaktorického bulbu (neoddéleny od pallia) inervuji pravé habenularni jadro (rHb) a obé
habenuldrni jadra jsou soucCasné inervovana z pallia (Pa). Pravé habenularni jadro (rHb) je propojené
s ventralnim interpedunkularnim jadrem (vIPN). Levé habenularni jadro (IHb) je propojeno pomoci
fasciculu retroflexu (FR) s dorzalnim interpedunkularnim jadrem (dIPN) (pfevzato a upraveno podle

Roussigné et al., 2012).

Kazdé ze dvou asymetrickych habenul, leva i prava, se sklada ze tfi jader. Z ventralniho,
lateralniho dorzalniho a medialniho dorzalniho jadra. Ventralni jadro je ulozeno
symetricky v obou habenulach. Zbylé dvé se vSak liSi svou velikosti mezi levou a pravou
habenulou. Lateralni dorzalni jadro je vétsi vlevé habenule a medialni dorzalni v pravé
habenule (Aizawa et al., 2005; Husken & Carl, 2013). Habenuly jsou soucasti systému
propojujiciho lateralni dorzalni habenularni jadro s dorzalnim interpedunkuldrnim jadrem
a medialni dorzalni habenularni jadro s ventralnim interpedunkularnim jadrem (Bianco &
Wilson, 2009). Dorzalni interpedunkularni jadro dostava tedy vstupy prfevazné zlevé
habenuly, zatimco ventralni interpedunkularni jadro pfevazné z pravé habenuly (Aizawa
et al., 2005). Rzné jsou i mista, odkud pfichazeji vstupy. Leva habenula je ziskava
pfevazné zjednostranného fotosenzitivniho parapinealniho organu a ze specifické

podskupiny gangliovych bunék sitnice (Zhang et al., 2017). Prava habenula ziskava vstupy
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z Cichového bulbu. Obé habenuly ziskavaji také vstupy z pallia (obrazek 4) (Miyasaka et

al., 2009).

Olfactc.ry F i v .
bulb :

pallial
areas

Telencephalon

Mesencephalon

Obrazek 4 Schématické znazornéni epithalamu a asymetrického propojeni s interpedunkularnim jadrem
(IPN). Habenuly déania ziskavaji vstupy z pallia (pallial areas), zaroven prava habenula ziskava vstupy
z Cichového bulbu (olfactory bulb) a levéd habenula z parapinealniho organu (pp). Dale se obé habenuly déli
na dorzalni (dHb) a ventralni ¢ast habenuly (vHb), pfiéemz dorzalni ¢ast habenuly je tvofena lateralnimi
(ldHb) a medialnimi (mdHb) habenularnimi jadry nestejné velikosti. Ventralni habenularnijadro (vHb) je na
obou stranach stejné. DalSimi slozkami epithalamu dania jsou fotosenzitivni pinealni organ/epifyza (P) a
asymetricky usporfadany parapinedlni organ (PP). Lateralni dorzalni habenula (ldHb) a medidlni dorzalni
habenula (mdHb) se promitaji do dorzalniho interpedunkularniho jadra (dIPN), resp. ventralniho
interpedunkularniho jadra (vIPN). Dorzalni a ventralni interpedunkularni jadro (IPN) se diferencialné

promitaji do dorzalni tegmentalni oblasti (DTA), resp. do serotoninergniho medialniho rafu (MR) (pfevzato a

upraveno podle Gunturkun & Ocklenburg, 2017).



Vyvoj habenularnich prekurzorl v asymetrickych habenularnich jadrech postupuje od
dorzalni pfes ventrolateralni do ventromedialni ¢asti habenuly (5 dpf) (Aizawa et al., 2007)
a prvotni neurogeneze se vytvari dfive v levé habenule nez v pravé. Neurony vychazejici
z obou habenul maiji na levé i pravé strané stereotypni, unipolarni morfologii a v cilovém
interpedunkularnim jadre vytvareji specifické spiralovité zakonceni. Rozdilné je vsak
jejich axonalni vétveni. Oba typy se vyskytuji v obou habenulach, ovSem s rdznou
frekvenci (Bianco et al., 2008). Tuto specificnost i asymetrii habenul ovliviiuje rozdilné

nacasovani vyvoje habenularnich jader (heterochronie) (Aizawa et al., 2007).
4. Ustanoveni levo-pravé asymetrie epithalamu

U dania vykazuje epithalamus neuroanatomické a molekularni asymetrie, zahrnuijici
rozdilné genové exprese, subnuklearni regionalizace a nacasovani neuronalni
diferenciace (Roussigné et al., 2012). Tato asymetrie se vytvafi postupné, vzajemnymi
interakcemi mezi levou presumptivni habenulou a migrujicim parapinealnim organem
(Concha et al., 2009) a ovliviiuje vznik funk&nich asymetrii hemisfér (Gunturkin et al.,

2020).
4.1 Ustanoveni levo-pravé asymetrie pinealniho komplexu

Asymetrii epithalamu predchazi asymetricka exprese signalni drahy Nodal v lateralni
mezodermalni ploténce, vytvofena na zakladé asymetrického signalu Nodal
v organizatoru (Carl et al., 2007). Jak jiz bylo zminéno dfive, geny leftyl a lefty2 se
exprimujiv rznych ¢astech predozadni osy lateralni mezodermalni ploténky a prostorové
a Casoveé se prekryvaji s expresi Ndr2/cyclops a Ndr1/squint (Bisgrove et al., 1999).
Inhibiénim plGsobenim faktord lefty proti Nodal liganddm dochazi kustanoveni
levostranného signalu v laterdlni mezodermalni ploténce (Saijoh et al., 2000). Rlzné
hladiny signalt Ndr2/cyclops a Ndr1/squint, pasobici na dalku jako morfogeny ( Chen &
Schier, 2001), mohou nasledné ovliviiovat expresi dalSich gen(. Takovym genem je
napfiklad pitx2, ktery prenasi do vznikajicich organl informaci o levostranné asymetrii

(Campione et al., 1999).

Ve vyvijejicim se epithalamu jsou exprimovany geny Nodal drahy, tdgf1/oep (One-eyed
pinhead), Ndr2/cyclops a foxh1/sur (schmalspur) (24-26 s), které pfedchazi vytvoreni

neuroanatomické asymetrie vtéto oblasti (Concha et al., 2000). Nodal draha neni
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potfebna pro vytvoreni laterality jako takové, ale zavisi na ni smérova orientace. Plsobi
prostfednictvim modulaci drah, jako je napfiklad Fgf, a jejich downstream genu
(Roussigné et al., 2012). Prvni detekovana asymetrie v mozku je exprese genu
Ndr2/cyclops v oblasti budouciho levého epithalamu a tato exprese je nasledovana
expresi zpétnovazebného inhibitoru lefty1 (20 hpf) (Bisgrove et al., 2000). Vyvoj ¢asné
diencefalické levo-pravé asymetrie vyZzaduje expresi také genu Ndr3/southpaw. Ten se ve
stadiu 10-12 somitl levostranné exprimuje v lateralni mezodermalni ploténce, v mozku
vSak pfitomny neni. Mutanti vtomto genu vykazuji snizeni levostranné exprese genu

Ndr3/cyclops, pitx2, lefty1, a lefty2 v lateralni mezodermalni ploténce (Long et al., 2003).

Podle autor(l fidi Nodal signalizace asymetrii epithalamu tim zplisobem, Ze urcuje polohu
pineadlniho komplexu, ktery se vynofuje ze stfechy dorzalniho diencefala. Podskupina
bunék, nachazejicich se na levé strané presumptivni pinealniho komplexu exprimuje
Nodal a jeho downstream geny (Liang et al., 2000). Faktory Ndr2/cyclops, lefty1 a pitx2
jsou exprimovany v levém epithalamu a zcela se prekryvaji. Ndr2/cyclops a lefty1 jsou
v celé doméné exprimovany rovnomeérne, zatimco pitx2, respektive jeho varianta pitx2c,
se exprimuje silngji na lateralnich okrajich domény (Bisgrove et al., 2000). Gen pitx2c je
také, na rozdil od pitx2a, béhem stadia 22-25 somitl exprimovan v dorzalnim diencefalu,
oblasti, ktera odpovida levé habenule (Essner et al., 2000). ZruSenim funkce pitx2c
morfolinovou strategii knockdown ziskava leva habenula charakter pravé a dochazi ke
zvySeni pocCtu parapinedlnich prekurzor(. Levo-pravy chrakter habenul zpUsobuje
antagonismus mezi aktivitami signald Nodal a Pitx2c, ktery uréuje mnoZstvi
parapinealnich prekurzorl, coz muze byt kliCové pro spravné vytvoreni levo-pravé

asymetrie epithalamu (Garric et al., 2014).

Parapinealni prekurzory jsou uréeny v oblasti levého ventralniho epithalamu expresi
homeoboxového genu noto/flh (floating head). Tento signal je nejprve detekovan
v anterior-dorzalnim epithalamu, odkud burnky migruji. Tato migrace spolu s levostranym
signalem Nodal vytvafi levo-pravou asymetrii epithalamu (Concha et al., 20083).
Parapinealni prekurzory jsou poté ulozeny jako shluk na medialnim a posteriornim okraji
dorzalni levé habenuly a udrzuji s ni spojeni i v dospélosti (Palma et al., 2022). Poté, co
dojde k delaminaci parapineélnich prekurzor( z anteriorni ¢asti pinealniho orgadnu (26-28

hpf), jsou tyto buriky usporadany do struktury podobné rlzici (Roussigné et al., 2009).
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Bunky nejprve migruji do leva (28-36 hpf), nasledné smeérem k posterioru (36-48 hpf) a
nakonec smérem ke stfedu (48-72 hpf) (Snelson, Burkart, et al., 2008). Tato migrace je
poté nezbytna pro spravné vytvoreni epithalamické asymetrie jako takové (Concha et al.,

2012).

Za smér migrace parapinealnich prekurzor( je sice zodpovédna Nodal draha, migracijako
takovou ale ovliviuje bilateralné exprimovany rlstovy faktor Fgf8 (Fibroblast growth
factor) (Concha et al., 2003). Pokud dojde k absenci Fgf8, je pfitomnost Nodal signalni
drahy randomizovana uz v lateralni mezodermalni ploténce a poté i v mozku (Albertson &
Yelick, 2005). Je zajimavé, Ze signalizace Fgf mUZe obratit asymetrii mozku i nezavisle na
normalni asymetrii laterdlni mezodermalni ploténky, protoze mulzZe zabranit
asymetrickému exprimovani genll Ndr3/southpaw a lefty2 (Neugebauer & Yost, 2014).
Vlivy drahy Fgf8 na migraci parapinealniho organu byly experimentalné testovany. U
embryidania, ve kterych byla draha Fgf farmakologicky blokovana nedochézelo k zahajeni
migrace parapinealniho orgdnu a epithalamus zlstal symetricky. U fgf8 mutantt
acerebellart?®2/ace se epithalamus také vytvarel symetricky, to véak bylo mozné zvratit
pfidanim exogenniho Fgf8 (obrazek 5-C), a v pfipadé absence asymetrického signalu
Nodal i ovlivnit smér migrace parapinealniho organu (obrazek 5-B) smérem k pfidanému
jednostrannému signalu. K pfirozené migraci na levou stranu dochazelo pouze u embryi
s pfitomnosti obou signalll (obrazek 5-A). Fgf8, bilateralné exprimovany v habenularnich
prekurzorovych bunkach, je tedy pfi absenci drahy Nodal dostatecny pro usmeérnéni

laterality migrace (Regan et al., 2009).
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Obrazek 5 Vyvoj epithalamu déania pfi absenci/presenci signalli Nodal a Fgf8. (A)Vyvoj epithalamu wild-type
embrya. Pfi presenci bilateralniho signalu Fgf8 a levostranného signalu Nodal migruje parapinealni organ
vlevo. (B) Pfi absenci levostranného signalu Nodal a presenci bilateralniho signalu Fgf8 dochazi
k randomizaci migrace parapinealniho organu. (C) Pfi absenci bilateralniho signalu Fgf8 a presenci
levostranného signalu Nodal nedochazi k migraci parapinealniho orgénu, ktery z(stava v pavodni medialni

pozici (pfevzato a upraveno podle Regan et al., 2009).

Jak jiz bylo zminéno vysSe, osud bunék tvoficich parapinealni organ ovliviuji rlstové
faktory ze skupiny Fgf8, které diky své chemotaktické schopnosti urCuji umisténi a osud
prekurzor( parapinealniho organu (Snelson, Santhakumar, et al., 2008). Fgf8a se pred
zacatkem migrace parapinealnich prekurzord (24 hpf) exprimuje na anterioru pinealniho
organu a absence jeho exprese ma za nasledek zménu bunék na svétloCivné
fotoreceptory. V parapineélnich prekurzorech dochazi k expresi receptoru pro Fgf8 FgfR4
(Regan et al., 2009) a transkrip&niho faktoru Thx2b, které spolu s Fgf8 ovliviuji vysledné

umisténi parapinealniho organu (Snelson, Santhakumar, et al., 2008).

Bylo navrZeno, Ze parapineélni orgdn muze fungovat jako prepinac, migrujici z nestabilni
stfedni linie do stabilnéjSich mist vlevo nebo vpravo, coz nasledné urCuje asymetricky
vyvoj pfilehlé habenuly (Regan et al., 2009). Na stejné strané jako parapinealni organ se
totiz vzdy v habenulach vyskytuje silnéjSi exprese genu Kctd12-1/lov (leftover) a

v habenulach na opacné strané exprese genu Kctd8/dex (dexter) (Gamse et al., 2003).
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Tuto teorii podporuje experiment, ve kterém byl zifetelny shluk parapinealnich bunék
rozeznan do stadia 28 hpf, ovSem exprese Kctd12-1/lov (leftover) byla detekovadna az (38—
40 hpf). Laserova ablace parapinealniho organu navic vedla ke ztraté specifické exprese
Kctd12-1/lovv levé habenule (Regan et al., 2009). VSechny tyto experimenty naznacuiji, ze
vznik asymetrie parapinealniho organu tedy pfedchazi vzniku asymetrie mezi pravou a

levou habenulou (Gamse et al., 2003).
4.2 Ustanoveni levo-pravé asymetrie habenul

Na vytvareni levo-pravé asymetrie epithalamu dania, a pfedevSim habenul, se podileji

kromé drah Fgf8a, Nodal, i drahy Notch, a Wnt/B-catenin (Husken & Carl, 2013).

Draha Notch je cilem signalizace Nodal v levé habenule (Aizawa et al., 2007) a pokud
dojde k jejimuvaznému naruseni (napfiklad mutaci), vykazuje levai prava habenula stejny
fenotyp. Naopak zisk drahy Notch mezi 28. a 36. hpf ma za nasledek dvojitou
pravostrannou izomerii. Lokalizace a predevsim sila signalu Notch je tedy nezbytna pro

vytvofeni identity levé i pravé habenuly (Aizawa et al., 2007).

Notch draha je nezbytna také pro specifikaci projekénich neuront oproti fotoreceptoriim
v pinealnim komplexu, které pak svymi vstupy do levé habenuly vytvafi asymetrii mezi

obéma habenulami (Cau et al., 2008).

Dalsi signaliza¢ni drahou vytvarejici asymetrii epithalamu je draha Wnt/B-Catenin (Carl
et al., 2007; Roussigné et al., 2012), plsobici na vyvoj svou proliferacni schopnosti
(Kioussi et al., 2002). Podobné jako draha Notch je i draha Wnt/B-Catenin zapojena do
vytvéreni projekénich neuronl mezi habenulami a parapinealnim organem (Carl et al.,
2007). Signalizace drahy Wnt/B-Catenin a jeji natasovani je nezbytné pro specifikaci
habenularnich neurond, asymetrii a konektivitu axond (Guglielmi et al., 2020). V pravé
lateralni habenule totiz podporuje identitu pravostrannych neurond. Naopak v levé je
prostfednictvim drahy Nodal potlacovana a neurony ziskavaji levostrannou identitu

(Lanoizelet et al., 2023; Roussigné et al., 2012).
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Obrazek 6 Model plisobeni signalnich drah na vyvoj epithalamické asymetrie béhem embryonalniho vyvoje.
Nodal fidi vyvoj ¢asné vzniklych habenularnich neurond (1) a ty pozdé&ji mohou ovliviiovat vyslednou
habenularni asymetrii (4). Nodal zaroven v kooperaci s Fgf8 dava signal parapinealnimu organu (pp), aby
migroval na levou stranu (2). Signalizace Wnt a Notch ovliviiuje specifitu a heterochronii vyvoje
habenularnich prekurzorl (hP) a habenularnich neurond (hN). Tim vytvaFi asymetrii habenularnich jader.
Na vytvofeni charakteru levé habenuly (exprese lov) mé vliv i projekce neuron(l zasymetrického
parapinedlniho jadra, které se do pravého jadra nepromitaji (exprese dex) (3) (pfevzato a upraveno podle

Roussigné et al., 2012).

Vyvoj asymetrického epithalamu je tedy zprostfedkovan nékolika drahami. Jsou jimi draha
Nodal, Fgf8, Notch, a Wnt/B-Catenin (Husken & Carl, 2013). Drahy Nodal a Fgf8 jsou
zodpovedné za spravnou migraci parapinealniho organu, kdy draha Nodal urCuje smér

migrace a Fgf8 iniciuje migraci jako takovou. Pokud je jedna ztéchto drah porusena,
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dochazi bud k randomizaci asymetrie a nebo vzniku symetrického epithalamu (Regan et
al., 2009). Parapinealni organ poté ovliviuje asymetrii habenuly, ke které je pfiklonény. U
wt embryije to s 90 % pravdépodobnosti leva habenula (Dadda et al., 2010). Draha Nodal
dale ovliviuje vytvareni habenularnich neuront pomoci modulaci drah Notch a Wnt/B-
Catenin. Na levé strané vyvijejiciho se epithalamu jsou drahy Notch a Wnt/B-Catenin
potlacovany plisobenim drahy Nodal a habenula tedy ziskava levou identitu. Na pravé
strané jsou drahy Notch a Wnt/B-Catenin nepotlaceny a vytvafi se habenula
s pravostrannou identitou (obrazek 6) (Aizawa et al., 2007; Lanoizelet et al., 2023;

Roussigné et al., 2012).
5. Asymetrie epithalamu v evolu¢nim kontextu

5.1 Rozdily v asymetrii epithalamu u paprskoploutvych ryb

Asymetrie epithalamu je rozSifena mezi obratlovci a tyka se velikosti jednotlivych
habenul, neuronalni organizace a konektivity. Tyto asymetrie jsou vSak mezi druhy

variabilni (Concha & Wilson, 2001; Tabin, 2005).

Napfiklad fotoreceptivni parapinealni organ je propojen s levym habenularnim jadrem a
u teleostnich ryb je i situovan v levé ¢asti mozku, ale toto propojeni neni vzdy spojeno
s rozdilnou velikosti habenularnich jader a neuralni organizaci u jinych druht (Concha &

Wilson, 2001).

Signore et al. 2009 se zabyvali srovnanim asymetrii epithalamu u dvou druh(l Teleostei a
to dania a medaky. Celkova organizace mozkové asymetrie i Casové usporfadani vyvoje
jsou u obou druhl konzervované. Rozdilny je vSak pomér velikosti pinealniho a
parapinealniho organu. U dédnia pfedstavuje velikost parapinealniho organu asi 10 %
velikosti organu pinealniho. U medaky vSak dosahuje velikosti az 60 % pinealniho organu.
Rozdilné je i propojeni s habenulou, kdy u medaky vétSina parapinealnich axonalnich
zakonceni vytvari samostatnou dorzo-anteromedialni doménu a tak explicitné pfispivaji

k morfologické asymetrii habenuly (obrazek 7) (Signore et al., 2009).

K rozvoji epithalamické asymetrie tedy zfejmeé dochazi diky procesu heterochronie, ktera
vznika v dusledku rlizné sekvence, na¢asovani a trvani vyvojovych procesu, a jednotlivé

rozdily maji vliv na morfologické odliSnosti mezi druhy (obrazek 8) (Signore & Concha,
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2017). Hrubou asymetrii habenul vysvétluji dva typy zcela morfologicky odliSnych typl
neurond, které vyr(istaji z levé i pravé habenuly, ovSem na kazdé s jinou frekvencia s jinou
vyslednou konektivitou. Oba typy habenularnich neuronl maji typickou unipolarni
morfologii, ale lisi se ve zplsobu axonalniho vétveni. Neurony vychazejici z lateralniho
dorzalniho habenularniho jadra v levé habenule inervuji dorzalni interpedunkularni jadro
a neurony z medialniho dorzalniho habenularniho jadra v pravé habenule inervuji
ventralni interpedunkularni jadro (Aizawa et al., 2005). Tento zpUsob vytvareni
habenularnich neuront nejspise vysvétluje nervové asymetrie na rliznych mistech CNS u
rdznych druh( obratlovcl (Bianco et al., 2008). VySe popsany zplsob vytvareni
habenularnich neuront je dobfe prozkouman u modelového druhu danio, shoduje se
v8ak s dalSim teleostnim druhem lososa atlantského. Rozdilem je levostranné pax6
pozitivni jadro, urCujici u lososa atlantského neuronalni prekurzory, které vSak u dania
neni zjistitelné, ale vyskytuje se u dalSiho druhu, uhofte ficniho. Toto srovnani naznacuje,

Ze pax6 pozitivni jadro by mohlo byt plvodni pro paprskoploutvé ryby (Michel et al., 2022).
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Obrazek 7 Projekce parapinealnich neuronl do levého habenularniho jadra u dania (nahofe) a medaky
(dole), u které vétSina parapinealnich axonalnich zakonéeni vytvafi samostatnou dorzo-anteromedialni

doménu (pfevzato a upraveno podle Signore et al., 2009).
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Obrazek 8 Heterochronie pozorovana u dvou druht, dania a medaky, PpO- parapinealni organ, Hb-

habenula, IPN- interpedunkularni jadro (pfevzato a upraveno podle Signore & Concha, 2017).

5.2 Evoluéni puvod asymetrie epithalamu

Na rozdil od parapinealniho organu, ktery se vyskytuje jen u nékterych Zivocichd, je
habenula evolu¢né konzervovana epithalamicka struktura pfitomna u vSech obratlovcu.

(Bianco & Wilson, 2009)

Bylo navrzeno, Zze asymetrie epithalamu evolu¢né ziejmeé vznikla ze symetrickych habenul
a medialné uloZeného pinealniho a parapineéalniho organu. V priibéhu evoluéniho vyvoje
epithalamu se objevil levostranny signal Nodal, ktery dal indukéni signal habenule o
smérové asymetrii. V dalSim kroku se postupné vytvofily interakce mezi levou habenulou
a parapinealnim organem. Takovato interakce mohla vést parapinealni organ do vlivového
pole Nodal signalu, ktery ziskal modulaéni vliv na symetrii a ovlivhovanim
¢asoprostorovych aspektll ontogeneze presunul parapinedni organ doleva. Tato
asymetrie pak generovala nové typy genetickych a tkanovych interakci (Signore et al.,

2016).

V tomto kontextu je nutné zminit, Ze u zastupcl ¢asné se odvétvujicich linii obratlovcl, u
mihule Petromyzon marinus, Lampetra planeri a zraloka Scyliorhinus canicula, jsou

habenuly levo-pravé asymetrické (Concha & Wilson, 2001).

K morfologické asymetrii habenul u druh mihule a Zraloka ale dochazi bez pfitomnosti
asymetrického parapinealniho organu. U mihule je parapinealni organ ulozen symetricky

a u zraloka dokonce chybi uplné (Lagadec et al., 2015).
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Je zajimavé, ze u zraloka je vyrazné vétsi leva habenula a u mihule zase ta prava. | pres
tento rozdil je vSak signal Pitx2 ortologli, Zralo¢iho ScPitx2 (obrazek 10) a mihuliho
PmPitxA (obrazek 9), vzdy levostranny. Na rozdil od dénia jsou ale pitx2 ortology u Zraloka

a mihule exprimovany pouze béhem kratkého ¢asového okna (Lagadec et al., 2015).

Jiné znaky zUstaly zachovany. Habenuly Zraloka asymetricky exprimuji ortolog genu lov
dania — ScKctd12a, ScKctd12b v levé habenule a ortolog genu dexter dania — ScKctd8
v pravé habenule (obrazek 10), ovSem v habenulach dospélého Zraloka jsou geny
ScKctd12b a ScKetd8 exprimovany oboustranné. DalSimi markery habenul u Zraloka je
exprese ScSox1 v levé Casti lateralni dorzalni habenuly a exprese ScProx1 v pravé ¢asti
lateralni dorzalni habenuly. Medialni dorzalni habenula vykazuje exprese markert ScPde1
a ScEnpp2. Ortology téchto genl lze opét nalézt v lateralnim dorzalnim i medidlnim
dorzalnim habenularnim jadfe dania. Ortology genu lov dania mihule PmKctd12 jsou
v embryonalnim stavu exprimovany v levé habenule (obrazek 9), u dospélce je ale tento

signal také bilateralni (Lagadec et al., 2015; Lanoizelet et al., 2023).

| pres tyto rozdily jsou vSak habenularni asymetrie zavislé na levostranné Nodal
signalizaci, protoze po inhibici této drahy dochazi k symetrizaci a pravé izomerii habenul

(Lagadec et al., 2015).

Nodal Fidi levo-pravou asymetrii epithalamu u zraloka i mihule pfimo a zd4a se tedy, Ze
kooperace s Fgf8, ktera je nutna pro ustaveni levo-pravé asymetrie epithalamu dania,
vznika az pozdéjiv evoluci ziejmeé v linii vedouci k paprskoploutvym rybam (Lagadec et al.,

2015).

| tak jsou ale vysledky dosazené na Zralokovi a mihuli vrozporu s pfedpokladem o
plvodné symetrickych habenulach (Signore et al., 2016) a tento evolu¢ni scénar bude

muset byt revidovan.
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Obrazek 9 histologicky fez epithalamem mihule s vyzna¢enou expresi proteint. HL - leva habenula, HR -

prava habenula (pfevzato a upraveno podle Lagadec et al., 2015).
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Obrazek 10 histologicky preparat fezu epithalamem Zraloka s vyznacenou expresi protein. HL — leva

habenula, HR - prava habenula, pi - pinealni komplex (pfevzato a upraveno podle Lagadec et al., 2015).

Podobné rozmisténi asymetrickych markert jako u Zraloka lze nalézt napfiklad i u skupiny
dvojdysni. U tetrapod( byla ale tato podoba rozmisténi markerd béhem vyvoje ztracena

(Lanoizelet et al., 2023).

Na zékladé exprese ortologl habenularnich markerl dania a mysi objevili Amo et al.,

2010, Ze medialni a lateralni habenula u mysi odpovida dorzalni a ventralni habenule u
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dania (Lanoizelet et al., 2023). Zd4 se ale, Ze levo-prava asymetrie epithalamu mysi, na

rozdil od dania, neni zavisla na Nodal signalizaci (Gunturktn et al., 2020).

Plvodni myslenka, Ze draha Nodal byla pfi vytvareni asymetrie epithalamu u tetrapod
ztracena (Lagadec et al., 2015), se diky recentnim studiim ukazuje jako mylna. Exprese
Nodal ligandu byla totiZ objevena napfiklad v diencephalonu €olka (Ito et al., 2006), dale
v habenulach zelv Pelodiscus sinensis a Trachemys scripta elegans, které ale nevykazuji
asymetrii v rozdilné velikosti a parapinealni organ také chybi. U gekona Paroedura picta
ale opét Nodal draha v mozku nalezena nebyla. Pfitomnost drahy Nodal ve vyvijejicim se

mozku se tedy lisi napfiklad i mezi riznymi druhy plaz( (Kajikawa et al., 2022).
6. Vliv asymetrie na chovani

Epithalamické asymetrické struktury jsou zakladem pro vznik asymetrickych funkci a maji
jako takové vliv na chovani jedincl v ramci druhu (Concha & Wilson, 2001). Zaroven
pfipravuji padu pro pozdéjsi slozité interakce genetickych, epigenetickych a
enviromentalnich faktord, které jsou prospésné z hlediska zvySovani smyslové, kognitivni
a motorické vykonosti organismu (GuUntlrkln et al., 2020; Schmitz et al., 2019) a maji vliv
na funkce spojené s prezivanim druhd, jako je krmeni mladat, detekce predator(i a pamét
(Guntuarkdn et al.,, 2000; Pascual et al.,, 2004; Rogers, 2000). Chyby pfi vytvofeni
asymetrie habenul maji vliv na chovani spojené sreakcemi na strach, uzkostmi a
socialnimi agresemi (Duboué et al., 2017; Chou et al., 2016). Zasadni roli vregulaci
negativné motivovaného chovani ma lateralni habenula. Ta pfijima vstupy z rlznych
struktur pfedniho mozku a bazalnich ganglii a zaméfuje se v podstaté na vSechny
neuromodulacni systémy stfedniho mozku, v€etné noradrenergniho, serotoninergniho a
dopaminergniho systému a jeji dysfunkce mlze mit vliv na vznik depresi (Hu et al., 2020),
poruch nalad spojenych s uzivanim navykovych latek (Fakhoury, 2018) a schisofrenii (Li

et al., 2007).

Na asymetrii habenul u dania zavisi pfijimani smyslovych viemU jako je ¢ich a zrak
(Facchin et al., 2015). VétSina habenularnich neuron(, reagujicich na svétlo se nachazi
vlevo (Zhangetal.,2017) ana pach vpravo. Porucha této asymetrie vede ke ztraté citlivosti
na Cichové anebo vizualni podméty (Dreosti et al.,, 2014). Dale zména smeérovosti

asymetrie snizuje miru prizkumného chovani a zvysuje hladinu kortizolu, coz naznacuje
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narast uzkosti (Facchin et al., 2015). Shluk neurond nachazejici se v pravé dHb
zpracovava odpudivé Cichové podmeéty a moduluje vyslednou behavioralni odpovéd
(Choi et al., 2021). A dysfunkce pravé dorzalni habenuly (RdHb) negativné ovliviiuje

aktivity spojené s hledanim potravy (Chen et al., 2019).

Dorzalni habenulo-interpendunkularni drdha napomaha knavraceni organismu do
normalniho stavu po vystaveni neoCekavanému negativnimu podmétu. Dania se
symetrickou, levo izomerizovanou dorzalni habenulou po Soku rychle obnovi plavani,
zatimco jedinci s pravostrannou izomerii zUstavaji déle ve strnulém stavu (Duboué et al.,
2017). Jedinci s pravostrannym parapinealnim organem se v prostfedi s predatorem
chovaji odvaznéji a travi méné casu v okrajovych ¢astech otevieného pole (Dadda et al.,
2010). A vramci bojd mezi jedinci umlé¢ovani lateralni nebo medialni dorzalni habenuly

ovliviiuje pravdépodobnost vitézstvi (Chou et al., 2016).

Randomizace epithalamickych asymetrii prostfednictvim drahy Nodal nema vliv na
reakce spojené s akustickymi a vizualnimi podmét, kinetikou pohybu a reaktivitou,
objevuji se v8ak vyrazné deficity pfi zahajeni plavani a celkové vzdalenosti, kterou dania

urazila (Facchin et al., 2009).
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7. Zaveér

Tato bakalarska prace se zabyva vyvojem levo-pravé asymetrie epithalamu u obratlovcd,
pfedevsim pak vyvojem u modelového organismu danio (Danio rerio) a srovnanim tohoto
procesu s vyvojem asymetrii u dalSich druh(. Dale pak vlivem asymetrie epithalamu na

chovani zivocichu.

Asymetrii téla béhem embryonalniho vyvoje vytvafii levostranny signal Nodal. Tento signal
vznika v utvaru zvaném organizator a odtud se poté Sifi do lateralni mezodermalni
ploténky. Zde Nodal indukuje svou vlastni expresi a dale expresi genu leftyl a pitx2.
Antagonistickym plsobenim mezi Nodal a Lefty1 dochazi k levostrannému ustanoveni

drahy Nodal a Pitx2 poté ovliviiuje asymetricky vyvoj organda.

Epithalamus dania se sklada zlevé a pravé habenuly a pinedlniho komplexu, ktery
obsahuje pinedlni a parapinealni organ. Jakym pfesnym zplsobem je signal Nodal
pfenasen do epithalamu neni dosud objasnéno, ale i zde uréuje asymetricky vyvoj. Za
plUsobeni ristového faktoru Fgf8 migruje parapinealni organ z medialni polohy smérem
k signalu Nodal, ktery se nachazi na levé strané epithalamu. Parapinealni organ poté
vysild neuronalni zakon&eni do levé habenuly, ke které je pfiklonén, a tim vytvafi rozdil
mezi levou a pravou habenulou. Asymetrie epithalamu je dale vytvarena rozdilnym
vyvojem habenularnich jader u levé a pravé habenuly. Tato jadra maji na kazdé strané
jinou velikost a inervuji rozdilna centra. Asymetricka jsou i mista, odkud pfijimaji vstupy.
Habenularni asymetrie je vytvarena signalnimi drahami Notch a Wnt/B-Catenin. Obé tyto
drahy jsou cilem levostranné signalizace Nodal a pomoci jejich asymetrického pasobeni
jsou vytvareny dva morfologicky odlisné typy neuron(, které vytvareji hrubou habenulérni
asymetrii. Spravné vytvofena anatomicka asymetrie ma dale vliv na vytvofeni

lateralizovaného chovani.

Ackoli je asymetrie epithalamu velmi ¢asta mezi druhy obratlovcU, jeji podoba se mezi
jednotlivymi druhy li§i. Napfiklad levostranny parapinealni organ, podilejici se na
vytvareni asymetrie u dania, neni vibec pfitomny u Zraloka a u mihule je umistén
symetricky. Asymetrie habenul je u téchto druh( vytvarena pouze plsobenim drahy

Nodal. Ta zde tedy nema pouze informacni charakter o sméru migrace jako u dania, ale je
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epithalamu tetrapodU se také ukazala jako mylna. Tato drédha se totiz zfejmé vyskytuje i

v mozku ocasatych obojzivelnik( a nékterych druhd Zelv.

Evoluéni vyvoj asymetrie epithalamu je tedy stale nejasny. Mozné osvétleni této
problematiky by mohl pfinést vyzkum vyvoje asymetrie epithalamu u zastupcl ¢asné se
odveétvujicich linii obratlovcl. Diky takovému vyzkumu by bylo mozZné srovnat pribéh
evoluéniho vyvoje asymetrie epithalamu obratlovcl, a to pfedevsim u linii vedoucim k
paprskoploutvym rybam a terapodiim, u kterych dochézi k vyraznym rozdildm tvorby
asymetrie tohoto organu. Této problematice bych se rad vénoval béhem své diplomové
prace, ve které bych se zabyval vyvojem epithalamu u jesetera malého (Acipenser

ruthenus) coby zastupce ¢asné se odvétvujici linie paprskoploutvych ryb.
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