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Abstrakt

Faryngealni oblouky jsou jednim ze zékladnich stavebnich prvka télniho planu
obratlovcii.  Axolotl mexicky je vhodnym organismem pro studium faryngealni
segmentace, protoze jednotlivé faryngealni oblouky se lisi z hlediska stavby hy-
obranchialniho skeletu a pritomnosti vnéjsich zaber. Cilem této prace je zjistit,
zdali v uréeni segmentarni identity faryngovych obloukt hraje signalizace kyseliny
retinové podobnou roli jako v pfipadé dalSich dvou segmentarnich sytémi obrat-
lovet: trupovych somitti a rombencefala. V ramci této prace bylo dosazeno vysledki
v podobé homeotickych transformaci segmentt faryngealniho aparatu nésledkem
inhibice receptorii kyseliny retinové (RAR). Inhibice receptorti kyseliny retinové
zpusobuje vyvoj ektopické vnéjsi zabry na ¢tvrtém branchidlnim oblouku, ktery je
doprovazen vznikem ektopickych elementii hypobranchiale 3, hypobranchiale 4 a
ceratobranchiale 5. Na zakladé téchto vysledkli je opravnéné tvrdit, ze gradient
koncentrace kyseliny retinové je mechanismem, ktery, pfinejmensSim u ocasatych
obojzivelnikti ur¢uje anteroposteriorni identitu faryngealnich segmentt. Vysledky
této prace také poskytuji mozné proximatni vysvétleni pro mezidruhovou a vnitro-
druhovou variabilitu ve stavbé hyobranchidlniho skeletu a v poc¢tu vnéjsich Zaber
obojzivelniki.

Klicova slova: axolotl, vnéjsi zabry, farynx, hyobranchidlni skelet, kyselina retinova



Abstract

Pharyngeal arches are among the main structural features of vertebrate body plan.
The Mexican axolotl is a useful organism for the study of pharyngeal segmentation
since individual pharyngeal arches differ in terms of presence of external gills and
the composition of hyobranchial skeleton. The aim of this thesis is to determine if
retinoic acid plays a similar role in specification of vertebrate pharyngeal segment
identity as in the case of two other vertebrate segmented systems: trunk somites
and hindbrain. This work achieved results in the form of homeotic transformations
affecting the pharyngeal apparatus as a consequence of inhibition of retinoic acid
receptors (RAR). Inhibition of retinoic acid receptors causes the development of
an ectopic external gill on the fourth branchial arch which is accompanied by the
presence of ectopic elements hypobranchial 3, hypobranchial 4, and ceratobranchial
5. On the basis of these result, it is justified to state that retinoic acid gradient is
a mechanism that determines the anteroposterior identity of pharyngeal segments.
The results of this thesis also provide a potential proximate explanation of interspe-
cific a intraspecific variation in terms of the composition of hyobranchial skeleton

and the number of external gills in amphibians.
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1 Uvod

1.1 Segmentace téla obratlovci

Segmentace je mimotradné uspésny princip usporadani télntho planu zivocichti spociva-
jici v repetici stavebnich jednotek anteroposteriorni osy organismu, které zaroven samy
vykazuji anteroposteriorni polaritu (Hannibal & Patel, 2013). Jednotlivé jednotky, pii-
padné jejich vétsi celky, pritom mohou ziskavat unikatni funkéni a morfologické charak-
teristky. Podle celkového poétu druhi i podilu na globalni biomase (Bar-On et al., 2018)
jsou zdaleka nejvétsimi zivocisnymi kmeny c¢lenovci a strunatci, jejichz télni plany jsou
postaveny pravé na segmentarnim principu. Télni plan obratlovcl se vyznacuje segmen-
tarnim uspofadanim zvlasté béhem embryonalniho vyvoje. Na téle vSech obratlovel se
vzdy pfinejmensim po urcitou dobu béhem ontogeneze projevuje segmentace na nékolika
urovnich, ¢imz se obratlovci lisi od ¢lenovet, jejichz cely organismus tvofi jediny segmen-
tarni sytém. U obratlovcu totiz segmentarni ¢lenéni vykazuje rombencefalon, trupové
somity a farynx (kapitola 1.1.3). Segmentace se tudiz projevuje na strukturach vznika-
jicich ze vSech zérode¢nych vrstev, protoze rombencefalon je ektodermalni, somity meso-
dermalni a farynx je primarné entodermalni. Mechanismy vzniku morfologické a funkéni
specializace stavebnich jednotek vSech tif systémi jsou v mnohém odlisné, ale sdileji jisté
spolecné rysy v podobé nékterych signalnich drah, které urcuji jejich orientaci podle tél-
nich os a v podobé aktivity nékterych transkripénich faktori. Jednotlivé segmentarni sys-
témy se také vzajemné ovliviuji tim zptsobem, Ze struktura jednoho miize byt urcovana
strukturou druhého. Pfestoze byl uc¢inén urcity pokrok v poznani regulace vzniku téchto
systémii, neni doposud v konkrétnich detailech dobfe znamé, jaké faktory a procesy presné
podminuji identitu jednotlivych segmentu a jaké jsou pfic¢iny jejich transformaci béhem
ontogeneze a fylogeneze. Zvlasté ve znalostech o segmentaci a urceni identity a funkéni
diferenciace faryngealnich segmentii jsou znacné mezery, ackoli se jedné o jeden z hlavnich

a mozné o vilbec nejdulezitejsi znak definujici kmen strunatci.

1.1.1 Rombencefalon

Rombencefalon je pfrechodné existujici segmentovany embryonalni organ obratlove,
z néhoz pozdéji vznikd prodlouzena micha (myelencefalon), metencefalon a nékteré z
hlavovych nervii. Segmentace rombencefala je apomorfii obratlovcei, a tudiz se vyskytuje

pouze u zivocichii s pravou neurdlni listou, s niz tzce souvisi, protoze je zaroven zdrojem
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bunék hlavové neuralni listy migrujici do faryngovych oblouki. Rombencefalon vznika
tim zplisobem, ze béhem embryonalntho vyvoje dochazi k rozdéleni epitelialni trubice
rombencefalického primordia na segmenty znamé jako rombomery, jejichZz pocet je mezi
obratlovci ustaleny na sedmi nebo osmi. Tyto segmenty nejsou rozlisené morfologicky,
ale odlisuji se z hlediska exprese genu a predevsim z hlediska funkce v souvislosti s mi-
graci neuralni listy. Rombomery se oznacuji jako r1-r8, pri¢emz rl je nejvice anteriorni.
Rombencefalon se nékdy funkéné déli na anteriorni, preotickou, a posterioni, postotickou,
polovinu (Glover et al., 2006). Jako preotické jsou oznacovany rombomery rl-r4, kdezto
jako postotické jsou oznacCovany rombomery nachézejici se posteriorné od rombomery
4, ktera je na stejné urovni jako otické (sluchové) pouzdro (Minoux et al., 2009). V
rombomere r4 ryb a obojzivelniki také vznika v souvislosti s otickym pouzdrem dilezity
smyslovy organ larev téchto skupin tvoreny Mauthnerovymi neurony, které je mozné
pouzit jako marker identity r4 (van der Wees et al., 1998).

P1i vyvoji jako prvni vznikaji centralni segmenty r3, r4 a rb, zatimco anteriorné&jsi a
posteriornéjsi segmenty se formuji pozdéji (Graham et al., 2014). Zbylé dvé obratlovéi seg-
mentarni struktury, trup a farynx, narozdil od rombencefala, nevznikaji délenim celistvého
primordia, ale postupnym priristanim segmentti na posteriornim okraji dané struktury.
Rombencefalon se tudiz lisi od faryngu i trupového mesodermu nejen principem vznikani
segmenti ale také poradim, ve kterém segmenty vznikaji. Zaroven je rombencefalon
jakozto apomorfni znak obratlovct ze vSech tii segmentarnich systému evolu¢né nejm-
ladsi, nebot je pritomny také u mihuli a sliznatek, ale nenachéazi se napr. u kopinatce
(Graham et al., 2014), ktery také v souladu s touto skutecnosti nema neurélni listu.

Casti centralni nervové soustavy, které se nachéazeji anteriorné od rombencefala,
nevykazuji segmentarni stavbu a je pro né charakteristické to, ze v nich nedochézi
k expresi geni Hox. Tyto anteriorni ¢asti embryonalni nervové soustavy narozdil od
rombencefala charakterizuje aktivita transkripénich faktort Otz (Krumlauf & Wilkinson,
2021), coz je ostatné konzervovany znak charakterizujici nervovou soustavu a celkové

télni osu bilaternich zivo¢icht obecné (Hannibal & Patel, 2013).
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Obrazek 1: TFi systémy, které u obratlove vykazuji segmentéarni strukturu: A) - Somity
trupového paraxialniho mesodermu; B) - Rombencefalon C) - Faryngové oblouky; (D-F)
- Zobecnéna schémata zalozena na datech ziskanych na vicero modelovych organismech
znézornuji faktory ovliviiujici vznik segmentace u jednotlivych systému. (E) - Ze segmentii
rombencefala exprimujicich gen EphA/ nemigruji buiikky neuralni listy. (F) - Vznik faryn-
govych stérbin a vychlipek vyzaduje signalizaci proteini FGF a v pripadé posteriornich
vychlipek také kyselinu retinovou (RA). Toto tvrzeni o funkei kyseliny retinové je ovem
zaloZzeno pouze na jednom experimentu provedeném na embryu kiepelky s deficienci vi-
taminu A. Poznatky o nezbytnosti signalizace FGF pro vznik zabernich $térbin pochazeji
z experimenti na paprskoploutvé rybé Danio rerio. Existuje evidence, ze ve vSech téchto
systémech se kyselina retinova (RA) podili na uréeni anteroposteriorni polaritu struktury.

Upraveno podle Graham et al. (2014).
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Rombencefalon mé dilezitou funkci jako misto pivodu migrujicich bunék hlavové
neuralni listy do faryngovych oblouki. Bunky neuralni listy migruji z rombencefala
ve tfech proudech. Nejvice anteriorni, trigeminalni (Graham, 2008), proud migruje do
mandibularniho oblouku z preotickych rombomer rl a r2 a posteriorni ¢asti mezencefala,
oddilu mozku, ktery se nachazi anterioné od rombencefala. Hyoidni oblouk je kolonizovan
buikami z rombomery r4 a do branchialnich obloukd migruji buiiky neurani listy z
postotickych rhombomer r6-r7(r8) (Minoux & Rijli, 2010). T kdyz buniky neuralni listy
vznikaji také v rombomerach r3 a r5, tak do faryngovych oblouki ve vyznamnéjsi mire
nemigruji a namisto toho podstupuji apoptézu ftizenou signalnim proteinem BMP4 a
transkripénim faktorem MSX2 (Graham & Smith, 2001), (Graham et al., 1993).
Apoptoza je v téchto segmentech indukovéana signalizaci ostatnich rombomer, z nichz
neuralni lista migruje. Presné identita vSech téchto signali neni jasna, ale je ziejmé,
ze segmenty rl a r3 exprimuji gen EphA/j kodujici efrinové receptory a zaroven vsechny
ostatni rombomery kromé rl a r3 exprimuji gen koédujici jeho ligand, signalni protein
efrin. Rombomery rl a r3 také exprimuji gen transkripéniho faktoru Kroz-20 (Graham
et al., 2014), ktery lze pouzit jako marker anteriorni ¢asti rombencefala. Jak konkrétné
tyto transkripéni a signalni faktory urc¢uji migraci bunék neuralni listy a charakter organi

vznikajicich z rombencefala, vSak neni plné zmapovano.

1.1.2 Segmentace trupu

Nezéavisle na tom, ze mesoderm trupu vznika pii gastrulaci u riznych skupin obratlovci
odlisnym zptsobem, vykazuje paraxidlni a intermedialni mesoderm vzdy aspon piechodné
segmentarni stavbu. V tomto se trupovy paraxialni mesoderm lisi od paraxidlniho meso-
dermu hlavy, ktery pfinejmensim u tetrapodu segmentovany neni (Noden & Trainor,
2005), ackoli se v minulosti mnoho autorti segmenarni stavbu hlavového mesodermu pok-
ouselo prokéazat (Hannibal & Patel, 2013). V hlavové ¢asti embrya sice vznikaji u nék-
terych skupin obratlovei takzvané somitomery, které ale nelze povazovat za plnohodnotné
segmenty (Kardong, 2009). Somity se pozdéji déli na sklerotomy, z nichz vznika skelet a
na dermatomyotomy, z nichz vznika skara a svaly.

Somity vznikaji postupnou diferenciaci presomitického paraxidlniho mesodermu, ke
které dochézi v anteroposteriornim smeéru. Zdéa se, ze hlavnim mechanismem urcujicim
formovani somiti je z jedné strany anteriorni gradient kyseliny retinové a z druhé strany

posteriorni gradient faktoru FGF8 (Obréazek 1, D). Somity ale vznikaji i za nepfitomnosti
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signalizace kyseliny retinové, byt defektni a asymetrické Graham et al. (2014).

Mezi segmentovanym paraxialnim mesodermem a nesegmentovanym mesodermem lat-
eralni ploténky se tvori intermediélni mesoderm, které dava vznik rovnéz segmentovanym
prechodné existujicim pronefritickym orgdntim. Pronefros pretrvava jako vylucovaci organ
pouze v pripadé mihuli a sliznatek, kdezto u ostanich obratlovci pretrvava pouze prone-
fricky duktus, ktery se pozd&ji méni na mesonefricky (Wolffav) duktus.

Misni nervy rovnéz vykazuji segmentarni usporadani, avsak toto usporadani neni pro-
jevem segmentace michy jako takové, ale je podminéné segmentaci somitu, pficemz an-
teriorni polovina kazdého sklerotomu atrahuje axony motorickych a sensorickych neu-
ront, zatimco posteriorni polovina sklerotomu rostouci axony odpuzuje. Existence tohoto
fenoménu byla poprvé demonstrovana pomoci experimentu, pii némz byly sklerotomy
kurat transplantovany v opa¢né orientaci, coz vedlo k pfesmérovani ristu axoni (Keynes
& Stern, 1984), (Kelly Kuan et al., 2004). Od té doby byla popsana fada faktort ovlifiu-
jicich segmentaci miSnich nervi, ale detaily celého procesu nebyly dosud dobfe prostu-
dovany a vliv kyseliny retinové nebyl rovnez prokazan.

Dilezité je, ze jedinym endogenné segmentarnim oddilem nervové soustavy je
rombencefalon. Paraxidlni mesoderm je tudiz segmentovany podél celé délky téla
kromé hlavy, zatimco neuroektoderm je intrinsicky segmentovany pouze v hlavé, ale ne v

trupu.

1.1.3 Farynx

Faryngové (faryngeélni) oblouky jsou segmentarni struktury obklopujici predni ¢ast travici
soustavy obratlovci. Pfinejmensim béhem kratkého casového tseku ontogeneze jsou
faryngové oblouky viditelné u v8ech obratlovci. Tato faze, ktera se nékdy oznacuje
jako faryngula, je u obratloveia povazovana za takzvané fylotypické stadium (Graham
et al., 2014), (Duboule, 1994). Faryngové oblouky jsou komplexni struktury, na jejichz
vzniku se podileji bunééné populace pochazejici ze vSech tif zarodecnych vrstev i neuralni
listy. Casto takeé obsahuji repetitivni organy nélezici k vicero orgdnovym soustavam,
¢imz splhuji piisnéjsi Batesonovu definici segmentace (Hannibal & Patel, 2013). Kazdy
oblouk se sklada z mesoderméalniho jadra obklopeného bunkami neuralni listy a povr-
chovych epiteld, které jsou zvnéjsku ektodermalni a zevnitt entodermélni (Obrazek 2).
Mezi oblouky vznikaji faryngové stérbiny, které se vytvareji po kontaktu mezi vychlipeni-

nami faryngového entodermu a povrchovym ektodermem. U mnoha, zejména pozemnich,
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obratlovctu se Stérbiny neoteviraji. V takovych piipadech se mluvi pouze o faryngovych
vychlipkidch. 7 mesodermu faryngovych obloukt vznikaji cévy obloukii aorty, které u
obratlovct predstavuji segmentarné usporadanou ¢ést obéhové soustavy. Z bunék neuralni
listy vznikaji rovnéz segmentované skeletalni elementy hyobranchialniho skeletu tvoreného
primarné chondroblasty (vice v kapitole 1.1.3.1).

Prestoze z bunék neurélni listy vznikd skelet a inervace faryngovych oblouku, tak
vznik obloukt samotnych pritomnost neurélni listy nepotiebuje, jak ukazuji experimenty;,
pii nichz byla neuralni lista kufete odstranéna a faryngové oblouky se pfesto zformovaly
(Veitch et al., 1999). Tyto experimenty si lze také vylozit jako dukaz toho, ze faryn-
gové oblouky nepotfebuji bunky neuralni listy, protoze jsou evolu¢né starsi nez neuralni
lista, kterd je apomorfnim znakem skupiny obratlovci, zatimco farynx vzniku obratlovei
predchézi (Graham, 2008).

Farynx je totiz evolucné viibec nejstarsi segmentarni strukturou obratlovei a predchazi
vzniku obratloveu jako takovych, nebot se segmentovany farynx s zabernimi Stérbinami
(faryngotremie nebo branchiotremie) v néjaké podobé objevuje u vSech druhotstych s
vyjimkou recentnich ostnokozcu, ktefi ovSem farynx z¥ejmé ztratili druhotné (Graham &
Richardson, 2012), (Graham, 2008), jak dokladaji fosilie pravdépodobnych prvohornich
ostnokozcu jako Cothurnocystis (Jefferies et al., 1996), (Smith, 2005), na nichz se do-
chovala zTetelna série zabernich stérbin. Homologii Zzabernich vychlipek vSech druhotustych
doklada koexprese genu transkripénich faktora Paz, Siz a Eya (Eyeless), ktera je charak-
teristické jak pro zaberni §térbiny Hemichordata, tak pro faryngové vychlipky vSech obrat-
lovea (Gillis et al., 2011), (Simakov et al., 2015). Jako prekurzor faryngovych stérbin byly
intepretovany dokonce pory na téle submikroskopické fosilie Saccorhytus coronarius z ne-
jstarsich vrstev kambria, ktera byla zprvu interpretovana jako rany zastupce druhotstych
(Han et al., 2017), coz by znamenalo, Ze faryngové stérbiny evoluéné predchazeji i vzniku
pruchozi travici soustavy. Pozdéjsi analyzy vSak ukazuji na to, ze Saccorhytus patii
pravdépodobnéji mezi Ecdysozoa a domnélé zZaberni stérbiny nejsou anatomicky znak, ale
jsou vysledkem fosiliza¢nich procesi (Liu et al., 2022). Nékteré vice kontroverzni inter-
pretace fylogeneze zivocichu ale i tak pokladaji pfitomnost Zabernich stérbin za ptuvodni
znak vSech bilaternich zivocichi, jejichz spole¢ného predka rekonstruuji jako organismus
se znaky druhoustych (Kapli et al., 2021).

Pocet segmentt je napii¢ fylogenezi druhotstych znacné variabilni. Zastupci skupin
Hemichordata a Cephalochordata maji nékolik desitek viceméné morfologicky a funkéné

nerozliSenych zabernich $térbin, které slouzi primarné k ziskavani potravy filtraci. U
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dospélych Cephalochordata se $térbiny neotviraji piimo na povrch téla, ale tusti do
peribranchialniho prostoru, béhem larvalnich stadii ale komunikuji s vodnim prostfedim
piimo. Ve skupiné Urochordata se Zzaberni stérbiny nachazeji pouze v larvalnich stadiich
a po metamorféze zanikaji. Sliznatky maji 15 a mihule 9 faryngovych obloukt, ale u
fosilnich bezcelistnatych obratlovei se vyskytuje i vétsi pocet faryngovych oblouku, ktery
mohl podle nékterych rekonstrukei zejména u anaspidi s redukovanym exoskeletem jako
Jamoytius a Euphanerops dosahovat az tiiceti (Janvier & Arsenault, 2007).

Plesiomorfnim stavem ¢elistnatct (Gnathostomata) je pravdépodobné sedm faryngeal-
nich segmentt (Kardong, 2009), (Witzmann, 2013). Pro Celistnatce je charakteristické to,
ze jednotlivé oblouky v evoluci ziskavaly odlisné morfologické a funkéni charakteristiky.
Zakladnim znakem celistnatci je transformace prvniho faryngového oblouku na kostru
celisti. Prvni faryngovy oblouk ¢elistnatcii se proto zpravidla oznacuje jako mandibularni.
Druhy oblouk je ¢asto oznacovan jako hyoidni. Pro zbylé, posthyoidni nebo také pos-
totické, oblouky, se u Celistnatc pouziva oznaceni zaberni nebo branchidlni (Graham
et al., 2014), (Pourquié, 2022). Béhem dalsi fylogeneze ¢elistnatych obratloveti dochézelo
k c¢etnym prestavbam faryngového aparatu, které mély charakter jak zmnozovani, tak
redukce poctu segmentu a predevsim pokracujici funkéni a morfologické specializace jed-
notlivych segmentt a zabernich stérbin, pfipadné vychlipek. Jednotlivé oblouky tak mo-
hou byt na vnéjsi i vnitini strané opatieny rtiznymi derivaty a pridatnymi orgény, stavba
skeletu jednotlivych obloukti se muze lisit a nové organy mohou vznikat uvniti vychlipek
samotnych, ¢ehoz je ptrikladem evoluce stfedniho ucha v prvni faryngealni vychlipce.

U soucasnych ¢elistantcu s kostni tkani, tvoti hyoidni oblouk derivat zvany operkulum,
ktery béhem vyvoje expanduje posteriorné a piekryva posthyoidni oblouky. U priméarné
vodnich skupin obratlovcti operkulum s trupem nesriista, zatimco u obojzivelnikt dochazi
pii metamorfoze ke sristani operkula s trupem a nésledné internalizaci branchidlnich
obloukt (Graham & Richardson, 2012). Béhem larvélnich stadii je ale operkulum volné
pohyblivé a umoznuje komunikaci mezi vodnim prostfedim a faryngem skrze oteviené
zaberni Stérbiny, které se rovéz uzaviraji béhem metamorfozy.

Plesiomorfnim stavem svaloploutvych (Sarcopterygii) je celkem sedm faryngovych
oblouki, jako je tomu v pripadé bahniki a latimerii. Ve skupiné Tetrapoda se pocet
branchialnich oblouki redukoval maximélné na ¢tyti a tudiz maji Tetrapoda celkové Sest
faryngovych obloukt. U soucasnych obojzivelniki se faryngealni segmentace plné rozviji
pouze v larvalnich stadiich, kdy z bunék neuralni listy vSech obloukt vznikaji chrupavcité

kosterni elementy hyobranchialniho skeletu, které se opét redukuji pti metamorfoéze, pokud
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dany druh metamorfézou prochazi. Béhem evoluce amniotnich obratlovcu doslo k dalsim
prestavbam faryngového aparatu, které se projevuji jednak redukei ¢tvrtého a patého seg-
mentu a jednak tim, Ze se zaberni stérbiny v pribéhu ontogeneze nikdy uplné neoteviraji
a v piipadé nejvice posteriorni vychlipky nemusi vzdy dochéazet ani ke kontaktu mezi en-
todermem Stérbiny a povrchovym ektodermem. Posteriorni faryngové oblouky Amniota
také tvori jasné patrné segmenty jenom po velmi omezenou dobu, a to béhem embryo-
geneze v dobé okolo stadia takzvané farynguly. V pozdéjsich fazich ontogeneze v téchto
obloucich nedochézi ke skeletogenezi a myogenezi, v disledku ¢ehoz prispivaji ke vzniku
anatomickych struktur dospélého organismu jen minimélné a rovnéz preristaji posteriorné
expandujicim operkulem. Na rozdil od obojzivelnikt navic u Amniota dochézi ke srustani
operkula s trupem jiz béhem embryogeneze (Poopalasundaram et al., 2019), (Richardson
et al., 2012).

Operkulum nékterych amniotnich obratlovci, zejména Supinatych plazi, s trupem ani
v dospélosti plné nesriista a miize druhotné plnit funkce, které pochopitelné nesouviseji s
cirkulaci vody skrz zaberni stérbiny. Extrémnim piikladem takového vyvoje je agama lim-
cova (Chlamydosaurus kingii), jejiz limec je vystuzeny také kosternimi elementy prvnich
dvou postohyoidnich oblouki (Montandon et al., 2019). Co se ty¢e molekularni regulace
téchto procesti, je znamo, Ze posteriorni expanze operkula je pohédnéna predevsim aktiv-
itou signalniho faktoru SHH (Richardson et al., 2012), ktery je u paryb exprimovan v
chlopnich vsech zabernich obloukii a tudiz jsou v tomto smyslu jednotlivé oblouky paryb
uniformni (Gillis et al., 2011).

Redukce segmentu faryngu je v evoluci obratloveu casty jev, ale navySeni poctu
oblouki je vzacné. Jedinou skupinou soucasnych obratlovet, v niz doslo ke zmnozeni seg-
mentu je skupina paryb Hexanchiformes, jejiz zastupci mohou mit celkové osm nebo devét
faryngovych obloukt oproti pivodnim sedmi (Tanaka et al., 2013). ZmnoZeni obloukii

bylo v jednom piipadé dosazeno také experimentalné manipualci s geny Hox (oddil 1.2.3).

EECtOde'm Obréazek 2: Tlustrace savéich faryngovych
Endoderm
Il nce obloukt priiblizné ve fylotypickém stadiu.

B Core mesoderm . L
Zevnitt oblouky pokryva entoderm a

zvnéjsku ektoderm. Uvnitt oblouki se
nachazi mesodermalni jadro obklopené
buiikami neuralni listy (NCC). Upraveno
podle (Pushel et al., 2021).
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1.1.3.1 Hyobranchialni skelet

U v8ech skupin obratlovci vznikd ve faryngovych obloucich alesponi rudimentélné kos-
tra hyobranchialniho aparatu, ktery je definovan jako postmandibularni skelet (Rocek,
2003), tj. kostra vSech obloukt kromé mandibularniho, z néhoz u Gnathostomata vznikaji
Celisti a spolu s hyobranchialnim skeletem tvori viscerokranium, které dohromady s neu-
rokraniem tvoii embryonalni lebku. Hyalinni a ¢asto osifikujici hyobranchialni skelet je
plné vyvinuty predevsim u primarné vodnich skupin a larev obojzivelniki, nebot béhem
procesu terestrializace obratlovci postupné ztracel na vyznamu a prosel zna¢nou redukei.

Pritomnost podpurnych tkani ve faryngovych obloucich je velmi starym znakem,
protoze Hemichordata a Cephalochordata maji v jednotlivych segmentech chrupavéité
tycCinky, které ale u téchto skupin nejsou tvoreny chondroblasty, ale acelularni chrupavci-
tou tkani !

Chrupavky hyobranchidlniho skeletu obratlovei jsou tvofeny primarné chondroblasty,
bunéénym typem sekretujicim extracelularni material obsahujici kolageny. Chondrob-
lasty obratlovcii diferencuji z progenitorovych bunék nasledkem aktivace transkripéniho
faktoru SOX9, ktery se mimo jiné prokazatelné vaze na regula¢ni elementy gentu kodu-
jicich kolagen (Akiyama et al., 2004). Progenitorové buiiky chondrocyti predtim diferen-
cuji z mezenchymu ptivodem z neuralni listy nebo mesodermu (Sleight & Gillis, 2020) v
reakci na signalizacni faktory aktivujici drahu hedgehog. Aktivita genu Soz9 je naopak
inhibovana pritomnosti S-kateninu, ktery je efektorem signalizace Wnt. Tato genova reg-
ula¢ni sit pravdépodobné funguje u vSech bilaternich Zivocicht, nezavisle na tom, jestli
maji acelularni nebo celularni chrupavéité tkané. K evoluci celularni chrupavky ale doslo
pravdépodobné vicekrat apomorfné u rtznych skupin (Tarazona et al., 2016).

Plesiomorfnim stavem celistnatcti je piitomnost chrupavcitych kosternich elementt
v kazdém ze sedmi obloukt. Segmenty hyomandibuldrniho skeletu prvnich celistnatcii
rekonstruuji jako viceméné morfologicky nerozlisené struktury sestévajici z péti skeletal-
nich jednotek. Pro elementy skeletu kazdého posthyoidniho (branchiélniho) oblouku
se pouzivaji oznaceni basibranchiale, hypobranchiale, ceratobranchiale, epibranchiale
a faryngobranchiale, pfi¢emz se nejvice medialné a ventralné nachazi neparova basi-
branchialia a nejvice dorzalné faryngobranchialia. Pocet segmentt jednotlivych oblouku

rovnéz podléhal béhem evoluce redukci a u mnoha skupin se skelet jednotlivych obloukt

1'U Cephalochordata se celularni chrupavka vyskytuje pouze v oralnich cirrech. Je mozné, ze celularni

chrupavka obratlovct vznikla koopcei genové regulacni sité obdobnych struktur (Jandzik et al., 2015).
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lisi v poctu z kosternich elementti, ktery muze byt redukovany. U paprskoploutvych
ryb mohou byt basibranchialni elementy oddélené, anebo mohou tuplné nebo castecné
srustat v jediny medialné se nachazejici neparovy element basibranchiale (Witzmann,
2013), (Obrazek 3). U mnoha skupin z basibranchiale anteriorné vyrusta ¢asto ozubené
basihyale (Obrazek 3). Hyoidni oblouk paprskoploutvych ryb, mezi néz patii také
Danio rerio typicky sestava ze tif elementi, zatimco branchialni oblouky jsou tvoreny
¢tyfmi. Paprskoploutvé ryby casto maji hyobranchidlni skelet modifikovany do podoby
faryngealnich zubt, které se vyvijeji na ceratobranchialiich posledniho, vétsinou patého,
zaberniho oblouku (Obrazek 3). V hyobranchialnim skeletu bichirii se vyvinuly nékteré
znaky spolecné s Tetrapoda. Pocet branchialnich obloukt je redukovany na ¢tyfi, basi-
branchiale je srostlé, skelet hyoidniho a t¥i anteriornéjsich branchialnich oblouki sestava
pouze ze dvou elementd hypobranchiale a ceratobranchiale, zatimco ¢tvrty branchialni
oblouk je tvofeny pouze jednim elementem ceratobranchiale. Podobnosti s Tetrapoda
ale vznikly u bichirt zfejmé paralelné (Britz & Johnson, 2003), protoze svaloploutvé
ryby (Sarcopterygii) véetné jejich recentnich zastupct bahniki a latimerii maji pét
branchialnich obloukt (Obréazek 3) a ve vSech jsou zachovéna ceratobranchialia a faryn-
gobranchialia. U nékterych fosilnich tetrapodomorfu jako je Fusthenopteron se vyviji
rovnéz basihyale. U svaloploutvych ryb véetné tetrapodomorft je také basibranchiale

vzdy tvorené dvéma srostlymi elementy basibranchiale 1 a basibranchiale 2.
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Obréazek 3: Obréazek 6: Hyobranchialni skelet paprskoploutvych a svaloploutvych ryb.
b) - hyobranchialni skelet bichira (Polypterus sp.). Pocet faryngealnich segmentii je u
této skupiny oproti plesiomorfnimu stavu redukovany na Sest. Posledni oblouk se pfitom
odlisuje od zbylych branchialnich oblouki. V tomto piipadé sestava hyobranchialni skelet
z méné kosternich elementi, pfi¢emz hyobranchiale 4 (hb4) chybi. Navic se na posledni
oblouku vyviji faryngealni dentice. a) - schéma hyobranchialniho skeletu larvy kostnaté
(teleostni) ryby Danio rerio. Obdobné jako je tomu v piipadé bichirt, je i posledni
oblouk Danio rerio specializovany v tom smyslu, Ze je opatfen faryngedlnimi zuby a
chybi hypobranchiale. Teleostni ryby ovSem maji o jeden oblouk vice nez bichifi. c¢)
- hyobranchialni skelet latimérie (Latimeria chalumnae). Upraveno podle (Witzmann,

2013) a (Delaurier, 2018).

Ze soucasnych Tetrapoda je hyobranchidlni skelet vyznamnéji zachovany pfedevsim
v larvalnich stadiich ocasatych obojzivelniki, zvlasté u casnéji se odvétvujicich skupin
(Schwarz et al., 2023), (Gao & Shubin, 2003). Pro obojzivelniky (Lissamphibia) je
charakteristicky, a nejspis plesiomorfni (Schoch & Witzmann, 2024), bifazicky Zivotni
cyklus, sestavajici z akvatického larvalniho stadia a terestrického reprodukéniho stadia.
Na pomezi obou fazi dochéazi k vice nebo méné radikidlnimu procesu metamorfozy, pii
niz mnoho larvalnich struktur vcetné nékterych skeletalnich elementii zanika. Larvy
ocasatych obojzivelniki maji maximélné Sest faryngovych obloukt, pficemz ze vSech
oblouki vznikaji skeletalni elementy celisti a hyobranchidlniho aparatu. Hyobranchialni
skelet larev ocasatych obojzivelniki je chrupavéity a je stejné jako u tetrapodomorfa
tvoren medialnim basibranchidlnim elementem (bb), ktery se sklada ze dvou ¢asti, anteri-
orniho basibranchiale 1 (bbl) a posteriorniho basibranchiale 2 (bb2). Na basibranchiale se

napojuje skelet hyoidniho oblouku tvofeny elementy hypohyale (hh) a ceratohyale (ch).

20



Posteriornéji se na basibranchiale napojuji skeletalni elementy branchialnich oblouki,
jejichz stavba se u riuznych skupin ocasatych obojzivelniki v nékterych dulezitych de-
tailech muze lisit. U vSech ocasatych sestdva kostra prvnich dvou branchialnich oblouki
ze dvou ty¢inkovitych elementii: hypobranchiale (hb) a ceratobranchiale (cb). Vzhledem
ke strukture kostry posteriornich zabernich obloukt ale existuje mezi riznymi skupinami
ocastych zna¢na variabilita. Soucasné fylogenetické analyzy déli ocasaté na dvé sester-
ské linie: Cryptobranchiodiea a Salamandroidea (Schwarz et al., 2023), (Gao & Shubin,
2012), (Gao & Shubin, 2003). Kostra t¥etiho branchialniho oblouku je pouze u dvou ¢eledi
ocasatych, Cryptobranchidae a Hynobiidae, které se radi to podradu Cryptobranchoidea,
tvofena dvéma elementy hypobranchiale 3 a ceratobranchiale 3, ale u pfislusniki linie
Salamandroidea véetné axolotla mexického je tvorena pouze jednim elementem, cerato-
branchiale 3 (Schwarz et al., 2023), (Boy, 1974). Elementy ceratobranchiale 3 a cerato-
branchiale 4 v prfipadé axolotla nemaji hypobranchialni segmenty a napojuji se pfimo na
anteriornéjsi ceratobranchialni segment (Obrazek 4, a). Je t¥eba podotknout, Ze u Cryp-
tobranchoidea jsou elementy hypobranchiale 3 do zna¢né miry rudimentérni a nikdy se
nenapojuji na basibranchiale. Hyobranchialni skelet larev Zzab je stejné jako celé larvalni
stadium této skupiny znacné apomorfni a je modifikovany do podoby chrupav¢itych desek
a slouzi predevsim k filtraci spise nez k podpote zaber (Roé¢ek, 2003).

Béhem metamorfézy ocasatych obojzivelnikti dochézi v souvislosti s vyvojem jazyka k
redukei hyobranchialniho skeletu, v ramci niz zanikaji skeletalni elementy vSech branchial-
nich obloukt kromé prvniho a ¢ésti druhého, takze dospély skelet branchiélnich oblouku
tvofi pouze hypobranchiale 1 a hypobranchiale 2 spoleéné s ceratobranchiale 1. Od
tohoto stavu se odlisuji nékteré zrejmé apomorfni skupiny ocasatych, jako je tomu u
¢eledi Plethodontidae, kterym c¢asto chybi posteriorni ceratobranchialni segment cerato-
branchiale 4 i v larvalnim stavu, anebo je ceratobranchiale 4 pfinejmensim redukované
(Rose, 2003), (Rose, 1995), (Kerney et al., 2012). Celkové je v evoluci ocasatych obo-
jzivelnikti patrny trend k redukeci hyobranchidlniho skeletu. U nékterych fosilnich zas-
tupci ocasatych a kmenové skupiny Temnospondyli, uvniti niz pravdépodobné obojzivel-
nici (Lissamphibia) vznikli, se vyskytuje naopak vétsi pocet elementi hyobranchiilniho
skeletu, nez u dnesich ocasatych. Fosilni Platycepsion wilkinsoni mél pét parua cerato-
branchialii (Witzmann & Schoch, 2022) a skelet tfetiho zaberniho oblouku fosilie Ger-
rothorax pulcherrimus mél na rozdil od larev soucasnych ocasatych plné vyvinuté hypo-
branchiale 3 (Obrazek 4, d), (Schwarz et al., 2023). Pro linii Cryptobranchoidea tvofenou

¢eledémi Cryptobranchiidae a Hynobiidae je typickd vétsi mira zachovani hyobranchiél-
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niho skeletu, ktera se projevuje predevsim piitomnosti ¢asteéné se vyvijejicich chrupavek
hypobranchiale 3 (Schwarz et al., 2023), (Edgeworth, 1923), (Rose, 2003), (Obrazek 4, b,
¢, e). Vjedné z odvozenich linii salamandroidu, v ¢eledi plethodontidae, byla pozorovana
redukce poctu certobranchialii na 3, pficemz muze byt tato redukce vnitrodruhové vari-
abilni (Rose, 1995) a béhem evoluce reversibilni (Kerney et al., 2012).

U lepidosaurii a archosaurii véetné ptaka jsou kosterni elementy ceratobranchiale 1
(cbl) a ceratobranchiale 2 (cb2) odvozené z prvniho a druhého branchidlniho oblouku
stdle pomérné znacné zachované. U placentalnich savei a zvlasté primatu je cely hy-
obranchiélni skelet silné redukovany do té miry, Ze jedinymi poziistatky hyobranchidlniho
skeletu na lidské kostte je kostra jazylky tvorena kosternimi elementy basihyale a rudimen-
tarnim ceratohyale, které jsou ptivodem z hyoidniho oblouku a kaudalnéjsim thyrohyale,
které je pozistatkem skeletu prvniho branchialniho oblouku. Vétsina saved ale ma prine-
jmensim skelet hyoidniho oblouk vyvinuty do vétsi miry nezli priméti a typicky sestava
z elementu ceratohyale, epihyale a stylohyale. Na kostfe ptakopyska Ornithorhynchus a
jezury Tachyglossus jsou dokonce posteriorné od thyrohyale viditelné dalsi dva kosterni
elementy oznacované jako thyroidni oblouky 1 a 2, které by mohly byt kostrou tfetiho a
¢tvrtého branchialniho oblouku (Zhou et al., 2019). Stylohyale je u ¢loveka redukované
na processus styloideus spankové kosti (Li et al., 2022).

7 vyvojového hlediska se prispévek jednotlivych zarodecénych vrstev k jednotlivym
skeletalnim elementt muze lisit. V pripadé axolotla, ktery je predmétem této préce,
vznika cely hyobranchialni skelet z buné¢k neurélni listy s vyjimkou basibranchiale 2, které
vznikd z mesodermu (Sefton et al., 2015), (Davidian & Malashichev, 2013), (Sleight &
Gillis, 2020). Meckelova chrupavka vznika z bunék mandibularniho proudu neuralni listy,
skelet hyoidniho oblouku vznika z hyoidniho proudu a posthyoidni oblouky vznikaji ze
spolecného proudu bunék neurélni listy, ktery pochézi z postotickych rombomer. Navz-
dory spole¢nému puvodu vykazuji branchialni obloukys diferenciaci, ktera se projevuje
nejvyraznéji na morfologii hyobranchialni skeletu a na pfitomnosti vnéjsitho orgénu v
podobé vnéjsich zaber. V souvislosti s hyobranchialnim skeletem obojzivelniki je vhodné
poukazat na nejednoznac¢nost nézvoslovi jednotlivych elementti. Medialnéjsi element byva
nékterymi, zejména starsimi autory (Edgeworth, 1923), (Fox, 1959), (Kerney et al., 2012),
oznacovan jako ceratobranchiale, zatimco lateralnéjsi element byvéa oznacovan jako epi-
branchiale. Tato prace se ¥idi terminologii odpovidajici popisu podle Rose (2003) a Rose
(2014), podle niz se medialngjsi element oznacuje jako hypobranchiale a lateralnéjsi jako

ceratobranchiale.

22



Nepta”

Obrazek 4: Hyobranchialni skelet ocasatych obojzivelniki. a) - Hyobranchialni skelet
larvy axolotla mexického o délce 15 mm. mb - mandibulare, hh - hypohyale, bb1 - basi-
branchiale 1, hbl - hypobranchiale 2, ch - ceratohyale, bb2 - basibranchiale 2, cb1 - cera-
tobranchiale 1, cb2 - ceratobranchiale 2, ch3 - ceratobranchiale 3, cb4 - ceratobranchiale
4. b) - Hyobranchialni skelet larvy pamloka dzungarského Ranodon sibiricus (Hynobi-
idae). c) - Skelet Hynobius neblosus (Hynobiidae) d) - Skelet triasového temnospondyl-
niho obojzivelnika Gerrothoraz pulcherrimus, u nehoz je pritomen element hypobranchiale
3 (hb3), ktery je vyvinuty do stejné miry jako hypobranchiale 2. e) - skelet velemloka
amerického (Cryptobranchus alleganiensis). f) - Hyobranchialni skelet tetrapodomorfniho
obratlovce Tiktaalik rosae. Upraveno podle Edgeworth (1923), Cox & Tanner (1989), Boy
(1974),Witzmann & Schoch (2013), Downs et al. (2008). Popis obrazku e) byl zménén

podle Elwood & Cundall (1994).
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1.1.3.2  Vngjsi zabry

Obrazek 5: Vlevo: hlava juve-
nilntho jedince druhu pamloka
dzungarského  (Ranodon  sibiri-
cus).  Vpravo: vypreparovany
¢tvrty zaberni oblouk s rudimen-
tarni vnéjsi zabrou. cbrd - cera-
tobranchiale 4. Upravenno podle

(Shmalgauzen, 1968).

Obrazek 6: Larva bahnikd amer-
ického (Lepidosiren paradoza) ve
stadiu 32. Na hlavé jsou viditelné
Ctyfi pary vnéjsich zaber. Up-

raveno podle (Kerr, 1900).

Vnéjsi zabry jsou larvalni respira¢ni organy, které vznikaji jako specializovany derivat
faryngovych oblouki nékterych skupin obratlovci. Ze soucasné Zijicich skupin se vyskytuji
u vodnich larev obojzivelnikii, bahnikt a také larev jedné skupiny paprskoploutvych ryb,
bichiri. Tyto skupiny se ovSem li§f v tom, na jakych faryngovych obloucich jejich vné&jsich
zabry vznikaji.

V larvalni fazi zivotniho cyklu vétsiny druhi obojzivelnikti se na branchialnich
obloucich tvori t¥i pary vnéjsich zaber. Larvy zZab nejsou obecné vzato vyjimkou, byt
jsou u nich vnéjsi zabry redukované. V tomto ohledu jsou ovsem atypické larvy druht
Xenopus laevis a Xenopus tropicalis s internalizovanymi zdbrami. Z tohoto divodu se
také vnéjsim zabram nedostavalo mnoho pozornosti z hlediska vyvojové biologie. Vnéjsi
zabry bichirt se odlisuji od vSech ostatnich soucasnych skupin obratlovet tim, ze vznikaji
pouze jako jeden par vyristajici z hyoidniho faryngového oblouku (Stundl et al., 2019).

Vnéjsi zabry jsou ve fosilnim zdznamu doloZeny u temnospondylnich i lepospondylnich
tetrapodi (Witzmann, 2013), (Schoch & Witzmann, 2024) a jsou proto pravdépodobné

plesiomorfii obojzivelniki. V ¢eledi Cryptobranchidae jsou, jak poukazuje néazev,
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druhodné redukovany. V evoluci ocasatych obojzivelnikti se mnohokrat nezévisle vyvin-
ula neotenie a pedomorfoza spocivajici v perzitenci larvalnich znaki i ve stavu pohlavni
dospélosti. U neotenickych nebo pedomorfickych druhu obojzivelnikt, mezi néz patii
také axolotl mexicky, tudiz vnéjsi zabry jakozto larvalni znak pretrvavaji po cely Zivot
jedince.

Na rozdil od obojzivelniki se situace u bahnika 1isi v tom, Ze se u bahniki ve vétsi
mite zachovala plesiomorfni stavba faryngového aparatu, ktery v jejich ptripadé sestava
ze sedmi segmentu (vice v ¢asti 1.1.3). Podobné jako larvy Tetrapoda maji i larvy bah-
nikd, s vyjimkou rodu Neoceratodus, vnéjsi zabry. Narozdil od Tetrapoda se vSak u larev
bahnikt vyvijeji vnéjsi zabry ve ¢tyfech péarech, tj. opét na vSech branchialnich obloucich
s vyjimkou posledniho (Kerr, 1900), (Obrazek 6). Nejvice posteriorni faryngovy oblouk,
v pripadé obojzivelnikii Sesty, v pripadé bahnikd sedmy, tak nenese ani u jedné z téchto
skupin vnéjsi zabry. Presto byl u juvenilnich jedincti ocasatého obojzivelnika pamloka
dzungarského (Ranodon sibiricus, Obrazek 5), zaznamenan ojedinély vyskyt rudimen-
tarni vnéjsi zabry i na poslednim, ¢tvrtém posthyoidnim, oblouku (Shmalgauzen, 1968).
Pritomnost rudimentarniho ¢tvrtého paru vnéjsich zaber byla pouzita jako argument ve
prospéch teorie, podle niz byly ¢tyfi pary vnéjsich zaber u obojzivelnikt pivodnim stavem.
Interpretace fosilii, na niz se tato teorie zakladala v8ak byla pozdéji zpochybnéna (Schoch
& Witzmann, 2011). Vyskyt ¢tvrtého paru vnéjsich zaber muze nicméné poukazovat
na existenci latetntho potencialu pro aktivaci vyvojého programu vnéjsich zaber také na
Sestém faryngovém oblouku.

Vnéjsi zabry obojzivelniki jsou tvofeny tycinkami nazyvanymi ramus, na jejichz pos-
teriorni strané se ve dvou radéch tvofi zaberni filamenty. Pod kazdou z obou rad filamentu
se u obojzivelniki nachézi jeden ze dvou svalt oznacovanych jako m. levatores et depres-
sores branchiarium umoziujicich pohyb zaber (Ericsson & Olsson, 2004), (Ziermann &
Diogo, 2013).

Na vnéjsi zabry axolotla je mozné pohlizet jako na dobfe viditelné markery segmen-
tarni identity jednotlivych branchialnich obloukti. Prvni branchialni oblouk nese vnéjsi
zabru a zaroven se v jeho skeletu nachazi hypobranchiale. Druhy branchialni oblouk je
morfologicky identicky s prvnim. Treti branchialni oblouk nese vnéjsi zédbru, ale jeho
skelet neobsahuje hypobranchiale. étvrty branchialni oblouk nenese vnéjsi zabru a jeho
skelet neméa hypobranchiale. Diky vnéjsim zabram maji jednotlivé branchialni oblouky

axolotla unikatni morfologickou identitu, ktera je navic pozorovatelna zvnéjsku.
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1.2 Kyselina retinoviA v embryonalnim vyvoji obratlovci

Kyselina retinova (RA) je jednou ze zékladnich signalnich molekul v embryonéalnim vyvoji
obratlovcti. Signalizace kyseliny retinové v embryonalnim vyvoji je pravdépodobné
evolu¢ni inovaci druhotstych, jejichz spoletnam znakem je zaroven piitomnost faryn-
govych stérbin a oblouka (Canestro et al., 2006). Dlouh& historie experimentu s kyseli-
nou retinovou jasné ukazuje, ze kyselina retinova je mimo jiné jednim z hlavnich faktoru

urcujicich vyvoj segmentarnich struktur obratlovci.

1.2.1 Metabolismus a signalizace kyseliny retinové

Kyselina retinova vznika v organismu obratlovcii oxidaci retinaldehydu pomoci aktivity
enzymu retinaldehyd dehydrogenéz. Retinaldehyd je bud produkovin enzymem retinol
dehydrogenézou (a jinymi alkohol dehydrogenazami) z retinolu (vitaminu A) nebo jej
embryo ziskava ze zloutku (Niederreither & Dollé, 2008). Retinaldehyd dehydrogenazy
jsou u obratlovct kédovany tiemi geny oznaCovanymi jako Raldhil, Raldh2 a Raldh3.
Kyselina retinova difunduje z mista syntézy, pricemz jakozto malé molekula prochazi jak
cytoplasmatickymi, tak jadernymi membranami bunék. V jadre bunék se kyselina retinova
vaze na receptory kyseliny retinové (RAR a RXR), které pusobi pfimo jako transkripéni
faktory urcujici aktivitu cilovych genii. Geny, které reaguji na kyselinou retinovou, jsou
fizeny regula¢nimi sekvenci oznacovanymi jako RARE (retinoic-acid-response element)
(Cunningham & Duester, 2015). Obratlovei maji zpravidla tii razné receptory kyseliny
retinové: RAR «, RARS a RAR~y. Receptory RAR jsou také navzajem aspon ¢astecné
redundantni, tj. funkce jednoho receptoru miize byt aspon ¢aste¢né nahrazena aktivitou

jiného (Taneja et al., 1995).
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Signalni dréha kyseliny retinové je rovnéz unikatni v tom, Ze k jeji endogenni in-
hibici nedochazi pisobenim jiného protichtidného signélu, ale aktivni degradaci signal-
izujici molekuly. Degradaci kyseliny retinové zajistuji membranové enzymy cytochromy
P450 kédované geny Cyp26, které oxiduji kyselinu retinovou na kyselinu 4-oxo-retinovou.
Kyselina 4-oxo-retinovéa nevykazuje zadnou signalizacni aktivitu. Geny Cyp26 se u obrat-
loved rovnéz typicky vyskytuji ve trech paralognich kopiich: Cyp26a, Cyp26b a Cyp26c
(Cunningham & Duester, 2015). Normalni embryonélni vyvoj obratlovet vyzaduje presné
nacasovani produkce a degradace kyseliny retinové zajistované presné regulovanou aktiv-
itou gent Raldh, nebo naopak Cyp26. Zaroven musi v bunkach, v nichz méa fungovat
signaliace kyseliny retinové, byt aktivni prinejmensim jeden z gent koédujicich receptor
kyseliny retinové.

7 divodu chemického slozeni kyseliny retinové neni prakticky mozné studovat jeji
aktivitu s pouzitim metod, které se bézné pouzivaji pro studium signalnich proteint.
Vyzkum aktivity kyseliny retinové se proto provadi nepiimo, a to bud pomoci analyzy
exprese genu Cyp26, Raldh a Rar, anebo experimentélni aktivaci pripadné inhibici signalni
drahy kyseliny retinové. Méné casto se pouzivaji také reportérové konstrukty obsahujici
sekvenci regula¢niho elementu RARE (Monaghan & Maden, 2012). Pro studium vlivu
deficitu kyseliny retinové na vyvoj embrya se, zejména u ptaki a savcu, vyuziva také
metoda zaloZené na principu toho, Ze samice studovaného organismu, v niz se vyviji
embryo, dostava potravu s nedostatkem vitaminu A (vitamin A deficiency, VAD), ¢imz je
navozena nizka hladina kyseliny retinové uvnitt embrya uvnitt vejce nebo v téle samice
(Reijntjes et al., 2005).

Kromé samotné kyseliny retinové je pro ucely vyzkumu k dispozici fada syntetickych
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aktivatori a inhibitorti receptorii kyseliny retinové. Nékteré z téchto chemikalii piisobi
specificky na urcity receptor a jiné inhibuji, anebo naopak aktivuji v8echny receptory RAR
zéroveil. Casto pouzivanym nespecifickym aktivatorem RAR je latka v praxi oznacované
jako TTNPB (Newcomer et al., 1993). Mezi nespecifické inhibitory vSech RAR patii latky
AGN193109 (Hauswirth et al., 2022), AGN194310 (Hammond et al., 2001) a BMS493
(Chazaud et al., 1999). Syntézu kyseliny retinové je také mozné inhibovat pomoci 4-
(diethylamino)benzaldehydu (DEAB) (Russo et al., 1988).

Vliv kyseliny retinové na vyvoj organismu obratlovct je také mozné pozorovat na
prirodnich i umélych mutacich v genech pro metabolismus kyseliny retinové, které byly
popsany zvlastné na modelu Danio rerio. Prikladem takovych mutaci jsou linie neckless
(Begemann et al., 2001) a no-fin (Grandel et al., 2002). Obé tyto mutace byly lokalizovany
v genu Raldh?2.

1.2.2 Funkce kyseliny retinové v segmentaci rombencefala

Vliv kyseliny retinové byl prokazan také v piipadé segmentace rombencefala a migrace
neuralni listy z rombomer. Buiiky neurélni listy migruji ze segmenti rombencefala, rom-
bomer, do faryngovych oblouku, kde z nich vznik4d jednak inervace oblouku a jednak
hyobranchialni skelet. Bunky neuralni listy opoustéji rombomery ve tfech proudech:
mandibularni proud pochazi z posteriorniho mezencefala a rombomer rl a r2, hyoidni
proud neuralni listy pochéazi z r4 a branchialni proud pochézi z rombomer r6 a r7. Mezi
rombomerami produkujicimi neuralni listu se jako mezery nachézeji rombomery r3 a rb,
v nichz naopak bunky neuralni listy prochézeji apoptézou.

U embryi Danio rerio s mutaci neckless chybi skelet branchidlnich obloukt a zaroven
dochéazi k apoptoze i v segmentech r6 a r7 (Begemann et al., 2001). Je proto mozné,
ze kyselina retinova je faktorem, ktery v kontextu posteriorniho rombencefala umoznuje
prezivani bunék neurélni listy tim zptsobem, Ze zabranuje aktivaci apoptozy.

Mutace v genu RARS u embrya drapatky vyvolava expresi genu Kroz-20 ve vSech rom-
bomerach a zaroven se v postotickych rombomerach tvori Mauthnerovy neurony (kapitola
1.1.1), coZ znamen4, Ze postoticky rombencefalon ziskava anteriorni charakteristiky a cely
rombencefalon ziskava identitu rombomer z nichz neurélni lista nemigruje (van der Wees
et al., 1998), pokud nedochézi k signalizaci kyseliny retinové.

Na zakladé téchto vysledkl je mozné tvrdit, Ze migrace bunék neuralni listy a tudiz

vyvoj faryngového aparatu, pfinejmensim béhem zakladani faryngealnich segmentii,
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vyzaduje signalizaci kyseliny retinové.

1.2.3 Homeotické transformace faryngového aparatu

1.2.3.1 Geny Hox

Homeotickou transformaci lze velmi obecné definovat jako zménu béhem vyvoje organ-
ismu, ktera méa za nésledek to, ze dana struktura tplné nebo ¢astecéné ziskd podobu jiné
struktury, ktera se uz nachazi na téle téhoz organismu. Autor tohoto vyrazu W. Bateson,
od néhoz zaroven pochazi vyraz metamerismus (Graham, 2008), pise doslovné: ...the es-
sential phenomenon is not that there has merely been a change, but, that something has
been changed into the likeness of something else (Bateson et al., 1894). Jako homeotické
transformace se typicky oznacuji zmény pii nichz ziskdvaji segmenty metamericky orga-
nizovanych Zivocichil, nejéastéji ¢lenovet a obratloveti, charakteristiky jiného segmentu 2.
Homeotické transformace je mozné blize charakterizovat jako anteriorni nebo posteriorni.
Posteriorni homeotické transformace znamené preménu daného segmentu na segment,
ktery se od tohoto segmentu nachazi posteriorné. Anteriorni homeoticka transformace
znamena naopak pfeménu na vice anteriorni segment.

Nazev gentt Hozx je zkratkou slova homeobox, které oznacuje sekvenci nukleotidi uvnitt
téchto gent, kterd koduje takzvanou homeodoménu, coz je Cést proteinu se schopnosti
vazat se na DNA. Nazev vSech téchto molekularné biologickych objekti je odvozen z
oznaceni homeoticky gen, které se pro tyto geny zacalo pouzivat na zékladé zjisténi, ze
exprese jednotlivych genti, pripadné jejich kombinace, urcuje identitu jednotlivych télnich
segmentii octomilky a zména v jejich expresi vede ke zménam v identité segmenti, o
nichZ je mozné mluvit jako o hometickych transformacich (Lawrence & Morata, 1994).
Geny Hoz tedy byly prvnim, ale jak se brzy ukazalo, nikoliv jedinym faktorem, ktery mé
potencial vyvolavat homeotické transformace.

Za vubec prvni pfipad experimentalné vyvolané homeotické transformace v pravém
slova smyslu (Maden, 1993) u obratlovci je povazovana abnormalni regenerace ocasu Zaby
Uperodon systoma. Je-li pulcim tohoto druhu amputovan ocas a regenerujici blastém je
vystaven zvySené koncentraci retinylpalmitatu (prekurzoru kyseliny retinové), vyrista
na ocase ektopicky par zadnich koncetin (Mohanty-Hejmadi et al., 1992). Pozdéji byly
obdobné experimenty se stejnym vysledkem provedeny na skokanovi hnédém (Rana tem-

poraria) (Maden, 1993) a nejméné péti dalsich druzich zab (Morioka et al., 2018).

2Bateson také odliuje homeotickou transformaci od meristické variability, ktera spoé&iva v pouhém

zmnozeni segmentii stejného typu
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Pozoruhodné je to, Ze k témto transformacim nedochézi pfi zopakovani stejného experi-
mentu na embryich axolotla ani drapatky (Maden, 1993). Protoze se v Zadném z takovych
pripadi nejedna o modelové organismy, nebyla provedena dosud zadna analyza genové ex-
prese v téchto ektopickych koncetinach a neni jasné, zdali doslo ke zménam v expresi gent
Hox. Zrovna tak neni znédmo, jestli je v téchto koncetinadch exprimovan gen Tbhx4 nebo
Thx5 (déale v sekci 1.2.4) a neni proto mozné Fici, zdali se jedna o duplikaci predniho
nebo zadniho paru koncetin. V takovém pripadé by se v ocase aktivovaly geny Hoz, které
jsou za normalniho stavu aktivni v trupové c¢asti téla. Podle alternativni interpretace
tyto vysledky demonstruji spiSe nez transformaci ocasu ve trup potencial ocasni ploutve
transformovat se v koncetinu a jsou davany do souvislosti s ocasnimi ploutvemi latimérie,
které vykazuji napadnou podobnost s parovymi ploutvemi a navic jsou v piipadé sval-
oploutvych blizce sptiznéné s koncetinami Tetrapoda. Béhem téchto experimenti totiz
nevznikaji ektopické koncetiny pouze lateralné, ale také na ventralni a dorzalni strané re-
generovaného ocasu spolu s ocasni poutvi a zaroven se spolu s nimi nemuseji vzdy tvorit
kosterni elementy pripominajici pletence koncetin (Morioka et al., 2018).

Pozoruhodnou vlastnosti gentt Hox je takzvana prostorova a c¢asova kolinearita, coz
znamena, ze geny, které se nachézeji blize k 3’ konci chromozomu jsou exprimovany v
segmentech, které se na téle octomilky nachéazeji vice anteriorné a formuji se diive nez
posteriornéjsi segmenty. Na téle obratlovei je ovSsem z mnoha divodi tézsi demonstrovat
korespondenci mezi kolinearni expresi genii Hox a jednotlivymi segmenty na téle daného
organismu.Zatimco celé télo octomilky je jedinym segmentérni systémem a jednotlivym
segmentim viceméné presné odpovidaji geny Hox nachazejici se ve stejném poradi na chro-
mozomech, obratlovci maji segmentarni systémy nejméné tii, pricemz vSechny nemuseji
vznikat najednou. Zaroven se na rozdil od octomilky nachazeji v genomu obratlovci geny
Hoz pfinejménsim ve ¢tyfech sadach (A,B,C,D), z nichz zadna neni kompletni (Duboule,
2007). Experimenty na bunéénych kulturach ukazuji, Ze pro aktivaci genti Hoz, které se
nachézeji nejvice v pozici 3’ postacuje mensi koncetrace kyseliny retinové nez je tomu pro
aktivaci vice posteriornich genii (Langston & Gudas, 1994), zatimco pouZiti signalnich
proteini FGF vede k opa¢nému efektu (Nolte et al., 2019). Tato pfimé zéavislost, kterou
je mozné demonstrovat na bunéénych kulturach vSsak nemusi vzdy fungovat pii vyvoji
organismu. V ramci experimentti provedenych na mysich bylo ukazano, ze pokud je ky-
selina retinova aplikovana béhem gastrulace, tak skuteéné dojde k anteriorni homeotické
transformaci axidlniho skeletu pétere a hrudniho koSe, ktera je zaroven doprovazena ante-

riornim posunem exprese genu Hoz, zatimco aplikace kyseliny retinové béhem diferenciace
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somiti, to znamena v pozdéjsi fazi vyvoje, nema vliv na expresi genu Hozx, ale presto vede
k anteriorni homeotické transformaci axialniho skeletu (Kessel, 1992), (Nolte et al., 2019).

Experimenty podobného typu byly pozdé&ji provedeny i s pouzitim inhibitoru
AGN193109 (Hauswirth et al., 2022). Inhibice receptori RAR v postgastrula¢nich
stadiich vedla k posteriorni homeotické transofrmaci hrudnich obratli mysi (na jednom
paru sakralnich obratli se vyvinula Zebra). Efekt AGN193109 je v téchto piipadech
amplifikovan deleci genu Gdf11, ktery je ziejmé faktorem odpovédnym za piechod mezi
jednotlivymi oddily patefe.

Vedle trupu se geny Hoz podileji i na vyvoji hlavovych segmentarnich struktur,
rombencefala a faryngu. Buniky neurdlni listy exprimujici uréitou kombinaci genu Hox
migruji do faryngovych oblouki z rombomer a posteriorni ¢asti mesencefala. Bunky
neuralni listy ¢asto. ale ne vzdy, exprimuji stejnou kombinaci geniit Hox jako rombomera
z niz pochazeji. Vyjimkou jsou mezektodermalni buiikky migrujici z rombomery rl
mandibularniho oblouku, které zadné geny Hox neexprimuji. Nejvice anteriorni segmenty
rombencefela namisto toho exprimuji geny Otz (Waskiewicz et al., 2002).

O tom, ze exprese geni Hox v migrujicich bunkich neuralni listy neni pevné dané
a muze se ménit pod vlivem vnéjsich faktoru, svédéi také experimenty, pii nichz byly
rombomery transplantovany na vice rostralni pozici, ale migrujici bunky neuralni listy
si zachovaly normalni expresi geni Hoz (Guthrie et al., 1992). Naopak transplantace
rombomer na vice kaudalni pozici vede ke zméné exprese geni Hox v bunkéch, které z
nich pochézeji, pricemz tyto bunky ziskaji vice posteriorni profil exprese genu Hoz (Favier
& Dollé, 1997), coz by mohlo poukazovat na nezbytnost uréitého posteriorniho signélniho
faktoru nutného pro aktivaci posteriornéjsich gentt Hoz, které uz ztistanou aktivni i tehdy,
kdyz se dostanou mimo ziiu pusobeni takového faktoru.

S konkrétnimi geny Hox byla relativné spolehlivé propojena identita dvou nejvice
anteriornich faryngovych obloukii. Nejprve se ukézalo se, Ze delece genu Hoxa2 u mysi
vede k hometické transformaci hyoidniho oblouku na mandibularni (Gendron-Maguire
et al., 1993), (Rijli et al., 1993). Stejného vysledku jako u mysi bylo dosazeno i po
utlumeni exprese (knockdownu) genu Hoza2 u drapatky (Xenopus laevis) (Baltzinger
et al., 2005) a Danio rerio (Hunter & Prince, 2002). Hoza2 je rovnéz exprimovan v
posteriorné expandujicim operkulu ptaka (Richardson et al., 2012) a pfinejmensim u
paprskoploutvych ryb a paryb se vaze na regula¢ni elementy genu Shh, ktery je nezbytny
pro rust operkula (Barske et al., 2020).

Pozdéjsi genetické experimenty demonstrovaly, ze pokud je u embrya mysi v bunkéch
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neuralni listy provedena delece viech genti sady Hoza 3, dochézi ke vzniku chrupavéitého
kosterniho elementu ve vSech ¢tyfech posteriornéjsich faryngovych obloucich, coz je
mozné interpretovat jako hometickou transformaci vSech posteriornéjsich oblouki na
mandibularni oblouk (Minoux et al., 2009).

Faryngové oblouky se proto chovaji podobnym zptsobem jako rombomery v tom
smyslu, ze v pripadé ztraty exprese genti Hoz ziskavaji identitu nejvice anteriorniho seg-
mentu (Waskiewicz et al., 2002).

Jedinym experimentem, pii nemz doslo ke zvySeni poc¢tu faryngovych oblouku, je
duplikace branchialniho oblouku paprskoploutvé teleostni ryby (Oreochromis niloticus),
jiz bylo docileno pomoci knockdownu gent Hoza2a, Hoza2b a Hoxb2a (Le Pabic et al.,
2010). Mechanismus, ktery je za tento fenotyp zodpovédny neni jasny a interpretace téchto
vysledki je ztizena tim, Ze teleostni ryby maji nasledkem celogenomovych duplikaci geny
Hox ve vice kopiich (Glasauer & Neuhauss, 2014).

Faryngealni region kopinatct je charakterizovan koexpresi gent Paxl/9, Pitr a Otz.
Posteriorni hranici téchto markert je mozné pokladat za posteriorni hranici faryngu.
Inhibice receptorit RAR miize hranici mezi faryngem a trupem posunout posteriornim
smérem. Jinymi slovy se farynx prodluzuje a trup se zkracuje, coz by naznacovalo,
ze aktivace signalizace kyseliny retinové, pripadné prekroceni urcité prahové hodnoty
koncentrace kyseliny retinové, muze rozhodovat o umisténi prechodu mezi faryngem a
trupem (Schubert et al., 2005) (Escriva et al., 2002). Zaroven se ukazalo, ze faktorem
zprostiedkujicim prechod mezi dvéma sadami transkrip¢nich faktori kopinatce je gen
Hozb1 (Schubert et al., 2005). Podobnych vysledki je mozné dosdhnout, je-li embryo
kufete vystaveno inhibitoru receptorai RAR (BMS453), néasledkem ¢ehoz se anteroposte-
riorni markery rovnéz posouvaji posteriorné (Bayha et al., 2009). Na srovnani exprese
geni Hox ve faryngovém aparatu zraloka a kufete je patrné, ze gen Hoxb1 znadi nejvice
posteoriorni segment bez ohledu na celkovy pocet faryngealnich segementi (Shone et al.,
2016). U kopinatce je pravé Hozbl genem, ktery aktivuje sadu transkripénich faktori
urcujicich prechod mezi faryngem a trupem. V téchto studiich byl posteriorizujici efekt
inhibice receptoru kyseliny retinové demonstrovan na doménach epxrese gent znacicich
prechod mezi trupem a zaberni oblasti, ale nebyla zdokumentovana zadna morfologicka
tranformace faryngovych segmentu. Priklady homeotickych transformaci zpiisobené zmé-

nami v signalizaci kyseliny retinové vsak existuji.

3Toho je mozné docilit kondicionalni rekombinaci, p¥i niZ je aktivace rekombindzy podminéna expresi

genu Wntl1, markeru hlavové neuralni listy
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1.2.3.2 Hometoické transformace spojené s kyselinou retinovou

U mutanta Danio rerio neckless (nls) chybi vSechny elementy hyobranchialniho skeletu
kromé hyoidniho oblouku. Analyza tohoto fenotypu ukazala, ze mutace nls se nachazi
v genu Raldh?2 a aplikace kyseliny retinové muze ¢astecné zmirnit defekt skeletu faryn-
govych oblouku (Begemann et al., 2001). Mutant nls zaroven nemd prsni ploutve, coz
je ale rovnéz mozné zvratit aplikovanim kyseliny retinové. Kyselina retinova je tudiz
pii postgastrula¢nim vyvoji parpskoploutvych ryb nezbytné pro vyvoj prsnich plouvi,
hyobranchialniho skeletu a dokonce Zabernich oblouki jako takovych, protoze mutant
neckless nemé ani zaberni vychlipky, které by oddélovaly jednotlivé segmenty. Mutant
neckless zaroven vykazuje defektni vyvoj posteriornich ale nikoliv anteriornich rombomer.
Tyto vysledky poukazuji na to, Ze kyselina retinova syntetizovand v somitech mé zasadni
vliv na vyvoj struktur na prechodu mezi hlavou a trupem, na vyvoj ploutvi stejné jako
na vyvoj faryngu a rombencefala. Velmi podobny fenotyp mé také mutace no-fin taktéz
lokalizovana v genu Raldh2. Ryby s mutaci no-fin maji pouze jeden branchidlni kosterni
segment a chybi jim také prsni ploutve (Grandel et al., 2002). Po aplikaci kyseliny retinové
dochézi u jedincii s mutaci no-fin k ¢astenému obnoveni norméalntho vyvoje, kdy je hy-
obranchialni skelet stéle zkraceny, ale namisto jednoho branchialniho segmentu obsahuje
Ctyti.

Mutanti neckless a no-fin se také napadné podobaji fenotypu mysi s mutaci v genu
Raldh2 (Niederreither et al., 1999), jimz chybi t¥eti a ¢tvrty branchialni oblouk. Ste-
jného vysledku je u mysi mozné dosahnout pomoci inhibitorta receptoru kyseliny retinové
(Wendling et al., 2000) a u potkana pomoci potravy deficietni na vitamin A (White et al.,
2000). Inhibice syntézy kyseliny retinové na embryu Danio rerio ma za nasledek podobny
fenotyp, jaky je k vidéni u jedinci s mutaci neckless, a totiz redukci branchialnich oblouku
kyseliny retinové (Kopinke et al., 2006). Podobné u embryi vyvijejicich se ve vejcich kie-
pelky, ktera dostavala potravu s deficitem vitaminu A, nedochézi ke vzniku posteriornich
faryngovych vychlipek. Analyza genové exprese provedena na embryich ziskanych z tohoto
experimentu ukazuje, ze posteriorni vychlipky exprimuji gen Raldh2, ale anteriorni vych-
lipky, které se oteviraji i v pripadé deficitu kyseliny retinové, Raldh2 neexprimuji. Tento
experiment sice demonstruje, ze anterioposteriorni gradient kyseliny retinové ma klicovou
funkci pfi vzniku faryngového aparatu, ale tyka se pouze vychlipek, zatimco na obloucich
samotnych nebyl v tomto pfipadé pozorovan zadny vyznamnéjsi efekt (Graham et al.,

2014),(Poopalasundaram et al., 2019). Efekt zvySené koncentrace kyseliny retinové na
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morfologii hyobranchialniho aparatu obojzivelnikii byl demonstrovan na larvach axolotla
mexického, u nichz je patrna absence posteriornéjsiho kosterniho elementu basibranchiale
2 jako néasledek aplikace kyseliny retinové, coz si jednak lze vyklddat jako evidenci toho, ze
skeletalni elementy odvozené z mesodermu (basibranchiale 2) reaguji na kyselinu retinovou
jinak nez elementy vznikajici z neuralni listy a jednak jako anteriorni homeotickou trans-
formaci hyobranchialniho skeletu (Sefton et al., 2015).

U cypriniformnich ryb, mezi néz patii také Danio rerio, se vyskytuji zuby pouze na
poslednim, sedmém, faryngovém oblouku (Obrazek 3), zatimco oralni zuby v normalnim
stavu chybé&ji. Vyvoj faryngedlni dentice je mozné zablokovat, pokud je embryo Danio
rerio vystaveno inhibitoru syntézy kyseliny retinové v ¢ase 36 hodin po oplozeni, kdy
uz jsou zformovany vSechny faryngové oblouky (Gibert et al., 2010). VloZeni implan-
tatu sekretujiciho kyselinu retinovou do embrya Danio rerio naopak vede k vyvoji zubi
na anteriornéjsich obloucich (Seritrakul et al., 2012), coz si lze vykladat jako anteriorni
homeotickou transformaci.

Obecné vsak lze Tici, ze existuje experimentalni evidence poukazujici na pritomnost
anteroposteriorniho gradientu kyseliny retinové ovlivijiciho vyvoj faryngeélniho aparatu
na urovni zabernich vychlipek a hyobranchialniho skeletu. Zvysené koncentrace kyseliny
retinové vSak muze vyvolavat jak posteriorni, tak anteriorni homeotické transformace
segmenti faryngu, rombencefala i trupu v zavislosti na druhu daného organismu a stadiu
vyvoje. Co se tyce gent Hoz, je pomérné dobfe prokazané, ze identita mandibularniho
segmentu je specifikovana absenci jakychkoli geni Hoz a identita hyoidniho segmentu je
specifikovana expresi genu Hoza2. Jakym zptusobem urcuji geny Hox identitu branchial-
nich obloukii, ktera ale zjevné existuje, neni jasné, snad s vyjimkou toho, ze Hoxbl miize

byt evoluéné konzervovanym faktorem urcujicim prechod mezi faryngem a trupem.

1.2.4 Funkce kyseliny retinové pfi vyvoji parovych koncetin a ploutvi

Kromé vlivu na vyvoj segmentarnich struktur existuje fada dilkazt pro zésadni funkci
kyseliny retinové pii vyvoji obratlovéich koncetin a péarovych ploutvi. Vystaveni em-
bryi zvySené koncentraci kyseliny retinové vede k zablokovani iniciace predniho paru
koncetin, ale nikoliv zadniho paru koncetin. MySim s mutaci v genu Raldh2 (u mysi
ALDH2), chybi pfedni par koncetin, ale zadni je ovlivnén minimélné (Niederreither et al.,
2002). Zaroven existuji dikazy, ze zakladani koncetin a s nim spojena aktivace genu

Tbz5 vyzaduje pritomnost kyseliny retinové exprimované somity (Gibert et al., 2006).
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Funkce kyseliny retinové pii iniciaci vyvoje pfedniho paru koncetin je vysvétlovana tak,
ze kyselina retinové za normalnich okolnosti reprimuje expresi genu Fgf8, jehoz produkt v
¢astech trupu s nizkou koncentraci kyseliny retinové inhibuje produkci transkripéniho fak-
toru TBX5. Gen koédujici transkripéni faktor TBX5 je totiz exprimovan pouze v zékladech
predniho paru koncetin, kdezto zadni par koncetin je zfejmé regulovan transkripénim fak-
torem TBX4 (Cunningham & Duester, 2015), ktery kyselinu retinovou pro svou aktivaci
ziejmé nepotiebuje. Prirozeny mutant Danio rerio s mutaci v genu Tbz4 proto také
nem4 bfisni ploutve (Don et al., 2016). Prsni ploutve chybi také u mutanta neckless
(oddil 1.2.3), u néhoz se pozdéji ukazalo, Ze absenci predniho paru ploutvi zptasobuje opét
inaktivace Thzd, k niz dochézi v nepritomnosti kyseliny retinové. U linie no-fin rovnéz
chybi vinou mutace v Raldh2 prsni ploutve, coz je sice mozné zvratit aplikovanim kyseliny
retinové, ale pouze v ur¢itém casovém tuseku, a totiz po zapoceti somitogenenze, presnéji
ve stadiu s 10 somity (Grandel & Brand, 2011), (Grandel et al., 2002).

Kyselina retinova je tudiz u modelovych obratlovci zasadnim faktorem pro iniciaci
prinejmensim piedniho paru koncetin, ale v pozdéjsich fazich vyvoje koncetiny je jeji pii-
tomnost naopak teratogenni. Zda se, ze kyselina retinova musi byt v pozdéjsich fazich
vyvoje koncetiny aktivné degradovana aktivitou genu Cyp26b, jehoz knockout vede ke
vzniku rudimentarnich konc¢etin (Yashiro et al., 2004). Kyselina retinova proto ma pii
vyvoji koncetiny dvoji roli: jeji aktivita je nezbytna pro zalozeni koncetiny, ale pro

pokracujici vyrustani strukutry musi byt aktivné odstranovana.

1.3 Shrnuti tivodu a cile prace

Faryngové oblouky jsou jednou ze zakladnich stavebnich jednotek télntho planu obratlovci
a zaroven jsou evolu¢né nejstarsi obratlovéi segmentalni strukturou.

Existuje relativné rozsahla experimentalni evidence pro tvrzeni, Ze identita mandibulér-
niho oblouku je urcené absenci genti Hoz a identita hyoidniho oblouku je dané expresi
genu Hoza?2. Vznik téchto dvou nejvice anteriornich segmentt zaroven neni vyznamné
ovlivnén absenci kyseliny retinové. O faktorech urcujicich pocet a morfologickou variabil-
itu branchialnich segmenti se ale mnoho nevi a dosavadni vysledky ukazuji na zfejmou
byt rozporuplnou funkci kyseliny retinové. Morfologicka variabilita faryngovych oblouku
evidentné existuje, ale dosud nebyly jednoznac¢né identifikovany faktory, které ji urcuji.

Kyselina retinova je prokazatelné faktorem, ktery miize ménit segmentarni identitu

obratlovci, ale dosud nebyl demonstrovan jeji vliv na segmentaci faryngu tak, jak byl
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demonstrovan v pripadé trupu a rombencefala.

Axolotl mexicky je vhodnym modelovym organismem pro studium této variability,
protoze se u ného variabilita branchialnich obloukt projevuje jednak v pritomnosti nebo
nepiitomnosti vnéjsich zaber na jednotlivych obloucich a jednak ve stavbé hyobranchial-
niho skeletu. Vnéjsi zabry kromé toho, Ze samy o sobé nejsou dobfe prostudovanym
orgdnem, proto predstavuji potencialni indikator identity konkrétnich segmentii.

Hlavnim cilem prace je zjistit, zdali je kyselina retinova faktorem, ktery vyznamnéji
ovliviiuje vyvoj vnéjsich zaber axolotla a identitu segmentt faryngového aparatu obecné.

ilet cile:

a) Pripravit proby pro in situ hybridizaci genii regulujicich metabolismus kyseliny retinové
(Raldh, Cyp26, Rar(3) a zdokumentovat jejich ¢asovou a prostorovou lokalizaci ve stadiich,
béhem nichz vznikaji vnéjsi zabry.

a) Provést experimenty s farmakologickymi inhibitory receptort kyseliny retinové a zdoku-
mentovat néasledny fenotyp, bude-li pozorovan.

c¢) Provést barveni hyobranchialniho skeletu za u¢elem stanoveni zmény vnitini struktury

faryngealnich segmenti.

2 Materiadly a metody

2.1 Embryonalni material

Embrya axolotla pochézeji z chovi katedry zoologie PFFUK, Vini¢na 7, Praha 2. 7
kazdého vejce byly ruéné odstranény vajecné obaly. Vyvojova stéddia byla uréena podle

vyvojové tabulky (Bordzilovskaya et al., 1989).

2.2 Analyza genové exprese
2.2.1 Priprava pr6éb na ISH

2.2.1.1 Cyp26b

Sekvence genu Cyp26b1 byla ziskana ze serveru axolotl-omics.com (AMEX60DD3010462
76.2). S pouzitim algoritmu primer3plus.com byly nalezeny sekvence potencidlnich
primert: 5’GGCAACGGTATCCTCCACAA-3’ a 5’-TTTCCATTCTTCCCTGCCCC-3°. Pomoci
téchto primert byly amplifikovany fragmenty z ¢cDNA ziskané z RNA izolované z ho-

mogenizovanych embryi axolotla ve stadiich 24, 28 a 30 s pouzitim p¥ipravku TRIzol™
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(Invitrogen). Pomoci sady SuperScript™ VILO™ (ThermoFisher) byla z takto izolované
RNA pripravena cDNA. Vyse uvedené primery byly pouzity pro PCR, pri niz do reakce
vstupovala tato cDNA. Amplifikované fragmenty byly poté vlozeny do plasmidi pGEM-T
Easy Vector System I (Promega) obsahujicich $tépici mista, po¢atecni mista transkripce,
sekvence pro sekvenac¢ni primery, gen pro ampicilinovou rezistenci a Lac operon umoziu-
jici modro-bilou selekci transformovanych bunék. Plasmidy byly poté transformovany
do kompetentnich bunék linie DH5a, které byly vysety na agarové plotny o primeéru
15 cm s LB médiem, X-gal (70ul), IPTG (70ul) a ampicilinem 100 pg/ml. Buiky byly
kultivovany pres noc ve 37° C, nacez byly pozitivni bilé kolonie otestovany pomoci PCR s
pouzitim sekvenacnich primerd M13R a M13F. Z jedné z pozitivné testovanych koloniich
byl odebran vzorek pouzity na inokulaci kapalného LB média, v némz byly bunky pies
noc kultivovany. Bakterialni suspenze byla nejprve zcentrifugoviana a nasledné z ni
byla izolovana plasmidova DNA pomoci metody alkalické lyze. Ziskana DNA byla poté
purifikovana pomoci fenolu a chloroformu a vzorek z této DNA byl odeslan na sekvenaci
metodou Sangerova sekvenovani. Plasmid byl nastépen endonukledzou Sacl a byl pouzit

na in vitro transkripci pomoci polymerazy T7.

2.2.1.2 Rarp

S pouzitim algoritmu primer3plus.com byly v sekvence AMEX60DD301029578.5 nalezeny
potencialni primery genu RAR 3: 5’ -GGAACCTGGTTTGACCAAGA-3’ a 5> -AATCACCCTCCTCAA-
AGCCG-3’. Proces vyroby proby dale probéhl stejné jako v pripadé genu Cyp26b (oddil
2.2.1.1).

2.2.1.3 Raldh?2
Plasmid obsahujici templat na pripravu proby genu Raldh2 byl poskytnut Tanaka Group,
IMP, Viden.

2.2.2 In situ hybridizace

In situ hybridizace byla provedena podle podobného protokolu, jaky byl popsan v pub-
likaci Simkova et al. (2023). Embrya skladovana v metanolu pii teploté -21°C byla ve
2 ml plastovych mikrozkumavkach rehydrovana do roztoku Ptw. Ptw: PBS + DEPC
(100p1/100ml) + 0,1% Tween-20 (100pl/100ml). Embrya poté byla inkubovéana v roztoku
proteinazy K v PBS (60 g/ml) na 5 ml Petriho miskach po dobu 15 min a pak byla fixovana
v roztoku 4% formaldehydu a 0,2% glutaraldehydu po dobu 30-120 min. Po fixaci byla
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embrya prevedena do promyvaciho roztoku (na 50 ml roztoku: 25 ml formamidu, 2,5 ml
20xSSC, 250 pl, 20% Tween-20, dH,O doplnéna do 50 ml), ve kterém byla ponechana
miniméalné 3h. Po minimélné 3h byl promyvaci roztok vyménén za hybridiza¢ni roztok: 25
ml formamidu, 1xhybridiza¢ni pufr podle Denhardta, kvasinkova tRNA (1 mg/ml), 0,1%
Tween-20, 5-10% dextran sulfat, 1x roztok soli (0,2 M NaCl; 8,9 mM Tris-HCI; 1,1 mM
Tris; 5 mM NaHyPO4.H20; 5 mM NayHPOy4; 5 mM EDTA), ve kterém byla rozpusténa
RNA proba (oddil 2.2.1) v koncentraci 1-10ul/1 ml) a vzorky byly v hybridiza¢nim roz-
toku inkubovany pfes noc pii teploté 60°C. Dalsi den byl hybridiza¢ni roztok s prébou
odstranén a embrya byla 4x30 min promyvana v promyvacim roztoku (formamid, SSC,
Tween-20) pii teploté 60°C a jednou 30 min v promyvacim roztoku nafedéném MABT
(I1xMAB + 0,1% Tween-20) v poméru 1:1. Poté byly zkumavky ponechany k vychladnuti
na pokojovou teplotu po dobu 20 min. Po vychladnuti byla embrya promyta 3x10 min
v MABT na pokojové teploté. Jako dalsi krok byla embrya 2-3 h inkubovéna v bloko-
vacim roztoku (MABT, 20% ovéi sérum, 2% BBR; 3:1:1). Po 2-3 h byl blokovaci roztok
nahrazen za novy a byla do néj pfidana protilatka anti-DIG (Roche, 1:3000) v koncentraci
2ul/1ml a ponechana ve 4°C pres noc. Dalsi den byla protilatka odstranéna a vzorky byly
promyty 6x30-60 min v roztoku MABT a znovu byly ponechény ptes noc ve 4°C. Dalsi
den byly vzorky promyty 3x20 min v roztoku NTMT (0,1 M Tris; 0,1 M NaCl; 0,05
M MgCly; 0,1% Tween-20). Poté byl chromogenni signél vyvijen ve tmé v roztoku BM
purple (Roche), ktery byl predtim centrifugovan 5 min pii rychlosti 3000 rpm.

2.3 Chemicka inhibice receptort kyseliny retinové

Embrya se vyvijela v médiu podle Steinberga (34 g NaCl; 0,5 g KCI; 0,8 g Ca(NO3),.4H50;
2 g MgS0,.7H50; 6 g tris na 11 dH,O; pH=7,5) (Brothers, 1977) v teploté 23°C po dobu
maximalné 12 dni od stadia 35. Fenotyp inhibovanych embryi byl analyzovan pomoci
stereomikroskopu, skenovaci elektronové mikroskopie, fluorescen¢ni imunohistochemie, in

situ hybridizace mRNA a barveni alcianovou modii.

2.3.1 Priprava roztokt inhibitora

Latka BMS493 (5 mg; Sigma B6688; 404,5 g/mol) byla naredéna do koncentrace 5 mM
pridanim 2480 pM DMSO k 5 mg pevné latky. AGN193109 (5 mg; Sigma SMIL2034;
392,49 g/mol) byla nafedéna pridanim 2548 pM DMSO na 5mM a AGN194310 (5mg;
Sigma SML2665; 392,49 g/mol) byla naredéna ve 2950 ul DMSO na 4 mM s pouzitim
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sonikatoru. Latka CD437 (5 mg; Sigma C5865; 398,49 g/mol) byla nafedéna ve 2510 pM
DMSO do koncentrace 5 mM. Latka AM580 (5 mg; Sigma C5865; 351,44 g/mol) byla
natredéna ve 1423 M DMSO do koncentrace 10 mM. Latka TTNPB (5 mg; Sigma T3757,;
348,48 g/mol) byla nafedéna ve 1435 pM DMSO do koncentrace 10 mM.

2.4 Imunohistochemie

Za ucelem prokazat pritomnost svalové a nervové tkané v indukovanych vnéjsich zabréach
bylo provedeno protilatkové barveni kosternich svali a perifernich nervi. Protilatkové
barveni bylo provedeno podle upravené podoby protokolu, ktery publikovali Smith &
Armstrong (1990). K barveni svalii byla pouzita primarni protilatka 12/101 (DSHB),
standardni marker kosternich svalti obojzivelnikil (Kintner & Brockes, 1984), (Kint-
ner & Brockes, 1985). K barveni nervi byla pouzita protilatka anti-myelin (GeneTex,
GTXT76114). Vzorky fixované pres noc v 4% PFA pii teploté 4°C byly prevedeny do
methanolu v némz byly dlouhodobé skladovany pfi teploté -21°C. Pfed barvenim byly
vzorky pfevedeny do PBS a poté nékolikrat promyty 3x15 min roztokem 0,4% tritonu
v PBS. Nasledné byly vzorky inkubovany minimalné 1h ve 4% BSA a 0,4% tritonu v
PBS. Inkubace v primarni protilatce byla provedena ve 4°C po dobu miniméalné 48h v
piipadé 12/101 a minimélné 7 dni v pfipadé anti-myelinu. Po skonéeni inkubace byla
priméarni protilatka nahrazena sekundarni protilatkou rozpusténou ve stejném roztoku
jako primérni protilatka a nasledné byla znovu odmyta roztokem 0,4% tritonu v PBS (
3x15 min). V obou piipadech byla pouzita fluorescencni sekundéarni protilatka Alexa

Fluor 594. Snimky byly pofizeny pomoci stereomikroskopu Zeiss Lumar.V12.

2.5 Elektronova mikroskopie

Snimky byly pofizeny na elektronovém mikroskopu JEOL 6380 LV. Vzorky byly fixovany
ve 4% PFA v PBS pies noc ve 4°C. Poté byly vzorky vysuSeny metodou kritického bodu
COg v pristroji CPD 030 a pokoveny v napraSovacim zarizeni Bal-Tec SCD 050.

2.6 Barveni skeletu alciAnovou modri

Embrya axolotla byla barvena po dobu minimalné 48 h v barvicim roztoku sestavajiciho z
bezvodného etanolu a kyseliny octové (4:1), ve kterém bylo rozpusténo 0,0015 g alcidnové
modii na 100 ml. Po nabarveni byla embrya depigmentovana v 0,75% peroxidu vodiku

pod osvétlenim, neutralizovana pies noc v 1% boraxu (1 g boraxu na 100 ml dH50) a
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prevedena do roztoku 0,5% KOH (0,5 g KOH na 100 ml dH50) a glycerolu v poméru 1:1.
V roztoku KOH byla bud embrya ponechana k zpruhlednéni, anebo byly mékké tkané
rozloZeny v roztoku 0,3% trypsinu v 1% boraxu (Sigma T4799). V nékterych piipadech
byl depigmentac¢ni krok v peroxidu vodiku vynechan. Ve vétsiné pripadi byly horni ¢elist,
neurokranium a chondrokranium odstranény. Vypreparovany a nabarveny hyobranchialni

skelet byl poté fotografovan standardnim zptsobem béznym v literatute.

3 Vysledky

3.1 Exprese genii pro metabolismus kyseliny retinové
3.1.1 Raldh2

Na embryich bylo pozorovano nékolik jasnych oblasti exprese Raldh2. Raldh2 je expri-
movan predevésim v trupovych somitech, v zakladech koncetin a v oblasti formujiciho se
tstniho otvoru (tabule 1, 2 a 3). Trupova zona exprese ma anteriorni okraj priblizne na
prechodu trupu a hlavy, to znamené, Ze oblast syntézy kyseliny retinové konc¢i v misté
prechodu mezi faryngem trupem. Je proto mozné, Ze posteriornéjsi faryngové oblouky
jsou vystaveny vyssi koncentraci kyseliny retinové nez anteriornéjsi oblouky. V samot-
nych faryngovych obloucich neni az do stadia 35 registrovatelny signal Raldh2 (tabule
2 a 3). Od stadia 36 v8ak zac¢ina by signal Raldh2 patrny jednak na ventralni strané
kazdé vnéjsi zabry a jednak na rustové Spicce kazdé vnéjsi zabry (Tabule 4). Je proto
mozné, ze béhem vyrustani vnéjsich zaber funguje mechanismus dorsoventralni polarizace
organu, které je urcena produkci kyseliny retinové na ventralni strané a degradaci kyseliny

retinové na dorsalnf strand.

3.1.2 Cyp26b

S pouzitim préby proti mRNA genu Cyp26b vyrobené podle postupu popsaného v sekci
2.2.1.1 byly ziskdny snimky zobrazujici konzistenti a opakovatelné barveni pomoci chro-
mogenni in situ hybridizace. Je proto mozné tyto vysledky povazovat za spolehlivou
vizualizaci exprese studovaného genu. Exprese genu Cyp26b byla zjisténa priblizné od
stadia 30 (Tabule 9) do stadia 39 (Tabule 7). Tento vysledek by poukazoval na to, ze v
zékladech vnéjsich zaber dochéazi k endogenni inhibici signalizace kyseliny retinové. Exp-
rese Cyp26b je béhem téchto stadil detekovatelnd v nékolika oblastech. Transkript Cyp26b

se objevuje v mandibularni oblouku, kde se objevuje charakteristicky vzor ve tvaru pis-
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mene "V". Kromé toho, je Cyp26b viditelny uvnitt rombencefala a predevsim v zékladech
vnéjsich zaber. Ze zacatku je Cyp26b exprimovan v Zabernich stérbinach (Tabule 9).
Pozdéji, béhem samotné iniciace vné&jsich zaber, je exprese Cyp26b registrovatelna uvnitf
kazdého branchidlniho oblouku, na némz se pozdéji vyviji vnéjsi zabra, tj. v prvnim,
druhém a tfetim oblouku a v zakladech vnéjsich zaber jako takovych (tabule 8 a 6). Ani
v jediném pripadé nebyla registrovana piitomnost transkriptu Cyp26b ve ¢tvrtém, posled-
nim, branchidlnim oblouku. V zakladech vnejsich zaber je také Cyp26b ziejmé lokalizovan

dorsalng.

3.1.3 Rarp

In situ hybridizace genu Rarf (Tabule 9) ukazala konzistentni vysledky predstavované zo-
nou exprese v oblasti rombencefala, coz odpovidé lokalizaci exprese v obdobnych stadiich
(st.33 a st.34) Xenopus laevis (Escriva et al., 2002). Exprese Rarf ale neni patrna v
zakladech faryngovych obloukt a vnéjsich zaber. Tento gen proto nejspis neni relevantni

pro vyvoj vnéjsich zaber faryngealniho aparatu.

3.2 Chemicka inhibice receptori kyseliny retinové
3.2.1 Efekt na vnéjsi zabry

Celkem je v této praci zdokumentovino devét experimentii s chemikaliemi ovlivhujicimi
signalni drahu kyseliny retinové. Jednotlivé experimenty jsou shrnuty v Tabulce 1. Za
ucelem prokazat vliv kyseliny retinové na vyvoj faryngealniho aparatu axolotla byly ne-
jprve testovany specifické inhibitory jednotlivych receptori kyseliny retinové a také syn-
teticky analog kyseliny retinové TTNPB. AM580, specificky inhibitor RAR«, se ukéizal ve
viech koncentracich (2,5 pM) jako bezprostredné letalni. Zrovna tak byl letalni TTNPB
v koncentraci 50 pM.

Pozdéji byl v ramci experimentu 1 (Tabule 10) testovan specificky inhibitor RARy,
CD437, spoletné s AGN193109, obecnym inhibitorem vsech ti{ receptori RAR. Tabule 10,
A ukazuje fenotypy embryi vystavenych CD437 a fenotyp embryi vystavenych AGN193109
(Tabule 10, B). U embryi vystavenych CD437 (0,1 pM) byla po 6 dnech pozorovana pouze
nespecifickd deformace vnéjsich zaber, zatimco v piipadé AGN193109 (12,5 pM) byla v
nékolika ptipadech (n=13) patrna struktura nachazejici se posteriorné od t¥etitho paru
vnéjsich zaber. Dalsi experimenty s chemikaliemi, u nichz nebyla nalezena bezpe¢na kon-

centrace, nebyly provedeny a vyzkum zdokumentovany v této praci se z divodu omezeného
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mnozstvi materialu dale soustredil na inhibitory, které vyvolaly pozorovatelny fenotyp, to
znamena inhibitory vSech tii receptort kyseliny retinové.

Nésledujici experiment (experiment 2) s chemickou inhibici receptoru kyseliny retinové
byl proveden pomoci inhibitoru AGN193109 v koncentraci 12,5 nM rovnez ve stadiu 35, ale
tentokrat po dobu 12 dni. Pti vyhodnocovani experimentu byla stejné jako v experimenu 1
v nékolika piipadech (n=9) opét pozorovana struktura nachazejici se posteriorné od t¥etiho
zaberniho oblouku (Tabulka 11). Tato struktura byla aspofi na jedné strané pozorovana
v 69,3% pripadi. Pri bliz§im zkoumani pomoci skenovaci elektronové mikroskopie vyslo
najevo, ze se jedna o strukturu, ktera topologicky odpovidé pozici ¢tvrtého paru vnéjsich
zaber (Tabule 12). Na struktufe se ale nenachéazeji Zaberni filamenty ani zadné dalsi
vnéjsi znaky. Ani ze snimki pofizenych pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
vSak neni jasné, zdali se anteriorné od indukované struktury nachézi také zaberni stérbina
oddélujici ¢tvrty branchialni oblouk od tretiho.

Experiment s pouzitim AGN193109 byl néasledné znovu replikovan na vétsim vzorku
(n=62) jako experiment 3. Embrya byla znovu analyzovana pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie. V tomto experimentu bylo pozorovano 24 piipadu unilateralni struktury a
22 pripadu bilateralni struktury. Celkové tak byla asponi na jedné strané indukovéna
ektopicka struktura v 74,2% piipadi. Mezi fenotypy jednotlivych embryi pfitom existuje
urc¢ity rozptyl. V nékterych piipadech byla indukovana strukutra bez jakychkoli vnéjsich
znakt podobna strukture zdokumentované v prvnich dvou experimentech (Tabule 13, B).
Byl ale nalezen také pripad, kdy se na struktufe v pozici ¢tvrté zdbry nachézel vyristek
pfipominajici zaklad Zaberniho filamentu (Tabule 14).

Déle byla studovana otazka, zdali i ostatni molekuly vyvinuté jako specifické inhibitory
viech receptorii kyseliny retinové (kapitola 1.2.1) maji stejny efekt na vyvoj vnéjsich zaber
jako AGN193109. V experimentu 4 (Tabulka 1) s chemickou inhibici byly pouzity latky
BMS493 a AGN194310. BMS493 byl pouzit ve trech ruznych koncentracich: 5 pM, 7.5
pM a 17,5 pM. AGN194310 byl pouzit ve dvou koncentracich: 0,8 utM a 1,6 pM. To v
praxi znamend, ze 2 a 4 pl 4 mM roztoku AGN194310 v DMSO byly rozpusteny v 10
ml Steinbergova roztoku (oddil 2.1). Jako kontrolni skupina byl v obou piipadech pouzit
0,2% roztok DMSO. Po pouziti BMS493 byla registrovana struktura podobné vnéjsi zabie
na ¢tvrtém branchidlnim oblouku minimélné v 80% piipadi (Tabule 15) a ve skupiné
vystavené 7,5 pnM BMS493 se asponi na jedné strané vyskytuje ve 100% piipadii. Ojedinéle
se na této struktuie nachézeji také zaberni filamenty. AGN194310 v koncentraci 0,8 pM
indukuje ektopickou strukturu ve 14 ze 17 pfipadi a v koncentraci 1,6 ptM v 8 z 10
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piipadi. Skenovaci elektronové mikrografie (Tabule 16) ukazuji, Ze se jedna o skuteénou
vnéjsi zabru, ktera stejné jako u normalni zabry vykazuje anteroposteriorni polarizaci
pricemz se na posteriorni strané vyvijeji dvé rady zabernich filament. Ektopicka zabra je
zietelné oddélena od zabry tretiho paru, coz neni jesté patrné v experimentech 1, 2 a 3
(tabule 10, 12, 14).

Koncentrace, které byly shledany jako efektivni v experimentu 4 byly znovu pouzity pfi
experimentu 5 na vétsim vzorku (n=26) v pfipadé BMS493 (Tabule 17) a n=30 v piipadé
AGN194310 (Tabule 18). V této koncentraci je efekt AGN194310 vzhledem k pfitom-
nosti zabry étvrtého paru 100%, ale je patrny zna¢ny defekt vSech vngjsich zaber. Tabule
18 zachycuje ¢tyti ruzné fenotypy ziskané inhibici receptort RAR pomoci AGN194310
a Tabule 19 ukazuje velmi podobny fenotyp vizualizovany pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie. Defekt vnéjsich zaber je velmi silny a nevznikaji zaberni filamenty ani riis-
tova Spicka.

Nésledoval experiment 6, pii némz byla embrya (n=>5) ponechéna v roztoku inhibitori
v ovéirené koncentraci 1,6 ptM a byla kontrolovana kazdych 24 h. Pritomnost vnéjsi zabry
byla registrovana uz po 72 h od zacatku experimentu. Tato embrya byla fixovana a
pouzita na skenovaci elektronovou mikroskopii (Tabule 20). Na snimcich ze skenovaciho
elektronového mikroskopu jsou zretelné zéklady vnéjsich zaber vznikajici po 3 dnech.
Tento vysledek by nasvédcoval tomu, Ze pro indukci ¢tvrté zabry postacuji 3 dny inhibice
receptort kyseliny retinové.

V névaznosti na experiment 6 byl proveden experiment 7, pii nemz byla embrya
ponechana v AGN194310 v koncentraci 1,6 ptM pod dobu 4 dnt a byla pouZita na in situ
hybridizaci gentt Cyp26b a Raldh2, které byly predtim studovany na normalnich embryich.
In situ hybridizace ukazuje pfitomnost genové exprese Cyp26b v indukovanych zakladech
vngjsich zaber (Tabule 21) a také ve vznikajici ristové $pic¢ce embryi v pokrocilejsim stadiu
vyvoje (Tabule 22). Tyto vysledky poukazuji nejen na to, Ze by pro iniciaci vnéjsi zabry
na ¢tvrtém oblouku mohly postacovat pouzet 3 dny stréavené v roztoku inhibitoru, ale
také na to, Ze se vyvojovy program urcujici vyvoj zabry na ¢tvrtém branchialnim oblouku
nezastavi po odstranéni inhibitor.

Na zékladé vysledki Experimenti 6 a 7 byl proveden experiment 8 pii nemz byla
v ruznych experimentélnich skupinach embrya ponechédna v 1,6 pM roztoku po dobu 3,
4,5, 6 a 12 dni. Po daném poc¢tu dni byl roztok inhibitoru vyménén za roztok 0,2%
DMSO. V souladu s predchozymi vysledky byla ¢tvrta zabra iniciovana uz po tfech az

¢tyfech dnech stravenych v roztoku inhibitoru (Tabule 26). V nékolika ptipadech se také
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podafilo zachytit na snimku ze skenovaciho elektronového mikroskopu zaberni stérbinu
nachézejici se mezi indukovanou étvrtou zabrou a zébrou tetiho paru (Tabule 25, 27, 29).
Embrya ve v8ech experimentalnich skupinach vykazovala fenotyp vnéjsi zabry na ¢tvrtém
branchialnim oblouku s velmi podobnou ¢etnosti, a to prakticky ve vsech pripadech (Tab-
ule 23) podobné jako v predchozim experimentu (experiment 5) se stejnou koncentraci
AGN194310. Z vysledka tohoto experimentu je vSak zfejmé, ze defekt vnéjsich zaber
je opét vétsi v experimentélnich skupinéch, které byly vystaveny ptisobeni inhibitorta po
dobu celych 12 dni (Tabule 24 a 25), nez ve skupinach, které byly vystaveny inhibitoram
po dobu 3-6 dni. V ojedinélych pripadech se také u embryi, kterd od stadia 35 stravila
3-6 dni v roztoku inhibitoru, vyskytuje pfed¢asné se vyvijejici pfedni koncetina (Tabule
28), ktera zaroven obsahuje skeletalni koncentrace chondrocytit barvitelnych alcianovou
modii (Tabule 33, B). Takovyto zaklad koncetiny nebyl zaznamenéan u embryi, ktery byla
vystavena inhibitoru AGN194310 po celych 12 dni (Tabule 24 a 25). Defekt vnéjsich
zaber a filamentt je v této skupiné vyraznéjsi, ackoli méné markantni, nez u pfedchoziho
experimentu 5 (Tabule 18 a 19).

Na zakladé pozorovani, ze intenzivnéjsi inhibice vede k defektu wvnéjsich zaber byl
navrzen experiment 9, v némz byla embrya vystavena koncentraci 1,8 pM, to znamena
zvysené koncentraci oproti predchozim experimentim, po dobu 4 dnii, po které byl roztok
inhibitori opét odstranén a nahrazen 0,2% DMSO. Tabule 30 ukazuje fenotyp embryi u
nichz se vyvoj vnéjsich zaber zastavil ve stadiu iniciace a znovu se obnovil po odstranéni
inhibitoru. Pokud byla embrya ponechéna v roztoku inhibitort pouze 4 dny, tak doslo k
obnoveni vyrustani aspon jedné vnéjsi zabry v 10 z 18 pripadi, zatimco ve skupiné, ktera
byla inhibitorim vystavena po celych 12 dni, byl zaznamenan pouze jeden takovy ptipad
z osmi embryi (Tabule 30, B). Na snimcich ze skenovaciho elektronového mikroskopu
(Tabule 30, A) je jasné patrny piedél mezi ¢asti vnéjsi zabry, ktera vznika i za pritomnosti

inhibitort a ¢asti vznikajici po jejich odstranéni.

3.2.2 Protilatkové barveni struktur ve vnéjsich zabrach

Embrya z experimentu 5 byla pouzita na protildtkové barveni pomoci primarni protilatky
12/101, bézné pouzivané protilatky pro znaceni kosternich svali (Griffin et al., 1987),
(Kintner & Brockes, 1984), (Kintner & Brockes, 1985). Pomoci protilatky 12/101 byly
znaleny tkané embryi vystavenych inhibitoraim AGN194310 (1,6 pM) a BMS493 (7,5 pM).

Na zakladé vysledki protilatkového barveni je mozné soudit, Ze indukované zabry stejné
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jako normalni zabry obsahuji svaly m. levatores et depressores branchiarium (Tabule 40)
(Schwarz et al., 2023). Barveni nervii pomoci protilatky proti myelinu ukizalo p¥itom-
nost signalu ve ¢tvrté vngjsi zabie (Tabule 41). Vizualizace téchto dvou tkani podporuje

tvrzeni, Ze se jedna o pravou vnéjsi zabru.

3.2.3 Barveni hyobranchialniho skeletu alciAnovou modii

Po provedeni experimenti s inhibici kyseliny retinové, které opakované ukazaly piitom-
nost vnéjsi struktury v podobné ektopického paru vnéjsich zaber jako nésledek snizené
miry signalizace kyseliny retinové, byla studovana otazka, zdali doslo i ke zménédm v mor-
fologii hyobranchialniho skeletu. Embrya z téchto experimentii, ktera nebyla pouzita na
skenovaci elektronovou mikroskopii, in situ hybridizaci nebo protilatkové barveni, byla
obarvena alcidnovou modfi zptisobem popsanym v oddilu 2.6. V pripadé Experimentu 3
s AGN193109 a experimentu 4 s AGN194310 a BMS493 byla pocetnost skeletalnich feno-
typu kvantifikovana a zanesena do grafu. Na skeletu embryi, kterd byla soucasti stejnych
experimentalnich skupin jako embrya s Zabrou na ¢tvrtém branchidlnim oblouku, byly
zaznamenany dva zasadni znaky, které se nevyskytuji u kontrolnich embryi. Jedné se
o pritomnost chrupavéitého spojeni mezi elementem ceratobranchiale 3 a basibranchiale
a transformace skeletalniho elementu ceratobranchiale 4, ktery je v nékterych pripadech
mozné popsat jako indukce ceratobranchiale 5.

UZ po obarveni embryi vystavenych inhibitoru v rdmci experimentu 8 alcianovou modfi
a zprithlednéni tkani v roztoku KOH a glycerolu, aniz byly zbylé tkédné rozpusteny v
trypsinu, je patrna deformace elementu ceratobranchiale 4 (Tabule 32, 1). Tato deformace
mé charakter anteriornitho ohybu chrupavky ceratobranchiale 4. Po rozpusténi zbylych
tkani v trypsinu je patrné, Ze tento defekt neni ojedinély. Ve stejné experimentélni skupiné
se podobna deformace projevuje na dalsich embryich zachycenych na Tabuli 32. Tato de-
formace se vyskytuje uz po tfech dnech stravenych v inhibitoru AGN194310 od stadia
35 (Tabule 31), a tudiz se objevuje ve stejném ¢asovém intervalu jako zabra ¢tvrtého
paru. Na deformaci ceratobranchiale 4 je pozorohudna jeji pravidelnost, pfi¢emz je zie-
jmé, Zze se v jednotlivych pripadech jedna o rizné stupné téhoz procesu. V nékterych
piipadech je pfitomen pouze mirny anteriorni ohyb elementu (napf. Tabule 32, 2-3),
ve vice pokrodilych pripadech vznika na ceratobranchiale 4 vyrtstek tvofeny stejné jako

cely hyobranchialni skelet chondroblasty, coz méa za nasledek to, Ze se ceratobranchiale
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4 vidlicovité rozvétvuje jako na Tabuli 38 (1 a 2) a na Tabuli 34 (3 a 4). V mnoha
pripadech se tento vyrustek opét napojuje na ceratobranchiale 4 ¢imz vznikd struktura
prstencitého tvaru (Tabule 32, 4, Tabule 33, 1 a Tabule 35, 5). Tento typ deformace
postihuje pouze ¢tvrty branchidlni oblouk a nebyl zdokumentovan pripad podobné trans-
formace u anteriornéjsich branchialnich oblouki. Z tohoto diivodu miize byt vznik této
struktury povazovan za posteriorné extenzi hyobranchialniho skeletu. Ektopickéd struk-
tura na ceratobranchiale 4 je proto v této praci oznacovana jako ceratobranchiale 5 (cb5).
Ceratobranchiale 5 se objevuje po aplikaci vSech ti{ inhibitori. Pocetnost tohoto fenotypu
byla kvantifikovana ve dvou piipadech (Tabule 39, Tabule 36). V obou kvantifikovanych
skupinach jeho pocetnost piesahuje 50% a u experimentu 4 ve skupiné vystavené BMS493
(v koncentraci 7,5 nM) se pfinejmensim jeden abnorméalni fenotyp vyskytuje dokonce u
v8ech jedinci (Tabule 37 a 38).

Transformace ceratobranchiale 4, ktera nékdy v pokrocilejsi podobé vede k odvétveni
ceratobranchiale 5, je zéroven vétSinou doprovizena pritomnosti ektopickych hypo-
branchialii. Hyobranchiédlni skelet axolotla v norméalnim stavu obsahuje pouze elementy
hypobranchiale 1 a hypobranchiale 2. To znamené, Ze pouze ceratobranchialia dvou ne-
jvice anteriornich branchialnich obloukt se napojuji na basibranchiale (Obréazek 4, a). Po
inhibici RAR ale vznika stav, ve kterém se na basibranchiale napojuje i ceratobranchiale
3, anebo vznika takovy skeletalni element piinejmensim c¢asteéné. V nékterych ptipadech,
napi. Tabule 32 (2-4) a Tabule 33 A, 1, dosahuje tento element takové stupné vyvoje, ze
je mozné jej s jistotou oznacovat jako hypobranchiale 3. U téchto embryi tudiz sestava
skelet tfetiho branchialnitho oblouku ze dvou kosternich elementi podobné jako skelet
prvniho a druhého branchialniho oblouku. Ve dvou piipadech bylo také zaznamenano
plné vyvinuté hypobranchiale 4 (Tabule 38, A, 1 a 2), ale pouze v ramci experimentu
s BMS493. Struktury, které by mohly byt oznacovany jako hypobranchiale 4, se ale
vyskytuji i ve skeletu embryi vystavenych AGN194310 a AGN193109, ackoli se plné
nenapojuji na basibranchiale. V takovych piipadech maji elementy hypobranchiale 4
bud podobu posteriornich vyrustki na hypobranchiale 3 (Tabule 33, 2 a Tabule 34, 3 a
4) nebo naopak medialné sméfujicich vyrastka na ceratobranchiale 3 jako na tabulich 37

a 36, 3.
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Néazev

Pouzita latka

Popis experimentu

Obrazova dokumentace

Experiment 1

AGN193109, CD437

Embrya ve stadiu 35 byla
ponechéana v roztoku
AGN193109 (1,25 nM) a CD437
(0,1 uM) po dobu 5 dni. Kon-
trolni skupina byla v 0,25%
DMSO

Celkovy fenotyp: tabule 10

Experiment 2

AGN193109

Embrya ve stadiu 35 byla
ponechana v roztoku
AGN193109 (1,25 pM) po dobu
12 dni. Kontrolni skupina byla
v 0,2% DMSO.

Celkovy fenotyp: tabule 12.

Experiment 3

AGN193109

Embrya ve stadiu 35 byla
ponechana v roztoku
AGN193109 (1,25 uM) po dobu
12 dni. Kontrolni skupina byla
v 0,2% DMSO.

Celkovy fenotyp: tabule 11
a 12. Hyobranchialni skelet:
tabule 36.

Experiment 4

AGN194310, BMS493

Embrya ve stadiu 35 byla
ponechana v roztoku
AGN194310 (0,8 M) a
BMS493 (5 uM, 17,5 uM, 7,5
M) po dobu 12 dni. Kontrolni
skupina byla v 0,7% DMSO

Celkovy fenotyp: tabule 15
a 16. Hyobranchialni skelet:
tabule 37, 38, 39.

Experiment 5

AGN194310, BMS493

Embrya ve stadiu 35 byla
ponechana v roztoku
AGN194310 (1,6 pM) a
BMS493 (7,5 uM) po dobu 12
dni.

Celkovy fenotyp: tabule 17, 18,
19. Protilatkové barveni: tabule
40

Experiment 6 AGN194310 Embrya ve stddiu 35 byla SEM: tabule 20
ponechana v roztoku
AGN194310 (1,6 pM) po dobu 3
dni a poté byla fixovana.

Experiment 7 AGN194310 Embrya ve stadiu 35 byla ISH: tabule 21 a 22
ponechéana v roztoku
AGN194310 (1,6 pM) po dobu 3
dni a poté byla fixovana.

Experiment 8 AGN194310 Embrya ve stadiu 35 byla Celkovy fenotyp: tabule
ponechana v roztoku 24,25,26,27,28,29. Hy-
AGN194310 (1,6 pM) po dobu obranchialni skelet: tabule 31,
3 - 6 dni. V kazdé skupiné byl 32, 33, 34, 35.
po dané dobé roztok inhibitorta
nahrazen 0,2% DMSO.

Experiment 9 AGN194310 Embrya ve stadiu 35 byla Celkovy fenotyp: tabule 30.

ponechana v roztoku
AGN194310 (1,8 uM) po dobu 4
dnti a poté byl roztok inhibitoru
odstranén 0,2% DMSO. Kon-
trolni skupina byla 12 dni v
0,2% DMSO.

Protilatkové barveni: tabule 41

Tabulka 1: Shrnuti zdokumentovanych experimenti
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4 Obrazové tabule

4.1 Analyza genové exprese

4.1.1 Raldh2

st.28

st.29

st.30

st.31




Tabule 1: In situ hybridizace genu Raldh2 v mladsich stadiich (1. ¢ast). In situ hy-
bridizace genu Raldh?2 ve stadiich 28-31. Anteroposteriorni grandient v expresi genu
Raldh?2 je patrny. Gen Raldh?2 kéduje enzym retinaldehyd dehydrogenazu oxidujici reti-
naldehyd na kyselinu retinovou. V embryu je tudiz kyselina retinova syntetizovana pos-
teriorné od faryngeélni oblasti, pficemz nejvice posteriorni oblouk miize byt vystaven ne-
jveétsi koncentraci kyseliny retinové, protoze je k oblasti exprese genu Raldh?2 nejblize. Po
celou dobu anteriorni okraj oblasti exprese Raldh2 dosahuje pfiblizné na droven zékladta
prednich koncetin. Samotné zaklady koncetin ve vSech studovanych stadiich exprimuji

Raldh2. Sipka ukazuje anteriorni okraj exprese Raldh?2.
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st.32

st.34

st.35

20




Tabule 2: In situ hybridizace genu Raldh2 v mladsich stadiich (2. ¢ast). In situ hy-
bridizace s pouzitim proby proti transkriptu genu Raldh2 ve stadiich 32, 34 a 35. Antero-
posteriorni gradient v expresi genu Raldh2 je patrny podobné jako v mladSich stadiich
28-31 (Tabule 1). Sipka ukazuje anteriotni okraj exprese Raldh2. V zakladech vnéjsich

zaber neni zatim Raldh2 aktivni.
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st.37

st.38

Raldh2

--
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Tabule 3: In situ hybridizace s pouzitim proby proti transkriptu genu Raldh?2 ve stadiich
37 a 38. Anteroposteriorni grandient v expresi genu Raldh2 je patrny. Gen Raldh?2
koduje enzym retinaldehyd dehydrogenazu oxidujici retinaldehyd na kyselinu retinovou
je exprimovan v trupovych somitech a v téchto stadiich také na ventralni strané zékladu
kazdé vnéjsi zabry. Sipka ukazuje expresi Raldh2 ve $pickach vnéjsich zaber a na ventralni

strané zaklad vnéjsich zaber.
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Raldh2
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Tabule 4: In situ hybridizace RNA genu Raldh2 ve filamentech. r - rustova Spicka; f -

branchialni filament. Jedinec je priblizné ve stadiu 43.
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4.1.2 Cyp26b

Cyp26b

st.30

26




Tabule 5: In situ hybridizace Cyp26b v mladsich stadiich (1. ¢ast). Cyp26b je exprimovan

v zabernich stérbinach jedinct ve stadiu 30.
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st.36

st.37

37/38

st.
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Tabule 6: In situ hybridizace Cyp26b v mladsich stadiich (2. ¢ast). Cyp26b je exprimovan
uvnitt prvniho, druhého a tfetiho branchialntho oblouku stadii 36-38, ale neni viditelny
uvnitt ¢tvrtého. 1b - prvni branchialni oblouk, 2b - druhy branchialni oblouk, 3b - tieti
branchialni oblouk. V mandibularnim oblouku je patrna zéna exprese ve tvaru pismene

UVH

99



Cyp26b

8€'1S

6£°1S

60



Tabule 7: In situ hybridizace Cyp26b ve starsich stadiich 38 a 39. Cyp26b je ex-
primovan uvnitt prvniho, druhého a tretiho branchialniho oblouku, ale neni viditelny
uvnitt ¢tvrtého. 1b - prvni branchialni oblouk, 2b - druhy branchialni oblouk, 3b - tieti

branchidlni oblouk.
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Tabule 8: Korelace mezi in situ hybridizaci a skenovaci elektronovou mikroskopii. Na-
hore: hlava embrya axolotla ve stadiu 36, v némz jsou viditelné tii zéklady wvnéjsich
zaber. SEM) snimky zakladt vnéjsich zaber ze skenovaciho elektronového mikroskopu.
Dole: chromogenni in situ hybridizace s pouzitim proby proti mRNA genu Cyp26b. Zak-
lady vnéjsich zaber exprimuji gen Cyp26b, a tudiz v nich dochazi k inhibici signalizace
kyseliny retinové. 1b - prvni branchialni oblouk, 2b - druhy branchialni oblouk , 3b - treti

branchidlni oblouk.
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4.1.3 Rarp

Rarf

st.35

st.36

st.37

st.38
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Tabule 9: In situ hybridizace Rarf3. Receptoru kyseliny retinové S je exprimovan od

stadia 35 do stadia 38 uvnitf rombencefala.
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4.2 Chemicka inhibice receptori kyseliny retinové

4.2.1 Celkovy fenotyp

D)

+100%

n=6 n=21 n=10

180%

160%

140%

120%

o
DMSO AGN193109 CcD4379 0%
0,25% 12,5 pM 0,1 pM

|:| 34dné zébry
- unilateralni zabra

latka koncentrace celkem  zadné zabry jedna zabra  dveé zabry - Eltaralnl 53k
ilateralni zabry
n n % n % n %
CD437 0,1 uM 6 0 0 0 0 0 0
AGN193109 12,5 pM 21 8 381 6 29,6 7 333
DMSO 0,25 % 10 0 100 0 0 0 0
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Tabule 10: Experiment 1. Prvni experiment s pouzitim inhibitoru AGN193109 v kon-
centraci 12,5 uM po dobu 6 dnt a inhibitoru CD437 v koncentraci 0,1 pM po dobu 6
dnti. CD437 je specificky inhibitor RARy a AGN193109 je obecny inhibitor vsech RAR.
A) - fotografie embryi vystavenych CD437 ze stereomikroskopu. B) - fotografie embryi
vystavenych CD437. C) - kontrolni skupina v 0,25% DMSO. D) - graf. E) - tabulka
¢etnosti; zadné zabry - na ¢tvrtém branchialni oblouku se nevyviji zadna struktura, jedna
zabra - unilateralni struktura, dvé zabry - bilateralni struktura. 1 - Vné&jsi zabra prvniho
paru, 2 - vnéjsi zabra druhého paru, 1 - vnéjsi zabra tfetiho péaru, 4 - struktura vznikajici

posteriorné od tretiho paru zaber.
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A)

| AGN193109

DMSO

C)

latka koncentrace celkem zadné zabry jedna zabra dveé zabry
n n % n % n %

AGN193109 1,25 yM 13 4 30,8 4 30,8 5 385

DMSO 0,2 % 6 6 100 00 00
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0%
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Tabule 11: Experiment 2 (1. ¢ast). Experiment s pouZitim inhibitoru AGN193109 v
koncentraci 12,5 pM po dobu 12 dnt. A) - vnéjsi fenotyp. Sipka ukazuje na struk-
turu nachazejici se posteriorné od tretiho branchialniho oblouku na ¢tvrtém branchidlnim
oblouku. B) - tabulka ¢etnosti; zadné zabry - na ¢tvrtém branchialni oblouku se nevyviji
zadné struktura, jedna zébra - unilateralni struktura, dvé zabry - bilateralni struktura.

C) - graf Getnosti.
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Tabule 12: Experiment 2. Experiment s pouzitim inhibitoru AGN193109 v koncentraci
12,5 pM po dobu 12 dnt. Pokracovani Tabule 11. Fotografie ze stereomikroskopu ve
srovnani se snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Na povrchu celého embrya
véetné vnéjsich zaber a ektopické struktury na 4. oblouku jsou patrné buiky opatiené
ciliemi. Sipka ukazuje na strukturu nachazejic se posteriorné od trettho branchidlntho

oblouku.
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A)

DMSO

AGN193109
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Tabule 13: Experiment 3 (1. ¢ast). Experiment s AGN193109. A) - Kontrolni skupina v
0,2% DMSO. B) - Skupina vystavena inhibitoru AGN193109 (12,5 nM). Hyobranchialni
skelet zachycuje Tabule 36.
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A)

AGN193109

latka konc. celkem  Zadné zabry jedna zabra  dvé Zabry
n n % n % n %

AGN193109 1,25 yM 62 16 258 24 38,7 22 355

DMSO 0.2 % 19 19 100 0 © 0 0
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Tabule 14: Experiment 3 (2. ¢ast. A) - Vnéjsi fenotyp larvy axolotla, které byla vystavena
inhibitoru AGN193109 (12,5 pM) po dobu 12 dni poéinaje stadiem 35, B) - tabulka
¢etnosti; zadné zabry - na ¢tvrtém branchialni oblouku se nevyviji zadna struktura, jedna
zébra - unilateralni struktura, dvé zabry - bilateralni struktura. C) - graf ¢etnosti, f.) -

filament. Hyobranchiélni skelet zobrazuje Tabule 36.
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DMSO A)

B)

BMS493

C)

n=6 n=13
100%
latka konc. celkem  zadné zabry jedna zabra  dvé zabry
n % n % % 80% .- [N | _— — -
BMS493 5uM 20 20 5 25 11 55
BMS493 17,5 uM 13 15,4 6 46,15 5 3846
DMSO 0,7% 6 100 0 0 0 o0 40% o]
20% _—
0% - — —

>
>

AN O N

DMSO
0,7%

BMS493 BMS493
7,5 uM 17,5 uM
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Tabule 15: Experiment 4 (1. ¢ast). Prvni experiment s pouzitim inhibitora BMS493 a
AGN194310 A) - kontrolni skupina, B) - Embrya které byla vystavena inhibitoru BMS493
v koncentraci 7,5 pM po dobu 12 dni poc¢inaje stadiem 35, C) - tabulka; zadné zabry -
na ¢tvrtém branchialni oblouku se nevyviji zadné struktura, jedna zébra - unilateralni
struktura, dvé zabry - bilateralni struktura. D) - graf. Hyobranchialnich skelet embryi z

tézo skupiny je zachycen na tabulich 37 a 38.
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A)

AGN194310

C) B)
n=10 n=17 n=10
latka konc. celkem  zadné zabry jedna zdbra  dvé zabry
n n % n % n %
AGN194310 1,6 uM 17 3 1765 3 17,65 11 64,7
AGN194310 0,8 uM 10 2 20 2 20 6 60
DMSO 0,2% 14 14 100 0 0 0 0
‘:Iia’dné zabry
-unilaterélnl’iébra
-bilatera'lni zabry
DMSO AGN194310 AGN194310
0,2% 0,8 uM 1,6 uM
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Tabule 16: Experiment 4 (2. ¢ast). A) - Embryo axolotla vystavené inhibitoru
AGN194310 (0,8 pM) po dobu 12 dni pocinaje stadiem 35. Snimky stejného jedince ze
stereomikroskopu a skenovaciho elektronového mikroskopu. B) - graf ¢etnosti fenotypi.
C) - tabulka ¢etnosti fenotypt; zadné zabry - na ¢tvrtém branchiélni oblouku se nevyviji
zadné struktura, jedna zébra - unilateralni struktura, dvé zabry - bilateralni struktura.

Hyobranchiélni skelet zobrazuje Tabule 39.
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A)

DMSO
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Tabule 17: Experiment 5. A) - vnéjsi fenotyp larev axolotla, ktera byla vystavena 0,2%
DMSO. B) - vnégjsi fenotyp larev axolotla, ktera byla vystavena inhibitoru BMS493 7,5
pM . Experiment trval 12 dni od stadia 35.
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Tabule 18: Experiment s AGN194310 a BMS493 (2. ¢ast). Celkové fenotypy embryi
vystavenych inhibitoru receptori RAR po dobu 12 dnu pocinaje stadiem 35. U vSech
embryi je pritomna alespon jedna zabra 4. paru. 1 - prvni par vnéjsich zaber, 2 - druhy
par vnéjsich zaber, 3 - tfeti par vnéjsich zaber, 4 - ¢tvrty par vnéjsich zaber. Vsechny
zabry jsou vyrazné zkracené a vykazuji zna¢ny defekt. Hyobranchialni skelet zobrazuje

Tabule 35.

83



A)

AGN194310

B)

n=18 n=26 n=30

latka konc celkem zadne zabry jedna zabra dve zabry
n n % n % n %
AGN194310 1,6 pM 30 0 0 2 67 28 93,3
BMS493 7.5 uM 26 9 346 7 269 10 385
DMSO 0,2 % 18 18 100 00 0 0
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Tabule 19: Experiment 5 (3. ¢ast). A) - fenotypy embryi axolotla po 12 dnech v roztoku
inhibitoru AGN194310 v koncentraci 1,6 pM. B) - tabulka ¢etnosti fenotypt v experimen-
télnich skupinach vystavenych BMS493; zZadné zabry - na ¢tvrtém branchialni oblouku
se nevyviji zddna struktura, jedna zabra - unilateralni struktura, dvé zabry - bilateralni
struktura. C) - graf ¢etnosti. 1 - prvni par vnéjsich zaber, 2 - druhy par vnéjsich zaber,
3 - treti par vnéjsich zaber, 4 - ¢tvrty par vnéjsich zaber. VSechny zabry jsou vyrazné

zkracené a vykazuji znacny defekt.
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AGN194310
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Tabule 20: Experiment 6 (SEM). A) - kontrolni skupina v 0,2% DMSO. B) - celkovy
fenotyp embrya axolotla vystaveného inhibitoru AGN194310 v koncentraci 1,6 pM. 1 -

prvni par zaber, 2 - par zaber, 3 - par zaber, 4 - par zaber, k - zédklad koncetiny.
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b) c)
DMSO __ AGN194310, 4d + Cyp26b __DQZHwthc. 3d _
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Tabule 21: Experiment 7, korelace Cyp26b a SEM. a) - kontrola, b) - Embrya vystavena
inhibitoru AGN194310 po dobu 4 dnt. c) - snimek indukovaného zakladu vnégjsi zabry
ze skenovactho mikroskopu. 1 - prvni par zaber, 2 - druhy pér zaber, 3 - tfeti par zaber,
4 - zaklad c¢tvrtého paru zaber. V zakladu vnéjsi zabry v tomto stupni vyvoje probiha
endogenni inhibice signaliace kyseliny retinové podobné jako v normélné se vyvijejicich

zabrach (Tabule 9, 6, 7 a 8).
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Tabule 22: Experiment 6. Exprese Raldh2 v indukovanych zabrach. 1 - Prvni par zaber,
2 - Druhy par zaber, 3 - Tteti par zaber, 4 - Zaklad ¢tvrtého paru zaber. Indukovana
zabra na ¢tvrtém branchidlnim oblouku exprimuje Raldh2 v ristové Spicce stejné jako

normélni zabry (Tabule 4).
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DMSO 3d a4ad 5d 6d 12d
|:| $adné 2abry
- unilateralni zabra

- bilaterdlni zabry

100%

80%

60%

40%

20%

0%

C)
latka konc. Cas celkem zadné zabry jedna zabra dvé zabry
n n % n % n %
AGN194310 1,6 uyM 12 dni 34 0 O 6 18 28 82
AGN194310 1,6 yM 6dni 20 0 0 4 20 16 80
AGN194310 1,6 yM 5dni 27 1 3 5 19 21 78
AGN194310 1,6 yM 4 dni 31 0 0 6 20 25 80
AGN194310 1,6 yM 3 dni 37 1 2 10 27 26 70
DMSO 02% 12dni 26 26 100 0 0 0 0
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Tabule 23: Experiment 8, kontrola, 3 dny, graf. A) - celkovy fenotyp embrya kon-
trolni skupiny vystaveného DMSO v koncentraci 0,2% po dobu 12 dni. Snimek ze stere-
omikroskopu. 1 - Zabra prvniho paru, 2 - zabra druhého paru, 3 - Zabra tretiho paru.
B) - graf ¢etnosti jednotlivych fenotypi; DMSO - kontrolni skupina, 3d - 3 dny, 4d - 4
dny, 5d - 5 dnt, 6d - 6 dnid, 12d - 12 dni. C) - tabulka cetnosti jednotlivych fenotypi;
zadné zabry - na ¢tvrtém branchialni oblouku se nevyviji zddné struktura, jedna zabra -

unilateralni struktura, dvé zabry - bilateralni struktura.
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AGN194310, 12d
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Tabule 24: Experiment 8, 12 dnti. Celkovy fenotyp embrya axolotla vystaveného in-
hibitoru AGN194310 v koncentraci 1,6 pM po dobu 12 dni. Snimky ze stereomikroskopu.
1 - zabra prvniho péru, 2 - zabra druhého paru, 3 - Zzébra tretitho paru. Defekt vSech

vnejsich zaber je patrny podobné jako na tabulich 17 a 18.
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AGN194310, 12d
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Tabule 25: Experiment 8, 12 dni (SEM). Celkovy fenotyp embrya axolotla vystaveného
inhibitoru AGN194310 v koncentraci 1,6 pM po dobu 12 dni. Srovnéni snimku ze stere-

omikroskopu se snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu.
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AGN194310, 4d
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Tabule 26: Experiment 8, 4 dny (SEM). Celkovy fenotyp embrya axolotla vystaveného
inhibitoru AGN194310 v koncentraci 1,6 pM po dobu 4 dnu z 12. Fotografie ze
stereomikroskopu ve srovnani se snimky stejnych jedincii ze skenovaciho elektronového
mikroskopu. 1 - prvni par zaber, 2 - druhy par zaber, 3 - tifeti par zaber, 4 - ¢tvrty par

zaber.
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Tabule 27: Celkovy fenotyp embrya axolotla vystaveného inhibitoru AGN194310 v kon-
centraci 1,6 ptM po dobu 4 dnti z 12. Nahote: snimky ze stereomikroskopu. Dole: snimky
ze skenovaciho elektronového mikroskopu. 7S - zaberni Stérbina, 1 - prvni par zaber, 2
- druhy par zaber, 3 - tfeti par zaber, 4 - ¢tvrty par zaber. Vsechny snimky zachycuji

stejného jedince.
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AGN194310, 3d
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Tabule 28: Experiment s AGN94310, 3 dny (SEM). Celkovy fenotyp embrya axolotla
vystaveného inhibitoru AGN194310 v koncentraci 1,6 pM po dobu 3 dnti z 12. k - zaklad
koncetiny, op - operkulum, 1 - prvni par zaber, 2 - druhy par zaber, 3 - tfeti par zaber, 4
- ¢tvrty par zaber. Na levé strané je operkulum zvednuté. Hyobranchialni skelet embryi
ze stejné experimentalni skupiny zobrazje Tabule 31. Podobnou pfed¢asnou koncetinu

barvenou alcidnovou modii ukazuje Tabule 33, B.
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Tabule 29: Experiment s 8. Celkovy fenotyp embrya axolotla vystaveného inhibitoru
AGN194310 v koncentraci 1,6 pM po dobu 3 dnu z 12. Z§ - zZabern{ Stérbina, op - operku-
lum, 1 - prvni par zaber, 2 - druhy par zaber, 3 - tfeti par zaber, 4 - ¢tvrty par zaber.

Hyobranchialni skelet je na tabuli 31.
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A)

AGN194310, 4d

B)
latka konc. ¢as celkem obnoveni bez obnoveni
n n % n %
AGN194310 1,8 pM 4 dny 18 10 556 8 444
AGN194310 1,8 pM 12dnd 9 1 111 8 88,9
DMSO 0,2 % 21 9 0 0 0 0
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Tabule 30: Experiment 9. A) -cCelkovy fenotyp embrya axolotla vystaveného inhibitoru
AGN194310 v koncentraci 1,8 pM po dobu 3 dnu z 12. Z§ - Zabern{ Stérbina, op - operku-
lum, 1 - prvni par zaber, 2 - druhy par zaber, 3 - tfeti par zaber, 4 - ¢tvrty par zaber.
Prvni, druhy a ¢tvrty par zaber vykazuji obnovené vyristani organu po silné inhibici
signalizace kyseliny retinové. Sipky ukazuji predél mezi obéma fazemi. U zabry tretiho
paru (3) nedoslo k obnoveni vyristani organzu. B) - tabulka ¢etnosti fenotypti. obnoveni
- rist zabry se obnovil po odstranéni inhibitoru, bez obnoveni - po odstranéni inhibitoru

nedoslo k obnoveni ristu organu. v kontrolni skupiné nedoslo ani k zastaveni organu.
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4.2.2 Hyobranchialni skelet
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Tabule 31: Experiment 8, kontrola, 4 dny, skelet. A) - Hyobranchiélni skelet kontrol-
nich embryi v 0,2% roztoku DMSO. B) - Hyobranchialni embryi vystavenych inhibitoru
AGN194310 po dobu 3 dnt. 3 dny postacuji k aktivaci vyvojového programu elementii
hypobranchiale 3 a ceratobranchiale 5. hb2 - hypobranchiale 2, hb3 - hypobranchiale 3,
cb4 - ceratobranchiale 4, cb5 - ceratobranchiale 5. Vné&jsi fenotyp je zachycen na tabulich

29 a 28.
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AGN194310, 4d
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Tabule 32: Experiment 8, 4 dny, skelet. Embryo 1 neproslo rozpusténim tkani v trypsinu.
Vneéjsi zabra se nachazi na ¢tvrtém branchidlnim oblouku, v némz se zaroven nachazi
deformované ceratobranchiale 4. Dole: hyobranchialni skelet embryi vypreparovany po-
moci trypsinu. hb3 - hypobranchiale 3, cb4 - ceratobranchiale 4, cbb - ceratobranchiale
5. U téchto embryi je zaroven piitomna zabra na ¢tvrtém branchialnim oblouku. Cerato-
branchiale je v piipadé jedince 4 plné srostlé na obou stranach. Vnéjsi fenotyp je zachycen

na tabulich 27 a 26.
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AGN194310, 5d
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Tabule 33: A) - hyobranchialni skelet embryi vystavenych inhibitoru AGN194310 po
dobu 5 dnii z 12. hb3 - hypobranchiale 3, cb4 - ceratobranchiale 4, cb5 - ceratobranchiale
5. 1 - ceratobranchiale 5 je témér plné srostlé s distalnim koncem ceratobranchiale 4.
2 - ceratobranchiale 5 je jen slabé vyvinuté, ale anteriorni ohyb ceratobranchiale 4 je
pfitomny. Hypobranchiale 4 vznika netplné. B) - hyobranchialni skelet po vystaveni
inhibitoru AGN94310 po dobu 6 dni z 12. Tento jedinec mé zaroven transformace hy-
obranchialniho skeletu a predcasné se vyvijejici koncetiny. hb4 - hypobranchiale 3. hb3
- hypobranchiale 3, cb4 - ceratobranchiale 4, cbb - ceratobranchiale 5. k - skeletogenni
koncentrace chondroblasti uvniti zédkladu koncetiny. Vnéjsi fenotyp podobnych predcas-
nych koncetin zobrazuje Tabule 28. Stejny jedinec jako v ¢asti B) je zobrazen na tabuli

34, 3.
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AGN194310, 6d
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Tabule 34: Hyobranchialni skelet po vystaveni inhibitoru AGN94310 po dobu 6 dni z 12.
hb2- hypobranchiale 2, hb3 - hypobranchiale 3, cb4 - ceratobranchiale 4, cb5 - cerato-
branchiale 5. Ceratobranchiale 5 vykazuje u jednotlivych jedinct rozdilny stupen vyvoje.
Je patrna progrese ve vyvoji ceratobranchiale 5 od jedince 1 k jedinci 5. U jedince 3 se

také nachazela predcasna predni koncetina zobrazené na tabuli 33, B.
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Tabule 35: Hyobranchialni skelet embryi vystavenych inhibitoru AGN194310 pod dobu
12 dnti. hb3 - hypobranchiale 3, cb4 - ceratobranchiale 4, cb5 - ceratobranchiale 5.
Ceratobranchiale 5 vykazuje rozdilny stupen vyvoje. U vSech zobrazenych embryi je
patrné hypobranchiale 3. Snimky jedinct 1-5 ukazuji progresi ve vyvoji ceratobranchiale

5. U jedince 5 je ceratobranchiale 5 plné srostlé. Vnéjsi fenotyp ukazuje Tabule 24 a

Tabule 25.
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latka konc. celkem 0 hb3 cb5 hb3 + cb5

n n % n % n % n %
AGN193109 125 puM 33 1 3 6 19 7 22 18 56
DMSO 0,2 % 4 4 100 0 O 0 O 0 0

zadné transformace |:| I
ves [

118



Tabule 36: Experiment 3, skelet. A) - hyobranchidlni skelet kontrolni skupiny v
0,2% DMSO. B) - hyobranchialni skelet larev axolotla, ktera byla vystavena inhibitoru
AGN193109 po dobu 12 dnii po¢inaje stadiem 35 barveny alcidnovou modii. Komplemen-
tarni snimky vnéjsiho fenotypu jsou zachyceny na tabulich 13 a 14. C) - tabulka ¢etnosti.
D) - graf. hb2 - hypobranchiale 2, hb3 - hypobranchiale 3, hb4 - hypobranchiale 4, cb4
- ceratobranchiale 4, cb) - ceratobranchiale 5. Skelet 1 je piikladem ceratobranchiale 5.

Ve skeletu 2 se nachazi hypobranchiale 4, které se plné¢ nenapojuje na basibranchiale.
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Tabule 37: Experiment 4, skelet (1 . ¢ast). A) - kontrolni skupina v 0,2% roztoku
DMSO. B) - hyobranchialni skelet larev axolotla, ktera byla vystavena inhibitoru BMS493
v koncentraci 7,5 ptM po dobu 12 dni pocinaje stadiem 35. Vnéjsi fenotyp zobrazuje
obrazek 15. hb3 - hypobranchiale 3, hb4 - hypobranchiale 4, cb4 - ceratobranchiale 4,
cbb - ceratobranchiale 5. Hypobranchiale 4 se ani v jednom ze zobrazenych pfipada plné
nenapojuje na basibranchiale. Ceratobranchiale jedince 2 je témér tplné srostlé. Vnéjsi

fenotyp zobrazuje Tabule 15.
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BMS493

hb3 cb5  hb3+cb5  hb3+hbd-+cb5

n n % n % n % n % n %

latka konc. celkem  Zadné zmény

BMS493 75uM 15 0 0 1 666 0 0 12 80 2 13,33

DMSO 02% 4 4 100 0 0 000 0 0 O 0
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Tabule 38: Experiment 4, skelet (2 . ¢ast). A) - hyobranchiélni skelet larev axolotla,
ktera byla vystavena inhibitoru BMS493 po dobu 12 dni poéinaje stadiem 35. B) -
tabulka Getnosti. C) - graf Getnosti jednotlivych fenotypii. hb3 - hypobranchiale 3, cb4 -
ceratobranchiale 4, cb5 - ceratobranchiale 5. U téchto embryi je zaroven pritomna zabra

na ¢tvrtém branchialnim oblouku. Vnéjsi fenotyp zobrazuje Tabule 15.
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AGN194310
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Tabule 39: Experiment 4, skelet (3 . ¢ast). Hyobranchialni skelet po inhibici receptorii
RAR pomoci AGN194310 v koncentraci 0,8 ntM po dobu 12 dni. hb3 - hypobranchiale 3,
cb4 - ceratobranchiale 4, cb) - ceratobranchiale 5. VSechny vyobrazené skelety obsahuji
hypobranchiale 3 a ceratobranchiale 5. U téchto embry{ je zaroven pfitomna zabra na
¢tvrtém branchidlnim oblouku. Vnéjsi fenotyp stejné experimentélni skupiny zobrazuje

Tabule 16.
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4.3 Imunohistochemie struktur v indukovanych Zabrach

4.3.1 Imunohistochemie svali v indukovanych zabrach
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Tabule 40: Experiment 5, protilatka 12/101. A) - kontrolni skupina. B) - skupina vys-
tavena BMS493 v koncentraci 7,5 pM po dobu 12 dnit. C) - skupina vystavena AGN194310
v koncentraci 1,6 pM po dobu 12 dnt. 1 - prvni par zaber, 2 - druhy par zaber, 3 - tieti

par zaber, 4 - ¢tvrty par zaber. Indukovana 4. zZabra obsahuje svaly.
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4.3.2 Imunohistochemie nervia v indukovanych zabrach

urj@Aw - 11ue + OTEFP6INOVY
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Tabule 41: Protilatka anti-myelin. Indukované zabra obsahuje nerv. n - nerv, 1 - prvni

par zaber, 2 - druhy par zaber, 3 - tieti par zaber, 4 - ¢tvrty par zaber.
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5 Diskuse

5.1 Inhibice RAR vede k indukci ektopickych organt

Analyza genové exprese genu Cyp26b ukazuje, Ze tento gen je piitomen v zakladech
vnéjsich zaber po celou dobu vyvoje organu, zatimco Raldh2 se objevuje ve vnéjsich
zébrach az v pozdéjsich stadiich (st.37), a to ve §pickach kazdé vnéjsi zabry a na posteri-
orni strané baze kazdé vnéjsi zabry, ale uz ve stadiich pred vznikem zakladt vnéjsich Zzaber
je pritomen Raldh2 v somitech posteriorné od zakladu koncetiny, a tudiz posteriorné od
faryngeélni oblasti (Tabule

V této praci byly testovany tii inhibitory v8ech receptorit RAR (o, 8 a ) z hlediska
jejich efektu na vyvoj vnéjsich zaber axolotla. VSechny tfi testované inhibitory zptsobuji
v principu stejny efekt na vyvoj embryi axolotla, ktery se v prvé radé vyznacuje indukei
vyvoje ektopickych organi v podobé vnéjsi zdbry na ¢tvrtém branchidlnim oblouku a
transformacemi hyobranchiélniho skeletu branchialnich oblouk.

V této praci bylo dale pfedlozeno nékolik typi analyz ukazujicich, Ze indukovana
struktura na ¢tvrtém branchialnim oblouku skutecné je vnéjsi zabrou, ktera mé v mnoha
pripadech externi morfologické znaky typické pro vnéjsi zabry a zaroven obsahuje svalovou
a nervovou tkan stejné jako normalné se vyvijejici zabry. Ve vét§iné piipadi je pfitomnost
vnéjsich zaber ¢tvrtého paru také doprovazena transformacemi hyobranchidlniho skeletu,
které maji prinejmensim formu alespon ¢astecné unilateralni nebo bilateralni duplikace
hypobranchialniho elementu, ktery se v téchto pripadech vyviji také na tfetim branchial-
nim oblouku, a ne pouze na prvnim a na druhém branchidlnim oblouku, jak je tomu
u normalnich jedincid. Tento element, ktery je mozné oznacovat jako hypobranchiale 3
nebyl dosud u larev axolotla mexického zdokumentovan, ale vyskytuje se u jinych skupin
skupin obojzivelnikt bud jako regulerni znak, anebo jako vzacné vnitrodruhova variabilita
(dale v oddilu 5.4). Transformace skeletu jsou v obou kvantifikovanych experimentech
podobné ¢asté jako indukce vnéjsich zaber a i v experimentech 2 a 3 (Tabulka 1), pfi
nichz byla indukovana pouze rudimentalni ¢tvrta zabra, doslo v nékterych piipadech ke
vzniku plné zformovanych elementt hypobranchiale 3 (Tabule 36, B). V nejextrémnéjsich
pripadech inhibice receptorii kyseliny retinové vyvolava spolu s vnéjsi zadbrou také trans-
formace ¢tvrtého branchialniho oblouku, ktery je v takovych pripadech také spojeny s
basibranchiale prostfednictvim indukovaného elementu hypobranchiale 4 (Tabule 38 2 a

3).
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Pritomnost pravidelné vznikajicich ektopickych organti nésledkem chemické inhibice
receptori kyseliny retinové muze mit implikace predevsim pro evoluci obojzivelniki, ale

také pro pochopeni molekularni regulace segmentace obratlovet jako takové.

5.2 Iniciace vnéjSich Zaber vyZaduje inhibici kyseliny retinové

In situ hybridizace ukazala, ze zaklady vnéjsich zaber exprimuji gen Cyp26b, ale ¢tvrty
branchialni oblouk Cyp26b neexprimuje. Samotnéa aktivita Cyb26b ve vnéjsich zabrach by
mohla naznacovat, ze se jedna o nutny faktor pro vyvoj vnéjsich zaber, ale toto tvrzeni je
tfeba oprit o vysledky funkénich experimenti, které nésledovaly po tvodnich analyzach
genové exprese. Inhibitory receptori kyseliny retinové by mély mit stejny efekt na tkané
jako produkt genu Cyp26b v tom smyslu, ze jak metabolizace kyseliny retinové na neak-
tivni produkty, tak blokace receptori vedou ke stejnému vysledku, kterym je zamezeni
receptori kyseliny retinové aktivovat geny, které jsou fizeny cis-regulacnim elementem
RARE. Inhibice receptoru kyseliny retinové by tak méla mit za nésledek aktivaci vyvo-
jového programu vnéjsi zabry na ¢tvrtém branchialnim oblouku, je-li odstranéna aktivita
kyseliny retinové. Kyselina retinova by proto byla nezbytnym a zaroven postacujicicm
faktorem vyvoje vnéjsich zaber. Aplikace latek, které jsou experimentélné ovérenymi in-
hibitory téchto receptoru skuteéné vedla k indukci vnéjsi zabry na ¢tvrtém branchialnim
oblouku, a tudiz bylo potvrzeno, Ze signalizace kyseliny retinové zabranuje v normal-
nim stavu vyvoji vnéjsich zaber. Tento inhibi¢ni efekt kyseliny retinové na zakladani
vnéjsich zaber je v norméalnim stavu kontrolovan pravé aktivitou Cyp26b, ktery ovSem
ve &tvrtém branchidlnfm oblouku neni aktivni. Ctvrty branchialni oblouk je zaroveh
nejblize k zoné aktivity genu koédujictho retinaldehyd dehydrogenadzu Raldh2, ktery je
markerem produkce kyseliny retinové. Je proto pravdépodobné, Ze posledni branchiilni
oblouk je kvili blizkosti trupovych somitti a zakladu koncetiny také vystaven nejvyssi
koncentraci kyseliny retinové. Vyvojovy program vnéjsi zabry je v poslednim branchial-
nim oblouku tudiZz pravdépodobné inhibovan jak vyssi koncentraci kyseliny retinové, tak
absenci aktivity Cyp26b. Syntetické inhibitory tak mohou uspesné nahradit endogenni
represi signalizace kyseliny retinové i v poslednim oblouku, coz je mozné dolozit pozi-
tivnim efektem, tj. efektem, ktery spoc¢iva v pritomnosti struktur, které v normélnim
stavu chybéji. Pritomnost anteroposteriorntho gradientu vznikajictho diky somitim je
plné v souladu s daty ziskanymi na jinych obratlovéich modelech, predevsim na Danio

rerio (Gibert et al., 2006), (Begemann et al., 2001).
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5.3 Po inhibici RAR dochazi k homeotické transformaci faryn-
govych oblouki

Néktera experimentalni embrya vykazuji jak pritomnost vnéjsi zabry na ctvrtém
branchiadlnim oblouku, tak pritomnost hypobranchiale 3 ve skeletu kazdého branchialniho
oblouku. Posledni branchiélni oblouk axolotla v normélnim stavu nemé vnéjsi zabru
a skelet poslednich dvou obloukil sestdva v normalnim stavu pouze z jednoho cerato-
branchialniho chrupavéitého elementu, ktery se nenapojuje na basibranchiale, protoze
hypobranchialia v téchto obloucich chybéji. V nejextrémnéjsim piipadé inhibice RAR tak
ziskévaji vSechny branchialni oblouky stejné vnitini i vnéjsi morfologické charakteristiky.
Jednotlivé branchidlni segmenty tudiz uplné nebo ¢astec¢né ztraceji svoji unikatni segmen-
tarni identitu a stavaji se viceméné morfologicky uniformnimi. Jedné se proto za celkem
jasny piiklad homeotické transformace v Batesonové smyslu (oddil 1.2.3). Kyselina
retinova je tudiz faktorem, ktery je zodpovédny za to, ze jednotlivé branchialni oblouky
v normalnim stavu nejsou stejné, protoze po inhibici receptori RAR se rozdily mezi
jednotlivymi segmenty ve vétsi nebo mensi mife stiraji a v nejextrémnéjsich ptipadech
mizi uplné.

Uniformité segmenti by se ovSsem mohla vymykat transformace elementu cerato-
branchiale 4, ktera je ve vétsi nebo mensi mife pfitomna u vétsiny studovanych jedincu.
V tomto smyslu hyobranchidlni skelet uniformni neni a z hlediska ceratobranchiale je
dokonce méné uniformni nez u normalnich jedinct, pokud ale nebude tato transformace
interpretovana jako posteriorni prodlouzeni hyobranchialniho skeletu skrze pridani jed-
noho posteriorntho segmentu. Pii¢iny anteriorniho ohybu ceratobrachiale nejsou jasné
a jejich stanoveni by vyzadovalo dalsi analyzy. Nabizi se spekultivni vysvétleni, podle
kterého by byla jeho pri¢inou zrychlena proliferace chondroblasti, které by mélo za
nasledek ohybéni struktury. V této souvislosti byla pravé diferencialni proliferace chon-
droblasti popsana jako jeden z mechansimi morfologickych zmén v hyobranchialnim
skeletu (Rose, 2009). Hlavnim argumentem pro klasifikaci tohoto znaku jakozto cerato-
branchiale 5 je vSak jeho silna podobnost s fenotypy pozorovanymi u obojzivelniki ¢eledi
Plethodontidae, byt na tfetim branchidlnim oblouku (oddil 5.4.1), (Obréazek

Tyto vysledky predstavuji viubec prvni piiklad homeotické transformace, ktera posti-
huje branchialni oblouky, to znamena jiné faryngové oblouky nez mandibularni a hyoidni,
jejichz regulace z hlediska genti Hox byla experimentalné studovana a nékteré faktory

zodpovidajici za jejich morfologickou a funkéni diferenciaci byly identifikovany (kapitola
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1.2.3).

Je pravdépodobné, Ze také homeotické tranformace zdokumentované v této praci ob-
néaseji zmény v expresi geniit Hox vzhledem k tomu, Ze interakce mezi kyselinou retinovou
a geny Hoz byly prokizany v pfipadé homeotickych transformaci trupovych segmentii, ale
potvrzeni této hypotézy by vyzadovalo podrobnéjsi analyzy genové exprese v kombinaci

se zde popsanymi inhibi¢nimi experimenty.

5.4 Indukované struktury koresponduji se znaky jinych skupin

obratlovci
5.4.1 Neontologické souvislosti

Ackoli jsou experimentalné indukované struktury na téle axolotla soucasti jednoznacné
teratogenniho fenotypu, ktery pravdépodobné lze oznacit za syndrom deficience vitaminu
A (Chen et al., 2001) véetné kraniofacialnich deformaci a defektniho vyvoje o¢i, tak se ne-
jedné o prostou patologickou deformaci bez evoluéniho kontextu. Indukované znaky totiz
topologicky a morfologicky korespunduji s fenotypy znamymi u jinych obojzivelniki a
pribuznych fylogenetickych skupin. Ani ¢tvrty par vnéjsich zaber ani skeletalni elementy
hypobranchiale 3 a hypobranchiale 4 nebyly dosud u axolotla mexického v odborné lit-
eratufe popsany a v souladu s ocekavanim se nevyskytuji ani u zddného ze studovanych
kontrolnich embryi, ale jsou znamy u jinych skupin obojzivelniki bud jako charakteri-
sticky fylogeneticky znak, anebo jako vzacnéd vnitrodruhova variabilita. Béhem evoluce
ocasatych také pravdépodobné dochézelo ke ztratam a opétovnému vzniku chrupavek
hyobranchialniho skeletu.

V normalnim stavu jsou u podifadu Salamandroidea k medidlnimu elementu basi-
branchiale pfipojeny elementy ceratobranchiale prostfednictvim elementu hypobranchiale
pouze pokud se jedna o elementy prvniho a druhého branchialniho oblouku. Existuje
tudiz pouze hypobranchiale 1 a hypobranchiale 2 zatimco ceratobranchiale 3 a 4 se na
basibranchiale nenapojuji. Ve vétsiné pripadi embryi axolotla, ktera prosla inhibici recep-
tora kyseliny retinové, se vyskytuje aplné nebo ¢astecné vyvinuty element hypobranchiale
3 a vzéacnéji také hypobranchiale 4.

V pripadé duplikaci hypobranchialnich skeletalnich elementi se nabizi srovnani s
kryptobranchoidni linii ocasatych, konkrétné s larvami ¢eledi Hynobiidae, jejichz hypo-
branchialni skelet je témér identicky se skeletem larev axolotla s tou vyjimkou, Ze se u nich

typicky vyskytuji rudimentarni elementy hypobranchiale 3, které se oviem nenapojuji na
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medialni element basibranchiale (Obréazek 4,b,c).

V minulosti byla otazka po¢tu hypobranchialii larvalniho skeletu u rtznych skupin
ocasatych pfedmétem zajmu zoologt a embryologi. Element hypobranchiale 3 byl popsan
u druhu Hynobius nebulosus (Hynobiidae) (Edgeworth, 1923), (Boy, 1974) a popisu tohoto
elemetu u druhu Onychodactylus japonicus (Hynobiidae) je vénovana specificka publikace
(Okajima, 1922). Celkové je mozné fici, ze pritomnost hypobranchiale 3 je v krypto-
branchodni linii pravidelnosti, zatimco u zastupct salamandroidni linie, do niz patii také
axolotl, bylo hypobranchiale 3 popsano pouze jako vzacna vnitrodruhovéa variabilita, ktera
byla pozorovana u jedinci druhit Salamandra salamandra (Kallius, 1901) Notophtalmus
viridescens (Rose, 2003) (Obrazek 9) a Ambystoma maculatum (Rose, 2003). Rose (2003)
pritom poklada pritomnost vSech ¢tyf hypobranchiélii za primitivni stav hyobranchial-
niho skeletu obojzivelnikii, a proto oznacuje hypobranchiale 3 vyskytujici se u téchto
druht jako atavisticky znak. Je mozné, Ze jedinci s timto fenotypem byli ovlivnéni snize-
nou meérou signalizace kyseliny retinové, at uz nasledkem genové mutace nebo deficitu
vitaminu A. Inhibice kyseliny retinové u axolotla tudiz podle takové interpretace vede k
obnové atavistickych znaki.

Nejvice relevantnim piikladem pro interpretaci vysledki této préace je stav pozorovany
u pamloka dzungarského Ranodon sibiricus (Hynobiidae) (Obrazek 5). Je pozoruhodné,
ze u druhu Ranodon sibiricus byly jako u jediného obojzivelnika popsany zaroven obé
strukutury, které byly indukovany v experimentech zdokumentovanych v této praci. Skelet
téchto embryi v souladu s ostatnimi znadmymi pfislusniky celedi Hynobiidae obsahuje
hypobranchiale 3 (Boy, 1974), ale zaroven je Ranodon sibiricus jedinym ocasatym, u
néhoz byla zdokumentovana zébra na ¢tvrtém branchialnim oblouku (Shmalgauzen, 1968).
Existuje tudiz evidence svédcici o tom, ze tyto dva fenomény jdou ruku v ruce nejen v
experimentalni situaci, ale také v prirodé. Tato zabra dosahuje priblizné podobného
stupné vyvoje jako experimentéalné indukovana zabra zobrazena na Tabuli 24.

Pritomnost obou znakt u embryi, ktera podstoupila byt jen do¢asnou inhibici recep-
tora kyseliny retinové, mize poukazovat na to, ze rozdily v morfologii larvalniho skeletu
ocasatych obojzivelnika (Schwarz et al., 2023) je potencialné mozné vysvétlit rozdilnou
mérou signalizace kyseliny retinové. Nékteré pripady ektopické vnéjsi zébry u experimen-
talnich embryi (nap¥. Tabule 24) pfiblizné odpovidaji rudimentarnimu stavu, ktery byl
popsan u pamloka dzungarského Ranodon sibiricus, ale u mnoha ptipadi predstavuji plné
vyvinuty organ opatieny zabernimi filamenty obsahujici svaly a nervy. Takovyto fenotyp

odpovida stavu pozorovaném na bahnicich, jejichz larvy maji ¢tyti pary vnéjsich zaber
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(Obrézek 6).

Co se tyce transformace ceratobranchiale 4, které se v mnoha pfipadech vidli¢naté
rozvétvuje, je mozné nalézt urcité paralely se stavem, ktery je pozorovan u ocasatych
obojzivelniki celedi Plethodontidae. Nejnazornéjsi pripad takové variability popsal Rose
(1995) na jedincich druhu Hemidactylium scutatum. Pro ¢eled Plethodontidae je charak-
teristickd redukce posteriornich elementti hyobranchialntho skeletu, ktera se vyznacuje
zmensenim nebo tplnou absenci ceratobranchiale 4. Podle Rose (1995) se rudimentéarni
ceratobranchiale 4 vyskytuje u 45 ze 49 jedincu H. scutatum studovanych v dotycéné
publikaci. V nékterych pripadech se rudimentérni ceratobranchiale 4 napojuje pouze na
posteriorni konec ceratobranchiale 3, ale v nékterych pripadech sristé anteriorné. Tato
situace se podoba transformaci ceratobranchiale 4, ktera se objevuje ve vysokém pro-
centu pripadi zdokumentovanych v této praci. Jedinci H. scutatum, kteri maji rudi-
mentarni ceratobranchiale 4, ale nemaji Zaberni stérbinu posteriorné od ceratobranchiale
3 podobné jako experimentalni embrya axolotla nemaji Zaberni stérbinu posteriorné od
ceratobranchiale 4 i tehdy, kdyz se z ceratobranchiale 5 odvétvuje nové indukované struk-
tura, jak je patrné na snimcich ze skenovaciho elektronového mikroskopu (Tabule 29 a
27). Na embryich axolotla je proto mozné pozorovat stav, ktery je podobny stavu u larev
H. scutatum, ale je posunuty o jeden segment posteriorné. Embrya piislusniki celedi
Plethodontidae s pfimym vyvojem, napt. Plethodon cinereus, maji naopak podobny stav
posunuty o jeden segment anteriorné (Rose, 2014). V souvislosti s vysledky této praci je
relevanti studie tykajici se evoluce hyobranchialniho skeletu uvnitt ¢eledi Plethodontidae,
kterou publikoval Kerney et al. (2012). Uvnitf ¢eledi Plethodontidae doslo opakované ke
vzniku ontogeneze s pfimym vyvojem a na zdkladé molekularni fylogenetiky se zda, ze v
pripadé rodu Desmognathus doglo i k navratu k bifazickému zivotnimu cyklu s akvatick-
ymi larvalnimi stadii. Larvy rodu Desmognathus zaroven maji v hypobranchialim skeletu
rudimentalni ceratobranchiale 4 4, které se u jejich piedkii s pfimym vyvojem nevysky-
tuje. Pokud je rod Desmognathus skuteéné odvozenym taxonem, u nehoz doslo k reevoluci
larvalnich stadii a s nimi spojeného prodlouzeného hyobranchialniho skeletu, jednalo by se
o poruseni takzvaného Dollova pravidla. Dollovo pravidlo k4, Ze reevoluce anatomickych
znaki je velmi nepravdépodobnad, a je obecné akceptovano jako princip, na zakladé kterého
se vyhodnocuje pfibuznost taxonu, jsou-li k dispozici pouze morfologické znaky. Kerney
et al. (2012) ale tvrdi, ze Dollovo pravidlo je v tomto pfipadé pfece jen zachovano, nebot

se nejedna o skutec¢nou reevoluci znaku, ale o pouhé pokracovani vyvojového programu,

4Kerney oznacuje ceratobranchiale jako epibranchiale.
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ktery se silnéji projevoval u linii s akvatickym vyvojem jakou je Plethodon cinereus. Byl
ale stale latentné pritomen u larev plethodontidi s pfimym vyvojem, kteti byly predky
rodu Desmognathus, u néhoz tento vyvojovy program dostal znovu piilezitost se plné
projevit spolu s opétovnym ziskdnim akvatického stadia. Vysledky této prace poskytuji
potencidlni vyvojovy mechanismus vysvétlujici variabilitu uvniti plethodontidi, nebot
ukazuji, ze k extenzi a kompresi hyobranchialniho skeletu béhem vyvoje miize dochazet v
nésledku zmén v intenzité signalizace kyseliny retinové, kterd miize rozhodovat o tom, do
jaké miry se latenti vyvojovy program projevi. Kyselina retinovéa a geny, které ji reguluji,
jsou proto moznou kandidatni pricinou nékterych situaci zdanlivé odporujicich Dollovu

pravidlu.

5.4.2 Paleontologické souvislosti

Experimentélni ovliviiovani signalizac¢ni dréahy kyseliny retinové vedlo ke vzniku skeletal-
nich elementti podobnych tém, které byly u predkt axolotla mexického ztraceny béhem
evoluce. K divergenci linie vedouci ke kryptobranchoidim, tj. k ¢eledim Hynobiidae a
Cryptobranchidae, doslo podle vétsiny fylogenetickych studii v geologickém obdobi jury
(Gao & Shubin, 2003),(Gao & Shubin, 2012). V embryu axolotla je tudiz stale pfitomny
potencial pro vyvoj struktur, které byly ztraceny pred vice nez 140 miliony let, nebot ne-
jstarsi popsany zastupce salamandroidni linie ocasatych, neotenicky Beiyanerpeton jian-
pingensis, (Gao & Shubin, 2012) uz mél pouze dva pary hypobranchialii (hypobranchiale
1 a hypobranchiale 2).

Ztrata hypobranchiale 4, které bylo také indukovano ve vyse popsanych experimentech
je rovnéz udélosti, ke které doslo v linii vedouci k soucasnych ocasatym jesté diiv. Hypo-
branchiale 4 se totiz nevyskytuje uz ani u prvohornich temnospondyli (Schoch & Witz-
mann, 2024), Witzmann & Brainerd (2017), a je naposledy pfitomno u fosilie Tiktaalik
rosae staré¢ kolem 360 milionu let (Witzmann, 2013). Witzmann (2013) také popisuje
plesiomorfnim stav hyobranchialniho skeletu jako rybovity (fish-like). Lze ¥ici, ze v ramci
experimentti dokumentovanych v této praci bylo dosazeno vétsi nebo mensi miry obnoveni
plesiomorfniho rybovitého typu skeletu, ktery je patrny napiiklad u tiktaalika (8), ale u
zadnych recentnich obojzivelnikti plné nevzniké, ackoli se hypobranchiale 4 ve vzacnych
piipadech objevuje rudimentarné u velemloka amerického (Cryptobranchus alleganiensis,
drive Menopoma) (Edgeworth, 1923).

V prvni poloviné 20. stoleti, poté co byly rozpracovany nékteré principy genetické reg-
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ulace vyvoje octomilky, ale o regulaci vyvoje obratlovcu se zatim nevédélo prakticky nic,
prisel R. Goldschmidt (Goldschmidt, 1933), mimo jiné na zakladé poznatki o homeotick-
ych transformacich segmenti octomilky, s kontroverznim terminem nadéjné monstrum
(hopeful monster). Tento termin popisuje hypotetické situace v nichz by dochéazelo ke
skokovym makroevolu¢nim udalostem v nasledku takzvanych makromutaci, neboli mutaci
v jediném genu s vyznamnou funkei v embryonalnim vyvoji, ktera by vedla k odstépeni
nové evolu¢ni linie, jejimiz predky by byli vysoce abnormalni jedinci, jejichz abnormalni
fenotyp v dané situaci odpovidal selekénim tlaktm.

Vysledky této prace by mohly naznacovat, ze zmény v segmentaci faryngového aparatu
na drovni poc¢tu vnéjsich zaber a poc¢tu elementi hyobranchidlniho skeletu, kterou po-
zorujeme v evoluci obojzivelniki a pfibuznych skupin, jsou nésledkem mutaci v genech
nebo dokonce v jediném genu, ktery hraje zasadni roli v regulaci metabolismu kyseliny
retinové na trovni koncentrace a nacasovani signalizace. Manipulace s touto jedinou
signalni drahou pritom ma za nésledek spusténi vyvojového programu celého relativné
komplexniho organu. V takovém pripadé by se genovy aparat kyseliny retinové mohl
ukazat jako potencialni mechanismus, ktery by mohl produkovat nadéjna monstra v Gold-
schmidtové smyslu. Spektrum fenotypt popsanych v této praci a fenotypu znamych v
ramci prirozené variability vnéjsich zaber a hyobranchidlniho skeletu muze ovem pouka-
zovat na zmény velmi postupného charakteru, které nevyzaduji prevratné transformace

na zpusob nadéjnych monster.

5.5 Ve vyvoji vnéjsich zaber funguje kyselina retinova ve dvou
fazich
Ve vysledcich experimenti zdokumentovanych v této praci je patrny dvoji efekt na vnéjsi
zabry axolotla. Jednak vznikd ektopicka vnéjsi zébra, pripadné ektopicky par vnéjsich
zaber, na ¢tvrtém branchidlnim oblouku a jednak jsou vSechny vnéjsi zabry vcetné téch,
které vznikaji normalné, defektni v tom smyslu, Ze jsou vyrazné zkracené a branchialni
filamenty bud chybi, anebo vykazuji znaény defekt (Tabule 17). Tyto vysledky poukazuji
na to, ze kyselina retinova je nutnym faktorem urcujicim zakladani branchidlnich fila-
mentid. Branchialni filamenty zaroven exprimuji gen Raldh?2, ktery koduje enzym pro-
dukujici kyselinu retinovou. Raldh?2 je zaroven exprimovan v rustové Spicce kazdé vnéjsi
zabry (Tabule 4) a také na dorsalni strané kazdé vnéjsi zabry (Tabule 2), coz plati také pro

indukované vnéjsi zabry (Tabule 22). Zaroven je iniciace vnéjsi zabry doprovazena expresi
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Cyp26b, ktery naopak inaktivuje signalizaci kyseliny retinové, coz je podpofeno tim, ze
aplikace inhibitori RAR, ktera mimikuje aktivitu Cyp26b, vede k vyristani vnéjsi zabry
také na oblouku, v némz Cyp26b normélné neni aktivni. Na zakladé téchto pozorovani
byl proveden experiment 9, pfi némz byla embrya axolotla vystavena vysoké koncentraci
inhibitoru AGN194310 po dobu 4 dntu a nésledné byl inhibitor odstranén. Na téchto em-
bryich jsou viditelné zabry, u nichz se vyrustani vnéjsi zabry zastavilo, a zabry, u nichz
byl proces vyrastani po odstranéni inhibitoru obnoven (Tabule 30). Je proto mozné, ze ve
vyvoji vnéjsich zaber existuji dvé faze. Prvni faze vyzaduje inhibici signalizace kyseliny
retinové a druha faze naopak vyzaduje produkci kyseliny retinové. Inhibitory pouzité v
aktivace receptoru kyseliny retinové neni dostate¢na pro to, aby doslo k inaktivaci latent-
niho vyvojového programu vnéjsi zabry také na ¢tvrtém branchidlnim oblouku. Druhé
faze vyvoje vnéjsi zabry je oproti tomu charakterizovana produkci kyseliny retinové. Ak-
tivita kyseliny retinové se tak zda byt opac¢na nez je tomu, pfinejmensim na mySim a
rybim (Danio rerio) modelu, v piipadé koné¢etin v nichz kyselina retinova také funguje ve
dvou fazich, ale s tim rozdilem, ze kyselina retinové je nezbytna pro iniciaci koncetin a
jeji aktivni odstranovani aktivitou Cyp26b je naopak nezbytné pro pokracujici vyrastani
koncetin (oddil 1.2.4). Vysledky této préace by ale mohly poukazovat na to, Ze koncetiny
axolotla se nefidi stejnymi principy jako koncetiny mysSi a ploutve Danio rerio, nebot v
nékterych pripadech vedla ¢asové omezena inhibice receptorii naopak k hypetrofii zékladu
koncetin (Tabule 28), které také obsahuji predcasné se vyvijejici chrupavky (Tabule 33,
B). Vyvoj koncetin ale neni cilem této prace a proto nebyl tento fenotyp blize analyzovan

a kvantifikovan.

6 Zavér

Z vysledku této prace vyplyva, Ze kyselina retinova mé zasadni urcujici vliv na mor-
fologii faryngealnich segmentti axolotla. Syntetické inhibitory receptort kyseliny retinové
vyvolavaji u axolotla zmény v poctu vnéjsich zaber a v poc¢tu chrupavéitych elementi hy-
obranchialniho skeletu. Inhibice receptoru kyseliny retinové vyvolava vznik vnéjsi zabry
na ¢tvrtém branchialnim oblouku, ktery normalné zZabry nenese a zaroven vede ke vzniku
skeletalnich elementi hypobranchiale 3, hypobranchiale 4 a ceratobranchiale 5.

V literature bylo popsano nékolik typu variability faryngealniho aparatu obojzivel-

niki: a) mezidruhova variabilita v po¢tu hypobranchialii jako fylogeneticky znak (Hyno-
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biidae), ktery mize byt zaroven doprovazen ¢tvrtou zabrou (Ranodon); b) vnitrodruhova
variabilita v poctu hypobranchialii (Notophtalmus, Salamadra, Cryptobranchus); c)
mezidruhové variabilita v po¢tu ceratobranchialii, ktera muze zaroven byt béhem evoluce
reversibilni (Desmognathus); d) vnitrodruhova variabilita v po¢tu ceratobranchialif
(Hemidactylium). Pro vSechny tyto jevy se nabizi na zakladé vysledki této prace
kyselina retinova jako mozné pricina.

Celkové se pozorované fenotypy daji popsat jako homeotické transformace posteri-
ornich branchidlnich oblouki na anteriorni. Pokud lze zobecnit vysledky této prace na
vSechny obratlovce, tak se jedn& o prvni evidenci o urcujicim vlivu kyseliny retinové na
identitu faryngealnich a zvlasté branchialnich obloukii. Je mozné, Ze kyselina retinova ma

podobny vliv na vyvoj faryngeélnich segmentii v ontogenezi a evoluci obratlovci obecné.

hh

Axolotl Tiktaalik

\cb1-4 -~

Obrazek 8: Srovnani skeletu axolotla s indukovanymi elementy hypobranchiale 3 (hb3)
a hypobranchiale 4 (hb4) s hypobranchialnim skeletem tiktaalika ( Tiktaalik rosae). Up-
raveno podle Witzmann (2013)
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N 7
cbs cb>

Obrazek 9: a) - Kresba hyobranchialniho skeletu larvy mloka skvrnitého (Salamandra
salamandra, v pivodni publikaci Salamandra maculata). Upraveno podle (Kallius, 1901).
hb3 - hypobranchiale 3. Kosterni element hypobranchiale 3 se ve skeletu larev tohoto
druhu a obecné salamandroidni linie ocasatych obvykle nevyskytuje. I v tomto pripadé je
hb3 pouze unilateralni a plné se nenapojuje na basibranchiale. b) - Velmi podobna situace
vyvolana experimentéalné inhibici receptoru kyseliny retinové (BMS493) u larev axolotla.
Na levé strané je hypobranchiale 3 tvoreno dvéma proti sobé vyristajicimi elementy,
které plné nesrtstaji, jedna ¢ast vyrusta z ceratobranchiale 3 a druhé z basibranchiale.
Na pravé strané je hb3 srostlé uplné. Je mozné, ze u nékterych jedinci mloka skrvnitého
dochéazi ke vzniku téchto ektopickych elementti, je-li naruSena rovnovaha v signalizaci
kyseliny retinové, mozna nésledkem deficience vitaminu A. c¢) - Hyobranchiélni skelet
larev druhu Hemidactylium scutatum z ¢eledi Plethodontidae podle Rose (1995) a Rose
(2003), jejichz charakteristickym znakem je redukce poé¢tu ceratobranchialii na t¥i. U
nékterych jedincu H. scutatum se ale vyskytuje rudimentalni ceratobranchiale 4 (c4).
Sipky ukazuji rudimentélni ceratobranchiale 4. d) - Struktura na ceratobranchiale 4,
ktera s vysokou frekvenci vznika po inhibici RAR u axolotla. Tuto strukturu je mozné

pokladat za ceratobranchiale 5, a tudiz za posteriorni extenzi faryngeélniho aparatu.
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