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Abstrakt

Vznik levo-pravé télni asymetrie, ktera pfi gastrulaci urcuje orientaci télnich organd, je
v mySim embryu indukovan v mnohobunééném utvaru na anteriornim konci primitivniho pruhu
nazyvaném ventralni uzel. Bunky ventrdlniho uzlu maji na svém povrchu kratké rotujici
cilie, které generuji proudéni extracelularni tekutiny smérem vlevo a proudéni nasledné
indukuje asymetrickou genovou expresi. Hlavni signaliza¢ni udalost narusujici symetricky
vyvoj spoc¢iva ve spusténi Nodal signalizacni drahy a spusténi asymetrické exprese jejiho clena
Nodal. Narusenim téchto procest dochazi k otoceni bézné asymetrické exprese v uzlu, ktera
vyusti v zrcadlové otoCeni télnich organt, nazyvané téz situs inversus. Existuji dva modely
zabyvajici se moznostmi, jak je informace z levostranného proudéni pfenasSena do bunék
uzlu, kde dochazi k asymetrické expresi prislusnych genti. Mechanosenzitivni model je zaloZen
na existenci pohyblivych cilii, vytvarejicich proud, a nepohyblivych cilii, které na proud reaguji
otevienim polycystinovych vapnikovych kanali. Podle chemosenzitivniho modelu dochazi
k sekreci specifickych morfogend, které jsou undseny proudem, a vazbou na ptislusné receptory
spousti signalizaci v buiikdch. Dosud nebylo prokazano, ktery z téchto dvou modela plati
v my$im uzlu, ale jednou z pravdépodobnych moznosti je, ze zde dochézi ke kombinaci obou

modelu.

Kli¢ova slova: levo-prava asymetrie, uzel, cilie, Nodal signaliza¢ni draha, situs inversus,

polycystinovy vapnikovy kanal, morfogeny



Abstract

Left-right asymmetry determines the orientation of visceral organs during gastrulation
in the mouse embryo. The asymmetry originates in ventral node which is located on the anterior
end of primitive streak. Cells of the ventral node possess motile nodal cilia. These cilia rotate
and generate leftward flow of extra-embryonic fluid. The leftward flow initiates asymmetric
expression of Nodal signalling pathways in nodal cells. Abnormal nodal flow and the
interruption of asymmetric gene expression cause reversal arrangement of visceral organs,
called situs inversus. The mechanosensing and chemosensing models are the main theories
addressing the question of how the leftward nodal flow is sensed by nodal cilia. The
mechanosensing model, also referred to as ‘two cilia model’, is based on two types of cilia,
motile and immotile. Motile cilia generate nodal flow while immotile cilia act
as mechanosensors with polycystin cation channels. According to the chemosensing model,
morphogens are secreted and form gradient that induces asymmetric gene expression
in the node. It is still unclear which model is the right one, but it is possible that the final model

is combination of both.

Key words: left-right asymmetry, node, cilium, Nodal signalling pathway, situs inversus,
polycystin cation channel, morphogen
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Uvod

Levo-prava asymetrie urcuje polohu organi téla obratlovct. Pti spravném vyvoji se
srdce, zaludek a slezina nachazeji na levé strané, zatimco jatra jsou typicky umisténa na pravé
strané. Tento stav, kdy jsou vnitini orgdny orientovany spravnym smeérem, se oznacuje jako
situs solitus. Pokud pii ranné embryogenezi dojde k naruseni procesu vzniku levo-pravé
asymetrie, muze dojit ke stavu nazyvaném situs inversus, kdy jsou organy ulozeny zrcadlové
obracené ke své fyziologické pozici.

V této bakalarské praci jsem se zaméfila na procesy, které vedou ke vzniku levo-pravé
asymetrické genové exprese urCujici levo-pravou asymetrii téla mysi, jakozto savciho
modelového organismu. Centrem pro tyto procesy je v myS$im embryu ventralni uzel, ktery se
nachazi na anteriornim konci primitivniho pruhu. Ve ventralnim uzlu dochézi vlivem rotujicich
uzlovych cilii ke vzniku proudéni extracelularni tekutiny. Tento proud dale indukuje
asymetrickou expresi genu pro Uzlovy rustovy diferenciacni faktor (NODAL, Nodal Growth
Differentiation Factor) a spuSténi Nodal signaliza¢ni drahy.
hlavnich modelech, které se zabyvaji, jakym zplsobem bunky uzlu vnimaji informace
z levostranného proudéni. V prvni Casti této prace se budu zabyvat popsanim struktury uzlu
jakoZzto levo-pravého organizatoru. Dale popiSu stavbu uzlovych cilii pfitomnych na buiikéach
uzlu, porovnam je s pohyblivymi a nepohyblivymi (primarnimi) ciliemi a vysvétlim zakladni
mechanismus jejich rotacniho pohybu, ktery vede ke vzniku levostranného proudéni
extracelularni tekutiny. Druha cast prace je zaméfena na predstaveni chemosenzitivniho
a mechanosenzitivniho modelu a popsani Nodal signaliza¢ni drahy, ktera je aktivovana jednim
z téchto dvou systémil. I kdyz dosud nebylo objasnéno, ktery z téchto dvou modelt plati v uzlu,
kaskady. V této praci se proto pokusim tyto dva modely porovnat a urcit, ktery z nich v uzlu
pusobi.

Dalsi vyzkumy by méli vést k vyjasnéni rozpori v obou modelech, véetné moznosti
propojeni obou systému. Odhaleni procesti vedoucich k asymetrické genové expresi by mohlo
pomoci k lepSimu pochopeni nékterych zdvaznych chorob, jako je naptiklad Kartageneriv

syndrom, jehoz jednim z ptiznak je i situs inversus.



1. Uzel

1.1. Uzel jako organizator

Uzel je masa bunék nachazejici se na mysim embryu zodpoveédna za tvorbu notochordu
a urceni levo-pravé t€lni asymetrie pii vyvoji organt (Bellomo et al., 1996; Nonaka et al., 2002;
Okada et al., 1999). Diky objevu Spemannova organizatoru u obojzivelnikii byva uzel
a odpovidajici struktury u dalSich ZivociSnych druhti oznacovan jako organizator. Jejich
spole¢nym rysem je indukce okolnich bun¢k k migraci a morfogenezi, coz vede k tvorb¢ organti
a tkani pii vyvoji embrya. V mnoha ohledech jsou ale tyto dvé¢ struktury odlisné.

Hlavni funkci Spemannova organizatoru, ktery se nachdzi na dorzalnim rtu blastoporu,
je indukce tvorby neurdlni tkdn¢ a urceni budouci dorzoventralni a anterioposteriorni osy
(Spemann and Mangold, 1924). U mysi je ale vznik notochordu, indukéniho centra pro vznik
télni osy, rozdélen i do oblasti mimo uzel — oblast anteriorniho hlavového vybézku vzniké
z progenitorl notochordu nezavisle na uzlu. Dalsi ¢asti notochordu jiz vznikaji jako derivaty
uzlu — notochord trupu a notochord ocasu (Kinder et al., 2001; Yamanaka et al., 2007).

Uzel mys$i, modelového organismu pro savci uzel, je navic zodpovédny za vznik jiz
zminéné levo-pravé asymetrie (Nonaka et al., 2002; Okada et al., 1999), jenz u obojzivelnikii
nevznikd c¢innosti Spemannova organizatoru, ale oblasti gastrocoelni stfeSni desky

(Schweickert et al., 2007).
1.2. Popis uzlu

Uzel je u mysi oznaceni pro anteriorni konec primitivniho pruhu distalniho konce embrya
a jeho vznik zacind v 7 dni vyvoje (E7.0) (Bellomo et al., 1996; Sulik et al., 1994). Je
konvexniho tvaru a na povrchu embrya vytvéti zietelnou prohlubei o Sitce 50-60 um, délce 70-
90 um (Lee and Anderson, 2008) a hloubce 50 um (Yamanaka et al., 2007), ktera je kryta
Reichertovou membranou. Tato tenkd bazdlni membrana je tvofena nckolika paralelnimi
vrstvami a oddéluje buniky embrya od trofoblastu. Vznikla dutina je vyplnéna extraembryonalni
tekutinou.
V uzlu se nachazi asi 250 bunék (Lee and Anderson, 2008) o priméru 4-6 pm, z jejichz
povrchu vybihd jedna cilie dlouhd 4-7 um. Buniky uzlu jsou obklopeny ektodermalnimi
buiikami o velikosti 10-25 um (obrazek 1).


https://www.zotero.org/google-docs/?qtXGHB
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Obrazek 1: Buiiky uzlu. Jamkové bunky uzlu s pohyblivymi ciliemi se strukturou 9+0 jsou obklopeny uzlovymi
korunkovymi bunkami a endodermalnimi korunkovymi bunikami, jejichz cilie mohou mit jak 9+0, tak i 9+2
strukturu (pfevzato a upraveno podle Odate et al., 2016).

Uzel anteriorn¢ ptechazi v hlavovy vybézek, predchidce notochordu. Buiiky hlavového
vybézku jsou svym tvarem a velikosti podobné uzlovym buiikam a také se na jejich povrchu
nachdzi cilie. Cilie jsou kratsi (2-5 um) nez cilie uzlu a anteriornim smérem jejich pocet ubyva.
Tyto bunky dale ptechazeji ve vchlipeninu pfedniho stfeva, jenz obsahuje butiky s ciliemi jen

zfidka (Bellomo et al., 1996).

1.3. Korunkové a jamkové bunky

Uzel je tvofen dvéma populacemi bun¢k, dorzalni — vnitini vrstvou a ventralni — vnéjsi
vrstvou. Tyto vrstvy jsou odd€leny bazalni membranou, kterd je prerusend pouze na konci

primitivniho pruhu. Dorzalni ektodermalni vrstva je na rozdil od ventralni endodermalni vrstvy
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vysoce proliferativni. Ventralni vrstva sestdva z prohlubné tvofené¢ jamkovymi buiikami
a bunék, které ji ohraniCuji, tzv. korunkovych bunék (obrazek 1). Jamkové buiiky maji
sloupcovity tvar a maly apikalni povrch, je pro né charakteristickd pritomnost jedné cilie
na povrchu a predpoklada se, Ze slouzi jako progenitor pro tvorbu notochordu a horni ¢asti
traviciho traktu, ¢imz plni funkci organizatoru (Bellomo et al., 1996). Déle rotacnim pohybem
generuji v uzlu levostranny proud, ktery spusti asymetrickou expresi genu Nodal. Nodal
signalizacni draha poté zahajuje asymetricky vyvoj télnich organa. (Collignon et al., 1996;
Logan et al., 1998; Lowe et al., 1996; McGrath et al., 2003; Nonaka et al., 1998; Okada
et al.,2005; Ryan et al., 1998).

Oznacdeni korunkové bunky bylo plivodné pouzivano, jak pro buiky sousedici
s jamkovymi bunikami (Yoshiba et al., 2012), tak 1 pro bunky v okoli uzlu (Bellomo et al.,
1996). Az s odhalenim endodermélniho ptivodu bunck obklopujicich uzel, byly tyto dvé
populace bunék rozliSeny a pojmenovany jako endodermélni korunkové bunky a uzlové
korunkové buiiky. Ob¢ populace bun¢k maji na svém povrchu kratké cilie, které jsou na rozdil
od cilii jamkovych bunék vétSinou nepohyblivé. Endodermalni korunkové bunky sousedi
s okolnim endodermem a vytvérteji horni sténu uzlu. Uzlové korunkové buiiky se nachéazeji

pfimo v uzlové jamce a pravdépodobné se podileji na vnimani proudu (Odate et al., 2016).
1.4. Vyvojuzlu

Bunky uzlu se zacinaji formovat v dobé vznikani alantoidniho pupenu a ptetrvavaji
azdo faze 7-8 somitli (Yamanaka et al., 2007). Pfitomnost bun¢k uzlu pfed vznikem
alantoidniho pupenu nebyla prokézéana, pokud se zde nachézeji, jsou kryté vrstvou primitivniho
endodermu. Na konci stadia tvorby alantoidniho pupenu jsou v uzlu jiz zfetelné oblasti
jamkovych a korunkovych buné€k, ale prohluben tvofena jamkovymi bunikami se vytvari
az v casném stadiu hlavového vyristku (Bellomo et al., 1996). Kratce po formaci uzlu se
zacinaji na povrchu bunék vyvijet cilie (Okada et al., 1999). Vzhledem k pfitomnosti cilii se
predpokladd, Ze tyto builky pochazeji pivodem z epiblastu, protoZe extraembryonalni
endoderm nemd na svém povrchu cilie. Prvni vyskyt primarnich cilii na epiblastu je v E6.0.
V E8.0 jsou cilie pfitomny na vSech jeho derivatech, v¢etné ciliich uzlu (Bangs et al., 2015).

Rist cilii v uzlu je sloZen z 6 fazi. Ve fazi 1 jsou cilie nepohyblivé. Ve fazi 2 dochazi
k prvnim pohybiim. Ve fazi 3 vznikaji viry kolem jednotlivych cilii, které se ve fazi 4 spojuji
v jeden vétsi. Proud vznika v 5. fazi, nicméné findlni plynuly proud povazujeme za fazi 6

(Okada et al., 1999).



2. Pohyblivé cilie

2.1. Struktura

Cilie se nachazeji na povrchu vétSiny bunék savéiho téla a rozlisuji se na dva zakladni
typy — pohyblivé a nepohyblivé cilie. Nejcastéji se vyskytujici nepohyblivé cilie maji
senzorickou funkci. Pohyblivé cilie jsou pfitomny jen na specializovanych buiikach, jako jsou
naptiklad bunky respiracniho epitelu, kde umoznuji pohyb mukusu (shrnuto v Marshall
and Nonaka, 2006). Zvlastni skupinou jsou kratké pohyblivé cilie vyskytujici se pouze
na bunikach ventralniho uzlu (Nonaka et al., 1998; Sulik et al., 1994), jejichz délka v rané fazi
vyvoje je prumérné 1,5 pm a postupné se béhem vyvoje embrya miiZe i zdvojnésobit. (Bonnafe
et al., 2004).

Zakladem struktury cilii jsou svazky mikrotubuli zvanych axonemy, které spojuji cilii
s télem buiky prostiednictvim bazalniho téliska. Bazalni télisko je tvofeno 9 triplety
mikrotubull rozliSovanych podle struktury na A-, B- a C-mikrotubuly, jenZ jsou zakladem
pro vznik A- a B- mikrotubul axonemy. B-mikrotubul axonemy pftiléha k A-mikrotubulu
a spojuji se v dublety. Nexin propojuje 9 téchto dubletd v kruh v periferni ¢asti axonemy

(obrazek 2) (Afzelius, 1959; Gibbons and Grimstone, 1960).

940 9+2 9+0
(uzlové) (pohyblivé) ¢ gizni (nepohyblivé)

Al

rameno

Dublet . )
mikrotubula  Vnitini dyneinove

rameno

Bazalni
télisko

Bazalni
télisko
Obrazek 2: Typy cilii. Uzlové cilie s 9+0 strukturou mikrotubulG. Pohyblivé cilie s 9 + 2 a nepohyblivé

$ 9 + 0 usporadanim. Prifez bazalnim téliskem ukazuje tripletové usporadani mikrotubuld (pievzato a upraveno
podle Praveen et al., 2015).

Triplet
mikrotubult
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Pohyblivé a nepohyblivé cilie se li§i pfitomnosti centrdlniho paru mikrotubuld.
Nepohyblivé cilie tento centralni par postradaji (9+0 struktura) (Barnes, 1961; Sorokin, 1962),
zatimco pro pohyblivé cilie je pfitomnost centralniho paru typicka (9+2) (Afzelius, 1959;
Gibbons and Grimstone, 1960).

Vyjimku tvoii cilie jamkovych bunék uzlu, které sice jsou pohyblivé, ale centralni par
ve veétsing cilii chybi (Bellomo et al., 1996; Caspary et al., 2007). Pii zkouméani 315 cilii uzlu
byly centralni mikrotubuly zaznamenéany pouze u 7 z nich. Rozmisténi téchto cilii v uzlu bylo
¢ist€ ndhodné a nejsou znamy rozdily v jejich funkci.

Specifickou strukturu cilii lze nalézt u endodermalnich korunkovych bungk, které
ohranic¢uji uzel. Tyto cilie postradaji centralni par mikrotubuld (9+0 struktura), tak jako cilie
jamkovych bunék (obrazek 1), ale je zajimavé, ze u poloviny bunék se vyskytuji nekompletni
pary perifernich mikrotubuld s chybé&jicim nebo nekompletnim B-mikrotubulem. (Odate et al.,
2016). Chybgjici B-mikrotubul miize vysvétlovat nepohyblivost cilii, nebo jinou dosud
nepoznanou funkci endodermalnich korunkovych bunék.

Pro pohyblivé cilie je charakteristické, Ze obsahuji radialni paprsek, ktery spojuje vnéjsi
dublety s centralnimi mikrotubuly navdzdnim se na A-mikrotubul a svoji aktivitou napomaha
pohybu cilii (Afzelius, 1959). Prestoze radialni paprsek v ciliich uzlu chybi, jsou schopny
pohybu. Narozdil od planarniho pohybu pohyblivych cilii, cilie uzlu rotuji, coz je umoznéno
praveé nepiitomnosti radialniho paprsku (Shinohara et al., 2015).

Pohyb cilii zajiStuji proteiny znamé jako molekulové motory, které se pohybuji
po vlaknech cytoskeletu. Pfikladem jsou dyneiny, které se pohybuji podél mikrotubuli smérem
k minus konci vldkna, a kromé& generovani pohybu cilii jsou také schopné pievazet uvniti buiiky
vacky s nakladem. BéZzné se u pohyblivych cilii dynein vyskytuje jako vnéjsi (ODA, Outer
dynein arm) a vnitini rameno (Afzelius, 1959; Gibbons, 1963; Gibbons and Rowe, 1965),
ale uzlové cilie vnitini rameno pravdépodobné postradaji (Shinohara et al., 2015). Za rota¢ni
pohyb cilii je tedy zodpovédné ODA piipojené k A-mikrotubulu, které¢ za Stépeni ATP
interaguje s B-mikrotubulem a umozni klouzavy pohyb sousedicich dubleti, deformaci
axonemy a nasledny rota¢ni pohyb cilii (Nicastro et al., 2006; Shinohara et al., 2015; Summers
and Gibbons, 1971; Takada and Kamiya, 1994).

Dale k molekulovym motorim patii Proteiny z kinesinové rodiny (KIF, kinesin
superfamily protein), které¢ prendseji ndklad po vldknech mikrotubulti smérem k jejich plus
konci (Vale et al., 1985b, 1985a). Kinesiny jsou také dilezité pro spravnou skladbu cilii.
Pro vyvoj cilii je podstatny protein KIF3A, v jehoz nepfitomnosti nejsou cilie schopné

vzniknout. U mutanti pro tento gen vznikaji mnohé vyvojové vady, véetné situs inversus
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(Takeda et al., 1999). Podobny fenotyp lze pozorovat u mutantti s chyb¢jicim proteinem KIF3B.
I u téchto jedincti v uzlu chybi cilie a jsou pfitomna pouze bazalni t¢liska (Nonaka et al., 1998).
Dtivod, proc nejsou cilie v nepfitomnosti proteinti schopné vzniknout, pravdépodobné spociva

v absenci transportu dyneinu a dalSich komponent cilii na misto urceni (Takeda et al., 1999).

2.2. Posteriorni naklonéni cilii

Vsechny cilie bunék uzlu sméfuji SpiCkou k posteriorni stran€, zatimco kofen je
orientovan anteriornim smérem (Cartwright et al., 2004; Nonaka et al., 2005).

Naklonéni cilii k posterioru je ovlivnéno zaoblenim apikalni plazmatické membrany
bun¢k uzlu a samotnym umisténim bazalniho téliska, a tedy i cilii v posterioru. (Nonaka et al.,
2005; Okada et al., 2005). Vliv umisténi bazalniho téliska na naklonéni cilii byl potvrzen u cilit,
jenz se nachazeji na anteriorni stran¢ bun¢k. Tyto cilie maji bazalni télisko umisténo anteriorné
a 1 vysledny naklon cilii je anteriornim smérem (Hashimoto et al., 2010).

Pozice bazalniho teliska a cilii je zprostfedkovana planarni polaritou bun¢k (PCP, planar
cell polarity), ktera zajist'uje pfenos informace z anterioposteriorni osy do vznikajici levo-pravé
asymetrie praveé skrz posteriorni umisténi cilii. Tento zplsob koordinované polarizace buné¢k je
ustanoven pomoci konzervované signalni drahy, kdy proteiny PCP jsou asymetricky
rozmistény podél polarizacni osy. Asymetrickd lokalizace proteini PCP uvniti buniky pak
urcuje orientovany rist a morfogenezi bunck v roviné (Antic et al., 2010; Hashimoto et al.,
2010; Song et al., 2010). Asymetricky distribuované jsou naptiklad proteiny rodiny Dishevelled
(DVL), jejiz t1 €lenové (DVL1, DVL2, DVL3) byli lokalizovani v buiitkach mysiho uzlu (Beier
etal., 1992; Klingensmith et al., 1996; Tsang et al., 1996). Proteiny DVL2 a DVL3 se nachézeji
v posterioru builky a mutanti v té€chto tfech genech nemaji bazalni télisko orientované
posteriorné. Nedochazi tak ke vzniku levostranného proudu. DVL geny hraji dileZitou roli
v draze nazyvané jako ,,integrani misto souvisejici s bezktidlym fenotypem* (Wnt, wingless-
related integration site). V piipadé inhibice genu Ras pribuzny C3 botulotoxin substrat 1 (Racl,
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), jenz patii do Wnt nonkanonické drahy, dojde
k ndhodnému umisténi bazalniho téliska. Posteriorni naklonéni cilii je tedy pravdépodobné
zprostiedkované PCP skrz Wnt nonkanonickou drahu (Hashimoto et al., 2010).

Dale do PCP signalizace patii Protein podobny prickle 2 (PRICKLE 2, Prickle-like
protein 2) (Antic et al., 2010), Protein podobny Vang 1 (VANGLI1, Vang-like protein 1)
a Protein podobny Vang 2 (VANGL2, Vang-like protein 2), jeZ jsou umistény v buiice

anteriorné. VANGL1 a VANGL?2 ovliviuji polaritu buné€k a posteriorni umisténi cilii, protoze



v nepritomnosti obou téchto gend dojde k naruseni PCP a mutanti maji vétsi pocet bazalnich
télisek umisténych centralné a anteriorn€. Ani u téchto mutanti nevznika levostranny proud

(Antic et al., 2010; Song et al., 2010).

2.3. Rotace

Pohyblivé cilie rotuji ve sméru hodinovych ruci¢ek (Okada et al., 2005) o frekvenci 10
Hz (Cartwright et al., 2004). Smér rotace je pravdépodobné ovlivnén orientaci A-B-
mikrotubult a aktivitou ODA (Shinohara and Hamada, 2017).

Posteriorni naklonéni cilii umozniuje rotaci po eliptické draze. Pokud by cilie nebyly
posteriorné¢ naklonény, ale byly kolmo k povrchu buiky, vznikla trajektorie by byla kruhova
(Cartwright et al., 2004; Nonaka et al., 2005; Okada et al., 2005). N&které z cilii, ale vykazuji
trajektorii podobnou pismenu D, coz mlze byt zpisobeno vétSim naklonénim cilii k povrchu
bunky, kdy se pii pohybu dolt cilie dotkne apikalniho povrchu buiiky.

Rychlost rotace je zavisla na velikosti tthlu. Cilie rotuje rychleji pokud svira s povrchem
buiiky vétsi uhel. Uhel naklonu cilii od kolmé osy byl zmé&fen jak pomoci elektronové
mikroskopie: 15° —35° (Nonaka et al., 2005), tak spocitan ze zavislosti na frekvenci a rychlosti

proudu: 5° — 25° (Cartwright et al., 2004).

3. Proudéni v uzlu

3.1. Vznik proudu

Rotace cilii zplisobuje pohyb extracelularni tekutiny v uzlu embrya a tim zde dochazi
k vzniku levostranného proudu (Nonaka et al., 1998).

Pfi rotaci jsou cilie v prvni fazi pohybu skoro vertikalni k povrchu buiiky (Okada et al.,
2005). V ptipadé, zZe by cilie byly kolmé k povrchu buiiky a ne naklonéné, svym pohybem by
pouze vytvarely vir, ale ne kontinualni proud (Cartwright et al., 2004). Pfi pohybu dojde
k rozpohybovani okolni tekutiny a vznika silny proud sméfujici k levé casti buiiky. V druhé
fazi se cilie pohybuje smérem vpravo a nachazi se tésn€ nad apikalnim povrchem bunky uzlu
(Okada et al., 2005).

Levostranny proud za¢ind mit pfimy vliv na naruSeni symetrie v raném embryonalnim
vyvoji, jesté pied vznikem somiti (Nonaka et al., 2002; Okada et al., 1999). ProtoZe proud
sméiuje k levé stran€ uzlu, pozdéji dojde ke spravnému levo-pravému vyvoji télni asymetrie.

Funkce levostranného proudu byla dokazana pii experimentalnim vytvoieni pravostranného
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proudéni, kdy dostatecné rychly proud mél schopnost levo-pravou télni asymetrii otocit. Navic
u jedincti s mutaci inversus viscerum (iv), jez se vyznacuje nepfitomnosti proudu a ndhodnou
determinaci levo-pravé asymetrie, umélym vytvofenim levostranného proudu vznikala
normalni levo-prava asymetrie a pouzitim pravostranné¢ho proudéni asymetrie opacna (Nonaka

et al., 2002).
3.2. Pravostranné proudéni

Kromé levostranného proudu existuje v uzlu tendence ke vzniku pravostranného proudu,
ten je ale brzdén povrchem bun¢k a neovliviiuje hlavni levostranny proud.

Vznik pravostranného proudéni vychazi z uzaviené struktury uzlu, ktery je kryt
Reichertovou membranou. Extraembryondlni tekutina v uzlu, kterd je hnana ciliemi smérem
vlevo, cirkuluje a vraci se pravostrannym proudénim. Hlavni proud prochazi stfedem této
uzaviené struktury a pii navratu se proud roztdhne podél stén a dna uzlu. Tento zpétny
pravostranny proud je pomalejsi vlivem interakci s povrchem bunék (Cartwright et al., 2004).

Lokalni pravostranné proudéni by také mélo teoreticky vznikat pii rotaci kazdé
jednotlivé cilie. KdyZ je cilie v prvni fazi pohybu, okolni tekutina se pohybuje vlevo, zatimco
ve druhé fazi by pohyb tekutiny mél smétovat vpravo. Zde se ale vlivem interakci tekutiny
s povrchem bun¢k uzlu vytvofi statickd vrstva a pohyb tekutiny je zabrzdén. Vliv statické vrstvy
na pohyb cilie byl potvrzen zjisténim, Ze posteriorné naklonéné cilie vytvaii levostranny proud,
aniz by byl zaznamendn pravostranny proud u povrchu bunék uzlu (Blake and Sleigh, 1974;

Nonaka et al., 2005).
3.3. Vliv Inversinu na funkci cilii

Mutace ,,inversion of embryonic turning“ (inv, inverze embryonalniho otoceni) je
recesivni mutaci genu pro Inversin, u niz homozygoti inv’- vykazuji ze 100 % situs inversus,
tedy obracené umisténi vnitinich organi. Ve wild-type mySim embryu dochazi k rotaci embrya
z lordotické orientace do fetdlni pozice v obdobi E8.5 — E9.5, ale u téchto mutanttl je rotace
obracend, coz zplisobi opacny vyvoj levo-pravé télni asymetrie.

Tato mutace byla vytvotfena vloZenim kratkého genového tseku do sekvence nachdzejici
se na chromozomu 4 transgenni mysi (Yokoyama et al., 1993), coz vedlo k deleci a duplikaci

v této oblasti (Morgan et al., 1998 podle Yokoyama et al., 1995). Pii deleci dochazi ke ztraté



vétsSiny kodujici sekvence genu pro Inversin, jehoz ztrata se ukdzala jako kritickd pro vznik
mutace (Mochizuki et al., 1998; Morgan et al., 1998).

Protein Inversin se vyskytuje pouze v ciliich s 9+0 strukturou, tedy 1 v ciliich uzlu.
Nachazi se v celé délce cilie a pravdépodobné¢ ma dosud nezndmy vliv na generaci proudu

ciliemi. Pfi srovnani cilii postradajici Inversin a cilii s wild-type genotypem nebyly zjistény

vvvvvv

/-

zjisténa pii1 pozorovani proudu. Homozygotni inv”" sice rotujici cilie maji, ale vznikajici proud

i u wild-type je srovnatelna,

je velmi slaby. Rychlost rotace u heterozygoti, homozygott inv
ale vznikajici proud u homozygotti nema tak hladky pribeh a je pomalejsi. Proud u téchto
mutantll ma podobny charakter jako 3. nebo 4. faze vyvoje cilii. Neni jasné, jak tato mutace
ovlivituje vznikajici proud. Jedna z moznosti je, Ze dochdzi k naruSeni koordinace cilii. Déle
byla zjisténa u inv’” mutantd aberantni masa buné&k v uzlu, coz Ize teoreticky zvazit jako pii¢inu
netypického proudéni (Okada et al., 1999).

Pti dal$im pozorovani bylo zjisténo, ze zatimco homozygoti v genu inv maji az 20 % cilii
naklonénych anteriorné, u heterozygotnich jedincii nemé mutace na orientaci cilii Zadny vliv.
Anteriorné naklonéné cilie inv” jedincti pravdépodobné rotuji opaénym smérem a vytvaii
lokélni pravostranny proud. Tato mutace ovliviiuje i pohyblivost cilii. Zatimco bézné je
nepohyblivych cilii v uzlu kolem 10 %, u heterozygoti a homozygoti to mize byt az 30 %.
Také zde mize dojit k otoceni rotace nékterych cilii proti sméru hodinovych rucicek (Okada et

al., 2005).

4. Vnimani proudu ciliemi

4.1. Chemosenzitivnhi model

4.1.1. Morfogenovy model

O existenci chemosenzitivniho vnimani cilii zacal jako prvni uvaZovat Nonaka pii
objeveni levostranného proudéni. Predpokladal, Ze tento proud slouzi k transportu
sekretovaného faktoru, ktery dale spousti signaliza¢ni kaskadu uvnitt bun¢k v levé ¢asti uzlu
(Nonaka et al., 1998).

V tomto modelu jsou morfogeny uvolnéné do extraembryonalni tekutiny neseny do levé
¢asti uzlu, ¢imz vznika koncentracni gradient (Okada et al., 1999). Velikost morfogenil byla
experimentalné urena pomoci fluorescenéné znacenych Ccastic odpovidajicich velikosti

20 kDa, které byly vpraveny do uzlu. Proud o rychlosti 1,5-2 * 10 cm?/s tyto &éstice
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transportoval uzlem a vznikl zde patrny rozdil v asymetrické distribuci téchto ¢astic. U mensich
castic doslo k ¢asnéjsi difuzi a jejich rozlozeni bylo vice symetrické. Proteinovy gradient by tak
mohl byt tvofen proteiny o velikosti pfiblizng 20 kDa s difuznim koeficientem 1 * 10 cm?/s,
které by se tak stihly pfepravit proudem diive, nez dojde k jejich difuzi (Okada et al., 2005).

Tato teorie byla také podpofena pii experimentovani s mutanty v genu pro Inversin,
pro néz je typickd pritomnost slabého levostranného proudéni a otocend levo-prava télni
asymetrie. U wild-type jedincii trva ¢astici vlozené na pravou stranu uzlu ptiblizné 5 s, nez se
pomoci proudu piesune na levou stranu. U inv’" mutanti je vétsina ¢astic chycena lokalnimi
viry cilii a do levé ¢asti se dostane <10 % castic. U téchto mutantii tedy nemtze vzniknout
stejny gradient morfogent, a to vede k obracenému vyvoji levo-pravé télni asymetrie.

Na zéklad¢ této teorie bylo vytvoreno nékolik modeld vzniku proteinového gradientu
(Obrazek 3). Model ,,vytoku” (flow-out) predpoklada, Ze morfogeny vznikaji v uzlu a interaguji
s receptory v okoli uzlu. V modelu ,,vtoku” (flow-in) jsou morfogeny sekretovany z bunék
v okoli uzlu a receptory se nachazeji v uzlu. V tomto ptipadé ale musi existovat mechanismus,
ktery by zabranil navazani morfogenti na receptory hned po vstupu do oblasti uzlu. V modelu
,,0pozdéné aktivace” (delayed activation model) jsou morfogeny aktivovany az nékolik sekund
po uvolnéni z povrchu bunék poté, co jsou rozneseny proudem. Model ,,pomalé vazby” (slow
binding model) uvazuje o pomalém navazani morfogeni na receptory po transportu

(Okada et al., 1999).
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Obrazek 3: Modely vzniku proteinového gradientu. A) Model ,,vytoku”. Morfogeny jsou uvoliiovany z bunek
uzlu a vazou se na receptory mimo uzel. B) a C) Modely ,,vtoku”. Morfogeny se sekretuji z buné€k v okoli uzlu
a nasledné se vazou na receptory v uzlu. B) Model ,,opozdéné aktivace”. Morfogeny jsou uvoliovany v neaktivni
formé (bila barva) a aktivuji se az v pravé ¢asti uzlu (Cervenda barva). C) Model ,,pomalé vazby”. Morfogeny se
pomalu vazou na své receptory v levé Casti uzlu az po transportu levostrannym proudem. A — morfogen, R —
receptor (pfevzato a upraveno podle Okada et al., 1999).
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Pozdé¢jsi studie se priklani k modelu, kde je dulezita difize morfogenu, které tak oddali
kontakt s receptorem. Molekuly jsou uvoliiovany z okrajii uzlu, rozneseny proudem a po jejich
difuzi a kontaktu s receptory vznika v uzlu gradient. U inv mutantti, u nichZ je proud pomale;jsi,
doslo k difuzi ¢astic diive, nez byly dopraveny k buitkam v levé Casti uzlu. V tomto ptipadé
interaguji s receptory na pravé strané a spusti zde signdlni kaskadu, kterd vyusti v obraceny

vyvoj télni asymetrie (Cartwright et al., 2004).

4.1.2. NVP

Specialnim piipadem chemosenzitivni teorie je ptredpoklad, ze gradient podél levo-pravé
osy je tvofen membranovymi vacky pojmenovanymi jako uzlové vezikularni vacky
(NVP, nodal vesicular parcels).

Tyto vacky o velikosti 0,3 — 0,5 pm jsou tvoteny lipofilnim jaddrem obalenym membranou
a jejich vznik probihd v mikrovilach, kde jsou plnény morfogeny Sonic hedgehog (SHH)
a Retinovou kyselinou (RA, Retinoic acid) a postupné uvoliiovany kazdych 5 — 15 s. NaloZeni
téchto morfogend do vacka slouzi jako signal k uvolnéni NVP z mikrovil nejspi§ pomoci
membranového Dispatched proteinu (Kawakami et al., 2002; Tanaka et al., 2005). Dodani
morfogend z Golgiho apardtu do vacki je patrn€ ovlivnéno signalizaci Fibroblastovym
rustovym faktorem (FGF, fibroblast growth factor). Receptory fibroblastového rtstového
faktoru (FGFR1, -2, -3, fibroblast growth factor receptor 1,-2,-3) se nachazeji na povrchu vSech
buné¢k uzlu.

Existuji 3 modely popisujici uvolnéni NVP z bunky zaloZené na existenci velice
senzitivniho mechanismu zajiStujiciho vznik normalni levo-pravé asymetrie i za pfitomnosti
slabého proudu generovaného pouze dvéma rotujicimi ciliemi (Shinohara et al., 2012).
V modelu ,,uvolnéni v blizkosti cilii” (near cilium release model) se ¢astice uvoliuji z povrchu
bunék, posteriorné pfiléhajicich k pohyblivym ciliim. Na takovy povrch je vyvijen silny tlak
z rotujicich cilii, a to vede k uvolnéni vacka. (Gallagher et al., 2020; Solowiej-Wedderburn
et al., 2019). V tomto modelu ale dv¢ ani vice pohyblivych cilii nedokézou vytvoftit poZadovany
gradient z Castic, ktery by vedl ke spravnému vyvoji levo-pravé asymetrie. Dal$i moznosti je
model ,,uvolnéni ciliemi” (cilium release model), ktery ptfedpoklada, ze jsou ¢astice uvoliiované
jen bunkami pohyblivych cilii. Ani v tomto modelu, ale dvé pohyblivé cilie nebyly schopné
vytvofit pozadovany gradient. Nejpravdépodobnéjsi se tedy jevi model ,,rovnomérného

uvolnéni” (uniform release model), v némz jsou ¢astice uvolnovany nahodné
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ze vSech bunék uzlu. V tomto ptipad¢ i jedna pohybliva cilie sta¢i k vytvoteni levo-pravého
gradientu ¢astic a tento gradient v levé Casti uzlu stoupd s vyssim poctem cilii (Gallagher et al.,
2020).

NVP jsou poté transportovany levostrannym proudénim a po dosaZeni levé strany uzlu
se rozpadnou na malé Castice (Obrazek 4). Rozpad vackt muze byt zplisoben mechanicky
po stfetnuti s ciliemi nebo povrchem bun¢k (Tanaka et al., 2005) anebo dosud neznamym
biochemickym procesem, ktery zplisobi rozpad vacku na piesné daném misté uzlu (Cartwright
et al., 2007). K rozpadu malé ¢asti NVP dochdzi i v jinych ¢astech uzlu, coz je pravdépodobné
zpisobeno tim, Ze se vacky pti uvolnéni z mikrovil nedostanou do hlavniho proudu, ale jsou
zachyceny lokalnim virem cilie. Véts§ina NVP se ale rozpadne po dopraveni k levé sténé uzlu
a vacek splyne se zdmi uzlu za sou€asné¢ho uvolnéni morfogent (Cartwright et al., 2007,

Tanaka et al., 2005).

Bunécna aktivace

Hdovy proud Microvili

\_‘| NVP

—— i
Cilie

Obrizek 4: Teorie uzlovych vezikulirnich vacku. Vacky obsahujici morfogeny jsou uvoliiovany mikrovili,
a poté proudénim presunuty do levé casti uzlu, kde se rozpadnou a indukuji signalizaci v buiikach (pfevzato
a upraveno podle Smith et al., 2019).

V levé oblasti uzlu nasledné dochazi k intracelularnimu vylevu Ca®*, ktery se $ii
do levého laterdlniho mezodermu (LPM, lateral plate mesoderm) skrz endodermalni bunky
(McGrath et al., 2003; Tanaka et al., 2005). Inhibici FGF signalizace dojde k zastaveni tvorby
NVP a vylevu Ca** v levé &sti uzlu, ale experimentalng Ize vylev Ca®" obnovit pfidanim RA
a SHH. Tyto dva morfogeny, nalozené do NVP pomoci FGF signalizace, tedy po rozpadnuti
NVP a interakei s ciliemi indukuji intracelularni vylev Ca*" v buiikach uzlu (Tanaka et al.,

2005).
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4.2. Mechanosenzitivni model

Jako prvni se o mechanosenzitivnim modelu zminil Okada jako o alternativé k jeho
chemosenzitivnimu modelu vnimani cilii. Podle tohoto modelu proud mechanicky vyvola
signaliza¢ni odpovéd’ v jamkovych bunikach. (Okada et al., 1999). Na druhou stranu Brueckner
se priklanéla spiSe k moznosti, Ze mechanosenzorickou funkci ptejimaji cilie na povrchu bunék

v okoli uzlu (Brueckner, 2001).

4.2.1. Model dvou cilii

Objeveni dvou rozdilnych populaci bunék v uzlu vedlo k rozvoji mechanosenzitivniho
modelu. Tento model, pozdé¢ji pojmenovany jako model dvou cilii “two-cilia model” (Tabin
and Vogan, 2003), vychdzi z pfitomnosti pohyblivych cilii v centrdlni oblasti uzlu
a nepohyblivych cilii na periferii (McGrath et al., 2003).

Tento model potvrzuji i diivejsi vyzkumy, které se v nazoru na pohyblivost cilii odliSuji.
Bellomo pii vyzkumu cilii uzlu neobjevil dyneinova ramena, proto usuzoval, ze tyto cilie jsou
nepohyblivé (Bellomo et al., 1996). Pozd¢ji ale dalsi vyzkumy prokazaly, ze cilie uzlu
pohyblivé jsou (Nonaka et al., 1998; Sulik et al., 1994) a pohyb je umoznén mimo jiné
1 ptitomnym ODA (Shinohara et al., 2015). PfestoZe tyto vyzkumy podporuji myslenku
pfitomnosti dvou druhli cilii v wuzlu, neexistuje Zadny vyzkum potvrzujici, Ze by

za nepohyblivost cilii na periferii uzlu opravdu mohlo chybégjici ODA (McGrath et al., 2003).

4.2.1.1. Pohyblivé cilie

Pohyblivé cilie se nachazeji na povrchu bunék uprostfed uzlu, které byly pozdéji
pojmenované jako jamkové bunky (Yoshiba et al., 2012). Cilie téchto bunck generuji
levostranné proudéni (McGrath et al., 2003).

Tyto cilie se od nepohyblivych cilii odliSuji ptfedevSim pfitomnosti molekulového
motoru Levo-pravy dynein (LRD, Left-right dynein), ktery umoziiuje pohyb cilie (McGrath
et al., 2003; Supp et al., 1999). Gen pro tento protein se nachdzi na chromozomu 12 a je jednim
z gent kodujici tézky fetézec ODA. Pro tento gen byly zjistény dvé alelické mutace legless (Igl)
a iv (Brueckner et al., 1989; Singh et al., 1992; Supp et al., 1997, 1999). Mutace iv vznika
nahrazenim kyseliny glutamové v konzervované pozici za lysin, zatimco mutace /gl je
produktem transgenni inzerce, pii niZ dochézi k deleci kodujici sekvence (McNeish et al., 1988;
Supp et al., 1997). U obou mutaci dochdzi ke ztrat€¢ funkénosti genu Lrd, coz mé za nésledek

nepohyblivost cilii uzlu, které nevytvaii levostranné proudéni (McGrath et al., 2003;
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Okada et al., 1999; Supp et al., 1997, 1999). Funkce LRD proteinu byla potvrzena zjisténim,
ze se protein vyskytuje v buitkkdch uzlu pouze v obdobi E7,5 — ES8,0, coz je obdobi,
které odpovida ptitomnosti uzlového proudéni (McGrath et al., 2003). Neptitomnost proudéni

v uzlu zptsobuje situs inversus u 50 % mutantd /v’ a lg/”~ (Hummel and Chapman, 1959;

Layton, 1976; McNeish et al., 1990; Singh et al., 1992).

4.2.1.2. Nepohyblivé cilie

Buiiky s nepohyblivymi ciliemi se nachazi v krajnich oblastech uzlu, a to hlavné¢ v levé,
pravé a anteriorni Casti. Z primérného poctu vSech cilii v uzlu (130-210 cilii) jich je
nepohyblivych 31-40 % (McGrath et al., 2003). Tyto bunky jsou pravdépodobné ty samé jako
ty, jez byly pozdé&ji pojmenovany uzlové korunkové buiky. U téchto bunék se predpoklada,
ze jejich cilie maji mechanosenzorickou nebo chemosenzorickou funkci (Odate et al., 2016)
ak vnimani proudu vyuzivaji pfitomné polycystinové kanaly (McGrath et al., 2003;
Yoshiba et al., 2012).

Role uzlovych korunkovych bunék ve vnimani proudu byla dokézdna pomoci mutantnich
Kif3a” jedinct. Tyto mutanti postrddaji viechny cilie v uzlu, ale pokud byla v uzlovych
korunkovych bunkach transgenné upravena exprese genu Kif3a a cilie zde vznikaly, byly
schopny vnimat proud, ktery byl vytvaren ¢innosti nékolika malo pohyblivych cilii uzlovych

korunkovych bunék (Yoshiba et al., 2012).

4.2.2. Polycystin-2

4.2.2.1. Funkce Polycystinu-2

Protein Polycystin-1, kédovany genem Pkdl (The International Polycystic Kidney
Disease Consortium, 1995), a jemu podobny protein Polycystin-2, ktery je kddovany genem
Pkd2, byly objeveny v tubulech ledvin (Mochizuki et al., 1996).

Membranovy protein Polycystin-1 skrz extracelularni N- terminalni doménu
zprostiedkovava interakce buiiky s matrix nebo dal§imi bunikami (The International Polycystic
Kidney Disease Consortium, 1995), zatimco transmembranovy Polycystin-2 s 6 doménami
vytvaii vapnik uvoliujici kanal aktivovany vapnikem na endoplazmatickém retikulu
(Gonzélez-Perrett et al., 2001; Koulen et al., 2002). Polycystin-2 se v nepiitomnosti
Polycystinu-1 vyskytuje v butice, ale v pfitomnosti tohoto proteinu dochazi k jeho translokaci

do plazmatické membrany, kde spolecné vytvoii neselektivni vapnik propustny kanal
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(Hanaoka et al., 2000). Oba tyto proteiny spolu interaguji skrz C-konce v intracelularni
oblasti a Polycystin-1 reguluje kanalovou aktivitu Polycystinu-2 (Qian et al., 1997).
Podrobn¢jsi fungovani polycystinovych proteinii objasnili az studie zabyvajici se vnimanim
proudu primarnimi ciliemi ledvinového epitelu. Polycystin-1 a Polycystin-2 zde vytvari
heterodimer na plazmatické membrané a Polycystin-1 je schopny skrz svoji extracelularni
doménu reagovat na tlak vyvijeny na cilii proudem. Tuto informaci pienese na iontovy kanal
Polycystin-2, ktery umozni extracelularnim Ca?* iontim vstup do buiiky. Ca*" pak aktivuje

vapnikem aktivované kanaly na membrané vnitinich organel, coz vede k uvolnéni zasob Ca**

Ca?" uvnit buiky miize vést ke zménam genové exprese, ristu buiiky nebo organogenezi

(Nauli et al., 2003; Praetorius and Spring, 2001).

4.2.2.2. Polycystin-2 v ciliich uzlu

Polycystin-2 se naléza jak v nepohyblivych ciliich uzlovych korunkovych bunék, tak i v
pohyblivych ciliich jamkovych bunék.

Protein je v bunikdch uzlu pfitomen jiz v obdobi ptfed vznikem somitl, kdy zacina
exprese genu ovliviiujici vyvoj levo-pravé asymetrie. Prvni zpozorovani v cytoplazmé a ER je
v obdobi E7.5 - E8.0 a od E7.75 je protein pfitomen navic 1 v ciliich. V tomto stupni vyvoje je
vétsina cilii uzlovych korunkovych bun€k nepohyblivych (az 90 %), zatimco cilie jamkovych
bunek jsou z 60% pohyblivé (McGrath et al., 2003; Yoshiba et al., 2012).

Tak jako v ciliich ledvinného epitelu i zde je pro fungovani kanalu dileZitd interakce
Polycystinu-2 s dalSim proteinem (Field et al., 2011). Tim je v uzlovych ciliich protein
Polycystin-1-like-1 (Pkd1ll) z rodiny polycystinovych proteind. Jedna se o protein
s 11 transmembranovymi doménami (Yuasa et al., 2002), ktery s Polycystinem-2 interaguje
skrz C-termindlni doménu (Field et al., 2011).

Vztah téchto dvou proteinti v uzlovych ciliich neni uplné jasny. Gen Pkdlll funguje
upstream oproti genu Pkd2, a protoze mutanti postradajici Pkdlll vykazuji oboustrannou
expresi Nodal signaliza¢ni drahy, lze ptedpokladat, ze Pkdlll potlacuje kandlovou aktivitu
Pkd?2. Ve wild-type jedincich je represe narusend levostrannym proudénim a umoznuje aktivaci
Pkd?2 a spusténi Nodal signaliza¢ni drahy jen v levé ¢asti uzlu (Grimes et al., 2016).

Dal§i moznosti je, Ze spolu tyto dva proteiny interaguji a vytvafi polycystinovy
vapnikovy kanal, ktery po mechanické stimulaci nepohyblivych cilii levostrannym proudem
generuje uvolfiovani intracelularniho Ca?*. Frekvence Ca®" v buiikdch uzlu osciluje b&hem

vyvoje. V ¢asném stadiu hlavového vyristku je distribuce v uzlu symetricka na levé 1 pravé
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strané, ale v pozdé&jsim stadiu hlavového vyristku je frekvence signdlu vyrazné vyssi v levé
krajni ¢asti uzlu, coz odpovida levostrannému proudéni, které se vyskytuje v této fazi (McGrath
et al., 2003; Nonaka et al., 1998; Takao et al., 2013).

Vysoka hladina intracelularniho Ca** v levé &asti uzlu, zprostiedkovana kanalem
Pkd2/Pkd111, stimuluje spusténi Nodal signaliza¢ni drahy, ktera ovlivituje vyvoj levo-pravé osy
(Field et al., 2011; Pennekamp et al., 2002; Takao et al., 2013).

Vyznam Ca’" signalizace byl objasnén u zkouméani Pkd2 mutantd, ktefi postradaji
iontovy kanal. Hladina intracelularniho Ca®" v uzlovych buiikach je u téchto mutantii mnohem
nizsi nez u wild-type jedinct a jeji rozprostieni v uzlu je symetrické (Takao et al., 2013).
A protoze u Pkd2 mutant byl v pozd¢jsim stadiu vyvoje zjistén nahodny vyvoj levo-pravé
asymetrie téla nebo nékterych organi, Ize predpokladat, Ze je to zplisobeno nedostate¢nou silou
Ca?" signalu v levé &asti uzlu. (Pennekamp et al., 2002).

Navzdory vSem dikaztim, Ze cilie reaguji na mechanicky tlak zvySenim vtoku vépniku
skrz polycystinové kanaly, coz indukuje uvolnéni intracelarniho Ca**, byla tato funkce cilii
zpochybnéna v jedné studii. Zde totiz pfi experimentalnim vytvofeni proudéni, které stimuluje
korunkové buiiky, nedochézelo ke zvyseni vapniku uvnitt cilii. K pozorovanému zvyseni Ca**
dochazelo v cytoplazmé a vapnik pak rychle difundoval do cilii. Pokud tedy asymetricka
exprese gend v bunkdch uzlu probihd mechanosenzitivnim vniméanim, nehraji zde roli

polycystinové kanaly cilii (Delling et al., 2016).

5. Nodal signalizaéni draha

5.1. NODAL

Proudéni, které vznika v uzlu ¢innosti cilii, aktivuje Nodal signaliza¢ni drahu v levé strané
uzlu a tim zahdji procesy vedouci k asymetrickému rozlozeni télnich organt (Collignon
et al., 1996; Logan et al., 1998; Lowe et al., 1996; McGrath et al., 2003; Nonaka et al., 1998;
Okada et al., 2005; Ryan et al., 1998).

Prvnim clenem aktivovanym touto signalizaci je gen Nodal. Patii do rodiny
Transformujiciho ristového faktoru [ (TGF-B, Transforming growth factor-B) (Zhou
et al., 1993), ktery je v uzlu slabé exprimovan jiz v E5.5 a pravdépodobné ma také vyznam pfi
formaci primitivniho pruhu (Conlon et al., 1994).

NODAL se vaze na ,,Kinazu 4 podobnou receptoru aktivinu“ (ALK4, Activine receptor-
like kinase 4) a Receptor aktivinu typu IIA (ActRIIA, Type IIA activin receptor) nebo Receptor
aktivinu typu [IB (ActRIIB, Type IIB activin receptor) (Gu et al., 1998; Oh and Li, 1997;
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Sakuma et al., 2002). Tato vazba je zprostiedkovand membranoveé vazanym koreceptorem
z rodiny epidermalniho rtstového faktoru (EGF-CFC, Epidermal growth factor—Cripto/FRL-
1/Cryptic), Cripto nebo Cryptic (Oki et al., 2007; Sakuma et al., 2002; Yeo and Whitman,
2001).

5.2. Regulace asymetrické genové exprese

Exprese Nodal je regulovana Hepatocytarnim jadernym faktorem [ (HNF3[, Hepatocyte
nuclear factor B), ktery zde funguje jako upstream aktivator. HNF3p se déle podili na formaci
primitivniho pruhu a uzlu (Ang and Rossant, 1994; Collignon et al., 1996; Dufort et al., 1998).

Antagonistou Nodal je Cerl2 (Cerberus-like2), jehoz exprese je vyssi v uzlovych
korunkovych buitkdch na pravé strané uzlu a vymezuje tak Nodal signaliza¢ni drdhu do levé

¢asti embrya (obrazek 5) (Marques et al., 2004).

Stredni
bariéra
Leva o Prava
PITX2 | PITX2
! ®
LEFTY2 ! LEFTY2

& X )
NODAL » | « NODAL

EGF-CFC

ERFHE E ' '

Obrazek 5: Nodal signaliza¢ni draha. Gen Nodal je exprimovan pouze v levé €asti uzlu vlivem inhibice
proteinem CERL2 v pravé ¢asti, a tim je umoZznéno pouze jednostranné spusténi Nodal signaliza¢ni drahy.
NODAL se dale piesouva do levého LPM, kde pozitivné reguluje expresi genu Nodal a expresi genu Lefiy2.
Dale NODAL spousti expresi genu Pitx2, ktery ma piimy vliv na asymetrickou organogenezi (pfevzato
a upraveno podle Marques et al., 2014).
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Zatimco exprese genu od faze 1 somitu az do faze 6 somitd je vyrazné vyssi v uzlovych
korunkovych bunkach v pravé casti uzlu, rozlozeni proteinu CERL2 s expresi nekoreluje.
Ve fazi 3 somita je protein CERL2 symetricky rozlozeny v levé i pravé ¢asti uzlu a postupné
gradient prechazi do levé Casti uzlu. Pfitomnost CERL2 na levém okraji uzlu ve fazi 4-5 somita
pravdépodobné inhibuje ptitomny NODAL a signalizace poté piechazi do LPM.

Levostranna distribuce proteinu odpovida proudéni v uzlu a CERL2 tak teoreticky mtize
byt jednim z morfogenti roznaSenym levostrannym proudénim, coz podporuje chemosenzitivni
teorii (Indcio et al., 2013). Na druhou stranu u Pkd2”" mutanti byla exprese Cerl2 v uzlovych
korunkovych butikach uzlu symetrickd, coz poukazuje na vyznam polycystinovych proteini pfi

vnimani proudu ciliemi (Yoshiba et al., 2012).
5.3. Presun proteinu NODAL z uzilu do LPM

Nejprve je gen Nodal exprimovan symetricky v uzlovych korunkovych bunkach, ale se
vznikem somitll je exprese siln€jsi v levé strané uzlu a postupné nartsta také v levém LPM
(Collignon et al., 1996; Lowe et al., 1996). Zde exprese probiha pouze pokud dochdzi k expresi
Nodal v buiikéch (Brennan et al., 2002; Saijoh et al., 2003).

Ve fazi 4-5 somitli probiha exprese v okrajovych oblastech uzlu asymetricky a pii 5-
6 somitech je nejsilngjsi v levém LPM. Ve fazi 7-8 somitl je Nodal exprimovan jen v anteriorni
¢asti LPM a po této fazi protein neni pfitomny (Collignon et al., 1996; Lowe et al., 1996).

Sifeni signalu, zprostfedkované NODAL proteinem, z uzlu do LPM pravdépodobné
probihd pomoci endodermalnich korunkovych bunék a transport z jedné buitkky do druhé je
umoznén dilezitym komponentem gap-junctions Connexinem 43 (Odate et al., 2016; Viotti
et al., 2012). SniZend exprese Connexinu mize zplsobit chybéjici gap-junctions ve stfedni ¢ate
uzlu a zde tak vznika bariéra, kterd zabranuje priichodu proteint z levé do pravé strany a naopak
(Viotti et al., 2012).

Protein NODAL pfi transportu do levého LPM interaguje se sloZzkami bazalnich membran,
sulfatovanymi glykosaminoglykany (Oki et al., 2007), a dale s Ristovym diferencia¢nim
faktorem 1 (GDF-1, Growth/differentiation factor-1). Gdf-1 je symetricky exprimovan
v uzlovych korunkovych bunkach a LPM a pfi signalizaci pravdépodobné dochazi ke vzniku
NODAL-GDF-1 heterodimeru, ktery zesiluje NODAL aktivitu a umoziuje transport NODAL
do levého LPM (Rankin et al., 2000; Tanaka et al., 2007).
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5.4. Exprese geniv LPM
5.5. LEFTY

Po transportu NODAL do levého LPM je protein schopny autoregulacnim mechanismem
aktivovat expresi genu Nodal a indukovat expresi genu pro Levo-pravy determinac¢ni faktor 2
(LEFTY?2, Left-right determination factor 2) (Obrazek 5) vazbou na jejich enhancer specificky
pro levou stranu (ASE, left side—specific enhancer) (Norris and Robertson, 1999; Saijoh et al.,
1999, 2000).

Gen pro LEFTY2 a jemu podobny gen pro Levo-pravy determinacni faktor 1 (LEFTY1,
Left-right determination factor 1) patii ke genim rodiny TGF- a oba geny ovliviiuji vyvoj
levo-pravé osy (Meno et al., 1996, 1997). Geny se nachazeji na mySim chromozomu 1 a jejich
maturované proteiny obsahuji az 97 % homolognich aminokyselinovych zbytkl. Symetricka
exprese Lefty-2 je pozorovand jiz v E7.0, ale asymetricka exprese obou genu se vyskytuje az se
vznikem somitd v E8.0. Zatimco Lefty-1 je ptedevSim exprimovan v levé ¢asti budouci nervové
ploténky (PFP, prospective floorplate) a ve velmi malé mite v levém LPM, Lefiy-2 vykazuje
nejsilngjsi expresi v levém LPM a velmi slabou expresi v levé ¢asti PFP (Meno et al., 1997).

Lefty-1 je antagonistou Nodal a jeho ptitomnost v PFP vytvaii bariéru, kterd zamezuje
Siteni Nodal do pravé Casti uzlu a vymezuje tak jeho expresi do levé ¢asti uzlu a levého LPM
(Meno et al., 1998; Nakamura et al., 2006). LEFTY-2 poté v levém LPM skrz negativni zpétnou
vazbu zastavuje jiz probihajici expresi Nodal (Meno et al., 1999). Proteiny LEFTY mohou
NODAL inhibovat riiznymi zplisoby — navazdnim se na jeho receptory ActRIIA a ActRIIB
(Sakuma et al., 2002), vazbou s kofaktorem z rodiny EGF-CFC, kterému tak neni umoznéna
interakce s proteinem NODAL (Chen and Shen, 2004; Cheng et al., 2004), anebo navazadnim
se na samotny NODAL (Chen and Shen, 2004).

5.6. PITX2

Protein NODAL dale iniciuje expresi genu pro Hypofyzarni homeobox 2 (PITX2,
Pituitary homeobox 2) v levém LPM (Obréazek 5) navazanim se na ASE, ktery se nachazi
na intronu tohoto genu. ASE také obsahuje vazebné misto pro transkripéni faktor
Nk2 homeobox 5 (NKX2-5, Nk2 homeobox 5), ktery udrzuje expresi Pitx2 v pozdéj$im stadiu
vyvoje 1 bez piitomnosti NODAL (Shiratori et al., 2001, 2006).

Pitx2 je asymetricky exprimovany transkripéni faktor, ktery iniciuje asymetrickou

organogenezi n€kterych organt kratce po vymizeni NODAL z levého LPM (Logan et al., 1998;
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Ryan et al., 1998). Exprese Pitx2 v levém LPM zacind ve fazi 2-3 somitll a je znatelnd jesté
ve fazi 8-9 somitl. Poté se asymetrickd exprese Pitx2 presouva do organd, jenz jsou
asymetrické podle levo-pravé osy. Prikladem je exprese Pitx2 v levé poloving vyvijejiciho se
srdce a gastrointestinalniho traktu. Silna levostrannd exprese také miize v pozd¢jSim stadiu
vyvoje ovlivnit smér embryonalni rotace (Logan et al., 1998; Ryan et al., 1998; Shiratori et al.,

2006; Yoshioka et al., 1998).
5.7. Nodal signalizac¢ni draha a iv, inv mutanti

Role Nodal pti urceni levo-pravé asymetrie byla potvrzena pfi pozorovani asymetrické
exprese v iv a inv mutantech. Cilie inv mutantli vytvaii pouze slaby levostranny proud (Okada
et al., 1999) a k expresi genu Nodal dochézi jen v pravém LPM (Lowe et al., 1996), které¢
odpovida 1 exprese genu Pitx2 (Ryan et al., 1998). Vysledkem je situs inversus u 100 % jedinct
(Yokoyama et al., 1993).

U iv mutantt, u nichz proud nevznika viibec, se situs inversus vyskytuje ptiblizné v 50 %
pfipadi (Hummel and Chapman, 1959; Layton, 1976; Okada et al., 1999) a exprese genu
probiha v levém i pravém LPM, ale také exprese neni pfitomna viibec nebo oboustranné. (Lowe
et al., 1996). I zde exprese Pitx2 probiha ve stejnych mistech jako exprese Nodal.

Levostranné proudéni a nésledné indukovand asymetrickd exprese Nodal signalizacni
drahy tedy koreluje s budoucim vyvojem levo-pravé asymetrie té€lnich organti (Campione et al.,

1999; Ryan et al., 1998).
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Zaver

Tato prace se zaméfuje na otazku, jakym zplisobem dochézi k indukci levo-pravé
asymetrické genové exprese v buiikach uzlu. Prvnim krokem ve spusténi asymetrické genové
exprese je vznik levostranného proudéni extraceluldrni tekutiny, které vytvaii rotujici cilie
uzlovych bun¢k. Neni ale jasné, jestli tyto cilie vinimaji informaci z proudu chemosenzitivnim
nebo mechanosenzitivnim vnimanim, 1 kdyz v zivo¢isSném téle byla prokazana existence obou
zpisobil. Cilie fungujici jako chemoreceptory, byly objeveny naptiklad v epitelu dychacich
cest, zatimco cilie s funkci mechanoreceptorti reaguji na proud v ledvinném epitelu. Oba tyto
zpusoby percepce byly hojné¢ zkoumény v bunkach uzlu a daly zdklad dvéma hlavnim
modelim.

Objeveni pohyblivych a nepohyblivych «cilii v wuzlu vedlo ke vzniku
mechanosenzitivniho modelu. Proudéni, vznikajici pohyblivymi ciliemi jamkovych bunék,
vede k otevieni polycystinovych vapnikovych kanali nepohyblivych cilii v bunikdch na periferii
uzlu a tim dojde k piilivu Ca?" do bungk, ktery zde iniciuje dalsi d&je v buiice. Vzhledem
k ptitomnosti proteinu Polycystin-2 i v pohyblivych ciliich je ale mozné, Ze vniméni proudu
neni vymezeno pouze na uzlové korunkové buiiky. Funkce polycystinovych kanalt v bunkach
uzlu byla zpochybnéna vyzkumem, ktery tvrdi, ze pfi stimulaci kandlu nedochazi ke vstupu
vapniku do buniky skrz tyto kandly (Delling et al., 2016). Pokud by tedy mechanosenzitivni
model byl pravdivy, je potfeba objasnit, jakym zpiisobem cilie reaguji na tlak.

Chemosenzitivni model predpoklada existenci morfogenu, ktery vazbou na receptory
v levé ¢asti uzlu aktivuje genovou expresi. Stejné jako pro model mechansense je i zde stézejni
narist Ca®" signalu v levé stran& uzlu, ktery je pravdépodobné zodpovédny za levostranné
zahdjeni signalni kaskady. Doposud ale v uzlu nebyla prokdzana existence odpovidajiciho
morfogenu.

Odpovédi na nékteré rozpory ve vyzkumech miize byt objev NVP, coz jsou vacky
naplnéné morfogeny, které jsou unaSeny proudem k levé strané€ uzlu, kde se rozpadnou a uvolni
morfogeny. Za rozpad NVP by mohly byt zodpovédné nepohyblivé cilie uzlovych korunkovych
bunék, které funguji jako mechanosenzory (Cartwright et al., 2007).

Dalsi dilezity objev ukazal, Zze pouze dvé rotujici cilie jsou dostate¢né k vytvoteni
levostranného proudu, ktery spusti asymetrickou genovou expresi v buiikach (Shinohara et al.,
2012). Tato skutecnost byla pozdéji interpretovana jako podporujici mechanosenzitivni model,
protoze Omori et al. ve svém modelu vypocitali, Ze Castice by se za pfitomnosti pouze dvou

cilii nebyly schopny transportovat proudem (Omori et al., 2018). Neddvno vydany model
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nazvany model ,,rovnomérného uvolnéni” ale dokazuje, ze pokud jsou castice uvoliovany
vSemi bunikami uzlu, 1 velmi maly pocet pohyblivych cilii je schopen vytvofit levo-pravy
gradient téchto Castic (Gallagher et al., 2020).

K objasnéni, jakym zplisobem dochazi ke vniméni proudu, by se budouci vyzkumy mély
zaméfit na detailnéjsi prozkoumani struktury endodermalnich a uzlovych korunkovych bunék,
a tim objasnit, jakou funkci ve vniméani proudu hraji jejich nepohyblivé cilie. Dalsi
nevyjasnénou otazkou je, jakym zplisobem uvolnéné morfogeny reaguji s povrchem bunék,
pokud zde nehraji roli polycystinové kanaly.

Prohloubeni poznatkii o vniméni proudu ciliemi v uzlu mysi by v budoucnu mohlo

pomoci pochopit vznik normalni i oto¢ené orientace vnitinich organii i v lidském téle.
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