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1. Abstract

Refractive index gradient in the cubozoan eye: specific gene expression analysis

Lenses are spread through animal kingdom as an improvement of different eye types
Despite conservation of some key regulators and shared use of photopigment opsin, eyes and their
lenses develop by variable mechanisms impeaching their monophyletic origin. Tripedalia
cystophora (T. ¢), a cubozoan jellyfish, is an emerging new model for studying eye evolution. The
presence of advanced lens-containing eyes (firstly incident within metazoans in this phylum of
Cnidaria), the two types of lesser eyes, the use of pax gene and vertebrate type of
phototransduction cascade for eye establishment make this jellyfish an useful tool for comparing
eye development and different evolutionary strategies

We focused on the lenses of 7.c. and studied formation of their refractive index gradient to
reveal its mechanism. Using new antibodies raised against J1 and J2 crystallins (proteins of the 7.
c. lens), TEM and histology we found that graded refractive index is of protein origin and formed
by unequal accumulation of proteins (particularly J1 and J2 crystallins) in different layers of the
lens. We have shown that J1 crystallin occurs also in the lesser eyes (ocelli) suggesting how the
lens mass can evolved. The synthesis of J2 crystallin in lens development has been examined.
Furthermore we have prepared J2 crystallin fused to GFP and described the cellular localization of
this novel crystallin. The experiment confirmed its cytoplasmatic localization and thus a
biologically sensible expression regarding its role as a crystallin. Finaly we have determined the
expression of severa interesing genes using RNA in situ hybridization. For example, we
determined the expression of selenoprotein O, one of many genes lost in insects or nematodes but
conserved among 7. c¢. and vertebrates. RNA ir situ hybridization for MITF, transcription factor
crucial for eye development, revealed its presence in the eyes of Tripedalia cystophora..

In summary, it seemsthat 7. c¢. and vertebrate share much more than a fine lens within an
eye. Recent studies, this one included, shed light on the conservation of cnidarian and vertebrate
genomes and support the hypothesis of the maintenance of early evolving gene set in these two

lineages and massive loss inthe others, such as of insect or nematodes.

Key words. eye, lens, J1 crystallin, J2 crystalin, evolution, refractive index gradient, gene set

conservation

Klicova dova: oko, ¢otka, J1 krystalin, J2 krystalin, evoluce, gradient refrakéniho indexu,

konzervace genovych sad
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3. Zkratky pouzité v textu

AP alkalick& fosfatéza

CMV..oiiieere cytomegalovirus

CNS...ooirirreree centréni nervova soustava
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ECM..ccooviiere, extracelularni matrix (vrnébune¢ni hmota)

EST..ooiievee, expressed sequence tag — ¢&st kddujici sekvence genu
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GFP ..o green fluorescent protein — zeleny fluorescencni protein

(G151 I glutathion-S-trasferaza

HRP....coeierieee horseradish peroxidase — kienova peroxidaza

IHC.....oooeree imunohistochemie (imunohistochemicka detekce antigena protil atkami)
IPA .o isopropanol

IPTG..ooiieeeeeceee isopropyl-p-D-thiogalaktozid

N T 2 J1 krystalin, J2 krystalin

MeOH.......ccevvveienn. methanol

NBT/BCIP................. nitroblue (modf) tetrazoliumchlorid/5-bromo-4-chloro-3- indolylfosfat
ORF....coovvvveercenn, open reading frame — otevieny éteci ramec

PCNA.....cccooi e, proliferating cell nuclear antigen - jaderny antigen proliferujicich buneék
PFA ..o, paraformal dehyd

PR e, fotoreceptor

PTA e kyselina fosfowolframova

RNA ISH......cccou.... RNA in situ hybridizace

SDSPAGE................ SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

SEM ..o skenovaci elektronova mikroskopie

TCoiiiiiiiii e Tripedalia cystophora

TEM .o transmisni elektronova mikroskopie

BME....coiieieieerenn 2 — merkaptoethanol



4. Uvod

Mezi soucasnymi zivogichy nalézdme desitky typu odi lisicich se morfologii i vyvojem.
Spektrum zivocicht vybavenych zrakovymi organy je nesmirng siroké a vzdy vzbuzovalo zgem,
zda takovy organ jako je oko vznikl jedenkrét a zda se tedy z primitivni formy vyvinul v mnoho
souc¢asnych o¢nich typt, nebo zda od v riznych okamzicich evoluce vznikly nékolikrat (nebo
mnohokrét) nez&vidle a tieba i ve formg odlisnych prototypi. Mnoho i velmi zakladnich otézek
jako je tato, vsak stdle nema jednoznac¢né odpoveédi. Pivod oci a jaké mechanizmy stoji za jejich
riznorodosti jsou tak stale aktualné resena témata.

Slibnym pristupem se v soucasné postgenomické dob¢ jevi analyza sirokého spektra
modelovych organizmi s naslednym porovnénim jejich vizudiniho aparétu, a to jak na drovni
morfologické tak piredeviim molekularni (napi. konzervovanost transkripénich faktora a jinych
klicovych komponent specificky se Ucastnicich vyvoje odi). Takto také byly v poslednich letech
wingny fantastické objevy a popsany pax a jiné odi specifikujici geny jiz u zahaval (Cnidaria)
KOZMIK et al. (2003), zivocisnych hub (Porifera) HOSHIY AMA et al. (1998) apax dokoncei u
vloc¢kovcl (Placozoa) HADRYS et al. (2005). Geny pro jednotlivé komponenty fototransdukéni
kaskady, donedavna Iépe popsané jen u obratlovci a octomilky, jsou nyni charakterizovany u
Sirokého spektra organizmi, véetné nékolika zahavei SUGA et al. (2008), KOZMIK et al. (2008).
K tomu samozi'gjme prispélo i sekvenovani zahavéich genoma (prvni dokonceny genom Zahavce
Nematostella vectensis PUTNAM et al. (2007)).

Tripedalia cystophora (T. c.) neboli ¢tyfhranka trojitd, zéstupce moiskych zahavcu tridy
Cubozoa (Ctyrhranky), je jednim z modelovych organizmu, které maji nedocenitelné prednosti pro
studium o¢i, jejich variability a evoluéni historie. Ctyrhranky, jako jedina tiida zahavci, jsou
aktivnimi lovci a mnoho znich navic obyva piibiezni porosty, kde je nezbytné vyhybat se
prekézkam (vzhledem K fragilni konstituci zahavad), jako jsou koreny stromi. Nejspis pravé proto
tito zivocichové vyvinuli sofistikovany vizudlni komplex, organ zvany rhopalium. Rhopalium nese
hned ¢étyti typy o¢i, pricemz mezi nimi nalézame i komplexni oko s¢ockou, retinou a rohovkou.
Coeky téchto slozitych ogi dokonce obsahuji gradient refrakéniho indexu, ktery vylepsuje optické
vlastnosti tohoto okaNILSSON et al. (2005).

Jednou z otézek ieSenych v této praci je, jak a zjakého materidlu se tyto ¢ocky v ontogenezi
zahavce vyvijgi ajakym mechanizmem je tvoiren zminény gradient. Tato préace by méla osvétlit
zda je momné i v pripadé tvorby gradientu refrakéniho indexu hledat paralelu mezi zahavci a
obratlovci tak, jak je to mozné pro celkovou morfologii tohoto oka a geny vyuzivané pii jeho
vystavbé. Syntéza specifickych krystalinia (proteint ¢ocky) je charakteristikou ¢ocky kazdého
organizmu. Z ¢ocek Tripedalia cystophora byly jako krystaliny popsany tii proteiny, které nebyly
nikdy dostate¢rn¢ analyzovany. Tato prace se zaméiuje pravé na funkeni popis jegich lokalizace v

jednotlivych o¢nich typech T. ¢. azefména pak na jejich vyznam pro tvorbu gradientu refrakéniho



indexu v ¢ockach velkych komplexnich oci. Cilem této préce je i Iépe popsat novy krystalin J2,
predevsim potvrdit, ze ma vlastnosti odpovidgjici krystalinam (hl. cytoplazmatickou lokalizaci), a
76 je tedy pravdépodobné, ze takovou biologickou funkci skutetné zastavd. Ddle pak
charakterizovat jeho produkci v pribéhu vyvoje oci, tedy v pribéhu metamorfézy polypa
v meduzu.

Extrémné zajimava je piitomnost hned nékolika o¢nich typi na jediném organu, ktery se
navic v rdmci medlzy vyskytuje hned étyiikrat (mediza vyuziva cekem 24 oci). Otézka pavodu a
evoluce téchto jednotlivych o¢nich typa je dal $im predmétem studia této préce.

Tripedalia cystophora je tak zgjimavym modelem i proto, ze jsou to prévé zahavci, ktefi ve
svych genomech podrzeli mnoho z gend, které byly jinymi liniemi zivocicht ztraceny, ae jsou
ptitom pritomny v genomech obratlovci. Navic jsou ¢tythranky mezi zahavci unikatni zminénym
zpasobem zivota a ztoho nejspise vyplyvajici piitomnosti komplexnich o¢i. Zarazgici je, ze
mnoho zgeni T. c¢. kédujicich ¢leny fototransdukéni kaskady nebo se podilgjicich na regulaci
vyvoje oci je piitbuzné obratlovéim variantdm téchto komponent KOZMIK et al. (2008). Anayza
transkripce neékterych z téchto gemi je také predmétem této prace a ma odhalit, zda jsou v genomu
pouze pritomny a ptipadné na n¢jaké minimani hladiné exprimovény ¢i zda se jedna o geny
vywivané ase smysluplnym vzorem exprese.

Zda se, ze evoluce o¢i zahavci a obratloval se ubirala podobnym smérem a pritom tento

srer byl nejspis dosti odlisny od historie o¢i jinych bezobratlych.



5. Prehled literatury

Tato préce se zabyva studiem specifickych proteini a ofi hového modelového organizmu
Tripedalia cystophora, medlzy soéima vybavenyma mimo jiné i ¢o¢kou. Proto v této ¢asti bude
nejprve diskutovana problematika tykajici se o¢i, jejich vyvoje a evoluéni historie obecné a déle

pak Tripedalia cystophora jako novy modelovy organizmus pro studium evoluce oci.

5.1 Zrak jako zakladni smysl

Zrak je zakladni smydl, nebot’ detekce svétla a tim dany urcity stupen vizualizace okolniho
svéta (zavisgjici na dokonalosti oka a nervové soustavy) umoziuje zivocichim vyrazné zlepseni
interakce sjejich prostredim. Alespon z&kladni typ o¢i se tak vyskytuje témeéi ve vsech Zivoci snych
kmenech (Obr. 1). Prekvapujici je ale prévé variabilitao¢nich typi.

Minimdlni usporédéani funkéniho oka je dano piitomnosti jedné fotoreceptorové bunky
v blizkosti buiky vytvéigjici stinici pigment ARENDT a WITTBRODT (2001), jak je tomu
napiiklad v Hesseho (o¢nich) bunkach kopinatce. V jistych piipadech dokonce funkci obou bunék
miize plnit buiika jeding, jak bude rozvedeno pro ocellilarev T. c. Primitivni ogi poskytuji nositeli
zpravidlainformaci o intenzité a sméru svétlav jeho okoli. Pridatné o¢ni komponenty jako je ¢ocka

nebo rohovka mohou vyrazné zvysit citlivost oka a dramaticky zlepsit jeho optické vlastnosti.

5.1.1 Cocka a rohovka: zdokonaleni oka

vvvvv

gotkou. Cocka jako &ast oka zpravidla zvysuje jeho svételnou citlivost a tim jeho nositele ¢ini
v prostiedi |épe orientovanym Jednoduse feceno, ,vidi toho vic‘. Je tedy zcela zasadnim
vylepsenim oka a jgji hlavni funkci (v nékterych pripadech i rohovky) je soustiedit vétsi mnozstvi
svétla do oka, pripadné jg jesté zaostrit tak, aby dopadalo primo na vrstvu fotoreceptori. Je tedy
potieba, aby rozptylené svétlo z okoli bylo ,zalomeno* do oka. Plati, ze ¢im vétsi rozdil hustot
mezi prostiedimi (tedy napiiklad vodou ¢i vzduchem a rohovkou; o¢ni tekutinou a ¢o¢kou), tim
VEtSi je lom svétla (tim vice je tedy svétlo priklonéno/odklonéno od pomysiné kolmice k povrchu) a
tim vice svétla |Ize pro oko ziskat (pokud jde o priklonéni a tedy piechod zopticky fidsiho do
opticky hustsiho prostiedi).

Takto |ze refrakci ovlivnit mnoha zptisoby a co vie |ze povazovat za ¢ocku je otdzkou. Pro
nase potieby miazeme ofi s ¢ockou jednoduse definovat jako o¢i obsahujici pridatny refrakéni
(svetlolomny) element situovany pred svétlocivnou vrstvou, zpravidla oznacovanou jako retina
(sitnice) JONASOVA a KOZMIK (2008). Stakovou definici mize byt nekdy obtizné odlisit
rohovku a ¢ocku, které v jistych pripadech dokonce splyvaji v jeden funkeni celek (jako je tomu

10



tieba u octomilky). Predpokladeime ale, Ze vétsina oki je rohovkou, byt primitivni (napt. pouze
sochranou funkci), vybaveno a ¢ocka pro nés tedy bude komponenta nachézejici se blize
fotoreceptoroveé vrstve.

Byt u vétsiny ¢ocek je materidlem zvysujici refrakéni index hmoty ¢ocky (a tedy schopnost
l&mat svétlo) protein, byly popsany i jiné strategie. U moiskych hvézdic (Ophiocoma wendltii) byly
zdokumentovény opticky efektivni kalcitové ¢ocky AIZENBERG et a. (2001). Podobng
zajimavym pripadem jsou ¢o¢ky mitochondridniho pivodu popsané mezi plosténci u Entobdella
soleae SOPOTT-EHLERS et al. (2001).
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Obr. 1: Distribuce o¢i s ¢o¢kou v ramci Zivo¢i$né riSe. Schéma predstavuje hlavni zivoc¢isné kmeny a
shrnuje zda se u rekterého ze zastupci vyskytuje i oko vybavené ¢ockou nebo pouze jednodussi usporadani
¢i zda dokonce o¢i u kmene popsény nebyly. Symbol oka znati kmen, u kterého je u néjakého zéstupce
popsano oko s ¢ockou. Symbol tecky pak takovy kmen, kde byly popsany jen jednodussi o¢ni typy, zpravidlia
primitivni pigmentové poharky. Prézdné koletko je u téch kment, u kterych o¢i vubec popsany nebyly
(predevsim hlubokomofiti &. vodni Zivogichové). Pripraveno pro JONASOVA aKOZMIK (2008).
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5.1.2 Cocka a rohovka: determinace prostiedim

Z hlediskalomu svétlav ocich je obrovsky rozdil mezi suchozemskym a vodnim prostredim.
Vzhledem k tomu, Ze tkang jako je rohovka maji vodé (piedevsim moiské) podobnou hustotu, je
velmi zasadni rozdil v utvareni oka a vlastnostech ¢ocky a rohovky mezi vodnimi a
suchozemskymi tvory. Napiiklad u ¢loveka se svétlo vyrazné lomi na prechodu z opticky fidkého
vzduchu do rohovky a nésledn¢ jesté znovu (jiz vyrazné meéng), kdyz piechazi rozhrani o¢ni
tekutiny a ¢ocky. Vysledna refrakce je dostacujici k tomu, aby se do oka dostal dostatek svétla.
Srovname-li ¢loveéka v tomto ohledu napiiklad s kaprem, dojdeme k zavéru, ze u prvni refrakce
(okolni prostiedi a rohovka) témér k zadnému lomu svétla nedojde (viz Obr. 2). Tento chybgjici
rozdil v optickych hustotéch prostredi a rohovky musi byt kompenzovén pravé ¢ockou. Vodni
organizmy tedy musi chybgjici optickou silu rohovky nahradit sprévnymi vlastnostmi ¢ocky. Témi
vlastnostmi jsou sféricky tvar a vysoka opticka denzita, oboji maximalizujici jeji refrakeni silu a
tedy lom svétla smérem do oka LAND aNILSSON (2002).

Terestrialni prostfedi Vodni prostiedi

Vzduch

Obr. 2: Odlisné optické vlastnosti ofi suchozemskych a vodnich Zivodichd. Cesta swtla v oku je
znazorréna plnymi ¢éernymi ¢arami. U suchozemskych organizmi (levy panel) ma vétsi optickou silu
rohovka (u ¢lovéka cca 70%), protoze rozdil mezi hustotu vzduchu a rohovky (atomu odpovidgjici refrakce)
je obrovsky. Cotka méa na refrakci mensi (clovék cca 30%), ae stde velmi vyznamny vliv a navic je ¢asto
mistem, kde dochézi k dalsi Upravé vstupujiciho svétla (napi. akomodace viivem zmeén tvaru cocky). Situace
je zcela odlisné u vodnich organizmu (pravy panel), kde rohovka, vétsinou o témér stejné hustoté jako okolni
prostiedi (napf. moiské voda) nemé témék z&dnou refrakeni silu. Veskera refrakce se tak musi odehrét na
prechodu voda (rohovka)/¢otka. K tomu je ¢oc¢ka vodnich zivagichi zpravidla prizpisobena vysokym
refrakénim indexem (Gasto v gradientu) a sférickym tvarem (popsano zefména u ryb a hlavonozciy). Retina
orarzové, ¢otkamodry oval, rohovka svétle modie. Prekresleno aupraveno dle PIATIGORSKY (2007).

Nanestésti praveé sféricky tvar ¢ocky je zdrojem mnohych optickych chyb vyplyvajicich
zodlisnych vlastnosti raznych ¢asti ¢ocky. Svételné paprsky se chovaji odlisné, projdou-li kouli
¢ocky v celé jgi Sifce anarazi pii tom natéméi kolmy povrch nebo pokud projdou ¢ockou pfi jejim

okrgji. Preferovanou Upravou ¢o¢ky vodnich organizmi vedouci k minimalizaci takto vznikagjicich
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optickych aberaci (prvné popsano u pstruha) se stala piitomnost gradientu indexu lomu (vlastré
tedy gradientu optické hustoty) s maximem v centru ¢o¢ky a poklesem smérem kjeji periferii
JAGGER (1992). V ¢oéce s gradientem refrakéniho indexu se tak svétlo postupné lame a
nedochézi k jednorézové refrakci. U ryb, olihni a nékolik dal sich zivogicha bylo popsano, ze tento
gradient skrz ¢ocku je tvoren rozdilnou koncentraci proteini v rtiznych ¢éstech ¢ocky. U nékterych
vodnich organizmi koncentrace proteinu na periferii ¢ocky klesd az k hodnotdm odpovidajicim
indexu lomu 1,35 (1,34 ma moiskd voda), zatimco v centru ¢ocky je témei stoprocentni protein
(index lomu 1,55) SWEENEY et al. (2007). To je obrovsky rozdil oproti suchozemskym zviratam,
kde je zpravidla také odlisna koncentrace proteina v riznych ¢éstech ¢ocky, ae nejbohatsi stied
dosahuje maxim kolem 40% (index lomu 1,4). Takové koncentrace proteini prindsi fadu dalsich
problému, predevsim sjejich agregaci. Agregace proteini a piipadné nasledné zakaleni ¢ocky
vyrazné zhorsuje jeji optickou kvalitu (zpusobuje rozptyl svétla) a v neposledni fadé i snizuje
mnozstvi koncentrovaného svétla. Proto jsou na proteiny ¢oc¢ky, krystaliny, kladeny velké néroky a
to nejen zhlediska jegjich zivotnosti (nebot” mnoho ¢otek jiz v prabéhu Zivota neobnovuje svij
materidl), ae i z hlediska jgich vzgemnych interakci, tak, aby byly optimalni pro minimalizaci
jejich agregace SWEENEY et al. (2007).

5.2 Proteiny €oc€ky: krystaliny a ,,gene sharing“ strategie

Jak bylo v predchozi ¢asti naznaceno, nejdilezitéjsi komponentou ¢ocky je jei proteinova
LVypli® zajistujici refrakeni silu a prahlednost ¢ocky zarovei. Proteiny, které plni tuto Ulohu se
obecné nazyvaji krystaliny a jsou neobyceiné zajimavou skupinou proteini pravé pro vlastnosti,
které musi mit, aby splnili pozadavky kladené na ¢ocku. Tézko lze hovorit o ucelené skuping
proteini zastévajicich tuto funkci, protoze po porovnani slozeni ¢ocek z riznych organizmi se
ukézalo, ze krystaliny jsou charakteristické pravé svoji pritomnosti v ¢occe a refrakeni funkci,
nikoli v§ak jedinou specializaci, ktera by je piedurcila pro roli krystalind. Vétsinu krystalini
nalézdme i mimo ¢ocku a ngjsou to tedy ani proteiny tkénoveé specifické PIATIGORSKY (2007).
Krystaliny 1ze nejlépe definovat jako v ¢occe hojné, cytoplazmatické a ve vode rozpustné proteiny,
zodpoveédné za optické vlastnosti ¢ocek, jak obratlovci, tak bezobratlych. Hojnost, tedy jejich
znaéné produkce buitkami ¢ocky, je nejdulezitéjsi charakteristikou krystalint, protoze pravé jegjich
dostatetna koncentrace zajist'uje vhodné optické vlastnosti ¢ocky.

Popsané krystaliny jsou obvykle globularni, ¢asto oligomerizujici proteiny, neziidka
piibuzné heat shock proteimam (nebo jinym proteintim s chaperonovymi schopnostmi) nebo
proteinim G¢astnicich se oxidacné - redukénich pochodi. Jsou tedy rekrutovany z proteini obecné
odolévagjicich stresovym podminkam. Studie mnohych krystalini pinesly obecny koncept strategie
tzv. sdileni genu (,gene sharing strategy) PIATIGORSKY (2003). Sdilenim genu je mysleno

viceré vywziti jednoho proteinu kédovaného jednim genem. Takovy protein mize mit dvé zcela
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odlisné funkce, refrakéni v ¢occe a katalytickou nebo napr. chaperonovou jinde (ale napf. i
v ¢ocee). Je to priklad strategie, kde protein ziska novou funkci, bez ztrdty funkce pivodni,
jednoduse zménou exprese genu (napi. vznikem nového vazebného mista pro transkripéni faktory
dalezité pro vyvoj ¢ocky, jako je napi. Pax6, v promotoru tohoto genu) a tedy bez predchozi
duplikace. Duplikace genu kédujiciho protein vhodnych vlastnosti a exprese nové kopie v ¢oéce
nasledovana optimalizaci vlastnosti tohoto genu/proteinu pro roli krystalinu je dalsim zpasobem
vzniku krystalini. ,, Gene sharing “ strategii na rozdil od této Ize povazovat za evolucni strategii
zvysujici vyuzitelnost genomu bez jeho zvétsovani.

Prikladem ,, gene sharing* strategie mohou byt a-krystaliny obratlovcut, proteiny zrodiny
malych heat shock proteind, i v ¢occe funkeni chaperony, které chréani ¢astecné denaturované
krystaliny pred agregaci a pomahagji tak udrzet prihlednost coéky HORWITZ (1992). Vsechny
¢ocky obratloven obsahuji kromé a-krystalini jesté By-krystaliny, které jsou pribuzné mikrobianim
stresovym proteinam. Nicméné i v rAmci skupiny obratlovca se jednotlivé typy krystalint lisi a
porovname-li krystaliny Sirsiho spektra organizmmi, zjistime, ze jsou témé& druhové specifické.
Vemi variabilni jsou tzv. enzymové krystaliny, tedy krystaliny sprimarni enzymatickou funkci
CUTHBERTSON et al. (1992). Kuptikladu ptati krystalin ¢ je laktatdehydrogenézou; chobotnice
ve svécocce vyuzivastépenou glutathion-S-transferazu (GST), piepisovanou ze stejného genu jako
obyéeina GST a hiebenatka ma ¢ocku i rohovku vyplnénou aldehydehydrogendzou TOMAREYV et
al. (1994, TOMAREV et al. (1995, TOMAREV aPIATIGORSKY (1996).

5.3 Jeden fotopigment, mnoho krystalin(: oko jednou nebo vicekrat?

Otézka vzniku oci, predevsim jestli tedy oko vzniklo jednou (monofyleticky pavod) ¢i
nekolikré (polyfyleticky pivod), trdpi jiz generace evolucnich biologh. Zjevné anatomické a
vyvojové rozdily jsou v kontrastu s konzervaci hlavnich reguldtori o¢niho vyvoje jako je paxé,
ktery se podili na vyvoji i, jak u octomilky, tak u mySi QUIRING et al. (1994). Mnohé studie
poukazaly na témét univerzalni vyuziti pax gena pro vyvoj o¢i zivocichia. Na druhou stranu, nové
préce ukazuji, ze pax6, diive povazovany zatzv. master control gene oniho vyvoje GEHRING a
IKEO (1999), je komplementovén celou fadou jinych oci specifikujicich gent (napt. six, eya, dach)
a ze vyvoj oka je primarné spoustén jesté zcela odlisnymi mechanizmy. Napriklad nedédvno
publikovany ¢lanek Masse a spolupracovniki piinasi dikazy o zprostiedkovani indukce o¢niho
vyvoje purinovou signalizaci MASSE et al. (2007).

Navic pax6 tak, jak byl uvazovan jako zminény hlavni a konzervovany regulétor, je jiz
pomerné odvozenou formou téchto transkripénich faktora. Zastupce pax gena byl izolovani z 7. c..
Byt sei zde jedn& zjevné o gen regulujici o¢ni vyvoj, jeho strukturajako pravdépodobné jediného
pax genu T. c., predpokladejme tedy pavodngj siho typu, je kombinaci pax2 a pax6 geni a obsahuje
oktapeptid jiz ztraceny v pax6 genech KOZMIK et al. (2003).
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Nicméné i kdyby konzervace pax6 nebyla jako argument pro monofyleticky pavod
dostatujici, stdle je zde v kontrastu s obrovskou morfologickou variabilitou konzervace
fotopigmentti. Ve vsech ocich byly doposud nalezeny ve funkci fotoreceptoru varianty jediného
proteinu, opsinu TERAKITA (2005). Otézkou je, zda se jedna o konzervaci takovou, ze prvni
(ajediné) proto-oko jiz bylo vybaveno jistym pra-opsinem, ktery se dae vyvijel v minimané dvé
hlavni, extrémné odlisné formy (lisici se i v kaskad¢ zpracovavajici svételny signd) ARENDT
(2003). Nebo zda byl opsin do rtiznych o¢i vybran pro své vyjime:né vlastnosti, a to nékolikrét a
nezévisle. Druhy scénér by podporova i konzervaci vyhradné urcitého typu opsina v rékterych
vyvojovych liniich (pro oko jedné linie byl rekrutovan typ odlisny od typu rekrutovaného jinou
linii; to naznacuje i mazné rozraznéni opsint jesté pred objevenim se oc¢i). Zod¢i T. ¢. byl navic
izolovan opsin ciliarniho typu, tedy typu typického spise pro obratlovce, coz podnécuje k dalsim
diskuzim o evoluci opsini. Podrobrgji viz. KOZMIK et al. (2008).

Obrovska morfol ogicka variabilita se zda byt v rozporu s monofyletickou teorii pavodu o¢i a
je dobie maozné, ze jak pax geny, tak opsiny jsou piikladem konvergentni evoluce a v souladu
s mnohondasobnym nezdvidym vznikem o¢i FERNALD (2006). To je dobie piedstavitelny scénér,
zv&zime-li fakt, ze komorové oko muze (dle teoretickych modeld) vzniknou z ploché vrstvy
fotosenzitivniho epitelu behem pouhych 400 tisic generaci NILSSON a PELGER (1994), a ze tedy
»naaoti bylo v priabéhu evolucezivocichia ¢asu dost”.

Jak bylo diskutovano, vznik ¢ocky je vyznamnym milnikem v priibéhu evoluce ogi. Siroké
spektrum strategii, jak vytvoiit ¢ocku ¢i rohovku s touto funkci, bylo vyuzito rozdilnymi
organizmy. Vezmeme-li to v Gvahu spole¢né s druhovou specifitou krystalini, je zjevné, ze ¢ocky
jsou polyfyletického pavodu. Je opravdu téme nemozné ngjit cokoli jednoticiho kornedlni ¢ocku
skakavek (pavouku) SU et al. (2007, WILLIAMS a MCINTYRE (1980) a sférickou ¢ocku ryby
JAGGER (1992).

Vemi podivné vsak je, ze zminované pax geny jsou klicovymi pro expresi vsech
studovanych krystalint ¢oc¢ek/rohovek a ze tedy pax regulatni elementy byly opakované vyuzty
jak pro konvergentni zisk krystalini ¢oéek nebo rohovek, tak pro regulaci morfogeneze rozdilnych
typu oti KOZMIK et al. (2008).

5.4 Krystaliny Tripedalia cystophora

Jak bylo uvedeno v Uvodu, Tripedalia cystophora je maa karibskd mediza, ¢len tridy
Cubozoa a tedy kmene zahavci, sesterské skupiny bilaterdiné symetrickych organizmi. Je to
zastupce prvni odvétvujici se linie, kterd vyvinula zrakové organy. V pripadé 7. c¢. se dokonce
jednd o pomeérné komplexni o¢i riznych typa, nékteré dokonce s rohovkou a ¢ockoul.

Po homogenizaci ¢ocek zvelkého komplexniho oka 7. c. a separaci na SDS PAGE byly
popsany tii krystaliny odpovidgjici ttem hlavnim pruham: J1 (35 kDa), J2 (19,5 kDa) a J3 krystalin
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(19 kDa) PIATIGORSKY et al. (1989). (Tento pokus byl opakovan smirné odlisnymi vysedky
Vv ramci této prace, viz kapitola Vysedky). Krystaliny T.c. byly sekvenovany jako peptidy a pro
dva z nich byla nalezena homologie sjizZ zndmymi proteiny.

Pro J1 krystalin, ktery je nglhojngjsim krystalinem ¢o¢ky T.c., byla nalezena homologie
s ADP-ribozylglykohydrol&zou, proteinem blizkym rodiné selenoproteini SelJ CASTELLANO et
al. (2005). Prozatim byly izolovény tii rizné cDNA kodujici 35 kDa proteiny J1 krystalinu (J1A,
J1B a J1C) identické v aminokyselinovém slozeni v 84 — 98%. Bylo prokazano, ze kazdy z téchto
proteina je kddovan samostatnym genem, ktery je tvoren jedingm exonem (coz by mohlo
naznatova jejich potencidlni pavod v bakteridnim genomu). Prestoze jsou v kodujici oblasti
prakticky shodné, lisi se ¢astecné v oblasti promotord.

V ramci zminéné komparativni studie byla pro J1 nalezena nejvétsi homologie se
selenoproteiny rodiny SelJ. Analyza také odhalila, ze u 7. c. je na misté¢ selenocysteinu pouze
cystein CASTELLANO et al. (2005). Pro objasnéni potencidni role SelJ proteind byly
analyzovany promotorové oblasti nékolika SelJ a J1A, J1B a JI1C ve snaze nalézt v téchto velmi
vzdalenych sekvencich vazebnou oblast, ktera by je také mohla determinovala pro expresi v ¢occe
a tedy napriklad funkci krystalini. Vazebna mista pro nékteré pax geny (véetné pax6) byla
nalezena ve vsech studovanych sekvencich. Navic studie lokalizace exprese SelJ u Danio rerio
potvrdila lokalizaci v ¢o¢ce béhem embryogeneze, asirsi expresi ve starsich jedincich (Castellano
et al., 2005).

SelJ podrodina selenoproteini se vyskytuje pouze u paprskoploutvych ryb a jednoho druhu
jezovky (pficéemz vsechny prozatim popsané selenoproteiny mély zéstupce i mezi savci). Tato
podivna distribuce v zivocisné iisi a homologie s bakteridnimi ADP-ribozylaénimi enzymy
pravdépodobné vypovida o horizontdlnim transferu nékterého z bakteridlnich selenoproteini, ktery
se uda nekolikrét u zminénych zivogicha. U 7. ¢. pak mohl byt tento gen vicekrat duplikovan a
vywit jako hlavni krystalin. Otazkou vsak je piitomnost specifickych vazebnych mist
v promotorech u riznych SelJ a J1, které negjspise musely vzniknout dodate¢né nebo se novy gen
pobliz takového mista objevil.

| po stanoveni kompletni sekvence J2 krystalinu nebyla nalezena zadna homologie. V ramci
této diplomové prace byl unikétni J2 krystalin Iépe charakterizovén, a byt stdle nebyla nalezena
zadnd homologie s jinymi proteiny, byla potvrzena role tohoto, do té doby témer
necharakterizovaného proteinu jako krystalinu. Podrobnéji tedy kapitoly Vysledky a Diskuze.

J3 protein je jako krystalin diskutabilni. V pivodni praci z r. 1989 se m¢lo jednat o tieti pruh
na proteinovém gelu zizolovanych ¢otek velkého komplexniho oka o velikosti necelych 19 kDa.
Jiz v préaci z r. 2001, kde je J3 podrobngji analyzovanse hovoii o J3 proteinu izol ovaném z rhopalii
PIATIGORSKY et al. (2001). Ani ndm se protein této velikosti nepodaiilo v co¢ce detekovat (viz
Vysledky). Navic minimalni ptitomnost J3 krystalinu v ¢o¢ce podporuje i provedena RNA in situ

hybridizace, ktera ukazuje na slaby signd na okraji ¢ocky a naopak ukazuje extrémné silnou
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expres v oblasti gastrovaskularni dutiny rhopalia a na koncich chapadel; RNA byla detekovana i
v prouzcich vybihgjicich za pigmentovou vrstvou RUZICKOVA, osobni sdéleni. Nejvétsi
podobnost vykazuje J3 s proteinem prosaposinem, prekurzorem saposinu. Saposiny jsou rodina
multifunkénich glykoproteint, které propojuji lysozoméni enzymy s lipidy a aktivuji jejich
enzymatickou funkci. Predevsim se tak Ucastni lysozomani degradace sfingolipida. Vznikaji ze
zminiovaného prekurzoru prosaposinu proteolytickym stépenim v pozdnim endozomu VACCARO
et al. (1999).

5.5 Tripedalia cystophora jako modelovy organizmus pro studium
evoluce o€i

Tripedalia cystophora, ¢esKky ¢tythranka trojitd, byla poprvé jako novy druh popsana na
Jamaice roku 1894 Sirem F. S. Conantem CONANT (1897). Rhopalia, pro ¢tyihranky specifické
vizudlni organy, byla vsak popsana pro piibuzné medlzy jiz pied vydanim citovaného doplnéni
Haeckelova systému Cubomedusea. Diive T. c. uchvacovala morfology a dnes se stala zajimavym
objektem pro studium evoluce o¢i a to predevsim pro svou vzdaenost a presto v mnoha aspektech

podobnost sobratlovci.

5.5.1 Taxonomie a zivotni cyklus

Tripedalia cystophora (T.c.) patfi mezi Cnidaria (zahavce) téidy Cubozoa (Ctyfhranky,
kubomeduizy). Celou tiidu Ize charakterizovat jako nejaktivnéjsi skupinu zahavci, aktivré lovici
koiist a k rychlému pohybu morfologicky prizptisobenou. Nejdokonalgji ze vsech zahavci maji
vyvinuté senzorické organy v komplexech zvanych rhopalia.

Systém zahavci v podednich nékolikaletech dozna znagnych zmén. Pribylatiida Staurozoa
a vsoucasnosti se tak zahavci déli na téidy Hydrozoa (polypovci), Cubozoa (Etythranky),
Scyphozoa (medlzovci), Anthozoa (kordnatci) a Staurozoa (kalichovky), diive tazené
k medlzovcim. T¥ida Cubozoa je povazovana v rdmci Zahavci za odvozergjsi skupinu a spolu
stiidou Scyphozoa jsou pravdépodobné sesterskou skupinou Hydrozoa COLLINS et al. (2006).

Cubozoa jsou po Vétsinu svého zvota meddzami, to je tedy dominantni zvotni stadium
v rdmci néjz dochézi k sexud nimu rozmnozovani. Tripedalia cystophora mazivotni cyklusv jehoz
prabéhu dvakrdt metamorfuje. Poprvé, kdyz se méni z volné plovouci larvy na piisediého polypa a
podruhé, kdyz ptrechézi z polypového stadia do stédia meduzy. 7. c. je gonochorista se sexud ni
dimorfii. Samci jsou zpravidla mensi nez samice, gonady jsou ulozeny v listach pomysinych hran
lehce ¢étythranného zvonu. Samxi gonady jsou mensi nez samici, které se plni opaleskujicimi
vajicky vypliujicimi pozdéji znaénou cast téla samice. Morfologické rozdily nalezneme i ve tvaru

chapadel. Oplodnéni je vnitini a v rdmci n&j samec pravdépodobné preda samici spermie sbalené
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v podobe¢ jakéhosi spermatoforu. V prabéhu oplodréni se zahavci piidrzuji chapadly, aby se od
sebe nevzdalili, u ¢ehoz se predpoklada mimo jiné vizuani kontrola.

Spermiemi jsou nasledré oplodnéna vajicka ukryta v samicich télnich dutinéch. Z téch se
vyvijgi nejprve nepigmentované larvy, kterym se pozdgji na posteriorni ¢asti téla vyvijgi ocelli
(jednobureécné jednoduché oci) a které jsou schopné aktivniho pohybu. Samice, ktera béhem
vyvoje larev neprijiméa potravu, umird zéhy po vypusténi larev manumbriem WERNER et al.
(1971). Vypusténe larvy prisedaji k podkladu a metamorfuji v polypoveé stadium, pricemz podklad
(tedy dno snizsi intenzitou svétla) je vyhledano za z&kladé negativni fototaxe. Jak bylo zminéno, T.
c. je unikétni pritomnosti komplexnich o¢i s ¢ockou ve stadiu mediizy, naopak u larev byl popsan
nejprimitivngjsi  ocellus (jednoduché oko). To je slozeno zjediné fotoreceptorové buriky s
pigmentovym poharkem, ktery je otevien do prostiedi a vyplnén mikroklky (mikrovilli). Ty
vybihgji ze viech jeho stran a jsou sidlem vlastni fotorecepce. Uprostied pigmentového poharku
pak vybiha jediné cilium (bi¢ik), fungujici jako motor, ktery tlati larvy da od zdroje swétla
NORDSTROM et al. (2003).

Ocelli migruji z posteriorniho konce dovniti larvy a za den az dva z téla vypuci prvni dvé
chapadla a nadedr¢ dalsi. Vyviji se polypové stédium, pro které je charakteristické vegetativni
rozmnozovani. Od matefského polypa se pii bézi téla, tésné nad peridermem (obal, vylucovany
ektodermem u nozniho terce), oddkluji a dortstaji novi polypi. Pri dostatku potravy a spravné
teploté se vegetativni polyp méni v polypa metamorfujiciho, odlisitelného vyraznou tetraradidni
symetrii téla. Metamorfujici polyp béhem nékolika dni vyvine zrakové struktury (slozité komplexy
oci) a zcela prestavi télni plan. Nakonec se meni v juvenilni medizu. Metamorféza je kompletni
(jeden polyp, jedna mediza a zadny zbytek tkani schopnych regenerace) a obdobna metamorféze
popsané u jiné ¢tyrhranky Carybdea marsupialis STRAEHLER-POHL a JARMS (2005).
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A vyvijejicimi se rhopalii

(@ Pucici polyp a miadi jedinei

Obr. 3: Zivotni cyklus Tripedalia cystophora. \ pribhu svého zivota prochézi tythranka stadiem larvy
(planuly), polypa a medizy. Meduiza je stadium dominantni a kone¢né. Fotografie v jednotlivych ramcich,
Zleva doprava a po sméru hodinovych rugicek, zachycuji rizna vyvojova stédia (popis viz ramecek) tak, jak
v ramci zivotniho cyklu nésledui .

5.5.2 Morfologie vizualnich organu: rhopalium

V kazdé ze c¢tyF stén zvonu popisované medizy se nachazi jedno rhopalium, komplex
senzorickych organi zavéseny v senzorické duting. Rhopalia jsou oblého tvaru, asi 500 um dlouhéa
a se zvonem spojena stopkou, kterou prochdzi vedeni, jak nervové tak gastrovaskularni soustavy.
Kazdé rhopalium nese sest oc¢i ¢tyi ruznych typi. Nejvyraznéjsimi a nevyvinutéjsimi jsou
komplexni o¢i s c¢ockou, malé a velké. Dale se zde nachézi dva typy jednodussich oci: jamkovité
oko (déle oznatované jako pit) a zlabkovité oko (dit). Kazdé z téchto ocek je narhopaliu pritomno
dvakrat, symetricky po obou stranach pomysiné osy spojujici velké a malé komplexni oko
sc¢ockou. Uvazimeli, ze kazdy jedinec nese ¢tyri rhopalia, potom mé tedy celkem dvacet Ctyfi
organi schopnych fotorecepce (oci).

Soucasti rhopaliajei statocysta se statolitem, kterd se nachézi na dolni stran¢ rhopalia. Tato
struktura mé nejspise za ukol udrzet rhopalium ve spravné pozici PARKEFELT et al. (2005);
spekuluje se i o pripadné funkci coby statokinetického Ustroji. Slozeni bylo analyzovano v rdmci
této diplomové prace a popisje soucasti vysledk a diskuze.

Rhopalia jsou zavésena na kmeni vychazejicim ze zvonu medulzy, kterym jsou vedeny zviny

do gastrovaskularni dutiny rhopalia (vprostied rhopalia) a kterym je vedeno nervové spojeni
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s nervovym provazcem kolem dolniho okraje zvonu. Zavésenajsou v pozici, kdy je malé horni oko
s ¢ockou orientovano proti zvonu avelké oko s ¢ockou shliz dolu, lehce pod meduzu.

Tripedalia cystophora zije v mangrovech, pobieznich porostech teplych karibskych vod, kde
vyhledéavé shluky drobnych korysa, ktefi se shromazd’uji v kuzelech svétla dopadajiciho skrz listy
mangovnika a prosvétlujiciho tak jinak pomérné tmavé vody mangrovi. Kli¢ovou je pro ni tudiz
schopnost nalézt tyto svételné kuzely, k ¢emuz ji bezesporu slouzi zrakové organy rhopalia.
Tripedalia se tedy vyznatuje pozitivni fototaxi, ktera ji k témto mistim navede a kde se ji poséze
na chapadla nachytaji drobni korysi. Navic prostiedi, ve kterém se pohybuje je dosti ¢lenité (koreny
mangovnika apod.) a télo meduzy velmi kiehké. Pro pieziti medlzy je tedy nezbytné se t¢émto
prek&zkam vyhnout, k ¢emuz pravdépodobné zrakové organy rhopalia slouzi také COATES
(2003). Predpoklada se, 7ze sofistikovany senzoricky systém 7. c. je schopen i pokrocilgjsich
vizudlnich vjemi (tvorby obrazu a jeho ¢astecného zaostieni), coz ukazuji studie optického zazemi
NILSSON et al. (2005) i nervového systému rhopalia GARM et al. (2006, PARKEFELT et al.
(2005, SKOGH et al. (2006).

Obr. 4: Pozice a vzhled rhopalia. Rhopalium je zavé$eno na zvonu medlzy ve ¢tyiech senzorickych
dutinéch (A). Modry vyiez je v detailu zobrazen na druhé fotografii (B), kde je dobie patrnd senzoricka
dutinaa v ni zavésené rhopalium (Cervenasipka). Ddle vidime nervovy kruh obkruzujici cely zvon medizy a
vstupujici do rhopalii (modra sipka) a jedno z pedaliovych ganglii (erna sipka). Rhopalium je v duting
zavésené na stopce, kterou prochézi nervy akand vstupujici do gastrovaskularni dutiny v centru rhopalia. Na
snimku vidime zcela vpravo velké oko sc¢ockou, malé oko séockou (Eernd hwézdicka), pit (Servena
hwézdi¢ka) a dlit (modra hvé zdi¢ka). Pri pohledu zdola (D) je patrna pod velkym komplexnim okem s ¢ockou
statocysta (Cervena hvézdicka).
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5.5.2.1 Pit aslit

Jednim z cilua této diplomové prace bylo Iépe charakterizovat pit adlit 7. c. ato predevsim za
welem srovnani s velkymi komplexnimi oky a ve snaze |épe pochopit historii téchto unikatnich
oci. Byla studovana piitomnost jednotlivych krystalini, analyzovana detailni strukturatéchto oci na
TEM i SEM i ptipravena histologie téchto oci.

Nedlouho pied dokontenim této préce byl publikovan morfologicky a opticky zaméreny
¢lanek, detailné popisujici pit aslit GARM et al. (2008). V ¢lanku je precizné popsana morfologie
téchto o¢i a jediskutovana piipadna specializace kazdého z o¢nich typa, proto vétsinaTEM a SEM
dat tykajici setéchto typa oc¢i byla z vydedk této prace vypusténa

Tak jak je patrno ze schématu (Obr. 5), pity (jamkovité oci) jsou umistény po strané horniho
(mersiho) oka s ¢ockou a otviragji se mirn¢ vzhiru a do strany. Slity (zI&bkovité oci) se nachazeji
po strané mezi hornim a dolnim okem s ¢ockou; jgich otevieni je smérovano vice laterdiné a
¢asteené nahoru.

Slit je komplexrgjsi nez pit a je tvoren c&tyfmi bun&nymi typy: piiblizne 200
pigmentovanymi fotoreceptory (PPR), 30 — 40 nepigmetovanymi fotoreceptory, asi 40 bunkami
¢ocky a nesenzorickymi pigmentovymi bunkami. Hlavnim bunéénym typem je PPR srelativrg
kratkym vn&jsim fotoreceptivnim segmentem. Rozmisténi jednotlivych bunéénych typa je
specifické pro dané ¢asti oka a tak napi. nepigmentované fotoreceptory se nachézeji viceméné
pouze podél horni strany dlitu. V otevieni dlitu se pak nachazi shluk asi ctyficeti bunék cocky.

Cytoplazmatéchto bunék je zcela vyplnéna v&ky s hmotou o vysoké elektronového hustote.
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Optické studie obou o¢i potvrdily, ze nejsou schopné formovani obrazu a také, ze ¢o¢ka ditu
nema pro oko prakticky zadny opticky vyznam, ze tedy neni schopna koncentrace svétla naretinu
(fotoreceptory). Autoii spekuluji o piipadné funkci ve filtraci vinovych délek, coz by mohlo byt
vyhodné, protoze opsiny vedle hlavniho absorpéniho maxima maji i druhé, mén¢ vyrazné, a to
v oblasti UV. Odstranéni této ¢asti svételného spektra by tak mohlo mit funkéni vyznam. Malé o
pit a dit jsou tedy nejspis jen svételnymi senzory, schopnymi podat informaci 0 sméru a intenzité
swtla a jgi pripadné zmené, napi. nahlém poklesu (kuprikladu kdyz kofen mangovniku svétlo
zacloni a je tieba se mu vyhnout). Analyza zorného pole dlitu také poukézala na jeho uzptisobeni
pro detekci pohybi ve vertikalni ose.

Pit je maly sféricky o¢ni pohérek, priblizné trikrat mensi nez dlit (pit dosahuje 25 — 30 um
v priméru). Je tvoren jedinym bunécnym typem, pigmentovanymi fotoreceptory a vjeho otevieni
neni ani ndznak struktury pripomingjici ¢ocku. Priblizné 300 fotoreceptorovych burgk tak tvori
jamkovité oko se zornym thlem 60° GARM et al. (2008).

Tyto dvé jednoduché o¢i maji mnoho spole¢ného. U fotoreceptori ani jednoho z nich nebyly
nalezeny axony. Fotoreceptory jsou vzdy pomérné malé a seskupené blizko sebe, davaje tak
twsit, ze signdél je pren&en a pravdépodobné posilovan i mezi jimi samotnymi a déle pak k nervam
v dalsich bunéénych vrstvach a to kontaktem bunéeénych tél. Posilovani signdlu jeho integraci
z vice receptorii nasvédiuje i jegich extrémné kratky vnéjsi segment, ktery tyto fotoreceptory ¢ini

velmi malo citlivymi.

5.5.2.2 Komplexni o¢i s ¢ockou

V rédmci kazdého rhopalia se nachazeji dvé komplexni oé¢i s ¢ockou, mensi a vétsi, kterajsou
umisténa pod sebou nad statocystou (Obr. 5). Vétsi oko je o praméru asi 250 pm, mensi 150 pm.
Jsou podobné spise ocim vyvojové pokrocilesich organizmu, které neregistruji jen intenzitu svétla
ajeho smer, ale prin&egji i dalsi vizuani informace. O¢i a jgjich nervovy systém jsou uspoiadany
v rhopaliu zjevné bilateralné symetricky SKOGH ez al. (2006) a to tak, ze midsagitalni rovina
prochazi sttedem horniho malého i dolniho velkého oka scéockou a pit a dit jsou umistény po
stranach téchto ogi, vzdy po jednom na kazdé strang, tak jak bylo popsano vyse (viz. Obr.5).

O¢i scéockou maji siroké zorné uhle a prahlednost zvonu pravdépodobré umoziuje i
pozorovani pres rgj (tyké se velkého okas ¢ockou). T.c. matedy k dispozici témei 360° pohled na
své prostiedi.

Krome¢ bunééné vrstevnaté ¢ocky jsou komplexni ofi 7. c¢. vybaveny i retinou se dlozitéjsi
stavbou nez jakou nachazime u pitu ¢i ditu a obé odi kryje jednobunééna vrstva rohovky bez
optické sily. Coc¢ky jsou vybaveny gradientem refrakéniho indexu (rozlozeni je odlisné mezi
velkym a malym okem), ktery umoziiuje piesnéjsi cileni svételnych paprski naretinu (i kdyz obraz

neni piimo zaostien na retinu, ale mirng & vice za ni; NILSSON et al. (2005)). Uzky prostor mezi
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¢ackou a retinou je vyplnén amorfni bunéénou hmotou. Retina je tvorena hlavnim bunécnym
typem, pigmentovanym fotoreceptorem. L ze ji tak rozdélit na apikalni ¢ast, kde se nachézeji vnéjsi
segmenty teéchto receptord, ¢ast pigmentovou, vrstvu jader a vrstvy odstupujicich axont. Vsechny
tyto ¢asti jsou soucésti jedine fotoreceptorové buriky. Nejcitlive si jsou fotoreceptory 7.c. k svétlu o
vinové délce odpovidajici modré barve, coz je bézné u vodnich organizmi, nebot’ modré svétlo
prostupuje ve srovnani sostatnim viditelnym zarenim vodou nejlépe. U velkého oka s ¢ockou byl
kromé tohoto maxima pohybujiciho se kolem 500 nm empiricky zméiena i senzitivita v Uzkém
rozmezi UV GARM et al. (2007). Vydedky studie, kde byl izolovén, in vitro exprimovan a
absorpéné charakterizovan ciliarni opsin z T. ¢. jsou v zasadé ve shodé stémito vysledky KOZMIK
et al. (2008). Mimo tento hlavni bunéény typ se v reting vyskytuji jesté pravdépodobné typy dalsi,
méns vyznamneé jako napf. ¢isté pigmentove bunky.

V predni ¢asti velkého oka vybiha pas nejspise pouze pigmentovych bunék, prekryva
fotoreceptory atvori clonu okolo ¢ocky, kterd je schopna zmensit primér otvoru, kterym vstupuje
svétlo z 150pum na 100pum béhem zhruba minuty NILSSON et al. (2005). Pfitomnost clony neni
jedingm rozdilem mezi malym a velkym komplexnim okem a u zahavcu je takové nadstavba
opravdu unikatni. Odlisnéjei usporadani fotoreceptori v reting a vlastnosti cocek.

Cocky velkého a malého oka se lisi svymi optickymi vlastnostmi. Cotka malého oka ma
homogenni centrum a gradient refrakéniho indexu se vyskytuje jen ve vrgjsi poloving ¢ocky. Velké
oko sc¢ockou ma refrakeni gradient probihagjici kontinudlné celou ¢ockou a tak i opticky lepsi
vlastnosti. Svételné paprsky se v jeho pripadk sbihgji blizko za retinou, kdezto u mensiho oka se
paprsky potkavaji pomérné daleko za retinou a navic se objevuji sférické poruchy. V ani jednom
ptipadé tedy neni obraz zcela zaostien na retingé. Vysledné je diky ne zcela dokonalym ¢ockém a
neoptimalizovanému tvaru fotoreceptorového pole obraz rozostien a intenzita dopadgjiciho svétla
je u riznych skupin fotoreceptorti dramaticky odlisna. Teorii specializace kazdého ze ¢ty typi oci

pritomnych v rhopaliu pak, na zakladé téchto a dalsich informaci, nabizi Nilsson akolegové.

5.5.3 Nervova soustava rhopalia

| kdyby oko bylo schopné nareting tvorit sebedokonalgjsi obraz, bez zpracovani CNS by byl
nevyuztelny. Vétsina zahavci je vybavena jen primitivni nervovou soustavu, kterd by rozhodné
zpracovani a vyuwziti obrazu nebyla schopnd U T. ¢. bylo pozorovano chovani evidentné tizené
zrakem (napr. uhybani piredkladdanym prekéazkdm GARM et al. (2007)) a popsanavelmi komplexni
nervova soustava v rhopaliu. Je tak tedy dobie mozné, Zze T. c. je skuteiné schopna neobvyklou
vyspElost svych zrakovych organi, alespon ¢astecng, vyuzit.

U mediz je nervova soustava obvykle tvorena hlavnim nervovym provazcem (nervovym
kruhem) pri bézi zvonu a jemnou nervovou siti. Tuto z&kladni strukturu nalézamei 7. c., u které

pak dae nachazime ganglia nad pedaliemi (horni ¢ast chapadel) a slozitd nervova soustava
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prostupuje i celym rhopaliem. Nervstvo rhopalii nebylo témé popsano az do roku 2005, kdy byla
zverginéna prace Parkefeltové a kolegi PARKEFELT er al. (2005). Tato skupina popisuje
PCNA - imunoreaktivni neuralni sit, sit’” nervovych jader v blizkosti jednotlivych o¢i ajejich spoju:
komisur a konektiv. Jedn& se o popis pouze dil¢i, nebot’ tato metoda zobrazuje jen ty nervy,
prezentujici v denaturacnim prostiedi epitop podobny ¢étrnacti aminokyselinovém epitopu PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) pouzitému pii ptipravé dané protilatky proti PCNA. | tato ¢ést
nervového systému viak dostatecné demonstruje jeho necekanou slozitost.

PCNA — imunoreaktivni (PCNA — ir) neurony se nachézeji v horni poloving rhopalia a
vytvai Sest pari bilaterdiné symetrickych nervovych jader spojenych tiemi komisurami (propojuji
symetrické strany). Vertikdlné jednotliva jadra jsou spojovana nefmené ctyimi konektivami na
kazdé strané. Dalsi PCNA — ir nervovéa vlakna a neurophil se nachézi okolo kmene a mezi stropem
gastrovaskulérni dutiny (GD) a ektodermem, dale po stranach GD pobliz pitd. Ten¢i vlidkna a
diftznéjsi PCNA — ir sit’ je ptitomna po obvodu celé GD a velkého oka s ¢o¢kou PARKEFELT et
al. (2005). Toto barveni neodhaluje propojeni s nervovym provazcem pii bézi zvonu. Nicméng jej
dopliuje prace Garmse a kolegi, ktefi na morfologické Urovni charakterizovali nervstvo stopky
rhopalia (v¢éetné jednotlivych synapsi), propojujici rhopalium stzv. rhopaliovym gangliem GARM
et al. (2006). Navic popisuji i dalsi novy nerv ve stopce kmeni s proprioreceptivni funkci
(mechanoreceptorova funkce). Propojeni provazce s rhopaliem ukazuje ve své préci i V. J. Martin
jako barveni RFamid-pozitivnich neuronti prochézejicich kmenem (neuvéadi vsak dostatecné
podrobnosti k barveni) MARTIN (2002). Dée popisuje u druhu Carybdea alata (t€z Cubozoa)
protahovéni bazélni ¢asti fotoreceptora do axoni vybihgjicich do nervovych svazki bezprostiedné
za retinou, které negjspise déle spoluvytv&i nervova jédra popisovand Parkefeltovou. Nervova
vlékna vybihgjici z jader ndsledné vstupujici jako RFamid - pozitivni svazky do kmene zaji st'ujici
spojeni shlavnim nervovym provazcem u béze zvonu. Tato integrace pak zgjistuje moznou
odpovéd’ organizmu navizudni vjem, umoziuje ovladani motoriky svalovych skupin zvonu atimii
pohybi zvitete.

Pohyb meduzy je fizen pomoci pacemakeru naézgjicich se prévé v rhopaliich a nervové
impulsy mezi nimi pravdépodobng tidi a prevadi nervovy provazec pri bazi zvonu SATTERLIE a
NOLEN (2001). Ve své posledni préci jiz Garm sméle oznacuje rhopalia za “mozek” medizy
GARM et al. (2006).
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5.6 Genomy zahavci: necekana pokrocilost a/nebo zachovani jinde
ztraceného?

To, ze komplexita zivotni formy daného organizmu zdaleka nesouvisi s velikosti genomu, je
obecné zndmo a oznagovano jako c-value paradox, novéji napt. GREGORY (2005). Pokud se tedy
smitime s myslenkou, ze primitivni zahavci (jakymi po morfologické strance jednoznacné oproti
napt. obratlovcim zahavci jsou) mohou mit genom velikosti vice nez poloviny mysiho (jak to mu
také je, www.genomesize.com), mizeme vsak déle myln¢ predpokladat, ze tento genom bude
vybaven sadou geni typickych piedevsim pro ,starobylé* Zzahavce. Stava se vsak ¢im dal tim
zZ'ejméjsi, ze zivogisné druhy na v§ech drovnich sdili piekvapivé mnozstvi gent a ze tyto geny v
evoluci byly pouze odlisné vyuwzity a to ¢asto velmi podobné, nebot’ piiroda samozigmé musela
prihlédnout k ¢emu se vlastné “hodi“. Urcity gen nebo spise skupina geni se v rnekteré
zvyvojovych vétvi v prab&hu evoluce ztratily KORTSCHAK et al. (2003), celkové ae organizmy
sdili prekvapivé mnozstvi gend.

Zahavci patti k bazélni skuping organizmi, presto se zd4, ze toho snami maji spolesného
vice nez tradi¢ni atzv. pokrocilej i modelové organizmy octomilkaéi hdd’atko. Genova konzervace
od zahava k obratloveim je zjevnd, ukazuji to pripady mnoha studovanych gena typickych pro
procesy popsané predevsim z vyspélejsich organizmi, jako je specifikace mezodermu. Napiiklad
mezoderm specifikujici faktor twist byl popsén i u zahavci a v klicové helix-loop-helix oblasti je
podobnéjsi obratlovéimu nez tentyz gen octomilky (Drosophila) & héd’dka (Nematoda) SPRING
et al. (2000). Navic si zahavci udrzeli i nekteré geny, které byly nasedné v pokrocilg sich
organizmech ztraceny GALLIOT a SCHMID (2002).

Publikovéana prace Kortschaka a kolegi zalozena narozsahlém EST projektu zahavee, kordlu
Acropora millepora (4.m.) podporuje veskera tvrzeni o konzervaci genovych sad zahavci a
obratlovci KORTSCHAK et al. (2003). V rédmci tohoto projektu porovnali jednotlivé EST
Acropora, ve snaze |épe porozumét evoluci genomi mnohobunéénych organizmi, s dostupnymi
genomy, tedy piedevsim lidskym, mysim, genomem octomilky (Drosophila melanogaster) a
had’atka (Caenorhabditis elegans). Zjigtili, Ze mnoho z geni, o kterych se piredpokladalo, Ze jsou
obratlovéimi novinkami, je zastoupeno préavé v genomu A.m. Vice nez 10% EST A.c. s
odpovidgjicimi sekvencemi mezi mnohoburé¢nymi mélo velmi podobné lidské homology a
z&roven nebylo pritomno v genomech octomilky ani had’atka. Tato kategorie genti obsahovala jak
transkripcni faktory, tak proteiny metabolizmu povazované za obratlovei evoluéni novinky.
V liniich vedoucim k modelovym organizmim octomilce a hdd’atku tedy muselo dojit k mnohem
VEtSi ztrété geni nez se obecre piedpokladalo. Navic sekvence A.m., které mély své zéstupce
v obratlovéich, octomiléim i had’atéim genomu vykazovaly vétsi podobnost pravé k obratloveéim
sekvencim KORTSCHAK et al. (2003). Stejné vysledky jsou k dispozici i po porovnani gent

Nematostella vectensis, kde jedna studie dokonce ukazuje i konzervaci pozice intrond na piikladu
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genu pro lamin B1 a jeho porovnani slidskym. Zde je uspotrddani zachovdno mezi zminénou
sasankou a ndmi, ale naprosto nepodobné organizaci laminu B1 z octomilky ¢i had’dtka ZIMEK a
WEBER (2008). | z tohoto hlediska se Tripedalia cystophora, zéstupce zahavcu navic vybaveny

»nadstandardnim® vizuélnim a nervovym systémem, jevi jako zajimavy model ovy organizmus.
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6. Material a metody

Nésleduje prehled pouzitého materidlu a metod.

6.1 Material

Prehled klicovych chemikalii ajiného materidlu s uvedenim vyrobai. Razeno abecedné.

Advantage polymeraza (Clontech)

Alexa Fluor 594 nebo 488, highly cross-adsorbed 2mg/ml, goat anti mys ¢i anti krdlik (Invitrogen)
Alkalick&fosfataza — calf intestine (New England BioL abs)
Anti-digoxigenin-AP Fab fragmenty (Roche)

Amidocern 10B (Lachema)

DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) (Roche)

DIG RNA Labeling Mix 10x (Roche)

DNaza bez RN&z (Roche)

DyNAzyme polymeraza (Finnzymes)

FUGENE 6 Transfection Reagent (Invitrogen)

Glutaraldehyd (25% v PBS) (Sigma)

Jasné zelena (Light green yellowish) (International Enzymes Limited)
Kyselina fosfowolframova (Lach-Ner)

Kyselinamaleinova (Sigma)

Levamisol (Sigma)

N, N, N, N'- tetramethylethylendiamin (TEMED) (Fluka)
NBT/BCIP roztok (Roche)

NiNTA agardza (Qiagen)

Oranz G (Fluka)

Paraformaldehyd (Sigma)

Poly-L -lysinovana podlozni skla SuperFrost Plus (Menzel — Gléser)
Ponceau S roztok 10x (Fluka)

RNA later (Ambion)

RNasin HRP (Takara)

Rnéza A (Epicenter)

Paraformaldehyd (Sigma)

Proteindza K (Roche)

Protildtka koza anti kralik konjugovana s HRP (DacoCytomation)
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Simply Blue SafeStain (Invitrogen)

Synteticka morska sl (Instant Ocean)

Taq polymeraza (New England BioL abs)

Tissue freezing medium (medium pro mrazové zalévani tkani) (Jung)
Tween 20 (Fluka)

T3, T7 RNA polymeraza (Roche)

T4 DNA ligéza (New England BioL abs)

Transkripéni pufr 10x (Roche)

VajickaArtemis salina (Brine shrimp eggs) — Star Artemis (Inter Ryba)

6.2 Zakladni roztoky a média

Pro vétsinu experimentt byly nezbytné tyto roztoky:

ASW (uméla maiska voda): 3,8% moiska sil Instant ocean pii 27°C (tj. hustota 1,022g/cmd),
rozpusténo v dH,O o pH 5,5 — 6, filtrovéno pies 0,22 um filtr. Vysledné pH 8,1 — 8,3.

EB pufr: 10mM Tris-Cl, pH 8,5. Sterilizovano.

LB agar: 1% Bacto Trypton (Difco), 0,5% kvasni¢ny extrakt (autolyzat) (Difco), 0,5% NaCl, 2%
agar-agar. Pied pridanim agaru upravit pH na 7,3. Sterilizovat.

LB médium: 1% Bacto Trypton (Difco), 0,5% kvasni ¢ny extrakt (autolyzét) (Difco), 0,5% NaCl,
sterilizovéno.

PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 4,3 mM Na,HPQ,, 1,47 mM KH,PO,, pH 7,4, sterilizovano
PBT: 0,1% Tween 20 v PBS

4% PFA v PBS: 4% paraformaldehyd rozpustény v PBS pii 60°C a po piidani nékolika kapek 10M
NaOH

6.3 Metody

Nasleduje obecny popis metod s pripadnymi modifikacemi pro préci s Tripedalia
cystophora.

6.3.1 Zalozeni kultur, sbér vzorkl a kultivace Tripedalia cystophora

Materid: ASW (uméla moiska voda); RNA later; 4% PFA v PBS; sklenéné Petriho misky; plast
pro préci s tkaiovymi kulturami (Nunc); hustomeér; pH metr; pinzety
Pristrojové vybaveni: stereolupa
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Postup: Dospélci obou pohlavi byly naloveni v portorickych mangrovech. Vypreparovand rhopalia
a pripadné celé medizy byly fixovany v 4% paraformaldehydu (PFA) v PBS 1 hodinu, 3 hodiny
anebo v ném primo ulozeny v 4°C. Nekteii jedinci byly ulozeni do RNA later pro konzervaci RNA
anaimunoblot (western blot) analyzy. Desitky jedincu byly dovezeny in vivo alarvy uvolnéné do
kultivacnich lahvi z oplodrnénych samic (plast pro préci stkanovymi kulturami) se staly zékladem
pro stabilni kulturu polypt. Kultury polypt jsou drzeny pii teploté 27°C a krmeny Ctytikrét az
petkrét tydné naupliemi Artemis salina. Voda je ménéna po kazdém krmeni (uméla morska voda
38g soli/l dH,0). P¥i krmeni stouto frekvenci Ize bézné pozorovat a shirat spontanng metamorfujici
polypy (preména v medlzu). Metamorfozu |ze indukovat i zvysenim teploty a frekvence krmeni.
Kultivujeme-li polypy nékolik tydni pri 23°C a krmime jednou tydng, je tieba zvysit teplotu na
28°C a krmit petkrat tydne.

6.3.2 Priprava krmiva — kultivace nauplii

Materidl: vajicka Artemis salina (Brine shrimp eggs) — Star Artemis; ASW (35g/1)

Pristrojové vybaveni: malé vzduchové cerpadlo (UniStar 2,5W)

Postup: Pridame 1,5 — 2g vajicek do 11 ASW. Kultivujeme ngimén¢ 22 hodin pti 27 - 30°C, pH
8,1- 8,4, intenzivnim osvétleni a kontinualnim provzdustiovani v konické nadobé. Po této dobé
odpojime od aerace a nechdme stat 10 minut. Za tuto dobu prazdné vajeiné obaly vystoupaji
k hlading a jesté plna vajicka klesnou ke dnu. Vyvinuté nauplie se pohybuji ve spodni treting
nadoby odkud je bez primési vgje¢nych obali ¢i plnych vaji¢ek odsajeme. Tyto nartizovélé larvy
prikapeme do kultivatnich nédob s polypi (odebirame je béhem deseti minut od zastaveni

provzdusiiovani).

6.3.3  Priprava preparatt pro transmisni elektronovou mikroskopii

Materidl: pryskyrice PolyBed 812

Roztoky: Karnovského fixativum: 2,5% glutaraldehyd a 2,5% PFA v 0,1M kakodyl-HCI ve
vodném roztoku; PBS; 4% PFA v PBS; 2% vodny roztok OsO,, 2,5% vodny roztok acetétu olova;
methylova zelen

Pristrojové vybaveni: transmisni elektronovy mikroskop Joel — 1011 a piislsenstvi, mikrotom
Ultracut 1000

Software: MEGAview |11 Soft

Postup: Rhopalia juvenilnich mediz (dostupny cerstvy materidl) vypreparujeme ztéla mediz a
fixujeme 24 hodin v Karnovského fixativu pii 4°C. Po této dobé vzorky oplachujeme 12 hod pri
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4°C roztokem 0,1% kakodylatového pufru. Néktera rhopalia (dospélych meduz) fixujeme téz v 4%
PFA v PBS a po neiméné 24 hod fixaci prevedeme do PBS. V sechny vzorky déale post-fixujeme
2 hod 2% OsO, pii 4°C a nadedné oplachneme dH,O. Nasleduje dehydratace vzorku vzestupnou
fadou EtOH s prevedenim do acetonu a finalnim zalitim do pryskyfice Poly/Bed 812. Post-fixace i
zaliti do pryskytice byly vtomto ptipadé provedeny servisnim pracovistém Parazitologického
Ustavu v C eskych Budgjovicich.

Pryskyiicové bloky prediezeme na skleréném nozi, kde splavujeme tezy na vodni hladinu.
Tyto polosilnétezy (napt. 1 um) prabézné sbirdme na podlozni skla a po prischnuti je barvime 30s
roztokem methylové zelené a pozorujeme ve svételném mikroskopu. Takto nalezneme ¢ést
preparétu pro nas vhodnou k piipravu vlastnich ultratenkych feza.

Takto pripravené vzorky byly odeslany ke zpracovani opét na servisni pracovisté. Zde
vyhotovi ultratenké fezy (napt. 60 nm), které jsou naneseny na médéné nosice a kontrastovény 2,5
% uranyl acetatem po dobu jedné hodiny a citrdtem olova dalsich 15 min. Zpracované vzorky jsou
nasledr¢é analyzovany na transmisnim elektronovém mikroskopu (zde na Jeol — 1011) a jednotlivé

fotografie snimany a zpracovany za vyuziti vhodného softwaru (zde MEGAview |11 Soft).

6.3.4 Priprava preparatt pro skenovaci elektronovou mikroskopii

Roztoky: 4% PFA v PBS; etanolovaiada (30, 50, 70, 80, 90, 95 a 100%); aceton

Pristrojové vybaveni: komora pro vysouwseni metodou kritického bodu; napafovaci aparatura;
fadkovaci elektronovy mikraoskop SEM JEOL 6700 F

Software: MEGAview |11 Soft

Postup: Rhopalia fixovana v 4% PFA v PBS (vhodnéjsi by byla dvojita fixaz glutaraldehydem a
oxidem osmicelym) dehydratujeme ethanolovou tadou (30, 50, 70, 80, 90, 95 a 100 %; 10 min na
krok). Ze 100% EtOH vzorky pievedeme do acetonu a vysusime je metodou kritického bodu.
Vysusené vzorky nalepime oboustrannou uhlikovou péskou na hlinikové terée a pozlatime
(K pozlaceni bylo u preparatu T. c. vyuwzito vakuového naparovani s vrstvou na povrchu preparatu o
tloust'’ce 10 - 20nm.) Preparaty hodnotime ve skenovacim elektronovém mikroskopu SEM JEOL

6380LV aobraz digitané snimame a zpracujeme softwarem MEGAVview |11 Soft.

6.3.5 Priprava homogenizatli z ¢ocek a celych rhopalii pro SDS PAGE

Materidl: dospslé medizy Tripedalia cystophora v RNA later; pinzety; mikronazky; plastovy diik
pro homogenizaci v 1,5 ml mikrozkumavce
Roztoky: PBS; 4x nanéseci pufr pro SDS PAGE: 0,0625M Tris pH 6,8, 10% glycerol, 2% SDS,
0,7M BME, 0,00125% bromfenolova modt
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Pristrojové vybaveni: stereolupa

Postup: Ze senzorickych dutin 7. ¢. vyjmeme pomoci pinzety jednotliva rhopalia. Rhopalia
piteneseme do PBS, krétce je oplachneme a preneseme do mikrozkumavky, ze které nasledné
odstranime témei vsechen PBS tak, aby na dné zustala rhopalia ponoiena v PBS (as
40 ul/10 rhopalii). Rhopalia homogenizujeme plastovym diikem pro homogenizaci v 1,5 ml
mikrozkumavkach. Diik opldchneme mernsim mnozstvim PBS do mikrozkumavky a vzorek po
pridani 4x nan&eciho pufru povaiime 5 min pri 100°C.

Pro izolaci ¢otek rhopalia preneseme do roztoku PBS pod stereolupou a tlakem na
pigmentovou vrstvu retiny pod ¢ockou se pokousime ¢otku uvolnit (cca 200 pum). Volné ¢ocky
zbavime mikronizkami veskerych zbytka retiny (tak, aby byly v kvalité jako na Obr. 10 C) a
pieneseme do mikrozkumavky. Z mikrozkumavky odsajeme maximum PBS, které bylo nasato pii
pren&eni ¢ocek a ¢ocky homogenizujeme plastovym difikem pro homogenizace v 1,5 ml
mikrozkumavkach. Po homogenizaci $picku dfiku oplachneme malym mnozstvim PBS tak, aby
v mikrozkumavce zistal veskery materid. Pridame odpovidajici mnozstvi 4x nanaseciho pufru a

varime 5 min 100°C.

6.3.6 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Materid: 2-merkaptoethanol (BME); Tris, glycerol; dodecylsulf& sodny (SDS); bromfenolova
modi (BFB); glycin; ethylendiamintetraacetat sodny (EDTA); 30% akrylamid/bis — akrylamid
(29:1); persiran amonny; N, N, N, N’- tetramethylethylendiamin (TEMED); Simply Blue
SafeStain

Roztoky: elektrodovy pufr: 0,125 M Tris, 1,04 M glycin, 0,5% SDS, pH 8,3; nanaseci pufr 4x:
0,0625 M Tris pH 6,8, 10% glycerol, 2% SDS, 0,7 M BME, 0,00125% BFB; Simply Blue
SafeStain; isopropanol

Tab. 1: Separacni gel (10 ml; objemy v ml):

Slozka Koncentrace polyakrylamidu
6% | 8% 10% | 12% | 15% | 18%
H20 53 4,6 4,0 3.3 2,3 13
30% smés akrylamidu | 2,0 2,7 33 4,0 50 6,0
1,5M TrispH 8,8 2,5 25 2,5 2,5 2,5 2,5
10% SDS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
10% persiran amonny | 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 001 (001 |001 |001 |0,005 | 0,005
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Zaostrovaci gel (4 ml): 2,7 ml H,0, 0,67 ml 30% smés akrylamidu, 0,5 ml 1M Tris pH 6,8, 0,04 ml
10% SDS, 0,04 ml 10% persiran amonny, 0,004 ml TEMED
Pristrojové vybaveni: elektroforetickajednotka, vana a el ektroforeticky zdroj (systém Protean 11)

Postup: Pripravime aparaturu na liti gelu a naneseme separacni gel. Separacni gel pripravime tésné
pred nalitim dle Tab. 1 a to v koncentraci odpovidajici optimanimu déleni studovanych proteint.
Jednotlivé dlozky pridavame v poradi dle tabulky (voda az TEMED) a po pridani TEMED roztok
zamichame a nalijeme mezi skla. Hladinu vyrovname pievrstvenim 1 mm vrstvou isopropanolu a
nechdme ztuhnout cca 30 min. Pripravime zaostiovaci gel. Odstranime isopropanol a nalijeme
zaostrovaci gel (alespon 1,5 cm gelu mezi dolnim okrajem hiebenu a separacnim gelem); ponoiime
hiteben pro tvorbu nan&ecich jamek. Ponechdme 20 min ztuhnout, vyjmeme hieben a jamky
vypléchneme nejlépe elektrodovym pufrem. Pripravime elektroforetickou vanu, vlozime
elektroforetickou jednotku se zalozenymi skly (nebo sklem a vycpéavkou) a vlijeme elektrodovy
pufr. Vzorky pro separaci vaiime 5 min 100°C snanésecim pufrem (3:1). Po naneseni smési
standardii molekulovych hmotnosti nan&sime do dalsich jamek povaiené vzorky (nékteré standarty
MW je také tieba varit). Vlastni separaci provadime nejprve pii konstantnim napéti 100 V a po
prichodu zaostiovacim gelem zvysujeme na 200 V. Po separaci aparaturu rozebereme a vyjmeme
gel, ktery nasledr¢ zpracujeme die potieby. Pro Western blot jgf 3 min inkubujeme ve vaniéce
sdestilovanou vodou a rovnou vklddame do pripraveného sendvice pro pienos proteind na
membréanu.

Pokud potiebujeme barvit separované proteiny v gelu, lze postupovat nasledovré. Gel
tiepeme 3x 5 min v destilované vodk, vodu odstranime a gel prelijeme Simply Blue SafeStain
roztokem. Inkubujeme 1 hod pii pokojové teploté a poté barvici roztok odlijeme. Gel tiepeme ve
vargé sdestilovanou vodou, kterou ménime, dokud oblast mezi vzorky (prézdny gel) neni zcela

transparentni.

6.3.7 Western blot s chemiluminiscenéni detekci

Pro kontrolu specifity protildtek proti J1 a J2 krystalinu byly pro imunochemickou detekci
proteini na membrané (Western blot, imonoblot) pouzity homogenizéaty z rhopalii. Pokud neni
uvedeno jinak, vsechny inkubace probihaji pii pokojové teplote. Pro vizualizaci byla vzdy pouzita
sekundarni protildtka konjugovana s kienovou peroxidédzou (anti krdik v tomto pripade) a
chemiluminiscenéni reakce.

Materidl: nitroceluézova mambrana; primarni protilatka; sekundarni protilatka anti krdlik (¢i anti
mys$ ap.) konjugovana s HRP; filmy vhodné pro detekci chemiluminiscence . (MEDIX XBU

medical X —ray film); kazeta pro expozici filma; filtratni papir; potravinovafolie
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Roztoky: transferovy pufr: 25 mM Tris, 160 mM glycin, 0 - 20% MeOH (MeOH piidavame pro
lepsi prenos malych proteing, zpravdila postaguje 10% MeOH; pro PV DF membrany |ze max. 15%
MeOH) pH 8,3 — 8,4, PBT; 5% susené mléko v PBT; 3% BSA v PBT; SuperSignal West Pico
Luminoal - posilovas; SuperSignal West Pico stabilni peroxidovy roztok

Pristrojové vybaveni: vyvolévaci automat Kodak X-OMAT 1000

Postup: Po separaci proteina v gelu, gel inkubujeme 10 min v transferovém pufru (odstranéni
SDSap.) a vliazime do piipraveného, pufrem nasaklého sendvice pro prenos proteinid ha
membranu. Pro pienos v roztoku (mokry blot) sestavujeme sendvi¢ nasledovré (+) houba, tlusty
filtracni papir (Whatman ap.), membrana (napi. nitroceludzova), gel, tlusty filtraéni papir, houba
(-). (+) znati anodu a (-) katodu. Transfer probih& ptes noc pii 20 V nebo napt. 3 hod pii 45V. Po
prenosu membranu oplachneme 5 min v dH,O (Gspésnost pienosu a polohu markeru mazeme
vizualizovat inkubaci s1x Ponceau Sroztokem (Fluka) a nasledné odmyt dH,O skapkou 10M
NaOH) a i nkubujeme 1 hod v 3% BSA v PBS (blokace nespecifickych vazeb protilatek - vysyceni
membrany). Nasledné pieneseme do roztoku primérni protilatky redéné v 5% miéce v PBT a
inkubujeme 1 hod pti pokojové teploté nebo pires noc pii 4°C. Koncentrace primarni protilatky je
specifickd, jak pro tkén, tak pro protildtku. U krystalinovych protilatek bylo pro kontrolu jejich
specifity pouzito fedéni 1:500.

Po inkubaci nenavazanou protilatku odstranime tiemi 10 min oplachy PBT. Sekundarni
protilatku fedime v 5% mléce v PBT 1:3000 (anti — kralik) ¢i 1:1000 (anti — mys) a inkubujeme
s membranou 1 hod. Po inkubaci odmyjeme sekundarni protilatku tiemi oplachy PBT po 15 min
vétsim objemem roztoku (alespoin 1 cm roztoku nad promyvanou membréno umisténou na dné
plastové vani¢cky piiblizné o jejim rozméru). Pro vlastni vizualizaci signdu smisime stejna
mnaozstvi luminolu a peroxidu (SuperSignal West Pico systém) a nalijeme na membranu. Po deseti
minutach roztok kompletné odstranime, membranu osusime mezi filtraénimi papiry a zabalime do
potravinové fdlie. Radiograficky film exponujeme nejprve 1 min a délku expozice upravime dle

vydedku. Filmy vyvoldme napr. vyvolavacim automatem Kodak X-OMAT 1000.

6.3.8 Priprava krali€ich polyklonalnich protilatek

V nasem ptipadé se jednalo o piipravu protildtek proti jednotlivym proteinim. Priprava se
sestava z nésledujicich krokt, které budou popsany samostatné: priprava expresniho vektoru;
exprese rekombinantniho proteinu; izolace rekombinantniho proteinu a imunizace kralika. Nejprve
je tedy pripraven aizolovan protein, kterym je kralik imunizovan. Sérum krélika je po jednotlivych
imunizacich testovano a nasledré je kralik zcela odkrven a sérum sklizeno. Protildtky ze séra

mohou byt jesté dale purifikovéany.

33



6.3.8.1 Priprava expresniho vektoru

Vychozim materidlem je plazmid svlozenym kompletnim ¢tecim ramcem genu (v nasem
pripadg), ktery budeme nasledné fluzovat s kotvou pro afinitni purifikaci. Navrhujeme primery na
kraje inzertu tedy tak, aby vysledny PCR produkt obsahoval kompletni ¢teci ramec obklopeny
zobou stran restrikenimi misty. Tato mista maji umoznit nejlépe jeho orientované viozeni do
nékterého z plazmidi systému pET (pouzit v rdmci tohoto projektu) a to bez posunu ¢teciho ramce.
PCR produkt $tépime danymi restrikénimi enzymy a vkladame do expresniho vektoru systému pET
napi. pET — 42a (+) tak, aby nebyl posunut ¢teci rdmec. V tomto typu vektord se za T7
promotorem nachazi GST (glutathion-Stransferaza) kotva a 6xHis (hexahistidinova) kotva
(poptipack pouze 6xHis kotva), dale nasleduje poly-linker pro vkladani inzertt, za nim piipadné
dalsi 6xHis kotvaa T7 terminator. Po inzerci do expresniho plazmidu ajeho amplifikaci v béznych
E. coli TOP10, izolujeme piipraveny plazmid (minipreparaci a pro vlastni transformaci
maxipreparaci) a transformujeme jim upraveny kmen E. coli BL21(DE3)RIPL (v nasem piipadg).

Nasleduje popis obecnych metod vyuzivanych pri piipravé plazmidu pro produkci

rekombinantniho proteinu g).

PCR na plazmidovém templatu

Materid: DNA polymeraza dle pozadavki na metodu (zda ovéiujeme piitomnost nebo orientaci
inzertu ¢ pripravujeme inzert na vlozeni pro expresi rekombinantniho proteinu apod.; nej¢asteji
DyNAzyme, Taq ¢i Advantage); 10x PCR pufr obsahujici MgCl; - dodany vyrobcem polymerazy;
10mM dNTP (smes deoxynukleotidi, kazdy 10mM); ddH,O (pH 7,0); templat (plazmid); primery
Pristrojové vybaveni: termocyklér PTC — 200

Postup: Pripravime reakéni smes, tak ze finalni koncentrace jednotlivych dozek je nadedujici: 1x
PCR pufr, 0,4mM dNTP (kazdy), 0,5 uM primery (kazdy), polymeréza (Taq) 1 — 2,5 U/50 pl
reakci, DNA templd cca 100 ng/50 pl reakci. Pripadné modifikujeme podle potieby. Vse
smichame na ledu (v piipadé protilatkové Tag polymeradzy to neni nutné naopak zalenime prvni
3min denaturaci pii 98°C) a polymerdzu pipetujeme posledni. Vlozime do termocykléru
predehiatého na 98°C denaturujeme 1 min a spustime nasledujici program: 98°C 30 s,
tmprimera- 3°C 45 's, 72°C Imin/1kb (pro Advantage 68°C); opakujeme 20x. Po poslednim kroku

zaradime 10 min 72°C a4°C az do zpracovani produkti.
Purifikace PCR produktit

Materidl: QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)
Postup: Postupujeme presné dle protokolu dodaného vyrobcem.
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Restrikcni Stepent

Negjcasteji vyuzivAme pro kontrolu inzerta a jejich orientace, Upravu PCR produkta a
linearizaci vektori pro ligaci.
Materidl: restrikéni enzym; 10x odpovidgjici pufr doporuceny vyrobcem enzymu; dH,O; stépend
DNA; 100x BSA (10 mg/ml)
Roztoky: nanaseci pufr: 0,25% bromfenolova modk, 0,25% xylen cyanol FF, 30% glycerol

Postup: Pripravime 30 pl restrikéni reakci: stépend DNA, 1x pufr, enzym ngimén¢ 1U/1 ug DNA,
1x BSA, voda. Inkubujeme 1 hod pfi teploté doporucené vyrobcem enzymu. Pri stépeni dvéma
restrikenimi enzymy hleddme pufr vyhovujici obéma, piipadné stépime nejprve enzymem
vyZadujicim nizsi iontovou silu a po 1 hod koncentraci upravime, priddme enzym druhy a
inkubujeme dalsi hodinu. Pokud chceme izolovat néktery z fragmenta, k restrikéni reakci pridame
nanaseci (vzorkovy) pufr pro agarézovou elektroforézu a naneseme. Po separaci v agarGzovém
gelu o vhodné koncentraci (napit. 0,7% pro fragmenty 0,8 — 10 kb), izolujeme zadany fragment.
Pred izolaci mtizeme v pripadé potieby defosforylovat napt. stépeny plazmid.

Defosforylace vektoru:

Po stépeni, ae pred izolaci z gelu, defosforylujeme linearizovany vektor, ktery se chystame
pouzit pro ligaci s inzertem. Zabranime tak recirkularizaci prézdného vektoru.
Materidl: alkalickafosfatdza CIP (calf intestine phosphatase, pavodem z teleciho stieva) (10 U/ul)
Postup: Po restrikénim stépeni pridame k reakci (o standardnim objemu 30 pl) 1 pl fosfatazy a

inkubujeme jeste 30 minut.

Izolace DNA z gelu:
Materidl: QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
Postup: Postupujeme presné dle protokolu dodaného vyrobcem.

Ligace plazmid/inzert

Materidl: T4 DNA ligaza (10U/ul); 10x T4 DNA ligzovy pufr; ddH2O; linerizovany
defosforylovany plazmid; inzert (piipraveny pro ligaci s danym plazmidem)

Postup: Pripravime 20 ul reakci obsahujici 1x T4 DNA pufr, 10 — 100 ng plazmidové DNA,
ekvimoléarni mnozstvi vkladané DNA a 1 ul T4 DNA ligazy. Inkubujeme 1 — 4 hod (piipadné i
déle) pti 16°C. Vzdy piipravujeme i kontrolni reakéni smes, kterd neobsahuje inzert.

Ligacni smeés pouzijeme k transformaci kompetentnich bunék.

Transformace E. coli TOPI10
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Materidl: kompetentni bunky E. coli TOP10; agarova plotna s prislushym antibiotikem (amplicilin
100 pg/ml; kanamycin 25 pg/ml ap.); sterilni roztiraci ocko; plazmid ¢i ligatni smés

Postup: Kompetentni buriky rozmrazime naledu 10 min a ke 100 ul kompetentnich bunék piidame
1 ul standardni plazmidové minipreparace ¢i ¢ast ligacni smési (10 ng — 1 ug DNA). Zamichédme a
na ledu inkubujeme 10 min. Vystavime teplotnimu soku 42°C 40s a inkubujeme dalsich 30 min na
ledu. Smes nakapeme na agarovou plotnu a peclivé rozetieme roztiracim ockem. Pokud se jedna o
plazmid nesouci napt. kanamycinovou ¢i jinou resistenci pro kterou je buiky tieba adaptovat,
pridame pied rozetrenim na agarovou plotnu 900 pl LB média a 1 hod trepeme pii 37°C 220 rpm.
Po inkubaci stocime 2 min 4000g a pelet rozsuspendujeme v 100 ul LB média a rozetreme na
agarovou plotnu s kanamycinem. Inkubujeme vzhiru nohama pii 37°C. Druhy den vyjmeme z

termostatu a zpracujeme ¢i ulozime pri 4°C.

Transformace E. coli BL21(DE3)RIPL plazmidy systemu pET

Materidl: kompetentni bunky E. coli BL21(DE3)RIPL; LB agarova plotna s kanamycinem
(25 pg/ml); sterilni roztiraci ocko; plazmid

Postup: Postup je obdobny jako u predchoziho avsak smodifikacemi, protoze BL21 jsou obtizng
transformovatelné. Po rozmrazeni kompetentnich bunék BI21L(DE3)RIPL (tj. bun¢k sIPTG
inducibilni T7 RNA polymerdzou, defektnimi proteazami OmpT a Lon a pfizptisobenim pro
eukaryoticky , codon usage* pro Arg, lle, Pro a Leu) a po pridani plazmidu (nelze transformovat
primo ligatni smési) inkubujeme buiky na ledu 30 min a poté je vystavime teplotnimu soku pouze
na 20s. Vzdy zatlenime inkubatni krok (piiprava na selekéni podminky) pied vysevem na
agarovou plotnu. Podle nekterych protokolt se doporucuje pridat k bunkém pied pridanim
plazmidu 1mM BME.

Minipreparace plazmidové DNA (miniprep)

Materidl: isopropanol (IPA); LB médium

Roztoky: pufr P1: 50 mM glukdza, 25 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 mM EDTA; pufr P2: 0,2 M NaOH,
1% SDS; pufr P3: 3M octan draselny, 11,5% kyselina octova; TER pufr: 0,1 mg RNaza A/ml TE;
TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0; 70% EtOH

Pristrojové vybaveni: stolni mikrocentrifuga Eppendorf Centrifuge 5417C; trepacka na

mikrozkumavky Eppendorf Thermomixer comfort

Postup: Pokud neni uvedeno jinak, jednotlivé kroky probihaji pri pokojoveé teploté. 2 ml LB média
sprislusnym selekénim agens (antibiotikem, napi. ampicilin 100 pg/ml) zaockujeme jedinou
kolonii z agarové plotny. Pres noc ttepeme 200 rpm 37°C. Druhy den réano ihned zpracujeme nebo
ulozime pii 4°C. Obsah pielijeme do 2 ml mikrozkumavek a centrifugujeme 2 min 6000 rpm. Pelet
(odstranime supernatant) rozsuspendujeme v 300 ul pufru P1, nechame 5 min stét. Piidame 300 pl
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P2 a ngkolikrét jemné obratime, inkubujeme 5 — 10 min. Pridame 300 pl P3, opét nékolikrét jemné
obratime a inkubujeme 10 min. Sto¢ime 12000 rpm 7 min a do mikrozkumavky s 600 pl 1PA
preneseme ¢iry supernatant. Protiepeme a inkubujeme 5 min. Centrifugujeme 12000 rpm 7 min,
zkontrolujeme piitomnost peletu a obsah (roztok) odstranime. Pelet oplachneme 150 pl 70% EtOH.
Odstranime EtOH a susime 30 min 37°C. Po suseni pelet rozpustime v 50 ul TER pufru (degradace
RNA) za stél ého tiepani 1000 rpm pii 37°C 30 min.

Maxipreparace plazmidové DNA (maxiprep)

Roztoky: pufr P1: 50 mM gluk6za, 25 mM TrisCl pH 8,0, 10 mM EDTA; pufr P2: 0,2 M NaOH,
1% SDS; pufr P3: 3M octan draselny, 11,5% kyselina octovg; TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH
8,0; TER pufr: 0,1 mg RNaza A/ml TE; 10 M LiCl; 80% EtOH; 96% EtOH; 5M NaAc; LB
médium; EB pufr; ddH,O

Materidl: isopropanol (IPA); fenal; chloroform; ampicilin g.

Pristrojové vybaveni: stolni mikrocentrifuga Eppendorf MicroSpin plus (v textu oznateno E),
cetrifuga na 50ml zkumavky Hettich Universal 32 R (H)

Postup: Pokud neni uvedeno jinak, probihaji jednotlivé kroky pii pokojové teploté. Zjediné
kolonie zaockujeme 50 ml LB média s piidavkem odpovidajiciho antibiotika a kultivujeme na
tigpacce (200 rpm) pii 37°C pies noc. Sto¢ime v 50 ml kyveté 15 min 4°C 3500 rpm (H) a pelet
resuspendujeme v 5 ml pufru PL. Ponechame na ledu 5 min. Pridame 10 ml pufru P2, jemng
promichame a inkubujeme na ledu 3 min (2x michame). Pridame 7,5 ml pufru P3, opét jemng
promichédme a na ledu inkubujeme 10 min sob¢asnym michanim. Centrifugujeme 15 min 3500
rpm 4°C (H). Odebereme supernatant a piidame 0,7 objemu IPA, protfepeme a nechame stat
10min pii pokojové teploté. Centrifugujeme pri 4°C 15 min 3500 rpm (H). Pelet resuspendujeme
v 0,7 ml 80% EtOH a pieneseme do mikrozkumavky. Zkumavku vyplachneme jesté 0,5 ml 80%
EtOH a spojime s0,7 ml 80% EtOH. Centrifugujeme 2 min 13000 rpm (E). Pelet resuspendujeme
v 350 pul TE pufru a piiddme 100 yl 10M LiCl, vortexujeme a inkubujeme 10 min pii pokojové
teploté. Centrifugujeme 3 min 13000rpm (E) a supernatant pieneseme do nové 1,5 ml
mikrozkumavky, kde objem doplnime do 600 ul pufrem TE. Extrahujeme 600 pl smési 1:1
fenol:chloroform (vortexujeme). Centrifugujeme 5 min 13000 rpm (E) a k odebrané vodné fazi
pridame 0,7 objemu | PA. Protiepeme a inkubujeme 10 min 20°C. Po centrifugaci 5 min 13000 rpm
pelet oplachneme 0,5 ml 80% EtOH a ususime. Suchy pelet resuspendujeme v 200 ul TER
30-45min pii 37°C. Po inkubaci ptidame 160 pul TE, 40 pl 5m NaAc a 400 pl smes 1:1
fenol:chloroform. Vortexujeme 30 s a sto¢ime 2 — 3 min 13000 rpm (E). K odebrané vodné fazi
ptidame 1 ml (2,5 objemu) 96% EtOH, protiepeme a inkubujeme 10 min pii pokojové teploté.
Centrifugujeme 5 min 13000 rpm (E) a pelet po oplachu 0,5 ml 80% EtOH susime 30 min pfi
37°C. Ususeny pelet rozpustime v 100 pl ddH,O ¢i EB pufru.
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6.3.8.2 Exprese rekombinantniho proteinu v E. coli BL21(DE3)RIPL

Materidl: BL21(DE3)RIPL (konzerva; kanamycinova rezistence na plazmidu); LB médium;

kanamycin; chloramfenikol; IPTG; 2| kénick&nadoba

Pristrojové vybaveni: centrifuga Hettich Universal 32 R; tiepactka Galenkamp

Postup: Z konzervy BL21(DE3)RIPL transformovanych nasim plazmidem z fady pET zaockujeme
1:200 10 ml LB média s chloramfenikolem (50 ug/ml) a kanamycinem (25 pg/ml). Tiepeme pies
noc 220 rpm pii 37°C. Rano zaockujeme 250 ml LB média vytemperovaného na pokojovou teplotu
1:100 timto inokulem. Nepiiddvame jiz selekéni ¢inidla. Tiepeme ve 2| sklenéné konické nadobe
dokud kultura nedosahne ODsy 0,6 — 0,8 (v nekterych pripadech vyhovuje az 1,0). Transkripci T7
RNA polymerézy a nasledn¢ tedy transkripci naseho inzertu indukujeme ptidanim 0,1 — 1ImM
IPTG. Po indukd déle tiepeme 2,5 - 3 hod. Je-li protein pro buriky toxicky |ze tuto dobu zkratit
anebo pripadné snizit teplotu inkubace. V bézném piipadé buiky po 2,5 — 3 hod sto¢ime pii 4°C
35009 15 min, supernatant odlijeme a pelet (bunky s produkovanym rekombinantnim proteinem)

zamrazime pii -80°C.

6.3.8.3 Afinitni purifikace rekombinantniho proteinu s 6xHis kotvou

Materidl: bunky E.coli obsahujici rekombinantni protein s6xHis kotvou; BME; NiNTA agaréza;
BioRad protein assay (Bradfordiv test)

Roztoky: pufr A: 6 M guanidinium hydrochlorid (GuaCl), 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris pH 8,0;
pufr B: 8 M magovina, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris pH 8,0, pufr C: jako B pH 5,9; pufr D: jako B
pH 4,5 (pripadné 4,0); 1 M Tris-Cl pH 8

Pristrojové vybaveni: centrifuga Hettich Universal 32 R (H); velka centrifuga Beckman J2 — 21M
(B)

Postup: Protein izolujeme nejlépe z vétsiho vychoziho mnozstvi kultury (0,5 — 11). Napriklad pro
imunizaci jednoho krélika budeme potiebovat nemén¢ 1 mg proteinu, ktery izolujeme alespon
20,5 | kultury. Pelety s bunkami sprodukovanym proteinem (indukci ovérujeme na SDS PAGE)
nechame roztat na ledu a pridame 50 ml pufru A s 10— 20 mM BME na 1l vychozi kultury. Pelet
rozsuspendujeme a builky nechame lyzovat (rotujeme v plastové zkumavce) 3 hod pii pokojové
teploté (pokud nejsou buinky dostateiné lyzovany muzeme ponechat pres noc). Lyzéa stocime
10000 rpm (B) 10 min pii 4°C (odstranéni zbytkt bunéenych stén apod.) a odebereme supernatant.
NiNTA vazebnou matrici ekvilibrujeme v pufru A (téi promyti s inkubacemi 5, 10 a 15 min). Deset
objemi pufru A pouzijeme na jeden objem matrice. Ekvilibrované NiNTA kuli¢cky smisime se
supernatantem po buné¢né lyzy a nechame navazovat rekombinantni protein na tuto matrici

(koordinace niklu sesti histidiny) 3 hod — pes nhoc. Smés nechdme prokapat skrz 10 ml kolonu s
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Lfritou” (zachyceni kuli¢ek) nebo kulicky sto¢ime na dno. NiNTA matrici pak promyvame pufrem
A s10 — 20mM BME dokud se neprestanou uvoliovat nespecificky navazané proteiny a zbytky
lyzétu (kontrola Bradfordovym testem pro proteiny, postupujeme dle navodu vyrobce). Déle
pracujeme sNINTA matrici (agar6zovymi kulickami) na kolong. Kuli¢cky zatneme promyvat
pufrem B s10-20mM PBME a dedujeme odmyvajici se nespecificky navézané proteiny
v odtékgjicim roztoku pomoci Bradford testu. Po odmyti vsech téchto proteini promyvame
roztokem C s 10-20mM BME, a to opét az do odstranéni vsech nespecificky navazanych
proteini. Rekombinantni protein z NiINTA matrice uvolnime elu¢nim pufrem D. Standardné
provadimetii eluce objemem 0,5 — 1 ml pufru D s 10 - 20mM BME najednu. Pokud i ke konci tieti
eluce stdle odtéka protein (kontrola Bradford testem) pridame dalsi eluci atd. Pokud se protein
neuvoliuje, zkusime snizit pH na 4,0. Eludty shirdme zvlast do mikrozkumavek, pH upravime na
pH 7 — 8 (pfidanim 1M Tris pH8 — asi 100ul/ml) a uré¢ime koncentraci proteini. Pro injikaci do
krdlika naredime tak, aby vysledna koncentrace mocoviny byla6M.

V pribéhu celé metody odebirame po kazdém kroku vzorky, tak abychom mohli hodnotit pri
nelspEsné izolaci mezi kterymi kroky doslo k chybeé (napt. protein zistal navazan na kulickach,

zistal v supernatantu apod.)

6.3.8.4 Imunizace kralika

Materidl: Novozélandsky bily krdlik — naivni samice 1,8 — 2,2 kg; Freundovo kompletni a
nekompletni adjuvans; purifikovany protein (antigen); injekéni stiikacky a jehly; desinfekce;
thimerosal ¢i jinaantimikrobidlni pfisadado séra; glycerol

Postup: Dva dny pred prvni imunizaci odebereme krdlikovy preimunni sérum. Krélikovi jsou
nésledné injekéné mezi lopatky aplikovany tii dévky antigenu (300 — 500 pg na aplikaci)
stiitydennimi rozestupy. (Mezi druhou a tieti imunizaci se obvykle interval zkracuje na 2 tydny).
Pro prvni, pocdecni imunizaci je voleno kompletni adjuvans (podpora excitace imunitniho
systému), dalsi davky jsou s nekompletnim adjuvans. V zdy |ze aplikovat maximané 1 ml roztoku
z¢ehoz 0,5 objemu vzdy ¢ini adjuvans. Po jednotlivych imunizacich (zefména po druhé a kazdé
dalsi davce) testujeme kontrolni sérum (odbér z ucha), je —li jiz pozitivni na nase protilatky. Po
treti imunizaci (je-li v sérum dostatecné vysoky titr pozadovanych protilétek) je krélik usmrcen a
vykrvacen a separované sérum je uschovéno pri -80°C, jako alikvoty v4°C santimikrobidlni
prisadou ¢i v -20°C s50% glycerolu. Kontrolni séra odebirame osmy den po imunizaci a do

dvanactého dne | ze krdlika vykrvacet sjesté vysokym titrem protilatek v krvi.

39



6.3.9 Priprava mrazovych fezl pro IHC (imunohistochemie) a RNA ISH

Optimalizovano pro iezy tkanémi medizy.

Materidl: zalévaci médium pro mrazové iezani (Jung); plastova okénka pro zalévéni tkani (1 cm x
lecm x 0,5 cm); poly-L-ysinovana podlozni skla SuperFrost Plus

Roztoky: 30% sachar6zav PBS

Pristrojové vybaveni: Kryostat Leica CM 3050 S; mikroskop Olympus IX70

Postup: Po fixaci (nejéastéji 4% PFA v PBS, skladovani ve fixazi pii 4°C) tkané ekvilibrujeme
v 30% sacharéze 4 - 6 hod pri pokojové teploté ¢i pres noc pii 4°C. Tkan vlozime do zalévaciho
okénka a pii pokojové teploté vyplnime okénko zalévacim médiem a tkan naorientujeme. Okénko
umistime do kryostatu a pri teploté -23°C ponechdme 30 min (polymerace zalévaciho médiam,
ztuhnuti). Vyjmeme obsah okénka a nalepime jeg na ter¢ pro preparat pomoci kapky zalévaciho
média a ponechame ztuhnout dalsich 15 min. Ter¢ upneme do drzaku (u pristroje Leica CM 3050
Sje pohybovano pii fezéni vzorkem a nikoli nozem) a nastavime pozici preparatu tak, aby se jiz
témet dotykal noze. Nastavime rezim fezéni TRIM (hrubé skragjovani), tloustku fezii nastavime
nejprve na 10 um a kdyz je jiz skrajovana celd plocha preparétu, nastavime 30 um i vice. Po
profezani prebytecného meédia, fezy tkédnémi sbirdme a vizuané pod mikroskopem kontrolujeme.
Na zvoleném misté fezy odebirdme na oznacena podlozni skla. Poly-L-lysinované sklo (pozitivni
naboj) postati prilozit nad fez nanoz aten je na sklicko piitazen a prilepen (sklo je teplé, zalévaci
médium ihned taje). Skla nechame na vzduchu 30 min zaschnout a skladujeme v -20°C maximalné
rok; vhodné je viak pfipravit pro experiment vzdy fezy nové. Pro IHC volime tloustku ezt
8-10 um, pro RNA ISH 15— 20 um. Pokud piipravujeme fezy na RNA ISH pracujeme po celou

dobu v rukavicich a s roztoky a podloznimi skly pro to uréenymi (pokud mozno bez RNéz atd.).

6.3.10 IHC - imunohistochemie na mrazovych rfezech

Metoda uréena kvizualizaci studovanych epitopi (napr. specifickych krystalini ¢ocky)
zalozend na interakci protildtka — antigen (epitop). Po vazbé primérni specifické protilétky
(polyklondlni nebo monoklonalni) na studovany cil (antigen) jg vizualizujeme pomoci druhé
(sekundarni) protilatky, kterd rozeznavatézky retézec primérni protilatky, specificky pro zvitre, ve
kterém byla protildtka piipravena. Tato sekundarni protildtka je konjugovana zpravidla
sfluorescen¢ni znackou (piimé pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu) nebo enzymem, ktery
po pridani substrétu katalyzuje reakci s vyslednym barevnym produktem (pozorovani ve svételném
mikroskopu). Nésledujici postup je uréen pro prvy piipad, sekundérni protildtku konjugovanou
s fluorescencni znackou, coz byla metoda pouzita v této praci.

V rdmci charakterizace exprese krystalina 7. c. byly pouzity celkem tii protilatky: piipravené
anti J1 a J2 krdli¢i polyklondni protildtky a protilatka J1 - P, coz je protilatka piipravena proti J1
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krystalinu a poskytnuta Prof. J. Piatigorskym (NIH NEI, USA). Pokud neni uvedeno jinak, byly

vzdy pouzity nové pripravené protilatky.

Material: DAPI (10mg/ml); Alexa Fluor 594 nebo 488 highly cross-adsorbed (2mg/ml) koza
anti - kralik; primérni protilétky kréli¢iho pavodu

Roztoky: PBS; PBT; 4% PFA v PBT; 10% BSA (bovinni sérum albumin) v PBT; 1% BSA v PBT;
87% glycerol; 10mM citrét sodny pH 6

Pristrojové vybaveni: fluorescenéni mikroskop Nikon Diaphot 300 sodpovidgjicimi filtry;
monochromatickd CCD kamera VDS 1300

Software: L ucia IMAGE software; Adobe Photoshop CS; Adobe Illustrator CS

Postup: Skla se vzorky nechame zaschnout pii pokojové teploté nggméné 30 minut. Odmyjeme
zalévaci médium dvéma oplachy PBS (na skla roztoky pomalu kapeme injekéni stitkackou, tak aby
se neodplavily fezy). Tkarg refixujeme 10 min 4% PFA v PBS, roztok odstranime a oplachujeme
1x PBS. Aplikujeme roztok PBT na 15 min (permeabilizace vzorku a lepsi smé&teni skla). Pokud je
potieba odmaskovat napt. fixaci a jinak skryté antigeny (zpravidla jaderné) povaiime sklav 1 mM
citrdtu sodnémo pH 6 (1 — 10 min) a nechame 20 min vychladnout. Citrat odmyjeme tiemi oplachy
PBS a pokracujeme ve standardnim protokolu. (Lze aplikovat i jiné odmaskovaci techniky jako
napi. 10 min inkubace s0,5% SDS; povareni v roztoku 10 mM EDTA pH 8; enzymatické
opracovani proteinazou K gj.). Nespecifickou vazbu protildtek blokujeme inkubaci skla siezy
v 10% BSA v PBT ngiméng 30 min. Po odstranéni roztoku rovnou aplikujeme priméarni protilatky
fedéné v 1% BSA v PBT (fedéni je specifické pro protilatku, tkéi i G¢el a zpravidla se pohybuje
vrozsahu 1:100 az 1:2000). Délka inkubace sprimérni protildtkou je téz variabilni, vétsinou
volime nggméne 2 hod pri pokojové teploté, Iépe vsak inkubaci pies noc pii 4°C. Po inkubaci
odmyjeme nenavazané protilatky tremi oplachy PBS, vzdy ponechame pét minut odmyvat. Skla po
odmyti primarni protilatky inkubujeme se sekundarni protilatkou odpovidajiciho typu (na primarni
protilatku krali¢iho pivodu pouzjeme sekundérni protilatku proti kralikovi). Uvedené Alexa Fluor
protilétky fedime 1:500 v 1% BSA v PBT a inkubujeme snimi tezy 30 az 60 min. Po odstranéni
sekundérni protilatky opladchneme 3 x skla PBS, vzdy 5 min nechat odmyvat. Misto tietiho oplachu
|ze inkubovat 10 min s roztokem DAPI 1:1000 v PBS a dobarvit tak modie (fluorescence) jadra. Po
inkubaci sDAPI sklajesté oplachneme PBS a montujeme do 87% glycerolu.

Optimalizace pro zvyseni specifity protilatky: Postupujeme podle protokolu s tim rozdilem,
7e primarni protilatku vyrazné vice naredime (1:10000 — 1:100000) ve velkém objemu (napi. 30 ml
1% BSA v PBS) ainkubujeme pri 4°C 48hod i vice. Pouzito pro J1 krystalinovou protilatku; redéni
1:10000.
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Vyhodnoceni: Vzorky pozorujeme na inverznim fluorescenénim mikroskopu Nikon Diaphot 300.
Posoudime jak je ziskany signdl specificky (napt. dle ocekavané lokalizace: membrana,
cytoplazma, j&dro atd.) a zda pozadi neni prilis vysoké. Pripadné muzeme upravit postup barveni
(naredit primarni protildtku, Iépe blokovat, zafadit odmaskovani skrytych antigenu apod.).
Vysledky dokumentujeme monochromatickou kamerou VDS 1300 ovl&danou softwarem Lucia
IMAGE asnimky déle upravujeme v programech Adobe Photoshop CS a Adobe Illustrator CS.

6.3.11 IHC na blocich tkané ¢i celych jedincich

Jako vychozi materid pouzijeme vzorky piiméiené velikosti (napt. rhopalium nebo juvenilni
meduzu), protokol je koncipovan pivodné pro embrya Danio rerio. Tkang je nejlépsi fixovat dle

protokolutj. BT fixativem, pokud to neni mazné, |ze pouzit i vzorky fixovanév 4% PFA v PBS.

Materidl: methanol; aceton; sérum (napt. ovéi); primarni protildtka; sekundérni protilatka (obvykle
konjugovana sfluorescenéni znackou napr. koza anti krdlik Alexa Fluor 488 ¢i 594); DAPI
(10 mg/ml)

Roztoky: PBS; BT fixativum: 4% PFA, 4% sachar6za, 8mM CaCl, v PBS, PBDT: 1% DMSO,
1% BSA, 0,5% TritonX — 100 v PBS; 25% MeOH; 50% MeOH; 75% MeOH; 25% glyceral;
50% glycerol; 70% glycerol; DAPI (10 mg/ml)

Pristrojové vybaveni: konfokdni mikroskop Leica TCS SP5 AOBS TANDEM; fluorescen¢ni
mikroskop Nikon Diaphot 300

Software. Lucia | MAGE Software; Adobe Photoshop CS; Adobe Il ustrator CS

Postup: Tkéané ¢i jedince fixujeme 2 hod pti pokojové teplotd nefméne deseti objemy BT fixativa.
Oplachujeme nekolikrét PBS (10 — 20 min) a PBS nahradime MeOH, ten jest¢ vymegnime za
cerstvy (po nékolika minutach) a vse ulozime na 4 az 5 hod do -20°C. (Takto mohou byt vzorky
ulozeny az po nekolik tydnt). Tkané hydratujeme v fadk methanolt (75%, 50%, 25%) s
inkubacemi po peti minutdch a posléze oplachneme nékolikrat v destilované vodé. Tkéane
zpiistupnime protilatkédm inkubaci v predchlazeném acetonu 7 — 10 min (dle velikosti vzorku) pri
-20°C. Po inkubaci aceton odstranime a oplachujeme nekolikrét vodou. Vzorky inkubujeme 30 az
45 min v PBDT s 2% sérem (blokace nespecifickych vazeb protilatek). Odstranime bloka¢ni roztok
a inkubujeme sprimarni protildtkou fedénou v PBDT pies noc pri 4°C. Pro J2 protildtku bylo
pouwzito fedéni 1:1000 na juvenilni a dospélé medizy a 1:500 pro metamorfujiciho polypa. Roztok
odstranime a promyvame 2 hod PBDT pii pokojové teploté (neméne 4 vymeny roztoku). Ke
vzorkam piiddme sekundérni protildtku fedénou v PBDT (1:500 pro Alexa Fluor) a inkubujeme 4
az 5 hod pii pokojové teploté. Sekundarni protildtku odmyvame 2 hod PBDT roztokem (nejméné

Ctyfi vymeény roztoku). PBDT vyménime za 25% glycerol a inkubujeme 30 minut, nasleduje tataz
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inkubace s50% glycerolem a uskladnéni v 70% glycerolu pii 4°C &i déle pii -20°C. Pokud
potiebujeme vizualizovat j&dra, barvime pied prevodem do glycerolu 10 min v roztoku DAPI
1:1000 v PBS ¢i piidame na zavér 1 ul DAPI na 1 ml 70% glycerolu.

Vyhodnoceni: Obdobn¢ jako pti IHC na fezech, s vyhodou viak vyuzjeme konfokal ni mikroskop a
pripadné 3D rekonstrukce.

6.3.12 RNA in situ hybridizace

Tato metoda umoziuje detekci specifické MRNA v tkanich, tedy umoziiuje zhodnotit, kde je
studovany gen exprimovan. Zakladem metody je priprava sondy (ribopréby) komplementarni
ke sledované mRNA. Tato sonda je syntetizovana z nukleotidti s piimési znacenych (napi.
digoxigeninovych). Po hybridizaci ribopréby se vzorky vzniknou v mistech, kde je gen exprimovan
stabilni duplexy, které vizuaizujeme (a tim tedy mista transkripce studovaného genu) inkubaci
vzorka sprotildtkou rozeznavajici modifikované nukleotidy. Tato protilatka je konjugovana
senzymem (napr. alkalickou fosfatédzou) a po pridani substratu katalyzuje jeho preménu napi. na
barevny, snadno pozorovatelny produkt. Pro viastni RNA in situ hybridizaci je nejprve potieba

pripravit plazmid s inzertem podle kterého bude préba syntetizovana a nasyntetizovat samu sondu.

6.3.12.1 Priprava plazmidu pro syntézu proby na RNA in situ hybridizaci

Plazmid pro syntézu ribopréby izolujeme maxipreparaci z 50 ml kultury (viz vyse), tedy
svyslednou vyssi Cistotou i koncentraci DNA oproti minipreparaci. Pro vlastni syntézu je tieba
vektor linearizovat stépenim restrikénim enzymem, ktery nezanechava 3" presahujici konce.
Plazmid stépime ve vhodném misté v bezprostiedni blizkosti za transkribovanym inzertem
(promotor — inzert — zvolené restrikéni misto). Toto Stépeni je nezbytné pro ukonéeni syntézy

proby (odpadnuti RNA polymerazy).

Materidl: plazmid sT3, T7 ¢i SP6 promotory a inzertem pro syntézu proby (napi. pBluescript I1;
pCR4BIlunt-TOPO) restrikeéni enzym; BSA 10 mg/ml; DEPC dH,0; QIA prep spin kolonky; EB
pufr (10mM Tris—Cl, pH 7,4)

Pristrojové vybaveni: inkubator TCH 100 (Laboratorni pristroje Praha)

Postup: Pripravime 50 pl reakci, do které vkladame 20 pg plazmidu, 40U restrikéniho enzymu, 0,5
ul BSA; objem doplnime DEPC vodou. Po zamichani a sto¢eni na dno mikrozkumavky
inkubujeme 1,5 hod pri teploté doporucené vyrobcem enzymu. Odebereme 5 ul stépeného
plazmidu jako kontrolu a zbytek piecistime na QIA prep spin kolonce (dle navodu vyrobce).

Z kolonky linearizovanou DNA uvolnime 45 pl EB pufru (ber RN&z). Na agarézovy gel naneseme
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vzorky o piedpoklddaném shodném mnozstvi DNA pied stépenim, po Stépeni a po precisténi.
Hodnaotime zda je plazmid beze zbytku §tépen a zda nemame velké ztraty po precisteéni.

Pro piipravu préby pro ¢ast RFamidu a selenoproteinu O se jednalo o plazmid pBluescript |1
KS+ alinerizaci enzymem Not | a Xhol, respektive. Pro ¢ast MITF v plazmidu pCR4BIunt-TOPO
byl klinearizaci pouzit Not |. Préba byla syntetizovana z T3 promotoru pro RFamid, T7 pro
selenoprotein O aT3 pro MITF.

6.3.12.2 Syntéza proby pro RNA in situ hybridizaci

Materidl: precistény stépeny plazmid v EB pufru (po piipravé dle piedchoziho protokolu
(0,4 png/ul); T3, T7 nebo SP6 RNA polymeréza (20U/ul); 10x transkripeni pufr; RNasin HRP; DIG
RNA labeling mix (znateni: 3,5 mM DIG-11-UTP tj. asi kazdy 25 nukleotid); DNaza | (10U/pl),
dH,O bez RN&z (napt. DEPC voda); 4M LiCl; EB pufr

Pristrojové vybaveni: inkubator TCH 100 (Laboratorni pristroje Praha); stolni mikrocentrifuga

Eppendorf MicroSpin plus, elektoforéza Amersham BioScience HE33 se zdrojem

Postup: Pripravime standardni reakéni smés: 1,5 u plazmid, 0,6 pl RNA polymeraza,
1 pl transkripéni pufr, 0,3 ul RNAsin HRP, 1ul DIG, 5,7 ul DEPC dH,O a inkubujeme 2 hod pri
37°C. Po této dob¢ piidame 1 pl DNaza | a inkubujeme dalsich 15 min pii 37°C. Nasleduje
precisteni: Pridame 1,5 pl 4M LiCl a 38 ul 95% EtOH vychlazeného na -20°C, zamichame a
ponechame 30 min pii -80°C ¢& pres noc pii -20°C. Takto piesr&zenou RNA centrifugujeme
zabalenou do parafilmu (ochrana RNA) 15 min 13000 rpm pii 4°C. Pelet omyjeme 100 pl
74% EtOH vychlazeného na -20°C a opét centrifugujeme 13000 rpm 5 minut pii 4°C. Odsajeme
EtOH a pelet ihned rozpustime v 50 ul EB pufru, alikvotujeme po 10 ul a skladujeme pii -80°C;
nejdéle 1 rok. Jako kontrolu Gspésnosti syntézy a ztrét po presrézeni nandsime na 1% agar6zovy gel

1 ul negistené a5 pl precisténé proby a separujeme 15 min piii 100 V.

6.3.12.3 RNA in situ hybridizace na mrazovych fezech

Materidl: 30% H.O,, methanol; 25% glutaraldehyd; 10% SDS; DEPC dH.O; 1M Tris-Cl pH 7,5,
5M NaCl; 1 M Levamisol —inhibitor endogennich fosfataz, NBT-BCIP; RNaza A (10 mg/ml); ovéi
serum; anti DIG protilatka konjugované s alkalickou fosfatézou (AP)

Roztoky: PBT; 4% PFA v PBS; odmyvaci roztok: 1x SSC, 50% formamid, 0,1% Tween 20, DEPC
ddH20; 20x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Nagitrat . 2H-0, pH 4,5 (upraveno HCI); 100x Denhardt’s:
2% BSA, 2% Ficoll, 2% PVP (1% polyvinylpyrrolidon); 10x sal: 2M NaCl, 100mM Tris-Cl/Tris
Base (12:1), 50mM NaHPO,.2H,O, 50mM Na;HPQ,, 50mM EDTA; kvasinkova tRNA
(10mg/ml); 50% dextran sulfat; hybridizaéni pufr: 1x sil, 50% formamid, 10% dextran sulfat,
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kvasinkova tRNA (Img/ml), 1x Denhardt’s, DEPC dH,O; MABT: 100mM kyselina maleinova
pH 7,5 (Sigma), 150mM NaCl, 0,1% Tween 20, dH20; fosfatdzovy pufr: 100mM NaCl, 50mM
MgCl,, 100mM Tris pH 9,5, 0,1% Tween 20, dH,O; 1mM EDTA v PBT

Pristrojové vybaveni: hybridiza¢ni inkubator Robbins Scientific model 1000; stolni

mikrocentrifuga Eppendorf MicroSpin plus

Postup: Provedeni metody je rozvrzeno na tii dny. Béhem prvniho dne a az do prvniho
post-hybridizatniho oplachu je potieba pracovat s roztoky a v prostiedi bez RNaz. Préba by meéla
byt optimalné délky max. 600 nukleotid.

Den 1: Mrazovéiezy o sile 15 — 20 um nechame roztét a zaschnout 30 min pii pokojové teploté.
Vzorky refixujeme 20 min 4% PFA a nésledné oplachneme 2x PBS (3 min). Na ledu nechdme
rozmrazit riboprobu (10 pl alikvét po syntéze, tj. asi 1 pug) a stoc¢ime ji na dno mikrozkumavky (20
s). Ve vodni lazni zahitejeme prébu na 70°C 5 min, stoé¢ime na dno (20 s) a nechame na ledu 5 min.
Riboprobu tedime v hybridizacnim pufru tak, ze vyslednd koncentrace préby je 0,1 — 1 pg/mil.
200 - 250 ul tedené proby aplikujeme na sklo se vzorky a kryjeme krycim sklem. Hybridizujeme
ptes noc v 55- 68°C ve vihké komirce. Teplotu hybridizace optimalizujeme pro kazdou probu,
zatindme s teplotou 68°C.

Den 2 Predehigjeme 150 ml odmyvaciho roztoku (50 ml pouzijeme na 1 oplach az ¢étyt skel
v plastové krabi¢ce 6x12 cm). Inkubujemetezy s odmyvacim roztokem 15 min piti 68°C — uvolnéni
krycich skel. Opatrné sejmeme kryci skla a 2x oplachujeme odmyvacim roztokem 30 min 68°C.
Dée dvakrét oplachujeme (opét vzdy po 50 ml az étyii skla) pii pokojové teploté MABT pufrem.
Nespecifickou vazbu anti DIG protilétky blokujeme inkubaci skel v 20% tepelné inaktivovaném
seru vMABT 1,5 hod pii pokojové teploté (500 pl/sklo, bez kryciho skla). Anti DIG protildtku
fedime v 20% séru v MABT 1:1000, odstranime blokovaci roztok a tezy inkubujeme sroztokem
protilatky ve vihké komirce pies noc piti pokojové teploté (500 ul/sklo).

Den 3: Odstranime roztok s protildtkou a oplachujeme 5x 20 min v MABT (opét po 50ml az Gtyii
skla). Sklainkubujeme 2 x 10 min s fosfatazovym pufrem (50 ml). Rezy umistime zpét do vihké
komirky, odstranime fosfatézovy pufr a na kazdé sklo naneseme 500ul fosfatézového pufru
sNBT/BCIP (10 ul NBT/BCIP + 490 ul fosfatazového pufru). Inkubujeme ve tmé pii pokojové
teploté. Kontrolujeme ve svételném mikroskopu po 30 min (zpravidla barveni silné pozitivni
kontroly), po nékolika hodinach a piipadné nechame inkubovat pres noc pii 4°C. Vyd edkem je pri
tomto uspoiradani mirné difundujici fialové zbarveni (produkt reakce), lokalizaci odpovidgjici
lokalizaci mMRNA studovaného genu. Reakci zastavime nékolika oplachy (kazdy 5 min)
1mM EDTA v PBT. Uchovavdmev 4% PFA v PBS pii 4°C.
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6.3.13 RNA in situ hybridizace na blocich tkané ¢i celych jedincich

Materid: 30% H,O,; methanol; Proteindza K (50U/ml); 25% glutaraldehyd;, 10% SDS; DEPC
dH,O; IM Tris— ClI pH 7,5, 5M NaCl; levamisol — inhibitor endogennich fosfatéaz; NBT BCIP;
RNé&za A (10 mg/ml); ovéi sérum; anti — DIG AP konjugovana protilatka

Roztoky: PBT; 6% H>0, v MeOH; glycin v PBT (2 mg/ml); 4% PFA v PBT; prehybridizani pufr:
50% formamid, 5x SSC pH 4,5, DEPC dH;O, 5mM 0,5M EDTA, 0,1% Tween 20, heparin
(50 ug/ml); 20x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Nagitrat . 2H:0, pH 4,5 (upraveno HCI); hybridizacni
pufr: 50% formamid, 5x SSC, DEPC ddH;0, 0,1% Tween 20, 5mM EDTA, heparin (50 pg/ml),
tRNA (50 pg/ml), lososi sperma (50 ug/ml); roztok I: formamide 50%, 4x SSC, 1% SDS; RNase
free dH:O; roztok 11: 0,5 M NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 7,5, dH-O; roztok I11: 50% formamid, 2x
SSC pH 4,5, DEPC dH-O; TBST: 130 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 25 mM TrisCl pH 7,5, 0,1 %
Tween 20, dH-0, 2 mM levamisol; NTMT pufr: 100 mM NaCl, 100 mM Tris-Cl pH 9,5, 50 mM
MgCl, 0,1 % Tween 20, dH,O; barvici roztok: 10 ul NBT BCIP/0,5ml NTMT pufru; 1 mM EDTA
v PBT

Pristrojové vybaveni: hybridizatni inkubator Robbins Scientific medel 1000

Postup: Pavodni protokol byl piipraven pro barveni mysich embryi, s mensimi Upravami (zejména
hybridizatni teploty a ¢asi jednotlivych inkubaci) 1ze s Uspéchem aplikovat i na celé juvenilni ¢i
dospélé meduzy, popiipadé vypreparovana rhopalia. Metoda trva ctyii dny, pricemz prvy den a az
do prvniho post-hybridizatniho oplachu je potieba pracovat sroztoky a v prostiedi bez RNéaz.
Pokud neni uvedeno jinak, oplachem se rozumi 5 min v daném roztoku pii pokojoveé teploté. Pro
jednu az tii dospélé medlzy pracujeme s5 ml promyvacich roztoka. Pred procedurou medizy
rozstiihneme na ekvivalentni poloviny a zvon v mnoha mistech propichneme sterilni jehlou.

Snizime tak nespecifické zachytavani préb.

Den 1: Fixované tkan¢ (obvykle stabilné v 4% PFA v PBS ¢i ASW) promyjeme od fixativa 2x
v PBT. Bélime v 6% H,O, v MeOH 20 minut a 3x oplachneme PBT. Permeabilizujeme 10 min
roztokem proteindzy K v PBT (1 pul proteindza K/1 ml PBT). Reakci zastavime dvéma oplachy
glycinu v PBT (2 mg/ml), posléze jesté oplachneme 2x PBT. Tkang refixujeme roztokem 0,2%
glutaraldehydu a 4% PFA v PBS po dobu 20 minut. Fixativum odmyjeme 2x oplachy PBT. Vzorky
prehybridizujeme 60 — 90 min s2 ml hybridiza¢niho pufru na vzorek pii 70°C. Ribopréby (10 pl
alikvoty po syntéze — cca 1 ug préby) denaturujme ve 100 pl hybridizainiho pufru 10 minut pfi
75— 80°C. Ode vzorka v prehybridizainim pufru odebereme 1 ml roztoku a nahradime jegj 0,9 mi
predehidtého hybridizacniho pufru a denaturovanou riboprébou. Roztoky v priabéhu manipulaci
nenechame zchladnout. Inkubujeme pies noc pii 70°C (pro celé medlzy zpravidla pri 60°C ¢i

dokonce 55°C) v bezpe¢né uzavienych 2 ml eppendorf mikrozkumavkach.
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Den 2: Oplachujeme 2x 30 min v piedehidtém 70°C roztoku | a 1x oplachujeme pi#i 70°C v
predehiatém roztoku I/11 (1:1) 10 min. 3x oplachujeme v roztoku Il. Volnou a nespecificky
vézanou probu odstranime dvéma inkubacemi v roztoku RNaza A v roztoku 11 (100 pg/ml) pri
37°C. Inkubujeme 2x 30 minut s roztokem Il pii 65°C a 3x opldchneme TBST. Nespecifickou
vazbu protilatek detekujicich DIG znacené nukleotidy blokujeme inkubaci v 10% ov¢im sérum
v TBST 2 hod. Protilatku fedime 1:1000 v TBST bez |evamisolu a inkubujeme pres noc v 4°C.

Den 3: 6x oplachujeme 1 hodinu TBST, po poslednim oplachu inkubujeme v TBST pies noc.

Den 4: Vzorky ekvilibrujeme 2x 20 minut v NTMT pufru. Barvime v minimanim objemu 0,5 ml
barviciho roztoku 30 min az pies noc (prab¢h barveni kontrolujeme pod mikroskopem). Reakci
zastavimengkolika oplachy 1 mM EDTA v PBT. Vzorky uchovéavame v 4% PFA v PBS pii 4°C.

6.3.14 Charakterizace bunécné lokalizace proteinu translac¢ni fazi s GFP

Chceme-li zjistit subbunéénou lokalizaci studovaného proteinu, jednou z cest je piiprava
expresniho plazmidu, ve kterém je n& studovany gen fuzovan s GFP kazetou. Po transfekci do
bunék tak v mistech jeho produkce pozorujeme také GFP. Pro studium lokalizace J2 krystalinu
vramci buiky tak byla piipravena fuze J2 krystalinu (kompletniho ORF) s EGFP ¢i DsRed
v plazmidech pDsRed2 — C1, pEGFP-N3 a pEGFP-C1. Vyuzity byly metody popsané vyse
Postup: amplifikace J2 ORF z plazmidu pomoci PCR; stépeni, defosforylace a precisténi PCR
produktu; stépeni a izolace plazmidu; ligace inzertu s plazmidem a amplifikace vysedného

konstruktu; transfekce konstruktu do bunék. Nésledujici metody vywzijeme po pripravé konstruktu.

6.3.14.1 Priprava COS7 bunék na skla ve 24 jamkovych destickach
Materidl: 24 jamkové desti ¢ky (Nunc); poly-L-lysin; voda pro praci stkaiovymi kulturami; skla o
praméru 11 mm; COS7 bunky; kompletni Dulbeecco’s Modified Eagle’s Medium sérum

Postup: Po celou dobu pracujeme sterilné v laminérnim boxu. Skla vliozime na dno jednotlivych
jamek desti¢ky a ptidame poly-L-lysin (20 ug/ml). Skla ponoiime ainkubujeme pii UV 1,5 - 2 hod.
Odsgjeme poly-L-lysin a 3x oplachneme 1 ml tkanové vody. Skla nechame dokonale uschnout
(>30 min). Pridame pasdzované bunky ifedéné kompletnim médiem, tak aby druhy den dosahly

25% konfluence.
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6.3.14.2 FUGENE transfekce bunék na sklech v 24 jamkovych desti¢kach

Materidl: plazmid (pripraveny maxipreparaci viz. dae); FUGENE 6 Transfection Reagent; 24
jamkové desticky spripravenymi skly porostlymi buikami o 25% konfluenci; Dulbeecco’s
Modified Eagle’sMedium

Pristrojové vybaveni: CO.inkubator Thermo Forma

Postup: Na dno plastové mikrozkumavky pipetujeme 300 ng plazmidu. V lamindrnim boxu
pipetujeme do druhé eppendorf mikrozkumavky 50 ul média bez séra (FCS), ponechdme 5 minut
teplat a pidame 1 ul FUGENE (kapacita az 1 pg). Obsah promichame a pipetujeme na kapku
plazmidu, opét promichame (1x protahneme zlutou $pic¢kou). Inkubujeme 15 -45 min. Takto
ptipraveny plazmid formovany do umélych micel pipetujeme po kapkéach na rizna mista hladiny
jamky, kde mame piipravené bunky ptiblizné 25% konfluence. Buiiky umistime zp&t do CO-
inkubétoru. Pripadnou expresi (napt. GFP) hodnotime po 24 — 48 hod.

6.3.15 Histologicka barveni

V prabéhu let, kdy byla biologie odkézana zejména na svételnou mikroskopii, byla vyvinuta
fada barvicich technik schopnych zviditelnit a odlisit specifické tkané ¢i jejich komponenty. Tyto
metody jsou zpravidla zalozeny na afinité barviva k tkéni, buné¢nému typu ¢i organele, dle jgjich
izoelektrického bodu a piipadné dalsich vlastnosti. Lze tak jednoduchymi barvicimi technikami
pomeérné spolehlivé prokézat pritomnost proteind i jejich specifickych podskupin s uréitymi
vlastnostmi (napi. kolagenu ¢i keratinu), které byly predmétem studia, coby potencidlni material

¢acky. Barveni byla aplikovana na mrazové iezy rhopalii.

Materid: Ponceau Sroztok 10x; amido¢erii 10B; oranz G; jasna zelena (Light green yellowish);
kyselina fosfowolframova(PTA); kyselinaoctovg azokarmin; anilinova modt; anilinovy olej
Roztoky: 1% kyselina octova, 1% kyselina fosfowolframova (PTA); PBS; glycerol; 4% PFA v
PBS, barvici roztok Oranz G a jasné zelené 2% Oranz G, 0,2% jasna zelend, 1% kyselina
fosfowolframova (PTA), 1% kyselina octova (ptidat po rozpusténi barviv); anilinovy EtOH: 0,1%
anilinovy ole v 96% EtOH; 0,01% azokarmin G; kysely EtOH: 1% kyselina octova v 96% EtOH;
5% PTA; roztok anilinové modré a orarz G: 0,5% anilinova modt, 2% oranz G, 1% PTA, 8%
kyselina octova- piefiltrujeme a pred powzitim fedime 1:1 sdH,O

Pristrojové vybaveni: mikroskop Nikon Diaphot 300 s barevnou kamerou Pixelink

Software: L ucia lmage software; Adobe Photoshop CS; Adobe llustrator CS

Postup:
Ponceau S (proteiny)
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Mrazové rezy rhopdii opléchneme tiikrat PBS a refixujeme 10 minut 4% PFA v PBS, nasledné
oplachneme vodou. Na fezy nakapeme 1x Ponceau S roztok a inkubujeme po rizné casové
intervaly (5 s-10 min). Krétce ponoiime do vody a rychle pozorujeme v mikroskopu, piipadné
pred vyschnutim montujeme do glycerolu.

Amidocern (proteiny)

Piipravime 1% roztok amidocerni 10B v ethanolu a roztok filtrujeme. Mrazové tezy rhopalii
opléchneme tiikrat PBS a refixujeme 10 min 4% PFA v PBS, nésledné opléchneme vodou. Rezy
dehydratujeme ethanolovou fadou (25% - 50% - 75% - 100% po péti minutach). Na fezy nakapeme
roztok amidoderni a inkubujeme po razné casy. Rezy diferencujeme v ethanolu a vizudng
kontrolujeme pod mikroskopem. Prepardty montujeme do glycerolu.

OranzZ G a jasna zelena (Light green yellowish) (kolagen, keratin)

Hydratované fezy rhopalii na sklech (3x PBS; 10 min 4% PFA v PBS; H,O oplach) umistime do
barviciho roztoku na 5 minut. Potétezy opldchneme nékolikrét v destilované vodé a montujeme do
glycerolu.

Oranz G barveni provedeme podobné stim, ze do barviciho roztoku nepiidame jasnou zelenou.
Mutizeme dobarvit hematoxylinem (40 s).

Azan — Mallory barveni (kolagen) barveni vyvinuté pivodné pro pojivové tkané. Hydratované
fezy rhopalii barvime 10 — 40 min v 0,01% azokarminu G pii 58°C. Rezy krétce opléchneme
v dH,0 a diferencujeme v anilinovém EtOH. Diferenciaci zastavime v kyselém EtOH a nasledné
fezy morime 10 min v 5% PTA. Rezy krétce oplachneme v dH,O a barvime 20 min v roztoku
anilinové modré a oranze G. Oplachneme od piebytku barviva a diferencujeme v kyselém EtOH. U
sawtich tkéani jsou vysdedkem cervend jadra, oranzovocervené erythrocyty, modré az fialové

kolagenni vazivo, ¢ervena svalovinaamodry amyloid.

6.3.16 XRD study

Rentgenova difrakce byla vyuzita pro prikaz ptipadné anorganické sloZky ¢oéek a stanoveni
dozeni statolita 7. ¢. VSechna méreni byla provedena na Ustavu geochemie, mineralogie a
nerostnych zdroji UK v Praze Davidem Goligem, PhD.

Materidl: vypreparované ¢ocky astatolity; sklenéna vlidkna, vazelina pro lepeni objekti navldkna

Pristrojové vybaveni: Debye— Scheree filmovakamera 114,6 mm
Software: HighScore (PANalytical)

Postup: Jak ¢ocky, tak statolity byly pod stereolupou nalepeny na Sipcku sklenéného vidkna
Vzorky byly analyzovany metodou pr&kové rentgenové difrakce na Debye - Scherer filmové
kamea'e s primérem 114.6 mm diameter, CuK zéienim s 22 a 44 hod expozici. Ziskana data byla

zpracovana HighScore (PANalytical) software za vyuziti ICCD databéze difrakénich vzori.

49



7. Vysledky

Nésleduje piehled vysledkt analyz gradientu refrak¢niho indexu v cockach
Tripedalia cystophora, charakteru nového J2 krystalinu a exprese MITF, RFamidu a
selenoproteinu O vramci Tripedalia cystophora, které budou dae diskutovany

v nésledujici kapitole.

7.1 Krystalicka faze v centru ¢ocek: rentgenova difrakce

Dospelé medlzy byly nasbirany v prabéhu léta 2005 a z téchto jedinct (samic s larvami
tésre pred uvolnénim) byly Uspésné zalozeny kultury polypt. Kultury se podaiilo udrzet a
spontdné  metomorfujici polypi (v medlzové stadium) byli odebirani v rtznych stédiich
metamorfozy a fixovéni pro studium vyvoje rhopalii, cocek velkych o¢i zeména. Stejné taky byly
vypreparovanaa fixovanarhopalia z dospélych jedinch.

Studium morfologie o¢i na mrazovych iezech odhalilo u ¢ocek obou velkych o¢i odlisnou
strukturu vnitini a vngjsi ¢asti. Materid vnitini ¢asti ¢ocky vykazoval krysalicky charakter
pripomingjici statolit, krystalickou konkreci o nezndmém dozeni vdolni ¢asti rhopalia
Anorganicky materid ¢i vysokd koncentrace proteini v ¢oc¢ce jsou dva vhodné materidly pro
zvyseni indexu lomu ¢ocky a tedy mnozstvi svétla, které se 1ame a dopada na sitnici. Proto bylo
sozeni statolitu i ¢ocky velkého oka, kde byl krystalicky vnitiek zjevnéjsi nez v ¢occe malého oka,
analyzovano rentgenovou difrakci a vydedny difrakéni vzor byl porovndn s databazi a
vyhodnocen.

Difrakeni vzor statoliti jednoznaéné urcil pritomnost jediné hrubozrnné faze s hlavnimi
difrakénimi pruhy (rozliseni v A, intenzita 0-10): 60,3 (8), 3,49 (6), 2,816 (9) a 1,853 (7), coz
odpovida velmi dobie karté 36 — 617 ICDD databaze, ktera predstavuje bassanit (monoklinicky
hemihydrat siranu vapenatého). Toto je v souladu s predchozimi biomineralogickymi studiemi
statolita jinych zahavai BECKER et al. (2005). Naproti tomu u ¢ocek se objevily pouze slabé
difrakce odpovidgjici halitu (chlorid sodny) z vykrystalizovanych zbytka fyziologického roztoku a
tojen pii dvojnasobeni expozi¢ni doby (44 hod).

Pritomnost anorganické krystalické féze v ¢ockach Tripedalia cystophora tedy nebyla
prokazana a s vysokou pravdépodobnosti ji mizeme vylougit. V dalsich experimentech jsme se
tedy zametili na proteiny. V ramci této studie vsak bylo objasnéno do té doby neznamé slozeni
statolitu, ktery je tedy tvoren z hemihydréat siranu vdpenatého. Vsechna métreni byla provedena
Davidem Goli&em, PhD. na UGMNZ PiF UK.
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7.2 Elektronmikroskopicka analyza

7.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie rhopalii

Protoze v minulosti jesté nebyly tyto unikatni zrakové komplexy takto charakterizovéany,
rozhodli jsme se pro SEM dospelych rhopalii a detailng si popis externi morfologie. Cilem bylo
mimo jiné zjistit, zdaje v pitu a ditu struktura podobnacoéce (coz bylo v piipadé ditu pozorovano
na mrazovychiezech) aovéfit tak pripadré jei piitomnost.

| kdyz rhopalia nebyla optimaln¢ fixovana, vysledky ze SEM byly pomérné uspokojivé a
bylo mazné pozorovat detailni morfologii mensich odi, jak pitu, tak slitu. Na laterdnich pohledech
byla jasné patrnd vystupujici struktura v otevieni retiny ditu, ¢ocka SEM fotografie rhopalia

zruznych pohleda shrnuje Obr. 6.

Obr. 6: SEM mikrofotografie rhopalia a jednotlivych o¢i. (A) Celkovy pohled na rhopalium mirng
z boku. Bile sipky miti na momentané horni velké oko s ¢ockou a dolni mensi oko sé&ockou. Cerné Sipky
ukazuji pozici dlitu (nahoie) apitu (dole). (B) Detail ¢ocky velkého oka. (C) Pohled narhopalium z boku. C —
¢ocka velkého oka, S —dlit (vievo od pismene), P — pit (vlevo od pismene). (D) Detail mensich o&i ditu a
pitu. Vlevo ¢ést malého oka s cockou. (E) Detail zjevné asymetrického dlitu. Bunky ¢ocky vystupuji jako
ované struktury do popredi. (F) Detail pitu, nejjednodussino oka rhopalia. Bilé predméty na povrchu
rhopalia jsou znegisténi, tedy artefakt.

7.2.2 Transmisni elektronova mikroskopie

7.2.2.1 TEM: gradient v ¢occe

Struktura ¢ocky byla analyzovana na transmisnim elektronovém mikroskopu. Rhopalia byla

zalitado pryskytice afezy vedeny v Urovni obou ¢ocek, tak aby byly ziskany jejich priiezy.
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Rezy raznymi ¢astmi ¢ocky, jak velkého, tak malého oka, odhalily témd& koncentrické vrstvy
bunék se stoupajici elektronovou denzitou smérem kcentru cocky. Pocet ribozomn také rostl
v tomto sméru a vysoka elektronova hustota v centru ¢ocky tak naznatovala pritomnost vysoké
koncentrace proteint (Obr. 7). U burngk z perifernich ¢asti ¢o¢ky byly z organel pozorovatelné
predevsim zminéné zmnozené ribozémy a jadra, smérem do centra ¢ocky stoupala elektronova
hustota (a tedy tmavé zabarveni pozorovaného preparétu) tak, ze organely pozorovatelné nebyly a
buiky se jevily kompletné vyplnéné elektrondenzni hmotou, pravdépodobné tedy proteinem.

Pokud bychom jiz v minulosti méteny refrakéni index téchto mist ¢ocky (1,48) piepocetli na

koncentraci proteint, jednalo by se v centru co¢ky o 75% protein (prepocet dle SWEENEY et al.
(2007)). Strukturu cocek zpracovanou na TEM shrnuje Obr. 7.

Obr. 7: TEM fezii ¢otkami velkého a malého oka. (A) Rez &asti ¢ocky velkého oka, sipka ukazuje do
centra ¢ocky, maxima elektronové hustoty. Dobte jsou patrné jednotlivé vrstvy bunék. Pierusované céry
vyznasuji pasy v ¢occe se zjevné odlisnou elektronovou hustotou stoupajici do centra ¢ocky. (B) Rez &ésti
¢ocky malého oka, sipka opét ukazuje do centra ¢ocky. Stupnice vpravo dole vzdy odpovida 2 um.

7.2.2.2 TEM: vznik gradientu elektronové hustoty ve vyvoji ¢ocky

Byly pripraveny fezy pro TEM juvenilnimi medizami rizného stéii tak, aby mezi jedinci
byly miniméni vyvojové rozestupy. Natezech z rtiznych jedinci tak bylo mozné pozorovat vyvoj
¢acky a prabeh koncentrace el ektrondenzni hmoty do centracocky.

Porovnani riznych stadii objasnilo vznik elektrondenzniho centra. Na fotografiich je
demonstrovano, ze gradient elektronové hustoty j e v ¢occe formovan néasledkem rozdilného plnéni
burek elektrondenzni hmotou (tedy proteiny, viz stoupajici hustota ribozomu, vysledky histologie
dde IHC a vyvréceni piitomnosti anorganické slozky) a tedy rozdilem syntézy proteini
v jednotlivych bun&nych vrstvach (Obr. 8). Obdobny mechanizmus byl navrzen na zékladé
morfologické studie LASKA - MEHNERT (1985).

Bylo pozorovano, ze z burék po déleni vzdy jedna postupuje vice smérem k centru ¢ocky a

druhd zistdvd spise u periferie (e zustava pobliz sesterské buriky). Bunky, které se stay
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centrangjsimi zataly produkovat vétsi mnozstvi elektrondenzni hmoty a po ¢ase ztratily funkéni
jadro (pozorovéani rozpadu jaderné membrany). Cim vice k centru, tim vétsi produkce. Vyvoj ¢ocky
ztohoto hlediska dokumentuje Obr. 8.

Obr. 8: Vyvoj ¢o¢ky malého oka. A — D zobrazuje rizna stédia vyvoje ¢ocky, ktera vznikéa , vrolovavanim*
bungk do centra. St&eni 1ze nejlépe tusit na fotografii C. Jedna z bunék je oznagena hvézdickou a mizeme
sledovat jeji plnéni elektrondenzni hmotou s predchazejici vysokou koncentraci ribozémii (A). Buriky nejvice
vyplnéné se dostévaji do centra, tak jak naznatuje ¢ervena dipka (D).

7.2.2.3 TEM: charakterizace pigmentovaného fotoreceptoru

Protoze v literature se ndzory na stavbu této bunky rizni a nase laboratof se intenzivné
zabyva opsiny ajinymi proteiny téchto bunék, byla v ramci morfologické charakterizace oci T. c.
pripravena i ultrastruktura fotoreceptori zretiny velkého oka s ¢ockou (Obr. 9). Z pozorovani

jsme rekonstruovali charakter retiny, tak jak je zakreslen v hornim levém vyseku Obr. 9.

Obr. 9: Pigmentovany fotoreceptor.
Schéma znézoriiuje predpokladanou stavbu
retiny velkého oka Dolni vysed zobrazuje
detail apikdni ¢asti fotoreceptoru sciliemi.
L - ¢ocka, C-cilium fotoreceptoru, N —
jédro, Ne-— neurit, PG — pigmentové
granule, V. — mikrokly. Obrys jedné
fotoreceptorové buiky je zndzornén modrou
carou.




Celkovy prehled morfologie shrnuje Obr. 10.

Obr. 10: Morfologie o¢i a ¢ocek zejména. (A) Pohled na sami¢i medlzu plnou larev, sipka ukazuje na
jedno z rhopdii. (B) Vypreparovana rhopalia, barevné sipky ukazuji na jednotlivé typy o¢i (Eerna na malé
oko s¢ockou, bild vievo na velké oko s¢ockou, bila vpravo dlit a ¢ervend pit). (C) Vypreparované ¢ocky
v kvalité v jaké byly pouzity i na proteinovou charakterizaci (velikost cca 150 um— 75 um). (D) Rez velkym
okem sc¢ockou s patrnou krystalickou fazi v centru ¢ocky (zelené kolorovéno). Tmavou linii tvoti melanin
v zadni ¢asti retiny. (E) Frontéini pohled na rhopdium (SEM). Nahoie malé oko s ¢o¢kou a dole velké oko
sc¢ockou. (F) TEM ftezu ¢ockou velkéno oka. Zobrazena vngjsi ¢ast cocky. Bila sipka znaci gradient
elektronové hustoty smérem do stiedu ¢ocky.

7.3 Priprava protilatek proti J1 a J2 krystaliniim
Protildtky byly piipraveny jako polyklondlni piimou imunizaci krélika krystaliny, jak je

popsano vyse. Specifita protildtek byla ovérena na Western blotu rhopalii a IHC na mrazovych
fezech.

J2 protilétka je maximalné specificka a nebylo potieba jakékoli dalsi purifikace protilétky ze
séra ¢i Upravy protokolu pro IHC. J1 protilatka detekovala velmi pékné na membrane Jl
krystalin, ale po delsi expozici i dalsi dva proteiny o vétsich velikostech. Pro J1 pratilatku byl pro

IHC pouzivan protokol zvysujici specifitu barveni.
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Obr. 11: Priprava proteinu pro imunizaci a kontrola specifity protilatek. (A) SDS PAGE z ptipravy
rekombinantniho J2 krystalinu (1) marker, (2) lyzéat z bunék pred indukci a (3) po indukci. (4) Prvni eluce,
kde se protein zpravidla jest¢ neuvoliiuje, (5) druha eluce s maximem proteinu a (6) téeti eluce. Naneseno
7.5 ul z eluce, kazdy pruh markeru 1 ug proteinu. (B) Piipravené protilatky proti J1 a J2 krystalinu, testované
na homogenizétech z 2 rhopalii v kazdé z drah. J1 expozice 4 min, J2 expozice 1 min. Cisla po levé strang
udavaji molekuovou hmotnost (v kDa) dle markeru.

7.4 Proteinova charakterizace ¢ocek

Cocky z velkého oka byly izolovéany, homogenizovany a rozdéleny na SDS PAGE.
Vysledky potvrdily zavéry predchozi studie PIATIGORSKY et al. (1989) v tom smyslu, ze J1 je
hlavnhim proteinem ¢o¢ky. Na rozdil od této studie jsme vsak v homogenizdtu z 25 cocek
nepozorovali pruh odpovidgjici J3 krystalinu a to ani po barveni vysoce citlivym SimplyBlue
SafeStain (detekce az 7 ng proteinu v pruhu; testovéno na BSA). To odpovida vysledkam z cocek
Carybdea marsupialis, piibuzné ¢tyihranky a naznatuje moznou kontaminaci izolaci pavodni
studie jinymi c¢astmi rhopaia, kde je J3 piitomen ve vétsim mnozstvi. Na gelu z nasich
homogenizétt jsme pozorovali hlavni J1 pruh, pruh odpovidajici J2 krystalinu a nékolik dalsich o
vétsich velikostech (Obr. 12).

Sotky
marker  velké oko rhopalium

Obr. 12: Proteinova charakterizace ¢ocek a celych rhopalii. Na

974kDs S SDS PAGE bylo separovano 25 vypreparovanych gosek z velkého
662kDa ‘S oka (druha dréha) a nekolik rhopalii (tieti draha). Tri spky
45kDa w— odpovidaji jednotlivym krystalinim, J1 35 kDa, J2 19,5 kDa, J3 19

kDa.
31 kDa ‘

21,5 kDa

',
'
i

14,4 kDa
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7.5 Lokalizace J1 a J2 krystalinQ pfipravenymi protilatkami

Protildtky piipravené proti J1 a J2 krystalinam byly pouzity pro vizuaizaci lokalizace
krystalini v riznych stédiich vyvoje ¢ocky. Vzorky byly zpracovany IHC metodou na mrazovych
fezech ¢i celych jedincich. Barveny byly, jak mrazové fezy metamofujicimi polypi, tak juvenilnimi
meduzami arhopalii dospélych medlz. Na fezech mely byt protilétky vyuzity zejména pro analyzu
gradientu refrakéniho indexu a charakterizaci J2 krystalinu jako nového proteinu. S touto
protilatkou byli inkubovani i cdi jedinci v riznych stadiich zivotniho cyklu. Studovana byla

exprese obou krystalina v pitu aslitu.

7.5.1 J1 krystalin
J1 krystalin jako nejhojngsi krystalin je v rhopaliu dospélych medlz piitomen prevézné

v ¢ockach obou velkych oci. Barveni ukézala, ze je ptitomen na fezech ¢ockou v celé jgich plose
smirnym poklesem v centru, coz je zdanlivé v rozporu steorii rostouci koncentrace proteint ve
smeru do centra ¢oc¢ky. Lokalizaci J1 v tkanich dospélé medlzy, zefména rhopaliu shrnuje Obr. 13.
Velmi zajimavé a nize komentovana je i jeho exprese v mensich ogich, dlitu a pitu, pozorovateln
& u dospélci (Obr. 17). Mimo piitomnosti v rhopaliu byl detekovan J1 krystalin i
v gartrovaskularni dutiné rhopalia, sténé statocysty a nematocytech, jak dospélé medizy, tak (a to

prevazre) u polypt ajuvenilnich medlz ato obéma J1 protilatkami.

7.5.2 J2 krystalin

V porovnani slokalizaci J1 krystalinu neni lokalizace J2 v ¢occe ani ¢astecné homogenni a
tento krystalin je produkovan predevsim periferni ¢asti ¢ocky. Tato skute¢nost a nepritomnost J2
v pitu a ditu bude diskutovana. Pirehled barveni protildtkou proti J1 a J2 krystalinu v ¢ockéch
velkych o¢i shrnuje Obr. 13.

J2 krystalin, protein smensim zastoupenim v ¢o¢ce nez J1, nachézime v dospélé medize i
mimo ¢ocku. Nalézame jg v duting statolitu obdobn¢ jako J1 krystalin.

Pro studium syntézy J2 krystalinu v prabéhu ontogeneze, zejména béhem vyvoje ¢ocky byla
pripravena série ezt metamorfujicimi polypi, juvenilnimi medizami a rhopalii o rizném
biologickém st&i. Rezy pokryvaly vyvoj ¢ocky velkého a pripadné malého oka od okamziku, kdy
se objevuje prvni pigment v komplexnich ogich. Prvni exprese J2 krystalinu byla zaznamenana
v oblasti budouci ¢ocky velkého oka, kréatce po zasdtku pigmentace (Obr. 15 E). Pozdgji, kdyz se
¢acka jiz vyclenuje jako samostatny Utvar je exprese velmi specifickd, ale stéle pouze v ¢oéce
velkého oka (Obr. 16). Shrnuti a zasadni porovnani Obr. 13.
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Obr. 13: Lokalizace J1 a J2 krystalinu v ¢ofkach velkych oéi rhopalia. (A) J2 krystalin nachdzime
piedevsim ve vnéjsi ¢ésti ¢ocky. (B) Odlisna lokalizace J1 krystalinu. J1 je exprimovan v celé plose ¢ocky,
pozorovany nejsilrgjsi signd na jei periferii mize byt artefakt zpisobeny nedostupnosti centralnich éasti
¢ocky. (C) Jako B sprekryvem sDAPI pro lepsi orientaci v ramci rhopalia. (D) Vizualizace J1 krystalinu bez
Upravy protokolu pro IHC a svysokou koncentraci protildtky J1 — P, ktera zviditeliiuje ciliarni struktury za
¢ockou a naznatuje barveni fotoreceptorovych bunék. (E) Lokalizace J2 krystalinu v rdmci celého rhopalia.
(F) Pohled na stejnérhopalium ve viditel ném spektru. (G) T¥idenni mediza a specificka exprese J2 krystalinu
v ¢ockéch rhopdia (H).

Obr. 14: Prehled stadii béhem metamorfozy polypa v medizu. Prfipraveno pro lepsi orientaci a popis
béhem experimentt. (A) rana faze — (F) pozdni faze. Pro viechna stadia je typicka vyrazna tetraradiédni
symetrie a tedy étyfi napadné télni laloky. (A) Pocatek metamorfézy, jedno z ranych stédii, pro které je
typicky vystouply hypostom a rozeklané chapadlio u jehoz baze se pocina formovat rhopalium (vyznaceno
bilou linif). (B) Rozeklané chapadlo je resorbovano a zbyva z ngj protahly celistvy kus (vyznateno ¢ernou
linkou); zacala pigmentace jedotlivych o¢i. Prozatim pozorujeme pouze c&tyti pigmentové skvrny.
(C) Chapadio je zcela stazeno, dediferencovano a pouzito na vystavbu rhopaia. Na rhopaliu je jiz patrno
viech Sest z&kladi o, jiz rozlisime pit a dlit (Sipky). (D) Stredni stadium metamorfézy, kde jesté neni
vyrazny krystalicky statolit, ale o¢i jsou jiz pomeérné dobie vyvinuté; formuji se ¢ocky. (E) Pozdni stadium
metamorfdzy sdobie vyvinutymi rhopalii a krystalickymi statolity umisténymi v tuto chvili nad velkym
okem. (F) Polyp témet pfeménén v medlzu. Nejpozdgji béhem jednoho dne dojde k jejimu uvolnéni a
otateni. Na krajich zvonu jsou patrnd, pro juvenilni medizu typickd prvni étyfi chapadla a mezi nimi
rhopalia.
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Obr. 15: J2 Kkrystalin ve vyvoji o¢i. V jedné fadé vzdy ten samy preparat: piekryv signalu J2 s DAPI
(jadry), jen J2, jen DAPI a ve viditelném spektru. (A) Rez velkym okem s&ockou dopélé meduzy. (B) Rez
velkym okem s ¢o¢kou tyden staré meddzy. (C) Rez malym okem s &ockou tyden staré medizy. (C) Rez
velkym okem sc¢ockou okem prévé uvolnéné meduizy. (E) Difazni lokalizace v buikach budouci ¢ocky
velkého oka ve stadiu metamorfujiciho polypa.

Obr. 16: IHC a anti J2 krystalin protilatka, barven cely metamorfujici polyp. Prvni st&dium, kde je
produkovan J2 krystalin jiz buiikami tvorici se ¢ocky (odpovidd mladsimu D z prehledu Obr. 14), a to
neiprve v ¢ockéach velkého oka (zelené sipky smetuji na ¢ocky). (A) Viditelny obraz z konfokdlniho
mikroskopu s pitekrytym fluorescen¢nim signdem. Pozice ¢tyi rhopalii vyznatena teckovanou &arou. Patrna
je typicka tetraradidni soumérnost (Ctyti laloky). (B) Ten samy polyp i pohled. Slozeni nékolika rovin z
konfokal niho mikroskopu; pouze fluorescenéni signdl. Cocky opét oznaceny sipkami.
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7.5.3 Pritomnost krystalinti v mensich ocich rhopalia: pitu a slitu

Screening J1 a J2 krystalina IHC metodou v rhopaliich nazntil piitomnost J1 také v ditu a
pitu. Pro ovéreni a detailngsi charakterizaci |okalizace obou krystalina byly piipraveny mrazové
fezy témito mensimi oky (ocelli). J1 krystalin byl prokézan opakované v dlitu, jak v ¢océce, tak
v reting (ve vngjsim segmentu fotoreceptoru). Vysedky charakterizace J1 v jamkovitém oku (pitu)
byly pozitivni jen pro nékolik tezi (fezy centrem pitu) a to v oblasti pied stinicim pigmentem
(fotoreceptorovavrstva).

J2 krystalin se v pitu ani dlitu nepodatilo prokazat. Jednotliva barveni shrnuje Obr. 17.

Tato diferencidni exprese krystalini je diskutovana v sekci Diskuze v souvidosti s vyvojem

jednotlivych o¢nich typa T. c.

Obr. 17: J1 a J2 Kkrystalin v pitu a slitu. (A) J1 krystalin - piekryv fluorescen¢niho a viditelného pole:
¢ocka velkého oka zcela vlevo, homi Sipka ukazuje na pit, dolni na dlit. (B) J1 krystalin, sipka ukazuje na
piicny tez dlitem. (C) Negativni kontrola (pozadi metody): bez primérni protilaky. (D) Absecnce J2
krystalinu v dlitu (zelena sipka); pozitivni ¢otka velkého oka vlievo. (D) Tentyz ez ve svételném mikroskopu
sfazovym kontrastem, bilou sipkou oznatena svétlolomna konkrece (¢ocka) ve dlitu. (F) Barveni celého
rhopalia protildtkou proti J2 krystalinu. Sipky ukazuji na slit (vlevo) a pit bez produkce J2 krytalinu
(Cerveng). Vyjma (A) a(E) jsou jadra znat ena modre pomoci DAPI.

7.5.4 Bunécna lokalizace J2 krystalinu

Jednim zcilu této préace bylo |épe charakterizovat novy krystalin J2. Protein byl poprvé
popsan v souvislosti z jeho pritomnosti v homogenizatu z ¢océek 7. c¢. a v soucasné dobé je
povazovan za jeden ze dvou krystalini (piipadné t¥i viz Prehled literatury) ¢ocek této étyihranky.
Vzhledem k tomu, Ze krystaliny jsou cytoplazmatické solubilni proteiny a tyto zahawi nebyly
nikdy dostate¢n¢ charakterizovany, bylo dilezité ovéiit tyto viastnosti i pro J2 krystalin.
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Byla piipravena translaéni fuze J2/EGFP (varianta GFP s posunem excita¢niho maxima pro
jasnegjsi fluorescenci) a J2/DsRed (Cerveny fluorescenéni protein) ve vektoru pro expresi v savéich
buikédch (s CMV promotorem). Transfekovany byly COS7 buiky (transformované opici
fibroblasty) a jako kontrola pouzity vektory pouze s EGFP ¢i DsRed (prevazné cytoplazmaticka
lokalizace) asPax6/DsRed (jadernalokalizace).

J2 se jevil cytoplazmaticky lokalizovany a exprimovany homogenné v celé cytoplazme

COS7 bungk, coz potvrzuje jednu z typickych vlastnosti krystalina i pro tento protein.

Obr. 18: Bunééna lokalizace J2 krystalinu. COS7 buiiky 48 hod po transfekci plazmidem. Jako kontrola
funkénosti metody: Pax6 transkripéni faktor (C) a odpovidgjici jaderné lokalizace. (A), (B) a (D) plazmidy
bez inzertu sprevézné cytoplazmatickym EGFP ¢&i DsRed, (E) — (H) skompletnim ORF J2 krystalinu pro
razné typy fuzi: C — J2 je na C konci EGFP; N — J2 je na N konci EGFP. 12 je lokalizovan vyhradné
cytoplazmaticky (napt. srovnani A aE). Modte jsou znacena jadra pomoci DAPI.

7.6 Histologicka barveni

Neptimé metody jako histologicka barveni jsou obvykle spise dopliikovymi. V tomto
pripadé byly vhodné nebot negjsou z vétsi casti zavidé na dostupnosti specifickych epitopu.
Vystupy z IHC mohly byt znaéné ovlivnény nedostupnosti proteinovych antigent v centralnich
partiich ¢ocky, kde vysokd koncentrace protein ¢ini material velmi rigidnim a napohled témer
krystalickym. Centralni partie ¢ocek tak nemusi byt stoprocentné pristupné protildtkédm. Tudiz
vystupy zIHC na velkych ogi sc¢ockou, za Ucelem popisu proteinového pavodu refrakéniho
gradientu, nemusely byt zcela prikazné. Histologicka barveni umoznila podrobit analyze ¢ocku
jako celek, bez omezeni danymi charakterem materidu (jako je zminovana krystalicka faze
v centru ¢ocky). Histologické techniky jsou zalozené zejména na chemicko — fyzikalnich
vlastnostech dané tkang (obvykle je afinita barviva zavida na pl tkané a na dalsich prisadach
v barvicim roztoku) a ani zde v centrech ¢ocek nebylo pozorovano jakého-li nekonzistentni

chovani barviv, tak jak tomu mohlo byt pti vizualizaci protilatkami.



7.6.1 Histologie: proteiny v ¢oc¢kach komplexnich o¢i

Tato histologicka barveni byla piipravena za Gcelem zviditelnéni a potvrzeni proteinového
charakteru gradientu refrakéniho indexu. Protoze piitomnost anorganické slozky cocky
srefrakénimi vliastnostmi byla vylou¢ena, dalsim materidlem, ktery lze vzit (Gvahu jsou pravé
proteiny. Z piedchozi césti vydedki vyplynulo, ze barveni J1 a J2 specifickymi protilatkami
neprokézalo piimo jejich pozitivni gradient ve sméru do centra ¢ocky, coz vsak mohl byt artefakt
metody zpisobeny diskutovanou nedostupnosti centra ¢oc¢ky protilatkam. Histologické techniky
vizualizujici tkané dle mnozstvi proteini a piipadné jejich charakteru, se tak staly alternativou
k IHC metode.

Mrazové rezy napii¢ ¢ockami byly barveny jednoduchymi roztoky oranze G, Ponceau Sa
amidocerin 10B, coby obecnymi proteinovymi barvivy. Déle byly aplikovéany metody specificky
zviditelfjici proteiny urditych vlastnosti (Azan Malory barveni, jednoduché barveni anilinovou
modii aoranz G ¢i jasnou zelenou s oranzi G).

Jiz barveni samotnou oranz G ukézalo na vysokou koncentraci proteini. Ponceau
S poskytovalo po raznych dobach inkubace iezi v roztoku rozdilng intenzivni zbarveni ¢ocky, coz
po optimalizaci této inkubacni doby umoznilo ¢astedné vizualizovat proteinovy gradient a vyborng
odlisit obsahem proteina vniténi a vnejsi ¢ast ¢ocky (Obr. 19, fada A). Amidocern 10B jako
alternativa k Ponceau S barvila ¢ocky viceméné homogenrg, aei s timto barvivem bylo po vhodné
dobk¢ inkubace mozné odlisit na proteiny bohatsi vnitini ¢ést cocky avngjsi ¢ast (Obr. 19, B aC).

Azan Mallory barveni, technika pavodné vyvinutd pro barveni kolagenu v pojivovych
tkanich, také prokazala rozdilny charakter centra ¢ocky a vrejsich partii. Navic vysedek barveni
poukézal na kolagenni charakter periferni ¢asti ¢ocky v oblasti piekryvajici se sablasti s nejvyssi
afinitou J2 pratilatky (Obr. 19 F a G). Kolagenni charakter tohoto pasu potvrdilo i barveni smési
orarz G a jasné zelené, kde jasné zelend barvi v tomto uspotradani proteiny kolagenni povahy a
orarz G v by mela barvit predevsim proteiny svoji vlastnosti podobné keratinim. Cotky takto
barvené maji vyrazné zelenou (barvivo jasna zelend) vnéjsi ¢ast a zlutou centralni ¢ast cocky (oranz
G) (obr. 19 E). Azan Madllory barveni, kde anilinova modr je kolorantem kolagennich materidli a
oraz G keratinovych a mist svysokym obsahem proteini (oranzové barveni u krétké inkubace
Azan Mallory; pri dlouhéinkubaci piebarveno azokarminem), tak bylo ve shodé stimto barvenim a
spoledre silné poukézaly na skutecnost, ze vrejsi ¢ést ¢ocky je kolagenniho charakteru, kdezto
vnittni svymi  vlastnostmi piipomina keratin. Toto podporuje i jednoduché barveni pouze

analinovou modii a oranzi G (Obr. 19 D).
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Obr. 19: Histologicka barveni prokazujici rozliSnou koncentraci proteini v ruznych ¢astech cocky a
odli¥ny charakter jeji vnéjsi a vnitini ¢asti. Rada (A): barveni proteini ve velké ¢occe; pii kratsich
barvenich Ize jiz pozorovat stoupajici koncentraci ve sméru do centra ¢ocky. (B) Barveni proteini ve velké
¢occe amidocerni. (C) Barveni proteind v malé coéce amidocerni. (D) AO — anilinova modé, oranz G:
barveni vizualizuje odlisny charakter obou &asti cocky. (E) Ofanz G a jasna zelend jsou sowésti barviciho
roztoku poukazujiciho na pritomnost kolagenu podobného materidlu ve vnéjsi ¢asti ¢ocky a na bohatost
proteini a jegjich keratinovou povahu v centru ¢ocky. (F) Azan Mallory barveni (10 min v azokarminu)
sobdobnym vysledkem. Centrum ¢ocky je barveno vice oranzi G nez azokarminem, patrné je i relativné
homogenni barveni retiny oranzi G (Zluté proteiny). (G) Azan Mallory (40 min v azokarminu), vyraznéjsi

vivr w4

barveni kolagenniho charakteru vngjsi ¢asti cocky velkého oka.

7.6.2 Histologicka charakteristika pitu a slitu

Predchozi barveni byla zaméiena na ¢ocky velkych o¢i a proteinovy gradient. Codce
podobna struktura se v§ak nachazi i v ditu a tak dalsim cilem bylo histologicky charakterizovat i
ocelli (pit adit), zvla&te po nalazu J1 krystalinu ve ditu.

Byly tedy piipraveny tezy riznymi rovinami pitu a slitu a pro charakterizaci byla pouzita
stejna barveni jako v pripadé velkych ¢ocek a navic obecné barveni hematoxylin/oranz G.

Histologicka barveni prokazala, ze ¢ocka ditu je svycm charakterem velmi podobna ¢ockam
velkych o¢i. Vysledna barveni byla velmi obdobna pro obé tkané (Obr. 20)
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D Azan Mallory

Ponceau S ﬁ 7 i ,f ﬂ : x |

Obr. 20: Charakter malych o&i. Cocka pitu (3ipky) vykazuje stejny charakter jako ¢ocky velkych oci, jak z
hlediska barveni protilatkou proti J1 krystalinu (A), tak raznych histologickych barveni (B, C, D). Typ
pouzité metody je vyznacen piimo v obrézku.

7.7 Studium exprese vybranych gent: konzervace genu obratlovcu a
zahavcu

Z rhopaii Tripedalia cystophora byla jiz v minulosti v nasi laboratoii piipravena EST
knihovna. Jednotlivé EST byly porovnany sgenomy Sesti raznych organizmi a tak, jak bylo jiz
naznateno v piedchozich studiich na kordu Acropora milepora, bylo nalezeno mnoho obratlovcich
homologt k jednotlivych genam, wetné téch podilgicich se na vyvoji ofi a vystavhe
fototransdukéni kaskédy. Prekvapivé bylo zjisténo, ze mnoho z geni, které jsou konzervovany
mezi ¢tyrhrankou Tripedalia cystophora a obratlovci (Homo sapiens, Mus musculus, Gallus gallus)
bylo v pribéhu evoluce ztraceno v liniich vedoucich k octomilce ¢i had’atku. Tato konzervace
genovych sad zahavct a obratlovct je pozoruhodna

Cilem této casti diplomové préace bylo jednak optimalizovat protokol pro RNA ISH pro
rhopalia 7. ¢. a dde pomoci této metody vizualizovat pritomnost vybranych zajimavych gent
(jejich mRNA) tak, aby ze vzoru exprese bylo mozné cerpat nove informace o potenciélni funkci ¢i
vlastnostech studovaného genu, respektive proteinu. Charakterizovana byla exprese (na drovni
MRNA) 7. c. MITF, T. ¢. RFamid aT. ¢. selenoprotein O.

7.7.1 MITF

Pro studii odhalujici, Zze oko T. c. je stavéno z podobnych komponent jako oko obratlovéi

(ciliagrni typ opsinu; melanin jako stinici pigment apod.) KOZMIK et al. (2008) byla
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charakterizovana transkripce MITF (transkripcni faktor asociovany s mikrooftalmii). Tento
transkripéni faktor se u obratlovci podili mimo jiné i na vyvoji melanocyta a tvorbé pigmentace
retiny (pigmentovaného epitelu retiny) HEMESATH et al. (1994), OPDECAMP et al. (1997). Jho
mutace u lidi zpasobuji Waardenburgiv syndrom typu Il manifestovany hluchotou,
hypopigmentaci kize, malformacemi o¢i a. NOBUKUNI ez al. (1996). Prekvapivé byly nalezeny
homology pro MITF, pavodné popsaného u mysi, i vgenomech nékterych bezobratlych
HALLSSON et al. (2007, HALLSSON et al. (2004). Po ndlezu genu shomologii kK MITFi u T. c.
tak bylo extrémrg zgjimavé zjitit, zda sei zde bude jednat o regulétor s vyznamem pro vyvoj o¢i a
zdamRNA bude lokalizovana alespon v nékterém z typa o¢i 7. c.

Podatilo se prokézat expresi 7. ¢. MITF v ramci rhopalia. mMRNA se nachézi v prodlouzeni
fotoreceptorovych bunék v kruhovém vzoru, bezprostiedné za melaninovymi depozity v reting.
Navic byla pozorovana lokalizace transkript ve vng §i ¢asti ¢ocky (Obr. 22 A), coz je ve shodé

steorii vznikucocky T. c. z pigmentované fotoreceptorové bunky (viz Diskuze).

7.7.2 RFamid prekurzor

Protoze pro funkéni vyznam oka je nezbytné zpracovani vizudni informace nervovou
soustavou, byl charakterizovan v EST knihovné ndhodn¢ nalezeny gen pro RFamid prekurzor, ato
ve snaze objasnit zpracovani vizudlni informace v rhopdliu.

RFamidy jsou peptidové nervové pienasece primarné popsané u bezobratlych, které jsou
dnes viak znamé i u savci DOCKRAY (2004). Tyto neuropeptidy jsou hojné piedevsim
v evolwné ,starych’ nervovych systémech, jakymi jsou nervové systémy zahavci. Ziskana
sekvence zT. c. vykazuje nejveétsi podobnost s Pol-RFamid prekurzorem z hydromeduizy
Polyorchis penicillatus SCHMUTZLER et al. (1994), nervovym pienasecem skupiny pribuzné
FMRFamidim. Na sekvenci vetsi casti z prekurzorového proteinu jsou jasné patrné peptidové
sekvence (QQWLRGRFGRE (Obr. 21). RFamid prekurzory jsou posttranslacné stépeny za vniku
nékolika peptida z jediného prekurzoru. Tento prekurzor je ¢asto kddovan jedinym genem, tak jak

jetomuuT. c.

REFAL TWLRGRF GREASDQWLRGRF GRFATAQWLRGRF GREAVDQWLRGRF GRDVADQWL
RGRF GREVDGOWLRGRF GREVATQWLRGRE GREAAEQWLRGRFGRQL EEDI EDEPFDREL
DQWLRGRF GRETEQWLRGRF GKRESNEQWLRGRF GREVNDQWLRGRF GREAEQWLRGRFGR
ETEQWLRGRF GREADQWLRGRF GREL EQWLRGRF GREAEQWLRGRF GRESDKSEDAVEQW
LRGRF GREL EQGGFEGENSL GSAMDSNVARAVKT EGSSAAVGVKDQRQDSSKVEAEL SAQ
GS| SEKRNL

Obr. 21: Pol-RFamid Tripedalia cystophora. Tmavé je zndzornéna konzervovana sekvence neuropeptidu,
podtrzena je C-termindlni sekvence RFamidu a kurzivou je vyznatena konzervovana sekvence nezbytna pro
stépeni prekurzoru, kde nejvétsi vyznam ma Glu.
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RFamid z T. ¢. byl v ramci rhopalia exprimovan jedinou vétsi skupinou neuroni obklopujici
symetricky stopku rhopalia (Obr. 22 B). Podobna nicméné o mnoho mensi skupina byla popsana
v ¢lanku SKOGH et al. (2006) na zakladé barveni RFamidovou protilatkou v blizkosti zasoby vice
nez 2000 dediferencovanych bungk v zadni ¢ésti rhopalia (také u stopky).

7.7.3 Selenoprotein O

Jednim z vybranych gent byl i zastupce onéch mezi 7. ¢. aobratlovci konzervovanych gent
(pritom chybgjicich u octomilky i had’dtka), selenoprotein O. Cilem bylo potvrdit, ze je nejen
pritomny v genomu 7. ¢. (a péipadné na ngjaké minimalni hlading transkribovan, tak aby se mohl
ocitnout ve zminované cDNA knihovnég), ale ze je skutetné transkribovan, a to se specifickym
vzorem exprese, odpovidajicim pripadné specializované funkci produktu.

Metodou RNA ISH na celych rhopaliich skute¢r¢ byla vizualizovana jeho pritomnost
v tkanich rhopalia. Jednalo se o specifickou oblast horniho kraje statocysty (Obr. 22 fada C). Jako
pozitivni kontrola funkénosti RNA ISH byla pouzita ovérena riboprdba syntetizovana pro J1A
krystalin (Obr. 22 D) a jako jedna z negativnich kontrol bylo pouzito totéz barveni bez préby
(pozadi metody) Obr. 22 E.
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Selenoprotein O AB

J1A krystalin bez proby

Obr.22: RNA in situ hybridizace na rhopaliich pro vybrané geny. Pouzita byla vypreparovana rhopalia,
piipadng mrazovy fez juvenilni medizou (fada B, posledni fotografie). Cervené sipky a pierusovana ééra
vyznaiuji zasadni ¢i hafe pozorovatelna mista exprese. AB — po odstranéni pigmentu. Nasleduje popis
Iokalizace pro jednotlivé geny. (A) MITF: ¢ocka malého oka; za pigmentem malého oka— pravdépodobné
shluk neuront a bazdlni ¢ast fotoreceptori (PR); kruh za pigmentem velkého oka, pravdépodobné bazalni
¢ast PR
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8. Diskuze

8.1 Gradient refrakéniho indexu v ¢occe

Jak bylo v Gvodu préce osvétleno, gradient refrakéniho indexu je nezbytny pro dobré vidéni
vodnich zivocicha. Potiebuji-i udrzet kvalitu obrazu —tyké se samozi'ejmeé pouze o¢i se schopnosti
formovani obrazu — je tento gradient napii¢ kulatou ¢ockou (typicky tvar pro vodni organizmy)
nutny k redukci sférickych aberaci, danych tvarem ¢ocky, atedy ke zkvalitnéni obrazu.

U kmene zahava, zivodichi jejichz linie se od hlavni vyvojové vétve organizmi vyklilajiz
pred oddélenim bilateralné symetrickych organizmi, je pozoruhodna jiz sama skute¢nost, ze u nich
nalézame (jako u prvniho kmene) oci. Popis komplexnich oéi srohovkou, ¢o¢kou i retinou byl u
tiidy zahavct (Cubozoa) skuteéné fascinujici. Objev, ze tyto o¢i jsou schopné zpracovat obraz
(nehovoiime ted’ o jeho zpracovani nervovou soustavou, ale optickym apardtem), a ze jegjich
¢ockami, stegin¢ jako cockami vyssich organizma, prostupuje gradient refrakéniho indexu, byl
piekvapujici a publikovany v ¢asopisu Nature NILSSON et al. (2005). Na otédzku jak a z ¢eho je
tento gradient tvoiren méla odpovédét ¢ést této préace.

Potencidinimi materidly, které by se mohly na zvyseni refrakéniho indexu v centrdnich
partiich ¢oc¢ek podilet jsou proteiny, jak je tomu tieba u ¢ocek ryb a anorganické materidy jako
napi. kalcit u hvézdic. Protoze pritomnost anorganického materidu takovychto vlastnosti byla
v ¢occe pomoci rentgenové difrakce vyloucena, zbytek préce je vénovéan prikazu proteini, coby
tvircim tohoto gradientu a tvorbé a charakteru jejich gradientu v ¢occe. Prirezy ¢ockami byly
nejprve charakterizovany na TEM, coz jiz bylo v minulosti publikovano LASKA - MEHNERT
(1985), nicméné nikoli se zaméenim na tuto problematiku a detaily. Nalez gradientu elektronové
hustoty smaximem v centru ¢ocky potvrdil fyzikdné zméreny gradient refrakéniho indexu
(elektronova denzita koreluje piimo s refrakénim indexem pro toto slozeni ¢ocky, GARM et al.
(2008)). V krajnich vrstvéch bunek ¢ocky bylo nalezeno velké mnozstvi ribozomi, pricemz toto
mnozstvi stoupalo smérem k centru, kde jiz nebyly ribozomy pozorovatelné. Pozitivni korelace
poctu ribozémi s elektronovou hustotou silné podpotila myslenku na proteinovy pivod gradientu.
Navic studium vyvoje ¢ocek v ontogenezi, kde se smérem do centra piesouvaji burky nejvice se
plnici materidlem s vysokou e ektronovou hustotou, tuto hypotézu upeviiuje.

V minulosti byly popsany z homogenizéta ¢oéek tri hlavni krystaliny, pricemz lokalizace
jednoho znich (J3) neni v ¢occe je sporna a naopak je zjevna v jinych castech rhopdia. J1
(predevsim) a J2 krystaliny se nicméne skutecre jevi jako hlavni proteiny ¢ocky atak bylo nasnadé
pokusit se potencidlni proteinovy gradient vizualizovat pomoci jejich barveni. Byly tedy ptipraveny
protil&tky rozeznavajici tyto proteiny a metodou IHC naiezech i jedincich bylalokalizovanajegjich

produkce. Zpodatku se nedatilo ziskat signd jinde nez v perifernich vrstvach ¢ocky a to ani po
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pouwziti raznych antigen odmaskujicich technik. Po aplikaci optimalizace metody pro zvyseni
specifity protildtky (mimo jiné zahrnujici také 2 — 3 denni inkubaci s primarni protildtkou) v§ak
bylo mazné J1 krystalin vizualizovat v pomérné homogennim rozlozeni v celé plose ¢ocky, i kdyz
zcelav centru byl znatelny slaby pokles. J2 krystalin byl vsak vzdy lokalizovéan pouze v okrajovych
vrstvach ¢ocky.

To neni zcela v souladu svysledky elektronové mikroskopie, nicméng Ize takovy vysledek
vyswétlit hned nékolika zpasoby. Jednak lze predpokladat, 7e pii takové hustoté proteina
v centrélni ¢asti ¢ocky (75%) nebylo mozné ani pouzitymi metodami dostatecné odhalit epitopy
krystalini tak, aby byly pristupné protildtkdm i v centru a mohly jsme jimi vizualizovat
krystalinovy gradient. Dale je mazné, ze na ustaveni proteinového gradientu se podilei vEtsi mérou
jesté jiné proteiny nez J1 aJ2 krystlin.

Zam¢timeli se na J2, vysledky ukézaly i po vsech Upravach metod na velmi rozdilnou
expresi v porovnani s J1. To Ize interpretovat funkene, ale i jako artefakt. Samoziejme je mozné a
feknéme pravdépodobngjsi, ze diky odlisné povaze (pl, velikost apod.) pini tyto proteiny role
krystalini v riznych ¢astech ¢ocky, napt. pro jejich rozdilny potencid pro zvysovéani refrakéniho
indexu. Velmi jednoznacné barvené pro J2 krystalin tuto myslenku vyrazné podporuje, protoze
v ¢occe, kromeé perifernich vrstev, neni témét ani ndznak jeho piitomnosti. To je v§ak mozné
vysvétlit i tak, ze J2 protildtka je jesté citlivéjsi vici nedostupnosti antigenii v centru ¢ocky, a ze J2
krystalin je mozné k tomuto chovani néchylngjsi nez J1.

Protoze tedy protildtky proti hlavnim krystalinim nepotvrdily jednoznagné vysedky
z elektronového mikroskopu a tak piimo neprokazaly proteinovy charakter refrakéniho gradientu,
hledala se alternativni metodapro jeho prikaz. Bylo tedy testovano nekolik histologickych barviv a
postupi, kterymi je mozné proteinovy gradient vizualizovat. Tato barveni, zefména Ponceau S,
nakonec skutecné ukazala na piitomnost rozdilnych koncentraci proteini v rozdilnych ¢astech
¢acky, smaximem v centru a klesgjici koncentraci smérem k periferii. Potvrdily tak proteinovy
pavod gradientu a navic poukazaly na specifické vlastnosti vngjsi , kapsule® ¢ocky a vnitini ¢asti.
Barveni opakovarg poukézala na materidl svlastnostmi podobnymi kolagenu ve zminéné periferni
¢édti, kde by krome refrakénich viastnosti mohl dobie hrét i roli podpirnou a napoméhat tak k
udrzeni integrity ¢ocky. To by mohlo davat smydl jiz proto, ze kolagen skute¢né obecné nalézame,
jak v ¢ocee, tak v rohovee (popsano predevsim u savcl). Kolagen typu ¢tyii (tropokolagen) je
napiiklad u lidi typicky kolagen bazdni laminy a ¢ocky, kde je exprimovan v capsula lentis
(pouzdro na povrchu ¢ocky) KELLEY et al. (2002).

Vnitini ¢ést ¢ocky T. c. se viemi metodami barvila odlisné od vngjsi a prokazovala charakter
na proteiny extrémné bohaté tkané, coz také odpovida vyslednému obrazu o rozlozeni proteinti
v ¢occe. Proteiny vnitini ¢asti mimo to vykazovaly pii barveni charakter keratinu podobného
materidlu. Keratin je pritom béznou soucasti rohovky nékterych organizmi (predevsim cytokeratin

3 + 12). Nicméng barveni obecnou komeréni cytokeratinovou protilatkou na fezech ¢ockou 7. c.
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prokézalo jeho pritomnost pouze ve vngjsi ¢asti ¢ocky, vnitini ¢ast ¢ocky byla bud’ protilatkam
nepiistupna ¢i cytokeratin detekovatelny touto protildtkou neobsahuje (neprezentovana data).

8.2 Ctyii odlisné typy oéi v ramci jednoho smyslového organu

Je tézké predstavit si vizudlni naroky zivocicha, ktery se zivi aktivné lovem malych korysi
(vplouva za nimi do svételnych kuzeld, kde se mu nalepi na chapadla) a potiebuje byt schopen
vyhnout se koifenam stromu v piibieznich zénéch, které obyva Jesté obtizngsi je, predstavit s,
kolik ztoho dokaze se svoji dobrou, ae zdaleka ne dokonalou nervovou soustavou vyuzit. Zda se
vsak, ze mnohem vice nez bychom ocekavali, protoze i epigamni chovani vyustujici v predani
spermatoforu samici (piicemz se ob¢é medlzy drzi za chapadla) je nejspise také vizudne fizené. A
skutecnost, ze celym organem je natateno adokonce | ze priclonovat velké oko s ¢ockou naznatuje,
7e bohaté vybaveni tohoto organu nebude bezcilné, ale pravé nejspis piizpusobenim komplexnimu
zivotnimu stylu téchto meduz, ktery je mezi zahavci unikatni. V nedavno publikovaném ¢lanku
charakterizujicim pit a dlit byla dokonce vedena Uvaha o rozdilnych funkcich ¢tyf typa oci
¢tyrhranek a o jgjich vzniku postupnou optimalizaci k G¢elu, ktery momentalné plni napi. dit jako
pravdépodobny senzor vertikdniho pohybu GARM et al. (2008).

Tato préce je zametena mimo jiné na spolecnou charakteristiku pitu, slitu, malého a velkého
okasc¢ockou. Z vysledkt J1 a J2 lokalizaénich experimentt a histologickych barveni vyplynulo, ze
sdili mnoho spoleiného nejen na morfologické drovni, ae Ze zde Ize dedovat jisty trend od
nejjednodussiho pitu az k ngikomplexngjsimu velkému oku s ¢ockou. Z morfologického hlediskaje
to narast poctu bunéénych typi a dozitosti vysdedného oka. Podivame-li se na produkci
jednotlivych krystalini, nalézame v pitu a dlitu jen J1 krystalin (Obr. 17 a 20). J2 se jevi jako
vylepseni az velkych komplexnich ogi a jejich ¢ocek. Pricemz J1 krystalin nachédzime nejprve
pouze v pigmentovanych fotoreceptorech (coz je jediny bunéény typ pitu), ale ve ditu jiz, jak ve
fotoreceptorech, tak v ¢oc¢ce. U velkych komplexnich o¢i navic nalézame J1 krystalin kromé ¢ocek
také castedné v ¢asti retiny sousedici s¢ockou (pri powziti J1 — P protildtky, pii jegji relativné
vysoké koncentraci a inkubaci pies noc pri pokojové teplote dili |ze diskutovat o specifité tohoto
barveni a ptipadném artefaktu). Kazdopadné by tato zbytkova syntéza v retiné poukazovala na
pivodni vyskyt J1 krystalinu, jak naznatila barveni pitu.

J2 naézame az v ¢ockéch malého a velkého komplexniho oka a i po vsech pokusech o
odhaleni epitopa v centru ¢ocky (které vyrazné pomohly J1 protilatce) jeji lokalizaci pozorujeme
pouze ve vrejsi ¢asti cocek. Lze si tak predstavit scénar, ve kterém je J1, do té doby jeden z mnoha
proteini fotoreceptort, rekrutovan do role krystalinu, nejprve mozné dosti ndhodné na zakladg jeho
vhodnych vlastnosti a lokalizace exprese. Krom¢ fotoreceptorovych bunek pitu pak vznikl novy
specializovang i bunéény typ odvozeny od fotoreceptori (nebo jejich progenitort) exprimujici J1

krystalin a tvorici masu podobnou ¢oéce vjamce ditu. Tato ¢ocka mohla byt predchidcem
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vicevrstevnych ¢ocek komplexnich oci, které v celé své plose exprimuji J1 krystalin. J2 krystalin
pak v prabéhu vyvoje téchto komplexnich o¢i mohl byt rekrutovan jako vylepseni vlastnosti
perifernich ¢asti ¢ocky, kde je vyhradné produkovan.

Tak |ze v zasad¢é povazovat pit za predchidce dlitu, jehoz vyvinutéjsi formou by mohlo byt
malé oko scéockou, kde je ¢ocka, obdobné jako ¢ocka ditu, umisténa v asymetrické reting.
Nejpokrocilgisim typem je pak velké komplexni oko s ¢ockou, které je oproti malému doplnéno o
schopnost piiclonéni g. Pit a dit tak |ze chapat jako predchidce slozitéjsich ocnich typh, jako
jakési mezikroky. Vezmeme-li to do dasledkd, Ize fici, ze vie zaalo u pitu tvoieného pouze
pigmentovanymi fotoreceptory a tak i ¢otka velkych o¢i méa pivod v pigmentové buiice, coz
koneckonci naznacuje i exprese MITF, transkripéniho faktrou tidiciho mj. pigmentaci v oku,
v rhopaliich 7. ¢. Teorii vyvoje ¢yt o¢nich typa 7. ¢. shrnuje Obr. 23.

Rhopalium je tak skute¢né unikdtnim organem, kde mozna v jedinou chvili pozorujeme
evoluci o¢nich typi vedoucich ke vzniku relativné dozitého oka scockou, oka ¢étyinranek.
Tripedalia cystophora je tedy unik&ni model i z hlediska utvéieni nasich predstav 0 mozném

vzniku komplexnich oi.

=2 %= PIT

1 bunécny typ - SLIT
J1 krystalin v PR 75\
| & BN MALE
OKO

4 bunécné typy

VT T = NN
J1 krystaiin v PR A ~ :
.. a v Cocce m VELKE
'o... V OKO
vice bun&én ych typu
11§ J2 krystalir £\

‘A vice bunécénych typl
J11J2 krystaiin
komplexné&;jsi

Obr. 23: Evoluce oénich typi Tripedalia cystophora. Schéma ilustrujici mozny scéné vzniku raznych
ocnich typa ¢tythranky z piavodniho jednoduchého ogniho pohérku (pitu). Smér vyvoje od nejjednodussiho
k ngjdlozitéjsimu je naznacen teckovanou sipkou. PR —fotoreceptor.
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8.3 Genové sady zahavcu a obratlovci: prekvapivé blizko

Jak jiz bylo v Gvodu prace uvedeno, zda se, ze zahawii a obratlovéi genova vybava je
pomeérné dobie konzervovana. Celogenomova hledani proti EST knihovné z rhopalia 7. c., stejné
tak jako z Acropora milepora poukézala na ztratu mnoha gena v liniich vedoucich napi. k had’atku
¢i octomilce a naopak na udrzeni mnoha z téchto gent u zahavci i obratlovci. Kromeg toho se
mnoho gend, které jsou typické pro ofi obratlovca (napr. pro obratlovce specifické komponenty
fototransdukéni kaskady) podatilo v EST knihovrg nalézt ¢ cilené doklonovat KOZMIK et al.
(2008).

Treti ¢ést této prace tak byla zamétena na charakterizaci exprese z tohoto hlediska tiech
zajimavych gena (Obr. 22). Jsou jimi MITF, vyse popsany transkripeni faktor podilgjici se na
vyvoji o¢i, zeiména pigmentace, popsany predevsim u obratlovci. RFamid, nervovy prenaseg,
charakterizovany pro svoji potenciani Ulohu v pifenosu nervovych signdli z/do rhopaia. A
konein¢ selenoprotein O, zastupce genti konzervovanych mezi zahavci a obratlovci, ale ztraceny
v liniich vedoucich k octomilce ¢i hadaku.

Lokalizace mRNA MITF v rhopaliu byla diskutovana vyse jako jeden z argumenti pro
mozny puvod komplexnich o¢i T. ¢. z pivodné pigmentovanych fotoreceptorech. Mimo to se jedna
o0 jeden z dulezitych gent pro vyvoj oci, které v této funkci sdili, tak jako fadu jinych gena, jak
obratlovci, tak zahavci KOZMIK et al. (2008).

Pol-RFamid, jak byl tento neuropeptid 7. c¢. na zékladé podobnosti proteinové sekvence
klasifikovan, nalézame v ramci rhopalia u skupiny bunék kolem stopky, na které rhopalium visi a
kterou je vedeno veskeré nervstvo spojujici smyslova a jind nervova jadra v rhopaliu shlavnim
nervovym provazcem kolem medulzy. Toto spojeni je klicové pro ovladani svali meduzy, které
jsou inervovény az z nervového kruhu, piedev§im jeho ganglii. Vzhledem ktomu, ze jiz
v minulosti byla na zékladé protildtkovych barveni charakterizovana RFamid pozitivni nervovéa
vldknavybihgjici z nervovych jader v rhopdliu a piijimajici nejspise signdly z o¢i COATES (2003),
Ize spekulovat, zda se i tato Pol-RFamid pozitivni skupina neuroni Uc¢astni zpracovani vizudlni
informace zrhopalia a nepiedava tak dale skrze stopku signdl smérem ke konenym efektoram,
svalim.

Samozigjme, puvodem vétsiny sekvenci 7. c. je cDNA knihovna z rhopalii ¢i larev. Z toho
vyplyva, ze transkripéni aktivita téchto geni by méla byt zgjisténa jiz jgich pritomnosti v
knihovng. Cilem tedy nebylo pouze potvrdit expres selenoproteinu O, ale také posoudit v jaké
miie je v dosp&ém rhopaliu takovy gen transkribovan a zda 1ze ze vzoru jeho exprese na Urovni
MRNA zjigtit néco o jeho piipadnych vlastnostech. Kouzlem tohoto modelového organizmu je
mimo jiné i prozatimni existence pouze nékolika v literatuie funkéné popsanych geni, a tak je

kazda informace je skuteiné cenna.
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Z vysdedkn vyplynulo, ze selenoprotein O ¢étyihranky T. c. je ngjsilngji exprimovan v zadni
sténg statocysty (Obr. 22 C), coz je zgjimavé, pokud si uvédomime, Ze je to i misto lokalizace J1
krystalinu, proteinu pribuzného selenoproteinim. Navic ztréta selenoproteinu O u octomilky a
hédétka a jeho zachovani v T. ¢. a nékterych obratlovcich je i v souladu sdaty a zavéry z nedavno
publikovaného ¢lanku Lobanova a kolegih LOBANOQV et al. (2007). Tato préce anayzuje
selenoproteiny mnoha organizmi a sleduje trendy ve vyvoji selenoproteini v evoluci. Vysledky
poukazuji na skutecnost, ze vice nez polovina selenoproteinovych rodin je konzervovana mezi
jednobungcnymi eukaryoty a savci, z ¢ehoz plyne velmi starobyly pivod této skupiny. Analyzy
déle ukazaly na nezavidé masivni ztraty mnohych z téchto geni u nékterych skupin organizmi,
jmenovité u suchozemskych rostlin, hub (Fungi), hlistd (had’ako), hmyzu (octomilka) a nékterych
protist. Celkové porovnani mnozstvi v soucasné dobé v genomech piitomnych selenoproteint
nakonec odhalilo evidentni zévidost poétu selenoproteini na vodnim ¢i suchozemském typu
zvota. Vodni rostliny i zivogichové (jako i ¢tyrhranka) s podrzeli a v nékterych piipadech i
rozsitili své selenoproteomy, kdezto suchozemské organizmy mnohé selenoproteiny ztratili, nékdy
zcela kompletné. Zda se tedy, ze zivot ve vadnim prostiedi nejspise podporuje utilizaci selenu a
naopak u suchozemskych organizmu zde hraje daleztou roli neznamy faktor prostiedi, snizujici

vywzitelnost tohoto prvku.
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9. Souhrn

V ramci diplomové prace bylo:

- prokédzano, ze gradient refrakéniho indexu Vv c¢ockadch velkého a malého
komplexniho oka ¢tythranky Tripedalia cystophora je proteinového pivodu, tak jak je
tomu naprt. i u obratlovca.

- lépe charakterizovan novy J2 Kkrystalin. Bylo demonstrovano, ze se jedna o
cytoplazmaticky protein, pritomny pouze v rhopaliich Tripedalia cystophora (¢ocky,

epitel statocysty).

- navrzena teorie osvétlujici vznik ¢ty odliSnych typi o¢i v ramci jednoho
smyslového komplexu a to piedevsim v zavidosti na vysedcich studia morfologie a

rozdilné exprese J1 a J2 krystaling.

- v souvidosti sUvahami 0 konzervaci genové sady Zahavea a obratloved bylo
prokazano, ze geny, které jsou mezi témito skupinami konzervované a presto byly
ztraceny v jinych vyvojovych liniich, jsou u Tripedalia cystophora stale vyuZivané,
piingmensim exprimované. Pomoci RNA in situ hybridizace byla takto potvrzena exprese
selenoproteinu O, ale také dvou geni podilgjicich se na utvareni zrakového Ustroji 7. c.,

RFamidu a MITF, které vsak nepatii mezi geny ztracené v jinych liniich.

- nekteré z vysedkia a shromazdéné poznatky byly publikovany ve dvou ptavodnich

¢lancich ajednom ¢lanku prehledovém. Tyto ¢lanky jsou soucasti priloh diplomoveé préce.
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