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Analysis of the SIX homeobox family in Craspedacusta sowerbyi

Abstract

Homeobox genes are generally known as key factors directing processes during
the morphogenesis of organ systems. Recently, research of homeobox genes evolution has focused on
evolutionary old groups of species, such as Cnidarians. In Cnidarians, there are more homeobox genes
compared with more complex organism, such as fruit flies. Several homeobox genes have also been
described in plants and fungi. General opinion is that homeobox genes are a very old group of genes,

originating even before the main kingdoms of multicellular organisms.

Six homeobox genes that have been identified as homologues of Drosophila sine oculis,
an important factor for compound-eye formation, take part in numerous developmental processes
directed by the PAX-SIX-EYA signal pathway. In Vertebratae, as representatives of Deuterostomes, there
are six genes in three sub groups, whereas in Drosophila melanogaster, as arepresentative of
Protostomes, three homologues have been described, always one for each subgroup. The ancestral six
genes diverged even before the divergence of groups Bilateralia and Cnidaria. In freshwater jellyfish
Craspedacusta sowerbyi we distinguished both HD and SD regions for five SIX proteins. Four of these six
genes of Craspedacusta sowerbyi belong to the established Six groups (Six1/2, Six3/6 a Six4/5), where in
the sub group Six3/6, the ancestral six3/6 gene have been duplicated. In Craspedacusta sowerbyi there
are two six3/6 genes, the same as has been described by Deuterostomes. It is possible, that in Cnidarians
the six genes may divide into four subgroups. Moreover, we described one protein very similar to IRX

group of homeobox proteins.

Key words: homeobox, homeodomain, gene, protein, Craspedacusta, evolution, jellyfish, sine oculis,
optix, Dsix4, SIX
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1. Uvod

Predlozena diplomova prace je soucasti projektu molekularni
analyzy vybranych homeoboxovych proteinl u Craspedacusta
sowerbyi. V této praci se zameérujeme na proteiny skupiny SIX patrici
do tridy Atypickych homeoboxovych proteing.

Produkty homeoboxovych genl hraji klicovou roli v fizenych
procesech organogeneze jako transaktivatory genové exprese.
Homeoboxové geny skupiny Six se Cleni podle funkce a struktury do
tfi zakladnich podskupin Six1/2, Six3/6 a Six4/5. Geny z prvni (Six1/2)
a druhé (Six3/6) podskupiny se u Drosophila melanogaster podili na
vyVvoji vizualniho systému, zatimco Dsix4 je transkribovan ve tkanich
odvozenych z mezodermu. U savcl véetné ¢lovéka se oproti zjisténym
funkcim u octomilky geny skupiny Six1/2 neexprimuji béhem
organogeneze oka, ale v mezodermalnich tkanich, zatimco pouze
geny podskupiny Six3/6 jsou zapojeny v kontrolnich drahach pfi vyvoji
oka ale také mozku. U Drosophila melanogaster jsou popsany tri Six
geny, kazdy pro jednu Six-podskupinu. U savcl a u ostatnich
popsanych obratlovct doslo k divergenci Six genl do celkového poctu

Sesti gend, z ¢ehoz vzdy dva patfi do jedné Six podskupiny.

Otdzka fylogeneze a divergence jednotlivych zdastupcl Six
skupin je znacné nejasna. V soucCasnosti se velka cast studii ohledné
evoluce homeoboxovych genll zaméruje na Zahavce (Cnidaria) jako
Zivocichy vyvojové plvodnéjsi. Prekvapivé jednoduchost anatomie
jejich téla neodrdzi ,jednodussi“ genom; naopak se v konkrétnich
pfipadech ukazuje, ze nékteré lidské homeoboxy vyskytujici se i u této
staré skupiny zivocichl, byly u Drosophila melanogaster jako jednoho
z hlavnich modelovych organism{ pro molekularni biologii v priibéhu

fylogeneze ztraceny.

Jednim z projektl Laboratore genomiky a bioinformatiky pod
vedenim Dr. Cestmira Vi¢ka na Ustavu molekularni genetiky AV, kde
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byl projekt zpracovan, je analyza homeoboxovych gend u modelového
organismu  Craspedacusta sowerbyi (Cnidaria) s konkrétnim
zameérenim na geny skupin SIX a POU.

Cilem projektu je molekularni charakterizace a komparativni
analyza SIX protein Craspedacusta sowerbyi ve srovnani s jiz
znamymi SIX proteiny jinych druh.

2. Prehled literatury

2.1 Obecna charakteristika homeoboxovych genu

Revolu¢nim objevem pro vyvojovou biologii byla identifikace gen(
zodpovédnych za zdkladni stavebni plan orgdnl podél predo-zadni
(anterior-posteriorni) osy téla u Drosophila melanogaster v roce 1984.
Studie byla zamérend na skupinu genl Antp a Ubx (Antennapedia a
Ultrabithorax), které jsou zodpovédné za vyvoj krfidel a koncetin
v prislusnych télnich segmentech. Expresi uvedenych genl vznikaji
transkripCni faktory regulujici genovou expresi béhem bunécné
diferenciace smérujici ke stavbé prislusnych orgdni (Scott et al. 1983,
Scott and Weiner 1984). Pozdégji byly funkéné obdobné transkripcni
reguldtory nalezeny také u mysi a Clovéka. Konkrétné u clovéka bylo
mimo jiné popsano 39 genl spadajici do rozsahlé tridy Hox genl
(pribuznéa skupina genl k Antp a Ubx). Kromé klicové role Hox genl
ve vyvoji stavby téla u mnohobunécénych Zivocichd byla u téchto gend
také zajimava fyzickd lokalizace v klastrech na chromozomech a s ni
spojena pozicné ovlivnénd exprese v jednotlivych télnich segmentech.
Hox geny jsou u C¢lovéka lokalizovany na Ctyrech chromozomech (2, 7,
12 a 17) ve ctyrech klastrech, pricemz stejny pocet klastrd se
vyskytuje u vSech zatim studovanych savcl. Jednotlivé geny podél
predo-zadni osy téla jsou exprimovany v pfesném poradi od 3°- k 5°-
konci v rdmci umisténi na chromozomu; geny Uclastnici se vyvoje
organd v predni (anteriorni) ¢asti téla lezi na chromozomu blize k 3

“- konci a analogicky geny pro organy v zadni (posteriorni) Casti téla



jsou lokalizovany na5’-konci (Krumlauf and Gould 1992).
U obratlovcl se vyskytuje jesté dalsi zajimava kolinearita v rédmci Hox
klastru, kdy jsou nejprve exprimovany geny v anteriorni ¢asti osy téla
a pozdegji v posteriorni (Duboule 1994, Kmita and Duboule 2003).

Anterior Posterior
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Transcription Obr. 2.1.1 Genomova organizace a expresni

kolinearita Hox genti u Drosophila
melanogaster a mysi (Favier, 1997)

Anterior

Na obrazku jsou jednotlivé Hox geny a jejich
expresni profily barevné odliseny. V horni ¢asti je
schématicka exprese v larvalnim stadiu
Drosophila melanogaster a v dolni béhem
embryogeneze mysi. Sipky zndzornuji
fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi ¢leny Hox
tridy vzniklych z plvodniho (ancestralniho) Hox

klastru.

U vSech uvedenych transkripénich reguldtord se nachazi
sekventné vysoce konzervovany 180 bp  kodujici  60-ti
aminokyselinovou oblast tzv. homeodoménu (homeobox) (Gehring et
al. 1994). Na zakladé tohoto konzervovaného motivu bylo objeveno
mnoho jinych trid transkrip¢nich faktord obsahujicich homeobox nejen
u mnohobunéénych zivocichd, ale také u rostlin (Blrglin 1997).
Prekvapivé i MAT proteiny u konjugujicich jednobunécnych kvasinek
obsahuji homeodoménovou oblast (Wolberger et al. 1991, Wolberger
1993). Uvedend zjisténi jednoznacné vedou k predstaveé

monofyletického plvodu homeodoménovych transkripcnich
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regulatord s pribliznou dataci vzniku homeoboxu pred rozdélenim frisi
hub, rostlin a ZivoCichG v prlbéhu evoluce. Speciace téchto
transkrip¢nich faktord se ¢asto odehravala genovou duplikaci, o ¢emz
svéddi vznik Hox klastrl a to i presto, Zze nékteri ¢lenové jinych trid
jsou volné dispergovany v genomu. Rozptyleni genl nékterych
zastupcl homeodoménovych transkripénich faktorl v genomech

rlznych skupin organizm@ bylo zapfri¢inéno rozsdhlymi genomovymi

prestavbami v priibéhu evoluce.
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Obr. 2.1.2 Evoluce homeoboxovych gent (Ryan, 2006)

Topologie stromu je konzistentni se souc¢asnymi molekuldrné fylogenetickymi analyzami. V bilych boxech
je datace (mil. let), kdy doslo k predpokladané divergenci jednotlivych skupin organism(. CBA-spole¢ny
predek zivocichl s radidlni a bilateralni soumérnosti téla. Z obrazku je patrné, ze homeoboxové geny
jsou velmi starou skupinou genl vzniklych jesté pred oddélenim hlavnich fis$i mnohobunécnych

organismd.

2.1.1 Homeobox jako kriticka doména pro DNA
vazebné interakce

Homeobox zprostfedkovava vazebné interakce proteinu s
bazemi DNA v konformaci helix-turn-helix. Rentgenové a NMR



spektroskopické analyzy ndm pomohly osvétlit celou strukturni
konformaci homeodomény, ktera je slozena ze tfi spojenych alfa
helixd (znacenych v této praci | az Ill) (Otting et al. 1988, Qian et al.
1989, Otting et al. 1990, Phillips et al. 1991). Nejvyssi konzervovanost
se napfi¢ rlznymi tridami vyskytuje u helixu lll, ktery je také nazyvan
rozpoznavaci a je prfimo odpoveédny za vazbu proteinu k DNA. Tyto tfi
helixy zaujimaji konformaci kolem hydrofébniho jadra proteinu, kde
helixy | a Il jsou orientovany paralelné v jedné ose protinajici osu
s helixem |Ill. Vysledna tercidarni struktura je globuldrni monomer
s flexibilnim N’-terminalnim ramenem. Proteinovy kontakt s DNA je
zprostfedkovan rozpoznavacim helixem vazbou do velkého zlabku
molekuly DNA. Specifita vazby je dale zvysena interakci N’-
terminalniho ramene se sousednim malym Zlabkem a vazebnou
afinitou fosfatové patere DNA ke smycce mezi helixem | a Il. Ukdzalo
se také, ze u tfidy ANTP se na vazebné interakci mezi rozpoznavacim
helixem a bazemi DNA podileji molekuly vody, které vytvareji
solvatacni vrstvu v dutiné mezi helixem 1ll a DNA (Billeter et al.
1996). Naproti tomu mnoho homeodoménovych proteinl se na DNA
nevaze jako ~monomer, ale v homodimerovém, pfipadné
heterodimerovém stavu nebo ve spojeni s jinymi proteiny, které tak
dale zvysuji vazebnou specifitu komplexu k DNA (Wilson et al. 1995,
Wilson and Desplan 1995).
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HOX s R==oas s Q- - ELE« E- = = = = = & & o m o o oo e o m o L======= FINGER
ExHOX 0 b N, Gems bwmses F ¥or momimim e mm | R - alfl-
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i, = A Tra e I - PR R = e SR R Pec==aoaeaa TG- L RV 1] a -
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Obr. 2.1.1.1 Struktura homeoboxu (Banerjee-Basu, 2001)

Na obrdzku jsou zndzornény aminokyselinové sekvencni motivy homeodoménové

oblasti

s konzervovanymi pozicemi u jednotlivych tfid homeoboxovych proteind. V dolni C¢&asti je

zndzornéna v souladu s aminokyselinovymi pozicemi sekunddarni struktura homeodomény.



Homeodoména se vaze do regulacni oblasti DNA cilovych gen(
o velikosti 5 az 8 bp. Navzdory vysoké aminokyselinové sekvencni
podobnosti tohoto konzervovaného Useku u rlznych trid existuje
urcitd variabilita specifickych DNA kontaktl u jednotlivych zastupcd,
ktera CcasteCné odrazi komplexnost signalnich drah zapojenych
v embryogenezi, v niz homeodoménové transkripcni regulatory hraji
zasadni roli. Kritické aminokyseliny zprostrfedkovavajici vazbu
k jednotlivym bazim byly urleny v pozicich 47, 50, 51, 54 a 55
v oblasti rozpoznavaciho helixu Ill a 2, 3, 5-8 urcujici vazebnou
specifitu N’-terminalniho ramene (Ades and Sauer 1995, Damante et
al. 1996, Wolberger et al. 1991, Fraenkel and Pabo 1998, Ekker et al.
1994). Jak ovliviuje aminokyselinové slozeni v kritickych pozicich DNA
vazebnou specifitu bylo zkoumano u nékolika homeodoménovych trid.
Napfiklad lysin v pozici 50 u tridy BICOID podporuje vazbu na TAATCC,
oproti tomu glutamin ve stejné pozici u tfidy ANTP se podili na vazbe
k TAAT(T/G)(A/G) motivu (Hanes and Brent 1989, Treisman et al.
1989). Ukazalo se také, ze kontakt s jednim parem bdazi mize byt
zprostredkovan vice aminokyselinami, z nichz kazda tvori vazbu s bazi
v antiparalelnim retézci DNA (Gruschus et al. 1997). Nejvice uceleny
prehled vazebnych specifit homeodoménovych proteind prinesly
provérovaci metody pro nahodné soubory vazebnych mist pomoci
bakteridlnich jedno-hybridnich systémU a ¢ipovych technologii (Noyes
et al. 2008, Berger et al. 2008). Na zakladé ziskanych vysledkd
muUzeme celkem Uspésné predikovat vazebnou specifitu k DNA podle
aminokyselinového slozeni v prislusnych  kritickych  pozicich
homeodomény. Vétsina homeodoménovych proteinli obsahuje v pozici
5 v N’-termindlnim rameni arginin, ktery se vaze na thymin v prvni
pozici DNA rozpoznavané sekvence (Ades and Sauer 1995). U mnoha
homeodomén se také nachazi arginin v pozici 2 nebo 3 vazajici adenin
na druhém misté DNA cilové sekvence (Hovde, Abate-Shen and
Geiger 2001). Pokud N’-terminalni rameno neobsahuje arginin
v pfislusné pozici je uprednosthovana vazba ke guaninu nebo

thyminu. Ve treti DNA vazebné pozici se vzdy vyskytuje thymin, ktery



interaguje s asparaginem v pozici 51, ktery je konzervovany u vSech
zatim nalezenych homeodoménovych proteint. Na ¢tvrtém misté se
mulze vyskytovat jakdkoli ze Ctyr bazi, ovSem vice jak 80 %
homeodoménovych proteinl obsahuje isoleucin nebo valin
v rozpoznavacim helixu v pozici 47, které se vazou k thyminu. Na
patém misté byl potvrzen vyskyt thyminu, cytosinu i guaninu jako
preferen¢ni vazebné baze u rlznych trid, kde urcujicim kritériem
vazebné preference je aminokyselinové slozeni v pozicich 47, 50 a 54
v oblasti rozpoznavaciho helixu lll. Interakce mezi N’-terminalnim
ramenem a rozpoznavacim helixem je zodpovédna za vazbu na
Sestou pozici DNA cilové sekvence, pro které je kritické slozeni
aminokyselin v pozicich 5, 47, 50 a 54; na Sesté pozici byly nalezeny
kromé thyminu vSechny mozné varianty bazi (Noyes et al. 2008).
Celkovy  aproximativni  prehled interagujicich aminokyselin

s prislusnymi bazemi je uveden na Obr. 2.1.1.2.
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Obr. 2.1.1.2 Prehled predikce DNA vazebné specifity homeoboxu na zakladé
aminokyselinového slozeni (Noyes, 2008)

Katalogizace vazbovych interakci pro 6 bp motiv je navrhnutd pro homeoboxové protelny s Asn v pozici

51 homeodomény. Cisla v boxech odpovidaji jednotlivym aminokyselinovym pozicim v homeoboxu.
Sipkami jsou pak specifikovany konkrétni vazbové interakce mezi jednotlivymi pozicemi.

2.1.2 Klasifikace, puvod a obecné funkce
homeoboxovych genu



Pro klasifikaci homeodoménovych proteinl jsme v této praci
uprednostnili ¢lenéni do osmi trid na zakladé fylogenetickych vztah,
oproti obecnéjsimu trfidéni do malych skupin zohlednujici i funk¢ni
hlediska konkrétnich homeodoménovych transkripénich regulatord

(Banerjee-Basu and Baxevanis 2001).
e HOX trida

HOX tfida zahrnuje nejvice dosud popsanych
homeodoménovych proteinli. Evolu¢né jsou nejvice pribuzné k jiz
zminénym proteindm ANTP a UBX. Soubor Hox genl je pfimo
odpovédny za vyvoj organovych soustav v jednotlivych télnich
segmentech. Mutace v téchto genech vedou k vyraznym fenotypovym
projevim vyvoje ektopickych télnich struktur na jinych segmentech
téla (Lewis 1978). Ctyfi paralogni Hox klastry popsané u ¢lovéka,
u mysi a ostatnich savcd vznikly segmentovou tandemovou duplikaci
pdvodniho ancestralniho klastru (Kappen, Schughart and Ruddle
1989). Spole¢ny predek prvoudstych a druhoustych obsahoval Hox
klastr sloZzeny ze 7 az 9-ti gend, ktery nasledné expandoval za vzniku
39-ti genl ve ctyrech klastrech u savcl a vice jak 14 klastrld u ryb
(Moghadam, Ferguson and Danzmann 2005). U prvolstych se
vyskytuje zhruba 8 az 9 Hox genUl (de Rosa et al. 1999). U primitivnich
strunatcl, konkrétné u Amphioxus byl objeven klastr slozeny ze 14-ti
Hox genl modulujici vyvoj neuroektodermu (Minguillén et al. 2005,
Holland 2005).

U savcl je soucasny repertodar Hox genU unikatni v dlsledku
genovych ztrat zplsobenych genomovymi prestavbami béhem
evoluce. Byla zavedena nomenklatura Hox klastrl podle fyzické
lokalizace na jednotlivych chromozomech do ¢ty skupin
korespondujici s po¢tem klastrl (HoxA, HoxB, HoxC a HoxD).
V kazdém klastru je maximalné 13 paralognich genl, které jsou
Cislovany od jedné do trinacti ve smeéru od 3’-konce. Sekvencni
podobnost aminokyselinového slozeni proteind konkrétnich ¢lend

souboru je nejvysSsi napfric klastry a ne v ramci vlastniho klastru. Toto
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specifikum plné odpovida predstave fylogenetického vzniku
jednotlivych klastrll, které bylo rozebrdno v predchozim odstavci
(Scott 1993). Jak bylo naznaceno v Uvodu, fyzicka lokalizace a poradi
Hox genl na chromozomu koresponduje s funkénimi vlastnostmi
béhem casné organogeneze. S ohledem na toto zjisténi se zavedlo
aditivni ¢lenéni do Ctyr skupin odrazejici jak funkci podél osy téla, tak i
pribuznost Hox genl. Podskupina Anteriornich Hox genl zahrnuje
vSechny hox geny s Cislem 1 a 2, jejichz exprese je zodpovédna za
formaci organl v predni cCasti téla. Analogicky hox geny 3 tvori
podskupinu 3, hox geny 4 az 8 spadaji do medialni podskupiny ridici
vyvoj stfedni Casti téla a nakonec posteriorni podskupina zahrnuje
hox geny 9 az 13 Ucastnicich se vyvoje orgdnt smérem k zadni ¢asti

téla.

V komparativnim sekven¢nim aligmentu lidskych HOX protein(
byly zjistény konzervované aminokyseliny v pozicich Arg 5, GIn 12,
Glu 15, Leu 16, Glu 17 a Glu 19 v helixu | a N’-termindlnim rameni.
V helixu 1l nebyly nalezeny Zzadné konzervované aminokyseliny
spole¢né vsSem Hox gendm. V helixu Il se, mimo absolutné
konzervované oblasti Trp 48, Phe 49, Asn 51 a Arg 53 u vsech
hemeodoménovych proteinl,, nachazi konzervovany Leu 40, GIn 50
a Arg 52 (Banerjee-Basu and Baxevanis 2001). Variabilita cilovych
DNA sekvenci mUze byt u jednotlivych Hox genl zvysena kooperaci s
vazebnymi proteinovymi partnery (Piper et al. 1999).

e Ex-HOX trida

Nékteré geny jsou velmi blizce pribuzné k Hox genlm, avsak
jejich vyskyt neni vazan k zadnému klastru. Patfi sem geny skupiny
Cdx majici pribuzny vztah k Posteriorni Hox podskupiné a protein IPF1
pribuzny HOX podskupiné 3. Rozpor ve fylogenetické spojitosti téchto
proteinl k HOX tridé vyresil ndlez tzv. ParaHox klastru u druhu

10



kopinatce (Amphioxus), ktery je paralogni k Hox klastru a kdéduje
orthology k CDX a IPF1 proteinm (Brooke, Garcia-Fernandez and
Holland 1998). Podle jedné z teorii pred rozdélenim skupin Zahavc( a
bilateralii vznikl tandemovou duplikaci ancestralniho protoHox genu
tzv. ProtoHox klastr sestaveny ze Ctyr genl. Kazdy z téchto ¢tyr gent
byl plvodcem jedné Hox podskupiny (anteriorni, podskupiny 3,
medialni a posteriorni), v nichz nékteré geny nasledné dale
speciovaly. Po duplikaci ProtoHox ancestralniho klastru vznikly Hox a
ParaHox klastry. U ParaHox klastru doslo v prlbéhu evoluce ke ztraté
centrdlnich gend a krozptyleni jednotlivych ¢lend v genomu
obratlovcl a v linii prvoustych. Plvodni Hox klastr proSel dvéma stadii
duplikace (mozny tetraploidni plivod savcl) a proto se findlné u savcl

objevuje ve Ctyrech klastrech (Ferrier and Minguillén 2003).

DalSi c¢lenové Ex-Hox se vyskytuji v blizkosti Hox klastrd.
Pravdépodobné se oddélili duplikaci z pdvodniho protoHox genu jesté
pred vznikem protoHox klastru. Lidské geny evxl a evx2 se nachazeji
blizko 5°- koncovych oblasti HoxA a HoxD klastru. Podobna je situace
i u gendl mox1 a mox2 lokalizovanych u HoxA a HoxB klastru (Pollard
and Holland 2000).

Konzervované aminokyseliny se u Ex-HOX nachazi v helixu I, Il i
lll. V pozici 50 je konzervovany GIn stejné jako u HOX tfidy. Shodna
aminokyselinova slozeni s HOX jsou i v pozicich Arg 5, GIn 12, Leu 16
a Leu 40. Ex-HOX specifické jsou Thr 6, Phe 20, Tyr 25, Arg 31 a Leu
38 (Banerjee-Basu and Baxevanis 2001).

e NK trida

Prvni Nk geny byly objeveny u Drosophila melanogaster v roce
1989 (Kim and Nirenberg 1989). Celkem byly popsany ctyri geny (nkl
az nk4) spojené v jednom klastru. Nk geny pravdépodobné vznikly ze
spole¢ného predka Hox genl jesté drive, nez se oddélily skupiny genl
tridy Ex-Hox (Pollard and Holland 2000). Soucasny model fylogeneze
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vSech tfi trfid predpoklada pritomnost tzv. protoAntp genu, ktery se
vyskytoval u primitivnich predchiddcd soucasnych mnohobunécénych
zivocichQ. V prlbéhu evoluce se dany gen duplikoval a vznikl prvni
Antp klastr, z néhoz se odstépily linie Nk a protoHox ancestralnich
genl. Nk geny se evolu¢né nejnize vyskytuji u ZzivociSnych hub
(Porifera) (Manuel and Le Parco 2000, Hill, Tetrault and Hill 2004).
Zajimavé je, ze zatim u této skupiny Zzivocichl nebyla potvrzena
pritomnost Zadnych zastupcl tridy Hox, pravdépodobné v dlsledku
druhotné ztraty pUlvodnich hox genl. Oproti ParaHox klastru, ktery
dispergoval u prvoustych se v této linii zachovala kompaktnost Nk
klastru. Dokonce nékteré studie dokladaji zachovani expresni
kolinearity s ohledem na jednotlivé poradi Nk genl v klastru jako je
tomu u Hox tridy (Jagla, Bellard and Frasch 2001). U primitivnich
druhoustych nastala situace opacna, kdyz doslo k rozruseni Nk klastru

a zachovani celistvosti ParaHox klastru.

Funkéné je vétSina clend Nk tridy expresné vazana na
mesodermalni tkané. Lidsky gen csx je dllezity pro spravny vyvoj
srdce (Tanaka et al. 1999). Mutace v ortholognim genu u octomilky se
projevuje abnormalnim vyvojem hrbetni cévy a je priCinou letality
embryi (Tanaka et al. 1998).

Homeodoménové aminokyselinové pozice GIn 50, Arg 5, GIn 12,
Leu 16 jsou spolecné u NK, Ex-HOX a HOX. Konzervované
aminokyseliny mezi NK a EX-HOX, které nejsou konzervovany u HOX
tfidy jsou Phe 20, Tyr 25, Arg 31 a naopak Glu 21 je konzervovana
pozice pouze mezi HOX a NK. Zbyvajici NK-specificky konzervované
pozice jsou Ala 35, Thr 41, GIn 44, Val 45 a Phe 8, ktery se vyskytuje i
u HOX1, a pravé k témto proteindm je NK trida nejvice pribuzna
(Banerjee-Basu and Baxevanis 2001).

e DL trida
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Nepocetna skupina nékolika gend fylogeneticky odvozend od
tfidy Nk. Radime sem geny skupin Msx, DIx a jejich orthologd.
Zajimava je u Clovéka fyzickd lokalizace nékterych dix genl v blizkosti
HOX klastrd; konkrétné geny dix1 a d/x2 se nalézaji v blizkosti HoxD
klastru, geny dIx3 a dIx4 jsou ve spojeni s HoxB klastrem. Evolucni
pribuznost s Nk tridou a fyzickd lokalizace blizko Hox klastrd
podporuje teorii spolecného vzniku Nk a Hox tridy s naslednym
rozptylenim jednotlivych zastupct Nk tridy po celém genomu (Pollard
and Holland 2000).

DI geny jsou béhem embryogeneze exprimovany v prvnim a
druhém zabernim oblouku (Qiu et al. 1997, Jowett et al. 1993).
Mutace v téchto genech je spojena s rozsahlymi kraniofacidlnimi
malformacemi s abnormalnim vyvojem zub( a kosti (Satokata and
Maas 1994, Satokata et al. 2000).

e Paired trida
Opét se jednd o skupinu genl divergovanych z Hox tridy. Tyto

geny jsou znamé predevsim svou klicovou roli ve vyvoji oka (skupina
Pax) (Quiring et al. 1994). Geny ve skupiné Pax jsou nadrazené
transkripcni regulatory v signalnich morfogenetickych drahdach
funkéné konzervovanych u rlznych skupin zivoc¢ichl od prvoustych
po Cloveéka. Pro proteiny v této tfide je typicka pritomnost dvou DNA
vazebnych domén (homeo- a paired-doména) (Callaerts, Halder and
Gehring 1997).

Proteiny vykazuji vysoky stupen aminokyselinové
konzervovanosti, 22 homeodoménovych aminokyselin je plné
konzervovanych v celé tridé. Charakteristicky klasifika¢ni tripeptid pro
tuto tfidu je lokalizovan ve smycce mezi helixem | a Il (Tyr-Phe-Asp). V
oblasti rozpoznavaciho helixu je konzervovanda zhruba polovina vSech

aminokyselin, které ho tvofri.
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e LIM trida

Geny Lim tridy se podileji na vyvoji a proliferaci nervové tkane,
jejich funkce byla potvrzena pro optimalni vyvoj a funkci hypofyzy
(Sheng et al. 1996). Nékteri zastupci jsou dlleziti i pro spravny vyvoj

koncetin (Dreyer et al. 1998).

Proteiny obsahuji specifickou LIM doménu tvofici zing-fingerovy
vazebny motiv oddéleny kratkym dvouaminokyselinovym linkerem od
homeoboxu. Tato doména je rozpoznadvana mnoha vazebnymi

kofaktory, které zvysuji funkéni specifitu LIM transkripénich aktivatord.

Kromé charakteristického klasifikacniho aminokyselinového
motivu v pozicich 38 az 40 (Thr-Gly-Leu) se jednd o velmi
divergovanou skupinu (Banerjee-Basu and Baxevanis 2001).

e POU trida

Pou trida homeodoménovych genl je nejvice evolu¢né
odvozenou skupinou genl k Hox tridé. Podili se na vyvojové regulaci
mnoha tkani v rédmci rlznych skupin organovych soustav. Dobre
prozkoumany jsou mutace v genech zplsobujici dédi¢na poskozeni u
Clovéka. Mutace v poud4F3 a F4 maji za nasledek poruchy ve vyvoiji
sluchovych organ@ zahrnujici i dédi¢nou, na chromozom X vazanou
hluchotu (de Kok et al. 1995, Vahava et al. 1998). Poskozeni v pouFl

vede k hormonalnim deficiencim zplsobenych abnormalnim vyvojem

hypofyzy.

U POU transkrip¢nich faktor( se vyskytuje dodate¢nd doménova
oblast (POU doména), kterd je k homeoboxu pfipojena flexibilnim
linkerem. Struktura POU domény dovoluje témto faktordim
dimerizovat v homodimernich i heterodimernich formach. Obé
domény (POU i homeobox) se primo podileji na DNA specifickém

vvvvv

vazebnych DNA regulacnich sekvenci.
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Proteiny maji v rozpoznavacim helixu v pozici 50 konzervovany
POU-specificky cystein, ktery nebyl zaznamenan u zadné z jinych trid

(Banerjee-Basu and Baxevanis 2001).

e Atypicka trida

Skupina genl v této tridé je znacné divergentni a u proteind
nenachazime zadny tridné specificky aminokyselinovy motiv. Ve
smycce mezi helixem | a Il homeodomény je konzervovany prolin,
ktery se vSak vyskytuje i u tfid POU, LIM a PAIRED (Banerjee-Basu and
Baxevanis 2001). U nékterych zéastupcl je homeodoménova oblast
rozSirena o pridavné aminokyseliny prodluzujici smyckové oblasti mezi
helixy (Ceska et al. 1993, Burglin 1997).

Tato trida sdruzuje transkripcni requlatory, které se svou funkci
znac¢né lisi. Rada z nich je zodpovédnéa za vyvojové poruchy u ¢lovéka
(SIX, TGIF) (Wallis et al. 1999, Gripp et al. 2000) a nékteré se vyskytuji
pouze u jednobunécnych zivocichl (MAT) (Wolberger et al. 1991,
Wolberger 1993).
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Na obrazku je nezakorenény strom ziskany NJ fylogenetickou analyzou homeodomén. Jednotlivé tridy jsou barevné

odliSeny.
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2.2 SIX skupina transkripénich regulatoru

Poprvé byla popsana funkce genu sine oculis (so) Milanim v roce
1941 u Drosophila melanogaster jako dllezita alela pro spravny vyvoj
visualniho systému. Ukazalo se, ze SO se na vyvoji oka podili ve
spojeni s dalSimi proteiny skupin eyeless (EY), eyes absent (EYA) a
dachshund (DACH) (Pignoni et al. 1997, Serikaku and O'Tousa 1994,
Chen et al. 1997). Vroce 1994 byla u proteinu SO poprvé
identifikovdana homeodoménova oblast klasifikujici SO do rozsahlé
rodiny homeoboxovych transkripénich regulatord (Serikaku and
O'Tousa 1994, Cheyette et al. 1994). U octomilky se vyskytuji jesté
dalSi dva strukturné velmi podobné proteiny DSIX4 a OPTIX, jejichz
geny jsou fylogeneticky pribuzné k sine oculis (Seo et al. 1999).
Na zakladé téchto zjisténi byla ustanovena SIX skupina
homeodoménovych proteinli, do které radime vsSechny tri uvedené
transkripCni reguladtory (SO, DSIX4 a OPTIX). OPTIX se také u
Drosophily spolu se SO podili na regulaci vyvoje oka (Seimiya and
Gehring 2000), ale jeho exprese je vazana na jinou strukturni oblast.
Potvrdilo se, Ze jak SO, tak OPTIX jsou schopny indukovat vyvoj
ektopickych oci u Drosophila melanogaster (Weasner, Salzer and
Kumar 2007). Naproti tomu, exprese Dsix4 nebyla pozorovéna
ve vyvijejicim se visualnim systému, ale ve tkanich odvozenych
z mezodermu, konkrétné ve svalech a gonadach (Clark et al. 2006).

Homologni proteiny k SIX proteinm nebyly objeveny u
jednobunécnych Zivocichd, ale jejich vyskyt byl zaznamenan u mnoha
rdznych skupin mnohobunécénych Zivocichl, vcéetné primitivnich
skupin jako jsou zahavci a zivocisné houby (Stierwald et al. 2004,
Bebenek et al. 2004, Ryan et al. 2006). Tri transkripcni requlatory CEH
skupiny (CEH-32, CEH-33 a CEH-34) u Caenorhabditis elegans, z nichz
CEH-32 je dulezity faktor pro vyvoj hlavové c¢asti, také patri do SIX
skupiny (Dozier et al. 2001). U cClovéka bylo identifikovano Sest SIX
proteind (znacené 1 az 6), z nichz vzdy dva jsou blizce pribuzné

k jednomu ze tri SIX proteinl popsanych u Drosophila melanogaster.
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Analogickd fylogenetickd pribuznost je uvsSech SIX proteinl
u ostatnich skupin zivocichl a proto je rozdélujeme do tfi podskupin
podle homologie k SIX proteinlim popsanych u octomilky (Seo et al.

1999). Podrobnéji bude klasifikaci vénovana nasledujici kapitola.

Obecné se vyskytuji tfi six geny u Drosophila melanogaster jako
zastupce prvolstych, avsak Cctyfi homology byly popsdny u
Caenorhabditis elegans, doposud byly objeveny tfi six geny u
plasténcl (primitivnich strunatcl) (Wada et al. 2003), tfi six geny u
Zahavcl (pét six-homolognich genl bylo genomovou analyzou
predikovdano u Zahavce Nematostella vectensis (Ryan et al. 2006)) a
jeden homolog k sine oculis u zivoCisnych hub (Bebenek et al. 2004).
U savcl obsahuje kompletni sada Sest six genl. Tim jak stoupa
mnozstvi  dokoncenych sekvenacnich projektl, je velmi
pravdépodobné, ze se bude rozsifovat evidence six genl u rlznych
skupin zivocichl. | kdyz se predpoklada spole¢ny monofyleticky plvod
vSsech six genl vramci rlznych podskupin u vsSech doposud
studovanych organism@ (Boucher et al. 2000), existuje stdle mnoho
nezodpovézenych otdzek ohledné vzniku a speciace téchto genl

v pribéhu evoluce.

Zivocisny druh six1 Six2 Six3 Six4 Six5 Six6
(obratlovci)
Homo sapiens + + + + + +
Mus musculus + + + + + +
(mys$)
Gallus gallus + + + + +
(kure)
Danio rerio + + + + +
(ryba)
Xenopus + + + + +
tropicalis (zaba)
Zivocisny druh six1/2 six3/6 Six4/5
(bezobratli)
Aurelia aurita +
(meduiza)
Cladonema + + +
radiatum
(meduza)
Podocoryne + +
carnea (meduiza)
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Rhabdocalyptus +
dawsoni
(zivociSnd houba)

Drosophila + + +
melanogaster

Ceanorhabditis + + +
elegans

Tab. 2.2.1 Obecny pFehled evidence Six genli u dulezitych zastupct skupin Zivoéicht
V tabulce je uvedend dosavadni evidence Six genl (symbolem +) u vybranych zastupch obratlovcl a
bezobratlych. U bezobratlych neni zatim Gplné objasnénd divergence Six genl a u vétsiny doposud

studovanych zastupcl byl popsén vzdy pouze jeden podskupinovy six gen/protein (klasifikaci SIX proteinl je
vénovana dalsi kapitola).

2.2.1 Struktura, klasifikace a DNA vazebné
interakce SIX proteinu

SIX proteiny jsou transkripcni faktory, které obsahuji Ctyfi
doménové oblasti, z nichz dvé jsou evolucné konzervované. Nejvice
konzervovanou proteinovou doménou je 60-ti aminokyselinovy uUsek
homeoboxové oblasti (HD), ktery je lokalizovany smérem k C’- konci
proteinu. DalSim relativhé konzervovanym Usekem (oproti HD
vykazuje mnohem vyssi variabilitu mezi SIX proteiny) je SIX-specificka
doména (SD). Oblast SD je tésné spojena s homeoboxem a sméruje
k N’- koncové oblasti proteinu. SD oblast urCuje specifické
protein-protein interakce se SIX vazebnymi proteiny. Velikost SD se
konsensualné uvadi jako oblast dlouha 116 (SIX1/2, SIX4/5) nebo 120
(SIX3/6) aminokyselin. Déle jsou tyto proteiny ohraniceny znacné
variabilnimi koncovymi doménami a to jak na N” konci (NT doména),

tak v C’- termindlni oblasti (CT doména).
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Barevné jsou odliseny konzervované aminokyselinové pozice mezi riiznymi podskupinami s uvedenou

legendou v dolni ¢asti.

domén SD a HD SIX proteinl rozliSujeme tfi hlavni podskupiny
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V pozicich 48, 49, 51, 53 se vyskytuje aminokyselinovy konzervovany

motiv  WF-N-R obecné charakteristicky pro homeoboxové proteiny
(48W, 49F, 51N a 53R). Naproti tomu se u SIX skupiny v pozicich 47,
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50 a 54 nachazi zamény, kterymi se SIX skupina odlisuje od ostatnich
homeoboxych proteind. V pozici 47 je asparagin (47N) a v pozici 54
glutamin (54Q), které svou pritomnosti odlisuji i nékteré jiné skupiny
homeoboxovych proteind. Dullezitd je ovSem pritomnost lysinu
v pozici 50 (50K), kterym se SIX skupina liSi od vétSiny ostatnich
homeoboxU. Obecné je strukturni motiv celé SIX HD velmi podobny
triddm Antennepedia (Antp) a Paired (Prd) homeoboxovym protein@im
(Galliot, de Vargas and Miller 1999) a vlivem pritomnosti lysinu 50K
nékteri autori radi SIX skupinu do podtfidy Orthodenticle (Otd)
spadajici do tridy Prd homeoboxovych proteinli. My se ovsem budeme
v této praci drzet klasifikace podle fylogenetické analyzy navrhnuté
Banerjee-Basu a Baxevanisem, kterfi SIX skupinu radi do Atypické tridy

homeoboxU.

V HD alfa helixu | od 3. do 6. aminokyseliny se u SIX proteinC
vyskytuje tzv. klasifika¢ni tetrapeptid, relativné konzervovany u ¢len(
jednotlivych SIX podskupin. V podskupiné SIX1/2 se vyskytuje
tetrapeptid ETSY (glutamat-threonin-serin-tyrosin), u podskupiny
SIX4/5 ETVY (glutamat-threonin-valin-tyrosin) a v pripadé SIX3/6 QKTH
(glutamin-lysin-threonin-histidin). Klasifikacni tetrapeptid u obou
podskupin SIX1/2 a SIX 4/5 je az na jednu substituci konzervovany a
spolu s dalsimi spoleCnymi aminokyselinami odrazi spolecny
fylogeneticky zaklad obou podskupin. Obdobné u konsensualniho
alignmentu mulzZeme sledovat aminokyseliny konzervované v HD
pouze pro podskupiny SIX1/2 a SIX3/6. Naproti tomu, mezi
podskupinami SIX4/5 a SIX3/6 neexistuje aminokyselinovy motiv v HD,
ktery by byl spolec¢ny pouze pro tyto podskupiny. Obecné je HD mezi
vSemi podskupinami SIX proteind nejvice konzervovanou oblasti a jeji

celkova podobnost se na Urovni celé skupiny pohybuje okolo 60 %.

Unikatni je také substituce aminokyselin v helixu I, které jsou u
vétsiny ostatnich tfid homeodoménovych proteinl konzervovany.
Arginin v pozici 5 je u podskupiny SIX1/2 nahrazen serinem, u SIX3/6
threoninem a u SIX4/5 valinem. Arginin je v této pozici u ostatnich tfid
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dllezity pro vazbu na DNA v TAAT oblasti. Substituce Arg5 u Six
skupiny pravdépodobné vedla k afinité k jinému vazebnému motivu a
proto se TAAT motiv nevyskytuje v promotorovych oblastech cilovych
gent (Noyes et al. 2008, Kawakami et al. 1996b). Dalsi substituovana

aminokyselina, hojné rozSifena skrz ostatni tridy, je glutamin v pozici

12, ktery je nahrazen serinem.

Six3a [zebrafish]
SINFRUPOOOOO1 66586 [Fugu]
&5 Six3 [human]
ENSDARP00000030834 [zebrafish]
A%8& six6 [human]
sine oculis homeobox homolog 6 [zebrafish]
Six3 [flatworm]
|Six-A [Anthopleura, sea anemone]l
Six3b [zebrafish]
01164 SINFRUP00000131913 [Fugu]
Six3 [medaka]
Optix [fruit fly]
Six-A[Hydra]
Six3/6[Cladonema, jellyfish]
Six3/6 [Podocoryne, jellyfish]

Six-3/6
(QKTH)

root

ISix-A[(‘ lopl ctenuphore]l

Six1 [human]

037590 Six1 [zebrafish]

0.20/51. MGC:92332 [zebrafish]
< Six2 [human]

| Six2.1 [zebrafish] - P
/L SINFRUP00000156862 [Fugu] Obr. 2.2.1.2 FyloqenetICke
/60

sine oculis [fruit fly] Six-1/2 vztahy SIX podskupin
sine oculis [flatworm] (ETSY) (Hoshiyama 2007)
’

| Six-C[Coeloplana, ctenophore] |
Six1/2[Cladonema, jellyfish]

Six1/2 [Podocoryne, jellyfish] Fylogenetickd analyza ziskana

ISix-C[Sycon, sponge] s
Six-C [Ephydatia, sponge] srovnanim , sD , a HD
[Six-C [Anthopleura, sea anemone]| konzervova nyCh oblasti SIX
Six4 [human] ) z . o , .
Sixd.1 [zebrafist] p.rote.muov ramci raznych skupin
SINFRUP00000151675 [Fugu] s zivocCichl. SIX homeoboxové
—0 Six4.2 [zebrafish] iX-4 . . .
128100 Six5 (human] ETV protglny jsou velmi ) stafou
04971 Six4.3 [zebrafish] skupinou homeodoménovych
SIM[fr'mlFfE‘]JPOOOOO“”‘“‘ (Fugul proteinli, k jejichz divergenci
do jednotlivych podskupin doSlo
* BT . Six4/5[Clad jellyfish]  jegté pred rozdélenim
iX- J: phore] v, vev s . .z ,
- zivocisSnych  skupin s radialni
o ) a bilateralIni soumérnosti téla.
0.1 substitutions / sites
Identifikace cilovych DNA promotorovych oblasti

homeodoménovych transkripénich  reguldtord ndm umoznuje
dohledavat v databazich dalSi potencionalné fizené geny, které ve
svych regulacnich oblastech obsahuji shodny sekvencni motiv a tim
rozSirovat znalosti signalnich drah konkrétnich transaktivatori genové
exprese. SIX4 byl objeven jako vazebny faktor ARE oblasti genu alfal
subjednotky (atplal) Na*/K* ATpazy (Kawakami et al. 1996a).

Vazebna specifita kARE elementu se dale potvrdila u
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homeodoménovych oblasti SIX2 a SIX5, zatimco SIX3 nevykazuje
zadnou afinitu k ARE (Kawakami et al. 1996b). Podobny expresni
patern béhem mysi organogeneze kosterniho svalstva je mezi six4 a
six1 (Ozaki et al. 2001, Laclef et al. 2003a). Oba proteiny aktivuji
expresi myogeninu. V pripadé six4 deficientnich mysi dochazi
k malym abnormalitam ve vyvoji kosterniho svalstva, zatimco six1
deficientni mysSi vykazuji tézké vyvojové defekty (Laclef et al. 2003b,
Xu et al. 2003, Zheng et al. 2003, Ozaki et al. 2004). Regulacni DNA-
SIX vazebna oblast pro expresi myogeninu je MEF3 element, ktery
obsahuje identickou nukleotidovou sekvenci s ARE elementem
(TCAGGTTC) (Spitz et al. 1998, Ohto et al. 1999). Rozdil fenotypového
projevu mezi six1l a six4 deficientnimi mySmi se vysvétloval moznou
SIX1 funkcni kompenzaci u six4 knockoutovanych mysi, i kdyz je
zfejmé, ze k opacné funkcni substituci nedochazi. Jednim z vysvétleni
muUze byt odliSnd afinita SIX1 a SIX4 ke spolecné regula¢ni oblasti
nebo pritomnost rozdilnych druhové SiX-specifickych vazebnych
regulacnich oblasti pro jeden gen. Studie promotorové oblasti genu
slc12a2 (Na*/K*/Cl- symportér 1), ktera je regulovana SIX1 i SIX4,
odhalila odliSna vazebnd mista pro SIX1 a SIX4 (Ando et al. 2005).
V promotorové oblasti s/lcl12a2 se nachazi minimalné tri SIX1 vazebna
mista, zatimco SIX4 je afinitni pouze k jedné oblasti. Pravdépodobné
SIX proteiny mohou rozeznavat podskupiné specificka mista, ale i
mista, ktera jsou spole¢na mezi rlznymi podskupinami jako je u ARE
elementu. Znacné nesrovnalosti jsou ohledné vazebné specifity
podskupiny SIX3/6. U nékterych studii byl pozorovan TAAT resp. ATTA
vazebny motiv, i pres pritomnost lysinu v pozici 50 HD, napriklad
v promotorové oblasti rhodopsinu, ke kterému se vaze SIX3
(Manavathi et al. 2007) a i v oblasti vlastni regula¢ni sekvence, kde
dochazi k autoregulaci exprese vazbou SIX3 napriklad s proteiny
skupiny Groucho (Zhu et al. 2002). V baktridlnich jednohybridnich
Cipovych analyzach ovSem tato vazebnd odliSnost SIX3 od ostatni
¢lenl SIX skupiny nebyla potvrzena (Noyes et al. 2008). SO, SIX1,
SIX2, SIX4 a SIX5 maji pravdépodobné podobnou vazebnou DNA
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specifitu - konsensualni DNA sekvence je GTAANYNGANAY(C/G) (Pauli
et al. 2005). | pres tato uvedena zjisténi zlstavaji stale SIX-DNA

vazebné interakce otevrené pro dalsi vyzkum.

2.2.2 PAX-SIX-EYA konzervovana draha a jeji role
v morfogenezi oka

Jak bylo uvedeno drive, geny skupiny Sine oculis (so) u
Drosophila melanogaster byly objeveny ve spojitosti s poruchami
vyvoje vizualniho systému. Nasledné byla potvrzena ektopicka
formace slozenych oc¢i u octomilky zpUsobend indukovanou expresi
genl so i optix, kterd byla dale posilena koexpresi spole¢né s eya
(Seimiya and Gehring 2000, Weasner et al. 2007, Pignoni et al. 1997).
So je exprimovan v imaginalnich terlcich antriorné i posteriorné od
morfogenetické vidlice, zatimco OPTIX je lokalizovdan pouze
v anteriorni ¢asti od morfogenetické vidlice a expresné se v této
oblasti prekryva se SO. Transkripce obou genl je iniciovdna jinym
homeoboxovym proteinem PAX6 (Halder et al. 1998). Po iniciaci
transkripce je dalsi Uroven exprese so pravdépodobné udrzovana
autoregulaci a navic zde existuje ifunkéni synergizmus podpory
exprese pax6. SIX proteiny poté v kooperaci s EYA aktivuji transkripci
cilovych genl v signdini draze morfogeneze oka. Soucasny
molekularni koncept podporeny studiemi kvasinkovych
dvouhybridnich systému interakci SIX-EYA predpokladad, ze SO
zprostredkovava DNA vazebné interakce, zatimco EYA proteiny primo
aktivuji transkripci cilovych gend (Pignoni et al. 1997, Xu et al. 1997).

| presto, Zze se u savcl vyskytuje analogickd signalni draha
urcCujici morfogenezi oka, prekvapive ani jeden SIX protein podskupiny
SIX1/2 se zde nepodili na morfogenezi vizualniho organu. U savcUl jsou

v oku exprimovany oba six geny podskupiny Six3/6. Indukovana
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exprese genl pdoskupiny Six3/6 zplsobuje ektopickou retindlni
formaci a expanzi retinalni tkané (Zuber et al. 1999, Loosli, Winkler
and Wittbrodt 1999). Bylo potvrzeno, Zze SIX3 aktivuje expresi pax6
béhem vyvoje c¢ocky a u nizsich obratlovcd tato signalni draha
indukuje regeneraci Cocky dediferenciaci z dorsalnich bunék duhovky,
a v pripadé inhibice BMP signalni drahy spolu se six3 indukovanou
expresi z ventralnich bunék duhovky (Grogg et al. 2005). Six6 se
pravdépodobné nepodili na vyvoji cocky, ale jeho exprese je vazana
na retindlni tkan, kde je schopen indukovat transdiferenciaci
retindlnich  pigmentovych bunék na bunky nervové nebo

fotoreceptorové (Toy et al. 1998).

PAX-SIX-EYA signdini drdha je Siroce konzervovana u rlznych
skupin zivocichU, ale také ve vyvoji mnoha jinych organovych soustav.
Prokdzana je tato signalni drdha napriklad ve vyvoji somitl, béhem
nefrogeneze a u nékterych smyslovych organd, ve kterych SIX
proteiny hraji zdsadni roli (Kalatzis et al. 1998, Ohto et al. 1998,
Williams and Ordahl 1994, Xu et al. 1997, Nornes et al. 1990, Oliver et
al. 1995a, Gallardo et al. 1999, Hammond et al. 1998, Ton, Miwa and
Saunders 1992, Heanue et al. 1999, Tomarev et al. 1997).

2.2.3 Role SIX proteinu ve vyvoji organovych
soustav

Exprese six1 a six2 je vazana predevSsim na mezenchym,
kosterni svalovinu a slachy. SIX1 byl navic lokalizovan v zakladajicich
se tkanich nékterych senzorickych orgdnd béhem rané
embryogeneze, kde je exprimovan v epithelu nasalni plakody a podili
se i na organogenezi statokinetického organu vnitfniho ucha
(Bessarab, Chong and Korzh 2004). U six1 deficientnich mysi dochazi

k tézkym kraniofacidlnim malformacim zahrnujici jiz zminéné organy,
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ale také kraniofacialni skelet. Navic u téchto mysSi byly zjistény
abnormality ve vyvoji thymu a ledvin (Zheng et al. 2003, Ozaki et al.
2004). Obddobny fenotypovy projev je sledovan i u knockoutovanych
genl skupin Pax a Eya (Laclef et al. 2003b) podporujici jiz zminénou
funkéni konzervaci PAX-SIX-EYA ve vyvoji rliznych organovych soustav.
Six1 je dale exprimovan v mezodermu a z mezodermu odvozeném
dermomyotomu (vnéjsi epithel somitl), ze kterych vznikd skara a
kosterni svalovina. Ve vyvoji kosterni svaloviny byla na molekularni
arovni potvrzena role SIX1 spolu sEYA2 jako ddlezitych
transaktivatorl exprese transkrip¢nich faktor myogeninu a MyoD
koordinujicich vyvoj kosterni svaloviny (Heanue et al. 1999). SIX1 byl
béhem embryonalniho vyvoje také lokalizovan v Rathkeho vychlipce,
ze které vznikd adenohypofyza. Spole¢né jsou six1 a six2
exprimovany v pocatecni embryogenezi v hlavovém mezenchymu,
béhem nefrogeneze a vyvoje Slach. Samotna exprese six2 byla
pozorovana v diferencované sitnici oka (Kawakami et al. 1996b,
Pandur and Moody 2000, Oliver et al. 1995b, Heanue et al. 1999,
Bessarab et al. 2004). Zajimava je také role SIX1 v bunécném cyklu,
kdy fosforylace SIX1 proteinu reguluje kontrolni bod G2/M pres
CDK1/2-cyklinA progresi do M faze. Ve vyvinutych tkanich je six1l
obvykle slabé nebo neni vibec exprimovan. U pacientl s rakovinou
prsu a RMS (rhabdomyosarkom) byla pozorovana zvysena exprese
six1 s maximalni Udrovni v metastazujicich lézich, coz predurcuje
moznost evidence SIX1 jako molekuldrniho markeru u nékterych typ(
malignich transformaci (Ford et al. 1998, Yu et al. 2004).

Six3 a six6 jsou zapojeny v signalnich drahach v jiz zminéném
vyvoji oka, ale také nervové tkani a nékterych smyslovych organd.
Six3 je béhem embryogeneze exprimovan v anteriornim
neuroektodermu, ze kterého vznika rostralni neuralni lista. Z neuralni
listy se dale béhem vyvoje zakladaji diferencované oddily koncového
mozku (Shimamura and Rubenstein 1997, Stern 2002, Wilson and
Houart 2004). Na molekularni drovni byla pozorovana spojitost six3
exprese s represi Wntl signalni drahy (Lagutin et al. 2003), kdy
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potlacena exprese wntl rozhoduje o formaci koncovych oblasti
mozku. Naopak six3 deficience je spojena se zvysenou expresi wntl
v mezencefalonu, kterd ndasledné anteriorné expanduje a blokuje
spravny vyvoj diencefalonu, pricemz dochazi k Uplné absenci
telencefalické oblasti (Lavado, Lagutin and Oliver 2008). Tato
pozorovani jsou v souladu se zjisténim, ze SIX3 ve vazbé
s korepresory skupiny Groucho negativné ovliviiuje expresi cilovych
genl vcetné vlastni six3-autoreprese (Zhu et al. 2002, Lépez-Rios et
al. 2003). Dalsim ze SIX3 vazebnych partnerl je geminin (Del Bene,
Tessmar-Raible and Wittbrodt 2004), ktery inhibuje DNA replikaci
vazbou na CDT1 (DNA replikaCcni faktor) znemoznujici aktivaci
pre-replikacniho komplexu (Wohischlegel et al. 2000). SIX3 je
antagonistou gemininu podporujici bunécnou proliferaci
progenitorovych nervovych bunék, které udrzuje v dediferencovaném
stavu (Appolloni et al. 2008). Pouze six3 je exprimovan béhem vyvoje
v cerebralnim kortexu, hipocampu, diencephalonu a v cerebellu, ale
také v nasalni plakodé. Ke spolecné expresi dochazi pouze
v thalamickém a hypothalamickém regionu (Conte, Morcillo and
Bovolenta 2005, Oliver et al. 1995a, Kobayashi et al. 1998, Bovolenta
et al. 1998, Granadino et al. 1999, Zhou et al. 2000). Néktera
onemocnéni u Clovéka ukazuji na spojitost s dysfunkci six3 nebo six6.
U holoprosencefalie typu Il (HPE), coz je dédicné polygenni
onemocnéni s defekty ve vyvoji koncového mozku, se v nékterych
pripadech ukazuje spojitost jednoho z HPE odpovédnych lokusd na
chromozomu 2p21 s blizkou lokalizaci six3. Na zakladé funk¢ni
exprese existuje vysoka teoreticka podpora, ze v nékterych pripadech
HPE je six3 jednim z poskozenych genl (Schell et al. 1996). Bilateralni
anoftalmie, onemocnéni charakterizované absenci optického nervu a
chaisma s pridruzenymi defekty hypofyzy, je spojena s intersticialni
deleci 14922.3-g23 (Bennett, Betts and Seller 1991, Elliott, Maltby
and Reynolds 1993, Lemyre et al. 1998). Nékteré delece zahrnovali
six4-six1-six6 klastrovou oblast podporujici hypotézu, ze ocni a

hypofyzarni defekty jsou zapriCinéné six6 haploinsuficienci (Gallardo
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et al. 1999). Uloha six1/six4 v tomto onemocnéni neni Gplné jasna, i
kdyz urcita funkcni spojitost existuje. Six1 i six4 jsou exprimovany
v Rathkeho vychlipce, ze které se v prlibéhu embryogeneze odvozuje
adenohypofyza (Ford et al. 2000).

Six4 a six5 jsou exprimovany v tkanich odvozenych
z mezodermu a ektodermu. SIX4 byl pozorovdn v zarodecnych
epithelech nasélnich, zrakovych a sluchovych organ( a také v nervové
tkani v centralnim a perifernim systému, kde se zrejmé podili
na bunéc¢né diferenciaci neurond a jejich vyvoji. Oproti tomu exprese
six5 neni asociovana s nervovou tkani, ale byla potvrzena
v bunécnych extraktech vyvinutych ledvin, plic a jater (Ohto et al.
1998). SIX4 je dale dllezity pro spravny pribéh myogeneze a podili
se i na regeneraci svalové tkané. SIX5 byl stejné jako SIX4 sledovan
ve vSech uvedenych plakodnich epithelech smyslovych organg.
Spole¢né se v prlibéhu embryogeneze exprimuji v zakladajicich se
koncetinach a epithelu ledvin. Pozdni exprese byla sledovana v oblasti
bazalnich ganglii a v motorovych neuronech michy. Oba proteiny byly
detekovany v neuronech sitnice oka v pozdéjsich fazich diferenciace
(Kawakami et al. 1996b, Esteve and Bovolenta 1999, Kobayashi et al.
2000, Heath et al. 1997, Winchester et al. 1999, Klesert et al. 2000,
Sarkar et al. 2000). Dysfunkce six5 je asociovana se svalovou dystrofii
a ocni kataraktou. Svalova dystrofie je autosomalné dominantni
onemocnéni charakterizovane progresivni svalovou atrofii, myotonii,
srdecnimi defekty, hyperinsulinemii, v nékterych pfripadech mentalni
retardaci a oCni kataraktou (Klesert et al. 2000, Sarkar et al. 2000).
Onemocnéni je zplUsobeno expanzi repetitivni (CTG), oblasti do
genového regionu dmpk (gen pro serin-threonin kindzu interagujici
s rodinou Rho malych GTPaz) v 3°- UTR (untranslated region) oblasti,
kterd zplsobuje expresni insuficienci dmpk a sousedniho six5.
Nedostate¢nost DMPK zpUsobuje patologii v kosterni svaloving,
zatimco abnormaélni exprese six5 mize byt odpovédnd za ocni
kataraktu. Navic SIX5 reguluje expresi atplal, kterd mdize hrat

klicovou roli v myotonii zapri¢inénou nedostatCnou osmotickou
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regulaci se snizenou schopnosti reakce svalovych kontrakci. U
nékterych pacientl je také pozménéna exprese igfbp5 (IGF vazebny
protein 5), ktery byl identifikovan jako jeden z cilovych genl pro SIX5
(Sato et al. 2002).

2.3 Biologie zahavci

Kmen Zzahavcl (Cnidaria) patfi spolu s kmeny Vlo¢kovci
(Placozoa) a Hub (Porifera) do skupiny primitivnich mnohobunécnych
Diblastica, ZivoCichll se dvéma zarode¢nymi listmi - ektodermem a
endodermem. Jsou to vodni, prevazné morsti zivocichové s radialni
symetrii téla. Povrch téla tvofi jednovrstevny epithel, ktery se zaklada
z ektodermu. V povrchovych epithelialnich bunkach jsou obvykle
pfitomny zahavé bunky (knidoblasty) slouzici primarné k uchvacovani
koristi a druhotné ik obrané. Pod povrchovym epithelem je r@zné
silnd vrstva rosolovité mezoglei ¢astecné slouzici jako opora téla. Na
rozdil od zivociSnych hub (Porifera) se v mezoglei nenachazi volné
bunky. Travici dutina - laCka je spojena s okolnim prostfedim jednim
vyvrhovacim i pfijimacim otvorem (peristom). Uvnitf lacky je
jednovrstevna epithelialni vystelka zakladajici se z endodermu.
Svalova soustava je tvorena zakladnimi myoepithelidInimi burikami,
které jsou soucasti zakladnich epithelovych vrstev. Vyména plyn{ je
zprostfedkovédna pouze pomoci difuze a Uplné chybi obéhova
soustava. Traveni probiha extracelularné v lackové dutiné. Nervova
soustava je ve formé rozptylenych nervovych bunék s naznaky

koncentrace v ganglia nebo prstence.

Zahavci tvofi dva morfologicky odlidné t&Ini typy. Prvnim typem

v

je pfrisedlé staddium polypa Zijici solitérné nebo v koloniich (u
koralnatcll). Mezoglea je u nich obvykle slabé vyvinuta. K podkladu

v 7

prisedaji rozSifenym noznim tercem. Mnozi se nepohlavné pucenim

29



nebo strobilaci, procesem metageneze, pfi kterém se z téla polypa
odskrcuji pelagické efyry (malé primitivni medulzy), které dale
pokracuji ve vyvoji a méni se v adultni skyfomeddlzy charakteristické
u tridy Scyphozoa. Jak jiz bylo zminéno, druhym télnim typem je
pelagicka meduza (vyjimecné prisedlda). Medlza ma vzdy velmi silné
vytvorenou mezogleu. Mnozeni probihd pouze pohlavné. Gamety
vznikaji z obou zarodecnych listd a po oplozeni se ze zygoty nejprve
vyviji obrvend larva planula, ze které vznika novy polyp. RozliSujeme
dva typy meduz. Slozitejsi skyfomedlza ma velké a Ccasto
komplikované stavéné manubrium (travici lacka) s vétvenou
gastrovaskularni soustavou doplnénou gastralnimi vacky. Smyslové
organy jsou koncentrovany v rhopaliich po obvodu zvonu. Rhopalia
obsahuji statocystu, oko, smyslovy epithel chutovych bunék a
nervova ganglia. Hydromeduza charakteristicka pro trfidu Hydrozoa je
mensi, nez skyfomeduza s jednodussi télni stavbou. Na okraji téla se

nachazi u tohoto typu meduzy blanity lem (velum).

Centralni nervova soustava medulz je tvorena prstencovou
strukturu po obvodu zvonu a obvykle je u bdze chapadel
koncentrovana v nervova ganglia, u nichz se mohou nachazet i
jednotlivé smyslové receptory (Anderson and Mackie 1977) . Pouze
u medudzovych stadii se u baze chapadel vyskytuje komplexni
fotoreceptoricky organ. Slozitost fotoreceptorického orgdnu je u
rlznych zastupcl znacné variabilni od jednoduchych ocek, az po

vysoce vyvinuté oko s ¢ockou (Kozmik et al. 2008).
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Phylum: Cnidaria
Aurelia (Moon Jellyfish)

Gastric Cavity.

Epidermis
Exumbrella

Radial Canal

Mesogloea
Gastrodermis

Circular Canal

Subumbrella

Radial Canal

Circular Canal

Obr. 2.3.1 Anatomie skyfomeduzy
(wikipedia)

Craspedacusta sowerbyi (kmen: Cnidaria, tfida: Hydrozoa) je
kosmopolitné rozsifeny sladkovodni druh preferujici stojaté nebo
mirné tekouci vody. Vyskytuje se bud ve formé& drobného prisedlého
bezchapadlého polypa o velikosti 1-2 mm nebo ve stadiu meduzy.
V ektodermalnim epithelu se vyskytuji shluky zahavych bunék.
Stadium polypa prevazuje a pomahd preckavat nepriznivé teplotni
podminky, tohoto pdvodné tropického druhu. Polypy se mnozi
asexualné pucenim. Priteplotdch okolo 25°C se zacinaji z polypU
tvorit hydromedizy o velikosti kolem dvou centimetrd. Manubrium
s Ustnim otvorem je rozsifeno do cCtyr radidlnich kandll spojenych
na obvodu zvonu jednim kanalem okruznim. Na chapadlech jsou
lokalizovany Zahavé bunky. MedUza predstavuje pohlavné se mnozici
stddium. Gondady jsou umistény po stranach radidlnich kanald. Po
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oplozeni ze zygoty vznikd larva planula, ktera se vyviji v polyp.
Medulzy jsou gonochoristi s oddélenym pohlavim. Na mistech jejich
vyskytu v zénach mirného pasu se obvykle nachazi bud jen samice
nebo samci a nedochazi k pohlavnimu rozmnozovani, pouze ke

klondlnimu déleni polypd.

2.4 SIX proteiny u meduz

Kdyz byla zjisténa klicova role genu sine oculis nebo jeho
homologl na vyvoji vizudlniho systému spolu s dalsimi skupinami
genl Pax skupiny, existoval uréity predpoklad, ze obdobné signalni
drdhy budou zapojeny ve vyvoji senzorickych organl pracujicich na
podobném principu u vsech skupin mnohobunécénych zivocichl. Pax
skupina gend, ktera se podili na vyvoji vizudlnich a sluchovych organd
je funkéné konzervovéna u rdznych skupin zivocichl vcéetné Zahavcl
(Tomarev et al. 1997, McCauley and Bronner-Fraser 2002, Sun et al.
1997). Navic se ukazuje, ze mechanizmy v ¢asném vyvoji oka béhem
embryogeneze jsou castecné také funkiné konzervované (Gehring
2002). Bylo tedy zajimavou otazkou, zda-li se geny skupiny Six
nalézaji i u zivocichl primitivnéjsich, konkrétné u hub a Zahavcl v
souvislosti s vyskytem pomérné slozitych senzorickych organu u

nékterych zastupcd.

Nyni je jiz jasné, ze six geny jsou evolucné starou skupinou
homeodoménovych proteinl, protoze se jejich vyskyt potvrdil u
nékolika druhd zahavci i ZzivociSnych hub (Bebenek et al. 2004, Ryan
et al. 2006). U Zahavcl byla dokonce evidovéana divergence six gen(
do tri hlavnich podskupin (SIX1/2, SIX3/6 a SIX4/5) obdobné jako je
tomu u Drosophila melanogaster (Stierwald et al. 2004). | kdyz se na
prvni pohled mize jevit pritomnost sine oculis u hub ve spojeni
s vyvojem vizudlnich organu jako neopodstatnéna, protoze u této

zivocisné skupiny nebyly popsany zadné fotosenzorické organy, byla u
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zivocisnych hub sledovana fotosenzitivni reakce (Leys et al. 2002).
Nejpodrobnéji se provadéla strukturni a funkéni analyza SIX protein(
u prfibuznych medlz Cladonema radiatum a Podocoryne carnea
razenych do podradu Anthomedusae tridy Hydrozoa (Stierwald et al.
2004).

U Cladonema radiatum s dobre vyvinutym okem vybavenym
coCkou byly identifikovany trfi SIX homology. V homeoboxu (HD)
SIX1/2 se nachazi podskupinove klasifikacni tetrapeptid ETSY. HD
oblast vykazuje 83% identitu s lidskymi SIX1/2 proteiny, 85% identitu
s proteinem SO u octomilky a 77% identitu s CEH-33 u Caenorhabditis
elegans. Konzervovanost u SIX-specifické domény (SD) porovnavana
s Clovekem je na dudrovni 69 %. Kompletni protein je slozen
z 235 aminokyselin. Exprese six1/2 je vazana na oblasti s vyskytem
nervovych bunék a myoepithelové vrstvy exumbrelly a subumbrelly.
Ve treti az Sesté pozici HD SIX3/6 je konzervovany klasifikaCni
tetrapeptid QKTH. HD SIX3/6 oblast je z 88 % identicka s lidskym SIX3
a SD doména s lidskym SIX6 (68%). U proteinu slozeného z 327
aminokyselin se na C’-konci proteinu vyskytuje kratka
homopolymerova oblast popsana u OPTIX octomilky (poly-alanin).
Nejvyraznegjsi exprese byla u six3/6 sledovana v rhopaliich a oku, dale
byl gen transkribovdn v manubriu, myoepithelu a chapadlech.
U klasifikaCniho tetrapeptidu SIX4/5 se oproti konvencnimu ETVY
objevuje substituce valinu isoleucinem. SIX4/5 se sklada z 214
aminokyselin s kratSi C’- terminalni oblasti v porovnani se savcimi
homology. Neni Uplné jasné, jestli se nejedna pouze o sestrihovou
variantu. Kompletni proteinova sekvence je nejvice podobné lidskému
SIX4. SD oblast je relativné divergentni s pozorovanou 53% az 58%
identitou vUci rGznym skupindm zivocichl. SIX4/5 je u Cladonema
radiatum exprimovan v manubriu, konkrétné v oblastech, kde dochazi

k diferenciaci oocytd.

U medulzy Podocoryne carnea se podarilo identifikovat dva six
geny (six1/2 a six3/6; nepodarilo se prokazat pritomnost six4/5).
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Six1/2 kéduje protein o velikosti 296 aminokyselin. V HD je pritomen
klasifikaCni tetrapeptid ETSY. HD oblast je z 86 % identicka s lidskym a
u octomilky popsanym SO. SD je ze 72 % identickd s lidskym SIX2.
Six1/2 u Podocoryne carnea je oproti pozorovani u Cladonema
radiatum, silné exprimovan v rhopaliich, zatimco u Cladonema
radiatum v téchto organech dochazi pouze k slabé expresi u nekolika
bunék v blizkosti CoCky. Slaba exprese byla pozorovana v myoeptihelu
a k expresi také dochazelo v obou zarodecnych listech ve spojitosti
s bunécnou proliferaci a diferenciaci. Velikost proteinu SIX3/6 je
290 aminokyselin se substituci threoninu alaninem v klasifikacnim
tetrapeptidu QKTH (QKAH u Podocoryne carnea). Nejvyssi podobnost
HD byla opét zaznamenana s lidskym SIX3 (86 %) stejné jako u SD (73
%). Six3/6 je exprimovan v rhopaliich a knidoblastech.

Konzervace mezi SIX proteiny u obou druh@ medlz je u HD
SIX1/2 na drovni 98 %, u SD je 91% identita. HD oblast SIX3/6 je mezi
druhy z 97 % identickd, SD z 91 %. U vSech uvedenych SIX protein(
byla zjiSténa pritomnost konzervovaného tetrapeptidu CFKE sousedici
s klasifika¢nim tetrapeptidem, ktery byl také popsan u SIX homologl

Drosophila melanogaster.
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3. Metody

3.1 Sbér materialu

Meduzy Craspedacusta sowerbyi byly naloveny v zatopeném
lomu v Kojeticich u Prahy a poté byly 48 hodin kultivovany v akvariu

v Cisté vodé, aby se zabranilo pripadné DNA kontaminaci.

3.2 lzolace nukleovych kyselin z Craspedacusta
sowerbyi

DNA izola¢ni roztok (50mM Tris.Hcl, 100mM EDTA, 100 mM NacCl, 1% SDS)
proteindza K (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. P0390 )
RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen, Némecko, Cat. No. 74124)

DNA byla izolovana z deseti meduz. Dezintegrace tkané
probéhla v5 ml DNA izolacniho roztoku s pfidanymi 125 pl
proteinazy K (o finalni koncentraci 1,25 mg/ml). Inkubace probihala pres
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noc pri 55°C. Po inkubaci byla tkan homogenizovana vortexovanim.
K homogenizované tkani bylo pridano 3,5 ml 4M NaCl a opét probihalo
vortexovani smeési po dobu cca dvé minuty. Zbytky tkané byly
odseparovany centrifugaci pri 15000 g po dobu 7-mi minut. DNA byla
vysrazena isopropanolovou precipitaci (V isopropanolu =0,7 x
V vzorku) a separovana centrifugaci pri 15000 g po dobu 15-ti minut.
DNA pelet byl dvakrat promyt 70% ethanolem, a po poslednim
promyti jsme DNA pelet nechali vyschnout 10 minut pri 37°C. DNA

jsme redisolvovali v TE pufru.

Celkovou RNA jsme izolovali ze dvou medulz pomoci RNeasy
Protect Mini Kitu kolonkovou metodou. Tkan byla nejprve
stabilizovana pridanim 2,5 ml roztoku RNAlater stabilization reagent
(souCast kitu). Tkan byla penetrovana cca 2 hodiny pfi pokojové
teploté. Odebrand tkan z RNA-stabilizacniho roztoku byla
homogenizovana tfenim ve treci misce za pfidavani tekutého dusiku;
v kone¢né fazi homogenizace byl prfidan 1 ml RLT lyzacni pufr s B-
merkaptoethanolem (soucast kitu). Zbytky tkané byly odseparovany
centrifugaci pfi 8000 g po dobu 3 minut, Izolace probéhla ze 600 pl
supernatantu (vzorek s rozpusténymi nukleovymi kyselinami),
ke kterému byl pridan stejny dil 70% ethanolu (600 ul). Navazani RNA
na kolonu, promyvani a uvolnéni RNA z kolony probihalo podle
protokolu vyrobce (Rneasy Mini Handbook 04/2006).

3.3 cDNA syntéza a molekularni klonovani Six genu.

Advantage RT-for-PCR Kit (Clontech, USA, Cat. No. 639505/6)
PCR set (Sigma, USA, Cat. No. D1806-1,5KU)

cDNA jsme syntetizovali z 1 ug celkové RNA na reakci pomoci
Advantage RT-for-PCR Kitu metodou reverzni transkripce s poly-dT
adaptory a hexamerovymi nahodnymi primery podle protokolu od
vyrobce (prtokol ¢. PT1107-1, verze PR641671).
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Caste¢né EST sekvence six gend byly amplifikovany
degenerovanymi primery podle publikace (Stierwald et al. 2004) pro
six1/2 a six4/5: forward ( 5°-TGG YTN RAR GCN CAY TAY-37), nested
forward (5 -ATH TGG GAY GGN GAR GAR AM-37), reverse (5°-CKN CKR
TTY TTR AAC CAR TT-37) nested reverse (5°-KTY TCY TCN CCR TCC
CAD AT-37); pro six3/6 forward (5°-GCN ATG TGG YTN GAR GCN CAY
TA- 37), nested forward (5°-TGG GAY GGN GAR CAR AAR CAN CA-37),
reverse (5°-CAT RTT DCC WAC YTG NGT NGG-37), nested reverse (5°-
TGN GTY TTY TGY TCN CCR TCC CA-37). PCR podminky byly 20 cyklG
(15 s/ 94°C, 25 s/ 50°C, 1 min/ 72°C); nasledované nested PCR 40
cyklG (15 s/94°C, 25 s/50°C, 1 min/72°C). PCR reakce probéhly v
reakcnich objemech 20 pl o slozeni: 1 X PCR buffer s MgCl,/1,5mM na
reakci (Sigma), 10pmol/rekaci forward primer, 10pmol/reakci reverse
primer, 0,2mM dNTP mix (Sigma), 1 U Tag/rekaci (Sigma), templatova
cDNA 100 az 200 ng/reakci.

PCR produkty byly analyzovany a klonovany stejnou metodikou
jako v pripadeé RACE amplifikace (uvedené nize).

3.4 Parametry BAC genomové knihovny a skrinink
DNA knihovny

Utfidéna genomova BAC DNA knihovna z Craspedacusta
sowerbyi byla kompletné zpracovana na zakdzku firmou Amplicon
Express (Pullman, WA 99163 USA). Klonovaci vektor byl pouzit
pCC1BAC (Epicentre) s restrik¢nim mistem pro Hindlll; s prdmérnou
délkou insertu kolem 135 Kb a rezistenci na chloramphenicol;
elektroporovany do hostitelskych bunék E.coli DH10B TI1-R

(Invitrogen).
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Pocet BAC transformantl v knihovné byl 21504, coz pfi
predikované velikosti genomu kolem 500 Mb (odvozeno od pribuzného
organismu Nematostella vectensis, ktery byl kompletné osekvenovan
a anotovan v roce 2006 (Sullivan et al. 2006)) odpovida pro 99%
pravdépodobnost pokryti celého genomu s 1,2 redundaci (ziskano
podle vzorce N = In (1-P)/In (1-f); kde N je pocet klon{ v knihovné, P
pozadavovana pravdépodobnost pokryti genomu, f pomér frakce

insertu k celkovému genomu).

Transformované bunky v knihovné byly uchovavany v LB médiu
(LB Lennox (Fisher), 36mM K;HPO,4, 13,2mM KH;PO4, 1,7mM citrat
sodny, 0,4mM MgSO., 6,8mM (NH4)SO., 4,4% glycerol, 12,5 ug/ml
chloramphenicol) pfi teploté -80°C.

Buriky byly kultivovdny po zaockovani v tekutém LB médiu (LB
Broth (Sigma) 20 g na 11 ddH,0) s 12,5 pg/ml chloramphenicolem pri
37°C.

Skrinovani knihovny se provadélo metodou 3D-poolovani;
kompletni systém byl dodan firmou Amplicon Express (princip
uvadime nize). Lokalizace transformantl s poZzadovanymi DNA inserty
probihala sérii PCR reakci s nasledujicimi primery (Tab. 3.4.1).
Parcidlni EST sekvence six gend (znaceny podle podobnosti
k referencnim six sekvencim z databdze NCBI; dcislo oznacuje
prislusnost genu k jednotlivym Six podskupinam a pismeno variantu

genu), jejichz casteCné sekvence byly ziskany degenerovanymi

primery.

six/gen Forward primer (5 -»37) Reverse primer (5 -»3°)
1/2A TCGGCGTAAATACCCACTTC CCAGTTGCTGACCTGAGTGA
1/2B GACGCGCACTGCACGAAGCCTAC GAACCAGTTGCTGACTTGCGTGAC
3/6A CATGGAGGCAGAGAGGATTC TGAGTGACGTCAGCCAGTTC
3/6B CCGCTTCCTCGGACTATATG TGTCGGAGTCAAGTGAGTGG
4/5A TCTTCTATATGCCCGCAAGG CCGGAGAGACCAGACAATCT
4/5B TGAAGCGGAGAAGGTGAGAG GAGTCAGTTCAGTGCGCTTG

Tab. 3.4.1 Seznam skrinovacich primera pro jednotlivé six geny
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PCR optimalizované podminky byly prvotni denaturace 2 minuty/94°C
nasledované 35-ti cykly (30 sekund /94°C, 30 sekund/60°C, 1
minuta/72°C) s findlni extenzi pri 72°C po dobu deseti minut. Reak¢ni
slozky byly stejné jako v pripadé klonovani six genli degenerovanymi
primery, pouze v pripadé templatové DNA se pridavala DNA z pool(

dle doporuceni vyrobce v objemu 2 ul/reakci.

3.4.1 Princip poolovacich technik skrinovani
genomové knihovny

DNA superpoolovani a poolovani je relativné jednoduchy a
rychly systém slouzici k dohledani pozadované sekvence, pripadné
genu v utridéné DNA knihovné pomoci nékolika PCR reakci.

Rozlisujeme dvé strategie poolovani, bud formou 2D nebo 3D.
transformantd je mensi. Skrinink se provadi na 2D matrici a obvykle
se pouzivda k analyze samostatnych mikrotitracnich desticek
s transformanty. 3D strategie se provadi pomoci 3D matrice a je
vhodnéjsi ke skrinovani velkych knihoven. Obecné mizeme metodu
3D DNA poolovani priblizit k dohledani bodu v prostoru po zadani
souradnic x, vy, z.

3D-DNA poolova knihovna je soubor usporadanych BAC DNA
smésnych izolatd doboxli o pozadovanych parametrech
korespondujicich s jednotlivymi soubory BAC klonalnich pozic
v usporadané plvodni BAC knihovné. Pro kazdy box je nutnd
konstrukce dodatec¢ného subboxu (BAC DNA smeésné izolaty
z jednotlivych usporadanych klonl pro kazdy box) k lokalizaci BAC
klonu po zadani x, y, z souradnic (pool reakce). Predstavime-li si boxy
jako oddélené prostory, provadime prvni PCR reakci (PCR-superpool)
dohledani pozadovaného DNA insertu v prislusném prostoru (boxu) a
druhou PCR reakci (PCR-pool) lokalizujeme DNA insert v subprostoru

(konkrétni transformant v pfislusném subboxu). Samozrejmé neni
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vylouceno, ze pozadovana sekvence bude obsazena v knihovné ve
vice kopiich. PredevSim u metody 3D-poolovani zplsobuje vysoka
pozitivita u velmi redundantnich knihoven znacné obtize v lokalizaci
pozitivniho BAC transformanta, proto musime peclivé vazit celkové
pokryti genomu a redundanci BAC genomové knihovny. Principy
jednotlivych poolovacich technik jsou aproximativné vyvsvétleny na
prilozenych obrazcich.

20 pooling strategy

Example of 1 superpool © 384 microplates (384wells plate) are arranged
on a 2 dimensions matrix 24x16

Pooled DNAs organized in
a 96 wells plate
[0 36dwels plate

N R RS S NP RRERoL 3 fioy panly P0O0BOO®O0O00O0O0OO0O
e e e e e e e Rlptes .24 00000 CO00O0O0
g g Yy Row pool 2 P90 O®@0 000000
plates 25 to 48 000000000000
® 00000 00000
29900 (@8]
®0O®®®0C0O00O0O0
o090 O®O®0000O0O0OC0
PCR + visualization on
electrophoresis gel
column pool 19
HEHEEHEH 3 - HEEHEEEEEEEEEE » Row pool 16
y Column Poal 2 Column I;unI24

Column Poal 1

Clones are pooled according row pools and column pools and then DMNA -
from each pool is extracted and prepared for PCR reaction positive plate © number 187

Crossing PCR positive results for row pool and column pool allows to
identify positive plate Secreening of the positive plate

16 rowt pool PCR + 24 column pool PCR

=40 PCR for the screening of 384 plates

Obr. 3.4.1.1 2D strategie (INRA)

Skrinink je provadén na 2D matrici (analogie s osou x a y). DNA izolujeme ze vSech transformantl v fadé
(16 vzork() a ve sloupcich (24 vzorkd). Po vyhodnoceni PCR reakce snadno lokalizujeme klon s
amplifikovanou sekvenci.
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3D pooling strategy

plate pool 4

Fooled DMAs organized in a
SBwells plate

@2 008000000

020000@00000O0

poal column 16 /

’ PCR + visualisation on
electrophoresis gel

This scheme shows the 30 pocling strategy for a set of 8 384wells plate calumn 16

- Row pools are made with posled clones of each row from each plate = 16
rows pools

- Column pools are made with pooled clones of each column from each plate
= 24 columns pools

- Plate pools are made with pooled 384 clones from each plate = 8 plates
poals

48 N'CQ reactions allow to screen 8 384wells plates (3074 clones) ~
Positive clone 4 E 16

Obr. 3.4.1.2 3D strategie (INRA)

Skrinink je provadén na 3D matrici podle os plate (analogie s osu x), row (analogie s osou z) a column
(analogie s osou y). DNA izolujeme ze v$ech transformantd v fadé (16 vzork(), ve sloupcich (24 vzorkd) a
v jednotlivych deskéch (8 vzorkd za pouZziti osmi desek). Po vyhodnoceni PCR reakce snadno lokalizujeme
klon s amplifikovanou sekvenci.

3.4.2 Amplicon 3D poolovaci systém

Tento systém je navrhnuty pro usporadanou BAC knihovnu na
384 jamkovych deskdch o rozméru 16 x 24 jamek (16 rad, 24
sloupcll). Superpoolovy izoldt ze sedmi 384 jamkovych desek
obsahuje vzdy DNA z2688 BAC transformantl. DNA izolaty
pro superpooly znacime sp a jejich mnozstvi je umérné poctu BAC
klont v genomové knihovné. Pro kazdy superpool jsou pripraveny pool
reakce pro lokalizaci pozice pozadovaného BAC transformanta
v superpool boxu. Screenovaci PCR systém je navrhnuty tak, abychom
ziskali pozici pro konkrétni desku, radu a sloupec (resp. pozici jamky),
ve které se nachdazi BAC transformant s hledanym DNA insertem.
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Lokalizace transformanta
Transformanta lokalizujeme pomoci nékolika PCR reakci.
Nejdiive provedeme PCR reakci pro sp (superpool) vzorky (Obr3.4.2.1) se

specifickymi primery navrhnutymi pro amplifikaci pozadované (hledané) sekvence.

Library Code Superpool Collection Plate Copy #1
Library plates 001-120

100 bp ladder

Obr. 3.4.2.1 Superpoolovaci PCR reakce (Amplicon Express)

Po vyhodnoceni PCR reakce, pozitivni a negativni kontrolou, jsme pozitivni vysledky dostali pro
superpoolbox sp5 a sp9 pro uvedeny; dalsi dohledani provedeme arbitrarnim vybérem jednoho vzorku.

Po prvni souboru PCR reakci jsme dohledali superpool box
s transformantem, ktery obsahuje insert naseho zajmu. Dalsi
amplifikacni PCR reakce provadime s DNA izolaty pro pfislusny
superpool box. Lokalizujeme konkrétni titracni desticku (vzorky
~plate”) pozitivniho transformanta po amplifikaci vzorkd spxP, kde x je
Cislo pozitivniho superpool boxu (Obr. 3.4.2.2) a sérii dalsich PCR
reakci dekdédujeme pozici BAC transformanta s hledanou sekvenci.

42



3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 2
SP-5 (twelve 384 well plates) A@@

1

| PLATE7

HOO

PLATE

POOLS

Library'Code SP-5 PRCD Rlate, Copy #1
Library plates 049-060

Obr. 3.4.2.2 Lokalizace desky s pozitivhim transformantem (Amplicon Express)

V uvedeném prikladu pro superpool box sp5 se nachazi pozitivni transformant na desce ¢.7.

Nasledujicim schématem PCR reakci (Obr. 3.4.2.3) urcime
konkretniho transformanta s pozadovanou sekvenci; navrhnuté
schéma dohledani na desce kopiruje princip 2D poolovani. PCR reakce
se vzorky ,plate” (desky), ,row“ (rfady) a ,column“ (sloupce)
pro prislusny pozitivhi superpool box Ize efektivnéji provadeéet
soucasné. Po protnuti os ziskané analyzou vzorkd ze subbox( ,row”,
»~column“ a ,plate” pro prislusny pozitivni superpool box lokalizujeme
transformanta s hledanou sekvenci (Obr. 3.4.2.2, 3.4.2.4 a 3.4.2.5).
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Obr. 3.4.2.3 Schéma PCR reakci pro lokalizaci pozitivniho transformanta (Amplicon Express)

Schéma nanéaseni DNA izolatl vzorkd R (,row”) a C (,,column®) pro pfislusny superpool box.
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Obr. 3.4.2.4 Lokalizace vzorku v fadé (Amplicon Express)
Na prilozeném obrdzku pozitivitu vzorek v radé G (7. rada na titra¢ni desti¢ce). V kontextu s ostatnimi

prilozenymi obrazky uvedenymi drive, nyni vime, ze pozadovany BAC transformant se nachdzi v sp boxu
¢.5 na 7. desce v radé G.
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SP-5 (twelve 384 well plates)
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Obr. 3.4.2.5 Lokalizace vzorku ve sloupci (Amplicon Express)
Na prilozeném obrazku pozitivitu vzorek ve sloupci 21. V kontextu s ostatnimi prilozenymi obrazky

uvedenymi drive, nyni jiz zndme presnou lokalizaci BAC transformanta s hledanym DNA insertem. BAC
transformant se nachéazi v sp boxu ¢.5 na 7. desce v fadé G a sloupci 21.

3.5 BAC izolace a sekvenovani 454 metodou

P1 roztok (Qiagen, Némecko, Cat. No. 19051)

P2 roztok( Qiagen, Némecko, Cat. No. 19052)

P3 roztok (Qiagen, Némecko, Cat. No. 19053)

GS FLX Titanium sekvenacni kit (Roche, Némecko, Cat. No. 04-05/955/233/746/351/365/955)

RN&za (Qiagen, Némecko, Cat. No. 19101)

Hybridiza¢ni roztok (2,5M NaCl/20% PEG 6000)

Agencourt CosMCPrep Kit (Agencourt - Beckman Coulter, USA, Cat. No. A37064)

Po lokalizaci pozitivnich BAC klon{ (transformant) obsahujicich
pozadované sekvence jsme museli vypracovat protokol pro BAC
vektorovou izolaci, ktera by byla vhodna k sekvenovani metodou 454.

Vychozim predpokladem byla BAC izolace, kterd by méla co nejnizsi

moznou kontaminaci chromozomalni DNA E.coli. Prevdzna vétsina
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BAC izolacnich technik je zalozena na upravenych metodach alkalické
lyze, kterd se pouziva pro izolaci mensich vektorl a na purifika¢nich
technikach pouzivajici specifické exonukleazy, které degraduji dsDNA
s otevrenymi konci. Exonukleazova purifikace je u BAC izolaci ovsem
znacné rizikova z dlvodu relativné snadného vzniku ds zlom0 u tak
velkych cirkularnich molekul DNA jako jsou BAC rekombinantni
vektory, které potom ve vysledku znamenaji velmi nizké vytézky
izolace. Nami zvolena metoda vychazi taktéz z alkalické lyze, po které
nasleduje purifikacni krok pomoci SPRI (Solid-phase reversibile
immobilization) technologie izolace DNA na paramegnetickych
Casticich (DeAngelis, Wang and Hawkins 1995), upravené pro

vektorovou izolaci vazajici DNA pouze v urcitém velikostnim rozmezi.

Narostla kultura E.coli byla odstfedena pri 4000 g po dobu 20-ti
minut pri 4°C. Bakterialni pelet byl resuspendovan v 10 ml roztoku P1
s prfidanou RNazou (dle vyrobce) vychlazeného na 4°C. Denaturace
probihala 5 minut pfi pokojové teploté po pridani 10 ml roztoku P2.
Sraazeni proteind s vétSinou chromosomalni DNA probihalo po pridani
10 ml roztoku P3 a inkubaci 10 minut pri pokojové teploté. Vysrazené
proteiny s vétSinou chromozomalni DNA byly separovany centrifugaci
pri 20000 g, 4°C po dobu 20-ti minut. DNA v supernatantu zfiltrovana
pres filtracni papir byla vysrdazena 0,7 ndsobnym objemem
isopropanolu. Vysrazena DNA se odstredila pri 15000 g, 4°C po dobu
30-ti minut. DNA pelet se dvakrat oplachl 70% ethanolem a po
poslednim promyti se pelet nechal vyschnot pri 37°C cca 10 minut.
DNA pelet byl redisolvovan prfes noc v ddH,O pfi 4°C. Po redisolvaci
byl do DNA roztoku pridan hybridizac¢ni pufr v poméru 1:16 na objem
roztoku DNA. Nasledné byl vzorek rozpipetovan po 300 pl do 1,5ml
zkumavek. Do kazdé zkumavky se vzorkem bylo pipetovano 10 ul PUR
4 roztoku (soucast CosMCPrep Kitu) a cely objem byl promichan
pipetaci. BAC DNA byla srazena v kazdé zkumavce pfidanim 205 pl
isopropanolu. Paramagneické castice s navazanou BAC DNA byly
separovany 15 minut v magnetickém poli k této izolaci uzplsobeném

stojanu na 1,5ml zkumavky (tyto stojany jsou vyrabény rlznymi
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firmami s obdobnymi parametry). Dale se postupovalo podle
protokolu od vyrobce (Beckman Coulter, protokol ¢. 000381, verze
012).

Priprava BAC poolové knihovny pro 454 sekvenovani na strojové
platformé FLX (Roche, Némecko) byla pripravena podle navodu
vyrobce (Roche, verze Titanium - 1, 2009-02-3). Principidlné se jedna
o sekvenacni metodu DNA polymeracni syntézou stejné jako v pripadé
kapildrniho sekvenovani ovSem bez termindtorl polymerace.
Fragmentovana ssDNA je navazana na specialnim nosici
s adaptorovou sekvenci poskytujici primer pro polymeracni reakci.
DNA na nosici se umisti do reak¢ni komory, kde jsou jednotlivé nosice
s adaptory fixovany v jedné poloze. Do reakce je cyklicky pridavan a
poté odmyt vzdy jeden typ dNTP, kdy v pfipadé, Zze dojde k pfipojeni
na nove syntetizujici retézec podle komplementarniho DNA retézce,
se pres sérii enzymovych reakci, vyuzivajici jako substrat uvolnéné
intermediaty po probéhlém pripojeni nukleotidu, uvolfuje energie ve
formé fotonového kvanta, které je zachyceno na CCD kamere.
Vzhledem ktomu, Ze nosiCe DNA jsou fixovadny v jedné poloze
a obsahuji pouze jednu molekulu DNA, odpovida polohova informace o

pripojeni nukleotidu vzdy jednomu konkretnimu DNA fragmentu.

DNA pool byl pripraven z5-ti BAC vektorovych izolatd
obsahujicich DNA insert s predikovanymi six geny o celkovém
mnozstvi DNA 2,5 pg smichaném s BAC DNA poolem z 16-ti BAC
izolatl obsahujicich pou predikované geny o celkovém mnozstvi
2,5 ug DNA. Findlné bylo 5 pg DNA zpracovano dle uvedeného
protokolu. K vlastni sekvenaclni reakci se pouzil Titanium Kit, ktery
oproti drivejsim setlim nabizi delsi ¢teni deklarujici 500 bazi na jeden
fragment DNA. Fragmentovanou BAC poolovou knihovnou navazanou
na nosi¢i byla obsazena sekvenacniho segmentem o kapacité

celkového cteni cca 250 Mb.
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3.6 RACE, klonovani, minipreparace a kapilarni DNA
sekvenace

SMART RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, USA, Cat. No. 634914)
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Némecko, Cat. No. 28104)
Montage Gel Extraction Kit (Millipore, USA, Cat. No. LSK GEL 050)

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen, USA, Cat. No. K4575-40)
kompetentni buriky E.coli TOP10 (Invitrogen, USA, Cat. No. C4040-06)
S.0.C médium (Invitrogen, USA, Cat. No. 15544-034)

LB (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. L3022-1KG)

IPTG (Duchefa, Nizozemsko, Cat. No. 11401.0001)

X-GAL (Duchefa, Nizozemsko, Cat. No. X1402.1000)

kanamycin (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. K0377)

Genomelab Dge Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit (Beckman Coulter, USA, Cat.
No. P/N 608120)

Roztoky P1, 2 a 3 (Qiagen) jak je uvedeno v metodé BAC izolace

Pro RACE (rapid amplification of cDNA ends) amplifikaci byla
pouzita SMART (Switching Mechanism At 5°end of RNA transcript)
metoda vyuzivajici ligaci adaptorovych sekvenci na 5° a 3" konce
noveé syntetizovaného cDNA retézce podle mRNA templatu reverzni
transkriptdzou od polydT néastavcl (Chenchik et al. 1996). Tato
metoda poskytuje syntézu kompletni cDNA analyzovanych RNA
transkriptll vhodné zvolenymi primery. Pro SMART RACE metodu bylo
vyuzito SMART RACE cDNA Amplification Kitu. Priprava cDNA probéhla
podle protokolu od vyrobce (PT-3269-1/2, verze PR882577). Vychozim
materialem byl 1 pg celkové RNA pro cDNA syntézu u obou reakci (57i
3" cDNA syntézu). Amplifikace cDNA byla provedena v nékterych
pfipadech (kde je uveden nested primer) dvoukrokovou nested-PCR
reakci s podminkami podle uvedeného protokolu s nasledujicimi
primery pro six1/2A forwrard (prodluzujici cDNA oblast smérem k 3
"konci) (5°-TCG GCG TAA ATA CCC ACT TC-37), reverse (prodluzujici
cDNA oblast smérem k 5 konci) (5°-GAC CGC CTT TGC TTT TAC CAC
CGA CTC-37), nested-reverse (5°-CGA CCAC AGA AAC CTA GCC AGG
CGA TC-3"); pro six1/2B forward (5"-CAT GCT CGA CGC GCA CTG CAC
GAA GC-37), reverse (5°-CCA ACA GGC TGG TCT TTG GAT ACC GCC-3
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"), nested-reverse (5"-CAG GTT GAC CGC TGC TGA TCA GGC ATTC-37);
pro six3/6A forward (5°-CAT GGA GGC AGA GAG GAT TC-37), reverse
(5°-CCA GTT CCC GCT TCT TCG AAG GGC TCG G-37); pro six3/6B
forward (5"-AGC CGA GGA AGG CCA CTT GGT CC-37), nested forward
(5-GTT CGC AAG CGC TTT CCG CTT CCT CGG AC-37), reverse (5-CAT
TCA TCA CGT CGA ACA TCT CCG GTG-37), nested reverse (5°-GTC TCC
ACA CTC CTC CAA CGT CTC G-3"); pro six4/5A forward (5°-GCG CGA
GAA GAA CGA ACT CCC TAC CAC G-37), reverse (5"-CTC GCG CCT TGC
GGG CAT ATA GAA G-37),pro six4/5B forward (5°-GGT GAG AGG TCG
CCC GTT AGG AGC TGT A-37), reverse (5°-GAG TCA GTT CAG TGC GCT
TG-37). Parametry nastaveni cykld PCR reakce byly pro prvni i nested
PCR nésledujici: 25 cykld (30 sekund/94°C, 30 sekund/68°C,
3 minuty/72°C) s koncentracemi slozek PCR reakce podle uvedeného
protokolu; v prfipadé nested PCR byla misto templatové cDNA do
reakce pridano 50 az 100 ng purifikovaného PCR produktu z prvni PCR
reakce. Pro purifikovani PCR produktl z prvni PCR reakce byl pouzit
QIAquick PCR Purification Kit pracujici na principu vazby DNA produktd
ve velikostnim rozmezi 100 bp az 10 kb na kolonu. Metodika byla
provedena podle protokolu od vyrobce (QIlAquick Spin Handbook,
verze 03/2008). Produkty PCR byly analyzovany v 2% agarosovém
gelu v TAE pufru elektroforetickou separaci. DNA amplifikaty byly
vyfiznuty skalpelem a poté byla zjednotlivych blo¢ki DNA
extrahovana a precisténa od ethidia a dalSich slozek pomoci Montage
Gel Extraction Kitu. BloCcky s pozadovanymi DNA fragmenty byly
vlozeny do horni Casti zkumavky na specialni filtr a centrifugaci pfi
5000 g po dobu 10-ti minut dosSlo krozbiti struktury gelu,
odseparovani nezadoucich slozek a eluci DNA. Takto zpracované DNA
vzorky z RACE syntézy byly pouzity pro klonovani do vektoru.

Ke klonovani byl pouzit TOPO TA Cloning Kit for Sequencing,
pricemz cely postup byl zpracovan podle protokolu (25-0276, verze
O). Tato klonovaci metoda je zalozena na moznosti klonovani PCR
produktd bez Gpravy koncl pomoci restrikénich endonukledz. Vyuziva

se kovalentné navazané Topoisomerazy | zviru Vaccinia, ktera
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specificky Stépi fosfodiesterovou vazbou v misté 5°-CCCTT-3"(misto
ve vektoru); energie z tohoto Stépeni neni uvolnéna, ale je pouzita
k ligaci PCR produktl, u kterych se vlivem slabé terminaini
deoxynukleotidyltransferazové aktivity Tag polymerazy objevuji na 3°-

konci adeninové presahy (Shuman 1994).

6 ul ligacni smési (0,5 pl precisténého RACE amplifikatu, 1 pl
Salt Solution, 1 ul TOPO vektor a 3,5 ul ddH,0) jsme inkubovali 10
minut pri pokojové teploté. Transformovali jsme piny objem (50 ul)
komercné dodavananych bunék E.coli TOP10 metodou teplotniho
soku. K rozmrazenym kompetitivnim burfikam na ledu bylo pfidano 2
pl ligacni smeési po inkubaci, obsah byl promichan poklepem a
inkubovan na ledu 30 minut. Teplotni Sok probéhl ve vyhraté vodni
lazni na 42°C po dobu 30-ti sekund. Transformacni smeés poté byla
zchlazena na ledu a k bunkam bylo pridano 250 pl S.0.C média o
pokojové teploté (2% Trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 10mM NacCl,
2,5mM KCI, 10mM MgCI2, 10mM MgS04, 20mM glukosa). Naslednée
byly bunky inkubovany pfi 37°C v termobloku po dobu 1 hodiny. Na
jednotlivé LB agarové plotny s kanamycinem o koncentraci 50 pg/ml
byla pridana smés IPTG induktoru 10 pl s 40 ul substratu X-GAL.
Plotny se nechali 30 minut pred bunécnym vysevem vyhrat
v termostatu na teplotu 37°C. Na predehraté agarové plotny jsme
provedli roztér celého objemu bakterialni transformované suspenze

a nechali misky inkubovat v termostatu pri 37°C do nasledujiciho dne.

Bile transformované kolonie s inser¢ni inaktivaci genu lac-Za
byly zaolkovany do 5 ml tekutého LB média s kanamycinem o
koncentraci 50 pg/ml a kultivovany po dobu 14-ti hodin v termostatu
na trepacce pri 37°C. Z narostlych kolonii se odpipetovalo po 2 ml
bunécné suspenze, ze které byla miniprepovou technikou izolovéna
vektorova DNA. Bakterie byly odstrfedény pri 4000 g po dobu 20-ti
minut. Bunécny pelet byl resuspendovan ve 100 ul roztoku Pl (s
prfidanou RN&zou) (Qiagen). Po pridani 100 pl roztoku P2 (Qiagen)
probihala denaturace 5 minut pri pokojové teploté. Neutralizace
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probéhla po pfidani roztoku P3 (Qiagen) a inkubaci po dobu 10-ti
minut pfi pokojové teploté. Srazené proteiny s chromozomalni DNA
byly separovany centrifugaci pfi 150009 po dobu 20-ti minut.
V odpipetovaném supernatantu byla vektorova DNA vysrazena
isopropanolovou precipitaci prfidanim isopropanolu o 0,7 nasobném
objemu na objem vzorku. Vysrazena DNA byla v roztoku separovana
centrifugaci pri 15000 g po dobu 15-ti minut. DNA pelet byl dvakrat
oplachnut 70% ethanolem a po poslednim promyti byly zbytky
ethanolu odpareny v termobloku vyhratém na 37°C inkubaci cca 10-ti
minut do Uplného vyschnuti. DNA byla pro ucely kapilarni sekvenace
redisolvovana v ddH-0.

DNA vektorové rekombinantni izolaty byly sekvenovany na
kapildrnim skevenatoru CEQ 2000 XL (Beckman Coulter, USA)
dideoxy-terminacni metodou za pouziti komercniho kitu Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit s nastavenymi podminkami a
chemismem reakce dle navodu od vyrobce (P/N608118.AC,
verze Sept-2004). Do rakce byl pridan 1 pg templatové vektorové
DNA. Rekombinantni region s DNA insertem byl sekvenovan z obou
stran pomoci M13 primerd dodavané v TOPO TA klonovacim Kitu: M13
(forward): 5-GTA AAA CGA CGG CCA G-37, M13 (reversed) 5°-CAG
GAA ACA GCT ATG AC-3.

3.7 Pouzity software

Pro analyzu sekvenci biopolymerl byl pouzit balik EMBOSS,
BioEdit verze 7.0.9.0 a program Geneious verze 4.7.5. Komparativni
a fylogenetické analyzy sekvenci byly zpracovany pomoci programu
MEGA verze 4.0. Ke zpracavani sekvenc¢nich dat metodou 454 byl
pozity software MIRA verze 2.9.42.
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4. Vysledky a diskuze
4.1 BAC sekvenace metodou 454

V BAC genomové knihovné Craspedacusta sowerbyi jsme
pomoci skrinovacich primerd a systému 3D-pooll lokalizovali 5 BAC
klonl, ve kterych se nachazel DNA insert s genovou oblasti pro geny
six1/2A, six1/2B, six3/6A, six3/6B a  six4/5B. V pfipadé
homeoboxového genu znaceného jako six4/5A se nam nepodarilo
dohledat Zadny BAC klon, ktery by ve svém insertu obsahoval oblast
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pro navrhnuté skrinovaci primery. Vybrané BAC klony jsme
sekvenovali metodou 454 s vysledky shrnutym na Obr. 4.1.1 a
v nasledujicich kapitolach. Contigy ziskané ztéto analyzy se
v soucasné dobé jesté zpracovavaji, takze sekvence contigl v této

praci neuvadime.

Mumber Of Library Reads

4,000

35500

3,000

2,500

700 800 900 1000 1,100 1200 1,300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2,000
Read Length, Region Total

TCAG (Librany) Region
1 Total
RawWells 1,094,849 [ 1,094,849
KeyPass Wells 1,072,033 | 1,072,033
Passed Filter Wells 590,423 590,423
Total Bases 206,741,068 |206,741,068

Length Average 350.16 350.16
Length Std Deviation 111.66
Longest Reads Lenath 2,040 2,040
Shortest Reads Length 8 8
Median Reads Length 378.0 378.0

Obr. 4.1.1 Vysledny souhrn dat ziskanych sekvenaci metodou
454

Celkovy objem ziskanych dat je 206,741,068 bazi o priméré délce

N L Y. va

Ziskanda data se dale analyzovali v programu MIRA, kde doslo
k poskladani parcialnich sekvenci do 2649 contigl o stfedni hodnoté
délky 6921 bazi. Nejdelsi contig byl o délce 96782 béazi, ktery ovsem

pochazel z chromosomalni kontaminace E.coli.

V Zadném z uvedenych pripadd se dva nebo vice six genovych
oblasti nenachdzelo na jednom BAC insertu (oblast cca 135 kb) a
v souladu s tim také nebyl ziskan zadny souvisly contig, ktery by
obsahoval vice six genovych oblasti. Lidské homology six2 a six3 jsou
lokalizovany v blizkém spojeni na chromosomu 2pl6-21 v oblasti o

velikosti zhruba 100 kb, zatimco six4, sixl a six6 se nachazeji
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v regionu o velikosti 260 kb na chromosomu 14g22.3-q23. Gen six5
neni u Clovéka ve fyzickém spojeni s jinymi six geny a nachdazi se na
chromozému 7 (Boucher et al. 1995, Oliver et al. 1995b, Oliver et al.
1995a). S ohledem na lidskou lokalizaci a spolecny monofyleticky
plvod six genl existuje ovSem predpoklad, Ze u Zahavcl jako
evolu¢né staré skupiny zivocichd by se six geny také mohly
vyskytovat v klastrech. | kdyz jsme nepotvrdili vyskyt zadného six
genu ve fyzickém spojeni s jinym six genem, je srovnavana oblast
BAC DNA insertu relativné mala a spolu s neurcenim presnych pozic
parcidlni six gend v BAC insertu ndm nedovoluje vyvozovat v tomto

ohledu jasné zaveéry.

4.2 Analyza ziskanych homeoboxovych proteinu

Podarilo se ndm ziskat EST sekvence u Sesti homeoboxovych
genl z Craspedacusta sowerbyi, z nichz pét vykazuje signifikantni
prislusnost k SIX homeobox@im. U six1/2B se ndm nepodarilo ziskat 3°
konec EST oblasti metodou RACE. Nicméné u vSech proteinG jsou
kompletné popsany evolu¢né konzervované oblasti homeoboxu a SIX-
specifické domény.

Ziskané sekvence metodou RACE byly srovnany se
sekvencemi genomové DNA, které jsme ziskali ze sekvenovanych BAC
vektord metodou 454. Vzhledem k urc¢itému stupni polymorfismi SNP
charakteru, ktery se vyskytoval u nékterych analyzovanych RACE
sekvenci, protoze RNA izolat pro RACE amplifikaci byl zpracovan
z nékolika jedincl Craspedacusta sowerbyi, jsme nékteré EST
sekvence homeoboxovych genl konsensudlné upravili podle
sekvenci homolognich ¢asti contigl BAC vektor( obsahujicih prislusny
homeoboxovy gen. SNP polymorfismus u analyzovanych sekvenci
neménil aminokyselinové slozeni proteinll, proto se touto

problematikou v praci déle nezabyvame.
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Kompletni EST oblast six1/2A byla redundantné pokryta DNA
sekvencemi v oblastech ¢tyr contigd. Homologni regiony contigd
k EST sekvenci nebyly velikostné presné definovany a nékteré casti
byly ukonleny s vétSimi nebo mensimi presahy oproti stejnym
homolognim oblastem v jiném contigu, coz ukazuje na Spatné slozeni
téchto oblasti a nemoznosti vérohodné predikce intron(
homeoboxového genu Six1/2A. u nekompletniho ESTu
homeoboxového genu six1/2B je cela oblast homologni ke genomové
oblasti jednoho contigu bez preruseni. Je pravdépodobné, ze oblast
genu six1/2B kdédujici N'- terminalni, SD a HD oblast proteinu je bez
intronu. V pripadé ESTG six3/6A a six3/6B se vyskytovaly kompletni
EST regiony na jednom contigu (pro kazdy gen byl contig jiny). U obou
téchto gend je souvisld homologie k genomové DNA prerusena
intronovymi sekvencemi. EST oblast six4/5B byla pokryta pouze
z Casti na jednom contigu, zatimco druhou cast se nepodarilo
lokalizovat v ziskanych BAC DNA sekvenci metodou 454; je mozné ze
BAC vektor nezahrnoval cely genovy region six4/5B. V anotaci
jednotlivych homeoboxovych gent tam, kde je to mozné, mapujeme
intronové oblasti, i kdyz k vérohodnéjSimu posouzeni rozlozeni

intron-exonovych regionl by bylo potreba dalsich PCR analyz.

4.2.1 Anotace homeoboxovych genu

Kompletni proteinové sekvence analyzovanych homeoboxovych
genl u Craspedacusta sowerbyi (oznaceny Cs- pred ndzvem proteinu)

jsou pfipojeny v pfriloze.

Cs-SIX1/2A

Homeoboxovy protein SIX1/2A je dlouhy 354 aminokyselin. V HD
oblasti Cs-SIX1/2A (SIX1/2A Craspedacusta sowerbyi) rozpoznavaciho
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helixu je konzervovany  aminokyselinovy = motiv. ~ WF-N-R
charakteristicky pro homeoboxové proteiny. Ze srovnani s referencni
sekvenci proteinu SIX1/2 Oikopleura dioica (Chordata) je patrné, ze
cely homeobox je ralitvné identicky, az na substituce v HD pozicich
22, 32, 35, 36, 37, 41 a 42 (Obr. 4.2.1). Zadna =z uvedenych
aminokyselinovych pozic neni rozhodujici pro vazebnou specifitu
k DNA. Pozice N’- flexibilniho ramene jsou vSechny identické se
srovnavaci referencni sekvenci stejné jako pozice urcCujici DNA
vazebny kontakt spolu s pozicemi 47, 50, 51, 54, které primo
interaguji s DNA bazemi rozpoznavaciho vazebného motivu. V pozici
50 se nachazi lysin, ktery se vyskytuje u Atypickych homeoboxovych
proteinl, kam patfi i SIX skupina homeodoménovych transkrip¢nich
reguldtorl. V oblasti mezi 2. az 6. pozici se vyskytuje SIX1/2
podskupinové klasifikacni tetrapeptid ETSY. Za podskupinoveée
klasifikacnim tetrapeptidem je smérem k C’- konci aminokyselinovy
motiv CFKEK charakteristicky pro podskupiny SIX1/2 a ve vétsSiné
pripadech i u podskupiny SIX4/5.
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Obr. 4.2.1 Alignment HD Cs-SIX1/2A s referencni sekvenci SIX1/2 u Oikopleura dioica

Horni zelend oblast oznacuje identitu pod ni srovnanych aminokyselinovych sekvenci s jednotlivymi
pozicemi. Dole jsou v modrych boxech oznaceny aminokyselinové pozice, které se podili na DNA vazebnych
interakcich; s oznacenim ,s" (spodni rada) se jednd o aminokyseliny, které primo vytvareji specificky

kontakt s bdzemi v oblasti DNA rozpoznavaciho motivu, s oznac¢enim ,D*“ (horni fada) jsou oznaceny pozice

aminokyselin, které se podileji na DNA vazebnych interakcich). Ddle v uvedenych obrézcich vysvétleni
iednntlivvehn 7nafeni nein/idime

Podobnost Cs-SIX1/2A srovnavana s referencnimi proteinovymi
sekvencemi v databazi NCBI je na uUrovni HD kolem 92 % s HD SIX1/2
Podocoryne carnea, 90% identita je i u SIX1/2 Cladonema radiatum,
85% u homologt SIX1b a SIX2.1 Danio rerio. Stejnd podobnost HD Cs-
SIX1/2A je naurovni 83 % k homologdm SIX1/2a a SIX1/2b
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Branchiostoma floridae (Notochordata) a SIX1 i SIX2 Homo sapiens
stejné jako k SO Drosophila melanogaster. HD Cs-SIX1/2A je z73 %
podobna homeoboxu SIX-C u Sycon calcaravis. Podobnost SD regionu
Cs-SIX1/2A je nejvyssi s pfibuznymi organismy Podocoryne carnea (85
%) a Cladonema radiatum (81 %); podobnost SD srovnavané oblasti
k SO Drosophila melanogaster se pohybuje kolem 73 %, obdobné jako
u SD SIX1 Homo sapiens a SIX1lb Danio rerio. Z vySe uvedenych
pozorovani a komparativnich analyz je vysoce pravdépodobné, ze Cs-
SIX1/2A skutecCné patfi do podskupiny SIX1/2 (Obr. 4.2.12).

SIX1/2B

Homeoboxovy protein Cs-SIX1/2B je dlouhy 238 aminokyselin.
Oproti predchozimu homeoboxu Cs-SIX1/2A je homeodoménova
oblast Cs-SIX1/2B relativné malo identicka se srovnavaci sekvenci i
s dalSimi SIX proteinovymi sekvencemi pouzitymy v aligmentu (Obr.
4.2.12). NejvysSsi identita se srovnavaci sekvenci proteinu SIX1/2
Oikopleura dioica je v oblasti rozpoznavaciho helixu Ill. Aminokyseliny
kritické pro DNA vazebné interakce jsou stejné jako v predchozim
pripadé identické s referencni SIX sekvenci stejné jako konzervovany
motiv WFKNRRQ charakteristicky pro vétsinu SIX proteinl. V oblasti
podskupinové klasifikac¢niho tetrapeptidu se vyskytuje
aminokyselinovy motiv QNSY, ktery nebyl zaznamenan u zadné
srovnavaci SIX proteinové sekvence. Obdobné u ostatnich skupin SIX
proteinl silné konzervovany motiv CFKEK/R (K-pro podskupiny SIX1/2,
SIX4/5 a R pro podskupinu SIX3/6), ktery je pfipojen za podskupinové
klasifikacnim tetrapeptidem smérem k C’- konci proteinu je na dvou

pozicich substituovan argininem a histidinem (CFREH).
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Obr. 4.2.2 Alignment HD Cs-SIX1/2B s referenc¢ni sekvenci SIX1/2 u
Oikopleura dioica

Identita HD oblasti Cs-SIX1/2B se pohybuje kolem 60 % k HD SIX
proteindim rdznych podskupin od SIX5 a SIX4 Homo sapiens po SO
Drosophila melanogaster a SIX1 Homo sapiens. Podobny problém je i
ve srovnani identity SD oblasti k referen¢nim SIX proteinl, kde
srovnavana oblast neprekracuje hodnoty 50% podobnosti k rliznym
podskupindm SIX proteinl od SIX-B Hydra magnipapillata po SIX3 u
Homo sapiens a homologniho SIX3 u Mus musculus.

Navzdory problematické klasifikaci pomoci srovndnim jiz
znamych sekvenci jsme se tento SIX rozhodli zaradit v této praci do
podskupiny SIX1/2. Oblast HD je nejvice podobnd podskupinam SIX1/2
a SIX4/5, i kdyz na 60% Uurovni pri které vykazuji konzervovanost
v oblasti HD SIX proteiny rliznych podskupin. Urc¢itd podpora existuje
v oblasti podskupinové klasifikacniho tetrapeptidu, kterd je nejvice
podobna podskupiné SIX1/2 (--SY). Dalsimi podskupinové SIX1/2 a
SIX4/5 charakteristickymi  aminokyselinami  identickymi v HD
Cs-SIX1/2B a HD SIX proteinG mysi a octomilky jsou v pozicich 23 N,
30 E a 46 (Kumar 2009).

SIX3/6A

Homeoboxovy protein Cs-SIX3/6A je dlouhy 322 aminokyselin.
V oblasti HD Cs-SIX3/6A je 10 substituci oproti srovnavané referencni
sekvenci SIX3/6a u Oikopleura dioica. Celd oblast rozpoznavaciho
helixu je identickd se srovndvanou proteinovou sekvenci. V HD Cs-
SIX3/6A se nachazi podskupinoveé klasifikacni tetrapeptid QKTH. Lkdyz
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v tomto tetrapeptidu se oproti referencni sekvenci nachazi substituce
serinu threoninem, pricemz tato oblast se podili na DNA vazebnych
interakci, u vétsiny SIX proteinl podskupiny SIX3/6 byl popsan pravé
aminokyselinovy sekvencni motiv QKTH, proto je tato substituce
irelevantni. Zbyvajici aminokyseliny urcujici DNA vazebnou preferenci
jsou identické se SIX3/6 Oikopleura dioica. Za podskupinovée
klasifiakcnim tetrapeptidem je pfipojen aminokyselinovy motiv CFKER
charakteristicky pro podskupinu SIX3/6. V C’- koncové oblasti
homeoboxu je prfitomny AAAA (poly-alanin) motiv popsany u mnoha
SIX proteind podskupiny SIX3/6 stejné jako specificky prodlouzena SD
oblast.

Obr. 4.2.3 Alignment HD Cs-SIX3/6A s referencni sekvenci SIX3/6a u Oikopleura dioica

Podobnost HD Cs-SIX3/6A je na udrovni kolem 90 % s HD SIX-A
Hydra magnipapillata, kolem 85 % s lidskym SIX3 a SIX6 a 82 %
s OPTIX Drosophila melanogaster. Podobnost SD se pohybuje kolem
76 % ve srovnani se SIX-A Hydra magnipapillata, 70 % s lidskym SIX6
a 72 % s dalSim lidskym SIX3 a 64% podobnost je s OPTIX.

U genu six3/6A se nam podarilo ziskat na jednom contigu
pokrytou celou EST oblast. Srovnanim obou typl sekvenci jsme u toho
genu zjistili dvé oblasti intronu. Zajimavé se v C’-terminalni oblasti
vyskytuje intron ve stejné pozici jako v lidském homologu six3 i six6,
jehoz délka se pohybuje u six3 1659 bp, u six6 1032 bp a je
lokalizovan v oblasti kodénu ve treti aminokyselinové pozici za
poly-alaninovym (AAAA) motivem na konci homeoboxu (Gallardo et al.
1999, Granadino et al. 1999). Intron v ,C’-koncové oblasti“ u
Craspedacusta sowerbyi je vtomto genu mnohem kratsi, nez je
popsano u Clovéka, jeho velikost je 315 bp . Doposud se neobjevily
zadné studie, které by analyzovaly rozlozeni intronovych oblasti six

genl u Zahavcl a proto ndmi ziskdana data nemame v této skupiné
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zivocichQ s ¢im srovnavat. Dalsi intron je umistén v ,N’-termindini
Casti“ (zjistit srovnat CDS optix, clovek,3 a 6). Schématické rozlozeni
intronl je zakresleno na Obr. 4.2.4. Podle ziskanych dat je zfejmé, Ze
uvedeny gen patfi do six3/6 podskupiny.
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Obr. 4.2.4 Schématické rozlozeni intronli v genu Cs-six3/6A
Barvami jsou odliSeny jednotlivé proteinové domény: modire NT: N’-termindini doména, zluté
SD: SIX-specifickd doména, zelené HD: homeobox, oranzové CT: C’-termindini doména.

V oblasti NT a CT regiond jsou umistény naznacené introny o velikosti uvedené pod
smyckou.

SIX3/6B

Homeoboxovy protein SIX3/6B je dlouhy 305 aminokyselin.
Oblast HD Cs-SIX3/6B je identicka s HD Cs-SIX3/6A predchozi cCasti
charakterizované, proto i pro HD Cs-SIX3/6B plati veskeré parametry
uvedené v predchozim pripadé. Oba proteiny identifikované u
Craspedacusta sowerbyi a patfici do podskupiny SIX3/6 jsou
v konzervovanych regionech HD a SD vysoce podobné. Variabilni
Useky mezi témito proteiny jsou v N“aC’-termindlnich oblastech, jak je
vidét na prilozeném aligmentu obou proteinovych sekvenci (Obr.
4.2.6). Oba proteiny Cs-SIX3/6A i Cs-SIX3/6B na zdkladé zjisténych
parametrd radime do podskupiny SIX3/6.
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(Ryan et al. 2006)

Obr. 4.2.5 Alignment HD Cs-SIX3/6B s referencni sekvenci
SIX3/6b u Oikopleura dioica
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Obr. 4.2.6 Alignment celého proteinu Cs-SIX3/6A a Cs-SIX3/6B

V horni casti zeleny box oznacuje identické useky u obou

srovnavanych proteinl. Z aligmentu je patrné, Zze geny se lisi
predevsSim v evolué¢né nekonzervovanych doménach koncovych
casti proteinu.

Obdobné jako v predchozim pripadé i tady se nam podafilo
ziskat contig genomové DNA, ktery obsahoval kompletni EST
sekvenci. U genu Cs-six36/B se v C’-terminalni oblasti vyskytuje
v opét stejné pozici intron, ktery byl popsan u ¢lovéka a Cs-six3/6A. Je
mozné, Ze zminény intron se vyskytoval v six3/6 podskupiné uz

u spole¢ného predka zahavcd a bilateralii.
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Obr. 4.2.7 Schématické rozlozeni intrond v genu Cs-six3/6B
Barvami jsou odliseny jednotlivé proteinové domény: modre NT: N’-termindini doména, Zluté

SD: SIX-specifickd doména, zelené HD: homeobox, oranzové CT: C’-termindini doména.
V oblasti NT a CT region{ jsou umistény naznacené introny o velikosti uvedené pod smyckou.
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SIX4/5A

Homeoboxovy protein 4/5A je dlouhy 422 aminokyselin.
Homeobox proteinu oznaceného plvodné jako Cs-Six4/5A je ve
srovnani s referencni sekvenci SIX4/5 blizce pribuzného organismu
Cladonema radiatum znac¢né divergentni. Cela oblast HD je
prodlouzena o trfi-aminokyselinovy Usek mezi helixem | a helixem II.
Takto prodlouzend oblast se vyskytuje u nékterych zastupcl
atypickych homeoboxovych proteinli, ovSem ne u skupiny SIX. Navic
motiv WFAN-R se také vyskytuje ve tridé atypickych homeoboxU, ale
opét nebyl zaznamendn u SIX skupiny (Banerjee-Basu and Baxevanis
2001). V oblasti podskupinové klasifikacniho tetrapeptidu a za nim
pripojeného aminokyselinového motivu smeérujiciho do C’- oblasti
proteinu, nebyl rozezeznan zadny SIX specificky motiv (Obr. 4.2.8). Ze
srovnani je také zfejmé, ze DNA vazebna specifita bude rozdilna oproti
srovnavanému SIX4/5 u Cladonema radiatum. Prodlouzeny homeobox
stejné jako aminokyselinovy motiv.  WFAN-R ukazuje na blizkou
pfibuznost homeoboxu ke skupiné IRX (lroquois) homeoboxovych
transkrip¢nich reguladtorl (Banerjee-Basu and Baxevanis 2001, Ryan
et al. 2006).
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Obr. 4.2.8 Alignment HD homeoboxového genu Cs-4/5A se zastupci IRX a SIX skupin
V horni &asti je srovnavan protein Cs-4/5A se SIX4/5 u Cladonema radiatum. Nebyla zjiSténa

delSi oblast souvislé homologie. Srovnani s proteinem IRX 4b u pfibuzného organismu Hydra
magnipapillata je v dolni ¢asti. V pripadé srovnani s IRX skupinou byla patrna identita Cs-4/5A

HD ve srovnani s homeoboxem IRX4b u Hydra magnipapillata
vykazuje mnohem vySsi podobnost, nez ve srovnani se SIX proteiny.
Aminokyseliny zprostredkovavajici kontak s bazemi DNA jsou identické
s referencni IRX proteinovou sekvenci a z vétSi Casti jsou identické

také aminokyseliny, které se na interakcich protein-DNA podileji.

Podobnost homeoboxu proteinu znaceného jako Cs-SIX4/5A je
kolem 55 % az 58 % oproti IRX skupiné proteinl (napf. IRX u Ixodes
scapularis a IRX1 u Pediculus humanus corporis). Podobnost N’-
proteinové oblasti bez homeodomény ukazuje na homologie
nékterych oblasti proteinu, které vykazuji podobnost kolem 34 % k SIX
skupiné proteinl a to k podskupiné SIX4/5 (SIX-B u Hydra
magnipapillata, SIX4 u Mus musculus a SIX4 u Homo sapiens).
urovni celého proteinu vykazuje ¢ast od aminokyselinové pozice 69 az
do pozice 240 (prekryvna oblast SD a HD) 32,2% podobnost se SIX-C
Ephydatia fluviatilis patrici do podskupiny SIX1/2 (Obr. 4.2.9).
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Obr. 4.2.9 Alignment SD a HD oblasti SIX-C Ephydatia fluviatilis s HD a N’-koncovou
proteinovou doménou Cs-4/5A.

Na obrazku mizeme vidét nékteré aminokyselinové motivy spole¢né pro homeoboxovy protein Cs-4/5A a

SIX-C Ephydatia fluviatilis. Je patrné, ze nejvyssi identita je v oblasti homeoboxu. V oblasti SD jsou velmi
kratké useky homologie relativné rovnomérné distribuovany.

SIX zastupci, jsme nezaznamenali podobnost na takové urovni jako
v pripadé Cs-4/5A (data neuvadime). Navic IRX proteiny jsou

konzervované pouze v oblasti homeoboxu a nemaji zadnou dalsi
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IRX-specifickou proteinovou doménu. Je mozné, ze Cs-SIX4/5A mize
byt evolucné blizky SIX skupiné stejné jako ostatnim skupinam z tridy
Atypickych homeobox(. Bez podrobnéjsich srovnavacich analyz a

expresné funkcni identifikace Cs-4/5A nelze vyvodit konkrétni zavery.

SI1X4/5B

Homeoboxovy protein Cs-SIX4/5B je dlouhy 275 aminokyselin.
Oblast homeoboxu proteinu Cs-SIX4/5B je typicka pro SIX proteiny
podskupiny Six4/5 s podskupinové klasifikacnim terapeptidem ETVY
s pripojenym aminokyselinovym motivem CFKEK. Region
rozpoznavaciho helixu Il a helixu Il je identicky s referen¢nim SIX4/5
Cladonema radiatum. V celém homeoboxu se oproti referencni
sekvenci vyskytuji pouze 3 substituce, z toho ani jedna se nenachazi
v aminokyselinovych pozicich, které by urcCovaly DNA vazebné
interakce. Navic v podskupinové klasifikacnim tetrapeptidu je vice
c¢asty motiv ETVY oproti ETIY v referencni proteinové sekvenci SIX4/5
u Cladonema radiatum.
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Obr. 4.2.10 Alignment HD Cs-SIX4/5B s referenc¢ni sekvenci SIX4/5 u
Cladonema radiatum

Podobnost HD Cs-SIX4/5B se pohybuje kolem 90 % ve srovnani
s HD SIX-B Hydra magnipapillata; na Grovni kolem 70 % je ve srovnani
se SIX4 u Mus musculus, lidskym SIX1 a SIX2, DSIX4 u Drosophila
melanogaster; na Urovni kolem 68 % je ve srovnani s HD SIX4.1 u
Danio rerio a SIX5 u Homo sapiens. SD Cs-SIX4/5B vykazuje
podobnost na Urovni kolem 60 % k SIX4 u Mus musculus, SIX1 u
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Homo sapiens a SIX4.2 stejné jako u SIX4.1 v pfipadé Danio rerio;
56% podobnost SD je ve srovnani s DSIX4 u octomilky.

Je zfejmé, ze na zakladé komparace evolu¢né konzervovanych
domén a SIX-specifickych aminokyselinovych motivli Cs-SIX4/5B patri
mezi SIX skupinu transkrip¢nich reguldtorl se silnou podobnosti
k podskupinam SIX1/2 a SIX4/5. O zarazeni do prislusné podskupiny
SIX4/5 jsem se rozhodli podle aminokyselinového motivu ETVY a na
zdkladé nejvyssi podobnosti homeoboxu SIX-B (podskupina SIX1/2)
k pfibuznému organismu Hydra magnipapillata. Dale jsme u tohoto
zastupce podskupiny SIX4/5 nepotvrdili zkrdcenou C’-terminalni
oblast proteinu jak byla popsana u pfibuzného druhu Cladonema
radiatum (Stierwald et al. 2004).

Srovnanim EST sekvence Cs-SIX4/5B oproti contigm z BAC
vektord jsme nenalezli oblast, kterd by kompletné pokryla celou EST
sekvenci (Obr. 4.2.11).

Obr. 4.2.11 Schématické rozlozeni intron( v genu Cs-six4/5B

Barvami jsou odliseny jednotlivé proteinové domény: modrfe NT: N’-terminaini
doména, zluté SD: SIX-specifickd doména, zelené HD: homeobox, oranzové CT: C’-
terminalni doména. Sipkou nad doménovymi oblastmi je znézorné&no pokryti EST
oblasti v genomovém contigu. Prevaznd vétsina SD oblasti s HD a CT regionem se
vyskytuje na contigu bez intronového preruSeni. V oblasti prerusené homologie je
naznacen hypoteticky intron (y). Neni jasné, zda-li contig byl Spatné slozen a nebo je
oblast SD skutec¢né prerusena intronem. Je pravdépodobné, Zze NT region a ¢ast SD se
nenachazelv v DNA BAC insertu pro Cs-six4/5B.
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1. 8I%1/2B Craspedacusta
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5. 51X1/2 Nematostella
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21. 8I¥3/6 Branchiostomaflo...

22.5l%3a Danio
23. 8lx6a Danio

24. 513 Homo sapiens

25 5I¥6 Homo sapiens

26. optix Drosophila

27. SI%4/5B Craspedacusta
28. 8[x4/5 Cladonema

24, 5[¥4/5a Mematostella
30. 5[x4/5h Mematostella

31. SI¥-B Hydra
32. 5[x4.1 Danio
33. SI¥4 .2 Danio
34 5[¥4 3 Danio

35. 5[¥4 Homo sapiens

36. SI¥5 Homao sapiens

37. D-51X4 Drosophila

38 NVHDO83 81X Nematoste..
39. S[€4/5A Craspedacusta
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X1/2B Craspedacusia
X1/2A Craspedacusta
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¥-C Sycon (sponge)
1X1/2a Branchiostoma flo.

X1k Danio

1X2.1 Danio

X1 Homo sapiens
X2 Homo sapiens
sine oculis Drosophila
SIX3/6A Craspedacusta
X3/6B Craspedacusta
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X3/6 Cladonema
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5. SIX4/58 Craspedanusta
26. SIX4/5 Cladonema

27, SIX-B Hydra

28. 81¥4.1 Danio

29, §1¥4.2 Danio

30. 81¥4.3 Danio

31. 5IX4 Homo sapiens

32. SIX5 Homo sapiens

33. D-S[¥4 Drosophila
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8. S8IX-C Sycon (sponge)

7. SIX1/2a Branchiostoma flo..
8. SIX1/2h Branchiostoma flo
8. SIX1h Danio

10. 81%2.1 Danio

11. SIX1 Homo sapiens

12. SIX2 Homo sapiens

ne oculis Drosophila
X3/6A Craspedacusta
X3/6B Craspedacusta
X3/6 Podocoryne
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4.2.12 Srovna’m’
C.sowerbyi se znamymi SIX sekvencemi
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evoluéné konzervovanych domén popsanych homeoboxovych protemﬁ u

sekvencni alignment HD regionu, ve stfedni ¢ésti je sekvencni alignment SD regionu bez homeoboxového proteinu
CsSIX-4/5A a v dolni ¢asti je sekvencni alignment SD spolu s CsSIX-45A. Na jednotlivych obrazcich v horni ¢asti jsou
uvedeny aminokyselinové pozice spolu s grafickym znazornénim konzervovanosti jednotlivych Gsekl. Srovnavané
sekvence jsou rozdéleny podle podskupin (v horni ¢asti na kazdém obrazku jsou zastupci podskupiny SIX1/2, ve
stfedni SIX2/6 a v dolni SIX4/5. Nékteri zastupci v HD alignmentu se nevyskytuji v SD alignmentu, protoze jejich
sekvence bvlv nredikovanv nouze na zakladé aenomovvch analvz. takze ie bonsan nouze homeoboxovv reaion.
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Predchozi prace vénované SIX skupiné transkripénich rgulator(
u zahavcl potvrdily divergenci gend do tfi zakladnich podskupin
SIX1/2, SIX3/6 a SIX4/5 jesté pred rozdélenim Zahavcl a bilaterdlii. U
zivocisnych hub (Porifera) byl zaznamendan zatim vzdy pouze jeden
six zastupce. V nové osekvenovaném genomu Trichoplax adherens
byly identifikovany dva six geny (six1/2 a six3/6) (Schierwater et al.
2008). Postaveni tohoto velmi jednodchého organismu v evoluci neni
zatim Udplné jasné, ale predpoklada se jeho blizka pribuznost
k zahavclm. Divergence six gend u tak jednoduchych organism0 neni
ve spojitosti s relativné komplexnim genomem zZahavcd v kontrastu k
jejich jednoduché stavbé téla, az tak prekvapiva. U pribuzného
organismu Nematostella vectensis bylo popsano dokonce vice
Drosophila melanogaster (Schierwater et al. 2008). Ukazuje se, ze
neni az tak ddlezity celkovy pocet homeoboxovych gen(, ale jejich
vyuziti v rdznych komplexnich vyvojovych signéalnich drahach. Kromé
Nematostella vectensis, kde bylo posano pét homeodoménovych
oblasti six genl (six1/2, six3/6, six4/5a a six4/5b a jeden nezarazeny
six gen), byly u Zahavcl identifikovany tri six geny podobné jako je
tomu u Drosophila melanogaster (Schierwater et al. 2008, Ryan et al.
2006, Stierwald et al. 2004, Bebenek et al. 2004).

U Craspedacusta sowerbyi se nam podarilo ziskat kompletni
sekvence u ¢tyr SIX proteinl (Cs-SIX1/2A, SIX3/6A, SIX3/6B a SIX4/5A)
u genu SIX1/2B jsme ziskali sekvence proteinovych domén u HD, SD a
N’ -terminalniho regionu pomoci 5°RACE amplifikacni techniky a
srovnanim oblasti genomové DNA. Dale jsme popsali jeden
homeoboxovy protein z Atypické trfidy homeodoménovych proteinl, u

kterého si nejsme jisti zarazenim do prislusné skupiny.

Na zdkladé komparativni a fylogenetické analyzy (Obr. 4.2.13)
koresponduje zarazeni gend Cs-six1/2A, Cs-six4/5B, Cs-six3/6A a Cs-
six3/6B do prislusnach Six podskupin s jejich nazvy. U podskupiny
SIX3/6 u Craspedacusta sowerbyi prokazatelné doslo k divergenci do
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dvou genl Cs-six3/6A a Cs-six3/6B. Obdobné byla divergence
popsana i u Nematostella vectensis v pripadé podskupiny Six4/5. Neni
Uplné zrejmé, jestli k divergenci téchto genl doslo jesté pred
rozdélenim skupin Zahavcl a bilaterdlii, z nichz se néslednou
pokracujici speciaci oddélily geny six6 a six3 u obratlovcd.
Pravdépodobnéjsi varianta podporena fylogenetickymi vztahy ovsem
je, ze k divergenci doSlo az pozdéji a tato genova speciace neméla
vliv na ustanoveni genl six3 a six6 u obratlovcl. Zajimavy je vztah
genu Cs-six1/2B, ktery klasifikacné nevykazuje dostatecnou homologii
k zddné Six podskupiné. U nékterych aminokyselinovych motiv{
popsanych u mysi, clovéka a ostatnich skupin Zivocichd je
prokazatelnd pribuznost tohoto genu k podskupinam six1/2 a six4/5
(Kumar 2009). Srovnanim fylogenetickych vztahl s nékterymi dalSimi
SIX proteiny u obratlovcl, Zahavcd a strunatcl nedochéazi k divergenci
Cs-SIX1/2A s zadnou podskupinou, ale pravdépodobné se oddélil od
podskupiny SIX4/5. Toto zjiSténi by znamenalo, Ze u Zahavcl se
vyskytuji Ctyri podskupiny SIX homeodoménovych proteind. | presto
ze bootstrapova podpora oddéleni SIX12B je velmi nizka, pfi
konstrukcich dodatecnych fylogenetickych strom0 srovnanim pouze
homeodoménové oblasti spolu se SIX proteiny popsanych u
Nematostella vectensis, se uvedeny Cs-SIX1/2B spolu s NVHD093-
SINE u Nematostella vectensis také oddéloval od ostatnich podskupin
(data nejsou uvedena). V prilozeném stromu se také podskupinoveée
oddéluji SIX4/5 u zahavcl od ostatnich obratlovcl, coz se v dalSich
fylogenetickych analyzach neprokazalo a zfejmé se jedna o artefakt

zplsobeny malym poctem srovnavacich sekvenci.

Postaveni jednotlivych SIX podskupin koresponduje
s pravdépodobnymi fylogenetickymi vztahy, kdy podskupina SIX3/6 je
odvozena od SIX1/2, zatimco podskupina SIX1/2 se oddélila od
podkupiny SIX4/5. Tenhle predpoklad vysvétluje také spolecné
specifické aminokyselinové motivy mezi podskupinamy SIX1/2 a
SIX4/5 a specifické motivy pro podskupiny SIX1/2 a SIX3/6, zaroven
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nebyl pozorovany specificky konzervované aminokyselinové pozice
pro podskupiny SIX3/6 a SIX4/5 (Kumar 2009).

Popsany homeoboxovy protein Cs-4/5A se nam nepodarilo
presné zaradit do nékteré z rodin homeoboxovych proteind, i kdyz je
vysoce pravdépodobné, ze patfi do Atypické tfidy homeodoménovych
proteinl, kterd je nejvice odvozenou tridou homeodoménovych
transkripénich regulatort. V této tridé jsou zarazeny SIX proteiny
stejné jako jiz zmlne?la 2K 3BiRA"NMRX homeoboxovych proteind, které
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