Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta
Katedra genetiky a mikrobiologie

Tripedalia cystophora - modelovy organizmus pro studium
evoluce oc€i

Kristyna Jonasova

Bakalarska prace
Praha, duben 2006



1. Abstract

The evolution of eyes remains a controversial topic. Enormous morphological
diversity in addition to the different embryological origins of various types of eyes
suggests that eye arose independently multiple times during evolution. On the other hand
the existence of common underlying genetic mechanism points to monophyletic origin of
eyes.

The aim of this work is to present jellyfish Tripedalia cystophora (T.c.) as a useful
model organism for studies of eye evolution. 7.c. is the most basal organism which
develops complex eyes similiar to human eyes containing lens, retina and cornea. Together
with the presence of simple ocelli in larval stadium (the simplest eye found in Metazoans)
T.c. is a unique animal which shares components of visual systems with vertebrates as well
as with invertebrates. We focus our interests on 7.c. optic system and underlying genetic
mechanisms. We present recent knowledge from Tripedalia morphology and behavior
understanding of which is essential for investigations of 7.c. visual system. We then
discuss genes involved in developmental regulation of eyes (especially Pax genes),
photoreceptor diversity, and finally crystallins (major lens proteins) in relation to gene
sharing evolutionary strategy.

We conclude that 7.c. components of visual system and its developmental
regulation pathways are very ancient in accordance with the basal position of Cnidaria.

This makes Tripedalia a very suitable model organism to understand eye evolution.
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3. Zkratky

CNS — centralni nervova soustava

DOC — dolni oko s ¢o¢kou

Dpp — decapentaplegic

ECM - extra cellular mass — nebunécna hmota vné bun¢k
EST — expressed sequence tag — sekvence s expresni adresou
HD — homeodoména

HOC — horni oko s &o&kou

PD — parova doména

PRC — photoreceptor cell — fotoreceptorova buika

T.c. — Tripedalia cystophora



4. Uvod

Evoluce o¢i je pfedmétem intenzivniho studia a debat od dob Darwina. Porovnani
morfologie jednotlivych typi o¢i a typt fotoreceptorovych bun¢k vedlo k nazoru, ze oci se
v evoluci vyvinuly n€kolikrat nezavisle na sob¢. Na druhou stranu, takzvanad molekularni
svédectvi v podobé sdileni Pax genli coby hlavnich kontrolnich genl vyvoje o¢i naptic
celou Zivocisnou ti$i ukazuje 1 na moznost, Ze o¢i se vyvinuly z ur€itého prapiedka. Tento
prapiedek, jakési “’praoko” by bylo sestaveno z komponent, ze kterych by se vyvinuly
vSechny dnesni typy oci.

Vé&iim, ze je na mist¢ domnivat se, Ze intenzivni studium molekuldrni podstaty
jednotlivych o¢nich bunécnych typa a jejich regulaci v nejriznéjSich organizmech nam
nakonec umozni zrekonstruovat evoluc¢ni historii a rozhodnout zda je spravna polyfyleticka
¢1 monofyletické teorie pivodu o¢i.

Tripedalia cystophora (Ctythranka trojitd), clen bazdlni skupiny organizmi,
zahavci, je jednim z téch organizmi, které bychom ve snaze najit odpovéd’ na otazku
pivodu o¢i méli intenzivné studovat, koneckonct jaky organizmus ndm mulze piinést
cennéjsi informace o vyvoji o¢i, nez nejprimitivnéjsi zivocich vyvijejici komplexni oko a
zaroven zivocich, ktery v larvalnim stadiu vyviji u mnohobunéénych doposud popsané
nejprimitivnéj$i jednobunécné oko.

Tato prace by méla predstavit ¢tythranku, zahavce tfidy Cubozoa jako modelovy
organizmus pro studium evoluce ofi a pro studium mechanizml spojenych

s fotosenzitivnimi funkcemi a jejich regulaci.



5. SouCasné poznatky

5.1 Tripedalia cystophora, zahavec tfidy Cubozoa

5.1.1 Taxonomie

Tripedalia cystophora (T.c.) patii mezi Cnidaria (zahavce) ttidy Cubozoa
(¢tythranky, kubomedizy), v roce 1897 ji jako prvni popsal F. S. Conant. Jak ¢esky nazev
napovida, jedna se o zivoc¢ichy ctythranného tvaru, zvon téchto meduz neni kruhovity, ale
tvoti jej Ctyfi stény stykajici se v hrandch z jejichz dolniho okraje pak vyrustaji z pedalia
(vyrazné platky na bazi chapadel u tf. Cubozoa) pokracujici v chapadla. Tripedalia je v§ak
zastupcem s mén¢ znatelnym Ctythrannym tvarem téla, zvon je spiSe kruhovy a tusené
hrany oblé. Celou tfidu lze charakterizovat jako nejaktivnéjsi skupinu zahavci, aktivné lovi
kofist a jsou krychlému pohybu morfologicky pfizplisobeni. Nejdokonaleji ze vSech
zahavcl maji vyvinuté senzorické organy v komplexech zvanych rhopalia (viz. déle).

Fylogenetika Zahavcl, ostatné jako i jinych skupin, se podstatné zménila
s nadstupem molekularnich metod taxonomie a tak na tomto misté¢ piipomeneme, Ze
v soucasné dob¢ se kmen zahavci déli na ttidy Hydrozoa, Cubozoa, Scyphozoa a Anthozoa,
pficemz posledni jmenovana je poklddand s velkou pravdépodobnosti za bazdlni (nikoli
nejvice odvozenou, jak tomu bylo dfive). Za bazélni je tato tfida oznacovéana na zakladé
ptitomnosti kruhového mitochondridlniho genomu, typického pro zbytek zivocisné fise a
na zédklad¢ analyzy sekvenci 18S ribozomalni DNA (rDNA), mitochondrialnich sekvenci
16S rDNA (Bridge ef al. 1992 a 1995). Cubozoa naopak patii mezi pokrocilejsi skupiny
kmene zahavci. Vramci tiidy Cubozoa T.c. fadime do tadu Cubomedusae a rodiny
Carybdeidae.

Cubozoa
Cubomedusae
Carybdeidae
Carukia
Carybdea
Tripedalia
unclassified Carybdeidae
Chirodropidae

Chironex



Chiropsalmus

5.1.2 Zivotni cyklus

Tripedalia cystophora mé Zivotni cyklus v jehoz prabéhu dvakrat metamorfuje,
poprvé, kdyZ se méni z volné¢ plovouci larvy na ptisedlého polypa a podruhé, kdyz
pfechazi z polypového stddia do stddia medizy. Meduza je u T.c. stddium sexudlné se
rozmnozujici. T.c. ma oddélena pohlavi a je sexualné dimorfni. Samci jsou zpravidla mensi
nez samice, gonady jsou ulozeny v listdich pomyslnych hran zvonu a jsou mnohem uzsi nez
samici, které se plni opaleskujicimi vajicky vypliujicimi pozdéji znacnou cast téla samice.
Morfologické rozdily nalezneme i ve tvaru chapadel. Oplodnéni je vnitini, samec
pravdépodobné samici predad sbalené spermie v podobé spermatoforu, nasledné jsou jimi
oplodnéna vajicka ukrytd vsamicich télnich dutindch. Ztéch se vyvijeji nejprve
nepigmentované a nepohyblivé larvy, kterym se pozdé€ji na posteriorni Casti téla vyvijeji
ocelli (jednobunééné jednoduché oci) a které jsou schopné aktivniho pohybu. Samice, ktera
béhem tohoto vyvoje nepfijimd potravu umird zahy po vypusténi larev manumbriem
(Werner, 1971). Vypusténé larvy prisedaji k podkladu a metamorfuji v polypové stadium.
Ocelli migruji z posteriorniho konce dovniti larvy a za den az dva vypuci prvni dvé
chapadla, nésledné¢ dal$i a vyviji se polypové stadium, pro které je charakteristické
vegetativni rozmnozovani. Od matetského jedince se pii bazi téla tésn¢ nad peridermem
(obal, vylucovany ektodermem, ve kterém polyp doslova sedi) oddé€luji a dordstaji novi
polypi. Ve vhodnych podminkach se vegetativni polyp méni v polypa metamorfujiciho,
odlisitelného vyraznou tetraradidlni symetrii téla, ktery béhem nékolika dnil vyvine takové
struktury, jakymi jsou rhopalia (slozité komplexy oci) a ktery se nakonec méni v juvenilni
medizu. Metamorf6za je kompletni a obdobnd metamorféze popsané u kubomeduzy

Carybdea marsupialis (Strachler-Pohl a Jarms, 2005).

5.1.3 Larvalni stadium - planula

Po oplodnéni vajicka a nékolika dé€lenich se vyviji zplos§ténd blastula. Horni a dolni
ektoderm se oddéluje (centruje) a po gastrulaci se ustavuje druhy zarodecny list, endoderm.
Vyviji se velmi jednoduché larva. Podrobime-li larvu ji morfologické studii s vyuzitim
elektronové mikroskopie, tak jako ucinil Nordstrom a jeho kolegové, nalezneme celkem
pct typtt bunék. Povrch larvy tvofi monociliatni epitelové bunky mezi které se ziidka

vmezetuji nematocyty (Zahavé buniky). Déle nalezneme dva rizné typy vnitinich
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Obr.1: Zivotni cyklus &tythranky Tripedalia cystophora.



gastrodermalnich (=endodermalnich) bunék: svétlejsi na ribozomy bohatsi typ a druhy
tmavsi typ plny elektrodensnich granuli. Tyto granule pfedstavuji tukovou zdsobu a
zajistujici larvé kromé vyzivy i vznasivost. Patym typem jsou unikétni svétloCivné bunky
(ocelli) na posteriornim konci larvy. Nenalezneme tedy zadné nervové buriky a to ani u
jinych zéastupct z tfidy Cubozoa. V porovnani s larvami ostatnich Zahavct, které kromé
nervové soustavy disponuji i mnoha typy bunék, se jednoduchost tiidy Cubozoa jevi jako
zajimavy fakt a mozny redukovany stav.

Volné plovouci larva se objevuje po 24-72 hodinach. Nasledné pfisedd a méni se
v polypa s jednoduchou stavbou téla (Werner et al., 1971). Larva T.c., planula, je stadium
prizpusobené k vyhledani vhodného mista k pfisednuti a budouci pfeméné na polypa.
Takovym mistem je dno ¢i kofenovy systém mangroviki, tedy oblast charakterizovana
niz§i svételnou intenzitou. Proto ma larva na posteriornim konci vyvinuté svétloCivné
bunky (ocelli), diky kterym je larva schopna reagovat negativné fototakticky na svétlo
(Nordstrom et al., 2003). Ocelli larvy T.c. byly popsany jako prozatim nejjednodussi
nalezeny systém detekujici svétlo u mnohobunécnych (Nordstrom, 2003). Jednd se o
komplex fotoreceptoru, stiniciho pigmentu a motoru v jedné buiice. Zachyti-li tento organ
dostatecny pocet fotonti, indukéni kaskdda rozbeéhne motor v podob¢ biciku (cilia), ktery
tlaci larvu smérem od zdroje svétla, tedy smérem ke dnu. Zmitlované ocelli se vyskytuji u
T.c. vpoctu 10-15 bun¢k na posteriorni c¢asti téla avSak mezi jednotlivymi druhy
ctythranek (Cubozoa) se jejich lokalizace 1isi (Werner et al., 1971).

Ocellus larev Tripedalie je slozen zjediné fotoreceptivni buiiky a je podobny
okolnim epitelidlnim bunkédm. Kazda fotoreceptorova builka obsahuje lyzozomu podobny
vacek lokalizovany pobliz jadra; ptedni polovinu buniky vypliuje pigmentovy pohdrek
slozeny z pigmentovych granul se stinicim pigmentem. Pigmentovy poharek je otevieny do
prostfedi a vyplnén mikroklky (mikrovilli), které vybihaji ze vSech jeho stran a jsou sidlem
vlastni fotorecepce, z vnitiku pigmentového pohéarku pak vybiha jediné cilium fungujici
jako motor tlacici larvy dél od zdroje zareni. Ultrastrukturalni studie odhalila, Ze mikroklky
protrudujici do jamky pigmentového poharku svou morfologii odpovidaji fotoreceptorim

rhabdomerického typu (Nordstrom et al. 2003).
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Obr.2: Levé fotografie predstavuji morfologii larvy (planuly) T.c. a jejich pét typt bunék.
Pravé fotografie a nakres pak piedstavuji strukturu ocellu larvy, na svételné fotografii
v podobé pigmentovych skvrn. Elektronmikroskopické fotografie a nakres ocellu byly
prevzaty z (Nilsson et al., 2005).
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5.1.4 Polypové stadium

Plovouci larva po dvou az tfech dnech pfisedd a méni se v polypa. Tento polyp
dosahuje velikosti kolem 0,5-1 mm, Zije ptisedle na dn¢ ¢i kofenech mangovnikt a lovi
pomoci v¢jife chapadel nahloucenych kolem oralniho otvoru drobné larvy korysi. Polypi
se vegetativné mnozi pucenim lokalizovanym u baze (ter¢e) polypa. Ve vhodnych
podminkach dostate¢né velci polypi metamorfuji béhem nékolika dni v juvenilni meduazy.
Metamorf6za od prvnich zmén u polypa az po uvolnéni meduzy trva piiblizn€ deset dnti a
je kompletni (je pfeménén cely polyp). Vedle nebunééného obalu po polypovi neziidka
zustava zminény vegetativni klon, ktery opét za €as podstoupi metamorfézu a bude takeé
schopen vegetativniho rozmnozovani.

Morfologie polypa T.c. neni dostatecn¢ zpracovand, proto nebudeme zmiiovat
mnoho morfologickych podrobnosti. Polyp pfiseda na substrat teréem v jehoz okoli je
ektodermem vyluCovan nebun&fny obal — periderm. Jeho télni sténa je tvofena
ektodermem (vné&jsi ¢ast) a endodermem, ze kterého je odvozen gastrodermis vystylajici
lacku (gastrovaskularni dutinu). Mezi ektodermem a endodermem se nachazi od ektodermu
odvozena nebunécnd vrstva — mezoglea. Jedinym otvorem spojujicim gastrodermalni
dutinu s okolnim prostfedim je oralni otvor nachazejici se mezi véncem chapadel, kterym
je lovena potrava. Potrava je pfijimana a zpracovana s vyuzitim hladkého svalstva.

Disk (ter¢) a oralni otvor tvofi pomysiné konce jediné osy (radialni) symetrie,
kterou popisujeme jako oral - aboral. U polypa nenachazime sofistikované utvary jakymi
jsou u meduzy rhopalia, pfedpokladame vsak, Ze je schopen fotorecepce celym povrchem
téla.

Pokud polyp pIné dospéje a nachazi-li se v optimalnich podminkach, zacne se
ménit v medizu. Tato metamorféza trva piiblizné deset dni a vyvijeji se béhem ni 1
pigmentovych te¢ek na ztlu§téninach vzniklych spojovanim a retrahovanim chapadel. Sest
teCek na kazdé ztlusténiné predstavuje pozdéji se vyvijejicich se Sest o¢i jednoho rhopalia.

Dve¢ nejvétsi z nich se vyvijeji v komplexni oko s ¢ockou.

5.1.5 Stadium meduzy
Medtza je nejkomplexnéjsSim a pievladajicim stadiem vznikajicim metamorfézou
polypli v optimalnich podminkach. Je charakterickd pfitomnosti ctyt slozenych

fotosenzitivnich organti, rhopalii, kde krom¢ jednoduchych pigmentovych poharka
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nalezneme 1 komplexni oci s ¢ockou. V dospélosti nachazime jedince o primeéru
maximalné 1,5 cm, pfi¢emz samice byvaji vétsi nez samci. Nové metamorfovani polypi,
tedy juvenilni meduzy maji priimér zvonu 1 — 2 mm a v nékterych znacich se jeste odlisuji
od dospélcti. Jsou to predevsim nevyvinutd chapadla, kterd se ¢asem zmnozi a témét chybi
1 ostrivky nematocyt na zvonu. I rhopalia se do jist¢ miry li§i mezi juvenilnimi a
dospélymi jedinci, 1 kdyz zdkladni komponenty jsou vyvinuty uz u obou stadii.

Meduza T.c. na rozdil od jinych zéastupci ttidy Cubozoa nemé vyrazny Etythranny
tvar, ale stejné jako ostatni Ctythranky maé v prostfedcich pomyslnych stén zavéSena
rhopalia, vyjimecné komplexy vizudlnich organt. U zadného podobné jednoduchého tvora
nenajdeme tak slozité oko jaké je pfitomné v rhopaliu u ctyrhranek.

Tvar zvonu T.c. je kubicky s oblymi hranami (rozliSujeme Ctyfi kvadranty) a vyska
zvonu vétSich jedinct dosahuje osmi az deviti milimetr, Sitka tento rozmér mize mirné
ptekracovat. Manumbrium (proboscit, oralni otvor) se ¢tyimi ordlnimi laloky je zavéSen
v dutin€ zvonu a dosahuje zhruba do jeho polovi¢ni hloubky. Phacelli (filamenta na vnitini
stran€ travici dutiny, soucést gastrodermu) jsou kartaCovitého tvaru a po 7 az 13 usti vzdy
v jednom kvadrantu z jediného provazce. V kazdém kvadrantu se nachazi rhopalium, které
je zavéSeno v senzorické dutiné nad kterou probihd kruhovy nervovy provazec.
Gastrovaskularni dutina je prezentovana “Zaludkem” - roz$ifeninou za manumbriem a Sesti
jednoduchymi zékladnimi kanaly v kazdém kvadrantu. Mensi kandly Gsti i do samotnych
rhopalii a chapadel.

Svalovinové velarium (plachetka) zmensuje primér zvonu v jeho zékladu o jednu
petinu, zlepsSuje efektivitu vypuzovani vody a zrychluje pohyb meduzy. Pedalia (horni ¢ast
chapadel) jsou mirné zplostéla a maximalné polovicni délky vysky zvonu, z kazdého
pedalia pokracuje jedina tentakle o0 maximaln¢ dvou a piil ndsobné délce pedalia. Pohlavi
je oddélené a gonady umisténé po dvojicich podél pomysinych hran mezi kvadranty, jsou
lehce Zluto - hnédaveé zabarvené. Oplozena vajicka se vyvijeji nejprve v gonadach odkud se
dostavaji do gastrickych vackl a kanall, kde déal pokracuji ve vyvoji az do stadia volné
plovouci larvy (Conant, 1897).

Jak jiz bylo zminéno, kubomeduzy jsou nejaktivnéj§imi zahavci, jsou to rychli
plavci a dobfi lovci. Maji vyvinutou svalovinu obdobnou pii¢né pruhované i1 svalovinu
hladkou, znaky typické pro triblastika. Na rozdil od nich nemaji pravy mezoderm, ze
kterého se u triblastik svaly pievazné vyvijeji. Zahavéi svalovina je derivatem entokodonu,
ktery je ektodermdalniho i endodermdlniho ptvodu, nicméné je jak od ekto- tak od

endodermu odd¢len extracelularni matrix (ECM) a miize byt chapan jako tfeti (mezodermu
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podobnd) zarodecna vrstva. Tato zdanliva triblasticita nékterych zahavci je pfedmétem
mnoha soucasnych studii a vede dokonce tivahdm o zahav¢i diblasticité, coby redukované
triblasticité.

Zvon T.c. je lemovan vrstvou kruhové, pruhované svaloviny, vrstva pokracuje ve
velariu. Periradialni pruhy hladké svaloviny vybihaji radidlné nad drovni rhopalii do
manumbria a ordlnich lalokdi. Muskulatura chapadel a pedalii je podélnd a omezend na
ordlni stranu pedalia. Svalovina pedalii je spojena s hladkou svalovinou, ktera vybiha
cirkularn€ ze zékladl chapadel do zvonu. Uspofadani pruhované svaloviny ve frenulach
(pricné spoje velaria se zvonem) naznacuji vyuziti pro modelaci velaria béhem zataceni
(Satterlie et al., 2005).

Cubozoa jsou rychli plavci, schopni prudce zménit smér jako odpovéd’ na foticky ¢i
dokonce vizudlni vjem. K tomu ovSem potiebuji nervovou soustavu, schopnou integrace
téchto vjeml a odpovédi. Struktura nervové soustavy je odlisna od struktury ostatnich tfid
zahavcu diky pomérné slozitému nervovému systému rhopalii. Skldda se z jemné nervové
sit¢ a nervového provazce kolem zvonu, na ktery je napojeno nervstvo rhopalii. Dllezitou
strukturou této CNS jsou i pedaliova ganglia (Parkefelt e al, 2005). Rhopalia jsou
dalezitymi centry této centrdlni nervové soustavy (CNS) a sidla tzv. pacemakerit
odpovédnych za vzbuzovani signalti vedoucich ke stahovani zvonu a tedy plavani (Coates,

2003).

Jeste prekvapivejsi nez pomérné dobie vyvinuta CNS tohoto diploblastického tvora
je bilaterita této CNS. Nervovy systém rhopalii tvoii Sest parti nervovych jader (skupiny
neuron s podobnou morfologii) asociovanych s vizudlnimi komponenty (jednotlivymi
oky) a zadni sténou rhopalia. Navzajem jsou nervova jadra dvou bilateradln¢ symetrickych

stran spojovana komisurami (Parkefelt ez al., 2005).
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Obr. 3: Metamorféza kubomedizy Carybdea alata (na perokresb€) je obdobna
metamorfoze T.c. Stejné jako v tomto v ptipadé se za¢ne hypostome (h) zvedat (stddium b)
a chapadla (t) se za¢nou shlukovat (stadium c) a u baze splyvat ve ¢tyfi zdufeniny (frh), ze
kterych se vyvijeji rhopalia (rh). Objevuje se zjevna tetraradialni symetrie a mezi rhopalii
vyrustaji nova chapadla s kruhovitou strukturou (stadium f). Oralni ¢ast polypa se postupné
meéni ve zvon medizy a stopka retrahuje. V zavéru metamorfézy se uvolni novd meduza.

Pievzato z (Streahler-Pohl a Jarms, 2005).
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Fio. 9. Tripclalia cystophora.

Obr. 4: Morfologie meduzy Tripedalia cystophora. su, suspenzorium; af, vnitini kanal; 7,
gonady; ifr, interradidlni vné€jsi kanal; pr, proboscis (manumbrium); afr, vnéjsi kanal; sub,
subumbrella (zvon); pe, pedalium; et, chapadla; vc, kanaly velaria; n, krohovy nervovy

provazec; sn, senzorickd dutina.
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5.2 Rhopalium

5.2.1 Struktura a funkce rhopalia

V kazdé ze cCtyt stén zvonu popisované medizy se nachdzi jedno rhopalium,
komplex senzorickych organii zavéSeny v senzorické dutin€é. Tato rhopalia jsou oblého
tvaru a se zvonem spojena kmenem (jsou zavéSena), kterym prochazi vedeni jak nervové
tak gastrovaskularni soustavy. Kazdé rhopalium je pritom slozené ze dvou piti (jamkovité
oko), dvou slith (3térbinovité oko), malého horniho oka s o¢kou (HOC) a velkého dolniho
oka s ¢o¢kou (DOC). Uvazime-li, ze kazdy jedinec nese Gtyfi rhopalia, ma tedy celkem
dvacet Ctyfi orgdnt schopnych fotorecepce, o¢i. Soucasti rhopalia je i pravdépodobné
anorganickd konkrece (nebo ECM s inkorporovanymi anorganickymi slouceninami) na
dolni stran¢ rhopalia, kterd ma nejspiSe za Ukol udrzet rhopalium ve spravné pozici
(Parkefelt, 2005) a funguje tedy trochu jako tézitko; spekuluje se i o ptipadné funkci coby
statokinetického Uustroji. Vprostted rhopalia se nachédzi gastrovaskuldrni dutina, n€kdy
chybné popisovana jako statocysta.

Rhopalia jsou zavéSena na kmeni vychazejicim ze zvonu medazy, kterym jsou
vedeny ziviny do gastrovaskuldrni dutiny rhopalia a kterym je vedeno nervové spojeni
s nervovym provazcem kolem dolniho okraje zvonu. ZavéSena jsou v pozici, kdy malé
horni oko s ¢ockou je orientovano proti zvonu a velké oko s ¢oc¢kou shlizi dolu, jakoby pod
medizu.

Tripedalia cystophora zije v mangrovovych pobfeznich porostech teplych
karibskych vod, kde vyhledavé shluky drobnych koryst, kteti se shromazd’uji v kuzelech
svétla dopadajicich skrz listy mangovnikii a prosvétlujicich tak jinak pomérné tmavé vody
mangrovi. KliCovou je pro ni tudiz schopnost nalézt tyto svételné kuzely k cemuz ji
bezesporu slouzi svétlo¢ivné organy rhopalia. Tripedalia se vyznacuje pozitivni fototaxi,
kterd ji k témto mistim navede a kde se ji posléze na tentekle “nalepi” drobni korysi. Navic
prostfedi, ve kterém se pohybuje je plné nastrah (kofeny a vétve mangrovnikil) neustale
ohrozujicich kiehké té€lo medazy, uniknout témto pirekazkam (zaznamenat je a vyhnout se
jim) je pravdépodobné dalsi funkci rhopalia (Coates, 2003). Predpoklada se ale, Ze jeji
sofistikovany senzoricky systém je schopen i pokrocilejSich vizudlnich vjemu jak ukazuji
studie optického zazemi (Nilsson, 2005) i nervového systému rhopalia (Parkefelt, 2005;
Garm, 2006).
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Obr. 5: Pozice a slozeni rhopalia. A Medtiza T.c., modry vyiez odpovidd B. B Cervena
Sipka ukazuje na kmen vedouci k rhopaliu, modréa na kruhovy nervovy provazec, ¢erna na
pedaliové ganglium. C Rhopalium zavésené na kmeni, kterym vede nervstvo i kanal
gastrodermalni soustavy. Modra hvézdicka oznacuje slit, Cervena pit, cerna malé horni oko
s ¢otkou. D Rhopalium zavésené v senzorické duting. Cervena hvézditka oznacuje polohu

statolitu.
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5.2.2 Struktura jednotlivych oci a vlastni optika

Rhopalium piedstavuje aglomeraci tfech druhti o¢i. Pfedevsim jsou to pozoruhodné
a o¢im vyvojov¢ pokrocilejSich organizmti podobné oc¢i s Cockou, retinou, rohovkou a
obecné vlastnostmi typickymi pro o¢i, které neregistruji jen intenzitu svétla, ale pfinaseji 1
dalsi vizualni informace a to at’ jde o barvu, pfitomnost objektu ¢i jeho vzdélenost. Dale se
v rhopaliu nachazeji dva druhy jednoduchych oci (ocelli), tzv. pit v podobé pigmentové
jamky a tzv. slit v podob¢ pigmentové Stérbiny. Vznikaji invaginaci povrchového epitelu
(Coates, 2003).

Oc¢i a jejich nervovy systém jsou uspofadany v rhopaliu zjevné bilateralné
symetricky a to tak, Ze midsagitalni rovina prochazi sttedem horniho malého i dolniho
velkého oka s ¢ockou a pit a slit jsou umistény po stranach téchto oc¢i, vzdy po jednom na
kazdé strané. Pit je blize malému hornimu oku s Coc¢kou a s/it blize dolnimu velkému oku
s cockou (viz. Obr.5).

Oc¢i s ¢ockou maji Siroké zorné uhle a prihlednost zvonu pravdépodobné umoziuje
i pozorovéani pies n&j (HOC). T.c. ma tedy k dispozici témé&f panoramaticky pohled do
svého prostiedi. Nejcitlivéjsi jsou fotoreceptory 7T.c. k svétlu o vinové délce odpovidajici
modré barvé. CoZ je bézné u vodnich organizmtl, nebot’ svétlo o vinové délce odpovidajici
modré barvé prostupuje vodou nejlépe ve srovnani s ostatnim viditelnym zafenim. Navic
pit, slit a HOC s DOC jsou strukturné a funkéné odlisné organy, které pravdépodobné
organizmu umozinuji zpracovani vizualniho vjemu nékolika zplsoby. Studie dokonce
poukazuji na integraci nervovych vystupii ze s/iti a DOC a integraci z piti a HOC, tvofily
by tak dv¢ senzorické skupiny (Parkefelt, 2005).

Unikatni je zmiflovana struktura dvou komplexnich o¢i s cockou, kde kazdé z nich
je vybaveno ¢o¢kou s gradientem refrakéniho indexu (rozloZeni je odlisné mezi DOC a
HOC), ktera umoziiuje soustiedéni obrazu (i kdyZ obraz neni piimo zaostfen na retinu, ale
mirné & vice za ni; Nilsson, 2005). Coc¢ka je piekryta tenkou rohovkou z podlouhlych
bun¢k. Za Cockou se nachdzi retina, uzky prostor mezi témito strukturami je vyplnén
amorfni buné¢nou hmotou. Retina je tvofena pigmentovymi buitkami (vnéjsi ¢ast, smérem
od ¢ocky) a fotoreceptorovymi buiikami (vnitini ¢ast blize ¢occe), které se nejspise mezi
sebe vmezeiuji, nebot’ na fezech byl pozorovan jen jeden pas jader a to az za pigmentovu
vrstvou (tedy nejdale od cocky, K. JonaSova, nepublikované vysledky).

Vlastni fotoreceptory cilidrniho typu vybihaji mezi pigmentovymi buiikami a
vytvaii svétlo€ivnou vrstvu v bezprostfedni blizkosti cocky. Pigmentové buniky vytvari pas

tmavého pigmentu melaninu odstifiujiciho prebytecné a odrazejici se svétlo. V predni Casti
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oka pas prekryva vlastni fotoreceptory (v ptipadé DOC) a tvoii clonu okolo ¢ocky, ktera je
schopné zmensSit primér otvoru, kterym vstupuje svétlo z 150um na 100pum béhem zhruba

minuty (Nilsson, 2005).

T

rohovka masa dofky

Obr. 6: A Rez rhopaliem v oblasti velkého oka s &ockou, Gervené acetylovany tubulin,
zelen¢ opsin. (a) cocka; zluta barva (b) retina; (c) pas jader (zelend a modrd) retinovych
bunck. Zelena jadra jsou pivodem zreceptorovych (opsin obsahujicich) bunék, modra
z pigmentovych (stinicich, melanin syntetizujicich) bun¢k. (d) gastrovaskularni dutina.
Modfe jsou znacenad jadra. B Detail fezu ¢ockou velkého oka. Patrné je vrstevnata struktura

cocky. (K. Jonasova; nepublikované vysledky)

Pritomnost clony neni jedinym rozdilem mezi malym a velkym komplexnim okem.
Odlisné je 1 usporadani fotoreceptort v retin€ a vlastnosti ¢ocek. Znazoriiuje schéma nize
ptevzaté z (Nilsson, 2005). Obé ¢ocky lamou svétlo odliSnym zpiisobem a to na zakladé
rozdéleni indexii lomu (refrakénich indext). DOC &o¢ka ma v tomto sméru homogenni
centrum a gradient se vyskytuje jen ve vngj§i poloving o¢ky, HOC ma refrakéni gradient
homogenni v ramci celé ¢ocky. Z toho vyplivaji i optické rozdily; HOC ma gradient blizky
idealnimu stavu a svételné paprsky se sbihaji blizko za retinou, kdezto u DOC se paprsky
sbihaji pomérné daleko za retinou a navic se objevuji sférické poruchy. V ani jednom
ptipad¢ tedy neni obraz zaostfovan pfimo na retiné. Vysledné je diky nedokonalym
¢ockam a neoptimalizovanému tvaru fotoreceptorového pole obraz rozostfen a intenzita

zobrazovaného svétla u riznych skupin fotoreceptori je dramaticky odlisna. Teorii
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specializace kazdého ze Ctyi typl oCi pfitomnych v rhopaliu pak na zéklad¢é téchto a

dalSich informaci nabizi Nilsson a kolegové.
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Obr. 7: A Kresba zndzornujici sloZeni rhopalia a strukturu retiny na vertikalnim fezu
v misté kmene (stalk). Zajimavé je rozdilné uspoiadani fotoreceptorii v retinach malého a
velkého oka s ¢oCkou. B Porovnani zaostiovaci schopnosti malého (vlevo) a velkého
(vpravo) oka s cockou, které se od sebe 1isi nejen velikosti, ale také rozloZzenim refrakéniho
indexu a schopnosti pticlonéni (velké oko). Modré paprsky znézoriiuji prochazejici svétlo a
jejich stiet az za retinou mé za nasledek rozostfeni obrazu. Pievzato z (Nilsson et al.,

2005).

5.2.3 Nervova soustava rhopalia

Diskutabilni byl delsi dobu vyznam tak vyspélych struktur bez schopnosti integrace
jejich vjemt a nasledné odpovédi zprosttedkované CNS (naptf. v podobé Uhybného
manévru pied blizicim se kofenem). U medaz je zpravidla nervovd soustava
reprezentovand hlavnim nervovym provazcem pii bazi zvonu a jemnou nervovou siti, jak
plati i u T.c. U T.c. se nad pedaliemi v misté¢ nervového provazce nachéazi dalsi ganglia
(jedno nad kazdym pedaliem) a slozitd nervova soustava prostupuje i celym rhopaliem.
Nervstvo rhopalii nebylo téméf popsano az do roku 2005, kdy byla zvefejnéna prace
Parkefeltové a kolegt (Parkefelt et al., 2005). Ti popisuji PCNA — imunoreaktivni neuralni
sit’, sit’ nervovych jader v blizkosti jednotlivych oc€i a jejich spojtii: komisur a konektiv.
Jednad se o popis pouze dil¢i, nebot’ tato metoda zobrazuje jen ty nervy, prezentujici

v denaturacnim prostfedi epitop podobny c¢trnacti aminokyselinovém epitopu PCNA
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(proliferating cell nuclear antigen) pouzitému pii pfipravé protilatky proti PCNA. I tato
¢ast nervového systému vSak dostatecné demonstruje jeho necekanou sloZitost.

PCNA — imunoreaktivni (PCNA — ir) neurony se nachéazi v horni poloviné rhopalia
a vytvari Sest part bilateralné symetrickych nervovych jader spojenych tfemi komisurami
(propojuji symetrické strany). Vertikdln€ jsou spojovany jednotliva jadra nejméné Ctyimi
konektivami na kazdé¢ strané. Dal§i PCNA — ir nervova vldkna a neuropil se nachdzi okolo
kmene a mezi stropem gastrodermalni dutiny (GD) a ektodermem, déale po stranach GD
pobliz piti. Tenc¢i vldkna a difuznéjsi PCNA — ir sit’ je pfitomna po obvodu celé GD a
HOC (Parkefelt, 2005). Toto barveni neodhaluje propojeni s nervovym provazcem pii bazi
zvonu. Nicméné¢ jej dopliuje prace Garmse a kolegti (Garms, 2006), ktefi na morfologické
urovni charakterizuji nervstvo kemene (vCetné jednotlivych synapsi), propojujici
rhopalium s tzv. rhopaliovym gangliem. Navic popisuji i dal$i novy nerv v kmeni
s proprioreceptivni funkci (mechanoreceptorova funkce). Propojeni provazce s rhopaliem
ukazuje ve své praci i V. J. Martin (Martin, 2003) jako barveni RFamid — pozitivnich
neuronli prochazejicich kmenem (neuvadi vSak dostatecné podrobnosti k barveni). Dale
popisuje u druhu Carybdea alata (t¢z Cubozoa) protahovani bazalni ¢asti fotoreceptorii do
axoni vybihajicich do nervovych svazkd bezprostiedné za retinou, které nejspise dale
spoluvytvari nervova jadra popisovand Parkefeltovou. Nerovova vldkna vybihajici z jader
nasledné vstupujici jako RFamid - pozitivni svazky do kmene zajist'ujice spojeni s hlavnim
provazcem u baze zvonu. Tato integrace pak zajiStuje moznou odpovéd’ organizmu na
vizualni vjem, umoziuje ovladani motoriky svalovych skupin zvonu a tim i pohybt
zvitete. Pohyb medtzy je fizen pomoci pacemakerii nalézajicich se pravé v rhopaliich a
nervové impulsy mezi nimi pravdépodobné fidi a pfevadi nervovy provazec pii bazi zvonu
(Satterlie a Nolen, 2001). Ve své posledni praci jiz Garm sméle oznacuje rhopalia za

“mozek meduzy (Garm et. al, 2006).
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Obr. 8: Schéma nervové soustavy vrhopaliu. Vlevo bo¢ni pohled na rhopalium
s vyznacenymi nervovymi jadry (dale jen jadry) a svazky nervovych vldken (trakty).
Vpravo schematické znazornéni nervovych jader a propojeni mezi nimi pii ¢elnim pohledu
na rhopalium. Zde je dobfe znatelnd bilateralni symetrie jednotlivych komponent (osa
symetrie je vyznacena prerusovanou ¢arou). PEm, stfedni jadro pitu; PEu, horni jadro pitu;
ULEpm, zadostfedni jadro horniho oka; TVPE, vertikalni trakt pitu; FC, ptfedni komisura;
ALC, apikélni podélna konektiva; ULEDb, hlavni jadro horniho oka; TBL, hlavni podélny
trakt; SEp, zadni jadro slitu; SEN, neuropil slitu; LEC, podélna o¢ni konektiva; TPSE,
zadni trakt pitu; P, zadni jadro; PC, zadni komisura; SC, kmenova konektiva; AC, ptedni
komisura; TPPE, zadni trakt pitu; PEN, neuropil pitu. Ptevzato z (Parkefelt et al., 2005).

5.3 Genové zazemi Tripedalia cystophora ve vztahu k regulaci

vyvoje senzorickych organt

5.3.1 Komplexita genomu zahavci

Zdanlivé by mozna bylo rozumné predpokladat, ze primitivni zivo¢ich (jakym po
morfologické strance oproti kuptikladu obratlovclim Zzahavci jsou) bude mit také primitivni
a jednoduchy genom, vzdaleny tomu naSemu. V poslednim desetileti se vSak stale vice
ukazuje, Ze morfologickd jednoduchost ma jen velmi malo spolecného se strukturou

vlastniho genomu a genové regulace. Stava se ¢im dal tim ziejméjSim, Ze zivoc¢isné druhy
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na vSech trovnich sdili ptekvapivé mnozstvi genli a Ze tyto geny v evoluci byly pouze
odli$né vyuzity a to Casto velmi podobné, nebot’ pfiroda samoziejmé musela pfihlédnout
k ¢emu se vlastné “hodi“. Urcity gen nebo spiSe skupina gent se v n€které z vyvojovych
vétvi v priabéhu evoluce ztratily (Kortschak, 2003), celkové, ale organizmy sdili
prekvapujici mnozstvi genti. A tak neptekvapi, Ze 1 velmi primitivni organizmus jakym je
Trichoplax adherens, ktery jesté nevytvaii ani plnohodnotné tkané, nese ve svém genomu
gen, ktery je u pokrocilejsich organizmu hlavnim regulatorem vyvoje oci.

Zahavci patfi k banaln&j§im skupinidm organizmil, pfesto se zd4, e toho s nami
maji spole¢ného vice nez tradini a tzv. pokrocilej$i modelové organizmy octomilka ¢i
had’atko. Genova konzervace od zahavcu k obratloveiim je zjevnd, ukazuji to piipady
mnoha studovanych genil typickych pro procesy zndmé z pokrocilejSich organizmi, jako je
specifikace mezodermu. Mezoderm specifikujici faktor Twist byl popsan u Zahavch a
navic je v klicové helix — loop — helix oblasti podobn¢jsi obratlovéimu nez tentyz gen u
octomilky (Drosophila) ¢i hlisth (Nematoda) (Spring et al., 2000). DalSim ptikladem
mohou byt Hox geny definujici expresi odliSnych kombinaci jednotlivé ¢asti téla (anterior
— posterior body patterning genes). Kdy a jak tento komplex genii vznikal objasiiuji
souCasné poznatky o Hox genech zahavct, které byly charakterizovany a poukazuji na
starobyly piivod celé skupiny a pravdépodobnou divergenci jesté pred vznikem bazalnich
skupin (Ferrier a Holland, 2001). Navic si zahavci udrzely i nckteré geny, které byly
nasledné v pokrocilejSich organizmech ztraceny (Galliot a Schmidt, 2002). Taktéz byly u
zahavct charakterizovany geny podilejici se na formovani bilaterdlni symetrie a tedy
specifikaci t€lnich os (viz. souvislost s bilateralni symetrii rhopalia a jeho CNS; Galliot a
Miller, 2000 ) nebo naptiklad komponenty Wnt signalni drahy (Hobmayer et al., 2000).

Nedavno byla publikovana prace Kortschaka a kolegii zalozena na sekvenacnim
(byla publikovana rozsdhla ESTova knihovna) projektu zahavce, koralu Acropora
millepora (A.m.). Stanovili sekvenci tisicovek geni a ve snaze lépe porozumét evoluci
genomll v ramci mnohobunéénych organizmi je porovnali s dostupnymi genomy, tedy
predevsim lidskym, mysim, genomem octomilky (Drosophila melanogaster) a had’atka
(Caenorhabditis elegans). Ke svému piekvapeni zjistili, Ze mnoho z genti, o kterych se
ptedpokladalo, Ze jsou obratlov€éimi novinkami, je zastoupeno pravé v genomu A.m. Vice
nez 10% ESTG A.c. s homolognimi sekvencemi mezi mnohobunéénymi mélo velmi
podobné lidské homology, ale nebylo pfitomno v genomech octomilky ani had’atka. Tato
kategorie ESTU obsahovala jak transkripéni faktory, tak proteiny metabolizmu,

povazované za zminované obratlov¢i evolu¢ni novinky. V liniich vedoucim k modelovym
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organizmim octomilce a had’atku tedy muselo dojit k mnohem vétsi ztrat¢ gent nez se
obecné predpokladalo. Navic i A.m. sekvence se zastupci (homology) jak v lidském
genomu tak v genomech octomilky a hadatka vykazovaly vétSi podobnost praveé k
obratlovéim sekvencim (Kortschak et al, 2005). 1 ztohoto hlediska se Tripedalia
cystophora coby zéastupce zahavci jevi jako idedlni modelovy organizmus.

Nejdéle studovany zahavec je nezmar (Hydra) s genomem o velikosti okolo 1300
Mbp (Zacharias, 2004), coz je Uctyhodné ve srovnani s na§im genomem pohybujicim se
kolem 3300 Mbp nebo extrémné malym genomem japonské ryby Takifugu rubripes
392 Mbp. Pii predstave kolik balastni sekvence v nasem genomu koexistuje s vyuzivanymi
geny a regula¢nimi oblastmi a kolik takové balastni sekvence zahavci mit viibec nemusi,
mohlo by se zdat, ze toho oproti ndm nebo jinym organizmlim o mnoho méné mit nemusi.
Na druhou stranu velikost genomu neni pfili§ smérodatnym ukazatelem, nebot’ jen v rdmci
zivocicht kolisa druh od druhu az tisickrat, nejvétsi rozdily mezi velikostmi genomi pak
nachazime mezi Protisty, kde je rozdil mezi jednotlivymi druhy az tfistatisicindsobny

(Www.genomesize.com).
5.3.2 Paxgeny

5.3.2.1 Charakteristika rodiny Pax

Rodina Pax gent kéduje tkanovée specifické transkripéni faktory, jejichz jednotlivé
domény jsou siln¢ evoluéné konzervovany. Pax geny byly nalezeny u Sirokého spektra
organizmu, zahavce nevyjimaje, pticemz nejpocetnéjsi skupiny byly popsany u obratlovct.
Tyto geny tfadime do skupiny homeobox geni, charakterizovanych pfitomnosti DNA
vazebné regulacni homeodomény (HD). Ta vSak byla u nékterych Pax genl sekundarné
redukovana nebo chybi zcela. Nazev Pax gent je odvozen od piitomnosti druhé regulacni
DNA vazebné domény Pax geni, kterou je parova doména (PD), kodovana v genu
parovym boxem (paired box). Parova doména reguluje aktivitu dalSich genli vazbou na
jejich regulacni mista (promotory, enhancery) a je sloZzena ze dvou casti: aminoterminalni
PAI a karboxyterminalni RED. Kazd4 z nich rozeznava tisek na komplementarnim vlakné
(celkovy vazebny usek o délce zhruba 17 bp) (Czerny, 1993). Treti funkcni Casti Pax
proteinil (je soucasti tii ze Ctyi skupin Pax genl) je oktapeptid, maly regulacni Usek
interagujici s ostatnimi proteiny a modulujici tak dal$im zptsobem transkripci (Eberhard et

al., 2000).
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Z vyssich obratlovei bylo izolovano devét Pax gent oznacovanych Pax1 az Pax9,
ty lze podle strukturni podobnosti a tedy podle ptitomnosti jednotlivych domén délit do
¢tyt skupin. Prvni skupina zahrnuje Pax geny jejichz proteiny obsahuji pouze parovou
doménu a oktapeptid (Pax1, Pax9), druhd skupina je pak oproti prvni charakterizovana
pritomnosti redukované homeodomény (Pax2, Pax5, Pax8), tieti skupina ma vSechny tii
domény kompletni (Pax3, Pax7) a ¢tvrté skupiné chybi oktapeptid (HD je kompletni)
(Pax4, Pax6). Vysledny rozdil mezi jednotlivymi produkty Pax gent vSak tkvi ve specifité
rozeznavané a vazané DNA sekvence a ta je urcena predev§im aminokyselinovou sekvenci
PAI domény. Napftiklad rozdil mezi vazebnou specifitou Pax2, Pax5, Pax8 (skupina
vznikla duplikaci ptivodné jednoho genu, ktery je zachovan jesté v kopinatci) a Pax6
spociva v tfech klicovych aminokyselinovych pozicich (Czerny a Busslinger, 1995). Pax
geny v evoluci prosly opakovanymi duplikacemi a zmitiované formy gent jsou nasledkem
divergence jednotlivych paralogt (Balczarek et al., 1997). Otazkou je, coz budeme
diskutovat pozdé&ji, co stalo na pocatku téchto duplikaci a jaka tedy byla evolu¢ni cesta Pax
genl.

Funkéné jsou Pax geny nepostradatelné pro ontogenezi prakticky kazdého
organizmu. Reguluji Siroké spektrum morfologickych pochodi, pro ilustraci u obratlovcu:
Pax6 — vyvoj oci, mozku a slinivky, Pax7 — myogeneze, Pax5 — vyvoj imunitniho systému
atd. Pravdépodobné nejvice zminlovanym Pax genem byl a je Pax6, ktery se ucastni
regulace mnoha genovych kaskad. Predev§im byl odhalen jako universal master control
gene of eye morphogenesis (napt. Gehring, 2002) a sdileni tohoto klic¢ového iniciatora a
regulac¢niho ¢lena vyvoje oci (a to at’ jiz obratlov¢ich nebo musich) je pak zakladem teorie
monofyletického plvodu oc¢i. AvSak jeho univerzdlnost a monofyletickd teorie je
v soucasné¢ dobé sporna (viz. dal$i kapitola a Kozmik, 2005). Dnes je velkou vyzvou
objasnit ptivod Pax gent, jaka byla jejich evoluéni cesta a co vSe “maji za sebou”

kuptikladu naSe Pax geny.

5.3.2.2 Otazka evoluce Pax gentui a vyvoje o¢i

Pax geny byly doposud popsany u Sirokého spektra organizmi, v poslednich letech
byly izolovany i z bazdlnich skupin organizmu: zahavci (PaxA, PaxB, PaxC a PaxD typy),
zivocisnych hub (Porifera, PaxB) (Hoshiyama et al., 1998; Larroux et al., 2006) a dokonce
vlockovce Trichoplax adherens (bazélni PaxB) (Hadrys et al, 2005), tedy organizmi

s absenci nervovych a senzorickych bunék. Pax geny se tedy objevily jesté pted vznikem
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nervovych soustav ¢i zivociSnych fotoreceptorii a do role vysSich regulac¢nich cleni
genovych kaskad byly angazovany pro Siroké spektrum cilovych sekvenci a moznych
interakci, coZ je pravé nasledek spoluplisobeni nezavislych DNA vazebnych domén nebo
kooperaci mezi vlastnimi doménami (jak shrnuje Kozmik, 2005). Na zakladé stale
pribyvajicich poznatkli o rodin€ Pax genil bylo vysloveno mnoho hypotéz o jejich ptivodu.
Vsechny vSak vychazi z poznatku, Ze nejkonzervativnéjsi je mezi Pax geny parova doména
(zejména PAI) a pokladaji ji za zdkladni soucést tzv. Proto — Pax genu, kterd nasledné
podle vétsiny teorii fuzuje s do té doby nezavislou homeodoménou péarového typu. Tento
fazni gen prochézi poté podle riznych schémat duplikacemi, na tirovni stale jesté bazalnich
organizmu inserci oktapeptidu a ndsledné redukénimi udalostmi v oblasti homeodomény.

Rozdily mezi teoriemi jsou piedevsim v piivodu oné zakladatelské parové domény.
Breitling a Gerber vyslovily odvdznou teorii o vzniku Proto — Pax fuzi DNA vazebné
domény transpozazy (Proto — Pax transpozaza) s homeodoménou kratce po objeveni se
mnohobunécnosti. (Breitling a Gerber, 2000) a nasledné¢ genové duplikaci jeste¢ pred
oddélenim hub (Porifera). Vychazi pfitom zneobvyklé podobnosti N — termindlni
subdomény PAI s Tc3 transpozazovou DNA vazebnou doménou. Jejich fylogenetické
studie jsou vSak malo prikazné a stromy znazornujici oddélovani jednotlivych skupin maji
nizkou bootstrapovou podporu. Galliot a Miller navrhuji do role zakladatelské parové
domény PaxA — like parovou doménu, ktera by opét fuzovala s homeodoménou a dala tak
vzniknout Proto - Pax (Galliot a Miller, 2000; Miller et al., 2000).

Nejucelenéjsi pohled na problematiku mad momentalné nejspise skupina Hadryse,
kter¢ se podafilo izolovat zminovany PaxB z Trichoplax adherens (TriPaxB) a
ptedpokladaji, Ze je to jediny Pax gen tohoto organizmu. Tento Pax obsahuje PD, HD 1
oktapeptid a fylogenetické studie, které provedli potvrdily jeho bazalni postaveni k PaxA,
B i C u zahavct, coz odpovida postaveni vlockovel v zivocisné 1isi. Podivné je postaveni
zahav¢iho PaxD, ktery je ve studii vychazi jako sestersky k TriPaxB. Pivod PaxD je vSak
nejasny a jeho podobnost k TcPaxB je moznd nasledkem duplikace a divergence
davngjsiho genu. Ale mohla by byt vysvétlena i prozatimnim nenalezenim homologa PaxD
u Placozoa a Porifera, byt by v jejich genomu pfitomen byl. Jako druhou alternativu
uvazuji nedostate¢ny vybér druhii a Spatn€ zvoleny outgroup pii fylogenetické analyze
(Hadrys et al., 2005). Nicméné¢ jejich evoluéni model shrnuje viceméné souc¢asné poznatky

a navrhuje prozatim nejpravdépodobnéjsi scénar vzniku Pax gent.
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Obr. 9: Evoluce Pax gentl. Schéma nabizi tfi pohledy na vznik Pax genti a jejich vyvoj.

A Predstavuje alternativu kde Proto — Pax vznika splynutim PaxA podobné parové domény
(PD) a do t¢ doby nezdvislé homeodomény (HD); vzniké ptedchiidce PaxB. Nastifiuje
pozd¢jsi fuzi jiné HD s PD podobnou PaxA a vznik pfedchiidce PaxC. Ostatni Pax geny
pak odvozuje od téchto dvou zakladatelskych Pax genti. B Schéma osvétluje vznik
Proto - Pax genu fuzi transpozdzové DNA vazebné¢ domény a do té doby nezavislé HD.

Vznikly Proto — Pax (Ur — Pax) by po genové duplikaci dal vzniknout PaxC a PaxD
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predchtidciim. C Posledni publikovana teorie vzniku Pax genii se téz opira o ptivod parové
domény v traspozdzové DNA vazebné doméné a jeji fuzi s nezavislou HD. Vznikajici
Proto — Pax se po inzerci oktapeptidu (kratce po vzniku mnohobunéénych) duplikuje a
vznik4 ptvodni PaxB od n¢hoz se odvozuji vSechny skupiny Pax genl vyjma PaxD a jemu

piibuzné skupiné Pax3/7. Pfevzato a upraveno z (Hadrys et al., 2005; Miller et al., 2000).

5.3.2.3 Tripedalia cystophora PaxB

Ze zahavce T.c. byl doposud izolovan jediny Pax gen, ktery je oznacovan jako
PaxB (Kozmik et al., 2004) pro svou podobnost s Pax geny s timto oznacenim izolovanymi
z jinych zahavci. Z zahavcl bylo izolovano vice Pax gent, které se pomérné riizni ve své
struktufe. Do jisté miry je lze podle pfitomnosti ¢i redukovanosti HD, modifikaci PD,
vazebnych preferenci, prezence oktapeptidu a jinych znakii zatfazovat do tfid Pax genii
navrhnutych Balczarkem (Balczarek, 1997) nebo novéji Millerem (Miller, 2000). Podle
obdobnych kritérii je TcPaxB piekvapivym hybridem mezi Pax2/5/8 a Pax6 podrodinami,
jak dokazal Kozmik a kolegové (Kozmik, 2003) a predstavuje pravdépodobné jeden
z vyvojovych pratypti Pax genl. Jeho hybridni povaha a sdileni funkci Pax6 a Pax2 je
velmi podstatné, protoze prave tyto geny jsou témi oci specifikujicimi u obratlovct (ale
tteba i Drosophily) a Tripedalia ma oci obratloveiim morfologicky velmi podobné.

TcPaxB ma parovou doménu Pax2 typu a Pax2 oktatpeptid, homeodoména je
naopak ptibuzna spiSe podrodindm Pax6 nebo Pax3/7. Ze sekvenci piistupnych v GenBank
databdzi je TcPaxB nejbliz§i PaxB z Nematostella vectensis (Anthozoa, Hexacoralia) —
porovnavéana cela proteinova sekvence, kde nejvétsi homologie jsou v oblasti parové
TcPaxB s parovou doménou medazy Chrysaora quinquecirrha ttidy Scyphozoa, zde vSak
neni k dispozici k porovnani vice nez pravé jen PD. Soucasti TcPaxB je i zminovany
oktapeptid, ktery se nachdzi mezi PD a HD.
rhopalia (Kozmik, 2003) a pifimo ukazuje na funkci tohoto starobylé¢ho transkripcniho
aktivatora v oblastech odpovidajicim senzorickym organiim. Série pokusiti odhalila, Ze
TcPaxB je skute¢nym funkénim hybridem mezi Pax2/5/8 a Pax6 podrodinami, a Ze
krystalin J3 je pfirozenym cilem TcPaxB genu. Nalezeny byly transaktiva¢ni a inhibi¢ni
domény typické pro Pax2/5/8 rodinu: dvé C - terminalni transaktivacni domény TcPaxB

lemované inhibi¢ni oblasti. Déle bylo prokazano, ze upregulace TcPaxB pod ptislusSnym
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Obr. 10: In situ hybridizace na mrazovych fezech rhopalia s pouzitim antisense TcPaxB
RNA (A, C a E antisense RNA; B, D a F sense RNA). Fialové zabarveni indikuje
ptitomnost TcPaxB mRNA. Na panelech E a F je fez gastrodermalni dutinou. 1, ¢ocka; r,
retina. Tucné Sipky oznacuji pigmentovou vrstvu za retinou. Tenké Sipky v rozich
gastrodermalni dutiny poukazuji na silnou expresi v této struktufe se zatim piesné

neobjasnénou funkci. Prevzato z (Kozmik et al., 2003)

enhancerem dokdze zachranit mutanta spa®® (Drosophila) fenotypu, ktery je zplisoben
absenci Pax2 exprese v Cipcich a primarnich pigmentovych bunkach larvy octomilky
(Drosophila) a nasledné v jejich o¢nich discich. Tento pokus ukazuje, ze TcPaxB dokaze
nahradit Drosophila Pax2.

ProtoZe se prokézala tato schopnost TcPaxB zastoupit roli Pax2, bylo testovano zda
muze nahradit i funkci Ey a Toy (Ey = eyeless = Pax6 Drosophily; Toy = twin of eyeless,
ktery vznikl duplikaci Ey a nasledné se jejich funkce rozriznily) a indukovat tvorbu
ektopickych o¢i. Cilené exprimovany PaxB skute¢né€ indukoval tvorbu ektopickych o¢i, po
jednom na kazdé tibii. Uspé&nost byla dle olekavani niz$i a vytvofena otka mensi
v porovnani s témi indukovanymi Ey ¢i Toy. V parové doméné byly charakterizovany tii
aminokyselinové pozice jako rozhodujici pro urceni, zda se jedna o parovou doménu
Pax2/5/8 typu (typ nalezeny u TcPaxB) ¢i Pax6 typu. Pokud byly tyto pozice (Q, R, H)
nahrazeny Pax6 specifickymi (I,Q,N) a mutant TcPaxB(IQN) pouzit pro indukci
ektopickych oci, byly dle ocekdvani totozné s Ey ¢i Toy indukovanymi (Kozmik et al.,

2003).
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Homeodoména transkripcnich faktorii Pax6 aktivuje expresi opsinii vazbou do
promotorovych sekvenci (napf. P3/RCS1 elementu Drosophila rthodopsinul; Sheng et al.,
1997). Testovano bylo zda TcPaxB bude schopen aktivace reportérového genu lacZ pod
kontrolou promotoru Drosophila thodopsinul (na rozdil od Pax2, ktery postradda DNA
vazebnou homeodoménu). Prokazano bylo, ze TcPaxB je dokonce efektivnéjsi induktor
rhodopsinl promotorem fizeného reportérového genu nez mysi Pax6 (Kozmik, 2003).

V rhopaliu Tripedalie a ptedev§im v Cockach komplexnich oc¢i, jsou majoritnimi
proteiny krystaliny J1, J2 a J3 (diskutovano v nasledujici kapitole). Dalsi ze série testil
snazici se odhalit funkcni charakter TcPaxB proteinu byla spjata s otdzkou, zda TcPaxB
bude aktivovat expresi krystalinii a jaky bude mechanizmus této aktivace. Aktivace
krystalinti TcPaxB byla prokdzana, TcPaxB stimuloval aktivitu luciferdzy (pouzitou jako
reportér) pod promotory JIA ¢i J1B krystalind 2-3 krat vice oproti negativni kontrole, u
promotoru J3 krystalinu se dokonce jednalo o tficetinasobny nartust. V J3 TATA - box
obsahujicim promotoru byly nalezeny dvé putativni vazebné sekvence pro parovou
doménu podobné konsenzu vazebné sekvence Pax2/5/8. Mutant PaxB(I84R), ktery diky
této mutaci v oblasti parové domény nevaze zadnou z testovanych cilovych sekvenci,
nestimuloval luciferdzu, coz napovida, Ze vazba do této promotorové oblasti je
uskutecnovana pravé pomoci parové domény a to Pax2 typu. Pax2/5/8 typ parové domény
je pro aktivaci dilezity, protoze testované Pax1, Pax3 ani Pax6 neaktivovaly J3 promotor
(Kozmik, 2003).

Na zékladé analyzy nukleotidovych sekvenci a DNA vazebnych testi bylo jiz
v minulosti navrzeno, Ze Zahav¢i Pax geny si udrzely strukturu Pax genii predchazejicich
moderni Pax2/5/8 a Pax6 (Sun et al., 2001). Sun s kolegy si pov§iml, Ze Zahav¢i parova
doména Pax2/5/8 ma SirSi vazebné spektrum (tak jak ukazuje i Kozmik na TcPaxB), a Ze
nékterym zahavctim zcela chybi Pax6 podobny zastupce, predpokladd proto, ze ptvod
Pax6 je az vdobé po vzniku ptedka podobného Pax2/5/8. Kozmik demonstruje, Ze
pivodnim genem regulaci senzorickych systému nebyl Pax6, ale pfinejmensim gen

podobny vice PaxB nez Pax6 a tedy, Ze post Pax6 coby univerzalniho genu pro vyvoj oci

vvvvv
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Obr. 11: Jednoduché schéma vyvoje Pax geni ve vztahu k senzorickym systémiim (vyvoj
modernich Pax2 a Pax6 z pfedka podobného zahav¢imu PaxB) shrnujici rozdilné role PD a
HD v evoluci a strukturni rozdily mezi PaxB, Pax2 a Pax6. Pod jednotlivymi Pax geny jsou
znazornény geny jejichz aktivitu vazbou do promotorovych oblasti (znaceno obdelnikem

barvou odpovidajici ¢astem parovych domén) reguluji. Pfevzato z (Kozmik, 2005).

5.3.3 Majoritni proteiny ¢o€ky — krystaliny

5.3.3.1 Charakteristika krystalint

Cocka obratloved se utvati postupnym piikladanim podlouhlych bunék pavodem
z ektodermu. Tyto bunky podstupuji velkou pfestavbu v podob¢ zprihlednéni a nastaveni
pozadovaného indexu lomu a to tak, Ze z vlaken se ztraceji organely (v centru ¢o¢ky mizi
dokonce 1 jadro) a v buiikach jsou syntetizovany proteiny krystaliny, které ovlivituji svym
rozlozenim index lomu v jednotlivych ¢astech ¢ocky (coz plati u nékterych organizmd, ale

gradientu refrakéniho indexu bude pravdépodobné dosahovano i jinak).
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Krystaliny pak tvofi az 90% veSkeré proteinové vybavy v buiikdch cocky
(Piatigorsky, 1989). Pfitomnost krystalinii neni vlastni jen obratlovéim cockam, jak je
popsano vyse, ale i T.c. vyvinula Cocky snezbytnymi optickymi vlastnostmi pro
zpracovani obrazu (i kdyZ jen na zakladni urovni; Nilsson et al., 2005) a tyto jsou vyplnény
hned tfemi druhy krystalin.

Byt embryonalni vyvoj ¢ocky riznych organizmii se rizni, vysledek je stejny:
prihledny objekt s optickymi vlastnostmi umoziujicimi primét obrazu na svétlocivnou
vrstvu (retinu) nachdzejici se za coCkou nebo pfipadné pouhou koncentraci svétla na
fotopigment za cockou (predevSim u bezobratlych). Pozoruhodné je, ze krystaliny,
zprostiedkovavajici tuto funkci se mezi organizmy velmi rtzni, spolecné vSak maji
vlastnosti, které jim umozni jako krystaliny vitbec fungovat: tedy zlstat v rozpustné forme
ve vysokych koncentracich (pokud dojde k jejich denaturaci, ¢ocka se zakali) a vydrzet tak
velmi dlouhou dobu (nebot’ neexistuje moznost nahrady, bunky ztratily i jadro; buiky
lidské Cocky tak musi zlistat nezménény po desitky let).

Jesté¢ prekvapivéjsi je, Ze kromé funkce strukturnich proteinli krystalint
v organizmu pak zastavaji tyto proteiny Casto i enzymatickou funkci. Kupftikladu ptaci
krystalin e je laktatdehydrogendzou a chobotnice ve své Cocce vyuziva glutathion
S - transferdzu (GST) (Tomarev, 1993). Obecné lze fici, Ze krystaliny jsou casto
rekrutovany z rodin heat shock proteinli nebo oxidoreduktdz, coz neni dilem néhody, ale
vhodné vyuziti proteinii odolnych oxidativnimu stresu a obecné denaturaci (jakymi obé
zminéné skupiny jsou). Tento fenomén nazyvany gene sharing (tedy sdileni gend;
Piatigorsky, 2003), kdy jeden genovy produkt je vyuzivan k rozdilnym funkcim (tfeba i po
mensi Upravé jakym je St€péni GST krystalinu chobotnice) je povaZzovan za evolucni
strategii zvysujici vyuzitelnost genomu.

To, co ¢ini krystaliny krystaliny, je pravé exprese v cocce ve vysokych
koncentracich. Genové regulace skryvajici se za danym expresnim patternem a jejich
zmény pak lze povazovat za podobné nastroje jakymi jsou v evoluci genova duplikace a
zména struktury proteinu navozena mutaci (Piatigorsky, 2003).

Krystaliny ale nemusi byt jen dilem vyuziti gene sharing strategie, pravdépodobn¢
staci, aby proteiny méli ty spravné vlastnosti a zajistenou expresi a regulovatelnost
v ¢occe, aby se mohly stat krystalinem. Z toho vyplyva, Ze spole¢nou dalsi charakteristikou
krystalini je regulovatelnost podobnymi transkripénimi faktory a pfitomnost podobnych

regula¢nich element v promotorovych sekvencich, zajist'ujicich spravny expresni pattern.
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Pivod zajisténi exprese v CoCce a vznik pfisluSnych regulacnich elementi je otazkou
(Piatigorsky, 2003).

Z tohoto pohledu se velmi zajimava situace vyvinula u naseho modelového
organizmu Tripedalia cystophora. Z ¢ocek jejiho malého i velkého komplexniho oka byly
popsany tii krystaliny (J1, J2 a J3). Pfitom kazdy z nich ma nejspise odlisny piivod a byl

ziskan jinou cestou.

5.3.3.2 Kirystaliny organizmu Tripedalia cystophora

Kdyz vroce 1989 Piatigorsky s kolegy vypreparovali velké cocky z T.c. a
homogenizované vzorky analyzovali na proteinovém gelu, byly jako vysledek popsany tti
pruhy (bandy), které mély odpovidat jednotlivym krystalinim, majoritnim proteiniim
¢ocky. Nazvany byly J1 (35 kDa), J2 (19,5 kDa) a J3 (19 kDa) (Piatigorsky et al., 1989).
Pti stejném postupu u Cocek z organizmu Carybdea marsupialis vsak obdrzeli pruhy a tedy
jim odpovidajici krystaliny pouze dva. Obdobnych vysledkll jsem dosahli opakovanim i
pro T.c., je vSak mozné, Ze absence tfettho pruhu odpovidajicitho J3 krystalinu je
nasledkem pouziti malého mnozstvi ¢ocek ¢i odliSného pufrovaciho systému (nerozdéleni
J2 a J3 pruhil), nez jaky byl pouzit Piatigorskym v r. 1989 (Piatigorsky, 1989). Krystaliny
T.c. byly sekvenovéany jako peptidy a pro dva znich byla nalezena homologie s jiz

znamymi proteiny.

Cotky
marker  velké oko rhopalium  larvy marker

97,4 kDa
66,2 kDa

45 kDa

31 kDa

21,5 kDa

14,4 kDa

Obr. 12: Proteinovy gel s nanesenymi vzorky T.c. z 25 vypreparovanych ¢ocek z velkého
oka, celého rhopalia a pigmentovanych larev. Tii Sipky odpovidaji jednotlivym

krystalintim, J1 35 kDa, J2 19,5 kDa, J3 19 kDa. (K. JonaSov4, nepublikované vysledky).
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Pro J1 krystalin, ktery je nejhojnéjSim krystalinem ocky T.c., byla nalezena
homologie s ADP - ribozylglykohydroldzou, proteinem blizkym rodin¢ selenoproteini SelJ
(Castellano et al., 2005). Nasledné byly izolovany tfi cDNA kédujici 37 kDa proteiny J1
krystalinu (J1A, J1B a J1C) identické v aminokyselinovém slozeni v 84 — 98%. Bylo
prokazano, ze kazdy z téchto proteini je kodovan samostatnym genem, a Ze ve vSech
ptipadech postrddaji introny (coz by naznacovalo jejich mozny piivod z bakteridlnich
geonomul). Prestoze v kodujici oblasti jsou prakticky shodné, analyza promotorovych
sekvenci odhalila jejich absolutni odlisnost. KdyZ o Sestnact let pozdéji skupina Castellana
a jeho kolegli objevila novou rodinu selenoproteini Sell, pii analyze nalezli nejvéEtsi
homologii pravé s J1 krystalinem. U J1 je vSak na misté selenocysteinu pouze cystein
(Castellano et al., 2005). Pro objasnéni potencidlni role SelJ (ktery pfislusi do podrodiny
rodiny enzymu zajistujici ADP ribozylaci) jako krystalinu, analyzovali promotorové
oblasti n¢kolika Sel] a J1A, JIB a J1C ve snaze nalézt v téchto velmi vzdalenych
sekvencich vazebnou oblast, kterd by je determinovala k expresi v ¢occe. A skute¢né
vazebnd mista pro nékteré Pax geny (vcetné Pax6) byla nalezena ve vSech studovanych
sekvencich. Nasledna studie lokalizace exprese Sell u Danio rerio potvrdila lokalizaci
v Coc¢ce béhem embryogeneze, pro starsi jedince byla typicka SirSi exprese (Castellano et
al., 2005). Homologie J1 krystalinu pravé s Sell podrodinou selenoproteint vyskytujicich
se pouze u paprskoploutvych ryb a jednoho druhu jezovky (pficemz vSechny prozatim
popsané selenoproteiny méli zastupce i1 mezi savci) a shomologii k bakteridlnim

ADP - ribozyla¢nim enzymtim nam naznacuje podivnost pivodu téchto gend.

Obr. 13: Imunochemické barveni s vyuzitim protilatky proti J1 krystalinu (Cerveny signal)
na mrazovém fezu rhopaliem v roviné sliti a velkého oka s ¢ockou. ¢, cocka; s, slit; g,

gastrodermalni dutina. (K. JonaSova, nepublikované vysledky)
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Po stanoveni sekvence peptidi J2 proteinu nebyla nalezena zadna homologie a to
trva dodnes, kdy jsou jiz znamy kompletni genomy mnoha organizmii. Podafilo se ale
ziskat ¢aste¢nou aminokyselinovou sekvenci J2 proteinu a pomoci té pak kompletni cDNA
(Z. Kozmik, nepublikované vysledky). Tato cDNA byla nasledné vyuzita ke konstrukci
expresniho plazmidu, produkovany protein J2 izolovan a pouzit pro ptipravu protilatky
(imunizaci kralika). Ziskané sérum se specifickou protildtkovou odpovédi proti J2 bylo
testovano na western blotu s nanesenymi vzorky ¢ocek z rhopalii a specifita protilatek proti
J2 byla potvrzena. Pomoci této protilatky byla stanovena lokalizace exprese J2 a to
v perifernich vrstvach &o¢ek jak HOC tak DOC (coz koresponduje sin situ RNA
hybridiza¢nimi testy; J. Razi¢kova, osobni sdéleni), v izkém okoli statolitu a na Spickach
chapadel juvenilnich meduz. Provedena byla fada imunochemickych barveni za cilem
detekce J2 v riiznych vyvojovych stadiich a totéz je testovano s vyuzitim western blot
(viz. Obr. 14).

J3 protein jako krystalin je diskutabilni. V ptivodni praci zr. 1989 se mélo jednat o
tteti pruh na proteinovém gelu o velikosti necelych 19 kDa z izolovanych ¢ocek velkého
komplexniho oka. Nicméné v praci z r. 2001, kde je J3 podrobné&ji analyzovan Piatigorsky
s kolegy jiz hovofi o J3 proteinu izolovaném zrhopalii. Divod pro¢ tento rozkol
zminujeme je vysledek nami zopakované proteinové charakterizace izolovanych cocek
z velkych komplexnich o¢i, kde jsou pfitomny prouzky prezentujici krystaliny pouze dva,
tieti prouzek ptibyva ve chvili, kdy naneseme nikoli izolované ¢ocky, ale cela rhopalia
(viz. Obr. 12). Minimalni ptitomnost J3 krystalinu v co¢ce podporuje i provedend in situ
RNA hybridizace, kterd ukazuje na slaby signal na okraji ¢ocky a naopak ukazuje silnou
expresi v oblasti gastrovaskularni dutiny rhopalia a na koncich chapadel; RNA byla
detekovana i v prouzcich vybihajicich za pigmentovou vrstvou (Piatigorsky, 2001,
zopakovano se shodnym vysledkem J. Riizickova, osobni sdéleni). Nejvetsi podobnost
vykazuje J3 s proteinem prosaposinem, prekurzorem saposinu. Saposiny jsou rodina
multifunkénich glykoproteinti, které propojujici lysozomalni enzymy s lipidy a aktivuji
jejich enzymatickou funkci. PfedevSim se tak ucastni lysozomalni degradace sfingolipida.
Vznikaji ze zminovaného prekurzoru prosaposinu proteolytickym Stépenim v pozdnim
endozomu (Vaccaro et al., 1999). V J3 krystalinu se nachazi dvé SapB domény a pfi
porovnani s NK lyzinem (saposin s J3 podobnou Sap doménou) byl navrZzen moZny vznik
druhé¢ znich intragenovou duplikaci. Piekvapivé byla zjisténa odliSnd molekularni
hmotnost pro protein indikovany pomoci proteinové elektroforézy (19 kDa) a protein

kodovany izolovanou J3 cDNA (28,6 kDa). Tato neshoda je vSak pravdépodobné jen
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Obr. 14: J2 krystalin a jeho exprese v ramci rhopalia i celé juvenilni meduzy. A Konstrukt
s vlozenym ORFem pro J2, ktery byl pouzit pro expresi rekombinantniho J2. B J2 byl
izolovan s vyuzitim histidinové kotvy (6xHis) na N konci (dva silné prouzky ptedstavuji

krystalin). C Specifita protilatkové odpovédi J2 imunizovaného kralika byla testovana na
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Western blotu s nanesenymi celymi rhopalii (1), ¢oCkami z malého oka (2) a ¢oCkami
z velkého oka (3). D Imunochemickd detekce na mrazovém fezu rhopalia s vyuzitim
ziskané protilatky ukazala na expresi v perifernich vrstvach ¢ocky malého (levy zeleny
signal) i velkého oka (pravy zeleny signal). E Detail lokalizace J2 krystalinu na fezu
¢ockou velkého oka, vlevo od ¢ocky je situovana retina. F Vyuziti protilatky pro detekci J2
krystalinu v rdmci celé juvenilni mediuzy. Tmavé objekty jsou rhopalia, zelené signaly
odpovidaji jednotlivym cockdm. G Stadium juvenilni medizy odpovidajici stadiu
pouzitému pro detekci J2 krystalinu v juvenilni meduze. Zvonem prosvitaji ¢tyfi rhopalia.

Vpravo prevracend mladsi juvenilni meduza. (K. Jonasova, nepublikované vysledky).

pfikladem dalSi vlastnosti, kterou sdili J3 a saponiny, které pii maturaci prochdzi
proteolytickym Stépenim.

Dalsi zajimavosti je pritomnost neurotrofniho peptidu prosaptidu v sekvenci
krystalinu J3 (nalezen v Saposinu C), ktery v obratlovcich ptlisobi jako Schwann-cell
survivor factor (rGstovy faktor Schwannovych bun€k) a dokladd opravdovou
multifunkénost saponini (Piatigorsky et al., 2003). Role krystalind tak miize byt jen dalsi
ztéch, které umi zastoupit, coz presn¢ zapadd do ramce teorie evoluce krystalinid
prostiednictvim gene sharing strategie.

Tripedalie cystophora na piikladu krystalini opét dokazuje jak cennym je
modelovym organizmem, zejména pro studium evoluce o¢i a tedy pro nahlizeni pod
pokli¢ku takovym udalostem jako je vznik krystalinti a ¢o¢ky nebo evoluce fotoreceptort

(viz. kapitola nasledujici).

5.3.4 Fotoreceptorové proteiny — opsiny

5.3.4.1 Charakteristika opsinii

Zakladem kazdého fotoreceptivniho systému nutné musi byt entita reagujici na
svétlo. Tou jsou u mnohobunéénych zivocichii vétSinou fotopigmenty s proteinovou
slozkou, transmembranovym sedmihelixovym proteinem, opsinem a jim vazanym
chromoforem retinalem. Retinal je védzan lyzinovym zbytkem opsinu a je prvnim
fotosenzorem. Po absorpci svételného zareni (fotontl) méni svoji konformaci z cis na trans
a tato konformacni zména nasledné¢ vyvold 1 zménu konformace v proteinové

slozce - opsinu.
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Fotopigment je ulozen ve fotoreceptorovych bunkach, které u nékterych organizmu
vytvaii svétloCivnou vrstvu - retinu. Morfologie fotoreceptorovych bunék (v jakych
strukturach je uloZen opsin) a typ opsinu (na molekularni urovni je 1ze podle sekvence
presné delit) rozdéluje fotoreceptory na dva zékladni typy. Prvnim je ciliarni (vybézky
apikalni ¢asti fotoreceptorové bunky v podobé cilii) s cilidrnimi typy opsinti, zastupuji je
pfedev§im obratlovci. Druhym je typ rhabdomericky (vybézky fotoreceptorové buiiky
v podobé mikrovilli jsou vyplnény opsiny), tento typ je rozSifen piedevSim mezi
bezobratlymi.

Opsiny jsou velkou rodinou proteinii v (soucasné dob¢ je znamo pies tisic ¢lent),
ale jen n€které z nich se Gcastni piimo vidéni (Terakita, 2005). Molekularné fylogeneticka
analyza odhalila sedm podrodin opsintl, pfi¢emz toto déleni dobfe koresponduje s funkéni
klasifikaci opsinti. O vétSin€ z téchto podrodin mame jen malo informaci.

Gg-coupled opsin podrodina je pravé tou lokalizovanou v mikrovillich
rhabdomerickych fotoreceptorii a na rozdil od ciliarnich opsinlt maji tyto fotoreceptory ve
své fototransdukéni kaskddé angaZovanou fosfolipdzu C. Velmi podobné a do téze
podskupiny fazené jsou obratlovéi melanopsiny, které byly popisany ve spojitosti
s nastolenim cirkadialniho rytmu v zavislosti na svétle. Dalsi velkou skupinu tvoii trochu
chybné oznacovana podrodina obratlovcich vizudlnich a nevizualnich opsinu, kde
nalezneme pifedevSim cilidrni opsiny nachézejici se v ciliich cilidarnich fotoreceptort.
Neékteré podskupiny, mezi nimi i zmitovand Gg-coupled opsin podrodina, maji své
zastupnce mezi prvoustymi a druhoustymi organizmy. Toto naznaduje, Ze rozriznéni
opsint probéhlo jesté pied rozdélenim prvoustech a druhoustych a podporuje domnénku,
ze spolecny piedek prvoustech a druhoustych mél vicero genit kodujicich opsiny nikoli
jeden, ktery by mohl byt povazovan za spole¢ného predka vSem dneSnim opsinim
(Terakita, 2005). Ze historie nékolika odli§nych opsinovych gentl piitomnych v jednom
genomu sahd jesté daleko za predél mezi prvo- a druhotstymi dokldda T.c. stojici jeste
pted pfedélem mezi samotnymi diblastiky a triblastiky.

Kromé rozdild v morfologii a sekvenéni podobnosti opsini je mezi
rhabdomerickymi a ciliarnimi fotoreceptorovymi buitkami velky rozdil i v draze signalni
transdukce, kterou vyuzivaji k pfenosu signalu (Obr. 15). Dopad fotont na retinal a jeho
konformac¢ni zména a naslednd konforma¢ni zména opsinu aktivuji G protein transducin

(odlisny u obou typt fotoreceptortt) a ten v piipadé cilidrnich receptort stimuluje cGMP
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Obr. 15: Schéma znazoriujici rozdil mezi rhabdomerickym A a cilidrnim B typem
fotoreceptoru. Zluté je znazornén vlastni fotopigment opsin se sedmi transmembranovymi
doménami a pod nim fototransduk¢ni kaskada, zacinajici prevodem svételného signalu pies
konformacéni zménu G proteinu transducinu (modie). PLC ,fosfolipaza C; PIP2, fosfatidyl
inositoldifosfat; IPs, inositoltrifosfat; DAG, diacylglycerol; PDE, fosfodiesterdza; cGMP,
cyklicky guanidinium monofosfat; GMP, guanidinium monofosfat. Panely C a D
znazornuji piibuznost jednotlivych komponent fototransdukénich drah ciliarnich a
rhabdomerickych fotoreceptorii u raznych organizmu. Zietelné je jednoznacné rozdeleni

opsint do dvou skupin — rhabdomerickych a ciliarnich. Prevzato z (Arendt, 2003).
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fosfodiesterazu, coz vede k poklesu koncentrace cGMP v butice, uzavieni cGMP fizenych
(otviranych) kationtovych kandlii a nasledné hyperpolarizaci buiikky. U rhabdomerickych
fotoreceptortt G protein transducin aktivuje fosfolipazu C stépici fosfatidylinositoldifosfat
na diacylglycerol a inositoltrifosfat, coz ve vysledku vede ke zméné v koncentraci

vapenatych kationli a nasledné depolarizaci fotoreceptorové buiiky (Gomez a Nasi, 2005).

5.3.4.2 Opsiny organizmu Tripedalia cystophora

Studium jednotlivych komponent vizudlniho systému u nejriznéjSich organizmi je
nutnym predpokladem pokud chceme studovat evoluci tak rozmanitého orgénu jako je oko.
Zakladem i toho nejprimitivnéjSiho oka vzdy bude fotopigment lokalizovany nejlépe pii
povrchu fotoreceptorové bunky se snahou o umisténi v co nejveétsi ploSe zvysujici citlivost
k nizkym svételnym hladindm (vyuzZivdno je struktur jako jsou mikrovilli a cilie, podle
kterych je mozné morfologicky stanovit, o ktery ze dvou typl fotoreceptorii popsanych
vyse se jednd). U T.c. byly pravdépodobné nalezeny oba typy fotoreceptori. Za
rhabdomericky typ lze po morfologické strance oznacCovat fotoreceptorové bunky larev,
ocelli na posteriornim konci téla, popsané v kapitole o larvalnim stadiu (Nilsson, 2005).

Charakter ¢i sekvence opsinu, ktery je piedpokladan v mikrovillich vypliujicich
pigmentovy poharek vSak nejsou prozatim znamy. Obecné témét vSichni bezobratli
vyuzivaji pro vidéni rhabdomerické fotoreceptory, cilidarni jsou naopak typické pro
obratlovce. Dalo by se predpokladat, Ze i opsin komplexnich o¢i T.c. bude
rhabdomerického typu. Z ptedchozi strukturdlni charakterizace se vSak fotoreceptorové
buiiky (PRC) jevily spiSe jako ciliarni. Toto bylo nakonec potvrzeno po charakterizaci
opsinového genu identifikovaného a izolovaného zrhopalii T.c. (Z. Kozmik, osobni
sdéleni; nepublikované vysledky). Nukleotidova sekvence TcOpsinu byla pfevedena do
proteinové a porovnana s proteinovymi sekvencemi mnoha cilidrnich i rhabdomerickych
opsini. Po vytvofeni mnohocetného pfifazeni a nasledné fylogenetick¢ analyze byl
TcOpsin zafazen mezi ciliarni opsiny (viz. Obr. 16). V molekularnim fylogenetickém
stromu vytvofeném pro posouzeni pozice TcOpsinu vramci opsinovych podrodin se
TcOpsin nachédzi na bazi Gy-coupled opsin/melanopsin podrodiny, ktera prezentuje prave
ciliarni opsiny, ponejvice obratlovci.

Do rodiny ciliarnich opsinti ho tadi 1 pfitomnost diagnostickych aminokyselin za

sedmym helixem v C — terminalni oblasti (Arendt et al., 2004) typickych spise pro ciliarni
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nez rhabdomerické. I kdyZz zde urCeni nebylo zdaleka tak striktni jako v pfipade
mnohostétinatce Platynereis dumerlii, kde se kromé rhabdomerickych fotoreceptor
v svétlo¢ivnych organech se nalézaji i ciliarni a to v oblasti hlavové CNS (Arendt et al.,
2004). Autori této publikace vyslovuji hypotézu o ptivodu opsinti ve smyslu existence
jediného opsinu u ¢asnych mnohobunéénych majicich PRC s jednoduchou morfologii a
jeho nasledné duplikace v ptedkovi vSech bilaterdlné symetrickych zivocicht (Bilateralia),
ktera by dala vzniknou dvéma paralogtim: ciliarnimu a rhabdomerickému opsinu. U pfedkii
skupiny Bilateralia by podle jejich teorie rhabdomerické PRC asociovali s pigmentovymi
bunkami a vytvorily by jednoduché oko, kdezto cilidrni PRC by formovaly cast
vyvijejiciho se mozku Ucastnici se neptimé fotoodpovédi. Toto ptivodni uspotadani je pak
mozné pozorovat u bazalnich organizmi skupiny Bilateralia jako je jejich modelovy
mnohostétinatec Platynereis. V evolu¢ni linii vedouci k obratlovciim by posléze byly oba
typy PRC inkorporovany do viceméné z mozku se vyvijejici retiny. Rhabdomerické PRC
by byly transformovany na gangliové buiky, ciliarni by se staly hlavnimi fotoreceptory
ptitomnymi v Cipcich a ty€inkéch obratlovéi retiny.

Se znalosti sekvence opsinu z organizmu, ktery je ptredchiidcem skupiny Bilateralia
a presto jiz disponuje opsinem ciliarniho typu, zacind byt teorie diskutabilni. AvSak je
mozné, ze onen predek opsinti byl o néco vice podobny ciliarnimu typu (coz by se odrazelo
na 7.c.) a po duplikaci se druhy rozriznil smérem k rhabdomerickému typu, kdezto prvni
zustal vérny viceméné plvodnimu modelu. Navic je tfeba pfipomenout, ze TcOpsin
v ramci cilidrnich opsini je zcela bazalni a ostatnim sekvencim pomérné vzdalen. Druhym
problémem vSak je pravdépodobna pritomnost i rhabdomerického fotoreceptorového typu
v larvalnim a mozna i1 dospélém jedinci. Mozné tedy je i to, Ze predek skupiny Bilateralia

jiz mél opsinovych geni vice.

41



5

! 0.0 3

Y LW opsin 7
Per wodonsin
m rhodopsiné
[ (00K Lp ocellus opsin
Fe rhadopsin
634 Dnn rhodopsinl
D' rhodopsin
1000 | Dim shodopsind. Iy
go7 1000 i rhodapsind 'E
456 =3
a72 il il
460 [ d rhodopsin
3”7 [0 L 50 rhodopsin
%1 mel anopsin
LK) — Mm melanopsin
1000  — Iz melanopsin .
[ Ag GPRopsinl |
B — Apr GFRopsm]l
Te T™MTopsin
Bf opsing
[ | Bb opsind
[ Hsencephalopsin
1000 ————— Mm encephalopsin
- 9‘95_': Fm rhodopsin o
3T 1000 Lj rhodopsin <
X rhodopsin E
972 -,lE[_ig rhodopsin
&l Hs rhodopsin
£50 T Sc SWhopsin
[ ] 999 | 00 0 SWEZopsin
L0 I Dr VAL opsin
P pineal opsin
SEI_'.’ A7 Ci opain
Te apsin
| Bf opsin3 -
955 [ M peropsin
1000 s peropsin
Mm RGR
Hs RGR
Tk B RGR
Cnidaria Inzecta
Urochordata
da Cephalochardata
Mollusca Vertebrata; Hyperoartia
Chelicerata “ertabrata; Euteleostomi
Crustacea

Obr. 16: Fylogeneticky strom vybranych zastupcil rodiny opsinii znazoriiujici postaveni
TcOpsinu (Cerveng). Strom byl vytvoten s pouzitim programu ClustalX (neighbour joining
algoritmus) na zakladé¢ mnohocetného ptifazeni (pouzit ClustalX a GeneDoc). (K.

JonaSova, nepublikované vysledky).
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6. Zaver

Doufame, Ze tento text alesponn z Casti nastinil vyjimecnost zahavce Tripedalia
cystophora pro studium senzorickych systémii a jejich ptvodu. Tripedalia cystophora,
Ctythranka, u niZ byl jako u mnohobunééného Zivocicha popsidn nejjednodussi typ
fotoreceptoru v podob¢ jediné buiiky a zaroven bylo popsano komplexni oko podobné
nasim oc¢im je v tomto sméru objektem skutecné unikatnim.

Snazili jsme se poukazat na neobycejné vlastnosti tohoto modelového systému.
Mimo jiné 1 na ptekvapivou podobnost komponent vizualniho systému a komplexity
genomu 7.c. a obratlovcl, a to po strance morfologické i molekularni. Tam, kde by byla
ocekavana veétsi pribuznost genti 7.c. k bazalnéjsim skupindm organizmti prezentovanych
naptiklad octomilkou Drosophila melanogaster ¢i had’atkem Caenorhabditis elegans
nachdzime vétsi podobnost se sekvencemi obratlovéimi. Naptiklad je-li stinicim
pigmentem v lidskych o¢ich melanin, je jim tento pigment i v o¢ich 7.c. a byt bychom
ocekavali v meduze pro bezobratlé typicky rhabdomericky typ opsinu, bude jim
piekvapiveé typ cilidrni, typicky pro retiny obratlovcli. Porovname-li 1 dal$i proteiny 7.c.
nalézame obecné vétsi podobnost lidskému nez bazalnéjsSim modelovym organizmiim. To
mize byt vysvétleno jako ztrata skupin gentd v urcitych vyvojovych liniich a naopak jejich
udrzeni v linii Zahaved, ktera sméfovala az k dnesnim étythrankdm (Cubozoa) a dale az
k lidem. Tento fakt by byl velkou vyhodou pro studium evoluce skupin gent jakymi jsou
naptiklad Pax geny fidici vznik oka ¢i geny podilejici se na ustanoveni bilaterdlni symetrie,
kterd se prekvapivé jiz u T.c. vyskytuje. Zminénad genova konzervace u Tripedalia

cystophora ¢ini tento novy modelovy organizmus jesté zajimavejSim.
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