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Abstrakt

Levo-prava asymetrie téla se vyskytuje napii¢ fadou organizmi, a to od bezobratlych az po
obratlovce, pro které je typicka predev§im asymetrie vnitinich orgdnt. Tyto nesoumeérnosti se
nazyvanych jako organizatory levo-pravé asymetrie. U paprskoploutvych ryb je nejlépe
prostudovany organizator u skupiny Teleostei, tzv. Kupfferiv vacek. Jedna se o dutou strukturu,
kterd je tvofena monocilidrnimi buitkami. Rasinky téchto bundk rotuji a svym pohybem
generuji levoto¢ivy proud extracelularni tekutiny. Tok tekutiny nasledné umoznuje indukci
Nodal signaliza¢ni kaskady, kterd je zodpovédna za levo-pravou orientaci organd, a u
obratlovcl je povazovadna za evolucné konzervovanou. Hlavnimi ucastniky této drahy jsou
faktory Nodal, Pitx2 a Lefty. U ne-teleostnich skupin paprskoploutvych ryb se namisto
Kupfferova vacku nachazi organizator nazvany jako stfesni deska gastrocoelu, ktery je vice
podobny organizatoru obojzivelnikii a zfejm& je puvodni pro paprskoploutvé ryby.
Tato bakalafska prace pojednava o vzniku a funkci Kupfferova vacku, dale popisuje Nodal
signalizaéni kaskédu, ktera je timto organizatorem iniciovana, a rovnéz porovnava Kupfferiv

vacek s organizatorem ne-teleostnich skupin ryb.

Klic¢ova slova: organizator, levo-prava asymetrie, Kupfferiv vacek, rasinky, Nodal kaskada



Abstract

Left-right asymmetry of the body occurs across a number of organisms from invertebrates to
vertebrates, and is mostly exhibited by the asymmetry of internal organs. These asymmetries
are established at early stages of embryonic development due to the action of temporary
structures called organizers of left-right asymmetry. In ray-finned fishes, the most-studied
organizer is the so-called Kupffer's vesicle present in the teleosts. It is a hollow structure
composed of monociliary cells. The cilia of these cells rotate and generate a leftward flow of
extracellular fluid. The flow subsequently triggers the induction of the Nodal signalling
cascade, which is responsible for left-right organ orientation and is considered evolutionarily
conserved in vertebrates. The main participants in this pathway are the Nodal, Pitx2 and Lefty
factors. In contrast to teleosts, the left-right organiser of non-teleost ray-finned fishes resembles
the gastrocoel roof plate present in amphibians, which is apparently ancestral for ray-finned
fishes. This bachelor thesis evaluates the origin and function of Kupfter's vesicle, describes the
Nodal signalling cascade triggered by this organizer, and compares Kupffer's vesicle with the

organizer of non-teleost ray-finned fishes.
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1 Uvod

Obratlovci patfi mezi bilaterdlné symetrické organismy, avSak jejich vnitini organy
podléhaji znacnému asymetrickému rozlozeni. Mezi levo-pravé asymetrické organy mizeme
zafadit napiiklad srdce, jatra, slezinu, plice nebo stfeva. Dokonce i v mozku dochazi
k levo-pravé asymetrii at’ uz ve funkci mozkovych hemisfér nebo ve vyvoji habenul (Concha
and Wilson, 2001).

Béhem embryonalniho vyvoje dochazi vétSinou k normalnimu postaveni vnitinich organii
nazyvanému jako situs solitus, vzacné pak k zrcadlové obracenému postaveni situs inversus.
Déale mlze dochazet k heterotaxii, kde vznika ptevracené postaveni vSech nebo nckterych
organt vuci levo-pravé ose téla.

Za vznik téchto levo-pravych asymetrii jsou zodpovédné docasné embryondlni struktury
oznacované jako organizatory asymetrie. U savcl se jedna o uzel (Bellomo et al., 1996), u ptakt
o Henseniiv uzel (Cooke, 1995), u obojzivelnikii o stfeSni desku gastrocoelu (gastrocoel roof
plate) (Schweickert et al., 2007) a u ryb o Kupfferav vacek (Essner et al., 2005; Kupffer, 1868).
Na téchto strukturach se nachazeji fasinky, které svou rotaci davaji vznik levoto¢ivému proudu
a naslednému spusténi Nodal signaliza¢ni kaskady, ktera je zodpovédna za regulaci levo-pravé

asymetrického vyvoje (Essner et al., 2002; Nonaka et al., 2002).

V této praci se zamétuji na vyvoj a stavbu Kupfferova vacku a nasledné jeho funkci pro
levo-pravou asymetrii téla ryb skupiny Teleostei v kontextu organizatorti asymetrie obratlovc.
Hlavnimi modelovymi druhy pro tento organizator jsou danio pruhované (Danio rerio) a
medaka japonska (Oryzias latipes). Nicméné u ne-teleostnich skupin paprskoploutvych ryb
(Actinopterygii) se organizator asymetrie podoba spise stfesni desce gastrocoelu obojZivelnikd.
Jedinym ne-teleostnim druhem, u kterého byl tento organizator pozorovan je jeseter bily
(Acipenser transmontanus) ze skupiny chrupavcitych ryb (Chondrostei) (Bolker, 1993).

Cilem literarni reSerSe je shrnout dosavadni poznatky o organizéatoru levo-pravé asymetrie
u paprskoploutvych ryb a dasledcich jeho vzniku se zamétenim na Kupffertiv vacek. Zaroven
se prace vénuje Nodal signalizani kaskad¢, jakozto draze aktivované diky pfitomnosti
organizatoru levo-pravé asymetrie a jejiz geny jsou nezbytné pro situs solitus. Na zaver je zde
popsan organizator u ne-teleostnich skupin paprskoploutvych ryb v porovnani s Kupfferovych

vackem u Teleostei.



2  KupfferQv vacek jako organizator levo-pravé asymetrie

Kupfferiv vacek (KV, Kupffer's vesicle) je prechodna dutd struktura
v posteriorné-ventralni oblasti téla u casnych embryi Teleostei. Kupffer jej povazoval za
rudimentarni alantois (Kupffer, 1868). Jedna se o obdobu vice studované¢ho uzlu u mysi
(Bellomo et al., 1996; Sulik et al., 1994).

Pozorovani na fundulu mumiovém (Fundulus heteroclitus) ukézala, ze z dorzalni strany
je jeho okraj tvoren sloupcovitymi bunikami opatienymi fasinkami a z druhé strany je zakoncen
prohlubni ve zloutku (viz Obrazek 1). Podle Brummetta a Dumonta (1978) u embryi s vétSim
mnozstvim Zloutku se KV vytvaii jesté pred ukoncenim epibolie, na rozdil od embryi s malym
mnozstvi Zloutku, kde mize vzniknout az po jejim ukonceni (Brummett and Dumont, 1978).

Diky ptitomnosti fasinek je tento organizator schopny generovat levotoc¢ivy tok, nezbytny
pro spusténi Nodal signaliza¢ni kaskady, kterd determinuje levo-pravou asymetrii téla (Essner

et al., 2005; Nonaka et al., 2002).
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Obrazek 1 Kresba embrya Fundulus heteroclitus na zékladé sagitalnich fezti. Kupfferiv vacek (KV) se nachazi
v posteriorné-ventralni oblasti tésné pied blastémem ocasu (TBB) (pfevzato a upraveno podle Brummett and Dumont, 1978).



2.1 Vznik Kupfferova vacku

Béhem stadia stfedni blastuly dochazi u teleostnich embryi k oddéleni bunéénych linii na
syncytialni vrstvu zloutku (yolk syncytial layer), obalovou vrstvu (enveloping layer) a vnitini
bunky (deep cells) (Trinkaus, 1984). V prabéhu gastrulace vSechny tyto linie podstupuji
epibolii. Vnitini buniky migruji za ucelem vytvoreni hypoblastu (Ballard, 1976). V oblasti
marginalni zény jsou soucasti vnitinich bunck neinvolujici endocytické buiiky (non-involuting
endocytic cells), které svou akumulaci vytvareji tzv. zarode¢ny prstenec. Zaroven se podileji
na vzniku embryondlniho Stitu (Cooper and D’ Amico, 1996; Melby et al., 1996). Tento utvar
vznikd na dorzdlnim okraji blastodermu a méa homologni funkci se Spemannovym
organizatorem u obojzivelnikd, ktery je nezbytny pro gastrulaci a formovani dorzo-ventralni
osy (Kimmel et al., 1990; Oppenheimer, 1936; Spemann and Mangold, 1924)

Piivodné se piedpokladalo, Ze vnitini neinvolujici endocytické bunky se pteskupuji,
vytvareji dorzalni okraj blastodermu a Ze pravé ony davaji vzniknout tzv. ,,dorsal forerunner
cells“ (DFC). Toto seskupeni ptiblizné dvaceti bun¢k se postupné reorganizuje az vytvoii dutou
strukturu nazyvanou jako Kupffertiv vacek (Cooper and D’Amico, 1996). Nicméné nové;jsi
poznatky u dania pruhovaného (Danio rerio) naznacuji, ze puivod DFC tkvi v bunkach

dorzalniho povrchového epitelu (Oteiza et al., 2008).
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Obrazek 2 Model vzniku DFC. A) Oranzové jsou znazornény Wilsonovy buiiky (wc), které jsou cytoplazmaticky spojené se
zloutkem a obdrzi signal nezbytny k indukci DFC. Dale wc predaji signdl svym dcefinym bunkdm (wcD). Zelen¢ jsou
znazornény bunky obalové vrstvy a modfe vnitini buniky. B) ve stadiu tisice bunék se wc stavaji soucasti syncytialni vrstvy
zloutky a soucasti blastodermu zlistavaji pouze weD. C) V ,,dome* stadiu se weD jednou az dvakrat rozdéli. D) Vnitini buniky
podstupuji ingresi a pozd¢ji vytvareji mezendoderm (Cervene), zaroven ingresuji i weD1 a weD2 a vytvéieji DFC, které davaji
vznik KV (pfevzato a upraveno podle Warga and Kane, 2018).



Pro vznik DFC je nezbytny signal ze zloutku (viz obrazek 2A). Nejdéle cytoplazmaticky
propojené buniky obalové vrstvy se Zloutkem nazvali Warga a Kane (2018) jako tzv. Wilsonovy
buiiky. Tyto buniky se nachédzeji v margindlni oblasti obalové vrstvy. Pfeddvaji signdl svym
dcefinym bunkam, které se jednou az dvakrat dé€li. Jedna dcefinéd buiika putuje do zloutku a
druha dava vznik DFC (viz obrazek 2B) (Warga and Kane, 2018). Buiiky podstupuji ingresi,
¢imz se dostavaji pod obalovou vrstvu (viz obrazek 2C). DFC exprimuji E-cadherin a
N-cadherin, které umoziuji propojovat bunky pomoci adherens junctions. Nasledné€ pro
vzajemnou soudrznost vyuzivaji apikalni membranové proteiny a tight junctions (Babb and
Marrs, 2004; Melby et al., 1996; Oteiza et al., 2008; Warga and Kane, 2007).

K ingresi DFC mtize dochézet ve dvou obdobich, a to na zacatku a uprosted gastrulace.
Aby udrzely kontakt s ostatnimi buitkami, DFC pfi pronikani vystavuji své filopodie. Po
probéhlé ingresi buiiky zaujmou kulovity tvar a spoji se s jiz dfive ingresovanymi buiikami (viz
obrazek 2D) (Warga and Kane, 2018). V kone¢ném stadiu epibolie se DFC odd¢€luji od obalové
vrstvy a vytvaieji trojrozmérné rizicovité struktury (viz Obrazek 3, 9 hpf). Nasledné dochazi
k preskupeni rizic a vzniku jedné velké rizice s dutinou (viz Obrazek 3, 10-11 hpf). Pti
vytvofeni dutiny soucasné probiha ciliogeneze, kdy se zacinaji objevovat prvni fasinky (Oteiza
et al., 2008).

Stadium Stadium pupene Stadium dvou somit(

90% epibolie
9 hpf

preskupeni
bunék

seskupeni DFC A
razicovita struktura vznikajici dutina KV

s apikalni
mozaikovité : : .
o membranové < Fasinky
znacene DFC :
proteiny

Obrazek 3 Schéma transformace dorsal forerunner cells (DFC) do Kupfferova vacku (KV) u dania pruhovaného (Danio rerio).
Shluk DFC v 90% epibolii (9 hodin po fertilizaci) se preskupuje v rtizicovitou strukturu ve stadiu pupene (10 hodin po
fertilizaci). Uprostied se nachdzi bod apikalnich membranovych proteint. Ve stadium dvou somiti (11 hodin po fertilizaci) se
vytvareji fasinky a vznika dutina naplnéna tekutinou (pfevzato a upraveno podle Dasgupta and Amack, 2016).
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2.2 Struktura Kupfferova vacku

Ackoliv se KV u riznych druhli miize mirn€ liSit, nachazi se na ventralni a posteriorni
stran¢ téla pred pupenem ocasu. Jedny z prvnich poznatkl byly zjistény na fundulu mumiovém
(Fundulus heteroclitus), kde je Kupfferiv vacek tvofen mimotadné velkymi sloupcovitymi
buitkami. Ve stiedu kazdé sloupcovité bunky se nachézi dlouhd tasinka (cilie) mifici smérem
do dutiny vacku (Brummett and Dumont, 1978). U medaky japonské (Oryzias latipes) byly
fasinky stejné jako u mysiho organizatoru pozorovany pouze na dorzalni strané (Okada et al.,
2005), kdezto u dania pruhovaného (Danio rerio) na ventralni i dorzalni strané¢ KV (Kreiling et
al., 2007). Zaroven jsou fasinky v organizatoru nerovnomérné rozmistény. Nejvice se jich
vyskytuje na dorzélnim a anteriornim povrchu. Na dorzalni stran¢ je oproti ventralni Ctytikrat
vice tasinek. Pravé toto nepravidelné rozmisténi mize byt pfi¢inou sméru levotoc¢ivého toku
tekutiny uprostied Kupfferova vacku (Kreiling et al., 2007).

Pro anterio-posteriorni rozlozeni cilidrnich bun¢k je dilezita Rho kindza Rock2b, ktera
je zaroven nezbytna pro vytvoieni KV z DFC. Pfi jejim ubytku dochazi k naruseni tohoto
uspofadani fasinek a levotocivého toku (Wang et al., 2011). Rho kindza je GTPaza, ktera je
aktivovana pomoci Wnt/PCP signalni drahy prostfednictvim proteinu Dishevelled (Park et al.,
2008). Rock2b tvoti spolecné s non-muscle Myosinem II tzv. Rock2b-myosionou kaskadu,
ktera je aktivni mezi dvou az osmi somitovym stadiem. Pfi tomto procesu dochazi k formovani
dutiny KV a nasledné anterio-posteriorné asymetrickému rozlozeni fasinek (Wang et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze z kazdé bunky Kupfferova vacku vystupuje jedna fasinka, jeho
velikost koreluje s celkovym poctem fasinek. Studie u dania pruhovaného ukazaly, Ze velikost
KV mize byt pomérné variabilni. Rozméry jeho vnitfniho povrchu u stadii pupene az osmi
somitfi byly pozorovany v rozmezi od 1 300 um? do 1 700 um?. Velikost KV mimo stanovené
rozmezi narusuje jeho funkci v ustanoveni levo-pravé asymetrie (Gokey et al., 2016).
Ptedpoklada se, Ze za tuto proménlivost je zodpovédny protein Rab11a, ktery reguluje transport
vacka v bunice (Westlake et al., 2011). Na rozdil od poctu tasinek a celkové velikosti KV byla

délka fasinek méné riiznorodd a nezavisla na velikosti dutiny (Gokey et al., 2016).



2.3 Faktory duleZité pro formovani Kupfferova vacku a ciliogenezi

Ackoliv procesy formovani dutiny a ciliogeneze nastavaji soucasné, prepoklada se, ze
probihaji nezavisle na sob¢. Pro utvareni a velikost dutiny Kupfferova vacku je nezbytny
protein Cftr (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) (Bagnat et al., 2013). Tento
protein je u obratlovcl dalezity pro transport chloridii a regulaci sekrece tekutiny (Anderson
et al., 1991). U mutanti Cftr se objevuji defekty dutiny a funkce KV, avsak fasinky samy o
sob¢ zlistavaji nezasazené (Bagnat et al., 2013).

Pro vznik KV ma dileZitou roli H'V-ATPaza, jejiz blokace zpisobuje u embryi dania
heterotaxii (Adams et al., 2006). Zaroven byla pozorovana funkce jejiho doplitkového proteinu
Atpbaplb, ktery byva oznaCovan také jako Ac45. Behem epibolie DFC exprimuji Atp6aplb a
podili se tak na regulaci H'V-ATPazy. Atp6aplb je nezbytny pro proliferaci DFC, a tudiz
ovliviiyje 1 velikost Kupfferova vacku, zaroven je nezbytny pro ciliogenezi. Mutanti v tomto
genu maji nizsi pocet ciliarnich bun¢k tvoticich KV (Gokey et al., 2015; Supek et al., 1994).
Na ingresi bun¢k dorzélniho povrchového epitelu se také podili gen Nodal signaliza¢ni drahy
cyclops (Oteiza et al., 2008).

Pro tvorbu dutiny a ciliogenezi je dale dulezity protein Lgl2 (lethal giant larvae 2), ktery
ovlivitluje bunécnou polaritu. Lgl2 se podili na mezibunééném kontaktu prostfednictvim
E-cadherinu a zaroven interaguje s vySe zminénym Rablla. Pfi poruseni genu Lg/2 dochazi
k vytvoteni mensi dutiny KV a sniZeni poctu a délky fasinek (Tay et al., 2013).

Na ciliogenezi se také podileji transkripéni faktory Foxjla a Foxjlb. Exprimuji se
v prib¢hu gastrulace v DFC a ucastni se regulace Hedgehog signalizacni drahy. Pii
knockdownu Foxjla a Foxjlb bunky postradaji fasinky nebo jsou jejich fasinky pfili§ kratké.
(Stubbs et al., 2008; Yu et al., 2008). Foxjla je pfimo regulovan pomoci Wnt/B-catenin signalni
drahy, ktera zaroven interaguje s dalsi signalizaci zii€astnéné v ciliogenezi, a to FGF (fibroblast
growth factor) (viz obrazek 4) (Caron et al., 2012). FGF faktory jsou nezbytné pro spravnou
délku tasinek. Abnormalné kratké fasinky byly nalezeny pii knockdownu Fgf8, Fgf24 nebo
Fgf4 (Neugebauer et al., 2009; Yamauchi et al., 2009).

Délka tasinek je zaroven regulovana nekanonickou Notch signalni dréhou. Jeji soucasti
je DeltaD ligand, ktery pii své snizené aktivité¢ zpusobuje zkraceni fasinek. Ty pak nejsou
schopny vytvofit plnohodnotny tok. Naopak pti zvySené aktivit¢ Notch signalni drahy dochazi
ke vzniku delSich fasinek. Jak pfili§ dlouhé fasinky ovliviiuji tok, nebylo blize zkoumano

(Lopes et al., 2010).



Dalsimi potiebnymi faktory pro vytvoieni Kupfferova vacku jsou T-box transkripcni
faktory Ntl (No tail) a Tbx16 (Amack et al., 2007). Ntl je homologni k savé¢imu Brachyury a
je nezbytny pro tvorbu notochordu a ocasni ¢asti. Nezdvisle na této funkci je dilezity pro
transformaci DFC do duté struktury (Amack and Yost, 2004). Tbx 16 je pottebny pro shlukovani
DFC. Jeho funkce je naruSena pii mutaci genu spadetail (Amack et al., 2007). Tyto T-box
transkripéni faktory se zaroven podileji na regulaci exprese genl polaris a pkd2 (polycystin-2),
které se exprimuji v DFC a také se u€astni na spravném formovani KV a pohyblivosti fasinek

(Bisgrove et al., 2005)
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Obrazek 4 A) Vznik KV z dorsal forerunner cells (DFC). Vytvoteni KV je zde popsano ve tfech krocich — nejprve dochazi ke
vzniku DFC z bun¢k dorzalniho povrchového epitelu, nasledné se DFC shlukuji a kolektivné migruji smérem k vegetalnimu
polu a ve tietim kroku dochazi ke vzniku rizicovitych struktur a nadslednému formovani dutiny a ciliogenezi. Na vzniku KV se
podili Nodal, FGF, Notch, Hedgehog a nekanonicka Wnt (nc — Wnt) draha. B) Schéma formovani vacku z pohledu osy XY a
XZ. OSE = kryci povrchovy ektoderm (overlapping surface ectoderm) (pfevzato a upraveno podle Matsui and Bessho, 2012).



2.4 Zanik Kupfferova vacku

Kupffertv vacek jakozto embryonalni struktura, je pouze docasna (Brummett and Dumont,
1978). U dania pruhovaného zacina tento organ asymetrie zanikat kolem stadia Ctrnacti az
Sestnacti somitd, avSak po zaniku Kupfferova vacku jen malé mnozstvi bunék, které ho tvotily
podstupuje apoptozu (Ikeda et al., 2022).

Ve stadiu ¢trnacti somitd se buniky KV oddé€luji od syncytidlni vrstvy Zloutku, dochazi ke
zmenSeni dutiny a buniky zacinaji migrovat. Po kolapsu KV davaji jeho buiky vzniku
tzv. KVDCs (KV derived cells). Vétsina KVDCs podstupuje epitelo-mesenchymalni tranzici
(Ikeda et al., 2022). Jedna se o dynamicky proces, ve kterém bunky ztraceji apikalné-bazalni
polaritu, ztraceji mezibunécné spojeni jako je tight junctions a dochazi k cytoskeletarnim
prestavbam. Této tranzice se ucastni drahy jako je Wnt, TGFB, FGF a Notch (Amack, 2021;
Row et al., 2016). Je zajimavé, Ze KV béhem vyvoje podstupuje nékolik téchto tranzici. Nejprve
probihé epitelo-mesenchymalni tranzice pii vzniku DFC, nasledné mesenchym-epitelidlni pfi
vzniku KV zDFC a nakonec jest¢ jednou epitelo-mesenchymalni tranzice pii zéniku
Kupfferova vacku a migraci jeho bunék (Amack, 2021; Amack et al., 2007; Oteiza et al., 2008).

Jiz v devadesatych letech byl pozorovan osud DFC v chord€, ocasnim mesenchymu a
svalech ocasu (Melby et al., 1996). U embryi dvaceti dvou somitli byly tyto buiiky nalezeny
kolem jiz zanikl¢ dutiny a zérovei se nékteré z nich objevovaly v notochordu a presomitickém
mezodermu. VéEtSina fasinek, ktera se nachazi v dutiné Kupfferova vacku, vSak po jeho kolapsu
zanikd (Ikeda et al., 2022).

U dania byla pfitomnost KVDCs pozorovéana ve vSech bunéénych populacich somitl —
myotomu, sklerotomu i dermatomu. Ve stadiu dvaceti Sesti somitli se n¢které z téchto bun€k
piremist’uji smérem k posterioru a davaji vznik chordé¢ a hypochordu. Zajimavé je, Ze co se tyce

mezodermu laterdlni desticky, tak zde vyskyt KVDCs byl vyvracen (Ikeda et al., 2022).



3 Rasinky

Rasinky neboli cilie jsou tubulinové struktury plnici v organismech mnoho roli at’ uz
v dychacim epitelu, travici soustave, pohlavni soustavé nebo praveé v organizatorech asymetrie,
kde umoznuji vznik levoto¢ivého proudu (Nonaka et al., 2002). Jejich nepohyblivost nebo
Spatnd funkce mohou vést k onemocnénim jako je Kartagenertiv syndrom. U jedinct s timto
onemocnénim dochazi k problémiim v dychacich cestdch, neplodnosti a zaroven k situs

inversus (Afzelius, 1976).
3.1 Struktura rasinek

Zakladni jednotkou kazdé tasinky je axonema, kterd se skldda ze svazkii mikrotubuld a
vystupuje z bazalniho téliska. Tyto organely byvaji bézné rozdélovany podle konformace
mikrotubuld na 9 + 2 (9 mikrotubulovych doubletl a centralni par mikrotubuli) a 9 + 0 (pouze
9 mikrotubulovych doublettt). Seskupeni 9 + 0 navic ¢asto postradad molekularni motory a byva
oznacovano jako primarni cilie. Diky tomu tyto fasinky byvaji nepohyblivé a obvykle mivaji
senzorickou funkci. Dale se u axonemy mohou vyskytovat vnéjsi a vnitini dyneinova ramena a
radialni paprsky (Satir and Christensen, 2007). Zajimavosti je, Ze existuje jesté¢ mikrotubulova
konformace 9 + 4, ktera byla nalezena u kralika (Feistel and Blum, 2006).

U mysiho organizatoru byly nalezeny primarni cilie s 9 + 0 konformaci. Proto se nejprve
usuzovalo, Ze se jedna o nepohyblivé fasinky. Nicméné& molekuldrni motory, bézné typické pro
konformaci 9 + 2, se zde také vyskytuji. Jedna se o €leny kinezinové rodiny KIF3A a KIF3B
a asociovang proteiny KAP3 (Bellomo et al., 1996; Nonaka et al., 1998). Nachazeji se zde vn¢jsi
dyneiny Ird (left-right dynein) a Dnahc5 (dynein axonemal heavy chain 5), které umozZiuji
rotaci pohyblivych fasinek. Pfi mutaci /rd nebo Dnahc5 dochazi u jedinci k situs inversus
(Olbrich et al., 2002; Supp et al., 1997). Ptedpoklada se, Ze kromé& pohyblivych se zde vyskytuji
1nepohyblivé fasinky. U nich se nevyskytuji Ird dyneiny, maji senzitivni funkei a jsou umistény
v periferii uzlu (McGrath et al., 2003).

V Kupftferové vacku medaky japonské bylo nalezeno seskupeni mikrotubult 9 + 0, stejné
jako u mysi (Okada et al.,, 2005). Kdezto u dania pruhovaného byla pozorovana 9 + 2
konformace s ptitomnosti vnéjSich dyneinovych ramen. Délka fasinek se pohybuje okolo 3 pm
(Kramer-Zucker et al., 2005).

V organizatoru Teleostei byly nalezeny pouze pohyblivé fasinky (Kamura et al., 2011;

Okabe et al., 2008). Podobn¢ jako u mysi se zde vyskytuje homolog Ird dyneinu — Irdrl. Pti



jeho knockdownu embrya postradaji pohyblivé tfasinky a nedochazi k tvorbé levotoc¢ivého

proudu (Essner et al., 2002, 2005).
3.2 Ciliarni rotace a levotocivy proud

Pozorovani u dania potvrdila, ze fasinky Kupfferova vacku jsou pohyblivé a pravidelné
rotuji po své trajektorii. Pfi ztraté tohoto pohybu dochazi u embryi k lateralnim defektim
(Kramer-Zucker et al., 2005; Okabe et al., 2008). U mysiho uzlu se fasinky nachéazeji v roving,
a rotuji vS§echny synchronné stejnym smérem (Nonaka et al., 1998). Taktéz v Kupfferove vacku
dania pruhovaného se tasinky pohybuji synchronné, ale vzhledem k tomu, Ze se nachazeji
v duté trojrozmérné strukture, fasinky na ventralni a dorzélni strané rotuji proti sob& (Okabe et
al., 2008).

Rasinky jsou naklonény smérem k posterioru pod thlem pfiblizné 40°, pfiemz toto
postaveni ovliviiuje trajektorii jejich otaceni. S ohledem na posteriorni naklon pfi své rotaci
opisuji tvar elipsy (viz Obrazek 5) (Okada et al., 2005). Rasinky viak nevyristaji piimo
s néklonem, dochéazi k tomu postupné posteriornim posunem bazdlniho téliska za nezbytné
ucasti nekanonické Wnt/PCP signalni drahy. Pro spravné naklonéni fasinek v KV je nezbytny
gen této drahy, a to Vangl2 (Van Gogh like 2). Jeho naruSenim dochazi
k abnormalitam levotocivého proudu a pozdéjsiho vyvoje (Borovina et al., 2010).

Diky kmitani fasinek dochazi k tvorbé toku extracelularni tekutiny. Pfi absenci toku
nastava ndhodné urceni levé a pravé strany téla (Nonaka et al., 1998). Jeho vznik je povaZzovan
za hlavni bod zlomu levo-pravé symetrie, ktery je evolucné konzervovany u obratlovct (Tabin,
2005). Zajimavé je, Ze rotujici fasinky a tok nebyly nalezeny v Hensenové uzlu kufete a uzlu
prasete, ackoliv se zde vyskytuji asymetricky exprimované geny (Ménner, 2001). Blum et al.
predlozili hypotézu, Ze zde dochédzi v pribéhu casné gastrulace k levoto¢ivému pietoceni
organizatoru na bok. Diky této rotaci nasledn¢ nastava asymetrickd exprese genii bez nutnosti
extracelularniho proudu (Blum et al., 2014).

U dania pruhovaného dochédzi v KV ke tfem hlavnim proudiim tekutiny. Pfi dorzalnim
pohledu se dorzalni fasinky pohybuji proti sméru hodinovych rucicek, ventralni po sméru
hodinovych rucicek a fasinky mezi nimi v obou smérech. Dominantni tok byl v§ak pozorovan
levotocivy (Okabe et al., 2008). Tento smér je zifejme udrzovan vyssim zastoupenim fasinek na
dorzalni stran€ oproti ventralni, jak jiz bylo zminéno vySe (Kreiling et al., 2007). U medaky
japonské se fasinky vyskytuji pouze na dorzalnim povrchu KV a taktéz indukuji levotocivy

proud (Okada et al., 2005).
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V mys$im uzlu se vyskytuje ptiblizn¢ 200-300 fasinek (Shiratori and Hamada, 2006). Z
nynéjsich poznatkt vyplyva, ze jiz pouhé dvé pohyblivé fasinky jsou schopné indukovat slaby
levotocivy proud (Shinohara et al., 2012). Studie u dania ukazaly, ze v KV dochazi k normalni

lateralizaci organt pii vyskytu 30 a vice fasinek (Sampaio et al., 2014).

.

POSTERIOR G Fm IR ANTERIOR

STRANA

LEVA
STRANA

Obriazek 5 Model pohybu fasinek a tvorby levoto¢ivého toku (pfevzato a upraveno podle Hirokawa et al., 2006).

3.3  Vnimani levotocivého proudu fasinkami

Pti vzniku extracelularniho toku dochézi k asymetrické expresi genu nodal, hlavniho
genu pro levo-pravou asymetrii (Collignon et al., 1996; Nonaka et al., 2002). Existuje nékolik
modeld pro vnimani levoto€ivého proudu, témi stéZejnimi jsou chemosenzitivni a
mechanosenzitivni (Hirokawa et al., 2006; McGrath et al., 2003; Nonaka et al., 1998).

Mechanosenzitivni model se také oznacuje jako model dvou cilii. Je zalozeny na existenci
dvou typt fasinek, pohyblivych a nepohyblivych, jak bylo pozorovdno u mysi. Pohyblivé
fasinky zajiStuji pohyb extraceluldrni tekutiny a nepohyblivé senzorické vnimani toku a
asymetrickou expresi genu nodal (McGrath et al., 2003). Tento model se vSak zda byt pro
Teleostei neodpovidajici, jelikoz u této skupiny nebyly nalezeny nepohyblivé fasinky. Zd4 se,
7e u této skupiny maji pohyblivé fasinky zaroven i senzorickou funkei (Kamura et al., 2011).

Chemosenzitivni model ptedpokladd vniméni toku na zdkladé hladiny morfogenu.
Buiiky organizatoru uvoliiuji morfogen a diky toku je morfogen sméfovan na levou stranu

organizatoru. Na této stran¢ organizatoru se poté ustanovi gradient, ktery umoziiuje spusténi
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kaskady genti determinujicich levo-pravou asymetrii téla (Nonaka et al., 1998; Okada et al.,
2005).

Pro oba tyto modely je nezbytny asymetricky gradient vapenatych iontl. Studie na
mysSim organizatoru ukazaly, Ze hladina téchto iontl je udrZzovéna na zakladé Polycystin-2
iontovych kanalti (McGrath et al., 2003; Pennekamp et al., 2002). Jedna se o transmembranové
proteiny prochazejici Sestkrat membranou, které jsou mimo jiné spojovany s onemocnénim
polycystickych ledvin (Gonzalez-Perrett et al., 2001; Mochizuki et al., 1996). Pro spravné
slozeni Polycystinu-2 na plazmatické membran¢ je nutna interakce s Polycystinem-1 piec C
termindlni doménu (Qian et al., 1997). Mutanti téchto proteinil vykazuji lateralni abnormality
(McGrath et al., 2003; Pennekamp et al., 2002)

Homologni kanaly byly nalezeny i u dania (Bisgrove et al., 2005) a medaky (Kamura et
al., 2011). Polycystin-2 interakci s Polycystinem-1 umoznuje regulaci vyssiho zastoupeni
vapenatych iontil na levé stran€ organizatoru, coz je nezbytné pro spravnou expresi genu nodal
(Pennekamp et al., 2002; Hanaoka et al., 2000). Pozorovani u medaky potvrdila vyskyt
Polycytinu-1 a 2 na vSech fasinkdch Kupfferova vacku a zaroven jejich vyznam pro vnimani
extracelularniho toku (Kamura et al., 2011).

Existuje jesté jeden model, ktery dale rozsifuje chemosenzitivni model. Pfedpoklada, Ze
zvySeni vapenatych iontl na levé stran€ organizatoru se uskuteiiuje pomoci tzv. nodal
vezikularnich ¢astic (nodal vesicular parcels), které byly nalezeny u sav¢iho organizatoru. Tyto
Castice jsou aktivovany na zaklad¢ interakce s FGF a zaroven jsou asociovany s levostrannym
transportem Sonic Hedgehog a kyseliny retinové (Tanaka et al., 2005). Nicméné nodal
vezikularni c¢astice byly popsany hlavné na savéim uzlu a u ryb nebyly dostatecné
prozkoumany. Nabizi se mnoho variant, jakym zpiisobem by tfasinky mohly vnimat tok na
zékladé iontovych kanali. Zadna z nich viak nebyla dostatedn& experimentalng prokazana a
mechanizmus je doposud neznamy (Ferreira et al., 2019).

U dania byla nalezena uc¢ast na asymetrickém toku vapenatych iontd u inositol
polyfosfatazy. Pti jejim knockdownu dochéazi k randomizaci pozice vnitinich organti (Sarmah
et al., 2005). Déle se na levé strané¢ Kupfferova vacku nachazi aktivni protein kindza CAMK-
II, kterd je zavisla na aktivité polycysteinu-2 a ryanodinového receptoru RyR3. CAMK-II se
aktivuje autofosforylaci piiblizné¢ ve stadiu deseti az dvanacti somitl. Mutanti v CAMK-II

vykazuji lateralni defekty (Francescatto et al., 2010).
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4 Nodal signalizacni kaskada

Nodal kaskada je povazovana za evolu¢né konzervovanou drahu levo-pravé asymetrie u
vSech obratlovci (Blum et al., 2014). Jeji exprese je umoznéna diky organizatoru, ktery
indukoval extracelularni tok. Princip této signdlni drahy je zaloZen na asymetrické expresi tfech
hlavnich genti! — nodal, pitx2 a lefty (Nakamura and Hamada, 2012; Nakamura et al., 2006).
Kazda skupina obratlovcli ma riizny pocet homologt genu nodal. U Teleostei byly nalezeny tti
nodal geny, a to squint/Ndrl, cyclops/Ndr2 a southpaw/Ndr3 (Feldman et al., 1998; Rebagliati
et al., 1998; Soroldoni et al., 2007; Long et al. 2003).

4.1 Nodal ajeho interakce

Nodal patfi do rodiny ristovych faktori TGFf (transforming growth factor p), které jsou
soucasti cytokinll. Je nezbytny pro formovani mezodermu, entodermu a vznik levo-pravé
asymetrie téla (Conlon et al., 1994; Zhou et al., 1993).

Nodal proteiny vznikaji nejprve jako preproprotein a jejich maturace je umoznéna
plsobenim extraembryonalnich proteaz tzv. konvertaz. U mysi byly nalezeny dvé konvertazy,
a to Spcl a Spc4. Mutanti v obou genech maji naruSenou funkci proteinu Nodal (Beck et al.,
2002).

Nodal je zéaroven inhibovan proteiny zrodiny DAN/Cerberus. U drapatky vodni
(Xenopus laevis) se jedna o geny Cerberus a Coco (Bell et al., 2003; Piccolo et al., 1999), u
myS$i Cerberus2/Cerberus-like/ Dand5 (Biben et al., 1998; Marques et al., 2004) a u dania byl
tento gen nazvan jako charon (Hashimoto et al., 2004).

Ptitomnost Nodal signalu je pfijimana pomoci Aktivinovych receptorti I (ActRIB/ALK4)
a Aktivinovych receptort II (ActRIIA nebo ActRIIB) (viz Obrazek 6) (Gu et al., 1998; Jones
et al.,, 1996; Oh and Li, 1997) a zaroven jejich koreceptory EGF-CFC (Epidermal growth
factor — Criptol FRL1 Cryptic). Konktrétné u dania se jednd o koreceptor one-eyed pinhead
(oep). oep je exprimovan jak maternalné, tak zygoticky. Je nezbytny pro formovani mezodermu
1 entodermu. Mutanti, ktefi postradaji oba typy exprese, maji naruSeny vyvoj organizatoru,
formovani zarode¢ného prouzku a anterio-posteriorni polaritu (Gritsman et al., 1999; Schier et

al., 1997).

''U jednotlivych zdrojli se nazvy gentl a proteint Nodal kaskady rozchazeji v poc¢ate¢nich pismenech. Zaroveti se
nazvy lisi pro jednotlivé druhy. Z tohoto divodu budu pro zjednoduseni uvadét nodal, pitx2 a lefty, kdyz se jedna
o geny, a Nodal, Pitx2 a Lefty, pokud se jedna o proteiny.
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Aktivinové receptory funguji jako serin/threoninové kindzy. Tyto receptory zaroven
interaguji s Nodal inhibitorem Lefty (Thisse and Thisse, 1999). Aktivinovy receptor typu II
aktivuje Aktivinovy receptor typu I, ktery zpiisobi fosforylaci transkripcnich faktortt Smad (Gu
et al., 1998; Oh and Li, 1997). Homologni receptor mysiho Aktivinového receptoru I byl
nalezen i u dania pruhovaného a nazvan jako TARAM-A (Aoki et al., 2002).

Pti fosforylaci Smad2 nebo Smad3 tyto proteiny vytvareji komplex se Smad4. Tento
komplex Smad proteind aktivuje transkripéni faktory FoxH]1 (také oznacovany jako FAST) a
proteiny z rodiny Mix (Germain et al., 2000; Nomura and Li, 1998; Yang et al., 1998). Mezi
FoxH1 faktory a geny Nodal drahy funguje pozitivni zpétnd vazba, FoxH1 pfi akumulaci v
jadre nasledné spousti transkripcei gend nodal, lefty a pitx2 (Juan and Hamada, 2001; Osada et
al., 2000).

U dania pruhovaného jsou transkripéni faktory FoxH1 kddovany tzv. schmalspur geny a
u embryi jsou nezbytné jak maternalni, tak zygotické. V nepfitomnosti jak maternélnich, tak
zygotickych schmalspur gent dochazi u embryi k defektiim organizatoru gastrulace, télnich os

a udrzeni exprese nodal genii (Pogoda et al., 2000).
[ Nodal JeCerberus

Loty B «@

Aktivinovy Aktivinovy
receptor receptor
typu | x typu ll

P

Obrazek 6 Model Nodal signaliza¢ni kaskady. Nodal ligand je inhibovan na zékladé¢ interakce Lefty nebo Cerberus. Nodal
interaguje s Aktivinovymi receptory a EGF-CFC koreceptory. Aktivinové receptory typu I a II nasledné fosforyluji transkripéni
faktory Smad 2/3, které oligomerizuji se Smad4. Tento komplex Smad proteind se dostava do jadra a zahajuje genovou expresi
gentl Nodal signalizacni kaskady (pfevzato a upraveno podle Schier and Shen, 2000).
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Jak jiz bylo zminéno vyse, rizné skupiny obratlovcti maji odlisny pocet nodal genti. U
mysi se vyskytuje pouze jeden gen Nodal, ktery byl objeven jako prvni (Zhou et al., 1993). U
plazt a ptaki byl nalezen jeho homolog Nodal2 (Kajikawa et al., 2020). U drapatky vodni bylo
nalezeno Sest genti odvozenych od genu nodal — Xnr1-6 (Onuma et al., 2002), u kopinatce jeden
AmphiNodal (Yu et al., 2002) a u dania a medaky squint/Ndr1, cyclops/Ndr2 a southpaw/Ndr3
(Feldman et al., 1998; Long et al., 2003). Zda se, ze nodal a geny od né¢ho odvozené jsou u
vSech minimdlné Celistnatych obratloveli odvozené od spolecného piedka a jsou sesterské
k nodal genim kopinatct a plasténcti (Opazo et al., 2019).

Predpoklada se, Zze diivod, pro¢ maji Teleostei tfi nodal geny, kdezto savci pouze jeden,
muze spocivat v celogenomové duplikaci u této skupiny. Zda se, Ze touto udalosti se oddélily
nejprve piredchtdci gentl squint a cyclops. southpaw nésledné vznikl od spolecného predchtidce
s genem squint. Kromé dania a medaky byly tyto tfi geny identifikovany 1 u Etverzubce
zeleného (Tetraodon nigroviridis) a koljusky tfiostné (Gasterosteus aculeatus), coz podpotilo

myslenku spole¢ného vyskytu téchto genii u vSech zastupcii Teleostei (Fan and Dougan, 2007).

nodal geny dania squint (Ndrl) a cyclops (Ndr2) se podileji na tvorbé mezodermu,
entodermu a taktéz vzniku organizatoru. Dvojiti mutanti v téchto genech postradaji mezoderm
v oblasti hlavy a trupu a mezodermalni derivaty. Mutanti pouze v jednom z téchto dvou gent
nemaji tak zavazné projevy, jelikoz se predpoklada vzajemny funkcni prekryv téchto geni
(Feldman et al., 1998).

Nézev genu cyclops je odvozen od kyklopie, patologického stavu vzniklého mutaci
v tomto genu, pii které dochazi k neoddéleni o¢nich dulkti a vzniku pouze jednoho oka (Hatta
et al., 1991; Blader and Strihle, 1998). cyclops se zac¢ina exprimovat v ¢asné gastrule v oblasti
marginalni zony a jeho exprese je poté usmérnéna na oblast embryonalniho Stitu. cyclops se
dile exprimuje b&hem stfedni gastrulace v oblasti paraxidlntho mezodermu a
chordamezodermu. Na konci gastrulace se vSak prestava exprimovat a nasledné se exprese
obnovi na levé strané lateralni mezodermalni desticky (lateral plate mezoderm, LPM). U dania
pruhovaného byla obnovené exprese tohoto genu nalezena ve stadiu kolem devatenacti somit
(Bisgrove et al. , 1999; Sampath et al., 1998). U medaky japonské byla pozorovana asymetricka
exprese v lateralni mezodermalni desticce a srdci béhem stadia dvanacti somitl (Soroldoni et
al., 2007). V malé mife je exprimovan i v levé stran€ mezimozku a podili se na vyvoji nervové

soustavy (Hatta, et al., 1991; Rebagliati et al., 1998).
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squint je exprimovan maternaln¢ a ve stadiu stfedni blastuly taktéz v dorzalni oblasti
marginalni zény. Byl detekovan i v syncytidlni vrstvé Zloutku (Feldman et al.,, 1998).
Z pozorovani vyplyva, ze Squint zaroven plni tlohu morfogenu a dokaze indukovat expresi i
na velké vzdalenosti. U Cyclops vSak tato funkce nalezena nebyla (Chen and Schler, 2001).
Squint byl zaroven detekovan v DFC a Kupfferové vacku. Jeho exprese trva do stadia kolem
Sesti az osmi somitil. Béhem pozdni somitogeneze se vyskytuje ve velké mife v levé habenule,
v chord¢€ a, na rozdil od cyclops, pouze slabé v levé strané laterdlni mezodermdlni desticky
(Bisgrove et al., 1999).

Ttetim nodal genem u Teleostei je southpaw neboli spaw. U dania byla jeho prvotni
exprese pozorovana béhem Ctyt az Sesti somitového stadia, a to bilateralné v oblasti u ocasniho
pupene. Jeho exprese v laterdlni mezodermalni desticce se postupné rozsSifuje smérem od
posterioru k anterioru. Asymetricky se zac¢ind exprimovat ve stadiu deseti az dvanacti somitd,
coz z n¢j d€la prvni asymetricky exprimovany marker ze vSech nodal genti u dania (Long et al.,
2003). Stejné tak to plati i pro medaku, kde byla pozorovana prvotni exprese spaw v oblasti
kolem KV a asymetricka exprese v lateralni mezodermalni desticce se zacala objevovat jiz ve
stadiu Ctyf somitd. spaw se tedy exprimuje asynchronné v porovnani s genem cyclops a zaroven
je jeho exprese synchronni s expresi genu /efty (Soroldoni et al., 2007). Pti morfolinové blokaci
spaw byla potvrzena jeho role pii levo-pravé asymetrii srdce, slinivky biiSni a dokonce 1

mezimozku (Long et al., 2003).

42 Lefty

Lefty patfi, stejné jako Nodal, do rodiny TGFp rastovych faktord, ale zaroven ptisobi
antagonisticky s ostatnimi ¢leny této rodiny. Na rozdil od vétSiny TGFp rtstovych faktorh
postrada cysteinovy zbytek nezbytny pro dimerizaci, diky tomu ziejmé plisobi jako monomer
(Meno et al., 1996). U Teleostei byvaji geny lefty taktéz oznaCovany jako Antiviny (Thisse and
Thisse, 1999). Lefty inhibuje aktivitu Nodal a ptepokladda se, ze s nim interaguje jednak na
zakladé Aktivinové signalizace a zaroven nezavisle pfes EGF-CFC koreceptory (Chen and
Schen, 2004)

U dania pruhovaného stejné€ jako u mysi byly identifikovany dva geny lefty — leftyl a
lefty2 (Bisgrove et al., 1999). Na rozdil od dania, u medaky japonské byl nalezen pouze jeden
gen lefty, plnici funkci lefty! i lefty2 (Soroldoni et al., 2007). Stejné tak byl pouze jeden lefty
nalezen u ostatnich druhli ryb, a to u platyse a ¢tverzubce. Pfedpokladé se, ze u savcu je

existence dvou gentl lefty zpiisobena vlastni duplikaci genu, nachdzi se totiz oba dva na jednom
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chromozomu. Kdezto u Teleostei vznikly dva geny lefty opét diky celogenomové duplikaci. V
ramci Teleostei nasledné doslo k sekundarni ztraté lefy2 (Hashimoto et al., 2007).

leftyl i lefty2 se u dania zacinaji exprimovat na okraji blastodermu, pti¢emz lefiyl je
koncentrovan na dorzalni strané a na rozdil od lefty2 se takto exprimuje az do pozdni gastrulace.
Déle se exprimuji v dorzalnim hypoblastu a prechordalni desticce. Protein Leftyl se zaroven
vyskytuje v DFC, KV, habenule a posteriorni oblasti chordy. Béhem pozdni somitogeneze
dochazi k levo-pravé asymetrické expresi. lefty2 se siln€ exprimuje v laterdlni mezodermalni
destiCce a slabé v levé habenule a lefty naopak slab¢ v lateralni mezodermalni desticce a silné
v levé habenule (Bisgrove et al., 1999). Pii naruSeni exprese lefiyl morfolinem dochazi
k abnormalitam hlavy a chordy a oboustranné expresi squint a pitx2 v lateralni mezodermalni
desticce a mozku. Ztrata leftyl i lefty2 vede k rozsifeni mezodermu, ztraté ektodermu a posileni
aktivity Nodal proteinu (Feldman et al., 2002).

Pro expresi leftyl je nezbytna signalizace Fgf4, pti knockdownu Fgf4 byla pozorovana

ztrata exprese leftyl v posteriorni ¢asti chordy (Yamauchi et al., 2009).
4.3 Pitx2

Pitx2 je soucasti bicoid-related homeobox transkrip¢ich faktord. Jedna se o downstream
faktor v Nodal signaliza¢ni draze, ktery je zodpovédny za realizaci levostranného vyvoje
(Logan et al., 1998). Jeho mutaci dochazi u ¢lovéka k autozomélné dominantnimu onemocnéni
nazyvanému jako Riegerliv syndrom, ktery zplsobuje defekty ve vyvoji oci, zubl a biiSni
dutiny (Alward et al., 1998; Semina et al., 1996). Stejn¢ jako geny nodal a lefty se pitx2
exprimuje asymetricky v levé lateralni mezodermalni desti¢ce. Soucasné byla ptitomnost pitx2
nalezena na levé strané srdce, ve stievech a u ryb asymetricky 1 v mozku (Campione et al.,
1999; Ryan et al., 1998). Pitx2 je pozitivné regulovan funkci Sonic Hedgehog a Nodal.
Ektopickd exprese Sonic Hedgehog zpusobuje bilateralni expresi pitx2 v laterdlni
mezodermalni desti¢ce. Mutanti v pitx2 vykazuji srdeni malformace, situs inversus nebo
heterotaxiii (Piedra et al., 1998). Pfi experimentech na mySich embryich byl pfi odstranéni uzlu
pitx2 exprimovan v laterdlni mezodermalni desticce bilateralné, nebo nebyl exprimovan viibec
(Davidson et al., 1999).

U dania byly nalezeny dv¢ funkéné odlisné izoformy genu pitx2 — pitx2a a pitx2c, které
se ob¢é podileji na formovadni mezodermu a asymetricky se exprimuji. pitx2c se zacina
exprimovat jako prvni, a to ve stadiu 40% epibolie, béhem gastrulace se objevuje v anteriorni i
posteriorni prechordalni desti¢ce. Exprese pitx2a byla pozorovana nejdiive ve stadiu farynguly

v anteriorni prechordalni desticce. Béhem pozdni somitogeneze se pitx2c asymetricky
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exprimuje na dorzalni strané¢ mezimozku a ve stfevech, zatimco pitx2a se asymetricky
exprimuje v srdci (Essner et al., 2000). Pfi naruSeni exprese pitx2 embrya dania vykazuji mensi
velikost hlavy a o¢i a deformace v kraniofacialni oblasti (Yashiro et al., 2006).

Zajimavé je, ze ackoliv se pitx2 u dania asymetricky exprimuje, a to predevSim
v lateralni mezodermalni desti¢ce, u mutantti nebyly pozorovany defekty levo-pravé asymetrie
ve vyvoji stiev a srdce. Ji et al. proto navrhli, Ze by zde jeho funkci mohl zastavat gen elovi6,
ktery se také asymetricky exprimuje v lateralni mezodermalni desti¢ce (Ji et al., 2016). Na
druhé¢ strané, u ostatnich obratlovci, jako je naptiklad kufe, bylo prokazano, ze chybna exprese

pitx2 zpusobuje lateralni defekty (Logan et al., 1998).

4.4 Charon

Charon patii do rodiny DAN/Cerberus faktord, ktera je charakteristickd svou doménou
obsahujici cystein. Studie u drapatky vodni ukézaly, ze Clenové této rodiny antagonisticky
interaguji s TGFp rstovymi faktory. DAN proteiny negativné reguluji Nodal, BMP a Wnt
proteiny (Piccolo et al., 1999). Mysi zastupce DAN faktori Cerberus2/Cerberus-like potvrdil
antagonisticky vztah se ¢leny Nodal signalizac¢ni kaskady. Cerberus2 se exprimuje na prave
strané mys$iho organizatoru, kde inhibuje Nodal a bez jeho pfitomnosti dochazi u jedinct
k lateradlnim defektim (Marques et al., 2004).

Charon byl nalezen u dania, medaky, ctverzubce a platyse (Hashimoto et al., 2004; Hojo
et al., 2007). U dania pruhovaného byla exprese genu charon prvné detekovana ve stadiu kolem
dvou az tfi somitd v hypoblastu. Nejsilngji byl exprimovan v obdobi deseti az dvanacti somitd.
V kazdém stadiu se nachézel v blizkosti bun€k Kupfferova vac¢ku. Mutanti v tomto genu vSak
vykazovali bilateralni expresi gent spaw, lefty 1, lefty2 a pitx2 v laterdlni mezodermalni desticce
a mezimozku, ¢imz byla potvrzena jeho funkce v indukci levo-pravé asymetrie. Role Charon
jako antagonisty téchto faktorti tak ziejme probiha v casném vyvoji v blizkosti KV (Hashimoto
et al., 2004).

U medaky japonské se gen charon zacind exprimovat ve stadiu Sesti somitil, a to
v oblasti Kupfferova vacku. Ve stadiu deviti somitl je jeho exprese asymetrickd a nachazi se
vyhradné v pravém dorzalnim epitelu KV. Takto se charon exprimuje az do staddia Ctrnacti

somitl, kdy se jeho exprese zacina ztracet (Hojo et al., 2007).

18



4.5 Ustanoveni asymetrické exprese Nodal signaliza¢ni drahy

Exprese genu nodal je zpocatku v KV bilateralni a az nasledné dochazi k expresi pouze
na levé stran¢ (viz Obrazek 7). Tato asymetricka exprese je kromé¢ interakce s Lefty umoznéna
diky vyskytu antagonisty Nodal signaliza¢ni drahy, a to proteinu Charon. charon se exprimuje
na pravé strané v oblasti Kupfferova vacku a znemoziuje tak expresi nodal genii na pravé strané
KV a zaroven i jejich pozd¢jsi vyskyt na pravé strané laterdlni mezodermaélni desticky a

mezimozku v pozdéjsich stadiich (Hojo et al., 2007; Soroldoni et al., 2007)

L R
_ somity
O o )\ O
chorda
spaw zvyseni Ca* charon
- LPM

Spaw Spaws Charon

Obrazek 7 Pienos signalu z KV do levé LPM u medaky. spaw se nejprve exprimuje symetricky v KV (Cervené), Cervené tecky
pak znazornuji symetrickou difuzi Spaw v ocasni ¢asti embrya. Pti zvySeni intracelularnich iontii vapniku (zelen€) se pak Spaw
vyskytuje pouze na levé stran¢ (Spaw#*). charon se exprimuje na pravé strané¢ KV a jeho proteinovy produkt inhibuje expresi
spaw tim, ze Charon protein se navaze na Spaw ligand a nasledné pak Spaw nemize aktivovat svou expresi na pravé strané
LPM. L — leva strana, R — prava strana (pfevzato a upraveno podle Matsui and Bessho, 2012)
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Nodal se tedy vyskytuje nejprve v Kupfferové vacku a pozdéji se exprese presouva do
levé strany lateralni mezodermalni desticky (lateral plate mezoderm, LPM) (Soroldoni et al.,
2007). Jakym zptisobem dojde k pfesunu Nodal exprese z organizatoru do levé LPM neni uplné
jasné, ale predpoklada se, ze prenos signalu je umoznén difuzi pifimo Nodal ligandem z KV,
ktery aktivuje expresi Nodal kaskady v levé LPM (Kawasumi et al., 2011; Saijoh et al., 2003).

Nodal funguje jako aktivator exprese pitx2 a sebe samého (Collignon et al., 1996; Lowe
et al., 1996). Taktéz aktivuje expresi genu lefty, ktery je zaroven jeho inhibitorem. Pfedpoklada
se, ze interakce Nodal a Lefty v LPM funguje jako Turingliv reakéné-difuzni model (Turing,
1952). Tento model je zalozeny na pritomnosti aktivatoru, ktery aktivuje sdm sebe a ma kratky
dosah a jeho inhibitoru, ktery ma dlouhy dosah. Nodal, jakozto aktivator aktivuje vlastni expresi
v levé LPM a soucasné expresi svého inhibitoru leffy na stejném misté. Zaroveit mohou proteiny
Nodal a Lefty volné difundovat (Saijoh et al., 2000; Juan and Hamada, 2001). Lefty ma
rychlejsi difuzi a difunduje na velké vzdalenosti, diky cemuz dokaze inhibovat aktivitu Nodal
ligandu na pravé strané a zamezuje tak zrcadlové duplikovanému vyvoji levé strany (Miiller et
al., 2012; Sakuma et al., 2002).

Nakamura et al. (2006) ptedlozili hypotézu, Ze tato regulace zalozend na pozitivni a
negativni zpétnovazebné smycce funguje jako SELI (self-enhancement and lateral-inhibition)
systém. Exprese genu nodal je totiz zpocatku iniciovana i na pravé strané, ale diky malym
rozdilim v aktiva¢nich signalech, které jsou zplisobeny extracelularnim tokem, vysledné

dochazi k levostranné asymetrické expresi (Nakamura et al., 2006).

Vysledné jsou tedy geny nodal, pitx2 a lefty exprimovany na levé strané¢ embrya, a to
pfedevSim v levé lateralni mezodermalni desti¢ce a diky proteinim z DAN rodiny nemohou
byt exprimovany na pravé strané. Pi levo-pravé chybné expresi téchto genti dochazi u embryi

k poruSeni levo-pravé asymetrie téla a lateralnim defektim (Blum et al., 2014).
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5 Organizator levo-pravé asymetrie u ne-teleostnich skupin

paprskoploutvych ryb

Ostatni skupiny ze tiidy paprskoploutvych ryb (Actinopterygii), mezi které patii bichifi
(Cladistia), chrupavciti (Chondrostei), kostlini (Ginglymodi) a kaprouni (Halecomorphi) maji
ve srovnani s Teleostei odlisSny Casny embryonalni vyvoj. U téchto skupin ryb dochazi
k holoblastickému ryhovani, podobn¢ jako u obojzivelnikli, zatimco u Teleostei dochazi
meroblastickému ryhovani. DalSim rozdilem mezi Teleostei v porovnani s ne-teleostnimi
skupinami je prubéh gastrulace. Jak bylo jiz vySe popsano v kapitole o vzniku Kupfferova
vacku, u Teleostei dochazi ke gastrulaci na zdkladé€ epibolie, kdeZto u ne-teleostnich skupin
paprskoploutvych ryb probiha gastrulace involuci (Cooper and Virta, 2007; Takeuchi et al.,
2009).

Ani u jedné z téchto ne-teleostnich skupin zatim nebyl zaznamenan levotocivy proud
v organizatoru levo-pravé asymetrie, ale predpoklada se, ze existuje a stejné jako u ostatnich
skupin obratlovct reguluje levo-pravou asymetrii téla, pro potvrzeni vSak chybi dostatek dat
(Blum et al., 2009).

Nejpodrobnéjsi vyvoj tohoto organu zastupce z ne-teleostnich ryb, byl popsan u jesetera
bilého (Acipenser transmontanus). Pozorovanim gastrulace byly potvrzeny podobné
charakteristiky ve vyvoji jesetera bilého a drapatky vodni. Stejné tak jako u obojzivelniki i zde
byla zaznamenana gastrocoelni stfeSni deska (gastrocoel roof plate), jakoZto predpokladany
organizator levo-pravé asymetrie (Bolker, 1993).

U drapatky vodni byl tento organizator popsan jako piechodna trojuhelnikovita
struktura nachdzejici se na dorzalnim povrchu v oblasti blastoporu, kterd je odvozena ze
superficialniho mezodermu. Kolem stadia 14 se zacinaji objevovat pohyblivé fasinky. Stejné
tak jako u ostatnich obratlovcili zde byl pozorovan levotocivy tok, ktery je indukovan ptiblizné
240-270 tasinkami, které se na rozdil od KV vyskytuji v rovin€. (Schweickert et al., 2007;
Shook et al., 2004). U jesetera bilého byla zaznamenana velmi podobna rovnéz trojuhelnikovita
struktura kolem stadii 18-25, ve které byly také zaznamenany fasinky (Bolker, 1993).

Ackoliv se u drapatky vyskytuje Sest nodal genti, asymetricka exprese byla potvrzena
pouze u Xnrl. Asymetricky se zacina exprimovat ve stadiich 17-19 na levé posteriorni ¢asti
embrya a jako u teleostnich nodal genl se pozdé€ji exprimuje v levé laterdlni mezodermalni
desti¢ce (Lohr et al., 1997). Stejné tak jsou zde exprimovany geny pitx2c, leftyl a lefty 2 (Meno
et al., 1997; Schweickert et al., 2000). Na pravé stran¢ je Xnrl inhibovan proteiny Cerberus a
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Coco (Bell et al., 2003; Piccolo et al., 1999). Jaké je sloZeni Nodal signalizacni drahy u
ne-teleostnich ryb a zda je priibéh exprese této drahy podobny jako u drapatky ¢i Teleostei, neni
prozatim znamo.

Na zékladé¢ morfologické podobnosti se piedpokladd, Ze plvodni organizator u
paprskoploutvych ryb je pravé gastrocoelni stfesni deska, ze které se u teleostnich skupin
vyvinul Kupfferiv vacek. Tato teorie podporuje myslenku, ze organizatory levo-pravé
asymetrie u obratlovct jsou homologni struktury (viz Obrazek 8) (Blum et al., 2009). Srovnani
vyvoje a funkce organizitori levo-pravé asymetrie u Teleostei a ne-teleostnich
ryb/obojzivelnikii tak mlZe pfinést cenné poznatky o pivodu Kupfferova vacku a evoluci

regulace levo-pravé asymetrie u obratlovci.

s

X. laevis §

Obrazek 8 Porovnani organizatord levo-pravé asymetrie u obojzivelnikti (A-C), Teleostei (D,E) a ne-teleostnich ryb (F,G).
A) gastrocoelni stiesni deska (GRP) Xenopus laevis (stadium 18), B) GRP Xenopus tropicalis (stadium 15/16), C) GRP axolotla
(stadium 17/18). D) Kupfferuv vacek u medaky, E) detail Kupfferova vacku s fasinkami. F) GRP u jesetera bilého ve stadiu
21, ¢ervené Sipky ukazuji ptitomnost fasinek, G) GRP jesetera bilého ve stadiu 25. Méfitko A, B, F, G — 50 pm, C — 200 pm,
E — 10 pm (pfevzato a upraveno podle Blum et al., 2009).
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6 Zaver

Tato bakalafska prace se zamétuje na vyvoj a funkci Kupfferova vacku, jako nejvice
studovaného organizatoru levo-pravé asymetrie paprskoploutvych ryb. Jedna se o embryonalni
strukturu, typickou pro skupinu Teleostei, pochazejici z tzv. ,,dorsal forerunner cells* (DFC).
Tyto buniky vznikaji béhem epibolie z obalové vrstvy embrya, a to konkrétné z Wilsonovych
bunék.

DFC podstupuji ingresi a postupné vytvareji dutou rtzicovitou strukturu tvotfenou
ciliarnimi buiikami. Rasinky téchto bunék rotuji a generuji levotogivy proud extracelularni
tekutiny, ktery indukuje néaslednou genovou expresi. Jak je tok tekutiny vniman bunikami
organizatoru vSak neni doposud zcela objasnéno. Po indukci extraceluldrniho proudu buiiky
organizatoru podstupuji epitelo-mesenchymalni tranzici a podileji se na vzniku chordy a svalt.

Diky levotoc¢ivému toku dochazi v organizatorech k iniciaci tzv. Nodal signaliza¢ni
kaskady, kterd je nezbytné pro determinaci levo-pravé asymetrie t€la. Mezi hlavni ¢leny této
dréhy patii geny nodal, lefty a pitx2. Tyto geny se exprimuji na levé strané lateralni
mezodermalni desticky a vzajemné spolu interaguji. Protein Nodal pozitivné reguluje svou
vlastni expresi a expresi Lefty, ktery ho zaroveil inhibuje. Proteiny Nodal signaliza¢ni drahy
jsou zaroven inhibovany Nodal antagonistou Charon, ktery znemoZiiuje jejich expresi na pravé
strané. U riznych druhii obratlovell se vyskytuje rozdilny pocet nodal genti, u Teleostei byly
objeveny tfi homology, a to squint, cyclops a southpaw. Nespravnd exprese genli Nodal
signalizacni kaskady nésledné vyvolava lateralni defekty ve vnitinich organech jako jsou srdce,
stfeva nebo mozek.

Na rozdil od teleostnich zastupct, u ne-teleostnich skupin ryb se namisto Kupfferova
vacku vyskytuje organizator oznacCovany jako gastrocoelni stfesni deska, ktery je vice podobny
organizatoru obojzivelnikii. Tato struktura byla doposud pozorovana pouze u jesetera bilého.
Budouci vyzkum by mohl prokéazat vyskyt stejné struktury u dalSich ne-teleostnich skupin
paprskoploutvych ryb a taktéz potvrdit, zda se zde stejné jako u ostatnich organizatort
levo-pravé asymetrie vyskytuje levotoCivy proud spoustéjici levostrannou aktivaci Nodal
dréhy. Na zaklad¢ morfologickych podobnosti se piedpoklada, Zze Kupfteriv vacek vznikl jako
odvozena struktura prave z gastrocoelni stieSni desky. Nasledujici studie by tak mohly porovnat
organizatory levo-pravé asymetrie u sesterskych skupin Teleostei a pfipadné identifikovat
organizatory, které by mohly byt morfologicky oznaceny jako mezistupné mezi témito

strukturami.
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7 Seznam zkratek

ActRIB Activine receptor type [ B
ActRITA Activine recepror type II A
ActRIIB Activin receptor type II B

ALK4 Activine receptor-like kinase 4

CAMK-II Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase 11
Cftr cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Dand5 DAN domain family member 5

DFC dorsal forerunner cells

Dnahc5 dynein axonemal heavy chain 5

EGF-CFC Epidermal growth factor — Criptol FRL1 Cryptic
elovl6 ELOVL fatty acid enongase 6

FAST Fas activated serin/thereonin kinase

FGF fibroblast growth factor

FoxH1 Forkhead box H1

Foxj1 Forkhead box J1

KAP3 Kinesin associate protein 3

KIF3A Kinesin family member 3 A

KIF3B Kinesin family member 3 B

KV Kupffer’s vesicle

KVDCs KV derived cells

Lefty Left-right determination factor

Lgl2 lethal giant larvae 2

LPM lateral plate mezoderm

Lrd left-right dynein

Lrdrl left-right dynein-related 1

nc-Wnt non-canonical Wnt

Ndrl Nodal related 1

Ndr2 Nodal related 2

Ndr3 Nodal related 3

Nodal Nodal growth differention factor

Ntl No tail

oep one-eyed pinhead
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PCP
Pdk2
Pitx2
Rablla
Rock2b
RYR3
Spcl
Spc4
TARAM-A
Tbx16
TGFp
Vangl2
Wnt
Xnr

planar cell polarity

polycystin-2

Paired-like homeodomain transcription factor 2
Ras-related protein Rab-11 a

rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 2 b
ryanodine receptor 3

Sparse coat 1

Sparse coat 4

Tar type I receptor kinase

T-box tranctiption factor 16

Transforming growth factor 3

Van Gogh like 2

Wingless/Int-1

Xenopus nodal-related
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