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1. Abstrakt

Gene expression analysis of the cnidarian Tripedalia cystophora

In terms of understanding the evolution of metazoan genetic and developmental
complexity, the Cnidaria are likely to be critically important, as this phylum is regarded
as the sister group to the Bilateria. To obtain a broader perspective on patterns of gene
evolution, we conducted a limited EST analysis on the jellyfish Tripedalia cystophora
(class Cubozoa).

EST library was prepared from the planula larva stage RNA. From 342
characterized ESTs, 44% match human sequences much more strongly than they do to
any Drosophila or Caenorhabditis sequence. Mentioned fact confirms gene
conservation between Cnidaria and Vertebrata. More than 14% of the jellyfish EST
with strong metazoan matches to the databases had clear human homologs but were not
represented in the Drosophila or Caenorhabditis genomes. Gene loss has thus been
much more extensive in these model invertebrate lineages. We have also determined the
expression of several interesting genes using RNA in situ hybridization. We determined
the expression of like-glycosyltransferase, pirin and cyclin I, genes that were lost in
insects and nematodes but were conserved among jellyfish and vertebrates. The
complexity of the Tripedalia genome is paradoxical, given that this organism contains

apparently few tissue types.

Key words: Cnidaria, expressed sequence tag, gene set conservation, gene loss,

evolution, expression



Analyza exprese genu Zahavce Tripedalia cystophora

Tato prace je zaméfena na analyzu geni ¢tythranky Tripedalia cystophora (tfida
Cubozoa), zastupce motskych Zahavcl. Zahavci predstavuji sesterskou skupinu
Bilateria a jsou to pravé tito bezobratli, ktefi ve svych genomech zachovali mnoho
genu, které byly jinymi liniemi Zivo€ichd ztraceny, ale které jsou zachovany
v genomech obratlovci (Vertebrata).

EST knihovna byla pfipravena z RNA izolované z larev Tripedalia cystophora.
Celkem se podatilo charakterizovat 342 EST. 44% znich vykazovalo vy$$i miru
podobnosti k ¢lovéku nez k octomilce ¢i had’atku, coz potvrdilo genovou konzervaci
mezi medizou a obratlovci. U 14% EST s homologii k obratlovciim nebyla nalezena
homologie k sekvencim octomilky ¢&i had’atka. Genova ztrata vedouci k t€émto
vyvojovym liniim musela byt tedy rozsahla. Dale jsme pomoci metody RNA in situ
hybridizace vizualizovali pfitomnost pravé téchto ,ztracenych“ gent a to like -
glycosyltransferase, cyclin I a pirin. Komplexita genomu Tripedalia cystophora je

paradoxni, pokud vezmeme v iivahu, Ze jejich télo je tvofeno pouze nékolika typy tkani.

Kli¢ova slova: Zahavec, sekvence s expresni adresou, konzervace genovych sad,

genova ztrata, evoluce, exprese
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3. Zkratky

A.m. - Acropora millepora

AK - aminokyselina

C.e. - Caenorhabditis elegans
cDNA - komplementarni DNA
CNS - centralni nervova soustava
D.m. - Drosophila melanogaster
dH,0 — destilovana voda

DIG — dioxigenin

Dpp - decapentaplegic

EL — elonga¢ni faktor

EST - expressed sequence tag — ¢ast kddujici sekvence genu
EtBr — ethidiumbromid

EtOH - ethanol

GO - genova ontologie

IPA — isopropanol

LD PCR - long distance PCR

P.c. - Podocoryne carnea

PFA - paraformaldehyd

T.c. - Tripedalia cystophora

TF - transkrip¢ni faktor



4. Uvod

NaSe poznatky o evoluci geni mnohobunéénych Zivogicht jsou zaloZeny jen
na malém mnoZstvi kompletnich genomovych sekvenci a rozsahlych EST databazi.
Tyto databaze vSak reprezentuji jen n€kolik méalo modelovych organizmi. Jiz z tohoto
divodu je nezbytné genomové i EST databaze neustale obohacovat o nova data,
coz bylo také jednim z cilu této diplomové prace.

Studie evoluce genl odhalily n€které velkolepé konzervace genovych sad a to
pfedev§im mezi octomilkou a obratlovci. Pokud se vSak jisty obratlov¢i gen (tedy jeho
homolog) v genomu tradi€nich modelovych organizmu nenalezl, byl obvykle (a ¢asto
myln€) povazovan za ,.evoluéni novinku®“. V soucasnosti se stali dileZitym modelem
pro studium evoluce genti Zahavci (Cnidaria). Zahavci predstavuji vyvojovou vétev,
ktera se od ostatnich zivo¢ichd vydélila jesté pfed divergenci Bilateria. Jsou to prave
tito bezobratli, u kterych bylo nalezeno mnoho homologl gend, které byly do té doby
povazovany za striktné obratlovéi geny. Nyni se zd4, Ze Zahav¢i geny maji Casto blize
genum obratlovcll neZ bezobratlych. Diky zahavcim byly v posledni dob& uc¢inény
uchvatné objevy, naptiklad u nich byly popsany pax geny (KOZMIK et al. 2003). Nami
zvoleny modelovy organizmus Tripedalia cystophora je unikatnim zastupcem
moftskych Zahavca téidy Cubozoa (Stythranky). Pro na$i laboratof (RNDr. Zbyn¢k
Kozmik, CSc., Oddéleni transkripéni regulace, UMG, AV CR) slouzi predevsim
ke studiu vyvoje o¢i.

Cilem této prace bylo vytvofit EST knihovnu zlarev Tripedalia cystophora
a analyzovat jednotlivé geny. S ivahou o genové konzervaci Zahavcl a obratloved
porovnat miru podobnosti jednotlivych sekvenci genli T.c. s dostupnymi
sekvencemi vybranych modelovych organizmii véetné ¢lovéka. 'V souvislosti
s genovymi ztratami u linii vedoucich k n&kterym bezobratlym (KORTCHAK et al.
2003) uréit procento a charakter gend, které jsou mezi T.c. a obratlovci konzervovany,
ale chybi u octomilky a had’atka. Dal$im pokusem jsme chtéli zjistit, zda jsou tyto geny
v genomu 7T.c. pouze ptitomny &i zda jsou medizou opravdu vyuzivany, tedy alespoil
v minimalni mife transkribovany a to se smysluplnym vzorem exprese. Dale jsme se

pokusili popsat celkovy charakter exprimovanych gend.



S. Prehled literatury

5.1 Vyznam Zahavecii pro studium evoluce geni

Pfedstava o fylogenezi Zahavci se v priib&hu 20. stoleti velice ménila.
S pfichodem novych molekularnich metod, ptedeviim moznosti sekvenace DNA, doslo
k reorganizaci fylogenetickych vztaht jednolivych skupin i jejich zastupcii. V soudasné
dobé€ se Zahavci déli na tiidy Hydrozoa (polypovci), Cubozoa (&tythranky), Scyphozoa
(meduzy), Anthozoa (koralnatci) a nové i Staurozoa (kalichovky), diive fazené
k meduzovcim (MARQUES a COLLINS 2004). Na zaklad& srovnani morfologickych
znakl a molekularnich poznatkd, pfedevsim diky pfitomnosti kruhové mitochondrialni
DNA, se nyni Anthozoa pokladaji za bazalni skupinu kmene Zzahavcti (BRIDGE et al.
1992, 1995). To potvrzuje i analyza sekvenci (3300 bp) 28S ribozomalni DNA (rDNA)
a 18S rDNA (COLLINS 2002, COLLINS et al. 2006). Naopak tiida Cubozoa, mezi
kterou patfi i nami studovand Tripedalia cystophora, se povazuje za odvozen&jsi
skupinu a spolu s medizovci jsou pravdépodobné sesterskymi skupinami polypovcil
(COLLINS et al. 2006).

Zahavci jsou fazeni mezi Diblastika, organizmy, jejichZ tlo je tvofeno tkandmi
ektodermalniho a endodermélniho puvodu. Pfitomnost tfetiho zarode&ného listu,
Zahavc je tedy velmi jednoducha, €asto pfipominajici stddium gastruly. Dal§im znakem
oddélujicim Zahavce od vysSich mnohobunéénych je pouze jedna osa soumérnosti
(Radiata) misto dvou, vymezujicich Bilateria. I pfes jednoduchost télni stavby v§ak maji
Zahavci komplexni genom a ¢im vice toho vime o jejich genové regulaci, tim vice je
zfejmé, Ze vykazuji vysoky stupeni komplexity a prekvapivé podobnosti s vysSimi
Zivogichy. Posledni roky jsou proto érou aktivniho klonovéni evolu¢né€ konzervativnich
gend z riznych druhi Zahavct a dokonce i je§té primitivnéjSich kment hub (Porifera)
(HOSHIYAMA et al. 1998) a vlo€kovci (Placozoa) (HADRYS et al. 2005). Nékteré
geny ¢&i skupiny geni se béhem vyvoje Zivogichi ztratily (chybi u nékterych vyvojovych
vétvi), celkové vSak organizmy sdili pfekvapujici mnozstvi gent (GALLIOT a
SCHMID 2002, KORTSCHAK et al. 2003). Nékteré maji u primitivnich a vysSich

organizmii podobnou funkci. Naptiklad misto exprese genu snail koralu Acropora
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millepora je velice podobné jeho prot&jsku u octomilky & mysi atyto geny maji i
podobnou funkci (HAYWARD et al. 2004). Naproti tomu nékteré geny mohou u
riznych organizmi vykazovat rizné funkce. Piikladem je gen ofx hydromeduzky
Podocoryne carnea a jeho homology u obratlovet (MULLER et al. 1999).

Predpoklady o evoluci lidského genomu a genomu obratlovcl se dlouhou dobu
zakladaly na porovnani genovych sekvenci tradi¢nich modelovych organizmt, jako je
Drosophila melanogester, Anopheles gambiae, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces
cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe. Mnoho genli obratlovcl se u uvedenych
organizml nenalezlo, proto byly povazovany za evoluéni novinky. AZ s pokrokem
v sekvenovani genomu Zahavci (a jinych niz8ich Zivoc¢ichi) a pfedev$im diky obsahlym
EST (Expressed Sequence Tag) knihovnam se zjistilo, Ze mnoho téchto geni (novinek)
je u Zahavct pfitomno, jsou aktivni a mnohdy maji i velmi podobné funkce. Kortschak
a kolektiv vytvofili rozsahlou EST knihovnu koralu Acropora millepora (tfida
Anthozoa) (KORTSCHAK et al. 2003). Ze studie vyplynulo, Ze vice nez 10% EST 4.m.
s homolognimi sekvencemi u mnohobuné¢nych ma velmi podobné lidské homology,
ale neni pfitomno v genomech octomilky ¢i had’atka. Jednd se ptedevsim o transkrip&ni
faktory a komponenty metabolickych drah dfive povaZované za obratlov¢éi novinky.
Dals$im srovnanim zjistili, Ze velké mnoZstvi sekvenci s expresni adresou 4.m. vykazuje
vétsi stupei homologie k jejich prot&jskim u ¢lovéka nez u octomilky a hadatka.
Genova ztrata u vyvojovych linii vedoucich k témto modelovym organizmim musela
byt tedy mnohem v&tsi, neZ se dfive ptedpokladalo. Podobné vysledky jsou k dispozici
ipo porovnani geni Nematostella vectensis (SULLIVAN et al. 2006) ¢i Cyanea
capillata (YANG et al. 2003). Nedavno publikovana prace Zimka a Webera dokonce
ukazuje konzervaci pozice introni homologu genu pro lamin B1 Nematostella vectensis
v porovnani s lidskym. Naproti tomu ukazuji naprosto odli$nou organizaci homologii
laminu B1 u octomilky ¢i had’atka (ZIMEK a WEBER 2008).

Zahavci se stali diileZitym modelem pro studium vzniku a evoluce mnoha gend.
V soudasnosti se védci napiiklad intenzivné zabyvaji otizkou vyvoje mezodermu. I zde
je genova konzervace od Zahavci k obratloveim zjevna. U vysSich Zivotichi je jen
mald hranice mezi gastrulaci a formovanim mezodermu. Neéktefi autofi dokonce
gastrulaci definuji jako proces, pfi kterém je mezoderm formovan. Geneticky
mechanizmus gastrulace je nejasny, pfedpoklada se ugast brachyury a wnt. U octomilky
jsou kli¢ovymi geny pro diferenciaci mezodermu twist a snail, u obratlovct pak jejich

homology. Hlavnim derivatem mezodermu je sval. Zahavci mezoderm postradaji,
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mnoho meduz ma vSak svalovinu strukturné i molekularné podobnou pfiéné
pruhovanému svalu. Tato svalovina vznika z entokodonu, vrstvy bunék, separujicich se
z ekto- i endodermu b¢hem vyvoje mediuzy (SEIPEL a SCHMID 2006). V prubéhu
vyvoje hydromeduzky Podocoryne carnea (vznika proliferaci a dediferenciaci bunék
polypa, pucenim) dochazi k expresi genu twist s HLH (helix - loop - helix) motivem
v oblasti entokodonu, jest¢ pted jeho diferenciaci ve sval (SPRING et al. 2000).
Myogeneze P.c. se G€astni i mnoho jinych gent s HLH motivem, majicich obdobnou
funkci u vyS$Sich organizmi. Plvodni role téchto gend byla pravdépodobné regulace
proliferace, adheze a motility bunék, tedy procesy nezbytné pro Zzivot vSech
mnohobunéénych (TECHNAU a SCHOLZ 2003). Zda se, Ze regulace diferenciace
mezodermu meduz na molekularni Grovni zrcadli vznik mezodermu a jeho diferenciaci
ve sval u vysSich zivoCichli. Alternativni interpretaci je (za pfedpokladu, Ze medaza
odpovida pluvodnimu télnimu plénu Zahavci), Ze formovani entokodonu muze
piedstavovat formu zpoZzdéné gastrulace (SPRING et al. 2000). Dalo by se
predpokladat, Ze molekularni mechanizmy diferenciace mezodermu pouzivali jiZ
spole¢ni pfedchidci Zahavci a vysSich Zivoc€ichl, Urbilateria (BALL et al. 2004). Tato
otazka si v8ak zada dalsi studie.

Jinym pfikladem, kde Zahavci hraji nezbytnou ulohu p#i studiu evoluce gend, je
otazka vyvoje dorzo - ventralni (DV) osy bilaterdlnich Zivo¢ichd. Hlavnim
determinantem DV osy je u octomilky gen dpp, u obratlovci znadmy jako Bmp4
(DPP/BMP4 je ¢len TGF-B nadrodiny). K vyvoji nervové trubice miZe dojit pouze
tehdy, kdyZ je tento dpp/Bmp4 inhibovan. Antagonistou proteinu DPP je Short
gastrulation, ktery je exprimovany ventralné a fidi vyvoj neuroektodermu. U obratlovcd
mé podobnou funkci dorzalné exprimovany Chordin. Neuroektoderm se zaklada podél
DV osy za ufasti téchto a mnoha jinych homeoboxovych gend. Pomoci in situ
hybridizace byla u morfologicky radidlné symetrického embrya 4.m. identifikovana
bilateralni exprese genu blizce ptibuzného dpp/Bmp4 (HAYWARD et al. 2002). Déle
byly nalezeny geny ptibuzné homeoboxovym genim vnd, ind a msh, regulujicim
u octomilky formovéni neuroektodermu (HAYWARD et al. 2001). Jeden z t€chto gend,
cnox-2Am, je béhem vyvoje koréalu transkribovan v mistech budoucich neurond, podel
oral - aboral (OA) osy. Jeho homolog u octomilky, intermediate neuroblast defective
(Gsh1/2 obratlovci), je transkribovan v CNS podél DV osy. Je tfeba dalSich informaci,
ale jiz soucasné poznatky poukazuji na podobnosti mezi formovanim OA osy Zahavci

a DV osy vys8ich mnohobun&énych (BALL ef al. 2004).
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Dlouhou dobu byli biologové piesvédeeni, Ze se rtizné typy ofi vyvinuly
nezavisle na sob&. Naptiklad velmi podobna stavba oka savcd a hlavonoZci byla
uvadéna jako ucebnicova ukazka konvergentniho vyvoje, pfi némz se vyvinuly velmi
podobné struktury o¢i nezavisle na sob&. Salwini-Plawen a Mayr porovnali morfologii
jednotlivych typli o¢i, jeich embryonélni piivod, typy fotoreceptori a dalsi znaky
a usoudili, Ze se oi musely vyvinout ne jednou, ale nejméné &tyticetkrat (SALWINI-
PLAWEN a MAYR 1977). Tato teorie (polyfyleticky pivod o&i) byla zpochybnéna az
s nastupem molekuldrnich metod, pfedev§im objevenim pax gend. U obratloved
a octomilky je hlavnim regulatorem vyvoje oka pax6 (HALDER et al. 1995), ktery byl
dfive dokonce povazovany za tzv. master control gene oéniho vyvoje (GEHRING
a IKEO 1999). Nyni je vsak zfejmé, Ze je tento gen komplementovan fadou jinych oéi
specifikujicich genti a Ze vyvoj oka je primarn& spoustén i zcela jinymi mechanizmy.

Pfipometime si, Ze pax geny koduji tkafiové specifické transkripéni faktory,
které charakterizuje pfitomnost evoluéné konzervované DNA vazajici parové domény
(PD). Dale mohou kédovat i druhou DNA vazebnou regulaéni doménu, homeodoménu,
¢i oktapeptit. Pax geny nalezneme u $irokého spektra Zivogicht, bez ohledu na jejich
vyvojovy stupefi. Maji nezastupitelnou dlohu jak ve vyvoji primitivnich organizmi
sabsenci nervovych bunék a senzorickych organi (napi. vlockovec Trichoplax
Osm pax genl bylo popsano u octomilky (FRIGERIO et al. 1986), devét u savci
(STAPLETON et al. 1993). Pax geny reguluji bunéénou proliferaci a diferenciaci.
Utastni se vyvoje orgénovych soustav, pfedev§im nervové soustavy (pax6), svalové
soustavy (pax7), imunitniho systému (paxJ5) a vyvoje senzorickych organi (pax2, pax6).

Homology pax genu byly izolovany ze zastupcli téméf vSech tiid Zahavci
(Cladonema californicum - Hydrozoa, Chrysaora quinquecirrha - Scyphozoa, Acropora
millepora - Anthozoa, T.c. - Cubozoa; SUN et al. 1997, 2001, MILLER et al. 2000,
KOZMIK et al. 2003), pfimé homology pax6 se vSak nenalezly (pfedpoklada se tedy, Ze
k jejich diverzifikaci doslo aZ po oddéleni vyvojové linie Zahavel). U nami studované
Ctyfhranky T.c. byl doposud nalezen jediny pax gen, ktery je oznacovan jako paxB
(KOZMIK et al. 2003). Odhalenim kompletni struktury bylo zji§t€no, Ze ptedstavuje
funkéni hybrid mezi pax2 a pax6 (PD a oktapeptid typu pax2, homeodoména typu
pax6). Jak bylo diive zmin€no, pax2 a pax6 jsou geny specifikujici oi u obratlovcii
a Tripedalia méa o€i obratloveim morfologicky velmi podobné. Vztah k vyvoji

senzorickych organti naznacuji i oblasti exprese tohoto genu, soustfed’ujici se do larvy,
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¢ocky, retiny a gastrovaskularni dutiny rhopalia (KOZMIK et al. 2003). Pro srovnani,
exprese paxB polypovce Podocoryne carnea, Zahavce nedisponujiciho zrakovymi
organy, je soustfedéna do ektodermu planuly a endodermu vyvijejici se medazy. PaxB
zde reguluje diferenciaci nervovych bunék (GROGER et al. 2000). Monofyletickou
teorii pivodu o€i dale podporuje fakt, Ze vSichni mnohobunééni sdileji rizné varianty

jediného proteinu, opsinu (TERAKITA 2005).
5.2 Tripedalia cystophora — modelovy organizmus

Tripedalia cystophora, &tythranka trojita, je drobna meduzka pattici do tfidy
Cubozoa. Ty jako smostatnou tfidu poprvé definoval (WERNER 1975). Od meduzovct
je oddélil predevs§im diky rozdilim v Zivotnim cyklu (meduza Ctyfhranek vznika
kompletni metamorfézou polypa, coZ je mezi Zahavci naprosto unikatni) a v morfologii
polypa (lacka polypa postradd piepazky). K c<tythrankdm patfi pouze jeden fad
Cubomedusae a dvé C&eledi Carybdeidae a Chirodropidae. T.c. patii do celedi
Carybdeidae. Jejim nejbliz$im piibuznym je Tripedalia binata.

T.c. jako prvni popsal roku 1897 americky védec F. S. Conant. T.c. neni
typickym zastupcem &tythranek uZ jen pro méné znatelny Ctyfhranny tvar téla. Jedna se
o malou, pfiblizné 1,5 cm dorustajici a zcela neskodnou meduzku, Zivici se drobnymi
korysi. Nejvice se ji dafi v mangrovnikovych porostech tropického ¢i subtropického

pasma, nalezena byla napt. v okoli Puerto Rica a Jamajky (COATES 2003).
5.2.1 Zivotni cyklus

T.c. je gonochorista s pohlavnim dimorfismem. Sami¢ka byva vzdy o n€co vetsi
nez? samedek. Na prvni pohled ji pozndme podle mohutnych Zlutohnédych gonad
umisténych po parech podél pomysinych hran zvonu. V obdobi rozmnoZovani je navic
vétsina jejiho téla vyplnéna vajitky a posléze vyvijejicimi se larvami. Samecek ma
gonady podstatné mensi, nezasahuji k okraji zvonu. Morfologické rozdily nalezneme
ive tvaru chapadel. Oplodnéni je vnitfni, samec pfedavéd samici sbalené spermie
v podobé spermatoforu, embryo se vyviji v télnich dutinich samice. Nejprve vznika
mal4 nepohybliva a nepigmentovana larva, nazyvana planula, na jejimz posteriornim

konci téla se pozd&ji objevuji jednoduché jednobunééné oti (ocelli). Dospéla planula
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schopnd samostatného pohybu je ztéla samice uvolnéna manumbriem (Gstnim
otvorem), pfiseda anteriornim pélem ke dnu a metamorfuje v polypa. Samice béhem
vyvoje larev nepfijima potravu a po jejich vypusténi umira (WERNER et al. 1971).
Pfisedla larva prodélava sérii zmeén, pfi kterych ocelli migruji dovnitf téla a na volném
konci (byvaly posteriorni konec larvy) puci postupné nékolik chapadel. Vyviji se noZni
ter¢, kterym je polyp ukotven ke dnu. V okoli tere je ektodermem vyluovan
nebunéény obal, periderm. Polypové stadium piedstavuje na rozdil od stadia medizy
nepohlavni generaci. Novi polypi vznikaji pu¢enim pii bazi téla matetského jedince
a jejich naslednym oddélenim. Za vhodnych podminek polyp metamorfuje v meduizu.
V tomto pfipad€ je mozné na apikalni ¢éasti polypa pozorovat postupné se vytvatejici
Ctyti laloky — tetraradidlné symetrickou strukturu. Na bazi zanikajicich chapadel polypa
vznikaji ¢tyfi rhopalia (struktury nesouci zrakové organy), mezi nimiz se formuji
budouci ramena. Tato metamorféza trva piiblizné deset dni. Nové metamorfovand
juvenilni medizka (ephyra) ma v priméru jen 1-2 mm. Od dospélce se li§i délkou
chapadel, ktera jsou krat$i nez je délka zvonu, chybi ji i nematocyty. Dospéla mediza
produkuje vajitka nebo spermie a cely cyklus se opakuje (STRAEHLER-POHL
a JARMS 2005).

5.2.2 Stadium larvy

Vyvoj larvy probihd pod ochranou téla matefského jedince. Oplodnéné vajicko
se ryhuje a naslednym dé&lenim vznikd zploitéla blastula. Jako u vétSiny Zahavcl
nasleduje centralni oddéleni horniho a dolniho ektodermu. Gastrulaci se formuje druhy
zarodeény list, endoderm (gastroderm). Postupng se vyviji jednoducha larva
hruskovitého tvaru (3ir$i anteriorni &ast), ktera dorusta do délky az 120 pm a Siiky
ptiblizng 80 um. Voln& plovouci larva je zt€la matky uvolnéna manumbriem. Jejim
cilem je najit vhodné stanoviité, kde pfiseda a metamorfuje v polypa.

Povrch t&la larvy tvofi jednovrstevny epitel tf typd bunk ektodermalniho
pivodu. Tyto buiiky jsou okolo 2 pm $iroké a 12 pm dlouhé, na svém povrchu pokryty
mikroklky. Vyznaduji se velkym obsahem mitochondrii, lyzozomi a ribozomi, coz
poukazuje na jejich znadnou metabolickou aktivitu. V nejvétsim mnoZstvi jsou zde
zastoupeny bicikaté epitelové buriky. Mezi né mohou byt vmezefeny mensi nematocyty.
Treti typ nalezneme pouze v posteriorni ¢asti larvy. Jednd se o deset aZ patnact

fotoreceptivnich bunék, zvanych ocelli (N ORDSTROM et al. 2003).
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Gastroderm tvofi dva morfologicky rozliSitelné typy bunék endodermalniho
puvodu. Prvni typ je pfi pouZiti TEM (Transmission Electron Microscopy) svétly,
obsahuje mnoho ribozomu. Druhy typ je tmavy, jedna se o tzv. Zloutkové buriky (yolk
cells). Tyto Zloutkové buriky obsahuji aZ 4 um velké elektrodenzni granule, které slouzi
jako energeticka (tukovd) zasobarna (NORDSTROM et al. 2003). Mezi ektodermem
a entodermem nenalezneme mezogleu a na rozdil od jinych larev Zahavct, tyto

postradaji 1 nervové buriky.

<)

o)

Zivotni cyklus =
Tripedalia cystophora

Obr. 1: Zivotni cyklus Tripedalia cystophora. (a) Samec, (b) samice, v jejimz téle je mozné
pozorovat vyvijejici se larvy, (c) larvy majici na svém posteriornim konci tmavé fotoreceptivni
buiiky, (d) vegetativni stadium polypa, (e) Sasny metamorfujici polyp, (f) metamorfujici polyp
s jasné& zfetelnou tetraradialné symetrickou strukturou na apikalnim konci, na fotografii vidime

tmava rhopalia i vyvijejici se ramena meduzy, (g) juvenilni medaza.
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Obr. 2: Larva Tripedalia cystophora. (a) Samice T.c. s larvami vyvijejicimi se v gastralnich
kanalcich, (b) larva T.c. sdobfe viditelnymi fotoreceptory na posteriorni strané,
(c) elektronmikroskopicka fotografie poukazujici na jednoduchou morfologii larvy, Sipky
znazoriivji ocelli, (d) detail gastrodermu, (c) a (d) fotografie byly prevzaty z (NORDSTROM
et al. 2003).

Ocellus

Na posteriornim konci larvy 7.c. je rovnomérné rozmisténo 10-15 svétlo€ivnych
bun€k zvanych ocelli. Ty umoziuji larvé nasmérovat jeji pohyb do oblasti s nizsi
intenzitou slune¢niho zéfeni, kde pfised4a a metamorfuje v polypa.

Kazdy ocellus je samostatny fotoreceptor, liSici se od ostatnich epidermalnich
bunék niz§im poétem ribozomu a velkym, lyzozomu podobnym vackem, ktery lezi
v blizkosti jadra. Charakteristicky je vysoky obsah mitochondrii, poukazujici
na intenzivni metabolickou aktivitu téchto bunék (zdroj energie pro pohyby hlavniho
bi¢iku). Na konci fotoreceptoru komunikujicim s vnéj$im prostiedim se nachézi
oteviena dutina o priméru 2 pum. Jeji stény jsou vyplnény 3 pm silnou vrstvou

pigmentovych granuli, které tvof{ pigmenovy poharek. Povrch dutiny je zvétSen

mikroklky, které pifedstavuji misto vlastni fotorecepce. Takovéto uspofadani
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fotoreceptoru se oznacuje jako rhabdomové a je typické pro bezobratlé Zivocichy. Bigik
(cilium) vy¢nivajici z pigmentového poharku ven ma b&Znou 9+2 strukturu mikrotubult
a je povaZovan za hybny prvek builky. Fotoreceptor je tedy schopen zachytit svétlo a
zarovell na né&j reagovat pohybem biéiku, ktery tim Zene larvu od zdroje zafeni
(negativné fototakticka reakce), tedy ke dnu a do stinnych oblasti. Jelikoz larva T.c.
postrada nervové buriky a mezi fotoreptorem a okolnimi buiikami nebyly nalezeny
mezibunécné spoje, predstavuji ocelli autonomni senzoricko-motorické jednotky.
JelikoZ neobsahuji vice mitochondrii nez jiné epidermalni buiiky, pifedpoklada se, Ze
slouzi spise jako ,.kormidlo* larvy (NORDSTROM et al. 2003).

Takto jednoduché fotoreceptory jsou v Zivo€isné Fi§i pomérné unikatni.
Napftiklad ocelli larvy mnohostétinatce Platynereis dumerilii jsou podobné primitivni,

ale pigmentovy poharek tvofi samostatné pigmentové buriky (ARENDT et al. 2002).

Obr. 3: Stavba fotoreceptoru Tripedalia cystophora. (a) Schématickd kresba prufezu
fotoreceptorem larvy T.c. s pné vyvinutym knidociliem, mikroklky a pigmentovym poharkem.
Ocellus obsahuje v blizkosti jadra velky lyzozomalni vacek a mnoho mitochondrii.
(b) Elektronmikroskopicka fotografie prifezu fotoreceptorem, Sipka ukazuje na prifez bicikem.

Obrazky prevzaty z(NORDSTROM et al. 2003).
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S.2.4. Stadium medizy

Zvon T.c. je spiSe kulaty a pfedevS§im na zdklad& vnitini struktury (svalova
struktura) jej miZeme rozdé€lit na ¢tyfi kvadranty. Pomyslné rohy zvonu vymezuji
pedalia, bazélni Casti chapadel. Pedalia jsou zplo§téla, kazdé se d&li na tfi lopatky.
Z kazdé lopatky vyrtsta jedno nevétvené chapadlo, tedy tfi chapadla v kazdém rohu
zvonu. Na okraji zvonu mezi jednotlivymi pedalii se nachazeji senzorické dutiny
s rhopalii. V dutiné zvonu, pfi jeho bazi, nalezneme tenkou manumbrialni stopku. Ta se
postupné rozSifuje v Ctyfi pfiustni laloky tvofici manumbrium (proboscit, oralni otvor).
Za manumbriem se nachazi velka gastrovaskularni dutina (Zaludek), z které do kazdého
kvadrantu vybihd Sest hlavnich kanali. Ty se dale vétvi a zabihaji az do chapadel a
rhopalii. Tento systém ptedstavuje gastrovaskularni soustavu. V gastrickych vaccich a
dutinkach samic dochazi mimo jiné i k pozdéj§imu vyvoji embrya v larvy.

T.c. zije vnepiehledné spleti chiidovitych kofenti v pfilivovych zoénach
mangrovi (porosty stromu z rodu Rhizophora). Jedna se o velice produktivni ekosystém
se spolehlivym zdrojem potravy. Paprsky svétla dopadajici na hladinu skrz koruny
mangrovniki vytvaii ve vodé svételné kuzely. V nich se shromazd'uji drobni korysi
(Dioithona oculata), kteti jsou potravou &tythranek. 7.c. jsou spiSe pasivnimi lovei.
Pohybuji se ve svételnych kuZelech a ¢ekaji, aZ se jim na chapadla zachyti dostatek
kofisti. Vyznaduji se pozitivni fototaxi. Béhem dne se pohybuji pfi hladin¢ ve vodni

vrstvé Siroké do 10 cm (BUSKEY 2003).
Svalova soustava

Zvon T.c. je lemovan témé&f kontinualni vrstvou kruhovych pruhovanych svald,
jejichz kontrakci dochazi k vypuzeni vody ze zvonu. Tato svalovina je pferuSena
periradialnimi pruhy hladkych svald, délicich muskulaturu medizy na Ctyti kvadranty
anervovym prstencem. Svalovina zvonu plynule pfechazi do velaria, které pomaha
zmensit primér zvonu a zlepSuje tak efektivitu vypuzovani vody. Svalova vlékna
velaria zabihaji do kazdé ze &tyf frenul, kde se radialng staci o 90°. N&ktera vldkna pak
spojuji velarium se svalovinou zvonu, jind zabihaji k bazi rhopalia. Pfedpoklada se,
7e tyto napomahaji jeho spravné (radialni) orientaci. Nervova sit pod prstencem

(velarium) je vice denzni, vlakna zabihaji do frenuly bez pferuSeni. Pfedpoklada se,
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Ze frenula se stahuje spolu s velariem a miZe zpiisobit jeho asymetrickou kontrakci,
tedy i zménu sméru pohybu. U hydromediz plni tuto funkci radialni svaly plachetky
(velum). Velarium Ctythranek je penetrovano gastrovaskularnimi kanalky. Periradialni
pruhy hladkého svalstva vybihaji radidlné nad rhopalii do manumbrialni stopky a
ptiustnich lalokd. Ugastni se stadeni okrajli zvonu a pedaliii (spolu s tentakli) nahoru a
do nitra zvonu pfi obranné reakci. Dale napomahaji k pfeneseni potravy z chapadla
do manumbria. Muskulatura chapadel a pedalii je podélna, omezena na orlni stranu
pedalia. Svaly pedalii jsou spojeny s hladkou svalovinou, ktera vybiha cirkularné

ze zakladl chapadel do zvonu (SATTERLIE et al. 2005).

5.2.5 Rhopalium

Proudéni vody zplsobené piilivem, vétrem & destém spolu s kofenovym
systémem mangrovnikd vytvafi potencionalng nebezpe&né prosttedi pro Zivot vétsiny
meduz. Tripedalie jsou viak vybornymi plavci, schopnymi nékolika kontrakcemi zvonu
prudce zménit smér pohybu a rychle se tak vyhnout jakékoliv prekazce. Registrovat
okoli jim umoziiuje sofistikovany senzoricky systém, ktery je pravdépodobné schopen
zpracovat i pokrocilej§i vizualni vjemy (NILSSON et al. 2005).

Fotoreceptivni organy c¢tythranek se nachézeji v Gtvarech zvanych rhopalia.
Kazdé rhopalium je uloZeno v senzorické dutiné a k okraji zvonu je pfichyceno tenkou
stopkou. Tou prochazeji nervy spojujici rhopalium s nervovym prstencem a kanalek
gastrovaskularni soustavy, ktery se vrhopaliu roz$ifuje a zajistuje vyzivu jeho
jednotlivych ¢asti. Kazdé rhopalium nese dvé komplexni o&i s &o¢kou a &tyfi ocelli,
které jsou podle svého tvaru déleny na §térbinovité (slit - shaped) a jamkovité (pit -
shaped). Komplexni o¢i jsou pak na zakladé své polohy a dfive i velikosti déleny
namalé horni a velké dolni oko. V kazdém rhopaliu se tedy nachazi celkem Sest
ruznych o a jelikoZ ma meduza &tyti rhopalia, je to celkem dvacet ¢tyfi o¢i na jedince.
Navic jednotlivé ocelli a o¢i s €ockou jsou morfologicky a funkéné€ odlisné organy,
které pravdépodobné organizmu umoziiuji zpracovani vizualniho vjemu né&kolika
zpusoby.

Kromé svétlo¢ivnych organti se v kazdém rhopaliu nachazi anorganicka

konkrece (krystal, statolith). Ta je umisténa v jeho spodni ¢asti, pfimo pod pomérné
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velkou gastrovaskularni dutinou. Statocysta s uloZenym statolithem zat&Zuje rhopalium
a pomaha tak jeho spravné orientaci pfi pohybu meduzy.

Ocelli vznikaji invaginaci povrchového epitelu v mistech, ktera jsou bohat&
pigmentovana. V mist¢ invaginace je vyludovan refraktujici sekret, majici
pravdépodobné i funkci v ochrang fotoreceptori. Ocelli jsou uloZeny po parech
symetricky k medialni ose rhopalia (COATES 2006).

Komplexni o¢i jsou svou stavbou velice sloZité, morfologicky podobné o&im
obratlovct. Obsahuji ¢otku, rohovku, sitnici, z&ehoZ vyplyvd i moznost podobné
dokonalého zpracovani obrazu. Horni oko je situovano proti prithlednému zvonu, dolni
oko je orientovano dolti, kde shlizi jakoby pod meduzu. Komplexni oéi jsou navzdory
rozdilu ve velikosti morfologicky velmi podobné. U &tythranky Carybdea marsupialis
ma velké oko pfiblizn€ 350-400 pm, zatimco malé jen 250-300 um. Priimér &o&ky T.c.
je u horniho oka 150 um, u dolniho 250 um (NILSSON et al. 2005). Rohovka je
tvofena plochymi podlouhlymi burikami, které tvoti pfimé pokradovani epitelu rhopalia.
Pod rohovkou se nachdzi bunéénia ¢&ocka. Cocka je ektodermalniho phvodu,
heterogenni, bikonkdvni, obklopena pouzdrem, ktery tvoii sekret bunék <&ogky.
Majoritnimi proteiny jsou krystaliny. Co&ka neumoZiiuje zaostfeni obrazu piimo
naretinu, ale vzdy za ni. Predpoklada se, Ze tak umoziiuje meduze registrovat pouze
velké (a tedy i nebezpeéné) predméty, zatimco malé detaily (napf. plankton) ziistavaji
skryty (NILSSON et al. 2005).

Tenkd bunééna vrstva déli €oCku od sitnice. Retina je sloZena z bi¢ikatych
fotoreceptorovych bun€k a pigmentovych bunék odstifiujicich pfebyteéné svétlo.
Pigmentovy pas ptekryva fotoreceptory, ¢imz tvofi clonu okolo ¢o€ky (duhovku). Dolni
oko disponuje navic mobilni duhovkou schopnou ménit primér otvoru, kterym vstupuje

svétlo, z 150 um na 100 pm za méné nez jednu minutu (NILSSON et al. 2005).
Nervova soustava rhopalia

Nervovou soustavu (NS) ¢tythranek tvofi nervovy prstenec, jemna sit’ nervi
zvonu a nervstvo rhopalia. Nervovy prstenec lezi v epidermis pii bazi zvonu. Jeho
vnitini ¢ast tvoifi kontinudlni provazec spojujici baze chapadel v pedaliich s bazemi
stopek rhopalii. Nad kaZzdym pedaliem se navic nachazi jedno pedaliové ganglium.
Vnitini provazec b&Zi paralelné s vnéj$im. Pfi bazi rhopalia se odpojuje a pokracuje jako

epidermalni nerv stfedem stopky az do rhopalia, kde se napojuje na neurophil. Jemna
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nervova sit’ zvonu je spojena s jeho svaly a velariem. FMRFamid pozitivni vldkna
se tahnou podél periradialnich hladkych svali a byla identifikovana i v chapadlech
(PARKEFELT et al. 2005).

Nervstvo rhopalii tvofi vét§inovou &ast CNS, jejich odstranénim ztraci mediza
schopnost kontrakce velaria a tedy i plavani. Bylo zji§téno, Ze rhopalia jsou sidlem
tzv. pacemakerii odpovédnych za vzbuzovani signalii vedoucich ke stahovéni svaloviny.
Tripedalia 7ije v kotenovych systémech mangrovnikd, tedy v prostfedi, které je plné
nastrah a které je pro jiné medizy nebezpecné. Tripedalia je vsak narozdil od jinych
mediz schopna rychle plavat a ménit smér pohybu v zavislosti na okolnich vizualnich
podnétech. Pfedpoklada se, Ze vyspély nervovy systém rhopalia je schopen zpracovat
a sjednotit vizudlni vjemy a pomoci CNS pak zprostfedkovat danou odpoved'.

Rhopalium je ke zvonu pfichyceno tenkou stopkou. Stopka je pfiblizng 200 pm
dlouhd a smérem k jeho bazi se zuZuje. Tvofi ji jedna vrstva epidermalnich bungk,
pod ni je tenkd vrstva mezoglei. Stfedem stopky prochazi epidermalni nerv, ktery je
pfimym pokraCovanim vnitfniho provazce nervového prstence. V rhopaliu se rozdéluje
na levou a pravou €4st a spojuje se s neurophilem. V epidermalnim nervu byly nalezeny
pouze kratké neurity. Stopkou dale prochazi gastrovaskularni nerv s proprioreceptivni
funkci (mechanoreceptorova funkce) a kanalek gastrovaskularni soustavy (GARM et al.
2006).

Parkefelt a kolektiv zjistili, Ze n€které neurony rhopalia jsou pfi specifickych
podminkach barveni silné PCNA (proliferating cell neclear antigen) imunoreaktivni,
coz jim umoznilo analyzovat jejich uspofadani pomérné detailné (PARKEFELT et al.
2005). Rhopalium obsahuje slozity nervovy systém, jehoz hlavni ¢asti jsou bilateralné
symetrické. Imunohistochemické barveni odhalilo Sest pard jader v horni poloving, tfi
na kazdé stran€, horizontdln¢ propojenych komisurami. Jadra jsou propojena
i vertikaln€, nejméné Etyfmi konektivami. Zadni ¢ast rhopalia obsahuje velkou populaci
bunék (pfiblizné 2000), tvoficich nékolik vrstev podél jeho stény. Morfologie bun¢k
naznacuje, Ze by se mohlo jednat o nediferenciované buriky (obsahuji malo cytoplazmy
a organel). N&které z nich (pfiblizné 20) jsou PCNA imunoreaktivni, prochazi vrstvami
bunék smérem do rhopalia a moZna se u¢astni vedeni senzorického signalu. Tuto vrstvu
bunék lemuji tzv. flank neurony. Nékteré jsou FMRFamid — pozitivni (10%) a ty
se nachazi hlavné u baze stopky, kde tvofi komisury spojujici levou a pravou Cast
rhopalia. Dalsi buriky pfipominajici neurony obklopuji retinu (retina-associated

neurons) horniho i dolniho oka sc¢o¢kou a vypliluji prostor mezi jamkovityma
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a Stérbinovityma ocima. Jejich nervova funkce vsak zatim nebyla prokazana.
Mezi jamkovityma ofima a bazi stopky se na kazdé strané nachazi piiblizné tficet
obfich neuroni (giant neurons). Ty spojuji jak PCNA - pozitivni, tak FMRFamid -
pozitivni vlakna okolnich neurond. Za zminku stoji i populace kulatych bungk (baloon
cells) nachazejici se za Cotkou horniho oka. Tyto butiky obsahuji velké mnoZstvi
mitochondrii a elektrondenznich granuli. Neurophil vypliiuje cely prostor mezi
epidermis a gastrodermis. Je tvofen jak unipolarnimi, tak bipolarnimi neurity (SKOGH
et al. 2006).

Obr. 4. Rhopalium Tripedalia cystophora. (a) Schématicky obrazek prufezu rhopaliem.
(b) Vypreparované rhopalium se stopkou, ktera jej spojuje se zvonem. Cerna $ipka ukazuje
na malé horni oko, modra na jamkovity ocellus (pit eye), zelena na Stérbinovity ocellus
(slit eye), Cervena na velké dolni oko s cockou. Na €o¢ku velkého oka pak ukazuje bila Sipka.
(c) Schématicky prifez rhopaliem s naznacenou pozici nervovych a jinych bunék. (a) Prevzato a

upraveno z (NILLSON 2005). (¢) Pfejato z (PARKEFELT et al. 2005).
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5.3 Soucasny stav genomiky

Genomika, jako samostatny obor, vznikla v 90. letech. Jejim tkolem je studium
genomil jednotlivych organizmii. Nékdy se genomika déli na tzv. strukturni genomiku
(stanoveni sledu nukleotidi genomu organizmu), bioinformatiku (pogitaové programy
a databize pomahajici analyzovat pfectenou dédi¢nou informaci) a funkéni genomiku
(sledovani genové exprese, studium funkce gent).

Prvnim genomem, u néhoZ se podafilo stanovit kompletni nukleotidovou
sekvenci, byl genom bakteriofaga phiX174 (SANGER et al. 1977) sestavajici z 5386 pb.
K tomuto ucelu byla vyvinuta metoda sekvenovani +/-, ktera poprvé vyuzila
prodlouzeni primeru DNA — polymerazou a jeji specifické zakonéeni. Z této metody
se vyvinula enzymovéd metoda sekvenovani (Sangerovo sekvenovani), kterd je dnes
nejbé€znéji pouzivanou metodou sekvenovani DNA. Roku 1995 byl pfedten prvni
kompletni genom autonomniho organizmu, bakterie Haemophilus influenzae
(FLEISCHMANN et al., 1995) ¢itajici 1,38 Mbp. O rok pozdéji se podatilo sekvenovat
genom prvniho eukaryotického organizmu, znamé kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(12,1 Mbp; GOFFEAU et al. 1996). Soufasné metody sekvenovani DNA jsou
JiZ na takové urovni, Ze muZeme pomémé snadno a rychle stanovit nukleotidové
sekvence celych genomi eukaryotickych organizmi. Mezi nejznaméj$i modelové
organizmy, jejichZ genom si muZeme ,,prohlédnout” ve vefejnych databézich, je napt.
Caenorhabditis elegans (97 Mbp; C. ELEGANS SEQUENCING CONSORTIUM 1998),
Drosophila melanogaster (120 Mbp; ADAMS et al. 2000), Mus musculus (3300 Mbp;
MOUSE GENOME SEQUENCING CONSORTIUM 2002). Roku 1998 byl zalozen
HGP (Human Genome Project), mezindrodni projekt scilem sekvenace lidského
genomu, ktery byl dokon&en roku 2003. Genom ¢&loveka sestava priblizn€ z 3200 Mbp
(MC PHERSON et al. 2001, VENTER et al. 2001). Prvnim dokoncenym projektem
na zahavci byl genom Nematostella vectensis (475 Mb; PUTNAM et al. 2007).

V soudasnosti jiZz zname kompletni nukleotidovou sekvenci genomil stovek
organizmi, vétSinou vsak jde o bakteridlni genomy. Informace o genové vybavé

piedevsim zastupcl nizsich Zivoc¢ichu jsou stale nepatrné.
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Bakterialni genom je velky 0,6 — 10 Mbp, pfi¢emz jeho velikost je pfiblizné
umérnd poctu gend. Nejmen$im znamym je genom bakterie Mycoplasma genitalium,
ktery je velky 580 kbp a je tvofen 480 geny kddujicich proteiny, 3 rRNA geny a 37
tRNA geny (FRASER e al. 1995). Genomy eukaryot maji Fadové 8,8 x 10° — 6,9 x 10"
bp, pfiCemz jejich velikosti nejsou tmémé pocétu gend (napf. u Clovéka tvofi geny
pfiblizné¢ 1,5% jeho genomu). Nyni jiZ zndma skuteCnost, Ze velikost genomu
organizmu neni v korelaci s komplexitou organizmu, se nazyva paradox hodnoty C.
Hodnota C znac¢i haploidni pocet nukleotidii genomu a je udavana v pikogramech,
pficemz 1 pg = 1028 = 978 Mbp. Zndmym piikladem tohoto paradoxu je genom
meénavky Amoeba dubia, ktery je 200 krat vétsi, nez je genom c¢loveéka. U Zahavci

se hodnota C pohybuje v rozmezi 0,23 pg — 1,85 pg (GREGORY 2005).
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Obr. 5: Velikost genomu Zivo¢ichi. Schéma ukazuje C hodnoty jednotlivych skupin Zivogichi.

Obrazek ptevzat z (GREGORY 2005).
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EST knihovna

U vySSich Zivo€icht, jejichz genom obsahuje velké mnozstvi nekddujicich
sekvenci, se s velkou uspésnosti zakladaji EST knihovny. EST (espressed sequence tag)
jsou kratké sekvence (obvykle 200 — 800 nukleotidi) ¢tené nahodné z 5° nebo 3¢ konce
cDNA ziskané reverznim ptepisem mRNA. Kazdy EST je sekvenovan pouze jednou,
sekvence tedy muze obsahovat jisté procento chyb. Kvalita EST sekvenci je obecné
nizka blizko koncti a zlepSuje se smérem ke stiedu sekvence. K zaméné baze
pfi sekvenovani miize dochazet az v 5%. Dalsi castou chybou je tzv. stuttering
(opakovani baze, konkrétn€¢ G a T; NAGARAJ er al. 2006). Kvalita EST je vSak
kompenzovana kvantitou dostupnych EST sekvenci ve vetejnych databazich. Soubor
EST sekvenci ziskanych béhem experimentu pro jednu tkan ¢i soubor bunék se tedy
nazyva EST knihovna a obsahuje pouze ty kodujici sekvence, které jsou v dané buiice ¢i
tkani v dany €as exprimovany.

V obvyklém protokolu dochazi ke sniZzeni <etnosti nejhojn€jSich EST,
tzv. normalizaci EST knihovny. Proto informace ziskand z EST knihovny neni
kvantitativni, ale pouzitelnd pouze k zji§téni pfitomnosti konkrétniho transkriptu,
pfipadné k uréeni exonovych oblasti gend. Pokud se normalizaéni krok vynecha,
miiZeme ziskat i pfibliznou informaci o urovni genové exprese. V tomto piipadé je tieba
uspofadat jednotlivé EST do skupin (cluster) reprezentujicich jednotlivé transkripty
a nasledné secist sekvence nalezici kazdé skupiné. EST mohou byt také uspofadany do

tzv. kontigh — sekvenci, které v idealnim ptipad¢ pokryvaji cely transkript.
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5.4. Soucasny stav bioinformatiky

S rostoucim mnozZstvim sekvenovanych genomi ¢i jejich Gsekd rostla i potteba
tato data ukladat takovym zpisobem, aby byla ptfehledna a pfistupna védeckym
pracovnikim z celého svéta. Vznikl novy obor bioinformatika, tedy aplikace pocita¢ové
technologie na zpracovani a analyzu biologickych dat. Byly zaloZeny nukleotidové
databaze, které pfijimaji data ziskand v genomovych centrech nebo na odbornych
pracovistich a které spolu vzajemné spolupracuji. Takovou nukleotidovou databazi je
napiiklad EMBL, primami evropska nukleotidova databaze se sidlem v Anglii
(Evropsky institut pro bioinformatiku, http://www.ebi.ac.uk/embl), databaze
GENBANK se sidlem ve Spojenych statech (Narodni centrum pro biotechnologické
informace, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) nebo DDBJ shromazd'ujici data
ptedevsim z japonskych vyzkumt (Nérodni geneticky institut,
http://www.cib.nig.ac.jp/DDBJ). Tyto databaze jsou v soucasnosti jiZ velmi rozsahlé.
Napiiklad databaze EMBL, ktera byla zaloZzena v roce 1980 jako prvni databanka
na svété schranujici nukleotidové sekvence, obsahuje nyni jiz vice nez 4000 kompletné
sekvenovanych genomi, véetné 52 genomi eukaryot (COCHRANE et al. 2007).
Databaze SWISSPROT je anotovana proteinova databaze, kterou spravuje Svycarsky

institut pro bioinformatiku (SIB). P¥istupna je na adrese http://www.expasy.ch/sprotTH.
BLAST

V soudasnosti je zfejmé& nejrozsifendj§im algoritmem k prohleddvani velkych
databazi algoritmus BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; ALTSCHUL et al.
1990). Prakticky vSechny vefejné pfistupné databaze sekvenci davaji k dispozici server
s programem BLAST, dostupny prostfednictvim webového rozhrani. Verze programu,
provozovana a nadale rozvijena Narodnim centrem pro biotechnologické informace,
NCBI BLAST, je nyni jiz standardnim nastrojem k prohledavani velkych databazi
(ALTSCHUL et al. 1997). K jeho nejvétsim vyhodam, patii rychlost a relativni
nenaro¢nost programu. NCBI BLAST je opatfen pfehlednym grafickym rozhranim
aobsahlou dokumentaci (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Rozhrani umozZiuje
jednoduchy vybér varianty programu vhodné pro konkrétni typ dotazu, databaze

i omezeni prohledavané databaze. Vystupy programu jsou obohaceny o grafickou
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prezentaci znazoriujici umisténi podobnych usekd v ramci nalezené databazové
sekvence a nami zvolené sekvence. Vystupy ilustruji i miru podobnosti té&chto sekvenci
ato pomoci barevného kodovani. Nalezené sekvence lze navic pfimo stdhnout
z databaze prostfednictvim webovych odkazd. Pfislusné varianty programu jsou
uvedeny v tabulce 1. Napiiklad program BLASTX nami zvolenou sekvenci nukleotidt
(napt. fragment cDNA) nejprve pielozi ve vSech Sesti Ctecich ramcich, vzniklymi
aminokyselinovymi sekvencemi pak prohledava proteinovou databazi. PieloZena
varianta programu BLAST, TBLASTN, dokaze prohledavat proteinovym dotazem
nukleotidovou databézi (opét nejprve pielozi AK sekvenci ve vSech variantach a ¢tecich

ramcich).

Tab. 1: Vyuziti jednotlivych programi BLAST

Program Dotaz Databaze Uroven setkani PouZiti

blastn DNA  DNA DNA Hledani identickych sekvenci DNA

blastp  protein protein  protein Hledani homolognich proteint

blastx DNA  protein  protein Hledani genl a homolognich proteinli na nové DNA
tblastn  protein DNA protein Hledani genl u necharakterizovanych DNA

tblastx  DNA  DNA protein Studium struktury gend
FASTA

FASTA 3 je sada programi zahrnujicich algoritmy pro vyhledavani podobnosti
v dostupnych databazich sekvenci bez ohledu na to, zdali je dotazovana sekvence DNA
nebo protein. Program FASTA je o néco pomalejsi neZ konkuren¢ni BLAST, hodi
se spise k provozovani na lokalnich discich. FASTA skompletnim pfistupem
k primarnim  databazim je kdispozici napiiklad na serveru Evropského

bioinformatického institutu (www.ebi.ac.uk/fasta33/).
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6. Material a metody

6.1 Material

Piehled specialnich chemikalii s uvedenim vyrobci fazen abecedné.

Alkalicka fosfatdza — calf intestine (New England BioLabs)
Anti — digoxigenin - AP Fab fragmenty (Roche)
DIG RNA Labeling Mix 10x (Roche)

DNaza bez RNaz (Roche)

Glutaraldehyd (25% v PBS) (Sigma)

Levamisol (Sigma)

Ligaéni pufr (New England BioLabs)
MassRuler™ DNA Ladder (Fermentas)
NBT/BCIP roztok (Roche)

NiNTA agar6za (Qiagen)

Paraformaldehyd (Sigma)

Qiaex II (Qiagen)

QX1 pufr (Qiagen)

Paraformaldehyd (Sigma)

PE pufr (Qiagen)

Proteinaza K (Roche)

RNA later (Ambion)

RNasin HRP (Takara)

Rnaza A (Epicenter)

Simply Blue SafeStain (Invitrogen)

SOC médium (Invitrogen)

Synteticka moiska stl (Instant Ocean)

Tween 20 (Fluka)

T3, T7, SP6 RNA polymeraza (Roche)

T4 DNA ligaza (New England BioLabs)
Transkripéni pufr 10x (Roche)

TRIZOL Reagent (Invitrogen)

2-log DNA Ladder (New England BioLabs)

Vaji¢ka Artemis salina (Brine shrimp eggs) — StarcArtemis (Inter Ryba)
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6.2 Zakladni roztoky a média

Piehled roztokii nezbytnych pro provedeni prace fazen abecedné.

ASW (umeéld moiskd voda): motskd stl Instant Ocean rozpusténa v destilované vodé
(pH 5,5 — 6,0) na koneénou hustotu 1,022g/cm’ pfi 27°C. Filtrovéna pies 0,22 pm filtr.
Vysledné pH 8,1 — 8,3.

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

LB agar: LB médium (pH 7,3), 2% agar. Sterilizovan.

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

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPOy,, pH 7,4. Sterilizovan.

PBT: 0,1% Tween 20 v PBS.

4% PFA v PBS: 4% paraformaldehyd rozpustény v PBS pii 60°C s n€kolika kapkami
10 M NaOH.

TBE pufr: 10x zasobni roztok: dHZO, 20 mM EDTA, 0,89 M kyselina borita, 0,89 M

Tris baze. 1x pracovni roztok: 10x TBE pufr 10x zfedény v dHZO.
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6.3. Metody

Nasleduje obecny popis technik a metodickych postupi, které byly pii feSeni

zadaného diplomového tématu pouZity.

6.3.1 Kultivace Tripedalia cystophora

Materidl: ASW (uméla motskd voda); sklenéné Petriho misky; hustomér; pH metr;
pinzety; plastové nadoby pro praci s tkafiovymi kulturami (pfedevsim kultivaéni lahve)

Ptistroje: stereolupa

Postup: Dospeélci T.c. obou pohlavi byli naloveni v portorickych mangrovech a dovezeni
in vivo v kultiva¢nich lahvich. Larvy uvolnéné z oplodnénych samic se staly zakladem
pro stabilni kulturu polypt. Kultury polypl jsou kultivovany na sklenénych Petriho
miskach ¢i v kultiva¢nich lahvich v umélé motské vodé (ASW) pfi teploté 27°C.
Krmeni jsou étyfikrat az pétkrat tydné€ naupliemi Artemis salina. Po kazdém krmeni je
opatrné ménéna voda tak, aby nedo$lo k odtrZeni polypt od dna kultivaéni nadoby.
Frekvence krmeni a teplota ovliviiuji Eetnost metamorfézy polypa v meduzu. Pied
kazdym krmenim lze polypy pozorovat a sbirat juvenilni mediazy. Pokud polypy
kultivujeme nékolik tydni pfi 23°C a krmime jen jednou tydné, je tfeba nasledujici

obdobi zvysit teplotu na 28°C a krmit nejméné pétkrat tydné.

6.3.2 Fixace larev a dospélcu Tripedalia cystophora

Material: RNA later; 4% PFA v PBS

Postup: Celé meduzy ¢i vypreparovana rhopalia byly fixovany v 4% PFA v PBS jednu
az tii hodiny nebo vném piimo uloZeny v 4°C. Larvy byly uloZeny v RNA later
pro konzervaci RNA (pro izolaci RNA a pfipravu EST knihovny). Larvy v RNA later
mohou byt uchovany pii pokojové teploté po dobu nejméné 6 mésich ¢i skladovany

dlouhodobé pti -20°C a méné.
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6.3.3 Kultivace Artemis salina

Material: vajitka Artemis salina (Brine shripm eggs); ASW (35 g/l, pH 8,1 — 8,4)
Pfistroje: vzduchové ¢erpadlo (UniStar 2,5 W)

Postup: Do jednoho litru umélé motské vody pfidame 1,5 — 2 g vaji¢ek. Kultivujeme
v oblych nadobach pfi stalém intenzivnim osvétleni, teploté 27 — 30°C a kontinualnim
provzduSiovéni, po dobu nejméné 22 hodin. Po nejlépe jednodenni kultivaci odpojime
vzduchové Cerpadlo a nechime 15 minut stat, aby doSlo k oddéleni prazdnych
vajeCnych oballi, které stoupaji k hlading. Vyvinuté nauplie se pohybuji ve spodni
tfetin€ nadoby, naopak jesté plna vaji¢ka zistavaji u dna. NarGZovélé plovouci nauplie

1ze snadno odsat a ihned ptikapat do Petriho misek ¢i kultivaénich nadob s polypy.

6.3.4 I1zolace RNA

Pro konstrukci ¢cDNA knihovny byly pouzity pigmentované larvy T.c.,
stabilizované v €inidle RNA later. RNA byla izolovana metodou fazové separace
navrZzenou Chromczynskim a Sacchim za pouziti TRIZOL ¢&inidla (CHOMCZYNSKI
a SACCHI 1987). V priib¢hu celého pokusu je nutné pracovat s roztoky a v prostiedi
bez RNaz.

Material: TRIZOL ¢&inidlo; glykogen; chloroform; isopropanol; 80% ethanol; RNase
free dH,O (bez RNaz), larvy T.c. v RNA later
Piistroje: stolni mikrocentrifuga Eppendorf Centrifuge 5417C

Postup: 20 pl larev bylo pfeneseno z RNA later stabilizatoru do Cisté zkumavky
a homogenizovano v 400 pl TRIZOL ¢&inidla za pomoci mechanického rozbiti larev
(objem vzorku by nemél piekro€it 10% objemu TRIZOL ¢inidla). K suspenzi byl pfidan
glykogen (250 pg/ml), vzorek byl centrifugovan 5 minut pfi 12000 rpm. Supernatant
byl 5 minut inkubovan pfi pokojové teploté, po této dobé k nému bylo piidano 0.2 ml
chloroformu na 1 ml TRIZOL ¢inidla. Po fadném protfepani byl 15 minut centrifugovan
pfi 12000 rpm. Po centrifugaci je vzorek rozdélen na horni bezbarvou vodni fazi,

interfazi a ¢ervenou organickou fazi. RNA se nachazi vyhradné ve vodni fazi, ktera by
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meéla piedstavovat pfiblizné 60% objemu TRIZOL ¢inidla pouZitého pro homogenizaci.
Vodni faze byla pfenesena do nové zkumavky a RNA precipitovana ptidanim 0,5 ml
isopropanolu na 1 ml TRIZOL C¢inidla pouzitého pro homogenizaci. Vzorek byl
inkubovan 10 minut pfi pokojové teploté a poté centrifugovan 10 minut p#i 13500 rpm.
K sedimentu RNA bylo ptiddno 500 pl 80% ethanolu. Po dikladném protfepani byl
vzorek centrifugovan 5 minut pii 13500 rpm. Sediment RNA byl vysusen pfi pokojové
teplot¢ a rozpustén v 100 pl dH,O zbavené RNaz. Pro dalsi pouziti byla RNA
skladovana pfi teplot¢ -80°C. Celistvost RNA byla zkontrolovana elektroforeticky
na 1% agardézovém gelu pifi 100 V. Koncentrace a Cistota RNA byly uréeny mérénim

na spektrofotometru.

6.3.5 Syntéza cDNA

Sytnéza ¢cDNA byla provedena podle protokolu BD SMART™ cDNA Library
Construction Kit (BD Biosciences, ZHU et al. 2001), ktery v prvni reakci vyuzZiva
modifikovanych oligo(dT) primert, nasedajicich dle komplementarity bazi k poly(A)
konci mRNA. Komplementarni vlakno cDNA je syntetizovano enzymem reverzni
transkriptaza. Po dosazeni 5konce mRNA reverzni transkriptazou, aktivita terminalni
transferazy piida k 3 ’konci cDNA nékolik molekul deoxycytidinu. Tento usek (polyC)

je rozpoznavan BD SMART™

A oligonukleotidem, ktery na n&j nasedd a slouZi
jako templat k dosyntetizovani 3'konce cDNA. Tim je zaruCena transkripce
kompletniho vldkna mRNA. JelikoZ pouzity primer a oligonukleotid maji vzijemné
komplementarni tsek, pro naslednou PCR jiz stadi pouzit jediny primer. V pribéhu

pokusu je tfeba pracovat v prostfedi a s roztoky bez RNaz.

Material (BD  Biosciences): 12uM  BD SMART™  Oligonukleotid,
5" AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 37; 12uM 3’BD SMART CDS
Primer I1A, 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT3pVN-3', N=A, C, G, T;
V = A, G, C); dNTP Mix (10 mM kazdého dNTP); 20 mM dithiothreitol (DTT); RNase
free dH,O; BD PowerScriptTM reverzni transkriptdza; 5x First-Strand pufr; RNA

izolovana podle pfedchoziho protokolu
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Postup: Do PCR mikrozkumavky bylo napipetovano v nésledujicim pofadi: 1,5 ul RNA
vzorku, 1 pl 3°BD SMART CDS primeru IIA, 1 ul BD SMART™IIA oligonukleotidu,
1,5 ul RNase free dH,O. Obsah zkumavky byl opatrné promichan a inkubovan 2 minuty
pii 72°C. Poté byl vzorek rychle pfesunut do ledové lazn€ a zde 2 minuty chlazen.
Do mikrozkumavky bylo pfidano v nasledujicim potadi: 2 pl 5x First-Strand pufru, 1 pl
DTT, 1 ul ANTP, 1 pul BD PowerScript reverzni transkriptazy. Reakéni smés byla fadné
promichana a 1 hodinu inkubovana pfi 42°C, poté byla pienesena na led (dokonceni
syntézy prvniho vlakna cDNA). Takto pfipravena ¢cDNA (hybrid cDNA/RNA) miizZe

byt skladovana pii -20°C az 3 mésice.

6.3.6 Amplifikace cDNA metodou LD PCR

Material (BD Biosciences): 50x BD Advantage™ 2 polymeraza; 10x BD Advantage™
PCR pufr; 50x dANTP (10 mM kazdého dNTP); 12uM 5° PCR Primer IIA,
5" AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3%, ddH,O (pH 7,0); templat (hybrid
cDNA/RNA pfipraveny podle pfedchoziho protokolu)

Piistroje: termalnim cyklator PTC — 200

Postup: LD PCR (long — distance PCR) reakce byla provadéna v objemu 100 pl, schéma
pipetovani reakéni smési bylo nasledujici: 80 pl RNase free dH,O, 10 pl BD
Advantage™ PCR pufru, 2 ul dNTP, 2 pl PCR primeru IIA, 2 pl cDNA/RNA, 2 ul BD
Advantage 2 polymerazy. Reakéni smés byla fadné promichdana a vloZena
do termocykléru predehfatého na 95°C. Po pocate¢ni denaturaci 2 minuty (95°C) byl
spustén nasledujici program: denaturace dsDNA 15 s 95°C, hybridizace primert 30 s
65°C, extenze primerti 6 min 65 °C. Pocet cykli tohoto programu byl 15, 17, 19, 20
a23. Po poslednim kroku nasledovalo kone&né ochlazeni na 4°C. Amplifikalni

produkty byly analyzovany elektroforézou na 1% agaré6zovych gelech pfi 100 V.
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6.3.7 Purifikace PCR produkti

Material: fenol : chloroform : isoamylalkohol (25 : 24 : 1); isopropanol; NaCl; 80%
ethanol; RNase free dH,O; 10x pufr 1; cDNA pfipravena podle pfedchoziho protokolu

Postup: cDNA byla extrahovana smési fenol : chloroform : isoamylalkohol
vobjemovém poméru 1:1. Vodni faze byla ptenesena do nové zkumavky
a precipitovana stejnym mnoZzstvim isopropanolu s 10% objemu NaCl. Vzorek byl 10
minut centrifugovan pfi 12000 rpm. Po odebrani supernatantu byl sediment cDNA
promyt 80% ethanolem, vysusen pii pokojové teploté a rozpustén v 90 ul H,O a 10 ul
pufru 1.

6.3.8 Restrik¢ni Stépeni

Restrikéni $tépeni bylo vyuzito pro Gpravu PCR produktd, linearizaci vektort
pro ligaci a pro kontrolu inzertd ve vektoru. Pro tuto praci byly vyuzity restrikéni
endonukleazy: BamHI, EcoRI, Rsal, Smal (New England BioLabs), vzdy byl pouZzit

pufr, doporu¢eny vyrobcem enzymu (pufr 1 — 4).

Material: restrikéni enzym; 10x pufr doporufeny vyrobcem enzymu; St€pena DNA
(cDNA, vektor); dH,0; 100x BSA (10 mg/ml)

Postup: Pro 50 pl restrikéni reakei bylo pfipraveno: 1x BSA, 1x pufr, enzym nejméné
1U/1 pg DNA, voda. DNA byla $tépena 1 hodinu pfi teploté doporucené vyrobcem
enzymu. Pfi 3t€peni dvéma enzymy (v pfipadé kontroly inzertl) byl pouZit pufr
vyhovujici ob&ma. V ptipadé potfeby izolovat néktery z fragmentl byl k restrikéni
reakci pfidan nanaSeci pufr pro agarézovou elektroforézu. Po separaci v gelu o vhodné

koncentraci byl zadany fragment izolovan.
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6.3.9 Defosforylace vektoru

Pted izolaci z gelu byly linearizované vektory defosforylovany, aby se zabranilo
jejich samovolné ligaci bez inzertu. Byl pouZit bakteridlni enzym alkalicka fosfataza,

ktery nespecificky katalyzuje defosforylaci viech fosfatovych monoestert.

Material: plazmid (napf. pBluescript II KS); alkalicka fosfatiza CIP (calf intestine
phosphatase, piivodem z teleciho stieva) (10U/ul)

Postup: Po restrikénim Sté€peni byl k reakéni smési pfidan 1 pl fosfatdzy a smés byla

inkubovana dal8ich 30 minut pfi 25°C.

3.9.10 Ligace plazmid — inzert

Material: linearizovany a defosforylovany plazmid; inzert (pfipraveny pro ligaci
s danym plazmidem); 2x T4 DNA liga¢ni pufr (pH 7,6); ddH,O; T4 DNA ligaza
(10U/ul)

Postup: Ligace inzerti cDNA do plazmidu (pBluescript II KS) byla provedena pfesné
podle protokolu Quick Ligation™ Kit (New England Biolabs) pro tupé konce. Kazda
20 ul reakce obsahovala 4 pl Sté€pené cDNA. Liga¢ni smés byla ihned pouzita
k transformaci kompetentnich bunék nebo skladovana pfi -20°C. V jiném ptipad€ byla
pfipravena 20 pul liga¢ni smés obsahujici 1x T4 DNA ligaéni pufr, 1x T4 DNA ligazy,
10 — 100 ng plazmidové DNA a odpovidajici mnozstvi vkladané DNA. Tato smés byla
inkubovana 1 — 4 hodiny pfi 16°C. Ke kazdé ligaéni smési byla pfipravena jedna

kontrolni bez inzertu.
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3.9.11 Transformace vektoru do bunék

Material: bakteridlni buiiky Escherichia .coli kmene TOP10; ligani smés (plazmid
s vloZzenym inzertem); SOC médium; LB agarova plotna s pfislusnym antibiotikem

(ampicilinem 100 pg/ml, kanamycin 25 pg/ml); sterilni roztiraci o€ko

Postup: Kompetentni buiiky byly rozmrazeny na ledu (pfiblizn€ 10 — 15 min)
arozd€leny do mikrozkumavek po 100 ul. Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 ul
standardni plazmidové miniprepace ¢i 5 pl liga¢ni smési (10 ng — 1 pg DNA). Po 20
minutové inkubaci na ledu byly buriky ponofeny do 14zné o teploté 42°C po dobu 30 —
35 sekund (tepelny $ok) a nasledné vraceny minimalné na 2 minuty zpét na led.
Pro zvySeni vyté€Znosti bylo k n€kterym transformovanym buiikam (pfedev§im plazmidy
s velkymi inzerty) ptidano 200 pl SOC média a smés byla 45 minut tfepana pfi 37°C
(220 rpm). Transformované buriky byly naneseny na piedem vysuSené LB agarové
plotny a peclivé rozetieny sterilnim o¢kem. Plotny byly inkubovany dnem vzhiiru ptes

noc pii 37°C. Transformanty byly zpracovany ¢i uloZeny pti 4°C.

3.9.12 Izolace plazmidové DNA - alkalicka miniprepace

Material: TERIFIC médium (LB médium); antibiotikum; isopropanol; transformované

kolonie bunék

Roztoky: pufr P1: 10 mM EDTA (pH 8,0), 25 mM Tris-Cl (pH 8,0), 50 mM glukoza,
sterilizovan; pufr P2: 0,2 M NaOH, 1% SDS; pufr P3: 3M octan draselny (pH 3,5),
11,5% kyselina octova, sterilizovan; TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8,0); pufr TER:
10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0), 0,1 mg RNaza A/ml TE; 80% ethanol

Pfistroje:  stolni mikrocentrifuga Eppendorf Centrifuge 5417C; tfepacka

na mikrozkumavky Eppendorf Thermomixer comfort
Postup: Do 2 ml TERIFIC média (¢i LB média) s pfisluSnym antibiotikem

(napt. 100pug/ml  ampicilinu) byla naotkovana vZdy jedna kolonie bun€k z agarové

plotny. Vzorek byl kultivovéan za stalého tfepani pres noc pii 37°C (200 rpm). Pokud
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nebyly kultury ihned zpracovany, byly uchovany p#i 4°C. Narostld kultura byla pielita
do 2 ml zkumavky a 1 minutu centrifugovana pfi nizkych ota¢kach (6000 rpm).
Po odstranéni supernatantu byl sediment bun€k resuspendovan v 300 ul roztoku PI.
Po dikladném protfepani bylo ptiddno 300 pl roztoku P2 (alkalicka lyze), vzorek byl
promichan obratem. Po neutralizaci 300 pl roztoku P3 a centrifugaci (10 minut
pfi 12500 rpm, 4°C) byl &iry supernatant pienesen do nové zkumavky a vysrazen 500 pl
isopropanolu. Vzorek byl promichén obratem a centrifugovan 5 minut p¥i 12500 rpm.
Po centrifugaci byla pohledem zkontrolovana pfitomnost peletu. Sediment
(po odstranéni supernatantu) byl promyt 80% ethanolem, vysuSen pfi pokojové teploté
a rozpustén za stalého tiepani 1000 rpm pii 37°C v 50 ul TER pufru. Pro dalsi pouziti
skladovan pti -80°C.

3.9.13 1zolace plazmidové DNA — maxiprepace

Maxiprepaci z 50 ml kultury byl izolovan plazmid pro syntézu riboproby.

vvvvv

Material: isopropanol; fenol; chloroform; ampicilin (100pg/ml); ddH,O; 10 M LiCl;
80% EtOH; 96% EtOH; 5 M octan sodny (NaAc); LB médium

Roztoky: pufr P1: 10 mM EDTA (pH 8,0), 25 mM Tris-Cl (pH 8,0), 50 mM glukdza,
sterilizovan; pufr P2: 0,2 M NaOH, 1% SDS; pufr P3: 3M octan draselny (pH 3,5),
11,5% kyselina octova, sterilizovan; TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8,0); pufr TER:
10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0), 0,1 mg RNaza A/ml TE; EB pufr
Pfistroje: stolni mikrocentrifuga Eppendorf Microspin plus, centrifuga na 50 ml

zkumavky Hettich Universal 32 R

Postup: Pokud neni uvedeno jinak, probihaji jednotlivé kroky pifi pokojové teplote.
Jedinou kolonii bundk zagarové plotny bylo zaotkovano 50 ml LB média
s odpovidajicim mnozstvim antibiotika. Vzorek byl kultivovan za stalého tfepani pfes
noc pfi 37°C (200 rpm). Narostla kultura byla centrifugovana v 50 ml kyveté 15 minut
pfi 4°C (3500 rpm), sediment resuspendovan v 5 ml pufru P1 a daldich 5 minut
inkubovan na ledu. K vzorku bylo ptidano 10 ml pufru P2, po promichani byl 3 minuty
ponechén na ledu (béhem této doby je$té dvakrat promichén). Po této dobé bylo pfidano
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7,5 ml pufru P3, po opatrném promichani byl vzorek dalich 10 minut inkubovan
naledu (opét nékoliktat jemné promichan). Po inkubaci byl vzorek 15 minut
centrifugovan pii 4°C (3500 rpm). K odebranému supernatantu bylo pfidano 0,7 objemu
isopropanolu, po diikladném protfepani byl 10 minut inkubovan pti pokojové teploté.
Vzorek byl 15 minut centrifugovan pfi 4°C (3500 rpm), pelet resuspendovan v 0,7 ml
80% EtOH a pifenesen do nové mikrozkumavky. Mikrozkumavka se zbytky suspenze
byla jesté vyplachnuta 0,5 ml 80% EtOH a obsah pfidan do nové mikrozkumavky. Po
centrifugaci 2 minuty (13000 rpm) byl pelet resuspendovan v 350 ul TE pufru a 100 ul
10 M LiCl. Vzorek byl diikladné¢ promichdn na vortexu a 10 minut inkubovan pfi
pokojové teploté. Po centrifugaci 3 minuty (13000 rpm) byl supernatant ptenesen do
nové 1,5 ml zkumavky a objem doplnén do 600 pl pufrem TE. Vzorek byl extrahovan
v poméru 1:1 fenol:chloroformem (dtikladné promichani na vortexu). Po centrifugaci 5
minut (13000 rpm) bylo k odebrané vodni fazi pifidano 0,7 objemu isopropanolu.
Vzorek byl protiepan a 10 minut inkubovan pii 20 °C. Po centrifugaci 5 minut (13000
rpm) byl pelet (po odebrani supernatantu) oplachnut v 0,5 ml 80% EtOH a usu3en.
Suchy pelet byl 30 — 45 minut resuspendovan v 200 pl TER pfi 37°C. Po inkubaci bylo
pfidano 160 ul TE, 40 ul 5 M NaAc a 400 ul smési fenol:chloroform. Vzorek byl 30
sekund tfepan a poté 2 — 3 minuty centrifugovan (13000 rpm). K odebrané vodni fazi
byl pfidan 1 ml (2,5 objemu) 96% EtOH, po dikladném protfepani a inkubaci 10 minut
pii pokojové teploté byl vzorek 5 minut centrifugovan (13000 rpm). Pelet byl oplachnut
0,5 ml 80% EtOH a 30 minut suSen pfi 37°C. Suchy pelet byl rozpustén v 100 ul ddH,O
¢i EB pufru.

3.9.14 Izolace nukleovych Kyselin z agarézového gelu

Material (QIAGEN): suspenze QIAEX II; pufr QX1 obsahujici indikator pH; pufr PE;
3 M octan sodny (pH 5,0); 10 mM Tris-ClI (pH 8,5)

Postup: PoZadovany tsek byl z agar6zového gelu vyfiznut sterilnim skalpelem a zvazen.
Vzdy k 100 mg gelu obsahujiciho pozadovanou DNA bylo pfidano 300 pl QX1 pufru.
Ke vzorku bylo pfidano 20 — 30 pl resuspendovaného QIAEX II (vortex, 30 s).
Suspenze byla inkubovana 10 minut pfi 50°C. Béhem této doby byl vzorek kazdé

2 minuty protfepan. Pfi zvySeni pH nad 7,5 (zmé&na barvy ze Zluté na fialovou) byl
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pfidan octan sodny. pH niZ§i neZ 7,5 je nezbytné k navazani DNA na QIAEX II &astice.
Vzorek byl poté 30 sekund centrifugovan, peleta byla promyta 500 pl pufru QX1
anasledn€ 500 pl pufru PE. Sediment ¢astic byl vysuSen pfi pokojové teploté, DNA
byla vymyta 20 pl 10 mM Tris-Cl (inkubace S minut pfi pokojové teplot&). Vzorek byl
30 sekund centrifugovan, supernatant obsahujici izolovanou nukleovou kyselinu byl

prenesen do ¢isté zkumavky a pro dalsi pouziti skladovan pfi -80°C.
3.4.15 Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin na spektrofotometru

Material: ktemikové kyvety (100 ul), vzorek (DNA ¢i RNA), dH,O
Pristroje: spektrofotometr

Postup: Fotometrické stanoveni koncentrace DNA je zaloZeno na faktu, Ze nukleové
kyseliny absorbuji zafeni o vinové délce 260 nm (maximum). PouZitim
spektrofotometru miZeme zjistit hodnotu absorbance pfi této vinové délce a na jejim
zékladé vypocitat koncentraci DNA ve vzorku. Hodnota absorbance 1 odpovida
piiblizné 50 pg/ml dsDNA, 40 pg/ml ssDNA nebo ssRNA. Soucasné lze stanovit
hodnotu absorbance pfi 280 nm (vlnova délka, p#i které dochazi k maximalni absorbci
zafeni proteiny) a pomérem absorbanci Ajq/Azsy vyjadfit Cistotu DNA. Hodnoty
pomeéru Cisté DNA nebo RNA se pohybuji v rozmezi 1,8 - 2,0. DNA ¢i RNA byla pied
méfenim Ffedéna v poméru 1:50 dH,0 a 1:100. Cista dH,O byla pouZita jako blank.
Z naméfenych hodnot se podle zminémého vzorce vypocitala koncentrace ptisluSné

nukleové kyseliny (primér jednotlivych fedéni).
3.4.16 Gelova elektroforéza

Tato metoda byla vyuzita ke kontrole pfitomnosti, velikosti a integrity molekul
RNA & DNA, piipadné k posouzeni jejich &istoty. Dale také k déleni jednotlivych
fragmentii DNA pro jejich naslednou izolaci. Pfi manipulaci s ethidium bromidem je

nutné pracovat v ochrannych rukavicich (jedna se o silny karcinogen).
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Material: agar6za; 1x TBE pufr; xx mg/ml ethidium bromid (EtBr); 5x nanaSeci
(vzorkovy) pufr; marker molekulové hmotnosti (napi. 2-log DNA Ladder/MassRuler™
DNA Ladder)

Piistroje: elektroforéza Amersham BioScience HE33 se zdrojem

Postup: PoZadované mnozZstvi agar6zy bylo rozpusténo v 60 ml TBE pufru zahfivanim
v mikrovinné troub&. Po ochlazeni (pf¥iblizné na 50°C) bylo piidano 6 ul EtBr (pokud
dojde k gelifikaci, 1ze gel novym ohfatim znovu rozpustit). Agardéza byla vylita
do ptipravené formy s hiebinkem. Po ochlazeni a gelifikaci agardézy byl hiebinek
vyjmut z gelu a gel ponotfen do elektroforetické vany s TBE pufrem (gel musi byt
ponofen). Vzorky RNA ¢i DNA byly smichany s nanaSecim pufrem (1x) a do jamek
gelu opatrné naneseny pipetou pod hladinou pufru, stejn€ jako doporu€ené mnozstvi
markeru  molekulové  hmotnosti.  Elektroforeticka vana byla  pfipojena
ke stabilizovanému zdroji napéti. Po rozdé€leni byl gel vyjmut a vzorky vizualizovany

pod UV lampou a vyfoceny.

3.4.17 Priprava plazmidu pro syntézu proby na in situ hybridizaci

Vektor byl linearizovan §té€penim enzymem, ktery zanechdva 3’ piesahujici
konce. Plazmid byl §tépen v bezprostiedni blizkosti za transkribovanym inzertem. Toto

Stépeni je nutné k ukonc€eni syntézy proby.

Material: plazmid s T3 a T7 promotorem (pCR4Blunt-TOPO) a inzertem pro syntézu
préby (cDNA sekvence z knihovny 7'.c.); BSA (10 mg/ml); DEPC dH,O; QIA prep spin
kolonky; EB pufr bez RNaz (10 mM Tris — Cl, pH 7,4); restrikéni enzym (Notl, Pmel)
Ptistroje: inkubator TCH 100 (Laboratorni pfistroje Praha)

Postup: Nejprve byla ptipravena 50 ul reakéni smés obsahujici 0,5 pl BSA, 20 pg
plazmidu, 40 U restrikéniho enzymu a zbytek objemu H;O. Smés byla zamichana,
stoéena a 1,5 hodiny inkubovana pfi teploté stanovené vyrobcem enzymu. Stépeny
plazmid byl ptedistén na QIA prep spin kolonce (dle nédvodu vyrobce) a nasledné
z kononky uvolnén 45 ul EB pufru. Pro odhad uspéSnosti $t&peni (a ztrat) byly

na agarézovy gel naneseny vzorky plazmidu pifed a po $tépeni a po precisténi.
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Pro pfipravu préby pro &ast cyclin I a pirin byl plazmid linearizovan enzymem Notl a
proba byla syntetizovana zT3 promotoru. Pro ptipravu proby pro &ast like -

glykosyltransferase byl pouzit enzym Pmel, proba byla syntetizovéana z T7 promotoru.

3.4.18 Syntéza proby na RNA in situ hybridizaci

Material: pfeciStény Stépeny plazmid v EB pufru (pfipraveny podle piedchoziho
protokolu, 0,4 pg/ul); 10x transkripéni pufr; RNasin HRP; DIG (digoxygenin labeled
nucleotides); T3 a T7 RNA polymeraza (20U/ul); DNAd4za I bez RNaz (10U/ul);
4M LiCl; EB pufr bez RNaz; 74% ethanol; 95% ethanol; dH,O bez RN4z

Pfistroje: stolni mikrocentrifuga Eppendorf MiniSpin plus; inkubator TCH 100

(Laboratorni pfistroje Praha)

Postup: Nejprve byla pfipravena 10 pl standardni reakéni smeés: 1,5 pl plazmidu
(0,6 pg), 1 pl transkripéniho pufru, 0,3 ul RNAsinu HRP, 1ul DIG, 5,7 pl RNase free
dHO, 0,6 pl RNA polymerazy. Smés byla jemné zamichana, stofena a 2 hodiny
inkubovana pfi 37°C. Po pfidani 1 pl DN4azy I byla smés dalsich 15 minut inkubovéana
pfi 37°C. Po této dobé byla smés ptecisténa pfidanim 1,5 ul LiCl a 38 ul 95% ethanolu
vychlazeného na -20°C, zamichdna a inkubovana 30 minut pfi -80°C nebo pfes noc
pti -20°C. PfesraZena RNA byla centrifugovana 15 minut pfi 13000 rpm (4°C).
Po odstranéni supernatantu byl sediment promyt 100 pl 74% ethanolu vychlazeného
na -20°C a centrifugovan 5 minut pfi 13000 rpm (4°C). Po odstranéni ethanolu byl
sediment ihned rozpu$tén v 50 pl EB pufru, alikvotovan po 10 pl a nejdéle 1 rok
skladovan pfi -80°C. Kontrola uspé$nosti syntézy a ztrat po ptresrazeni byla provedena

elektroforeticky na 1% agar6zovém gelu pii 100 V.

3.4.19 RNA in situ hybridizace na celych jedincich

Metoda in situ hybridizace umozZiiuje detekovat pfitomnost specifickych
sekvenci nukleovych kyselin v tkanich (¢i celych jedincich) a s vysokou pfesnosti
stanovit jejich prostorovou lokalizaci. V na§em piipad€ nam tedy dava informaci o tom,
kde je pfislusny gen (mRNA) exprimovan. Pro uskutenéni pokusu byla podle

ptedchoziho protokolu pfipravena sonda, ktera je komplementarni k ndmi studované
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mRNA. Sonda byla syntetizovana z nukleotidt s pfimési znacenych (dioxygeninovych).
Po hybridizaci této sondy se vzorky vzniknou v mistech, kde je gen exprimovan,
stabilni duplexy. Ty vizualizujeme inkubaci vzorki s protilatkou rozeznavajici
modifikované nukleotidy. Tato protilatka je konjugovana senzymem (alkalickou
fosfatdzou). Po pfidani substratu katalyzuje jeho pfeménu v detekovatelny (barevny)
produkt.

Pro in situ hybridizaci byly pouzity dospélé medizy T.c. stabilizované v 4 %
PFA v PBS. Pfed vlastnim pokusem byly medizy rozstfizeny na shodné poloviny
a sterilni jehlou propichany na mnoha mistech. Snizi se tak nespecifické zachytavani
prob. Puvodni protokol byl pfipraven pro barveni mysich embryi, s drobnymi Gpravami
jej bylo mozné aplikovat i na dospélé medizy ¢&i vypreparovana rhopalia. Doslo
zejména k sniZeni hybridiza¢ni teploty a Casi jednotlivych inkubaci. Pokus trva &tyfi
dny. Od prvniho dne aZ do prvniho post-hybridiza¢niho oplachu je potiteba pracovat
s roztoky a v prostfedi bez RNéaz. Pokud neni uvedeno jinak, oplachem se rozumi 3 - 5
minut v daném roztoku pti pokojové teploté. Pro jednu az tii dospélé meduzy pracujeme

s 5 ml promyvacich roztokd.

Material:; Proteinaza K 50U/ml; RNaza A (10 mg/ml); 30% H;O,; methanol;
25% glutaraldehyd; 10% SDS; DEPC dH,0; IM Tris — Cl (pH 7.,5), 5SM NaCl;
levamisol — inhibitor endogennich fosfataz; NBT BCIP; ov¢i sérum; anti — dioxigenin -
AP konjugovana protilatka

Roztoky: prehybridiza¢ni pufr: 50% formamid, 5x SSC (pH 4.5), DEPC dH,0,
SmM EDTA, 0,1% Tween 20, heparin (50 pg/ml); 20x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Najscitrat
. 2H,0 (pH 4,5, upraveno HCI); hybridizaéni pufr: 50% formamid, 5x SSC,
DEPC dH,0, 0,1% Tween 20, SmM EDTA, heparin (50 pg/ml), tRNA (50 pg/ml),
lososi sperma (50 pg/ml); roztok I: 50% formamide, 4x SSC (pH 4,5), 1% SDS, DEPC
dH,0; roztok II: 0,5 M NaCl, 10 mM Tris — Cl (pH 7,5), DEPC dH,O; roztok III:
50% formamid, 2x SSC (pH 4,5), DEPC dH,0; TBST: 130 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
25 mM Tris — Cl (pH 7,5), 0,1 % Tween 20, DEPC dH,0; TBST s levamisolem: TBST,
2 mM levamisol; NTMT pufr: 100 mM NaCl, 100 mM Tris — CI (pH 9,5), 50 mM
MgCly, 0,1 % Tween 20, dH,O; barvici roztok: 10 pl NBT BCIP/0,5 ml NTMT pufru;
PBT; 4% PFA vPBT; 6% H,0, v MetOH; glycin v PBT (2 mg/ml); 1 mM EDTA
v PBT
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Postup: Den 1: Fixované tkan¢ (obvykle stabilné v 4% PFA v PBS ¢ ASW)
byly minimaln¢ 2x promyty v PBT od paraformaldehydu (5 minut tfepat) a 20 minut
béleny v 6% H0, v MetOH pfi pokojové teploté. Po béleni byly 3x oplachnuty v PBT
a 15 minut permeabilizovany roztokem proteinazy K v PBT (1 pl proteindza K/ 1 ml
PBT). Reakce byla zastavena dvéma oplachy glycinem v PBT (2 mg/ml) a naslednymi
dvéma oplachy v ¢istém PBT. Tkané byly 20 minut refixovdny roztokem
0,2% glutaraldehydu a 4% PFA v PBS. Fixativum bylo odmyto dvéma oplachy PBT.
Vzorky byly prehybridizovéany s 2 ml hybridiza¢niho pufru (pfedehfatého na 70°C) 60 —
90 minut pii 70°C. Riboproéby (10 pl alikvéty po syntéze — cca. 1 pug) byly denaturovany
ve 100 pl hybridizaéniho pufru 10 minut pfi 75 — 80°C. Od vzorkt v prehybridiza¢nim
pufru byl odebran 1 ml roztoku a nahrazen 0,9 ml pfedehfatého hybridiza¢niho pufru
a denaturovanou riboprobou. Roztoky nesmi v pribéhu manipulaci zchladnout.
Hybridiza¢ni smés byla inkubovana ptes noc pii 70°C (pro celé meduzy zpravidla
pii 60°C nebo dokonce 55°C).

Den 2: Vzorky byly 2x opladchnuty 30 minut v roztoku I pfedehfatém na 70°C.
nasledné byly oplachnuty 1x 10 minut v roztoku I/II (1:1) pfedehiatém na 70°C a 3x
v roztoku II pfi pokojové teploté. Pro odstranéni volné a nespecificky vazané préby byl
vzorek dvakrat inkubovan 30 minut v roztoku RNaza A (100 ug/ml) vroztoku II
pti 37°C. Vzorky byly 2x oplachnuty 30 minut roztokem III pti 65°C a 3x v TBST
s levamisolem. Nespecificka vazba protilatek detekujicich DIG zna€ené nukleotidy byla
blokovéana inkubaci v 10% ov¢im sérum v TBST 2 hodiny. Protildtka byla fedéna
1:1000 v TBST bez levamisolu a inkubovana pies noc pii 4°C.

Den 3: Vzorky byly oplachnuty 6x 1 hodinu v TBST, po poslednim oplachu
byly inkubovany v TBST pfes noc pti 4°C .

Den 4: Vzorky byly ekvilibrovany dvakrat 20 minut v NTMT pufru a barveny
v minimalnim objemu 0,5 ml barviciho roztoku 30 minut aZ pfes noc (prib&h barveni
by kontrolovan pod mikroskopem). Reakce byla zastavena né€kolika oplachy 1 mM
EDTA v PBT. Vzorky byly pro dal3i pouzZiti uchovavany v 4% PFA v PBS pfi 4°C.
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3.4.20 Analyza EST

Neznamé sekvence cDNA byly analyzovany prostiednictvim programu BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ¢&i FASTA (www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/). Jako
ptiklad zde uvedu program BLAST. Princip tohoto programu spocivad ve vyfazeni
»~hevhodnych* sekvenci hned na zafatku porovnavani, kdy se algoritmus snaZi
co nejrychleji lokalizovat podobné useky sekvence bez mezer mezi sekvenci dotazu
(nami zvolena sekvence) a sekvencemi databaze. Vystup programu obsahuje seznam
sekvenci s nejlep$imi HSP (high scoring pair) spolu s hodnotami pravdépodobnosti E
(expected), které udavaji pravdépodobnost vyskytu stejné nebo lep$i podobnosti
s dotazem ve stejné velké databazi sloZzené z ndhodnych sekvenci. HSP 1ze chépat jako
usek stejné délky dvou sekvenci se skore, které uz nelze zlepsit prodlouZenim.
Nasleduje pfifazeni nejlepSich HSP a uhmna statistika ulohy. V dalsi ¢asti je uveden
ptiklad vystupu porovnani podobnosti nukleotidové sekvence cDNA (knihovny larvy
Tripedalia cystophora) s proteinovou databazi programem BLASTX.
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Zkraceny vystup programu BLASTX:

BLASTX 2.2.18+

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman

(1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 6R7FBUFU014

Database: All non-redundant GenBank CDS

translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
from WGS projects

6,668,918 sequences; 2,285,936,709 total letters

Taxonomy reports

Query=

Lengtho498 zpiisob zépisu 3e-57 =3 x 10

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

...Cast vystupu vystFiZena...

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
v

ref|XP 001636098.1] predicted protein... 223 3e-57 [3
ref|XP 001231648.1| PREDICTED: exportin 1 (CRM... 219 Te-56 m
ref|XP 001375031.1|] PREDICTED: similar to... 218 2e-55 [ﬂ[ﬁ
ref |XP 001921337.1| PREDICTED: similar to CRMl... 218 2e-55 [E
ref|XP 001919797.1] PREDICTED: similar to CRM1... 218 2e-55

...Last vystupu vystFiZena...

ref|XP 001636098.1| Ea predicted protein [Nematostella vectensis]

gb|EDO44035.1] Igfguedicted protein [Nematostella vectensis]

Length=1076

GENE ID:

5515995 NEMVEDRAFT v1gl82854 |

[Nematostella vectensis]

Score

Identities =

= 223 bits

(569),

Expect =
113/&66 (68%), Positives =

3e-57

136/166

(10 or fewer PubMed links)

(81%),

predicted protein

Gaps

= 3/166

T— frakce identickych pozic
r

46



Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

498

877

318

936

138

VLDSIVWAFKHTMRNVADIALDILHGLLMNIQQHPEAAQSFYQTYYITILQHILSVVTDT
VLDSIVWAFKHTMRNVAD L IL+ LL N++ EA+QSFYQTYYITI+QH+LSVVTDT
VLDSIVWAFKHTMRNVADTGLHILYSLLKNMEAE-EASQSFYQTYYITIVQHVLSVVTDT

SHTAGLTKHATILAHMFTQVENNAISTPLFDQMQOVRNPNMNNELYIKEYTAALLKQAYPH
SHTAGLT HATILAHMF+ E+ I+ PLF+ + + + N+ YI+EY A +L+QA+PH
SHTAGLTMHATILAHMFSLAESGKITQPLFNSSEAQYAS--NQAYIQEYIANVLRQAFPH

LQHAQIKVFVQGLFDLDNDISAFKEHLRDFLVQIKEFQGEDCVDLY 1
LQ AQIK+ VQGLF+L+ DISAFKEHLRDFLVQIKE++ ED DLY

319

935

139

993

Sbjct 994

nalezena sekvence dotaz

AQIKITVQGLFNLNQDISAFKEHLRDFLVQIKEYRSEDSTDLY

1039

...Cast vystupu vystfiZena...

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
environmental samples from WGS projects
Posted date: Jul 1, 2008 5:56 PM
Number of letters in database: -2,009,030,583
Number of sequences in database: 6,668,918

Lambda K H
0.318 0.134
Gapped

0.401

4—

udaje o
databazi

Lambda K H

0.267 0.0410 0.140

substituéni matice

Matrix: BLOSUM62 4—””————

Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1
Number of Sequences: 6668918

Number of Hits to DB: 208039841

Number of extensions: 4692076

Number of successful extensions: 11391
Number of sequences better than 10: 18
Number of HSP's better than 10 without gapping:
Number of HSP's gapped: 11369
Number of HSP's successfully gapped:
Length of query: 498

Length of database: 2285936709

19

«—

ceéna mezer

log vlastniho
vyhledavani

0

Length adjustment: 124
Effective length of query: 374

log statistiky

Effective length of database: 1458990877

Effective search space: 61277616834
Effective search space used: 61277616834
T: 12 <

A4

mezni hodnota

A: 40

X1l: 16
X2: 38
X3: 64
S1: 41
S2: 73

(7.3 bits) velikost okna

(14.6 bits)
(24.7 bits)
(20.4 bits)
(32.7 bits)
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3.4.21 Statistické zpracovani vysledki

Vysledné hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Excel 2000.
V tabulkach a grafech jsou vysledné hodnoty uvadény jako aritmeticky prumér.
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7. Vysledky

Nasleduje ptehled vysledki dosazenych pii konstrukci cDNA knihovny, analyza
genl a exprese pirin, like-glykosyltransferase a cyclin I v ramci Tripedalia cystophora,

které budou diskutovany v nasledujici kapitole.

7.1 Priprava ¢cDNA knihovny

Knihovna byla pfipravena z pigmentovanych larev T.c. nalovenych v priibéhu

1éta 2005 a fixovanych v RNA later stabilizatoru.

Izolace RNA, syntéza a amplifikace cDNA

RNA byla izolovdna metodou vyuZivajici jednofazovy roztok fenolu a guanidin
isothiocyanatu, TRIZOL, ktery b&éhem homogenizace bun&k zachovava integritu RNA.
Podle vySe uvedeného postupu se podafilo izolovat 100 ul RNA, jejiz koncentrace byla
stanovena spektrofotometrickym méfenim pfi 260 nm a ¢inila 0,44 pg/pl. Pomér
Azeo/Azgp pro posouzeni Cistoty byl 1,65. Celistvost RNA byla zkontrolovana
na 1% gelu pfi 100V (Obr. 6 A).

cDNA byla syntetizovana podle protokolu BD SMART™ cDNA Library
Construction Kit. LD PCR byla provedena s riznym poétem cykld, pfi¢emz kvalita
produktt byla kontrolovana elektroforézou. Produkty PCR reakci pti pouziti 16, 18, 20

a 21 cykli se zdaly byt pro nasledujici praci nejvhodnéjsi, proto byly smichany.

Priprava cDNA inzertu

Ziskand cDNA byla ptecisténa fenol/chloroform/isoamylalkoholovou extrakci
a St€pena enzymem Rsal. Enzym Rsal hydrolyzuje fosfodiesterové vazby obou fetézci
c¢DNA za tvorby restrikénich fragment s tupymi konci. Cilovou sekvenci Rsal je
5"GTYAC3’ a 3'CAYTG5 na komplementarnim vlakng. Produkty $tépeni byly naneseny
na 1,5% agarozovy gel a rozdéleny elektroforézou. Gel byl podle velikosti fragmentii
rozdélen na pét ¢asti: 0 = 0,5 kb — 0,6 kb, 1 = 0,6 kb — 0,8 kb, 2 = 0,8 kb — 1,0 kb,
3=1,0kb-1,5kb, 4 =1,5kb—-2,5 kb (Obr. 6 B). Fragmenty cDNA byly z gelu zpétné&
izolovany podle QIAEX II Agarose Gel Extraction protokolu a oznaceny
jako RsalcDNA (0 —4).

49



RNA marker A

3,0kb 1 2 marker marker 3 4 B
1,5kb
1,0kb

fragment 4
0,5 kb fragment 3

fragment 2
8 fragment 1

fragment 0

Obr. 6: Izolace RNA a piiprava cDNA. (A) RNA izolovana z larev T.c. Na 1% agarézovy gel
bylo naneseno 5 ul RNA, tedy pfiblizné 2,2 pg. (B) Leva fotografie: (1) cDNA po 3tépeni
enzymem Rsal, (2) Produkty PCR cykli (¢cDNA) 16, 18, 20 a 21, pfecisténé, pied St€penim.
Prava fotografie: 50 pl $t€pené cDNA bylo naneseno na 1,5% agardzovy gel,
po rozdé€leni elektroforézou byl gel rozdélen na S ¢asti podle velikosti jednotlivych

fragment.

P¥iprava klonu

Plazmid pBluescript II KS byl linearizovan enzymem Smal (za tvorby tupych
konci) a defosforylovan alkalickou fosfatazou, aby se zabranilo jeho recirkularizaci.
Inzerty RsalcDNA (0 — 4) byly do takto pfipraveného vektoru vloZeny prostfednictvim
T4 DNA ligazy. Plazmidy s inzerty byly do kompetentnich bun€k Escherichia coli
pfeneseny pomoci tepelného Soku. Transformované buiiky byly kultivovany pfes noc
na LB agarovych plotnach s pfislusnym selekénim agens. Nasledujici den byly
vypichnuty jednotlivé kolonie, které byly dale kultivovany. Plazmidy byly zpétné
izolovany metodou alkalické miniprepace, pte¢iStény a rozpusStény v TER roztoku.
Kontrola pfitomnosti izolovaného plazmidu, vloZeného inzertu, velikosti a integrity
inzertu byla provedena elektroforeticky na 1% agar6zovém gelu pfi 90 V (Obr. 7).
Plazmidy byly $tépeny enzymy BamHI a EcoRI, jejichz cilovd mista se nachazeji

v tésném sousedstvi restrikéniho mista pro enzym Smal.
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Celkem bylo izolovano téméf 3000 klonl, z nichZz pfiblizné 70% obsahovalo
plazmid s vloZzenym inzertem a bylo nasledné sekvenovano. K nejvétsim chybam b&hem
pokusu doSlo neuspé$nou ligaci inzertu (a to pfedeviim fragmentd velkych velikosti.

tedy fragmenti RsalcDNA 4) a plazmidu.

marker 286 X 295 x

3,0kb
1,0 kb

0,5 kb

0,2kb

Obr. 7: Plazmid s vyStépenym inzertem cDNA. Fotografie zobrazuje plazmidy 3tépené
enzymy BamHI a EcoRI a inzerty cDNA (286 — 295) riznych velikosti, (x) znadi

plazmidy bez inzertu.

7.2 Analyza geni

Sekvenace byla provedena servisnim pracovi§tém RNDr. Cestmira V1gka, Ph.D.
(oddéleni genomiky a bioinformatiky, UMG, Akademie véd Ceské republiky). Celkem
se podatilo ziskat 1187 sekvenci (vétSinou o délce 400 — 700 nukleotidd), které byly
dale analyzovany programem FASTA a také programem BLAST.

Jednotlivé EST byly porovnany s genomy ¢lov€ka (Homo sapiens), kopinatce
(Branchiostoma floridae), jeZovKy (Strongylocentrotus purpuratus), octomilky (Drosophila
melanogaster), had’atka (Caenorhabditis elegans) a sasanky (Nematostella vectensis). U 533
sekvenci byla nalezena homologie k alespoti jednomu z téchto modelovych organizmi.
Z téchto sekvenci byly k 342 znich stanoveny jednoznaéné ortology, které byly
sefazeny do tabulky sestupné dle miry homologie k Homo sapiens. 212 sekvenci bylo
jedine¢nych, zbylych 110 bylo sefazeno do 40 skupin. Zkazdé skupiny pak byl
v tabulce ponechan zastupce snejvy$§i podobnosti k ¢lovéku (Tab. 2). 86 EST
vykazovalo homologii k ¢lovéku, ale homology u jednoho ¢&i vice ze zvolenych

modelovych organizmii chybély. Tyto EST jsou uvedeny v samostatné tabulce (Tab. 3)
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Tab. 2: Konzervace genl Tripedalia cystophora. Tabulka prezentuje EST T.c., ke kterym byl
nalezen homolog u v3ech testovanych organizmi (pro zjednoduseni v tabulce jen &loveék,
octomilka, had’atko a meduza). V prvnim sloupci je nazev EST, v druhém nazev homologického
proteinu, ve tfetim nazev genu. Dalsi sloupce uvadi miru podobnosti (tzv. e-value)
k jednotlivym modelovym organizmim (napt. 1,20E-73 = 1,20 x 10™). (hs) Homo sapiens,

(dm) Drosophila melanogaster, (ce) Caenorhabditis elegans, (nv) Nematostella vectensis.

SID Description Gene hs dm ce nn

TCO0404R  protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta PPP1CB 1,20E-73  2,10E-74 3,20E-73 9,70E-70
TC0292R  eukaryotic translation initiation factor 2, EIF2S3 1,40E-73 6,50E-72 4,80E-65 6,00E-73
TCA1150R aldehyde dehydrogenase 6A1 precursor ALDH6A1  2,50E-66 2,50E-60 1,00E-64 2,60E-65
TC1604R  glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase) GLUL 2,80E-66 3,40E-71 2,00E-74 3,00E-72
TCI565R  proteasome alpha 6 subunit PSMAG6 2,20E-62 3,70E-47 7,00E-38 1,20E-58
TCA1086R eukaryotic translation elongation factor 1 alpha EEF1A2 5,30E-61 4,50E-61 4,70E-62 3,20E-57
TCO355R  heat shock 70kDa protein 8 isoform 2 HSPAS 2,40E-60 6,00E-63 1,40E-60 4,10E-58
TC1567R  alpha isoform of regulatory subunit A, protein PPP2RI1A 2,80E-59 1,10E-52 3,80E-40 1,40E-57
TC0562R  karyopherin alpha 3 KPNA3 1,40E-57 3,20E-57 2,70E-53 4,90E-55
TCO0340R  calnexin precursor CANX 1,10E-56 4,90E-44 8,00E-39 4,00E-57
TCO0399R  NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 2 NDUFS2 1,20E-56 2,70E-55 2,00E-49 1,60E-57
TCO0745R  esterase D/formylglutathione hydrolase ESD 2,90E-56 4,50E-45 8080E-36 2,60E-56
TCO0938R  glucose phosphate isomerase GPI 4,50E-56 7,00E-52 4,70E-51 7,80E-58
TCO0694R  catalase CAT 6,30E-56 5,30E-58 3,50E-55 1,20E-09
TC0272R  ribosomal protein L3 RPL3 2,70E-55 4,30E-61 290E-53 3,60E-56
TCO059R  ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 ATP5A1 2,50E-52 4,70E-53 8,80E-54 6,20E-54
TCO892R  ribosomal protein L10 RPL10 6,00E-52 1,50E-54 1,30E-48 2,90E-52
TC0396R  beta actin ACTB 1,40E-51 4,10E-53 3,70E-53 9,70E-52
TCAI1138R protein arginine N-methyltransferase 4 HRMTIL4  3,60E-51 3,80E-50 8,50E-42 1,40E-49
TCA1062R Ras-related GTP binding B short isoform RRAGB 4,00E-51 1,70E-42 2,10E-30 5,40E-48
TC1139R  isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble IDH1 8,30E-51 8,80E-48 1,70E-49 1,00E-49
TCO759R  6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2, PFKFB4 9,10E-51 8,70E-49 1,60E-46 4,00E-51
TC1538R  spermidine synthase SRM 1,40E-50 8,00E-43 1,10E-42 1,00E-55
TCO0439R  ras homolog gene family, member A RHOA 4,60E-50 1,80E-50 2,70E-51 2,40E-49
TCA1054R eukaryotic translation elongation factor 2 EEF2 7,70E-50 1,20E-51 9,10E-23 2,60E-45
TC1617R WD repeat domain 23 isoform 2 WDR23 2,60E-48 1,10E-19 6,60E-30 6,30E-46
TCO0323R  ras-related nuclear protein RAN 2,70E-48 3,00E-49 430E-48 1,20E-47
TCO0728R  succinate dehydrogenase complex, subunit A, SDHA 290E-48 2,50E-49 1,20E-47 6,70E-51
TCO0068R  ribosomal protein L8 RPLS 5,80E-48 1,50E-54 8,60E-48 1,60E-52
TC0249R  Na+/K+ -ATPase alpha 3 subunit ATP1A3 8,20E-48 3,30E-50 1,20E-46 1,10E-38
TCO007R  calcium/calmodulin-dependent protein kinase [D CAMKID 1,10E-47 220E-41 6,10E-41 230E-56
TCA1154R  FK506 binding protein 12-rapamycin associated FRAPI 1,30E-47 1,80E-46 220E-40 6,20E-53
TC1921U  ribosomal protein L4 RPL4 7,80E-47 9,50E-44 530E-43 1,20E-55
TCO874R  peroxisomal enoyl-coenzyme A hydratase-like ECHI1 1,80E-45 4,40E-42 1,40E-35 1,60E-48
TCO0366R  solute carrier family 25 member 3 isoform b SLC25A3 3,00E-45 340E-46 2,10E-45 1,80E-54
TC1504R  proteasome 26S non-ATPase subunit 8 PSMDS8 3,20E-45 7,70E-33 8,20E-24 1,60E-42
TC0287R  inosine monophosphate dehydrogenase 1 isoform b IMPDH1 1,40E-43  7,10E-34 1,40E-25 5,50E-39
TCO0023R  actin related protein 2/3 complex subunit 3 ARPC3 1,10E-42 5,40E-38 2,20E-32 2,60E-48
TCO0536R  TBCI1 domain family, member 22A TBC1D22A 2,20E42 1,20E-37 3,60E-37 2,80E-41
TC0202R  ribosomal protein L23 RPL23 430E-42 230E45 550E-42 540E-42
TCO0040R  DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 4 DDX4 6,80E-42 6,00E-42 3,90E-35 4,80E-55
TCO608R  ribosomal protein S15a RPSI5A 1,20E-41 6,60E-40 7,40E-37 1,20E-40
TCA1074R heat shock 90kDa protein 1, alpha isoform 2 HSPCA 390E-40 5,80E-39 4,00E-38 1,60E-39
TCO0744R  phosphatidylinositol glycan, class K precursor PIGK 6,00E-40 6,20E-37 1,50E-28 4,90E-40
TC0369R  H2A histone family, member V isoform 1 H2AFV 1,70E-39 6,20E-40 1,40E-36 6,70E-41
TCO0375R  ribosomal protein S5 RPSS 2,30E-39 4,10E-36 3,30E-36 1,50E-41
TCO0613R  SET translocation (myeloid leukemia-associated) SET 2,50E-39 5,10E-32 9,50E-10 1,30E-37
TC1591R electron transfer flavoprotein, alpha ETFA 1,40E-38 2,50E-40 4,60E-37 3,10E-44
TC1658R  calmodulin 2 CALM2 9,80E-38 290E-38 1,20E-39 5,90E-38
TCO0082R  mitochondrial phosphoenolpyruvate carboxykinase PCK2 1,10E-37 1,80E-34 7,80E-40 3,50E-38
TCO599R  ribosomal protein L13 RPL13 1,50E-37 2,30E-35 1,20E-34 2,70E-44
TC0446R  GALNAC-TI1 GALNTI11  2,30E-37 530E-38 6,40E-38 2,70E-47
TCO118R  hydroxyacy! dehydrogenase, subunit A HADHA 5,60E-37 7.80E-39 §8,30E-30 240E-46
TC1655R  sulfide dehydrogenase like SQRDL 7,60E-37 2,00E-27 4,90E-23 7,40E-42
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TCO0356R
TCO103R
TC0462R
TC1098R
TC1978R
TCO0602R
TCO0279R
TCO0917R
TCO0601R
TCO0364R
TCOI30R
TC1625R
TCO0048R
TCO0921R
TCO0387R
TCA1038R
TC1973U
TCO0490R
TCO0229R
TCO178R
TC0974R
TCO887R
TC0423R
TCAI077R
TCO099R
TCAI061R
TCI908R
TC1886R
TC1600R
TCO0955R
TCO101R
TCO0391R
TC1527R
TC1975U
TCO0609R
TC0293R
TC0760R
TCO0797R
TCAI051R
TCAI1075R
TC1175R
TCO811R
TC0450R
TCO585R
TCO0703R
TC1606R
TC1674R
TCO0333R
TCAI1019R
TCO619R
TCO0384R
TCO132R
TC1663R
TCO0520R
TCO593R
TCAI1034R
TC0624R
TCAI097R
TC0467R
TC0374R
TCO0050R
TCO0062R
TC0737R
TC1143R
TC1726R
TC1985R

ribosomal protein S15

adaptor-related protein complex 1 beta 1 subunit
Huntingtin interacting protein E

brain creatine kinase

hypothetical protein LOC79654
carnitine/acylcarnitine translocase

chapsyn-110

Na+/K+ -ATPase alpha 2 subunit proprotein
ribosomal protein PO

ribosomal protein S3

RAE1 (RNA export 1, S.pombe) homolog
sorting nexin associated golgi protein 1
proteasome alpha 7 subunit isoform 1

NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 2
CSE1 chromosome segregation 1-like protein
MEGF11 protein

zinc finger protein 596

protein disulfide isomerase-associated 3
hypothetical protein LOC146845

ribosomal protein L.23a

minichromosome maintenance protein 3 associated
dual specificity phosphatase 22

RAN binding protein S

ATPase, H+ transporting, lysosomal 50/57kDa, V1
microtubule-associated protein 1 light chain 3
pleckstrin homology domain containing, family A
ATP-binding cassette sub-family B member 1
tumor rejection antigen (gp96) 1

Apg3p

degenerative spermatocyte homolog 1, lipid
ribophorin | precursor

ferritin, heavy polypeptide 1

LIM domain only 6

BS receptor

ribosomal protein S4, X-linked X isoform
aconitase |

RAB35, member RAS oncogene family

MYG1 protein

glutamate dehydrogenase 1
S-adenosylmethionine decarboxylase 1 precursor
thioredoxin family Trp26
trans-prenyltransferase

phosphoglucomutase 3

WD repeat-containing protein 1 isoform 2
tissue specific transplantation antigen P35B
prickle-like 1

rabphilin 3A-like (without C2 domains)
ubiquinol-cytochrome ¢ reductase core protein
tetraspanin 14

superoxide dismutase 1, soluble

ubiquitin-like protein fubi and ribosomal
ribosomal protein L9

fast skeletal myosin alkali light chain 1
translocase of inner mitochondrial membrane 17
DNA polymerase delta interacting protein 2
TNF receptor-associated factor 3 isoform 2

cell division cycle 20

CD151 antigen

ribosomal protein S20

ras homolog gene family, member B
prolylcarboxypeptidase isoform | preproprotein
ornithine decarboxylase 1

dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation
fibulin 1 isoform A precursor

proteasome activator subunit 3 isoform 1
myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle
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RPSI15
APIBI
HYPE
CKB
HECTD3
SLC25A20
DLG2
ATP1A2
RPLPO
RPS3
RAEI1
SNAGI
PSMA7
NDUFV2
CSEIL
MEGF11
ZNF596
PDIA3
wdrl6
RPL23A
MCM3AP
DUSP22
RANBP5
ATP6V1H
MAPILC3C
PLEKHA3
ABCBI1
TRAI
APG3L
DEGSHI
RPN1
FTHI
LMO6
hfl-B5
RPS4X
ACOl1
RAB35
C120rf10
GLUDI
AMDI1
Clorf128
TPRT
PGM3
WDRI1
TSTA3
PRICKLEL!
RPH3AL
UQCRC2
TSPAN14
SOD1
FAU
RPL9
MYLI1
TIMMI17A
POLDIP2
TRAF3
CDC20
CD151
RPS20
RHOB
PRCP
ODC1
DYRK2
FBLN1
PSME3
MYHI0

2,60E-36
5,10E-36
6,00E-36
8,90E-36
2,50E-35
3,30E-34
6,20E-34
1,20E-33
1,90E-33
2,20E-33
5,10E-33
5,40E-33
7,80E-33
1,10E-32
1,20E-32
1,40E-32
3,60E-32
3,80E-32
9,60E-32
9,80E-32
1,60E-31
2,70E-31
420E-31
5,80E-31
1,40E-30
9,40E-30
4,70E-29
1,70E-28
2,00E-28
2,30E-28
1,30E-27
1,30E-27
3,70E-27
420E-27
6,60E-27
2,40E-26
4,00E-26
5,10E-26
5,90E-26
8,10E-26
9,00E-26
1,40E-25
5,90E-25
1,30E-24
1,40E-24
1,40E-24
1,80E-24
2,40E-24
8,50E-24
1,20E-22
1,70E-22
3,30E-22
6,10E-22
1,10E-21
1,20E-21
1,90E-21
3,00E-21
4,80E-21
6,10E-21
1,30E-20
1,90E-20
2,10E-20
2,20E-20
2,50E-19
4,20E-19
5,00E-19

9,20E-40
1,70E-41
7,60E-34
1,50E-69
9,10E-11
2,50E-33
3,90E-16
1,20E-36
8,50E-37
8,10E-29
1,90E-29
1,80E-23
4,60E-28
1,40E-26
6,30E-27
1,00E-27
5,10E-25
2,20E-37
2,00E-16
5,80E-27
6,10E-30
9,10E-28
2,70E-25
6,10E-32
1,10E-13
9,30E-11
6,40E-30
1,30E-29
1,20E-17
2,50E-31
5,80E-15
1,00E-19
4,10E-29
3,10E-28
1,90E-26
1,30E-28
4,30E-22
3,20E-12
7,60E-22
6,50E-20
7,10E-28
5,00E-24
9,50E-21
4,30E-20
4,80E-17
1,80E-25
6,90E-20
5,40E-13
1,60E-24
1,30E-26
7,70E-21
5,30E-22
6,70E-23
4,80E-18
5,10E-22
1,90E-18
2,10E-14
1,60E-15
1,30E-20
1,00E-18
2,60E-12
2,80E-16
5,80E-14
2,00E-15
9,20E-15
4,20E-20

2,20E-33
3,20E-30
1,20E-27
2,60E-59
1,10E-08
1,80E-29
2,70E-13
2,80E-30
2,30E-38
5,40E-30
1,40E-18
8,20E-28
2,00E-18
1,80E-28
2,60E-11
8,20E-33
2,50E-20
1,10E-31
2,10E-05
3,50E-22
1,50E-23
1,30E-11
1,20E-07
3,50E-28
3,90E-20
1,80E-05
1,10E-29
6,40E-30
6,90E-18
2,30E-24
3,10E-15
9,70E-28
4,10E-34
4,80E-15
1,00E-24
4,70E-26
6,00E-19
1,40E-23
1,10E-22
6,90E-17
1,50E-21
1,40E-16
2,30E-12
1,50E-16
4,70E-22
1,00E-30
5,50E-19
1,50E-12
1,10E-18
6,80E-27
4,30E-19
2,60E-21
2,60E-22
8,90E-17
4,30E-07
5,90E-20
4,50E-07
5,50E-09
1,40E-19
5,20E-21
1,80E-15
1,20E-15
2,00E-13
3,20E-16
1,90E-15
1,70E-18

1,00E-38
3,10E-45
1,50E-35
2,50E-40
2,60E-34
6,40E-38
6,10E-37
7,80E-34
3,70E-36
4,40E-32
6,90E-33
1,00E-38
5,20E-33
2,60E-24
1,70E-33
3,00E-25
2,20E-32
8,60E-37
2,40E-33
4,60E-31
6,50E-31
3,50E-27
5,20E-29
3,60E-29
2,50E-36
1,50E-38
3,70E-31
1,80E-32
3,70E-23
8,30E-29
9,80E-29
1,30E-38
6,30E-38
1,30E-30
3,90E-27
6,80E-29
5,10E-23
7,30E-28
3,80E-28
5,90E-31
6,60E-29
9,70E-25
5.30E-24
2,20E-25
7,70E-21
2,80E-36
6,10E-22
3,40E-25
5,10E-29
2,80E-30
6,10E-27
5,60E-25
3,20E-24
6,80E-29
9,10E-25
1,50E-56
5,50E-26
4,40E-32
3,00E-21
3,40E-24
3,30E-19
1,40E-26
2,50E-15
4,80E-17
2,60E-14
4,60E-17



TCI1212R
TC1643R
TC1082R
TCO888R
TCO752R
TCO0390R
TCO0757R
TCO610R
TCO0638R
TCO0688R
TCO159R
TCO0032R
TC1131R
TCO0702R
TCAIL156R
TCO0700R
TCO550R
TCO0297R
TC0465R
TCI577R
TCAI0S56R
TCO0456R
TCO0766R
TC0922R
TCO0641R
TCO813R
TC0406R
TCO0504R
TC1578R
TCA1117R
TCO0339R
TC0373R
TC1879R
TC1226R
TC1854R
TCO319R
TC0378R
TCO0872R
TCO751R
TCO0978R
TCO0037R
TCO0418R
TC0948R
TC0070R
TC0720R
TC1644R
TC0991R
TCO172R
TCA1027R
TC1524R
TCI861R
TCI1229R
TC0682R
TCA1006R
TC1189R
TC1739R
TCO041R
TCO0419R
TCO0326R
TC0820R
TCO0781R
TCA1127R
TCO0213R
TC0746R
TCO0336R
TCO0080R

adhesion regulating molecule 1 precursor
carboxyl ester lipase precursor

glutamate receptor, metabotropic 4

casein kinase II alpha 1 subunit isoform b
eukaryotic translation initiation factor 3,

von Hippel-Lindau binding protein 1
macrophage receptor with collagenous structure
Sec61 beta subunit

cholinergic receptor, nicotinic, alpha
Kruppel-like factor 15

H1 histone family, member 0

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide S
caltractin

tolloid-like 1

tumor susceptibility gene 101

putative NFkB activating protein 373 isoform 1
poly A binding protein, cytoplasmic 4
tropomyosin 4

PHD finger protein 10 isoform b

NADPH cytochrome B35 oxidoreductase
general transcription factor 1I1B

endomembrane protein emp70 precursor isolog
tropomyosin 1 alpha chain isoform 2
synaptotagmin [X

D-aspartate oxidase isoform b
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain
collectin sub-family member 12 isoform Il
folylpolyglutamate synthase isoform b

sorcin isoform b

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 3
ankyrin 1 isoform 2

phosphatidic acid phosphatase type 2B
fructose-bisphosphate aldolase C

hypothetical protein LOC57003
CCAAT/enhancer binding protein gamma
myosin IB

natriuretic peptide receptor A/guanylate cyclase
cytochrome P450, family 1, subfamily B,
acetylcholinesterase collagen-like tail subunit
inner membrane protein, mitochondrial
tropomyosin 3

aldehyde oxidase 1

nucleosome assembly protein 1-like 4
carbonic anhydrase XIV precursor

TPR domain, ankyrin-repeat and

developing brain homeobox 2
ADP-ribosylation factor-like 3

homeo box B2

collagen, type XI, alpha 2 isoform 3
cytochrome P450, family 4, subfamily B,
creatine kinase, mitochondrial 1A precursor
hypothetical protein LOC758
cystathionine-beta-synthase

alpha 2 type VI collagen isoform 2C2a precursor
ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 (rho
tubulin alpha 6

CDADO2 protein

dentin sialophosphoprotein preproprotein
nuclear transcription factor Y, alpha isoform 2
SEC14-like 3

hypothetical protein LOC84553
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
exportin 1

tripeptidyl peptidase 11

family with sequence similarity 46, member A
cytochrome c-1
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ADRMI1
CEL
GRM4
CSNK2A1
EIF3S8
VBPI
MARCO
SEC61B
CHRNA4
KLF15
HIFO
DDXS$S
CETN2
TLLI
TSG101
Clorfl139
PABPC4
TPM4
PHF10
CYBS5R4
GTF2B
SMBP
TPMI1
SYT9
DDO
CHCHD2
COLECI12
FPGS
SRI
DNAJA3
ANK
PPAP2B
ALDOC
GKO001
CEBPG
MYOIB
NPR1
CYPIBI
COLQ
IMMT
TPM3
AOXI
NAPIL4
CAl4
TANC
DBX2
ARL3
HOXB2
COL11A2
CYP4Bl1
CKMTIA
C22o0rfl
CBS
COL6A2
RAC3
TUBAG6
elF2A
DSPP
NFYA
SEC14L3
Cé6orf168
GAPDH
XPO1
TPP2
FAM46A
CYCI

2,50E-18
5,00E-18
1,20E-17
1,70E-17
3,50E-17
4,70E-17
1,30E-16
2,80E-16
2,80E-16
4,70E-16
3,00E-15
3,30E-15
5,00E-15
7,20E-15
1,70E-14
2,60E-14
2,90E-14
3,00E-14
5,90E-14
8,80E-14
1,20E-13
2,70E-13
5,90E-13
7.90E-13
1,30E-12
1,40E-12
2,50E-12
7,20E-12
7,30E-12
1,60E-11
3,10E-11
6,10E-11
1,80E-10
2,00E-10
3,20E-10
4,40E-10
4,70E-10
1,30E-09
1,70E-09
2,10E-09
8,80E-09
1,10E-08
1,70E-08
4,90E-08
6,00E-08
7,20E-08
7,60E-08
3,90E-07
3,90E-07
4,80E-07
4,80E-07
5,10E-07
6,90E-07
4,30E-06
7,00E-06
1,10E-05
3,10E-12
1,80E-06
5,60E-16
1,20E-17
4,60E-22
3,40E-40
9,90E-37
3,90E-43
9,00E-45
3,30E-52

4,30E-11
6,60E-24
1,10E-14
5,40E-16
5,50E-16
4,00E-16
3,90E-14
5,70E-17
1,50E-17
2,60E-16
2,00E-08
1,00E-15
5,10E-13
2,00E-16
1,40E-09
1,70E-17
1,00E-15
5,90E-13
1,20E-07
7,00E-07
7,30E-12
2,10E-14
1,80E-14
3,30E-11
4,00E-14
2,80E-12
3,00E-11
1,50E-06
3,50E-12
1,70E-12
2,50E-10
1,60E-08
7,30E-11
2,20E-10
5,70E-05
4,10E-09
1,70E-10
7,70E-06
2,10E-09
1,80E-07
2,30E-08
2,40E-08
9,40E-06
2,70E-08
1,60E-08
3,40E-08
6,50E-05
2,40E-08
6,50E-07
2,40E-05
1,10E-19
3.20E-06
3,50E-05
3,20E-06
2,10E-06
2,80E-06
1,80E-05
8,30E-07
7,80E-11
1,30E-11
4,30E-12
6,10E-38
1,50E-34
1,30E-18
4,40E-46
4,70E-53

1,60E-08
1,70E-18
3,00E-11
7,30E-19
1,10E-11
4,20E-09
2,60E-21
8,80E-14
9,40E-15
2,60E-18
1,80E-14
1,70E-15
2,30E-05
3,00E-22
2,10E-13
4,30E-08
1,10E-17
6,70E-14
4,90E-06
4,50E-06
3,80E-11
1,00E-12
2,80E-14
4,40E-10
4,20E-11
1,40E-12
2,90E-16
2,40E-07
5,70E-08
1,60E-10
4,10E-13
1,90E-08
3,30E-08
3,40E-11
8,00E-05
4,30E-05
1,40E-09
6,60E-07
4,40E-13
6,50E-09
4,00E-07
4,30E-05
2,00E-05
3,10E-07
4,50E-07
5,70E-07
9,60E-06
1,80E-07
2,00E-08
3,50E-05
6,40E-13
8,10E-05
9,50E-06
1,70E-07
5,40E-05
1,20E-05
1,80E-08
1,80E-06
9,70E-08
1,60E-11
1,40E-14
5,30E-39
3,30E-22
3,50E-32
9,40E-30
1,80E-43

1,90E-17
1,70E-18
1,00E-15
1,10E-18
4,60E-20
1,60E-15
8,90E-19
1,30E-17
4,50E-18
5,70E-20
1,10E-23
1,40E-18
2,60E-17
4,60E-21
1,10E-12
3,60E-17
9,50E-18
1,50E-19
3,50E-15
3,80E-11
2,30E-10
8.80E-14
3,20E-19
1,00E-16
3,90E-14
2,50E-19
6,50E-14
4,70E-10
2,40E-15
1,60E-13
8,60E-07
1,30E-13
8,10E-12
3,10E-11
3,30E-10
5,60E-07
3,00E-21
8,40E-10
1,40E-09
2,50E-10
2,40E-10
1,30E-16
2,20E-26
2,70E-06
1,10E-05
1,20E-09
1,80E-06
8,60E-08
2,20E-09
3,90E-08
3,40E-08
4,90E-06
5,20E-09
7,60E-10
1,20E-05
8,40E-07
9,30E-24
2,40E-07
2,50E-17
6,40E-21
7,00E-29
1,40E-40
4,70E-36
5,60E-44
1,50E-46
3,50E-27



Tab. 3: Ztracené geny. Tabulka prezentuje EST T.c., u kterych se minimalné k jednomu
modelovému organizmu nenalezl jednoznaény homolog. EST jsou sefazeny podle miry
podobnosti ke ¢Elovéku sestupné. V prvnim sloupci je nazev EST T.c., vdruhém nazev
homologického proteinu, ve tfetim nazev genu. Dalsi sloupce uvadi miru podobnosti
k jednotlivym modelovym organizmim. (hs) Homo sapiens, (bf) Branchiostoma floridae,
(sp) Strongylocentrotus purpuratus, (dm) Drosophila melanogaster, (ce) Caenorhabditis

elegans, (nv) Nematostella vectensis.
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Konzervace genii mezi Zahavci a obratlovci

Z tabulek 2 a 3 jasn¢ vyplyva, Ze n€které geny 7.c. jsou v ramci Zivodi$né Fise
dobie konzervované. EST snejvy$§i mirou podobnosti k ¢lovéku je PPPICB, gen
kédujici katalytickou podjednotku B serin/threonin specifické fosfatazy. Tento enzym se
ucastni mnoha bunéénych procesi véetné bunécného déleni, metabolizmu glykogenu,
svalové kontrakce ¢i syntézy proteint (napi. CEULEMANS a BOLLEN 2004).

Konzervace faktor proteosyntézy, stejn€ jako ribozomalnich proteini ¢i tRNA,
je znama (GANOZA et al. 2002). Proto neni divu, ze druhym EST v na$i tabulce
(tedy EST s druhou nejvyssi podobnosti k ¢lovéku v knihovné) je eukaryotic translation
iniciation factor2, ktery katalyzuje prvni krok iniciace syntézy proteind. Naopak
nejcastéjSim EST je eukaryotic translation elongation factor 1 alpha, jehoz funkci je
umistit aminoacyl-tRNA do akceptorového mista ribozomu. Mezi EST s velkou
podobnosti patii také eukaryotic translation elongation factor 2, katalyzujici translokaci
ribozomu za vyuziti energie z hydrolyzy GTP. Knihovna dale obsahuje celkem Sestnact
homologt ribozomalnich proteinti, z nichZz devét je soucasti velké (60S) podjednotky,
Sest malé (40S) podjednotky cytoplazmatického ribozomu a jeden tvofi soucast malé
podjednotky mitochondridlniho ribozomu. Nalezneme zde také tfi rtizné aminoacyl-
tRNA syntetazy, enzymy z tfidy ligaz, které katalyzuji tvorbu kovalentni vazby mezi
AK atRNA.

Dalsimi vysoce konzervovanymi geny jsou ty, které kdéduji komponenty
cytoskeletu a nékteré proteiny snim asociované. Konzervaci genl 7.c. napfic
zivoGisnou Fisi jsme se pokusili ukdzat pravé na strukturni slozce cytoskeletu,
globularnim proteinu aktinu (Obr. 8). Aktin je jedna z nejhojnéjSich intracelularnich
bilkovin vSech eukaryotickych bunék, jejiz aminokyselinové sekvence jsou u riznych
zivo¢isnych druhi obvykle z 90% identické. Gen pro aktin znasi knihovny koduje
jednu z Sesti moznych izoforem aktinu, beta aktin (ACTB). Dal$imi EST, jejichz funkce
je spojena s cytoskeletem, jsou napk. actin related 2/3 complex subunit 2 a 3. Tyto geny
kéduji vzdy jednu ze sedmi podjednotek (p34 a p21) lidského Arp2/3 proteinového
komplexu, zapojeného do regulace polymerace aktinu (WELCH et al. 1997). Caltractin
je Ca®" vazajici protein tvotici strukturni komponentu centrozomu (LEE a HUANG
1993). V souvislosti s cytoskeletem nesmime opomenout ani fubulin beta 6, élena
rodiny tubulint, a tubulin gamma complex associated protein 6, slozku komplexu

odpovédného za nukleaci mikrotubuld v centrozomu.
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207

——— H. sapiens - beta actin

X. laevis - beta actin

D. rerio - beta actin

649

391

H. sapiens - gamma actin

— C. intestinalls - actin

S. purpuratus - actin
266
~ 302
T. adhaerens - actin
307 P. carnea - actin
B. floridae - actin
695 |
45 T. cystophora - beta actin
C. elegans - actin

386

D. melanogaster - actin

Obr. 8: Konzervace aktinu. Fylogeneticky strom znazorfiuje konzervaci aktinu

v Zivocisné tisi (bootstrap 1000).
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Genové ztraty

Jak je patrno ztabulky 3, naSe knihovna obsahuje i jisté procento genti (32%
EST), které se zdaji byt T.c. vyuZivané, ale pro které u né&kterych modelovych
organizml nebyl jejich homolog nalezen. Nejvice té€chto genovych ztrat nalézame
u had’atka, nejmén€¢ u sasanky (Tab. 4). Ztrata gend ¢&i piesnéji genovych sad
uoctomilky a had’'atka jiz byla popsana (napi. HUGES a FRIEDMAN 2004).
K vyjadieni celkového poméru vyskytu homologii mezi ¢&tyfhrankou, ¢lovékem,
octomilkou a had’atkem, byla srovnana mira jejich podobnosti. Jako geny, které maji
blize &lovéku, byly povazovany ty, které maji rozdil hodnot podobnosti >10° atd. Navic
z vysledkl vyplynulo, Ze celych 14% T.c. EST nema svého homologa u octomilky
ani had’atka (Obr. 9).

Tab. 4: Tabulka ukazuje procento chybéjicich homologii z celkového poctu 272 EST
u jednotlivych modelovych organizmi. (bf) Branchiostoma floridae, (sp) Strongylocentrotus
purpuratus, (dm) Drosophila melanogaster, (ce) Caenorhabditis elegans, (nv) Nematostella

vectensis.

bf sp dm ce nv
6,50% 9,00% 16,00% 23,00%  4,00%

37%
a1 @2

a3 m4

5% 14%

Obr. 9:. Konzervace genii Tripedalia cystophora. Graf ukazuje miru podobnosti T.c. EST
k octomilce, had’atku a ¢lovéku. Stfedni stupefi podobnosti (1), vyssi podobnost k ¢lov€ku (2),

vyskyt homologi pouze u Elovéka (3), blize k octomilce ¢i had’atku (4).
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Analyza EST

Jednotlivé EST sekvence byly porovnany proti databazi UniProt (Swiss-Prot —
rué¢né anotovano, TTEMBL — automaticky anotovano; http://www.uniprot.org/). K 411
znich byly nalezeny homology (E < 107% a piifazeny genové ontologie (GO).
Ze ziskanych dat byly na zdkladé lokalizace daného proteinu v buiice (325 GO)
a bunééného procesu (1378 GO) sestaveny grafy. Z vysledkil vyplynulo, Ze cela
polovina z celkového po¢tu EST je lokalizovéana v cytoplazmé buiiky, o druhé az ¢tvrté
misto se pak téméf rovnocenné d€li plazmatickd membrana, mitochondrie a jadro
(Obr. 10). Pokud jsme EST rozdélili podle funkce, vétsina z nich je odpovédna
za metabolické procesy (Obr. 11). Funkce proteinti byly dohledany na webovych
strankach The Gene Ontology (http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi).

Jednotlivé EST sekvence byly porovnany s databazi UniProt
(http://www.uniprot.org/). K 530 z nich byl nalezen jednozna¢ny homolog (E < 10
ak 208 snejvys$si mirou podobnosti piifazena genova ontologie. Ze ziskanych dat
(115 GO) byl na zakladé funkce daného proteinu v burice sestaven graf. Z vysledki

vyplynulo téméf rovnomérné rozdéleni funkci EST v buiice (Obr. 12).

13%

B
m2
o3
o4
o5
m6
m7

50%

Obr. 10: Vyskyt EST v ramci buiiky. Cytoplazma (1), plazmatickd membrana (2), jadro (3),
endoplazmatické retikulum &i Golgiho aparat (4), cytoskelet (5), mitochondrie (6), jiné (7).
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1%

11%
@1

m2
6% o3
o4
3% m5
m6

Obr. 11: Rozdéleni EST podle bunééného procesu. Metabolizmus (1), transport (2), regulace

bunéénych procesi (3), zprostfedkovani bunééné odpovédi (4), vyvojové procesy (5), jiné (6).

9%

@1
02
m3
04
[ ]

13% W6
|7
ms

12%

16%

Obr. 12: Funkce EST produkti v buiice. Vazba nukleovych kyselin (1), vazba nukleotida (2),
vazba proteinl (3), jina vazba (4), hydrolazy (5), transferazy (6), jina katalyticka funkce (7),
jiné (8).
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7.3 Studium exprese genu

Cilem této Casti diplomové prace bylo pomoci metody RNA in situ hybridizace
vizualizovat pfitomnost vybranych zajimavych gendi a to pravé t&ch, které jsou mezi
zahavci a obratlovei konzervovany, zatimco u octomilky & had’atka nebyly jejich
homology nalezeny. Charakterizovana byla exprese (na trovni mRNA) T.c. like -
glycosyltransferase, T.c cyclin I a T.c pirin (Tab. 5). Jako kontrola funk&nosti RNA
in situ hybridizace byla pouZita ovéfena riboproba syntetizovana pro JIA krystalin
(majoritni protein €otky T.c.). Jako jedna z negativnich kontrol bylo pouZito stejné
barveni bez préby.

K hybridizaci byla pouZita vypreparovana a fixovand rhopalia z dospélych
jedinct Tripedalia cystophora, nalovenych v prib&hu léta 2005.. Neéktefi jedinci byli
dale pfivezeni Zivi a z larev uvolnénych ze samic se podafilo zalozit stabilni kultury
polypl. Za optimalnich podminek polypi metamorfuji v medtzu. Juvenilni meduzy byly
odebirany a (celé ¢i pouze vypreparovana rhopalia) fixovany pro pozd&jsi vyuziti,

v naSem piipad¢ opét pro in situ hybridizace.

SID Description Gene hs mm ce dm
TCO0764R | like-glycosyltransferase [ LARGE | 1,10E-20 | 4,60E-21
TCO0295R | pirin PIR 8,80E-19| 4,60E-19
TC1583R | cyclin | CCNI 1,20E-14 | 2,10E-14

Tab. 5: Vybrané geny z EST knihovny z larev T.c., které byly pouZity pro in situ
hybridizaci. Z tabulky je patrna zna¢na konzervace téchto genti mezi T.c. a obratlovci.
Homology u octomilky ¢&i had’atka se nenalezly. (hs) Homo sapiens. (mm) Mus musculus.

(dr) Danio rerio. (ce) Caenorhabditis elegans. (dm) Drosophila melanogaster.
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Like-glycosyltransferase

Prvnim z vybranych genl byl T.c. like-glycosyitransferase. Cilem pokusu bylo
potvrdit, Ze je nejen pfitomny v genomu 7.c., ale Ze je také skute¢né transkribovan,
ato se specifickym vzorem exprese. Dal§im tkolem bylo zjistit, zda misto exprese
tohoto genu (mRNA) ptipadn€ odpovida specializované funkci jeho produktu.

VySe popsanou metodou RNA in situ hybridizace na celych jedincich byla
skute¢né vizualizovana ptitomnost like-glycosyltransferase v tkanich rhopalia. Jednalo
se o dno gastrovaskularni dutiny, kde se nachédzeji builky endodermalniho pivodu
s mikroklky, a o €o€ku horniho i dolniho oka. Pfipadna funkce tohoto proteinu v epitelu

gastrovaskularni dutiny bude diskutovana v nasledujici kapitole.

Cyclin 1

Jednim z vybranych genti byl i T.c. cyclin I. Cykliny jsou obecné znamé
pfedev§im diky svému vyznamu pfi regulaci bunééného cyklu a to prostfednictvim
interakce s cyklin dependentnimi kindzami (CDK) a nasledné fosforylace cilovych
proteind. Jejich hladina obvykle osciluje v zavislosti na fazi buné¢ného cyklu. Cilem
pokusu bylo opét dokéazat, Ze je tento gen v genomu 7.c. nejen piitomen, ale je
1 vyuZivan, tedy alespori v minimalni mife exprimovan (mRNA). Dal$im ukolem bylo
charakterizovat misto exprese a zjistit moZnou funkci translatované¢ho proteinu v dané
tkani.

Cyclin I je v ramci rhopalia exprimovan v posteriorni oblasti, kde se mimo jiné
nachazeji nediferenciované (zasobni) buiiky. To by mohlo mit souvislost s neobvyklou

funkci tohoto proteinu, jak bude zminéno v Diskusi.

Pirin

Tietim genem, jehoZ expresi jsme se snazili v ramci rhopalia prokazat, byl T.c.
pirin. Pirin je podle soufasnych poznatkli mezi savci, rostlinami, houbami a dokonce
prokaryotickymi organizmy siln¢ konzervovany jaderny protein (WENDLER et al.
1997). Hovofi se o mnoha jeho vlastnostech, ale pfesna biologicka funkce zatim neni
znama. Cilem bylo tedy popsat misto exprese pirin a pomoci dostupné literatury urcit
jeho mozZnou funkci v dané tkéani.

Pirin je v rhopaliu opravdu exprimovan (mRNA) a to v epitelu o¢niho pohérku

pobliZ okraje ¢o€ky horniho i dolniho oka.
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J1A crystallin

Obr. 13: RNA in situ hybridizace na rhopaliich Tripedalia cystophora pro vybrané geny.
Cervena §ipka pripadné pferuiovana &ara vyznaGuji zasadni €i hife pozorovatelna mista
exprese. Cervena hvézdika zna&i mista nespecifického barveni. PB — po odstranéni pigmentu.
Nasleduje popis lokalizace mRNA. (A) Like- glycosyltransferase: dno statolithové dutiny,
&okky horniho i dolniho oka. (B) Cyclin I: posteriorni &ast rhopalia. (C) Pirin: okraje o¢nich
poharkii, gastrovaskularni dutina. (D) J1A crystallin: pozitivni kontrola. (E) Negativni kontrola

— bez proby.
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8. Diskuze

Konzervace genovych sad

vvvvv

podle toho, jak se postupné jeden z druhého vyvijely a divergovaly. Geny tak vytvareji
pfirozené skupiny vzdjemné si pfibuznych geni nazyvané genové rodiny (blizka
pfibuznost) ¢i nadrodiny (vzdalend piibuznost). N&které geny jsou v ramci Zivogisné
fiSe vysoce konzervované, jiné naopak nékteré organizmy zcela pfestaly vyuzivat.

V soucasnosti jsou vyznamnym modelem pro studium evoluce mnohobunéénych
zivocichli zahavci, nebot’ na molekularni urovni odrazeji zakladni vyvojové procesy
sdilené vétdinou bilaterii. Zahavci vyuZivaji evoluén& konzervované geny kédujici
funkéni domény, traskripéni faktory, proteiny pro apoptdzu, extracelularni signalizaci,
atd. Konzervace genové vybavy mezi zahavci a vys$§imi Zivolichy, piedev§im
obratlovci, je zjevna. Jednim zcili této prace bylo vytvofit EST knihovnu z larev
¢tythranky Tripedalia cystophora, analyzovat jednotlivé geny a urdit miru jejich
podobnosti k vybranym modelovym organizmtm. Tripedalia cystophora je unikatnim
zastupcem zahavcu, pro nasi laboratot slouzi pfedevsim ke studiu vyvoje oéi.

Z vytvotené cDNA knihovny se podafilo charakterizovat 342 EST. Podobné
jako v publikovanych studiich na Acropora millepora & Nematostella vectensis
(KORTSCHAK et al. 2003, PUTNAM et al. 2007) jsme nalezli mnoho gent, které jsou
mezi T.c. a obratlovci zachovany, 44% z nich dokonce vykazuje vy$$i miru podobnosti
k ¢lovéku nez k octomilce ¢i had’atku. Naopak pouhych 5% EST ma k t€émto
bezobratlym blize (viz. Obr. 8). Tyto vysledky potvrzuji trend vétsi pribuznosti
Zahav¢ich a obratlov¢ich sekvenci (nez mezi octomilkou ¢i had’atkem), ktery byl jiz
diive popsan (HAYWARD et al. 2002, SPRING et al. 2002).

Mezi EST vykazujicimi nejvy$si hodnotu podobnosti se viemi vybranymi
modelovymi organizmy patfi pfedevim ty, které jsou homologické s tzv. provoznimi
geny. To neni pfekvapenim, nebot’ tyto geny, zaji$t'uji bazalni metabolizmus bunky a
nami charakterizovanych jako provozni geny, bylo podobné izolovano i z jinych

zahavci, napiiklad meduzy Cyanea capillata (YANG et al. 2003). Mezi jejich produkty
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patfi proteiny tepelného Soku, cytoskeletarni a membréanové proteiny, histony, proteiny
Ucastnici se syntézy nukleovych kyselin, proteosyntézy a mnoho dalich. Cim je
podobnost mezi sekvencemi niZsi, tim ¢ast&ji nalézame geny kédujici proteiny s vice

specializovanou funkci.

Genova ztrata u vyvejovych linii vedoucich k octomilce a had’atku

V ptedchozi kapitole bylo uvedeno, Zze Zahav&i geny maji Casto blize gentim
obratlovcl neZ bezobratlych. Celogenomova hledani proti EST knihovné z larev T.c.
dokonce odhalila mnoho genti (14% EST z knihovny), které jsou mezi &étythrankami a
obratlovci zachovany, ale u octomilky a had’atka chybi. K podobnému zavéru dosli ve
své studii 1 Kortchak a kolektiv (KORTCHAK et al. 2003). Absence T.c. homologi u
t€chto modelovych organizmii by mohla odraZet sekundarni genovou ztratu u linii
vedoucich k ptislusSnym bezobratlym. V nékterych pfipadech tyto EST nevykazovaly
homologii ani k Zddnému jinému vybranému modelovému organizmu. Napfiklad gen
Tripeptidyl-peptidase I byl prozatim popsan jen u savcl, homolog nalezen u Zahavce
Nematostella vectensis. Tento gen koduje lysozomalni serin protedzu odstépujici
tripeptidy z volného aminového konce malych polypeptidd. In vitro $tépi nékteré
hormony, kolagen, atd. Disfunkce je spojovana s détskou ceroidni lipofuscindzou,
neurologickym degenerativnim onemocnénim charakteristickym zvySenym usazovanim
lipidi v tkdnich (GOLABEK er al. 2003, GOLABEK a KIDA 2006). Tento gen byl
dfive povaZzovan za obratlovéi evoluéni ,novinku“ a nyni tedy popsan také u
¢tythranky. Obecné tyto ,,ztracené” geny nemuZeme zafadit do jediné funkéni skupiny,
pfevazné vSak koduji metabolické a strukturni proteiny.

Zatim mame k dispozici jen limitovana mnozstvi dat, kterd vSak poukazuji na
to, Ze Zahav¢i geny mohou odrazet intron/exon strukturu genii spole€ného piedka vSech
mnohobunéénych, Urbilateria (napi. SCHMITT a BROWER 2001). Blizka ptibuznost
mezi sekvencemi T.c. a ¢lovéka naznaCuje, Ze linie vedouci k Zahavciim a obratlovciim
divergovaly jiz v ¢asném prekambriu (CONWAY MORRIS 2000). Rozséhlé genové
ztraty (40 geni nevykazujicich homologii k octomilce i had’atku z celkového poctu 342
EST) napovidaji, Ze velka ¢ast ,,geni specifickych pro obratlovce* musela byt pfitomna
jiz u Urbilateria. Genové ztraty u octomilky jsou vysvétlovany 2 — 3 krat rychlejsi

evoluci hmyzu vii¢i obratlovcim (hmyz je v soucasné dobé druhové nejbohatsi tridou
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organizmil). Rozdily v sekvencich proteini hmyzu jsou také zfetelné vétsi nez u
obratlovcd (WYDER et al. 2007). A genové ztraty u had’atka jsou zpiisobené jesté
Ctyfikrat rychlej$i evoluéni reorganizaci genomu hlistic nez hmyzu (COGHLAN a
WOLFE 2002).

In situ hybridizace

V zavéru této prace byla charakterizovana exprese tii gent, které byly mezi T.c.

a obratlovci zachovany, ale ztraceny v liniich vedoucich k octomilce ¢i had’atku.

Like — glycosyltransferase

Homology lidského proteinu like — glycosyltransferase se zdaji byt v rhopaliu
exprimovany v oblasti gastrovaskularni dutiny a dna statolithové dutiny (statocysty).
V prvnim zminéném se nachéazeji buiky endodermalniho pivodu, majici funkci
vstiebavat a travit potravu. Glykosyltransferazy obecné katalyzuji pfenos sacharidové
jednotky z aktivovaného sacharidu - donoru na sacharidové i nesacharidové akceptory.
Ve vétsing piipadi je donorem fosfoglukonukleosid, akceptorem pak hydroxylova
skupina jiného sacharidu, pfipadné lipidu nebo jiné slozky glykokonjugatii. Podle
klasifikace zaloZené na sekvenéni podobnosti se glykosyltransferdzy déli na velké
mnozstvi rodin, coz odrazi rtznorodost molekul, které mohou byt vyuzity jako
akceptory. Glykosyltransferazy jsou integralni membranové proteiny lokalizované
v membrané Golgiho aparatu (BRETON et al. 2006).

Nami studovany gen, like-glycosyltransferase (LARGE), koéduje lidskou
glykosyltransferazu, ktera se mimo jiné ucastni glykosylace a — dystroglykanu. Mutace
tohoto genu zpisobuje MDCI1D, novou formu kongenitdlni svalové dystrofie
provazenou t&Zkou mentalni retardaci (dochazi k hypoglykosylaci a — dystroglykanu
doprovazené ztratou schopnosti vazet ligand, napf. laminin) (LONGMAN et al. 2003).
Podobny fenotyp (myodystrofii) zpisobuje mutace tohoto genu i u mysi (GREWAL et
al. 2001). Homology LARGE byly nalezeny u mnoha obratlovct (viz. napt. GREWAL
et al. 2005). Pomoci in situ hybridizace byla popsana exprese tohoto genu u mysi, kde je
soustiedéna do srdce, CNS, mozku, kosternich svali, Zaludku ¢i pankreatu (PEYRARD
et al. 1999).
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Cyclin 1

Homolog cyclin I je exprimovan v oblasti zasoby nediferencovanych bunék
rhopalia. To by mohlo byt velmi smysluplné, pokud by se tento cyklin, jako komponenta
CDK, podilel pravé na udrzeni bun€k v nediferencovaném stavu. BohuZel lidsky ani
myS$i cyklin I nejsou jest¢ dostate€né dobfe charakterizovany. Cyklin I ¢lovéka byl
popsan roku 1995 jako novy €len rodiny cyklini s charakteristickou PEST sekvenci a
N - koncovym boxem (CDK véazajici doména). Aminokyselinovou sekvenci je nejvice
podobny cyklinim G1 a G2 (NAKAMURA et al. 1995). Na rozdil od ostatnich cyklini
je vSak exprimovan konstantn¢ b&hem bunéného cyklu (JENSEN et al. 2000). Jeho
funkce tedy nemusi p¥imo spocivat v regulaci proliferace bunék. Soucasné poznatky
svéd¢i o jeho roli v angiogenezi nadorii (LANDBERG et al. 2005), zastaveni rastu (LIU
et al. 2007) a prevenci apoptdzy zprostiedkované stabilizaci p21 (GRIFFIN et al. 2006).
Cyklin I je nej€astéji exprimovan v postmitotickych tkanich a na zékladé dostupnych
udaji by se dalo pfedpokladat, Ze u nediferenciovanych bunék rhopalia brani vstupu

téchto bunék do proliferaéniho stadia.

Pirin

Homolog pirin je v rhopaliu exprimovan v epitelu o¢niho poharku okolo horniho
a doniho oka s &otkou a v gastrovaskularni duting. Pirin je Fe*" vézajici protein, co
poukazuje na jeho moZnou enzymatickou aktivitu, pfedevS§im v oxidoreduk&nich
reakcich (PANG et al. 2004). Dale vaze jaderny faktor NFI, ktery stabilizuje
prereplika¢ni komplex vazbou na DNA — polymerazu a stimuluje RNA — polymerazu II.
Pirin interaguje s Bcl3 — p50 komplexem a zvySuje jeho aktivitu (Bcl3 inhibuje aktivitu
transkripéniho faktoru NFxB). Hovofi se i o jeho moZzné DNA reparacni aktivité
(WENDLER et al. 1997). U bakterie Escherichia coli byl nalezen homolog lidského
pirinu, YhhW, s2,3 —dioxygenazovou aktivitou (degraduje antioxidant quercetin za
sou¢asného uvolnéni CO) (ADAMS a JIA 2005). Homolog lidského pirinu bakterie
Serratia marcescens se vaze na El podjednotku pyruvatdehydrogenazového komplexu
(PDH) a inhibuje jeho aktivitu. PDH katalyzuje oxida¢ni dekarboxylaci pyruvatu a
naslednou acetylaci koenzymu A, je tedy zasadni pro metabolizmus téméf kazdé buriky.
U bakterii se predpoklada, Ze zvySend exprese pirinu potladuje funkci PHD a tedy

podporuje anaerobni drahu zdroje energie.
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9. Souhrn

V ramci diplomové prace:

- byla vytvofena cDNA knihovna larvy zahavce Tripedalia cystophora, podatilo se

charakterizovat 342 EST

- byl potvrzen trend genové konzervace mezi Zahavci a obratlovci

- bylo nalezeno mnoho gend, které jsou mezi 7.c. a Elovékem konzervované, ale jejichz
homology se nenalezly u octomilky ¢i had’atka,, coz poukazuje na rozsahlou genovou

ztratu u linii vedoucich k t¢émto bezobratlym

- bylo prokazano, Ze geny, které jsou mezi Zahavci a obratlovci konzervované a pfesto
byly ztraceny v jinych vyvojovych liniich, jsou u Tripedalia cystophora stale
vyuzivané, pfinejmensim exprimované, pomoci in situ hybridizace byla potvrzena

exprese like-glykosyltransferase, pirin a cyclin I
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