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Abstrakt

Fascioloides magna je ve stiedni Evropé neptivodni, veterinarné vyznamny druh
dvouhostitelské motolice vyuzivajici jako své definitivni hostitele zastupce celedi Cervidae
(jelenoviti). Nahodn¢ mohou byt infikovani i jiné druhy piezvykavci, napiiklad ovce
doméci, tur domaci ¢i koza domaci. Podobné¢ jako u mnoha dalSich druhti motolic hraje i

Vv zivotnim cyklu motolice F. magna kli¢ovou roli vyvoj v mezihostitelském plzi
(Lymnaeidae). V této Casti vyvoje se Zivotni stadia — sporocysty a redie rozmnozuji a
produkuji stadia nazyvana cerkarie. Ty jsou po encystaci ve vn&jSim prostiedi infek¢ni pro
definitivniho hostitele. Vyvoj motolic v prvnim mezihostiteli je pfedmétem vyzkumu jiz od
druhé poloviny 19. stoleti, pfi¢emz mnoho otazek souvisejicich s touto problematikou
zustava stale nezodpovézenych. K odhaleni nékterych skute¢nosti mechanismu
rozmnozovani motolice F. magna v mezihostiteli a ontogenetického vyvoje redii a cerkarii
prezentovaném na ptikladech vybranych télnich soustav — svalové, nervové a vylu€ovaci,

by méla piispét i tato prace.

Kli¢ova slova: vyvoj, rozmnozovani, motolice, plz, redie, cerkarie, miracidium,
Fascioloides magna, zarode¢na buiika, kmenova buiika, svalova soustava, nervova

soustava, vylucovaci soustava, aktin, tubulin, serotonin



Abstract

Fascioloides magna (giant liver fluke) is a digenetic trematode with two-host life cycle and
high veterinary importancy. Typical definitive host is a deer (Cervidae), but many other
species from different families can be accidentally infected, for example sheep, goat or
cattle. Very important role in the life cycle of F. magna has the first host — fresh water snail
of the family Lymnaeidae. Three different life stages of F. magna, two of them with ability
of reproduction — sporocysts and rediae develop in the body of snail. The third stage —
cercaria is produced by rediae. Cercariae are able to escape from the snail, encyst and
become infective for the definitive host. Since the second half of the 19th century many
researchers studied the development of particular stages in the first intermediate host, but
many characteristics of this process are still not fully understood. This thesis should reveal
some of unanswered questions concerning to the reproduction and ontogenetic
development of trematodes, which is presented on the examples of three organ systems —

muscles, nerves and excretory system of rediae and cercariae of F. magna.

Key words: development, reproduction, trematode, snail, redia, cercaria, miracidium,
Fascioloides magna, germinal cell, stem cell, muscle system, nervous system, excretory

system, actin, tubulin, serotonin



1. Uvod

Fascioloides magna (motolice obrovska) je veterinarn¢ vyznamna dvouhostitelska
motolice fazena spolecné s blizce piibuznou motolici Fasciola hepatica do celedi
Fasciolidae. Definitivnim hostitelem této motolice jsou zastupci velkych savct, typicky
¢eledi Cervidae (jelenoviti). Mezihostitele piedstavuji sladkovodni plzi (Lymnaeidae)
v Evropé zastoupeni jedinym druhem Galba truncatula (Erhardova-Kotrla, 1971).

Vyvoj motolice F. magna v mezihostiteli je doprovazen rozmnozovanim zivotnich
stadii nazyvanych sporocysty a redie. Vysledkem je vznik larvalniho stadia cerkarie, které
aktivné opousti télo plze, vyhledava pevny povrch a vytvari odolnou formu — metacerkarii,
ktera je v ptipadé pozieni infekéni pro definitivniho hostitele (Swales, 1935; Erhardova-
Kotrla, 1971).

Mechanismus rozmnozovani motolic v mezihostitelském plzi je cilem zajmu
parazitologli jiz od druhé poloviny 19. stoleti, pfesto se dosud nepodafilo vyfesit nékteré
jeho zékladni aspekty. Soucasni autofi se neshoduji, zda je mozné povazovat zZivotni stadia
reprodukujici se v plzi — sporocysty a redie za nezavislou generaci dospélct s odliSnou
stavbou téla, u kterych doslo k vymizeni vzniku pohlavnich bunék, nebo se jedna o larvalni
stadia podstupujici komplikovany proces pfemény v dospélce doprovazeny nepohlavnim
rozmnozovanim prosttednictvim vnitiniho puceni (Dobrovolskij a Galaktionov, 2003;
Reuter a Kreshchenko, 2004). Proces rozmnozovani sporocysty a redii motolic ¢eledi
Fasciolidae je doposud ve srovnani s jinymi ¢eledémi motolic (napt. Echinostomatidae ¢i
Bucephalidae) zna¢né opomijeny.

Ke vzniku a vyvoji zarodkl redii a cerkarii dochézi v t€lni dutiné stadii ptechozi
generace (v pfipad¢é cerkarii se jednd o redie, v ptipad¢ redii opét o redie nebo o
sporocysty). Zakladani a vyvoj télnich soustav redii a cerkarii nebyl prostiednictvim
modernich metod doposud podrobnéji studovan. Detailni znalost jejich morfogeneze by
mohla poslouzit k doplnéni soucasnych predstav 0 ptfirozeném fylogenetickém systému

motolic, pfipadné 0 fylogenetickém vztahu parazitické skupiny Neodermata k volné
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2. Hlavni cile diplomové prace

1. Charakterizovat mechanismus vzniku zarodku redii a cerkdrii motolice

Fascioloides magna.

2. Popsat morfogenezi vybranych organovych soustav redii a cerkdrii motolice

Fascioloides magna.



3. Literarni prehled

3.1. Zarazeni a zivotni cyklus motolice Fascioloides magna

Fascioloides magna (motolice obrovska) je dvouhostitelskd motolice taxonomicky fazena
do ¢eledi Fasciolidae (Obr. 1.). Dospélci o délce 4—7 cm jsou lokalizovani v pseudocystach
v parenchymu jater definitivniho hostitele, typicky zastupce ¢eledi Cervidae (jelenoviti)
(Erhardova-Kotrla, 1971). Zastupci jinych Celedi savcl (Casto hospodaisky vyznamnych
druhit) se mohou stat nahodnymi hostiteli, naptiklad Ovis aries (ovce domaci), Bos
primigenius f. taurus (tur domaci) nebo Capra hircus (koza domaci) (Swales, 1936; Foreyt
a Leathers, 1980; Leontovy¢ a kol., 2014).

Mezihostitely F. magna jsou sladkovodni plzi ¢eledi Lymnaeidae (plovatkoviti)
(Swales, 1935; Erhardova-Kotrla, 1971). V Severni Americe, ptivodnim arealu roz$ifeni
tohoto parazita, bylo popsano 6 druht piirozenych mezihostiteld (Tab. 1.). V nepiivodnim
prostiedi Evropy se F. magna s vétsim tuspéchem ptizpasobila dosud pouze jedinému

druhu semiakvatického plze Galba truncatula (plovatka mala) (Erhardova-Kotrla, 1971).
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Obr. 1. Schéma dvouhostitelského Zivotni cyklus motolice Fascioloides magna (J. Pankrac). Trojuhelnik
oznacuje vyvoj motolice v mezihostitelském plzi. Uvedené pfiblizné velikosti zivotnich stadii vychazeji
z praci Erhardova-Kotrla (1971) a Swales (1935).

Tab. 1. Ptfirozeni mezihostitelsti plzi motolice F. magna v Severni Americe.

Druh Nalez

Fossaria bulimoides techella (Krull, 1933)
Fossaria modicella (Krull, 1934)
Pseudosuccinea columella (Krull, 1933)
Fossaria parva (Swales, 1935)
Stagnicola palustris nuttalliana | (Swales, 1935)
Stagnicola caperata (Griffiths, 1959)




3.2. Vyvoj motolice F. magna v mezihostitelském plzi

Vajicka motolice F. magna opousti télo definitivniho hostitele spole¢né s jeho trusem. V
piipadé, Zze se dostanou do vodniho prostfedi, vyviji se v nich obrvené stadium nazyvané
miracidium. Po dokonceni svého vyvoje miracidium z vaji¢ka unika otvorem vzniklym po
odpadnuti vicka a aktivné vyhledava mezihostitelského plze. Prinik do jeho téla umoziiuje
sekrece histolytickych enzymu penetraénich Zlaz (Swales, 1935; Erhardova-Kotrla, 1971;
Coil, 1977, 1981). V prubchu penetrace miracidium odvrhuje obrvené epitelialni bunky
(cilidarni desticky) a nahrazuje je bezjadernym syncytiem (tegumentem) vzniklym
povrchovou expanzi cytoplazmy bungk pfitomnych na vnitfni strand tlni stény
(subtegumentalnich bunék) (Southgate, 1970; Wilson a kol., 1971; Coil, 1977, 1981).
V souvislosti se zménou télniho povrchu dochazi i ke zméné v terminologii tohoto stadia,

které se od té chvile za¢ina oznacovat jako sporocysta.

Obr. 2. Télni stavba redie a cerkarie motolic ¢eledi Fasciolidae (Dinnik a Dinnik, 1956; Faltynkova a
kol., 2006; upravil J. Pankrac). A — redie motolice Fasciola gigantica (redie F. gigantica jsou schopné
produkovat zaroven zarodky redii i cerkarii), B — cerkarie motolice Fascioloides magna. A — acetabulum,
CZ — cystogenni zlaza, H — hltan, J — jicen, L — limec, O — ocasek, P — procrusculum, PO — porodni otvor,
S — stfevo, UO — ustni otvor, UP — ustni prisavka, ZC — zarodek cerkarie, ZR — zarodek redie.

! Proces utvéfeni tegumentu byl popsan u blizce piibuzného druhu Fasciola hepatica (Southgate, 1970;
Wilson a kol., 1971).
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Vyvoj sporocysty v tkanich mezihostitele doprovazi jeji rust a zanik organti, které
po nalezeni plZze ztraci svij vyznam — penetracnich zlaz, hlavového ganglia a o¢ni skvrny.
Mitotickym délenim totipotentnich bunék (viz kapitola 3.3.1.) pfitomnych v télni dutiné
sporocysty vznikaji zarodky stadii nazyvané redie prvni generace (nebo také mateiské
redie) (Obr.2A.). Po dosazeni dostate¢ného stupné vyvoje opousti télo sporocysty
protrzenim jeji télni stény. V dasledku toho sporocysta hyne a méné vyvinuté zarodky
dokonc¢uji svij vyvoj volné v téle plze (Swales, 1935; Erhardova-Kotrla, 1971).

V télni dutiné redii prvni generace vznikaji obdobnym zpiisobem jako v piipadé
sporocyst redie druhé generace (dcefiné redie) (Obr. 3.) (Laursen a Yoshino, 1999). Na
celkovém poctu generaci redii se autofi neshoduji. Zatimco Swales (1935) a Erhardova-
Kotrla (1971) pozorovali ptfitomnost pouze dvou generaci, Vignoles a kol. (2006) nachazeli
ve velkych jedincich plze G. truncatula i maly po¢et mirné degenerovanych redii tieti
generace.

Poslednim zivotnim stddiem v mezihostiteli produkovanym druhou (pifipadné tieti)
generaci redii je cerkarie (Obr. 2B.). Na rozdil od ptedchozich zivotnich stadii jiz neni
schopné reprodukce a po dokonceni svého vyvoje unikd z téla plze do vodniho prostiedi
(mechanismus neni doposud objasnény), kde aktivné vyhledava pevny povrch. Po jeho
nalezeni vytvaii za pomoci produktii cystogennich zlaz dormantni stadium — metacerkarii,
které je v piipadé¢ ndhodného pozieni infekéni pro definitivniho hostitele (Swales, 1935;

Erhardova-Kotrla, 1971; Vignoles a kol., 2006).



Obr. 3. Schéma vyvoje motolice F. magna v mezihostitelském plzi (Dinnik a Dinnik, 1956; upravil J.
Pankrac). Existence tieti generace redii byla zaznamenana pouze n&kterymi autory (Vignoles a kol.,
2006). CE — cerkarie, Ml — miracidium, RE1 — redie prvni generace, RE2 — redie druhé generace, RE3 —
redie tfeti generace, SP — sporocysta.

3.3. RozmnoZovani motolic v prvnim mezihostiteli

RozmnoZovani motolic skupiny Digenea probiha dvéma znacn€ odliSnymi zplsoby
uplatiujicimi se v riznych féazich zivotniho cyklu. Zaprvé se jednd o pohlavni
rozmnozovani dospélcti (nékterymi autory oznacovanymi jako hermafroditicka generace
viz dale) vazané na definitivniho hostitele (obratlovce), které je obdobou rozmnozovani
dospé€lct ostatnich zastupct skupiny Platyhelminthes. Druhy zplsob rozmnozovani
nezahrnuje vznik pohlavnich bunék a dochazi k nému u Zivotnich stadii nazyvanych redie
a sporocysty Vv téle prvniho mezihostitele (nejcastéji zastupce skupiny Mollusca). Pfimym
zdrojem dcefiného potomstva (redii, dcetfinych sporocyst a cerkarii) jsou v tomto ptipadé
totipotentni bunky, které se mohou jako nediferencované kmenové buiky opakované
mitoticky délit a poté se diferencuji na specializovany typ bunék oznacovany jako bunky

,zarodetné“?. Pravé ty nakonec daji mitotickym délenim (podobné jako zygota) vzniknout

? Diferencované totipotentni buiiky, ze kterych vznikaji zarodky redii, dcefinych sporocyst a cerkérii jsou
v literatuie oznacovany jako ,,germinal cells“. Protoze je jejich ptibuznosti s pravymi zarodecnymi buiikami
stale nejasnd, budou dale uvadény v uvozovkach.
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zarodku dcefiného jedince (Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014).

Rozmnozovani motolic v prvnim mezihostiteli je pfedmétem vyzkumu jiz od druhé
poloviny 19. stoleti. Za ucelem vystihnout povahu tohoto jevu byly v prvni poloviné
20. stoleti navrzeny nejriznéjsi hypotézy. Pozdéji byly nékteré zcela zavrzeny (naptiklad
ptitomnost redukéniho déleni nebo vznik pohlavnich bun€k v pohlavnich organech
sporocyst a redii) a ze zbylych se zformovaly dva hlavni myslenkové proudy (Brooks,
1930; Cable, 1934; Chen, 1937; Cort a kol., 1954). Prvni z nich se ptiklani k mySlence, ze
jsou diferencované ,,zarode¢né* bunky sporocyst a redii homologické se zarodecnymi
bunkami hermafroditickych stadii z obratlovct. Sporocysty a redie jsou pak povazovany za
nezavislé, morfologicky odlisné generace rozmnozujici se apomiktickou (ameiotickou)
partenogenezi (James a Bowers, 1967; Khalil a Cable, 1968; Pearson, 1972; Gibson 1987;
Dobrovolskij a Galaktionov, 2003). Druha skupina autorti se spiSe domniva, ze redie a
sporocysty piedstavuji polymorfni larvy, které se v ramci své komplikované metamorfozy
v dospé€lce rozmnozuji nepohlavné vnitinim pucenim (Clark, 1974; Whitfield a Evans,
1983; Reuter a Kreshchenko, 2004). K rozieseni tohoto problému je nutné na zakladé
molekularni biologie a transmisni elektronové mikroskopie rozhodnout, zda jsou
»zarodeCné®“ buinky sporocyst a redii homologni s ,pravymi“ zirodeCnymi buiikami
V liniich vedoucich ke vzniku pohlavnich bun¢k, nebo se jedna pouze o specifickou formu
totipotentnich bunék s analogickou ultrastrukturou (Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a
Galaktionov, 2014).



3.3.1. Reprodukce sporocyst a redii motolic

Z hlediska zpisobu reprodukce redii a sporocyst je mozné rozdé€lit motolice do dvou
skupin.

V prvnim, castéj$Sim piipadé disponuji redie a sporocysty specializovanym
organem, slouzicim jednak k produkci novych ,,zarode¢nych® bunék a zadruhé velmi Casto
I k vyzivé a ochrané zarodkt na nejnizsich stupnich vyvoje (Dobrovolskij a Galaktionov,
2003). Tento organ Se nazyva zarodecna masa a nachazi se v télni dutin€ redii a sporocyst
jako ovalny utvar, ktery bud’ volné plave v t€lni dutiné (Obr. 4A.), nebo je do rtizné miry
prichycen k télni sténé mateiského organizmu prostfednictvim cytoplazmatickych vybézka
parenchymatickych (somatickych) bunc¢k. Zarode¢nd masa se sklada ze 3 typt bunék:
kmenovych bunék, ,,zarode¢nych* bunék a podptirnych bunék (Brooks, 1930; Cort a kol.,
1954; Dobrovolskij a Galaktionov, 2003).

Obr.4. Vznik zarodki motolic. A-—schématické zndzornéni télntho vyb&Zku sporocysty
Prosorhynchoides gracilescens (Bucephalidae) obsahujiciho zarodeéné masy, volné ,,zarodeéné* buriky a
zarodky cerkarii, B — kmenova buiika redie Himasthla elongata (Echinostomatidae), métitko: 1 pm, C —
»zarode¢na“ burka v zavéru diferenciace (H. elongata), métitko: 1 um, D — cytoplazmaticky vybézek na
rozhrani podptirna butika/“zarodeéna‘“ burika (H. elongata), métitko: 0,5 um, E — pinocytdza na rozhrani
podpirna bunka/“zarodeéna* bunka (H. elongata), métitko: 0,5 um (Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a
Galaktionov, 2014; upravil J. Pankrac). bw — télni sténa (,,body wall®), ce — zarodek cerkarie (,,cercarial
embryo®), ge — ,,zarode¢na“ butika (,,germinal cell”), gm — zarode¢na masa (,,germinal mass®), gt — stfevo
(,,gut“), mt — mitochondrie, n — nukleus, nu — nukleolus, sp — podpurna buiika (,,supporting cell®), st —
kmenova burika (,,stem cell).
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Kmenové buiiky (popsané u motolic ¢eledi Bucephalidae a Echinostomatidae) jsou
nediferencované ovalné buiiky o velikosti okolo 6 pm s jadrem vypliujicim prakticky cely
jejich objem (Obr. 4B.). Diferencuji se z nich dva zbylé bunétné typy zarode¢né masy —
podpirné a ,,zarode¢né* buiiky. Své pocty dopliuji rovnomérnym (,,equal®) mitotickym
délenim (Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014).

Jednim z diferencovanych bunéénych typl zdrodecné masy jsou ,,zarode¢né‘ buiky
(Obr. 4C.). Proces jejich diferenciace z kmenovych bun¢k je doprovazen rustem jadra a
cytoplazmy, zvySenim pomeéru cytoplazma/jadro, decentralizaci jadra v cytoplazmé a
zmnoZenim organelové vybavy naznacujicim zvySeni metabolické aktivity (Podvyaznaya a
Galaktionov, 2014). Velmi vyznamny je i vznik struktury nazyvané ,nuage®. Jedna se o
granulo-fibrozni akumulaci elektrodenzniho materialu neznamé funkce, ktera se objevuje
volné¢ v cytoplazm€ nebo na vnéjSi strané jaderné membrany a je univerzalnim
morfologickym znakem bunék zarode¢nych linii (Saffman a Lasko, 1999; Extavour a
Akam, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014). Morfologie buiky a
pritomnost ,,nuage* naznacuji moznou homologii ,,zarodeénych® bunék s pravymi
zarodeénymi bufikami samici linie vedouci ke vzniku vajicka (Pieper, 1953; Podvyaznaya,
2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014). V souvislosti s dokonc¢ovanim diferenciace
mohou nastat v zavislosti na druhu motolice dva rizné scénafe. Bud’ se ,,zarode¢na‘ buiika
zacne v ramci zarodecné masy délit a da tak vzniknout zarodku, ktery se po dosazeni
urcitého stavu vyvoje oddéli do télni dutiny, nebo se od zarode¢né masy odlouci jako
samostatna buiika a k dosazeni pln¢ diferencovaného stavu a vzniku zarodku dojde az v
télni dutiné (Dobrovolskij a Galaktionov, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a
Galaktionov, 2014). Diferencované (a diferencujici se) ,,zarodecné* bunky se mitotickym
délenim mnozit nedokazi (Dobrovolskij a Galaktionov, 2003; Podvyaznaya, 2007).

Druhym diferencovanym bunénym typem jsou takzvané podplirné bunky
(,,supporting cells*) podilejici se na udrzeni struktury zarode¢né masy, mechanické
ochrané, odstranovani zplodin a zfejmé i zajiStovani vyzivy ostatnich bun¢k a zarodki.
Vysilaji slozité¢ uspofadané cytoplazmatické vybézky vytvarejici trojrozmérnou sit, ve
které jsou zarodecné elementy pevné ukotveny (Obr. 4D., 4E.). K ur¢itému rozvolnéni této
sit¢ dochéazi pouze u bunék nebo zarodkt, které jsou piipraveny zarodecnou masu opustit
(Podvyaznaya a Galaktionov, 2014).

Ve sporocystach a rediich nékterych celedi motolic, naptfiklad Fasciolidae,
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Paramphistomidae nebo Heterophyidae, zarode¢né masy nevznikaji (Ameel a kol., 1950;
Van der Woude, 1954; Dobrovolskij a Galaktionov, 2003). K rozmnozovani sporocyst a
redii téchto druht dochazi pouze v prubéhu jejich zarode¢ného vyvoje mitotickym délenim
kmenovych bunék pifeduréenych k diferenciaci v bunky ,,zarode¢né*. Ty pozdéji daji vznik

budoucim zarodktum (Dobrovolskij a Galaktionov, 2003; Podvyaznaya, 2007).

3.3.2. Vyvoj zarodku dcefinych sporocyst, redii a cerkarii motolic

Rana embryogeneze sporocyst, redii a cerkarii motolic je charakteristickd nerovnomérnym
(,,unequal®) délenim ,,zarodecné“ bunky, Uplnym ryhovanim a asynchronnim délenim
blastomer (Brooks, 1930; Cable, 1934; Chen, 1937; Dobrovolskij a Galaktionov, 2003).
Studie provedena na motolici Paragonimus kellicotti ukazala vyznamnou skute¢nost, ze
prabéh rané embryogeneze miracidia, matei'ské redie, dcefiné redie a cerkéarie tohoto druhu
se zcela shoduje (Chen, 1937). Tento trend je mozna obecné platny pro vSechny druhy
motolic (Dobrovolskij a Galaktionov, 2003).

Ve fazi vyvoje, kdy zarodek tvoti 7-14 bungk, se jedna z blastomer diferencuje na
plochou povrchovou bunku, kterd svymi cytoplazmatickymi vybézky postupné obaluje
zarodek. Pozdé&ji se objevi dal§i buiky tohoto typu a spole¢né utvoii okolo zarodku
syncitialni obal nazyvany primitivni epitel (nebo také ,,investing membrane* ¢i ,,embryonic
envelope®), ¢imZ se tvarové nepravidelny shluk rtizné velkych blastomer pfeméni na
stadium s hladkym povrchem oznacovanym jako ,,zarode¢na koule“ (Brooks, 1930; Cable,
1934; Chen, 1937; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). Az v pozdé&jsim vyvoji se na
povrchu zarodku vytvoii pravy tegument a po vzniku bazélni laminy je primitivni epitel
odvrzen (Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). Funkci primitivniho epitelu je ziejmé
mechanicka ochrana zarodku a latkova vyména s vné&jsim prostfedim (Zd’arska, 1995).
Pokud zarodky neplavou volné v télni tekutiné, jak je tomu naptiklad u celedi
Bucephalidae, byvaji kromé primitivniho epitelu obaleny jesté cytoplazmatickymi vybézky
parenchymatickych (somatickych) bunék matefského organizmu slouzicimi ziejmé opét
k ochrané a vyzivé zarodku (Irwin a kol., 2003). U redii motolice Cryptocotyle lingua bylo
v souvislosti s ristem zarodkt popsano jejich postupné piesouvani anteriornim smérem a

uvoliiovani ze sité cytoplazmatickych vybeézku do t€lni dutiny (Cable, 1934).
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3.4 Vznik a vyvoj télnich soustav zastupct skupiny

Platyhelminthes

V ramci diplomové prace byla studovana morfogeneze 3 télnich soustav redii a cerkarii
motolice F. magna — svalové, nervové a vylucovaci. Protoze jsou informace o morfogenezi
zastupcu parazitické skupiny Neodermata nedostate¢né, bylo nezbytné zabyvat se i volné

ey

zijicimi druhy Vv ramci celé skupiny Platyhelminthes.

3.4.1. Svalova soustava

Rana myogeneze byla detailnéji popsana pouze u volné zijicich zastupcti Platyhelminthes
skupin Polycladida a Macrostomorpha patiicich do spole¢né skupiny Rhabditophora
(Rieger a kol., 1991, 1994; Reiter a kol., 1996; Bolafios a Litvaitis, 2009; Semmler a
Wanninger, 2010). VétSina z téchto praci se zabyva zastupci snepifimym vyvojem
probihajicim pfes Miillerovu larvu, u niz se stavba svaloviny vyrazné li§i od juvenilnich
stadii plostének s pfimym vyvojem (Obr. 5A., 5B.) (Bolafios a Litvaitis, 2009; Semmler a
Wanninger, 2010). Jediné dva druhy Platyhelminthes s pfimym vyvojem a zaroven
podrobnym popisem vzniku a raného vyvoje svaloviny jsou Macrostomum hystricinum
marinum (Macrostomorpha) a Melloplana ferruginea (Polycladida) (Rieger a kol., 1994;
Reiter a kol., 1996; Bolafios a Litvaitis, 2009). V ramci skupiny Neodermata se zakladanim

svaloviny a jejim embryonalnim vyvojem zadné prace detailnéji nezabyva.
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Obr. 5. Srovnani svaloviny télni stény volné Zijicich zastupcii Platyhelminthes s pfimym a nepfimym
vyvojem (Bolafios a Litvaitis, 2009; upravil J. Pankrac). A — juvenilna jedinec plosténky Melloplana
ferruginea s pfimym vyvojem, B — Miillerova larva plosténky Maritigrella crozieri. O — oko, OS —
okruzni svalovina, OSL — okruzni svalovina laloku, PS — podélna svalovina, SS — $ikma svalovina.

Svalovina télni stény plostének skupiny Rhabditophora se sklada podobné jako u
motolic ze tfi svalovych vrstev — okruzni, podélné a Sikmé (Obr. 5A., 6.). Odlisné je jejich
uspofadani. Stfedni vrstvu svall tvoii u zastupcii Rhabditophora svaly Sikmé, zatimco u
zastupci Trematoda svaly podélné. Vné&jsi svalovou vrstvu predstavuje u obou skupin
okruzni svalovina (Halton a Maule, 2004; Tyler a Hooge, 2004). Vznik svalovych vlaken
souvisi s diferenciaci progenitorovych bunék — myoblasti na diferencované svalové
buiiky — myocyty®. Myoblasty maji podobné& jako kmenové buiiky voln& Zijicich druhii
skupiny Platyhelminthes vysoky pomér zastoupeni jadra k objemu cytoplazmy. Po zapoceti
diferenciace se bunka prodluzuje a tento pomér Se zmensuje. Typickym znakem
diferencujici se svalové buriky je granularni charakter cytoplazmy, o jehoz povaze se dosud
S jistotou nevi, ale mohl by souviset s pritomnosti polyribosomu (Cebria a kol., 1997). Jako
prvni se objevuji roztrousené zéklady svalovych vldken, které se postupné seskupi do
hrubého a nepravidelného ortogonalniho uspotradani tvoreného okruznimi a podélnymi

svaly. Vrstva Sikmych svali se utvaii az jako posledni. Dal§i vyvoj doprovazi vznik

? Diferenciace myoblastu byla popsana u plosténky Girardia tigrina (Tricladida) (Cebria a kol., 1997).
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sekundarnich svalovych vlaken vedouci k preméné hrubého ortogonu na jemnou svalovou
miizku typickou pro dospélce (hrubé ortogonalni uspofadani podélnych a pii¢nych
svalovych vlaken viz Obr. 5A.) (Reiter a kol., 1996; Bolafios a Litvaitis, 2009; Semmler a
Wanninger, 2010).

Vyznamné jsou i vysledky ziskané u zastupcu taxonu Acoelomorpha, bazalnich
bilateralnich organizmti diive fazenych na zakladé podobné télni stavby mezi
Platyhelmithes (Ruiz-Trillo a kol., 2002; Cook a kol., 2004). Vystavbovy princip svaloviny
télni stény zalozeny na vzniku primarniho ortogonu tvoieného okruznimi a podélnymi
vlakny, které jsou posléze vyuzity jako templat pro diferenciaci dalSich myocyti se ukazal
byt spole¢ny pro skupiny Acoelomorpha, Platyhelminthes a Annelida. To naznacuje, Ze by
se mozna mohlo jednat o pivodni vyvojovy mechanismus spoleény vSem bilateralné

soumérnym mnohobunéénym organizmim (Ladurner a Rieger, 2000).

Ustni piisavka—— gonopor

sami¢i reprodukéni

acetabulum —27 soustava

—podélna svalovina

g

~&ikma svalovina

oS

]
F AEEA\

exkre¢ni por

Obr. 6. Schéma uspofadani svaloviny télni stény motolic (Halton a Maule, 2004; upravil J. Pankrac).
0S — okruzni svalovina.
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3.4.2. Nervova soustava

Vznik a vyvoj nervové soustavy byl podrobné popsan u mnoha vyznamnych skupin
organizmu s bilateralni symetrii t€la (Bilateralia), jako jsou napiiklad Chordata,
Arthropoda, Platyhelminthes, Annelida nebo Mollusca. U vétSiny z téchto skupin se
nervovy systém zaklada invaginaci nebo migraci progenitorovych bunék nervové soustavy
z povrchového neuroektodermu do nitra zarodku, kde se diferencuji na neurony a gliové
buniky. Buniky neuroektodermu, které zhstavaji i nadale na povrchu zarodku, zakladaji
epitel budouci epidermis (Jacob, 1984; Arendt a Nubler-Jung, 1999; Stollewerk a
Chipman, 2006; Meyer a Seaver, 2009).

U skupiny Platyhelminthes je situace zcela odlisna. Nervova soustava se vyviji
Z blastomer ptitomnych ,uvniti* zdrodku, zatimco epidermis se formuje nezavisle
(Younossi-Hartenstein a kol., 2000; Morris a kol., 2004). Vétsina studii ontogenetického
vyvoje nervové soustavy byla provedena na volné zijicich zastupcich skupin
Macrostomorpha, Polycladida, Rhabdocoela, Tricladida a Temnocephalida (Younossi-
Hartenstein a kol., 2000; Younossi-Hartenstein a Hartenstein, 2000; Younossi-Hartenstein a
kol., 2001; Morris a kol., 2004; Cardona a kol., 2005). Z parazitickych zastupci skupiny
Neodermata byl proces neurogeneze popsan pouze u tasemnice Echinococcus
multiocularis a motolice Diplostomum pseudospathaceum (Niewiadomska a kol., 1996;
Koziol a kol., 2013).

Centralni nervova soustava zastupct skupiny Platyhelminthes je tvofena anteriorné
umisténym ovalnym hlavovym gangliem, ze kterého vybihaji do zbytku téla podélné
nervové provazce — konektivy, propojené pficnymi provazci — komisurami, dohromady
tvofici charakteristicky tvar ortogonu (Obr. 7.). Jeden par podélnych provazci je na
zaklade vétsi tloustky a vyznamu pro organizmus oznacovan jako hlavni (,,main nerve
cords®), ostatni pary pak jako vedlejsi (,,minor nerve cords). Periferni nervovy systém
tvofi ,,submuskularni® a ,,subepidermalni pletence (Reuter a kol., 1998; Halton a Maule,
2004).
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Obr. 7. Schéma nervové soustavy motolic (Halton a Maule, 2004; upravil J. Pankrac).

Proces zakladani primordia nervové soustavy je zndmy u skupiny Polycladida.
Spiralnim délenim vznikaji ze zygoty 4 kvartety mikromer — kvartet 1-3 se nachazi na
animalnim polu a kvartet 4 na vegetativnim polu zarodku. V pribchu gastrulace kvartety
1-3, tvotfené tzv. animalnimi mikromerami, obKlopi kvartet 4, jehoz buriky se tim ocitnou
uvniti zarodku. Jedna z bunék kvartetu 4 (oznacovana jako 4d) se poté zacne intenzivné
delit a spolecné se sousedicimi animalnimi mikromerami zakldda v budouci anteriorni ¢asti
zarodku hlavové ganglium (Younossi-Hartenstein a Hartenstein, 2000). U zastupct skupin
Macrostomorpha, Polycladida, Rhabdocoela a Temnocephalida ma primordium hlavového
ganglia podobu bud’ dvou bilateralné symetrickych ovalnych kompaktnich hemisfér
(Rhabdocoela, Temnocephalida), nebo jediného kompaktniho vej¢itého tutvar (Polycladida,
Macrostomorpha). U Rhabdocoela hemisféry pozdéji splyvaji do jediné ovalné masy.
Vnéjsi cast hlavového ganglia — kortex, je tvofen té€ly neuronli vysilajicimi do stfedu
hlavového ganglia nervové vybézky (axony), které se vzajemné proplétaji a tvoii neuropile
(Younossi-Hartenstein a kol., 2000; Younossi-Hartenstein a Hartenstein, 2000; Younossi-
Hartenstein a kol., 2001; Morris a kol., 2004). Vybrané neurony (,,pioneer neurons)
uspotfadané v bilateralné soumérnych shlucich po obou stranach hlavového ganglia vytvari

behem své diferenciace dlouhé axony (,,pioneer axons*), které zakladaji drahy budouciho
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ortogonalniho uspofadani podélnych konektiv a pficnych komisur. V pribehu diferenciace
je vaxonech a v mensi mife i v télech téchto neuronl pfitomny acetylovany tubulin
umoziujici jejich snadné odliSeni imunohistochemickymi metodami. (Younossi-
Hartenstein a kol., 2000; Younossi-Hartenstein a Hartenstein, 2000; Younossi-Hartenstein a
kol., 2001; Morris a kol., 2004). U druhu Craspedella pedum (Temnocephalida), ktery
v dospélosti  disponuje komplexnim ortogonem bylo dokoncéeni tvorby komisur
pozorovano az v pozdnim embryonalnim vyvoji (Younossi-Hartenstein a kol., 2001).

Vyvoj nervové soustavy tasemnice E. multiocularis (protoskolexu) byl sledovan
prostfednictvim  imunohistochemického znaceni neurotransmiteru  serotoninu  a
neuropeptidu FMRFamidu (nervova soustava anteriorni ¢asti protoskolexu E. multiocularis
viz Obr. 8A.). Prvnim pozorovanym nervovym uskupenim bylo primordium rostelarniho
prstence. Dalsi vyvoj probihal ve sméru od anterioru k posterioru zalozenim hlavového
ganglia a hlavniho paru lateralnich podélnych nervovych provazci. V posledni fazi bylo
dokonéeno uspotadani nervové soustavy skolexu a vznikly dalsi pary nervovych provazct
a jejich propojeni piicnymi komisurami (Koziol a kol., 2013).

V ptipadé motolice D. pseudospathaceum sledovali autofi vznik a vyvoj systému
nervovych bunék obsahujicich cholinesterazu (ChNS) a katecholaminy (ANS) (nervova
soustava cerkarie D. pseudospathaceum viz Obr. 8B.). Jako prvni byl prokazan vznik
nervovych buné€k hlavového ganglia a jejich pfi¢ného propojeni. V dalsi fazi byly zaloZeny
vSechny (3) pary podélnych nervovych provazcu (dorzalni par se vyvijel jako posledni) a
hexagonalni uspofadani nervovych bunék okolo vznikajici bfiSni piisavky. Nasledoval
rychly vyvoj vedouci ke zmnozeni bun¢k hlavového ganglia, vzniku tél neuronli podél
podélnych nervovych provazcl a zaloZeni nervového systému ocasku. Zminény popis se
tykal vyhradné bunék ChNS. Buiiky ANS se formovaly velmi pomalu a uspofadani

obdobné ChNS utvotily az v pozdnim vyvoji metacerkarie (Niewiadomska a kol., 1996).
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Obr. 8. Nervova soustava skolexu tasemnice Echinococcus multiocularis (A) a cerkarie Diplostomum
pseudospathaceum (B) (Niewiadomska a kol., 1996; Koziol a kol., 2013; upravil J. Pankrac). DNP —
dorzalni nervovy provazec, A — inervace acetabula, K — komisura, LNP — lateralni nervovy provazec, N —
neuropile, PNP — podélny nervovy provazec, PP — nervovy prstenec piisavky, RP — rostelarni nervovy
prstenec, RPNP — rostelarni podélny nervovy provazec, VNP — ventralni nervovy provazec.

3.4.3. Vylu€ovaci soustava

Zastupci skupiny Platyhelminthes, ale 1 jiné skupiny bilateralné soumérnych
mnohobunéénych organizmii (napf. Syndermata, Nemertina nebo Entoprocta) maji
vylucovaci soustavu protonefridialniho typu. Pravé u Platyhelminthes byl jeji vznik a
vyvoj popsan nejpodrobnéji (La Rue, 1957; Galaktionov a Dobrovolskij, 1987, cit. dle
Dobrovolskij a Galaktionov, 2003; Hartenstein a Ehlers, 2000; Younossi-Hartenstein a
Hartenstein, 2000; Younossi-Hartenstein a kol., 2000; Cardona a kol., 2005).

Protonefridie jsou tvofeny siti sbérnych kanalki odvadéjicich exkrety ven z téla
organizmu (Obr. 9A.). T¢Ini tekutina je do tohoto systému nasavana podtlakem vyvolanym
kmitanim cilii specializovanych bunék nazyvanych cyrtocyty (nebo také plaménkové
bunky) (Obr. 9B.), filtrovana pies jejich cytoplazmatické vybézky a nakonec vypuzena
exkre¢nim porem do vnéjsiho prostiedi. Hlavni funkce protonefridii pravdépodobné

spoc¢iva v odstranéni zplodin metabolismu, méné vyznamna je pak osmoregulacni funkce
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(Wilson a Webster, 1974; Bartolomaeus a Ax, 1992).

U volné¢ zijicich zastupct Platyhelminthes byl vznik vylu¢ovaci soustavy popsana u
skupin Rhabdocoela, Polycladida a Tricladida (Hartenstein a Ehlers, 2000; Younossi-
Hartenstein a Hartenstein, 2000; Younossi-Hartenstein a kol., 2000; Cardona a kol., 2005).
Primordialni bunky budoucich kanalki jsou ptfed zapocetim formovani vylucovaci
soustavy izolované rozptylené ve vnitinich vrstvach zarodku (Hartenstein a Ehlers, 2000).
V pribéhu vyvoje se postupné seskupuji do jednoho paru podlouhlych dutych bilateralné
soumérnych utvari (ziejmé mezodermalniho ptvodu), umisténych podélné na bocich téla,
v jejichz lumenu jsou pfitomny shluky cilii. Béhem dal§iho vyvoje se tyto zaklady
protonefridialnich kanalkd prodluzuji. Na prufezu jsou typicky tvofeny jedinou plochou
buiikou, ktera se obtaci okolo lumenu a nakonec napojuje sama na sebe prostfednictvim
adherens junctions a septate desmosomes (Obr. 9C.). Dalsi vyvoj vyluovaci soustavy
nebyl pozorovan. (Hartenstein a Ehlers, 2000; Younossi-Hartenstein a Hartenstein, 2000;
Younossi-Hartenstein a kol., 2000).

U zastupce skupiny Tricladida (Schmidtea polychroa) byla morfogeneze popsana
mirné odlisné. Primordiem protonefridii zde byla uskupeni malych kulovitych bunék
uspotadanych v pravidelnych rozestupech podél okraje téla. ZvétSovanim, prodluZovanim
a ohybanim buné¢k téchto uskupeni se zaCaly formovat kandlky. VSechna metamericky
uspofadana primordia pozd&ji vytvofila nezavislou sit’ jemnych kandlkd splyvajicich do
jediného mohutného spoje smétujiciho piiéné do téla zarodku. Na konci kazdého z kanalkt
vznikl jeden cyrtocyt. V dal$im vyvoji se vSechny pii¢né kanalky spojily do jediného paru
podéln¢ uspotadanych, tzv. hlavnich sbérnych kanalka (Cardona a kol., 2005).

U zastupci skupiny Neodermata byl vyvoj vyluCovaci soustavy intenzivng
studovan zejména U cerkarii motolic. Jeji morfogeneze a koncena podoba byly v minulosti
povazovany za jeden z nejvyznamnéjsich znaki pro vytvoreni ptirozeného fylogenetického
systému Digenea (Cort, 1917; Faust, 1918; Hussey, 1941; La Rue, 1957). N¢&ktefi autofi
dokonce zastavali nazor, Ze pii znalosti zivotniho cyklu mlzZe uspotfddani vylucovaci
soustavy cerkarii poslouzit jako jediné kritérium fylogenetickych studii (Faust, 1932).
Redie a sporocysty neziskaly pro fylogenetiku vétsi vyznam. Morfogeneze vylucovaci
soustavy proto ztistala v jejich ptipadé opomenuta.

Stény kanalkli cerkarii jsou tvofeny plochymi bunkami vzdjemné propojenymi
pomoci septate desmosomes. Jejich lumen je tedy extracelularni (Czubaja
Niewiadomska, 1996). Té€lni tekutina je podtlakem hnéana pfes filtracni aparat tvoreny
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vzajemné propojenymi cytoplazmatickymi vybézky cyrtocytu a prvni bunky kanalku
(Obr.9B.) (Cardell, 1962). Od anteriornich a posteriornich skupin cyrtocyti je télni
tekutina odvadéna sbérnymi kanalky, které se spojuji a vytvareji jeden par hlavnich
sbérnych kanalka (Obr. 9A.). Ty vedou exkrety do exkreéniho méchyie a nasledné
parovym (napf. Fasciolidae) nebo neparovym (napt. Opisthorchiidae) exkrecnim porem
ven z téla cerkarie (Cort, 1917; Faust, 1932; Hussey, 1943; Kuntz, 1957; Galaktionov a
Dobrovolskij, 1987, cit. dle Dobrovolskij a Galaktionov, 2003).

U vsech druhlt motolic, u nichZ byla morfogeneze vylucovaci soustavy popsana,
prochazi cerkérie ve svém vyvoji stddiem se 4 pary cyrtocytl rovnomérné rozdélenymi
mezi anteriornim a posteriornim sbérnym kanalkim. U nékterych druhl se z kazdého
ztéchto 8 cyrtocytu zaklada budouci uskupeni, Vramci kterého se pocet cyrtocytd
zdvojnasobi, nebo dale navySuje (napi. Microphallidae) (Galaktionov a Dobrovolskij,
1987, cit. dle Dobrovolskij a Galaktionov, 2003). U jinych druhd motolic dochazi k nartstu
poctu skupin na 10 (napt. Opisthorchidae), nebo na 12 (napt. Notocotylidae). Po¢et bun¢k
v ramci téchto skupin mtize byt rizny (Odening, 1963, cit. dle Dobrovolskij a Galaktionov,
2003; Galaktionov a Dobrovolskij, 1987, cit. dle Dobrovolskij a Galaktionov, 2003).
Hlavni sbérné kanalky vedouci exkrety od anteriornich a posteriornich sbérnych kanalkt se
v pribéhu embryonalniho vyvoje V posteriorni ¢asti téla cerkarie priblizuji, az nakonec

splynou. V misté tohoto splynuti se vytvari exkre¢ni méchyt (Kuntz, 1950, 1951, 1952).
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Obr. 9. Schéma vylucovaci soustava motolic (Kuntz, 1957; Czubaj a Niewiadomska, 1996; upravil J.
Pankrac). A — vyluCovaci soustava zarodku cerkarie motolice Fasciola gigantica, B — podélny fez
cyrtocytem a prvni bunikou kanalku, C — pti¢ny fez buiikou kanalku. ASK — anteriorni sbérny kanalek,
BK — bunka kanalku, C — cyrtocyt, Cl — cilie, CVBK — cytoplazmaticky vybézek buiiky kanalku, CVC —
cytoplazmaticky vybézek cyrtocytu, EM — exkreéni méchyt, EP — exkre¢ni por, J — jadro, NHSK —
neparovy hlavni sbérny kanalek, PSK — posteriorni sbérny kanalek, SD — septate desmosomes, SPHSK —
sestupna ¢ast parového hlavniho sbérného kanalku, VPHSK — vzestupna ¢ast parového hlavniho sbérného
kanalku.
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4. Metodika

4.1. Ziskavani materialu

Material pouzity vV experimentalni ¢asti diplomové prace:

1. Zivotni stadia motolice Fascioloides magna — vaji¢ka, miracidia, sporocysty, redie
a cerkarie.

2. Dospélci plosténky Macrostomum sp. slouzici jako pomocny organizmus pro
osvojeni si riznych metod znaceni, zejména znaceni proliferujicich bunék pomoci
5-brom-2'-deoxyuridinu.

3. Dospélci plosténky Macrostomum lignano zahrnuti do experimentalni ¢asti

diplomové prace za stejnym ucelem jako Macrostomum sp.

4.1.1. Zivotni stadia Fascioloides magna

Zivotni stadia motolice Fascioloides magna je mozné rozdélit podle zptisobu, jakym byla

ziskavana na stadia z vaji¢ek — miracidia a stadia z plze — sporocysty, redie a cerkarie.

Miracidium

Prvni zivotni stadium motolice F. magna nazyvané miracidium se lihlo po inkubaci ve
vodnim prostfedi z vajicek produkovanych dospélci v jaternich pseudocystach
definitivniho hostitele.

Chov definitivniho hostitele F. magna neni v podminkach PfF UK mozny, vajicka
byla proto ziskdvana ze zvifat ulovenych v ramci redukce pocetnich stavii sparkaté zvére.
Jednalo se zejména o druh Cervus elaphus z oblasti Kfivoklatska (Ceské republika) a okoli
vodni nadrze GabcCikovo (Slovenska republika). Aby doSlo k naruseni pseudocyst
s dospélci a uvolnéni vajicek zde kumulovanych, byla jatra infikovaného hostitele nafezana
na platky o tloustce cca 2 cm. Vajicka byla poté z pseudocyst vyplachnuta odstatou
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vodovodni vodou, pozd¢ji pouzitou i pro precistovani vajicek, jejich skladovani a inkubaci
(viz dale). Vyplach jater obsahujici kromé vajicek i ¢asti jaterni tkdn¢€, krev a metabolické
produkty motolice byl nejprve hrubé pie¢istén pomoci sit a poté opakované promyvan a
dekantovan, dokud nebylo dosazeno Cisté suspenze vajicek. Skladovani vajicek probihalo
ve tmé pii teploté 4 °C a to nejdéle po dobu 2 let.

Pro ziskani miracidii byla vajicka inkubovana po dobu 15-20 dnt ve tmé (branici
miracidiim v lihnuti) pfi teplot¢ 25 °C a nasledné piemisténa na svétlo, které indukovalo
lihnuti. Aktivné se pohybujici miracidia vykazovala pozitivni fototaxi, na zékladé které
byla pomoci svételného zdroje soustiedéna na okraji Petriho misky. Zde byla odebirana a

okamzité fixovdna nebo pouzita k infekci mezihostitelskych plza.

Sporocysta, dvé generace redii a cerkarie

Mezi zivotni stadia motolice F.magna vyvijejici se v mezihostitelském plzi patii
sporocysta, dvé generace redii a cerkarie. Za Gcelem usnadnéni pfistupu k modelovému
materidlu byl na katedfe Parazitologie PfF UK zaveden chov pfirozeného mezihostitele,
sladkovodniho plze Pseudosuccinea columella ziskaného pro experimentalni tcely v roce
2010 z okoli dolniho toku teky Columbia (Oregon, USA). Plzi byli chovéni v plastovych
boxech obsahujicich odstatou vodovodni vodu a krmeni tfikrat tydn€ cerstvymi listy
hlavkového salatu.

Po dosazeni velikosti 2-4 mm byli plzi experimentalné infikovani. Byli umisténi
spole¢né se 2—10 miracidii do objemu 350 pl odstaté vodovodni vody na dobu 5 hodin za
laboratorni teploty. V¢&tSi po€et miracidii (10) byl nutny pro nalezeni obtizné
zachytitelnych sporocyst. Za ucelem ziskani sporocyst a redii byli infikovani plZi pitvani
pomoci preparacnich jehel ve fyziologickém roztoku imitujicim latkové slozeni
hemolymfy plze Galba truncatula (dale jen FRGT — fyziologicky roztok G. truncatula),
typického evropského mezihostitele motolice F.magna. Piijakékoliv manipulaci se
sporocystami a rediemi bylo pro jejich malou velikost nutné pracovat pod

stereomikroskopem.
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Zarodky redii druhé generace a cerkarii

Pomiicky:
e kuchynska Spejle
e nitroceluldzovée lepidlo

e minucie

Postup:

Pro studium morfogeneze organovych soustav bylo vhodné zarodky redii druhé generace a
cerkarii vypreparovat z téla jedinct predchozi generace (redii prvni generace a redii druhé
generace). Jako nejvhodnéjsi postup se ukazalo odtrzeni prvni tfetiny téla redie pomoci
minucii upevnénych nitrocelul6zovym lepidlem k potravinarské Spejli. Zarodky se poté
vlivem vnitfniho tlaku samy uvolnily do FRGT, ve kterém byla preparace provadéna.

Veskera manipulace probihala pro stereomikroskopem.

4.1.2. Macrostomum sp.

Sladkovodni plosténka rodu Macrostomum byla ziskavana ze stén akvarii v laboratornich
chovech plze P. columella. Druhové zafazeni nebylo ur¢ovano. Macrostomum sp. bylo
vyuzito k ovéfeni spravného postupu u metod, jejichz aplikace na modelu F. magna nebyla
uspesnd. Konkrétné se jednalo o =znafeni proliferujicich bunék prostfednictvim

5-brom-2'-deoxyuridinu (viz kapitola 4.5.3.).

4.1.3. Macrostomum lignano

Plosténka Macrostomum lignano je jeden z nejvyznamnéj$ich modelovych organizmu pro
studium kmenovych bun¢k bezobratlych organizmi. Jedna se o moisky herbivorni druh
zZijici na pobtezi Jaderského mote, ktery byl podobné jako Macrostomum sp. vyuzit pro
ovéieni spravného postupu U vybranych metod. Vzorek byl ziskan v roce 2012 z laboratoie
Evolu¢ni biologie, Zoologického institutu, University v Basileji.
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Chov

Plosténky M. lignano byly chovany ve sklenénych Petriho miskach (latky uvoliujici se ve
vodnim prostiedi ze syntetickych polymeri mohou mit negativni vliv na rlst a
rozmnozovani) s narostem jejich potravy, fasy Nitzschia curvilineata (viz dale). Pro
zajisténi vhodného prostiedi pro rast N. curvilineata byly plosténky chovany v f/2 (slozeni

Viz nize) roztoku v laboratorni teploté za svételného cyklu svétlo:tma — 12:12 hodin.

Roztok f/2

Chemikalie:
e dusi¢nan sodny (NaNO3)
e dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO, . 2H,0)
e nonahydrat kiemicitanu sodného (Na,SiO3 . 9H,0)

e thiamin . HCI
e hiotin
e kobalamin

e Nay. EDTA (sodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctove)
e hexahydrat chloridu Zelezitého (FeCls . 6H,0)

e tetrahydrat chloridu manganatého (MnCl; . 4H,0)

e heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSQ, . 7H,0)

e hexahydrat chloridu kobaltnatého (CoCl, . 6H,0)

e pentahydrat siranu méd’natého (CuSQOy . 5H,0)

e dihydrat molybdenanu sodného (Na;MoO, . 2H,0)

Postup:

Roztok /2 byl piipraven postupnym rozmichavanim 1 ml roztokd soli I az IV a 0,5 ml
vitaminového roztoku ve 2 1 uméle piipravené moiské vody o koncentraci moiskych soli
32 g/l. Roztoky I az III byly pfipraveny rozpusténim soli v destilované vodé podle tabulky
2., roztok vitaminl stejnym zpusobem podle tabulky 3. Pro pfipravu roztoku IV bylo

0,88 g Na, . EDTA rozpusténo v 80 ml destilované vody a nasledné bylo piidano 0,63 g
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FeCls . 6H,0. Po uplném rozpusténi obou zminénych soli byl postupné ptimichavan 1 ml
od kazdého z roztoki soli kovli A az E pfipravenych rozpusténim v destilované vodé podle
tabulky 4.

Roztok f/2 byl poté sterilizovan v autoklavu pfi teploté 120 °C po dobu 48 minut a
skladovan ve vzduchotésné nadobé. Pred kazdym pouzitim byl filtrovan pro odstranéni

ptipadnych vysrazenych soli.

Tab. 2. Vodné roztoky I, I a III pro ptipravu roztoku /2.

Chemikalie Koncentrace (mmol/l) | Koncentrace (g/l)
roztok I |NaNO; 1764,71 150
roztok Il |NaH,PO, . 2H,0 72,46 10
roztok 111 |Na,SiO3 . 9H,0 105,63 30

Tab. 3. Vodny vitaminovy roztok pro pfipravu roztoku f/2.

Chemikalie |Koncentrace (umol/l) | Koncentrace (mg/l)
thiamin . HCI |1185,96 400

biotin 8,19 2

kobalamin 1,48 2

Tab. 4.: Vodné roztoky soli kovii A, B, C, D a E pro pfipravu roztoku I'V.

Chemikalie Koncentrace (mmol/l) | Koncentrace (g/l)
roztok soli kovu A | MnCl; . 4H,0 904,47 179
roztok soli kovu B | ZnSO4 . 7H,0 76,51 22
roztok soli kovu C | CoCl, . 6H,0O 42,03 10
roztok soli kovu D | CuSQ, . 5H,0 40,05 10
roztok soli kovu E |Na;MoO, . 2H,0 |[24,8 6

Chovné Petriho misky

Po 4 tydnech od naockovani fasy N. curvilineata do sklenénych Petriho misek obsahujicich
roztok f/2 se na jejich dné vytvoril rovnomérny narost slouzici jako potrava pro
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M. lignano. Podminky pro vznik narostu byly identické s podminkami chovu plostének
(svétlo:tma — 12:12 hodin, laboratorni teplota). Zasobni kultura fasy N. curvilineata byla
drzena ve sklenénych zkumavkach obsahujicich 0,9% agar rozpustény v roztoku f/2 a

zatuhnuty pod uhlem 168°.

4.2. Fyziologické roztoky a pufry

4.2.1. Fyziologicky roztok pufrovany fosforecnany (PBS)

Pouziti:
PBS byl pozivan ve vSech imunohistochemickych metodach znaceni pro udrZeni pH
vhodného pro spravnou funkci proteinti, naptiklad protilatek nebo proteindzy K a dale jako

rozpoustédlo pro piipravu fixa¢niho roztokt paraformaldehydu.

Chemikalie:
e dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO, . 2H,0)
e hydrogenfosforecnan sodny (Na;HPQOy)
e chlorid sodny (NaCl)
e destilovana voda
e koncentrovana kyselina chlorovodikova (HCI)

e koncentrovany roztok hydroxidu sodného (NaOH)

Pomiicky:

e pH metr inoLab WTW series

Postup:

Roztoky NaH;PO..2H,O a NayHPO, pripravené v destilované vod¢ ve shodné

koncentraci 0,2 mol/l byly smichany v poméru 19:81. Vznikly roztok byl doplnén

destilovanou vodou na dvojnasobek svého objemu. Nakonec byl pfimichan NaCl v

koncentraci 0,12 mol/l. Kyselost PBS byla upravena koncentrovanym roztokem NaOH,
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ptfipadné koncentrovanou HCI, na hodnotu pH 7,4 ovétenou pH metrem inoLab (Vacek,

1988).

4.2.2. Fyziologicky roztok podle slozeni hemolymfy plze

Galba truncatula

Pouziti:

FRGT byl pouzivan pii preparaci a kultivaci zivotnich stadii F. magna z mezihostitelského
plze (redii obou generaci a zdrodki redii a cerkarii) a jako rozpoustédlo pro pfipravu
roztokd paraformaldehydu uréenych k fixaci téchto stadii pro imunohistochemické metody

znaceni.

Chemikalie:
e chlorid sodny (NaCl)
e hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3)
¢ hydrogenuhli¢itan draselny (KHCO3)
e siran amonny [(NH4)2SO4]
e dodekahydrat fosfore¢nanu sodného (NazPO, . 12H,0)
e glukoza (CgH1206)
e hexahydrat chloridu vapenatého (CaCl, . 6H,0)
e hexahydrat chloridu hote¢natého (MgCl, . 6H,0)

Postup:

Rozpusténim jednotlivych chemikalii v destilované vodé podle tabulky 5. bylo piipraveno
800 ml roztoku A a 100 ml roztoku B. Oba roztoky byly poté smichany a doplnény
destilovanou vodou na celkovy objem 1000 ml (Pullin, 1971).
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Tab. 5. Piiprava vodnych roztoki A a B fyziologického roztoku podle slozeni hemolymfy plze
Galba truncatula.

Chemikalie Koncentrace (mmol/l) | Koncentrace (g/l)
roztok A | NaCl 38,84 2,27

NaHCOs 22,38 1,88

KHCO; 3 0,3

(NH4),SO04 0,38 0,05

NazPO,4 . 12H,O |0,11 0,04

Glukoza 5,66 1,02
roztok B |CaCl, . 6H,0 27,63 6,05

MgCl, . 6H,0 20,57 4,18

4.3. Fixace tkani

4.3.1. Histochemie (fixace)

Pouziti:
Pro tcely histochemického barveni byli fixovani celi jedinci miracidii, sporocyst a redii

obou generaci v Bouinové roztoku.

Chemikalie:

e Bouinuv roztok (Sigma)

Postup:
Tkané uréené pro studium s vyuzitim histochemickych metod barveni byly fixovany v
Bouinové roztoku 12-24 hodin v laboratorni teploté. Objem fixaze byl vzdy vice nez

20krat vyssi nez objem tkang.
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4.3.1. Imunohistochemie a znaceni faloidinem konjugovanym

s fluorescein izokyanatem (FITC) (fixace)

Pouziti:

Pro fixaci tkani uréenych k imunohistochemickému zna¢enim a znacenim faloidinem
konjugovanym s FITC byly vyuZzivany 4% roztoky paraformaldehydu. K fixaci miracidii a
plostének  Macrostomumsp. a  Macrostomum lignano byl  pouzivan  roztok
paraformaldehydu v PBS. V roztoku paraformaldehydu ve FRGT byly fixovany cerkarie,

redie a zarodky obou téchto stadii.

Chemikalie:
e 4% (w/v) roztok paraformaldehydu ve FRGT
o 4% (w/v) roztok paraformaldehydu v PBS
o 7,14% (w/v) roztok MgCl, v 1/2

Postup:

Tkéané¢ wurcené pro imunohistochemické metody znaeni a znaceni faloidinem
konjugovanym s fluorescein izokyanatem (FITC) byly fixovany 12 hodin pfi teploté 4 °C
nebo 4 hodiny pii laboratorni teploté v 4% (w/v) roztocich paraformaldehydu ptipravenych
jeho rozpusténim ve fyziologickych roztocich. Rozpousténi paraformaldehydu probihalo
za stalého michani po dobu 2 hodin pii teploté 60 °C. V ptipadé redii, cerkarii a zarodki
téchto stadii se jednalo o FRGT, u M. lignano a Macrostomum sp. byl pouzit PBS. Aby se
zamezilo smrsténi plostének ve fixa¢nim roztoku, byly pfedtim inkubovany v 7,14% (w/v)
roztoku MgCl, f/2 v laboratorni teploté po dobu 10 minut. Objem fixaze byl vzdy nejméné
20krat vyssi nez objem tkan€. Pro zachovani svych vlastnosti byl rozpusStény

paraformaldehyd skladovan ve tmé pii teploté -20 °C.
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4.4. Histochemie

Pouziti:
Histochemické metody barveni byly pouzity vyhradné za ucelem studia rozmnozovani

motolice F. magna v mezihostitelském plzi.

4.4.1. Ptiprava JB-4 tkanovych blockt

Chemikalie:
e 80% etanol
e 96% etanol
e 100% etanol
e JB-4 Plus® Embedding Kit (Polysciences, Inc.)
o infiltra¢ni roztok

o zalévaci roztok

Postup:

Po fixaci Bouinovym roztokem bylo nutné vymyt piebytecnou kyselinu pikrovou laznémi
v 80% etanolu opakovanymi do doby, dokud jeji uvolnovani viditelné¢ neustalo.
Dehydratace tkané¢ nutna pro dal§i zpracovani byla provedena vzestupnou etanolovou
fadou ur¢enou pro tkané do velikosti 0,5 cm? podle tabulky 6. (Vacek, 1988). Pro uzavieni
tkan¢ do pryskyfice JB-4 Plus® bylo nutné nejprve ji prosytit infiltraéni roztokem
pfipravenym rozpusténim 0,125 g benzoyl peroxidu v 10 ml roztoku A a to ve tfech
krocich trvajicich 90 minut, 12 hodin a opét 90 minut. Polymeraci pryskyfice a uzavieni
tkadn€ do blocku zapocalo po ptidani zalévaciho roztoku tvofeného roztokem B smisenym s
roztokem A v poméru 1:25. Polymerace pryskyfice byla povazovéana za dokoncenou po 24
hodinach v laboratorni teploté. Jako formicky pro tkanové blocky byly pouzity Zelatinové

kapsle.
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Tab. 6. Kroky pouzité k odvodnéni tkani pied ptipravu tkaniovych blocku.

Krok |Etanol |Cas

1. 96% 6 hodin
2 100% |1 hodina
3. 100% |1 hodina
4 100% |1 hodina

4.4.2. Ptiprava tkanovych tfezi

Chemikalie:

e (destilovana voda

Pristroje:
mikrotom (SHANDON Finesse ME)

sklenéné noze pripravené na Reichert-Jung Knifemaker (ver. 705202)

podlozZni skla SuperFrost® Plus (Thermo Scientific)

jehla (sici)

Postup:

Tkanové blocky byly krajeny na fezy o tloustce 1 um, nebo 4 pm (v zavislosti na mnozstvi
experimentalniho vzorku) s pomoci mikrotomu SHANDON Finesse ME sklenénymi nozi
pfipravenymi na Reichert-Jung Knifemaker. Vzniklé fezy byly pomoci tenké jehly
jednotlivé pfenaSeny z noze na povrch kapky destilované vody umisténé na podloznich
sklickach SuperFrost® Plus. Pied krdjenim byl povrch sklenéného noze lehce zvlhéen
dechem, aby vlhkost pfenesena na fez zabranila jeho zkrouceni v prub&hu pfemistovani.
Na jedno podlozni sklicko bylo pfeneseno obvykle 6 ftezii v piesné¢ daném potadi
nezbytném pro vyhodnoceni prostorové morfologie struktur. Aby nedoSlo k pifehnuti
okrajl fezl pfi polozeni na vodu, bylo nutné, aby byly jejich okraje vzdy namifené pod
mirnym uhlem smérem k podloznimu sklicku (Obr. 10.). Protoze mély fezy samovolnou
tendenci se stacet, bylo nezbytné pienést je z noze na kapku rychlym a plynulym pohybem.

Vyschnutim destilované vody se fezy pevné ptichytily k povrchu sklicka.
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Obr. 10. Spravné umisténi fezu na kapku destilované vody (zeleng) zabranujici prehnuti okraju fezt.

4.4.3. Barveni a montovani tkanovych feza

Pouziti:

Za Ucelem barveni jader a cytoplazmy buné€k Uc€astnicich se rozmnoZovani redii byly
pouzity dva zpusoby piehledného barveni — Ehrlichiv hematoxylin v kombinaci s eosinem
a Haidenheinlv zelezity hematoxylin.

Hlavni rozdil mezi témito dvéma barvenimi spocival v piehlednosti pfi orientaci v
preparatu. Zatimco Haidenheinllv Zelezity hematoxylin vytvafel monochromatické
preparaty, kde byla jadra i cytoplazma bun¢k barvena syté modte, pti barveni Ehrlichovym
hematoxylinem v kombinaci s eosinem se cytoplazma bun¢k barvila riZzové a jadra modfe.
Preparaty obarvené kombinaci hematoxylin-eosin proto byly vyrazné ptehlednéjsi.

Pro tuto praci bylo dulezité zachytit detaily struktury jader barvenych bunék.
V tomto ohledu pfinasel Haidenheiniv hematoxylin vyssi kontrast mezi barvenymi a

nebarvenymi strukturami. Mnozstvi rozeznatelnych detailti bylo u obou metod srovnatelné.
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Priprava Ehrlichova hematoxylinu

Chemikalie:
e hematoxylin
e 96% etanol
e destilovana voda
e koncentrovana kyselina octova
e glycerol
e siran hlinito-draselny (KAI(SO4),)
e jodi¢nan sodny (NalOs)

Postup:

2 g hematoxylinu byly rozpustény ve 100 ml 96% etanolu. Do roztoku bylo postupné
ptimichavano 100 ml destilované vody, 100 ml glycerolu a 10 ml koncentrované kyseliny
octové. Poté byl roztok nasycen KAI(SO4),. Oxidace hematoxylinu na hematein byla
urychlena pfimichdnim 0,4 g NalOs. Hotovy roztok Ehrlichova hematoxylinu byl pted

pouzitim ptefiltrovan ptes filtracni papir.

Piiprava roztoku eosinu Y

Chemikalie:
e eosinY
e destilovana voda
e 96% etanol
e 75% etanol

e koncentrovana kyselina octova

Postup:
1 g eosinu Y byl rozpustén ve 20 ml destilované vody a doplnén 96% etanolem do objemu
100 ml. Vznikly roztok byl nafedén pfimichanim 300 ml 75% etanolu. Nakonec byly

ptidany 2 ml koncentrované kyseliny octové.
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Piiprava Heidenhainova Zelezitého hematoxylinu

Chemikalie:
e dodekahydrat siranu zelezito-amonného (NH4Fe(SQO4), . 12H,0)
e destilovana voda
e hematoxylin
e 100% etanol
e jodi¢nan sodny (NalOs)

Postup:

Pro barveni Heidenhainovym zelezitym hematoxylinem bylo tfeba pfipravit dva rizné
roztoky — motidlo a samotny 0,5% roztok hematoxylinu. Mofidlo bylo pfipraveno
rozpusténim 5 g NH4Fe(SO4), . 12H,0 ve 100 ml destilované vody. Po nasyceni roztoku
byl nadbytek soli odfiltrovan pies filtracni papir. 0,5% roztok hematoxylinu byl pfipraven
rozpusténim 0,5 g hematoxylinu v 10 ml 100% etanolu a doplnénim destilovanou vodou na
objem 100 ml. Pro urychleni oxidace hematoxylinu bylo do jeho roztoku ptidano 0,2 g
NalOs.

Barveni Ehrlichovym hematoxylinem a roztokem eosinu Y

Chemikalie:
e 1% Ehrlichiv hematoxylin
e 0,25% roztok eosinu Y
e 70% etanol
e koncentrovana kyselina chlorovodikova (HCI)

e 96% etanol
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Postup:

Podlozni sklicka s fezy byla nejprve na dobu 10 minut ponofena do 1% Ehrlichova
hematoxylinu. Nenavazany hematein (barvici slozka Ehrlichova hematoxylinu) byl
odmyvan 5 minut pod tekouci vodovodni vodou. Diferenciace barveni byla provedena 2—3
rychlymi ponofenimi do roztoku kyselého etanolu ptipravené¢ho piidanim 3 kapek
koncentrované HCI do 100 ml 70% etanolu. Po dokonceni barveni hematoxylinem byly
fezy barveny 30 sekund v 0,25% eosinu Y. V piipad€ nechténého piebarveni fezu byl

nadbytecny eosin byl odmyt kratkym ponofenim do 96% etanolu.

Barveni Heidenhainovym Zelezitym hematoxylinem

Chemikalie:
e moftidlo (nasyceny vodny roztok NH4Fe(SQOy), . 12H,0)

e 0,5% Heidenhaintiv Zelezity hematoxylin

Postup:

Podlozni sklic¢ka s tkanovymi fezy byla ponofena na dobu 30 minut do mofidla o teploté
60 °C. Po kratkém oplachnuti tekouci vodovodni vodou byla na 15 sekund vlozena do
roztoku Heidenhainova Zelezit¢ho hematoxylinu o laboratorni teplot¢.

Pii klasickém postupu jsou tkanové fezy nejprve piebarveny a nasledné za
pravidelné kontroly pod mikroskopem diferencovany pomoci mofidla. Tento regresivni
zpusob barveni se ale v pfipad¢ tkané uzaviené v pryskyfici JB-4 Plus® neosveédcil.
Diferenciace probihala velmi nerovnomérné — nékteré oblasti tkdné byly stale piebarvene,

zatimco z jinych byl hematein zcela vyvazan.

Montovani tkanovych fezi

Chemikalie:
e kanadsky balzam (Roth)
e DPX médium (Sigma)
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Postup:

Po dokonceni barveni byla podlozni sklicka ponechdna v laboratorni teploté, dokud fezy
zcela nevyschly. Poté byly preparaty zamontovany do kandského balzdmu, nebo DPX.
Velikost kryciho sklicka byla nejcastéji 22x40 mm.

4.5. Imunohistochemie

Pouziti:

Imunohistochemické metody znaceni byly vyuzivany pro studium morfogeneze nervové a
vylucovaci soustavy redii druhé generace a cerkarii a pro znaceni proliferujicich bunék
redii obou generaci a ploStének Macrostomum sp. a Macrostomum lignano. Znaceni

probihalo na celych jedincich (,,whole mount®).

4.5.1. Permeabilizace tkani Fascioloides magna, Macrostomum sp.

a Macrostomum lignano

Pouziti:
Pied samotnym znaCenim bylo nutné tkan zprostupnit (permeabilizovat) a zajistit tak
pristup protilatky nebo jiné specificky se vazajici molekuly K cilovym tkanim. K tomuto

ucelu byly pouzity metody chemické a mechanické permeabilizace.

Piiprava roztokii pro chemickou permeabilizaci
Pouziti:

Chemickd permeabilizace byla provaddéna u vSech imunohistochemickych znaceni a pii

znaceni F-aktinu faloidinem konjugovanym s fluorescein isothiokyanatem.
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Chemikalie:
e dodecylsiran sodny (angl. sodium dodecyl sulphate — SDS)
e Triton X-100 (Sigma)
e PBS

e proteinaza K — Tritrachium (Sigma)

Postup:
K chemické permeabilizaci byly pouzity:

1. roztoky detergentt

2. roztoky detergentii obsahujici proteinazu K
Roztok detergentt se skladal z dodecylsiranu sodného v koncentraci 0,5 %, nebo 1 % (w/v)
v zavislosti na metod¢ znaceni (viz kapitola 4.5.3. a 4.5.4.) a Tritonu X-100 v koncentraci
0,3 % (v/v) rozpusténych v PBS. Roztok obsahujici proteindzu K byl pfipraven jejim
rozpusténim v koncentraci 2 pg/ml, nebo 100 pg/ml v PBS obsahujicim 0,5% (w/v) SDS a
0,3% Triton X-100.

Mechanicka permeabilizace

Pouziti:

Mechanicky zplisob permeabilizace (spolecné s chemickym) bylo nutné pouZit pfi
imunohistochemickém znaceni télnich struktur redii a cerkarii F. magna, kde chemicka
permeabilizace (narozdil od M. lignano) nevedla k ucinnému pronikani protilatek. U
zarodku redii a cerkarii, jejichz velikost ¢inila mechanickou permeabilizaci velmi obtiznou,
nebyla pouzita. Pii znaceni F-aktinu faloidinem konjugovanym s fluorescein
isothiokyanatem nebyla mechanicka permeabilizace provadéna, aby nedoslo k poruseni

svaloviny télni stény studovanych objekti.

Pomiicky:
e kuchynska Spejle
e nitroceluldzove lepidlo

e trn kopfivy Urtica dioica
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Postup:

Mechanicky byla téla redii a cerkarii permeabilizovana propichnutim trnem kopiivy
Urtica dioica. Trn byl nejprve upevnén nitrocelulozovym lepidlem ke kovovému nastavci
a poté¢ ke kuchynské Spejli. Permeabilizované objekty byly rovnomérné propichnuty ve
100um rozestupech. Pouzitelnost trnit k mechanické permeabilizaci bylo nutné posoudit

mikroskopicky — vhodné byly pouze trny s ostrym zakoncenim.

4.5.2. Obecna metodika imunohistochemického znaceni

Pouziti:
Obecna metodika imunohistochemického znaceni vychazejici z prace Collins a kol. (2011)
byla v riznych obménach (viz dale) pouzita pii imunohistochemickych znacenich télnich
struktur redii, cerkarii a zarodku téchto stadii. Mezi tyto struktury patfily:

e fosforylovany histon H3 — buné¢né jadro ve fazi mitozy

e bromdeoxyuridin — bunééné jadro po prichodu syntetickou fazi bunééného cyklu

e neurotransmiter serotonin — nervova soustava

e neuropeptid FMRFamid — nervova soustava

e acetylovany a-tubulin — vylu¢ovaci a nervova soustava

Po dokonCeni znaceni byla tkan montovana do média s obsahem 4',6-diamidin-2-
fenylindolu (DAPI) — fluorescenéni sondy specificky znac¢ici DNA v bunénych jadrech.
Znaceni DAPI umozZnovalo snaz$i hledani tkané pii1 fluorescenéni a konfokalni

mikroskopii.

Chemikalie:
o 4% (w/v) roztok paraformaldehydu ve FRGT nebo PBS
e 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS — promyvaci roztok
e 0,5% (w/v) SDS, proteinaza K (2 pg/ml), 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS -

permeabilizacni roztok A
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e 0,5% (w/v) SDS, proteinaza K (100 ug/ml), 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS —
permeabilizacni roztok A2

e 1% (w/v) SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS — permeabiliza¢ni roztok B

e 1% (w/v) BSA (bovine serum albumin) (Sigma), 0,3% (v/v) Triton X-100, 0,05%
(v/v) Tween 20 (BIO-RAD) v PBS — bloka¢ni roztok

e VECTASHIELD® obsahujici 4',6-diamidin-2-fenylindol  (DAPI)  (Vector

Laboratories, Inc.)

Pomiicky:

trn Urtica dioica

Postup:

Pro vymyti piebytecné fixaze (popis fixace viz kapitola 4.3.1.) z tkani byly provedeny 4
proplachy v promyvacim roztoku. Po fixaci bylo nutné¢ ucinit tkdn prostupnou pro
protilatky. Macrostomum sp., M. lignano a zarodky redii a cerkarii F. magna byly
permeabilizovany pouze chemicky, redie a cerkarie F. magna byly fixovany nejdiive
mechanicky (viz vyse) a az poté chemicky. K chemické permeabilizaci byly pouzity tii
rizné roztoky. Prvnim krokem permeabilizace byla inkubace tkdn¢ v permeabilizacnim
roztoku Al 5 minut pii teploté 37 °C. V ptipadé plostének Macrostomum sp. a M. lignano
byl pouzit permeabilizacni roztok A2 svyS$im zastoupenim proteinazy Ka doba
permeabilizace byla prodlouzena na 15 minut. Druhy krok pfedstavovala permeabilizace v
permeabiliza¢nim roztoku B 15 minut v laboratorni teploté. Pied pfistoupenim k druhému
kroku permeabilizace a po jeho dokonceni byla tkan 4x proplachnuta v promyvacim
roztoku. Pro zablokovani mist nespecificky vézajicich proteiny byla tkan inkubovéana v
bloka¢nim roztoku 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Ve stejném roztoku byly nésledné
rozpu$tény primarni a sekundéarni protilatky. Inkubace s primdrnimi i sekundarnimi
protilatkami probihala za shodnych podminek — 24 hodin ve tmé& pfi 4 °C. Nenavazané
primarni protilatky byly odmyvéany promyvacim roztokem 2 hodiny pfi laboratorni teploté.
Zatimco koncentrace primarnich protilatek se lisila (bude popséana pro jednotlivé piipady),
sekundarni protildtky byly pouzivany vzdy v koncentraci 1:400. Po inkubaci se
sekundarnimi protildtkami byla tkan kratce promyta a zamontovana do media

VECTASHIELD® s obsahem DAPI.
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4.5.3. Metody znaceni proliferujicich bunék redii F. magna

Pouziti:

Ve vyzkumu rozmnozovani motolic v mezihostiteli byly doposud az na nékteré vyjimky
pouzivany pouze histologické metody kombinované se svételnou nebo elektronovou
mikroskopii. Za ucelem obohaceni téchto metod byly v ramci diplomové aplikovany dva
ruzné piistupy ke znaceni proliferujicich bun€k redii F. magna, mezi které patii i kmenové
a ,,zarodecné* bunky zodpovédné za produkci zarodk redii a cerkarii.

Prvni metoda znaéi specificky vSechny buiky ve fdzi mitézy protilatkami
namifenymi proti fosforylované formé histonu H3. Aby se zvysila nizkd pravdépodobnost
zachytu bunck v této fazi cyklu, inkubuji se zivé bunky v roztocich kolchicinu, ktery
vazbou na tubulin brani vzniku funkéniho déliciho vieténka a tim buiiky v mitoéze uzavira.

Druha metoda vyuziva zatazeni analogu thymidinu (5-brom-2’-deoxyuridinu) do
replikujici se DNA zivych bun¢k v syntetické fazi bunécného cyklu. Ten je poté mozné
Vv bunikach vizualizovat za pomoci protilatek.

Ob¢ metody byly pouzity pro znaeni proliferujicich bunck redii obou generaci a

pomocnych organizmu — plosténék Macrostomum sp. a Macrostomum lignano.

Znaceni bunék v mitotické fazi bunécéného cyklu

Pouziti:

Mitoéza zaujima pouze zlomek celého Zivotniho cyklu bunky. Inkubace zivych jedincii
(pfipadné celych infikovanych plzi) v roztoku kolchicinu umoZznila uzamceni
proliferujicich bunék v mitotické fazi cyklu a tim i1 zvySeni pravdépodobnosti jejich
zachytu protilaitkami namifenymi proti fosforylovanému histonu H3, specifickému
markeru mitozy. V ptipad¢ redii F. magna byl pouzit roztok kolchicinu ve FRGT, pro
M. lignano roztok o shodné koncentraci, ale rozpustény v f/2 (Macrostomum sp. nebylo do

tohoto experimentu zatazeno).
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Chemikalie:

0,05% (w/v) roztok kolchicinu ve FRGT

0,05% (w/v) roztok kolchicinu ve f/2

4% (w/v) roztok paraformaldehydu ve FRGT

4% (w/v) roztok paraformaldehydu v PBS

7,14% (w/v) MgCl; v roztoku f/2

0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS — promyvaci roztok

0,5% (w/v) SDS, proteinaza K (2 pg/ml), 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS -
permeabilizacni roztok Al

0,5% (w/v) SDS, proteinaza K (100 ug/ml), 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS —
permeabilizacni roztok A2

1% (w/v) SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS — permeabiliza¢ni roztok B

1% (w/v) BSA, 0,3% (v/v) Triton X-100, 0,05% (v/v) Tween 20 v PBS — bloka¢ni
roztok

kréali¢i polyklonalni protilatky proti fosforylovanému histonu H3 o koncentraci
1:400 v bloka¢nim roztoku (Millipore)

kozi protilatky proti krali¢im IgG konjugované s Alexa Fluor 488 (Life
Technologies) o koncentraci 1:400 v bloka¢nim roztoku

VECTASHIELD® obsahujici DAPI

Postup:

Nejvhodnéjsi doba inkubace redii v roztoku kolchicinu byla 3 hodiny. Pii 6 nebo 12

hodinové inkubaci jiZ ke zvySeni Cetnosti zachytu bunck v mitotické fazi bunééného cyklu

nedochazelo. Dalsi postup byl shodny s obecnou metodikou imunohistochemického

znaceni. Koncentrace primarni protilatky byla 1:400 (Ladurner a kol., 2000; Collins a kol.,
2011; upravil J. Pankrac).
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Znaceni bunék v syntetické fazi bunééného cyklu

Pouziti:

Metoda znaceni bun€k v syntetické fazi byla aplikovéana na redie druhé generace F. magna

a plosténky Macrotomum sp. a Macrostomum lignano. Umoznila ziskat informaci o tom,

zda se bunka délila (prochazela fazi replikace) v prubéhu inkubace zivého jedince s 5-

brom-2’-deoxyuridinem. ProtoZe tato molekula neni toxickd, mohla inkubace trvat i
nékolik dni (viz déle).

Chemikalie:

5-brom-2’-deoxyuridin (BrdU) (Sigma) v koncentraci 30 mmol/l ve FRGT
5-brom-2’-deoxyuridin (BrdU) (Sigma) v koncentraci 30 mmol/l v odstaté
vodovodni vodé

5-brom-2’-deoxyuridin (BrdU) (Sigma) v koncentraci 5 mmol/Il v roztoku /2

4% (wi/v) roztok paraformaldehydu ve FRGT

4% (wi/v) roztok paraformaldehydu v PBS

7,14% (w/v) MgCl; v roztoku f/2

0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS

0,5% (w/v) SDS, proteinaza K (2 ug/ml), 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS

1% (w/v) SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS

kyselina chlorovodikova (HCI) o koncentraci 0,1 mol/l v PBS

kyselina chlorovodikova (HCI) o koncentraci 2 mol/l v PBS

1% (w/v) BSA, 0,3% (v/v) Triton X-100, 0,05% (v/v) Tween 20 v PBS

mysi monoklonalni protilatky proti BrdU (Sigma) o koncentraci 1:100 v bloka¢nim
roztoku

osli protilatky proti mySim IgG konjugované s Alexa Fluor 488 (Life Technologies)
0 koncentraci 1:400 v bloka¢nim roztoku

VECTASHIELD® obsahujici DAPI

Pomiicky:

sklenénd kapilara
mikroinjektor (Narishige IM 300)
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Postup — Macrostomum sp. a M. lignano:

Za ucelem zajisténi vstupu analogu thimidinu (BrdU) do proliferujicich bun¢k byly zivé
plosténky M. lignano inkubovany 30 minut v roztoku BrdU o koncentraci 5 mmol/l
rozpusténém v f/2 roztoku, Macrostomum sp. 30 minut v roztoku BrdU o koncentraci
Smmol/l  rozpuSténém v odstat¢ vodovodni vodé. Od obecné metodiky
imunohistochemického znaceni se znaCeni proliferujicich bun¢k v syntetické fazi cyklu
odliSovalo pfitomnosti dvou krokii vedoucich ke zpfistupnéni analogu thymidinu pro
primarni protilatky. Prvnim z téchto krokl zafazenych ihned po permeabilizaci byla
denaturace DNA inkubaci v PBS obsahujicim HCI o koncentraci 0,1 mol/l po dobu
10 minut pti teplot¢ 4°C. Druhym krokem byla denaturace v PBS obsahujicim HCI o
koncentraci 2 mol/l po dobu 2 hodin ve 37°C. Rozpad DNA znemoznoval nasednuti DAPI.
Montovaci médium s jeho obsahem bylo pouzito pouze jako kontrola aspésného provedeni
denatura¢niho kroku. Koncentrace primarnich protilatek byla 1:100 (Ladurner a kol., 2000;
Collins a kol., 2011; upravil J. Pankrac).

Postup — F. magna:
V ptipadé€ redii F. magna byly za ucelem zajisténi vstupu analogu thimidinu (BrdU) do
proliferujicich bunék pouzity 4 metody:
1. inkubace redii ve FRGT obsahujicim BrdU o koncentraci 30 mmol/l — doba
inkubace je omezena zivotnosti redii F. magna v in vitro podminkach
2. inkubace infikovanych plzii v odstaté vodovodni vodé obsahujici BrdU o
koncentraci 30 mmol/l — neomezena doba inkubace
3. injikace 20 ul FRGT obsahujicim BrdU o koncentraci 30 mmol/l injekéni jehlou do
hepatopankreatu infikovaného plze a jeho néslednd inkubace v roztoku o stejném
sloZzeni — neomezena doba inkubace
4. mikroinjikace 10 nl FRGT obsahujicim BrdU o koncentraci 30 mmol/l sklenénou
kapilarou do téla redie F. magna — doba inkubace je omezena zivotnosti redie v in
vitro podminkach
Dalsi postup byl shodny jako v piipadé Macrostomum sp. a M. lignano (Ladurner a kol.,
2000; Collins a kol., 2011; upravil J. Pankrac).
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4.5.4. Metody znaceni télnich struktur redii a cerkarii F. magna

Serotonin a FMRFamid

Pouziti:

Ke znaceni nervové soustavy redii druhé generace, cerkarii a jejich zarodkt byly pouzity
protilatky namifené proti aktivnim slozkam nervového systému pfitomnym v télech a
axonech neurond. Mezi tyto neuropienace patiil neurotransmiter serotonin a neuropeptid
FMRFamid.

Chemikalie:

o 4% (w/v) roztok paraformaldehydu ve FRGT

e 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS — promyvaci roztok

e 1% (w/v) SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS — permeabiliza¢ni roztok B

e 1% (w/v) BSA (bovine serum albumin), 0,3% (v/v) Triton X-100, 0,05% (v/v)
Tween 20 v PBS — blokac¢ni roztok

e krali¢i sérum proti serotoninu (Sigma) o koncentraci 1:400 v bloka¢nim roztoku

e krali¢ci sérum proti FMRFamidu (Neuromics) o koncentraci 1:400 v bloka¢nim
roztoku

e kozi protilatky proti kralicim IgG konjugované s Alexa Fluor 488 (Life
Technologies) o koncentraci 1:400 v bloka¢nim roztoku

e VECTASHIELD® obsahujici DAPI

Postup:

Protokol pro znaceni nervové soustavy se od obecné metodiky imunohistochemického
znaceni odliSoval v kroku permeabilizace proteindzou K, kterd nebyla pro jeji negativni
vliv na vysledné znaceni pouzita. Permeabilizace roztokem B byla prodlouZena z 15 na
20 minut. Koncentrace primarnich protilatek byla 1:400 (Collins a kol., 2011; upravil J.

Pankrac).
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Acetylovany a-tubulin

Pouziti:

Ke znaceni vyluCovaci soustavy redii druhé generace, cerkarii a jejich zarodku byly

pouzity protilaitky namifené proti tubulinu pfitomnému v ciliich cyrtocyti a ciliich

vzestupnych casti hlavnich sbérnych kanalkl cerkérii. Tubulinova vlakna byla zastoupena i

v axonech vybranych ¢asti nervové soustavy a senzorickych ciliich redii a cerkérii

F. magna, proto byla tato metoda znaceni pouzita i pfi studiu morfogeneze nervové

soustavy.

Chemikalie:

4% (w/v) roztok paraformaldehydu ve FRGT

0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS — promyvaci roztok

0,5% (w/v) SDS, proteinaza K (2 ug/ml), 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS —
permeabilizacni roztok A

1% (w/v) SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100 v PBS — permeabiliza¢ni roztok B

1% (w/v) BSA (bovine serum albumin), 0,3% (v/v) Triton X-100, 0,05% (v/v)
Tween 20 v PBS — blokac¢ni roztok

mySi monoklonalni protilatky proti acetylovanému a-tubulinu (Sigma) o
koncentraci 1:100 v bloka¢nim roztoku

osli protilatky proti mysim IgG konjugované s Alexa Fluor 488 (Life Technologies)
0 koncentraci 1:400 v bloka¢nim roztoku

VECTASHIELD® obsahujici DAPI

Postup:

Postup pouzity pii znaCeni vyluCovaci soustavy se neliSil od obecné metodiky

imunohistochemického znaceni. Koncentrace primarni protilatky byla 1:100 (Collins a
kol., 2011; upravil J. Pankrac).

46



4.6. Ostatni metody

4.6.1. Znaceni aktinovych vlaken télnich struktur redii a cerkarii

F. magna

Pouziti:

Znaceni aktinovych vldken bylo provadéno pomoci fluorescenéni sondy tvorené
faloidinem kovalentné¢ vazanym s fluorescein isothiokyanatem (FITC), ktera se specificky
vaze na F-aktin. Tato metoda byla pouzita zejména ke studiu morfogeneze svalové
soustavy redii druhé generace a cerkarii. Diky pfitomnosti F-aktinu v cytoplazmatickych
vybézcich cyrtocyti a ve svaloviné sestupnych c¢asti hlavnich sbérnych kanalkt a

exkre¢niho méchyte bylo mozné uplatnit toto znaceni i pro studium vylu¢ovaci soustavy.

Chemikalie:

o 4% (w/v) paraformaldehyd ve FRGT

e 1% (w/v) SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100, 1% (w/v) BSA (bovine serum albumin),
10% (w/v) sacharéza, 0,1% (w/v) NaN3 v PBS — inkubac¢ni roztok

e 200 ng/ml faloidinu konjugovaného s FITC (fluorescein isothiocyanate), 1% (w/v)
SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100, 1% (w/v) BSA (bovine serum albumin), 10% (w/v)
sacharo6za, 0,1% (w/v) NaN3 v PBS

e VECTASHIELD® obsahujici DAPI

Postup:

Po fixaci byla tkan 4krat kratce promyta v inkubaénim roztoku a poté piemisténa do
inkubacniho roztoku s obsahem 200 ng/ml faloidinu konjugovaného s FITC. Znaceni
svaloviny probihalo 48 hodin ve tmé pii teploté¢ 4 °C. Po navéazani faloidinu byla tkan
kratce promyta v inkuba¢nim roztoku a poté zamontovana do VECTASHIELD® s
obsahem DAPI (Mair a kol., 2000; upravil J. Pankrac).
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4.6.2. Tvorba tlustych tkanovych fezi pro konfokalni mikroskopii

Pouziti:

Kvuli pocatecnim netspéchiim pii znaceni celych jedinct redii a cerkarii F. magna
(pozdéji vyieSenych diky mechanické permeabilizaci a upravé postupu pii chemické
permeabilizaci) byla navrzena alternativni metoda, ktera méla zajistit snadnéjsi pristup
chemikalii k cilovym tkanim. Cerkarie a redie byly nejprve zality do agarového blocku,
ktery byl déale zpracovan a zalit podruhé, tentokrat do parafinového blocku. Po jeho
nakrdjeni na 25 pum tlust¢ fezy byly tkdné¢ znaCeny pomoci DAPI a faloidinu
konjugovaném s FITC. Pro Zadnou z téchto fluorescen¢nich sond nebyly takto pripravené
tkanové fezy dobie prostupné. Po uspésné aplikaci znaceni celych jedinct nebyla tato

metoda jiz déle rozvijena.

Priprava parafinového blo¢ku

Chemikalie:
e 80% etanol
o 2% (w/v) agar ve FRGT
e Ehrlichiv hematoxylin
e 96% etanol
e 100% etanol
e Xxylen
e koncentrovany roztok parafinu v xylenu (parafin-xylen)

e parafin (Roth)

Postup:

Po fixaci Bouinovym roztokem byla piebyte¢na kyselina pikrovd vymyvéna z tkéani
opakovanymi laznémi v 80% etanolu. Redie a cerkarie F. magna byly uzavieny do 1 ml
2% (w/v) agaru rozpusténého ve FRGT, pro leps$i manipulaci obarveného 4 ul Ehrlichova
hematoxylinu. Dals§i manipulace stkani uzavienou vagaru se shodovala sbéznym

postupem pouzivanym pro ptipravu parafinového blocku. Dehydratace a prosyceni tkané
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parafinem bylo provedeno vzestupnou etanolovou fadou uré¢enou pro tkané do velikosti 1
cm?® podle tabulky 7. (Vacek, 1988). Po prosyceni agarem byla tkan uzaviena do Cistého

parafinu.

Tab. 7. Kroky pouzité k odvodnéni tkani a jejich prosyceni parafinem.

Krok |Chemikalie Cas

1. 96% etanol 8 hodin
2. 100% etanol 2 hodiny
3. 100% etanol 2 hodiny
4. 100% etanol 2 hodiny
5. Xylen | 15 minut
6. Xylen 11 15 minut
7. Xylen I 15 minut
8. Xylen-parafin | 30 minut
9. Parafin I 3 hodiny
10. Parafin 11 5 hodin
11. Parafin III 10 hodin

Tvorba tkanovych rez

Chemikalie:

e destilovana voda

Pristroje:
e mikrotom (SHANDON Finesse ME)
e 7ziletkové noze (Thermo Scientific)
e podlozni skla SuperFrost® Plus (Thermo Scientific)

e pinzeta
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Postup:

Parafinové tkanové blocky byly krajeny na fezy o tloustce 25 um ziletkovymi nozi s
pomoci mikrotomu SHANDON Finesse ME. Rezy byly pinzetou jednotlivé pfenaseny do
nadoby s destilovanou vodu a odtud sbirany na podlozni sklicka SuperFrost® Plus. Po
vyschnuti destilované vody byly pevné ptichycené fezy zavodnovany podle Tabulky 8

(\Vacek, 1988).

Tab. 8. Kroky pouzité k zavodnovani tkanovych feza.

Krok |Chemikalie Cas

1 Xylen | 5 minut
2 Xylen 11 5 minut
3 100% etanol 2 minuty
4. 96% etanol 2 minuty
5 75% etanol 2 minuty
6 tekouci vodovodni voda |5 minut

Znaceni bunéénych jader a svalové soustavy redii a cerkarii F. magna na

tkanovych rezech

Chemikalie:
e 1% (w/v) SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100, 1% (w/v) BSA (bovine serum albumin),
10% (w/v) sacharoza, 0,1% (w/v) NaN3 v PBS — inkuba¢ni roztok
e 200 ng/ml faloidinu konjugovaného s FITC (fluorescein isothiocyanate), 1% (w/v)
SDS, 0,3% (v/v) Triton X-100, 1% (w/v) BSA (bovine serum albumin), 10% (w/v)
sacharéza, 0,1% (w/v) NaN3 v PBS
e VECTASHIELD® obsahujici DAPI

Postup:
Rezy byly kratce promyty v inkuba¢nim roztoku a poté pfemistény do inkubaéniho roztoku
s obsahem 200 ng/ml faloidinu konjugovaného s FITC. Znaceni svaloviny probihalo 48

hodin ve tmé pii teplot¢ 4 °C. Po dokonceni inkubace byly fezy kratce promyty
50



Vv inkuba¢nim roztoku a poté zamontovana do VECTASHIELD® s obsahem DAPI (Mair a
kol., 2000; upravil J. Pankrac).

4.6.3. Zpracovani dat o morfogenezi télnich soustav

Pouziti:

Pii studiu morfogeneze télnich soustav zarodka redii druhé generace a cerkarii bylo
vhodné pozorované vysledky vztahnout k veli¢ing, ktera koreluje se stupném jejich vyvoje.
Diky tomu bylo mozné stanovit, na jakém vyvojovém stupni Se zarodek nachazi nezavisle
na ziskanych datech. U voln¢ zijicich zastupcti Platyhelmithes se k tomuto ucelu pouziva
¢as — sleduje se doba od sneseni vaji¢ka matetskym jedincem po vylihnuti juvenilniho
jedince (Bolafios a Litvaitis, 2009). Tato doba je obvykle vyjadfovana v absolutnich
hodnotach ¢asovych jednotek a zaroven i relativné procenty. Redie a cerkdrie se vyvijeji
uvniti téla plze, takze neni mozné tento postup zvolit. Jako vztaznou veli¢inu jsme proto
vybrali délku zarodku po fixaci. Absolutné je tato hodnota udavana v mikrometrech a
relativné jako pomér délky zarodku k délce vyspélého stadia. U cerkarii byla délka
vyspélého stadia stanovena na 1200 um (od anteriorniho okraje télni Casti po konec
ocasku), u redii druhé generace na 3000 um. Ob€ hodnoty vychéazi z praci Erhardova-

Kotrla (1971) a Swales (1935).

4.6.4. Disociace tkani redii a zarodku redii a cerkarii motolice

F. magna

Metody disociace tkani na jednotlivé bunky byly urCeny K analyze fluorescenéné
znaCenych jader bunc¢k zarodkl nebo proliferyjicich bun¢k télni dutiny redii
prosttednictvim pritokové cytometrie. Za timto uc¢elem byly pouzity dvé metody disociace
tkani — disociace roztokem kyseliny octové a glycerolu a disociace roztokem trypsin-

EDTA.
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Disociace roztokem Kyseliny octové a glycerolu

Chemikalie:
e koncentrovana kyselina octova
e glycerol
e PBS

Postup:
Glycerol, koncentrovana kyselina octova a PBS byly smichany v poméru 1:1:13. Inkubace
redii a zarodkl redii a cerkarii F. magna probihala po dobu 2 hodin v laboratorni teploté

(Newmark a Alvarado, 2000).

Disociace roztokem trypsin-EDTA

Chemikalie:
e EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)
e trypsin (Sigma)
e PBS

Postup:

Roztok trypsin-EDTA byl pfipraven rozpusténim 250 mg trypsinu ve 100 ml PBS
obsahujicim 0,5 mM EDTA. Redie a zarodky redii a cerkarii F. magna byly inkubovany
v 0,25% roztoku trypsin-EDTA ve 37°C. Mira disociace bun¢k byla pribézné

kontrolovana za pouziti mikroskopu (http://bioinfoweb.com).
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4.7. Ziskéavani a zpracovani obrazového materidlu

4.7.1. Ziskavani obrazového materialu

Pouziti:

Obrazové vystupy histochemickych metod barveni byly ziskavadny pomoci svételné
mikroskopie. Fluorescencni a konfokdlni mikroskopie byla pouzita k vyhodnoceni
imunohistochemickych znaceni, znaceni DAPI a znasSeni faloidinem konjugovanym

sFITC.

Pomiicky:
e fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX53 vybaveny kamerou Olympus DP72
e fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX51vybaveny kamerou Olympus U-TV1 X
e konfokalni mikroskop Leica TCS SP2
e fluorescen¢ni mikroskop Olympus Cell-R vybaveny kamerou Hammatsu ORCA
C4742-80-12AG
e QuickPHOTO MICRO 2.3

4.7.2. Zpracovani obrazového materialu

Pomiicky:
e ImageJ 1.48
e Photoshop 7.0.1 CE
e Zoner Photo Studio 12
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5. Vysledky

5.1. Vyvoj reprodukéné aktivnich stadii F. magna v plzi P.

columella

Za Gcelem ziskani informaci nezbytnych pro budouci sbér materialu pro dalsi experimenty
byl zaznamenavan prib&éh vyvoje motolice F.magna v mezihostiteli P. columella
v prvnich 25 dnech po infekci. Stadia pfitomna v téle plze v pozdéjsich fazich vyvoje jiz

nebyla vhodna pro plnéni cilti diplomové prace, proto byl 25. den experiment ukoncéen.

5.1.1. Sporocysta

Sporocysty byly v téle plze pozorovany od 1. do 19. dne po infekci. Prvni a druhy den (do
uvolnéni redii prvni generace z t€l sporocyst) byly jedinymi stadii F. magna pfitomnymi v
tele plze. Jejich jednozna¢né urCeni umoznovala pfitomnost celistvé nebo na dvé stejné
poloviny rozpadlé oéni skvrny (obvykle v pfedni ¢asti téla) a absence hltanu (Obr. 11A.,
11B.). Charakteristické bylo i podlouhlé, na obou koncich ovalné¢ zakoncené télo
dosahujici 1. az 3. den po infekci délky 70-180 um (Obr. 11A., 11B.). Pohyb sporocysty
byl typicky kontrakcemi téla v pficné a podélné ose. Piesnou lokalizaci sporocyst nebylo
ve vétSing€ pripadll mozné urcit, protoze se nachazely volné v télni dutiné mimo tkané plze.
Méng Casto byly uzavieny v tkani nohy a plasté (Obr. 11A.). Od 2. dne byly v télni dutiné
sporocyst poprvé zaznamenany vyvijejici se zarodky redii prvni generace (Obr. 11B.).
Polovinu az 2/3 t&la sporocysty zaujimal jediny zarodek?, vyrazn& vyvinut&jsi nez ostatni.

Celkovy pocet zarodkt byl odhadovan na 3-5, pfesné se jejich pocet nepodafilo urcit.

* Zarodek je v diplomové praci definovan jako jedinec cerkarie nebo redie, ktery dosud neopustil t&lo
matefského jedince (sporocysty, redie prvni generace nebo redie druhé generace).
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5.1.2. Redie prvni generace

Redie prvni generace byly volné v téle plze nalézany od 3. dne do konce experimentu —
25. den po infekci.

Redie bezprostiecdné uvolnéné ze sporocyst byly Vv nejvétsim zastoupeni
pozorovany 3. den po infekci. M¢ly ovalny tvar, mirn€ rozsifeny v anteriorni Casti téla.
Hltan se dosud nenapojil na Ustni otvor a byl uzavien v mase bunék uvniti predni ¢asti téla
redie (Obr. 11C.). V trovni hltanu se na povrchu téla zakladal limec. Velikost redii v tomto
stadiu byla asi 130 um a dosud nevykazovaly zadny pohyb.

Od 5. dne byly pozorovany redie prvni generace vybavené vyvinutym limcem a
procrusculy. Hltan byl napojen na ustni otvor. Redie byly schopné podélné kontrakce a
ohybani t¢la (Obr. 11D.).

Do 12. dne po infekci byly kromé redii prvni generace na pokro¢ilém stupni vyvoje
bézné pozorovany redie podobajici se stavem svého vyvoje rediim ze 3. dne po infekci.
Méné Casto pak i redie, u kterych se dosud nezformoval hltan.

Ptitomnost vyvijejicich se zarodki redii druhé generace byla poprvé zaznamendna
Vv t€lni duting redii prvni generace 9. den po infekci. Od 13. dne po infekci byly nékteré
redie prvni generace nalézany v tkani hepatopankreatu. Zarodky redii druhé generace
piitomné stale v téle matetskych jedinci od 13. dne po infekci disponovaly hltanem,
stfevem, limcem i procrusculy a vykazovaly uvniti redii prvni generace aktivni podélny

kontraktivni pohyb i pohyb do stran (Obr. 11E.).

5.1.3. Redie druhé generace

Redie druhé generace se nachazely voln¢ v téle plze od 15. dne po infekci az do ukonceni
experimentu. Jejich uvolnéni z tél redii prvni generace vedlo pfiblizné ke zdvojnasobeni
celkového poctu redii pfitomnych v téle plzd (napi. z11 na 24). Nejvyznamné&jSim
znakem, na zakladé kterého byly odliSovany od redii prvni generace, byla pfitomnost
zarodka cerkarii v jejich télni dutiné (Obr. 11F.). Spolehlivy morfologicky znak, ktery by
tyto dvé generace rozli§il v ranych staddiich vyvoje, se nepodafilo nalézt. Dale byly

rozliSovany na zakladé své lokalizace (viz dale) a doby, ktera ubéhla od infekce plze.
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100 ym

Obr. 11. Zivotni stidia F. magna z mezihostitelského plze. A — sporocysta v tkani plasté plze, B — volna
sporocysta, C — redie prvni generace bezprostiedné po uvolnéni ze sporoysty, D —mlada redie prvni
generace (hematoxylin-eosin), E — redie prvni generace obsahujici zarodky redii druhé generace, F —
redie druhé generace obsahujici zarodky cerkarii (hematoxylin-eosin). H — hltan, L — limec, OS — o¢ni
skvrna, P — procrusculum, TD — t€lni dutina, ZC — zarodek cerkarie, ZRDG — zarodek redie druhé
generace, ZRPG — zarodek redie prvni generace.
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Do 17. dne po infekci se redie druhé generace nachazely vzdy volné ulozené v télni
dutin¢ plze. Od 17. dne byla poprvé zaznamendna jejich cilena migrace do tkani
hepatopankreatu. V dal$im vyvoji infekce se v hepatopankreatu nachazela naprosta vétSina
dcefinych redii. Mohly se zde ocitnout dvojim zptisobem. Bud’ se v této tkéni uvolnily
zredii prvni generace (mensi Cast), nebo sem aktivné¢ migrovaly. Redie piitomné
V hepatopankreatu mély ve stievé ¢asti jeho hnéd¢ zbarvené tkané.

Redie druhé generace opoustély télo materského jedince na pokroc¢ilém stupni
vyvoje (viz vyse). Jiz béhem dvou dnt od svého osamostatnéni byly v jejich t€lni dutiné
pozorovany zarodky cerkarii (Obr. 11F.). Prvni cerkérie se uvolnily do téla plze 25. den po

infekci.

5.2. Vznik zarodki redii a cerkarii F. magna

5.2.1. Morfologicka charakteristika kmenovych a ,,zdrode¢nych*

bunck F. magna

Bunky, odpovidajici svymi morfologickymi znaky ,,zarodecnym® a kmenovym bunkam,
nebo bunkam, které se z kmenovych bunék na ,zarodeéné” bunky diferencuji, byly
nalezeny v zadni poloving téla miracidii i redii F. magna. V t¢Ini dutiné miracidia je bylo
nejprve tieba odlisit od zarodku redie prvni generace, ktery mél podobu rozvolnéného
shluku bun€k rizné velikosti propojenych jemnymi cytoplazmatickymi vybézky
(Obr. 12A)).

Kmenové bunky (¢i ,,zarodecné* buniky na zacatku diferenciace) mély kulaté nebo
ovalné jadro o velikosti 3,7-4,5 um (Obr. 12A., 12D.). Cytoplazma tvofila pouze zlomek
objemu bunky, velikost celé bunky (4-6 um) byla proto jen o malo vétsi nez velikost jadra.
Pramér jadérka byl asi 1,5 um. Heterochromatin tvofil sit’ tlustych vlaken, které zabiraly
vyznamnou ¢ast objemu jadra. Populace v rediich méla cytoplazmu usporadanou do
uzkého prstynku rovonomérné obklopujicitho jadro. LiSila se tim od populace v
miracidiich, kde cytoplazma v nékterych mistech mirné odstupovala od jadra a vytvarela
kratké vybézky (Obr. 12A.).
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Obr. 12. Vznik zarodku redii a cerkarii F. magna. A — zadni polovina téla miracidia obsahujici zarodek
redie prvni generace, volnou ,,zarode¢nou® buiiku a volné kmenové bunky (Haidenheintiv hematoxylin),
B — shluk ,,zarode¢nych* bunék v zadni ¢asti téla redie druhé generace (hematoxylin-eosin), C — zadni
¢ast téla redie prvni generace obsahujici volnou ,,zarode¢nou* bunku a zarodky redii druhé generace
obalené primitivnim epitelem (hematoxylin-eosin), D — zadni ¢ast téla redie druhé generace obsahujici
zarodek cerkarie tvofeny 2 blastomerami, kmenovou bunku a diferencujici ,,zarodecné* bunky
(hematoxylin-eosin), E — bunétné slozeni zarodku redie druhé generace ve stadiu zarode¢né koule
(hematoxylin-eosin), F — parenchymatické butiky obalujici svymi cytoplazmatickymi vybézky povrch
zarodku cerkarie; v opaéném sméru jsou cytoplazmatické vybézky napojeny na télni sténu redie druhé
generace (hematoxylin-eosin). CVPB — cytoplazmaticky vybézek parenchymatické buiiky, DZB —
diferencujici se ,,zarode¢na* bunika, DZC — dvoubuné&ény zarodek cerkarie, E — endocysta, JPB — jadro
parenchymatické buriky, JPE — jadro primitivniho epitelu, KB — kmenova buitka, MA — makromera, ME
— mesomera, Ml — mikromera, PE — primitivni epitel, PT — pyknotické télisko, SZB — shluk
»zarode¢nych® bun€k, TS — télni sténa, ZB — ,,zarodeéna“ buiika, ZC — zarodek cerkarie, ZRDG —
zéarodek redie druhé generace, ZRPG — zarodek redie prvni generace.
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LZarodecné“ bunky byly na prvni pohled vyrazné¢ veétsi (Obr. 12A., 12B., 12C.).
V zavislosti na stupni diferenciace dosahovalo jejich ovalné jadro délky 5-12 um a délka
celé¢ bunky 7-16 um. Velikost jadérka byla 2-4,3 um. Cytoplazma tvoftila ¢asto znacny
podil na celkové velikosti buiiky. Jadro bylo svétlé, vlakna heterochromatinu tvotila
zandebatelnou ¢ast jeho objemu. Morfologie ,,zarode¢nych* bunék pozorovanych Vv télni
duting redii a miracidii byla obdobna.

Z4dna z pozorovanych kmenovych a ,,zarode¢nych® bundk redii a miracidii se

nenachazela ve fazi mitozy.

5.2.2. Zarode¢né masy v rediich F. magna

Piitomnost zarode¢né masy ve stfedné velkych a velkych rediich, tedy v rediich, u kterych
jiz doslo k rozvolnéni té€lni dutiny a rozestoupeni zarodecného materidlu (zérodkt a
diferencujicich se ,,zarodecnych* bungk), nebyla potvrzena. Zaznamenané shluky
»zarode¢nych® bunék neobsahovaly pro zarode¢nou masu typické vysoké zastoupeni
kmenovych bun€k (Obr. 12B.). Kmenové bunky byly naopak nachazeny volné v télni
duting redii (Obr. 12D.).

Ptitomnost zdrode¢né masy v malych redii nebylo mozné detailné studovat, kviili
neostrym hranicim mezi vznikajicimi zarodky a diferencujicimi se ,,zarode¢nymi‘

bunikami (Obr. 11D.).

5.2.3. Rana embryogeneze redii druhé generace a cerkarii F. magna

Ke vzniku zarodkl dé€lenim ,,zarode¢nych® bunék dochazelo ve vétsin€é ptipadd v okoli
télni stény v zadni ¢asti téla redie. Béhem svého rlstu se zarodky posouvaly anteriornim
smérem.

V rediich prvni i druhé generace byly nachazeny struktury tvofené dvéma buikami
s jadry rozdilné velikosti ptedstavujici zarodky redii a cerkéarii po prvnim dé¢leni
»zarodecné bunky (Obr. 12D.). Hranice mezi cytoplazmou téchto bunék nebylo mozné

odlisit. Tésné sousedici jadra (obalené jakoby spole¢nou cytoplazmou) svym vzhledem
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pfipominala jadra pivodni ,,zarode¢né* bunky. Na misté styku byla ob¢ jadra zplostéla.
Vzhled jadérka a uspotfadani heterochromatinu byl v obou jadrech obdobny. Jedinym
znakem odliSujicim blastomery dvoubunécéného zarodku byla rozdilna velikost jejich jader.

V zéarodcich redii a cerkarii na nizkém stupni vyvoje, oznaCovanych pro jejich
kulaty tvar jako zarode¢né koule (,,germinal ball*), bylo mozné rozlisit blatomery raznych
bunéénych typut, které mohly byt dle velikosti klasifikovany na makromery, mesomery a
mikromery (Obr. 12E.). Morfologie makromer se shodovala s morfologii diferencovanych
,zarodecnych® bunék. Mesomery disponovaly pravidelnéjSim a kompaktnéjSim tvarem
jadra stfedni velikosti (6-8 um) s hustéji uspofadanym heterochromatinem. Mikromery
byly zietelné mensiho vzrustu (velikost jadra byla 3,5-4,5 um) a jejich heterochromatin se
vyskytoval kromé vlaken i Vv intenzivné barvenych shlucich. U vSech velikostnich skupin
blastomer byly zaznamendny struktury typické pro mitotickou fazi bunécného cyklu.
Kromé blastomer byly v nitru zarodku pozorovany i pyknoticka téliska (zaniklé bunky)
(Obr. 12E.). Jednalo se kulaté utvary o priméru 2,5-3 um, bez jakychkoliv vnitinich
struktur, velmi intenzivné¢ zabarvené hematoxylinem. Mezi bunéénym slozenim
zarodecnych kouli redii a cerkarii nebyl pozorovan zadny rozdil.

Vnéjsi povreh zérodkd byl obklopen dvéma typy oball odlisného ptivodu. Vnitini
syncytialni obal nazyvany primitivni epitel vytvarela cytoplazma plochych,
diferencovanych bun¢k zarodku (Obr. 12C.). Jejich jadra byla dlouha 6-7 um a Siroka 2—
3 um. Vn¢jsi mnohavrstevny obal (endocysta) byl tvofen také cytoplazmatickymi vybézky
bunék, tentokrat se ale jednalo o tzv. parenchymatické buiiky pfedstavujici télni bunky
matefského organizmu (Obr. 12F.). Parenchymatické buniky mély charakteristické kulovité
jadro o délce 7-10 um s jadérkem umisténym v t€sné blizkosti jeho stény. Jejich casto
dlouhé cytoplazmatické vybézky byly napojeny mimo zarodkd i na télni sténu redie.
Zarodky na pokrocilém stupni vyvoje se uvolnily z uchyceni ke sténé redie a zacaly se

volné pohybovat po jeji té€lni dutiné.

5.2.4. Zanik reproduk¢nich schopnosti redii F. magna

Zarodky dcefinych jedincii nevznikaly v rediich prvni a druhé generace po celou dobu

jejich zivota. Ukonceni reprodukce bylo mozné na histologickych fezech pozorovat v
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podobé vymizeni zarodkl na nejniz§im stupni vyvoje. Tento proces doprovazel i masivni
ubytek parenchymatickych bungk, ktery umoznil volny pohyb zarodkl v jinak prazdné
té€lni dutin¢ (Obr. 11F.).

5.2.5. Specifické znaceni proliferujicich bun¢k

V ramci diplomové prace se podaftilo uspésné specificky znacit proliferujici buiikky dvéma
riznymi metodami. Prvni metodou byly za pomoci analogu thymidinu -
bromdeoxyuridinu (BrdU) znaceny buniky prochazejici syntetickou fazi bunééného cyklu.
Druha metoda spocivala ve znaceni bun¢k ve fazi mitdzy protilatkami namifenymi proti
fosforylovanému histonu H3. Disociace redii a zarodku redii a cerkarii za pomoci roztoku

kyseliny octové a glycerolu a roztku trypsin-EDTA byla netspésna.

Znaceni mitotické faze bunééného cyklu

Znaceni buné¢k redii prvni a druhé generace protilatkami proti fosforylovanému histonu H3
ukézalo nizkou frekvenci bunék v mitotické fazi bunééného cyklu. VSechny znacené bunky
byly soucasti zarodkt (Obr. 13A.). P#i inkubaci redii nebo infikovanych plzi v roztoku
kolchicinu se pocet jader zachycenych v mitéze navySoval po dobu 3 hodin (Obr. 13B.).
Po 6 a 12 hodinach inkubace zistavala frekvence znacenych jader na podobné urovni a
poté se zacala opét snizovat.

Zachyt mitdézy u bun¢k mimo zarodky byl velmi vzacny. Pfi experimentilnim
znaceni 84 jedinci redii obou generaci se po 3 hodinach inkubace v roztoku kolchicinu
podafilo oznacit buitku mimo zarodek pouze u 3 jedinct. V kazdém z nich byla jedina
(Obr. 13C.). Inkubace redii v roztoku kolchicinu trvajici 24 a 48 hodin nevedla ke zvyseni

poctu zachycenych proliferujicich nachdzejicich se mimo zérodky.
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VBIM——»

VBIJ-BrdU+

Obr. 13. Specifické znaceni jader proliferujicich bunék. A — jadra blastomer zarodku cerkarii v mitotické
fazi (Cervena - DAPI), B — jadra blastomer zarodkd cerkarii v mitotické fazi po 3 hodinach inkubace
v roztoku Kolchicinu (Eervena - DAPI), C — jadro buiky v mitotické fazi volné€ v télni dutin€¢ (mimo
zarodky) v zadni Casti téla pobliz t€lni stény redie druhé generace (Cervend - DAPI), D — jadra
kmenovych bunék plosténky Macrostomum lignano v syntetické fazi buné¢ného cyklu (Cervena -
autoflorescence) E — jadra blastomer zarodku cerkarii v syntetické fazi bunééného cyklu, F a G — jadra
bun¢k redie druhé generace, kterd v pribéhu poslednich 2 dnti prosla syntetickou fazi bunééného cyklu a
zaroven se nachazi volné v télni dutiné (mimo zarodky) (Cervena - autoflorescence). BJ — buné¢né jadro,
BJM — bunécné jadro v mitéze, BJS — bunécné jadro v syntetické fazi bunécného cyklu, JKBS — jadro
kmenové butiky v syntetické fazi bunééného cyklu, VBJ-BrdU+ — bunééné jadro pozitivni na pfitomnost
BrdU nachazejici se voln€ v télni dutin€ redie, VBIM — volné bunééné jadro (mimo zarodek) v mitdze,
ZC — zarodek cerkarie.
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Znacni syntetické faze bunééného cyklu

Inkubaci celych jedincii sladkovodnich plostének Macrostomum sp. a redii obou generaci
F. magna v roztoku BrdU nedochézelo k zaclenéni BrdU do DNA proliferujicich bunék.
Naopak u motského druhu Macrostomum lignano bylo pfi této metodé BrdU do DNA
inkorporovano ve vSech piipadech (Obr. 13D.).

Do proliferujicich bunék redii F. magna BrdU pronikal po mikroinjikaci jeho
roztoku do télni dutiny redie (Obr. 13E.). Druhou tGspé$nou metodou byla injikace roztoku
BrdU do hepatopankreatu infikovaného plze (Obr. 13F., 13G.).

Metodou znaceni proliferujicich bun€k pomoci BrdU se Vv riiznych oblastech télni
dutiny, Casto v blizkosti télni stény, podafilo nalézt voln€¢ umisténé bunky mimo téla

zarodk, ktera prod¢lala syntetickou fazi bunééného cyklu.

5.3. Morfogeneze télnich soustav

Pfi studiu morfogeneze byly Gspésné oznaceny vybrané struktury 3 té€lnich soustav redie
druhé generace a cerkarie motolice F. magna — svalové, nervové a vylucovaci. Usp&sné se
podarilo znacit pouze celé jedince redii a cerkarii (,,whole mount®). Do 25um tkanovych
fezi stadii zalitymi do agarového a nasledné do parafinového blocku (viz kapitola 4.6.2.)
chemikalie k cilovym strukturam nepronikaly. Hodnota délky zarodkt po fixaci se ukazala

jako vhodny nastroj pro piiblizné stanoveni stupné jejich vyvoje.

5.3.1. Svalova soustava

F-aktin, Gispésné znaceny fluorescencni sondou tvorenou faloidinem kovalentné vazanym
s fluorescein  isothiokyanatem (FITC), byl pfitomen v nejvétsim  zastoupeni
Vv kontraktilnich elementech myocytid. Mensi koncentrace F-aktinu byla pozorovana také
v aktinovém cytoskeletu blastomer zarodkl na nizkém stupni vyvoje, v cytoplazmatickych
vybézcich tvoficich filtracni apardt cyrtocyti a v cytoplazmatickych vybéZeich
parenchymatickych bunék redie.
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5.3.1.1. Svalova soustava redie druhé generace

Svalovina télni stény redii se vyznamné liSila od podoby znamé u dospélcii motolic.
Okruzni svalova vlakna byla jemné rozprostiena po povrchu téla (Obr. 14A.). Misty
dochazelo k jejich rozplétani, propojovani, kiizeni nebo vzajemnému vzdalovani a
nasledn¢ opét priblizovani. Podélna svalova vldkna redii vytvarela mohutné ploché
provazce, které se jest¢ mnohem castéji nez okruzni svalova vldkna rozplétaly, kiizily a
propojovaly (Obr. 14A.). V cCastych ptipadech ani neprochazely celym télem redie,
rozplétaly se a byly zakonceny V jeho posledni tfeting. Pres svou neuspoiadanost Si vSak ve
v&t$ing piipadd ponechavaly sviij podélny charakter. Sikmé a dorozoventralni svalovina,
ktera u cerkarii zajistuje plochy tvar téla, zcela chybéla.

Redie nemaji piisavky. K pfichyceni jim slouzi podtlak vytvoteny usty, procrusculy
(par oblych lateralnich vybézkl v zadni tfetiné téla) a koncem téla (vlastni pozorovani).
Procruscula a konec téla redie se svou strukturou velmi podobaly. Ploché provazce podélné
svaloviny se na jejich oblém konci rozplétaly a vytvaiely jemnou pleten (Obr. 14B., 14C.).
Rozdil mezi nimi spoc¢ival zejména v uspotadani okruznich svalovych vlaken, ktera byla u
procruscul na rozdil od konce téla nezavisla a kolmo uspotfadana na okruzni svalovinu téla.
Podélna svalovina procruscul byla tvofena na anteriorni strané provazci podélné svaloviny,
které se odklonily ze své drahy napfic¢ télem (proto byla podélna svalovina télni stény
posteriorn€ od procruscul f1d$i neZ v jinych ¢astech téla). Posteriorni strana procruscul byla
vybavena vlastni nezdvislou podélnou svalovinou.

Poslednim vyznamnym Utvarem souvisejicim se svalovinou télni stény je limec —
pfi€ny povrchovy pas vycnivajici nad povrch redie a obkruzujici jeji télo. Jeho
specializovana svalovina byla tvofena tfemi vrstvami (Obr. 14D., 14E., 14F.). Stiedni
vrstvu piedstavovala zbytnéla svalova vldkna okruzni svaloviny. Vnéjsi a vnitini vrstvu
pak podélné svalové provazce, které se v oblasti limce rovnomérné délily na ty, které
obchdzely okruzni svaly z vné&jsi strany (vnéj$i vrstva) a na ty, které prochazely pod nimi
(vnitini vrstva). Zatimco vnitini podélné provazce si zachovavaly stejny vzhled jako na

jinych ¢astech téla, vnéjsi se rozplétaly do slozité husté usporadané sit€¢ jemnych vlédken.
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Obr. 14. Svalova soustava redie druhé generace. A — svalovina t€lni stény, B — pletent svalovych vlaken
konce téla, C — pleten svalovych vlaken procruscula, D — vrchni vrstva limce tvofena podélnou
svalovinou, E — stiedni vrstva limce tvofena okruzni svalovinou, F — spodni vrstva limce tvofena
podélnou svalovinou, G — stfevo, H — podélny fez hltanem, CH — porodni otvor, | — cytoplazmatické
vybézky parenchymatickych bunék vzadni c&asti téla redie. CVPB — cytoplazmaticky vybézek
parenchymatické buniky, H — hltan, L — limec, LH — lumen hltanu, OS — okruzni svalovina, OSP — okruzni
svalovina procruscula, PO — porodni otvor, PS — podélna svalovina, PSV — pleteii svalovych vlaken, RS —
radialni svalovina, SPSL — spodni podélna svalovina limce, UO — tstni otvor, VPSL — vrchni podélna
svalovina limce, ZOSL — zbytnéla okruzni svalovina limce.
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Travici soustava redie se skladd z mohutného kulovitého hltanu, na ktery navazuje
nevétvené vakovité stievo (Obr. 14G., 14H.). Struktura svaloviny hltanu odpovidala
pfisavkam a hltanu cerkarii (viz kapitola 5.3.1.3.). Vné&jsi povrch hltanu byl obkrouzen
jedinou vrstvou velmi husté a rovnomérné uskupenych svalovych vlidken. Svalovinu
lumenu hltanu se nepodaftilo detailnéji pozorovat. Na hltan ptfimo navazovalo stievo, jicen
nebyl pfitomen. Svalova vldkna stény stieva tvotila velmi fidkou sit’ vétvicich se okruznich
svalovych vlaken, ktera se ¢asto podéln¢ stacela (Obr. 14G.). Podélna svalova vlakna byla
pozorovana pouze v prvni tretin€. Stfevo bylo uchyceno ke sténé redie cytoplazmatickymi
vybézky parenchymatickych bunék (Obr. 14G.).

Mezi ostatni aktinové struktury patiil porodni otvor lokalizovany posteriorné za
limcem (Obr. 14CH.). Jeho vnéjsi papila byla ziejmé vybavena velmi jemnym shlukem
vldken. Podélnd i pficnd svalovina télni stény tuto papilu obchézely, svéra¢ pozorovan
nebyl. V zadni ¢asti téla redie vysilaly parenchymatické (somatické) bunky dlouhé
cytoplazmatické vybézky s vysokym obsahem aktinu, které vzajemné propojovaly télni
stény (Obr. 141.).

»Prsténkoveé®, vietenovité ani srpkovité struktury pozorované u cerkarii se u redii

nevyskytovaly.

5.3.1.2. Morfogeneze svalové soustavy redie druhé generace

Zarodky délky 89-150 pm (3-5 %)’

Nejmensi, ispésné oznaceny zarodek mél délku 89 um (3 %) a vejcity tvar, kde uzsi konec
pripadal anteriorni a $ir$i posteriorni stran& t&la (Obr. 15A.).° Pozd&ji béhem vyvoje se
Sir§Sim stal naopak anteriorni konec, zarodek byl vice protazeny a anteriorni konec
zplostély (150 um, 59%) (Obr. 15F.). Nejmensi zachycené zarodky nemély dosud
vyvinutou svalovinu télni stény. Pozorovan byl pouze aktinovy cytoskelet blastomer a
zvySena piitomnost aktinu v oblasti primordia hltanu (Obr. 15A.). Zintenzivnénim

produkce aktinu bunikami primordia hltanu se zacal utvaret jeho typicky sféricky tvar

> Procenta uvedena za délkou zarodku vyjadiuji pomér jeho velikosti k velikosti pln& vzrostlého stadia, viz
kapitola 4.6.3.

% Obrazky, na které je odkazovéno, predstavuji vzdy shodny stupeii vyvoje télni soustavy, v jakém se
nachazeji zarodky popsané v textu. Velikost zarodkd uvedena v textu se muiZze od velikosti uvedené
na obrazku lisit.
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s vnitinim lumen. Usti hltanu bylo vzdy misto s nejvétsi koncentraci aktinu z celého
zarodku (Obr. 15C., 15D.).

Prvni neuspotadané shluky kratkych vlaken svaloviny télni stény se poprvé objevily
u zarodku o velikosti 118 um (3,9 %). Pozdé&ji zacaly pieskupovat do volnych past
kratkych pticnych vlaken budouci okruzni svaloviny (Obr. 15B.). Vlakna byla na riznych
mistech rtizné Sirokd, stacela se a nevedla vzdy zcela kolmo na podélnou osu zarodku
(122 um, 4,1 %). Dalsi vyvoj okruzni svaloviny vedl k prodlouzeni okruznich svalovych
vlaken a jejich rovnomérnému rozprostieni po téle zarodku. Vlakna vytvoftila rovné, piicné
linky (Obr. 15C., 15D.). V podélném sméru zarodku se stiidaly pasy okruzni svaloviny 0
tloustce 4-10 okruznich vlaken s vysSs$i koncentraci aktinu, diky nimz mél zarodek
pruhovany vzhled (142 um, 4,7 %) (Obr. 15C., 15D.). Na dorzalni strané téla byl vyvoj
okruzni svaloviny rychlejsi nez na ventralni.

Kratce po vzniku vlaken budouci okruzni svaloviny se objevily velmi volné, Siroké
pasy tandemové i paralelné uspotradanych kratkych podélnych svalovych vlaken na
dorzalni strané téla (127 um, 4,2 %) (Obr. 15C.). Pozdé&jsi vyvoj podélné svaloviny byl
velmi pomaly. U zarodku velikosti 142—-151 um (4,6-5 %) se ustalilo uspofadani, které se
Vv prakticky neménné podob¢ udrzelo az do velikosti 178 um (6 %). Na dorzalni strané v
posteriornich dvou tfetinach téla se nachazely 2 pary vyse popsanych pasti podélnych
svalovych vldken. V prvni tfetiné téla a na celé ventrdlni stran¢ byla podélna svalova
vlakna v riizné hustoté rozptylenad po povrchu zarodku a postradala organizaci do vysSich
celku (Obr. 15D.). Charakteristické pro podélna svalova vlakna v tomto stadiu bylo, ze se
Casto nedrzela podélného sméru — stacela se, byla kratka a nerovnomérné Siroka — na
koncich byla obvykle uzsi, nez ve stfedu, nepravidelné se navzajem kiizila a proplétala. Ve
vysledku proto podélna svalovina pusobila na rozdil od okruzni neorganizovanym

vzhledem (Obr. 15C., 15D.).
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Obr. 15. Morfogeneze svalové soustavy redie druhé generace. A — primordium hltanu a aktinovy
cytoskelet blastomer zarodku délky 103 um (3,4 %), B — utvafeni okruzni a podélné svaloviny télni stény
z neorientovanych vlaken — ventralni strana zarodku délky 127 um (4,3 %), C — rovnomérné rozprostieni
okruzni svaloviny télni stény na téle zarodku — dorzalni strana zarodku délky 142 pm (4,7 %), D —
rovnomérné rozprostieni okruzni svaloviny télni stény na téle zarodku — ventralni strana zarodku délky
142 pm (4,7 %), E — napojeni hltanu na prolomeny Ustni otvor — zarodek délky 142 pm (4,7 %), F —
pfeména neuspotfaddané podélné svaloviny na rovna dlouhd podélnd vldkna — dorzalni strana zarodku
délky 178 um (5,9 %), G — pifeména neuspoiadané podélné svaloviny na rovna dlouha podélna vldkna —
ventralni strana zarodku délky 178 um (5,9 %), H — prodlouzeni podélnych svalovych vlaken — dorzalni
strana zarodku délky 223 um (7,4 %). AC — aktinovy cytoskelet, C — cyrtocyt, H — hltan, L — limec, NSV
— neorganizovana svalova vlakna, OS — okruzni svalovina, P — procrusculum, PH — primordium hltanu,
PPPS — pfechodové pasmo podélné svaloviny, PS — podélna svalovina, PSVP — pleteni svalovych vlaken
procruscul, PSVZ — pleteii svalovych vldken konce t&la, RS — radialni svalovina, S — stfevo, UO — ustni
otvor.
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V obdobi vyvoje délky zarodkd 138142 um (4,6-4,7 %) doslo k zalozeni vétsiny
struktur znamych ze plné vyvinuté redie. Na anteriorni strané bylo pozorovano prolomeni
ustniho otvoru a jeho napojeni na hltan, ktery se posunul vice anteriorné (Obr. 15E.).
Poprvé byla zaznamenana proximalni ¢ast vznikajiciho stieva (Obr. 15E.). Pobliz
posteriorniho konce zarodku se objevily zaklady procruscul v podobé parové oblasti,
kterou obchazela vlakna okruzni svaloviny (Obr. 15C.). ZaloZen byl i limec zesilenim
vybranych okruznich vlaken v 1/3 téla. Na konci téla zarodku vzniklo kruhové pole
specializovanych svalovych vldken vétvicich se smérem od stiedu k okrajim (budouci

konec téla) (Obr. 15D.). V ramci tohoto pole se jiz nevyskytovaly okruzni svaly.

ZarodKky délky 150-510 pm (5-17 %)

U zarodku délky 178 um (6 %) dosahla okruzni svalova vlakna stejné rovnomérného
uspotadani, které bylo pozorovano u plné¢ vyvinuté redie (Obr. 15F., 15G.). VySe zminéné
siln€ji a slabéji znacené pasy vldken vymizely. ProtoZe byla okruzni svalova vldkna velmi
tenkd a slabé znacend, nebylo mozné sledovat jejich dalsi detaily.

Jak bylo zminéno vySe, prvni zmény v uspofadani podélnych svalovych vlaken
oproti stavu ustalenému u zarodkt velikosti 151 um (5 %) doslo az pii velikosti 178 um
(6 %). Podélna svalova vlakna se prestala stacet a byla nyni vyrazné mohutnéjsi a fid¢eji
zastoupena nez vlakna okruzni (Obr. 15F., 15G.). Na téle zarodku se objevila 3 zietelna
prechodovd mista, ve kterych byla podélna vldkna ukoncena a zacinala vldkna nova
(Obr. 15F., 15G.). Prvni se nachazelo anteriorné od limce, druhé na rozhrani druhé a tieti
tretiny t€la a tfeti na Urovni procruscul. NejrovnomérnéjSiho uspofadani dosahovala
podélna vlakna v oblasti mezi Gstnim otvorem a limcem. V pozdéjsim vyvoji se diky
vzajemnému propojovani vlaken v podélném sméru zacala tato pfechodova mista ztracet
(223 um, 7,4 %) (Obr. 15H.), ¢aste¢né je vSak bylo mozné rozeznat i u plné vyvinutych
redii.

Vlakna disku na konci téla (popsaného poprvé u stadia velikosti 142 um, 4,7 %) se
u zarodku velikosti 255 um (8,5 %) zacala napojovat na podélna svalova vlakna télni stény.
Podobny scénaf byl pozorovan i pii vzniku procruscul. Prvni zaklad budouci jemné pletené
vlaken na konci procruscul byl pozorovan u zarodki velikosti 178 um (6 %) (Obr. 15C.).
V pozdéjSim vyvoji se vlakna této pletené napojovala na podélnd vldkna télni stény
(272 pm, 9 %). Nad povrch procruscula poprvé vystoupila u zarodku velikosti 163 pm.
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Vystoupeni limce nad povrch redie bylo poprvé pozorovano u zarodku velikosti
189 um (6,3 %). Fluorescen¢ni mikroskopie neumoznila pozorovat stadium, u kterého
podélna svalova vlakna poprvé piesla ,,nad“ zbytné€lé okruzni svaly limce. Jejich rozpleteni
nad limcem bylo pozorovano az pii velikosti zarodku 497 um (16,6 %).

Do velikosti zarodku 140 um (4,7 %) byly stény hltanu pozorovatelné pouze
v podob¢ aktinu na okrajich bunék, které ho tvorily. Od této velikosti byl poprvé zachycen
vznik a postupné zahustovani radialni svaloviny, ktera hltanu dodala jeho konecnou
podobu (Obr. 15E.).

Popsat morfogenezi svaloviny stfeva redie bylo prostfednictvim pouzitych technik
velmi komplikované. V plné délce byly jeho okraje poprvé zachyceny u zarodku velikosti
151 um (5 %). U zarodku velikosti 297 um (10 %) se stfevo objevilo jiz ve své kone¢né
podobg.

5.3.1.3. Svalova soustava cerkarie

Ve svaloving télni stény cerkarie byly pozorovany 3 vrstvy svalovych vlaken — okruzni,
podélna a Sikma (Obr. 16A.). Okruzni svalova vlakna byla uspofadana velmi husté a na
vétsing téla do pravidelné se opakujicich dvojic. Svalova vlakna podélna byla o néco fidsi,
pravidelné¢ uspofadand a bez jakéhokoliv vzoru. Nejhrubs$i byla vrstva rovnomérné
uspofadanych Sikmych svalovych vlaken svirajicich s okruzni svalovinou uhel 45° (tento
uhel vSak ziejmé zavisel na podélném protazeni cerkarie) (Obr. 16A.). Néktera Sikma
svalovd vldkna misty naruSovala rovnomérné uspotfadani, napf. nahlym ohnutim a
prekiizenim nebo splynutim se svalovym vldknem sousednim. Zatimco podélna a okruzni
svalova vladkna obkruzovala celé télo a nebylo pozorovano jejich ptipadné ukonceni, Sikma
svalova vldkna se zakladala po stranéch téla a poté byla na druhé strané téla op&t ukoncena.
Sikma svalova vldkna na ventralni strang tla byla vyrazné kratsi a méné vyvinuta.
Dorzalni a ventrdlni strana téla cerkarie byly vzajemné propojeny pravidelné
rozmisténymi dorzoventralnimi svalovymi vldkny, mohutnéjSimi v pfedni ¢asti cerkarie
(Obr. 16B.). Kromé nich byla pozorovana i specializovana svalova vlakna, ktera

propojovala dorzalni sténu piedni Casti cerkarie s ventralni st€énou v oblasti acetabula.
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Obr. 16. Svalova soustava cerkarie. A — svalovina téIni stény na dorzalni strané téla, B — dorzoventralni
svalovina v pfedni ¢asti téla, C — pticny fez acetabulem, D — §ikmy fez Gstni pfisavkou, E — dorzalni
povrch acetabula, F — dorzalni povrch ustni ptisavky, G — travici soustava, H — vylu€ovaci soustava, CH
— ventralni strana proximalni ¢asti ocasku, | — ventralni strana distalni ¢ast ocasku. BS — bifurkace stfeva,
DPSPS — dorzalni par shlukt podélné svaloviny, DVS — dorzoventralni svalovina, EM — exkre¢ni méchyft,
H — hitan, HSKVS — hlavni sbérné kanalky vyludovaci soustavy, LA — lumen acetabula, LUP — lumen
ustni ptisavky, NO — napojeni ocasku, NSPS — neparova shluk podélné svaloviny, OS — okruzni
svalovina, POSUA — podélné svalové uchyceni acetabula, PrS — prstynkovité struktury, PFSUA — pii¢né
svalové uchyceni acetabula, PS — podélna svalovina, RPS — rozplétani podélné svaloviny, RS — radialni
svalovina, S — stievo, SPA — svalova pochva acetabula, SPUP — svalova pochva Gstni piisavky, Sv —
svéraé, SS — sikma svalovina, UP — ustni p¥isavka, VNiNTT — vnitini napojeni travici trubice, VnNTT —
vnéjsi napojeni travici trubice, VPSPS — ventralni par shlukti podélné svaloviny, VS — vietenovita
struktura.
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Cerkarie F. magna byla vybavena dvéma ovalnymi pfisavkami s velmi podobnou
strukturou. Ob¢ predstavovaly vyrazné, mohutné organy vybavené tlustou sténou
vyztuzenou silnymi vlakny radialni svaloviny (Obr. 16C., 16D.). U usti obou ptisavek byla
zhusténa okruzni svalovina zfejmé predstavujici jejich svérac. Hlavni rozdil pfedstavovalo
lumen pfisavek. Zatimco u acetabula bylo slepé, u ustni ptisavky plynule navazovalo na
travici trubici. Také vystelka lumenu a svalova vrstva tvorici vnéjsi obal ptisavky byly
odlisné. Vngjsi 1 vnitini povrch Ustni pfisavky byl podlozen svalovinou, ktera se az na
nepiitomnost Sikmych svalovych vldken velmi podobala svaloviné télni (Obr. 16D., 16F.).
Zdalo se, ze svalovina télni stény do lumenu ustni pfisavky plynule pfechazi. Lumen
acetabula bylo vybaveno vlastni nezéavislou okruzni svalovinou doplnénou S$ikmé
usporadanymi svalovymi vlakny (Obr. 16C.). Ve vnéj$im obalu acetabula ziejmé okruzni
svalovd vldkna chybéla a byla pfitomna pouze Sikmé uspoifddana svalova vlakna
(Obr. 16E.). Poslednim rozdilem mezi acetabulem a Ustni ptisavkou bylo jejich uchyceni.
Acetabulum bylo pevné pfipojeno k ventralni sténé cerkarie podélné a pti¢né uspoiradanou
svalovinou (Obr. 16E.). Ustni piisavka byla zfejmé& uchycena pouze okolnimi
dorzoventralnimi svaly (Obr. 16F.).

Travici trubice cerkarie F. magna prochazi Ustni ptisavkou (predstavuje jeji vnitini
vystelku), kratce poté obaluje svalnaty hltan, tvofi uzky jicen a nakonec se rozvétvuje na
dve dlouha slepa stieva (Obr. 16G.). Jeji sténu podkladaji pfi¢na a podélna svalova vlakna,
ktera jsou zejména v oblasti stfeva velmi hruba a voln& uspoiadana. Casteéné ukotveni
travici soustavy bylo pozorovano v podobé blizce sousedicich dorzoventralnich svalt.
Jedinou specializovanou svalovou strukturou travici trubice byla vySe popsana ustni
pfisavka a vyrazné¢ méné mohutny soudeckovity hltan, v jehoz sténé byla podobné jako u
ptisavek pozorovana radialni svalova vlakna (Obr. 16G.).

Jedinou pozorovanou svalovou strukturou vylucovaci soustavy byla podélna a
pficnd svalova vlakna stény exkre¢niho méchyie a podélna svalova vladkna hlavnich
sbérnych kanalkd (Obr. 16H.), ktera do exkreéniho méchyfe po svém napojeni plynule
ptechazela. Okruzni svalovina na obou koncich méchyie vytvaiela svérace, v dobé fixace
cerkarie zatazené. Podélna svalovina kanalkli po napojeni na exkrecni méchyt plynule
ptrechazela do jeho stény (Obr. 16H.).

Nejvyraznéjsi strukturou ocasku pIné vyvinuté cerkarie byl ventralni a dorzalni par
mohutnych shlukd podélnych svalovych vlaken zasahujicich hluboko do jeho nitra

(Obr. 16CH., 161.). Oba pary vychazely z ventralni strany kotfene ocasku (dorzalni shluky
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byl vklinéné mezi ventralni) (Obr. 16CH.). Smérem k terminalni ¢asti se postupné
rozprostiraly po jeho obvodu a do samotného konce ocasku viibec nevchazely (Obr. 161.).
Mnohem mén¢ vyrazné, neparové shluky podélnych vlaken, vedly na ventralni a dorzalni
stran¢ ocasku umistény mezi vySe zminéné mohutné svazky (Obr. 16CH., 161.). Jina
podélna svalova vlakna ocasku pozorovana nebyla. Pficna svalova vlakna tvotila po celé
délce rovnomérné uspotradané dvojicky (Obr. 16CH., 161.).

Krom¢ svalovych vldken byl F-aktin detekovan i v jinych strukturach. U cerkarii se
jednalo o utvary tvarem piipominajici prstynky o velikosti 3—6 um a vietenovité utvary o

délce 7-14 um (Obr. 16CH., 161.).

5.3.1.4. Morfogeneze svalové soustavy cerkarie

130-300 pm (10,8-25 %)

Nejmensi zarodek cerkarie, U kterého se podatilo zachytit aktinové struktury, byl ovalného
tvaru (na zaklad€ tvaru téla nebylo mozné urcit pfedni a zadni Cast), dlouhy 130 um
(9,2 %). Aktin byl pozorovatelny pouze ve svalovych vlaknech télni stény a v primordiu
hitanu a acetabula (Obr. 17A., 17B., 18B.). Okruzni i podélna svalova vlakna byla
uskupena do past tvofenych volné usporadanymi, kratkymi, tenkymi vladkny, kterd se ¢asto
Klikatila (ale nestacela) a nebyla rovnomérné Siroka. Pasy okruzni a podélné svaloviny
spole¢né tvotily hrubou miizku ortogonu (Obr. 17A., 17B.).

Pasti podélné svaloviny bylo 5 parti — 2 pary na ventralni strané, 1 par lateralnich, 2
pary dorzalnich (Obr. 17A., 17B.). Pasy prostfedniho paru ventralni strany téla byly
umistény v tésné blizkosti a propojovaly primordium acetabula sustnim otvorem
(Obr. 17A., 17C.). Pasu okruzni svaloviny bylo 20-25 (piesny pocet se nepodafilo zjistit),
byly uzs$i a lépe organizované. Na ventralni strané¢ obchdzely mohutné primordium
acetabula, ¢imZ vznikala mezera v jejich uspofadani dobfe pozorovatelnd na ventralni i
dorzalni strané téla (Obr. 17A., 17B.).

Masivni primordium acetabula kruhového tvaru o praméru 40 um bylo
lokalizovano v posteriorni Casti ventralni strany téla. Jeho okraje byly naznaceny hrubé

uspotradanymi svalovymi vlakny, které jej po obvodu obkruzovaly (Obr. 17A., 17C.).
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Obr. 17. Morfogeneze svaloviny télni stény cerkarie. A — hruba ortogonalni mfizka tvofena pticnou a
podélnou svalovinou — ventralni strana zarodku délky 146 um (12,2 %), B — hruba ortogonalni miizka
tvofend pti¢nou a podélnou svalovinou — dorzalni strana zarodku délky 146 um (12,2 %), C — pravidelné
rozprostieni okruzni svaloviny po téle zarodku — ventralni strana zarodku délky 189 um (15,8 %), D —
pravidelné rozprostieni okruzni svaloviny po téle zarodku — dorzalni strana zarodku délky 189 um
(15,8 %), E — uspotadani podélné svaloviny do podélnych provazcl — ventralni strana zarodku délky
280 um (35 %), F —uspofadani podélné svaloviny do podélnych provazcti — dorzalni strana zarodku
délky 280 um (35 %), G — vznik $ikmé svaloviny a novych vlaken podélné svaloviny — dorzalni strana
zarodku délky 421 um (35 %), H — zakladani mohutnych parovych shluk podélné svaloviny ocasku —
zarodku délky 667 um (55,6 %). O — ocasek, OS — okruzni svalovina, PPPV — pfiény pas podélnych
vlaken, PPS — provazec podélné svaloviny, PfPPS — pfechodové pasmo provazci podélné svaloviny, PS —
podélna svalovina, SA — svalovina acetabula, SS — §ikma svalovina, UO — ustni otvor, ZO — zéklad
ocasku, ZSPS — zaklad parového shluku podélné svaloviny ocasku.
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Zarodek mél jiz v tomto stadiu vyvoje vchlipeny tustni otvor dosud nepropojeny
S posteriorné umisténym hltanem (Obr. 18A., 18B.). Pozorovatelné byly pouze okraje stén
hltanu a jeho lumen, které se smérem k posteriornimu vytsténi rozsifovalo.

Béhem dalsiho vyvoje ziskala télni ¢ast zarodku tvar podlouhlého trojuhelniku (od
této Casti textu je nutné rozliSovat té€lni cast zarodku a ocasek), z jehoz zakladny
vystupoval ocasek (Obr. 17E., 17F.). Okruzni svalova vlakna se rovnomérné rozprostiela
po povrchu zarodku a vyrovnala se do rovnych piicnych linek (285 um, 23,8 %)
(Obr. 17E., 17F.). Pted dokon¢enim tohoto procesu byly na télni ¢asti zarodku pozorovany
pti¢né pruhy 3—6 intenzivnéji znacenych silngjsich vldken (Obr. 17C., 17D.). Cely proces
se velmi podobal morfogenezi okruzni svaloviny redie. Mezera vznikla kvili pfitomnosti
acetabula se omezila jen na jeho tésnou blizkost.

Pésy podélné svaloviny se v pribehu vyvoje postupné zuzovaly, az se vlakna, ktera
je tvoftila, vzajemné zapletla a z kazdého pasu tak vznikl podélny provazec (280 um,
23,3 %) (Obr. 17E., 17F.). Vyjimkou byl stiedni par past propojujici Ustni otvor a
acetabulum. Ty se naopak rozvolnily a vzajemné splynuly (Obr. 17E.). V posledni étvrting
télni Casti vzniklo prechodové pasmo, ve kterém podélné anteriorni provazce koncily a
zacinaly provazce posteriorni vedouci do ocasku (viz dale) (Obr. 17F.). Na dorzalni strané
téla zaroven doslo k rozdvojeni dvou stiednich pard provazci, takze se jejich celkovy
pocet zvysil na 6 parii. Sikma svalovina se dosud neobjevila.

Svalova vldkna obkruzujici vznikajici acetabulum se preménila na okruZni
svalovinu nezavislou na svaloving t€lni (Obr. 17E.). Acetabulum se vyvijelo jako obly
utvar vystreny ventrdlné vné zarodek v posledni tietiné jeho télni Casti.
V anterioposteriorni ose se zplostilo a ziskalo tak ovalny tvar. Primordium ustni ptisavky
se doposud neobjevilo.

Ve sméru od anteroventralné¢ umisténé¢ho ustniho otvoru zacal v pribéhu vyvoje
vznikat kratky usek travici trubice, ktery se posléze napojil na hltan z jeho vnéjsi strany
(165 pum, 13,8 %) (Obr. 18C.), pierostl jej a vytvofil jeho vnéjsi obal (280 um, 23,3 %).
Propojeni mezi Gstnim otvorem a hltanem se smérem od ustniho otvoru rozsifovalo. U
hltanu samotného k zddnym vyraznym zménam nedoSlo, pouze zesilily jeho stény a
v lumenu zacala byt patrna okruzni svalovina.

Anteriorni ¢ast jicnu byla poprvé pozorovatelnd u zarodku o délce 189 um
(15,8 %). U zarodku o délce 255 um (21,3 %) byl poprvé zaznamenan jicen v plné délce a
zaroven i dvé kratké slepé vétve stieva (Obr. 18D.). Jicen navazoval (na rozdil od tseku
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travici trubice propojujiciho hltan s Gstnim otvorem) na hltan z jeho wvnitini strany. U
tohoto zarodku na tomto stupni vyvoje byly také poprvé pozorovany v okoli jicnu prvni
zéklady dorzoventralnich svalovych vldken.

Zadni ¢ast zarodku se od délky 184 um (15,3 %) zacala postupné zaSkrcovat a
protahovat az vystoupila z jeho obrysu a dala tim vzniknout zékladu ocasku (Obr. 17D.).
Jeho ptivodné velmi Siroky kofen se v priabéhu vyvoje postupné zuzoval, az u zarodku o
délce 284 um (23,7 %) dosahl uzsiho priméru, nez byla stiedni ¢ast ocasku. Ocaskem
probihalo 6 parti posteriornich podélnych provazcii vznikajicich v piechodovém pasmu
v zadni Ctvrtingé té€lni Casti zarodku (Obr. 17E., 17F.). Jeho okruzni svalovina byla
usporadana stejné jemné jako Vv télni ¢asti. U zarodku délky 300 um (25 %) dosahoval
ocasek délky 65 pm.

146 ym (12,2 %) ﬂ 146 pm (12,2 %)

Obr. 18. Morfogeneze svaloviny travici soustavy cerkarie. A — prolomeny uUstni otvor — zarodek délky
146 pm (12,2 %), B — hltan bez napojeni na ustni otvor — zarodek délky 146 um (12,2 %), C — vznik
propojeni mezi Ustnim otvorem a hltanem — zarodek délky 189 um (15,8 %), D — vznik svaloviny jicnu a
stfeva — zarodek délky 280 pm (12,2 %). H — hltan, J — jicen, C — cyrtocyt, O — ocasek, TT — travici
trubice, UO — ustni otvor, VS — vétve stieva.
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300-650 pm (25-54,2 %)

Pokrocily vyvoj svaloviny télni stény cerkarii tvofila zejména vystavba podélné a Sikmé
svaloviny. U okruzni svaloviny jiz k zadnym vétSim zménam nedoSlo, bylo pouze
pozorovano uspotradani okruznich vldken do dvojic, které byly poprvé jasné patrné u
zarodkd délky 380 um (31,7 %) (Obr.17G.). Podélna svalovina tvofena provazci
popsanymi v minulé kapitole zacala byt postupné¢ dopliiovana o kratka (8—45 um) podélna
vldkna a to hlavné na anteriorni poloviné (ventralni i dorzalni) t€lni ¢asti zarodku (337 um,
28 %) (Obr. 17G.). Nejcastéji se zakladala v podobé pii¢nych pasi smétujicich od stran ke
sttedu téla tvorenymi kratkymi podélnymi vlakny uspotddanymi paralelné¢ vedle sebe.
Sitka pasu odpovidala délce vlaken, které ho tvotily (Obr. 17G.). V daldim vyvoji se
podélné vlakna zacala objevovat i v posteriornich oblastech, prodluzovala se a propojovala
vV podélném sméru. Podélné provazce postupné zcela zanikly a vlakna pifitomna mezi
ustnim otvorem a acetabulem doplnila nové vznikajici podélnou svalovinu. Definitivni
struktura podélné svaloviny byla poprvé zaznamenana u zarodku velikosti 563 pm (47 %).

Prvni §ikm4 svalové vldkna byla zaznamenana v okoli podélné osy ventralni strany
v celé délce télni Casti zadrodku jako kratkd vldkna o délce 10—15 um svirajici thel 45°
s okruznimi vlakny (380 um (31, 7 %) (Obr. 17G.). V dalsim vyvoji se prodluzovala, ale
vyrazn€ji pouze jejich konec sméfujici laterdlnim smérem. Smérem ke stiedu se
prodlouzila pouze o tolik, Ze doslo k jejich vzajemnému piekiiZzeni. AZ poté, co lateralni
konec dosahnul k boku téla, se zacal intenzivnéji prodluzovat i jejich druhy konec
(605 um, 50,4 %).

Dorzoventralni svalova vlakna pfitomnad ptivodné pouze Vv okoli jicnu se zacala
postupné objevovat i vjinych oblastech anteriorni poloviny téla (605 um, 50,4 %).
V posteriorni ¢asti téla se utvotila naposledy.

Vyvoj obou pfichytnych organti — Ustni pfisavky a acetabula byl dokoncen az
V pozdni fazi morfogeneze. Vnéjsi okraj ustni ptisavky byl poprvé pozorovan u zarodku o
délce 337 um (28,1 %), kdy jiz jeji tvar odpovidal koneéné podobé tohoto organu. Ustni
pfisavka se vytvofila okolo travici trubice (vystylajici lumen ptisavky) propojujici hltan
s Gstnim otvorem. U zarodku délky 563 um (46,9 %) byly poprvé pozorovany radialni
svaly ustni pfisavky. Acetabulum se az do zarodku o délce 605 pm (50,4 %) vyvijelo jako
vychlipeny organ. K jeho vchlipeni doSlo az po vzniku svérae jeho budouciho usti
zesilenim okruZnich a podélnych svalovych vlaken na bazi vystouplého zékladu acetabula.
V souvislosti se zrychlenym riistem posteriorni ¢asti cerkarie v pozdni fazi morfogeneze
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(300-600 um) se acetabulum posunulo z posteriorni tietiny té€lni ¢asti vyrazné blize ke
stiedu téla cerkarie.

Morfologické zmény v travici soustavé souvisely zejména s vySe zminénou
zvySenou rychlosti vyvoje zadni Casti téla zarodku. Bifurkace stfeva se posunula
anteriornim smérem a jeho vétve prodlouzily. Zaroven s tim doslo ke zkraceni a ztenCeni
jicnu, takze se pocatek vétvi stfeva presunul do stfedu vzdalenosti mezi hltanem a
acetabulem.

Vyvoj ocasku byl doprovazen jeho rychlym rastem. U cerkarie délky 667 um
(46,4 %) ocasek poprvé dosahl stejné délky jako télni ¢ast — 330 um. V dalsim vyvoji byl
jiz vzdy delsi. U cerkarie délky 524 um (43,7 %) se na ocasku zacinaji zakladat nova
podélné svalova vlakna. N¢kterd jsou vyrazné mohutnéjsi a s vyssi koncentraci aktinu nez
ostatni (Obr. 17H.). Jejich podélnym propojenim se zakladaji ventralni a dorzalni pary

mohutnych shlukd podélné svaloviny popsanych v kapitole 5.3.1.3.

5.3.2. Nervova soustava

Morfogeneze serotonergni ¢asti nervové soustavy redii druhé generace a cerkarii mohla byt
sledovana diky uspéSné aplikaci protilaitkového znaceni namifené¢ho proti serotoninu.
Senzorické cilie a axony vybranych ¢asti nervové soustavy se podafilo vizualizovat za
pomoci protilatek proti acetylovanému a-tubulinu. Znaceni neuronti vyuzivajicich

neuropeptid FMRFamid bylo netispésné.

5.3.2.1. Nervova soustava redie druhé generace

Axony serotonergnich neuronti vytvarely v redii F. magna velmi hrubou, nepravidelnou sit’
na bocich téla. Nekteré useky axond vedly spiSe podélnym smérem, jiné naopak spiSe
pticnym smérem (Obr. 19A.). Uspofadani serotonergnich axonti do nervovych provazct
nebylo pozorovano. V anteriorni oblasti redie byla pleteni nervovych vlaken kvili vy$Simu
zastoupeni tél neurontl a jejich vybézka komplikovangjsi (Obr. 19B.). Posteriorné od

hltanu se nachéazelo neuropile hlavového ganglia tvofené axony obkruzujicimi zacatek
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stieva (Obr. 19B.). V redii bylo zjisténo celkem 6 paru serotonergnich neuronti (Obr. 19C.).
Prvni 4 pary byly pfitomny v fad¢ za sebou v oblasti mezi koncem hltanu a limcem. Paty
par se nachazel na hranici prvni a druhé tietiny t€la a posledni na trovni procruscul.
Vzacné se podafilo oznacit 1 télo neuronu, ktery do typického uspotadani serotonergni
nervové soustavy nepatiil (Obr. 19C.). Z jediného téla neuronu vychazelo ¢asto az 5 axont
do rGznych smért, kde se vétvily a pripadné napojovaly na jiné, sousedici axony
(Obr. 19D.). Téla neuront byla diky vysoké koncentraci serotoninu velmi jasné znacena.
M¢la bud’ ovalny, nebo naopak spiSe protahly tvar a délku 7-11 um (Obr. 19B.).

Vysoké zastoupeni jemnych axonl serotonergnich neurond bylo zjisténo ve
svalovych organech — hltanu, limci a procrusculech. V procrusculech a v limci nebyla
pozorovana zadna pravidelnost jejich uspotadani. Axony hltanu vychazely z neuropile a ve
velmi pravidelnych rozestupech obkruzovaly vnéjsi stranu jeho svalnaté stény smérem
K ustnimu otvoru (Obr. 19E.).

Znaceni protilatkami namifenymi proti acetylovanému a-tubulinu odhalilo podél
vnéjsi stény hltanu kromé¢ jiz zminénych serotonergnich axonua také Siroké svazky vSech
axont, které byly vyztuzeny tubulinovymi vlakny (Obr. 19F.). Stejné jako serotonergni
axony vychazely od posteriorniho konce hltanu (pravdépodobné z neuropile) smérem
K ustnimu otvoru.

Posledni nervovou strukturou, pozorovanou u redii byly senzorické cilie zachycené
opét diky obsahu tubulinovych vlaken a to zejména okolo ustniho otvoru a obcas i na
jinych mistech pfedni ¢asti téla redie, kde se napojovaly na axony prochazejici okolo
hltanu (Obr. 19F.).

Metodu znaCeni nervové soustavy vyuZzivajici protilatky namifené proti

FMRFamidu se nepodatilo uspesné aplikovat.

5.3.2.2. Morfogeneze nervové soustavy redie druhé generace

Serotonergni ¢ast nervové soustavy redie druhé generace se zakladala v podob¢ jednoho
paru neuront po stranach téla zarodku, ze kterého vystupovaly kratké axony anteriornim a
posteriornim smérem (150 pm, 5 %) (Obr. 19G.). Pocet axonl vystupujicich z obou
neurond se v prubehu vyvoje zvySoval, axony se prodluzovaly a n¢které z nich vétvily
(172 um, 5,7 %).
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178 um (5.9 %)

Obr. 19. Nervova soustava redie druhé generace a jeji morfogeneze. A —podélné a pticné axony
serotonergnich neurond na bo¢ni strané téla, B — neuropile obkruzujici stfevo v sousedstvi hltanu; pleten
axonl serotonergnich neuront v anteriorni ¢asti téla redie, C — uspotadani 6 part t€l serotonergnich
neuronti v téle redie; pritomnost neparového téla neuronu nepatficiho do standardniho uspofadani
serotonergni nervové soustavy, D — ovalny typ serotonergniho neuronu, ze kterého vystupuje 5 axonti, E —
serotonergni axony na obvodu hltanu, F — axony zpevnéné tubulinovymi vlakny na obvodu hltanu;
senzorické cilie vyskytujici se zejména v okoli Gstniho otvoru, G — pfitomnost prvné vzniklého paru tél
sertonergnich neuronti v zarodku délky 178 um (5,9 %), H — piitomnost tfi pard t€l serotonergnich
neurontl v anteriorni oblasti a jednoho paru na urovni procruscul u zarodku délky 202 pm (6,7 %), CH —
pfitomnost kone¢ného poctu tél serotonergnich neuronti na jedné strané téla zarodku délky 237 pm
(7,9 %). A —axon, AZT — axon vyztuzeny tubulinovymi vlakny, ATN — t¢la anteriornich serotonergnich
neurontl, H — hltan, N — neuropile, NTN — neparové télo neuronu, P — procrusculum, PA — pletefi axond,
POA — podélny axon, PfA — pficny axon, SC — senzorické cilie, TN — télo neuronu, TNST — télo
serotonergniho neuronu stfedu téla, TNZT — télo serotonergniho neuronu zadni ¢asti téla, UO - ustni
otvor.
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Nasledny vyvoj byl velmi rychly. Anteriorné od vyse popsaného paru neurond se
objevily dva nové pary. Tieti noveé vznikly par byl zaloZen ve tiech ¢tvrtinach téla zarodku
na trovni procruscul (192 um, 6,4 %). Vyvijejici se redie tedy v tomto stadiu vyvoje
disponovala 4 pary serotonergnich neuronti — skupina 3 part byla lokalizovana v anteriorni
poloving téla a jeden par v zadni Casti téla zarodku (Obr. 19H.).

Velikost t€l nové pozorovanych neuronii byla vzdy stejnd jako u téch jiz diive
vzniklych. Rozpoznat je bylo mozné diky slabSimu znaceni, které bylo pravdépodobné
zpusobeno niz§im zastoupenim serotoninu (Obr. 19H.). V dal§im vyvoji se intenzita jejich
znaceni vyrovnala. Kazdy novy par neuroni se vzdy zapojil do podélné sité axont
puvodnich neuronii pfitomné na obou stranach téla. Existence pficnych propojeni mezi
témito serotonergnimi uskupenimi nebyla v této fazi vyvoje prokazana (192 um, 6,4 %).

Posledni dva zbyvajici pary neuronli byly poprvé pozorovany u stadia o délce
237 um (7,9 %). Jednalo se zaprvé o par, ktery doplnil vySe popsanou anteriorni skupinu
(tvofenou nyni 4 pary) a zadruhé pak o par neuronti, ktery vznikl v oblasti mezi anteriorni
skupinou a posteriornim parem (Obr. 19CH.). Vyvoj serotonergni nervové soustavy nebyl
na obou stranéch téla zarodku stejn¢ rychly. V zérodku této velikosti bylo zaroven poprvé
pozorovano neuropile a z n& vychazejici vlakna lemujici vnéj$i povrch hltanu smérem
k ustnimu otvoru (z Obr. 19CH. nejsou tyto struktury viditelné).

Axony vyztuzené tubulinovymi vldkny byly poprvé zaznamendny na vnéjsi strané
hltanu u zarodku velikosti 173 um (5,7 %). Jejich podoba se shodovala s axony plné
vyvinutych redii. Prvni senzorické cilie byly zaznamenany v okoli tstniho otvoru (207 pm,

6,9 %).

5.3.2.3. Nervova soustava cerkarie

V télni casti cerkdrie F. magna byly axony serotonergnich neuronli pfitomny ve vSech
parech podélnych nervovych provazci motolic — ventralnich, dorzalnich a lateralnich
(Obr. 20A., 20B.). Jejich nejvyssi zastoupeni bylo ve ventralnim paru. Naopak lateralni par

byl zejména ve stiedni a zadni ¢asti téla cerkdrie velmi slabé znaceny.
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Obr. 20. Nervova soustava cerkarie. A — ventralni a laterdlni par nerovovych provazci a téla
serotonergnich neuronti na ventralni strané téla, B — dorzalni par nervovych provazcl a neuropile na
dorzalni stran¢ téla, C — detail anteriorni ¢asti ventralni strany téla ukazuje pfitomnost inervace travici
trubice a propojeni neuropile s lateralnimi parem nervovych provazet, D — detail stiedni Casti ventralni
strany téla ukazuje pFitomnost inervace acetabula, E — ptitomnost dvou t€l serotonergnich neuront a
ventralniho a dorzalniho paru nervovych provazcti v ocasku, F — tubulin pfitomny ve ventralnim paru
nervovych provazci ocasku povrchovych senzorickych ciliich, G — tubulin pfitomny v axonech
propojujicich neuropile a laterdlni nervové provazce a v senzorickych ciliich na povrchu anteriorni ¢asti
téla. C — cyrtocyt, DNP — dorzalni nervovy provazec, IA — inervace acetabula, ITT — inervace travici
trubice, K — komisura, LNP — laterdlni nervovy provazec, N — neuropile, NNO - napojeni téla
serotonergniho neuronu na nervovy provazec ocasku, NPO — ventrdlni a dorzalni par nervovych provazci
ocasku, NSC — napojeni lateralni fady senzorickych cilii na ventralni nervové provazce ocasku, PNLP1 —
propojeni neuropile a lateralniho nervového provazce obchazejici ustni prisavku, PNLP2 — propojeni
neuropile a lateralniho nervového provazce prochazejici podél stén lumenu Ustni pfisavky, SC —
senzorickd cilie, SCLR — lateralni fada senzorickych cilii ocasku, SCVR — 2 tady senzorickych cilii na
ventralni strané proximalni Casti ocasku, TN — télo serotonergniho neuronu, TNO — téla serotonergnich
neuronti ocasku, UP — Ustni ptisavka, VNP — ventralni nervovy provazec, VNPO — ventralni nervovy
provazec ocasku.
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Podélné nervové provazce byly navzdjem propojeny pficnymi komisurami
(Obr. 20A., 20B.). Provazce dorzalniho paru spojovalo 6 komisur rovnomérné
rozmisténych v oblasti mezi acetabulem a ustni pfisavkou. Ventralni par byl propojen
jednou komisurou posteriorné od acetabula a dvéma komisurami za 0stni pfisavkou.
Provazce lateralniho paru nebyly na rozdil od predchozich propojeny mezi sebou. Namisto
toho se mnohacetnymi komisurami (nejméné 11 part) po celé délce télni ¢asti cerkarie
napojovaly na ventralnim par a 5 komisurami pravidelné rozmisténymi v piedni poloviné
téla na dorzalni par (Obr. 20A., 20B.).

V oblasti nad hltanem lezelo neuropile hlavového ganglia, pfimo napojené na
serotonergni axony ventralniho paru provazcu (Obr. 20C.). Axony dorzalniho paru se k
neuropile pfipojovaly parovou spojkou mifici kolmo ventralnim smérem a axony
lateralniho paru dvéma pary propojeni. Prvni par lemoval okraje lumenu ustni pfisavky a
druhy prochazel lateralné v blizkosti jeji vnéjsi stény (Obr. 20B., 20C.).

V t¢lni casti cerkdrie bylo pozorovano celkem 8 tél serotonergnich neurontl
sousedicich vzdy s vyznamnym uskupenim axont (Obr. 20A., 20C.). Prvni par (nejblize
anterioru) se nachazel v blizkosti propojeni neuropile a lateralnich nervovych provazci
prochazejicim vné Ustni pfisavky. Druhy par pfimo komunikoval s neuropile. V tésné
blizkosti ventralniho paru provazct se nalézalo 5 pard t€l neuronti uspotfadanych do dvou
skupin, jedné po 2 a jedné po 3 neuronech. Skupina 3 t¢l neuronti byla umisténa na urovni
anteriorniho okraje acetabula. Skupina 2 tél byla na Grovni polovi¢ni vzdéalenosti mezi
acetabulem a TUustni piisavkou. Posledni par tél neurontt byl napojen na svazky
serotonergnich axont lemujicich travici trubici v oblasti posteriorniho konce hltanu
(Obr. 20C.).

Specializovana inervace organti byla pozorovana u acetabula a travici trubice. Do
acetabula vchazely axony vybihajici z ventralniho paru provazci a rozprostiraly se v okoli
jeho lumenu (Obr. 20D.). Axony inervujici travici trubici vybihaly pravdépodobné
z neuropile (ptimo se to vSak prokazat nepodafilo), obihaly vné svalnatou sténu hltanu a
poté pokrac¢ovaly podél jicnu, dokud se jejich znaceni nevytratilo (Obr. 20C.).

V océsku cerkarie byly zaznamenany dva pary nervovych provazcl serotonergnich
axonu probihajicich podéln¢ po jeho ventralni a dorzalni strané (Obr. 20E.). Pouze u
ventralniho paru se podatilo prokazat pfimé napojeni na provazce télni ¢asti cerkarie. V
ocasku se nachazela i dvé téla serotonergnich neuroni paraleln¢ uspotadanad v jeho
proximalni ¢asti (Obr. 20E.). Oba neurony byly svymi axony napojeny na ventralni i
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dorzalni provazce ocasku.

Kromé serotonergnich neuronti a jejich vybeézkt byly v téle cerkarie zachyceny i
nervové struktury vyztuzené tubulinovymi vldkny. Protilditky namifené proti
acetylovanému a-tubulinu odhalily axony vychazejici z oblasti posteriorné od stni
ptisavky (pravdépodobné z neuropile, ve kterém vSak nebyla pfitomnost tubulinu
zaznamenana) a sméfujici podél stén jejiho lumenu K Gstnimu otvoru (Obr. 20G.). Svazky
téchto vladken byly vyrazné¢ mohutnéjSi nez svazky serotonergnich axonti vedouci na
stejném misté. Druhym typem axoni, kde byl tubulin zaznamenan, byl dorzalni a ventralni
par nervovych provazcu ocasku (Obr. 20F.).

Zcela jinou strukturou nervové soustavy cerkarie Uspé$né znacenou diky
pfitomnosti tubulinu byly senzorické cilie (Obr. 20F., 20G.). V nejvyssi hustoté byly
zaznamenany v okoli tstniho otvoru (Obr. 20G.), méné Casto se vyskytovaly i na jinych
oblastech povrchu télni ¢asti cerkarie. Na ocasku byly uspotadany do 2 ventralnich fad
Vv jeho proximalni ¢asti a jedné lateralni fady na kazdé strané ocasku po celé jeho délce
(Obr. 20F.). Znaceni namifené proti acetylovanému tubulinu také umoznilo zobrazit pti¢na
nervova propojeni mezi senzorickymi ciliemi a nervovymi provazci ocasku (Obr. 20F.).

Znacenim soucasti nervové soustavy obsahujicich neuropeptid FMRFamid bylo
zachyceno pouze slabé znacené neuropile s jedenim parem tél neuront v jeho blizkosti a

ventralni nervové provazce.

5.3.2.4. Morfogeneze nervové soustavy cerkarie

Serotonergni soucast nervové soustavy byla poprvé zaznamenana u zarodku délky
217 um (18 %) v podobé dvou part tél serotonergnich neuronti (Obr. 21A.). Anteriorni par
se nachazel na hranici prvni a druhé ¢tvrtiny délky télni ¢asti a posteriorni v jejim stiedu.
Pobliz pravého neuronu posteriorniho paru bylo zachyceno jesté jedno slabgji znacené
neparové télo serotonergniho neuronu. V pokrocilejSich vyvojovych stadiich vSak jiz
znovu zaznamendno nebylo. U neuronti posteriorniho paru byly pozorovany axony

smeétujici smérem k zadni Casti téla zarodku (Obr. 21A.).
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Obr. 21. Morfogeneze nervové soustavy cerkarie. A — pfitomnost anteriorniho a posteriorniho paru
serotonergnich neuronti u zarodku délky 217 pm (18 %); nové vzniklé (slab&ji znacené) neparové télo
neuronu neni obvyklou soucésti serotonergni nervové soustavy, B — vznik zékladu serotonergnich axont
ventralnich nervovych provazcli propojeni anteriorniho a posteriorniho paru neuronti, C — zaloZeni
novych (mén¢ vyrazné znacenych) pard tél serotonergnich neuronti v okoli ptivodniho posteriorniho paru
a v ocasku u zarodku délky 360 um (30 %), D — vznik anteriornich t&€l neuront u zarodku délky 430 pm
(35,8 %); v neuropile nejsou axony serotonergnich neuronti dosud ptitomné. A — axon, APTN — anteriorni
par serotonergnich neuronti, NTN — nové vzniklé télo neuronu, PPTN — posteriorni par serotonergnich
neuronti, PTN — ptvodni télo neuronu, TNO — télo serotonergniho neuronu ocasku, VNP — ventralni
nervovy provazec, VNPO — ventralni nervovy provazec ocasku, ZVNP — zaklad ventralniho nervového
provazce.

A4

U zarodki na vy$S$im stupni vyvoje zacaly vSechny neurony zminéné ¢tvetice (paty,
neparovy neuron jiZz nebyl vickrat zaznamenan) vytvaret axony, které se staly soucdasti
ventralnich nervovych provazct. (255 pm, 21,3 %) (Obr. 21B.). Na obou stranach téla byly
neurony navzajem podélné propojeny. Pfi¢néa propojeni pozorovéana nebyla.

U zarodku délky 360 pm (30 %) se na jedné strané zarodku objevila 2 nova téla
neurontl v okoli piivodniho posteriorniho paru a vytvoftila tak skupinu 3 tél nachazejici se u
vyvinutych cerkarii lateraln¢ od acetabula. Zaroven se objevily i serotonergni axony patfici
dorzalnim nervovym provazciim. Jejich napojeni na téla neurond nebylo pozorovano.
V ocasku doslo k zalozeni ventralniho 1 dorzéalniho paru provazci a vzniku jednoho paru
té€l neuronti v jeho proximalni ¢asti (Obr. 21C.).

Konecna faze morfogeneze serotonergnich soucésti nervové soustavy cerkarie

spocivala ve vzniku dvou novych part tél serotonergnich neuronii na anteriornim konci
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axonu ventralnich provazcu Vv ptedni ¢asti téla zarodku (430 um, 35,8 %) (Obr. 21D.).
Prvni z nich, lezici vice anterolateralnim smérem, byl budouci par t¢él neuronti sousedicich
S vnéjSim parovym propojenim mezi neuropile a podélnymi lateralnimi provazci (viz
kapitola 5.3.2.3.). Druhy par nachazejici se mirné posteriorné a vice ke stiedu byl budouci
par tél serotonergnich neuront asociovanych s neuropile.

Jako posledni byl zaznamenan vznik t€l neuront v okoli posteriorniho konce hltanu
a serotonergnich axont neuropile. Pribéh morfogeneze serotonergnich axont lateralnich
nervovych provazci, axonli lemujici travici trubici a lumen acetabula se nepodatilo
pozorovat.

Vznik axont pozitivnich na pfitomnost tubulinovych vlaken poukazal na relativné
pozdni zakladani serotonergnich axonl V ontogenezi cerkarie. Axony odpovidajici svou
polohou serotonergnimu propojeni mezi neuropile a anteriorni ¢asti lateralnich provazcii
byly zaznamenany uz u zarodku o délce 199 um (16,6 %). Prvni senzorické cilie se

objevily v okoli ustniho otvoru u zarodku dlouhého 265 um (22,1 %).

5.3.3. VyluCovaci soustava

Morfogeneze vylucovaci soustavy redii druhé generace a cerkdrii byla studovéana
predev§im imunohistochemicky protilatkami namifenymi proti acetylovanému o-tubulinu
pfitomnému v tubulinovych strukturach cyrtocytlh a u cerkarii i ve vzestupnych Castech
hlavnich sbérnych kanalkd. Sestupné ¢asti hlavnich sbérnych kanalki cerkarii se podafilo
oznacit diky pFitomnosti F-aktinu fluorescenéni sondou tvofenou faloidinem kovalentné
vazanym s fluorescein isothiokyanatem (FITC). Zakladani systému kanalkl vylucovaci

soustavy se nepodafilo pfimo vizualizovat.

5.3.3.1. Vylucovaci soustava redie druhé generace

K vyluCovaci soustavé redii druhé generace byly s jistotou pfifazeny pouze svazky cilii
cyrtocytu (acetylovany a-tubulin) a propletené vybézky cyrtocytu a prvni kanalkové bunky
(F-aktin).
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Svazek cilii cyrtocytu mél tvar kuzele s velmi variabilni délkou pohybujici se mezi
3 a 12 um a sitkou zakladny 2 az 4 um (Obr. 22A.). Po obvodu byl obklopen vzajemné
propletenymi cytoplazmatickymi vybézky cyrtocytu a prvni kanalkové bunky tvoiicimi
filtra¢ni aparat. Diky pfitomnosti aktinu je bylo mozné pozorovat jako duté utvary o délce
4-8 um a S$ifce 2,5-4,5um (Obr. 22B.). Jejich rozmisténi v téle plné vyvinuté redie
odpovidalo rozmisténi cyrtocytti. Cyrtocyty byly uspotadany do 4 skupin ve 2 parech,
Z nichz kazda obsahovala 14-16 zastupcti tohoto typu bunck (pocet byl variabilni 1 v ramci
jednoho jedince) (Obr. 22C.). Skupiny cyrtocyti byly umistény na boku téla, anteriorni par
na konci jeho prvni tietiny a posteriorni v jeho poloving. Vrcholy svazku cilii sméfovaly
vétSinou smérem k pomyslnému stifedu skupiny.

V jediném ptipadé bylo u redie diky pfitomnosti aktinu zaznamenéno neparové
trubicovité vyusténi v télni sténé anteriorné od prucruscula (Obr. 22D., 22E.). Délka
trubice byla 8 um, primér vyusténi 5 um. Vnitini sténa trubice byla podloZena okruzni
svalovinou. Pfislusnost tohoto otvoru k vylu¢ovaci soustavé bude diskutovana v kapitole

6.4.

5.3.3.2. Morfogeneze vylucovaci soustavy redie druhé generace

Vyvoj uspotadani cyrtocyti redie F. magna m¢l velmi jednoduchy charakter. Na kazdé
stran¢ téla zarodku vznikl nejprve parovy tubuldrni utvar, ze kterého se vyvinuly svazky
cilii prvniho paru cyrtocytd (106 um, 3,5 %) (Obr. 22F.). Pozdéji se v jejich blizkosti
diferencoval cyrtocyt druhého paru, ¢imz zaroven doslo k zaloZeni budoucich anteriornich
a posteriornich skupin (115 pm, 3,8 %) (Obr. 22G.). Cilie nov¢ se diferencujicich cyrtocytd
vznikaly vZdy v kolmé orientaci a v tésné blizkosti ke svazku cilii jiz diferencovanych
cyrtocyti (Obr. 22A.). Zatimco vzniklé dvojice prvnich dvou pard rychle zanikly
vzdjemnym oddéalenim, v dal$im vyvoji jiZz zlstavaly cyrtocyty pobliz sebe, ¢imz
dochdzelo k navySovani poctu cyrtocytli v ramci jednotlivych skupin.

Utvafeni cytoplazmatickych vybézka cyrtocytu a prvni kandlkové builky se
nepodafilo pozorovat. Pouzitd metoda znaceni byla schopnd tuto strukturu zachytit az po

dosazeni stupné vyvoje, kdy se odlisovala od definitivni podoby pouze velikosti.
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100 ym

106 um (3.5 %)

Obr. 22. Vylu¢ovaci soustava redie druhé generace a jeji morfogeneze. A — svazky cilii cyrtocytl, B —
aktinovy cytoskelet filtracniho aparatu tvofeného propletenymi cytoplazmatickymi vybézky cyrtocytu a
prvni kanalkové buiiky, C — rozmisténi 4 skupin cyrtocyt v téle redie, D a E — otvor neznamé funkce
anteriorné od procruscul redie, F — prvné vznikly par cyrtocytid u zarodku délky 106 um (3,5 %), G —
zalozeni anteriorniho a posteriorntho paru cyrtocyti U zarodku délky 115 um (3,8 %), H — zalozeni
anteriorni a posteriorni skupiny cyrtocyt u zarodku délky 173 um (5,8 %). Cervené jadra bundk (DAPI).
APC — anteriorni par cyrtocytt, APSC — anteriorni par skupin cyrtocyti, CVFA — cytoplazmatické
vybézky filtraéniho aparatu, O — otvor, P — procruscula, POPC — posteriorni par cyrtocyti, POPSC —
posteriorni par skupin cyrtocyti, PrPC — prvni par cyrtocytd, SCC — svazek cilii cyrtocytu, TVSZC —
tubulin vylucovaci soustavy zarodku cerkarii, VSCC — vznikajici svazek cilii cyrtocytu.

88



5.3.3.3. Vylucovaci soustava cerkarie

V cerkarii byly jako soucast exkrecni soustavy identifikovany dva typy tubularnich utvarii
— svazky cilii cyrtocytl a svazky cilii vzestupnych ¢asti hlavnich sbérnych kanalka.

Svazek cilii cyrtocytu mél obvykle tvar kuzele (Obr. 22A.). Mén¢é Casto byl jeho
tvar tyCinkovity. Délka svazku se pohybovala mezi 4 a 6 um, Sitka zédkladny byla 1-2 um.
Nejvétsi velikosti dosahovaly svazky paru cyrtocytl nejblize anteriornimu konci télni ¢asti.
V posteriorni poloving téla se s vyjimkou posledniho paru nachazely spise krat$i svazky.
Pocet cyrtocytti se v prubéhu vyvoje ustalil na po¢tu 18 part (Obr. 22B.). Na kazdé strané
téla tvofily cyrtocyty 6 skupin rovnomérné rozprostienych od konce ustni piisavky po
konec télni ¢asti cerkarie. V ocasku cyrtocyty zaznamendny nebyly. Kazda skupina byla
tvofena 3 cyrtocyty, jejichz svazky cilii byly namifeny do jejiho pomyslného stiedu (u
jedince na Obr. 22B. neni vyvinuty jeden par cyrtocytl, ktery by mél byt soucasti 5.
skupiny). Na zakladé tohoto znaku bylo mozné jednotlivé skupiny snadno odlisit.
Kolokalizovat svazky cilii s jadry cyrtocytii se nepodafilo.

Svazky cilii vzestupnych casti hlavnich sbérnych kanalk byly pozorovéany jako
tyCinkovité utvary o délce 4 az 8 um a Sifce do 1 um (Obr. 22A.). Byly uspotadany za
sebou v parovych fadach o 8 svazcich vedoucich od lateralnich okraji acetabula
anteriornim smérem do poloviéni vzdélenosti mezi acetabulem a Ustni pfisavkou
(Obr. 22B.). Vzajemna vzdalenost svazkt v ramci jedné fady se velmi liSila, v nékterych
ptipadech ¢inila 23 um, Vv jinych se sousedni svazky dotykaly svymi konci. VSechny
svazky obou fad se nachézely ve stejné, frontalni roving.

Poslednimi strukturami vylucovaci soustavy cerkérie byly exkre¢ni méchyt a
sestupné Casti hlavnich sbérnych kanalka (Obr. 16H.). Ob¢ tyto struktury bylo mozné
sledovat diky pfitomnosti svaloviny v jejich sténé. Sestupné Casti sbérnych kanalkt byly
pozorovatelné od okraji acetabula, odkud se sbihaly smérem ke kofenu ocasku. Ve dvou
tretindch vzdalenosti mezi acetabulem a kofenem océsku se napojovaly na exkrecni
méchyt. Exkre¢ni méchyt byl protdhlého kuzelovitého tvaru (s vrcholem namifenym
anteriornim smérem), umistény na samotném konci télni Casti cerkarie. U cerkarie, jejiZ
télni cast metila 445 um, byla jeho délka 45 pm a Sirka 25 pm. Vstup i vystup méchyie byl

ohranicen svéraci tvofenymi zesilenou okruzni svalovinou.
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Obr. 23. Vylu€ovaci soustava cerkarie a jeji morfogeneze. A — Svazky cilii cyrtocytit a vzestupnych
¢asti hlavnich sbérnych kanalkd, B — konecné uspotfadani cyrtocytt a svazku cilii vzestupnych ¢asti
hlavnich sbérnych kanalkl cerkarie, tfeti cyrtocyt 5. skupiny na pravé stran€ téla neni u tohoto jedince
cerkarie vytvoien, C — zaloZeni primordia vylu¢ovaci soustavy u zarodku délky 75 pm (6,3 %), D —
zalozeni prvné vzniklého paru cyrtocyti a zakladu svazka cilii vzestupnych ¢asti hlavnich sbérnych
kanalkll u zarodku délky 145 pm (12,1 %), E — zaloZzeni anteriorniho a posteriorniho paru cyrtocytu,
rozristani zakladu svazka cilii vzestupnych casti hlavnich sbérnych kanalkti u zarodku délky 172 pm
(14,3 %), F — schématické znazornéni doplnéni kazdého ze 4 puivodnich cyrtocytl (Cerveny trojuhelnik)
v prubchu vyvoje 2 novymi cyrtocyty (zeleny trojuhelnik), G — schématické znazornéni doplnéni
kazdého z 12 pivodnich cyrtocyt (Cerveny trojuhelnik) v pribéhu vyvoje o 2 nové cyrtocyty (zeleny
trojuhelnik). H — oblast splynuti hlavnich sbérnych kanalkd pfed vznikem exkre¢niho méchyie u
zarodku délky 364 um (30,3 %). Cervené jadra bungk (DAPI). 1S aZ 6S — skupiny cyrotyctii na pravé
strané télni Casti cerkarie fazené smérem od anterioru k posterioru, APC — anteriorni par cyrtocytd,
NHSK — neparovy hlavni sbérny kanalek, PHSK — parovy hlavni sbérny kanalek, PoPC — posteriorni
par cyrtocytti, PPVS — parové primordium vylucovaci soustavy, PrPC — prvni par cyrtocytti, SCHSK —
shluk cilii hlavnich sbérnych kanalk, SSC — shluk cilii cyrtocytu, VSCHSK — vznikajici shluk cilii
hlavnich sbérnych kanalkt, ZSCHK - zaklad svazkd cilii hlavnich sbérnych kanalkd.
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5.3.3.4. Morfogeneze vylucovaci soustavy cerkarie

Primordium vylucovaci soustavy cerkarie F. magna bylo poprvé pozorovano v podobé
podlouhlych parovych shluka cilii umisténych po stranach téla zarodku délky 75 pm
(5,8 %) (Obr. 23C.). V dalsim vyvoji se tyto shluky rozdélily na dva tycinkovité Gtvary
(100 pum, 8,3 %) (Obr. 23D.). Jednim z nich byl svazek cilii prvniho paru cyrtocytti o délce
5 um a druhy svazek cilii vzestupné Casti hlavnich sbérnych kanalki (HSK) dlouhy 8 um.

Dalsi vyvoj zarodku doprovazelo prodlouzeni a zesileni svazku cilii HSK a vznik
druhého paru cyrtocytd (110 um, 9,2%) (Obr. 23E.). Orientace nov¢ vznikajicich
cyrtocytll vii€i cyrtocytim plivodni byla shodna jako u redii. Posteriorni par cyrtocytl se
po svém vzniku velmi rychle oddalil do zadni ¢asti zarodku. V okoli kazdého ze 4
cyrtocytt v dalsim vyvoji vznikly 2 dalsi (Obr. 23F.). Vysledkem tedy byly 4 skupiny,
kazda slozena ze 3 cyrtocytd, rozdélené na anteriorni a posteriorni par. Podlouhly utvar
cilii HSK se mezitim rozd¢lil na 6 ty€inkovitych svazkii uspofadanych v fadé za sebou
(172 um, 14,3 %). Zavér vyvoje vyluCovaci soustavy cerkarie spocival opét ve vniku 2
novych cyrtocytd v okoli kazdého z puvodnich 12 (Obr. 23B., 23G.). Rychlost vyvoje
kazdé z téchto skupin byla riizna a to i v ramci jednoho paru. Vysledkem bylo finalni
uspofadani 36 cyrtocytl rovnomeérné rozdélnych do 12 skupin v 6 parech. Pocet svazki
cilii v obou vétvich HSK se navysil na 8 (480 um, 40 %) (Obr. 23B.). | v tomto piipadé
probihalo jejich ,,mnozeni* jednotnym zptisobem. Z anteriorniho nebo posteriorniho konce
Jiz zralého svazku zacal vyrustat tenky zaklad svazku nového (Obr. 23A.). Po dosazeni
délky srovnatelné s pivodnim svazkem se navzijem oddélily a zatadily za sebe. Novy
svazek poté postupné nabyl stejné tlouStky jako svazek ptivodni.

Sestupné ¢asti HSK byly poprvé zaznamenany na zéklad¢ pifitomnosti svalovych
vlaken v jejich sténé u zarodku délky 337 um (28 %). Sméfovaly od okraju acetabula
smérem ke kofeni océsku a v prvni tfeting této vzdalenosti splyvaly v jedinou, neparovou
cast HSK (Obr. 23H.). V tomto stadiu vyvoje byla ve stén¢ HSK pozorovana pouze
podélna svalova vlakna. U zarodku o délce 605 um (50,4 %) bylo zaznamenan vznik
sveéracu ohraniCujicich anteriorni a posteriorni konce neparového HSK zesilenim okruzni
svaloviny (mechanismus vzniku okruzni svaloviny nebyl pozorovan), ¢imz doslo

k zaloZeni exkrec¢niho méchyie (Obr. 16H.).
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6. Diskuze

6.1. RozmnoZovani motolice F. magna v mezihostitelském

plzi

Soucasni autofi, ale i mnozi autofi starSich praci, se shoduji na vzniku ,,zarode¢nych*
bunck plynulym procesem diferenciace z bunék, které jsou dnes oznacovany jako
kmenové. Rozdélenim ,,zarode¢né* builkky posléze vznikd v téle matefského jedince
zarodek sporocysty, redie, nebo cerkarie (Brooks, 1930; Cable, 1934; Chen, 1937;
Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014). Pfitomnost bunék odpovidajicich
svou morfologii kmenovym a ,,zdrodecnych® bunkadm byla zaznamendna 1 u motolice
F. magna v t€Ini dutin€ miracidii a redii prvni a druhé generace. ,,Zarodecné* bunky byly
na prvni pohled snadno rozpoznatelné diky svému velkému jadru s fidkym zastoupenim
heterochromatinu. Kmenové bunky byly vyrazné mensi a vyznacovaly se kompaktnim
kulatym jadrem s vysokym zastoupenim heterochromatinu obklopenym uzkym prouzkem
cytoplazmy. V miracidiu a v rediich byly kromé& bunék na konci ¢i na zacatku diferenciace
zarovei pozorovany i buiiky nachéazejici se v nékterém z mezistupiili tohoto procesu. Ze se
opravdu jednd o plynuly d¢j, nasvédCovaly nélezy bunck v plné Skéle piechodnych
velikosti s riznou hustotou zastoupeni heterochromatinu v jadre.

V télni dutiné miracidia se kromé& volnych kmenovych a ,,zdrodecnych® bunék
nachazel 1 nevyrazné ohranieny, volny bunéfny shluk ptestavujici pravdépodobné
zarodek redie prvni generace. Ze se opravdu jedna o zarodek a nikoliv o uspofadany shluk
diferencujicich se ,,zdrode¢nych* bun€k, naznacuje rychly vyvoj redie prvni generace
v prvnich tfech dnech po infekci. Za pouhych 48 hodin po penetraci miracidia dosahoval
nejvyspelejsi zarodek v téle sporocysty délky 95 um a 72 hodin po infekci byly v téle plze
nachazeny prvni redie, které t€lo sporocysty opustily. Vyvoj ostatnich zarodkl v téle
sporocysty, které se pravdépodobné zakladaji ze samostatnych bunék pozorovanych v
miracidiu, je vyrazn¢ pomalejsi. Redie prvni generace, jejichz stav vyvoje odpovidal
nejvyspéelejSimu zarodku 3. den po infekci, byly v téle plze nachdzeny jest¢ 12. den.

Vyrazné rychlejsi vyvoj jednoho ze zarodka redii byl pozorovan i dal§imi autory ve
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sporocystach motolic F. magna a F. gigantica (Swales, 1935; Dinnik a Dinnik, 1956;
Erhardova-Kotrla, 1971). Zarodek redie v téle miracidia byl zaznamenan také u motolice
Echinostoma paraensei (Ataev a kol.,, 2001). Rozvolnéni bun¢k zarodku mohlo byt
zpusobeno smrsténim jejich cytoplazmy béhem fixace miracidii. Naznacuji to zejména
tvary bun¢k, které do sebe presn¢ zapadaji. Podobné rozestoupeni bunck (oznacovanych
autory jako ,,zarode¢né®) je patrné i na fotografiich miracidii motolice Echinostoma
paraensei. V nasem 1 v jejich ptipad¢ byl k fixaci pouzit Bouiniiv roztok (Ataev a kol.,
2001).

Celed’ Fasciolidae je fazena podobné jako napiiklad eledi Paramphistomidae nebo
Heterophyidae mezi motolice, v jejichz sporocystach a rediich nejsou ptfitomné zarodecéné
masy — specializované reprodukéni orgdny, ve kterych dochazi k déleni kmenovych bunék
a jejich diferenciaci v ,,zdrodecné“ buiiky (Cable, 1934; Ameel a kol., 1950; Van der
Woude, 1954; Dobrovolskij a Galaktionov, 2003). ,,Zarode¢né“ bunky samotné se za
ucelem svého zmnozeni délit nedokazi, proto je veskerd reprodukce sporocyst a redii
téchto celedi omezena na déleni kmenovych bunék v jejich embryondlni vyvoji
(Dobrovolskij a Galaktionov, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov,
2014). Pozorovani provedena na rediich F. magna ptitomnost zarodecné masy jednoznacné
vyloucit nemohou. V rediich stiedni a velké velikosti nebyl zaznamendn shluk bunégk, ktery
by mohl byt na zakladé vysokého zastoupeni kmenovych bunck a diferencujicich se
»zarodecnych® bunck s jistotou povazovan za zarode¢nou masu. U redii malé velikosti
mohla byt pfitomnost zarode¢né masy pirehlédnuta. Jejich télni dutina byla zcela vyplnéna
zarodky na nizkém stupni vyvoje, volnymi ,,zarode€nymi®, kmenovymi buiikami a
bunikami téla redie. Hranice mezi témito strukturami se nepodatilo pozorovat. Pfesto ani
v rediich malé velikosti nebyly zaznamendny vyraznéjsi shluky kmenovych bunék, které
by pfitomnost zarodecné masy naznacovaly.

Absenci zarodecnych mas u F. magna napovida 1 nizkd reprodukéni schopnost
sporocyst (nejvyssi odhadovany pocet vyvijejicich se zarodkli ve sporocysté byl 5), ztrata
reprodukénich schopnosti velkych redii prvni a druhé generace doprovazena postupnym
v télech redii. které by v opaéném piipadé mély byt uzaviené uvniti zarode¢nych mas
(Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014). Existuje vSak také moznost, Ze se
nejednalo o kmenové buiiky ti¢astnici se zarode¢ného vyvoje, ale o kmenové buiilky urcené

cey

k regeneraci tkani (neoblasty) popsané u volné Zijicich zastupci Platyhelminthes a
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dospélcti motolice Schistosoma mansoni (Ladurner a kol., 2000; Collins a kol., 2013).

Rana embryogeneze sporocyst, redii a cerkdrii byla studovana u mnoha celedi
motolic (Brooks, 1930; Chen, 1937; Pieper, 1953; Van der Woude, 1954; Ciordia, 1956;
Guilford, 1958). Autofi téchto praci se shoduji na vzniku zarodki nerovnomérnym délenim
(,,unequal division®) ,,zarodecné* bunky, jehoz vysledkem jsou dvé builkky o rozdilné
velikosti. Jedna z bun¢k pfipomind svym vzhledem ,,zarodecnou* buniku a lisi se tak od
druhé bunky, ktera ma mensi velikost a hustSi uspofadani heterochromatinu v jadre.
Vzijemné prichyceni téchto dvou bunék je zobrazovano bud’ jako volné (Pieper, 1953;
Guilford, 1958; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008), nebo naopak jako pevny svazek dvou
bunék, jejichz jadra jsou vlivem vzajemného tlaku v misté kontaktu zplosténd (Brooks,
1930; Cable, 1934; Chen, 1937). Dvoubunééné struktury, které by mohly byt zarodkem
redie druhé generace, nebo cerkarie tvofenym 2 blastomerami s rozdiln¢ velkym jadrem,
byly pozorovany i v rediich motolice F. magna. Jejich vzhled byl vSak od popist vySe
uvedenych autor mirné odlisny. Hranice mezi cytoplazmou obou bunék nebylo mozné
rozeznat. Zdalo se, jako by se jadro ,,zarode¢né* bunky rozdélilo, ale k rozdéleni
cytoplazmy nedoslo. Ob¢ jadra k sob& byla pevné pfimknuta, coz asi vedlo k jejich
znatelnému zplosténi v miste styku. Prestoze se navzajem vzdy lisila svou velikosti, nebyl
zaznamenan piipad, kdy by se odliSovaly 1 vzhledem jadérka nebo uspofddanim
heterochromatinu. Ve vétSiné piipadii odpovidal vzhled jader obou téchto bunék jadru
»zarodecnych® bunék. Byly vSak pozorovany i dvoubunécné struktury, u kterych byl
heterochromatin v jadrech uspotfadan hustéji, nez je pro ,,zarodecné* bunky typické.

Autofi, ktefi se vénovali studiu raného embryonalniho vyvoje motolic, zastavaji
nazor, ze se prubéh rané embryogeneze zarodkl redii a cerkarii stejného druhu nelisi
(Chen, 1937; Galaktionov a Dobrovolskij, 1987, cit. dle Dobrovolskij a Galaktionov,
2003). Tato pozorovani jsou v souladu se skutecnosti, Ze nebyl ve stadiu zarode¢né koule
zaznamenan 7adny rozdil v bunééném slozeni zarodkl redii druhé generace a cerkarii
motolice F. magna. Pomérné v neddvné dobé zacaly byt blastomery zarodkli v ranych
fazich vyvoje klasifikovany podle velikosti, nejcastéji na tfi skupiny — makromery,
mesomery a mirkomery (Haight a kol., 1977a; Haight a kol., 1977b; Dobrovolskij a
Galaktionov, 2003; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). O mechanismech specializace
téchto bunék na linie vedouci k jednotlivym té€lnim soustavam nebyla dosud vypracovéana
zadna prace. Existuji vSak presvédcivé dikazy, Ze velikost a hustota chromatinu jadra

blastomer souvisi spiSe s fazi bunééného cyklu, nez s bunécnou specializaci (Haight a kol.,

94



1977a; Haight a kol., 1977b). Ptitomnost blatomer, které bylo mozné na zakladé velikosti
jadra klasifikovat na makromery, mesomery a mikromery, byl zaznamenan v zarodcich
redii 1 cerkarii F.magna. Vzhled makromer diky svétlému jadru a velkému jadérku
napadné pfipominal vzhled volnych ,,zarodecnych* bunék. Tato podobnost byla potvrzena i
na urovni ultrastruktury u motolice Prosorhynchoides borealis (Bucephalidae)
(Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). Mikromery svym vzhledem vzdalen¢ pfipominaly
kmenové bunky. Jejich malé jadro s vysokou hustotou heterochromatinu vSak nemélo
natolik kulaty, kompaktni tvar. Toto neplatilo pro mikromery zarodku redie pfitomném
v miracidiu, které¢ byly s volnymi kmenovymi bunikami morfologicky identické. Problém
byl i s klasifikaci bun¢k tohoto zarodku do velikostnich skupin, ptfechody v jejich velikosti
se totiz zdaly byt plynulé.

V popisech rané embryogeneze redii, sporocyst a cerkarii se jejich autofi zminuji o
plochych bunikdch na povrchu zdrodku, které svymi cytoplazmatickymi vybézky utvareji
okolo zarodku syncitialni obal nazyvany primitivni epitel (Brooks, 1930; Cable, 1934;
Chen, 1937; Zd’arska, 1995; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). Jeho funkci je udrzeni
integrity zéarodku, jeho ochrana a zprostfedkovani Zzivin ztélni dutiny mateiského
organizmu (Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). Pfitomnost primitivniho epitelu byla
zaznamenavana 1 u zarodki redii druhé generace a cerkarii F. magna ve stadiu zarodecné
koule. U zarodku redie prvni generace pfitomnému v miracidiu vSak ploché buniky na
povrchu ani povrchové syncitium pozorovano nebylo. Tato skute¢nost mozna také vedla
k vySe zminénému intenzivnimu rozvolnénim zarodku béhem fixace.

U nékterych druhti motolic (naptiklad c¢eledi Gymnophallidae, Microphallidae ¢i
Schistosomatidae) neplavou zarodky volné v télni dutiné matetského jedince, ale jsou
uchyceny cytoplazmatickymi vyb&zky parenchymatickych buné€k k jeho stén¢ (Meuleman
a kol., 1980; Galaktionov, 1993, cit. dle Dobrovolskij a Galaktionov, 2003; Irwin a kol.,
2003). Obaleni zarodkt redii a cerkarii F.magna -cytoplazmatickymi vybézky
parenchymatickych bunék bylo dobfe pozorovatelné zejména po rozvolnéni télni dutiny.
Cytoplazmatické vybézky parenchymatickych bunék mifily obvykle do dvou,
protichiidnych smérti. V jednom sméru se ptrichycovaly k t€lni stén€ a ve druhém obtacely
zarodek. Toto uspotfadani naznacuje, Ze by se mohly kromé ochranné a fixa¢ni funkce
podilet 1 na zprostfedkovani transportu zivin ztegumentu matefského organizmu. To
podkladaji nekteti autofi domnénkou, Ze pokud by parenchymatické buiiky vyzivu zarodku
nezajistily, spise by jej od zivin pfitomnych v tekutiné¢ vypliujici télni dutinu izolovaly
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(Dobrovolskij a Galaktionov, 2003).

Béhem riistu redii motolice F. magna dochazelo k rozvoliiovani jejich télni dutiny a
vzniku volnych prostor mezi jednotlivymi zarodky. Ty se béhem svého postupného vyvoje
posouvaly ze spleti cytoplazmatickych vybézkt parenchymatickych bunék v zadni ¢ésti
téla matefského jedince anteriornim smérem, dokud se z nich zcela nevymanily. Takové
zarodky se pak volné pohybovaly v télni dutin€. Stejny proces byl detailné popsan u redii
motolice Cryptocotyle lingua (Heterophyidae) (Cable, 1934).

V t€lni dutiné plné vyspélych redii obou generaci byly v blizkosti t€lni stény
nachdzeny volné bunky (bunky, které nejsou soucasti zarodku), u kterych byla
specifickymi metodami znaceni prokazana jejich schopnost proliferace. Jadra, kterd se
znacila v mitotické fadzi bunén¢ho cyklu nebo po kratkych inkubacich
v bromdeoxyuridinu patfila bunkdm, které¢ se pravé ptipravovaly k déleni. Tyto burky je
mozné rozdélit na dvé skupiny. Prvni skupinu piedstavuji buiikky ucastnici se procesu
vzniku zarodkl nésledujici generace. V tomto piipad¢é se mohlo jednat o kmenovou buiku
— prekurzor ,,zdrodecné“ bunky, pfipravujici se k déleni, nebo o ,,zarode¢nou* buiku
pfipravujici se dat svym rozdélenim vzniknout dvoubunéénému zarodku. Mezi proliferujici
buniky, které naopak nejsou soucasti procesu reprodukce, patii kmenové bunky podilejici
se na regeneraci a vystavbe téla (neoblasty) zndmé zejména z voln¢ Zijicich druhti skupiny
Platyhelminthes (Ladurner a Rieger, 2000; Newmark a Alvarado, 2000). V nedavné dob¢
vSak byly popsany i u dospélct Schistosoma mansoni (Collins a kol., 2013). Dlouhé
inkubace redii v roztoku bromdeoxyuridinu (v fadu dni) mohly kromé téchto bunck vést ke
znacCeni jader diferencovanych bunék, které¢ zdédily DNA obsahujici bromdeoxyuridin ze
své matefské bunky. Jejich lokalizace v okoli télni stény by naznacovala, Ze se mize jednat
o buniky parenchymatické, nebo subtegumentalni. Ke zjisténi pravé povahy proliferujicich
bunék v télni dutiné redii bude nezbytné provedeni dalSich, podrobnéjsich analyz.

Inkubace redii v roztoku kolchicinu ukazaly, Zze se v zarodcich redii a cerkarii
zvySuje zastoupeni jader blastomer v mitotické fazi pouze béhem prvnich 3 hodin. Pocet
jader blastomer zarodki zvySuje pouze béhem prvnich 3 hodin po zacatku inkubace. Tato
skute¢nost ma mozné vysvétleni v zastaveni vyvojovych procesii zarodku.

Méné ziejmé je zdlvodnéni nizké frekvence mitoticky aktivnich bunék volné se
vyskytujicich v t€lni dutiné redie pifi inkubacich trvajicich 12 a 48 hodin. SniZovéni
zastoupeni jader blastomer zarodkll v mitotické fazi pii dlouhotrvajicich inkubacich
ukazuje, Zze po uplynuti urcitého Casového useku prestava byt fosforylovany histon H3
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v jadrech bun¢k detekovatelny. Pokud by byl tento casovy usek srovnatelny s dobou
bunééného cyklu volnych proliferujicich bunék, nemohlo by ke zvySovani poctu
znaCenych jader dochazet, nebot by spolu snové zachycenymi builkami zaroven
prestavaly byt detekovatelné bunky ptivodni.

Za ucelem dalsi analyzy volnych proliferujicich bun¢k a blastomer zarodka byly
vyzkouseny dvé metody disociace tkdni redii a zarodkl na jednotlivé bunky. Aplikace
zadné ztéchto metod nebyla uspésna. Je pravdépodobné, ze pritomnost syncytia na
povrchu redii (tegument) a zadrodkt (primitivni epitel) udrzuje jejich télo kompaktni i po

naru$eni buné¢nych spoju.

6.2. Morfogeneze svaloveé soustavy redii druhé generace a

cerkarii F. magna

Zakladani a vyvoj svaloviny je oblast vyvojové biologie, které se v ramci parazitické
skupiny Neodermata nikdo podrobnéji nevénoval. Prace zabyvajici se myogenezi u volné
télni stény (Rieger a kol., 1991, 1994; Reiter a kol., 1996; Bolanos a Litvaitis, 2009;
Semmler a Wanninger, 2010). V experimentalni ¢asti diplové prace byla pouzita stejné jako
v téchto studiich metoda znaceni F-aktinu celych jedincti (,,whole mount®) fluorescen¢ni
sondou tvofenou faloidinem konjugovanym s fluorescein isothiokyanatem (FITC). Metoda
znaceni svaloviny na tlustych tkanovych fezech (25 pm) uréenych pro konfokdlni
mikroskopii nebyla uspé$na. Je mozné, Ze agar, ve kterém byla tkan uzaviena, v pribchu
odvodiiovacich krokli ztratil svou dfivéjs§i propustnost, kterd jiz nebyla jeho
zavodnénim pln€ navracena. Tuto moznost naznacuje dlouhd doba (48 hodin) priniku
molekul DAPI k jadrim buné&k znacené tkané.

Zakladni schéma vyvoje svaloviny télni stény redii a cerkdrii F. magna odpovida
vyvoji u volné zijicich zastupct skupin Macrostomorpha a Polycladida (Platyhelminthes)
(Rieger a kol., 1991, 1994; Reiter a kol., 1996; Bolafos a Litvaitis, 2009; Semmler a
Wanninger, 2010). Svalovina télni stény vznika z kratkych, tenkych, neorientovanych
vldken roztrousenych pod povrchem zarodku. Jejich uspofdddnim a pii¢nou ¢i podélnou

orientaci se formuji prvni okruzni a podélnd svalova vldkna (tato fdze vyvoje nebyla
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zachycena u cerkarii, ale u redii je zfeteln¢ patrnd). Formovani okruzni svaloviny probihé
rychleji nez formovani svaloviny podélné a to piesto, ze se objevuji v téle zarodku
prakticky soucasné. Posledni faze vyvoje vede u volné Zijicich zastupcti Platyhelminthes
k doplnéni hrubého ortogonu okruznich a podélnych svalovych vlaken o vldkna nova, ktera
pomohou vytvofit jemnou miizku svaloviny dospélce. U redii a cerkarii motolice F. magna
je tato faze vyrazné pozménéna.

Hruby ortogon svalovych vlaken je v pribéhu vyvoje cerkarie doplinovan pouze o
svalova vldkna okruzni. Podélna svalova vlakna se seskupuji do uzkych podélnych
provazct prochazejicich celym télem zarodku. Jedna se o jakousi embryonalni formu
podélné svaloviny. Béhem zavérecnych fazi embryondlniho vyvoje tyto provazce ziejmé
Jiz ptestavaji plnit svoji piivodni tlohu, nebot” postupné zanikaji a v jejich okoli se objevuji
zcela nové kratka vldkna podélné svaloviny, ze kterych se vytvofi budouci jemnéd miizka
popsana u vyvinuté cerkarie. Funkci embryondalni podélné svaloviny se nepodafilo odhalit.
U zarodkd, které ji disponuji, nebyl dosud zaznamenéan pohyb, je tedy mozné, ze jeji hlavni
funkce spociva ve zpevneéni téla.

Ve vyvoji redii ke vzniku hrubé miizky ortogonu podélnych a pti¢nych svalovych
vlaken vibec nedochdzi. U zarodkil, kde jsou pocetna okruzni vlakna jiz rovnomérné
rozprosttena po celé délce tcla, je podélnd svalovina dosud tvofena pouze kratkymi volné
uspofadanymi vldkny. K prodlouZeni podélnych svalovych vldken dojde aZ u zarodkd, u
kterych je vyvoj okruzni svaloviny dokoncen.

Ve vyvoji svaloviny redii a cerkdrii byla kromé télni stény vénovana zvySena
pozornost 1 formovani travici soustavy. Témito organy se prace zabyvajici se ranym
embryonalnim vyvojem volné Zijicich zastupct Platyhelminthes blize nevénuji. U redii 1
cerkarii motolice F. magna byl prvni svalovou strukturou travici soustavy hltan. Jeho Usti
bylo po celou dobu morfogeneze mistem s nejvetsi koncentraci aktinovych vlaken.
Primordium hltanu se zaklddalo v pfedni Casti tél zarodkd a po svém vzniku nebylo
v kontaktu s povrchem. K propojeni hltanu s Gstnim otvorem dochdzelo u redii a cerkarii
odliSnym zplsobem. Hltan redii se v prub¢hu vyvoje posouval anteriornim smérem az se
pfiblizil k pfednimu konci téla a napojil se na nové prolomeny Ustni otvor. Hltan cerkarii
naopak zustaval ve stejné pozici a smérem od ustniho otvoru se k nému pfiblizila a
nakonec jej obklopila nové€ vznikla ¢ast travici trubice.

Detaily utvafeni stfeva a jicnu se nepodafilo zachytit. Vlakna, kterd je tvofila, byla

natolik jemnd, Ze je metoda znaceni faloidinem dokazala zaznamenat az v jejich konecné
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podobg.

U zarodkl i plné vyvinutych cerkariich byly (na rozdil od redii) zachyceny dva
typy aktinovych struktur, jejichZ povaha neni zcela jasna. Utvary ve tvaru malych krouzkd
o pruméru 3—6 um by mohly pfedstavovat aktin obkrouzujici vyvody zlaz tustici na povrch
téla. Takto byly interpretovany struktury podobného vzhledu popsané u plosténky
Martigrella crozieri patiici do skupiny Polycladida (Bolafios a Litvaitis, 2009). Druha
aktinova struktura pozorovana u cerkarii byla podlouhlého vietenovitého tvaru délky 7—
14 um. Takovymto tvarem disponovaly diferencujici se myocyty popsané u plosténky
Girardia tigrina (Cebria a kol., 1997). Spravna interpretace téchto struktur vSak bude

potiebovat dalsi, podrobngjsi studie.

6.3. Morfogeneze nervove soustavy redii druhé generace a

cerkarii F. magna

Rana morfogenze nervové soustavy byla podrobné studovana pouze u dvou zastupct
parazitické skupiny Neodermata — tasemnice Echinococcus multiocularis a motolice
Diplostomum pseudospathaceum (Niewiadomska a kol., 1996; Koziol a kol., 2013).
VétSina soucasnych znalosti o utvafeni nervové soustavy v embryonalnim vyvoji zastupct
skupiny Platyhelmithes byla ziskana studiem volné Zijicich druht skupin Macrostomorpha,
Polycladida, Rhabdocoela, Tricladida a Temnocephalida (Younossi-Hartenstein a kol.,
2000; Younossi-Hartenstein a Hartenstein, 2000; Younossi-Hartenstein a kol., 2001; Morris
a kol., 2004; Cardona a kol., 2005).

V pribéhu experimentdlni c¢asti diplomové prace byly vyzkouSeny 3 rGzné
imunohistochemické metody znaceni nervové soustavy. Dve€ vyuzivaly protilatkové
detekce vyznamnych excitacnich slozek nervového systému — serotoninu a FMRFamidu
(Pan a kol., 1994; Mair a kol., 2000; Moneypenny a kol., 2001). Tieti metodou, ktera byla
pouzita autory praci vénujicich se neurogenezi volné Zijicich zastupcii Platyhelminthes,
byla detekce acetylovaného a-tubulinu v axonech vyztuZenych tubulinovymi vlakny
(Younossi-Hartenstein a kol., 2000; Younossi-Hartenstein a Hartenstein, 2000; Younossi-
Hartenstein a kol., 2001). Nejvhodnéjsi z téchto 3 metod se ukézalo znaeni serotoninu a

acetylovaného a-tubulinu. Serotonin byl pfitomny v neuropile a vsSech podélnych
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nervovych provazcich cerkdrie F. magna. V nervové soustavé redie byl zastoupen opét
v neuropile a v axonech probihajicich celym télem redie. Znaceni nervové soustavy
prostiednictvim protilatek namifenych proti neuropeptidu FMRFamidu ukézalo jeho
pritomnost pouze v neuropile, ventralnich nervovych provazcich a jednom paru tél neuronti
cerkarii, proto nebyl pro studium morfogeneze nervové soustavy vyuzivan. NeuspeéSnost
jeho detekce v jinych castech nervové soustavy mohla byt zplsobena jeho nizkym
zastoupenim. Acetylovany a-tubulin byl zaznamenan v senzorickych ciliich redii i cerkarii
a v axonech vyskytujicich se v jejich blizkosti. U redie se jednalo o axony vedouci po
obvodu hltanu a u cerkarie o axony v blizkosti Ustni pfisavky a v nervovych provazcich
ocasku. U mnohych z téchto axonil bylo prokazano jejich pfimé napojeni na senzorické
cilie.

Sledovani pfitomnosti serotoninu se ukézalo jako metoda, kterd je vhodna pro
posouzeni zékladni stavby nervové soustavy cerkarie a redie F. magna, ale nikoliv pro
sledovani jejiho vzniku a rané morfogeneze. Studium embryonalniho vyvoje cerkarie
motolice D. pseudospathaceum (detekce cholinesterazy) a volné zijicich zastupcii
Platyhelmithes (detekce acetylovaného a-tubulinu) ukdzalo, ze prvné vzniklou strukturou
(kortex) a z vnitini jejich propletenymi axony (neuropile). AZ pozdéji z ného vychazi prvni
axony podélnych nervovych provazct (Niewiadomska a kol., 1996; Younossi-Hartenstein a
Hartenstein, 2000; Younossi-Hartenstein a kol., 2001). Axony neuropile obsahujici
neuropfenase¢ serotonin byly poprvé zaznameniany az vsamém zavéru vystavby
serotonergni soustavy redii a cerkarii F. magna. U redie se neuropile poprvé objevilo u
vyvojového stadia, kdy jiz vznikly vSechny péary serotonergnich neuronii vzdjemné
propojenych podélnymi axony. Neuropile cerkarii bylo poprvé pozorovano u zarodkd,
které mély jiz vytvorené ventrdlni i dorzalni nervové provazce télni Casti a ocasku a
vSechny téla neuront s vyjimkou jediného paru (par t€l neuront v okoli inervace travici
trubice) dosahly definitivniho usporadani.

U redii 1 cerkarii vznikaly prvni serotonergni neurony ve stiedu téla zarodku, odkud
zaCaly vytvaret v anteriornim a posteriornim sméru podélné axony (u cerkarii byly tyto
prvné vzniklé axony soucasti ventralnich nervovych provazcti). Nasledoval rychly vznik
zbylych t€l neuroni a dokonceni systému serotonergni nervové soustavy tvorbou novych
axond.

Pro nové¢ diferencované neurony redii a cerkarii F. magna bylo typické jejich méné
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vyrazné znaceni ukazujici na niz§i zastoupeni serotoninu. Diky tomu je bylo mozné snadno
odlisit od tél neuront, které byly jiz plné diferencované. Podobné jako u vylucovaci
soustavy (a na rozdil od soustavy svalové) byl 1 u nervové soustavy redii a cerkarii
zaznamenan rozdil v rychlosti vyvoje na obou stranach téla. Vyvoj pravé a levé strany
bilateralné symetrického téla motolic tedy neni pevné svazany.

V néekterych piipadech byl u redii a cerkérii F. magna pozorovan neparovy neuron,
ktery nebyl typickou soucésti serotonergni soustavy. Serotonin jsou tedy ziejmé schopny
produkovat 1 neurony, které obvykle vyuzivaji jiné neurotransmitery.

Zakladani neuropile a tvorba podélnych a ptiénych nervovych provazci byla u
volné zijicich zastupci Platyhelminthes sledovana prostfednictvim acetylovaného o-
tubulinu pfitomného v axonech (Younossi-Hartenstein a kol., 2000; Younossi-Hartenstein a
Hartenstein, 2000; Younossi-Hartenstein a kol., 2001). V raném embryondlnim vyvoji
nervové soustavy redii a cerkarii F.magna nebyl vyskyt acetylovaného a-tubulinu
zaznamenan, proto tato metoda nemohla byt pfi studiu morfogeneze Siieji uplatnéna.
Relativné ¢asny vznik svazkil axonti obsahujicich tubulinové vlakna na obvodu hltanu redii
a v okoli ustni piisavky cerkdrii poukazal na opozdény vyvoj a nizké zastoupeni axonil

serotonergnich neuronti v téchto oblastech.

6.4. Morfogeneze vylu€ovaci soustavy redii druhé generace

a cerkarii F. magna

Studie zabyvajici se vznikem a vyvojem vylucovaci soustavy motolic se dosud omezovaly
na metody svételné a méné Casto i transmisni elektronové mikroskopie (Kuntz, 1950, 1951,
1952; Powell, 1973). Jejich hlavnim cilem bylo ziskat morfologické udaje pottebné k
vyhodnoceni vzdjemné fylogenetické piibuznosti ¢eledi motolic v ramci skupiny Digenea
(La Rue, 1957). K tomuto ucelu méla slouzit podrobna znalost zmén uspotfadani cyrtocyti,
kanalkl vylucovaci soustavy a utvaieni moc¢ového mechyie v embryondlnim vyvoji
cerkarii (Faust, 1932; La Rue, 1957). Vyvoj vyluCovaci soustavy redii, které neziskaly pro
fylogenetiku motolic vét§i vyznam zistal opomenuty.

Moderni metody znaceni cyrtocytd a kanalkil vyluovaci soustavy prostfednictvim
protilatek namifenych proti tubulinovym vlakniim (acetylovany a-tubulin) byly Gispé$né
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aplikovany pfi studiu morfogeneze vylucovaci soustavy voln¢ zijicich zastupcii skupiny
Platyhelminthes (Hartenstein a Ehlers, 2000; Younossi-Hartenstein a Hartenstein, 2000;
Younossi-Hartenstein a kol., 2000; Cardona a kol., 2005). Stejné metody byly pouzity i
v experimentalni ¢asti diplomové prace pro studium vzniku a utvaieni vylucovaci soustavy
redii a cerkarii motolice F. magna. Na rozdil od voln¢ zijicich zastupti, u kterych bylo od
pocatku zakladani vyluCovaci soustavy mozné pozorovat formovani systému kanalkt diky
pritomnosti tubulinu v bunikach jeho primordia, u redii a cerkarii F. magna byl tubulin
zaznamenan pouze ve svazcich cilii cyrtocytll (redie a cerkarie) a svazcich cilii
vzestupnych ¢asti hlavnich sbérnych kanalkl (cerkérie). Na zakladé€ orientace a uspotadani
cyrtocytt bylo v§ak mozné pifitomnost kandlki nepfimo odvozovat. K tomuto ucelu
¢aste¢né dopomohlo i Gspésné znaceni exkrecniho méchyte a sestupnych ¢asti hlavnich
sbérnych kanalkl cerkarii pomoci fluorescenéni sondy namitené proti F-aktinu
pritomnému v jejich sténach.

Tubulinové struktury vylucovaci soustavy redii a cerkarii F. magna byly poprvé
zaznamenany v podobé podlouhlych parovych utvarii po stranach téla. Zatimco u redii se
z téchto atvari ptimo vyvinuly svazky cilii prvniho paru cyrtocytl, u cerkarii doslo nejprve
k jeho rozdéleni na 2 ¢asti. Prvni pfedstavovala stejné jako u redii cilie prvniho paru
cyrtocytll, zatimco druha byla zdkladem budoucich svazk cilii hlavnich sbérnych kanalkd.
Zakladani vylucovaci soustavy v jediném parovém primordiu koresponduje s vysledky
studii provedenych na cerkériich motolic a na volné& Zijicich zastupcich skupiny
Platyhelminthes. Pozorovani zarodkl cerkarii motolic pomoci svételné mikroskopie
ukazalo, ze se jejich vyluCovaci soustava zaklada v podob¢ 1 paru cyrtocytli umisténych na
konci kratkych primordii budoucich hlavnich sbérnych kanalki. Ta se v dal§im vyvoji
prodluzuji posteriornim smérem, az vyusti na povrchu téla v oblasti budouciho océasku
(Hussey, 1943; Kuntz 1950, 1951, 1957). Podobny vyvoj lze pfedpokladat i u redii motolic
Celedi Fasciolidae, u kterych bylo (po dokon¢eni morfogeneze) pozorovano vyusténi paru
hlavnich sbérnych kanalkl po stranach zadni ¢asti téla. Hlavni sbérné kanalky u nich
nesplyvaji, ani nevstupuji do exkre¢niho méchyte (Barlow, 1925). U plostének skupin
Rhabdocoela a Polycladida bylo pozorovano primordium kanéalku vyluc¢ovaci soustavy
v podobé parovych dutych utvart po stranach téla vzniklych z prekurozorovych bunék,
puvodné rozptylenych v téle zarodku (Hartenstein a Ehlers, 2000; Younossi-Hartenstein a
Hartenstein, 2000; Younossi-Hartenstein a kol., 2000).

Dalsi vyvoj redii a cerkarii spocival ve vzniku cilii druhého paru cyrtocytti v kolmé
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orientaci na par ptivodni a jejich vzajemné oddaleni v anteroposteriorni ose. Z pozorovani
jinych autorii vyplyva, ze se jedna o rozdvojeni termindlni ¢asti ,,hlavniho sbérného
kanalku* na anteriorni a posteriorni vétev ,,sbérnych kanalki* (Obr. 9A.). Oddaleni
cyrtocytll v podélné ose odpovida riistu sbérnych kanalkt, na jejichz konci jsou cyrtocyty
umistény (Kuntz, 1957; Hussey, 1943). Na zaklad¢ prace Kuntz (1957) provedené na
blizce ptibuzné motolici Fasciola gigantica bylo mozné ve vyvoji cerkarie F. magna
sledovat misto bifurkace hlavniho sbérného kanalku v podobé¢ posteriorniho konce fady
svazku cilii jeho vzestupnych ¢asti.

Pozdé&jsi faze vyvoje vyluovaci soustavy probihala u cerkarii a redii F. magna
mirné odlisné. U redii dochazelo ke vzniku novych cyrtocytii pouze v blizkém okoli konce
anteriornich a posteriornich sbérnych kanalkll. Z uspotadani svazk cilii nove vzniklych
cyrtocytll je mozné usuzovat, ze se konce sbérnych kanalkii déle vétvi, dokud okolo sebe
nevytvori trs 14—16 kratkych kanalki zakoncenych cyrtocyty.

U cerkarii se postupné vytvaii 6 para skupin po ttech cyrtocytech. Z pritbé¢hu zmén
v jejich uspotfadani ve vyoji cerkarie bylo odvozeno, ze se kazdy ze 4 sbérnych kanalki
rozd¢€luje na 3 nové vétve a ty posléze opét na 3 dalsi kratké kanalky, na jejichz konci jsou
cyrtocyty umistény a které zaroven predstavuji vySe zminéné skupiny.

Ke vzniku exkre¢niho méchyte cerkarii motolic dochazi rozSitenim neparoveého
kanalku v zadni ¢asti téla. Tento kanalek predstavuji vétve hlavniho sbérného kanalku,
které v prib¢hu vyvoje cerkérie v této ¢asti téla splyvaji (Kuntz, 1950, 1951). Ve vyvoji
cerkarie F. magna byl diky ptitomnosti podélnych svalovych vldken ve sténé sestupnych
¢asti hlavnich sbérnych kanalkli zaznamenan stav, kdy hlavni sbérné kanalky jiz splynuly,
ale exkre¢ni méchyt nebyl dosud vytvoren. V souladu s pozorovanimi u jinych druhii
motolic se neparovy kanalek v pozdé&j$im stadiu vyvoje rozsitil (Kuntz, 1950, 1951).

V jeho sténé vznikla okruzni svalova vlakna, ktera se v mist€ splynuti a v blizkosti konce
télni ¢asti cerkarie vyvinula do podoby svéracii. Zfejme od tohoto okamziku mohl
neparovy hlavni sbérny kanalek zacit plnit funkci exkre€niho méchyte.

V jediném ptipad¢ vyvinuté dcefiné redie byl zaznamenan otvor v télni sténé lezici
mirné anteriorn¢ od procruscul s okruzni svalovinou vytvoienou po jeho obvodu.
Ptislusnost tohoto otvoru k vylu€ovaci soustavé byla zvazovana jako mozné vyusténi
hlavnich sbérnych kanalkli pozorované v parové podobé u redie motolice Fasciolopsis
buski (Barlow, 1925). Posléze bylo usouzeno, Ze se o vyusténi vylucovaci soustavy spise
nejednd. SvédEi o tom zejména neparove uspoiadani a absence u jinych jedinct dcefinych
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redii. Povaha této struktury neni zfejma, mohlo by se vSak jednat naptiklad o defekt b€hem

vyvoje télni stény.
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7. Z.aveér

Tato

prace popisuje mechanismy rozmnozovani motolice Fascioloides magna

v mezihostitelském plzi a na ptikladu svalové, nervové a vyluCovaci soustavy sleduje

embryonalni vyvoj redii a cerkarii — zivotnich stadii, které béhem procesu rozmnozovani

vznikaji.

Dosazené vysledky

RozmnoZovani motolice F. magna v mezihostitelském plzi

1.

2.
3.

4.

V miracidiich a rediich byla zaznamenéna pfitomnost bunék, které svou morfologii
odpovidaji kmenovym a ,,zdrodecnym® buitkam zodpovédnym za rozmnoZzovani
motolic v mezihostitelském plzi.

V rediich nebyla potvrzena pfitomnost zarodecné masy.

V zadni ¢asti t€la redie byly nalezeny dvoubunééné utvary, které pravdépodobné
predstavuji zarodek po prvnim nerovnomérném (,,unequal“) déleni ,,zarode¢né*
burky.

Metody specifického znaceni proliferujicich bun¢k zachytily jadra voln€ ulozena v
blizkosti télni stény plné vyvinutych dcefinych redii. V zavislosti na metodice
znaceni se mohlo se jednat: 1) o kmenové bunky zodpoveédné za reprodukei redie,
»zarodecné® builkky a kmenové bunky podilejici se na regeneraci a vystavbé tkéani
(neoblasty), nebo 2) o vSechny zminéné typy bun¢k a navic somatické buiky redie
vzniklé bunéénym délenim a naslednou diferenciaci v pribehu doby, kdy bylo

znaceni provadéno.

Morfogeneze svalové, nervové a vyluovaci soustavy redii a cerkarii F. magna

l.

2.

Vyvoj svalové soustavy redii a cerkdrii je charakteristicky opozdénym vyvojem
podélné svaloviny télni stény ve srovani se svalovinou okruzni.

Ve vyvoji vyluCovaci soustavy redii a cerkarii byl pozorovan vznik novych svazka
cilii cyrtocytl v tésné blizkosti svazkl jiz pfitomnych. Tato skutecnost ziejmé
reflektuje rozdéleni terminalni ¢asti kanalku na 2 nové vétve.

Serotonergni nervova soustava redii a cerkarii se zaklada po stranich téla zarodku

v podobé tél neuronii vysilajicich axony anteriornim a posteriornim smerem.
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