Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Studijni obor: zoologie

%@IODSg“}X&

Be. Tomas Suchanek

Migrace a skeletogeneze
trupové neuralni listy
bazalnich ryb

Migration and possible skeletogenesis of the trunk neural crest cells
in basal fishes

Diplomova prace

Vedouci prace: Mgr. Robert Cerny, Ph.D.

Praha, L.P. 2021



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny pou-
zité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla predlozena
k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 5. srpna 2021 Toméas Suchanek



Podékovani

Predlozend diplomova prace by nevznikla bez zasluhy mnoha dalsich lidi, jimz bych zde
chtél vyjadriti sviaj vdék. V prvni fadé Robertovi za plodné rady a postrehy, neutuchajici
ochotu k debaté a vhled do soucasné védy. Dale kolegim a spolupracovnikim Honzovi,
Ann, Anicce, Agaté, V1adovi, Stépance, Dominice, Wojtovi, Karlovi a Slavkovi za rady,
technickou pomoc a zpétnou vazbu. Diky patii také pritelkyni, rodiné a pratelim za
podporu a pochopeni.



Abstrakt

Neuralni lista je embryonalni bunécéna populace obratloveti vznikajici béhem neurulace.
Bunky neuralni listy jsou vyznacné zejména svou vysokou migrac¢ni schopnosti a také si-
rokym diferenciacnim potencidlem. V rdamci neurdlni listy byvaji rozliSovany dvé hlavni
subpopulace, lisici se zejména svou pozici vzniku a utvarenymi derivaty. Hlavova neuralni
lista vznikajici v hlavé, kde jeji bunky tvori neurony, glie, pigmentové bunky a také ekto-
mezenchymalni derivaty: chrupavku a kost; a trupova neuralni lista vznikajici posteriorné
od hlavové, kde jeji bunky tvori neurony, glie i pigmentové bunky, navic také chromafinni
bunky dfené nadledvin. Dlouha léta se myslelo, ze bunky neuralni listy v trupu tvori ek-
tomezenchymalni derivaty stejné jako v hlavé. Nyni se vSak ukazuje, ze tato schopnost je
v ramci trupu znacné omezend. V této diplomové praci prinasim prvni poznatky o bunkach
trupové neurdlni listy u zastupcu bazalnich skupin paprskoploutvych ryb (Actinopterygii),
jmenovité u bichira senegalského (Polypterus senegalus), jesetera malého (Acipenser ru-
thenus) a kostlina mexického (Atractosteus tropicus). Podrobné je v praci popséana doba
a misto vzniku bunék trupové neuralni listy, jejich misto v ramci neuroektodermu pri
zahajeni migrace, cesty migrace, zavislost migrace bunék trupové neurdlni listy na drovni
diferenciace somitli, segmentace pri ventro-medidlni migraci a v neposledni radé rana dife-
renciace téchto bunék. Poprvé jsou zde prezentovany také derivaty trupové neurdlni listy
bichira z experimentalniho znac¢eni pomoci barviva CM-Dil.

Klicova slova: trupova neuralni lista, cesty migrace, exoskelet, bazalni paprskoploutvé
ryby

Abstract

The neural crest is a vertebrate-specific embryonic cell population emerging during neuru-
lation in a neuroectoderm. Its cells are highly migratory and differentiate into a wide scale
of cell types and tissues ranging from skeletal tissues through pigment cells to neurons and
endocrine gland. The neural crest research had been focused on a cranial subpopulation
for a long time probably due its apparent skeletogenic activity rather than in the trunk.
In this diploma thesis and for a first time I present a data about trunk neural crest cells
of basal fishes, Senegal bichir (Polypterus senegalus), sterlet (Acipenser ruthenus) and
tropical gar (Atractosteus tropicus). It contains a data about spatio-temporal emergence
of trunk neural crest cells of basal fishes, their site of delamination from neuroectoderm,
pathways of migration, link between their migration and somite development, segmen-
tation during ventro-medial migration and their early diferentiation. Herein I also bring
out as first an insight on the trunk neural crest derivatives of the Senegal bichir from
in vivo staining experiments using CM-Dil.
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1. Teoreticky tvod

N euralni lista je multipotenti embryonalni bunécna populace specificka pro obratlovce.
Zaklada se béhem neurulace jako soucast neuroektodermu. V pritbéhu vyvoje jedince
bunky neuralni listy prodéldvaji epitelio-mezenchidlni pfeménu, a vymanuji se (delaminu-
ji) z epitelidlniho uskupeni neuroektodermu. Ve formé volného mezenchymu poté migruji
po komponentach mimobunééné hmoty vyvijejiciho se jedince na konecné misto, kde di-
ferencuji [Il, 2]. Kvili siroké skdle derivati, kterym neurdlni lista dava vzniknout, byva
oznacovana za ¢tvrtou zarodecnou vrstvu [3]. Tvoif na 37 jedineénych bunéénych typi
(napt. odontoblasty, Schwannovy buriky, melanocyty ¢i neurony enterického systému),
a 10 jich sdili spoleéné s mezodermem (kupf. fibroblasty, osteocyty, chondrocyty) [4]. Az
na malé procento jsou jednotlivé bunky neuralni listy béhem delaminace a ¢asné migrace
multipotentni, jinymi slovy, jejich bunéény osud neni predurcen [5]. Jesté pred samotnou
delaminaci nejspise dochézi k obnoveni pluripotence, a bunky neurdlni listy tak naby-
vaji vlastnosti bunék jinych zarodeénych vrstev [6]. Nasledné béhem migrace se vyvojovy

potencial omezuje odstépovanim jednotlivych bunéénych linii [7].

Vsechny procesy tykajici se neuralni listy od jeji indukce v neuroektodermu, pres
delaminaci a migraci jejich bunék az po diferenciaci idi tzv. genova regulacni sit. Bunky
neuralni listy vlivem signalnich drah a transkripc¢nich faktorii této sité nabyvaji potieb-
nych vlastnosti, napt. schopnost migrace ¢i diferenciace v kyzeny derivat [8]. Transkripéni
faktory uplatnujici se béhem delaminace jsou napt. FoxD3 ¢i Snat, béhem migrace zejména
Soz10, a pti diferenciaci napt. Mitf, Soz9 a také Sox10 [9]. Defekty vznikajici v genové
regulacni siti neuralni listy vedou k vrozenym vadam, tzv. neurokristopatiim. U ¢lovéka se
projevuji vice nez padesati chorobami, postihujici kraniofacialni oblast, kuzi, endokrinni,
imunni, srdecni a gastrointestinalni systém [I0]. Podle dané choroby lze odvodit, kterd
subpopulace neuralni listy (vice v kapitole je puvodcem malformace, ¢imz mize byt

1écba 1épe cilena [IT]. Vyzkum neurélni listy ma tak vysoky vyznam i pro medicinské uziti.

Z evolucniho hlediska je vznik neuralni listy vyznac¢nou udalosti doprovazejici vznik
obratlovcl jako takovych. Spolecné s ektodermalnimi plakodami je neuralni lista odpo-
védnd za vnik tzv. nové hlavy obratlovet (nadstavbou puvodni hlavy strunatei), coz mimo
jiné umoznilo prechod od filtracniho zptisobu ziskdvani potravy k aktivni predaci, a tim
padem i diverzifikaci celé skupiny [I2]. Pfestavba na obratlovéi bauplan byla doprova-
zena postupnym obohacovanim genové regulacni sité vznikajici neurdlni listy za prispéni

celogenomové duplikace [13].
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1.1 Evoluc¢ni vznik neuralni listy

U kopinatce (Cephalochordata) se v nervové trubici vyskytuji pigmentové bunky podobné
svym genovym profilem pigmentovym bunkam obratlovcl, majici ptivod v neuralni listée.
Na rozdil od nich vsak nemigruji, a nervovou trubici vibec neopousti [I4]. Tyto bunky
odpovédné za fotorecepci a pigmentaci mohou predstavovat bunéény predstupen samotné
neuralni listy [15].

Plasténci (Tunicata) oproti kopinatci predstavuji nejblizsi pribuzné obratloveu [16].
U plasténky FEcteinascidia turbinata byly objeveny bunky migrujici z nervové trubice,
nadto diferencujici prevazné v bunky pigmentové, coz poukazuje na podobnost s bunkami
neurdlni listy [I7]. U jiného zéstupce, sumky trubickové (Ciona intestinalis), se v oblasti
hlavy vyskytuji také bunky s charakteristikami neuralni listy obratlovci, jednak svou
pozici vzniku na hranici neuralniho ektodermu, a jednak podobnymi geny pro specifikaci.
Nicméné tyto bunky postradaji migrac¢ni schopnost [I8]. Situace se vSak lisi v oblasti
trupu, kde z nervové trubice delaminujici buniky migruji a pozdéji diferencujici v bipolarni
neurony, jez propojuji sensorické neurony s motorickym gangliem ¢i mozkem. Mistem
vzniku, genovym profilem, migra¢nim chovanim, funkeci a i samotnou morfologii odpovidaji
spinalnim gangliim obratlovci, jez vznikaji pravé z bunék neuralni listy trupu. Tyto bunky
tedy mohou byt homologické burikdm neuralni listy obratlovea [19].

Okraj neuroktodermu prvoustych a druhotustych zZivocichti mé spoleéné rysy v ge-
nové expresi i skladbé derivati. U obratlovei se tato oblast (nazyvand okraj neuralni
ploténky) déle regionalizuje na plakodalni oblast a neurdlni listu [20]. K tomuto rozdéleni
okraje neuroektodermu patrné doslo jiz u spole¢ného predka plasténci a obratloven [21].
Bunky proto-neuralni listy zfejmé disponovaly migrac¢ni schopnosti a mély nékteré vlast-
nosti neurdlni listy [I8]. Znaky charakterizujici neurdlni listu per se vsak byly postupné
inkorporovany az kmenovymi skupinami obratlovcii, kdy doslo k zavzeti klicovych genti
do genové regulacni sité neurdlni listy [22]. Zmény v regulaci neuralni listy nastaly poté
mezi kruhoustymi (Cyclostomata) a Celistnatci (Gnathostomata). Trebaze je jadro ge-
nové regulacni sité pro neurdlni listu shodné pro vSechny obratlovce, mezi kruhotstymi
a Celistnatci existuji rozdily v regulaci jejtho programu [23].

1.2 Rozdily v neuralni listé: hlava a trup

Bunky neurélni listy vznikaji po celé anterio-posteriorni ose embrya. Vedle genového pro-
filu se lisi také jejich migracni chovani a diferenciac¢ni schopnosti podle toho, v jakém misté
po této ose vznikaji [24].

V hlavé bunky neurdlni listy delaminuji v jeden okamzik, a dale migruji jako masivni
shluk ve tfech hlavnich proudech (mandibuldrnim, hyoidnim a branchidlnim) az do faryn-
geédlnich oblouku [25, 26, 27, 28]. Uskupeni bunék do podoby proudi je ddno mnoha
faktory. Jednak vnitinimi, jako je aktivita hox-genii, a jednak faktory vnéjsitho pro-
stredi, jakymi jsou signaly z endodermu a ektodermu, ¢i také interakce s bunkami me-
zodermu [20, 29] 30]. Ackoli je hlavni migra¢ni schéma konzervativni pro vSechny obrat-
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Obrézek 1: Rozdily ve zpusobu migrace bunék neurdlni listy s vyznacenou hranici mezi hlavou a trupem na
zobecnéném embryu obratlovce. Zkratky: cb — cirkum-faryngedlni bunky vagélni neurdlni listy; hp — hyodni
proud; ok — otickd kapsula; FO — faryngedlni oblouk; mp — mandibuldrni proud. Upraveno podle Kuratani & spol.

(2018) [35).

lovce, mezi jednotlivymi druhy se mohou vyskytovat heterochronie v migraci jednotlivych
proudu, jez jsou poté pri¢inou vzniku morfologickych odlisnosti [31]. Bunky hlavové ne-
uralni listy diferencuji v ganglia hlavovych nervi, svalovinu ¢i melanocyty, ale také tvori
skeletalni tkané: kost, chrupavku a vazivo, ¢imz se odlisuji od bunék neuralni listy v trupu,
jeZ tyto tkédné netvori [28] [32].

Bunky neurélni listy v trupu delaminuji na rozdil od téch v hlavé postupné v rostro-
kaudalnim razu a v mensim poctu [25]. Jednotlivé proudy nejsou masivni tak jako v hlavé,
nybrz tvori tzké ,retizky“. Smér migrace jednoho fetizku #idi vedouci bunka polarizovana
ve sméru migrace, jez vede za sebou nasledujici bunky, samostatné neschopné orientované
migrace [33]. Deriviaty bunék trupové neurdalni liSty jsou spindlni ganglia, sympaticka
ganglia, Schwannovy burtiky, chromafinni buriky ¢i bunky pigmentové [34].

Odlisnost ve zptisobu migrace mezi bunkami hlavové a trupové neurdlni listy se
odrazi od prostredi, ve kterém se vykytuji. Zatimco v hlavé je hlavni schéma migrace
stanoveno faryngedlnim aparatem, v trupu jsou to zejména somity, jez ovliviiuji formu
migrace. Hranice mezi témito dvéma oblastmi lezi za otickou kapsuli, a tvori ji predél
faryngedlniho aparatu hlavy s prvnim somitem v trupu (viz obréazek . Tato hranice
nabyva tvaru pismene ,S“ na sagitdlnim fezu jedincem [35]. Vedle hlavové a trupové
neuralni listy se rozlisuji jesté dalsi dvé subpopulace: vagalni a sakralni. Vagalni neurdlni
lista se nachazi mezi hlavovou a trupem, a dava vznik cirkum-faryngealnim bunkam, jez
prispivaji do tvorby enterického nervového systému, kardiovaskularniho systému, brzliku,
a také ganglii plic a slinivky brisni [36, [37]. Sakralni neurdlni lista se vyskytuje pouze
u blanatych obratlovci, a rozklada se za trupovou oblasti. Jeji bunky se podili na tvorbé
enterického nervového systému stfeva [24]. Vyvojovou schopnost danych subpopulaci se
vSak podafilo uméle ,preprogramovat® na jinou [38], [39].
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Obrazek 2: Schématizovany nékres subpopulaci neurdlni liSty po anterio-posteriorni ose (vlevo) a cest migrace
s misty diferenciace bunék trupové neurdlni listy (vpravo). Zkratky: ad — dfen nadledvin; da — dorzalni aorta;
dm — dermomyotom; drg — spindlni ganglion; isv — mezisomitickd céva; me — mezonefros; nt — nervova tru-
bice; no — notochord; psg — primarni sympatické ganglion; scl — sklerotom; sg — sympatické ganglion. Upraveno
podle Delloye-Bourgeois & Castellani (2019) [41].

1.3 Migrace a diferenciace bunék trupové neuralni listy

Aby mohly bunky trupové neuralni listy migrovat a dat tak vzniknou pozadovanym bunéc-
nym typtim a tkanim na riznych mistech vyvijejictho se jedince, musi se nejprve zbavit
své epitelidlni formace a delaminovat z neuroektodermu. Tato delaminace se odehrava
v navaznosti na rozpad epitelidlnich somitt [40]. Po delaminaci bunky trupové neuralni
listy zahajuji migraci, jez muze vést tremi hlavnimi cestami: nejcasnéjsi ventro-medialni
cestou vedouci mezi nervovou trubici s notochordem a somity; ventro-lateralni cestou
skrze anteriorni polovinu sklerotomi, ale jen u nékterych skupin obratlovel; a pozdéjsi
dorzo-lateralni cestou, vedouci mezi ektodermem a somity [34, [4I]. To, jakou cestou
bunky trupové neurdlni listy migruji, ma také vliv na vysledny derivat. Bunky migrujici
ventro-medidlni cestou diferencuji v neurony a glie sympatickych ganglii a v chromafinni
bunky drené nadledvin, zatimco bunky migrujici ventro-lateralni cestou tvori spinalni
ganglia, neurony a Schwannovy bunky prednich kotfenii misnich. Bunky migrujici dorzo-
lateralni cestou diferencuji v bunky pigmentové [41) 42]. Bunky trupové neuralni listy jsou
pri své migraci ovliviiovany okolnimi tkanémi, zvlasté poté bunkami somitii, a tim také
dochézi ke zpristupnéni jednotlivych migracnich cest [43]. Dokazi vSak také komunikovat
mezi sebou, a napf. fyzicky kontakt jim dopomahd v orientaci béhem migrace [44]. Ve-
dle toho, bunky trupové neuralni listy maji také vliv na své okoli, a podili se napt. na
dozravani myotomu [45].

Data o trupové neurdlni listé pochazi prevazné ze studii provedenych na modelovych
druzich. Z toho duavodu jsou déle uvedeny informace o cestach migrace bunék trupové
neuralni listy a jejich derivatech zejména u téchto druhi. Pro prehlednost byly rozdéleny
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do dvou skupin: svaloploutvi a paprskoploutvi. Zastupce svaloploutvé linie obratlovct
tvori mys doméci, kur doméci a axolotl mexicky, zastupce paprskoploutvé linie obratlovet
poté danio pruhované, jez je také svou fylogenetickou pozici blizsi zde studovanym druhtim
bazalnich (bazéalné se odstépujici) paprskoploutvych ryb, a proto je rozebrano podrobnéji

nez zastupci svaloploutvé linie.

1.3.1 Svaloploutvi (Sarcopterygii)
Mys doméaci (Mus musculus)

Delaminace bunék trupové neurdlni listy u mysi (Mus musculus) nastavd po splynuti
neuralnich valii v nervovou trubici, na rozdil od hlavy, kde delaminuji ve fazi stale otevie-
nych neuralnich valu [46]. Po delaminaci zahajuji buiiky migraci, a to jak dorzo-lateralni,
tak i ventrdlni cestou, kterou navic bunky putuji ve dvou fazich. V prvni fazi migruji
ventro-lateralné anteriorni polovinou sklerotomt az k oblasti dorzalni aorty, kde diferen-
cuji v sympatické neurony. V pribéhu této migrace tvori bunky segmentalné usporadané
proudy po anterio-posteriorni ose. Ve druhé fazi pronikaji bunky trupové neurdlni listy
do sklerotomt, kde kondenzuji ve spinalni ganglia [47].

Derivaty bunék neuralni listy trupu mysi jsou neurony a glie spinalnich a sym-
patickych ganglii, Schwannovy bunky, chromafinni bunky, a konecné také pigmentové
bunky [48].

Kur domaci (Gallus gallus)

Stejné jako u jinych probihd delaminace bunék trupové neurélni listy kutete (Gallus gallus)
v anterio-posteriornim razu. Prvni bunky opousti nervovou trubici na dorzéalni strané a na-
sledné vstupuji na ventro-medialni cestu migrace vedouci mezi dermomyotomem a ner-
vovou trubici. Nékteré bunky ztstavaji v blizkosti nervové trubice, v misté budoucich
spindlnich ganglii, ostatni bunky migruji ventralné k dorzalni aorté [49]. V ¢ase rozpadu
a zrani somitt vstupuji bunky do rozvolnénych sklerotomi, a dale migruji pouze jejich
anteriorni polovinou, coz vede k segmentaci migrace po anterio-posteriorni ose [50, [51].
V posteriorni oblasti sklerotomt bunky neuralni listy migruji mezi nervovou trubici a sa-
motnym sklerotomem. Okoli notochordu je prosté bunék neuralni listy, pravdépodobné
kvli migraci pouze skrze sklerotomy a nikoli mimobunéénym prostorem mezi skleroto-
mem a notochordem [50]. V dalsich fazich vyvoje dochazi postupné ke zvySovani poctu
delaminujicich bunék a posléze pocinaji bunky neuralni listy vstupovat také na dorzo-
lateralni cestu [49]. Migruji jednotlivé s velkymi vzdalenostmi mezi sebou [50], zatimco
bunky migrujici ventralni cestou, tvoii tzv. fetizky [49)].

Bunky trupové neurdlni listy kufete tvori spindlni a sympatickd ganglia, ventralni
axony nervové trubice [52, 53], melanocyty a chromafinni burky [53].



TEORETICKY UVOD

Axolotl mexicky (Ambystoma mezxicanum)

Po delaminaci se buriky trupové neurdlni listy axolotla mexického (Ambystoma mexica-
num) nejprve seskupuji nad nervovou trubici, kde tvori vicevrstevnou ,strunu®, a posléze
zahajuji svoji migraéni fazi v anterio-posteriornim rédzu [54, [55]. Béhem migrace poté
bunky trupové neurdlni listy vstupuji nejprve na dorzo-lateralni cestu na rozdil od vét-
siny ostatnich zastupct svaloploutvé linie obratlovct. Pozdéji bunky turpové neuralni listy
migruji ventro-medialni cestou, ackoli ve vyrazné mensim poctu. V pozdéjsich stadiich se
bunky migrujici dorzo-lateralni cestou usazuji a diferencuji v pigmentové bunky. Zatimco
migrace dorzo-lateralni cestou v tento okamzik probiha uz jen v malé mite, ventromedi-
alni cestou migruje velké mnozstvi bunék. Bunky neuralni listy také migruji do hrbetni
ploutve [55]. Mezi derivaty jsou spinalni ganglia, chromafinni bunky, sympatické neurony
a pigmentové bunky, a to jak melanofory tak xantofory. Bunky neuralni listy z nejrostral-
néjsi ¢asti trupu formuji také glie, jez jsou ve spojeni s neurony postranni cary [55]. Spo-
le¢né s mezodermem se mély bunky neurdlni lista trupu podilet na tvorbé mezenchymu
hibetni ploutve [55, 56], nicméné v nasledné studii se ukdzalo, Ze tento mezenchym je
odvozen vyhradné z mezodermu [57].

Jiné druhy svaloploutvych

Migrace bunék trupové neurdlni listy byla zkoumana také u dalsich zastupct svaloploutvé
linie, ackoli s mensi mirou nez u modelovych druht. U clovéka (Homo sapiens), chame-
leona jemenského (Chamaeleo calyptratus), nebo koralovky kalifornské (Lampropeltis ca-
liforniae) migruji bunky trupové neuralni listy nejprve ventro-medialni, a pozdéji dorzo-
lateralni cestou [58, [59) [60]. U kordlovky byly migrujici bunky pozorovany také v oblasti
myosept. U zelvy nadherné ( Trachemys scripta) byla pozorovana tzv. druhd vlna bunék
trupové neuralni listy vznikajici v dobé, kdy jiz jsou vytvorena spinalni ganglia i farynge-
alni aparat [61]. Tyto butiky migruji do mezenchymu karapaxu, a posléze dorzo-lateralné

az do oblasti plastronu, kde se zfejmé podili na jeho tvorbé.

1.3.2 Paprskoploutvi (Actinopterygii)
Danio pruhované (Danio rerio)

U dania pruhovaného (Danio rerio) vznikaji bunky trupové neurdlni listy nejen v okraji ne-
uralni ploténky, ale také v ocasnim pupenu z progenitorovych bunék neuromezodermu [62].
Delaminace a nasledné migrace probihé v rostro-kaudalnim razu. Z lateralnich stran ner-
vové trubice migruje prvni skupina bunék, jez vstupuje na ventro-medialni cestu migrace.
Jednotlivé bunky se s urazenou vzdalenosti sbihaji ke stfedu somiti, a v trovni styku
nervové trubice s notochordem jsou jiz segmentalné usporadany v anterio-posteriorni ose.
Druha migracni vina nastava pozdéji z nejdorzalnéjsiho vrcholu nervové trubice. Vétsina
téchto bunék vstupuje na dorzo-laterdlni cestu, ostatni migruji cestou ventro-medidlni [63].

Na rozdil od kurete a mysi, kde se po medidlni strané somitu rozklada sklerotom,

u dania je to myotom, jez navic tvori vétsinu somitu. Sklerotom tvori pouze malou ¢ast
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ulozenou ventro-medidlné pod myotomem [64, [65]. Nicméné, i pres neptitomnost skle-
rotomu na medidlni strané dochazi k segmentalni migraci bunék neurdlni listy, a to jiz
v urovni ventralniho okraje nervové trubice, jak jiz bylo zminéno vyse [63]. Pfi¢inou mohou
byt myotomélni bunky pomalého svalstva, které predem definuji segmentalni cestu pro
bunky neurdlni listy v priabéhu vlastni migrace z medialni strany skrze somit, az na jeho
lateralni okraj [66]. Myotom tak muze predstavovat jeden ze signaliza¢nich zdroju pro seg-
mentalni migraci bunék neurélni listy, véetné obratloven svaloploutvé linie [67]. Nicméné,
exprese sklerotomalnich gent odhalila, Ze se u dania vedle ventro-medialné ulozeného skle-
rotomu vyskytuje i druhy kompartment, umistény lateralné od nervové trubice v ramci
somitu [68]. Bunky neurdlni listy tak mohou jiz na pocatku své migrace interagovat se
sklerotomem, jez by udaval témto bunkam segmentéalni vzor migrace.

Z neuralnich derivati trupové neuralni listy se nejdiive zakladaji spinalni ganglia
ventro-lateralné od nervové trubice, a pozdéji sympatickd ganglia lateralné od dorzalni
aorty [69]. V nejanteriornéjsi ¢asti trupu ventralné od sympatickych neuronu diferencuji
buniky neurdlni listy zfejmé v chromafinni bunky [69]. Dal$im z derivati bunék neu-
ralni listy jsou pigmentové bunky, které u dania nabyvaji jednoho ze ti{ moznych typt:
¢erné melanofory, zluté xantofory ¢i stiibrité iridofory [70]. Dalsimi derivaty neuralni listy
v trupu dania jsou senzorické neurony a Schwannovy bunky [63], ¢i gliové bunky neuro-
masti postranni linie [71]. Butiky trupové neuralni listy se mély podilet také na tvorbé
mezenchymu ploutevniho lemu dania [72], coz se pozdéji ukazalo jako neplatné, a zdroj
tohoto mezenchymu tak predstavuje vyhradné mezoderm [73]. U medaky japonské (Ory-
zias latipes), jez je blizce pribuzna daniu, byly bunky trupové neuralni listy pozorovany
také ve vyvijejicich se neparovych ploutvich. V hibetni, ocasni a ani fitni ploutvi vSak tyto
bunky nediferencovaly v osteoblasty, jez tvori kosténé paprsky ploutvi. Jak se ukazalo,
tyto paprsky vznikaji vyhradné z mezodermu [74]. K piitomnosti bunék trupové neu-
ralni listy se vsak vyjadruji autofi studie provedené na jiném zastupci paprskoploutvych
ryb, a to platysovci (Paralichthys olivaceus) [15], [76]. Tvrdi, Ze tyto bunky vyuzivaji pro-
storu hibetni ploutve jako docasné ttocisté, aby mohly v pozdéjsich stadiich vyvoje déle
migrovat a diferencovat v adultni typ pigmentovych bunék.

1.4 Skeletogeneze

Bunky hlavové neuralni listy se podili na tvorbé lebky utvarenim skeletalnich tkani: chru-
pavky a kosti a zuboviny [77, [7§]. Z vysledki klasickych transplantacnich experimenti
se vSak soudilo, ze butiky trupové neuralni liSty tento potencidl tvorit skelet nemaji [79].
Experimenty v in vitro podminkach vsSak odhalily, Zze za vhodnych podminek vnéjsiho
prostfedi mohou bunky trupové neuralni listy tvorit skeletalni tkdné, a to jak chrupavku,
tak i kost [80), 81]. K tvorbé chrupavky muze dokonce dojit za in vivo podminek po vneseni
genového regula¢niho programu bunék hlavové oblasti neurdlni listy do oblasti trupu [38].
Jak vyplyva z vysledki studie provedené na mysi, potencial bunék hlavové neuralni listy
tvorit ektomezenchymalni derivaty, a tedy i skeletalni tkané, je zfejmé stanoven az v pri-



TEORETICKY UVOD

béhu delaminace. Do zahdjeni delaminace tak bunky neurdlni listy vSech oblasti sdili

stejny diferencia¢ni potencial [7].

1.4.1 Skelet a jeho evoluce

Ac lze skelet obratloveu délit podle nékolika kritérii, dvéma hlavnimi skeletalnimi sys-
témy jsou endoskelet a exoskelet, odlisené zejména svou pozici [82, 83]. Endoskelet se
vyviji uvnitt téla jedince a je primarné tvoren chrupavkou, jez muze byt dale nahrazena
kosti, naproti tomu exoskelet se vyviji v blizkosti povrchu jedince, a muze se skladat
v rizném poméru z kosti, zuboviny a skloviny [84]. V pribéhu evoluce vSsak mohlo do-
jit k posunu téchto skeletalnich systému dovniti ¢i vné. Prikladem je karapax zelv, ktery
predstavuje tzv. vnéjsi endoskelet, ¢i klicni kost savet jakozto vnitini exoskelet [82]. Nutno
podotknout, ze déleni na endoskelet ¢i exoskelet neméa co do ¢inéni s vyvojovym puivo-
dem v zarodecénych vrstvach, a oba typy skeletalniho systému mohou byt tvoreny jak
mezodermem, tak neurdlni listou [84].

Prvnim skeletogennim projevem v evoluci obratlovet je nemineralizovana chrupavka
¢asnych obratlovet vazana na hltan jakozto soucast endoskeletu [83]. Mineralizovany ske-
let se posléze objevuje ndhle v ramci mimoradné rozvinutého exoskeletu u nékolika skupin
bazéalnich celistnatcii. Tento exoskelet je tvoren budto jednotlivymi Supinami pokryvaji-
cimi cely povrch téla, podobné jako je tomu u soucasnych zraloki, nebo tyto Supiny
pokryvaji pouze trupovou oblast a ocas, zatimco hlavu a malou c¢ast trupu kryje nékolik
plati, castokrat srustajicich v hlavové pouzdro [83]. Jednotka tohoto exoskeletu sestéva
z odontogenni komponenty podobné zubu na povrchu, a osteogenni komponenty tvorené
kosti na bazi [85, B6]. Vznik exoskeletu mohl byt dédn tvorbou odontogennich tkéni za
ucelem ochrany odontoblastii, jez jsou citlivé na mechanické, teplotni a osmotické zmény;,
a jejichz ptuvodni funkeci tak mohl byt mechano-senzoricky prenos signalt z vnéjsiho pro-
stredi |20, 87]. VSechen exoskelet evoluéné mladsich obratloveu je pravdépodobné odvozen
z tohoto exoskeletu bazélnich bezcelistnatcu [86]. Na zakladé tkanové stavby se jevi prav-
dépodobné, zZe by alespon nékteré komponenty tohoto exoskeletu mohly byt odvozeny
od neuralni listy, nebot pritomnéa zubovina je tvorena odontoblasty, které vzdy vznikaji
z bunék neurdlni listy [86] [88].

Soucasné nam znamy endoskelet obratloveli zahrnujici mineralizované neurokra-
nium, viscerokranium, axidlni skelet a skelet koncetin se objevil az se vznikem celist-
natcu [83]. Ti se béhem kratkého ¢asového tseku rozdélili na paryby (Chondrichthyes)
a kostnaté ryby (Osteichthyes), a exoskelet se od této chvile zacal redukovat. U paryb se
z exoskeletu redukovala osteogenni ¢ast, kdezto odontogenni ¢ast zlistala zachovana. U ra-
nych kostnatych ryb doslo ke splynuti jednotlivych Supin v tzv. odontokomplex za vzniku
rhombické Supiny, tvorené jak odontogenni, tak osteogenni ¢asti. Odontokomplex ziistal
v soucasnosti zachovan u bazélnich lalokoploutvych ryb (Coelacanthiformes) v podobé
kosmoidni Supiny, a bazélnich skupin paprskoploutvych ryb (Polypteridae a Lepisostei-
dae) v podobé Supiny ganoidni [85]. Redukei jak osteogenni, tak i odontogenni vrstvy
vznikla Supina elasmoidni, a to procesem pedomorfézy budto piimo z rhombické, ¢i z ga-
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noidni Supiny [89]. Dnes se jedna o nejrozsitenéjsi typ exoskeletu mezi obratlovei, pritomny
u cca 26000 kostnatych (Teleostei), ne-tetrapodnich lalokoploutvych a nékterych cervori
(Gymnophiona) [86]. U soucasnych ¢tyinozen (Tetrapoda) sestava exoskelet pouze z os-

teogenni Casti, vyjma napft. nékterych c¢ervoru [90].

1.4.2 Prispévek neuralni listy do exoskeletu soucasnych obratlovci

Nejbazalnéjsi skupiny soucasné zijicich obratlovet, jez jsou sliznatky a mihule, nemaji sviij
skelet mineralizovany viibec. Nejbazalnéjsimi soucasné zijicimi obratlovci s mineralizova-
nym skeletem jsou poté zastupci paryb (Chondrichthyes) a bazalnich skupin kostnatych
ryb (Osteichthyes), jejichz stav skeletu je vsak v porovnani s vychozim stavem u vyhy-
nulych bezcelistnatct redukovan [91]. Trupovy exoskelet soucasnych paryb predstavuji
plakoidni Supiny, jeZ jsou tvofeny pouze odontogenni komponentou [86].

Sledovanim bunécéného osudu bunék tru-
pové neuralni listy pomoci barviva CM-Dil

u rejnoka bodlinatého (Leucoraja erinacea) se

z

< ‘Ost.
potvrdilo, ze plakoidni Supiny tvorené odonto- i
genni komponentou jsou odvozeny od trupové §
neuralni listy, a to navic bez prispéni mezo- o

ont.

dermu [92]. AvSak u soucasnych zastupcu kost- i > |
natych (Teleostei) se pritomnost bunék trupové Ost.
neuralni listy na tvorbé exoskeletu nepotvrdila.
Osteoblasty tvorici elasmoidni Supiny a plou- Hg—
tevni paprsky medaky japonské (Oryzias lati- § Odont
pes) se ukazaly byt odvozeny vyluéné od me- é '
zodermu, a prispévek trupové neuralni listy na

jejich stavbé byl zavrzen [74]. Stejné tak os-
teoblasty tvorici elasmoidni Supiny dania pru-
hovaného (Danio rerio) se ukazaly byt odvo-
zeny vyhradné od mezodermu [93, [94]. Ve sva-
loploutvé linii obratloveti, konkrétné u zelvy

nddherné (Trachemys scripta), vsak byly po-

[[] Neuralng-listovy pvod
zorovany pozdné migrujici bunky trupové neu- [[] Mezodermalni pivod

ralni listy do oblasti zakladajiciho se plastronu. . .
Obréazek 3: Schéma evoluce exoskeletu ve vztahu

Protilatkovym barvenim v komparaci se sledo- k embryonalnimu pivodu jednotlivych komponent
u vybranych zastupctu obratloved. Vysvétlivky:
Ost. — osteogenni komponenta; Odont. — odon-
vivem Dil se ukézalo, ze tyto buﬁky tvori togenni komponenta. Upraveno podle Gillis
& spol. (2017) [92].

vanim bunécéného osudu pomoci injikace bar-

mezenchym zakladajicitho se plastronu, ktery
v in vitro kulture navic vykazuje skeletogenni
aktivitu [61], 95]. U aligatoru jsou zakladajici se gastralia obklopena burikami pozitivnimi
na HNK-1. Bunky trupové neuralni listy se tak mohou podilet také na tvorbé gastralii, jez
jsou hodnoceny jako homologni tfem posteriornim parovym kostem plastronu zelv [96].
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Ac¢ se ukazuje, ze bunky trupové neuralni liSty maji potenci tvorit skelet také u sou-
casné zijicich obratlovel, dalsi ovéreni jsou na misté, at uz treba kvuli nizkému poctu
potvrzenych pripadi v pripadé rejnoka, ¢i analyzy pouze vznikajiciho a nikoli vyvinutého
plastronu v pripadé zelvy. Vhodnym modelem by tak mohli byt bichifi, zastupci c¢eledi
Polypteridae.

1.4.3 Ganoidni Supina bichira

Ganoidni Supina bichira (Polypteriade) je v soucasnosti nejméné redukovanym exoskele-
tem, jenz si zachovava vétsinu znaku rhombické Supiny ranych kostnatych ryb (Osteich-
thyes). A¢ prosla evoluénimi zménami, stéle je tvorena povrchovou odontogenni i bazalni
osteogenni komponentou [85].

Povrch ganoidni Supiny bichira je vzdy kryt pokozkou (tzv. ganoidni membranou),
nikdy tudiz neni Supina primo vystavéna vnéjsimu prostredi. Pod ganoidni membranou se
nachazi samotnd Supina, apikalné tvorend ganoinem. Ganoin je slozenim totozny se sklovi-
nou, v porovnani s ni je vsak vicevrstevny [97]. Pod ganoinem se nachézi vrstva zuboviny,
ktera je svou stavbou unikatni pro bichira, nebof nepfipomina zadny jiny znamy druh
zuboviny. Jeji vrchni ¢ast tvori tubuldrni celuldrni zubovina [86]. A préavé v této vrstvé
zuboviny ganoidni Supiny bichira predpokladame pritomnost bunék trupové neuralni listy.
Takovy nalez by podpofil tvrzeni o skeletogennim potenciadlu bunék trupové neurdlni listy
uplatnujicim se v in vivo podminkach, i schéma evoluce exoskeletu obratlovcti. Vedle bi-
chiri se ganoidni Supinou vyznacuji také kostlini (Lepisosteidae), nicméné tato Supina ma
zubovinovou vrstvu zcela redukovanou [97]. Pod zubovinou se nachézi vrstva elasmod-
ninu, ktery je svym usporadanim podobny drevotrisce. U bichira vsak elasmodin netvori
vétsinu Supiny jako v pripadé elasmoidni Supiny, ale kontinuum mezi zubovinou ulozenou
apikalné a vaskularizovanou celuldrni kosti ulozenou bazalné [89].

Bichir tak predstavuje klicovy druh pro pochopeni evoluce obratlovéiho exoskeletu,
stejné jak pro pochopeni evoluce neuralni listy vzhledem ke skeletogennimu potencidlu
jeji trupové oblasti [13] 85 [92].
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2. Material a metody

T Ymbryondlni material bichira senegalského ( Polypterus senegalus Cuvier, 1829) byl

1__Jzajistén laboratoii gkolitele na katedfe zoologie Pifrodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy ve spolupraci s akvaristy Vojtéchem Millerem, Mgr. Karlem Kodejsem a Slavomi-
rem Dobrotkou. Jednotliva stadia vyvoje byla urcéena podle vyvojové tabulky Diedhioua
a Bartsche (2009) [98]. Jeseter maly (Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758) zaopatfila
Fakulta rybafstvi a ochrany vod Jihoc¢eské univerzity v Ceskych Budéjovicich, pod zasti-
tou doc. Ing. Martina PSenicky, Ph.D. Po prevozu byla embrya nasledné odchovavana
v provzdustiovaném medium E2, obohaceném o antibiotika penicilin a streptomycin [99].
Stadia urcena dle Dettlaffa & spol. (1993) [100]. Embrya kostlina mexického (Atrac-
tosteus tropicus Gill 1863) byla ziskana Mgr. Robertem Cernym, Ph.D. a Mgr. Martinem
Minafikem, Ph.D. od Lenina Arias Rodrigueza, Ph.D z mexické Universidad Juéarez Au-
tonéma de Tabasco. Stadia byla stanovena podle Longa a Ballarda (2001) [101].

2.1 Fixace & postfixace

Pred samotnou fixaci byl z povrchu embryi odstranén nejsvrchnéjsi vajeény obal za pomoci
mikropinzet. Ta embrya, kterd byla ve stadia neuruly a starsi, byla navic anestetizovana
v roztoku MS-222 (Sigma). Fixace probihala ve 4% roztoku paraformaldehydu v 0,1M
fosfatovém pufru (PBS) po dobu 12-16 hodin prii teploté 4 °C. Zafixovand embrya byla
nasledné promyvana po dobu 10 minut v PBS, z embryi jesetera byl navic odstranén
i druhy, tésné priléhajici vajeény obal. Posléze byla embrya prevedena do methanolu al-
koholovou fadou po 25%, s ¢asem promyti 10 minut v kazdé lazni. Embryonélni material
byl poté dlouhodobé skladovan v methanolu pfi teploté —20 °C.

2.2 Histochemie

V methanolu skladovd embrya byla prendana do 99,6% ethanolu na 10 minut. Mezitim
byl ptipraven JB-4 roztok A+C v poméru 0,0375 g JB-4 C na 3 m¢ JB-4 A, do kterého
byla posléze embrya prenesena. Poté, co embrya klesla na dno naddoby s JB-4 roztokem
A+C, byl roztok obménén, a embrya ponechdna 30 minut na laboratorni tfepacce za
pokojové teploty. Néasledné byl JB-4 roztok A4+C opét obménén, a embrya v ném zlstala
pres noc na trepacce za pokojové teploty. Nasledujictho dne byla k JB-4 roztoku A+C
pridana slozka B, na 1 m¢ 0,04 m¢. Embrya byla pfevedena do tohoto roztoku na 60
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sekund, a po této dobé byl roztok obménén. Embrya v JB-4 roztoku (A+C)+B byla
napolohovana v silikonovych ¢i plastovych bloc¢cich a prekryta platkem parafilmu, aby se
zamezilo v pristupu vzduchu k tuhnoucimu roztoku. Po ztvrdnuti blockl s embryi, coz
trvalo minimalné jeden den, byly vzorky narezany na mikrotomu Leica RM2155 na fezy
o tloustce 5 um, a ponechany uschnout na podloznim skle pri teploté 45° C. Podlozni
skla se vzorky byly déle barveny v histologickém barvivu Azure-B/eosin (Serva) (0,4m/¢
Azure-B a 0,1m/¢ Eosin na 12,5m¢ dH50) po dobu &~ 3 minut. Po obarveni fezi byla
skla promyvana v dH50, aby se vyplavilo vSechno nenavazané barvivo. Skla s fezy byla
ponechana na nahtevné desce pri teploté 45° C az do jejich uschnuti. Jako konecény krok
byla na fezy nanesena pryskyfice DPX (Sigma), vzorky byly pfiklopeny krycimi skly,

a ponechany pres noc zaschnout.

2.3 Imunohistochemie

2.3.1 Celkovostni barveni

V methanolu skladovana embrya byla prendana do dentova fixativa (80 % methanol a 20 %
dimethylsulfoxid) na dobu 1 h p¥i pokojové teploté. Poté byla embrya prenesena do béli-
ciho roztoku (dentovo fixativum se 30% peroxidem vodiku (Penta) v poméru 2:1) a pfes
noc ponechana na laboratorni trepacce pod zdrojem svétla. Nasledny den byla vybélena
embrya promyta v roztoku PBS s 0,4 % tritonu X-100 (Sigma) (PBS + triton) po dobu
10 minut, a poté prenesena do 4% hovéziho sérového albuminu (Sigma) rozpusténého
v PBS (BSA) na dobu 1 h pfi pokojové teploté. Déle byl tento roztok obménén opét za
4% BSA, avsak s pridanymi primérnimi protildtkami v koncentraci od 1:400-1:1000, dle
pouzité protilatky (SOX10 v koncentraci 1:400, SOX9 a fibronektin v koncentarci 1:1000).
Embrya byla ponechana v tomto roztoku po dobu 4-5 dnti pti teploté 4 °C. Po této dobé
byla embrya promyta opét v PBS + triton 3x po 10 minutach. Poté byl roztok obménén
za 4% BSA se sekundarnimi protildtkami pri koncentraci 1:1000. Takto byla embrya pone-
chéna 3-4 dny pri 4 °C. Poté byla embrya promyta v PBS 2x po 10 minutach, a nasledné
prevedena do 75% glycerolu s PBS. Po ~ 3 dnech byla embrya nasniména v petriho misce
s agarovym podlozim a 75% glycerolem.

2.3.2 JB-4 tezy

Embrya byla nejprve protilatkové oznacena stejnym postupem jako u celkovostniho bar-
veni 2.3l Namisto prevedeni embryi do 75% glycerolu viak byla embrya pievedena do
99,6% ethanolu alkoholovou fadou po 25 % s ¢asem promyti 10 minut v kazdém kroku.
Dale byly zhotoveny blocky JB-4 s embryi podle postupu zminéného v podkapitole Histo-
chemie 2.2 a embrya byla nafezdna na platky o sile 5 pm na mikrotomu Leica RM2155.
Po uschnuti fezit na podloznim sklicku byly déle vzorky ohrani¢eny hydrofobnim popi-
sovacem, zakapnuty fluoroshieldem s DAPI (Sigma) a prekryty krycim sklem, jez bylo
posléze zalakovano ke sklu podloznimu.
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2.3.3 Agarové rezy

V methanolu skladovana embrya byla pfevedena do PBS postupnou alkoholovou fadou po
25 % s Casem promyti 10 minut v kazdém jednom kroku. Poté, co byla v PBS ponechana
také 10 minut, byla pfendana do rozpusténého roztoku agardzy pripravené ze 2 g agarozy
(Sigma) na 40 m¢ dH50) s teplotou = 68 °C. Poté, co roztok agardzy s embryi zatuhl,
byly takto pripravené vzorky serezany do blockt, které byly narezany na vibratomu firmy
Leica, modelu VT12000 Sn na fezy o sile 40 um. Tyto Tezy byly promyvany po dobu
10 minut v PBS s tritonem, a dédle v 1% BSA na 1 h pii pokojové teploté. Posléze bylo BSA
obménéno za 1% BSA s pridanymi primdrnimi protildtkami s koncentraci 1:400-1:1000
(SOX10 v koncentraci 1:400, SOX9 a fibronektin v koncentarci 1:1000), a ponechéna pres
noc pii teploté 4 °C. Nasledny den byly fezy promyty v roztoku PBS s tritonem 3x po
dobu 10 mminut, a exponovany na 2,5 h pri pokojové teploté 1% BSA se sekundarnimi
protilatkami s koncentraci 1:1000. Po uplynuti této doby byly fezy promyty v PBS 2x
po dobu 10 minut a dale preneseny na podlozni sklicko, kde byly nasledné zakapnuty
fluoroshieldem s DAPI, prekryty krycim sklem a konec¢né zalakovany.

2.3.4 Pouzité protilatky

SOX9 (Sigma) HPA001758; SOX10 (Abcam) ab229331; fibronektin (Dako) A 0245; DAPI
(Sigma).

2.4 Injikace a odchov

Nejprve byla embrya zbavena vajeceného obalu. Poté bylo ptripraveno fluorescencéni bar-
vivo tvorené CM-Dil (Invitrogen) rozpusténym v 10% roztoku sacharézy v poméru 1:5.
V petriho misce s dezinfikovanym plastelinovym podlozim naplnéné destilovanou vodou
byla embrya nejprve ukotvena, aby se zabranilo jejich pohybu pfi samotné injikaci, a na-
sledné byla injikovana tstnim injikatorem do medialni roviny dorzalni ¢asti trupu, v misteé
vzniku nervové trubice. Ackoli se injikovana stadia lisila a tim padem i misto injikace, nej-
lepsich vysledkt bylo dosazeno injikovanim barviva do lumen nervové trubice ve stadiu
24. Po injikacich byla embrya bichirti tyden odchovavana v zatemnélé jamkové destic¢ce
s provzdusnénou destilovanou vodou, jez byla denné obménovana. Poté byla destilovana
voda obménéna za vodu tvorenou napiil z destilované, a naptl z odstaté kohoutkové vody.
Po tfech dnech byla embrya nésledné prevedena do velké zatemnélé nadoby s odstatou
kohoutkovou vodou, obménovanou 2x tydné, a s privodem vzduchu. Po staii cca dvou
tydnt byly larvy krmeny niténkami obecnymi nasekanymi najemno, pozdéji celistvymi,

v zavislosti na velikosti a stari jedince.

2.5 Zpracovani dat

Protilatkové barvena embrya z celkovostniho pohledu byla snimana na stereomikroskopu
Zeiss Lumar.V12 s kamerou AxioCam HRm v softwarovém programu ZEN PRO od firmy
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Zeiss. Histologické preparaty, agarové a JB-4 fezy embryi byly snimany na mikroskopu
Olympus BX51 s kamerou Olympus DP74 a zdrojem fluorescen¢niho zareni Olympus U-
RTF-T. Pouzity software pro zpracovani obrazu z kamery byl cellSens firmy Olympus.
Rezy experimentalnimi embryi bichira byly sniméany stejnym mikrokopem a fluorescenc-
nim zdrojem, avsak kamerou RT slider firmy Diagnostic instruments, inc. a softwarem
Spot. Finalni zpracovani vsech snimku bylo poté provedeno v rastrovém grafickém editoru
Adobe Photoshop CC 2019. Tabule byly sestaveny v Adobe InDesign CC 2019. Dopliujici
schémata byla vytvorena za pomoci softwaru Adobe Illustrator CC 2019. Samotna diplo-

mova prace byla sepsana v online editoru Overleaf pouzivajici pro sazbu textu program

BTEX.
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3. Vysledky

3.1 Vznik bunék trupové neuralni listy

Prvni krok pro studium bunék trupové neuralni listy (bTNL) u bichira, jesetera a kost-
lina jsem si stanovil urceni doby jejich vzniku. K tomu vhodné poslouzila data
Mgr. Jana Stundla, Ph.D., jenz se zabyval butikami hlavové neurdlni listy v ramci téze
laboratore kraniofacialniho vyvoje a evoluce. Z jeho dat in situ hybridizovanych embryich
pro gen Soz9 se da zjistit, kdy se bunky neurdlni listy objevuji také v trupu (Tabule .

U bichira se bTNL objevuji ve stadiu 23 v podobé tzkého pruhu tdhnoucim se od
konce hlavy medialné po dorzalni strané az do % délky trupu (Tabule ) V nésledujicim
stadiu 24 je pruh exprese silngjsi a sirsi v lateralnim smeéru, a saha od konce hlavy az
témér ke konci ocasniho pupene (Tabule ) U jesetera se bTNL objevuji ve stadiu 23
v podobé sirsiho fidkého pruhu tdhnoucim se od konce hlavy medialné po dorzalni strané
embrya (Tabule ) Ve stadiu 24 je poté tento pruh uzsi v lateralnim sméru, a je hustéji
osidlen burikami po celé délce trupu (Tabule ) U kostlina se bTNL objevuji ve stadiu
17 v podobé tzkého pruhu tahnoucim se od konce hlavy medialné po dorzalni strané az
do % délky trupu (Tabule ) Ve stadiu 18 je poté tento pruh signalu vyraznéjsi, a je
pritomen téméf po celé délce trupu embrya (Tabule [IF).

Jak se ukazuje na téchto datech, bTNL u vsech tii zastupcti bazalnich paprsko-
ploutvych ryb vznikaji medialné na dorzalni strané trupu po celé jeho délce a v anterio-

posteriornim razu.

3.1.1 Celkovostni vizualizace mista a dynamiky vzniku bTNL

Technika in situ hybridizace vizualizuje pouze expresi genu a nikoli pfitomnost jejiho pro-
duktu. Pro ovéreni platnosti téchto dat jsem dale pouzil techniku celkovostniho protiléat-
kového barveni vii¢i proteinu SOX9, jez navic ve vétsim detailu dokaze vykazat jednotlivé
bTNL u studovanych druhit (Tabule [2).

U bichira stadia 22 neni v trupu pritomen zadny pozitivni signal pro SOX9, zna-
¢icl pritomnost bTNL (Tabule [2A). Prvni bTNL se v trupu bichira objevuji ve stadiu
23 medialné na dorzélni strané trupu (Tabule ) Tyto bunky navic vykazuji anterio-
posteriorni rdz vzniku. Zatimco v anteriorni ¢asti trupu od otické kapsule do poloviny
trupu jsou bTNL rozsiteny jak medidlné tak lateralné a pravdépodobné jsou jiz ve fazi
migrace, v posteriorni ¢asti trupu se bTNL vyskytuji medidlné v podobé tenkého pruhu,
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vvvvv

i posteriornéji ulozené bunky. Ve stadiu 24+ migruji bTNL od otické kapsule do % délky
trupu (Tabule ) U jestera jsou bTNL viditelné ve stadiu 23 v uzavirajicich se neuralnich
valech, a tvori tak dva medialné se tahnouci pruhy oddélené neurédlni brazdou po dorzalni
strané trupu embrya (Tabule ) Z toho vyplyva, ze SOX9 je v BTNL jesetera ptitomen
jesté pred jejich delaminaci. Vedle signalu v nascentnich bTNL se v tomto stadiu vyskytuje
pozitivni signal pro SOX9 také v somitech, coz se projevuje metamericky usporadanymi
pruhy po anterio-posteriorni ose, kolmych na medialni rovinu. Nasledné tvori bTNL ve
stadiu 24 tizky medialni pruh na dorzélni strané celé délky trupu (Tabule ) V anteriorni
¢asti trupu hned za otickou kapsuli jsou bTNL rozsitené lateralné a ziejmé jiz zahajuji
migraci, zatimco posteriorné ulozené bTNL pravdépodobné prochazi teprve delaminaci.
Pozitivni signdl v somitech pretrvava také v tomto vyvojovém stadiu. Ve stadiu 25 bTNL
tvori stale medidlni pruh na dorzélni strané embrya (Tabule ) V anteriorni ¢asti trupu
je zjevna pokracujici migrace migrace bTNL postupujici v anterio-posteriornim sledu. Sig-
nal pro SOX9 je ve stadiu 25 stale pritomen v somitech, a¢ viditelny s mensi intenzitou.
U kostlina jsou bTNL poprvé pozorovatelné ve stadiu 16, kdy tvori siroky pruh medialné
se tahnouci po dorzélni strané trupu (Tabule ) Tento pruh tvoreny bTNL je medidlné
uzsi a nabyvé zietelngjsich kontur ve stadiu 17 (Tabule 2H). Vedle signdlu v bTNL je ve
stadiu 17 pritomen také pozitivni signdl v somitech, majici metamericky usporadany vzor
po anterio-posteriorni ose v pruzich kolmych na medidlni rovinu (Tabule ) Ve stadiu
18 se bTNL rozsituji z medidlni roviny lateralné, a ziejmé zahajuji migraci (Tabule )
Viditelny je anterio-posteriorni raz zahdjeni této migrace. Pozitivni signal pro SOX9 je

i ve stadiu 18 stale pritomen v somitech, majici stejny vzor.

3.2 Analyza lokace bTNL v ramci neuroektodermu a mista je-

jich delaminace

3.2.1 Pritomnost bTNL v ramci neuroektodermu

Embrya studovanych druhti protilatkové barvena vici SOX9 jsem analyzoval na transver-
zalnich tfezech, abych zjistil, zda-li je rana pritomnost SOX9 pruvodni s delaminaci, ¢i
jestli bTNL jsou pozitivn na SOX9 jesté v ramci neuroektodermu (Tabule [3)).

U bichira ve stadiu 23, kdy jsem pozoroval prvni signal pro SOX9 v bTNL, je na
fezech viditelné, ze jsou tyto bunky stéle soucasti neuroektodermu, kde zahajuji dela-
minaci (Tabule ) Ve stadiu 24 progresivnéjsi bunky, které jiz delaminovaly, zahajuji
migraci, zatimco opozdéné bTNL teprve delaminuji z neroektodermu (Tabule ) U je-
setera se bTNL vyskytuji na dorzalni strané neuralnich valti ve stadiu 23 pred jejich
splynutim (Tabule ) Pozitivni signal pro SOX9 je pritomen také v somitech a buikach
vyskytujicich se v ramci endodermu, v tésné blizkosti notochordu. Poté, co neuralni valy
ve stadiu 24 splyvaji za vzniku nervové trubice, bTNL zahajuji delaminaci na dorzalni
strané nervové trubice v medidlni roviné (Tabule ) Signal pro SOX9 je navic ve sta-
diu 24 pritomen stale v bunkach somit i v bunkach endodermu blizko notochordu. Na
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transverzalnich Tezech trupem kostlina stadia 17 je viditelné, ze bTNL jsou v tésném kon-
taktu s neuroektodermem na jeho dorzaln{ strané (Tabule BE). Nejprogresivnéjsi burky
pravdépodobné prochézi delaminaci. Pozitivni signal pro SOX9 je v tomto stadiu vidi-
telny také v bunkach odlisnych tkani, a¢ s mensi intezitou. Ve stadiu 17+ jevi vétsina
bTNL rozvolnéné seskupeni na dorzalni strané neuroektodermu, a prochazi jiz nejspise
delaminaci, nejprogresivnéjsi z nich zahajuji migraci (Tabule )

Z téchto dat vyplyva, ze bTNL u bichira vykazuji prvotni pritomnost SOX9 v pri-
béhu delaminace, zatimco u jesetera a kostlina projevuji SOX9 jesté drive pred delaminaci.

3.2.2 Anatomie neuroektodermu a misto delaminace bTNL

Chteél jsem zjistit, z jaké ¢asti neuroektodermu po dorzo-ventralni ose bTNL delaminuji.
Pro to jsem provedl analyzu na transverzalnich fezech trupt embryi studovanych druhi,
jez jsem histologicky obarvil azure B/eosinem. To mi poskytlo vhodny néhled na anatomii
neuroektodermu (neurdlni trubice/neuralniho kylu; viz Matéjkova (2018) [102]) a misto
delaminace bTNL (Tabule . Komplementarné jsem analyzoval také transverzalni rezy
stejnymi vyvojovymi stadii, ktera jsem obarvil protilatkové viici fibronektinu a bunéénym
jadrim. To mi umoznilo pozorovat kontinuitu bazalni laminy neuroektodermu s lokalnim
prerusenim v misté delaminace bTNL, a také mezenchymatické bunky v mimobunééném
prostoru ohrani¢ené bazalnimi laminami télnich kompartmentt, predstavujici bTNL (Ta-
bule [4]).

Na histologicky barveném transverzalnim fezu trupu bichira stadia 24 je viditelna
bunéénd nesourodost v dorzalni ¢asti nervové trubice, kterd ma jinak ve zbytku své stavby
epitelidlni seskupeni (Tabule [4lA). Buriky soucdsti této bunétné nesourodosti pod ekto-
dermem zjevné predstavuji delaminujici bTNL. Na protilatkové barveném transverzalnim
fezu téhoz stadia si Ize povsimnou prerusené bazalni laminy na dorzalnim vrcholu nervové
trubice s pfidruzenou bTNL pravé prochézejici delaminaci (Tabule [dB). Buiika vtésnand
mezi bazalnimi laminami nervové trubice a ektodermu predstavuje jiz delaminovanou
bTNL. Na histologicky barveném transverzalnim fezu trupu jesetera stadia 24 jevi nervova
trubice epitelidlni charakter po celém svém obvodu, a nelze tak urcit misto delaminace
bTNL (Tabule [C). AvSak na protildtkové barveném transverzalnim fezu téhoz stadia si
lze v§imnou prerusené bazalni laminy v dorzalni ¢asti nervové trubice s delaminujicimi
bTNL (Tabule [4D). Na histologicky barveném transverzalnim fezu trupu kostlina sta-
dia 17 je neurdlni kyl tvofen bunkami v epitelidlnim seskupeni, s vyjimkou jeho dorzalni
¢asti, kde jsou bunky volné v podobé mezenchymu (Tabule ) Na protilatkoveé barveném
transverzalnim Tezu trupem kostlina stadia 17+ je viditelna zeslabend a misty prerusena
bazalni lamina neuralniho kylu na jeho dorzalni strané spole¢né s delaminujicimi bTNL
(Tabule [{F).

U vsech tt1 studovanych zastupct bazalnich paprskoploutvych ryb bTNL delaminuji
z dorzéalni strany neuroektodermu. U bichira a jesetera ve stadiu po splynuti neuralnich
valii za vzniku nervové trubice, u kostlina ve stadiu, kdy dochazi k zahajeni kavitace

neurdlniho kylu v nervovou trubici [102].
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3.3 Analyza konkrétnich cest migrace bTNL

Pouziti SOX9 se ukazalo jako nevhodné pro pozorovani bTNL béhem migrace, nebot
pozitivni signal je pritomen vyjma bTNL také v bunkéach notochordu a bunkéch vsech
kompartment somitti. P¥i analyze transverzalnich fez barvenych vicéi SOX9 jsem ne-
dokazal odlisit pozitivni bTNL od pozitivné znacenych bunék somitu. Z toho duvodu
jsem musel zvolit takovou protilatku, jez vykazuje bTNL, ale jejiz pritomnost v ostatnich
bunécnych typech neznesnadnuje pozorovani cest migrace bTNL. Jako vhodnym kandi-
datem pro tento tucel se jevila protilatka HNK-1, klasicky uzivand pravé pro vyobrazeni
cest migrace bTNL [49, 50, (9, 60, T03]. Nicméné, na mnou studovanych nemodelovych
druzich se HNK-1 protilatka (Abcam ab82749) ukézala jako nefunkéni, a to i pfi mno-
hacetnych tpravach protokolu a pouziti techniky barveni na parafinovych fezech. Jediny
pozitivni signal pro HNK-1 se objevoval nespecificky v nervové trubici, a navic v dobé,
kdy jiz bTNL migruji. Namisto HNK-1 protilatky jsem se rozhodl pouzit protilatku vici
proteinu SOX10, jez je ptitomen v bTNL béhem migrace a také béhem diferenciace [104].
Navic, Sox10 je hojné uzivanym markerem bTNL [93], 94] [7T], 105]. Nejprve jsem pou-
zil monoklonalni mysi protilatku SOX10 (Abcam ab212843), abych mohl nasledné pro-
vést dvojité barveni spolecné s krali¢i protilatkou vuci fibronektinu. Tato protilatka se
vsak také ukazala byt nefunkéni na mnou studovanych druzich. Misto toho jsem dale
pouzil polyklonélni krali¢i protilatku SOX10 (ab229331). Ukazalo se, ze tato protilatka
pri vyssi koncentraci znaci bTNL, nanestésti také ektoderm, zvlasté silné pak u embryi
bichira. Tato skute¢nost muze predstavovat problém pro pozorovani bTNL migrujicich
dorzo-lateralni cesotu, nicméné nepredstavuje problém pro sledovani migrace bTNL ces-
tou ventro-medialni. Za komparativnim tcelem jsem embrya stejnych ¢i blizce vyvojovych
stadiil barvil také protilatkové vici fibronektinu a bunéénym jadrtim, abych vykazal mi-
gruji bTNL v mezibunécném prostoru vymezeného praveé fibronektinem, u nichz nedochazi
k expresi Sox10. Ziskana data jsem rozdélil na ¢ast o rané migraci, kdy bTNL zahajuji
migraci a migruji zvlasté ventro-medialni cestou, a na ¢ast o pozdni migraci, kdy do-
chazi k rané diferenciaci bTNL a migraci dorzo-lateralni cestou. Zatimco data pro ranou
migraci byla provedena a ovérena nékolikrat béhem optimalizace techniky a samotného
postupu, data pro pozdni migraci byla ziskana nanejvys ze dvou jedincii stejného stadia,

a to z diivodu nizkého poctu vlastnénych embryi.

3.3.1 Bichir senegalsky
Rana migrace

Na transverzalnich fezech protilatkové barvenych embryi bichira vici SOX10 proteinu jsou
bTNL ve stadiu 24 pritomné v prostoru mezi dorzalni stranou nervové trubice a ektoder-
mem, odkud pocinaji svou migraci (Tabule 5lA). Poté bTNL vstupuji na ventro-medidlni
cestu, a ve stadiu 26 jiz dosahuji trovné dorzélni strany notochordu (Tabule HB). Méné
progresivnéjsi bTNL jsou v tomto stadiu viditelné v okoli nervové trubice. Dale bTNL
migruji ventralné a ve stadiu 28 jsou viditelné jiz v okoli notochordu (Tabule [5IC). Signél
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v nejventralnéji migrujicich bunkach je vSak znatelné slabsi nez v bunkach migrujicich
dorzalné v okoli nervové trubice. Pozorovatelné jsou ve stadiu 28 také bTNL v mezen-
chymu hibetni ploutve. Dale bTNL pokracuji v migraci ventro-medialni cestou, a dosahuji
trovné dorzaln{ aorty ve stadiu 30 (Tabule [fD). Stéle jsou vSak bTNL viditelné po celé
délce ventro-medialni cesty, tedy od drovné nervové trubice po troven dorzalni aorty.
Stejné jako na Tezech stadia 28 je ve stadiu 30 patrné snizeni intenzity signalu pro SOX10
v bTNL s urazenou ventralni vzdalenosti.

Na transverzalnich fezech komparativné barvenych embryi vici fibronektinu a bu-
nécenym jadriam jsou ve stadiu 24 mezenchymalni bunky ptritomny mezi bazalnimi lami-
nami ektodermu a nervové trubice (Tabule HE). Ve stadiu 26 se volné buiiky nachdzi na
ventro-medidln{ cesté v blizkosti nervové trubice a v okoli notochordu (Tabule[5F). Pozdgji
ve stadiu 28 jsou mezenchymalni bunky pozorovatelné po celé ventromedidlni cesté, od
tirovné nervové trubice az po oblast dorzalni aorty (Tabule [BG). Ve stadiu 30 jsou volné
bunky pritomny taktéz po celé ventro-medialni cesté az k dorzalni aorté(Tabule )

Pozdni migrace

Prvni bTNL migrujici dorzo-lateralni cestou jsou pozorovatelné az ve stadiu 30, a to
na zac¢atku této cesty v prostoru mezi dorzalnim vrcholem myotomu a ektodermem (Ta-
bule @A) Pozdéji ve stadiu 33 jsou bTNL dale viditelné na dorzo-lateralni cesté v prostoru
mezi myotomem a ektodermem na laterdln{ stran¢ embrya (Tabule [6B). V tomto stadiu
tvori bTNL také shluky mezi ektodermem a myotomem na lateralni strané embrya, kde
pravdépodobné diferencuji v ganglia neuromastt postranni ¢ary (Tabule ) BTNL jsou
také piitomny v prostoru myosept (horizontéln{ data neukdzana) (Tabule[6B). Signal pro
SOX10 je ve stadiu 33 pritomny také v bunkach zakladajicich se parovych spindlnich gan-
gliich ulozenych lateralné od nervové trubice (Tabule [[C). Déle jsou bTNL pozorovény
také v mezenchymu dorzéln{ ploutve (Tabule [6D). Podél ventro-medidlni cesty vSak nebyl
ve stadiu 33 pozorovan zadny pozitivni signal pro SOX10.

3.3.2 Jeseter maly
Rana migrace

Na transverzalnich fezech protilatkové barvenych embryi jesetera vici SOX10 zacinaji
bTNL migrovat ve stadiu 25 z mezibunécného prostoru mezi nervovou trubici, dorzalnim
vrcholem somitu a ektodermem (Tabule [7A). Dale bTNL vstupuji na ventro-medidlni
cestu, a ve stadiu 26 jiz migruji v prostoru mezi nervovou trubici a priléhajicimi somity
(Tabule[7B). Urovné ventralni strany notochordu dosahuji bTNL ve stadiu 28 (Tabule )
Ve stadiu 33 jsou bTNL pozorovatelné po celé délce ventro-medialni cesty, od irovné ner-
vové trubice po oblast ventralni strany notochordu (Tabule [7D). Prvni projevem diferen-
ciace bTNL jsou spinalni ganglia ulozena lateralné od nervové trubice (Tabule [7D).

Na transverzalich Tfezech komparativné barvenych embryi vici fibronektinu a buné-

¢enym jadrim jsou ve stadiu 25 viditelné mezenchymalni buiiky v prostoru mezi bazalnimi
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laminami nervové trubice a ektodermu (Tabule [7TE). Ve stadiu 27 se volné buriky nachézi
v mezibunécném prostoru mezi nervovou trubici a priléhajicim somitem, nejventralnéji
dosahuji trovné dorzalni strany notochordu (Tabule [7F). Ve stadiu 28 se volné burky
nachéazi po ventro-medialni cesté od tirovné nervové trubice az po ventralni hranici noto-
chordu (Tabule ) Ve stadiu 30 jsou volné bunky pritomné po celé délce ventro-medialni
cesty, od irovné nervové trubice az po troverl ventralni strany notochordu (Tabule [7H).

Pozdni migrace

Ve stadiu 33 jsou bTNL viditelné ve vétsi denzité pod notochordem, kde mohou diferen-
covat v chromafinni buriky ¢i sympatickd ganglia (Tabule ) V tomto stadiu jsou bTNL
soucésti formujicich se spinalnich ganglii (Tabule ) a pravdépodobné tvori také sympa-
tickd ganglia ventrdlné od notochordu (Tabule [8C). Migrujici bTNL byly u analyzovanych
stadil pozorovany jen na ventro-medialni cesté. Na dorzo-lateralni cesté a ani v blizkosti

hibetni ploutve nebyly tyto bunky za pomoci SOX10 vykazany.

3.3.3 Kostlin mexicky

Rana migrace

Na transverzalnich fezech protilatkové barvenych embryi kostlina vii¢i SOX10 jsou bTNL
ve stadiu 18 pritomny v mezibunééném prostoru mezi lateralni stranou neuralniho kylu,
dorzalnim vrcholem somitu a ektodermem, odkud poéinaji migrovat (Tabule @]A) Thned
na to vstupuji bTNL na ventro-medialni cestu, a jiz ve stadiu 19 jsou pritomny v okoli
notochordu, a také se bTNL vyskytuji v mimobunécném prostoru podél dorzalni strany
nervové trubice. V tomto stadiu je také mozné vyjimecné pozorovat bTNL migrujici dorzo-
laterdlni cestou mezi somitem a ektodermem v dorzdlni ¢4sti trupu (Tabule [OB). Déle
bTNL migruji ventro-medialni cestou, kde dosahuji irovné ventralni strany notochordu
ve stadiu 20 (Tabule [0C). V tomto stadiu tvoi{ bTNL také shluky v prostoru dorzdlné
od nervové trubice. Stejné tak ve stadiu 23 jsou bTNL ptitomny ve shluku nad nervovou

trubici a také po ventro-medialni cesté od irovné nervové trubice po oblast dorzalni aorty

(Tabule 9D).

Na transverzalnich rezech komparativné barvenych embryi viic¢i fibronektinu a buné-
¢enym jadrim jsou ve stadiu 17 pritomny mezenchymalni builky v prosotru mezi nurdlnim
kylem, dorzanim vrcholem somitu a ektodermem (Tabule [E). Ve stadiu 18+ jsou volné
bunky pritomny na ventro-medidlni cesté v okoli nervové trubice, nejventralnéji dosahuji
dorzélnfho okraje notochordu (Tabule [JF). Ve stadiu 20+ jsou volné buiiky pritomny po
ventro-mediélni cesté od drovné nervové trubice az po ventralni okraj notochordu (Ta-
bule @]G) Ve stadiu 23 se volné bunky nachazi po celé délce ventro-medialni cesty, od
trovné nervové trubice déle po ventraln{ stranu notochordu (Tabule [JH).
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Pozdni migrace

Vyraznou migraci bTNL dorzo-lateralni cestou ve formaci fetizku je mozné pozorovat
ve stadiu 31 mezi myotomem a ektodermem na dorziln{ strané embrya (Tabule [L0JA).
V tomto stadiu jsou bTNL také soucasti parovych spinalnich gangliich ulozenych po stra-
nach nervové trubice (Tabule ), a jsou také viditelné v mezenchymu hrbetni ploutve

(Tabule [10C).

3.4 Analyza vztahu mezi migraci bTNL a somity

Somity tvori v trupu objemné kompartmenty, jez ovliviiuji bTNL béhem migrace a definuji
také jednotlivé cesty migrace. Proto jsem chtél zjistit, jaky vztah se uplatnuje mezi migraci
bTNL a samotnymi somity. Na transverzalnich fezech trupem embryi studovanych druht
protilatkové barvenych viici SOX10 a myotomu lze pozorovat vztah téchto dvou bunéénych
populaci (Tabule [L1)).

U bichira ve stadiu 23+ jsou bTNL viditelné dorzalné od nervové trubice pravé po
delaminaci. Somit tvori kompaktni utvar bez zjevné diferenciace na myotom, dermatom
a sklerotom (Tabule[L1]A). Ve stadiu 24, kdy butiky trupové neurdlni listy zahajuji migraci,
somit projevuje na své medidlni strané diferenciaci myotomu (Tabule ) Ve stadiu
25+, kdy bTNL dosahuji irovné notochordu, je valnd vétsina ptuvodniho somitu tvorena
myotomem (Tabule ) U jesetera ve 25 vprostied délky trupu, kde bTNL delaminuji,
tvoif somit kompaktn{ tvar (Tabule [L1D). P¥i zahdjeni migrace bTNL ve stadiu 26 lze
pozorovat zahdjeni diferenciace somitu v myotom na jeho medidlni strané (Tabule )
Ve stadiu 27, kdy bTNL migruji ventro-medialni cestou a dosahuji irovné notochordu,
myotom tvori témeér celou medialni ¢ast ptivodniho somitu s vyjimkou nejdorzalnéjsiho
vrcholu v blizkosti nervové trubice (Tabule[I1F). U kostlina ve stadiu 18, v ¢ase zahéjent
migrace bTNL jsou somity stéle kompaktni (Tabule ) Ve stadiu 19, kdy bTNL migruji
ventro-medidlni cestou a jsou pritomny v okoli notochordu, myotomy zahajuji diferenciaci
na medidlni strané somittt (Tabule [L1H). Ve stadiu 20 poté tvoii myotom témét celou
medialni ¢ast ptivodniho somitu, s vyjimkou nejdorzalnéjsiho vrcholu v blizkosti nervové
trubice (Tabule [L1]l).

Na prezentovanych datech se ukazuje, ze bTNL poc¢inaji migrovat ve stejny cas, kdy
se dochazi k rozpadu epitelidlniho somitu a jeho diferenciaci v myotom na medialni strané.

3.5 Analyza zavislosti segmentalni migrace na dorzo-ventralni

urovni

Pri analyzovani transverzalnich fezti protilatkové barvenych viici SOX10 jsem si povsiml,
ze se bTNL v okoli ventralni ¢asti notochordu vyskytuji castokrat jen na pravé ¢i levé
strané (napf. Tabule [7D). To mé privedlo k tuvaze, ze se bTNL priblizné v oblasti noto-
chordu segmentuji v anerio-posteriorni ose, a to, jestli se vyskytuji na pravé ¢i levé strané

miize byt dano treba jen mirnym odklonem transverzalniho fezu od kolmice k medialni
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roviné. Z toho divodu jsem dale provedl analyzu na horizontalnich fezech studovanych
druhti. Embrya byla protilatkové barvena viici SOX10 za ucelem vizualizace bTNL, a zna-
¢ena také markerem 12/101 vici myotomum, aby byly jasnéji viditelné jednotlivé télni
segmenty trupu predstavované pravé myotomy (Tabule .

U bichira ve stadiu 28 v tirovni nervové trubice vykazuji bTNL nesegmentovany zpti-
sob migrace po anterio-posteriorni ose (Tabule ), a jsou pritomny po celé délce jednot-
livych somitti. Ventralné v trovni notochordu u stejného embrya se vsak bTNL shlukuji
po anterio-posteriorni ose, presné vprostied délky jednotlivych segmenti (Tabule )
Na jeden segment se vyskytuje také velmi malé mnozstvi bTNL. U jesetera ve stadiu
27 se v urovni nervové trubice vyskytuji bTNL nesegmentované po anterio-posteriorni
ose, a jsou pritomny po celé délce somitu (Tabule ) Ventralné v tirovni notochordu
téhoz embrya jsou bTNL naopak shluknuty vprostied délky jednotlivych somiti, a pro-
jevuji tak segmentalni vzor uspofddani po anterio-posteriorni ose (Tabule [12D). Stejné
jako u bichira ¢itaji jednotlivé shluky malé mnozstvi bunék na jeden somit. U kostlina ve
stadiu 21 jsou v urovni nervové trubice bTNL nesegmentované po anterio-posteriorni ose,
a nachézi se po celé délce jednotlivych somiti (Tabule ) V trovni notochordu téhoz
embrya jsou vSak bTNL shluknuty vprostied délky jednotlivych segmenti jako u bichira
a jesetera, a vykazuji tak anterio-posteriorni segmentaci béhem migrace (Tabule )
Mnozstvi bTNL na jeden segment je vsak vétsi nez u zminénych druhti.

Béhem ventro-medidlni cesty se bTNL u vSech tii studovanych druhii segmentuji
po anterio-posteriorni ose, ptiblizné v irovni predélu nervové trubice a notochordu. Ven-
tralné od této irovné pak bTNL migruji mezibunéénym prostorem ventro-medialni cesty
vprostied délky jednotlivych télnich segmentti. Analyza horizontalnich fezu barvenych

vici SOX10 a svaloviné u studovanych druht neodhalila bTNL uvnitf somiti/myotomd.

3.6 Experimentalni znaceni bunék trupové neuralni listy bichira

Chtél jsem otestovat hypotézu, zda-li se PTNL podili na tvorbé nékteré z tkani ganoidni
supiny a disponuji tak skeletogennim potencialem. Za timto ticelem byla pouzita technika
mapovani bunécného osudu injikaci lipofilniho fluorescencéniho barviva CM-Dil, jez se vaze
na bunky, se kterymi prijde do styku, a vydrzi na nich navazané i po dlouhou dobu vyvoje.
To je zadouci, uvazujeme-li dlouhou dobu, nez se Supiny u bichira zacnou tvorit. Celkem
bylo provedeno 7 sérii injikaci s celkovym poctem 104 nainjikovanych embryi bichira. Po
optimalizaci jak injika¢niho postupu, tak samotného odchovu embryi a larev, se podarilo
odchovat 3 jedince do stari 3 mésict, kdy jsme uvazovali prvni vznik ganoidnich Supin
v trupu. Analyza nejvhodnéjsiho jedince se starim 3,5 mésice véku se vSak nezdarila.
Bichifi byli injikovani ve stadiich 22-25, bud do mista uzavirajici se nervové trubice,
nebo do lumen jiz zformované nervové trubice, coz prineslo lepsi vysledky oproti diive
zminénému. P1i injikovani pouze samotnym CM-Dil nastaly u embryi nezddouci vyvojové
vady v oblasti trupu. Nejlepsim kompromisem mezi letalni koncentraci neredéného CM-

Dil a koncentraci se srazejici se konzistenci pri velkém poméru barviva s fedicim roztokem
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se ukdzal pomér CM-Dil ku 10% roztoku sacharézy 1:5, viz Minaiik & spol., 2017 [106].
Jako priklad uvedu injikované embryo bichira ve stadiu 24 (Tabule [I3A). Barvivo bylo
vpraveno do lumen nervové trubice, s mistem injikace v mediané na dorzalni strané trupu,
priblizné v poloviné jeho délky. Barvivo prostoupilo lumen nervové trubice az do oblasti
hlavy. Abych ovéril, jestli opravdu doslo k oznaceni nervové trubice s nascentnimi bTNL,
toto embryo jsem zafixoval 1 den po injikaci ve stadiu 27 ve 4% roztoku PFA, protilatkové
obarvil vi¢i fibronektinu, a analyzoval na fezech. Barvivo bylo pritomno pouze v ramci
nervové trubice (Tabule ) Jiné embryo ze stejné série injikované totoznym zptusobem
jsem zafixoval 2 dny po injikaci ve stadiu 29, opét obarvil protilatkové vici fibronektinu
a analyzoval na fezech. Barvivo bylo ptitomno jak v ramci nervové trubice, tak i v bTNL
migrujicich ventro medidlni cestou (Tabule ) Nejventralnéji oznacena bTNL se na-
chazela v trovni notochordu. Tyto vysledky mi potvrdili presnost oznaceni bTNL, ac
v porovnani s protilatkovym barvenim na SOX10 ne ty nejranéji migrujici bTNL.

Ze dvou injikac¢nich sérii jsem zafixoval a nasledné analyzoval nékolik injikovanych
embryi, abych ziskal komplementarni data o migraci bTNL technikou znaceni bunék
in vivo. Zafixovano bylo celkem 18 injikovanych embryi po 24 hodinach vyvoje, od stadia
cca 26 do stadia 36. Analyza na fezech téchto experimentalnich embryi ukazala pritomny
signdl CM-Dil v mnoha derivatech (Tabule , spise nez v migrujicich bTNL. Ozna-
c¢ené bTNL byly pozorovany migrujici v okoli nervové trubice na ventro-medialni cesté
(n=5). Barvivo CM-Dil bylo pritomno v bunéénych shlucich pod epidermis na lateralnich
strandch embrya (n=4), predstavujici pravdépodobné ganglia neuromasti postranni linie
(Tabule [14A). Pozitivn{ signdl byl piftomen také ve spindlnich gangliich (n=4), parové
ulozenych laterdlné od nervové trubice (Tabule [14B). Pozitivni signal byl pfitomen i tésné
okolo notchordu (n=3), coz mize znacdit jako derivit bTNL obal notochordu, nebo misto
setrvani bTNL pted naslednou migraci (Tabule ) Pozorovany byly také oznacené
buniky v prostoru myosept (n=3), jejichz pozice v tomto prostoru byla urcena z hori-
zontélnich dat zde neuvedenych (Tabule [14D). Fluorescenci vykazoval zloutek u kazdého
embrya, a Casto také dorzalni aorta a jeji blizké okoli (n=8). Zdroj pozitivniho signdlu je
ale u obou struktur nejspise zptisoben autofluorescenci, nez pritomnosti barviva CM-Dil
(Tabule [14E). Mezenchymaln{ buiiky pozitivn{ na signal byly pozorovény také ve hibetni
ploutvi (n=8) a ploutvi bfisni (n=3) (Tabule [14F).
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TABULE

Tabule 1: Celkovostni pohled na embrya studovanych druht s expresi Sox9
v bunikach neuralni listy. Rana (A, C, E) a pozdnéjsi (B, D, F) exprese genu Soz9
u bichira (A, B), jesetera (C, D) a kostlina (E, F) z dorzalniho pohledu s hlavou smétujici
nahoru. Cerchovana linie zna¢ hranici mezi hlavou a trupem. Sipky ukazuji vizualizovanou

expresi v trupu. Tabule sestavena z dat Mgr. Jana Stundla, Ph.D.
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Tabule 1: Celkovostni pohled na embrya studovanych druhii s expresi Soz9 v bunkach neuralni
listy.



TABULE

Tabule 2: Detailnéjsi analyza vzniku bunék neuralni listy v trupu studovanych
druht za pomoci SOX9. Rana (A, D, G), stfedni (B, E, H) a pozdni (C, F, I) faze
vzniku bunék trupové neuralni listy na protilatkové barvenych embryich bichira (A, B, C),
jesetera (D, E, F) a kostlina (G, H, I) vaéi proteinu SOX9. Snimky (A-I) zobrazuji detail
trupu z dorzalniho pohledu s hlavou smérujici doleva. Témto snimktim odpovida vyzna-
¢end ¢ast na celkovostnim pohledu na embrya (A’-I"). Vyrazny pozitivni signal v anteriorni
casti embrya nélezi bunkam hlavové neurdlni listy a znaci tak rozhrani hlavy a trupu. Bila
sipka ukazuje pritomnost SOX9 v bunkach trupové neurdlni listy, zatimco cernda Sipka
ukazuje SOX9 v bunkéch odlisného ptvodu.
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Tabule 2: Detailnéjsi analyza vzniku bunék neuralni listy v trupu studovanych druht za pomoci SOX9.



TABULE

Tabule 3: Analyza dynamiky vzniku bunék trupové neuralni listy na rezech
za pomoci SOX9. Transverzalni fezy trupem bichira (A, B), jesetera (C, D) a kostlina
(E, F) barvené protilatkové vuci SOX9 ukazuji bunky trupové neurdlni listy v ramci
neuroektodermu (A, C, E) a v prubéhu delaminace ¢i nejranéjsi migrace (B, D, F).
Zkratky: nk — neurdlni kyl; not — notochord; nt — nervova trubice.
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Tabule 3: Analyza dynamiky vzniku bunék trupové neuralni listy na fezech za pomoci SOX9.



TABULE

Tabule 4: Analyza anatomie neuroektodermu a kontinuity jeho bazalni laminy
na histologicky a protilatkové barvenych rezech. Transverzalni rezy ukazujici ana-
tomii nervové trubice (A, C, E) a jeji bazalni laminu s jednotlivymi bunkami (B, D, F)
na bichirovi (A, B), jeseterovi (C, D) a kostlinovi (E, F). Sipky na histologicky barvenych
fezech (A a E) ukazuji na bunéénou nesourodost v ramci neuroektodermu, na protilatkové
barvenych fezech (B, D, F) zase delaminujici butiky neurdlni liSty z mista prerusi bazalni
laminy tohoto neuroektodermu.

Zkratky: nk — neurdlni kyl; not — notochord; nt — nervova trubice.
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Tabule 4: Analyza anatomie neuroektodermu a kontinuity jeho bazalni laminy na histologicky
a protilatkové barvenych rezech.



TABULE

Tabule 5: Bichir — detailni analyza rané migrace bunék trupové neuralni listy
na rezech. Bunky trupové neuralni listy vizualizované protilatkovym barvenim viic¢i pro-
teinu SOX10 (A-D), a hranice tkani s volnymi bunkami vyobrazené protilatkovym bar-
venim vuci fibronektinu a bunéénym jadram (E-H). Transverzalni fezy predni tfetinou
trupu. Sipky (A-D) ukazuji nejventralndji migrujici buiiku trupové neuralni listy, zatimco
sipky na (E-G) ukazuji nejventralnéji pozorovanou burku mezibunééného prostoru.
Zkratky: da — dorzéalni aorta; not — notochord; nt — nervova trubice.
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Tabule 5: Bichir — detailni analyza rané migrace bunék trupové neuralni listy na rezech.



TABULE

Tabule 6: Bichir — detailni analyza pozdni migrace bunék trupové neuralni
listy na rezech. Bunky trupové neurdlni listy a jejich derivaty vizualizované protilat-
kovym barvenim vuci proteinu SOX10 na transverzéalnich rezech (A-D). Témto snimkim
odpovida vyznacend ¢ast na schématickém nékresu transverzalntho fezu embryem (A’-D’)
s Gervend vyznac¢enymi bTNL a jejich derivaty. Sipky ukazuji na migrujici buiiky trupové
neuralni listy, trojihelniky ukazuji na diferencujici bunky trupové neuralni listy.

Zkratky: g — ganglion v blizkosti neuromasti; hp — htbetni ploutvev; mb — mezenchymalni
bunky; myo — myotom; p — pigmentova bunka; not — notochord; nt — nervova trubice;

spg — spinalni ganglion.
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Tabule 6: Bichir — detailni analyza pozdni migrace bunék trupové neurdlni listy na fezech.



TABULE

Tabule 7: Jeseter — detailni analyza rané migrace bunék trupové neuralni listy
na rezech. Bunky trupové neuralni listy vizualizované protilatkovym barvenim vici pro-
teinu SOX10 (A-D), a hranice tkani s volnymi bunkami vyobrazené protilatkovym bar-
venim vuci fibronektinu a bunéénym jadrum (E-H). Transverzélni fezy predni tretinou
trupu. Sipky (A-D) ukazuji nejventralndji migrujici buiiku trupové neuralni listy, zatimco
sipky na (E-H) ukazuji nejventralnéji pozorovanou buiku mezibunééného prostoru. Troj-
thelnik (D) ukazuje na zakladajici se spindlni ganglion.

Zkratky: not — notochord; nt — nervova trubice; spg — spinalni ganglion.
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Tabule 7: Jeseter — detailni analyza rané migrace bunék trupové neuralni listy na fezech.



TABULE

Tabule 8: Jeseter — detailni analyza pozdni migrace bunék trupové neuralni
listy na rezech. Bunky trupové neurdlni listy a jejich derivaty vizualizované protilatko-
vym barvenim vuci proteinu SOX10 na transverzalnich fezech (A-C). Vyznacena Cast na
schématickém nakresu (B’, C’) s ¢ervené vyznacenymi bTNL a jejich derivaty odpovida
snimku (B, C). Trojtihelniky ukazuji na diferencujici butiky trupové neuralni listy.

Zkratky: not — notochord; nt — nervova trubice; spg — spinalni ganglion; syg — sympatické

ganglium.
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Tabule 8: Jeseter — detailni analyza pozdni migrace bunék trupové neuralni listy na fezech.



TABULE

Tabule 9: Kostlin — detailni analyza rané migrace bunék trupové neuralni
lisSty na rezech. Bunky trupové neurdlni listy vizualizované protilatkovym barvenim
vici proteinu SOX10 (A-D), a hranice tkani s volnymi bunkami vyobrazené protilatko-
vym barvenim vudi fibronektinu a bunéénym jadram (E-H). Transverzalni fezy predni
tietinou trupu. Sipky (A-D) ukazuji nejventralndji migrujic buiiku trupové neuralnf listy,
zatimco Sipky (E-G) ukazuji nejventralnéji pozorovanou butiku v mezibunééném prostoru.
Trojthelnik (B) ukazuje na buriku trupové neuralni listy migrujici dorzo-lateralni cestou.

Zkratky: nk — neurdlni kyl; not — notochord; nt — nervova trubice.
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Tabule 9: Kostlin — detailni analyza rané migrace bunék trupové neuralni listy na fezech.



TABULE

Tabule 10: Kostlin — detailni analyza pozdni migrace bunék trupové neuralni
listy na rezech. Bunky trupové neuralni listy a jejich derivaty vizualizované protilat-
kovym barvenim vici proteinu SOX10 na transverzalnich fezech (A-C). Témto snimkim
odpovida vyznacend ¢ast na schématickém nakresu transverzalniho fezu embryem (A’-C?)
s Gervené vyznacenymi bTNL a jejich derivaty. Sipky ukazuji na migrujici buiiky trupové
neuralni listy, trojuhelniky ukazuji na diferencujici bunky trupové neuralni listy.

Zkratky: mb — mezenychmalni bunky; my — myotom; not — notochord; nt — nervova trubice;

spg — spinalni ganglion.
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Tabule 10: Kostlin — detailni analyza pozdni migrace bunék trupové neuralni listy na fezech.



TABULE

Tabule 11: Zavislost migrace bunék trupové neuralni listy na tirovni diferenci-
ace somitil u studovanych druhi. Buiky trupové neurdlni listy vizualizované pomoci
SOX10 a myotom pomoci markeru 12/101 ve stadiu pred rozpadem somitt (A, D, G), pfi
zahdjeni diferenciace myotomu (B, E, H) a v pokro¢ilé fazi diferenciace myotomu (C, F, T).
Transverzalni fezy bichirem (A-C), jeseterem (D-F) a kostlinem (G-I). Sipky ukazuji nej-
ventralnéji migrujici bunku trupové neuralni listy, trojuhelniky ukazuji myotom.
Zkratky: nk — neurdlni kyl; not — notochord; nt — nervova trubice.
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Tabule 11: Zavislost migrace bunék trupové neuralni listy na trovni diferenciace somit u studovanych druh.



TABULE

Tabule 12: Zavislost segmentalni migrace bunék trupové neuralni listy na
dorzo-ventralni trovni téla u studovanych druhii. Bunky trupové neurdlni listy vi-
zualizované pomoci SOX10 a myotom pomoci 12/101 v tirovni nervové trubice (A, C, E)
a notochordu (B, D, F) u bichira (A, B), jesetera (C, D) a kostlina (E, F). Sipky ukazuji
na bunky trupové neuralni listy v ramci jednoho segmentu ohraniceného c¢erchovanymi
liniemi.

Zkratky: ekt — ektoderm; not — notochord; nt — nervova trubice.
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Tabule 12: Zavislost segmentalni migrace bunék trupové neuralni listy na dorzo-ventralni irovni
téla u studovanych druht.



TABULE

Tabule 13: Bichir - experimentalni znaceni bunék trupové neuralni listy za
pomoci CM-Dil umoziujici in vivo sledovani jejich vyvoje. (A) Sipka ukazuje
oznacenou nervovou trubici s bunkami neuralni listy z lateralniho pohledu na embryo
s hlavou smétujici doleva. (B) CM-Dil v rdmci nervové trubice na transverzalnim fezu.
(C) CM-Dil v rdmci nervové trubice a v migrujici bunice trupové neuralni listy oznacené
sipkou na transverzalnim fezu.

Zkratky: not — notochord; nt — nervova trubice.
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Tabule 13: Bichir - experimentédlni znaceni bunék trupové neuralni listy za pomoci CM-Dil umoznujici in vivo sledovani jejich vyvoje.



TABULE

Tabule 14: Bichir — derivaty trupové neuralni listy zjisténé za pomoci in vivo
znaceni barvivem CM-Dil na fezech. Snimky (A-F) zobrazuji detail transverzalnich
fezl trupem bichira s pozitivnim CM-Dil signalem v derivatech neuralni listy. Témto snim-
kiim odpovida vyznacena ¢ast na schématickém nékresu transverzalniho rezu embryem
(A’-F’) se zelené vyznacenym signdlem pro CM-Dil.

Zkratky: da — dorzalni aorta; g — ganglion neuromastii; mb — mezenchymalni bunka;

not — notochord; nt — nervova trubice; sb — Schwannova bunka spg — spinalni ganglion.
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Tabule 14: Bichir — derivaty trupové neuralni listy zjisténé za pomoci in vivo znaceni barvivem CM-Dil na fezech.




5. Diskuze

v prubéhu tvorby této diplomové prace jsem nasbiral velké mnozstvi dat o bunkach
trupové neurdlni listy (bTNL) u zastupci reprezentujicich vsechny skupiny bazal-
nich paprskoploutvych ryb (Actinopterygii): bichir senegalsky (Polypterus senegalus) za
mnohoploutvé (Polypteriformes), jeseter maly (Acipenser ruthenus) za chrupavéité (Chon-
drostei) a kostlin mexicky (Atractosteus tropicus) za mnohokostnaté (Holostei). Zde uvedu
maly vycet nejzajimavéjsich témat, ktera se vyjevila pri analyze bTNL u téchto pozoru-
hodnych druht.

5.1 Neurulace a delaminace bunék trupové neuralni listy

Bunky neuralni listy obecné vznikaji béhem neurulace, kdy dochézi k invaginaci neu-
roektodermu. Neurdlni valy neuroektodermu posléze splyvaji za vzniku nervové trubice,
a soucasné dochazi k oddéleni (delaminaci) bunék neurdlni listy. U kostnatych (Teleostei)
vsak dochazi k neurulaci odlisnym zptsobem, pres tzv. neuralni kyl, kdy bunky neuroek-
todermu formujici masu bunék kavituji za vzniku nervové trubice [107, 108]. Pfechodny
stav mezi témito dvéma typy neurulace lze pozorovat pravé u zastupct bazalnich skupin
paprskoploutvych ryb [31]. U bichira probihd neurulace klasickou invaginaci neuroekto-
dermu, u jesetera tzv. mélkou invaginaci v ramci zloutkového vacku, a u kostlina poté
vznikd nervova trubice skrze neurdlni kyl stejné jako u kostnatych [31, 102]. Chtél jsem
zjistit, zda-li se odlisny zpiisob neurulace u studovanych druhti promita také na zpisobu
vzniku bunék neurdlni listy v trupu. Ziskand data jsem nasledné porovnal s typem neu-
rulace u kazdého zéstupce [31, 102]. Ukazalo se, ze bTNL u bichira i jesetera delaminuji
z nervové trubice po splynuti neuralnich vali, u kostlina zase ve stadiu, kdy dochazi k za-
hajeni kavitace neuralniho kylu v nervovou trubici. K delaminaci bTNL tak dochazi presné
v ¢ase vzniku nervové trubice, a nikoli predtim, jako ve vyjimecéném piipadu delaminace
bunék hlavové neuralni listy u mysi a drapatky ve stadiu stale otevienych neurdlnich
valt [109, [110]. U kufete bylo navic popsdno, Ze delaminace bTNL je spusténa v ndvaz-
nosti na rozpad epitelidlnich somiti a jejich naslednou diferenciaci [40]. Toto tvrzeni se
potvrdilo také na mych datech, nebot bTNL delaminovaly pfesné v case rozpadu somit,
a zahdjeni migrace doprovéazela nasledna diferenciace myotomii. U vSech tii studovanych
druhti se delaminace bTNL odehravala konzervativné v anterio-posteriornim razu. Co se
tyce pozice delaminace bTNL na transverzalnim rezu neuroektodermem, u vsech ti{ druht
se odehrava medialné na dorzalni strané. U dania, které stejné jako kostlin neuruluje skrze
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neralni kyl, byla vsak popsana delaminace odehravajici se nejprve na laterdlnich stranach
neuroektodermu, a az pozdéji na dorzalni strané v rameci dalsi viny migrace bTNL [63].
Jak je vsak patrné z mych dat u kostlina, ¢asné delaminované bTNL je tézké rozeznat,
nebot jsou stlaceny mezi ektodermem a neuroektodermem. Pozdéji pti zahdjeni migrace
na lateralnich stranach neuroektodermu jsou vsak jasné oddélené od neuroektodermu, coz
takto mohlo byt v pripadé dania interpretovano jako misto delaminace. Dale se ukézalo,
ze bTNL jsou u jesetera a kostlina vykazatelné v ramci neuroektodermu za pomoci SOX9
mnohem driive pred samotnou delaminaci, zatimco u bichira nastava specifikace bTNL
tésné pred delaminaci [IT1]. Déle mé zajimalo, jestli bTNL u zastupcu bazélnich skupin
paprskoploutvych ryb formuji v ¢ase mezi delaminaci a zahajenim migrace vicevrstevnou
,strunu® na dorzalni strané nervové trubice, jak byl popséno u axolotla [54} [55]. Podobnou
strukturu jsem vsSak u studovanych druhti na transverzalnich fezech nepozoroval.
Delaminace bTNL se u vSech tii studovanych druhti odehréava konzervativné, a to
v pocateénim case vzniku nervové trubice, podél medidlni roviny na dorzalni strané této

vznikajici nervové trubice, a v anterio-posteriornim razu.

5.2 Migrace bunék trupové neuralni listy

Po delaminaci za¢inaji bTNL z mista svého vzniku migrovat, aby se dostaly na pozado-
vané misto, kde daji vznik nékterému ze svych derivati. Béhem migrace jsou vSsak bTNL
ovliviiovany signalizaci z okolnich bunék a tkani [25] 112]. V reakci na tyto signaly poté
mohou migrovat tfemi obecnymi cestami: ventro-medidlni mezi nervovou trubici s noto-
chordem a somity; ventro-lateralni skrze anteriorni polovinu sklerotomi; a dorzo-lateralni
mezi ektodermem a somity [34], 41]. Cesty uzivané k migraci stejné jako jejich casova po-
sloupnost se 1isi mezi jednotlivymi skupinami obratlovci, ne-li dokonce druh od druhu.
U mysi zac¢inaji bTNL migrovat ventro-lateralni i dorzo-lateralni cestou v jeden okamzik,
zatimco u kufete migruji bTNL nejdrive ventro-lateralné, pozdéji az vstupuji na dorzo-
lateralni cestu [47, 50, [49]. U axolotla bTNL migruji nejprve dorzo-lateralni, a az pozdéji
ventro-medialni cestou, bTNL dania naproti tomu nejdiive ventro-medialni, a posléze
dorzo-laterdlni cestou [59], 63]. Jak se ukazuje na mych datech, bTNL u vsech tif studova-
nych druhi nejdrive vstupuji na ventro-medialni cestu, kudy migruji az k oblasti dorzalni
aorty. U kostlina se navic nékolik malo bTNL usazuje v prostoru nad nervovou trubici
a vyjimecné mohou individudlni bunky migrovat i dorzo-lateralni cestou. V case stale
probihajici ventro-medialni migrace se u bichira a kostlina usazuji bTNL v mezenchymu
hibetni ploutve.

U mysi a kurete vstupuji bTNL pri ventro-medidlni migraci do anterorni polo-
viny sklerotomii, coz vede k segmentaci migrujicich proudi bTNL po anterio-posteriorni
ose [47, B0, 51 IT3]. Nicméné se ukdzalo, ze u mnou studovanych druhi tvori vétsinu
pivodniho somitu myotom, na rozdil od mysi. Stejné tak u dania tvori vétsinu ptivodniho
somitu myotom, zatimco sklerotom se vyskytuje ventralné pod myotomem a v porovnani

s myotomem tvoii jen malou ¢ast [64]. T pres nepfitomnost sklerotomu podél ventro-
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medialni cesty migrace vsak dochézi u dania k segmentaci migrace po anterio-posterioni
ose, a to v urovni mezi nervovou trubici a notochordem [63]. Segmentalni migrace bTNL
miize byt nasledkem signalizace nikoli bunék sklerotomu, nybrz myotomu, a to také u bla-
natych obratlove véetné mysi a kufete [67]. U dania se ukédzalo, Ze tuto segmentalni
migraci patrné urcéuji myotomdlni buiiky pomalého svalstva [66]. Nicméné bunky skle-
rotomu ze své ventralni pozice migruji dorzalné po ventro-medidlni cesté az k nervové
trubici [64], [65]. Segmentalni migrace bTNL tak nakonec muze byt opravdu ovlivnéna
bunkami sklerotomu, jez se setkédvaji s migrujicimi bTNL na ventro-medialni cesté. To
navic znamena, ze pozorované mezenchymatické bunky v extracelularnim prostoru podél
ventro-medidlni cesty nemusi nutné predstavovat bunky neurdlni listy, nybrz také bunky
skelrotomu. U mnou studovanych druhii jsem také pozoroval segmentalni migraci bTNL
po anterio-posteriorni ose. U vSech t¥i z nich bTNL delaminuji a nasledné zahajuji migraci
ventro-medidlni cestou v nesegmentované formé. V trovni mezi nervovou trubici a noto-
chordem se vsak bTNL zacinaji shlukovat doprostted délky somitii, a ventralné jiz migruji
segmentované po anterio-posteriorni ose. Segmentace téchto bunék nastava praveé v miste,
kde u dania za¢ind dorzalni vrchol sklerotomu [64].

Pozdéji, kdy vsak migrace ventro-medialni cestou stale probiha, bTNL u bichira
a kostlina zac¢inaji migrovat také dorzo-lateralni cestou, avSak v mensim mnozstvi v po-
rovnani s ventro-medialni migraci. Migruji jednotlivé, a u kostlina navic byla pozorovana
i migrace ve formaci retizku. U jesetera jsem migraci dorzo-lateralni cestou nepozoroval,
a nejspis se tak déje az v pozdéjsich vyvojovych stadiich. Souhrnem, bTNL u vSech tri
studovanych druhti zac¢inaji migrovat ventro-medialni cestou a v nesegmentované formé.
V tirovni mezi nervovou trubici a notochordem se shlukuji vprostied délky jednotlivych so-
miti, a dale migruji ventralné v segmentované formé az k oblasti dorzalni aorty. U bichira
a kostlina se bTNL shromazduji také v mezenchymu hibetni ploutve, a pozdéji u obou
dvou druhtt migruji bTNL také dorzo-lateralni cestou, a¢ v malé mite.

5.3 Derivaty trupové neuralni listy

Kdyz bTNL domigruji na své misto urceni, diferencuji v jeden ze svych derivati, jimiz
mohou byt spinalni ganglia, bunky enterického nervového systému, melanocyty, chroma-
finni bunky dfené nadledvin, Schwannovy bunky, sympatickd ganglia ¢i nékolik dalsich,
zejména neurdlnich derivati [28]. U mnou zkoumanych druht jsem pozoroval ¢asné deri-
vaty trupové neuralni, a to jednak za pomoci protilatkového barveni vici SOX10 u vsech
ti1 studovanych druht, a jednak za pomoci barviva CM-Dil u experimentalnich embryi bi-
chira. U vSech zkoumanych druhti tvotily bTNL shluky ulozené v paru lateralné od nervové
trubice, predstavujici zakladajici se spinalni ganglia. Na Tezech experimentalnimi embryi
bichia pozdéjsiho stadia vyvoje poté tyto ttvary presné odpovidaji svou pozici i tvarem
spindlnim gangliim pozorovanym u dania [69]. Dale jsem u bichira a kostlina pozoroval
bunky migrujici dorzo-lateralni cestou. Jak je zndmo, bunky migrujici touto cestou davaji

vzniknout pigmentovym bunkam. Nicméné i bTNL migrujici ventro-medialni cestou, mo-
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hou dat vznik pigmentovym bunkam. Ty pro migraci vyuzivaji perifernich nervi, at uz
v pripadé prekurzorit Schwannovych bunék ¢i jednotlivych bTNL migrujicich myosepty,
a posléze davaji vznik pigmentovym bunkam [I14], 105]. Déle jsem pozoroval bTNL také
v mezenchymu hibetni ploutve jak u bichira, tak i kostlina. U bichira se tato data potvr-
dila také na experimentalné znacenych embryich. Pritomnost bTNL ve hibetni ploutvi
byla difve popsdna u axolotla a dania [55], [56], [72]. Ackoli jejich funkeci nikdo nekomen-
toval, bylo popfeno, Ze by zde bTNL tvofily mezenchym ¢i skeletalni tkané [57, 73], [74].
Mozné vysvétleni prinesly az vysledky studii provedenych na platysovci. V nich se tvrdi,
ze bTNL vyuzivajli mezenchym hibetni ploutve jako docasné misto setrvani do pozdéj-
sich vyvojovych stadiich, kdy opét migruji a na to diferencuji v adultni typ pigmen-
tovych bunék [75] [76]. Jelikoz u jesetera nebyly bTNL pozorovany pii dorzo-laterdlni
migraci a ani v mezenchymu hibetni ploutve, zda se, ze jeho pigmentace je omezena na
pozdéjsi vyvojova stadia, nebo vétsina pigmentovych bunék vznika prave z prekurzort
Schwannovych bunék migrujicich ventro-medialné [114]. Déle jsem u bicihira pozoroval
subepidermalni shluky bTNL v trovni notochordu po dorzo-ventralni ose, a to jak na
protilatkoveé, tak i experimentalné barvenych embryi. Z pozice téchto shluku se zda, ze by
se mohlo jednat o glie neuromast postranni linie. Ty vznikaji u dania, axolotla a zZra-
lucka skvrnitého (Chiloscyllium punctatum) pravé z bTNL, a¢ samotné neuromasty jsou
odvozeny od plakody postranni linie, mimo jiné tvorici v hlavové oblasti také elektrické
organy [71), 55, 115, [116], 117]. U bichira jsem déle pozoroval bTNL v prostoru myosept
jak na protilatkové, tak i experimentalné barvenych embryich, a také v tésném okoli no-
tochordu u experimentalnich jedinct. Tyto bTNL jsou ve spojeni s perifernimi nervy, po
kterych migruji, a pozdéji ve vyvoji tvori také adultni typ pigmentovych bunék [105].
U experimentalnich embryi bichira témér vzdy vykazovala pozitivni signél také dorzalni
aorta a jeji okoli. Nicméné soudim, Ze tento signal pochéazi z autofluorescence endodermu,
ze kterého jsou hypoderm, a nésledné i dorzalni aorta odvozeny [118]. S vyjimkou jesetera
jsem nepozoroval zadny bunécény uttvar v blizkosti dorzalni aorty, jenz by mohl predsta-
vovat slpindlni ganglia. Budto mohou vznikat az béhem pozdéjsich stadii vyvoje, nebo

rané diferenciace prestavaji exprimovat Soz10.
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6. Zavér

Pfedloéené diplomova préace obsahuje poznatky o vzniku, migraci a rané diferenci-
aci bunék trupové neurdlni listy u vybranych zastupci bazéalnich skupin paprsko-
ploutvych ryb: bichira (Polypterus senegalus), jesetera (Acipenser ruthenus) a kostlina
(Atractosteus tropicus). Prace obsahuje také data o derivatech trupové neuralni listy bi-
chira z experimentalniho znaceni pomoci barviva CM-Dil.

Vysledky ukazuji na obecné schéma vzniku a migrace bTNL mezi studovanymi
druhy, i pres druhové specifické variace u jednotlivych zastupcti. U vSech tfech druht
ryb vznikaji bTNL podél medidlni osy trupu, v dorzalni ¢asti neuroektodermu. U bichira
a jesetera bTNL delaminuji po spojeni neuralnich valt za vzniku nervové trubice, zatimco
u kostlina delaminuji pii zahdjeni kavitace neuralniho kylu v nervovou trubici. Delami-
nace u vSech zastupct probiha v anterio-posteriornim razu, a je pruvodni s ¢asem rozpadu
epitelialnich somitii. Nasledné bTNL vstupuji na ventro-medialni cestu, kudy migruji k ob-
lasti ventralni strany notochordu a dorzalni aorté. U kostlina mohou v malém mite bTNL
pri zahdjeni migrace putovat také dorzo-lateralni cestou, a nékolik jich ztstava v prostoru
mezi nervovou trubici a ektodermem. PTi ventro-medialni migraci dochézi na rozhrani
nervové trubice a notochordu k anterio-posteriorni segmentaci migrujicich bunék. Proudy
bTNL jsou usporadany segmentované vprostied délky jednotlivych segmentti, tvorenymi
zejména myotomy. V pozdnéjsich stadiich vyvoje, kdy jiz neni pozorovana migrace ventro-
medialni cestou, vstupuji bTNL u bichira a kostlina na dorzo-lateralni cestu. V pribéhu
stale probihajici migrace dochazi u vSech tti druhti k formaci spinalnich ganglii. U bichira
i kostlina jsou bTNL pritomny navic v mezenchymu hibetni ploutve, zatimco u jesetera
dochézi k formaci sypmatickych ganglii. U bichira byla pozorovana také migrace bTNL
prostorem myosept a diferenciace bTNL v glie neuromast. Tyto mezidruhové rozdily
vznikaji pravdépodobné néasledkem heterochronie a v pozdéjsich vyvojovych stadiich do-
chazi zfejmé k jejich setfeni. Na experimentalné znacenych embryich bichira se potvrdila
pritomnost bTNL ve spinalnich gangliich, v gangliich neuromastii, v mezenchymu hrbetni
ploutve, a také v podobé Schwannovy bunky v prostoru myosept. Nadto byl pozitivni
signal vykazuji bTNL pozorovan také v tésném spojeni s okolim notochordu.

A¢ se mi nepodarilo vytesit ultimatni otazku o skeletogennim potencialu trupové
neuralni listy bichira, vyjevil jsem jako prvni poznatky o biologii bunék trupové neuralni
listy u zastupctt bazalnich skupin paprskoploutvych ryb. Otazkou potencialni skeletogenni

aktivity trupové neuralni listy se budu zabyvat nadéale v ramci doktorského studia.
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