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Abstrakt
Neurální lišta je embryonální buněčná populace obratlovců vznikající během neurulace.
Buňky neurální lišty jsou význačné zejména svou vysokou migrační schopností a také ši-
rokým diferenciačním potenciálem. V rámci neurální lišty bývají rozlišovány dvě hlavní
subpopulace, lišící se zejména svou pozicí vzniku a utvářenými deriváty. Hlavová neurální
lišta vznikající v hlavě, kde její buňky tvoří neurony, glie, pigmentové buňky a také ekto-
mezenchymální deriváty: chrupavku a kost; a trupová neurální lišta vznikající posteriorně
od hlavové, kde její buňky tvoří neurony, glie i pigmentové buňky, navíc také chromafinní
buňky dřeně nadledvin. Dlouhá léta se myslelo, že buňky neurální lišty v trupu tvoří ek-
tomezenchymální deriváty stejně jako v hlavě. Nyní se však ukazuje, že tato schopnost je
v rámci trupu značně omezená. V této diplomové práci přináším první poznatky o buňkách
trupové neurální lišty u zástupců bazálních skupin paprskoploutvých ryb (Actinopterygii),
jmenovitě u bichira senegalského (Polypterus senegalus), jesetera malého (Acipenser ru-
thenus) a kostlína mexického (Atractosteus tropicus). Podrobně je v práci popsána doba
a místo vzniku buněk trupové neurální lišty, jejich místo v rámci neuroektodermu při
zahájení migrace, cesty migrace, závislost migrace buněk trupové neurální lišty na úrovni
diferenciace somitů, segmentace při ventro-mediální migraci a v neposlední řadě raná dife-
renciace těchto buněk. Poprvé jsou zde prezentovány také deriváty trupové neurální lišty
bichira z experimentálního značení pomocí barviva CM-DiI.

Klíčová slova: trupová neurální lišta, cesty migrace, exoskelet, bazální 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-DiI.

Key words: trunk neural crest, migratory pathways, exoskeleton, basal ray-finned fishes
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1. Teoretický úvod

Neurální lišta je multipotentí embryonální buněčná populace specifická pro obratlovce.
Zakládá se během neurulace jako součást neuroektodermu. V průběhu vývoje jedince

buňky neurální lišty prodělávají epitelio-mezenchiální přeměnu, a vymaňují se (delaminu-
jí) z epiteliálního uskupení neuroektodermu. Ve formě volného mezenchymu poté migrují
po komponentách mimobuněčné hmoty vyvíjejícího se jedince na konečné místo, kde di-
ferencují [1, 2]. Kvůli široké škále derivátů, kterým neurální lišta dává vzniknout, bývá
označována za čtvrtou zárodečnou vrstvu [3]. Tvoří na 37 jedinečných buněčných typů
(např. odontoblasty, Schwannovy buňky, melanocyty či neurony enterického systému),
a 10 jich sdílí společně s mezodermem (kupř. fibroblasty, osteocyty, chondrocyty) [4]. Až
na malé procento jsou jednotlivé buňky neurální lišty během delaminace a časné migrace
multipotentní, jinými slovy, jejich buněčný osud není předurčen [5]. Ještě před samotnou
delaminací nejspíše dochází k obnovení pluripotence, a buňky neurální lišty tak nabý-
vají vlastností buněk jiných zárodečných vrstev [6]. Následně během migrace se vývojový
potenciál omezuje odštěpováním jednotlivých buněčných linií [7].

Všechny procesy týkající se neurální lišty od její indukce v neuroektodermu, přes
delaminaci a migraci jejích buněk až po diferenciaci řídí tzv. genová regulační sít. Buňky
neurální lišty vlivem signálních drah a transkripčních faktorů této sítě nabývají potřeb-
ných vlastností, např. schopnost migrace či diferenciace v kýžený derivát [8]. Transkripční
faktory uplatňující se během delaminace jsou např. FoxD3 či Snai, během migrace zejména
Sox10, a při diferenciaci např. Mitf, Sox9 a také Sox10 [9]. Defekty vznikající v genové
regulační síti neurální lišty vedou k vrozeným vadám, tzv. neurokristopatiím. U člověka se
projevují více než padesáti chorobami, postihující kraniofaciální oblast, kůži, endokrinní,
imunní, srdeční a gastrointestinální systém [10]. Podle dané choroby lze odvodit, která
subpopulace neurální lišty (více v kapitole 1.2) je původcem malformace, čímž může být
léčba lépe cílena [11]. Výzkum neurální lišty má tak vysoký význam i pro medicínské užití.

Z evolučního hlediska je vznik neurální lišty význačnou událostí doprovázející vznik
obratlovců jako takových. Společně s ektodermálními plakodami je neurální lišta odpo-
vědná za vnik tzv. nové hlavy obratlovců (nadstavbou původní hlavy strunatců), což mimo
jiné umožnilo přechod od filtračního způsobu získávání potravy k aktivní predaci, a tím
pádem i diverzifikaci celé skupiny [12]. Přestavba na obratlovčí bauplan byla doprová-
zena postupným obohacováním genové regulační sítě vznikající neurální lišty za přispění
celogenomové duplikace [13].
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TEORETICKÝ ÚVOD

1.1 Evoluční vznik neurální lišty

U kopinatce (Cephalochordata) se v nervové trubici vyskytují pigmentové buňky podobné
svým genovým profilem pigmentovým buňkám obratlovců, mající původ v neurální liště.
Na rozdíl od nich však nemigrují, a nervovou trubici vůbec neopouští [14]. Tyto buňky
odpovědné za fotorecepci a pigmentaci mohou představovat buněčný předstupeň samotné
neurální lišty [15].

Pláštěnci (Tunicata) oproti kopinatci představují nejbližší příbuzné obratlovců [16].
U pláštěnky Ecteinascidia turbinata byly objeveny buňky migrující z nervové trubice,
nadto diferencující převážně v buňky pigmentové, což poukazuje na podobnost s buňkami
neurální lišty [17]. U jiného zástupce, sumky trubičkové (Ciona intestinalis), se v oblasti
hlavy vyskytují také buňky s charakteristikami neurální lišty obratlovců, jednak svou
pozicí vzniku na hranici neurálního ektodermu, a jednak podobnými geny pro specifikaci.
Nicméně tyto buňky postrádají migrační schopnost [18]. Situace se však liší v oblasti
trupu, kde z nervové trubice delaminující buňky migrují a později diferencující v bipolární
neurony, jež propojují sensorické neurony s motorickým gangliem či mozkem. Místem
vzniku, genovým profilem, migračním chováním, funkcí a i samotnou morfologií odpovídají
spinálním gangliím obratlovců, jež vznikají právě z buněk neurální lišty trupu. Tyto buňky
tedy mohou být homologické buňkám neurální lišty obratlovců [19].

Okraj neuroktodermu prvoústých a druhoústých živočichů má společné rysy v ge-
nové expresi i skladbě derivátů. U obratlovců se tato oblast (nazývaná okraj neurální
ploténky) dále regionalizuje na plakodální oblast a neurální lištu [20]. K tomuto rozdělení
okraje neuroektodermu patrně došlo již u společného předka pláštěnců a obratlovců [21].
Buňky proto-neurální lišty zřejmě disponovaly migrační schopností a měly některé vlast-
nosti neurální lišty [18]. Znaky charakterizující neurální lištu per se však byly postupně
inkorporovány až kmenovými skupinami obratlovců, kdy došlo k zavzetí klíčových genů
do genové regulační sítě neurální lišty [22]. Změny v regulaci neurální lišty nastaly poté
mezi kruhoústými (Cyclostomata) a čelistnatci (Gnathostomata). Třebaže je jádro ge-
nové regulační sítě pro neurální lištu shodné pro všechny obratlovce, mezi kruhoústými
a čelistnatci existují rozdíly v regulaci jejího programu [23].

1.2 Rozdíly v neurální liště: hlava a trup

Buňky neurální lišty vznikají po celé anterio-posteriorní ose embrya. Vedle genového pro-
filu se liší také jejich migrační chování a diferenciační schopnosti podle toho, v jakém místě
po této ose vznikají [24].

V hlavě buňky neurální lišty delaminují v jeden okamžik, a dále migrují jako masivní
shluk ve třech hlavních proudech (mandibulárním, hyoidním a branchiálním) až do faryn-
geálních oblouků [25, 26, 27, 28]. Uskupení buněk do podoby proudů je dáno mnoha
faktory. Jednak vnitřními, jako je aktivita hox-genů, a jednak faktory vnějšího pro-
středí, jakými jsou signály z endodermu a ektodermu, či také interakce s buňkami me-
zodermu [26, 29, 30]. Ačkoli je hlavní migrační schéma konzervativní pro všechny obrat-
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TEORETICKÝ ÚVOD

Obrázek 1: Rozdíly ve způsobu migrace buněk neurální lišty s vyznačenou hranicí mezi hlavou a trupem na
zobecněném embryu obratlovce. Zkratky: cb – cirkum-faryngeální buňky vagální neurální lišty; hp – hyodní
proud; ok – otická kapsula; FO – faryngeální oblouk; mp – mandibulární proud. Upraveno podle Kuratani & spol.
(2018) [35].

lovce, mezi jednotlivými druhy se mohou vyskytovat heterochronie v migraci jednotlivých
proudů, jež jsou poté příčinou vzniku morfologických odlišností [31]. Buňky hlavové ne-
urální lišty diferencují v ganglia hlavových nervů, svalovinu či melanocyty, ale také tvoří
skeletální tkáně: kost, chrupavku a vazivo, čímž se odlišují od buněk neurální lišty v trupu,
jež tyto tkáně netvoří [28, 32].

Buňky neurální lišty v trupu delaminují na rozdíl od těch v hlavě postupně v rostro-
kaudálním rázu a v menším počtu [25]. Jednotlivé proudy nejsou masivní tak jako v hlavě,
nýbrž tvoří úzké „řetízky“. Směr migrace jednoho řetízku řídí vedoucí buňka polarizovaná
ve směru migrace, jež vede za sebou následující buňky, samostatně neschopné orientované
migrace [33]. Deriváty buněk trupové neurální lišty jsou spinální ganglia, sympatická
ganglia, Schwannovy buňky, chromafinní buňky či buňky pigmentové [34].

Odlišnost ve způsobu migrace mezi buňkami hlavové a trupové neurální lišty se
odráží od prostředí, ve kterém se vykytují. Zatímco v hlavě je hlavní schéma migrace
stanoveno faryngeálním aparátem, v trupu jsou to zejména somity, jež ovlivňují formu
migrace. Hranice mezi těmito dvěma oblastmi leží za otickou kapsulí, a tvoří ji předěl
faryngeálního aparátu hlavy s prvním somitem v trupu (viz obrázek 1). Tato hranice
nabývá tvaru písmene „S“ na sagitálním řezu jedincem [35]. Vedle hlavové a trupové
neurální lišty se rozlišují ještě další dvě subpopulace: vagální a sakrální. Vagální neurální
lišta se nachází mezi hlavovou a trupem, a dává vznik cirkum-faryngeálním buňkám, jež
přispívají do tvorby enterického nervového systému, kardiovaskulárního systému, brzlíku,
a také ganglií plic a slinivky břišní [36, 37]. Sakrální neurální lišta se vyskytuje pouze
u blanatých obratlovců, a rozkládá se za trupovou oblastí. Její buňky se podílí na tvorbě
enterického nervového systému střeva [24]. Vývojovou schopnost daných subpopulací se
však podařilo uměle „přeprogramovat“ na jinou [38, 39].
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Obrázek 2: Schématizovaný nákres subpopulací neurální lišty po anterio-posteriorní ose (vlevo) a cest migrace
s místy diferenciace buněk trupové neurální lišty (vpravo). Zkratky: ad – dřeň nadledvin; da – dorzální aorta;
dm – dermomyotom; drg – spinální ganglion; isv – mezisomitická céva; me – mezonefros; nt – nervová tru-
bice; no – notochord; psg – primární sympatické ganglion; scl – sklerotom; sg – sympatické ganglion. Upraveno
podle Delloye-Bourgeois & Castellani (2019) [41].

1.3 Migrace a diferenciace buněk trupové neurální lišty

Aby mohly buňky trupové neurální lišty migrovat a dát tak vzniknou požadovaným buněč-
ným typům a tkáním na různých místech vyvíjejícího se jedince, musí se nejprve zbavit
své epiteliální formace a delaminovat z neuroektodermu. Tato delaminace se odehrává
v návaznosti na rozpad epiteliálních somitů [40]. Po delaminaci buňky trupové neurální
lišty zahajují migraci, jež může vést třemi hlavními cestami: nejčasnější ventro-mediální
cestou vedoucí mezi nervovou trubicí s notochordem a somity; ventro-laterální cestou
skrze anteriorní polovinu sklerotomů, ale jen u některých skupin obratlovců; a pozdější
dorzo-laterální cestou, vedoucí mezi ektodermem a somity [34, 41]. To, jakou cestou
buňky trupové neurální lišty migrují, má také vliv na výsledný derivát. Buňky migrující
ventro-mediální cestou diferencují v neurony a glie sympatických ganglií a v chromafinní
buňky dřeně nadledvin, zatímco buňky migrující ventro-laterální cestou tvoří spinální
ganglia, neurony a Schwannovy buňky předních kořenů míšních. Buňky migrující dorzo-
laterální cestou diferencují v buňky pigmentové [41, 42]. Buňky trupové neurální lišty jsou
při své migraci ovlivňovány okolními tkáněmi, zvláště poté buňkami somitů, a tím také
dochází ke zpřístupnění jednotlivých migračních cest [43]. Dokáží však také komunikovat
mezi sebou, a např. fyzický kontakt jim dopomáhá v orientaci během migrace [44]. Ve-
dle toho, buňky trupové neurální lišty mají také vliv na své okolí, a podílí se např. na
dozrávání myotomů [45].

Data o trupové neurální liště pochází převážně ze studií provedených na modelových
druzích. Z toho důvodu jsou dále uvedeny informace o cestách migrace buněk trupové
neurální lišty a jejich derivátech zejména u těchto druhů. Pro přehlednost byly rozděleny
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do dvou skupin: svaloploutví a paprskoploutví. Zástupce svaloploutvé linie obratlovců
tvoří myš domácí, kur domácí a axolotl mexický, zástupce paprskoploutvé linie obratlovců
poté danio pruhované, jež je také svou fylogenetickou pozicí bližší zde studovaným druhům
bazálních (bazálně se odštěpující) paprskoploutvých ryb, a proto je rozebráno podrobněji
než zástupci svaloploutvé linie.

1.3.1 Svaloploutví (Sarcopterygii)

Myš domácí (Mus musculus)

Delaminace buněk trupové neurální lišty u myši (Mus musculus) nastává po splynutí
neurálních valů v nervovou trubici, na rozdíl od hlavy, kde delaminují ve fázi stále otevře-
ných neurálních valů [46]. Po delaminaci zahajují buňky migraci, a to jak dorzo-laterální,
tak i ventrální cestou, kterou navíc buňky putují ve dvou fázích. V první fázi migrují
ventro-laterálně anteriorní polovinou sklerotomů až k oblasti dorzální aorty, kde diferen-
cují v sympatické neurony. V průběhu této migrace tvoří buňky segmentálně uspořádáné
proudy po anterio-posteriorní ose. Ve druhé fázi pronikají buňky trupové neurální lišty
do sklerotomů, kde kondenzují ve spinální ganglia [47].

Deriváty buněk neurální lišty trupu myši jsou neurony a glie spinálních a sym-
patických ganglií, Schwannovy buňky, chromafinní buňky, a konečně také pigmentové
buňky [48].

Kur domácí (Gallus gallus)

Stejně jako u jiných probíhá delaminace buněk trupové neurální lišty kuřete (Gallus gallus)
v anterio-posteriorním rázu. První buňky opouští nervovou trubici na dorzální straně a ná-
sledně vstupují na ventro-mediální cestu migrace vedoucí mezi dermomyotomem a ner-
vovou trubicí. Některé buňky zůstávají v blízkosti nervové trubice, v místě budoucích
spinálních ganglií, ostatní buňky migrují ventrálně k dorzální aortě [49]. V čase rozpadu
a zrání somitů vstupují buňky do rozvolněných sklerotomů, a dále migrují pouze jejich
anteriorní polovinou, což vede k segmentaci migrace po anterio-posteriorní ose [50, 51].
V posteriorní oblasti sklerotomů buňky neurální lišty migrují mezi nervovou trubicí a sa-
motným sklerotomem. Okolí notochordu je prosté buněk neurální lišty, pravděpodobně
kvůli migraci pouze skrze sklerotomy a nikoli mimobuněčným prostorem mezi skleroto-
mem a notochordem [50]. V dalších fázích vývoje dochází postupně ke zvyšování počtu
delaminujících buněk a posléze počínají buňky neurální lišty vstupovat také na dorzo-
laterální cestu [49]. Migrují jednotlivě s velkými vzdálenostmi mezi sebou [50], zatímco
buňky migrující ventrální cestou, tvoří tzv. řetízky [49].

Buňky trupové neurální lišty kuřete tvoří spinální a sympatická ganglia, ventrální
axony nervové trubice [52, 53], melanocyty a chromafinní buňky [53].
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Axolotl mexický (Ambystoma mexicanum)

Po delaminaci se buňky trupové neurální lišty axolotla mexického (Ambystoma mexica-
num) nejprve seskupují nad nervovou trubicí, kde tvoří vícevrstevnou „strunu“, a posléze
zahajují svoji migrační fázi v anterio-posteriorním rázu [54, 55]. Během migrace poté
buňky trupové neurální lišty vstupují nejprve na dorzo-laterální cestu na rozdíl od vět-
šiny ostatních zástupců svaloploutvé linie obratlovců. Později buňky turpové neurální lišty
migrují ventro-mediální cestou, ačkoli ve výrazně menším počtu. V pozdějších stádiích se
buňky migrující dorzo-laterální cestou usazují a diferencují v pigmentové buňky. Zatímco
migrace dorzo-laterální cestou v tento okamžik probíhá už jen v malé míře, ventromedi-
ální cestou migruje velké množství buněk. Buňky neurální lišty také migrují do hřbetní
ploutve [55]. Mezi deriváty jsou spinální ganglia, chromafinní buňky, sympatické neurony
a pigmentové buňky, a to jak melanofory tak xantofory. Buňky neurální lišty z nejrostrál-
nější části trupu formují také glie, jež jsou ve spojení s neurony postranní čáry [55]. Spo-
lečně s mezodermem se měly buňky neurální lišta trupu podílet na tvorbě mezenchymu
hřbetní ploutve [55, 56], nicméně v následné studii se ukázalo, že tento mezenchym je
odvozen výhradně z mezodermu [57].

Jiné druhy svaloploutvých

Migrace buněk trupové neurální lišty byla zkoumána také u dalších zástupců svaloploutvé
linie, ačkoli s menší mírou než u modelových druhů. U člověka (Homo sapiens), chame-
leona jemenského (Chamaeleo calyptratus), nebo korálovky kalifornské (Lampropeltis ca-
liforniae) migrují buňky trupové neurální lišty nejprve ventro-mediální, a později dorzo-
laterální cestou [58, 59, 60]. U korálovky byly migrující buňky pozorovány také v oblasti
myosept. U želvy nádherné (Trachemys scripta) byla pozorována tzv. druhá vlna buněk
trupové neurální lišty vznikající v době, kdy již jsou vytvořena spinální ganglia i farynge-
ální aparát [61]. Tyto buňky migrují do mezenchymu karapaxu, a posléze dorzo-laterálně
až do oblasti plastronu, kde se zřejmě podílí na jeho tvorbě.

1.3.2 Paprskoploutví (Actinopterygii)

Danio pruhované (Danio rerio)

U dania pruhovaného (Danio rerio) vznikají buňky trupové neurální lišty nejen v okraji ne-
urální ploténky, ale také v ocasním pupenu z progenitorových buněk neuromezodermu [62].
Delaminace a následná migrace probíhá v rostro-kaudálním rázu. Z laterálních stran ner-
vové trubice migruje první skupina buněk, jež vstupuje na ventro-mediální cestu migrace.
Jednotlivé buňky se s uraženou vzdáleností sbíhají ke středu somitů, a v úrovni styku
nervové trubice s notochordem jsou již segmentálně uspořádány v anterio-posteriorní ose.
Druhá migrační vlna nastává později z nejdorzálnějšího vrcholu nervové trubice. Většina
těchto buněk vstupuje na dorzo-laterální cestu, ostatní migrují cestou ventro-mediální [63].

Na rozdíl od kuřete a myši, kde se po mediální straně somitu rozkládá sklerotom,
u dania je to myotom, jež navíc tvoří většinu somitu. Sklerotom tvoří pouze malou část
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uloženou ventro-mediálně pod myotomem [64, 65]. Nicméně, i přes nepřítomnost skle-
rotomu na mediální straně dochází k segmentální migraci buněk neurální lišty, a to již
v úrovni ventrálního okraje nervové trubice, jak již bylo zmíněno výše [63]. Příčinou mohou
být myotomální buňky pomalého svalstva, které předem definují segmentální cestu pro
buňky neurální lišty v průběhu vlastní migrace z mediální strany skrze somit, až na jeho
laterální okraj [66]. Myotom tak může představovat jeden ze signalizačních zdrojů pro seg-
mentální migraci buněk neurální lišty, včetně obratlovců svaloploutvé linie [67]. Nicméně,
exprese sklerotomálních genů odhalila, že se u dania vedle ventro-mediálně uloženého skle-
rotomu vyskytuje i druhý kompartment, umístěný laterálně od nervové trubice v rámci
somitu [68]. Buňky neurální lišty tak mohou již na počátku své migrace interagovat se
sklerotomem, jež by udával těmto buňkám segmentální vzor migrace.

Z neurálních derivátů trupové neurální lišty se nejdříve zakládají spinální ganglia
ventro-laterálně od nervové trubice, a později sympatická ganglia laterálně od dorzální
aorty [69]. V nejanteriornější části trupu ventrálně od sympatických neuronů diferencují
buňky neurální lišty zřejmě v chromafinní buňky [69]. Dalším z derivátů buněk neu-
rální lišty jsou pigmentové buňky, které u dania nabývají jednoho ze tří možných typů:
černé melanofory, žluté xantofory či stříbřité iridofory [70]. Dalšími deriváty neurální lišty
v trupu dania jsou senzorické neurony a Schwannovy buňky [63], či gliové buňky neuro-
mastů postranní linie [71]. Buňky trupové neurální lišty se měly podílet také na tvorbě
mezenchymu ploutevního lemu dánia [72], což se později ukázalo jako neplatné, a zdroj
tohoto mezenchymu tak představuje výhradně mezoderm [73]. U medaky japonské (Ory-
zias latipes), jež je blízce příbuzná daniu, byly buňky trupové neurální lišty pozorovány
také ve vyvíjejících se nepárových ploutvích. V hřbetní, ocasní a ani řitní ploutvi však tyto
buňky nediferencovaly v osteoblasty, jež tvoří kostěné paprsky ploutví. Jak se ukázalo,
tyto paprsky vznikají výhradně z mezodermu [74]. K přítomnosti buněk trupové neu-
rální lišty se však vyjadřují autoři studie provedené na jiném zástupci paprskoploutvých
ryb, a to platýsovci (Paralichthys olivaceus) [75, 76]. Tvrdí, že tyto buňky využívají pro-
storu hřbetní ploutve jako dočasné útočiště, aby mohly v pozdějších stádiích vývoje dále
migrovat a diferencovat v adultní typ pigmentových buněk.

1.4 Skeletogeneze

Buňky hlavové neurální lišty se podílí na tvorbě lebky utvářením skeletálních tkání: chru-
pavky a kosti a zuboviny [77, 78]. Z výsledků klasických transplantačních experimentů
se však soudilo, že buňky trupové neurální lišty tento potenciál tvořit skelet nemají [79].
Experimenty v in vitro podmínkách však odhalily, že za vhodných podmínek vnějšího
prostředí mohou buňky trupové neurální lišty tvořit skeletální tkáně, a to jak chrupavku,
tak i kost [80, 81]. K tvorbě chrupavky může dokonce dojít za in vivo podmínek po vnesení
genového regulačního programu buněk hlavové oblasti neurální lišty do oblasti trupu [38].
Jak vyplývá z výsledků studie provedené na myši, potenciál buněk hlavové neurální lišty
tvořit ektomezenchymální deriváty, a tedy i skeletální tkáně, je zřejmě stanoven až v prů-
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běhu delaminace. Do zahájení delaminace tak buňky neurální lišty všech oblastí sdílí
stejný diferenciační potenciál [7].

1.4.1 Skelet a jeho evoluce

Ač lze skelet obratlovců dělit podle několika kritérií, dvěma hlavními skeletálními sys-
témy jsou endoskelet a exoskelet, odlišené zejména svou pozicí [82, 83]. Endoskelet se
vyvíjí uvnitř těla jedince a je primárně tvořen chrupavkou, jež může být dále nahrazena
kostí, naproti tomu exoskelet se vyvíjí v blízkosti povrchu jedince, a může se skládat
v různém poměru z kosti, zuboviny a skloviny [84]. V průběhu evoluce však mohlo do-
jít k posunu těchto skeletálních systémů dovnitř či vně. Příkladem je karapax želv, který
představuje tzv. vnější endoskelet, či klíční kost savců jakožto vnitřní exoskelet [82]. Nutno
podotknout, že dělení na endoskelet či exoskelet nemá co do činění s vývojovým půvo-
dem v zárodečných vrstvách, a oba typy skeletálního systému mohou být tvořeny jak
mezodermem, tak neurální lištou [84].

Prvním skeletogenním projevem v evoluci obratlovců je nemineralizovaná chrupavka
časných obratlovců vázaná na hltan jakožto součást endoskeletu [83]. Mineralizovaný ske-
let se posléze objevuje náhle v rámci mimořádně rozvinutého exoskeletu u několika skupin
bazálních čelistnatců. Tento exoskelet je tvořen buďto jednotlivými šupinami pokrývají-
cími celý povrch těla, podobně jako je tomu u současných žraloků, nebo tyto šupiny
pokrývají pouze trupovou oblast a ocas, zatímco hlavu a malou část trupu kryje několik
plátů, častokrát srůstajících v hlavové pouzdro [83]. Jednotka tohoto exoskeletu sestává
z odontogenní komponenty podobné zubu na povrchu, a osteogenní komponenty tvořené
kostí na bázi [85, 86]. Vznik exoskeletu mohl být dán tvorbou odontogenních tkání za
účelem ochrany odontoblastů, jež jsou citlivé na mechanické, teplotní a osmotické změny,
a jejichž původní funkcí tak mohl být mechano-senzorický přenos signálů z vnějšího pro-
středí [20, 87]. Všechen exoskelet evolučně mladších obratlovců je pravděpodobně odvozen
z tohoto exoskeletu bazálních bezčelistnatců [86]. Na základě tkáňové stavby se jeví prav-
děpodobné, že by alespoň některé komponenty tohoto exoskeletu mohly být odvozeny
od neurální lišty, neboť přítomná zubovina je tvořena odontoblasty, které vždy vznikají
z buněk neurální lišty [86, 88].

Současně nám známý endoskelet obratlovců zahrnující mineralizované neurokra-
nium, viscerokranium, axiální skelet a skelet končetin se objevil až se vznikem čelist-
natců [83]. Ti se během krátkého časového úseku rozdělili na paryby (Chondrichthyes)
a kostnaté ryby (Osteichthyes), a exoskelet se od této chvíle začal redukovat. U paryb se
z exoskeletu redukovala osteogenní část, kdežto odontogenní část zůstala zachována. U ra-
ných kostnatých ryb došlo ke splynutí jednotlivých šupin v tzv. odontokomplex za vzniku
rhombické šupiny, tvořené jak odontogenní, tak osteogenní částí. Odontokomplex zůstal
v současnosti zachován u bazálních lalokoploutvých ryb (Coelacanthiformes) v podobě
kosmoidní šupiny, a bazálních skupin paprskoploutvých ryb (Polypteridae a Lepisostei-
dae) v podobě šupiny ganoidní [85]. Redukcí jak osteogenní, tak i odontogenní vrstvy
vznikla šupina elasmoidní, a to procesem pedomorfózy buďto přímo z rhombické, či z ga-
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noidní šupiny [89]. Dnes se jedná o nejrozšířenější typ exoskeletu mezi obratlovci, přítomný
u cca 26000 kostnatých (Teleostei), ne-tetrapodních lalokoploutvých a některých červorů
(Gymnophiona) [86]. U současných čtyřnožců (Tetrapoda) sestává exoskelet pouze z os-
teogenní části, vyjma např. některých červorů [90].

1.4.2 Příspěvek neurální lišty do exoskeletu současných obratlovců

Nejbazálnější skupiny současně žijících obratlovců, jež jsou sliznatky a mihule, nemají svůj
skelet mineralizovaný vůbec. Nejbazálnějšími současně žijícími obratlovci s mineralizova-
ným skeletem jsou poté zástupci paryb (Chondrichthyes) a bazálních skupin kostnatých
ryb (Osteichthyes), jejichž stav skeletu je však v porovnání s výchozím stavem u vyhy-
nulých bezčelistnatců redukován [91]. Trupový exoskelet současných paryb představují
plakoidní šupiny, jež jsou tvořeny pouze odontogenní komponentou [86].

Obrázek 3: Schéma evoluce exoskeletu ve vztahu
k embryonálnímu původu jednotlivých komponent
u vybraných zástupců obratlovců. Vysvětlivky:
Ost. – osteogenní komponenta; Odont. – odon-
togenní komponenta. Upraveno podle Gillis
& spol. (2017) [92].

Sledováním buněčného osudu buněk tru-
pové neurální lišty pomocí barviva CM-DiI
u rejnoka bodlinatého (Leucoraja erinacea) se
potvrdilo, že plakoidní šupiny tvořené odonto-
genní komponentou jsou odvozeny od trupové
neurální lišty, a to navíc bez přispění mezo-
dermu [92]. Avšak u současných zástupců kost-
natých (Teleostei) se přítomnost buněk trupové
neurální lišty na tvorbě exoskeletu nepotvrdila.
Osteoblasty tvořící elasmoidní šupiny a plou-
tevní paprsky medaky japonské (Oryzias lati-
pes) se ukázaly být odvozeny výlučně od me-
zodermu, a příspěvek trupové neurální lišty na
jejich stavbě byl zavržen [74]. Stejně tak os-
teoblasty tvořící elasmoidní šupiny dania pru-
hovaného (Danio rerio) se ukázaly být odvo-
zeny výhradně od mezodermu [93, 94]. Ve sva-
loploutvé linii obratlovců, konkrétně u želvy
nádherné (Trachemys scripta), však byly po-
zorovány pozdně migrující buňky trupové neu-
rální lišty do oblasti zakládajícího se plastronu.
Protilátkovým barvením v komparaci se sledo-
váním buněčného osudu pomocí injikace bar-
vivem DiI se ukázalo, že tyto buňky tvoří
mezenchym zakládajícího se plastronu, který
v in vitro kultuře navíc vykazuje skeletogenní
aktivitu [61, 95]. U aligátorů jsou zakládající se gastralia obklopena buňkami pozitivními
na HNK-1. Buňky trupové neurální lišty se tak mohou podílet také na tvorbě gastralií, jež
jsou hodnoceny jako homologní třem posteriorním párovým kostem plastronu želv [96].
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Ač se ukazuje, že buňky trupové neurální lišty mají potenci tvořit skelet také u sou-
časně žijících obratlovců, další ověření jsou na místě, ať už třeba kvůli nízkému počtu
potvrzených případů v případě rejnoka, či analýzy pouze vznikajícího a nikoli vyvinutého
plastronu v případě želvy. Vhodným modelem by tak mohli být bichiři, zástupci čeledi
Polypteridae.

1.4.3 Ganoidní šupina bichira

Ganoidní šupina bichirů (Polypteriade) je v současnosti nejméně redukovaným exoskele-
tem, jenž si zachovává většinu znaků rhombické šupiny raných kostnatých ryb (Osteich-
thyes). Ač prošla evolučními změnami, stále je tvořena povrchovou odontogenní i bazální
osteogenní komponentou [85].

Povrch ganoidní šupiny bichira je vždy kryt pokožkou (tzv. ganoidní membránou),
nikdy tudíž není šupina přímo vystavěna vnějšímu prostředí. Pod ganoidní membránou se
nachází samotná šupina, apikálně tvořená ganoinem. Ganoin je složením totožný se sklovi-
nou, v porovnání s ní je však vícevrstevný [97]. Pod ganoinem se nachází vrstva zuboviny,
která je svou stavbou unikátní pro bichira, neboť nepřipomíná žádný jiný známý druh
zuboviny. Její vrchní část tvoří tubulární celulární zubovina [86]. A právě v této vrstvě
zuboviny ganoidní šupiny bichira předpokládáme přítomnost buněk trupové neurální lišty.
Takový nález by podpořil tvrzení o skeletogenním potenciálu buněk trupové neurální lišty
uplatňujícím se v in vivo podmínkách, i schéma evoluce exoskeletu obratlovců. Vedle bi-
chirů se ganoidní šupinou vyznačují také kostlíni (Lepisosteidae), nicméně tato šupina má
zubovinovou vrstvu zcela redukovanou [97]. Pod zubovinou se nachází vrstva elasmod-
ninu, který je svým uspořádáním podobný dřevotřísce. U bichira však elasmodin netvoří
většinu šupiny jako v případě elasmoidní šupiny, ale kontinuum mezi zubovinou uloženou
apikálně a vaskularizovanou celulární kostí uloženou bazálně [89].

Bichir tak představuje klíčový druh pro pochopení evoluce obratlovčího exoskeletu,
stejně jak pro pochopení evoluce neurální lišty vzhledem ke skeletogennímu potenciálu
její trupové oblasti [13, 85, 92].
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2. Materiál a metody

Embryonální materiál bichira senegalského (Polypterus senegalus Cuvier, 1829) byl
zajištěn laboratoří školitele na katedře zoologie Přírodovědecké fakulty Univerzity

Karlovy ve spolupráci s akvaristy Vojtěchem Millerem, Mgr. Karlem Kodejšem a Slavomí-
rem Dobrotkou. Jednotlivá stadia vývoje byla určena podle vývojové tabulky Diedhioua
a Bartsche (2009) [98]. Jeseter malý (Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758) zaopatřila
Fakulta rybářství a ochrany vod Jihočeské univerzity v Českých Budějovicích, pod zášti-
tou doc. Ing. Martina Pšeničky, Ph.D. Po převozu byla embrya následně odchovávána
v provzdušňovaném medium E2, obohaceném o antibiotika penicilin a streptomycin [99].
Stadia určena dle Dettlaffa & spol. (1993) [100]. Embrya kostlína mexického (Atrac-
tosteus tropicus Gill 1863) byla získána Mgr. Robertem Černým, Ph.D. a Mgr. Martinem
Minaříkem, Ph.D. od Lenina Arias Rodrigueza, Ph.D z mexické Universidad Juárez Au-
tonóma de Tabasco. Stadia byla stanovena podle Longa a Ballarda (2001) [101].

2.1 Fixace & postfixace

Před samotnou fixací byl z povrchu embryí odstraněn nejsvrchnější vaječný obal za pomoci
mikropinzet. Ta embrya, která byla ve stadia neuruly a starší, byla navíc anestetizována
v roztoku MS-222 (Sigma). Fixace probíhala ve 4% roztoku paraformaldehydu v 0,1M
fosfátovém pufru (PBS) po dobu 12-16 hodin při teplotě 4 °C. Zafixovaná embrya byla
následně promývána po dobu 10 minut v PBS, z embryí jesetera byl navíc odstraněn
i druhý, těsně přiléhající vaječný obal. Posléze byla embrya převedena do methanolu al-
koholovou řadou po 25%, s časem promytí 10 minut v každé lázni. Embryonální materiál
byl poté dlouhodobě skladován v methanolu při teplotě –20 °C.

2.2 Histochemie

V methanolu skladová embrya byla přendána do 99,6% ethanolu na 10 minut. Mezitím
byl připraven JB-4 roztok A+C v poměru 0,0375 g JB-4 C na 3 mℓ JB-4 A, do kterého
byla posléze embrya přenesena. Poté, co embrya klesla na dno nádoby s JB-4 roztokem
A+C, byl roztok obměněn, a embrya ponechána 30 minut na laboratorní třepačce za
pokojové teploty. Následně byl JB-4 roztok A+C opět obměněn, a embrya v něm zůstala
přes noc na třepačce za pokojové teploty. Následujícího dne byla k JB-4 roztoku A+C
přidána složka B, na 1 mℓ 0,04 mℓ. Embrya byla převedena do tohoto roztoku na 60
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sekund, a po této době byl roztok obměněn. Embrya v JB-4 roztoku (A+C)+B byla
napolohována v silikonových či plastových bločcích a překryta plátkem parafilmu, aby se
zamezilo v přístupu vzduchu k tuhnoucímu roztoku. Po ztvrdnutí bločků s embryi, což
trvalo minimálně jeden den, byly vzorky nařezány na mikrotomu Leica RM2155 na řezy
o tloušťce 5 µm, a ponechány uschnout na podložním skle při teplotě 45° C. Podložní
skla se vzorky byly dále barveny v histologickém barvivu Azure-B/eosin (Serva) (0,4mℓ

Azure-B a 0,1mℓ Eosin na 12,5mℓ dH20) po dobu ≈ 3 minut. Po obarvení řezů byla
skla promývána v dH20, aby se vyplavilo všechno nenavázané barvivo. Skla s řezy byla
ponechána na náhřevné desce při teplotě 45° C až do jejich uschnutí. Jako konečný krok
byla na řezy nanesena pryskyřice DPX (Sigma), vzorky byly přiklopeny krycími skly,
a ponechány přes noc zaschnout.

2.3 Imunohistochemie

2.3.1 Celkovostní barvení

V methanolu skladovaná embrya byla přendána do dentova fixativa (80 % methanol a 20 %
dimethylsulfoxid) na dobu 1 h při pokojové teplotě. Poté byla embrya přenesena do bělí-
cího roztoku (dentovo fixativum se 30% peroxidem vodíku (Penta) v poměru 2:1) a přes
noc ponechána na laboratorní třepačce pod zdrojem světla. Následný den byla vybělená
embrya promyta v roztoku PBS s 0,4 % tritonu X-100 (Sigma) (PBS + triton) po dobu
10 minut, a poté přenesena do 4% hovězího sérového albuminu (Sigma) rozpuštěného
v PBS (BSA) na dobu 1 h při pokojové teplotě. Dále byl tento roztok obměněn opět za
4% BSA, avšak s přidanými primárními protilátkami v koncentraci od 1:400-1:1000, dle
použité protilátky (SOX10 v koncentraci 1:400, SOX9 a fibronektin v koncentarci 1:1000).
Embrya byla ponechána v tomto roztoku po dobu 4-5 dnů při teplotě 4 °C. Po této době
byla embrya promyta opět v PBS + triton 3× po 10 minutách. Poté byl roztok obměněn
za 4% BSA se sekundárními protilátkami při koncentraci 1:1000. Takto byla embrya pone-
chána 3-4 dny při 4 °C. Poté byla embrya promyta v PBS 2× po 10 minutách, a následně
převedena do 75% glycerolu s PBS. Po ≈ 3 dnech byla embrya nasnímána v petriho misce
s agarovým podložím a 75% glycerolem.

2.3.2 JB-4 řezy

Embrya byla nejprve protilátkově označena stejným postupem jako u celkovostního bar-
vení 2.3. Namísto převedení embryí do 75% glycerolu však byla embrya převedena do
99,6% ethanolu alkoholovou řadou po 25 % s časem promytí 10 minut v každém kroku.
Dále byly zhotoveny bločky JB-4 s embryi podle postupu zmíněného v podkapitole Histo-
chemie 2.2, a embrya byla nařezána na plátky o síle 5 µm na mikrotomu Leica RM2155.
Po uschnutí řezů na podložním sklíčku byly dále vzorky ohraničeny hydrofobním popi-
sovačem, zakápnuty fluoroshieldem s DAPI (Sigma) a překryty krycím sklem, jež bylo
posléze zalakováno ke sklu podložnímu.
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2.3.3 Agarové řezy

V methanolu skladovaná embrya byla převedena do PBS postupnou alkoholovou řadou po
25 % s časem promytí 10 minut v každém jednom kroku. Poté, co byla v PBS ponechána
také 10 minut, byla přendána do rozpuštěného roztoku agarózy připravené ze 2 g agarózy
(Sigma) na 40 mℓ dH20) s teplotou ≈ 68 °C. Poté, co roztok agarózy s embryi zatuhl,
byly takto připravené vzorky seřezány do bločků, které byly nařezány na vibratomu firmy
Leica, modelu VT12000 Sn na řezy o síle 40 µm. Tyto řezy byly promývány po dobu
10 minut v PBS s tritonem, a dále v 1% BSA na 1 h při pokojové teplotě. Posléze bylo BSA
obměněno za 1% BSA s přidanými primárními protilátkami s koncentrací 1:400-1:1000
(SOX10 v koncentraci 1:400, SOX9 a fibronektin v koncentarci 1:1000), a ponechána přes
noc při teplotě 4 °C. Následný den byly řezy promyty v roztoku PBS s tritonem 3× po
dobu 10 mminut, a exponovány na 2,5 h při pokojové teplotě 1% BSA se sekundárními
protilátkami s koncentrací 1:1000. Po uplynutí této doby byly řezy promyty v PBS 2×
po dobu 10 minut a dále přeneseny na podložní sklíčko, kde byly následně zakápnuty
fluoroshieldem s DAPI, překryty krycím sklem a konečně zalakovány.

2.3.4 Použité protilátky

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

2.4 Injikace a odchov

Nejprve byla embrya zbavena vaječeného obalu. Poté bylo připraveno fluorescenční bar-
vivo tvořené CM-DiI (Invitrogen) rozpuštěným v 10% roztoku sacharózy v poměru 1:5.
V petriho misce s dezinfikovaným plastelínovým podložím naplněné destilovanou vodou
byla embrya nejprve ukotvena, aby se zabránilo jejich pohybu při samotné injikaci, a ná-
sledně byla injikována ústním injikátorem do mediální roviny dorzální části trupu, v místě
vzniku nervové trubice. Ačkoli se injikovaná stádia lišila a tím pádem i místo injikace, nej-
lepších výsledků bylo dosaženo injikováním barviva do lumen nervové trubice ve stadiu
24. Po injikacích byla embrya bichirů týden odchovávaná v zatemnělé jamkové destičce
s provzdušněnou destilovanou vodou, jež byla denně obměňována. Poté byla destilovaná
voda obměněna za vodu tvořenou napůl z destilované, a napůl z odstáté kohoutkové vody.
Po třech dnech byla embrya následně převedena do velké zatemnělé nádoby s odstátou
kohoutkovou vodou, obměňovanou 2× týdně, a s přívodem vzduchu. Po stáří cca dvou
týdnů byly larvy krmeny nitěnkami obecnými nasekanými najemno, později celistvými,
v závislosti na velikosti a stáří jedince.

2.5 Zpracování dat

Protilátkově barvená embrya z celkovostního pohledu byla snímána na stereomikroskopu
Zeiss Lumar.V12 s kamerou AxioCam HRm v softwarovém programu ZEN PRO od firmy
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Zeiss. Histologické preparáty, agarové a JB-4 řezy embryi byly snímány na mikroskopu
Olympus BX51 s kamerou Olympus DP74 a zdrojem fluorescenčního záření Olympus U-
RTF-T. Použitý software pro zpracování obrazu z kamery byl cellSens firmy Olympus.
Řezy experimentálními embryi bichira byly snímány stejným mikrokopem a fluorescenč-
ním zdrojem, avšak kamerou RT slider firmy Diagnostic instruments, inc. a softwarem
Spot. Finální zpracování všech snímků bylo poté provedeno v rastrovém grafickém editoru
Adobe Photoshop CC 2019. Tabule byly sestaveny v Adobe InDesign CC 2019. Doplňující
schémata byla vytvořena za pomoci softwaru Adobe Illustrator CC 2019. Samotná diplo-
mová práce byla sepsána v online editoru Overleaf používající pro sazbu textu program
LATEX.
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3. Výsledky

3.1 Vznik buněk trupové neurální lišty

První krok pro studium buněk trupové neurální lišty (bTNL) u bichira, jesetera a kost-
lína jsem si stanovil určení doby jejich vzniku. K tomu vhodně posloužila data

Mgr. Jana Štundla, Ph.D., jenž se zabýval buňkami hlavové neurální lišty v rámci téže
laboratoře kraniofaciálního vývoje a evoluce. Z jeho dat in situ hybridizovaných embryích
pro gen Sox9 se dá zjistit, kdy se buňky neurální lišty objevují také v trupu (Tabule 1).

U bichira se bTNL objevují ve stadiu 23 v podobě úzkého pruhu táhnoucím se od
konce hlavy mediálně po dorzální straně až do 2

3 délky trupu (Tabule 1A). V následujícím
stadiu 24 je pruh exprese silnější a širší v laterálním směru, a sahá od konce hlavy až
téměř ke konci ocasního pupene (Tabule 1B). U jesetera se bTNL objevují ve stadiu 23
v podobě širšího řídkého pruhu táhnoucím se od konce hlavy mediálně po dorzální straně
embrya (Tabule 1C). Ve stadiu 24 je poté tento pruh užší v laterálním směru, a je hustěji
osídlen buňkami po celé délce trupu (Tabule 1D). U kostlína se bTNL objevují ve stadiu
17 v podobě úzkého pruhu táhnoucím se od konce hlavy mediálně po dorzální straně až
do 2

3 délky trupu (Tabule 1E). Ve stadiu 18 je poté tento pruh signálu výraznější, a je
přítomen téměř po celé délce trupu embrya (Tabule 1F).

Jak se ukazuje na těchto datech, bTNL u všech tří zástupců bazálních paprsko-
ploutvých ryb vznikají mediálně na dorzální straně trupu po celé jeho délce a v anterio-
posteriorním rázu.

3.1.1 Celkovostní vizualizace místa a dynamiky vzniku bTNL

Technika in situ hybridizace vizualizuje pouze expresi genu a nikoli přítomnost jejího pro-
duktu. Pro ověření platnosti těchto dat jsem dále použil techniku celkovostního protilát-
kového barvení vůči proteinu SOX9, jež navíc ve větším detailu dokáže vykázat jednotlivé
bTNL u studovaných druhů (Tabule 2).

U bichira stadia 22 není v trupu přítomen žádný pozitivní signál pro SOX9, zna-
čící přítomnost bTNL (Tabule 2A). První bTNL se v trupu bichira objevují ve stadiu
23 mediálně na dorzální straně trupu (Tabule 2B). Tyto buňky navíc vykazují anterio-
posteriorní ráz vzniku. Zatímco v anteriorní části trupu od otické kapsule do poloviny
trupu jsou bTNL rozšířeny jak mediálně tak laterálně a pravděpodobně jsou již ve fázi
migrace, v posteriorní části trupu se bTNL vyskytují mediálně v podobě tenkého pruhu,
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a zřejmě právě prošly delaminací. Posléze se bTNL rozšiřují laterálně a zahajují migraci
i posteriorněji uložené buňky. Ve stadiu 24+ migrují bTNL od otické kapsule do 2

3 délky
trupu (Tabule 2C). U jestera jsou bTNL viditelné ve stadiu 23 v uzavírajících se neurálních
valech, a tvoří tak dva mediálně se táhnoucí pruhy oddělené neurální brázdou po dorzální
straně trupu embrya (Tabule 2D). Z toho vyplývá, že SOX9 je v BTNL jesetera přítomen
ještě před jejich delaminací. Vedle signálu v nascentních bTNL se v tomto stadiu vyskytuje
pozitivní signál pro SOX9 také v somitech, což se projevuje metamericky uspořádanými
pruhy po anterio-posteriorní ose, kolmých na mediální rovinu. Následně tvoří bTNL ve
stadiu 24 úzký mediální pruh na dorzální straně celé délky trupu (Tabule 2E). V anteriorní
části trupu hned za otickou kapsulí jsou bTNL rozšířené laterálně a zřejmě již zahajují
migraci, zatímco posteriorně uložené bTNL pravděpodobně prochází teprve delaminací.
Pozitivní signál v somitech přetrvává také v tomto vývojovém stadiu. Ve stadiu 25 bTNL
tvoří stále mediální pruh na dorzální straně embrya (Tabule 2F). V anteriorní části trupu
je zjevná pokračující migrace migrace bTNL postupující v anterio-posteriorním sledu. Sig-
nál pro SOX9 je ve stadiu 25 stále přítomen v somitech, ač viditelný s menší intenzitou.
U kostlína jsou bTNL poprvé pozorovatelné ve stadiu 16, kdy tvoří široký pruh mediálně
se táhnoucí po dorzální straně trupu (Tabule 2G). Tento pruh tvořený bTNL je mediálně
užší a nabývá zřetelnějších kontur ve stadiu 17 (Tabule 2H). Vedle signálu v bTNL je ve
stadiu 17 přítomen také pozitivní signál v somitech, mající metamericky uspořádaný vzor
po anterio-posteriorní ose v pruzích kolmých na mediální rovinu (Tabule 2H). Ve stadiu
18 se bTNL rozšiřují z mediální roviny laterálně, a zřejmě zahajují migraci (Tabule 2I).
Viditelný je anterio-posteriorní ráz zahájení této migrace. Pozitivní signál pro SOX9 je
i ve stadiu 18 stále přítomen v somitech, mající stejný vzor.

3.2 Analýza lokace bTNL v rámci neuroektodermu a místa je-
jich delaminace

3.2.1 Přítomnost bTNL v rámci neuroektodermu

Embrya studovaných druhů protilátkově barvená vůči SOX9 jsem analyzoval na transver-
zálních řezech, abych zjistil, zda-li je raná přítomnost SOX9 průvodní s delaminací, či
jestli bTNL jsou pozitivn na SOX9 ještě v rámci neuroektodermu (Tabule 3).

U bichira ve stadiu 23, kdy jsem pozoroval první signál pro SOX9 v bTNL, je na
řezech viditelné, že jsou tyto buňky stále součástí neuroektodermu, kde zahajují dela-
minaci (Tabule 3A). Ve stadiu 24 progresivnější buňky, které již delaminovaly, zahajují
migraci, zatímco opožděné bTNL teprve delaminují z neroektodermu (Tabule 3B). U je-
setera se bTNL vyskytují na dorzální straně neurálních valů ve stadiu 23 před jejich
splynutím (Tabule 3C). Pozitivní signál pro SOX9 je přítomen také v somitech a buňkách
vyskytujících se v rámci endodermu, v těsné blízkosti notochordu. Poté, co neurální valy
ve stadiu 24 splývají za vzniku nervové trubice, bTNL zahajují delaminaci na dorzální
straně nervové trubice v mediální rovině (Tabule 3D). Signál pro SOX9 je navíc ve sta-
diu 24 přítomen stále v buňkách somitů i v buňkách endodermu blízko notochordu. Na
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transverzálních řezech trupem kostlína stadia 17 je viditelné, že bTNL jsou v těsném kon-
taktu s neuroektodermem na jeho dorzální straně (Tabule 3E). Nejprogresivnější buňky
pravděpodobně prochází delaminací. Pozitivní signál pro SOX9 je v tomto stadiu vidi-
telný také v buňkách odlišných tkání, ač s menší intezitou. Ve stadiu 17+ jeví většina
bTNL rozvolněné seskupení na dorzální straně neuroektodermu, a prochází již nejspíše
delaminací, nejprogresivnější z nich zahajují migraci (Tabule 3F).

Z těchto dat vyplývá, že bTNL u bichira vykazují prvotní přítomnost SOX9 v prů-
běhu delaminace, zatímco u jesetera a kostlína projevují SOX9 ještě dříve před delaminací.

3.2.2 Anatomie neuroektodermu a místo delaminace bTNL

Chtěl jsem zjistit, z jaké části neuroektodermu po dorzo-ventrální ose bTNL delaminují.
Pro to jsem provedl analýzu na transverzálních řezech trupů embryí studovaných druhů,
jež jsem histologicky obarvil azure B/eosinem. To mi poskytlo vhodný náhled na anatomii
neuroektodermu (neurální trubice/neurálního kýlu; viz Matějková (2018) [102]) a místo
delaminace bTNL (Tabule 4). Komplementárně jsem analyzoval také transverzální řezy
stejnými vývojovými stádii, která jsem obarvil protilátkově vůči fibronektinu a buněčným
jádrům. To mi umožnilo pozorovat kontinuitu bazální laminy neuroektodermu s lokálním
přerušením v místě delaminace bTNL, a také mezenchymatické buňky v mimobuněčném
prostoru ohraničené bazálními laminami tělních kompartmentů, představující bTNL (Ta-
bule 4).

Na histologicky barveném transverzálním řezu trupu bichira stadia 24 je viditelná
buněčná nesourodost v dorzální části nervové trubice, která má jinak ve zbytku své stavby
epiteliální seskupení (Tabule 4A). Buňky součástí této buněčné nesourodosti pod ekto-
dermem zjevně představují delaminující bTNL. Na protilátkově barveném transverzálním
řezu téhož stadia si lze povšimnou přerušené bazální laminy na dorzálním vrcholu nervové
trubice s přidruženou bTNL právě procházející delaminací (Tabule 4B). Buňka vtěsnaná
mezi bazálními laminami nervové trubice a ektodermu představuje již delaminovanou
bTNL. Na histologicky barveném transverzálním řezu trupu jesetera stadia 24 jeví nervová
trubice epiteliální charakter po celém svém obvodu, a nelze tak určit místo delaminace
bTNL (Tabule 4C). Avšak na protilátkově barveném transverzálním řezu téhož stadia si
lze všimnou přerušené bazální laminy v dorzální části nervové trubice s delaminujícími
bTNL (Tabule 4D). Na histologicky barveném transverzálním řezu trupu kostlína sta-
dia 17 je neurální kýl tvořen buňkami v epiteliálním seskupení, s výjimkou jeho dorzální
části, kde jsou buňky volné v podobě mezenchymu (Tabule 4E). Na protilátkově barveném
transverzálním řezu trupem kostlína stadia 17+ je viditelná zeslabená a místy přerušená
bazální lamina neurálního kýlu na jeho dorzální straně společně s delaminujícími bTNL
(Tabule 4F).

U všech tří studovaných zástupců bazálních paprskoploutvých ryb bTNL delaminují
z dorzální strany neuroektodermu. U bichira a jesetera ve stadiu po splynutí neurálních
valů za vzniku nervové trubice, u kostlína ve stadiu, kdy dochází k zahájení kavitace
neurálního kýlu v nervovou trubici [102].
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3.3 Analýza konkrétních cest migrace bTNL

Použití SOX9 se ukázalo jako nevhodné pro pozorování bTNL během migrace, neboť
pozitivní signál je přítomen vyjma bTNL také v buňkách notochordu a buňkách všech
kompartmentů somitů. Při analýze transverzálních řezů barvených vůči SOX9 jsem ne-
dokázal odlišit pozitivní bTNL od pozitivně značených buněk somitů. Z toho důvodu
jsem musel zvolit takovou protilátku, jež vykazuje bTNL, ale jejíž přítomnost v ostatních
buněčných typech neznesnadňuje pozorování cest migrace bTNL. Jako vhodným kandi-
dátem pro tento účel se jevila protilátka HNK-1, klasicky užívaná právě pro vyobrazení
cest migrace bTNL [49, 50, 59, 60, 103]. Nicméně, na mnou studovaných nemodelových
druzích se HNK-1 protilátka (Abcam ab82749) ukázala jako nefunkční, a to i při mno-
hačetných úpravách protokolu a použití techniky barvení na parafínových řezech. Jediný
pozitivní signál pro HNK-1 se objevoval nespecificky v nervové trubici, a navíc v době,
kdy již bTNL migrují. Namísto HNK-1 protilátky jsem se rozhodl použít protilátku vůči
proteinu SOX10, jež je přítomen v bTNL během migrace a také během diferenciace [104].
Navíc, Sox10 je hojně užívaným markerem bTNL [93, 94, 71, 105]. Nejprve jsem pou-
žil monoklonální myší protilátku SOX10 (Abcam ab212843), abych mohl následně pro-
vést dvojité barvení společně s králičí protilátkou vůči fibronektinu. Tato protilátka se
však také ukázala být nefunkční na mnou studovaných druzích. Místo toho jsem dále
použil polyklonální králičí protilátku SOX10 (ab229331). Ukázalo se, že tato protilátka
při vyšší koncentraci značí bTNL, naneštěstí také ektoderm, zvláště silně pak u embryí
bichira. Tato skutečnost může představovat problém pro pozorování bTNL migrujících
dorzo-laterální cesotu, nicméně nepředstavuje problém pro sledování migrace bTNL ces-
tou ventro-mediální. Za komparativním účelem jsem embrya stejných či blízce vývojových
stádií barvil také protilátkově vůči fibronektinu a buněčným jádrům, abych vykázal mi-
grují bTNL v mezibuněčném prostoru vymezeného právě fibronektinem, u nichž nedochází
k expresi Sox10. Získaná data jsem rozdělil na část o rané migraci, kdy bTNL zahajují
migraci a migrují zvláště ventro-mediální cestou, a na část o pozdní migraci, kdy do-
chází k rané diferenciaci bTNL a migraci dorzo-laterální cestou. Zatímco data pro ranou
migraci byla provedena a ověřena několikrát během optimalizace techniky a samotného
postupu, data pro pozdní migraci byla získána nanejvýš ze dvou jedinců stejného stadia,
a to z důvodu nízkého počtu vlastněných embryí.

3.3.1 Bichir senegalský

Raná migrace

Na transverzálních řezech protilátkově barvených embryí bichira vůči SOX10 proteinu jsou
bTNL ve stadiu 24 přítomné v prostoru mezi dorzální stranou nervové trubice a ektoder-
mem, odkud počínají svou migraci (Tabule 5A). Poté bTNL vstupují na ventro-mediální
cestu, a ve stadiu 26 již dosahují úrovně dorzální strany notochordu (Tabule 5B). Méně
progresivnější bTNL jsou v tomto stadiu viditelné v okolí nervové trubice. Dále bTNL
migrují ventrálně a ve stadiu 28 jsou viditelné již v okolí notochordu (Tabule 5C). Signál
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v nejventrálněji migrujících buňkách je však znatelně slabší než v buňkách migrujících
dorzálně v okolí nervové trubice. Pozorovatelné jsou ve stadiu 28 také bTNL v mezen-
chymu hřbetní ploutve. Dále bTNL pokračují v migraci ventro-mediální cestou, a dosahují
úrovně dorzální aorty ve stadiu 30 (Tabule 5D). Stále jsou však bTNL viditelné po celé
délce ventro-mediální cesty, tedy od úrovně nervové trubice po úroveň dorzální aorty.
Stejně jako na řezech stadia 28 je ve stadiu 30 patrné snížení intenzity signálu pro SOX10
v bTNL s uraženou ventrální vzdáleností.

Na transverzálních řezech komparativně barvených embryí vůči fibronektinu a bu-
něčeným jádrům jsou ve stadiu 24 mezenchymální buňky přítomny mezi bazálními lami-
nami ektodermu a nervové trubice (Tabule 5E). Ve stadiu 26 se volné buňky nachází na
ventro-mediální cestě v blízkosti nervové trubice a v okolí notochordu (Tabule 5F). Později
ve stadiu 28 jsou mezenchymální buňky pozorovatelné po celé ventromediální cestě, od
úrovně nervové trubice až po oblast dorzální aorty (Tabule 5G). Ve stadiu 30 jsou volné
buňky přítomny taktéž po celé ventro-mediální cestě až k dorzální aortě(Tabule 5H).

Pozdní migrace

První bTNL migrující dorzo-laterální cestou jsou pozorovatelné až ve stadiu 30, a to
na začátku této cesty v prostoru mezi dorzálním vrcholem myotomu a ektodermem (Ta-
bule 6A). Později ve stadiu 33 jsou bTNL dále viditelné na dorzo-laterální cestě v prostoru
mezi myotomem a ektodermem na laterální straně embrya (Tabule 6B). V tomto stadiu
tvoří bTNL také shluky mezi ektodermem a myotomem na laterální straně embrya, kde
pravděpodobně diferencují v ganglia neuromastů postranní čáry (Tabule 6B). BTNL jsou
také přítomny v prostoru myosept (horizontální data neukázána) (Tabule 6B). Signál pro
SOX10 je ve stadiu 33 přítomný také v buňkách zakládajících se párových spinálních gan-
gliích uložených laterálně od nervové trubice (Tabule 6C). Dále jsou bTNL pozorovány
také v mezenchymu dorzální ploutve (Tabule 6D). Podél ventro-mediální cesty však nebyl
ve stadiu 33 pozorován žádný pozitivní signál pro SOX10.

3.3.2 Jeseter malý

Raná migrace

Na transverzálních řezech protilátkově barvených embryí jesetera vůči SOX10 začínají
bTNL migrovat ve stadiu 25 z mezibuněčného prostoru mezi nervovou trubicí, dorzálním
vrcholem somitu a ektodermem (Tabule 7A). Dále bTNL vstupují na ventro-mediální
cestu, a ve stadiu 26 již migrují v prostoru mezi nervovou trubicí a přiléhajícími somity
(Tabule 7B). Úrovně ventrální strany notochordu dosahují bTNL ve stadiu 28 (Tabule 7C).
Ve stadiu 33 jsou bTNL pozorovatelné po celé délce ventro-mediální cesty, od úrovně ner-
vové trubice po oblast ventrální strany notochordu (Tabule 7D). První projevem diferen-
ciace bTNL jsou spinální ganglia uložená laterálně od nervové trubice (Tabule 7D).

Na transverzálích řezech komparativně barvených embryí vůči fibronektinu a buně-
čeným jádrům jsou ve stadiu 25 viditelné mezenchymální buňky v prostoru mezi bazálními
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laminami nervové trubice a ektodermu (Tabule 7E). Ve stadiu 27 se volné buňky nachází
v mezibuněčném prostoru mezi nervovou trubicí a přiléhajícím somitem, nejventrálněji
dosahují úrovně dorzální strany notochordu (Tabule 7F). Ve stadiu 28 se volné buňky
nachází po ventro-mediální cestě od úrovně nervové trubice až po ventrální hranici noto-
chordu (Tabule 7G). Ve stadiu 30 jsou volné buňky přítomné po celé délce ventro-mediální
cesty, od úrovně nervové trubice až po úroveň ventrální strany notochordu (Tabule 7H).

Pozdní migrace

Ve stadiu 33 jsou bTNL viditelné ve větší denzitě pod notochordem, kde mohou diferen-
covat v chromafinní buňky či sympatická ganglia (Tabule 8A). V tomto stadiu jsou bTNL
součástí formujících se spinálních ganglií (Tabule 8B) a pravděpodobně tvoří také sympa-
tická ganglia ventrálně od notochordu (Tabule 8C). Migrující bTNL byly u analyzovaných
stadií pozorovány jen na ventro-mediální cestě. Na dorzo-laterální cestě a ani v blízkosti
hřbetní ploutve nebyly tyto buňky za pomoci SOX10 vykázány.

3.3.3 Kostlín mexický

Raná migrace

Na transverzálních řezech protilátkově barvených embryí kostlína vůči SOX10 jsou bTNL
ve stadiu 18 přítomny v mezibuněčném prostoru mezi laterální stranou neurálního kýlu,
dorzálním vrcholem somitu a ektodermem, odkud počínají migrovat (Tabule 9A). Ihned
na to vstupují bTNL na ventro-mediální cestu, a již ve stadiu 19 jsou přítomny v okolí
notochordu, a také se bTNL vyskytují v mimobuněčném prostoru podél dorzální strany
nervové trubice. V tomto stadiu je také možné výjimečně pozorovat bTNL migrující dorzo-
laterální cestou mezi somitem a ektodermem v dorzální části trupu (Tabule 9B). Dále
bTNL migrují ventro-mediální cestou, kde dosahují úrovně ventrální strany notochordu
ve stadiu 20 (Tabule 9C). V tomto stadiu tvoří bTNL také shluky v prostoru dorzálně
od nervové trubice. Stejně tak ve stadiu 23 jsou bTNL přítomny ve shluku nad nervovou
trubicí a také po ventro-mediální cestě od úrovně nervové trubice po oblast dorzální aorty
(Tabule 9D).

Na transverzálních řezech komparativně barvených embryí vůči fibronektinu a buně-
čeným jádrům jsou ve stadiu 17 přítomny mezenchymální buňky v prosotru mezi nurálním
kýlem, dorzáním vrcholem somitu a ektodermem (Tabule 9E). Ve stadiu 18+ jsou volné
buňky přítomny na ventro-mediální cestě v okolí nervové trubice, nejventrálněji dosahují
dorzálního okraje notochordu (Tabule 9F). Ve stadiu 20+ jsou volné buňky přítomny po
ventro-mediální cestě od úrovně nervové trubice až po ventrální okraj notochordu (Ta-
bule 9G). Ve stadiu 23 se volné buňky nachází po celé délce ventro-mediální cesty, od
úrovně nervové trubice dále po ventrální stranu notochordu (Tabule 9H).
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Pozdní migrace

Výraznou migraci bTNL dorzo-laterální cestou ve formaci řetízku je možné pozorovat
ve stadiu 31 mezi myotomem a ektodermem na dorzální straně embrya (Tabule 10A).
V tomto stadiu jsou bTNL také součástí párových spinálních gangliích uložených po stra-
nách nervové trubice (Tabule 10B), a jsou také viditelné v mezenchymu hřbetní ploutve
(Tabule 10C).

3.4 Analýza vztahu mezi migrací bTNL a somity

Somity tvoří v trupu objemné kompartmenty, jež ovlivňují bTNL během migrace a definují
také jednotlivé cesty migrace. Proto jsem chtěl zjistit, jaký vztah se uplatňuje mezi migrací
bTNL a samotnými somity. Na transverzálních řezech trupem embryí studovaných druhů
protilátkově barvených vůči SOX10 a myotomu lze pozorovat vztah těchto dvou buněčných
populací (Tabule 11).

U bichira ve stadiu 23+ jsou bTNL viditelné dorzálně od nervové trubice právě po
delaminaci. Somit tvoří kompaktní útvar bez zjevné diferenciace na myotom, dermatom
a sklerotom (Tabule 11A). Ve stadiu 24, kdy buňky trupové neurální lišty zahajují migraci,
somit projevuje na své mediální straně diferenciaci myotomu (Tabule 11B). Ve stadiu
25+, kdy bTNL dosahují úrovně notochordu, je valná většina původního somitu tvořena
myotomem (Tabule 11C). U jesetera ve 25 vprostřed délky trupu, kde bTNL delaminují,
tvoří somit kompaktní útvar (Tabule 11D). Při zahájení migrace bTNL ve stadiu 26 lze
pozorovat zahájení diferenciace somitu v myotom na jeho mediální straně (Tabule 11E).
Ve stadiu 27, kdy bTNL migrují ventro-mediální cestou a dosahují úrovně notochordu,
myotom tvoří téměř celou mediální část původního somitu s vyjimkou nejdorzálnějšího
vrcholu v blízkosti nervové trubice (Tabule 11F). U kostlína ve stadiu 18, v čase zahájení
migrace bTNL jsou somity stále kompaktní (Tabule 11G). Ve stadiu 19, kdy bTNL migrují
ventro-mediální cestou a jsou přítomny v okolí notochordu, myotomy zahajují diferenciaci
na mediální straně somitů (Tabule 11H). Ve stadiu 20 poté tvoří myotom téměř celou
mediální část původního somitu, s výjimkou nejdorzálnějšího vrcholu v blízkosti nervové
trubice (Tabule 11I).

Na prezentovaných datech se ukazuje, že bTNL počínají migrovat ve stejný čas, kdy
se dochází k rozpadu epiteliálního somitu a jeho diferenciaci v myotom na mediální straně.

3.5 Analýza závislosti segmentální migrace na dorzo-ventrální
úrovni

Při analyzování transverzálních řezů protilátkově barvených vůči SOX10 jsem si povšiml,
že se bTNL v okolí ventrální části notochordu vyskytují častokrát jen na pravé či levé
straně (např. Tabule 7D). To mě přivedlo k úvaze, že se bTNL přibližně v oblasti noto-
chordu segmentují v anerio-posteriorní ose, a to, jestli se vyskytují na pravé či levé stráně
může být dáno třeba jen mírným odklonem transverzálního řezu od kolmice k mediální
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rovině. Z toho důvodu jsem dále provedl analýzu na horizontálních řezech studovaných
druhů. Embrya byla protilátkově barvena vůči SOX10 za účelem vizualizace bTNL, a zna-
čena také markerem 12/101 vůči myotomům, aby byly jasněji viditelné jednotlivé tělní
segmenty trupu představované právě myotomy (Tabule 12).

U bichira ve stadiu 28 v úrovni nervové trubice vykazují bTNL nesegmentovaný způ-
sob migrace po anterio-posteriorní ose (Tabule 12A), a jsou přítomny po celé délce jednot-
livých somitů. Ventrálně v úrovni notochordu u stejného embrya se však bTNL shlukují
po anterio-posteriorní ose, přesně vprostřed délky jednotlivých segmentů (Tabule 12B).
Na jeden segment se vyskytuje také velmi malé množství bTNL. U jesetera ve stadiu
27 se v úrovni nervové trubice vyskytují bTNL nesegmentovaně po anterio-posteriorní
ose, a jsou přítomny po celé délce somitů (Tabule 12C). Ventrálně v úrovni notochordu
téhož embrya jsou bTNL naopak shluknuty vprostřed délky jednotlivých somitů, a pro-
jevují tak segmentální vzor uspořádání po anterio-posteriorní ose (Tabule 12D). Stejně
jako u bichira čítají jednotlivé shluky malé množství buněk na jeden somit. U kostlína ve
stadiu 21 jsou v úrovni nervové trubice bTNL nesegmentované po anterio-posteriorní ose,
a nachází se po celé délce jednotlivých somitů (Tabule 12E). V úrovni notochordu téhož
embrya jsou však bTNL shluknuty vprostřed délky jednotlivých segmentů jako u bichira
a jesetera, a vykazují tak anterio-posteriorní segmentaci během migrace (Tabule 12F).
Množství bTNL na jeden segment je však větší než u zmíněných druhů.

Během ventro-mediální cesty se bTNL u všech tří studovaných druhů segmentují
po anterio-posteriorní ose, přibližně v úrovni předělu nervové trubice a notochordu. Ven-
trálně od této úrovně pak bTNL migrují mezibuněčným prostorem ventro-mediální cesty
vprostřed délky jednotlivých tělních segmentů. Analýza horizontálních řezů barvených
vůči SOX10 a svalovině u studovaných druhů neodhalila bTNL uvnitř somitů/myotomů.

3.6 Experimentální značení buněk trupové neurální lišty bichira

Chtěl jsem otestovat hypotézu, zda-li se bTNL podílí na tvorbě některé z tkání ganoidní
šupiny a disponují tak skeletogenním potenciálem. Za tímto účelem byla použita technika
mapování buněčného osudu injikací lipofilního fluorescenčního barviva CM-DiI, jež se váže
na buňky, se kterými přijde do styku, a vydrží na nich navázané i po dlouhou dobu vývoje.
To je žádoucí, uvažujeme-li dlouhou dobu, než se šupiny u bichira začnou tvořit. Celkem
bylo provedeno 7 sérií injikací s celkovým počtem 104 nainjikovaných embryí bichira. Po
optimalizaci jak injikačního postupu, tak samotného odchovu embryí a larev, se podařilo
odchovat 3 jedince do stáří 3 měsíců, kdy jsme uvažovali první vznik ganoidních šupin
v trupu. Analýza nejvhodnějšího jedince se stářím 3,5 měsíce věku se však nezdařila.

Bichiři byli injikováni ve stadiích 22-25, buď do místa uzavírající se nervové trubice,
nebo do lumen již zformované nervové trubice, což přineslo lepší výsledky oproti dříve
zmíněnému. Při injikování pouze samotným CM-DiI nastaly u embryí nežádoucí vývojové
vady v oblasti trupu. Nejlepším kompromisem mezi letální koncentrací neředěného CM-
DiI a koncentrací se srážející se konzistencí při velkém poměru barviva s ředícím roztokem
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se ukázal poměr CM-DiI ku 10% roztoku sacharózy 1:5, viz Minařík & spol., 2017 [106].
Jako příklad uvedu injikované embryo bichira ve stadiu 24 (Tabule 13A). Barvivo bylo
vpraveno do lumen nervové trubice, s místem injikace v mediáně na dorzální straně trupu,
přibližně v polovině jeho délky. Barvivo prostoupilo lumen nervové trubice až do oblasti
hlavy. Abych ověřil, jestli opravdu došlo k označení nervové trubice s nascentními bTNL,
toto embryo jsem zafixoval 1 den po injikaci ve stadiu 27 ve 4% roztoku PFA, protilátkově
obarvil vůči fibronektinu, a analyzoval na řezech. Barvivo bylo přítomno pouze v rámci
nervové trubice (Tabule 13B). Jiné embryo ze stejné série injikované totožným způsobem
jsem zafixoval 2 dny po injikaci ve stadiu 29, opět obarvil protilátkově vůči fibronektinu
a analyzoval na řezech. Barvivo bylo přítomno jak v rámci nervové trubice, tak i v bTNL
migrujících ventro mediální cestou (Tabule 13C). Nejventrálněji označená bTNL se na-
cházela v úrovni notochordu. Tyto výsledky mi potvrdili přesnost označení bTNL, ač
v porovnání s protilátkovým barvením na SOX10 ne ty nejraněji migrující bTNL.

Ze dvou injikačních sérií jsem zafixoval a následně analyzoval několik injikovaných
embryí, abych získal komplementární data o migraci bTNL technikou značení buněk
in vivo. Zafixováno bylo celkem 18 injikovaných embryí po 24 hodinách vývoje, od stadia
cca 26 do stadia 36. Analýza na řezech těchto experimentálních embryí ukázala přítomný
signál CM-DiI v mnoha derivátech (Tabule 14), spíše než v migrujících bTNL. Ozna-
čené bTNL byly pozorovány migrující v okolí nervové trubice na ventro-mediální cestě
(n=5). Barvivo CM-DiI bylo přítomno v buněčných shlucích pod epidermis na laterálních
stranách embrya (n=4), představující pravděpodobně ganglia neuromastů postranní linie
(Tabule 14A). Pozitivní signál byl přítomen také ve spinálních gangliích (n=4), párově
uložených laterálně od nervové trubice (Tabule 14B). Pozitivní signál byl přítomen i těsně
okolo notchordu (n=3), což může značit jako derivát bTNL obal notochordu, nebo místo
setrvání bTNL před následnou migrací (Tabule 14C). Pozorovány byly také označené
buňky v prostoru myosept (n=3), jejichž pozice v tomto prostoru byla určena z hori-
zontálních dat zde neuvedených (Tabule 14D). Fluorescenci vykazoval žloutek u každého
embrya, a často také dorzální aorta a její blízké okolí (n=8). Zdroj pozitivního signálu je
ale u obou struktur nejspíše způsoben autofluorescencí, než přítomností barviva CM-DiI
(Tabule 14E). Mezenchymální buňky pozitivní na signál byly pozorovány také ve hřbetní
ploutvi (n=8) a ploutvi břišní (n=3) (Tabule 14F).
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TABULE

Tabule 1: Celkovostní pohled na embrya studovaných druhů s expresí Sox9
v buňkách neurální lišty. Raná (A, C, E) a pozdnější (B, D, F) exprese genu Sox9
u bichira (A, B), jesetera (C, D) a kostlína (E, F) z dorzálního pohledu s hlavou směřující
nahoru. Čerchovaná linie značí hranici mezi hlavou a trupem. Šipky ukazují vizualizovanou
expresi v trupu. Tabule sestavena z dat Mgr. Jana Štundla, Ph.D.
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Tabule 1: Celkovostní pohled na embrya studovaných druhů s expresí Sox9 v buňkách neurální
lišty.



TABULE

Tabule 2: Detailnější analýza vzniku buněk neurální lišty v trupu studovaných
druhů za pomoci SOX9. Raná (A, D, G), střední (B, E, H) a pozdní (C, F, I) fáze
vzniku buněk trupové neurální lišty na protilátkově barvených embryích bichira (A, B, C),
jesetera (D, E, F) a kostlína (G, H, I) vůči proteinu SOX9. Snímky (A-I) zobrazují detail
trupu z dorzálního pohledu s hlavou směřující doleva. Těmto snímkům odpovídá vyzna-
čená část na celkovostním pohledu na embrya (A’-I’). Výrazný pozitivní signál v anteriorní
části embrya náleží buňkám hlavové neurální lišty a značí tak rozhraní hlavy a trupu. Bílá
šipka ukazuje přítomnost SOX9 v buňkách trupové neurální lišty, zatímco černá šipka
ukazuje SOX9 v buňkách odlišného původu.
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Tabule 2: Detailnější analýza vzniku buněk neurální lišty v trupu studovaných druhů za pomoci SOX9.



TABULE

Tabule 3: Analýza dynamiky vzniku buněk trupové neurální lišty na řezech
za pomoci SOX9. Transverzální řezy trupem bichira (A, B), jesetera (C, D) a kostlína
(E, F) barvené protilátkově vůči SOX9 ukazují buňky trupové neurální lišty v rámci
neuroektodermu (A, C, E) a v průběhu delaminace či nejranější migrace (B, D, F).
Zkratky: nk – neurální kýl; not – notochord; nt – nervová trubice.
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Tabule 3: Analýza dynamiky vzniku buněk trupové neurální lišty na řezech za pomoci SOX9.



TABULE

Tabule 4: Analýza anatomie neuroektodermu a kontinuity jeho bazální laminy
na histologicky a protilátkově barvených řezech. Transverzální řezy ukazující ana-
tomii nervové trubice (A, C, E) a její bazální laminu s jednotlivými buňkami (B, D, F)
na bichirovi (A, B), jeseterovi (C, D) a kostlínovi (E, F). Šipky na histologicky barvených
řezech (A a E) ukazují na buněčnou nesourodost v rámci neuroektodermu, na protilátkově
barvených řezech (B, D, F) zase delaminující buňky neurální lišty z místa přeruší bazální
laminy tohoto neuroektodermu.
Zkratky: nk – neurální kýl; not – notochord; nt – nervová trubice.
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Tabule 4: Analýza anatomie neuroektodermu a kontinuity jeho bazální laminy na histologicky
a protilátkově barvených řezech.



TABULE

Tabule 5: Bichir – detailní analýza rané migrace buněk trupové neurální lišty
na řezech. Buňky trupové neurální lišty vizualizované protilátkovým barvením vůči pro-
teinu SOX10 (A-D), a hranice tkání s volnými buňkami vyobrazené protilátkovým bar-
vením vůči fibronektinu a buněčným jádrům (E-H). Transverzální řezy přední třetinou
trupu. Šipky (A-D) ukazují nejventrálněji migrující buňku trupové neurální lišty, zatímco
šipky na (E-G) ukazují nejventrálněji pozorovanou buňku mezibuněčného prostoru.
Zkratky: da – dorzální aorta; not – notochord; nt – nervová trubice.
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Tabule 5: Bichir – detailní analýza rané migrace buněk trupové neurální lišty na řezech.



TABULE

Tabule 6: Bichir – detailní analýza pozdní migrace buněk trupové neurální
lišty na řezech. Buňky trupové neurální lišty a jejich deriváty vizualizované protilát-
kovým barvením vůči proteinu SOX10 na transverzálních řezech (A-D). Těmto snímkům
odpovídá vyznačená část na schématickém nákresu transverzálního řezu embryem (A’-D’)
s červeně vyznačenými bTNL a jejich deriváty. Šipky ukazují na migrující buňky trupové
neurální lišty, trojúhelníky ukazují na diferencující buňky trupové neurální lišty.
Zkratky: g – ganglion v blízkosti neuromastů; hp – hřbetní ploutvev; mb – mezenchymální
buňky; myo – myotom; p – pigmentová buňka; not – notochord; nt – nervová trubice;
spg – spinální ganglion.
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Tabule 6: Bichir – detailní analýza pozdní migrace buněk trupové neurální lišty na řezech.



TABULE

Tabule 7: Jeseter – detailní analýza rané migrace buněk trupové neurální lišty
na řezech. Buňky trupové neurální lišty vizualizované protilátkovým barvením vůči pro-
teinu SOX10 (A-D), a hranice tkání s volnými buňkami vyobrazené protilátkovým bar-
vením vůči fibronektinu a buněčným jádrům (E-H). Transverzální řezy přední třetinou
trupu. Šipky (A-D) ukazují nejventrálněji migrující buňku trupové neurální lišty, zatímco
šipky na (E-H) ukazují nejventrálněji pozorovanou buňku mezibuněčného prostoru. Troj-
úhelník (D) ukazuje na zakládající se spinální ganglion.
Zkratky: not – notochord; nt – nervová trubice; spg – spinální ganglion.
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Tabule 7: Jeseter – detailní analýza rané migrace buněk trupové neurální lišty na řezech.



TABULE

Tabule 8: Jeseter – detailní analýza pozdní migrace buněk trupové neurální
lišty na řezech. Buňky trupové neurální lišty a jejich deriváty vizualizované protilátko-
vým barvením vůči proteinu SOX10 na transverzálních řezech (A-C). Vyznačená část na
schématickém nákresu (B’, C’) s červeně vyznačenými bTNL a jejich deriváty odpovídá
snímku (B, C). Trojúhelníky ukazují na diferencující buňky trupové neurální lišty.
Zkratky: not – notochord; nt – nervová trubice; spg – spinální ganglion; syg – sympatické
ganglium.
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Tabule 8: Jeseter – detailní analýza pozdní migrace buněk trupové neurální lišty na řezech.



TABULE

Tabule 9: Kostlín – detailní analýza rané migrace buněk trupové neurální
lišty na řezech. Buňky trupové neurální lišty vizualizované protilátkovým barvením
vůči proteinu SOX10 (A-D), a hranice tkání s volnými buňkami vyobrazené protilátko-
vým barvením vůči fibronektinu a buněčným jádrům (E-H). Transverzální řezy přední
třetinou trupu. Šipky (A-D) ukazují nejventrálněji migrující buňku trupové neurální lišty,
zatímco šipky (E-G) ukazují nejventrálněji pozorovanou buňku v mezibuněčném prostoru.
Trojúhelník (B) ukazuje na buňku trupové neurální lišty migrující dorzo-laterální cestou.
Zkratky: nk – neurální kýl; not – notochord; nt – nervová trubice.
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Tabule 9: Kostlín – detailní analýza rané migrace buněk trupové neurální lišty na řezech.



TABULE

Tabule 10: Kostlín – detailní analýza pozdní migrace buněk trupové neurální
lišty na řezech. Buňky trupové neurální lišty a jejich deriváty vizualizované protilát-
kovým barvením vůči proteinu SOX10 na transverzálních řezech (A-C). Těmto snímkům
odpovídá vyznačená část na schématickém nákresu transverzálního řezu embryem (A’-C’)
s červeně vyznačenými bTNL a jejich deriváty. Šipky ukazují na migrující buňky trupové
neurální lišty, trojúhelníky ukazují na diferencující buňky trupové neurální lišty.
Zkratky: mb – mezenychmální buňky; my – myotom; not – notochord; nt – nervová trubice;
spg – spinální ganglion.
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Tabule 10: Kostlín – detailní analýza pozdní migrace buněk trupové neurální lišty na řezech.



TABULE

Tabule 11: Závislost migrace buněk trupové neurální lišty na úrovni diferenci-
ace somitů u studovaných druhů. Buňky trupové neurální lišty vizualizované pomocí
SOX10 a myotom pomocí markeru 12/101 ve stadiu před rozpadem somitů (A, D, G), při
zahájení diferenciace myotomu (B, E, H) a v pokročilé fázi diferenciace myotomu (C, F, I).
Transverzální řezy bichirem (A-C), jeseterem (D-F) a kostlínem (G-I). Šipky ukazují nej-
ventrálněji migrující buňku trupové neurální lišty, trojúhelníky ukazují myotom.
Zkratky: nk – neurální kýl; not – notochord; nt – nervová trubice.
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Tabule 11: Závislost migrace buněk trupové neurální lišty na úrovni diferenciace somitů u studovaných druhů.



TABULE

Tabule 12: Závislost segmentální migrace buněk trupové neurální lišty na
dorzo-ventrální úrovni těla u studovaných druhů. Buňky trupové neurální lišty vi-
zualizované pomocí SOX10 a myotom pomocí 12/101 v úrovni nervové trubice (A, C, E)
a notochordu (B, D, F) u bichira (A, B), jesetera (C, D) a kostlína (E, F). Šipky ukazují
na buňky trupové neurální lišty v rámci jednoho segmentu ohraničeného čerchovanými
liniemi.
Zkratky: ekt – ektoderm; not – notochord; nt – nervová trubice.
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Tabule 12: Závislost segmentální migrace buněk trupové neurální lišty na dorzo-ventrální úrovni
těla u studovaných druhů.



TABULE

Tabule 13: Bichir - experimentální značení buněk trupové neurální lišty za
pomoci CM-DiI umožňující in vivo sledování jejich vývoje. (A) Šipka ukazuje
označenou nervovou trubici s buňkami neurální lišty z laterálního pohledu na embryo
s hlavou směřující doleva. (B) CM-DiI v rámci nervové trubice na transverzálním řezu.
(C) CM-DiI v rámci nervové trubice a v migrující buňce trupové neurální lišty označené
šipkou na transverzálním řezu.
Zkratky: not – notochord; nt – nervová trubice.
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Tabule 13: Bichir - experimentální značení buněk trupové neurální lišty za pomoci CM-DiI umožňující in vivo sledování jejich vývoje.



TABULE

Tabule 14: Bichir – deriváty trupové neurální lišty zjištěné za pomoci in vivo
značení barvivem CM-DiI na řezech. Snímky (A-F) zobrazují detail transverzálních
řezů trupem bichira s pozitivním CM-DiI signálem v derivátech neurální lišty. Těmto sním-
kům odpovídá vyznačená část na schématickém nákresu transverzálního řezu embryem
(A’-F’) se zeleně vyznačeným signálem pro CM-DiI.
Zkratky: da – dorzální aorta; g – ganglion neuromastů; mb – mezenchymální buňka;
not – notochord; nt – nervová trubice; sb – Schwannova buňka spg – spinální ganglion.
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Tabule 14: Bichir – deriváty trupové neurální lišty zjištěné za pomoci in vivo značení barvivem CM-DiI na řezech.



5. Diskuze

V průběhu tvorby této diplomové práce jsem nasbíral velké množství dat o buňkách
trupové neurální lišty (bTNL) u zástupců reprezentujících všechny skupiny bazál-

ních paprskoploutvých ryb (Actinopterygii): bichir senegalský (Polypterus senegalus) za
mnohoploutvé (Polypteriformes), jeseter malý (Acipenser ruthenus) za chrupavčité (Chon-
drostei) a kostlín mexický (Atractosteus tropicus) za mnohokostnaté (Holostei). Zde uvedu
malý výčet nejzajímavějších témat, která se vyjevila při analýze bTNL u těchto pozoru-
hodných druhů.

5.1 Neurulace a delaminace buněk trupové neurální lišty

Buňky neurální lišty obecně vznikají během neurulace, kdy dochází k invaginaci neu-
roektodermu. Neurální valy neuroektodermu posléze splývají za vzniku nervové trubice,
a současně dochází k oddělení (delaminaci) buněk neurální lišty. U kostnatých (Teleostei)
však dochází k neurulaci odlišným způsobem, přes tzv. neurální kýl, kdy buňky neuroek-
todermu formující masu buněk kavitují za vzniku nervové trubice [107, 108]. Přechodný
stav mezi těmito dvěma typy neurulace lze pozorovat právě u zástupců bazálních skupin
paprskoploutvých ryb [31]. U bichira probíhá neurulace klasickou invaginací neuroekto-
dermu, u jesetera tzv. mělkou invaginací v rámci žloutkového váčku, a u kostlína poté
vzniká nervová trubice skrze neurální kýl stejně jako u kostnatých [31, 102]. Chtěl jsem
zjistit, zda-li se odlišný způsob neurulace u studovaných druhů promítá také na způsobu
vzniku buněk neurální lišty v trupu. Získaná data jsem následně porovnal s typem neu-
rulace u každého zástupce [31, 102]. Ukázalo se, že bTNL u bichira i jesetera delaminují
z nervové trubice po splynutí neurálních valů, u kostlína zase ve stadiu, kdy dochází k za-
hájení kavitace neurálního kýlu v nervovou trubici. K delaminaci bTNL tak dochází přesně
v čase vzniku nervové trubice, a nikoli předtím, jako ve výjimečném případu delaminace
buněk hlavové neurální lišty u myši a drápatky ve stadiu stále otevřených neurálních
valů [109, 110]. U kuřete bylo navíc popsáno, že delaminace bTNL je spuštěna v návaz-
nosti na rozpad epiteliálních somitů a jejich následnou diferenciaci [40]. Toto tvrzení se
potvrdilo také na mých datech, neboť bTNL delaminovaly přesně v čase rozpadu somitů,
a zahájení migrace doprovázela následná diferenciace myotomů. U všech tří studovaných
druhů se delaminace bTNL odehrávala konzervativně v anterio-posteriorním rázu. Co se
týče pozice delaminace bTNL na transverzálním řezu neuroektodermem, u všech tří druhů
se odehrává mediálně na dorzální straně. U dania, které stejně jako kostlín neuruluje skrze
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nerální kýl, byla však popsána delaminace odehrávající se nejprve na laterálních stranách
neuroektodermu, a až později na dorzální straně v rámci další vlny migrace bTNL [63].
Jak je však patrné z mých dat u kostlína, časně delaminované bTNL je těžké rozeznat,
neboť jsou stlačeny mezi ektodermem a neuroektodermem. Později při zahájení migrace
na laterálních stranách neuroektodermu jsou však jasně oddělené od neuroektodermu, což
takto mohlo být v případě dania interpretováno jako místo delaminace. Dále se ukázalo,
že bTNL jsou u jesetera a kostlína vykazatelné v rámci neuroektodermu za pomoci SOX9
mnohem dříve před samotnou delaminací, zatímco u bichira nastává specifikace bTNL
těsně před delaminací [111]. Dále mě zajímalo, jestli bTNL u zástupců bazálních skupin
paprskoploutvých ryb formují v čase mezi delaminací a zahájením migrace vícevrstevnou
„strunu“ na dorzální straně nervové trubice, jak byl popsáno u axolotla [54, 55]. Podobnou
strukturu jsem však u studovaných druhů na transverzálních řezech nepozoroval.

Delaminace bTNL se u všech tří studovaných druhů odehrává konzervativně, a to
v počátečním čase vzniku nervové trubice, podél mediální roviny na dorzální straně této
vznikající nervové trubice, a v anterio-posteriorním rázu.

5.2 Migrace buněk trupové neurální lišty

Po delaminaci začínají bTNL z místa svého vzniku migrovat, aby se dostaly na požado-
vané místo, kde dají vznik některému ze svých derivátů. Během migrace jsou však bTNL
ovlivňovány signalizací z okolních buněk a tkání [25, 112]. V reakci na tyto signály poté
mohou migrovat třemi obecnými cestami: ventro-mediální mezi nervovou trubicí s noto-
chordem a somity; ventro-laterální skrze anteriorní polovinu sklerotomů; a dorzo-laterální
mezi ektodermem a somity [34, 41]. Cesty užívané k migraci stejně jako jejich časová po-
sloupnost se liší mezi jednotlivými skupinami obratlovců, ne-li dokonce druh od druhu.
U myši začínají bTNL migrovat ventro-laterální i dorzo-laterální cestou v jeden okamžik,
zatímco u kuřete migrují bTNL nejdříve ventro-laterálně, později až vstupují na dorzo-
laterální cestu [47, 50, 49]. U axolotla bTNL migrují nejprve dorzo-laterální, a až později
ventro-mediální cestou, bTNL dania naproti tomu nejdříve ventro-mediální, a posléze
dorzo-laterální cestou [55, 63]. Jak se ukazuje na mých datech, bTNL u všech tří studova-
ných druhů nejdříve vstupují na ventro-mediální cestu, kudy migrují až k oblasti dorzální
aorty. U kostlína se navíc několik málo bTNL usazuje v prostoru nad nervovou trubicí
a výjimečně mohou individuální buňky migrovat i dorzo-laterální cestou. V čase stále
probíhající ventro-mediální migrace se u bichira a kostlína usazují bTNL v mezenchymu
hřbetní ploutve.

U myši a kuřete vstupují bTNL při ventro-mediální migraci do anterorní polo-
viny sklerotomů, což vede k segmentaci migrujících proudů bTNL po anterio-posteriorní
ose [47, 50, 51, 113]. Nicméně se ukázalo, že u mnou studovaných druhů tvoří většinu
původního somitu myotom, na rozdíl od myši. Stejně tak u dania tvoří většinu původního
somitu myotom, zatímco sklerotom se vyskytuje ventrálně pod myotomem a v porovnání
s myotomem tvoří jen malou část [64]. I přes nepřítomnost sklerotomu podél ventro-
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mediální cesty migrace však dochází u dania k segmentaci migrace po anterio-posterioní
ose, a to v úrovni mezi nervovou trubicí a notochordem [63]. Segmentální migrace bTNL
může být následkem signalizace nikoli buněk sklerotomu, nýbrž myotomu, a to také u bla-
natých obratlovců včetně myši a kuřete [67]. U dania se ukázalo, že tuto segmentální
migraci patrně určují myotomální buňky pomalého svalstva [66]. Nicméně buňky skle-
rotomu ze své ventrální pozice migrují dorzálně po ventro-mediální cestě až k nervové
trubici [64, 65]. Segmentální migrace bTNL tak nakonec může být opravdu ovlivněna
buňkami sklerotomu, jež se setkávají s migrujícími bTNL na ventro-mediální cestě. To
navíc znamená, že pozorované mezenchymatické buňky v extracelulárním prostoru podél
ventro-mediální cesty nemusí nutně představovat buňky neurální lišty, nýbrž také buňky
skelrotomu. U mnou studovaných druhů jsem také pozoroval segmentální migraci bTNL
po anterio-posteriorní ose. U všech tří z nich bTNL delaminují a následně zahajují migraci
ventro-mediální cestou v nesegmentované formě. V úrovni mezi nervovou trubicí a noto-
chordem se však bTNL začínají shlukovat doprostřed délky somitů, a ventrálně již migrují
segmentovaně po anterio-posteriorní ose. Segmentace těchto buněk nastává právě v místě,
kde u dania začíná dorzální vrchol sklerotomu [64].

Později, kdy však migrace ventro-mediální cestou stále probíhá, bTNL u bichira
a kostlína začínají migrovat také dorzo-laterální cestou, avšak v menším množství v po-
rovnání s ventro-mediální migrací. Migrují jednotlivě, a u kostlína navíc byla pozorována
i migrace ve formaci řetízku. U jesetera jsem migraci dorzo-laterální cestou nepozoroval,
a nejspíš se tak děje až v pozdějších vývojových stadiích. Souhrnem, bTNL u všech tří
studovaných druhů začínají migrovat ventro-mediální cestou a v nesegmentované formě.
V úrovni mezi nervovou trubicí a notochordem se shlukují vprostřed délky jednotlivých so-
mitů, a dále migrují ventrálně v segmentované formě až k oblasti dorzální aorty. U bichira
a kostlína se bTNL shromažďují také v mezenchymu hřbetní ploutve, a později u obou
dvou druhů migrují bTNL také dorzo-laterální cestou, ač v malé míře.

5.3 Deriváty trupové neurální lišty

Když bTNL domigrují na své místo určení, diferencují v jeden ze svých derivátů, jimiž
mohou být spinální ganglia, buňky enterického nervového systému, melanocyty, chroma-
finní buňky dřeně nadledvin, Schwannovy buňky, sympatická ganglia či několik dalších,
zejména neurálních derivátů [28]. U mnou zkoumaných druhů jsem pozoroval časné deri-
váty trupové neurální, a to jednak za pomoci protilátkového barvení vůči SOX10 u všech
tří studovaných druhů, a jednak za pomoci barviva CM-DiI u experimentálních embryí bi-
chira. U všech zkoumaných druhů tvořily bTNL shluky uložené v páru laterálně od nervové
trubice, představující zakládající se spinální ganglia. Na řezech experimentálními embryi
bichia pozdějšího stadia vývoje poté tyto útvary přesně odpovídají svou pozicí i tvarem
spinálním gangliím pozorovaným u dania [69]. Dále jsem u bichira a kostlína pozoroval
buňky migrující dorzo-laterální cestou. Jak je známo, buňky migrující touto cestou dávají
vzniknout pigmentovým buňkám. Nicméně i bTNL migrující ventro-mediální cestou, mo-
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hou dát vznik pigmentovým buňkám. Ty pro migraci využívají periferních nervů, ať už
v případě prekurzorů Schwannových buněk či jednotlivých bTNL migrujících myosepty,
a posléze dávají vznik pigmentovým buňkám [114, 105]. Dále jsem pozoroval bTNL také
v mezenchymu hřbetní ploutve jak u bichira, tak i kostlína. U bichira se tato data potvr-
dila také na experimentálně značených embryích. Přítomnost bTNL ve hřbetní ploutvi
byla dříve popsána u axolotla a dania [55, 56, 72]. Ačkoli jejich funkci nikdo nekomen-
toval, bylo popřeno, že by zde bTNL tvořily mezenchym či skeletální tkáně [57, 73, 74].
Možné vysvětlení přinesly až výsledky studií provedených na platýsovci. V nich se tvrdí,
že bTNL využívají mezenchym hřbetní ploutve jako dočasné místo setrvání do pozděj-
ších vývojových stádiích, kdy opět migrují a na to diferencují v adultní typ pigmen-
tových buněk [75, 76]. Jelikož u jesetera nebyly bTNL pozorovány při dorzo-laterální
migraci a ani v mezenchymu hřbetní ploutve, zdá se, že jeho pigmentace je omezena na
pozdější vývojová stadia, nebo většina pigmentových buněk vzniká právě z prekurzorů
Schwannových buněk migrujících ventro-mediálně [114]. Dále jsem u bicihira pozoroval
subepidermální shluky bTNL v úrovni notochordu po dorzo-ventrální ose, a to jak na
protilátkově, tak i experimentálně barvených embryí. Z pozice těchto shluků se zdá, že by
se mohlo jednat o glie neuromastů postranní linie. Ty vznikají u dania, axolotla a žra-
lůčka skvrnitého (Chiloscyllium punctatum) právě z bTNL, ač samotné neuromasty jsou
odvozeny od plakody postranní linie, mimo jiné tvořící v hlavové oblasti také elektrické
orgány [71, 55, 115, 116, 117]. U bichira jsem dále pozoroval bTNL v prostoru myosept
jak na protilátkově, tak i experimentálně barvených embryích, a také v těsném okolí no-
tochordu u experimentálních jedinců. Tyto bTNL jsou ve spojení s periferními nervy, po
kterých migrují, a později ve vývoji tvoří také adultní typ pigmentových buněk [105].
U experimentálních embryí bichira téměř vždy vykazovala pozitivní signál také dorzální
aorta a její okolí. Nicméně soudím, že tento signál pochází z autofluorescence endodermu,
ze kterého jsou hypoderm, a následně i dorzální aorta odvozeny [118]. S výjimkou jesetera
jsem nepozoroval žádný buněčný úttvar v blízkosti dorzální aorty, jenž by mohl předsta-
vovat slpinální ganglia. Buďto mohou vznikat až během pozdějších stadií vývoje, nebo
rané diferenciace přestávají exprimovat Sox10.
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6. Závěr

Předložená diplomová práce obsahuje poznatky o vzniku, migraci a rané diferenci-
aci buněk trupové neurální lišty u vybraných zástupců bazálních skupin paprsko-

ploutvých ryb: bichira (Polypterus senegalus), jesetera (Acipenser ruthenus) a kostlína
(Atractosteus tropicus). Práce obsahuje také data o derivátech trupové neurální lišty bi-
chira z experimentálního značení pomocí barviva CM-DiI.

Výsledky ukazují na obecné schéma vzniku a migrace bTNL mezi studovanými
druhy, i přes druhově specifické variace u jednotlivých zástupců. U všech třech druhů
ryb vznikají bTNL podél mediální osy trupu, v dorzální části neuroektodermu. U bichira
a jesetera bTNL delaminují po spojení neurálních valů za vzniku nervové trubice, zatímco
u kostlína delaminují při zahájení kavitace neurálního kýlu v nervovou trubici. Delami-
nace u všech zástupců probíhá v anterio-posteriorním rázu, a je průvodní s časem rozpadu
epiteliálních somitů. Následně bTNL vstupují na ventro-mediální cestu, kudy migrují k ob-
lasti ventrální strany notochordu a dorzální aortě. U kostlína mohou v malém míře bTNL
při zahájení migrace putovat také dorzo-laterální cestou, a několik jich zůstává v prostoru
mezi nervovou trubicí a ektodermem. Při ventro-mediální migraci dochází na rozhraní
nervové trubice a notochordu k anterio-posteriorní segmentaci migrujících buněk. Proudy
bTNL jsou uspořádány segmentovaně vprostřed délky jednotlivých segmentů, tvořenými
zejména myotomy. V pozdnějších stadiích vývoje, kdy již není pozorována migrace ventro-
mediální cestou, vstupují bTNL u bichira a kostlína na dorzo-laterální cestu. V průběhu
stále probíhající migrace dochází u všech tří druhů k formaci spinálních ganglií. U bichira
i kostlína jsou bTNL přítomny navíc v mezenchymu hřbetní ploutve, zatímco u jesetera
dochází k formaci sypmatických ganglií. U bichira byla pozorována také migrace bTNL
prostorem myosept a diferenciace bTNL v glie neuromastů. Tyto mezidruhové rozdíly
vznikají pravděpodobně následkem heterochronie a v pozdějších vývojových stadiích do-
chází zřejmě k jejich setření. Na experimentálně značených embryích bichira se potvrdila
přítomnost bTNL ve spinálních gangliích, v gangliích neuromastů, v mezenchymu hřbetní
ploutve, a také v podobě Schwannovy buňky v prostoru myosept. Nadto byl pozitivní
signál vykazují bTNL pozorován také v těsném spojení s okolím notochordu.

Ač se mi nepodařilo vyřešit ultimátní otázku o skeletogenním potenciálu trupové
neurální lišty bichira, vyjevil jsem jako první poznatky o biologii buněk trupové neurální
lišty u zástupců bazálních skupin paprskoploutvých ryb. Otázkou potenciální skeletogenní
aktivity trupové neurální lišty se budu zabývat nadále v rámci doktorského studia.
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