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Abstrakt

Pro vyvoj obratlov€iho téla a hlavné hlavy obratlovcl je zasadni role extenzivné migrujici
populace bunék tzv. neuralni liSty, ktera pfispiva do obrovského mnozZstvi tkani a mimo jiné
vytvaFi vétSinu hlavového skeletu, respektive kraniofacialni Casti lebky. Migrace hlavové
neuralni liSty je napfi¢ obratlovci povazovana za velice konzervativni a definuje ji antero-
posteriorni posloupnost tfech proudd: trigeminalniho, hyoidniho a branchialniho. V této
diplomové praci se zabyvam migraci neuralni listy u bichira senegalského (Polypterus
senegalus) a jesetera malého (Acipenser ruthenus), ktefi reprezentuji zastupce dvou bazalnich
linii paprskoploutvych ryb (Actinopterygii). U obou druhd jsem kombinaci nékolika technik
vymapoval hlavovou neuralni listu od jejiho vzniku b&hem neurulace az po pozdni migraéni faze
a podafilo se mi identifikovat nékteré rozdilné skuteCnosti oproti klasickému migracnimu
schematu bunék neuralni liSty. U bichira byla odhalena vyrazna heterochronie v migraci
zejména hyoidniho proudu, ktery vznika prvni a je vibec nejmasivnéjsi, coz zfejmé Uzce souvisi
s ranym vznikem zakladu vné&jSich Zaber bichira, které se nachazeji pravé na hyoidnim oblouku.
Jeseter naproti tomu vyjevuje klasické migratorni schema bunék neuralni listy, ale
embryogeneze a rana morfogeneze jeho tkani je zasadné ovlivnéna mnozstvim Zloutku, pozici
embrya v ramci Zloutkové koule, a také mezenchymatickym stavem hlavového mezodermu,
takze migrace bunék neuralni liSty je planarni a proudy jejich bunék jsou objemné. Nalezené
patrnosti bunék neuralni listy jsou diskutovany v ramci znalosti o ostatnich obratlovcich a v

kontextu jejich embryogeneze.

KliGova slova: embryogeneze, migrace, neuralni lidta, kraniofacialni diverzita,

paprskoploutvé ryby, bichir, jeseter, evoluce.



Abstract

Extensively migrating population of neural crest cells, which contributes to many tissues and
builds up most of craniofacial vertebrate structures, has a crucial role in embryonic development
of vertebrate body. The migratory pathways of neural crest cells are thought to be very
conserved throughout the vertebrates and cranial neural crest migration is defined by
progression of three migratory streams: trigeminal, hyoid and a common branchial stream. In
this diploma thesis, migration of cranial neural crest was analysed using embryos of the
Senegal bichir (Polypterus senegalus) and of sterlet (Acipenser ruthenus), which represent two
basal-most lineages of extant ray-finned fishes. A combination of several techniques was used
in both species in order to study cranial neural crest cells from their sites of origin to post-
migratory stages and the pattern of migration was compared and discussed in revealed
embryonic context. In the Senegal bichir the hyoid neural crest stream was shown to migrate
first and it is also the most abundant; this heterochrony shift is apparently related to formation of
external gills, which in bichir are situated on the hyoid arch only. In sterlet, neural crest cells
migrate in a classic pattern of three progressive streams but their dynamics and patterning is
influenced by prominent yolk tissues and also by a mesenchymatic state of cranial mesoderm.
These findings are discussed in a context of our knowledge from other vertebrates as well as in

a framework of embryonic and morphogenetic dynamics of different species.

Key words: neural crest, migration, craniofacial diversity, bichir, starlet, ray-finned fishes,

evolution
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2. Prehled dosavadnich poznatk

Cilem této kapitoly je seznamit Ctenafe s prehledem dosavadnich poznatkd o
jednotlivych zarodecnych listech, které se podileji na utvareni hlavy obratlovcl, s
ddrazem na neuralni liStu a také uvést ¢tenafe do problematiky heterochronii a
heterotopii. Neuralni lista je spolecné s epidermalnimi plakody povazovana za
obratloveum pfejit v evoluci od pasivni filtrace k aktivni predaci (srovnej. kupf.
evoluci Celisti) (Gans & Northcutt, 1983).

2.1. Ektoderm

Ektoderm s entodermem jsou oznacCovany jako primarni zarodecné listy; vznikly
jako prvni v evoluci Zivo€ichl a v embryogenezi jsou také jako prvni rozliSitelné
(kupf. Hall, 2009). Ektoderm tvofi vnéjSi vrstvu embrya a vznika z néj epidermis Ci
centralni a periferni nervova soustava (Kardong, 2009). Ektoderm je také mistem
vzniku epidermalnich smyslovych plakod, které vznikaji jako destiCkovité
ztluSténiny v pfesné lokalizované oblasti (kupf. Schlosser, 2010). Z plakod vznikaji
mimo jiné senzoricka ganglia, olfaktoricky epitel, systém postranni ¢ary, senzorické
buriky vnitfniho ucha, oéni €ocCky, organy chuti a elektrorecepce (Schlosser, 2010;
Pieper et al., 2011). Nutno dodat, Ze ektoderm neni jedinym faktorem rozhodujicim
o vyvoji epidermalnich plakod. Na indukci tvorby epibranchialni plakody se
napfiklad vyrazné podili entoderm (Begbie et al., 1999). Tato informace je dllezita
pro chapani celého vyvoje, jelikoz je zde dobfe vidét, Ze vétSina vyvojovych
procesU je zaloZzena na indukénich interakcich mezi nékolika “hraci”, které jsou

naprosto nezbytné pro spravny vyvoj jedince. (Hall, 2003)

2.2. Entoderm

Entoderm vznika béhem embryonalniho procesu gastrulace, coz je embryonalni
déj, pfi kterém se vytvarfi zarodecné vrstvy a vznika prvostifevo (archenteron). Z
entodermu vznika farynx, travici zlazy (jako jatra a slinivka bfiSni), u

bezCelistnatych obratlovcu (Agnatha) entoderm také vytvafi epitel vnitinich zaber a



u &tyfnozcu (Tetrapoda) z entodermu vznikaji plice (shrnuto napf.. Kardong; 2009).
Z faryngu se béhem dalSiho vyvoje formuji faryngealni oblouky. Z druhého
faryngealniho oblouku vznika Stitna zlaza (glandula thyroidea), z tretiho brzlik
(thymus) a ze ctvrtého pfristitna téliska (glandulae parathyroideade) (Kardong,
2009), nicméné brzlik byl v evolu€ni historii pfitomen na kazdém faryngealnim
oblouku a az u rodu Homo je lokalizovan pouze na tfetim oblouku (kupf. Slipka,
1986). Faryngealni entoderm je také nezbytny pro indukci kraniofacialnich
chrupavek vznikajicich z prvniho Zaberniho oblouku a kupfikladu na kufeti bylo
ukazano, ze signaly emanujici z entodermu pfimo rozhoduji o velikosti a orientaci

jednotlivych elementt (kupfikladu Couly et al., 2002).

2.3. Mezoderm

Mezodermalni zarodeCny list vznikd bé&hem gastrulace diky interakcim mezi
primarnimi zarodeCnymi listy (tedy ektodermem a entodermem) a je tedy
oznacovan jako sekundarni zarodecny list (Hall, 2009). Mezoderm se diferencuje
do nékolika subpopulaci: postupné vznikda chordamezoderm, zdroj chordy,
paraxialni mezoderm, z néhoz vznika vétSina svalstva, mezoderm lateralni
desticky utvarejici kosterni aparat koncetin, srdce a vaskularni systém a také
mezodermalni subpopulace, ze které vznika urogenitalni soustava (Kardong,
20009).

Paraxialni mezoderm je v trupu tvofen somity. Prvni somit se objevuje za
otickou kapsuli a kazdy somit se diferencuje do tfech ¢asti: sklerotom, myotom a
dermatom. Ze sklerotomu vznikaji obratle a Zebra, z myotomU se utvafi svalovina
trupu, z dermatomu vznikaji svaly koncetin (kupf. Gilbert, 2010). V preotické
hlavové oblasti je paraxialni mezoderm nesegmentovany a nejsou zde znamy
elementy &i jasné segmentované populace, jako je tomu v trupu v pfipadé somitu.
U nékolika obratlovcl byly nicméné popsany tzv. somitomery (kupf. Jacobson,
1988), které sice byly pfirovnavany k trupovym somitim, le¢ jakkoliv byla jejich
existence v minulosti diskutovana, dnes neni obecné akceptovana (kupf. Freund et
al., 1996; Kuratani et al., 1999).



2.4. Neuralni lista

2.4.1.Historie

Neuralni liStu objevil Svycarsky anatom a fyziolog Wilhelm His, jenz tuto bunécnou
populaci pojmenoval v roce 1868 Zwischenstrang (volny preklad: “pruh tkané mezi
vrstvami”). Identifikoval ji na kufecim embryu mezi vyvijejici se neuralni trubici a
povrchovym ektodermem (His 1868, 1879; dle Hall, 2009). Termin neuralni liSta
(angl. Neural crest) pouzil poprvé anglicky zoolog Arthur M. Marshall v roce 1874
(Hall, 2009). V té dobé, tzn. v druhé poloviné 19. stoleti, vladlo v embryologii
dogma &i tzv. teorie zarodednych vrstev (Germ-layer theory). Ustfedni myslenkou
této predstavy je, Ze vSechny tkané, resp. bunécné typy, jsou odvozeny od tfech
zarodec€nych listl a Ze konkrétni typy tkani povstavaji vzdy z konkrétnich a jasné
danych vrstev. Podle této teorie, obecné feCeno, z ektodermu vznikaji vngjsi tkane,
z entodermu tkané vnitfni a z mezodermu vznikaji vSechny kosti, pojivova tkan,
svalstvo a krevni bunky, tedy jakési tkané vmezefené Ci “prostfedni”. Objevem
neuralni listy byla podlomena do té doby prFevladajici jednoduchost teorie
zarodec€nych vrstev, nebot’ bunky neuralni liSty, odvozené vlastné z ektodermu, viz
nize, davaji vznik mnoha tkanim, jejichz invazivita jim umoznuje osidlit kterykoliv
prostor obratlovCiho téla.

Prvni kdo pfisel s dikazem, ktery byl jasné v rozporu s teorii zarode¢nych
vrstev, byla americka embryolozka Julia B. Platt (Platt, 1893), ktera detailné
popsala pfispévek neuralni listy do Ccelistniho a branchialniho aparatu u
severoamerického mloka rodu Necturus. Tento objev byl vSak vétSinou tehdejSich
védct odmitnut a upadl v zapomnéni. Az po vice nez 30 letech potvrdili svymi
experimenty kupfikladu Landacre (Landacre, 1921) Ci Stone (Stone, 1922) zasadni
pfinos Julie B. Platt k poznani embryogeneze hlavy. Horstadius a Sellman
(Horstadius & Sellman, 1946) za pomoci experimentalniho vystépeni (tedy tzv.
extirpaci) raznych &asti neuralnich valu axolotla vytvofili prvni “mapu” neuruly
ukazujici pFispévek jednotlivych proudd bunék neuralni listy a jejich podil na vyvoji
hlavy v anterio-posteriornim uspofadani a tedy dokazali, Zze vyvoj neuralni listy je
regionalizovan. Pro zjednodusSeni Ize fici, ze nejvice anteriorni €ast neuralni listy

dava vznik elementim prvniho, mandibularniho oblouku. Elementy hyoidniho
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oblouku jsou vytvafeny =z populace neuralni listy lezici posteriornéji od
mandibularni populace, zatimco z nejvice posteriorni ¢asti hlavové neuralni liSty
vznikaji skeletalni elementy branchialnich obloukd. ModernéjSi studie migrace
neuralni listy pfinesly dalSi potvrzeni téchto dat za pouziti radioaktivni znacky (H-
thymidinu), napf. u kufete (Johnston, 1966), €i na obojzZivelnicich (Chibon, 1967;
dle Hall, 1999). Zasadnim meznikem pro pochopeni biologie a migrace neuralni
listy byla metodika francouzské biolozky Nicole Le Douarin (Le Douarin, 1971; dle
Hall, 1999), ktera vyuziva mezidruhovych transplantaci a tvorbu chimér; v tomto
pfipadé kufe a krepelku). Diky mezidruhovym transplantacim bylo umoznéno
sledovat osud bunék neuralni liSty na histologické urovni a tyto pozdé&ji poslouzily k
tvorbé imunologického markeru na znaceni neuralni listy(Le Douarin, 1974). V
soucasné dobé se ke sledovani bunék neuralni liSty nejCastéji pouziva bud metoda
genové exprese — tedy topograficka analyza exprese genu, které jsou v této
subpopulaci aktivni (kupf. Meulemans & Bronner-Fraser, 2004), Ci tzv “fate-
mapping” pfistupy, kdy je néjaky bunécny marker (Dil, DiO) injikovan do maternalni
populace neuralni liSty, tato se oznali, coz umoznuje sledovat jeji naslednou

migraci (kupf. Serbedzija et al., 1989; Lumsden et al., 1991).

2.4.2.Evoluce

Neuralni liSta je spoleCné s neuralnimi plakodami povazovana za jednu z
Schlosser 2010). Recentni fylogeneticka analyza strunatct ukazuje, ze plasténci
(Urochordata) tvofi sesterskou skupinou obratlovcl (Vertebrata), zatimco
bezlebeéni (Cephalochordata) tvofi bazalni linii v rdmci strunatci (Chordata)
(Delsuc et al., 2006) (Obr. 1). Blizky pfibuzensky vztah plasténct a obratlovcu
podporuje i recentni objev bunécné linie povahy neuralni listy (neural crest-like) u
sumek (Abitua et al., 2013), zatimco u kopinatce zatim Zadné embryonalni
populace Ci struktury i pfes intenzivni snahy stale nalezeny nebyly. Pokud by tedy
bunéfna populace objevena u sumek byla skute€né homologicka neuralni listé,
znamenalo by to, Ze neuralni lista je spiSe synapomorfii skupiny Olfactores
(skupina tvofena obratlovci a plasténci), nez synapomorfii obratlovcu. Ve studii, ve

které byla identifikovana bunécna linie povahy neuralni liSty u sumek, autofi
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navrhuji hypotézu, Ze bufiky neuralni listy vznikly koopci (zavzetim) jednoho €i vice
mezenchymalnich  determinantd  (napf. genu Twist) do “praplvodnich”
(rudimentarnich) bunék neurdlni listy. To by znamenalo, Ze buriky neuralni liSty
nevznikly u obratlovcl, ale Ze vznikly modifikaci vyvojové signalizaéni sité
strunatcu (Abitua et al., 2013).

Osteognathostomata

Chondrichthyes

Cyclostomata

hlava, par. smyslové org:
Urochordata

AW neuralni lista
neuralni plakody

notochord
dors. neuralni trubice
Cephalochordata

Obrazek 1: Fylogeneticky strom strunatcu s vyznacenym pocatkem vyskytu neuralni

listy a neuralnich plakod

2.4.3.Embryonalni vznik

Bunky neuralni liSty vznikaji béhem neurulace, coz je embryonalni proces, kdy se
na dorzalni strané embrya utvari neuralni trubice. Bunky neuralni liSty vznikaji na
hranici neuralniho a non-neuralniho (epidermalniho) ektodermu, v misté, kde se
pozdé&ji utvareji tzv. neuralni valy (kupf. Hall & Horstadius, 1988). Vznik bunék
neuralni liSty je indukovan interakcemi mezi neuralnim ektodermem, epidermalnim
ektodermem a také i paraxialnim mezoderem (Dickinson et al., 1995; Basch et al.,
2004). Indukce vzniku neuralni lidty je zaloZena na kombinaci nékolika z&kladnich
signalnich faktord, jako jsou BMP, FGF, RA, &i tzv. Wnt proteiny (LaBonne &
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Bronner-Fraser, 1998; Aybar & Mayor, 2002; Wu et al, 2003; shrnuto kupf. v Basch
& Bronner-Fraser, 2006).

Po indukci bunék neuralni liSty dochazi k tzv. epitelo-mezenchymalni
tranzici ¢i pfechodu (EMT). V pribéhu EMT ztraceji buriky postupné adhezi k
povrchu a k sousednim bunkam, méni svou morfologii a migruji z povrchu

neuralnich valt (Duband et al., 1995; Theveneau & Mayor, 2012).

--T

Obrazek 2: Schema neurulace (vznik neuralni trubice invaginaci); fialova znaci
neuralni ektoderm, modra znadi ne-neuralni ektoderm; zelena znacdi oblast z které

vzniknou bunky neuralni liSty; Upraveno z Donoghue et al., 2008

Jak jiz bylo fe€eno, ke vzniku neuralni listy dochazi pfi utvareni neuralni
embryonalni trubice. V tomto vyvojovém momentu dochazi k tvorbé neuralnich
vall na rozhranich mezi neuralni ploténkou a epidermalnim ektodermem, které se
postupné zvedaji dorzalnim smérem, pozdéji splyvaji a utvareji uzavienou trubici
(Obr. 2). U vétsiny obratlovcu dochazi ke vzniku bunék neuralni listy az po uplném
uzavieni neuralni trubice, jak je vidét kupf. u ptdka (Tosney, 1982; Noden, 1988;
Tokita, 2006), plazd (Kundrat, 2009), nékterych obojzivelniki (Jacobson & Meier,
1984; Falck et al., 2002; Mitgutsch et al., 2008), bahnika (Falck et al., 2000;
Ericsson et al., 2008) a mihuli (Horigome et al., 1999). Nicméné uz i v takto raném
stadiu existuji vzajemné Casové posuny, tedy tzv. heterochronie, diky kterym muze
dochazet k odmigrovani bunék neuralni liSty jeSté pfed uplnym uzavienim neuralni
trubice, jak je znamo u nékterych obojzivelnikl (skokan japonsky: Ichikawa, 1937;
drapatka: Sadaghiani & Thiébaud, 1987; bezblanka: Moury & Hanken, 1995; kurika
vychodni: Olsson & Hanken, 1996; vakorosnicka: del Pino & Medina, 1998; skokan
hnédy: Mitgutsch et al., 2008), &i savct (Tan & Morris-Kay 1985, 1986). U
australské vacCice Monodelphis domestica buriky neuralni liSty odmigrovavaji

dokonce jiz z urovné nediferencované neuralni ploténky, tedy mnohem dfive, nez-li
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dochazi k vlastni neurulaci (Smith, 2001).

2.4.4.Migrace

Vétsina vyvojovych procesu v téle obratlovcl probiha v anterio-posteriornim sledu
a ne jinak je tomu u vzniku, resp. migrace bunék neuralni listy. Burniky neuralni liSty
vznikaji po celé délce neuralni trubice a tak rozliSujeme neuralni liStu - hlavovou,
vagalni (kr¢ni) a trupovou (kupf. Le Douarin & Kalcheim, 1999). Po prodélani vyse
zminéného epitelo-mezenchymalniho prechodu migruji bunky hlavové neuralni
ISity z oblasti budouciho mozku ventrolateralnim smérem, ponejvice mezi vrstvou
mezodermu a povrchovym ektodermem, nicméné velmi mala ¢ast bunék neuralni
liSty muze migrovat skrz paraxialni mezoderm (Noden, 1988; Serbedzija et al.,
1992). Trupova neuralni liSta migruje dvéma hlavnimi sméry: ventrolateralnim
smérem pod povrchovym ektodermem a ventralni cestou skrze somity
(ventromediani cesta (Rickman et al., 1985; Le Douarin & Kalcheim, 1999). Bunky
trupové neuralni liSty migrujici skrze somity migruji pouze prvni polovinou somitu,
tzn. Ze migrace je strikiné segmentalni a z této subpopulace trupové neuralni liSty
vznikaji senzoricka ganglia a Schwanovy bunky. Subpopulace trupové neuralni
liSty migrujici ventrolateralni smérem migruje naproti tomu nesegmentalné a
vznikaji z ni pfedevSim melanocyty (kupf. v Bronner-Fraser, 1994; Krull, 2001). V
migraci trupové neuralni listy vS8ak nemuzeme rozliSit migracni proudy tak, jako je
tomu v hlavé, protoze bunky trupové neuralni liSty migruji zasadné jednotlivé.

V hlavové oblasti je obecné migracni patrnost (pattern) bunék neuralni listy
definovan tfemi migracnimi proudy, které vznikaji separatné z jednotlivych casti
neuralni trubice a nazyvaji se trigeminalni (nebo téz mandibularni), hyoidni a
branchialni (neboli postoticky) (kupf. Kuratani et al., 1999). Trigeminalni proud
vznika z pfedni Casti neuralni trubice (prosencephala, mesencephala a dvou
rhombomer (r1 a r2) rhombecephala) a v pozdéjSi fazi migrace vytvari tfi vétve
obklopujici optickou plakodu (primordium oka) a osidluje celou anteriorni ¢ast hlavy
(Kuratani et al., 1999; Cerny et al., 2004). Z nejvice rostralni oblasti prosencephala
odmigrovava jen velmi malé mnozstvi bunék (kupf. Kuratani et al., 1999), coz ma
zfejmé souvisloust s planplakodalni oblasti (Pieper et al., 2011), jelikoz v této

oblasti vznika velké mnoZstvi plakod vyuZivajici tento prostor. Hlavni cast
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trigeminalniho proudu emigruje z mesencephala, a prvnich dvou rhombomer
rhombencephala. K témto bunkam jeSté pfispiva cCast bunék vznikajici z
rhombomery 3 (r3) (Lumsden et al., 1991; Sechrist et al., 1993; Schilling & Kimmel,
1994; Kulesa et al., 2004). Jak uvadi japonsky biolog Shigeru Kuratani (2005), je to
pravé trigeminalni proud a jeho bunky, které konstituuji celou pfedni ¢ast lebky a
tedy i tzv. kraniofacialni oblast (“obliCej”), tedy tu asi nejvice fenotypové variabilni
¢ast. Tento migracni proud je u vSech obratlovcl klasicky povazovan za nejvétsi
(srovnej ale kapitola Vysledky bichir). DalSim proudem je hyoidni proud, ktery
vznika v rhombomefe 4 (r4) a byva obecné ze vSech tfi proudl nejmensim (srovnej
kapitola Vysledky bichir). Buriky hyoidni proudu spole¢né s malym pfispévkem
bunék z r3 a r5 pfispivaji k tvorbé druhého branchialniho oblouku (Lumsden et al.,
199; Schilling & Kimmel, 1994; Kulesa et al., 2004). Poslednim migracnim
proudem je proud branchialni, vznikajici z rhombomer 6 a 7, ktery s malym
pfispévkem bunék z r5 tvofi mezenchym vypliujici branchialni oblouky (Lumsden
et al., 1991; Schilling & Kimmel, 1994).

Jednotlivé proudy bunék neuralni liSty jsou od sebe navzajem oddéleny
dvéma rhombomerami (r3 a r5), které vytvareji tzv. ,neural crest-free zone"
(Serbedzija et al., 1992; Sechrist et al., 1993; Birgbauer et al., 1995; Kulesa &
Fraser, 1998). Z téchto oblasti buriky nemigruji lateralné, ale velka vétSina bunék
zde vzniklych prodélava apoptézu (Graham et al., 1993; Graham et al., 1994).
Buriky, které apoptéze uniknou migruji anteriorné Ci posteriorné a pfispivaji tak k
sousednim proudim (Sechrist et al., 1993; Birgbauer et al., 1995; Graham et al.,
2004). Oba tyto segmenty rhombencephala jsou definovany expresi genu krox20
(Nieto et al., 1992), cehoz se vyuziva pfi urCeni pfesné lokace rhombomer 3 a5
(Bradley et al, 1993; Nieto et al., 1995).

V hlavové oblasti se nachazeji bariéry, které svou pfitomnosti ovliviuji
migraci jednotlivych proudl neuralni listy a podileji se tak na jejich sekundarni
separaci, jako jsou napf. faryngealni vychlipky, o€ni primordium, Ci oticka kapsule
(Kuratani et al., 1997; Cerny et al., 2004). Oticka kapsule se vyviji na hranici
rhombomer 4 a 5, coz umoznuje bunikam neuralni listy migrovat z rhombomery 5,
ktera je popisovana jako neural crest-free zone, ale zaroven brani migraci z
rhombomery 4. V dalSi fazi vyvoje se oticka kapsule pfesouva do oblasti
rhombomery 5 a bunkam neuralni liSty tak brani v dalSi migraci z této oblasti a
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buriky z rhombomery 4 mohou emigrovat. Ve finalni pozici oticka kapsule brani
migraci bunék neuralni liSty z rhombomery 5 a 6, nicméné tato situace byla
popsana u mihule (Kuratani & Horigome, 2000). Faryngealni vychlipky utvareji
migracni koridor pro buriky neuralni listy tim, ze kanalizuji migrujici bunky pouze
do presné definované migracni cesty a také pomahaji k rozliSeni separatnich
proudud hlavové neuralni listy (napf. Kuratani et al., 1999).

Buriky hlavové neuralni listy jsou béhem migrace velmi plastické a dokazi
reagovat na zmény ve svém okoli. Pokud je napfiklad experimentalné vidci ¢ast
migracniho proudu neuralni listy vystavena mechanické prekazce, dokaze
zareagovat, obejit ji a domigrovat do finalni lokality (srovnje kupf. Kulesa et al.,
2005). BEhem svého putovani dokazi buriky neuralni liSty také velmi rychle osidlit
mista, kde byla snizena jejich pocCetnost kupf. experimentalni extirpaci vcetné
migrace sousednich oblasti, kde normalné nemigruji (Saldivar et al., 1997; Kulesa
et al., 2000; Creuzet et al., 2004). Lze tedy fici, Ze pfestoZze migracni partnost
bunék neuralni liSty je obecné& pomérné rigidné nastavena ve smyslu rozdéleni na
tfi hlavni proudy, v pfipadé potfeby muze byt migrace modulovana dle potfeby, coz
ukazuje na obrovskou plasticitu bunék neuralni listy.

Neuralni liSta je Casto srovnavana s rakovinnymi bunkami, jelikoz sdileji
stejnou schopnost invazivity do jinych tkani (sdileji stejnou expresi genu, kupf.
Snail, Twist — Tucker, 2004; Kang & Massagué, 2004; Micalizzi et al., 2010).
Spojitost s tak “popularnim” tématem jakou je rakovina, pfinasi obrovskou
pozornost védecké obce a ziskana data o rakoving, tak mohou byt komparativné
vyuzivana pro vyzkum samotné neuralni listy. Velka pozoronost je vénovana
pfedev8im studiu mechanismi epitelo-mezenchymalniho pfechodu a migrace.
Tento ,navigacni systém® je velmi komplexnim mechanismem (podrobné v Kulesa
et al., 2010), na kterém se podili chemoatrakce (Kubota & Ito, 2000), mezibuné&cny
kontakt (Kulesa & Fraser, 1998; Carmona-Fontaine et al., 2008) a v neposledni
fadé kontakt bunék s okolnim prostfedim, resp. adheze bunék k podkladu
(Bronner-Fraser, 1993).
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2.4.5. Derivaty bunék neuralni listy

Neuralni liSta ma dvé kliCové vlastnosti: schopnost extenzivné migrovat (viz vyse)
a vytvaret obrovské mnozstvi bunéénych derivati (Donoghue et al., 2008). Po
svém vzniku z neuralni trubice bunky neuralni liSty migruji ventralnim smérem
skrze embryo a vytvari celou Skalu derivatd. Neuralni lista poskytla v prubéhu
evoluce obratlovcidm nékolik novych buné&énych typd, napf. senzorické neurony,
gliové buriky, xantofory, buriky vytvarejici povazky svall, odontoblasty, osteocyty a
celou fadu dalSich (Obr. 3) (Le Douarin & Kalcheim, 1999; Le Douarin et al., 2004).
Analyza poctl bunécnych typlu odvozenych z jednotlivych zarodecnych listl
ukazala, ze neuralni liSta vytvafi vyrazné vétSi pocet bunélnych derivati nez
mezoderm (Vickaryous & Hall, 2006). Diky svému obrovskému vyvojovému
potencialu a Siroké Skale novych bunéénych typu je neuralni liSta povazovana za
Ctvrtou zarodecCnou vsrtvu a obratlovci nékdy byvaji oznaCovani za tetrablastickou

skupinu, tedy skupinu, ktera ma Ctyfi zarodecné listy (Hall, 1997, 2009).

Parasympatické neurony Glie Iridiofory

Sym tické y EI'ytI‘ f ry
neuron ;

paticke neuro w ( 7 o

Enterické neurony : i % Xantofo[’y

€NnzZor Cke ; ( anocyty
Chondrocyty :J ;i : i % e 11 7 tka’ []’
Bunky pQ]lVOVYCh 1

Osteocyty

Odontoblasty

Obrazek 3: Schema znazorfiujici typy buné&nych derivazu vznikajicich z
neuralni listy; Upraveno z Donoghue et al., 2008
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2.5. Hlavova neuralni liSta a skupina ryb

paprskoploutvych (Actinopterygii)

Skupina paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) ma nejvétsi diverzitu v ramci
obratlovcu (cca 28 tisic druht z celkového poctu asi 55 tisic obratlovcd; Nelson,
2006) a diky obrovskému potencialu modifikovat skeletalni tkané (srovnej kupf.
schopnost vytvaret diverzifikované Ccelistni aparaty, viz kupfikladu studie na
vychodoafrickych cichlidach: Roberts et al., 2011) pfedstavuje vynikajici skupinu
pro studium kraniofacialni diverzity.

Prvni detailni studie popisujici migraci hlavové neuralni [iSty u
paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) sepsal Langille a Hall u druhu Oryzias latipes
(Langille & Hall, 1987, 1988). Autofi této praci mimo jiné ukazali, Ze chondrogenni
potencial (tedy schopnost diferenciovat se v chrupavku) maji buriky neuralni liSty
migrujici v oblasti mesencephala a rhombencephala, ne vSak ty z prosencephala.
Autofi se vSak nijak konkrétné nevyjadfuji k tomu, co by toto omezeni
chondrogenni potence mohlo pro vyvoj tohoto druhu znamenat. DalSi podrobna
prace zabyvajici se migraci neuralni liSty byla zaméfena na druhy Xiphophorus
maculatus a X. helleri (Sadaghiani & Vielkind, 1989). | v této praci byly
identifikovany jisté rozdily v migraci oproti ostatnim studovanym obratlovcim: zda
se, ze se zde neutvareji separatni migracni proudy, ale migrace bunék neuralni
liSty je celistva (Sadaghiani & Vielkind, 1989).

Jednim z nejCastéji vyuzivanych modelovych druhd v dnesni vyvojové
biologii, a to dokonce pro studium kraniofacialni morfogeneze, je zebficka, nebo-li
danio pruhované (Danio rerio). Obrovskou vyhodou tohoto rybiho modelového
druhu je mimo jiné pruhlednost embryi béhem vyvoje a tedy vynikajici mozZnost
optickych analyz ontogeneze (srovnej Metscher & Ahlberg, 1999). Pro studium
migracni patrnosti neuralni liSty v8ak tento druh neni pfili§ vhodny kvuli malé
velikosti vajicek (Obr. 5).

Zebfitka jako vétSina zastupcl kostnatych ryb prodélava sekundarni
neurulaci, kdy se utvafi tzv. neuralni kyl a neuralni trubice vznika kavitaci a ne
invaginaci jako je tomu u “klasické” primarni neurulace (Papan & Campos-Ortega,
1994; Lowery & Sive, 2004). Buriky neuralni listy v pribéhu sekundarni neurulace

vznikaji delaminaci z dorzalni strany neuralniho kylu a akumuluji se nad neuralni
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trubici pfed tim, nez za¢nou migrovat (Papan & Campos-Ortega, 1994; Hall, 2009).
U zebficky vSak velké mnozstvi bunék hlavové neuralni liSty nevznika z dorzalni
strany strany neuralniho kylu, ale odmigrovava lateralné a vytvari predmigracni
masu bunék neuralni listy (Schilling & Kimmel, 1994). Tyto pfedmigracni bunky
jsou v8ak segmentovany stejnym zplsobem do separatnich proudd, jako je tomu u
zivoCichu s klasickou neurulaci. Cela pfedmigracni populace bunék neuralni listy
muZze byt také rozdélena v medio-lateralni ose na subpopulace poskytujici razné
typy derivatl. Z nejvice lateralni subpopulace vznikaji neurony, z nejvice medialni
subpopulace vznikaji chondrocyty a buriky pojivovych tkani a z prostfedni
subpopulace vznikaji Schwanovy a pigmentové buriky (Schilling & Kimmel, 1994).
Nicméné velka vétsina studii je zaméfena na ruzné jednotlivosti spojené s neuralni
liStou, ale komplexnim vyjevenim migrace hlavové neuralni liSty se nikdo detailné
nezabyval. Existuji pouze studie zabyvajici se migraci trupové neuralni [iSty
vyuzivajici extirpaci a Dil injikaci (Eisen & Weston, 1993; Raible & Eisen, 1994).

VSechny vySe uvedené druhy navic patfi do skupiny kostnatych ryb
(Teleostei) a studie na bazalnich fadech jako jsou mnohoploutvi (Polypteriformes)
a jesetefi (Acipenseriformes) neexistuji. Jedinou vyjimkou je prace na veslonosovi
druhu Polyodon spathula, ktera okrajové popisuje migraci neuralni liSty pomoci
SEM (Bemis & Grande, 1992; Bemis et al., 2005). Proto jsem se rozhodl zaméfit
svou pozornost na migraci neuralni liSty u druhu Polypterus senegalus (bichir
senegalsky;  Polypteriformes) a  Acipenser ruthenus  (jeseter maly;
Acipenseriformes), nebot oba tyto druhy jsou zajimavé jednak svym
fylogenetickym postavenim a také svou morfologii.

Rad mnohoploutvi (Polypteriformes) je tvofen dvéma rody, Polypterus
(Saint-Hilaire, 1802) ¢&itajici 14 druh( a Erpetoichthys (Smith, 1865) s jednim
druhem (Daget et al., 2001). Rad Polypteriformes se nachazi velmi blizko
evoluéniho bodu, kdy doSlo k oddéleni paprskoploutvych (Actinopterygii) a
nasadcoploutvych (Sarcopterygii) obratlovcu, a bichir je tedy povazovan za
reprezentanta evolu¢né “primitivnich” ryb.

Rad jesetefi (Acipenseriformes) patfi do nadfadu Chondrostei (chrupavéiti)
a je tvofen dvéma cCeledémi, Acipenseridae (jeseteroviti) a Polyodontidae
(veslonosoviti). Acipenseridae zahrnuji 25 druhd a Polyodontidae dva rody,
Polyodon (veslonos) a Psephurus (lopatonos) (Nelson, 2006). Cely rad evolu¢né
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vznikl zfejmé z nékteré skupiny tzv. paleoniski (Grande & Bemis, 1991) a ma
velmi charakteristickou morfologii se zplostélym rostrem. U celé skupiny doSlo k
potlaCeni kostnaténi ve vnitfnim i dermalnim skeletu, take doSlo k redukci az
vymizeni chrupu a objevuji se charakteristické vousky na spodiné rypce pfed usty
(Ostaszewska & Dabrowski, 2009).

2.6. Casoprostorové zmény vyvojovych udalosti v

ontogenezi

Casové a poziéni zmény jsou oznadovany jako heterochronie a heterotopie.
Termin heterochronie poprvé definoval Ernst Haeckel, ktery ji povazoval za
nerovnobéznost mezi ontogenezi a fylogenezi (dle Smith, 2001) a heterotopie
povazoval za soucast heterochronii (dle Zelditch & Fink, 1996). Existuje nékolik
pohledl na to, co je heterochronie a heterotopie. JednoduSe feceno, heterochronie
je nestejné rychla evoluce ruznych anatomickych znakl (Rocek, 2002) a
heterotopii je mozno vidét jako pozi¢ni posun evoluce ruznych anatomickych
znakl. Tyto dvé udalosti vS8ak mohou byt navzajem spfazené bé&hem vyvoje
organism a tedy mohou fungovat spole¢né (Zelditch, 2003).

Heterochronie ve spojitosti s neuralni liStou byly zminovany pfedevSim s
jejich ranou emigraci, kdy se jedna pfedevSim o to, zda burky neuralni [iSty
odmigrovavaji pfed, €i az po splynuti neuralnich vali (kupf. Moury & Hanken,
1995; del Pino & Medina, 1998; Mitgutsch et al., 2008). Asi vlbec nejrané&jsi
migrace bunék neuralni listy u obratlovct byla popsana u vacnatcu, konkrétné u
vaCice druhu Monodelphis domestica, u které buriky neuralni lisSty zacCinaji
odmigrovavat dokonce na urovni nediferencované neuralni ploténky (Smith, 2001;
Vaglia & Smith, 2003). V hlavé va¢natcu se totiz pfedni Cast jejich chrupavcité
lebky a prfedevSim pak nasalni oblasti, kosti okolo ustni dutiny a svaly hlavy se
vyvijeji velmi rané (Clark & Smith, 1993; Smith, 1994). Tato vyvojova heterochronie
ma zjevny ekologicko-evolu¢ni dopad, nebot nedovyvinuta mladata vacnata se tak
mohou dostat po narozeni do matc€ina vaku k mlééné bradavce vlastnimi silami.
Dalsi priklad, ktery se zabyva heterochroniemi a neuralni liStou, je vznik svalu
musculus pseudomasseter, ktery se vyskytuje pouze u papousku (Pssitaciformes).
Srovnavaci analyzou mezi kuferem a papouskem bylo zjisténo, Ze u papouska
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rodu Nymphicus bunky trigeminalniho proudu neuralni listy migruji Casnéji a
osidluji mnohem ventralnéjsi pozice. Buriky trigeminalniho proudu neuralni listy tak
mohou mnohem dfive osidlit prvni faryngealni oblouk, akumulovat se zde a dat
vzniknout bufikam pojivovych tkani, které pozméni svalovou architektoniku
prestavbou svalového prekurzoru musculus adductor mandibulae (Tokita, 2006).
Jak je totiz znamo z praci na nékolika druzich obratlovcu (Noden, 1986; Olsson et
al., 2001; Ericsson et al., 2004) jsou buriky pojivovych tkani odvozenych z neuralni
listy schopny pfebudovavat svalovou architektoniku v hlavé, diky ¢emuz mohou
vznikat nové svaly a tak napfiklad u papopuskd mohl vzniknout pfebudovanim m.
adductor mandibulae jeden ze specifickych svali pro papousky m.
pseudomasseter, ktery papouskim napfiklad umoZzfiuje rozlousknout extrémné

tvrdou potravu.

Darwinovy pénkavy jsou idealnimi modely pro studium evolu€nich dé&ji. Tyto
pénkavy rodu Geospiza maji disledkem adaptivni radiance znacné morfologicky
diverzifikované zobaky, které umoznili se specializovat na odliSné potravni niky, a
pomohly tak zamezit vzajemné konkurenci o potravu. UrCity pohled na vyvojovy
mechanismus, ktery se podili na tvorb& tvarové rozmanitosti zobdkd u
Darwinovych pénkav, pfinaseji dnes jiz klasické prace Abzhanova et al. (2004;
2006), které pojednavaji o tom, Zze za Sitku zobakl je zodpovédna exprese genu
Bmp4 ve facialnim ektodermu (Abzhanov et al., 2004) a za vyvoj dlouhych zobaku
odpovida exprese genu CaM také ve facialnim ektodermu (Abzhanov et al., 2006).
Na expresi téchto genld je mozné se divat z pohledu heterochronického a
heterotopického plsobeni, ponévadz napf. pfi delSi a prostorové SirSi expresi genu
Bmp4 se vyviji velmi masivni a Siroky zobak, zatimco u druhu majiciho uzsi zobak
neni exprese genu Bmp4 tak masivni. Funkce genl Bmp4 a CaM na vyvoj
kraniofacialni Casti lebky (“obliCeje”) byla také potvrzena u vychodoafrickych cichlid
(Parsons & Albertson, 2009). Je tfeba zminit, Zze vySe zminéné prace na
pénkavach a cichlidach zminuji pouze roli povrchového ektodermu a jeho
signalizaci, ale jaky podil na tvorbé tvarové rozmanitosti v “obliCejove” Casti hlavy

ma mezenchym pavodu neurdlni listy nezmifuji.

Je dobfe znamo, Ze velka vétSina genl jeu vétSiny mnohobunécnych

organizmu (Metazoa) konzervativni (extrémem jsou kupf. Hox geny) a fenotypovou
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diverzitu neovliviiuje ani tak pfitomnost €i nepfitomnost “specifickych” genu - jak se
dfive myslelo, nybrz rozdilna genova regulace “stejnych” genl v prostoru a Case
(Caroll et al., 2001). Tento prunik molekularni genetiky a otadzek spojenych s
utvarenim fenotypoveé diverzity pomoci heterochronii je dobrym pojitkem mezi
mikroevoluénimi procesy a makroevoluénimi zménami (Smith, 2003). Z pohledu
evolucni biologie je tedy velmi zajimavé, Ze i jen mala Casoprostorova zména v
pusobeni konzervativhiho genu muize zpulsobit obrovsky posun v morfogenezi a
heterochronie a heterotopie tak mohou predstavovat kliCové hrace fenotypové
diverzity.
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3. Metodika

3.1. Embryonalni material

Embrya bichira senegalského (Polypterus senegalus, Cuvier, 1829) byla z Casti
zajisténa z vlastniho chovu naSi Laboratofe (Katedra zoologie), vétSina
embryonalniho materialu v8ak pochazela ze soukromého chovu pana Vojtécha
Tichého z Kravar u Opavy. Vajicka jesetera malého (Acipenser ruthenus, Linnaeus
1758) byla poskytnuta Ing. Davidem Gelou, PhD., z velkochovu Vyzkumného
Ustavu rybafského a hydrobiologického (JCU, C.

Budéjovice) ve Vodnanech.

Odchov embryi do potfebného stafi
ontogenetického vyvoje byl zajiStén pomoci specialni
odchovavaci aparatury (viz obr. 4), ktera byla vymyslena
a sestrojena autorem této prace a Mgr. Martinem
Minafikem. Odchovavaci aparatura byla umisténa do
akvarijnich chovd katedry zoologie, kvuli teplotnimu
optimu pro vyvoj embryi obou druhl. Pfi dosazeni
kyZzeného ontogenetického stadia byla embrya
anestetizovana v roztoku MS-222 (Serva) a poté|
fixovana 4% PFA pufrovanym 0,1M roztokem PBS, Ci
pro SEM fixaCnim roztokem dle Mitgutsch (2007)
(modifikované Karnovskeho fixativum). Takto fixovany
material byl uskladnén pfi 4°C. Pro potfebu in situ
hybridizaci byla embrya nejdfive fixovana ve 4% PFA a

sleduiici tuoné  oF 100°
nasledujici den postupné prevedena do 100% Obrazek 4: Snimek odchovavaci

tanolu a skladovana pfi -20°C.
metanoil vana pri aparatury. Foto pofidil M. Minafik
Pro potfebu urceni stafi bichira byla pouzita
ontogeneticka (stadiovaci) tabulka publikovana v roce 2009 (Diedhiou & Bartsch,
2009). Stafi jesetera malého bylo ur€ovano pomoci stadiovaci tabulky publikované

v roce 1993 (Dettlaff et al., 1993).
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3.2. Extirpace

Pro extirpacni operace (rozumé&j operace, pfi kterych je odstranéna ¢ast embrya,
v tomto pfipadé povrchovy ektoderm) byla embrya z fixaCniho roztoku promyta v
0,fM PBS. Nasledné byla pfemisténa do Petriho misky s plastelinou, jelikoz
plastelina umoznila vytvofit vhodné komurky pro jednotliva embrya a spravné je
polohovat pro samotnou extirpaci mnohem Iépe, nez obecné pouzivany agarovy
bloCek. Extirpace byly provadény pod binokularni lupou Olympus SZX12 za
pomoci specialné brousenych wolframovych jehel. Ektoderm byl odstrafiovan z
ventralni strany embrya aZz na dorzalni stranu neuralni trubice. Po odstranéni

pozadovaneého mnozstvi tkané byly vzorky dale zpracovany SEM.

3.3. Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Pro SEM byl pouzit material fixovany v modifikovaném Karnovskeho fixativu dle
Christiana Mitgutsche (Mitgutsch, 2008), nebo byl pouzit fixovany material ve 4%
PFA, ktery byl nasledné prefixovan do vySe zminéného fixacniho roztoku
minimalné po 24 hodin. Po promyti 0,1M PBS se embrya odvodnila vzestupnou
alkoholovou fadou az do 100% etanolu (Casové intervaly 10-15 min podle velikosti
vzorku). Pro dokonalejSi odvodnéni byla pouzita SirSi Skala alkoholu o rdznych
koncentracich a ve 100% alkoholu byla embrya promyta dvakrat pro dosazeni
lepSi dehydratace. Alkoholové roztoky byly roziedény v PBS, coz se ukazalo jako
lepSi nez varianta fedéni v destilované vodé, jelikoz nedochazelo k morfologickym
defektlim v podobé napf. promacknuti epidermis do dutin nalézajicich se pod ni.
Takto osSetfené vzorky byly v Laboratofi elektronové mikroskopie na Pif UK
vysuseny metodou CPD (Critical Point Drying-pomoci CO) v aparatufe Bal-Tec
CPD 030. Po vysuSeni byly vzorky rozmistény na velmi tenké vrstvé pryskyfice
(Tempfix Kit) na hlinikové terCiky a vhodné orientovany pomoci fasy upevnéné ve
specialnim drzaku. Pro dosazeni tenké a rovnomérné vrstvy pryskyfice bylo
pouzito podlozniho skla. Analyzacni terCiky se nasledné nechaly pokryt vrstvickou
zlata v aparatufe Bal-Tec SCD 050 a pozorovaly se pod skenovacim elektronovym
mikroskopem JEOL 6380 LV.
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3.4. Histologicka analyza

Embrya pro histologickou analyzu byla odvodnéna vzestupnou alkoholovou fadou
a prevedena pfes noc do roztoku slozek A+B pryskyfice JB-4 Embedding Kit
(Polysciences, Inc.). Druhy den byly vzorky naorientovany do silikonové destiCky
(Polysciences, Inc.) a zality roztokem slozek A+B+C, ktery bez pfistupu vzduchu
zpolymerizuje na pevnou pryskyfici. Dle standardniho protokolu uvadéného
vyrobcem by bloCky mély polymerizovat 3 dny. Nicméné tento proces byl urychlen
pomoci vysouSeni v desikatoru za kontinualniho pfistupu CO, po dobu 2 hodin.
Diky této inovaci byla doba polymerizace vyrazné zkracena, coz umoznilo
efektivnéjSi zpracovani materialu. Cely proces urychleni byl vylepSen diky
prispévku kolegy Mgr. Marka Romaska.

Zpolymerizované bloCky byly poté nalepeny na plastové terCiky a nafezany
na mikrotomu Leica RM 2155 na tloustku 4-5 ym. Rezy byly pieneseny do kadinky
s destilovanou vodou (kvuli sniZeni povrchového napéti), nasledné naorientovany
na podlozni sklicko a vysuSeny. Na obarveni byl pouZit roztok smichany z
histologickych barviv AzurB, Eosinu (Serva) a destilované vody v poméru 4:1:125 a
prekryty krycimi sklicky nalepenymi za pomoci pryskyfice DPX (Fluka). Po
zatvrdnuti pryskyfice byly preparaty pozorovany pod mikroskopem Olympus BX
51. Snimky byly pofizeny pomoci kamery SPOT a programu Spot Advanced

(Diagnostic Instruments).

3.5. Imunohistochemie

3.5.1.Whole-mount barveni (zna€eni na celém embryu)

Pfed samotnym znacCenim protilatkami bylo potfeba eliminovat pigment, ktery by
mohl maskovat kyzeny signal. Pro tento uc€el poslouzil roztok 30% H.O, a
metanolu (3:7), ktery se s embryi umistil pod pfimé svétlo a reakce byla prabé&zné
pozorovana az do uplné depigmentace.

Embrya zcela zbavena pigmentu bylo nutno perforovat 10% Tritonem X-100
(Sigma), aby protilatka mohla prostoupit do hlubSich vrstev. Po promyti v 0,1M
PBS byl vzorek promyt BSA (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich), coz pomaha
lepSimu navazani protilatky. Primarni protilatka (HNK-1) byla pouzita v koncentraci
1:100 a ponechana na tfepacce pfi pokojové teploté cca 5 dni. Po odmyti primarni
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protilatky byl pouzit Vectastaine Elite ABC Kit (Vector), ktery umozriuje vizualizace
protilatky ve viditelném svétle pomoci kienové peroxidazy. Samotny signal (barva)
byl vyvijen v roztoku DAB (diamidobenzidinu).

Dale byly vyzkouSeny protilatky proti krox20, AP-2 a Slug (SigmaAldrich),
ovSem vSechny tyto protilatky nefungovaly ani u jednoho studovaného druhu a

proto je zde neuvadim.

3.5.2.Znac€eni pomoci protilatek na rezech

Vzorky pro imunohistochemickou analyzu na fezech byly nejprve nékolikrat
promyty 0,1M PBS, kvuli dikladnému odmyti fixativu. Nasledné bylo nutno vzorky
prosytit 7,5% a 15% roztokem sacharézy po dobu 2,5 hodin ve 4°C a poté
inkubovat v fadé roztokl 15% sachardzy se zvySujici se koncentraci Zelatiny
(7,5%, 15% a 20%) po 12 hodinach ve vodni lazni o teploté 37°C. Takto oSetfené
vzorky se v 20% zelatiné zalily do silikonové formy (Polysciences, Inc.) a zamrazily
na -25°C. Vzorky se upevnily na fezaci terCiky pomoci Tissue Freezing Medium
(Jung) a krajeny v kryostatu Leica CM 3050S na tloustku 8-10 um. Vzorky byly
implementovany na nahrata podlozni sklicka, ktera byla skladovana do aplikace
primarni protilatky ve vihké komurce ve 4°C.

Pfed samotnym znacenim bylo nutno fezy promyt 0,1M PBS, oSetfit 1%
roztokem BSA a poté aplikovat primarni protilatku (fibronektin, rabbit anti-human
(Dako,1:100)). Sklicka s primarni protilatkou byla ponechana ve vihké komurce pfi
teploté 4°C pfes noc. Nasledujici den byla po odmyti primarni protilatky pouzita
sekundarni protilatka goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen 1:500), ktera byla
aplikovana na 1,5 hodiny pfi pokojové teploté. Pro lepSi navazani sekundarni
protilatky se sklicka sfezy umistila na promyvacku. Po odmyti nenavazané
sekundarni protilatky byla sklicka zalita pomoci Vectashield Mounting Medium
Hard Set (Vector), ktery obsahuje fluorescencni znacku DAPI pro vizualizaci DNA
v jadrech, a pfikryta krycimi sklicky. Skladovana byla pfi 4°C.
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3.6. Injikace lipofilni barvy Dil
Pro znaceni migrujicich bunék neuralni listy in vivo byla pouzita injikace lipofilni
barvy Dil (1,1 -dioctadecyl 1-3,3,3,3 -tetramethylindocarbocyanineperchlorate).
Zasobni roztok Dil (10mg Dil v 50ml 100% ethanolu) byl ultrazvukem oSetfen kvuli
pritomnosti potencialnich krystall a rozfedén v poméru 1:7 s 10% sachar6zou.
Takto upraveny finalni roztok byl injikovan bud pomoci mikroinjektoru IM 300 (WPI)
Ci ustnim injikatorem pomoci specialné upravenych sklenénych jehel.

Po injikacich byla embrya ponechana dovyvinout se do potfebného stadia
v roztoku E2 (zebrafish medium; Nusslein-Volhard & Dahm, 2002).

3.7. Elektroporace

Na elektroporace byl pouzit elektroporator Intracell Intracept TSS 10 ve vlastnictvi
1. Lékarskeé fakulty UK v laboratofi prof. MiloSe Grima. Pfi elektroporaci se DNA
konstrukt injikoval pomoci ultratenkych sklenénych kapilar do neuralni trubice
(Scaal et al., 2004) a nasledné se prfenesl do neuralni trubice za pomoci dvou
elektrod vyuzivajicich elektricky gradient. V pribé&hu elektroporace bylo nutno dbat
na vzdalenost elektrod od embrya, aby nedoslo k jeho spaleni, ale zaroven musely
byt tyto dostate¢né blizko, aby transport vibec probéhl.

3.8. Znac€eni pomoci CCFSE (Carboxyfluorescein)

Embrya pfed uzavienim neurdlnich vall byla dana na nékolik minut do roztoku
CCFSE v PBS (30ul v 15ml) bez pfistupu svétla. Poté byla ponechana v E2 mediu
az do vhodného stadia ontogenetického vyvoje a poté fixovana v 4%PFA. Barveni
pomoci CCFSE oznacuje fluorescenéné povrchovy ektodermem a z tohoto diivodu
je mozné sledovat osud ektodermu, pfipadné i ektomezenchymovych bunék (kupf.
Griffith & Hay, 1992).

3.9. WISH (Whole-mount in situ hybridizace)

Pfi WISH bylo nejprve nutno embryo depigmentovat, viz podkapitola 3.5.1. Po
depigmentaci byly vzorky vystaveny pulsobeni proteinazy Kna 7 min (1:1000),

predevS§im pro degradaci RNA vazebnych proteind a nasledné se vzorky
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posfixovaly ve 4% PFA. Po kratké postfixaci se vzorky postupné prevedly do
hybridiza¢niho roztoku a samotna hybridizace byla provadéna pfes noc v hybridiza
nich komorach (Quanta BioTech a Boekel Bambino) pfi teploté 60°C.

Nasledujici den byly vzorky nékolikrat promyty v posthybridizacnim rozrtoku
(modifikovany hybridizacni roztok), pfevedeny do roztoku MABTween a oSetieny
blokovacim roztokem, ktery zabranuje nespecifickym interakcim. Pfes dalSi noc
byly vzorky inkubovany pfi 4°C s protilatkou, na které byla alkalicka fosfataza. Treti
den se vzorky promyvaly v roztoku MABTween, coz umoznilo odplavit
nenavazanou protilatku.

Oznacené mRNA byly nakonec vizualizovany chromogenni reakci, jiz se
ucastnil substrat pro alkalickou fosfatazu, ktery je pfitomen v roztoku BM purple
(Roche). Vysledny signal daného genu (v tomto pfipadé DIx3) v embryu vytvarel
fialové zabarveni.

Pouzita préba na gen DIx3 byla pfipravena kolegou Davidem Jandzikem,
PhD. a darovana nasi laboratofi.

3.10. Obrazova analyza

Histologické a imunohistochemické preparaty byly analyzovany pod mikroskopem
Olympus BX51, ktery je také vybaven integrovanou UV lampou. Fotografie se
pofizovaly pomoci fotokamery SPOT. Fluorescencni fotografie byly upravovany a
skladany do vicebarevné podoby pomoci programu Spot Advanced (Diagnostic
Instruments). Nékteré protilatkou znacené preparaty byly pozorovany v Laboratofi
fluorescencni mikroskopie na konfokalnim mikroskopu (Leica TCS SP2 s AOBS
(Acousto-Optical Beam Splitter) systémem). Extirpovana embrya byla pozorovana
pod binokularni lupou Olympus SZX 12 s kamerou Olympus, ktera umoznuje
skladani z vice nasnimanych vrstev (DeepFocus) za pomoci softwaru QuickPhoto
Micro (Promicra). Injikace embryi probihala pod fluorescenc¢ni binolupou Olympus
IX 81 a fotografovala se kamerou Orca Hamamatsu Photonics Camera.

Finalni uprava fotografii se provadéla v programu Adobe Photoshop CS a
FIJI (Imaged) Schémata byla vytvarena v programu Corel Draw vyuzivajici
vektorovou grafiku.
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4. Seznam zkratek

B Branchialni proud

c coelom

co cementovy organ

ent entoderm

exg vnéjsi zabra

f farynx

g ganglium

H Hyoidni proud

hg prichytna zlaza

ht srdce

mes mesencephalon

mmez mezodermalni mezenchym
mnc mandibularni kavita
not notochord

olf cichovy vacek

optv opticky vacek

otv oticka kapsule

p1 1. faryngealni vychlipka
p2 2. faryngealni vychlipka
pin pinealni organ

pog pfedni ¢ast embryonalniho stfeva
prmc premandibularni kavita
pron pronefros

pros prosencephalon
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r2

r3

r4

r5
rhom
s
s1-Tab 6,3
s2
s3

t

TRI

V.

VII.

IX.

2. rhombomera

3. rhombomera

4. rhombomera

5. rhombomera
rhombencephalon
somit

1. somit

2. somit

3. somit

ocas

Trigeminalni proud
4. mozkova komora
5. hlavovy nerv

7. hlavovy nerv

9. hlavovy nerv
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5. Vysledky

5.1. Bichir senegalsky (Polypterus senegalus)

5.1.1. Vnéjsi morfologie (SEM)
Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) byly pofizeny za ucelem
popisu vnéjSi morfologie bichira od procesl neurulace az po stadium rané larvy.
Takto ziskané informace poslouzily k pochopeni rané morfogeneze tkani bichira.
Ve stadiu 21 (dle Diedhiou & Bartsch, 2009) (Tab. 1 A, A’) nejsou neuralni
valy dosud zcela splynulé: zatimco v posteriorni ¢asti embrya se uz dotykaji (tzn.
splynuti neuralnich valu je zde rychlejSi), v anteriorni ¢asti je rozestup neuralnich
vall vyrazné vétsi, jelikoz se zde diferencuje budouci mozek a dochazi k aktivni
morfogenezi této oblasti. Ve stadiu 21 je uz také vidét nepatrné vybouleni (Tab. 1
A’), které indikuje misto vzniku budouci vnéjsi zabry. Jak bude ukazano pozdéji,
toto vybouleni je zpusobeno velmi rannou a masivni migraci hyoidniho proudu
neuralni listy (Tab. 2 A, B). V nasledujicim stadiu 22 dochazi ke kompletnimu
splynuti neuralnich valu (Tab 1.B, B’) a Ize pozorovat vyrazné primordium vné;si
zabry. Pro stadium 23 je charakteristicka pfitomnost dvou dobfe definovanych
ranné se zakladajicich larvalnich struktur, vnéjSich Zzaber a cementovych organt
(Tab. 1 C, C’). Cementové organy se nachazeji v anteriorni ¢asti vznikajici hlavy,
zatimco v hyoidni oblasti prominuje primordium vnéjSich Zaber. Ve stadiu 24 se
embryo zacCina prodluzovat, takze jeho celkova velikost zalina pfesahovat
Zloutkovou kouli. Embryonalni mozek je v této fazi ontogeneze rozdélen do ftfi
dobfe  rozliSitelnych ~ ¢asti, na  prosencephalon, = mesencephalon a
rhombencephalon. Cementové organy se v rostralni Casti jeSté vice zvétSuji a
nabyvaji pro né typické kulovité podoby. Vnéjsi zabry se prodluzuji lateralnim
smérem a maji polokulovity tvar (Tab. 1 D, D’). DalSi stadium (st. 25) je Spatné
rozliSitelné od predchoziho stadia, v hlavové oblasti je jedinym voditkem vice
prominujici pinealni organ (Tab. 1 E). NejlepSim znakem pro odliSeni stadia 25 a
24 je velikost ocasni Casti embrya, ktera je ve stadiu 25 pfiblizné dvakrat delSi
oproti stadiu predesiému (Tab. 1 E).
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5.1.2.Extirpace povrchového ektodermu a analyza pomoci SEM
Pro zakladni poznani celé migrace hlavové neuralni liSty byla pouzita metoda, pfi
které je za pomoci extirpace odstranén povrchovy ektoderm a takto odoperovana
embrya se poté analyzuji pomoci SEM. Tato metoda ma obrovskou vyhodu, jelikoz
pfi spravné provedené operaci poskytuje detailni informace o kontextu ve vyvijejici
se hlavé a Ize vizualizovat celou migracni patrnost (angl. pattern) hlavové neuralni
listy. Obrovskou nevyhodou nicméné zlstava technicka naronost a zru€nost
povedeni a téz pouziti velkého mnozstvi embryi.

NejrangjSi stadium, u kterého se zadafilo odstranit epidermis a dale jej
analyzovat, bylo stadium 22. U mladSich stadii se extirpace epidermis dokonale
nezdafily, jelikoz jednotlivé vrstvy zarodecnych listl se nachazeji ve velmi t&sném
kontaktu a nemohla byt selektivné odstranéna pouze jedna epitelialni vrstva. Ve
stadiu 22 Ize dobfe rozlisit trigeminalni a hyoidni proud bunék neuralni listy (Tab. 2
A, B). Trigeminalni proud migruje pouze z anteriorni ¢asti prosencephala a pres
primordium oka. Hyoidni proud migruje z oblasti rhombencephala a je oproti
trigeminalnimu velice urychlen, protoze je vidét mnohem ventralngji nez
trigeminalni proud (Tab. 2 A). Také pocetnost bunék tvoficich hyoidni proud je
zieteIné mnohem vétsi, nez je tomu u proudu trigeminalniho. Zatimco trigeminalni
proud se jeSté nachazi na urovni neuralni trubice, hyoidni proud uz odmigroval z
této urovné a osidluje oblast budouci vnéjSi zabry; na dorzalni strané faryngu
narusuje celistvost tohoto proudu evaginace entodermu mezi prvnim a druhym
faryngealnim obloukem, ktera pfispiva k morfogenezi vnéjSi zabry (Tab. 2 B)
(srovnej také Crkvova, 2012). Bunky neuralni liSty migruji kolem této prekazky,
spoCivajici v pevném kontaktu mezi evaginujicim se entodermem a vnéjSim
ektodermem.

Ve stadiu 23 trigeminalni proud zvySuje pocet svych bunék a stale migruje
pfes ocni primordium (Tab. 2 D). Hyoidni proud osidluje celé primordium vnéjSi
Zabry, pouze v jeho posteriorni ¢asti nepokryva celistvy entoderm hyoidni vychlipky
(Tab. 2 C). V nasledujicim stadiu (24) je situace velmi podobna, ale vibec poprvé
Ize identifikovat branchialni proud bunék neuralni listy (Tab. 2 E). V tomto stadiu se
také prolamuje prvni faryngealni vychlipka, ktera pomaha rozliSeni trigeminalniho a
hyoidniho proudu (Tab. 2 E, F). Ve stadiu 24 se v hyoidni oblasti objevuje oticka
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kapsule, ktera se zanofuje do migracniho proudu bunék neuralni liSty v hyoidni
oblasti (Tab. 2 F) a pozdéji se vmezefi mezi hyoidni a branchialni migraéni proud
neuralni listy, ¢imz napomaha k rozliSeni obou migracnich proudd. Dale se
zvétSuje masivnost evaginujiciho entodermu v posteriornim sméru.

stadium 25 bylo posledni, které bylo za timto ucelem analyzovano. V tomto
stadiu trigeminalni proud obchazi zvétSené ocni primordium (Tab. 2 G, H),
posteriorné od ocniho primordia je také mozno pozorovat vznikajici ganglia V.
hlavového nervu (Tab. 2 G). Hyoidni proud osidluje celou oblast vnéjSi zabry a Cast
tohoto proudu Ize také pozorovat na otické kapsuli. Buriky branchialniho proudu
migruji posteriorné od otické kapsule a také jsou zde patrny dalSi zakladajici se
nervova ganglia (Tab 2. G).

MuzZeme tedy shrnout, Ze analyza za pomoci SEM mj. ukazala, Ze migraéni
patrnost bunék neuralni listy u bichira senegalského je zménéna oproti
oCekavanému klasickému schématu — druhy, hyoidni proud migruje rozsahleji a

dfive, nez-li proud prvni, trigeminalni (Tab. 2).

5.1.3. Histologicka analyza (JB-4 pryskyfice)
Histologicka analyza umoziuje pochopit detaily migrace neuralni liSty na bunééné
urovni (napf. procesy vznikani) a také poskytuje moznost analyzovat rana embrya,
u kterych bylo velice tézké bezrozporné odstranit povrchovy ektoderm a presné
rozliSit epidermis od bunék neuralni listy. Pomoci této techniky chci také testovat
predchozi nalez o heterochronii v migracni patrnosti bunék neuralni listy u bichira
Nejmladsi stadium bichira, které bylo histologicky analyzovano a barveno
pomoci metody Azure B/ Eosinu, bylo stadium 20, coz je stadium jesté rané
neurulace. Na frontalnim fezu mandibularni oblasti zadné bunky neuralni liSty
dosud nelze pozorovat (Tab. 3 A): povrchovy epitel zde velmi tésné pfiléha k
epitelu budouci, stale jeSté Siroce oteviené neuralni trubice a wvytvafi tak
neprostupnou bariéru pro jakékoli migrujici bunky (Tab. 3 A). V hyoidni oblasti
stejného stadia je vSak jiz mozné identifikovat epitelo-mezenchymaini tranzici (Tab.
3 B, B’), coz je umoznéno rozvolnénim vnéjSiho epitelu od epitelu budouci neuralni
trubice a muzZe tak vzniknout prostor pro migrujici burfiky neuralni liSty. V

branchialni oblasti je opét pozorovan blizky kontakt epitelt a Zadné migrujici buriky
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zde nelze identifikovat (Tab. 3 C). Situace u stadia 21 (Tab. 3 D-F) je velmi
podobna predchozi ve stadiu 20. Zatimco trigeminalni proud ¢i migrace se dosud
neustavily (Tab. 3D), na frontalnim fezu hyoidni oblasti |ze jiz pozorovat pomérné
kompaktni migracni proud (Tab. 3 E,E’), ktery migruje smérem k lateralné
rozprostfenému mezodermalnimu mezenchymu. V branchialni oblasti je mozno
identifikovat prvni somit, ale epitely jsou stale ve velmi t&ésném kontaktu a neni zde
prostor pro migraci neuralni liSty (Tab. 3 F).

Ve stadiu 22 by uz dle pfedchozich extirpaCnich experimenti a nasledné
SEM analyzy mél trigeminalni proud neuralni liSty migrovat. AvSak na frontalnich
fezech mnou analyzovanymi embryi nelze identifikovat mezenchymalni populaci v
oblasti prosencephala: epitely jsou zde stale ve velmi tésném kontaktu (Tab. 4 A).
Vysvétleni tohoto nalezu bude nejspiSe spocCivat ve velmi nizkém rozSkalovani
jednotlivych stadii v prabé&hu raného vyvoje bichira. V hyoidni oblasti je naproti
tomu migrace dobfe vidét a je velmi masivni oproti pfedchozim stadiim (Tab. 4 B,
B",C). Pocetnost hyoidniho proudu nartstéd na anterio-posteriorni ose, jelikoz
anteriorni Cast hyoidni proudu teprve prodélava epitelo-mezenchymalni tranzici
(Tab. 4 B,B") a v posteriorni ¢asti jsou vidét souvislé migraéni kompartmenty (Tab.
4 C). V branchialni oblasti ve stadiu 22 nelze zadné mezenchymatické burky
pavodu neuralni listy pozorovat (Tab. 4 D), nicméné Ize vS8ak v tomto forntalnim
fezu identifikovat pocinajici destiCkovité ztluStovani potvrchového ektodermu,
kterym je oticka plakoda (Tab. 4 D).

Ve stadiu 23 prominuji v anteriorni Casti hlavy parové larvalni cementoveé
organy (Tab. 1 C,D). Na frontalnim fezu vedeném mezi cementovymi organy a
primordiem oka jsem zachytil mezenchymatickou populaci, nachazejici se pod
mozkem (Tab. 4 E). Z toho fezu bohuZzel nelze rozhodnout o pivodu mezenchymu.
V mandibularni oblasti za optickym vackem lze pozorovat migraci trigeminalniho
proudu z dorzalni strany neuralni trubice (Tab. 4 F, F’). Hyoidni proud lze stale
pozorovat, ale nelze pfesné rozpoznat, kam az ventralné dosahuje, jelikoz se
jednotlivé mezenchymalni populace ve ventralni Casti faryngu jiz Spatné rozliSuiji.
Ve stadiu 23 je mozné pozorovat dobie patrnou IV. mozkovou komoru (Tab. 4 G).
Oticka plakoda je jiz ve stadiu 23 velmi dobfe rozpoznatelna a nabyva svého
charakteristické tvaru (Tab. 4 H). Posteriorné od otické plakody jsem na fezech
poprvé identifikoval migrujici bunky branchialniho proudu neuralni listy (Tab. 4 1).
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Poslednim histologicky analyzovanym stadiem bylo stadium 24. Buriky
trigeminalniho proudu jsem nalezl nad optickym vackem (Tab 5. A). Trigeminalni
proud je mozné sledovat také posteriornéji od optického vacku (Tab. 5 B,B",C,C").
Hyoidni migracni proud je vidét jak dosahuje entodermalniho vybézku faryngu,
podilejiciho se na vyvoji vnéjsi zabry (Tab. 5D). Hned dalSi posteriorné umistény
fez ukazuje, jak hyoidni migracni proud vypliiuje zcela vnéjSi zabru (Tab. 5 E).
Zajimava je situace v oblasti otické plakody, ktera definuje okraj vnéjSi zabry a tim
také hyoidni oblast. V anteriorni Casti Ize pozorovat mezenchymatické buriky na jeji
dorzalni strané, mezenchymatické buriky vSak obchazejici otickou kapsuli i po
vnitfni strané (Tab. 5 E). Na frontalnim fezu lokalizovaném posteriornéji od fezu
predchoziho Ize pozorovat mezenchymatické bunky migrujici mezi vnéjSim
ektodermem a otickou kapsuli (Tab. 5 F, F’). Posteriorné od otické plakody Ize
pozorovat burfiky branchialniho migracniho proudu, které vytvareji nevyrazny
proud, mozna budouci nerv, a migruji v blizkosti prvniho somitu (Tab. 5 G). Ve
stadiu 24 se mi také mozna podafilo poprvé identifikovat migrujici prvni burky
trupové neuralni listy (Tab. 5 H, H").

5.1.4. Imunohistochemie

Pro potvrzeni nalezenych skuteCnosti v histologické analyze jsem se rozhodl vyuzit
imunohistochemického znaCeni pomoci protilatky proti fibronektinu, ktera
umoznuje vizualizovat bazalni laminy mezi epitelialnimi tkanémi a tak vyjasnit
presnou pozici jednotlivych epitelu.

Bichir je nemodelovym druhem, a proto je nutné uvazovat o specificité
imunohistochemického znaceni, nicméné protilatka proti fibronektinu jiz byla v nasi
laboratofi uspé&sSné na bichirovi pouzita (Minafik, 2011; Crkvova, 2012). Pro
imunohistochemické znacCeni jsem kliCova stadia nafezal v kryostatu v horizontalni
a frontalni roviné. Dle mych pfredpokladd mély frontalni fezy potvrdit pozici
vmezefené neuralni listy mezi povrchovym epitelem a epitely vnitfnich struktur
(neuralni trubice, opticka a oticka kapsule a dalsi). Horizontalnimi fezy jsem chtél
vizualizovat pozici mezenchymu neuralni listy vici mezodermalnimu mezenchymu
pfi utvareni faryngealnich obloukd. Z provedenych analyz je nicméné vidét, Ze

hranice epiteld béhem neurulace a postneurulace v anteriorni ¢asti embrya je velmi
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nejasna oproti kupf. trupové ¢asti embrya. Nejasné hranice epitell zfejmé souvisi s
vysokou morfogenetickou aktivitou ve vyvoji hlavy.

Na frontalnim fezu stadia 24 v hyoidni oblasti Ize identifikovat buriky
neuralni liSty, hyoidniho proudu, migrujici z dorzalni €asti neuralni trubice smérem
k otické kapsuli (Tab. 6 A). Na tomto fezu je také identifikovan mezodermalni
mezenchym, ktery se nachazi ventro-medialné od otické kapsule. V trupové cCasti
je signal protilatky proti fibronektinu mnohem silngjSi, coz lze dobfe vidét na
vizualizaci hranic somitu (Tab. 6 B); na tomto fezu je mozné také pozorovat buriky
trupové neuralni liSty, které se nachazeji dorzalné od somitu a vytvareji jakysi maly
snopec bunék (Tab. 6 B, B”).

Na horizontalnich fezech stadiem 24 |ze dobfe odliSit ¢asti jednotlivych
hlavovych migra¢nich proudd (Tab. 6 C, D). Na horizontalnim fezu ventralni ¢asti
embrya Ize také krom trigeminalniho proudu odliSit evaginujici entoderm v hyoidni
oblasti, ktery se podili na vyvoji vnéjSich zaber bichira (Tab. 6 C). Horizontalni fez
dorzalni Casti embrya ve stadiu 24 odhaluje mezenchymatické buriky puvodu
neuralni listy migrujici pfes otickou kapsuli (Tab. 6 D). Nicméné na fezech
horizontalni rovinou u bichira nelze komplexné popsat migracni patrnost bunék
neuralni listy v pribé&hu faryngogeneze (srovnej s axolotlem, Cerny et al., 2004 Ci
jeseterem Tab. 11).

Kromé protilatky proti fibronektinu jsem se pokusil vyuzit také komercné
dostupné protilatky proti proteinu krox20 a anti-Slug a AP-2 protilatky, coZ by mi
umoznilo lépe pochopit detaily migrace hlavové neuralni liSty. VSechny tyto pokusy
se vSak nezdafily a neuspéch ziejmé souvisi s komplikovanou funkénosti protilatek
u nemodelovych druh.

Buriky neuralni liSty jsem se také pokusil znacit klasickou protilatkou HNK-1,
ktera byla u nékolika druht pouzita ke znaceni migrujici neuralni liSty (Bronner-
Fraser, 1986; Erickson et al., 1989; Sadaghiani & Vielkind, 1990) Ci ke znacCeni
vyvijejich se nervl (Kuratani et al, 2000). HNK-1 protilatku jsem vyzkou$el na
celych embryich i na fezech, ale u bichira nefungovala.
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5.1.5. Vitalni barveni lipofilnim markerem Dil

Pomoci injikace lipofilni znacky Dil je mozné vizualizovat selektivné migrujici buriky
neuralni liSty (srovnej Material a metody). Proto jsem se rozhodl pouzit tuto
metodu, abych potvrdil data ziskana z pfedchozich analyz. Tato metoda je
technicky naro¢na a navic znaceni je provadéno na zivych embryich, coz vyzaduje
velké mnozstvi embryonalniho materialu a po injikaci je nutné zajistit jejich preziti
do kyZzeného stafi.

InjikaCni experimenty se mi diky nedostatku Zivého materialu podafilo
provést pouze jednou. Celkem jsem injikoval do neuralnich vald 40 embryi ve
stadiu 21, z ¢ehoz po nékolikahodinové kontrole pfezilo a mélo pozitivni signal 12 z
nich. Injikaci jsem provadél z lateralni strany neuralnich vall (viz Tab. 7 C ), ¢imz
jsem se pokusil eliminovat problém s injikaci nechténych tkani. Pfi injikaci z
lateralni strany muZe dojit pouze k oznaceni bufek neuralni listy a povrchového
ektodermu, protoze jak je vidét z histologickych dat, Zadné jiné tkané se v dorzalni
¢asti neuralnich vall nenachazeji.

VSech 12 embryi vykazovalo pozitivni signal v migrujicich bunikach a u
nékolika z nich signal vypadal shodné s daty ziskanymi extirpacnimi experimenty
(Tab. 7 A, B). Abych potvrdil, Ze Dil je navazana pouze v mezenchymu puvodem z
neuralni listy, embrya jsem nasledné histologicky zpracoval (n=12). Z
histologickych dat je nicméné vidét, Zze béhem injikace pomérné Casto doSlo
k oznaCeni dalSi bunécné populace, prfedevSim mezodermalniho mezenchymu
(Tab. 7 A’). U nékterych injikovanych embryi histologicky zpracovanych lze
ziskany signal velmi komplikované odlisit, naléza-li se v burikach neuralni listy ¢i v
mezodermalnim mezechymu (Tab. 7 B").

Mimo injikace bunéfného markeru Dil jsem také pouzil znaCeni pomoci
CCFSE (pro detaily viz kapitola Material a metody), které primarné znaci
povrchovy ektoderm. V mém pfipadé jsem toto znaCeni pouZil na embrya s
otevfenymi neuralnimi valy, protoZe tuto dobu dochazi k emigraci bunék neuralni
liSsty. JelikoZz buriky neuralni listy vznikaji z ektodermu neuralnich vald, béhem
epitelo-mezenchymalniho pfechodu a poté migruji, ponesou si znaCku CCFSE s
sebou v pribéhu migrace a mohou tak byt snadno detekovatelné. Tato metoda se

neosveédcila, jelikoz se ukazalo, ze cilie, ktera ma embryo bichira hojné na svém
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povrchu, svou ¢innosti odmyji tuto znacku ze svého povrchu, ikdyz se zprvu jevil

experiment pozitivné (Tab. 7 D).

5.1.6. In situ hybridizace

Pro dalSi potvrzeni dat ziskanych z pfedes$lych experimentl jsem se rozhodl vyuzit
molekularné-biologické metody in situ hybridizaci na celych embryich (WISH), pfi
kterych je mozné vizualizovat expresi studovaného genu. Tato metoda funguje na
zakladé komplementarity sondy s navazanou protilatkou (tzv. préby) a sekvenci
genu. JelikoZ v nasi laboratofi disponujeme Sirokou Skalou sond, rozhodl jsem se
vyzkouSet sondu proti genu DIx3, coz je gen, ktery by mél byt exprimovan mimo
jiné pravé i v pribéhu migrace neurdlni listy. Gen DIx3 ma expresi vzdy v
ploutevnim lemu, coz muzZe byt pouzito jako kontrola specificity pouzité
préby(Akimenko et al., 1994).

Prvnim stadiem, u kterého byla exprese genu DIx3 detailné analyzovana,
bylo stadium 23 (Tab. 8 A, B). V tomto stadiu je mozné pozorovat silnou expresi
genu DIx3 v hyoidni oblasti, ktera je lokalizovana ventralné od rhombencephala
(Tab 8 A, B). Expresi genu DIx3 Ize také pozorovat v nejvice anteriorni ¢asti hlavy,
kde jsou pfitomny buriky trigeminalniho proudu neuralni listy (srovnej Tab. 2), ktera
zfejmé souvisi se silnou kondenzaci bunék trigeminalniho proudu v této oblasti
(Tab. 8 B). Rozsah trigeminalniho proudu neuralni listy je mnohem masivnéjsi, jak
ukazuji data z extripanich experimentl, kde jsou buriky trigeminalniho proudu
lokalizovany az na hranici mesencephala (Tab. 2D). Tomuto rozsahu muaze
odpovidat slaba exprese genu DIx3, ktera muze byt ovlivnéna mensim poctem
bunék trigeminalniho proudu v této pozici (srovnej Tab. 8B a Tab. 2D).

Ve stadiu 24 je exprese genu DIx3 patrna dorzalné od cementového organu,
ale uz nelze pozorovat expresni signal na dorzalni strané prosencephala (Tab. 8
C, D). Podoba této exprese by tedy naznacCovala, Ze exprese genu DIx3 v tomto
stadiu se nachazi v téch burnkach trigeminalniho proudu neuralni liSty, které se
nalézaji pouze v oblasti cementovych organu, zatimco v burnkach na dorzalni
strané neuralni trubice exprese chybi. Silna exprese v burikach hyoidniho proudu
neuralni liSty je rozeznatelna i ve ventralni Casti primordia budouci vnéjsSi zabry

(Tab. 8 C). Pfi dorzalnim pohledu na hlavou ¢ast embrya je mozné identifikovat
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expresi genu DIx3 v primordiu vnéjSi zabry, kde vytvari expresni patrnost ve tvaru
obraceného pismene L (Tab. 8 D).

V nejstarSim analyzovaném stadiu bichira (st. 25) je exprese genu DIx3 v
trigeminalnim oblasti rozeznatelna pouze ve velmi malém rozsahu dorzalné od
cementového organu (Tab. 8 E). Exprese v hyoidni oblasti je ve stadiu 25
lokalizovana pouze v nejvice posteriorni ¢asti primordia budouci vnéjsi zabry (Tab.
8 E) a vySe popsana expresni patrnost v podobé& obraceného pismene L je zde
stale dobfe pozorovatelna (Tab. 8 F).
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Tabulka 1: Rany vyvoj bichira senegalského Polypterus senegalus
(SEM). (A - E) Lateralni pohled na jednotliva stadia od rané neurulace
po ranou larvu. (A" - E’) Dorzalni pohled na hlavovou oblast
jednotlivych stadii; Sipka oznacuje hyoidni oblast; hvézdi¢ka znacCi
vyvijejici se pinealni organ; snimky B a B" pofidil Mgr. Martin Minafik
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Tabulka 2: Migrace hlavové neuralni listy bichira seneglaského
(Extirpace a SEM analyza). (A) Dorzalni pohled na trigeminalni a
hyoidni proud hlavové neuralni listy ve stadiu 22. (B) Detail hyoidniho
proudu hlavové neuralni liSty ve stadiu 22. (C) Lateralni pohled na
trigeminalni a hyoidni proud neuralni listy ve stadiu 23. (D) Dorzalni
pohled na anteriorni ¢ast hlavoveé oblasti ve stadiu 23. (E - F) Lateralni
pohled na trigeminalni, hyoidni a branchialni proud hlavové neuralni
liSty ve stadiu 24. (G - H) Lateralni pohled na trigeminalni, hyoidni a
branchialni proud neuralni liSty; Sipka oznaCuje vznikajici neuralni
ganglia.

Ektoderm

Entoderm

Mezoderm

Neuralni ektoderm

Neuralni lista
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Tabulka 3: Heterochronie v emigraci hyoidniho proudu hlavové
neuralni liSty (JB-4 histologie). (A - C) Frontalni fezy stadiem 20. (D -
F) Frontalni fez stadiem 21. (A) Frontalni fez mandibularni oblasti
stadia 20. (B) Frontalni fez hyoidni oblasti stadia 20. (B") Detail
dorzalni €asti neuralniho valu v hyoidni oblasti stadia 20. (C) Frontalni
fez branchialni oblasti stadia 20. (D) Frontalni fez mandibularni oblasti
stadia 21.(E) Frontalni fez hyoidni oblasti stadia 21. (E’) Detail
neuralni trubice v hyoidni oblasti stadia 21. (F) Frontalni fez
branchialni oblasti stadia 21; zluta oblast znacCi hranice neuralni
trubice; bila oblast znaCi bazalni laminu vnéjSiho epitelu. Zluta Sipka
znaci kontakt vnéjSiho epitelu s epitelem neuralni trubice; zelena Sipka
oznacuje buriky hlavové neuralni listy; v rameCku SEM snimek stadia
21 (D - F).
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Tabulka 4: Vznik migra¢nich proudd hlavové neuralni liSty bichira
senegalského (JB-4 histologie). (A-D) Frontalni fezy stadiem 22. (A)
Frontalni fez rostralni Casti mandibularni oblasti stadia 22. (B)
Frontalni fez posteriorni Casti mandibularni oblasti stadia 22. (B")
Detail vrcholku neuralni trubice v mandibularni oblasti s vyznacenymi
emigrujicimi bunkami trigeminalniho proudu. (C) Frontalni fez hyoidni
oblasti stadia 22 s vyznaCenymi migrujicimi bufikami hyoidniho proudu
hlavové neuralni listy. (D) Frontalni fez hranici mezi hyoidni a
branchialni oblasti stadia 22. Vizualizovana vznikajici oticka plakoda.
(E - 1) Frontalni fezy stadiem 23. (E) Frontalni fez mandibularni oblasti
a cementovymi organy; Snimek ve vertikalni roviné. (F) Frontalni fez
mandibularni oblasti stadia 23 za cementovymi organy. (F’) Detail
zameérfeny na migrujici bunky trigeminalniho proudu hlavové neuralni
listy. (G) Frontalni fez hyoidni oblasti s vyznaCenymi bunkami
hyoidniho proudu neuralni liSty. (H) Frontalni fez oblasti stadia 23 s
vyvijejici se otickou plakodou. (I) Frontalni fez branchialni oblasti
stadia 23 s vyznaCenymi migrujicimi bunkami branchialniho proudu
hlavové neuralni liSty; Zluta oblast znaCi hranice neuralni trubice; bila
oblast znaci bazalni laminu vnéjSiho epitelu. zluta Sipka znacCi kontakt
vnéjSiho epitelu s epitelem neuralni trubice; zelena Sipka oznacuje
buriky hlavové neuralni liSty; v rameCku SEM snimek stadia 22 (A - D)
a stadia 23 (E - ).
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Tabulka 5: Pozdni faze migrace hlavové neuralni [iSty bichira
senegalského (JB-4 histologie). (A - I) Frontalni fezy stadiem 24. (A)
Frontalni fez mandibularni oblasti na hranici mezi cementovym
organem a optickym vackem ve stadiu 24 s vyznaCenymi migrujicimi
burfikami trigeminalniho proudu neuralni liSty. (B) Frontalni fez
mandibularni oblasti s vyznaCenymi bunkami trigeminalniho proudu
neuralni listy. (B") Detail pfedchoziho fezu. (C - D) Frontalni fez
rostralni Casti hyoidni oblasti s vyznaCenymi burikami hyoidniho
proudu. (C°) Detail pfedchoziho fezu. (E — F) Frontalni fez hyoidni
oblasti v misté s otickou kapsuli. (F) Detailni snimek migrujicich
buriék hyoidniho proudu nad otickou kapsuli. (G) Frontalni fez
branchialni oblasti s vyznacenymi burikami branchialniho proudu nad
vyvijejicim se prvnim somitem. (H) Frontalni fez trupovou oblasti s
vyznaCenymi bunkami trupové neuralni liSty nalézajicimi se dorzalné
od somitu. (H") Detailni snimek pfedchoziho fezu s dirazem na bunky
trupové neuralni listy; bila oblast znaci bazalni laminu vnéjSiho epitelu.
Zluta Sipka znaci kontakt vnéjSiho epitelu s epitelem neuralni trubice;
zelena Sipka oznacuje bunky hlavové neuralni listy; v ramecku SEM
snimek stadia 24 (A - H").
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Tabulka 6: Morfogeneze v hlavové oblasti bichira senegalského, s
dlrazem na vizualizaci bazalnich lamin jednotlivych epiteld pomoci
protilatky proti fibronektinu. (A-B") Frontalni fezy stadiem 24. (A)
Frontalni fez hyoidni oblasti ve stadiu 24 s vyznaCenymi bunkami
hyoidniho proudu neuralni listy. (B) Frontalni fez trupovou oblasti ve
stadiu 24. V detailu (B’) je vidét populace trupové neuralni liSty
oznaCena v predchozim snimku Sipkou. (C-D) Horizontalni fezy
hlavovou oblasti ve stadiu 24. (C) Horizontalni fez s vyznaCenymi
burfikami trigeminalniho proudu neuralni liSty. Lateralni expanze
entodermalnich bunék k povrchovému ektodermu. (D) Horizontalni fez
stadiem 24 s vyznaCenymi bunkami hyoidniho a branchialniho proudu
neuralni liSty; pro lepSi prehlednost bila teCkovana hranice vizualizuje
pozici bazalnich lamin.
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Tabulka 7: Mapovani migrace bunék neuralni listy pomoci Dil injikaci.
(A) Injikované embryo ve stadiu 23+ s pozitivnim signalem na hranici
hyoidni a branchialni oblasti. (A") Frontalni fez pfedchozim embryem
se pozitivnim signalem v somitu a vnéjSim ektodermu. (B) Injikované
embryo ve stadiu 24 s pozitivnim signalem v hyoidni oblasti. (B")
Horizontalni fez pfedchozim embryem s pozitivnim signalem ve
vnéjSim ektodermu a v mezodermalnim mezenchymu nebo v
mezenchymu pavodu neurdlni listy. (C) Schéma ilustrujici provedeni
injikace Dil. (D) Neurula bichira po obarveni roztokem CCFSE a
pozitivnim signalem v oblasti neuralnich valu; Bila teCkovana Cara
znaci hranice povrchového epitelu.
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Tabulka 8: Expresni pattern genu DIx3 v burikach hlavové neuralni
liSty bichira senegalského (ISH). (A) Lateralni pohled na embryo ve
stadiu 23 s expresnim patternem genu DIx3 lokalizovanym v hyoidni
oblasti; oznaCeno Sipkou. (B) Dorzalni pohled na stadium 23+ s
expresnim patternem genu DIx3 v trigeminalni oblasti (oblast ozacena
bilou teCkovanou carou) a expresnim signalem v hyoidni oblasti
(oznaceno Sipkou). (C) Lateralni pohled na embryo ve stadiu 24 s
expresnim patternem genu DIx3 lokalizovanym ve ventralni cCasti
primordia vnéjSi zabry (oblast vyznaCena bilou teCkovanou Carou) a v
trigeminalni oblasti nad cementovym organem (oznaceno Sipkou). (D)
Dorzalni pohled na embryo ve stadiu 24 s expresnim patternem genu
DIx3 dorzalné od cementového organu (oznaceno Sipkou) a v hyoidni
oblasti s postero-ventralnim expresnim patternem ve tvaru obraceného
pismene L (oblast oznaCena bilou teCkovanou carou). (E) Lateralni
pohled na embryo ve stadiu 25 se slabSim expresnim patternem
umisténym dorzalné od cementového organu (oznaceno Sipkou) a s
expresnim patternem v posterio-ventralni ¢asti primordia vnéjsi zabry,
nicméné s mensim rozsahem exprese nez ve stadiu predchozim. (F)
Dorzalni pohled na embryo ve stadiu 25 s expresnim patternem genu
DIx3 v primordiu vnéjSi zabry (oblast oznaCena bilou teCkovanou
¢arou); Hranice rhombencephala oznacena fialovou teCkovanou ¢arou.

54



rheom




5.2. Jeseter maly (Acipenser ruthenus)

Jesetera malého jsem vybral do své studie jako komparativni druh, ktery stejné
jako bichir patfi mezi bazalni fady paprskoploutvych ryb. Jeseter ma navic velmi
zajimavy kraniofacialni fenotyp (napf. vyrazné rostrum), coz se hodi pro studium

kraniofacialni diverzity.

5.2.1. Vnéjsi morfologie (SEM)

Pro popis vnéjsi morfologie procesl neurulace a raného vyvoje jesetera jsem jako
u predchoziho druhu pouzil skenovaci elektronovy mikroskop. Jiz na prvni pohled
lze konstatovat, Zze neurulace jesetera probiha v ramci zloutkové koule a embryo
se nevyviji na povrchu Zloutkové koule jako je tomu u bichira.

Ve stadiu 24 jsou jiz neuralni valy vzedmuté a jejich dorzalni strany se
vzajemné pfiblizuji a v nékterych mistech se jiz dotykaji (Tab. 9 A). V tomto stadiu
se formuje prvni faryngealni vychlipka, pronefros a neuralni trubice se zacina
rozdélovat do dvou oddili budouciho mozku: prosencephalon a rhombencephalon
(Tab. 9 A). Ve starSim stadiu (st. 25) neuralni valy zcela splynuly a celé embryo
pusobi kompaktné. V tomto stadiu se také vyviji druha faryngealni vychlipka (Tab.
9 B).

Ve stadiu 26 se télo zarodku prodluzuje v anterio-posteriornim sledu a vyviji
se u néj ocasni Cast téla (Tab. 9 C). V tomto stadiu u jesetera emanuje na povrch
prichytny larvalni organ (,cementovy organ®; o puvodu toho organu se mnoho neuvi,
ale predpoklada se jeho vznik z entodermu) (Tab. 9 C’). V hlavové oblasti se
mozek rozdéluje jiz do tfech oddilld (prosencephlaon, mesencephalon a
rhombencephalon) a prolamuje se také Cichovy vacek (Tab. 9 C").

Ve stadiu 27 dochazi k narustu ocasni Casti téla, ktera je vidét pfi dorzalnim
pohledu na celé embryo (Tab. 9 D). V embryonalnim mozku stadia 27 se v
rhombencephalu diferencuje IV. mozkova komora. U stadia 28 se ocasni Cast
prodluzuje, dosahuje relativné blizko k hlavové Casti a je jednou tak delSi nez ve
stadiu 27 (Tab. 9 E). U stadia 28 se oCni primordium zvétSuje a je jiz dobfe patrné,

coz u predchoziho jesté nelze dobfe rozeznat (srovnej Tab9 D" a E’).
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5.2.2. Extirpace povrchového ektodermu a analyza pomoci SEM
Stejné jako u bichira jsem i zde pouzil extirpaci, abych vyjevil migracni patrnost
celé hlavové neuralni liSty a pochopil tento pattern v kontextu vyvijejici se hlavy
jesetera. Vyhodou extirpaci u jesetera byla velikost jeho vajiCek, ktera je oproti
bichirovi zhruba dvojnasobna.

stadium 25 bylo prvni, které se mi podafrilo extirpovat a jsou na ném jiz vidét
vSechny tfi proudy hlavové neuralni liSty tak, jak je tomu u vSech studovanych
obratlovcu. Jednotlivé migraéni proudy hlavové neurdlni liSty jesetera jsou
definovany také prvni a druhou faryngealni vychlipka (Tab. 10 A), které jim
vytvareji migracni koridor (srovnej Tab. 10 F). Bunky trigeminalniho proudu
dosahuji i nejvice anteriorni €asti hlavy a obchazeji emanujici ,cementovy organ®
(Tab. 10 B). Celistvost trigeminalniho proudu je naruSena rostoucim primordiem
budouciho oka (Tab. 10 A, B). U embrya tohoto stafi je jiz pozorovatelna vyvijejici
se oticka plakoda, ktera pomaha také lokalizovat pozici hyoidniho proudu hlavové
neuralni listy (Tab. 10 A).

V dalSi vyvojovém stadiu (st. 26) se migracni patrnost neuralni listy neméni
(Tab. 10 C, D). V tomto stadiu se mi podafilo identifikovat poprvé pozici
jednotlivych rhombomer rhombencephala. SEM snimky stadia 26 také odhalily
obrovskou coelomovou dutinu (Tab. 10 D). Jako dobry znak pro rozliSeni stadia 26
od predchoziho je mozné pouzit zvétSujici se faryngealni vychlipky (Tab. 10 C).

Ve stadiu 27 je poCet bunék hlavové neuralni liSty na dorzalni strané
neuralni trubice v jeji anteriorni ¢asti mensi nez v pfedchozich stadiich (Tab. 10 E).
V branchialni oblasti jsou vidét na dorzalni strané rhombencephala burky
prodélavajici epitelo-mezenchymailni pfechod (Tab. 10 F, H). Poprvé je mozno v
tomto stadiu pozorovat velké pocty bunék trupové neuralni listy, které jsou vidét na
dorzalni strané somitd (Tab. 10 E, F). Dale se mi poprvé podafilo identifikovat
nervova ganglia (Tab. 10 E; oznaCen rozsah Sipkami) a také v anteriorni casti pod
neuralni trubici jsou pozorovatelné lateralni vybézky predni Casti vyvijejiciho se
embryonalniho stfeva (Tab. 10 E). Diky selektivni extirpaci bunék hyoidni proudu
je dobfe vidét migracni koridor, ktery je utvafen prvni a druhou faryngealni
vychlipkou a utvafi jim jedinou moznou migracni cestu (Tab. 10 F).

Ve stadiu 28 jsou buriky hlavové neuralni listy pfitomny lateralné od neuralni
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trubice. Jedinym pozlstatkem hlavové neurdlni liSsty na dorzalni strané
embryonalniho mozku jsou bunky nachazejici se okolo pinealniho organu (Tab. 10
G). V mandibularni oblasti je ve stadiu 28 vidét prominujici mandibularni hlavova
kavita a dorzalné od ni Ize identifikovat neuralni ganglium (Tab. 10 G). DalSi
neuralni ganglium se utvafi posteriorné od otické kapsule (Tab. 10 G). Starsi
embrya se nezdafila dobfe extirpovat, protoze hlavova oblast jesetera je velmi
komplikovana pfitomnosti napf. €ichovych vackd, emanujicimi hlavovymi kavitami
apod.

Obecné Ize konstatovat, Ze hlavova neuralni liSta jesetera malého plsobi
dosti kompaktné oproti bichirovi a také ze jednotlivé migracni proudy velikostné
odpovidaji informacim ziskanym z ostatnich studovanych druhud (az na bichira, viz
Tab. 2).

5.2.3. Histologicka analyza (JB-4 pryskyfice)
Na histologickych fezech jsem se pokusil popsat prvni znamku emigrace hlavové
neuralni liSty jesetera. Pfestoze se histologické zpracovani tkani jesetera ukazalo
jako technicky velice slozité z divodu pfitomnosti hlavovych kavit apod, i tak se mi
podafilo identifikovat emigraci neuralni liSty a pozdni fazi migrace hlavové neuralni
liSty na histologickych fezech.

Prvni emigrujici bunky hlavové neuralni liSty jsem identifikoval ve stadiu 23
(Tab. 11 A-C). Frontalni fez zcela anteriorni Casti mandibularni oblasti, ktery
ukazuje zvednuté a dosud nespojené neuralni valy, neobsahuje zadné patrné
migrujici bunky neuralni listy (Tab. 11 A, A’). Hned na dalSich, vice posteriorné
umisténych fezech jsem vsSak identifikoval prvni migrujici bunky hlavové neuralni
listy v mandibularni oblasti (Tab. 11 B, B"). Na detailnim snimku vrcholu neuralniho
valu jsou patrné emigrujici bunky, kterym ektodermaini epitel uvolfiuje prostor pro
migraci (Tab. 11 B’). Na dorzéalni strané, lateralné od neuralnich vall je vidét
nékolikavrstevny ektoderm, jehoz destiCkovité zlusténi je nejasného urceni (Tab.
11 B" a C; oznaceno Sipkou). Na frontalnim fezu budouci hyoidni oblasti uz nejsou
patrné Zadné bunky neuralni listy (Tab. 11 C).

Pozdni fazi migrace neuralni liSty jsem analyzoval na embryu ve stadiu 27

(Tab. 12 A-F). V tomto stadiu Ize buriky hlavové neuralni liSty rozliSit i podle
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barevného odstinu, ¢ehoz se ve velmi ranych stadiich nepodafilo dosahnout.

Na frontalnim fezu mandibularni oblasti v misté budouciho oka jsou vidét
buriky trigeminalniho proudu migrujici z dorzalni strany rhombencephala, pres
primordium oka a nachazejici se v tenkém migra¢nim pruhu bunék (Tab. 12 A). Na
tomto fezu Ize pozorovat cévy lateralné a ventralné umisténé od embryonalniho
mozku (Tab. 12 A; oznaCeny hvézdickou). Na ventralni strané tohoto fezu se
nachazi ,cementovy organ®, ktery ma typickou stavbu se sekretujicimi burikami
(Tab. 12 A).

Na dalSim Fezu jsou uz vidét bunky trigeminalniho i hyoidniho proudu, které
jsou od sebe rozdéleny prvni faryngealni vychlipkou (Tab. 12 B). Ve stejném fezu
jsou rozpoznatelené hlavové kavity, konkrétné kavita premandibularni umisténa
vice medialné, a kavita mandibularni lezici lateralné od premandibularni (Tab. 12
B). Na ventralni strané je také mozno identifikovat vyvijejici se srdce (Tab. 12 B).
Dalsi frontalni fez ukazuje fez vyvijejicim se hyoidnim obloukem, kde buriky
hyoidni proudu neuralni liSty obkruzuji mezodermalni mezenchymatické jadro
(Tab. 12 C).

Frontalni fez hyoidni oblasti ukazuje jak vyvijejici se embryo jesetera sedi
na ,stopce® entodermu, ktera slouzi k vyzivovani embrya. Na tomto fezu lze
identifikovat neuralni ganglium umisténé medialné od otické kapsule a také je
dobfe viditelna coelomova dutina (Tab. 12 D). Na fezu branchialni oblasti jsou
patrné migrujici bunky branchialni proudu neuralni listy a Ize rozpoznat anteriorni
Cast prvniho somitu (Tab. 12 E). Posledni frontalni fez je veden trupovou oblasti,
kde Ize pozorovat somity a zvétSujici se notochord (Tab. 12 F), ale bunky trupové
neuralni listy zde nelze dobfre odlisit.

5.2.4. Imunohistochemie

Pro dalSi ovéfeni migrani patrnosti hlavové neuralni listy jsem pouzil
imunohistochemického znaceni pomoci klasického markeru neuralni listy HNK-1,
ktery se také kromé& znaceni bunék neuralni listy pouziva ke znaceni nerva.

HNK-1 protilatku s navazanym biotinem jsem pouzil ve stadiich 23-28.
Jedinymi stadii s pozitivnim signalem jsou stadia 27 a 28, u mladSich stadii je také
vidét signal, ale tento signal je nespecificky a zda se navic, ze protilatka s biotinem

uvizla v raznych typech dutin, jako napf. v otickych kapsulich apod. Namisto
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identifikaci buné€k neuralni listy se tedy zda, ze protilatka HNK-1 se vaze na
vznikajici hlavové nervy. Ve stadiu 27 jsem pomoci HNK-1 vizualizoval V. hlavovy
nerv (n. trigeminus), VIl. hlavovy nerv (n. facialis) a IX. hlavovy nerv (n.
Glossopharyngeus) (Tab. 13 A’). V tomto stadiu je také mozno identifikovat tzv.
Rohon-Beardovy bunky v trupové €asti téla (Tab. 13 A").

VyzkouSel jsem stejné jako u bichira protilatku proti fibronektinu, ktera by mi
pomohla detekovat pfesnou pozici bazalnich lamin jednotlivych epiteld. Jak jiz v8ak
bylo feCeno vySe, zpracovani embryonalniho materialu jesetera na fezech je velmi
komplikované, a pouzil jsem jedinou vhodnou techniku na imunohistochemické
znaceni, vibratomové fezy. Nicméné protilatka proti fibronektinu u jesetera
nefungovala a pozitivni signal nebyl dokonce detekovan ani v trupové oblasti, kde
standardné tato protilatka funguje.

Komplikaci pro imunohistochemické znaceni jesetera je také zpracovani
jeho tkani na fezech, nebot’ jesetefi material nelze zpracovat v kryostatu, kde se
jeho Zloutkem bohaté tkané v zalévacich mediich trhaji, ani na vibratomu, kde

vypadavaji z agarového blocku.

5.2.5. Vitalni barveni lipofilnim markerem Dil

Pomoci injikaci lipofilniho markeru jsem chtél pfesné vizualizovat migracni patrnost
jednotlivych migracnich proudu hlavové neuralni listy. Injikace jsem provadél do
neuralnich vall ve stadiu 23 a 24. Celkem jsem nainjikoval 120 embryi, z ¢ehoz
vSak 15 mélo pozitivni signal, ale pouze u 5 jsem identifikoval signal v burikach
neuralni listy (kupf. Tab. 13 B, C). Takto injikovana embrya byla ponechana v E2
meédiu az do kyzZeneho vyvojového stadia, kdy dle znalosti z pfedchozich analyz
byly bunky neuralni listy v pfislusné fazi migrace. Z pozitivné injikovanych vzorku
se ukazalo, Ze injikaci jsem provedl pomérné posteriorné a byly tak oznaceny
pouze buriky hyoidniho a branchialniho proudu (Tab. 13 B, C). Nicméné ziskany
signal odpovida informacim ziskanym z extirpacnich experimentu (srovnej Tab. 10
E, F). Pro potvrzeni injikaCnich experimentd jsem se pokusil injikovana embrya
narezat a obarvit pomoci DAPI (na vizualizaci bunécnych jader) a protilatkou proti

fibronektinu. Nicméné problém se zpracovanim embryi na fezech se ukazal jako
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zasadni a ziskané fezy nebyly tak kvalitni, aby v nich mohl byt pozorovan pozitivni
signal Dil.

Na embryonalnim materialu jesetera jsem se také pokusil pouZzit znaceni
pomoci CCFSE. Nicméné tato latka se ukazala pro jesetera velmi toxicka a

zpusobila okamzité umrti embrya, které se projevilo protrzenim Zloutku.
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Tabulka 9: Rany vyvoj jesetera malého Acipenser ruthenus (SEM). (A
- D) Dorzalni pohled na jednotliva stadia od pozdni faze neurulace az

po stadium rané larvy. (C” - D) Detailni pohledy na hlavovou oblast
stadia 26 — 28.
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Tabulka 10: Migrace hlavové neuralni liSty jesetera malého (Extirpace
a SEM analyza). (A) Dorzalni pohled na jednotlivé migracni proudy
hlavové neuralni liSty ve stadiu 25 (B) Detailni pohled na anteriorni
Cast hlavové oblasti s vyznaCenym trigeminalnim proudem hlavové
neuralni liSty ve stadiu 25; Hlava sméfuje doli (C) Dorzalni pohled na
jednotlivé migracni proudy hlavové neuralni listy ve stadiu 26. (D)
Lateralni pohled na migracni proudy hlavové neuralni liSty ve stadiu
26.(E-F) Dorzalni pohled na embryo ve stadiu 27 se vSemi migracnimi
proudy hlavové neuralni liSty a na vyznacené bunky trupové neuralni
liSty. (G) Lateralni pohled na migracni proudy hlavové neuralni liSty ve
stadiu 28. (H) Detailni pohled na epitelo-mezenchymalni prechod;
Sipky oznacuji vznikajici neuralni ganglia.

. Ektoderm

Entoderm

Mezoderm

. Neuralni ektoderm

Neuralni lista
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Tabulka 11: Vznik neuralni liSty jesetera malého (JB-4 histologie). (A -
C) Frontalni fezy stadiem 23. (A) Frontalni fez nejvice anteriorni Casti
mandibularni  oblasti. (A") Detailni snimek pfedchoziho fezu
zachycujici dorzalni ¢ast neuralniho valu s vyznacenou bazalni
laminou (bila teCkovana c€ara) povrchového ektodermu. (B) Frontalni
fez posteriorné umistény od predchoziho (A) s vyznaCenou emigraci
bunék trigeminalniho proudu hlavové neuralni listy (oznaCeny zelenou
Sipkou). (B°) Detailni snimek dorzalni c¢asti neuralniho valu
pfedchoziho fezu s vyznacCenou pozici bazalni laminy (bila teCkovana
Cara) povrchového ektodermu. (C) Frontalni fez hyoidni oblasti s
vyznacenou pozici bazalni laminy povrchového ektodermu (bila
teCkovana cara) a s oznaCenim nékolikavrstevného ztlusténi
povrchového ektodermu umisténého lateralné od vrcholku neuralniho
valu (oznaCeno Sipkou). (C°) Detail ztlusténého povrchového
ektodermu
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Tabulka 12: Pozdni faze migrace hlavové neuralni liSty u jesetera
malého (JB-4 histologie). (A — F) Frontalni fezy stadiem 27. (A)
Frontalni fez mandibularni oblasti v misté otického vacku s
vyznaCenymi burfikami trigeminalniho proudu. (B) Frontalni fez
posteriorni ¢asti mandibularni oblasti s vyznaCenymi bunkami
trigeminalniho proudu neuralni listy a evaginujicim entodermem. (C)
Frontalni fez vznikajicim hyoidnim obloukem, ktery utvareji bunky
hyoidniho proudu a obklopuji mezodermalni jadro. (D) Frontalni fez
hyoidni oblasti s vyznaCenymi burikami hyoidniho proudu neuralni listy.
Rez také zachycuje entodermalni stopku, na které embryo sedi a
slouzi mu k vyzivovani. (E) Frontalni fez branchialni oblasti zachycuijici
migrujici buriky branchialniho proudu a vznikajici prvni somit. (F)
Frontalni fez trupovou oblasti; zelené Sipky znacCi migrujici bunky
hlavové neuralni listy; hvézdiCka oznacuje cévy; Cerna Sipka poukazuje
na erytrocyty
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Tabulka 13: Mapovani migrace neuralni liSty jesetera pomoci HNK-1
protilatky a Dil injikaci. (A) Lateralni pohled na hlavovou Cast embrya
ve stadiu 27 bez pomocné vizualizace detekovaného signalu. (A)
Pomocné schéma identifikujici jednotlivé signaly HNK-1 protilatky; Bila
teCkovana ¢ara znaci rozsah hlavovych nervl; Sipka oznacuje signal v
Rohonbeardovych burikach; hvézdiCka oznacuje blize neurCeny signal.
(B - C) Dorzo-lateralni pohled na migrujici buriky hyoidniho a
branchialniho proudu oznac¢eného pomoci Dil markeru; bila teCkovana
¢ara oznacuje rozsah oznacenych proudu za pomoci Dil.
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6. Diskuze

6.1. Migrace hlavové neuralni listy u dvou
nejbazalnéjSich zastupci paprskoploutvych ryb

Bichir je dnes povazovan za zastupce nejbazalnéjSich paprskoploutvych ryb (Inoue
et al., 2004; Gardiner et al., 2005), ovSem dfive byl zafazovan i mezi svaloploutvé
ryby (Sarcopterygii) a byl chapan jako pojitko mezi obojzivelniky a
paprskoplouvymi rybami (kupf. Kerr, 1903; Goodrich, 1958). Jeseter stejné jako
bichir patfi mezi bazalni paprskoploutvé ryby a ma stejné jako bichir spoustu
spole¢nych pleziomorfnich znakl (napf. ganoidni Supiny, zachované spirakulum
apod.). Bichir a jeseter se tedy nachazeji blizko vétveni paprskoploutvych a
svaloploutvych ryb a diky své pozici jsou bichifi a jesetefi povazovani za idealni
druhy pro komparativni studie a pro pochopeni evoluce znakl ve skupiné
paprskoploutvych ryb, ale také znakd v rané evoluci tetrapod (kupf. Bartsch et al.,
1997; Hall, 2001).

Rany embryonalni vyvoj bichira a jesetera pfipomina spiSe vyvoj
obojzivelniki nez vyvoj paprskoploutvych ryb, coz je dobfe vidét i napf. na
gastrulaci obou druhu, ktera pfipomina gastrulaci drapatky (Bolker, 1993; Takeuchi
et al., 2009). Také neurulace obou druhl je rozdilnd oproti neurulaci u
paprskoploutvych ryb, nebot oba druhy prodélavaji tzv. primarni neurulaci a
vytvareji tedy neuralni trubici invaginaci ektodermu (Tab. 3). Naproti tomu
neurulace u paprskoploutvych ryb (sekundarni neurulace) probiha vétSinou pres
tzv. neuralni kyl a neuralni trubice vznika kavitaci (Papan & Campos-Ortega;
1994). Oba mnou studované druhy se vSak také v mnohém liSi: embryo bichira se
vyviji na povrchu Zloutké koule, zatimco vyvoj jesetera probiha v ramci Zloutkové
koule, coZz mozna souvisi s vnitfnim usporadanim celého vajicka, protoze embryo
jesetera sedi na masivni entodermalni stopce a zbytek embrya je obklopen
obrovskou coelomovou dutinou (srovnej bichir: Tab. 1, 2 a jeseter: Tab. 9, 10) .
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6.1.1. Vznik hlavové neuralni listy u bichira a jesetera

Ke vzniku neuralni liSty dochazi béhem formovani neuralni trubice (Le Douarin &
Kalcheim, 1999; Hall, 2009). Ja jsem u bichira i jesetera pozoroval velmi ranou
emigraci bunék hlavové neuralni liSty, nebot tyto buriky u obou druhi zacinaji
migrovat jeSté pred splynutim neuralnich valt (Tab. 3 a Tab. 11), zatimco u vétSiny
studovanych obratlovct dochazi k odmigrovavani bunék hlavové neuralni listy az
po uplném splynuti neuralnich valul, jak je vidét kupf. u ptakd (Tosney, 1982;
Noden, 1988; Tokita, 2006), plazi (Kundrat, 2009), nékterych obojzivelnikl (Colek:
Jacobson & Meier, 1984; axolotl: Falck et al., 2002; Mitgutsch et al., 2008),
bahnika (Falck et al., 2000; Ericsson et al., 2008) a mihuli (Horigome et al., 1999).
U nékterych druhl nicméné dochazi stejné jako u mnou studovanych druhl k
emigraci bunék hlavové neuralni listy ve stadiich s otevienou neuralni trubici: takto
tomu je u nékterych obojzivelniki (skokan japonsky: Ichikawa, 1937; drapatka:
Sadaghiani & Thiébaud, 1987; bezblanka: Moury & Hanken, 1995; kurika
vychodni: Olsson & Hanken, 1996; vakorosnicka: del Pino & Medina, 1998; skokan
hnédy: Mitgutsch et al., 2008), &i savcu (krysa: Tan & Morris-Kay, 1985; 1986;
vacice: Smith, 2001). Jelikoz paprskoploutvé ryby prodélavaji jiny typ neurulace
nez ostatni obratlovci, tak Ize jen velmi obtizné srovnavat emigraci bunék hlavove
neuralni listy, protoze u paprskoploutvych ryb nelze mluvit o oteviené Ci uzaviené
neuralni trubici.

Nabizi se samoziejmé otazka, co maji spolecného ty druhy, u kterych
dochazi k emigraci bunék hlavové neuralni liSty jesté pfed uzavienim neuralni
trubice, tedy dfive, nez je klasicky oCekavano (Le Douarin & Kalcheim, 1999; Hall,
2009). Na tuto otazku nejde jednoznacné odpovédét, nebot se jedna o velmi
rozlicné druhy. Zajimavé vSak je, Ze kupfikladu u témér vSech zab (vétSina
skokanu, drapatka, kunka, Zaby s pfimym vyvojem: vakorosni¢ka, bezblanka
dochazi k emigraci z oteviené neuralni trubice a napfiklad u skonana ¢ernobokého
migruji buniky hlavové neuralni listy az z uzaviené neuralni trubice (Mitgtutsch et.
al., 2008) i pres to, ze maji napfiklad velmi podobny typ vajiCek (tvarové) a
migracni patrnost hlavové neuralni listy je u vSech Zab naprosto stejna a nelze

identifikovat zadné rozdily.
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Paprskoploutvé ryby navic prodélavaji odliSny typ neurulace, nez ostatni
obratlovci, nelze zde mluvit o oteviené Ci zaviené neuralni trubici, a je tedy
pomérné obtizné provadét pfima srovnani. Je nicméné ziejmé, Ze buriky neuralni
liSty pro svou indukci €i emigraci z povrchu epiteld neuralni trubice nepotfebuji
splynuti a tedy dotknuti se vrcholkt neuralnich valu, jak se klasicky uvadélo, nebot
u mnoha druhl zacinaji burfiky neuralni listy migrovat drive, nez k tomuto dojde
(vétSina skokanu, kurika, zaby s pfimym vyvojem, mys, krysa, vacice). Obecné Ize
asi soudit, Ze je vyhodné, aby bunky neuralni listy odmigrovaly co nejdfive a tedy v
co nejranéjSim stadiu, a zapojili se do morfogeneze téla jeSté béhem neurulacnich
procesU. Asi nejvice extrémni pfipad predstavuji vacice (Monodelphis sp.), kde
dochazi k emigraci bunék hlavové neuralni liSty jeSté na urovni nediferencované
ploténky, coz umozni, Zze se této vacici diferencuji skeletalni a svalové struktury
oralniho aparatu velmi rané. Tato vyvojova heterochronie ma ekologicko-evolu¢ni
dopad, protoZze umoziiuje nedovyvinutému mladéti vacCice dostat se vlastnimi

silami do matdina vaku.

6.1.2. Heterochronie v emigraci hyoidniho proudu hlavové

neuralni listy bichira senegalského

Vznik neuralni liSty bichira, jak jiz bylo feCeno, je velmi €asny. U bichira jsem
identifikoval, ze jako prvni odmigrovavaji buriky hyoidniho proudu neuralni listy a to
z dorzalni strany neuralnich vall (Tab. 3), coz je naprosto unikatni nalez, ktery
dosud nebyl u jiného studovaného obratlovce nalezen. Hyoidni emigrujici proud
jsem identifikoval ve stadiu, kdy se teprve dochazi k formovani neuralnich valu
(Tab. 3 B, B) a ani v nasledujicim stadiu nebyl zaznamenan dalSi emigrujici proud
hlavové neuralni listy (Tab. 3 D — F). Tuto situaci Ize tedy popsat jako vyraznou
heterotopii (hyoidni proud migruje ¢asnéji oproti zbyvajicim hlavovym prouddm) a
heterotopii (hyoidni proud osidluje oblast okolo faryngu jako prvni) v emigraci
hyoidniho proudu hlavové neuralni liSty bichira.

U obratlovcl plati obecné pravidlo, Ze hlavové tkané se vyvijeji v
predozadnim sméru a tak i v obecném schematu migrace hlavové neuralni liSty
jsou to bunky trigeminalniho proudu, které migruji prvni (kupf. Cerny et al., 2004) a
zajimavé je, Ze toto plati i druhu, u kterych dochazi k emigraci z oteviené neuralni
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trubice (kupf. Mitgutsch et al., 2008). Jedinou nalezenou zménou v emigraéni
posloupnosti jednotlivych migracnich proudd hlavové neuralni listy, kterou jsem v
literatufe dokazal nalézt, je nediskutovana zminka o ranéjSi emigraci branchialniho
proudu hlavové neuralni liSty oproti hyoidnimu proudu u krysy (Tan & Morriss-Kay,
1985).

Velmi rana emigrace bunék hyoidniho proudu hlavové neuralni liSty zfejmé
souvisi s Casnym vyvojem hyoidniho oblouku, na kterém u bichira vznikaji vnéjsi
zabry. Vnéjsi zabry slouzi larvam obojzivelnika (zaby, mloci a Cervofi), bahnikl
(Protopteus, Lepidosiren ale ne u Neoceratoda) a také bichirl k dychani, nicméné
standardné se nachazeji na obloucich branchialnich. VnéjSi zabry predstavuji
zjevnou ekologickou adaptaci k podminkam s menSim obsahem kysliku a musi
tedy existovat silny ekologicky tlak na rany vyvoj zaber. Protoze vnéjSi zabry
bichira se nachazeji na hyoidnim oblouku, je oCekavatelné, ze se pravé takova
heterochronie v migraci hyoidniho proudu bichira objevi. Casny vyvoj primordia
vnéjSich zaber bichira je patrny uz z vnéjSi morfologie bichira ve velice ranych
stadiich (Tab. 1), nicméné jejich vyvoj je komplikovanéjsi v tom, ze se do néj
zapojuje jesSté evaginujici entoderm (Crkvova, 2012).

Z vySe feCeného je mozné ocCekavat, ze druhy s vnéjSimi zabrami na
branchialnich obloucich budou mit obdobnou heterochronickou adaptaci ve smyslu

vivs ws

v literatufe dosud neexistuje.

6.1.3. Migracéni patrnost hlavové neuralni liSty u bichira a

jesetera

Pro kompletni vyjeveni migrace hlavové neuralni listy jsem vyuzil extirpaci
povrchového ektodermu a nasledné analyzy skenovaci elektronovou mikroskopii.
Extirpace povrchové ektodermu byla pouZita v nékolika klasickych pracech,
protoze umozfiuje dobfe vizualizovat kompletni migraci hlavové neuralni liSty v
kontextu vyvijejici se hlavy (kupf. Horigome et al., 1999; Falck et al., 2000; Cerny
et al., 2004; Mitgutsch et al., 2008).

Bunky trigeminalniho proudu emigruji u bichira nejdfive jen z nejvice

anteriorni Casti prosencephala a teprve v pozdéjSich fazich vyvoje dochazi k
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migraci také z posteriorni ¢asti prosencephala (Tab. 2 a Tab. 8). Velmi podobna
situace je pozorovatelna i u bunék trigeminalniho proudu jesetera (Tab. 10). U
obou mnou studovanych druhl v8ak z nejvice posteriorni ¢asti prosencephala k
emigraci bunék trigeminalniho proudu, protoze se v této oblasti vyviji pinealni
organ (Tab. 2 G a Tab. 10 G), ktery se diferencuje z diencephala pfedniho mozku
(kupf. zebficka: Liang et al., 2000). Také u jinych druhld z prosencephala
odmigrovava jen velmi malé mnozstvi bunék trigeminalniho proudu (kupf. Kuratani
et al., 1999, ale napfiklad u kufete (Johnston, 1966; Noden, 1975) a krysy (Tan &
Morriss-Kay, 1985) neni migrace bunék trigeminalniho proudu z prosencephala
znama; u mysSi je vSak pfispévek bunék z prosencephala pomérné znacny a dobfe
prozkoumany (Serbedzija ef al., 1992; Osumi-Yamashita et al., 1994).

Zajimava situace u obou mnou studovanych druhl je v oblasti
mesencephala odkud nemigruji zadné buriky neuralni liSty, které by pfispivaly do
trigeminalniho proudu (bichir: Tab. 2, Tab. 8 a jeseter: Tab. 10). U vSech
studovanych druhd obratlovcl vSak standardné z této oblasti odmigrovavaji buriky
trigeminalniho proudu neuralni liSty (kupf. Osumi-Yamashita et al., 1994; Kuratani
et al, 1999). V mesencephalu se vSak miUze nachazet tzv. “neural crest-free zone”,
tedy oblast bez bunék neuralni liSty, odkud tyto buriky nemigruji (kupf. Cerny et al.,
2004 a citace tam). Z mych dosavadnich dat vSak dosud nejsem schopen podat
hybridizace genu AP-2 Ci Snail, které by mohly pomoci rozklicovat tuto otazku.

Hyoidni proud je u bichira nejmasivnéjSim proudem a pfedCi tak svou
velikosti i trigeminalni proud, ktery je u v8ech studovanych obratlovcu nejvétsi
(kupf. Le Douarin & Kalcheim, 1999; Kulesa et al., 2004). Naproti tomu hyoidni
proud hlavové neuralni liSty jesetera dodrZuje obecnou migracni posloupnost a
také svou velikosti odpovida obecnému migracnimu schématu, protoze je ze vSech
tfi hlavovych migracnich proudd nejmensi (Tab. 10 srovnej s kupf. Cerny et al.,
2004). Hyoidni proud na svém distalni konci u jesetera kontaktuje bunky jak
trigeminalniho, tak branchialniho proudu (Tab. 10). Otazkou je, zda-li zde dochazi
k miSeni mezenchymatickych bunék jednotlivych proudu, coz pouze ze skenovaci
elektronové mikroskopie nelze fici, a proto by bylo vhodné zkusit zjistit tuto situaci
napf. pomoci Dil injikaci jen do hyoidniho proudu a poté vizualizovat pozici
jednotlivych oznaCenych bunék. Buriky hyoidniho proudu neuralni liSty migruji ve
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standardni migracni patrnosti z rhombomery 4 (kupf. Kontges & Lumsden, 1996),
kterou lze vidét dobfe i u jesetera (Tab. 10 C), naproti tomu u bichira tuto
rhombomeru nejsem schopen detekovat.

Branchialni proud u bichira i jesetera zaCina odmigrovavat az jako posledni
z hlavovych migraénich proudd neuralni listy (Tab. 4 |, Tab. 5 G, Tab. 13 B-C).
Branchialni migracni proud bichira je velikostné vyrazné& omezen dominantnim
hyoidnim proudem, ktery zabira velkou vétSinu prostoru a tlaci buriky branchialniho
proudu na vznikajici somity (Tab. 2 E). Branchialni proud v obecném migracnim
schématu vznika za otickou kapsuli (kupf. Cerny et al., 2004). U zebficky, drapatky
a mysi je branchialni proud tvofen bunkami vznikajicimi z rhombomer 5 a 6 a u
kurete je tvofen bunikami vznikajicim z rhrombomer 6 a 7 (Sadaghiani & Thiebaud,
1987; Osumi-Yamashita et al., 1994; Schilling & Kimmel, 1994; Trainor & Tam,
1995; Kontges & Lumsden, 1996). U mnou ziskanych dat nejsem schopen fici, ze
kterych rhombomer bunky branchialniho proudu bichira i jesetera vznikaji, proto
bych navrhoval pokusit se pfesné detekovat pozici rhombomery 5 pomoci in situ
hybridizaci genu krox20, ktery je specificky exprimovan v rhombomefe 3 a 5
(Wilkinson et al., 1989).

6.1.4. Trigeminalni proud hlavové neuralni listy u bichira a

jesetera

Jak jiz bylo feCeno v pfedchozi podkapitole, buriky trigeminalniho proudu hlavové
neuralni listy migruji z anteriorni Casti prosencephala u bichira i jesetera. Jak
ukazuje expresni analyza genu DIx3 (Tab. 8), je v anteriorni ¢asti prosencephala
silny expresni pattern genu DIx3, coz by mohlo souviset s vysokou kondenzaci
bunék trigeminalniho proudu v této oblasti. V pozdéjSich fazich vyvoje je exprese
genu DIx3 lokalizovana dorzalné od cementovych organu (Tab. 8).

Exprese genu DIx3 lokalizovana v tomto misté mdze souviset s vyvojem V.
hlavového nervu, ktery inervuje cementové organy. Ty slouZi larvé bichira k
pfichyceni k podkladu. Cementové organy se stejné jako vnéjSi zabry u bichira
vyvijeji velmi €asné, jejich primordia se zakladaji jiz béhem neurulace (Tab. 1).

JelikoZ cementové organy a vnéjsi Zabry jsou organy nezbytné pro preziti larvy, Ize
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vysvétlit tyto deviace v migraci hlavové neuralni liSty bichira vySe zminénymi
zménami.

Jeseter stejné jako bichir ma pfichytny larvalni organ. U jesetera se mi sice
nezadafilo provést expresni analyzu genu DIx3, nicméné pomoci protilatky HNK-1
se mi podafilo vizualizovat zakladajici se hlavové nervy (Tab. 13 A,A"). Je to pravé
V. hlavovy nerv, ktery zodpovida za inervaci pfichytnych larvalnich organt (kupf.
Frankenberger, 1927), a ktery je dle sily signalu navazané HNK-1 tim
nejmasivnéjSim hlavovym nervem.

Trigeminalni proud hlavové neuralni listy u bichira migruje jak jiz bylo fe€eno
z nejvice anteriorni €asti prosencephala a poté migruje ventralnim smérem pres
oCni primordium (Tab. 2), coz je velmi unikatni stav, protoze ve standardnim
migracnim schématu k takovéto migraci nedochazi (kupf. axolotl: Cerny et al.,
2004), protoze bunky trigeminalniho proudu o¢ni primordium obchazeji a vytvafi se
tak sekundarni proudy, preopticky a postopticky (Kuratani, 2005). Nicméné
vyvstava otazka pro€ dochazi k takovéto migraci. Ja se domnivam, Ze tento
ojedinély typ migrace je ovlivnén vznikajicimi cementovymi organy, které zabiraji

velkou Cast rostralni €asti hlavy a tak bezpochyby maiji velky vliv na ostatni tkané.

Na zavér tedy mohu konstatovat, Ze o bichirovi a jeseterovi se hovofi jako o
bazalnich paprskoploutvych rybach (kupf. Inoue et al., 2003) a je tedy oCekavano,
Ze by méli mit bazalni stav znakd. Ma data vSak jasné ukazuji, Ze co se tyka typu
embryonalniho vyvoje (Tab. 1 a 9), €i migrace hlavové neuralni liSty (Tab. 2 a Tab.
10), oba tyto druhy maji unikatni adaptace i posuny znaku. Nelze tedy fici, ze
bazalni zastupci sdileji néjakou archetypalni patrnost migrace, ale je nutno spiSe
uvazovat o jedineCnosti migrace hlavové neuralni liSty druh od druhu, ktera je
ovlivnéna rdznymi faktory. Dllezitym ukolem nésledujicich let bude zjistit, jaky vliv
maji tyto Casoprostorové zmény na utvafeni specialnich znakd a jak cely tento

posun vznika.
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7. Zaver

V této diplomové praci byla dukladné prostudovana migrace hlavové neuralni listy
u dvou zastupcl bazalnich paprskoploutvych ryb, bichira senegalského
(Polypterus senegalus) a jesetera malého (Acipenser ruthenus). U obou druhu byla
migrace hlavové neuralni liSty vymapovana pomoci nékolika technik od rané
neurulace az po pozdni fazi migrace neuralni liSty. Byla tak seskupena data o
poCatcich migrace, samotné migraci a ruznych odliSnostech oproti klasickému
migra¢nimu schematu.

Ukazalo se, ze hlavova migrace u obou druhl vznika velmi rané, uz ve
stadiich, kdy dochazi k formovani neurdlnich valld. U jesetera i bichira byly
identifikovany obligatni tfi migracni proudy hlavové neuralni listy, nicméné u bichira
byla zaznamena velmi masivni a €asna emigrace hyoidniho proudu, coz je
naprosto unikatni stav, ktery zatim u jinych studovanych druht nalezen nebyl. Tato
heterotopie a heterochronie v migraci hyoidniho proudu souvisi s velmi ranym
vyvojem vnéjSich Zaber, které jsou spolu s cementovymi organy naprosto kliCovymi
larvalnimi organy, bez kterych by larva bichira nebyla schopna prezit. U jesetera se
vnéjSi zabry nenalézaji, nicméné i jeseter ma prichytny larvalni organ. Ve spoijitosti
s ranym vyvojem pFichytnych organu bichira a jesetera byla u téchto druhu
identifikovana masivni migrace z rostralni Casti prosencephala, ktera muize
souviset s vyvojem pFichytnych organu, jelikoz buriky hlavové neuralni listy se
podieji na jejich inervaci.

Data predstavena v této diplomové praci pfinesla prvni kompletni vyjeveni
migrace hlavové neuralni listy u bazalnich paprskoploutvych ryb. V této praci je
také poprvé popsana migracni heterochronie a heterotopie hyoidniho proudu
hlavové neuralni listy u obratlovch a ta pak je diskutovana s ekologicko-evolu¢ni
adaptaci bichira.

V budoucnu by bylo vhodné rozsifit plejadu technik, ktera by umoznila
rozklicovat dalSi jednotlivé detaily, které mohou dale napomoci lepSimu pochopeni
kontextu, jako napf. kde pfesné jsou lokalizovany rhombomery 3 a 5. Dale by bylo
vhodné detailnégji prostudovat jesetera, jelikoz se u této ryby vyskytuji pomérné
archetypalni struktury, tzv. hlavoveé kavity. Tyto struktury v hlavé jesetera vytvareji
velky pocet dutin, které také mohou ovlivhovat migraci hlavové neuralni liSty.
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Zavérem lze Fici, Ze se ukazalo, Ze i u bazalnich zastupcu, u kterych Ize
predpokladat jakousi pavodni podobu migrace, je patrnost této migrace hlavové

neuralni listy velmi odliSna a liSi se druh od druhu.
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