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1. Uvod

Schistosomy jsou kosmopolitni paraziti s veterindrnim 1 medicinskym vyznamem.
Lidskymi schistosomami, jez zplsobuji vaznd onemocnéni, je nakazeno pfiblizné
240 miliéna lidi a dalSich 700 miliont je jimi ohrozeno (WHO). Existuji vSak schistosomy,
parazitujici i u jinych druhti saved nebo u ptaki. K pta¢im schistosomdm patii napiiklad
rod Trichobilharzia, do kterého se tadi Trichobilharzia regenti (Horak a kol., 2002), jez
slouzila jako modelovy organismus pro tuto praci. Vysledkem infekce ptakil touto
schistosomou mitize byt paralyza nohou, poruchy rovnovahy a orientace a rhinorhagie
(Hordka a kol., 1999). Cerkarie rodu Trichobilharzia, stejné jako dal$i rody schistosom,
zpisobuji u obratloveid (v€etné cloveka) zanétlivou kozni reakci, tzv. cerkariovou
dermatitidu (Cort, 1928; Chamot a kol., 1998; Kolarova a kol., 1999; Horak a kol., 2002;
Farahnak a Esallat, 2003). Mimo to byla schistosomula ptacich motolic nalezena v plicich
a dalSich organech savci. Naptiklad pii experimentalnich infekcich myS$i neurotropni
schistosomou Trichobilharzia regenti bylo prokdzano, Ze tyto motolice mohou
v ndhodném hostiteli migrovat az do centralni nervové soustavy (Hordk a kol., 1999;
Hradkova a Horak, 2002), coz u mysi zptisobovalo poskozeni nervové tkan¢ (Koufilova
a kol., 2004).

V definitivnim hostiteli se dospélé schistosomy sexudlné¢ rozmnozuji, coz vede
k produkei vajicek, z nichz se lihnou miracidia napadajici mezihostitele. V mezihostiteli
pak dochézi k vyvoji jednotlivych larvalnich generaci (matefskych sporocyst, dcefinych
sporocyst a cerkarii), pficemz dcefiné sporocysty a cerkarie se vyviji zjednotlivych
zarodec¢nych bunék.

Existuje vSak velmi malo informaci o diferenciaci zarode¢nych bunék a o vyvoji téchto
larvalnich stadii v mezihostiteli. Pomoci podrobnéjSich studii zamétenych na zarodecné
buiiky, jejich diferenciaci a embryogenezi schistosom v mezihostiteli by bylo mozné
rozpoznat jednotlivd larvalni stadia jiz béhem jejich vyvoje, a rozlisit tak pocatek
cerkariogeneze Ci sporocystogeneze a 1épe pochopit vyvoj a zivotni cyklus téchto parazita.
Naprtiklad by bylo mozné rozpoznat, zda jsou dcefiné sporocysty ptacich schistosom
(stejn¢ jako lidské schistosomy) schopné sporocystogeneze, a jaky vliv na vyvoj larev
schistosom maji vnéj$i podminky. Vyzkum zarode¢nych bunck a jejich diferenciace by
mohl také vyfeSit nékteré nejasnosti, jez jsou pfedmétem diskuzi mezi parazitology
zabyvajicimi se reprodukei a vyvojem motolic. Sporny je napiiklad ptivod primitivniho

epitelu béhem vyvoje zarodku a zplsob reprodukce larvalnich stadii motolic — zda se



motolice v mezihostiteli rozmnozuji ameiotickou partenogenezi ¢i polyembryonii.
V neposledni tadé¢ by studium diferenciace totipotentnich zarodeénych bunék mohlo
pomoci objasnit osud téchto bun¢k béhem vyvoje a plivod totipotentnich bunék, z nichz
vznikaji dalsi generace. O piivodu téchto bunék nejen v rdmci kmene Platyhelminthes, ale

obecné u zivocichd, ziistdva fada nezodpoveézenych otazek.
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2. Cile diplomové prace

Charakterizovat vyvoj jednotlivych larvélnich stadii schistosomy 7Trichobilharzia
regenti v mezihostiteli a pozorovat diferenciaci zarodecnych bun¢k béhem jejich
vyvoje pomoci histologickych a histochemickych metod, a dale pomoci
elektronové mikroskopie.

Sledovat vyskyt cerkariogeneze a sporocystogeneze v dcetfinych sporocystach
schistosomy 7. regenti a urCit, zda se bchem jejiho vyvoje v mezihostiteli

vyskytuje vice generaci dcefinych sporocyst.



3. Literarni prehled

3.1. Systematické zarazeni schistosomy 7richobilharzia

regenti

Trichobilharzia regenti Hordk, Kolatova et Dvotak, 1998 patii do rodu Trichobilharzia
(Hordk a kol., 1998), jenz je spolecné srody Dendritobilharzia, Gigantobilharzia,
Jilinobilharzia, Bilharziella, Heterobilharzia, Schistosomatium, Ornithobilharzia,
Austrobilharzia, Bivitellobilharzia, Macrobilharzia, Anserobilharzia, Allobilharzia
a Schistosoma tazen do cCeledi Schistosomatidae, podtifidy Digenea, tfidy Trematoda,
kmene Platyhelminthes (Snyder a Loker, 2000; Lockyer a kol., 2003; Kolarova a kol.,
2006; Brant a Loker, 2009; Horak a kol., 2014). Rod Trichobilharzia zahrnuje piiblizné
40 druhii motolic (Blair a Islam, 1983) a z evropskych mezi né patii T. szidati, T. franki,
T.salmanticensis a jiz zminéna T. regenti (Horak a kol. 2002; Rudolfova a kol., 2007; Jouet
a kol., 2008; Aldhoun a kol., 2009a; Aldhoun a kol., 2009b). Mezi americké zastupce rodu
Trichobilharzia jdou ftazeny naptiklad T. physellae, T. querquedulae, T. stagnicolae,
T. franki a T. elvae (Brant a Loker, 2009).

3.2. Zivotni cyklus zastupcii ¢eledi Schistosomatidae

Pro schistosomy je typicky dvouhostitelsky zivotni cyklus, pficemz definitivnim hostitelem
jsou obratlovci a mezihostitelem plzi (Horak a kol., 2014).

V definitnim hostiteli se tyto motolice sexudlné rozmnozuji a samice poté produkuje
vajicka, znichz se lihne prvni larvalni stadium, tzv. miracidium. Tato larva se poté
aktivné pohybuje ve vodnim prostfedi a po nalezeni mezihostitele penetruje do jeho
cefalopedalni a plastové oblasti (napt.S. japonicum, S. mansoni, S. incognitum,
T. physellae, G. huronensis) (Olivier a Mao, 1949; Cort a kol., 1955; Sinha a Srivastava,
1960; McGeachin, 1979; Jourdane a Mingyi, 1987; Jourdane a Théron, 1987; Soomro
akol., 2005) nebo migruje jeho pfirozenym otvorem do t€la mezihostitele
(napt. S. douthitti) (Loker, 1978), kde prodélava zasadni télni piestavbu a transformuje se

na matei‘'skou sporocystu.



Uvniti matetskych sporocyst se nachazi velké mnozstvi zdrode¢nych bunék, z nichz se
vyviji dal§i larvalni stadium nazyvané dcefina sporocysta, jez opousti matefskou
sporocystu a migruje do interlobularnich prostord hepatopankreatu plze'.

Dcefiné sporocysta taktéz obsahuje mnoho zarodecnych bun¢k a z kazdé této buiiky se
vyviji ¢tvrté larvalni stadium, tzv. cerkérie. Ta opousti t€lo mezihostitele a ve vodnim
prostiedi aktivné vyhledava definitivniho hostitele, do n¢hoz penetruje kizi. B&hem
penetrace se transformuje na schistosomulum a migruje do cilové tkané, kde se dospéla
schistosoma pohlavné rozmnozuje (Lampe, 1927; Cort a Olivier, 1943; Cort a kol., 1944;
Olivier a Mao, 1949; Brooks, 1953; Chu a Cutress, 1954; Cort a kol., 1955; Sinha
a Srivastava, 1960; Lee, 1962; Kinoti 1971; Loker, 1978; Loker, 1979; McGeachin, 1979;
Leite a kol., 1982; Jourdane a Mingyi, 1987; Lo a Lee, 1995; Souza a kol., 1995; Soomro
a kol., 2005; Akramova a kol., 2010; Akramova a kol., 2011; Schuster a kol., 2013).

Vyse popsany zivotni cyklus odpovida predstavé Pearsona (1972), ze se u motolic,
u nichZ nedochazi béhem vyvoje v mékkysi k produkei rédii, vyskytuji pouze dvé generace
sporocyst. Lie (1966) vSak pozoroval béhem interakce larev dvou druhii motolic
v degenerujicich dcefinych sporocystaich S. mansoni dal$i generaci sporocyst, ¢imz
upozornil na moznost vzniku replikujicich se decefinych sporocyst. Druhd generace téchto
larev byla pozorovéna i v pfipadech kultivace dcefinych sporocyst Schistosoma mansoni
nebo jejich transplantace z infikovaného plze do neinfikovaného (Chernin, 1966; DiConza
a Hansen, 1972; Hansen, 1973; Hansen, 1975). Tito autofi naznacuji, ze by dalsi generace
sporocyst mohla byt pfirozenou soucasti zivotniho cyklu S. mansoni a predchazela by tak
produkci cerkarii.

V dcefinych sporocystach schistosom byly pozd€ji pozorovany tyto mechanismy
sporocystogeneze: piima sporocystogeneze, sporocystogeneze po cerkariogenezi
a simultanni sporocystogeneze a cerkariogeneze (viz obr. 1) (Touassem a Théron, 1986)

V piipad¢ primé sporocystogeneze dcefiné sporocysty produkuji pouze sporocysty.
Tento typ sporocystogeneze byl pozorovan napiiklad u schistosom S. haematobium,
S. mansoni, S. rodhaini a S. bovis (Hansen, 1975; Touassem a Théron, 1986; Kechemir
a Théron, 1989; Théron a Touassem, 1989).

Sporocystogeneze po cerkariogenezi se vyznacuje produkei sporocyst, kterd nasleduje
po ukonceni produkce cerkarii. V téchto sporocystogennich sporocystach byly pozorovany

degenerujici cerkdrie. Tento typ sporocystogeneze se vyskytuje u motolice

1 . . .
Podle nékterych autorti dcefina sporocysta opousti matefskou pomoci porodniho otvoru (Cort a kol., 1944). Jini autofi naopak tvrdi, ze
dcefina sporocysta penetruje sténou matei'ské sporocysty (Lampe, 1927; Théron a Touassem, 1989)
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S. haematobium, S. mansoni a S. bovis (Jourdane a kol., 1980; Touassem a Théron, 1986;
Kechemir a Théron, 1989).

V ptipadé¢ simultinni sporocystogeneze a cerkariogeneze dochdzi v dcefiné
sporocysté¢ zaroveil k produkci cerkarii a dal$i generace sporocyst. Tento typ

sporocystogeneze byl pozorovan pouze u S. bovis. (Touassem a Théron, 1986).

Cerkariogeneze :’—::'/ c
Simultanni é: nSplil é r

sporocystogeneze a
cerkariogeneze @ | . ....-----""" B k

Mi —>Spl—>> nSpll eczaziint i

Sporocystogeneze
po cerkariogenezi

Pfima < nSpIII< e

sporocystogeneze

U vSech téchto typt sporocystogeneze se sporocystogenni dcefiné sporocysty vyskytuji
v hepatopankreatu plze (Hansen, 1975; Jourdane a kol., 1980; Touassem a Théron, 1985;
Kechemir a Théron, 1989;). Vyjimkou je S. rodhaini, u niz prvni generace dcefinych
sporocyst migruje do orgdnt v anteriorni oblasti (plicni vaky a ledviny), kde tvoti obrovské
masy. Ve vzacnych ptipadech se tyto larvy akumuluji v cefalopedalni oblasti v blizkosti
matetské sporocysty. U téchto sporocystogennich sporocyst lokalizovanych mimo
hepatopankreas je pozastaven vyvoj. Jejich vyvoj pokracuje az v dobé&, kdy cerkariogenni
sporocysty zacinaji degenerovat. Druhd generace dcefinych sporocyst pak migruje
do hepatopankreatu, kde produkuje cerkarie (Théron a Touassem, 1989).

Podle téchto pozorovani koncem kazdé periody, kdy jsou produkovany cerkarie,
dochazi k morfogenezi urcitych sporocyst, které zacnou produkovat dalSi generaci
dcefinych sporocyst. Tento proces je vyznamny v obnoveni zdrodecného materidlu
a udrzeni vysoké produkce cerkarii béhem celého zivota plze (Kechemir a Théron, 1980;
Jourdane a kol., 1980). K vyssi produkei sporocystogennich dcefinych sporocyst by mohlo
také dochézet pii neptiznivych vnéjsich podminkéch, jako je napiiklad nizsi teplota nebo

nedostatek zivin (Hansen, 1975).



Na vyvoj jednotlivych larvalnich stadii v mezihostiteli, a tedy i na zivotni cyklus (nejen
schistosom) maji vliv vnéjs$i podminky, jako naptiklad ro¢ni obdobi, teplota vody, velikost
a stari plzi a interspecifické vztahy motolic (Cort a kol., 1937; Chu a kol., 1966; Mathies
a Cort, 1956; Yang a kol., 2006; Soldanova a Kostadinova, 2011).

3.3. Zivotni cyklus schistosomy Trichobilharzia regenti

Dospélci rodu Trichobilharzia jsou lokalizovani bud’ ve viscerdlnich nebo nazalnich
oblastech definitivniho hostitele (Horak a kol., 2002). Trichobilharzia regenti se spole¢né
se sedmi dal$imi druhy fadi mezi nazalni. Dospéli jedinci (samec a samice) se sexudlné
rozmnozuji ve sliznici nosni dutiny vrubozobych ptdkd (Anseriformes), kde produkuji
vajicka. Miracidia se lithnou pfimo ve tkanich infikovanych ptakli a opoustéji hostitele
pfi kontaktu s vodou (Hordk a kol., 1998). Ta pak infikuji mezihostitele, jimiz jsou plzi
Radix lagotis, R. labiata a R. peregra, v nichz dochazi k asexudlnimu rozmnoZzovani
(Horék a kol., 1998; Hordk a kol., 2002; Hunova a kol., 2012). Z plze se pak uvoliluji
cerkarie, které penetruji do definitivniho hostitele, kde se transformuji na schistosomula.
Tyto larvy migruji podél perifernich nervii do michy, a pak mozkem do nosni dutiny

(Hordak a kol., 1999; Hradkova a Hordk, 2002).

Definitivni Vajicko
hostitel f\ Dospélci |
- il

Nahodny
hostitel

/;.J"/' o~ Mezihostitel Miracidium

Obr. 2. Zivotni cyklus schistosomy Trichobilharzia regenti (Upraveno dle Horak a Kolatova, 2001).

Cerkarie ptaCich schistosom mohou kromé ptakt infikovat i savce, vcetné cloveka
(Hordk a kol., 2002). Schistosomulum 7. regenti pii experimentalnich infekcich mysi
migruje, stejné jako v definitivnim hostiteli, podél perifernich nervli do centralni nervové
soustavy. V tomto ndhodném hostiteli vSak nedochézi k vyvoji v dospélce (Hordk a kol.,

1999; Hradkova a Horak, 2002; Blazova a Horak, 2005).



3.4. Reprodukce larev motolic v mezihostiteli

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.2., jednotliva larvalni stadia motolic se v mezihostiteli
vyvijeji ze zarode¢nych bun¢k.

Ve vétsing sporocyst a rédii jsou zarodecné builky koncentrovany v zarodeéné mase
(Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov,
2014). Zarode¢na masa byla piivodné popsana skupinou autort (Cort a Olivier, 1941; Cort
a Olivier, 1943a; Cort a Olivier, 1943b; Cort a kol., 1944; Olivier a Mao, 1949) jako misto
proliferace zarodecnych bunék. Podle téchto autort je zdrodecnd masa malé, nepravidelné
zakulacené téleso, volné plujici v télni dutiné matetskych a dcefinych sporocyst.
Zarodecnd masa obsahuje samostatné zarode¢né bunky a nékolik embryi. Takovy shluk
zarode¢ného materidlu obaluje tenkd membrana tvofend cytoplazmatickymi vybézky
bun¢k sporocysty.

Zarodecnd masa byla pozdé€ji popsana jako specializovany reprodukéni organ larev
motolic, skladajici se ze zarode¢nych bunék v rizném stadiu dozravani, kmenovych bunék,
strukturnich neboli podptrnych bunék a pyknotickych tlisek® (Obr. 3A, 3B). U nékterych
druhi motolic navic tato struktura obsahuje rand embrya, jez vznikla délenim zralych
zarodecnych bunék (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya
a Galaktionov, 2014).

Strukturni buniky vytvafi tenké vybézky, které prostupuji celou zdrodecnou masou
a zaroven pokryvaji i jeji povrch. Vybezky se navzajem propojuji a tvoii tak trojrozmérnou
syncytidlni sit’. V této siti jsou zachyceny ostatni slozky zarode¢né masy (Galaktionov
a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014). Podptrné
bunky tak zajiStuji integritu celé struktury a dostatek zivin pro vyvijejici se zarodky
(Podvyaznaya a Galaktionov, 2014). U motolice Prosorhynchoides borealis
(Bucephalidae) se tyto buniky vyrazné li§i od ostatnich bunck stény sporocysty. T¢la
strukturnich bun€k se vyskytuji, v zavislosti na druhu motolice, bud’ v centralni casti
zdarodecné masy, nebo najeji periférii. Velké jadro obsahuje vyrazné jadérko
a kondenzovany chromatin, jenz se vyskytuje predevSim podél jaderné membrany
a ve shlucich je také roztrouSen po celé nukleoplazmé. Cytoplazma obsahuje volné
ribozomy, drsné endoplazmatické retikulum, pocetné mitochondrie, nékolik Golgiho

komplexti, mikrotubuly a velké mnozstvi vakuol (Obr. 3C) (Podvyaznaya, 2007).

2 Pyknoticka téliska jsou degenerujici buiky (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov,
2014).



Podvyaznaya a Galaktionov (2014) pozorovali umotolice Himasthla elongata
(Echinostomatidae) dva typy strukturnich bun¢k. Pro typ I je charakteristické nepravidelné
lalo¢naté jadro s denzni nukleoplazmou a jemnou vrstvou kondenzovaného chromatinu
podél jaderného obalu. Cytoplazma ma obdobnou strukturu jako cytoplazma strukturnich
bun¢k motolice Prosorhynchoides borealis. Strukturni buiiky typu Il jsou kompaktnéjsi
a tvofi méné vybézki. Jejich jadro obsahuje vyrazn€jsi shluky chromatinu pod jadernou
membranou. V zarodecné mase se vSak vyskytuji i podptrné buiniky s morfologickymi
znaky Castené piipominajicimi typ I i typ II, coz sv€d¢i o tom, ze by tyto typy mohly byt
vyvojovymi stadii stejné buniky (viz obr. 3A, 3B) (Podvyaznaya a Galaktionov, 2014).

Kmenové buiiky (oznacované také jako nediferenciované buiiky) jsou bunky schopné
proliferace, zajistujici fungovani zarode¢né masy. Jejich diferenciaci vznikaji buiky
zarodecné a strukturni (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). Jsou to malé bunky (primér
6,2 um) s vysokym pomérem objemu jadro/cytoplazma. Jejich velké jadro (velikost nad
5 um) obsahuje vyrazné jadérko a velké mnozstvi kondenzovaného chromatinu.
Kondenzovany chromatin tvoii nepravidelné shluky, které jsou casto spojené. Tyto
agregaty se vyskytuji centrdlné¢ i pod jadernym obalem. Tenkou vrstvu cytoplazmy
vypliuje velké mnozstvi volnych ribozomii a malé mitochondrie (viz obr. 3D)
(Podvyaznaya a Galaktionov, 2014).

Zarodecné buiiky jsou velmi heterogenni, coz je zplsobeno jejich postupnou
diferenciaci ve zralé zarodecné bunky, které davaji naslednym d€lenim vzniknout dalsi
larvalni generaci. Jejich velikost se pohybuje od 6 um do 10 um. Béhem diferenciace tyto
buiiky rostou. Zaroven se zvétsuje i jejich jadro a jadérko, zatimco chromatin se postupné
rozptyluje (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya
a Galaktionov, 2014). Zrald zarode¢na bunika obsahuje velké jadro (nad 7,5 um) a jadérko
(nad 2,5 pm) a malé shluky kondenzovaného chromatinu. Cytoplazma obsahuje mnohem
veétsi mnozstvi organel nez kmenové buiky (pod svételnym mikroskopem granularni
vzhled), obzvlasté mitochondrii, které se akumuluji na jedné strané buiiky (viz obr. 3E)
(Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014). Charakteristickym znakem
diferencujicich se a zralych zarode¢nych bunck je pfitomnost annuldtni lamely (vyrazny
Golgiho komplex) a ,nuage (viz obr. 3E, 3F, 3G). ,Nuage“ je maly shluk
elektrodenzniho materidlu pfipojeny k cytoplazmatické stran¢ jaderného obalu nebo volné

lezici v cytoplazmé (Klag a kol., 1997; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov,

3 U plostének je ,,nuage oznacovano jako chromatoidni télisko (Shibata a kol., 1999; Willems a kol., 2000; Pfister a kol., 2008; Solana
a Romero, 2009)



2014). Jedna se o strukturu typickou pro zarodec¢nou linii bun¢k zivocichti. Obsahuje vasa-
protein, ktery udrzuje buiky v nediferencovaném stavu (Lasko a Ashburner,1988;
Extavour a Akam, 2003; Raz, 2010). Krom¢ zarode¢nych bunék zivocicht byl vasa-like
protein pozorovan v ,,nuage“ a cytoplazmé neoblastu® plodtének a v kmenovych buiikach
schistosom’ (Shibata a kol., 1999; Pfister a kol., 2008; Solana a Romero, 2009; Willems
akol., 2010; Skinner a kol., 2012; Wang a kol., 2013). U nékterych plostének bylo
pozorovano, ze béhem vyvoje zarodku ,,nuage“ v nékterych buinikach neoblastu zmizelo
a zastalo jen v nékterych bunkach, jez by pravdépodobné mohly byt buiitkami zarodecné
linie odd€lujici se jiz béhem ¢asné embryogeneze. Ve zbylych bunkach neoblastu byl pak
vasa-like protein pozorovan pouze voln¢ rozptyleny v cytoplasmé bunék (Pfister a kol.,
2008; Willems a kol., 2010).

Morfologie zarodecné masy se lisi v zavislosti na druhu motolice. Tato struktura mize
byt zanotfena v parenchymu, miize byt pfichycena ke sténé cytoplazmatickymi vybézky
buné¢k matefského organismu nebo muize voln¢ plavat v télni dutiné (Galaktionov
a Dobrovolskij, 2003). U nékterych druhii motolic nebyla zdrode¢na masa pozorovana
(Cort a kol., 1948; Van der Woude, 1954; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003).

V minulosti se objevilo nékolik teorii tykajicich se pivodu zarodeénych bunék
a mechanismu rozmnozovani motolic v mezihostiteli. Naptiklad Woodhead (1957) se
domnival, ze ve sporocystach motolice Schistosomatium douthitti dochazi k sexudlnimu
rozmnozovani splynutim sam¢ich a samicich pohlavnich bunék.

V dnesni dob¢ existuji dvé nazorové skupiny na rozmnozovani v mezihostiteli. Prvni
skupina upozorfiuje na morfologickou a funkéni podobnost zarodeéné masy s ovarii
dospélych jedinci a srovnatelny vyvoj a ultrastrukturu (naptiklad pfitomnost ,,nuage*
a anullatni lamely) zérode¢nych bunck a samicich pohlavnich bun¢k. Podle téchto autort
se motolice v mezihostiteli rozmnozuji apomiktickou (ameiotickou) partenogenezi. (James
a Bowers, 1930; Klag a kol., 1997; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya
a Galaktionov, 2014).

4 Pro kmenové bunky plostének se pouziva oznaceni neoblast (Shibata a kol., 1999; Willems a kol., 2000; Pfister a kol., 2008; Solana a
Romero, 2009).

5 . L . . . .
U schistosom neni zminéna lokalizace vasa-like proteinu v buice.
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Obr. 3. Struktura zarode¢né masy. A — ZarodeCna masa ve sporocysté Prosorhynchoides borealis. Mgtitko 2 pm

B — Zarode¢na masa v redii Himasthla elongata. Méfitko 5 pm. C — Podplrna buika s elektron-lucentnimi vakuolami
ve sporocysté P. borealis. Mé&fitko 1 pm. D — Kmenova bunka. Métitko 1 um. E — Zarode¢na buitka. Méfitko 1 pm.
F — Detail zarode¢né buiiky. Métitko 0,5 um. G — Detail na annulatni lamelu (Sipky). Métitko 0,5 pum (Upraveno dle
Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014). bc — té€lni dutina redie, ce — vyvijejici se cerkarie,
dsp — diferencujici se podptrna buriky, eml —shluk bunék, em2 — embryo s formujicim se primitivnim epitelem,
em3 — zarode¢na koule s nové vytvofenym primitivnim epitelem, er — endoplasmatické retikulum, ga — Golgiho aparat,
gc — zarodeCnad bunika, m — mikrotubuly, mt — mitochondrie, n - jadro, ng — ,nuage”, nu — jadérko, pa — vybézky
parenchymatickych bunék redie, pb — pyknotické t€lisko, pr — primitivni epitel, ri — volné ribosomy, sc — podpirna buika, st

— kmenova burika, v - vakoula

Druhé skupina zastava nazor, ze se motolice v mezihostiteli rozmnoZzuji polyembryonii,
coz je vznik vice jedincl z jedné zygoty bez toho, ze by dochézelo k dal§imu vzniku gamet

(Cheng a Bier, 1972; Reuter a Kreshchenko, 2004; Skinner a kol., 2012; Wang a kol.,
2013).

V pribéhu Casu se k sobé obé hypotézy piiblizovaly a rozdily mezi obéma nézorovymi

skupinami mizely. Tyto dvé skupiny se v dneSni dobé rozchédzeji v nazoru, zda je
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zarodecnd buika, jez dadva vzniknout dal$i generaci v mezihostiteli, homologicka se
zarodecnymi buiitkami generaci z definitivniho hostitele, ¢i nikoliv. Velké nesrovnalosti
jsou také v terminologii tykajici se zarodecnych bun¢k a vyvoje zarodk.

Ob¢ vyse zminéné ndzorové skupiny se v dneSni dobé shoduji, ze zarodecné bunky,
jejichz délenim vznika embryo, maji spojitost s kmenovymi buiitkami homologickymi
s kmenovymi bunikami dospélych motolic (u larev historicky ozna¢ovanych jako zarode¢né
buiikky) (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Wang a kol, 2013; Podvyaznaya
a Galaktionov, 2014). O ptivodu téchto kmenovych (zarode¢nych) bunék vsak neni mnoho
informaci. Obecné v ramci kmene Platyhelminthes je pfedmétem diskuzi, zda se linie
zarodecnych bunck odliSuje od somatické linie jiz v Casné fazi embryogeneze nebo az
v pozdnich fazich vyvoje. Plivod kmenovych bunék a bun¢k zarodecnych je stale nejasny

nejen u motolic, ale i v rdmci kmene Platyhelminthes a obecné v rdmci zivocicht.

3.5. Casna embryogeneze sporocyst, rédii a cerkarii,

a vyvoj jejich povrchu
Casna embryogeneze a morfogeneze t&lni stény probihd prakticky identicky u sporocyst,
rédii i cerkarii (Chen, 1937; Pieper, 1953; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). Velké
rozdily se pravdépodobné nevyskytuji ani u zéstupcti riznych skupin motolic (Galaktionov
a Dobrovolskij, 2003). Délenim zarode¢né buiiky vznikaji dvé buiky rizné velikosti
(Chen, 1937; Pieper, 1953; Van der Woude, 1954; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003), jez
dalsim délenim davaji vzniknout nékolikabunéénému zarodku (shluku bunék)
s nepravidelnym povrchem. Tato embrya se u vétSiny motolic vyvijeji v zarode¢né mase
nebo jsou alesponi chrdnéna cytoplazmatickymi vybézky matetfského organismu. Buiky
tohoto zarodku se lisi velikosti i strukturou (Cheng a James, 1960; Cheng a Bier, 1972;
Rees a Day, 1976; Meuleman a Holzmann, 1975; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008;
Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). Zastanci polyembryonie je historicky oznacuji jako
buitky somatické a zarodecné, pti¢emz, jak jiz bylo vySe zminéno, zdrodecné bunky jsou
charakteristické svym velkym jadrem, vyraznym jadérkem, malym mnozstvim cytoplazmy
a pfitomnosti molekularnich marker typickych pro zirodecnou linii bunék Zzivocicht
(Cheng a James, 1960; Cheng a Bier, 1972; Skinner a kol., 2012; Collins a kol., 2013;
Wang a kol., 2013). Zastanci apomiktické partenogeneze v tomto embryu déli bunky na
makromery, mezomery a mikromery. Makromera ma, stejn¢ jako samostatna zarode¢na

bunika, silné¢ rozptyleny chromatin, ktery tvoii pouze tenkou sit, a je typickd jasné
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rozeznatelnym jadérkem. Jadro mezomer ma vyrazné kondenzovany chromatin, ktery tvofi
cetné kompaktni shluky. Jadérko je stile snadno pozorovatelné. V jadru mikromer je jiz
chromatin tésn¢ nahloucen a tvofi shluky nepravidelného tvaru. Jadérko ve vétSin€ ptipadi
nelze rozeznat (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008).

Vzhledem k tomu, ze druhd skupina autori nemd terminologii pro diferencujici se
buiiky v pozdéjsich fazich vyvoje, budu dale pro ptehlednost pouzivat terminy zastanci
polyembryonie, a to zdrode¢né a somatické butiky.

Ve stadiu, kdy embryo obsahuje pfiblizné 12-14 bunck, se nékolik povrchovych
zarodecnych bunék zplostuje a vytvari cytoplazmatické vybezky, které obaluji zbytek
zarodku. O néco star§i embryo je jiz pokryto tenkym syncytidlnim epitelem s nékolika
jadry, tzv. primitivnim epitelem (viz obr. 4A, 4B, 4C). Jakmile je primitivni epitel
zformovan, zarodek ziskava typicky kulaty tvar. Toto vyvojové stadium je oznacovano
jako zarodecna koule (Cheng a James, 1960; Cheng a Bier, 1972; Rees a Day, 1976;
Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). Primitivni epitel
obsahuje velké mnozstvi vakuol rizné velikosti, n€které elektron-lucentni, jiné obsahujici
elektron-denzni material. Mezi timto obalem a perifernimi bunikami zarodku se vyskytuji
cetné cytoplasmatické miistky (Rees a Day, 1976; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008).
Ve chvili, kdy je primitivni epitel utvotren, dochazi k intenzivni proliferaci embryonalnich
zarodecnych bunék zajist'ujici rychly rust. Zaroven dochazi k degeneraci nékterych bunék,
jejimz vysledkem je pfitomnost tzv. pyknotickych télisek v zarodku. Se vzriistajicim
poctem bunck se pak vyvijejici larva prodluzuje (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003;
Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). Pozdéji se pod primitivnim epitelem zarodecnych
kouli objevuji malé buiiky se zploStélym jadrem, které expanduji, navzajem se propojuji
a vytvari tenky tegument (viz obr. 4D, 4E). U prodluzujici se zarode¢né koule se pak
primitivni epitel zac¢ind postupné odlucovat. U cerkdrii s jasné rozliSitelnym zakladem
ocasku pak primitivni epitel zcela mizi. U tohoto stadia jsou jeSté v tegumentu
pozorovatelnd degenerujici jadra tegumentu a jiz je zietelnd bazdlni lamina a vldkna
subtegumentalni svaloviny. U stadia s prodluzujicim se ocaskem se objevuji sekrecni
subtegumentalni cytony v perifernim parenchymu, které se pozdéji cytoplazmatickymi
mustky propojuji s vnéj$i cytoplazmatickou vrstvou tegumentu (Bils a Martin, 1966;
Meuleman a Holzmann, 1975; Rees a Day, 1976; Meuleman a kol., 1980; Gobbel a Pan,
1985; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008).
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Obr. 4. Vyvoj povrchu cerkarie (Pfevzato z Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). A — Formovani primitivniho epitelu.
Mefitko 2 pm. B — Degenerace embryonalnich bunék pod primitivnim epitelem. Méfitko 1 pm. C — Detail primitivniho
epitelu. Méfitko 0,5 um. D — Primordialni tegumentalni butika. Métitko 1 pm. E — Detail vrstvy vyvijejiciho se tegumentu a
vrstvy primitivniho epitelu na povrchu zarodku. Méfitko 1 pm. BC — télni dutina, CE — embryo cerkarie, GC — Golgiho
komplex, MA — makromera, N — jadro, PD- pyknoticka degenerace, PE — primitivni epitel, PTC — primordialni tegumentalni
bunika, RER — drsné endoplazmatické retikulum, T — tegument, V - vakuoly

U nékterych druh@t motolic (naptiklad u Schistosoma mansoni a Schistosoma
Jjaponicum) byl pozorovan vznik primitivniho epitelu z tegumentéalnich bun¢k matetského

organismu (Meuleman a Holzmann, 1975; Meuleman a kol., 1980; Gobbel a Pan, 1985).

3.6. Morfologie a vyvoj materské sporocysty schistosom

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.2., miracidia penetruji do téla plze a migruji do cilovych
tkani, kde prochazi zasadnimi morfologickymi zménami vedoucimi k pfeméné
na matefskou sporocystu. (Olivier a Mao, 1949; Cort a kol., 1955; Sinha a Srivastava,
1960; Loker, 1978; Meuleman a kol., 1978; McGeachin, 1979; Loker 1979; Jourdane
a Mingyi, 1987; Jourdane a Théron, 1987; Pan, 1996; Soomro a kol., 2005).

Ve volné organizovanych tkanich a dutinach (sinusy, ledviny a plicni vaky) pak dochazi

k vyvoji téchto larev (Olivier a Mao, 1949; Cort a kol., 1955; Sinha a Srivastava, 1960;
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Loker, 1978; McGeachin, 1979; Jourdane a Mingyi, 1987; Lo a Lee, 1995; Soomro a kol.,
2005).

Kinoti (1971) pozoroval u motolice Schistosoma mattheei, ze u mateiskych sporocyst,
které nepronikly do volného prostoru v plzi a zlstaly v tkanich mimo télni dutiny, se vyvoj
zastavil a sporocysty degenerovaly.

U motolice Schistosoma japonicum byly pozorovany vyvijejici se matetské sporocysty
témeét ve vSech voln¢ organizovanych tkdnich mezihostitele, v€etn¢ hepatopankreatu.
Jednalo se vSak o infekce, kdy bylo dvacet plzii vystaveno vysoké davce miracidii.
Rozsiteni obvyklého habitatu matefskych sporocyst by vSak mohlo snizovat
vnitrodruhovou kompetici (Jourdane a Mingyi, 1987). Olivier a Mao (1949) pozorovali
behem experimentalnich infekei plze Australorbis glabratus motolici Schistosoma mansoni
pouze jeden piipad vyskytu matetské sporocysty v hepatopankreatu. Tato lokalizace
matefskych sporocyst je u schistosom vzacna.

Mateiskou sporocystu lze popsat jako vak cervovitého tvaru naplnény zarode¢nym
materidlem. Zpocatku obsahuje pouze samostatné tésn¢ nahloucené zarodecné buiiky,
pozd¢ji embrya dcefinych sporocyst v rtiznych fazich vyvoje. Pro mladou matetskou
sporocystu je typicka velmi tenka télni sténa. Postupné se vsak jeji sténa vyrazné ztlust'uje.
Béhem svého vyvoje se tato larva prodluzuje a rozsituje, ¢imz se zarodeCny material
rozestupuje a vznikaji mezi jednotlivymi zarodky volné prostory. S prodluzovanim se
objevuji v nékterych oblastech sporocysty ptiéné konstrikce. (Cort a Olivier, 1943; Cort
a kol., 1944; Olivier a Mao, 1949; Sinha a Srivastava, 1960; Cort a kol., 1955; Loker,
1978; Loker, 1979; McGeachin, 1979; Smith a Chernin, 1974; Meuleman a kol., 1978;
Jourdane a Mingyi, 1987).

T€lni sténa S. mansoni obsahuje tegument pokryty glykokalyxem, bazalni laminu
asvalovinu. Tegument je tvofen vn&j§i syncytidlni vrstvou, kterd je spojena
cytoplasmatickymi vybézky (cytoplasmatické mustky) s tély bun€k (cytony) umisténymi
smérem do nitra sporocysty. Tyto subtegumentdlni buniky jsou typické velkymi jadry
ajadérky a jejich cytoplazma je zaplnéna drsnym endoplazmatickym retikulem.
Cytoplazmatické muistky prochdzi bazalni laminou a svalovinou télni stény. Povrch vnégjsi
vrstvy tegumentu se zvétSuje vyvojem mikrovild. Pln€é vyvinuté mikrovily jsou bohaté
rozvétvené. Pravidelné vrstvy okruzni a podélné svaloviny mizi. Zbytky svaloviny jsou
rozptyleny podél vnitini strany syncytidlni vrstvy tegumentu a jsou tvofeny separovanymi
vlakny, jez se béhem vyvoje sporocysty déle rozestupuji. Svalova vldkna nemaji jasnou

orientaci a vytvari sitovitou strukturu (Smith a Chernin, 1974; Meuleman a kol., 1979;
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Meuleman a kol, 1980; Pan, 1996). Dle studie Bulantové a kol. (2011) na 7. regenti se
svalovina této larvy skladd z okruzni a podélné svaloviny se separovanymi svalovymi
vlakny, kterd se od sebe postupné vzdaluji a vrstva tak ziskava sitovity vzhled.

Obecné u schistosom byly pozorovany cytoplazmatické vybézky subtegumentalnich
bun¢k expandujici rGznymi sméry podél vnitini strany télni stény a do télni dutiny
sporocysty, kde tvoti sit’ ukotvujici samostatné zarode¢né buniky a embrya, nebo skupiny
tésné piiléhajicich bun€k a zarodki (oznaCované nékterymi autory z 1. poloviny 20. stoleti
jako zarode¢né masy) (Cort a Olivier, 1943, Cort a kol., 1944; Olivier a Mao, 1949; Cort
a kol., 1954; Meuleman a kol., 1980; Coustau a kol., 1997).

3.7. Morfologie a vyvoj dceriné sporocysty schistosom

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.5., zarode¢né buiiky svym délenim vytvaii shluk bunék.
Kolem tohoto shluku bun¢k se objevuje primitivni epitel, ¢imz vznika zarodecnd koule.
Intenzivni proliferaci dochazi k prodluzovani zarode¢né koule. Postupné se zvySuje
mnozstvi zarode¢nych bun€k a na povrchu se vytvari tegument a subtegumentdlni
svalovina. Dcefind sporocysta pfipravena opustit matetsky organismus je podlouhlého
cervovité¢ho tvaru a jeji télni dutina je naplnénd velkym mnozstvim samostatnych
zarodecnych bunék (Cort a Olivier, 1943; Cort a kol., 1944; Olivier a Mao, 1949; Cort
akol., 1955; Loker, 1978; Loker, 1979; McGeachin, 1979; Smith a Chernin, 1974;
Meuleman a kol., 1978; Meuleman a kol., 1980; Jourdane a Mingyi, 1987).6

Dcefiné sporocysty S. mansoni a S. japonicum v této tazi vyvoje maji podobnou stavbu
télni stény jako sporocysta mateiska. Je tvofena vnéj$i vrstvou tegumentu (s mikrovily),
subtegumentalnimi bufikami, bazéalni laminou a dvéma vrstvami svaloviny, jez ale nejsou
zieteln€ usporddané do okruzni a podélné svaloviny a maji spise sitovitou strukturu (Smith
a Chernin, 1974; Meuleman a kol., 1980; Gdbel a Pan, 1985). Stejn¢ jako u mateiskych
sporocyst zde byly pozorovany cytoplazmatické vybézky subtegumentilnich bunck
ukotvujicich zarode¢né buniky a pozdéji vyvijejici se embrya. (Cort a Olivier, 1943; Cort
akol., 1944; Olivier a Mao, 1949; Cort a kol.,, 1955; Loker, 1978; Loker, 1979;
McGeachin, 1979; Meuleman a Holzman, 1975; Gobel a Pan, 1985). Tegument dcetinych
sporocyst je, na rozdil od matetskych sporocyst, charakteristicky pfitomnosti dozadu
sméfujicich trni, které jsou velmi vyrazné obzvlasté na pirednim konci (Cort a Olivier,

1943; Cort a kol., 1944; Olivier a Mao, 1949; Cort a kol., 1955; Lee, 1962; Loker, 1978;

¢ U motolice Schistosomatium douthitti byly pozorovany v nékterych dcefinych sporocystach, jez byly lokalizovany v duting matetské
sporocysty, 1 jiz vyvijejici se zarodky ve formé shlukii bunék (Cort a kol., 1944).
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Loker, 1979; McGeachin, 1979; Smith a Chernin, 1974; Meuleman a kol., 1980; Leite
akol.,, 1982; Jourdane a Théron, 1987). Tyto dcefiné sporocysty pak migruji do
hepatopankreatu, kde pokracuje jejich vyvoj. Dcefiné sporocysty se prodluzuji a rozsituji,
¢imz se opét vytvaii v télni dutin€ volné prostory. Zarode¢né bunky a vyvijejici se embrya
cerkarii se tak rozestupuji. Télni sténa postupné zesiluje a svalovina ustupuje. I u této
sporocysty se vyskytuji pti¢né konstrikce (Cort a Olivier, 1943; Cort a kol., 1944; Olivier
a Mao, 1949; Cort a kol., 1955; Lee, 1962; Loker, 1978; Loker, 1979; McGeachin, 1979;
Gobel a Pan, 1985).

3.8. Morfologie a vyvoj cerkarii schistosom

Cerkarie motolice Trichobilharzia regenti jsou, stejné jako zbytek cerkarii schistosom,
ocelatnimi furkocerkdriemi. Anteriorni C¢ast téla vypliluje mohutny hlavovy organ.
Acetabulum lezi té€sné za stiedem téla, pricemz v polovi¢ni vzdalenosti mezi acetabulem
a hlavovym organem je lokalizovan jeden par ocnich skvrn. Stfevo s bifurkaci a dvéma
slepymi  vétvemi zacind za zacatkem téla v hlavovém orgdnu a konéi pied
cirkumacetabuldarnimi ~ Zlazami. Kolem acetabula se  vyskytuji dva pary
cirkumacetabularnich zlaz a posteriorni ¢ast téla vypliuji tfi pary postacetabularnich zlaz.

(Horak a kol., 1998).

3.8.1. Tegument

Struktura tegumentu byla u schistosom detailné popsana predevs§im u Schistosoma mansoni
a S. japonicum. Tegument se sklada z vn&jsi syncytidlni vrstvy pokryté glykokalyxem.
Tato syncytidlni vrstva je bezjadernd a je spojena prostfednictvim cytoplazmatickych
mustkl s tély bun¢k ulozenych hloubégji v parenchymu. Tyto buiiky jsou také oznacovany
jako bunky subtegumentalni a obsahuji granula rtizné velikosti, tvaru a elektrondenzity.
V ramci jedné cerkarie se vyskytuje vice typi subtegumentdlnich bunék. Pod wvnéjsi
vrstvou tegumentu se vyskytuje bazdlni lamina odd€lujici vnéjs$i vrstvu tegumentu od
subtegumentalni  svaloviny. Teprve pod touto svalovinou se nachazeji téla
subtegumentalnich bunék. V tegumentu se vyskytuji posteriorné orientované trny (Inatomi
a kol., 1970; Dorsey a kol., 2002). U schistosomy Trichobilharzia regenti jsou tyto trny

stejn¢ dlouhé po celé délce téla, vEetné ocasku (Hordk a kol., 1998).
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3.8.2. Svalova soustava

Subtegumentdlni svalovina schistosom je tvofena vn&j$i okruzni a vnitini podélnou
svalovinou. V prvni tietin€ téla je pod podélnou svalovinou lokalizovana Sikma svalovina.
(Bulantova a kol., 2011; Collins a kol., 2011; Tolstenkov a kol., 2012). Svalovina ocasku
T. regenti obsahuje vngj$i okruzni svalovinu kmene ocasku, jeden par vldken dorzalni,
jeden par ventralni podélné svaloviny a Ctyfi pasy (dva levé a dva pravé) pricné-pruhované
svaloviny. Okruzni svalovina furky je mnohem ftid$i nez v kmeni ocasku. Svalovina
hlavového organu 7. regenti je slozena z vngj§i a vnitini vrstvy podélné svaloviny
pfichycené k vngjsi a vnitini strané bazalni laminy konusu. Tato lamina oddéluje cely
konus od zbytku téla a napojuje se na bazalni laminu té€lni stény. Hlavovym organem
prochdzeji svalovinou zpevnéné vybézky penetracnich zlaz a travici soustava. Z Sikmé
svaloviny cerkdrie vede radidlni svalovina do oblasti vnitinich orgdnt (Bulantova a kol.,

2011).

3.8.3. Sekrecni zlazy

U schistosomy 7. regenti byly doposud pozorovany tfi typy jednobunéénych sekrecnich
zlaz: cirkumacetabuldrni penetracni zlazy, postacetabuldrni penetracni zldzy a hlavova
zlaza. Kazdy tento typ zldzy obsahuje odli$né granula.

Posteriorn€ od acetabula jsou lokalizovany tfi pary postacetabularnich zZlaz. Jednotlivé
buniky se ¢astecné prekryvaji tak, ze anteriorni ¢ast zadni buniky piekryva posteriorni ¢ast
predni bunky. Na anterodorsalni ¢asti téchto bunék je cytoplazmaticky vybézek tvotici
vyvod penetracni zlazy. Na kazdé strané cerkarie se tak vytvaii svazek triplet vyvodi
postacetabularnich zlaz.

Posteriorni par cirkumacetabularnich Zlaz je lokalizovan za acetabulem a anteriorni
par pred acetabulem. Na dorzdlni strané¢ jsou tyto buiky pirekryty vyvody
postacetabularnich Zlaz. Na kazdé¢ strané cerkarie se k tripletu vyvoda postacetabularnich
zlaz ptipojuje par vyvodi cirkumacetabuldrnich zlaz. Vytvaii se tak dva separované
svazky, pfiCemz kazdy obsahuje triplet vyvodii postacetabularnich zldz a dva vyvody
cirkumacetabularnich zl14z. Zde se svazky staci ventralné a az k jejich vystupu z téla
cerkarie (na anteriornim konci) se vyskytuji pouze ve ventrdlni az medidnni oblasti
(viz obr. 5).

Hlavova Zlaza vypliuje hlavovy organ a svymi ¢etnymi vybézky obklopuje vyvody

penetracnich z1az a jadra svalovych bunc¢k tvoficich hlavovy organ (Ligasova a kol., 2011).
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Obr. 5. Trojrozmérny model penetracnich zlaz (Pfevzato z Ligasova a kol., 2011). Postacetabularni zlazy zelen¢,
cirkumacetabularni zlazy Cervené, §iroka Sipka oznacCuje acetabulum, uzka Sipka ztizeni vyvodi v oblasti
hlavového organu.

U motolice Schistosoma mansoni byl kromé téchto tii typt popsan i jeden par drobnych
jednobunéénych 714z nazvanych unikové Zlazy. Jejich téla jsou umisténa spolecné
na jedné strané téla za svalovinou ustni piisavky. Vyvody téchto zldz se piipojuji
ke svazku vyvodi penetracnich zlaz a spolecné Usti na anteriorni stran¢ téla cerkarie.
Béhem migrace z hostitele se unikové zlazy vyprazdnuji. Ve volné plovoucich cerkariich
jsou jejich jedinymi vyraznymi pozustatky vyvody v ustni pfisavce (Dorsey, 1974).
Podobné 7lazy byly pozorovany i u dalSich druha schistosom (Talbot, 1936; Leigh, 1953;
Abdul-Salam a Sreelatha, 2004).

U schistosom Trichobilharzia szidati a Austrobilharzia sp. byl pozorovan dalsi typ zlaz.
Tyto cetné jednobunééné zlazy tvoii dve laterdlni vétve a jejich vyvody sméiuji

k hlavovému organu (Abdul-Salam a Sreelatha, 2004; Kolarova a Horak, 1996).

3.8.4. Vylucovaci soustava

Uspotadani vyluovaci soustavy cerkarii se u riznych druha lisi. V minulosti dokonce
vyvoj a rozdily této soustavy mély velky vyznam v taxonomii (Kuntz, 1950). Naptiklad
vylucovaci soustavu cerkarie Schistosoma mansoni tvori Sest pari plaménkovych bunék
adva pary shlukii cilii v hlavnich sbérnych kanalcich (Collins a kol., 2011), zatimco
u cerkarii Trichobilharzia regenti ji tvoii sedm part plaménkovych bunc¢k a dva pary
ciliarnich shlukt (Hordk a kol., 1998). Kazda plaménkové builka se napojuje na anteriorni

nebo posteriorni sbérny kanalek, ktery vede do stfedu téla cerkarie. Tam se tyto kanalky
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sbihaji do dvou hlavnich sbérnych kanalk (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). Hlavni
sbérmé kandlky 7. regenti se pak spojuji v zadni Casti téla cerkarie, a dale pokracuji

kmenem ocasku a furkou (Hordk a kol., 1998).

3.8.5. Nervova soustava

U motolic obecné se nervova soustava sklada z cerebralniho ganglia tvotfeného nékolika
neurony, tii pari nervovych provazci (ventrdlni, dorsdlni a lateralni) a komisur.
S nervovou soustavu Uzce souvisi i smyslové organy, mezi néz patii naptiklad senzorické
papily a o¢ni skvrny (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). Tolstenkov a kol. (2012) detailné
popsali nervovou soustavu cerkarii schistosom Bilharziella polonica, Trichobilharzia
szidati a T. franki. Struktura nervové soustavy vsech tii druhti je velmi podobna. Jejich télo
obsahuje dvoulalo¢né hlavové ganglium, dva ventrdlni (hlavni) nervové provazce, dva
dorzélni, dva lateralni, pét komisur a Sestndct neurontll, z nichz Ctyfi pary se vyskytuji
v gangliu. Jeden z téchto parti neuront vytvaii vybézky vedouci do hlavového orgénu.
Vybézky neuronti v blizkosti acetabula se spojuji a vytvaii neurdlni pletenec prtisavky.
V océsku se vyskytuji Ctyfi nervové provazce a dva bipolarni neurony (Tolstenkov a kol.,

2011).

3.8.6. Vyvoj cerkarie
Casna embryogeneze a vyvoj povrchu jiz byl popsan v kapitole 3.5. Pozdni vyvoj cerkarii
schistosom vSak detailngji popsali pouze Cheng a Bier (1972) u motolice S. mansoni. Tito
autofi béhem vyvoje cerkarie popsali sedm stadii. Stadium 1 je samostatna zarodecna
buiika, stadium 2 shluk buné¢k, stadium 3 zarodec¢na koule, stadium 4 prodluzujici se
zarode¢na koule, stadium 5 cerkarie se zakladem ocasku, stadium 6 cerkarie
s prodluzujicim se ocdskem a stadium 7 pln¢ vyvinuta cerkarie. U stadia se zakladem
ocasku (stadium 5) jsou jiz rozeznatelné ptisavky. U vyvojoveé pokrocilejsi cerkarie se pak
objevuje primordialni travici trakt skladajici se z provazce velkych bunék. U cerkarie
s prodluzujicim se ocaskem (stadium 6) jsou jiz pozorovatelné prekurzory penetracnich
zlaz a v postacetabularni oblasti se vyskytuje shluk zarodecnych bunék, genitalni
primordium. V pribéhu vyvoje cerkarie byla pozorovana linie somatickych a zarode¢nych

bunék, pti¢emz velikost zarode¢nych bunék se postupné snizovala (Cheng a Bier, 1972).
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4. Metodika

4.1. Ziskavani materialu

Modelovym organismem byla schistosoma 7. regenti, které v naSi laboratofi jako
mezihostitel slouzi plz R. lagotis a jako definitivni hostitel kachna domaci Anas
platyrhynchos f. domestica. Pro ucely diplomové prace byla pouzita larvalni stadia
vyvijejici se v mezihostiteli, tedy sporocysty a cerkérie, pfi¢emz byly tkané plze s larvami
zpracovany na histologické fezy nebo byly vyvijejici se cerkdrie vypreparovany

z hepatopankreatu.

4.1.1. Sbér cerkarii

Nakazeni plzi byli na jednu hodinu umisténi do kédinek s vodou pod zdroj svétla. BEéhem
této doby se z plzi uvolnovaly cerkarie, jez byly pfelity do Erlenmayerovy banky zakryté
alobalem. Hrdlo banky bylo poté osviceno a fototaktické cerkdrie se koncentrovaly
u hladiny, odkud byly odebirany. Cerkérie byly poté zpracovany na pokusy nebo byly
vyuzity k ndkaze kachen.

4.1.2. Nakaza kachen
K ziskéni miracidii, jimiz byli posléze plzi infikovani, bylo nejdfive potieba infikovat
kachny. Cerkarie uvolnéné z plze byly spocitany a infekéni davka na jednu kachnu Citajici
kolem 1000 cerkérii byla odebrana do kadinky s vodou, do které byly na hodinu ponofeny
nohy piiblizné tyden staré kachny (Meuleman a kol., 1984).

4.1.3. Nakaza plzi

Miracidia byla ziskdvana z nazalni tkdn¢ kachen 20.-22. den po infekci kachen. Poté byla
na dobu péti hodin umisténa do vody spolecné s plzem. Infekéni davka byla patnact
miracidii na jednoho plze. Tkané plze byly poté rizné dny po infekci zpracovavany pro

histologické hodnoceni nebo byly larvy z plzli vypreparovany.
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4.2. Pouzité roztoky

SSS pufr (pH 7,8, 110-120 mOsm)

* 1,192 g HEPES

* 0,14 g NaOH

« 2,103 g NaCl

« 0,1491 g KCl

+ 0,19 g MgCl,

* 0,443 g CaCl,

* Chemikalie byly rozpustény v 1000 ml destilované vody.

4.3. Fixace tkani

K fixaci materidlu byly pouzity dvé fixacni tekutiny, a to 4% paraformaldehyd a Bouiniv
roztok. Bouintiv roztok byl pouzit k fixaci tkdni urCenych prp bézné histologické
zpracovani a paraformaldehyd byl wvyuzit pfifixaci tkani zpracovdvanych pro
imunohistochemické hodnoceni, znaceni faloidinem konjugovanym s FITC, znaceni

lektiny konjugovanymi s FITC a pro barveni celych ¢ervii pomoci histologickych barviv.

4.3.1. Fixace pomoci Bouinova roztoku

Chemikalie:

* Bouintv roztok (Sigma)

* 70% etanol
Postup:

Tkané plze, jez byly zpracovavany pro bézné histologické metody, byly po dobu

24 hodin fixovany pii pokojové teploté v Bouinové roztoku, jehoz objem byl minimalné
10x vétsi nez objem fixované tkan€. Po fixaci byly vzorky promyvany v 70% etanolu,

dokud nedoslo k vymyti kyseliny pikrové obsazené ve fixaénim roztoku.
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4.3.2. Fixace pomoci paraformaldehydu
Chemikalie:
» 4% paraformaldehyd (Sigma) v SSS
+ SSS
Postup:

Tkané plze a vypreparovani celi ervi, jez byli zpracovavani pro imunohistochemické
hodnoceni, znaceni faloidinem konjugovanym s FITC, znaceni lektiny konjugovanymi
s FITC a pro barveni celych Cervii pomoci histologickych barviv, byli fixovani po dobu
12 hodin pii teploté 4 °C v Cerstvé piipraveném 4% paraformaldehydu. Paraformaldehyd
byl rozpustén v SSS za stdlého michani pii 60 °C. Po fixaci bylo fixa¢ni ¢inidlo z tkani

vymyvano v roztoku SSS 3x 30 minut.

4.4. Zalévani tkani

Hepatopankreas infikovaného plze byl pro histochemické a imunohistochemické metody
zalévan do parafinu, glykolmetakrylatové pryskytice JB-4 a do média pro mrazové

zalévani tkani OCT.

4.4.1. Zalévani tkani do parafinu

Zalévani vzorkii do parafinu bylo vhodné pro barveni hematoxylinem a eosinem,
Malloryho trichromem a pro znaceni nékterymi protilatkami.
Chemikalie:

* 75% etanol

* 96% etanol

* 100% etanol

* xylen

+ smés xylenu a parafinu (nasyceny roztok parafinu v xylenu)

+ parafin (Paraplast Plus, Leica Microsystems)
Postup:

Po vymyti fixaze byla tkan plze odvodiiovana 3x 30 minut v 75%, 96% a 100% etanolu

a nasledné projasnéna 2x 15 minut v xylenu, poté byla na 15 minut pfevedena do smési
xylenu a parafinu. Nasledovalo prosycovani tkdn¢ parafinem v termostatu pii teploté

56 °C, pticemz byl parafin vyménén po 1 hodiné, po 6 hodinach a po 12 hodinach byl
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vzorek prenesen do silikonové formy a zalit parafinem. Parafin pak tuhl pfi pokojové
teploté. Nasledné byla tkan nakrajena pomoci ziletkovych nozi (Thermo Scientific) na
mikrotomu (Shandon Finess ME) na fezy otloustce 4-5 um v piipadé béznych
histologickych barveni a 20 um v piipad¢ imunohistochemického znaceni. Parafinové fezy
pak byly pokladany na kapku vody na nahfdtém sklicku. Pfed barvenim nebo
histochemickym ¢i imunohistochemickym znacenim pak bylo nutné fezy odparafinovat
2x 10 minut v xylenu a zavodnit v 100%, 96% a 75% etanolem, pti¢emz v kazdé lazni byly

fezy ponechany 3x 5 minut. Nakonec byly ponofeny do destilované vody.

4.4.2. Zalévani tkani do JB-4
Chemikalie:
» JB-4 (Polysciences, Inc.):
Infiltracni roztok 1 (10 ml JB-4 plus solution A + 0,125 g benzoyl peroxid)
Infiltracni roztok 2 (5 ml JB-4 plus solution A + 0,0625 g benzoyl peroxid + 0,2 ml
JB-4 plus solution)
Postup:

Po vymyti fixa¢niho ¢inidla byla tkan pienesena do infiltracniho roztoku 1, pficemz
infiltracni roztok byl vyménén po 90 minutich, pak po 12 hodiniach a po dalSich
90 minutach byla tkan pfemisténa do Zelatinové kapsle a zalita infiltracnim roztokem 2,
zcentrifugovana (centrifuga Eppendorf minispin) a pryskyfice pak polymerovala
pii pokojové teploté piiblizné 48 hodin. Poté byla zelatinova kapsle odstranéna a tkan
byla krijena na mikrotomu (Shandon Finess ME) pomoci sklenénych nozi na fezy
otloustce 4 pum v ptipadé¢ béznych histologickych barveni a 8 pm v pfipadé
imunohistochemického znaeni. Rezy byly prenaseny na kapku vody na nahiatém
mikroskopickém sklicku. Po zaschnuti nebylo fezy tfeba zavodiovat a mohly byt rovnou

znaceny.
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4.4.3. Zalévani tkani do OCT

Zalévani tkani do OCT a nasledné krijeni na kryomikrotomu bylo pouzito pro
imunohistochemické znaceni vasa-like proteinu.
Chemikalie:

* OCT (Sakura)

* isopentan (2-methylbutan) (Sigma)

* dusik (Ny)

* 4% sacharéza (Ci2H2,011) (v SSS)

* 30% sachardza (v SSS)

* 30% sachardza (v OCT)

* 100% etanol
Postup:

Po vymyti paraformaldehydu byl hepatopankreas infikovaného plze ponoien do 4%
sacharozy v SSS na 3x 15 minut. Nasledné byl vzorek pfemistén do 30% sacharézy v SSS
na 3x 15 minut a ve ¢tvrtém roztoku byl ponechan pfes noc. Poté byla tkan prenesena
na 1 hodinu do 30% sacharozy rozpusténé¢ v OCT, a na dalsi hodinu pak do ¢istého OCT.
Poté bylo OCT kapnuto na kousek korku a do OCT byl vlozen vzorek. Poté byl cely
vzorek zakryt pomoci OCT a ze zalévaciho media byly odstranény bubliny. Na stojan byla
upevnéna kadinka s isopentanem, pod ni byla poloZena polystyrenova nadoba s tekutym
dusikem tak, aby dno kéadinky bylo ponofeno v isopentanu. Kousek korku se vzorkem
zalit¢tm v OCT byl ponofen do isopentanu a byl tam ponechédn tak dlouho, dokud OCT
nebylo bilé a neprihledné. Vzorek byl néasledné uchovavan do zpracovani pfi teploté
-80 °C. Tkan na imunohistochemické znaceni byla krajena na kryomikrotomu pomoci
ziletek (Thermo Scientific) na fezy o tlouStce 20 pum, pfiCemz fezy byly umistény
na sklicka Superfrost plus (Thermo Scientific). Poté se fezy nechaly do druhého dne

zaschnout a nasledné byly fixovany ve 4 °C 15 minut v pfedchlazeném 100% etanolu.
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4.5. Histologické metody

4.5.1. Barveni rezu

Pro pozorovani vyvoje jednotlivych larvalnich stadii a vyskytu sporocystogeneze ci
cerkariogeneze byly odebirdni v pétidennich intervalech plzi infikovani 15 miracidii
od 5. dpi do 45. dpi., kdy se zmezihostitele uvolnovaly cerkarie, pfiCemz byli vzdy
odebrani dva jedinci. Pro zachyceni sporocystogeneze v dcefinych sporocystach v pozdéjsi
fazi infekce pak byli zpracovani dva plzi 60. dpi. a 70. dpi. Nasledné byly tkang plze’
fixovany v Bouinové roztoku a zality do parafinu, jenz byl vybran jako vhodnéjsi zalévaci
medium nez JB-4, nebot’ do tkédni zalitych v parafinu pronikal anilin a bylo mozné tyto
fezy barvit Malloryho trichromem. Mimoto parafinové fezy ptilnuly k podloznimu sklicku
a béhem dalsiho zpracovani neodplavavaly. Byly proto vhodné k ptipraveé sériovych feza.

Poté byly tkdné plze nakrajeny na fezy o tloust’ce 4-5 pm, pficemz bylo nutné ud¢lat
sériové fezy, aby pfi nasledném pozorovani zarodk bylo mozné sledovat ndvaznost fezu.
Dale byly fezy odparafinovany, zavodnény a barveny. Z n¢kolika riznych vyzkousenych
barveni (HaE, Malloryho trichrom, toluidinovd modf, giemsa, azan a kombinace barev
metylenovd modi — azur Il — bazicky fuchsin) bylo nakonec jako nejvhodnéjsi vybrano
barveni hematoxylinem a eosinem a Malloryho trichrom.

Vyvoj matetskych sporocyst byl pozorovan v pétidennich intervalech od priniku
miracidia do plze. U jednotlivych dcetinych sporocyst a cerkarii nebylo mozné urcit presny
¢as, kdy doslo k prvnimu dé€leni zarodecné builky a jejich embryogenezi. Byla proto
popsana jednotliva vyvojova stadia definovana podle nové vznikajicich struktur.

Struktury pak byly méteny pomoci programu Imagel, pficemz uvedené rozméry bunck

a larev jsou pouze orientacni, nebot’ byly méteny na fezech.

4.5.1.1. Barveni hematoxylinem a eosinem
Hematoxylin a eosin barvil jadra bun¢k modie az fialové a cytoplazmu podle jejiho obsahu
razove az tmavé fialové. Pii barveni hematoxylinem a eosinem vynikly na histologickych
fezech predev§im jadra. Toto histologické barveni bylo proto vhodné obzvlasté

pro pozorovani ¢asné embryogeneze larev a vyvoj sporocyst.

’ Pii pitvé plzi bylo nutné vyjmout zaludek plze, velkou ¢ast travici soustavy a jejich okoli kvili vyskytu velkého mnozstvi krystali
nahromadénych v plzi.
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SloZeni Ehrlichova kyselého hematoxylinu:

* hematoxylin

* 96% etanol

* destilovand voda

 ledova kyselina octova

+ glycerol

* jodi¢nan sodny (NalOs)

* siran hlinito-draselny (KAI(SO4),)
Piiprava Ehrlichova kyselého hematoxylinu:

Ve 100 ml 96% etanolu byly rozpustény 2 g hematoxylinu. Do vzniklého roztoku bylo
pfidano 100 ml destilované vody, 100 ml glycerolu a 10 ml ledové kyseliny octové.
Posléze byl roztok nasycen siranem hlinito-draselnym a bylo pfidano 0,4 g jodi¢nanu
sodného. Pfipraveny roztok byl piefiltrovan, ptelit do tmavé naddoby a za stalého pfistupu
vzduchu 7 dni oxidoval.

SloZeni eosinuY:

* cosinY (Sigma)

* 96% etanol

* 75% etanol

 ledova kyselina octova
Piiprava eosinuY:

Ve 100 ml 96% etanolu byl rozpustén 1 g eosinuY. Vznikly roztok byl natfedén
primichanim 300 ml 75% etanolu a poté byly ptidany 2 ml ledové kyseliny octové.
Chemikalie:

 Ehrlichtv kysely hematoxylin (Sigma)
* 0,1% eosin (Polysciences, Inc.)
* destilovand voda
* xylen
e 75%, 96% a 100% etanol
+ kysely ethanol (50 ml 75% etanolu + 3 kapky kyseliny chlorovodikové)
* DPX — montovaci medium (Sigma)
Postup:
Zavodnéné tezy byly barveny 5 minut v hematoxylinu, poté opldchnuty pod tekouci

vodou. Vyplachovani probihalo, dokud se voda zbarvovala do modra. Poté nasledovala
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diferenciace v kyselém etanolu do zmodrani jader, pfiCemz byla sklicka ihned
po diferenciaci oplachnuta vodou. Nasledovalo 30 sekund barveni eosinem, jenz byl
posléze vymyvan pod tekouci vodou, dokud se voda zabarvovala do oranzova. Poté byly
fezy odvodnény etanolovou fadou: 2x 20 sekund 75% etanol, 2x 20 sekund 96% etanol
a 2x 20 sekund 100% etanol. Dale byly fezy projasnény ve dvou laznich xylenu, pfi¢emz
v kazdé¢ lazni byly ponechany 30 sekund. Nakonec byly preparaty zamontovany
do montovaciho media DPX, pfikryty krycim sklickem a stlaceny, abych doslo k vytla¢eni
vzduchovych bublin.

4.5.1.2. Barveni Malloryho trichromem

Malloryho trichrom je barveni skladajici se ze tfi riznych barviv: kysely fuchsin, anilin
a oranz G. Malloryho trichrom barvil jadra bun¢k oranzové az hnéd¢, cytoplazmu podle
jejiho obsahu svétle modie az hnéd¢ a rliznd granula a fibrily v Siroké Skale barev.
Malloryho trichom zvyraznil pfedevsim diferencujici se buiiky, proto toto barveni bylo
vhodné hlavné pro pozdni vyvoj cerkarii.
SloZeni smési anilin — oranz G:

* 0,5 g anilinovd modf

« 2goranz G

* 1 g kyselina fosfowolframova

+ 8 ml ledové kyseliny octové

* 100 ml destilované vody
Chemikalie:

* 1% kysely fuchsin (v H,O)

* sm¢s anilin — oranz G

* 1% kyselina fosfowolframova (v H,O)

¢ destilovand voda

e 75%, 96% a 100% etanol

* xylen

« DPX
Postup:

Zavodnéné tezy byly barveny 30 sekund kyselym fuchsinem a poté 60 sekund

oplachovany pod tekouci vodou. Nasledné¢ na sklicka byla képnuta 1% kyselina
fosfowolframova a nechala se pisobit 30 sekund. Kyselina poté byla slita ze sklicka

a nevyplachovala se. Nasledovalo 10 minut barveni smési anilin — oranz G a 30 sekund
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vyplachovani vodou. Nakonec byly fezy odvodnény a zamontovany do DPX (viz kapitola

3.5.1.1.).

4.5.2. Barveni celych Cervii

Pro komplexné&jsi predstavu o jednotlivych vyvojovych stadiich cerkérii ziskanych
z histologickych fezi a o zldzach typu I a II byly vysledky o vyvoji cerkarii doplnény
o mikroskopické zpracovani celych cervli barvenych lithium-karminem, apomorfinem,
acetokarminem, Malloryho trichromem a kombinaci neutralni cerven¢ a nilské modii.
Vyvijejici se zarodky cerkarii byly ziskany vytazenim casti sporocyst z hepatopankreatu
a poruSenim jejich povrchu. Poté byly zarodky fixovany v 4% paraformaldehydu, fixaz

byla vymyta a poté byli cervi barveni.

4.5.2.1. Barveni lithium-karminem
Chemikalie:
* lithium-karmin (Sigma)
« uhlic¢itan lithny (Li,COs3)
+ SSS
Piiprava lithium-karminu:
Ve 100 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného (v SSS) bylo za varu rozpusténo
2,5 g karminu. Vznikly roztok byl pfed barvenim 50x nafedén 70% etanolem.
Postup:
Po vymyti fixdze byly zérodky barveny lithium-karminem 15 minut. Poté byly zarodky
promyty v SSS 3x 15 minut, pfendany na podlozni skli¢ko a ptekryty krycim sklem.

4.5.2.2. Barveni acetokarminem
Chemikalie:
* 0,5% acetokarmin (v 45% kyselin¢ octové)
* 45% kyselina octova (v SSS)
« SSS
Postup:
Po vymyti paraformaldehydu byly zarodky barveny 15 minut v acetokarminu. Nasledné

byla barva vymyvana 3x 15 minut v SSS. Cervi byly poté pieneseni na podlozni sklo
a prekryti krycim sklickem.
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4.5.2.3. Barveni apomorfinem
Chemikalie:
* 1 mM apomorfin (Sigma)
+ SSS
Piiprava apomorfinu:
Apomorfin byl rozpustén v SSS a za stalého michani se nechal 24 hodin oxidovat
na svétle pti pokojové teploté.
Postup (dle Brucknera a kol., 1974):
Po vymyti fixacniho ¢inidla byly zarodky barveny 4 hodiny v roztoku apomorfinu, poté

byly promyty 3x 15 minut v SSS, pfendany na podlozni sklo a ptekryty krycim skli¢kem.

4.5.2.4. Barveni Malloryho trichromem

Chemikalie:

* 1% kysely fuchsin (v H,O)

» sm¢s anilin — oranz G (slozeni viz kapitola 3.5.1.2.)

* 1% kyselina fosfowolframova (v H,O)

+ SSS
Postup:

Po vymyti fixaze byli Cervi barveni 5 minut v kyselém fuchsinu, poté byli promyti

3x 15 minut v SSS a nasledn¢ barveni ve smési anilin-oranz G 20 minut. Posléze byla
barva odmyta v SSS 3x 15 minut a Cervi byly pfeneseni na podlozni sklo a pfekryti krycim

skli¢kem.

4.5.2.5. Barveni nilskou mod¥ri a neutralni ¢erveni

Kombinace nilské modii a neutrdlni cervené barvi specificky Unikové zlazy cerkarii
nékterych druht schistosom (Talbot, 1936).
Chemikalie:

* 1% neutralni ¢erven (v H,0)

* 1% nilska modf (v H,O)

+ SSS
Postup (dle Talbota, 1936):

Zarodky, z nichz byla vymyta fixaz, byly barveny 5 minut v neutralni ¢erveni, poté byl

pfidan stejny objem nilské modfi jako neutralni ¢ervené (pomeér 1:1), a dale byly cerkérie
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barveny dalSich 5 minut. Nakonec byly barvy odmyvéany v SSS 3x 15 minut a pak byly

cerkarie preneseny na podlozni sklo a prekryty krycim sklickem.

4.6. Fluorescen¢éni imunohistochemické a histochemické

metody

Imunohistochemické a histochemické fluorescenéni metody byly pouzity k pozorovani
vyvoje svalové, vyluCovaci a nervové soustavy cerkdrii, ke znaceni zlaz a k oznaceni
vasa-like proteinu, jenz se vyskytuje v bunkach zarodec¢né linie zivo¢ichli a v kmenovych
buiikach plostének, piipadné motolic (Lasko a Ashburner,1988; Raz, 2010 Shibata a kol.,
1999; Extavour a Akam, 2003; Pfister a kol., 2008; Solana a Romero, 2009; Willems
akol.,, 2010; Skinner a kol., 2012; Wang a kol., 2013). Veskeré fluorescencni
imunohistochemické a histochemické metody byly modifikovany dle Collinse a kol.
(2011). U téchto fluorescencnich metod byli oznaceni ¢ervi montovani do montovaciho
média Vectashield obsahujiciho DAPI, ktery specificky znaci jadra bunék. Poté byli Cervi
pozorovani na konfokalnim mikroskopu (Leica TCS SP2) a na fluorescenc¢nim mikroskopu

(Olympus Cell-R).

4.6.1. Histochemické metody

Z fluorescencnich histochemickych metod byly pouzity tyto metody znaceni: znaceni
svaloviny pomoci faloidinu konjugovaného s fluorescein isothiokyanatem (FITC), jenz se
vaze na F-aktin vyskytujici se ve velké koncentraci ve svalovych vlaknech, a znaceni
pomoci lektinl, které se specificky vazi na rtizné sacharidy. Znaceni lektiny se bézné
pouziva ke znaceni nékterych 714z cerkarii.

Faloidin byl aplikovan na fezy hepatopankreatem infikovaného plze, ktery byl zalit
v JB-4 a parafinu, a dale i na celé Cervy, zatimco lektiny byly aplikovany pouze na celé

cervy.
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4.6.1.1. Znaceni svalové soustavy

Pro sledovani vyvoje svaloviny cerkarii byla svalova soustava znac¢ena pomoci faloidinu
konjugovaného s FITC.
Chemikalie:
+ faloidin konjugovany s FITC v bloka¢nim roztoku (200 ng/ml)
+ SSS
* Dblokacni roztok
» permeabiliza¢ni roztok
» 4% paraformaldehyd (v SSS)
» Vectashield
SloZeni blokaéniho roztoku (k blokovani nespecifickych vazeb a permeabilizaci tkani):
* 1% BSA (bovine serum albumine) (Sigma)
* 0,3% Triton X 100 (Sigma)
* 0,05% Tween 20 (BIO-RAD)
* Chemikalie byly v pozadované vyledné koncentraci rozpustény v SSS pufru.
SloZeni permeabiliza¢niho roztoku:
* 0,5% SDS
+ proteindza K (2 pm/ml)
* 0,3% Triton X (Sigma)
0,05% Tween 20 (BIO-RAD)

1% BSA (bovine serum albumine)
* Chemikalie byly rozpustény v SSS.
Postup:

Cel¢ zarodky fixované v 4% paraformaldehydu byly promyty v SSS obsahujicim
0,3% Triton X 3x 15 minut. Nasledné¢ byl jejich povrch permeabilizovan pomoci
permeabilizacniho roztoku, v némz byly ponechdny 5 minut. K zablokovani aktivity
proteindzy K, jez tento roztok obsahuje, pak byly zarodky cerkarii zality
4% paraformaldehydem, jenz byl posléze vymyvan bloka¢nim roztokem 3x 15 minut,
pficemz byly zaroven zablokovany nespecifické vazby s pouzitymi fluorescen¢nimi
sondami. Poté byli Cervi inkubovani v temné vlhké komurce s faloidinem ( v bloka¢nim
roztoku) pti 4 °C 48 hodin. Po 48 hodinach byli oplachovani v SSS 3x 15 minut, pifeneseni

na podlozni sklo, zamontovani do montovaciho media.
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Pfi znaceni svaloviny na fezech byl postup obdobny jako pii znaceni celych cervii. Byl
vSak vynechan krok inkubace s permeabilizacnim roztokem a naslednd postfixace

paraformaldehydem.

4.6.1.2. Znaceni zZlaz
K lepsi predstavé o rozlozeni zlaz typu I a II a jejich vzhledu byly vyvijejici se cerkéarie
znaCeny pomoci téchto lektinli: PNA, WGA a RCA-I, pficemz byli znafeni pouze celi
cervi vypreparovani z hepatopankreatu plze.

Tabulka 1.: Lektiny pouZité ke znadeni Zlaz

Lektin Piavod
PNA Arachis hypogaea
WGA Triticum vulgaris

RCA -1 Ricinus communis

Chemikalie:

+ lektiny WGA, PNA, RCA-I konjugované s FITC (Vector Laboratories)

+ SSS

 Dblokacni roztok (viz kapitola 3.2.)

» permeabiliza¢ni roztok (slozeni viz kapitola 3.2.)

* 4% paraformaldehyd (v SSS)

* Vectashield
Postup:

Po vymyti fixdze z cervli bloka¢nim roztokem 3x 30 minut byly zarodky inkubovany

s permeabiliza¢nim roztokem 5 minut, jenz byl posléze vyménén za 4% paraformyldehyd,
ve kterém byli ¢ervi ponechani 10 minut. Nasledné byl paraformaldehyd vymyvan
bloka¢nim roztokem 3x 30 minut, a poté byly zarodky cerkarii inkubovany s lektiny WGA,
PNA nebo RCA-I v poméru 1:400 (v bloka¢nim roztoku) v tmavé vlhké komurce 24
hodin. Posléze byly lektiny vymyvany roztokem SSS 3x 30 minut, ervi byli pfeneseni na

skli¢ko a zamontovani do Vectashieldu.
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4.6.2. Imunohistochemické metody

Imunohistochemie je metoda, ktera umoziuje detekci konkrétni latky pomoci protilatek.

Imunohistochemické metody byly pouzity ke sledovani vyvoje vyluCovaci a nervové

soustavy a k detekci zarode¢nych bunék, pficemz ke znaceni vylucovaci soustavy byly

pouzity protilatky proti a-tubulinu, ke znaceni nervové soustavy protilatky proti serotoninu

a ke znaceni zarodecnych bunck protilatky proti vasa-like proteinu. Protilatky k detekci

vylucovaci a nervové soustavy byly nejprve aplikovany na fezy hepatopankreatem

nakazeného plze zalitého v pryskyftici JB-4 nebo v parafinu, a dale na celé cervy. Protilatky

uréené k detekci zarodecnych bun€k (proti vasa-like proteinu) byly aplikovany na celé

cervy i nafezy.

Tabulka ¢.2.: Struktury znacené pomoci protilitek

Znacena struktura

Sonda

Vylucovaci soustava

Protiléatky proti a-tubulinu

Nervova soustava

Protiléatky proti serotoninu

Zarodecéna bunka

Protilatky proti vasa-proteinu

4.6.2.1. Znaceni celych cervi

Postup pro znaceni celych Cervl se u jednotlivych typt protilatek prakticky nelisil. Rozdily

byly pouze v aplikaci jinych protilatek, pfipadné koncentraci (viz tabulka ¢.3).

Chemikalie:

+ primarni protilatky (viz tabulka 3)

+ sekundarni protilatky (viz tabulka 3)

« SSS

* Dblokaéni roztok (viz kapitola 3.6.1.1.)

» permeabiliza¢ni roztok (slozeni viz kapitola 3.6.1.1.)

* 4% paraformaldehyd (v SSS)
* Vectashield
Postup:

Vypreparovani ¢ervi byli promyti v bloka¢nim pufru 3x 30 minut, inkubovéni v tmavé

vlhké komiirce s primarnimi protiladtkami v bloka¢nim pufru (viz tabulka ¢.3) 24 hodin,

poté¢ byli =zaliti do permeabilizacniho

roztoku na 5 minut

s naslednou blokaci

proteinazy K v 4% paraformaldehydu 10 minut. Paraformaldehyd byl posléze vymyvan
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3x 30 minut a zarodky byly inkubovany v tmavé vlhké komirce se sekundarnimi
protilatkami v bloka¢nim pufru (viz tabulka ¢.3) 24 hodin. Nakonec byly protilatky vymyty
v SSS 3x 30 minut a ¢ervi zamontovani na sklicko montovacim médiem Vectashield.

Tabulka €. 3.: Pouzité protilatky

Vyluc¢ovaci soustava

Nervova soustava

Zarodecné bunky

Primarni protilatky

proti a-tubulinu

proti serotoninu

proti vasa-like proteinu

Puvod pr. protilatky myS$ kralik kralik

Vyrobce pr. protilatky Sigma Sigma Gene Tech

Koncentrace pr. protilatky 1:400 1:400 1:400
1:1000

Sekundarni protilatky

proti mySim
protilatkdm

konjugované s FITC

proti krali¢im
protilatkdm

konjugované s cy3

proti krali¢im
protilatkdm

konjugované s cy3

(cyanin 3) (cyanin 3)
Puvod sek. protilatky koza koza koza
Vyrobcee sek. protilatky Life Technologies Life Technologies Life Technologies
Koncentrace sek. protilatky 1:400 1:400 1:400
1:1000

4.6.2.2. Znaceni fezii
Protilatky proti a-tubulinu a proti serotoninu byly aplikovany na fezy tkanémi zalitymi
vIB-4 a vparafinu. Protilatky proti vasa-like proteinu byly aplikovdny na fezy

hepatopankreatem zalit¢ho v parafinu a na kryotezy.

Chemikalie:

+ primarni protilatky (viz tabulka 3)
+ sekundarni protilatky (viz tabulka 3)
* Dblokacni roztok (viz kapitola 3.6.1.1.)

» permeabiliza¢ni roztok (viz kapitola 3.6.1.1.)

« SSS

* 4% paraformaldehyd (v SSS)

* Vectashield
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Postup:

Rezy hepatopankreatu byly blokovany v blokaénim roztoku 3x 30 minut, poté
inkubovany s primarni protilatkou v bloka¢nim roztoku (viz tabulka ¢. 3) v tmavé vlhkeé
komirce pii 4 °C 24 hodin, jez poté byla vymyvana v blokacnim roztoku 3x 30 minut
a posléze inkubovana se sekundarnimi protildtkami (viz tabulka ¢. 3) 24 hodin. Nakonec
byly protilatky vymyty v SSS (3x 30 minut) a zamontovany na sklicko pomoci média
Vectashield.
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4.7. Elektronova mikroskopie

Pro detailngj$i pozorovani vyvoje cerkarii a diferenciace jejich zarode¢nych bunck byla
vyuzita transmisni elektronova mikroskopie. Pro studium vyvijejicich se cerkarii byl pouzit
hepatopankreas infikovaného plze, zatimco ke studiu zralé cerkérie byly zpracovany larvy,
jez se uvolnily z mezihostitele.

Chemikalie:

* 2,5% glutaraldehyd (v SSS)

* 1% oxid osmicely (OsO4) (v SSS)

+ SSS

* 50%, 75%, 96% a 100% etanol

* 100% aceton

« pryskyfice Spurr (SPI-Chem"™ ) — namichéna dle pokynt vyrobce
Postup:

Vzorky byly fixovany nejdiive 12 hodin v 2,5% glutaraldehydu, poté byla fixaz
vymyvana v SSS 3x 30 minut. Po vymyti nasledovala fixace v 1% oxidu osmicelém, jenz
byl vymyvan v SSS 3x 30 minut. Nasledovalo odvodiovani alkoholovou fadou v tomto
potadi: 50%, 75%, 96% a 100% etanol, pticemz kazd¢ promyvani probihalo 1x 15 minut,
pouze u 100% etanolu 3x 15 minut. Poté byl vzorek preveden do 100% acetonu (3x 15
minut). Déle byly tkané¢ pfenaSeny do smési spurru a acetonu v riznych pomérech
v nasledujicim potadi: aceton se spurrem 2:1 na 2 hodiny, aceton se spurrem 1:1 na
6 hodin, aceton se spurrem 1:3 na 12 hodin, ¢isty spurr na 3x 12 hodin. Po prosyceni byly
vzorky preneseny do BEEM kapsli (SPI Suplies), zality Ccistou pryskyfici
a zcentrifugovany. Nasledné¢ byly umistény do termostatu, kde pti 60 °C 2 dny
polymerovaly. Poté byly v laboratofi transmisni elektronové mikroskopie nakrajeny na
60-70 nm Ddéle byly vzorky 20 minut kontrastovany 3% octanem uranylu, 20 minut

citritem olovnatym a pozorovany pod transmisnim elektronovym mikroskopem (JEOL
1011).
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5. Vysledky

5.1. Pouziti histologického barveni pro sledovani
diferenciace zarode¢nych bunék a vyvoje larvalnich

stadii Trichobilharzia regenti

5.1.1. Vyvoj mateiské sporocysty
Mateiské sporocysty byly zachyceny ve tkanich plze 5. dpi, 10. dpi, 15. dpi a 20. dpi.,
pricemz 5. dpi. byly v téle nalezeny tii sporocysty, 10. dpi. dvé sporocsty a 15. a 20.dpi

jedna sporocysta.

5.1.1.1. Materska sporocysta v téle plze 5. den po infekci

Paty den po priniku miracidii byly v noze plze nalezeny tfi matefské sporocysty. Prvni
sporocysta se vyvijela v sinu nohy plze (viz obr. 6A, 6B). Tato sporocysta byla tizka (max.
22,5 um) a podlouhlad. Jeji délku vsak nebylo mozné urcit, nebot’ na jednotlivych
histologickych fezech byly zachyceny pouze jeji ¢asti. Jejich tegument se barvil HaE jasné
rizové a tenka téIni sténa (max. 5,5 pm) pod tegumentem svétle riizové. Siika sporocysty
ajeji stény se vriznych castech organismu liSila. Matefska sporocysta obsahovala
jednotlivé zarode¢né bunky (velikost 6—10,5 pm). Tyto buiikky se vyznacovaly velkym
jadrem (5,5-8,5 um) s vyraznym jadérkem. Jaderny obsah mél modro-fialovy néadech.
Kondenzovany chromatin v jadfe byl pozorovatelny podél jaderného obalu a v nékolika
tenkych provazcich smétujicich od jadérka. Pro zarode¢né buiiky je charakteristické malé
mnozstvi bazofilni cytoplazmy, jez se barvi tmavé fialové. Tyto bunky byly ve
sporocystach bud’ tésn¢ nahlouceny nebo se kolem nich vytvofily volné prostory. Néktera
jadra zarodecnych bunck obsahovala dvé jadérka, z cehoz vyplyva, ze byly pravé ve fazi
déleni.

Druha sporocysta se vyskytovala v noze plze tésné pod povrchovym epitelem a oproti
predchozi sporocysté byla kratsi (viz obr. 6C). V dutin€ této sporocysty byly pozorovany
zarodeCné bunky s charakteristickym velkym jadrem a vyraznym jadérkem, ale
1 stejnomérné tmave zbarvené buriky, s nerozlisitelnymi jadernymi strukturami.

Tteti sporocysta byla lokalizovana piimo ve svaloviné nohy plze (viz obr. 6D). Tato

sporocysta byla svrastéla a obsahovala pouze builkky stmavé zbarvenym jadrem
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a nerozliSitelnymi vnitinimi strukturami. Na povrchu byla stidle rozeznatelna vrstva

tegumentu.

Obr. 6. Mateiska sporocysta v tkani plze 5. dpi. A, B — Normalni vyvoj mateifské sporocysty (HaE). C — Mateiska sporocysta
s degenerujicimi butikami.(HaE) D — Degenerujici matef'ska sporocysta (HaE). DGB — degenerujici buitka, DGMS — odumfela
matefska sporocysta, MS — matetska sporocysta, T — tegument, ZB — zarode¢na buika

5.1.1.2. Matei'ska sporocysta v téle plze 10. den po infekci
Desaty den po infekci byly v tkanich plze nalezeny dvé mateiské sporocysty. Jedna byla
lokalizovéna v tykadle, druhd v dutiné cefalopedalni oblasti plze.

Sporocysta v tykadle méla Sitku téla 47 um a télni stény 7,2 um. Jeji dutina byla
vyplnéna tésn€ nahloucenym zarodecnym materidlem (viz obr. 7A).

Sporocysta v cefalopedalni oblasti (viz obr. 7B, 7C) obsahovala samostatné zarodecné
bunky 1 jiz vyvijejici se zdrodky ve stadiu zarode¢né koule. Sporocysta byla v nékterych
oblastech izka (konstrikce), v jinych se rozSifovala a tvofila ve své télni dutiné volné
prostory kolem zéarodkt. Dutiny prolinalo velké mnozstvi cytoplazmatickych vybézkd,
jejichZ ptivod nelze pomoci svételné mikroskopie uréit. Sitka jeji téIni stény dosahovala az

9,5 um, sirka t¢la az 49 pm.
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Obr. 7. Mateiska sporocysta 10. dpi. A — Matefska sporocysta v tykadle (HaE). B — Matei'ska sporocysta v plasti plze (HaE).
C — Detail matetské sporocysty v plasti (HaE). CV — cytoplazmatické vybézky, MS — mateiska sporocysta, SS — sténa
sporocysty, T — tegument, ZK — zarode¢na koule

5.1.1.3. Matei‘'ska sporocysta v téle plze 15. den po infekci
Patnacty den po priniku miracidia do plze byla matefska sporocysta nalezena v sinu plasté
(viz obr. 8A, 8B). Tato sporocysta byla vétSich rozmérti nez sporocysta 10. dpi. Tloustka
jeji stény byla az 10 um a sitka téla az 59 pm. Stejné jako predchozi sporocysty se misty
zuzovala (konstrikce) a misty rozsifovala. V SirSich oblastech vznikaly dutiny
s vyvijejicimi se zarodky ve stadiu samostatnych zarodecnych bunék, agregati bunck,
zarode¢nych kouli i jiz se prodluzujicich zarode¢nych kouli (viz kapitola 5.1.2.3.). Mezi

n¢kterymi zarodky a télni sténou byly viditelné cytoplasmatické spoje.
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Obr. 8. Matetska sporocysta v plasti plze 15. Dpi (HaE). MS — matefska sporocysta, SS — sté€na sporocysty, T — tegument,
PZK - prodluzujici se zarode¢na koule

5.1.1.4. Matei'ska sporocysta v téle plze 20. den po infekci
Dvacaty den po priniku miracidia byla nalezena jedna matefska sporocysta, jez byla
lokalizovéana v sinu plasté (viz obr. 9). Tato larva zaujimala vice prostoru nez sporocysta
15. dpi. Jeji télni sténa dosahovala tloustky az 19 pum, pficemz byla namétena Sitka
sporocysty az 69 pum. V této sporocysté¢ byly kromé mladSich zarodkti zachycené jiz

1 dcefiné sporocysty s vyvinutym tegumentem (viz kapitola 5.1.2.5.).

Obr. 9. Mateiska sporocysta v plastové dutin€ plze 20. dpi obsahujici dcetiné sporocysty (HaE). DS — dcefina sporocysta,
MS — mateiska sporocysta
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5.1.2. Vyvoj dceriné sporocysty
Dcetiné sporocysty byly rozdéleny podle nové vznikajicich struktur do péti vyvojovych
stadii (viz tabulka ¢. 4). Kritériem bylo, zda se jednad o jednobunécny ¢i mnohobunécny
zarodek, zda je pfitomen primitivni epitel ¢i tegument, a zda jiz doslo k prodluzovani téla.

Tabulka ¢. 4:

Vyvojova stadia dceFinych sporocyst

Stadium 1 [Stadium 2 [Stadium 3 [Stadium 4 |Stadium 5

Mnohobunéénost 0 X X X X
Primitivni epitel 0 0 X X 0
ProdluZovani téla 0 0 0 X X
Tegument 0 0 0 0 X

X - Stuktura detekovana

0 - Struktura nedetekovana

5.1.2.1. Stadium 1: zarodec¢na bunka

Stadium 1 je samostatnd zarodecnd buika (viz obr. 10A, 10E), jez se nachazi v télni
dutiné matefské sporocysty. Byly zachyceny i zdrodecné bunky ve fazi déleni.
Mezi nékterymi zarodeCnymi buitkami a sténou matetského organismu byly zietelné

cytoplasmatické spoje. Zarodecna buiika jiz byla popséana v kapitole 5.1.1.1.

5.1.2.2. Stadium 2: agregat bunék

Stadium 2 je shluk dvou a vice bunck, uné¢hoz nebyla pozorovéna jadra primitivniho
epitelu a jenz je charakteristicky svym nepravidelnym povrchem (viz obr. 10C, 10D).
Dvoubunéény zarodek vznikly délenim zarodecné buiiky se skldda z bun¢k morfologicky
pfipominajicich samostatné zarode¢né buiilky. Né&které zarode¢né builky se nachazely
ve fazi déleni. Zarodky byly spojeny cytoplazmatickymi vybézky se sténou matetské

sporocysty a se zarodky v télni dutin€.

5.1.2.3. Stadium 3: zarodec¢na koule
Stadium 3 je u motolic obecné oznacovano jako zarodec¢nd koule (viz obr. 10B, 10C).
Zarodecné koule jsou kulatého az ovalného tvaru a jsou charakteristické svym pravidelnym
povrchem. Na povrchu zarodecnych kouli byla zachycena ploché jadra (délka cca 6 um,
Sitka cca 3 um) primitivniho epitelu, jehoz cytoplazmatické vybezky obaluji embryo (viz
obr. 10C). Jadra primitivniho epitelu se vyznacuji, stejné jako jadra zdrode¢nych bunék,

vyraznym jadérkem a rozptylenym chromatinem pozorovatelnym predevSim podél
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jaderného obalu. U zarode¢nych kouli byly jiz mimo zarode¢né bunky pozorovany i buiky
somatické (viz obr. 10B). Tyto buiiky jsou oproti zdrodecnym bunikdm vyrazné¢ mensi
avjejich jadfe se nachazi velké shluky heterochromatinu rozprostirajici se po celé
nukleoplazmé. Jejich jadérko je Spatné rozeznatelné nebo jej vibec nelze rozliSit. Tyto
buitky byly pozorovany piedevsim smérem k povrchu zarodku, zatimco zarodecné buiky
se vyskytovaly spiSe ve stfedu embrya. V zarodku se jiz se vyskytuji pyknoticka téliska,
ktera predstavuji degenerované buiiky. Na histologickych fezech se jevi jako kulaté tmavé
homogenni struktury. V embryich byly pozorovatelné délici se zarode¢né bunky.

Zarodecné koule byly zachyceny v dutiné matei'ské sporocysty 10. dpi.

5.1.2.4. Stadium 4: prodluZzujici se zarodecna koule

Pro stadium 4 je typické prodluzovani téla (viz obr. 10E). Z vyskytu velkého mnozstvi
délicich se zarode¢nych bunék a pyknotickych télisek vyplyva, ze v tomto stadiu dochazi
nejen kintenzivni proliferaci, ale i1 kvyrazné degeneraci embryondlnich bunék.
V pocate¢ni fazi prodluzovani zarodku se vyrazn€ snizuje pomér poctu zarodecnych
bunék/somatickych bunék.

S postupnym prodluzovanim zarodku vsak zacinaji pfevazovat zarode¢né bunky
a embryo ziskdva Cervovité vzezieni. Na povrchu jsou vsak stdle pozorovatelnd jadra
primitivniho epitelu a zarodek je spojen se sténou mateiské sporocysty cytoplazmatickymi

vybeézky (viz obr. 10F). Prodluzujici se zarode¢né koule byly poprvé zachyceny 15. dpi.
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Obr. 10. Vyvoj dcetinych sporocyst. A — Matetska sporocysta se zarodky. V ramecku detail délici se zarodeéné bunky
(HaE). B — Zarodec¢na koule (HaE). C — Shluk bunék zarodku. D — Matefska sporocysta se zarodky. V ramecku detail jadra
primitivniho epitelu (HaE). E — Matef'ska sporocysta se zarodky. V ramecku detail dvoubunééného zarodku (HaE).

F, G — Prodluzujici se zarode¢na koule (HaE). CV — cytoplazmaticky vybézek, DZB — d€lici se zarode¢na burika, JPE — jadro
primitivného epitelu, MS — matei'ska sporocysta, PT — pyknotické télisko, PZK — prodluzujici se zarodec¢na koule,

SB — somaticka buiika, SBZ — shluk bunék zarodku, ZB — zarode¢na buiika, ZK — zarodeéna koule
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5.1.2.5. Stadium 5: Sporocysta s tegumentem

Pro stadium 5 je typicka ptitomnost tegumentu. Dva typy dcefinych sporocyst v této fazi
vyvoje byly zachyceny 20. dpi. Jedna dcefind sporocysta byla zachycena v interlobularnich
prostorech hepatopankreatu (viz obr. 11A). Tato sporocysta byla podlouhld a tizka (Sitka
max. 17 pum). Vjeji dutiné se vyskytovaly samostatné¢ zarodec¢né bunky a zarodky
ve stadiu shlukt bun¢k (viz kapitola 5.1.3.1. a 5.1.3.2.).

Dalsi sporocysty s pfitomnosti tegumentu byly nalezeny v mateiské sporocyste. Nékteré
tyto larvy vSak byly oproti larvé v hepatopankreatu §irsi (Sifka max. 36 um) (viz obr. 11B).
Jejich té€lni dutina obsahovala pouze samostatné zarodecné builky nevykazujici zndmky

proliferace.

Obr. 11. Dcefiné sporocysty s vyvinutym tegumetem. A — Dcefina sporocysta v hepatopankreatu, 20. Dpi (HaE).

B — Dcefina sporocysta v télni dutiné matei'ské sporocysty, 20. Dpi (HaE). C — Dcetina sporocysta v hepatopankreatu,
35. Dpi (HaE). DS — dcefina sporocysta, HP — hepatopankreas, MS — mateiska sporocysta, SBZ — shluk bunék zarodku,
T — tegument, ZK — zarode¢na koule

Béhem dalsiho vyvoje se dcefiné sporocysty v hepatopankreatu prodluzovaly,
rozSitovaly a dochdzelo k zesilovani jejich télni stény a vzniku volnych prostorti kolem

vyvijejicich se zarodkt (viz obr. 11C).
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5.1.3. Vyvoj cerkarie

Cerkarie byly rozdéleny podle nové vznikajicich struktur do deseti vyvojovych stadii (viz
tabulka €. 5), a to podle nésledujicich kritérii: mnohobunécnost, pfitomnost primitivniho
epitelu, prodluzovani téla zarodku, pfitomnost tegumentu, postacetabuldrnich Zzlaz,
cirkumacetabularnich zldz, ocasku, furky, kmene océasku, acetabula, hlavového organu,
ocnich skvrn, 714z typu I, z1az typu II a hlavové zlazy.

Tabulka ¢. 5:

Vyvojova stadia cerkarii

St.1|S

[

S

(]

St.4|S

9]

S

(=)
wn

cccc><><><><><><><><><c><:
W

OO><><><><><><><><><><><O><‘;
)

O><><><><><><><><><><><><O><‘;

St. 10

Mnohobuné¢nost

Primitivni epitel

Prodluzovani téla

Tegument
PA Zlazy
CA Zlazy
Ociasek
Furka

Kmen ocasku

Acetabulum

Hlavovy organ

O¢ni skvrny

Zlazy typu 1

Zlazy typu 11

oclo|lo|lo|lo|o|lo|o|lolo|o|o|lo |o (X |

clo|lo|lo|lo|lo|o|loco|o|lo|olo|o [K |X [T

t.

X
X
X
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

clo|lo|lo|lo|lo|o|lao| XXX XX [ X [T

clo|lo|lo|lo|lo|a X K [HX X [X X o X [T

olo|lo|lo|o|o|o|lo|o|lo|jo|o|lo |o |o
T T BT B ol e Bl e el el B e i S T

Hlavova zlaza

X - Struktura nalezena PA - Postacetabularni
0 - Struktura nenalezena CA - Cirkumacetabularni
St. - Stadium

5.1.3.1. Stadium 1: zarodecna burka
Stadium 1 je samostatna zarode¢na buika vyskytujici se v télni dutiné dcefiné sporocysty.
Zarodecna buiika je se sténou sporocysty spojena pomoci cytoplasmatickych vybézki
(viz obr. 12A). Zarode¢né bunky v dcefinych sporocystach morfologicky 1 velikosti
odpovidaji zarodecnym bunkam, jez se vyskytuji v télni dutiné matetskych sporocyst
(viz kapitola 5.1.1.1.). V dcefinych sporocystach byly zdrodecné buiiky zachyceny i ve fazi
déleni (viz obr. 12A, 12C). Krom¢ zarodecnych bun€k vSak byl v nékolika piipadech

pozorovan ve fazi dé€leni i jiny typ bun¢k. Tyto builkky obsahovaly vyrazna jadra, jez se
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hematoxylinem barvila fialoveé, a v nich dvé vyraznd jadérka. Kolem jadra bylo malé
mnozstvi bazofilni cytoplazmy. Oproti zdrodecnym bunkdm byly vSak tyto buniky malé.

Ve fazi déleni jejich jadro méftilo kolem 4,8 pm (viz obr. 12B).

5.1.3.2. Stadium 2: agregat bunék
Stadium 2 je shluk bunék zarodku s nepravidelnym povrchem (viz obr. 12A, 12B). Tyto

zarodky se skladaji zbunék zarodecnych ptipominajicich morfologicky samostatné

zarodecné bunky. Nékteré byly zachyceny ve stadiu déleni.

5.1.3.3. Stadium 3: zarodec¢na koule
Stadium 3 je zarodek skladajici se ze zarodeCnych a somatickych bunck (viz obr. 12A,
12C, 12D). Somatické buiky vzhledové pfipominaji somatické builky casnych embryi
dcefinych sporocyst (viz kapitola 5.1.2.3.). Zarodecnd koule je typickd pravidelnym
kulatym tvarem. Na povrchu téchto zarodecnych kouli byla pozorovana jadra primitivniho
epitelu podobnd zarodecnym koulim vyvijejicich se sporocyst (viz obr. 12C a kapitola
5.1.2.3)).

I zde byly pozorované zarode¢né buinky béhem déleni (viz obr. 12C, 12D). U vyvojové
pokrocilejSich zarodecnych kouli se snizoval pomér poctu zarodeCnych bunék/
somatickych bunék.

Kromé¢ somatickych a zarode¢nych bunck byla v zarode¢nych koulich pozorovéana
pyknoticka téliska, coz naznacuje, ze v tomto stadiu jiz dochazi k odumirani nékterych
embryonalnich bun¢k. Zarodecné koule jsou, stejné jako ptedchozi stadia, propojeny se
sténou sporocysty cytoplazmatickymi vybézky. Takova spojeni byla pozorovana i mezi

jednotlivymi zarodky.

5.1.3.4. Stadium 4: prodluZzujici se zarode¢na koule
Pro stadium 4 je charakteristické prodluzovani téla (viz obr. 12D). V zarodku se vyskytuje
velké mnozstvi proliferujicich bun€k i pyknotickych télisek. Velikost jader zarodecnych
bun¢k se pohybuje mezi 7-9 pm. U prodluzujici se zarode¢né koule se vyrazné zvysuje
mnozstvi somatickych bunék. Do tohoto vyvojového stadia je zarodek cerkérie od zarodku

sporocysty prakticky nerozeznatelny.
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Obr. 12. Casna vyvojova stadia cerkarii. A — Zarodky cerkarii v dcefiné sporocystd. V ramegku detail d&lici se zarodeéné
buiniky (HaE). B — Shluk bunék zarodku (HaE). C — Zarode¢na koule (HaE). D — Zarode¢na buiika v metafazi a ¢ast zarode¢né
koule, jejiz zarode¢na bunka se nachazi v anafazi (HaE). E — Délici se buiika morfologicky odlisna od zarode¢nych bunék
(HaE). M¢titko 4 pum. F — Prodluzujici se zarode¢na koule HaE). CV — cytoplazmaticky vybézek, DS — dcefina
sporocysta, DZB — délici se zarodec¢na buiika, JPE — jadro primitivniho epitelu, PE — primitivni epitel, PT — pyknotickeé télisko,
PZK — prodluzujici se zarodecna koule, SBZ — shluk bun€k zarodku, SM — somatickd buiika, ZB — zarode¢na burika,
ZK — zarode¢na koule

5.1.3.5. Stadium 5: cerkarie se zakladem ocasku
Stadium 5 se odliSuje od piedchoziho stadia ptfitomnosti tegumentu, zdkladu ocasku
a cirkumacetabularnich (2 pary) a postacetabularnich zlaz (3 pary) (viz obr. I3A-E).

Tegument tvoii tenkou, té€sné ptiléhajici vrstvu na povrchu zarodku, pticemz se barvi HaE



rizoveé a Malloryho trichromem svétle modfe. Ocasek v tomto stadiu je odd€len od zbytku
téla konstrikci v zadni ¢asti zdrodku. Pro cirkumacetabularni a postacetabularni zlazy je
charakteristické velké jadro (8—10 um) s vyraznym jadérkem. Nukleoplazma téchto jader
obsahuje rozptyleny chromatin. Cytoplazma postacetabularnich 714z obsahuje granula,
ktera se HaE barvi fialové a Mallory trichromem modfe. Granula cirkumacetabuldrnich
zlaz se neobarvila ani jednim histologickym barvenim, a cytoplazma zlaz tak me¢la bilé az
bézové zbarveni. U obou typl penetracnich zlaz jiz byly rozeznatelné¢ vyvody smeétujici
anteriornim smeérem.

Somatické bunky zarodku maji, stejn¢ jako ptredchozi stadia, charakteristické¢ jadro
(4-5,5 um) se shluky chromatinu v nukleoplazmé a jejich jadérko je témét nerozliSitelné.
Somatické buiiky byly v zarodku tésné nahlouceny. Kromé somatickych bun¢k vsak byly
pozorovany 1 bunky, jejichz jadra byla jen o néco vétsi, pripadné stejné velkd
(5—6 um) (viz obr. 13F). Jejich jadra byla typickd vyraznym jadérkem a rozptylenym
chromatinem pozorovatelnym v malych shlucich ptfedevSim podél jaderného obalu.
Néktera jadra obsahovala dvé jadérka, z cehoz vyplyva, ze tyto bunky byly ve fazi déleni
(telofaze). V oblastech jejich hojného vyskytu byly pozorovany i bunky ve fazi metafaze
(viz obr. 13B). Vzhledem k neostrym hranicim mezi cytoplazmou sousedicich bunék
nebylo mozné zméfit velikost celé bunky. Tyto buiiky schopné proliferace byly v zarodku
pozorovany ve vét§im mnozstvi predevs§im v oblasti ocasku, budouciho hlavového organu
a v okoli penetracnich zlaz. Vzhledem k jejich schopnosti proliferace budu tyto buniky dale
oznacovat jako buiikky zarodecné, ptestoze jsou vyrazné mensi nez zarode¢né bunky
predchozich stadii.

Toto vyvojové stadium cerkarie se zdkladem ocasku lze jiz s jistotou rozliSit od
vyvijejici se sporocysty, kterd ve vyvojové fazi, kdy je pfitomen tegument, obsahuje velké

mnozstvi morfologicky odlisnych zarode¢nych bunék a postrada zlazy typické pro cerkarii.

5.1.3.6. Stadium 6: cerkarie s furkou

Stadium 6 je typické piitomnosti ocadsku ve formé furky. U cerkarie s furkou bylo
pozorované velké mnozstvi zdrodecnych bunék ptedevSim v této oblasti (viz obr. 13F,

13G).
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Obr. 13. Vyvojova stadia cerkarii. A — F — Stadium 5. G, H — Stadium 6. A — Cerkarie se zakladem ocasku (stadium 5) (Mallory).
B — Zarode¢na bunka v metafazi. Méfitko 5 pum (Mallory). C — Penetraéni zlazy a jejich vyvody (stadium 5) (Mallory). D — Detail
na penetraéni zlazy a ocasek. V ramecku detail zarodeénych bunék v ocasku (Mallory). E — Celé zarodky barvené acetokarminem
(stadia 4, 5 a 8). F — Cerkarie s furkou (stadium 6). V ramecku vlevo nahofe detail na zarode¢né bunky v ocasku, z nichz jedna je
ve fazi déleni. V rdmecku vpravo nahofe detail zarodecné buiiky v metafazi (Mallory). G — Cely zarodek (stadium 6) barveny
lithium-karminem. CAZ — cirkumacetabularni zlaza, CF — cerkarie s furkou (stadium 6), CZO — cerkarie se zakladem ocasku
(stadium 5), DZB — délici se zérode¢na buiika, F — furka, K — konstrikce, PAZ — postacetabularni 7laza, PZK — prodluzuici se
zérodeéna koule, T — tegument, VPZ — vyvody penetratnich 7laz, ZB — zarode¢na buiika, ZK — zérodeéna koule, ZO — zaklad
ocasku
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5.1.3.7. Stadium 7: cerkarie s kmenem ocasku
U stadia 7 byly na histologickych fezech rozeznany tyto nové vzniklé struktury: kmen
ocasku, acetabulum a hlavovy organ (viz obr. 14A—F). U tohoto stadia se jiz ocasek sklada
z kmene a furky (viz obr. 14A). V hlavovém organu a acetabulu jsou jiz zietelna jemna
svalova vlakna (HaE — svétle razova, Mallory trichrom — svétle modra). Zarodecné bunky
v tomto stadiu byly pozorovany v okoli penetracnich zlaz, acetabula a ve velkém mnozstvi

v kmeni océasku (pfedevsim v proximalni ¢asti kmene) (viz obr. 14C, 14D, 14E).

5.1.3.8. Stadium 8: Cerkarie se zlazami typu I
U stadia 8 se jiz vytvaii dveé ocni skvrny sloZzené ze shluki hnédych az cernych granul
(vizobr. 15A). Nové se vtomto zarodku objevuje dalsi typ Zzlaz, tzv. Zlazy typu I
(viz obr. 15A, 15C, 15D). Zlazy typu I jsou jednobun&éné Zlazy nepravidelného tvaru.
Jejich jadra morfologicky pfipominaji jadra penetracnich z1az (velikost 4 - 5 um) a jejich
cytoplazma obsahuje jemna granula, jez se hematoxylinem barvi jasné rizoveé a Malloryho
trichromem &ervené. Zlazy typu I jsou jednobunééné Zlazy (10—15 um) vyskytujici se
v hojném poctu v oblasti mezi o¢nimi skvrnami a postacetabuldrnimi zldzami. Za o¢nimi
skvrnami jsou lokalizovany pod dorzélni sténou téla cerkarie, poté se rozdéluji do dvou
vétvi, jez se na laterdlni stran¢ téla std¢i ventralné. Vétve za acetabulem pokracuji po
ventralni stran¢ az k postacetabularnim zlazam. V téchto zlazach se jiz objevuji granula,
v nékterych buinikach v malém mnozstvi a nékteré se jiz zdaji naplnéné. U zarodku nebyly

pozorovany vyvody zlaz typu L.
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Obr. 14. Cerkérie s kmenem océasku (stadium 7). A, B — Rez cerkarii. Na obrazku A je rozeznatelny kmen a furka,
na obrazku B hlavovy organ a acetabulum (HaE). C — Detail kmene ocasku se zarode¢nymi buinikami v bazi kmene
(HaE). D — Detail hlavového organu (HaE). E — Detail acetabula (HaE). F — Cely ¢erv barveny Malloryho trichromem.
AC — acetabulum, CAZ — cirkumacetabularni zliza, DS — dcefina sporocysta, F — furka, HO — hlavovy organ, KO — kmen
ocasku, PAZ — postacetabularni 71aza, SB — somatick4 buiika, T — tegument, ZB — zérode¢na buiika,
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Obr. 15. Cerkarie se zlazami typu I (stadium 8). A — Prifez cerkarii. Na fezu jsou vidét zlazy typu I podél
cicrumacetavularnich zlaz (Mallory). B — Genitalni primordium (Mallory). C — Detail zlazy typu I (Mallory).
D — Prifez cerkarii. Na fezu jsou zietelné o¢ni skvrny a zlazy typu I v dorzalni ¢asti téla cerkarie (Mallory). E — Cely
&erv barveny acetokarminem. CAZ — cirkumacetabularni Zlazy, CZI — cerkarie se Zlazami typu I, GP — genitalni
primordium, HO — hlavovy organ, OS — o¢ni skvrna, PAZ — postacetabularni zlazy, VPZ - vyvody penetratnich Zlaz,
71— #azy typu I

U cerkarie se zlazami typu I bylo jiz pozorovano genitdlni primordium (viz obr. 15B)
vyskytujici se na ventralni strané cerkarie posteriorn¢ od acetabula. Genitalni primordium
je tvofeno shlukem nepravidelnych tmavych bunék o velikosti 2,5-3 um. Jejich jadro
obsahuje velké shluky chromatinu a témét nezietelné jadérko. Cytoplazmu téchto bunék
nelze pod svételnym mikroskopem rozlisit.

Jadra somatickych bun€k jsou jiz velmi heterogenni, pfibyva bunécéné cytoplazmy
amezi jednotlivymi bunikami vznikaji vEétsi prostory. Buiiky sjadrem typickym

pro zarodecné buiiky byly zachyceny v malém mnozstvi v hlavovém orgénu a océasku.
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5.1.3.9. Stadium 9: cerkarie se Zlazami typu II

U stadia 9 se nové objevuji zlazy typu II (viz obr. 16E, 16F). Jedna se o par
jednobunéénych  zldz  vyskytujicich se  na  ventrdlni  strané¢  cerkérie
pred cirkumacetabularnimi zldzami. Tyto zldzy maji jadro (4-5 pum) morfologicky
podobné ostatnim typliim zlaz a jejich cytoplazma obsahuje jemna granula, jez se
Malloryho trichromem barvi svétle modie. Jsou to protdhlé bunky o rozmérech 10x20 pm.
Pfi barveni hematoxylinem a eosinem nebyly tyto zlazy zachyceny. Jejich vyvody nebyly
nalezeny.

Zlazy typu I jsou vtomto vyvojovém stadiu mnohem vyrazngjsi a jejich vyvody
obsahuji granula (viz obr. 16A, 16B, 16C). Vyvody jsou tenké vybézky, jez se na obou
stranach cerkérie sbihaji do silnych svazkli vedoucich pod dorzalni sténou cerkarie
doptedu do hlavového organu (viz obr. 16D). Vyvody nebyly v predchozim stadiu
zachyceny. U cerkarii, jejichz vyvody jsou vyrazn¢ naplnény granuly, obsahuji Zlazy typu I
mensi mnozstvi granul.

Svalovina se Malloryho trichromem barvi hnédé¢ a tegument modie az fialove.
Hematoxylinem a eosinem se svalovina barvi stejné jako u ptedchozich stadii svétle

ruzove.

5.1.3.10. Stadium 10: cerkarie s hlavovou zlazou

U stadia 10 se nové vyskytuje hlavova zldza, jez doposud béhem vyvoje cerkarie nebyla
zaznamenana (viz obr. 17A, 17B). Hlavova Zlaza vypliluje hlavovy orgéan. Jeji drobna

granula se barvi hematoxylinem a eosinem jasné riizové a Malloryho trichromem ¢ervené.
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Obr. 16. Cerkarie se Zldzami typu IT (stadium 9). A - Zlazy typu I naplnéné granuly v dorzalni &asti cerkarie (Mallory).
B — Zlazy typu I podél cirkumacetabularnich Zlaz (Mallory). C — Tenké vyvody Zlaz typu I (Mallory). D — Svazek
vyvodi zlaz typu I (Mallory). E — Par Zlaz typu II (Mallory). F — Zlaza typu II lokalizovana pred cirkumacetabuldrnimi
zlazami (Mallory. G — Cela cerkarie barvena acetokarminem. Méfitko 50 pm. H — Prifez cerkarii. Na obrazku jsou vidét
tii typy #14z a genitalni primordium (HaE). CAZ — cirkumacetabulérni Zlaza, CZII — cerkarie se Zlazami typu II (stadium
9), GP — genitalni primordium, HO — hlavovy orgén, PAZ — postacetabularni 7laza, SVZI — svazek vyvodi Zlaz typ,
T — tegument, VZI — vyvod Zlaz typu I, ZI — Zlaza typu I, ZII — Zlaza typu 1T
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Obr. 17. Cerkarie s hlavovou zlazou (stadium 10). A — Hlavova zlaza barvena hematoxylinem a eosinem.
B — Hlavové Zl4za barvend Malloryho trichromem. C — Podpovrchové svalovina cerkarie (Mallory). HZ — hlavové
zlaza, PS — podélna svalovina

5.1.4. Atypicka lokalizace sporocystogennich sporocyst

V hepatopankreatu plze byly nalezeny sporocystogenni sporocysty (jedna 20. den, jedna
25. den), jez se od cerkariogennich sporocyst liSily vyrazné silngjsi sténou a zfasenim télni
stény na povrchu piedni ¢asti (viz obr. 18A—18C).

V dutin€ jedné sporocysty byly dvacaty den po infekci pozorovany dcetiné sporocysty
s jasn¢ rozeznatelnym tegumentem a dutinou obsahujici tésné¢ nahloucené zarodecné
bunky, z nichz velké mnozstvi bylo ve fazi déleni (viz obr. 18A).

Druha sporocystogenni sporocysta obsahovala 25. den po infekci sporocysty, v nichz se
vyskytovaly dcefiné sporocysty srozptylenymi zarodecnymi buiikkami bez znamek

proliferace (viz obr. 18B).
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Obr. 18. Sporocystogenni sporocysty v hepatopankreatu. A — Sporocysta 20. dpi obsahuje dcefiné sporocysty s jiz utvorenym
tegumentem. Dutina dcefiné sporocysty obsahuje velké mnozstvi délicich se zarode¢nych bunék (HaE). B — Sporocysta 25. dpi
obsahujici dcefinou sporocystu. Dcefina sporocysta je kryta tegumentem a v jeji dutin€ jsou lokalizovany zarode¢né buinky
(HaE). C - Sporocysta 25. dpi obsahujici dcefinou sporoycystu. Na povrchu jsou viditelné trnovité vybézky (Mallory).
DS — dcefina sporocysta, DZB — délici se zarode¢na buitka, HP — hepatopankreas, SPS — sporocystogenni sporocysta,
T — tegument, ZR- zfaseni stény sporocysty, ZB — zarode¢na bunka

5.2. Znaceni celych Cervii

5.2.1. Pouziti histologickych barviv na celé cerkarie

Pro komplexnégjsi ptedstavu o vyvijejicich se zarodcich cerkérii pozorovanych na fezech
a o zlazach typu I a II (viz kapitola 5.1.3) byly barveny také celé zarodky cerkarii, a to
apomorfinem, acetokarminem, lithium-karminem, Malloryho trichromem a kombinaci
neutrdlni ¢ervené a nilské modfi, pticemz byly pozorovany zarodky od zarodecné koule az
po cerkarii se zlazami typu Il (vyvody zlaz typu I). Pii pozorovéani celych cervli bylo
zachyceno acetabulum jiz u cerkérie se zdkladem ocasku.

Celi cervi byli ke stadiim cerkarii pozorovanych na histologickych fezech pfifazovani
podle nasledujicich pozorovanych struktur: prodluzovani téla zarodku, vytvoreny zaklad
ocasku, furka, kmen océsku, o¢ni skvrny, zlazy typu I, vyvody Zlaz typu I (viz tabulka
¢. 6). Vyvody zlaz typu I byly na histologickych fezech poprvé pozorovany ve stadiu, kdy
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se nove objevily zlazy typu II. Vzhledem k tomu, ze zlazy typu II se na celych Cervech
nepodafilo oznacit, byly k odliSeni stadii cerkarii pouzity vyvody Zzlaz typu I. Pouzité
histologické barveni zvyraznilo struktury vyvijejicich se celych cervli takto (viz
tabulka ¢.7):

Apomorfin barvil postacetabuldrni zlazy cerkarii zelené a cirkumacetabularni hnédé¢
(viz obr. 19G). Nebarvil vSak zlazy typu I ani typu II. Barveni apomorfinem se neosvédcilo
k pozorovani vyvoje cerkarii, nebot’ se z1azy mladych cerkarii barvily velmi slabé.

Acetokarmin nebarvil Zadny druh zldz. Pti tomto barveni vSak vynikly zlazy typu L.
Toto barveni bylo vhodné k odliseni stadii se zlazami typu I (viz obr. 19A) a vyvody Zlaz
typu L.

Pti barveni cerkarii lithium-karminem se obarvily Cervené postacetabularni zlazy.
Barvenim lithium-karminem bylo mozné zachytit vyvijejici se postacetabularni zlazy jiz
u cerkdérie se zakladem océsku, kdy byly tyto zlazy poprvé zachyceny i na histologickych
fezech (viz obr. 19C, 19D).

Malloryho trichrom barvil Zlazy variabilné podle vyvoje cerkérie (viz obr. 19E, 19F).
V casnych fazich vyvoje se penetraéni zlazy barvily pouze Ccervené. Pozd€ji se
postacetabularni zlazy barvily zluté¢ a cirkumacetabularni nejprve do oranzova a pozdéji
Cerven¢ az rizoveé. Granula zlaz typu I se bud’ nebarvila viilbec nebo jen velmi slabé
do rizova az Gervena. Zlazy typu Il se nepodatilo obarvit.

Kombinace barveni neutrilni ¢erveni a nilskou mod¥fi barvilo postacetabularni zlazy

ervend. Zlazy typu I ani typu II se nepodafilo oznaéit.

—58—



Tabulka €. 6. Vyvojova stadia cerkarii

0 - struktura
nezachycena St. - stadium
X - struktura zachycena

Tabulka ¢. 8. Barveni zlaz

- struktura neoznacena

+ struktura oznacena velmi slabé
++ struktura oznaCena

stiedné

+++ struktura oznacena

silné
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Obr. 19. Zlazy cerkarii. A — Cerkarie se Zlazami typu I (acetokarmin). B — Cerkarie se zdkladem ocasku
(acetokarmin). C — Cerkarie s vyvody zlaz typu I (Mallory trichrom). D — Mlada cerkarie (Mallory trichrom).
E, F — Cerkérie s furkou (lithium-karmin). G — Zral4 cerkarie (apomorfin). CAZ — cirkumacetabularni 71azy.
PAZ — postacetabularni Zlazy, VCAZ — vyvody Zlaz typu I, VPAZ — vyvody postacetabularnich Zlaz, VZI —
vyvody 714z typu I, ZI — Zlazy typu I
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5.2.2. Fluorescenc¢ni znacéeni

5.2.2.1. Znaceni zlaz lektiny

K ziskani komplexn¢jsi predstavy o zldzach typu I a typu II popisovanych v kapitole 5.1.3.
byly tyto zlazy znaceny pomoci lektinh PNA, WGA a RCA. Z téchto pouzitych lektini
pouze lektin WGA oznagil zlazy typu 1. Zlazy typu II se nepodatilo oznaéit.

Lektin WGA se vazal na granula postacetabularnich Zlaz, subtegumentéalnich bunék
a zlaz typu I, pficemz tyto ¢etné jednobunécné zlazy ve fazi, kdy byly naplnény granuly,
vynikaly na pozadi ostatnich sekre¢nich bun¢k. Od téchto bunék se odliSovaly také
velikosti granul. Pomoci tohoto znaceni bylo prokdzano, ze se tyto zlazy vyskytuji pod
dorzalni sténou cerkarie za o¢nimi skvrnami, poté se rozdéluji do dvou vétvi a kazda vétev
pak sméfuje po laterdlnich strandch ventrdlné do zadni Casti cerkdrie a dosahuji az pod
postacetabularni Zlazy. Zlazy typul maji mnoZstvi vyb&zkd, jeZ sméfuji k sousednim

zlazovym bunkam.

30 um

Obr. 20. Znaceni zlaz typu I pomoci lektinu WGA. V ramecku detail zlazovych
bunék. PAZ — postacetabularni 7lazy, VPAZ — v{vody postacetabularnich laz,
71— 7lazy typu I
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5.2.2.2. Vyvoj svalové soustavy cerkarii

Pomoci znaceni faloidinem, jez se vyskytuje ve velké koncentraci ve svalovych vlaknech,
byla znacena svalova soustava cerkarii.

Faloidinem se podafilo oznacit svalovinu na fezech JB-4 i na celych ¢ervech. Znaceni
svaloviny na parafinovych fezech bylo neuspésné. Ke sledovani vyvoje svaloviny nakonec
bylo zvoleno pro lepsi orientaci a ucelenou piedstavu o svalové soustavé jednotlivych
vyvojovych stadii znaceni celych Cervi.

Svalova soustava zralé cerkarie se skladd ze subtegumentalni svaloviny, svaloviny
hlavového organu, pfisavky a vnitfnich organti, pfi¢emz se vyskytuje i podél vyvodi
penetracnich z1az.

Subtegumentdlni svalovinu tvoii vnéjs$i vrstva okruzni svaloviny, pod niz se nachézi
podélna svalovina a pod podélnou svalovinou se v pfedni tfetiné téla vyskytuje Sikma
svalovina. Svalova vldkna Sikmé svaloviny v parech sméfuji zjedné strany cerkarie
na druhou a navzajem se tak tyto pary kiizi (viz obr. 21, 22) .

Svalovina byla poprvé pomoci znaceni faloidinem zaznamenana u zarodku se zakladem
ocasku s naznakem furky. U tohoto zarodku bylo pozorovéno nékolik velmi jemnych slabé
znac¢enych vlaken okruzni a podélné svaloviny a jiz se vyvijela i svalovina hlavového
organu.

Vyvijejici se svalovina acetabula byla pozorovana az u zarodku, u né¢jz se mimo furky
vyskytoval 1 kmen ocasku. Svalovina penetracnich Zzldz a wvnitinich orgdni byla

zaznamenana u cerkarii, u nichz byly pfitomny o¢ni skvrny (viz obr. 23).
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Obr. 21. Svalova soustava cerkarie znacena faloidinem. Na obrazku je vidét subtegumentalni
svalovina, hlavovy organ, acetabulum, uchycené k télni stén¢ svalovymi vlakny, a svalovina
vnitinich organti. AC — acetabulum, HO - hlavovy organ, KN — konus hlavového organu,

SO — svalovina vnitinich organtl, modra $ipka — okruzni svalovina, ¢erna $ipka — podélna svalovina,
oranzova Sipka — §ikma svalovina.

Obr. 22. Svalovina zralé cerkarie. Na obrazku je vidét hlavovy organ, acetabulum a vyvody penetracnich zlaz.
AC — acetabulum, HO — hlavovovy organ, SO — svalovina vnitinich organt, VPZ — vyvody penetra¢nich zlz
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50 um

Obr. 23. Vyvoj svaloviny. Mlada cerkarie s jiz vytvofenou svalovinou vnitinich organt a vyvodu penetra¢nich zlaz.
AC - acetabulum, HO — hlavovy organ, OS — okruzni svalovina, PS — podélna svalovina, SO — svalovina vnitinich
organii, VPZ — vyvody penetragnich Zl4z

5.2.2.3. Vyvoj vylucovaci soustavy

Pomoci znaceni protilatkami proti a-tubulinu, jenz se vyskytuje ve velké koncentraci
v ciliich plaménkovych bun¢k a v ¢asti hlavnich sbérnych kanalkd, byl pozorovan vyvoj
vylucovaci soustavy cerkarii. Kromé vylucovaci soustavy se tyto protilatky ve velké mife
vazaly na vyvody penetracnich z1az a senzorické cilie na povrchu cerkarii.

Protilatky byly nejprve aplikovany na fezy hepatopankreatem nakazeného plze zalité¢ho
v pryskyfici JB-4 nebo v parafinu, a dile na celé Cervy. Protilatky znalily a-tubulin
u celych Cervil 1 na parafinovych fezech. Na fezech tkani zamontovanych do JB-4 bylo
znaceni neuspesné. Pro lepsi orientaci a komplexni predstavu o vylu¢ovaci soustavé bylo
nakonec zvoleno jako optimalni znaceni celych cervi.

Vylu€ovaci soustava cerkarii obsahuje Sest part plaménkovych bunék lokalizovanych
v téle a jeden par v ocasku. Oba hlavni sbérné kanalky se vyznacuji pfitomnosti dvou pari
shluka cilii (24 A, B).
(25A, 25B). Byly pozorovany zarodecné koule s jednim a se dvéma pary plaménkovych
bun¢k. Behem prodluzovéni zarode¢né koule plaménkové buiky piibyvaly a objevily se
shluky cilii v hlavnich vyvodnych kanalcich (25C). Plaménkové bunky byly pozorované
bud’ samostatné¢ nebo v paru. U zarodku s ocaskem slozenym z kmene a furky jiz bylo
vSech sedm parii plaménkovych bunék a dva pary shlukt cilii ve vyvodnych kanalcich

(25D). Sest parti plaménkovych bundk se vyskytovalo v téle cerkarie a jeden par v ocasku.

— 64—



Toto rozlozeni cilii vylucovaci soustavy jiz bylo béhem vyvoje cerkérie stalé a odpovidalo

vyskytu u vyvinutych cerkarii.

50 um

Obr. 24. Vylucovaci soustava cerkarii. Na obrazkach je vidét Sest parti plaménkovych buné¢k v téle cerkarie, jeden par
v ocasku a dva pary shluki cilii ve sbérnych kanalcich. A, B — Plaménkové butiky a shluky cilii vyvodnych kanalka
cerkarie. PLB — plaménkova buika, SHC — shluk cilii hlavniho kanalku

T
10 pm 10 pm

Obr. 25. Vyvoj vylucovaci soustavy. A — Zarode¢na koule s jednim parem plaménkovych bunék. B — Zarode¢na koule
s dvéma pary plaménkovych bunék. C — Prodluzujici se zadrode¢na koule. D — Cerkarie s ocaskem slozenym z kmene
a furky. PLB — plaminkova buiika, SHC — shluk cilii hlavniho vyluc¢ovaciho kanalku
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5.2.2.4. Vyvoj nervové soustavy

Pomoci protilatek proti serotoninu, jenz se vyskytuje v nervovych bunkach, byla znac¢ena
nervova soustava cerkarii. Protilatky byly nejprve aplikovany na fezy hepatopankreatem
nakazeného plze zalitého v pryskyfici JB-4 a v parafinu, a dale na celé Cervy. Protilatky
znacily nervovou soustavu u celych Cervil i na parafinovych fezech. Na fezech tkéani
zamontovanych do JB-4 bylo znaceni netispésné. Pro lepsi orientaci a komplexni predstavu
o nervové soustavé cerkarii bylo nakonec zvoleno jako optimalni znaceni celych Cervil.
Z divodu nedostatku materidlu vSak byla zachycena az stadia s pfitomnymi ocnimi
skvrnami.

Nervova soustava cerkdrii se sklada z 8 parti neuront v téle cerkarie, z jednoho paru
v ocasku a znervovych provazcil, jez jsou spojeny pomoci komisur (viz obr. 26A).
Nervova soustava byla béhem vyvoje poprvé zachycena u cerkarii s oénimi skvrnami,
pfi¢emz se jiz skladdala z neurond, nervovych provazcl i komisur. Byla jiz rozeznatelna
inervova vlakna v acetabulu. Pocet neuronti se vSak u riiznych zarodku lisil dle vyvoje
(viz obr. 26B), pfi¢emz nejmensi zarodek, u néjz byla zachycena nervova soustava, meftil
180 um a obsahoval Sest parti neurontl, z ¢ehoz jeden se vyskytoval v ocasku. U cerkéarie
o velikosti 230 um bylo pozorovano jiz 8 part neurond a u cerkdrie o velikosti 280 um

9 pari.

50 um 30 um

Obr. 26. Nervova soustava cerkarie. A — Nervova soustava dospélé cerkarie. B — Nervova soustava mladé cerkarie.
K — komisura, N — neuron, NP — nervovy provazec
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5.2.2.5. Znaceni zarode¢nych bunék
K oznaeni zdrode¢nych bunck byly pouzity protilatky proti vasa-like proteinu, jenz je
pfitomny v zarode¢né linii bun¢k zivocicht a v zadrode¢nych (kmenovych) bunkach kmene
Platyhelminthes. Protilatky byly aplikovany na fezy hepatopankreatem zalitého v parafinu,
na kryofezy a dale na celé Cervy. Znaceni na fezech tkani zalitych v pryskyfici JB-4,
vzhledem k pfedchozim neuspéchiim se zna¢enim jinymi typy protilatek na této pryskyfici,
nebylo provadéno. Znaceni vasa-like proteinu na fezech i na celych cervech bylo

neuspesné.
5.3. Elektronova mikroskopie

5.3.1. Struktura stény dceriné sporocysty

Ke spolehlivému rozliSeni bunék sporocysty od samostatnych zarode¢nych bunék
a ke sledovani ptivodu struktur vyskytujicich se na povrchu zarodka cerkarii bylo nejprve
potieba popsat jednotlivé bunécné typy lokalizované ve sténé sporocysty.

Sténa dcefiné sporocysty se sklada z tegumentu s mikrovily, svaloviny a bunék, jejichz
cytoplazmatické vybézky tvoii podstatnou Cast stény sporocysty, piicemz podpovrchovou
vrstvu svaloviny tvofi tenkd, Siroce rozestoupena vlakna okruzni a podélné svaloviny
(viz obr. 27A).

Ve sténé dcefiné sporocysty bylo pozorovano pét typt bunék: subtegumentalni buiiky,
svalové buiiky, paprscité buiiky a vakuolizované buiky typu [ a I1.

Prvnim typem jsou subtegumentalni buriky. Tyto bunky jsou 9-10 pum velké
a obsahuji velké nepravidelné jadro (6—7 pum) s vyraznym jadérkem a malym mnozstvim
velkych shlukti chromatinu. Tyto butiky jsou charakteristické svou cytoplazmou vyplnénou
drsnym endoplazmatickym retikulem. V cytoplazmé nckterych subtegumentalnich bunck
jsou lokalizovany lipidové kapénky. Tyto buiiky tvoii vnéjsi syncytidlni vrstvu tegumentu
bud’ rozsifenim svého bunécného téla (viz obr. 29B) nebo jsou se syncytiem spojeny
pomoci cytoplazmatickych vybézki (cytoplazmatické mustky) (viz obr. 27C).

Svalové buiiky se nachédzeji pod tegumentalnim syncytiem. Velikost téla této bunky
byla 7,5 um a velikost jadra 4,7 um, pficemz jadro obsahovalo cetné velké shluky
chromatinu a malé jadérko. Télo buiikky se zuzovalo do cytoplazmatickych vybézkl
vedoucich pod tegumentem (viz obr. 27D). Cytoplazmatické vybeézky svalovych bunék
obsahuji myofibrily.
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Paprscité buiky (5-5,5 um) obsahuji malé jadro (44,5 um) s drobnym jadérkem
a malym poctem velkych shlukli chromatinu pfedevSim v blizkosti jadérka a jaderného
obalu. Jadro obaluje malé mnozstvi cytoplazmy obsahujici mnozstvi endoplazmatického
retikula a volnych ribozomti. Na povrchu se vyskytuji uzké cytoplazmatické vybézky,
jimizZ jsou tyto buniky propojeny s okolnimi bunikami sporocysty (viz obr. 27F).

Vakuolizované buiiky typu I maji podobné jadro jako paprscité bunky. Jejich jadro je
obklopeno tenkou vrstvou drsného endoplazmatického retikula a jejich cytoplazma tvofi
rozsédhlou sit' cytoplazmatickych vybézkti naplnénou vakuolami a obsahujici ve své

cytoplazmé lipidové kapénky (viz obr. 27G).
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Obr. 27. Struktura télni stény dcefiné sporocysty. A — Stavba télni stény. Na obrazku lze rozlisit tegument, okruzni
a podélnou svalovinu a vnitini vrstvu stény tvofenou pfedev§im cytoplazmytickymi vybézky bunék sporocysty.
B, C — Subtegumentalni buika. Méfitko 1 um. D — T¢lo svalové buniky. E — Strukturni buiika typu III. F — Strukturni bunika
typu L. V ramecku detail cytoplazmatickych spoji. G — Strukturni buiika typu II. C — cytoplazma, CM — cytoplazmaticky
mistek, CV — cytoplazmaticky vyb&ézek, EM — embryo, ER — endoplazmatické retikulum, G — granula, LK — lipidova
kapénka, J — jadro, JD — jadérko, MV — mikrovily, OP — okruzni svalovina, PS — podélna svalovina, SS — sténa sporocysty,
STB — subtegumentalni buitka, PAP — paprséita buiika, SV — svaloé vlakno, T — tegument, TSB — télo svalové buiiky,
V — vakuola, VKI — vakuolova buiika I, VKII — vakuolova burika IT
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Vakuolizované buiiky typu II obsahuji nepravidelné jadro (4,5-5 pum) s rozptylenym
chromatinem a v cytoplazmé se vyskytuje velké mnozstvi volnych ribozomt, mitochondrii
a vakuol. Tato bunka vytvaii cytoplazmatické vybezky, jenz jsou v kontaktu s dal$imi typy

buné¢k (viz obr. 27E).

Cytoplazmatické vybézky vakuolizovanych bunék typu I a II tvofi podstatnou ¢ast stény

sporocysty vybihajici i do dutiny sporocysty (viz obr. 29 A).

5.3.2. Diferenciace zarode¢nych bunék, vyvoj cerkarii a jejich

povrchu

V dutiné dcefiné sporocysty byla nalezena jedna zarode€na buiika a to ve fazi déleni
(telofaze) (viz obr. 28 A-D). Tato buiika méfila 10,7 um a obsahovala jadro (7,8 um) se
dvémi jadérky a rozptylenym chromatinem tvoficim pouze malé mnozstvi velmi drobnych
shlukii. V cytoplazmé se vyskytovalo velké mnozstvi volnych ribozomt, vyrazny Golgiho
komplex (viz obr. 28D) a shluk elektrodenzniho materidlu zvaného ,,nuage*
(viz obr. 28A, B). Mnohobunééné zarodky byly tvofeny zarodecnymi bunkami
a somatickymi bunikami, pficemz somatické buniky obsahovaly jadro s velkymi shluky
chromatinu a nevyraznym jadérkem (viz obr. 28 A, B). Zarode¢né buiky byly béhem
casné embryogeneze morfologicky téméf neodlisitelné od samostatné zarodecné burky.
U téchto bun¢k vSak nebyl pozorovan vyrazny Golgiho komplex a ,nuage®. ,Nuage*
(struktura typicka pro linii zdrodecnych bun¢k zivocichil) bylo pozorovéano pouze v jedné
délici se zarode¢né buiice u prodluzujici se zarodecné koule, piestoze v tomto zarodku bylo
velké mnozstvi zarodecnych bunck (viz obr. 28A, B). Ve stadiu zdrodecnych kouli
a prodluzujicich se zarode¢nych kouli se objevovaly v zarodcich kulaté elektron-denzni
objekty — pyknoticka téliska.

Zarodecnd bunka a vyvijejici se embrya cerkarii byla uchycena spolu s pokrocilejsimi
vyvojovymi stadii cerkarii v siti cytoplazmatickych vybézkti bun¢k sporocysty, pfi¢emz
tyto vybezky ji oddélovaly od sousednich embryi (viz obr. 28C). Cytoplazmatické vybézky
sporocysty obsahovaly velké mnozstvi vakuol a mitochondrii. Byly vSak pozorovéany
i cytoplazmatické spoje mezi buitkou embrya a paprscitou buiitkou (viz obr. 27F). Takové
spoje se vsak vyskytovaly pfi tésném kontaktu zarodku se sténou sporocysty.

U vyvojové pokrocilejsich stadii cerkarii byly pozorovany dva obaly na povrchu embryi
(viz obr. 30A, B). Svrchni vrstvu tvofily cytoplazmatické vybézky bunék sporocyst

a pod nimi se nachazela vrstva primitivniho epitelu obsahujici plochd jadra s vyraznym
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jadérkem a rozptylenym chromatinem. V cytoplazmé primitivniho epitelu bylo pozorovano
velké mnoZzstvi mitochondrii a volnych ribozomt (30B).

Pozdéji se pod vrstvou primitivniho epitelu vytvofil tegument a primitivni epitel byl
odloucen. U mladé cerkarie byla jiz pod vrstvou tegumentu bazalni lamina a vyvijejici se
okruzni a podélna svalovina, pficemz v tegumetu se jiz objevovaly trny.

Povrch zralé cerkarie byl tvofen glykokalyxem, tegumentem, bazalni laminou, okruzni

a podélnou svalovinou.

Obr. 28. Délici se zarode¢na bunka. A — Zarode¢na burika je spolu se zarodky cerkarii ukotvena v dutiné sporocysty pomoci
cytoplazmatickych vybézka bunek matefského organismu. Métitko 5 pm. B — Zarode¢na burika. V ramecku detail struktury
zvané ,nuage*. Méfitko 5 pm. C — Detail na cytoplazmatické vybézky sporocysty. Zarode¢nou buiku od pfiléhajiciho
embrya odd€luje jeden z téchto vybeézka. Méfitko 3 pm. D — Detail na vyrazny Golgiho aparat zarode¢né buinky. Méfitko
1 pm. CVS - cytoplazmatické vybézky bun€k sporocysty, EM — embryo cerkarie, GA — Golgiho aparat, J — jadro,
JD — jadérko, NG — ,,nuage”, ZB — zarode¢na buiika
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Obr. 29. Vyvoj zarodkl cerkarii. A — Zarodek cerkarie zachyceny v télni dutiné pomoci cytoplazmatickych vybézkt dcefiné
sporocysty. Méfitko 5 pm. B — Diferencujici se buriky v prodluzujici se zarode¢né kouli. Jedna ze zarode¢nych bunék obsahuje
ve své cytoplazmé ,,nuage®. Méfitko 5 um. C — Detail zarode¢né buiiky obsahujici ,,nuage®. V ramecku detail ,,nuage®. Méfitko
2 pum. CER - cerkarie, CVS — cytoplazmatické vybézky bun€k sporocysty, EM — embryo cerkarie, J — jadro, NG — ,,nuage®,
PT — pyknotické télisko, SB — somaticka burika, SS — sténa sporocysty, ZB — zarode¢na buiika
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Obr. 30. Primitivni epitel. A — Primitivni epitel s jadrem. Nad primitivnim epitelem se nachazi cytoplazmatické vybézky
sporocysty. Méfitko 2 pm. B — Vrstvy cytoplazmatickych vybézkl sporocysty a primitivniho epitelu obalujici zarodek

cerkarie. Méfitko 1 pm. CVS — cytoplazmatické vybézky bunek sporocysty, EM — embryo cerkarie, JD — jadérko,
JPE — jadro primitivniho epitelu, PE — primitivni epitel
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Obr. 31. Vyvoj télni stény. A - Télni sténa mladé cerkarie tvofena syncytialni vrstvou tegumentu, bazalni laminou, drobnymi vlakny
okruzni a podélné svaloviny a subtegumentalnimi buitkami. V tegumentu jsou jiz pozorovatelné trny. Métitko 1 pm. B — Tegument
zralé cerkarie. Méfitko 1 pm. BL — bazalni lamina, GX — glykokalyx, J — jadro, OS — okruzni svalovina, PS — podélna svalovina,
STB — subtegumentalni buiika, T — tegument, TR — trn

5.3.3. Z1azy typu I a typu II

Pomoci elektronové mikroskopie byly zachyceny zldzy typu I u mladé cerkérie
(viz obr. 32A). Tyto jednobunétné zldzy (16 pm) obsahovaly velké jadro (7 um)
s vyraznym jadérkem a rozptylenym chromatinem. V jejich cytoplazmé byla lokalizovana
drobna kulatd az podlouhla granula o velikosti 0,3-0,4 um (viz obr. 32B). Zlazy typu II
nebyly zachyceny.

U zralé cerkarie jiz bunky s morfologii zlaz typu I nebyly pozorovany. V hlavovém
organu byly vSak zachyceny vyvody zlaz vyztuZzenych mikrotubuly, jez tésné ptiléhaly
ke svazklim vyvodu postacetabuldrnich zlaz. Tyto vyvody obsahovaly elektron-denzni

granula nepravidelného tvaru o velikosti 0,3 - 0,4 um (viz obr. 32A,B).
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Obr. 32. Zlazy typu I u mladé cerkarie. Méfitko 5 um. A — Zlazy typu I, B — Granula Zlazy typu I. M&fitko 1 pm.
CAZ — cirkumacetabularni Zl4za, G — granula, VPAZ — vyvod postacetabularnich Zlazy, ZI — Zlaza typu [

Obr. 33. Vyvody zlaz podél svazki vyvodu penetracnich zlaz. A- Hlavovy organ s vyvody zlaz. Méfitko 5 pm.
B — Vyvod neznamé zlazy priléhajici k penetra¢nim zlazam. Méfitko 1 pm. V ramecku detail na mikrotubuly.
G — granula, HO — hlavovy orgén, HZ — hlavova 7laza, VCAZ — v{vod cirkumacetabulérni Zlazy, VNZ — vyvod
nezname 7lazy, VPAZ — vyvod postacetabularni Zlazy
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6. Diskuze

6.1. Vyvoj materské sporocysty

Mateiské sporocysty byly poprvé pozorovany ve tkanich plze 5.dpi. V plzi byly
zachyceny tfi sporocysty, pficemz jedna se vyskytovala v sinu, jedna pod epitelem plaste
ajedna pfimo ve svaloviné nohy. Sporocysta v sinu obsahovala jednotlivé zarodecné
buiiky, z nichz nékteré byly ve fazi déleni. U sporocysty pod epitelem nebyly délici se
zarode¢né bunky pozorovany. V télni dutiné této sporocysty byly lokalizovany zarodecné
bunky, ale i stejnomérné tmave zbarvené buiiky s nerozliSitelnymi jadernymi strukturami
(tzv. pyknotickymi jadry), coz ncktefi autofi popisuji jako znamky hynuti sporocyst
(Ruelas a kol., 2007; Sire a kol., 1998). Sporocysta lokalizovana piimo ve svaloving plze,
tedy vyskytujici se mimo siny ¢i dutiny, byla jiz uhynuld. Uhynulé sporocysty u jinych
druhti motolic byly pozorovany jako larvy s nerozliSitelnou vnitini strukturou obsahujici
siln¢ bazofilni materidl. AvSak utéchto sporocyst byla stale pozorovatelnd vrstva
tegumentu (Ruelas a kol., 2007; Sire a kol., 1998). Kolem uhynulé sporocysty ve svaloving
a sporocysty pod epitelem, jez obsahuje bunky s pyknotickymi jadry, byly ve tkdni
pozorovany pouze malé prostory, jez mohly byt zpisobeny odliSnym srazenim tkani
béhem odvodnovani piizalévani do parafinu. Toto pozorovani by mohlo odpovidat
hypotéze Kinotiho a kol. (1971), Zze matetské sporocysty, jez neproniknou do sinii nebo
dutin hostitele a ziistanou v tkanich, které je t€sné¢ obklopuji, hynou. Tésny kontakt tkani
plze s povrchem larvy by teoreticky mohl zabraniovat vyvoji mikrovild, jez vznikaji béhem
transformace miracidia na matei'skou sporocystu (Meuleman a kol., 1978) nebo zabranovat
pfisunu zivin k jejich povrchu. Timto zpGsobem by matetské sporocysty mély omezen
pfisun zivin, coZ by zpiisobilo jejich hynuti.

Mateiské sporocysty byly dale pozorovany 10., 15. a 20. dpi. Béhem jejich vyvoje se
sténa sporocyst postupné ztlustovala, larva se rozSifovala a prodluzovala. Zarodecny
material v jejich dutiné se rozestupoval a mezi jednotlivymi zarodky vznikaly volné
prostory, pficemz se béhem vyvoje matefskych sporocyst postupné objevovala vyvojoveé
pokrocilejsi stadia dcefinych sporocyst. S ristem sporocysty se objevovaly v nékterych
oblastech jejich téla konstrikce. Tento vyvoj odpovida pozorovani autord, kteti se zabyvali
studiem vyvoje mateiskych sporocyst u jinych druhii schistosom (Cort a Olivier, 1943;

Cort a kol., 1944; Olivier a Mao, 1949; Sinha a Srivastava, 1960; Cort a kol., 1955; Loker,
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1978; Loker, 1979; McGeachin, 1979; Smith a Chernin, 1974; Meuleman a kol., 1978;
Jourdane a Mingyi, 1987).

6.2. Vyvoj dcerinych sporocyst
Vyvoj decefinych sporocyst, jenz probiha v té€lni dutiné matetské sporocysty, byl rozdélen
do péti vyvojovych stadii podle nové vznikajicich struktur. Kritériem bylo, zda se jedna
o jednobunéény ¢i mnohobunécény zarodek, zda je ptfitomen primitivni epitel ¢i tegument,
a zda jiz doslo k prodluzovani téla. Byla pozorovana tato stadia: zdrodecna bunka, agregat
bun¢k, zarode¢na koule, prodluzujici se zarode¢na koule a dcefind sporocysta s jiz
vytvofenym tegumentem.

Zarode¢néd builka svym délenim déva vzniknout shluku nékolika bunék. Pozdé&ji se
na povrchu zarodku vytvari primitivni epitel, jenz tvoii zplostélé builky s typickym jadrem,
¢imz vznikd dalsi vyvojové stadium: zdrodecnd koule. Primitivni epitel pravdépodobné
zajiStuje integritu embrya, chrani ho pifed mechanickym poskozenim a dodava zarodku
ziviny do doby, nez dojde k vytvofeni tegumentu (Podvyaznaya a Galaktionov, 2008).
Ve chvili, kdy je primitivni epitel utvoren, ziskava zarodek pravidelny kulaty tvar (Cheng
a James, 1960; Cheng a Bier, 1972; Rees a Day, 1976; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003;
Podvyaznaya a Galaktionov, 2008). U motolice Meiogymnophallus minutus jiz v tomto
stadiu byla pozorovana pfitomnost plaménkovych bunck (Al-Salman a James, 1988).

Prodluzovanim zarodku vznik4 stadium nazyvané prodluzujici se zarodecna koule,
obsahujici velké mnozstvi délicich se bunc¢k a pyknotickych télisek, jez naznacuji, ze
v tomto stadiu dochazi k rychlému ristu zarodku, avSak mnoZzstvi embryonalnich bunék
také zanika (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). Do této faze je vyvoj sporocyst, redii
a cerkarii u rtznych druhd motolic prakticky identicky (Chen, 1937; Pieper, 1953;
Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). U prodluzujici se zarode¢né koule nejprve dochazi
k vyraznému snizovani poméru poctu zarodecnych/somatickych bunék, postupné vsak
zarodecnych bungk pribyva a jejich mnozstvi prevysuje pocet somatickych bunék. Ve fazi,
kdy v zarodku vyrazné prevlada pocet zarodecnych bunck, mé embryo Cervovité vzezieni
charakteristické pro sporocysty. Na povrchu byla vSak stale pozorovana jadra primitivniho
epitelu a, stejné jako u mladSich zarodku, cytoplazmatické vybézky spojujici zarodek se
sténou matefského organizmu. Tyto cytoplazmatické spoje byly pozorované i u dalSich
druhti schistosom (Cort a Olivier, 1943, Cort a kol., 1944; Olivier a Mao, 1949, Cort a kol.,
1954; Meuleman a kol., 1980; Coustau a kol., 1997). U motolice S. mansoni bylo
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prokazano, ze cytoplazmatické vybézky maji puvod ve sténé¢ matefské sporocysty
(Meuleman a kol., 1980). Stadium s ¢ervovitym tvarem jiz béhem vyvoje cerkarii nebylo
pozorovano.

Dalsim vyvojovym stadiem je dcefind sporocysta, na jejimz povrchu je vytvotren
zietelny tegument. Sporocysta s tegumentem pak opousti matetskou sporocystu a migruje
do hepatopankreatu. Podobny vyvoj dcefinych sporocyst T. regenti byl zaznamenan
1 u ostatnich schistosom ¢i ¢eledi motolic (Cort a Olivier, 1943; Cort a kol., 1944; Olivier
a Mao, 1949; Cort a kol., 1955; Loker, 1978; Loker, 1979; McGeachin, 1979; Smith
a Chernin, 1974; Meuleman a kol., 1978; Meuleman a kol., 1980; Jourdane a Mingyi,
1987; Rees a Day, 1976; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya a Galaktionov,
2008).

V hepatopankreatu plze byla zachycena jedna dcefind sporocysta jiz 20. den po infekci.
Sporocysta byla podlouhlda a zka. V jeji t€lni dutin€ se jiz vyskytovaly vyvijejici se
zarodky cerkérii ve form¢ shluki bunék. Ve stejny den po infekci byla vSak v dutiné
matetské sporocysty zachycena dcefind sporocysta, jez byla vyrazné Sir$i a jeji dutina
obsahovala pouze samostatné zarode¢né buiiky. Je pravdépodobné, ze migrujici dcefiné
sporocysty 7. regenti mohou byt rizné velikosti stejné jako je tomu u motolice
Trichobilharzia physellae (Cort a kol., 1955)°. Zda se viak, Ze k d&leni zarode&nych bungk
v dutiné¢ dcefiné sporocysty, a tedy i k vyvoji cerkérii dochdzi az poté, co dcefina
sporocysta opusti matefsky organismus, coz bylo pozorovano u vétSiny schistosom (Cort
a Olivier, 1943; Olivier a Mao, 1949; Cort a kol., 1955; Loker, 1978; Loker, 1979;
McGeachin, 1979; Smith a Chernin, 1974; Meuleman a kol., 1978; Meuleman a kol., 1980;
Jourdane a Mingyi, 1987). Vyjimku tvofi pouze motolice Schistosomatium douthitti, u niz
byl zaznamenan vyvoj cerkarii jiz v dcetfinych sporocystach lokalizovanych v matefském
organismu (Cort a kol., 1944).

U dcefinych sporocyst vyvijejicich se v hepatopankreatu plze postupné dochazelo
k prodluzovani a rozSifovani téla, pficemz postupné tloustla sténa sporocysty a kolem
vyvijejicich se zarodkl vznikaly volné prostory, stejné¢ jako tomu bylo béhem vyvoje
matetskych sporocyst.

Sténa dcefiné sporocysty 7. regenti lokalizované v hepatopankreatu plze se sklada,
stejné jako u sporocyst ostatnich druht motolic (Chernin a Smith, 1974; Meuleman a kol.,
1980; Gobbel a Pan, 1985; Al-Salman a James, 1988; Al-Salman a James, 1989;
Pojmanska a Machaj, 1991; Klag a kol., 1997; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Pinherio

¥ Migrujici dcefiné sporocysty T. regenti béhem zpracovani tkéni plzii nebyly pozorovany.
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a kol., 2011), z tegumentu s mikrovily, svaloviny a v n¢kterych piipadech z bun¢k, jejichz
cytoplazmatické vybézky tvoii podstatnou Cast stény sporocysty. Stejné jako ve studii
Bulantové a kol. (2011) byla pozorovana podpovrchova vrstva svaloviny tvofena tenkymi,
Siroce rozestoupenymi vldkny okruzni a podélné svaloviny. Detailni struktura stény
sporocysty motolic se v§ak velmi 1isi podle druhu motolice (Fried a Haseeb, 1991).

Ve sténé dcefiné sporocysty 7. regenti bylo pozorovano pét typu bunék:
subtegumentalni bunky, svalové buiiky, paprscité buiiky a vakuolizované bunky typu I a I,
zatimco u lidskych schistosom byly ve sténé sporocysty pozorovany pouze
subtegumentalni bunky, jez byly spojeny cytoplazmatickymi mustky se syncytialni vrstvou
tegumentu a které vytvarely cytoplazmatické vybézky sméfujici do télni dutiny, a svalova
vlakna (Smith a Chernin, 1974; Meuleman a kol., 1980; Gobel a Pan, 1985).

Prvnim typem bunck télni stény 7. regenti jsou subtegumentdlni buiky, které
morfologii jadra a organelovou vybavou odpovidaji subtegumentalnim buikdm motolice
S. mansoni (Smith a Chernin, 1974). U motolice S. mansoni vSak byly pozorované kratké
cytoplazmatické spoje mezi tély bunck a syncytidlni vrstvou tegumentu (Smith a Chernin,
1974), zatimco v pfipadé dcefiné sporocysty 7. regenti byly pozorovany nejen
subtegumentalni bunky s kratkymi cytoplazmatickymi mastky, ale i builky, jejichz téla se
napojovala pfimo na vnéjsi vrstvu tegumentu. Meuleman a kol. (1980) navic pozorovali
u S. mansoni cytoplazmatické vybézky subtegumentalnich buné€k, které smétovaly do télni
dutiny sporocysty a v jejich siti byly uchyceny zarode¢né bunky. Takové cytoplazmatické
vybézky vSak subtegumentélni bunky 7. regenti nevytvarely.

Svalové bunky se nachazeji pod syncytialni vrstvou tegumentu a tvoii cytoplazmatické
vybézky, jez obsahuji myofibrily. Té¢la svalovych bunék podpovrchové svaloviny
u motolic ¢eledi Schistosomatidae nebyla popisovana, morfologicky vSak zcela odpovidaji
télim svalovych bun€¢k pozorovanym v podpovrchové svaloviné sporocysty motolice
Diplostomum pseudospathaceum (Klag a kol., 1997).

Dalsi tii typy bun€k nebyly u schistosom zaznamenény, byly proto pojmenovany podle
jejich charakteristickych struktur.

Vakuolizované bunky typu I a II se od sebe lis$i morfologii jadra a organelovou
vybavou. Jejich cytoplazma obsahuje velké mnozstvi vakuol a tvoii Cetné vybézky, jimiz
jsou v kontaktu s ostatnimi buitkami sporocysty a s vyvijejicimi se zarodky cerkarii.

Podobné buiky tvorici télni sténu sporocyst, jejichz cytoplazma obsahuje mnoZzstvi
vakuol, byly pozorovany i v télni stén€ motolic Diplostomum pseudospathaceum (Klag

a kol., 1997) a Meiogymnophalus minutus (Al-Salman a James, 1987; Al-Salman a James,
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1989), z ¢ehoz vyplyva, Zze by podobny typ bun¢k mohl tvofit télni sténu sporocyst
u motolic rznych druhd v rdmeci riiznych Celedi, pfi¢emz by tyto buiiky mohly mit funkci
zasobni a mohly by slouzit ktransportu zivin k ostatnim bufikdim sporocysty
a k vyvijejicim se zarodkim (Al-Salman a James, 1987; Al-Salman a James, 1989).
Paprscité buiikky obsahuji malé mnozstvi cytoplazmy a tvofi tenké cytoplazmatické
vybézky, jimiz jsou spojeny se sousednimi buiikami sporocysty, ptipadné s vyvijejicimi se
zarodky. Vzhledem k propojeni s okolnimi buiikami by tyto mohly dodavat ziviny

ostatnim bunkdm sporocysty, véetné zarodki.

6.3. Vyvoj cerkarii

Vyvoj cerkérii byl rozdélen podle nové vznikajicich struktur do deseti stadii, a to podle
nasledujicich kritérii: mnohobunécnost, pfitomnost primitivniho epitelu, prodluzovani téla
zarodku, pfitomnost tegumentu, postacetabularnich zlaz, cirkumacetabuldrnich zlaz,
ocasku, furky, kmene océsku, acetabula, hlavového orgdnu, o¢nich skvrn, zlaz typu I, zlaz
typu II a hlavové zlazy. Byla pozorovana tato stadia: zarode¢nd bunka, agregat bunck,
zarodecnd koule, prodluzujici se zadrodecna koule, cerkérie se zakladem ocasku, cerkérie
s furkou, cerkdrie s kmenem océsku, cerkarie se zldzami typu I, cerkarie se zldzami typu 11
a cerkdrie s hlavovou zlazou.

Zarodecnd bunka morfologicky odpovida zarodecnym buitkkdm lokalizovanym v télni
dutiné matetskych sporocyst. Kromé téchto zarode¢nych bunck vsak byly v télni dutingé
dcefiné sporocysty zachyceny délici se buniky, jez se morfologicky od zarode¢nych bunék
lisily. Tyto buiiky obsahovaly vyrazna jadra, a v nich dvé vyrazné jadérka. Kolem jadra
bylo malé mnozstvi bazofilni cytoplazmy. Oproti zdrode¢nym buiikdm bylo jadro téchto
bunék velmi malé. Ve fazi dé€leni jejich jadro métilo kolem 4,8 um. Pravdépodobné by se
mohlo jednat o tzv. kmenové buiiky, jejichz diferenciaci podle soucasnych autorti vznikaji
zarodecné bunky a jejichz délenim vznikaji jedinci nésledujici generace (Podvyaznaya,
2007; Wang a kol., 2013; Podvyaznaya a Galaktionov, 2014).

Stejn¢ jako zarodec¢né builkky v matetskych sporocystach jsou i1 zarodecné bunky,
znichz se vyvijeji cerkarie, spojené se sténou sporocysty pomoci cytoplazmatickych
vybézkl, unichz bylo pomoci elektronové mikroskopie prokazano, Ze jsou tvofeny
buitkami ve sténé sporocysty. Cytoplazmatické spoje mezi sporocystou a vyvijejicimi se
cerkariemi byly pozorované az do stadia prodluzujici se zarode¢né koule (viz kapitola

6.6.).
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Zarodecnd buiika, stejné jako tomu bylo u vyvoje dcetfinych sporocyst, dala svym
délenim vzniknout agregatu buné¢k. Podobné jako béhem vyvoje dcefinych sporocyst se
pak napovrchu zarodku vytvafi primitivni epitel, ¢imz vznikd zarodecna koule.
U zarodecné koule cerkarii jiz byl pozorovan jeden par ¢i dva pary plaménkovych bunék,
coz naznacuje, ze jiz v tomto stadiu dochézi k vyvoji vylucovaci soustavy. Plaménkové
buitkky ve stadiu zarodecné koule pozoroval i Kuntz (1950) u motolic S. mansoni,
S. japonicum a S. haematobium.

Té¢lo zarodecné koule se prodluzuje, a vznika tak dal$i stadium, tzv. prodluzujici se
zarodecna koule. Az do tohoto vyvojového stadia je vyvijejici se cerkarie nerozeznatelna
od embrya dcefiné sporocysty. Identicka ¢asnd embryogeneze cerkarii byla pozorovana
iudalgich druhi motolic (Chen, 1937; Pieper, 1953; Cheng a James, 1960; Cheng
a Bier, 1972; Rees a Day, 1976; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya
a Galaktionov, 2008).

Detailnim vyvojem cerkarii zaméfenym na diferenciaci zarodecnych bunck od stadia
prodluzujici se zarodecné koule se jiz nezabyvalo mnoho studii. Podrobné studie
pozdéjsiho vyvoje cerkarii byly zaméfeny zejména na vyvoj télni stény. Dalsi vyvoj véetné
diferenciace zarodecnych bunc¢k byl sledovan pouze u motolice S. mansoni, u niz
v pribéhu vyvoje cerkérie byla zaznamenana linie somatickych a zarodecnych bunék,
pricemz velikost zarode¢nych bunék se postupné snizovala. Zarodecné buiky byly
popisovany jako buiiky obsahujici velké jadro s rozptylenym chromatinem a vyraznym
jadérkem. Nebylo vSak zminéno, zda byly tyto zdrodecné buiiky pozorovany ve fazi déleni
(Cheng a Bier, 1972).

Dalsim vyvojovym stadiem 7. regenti byla cerkérie se zakladem océsku, u niz se krom¢é
jiz zminéného zakladu ocdsku nové vyskytovaly postacetabularni a cirkumacetabularni
zlazy, pricemz penetracni zlazy u motolice S. mansoni byly pozorovany az ve fazi vyvoje,
kdy dochazelo k prodluzovani kmene océsku (Cheng a Bier, 1972). Novou strukturou byl
Jiz 1 jasné rozeznatelny tegument, jenz se obecné u motolice vyskytuje u cerkarii v tomto
stadiu (Bils a Martin, 1966; Meuleman a Holzmann, 1975; Rees a Day, 1976; Meuleman
akol., 1980; Gobbel a Pan, 1985; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya
a Galaktionov, 2008). Kromé somatickych bunck byly v téle vyvijejicich se embryi
pozorovany zarodecné bunky morfologicky odpovidajici zarodecnym builkdm
vyskytujicim se u cerkdrii se zédkladem ocasku u motolice S. mansoni (Cheng a Bier,
1972). Tyto zarodecné buiiky vSak byly u motolice 7. regenti zachyceny 1 ve fazi déleni.

Stadium cerkérie se zédkladem océsku lze s jistotou na histologickych fezech rozlisit od
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vyvijejici se sporocysty, kterd ve vyvojové fazi, kdy je pfitomen tegument, obsahuje velké
mnozstvi morfologicky odlisnych zarode¢nych bunék a postrada zlazy typické pro cerkérii.

Béhem dalsiho vyvoje cerkdrie se postupné objevuji tyto struktury: furka, kmen ocasku,
acetabulum, oc¢ni skvrny, genitdlni primordium, zlazy typu I a II (viz kapitola 6.5.)
a hlavova 7zlaza, ptfiCemz cerkdrie sjiz vytvofenou hlavovou zlazou, jejiz vyvoj
v predchozich stadiich nebyl zaznamenan, je poslednim vyvojovym stadiem cerkarie.
Vzhledem k tomu, ze nebyla pozorovana vyvojové pokrocilejsi stadia, je pravdépodobné,
Ze tato cerkarie je zralé cerkarie pfipravend opustit mezihostitele.

I ve fazi, kdy se objevuje genitalni primordium, jsou v téle cerkarie pfitomny zarodecné
buitkky se svym charakteristickym vyraznym jadrem, které jsou pravdépodobné
homologické s kmenovymi buitkami, jejichz diferenciaci vznikaji buniky somatické a které
byly zaznamenany i u dospélcti motolice S. mansoni (Skinner a kol., 2012; Collins a kol.,
2013; Wang a kol., 2013). Ve studii zamétené na vyvoj cerkdrie motolice S. mansoni vSak
u stadia, u né¢hoz se jiz vytvofilo genitalni primordium, nebyly o zarode¢nych buiikach

s jejich charakteristickym vyraznym jadrem jiz dal$i zminky (Cheng a Bier, 1972).

6.4. Vyvoj povrchu cerkarie

Stejné jako u ostatnich druhi schistosom jsou zarode¢né bunky a ¢asna vyvojova stadia
cerkarii uchycena v siti cytoplazmatickych vybézki (Cort a Olivier, 1943; Cort a kol.,
1944; Olivier a Mao, 1949; Cort a kol., 1955; Loker, 1978; Loker, 1979; McGeachin,
1979; Meuleman a Holzman, 1975; Gobel a Pan, 1985) tvofenych buinkami stény
sporocysty (Meuleman a Holzman, 1975; Gobel a Pan, 1985), pfiCemz zarodky byly
uchyceny ke sténé sporocysty pomoci cytoplazmatickych vybézkii az do stadia
prodluzujici se zarodecné koule. Cytoplazma bunék tvoficich spojeni se zarodky cerkarii
obsahovala velké mnozstvi vakuol, z ¢ehoz vyplyva, ze by tyto buiiky mohly zajistovat
transport zivin. Mimoto pravdépodobné zajistuji i ochranu zarodkd pfed mechanickym
poskozenim (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003). V siti cytoplazmatickych vybézki vSak
nebylo zaznamenano usporadani typické pro zarode¢nou masu obsahujici kmenové buiiky,
zarode¢né builkky a strukturni buiky, jak bylo popsdno u jinych druhG motolic
(Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya, 2007; Podvyaznaya a Galaktionov,
2014). Vyskytovaly se pouze shluky samostatnych zarode¢nych bunék a vyvijejicich se
zarodki, které od sebe ale byly oddéleny cytoplazmatickymi vybézky sporocysty. V téchto
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shlucich nebyly pozorovéany ani bunky, z nichz se diferencuji zdrodecné bunky, jez davaji
vzniknout embryu cerkérie.

U vyvojové pokrocilejsich stadii (zdrodecnd koule) cerkarii 7. regenti se na povrchu
spodni obal obsahuje zplostéla jadra s vyraznym jadérkem a rozptylenym chromatinem,
ktera jsou typickd pro primitivni epitel, jenz vznikd splynutim né€kolika embryonalnich
bun¢k (Rees a Day, 1976; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya a Galaktionov,
2008). Vtomto se rozchdzi pozorovani vyvoje embryondlniho povrchu schistosomy
T. regenti od studii, jez byly provadény na motolici S. mansoni, u niz byl pozorovan ptivod
primitivniho epitelu ve sténé sporocysty (Meuleman a Holzmann, 1975). Po srovnéni
literatury zabyvajici se vznikem primitivniho epitelu u larev S. mansoni (Meuleman
a Holzman, 1975; Meuleman a kol., 1980) a S. japonicum (Gobel a Pan, 1985) s literaturou
autorl, jez zastavaji nazor, ze primitivni epitel je embryondlniho ptivodu (Rees a Day,
1976; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya a Galaktionov, 2008) se
domnivam, Ze u lidskych schistosom mohlo dojit k zdméné cytoplazmatickych vybézkt

sporocysty za primitivni epitel, a primitivniho epitelu za vytvafejici se tegument.

6.5. Zlazy typu I a Il

U cerkarie T. regenti byly béhem jejiho vyvoje zaznamenany dva typy zlaz, jez predtim
u tohoto druhu nebyly pozorovany. Podle potadi, v némz se béhem vyvoje formovaly, byly
oznaceny jako zlazy typu I a II.

Zlazy typu I byly poprvé zaznamenany u cerkarie s oénimi skvrnami a genitdlnim
primordiem. Tyto Zlazy jsou jednobunécné zlazy vyskytujici se v hojném poctu v oblasti
mezi oénimi skvrnami a postacetabuldrnimi zldzami. U cerkarie, jez opustila mezihostitele,
vsak uz tyto zlazy nebyly zaznamenany.

Cetné 7lazy podobné lokalizace se vyskytovaly téZ u schistosom Austrobilharzia sp.
a T. szidati (Abdul-Salam a Sreelatha, 2004; Kolafova a Horak, 1996), pricemz u cerkarie
T. szidati byly popisovany jako unikové zlazy (Kolafova a Hordk, 1996). Vzhledem
k tomu, Ze tyto Cetné zlazy nebyly u volné€ plovouci cerkarie 7. regenti zachyceny, je velmi
pravdépodobné, ze by se mohlo jednat o jiz zminéné tnikové zlazy, k jejichz vyprazdnéni
doslo béhem Uniku z mezihostitele.

Zlazy typu II se béhem vyvoje cerkarie vytvaii o néco pozdéji a jedna se o jeden par

jednobunéénych  zldz, jez se  vyskytuji na  ventrdlni  strané¢  cerkérie
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pred cirkumacetabularnimi  Zlazami. Tyto zlazy vSak byly pozorovany pouze
na histologickych fezech, na nichz nebyly zachyceny jejich vyvody. Par zlaz s obdobnou
lokalizaci byl pozorovan i u dalSich druhti schistosom, pfi¢emz byl oznacovan opét jako
unikové zlazy (Talbot, 1936; Leigh, 1953; Dorsey, 1974; Abdul-Salam a Sreelatha, 2004).
U motolice S. mansoni vyvody unikovych zlaz vedou podél vyvoda penetracnich zlaz
austi na pfedni strané cerkarie, pfiCemz u volné plovoucich cerkarii jsou jedinymi
vyraznymi pozustatky unikovych zldz vyvody v predni casti téla (Dorsey, 1974). Tomu by
odpovidal i vyskyt dvou part vyvodi neznamych zlaz, jez byly zanamenany u voln¢
plovouci cerkérie 7. regenti. Vzhledem k takové lokalizaci by se mohlo jednat o vyvody
zlaz typu II.

Podle tohoto pozorovani je pravdépodobné, ze nekteré schistosomy by mohly mit dva

rizné typy unikovych z1az.

6.6. Sporocystogenni sporocysty

U rbznych druht motolic rodu Schistosoma byla pozorovana sporocystogeneze uvnitt
dcefinych sporocyst, pfiCemz byly zaznamendny tyto typy sporocystogeneze: piima
sporocystogeneze, sporocystogeneze po cerkdriogenezi a simultdnni sporocystogeneze
a cerkariogeneze (viz kapitola 3.2.) (Hansen, 1975; Jourdane a kol., 1980; Touassem
a Théron, 1986; Kechemir a Théron, 1989; ; Théron a Touassem, 1989). Sporocystogeneze
dcefinych sporocyst je vyznamna v obnoveni zarodeéného materidlu a udrzeni vysoké
produkce cerkarii béhem celého zivota plze (Kechemir a Théron, 1980; Jourdane a kol.,
1980) U jednotlivych druhli se typy sporocystogeneze v dcefinych sporocystach lisi,
pfipadné se mize v ramci jednoho druhu vyskytovat vice typti sporocystogeneze. V tomto
ohledu se tedy mezi schistosomami vyskytuje zna¢nad variabilita. Mimoto se typy
sporocystogeneze mohou v zavislosti na druhu schistosomy lisit obdobim vyskytu béhem
vyvoje infekce. Jednotlivé typy byly pozorovany variabilné u riiznych druhd v ¢asnych
fazich infekce, v pozdnich fazich infekce (az 140 dni po infekci) i v témét celém obdobi
produkce cerkarii (Hansen, 1975; Jourdane a kol., 1980; Touassem a Théron, 1986;
Kechemir a Théron, 1989; ; Théron a Touassem, 1989).

Studie, pfi nichz byly rizné typy sporocystogeneze pozorované, vsak byly provadéné
pouze na zastupcich rodu Schistosoma. Neni tedy ziejmé, zda je sporocystogeneze
v dcefinych sporocystach typickd pouze pro zastupce tohoto rodu, nebo zda je obecné

roz§ifena mezi vSemi zastupci ¢eledi Schistosomatidae.
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Béhem vyvoje motolice 7. regenti v mezihostiteli byly pozorovany dvé atypické
sporocystogenni sporocysty v hepatopankreatu plze, a to 20. a 25. dpi. Tyto sporocysty se
vyznacovaly oproti ostatnim sporocystdm tlustou sténou a vybézky télni stény na piedni
casti téla; jejich té€lni dutina obsahovala dcefiné sporocysty, jez bylo mozné s jistotou
odlisit od cerkarii podle typického Cervovitého vzezieni, velkého mnozstvi samostatnych
zarodecnych bunék ve stiedu téla ve fazi vyvoje, kdy je pfitomen tegument. Cerkérie
s vytvofenym tegumentem oproti sporocystdm obsahuji penetracni zlazy a morfologicky
odlisné zarodecné bunky, jez se vyskytuji pouze ve velmi malém mnozstvi.

Vzhledem k tloust’ce télni stény a prostoru, jez v hepatopankreatu sporocysta zaujimala,
je velmi pravdépodobné, ze se nejednalo o dcefinou sporocystu, ale o sporocystu, jez se
vyvijela jiz dlouhou dobu, tedy o matefskou sporocystu (viz vyvoj matetskych a dcetinych
sporocyst, kapitola 6.1. a 6.2.). Pozorované trnovité¢ vybézky na povrchu sporocysty by
mohly byt zplisobeny zifasenim sporocysty nebo jeji ¢astecnou degeneraci. Lokalizace
matetskych sporocyst v hepatopankreatu je vsSak spiSe vzacnd (Olivier a Mao, 1949).
Na jejich atypicky vyskyt by mohla mit vliv vysoka infekce patnacti miracidii, pficemz
takové rozsifeni obvyklého habitatu matetskych sporocyst by mohlo snizovat
vnitrodruhovou kompetici (Jourdane a Mingyi, 1987). Jiné morfologicky odlisné typy
sporocystogennich sporocyst v hepatopankreatu plze nebyly zachyceny, z cehoz vyplyva,
ze by se mohly sporocystogenni dcefiné sporocysty vyskytovat bud’ v pozdéjsich fazich
infekce, nebo Ze se u téchto schistosom tento typ obnovovani zarodeéného materidlu

nevyskytuje.

6.7. Reprodukce a puavod zarode¢nych bunék u larev

motolic

Reprodukce motolic a pivod zarode¢nych (kmenovych) bun¢k kmene Platyhelminthes je
jiz dlouho diskutovanym tématem. V prubéhu casu byly vypracovany rizné hypotézy
tykajici se obou tizce souvisejicich témat.

V dnesni dobé se vyskytuji dva hlavni mysSlenkové proudy tykajici se reprodukce
motolic. Prvni skupina usuzuje na zakladé morfologické a funkéni podobnosti zdrode¢né
masy s ovarii dospé€lych jedincti a srovnanim vyvoje a ultrastruktury (naptiklad ptitomnost
Lhuage®, coz je shluk elektrodenzniho materidlu v cytoplazmé bunék zarodecné linie,
a vyrazného Golgiho komplexu) zdrode¢nych bunck a samicich pohlavnich bunék, ze se

motolice v mezihostiteli rozmnozuji apomiktickou (ameiotickou) partenogenezi (James
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a Bowers, 1930; Klag a kol., 1997; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Podvyaznaya
a Galaktionov, 2014), zatimco druha skupina tvrdi, ze se larvy motolic rozmnoZzuji
polyembryonii (Cheng a Bier, 1972; Reuter a Kreshchenko, 2004; Skinner a kol., 2012;
Wang a kol., 2013).

Zastanci apomiktické partenogeneze vSak nijak nevysvétluji, jak by pak
u gonochoristickych druhti mohlo dochazet k namnozeni sam¢ich jedincti v mezihostiteli.

Ob¢ tyto skupiny se dnes shoduji, ze zarodecné buiky, jejichz délenim vznikaji dalsi
generace jedinci, se diferencuji z tzv. kmenovych buné¢k homologickych s kmenovymi
buitkami dospélcii (Galaktionov a Dobrovolskij, 2003; Wang a kol., 2013; Podvyaznaya
a Galaktionov, 2014). O téchto buiikach v§ak u motolic neni mnoho informaci.

U cerkdrie 7. regenti jsme pozorovali strukturu zvanou ,nuage“, typickou pro
zarode¢nou bunéc¢nou linii zivo¢ichti (Lasko a Ashburner,1988; Extavour a Akam, 2003),
ato nejen v samostatné zarodecné bunce, ale i v zirodecné buiice prodluzujici se
zarode¢né koule, pficemz tato struktura byla pozorovana pouze v jedné zmnoha
zarode¢nych bunck embrya. Kromé ptfitomnosti této struktury se tyto buitkky morfologicky
neliSily. Na zdklad¢ tohoto pozorovani je mozné, ze by béhem c¢asné embryogeneze
cerkarii mohlo dochazet ke vzniku dvou na sob& nezavislych a morfologicky témét
neodliSitelnych typt ,,zarode¢nych® bun€k, znichz jedna linie by déavala vzniknout
budoucim zarodecnym bunikdm dospélct a diferenciaci druhé linie bun¢k (kmenovych
bun¢k) by vznikaly bunky somatické. K morfologickému odliSeni obou linii by pak
dochazelo behem pozdniho vyvoje cerkarii, kdy zdrode¢né buniky genitdlniho primordia
ziskavaji svlj charakteristicky vzhled. Tuto hypotézu podporuje i fakt, ze u larev motolice
S. mansoni byly zaznamenany dva typy ,,zadrodecnych® buné¢k, jez se liSily v expresi
n¢kterych genti (Wang a kol., 2013). Tito autoii vSak tuto molekuldrni heterogenitu
ptisuzuji diferenciaci mladych zarodecnych bunék (t€émito autory oznacovanymi jako
somatick¢ kmenové bunky) v bunky zarodecné, jez davaji vzniknout jedinci dalsi
generace.

Vzhledem k tomu, Ze ¢asna embryogeneze cerkarii, sporocyst a redii probihé prakticky
identicky (Chen, 1937; Pieper, 1953; Galaktionov a Dobrovolskij, 2003), je mozné, ze by
k takové diferenciaci dvou linii ,,zdrodecnych® bunck v ¢asnych fazich vyvoje mohlo
dochazet u vSech téchto larev.

U motolice 7. regenti jsme se pokusili ,,nuage” zdrodecnych bunék cerkarii oznacit
pomoci protilatek proti konzervativni sekvenci aminokyselin vasa-like proteinu, jenz se

v neoblastu plostének vyskytuje rozptyleny v cytoplazmé, zatimco v nékterych buiikach,
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které pravdépodobné déavaji vzniknout zarodecnym bunkam, byl pozorovan v ,,nuage®
(u plostének oznacované jako chromatoidni télisko) (Pfister a kol., 2008; Willems a kol.,
2010). Tento protein se vSak nepodafilo pomoci protilatek proti konzervativni
aminokyselinové sekvenci proteinu prokazat. Detekce vasa-like proteinu (nebo jeho genu)
by se vSak mohla podafit naptiklad pomoci in situ hybridizace ¢i piipravou vlastnich

protilatek.
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r 4
7. Zaver
Tato prace byla zaméfena na diferenciaci zarodecnych bunc¢k a vyvoj larev motolice
T. regenti pomoci histologickych a histochemickych metod, a také pomoci elektronové
mikroskopie. Zabyvéa se i rozliSenim sporocystogeneze a cerkdriogeneze v té€lni dutiné

sporocyst. Diplomova prace pfinesla nasledujici prioritni vysledky:

* U matetskych sporocyst bylo prokazano, ze béhem jejiho vyvoje dochazi k jejimu
rustu, tloustnuti stény a postupnému vyskytu vyvojové pokrocilejSich stadii
zarodku v jeji télni duting.

* U dcefinych sporocyst bylo definovano pét vyvojovych stadii. Samostatny vyvoj
(mimo matefsky organismus) odpovidal vyvoji samotné matetské sporocysty.

* U cerkarii jsme definovali deset ontogenetickych stadii, pfi¢emz se podafilo
prokazat, ze ¢asna embryogeneze dcetfinych sporocyst a cerkarii probihd identicky
az do stadia prodluzujici se zarode¢né koule.

U cerkarii jsme nové popsali dva typy sekreénich Z1az, tzv. Zlazy typu I a II. Zlazy
typu I jsou jednobunécné zlazy vyskytujici se v hojném poctu v oblasti mezi ocnimi
skvrnami a postacetabularnimi zlazami. Zlazy typu II se vyskytuji jako jeden pér
jednobunéénych  zldz  lokalizovany  na  ventrdlni  strané¢  cerkarie
pted cirkumacetabularnimi zldzami. Pravdépodobné by se mohlo jednat o dva typy
unikovych zlaz.

e Byla detekovana  sporocystogenni  sporocysta  atypicky  lokalizovana
v hepatopankreatu plze.

* Mimo svalovych a subtegumentdlnich bun¢k byly ve sténé dcefiné sporocysty
popsany dalsi tfi bunééné typy: paprscité bunky a vakuolizované bunky typu I a II.

* Bylo prokazano, ze béhem vyvoje cerkdrii se na povrchu zarodku vyskytuji tfi typy
povrchovych struktur: obal tvofeny cytoplazmatickymi vybézky bun€k sporocysty,
primitivni epitel a tegument.

* Byla detekovana struktura typicka pro builky zarodeéné linie zivocichl
(tzv. ,,nuage®), a to nejen v samostatné zarodecné buiice, ale i v zarode¢né bunce
embrya cerkarie, coz nasvédCuje tomu, ze k diferenciaci bunék zarodecné linie

od bun¢k somatickych by mohlo dochézet jiz béhem Casné embryogeneze.
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Seznam pouzitych zkratek

dpi — den po infekci

HaE — hematoxylin a eosin
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