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Abstrakt

Adhezivni organy jsou mezi larvami obratlovcl Siroce rozsifenymi strukturami.
Larvam umoziuji pfichyceni k Substratu a tim prodlouzeni ¢asu nutného na vyvoj ust ¢i
pohybového aparatu. Znamy jsou také obdobné struktury u sumek, vrSenek a dokonce
u kopinatce. Nabizi se tedy myslenka, Ze pfitomnost urcit¢ho typu adhezivni zZlazy by
mohla byt charakteristikou ancestralniho stavu larev strunatcti. Zatimco vSak u vétSiny
druhti jsou tyto zlazy odvozeny od ektodermu, u bichira, zastupce bazalni skupiny
paprskoploutvych ryb, byl jiz na pocatku 20. stoleti popsan jejich entodermalni pivod.
Piivodni studie vsak od té doby témér upadla v zapomnéni a ani recentni prace na toto
téma nepfichazeji s novymi poznatky. Kvili zasadnimu pfinosu studia entodermalniho
adhezivniho organu bichira pro pochopeni vztahii mezi timto typem struktur u strunatcii
obecné, jsem se rozhodl na tento problém zaméfit. Pro ziskani vhodnych komparativnich
dat byla do této studie zahrnuta také embrya drapatky, piskofe a zebrovnika. Kombinaci
imunohistochemickych a histologickych technik byl prokdzan entodermalni pavod
cementovych orgdnt bichira a detailné popsana jejich morfogeneze. Vysledky také
naznacuji, ze pres odlisSny ptivod se orgdny bichira vyvijeji v podobném tkdnovém
kontextu jako cementova zldza drapatky. Také je vSak evidentni, Ze jejich morfogeneze
napadn€ upomina na formovani faryngealnich vychlipek. Pro posouzeni homologie téchto
organt s adhezivnimi organy jinych typii bude nutné ziskat dalSi data, nicméné zasadni
vyznam detailniho komparativniho poznani morfogeneze cementovych organti pro tyto

uvahy je ziejmy.



Abstract

Adhesive organs are widespread structures among vertebrate larvae. They allow
the larvae to attach to a substrate, so that the time for the development of mouth or
motoric apparatus could be prolonged. Similar structures in ascidians, larvaceans and
lancelets are known too. Thus, it might be hypothesized that the presence of some type of
adhesive gland could indeed represent the ancestral state for chordate larvae.
Interestingly, however, whilst in most species these glands take their developmental
origin in ectodermal layer, in bichir, a member of a primitive actinopterygian lineage,
their origin was suggested to be endodermal already at the beginning of 20" century.
Since then, however, the former study has become almost forgotten and even recent
analyses do not come with new findings on this topic. Because of the essential importance
of study of bichir cement glands for understanding the relationship between these
structures among chordates, | have decided to focus on this subject. To obtain appropriate
comparative data Clawed frog, Weather loach and Ribbed newt embryos were included in
this study as well. By using combination of immunohistochemical and histological
techniques the endodermal origin of cement glands in bichir was proven and their
morphogenesis was described in considerable details. The results also reveal similarities
within the developmental context in bichir and Xenopus cement glands, despite of their
dissimilar embryonic origin. On the other hand, similarities between developmental
morphogenesis of bichir cement gland and of pharyngeal pouches is conspicuous. It is
clear that in order to establish levels of homology of these organs to other types of
adhesive glands more data will be necessary. Yet the essential contribution of detailed
knowledge of comparative morphogenesis of cement glands for homology level

assessment seems to be obvious.
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Uvod

2 Uvod

S rtiznymi typy adhezivnich organti (také nazyvanych cementové) se setkavame
u larvalnich stadii fady ve vod¢ se vyvijejicich obratlovcl. Podobné struktury dokonce
nachazime u sumek (Ascidiacea, Tunicata; Sotgia et al., 1998; Katz, 1983), tedy sesterské
skupiny obratlovcii, kterym slouzi k pfichyceni k podkladu na pocatku metamorfozy,
nebo larev kopinatcti, u kterych se fucastni piijmu potravy (Webb, 1969).
V piipadé kopinatcti jde sice o funkéné podobné organy, avsak jejich piipadnd homologie
je zcela nejasna.

U larev obratlovci se obvykle jednd o naprosto zasadni larvalni strukturu jak
z hlediska funkce, tak z hlediska morfogeneze hlavy. Pfichytné organy slouzi
k pfichyceni larvy k podkladu brzy po vylihnuti, ¢imZ umoziuji setrvani na bezpecném a
dobie okysliceném misté, dokud neni larva schopna pln¢ koordinovaného pohybu (Britz
et al., 2000). Proto musi byt pln¢ vyvinuté jiz pted vylihnutim a ¢asto tak jsou prvnim
komplexnim organem, ktery komunikuje s vn¢j$im prostiedim (Thibaudeau a Altig, 1999;
Agassiz, 1878, podle Balfour a Parker, 1882; Britz et al., 2000). V ranych stadiich vyvoje
tedy zna¢n¢ ovliviiuji morfogenezi hlavy, at’ uz jako doCasna ptekazka v tvorbé dalSich
hlavovych struktur, nebo naopak aktivni struktura, ptizptsobujici svému vyvoji dynamiku
zarodeénych vrstev (Kerr, 1907), cévniho zasobeni a inervace (Sauka-Spengler et al.,
2002).

Pfichytné organy byly studovany na celé fad¢ organismii od bazalnich skupin
kostnatych ryb (Kerr, 1907; Eycleshymer a Wilson, 1908), ptfes ryby paprskoploutvé
(napf. Britz et al., 2000; Groppelli et al., 2003) a dvojdysné (Kerr, 1900; Budgett, 1901),
az po ocasaté obojzivelniky (Crawford a Wake, 1998) a zaby (napt. Nokhbatolfoghahai a
Downie, 2005). Jedna se vzdy o napadné zvétSené, vertikalné protazené sekretorické
buniky, ulozené jednotlivé, ve shlucich, nebo uspofadané do rizné komplexnich organii
(Britz et al., 2000). Neni vSak jisté, zda tyto sdilené vlastnosti vypovidaji o spolecném
puvodu, nebo jsou pouze odrazem pfizpisobeni bunék ke kontinudlni produkci
muko6zniho sekretu po dobu pouzivani organu. Nabizi se srovnani s koznimi mukdznimi
zlazkami u ryb, které by mohly podobné vlastnosti také vykazovat, a z nichz by ptipadné
pfichytné orgdny mohly napiiklad u paprskoploutvych ryb vznikat nezévisle (Britz et al.,
2000). Dale se zda, ze alespon u nékterych skupin (kaproun Amia calva, bichifi
(Polypteriformes) a jesetefi (Acipenseriformes)) vznikaji cementové organy z entodermu,
nejprve jako vacky v jeho predni ¢asti, které se posléze odd¢€li a doputuji na predni stranu
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Uvod

hlavy, kde se oteviou do vnéjsiho prostiedi (Kerr, 1907; Eycleshymer a Wilson, 1908).
To je v piimém kontrastu s tim, co vime o pfichytnych organech ostatnich skupin,
u kterych by mély vznikat specializaci bun¢k ektodermu.

Piestoze napfi¢ riznymi skupinami obratlovcd s vodnimi larvami plni tyto
organy obdobnou funkci v obdobné fazi larvalniho vyvoje, otazka jejich homologie
zustava zcela nezodpovézena a autoii se k ni obvykle ani pfili§ nevyjadiuji. Vzhledem
k dulezitosti cementovych orgdnii v embryondlnim vyvoji a jejich potencidlu stat se
vhodnym modelovym organem pro studium morfogeneze hlavovych struktur (jak uz se
ostatn¢ stalo v piipad¢ adhezivniho organu drapatky (Picard, 1975a, b)) jsem se tedy
rozhodl na problém zaméfit. Pfi zndmé variabilit€¢ umisténi a poctu pirichytnych organt,
jejich rozdilném embryondlnim ptvodu (ektoderm vs. entoderm (Nieuwkoop a Faber,
1967; Kerr, 1907)) a odlisnostech v morfologii (Britz et al., 2000) se nakonec jevi jako
zajimavy modelovy organ pro vlastni studium homologie, respektive jejich rtznych
moznych urovni, at’ uz pomoci metod klasické morfologie a histologie, studia inervace a
cévniho zasobeni, identifikace pfispévku zarodecnych vrstev nebo odhaleni vzora genové
exprese.

V této diplomové praci jsem se pokusil co nejdetailnéji prostudovat a popsat
morfogenezi pfichytnych organti u larev nékolika druht obratlovcil. Prace byla zamétena
pfedev§im na morfogenezi entodermalnich cementovych organti bichira Polypterus
senegalus a jejich vliv na ostatni hlavové struktury. Cementové organy bichira
senegalského (Polypterus senegalus) popsal pocatkem minulého stoleti Kerr (1907). Od
té doby se jimi vSak nikdo detailné nezabyval. Za srovnavaci modelovy organismus pak
byla zvolena drapatka Xenopus laevis, u niZ jsou zatim cementové zlazy prostudovany
nejpodrobnéji, jak z hlediska morfologie a morfogeneze (Nieuwkoop & Faber, 1967; van
Evercooren & Picard, 1978), tak exprese gend (napt. Dickinson & Sive, 2007). Ptichytny
organ drapatky je vSak v ramci zab pon¢kud atypicky a drapatka obecné vykazuje znaéné
specializovanou morfologii (Nokhbatolfoghahai a Downie, 2005). Do studie jsem tedy
zahrnul také dalS$i druhy, aby bylo spektrum odlisnych typt ptfichytnych organi co
paprskoploutvych ryb, tentokrate kostnatych, piskot Misgurnus fossilis, jehoz cementova
zldza predstavuje svou pozici a morfologii odliSny typ adhezivniho organu. Pro uplnost
bylo nutné zahrnout také zastupce ocasatych obojzivelnikill, jejichZ ptichytné organy,
zvané balancery (Duellman a Trueb, 1986) se od ptichytnych struktur ostatnich skupin

znacné lisi. Pouzit byl tedy dostupny embryonalni material Zebrovnika Pleurodeles waltl.
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Uvod

Pro nedostatek vzorka vSak nebylo mozné tento druh prozkoumat vSemi dostupnymi
technikami.

Sesbirana embrya jsem zpracoval pomoci histologickych,
imunohistochemickych a mikroskopickych technik s cilem co nejpiesnéji popsat
morfologii, morfogenezi a histologii organt vV kontextu hlavovych struktur a inervace a
piipravit tak ptidu pro nésledujici experimentalni praci. Jiz na zéklad¢ takto ziskanych
dat by bylo mozné se k otazce homologie organt vyjadiovat, nicméné¢ vzhledem ke
komplikovanosti celého konceptu homologie bude pro dikladné&jsi vhled do problému
nutné zavedeni dalSich experimentalnich a molekularné-biologickych technik. Cilem této
komparativni studie bylo tedy pfedev§im odhaleni spole¢nych a rozdilnych charakteristik
ptichytnych organti u zvolenych organismi a vysloveni prvnich moznych argumentt pro i
proti homologii téchto struktur, pfipadné formulovani dalSich hypotéz hodnych posouzeni
v praci nasledujici.

Pro lepsi orientaci v textu je na tomto misté také tfeba objasnit pouZzivanou
terminologii. Pro adhezivni orgdny strunatct, respektive obratlovcl, se vzila celd fada
terminti, pouzivanych s riiznou frekvenci v zavislosti na skupiné popisovanych
organismu. Tato prace si neklade za cil ndzvoslovi sjednocovat uz jen proto, ze odrdzi
zietelnou rozmanitost téchto struktur. Nicméné pii popisu byly voleny obvykle terminy
v dané skupiné nejvice zazité. U sumek je tak uzivano oznaceni adhezivni papila (napf.
Sotgia et al., 1998), u zab cementova zlaza (Nokhbatolfoghahai & Downie, 2005),
u bichira a ostatnich paprskoploutvych pak cementovy organ (Kerr, 1907). U ocasatych
obojzivelniki je uzivan anglicky termin balancer (Duellman a Trueb, 1986), ktery na
rozdil od ¢eského terminu ,,Rusconiho hacky* (napt. Zwach, 2009) mylné neodkazuje na
diive ptredpokladany mechanismus uchyceni k substratu (Fox, 1985). Obecné je pak
pojednavano o adhezivnich orgédnech, pfipadné Zlazdch. Za zminku stoji také dalsi
hlavové Zzlazy tady larev obratlovcl, tzv. ,hatching gland“. Ty slouzi k rozruSeni
vaje¢nych oballl béhem lihnuti (Drysdale & Elinson, 1993). Jednd se tedy o odlisné

organy a tato prace se jimi nezabyva.
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3 Dosavadni poznatky

3.1 Charakteristika adhezivnich organa

Vodni larvy mnoha skupin obratlovci se po vylihnuti z vajicka vyznacuji
schopnosti adheze k substratu, vodnim rostlindm &i vodni hlading. Casto si tak zajist'uji
setrvani v bezpecném ukrytu, v okysli¢ené vod¢€, nebo ziskavaji ¢as k dokonceni vyvoje
slozit&j$ich organt, napiiklad koncetin a travici soustavy (Britz et al., 2000). Za timto
ucelem jim slouzi rozmanité adhezivni organy (jindy nazyvané také cementové organy c¢i
zlazy), jejichz zakladnim charakteristikdm u jednotlivych skupin obratlovct se bude
vénovat obsah této kapitoly (podrobny piehled viz také bakaldiska prace Minatik, 2009).

Jak vyplyne z dalsiho textu, adhezivni organy neni snadné definovat. Diivodem
je jejich znacna morfologicka rozmanitost a pfedevsim ne zcela jasnd homologie v ramci
strunatct, piipadné obratlovcl. Organy se mezi sebou Casto lisi polohou, poctem nebo
slozitosti vnitiniho uspofadéani (Britz et al., 2000, Groppelli et al., 2003). Zasadni problém
predstavuje také jejich nejednotny embryondlni ptvod. Zatimco sekretorické bunky
cementové zlazy drapatky maji pivod ve svrchni vrstvé dvouvrstevného ektodermu
(Nieuwkoop & Faber, 1967), odpovidajici bunky u cichlidy Pterophyllum scalare
vznikaji ve vrstvé spodni (Groppelli et al., 2003) a cementové organy bichira a n€kterych
dalSich bazalnich paprskoploutvych jsou dokonce entodermalni (Kerr, 1907; Eycleshymer
& Wilson, 1908). Vzdy se vSak jedna o struktury ¢isté larvalni, které v dalS$im vyvoji
jedince zanikaji. Jejich pisobnost je obvykle omezena na nejranéjsi larvalni stadia a
vzhledem k tomu, Ze k adhezi dochézi zahy po vylihnuti, organy musi byt touto dobou jiz
pln¢ funkéni. Z tohoto ditvodu se zakladaji v embryondlnim vyvoji pomérné brzy a u fady
druht se jedna o nejnapadnéjsi a nejkomplexnéjsi Gtvary na hlavé embrya (Thibaudeau &
Altig, 1999; Britz et al, 2000).

VétSina spolecnych charakteristik vyplyva ze samotné funkce organu, kterou je
produkce adhezivniho mukézniho sekretu (Groppelli et al., 2003). ZvySena sekretoricka
aktivita, zajistovana drsnym endoplazmatickym retikulem, ma za diisledek zatlaceni jadra
k bazi bunky. Produkty ur¢ené k sekreci se v cylindrickych bunikach hromadi pod apikélni
membranou v Cetnych véacécich (Benneman & Pietzsch-Rohrschneider, 1978). Zasadnim
predpokladem tuspésné adheze je samoziejmé také distribuce sekretu na co nejvetsi
plochu adhezivniho organu, ptipadné hlavy pro zlepSeni pfilnavosti k podkladu. Tomu

slouzi razné modifikace povrchu bud samotnych sekretorickych, nebo riznych
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podplirnych bunék, které mohou byt soucasti organu. Miize se jednat o cilie, starajici se
o distribuci mukozniho sekretu (Pennati et al., 2000), dale razné typy hrbolki, vybézka a
vrasnéni povrchu, které slouzi piedev$im ke zvétSeni plochy urcené k adhezi (Britz et al.,
2000). U nekterych druht (napft. u cichlidy Tilapia mariae (Arnold et al., 1968)) dochazi
v ramci organu k dal$i specializaci, cast bunék sekretuje bézny typ adhezivniho sekretu,
jiné bunky se pak staraji o produkci nosného vldkna, pomoci n¢hoz se vylihlé larvy
zaveésuji na vegetaci nebo vodni hladinu.

Stejn¢ jako v celkovém uspotfddani organu, i v modifikacich povrchu a
specializaci jednotlivych ¢asti adhezivnich zlaz tedy vidime znaCnou variabilitu. Ze
samotnych cytologickych charakteristik sekretujicich bunék neni mozné usuzovat na
homologii téchto organt, jelikoz stavba bunék jednoduse odpovida jejich sekretorické
aktivité a o spolecném puvodu nevypovidd. Podobné je tomu s inervaci adhezivnich
organd, kterou se ve svych studiich zabyvé fada autort (napt. Roberts & Blight, 1975;
Crawford a Wake, 1998; Groppelli et al., 2003). U mnohych druhii byla prokazana
inervace vétvi trigeminalniho nervu, kterd zajisStuje senzorickou funkci organt. Ta je
nutnd k zajisténi takzvané ,,stopping response” (Roberts & Blight, 1975; Pottin et al.,
2010), tedy zastaveni pohybu larvy po kontaktu se substratem. Nicméné vzhledem
k pozici organi se da trigeminalni inervace pfedpoklddat jednoduse proto, ze tento nerv
inervuje vétSinu pokozky v predni Casti hlavy. Navic se mezi jednotlivymi druhy vzdy
nejedna o odpovidajici vétev nervu, coz naznacuje, Zze organ projevuje v pribéhu vyvoje
obecnou schopnost atrahovat senzoricka nervova vlakna, kterd mu lezi nejblize (Pottin et
al., 2010).

Jedinou zcela zfejmou spole¢nou charakteristikou adhezivnich organt tak
zustava, ze se jednad o prechodné larvalni organy, slouzici k adhezi pomoci muko6zniho
sekretu. Posouzeni vypovidaci hodnoty ostatnich spole¢nych znakd, stejné jako nalezeni
dal$ich naznakt homologického ¢i analogického piivodu téchto struktur, je jednim z cilt
této prace. V naésledujicich podkapitolach uvadim piehled soucasnych poznatki
o adhezivnich orgénech jednotlivych skupin strunatcii, ktery je nutny k vyjeveni

rozmanitosti téchto organd.
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3.2 Systematicky ptehled

3.2.1 Sekretorické Zlazy kopinatce

Ptestoze vztah larvalnich sekretorickych zlaz kopinatce k adhezivnim orgdntim
obratlovcu je jest¢ méné jasny, nez je tomu v jinych pfipadech, je nezbytné je v tomto
prehledu zminit. Obecné se ma za to, ze sekretorické zlazy na predni strané téla se podili
na zachytavani a transportu ¢astecek potravy do travici trubice (Webb, 1969). Nicmén¢ ne
u vSech je tato potravni role obecné pfijimana. Na rostralnim konci larvy kopinatce
nalezneme podobné zlazy hned Ctyfi. Preoralni organ (u dospélce nazyvany Hatschekova
jamka), povazovany za homolog obratlovéi hypofyzy (Nozaki & Gorbmann, 1992), se
u larev 1 dospélcti prokazatelné¢ podili na zachytdvani potravy pomoci sit¢ mukoznich
vlaken (Lacalli, 2008), formovanych za pomoci obrvenych bunck, jez jsou soucasti
organu. Shodnou ulohu ma také endostyl. Podobna je role dal$iho organu, v anglické
literatufe snad pro jeho kyjovity tvar nazyvaného ,,club-shaped gland“. Zlazu tvoii duta
trubice, otevirajici se na jedné strané do vné&jSiho prostiedi, na druhé ustici do faryngu za
oblasti, v niz je endostylem produkovdna mukdzni sit’ k transportu potravy (Lacalli,
2008). Zlaza tak pfispiva svymi produkty k dal§imu transportu potravy (Holland et al.,
2009), piipadné napomaha ke stabilizaci mukézni sit¢ vyrovnavanim tlaku vody,
vstupujici usty (Lacalli, 2008). Dilezité je, Ze v tomto piipad¢ se jiz jedna o Cisté larvalni
organ, ktery v pribéhu metamorfozy zanika (Holland et al., 2009). Zajimava je pfedevSim
posledni, takzvana rostralni sekretorickd Zlaza. Ta je tvofena eliptickym zesilenim
epidermis na pravé ventralni strané rostralniho konce larvy kopinatce a sestava z typicky
sekretorickych, cylindrickych bunék opatfenych brvami (Stach, 2000). VVzhledem k pozici
(na druhé strané¢ hlavy vzhledem k Ustim) je potravni role Zlazy nepravdépodobna
(Lacalli, 2008; srov. ale s Webb, 1969), nicméné ani adheze k substratu pfili§ v tivahu
nepfipada, nebot’ larvy kopinatce travi vétSinu Zivota planktonné (Stokes, 1997; podle
Stach, 2000). Posledni larvalni strukturou, ktera byva v souvislosti s adhezivnimi organy
zminovana, je takzvana oralni papila (Stach, 2000), kterd vSak postrada charakteristiky
sekretorického epitelu (Andersson & Olsson, 1988).

Zatimco endostyl a kyjovitd zldza jsou entodermdlniho plivodu, Hatschekova
jamka a rostralni sekretorickd 7l14za jsou ektodermalni. Druhd jmenovana ptfitom byla
casto homologizovana s adhezivnimi papilami sumek (viz nize) nebo dokonce

cementovymi organy dvojdySnych a zZab (Frankenberger, 1927). V tomto sméru je
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zajimava taktéz pfitomnost inervace rostralni sekretorické zlazy, kterou uvadi Lacalli
(2008) a naznacuje moznost nervové kontroly sekretorické funkce. Naproti tomu
Garstang (1928) v souvislosti s obdobnymi strukturami u ostatnich strunatcti zminuje

pouze kyjovitou zlazu (club shaped gland; viz nize).

3.2.2 Adhezivni papily sumek

Zatimco funkce nékterych larvalnich zldz kopinatce ziistava stale zéhadou,
o uloze adhezivnich Zlaz sumek neni pochyb. Tyto takzvané adhezivni papily jsou dobie
znamym organem, pomoci néhoz se larva s pocatkem metamorfozy prichyti ke
zvolenému substratu, aby na ném stravila zbytek zivota jako trvale ptisedly dospélec.
Pocet papil je mezi jednotlivymi druhy variabilni (Sotgia et al., 1998).

Podrobné byly popsany napiiklad papily sumky Phallusia mammilata, které se
skladaji ze dvou typt bunc¢k — perifernich sekretorickych a centralnich senzorickych.
V piipad¢ druhych zminovanych se zfejmé jednd o primarni senzorické neurony, z nichz
jsou vzruchy dale vedeny pfislusnou vétvi papilarniho nervu do mozkového ganglia.
Senzoricka funkce papil pravdépodobné hraje roli pii vybéru substratu pro metamorfoézu a
pfi nésledné regulaci sekrece. Volba substratu mize byt pro sumku zcela zasadni, nebot
dospéli jedinci postradaji jakoukoli moZnost pohybu. Stavba sekretorickych bunék je
v souladu s obecnymi rysy platnymi pro adhezivni orgdny — buiky jsou protahlé a
apikalni casti vyplnéné rozvinutym drsnym endoplazmatickym retikulem. Cely organ
zustava po vétsinu larvalniho zivota prekryt tunikou, pod kterou se pied metamorfézou
hromadi mukézni sekret. Rozru§enim tuniky na poc¢atku metamorfézy dochazi k uvolnéni
sekretu a adhezi larvy (Sotgia et al., 1998).

Otazkou homologie adhezivnich papil s adhezivnimi organy obratlovci se
zabyvala fada autord (napt. Frankenberger, 1927; Garstang, 1928; de Bernardi & Fascio,
1994, citovano podle Sive & Bradley, 1996). Celkova morfologie a umisténi svadi
pfedev§im k homologizaci s cementovymi zldzami svaloploutvych (pfedev§im Zab a
dvojdysnych), které se nachazi v obdobné pozici ventrdlné¢ od ust. Z této skupiny je
nejpeclivéji prostudovana cementova zlaza drapatky Xenopus laevis, ktera kromé pozice
jevi dalsi zajimavé podobnosti jako je senzoricka funkce (Roberts & Blight, 1975) a
puvod ve svrchni vrstvé ektodermu (Dickinson & Sive, 2007). Veeman et al. (2010) ve

své studii porovnavaji morfogenezi oralni oblasti sumky Ciona savignyi prave se situaci
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u drapatky. Vysledky ukazuji, Ze buiiky vznikajicich adhezivnich papil maji ptavod
v anteriorni ¢asti neurdlni ploténky (konkuren¢ni hypotéza piedpokladala, ze z této
populace vznikd neurohypofyza, nikoli adhezivni orgén). Konkrétné se jedna o populaci
leZici anteriorné od neuroporu, ze kterého zahy vznika Gstni otvor (Veeman et al., 2010).
Kontinuita neuroporu a ustniho otvoru u drapatky chybi, nicméné pozice vznikajicich ust
dle autori ukazuje na shodny embryonélni plivod ust sumky a drapatky v misté
anteriorniho rozhrani neurdlni trubice a povrchového ektodermu. Na zaklad¢ téchto
zjisténi pak Veeman et al. konstruuji hypoteticky model ,,prastrunatce®, s sty tvoticimi

se dorzaln€ od adhezivnich papil (cementového organu), na styku s neuralni trubici.

3.2.3 Oralni zlazy vrSenek

Zaverem prehledu struktur bazalnich strunatct, pfipominajicich adhezivni zlazy
obratlovcu, je nutné zminit tzv. oralni zlazy (oral glands) vrSenek (Appendicularia). Jejich
homologizaci s adhezivnimi papilami sumek, ale i cementovymi organy bazalnich
paprskoploutvych se podrobné zabyvd Garstang (1928). Jedna se o drobné parové,
pravdépodobné jednobunécné zlazky, které vykazuji spojitost s bioluminiscenci schranky,
jiz vrSenky buduji (Galt & Fenaux, 1990; podle Nishida, 2008). Garstang upozoriuje
pfedev§im na jejich entodermalni piivod a na tomto zaklad€ stavi srovnani s cementovymi
organy bichira. TaktéZz vSak uvadi nazory dalSich autorli, ktefi naznacuji souvislost
s adhezivnimi papilami sumek. V tomto ptipad¢ elegantné vysvétluje nesouhlasny pocet
zl4z u sumek opusténim ptivodniho parového uspotradani organu a upozoriiuje na praci,
ve které Grave a Woodbridge (1924; podle Garstang, 1928) ukazuji, Ze ventralni papila je
inervovana namisto vlastniho nervu kratkou vétvi nervu papily pravé.

V souvislosti s tvahami o entodermalnim ptvodu ordlnich zldz vrSenek a
cementovych organti bichira pfipomind Garstang také vySe zminovanou kyjovitou zlazu
kopinatce, kterou pozdé&jsi prace do diskuze o adhezivnich orgdnech obvykle nezahrnuji.
Uvadi, ze vSechny tyto organy by mohly mit spolecny piivod z epikardii sumek, tedy
divertikul spodni stény faryngu, vznikajicich posteriorné od endostylu. Jako dalsi variantu
pro bichira a kopinatce uvadi vznik modifikaci zabernich §térbin. V ptipadé¢ homologie
vSech typl adhezivnich orgdnti (zde uvaZzuje papily sumek, oralni Zlazy vrSenek,
cementové organy bazalnich paprskoploutvych a Zlazy dvojdySnych a obojzivelnikil)

navrhuje jako ancestrdlni stav popsany u bichira. Ektodermdlni adhezivni zldzy pak
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vysvétluje ztratou piispévku entodermu do vysledné struktury. U vrSenek naopak
poukazuje na zachovani ancestralni morfologie pii ztraté vlastni adhezivni funkce Zlaz.
Autor se podivuje nad komplikovanosti morfogeneze cementovych organti bazalnich
paprskoploutvych, jez vyuzivaji entoderm v situaci, ve které¢ ostatnim skupinam slouzi
jednoduse modifikovany ektoderm. Povazuje za nepravdépodobné, ze by tato skupina ryb
za uCelem adheze k substratu vytvaiela obvykle ektodermalni cementovy organ
z entodermu, a upiednostiiuje spiSe opacny scénaf, tedy zjednoduSeni morfogeneze

organu u ostatnich skupin.

3.2.4 Cementové organy dvojdysnych

Stav znalosti o adhezivnich organech dvojdySnych je mnohem méné uspokojivy.
Jejich vyvoj byl sice do jisté miry popsdn v ramci studia larvalniho vyvoje druhu
Protopterus annectens (Budgett, 1901), soucasné prace se vSak tomuto tématu zatim
vyhybaji a chybi tak poznatky ziskané s vyuzitim moderné;jSich metod. Kromé¢ afrického
rodu Protopterus nachazime cementové organy také u amerického Lepidosiren paradoxa.
U zbyvajiciho druhu, australského Neoceratodus forsteri, adhezivni organy nejsou
znamy.

Adheze larvam bahnikti umoziuje uvniti dospélci budovaného hnizda setrvavat
v 1épe okyslicenych hornich vrstvach vody (Budgett, 1901). Vnéjsi morfologie organti je
napadné podobnd cementovym zlazam nékterych druhti Zab, naptiklad ropuchy obecné
(Bufo bufo, viz Nokhbatolfoghahai & Downie, 2005). V obou ptipadech se jedna
o hluboky zlabek ve tvaru pismene V s hrotem sméfujicim kauddlné. K sekreci dochazi
uvnitf tohoto Zlabku a muko6zni produkt je poté distribuovan na okraje valu, kde dochazi
ke kontaktu se substratem. Pravé na zakladé obdobné funkce, vyvoje 1 morfologie usuzuje
Kerr (1900) na homologii mezi témito strukturami u dvojdySnych a zab. U bahnikl se
zlazy v embryonalnim vyvoji zakladaji pozdéji, pfiblizné ve stejné dobé jako Zaberni
oblouky, u zab je naproti tomu specializujici se populace bun€k patrna jiz pred skoncenim
neurulace (Sive a Bradley, 1996). Tyto rozdily vS§ak mohou byt disledkem heterochronii,
vyplyvajicich ze vzniku specializovaného larvalniho stddia zab. Detailni morfogeneze
cementového organu bahnikl zatim v dostupné literatuie prezentovana nebyla, neni tedy
ani jisté, zda sekretoricky epitel vznikd z vné&jsi vrstvy ektodermu, jako je tomu u Zab,

nebo z vrstvy vnitini, jako u nékterych skupin paprskoploutvych ryb.

19



Dosavadni poznatky

3.2.5 Balancery ocasatych obojzivelniki

Zcela vyjimeéné postaveni mezi adhezivnimi organy obratlovcl zaujimaji
ty¢inkovité balancery ocasatych obojzivelnikli, v eské literatuie znamé jako Rusconiho
hacky (Zwach, 2009). Jejich vyskyt je urovan predevsim ekologickymi naroky larev a
omezuje se na ty skupiny, jeZ se rozmnozuji ve stojatych vodach. Jedna se tedy o jednu
z charakteristik larvy jezerniho typu, vyznacujici se téZ rozlozitymi vnéjSimi zdbrami a
pomalejSim vyvojem koncetin v disledku méné zasobenych vajicek. Larvy se lihnou
beznoh¢, a jakmile za¢nou pfijimat potravu, potfebnou oporu jim poskytnou praveé
balancery (Crawford & Wake, 1998). Vajicka rheofilnich druhti jsou naopak opatfena
velkym mnozZstvim Zloutku, larvy se tedy lihnou s vyvinutymi koncetinami a dodate¢nou
podporu nevyzaduji. Balancery dale chybi u bazalni celedi Sirenidae, ackoli se
rozmnozuje ve stojatych vodach. Na zéklad¢ toho Crawford a Wake soudi, ze balancer je
evoluéni novinkou pokrocilejSich €eledi a v prub&hu evoluce u nékterych pokrocilejsich
skupin doslo k jeho druhotné ztraté. Zajimavou otazkou zlstava, jaky je vztah samotného
sekretorického epitelu k cementovym zldzam zab, dvojdySnych, piipadn¢ dalSich
obratlovct.

Vlastni kyjovitd adhezivni Z7ldza je nesena dlouhou ty¢inkou, vznikajici
v ektodermu posteroventralné od oka (Brunelli et al., 2007). Jeji osu tvoii kolagenni
vlakna, ktera zifejmé slouzi k zajisténi opory orgénu (Crawford & Wake, 1998). Buiky
vngjsi vrstvy pokozky na koncich ty€inky vykazuji znaky sekretorickych bunék, vynikaji
rozvinutym drsnym endoplazmatickym retikulem a Golgiho komplexem. Kromé
sekretorickych vacki se v cytoplazmé nachézeji také tukova a Zloutkova granula. Povrch
bunék je pak oproti nesekretujicim ¢astem balanceru ndpadné specializovany, zvrasnény a
opatteny kuzelovitymi sekretorickymi vybézky (Brunelli et al., 2007). Ty se s pocatkem
sekrece pokryvaji mukdzni vrstvou pfipravenou k adhezi.

Ditlezité¢ je opét zminit inervaci, které se rizni autofi vénuji v souvislosti
s predpokladanou senzorickou funkci balanceru (Crawford a Wake, 1998). Stejn¢ jako
u ostatnich sledovanych skupin je zajiStovana vétvi trigeminalniho nervu — v tomto
pfipadé¢ vétvi mandibularni (Fox, 1985). Inervace by mohla hrat roli pifi takzvané
,,stopping response® popisované u drapatky (viz nize), uvazovana je vSak také funkce
chemoreceptivni (Crawford a Wake, 1998; Brunelli et al., 2007).

Vzhledem k atypické morfologii balancerii je homologizace s klasickymi

adhezivnimi organy problematicka. Noble (1931; podle Crawford a Wake, 1998) jako

20



Dosavadni poznatky

argument pro homologii s cementovymi zldzami zab uvadi shodnou inervaci. Sauka-
Spengler et al. (2002) ukazuji, Ze morfogeneze organu je v obou ptipadech fizena mimo
jiné genem otx5, avSak uvazuji, ze tento gen mohl byt rekrutovan nezdvisle. Atrakce
téhoz nervu pak miZze byt pouze druhotnym dusledkem c¢innosti genu. K myslence, Ze se
jedna o evolu¢ni novinku ocasatych, se pfiklani také Crawford a Wake (1998), kteii
uvadi, Ze zatimco balancery vznikaji v ektodermu asociovaném s mandibularnim
obloukem, cementové zlazy zab se zakladaji v ektodermu hyoidniho oblouku (Lieberkind,
1937; podle Crawford a Wake, 1998). Zde je vSak nutné poznamenat, ze ve stadiu, kdy se
adhezivni organy u obou skupin zakladaji, Gsta nejsou morfologicky definovana
(Dickinson & Sive, 2007), podobné tivahy tak ziejm¢e vychazeji ze situace u pozdéjsich

stadii, ktera vSak v tomto sméru postradaji vypovédni hodnotu.

3.2.6 Cementové zlazy zab

Z4aby jsou, pokud jde o adhezivni organy larev, nejlépe probadanou skupinou.
Cementova zlaza drapatky (Xenopus laevis) je dobfe zavedenym modelovym organem
pro studium morfogeneze oralni oblasti a diferenciace zarodecnych vrstev (Picard, 1975a,
b). Pozd¢jsi prace se zaméiovaly také na studium genové regulace vyvijejici se
cementové zlazy a jeji vyuziti jako zjednoduSeného modelu pro diferenciaci nervové
tkan¢ (Bradley et al., 1996). Diky tomu je zndma nejen detailni morfologie a
morfogeneze, ale také mechanismy, které za touto morfogenezi stoji.

V ramci skupiny existuje pomérné zna¢na variabilita v uspofadani cementovych
zlaz. Jejich vysledny tvar je pak do jist¢ miry typicky pro jednotlivé celedi
(Nokhbatolfoghahai & Downie, 2005). U drapatky vznika z eliptického zakladu postupné
jediny centralné lezici kuzel, tvofeny népadné prodlouzenymi sekretorickymi buinikami
(Sive & Bradley, 1996), a ptipominajici tak svym uspoiadanim adhezivni papily sumek.
Nutno vSak poznamenat, Ze tento model neni u zab pravé typicky. U fady druhl se
puvodné jediny zéklad Zlazy béhem vyvoje rozdéluje na zlazy dve, pfipadné tvoii Gtvar
ve tvaru Sirokého srpku nebo pismene V, podobny cementovym organtim bahniki.
Vlastni sekretoricky epitel je pfitom obvykle zahlouben pod uroven okolni pokozky a
obklopen napadnym valem (Nokhbatolfoghahai & Downie, 2005). U fady druhl také
cementova zldza zcela chybi. Jednd se pfedev§sim o druhy s pfimym vyvojem (napf.

Eleutherodactylus coqui, Fang & Elinson, 1996) a ¢asto druhy, lihnouci se v pozdéjsich
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stadiich (Duellman & Trueb, 1986; Budgett, 1899). Dalsi skupinou, jez tyto organy Casto
postrada, jsou tzv. druhy endotrofické (Thibaudeau & Altig, 1999), tedy ty, které
dosdahnou metamorfdzy, aniz by piijimaly potravu z vnéjsiho prostiedi.

Pokud jde o mikroskopickou stavbu orgdnu, prostudovéna je opét nejlépe
u drapatky. Sekretorické bunky jsou svymi apikdlnimi ¢astmi ponckud soustiedény
k centru organu a tvofi tak vyrazny kuzel, jehoz baze je z&asti pokryta pokozkou. Buriky
maji pivod ve svrchni vrstvé ektodermu a vykazuji vSechny dfive uvadéné rysy
sekretorickych bunék, jako jsou bazalné ulozena jadra, rozvinuté drsné endoplazmatické
retikulum a Golgiho aparat a zasoby sekretorickych vackia s mukopolysacharidy
(Nokhbatolfoghahai & Downie, 2005). N4padna jsou také melaninova granula, ktera
chrani jadra bunék v dob¢, kdy larva setrvava zavéSena v blizkosti vodni hladiny (Pennati
et al., 2000). Bazi organu ohrani¢uje populace bunék odvozena z wvnitini vrstvy
ektodermu. U nékterych druhtl je pak sekretujici epitel obklopen obrvenymi okrajovymi
buitkami, které pokryvaji okoli organu, ptipadné valy, jsou-li vytvofeny (Pennati et al.,
2000; Nokhbatolfoghahai & Downie, 2005). Tyto bunky se pak staraji o distribuci sekretu
po povrchu organu. Plné vyvinuta zlaza drapatky je rozdélena na dvé ¢asti — mohutngjsi a
aktivngji sekretujici kranialni a mensi kaudalni (van Evercooren & Picard, 1978). V ramci
organu lze pozorovat také buniky bez nahromadénych sekretorickych granuli, coz
naznacuje, Ze k sekreci nedochazi kontinualné (Perry a Waddington, 1966).

Inervace smétfuje z maxilarni vétve trigeminalniho nervu piedev§im do kaudalni
Casti z1azy. Nervova vlakna vstupuji mezi sekretorické buiiky a jsou zakoncena zesilenym
termindlnim rozvétvenim (Roberts a Blight, 1975). Larvé inervace zajistuje takzvanou
»stopping response®, tedy zastaveni pohybu po kontaktu se substratem. Roberts a Blight
dale uvad¢ji, ze zakonCeni jsou excitovana také tahem, larva tedy setrvava v klidu 1
v dob¢, kdy je zavéSena na Zlazou produkovaném vldkné. V pribéhu adheze jsou
utlumeny také reakce na nékteré vnéjsi podnéty. Larvy zlstavaji ptichyceny do dokonceni
vyvoje ust a ocasu, ktery umozni efektivnéjsi pohyb (Thibaudeau & Altig, 1999). Po
otevieni Ust zacina zlaza postupné degenerovat (Groppelli et. al., 2003).

Nad podobnosti cementové zlazy zab s adhezivnimi strukturami u jinych skupin
obratlovct, respektive strunatcti, se zamysli fada autorti (viz napt. Nokhbatolfoghahai a
Downie, 2005; Pennati et al., 2000). Pennati et al. uvazuje, ze se ancestralni adhezivni
organy jako homologické struktury mohly zachovat u téch linii, u nichz existovalo pro
podobny organ vyuziti, a u ostatnich zaniknout. Jini autofi si v§imaji znacné podobnosti

s adhezivnimi papilami sumek (Sive & Bradley, 1996) a Veeman et al. (2010) ve své
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praci poukazuji na obdobny embryonalni ptivod a morfogenezi obou struktur, z ¢ehoz
usuzuji na piritomnost adhezivni zlazy u hypotetického spolecného piedka obratlovct a

plasténct.

3.2.7 Cementové organy bazalnich paprskoploutvych ryb

Z diavodu specifik cementovych organti bazalnich paprskoploutvych ryb budou
tyto skupiny (konkrétn¢ se jedna o fady Polypteriformes, Acipenseriformes, Amiiformes
a Lepisosteiformes) pojednany oddélené od ryb kostnatych (Teleostei). Pies veskeré
zasadni odlisnosti a tedy zajimavé otazky, které nad cementovymi organy téchto ryb
vyvstavaji, se jednd o skupiny v tomto sméru velmi malo probddané. VétSina praci
pochazi z pocatku 20. stoleti a zabyva se pouze morfologii v rdmci popisu larvalniho
vyvoje. Detailnéjsi histologické studie zaméfené pfimo na cementové organy jsou
k dispozici pro bichira Polypterus senegalus (Kerr, 1907) a kaprouna Amia calva
(Eycleshymer & Wilson, 1908). U jeseterd naopak neni z literatury ziejmé, zda se
u popisovaného cementového orgdnu skute¢né¢ jednd o adhezivni zldzu (srov.
Frankenberger, 1927 vs. Bolker, 2004), avSak soudi se, Ze v prubéhu vyvoje dava
struktura vznik hmatovym vousim (viz nize). U veslonost (Polyodontidae) z téhoz fadu
cementové organy nejsou znamy vibec, naproti tomu hmatové vousy vyvinuty jsou (Fox,
1999; Ballard & Needham, 1964).

Typickd pro popisované skupiny, na rozdil od vSech ptedchozich, je pozice
adhezivnich zl4z dorzalné od Ust, aCkoliv charakterizovat takto misto jejich vzniku jiz
zdaleka neni tak snadné, piedev§im u druhi, kde se usta zakladaji pozdé&ji. U bichira a
kostlina dle zmiflovanych studii vznikaji cementové organy jako parové vychlipeniny
anteriorniho entodermu, které¢ se zahy odSkrcuji, splyvaji s pokozkou a oteviraji do
vnéjSiho prostfedi — u bichira jako hluboké pohérky s Sirokym Ustim, u kaprouna jako
plosny sekretoricky epitel rozdéleny do vétstho mnozstvi podkovovité uspotadanych
diskt. Podobna je situace u jesetera (Frankenberger, 1927). U kostlina rodu Lepisosteus
(tad Lepisosteiformes) popisuji adhezivni zlazy Balfour a Parker (1882) a soudi, zZe
vznikaji ze spodni vrstvy epidermis. Autofi také prokazuji sekretorickou aktivitu
studovanych bunék. Vyvinuty organ ma podobu podkovovitého terce a zaujima znacnou
plochu nad horni Celisti. S rstem larvy a prodluZzovanim celisti se adhezivni plosky

koncentruji na rostrum a celd plocha se zmenSuje, az nakonec zcela zanikd (Long a
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Ballard, 2001). Na druhou stranu Lindahl (1944; citovano podle Diedhiou & Bartsch,
2009) uvadi, ze organ vznika za pfispéni entodermu. Eycleshymer a Wilson (1908)
zminuji studii von Kupfera (1893), ktery se zabyval adhezivnimi orgdny jesetera a popsal
jejich vznik z piivodné jediného zakladu, nasledné podélné a piicné rozdeleni na Ctyti
papily a jejich postupnou transformaci ve smyslové vousky dospélci. V pozdéjsich
pracich je vSak o zakladech vousti pojednavano jako o ,,hatching gland®, tedy zlaze, ktera
slouzi k rozruSeni vajeénych obalii béhem lihnuti (napt. Bolker, 2004; Zeiske et al.,
2003).

O inervaci organi u vétSiny zastupci informace chybi. Pouze u sporného
cementového orgénu jesetera uvadi Kuratani et al. (2000) inervaci mandibularni vétvi
nervu trigeminu, tedy shodnou jako u zab (autor se nicméné k povaze organu nevyjadiuje,
informace o inervaci se vztahuje obecn¢ k oblasti vznikajicih hmatovych vousku).
Homologizace adhezivnich organti bichira a kaprouna s organy ostatnich skupin je
vzhledem k jejich naprosto odliSnému pliivodu znacné€ problematicka. Pochopitelné ovsem
mohou byt homologizovany mezi sebou. Phelps Allis (1926) vSak za homologické
povazuje také adhezivni zlazy kostlina a jesetera. Eycleshymer a Wilson (1908) se pak
vyjadiuji k otdzce homologizace entodermalnich zl4z kaprouna a bichira
s ektodermalnimi zldzami ostatnich skupin jako znacn€ nepravdépodobné, pravé

vzhledem k odlisnému embryonalnimu pivodu.

3.2.8 Cementové zlazy kostnatych

V nepteberném druhovém bohatstvi nadiadu Teleostei nalezneme fadu skupin,
jejichz larvy se po vylihnuti pfichycuji k podkladu pomoci adhezivnich organi. Struktury
tohoto typu byly popsany u zastupcu fadt Osteoglossiformes (Kerr, 1907),
Cypriniformes, Characiformes, Characiformes, Gymnotiformes (Britz et al., 2000),
Esociformes (Merron et al., 1990; Braum et al., 1996), Synbranchiformes (Taylor, 1913),
Tetraodontiformes a Perciformes (Britz et al., 2000). Téméi vyhradné se pritom jedna
o sladkovodni druhy. Jedinou vyjimkou je druh Pholidichthys leucotaenia z tadu
Perciformes (Wirtz, 1994; podle Britz et al., 2000), ktery obyva mélké pobiezni vody
zéapadniho Pacifiku. Absenci zlaz pozorujeme taktéz u skupin s pokrocilou rodicovskou
péci, konkrétné u cichlid, jejichZz vyvoj probiha v tlamé rodi¢h (jako ptiklad lze uvést

rudimentarni zlazy u cichlidy Tilapia nilotica, Arnold et al., 1968). Larvy téchto druhi
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opoustéji rodna usta az tehdy, kdyz jsou schopné volného pohybu, adhezivni organy tedy
nepotiebuji (Groppelli et al., 2003). Na druhou stranu u druhti, které hlidaji vylihlé larvy
mimo usta mohou adhezivni z1azy umoznovat bezpe¢né setrvani na misté lihnuti (Britz et
al., 2000). Zajimavé vysvétleni pro adhezi k vodni hladiné¢ podavaji Rétaux a Pottin
(2011) pfi popisu cementové zlazy jeskynni formy tetry Astyanax mexicanus:
v uzavieném jeskynnim prostfedi se takto Cerstvé vylihlé larvy brani pfed predaci
dospélymi pfislusniky vlastniho druhu, ktefi potravu pfijimaji vyluéné ze dna. U nékolika
druhti byla popsana tvorba pfichytnych vladken, podobnych vldknim tvofenym larvami
drapatek (Kerr, 1907; Bennemann & Pietzsch-Rohrschneider, 1987; Arnold et al., 1968).
Posledni jmenovany autor popisuje diferenciaci bun¢k cementového organu cichlidy
Tilapia mariae na bazalni, produkujici vlakno, a periferni, opatiujici jej adhezivnim
sekretem.

V ramci skupiny existuje mezi adhezivnimi zldzami zna¢na morfologicka
variabilita. Pokud jde o umisténi, situace je stejnd jako u bazdlnich paprskoploutvych.
PIn¢ vyvinuté zlazy se nachazeji dorzalné od ust, avSak u fady druhii se neomezuji na
jejich nejblizsi okoli a Casto se tvoii daleko od nich na dorzalni stran¢ hlavy (Pottin et al.,
2010; Britz et al., 2000). Odlisnad je také uroven organizace sekretorického epitelu.
Zatimco u cichlid (naptiklad u skalary Pterophyllum scalare) vznikaji utvary ne
nepodobné pomérné komplexnim cementovym organtim bichir (Groppelli et al., 2003),
zastupci fadu Gymnotiformes jsou vybaveni pouze jednotlivymi sekretorickymi bunikami
volné rozptylenymi v pokozce dorzélni strany hlavy (Britz et al., 2000).

Cementové organy skalary sestavaji ze tii part kraterovitych zlaz. Prvni dva se
nachazi na dorzalni stran¢ hlavy, tfeti nad Cichovymi jamkami. Sekretorickou aktivitu
vykazuji nejprve Zlazy dorzalni, aZ poté anteriorni (,,ventralni®, Groppelli et al., 2003),
¢imz je ztejmé& docileno prodlouZeni doby, po kterou je larva schopné adheze. Epitelialni
buniky kolem usti Zldzy vykazuji typické zvrasnéni povrchu (Bennemann a Pietzsch-
Rohrschneider, 1978). Podobnou adaptaci nalezneme taktéz u cichlid a nahohibetych
(Gymnotiformes). U rodu Apteronotus jsou navic epitelialni bunky v ,,adhezivni oblasti*
hlavy opatfeny zvrasnénymi kuZelovitymi vybézky (Britz et al., 2000). Vlastni
sekretorické bunky se nijak neli§$i od obecného rozvrhu popsaného v tvodni casti
kapitoly. Inervace byla studovana u skalary Pterophyllum scalare, kde je zajisténa vétvi
trigeminalniho nervu (Groppelli et al., 2003), stejné€ jako u dalSiho ze studovanych druhd,

tetry Astyanax mexicanus (Pottin et al., 2010).
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K homologii s adhezivnimi orgény ostatnich skupin se vyjadiuje naptiklad
Groppelli et al. (2003), ktefi soudi, ze adhezivni organy skalary pies vSechny
morfologické a funkéni odliSnosti odpovidaji cementovym zldzdm Zzab a adhezivnim
papilam sumek. Tii pary cementovych organt larvam skalar umoziuji diky postupnému
zapojovani sekrece prodlouzit celkovou dobu adheze. Zajimavou hypotézu piinasi Britz
et al. (2000). Ti ve vyétu podobnych organt uvadéji jak cementové organy bazalnich
paprskoploutvych, zab a dvojdysnych, tak balancery ocasatych obojzivelnikli a
upozoriuji na znacnou variabilitu adhezivnich organi Teleostei. Nasledné navrhuji, ze
cementové organy Teleostei by mohly vzniknout specializaci poharkovych bunék (goblet

cells), tedy sekretorickych bunék, které se bézné vyskytuji v pokozce ryb.

3.3 Genova regulace vzniku adhezivnich zlaz

Genové regula¢ni mechanismy, fidici vznik adhezivnich struktur, jsou opé&t
prostudovany nejpodrobnéji na piikladu drapatky Xenopus laevis. Cementovou zlazu
drapatky nejprve prosazoval J. J. Picard (napt. 1975a, b) jako model diferenciace
zarode¢nych tkani. V rdmci své prace testoval mimo jiné moznosti indukce vzniku zlazy
pomoci chloridu amonného. Pozdéji byl tento organ uspésné zaveden jako model studia
diferenciace anteriorni oblasti embrya, zejména nervové tkané. Nckteré regulacni
mechanismy totiZz oba typy tkani sdileji, pfi¢emZ vznik cementové Zlazy je regulovan
jednodusSeji, a tedy umoziuje snazsi pochopeni studovanych interakci (Sive a Bradley,
1996). Od poloviny devadesatych let byla popsana celd fada gend, G€astnicich se indukce
cementové Zlazy drapatky, ¢imz celd regulacni sit’ ziskala konkrétnéjsi obrysy. Nicméné
mezidruhovym srovnanim genové exprese v oblasti vznikajicich adhezivnich Zlaz se
zatim mnoho studii nezabyvalo. Zatim tak chybi potfebné argumenty pro, piipadné proti
homologizaci cementové zlazy drapatky s obdobnymi strukturami jinych obratlovci.

Prehled faktorti, podilejicich se na diferenciaci sekretorického epitelu, uvadi
napiiklad Sive a Bradley (1996). Na prvotni indukci organu se podili geny exprimované
v notochordu (noggin, folistatin a chordin), xnr3 a geny rodiny hedgehog. Vsechny
zminované faktory umoziuji in vitro indukci cementové zlazy v ektodermu animalniho
polu. Inhibice lze naopak dosahnout zvySenim exprese bmp4 a wnt8. Na samotné
fungovani zlazy ma bezprostiedni vliv gen xcg (nazyvany také agr2; Pottin et al., 2010),

jehoz produktem je mucinu podobny glykosylovany protein, ktery je zakladem
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adhezivniho sekretu. Xcg je exprimovan vyluéné v cementové zlaze. Naproti tomu dalsi
zminovany gen, Xag, je sdilen se zldzou, umoznujici rozruseni vajecnych obali béhem
lihnuti (hatching gland). Cementova zldza drapatky je také typickd rozdélenim na
anteriorni a posteriorni ¢ast, které se lisi sekretorickou aktivitou a inervaci (viz kapitolu
4.2.6). Pouze na posteriorni ¢ast zlazy je omezen gen Xa, naopak anteriorni Cast se
vyznacuje piitomnosti homeotickych genu xdlI3 a xdll4. Sive a Bradley (1996) uvadi, ze
rozdily v expresi ziejmé napomaéhaji smerovat rast axonit do posteriorni ¢asti zlazy. Od
nervové tkané se zlaza odliSuje expresi xnotchl.

Klicové pro diferenciaci zlazy je pusobeni otx2, genu homologického s otd
octomilky (gen octomilky stale vykazuje schopnost pisobit na embrya drapatky shodné
s otx2 (Lunardi a Vignali, 2006)). Ten je nicméné exprimovan také v oblasti pfedniho a
sttedniho mozku, ptesnd lokalizace cementové zlazy musi tedy podléhat dalsi regulaci
(viz nize). Otx2 je aktivovan faktory noggin a chordin a cilem jeho ptisobeni je pfimo gen
Xcg, ptficemz otx2 spousti jeho expresi vazbou na promotor. Xag je naopak ziejmé
regulovan nepfimo. Na indukci je citlivd pouze anteriorni oblast ventrolateralniho
ektodermu ve stadiu stiedni gastruly, tedy v dobé&, kdy je definitivné vymezena anteriorni
a posteriorni oblast embrya. Otx2 je vSak exprimovan jiz diive v dorzalnim ektodermu,
ptedcasné indukci zlazy tak musi byt zfejmé branéno specifickym inhibitorem, piipadné
absenci potfebného kofaktoru. Ve stadiu stfedni gastruly otx2 spousti ve vznikajici
cementové Zlaze expresi Xcg, xag a endogenniho otx2 (Gamill a Sive, 1997).

Vzhledem k expresi otx2 v dorzalngji lezicim neuroektodermu je pro lokalizaci
nutny kofaktor, ktery by omezoval vznik zlazy na oblast leZici vice ventraln€. Ve své
dal$i praci Gamill a Sive (2000) ukazuji na vliv bmp4, ktery je exprimovany ve
ventralnich tkanich a dorzaln¢ inhibovany faktory noggin a chordin, ale také samotnym
otx2. Pro Gspé&snou indukci cementové zlazy je vSak nutna koexprese bmp4 a otx2.
K piekryvu nejspiSe dochézi v oblasti, kde koncentrace faktort noggin a chordin stale
umoziuje aktivaci 0tx2, avSak uz nestaCi na inhibici bmp4. Taktéz otx2 musi byt
v bunkéch zakladajici se cementové zlazy produkovan pouze v takové koncentraci, ktera
by koexpresi bmp4 umoznila (Gamill a Sive, 2000). Na druhou stranu zvySena
koncentrace bmp4 ma za nasledek inhibici zlazy a ziejmé je kliCova pro zabranéni jejimu
vzniku ve ventralnim ektodermu (Sive a Bradley, 1996). Zda se tedy, Ze v misté piekryvu
jsou nutné niz§i koncentrace obou zminovanych faktori. V indukci cementové zlazy se
uplatiiuje také otx5, paralog otx2, ktery je také schopen in vitro indukce cementové zlazy.

Jeho ptesna role v§ak neni doposud znama.
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Tkanovym kontextem celého procesu vzniku zlazy se zabyvaji predevsim Sive a
Bradley (1996) a Bradley et al. (1996). Autofi prvni prace dochazi k zavéru, ze neexistuje
zadny specificky faktor, ani jednoduchy piekryv exprese vice gend, ktery by byl omezen
na anteriorni oblast hlavy, ve které se organ zaklada. Uvazuji, ze tkan reaguje na snizenou
expresi faktor, které ve vysSi koncentraci vedou k diferenciaci na nervovou tkan.
Bradley et al. (1996) definuje oblast vzniku zlazy jako rozhrani dorzalniho a ventralniho
ektodermu v nejanteriorngjsi ¢asti embrya. Primarni specifikace zakladii orgédnu nastava
jiz na pocatku gastrulace, tyka se vSak pouze spodni vrstvy ektodermu, ze které
sekretoricky epitel nevznikd. Ve stadiu pozdni gastruly je jiz indukce doloZena expresi
XCcg a xag, u ¢asné neuruly se pak v posteriorni ¢asti zlazy piidava xa. Ke konci gastrulace
se celd oblast dostdvda do kontaktu s dorzoanteriornim entodermem, ktery ziejme
v regulaci diferenciace zlazy hraje dulezitou roli. Ventralni entoderm pak naopak vzniku
zlazy brani. Bezprostfedni regulace vzniku Zlazy je pravdépodobné zajiSténa interakci
diive indukované spodni vrstvy ektodermu a vrstvy vnéjsi. Ta zfejmé zdroven inhibuje
diferenciaci zlazy ve spodni vrstvé. Zajimavé experimenty v tomto sméru provadéli Fang
a Elinson (1996), ktefi pomoci mezidruhovych transplantaci mezi drapatkou a
Eleutherodactylus coqui ukazali, ze ektoderm E. coqui v dusledku terestrického ptimého
vyvoje ztratil schopnost reagovat na induk¢ni signdly z dorzoanteriorniho entodermu.
Entoderm vSak v transplantatu z X. laevis vznik zlazy indukuje. Ke ztrat¢ adhezivniho
organu tak doSlo zménami v expresi gend, které urcuji schopnost ektodermu reagovat na
indukéni faktory.

Lokalizaci oblasti, ve které se zlaza zaklada, rozpracovavaji Wardle et al. (2002).
Definuje ji jako prinik tfi domén: anterodorzalni (AD), ventrolateralni (VL) a vnéjsi
vrstvy ektodermu (EO); tedy CG=AD+VL+OE. Toto schéma pak Wardle a Sive (2003)
prosazuji jako alternativu k hypotéze o lokalizaci Zlazy pomoci stfednich koncentraci
exprese bmp4 (Gamill a Sive, 2000; viz vySe). Anterodorzalni doména je definovana
expresi 0tx2 a vznika z ni nejen cementova zlaza s ptilehlym meso- a entodermem, ale
také piedni mozek. Doménu ventrolateralni definuje exprese bmp4 a vent2. Expresni
charakteristiky vn&j§i a vnitini vrstvy ektodermu ve vySe zminénych pracich
specifikovany nejsou. Je vSak ziejmé, Zze odliSnost téchto vrstev hraje v indukci Zlazy
zasadni roli.

Léta vyzkumu signalizace v anteriorni oblasti embrya, vzniku cementové Zlazy a
indukce ust pozdéji shrnuji Dickinson a Sive (2007). V této praci na zédklad€ predchozich

studii definuji extrémné anteriorni oblast embrya dripatky jako zcela samostatnou
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doménu, vymezenou piredevSim pfimym kontaktem anteriorniho entodermu
s ektodermem. Jedna se tedy o oblast bez jakékoli pfimé ucasti mesodermu. U drapatky
postupné dava vznik cementové Zlaze, Gistim a adenohypofyze. Cast, ze které vznikaji
usta a adenohypofyza pak dle autorti vykazuje plakodalni rysy, vcetné exprese gent
rodiny pitx. V cementové zlaze jsou pfitom exprimovany pouze geny pitxl a pitx2c,
zatimco ve zbytku popisované domény se k nim pfidavaji také pitx2b a pitx3
(Schweickert et al., 2001). Druha zminovana dvojice se vSak omezuje pouze na vnitini
vrstvu ektodermu, na rozdil od prvnich dvou gentl, exprimovanych v obou vrstvach. Pitx1
a pitx2c umoznuji ektopickou indukci cementové Zlazy a zaroven jejich blokovani za
pouziti morpholino antisense oligonukleotidii dokéze zabranit vzniku ektopické zlazy,
ktera byla nejprve indukovana pomoci otx2. Kromé zasadni role téchto faktort poukazuji
autofi také na geny Xag, Xxcg a gob4, jejichz produkty jsou muciny a protein, regulujici
sekretorickou funkci. Prace také upfesnuje, Ze samotny anteriorni entoderm nepostacuje
pro indukci vzniku zl4zy a nutnd je G€ast anteriorniho neuroektodermu a anterodorzalniho
mesodermu. Dale zdaraziiuje inhibi¢ni vlastnosti ventralniho ektodermu, nicméné opét
predpoklada permisivni funkci ventrolateralni domény, exprimujici bmp. Vznikly protein
poté difunduje do dorzalnéji lezicich tkdni za vzniku gradientu. Permisivni pro vznik Zlaz
je pak oblast se stfedni koncentraci morfogenu, v niz je umoznéna exprese Otx2
(Dickinson a Sive, 2007).

V souvislosti s cementovymi organy byly ve studiich na jinych skupinach
organismi zminovany piedev§im paralogy otx. U zebrovnika Pleurodeles waltl byla
prokazana exprese 0tx5, podilejiciho se na regulaci vzniku balancerd. Sauka-Spengler et
al. (2002) uvadéji, Ze zmény v jeho expresi mohou byt zodpovédné za ztratu balancerii
u nekterych skupin ocasatych. Exprese otx2 v balancerech prokazana nebyla, coz
komplikuje posouzeni piipadné homologie organu s cementovou zlazou drapatky. Avsak
samotny gen OtXx5 naznacuje, Ze regula¢ni mechanismy budou u obou struktur alespon do
urc¢ité miry podobné. U bichira rodu Polypterus byly v cementovych organech prokazany
geny oba. Otx2 je exprimovan piedevS§im v oblasti stfedniho mozku, v cementovych
organech pak v mensi mife. Naproti tomu 0tx5 se omezuje pouze na cementové organy a
epifyzu. Z dalSich paralogl otx byla v adhezivnich Zlazadch pozorovéna exprese otx1l
(Suda et al., 2009). Pottin et al. (2010) se vénuji vyvoji cementové Zlazy tetry Astyanax
mexicanus. Prace zminuje expresi bmp4 v kaudalni ¢asti dorzalné leziciho organu, a to
jak v bazdlnich, tak sekretorickych buiikach. Dale uvadi obdobnou, avSak pouze na

bazalni bunky omezenou expresi pitxl a pitx2. Dalsi zasadni gen, agr2 (tedy xcg) byl
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vSak prokazan pouze v rostralni ¢asti embrya, v oblasti, kde se vyviji tzv. ,hatching

gland®. V samotné cementové zlaze exprese agr2 chybi.
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4 Material a metody

4.1 Embrya

Vajicka bichira (Polypterus senegalus) byla ziskana z¢asti z chovi p. Tichého
z Kravat u Opavy. Dalsi ¢ast, stejn¢ jako vajicka drapatky (Xenopus laevis), pochazela
z chovu Katedry zoologie PiF UK. Vajicka a larvy piskofe pruhovaného (Misgurnus
fossilis) a jeseterd (Acipenser sp.) ochotné poskytli RNDr. Bofek Drozd a Ing. David
Gela, PhD., z chovl Fakulty rybafstvi a ochrany vod JihoCeské univerzity. Nékolik
embryi a larev Zebrovnika (Pleurodeles waltl) jsem ziskal od Roberta Cerného, Ph.D.
z katedry zoologie. Ziva embrya byla odchovana do pozadovanych stadii v podminkéch,
které dané druhy vyzadovaly. Vybrana stadia byla anestetizovana v roztoku MS-222
(Serva), fixovana v 4% PFA a poté skladovana ve 4°C.

Pro urceni stadii bichira byla, vzhledem k nejpodrobnéjSimu rozpracovani stadit,
béhem nichz se vyviji cementové organy, pouzita nepublikovana stddiovaci tabulka
kolegy M. Kralovice. Pro srovnani s publikovanou tabulkou Diedhiou & Bartsch (2009)
priblizné plati nasledujici ptevod (jako prvni vzdy uvedeno stadium dle M. Kral'ovice): st.
20=23, st. 21=24, st. 22=24/25, st. 23=25a, st. 24=26/27, st. 25=28, st. 26=29, st. 27=30.
Staii embryi drapatky bylo urCovano na zakladé tabulky Nieuwkoop a Faber (1967),
embrya piskofe podle tabulky Kostomarova (1991) a embrya Zebrovnika podle Shi &
Boucaut (1995).

4.2 SEM

Embrya pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) byla postfixovana v
Karnovského fixativu (2% roztok glutaraldehydu v PFA) po dobu minimaln¢ 12 hodin ve
4°C. Po promyti v 0,1M PBS byla néasledné plynule odvodnéna vzestupnou ethanolovou
fadou a ptevedena do 100% acetonu. Takto oSetfené vzorky byly v Laboratofi
elektronové mikroskopie PiF UK vysuSeny metodou CPD (Critical Point Drying)
v aparatuie Bal-Tec CPD 030 a rozmistény na vrstvé pryskyfice (Tempfix Kit) na
hlinikové terciky. K manipulaci s kiehkymi embryi byla pouzita fasa, pfipevnéna na
vhodném drzaku. Preparaty byly poté pokryty vrstvou zlata v napraSovacce Bal-Tec SCD
050 a pozorovany pod skenovacim elektronovym mikroskopem JEOL 6380 LV.
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Embrya bichira byla za ucelem frontalniho pozorovani pied odvodnénim
piefiznuta transverzalné ve stiedni Casti Zloutku a po vysuSeni v CPD usazena na ter¢iky

na plosku, vytvofenou fezem tak, aby rostralni ¢ast sméfovala vzhiru.

4.3 Extirpace ektodermu

Pro ucely extirpace hlavového ektodermu byla embrya z Karnovského fixativu
promyta v 0,1M PBS a poté na 10 minut pfevedena do 0,01M PBS pro lepsi odd¢leni
epitell v disledku osmotickych zmén. Nasledné byla vzestupnou ethanolovou tfadou
ptevedena do 70% EtOH a piemisténa do Petriho misky s plastelinou, kde byla usazena
do pfedem pfipravenych dilkii a upevnéna v pozadované poloze. Extirpace byla
provedena pod binokularni lupou Olympus SZX12 pomoci wolframovych jehel.
Ektoderm byl odstrafiovan v hlavové oblasti mezi oblasti vzniku Ust a zdklady vné&jSich
zaber. Zpracovana embrya byla nasledné transverzalné pfefiznuta ve stiedni ¢asti Zloutku

a dale pfipravena pro SEM dle vySe uvedeného postupu.

4.4 Zpracovani embryi na fezech

Vzorky pro Kklasickou histologii byly odvodnény vzestupnou ethanolovou fadou
a prevedeny na 12 hodin do roztoku slozek A + C pryskyfice JB-4 (Polysciences).
Nasledujici den byla embrya zalita do formy v roztoku A + B + C, ktery bez pfistupu
vzduchu polymeruje na pevnou pryskyfici. V piipadé¢ nevhodné orientace embryi byly
vzniklé blo¢ky vhodné& sefiznuty a znovu zality ve vyhovujici poloze. Poté byly nafezany
na mikrotomu Leica RM 2155 na tloustku cca 5-8 pm. Rezy byly pfeneseny na podlozni
sklicka a po vysuSeni barveny roztokem histologickych barviv Azure B/Eozin (Serva).
Poté byly tezy zality pryskyfici DPX (Fluka), pfikryty krycimi sklicky a skladovany ve
vodorovné poloze. Po zatvrdnuti DPX byly vzorky analyzovany pod mikroskopem
Olympus BX 51.

Embrya pro zpracovani v kryostatu Leica CM 3050S byla nejprve promyta 3x10
minut v 0,1M PBS na promyvaéce, aby byl odstranén veskery PFA. Nasledovala
infiltrace 7,5% a 15% roztokem sacharézy po 2,5 hodinach ve 4°C a poté inkubace v fadé
roztokit 15% sacharézy se stoupajici koncentraci zelatiny (7,5%, 15% a 20%) po 12

hodinach pii1 37°C ve vodni lazni. Takto pfipravena embrya byla ve 20% zelating zalita
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do silikonové formy (Polysciences) a zmrazena na -25°C v komote kryostatu. Blocky
byly upevnény na teréiky roztokem Tissue Freezing Medium (Jung) a krajeny na tloustku
7-10 pm. NanaSeny byly na nahtatd podlozni sklicka, kterd byla néasledné do aplikace
protilatek skladovana ve vlhké komurce ve 4°C. Pfed vlastnim znacenim byly fezy
odzelatinizovany opakovanym ponoienim sklicka do 37°C teplého odzelatinizovaciho
roztoku a naslednym omytim v destilované vodg¢.

Pro zaliti do parafinu byla embrya nejprve odvodnéna vzestupnou ethanolovou
fadou, poté nasledovaly dvé 1azné€ v xylenu. V posledni lazni byly vzorky pfeneseny do
inkubatoru, kde se zahtaly na teplotu 60°C. V této teploté byly pievedeny do parafinu a
v ném ponechany 2x 30 minut. Pomoci pinzety pak byla embrya pienesena do
predehiatych petriho misek s tekutym parafinem. Ty pak byly po spravném usazeni
embryi ochlazeny do zatuhnuti parafinu. Embrya byla v blo¢cich pozadované velikosti
vykrajovana pomoci zahtatého skalpelu a roztavenym parafinem upevnéna na dievénou
kostku. Po uchyceni do drzéku mikrotomu Leica RM 2155 byly zhotoveny fezy
o tloust'ce cca 5-7 um. Retizky fezi byly roztazeny na vodni hlading a z ni pfeneseny na
sklicko. Po zaschnuti byla sklicka uskladnéna nebo ihned odparafinovana a déle
zpracovana. Odparafinovani bylo provedeno v roztoku Histochoice (Sigma). Pied
barvenim byly fezy rehydratovany sestupnou ethanolovou fadou, zakoncenou dvéma

laznémi 0,1M PBS.

4.5 Imunohistochemie

Na kryostatové fezy byla, po promyti PBS a oSetteni 1% roztokem BSA po dobu
10 minut, aplikovana primarni protilatka (fibronektin, rabbit anti-human (Dako, fedéni
1:100). Sklicka byla ponechéana pies noc ve vlhké komirce ve 4°C. Po uplynuti uvedené
doby byly fezy oplachnuty PBS a dale promyvany v PBS 3x po 10 minutach. Jako
sekundarni protilatka byla pouzita goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 1:500),
umoznujici vizualizaci fibronektinu pomoci fluorescence. Inkubovana byla opét cca 12
hodin ve 4°C, poté byla piebytecna protilatka vyplachnuta PBS a sklicka byla zalita
pomoci Vectashield Mounting Medium Hard Set (Vector), obsahujicim fluorescenc¢ni
znacku DAPI pro vizualizaci DNA v jadrech, a ptikryta krycimi sklicky. Skladovana byla
ve 4°C.
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Jako alternativa k fluorescenénimu znaceni byl pouzivan Vectastain Elite ABC
Kit (Vector), ktery umoznuje vizualizaci protilatky ve viditelném svétle pomoci kienové
peroxidazy (HRP), ¢imz zvySuje kompatibilitu s né¢kterymi dal$imi metodami (PAS,
Nomarského kontrast — viz nize). V tomto piipad€ byl cely proces zkracen a primérni
protilatka inkubovana pouze 1,5-2 hodiny pfi pokojové teploté. Po promyti 3x10 minut
v PBS nasledovala sekundarni protilatka (soucast kitu), po 30 minutach opét promyti
v PBS, inkubace 30 minut v roztoku ABC a dalsi promyti v PBS. Znacka byla vyvijena
v roztoku diaminobenzidinu, dokud nebyla zfeteln¢ viditelnd (cca 1 minutu). Poté byly

fezy zality pod Mowiol 4-88 (Sigma-Aldrich) pod krycimi sklicky a skladovany ve 4°C.

4.6 PAS

Pro selektivni znaceni cementovych organt bylo pouzito barveni PAS (Periodic
Acid-Schiff Kit, Sigma), vizualizujici mukopolysacharidy reakci kyseliny jodisté
s glukozou a naslednou barevnou reakci produktli s Schiffovym ¢inidlem. Metoda byla
pouzita jak na kryostatové, tak na parafinové fezy, pfiCemz tyto varianty se liSily délkou
aplikace Schiffova ¢inidla. Na kryostatové, piipadné rehydratované parafinové fezy byla
po provlhceni skli¢ek destilovanou vodou nanesena kyselina jodistd na dobu 5 minut pfi
pokojové teploté. Po nékolikandsobném oplachnuti destilovanou vodou bylo aplikovéno
Schiffovo €inidlo.

Doba barveni u kryostatovych fezi se pohybovala v rozmezi 30 sekund az 5
minut dle studovaného ZivociSného druhu. Intenzitu zabarveni bylo nutné prabézné
sledovat a reakci v€as zastavit promytim skli¢ek v destilované vodé, aby nedoslo
k oslabeni signalu neselektivnim barvenim pozadi. V ptipadé¢ parafinovych ezl
neselektivni barveni problém nepiedstavovalo a embrya bylo mozno barvit ve shod¢
s navodem uvedenym v kitu, tedy 15 minut. Metoda PAS se ukazala jako kompatibilni
s imunohistochemickymi metodami a UspéSné byla pouZivana na vzorcich znacenych

pomoci Vectastain Elite ABC Kit.

4.7 Mikroskopicka technika a zpracovani dat

Histologické a imunohistochemické preparaty byly pozorovany pod

mikroskopem Olympus BX51, ktery umoziuje také pouziti fluorescencni mikroskopie
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diky integrované UV lampé. Obrazky byly snimany kamerou Spot. Cast preparatil byla
snimana pod mikroskopem Olympus AX70 kamerou Olympus DP72 za pouziti
Nomarského kontrastu, ktery umoziuje vizudlni rozliSeni bunék a tkdni bez pouziti
histologického barveni. Extirpace ektodermu a pozorovani embryi pifed krajenim
probihalo pod binokularni lupou Olympus SZX 12 s kamerou Olympus a mozZnosti
skladani obrazu z vice nasnimanych vrstev (Deep Focus) pomoci softwaru QuickPHOTO
MICRO (Promicra). Technika pouzita pro SEM je podrobné zminovana vyse. Obrazky
z fluorescen¢niho mikroskopu byly upravovany a sklddany do vicebarevné podoby
v programu Spot Advanced (Diagnostic Instruments). Finalni Gpravy a tvorba obrazovych
tabuli byly provedeny v programu Corel Photo-Paint. Schémata byla zhotovena pomoci

vektorové grafiky v programu Corel Draw.
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5 Vysledky

5.1 Povrchova morfologie (SEM)

5.1.1 Bichir Polypterus senegalus

Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu odkryvaji morfologické
detaily pritbé¢hu vyvoje a otevirani cementového organu bichira. Organy se na povrchu
zakladaji jako dvé mohutné vyduté po bocich pfedniho konce hlavy a pfiblizn€ do stadia
22 jsou pokryty pokozkou nijak se nelisici od zbytku télniho pokryvu (obr. 2A). Bunky
maji tvar nepravidelnych konvexnich mnohothelnikli o variabilnim priimeéru (cca 10-25
um). V pokoZce jsou ve viceméné pravidelnych intervalech rozmistény také bunky
opatfené dlouhymi brvami. Ve stadiu 23 se ve stfedni ¢asti vyduti objevuje napadna ryha,
tvofena deformaci pokozkovych bunék (obr. 2B*‘, 3B), ktera se ve stadiu 24 zacina
rozestupovat (obr. 2C*¢, 3C). Mezi jednotlivymi jedinci vSak existuje urcita variabilita,
urceni stadia, ve kterém dochézi k perforaci pokozky, tedy neni absolutni. V pribéhu
stadia 24 a z¢asti 25 pokracuje rozevirani pokozky. Z nepravidelné stérbiny se postupné
stava kruhovy otvor, obklopujici vynofujici se cementovy organ (pro detaily otevirani
organu viz obr. 3). Béhem ustupu pokozky nejsou patrné zadné znamky odumiréni nebo
odlucovani bunék. Vynotujici se cementovy orgén je tvofen zieteln¢ odlisSnou populaci
bunék o napadn€ mensim primeéru (cca 5 um, obr. 2D**), predstavujici dle mych vysledki
(viz nize) derivat anteriorniho entodermu (obr. 3). V dobé& rozestoupeni pokozKy je ve
sten€ Zlazy obvykle jiz patrny otvor, kterym bude v pozdéjsSich stadiich vystupovat
adhezivni sekret (obr. 2C*‘). Pfechod mezi pokozkou a orgdnem je zpocatku dobie
patrny, kolem stadia 27 se rozhrani vyhlazuje a jedinym rozliSovacim znakem mezi
obéma populacemi je velikost buné¢k (obr. 2F*¢, 3F). V témze stadiu se objevuji takeé
znamky aktivni sekrece a v usti organti jsou Casto zachyceny ¢astecky necistot (obr. 2D,
Fe).

V ramci studia morfogeneze cementového organu byly provedeny také extirpace
ektodermu za ucelem vizualizace napojeni vyvijejiciho se organu na anteriorni entoderm.
Béhem testovani metody vSak vyvstala fada technickych problému, které znemoznily
tento piistup uspesné aplikovat. Misto napojeni na entoderm lezi pomérné hluboko uvnitf
hlavy embrya a po odstranéni ektodermu je kryto silnou vrstvou mezenchymu, ktery kvili

jeho nespojitému charakteru neni mozné jednoduSe odpreparovat wolframovymi jehlami.
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Dalsi problém piedstavovala zloutkova granula, ktera se uvoliiovala z poskozenych bunck
— predevsim na Zloutek bohatého entodermu — a ulpivala na sledovanych tkanich. Pouze
na n¢kolika snimcich bylo patrné protazeni kaudalni casti entodermalniho vacku,
tvoticiho orgdn. Neni vSak ziejmé, zda byla zachycena faze napojeni na prvostievo, nebo
jiz uplné odde€leni vacku. Na fad¢ snimkl je patrny dvouvrstevny dlazdicovy epitel,
pokryvajici vyduté¢ budoucich cementovych organi, coz naznacuje, ze organ nevznika

z 7adné z vrstev ektodermu, ale pravé z migrujiciho entodermalniho vacku.

5.1.2 Drapatka Xenopus laevis

Cementova zlaza drapatky se nejprve zakladd jako pigmentovand oblast
anteroventralniho ektodermu ve stadiu 17 (Nieuwkoop & Faber, 1967). Okolni pokozka
vykazuje podobné znaky, jaké byly popsany u bichira, v¢etn¢ pravidelného vyskytu
obrvenych bungk (obr. 5). Diferencujici se sekretorické bunky se ve stadiu 26 jiz zietelné
odliSuji od okolniho epitelu napadné mensim primérem povrchu apikalnich ¢&asti,
komunikujicich s vnéj$im prostfedim (obr. SA*“). V nasledujicich stadiich se sekretorické
buiiky dale protahuji a tvofi napadnou kuzelovitou vyvySeninu (obr. 5B, 5C*), jejiz bazi
pokryva dlazdicovity epitel pokozky. Povrch bunék se pokryva vrstvou adhezivniho
sekretu, pfedevs§im v kranidlni ¢asti organu, ktera vykazuje nejvyssi sekretorickou aktivitu
(obr. 5C**). Od stadia 26 pocina nad dorzalnim okrajem organu invaginace stomodea
(obr. 5A), ktera je v st. 39-40 zavrSena otevienim ustniho otvoru (obr. 5D*). Brzy poté,
zhruba ve stadiu 45 zalind byt patrnd postupnd degradace orgéanu, ktery ustupuje

expandujicim strukturdm orélni oblasti.

5.1.3 Piskor Misgurnus fossilis

Pro podrobné studium morfogeneze cementové zlazy piskofe pruhovaného se
bohuzel béhem prvni sezdény nepodatilo zajistit kompletni sérii vyvojovych stadii.
V nejranéjSim zkoumaném stadiu (st. 37 dle Kostomarova, 1991) je jiz zlaza vytvoiena
v téméf findlni podobé (obr. 7A“‘, 8A). Embryo mé zna¢né zasoby Zloutku v protazeném
zloutkovém vaku, ktery je nejmohutnéjsi v pfedni ¢asti, na niZ spociva vyvijejici se hlava
(obr. 7A). Cementovy organ se formuje jako rostraln¢ lokalizovany okrsek

specializovaného epitelu, dorzalné¢ nad budoucimi usty. Na rozdil od ptedchozich dvou
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druhti vSak sekretorické builkky nejsou od okolni pokozky napadné odd€lené a urcit
piesnou hranici organu je tak obtizné (obr. 8A‘‘, B**, C*‘). Opét je moZno pozorovat
ponc¢kud mensi primér jednotlivych bunék, k jeho zmensovani vSak dochdzi plynule od
periferie do centra orgdnu (obr. 8A®, B, C*‘). Nckteré¢ builky jsou opatieny
nepravidelnymi kuZelovitymi vyb&Zzky, jez jsou patrné zejména z laterdlniho pohledu
(obr. 1C*). Viditelné roztfepeni povrchu téchto vybézkt miize byt disledkem piipravy
preparatu pro SEM. Vyskytuje se ovSem pouze na bunikach adhezivni zlazy, vyplyva tedy
ziejmé z vlastnosti sekretorickych bunck. V nésledujicich stadiich kuzelovité vybézky
mizi, nicmén¢ bunky jsou nadale odliSitelné menSim primérem apikalnich membréan. Ve
stadiu 39 jsou jiz pod adhezivni Zlazou oteviena usta a vyvijeji se hmatové vousy (obr.
7C, C°). V dalsim vyvoji se pak vzhledem rozvoji oralnich struktur zmensuje relativni

velikost cementového organu, az ve stadiu 40 zcela mizi.

5.1.4 Zebrovnik Pleurodeles waltl

Balancery zebrovnika se zakladaji ve stddiu 29 jako podlouhlé vyvySeniny
v oblasti maxilomandibularni kondenzace. Kaudalné od nich vznikaji vnéjsi zabry — od
spole¢ného zakladu se oddéli nejdiive prvni a posléze i druha a tfeti vétev (obr. 9A). Ve
stadiu 30 je rozdélené Zaber kompletni, pouze posledni vétev zatim zlstava
nediferencovana. Po stranach hlavy tedy pozorujeme tii kratké cylindrické vybézky (obr.
9B, B*). O stadium pozdg¢ji je fada doplnéna posledni vétvi Zaber a vSechny vyb&zky se
prodluzuji. Budouci balancer lezi nejvice anteriorn€ a od vznikajicich Zaber je oddélen
mezerou, zatimco jednotlivé vétve zaber k sobé& tésné piiléhaji (obr. 9C, C*). Rada bungk
balancerti 1 Zaber vykazuje mensi primér apikalnich membran neZ buniky pftilehlych
oblasti pokozky, rozdil vSak neni tak zfejmy jako u ptedchozich druhii. Obrvené buiiky,
rozptylené v pokozce, piechdzeji z€asti 1 na zaklady jak dychacich, tak adhezivnich
organt. Od stadia 32 se ovSem na balancerech omezuji pouze na nejbazalnéjsi oblast,
zatimco na vnéjSich Zabrach ziistavaji pfitomny i1 nadale. V tomto stadiu je také poprvé
mozné povSimnout si odlisSné morfologie vnéjSich Zaber, jejichz vétve se lateralné
zplostuji a zaSpicatuji (obr. 9D). Ve stadiu 33 dochazi k diferenciaci sekretorického
epitelu na konci balanceru. Buiiky zacinaji vytvaret typické kuzelovité vybézky popsané 1
u jinych druhii (napt. Britz et al., 2000) a u casti jedinci lze pozorovat shluky

adhezivniho sekretu a necistot, zachycené na sekretorické Casti organu. Vnéjsi zabry se
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v tomto stadiu zacinaji sekundarné vétvit (obr. 9E). Ve stadiu 34 se dale zvétSuje podil
sekretorické oblasti na délce balanceru a az na ojedinélé vyjimky maji vSechny sekretujici
bunky vytvoteny napadné kuzelovité vybézky (obr. 9F). Adhezivni sekret u ¢asti jedinct

pokryva celou délku balanceru.

5.2 JB-4 histologie

5.2.1 Bichir Polypterus senegalus

Nejrangj$im stddiem bichira, pozorovanym na histologickych fezech barvenych
kombinaci Azure B/Eosin bylo stadium 22, ve kterém dochazi k odskrcovani vacka
cementovych organt od anteriorniho entodermu. V souladu s extirpacnimi pokusy bylo
pozorovano kapkovité protazeni vackl béhem a té€sn¢ po odSkrceni. Na sagitalnich fezech
Ize pozorovat odpovidajici protaZeni anteriorniho konce faryngealniho entodermu, od
n¢hoz se vacek odskrtil. Entoderm je pomérné zfetelné rozpoznatelny podle znacného
obsahu Zloutkovych granuli (obr. 4E). Avsak v oblasti odSkrcovani pivodné kompaktni
epitel jevi znamky rozruSovani a hranice zarodecnych vrstev neni tak patrna. Taktéz maly
prumér oblasti preruSujici se entodermalni stopky mezi organem a faryngem muze
pfispivat ke stirdni rozdild mezi tkdnémi, a to kvili vyssi pravdépodobnosti vedeni fezu
po roviné te¢né k povrchu stopky. Ektoderm v tomto stadiu je jiz v tésném kontaktu
s entodermalnim vackem a vnitini vrstvu ektodermu jiz u vétSiny jedinct neni mozné
pozorovat (vyj. obr. 4F). Je tedy pravdépodobné, Ze jiz doSlo k jejimu rozruSeni,
nasledovanému otevirdnim vrstvy vnéjsi.

Ve stadiu 23 lze pozorovat kompletni oddéleni cementovych organt, které jiz
zieteln€ prominuji pfed ostatnimi strukturami hlavy. Na pfednim konci embrya se vytvari
napadné polokulovité¢ vystupky vyplnéné kromé samotnych organt také znaCnym
mnozstvim mezenchymu. Na vétSiné vzorkidl lze pozorovat stale neporusenou svrchni
vrstvu ektodermu, avSak vlastni entodermalni Zldza se uz na anteriornim konci
poharkovité rozevira. Pod apikdlnimi membranami sekretorickych buné€k je, stejné jako
v predchozim popisovaném stadiu (obr. 4F), mozné pozorovat vysoké mnozstvi
pigmentovych granuli. Stale je také patrny vysoky obsah Zloutku.

V nasledujicim stadiu jiz dochédzi ke kompletnimu otevieni 714z do vné&jSiho
prostiedi. Organy zaujimaji zcela anteriorni pozici, dopfedu namifeny sekretoricky epitel

ze stran ohraniCuje ektoderm a pifi bazi orgdnl opét pozorujeme mnozstvi
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mezenchymatickych bunék. Na zakladé nékterych tezli se pfitom zda, ze v pfimém
lateralnim kontaktu se sekretorickymi buinikami je pouze jedind vrstva ektodermu.
Dvouvrstevna pokozka se objevuje az v oblasti baze sekretorického epitelu. Zajimavé je
srovnani jednotlivych fezi cementovymi organy. Zatimco pii okrajich zlazy jsou
sekretorické bunky rozvinuté do plochy a jejich apikalni membrany tvofi pouze mirné
konkavni povrch (viz totéz u stadia 26 na obr. 4F°), v medianni roviné organu je patrny
znaény rozdil ve velikosti bun¢k. Centralni buiiky jsou ndpadné niz$i nez periferni a
dochazi tak k napadnému zahloubeni centrdlni oblasti zldzy. Lumen orgénu tak na

prufezu piipomina tvar pismene V, bazalni lamina pak tvar U (srov. obr. 4D).

5.2.2 Drapatka Xenopus laevis

U drapatky je na histologickych preparatech patrny ektodermalni ptivod
cementové zlazy a tedy vyrazné jednodussi morfogeneze celé anteriorni oblasti hlavy. Ve
stadiu 26 je jiz patrna pokrocild diferenciace bun¢k budouciho sekretorického epitelu. Ten
se zaklada v oblasti pfimého kontaktu anteriorniho entodermu s ektodermem. Dorzaln¢ se
pak vytvaii mozek (obr. 6A°, 10B). Po celou dobu diferenciace organu je v dané oblasti
patrna kontinuita entodermdlni i ektodermalni zérodecné vrstvy, jakykoli piispévek
entodermu do adhezivniho epitelu se tedy zda byt vyloucen. Jakmile je organ plné
vyvinuty, poc¢inaji se dorzaln€ od néj (tedy mezi cementovou zldzou a mozkem) vyvijet
usta (srov. obr. 6D se znacenim bazalni laminy). V tomto stadiu (st. 35/36) tedy v oblasti
vznikajicich ast dochazi k zdsadnim zménam struktury epiteld. Ektoderm a entoderm
dorzélné od cementové zlazy na fezech splyvaji v souvislou masu nediferencovanych
bun¢k (obr. 6B°), kterd se v nasledujicich stadiich ztencuje a ve stddiu 40 dochazi
k protrZeni Ust. Proces otevirani ust dorzalné od cementové Zlazy ma za duasledek jeji
vzdalovani od vznikajiciho mozku, pod kterym se pivodné zaklddala. Na vznik
cementové Zlazy vSak tyto zmény vliv zcela jisté nemaji, nebot’ cementova zlaza je plné
diferencovéna jiz pfed zapocetim tohoto procesu. Na samotné stavbé Zlazy je napadné
znacn¢ vyklenuti jejitho povrchu, a to jak vnéjSiho, tak vnitiniho. Baze sekretorického
epitelu tak neleZi v jedné rovin€ s okolnimi buitkami, ale prohyba se smérem dovnitf (obr.

6AS).
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5.2.3 Piskor Misgurnus fossilis

Pro studium morfogeneze cementové zlazy piskoie (jak pro SEM, tak pro JB-4
histologii) bohuzel nebyla k dispozici kompletni fada stadii, chybi tak data predev§im pro
nejranéjsi faze vyvoje. Nicméné zda se, ze zlaza se zaklada vice dorzaln€ nez u bichira ¢i
drapatky. Prestoze u ranych stadii adhezivni epitel sméfuje ventraln€, nejedna se ziejme
o oblast pozd¢jsiho vzniku ust, jako je tomu u piedchozich dvou druht, ani oblast styku
ektodermu a entodermu nebot’ pod bazalni vrstvou ektodermu se v oblasti vzniku Zlazy
jiz nachdzi mohutné rozvinutd mozkova tkdn (obr. 8A‘, 10C). Sekretorické bunky
vznikaji ve svrchni vrstvé ektodermu, avSak nedochdzi u nich k tak extrémni elongaci
jako u bunék. Taktéz bazalni vrstva bun¢k pod organem neni béhem jeho vyvoje a
fungovani nijak zahloubena a plynule navazuje na bazalni vrstvu pokozky (obr. 8A°). Ve
stadiu 38 dochazi k maximélnimu rozvoji cementové zlazy. Centralni bunky organu
vykazuji napadnéjsi elongaci a vystupuji tedy vysSe vzhledem k okolni pokozce. Cely
organ tak ziskavd mirn¢ kuzelovity tvar. Lze také pozorovat zmenSovéani priameéru
apikalnich membran sekretorickych bun¢k smérem k centru zlazy, coz je v souladu s daty
ze skenovaciho elektronového mikroskopu (obr. 8B*).

V popisovaném stadiu je taktéz patrny kontext, ve kterém se zlaza nachazi. Jak
jiz bylo uvedeno, pod samotnou Zl4zou se nachézi anteriorni mozkova tkan, baze organu
tak neni v kontaktu s entodermem. Ventralné od Zlazy se nachazi maly okrsek pokozky,
ptekryvajici mezenchymatické bunky, na samotném rozhrani hlavy a Zloutkového vacku

jsou pak patrné znamky otevirani ust (obr. 8B).

5.3 Imunohistochemické znaceni fibronektinu

5.3.1 Bichir Polypterus senegalus

Pomoci této metody byla studovdna rand stddia morfogeneze cementovych
organi s cilem prokazat a zieteln¢ vizualizovat propojeni cementovych organt
s entodermem na pocatku jejich diferenciace. Zatimco pii histologickém barveni Azure
B/Eozin v klicovych partiich vznikajicich orgadnt rozhrani jednotlivych vrstev poné¢kud
splyvaji, znaceni fibronektinu umoziuje selektivné obarvit bazalni laminu epitelt (je-li

pfitomna).
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Ve stadiu 20 jsou v anteriornim entodermu patrné dvé lateralné lezici vychlipky.
Znaceny fibronektin vykresluje na bazalni laminé entodermu (tedy z ,,vnéjSi“ strany
vrstvy) népadnou linku. Ta pokracuje také na frontdlni sténu vznikajicich cementovych
organtl, nicménég je patrné, ze jiz dochazi k jejimu rozrusovani, které predchazi spojeni
entodermalnich vacku s ektodermem (obr. 4A). Lateraln¢ od organt vymezuje fibronektin
oblast, v niz se nachazi builky mezodermu. Na tfad¢ preparati je patrny dvojvrstevny
ektoderm, ktery kryje vznikajici organy. AvSak vrstvy nejsou rozliSeny
imunohistochemickou znackou a na nékterych fezech jsou vysledovatelné obtizné. Je tedy
mozné, ze v misté nejtésnéjSiho kontaktu vacka s pokozkou jiz dochazi k redukci spodni
vrstvy. Farynx je v misté vzniku organt rozestoupeny ve zietelnou dutinu a v jeho
ventralni casti jsou patrné velké bunky zloutkového vacku. Na horizontalnich fezech
dorzéalnimi partiemi orgdnil je mezi jednotlivymi vacky patrnd anteriorni oblast mozku.
Na fezech, na nichZ jsou cementové organy zachyceny v urovni blizké te¢né roviné
k jejich povrchu, je bazalni lamina nezietelna.

Taktéz ve stadiu 21 lumen cementovych organt udrzuje kontakt s faryngem (obr.
4B). Na ftezech vedenych centralni oblasti vacku je vSak jiz zfejma absence bazalni
laminy, oddélujici entodermalni epitel od ektodermu. Ve stadiu nasledujicim pak chybi
JiZ téméf na poloviné obvodu cementového organu, lamina zbylé ¢asti organu pak plynule
navazuje na bazalni laminu pokozky (obr. 4C). Vacky jsou v tomto stadiu jiz uzaviené a
s entodermem je spojuje pouze kuzelovita stopka, vybihajici z anteriorniho entodermu.
Pfi bazi organi se zalinaji objevovat pravdépodobné mezenchymatické buiky,
vyznacujici se piitomnosti imunohistochemické znacky po celém obvodu bunécéné
membrany. Po otevieni cementové Zlazy v nasledujicich stadiich tyto bunky jiZz vykazuji

typicky mezenchymaticky fenotyp.

5.3.2 Drapatka Xenopus laevis

U drépatky byla, kviili komplikacim se soubéznym barvenim reakci PAS, touto
technikou uspésné znaCena pouze stadia 25 a 35/36. Nicméné jedna se o stadia,
zachycujici kliCové faze diferenciace anteriornich epiteli. Cementova zldza se nachazi
v anteroventralni oblasti a jeji baze je vyznacena imunohistochemickou znackou (obr.
6C). Zaroven je na nekterych fezech mozné pozorovat, ze bazalni lamina neohranicuje

samotny sekretoricky epitel, ale az pod nim lezici vnitini vrstvu ektodermu. Ve shodé
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s histologickymi preparaty je tedy zifejmé, Ze organ vznika z vrstvy vnéjsi. Dorzalné nad
zlazou je patrny okrsek tkané mezi vnéjSim ektodermem a entodermem, ktery piedstavuje
zaklad stomodea a adenohypofyzy (Dickinson & Sive, 2007). Ve stadiu 35/36 je jiz
patrné rozruSeni bazalni laminy pfiblizné v dorzélni tfetin¢ az poloviné zlazy, souvisejici
s obdobnymi pochody, odehravajicimi se v oblasti stomodea (obr. 6D). Tento stav je
znamkou probihajici morfogeneze ust. Dorzalné od této oblasti se opét nachazi zietelné
bazélni laminy pokozky a dorzalni stény faryngu, které ohranicuji tyto zarodecné vrstvy

od vyvijejiciho se mozku. Na spodni strané¢ mozku se pak vytvaii adenohypofyza.

5.3.3 Piskor Misgurnus fossilis

U piskofe se nepodafilo fibronektin pozadovanym zplisobem vizualizovat. Na
znacenych fezech je velmi slaba znacka patrna pouze misty, a to ve ventralni oblasti
hlavy, pfiléhajici ke zloutkovému vacku, v malé mife pak také ventralné¢ od cementové
zlazy. Pricina téchto komplikaci prozatim zUstavd nejasnd, v dal§i praci bude nutné
testovat zavislost sily znacky na pouzitém stadiu, technice krajeni, ptipadné tlouStce fezu.
Zajimavé jsou v tomto sméru snimky preparati, na néz byla aplikovana fluorescencni
sekundarni protilatka. Pod fluorescen¢nim mikroskopem emituje cementova zlaza a
dorzalni pokozka hlavy napadny zeleny signal. Neni vsak jisté, zda jde o vizualizaci
fluorescen¢ni znacky. Stejné tak je totiz mozné, Ze jde o autofluorescenci omezenou na
pokozku embrya, kterd potlacuje slaby signal protilatky, pokud vibec doslo k jejimu

navazani.

5.4 Znaceni mukopolysacharidii metodou PAS

5.4.1 Bichir Polypterus senegalus

Prvni znamky selektivniho znaceni sekretorického epitelu cementovych organt
bichira reakci PAS se objevuji na jediném kryostatovém fezu embryem ve stadiu 21 (tedy
vyrazn¢ diive, nez prokazali Diedhiou & Bartsch (2009), uvadgjici st. 28, ekviv. st. 25 dle
M. Kralovice). Jedna se vSak o neostrou, jemné narizovélou oblast na vnitini strané
dorzalni stény orgénu. Pravidelné se razova znacka objevuje az ve stddiu nasledujicim,

kdy se zfetelné barvi izka apikalni zona u vSech bunék sekretorického epitelu (obr. 4C,
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pravy cementovy organ). Tato oblast takté¢z obsahuje zna¢né mnozstvi pigmentovych
granuli. Ta vSak zasahuji hloubé&ji do cytoplasmy, nez znacené mukopolysacharidy.
V dalsich stadiich je patrné hromadéni sekretorickych produkti v bunkach. U zcela
otevienych cementovych orgdni pak nejvétsi obsah mukopolysacharidi vykazuji
periferni bunky organu, které sekretuji ptimo do vnéjSiho prostfedi a oproti bunkam
centralnim, sekretujicim do lumen poharkovitého orgénu, jsou také vice protahlé. Na
fezech znaenych PAS je ve stadiu 27 patrné vétsi mnozstvi cév, které svédci o pocinajici
degradaci organu (Kerr, 1907). Pouzitim metody na parafinové fezy dochazi ke vétsi
specifité znaceni a eliminaci rizového pozadi (obr. 3D¢, E*, F*). Tento postup vsak bude
tteba v budouci praci zavést predevSim pro embrya drapatky. Mira nespecifického
znaCeni tkani je u kryostatovych fezi embryi bichira mnohem mensi a obvykle

nepiedstavuje zavazny problém.

5.4.2 Drapatka Xenopus laevis

Na kryostatovych fezech embryi drépatky vykazuje metoda zna¢nou tendenci
barvit intenzivné a neselektivné vSechny tkané. Pii kratSich barvicich Casech vsak Ize
tento problém eliminovat a umoznit tak i soubézné znaceni PAS preparat protildtkami
znaenymi kienovou peroxidazou (HRP). Po aplikaci PAS na fezy cementovymi organy
je v sekretorickych bunikach patrny gradient koncentrace mukopolysacharidl, klesajici
smérem od apikalni membrany k membrané bazalni (obr. 1B**, 7D). Aplikace metody na
parafinové fezy do znacné miry fesi nespecifické znaceni (obr. 1B<‘). Pokud jde o vlastni
cementovy organ, zjisténi ziistdvaji v souladu s pozorovanymi kryostatovymi fezy. Vyssi
kontrast signalu na parafinovych fezech vSak umoziuje detekci ojedinélych PAS
pozitivnich bunék, rozmisténych ve znaénych rozestupech v pokozce embrya (obr. 1E).
Jedna se o buiiky, produkujici zfejmé mukdzni sekrety, chranici pokozku larvy. Granula
s mukopolysacharidy jsou u téchto bunék zieteln¢ uspotadina tésné pod apikalni

membranou.

5.4.3 Piskot Misgurnus fossilis

Cementové organy a obecné¢ tkané piskofe se ukazaly byt k metod¢ znacné

nesenzitivni. K viditelnému obarveni sekretorického epitelu je nutny desetkrat az
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patnactkrat delsi barvici ¢as nez u embrya bichira (cca 1 vs. 10-15 min). Zaroven se zda,
ze signal stejné intenzity nalezneme kromé predpokladaného sekretorického epitelu taktéz
v celé pokozce hlavy embrya (obr. 1C*). Specifikem vlastni cementové Zlazy je pak
omezeni signalu na apikalni ¢asti protazenych bun¢k. Mimo to byly v pokozce dorzalné i
ventraln¢ od zlazy pozorovany osamocené buiiky se shluky PAS pozitivnich vacka (obr.

1E°), zfejm¢e op¢t tzv. poharkové bunky, produkujici ochranny mukozni sekret.
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6 Diskuse

Ptredchozi kapitola shrnovala data, ziskana studiem nékolika zvolenych druhii
obratlovcl, u jejichz larev nalézame adhezivni organy. V nasledujicim textu budou
shrnuty pfednosti a nedostatky jednotlivych pouzitych technik a na zaklad¢ ziskanych dat
se pokusim naznacit, které ptistupy ndm mohou byt uzitecné pii posuzovani vzajemné

homologie adhezivnich organd, a které vysledky jsou naopak zavadéjici.

6.1 Fylogenetika

Podivame-li se na vyskyt adhezivnich orgdni v ramci strunatcii, snadno si
povSimneme, Ze se jednd o struktury zna¢né€ rozsifené. U skupin, u nichZ se nevyskytuji,
1ze navic pfi bliz§im zkoumani obvykle absenci pomérn¢ snadno vysvétlit. Nejjednodussi
je situace u amniot, primarn¢ terestrickych obratlovct, u nichz se mlad’ata po vylihnuti
nebo narozeni vice ¢i méné podobaji dospélciim, chybi tedy jakékoli stadium podobné
larvé, a tak i1 potfeba vytvéiet pfechodné organy, umoziujici prodlouzit larvalni vyvoj
adhezi k substratu (viz Groppelli et al., 2003). Zakladnim piedpokladem pro vyskyt
prechodnych larvalnich organti jakéhokoli typu je jednoduse existence larvy. Obdobn¢ Ize
argumentovat u dalsi velké skupiny obratloveti — paryb. Ty se variabilitou reprodukénich
strategii v lecem vyrovnaji amniotim (pro piehled viz Musick & Ellis, 2005).
U Zivorodych druhl se vyvinulo §iroké spektrum zplsobil vyzivy zarodku a cerstvé
narozena mlad’ata se uz ve vSech smérech podobaji dospélym. Obdobné je tomu
u oviparnich druhil - nékterd mlad’ata po narozeni ¢i vylihnuti setrvaji urCity ¢as na dné,
kde travi zbytky Zloutku, v Zadném pftipad€ se vSak nejednd o larvy. Podobny je stav
u latimérie, motského zastupce svaloploutvych (Sarcopterygii), ktera taktéz rodi Ziva,
plné vyvinutad mlad’ata.

Slozitéjsi je situace u Cervort. Adhezivni organy jim chybi jako jedinému fadu
obojzivelnikd (Duellman & Trueb, 1986). Nutno vSak zdlraznit, Ze se opét jedna
o skupinu s velmi odvozenym zplisobem rozmnoZovani a fada druhl prodélava typicky
ptimy vyvoj. U €asti druhil se vSak setkavame s larvami, a to véetné znaéné rozvinutych
vnéjSich zaber, které jsou typickym larvalnim orgdnem. Tyto larvy se vyvijeji ve vodé
nebo zahrabany v bahn¢, kde je pro n¢ ziskavani kysliku zcela zasadni. K lihnuti vSak

dochazi ve zna¢né pokrocilém stadiu, larvy jsou tedy plné pohyblivé a adheze k vegetaci
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¢i vodni hlading zde tedy jiz zfejmé neni zapotiebi (Duellman & Trueb, 1986). Posledni
velkou skupinou bez adhezivnich organi zustavaji kruhousti. Sliznatky (Myxini)
prodélavaji ptimy vyvoj (Gaisler & Zima, 2007), absence adhezivnich struktur je tedy
pochopitelna. Jinak tomu je u mihuli (Petromyzontida), u nichZ nejenze nachazime
typickou larvu, ale tato se navic zivi podobnym zptisobem jako kopinatec, u né&jz bylo
kandidatnich sekretorickych orgdni popsano hned nékolik. Pfesto adhezivni organy
u mihuli zndmy nejsou.

Po tomto fylogenetickém exkurzu lze tedy dojit k zavéru, ze pfitomnost
adhezivnich struktur pfedstavuje u obratlovct ancestralni stav. U vSech skupin, v nichz
tyto organy nenachdzime, lze pro jejich absenci prednést logické argumenty. Ty lze
rozdglit na vyvojové (absence larvy, tedy stadia nutného pro expresi larvalnich znaki) a
ekologické (specificky zplsob zivota larvy, pfi némz se adhezivni orgén neuplatni). Také
uvnitt vySe zmiflovanych taxonii nachdzime srovnatelné pfiiny absence ¢i redukce
adhezivnich organli. U obojzivelnikli s pfimym vyvojem z terestrickych vajec zcela
pochopiteln¢ zadné adhezivni organy nejsou vyvinuty (jako ptiklad lze jmenovat zabu
Eleutherodactylus coqui (Fang & Elinson, 1996). Taktéz u rheofilnich larev ocasatych,
které se lihnou s jiz vyvinutymi koncetinami, balancery z pochopitelnych divodi chybi
(Crawford & Wake, 1998). Jako pfic¢inu ekologickou lze uvést fakt, Ze u motskych ryb
byl doposud popsan jediny druh s timto typem organu (Wirtz, 1994; podle Britz et al.,
2000), coz lze pficist ¢astému planktonnimu rozmnozovacimu cyklu motskych druh.
Larvy se po narozeni nezdrzuji v misté lihnuti a rozptyli se ve vodnim sloupci, adhezivni
organ je tedy zbyte¢ny. Taktéz vSak mulzZe jit o nedostateCnou znalost larvalniho vyvoje
téch motskych ryb, u nichz by bylo mozné cementové organy ocekavat (pro piehled
rozmnozovacich strategii, pfi nichz se uplatiluje larvalni adheze (viz Balon, 1981).
Zminéna kategorizace pfiin absence adhezivnich organi je samoziejmé do jisté miry
uméla a ekologie a ontogeneticky vyvoj se samoziejmé zasadnim zplsobem vzijemné

ovliviuji.

6.2 Vng&jsi morfologie

Vyznam morfologickych dat spociva predevsim ve vyjeveni kontextu, ve kterém
studované organy vznikaji. Po dlouhou dobu vsak byla sdilena morfologie také zasadnim

argumentem pro homologii (vice viz Hall, 1994). Mezi piedpoklady homologizace
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organu byval uvadén piedevs§im sdileny embryonalni piivod a shodna pozice organu na
téle zivoCicha. Podivame-li se na adhezivni zlazy strunatct, je na prvni pohled ziejmé, ze
tyto pfedpoklady nespliuji. Nicméné s pokroky pfedev§im v genetice se objevuji nové
koncepty, které umoziluji povazovat za homologické i organy a struktury, které tyto
predpoklady ne zcela napliuji (viz kapitola 7.6).

Data ze skenovaci elektronové mikroskopie ukazuji pomérné znacnou variabilitu
ve vnéj$im uspotadani organu (obr. 1). Nicméné umoziuji studovat pouze morfologii
povrchu zlazy, z niz obvykle nelze odvodit detaily vnitini struktury organu. Z hlediska
posouzeni homologie muze byt dilezita informace o lokalizaci adhezivni zlazy. U bichira
pozorujeme, ze se parové cementové organy zaklddaji na anteriornim konci embrya a
v pozdéjsich stadiich se v izkém prostoru mezi zlazami a Zloutkovym vackem oteviraji
usta, jak ostatn¢ ve své praci ukazal jiz Kerr (1907). S diferenciaci stniho aparatu ztraci
postupné organy svou funkci a zanikaji jako nepatrné struktury na hornim rtu. Naproti
tomu Usta drapatky se oteviraji nad cementovou Zlazou (obr. 5D°) a k regresi orgénu
dochazi v ektodermu asociovaném s dolni Celisti (van Evercooren & Picard, 1978).
Balancery zebrovnika vznikaji pfiblizn¢ v oblasti maxilomandibuldrni kondenzace bunék
neuralni listy (obr. 9A, srov. s Cerny et al., 2004), z niZ se v dal§im vyvoji diferencuje
palatoquadratum a mandibula (Cerny et al., 2004). Ac¢koliv se v pozdgjsich stadiich
zietelné poji s distdlnimi ¢astmi horni cCelisti, ze ziskanych snimkidl je mozné pouze
konstatovat, Ze vznikaji kaudaln€ od budoucich tst. Vzhledem k jejich laterdlni pozici
neni z dostupnych stadii patrné, zda se vznikajici usta oteviraji nad nebo pod zaklady
balancerti (srov. Crawford & Wake, 1998). Jednozna¢né nad Usty je umisténa cementova
zldza piskote, kterda se tedy nachazi na topograficky podobném misté jako cementové
organy bichira, s tim rozdilem, Ze se jedna o jedinou medialn¢ lezici zlazu (obr. 1).
Prostor mezi Zlazou a Zloutkem je nicméné vétSi nez u bichira, u kterého cementové
organy po urc¢itou dobu vznikajici usta zakryvaji.

Z vyse uvedeného je zfejmé, ze v umisténi organti nalézame zasadni odlisnosti.
Nicméné je nutné brat v tivahu také stadia, v nichz se tyto struktury zakladaji. Crawford
& Wake (1998) naptiklad tvrzeni, ze balancer je struktura vdzana na maxilarni ektoderm,
zatimco Zlazy zab na mandibuldrni, uvadi jako argument proti jejich homologii.
Uvédomime-li si ale, v jakém kontextu organy vznikaji, ztraci toto tvrzeni na vaze. Ve
stadiu 17, kdy se u embrya drapatky objevuji prvni naznaky cementové Zlazy, navazuje
tato oblast bezprostfedné na anteriorni konec neuralni trubice (Veeman et al., 2010).

Mandibularni lokalizace cementové Zlazy je tak Cisté disledkem pozice vznikajicich st
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v pozdgjSich stadiich. O kontextu, v jakém se zaklada samotna zlaza, vSak nic
nevypovida. Podivame-li se na balancery zebrovnika, zakladaji se na pocatku diferenciace
jednotlivych zaklada zaber (pfiblizné ve stadiu 27; Shi a Boucaut, 1995). U axolotla
(Cerny et al., 2004) ve srovnatelném stadiu (34-35, dle Bordzilovskaya et al., 1989)
teprve pocina rozdéleni maxilomandibularni kondenzace na jednotlivé populace. Pfi
topografickém srovnani obou druht se zda, ze pozice zakladl balanceru odpovida prave
maxilomandibuldrni kondenzaci axolotla, nikoliv jiz diferencované maxile. Na ptikladu
drépatky a zebrovnika si tedy lze snadno ptedstavit, ze finalni poloha organu je pouze
vedlejsim projevem konkrétni a druhové specifické dynamiky vyvoje oralnich struktur,

Studované druhy jevi nékteré zajimavé podobnosti v uspotfaddani povrchu
adhezivnich zlaz. Novym zjisténim je pfedevSim ndpadny mensi pramér apikalnich
membran sekretorickych bun¢k oproti buiikdm okolni pokozky (obr. 1A°, B, C), a to
u vSech druhii. Moznym vysvétlenim je vyraznd elongace bun¢k, kterd by pii malé zméné
objemu k podobnému stavu nevyhnuteln¢ vedla. Disledkem tohoto stavu je pak vyssi
koncentrace sekretorickych bunék na malé plose zlazy. U zebrovnika a piskote pak byly
pozorovany kuzelovité vybézky (obr. 1C*, D), popsané i u jinych druha (Britz et al.,
2000) a zminované v souvislosti se zvétSovanim plochy pro distribuci adhezivniho
sekretu a tedy i1 adhezivnich schopnosti. Otdazkou je, pro¢ nejsou podobné struktury
vyvinuty u bichira a drapatky. U prvniho zmitovaného druhu snad samotny
komplikovany tvar organu vytvafi dostatecny povrch pro udrzeni adhezivniho sekretu.
Podobné je tomu zfejmé u skalar, kde vSak bylo pozorovano vyrazné zvrasnéni epitelu.
(Bennemann & Pietzsch-Rohrschneider, 1978). Drapatka za ucelem adheze vytvaii
dlouh¢ lepkavé vldkno. Mechanismus jeho uchyceni k povrchu zldzy vSak na zdkladé¢
ziskanych snimku nelze dedukovat.

Pro posouzeni homologie se SEM zda nejpifinosnéjsi jako technika, kterou lze
velmi kvalitné zobrazit vnéj$i morfologii orgdni v kontextu celého embrya, a to ve
znacn¢ vysokém rozliSeni. Samotné detaily utvafeni povrchli bunék mohou byt
dasledkem specifického zplisobu pouziti organti a o homologii nemusi nic vypovidat.
Népadna je v tomto sméru dichotomie v usporddani povrchu sekretorickych bunck
(vyskyt vs. absence kuzelovitych vybézkil), pro jejiz vysvétleni by bylo nutné podrobné

komparativni studium funkce jednotlivych typl organi.
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6.3 Histologie

Histologické fezy umozniuji do jisté miry interpretovat povrchovou informaci,
ziskanou pomoci SEM. Zpracovani série vSech stadii, v nichz se adhezivni zlazy vyvijeji,
umoznuje sledovat zmény tkanového kontextu a dynamiku vyvoje okolnich hlavovych
struktur. Z tohoto pohledu se jednd o velmi pifinosnou techniku, diky niz je mozné
zékladni pochopeni morfogeneze téchto orgdni a naslednd tvorba ¢i korekce hypotéz
0 jejich homologii. Barveni Azure B/Eozin usnadiiuje zakladni orientaci v tkanich, ktera
je nutna pro analyzu vystupti z dalSich technik, pfedev§im imunohistochemie, aplikované
na kryostatové tfezy, jez neumoznuji tak dokonalé zachovani struktury tkani. V ptipadé
bichira uz pouhé pouziti této techniky naznacCuje entodermalni ptvod zakladt
cementovych orgadnt (Kerr, 1907), avSak pouze na zdkladé¢ podobné zrnitosti bunék,
zpusobené vys$im obsahem Zloutkovych granuli v entodermu. Rand stadia bichira obecné
vykazuji vysoké mnozstvi zloutkovych granuli v buiikach, coz ¢ini jednotlivé epitely
tézko odlisitelnymi (v porovnani napi. s piskofem). Presto pravé kombinace Azure
B/Eozinu a JB-4 histologie umoziiuje pomérné dobrou vizualizaci bunék ektodermu
s moznosti rozliSeni jeho dvou vrstev v mistech, kde ke spodni vrstvé ptiléhd zaklad
cementového organu (obr. 4F). Stejné¢ ziejmy je pak pivod cementové zZlazy drapatky
(dobfe patrny i v Nieuwkoop & Faber, 1967) a piskoie ve svrchni vrstvé ektodermu (obr.
6A°, 8A*) elongaci a diferenciaci bunék, ktera je zvIasté patrna u dripatky. Neni tieba
pfipominat, Ze znalost zarodecné vrstvy, ze které zlaza vznika, je dileZitd pro uvahy o jeji
homologii.

Zasadnim pfispévkem k takovym uvaham je také vyjeveni tkanového kontextu
vznikajici zlazy. U drépatky je zfejmé, ze zlaza vznika v oblasti, kde se bezprostfedné
styka ektoderm s anteriornim entodermem (obr. 10B, vice viz Dickinson & Sive, 2007,
srov. téZ Veeman et al., 2010). Dorzalnéji se vyviji mozek, ventraln¢ pak kontakt
zarode¢nych vrstev naruSuje mezoderm (Dickinson & Sive, 2007). Na zakladé ziskanych
dat se zd4, ze pres veskeré odliSnosti je tento rozvrh sdilen s embryem bichira, ve kterém
se cementové organy zakladaji v podobném kontextu, tedy v oblasti kontaktu ektodermu
s entodermem, avsak v tomto ptipad¢ nikoli z prvni, ale druhé zminované vrstvy (obr.
10A). Popsana konfigurace epitelti v anteriorni ¢asti embrya by mohla umoznit sdileni
signaliza¢nich pochodli mezi zdrodecnymi vrstvami u na prvni pohled tak rozdilnych
organt. Vzhledem k pomérné dobie zndmym mechanismim indukce cementové Zlazy

u drapatky (Bradley et al., 1996; Sive & Bradley, 1996; Dickinson & Sive, 2007) by tedy
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bylo vhodné pokroc¢it v tomto sméru také u bichira. Odlisny je stav u piskofe. Cementova
zlaza se zaklada ve svrchni vrstvé anteriorniho ektodermu, pod nimz se vyviji mozkova
tkan predniho mozku (obr. 10C). Usta se zakladaji vice ventralng, nad mistem, kde
ektoderm prechdzi na Zloutkovy vacek. Tato situace spiSe pfipomind vyvoj cementové
zlazy tetry Astyanax mexicanus, ktera se zakladd v dorzalnim ektodermu, leZicim na
rozhrani stfedniho a zadniho mozku (Pottin et al., 2010).

Ukazuje se, ze pouziti pryskyftice (JB-4) umoziuje uchovat tkané a bunky béhem
kradjeni ve velmi dobrém stavu, coz se projevi predevsim pii snaze o rozpoznani
jednotlivych vrstev pokozky a jejich ptispévcich do adhezivnich organi. RozliSovaci
schopnosti  JB-4 histologie dale potvrzuji platnost v literatufe popisovanych
cytologickych charakteristik sekretorickych bunék (napt. Groppelli et al., 2003) na
studovanych organech, a to u vSech zkoumanych druhd. Jak bylo vSak v této praci uz
n¢kolikrat zminéno, samotné cytologické charakteristiky pro odhaleni homologie nestaci,
nebot’ extrémni polarizace bun€k je pro jejich intenzivni sekretorickou funkei
nevyhnutelna. Z tohoto pohledu piinos JB-4 spociva pravé v moznosti do pomérné
jemnych detail vizualizovat tkanovy kontext, ve kterém se organy zakladaji. Pokud jde
o zarode¢ny plvod organu, v piipad¢ bichira by bez prostudovani vice stadii mohlo
snadno dojit k omylu. Po otevieni entodermalniho vacku a fizi jeho okrajii s okolni
pokozkou totiz vysledné uspotfadani plisobi dojmem, jako by cementovy organ vznikal ze
spodni vrstvy pokozky a v misté jeho otevieni pouze chybéla vrstva svrchni. Ostatné na
tento problém upozoriiuje ve své praci uz Kerr (1907). JB-4 histologii je tedy nutné
aplikovat na vétsi sérii stadii a pokud mozno doplnit dal§imi technikami. Pro podrobné&;jsi
zkoumani samotnych organti a sekretorickych bun¢k by piipadaly v tivahu dalsi techniky,
jako semitenké fezy, piipadné transmisni elektronova mikroskopie (srov. obrazky

v Zeiske et al., 2009).

6.4 Imunohistochemie

Aplikace imunohistochemickych technik na kryostatové, piipadné parafinové
fezy ma nevyhodu v hor§im uchovéani tkani b&hem krijeni a pfedev§im vypadavani
velkych shlukii bun&€k ze Zloutkovych vackil pii zpracovavani fezli. Vzhledem
k nepfebernym moznostem vybéru protilatek a tedy selektivni vizualizace tkanovych

rozhrani, vyznamnych proteinovych markerd a bunéfnych procesi od pohybu po
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bunécnou smrt ma vSak tato technika pfi budoucim pouziti potencial piinaSet mnozstvi
zéasadnich informaci jak o morfogenezi, tak o samotné homologii organti mezi obratlovci,
respektive strunatci.

Pro tcely vzdjemného rozliSeni diferencovanych epiteld jednotlivych
zarodeCnych vrstev byla pouzita protilatka proti fibronektinu, pfitomnému v bazalnich
membranach. Jak se ukézalo, fibronektin nejen umoznuje znac¢né usnadnit zékladni
orientaci v tkanovém kontextu morfogeneze adhezivnich organd, ale leccos vypovida také
o jeji dynamice. Dickinson a Sive (2006) ve své praci popisuji detaily vzniku st
u drapatky a ukazuji, Ze prvni znamkou pocinajici morfogeneze oralni oblasti je rozruSeni
bazalni membrany, odd¢€lujici epitely anteriorniho ektodermu a entodermu, které jsou
v této oblasti v pfimém kontaktu (viz téz Dickinson & Sive, 2007). V souladu s touto
praci bylo rozruseni bazalni laminy pozorovano u embryi ve stadiu 35/36 (obr. 6D).
Piedchazi tak =zasadnim modifikacim ekto-entodermalniho rozhrani, které se
v nasledujicich stadiich ztenCuje, a obé vrstvy posléze splyvaji, aby vytvotily
bukofaryngealni membranu (Dickinson a Sive, 2006). Zmény v rozlozeni fibronektinu
jsou tedy prvni znamkou nastavajicich morfogenetickych pochodd a umoziuji definovat
pocatek vzniku ust. Naproti tomu na bazi cementové zldzy zlstavd bazalni lamina
zachovana beze zmén, coZ naznacuje, Ze oblast je pln¢ diferencovana a nedochéazi zde
k zasadn&jSim epitelidlnim pfestavbam. Na zakladé€ téchto poznatkl 1ze dale interpretovat
data, ziskana aplikaci protilatky na embrya dalSich druhd.

Na pocatku vzniku cementovych organti u bichira umozZnilo znafeni na
fibronektin prokazat kontinuitu entodermu anteriorni ¢asti faryngu a cementovych
organti. Vychlipujici se entodermalni vacky si tedy v prvni fazi zachovavaji bazalni
laminu. Nicméné v dalSich stadiich dochazi k podobnému jevu, jaky pozorujeme
v piipadé vzniku Gst u drapatky. Konkrétné ve stadiu 22, kdy uz jsou vacky u bichira
zcela oddéleny od entodermu, naznacuje rozruseni bazalni laminy na jejich anteriornim
konci pocatek splyvani vacka s ektodermem (obr. 4C). V nasledujicich stadiich je pak
zietelna kontinuita bazalni laminy pokozky a baze vacku, ktery se postupné otevira do
vnéjsitho prostiedi (obr. 3E‘, F‘). Opét je vhodné piipomenout, Zze bez znalosti
morfogeneze ranych stadii by tato situace ukazovala na ektodermalni ptivod organti (Kerr,
1907).

Protilatka v pozdé&jSich stadiich zieteln€ zna¢i jednotlivé mezenchymatické
bunky, které se dostavaji do oblasti bdze cementovych organl ziejm¢& migraci bunck

neuralni liSty. MnoZstvi mezenchymu vysvétluje nezdary s extirpaci povrchovych tkani
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za ucelem vizualizace pozice organt v ramci vyvijejici se hlavy pomoci SEM. Je ziejmé,
ze po odstranéni ektodermu byl odkryt pouze pod nim lezici mezenchym, jenz netvofi
dostate¢n¢ kompaktni vrstvu, aby byla dobfe viditelnda a v idedlnim piipadé
odpreparovatelnd pod binokularni lupou. Znaceni bohuzel neumoznilo vzajemné rozlisit
svrchni a spodni vrstvu ektodermu, jejichz rozpoznani a kvalitni vizualizace by byly
nutné pro detailni popis mechanismu otevirani cementovych organt bichira. Taktéz se
nepodafilo Gspésné aplikovat protiladtky u piskofe. Pro ucely budouci prace tak bude
ziejmé nutné pro tento druh modifikovat protokol, ptipadné testovat dalsi protilatky.

S pouzitim znacené protilatky proti fibronektinu se ukazalo, Ze u bichira Ize
v oralni oblasti pozorovat podobné pochody a konfigurace epiteli, jaké jsou znamy
u drapatky (Dickinson & Sive, 2006; Dickinson & Sive, 2007). Vyvstava tak otazka, zda
je mozné popsanou situaci vysvétlit existenci extrémné anteriorni domény, popisované
v praci Dickinson a Sive (2007). Cementové organy bichira se evidentné zakladaji
v anteriorni oblasti charakterizované kontaktem ektodermu a ektodermu, coz odpovida
definici této domény. Zminovani autoii vSak kromé¢ cementové zlazy studuji také
otevirani ust a vznik adenohypofyzy. Odpovidajici data pro bichira bude tedy pro
posouzeni této moznosti tieba dodat. V popsaném schématu je mezi studovanymi druhy
napadny zasadni rozdil, totiz pozice adhezivnich zldz vzhledem k ustim. Jak bylo
nekolikrat uvedeno, u drépatky Usta vznikaji dorzaln€ od jediné, medialn€ ulozené Zlazy
(Wardle & Sive, 2003; Dickinson & Sive, 2007 aj.), zatimco u bichira ventralné¢ mezi
cementovymi organy. Bude zajimavé zaméfit se na mechanismy, stojici za témito rozdily.
Nabizi se moZnost, Ze za odliSnou vzajemnou pozici obou struktur budou stat uz rozdily
v jejich primarni indukci. U drépatky jsou vSak usta definovdna mnohem pozdé€ji nez
cementova zlaza (Dickinson & Sive, 2007). Stejné tak je tedy mozné, Ze pozice ust
u bichira je ovlivnéna dynamikou vyvoje dfive indukovanych cementovych organt, které
v anteriorni oblasti zdsadnim zptsobem méni rozloZeni epitelli a mohou tak ovliviiovat
difuzi a prekryv signalnich molekul.

V souvislosti s cementovymi organy bichira se ovSem nabizi jest¢ dalsi modely,
které je mozné na jejich morfogenezi aplikovat. Morfogeneze cementovych organi totiz
napadné piipomind schéma vyvoje zabernich vychlipek. Ty se taktéZ zakladaji jako
oblasti, v nichZ entoderm kontaktuje ektoderm bez ucasti mezenchymu (Graham et al.,
2005). Vznikajici vychlipky se nasledné oteviraji do vnéj$iho prostiedi, pochopitelné vSak
bez ztraty kontaktu s faryngem. Graham et al. (2005) zdaraziiuje fidici Ulohu

morfogeneze faryngedlnich Stérbin pro vyvoj celého zaberniho aparatu. Quinlan et al.
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(2004) se pak podrobné zabyva mechanismem jejich tvorby a popisuje sit’ aktinovych
vlaken, ktera se vytvaii na apikalnich membranach bunék pravé v oblasti vznikajicich
vychlipek a asociovana je pomoci N-cadherinu. Tato sit’ umoznuje ziejm¢ prohybani
epitelu a tim samotnou tvorbu vychlipek. Je tedy pravdépodobné, ze podobny
mechanismus bude stat také za morfogenezi cementovych organti, alesponi v prvni fazi,
kdy se vytvari vychlipky v anteriornim entodermu. Nicméné otazkou opét je, jaky piinos
by méla tato data pro posuzovani homologie cementovych organti. Je mozné ocekavat, ze
v ramci faryngu bude podobny typ morfogeneze zajistovan stejnymi procesy jednoduse
proto, Zze se jedna o bézny molekularni mechanismus, kterym epitely obecné dosahuji
pozorovanych zmén v uspotradani. V ptipad¢ jakékoli zjisténé specificity zminovanych
mechanismi by vsak situace byla o poznani zajimavéjsi. V tvahu by také ptipadaly
hypotézy o vzniku cementovych orgéni kombinaci vice morfogenetickych modul za
ucasti né€kolika regulacnich domén, v tomto ptipadé naptiklad modulu adhezivniho

organu a faryngealni vychlipky.

6.5 Barveni PAS

Aplikace metody PAS se ukazala uZitecné pfedevs§im jako doplitkové barveni k
imunohistochemickym technikdm, protoZe umoznuje jednoduse vizualizovat sekretoricky
epitel a usnadnit tak orientaci v preparatu. Béhem barveni se ov§em objevily komplikace,
zpusobené ruznou citlivosti metody pro jednotlivé studované druhy. PredevSim tkané
drapatky vykazovaly zna¢nou tendenci reagovat rychlym zabarvenim. Vliv na vysledek
reakce mohly mit zbytky formaldehydového fixativa PFA, které ptedstavuje vhodny
substrat pro vznik barevného produktu. Kvili prosyceni embryondlnich tkani, pies
dukladné promyti, tak mohlo dochazet k nespecifickému znaceni ostatnich tkani. Piesto i
pfi piebarveni byl patrny intenzivnéjsi odstin znacky u sekretorickych bunék (obr. 6C).
Pfi opozdéném zastaveni reakce vSak hrozilo, Ze pfes syté rizové pozadi nebude mozné
pozorovat primarni imunohistochemickou znacku. Barvici protokol tedy bylo nutné
modifikovat pro Zelatinové fezy, u kterych dochézi k reakci mnohem rychleji nez u ezl
parafinovych, pro které je technika plvodn& urCena. Barvici Casy byly upraveny
s ohledem na vlastnosti jednotlivych druht.

Po modifikaci protokolu u vSech studovanych druhtt doSlo k obarveni

cementovych organti (obr. 1A, B*‘, C*“). Technika tak umoznuje zietelnou lokalizaci
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sekretorického epitelu na hlavé embrya a diikkaz sekrece mukopolysacharidii (Pottin et al.,
2010), ktery umoznuje zlazy odliSit napiiklad od tzv. ,hatching glands“. Na
histologickych fezech je pfi dobrém zachovani struktury tkani mozné vidét rozdilny
obsah znacenych mukopolysacharidii v riznych ¢astech bun¢k. Data jsou tedy uzite¢na
jak pii srovnavani charakteristik sekretorickych bun¢k napti¢ studovanymi druhy, tak pro
popis vyvoje a zmén sekretorické aktivity béhem diferenciace a ¢innosti organu. Nicméné
jiz ze samotného principu metody vyplyvd znana nespecifita znaceni.
Mukopolysacharidy jsou obecné zékladem mukoznich sekretli riznych typt, nejsou tedy
produkovany pouze adhezivnimi zlazami. Napiiklad v medicinském vyzkumu je znaceni
PAS pouzivano ke studiu mukoéznich zlazek v dychacich cestach (napt. Tos, 1970). Jak
naznacuji vysledky této prace, také u drapatky a piskofe metoda znac¢i kromé
cementovanych organt i dalsi sekretorické builky rozmisténé v pokozce a produkujici
ziejm& ochrannou mukoézni vrstvu (obr. 1E, E°). Je tedy zfejmé, Ze pozitivita epitelu
adhezivni zlazy na PAS o jeji homologii s ostatnimi adhezivnimi Zlazami nic nevypovida,
nebot’ mukopolysacharidy jsou latky produkované Sirokou Skalou bunéénych typi. Jejich
pritomnost v sekretorickych bunkach organt je tedy zalezitosti ryze funkéni a nemize byt
pouzita jako argument pro jejich homologizaci.

AvSak piinos metody spocivd v moznosti potvrzeni adhezivni funkce organt,
u kterych je tato moznost pouze piedpokladana. U zkoumaného jesetera Acipenser
ruthenus, kde bylo znaceni PAS aplikovano na fezy stadii pred a tésné po vylihnuti, byla
pozorovana PAS pozitivni oblast epitelu, pfestoze podle nékterych pramend ma organ
dorzalné od st predstavovat pravé vySe zmifiovanou ,hatching gland* (Bolker, 2004).
U pozd¢jsich stadii ze studované oblasti vznikaji zaklady hmatovych vousl. Zd4 se tedy,

ze organ opravdu plni funkci adhezivni Zlazy, jak uvadi naptiklad Frankenberger (1927).

6.6 Teoreticky ramec pro posouzeni homologie

Jak vyplyva z prezentovanych vysledkil a ptedchazejici diskuse, vyslovit se pro
homologii adhezivnich zlaz obratlovcl (a tim spiSe strunatcli) neni snadné. Zdanlivé
jedinym argumentem, ktery tuto moznost pomérn¢ dobie podporuje, je vyskyt podobnych
struktur u takika vSech skupin, u kterych méa podobny organ opodstatnéni. Jakmile se
vSak zaméfime na morfologii adhezivnich organti, podobnosti se zaCinaji vytracet.

Pomineme li cytologické charakteristiky, jez jsou zalezitosti zfejmé ryze funkéni, organy
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se lisi svou komplexitou, strukturou povrchu, poctem, relativni pozici vici ostatnim
hlavovym strukturam a konecné také svym zarodeCnym plivodem. Nebyt napadné
hojnosti adhezivnich zlaz napfi¢ rozmanitym spektrem larev obratlovel a vyskytu
podobnych struktur také u bazalnich strunatcti, malokdo by se o homologizaci viibec
pokousel. Avsak pfi daném stavu véci je otazka homologie stale aktudlni. Piestoze od
popisu entodermalnich cementovych zlaz bichira uplynulo jiz stoleti, doposud zadna
prace nepfinesla uspokojivé posouzeni jejich vztahu k ostatnim strukturam tohoto typu.
Recentnim autorim (Pottin et al.; 2010; Rétaux a Pottin, 2011) je dokonce entodermalni
puvod téchto organti zcela neznamy a ve svych pracich je zminuji ve vyctu obdobnych
adhezivnich zlaz piesto, ze je odvozuji od hypotetického sdileného potencidlu ektodermu
(sic) diferencovat se u larev obratlovci v sekretoricky adhezivni epitel.

Obecné se zda, ze tendence detailné¢ srovnavat adhezivni orgdny napfi¢ strunatci
pfevazovala na poc¢atku minulého stoleti (Garstang, 1928; Frankenberger, 1927), zatimco
recentni prace se zamé&fuji na srovnani v ramci niz§ich taxonii (napt. Crawford & Wake,
1998; Groppelli et al., 2003). AvSak pravé zmény ve vnimadni samotného konceptu
homologie béhem poslednich desetileti mohou homologizaci adhezivnich organti ucinit
snaz§i. Zatimco v preddarwinovskych dobach by byly twvahy komplikovany
pravdépodobné jiz odlisnou relativni pozici organt a jejich morfologickou rozmanitosti,
s Darwinem pfichazi kritérium spolecného piivodu, které témto uvaham dava v ptipadé
cementovych organt solidni zéklad (pro vyvoj konceptu homologie viz Kleisner, 2007).
Pokud jde o zdanlivé nejzasadnéjsi piekazku homologizace cementovych organd, totiz
nestejny zarode¢ny puvod, tato byla v pribéhu 20. stoleti intenzivné diskutovana (viz
napi. de Beer, 1958) a jak mimo jiné ukazuje kupiikladu nedavna prace Soukup et al.
(2008) o dvojim embryonalnim ptvodu zubl u axolotla, nejedna se Vv dasledku
o prekazku nijak vyznamnou.

V posledni dobé se do popiedi dostavd otdzka genetickych regulacnich
mechanismd, stojicich za morfogenezi jednotlivych organti, ¢imz se otevira dalsi uroven,
v niz lze homologii hledat. Jak vSak upozoriiuje Dickinson (1995), molekularni
mechanismy jako diikazy jsou samy o sobé¢ slabé a jejich homologie se nemusi vztahovat
na jinou nez pravé samotnou molekularni uroven. K tomuto problému se vztahuje pojem
pleiotropie, tedy exprese téhoz genu v rtiznych kontextech, a jeji protiklad, tzv. ,,genetic
piracy*, oznacujici pouziti genu za ucelem kontroly piivodné nesouvisejiciho déje (napf.
Minelli, 1997). V téchto souvislostech je snadné si predstavit, ze adhezivni organy budou

sdilet ¢ast regulacnich mechanismt jednoduse proto, ze dané geny jsou standardné
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pouzivanymi nastroji napt. pro diferenciaci epitelu na sekretorické buiiky. V tom piipadé
je dobfe mozné, ze mimo tyto sdilené mechanismy bude za kazdym typem adhezivnich
organd stat jina regulacni sit’, respektive modul, fidici samotnou morfogenezi struktur, na
néz se samotny sekretoricky epitel vaze. Naproti tomu je mozné, ze se podobné
regulované adhezivni organy dvou druhti budou lisit v Casti fidici genové kaskady proto,
ze za urCitym ucelem muze byt v daném modulu vyuzit vice nez jeden gen. Lze
ptipomenout napiiklad cementové zlazy drapatky Xenopus laevis a tetry Astyanax
mexicanus, které sdili signalizaci bmp4, pitx1 a pitx2 (Pottin et al., 2010), avsak
u druhého zminovaného druhu chybi exprese agr2 (xcg), ktery je u drapatky povazovan
za prekurzor samotné¢ adhezivni substance produkovaného sekretu (Sive & Bradley,
1996). Zda se tedy, ze u tetry je zakladem sekretu jind molekula.

Od pielomu stoleti se podafilo prokazat sdilené molekularni mechanismy u fady
organu, které byly na dle morfologickych a fylogenetickych dat povazovany za
nehomologické (Shubin et al., 2009). Predev§im na zdklad¢ zjiSténi, Ze tyto sdilené
mechanismy stoji i za tak vzdalenymi orgéany, jako jsou télni pfivésky obratlovcl a
hmyzu, definoval Shubin et al. (1997) termin ,,deep homology*. Tato hluboka homologie
se tedy vztahuje Kk spoleénému ptvodu nikoli samotnych organt, ale molekularnich
mechanisma, které fidi jejich vznik. V tomto smyslu mohou byt homologické i1 takové
organy, které se u spole¢ného predka dvou taxonl morfologicky neprojevily, prestoze jiz
existovalo potfebné genetické pozadi (Shubin et al, 2009). Autofi pak spravné
podotykaji, Ze odhaleni téchto mechanismi miize byt uzite¢né v piipadech, kdy se
samotnd morfologicka data jevi pro posouzeni morfologie nedostate¢na. Von Dassow a
Munro (1999) se pak vénuji vztahu jednotlivych regulacnich moduld s morfologickymi a
zduraznuji, ze jakékoli homologické moduly musi byt charakterizovany fylogenetickou
kontinuitou napfi¢ spektrem moznych adaptivnich zmén. Wagner (2007) stavi historickou
kontinuitu celych genovych regulacnich siti pti posuzovani homologie nad sdilenou
expresi jednotlivych genti ve studovanych strukturach.

Existence morfogenetickych modull, odvijejicich se od sdilenych regulacnich
mechanismd, je Vhodnym ptedpokladem k rozsiteni uivah o homologii. Zatimco tradi¢ni
pojeti povazuje homologii za veliinu ¢isté¢ bindrni (Dickinson, 1995), modularni pojeti
umoziuje s konceptem pracovat takika v duchu molekularné biologického piistupu, ktery
dovoluje ptimo procentualni vyjadieni (Fitch, 2000). Z hlediska morfologie je tak mozné
uvazovat nehomologické organy, jejichz jednotlivé ¢asti nachazeji homologické protéjsky
u jinych organismu (Bolker & Raff, 1996; v tomto piipadé ovSem musime homologii
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posuzovat u kazdé autonomni ¢asti zvlast, vystup je tak v dasledku opét ano/ne). Toto
pojeti je pro nékteré typy adhezivnich organti piimo idealni. Naptiklad o balancerech
ocasatych obojzivelnikli je tak mozno uvazovat jako o integraci dvou pivodné
nezavislych moduld, totiz modulu adhezivniho organu, shodného s ostatnimi obratlovci, a
modulu vnéj$i zabry, na jejiz morfogenezi vznikajici balancery ztetelné upominaji.

Pod touto optikou je mozné zacit zcela noveé spekulovat o ptivodu cementovych
organt bichira. Jelikoz se zd4, ze adhezivni Zlazy bichira sdili nekteré klicové geny
s drapatkou (Sive & Bradley, 1996; Suda et al., 2009), je mozné ptedpokladat, ze na
jejich indukei se podili obdobné regulacni mechanismy. Srovnanim s praci Dickinson a
Sive (2007) se navic zda, Ze sdilena je také embryonalni doména, ve které se zakladaji
adhezivni zlazy a pozd¢ji Gsta. Samotny organ vsak vznika na zcela jiném zakladé. Zde je
misto pravé pro uplatnéni principu modularity, ktery umoziiuje posuzovat zvIast
adhezivni epitel a zvlast morfogenezi organu jako takovou. Vracime se tak k avaham
Garstanga (1928) a jim nabizené moZnosti pivodné entodermalnich adhezivnich organt,
které byly u vétsiny linii pozdé&ji ,,zjednodusSeny* na ektoderm. Takovyto posun se zda byt
pfirozeny v tom smyslu, Ze ektoderm ptedstavuje vrstvu, ktera je v pfimém kontaktu
s vn&j§im prosttedim, k vyuziti za Ucelem tohoto typu interakce ma tedy relativné
nejblize. Z pohledu vySe probiranych konceptii je tak mozné pojednavat homologie

modulu adhezivniho epitelu a modulu faryngealni morfogeneze odd¢lené.
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V této praci byly zkoumdany adhezivni organy bichira, drapatky, piskofe a
zebrovnika s cilem zvazit moznosti a trovné homologie téchto struktur. Za timto ucelem
byla shromazdéna data tykajici se vnéjs$i morfologie, histologie, dynamiky zucastnénych
tkani, imunohistochemie a sekrece adhezivnich latek. Na prvni pohled jsou napadné
znaéné rozdily v umisténi organt na hlavé. Parové cementové organy bichira se zakladaji
anteriorn¢ nad Zloutkovym vackem, k otevirani ust poté dochazi ventralné od nich.
Podobné je tomu u piskote, avSak kontakt zlazy s Uisty neni tak tésny. U drapatky naproti
tomu Usta vznikaji dorzalné od cementové zlazy. Relativni pozice balancert zebrovnika je
vysledku se tedy nachazeji lateralné/posteriorné od ust.

U bichira a drapatky cementové organy vznikaji v podobném tkanovém
kontextu, tedy v misté kontaktu anteriorniho entodermu s ektodermem. U piskotfe naopak
7laza vznika v ektodermu nad neuralni trubici, tedy bez pfimé tGcasti entodermu (obr. 10).
Ptestoze u bichira diferencovany sekretoricky epitel plynule navazuje na buiiky pokozky,
mladsi stadia ukazuji, ze cementovy organ vznika odstépenim z anteriorniho entodermu a
naslednym otevienim do vné&jSiho prostedi, coz je v souladu s vysledky Kerrovy studie
(1907). Tato zéasadni skutecnost je vSak moderni literaturou zcela opomijena, a to
dokonce v ptipadech, kdy jsou cementové organy bichira zmiflovany v rdmci uvah
0 homologizaci adhezivnich organi obratlovcd (napi. Pottin et al., 2010). Kerr (1907)
pouze schématicky popisuje vyvoj cementovych organi na histologickych fezech. Od
doby publikovani byla navic tato prace téméf zapomenuta. Piestoze Diedhiou a Bartsch
popisuji podrobné vyvoj bichira Vv recentni praci (2009), cementovym zlazdm se vénuji
pouze deskriptivn€ v ramci popisu stupné jejich vyvoje v jednotlivych stadiich.

Data, shroméazdéna pro tuto diplomovou préaci, definitivné potvrzuji
entodermalni pivod cementovych organi bichira, a to na zaklad¢ histologie i
imunohistochemie, aplikované na kompletni sérii stddii, v nichz se organy formuji.
Aplikace imunohistochemického znaceni fibronektinu pak vyjevuje mimo jiné zmény
bazalni laminy v anteriorni oblasti embrya bichira, srovnatelné s procesy znamymi
u drapatky (Dickinson & Sive, 2006). V kombinaci s imunohistochemii se osvédcilo
pouziti techniky PAS pro znaceni mukopolysacharidi, které pfidava informaci o zacatku

sekretorické aktivity bunck a piehledné vizualizuje epitel adhezivnich orgénl na fezech.

59



Zaver

Krome¢ nich lze pak v pokozce embryi pozorovat také jednotlivé mukus-sekretujici bunky,
které ziejme produkuji ochrannou mukézni vrstvu pokozky.

Jak plyne jiz z uvah prezentovanych v predchozi kapitole, ziskana data rozsituji
naSe znalosti o morfogenezi adhezivnich orgénd, nicméné ani pii dikladném
mezidruhovém srovnani nejsou dostateénymi voditky pro definitivni posouzeni
homologie jednotlivych typa zlaz. Fylogenetické rozlozeni adhezivnich organti ukazuje,
Ze jsou pritomny téméf u vSech skupin, u nichz se vyskytuji typické vodni larvy. V ramci
téchto skupin se pak jejich vyskyt nebo absence odviji od zplsobu rozmnozovéni a
konkrétni ekologie daného druhu a jsou tak Casto jednoduse vysvétlitelné (viz kapitolu
6.1). Avsak pfidame-li do srovnani dalsi parametry, jako je embryonalni piivod, pozice
vzhledem k ustim a uspofddani adhezivniho epitelu, z obecné hojnosti adhezivnich
struktur vyplyvajici moznost homologie se najednou zcela rozpada. Je tedy tieba zaméfit
se na dal§i mozné Grovné.

Metoda znaceni mukopolysacharidi pomoci reakce PAS, kterou Pottin et al.
(2010) uvadi ve vyctu spolecnych vlastnosti cementovych organti drapatky a tetry, se
ukdzala pfi posuzovani homologie jako zavadéjici. PAS pozitivni buiiky se nachdzeji také
voln¢ v pokozce (obr. 1E, E°). Nelze tak vyloudit naptiklad hypotézu, ze u Teleostei
vznikly cementové organy pravé agregaci pokozkovych bunék, produkujicich ochrannou
muko6zni vrstvu (Britz et al., 2000). Také pokud uvazime naptiklad rozdil v pozici
cementové zlazy vzhledem k ustim u drapatky a bichira, popsana situace se jevi jako
zasadné odlisna. KdyZ si ale uvédomime, Ze cementova Z7ldza je indukovana mnohem
diive neZz usta, jejich vyslednou vzdjemnou pozici miZeme pficist pravé rozdilim
v morfogenezi adhezivni zlazy, ktera ovliviiuje uspofadani okolnich tkani a
pravdépodobné také difuzi a prekryv signalnich molekul.

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze spiSe nez pro ultimatni posouzeni homologie (€1
jejich urovni) jsou ziskand data pfinosna pro tvorbu novych hypotéz, které bude mozné
testovat v nasledujici praci. U bichira se nabizi srovnani morfogeneze cementovych
organli a ust s morfogenezi struktur tzv. extrémné anteriorni domény u dréapatky
(Dickinson & Sive, 2007), piipadné objasnéni mechanismu tvorby anteriornich
entodermalnich vychlipek a jeho srovndni se vznikem obdobnych struktur déle ve
faryngu. V dalsi préaci tedy bude nutné podrobné popsat souvislosti morfogeneze ust a
cementovych orgdnt a rozsifit spektrum aplikovanych protilatek o takoveé, které umozni

vizualizaci molekul, podilejicich se na zménach v usporadani epitelt.
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Co se tyCe charakteristiky samotného adhezivniho sekretu, bude vhodné provést
proteomické srovnani produkovanych sekretii nebo pouzit zndmé markery cementovych
organu drépatky, jejichz produkty jsou prave slozky adhezivni latky. Na piikladu prace
Pottin et al. lze pfedstavit rozdilné vysledky, ke kterym vedou tyto pfistupy v porovnéni
s technikou PAS. Zatimco u obou druhti se Zlaza jevi PAS pozitivni, u tetry Astyanax
mexicanus nebyla prokazana exprese genu agr2 (Pottin et al., 2010), jehoZ produktem je
mucinu podobny zaklad sekretu zlazy drapatky (Sive & Bradley, 1996). Cementové
organy tak vytvaii sice v principu podobné sekrety, avSak lisici geny, které je koduji.

Tim se dostavame k mezidruhovému srovnavani exprese gena ve vyvijejicich se
adhezivnich organech a obecné¢ anteriorni Casti hlavy. Toto srovnani se jevi logickym
pokracovanim zde prezentované prace, pokud chceme porozumét mechanismim, které
stoji za rozdilnou morfogenezi jednotlivych typti adhezivnich zlaz. Odhaleni genovych
regulacnich mechanismi bude uzite¢né pro aplikaci hypotézy o extrémné anteriorni
doméné (Dickinson & Sive, 2007) na bichira. Jako zajimavy model se v tomto sméru jevi
balancery ocasatych obojzivelnikl, které v ranych stadiich morfogeneze ptipominaji
zakladajici se vnéjsi zabry. Vzhledem k dlouhodobému vyzkumu embryi axolotla
Ambystoma mexicanum v nasi laboratofi, v€etné techniky in situ hybridizace a moznosti
transplantaci tkdni z GFP exprimujicich jedincti, se nabizi zavedeni ptibuzného axolotla
skvrnitého (A. maculatum), u kterého se na rozdil od prvniho zminovaného druhu
balancery vyskytuji. U takto blizce ptibuznych druht je pravdépodobna tspésna aplikace
dostupnych hybridizac¢nich prob, stejné jako xenotransplantace GFP exprimujicich tkani.

Pfinosem této prace bylo, kromé prezentovanych vysledk, ptedevsim otestovani
mikroskopickych, histologickych a imunohistochemickych technik na rGznych druzich
povétSinou nemodelovych organismi s ohledem na moznost jejich dal§iho srovnavani a
interpretace ziskanych dat. Pfedev§im bichir se pak ukazal zasadni pro dal$i posuzovani
homologie cementovych organtli, a to bez ohledu na Gvahy o homologii cementovych
organi. At se totiz ukaze, Ze struktury jsou pies zasadni odliSnosti v pavodu a
morfogenezi homologické, nebo se jedna o evoluéni novinku, vzniklou modifikaci vyvoje
anteriorniho faryngu, zcela jist¢ jde o unikatni feseni, které v této podobé nenalezneme

u zadné jiné skupiny obratlovct.
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Obr. 1. Srovnani pozice, struktury povrchu a rozsahu sekretorické aktivity u
adhezivnich organi studovanych druhi. (A-D) Srovnani pozice cementovych organti u
studovanych druhii (Sipka oznacuje cementovy organ). (A‘-D¢) Detail struktury povrchu
cementovych organt. (A‘) Bichir, anteroventralni pohled. Patrna je vrstva adhezivniho
sekretu. (B*) Drapatka, ventralni pohled. (C*) Piskof, laterdlni pohled. (D) Zebrovnik,
lateralni pohled. (A*‘-C‘‘) Znafeni mukopolysacharidi pomoci PAS. (A‘‘) Bichir,
ventralni pohled. (B‘‘) Drapatka, ventralni pohled. (C**) Piskoft, lateralni pohled. (E, E°)
PAS pozitivni buiiky v ¢asti pokozky mimo cementovy organ (hvézdi¢ka ukazuje PAS
pozitivni buiiky). (E) Drapatka, pokozka na ventralni stran¢ téla. (E°) Piskot, pokozka na

dorzalni strané hlavy.
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Obr. 2. Polypterus senegalus. Vnéjsi vyvoj cementovych organi. (A-F) Pohled na
hlavu embrya s ventrolateralné umisténymi cementovymi organy. (A‘-F°) Detail pravého
cementového organu, zobrazujici rozestupovani bunék pokozky. (A‘‘-F‘) Detail
otevirani cementového organu. Napadny je znacny rozdil v priméru apikalnich povrcht
bunék pokozkya bun€k cementového organu. Od stadia 25 dochazi k produkci

adhezivniho sekretu a zachytdvani necistot okolo Usti organu (D¢, F**, E%)



188 mm




Obr. 3. Polypterus senegalus. Detail otevirani cementovych organi. (A-F) Detail
otevirani cementovych organl s vyznacenim bunc¢k odvozenych s entodermu (Zlutou
barvou). (B¢, D, F*) Prlifez cementovymi organy se zna¢enim fibronektinu (hnédé linie)

a mukopolysacharidt (rizova). Jednotlivé faze odpovidaji stadiim z obr. B, D, F.
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Obr. 4. Polypterus senegalus. Dynamika bazalnich membran epiteld v ranych
stadiich morfogeneze cementovych organi, obsah  mukopolysacharidu
v diferencovanych organech a jejich vyvoj na histologickych fezech. (A-C) Rana
stadia vyvoje cementovych orgdnli na horizontalnich fezech znacenych protilatkou proti
fibronektinu soubézné s barvenim PAS. Na obrazku C je v centru organu patrnd pozitivni
reakce na PAS. (D) Obsah mukopolysacharidii v sekretujicich buinikdch vizualizovany
reakci PAS. (E) Sagitalni fez hlavou embrya ve stadiu odSkrcovani cementovych orgénd.
(F, F°) detail rozhrani pokoZky a cementového orgdnu pied a po jeho otevieni do vnéjsiho

prostiedi.
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Obr. 5. Xenopus laevis. Vnéjsi vyvoj cementové Zlazy. (A-D) Lateralni pohled na
cementovou zlazu drapatky v kontextu hlavy v riznych stadiich vyvoje. (A*-D) Detail
cementové zlazy z laterdlniho pohledu. (A‘‘-D*‘) Ventralni pohled na Zlazu

V odpovidajicich stadiich.
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Obr. 6. Xenopus laevis. Vyvoj cementové Zlazy a dynamika bazilni laminy na
histologickych Fezech. (A, B) Cementova Zlaza na sagitalnim fezu v tkaiovém kontextu
anteriorni ¢asti embrya. (A‘, B‘) Detail oblasti vyvoje cementového organu. (C)
Vyznaceni bazalni laminy epiteld (hnéd¢é linie) pfiblizn€¢ pted zapocetim vyvoje
stomodea. (D) Vyznaceni bazdlni laminy epiteli (hnéd¢ linie) v pozdéjsim stadiu. Vlivem

ptestaveb tkani dorzalné od zlazy se bazalni lamina v této oblasti rozruSuje.
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Obr. 7. Misgurnus fossilis. Vnéjsi vyvoj cementového organu. (A-C) Lateralni pohled
na cementovou zlazu v kontextu hlavy v riznych stadiich vyvoje. (A*-C*) Detail hlavy

embrya z ventralniho pohledu. (A*‘-C**) Detail povrchu cementového organu.
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Obr. 8. Misgurnus fossilis. Vyvoj cementového organu na histologickych fezech. (A,
B) Cementovy organ na sagitdlnim fezu v tkanovém kontextu anteriorni ¢asti embrya.
(A*, BY) Detail cementového organu. Na obrazku A‘ jsou zietelné odlisitelné dveé vrstvy

ektodermu.






Obr. 9. Pleurodeles waltl. Vnéjsi vyvoj balanceri. (A-F) Relativni pozice vznikajicich
balanceri na hlavé embrya, lateralni pohled. (A‘-F‘) Detailni pohled na vyvijejici se

balancery.
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Obr. 10. Srovnani tkanového kontextu vyvijejicich se adhezivnich Zlaz u bichira,
drapatky a piskofe. (A) Bichir Polypterus senegalus, st. 22. (B) Drapatka Xenopus
laevis, st. 27. (C) Piskotf Misgurnus fossilis, st. 37. Barevné odliSen ektoderm (modra),

nervova tkan (fialova), entoderm (Zluta) a mesoderm (Cervena).
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