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Teoreticko-prakticka ¢ast
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Téma: Vyvinova biologia — diferenciacia buniek u nezmara (Hydra vulgaris)

Jednou z hlavnych evoluénych vyhod tiel mnohobunkovych organizmov je, Ze r6zne procesy bolo mozné
kompartmentalizovat v urcitych organoch a tkanivach. Aj jeden z najjednoduchsich mnohobunkovych
organizmov, sekunddrne zjednoduseny Trichoplax adhaerens, ma minimdlne 4 rozdielne typy buniek.
Ako viak docielit, Zze identické bunky, vzniknuté napr. delenim zygoty, sa Specializuju na urcité ¢innosti?

Pomocky a material: Mikroskop, trvalé preparaty, pravitko, priesvitnd lepiaca paska, kfu¢ bunkovych
typov nezmara, milimetrovy papier

Nezmar je znamy predovsetkym vdaka svojim regeneraénym schopnostiam, ktoré su do velkej miery
spbsobené tym, Ze vacsSina buniek v jeho tele nie je Uplne (termindlne) diferencovana. Vacsina buniek
nezmara teda pripomina skér kmenové bunky, ktoré sa neustale delia a posuvaju oboma smermi na
okraje tela (chdpadla a prichytny disk), kde sa bunky diferencujui, po istom ¢ase odumieraju a su
nahradené novymi. V tele nezmara existuju 3 hlavné bunkové linie: Epitelovo-svalové bunky ektodermu,
traviaci epitel endodermu a intersticidlne bunky (rez stenou tela na obrazku nizsie). Hoci epitelové bunky
su Ciastocne Specializované (tj. ektoderm zabezpecujuci ochranu a pohyby, endoderm travenie), predsa
nie su Uplne (termindlne) diferencované. K tomuto procesu dochadza aZ na prichytnom disku, kde sa
napr. ektoderm diferencuje na podlhovasté bunky produkujice adhezivny sekrét. Podobny proces
prebieha v epiteloch chapadiel, kde sa ektoderm diferencuje na batériové bunky, ktoré tvoria akési
Llesenie” pre nematocyty (pfhlivé bunky). Epitelové bunky tela s vsak schopné opéat vytvorit dalsie
epitelové bunky a v pripade potreby aj celé telo. Intersticidlne bunky su zaujimavé tym, Ze ddvaju
vzniknut omnoho SirSiemu spektru terminalne diferencovanych buniek. Medzi ich potomstvo patria
prhlivé bunky (nematocyty), neurdny, zlazové bunky a pohlavné bunky.
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1. Najskor budete analyzovat rozloZenie réznych bunkovych typov v tele nezmara na macerovanych
preparatoch. Tieto preparaty boli pripravené tak, Ze jednotlivé Casti tela nezmara (hypostom

s chapadlami, samotné telo a prichytny disk) boli oddelené a tkanivo bolo chemicky osetrené tak, aby sa
jednotlivé bunky uvolnili, ale zostali neporusené. To ndm umoznuje urcit pomerné zastlipenie
jednotlivych typov buniek v tychto Castiach tela. V kazdom z troch preparatoch, oznacenych 1-3,
spocitajte 50 buniek a podla kluca urcte, o aky typ buniek sa jedna. Pri pocitani postupujte tak, ze
najskor spocitate vsetky bunky v uréitom zornom poli. Potom sa posurite na velajsie zorné pole v rdmci
rovnakého preparatu a opat spoditajte vsetky bunky. Tento postup opakujte az dokym ste celkovo
spocitali minimalne 50 buniek. Bunky pocitajte s pouZitim objektivu 40x alebo 20x. Vysledky uvedte do
nasledujucej tabulky a pre kazdy bunkovy typ urcte aj jeho percentudlne zastupenie (percentudlne
zastupenie zaokruhlite na celé ¢isla).

Preparat¢. 1 Preparat ¢. 2 Preparat ¢. 3

Bunkovy t
¥ iyp pocet % pocet % pocet %

Epitelové bunky
(ekto + endoderm)

Intersticialne bunky
(nediferencované)

Zrazové bunky

Neurdony

Batériové bunky

Nematocyty
(v3etky typy)

Bunky prichytného
disku

SPOLU 100 100 100

2. Na zaklade vasich znalosti o bioldgii nezmara a zastupeni bunkovych typov z predchadzajiceho
experimentu urcte, ktorym castiam jeho tela zodpovedaju jednotlivé preparaty.

Preparat¢. 1 Preparat ¢. 2 Preparatc. 3

Po vyplneni prelepte tabulku priesvitnou lepiacou paskou, aby ju uz nebolo mozné menit a privolajte
veduceho ulohy, ktory vdm da data pre dalsiu ¢ast ulohy.

3. Hoci vietky tri linie kmenovych buniek sa stale delia, jedna z nich ma podstatne kratsi bunkovy cyklus.
Tuto populéciu buniek je mozné eliminovat pouzitim |atok, ktoré preferencne zabijaju rychlo sa deliace
bunky. Jednou z takychto latok je hydroxymocovina. Na obrdzkoch, ktoré ste dostali, vidite
reprezentativne maceraty z oblasti stredu tela — neoSetrenu kontrolu a vzorku z jedinca oSetreného



hydroxymocovinou. Spocitajte v kazdom z preparatov tri linie kmerfiovych buniek a celkovy pocet buniek.
Vysledky uvedte do tabulky.

BunkowV t KONTROLA HYDROXYMOCOVINA
yive pocet % pocet %

Ektodermalne bunky

Endodermalne bunky

Nediferencované

intersticialne bunky

Vsetky bunky 100 100

4. Nakreslite na milimetrovy papier stipcovy graf, ktory bude porovnavat percentuélne zasttpenie tychto
troch bunkovych linii pred, a po oSetreni hydroxymocovinou. Milimetrovy papier oznacte svojim
sutaznym ¢islom a odovzdajte spolu s rieSenim.

5. Ktora populacia kmenovych buniek nezmara ma na zaklade vasich zisteni najrychlejsi bunkovy cyklus?
Pokuste sa vysvetlit pre¢o. Pomécka — uvaZzujte o vlastnostiach jej dcérskych buniek.

6. Je zaujimavé, Zze nezmar dokaze tolerovat Gplnu elimindciu tejto linie aj z nej diferencovanych
dcérskych buniek. Samozrejme, takto pripravené jedince maju viaceré problémy, ale napr. regeneracia a
pucanie u nich prebiehaju normalne. Oznacte (+) tie z nasledujucich defektov, ktoré by ste ocakavali u
jedincov s chybajucou najrychlejsie sa deliacou liniou kmenovych buniek a jej derivatmi. Ostatné
moznosti oznacte (-).

Nechopnost autonémne sa pohybovat

Neschopnost prichytit sa k podkladu

Neschopnost ulovit potravu

Strata pohlavného rozmnozovania

Telo tvorené iba jednovrstvovym epitelom.

7. Schopnost buniek dat vznik inym diferencovanym typom buniek (potencia) je rozna a lisi sa aj medzi
réznymi liniami kmeriovych buniek. Oplodnend zygota je prikladom totipotentnej bunky schopnej dat
vznik vSetkym tkanivdm organizmu, ako aj mimoembryonalnym tkanivam. Pluripotentné kmenové
bunky su sice schopné vytvorit vSetky bunkové linie tela, ale uz nie mimoembryonalne tkaniva. ESte
Specializovanejsie si multipotentné kmenové bunky, ktoré davaju vznik viacerym, ale nie vSetkym
bunkovym typom. Napokon unipotentné kmernové bunky su najuzsie Specializované. Jedna z dcérskych




buniek unipotentnej kmenovej bunky zostdva kmeriovou a druhd sa diferencuje, ale vidy iba na jeden
bunkovy typ. Oznacte kriziokm stupen potencie pre kazdy z uvedenych bunkovych typov.

potencia

toti pluri multi uni

Embryondlne kmernové bunky potkana

Bunky vzniknuté po prvom deleni [udskej zygoty

Intersticidlne bunky nezmara

Hematopoetické bunky kostnej drene

Ektodermalne kmenové bunky nezmara

Hepatoblasty, ktoré ddvaju vznik hepatocytom

Bunky trofoblastu, ktoré ddvaju vznik mimoebryonalnym
tkanivam

8. Analdgiou k postupnej redukcii potencie buniek
az k termindlnej diferenciacii moze byt predstava
guldcky kotulajucej sa dolu kopcom v imaginarne;j
“krajine”, ktora predstavuje r6zne bunkové stavy.
Tuto analdgiu navrhol bioldg Conrad Waddington a
podla neho sa niekedy oznacuje ako
Waddingtonova krajina. Sklon kopca v tomto
pripade predstavuje potenciu buniek, teda na
vrchole kopca by bol stav zodpovedajuci
totipotentnej zygote a dolu v Udoliach termindlne
diferencovanym bunkdm. Tento model tiez ‘ ‘ LA ACERCRRRRA
predpoklada, Ze diferencované bunkové stavy su stabllne15|e ako viac potentné, kedze pr| n|ch uz

neexistuje moznost “skiznut sa” do dal$ieho tdolia. Samotny tvar svahu je potom uréeny roznymi
genetickymi interakciami a faktormi prostredia, ktoré bunku “naviguji” pocas diferenciacie. Tvar krajiny
zaroven poukazuje na to, Zze procesy ako dediferenciacia, ¢i transdiferenciacia (zmena jedného
diferencovaného bunkového typu na iny), nie su dosiahnutelné tak jednoducho ako normalna
diferenciacia, kedZe vyzaduju pohyb do kopca.

Predstavte si, Ze model Waddingtonovej krajiny na obrazku reprezentuje diferenciaciu pluripotentnej
bunky na diferencované dcérske typy.

Napiste pismena, ktoré v scheme reprezentuju multipotentné bunky:

Napiste lubovolnu trajektdriu, ktord by v schéme reprezentovala dediferenciaciu: - -

Napiste [ubovolnu trajektériu, ktora by v schéme reprezentovala transdiferenciaciu: -
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