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Abstrakt

Dentice je zasadni inovaci obratlovcl vykazujici jak ohromnou morfologickou diverzitu, tak
i rozdilné udrZovani ¢i nahrazovani funkcnich zubu. Vétsina dnesnich obratlovcli nahrazuje
zuby pomoci hluboce invaginovaného epitelu, tj. ndsledné dentdini laminy, diky
pfitomnosti zubnich kmenovych bunék. Nicméné, u nékterych ¢asné divergujicich linii
paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) dochazi ke vzniku novych zubnich zarodku
z pfilehlého povrchového epitelu bez pfitomnosti nasledné dentalni laminy. Zda jsou oba
typy vyvoje dentic obratlovcl srovnatelné a zda se na nahradé zub( podileji obdobné zubni

kmenové burky, neni doposud dostatecné zhodnoceno.

Tato diplomova prace si klade za cil popsat vyvoj palatalni a faryngedlni dentice u zastupce
¢asné divergujici linie paprskoploutvych ryb, jesetera malého (Acipenser ruthenus). Dentice
jesetera je pomérné dynamickd. Zuby jsou nahrazovany bez nasledné dentalni laminy,
avsak tato nahrada vykazuje podobné znaky, které byly popsany u obratlovc( s naslednou
dentdlni laminou. Marker zubnich kmenovych/progenitorovych bunék, Sox2, se nachazi ve
vnéjsim zubnim epitelu predchazejiciho zubu pobliz prilehlych chutovych poharkl, coz
koreluje s pritomnosti tzv. ,label-retaining cells”. Bunky vzdalenéjsi od tohoto mista
naopak vykazuji proliferaéni charakter a pfitomnost faktorl zodpovédnych za

odontogenezi.

Na zakladé mé prace navrhuji hypotézu, Ze nové zubni zarodky jesetera malého se vyvijeji
ze zubnich kmenovych bunék, které jsou lokalizovany v tésné blizkosti chutovych poharkd,
coz je srovnatelné s vyvojem zubl z nasledné dentdlni laminy. Toto umisténi kmenovych
bunék implikuje, Ze dentice s pfitomnou ¢i nepfitomnou ndaslednou dentalni laminou jsou

obdobné fungujicimi systémy pouze s odliSnymi fenotypovymi projevy.

Klicova slova: zuby, faryngedlni dentice, palatalni dentice, adice, nahrada, ztrata, hltan,
jeseter, Acipenser, paprskoploutvé ryby, vyvoj, evoluce, zubni kmenové/progenitorové

bunky



Abstract

Dentition is a key vertebrate innovation showing not only great morphological diversity,
but also different maintenance or replacement of functional teeth. Most extant
vertebrates replace their dentition through addition of new teeth from deeply invaginated
epithelium, i.e. the successional dental lamina, due to presence of dental stem cells.
However, in some early branching lineages of ray-finned fishes (Actinopterygii), new tooth
germs arise from the adjacent superficial epithelium without the presence of the
successional dental lamina. Whether the two types of dental development in vertebrates
are equivalent and whether comparable dental stem cells play role in tooth replacement is

currently not satisfactorily evaluated.

This Master thesis aims at describing the development of palatal and pharyngeal dentition
of a member of an early branching lineage of ray-finned fishes, the sterlet sturgeon
(Acipenser ruthenus). The sterlet dentition is fairly dynamic. The teeth are replaced without
the successional dental lamina, however, this replacement shows characteristics similar to
those described in vertebrates with the successional dental lamina. A marker of dental
stem/progenitor cells, Sox2, is localized in the outer dental epithelium of the predecessor
tooth in the vicinity of the adjacent taste buds in correlation with the presence of the so-
called ,label-retainig cells“. On the other hand, cells distant from this place exhibit

proliferative characteristics and presence of factors responsible for odontogenesis.

Based on my work, | propose a hypothesis that new teeth of the sterlet develop from
dental stem cells localized in immediate proximity to taste buds, i.e. a comparable
situation to teeth developing from the successional dental lamina. The localization of stem
cells niche implies that dentitions with or without the successional dental lamina represent

similar developmental systems diverging only in their phenotypic expressions.

Key words: teeth, pharyngeal dentition, palatal dentition, addition, replacement, loss,
pharynx, sturgeon, sterlet, Acipenser, ray-finned fishes, development, evolution, dental

stem/progenitor cells
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Seznam pouzitych zkratek

DE —dentale

DL — dentdlni lamina (dental lamina)

DPT — dermopalatinum

HYP1 — hypobranchiale 1

HYP2 — hypobranchiale 2

IDE — vnitfni dentalni epitel (inner dental epithelium)

ODE — vnejsi dentalni epitel (outer dental epithelium)

INF —infrafaryngobranchiale

LRCs — bunky, které si uchovavaji znaceni (label retaining cells)
MDE — stfedni dentdlni epitel (middle dental epithelium)

PPT — palatopterygoid

RSDL — rudimentarni nasledna dentalni lamina (rudimentary successional dental lamina)
SDE — nasledny dentalni epitel (successional dental epithelium)
SDL — ndsledna dentalni lamina (successional dental lamina)

TA — prechodné vysoce proliferujici buriky (transit amplifying cells)
TB — chutovy poharek (taste bud)

TL — celkova velikost (total length)

Pro prehlednost jsou Cislovanim oddéleny obrdzky v textu (obr.) a obrazové tabule, které
jsou soucasti vysledkl (Fig.).
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1. Uvod

Vznik zub( je povaZzovan za kli¢ovou evoluéni novinku obratlovc(, ktera spolecné s celistmi
vedla k ohromnému Uspéchu Celistnatcli (Gnathostomata) a jejich adaptivni radiaci. Prvni
nalezy dentice pochazeji od fosilnich pancifnatct (Placodermi) z doby pftiblizné pred 420
mil. lety. Nicméné byva diskutovan i drivéjsi vznik u konodontl (Aldridge et Purnell, 1996;
Ricklin et Donoghue, 2015). Evolu¢ni ptivod zub(l je do dnesni doby tématem hojné
diskutovanym (Smith, 2003; Riicklin et al. 2012; Fraser et al., 2009; Qu et al. 2015; Chen et
al. 2016; Chen et al. 2020).

Dentice obratlovcl je velice diverzifikovand, coZz poukazuje na specializaci k potravni
strategii jednotlivych skupin. Dentice se mlzZe liSit v mnoha aspektech, a to zejména
poctem jednotlivych zubd, jejich velikosti, tvarem, usporddanim a rozmisténim. Zuby
mohou tvofit jednu fadu (monostichni usporaddani) nebo vice fad (polystichni usporadani) a
byvaji v rizné kombinaci umistény na Celistech, na patfe a na faryngealnich elementech.
Dalsi rozdily najdeme ve vystavbé zubl (napf. stavba dentinu, enamel/enameloid), ve
zpusobu ukotveni a v nahrazovdni zubl. RozliSujeme napfiklad zuby s jednou funkéni
generaci (monofyodontni) a s vice funkénimi generacemi (polyfyodontni). Pfredpokladd se
vSak, Ze navzdory této ohromné diverzité je proces vyvoje zubu napti¢ obratlovci vysoce

konzervovany (Jernvall et Thesleff, 2012; Rasch et al., 2016, Square et al. 2021).

Vyzkum dentice obratlovcl je atraktivnim tématem jiz po celd desetileti. Pozornost je
v soucasné dobé z vétsi ¢asti vénovana vyvoji zubl u mysi (Mus musculus). Mysi dentice je
ovsem velmi specializovand, ma pouze jednu generaci zubG v ordlni dutiné, proto neni
pfilis vhodnym modelem pro studium otazek tykajicich se ancestralniho stavu dentic
obratlovctd i procesu nahrady zubl a zubnich kmenovych bunék, které se této nahrady
Ucastni. K zodpovézeni téchto otazek je vhodnéjsi hledat modely v linii paprskoploutvych
ryb (Actinopterygii), kterd predstavuje nejpocetnéjsi a nejdiverzifikovanéjsi skupinu
dnesnich obratlovci s vice nez 35 000 popsanymi druhy (Fricke et al., 2021). Nékolik druhd
z této skupiny se jiz stalo modelovymi organismy pro vyzkum dentice, a to zejména danio
pruhované (Danio rerio) (napf. Van der heyden et Huysseune, 2000; Wise et Stock, 2010;
Kague et al., 2018), medaka japonska (Oryzias latipes) (napf. Debiais-Thibaud et al., 2007;

Abduweli et al., 2014), koljuska tfiostnd (Gasterosteus aculeatus) (napf. Ellis et al., 2015;



Hart et al., 2018) nebo africké cichlidy (napf. Fraser et al., 2008). VSechny tyto druhy vsak
predstavuji odvozené druhy Teleostei, které sice zuby nahrazuji, ale maji opét vysoce
specializovanou, modifikovanou dentici na celistech a/nebo na poslednim faryngealnim
oblouku. Nicméné se predpoklada, Ze vychozim stavem dentice obratlovcl byla pfitomnost
zubl v celé orofaryngedlni dutiné, a tento stav je vysledkem redukce poctu zub( a zubnich
poli v pribéhu evoluce (Nelson, 1969; Stock, 2001; Smith, 2003). Pro vyzkum evoluce
dentice jsou tedy klicové casné divergujici linie paprskoploutvych ryb, u kterych se tento
stav vrazné mite zachoval: Polypteriformes (bichifi), Acipenseriformes (jesetefi a
veslonosi), Amiiformes (kaprouni) a Lepisosteiformes (kostlini). | navzdory duleZitosti
porozuméni odontogeneze u téchto linii jsou studie zabyvajici se timto tématem pomérné

malo pocetné (napf. Clemen et al., 1998; Wacker et al., 2001; Smith et al., 2015).

Tato diplomova prace navazuje na predchozi vyzkum kolegyné Mgr. PospiSilové, Ph.D.,
kterd se dentici jesetera malého zacala zabyvat nejprve ve své diplomové praci
(PospiSilova, 2015) a nasledné ve své disertacni praci (PospiSilova, 2020). V ramci této
prace vznikl dosud nepublikovany ¢ldnek s nazvem ,The remarkable dynamics in the
establishment, replacement, and loss of dentition during the ontogeny of the sterlet
sturgeon” (PospiSilova et al., in prep.). Predkladana diplomova prace ma za cil rozsitit tyto
poznatky. Zaméruje se na charakteristiku dentice jesetera malého (Acipenser ruthenus)
s dlirazem na morfologickou deskripci jednotlivych zubnich poli, iniciaci zubnich zarodkd s
identifikovanim faktord ucastnicich se vyvoje nahradnich zub(, popis dynamiky vyvoje
zubl  spolecné s rychlosti  jejich ndhrady a identifikaci  potencidlnich

kmenovych/progenitorovych bunék a mist s vysokou proliferaci.



2. Literarni prehled

2.1. Nahrazovani dentice

Dentice obratlovcl Celi neustalému opotiebovani, ke kterému dochazi pfi zpracovavani
potravy. Toto opotfebeni musi byt néjakym zplsobem kompenzovdno, aby dentice z(istala
funkéni. NejbéznéjSim reSenim tohoto problému je pritomnost polyfyodontie, tj. vice
generaci funkénich zubl, kde vprdbéhu Zivota kontinudlné dochazi k vypadavani
opotfebenych zub( a k vyméné za zuby nové (Jernvall et Thesleff, 2012; Tucker et Fraser,

2014).

Schopnost nepretrzité nahrazovat zuby po cely Zivot jedince je tématem v soucasnosti stéle
rostouciho zdjmu. Tento stav je povaZovan za pleziomorfni vramci Chondrichthyes a
Osteichthyes a predpoklada se, Ze je ancestralnim stavem dentice obratlovcl. Schopnost
nahrazovat zuby je zachovana u vétsSiny obratlovcll nesoucich zuby (vyjma napf. savcu) a
pravdépodobné se vyskytovala i u ranych celistnatc (Ricklin et al. 2012; Maisey et al.,

2014; Vaskaninova et al., 2020).

Oproti tomu u savcl najdeme povétSinou dentici, kterd ma dvé generace zub(, kde prvni
generaci zubU oznacujeme jako mlécné a druhou generaci jako zuby trvalé. Prechod od
ancestralni polyfyodontie k difyodontii byva vysvétlovan v souvislosti se zvySenou
komplexitou tvaru zub( v této skupiné (Hunter et Jernvall, 1995; Kielan-Jaworowska et al.,
2014). Nejrozsifenéjsi modelovy organismus obratlovcl — mys domdci (Mus musculus) ma
jesté vice specializovanou dentici — dokonce pouze jednu generaci zub(. Tedy i pres to, Ze
vétsSina obratlovci ma polyfyodontni dentici, relativné malo védeckych praci se touto
problematikou zabyva a o molekuldrnich mechanismech, které jsou zdkladem celozivotni

vymény zubU, se zatim mnoho nevi.
2.2. Na vyvoji zubU se podili dentalni lamina

Dualezitym organem pro vznik zub( je epitelidlni struktura, kterd vznikd invaginaci do
mesenchymu. Takto zanoreny epitel je nazyvan zubni lista (dentalni lamina) (Smith et al.,
2009). U druhd, které maiji vice generaci zub(, dale dochazi ke vzniku nasledné/sukcesivni
dentdlni laminy (successional dental lamina). Nasledna dentalni lamina je charakterizovana

jako histologicky odlisitelny hluboce zanofeny epitel, ktery je pfimo spojeny s vnéjsim



zubnim epitelem predchazejiciho zubu (Reif, 1982; Berkovitz et Shellis, 2017). Novy zubni
zarodek se vyviji na jejim distdlnim konci a v prlibéhu vyvoje se po dentdlni laminé posouva
smérem k predchazejicimu zubu. U Osteichthyes nové vznikajici zub vyvola osteoklastovou
aktivitu a dojde kenzymatické disociaci baze predchazejictho zubu a kremodelaci
zubonosné pripojovaci kosti (pokud je ptritomna). K tomuto dochazi bud’ pred nebo béhem
Casné erupce zubu, kdy se zub stava funkénim (Witten et Huysseune, 2009; Mantoku et al.,

2016).

Podle Reifa (1982) rozlisSujeme dentalni laminu na nékolik typl — kontinualni/nekontinualni
a permanentni/nepermanentni (pfechodnd). Kontinualni dentalni lamina se tdhne po celé
zubonosné strukture (napt. kosti) a navzdjem propojuje zubni rodiny. Naopak v pfipadé
nekontinudlni dentalni laminy nejsou zubni rodiny propojené a kazda je tvorena vlastni
epidermalni invaginaci. Permanentni dentdalni lamina tvofi alespon jeden, ale vétSinou vice
nahradnich zubl a nezanikd (zahrnuje vSechny kontinudlni a mnoho nekontinualnich
dentalnich lamin). Nepermanentni dentalni lamina vZdy tvofi pouze jeden zub, poté zanika
a pro kazdy novy nahradni zub se vyviji znovu. Pfikladem prechodné a nekontinualni
dentalni laminy je danio pruhované (Danio rerio) a gekoncik no¢ni (Eublepharis macularius)
(Huysseune, 2006; Handrigan et al., 2010). Permanentni dentalni laminu nalezneme
napriklad u Zebrovnika (Pleurodeles waltl) nebo u Sicyopterus japonicus z Celedi

hlavacovitych (Davit-Béal et al., 2006; Moriyama et al., 2010).

U monofyodontni dentice (jedna funkcéni generace zub() a difyodontni dentice (dvé funkéni
generace zub(l) dentdlni lamina zanikd po utvoreni kone¢né generace zubl (Buchtova et
al., 2012; Buchtova et al., 2013; Jussila et al., 2014; Dosedélova et al., 2015). V rozporu
s timto se vSak ukazala byt napfiklad agama vousatd (Pogona vitticeps), ktera udriuje
proliferujici ndslednou dentdlni laminu i pobliz zubU, které nejsou nahrazovany. Samotna
pfitomnost ndsledné dentdlni laminy tedy nemusi znamenat vznik nahradniho zubu

(Salomies et al., 2019).
2.3. Wnt signdlni draha hraje zdsadni roli pfi nahrazovani zub

Molekularni mechanismy, které ovliviuji vyvoj nahradnich zubd, byly studovany hlavné u

fady druh( plazQ, ryb, Zraloki nebo u fretky, ale prekvapivé i u mysi. Na zakladé téchto



praci byla popsana konzervovand sada transkripénich faktorl a signalnich molekul

vykazujicich podobné vzorce expresi v zubnim aparatu.

Jako klicova signalni draha ve spojitosti s vyménou zubU se ukazala byt kanonickda Wnt
signalni drdha (Handrigan et Richman, 2010; Fraser et al., 2013; Gaete and Tucker, 2013;
Wu et al.,2013; Jussila et al., 2014; Rasch et al., 2016, Square et al., 2021). Tato draha fidi
osud bunék pomoci regulace genové exprese. Wnt draha se aktivuje navazanim ligand(
Wnt na receptory Lrp a Frz na povrchu bunék. Tim se inhibuje multiproteinovy komplex,
také oznacovany jako ,destruktivni komplex“, ktery jinak reguluje hladinu B-cateninu v
cytoplazmé. Kdyz se [-catenin nahromadi, premisti se do jadra a interaguje s
transkripénimi faktory rodiny Tcf/Lef, které jsou pfi absenci aktivnhi Wnt signalizace
navazany na Tle korepresory (MacDonald et al., 2009; Ring et al., 2014). B-catenin dokaze
nahradit Tle korepresory z Tcf/Lef transkripCnich faktorl a umozni tak spusténi exprese

downstream gent (Daniels et Weis, 2005).

Manipulace s touto drdhou muze vést k tvorbé nadpocetnych zub, jak bylo ukdzano u
hadl a mysi (Jarvinen et al.,, 2006; Wang et al., 2009; Gaete et Tucker, 2013). ZvySena
aktivace nebo inhibice Wnt/B-catenin drahy ma vsak na vyvoj ndhradnich zub( odlisny vliv
v zavislosti na tom, kde tato drdha plsobi, zda v epitelu ¢i v mesenchymu. Umélé zvyseni
epitelidlni exprese B-cateninu, vede u mysich stolicek k zakladani nadpocetnych zubd,
které by jinak nevznikly (Jarvinen et al., 2006). Naopak pfi inhibovani epitelidlni exprese B-
cateninu dochazi k zastaveni vyvoje zubu ve stadiu zubniho pupenu (Liu et al., 2008).
Jestlize se vSak aktivita Wnt/B-catenin drahy zvysi v mesenchymu, dochazi naopak k
inhibici vzniku novych zubd, zatimco inhibice této drahy v mesenchymu vede k tvorbé
novych zubl (Jarvinen et al., 2018). U uzovky Cervené (Pantheropis guttatus) bylo ukazano,
Ze pri aktivaci Wnt/B-catenin drahy, doslo k vytvoreni vétsiho poctu zubnich zarodkd

(Gaete et Tucker, 2013).

Ackoli je mysi dentice monofyodontni a tedy ndhradni zuby netvori, béhem vyvoje dochazi
k vytvoreni prechodné rudimentarni nasledné dentdlni laminy (transient rudimentary
successional dental lamina, RSDL). Tato rudimentarni nasledna dentalni lamina exprimuje
transkripéni faktor Sox2 (viz déle), a naopak neobsahuje Zadnou signalizaci Wnt/B-catenin
drahy. Sox2 potlacuje aktivitu Wnt signalni drahy, ale pti navysSeni exprese Wnt dojde k

downregulaci Sox2, tedy k negativni zpétné vazbé. U mysi tak prvni vytvoreny zub sice
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zabranuje tvorbé nahradniho zubu, ale pfi umélé stabilizaci Wnt/B-catenin signdini drahy

dojde k vytvoreni novych zubnich zarodku, které vznikaji lingudlné (Popa et al., 2019).

Na zakladé zminénych praci se zda, Ze Wnt/B-catenin signdlni draha hraje zasadni roli
v regulovani oblasti kmenovych bunék a pfi rozhodovani, zda kmenové burnky setrvaji

kmenové, ¢i zacnou proliferovat a diferencovat se v buriky dentalni.
2.4. Kmenoveé bunky podilejici se na nahrazovani zubd

Pro vyvoj a zachovavani vSech organovych soustav je nezbytna pritomnost kmenovych
bunék (Sanchez et Yamanaka, 2014). Jsou rozliSovany na embryonalni kmenové buriky
(embryonic stem cells, ES) a dospélé kmenové bunky (adult stem cells, ASC). Embryonalni
kmenové bunky jsou pluripotentni, u mysi a ¢lovéka napfiklad pochazeji z vnitfni bunécné
hmoty blastocysty a maji schopnost dat vznik ektodermu, entodermu i mesodermu
(Thomson et al., 1998; Chambers et Smith, 2004; Thomson et al., 2011). Dospélé kmenové
buriky zahrnuji populaci bunék, které jsou charakteristické klidovym obdobim,
asymetrickym délenim a plasticitou. Samy sebe obnovuji a zdroven davaji vznik rlznym
liniim bunécénych progenitor(i, zatimco zlstdvaji v nediferenciovaném stavu, a to i po
dlouhém neaktivnim klidovém obdobi (Fuchs et Segre, 2000; Zaminy, 2012; Bhartiya et al.,
2019). Progenitorové bunky mohou vytvofit rizné diferencované burky, a to bud pfimo,
nebo nepfimo skrze prechodné vysoce proliferujici bunky (tzv. transit amplifying cells, TA
buriky). Tyto bunky jsou definovany jako multipotentni, pocet jejich déleni je na rozdil od
kmenovych bunék omezen, a nakonec u nich dochazi k termindlni diferenciaci (Potten et
al., 1979). Dospélé kmenové buriky jsou tedy nepostradatelnou soucasti pti regeneraci
tkani, nahrazovani bunék ztracenych v dlisledku apoptdzy ¢i poranéni. Aby kmenové bunky
mohly spravné fungovat po cely Zivot organismu, je zapotfebi udrzovat rovnovahu mezi
sebeobnovou a diferenciaci. Oblast, ve které se kmenové buriky nachazeji, je striktné
regulované mikroprostredi, které tuto rovnovahu fidi (Spradling et al., 2001; Li et Xie,

2005).

Dentice schopné nahrazovani zub( jsou zdjmem zkoumani kmenovych bunék. Identifikace
kmenovych bunék je vsak obtiZzna, a to prevainé kvali jejich nediferencovaném stavu
(Bluteau et al., 2008). Z tohoto dlivodu se pfi lokalizaci domnélych kmenovych bunék

vyuzivaji techniky, pomoci kterych lze popsat charakteristiky spojované s kmenovosti



bunék, tedy burnky s pomalym mitotickym cyklem nebo expresi konkrétnich transkripcnich
faktord. Takto vyuzZivanym je predevsim transkripéni faktor Sox2 (napf. Juuri et al., 2013;

Tucker et Fraser, 2014).
2.4.1. Transkrip¢ni faktor Sox2 a jeho role pfi ndhradé zubl

Rodina Sox genl byla poprvé definovana objevem samciho SRY (sex determining region Y)
(Gubbay et al., 1990; Berta et al., 1990). Proteiny této rodiny sdileji vysoce konzervované
HMG (high-mobility-group) DNA vdazajici domény. Do soucasné doby bylo popsano 20
raznych Sox genl (Schepers et al.,, 2002), které jsou podle stupné homologie v ramci
domény HMG ddle déleny do podskupin. Sox2 je spolu se Soxl a Sox3 fazen jako clen
skupiny SoxBl (Bylund et al., 2003) a ma zasadni funkci v embryondlnim vyvoji a
v udrzovani pluripotence a sebeobnovy embryondlnich kmenovych bunék. Nicméné se
Sox2 uplatiiuje i pfi vyvoji dalSich mnoha struktur, napf. pfi vyvoji sitnice (Taranova et al.,
2006), chutovych pohark( (Okubo et al., 2006), mozku (Ferri et al., 2004) nebo chlupovych
folikula (Clavel et al., 2012).

Sox2 byl také identifikovan jako marker epitelovych zubnich kmenovych bunék, jehoz
exprese je konzervovana od savcl aZz po Zraloky (Tucker et Fraser, 2014). U mysiho fezdku
byla Sox2 exprese pozorovana v krckové kliéce (cervical loop), coz je oblast povazovana za
zdroj epitelidlnich kmenovych bunék (Juuri et al., 2012). Dale byla exprese Sox2 popsana
v nasledné dentalni laminé u savcQ, a to naptiklad u fretky (Mustela putorius furo), ¢clovéka
(Homo sapiens) ¢&i krdlika (Juuri et al., 2013; Jussila et al., 2014; Bertonnier-Brouty et al.,
2020). | u plazQi byla detekovdna exprese Sox2 v souvislosti s vyménou zubl, a to u
aligatora severoamerického (Alligator mississippiensis), leguana zeleného (/guana iguana),
gekoncika nocéniho (Eublepharis macularius), agamy vousaté (Pogona vitticeps), krajty
kralovské (Python regius) a uzovky Cervené (Elaphe guttata) (Handrigan et al., 2010; Gaete
et Tucker, 2013; Juuri et al., 2013; Wu et al., 2013; Salomies et al., 2019). U medaky
(Oryzias latipes) se Sox2 exprese nachdazela na posteriornim konci zubni rodiny (Abduweli
et al., 2014). Kromé epitelovych zubnich kmenovych bunék potrfebnych pro vyvoj
ameloblast zubu se Sox2 ukazal byt klicovy i pro vyvoj chutovych poharkd u mysi (Okubo
et al., 2006). V této souvislosti je zajimavé zminit, Ze popsani exprese Sox2 u zastupcl ze

skupiny pricnoustych (Elasmobranchii) ukdazalo, Ze zuby i anteriorni chutové poharky



vznikaji ze sdilené oblasti Sox2+ progenitorl, kterd byla nazvana odontogustacni pruh

(odontogustatory band) (Martin et al., 2016; Rasch et al., 2020).

2.4.2. Domnélé kmenové/progenitorové buriky — pomalu cyklujici buniky podilejici se na
nahradé zub(

Specifické markery kmenovych bunék nejsou do dnesni doby pfesné znamy. PouZivanym a
prijimanym zpUsobem pro znadeni kmenovych/progenitorovych bunék se stala retence
DNA znacky. Pro toto znaceni se dnes pouZivaji hlavné molekuly BrdU (5-bromo-2’-
deoxyuridin) nebo EdU (5-Ethynyl-2'-deoxyuridin). BrdU nebo EdU se inkorporuje do nové
syntetizované DNA burnky béhem S faze bunécného cyklu. S kazdym délenim burky se
signal vyreduje, a proto po dostatecné dlouhé dobé po aplikovani zistanou oznacdené jen
»bunky, které si uchovavaji znaceni“ — tzn. label retaining cells (LRCs). To znamena, Ze
z proliferujicich bunék signal zmizi, zatimco v kmenovych bunkach, pomalu cyklujicich
burikdch a vterminalné diferencovanych bunikach signal pretrvd. Pro identifikaci
proliferujicich bunék se naopak vyuziva protilatkového znaceni PCNA (proliferating cell

nuclear antigen) (latropoulos et Williams, 1996; Flomerfelt et Gress, 2016).

Za hlavni zdroj putativnich odontogennich kmenovych bunék je povazovana dentalni
lamina (Huysseune et Thesleff, 2004; Smith et al., 2009; Jernvall et Thesleff, 2012; Juuri et
al., 2013; Thiery et al.,, 2017). U gekoncika noc¢niho (Eublepharis macularius) byly LRCs
bunky identifikovany vyhradné na lingualni strané dentdlni laminy, kterd se vyznacuje
nizkou mirou proliferace a nepodili se na morfogenezi zubu. Tyto LRCs bunky tvofily
organizované shluky v blizkosti nasledné dentalni laminy. Jejich umisténi na strané dentalni
laminy, kterd netvofti zub, by mohlo poukazovat na to, Ze zubni kmenové bunky jsou timto
zpUsobem izolovany od signall, které by je jinak mohly prfimét k diferenciaci (Handrigan et
al., 2010). Déle byly LRCs buriky identifikovany na distalni strané dentdlni laminy v jejim
vybouleni (dental lamina bulge) u aligatora severoamerického (Alligator mississippiensis)
(Wu et al., 2003). KdyZ v tomto misté s klidovymi zubnimi progenitorovymi burikami dojde
k aktivaci fyziologickou exfoliaci nebo umélou extrakci, dojde k zahajeni vymény zubu, coz
koreluje saktivaci Wnt/B-catenin signalizace, ktera zplsobi proliferaci a dojde
k prodlouzeni distalniho konce dentdlni laminy. PocCet LRCs bunék se béhem nahrazovani
zubu neméni, naopak pocet TA bunék se pfi vyvoji zubniho zarodku navysi a postupné se

snizuje béhem nasledného vyvoje zubu (Wu et al., 2013). Dalsi prace lokalizujici LRCs burnky



ukazdla jejich pritomnost v nasledné dentalni laminé a oralnim epitelu v oblasti setkani
zubl a chutovych poharkl (taste/tooth junction, T/TJ) u macky skvrnité (Scyliorhinus
canicula) a u rejnoku. Tento vyskyt se shodoval s misty ndlez(i exprese Sox2 (Martin et al.,
2016; Rasch et al., 2020). Pfitomnost LRCs bunék byla také ukdzdna v dentdlni laminé

blizko oralniho epitelu u ¢tverzubct (Tetraodontidae) (Thiery et al., 2017).

Na zdkladé vyse uvedenych praci se zdd, Ze sidlem zubnich kmenovych bunék je dentdlni
lamina. Kmenové bunky davaji vznik progenitorovym/TA bunkam, které proliferuji a
migruji do hlubokych ¢asti dentalni laminy, kde dochazi k diferenciaci do zubnich bunék a

nasledné zubni morfogenezi, jak ukazuje obr. 1 u rlznych obratlovct (Thiery et al., 2017).

Presumptive progenitor cells

Dental epithelium differentiation

Dental morphogenesis

Obr. 1: Schéma znazornujici rozmisténi srovnatelnych c¢asti nasledné dentalni laminy u
polyfyodontni dentice c¢tverzubce, aligdtora, cichlidy a Zraloka. Pomoci barev jsou
zobrazeny Ctyti hlavni vyvojové etapy: zelenou barvou jsou znazornény predpokladané
zubni progenitorové bunky, Zluté aktivné proliferujici progenitorové bunky (koexprese
Sox2 a aktivni Wnt signdlni drahy), ¢ervené diferenciace dentdlniho epitelu (upregulace
raznych vyvojovych gend na distalnim konci dentalni laminy a rdst zubniho pupenu) a
modte zubni morfogeneze (Thiery et al., 2017).



2.5.Vyvoj zubl bez dentdlni laminy

Proces nahrady zubu se ¢asto uskute¢riuje pomoci epitelidlni struktury nazyvané ndsledna
dentdlni lamina (viz vySe). V recentnich studiich vSak bylo ukdzdno, Ze nahradni zuby
mohou vznikat i bez dentalni laminy z pfilehlého povrchového epitelu. Tento zpUsob vzniku
nahradnich zubl byl doposud pozorovan u nékolika zastupct paprskoploutvych ryb, jejichz
fylogenetické vztahy ukazuje obrazek ¢. 2. Mezi né patfi pstruh duhovy (Oncorhynchus
mykiss) (Berkovitz, 1977; Fraser et al., 2006), losos obecny (Salmo salar) (Huysseune et
Witten, 2008), bichir senegalsky (Polypterus senegalus), uhot ticni (Anguilla anguilla),
Uhorovec HassUv (Heteroconger hassi) (Vandenplas et al., 2014), veslonos americky
(Polyodon spathula) (Smith et al., 2015) a koljuska tfiostnd (Gasterosteus aculeatus)
(Square et al., 2021). U vSech téchto druhl se nahradni zub vyviji pfimo z vnéjsiho
dentalniho epitelu prfedchazejiciho zubu. Bylo navrzeno, Ze funkci dentdlni laminy by zde
mohl zastdvat stfedni dentalni epitel (middle dental epithelium) nachazejici se mezi
vnéjsSim a vnitfnim dentalnim epitelem (Huysseune et Witten, 2008; Vandenplas et al.,

2014). Tato hypotéza vsak pozdéji nebyla podpofena (Vandenplas et al., 2016).

Polypteriformes m Polypterus senegalus

Acipenseriformes

Actinopterygii

Holostei
Anguilla anguilla

Elo pomor ph a Heteroconger hassi
Moringua edwardsi

Teleostei Osteoglossomorpha @
Ostariophysi ‘ﬁ( Danio rerio
ii @1 Salmo salar
dallaaali Oncorhynchus mykiss

Basal neoteleostei ﬁﬂ%—%@
Paracanthopterygii @ﬂ

Acanthopterygii

Euteleostel

no successional dental lamina
successional dental lamina
permanent dental lamina

Sicyopterus japonicus
Hemichromis bimaculatus

Obr. 2: Schéma vyobrazujici zjednodusené fylogenetické vztahy ve skupiné
paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) s vyznacenim pritomnosti ¢i nepfitomnosti nasledné
dentalni laminy (Vandenplas et al., 2014).
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Studium druh( s odliSnym zplisobem nahrady zubd, tj. ndhrada prostrednictvim nasledné
dentalni laminy a ndhrada bez nasledné dentalni laminy z povrchového dentdlniho epitelu,
ukazalo konzervovanou expresi sady genu asociovanych s odontogenezi. Jako souhrnny
pojem pro oba typy nahrazovani dentice byl navrien termin nasledny dentdlni epitel
(successional dental epithelium, SDE), ktery by mohl predstavovat homologicky
konzervovany dentalni bunécny typ (Square et al., 2021). Oba zplsoby nahrazovani dentice
by tak mohly byt pouze odliSnym fenotypovym projevem stejného systému vyvoje zub(l u
obratlovci. Schematické zobrazeni vyvoje ndhradnich zubl u obou typl vymény ukazuje

obréazek ¢. 3.

Stickleback Salmonid Zebrafish Salamander
(no SDL) (no SDL) (transient SDL) (permanent SDL)

Pre-replacement/ ...
Mid-eruption

Succesional
Dental
Epithelium

Replacement
Tooth
Differentiation

Obr. 3: Schématické vyobrazeni ndsledného dentalniho epitelu u polyfyodontnich dentic
¢tyr rliznych zdstupcu (koljuska, losos, danio, Zebrovnik) s rozdilnym nahrazovanim zubg.
Sagitalni fezy, hlava orientovana doleva. Prvni dva sloupce ukazuji situaci nahrady zub( bez
dentalni laminy (koljuska, losos), druhé dva sloupce situaci s naslednou dentalni laminou
(danio, Zebrovnik). Sipky znaé&i zubni zarodky, hroty Sipek znaéi nasledny dentalni epitel.
Pfevzato ze Square et al. 2021.
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2.6.Studovany druh jeseter maly (Acipenser ruthenus)

Jeseter maly (Acipenser ruthenus) patfi do fadu Acipenseriformes (jesetefi), ktery zahrnuje
jesetery, veslonose a fosilni pribuzné. Tento rad zastava v ramci fylogeneze obratlovci
dllezitou pozici — dnes uzndvany jako nej¢asnéjsi linie, ktera se odstépila od ostatnich vétvi
vedoucich ke skupiné Neopterygii, kterda obsahuje Lepisosteiformes (kostliny), Amiiformes
(kaprouny) a Teleostei (kostnati) (Betancur-R et al., 2017). V soucasné dobé rad tvori dvé
Celedi. Prvni z nich je Celed veslonosoviti (Polyodontidae) obsahujici 2 druhy — veslonos
americky (Polyodon spathula) a veslonos Cinsky (Psephurus gladius). Druhd celed nese
nazev jeseteroviti (Acipenseridae) a celkem obsahuje 25 druhi vcéetné rodl Huso (vyza),
Acipenser (jeseter), Pseudoscaphirhynchus a Scaphirhynchus (lopatonosi). Tyto druhy jsou
podle nejnovéjsi fylogenetické studie rozdélovany do Ctyf skupin: prvni skupina zahrnuje
¢leny rodu Scaphirynchus, druha skupina spojuje A. sturio a A. oxyrinchus jako sesterské
druhy, treti skupina obsahuje pacifické druhy A. dabryanus, A. sinensis, A. schrenckii, A.
transmontanus a H. dauricus a posledni ¢tvrtou skupinu tvofi druhy atlantické A. baerii, A.
fulvescens, A. gueldenstaedtii, A. persicus, A. ruthenus, A. stellatus, H. huso a P. kaufmanni.
Nékteré evolu€ni vztahy vsak stdle zlstavaji ¢dstecné nevyreseny (Krieger et al., 2008; Luo

et al.,, 2019).

Jesetefli jsou povazovani za ,zZivouci fosilie”, protoze se nezd3, Ze by se od svého vzniku
pred pfiblizné 200 milidony lety morfologicky pfFili§ zménili. Mezi dneSnimi obratlovci
vykazuji jedno z nejpomalejSich temp molekularni evoluce (Patterson, 1982; Krieger et
Fuerst, 2002). Jesetefi, diky svym ojedinélym znakim, vzbuzuji zdjem morfologtl jiz od 19.
stoleti. Od té doby vzniklo nékolik praci zabyvajicich se skeletem rlznych druhl (napf.
Parker, 1882; Nelson, 1969; Jollie, 1980; Dillman et Hilton, 2015; Warth et al., 2017a).
Kostra jeseterll je ndpadna péti radami velkych kosténych desek tahnoucich se podél téla,
které je protahlé a ventradlné zplostélé. Endoskelet jeseter(l je z velké ¢asti chrupavdity.
Jejich kranidlni morfologie je velmi specializovand, umoziuje vysunovat Celistni aparat do
znacné vzdalenosti od neurokrania diky pohyblivému hyoidnimu oblouku a vyvazani Celisti
ze zavislosti na neurokraniu. Ddale maji jesetefi vyrazné rostrum sdvéma pary
chemosenzitivnich vousk(l a Usta lokalizovana na ventralni pozici (Bemis et al., 1997). Pres
pomérné rozsahlé popisy chondrogeneze a skeletogeneze je odontogeneze u této skupiny

prekvapivé pomérné malo prozkoumana.
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2.6.1. Dosavadni poznatky o dentici jeseterd ve srovnani s pfibuznymi veslonosy

Jesetefi a veslonosi sdileji v rdmci dentice a orofaryngedlniho aparatu mnoho znak(l. Mezi
tyto znaky patfi rozmisténi zubnich poli, remodelace orofaryngedlniho aparatu béhem
ontogeneze a bezzubost dospélych jedincl. Jesetefi ztraceji zuby postupné v pribéhu
ontogeneze (Bemis et al. 1997, Hilton et al. 2011), u veslonost dojde k vypadnuti zub(
nebo je preroste okolni kost (Grande et Bemis, 1991). U obou celedi nicméné dochazi ke
kompenzaci nefunkéni dentice ptrestavbou orofaryngedlniho aparatu. Veslonosi nahrazuji
nefunkéni dentici vytvorenim filtracniho apardtu (Imms, 1904; Grande et Bemis, 1991).
Oproti tomu u jeseterl dochazi ke vzniku vychlipitelnych Celisti, které spolu s faryngedlnimi
drticimi hiebeny utvareji specializovany apardat k nasavani a naslednému rozdrceni kofisti

(Nelson 1969, Findeis 1997, Warth et al. 2017b).

Podrobnéjsi popis dentice veslonost zpracovala az Moya Smith s kolegy (Smith et al., 2015)
a detailnéjsi popis jesetefi dentice se zacal neddvno formovat na nasi univerzité prevainé
praci kolegyné Mgr. Anny PospiSilové Ph.D. Dalsi aspekty tykajici se dynamiky, vyvoje a

nahrady dentice jesetera malého jsou rozpracovany v této diplomové prici.
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3. Material a metody

Oplozené jikry jesetera malého (Acipenser ruthenus, Linnaeus, 1758) byly ziskany ve
spoluprdci sdoc. Ing. Martinem PSenic¢kou, Ph.D., ktery plsobi na Vyzkumném ustavu
rybarském a hydrobiologickém, Fakulté rybarstvi a ochrany vod lJihoceské univerzity
v Ceskych Budé&jovicich sidlici ve Vodfanech. Tyto jikry byly odchovavany ve
studenych akvarijnich chovech Katedry zoologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v nadrzich s roztokem E2 (zebrafish medium) a 1% antibiotiky penicilin/streptomycin.
Vylihla larvdlni stadia byla az do pozadovaného stupné ontogenetického vyvoje chovédna

v nadrzich s vodou a krmena niténkami.

3.1. Fixace

Po dosaZeni pozadovaného ontogenetického stadia byli jedinci anestezovani pomoci MS-
222 (Tricaine methanesulfonate, Serva) a ndsledné pres noc fixovani 4% roztokem PFA
(paraformaldehyd) pufrovanym roztokem 0,1 M PBS (phosphate buffered saline). Druhy
den byli jedinci pfevedeni do methanolu postupnym promyvanim po 15 minutdch pomoci
methanolové vzestupné rady (25%, 50%, 75%, 100%). Zafixovani jedinci byli skladovani
pfi teploté -20 °C. Velikost jedincl byla vidy mérena po fixaci od Spic¢ky rypce po nejdelsi

paprsek ocasni ploutve (total lenght = TL).

3.2. Parafinova histologie

Pfed zapocetim protokolu pro parafinovou histologii byly vzorky dekalcifikovany. Nejprve
byly vzorky prevedeny do PBS postupnym promyvanim po 15 minutdch pomoci
methanolové sestupné rady (100%, 75%, 50%, 25%), poté byly prevedeny do roztoku EDTA
(2,5 g EDTA a 17,5 ml dH20) o vysledném pH 7,0. Doba plsobeni EDTA zavisela na velikosti
stadii, stadia mensi jak 20 mm TL byla dekalcifikovana pres noc, stadia nad 20 mm TL

minimalné 2 dny.

Dekalcifikované vzorky byly 10 minut promyvany v PBS, ddle v kazdém kroku po 10
minutdch odvodnény vzestupnou ethanolovou fadou (25%, 50%, 80%, 96%, 100%).
Z ethanolu byly vzorky prevedeny do xylenu (3x 20 minut) a nasledné promyty smési

xylen-paraplast v poméru 1:1 pfi teploté 58 °C (2x 20 minut). Pfi stejné teploté byly vzorky
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presunuty do paraplastu. Paraplast byl vyménén 2x po dvouhodinovych intervalech,
v poslednim paraplastu se vzorky nechaly inkubovat pfes noc. Dalsi den ndsledovalo
orientovani a polohovani vzork( v silikonovém blocku. Po ztuhnuti pfi pokojové teploté byl
vzorek pfipevnén pomoci paraplastu na dfevénou kostku a nasledné nakrajen na
mikrotomu (Leica RM 2155). Rezy o tloutce 10 pm byly pomoci pinzety polozeny do
kadinky na vodni hladinu (pro lepsi vypnuti fezu), dale naorientovany na pfedem nahraté
podlozni sklicko a suseny na ploténce o teploté 40 °C. Vyschnuté vzorky na sklickach byly
20 minut zapékany pfi teploté 58 °C, aby pfi dalsi praci nedoslo k odplaveni rezll. Takto
pripravené rezy byly pouZity pro barveni smési hematoxylin/eosin, barveni protilatkami a

metodou TRAP.

3.3. Plastova histologie

Obdobné jako u parafinovych tfezl byly vzorky nejprve dekalcifikovany. Po dekalcifikaci
byla pod binolupou vypreparovdna jednotlivd zubni pole, kterd byla 10 minut promyvdana
v PBS, ddle odvodnéna ethanolovou vzestupnou fadou (25% - 10 minut, 50% - 10 minut,
70% - 20 minut, 80% - 20 minut, 96% - 20 minut, 100% - 20 minut). K zaliti vzorkd byla
pouzita histologicka sada Technovit, ktera se sklada ze slozek Technovit 1 a Technovit 2. Ve
sloZce Technovit 1 byly vzorky nechany nejprve 30 minut, poté byla sloZzka vyménéna za
¢istou a vzorky byly takto ponechany pres noc pfi pokojové teploté. Druhy den byla
smichdna slozka Technovit 1 (15 ml) a Technovit 2 (1 ml), vzorky byly zality do této smési,
napolohovany a prekryty parafilmem. Polymerizovany bloéek byl dalsi den nakrajen na
mikrotomu (Leica RM 2155) na fezy o tloustce 5 um. Ty byly stejné jako fezy parafinové

preneseny na nahraté podlozni sklicko a suSeny na ploténce o teploté 40 °C.

3.4, Histologické barveni

3.4.1. Hematoxylin/eosin

Barveni smési hematoxylin/eosin bylo pouZito na parafinové fezy. Samotnému barveni
predchazelo zapeceni fezli (20 minut na 58 °C), a nasledna deparafinizace pouzitim xylenu
2x po 10 minutach. Preparaty byly barveny po dobu 30s v hematoxylinu, poté na okamzik
ponoreny do eosinu a nasledné promyty destilovanou vodou. Obarvené preparaty byly
zakdpnuty Mowiolem, pfikryty krycim sklem a zalakovany. Rezy byly analyzovény pod

mikroskopem Olympus BX 51.
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3.4.2. Azure B/eosin

Pomoci azure B/eosin byly barveny plastové fezy (Technovit) po dobu 5 minut. Poté byly 3x
promyty destilovanou vodou a ususeny na ploténce o teploté 40 °C. Dale byla na preparaty
nanesena pryskyfice DPX a fezy byly prekryty krycim sklem. Po zatuhnuti byly fezy

analyzovany pod mikroskopem Olympus BX 51.

3.5. Imunohistochemie — protilatkové barveni

Zapeclené parafinové fezy byly deparafinizovany s pouzitim xylenu 2x po 10 minutach, a
poté prevedeny sestupnou ethanolovou fadou v pétiminutovych intervalech do
destilované vody (100%, 96%, 90%, 80%, 70%, 50%, 25%). Po hydrataci ndasledovala
permeabilizace prostfednictvim citratového pufru (10 mM kyselina citronovd, 0,05%
Tween 20, pH 6,0) ve vodni lazni o teploté 97 °C po dobu 20 minut. Po vychladnuti byly
fezy presunuty do vihké komlrky a promyty 0,025% roztokem Tritonu v PBS. Po 5
minutach byly fezy obtaZeny hydrofobnim fixem a zality 1% roztokem BSA (bovine serum
albumin, Sigma) na minimdlné 1 hodinu. Dale byla na fezy pfidana primarni protilatka v
roztoku 1% BSA. Koncentrace kazdé protildtky byla upravena dle dostupné literatury a
empirickych dat. Pouzité protilatky, které fungovaly, jsou uvedeny v tabulce ¢. 1,
nefungujici protilatky v tabulce €. 2. Rezy s primarni protilatkou byly pfes noc inkubovéany

pfiteploté 4 °C.

Tabulka ¢. 1 - fungujici protilatky

Nazev protilatky Vyrobce Katalogové Cislo | Biologicky zdroj | Koncentrace
anti-Shh Santa Cruz sc-365112 mouse 1:10
anti-Sox2 Abcam ab97959 rabbit 1:1250
anti-Sox2 R&D systems AF2018-SP goat 1:1250
anti-Calretinin Abcam Ab702 rabbit 1:500
anti-PCNA Abcam ab29 mouse 1:2000
anti-B-catenin Thermo Fisher | PA5-16429 rabbit 1:500
anti-Pitx2 R&D systems AF7388 sheep 1:1000
anti-Sox9 EMD Millipore | AB5535 rabbit 1:500
anti-E-cadherin Abcam Ab76055 mouse 1:250
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Tabulka ¢. 2 — nefungujici protildtky

Nazev protilatky Vyrobce Katalogové Cislo | Biologicky zdroj | Koncentrace
anti-B-catenin-ABC Sigma 05-665 rabbit 1:250
anti-Calbindin-D-28K | Sigma SAB4200543 mouse 1:250

Druhy den byla primarni protilatka odsata, fezy 3x 5 minut promyvany 0,025% roztokem
Tritonu v PBS a dale byla pfidana sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 nebo Alexa Fluor
594 (Thermo Fisher) v roztoku 1% BSA v koncentraci 1:1000 na minimalni dobu 2,5 hodin
pfi pokojové teploté. Po odmyti sekundarni protildtky pomoci roztoku PBS byl na podlozni
sklicko pfidan roztok Fluoroshield s DAPI (Sigma) nebo jako alternativa Mowiol s DAPI.
Nasledné bylo podlozni sklicko prekryto sklickem krycim, jehoZz okraje byly zalakovany.
Sklicka byla skladovana pfi teploté 4 °C a analyzovana na fluorescenénim mikroskopu

Olympus Cell-R.

3.6. In situ hybridizace (ISH)

3.6.1. Whole-mount in situ hybridizace (WISH)

In situ hybridizace probihala na whole-mount jedincich fixovanych ve 100% methanolu,
kterym byly pro lepsi penetraci sond do faryngealni oblasti nastfizeny koutky ust. Vzorky
byly rehydratovédny sestupnou methanolovou fadou (100%, 75%, 50%, 25%) a poté 2x
promyty v 0,1M PBS-T (PBS, 0,1% DEPC, 0,2% Tween 20). Dale probéhlo béleni (bleaching)
jedincli pro odstranéni pigmentu a pro zvySeni kontrastu vysledného signalu. Pro tento
ucel byl pouzit roztok 10% peroxidu vodiku, 5% formamidu a 0,5% SSC v destilované vodé.
Pro urychleni reakce byly vzorky umistény pod pfimé svétlo, a depigmentace byla
zastavena promytim v roztoku PBS-T 2x po dobu 5 minut. Ndsledovalo pridani proteinazy K
za Ucelem degradace RNA vazebnych proteinl. Koncentrace i doba plsobeni proteindzy
K se lisila podle velikosti jedincl. U zde pouZitych jedincl (12-16 mm) byl pouZit roztok
proteinazy K 20 mg/ml v PBS-T po dobu 45 minut. Nasledné byly vzorky 20 minut fixovany
ve 4% PFA a promyty v PBS-T. V dalSim kroku byl k PBS-T pfidan hybridiza¢ni roztok
v poméru 1:1 po dobu 5 minut. Proces prehybridizace probihal jiz v Cistém hybridizaénim
roztoku po dobu alespori 60 minut pfi teploté 60 °C. V poslednim kroku byla do

hybridizaéniho roztoku pfidana DIG znaéend prdba a vzorky ponechany v hybridiza¢ni peci
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pfes noc. Préby pro mRNA in situ hybridizaci byly vyrobeny kolegou Mgr. Janem Stundlem
Ph.D. na zékladé jim asemblovaného transkriptomu s vyuZitim nasledujicich primer(: Lefl (forward
5’-GMTAYCCHGGBTACATCATG, reverse 5-GTGAAGCTGCCKTTCYTTVC), Shh (forward 5'-
GCBATYTCDGTRATGAACCA-3’, reverse 5’-CARSRSSYTGGAGTACCAGT-3’), Sox2 (forward 5'-
AAYGCBTTYATGGTNTGGTC, reverse 5’-CYSAYRTCRTARCGGTGCAT), Pitx2 (forward 5'-
ATGCAGCCCTACGAAGACAT-3’, reverse 5'-ATTTAGGTGACACTATAGTGGAGTTGCAAGTGTCCC TA-3').

Druhy den byla sniZzena teplota v hybridizacni peci na 58 °C. Vzorky byly 10x promyty
v posthybridiza¢nim roztoku po 15 minutdch, poté prevedeny do MAB-T a vychlazeny na
pokojovou teplotu a nasledné znovu promyvany v MAB-T po dobu 20 minut. Dale byl ke
vzorklim pfidan na 1 hodinu blokovaci roztok (blokovaci ¢inidlo, ov¢i sérum a MAB-T
v poméru 1:1:3), ktery zabranuje nespecifickym interakcim navazujici se protilatky. Poté
byla ke vzorkim pridana protilatka anti-DIG-AP (anti-digoxygenin s navazanou alkalickou
fosfatdzou) v koncentraci 1:3000 a vzorky byly inkubovany ptes noc v lednici pti teploté

4°C.

Treti den byly vzorky promyty v MAB-T 10x po 15 minutdach, aby doslo k vymyti nenavazané
protilatky. Poté byly vzorky promyty 2x 5 minut a 1x 10 minut v NTMT (0,1M Tris, 0,1M
NaCl, 0,05M MgCl,, Tween 20, dH;0). Vizualizace navdzané mRNA sondy probéhla
chromogenni reakci po pridani BM purple (Sigma). Po vyvinuti signalu byli jedinci zafixovani

v 4% PFA.
Cely pouzivany protokol je uveden v pfiloze této prace.

3.6.2. Analyza ISH na fezech

Rezy byly provedeny na jiz hybridizovanych jedincich. Nejprve byli jedinci promyti v PBS,
poté v Cistém roztoku smési Zelatiny a albuminu v poméru 1:1, nasledné byli prfesunuti do
polohovaci komurky s Zelatinou/albuminem a pridavkem 100 pl glutaraldehydu. Smés
Zelatiny/albuminu a glutaraldehydu umoznuje ztvrdnuti vzorku po cca 1 hodiné. Ztvrdnuté
blocky byly nalepeny sekundovym lepidlem na tercik a nakrajeny na vibratomu (Leica VT
1200S) na 40 um tlusté tfezy. Tyto fezy byly preneseny na podlozni skla, zakapnuty

Mowiolem s pridavkem DAPI, prekryty krycim sklem a zalakovany.
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3.7. TRAP barveni

Barveni TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) bylo provadéno na parafinovych rezech
(viz parafinova histologie). Nejprve byly vzorky rehydratovany a promyty destilovanou
vodou. Dale byly vzorky inkubovany ve tmé pfi teploté 37 °C v roztoku TRAP slozeného ze
tfi slozek: 0,2 M acetate buffer (0,2 M acetic acid, 0,2 M sodium acetate) + 100 mM sodium
tartrate dibasic dihydrate (Sigma), 6% substrate solution (2 mM naphthol-AS-TR-phosphate
[Sigma] in N,N-dimethylformamide), Fast Red TR Salt (Sigma, 60 mg/100 ml). Vzorky se
v tomto roztoku nechaly inkubovat po dobu 1 hodiny. Poté byly vzorky promyty vodou
zvodovodu a kratce barveny vroztoku Mayerova hematoxylinu a eosinu. Rezy byly

analyzovany pod mikroskopem Olympus BX 51.

3.8. Kalceinové barveni

Pro kalceinové barveni bylo vybrano 30 jedincl o velikosti pfiblizné 30 mm TL. Tito jedinci
byli po dobu 6 minut ponofeni do 0,2% roztoku kalceinu (2 g kalceinu (Sigma) a 11
destilované vody, pH=7) a poté byli nékolikrat promyti v Cerstvé vodé. Nasledny odchov
probihal v zatemnéné nadrzi. Fixace jedincl probihala priibézné po dobu 6 tydnd, pricemz
kazdy tyden bylo zafixovano 5 jedinc(. Jedinci byli usmrceni pomoci MS-222 (Sigma),

nasledné byli fixovani ve 4% PFA a uchovavani ve tmé.

3.9. Alizarin Red barveni

Jedinci barveni pomoci Alizarin Red (Sigma) byli fixovani 4% PFA a pred zapocetim barveni
byli promyti destilovanou vodou. Po zméreni celkové délky byly jedinciim odfezany spodni
Celisti a casti téla posteriorné od brisSnich ploutvi. Vzorky byly barveny 1 hodinu v 0,5%
roztoku KOH s pfidavkem Alizarin Red, pak byly 5x promyty Cistym 0,5% roztokem KOH.
Nasledné byly vzorky prevedeny do glycerolu vzestupnou fadou (25%, 50%, 75%, 100%) po

jednodennich intervalech.

3.10.EdU experiment a EdU whole-mount barveni

Pro EdU experiment bylo vybrdno 30 jedincui o velikosti pfiblizné 30 mm TL. Kazdy den po
dobu dvou tydna byli tito jedinci na 2 hodiny premisténi do nadrze s roztokem EdU (5 mg

EdU v 500 pl DMSO do 500 ml vody) za stalého prokysli¢ovani vody. Po ukonceni plsobeni
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EdU byla provedena prvni fixace po 5 jedincich (¢as to), poté ndsledovaly fixace rovnéz po 5
jedincich kazdy tyden (celkem 4 fixace, 10 jedinc( v prlbéhu experimentu uhynulo). Fixace
probéhla v 4% PFA po anestezii MS-222 a druhy den byli jedinci pfevedeni do methanolu

vzestupnou methanolovou fadou (25 %, 50 %, 75 %, 100 %) a uskladnéni v -20°C.

Ze 100% methanolu byly vzorky pfevedeny do PBS sestupnou methanolovou fadou (75%,
50%, 25%) po patnactiminutovych intervalech. Pfed zahdjenim barveni byla pod binolupou
vypreparovana jednotlivd zubni pole. Takto pfipravené vzorky byly 3x po dobu 5 minut
promyty v 1% roztoku Tritonu, 90 minut natraveny v 2,5% trypsinu a promyty 3x po dobu 5
minut v destilované vodé. Ddle byly vzorky na 10 minut pfevedeny do acetonu a umistény
do -20 °C. Po 10 minutach byly vzorky vyndadny na pokojovou teplotu a byly 10 minut
promyvany v destilované vodé. Nasledné byly opét po dobu 3x 5 minut promyvany v 1%
roztoku Tritonu. Po poslednim promyvani roztokem Tritonu byl pouZit ¢erstvé pfipraveny
roztok vznikly smichanim slozek EdU Click-it reaction kit (Thermo Fisher) v tomto poradi: 1.
EdU reaction buffer (Tris buffered saline) 1,7 ml, CuSO4 (4mM in 1x Tris) 80 ul, 3. Alexa
Fluor azide 20 pl, 4. buffer additive (sodium ascorbate 100mM in 1x Tris) 200 ul. Vzorky
byly ponechany v EdU barvicim roztoku po dobu 2 hodin a poté 5x promytyv PBS.
Nasledné byly vzorky dehydratovany do 100% ethanolu vzestupnou ethanolovou fadou
(25%, 50%, 80%, 96%, 100%) a pievedeny do Technovitu (viz plastové fezy). Rezy byly
krdjeny na tloustku 5 um na mikrotomu Leica RM 2155. Na fezy byl pfidan Fluoroshield
s DAPI a kryci sklo, jeho? okraje byly zalakovany. Rezy byly analyzovany na fluorescenénim

mikroskopu Olympus Cell-R.

Tento experiment byl proveden dvé nasledujici sezény po sobé. Prvni experiment byl
vykonan kolegy Soukupem Ph.D. a PospiSilovou Ph.D. jako zkuSebni. Oba experimenty mély
po dokonceni obdobné vysledky. Pro potieby této diplomové prace byly vyuZity data pouze

ze druhého experimentu.

3.11.Mikroskopicka technika a zpracovani dat

Histologické preparaty byly analyzovany mikroskopem Olympus BX51, snimky byly
pofizovany programem SPOT. Fluorescencni mikroskopické preparaty byly analyzovany na
mikroskopu Olympus Cell-R s programem Xcellence RT. Celi jedinci byli pozorovani pod

binolupou Olympus SZX12 motorizovanym posunem vose z. Kpofizeni a sloZeni
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vysledného obrazu byl pouzit program QuickPhoto.Micro. Fluorescencni fotografie celych
jedincl byly pofizeny na binolupé Zeiss SteREO Lumar.V12 s motorizovanym posunem
vose z a kamerou Axio CAM za pomoci programu ZEN. Fotografie byly upravovany v
programu Adobe Photoshop 2019 a Fiji, schémata byla vytvorena ve vektorovém programu

Inkscape.
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4. Vysledky

4.1. Stavba dentice jesetera malého

Dentice jesetera malého (Acipenser ruthenus) je lokalizovana v ordlni, palatalni a
faryngealni oblasti, jak je schematicky znazornéno na Fig. 1 (¢. 1-6). Dentice je usporadana
do zubnich poli, kterd sdileji spolecné znaky, ale v mnoha aspektech se odliSuji. Tyto
odliSnosti budou rozebrany nize u popisu jednotlivych zubnich poli, pro jejichZ analyzu byla
pouzita metoda barveni vapenatych struktur pomoci Alizarin Red. Pfi popisu usporadani
dentice, poctu jednotlivych zubl a zubnich fad je nutné mit na paméti variabilitu mezi

jedinci, ale i variabilitu v ramci pravé a levé strany dentice jedincua.

4.1.1. Oralni dentice

Oralni dentici tvofi dorzalné zuby na dermopalatinu (Fig. 2A, DPT) a ventrdlné na dentale
(Fig. 4A, DE). Tato dentice se od ostatnich zubnich poli odliSuje nejvice, a to zejména tim,
Ze ma monostichni usporadani (tvofi pouze jednu funkcni zubni fadu) (Fig. 2A, Fig. 4A) a je
monofyodontni (tvori pouze jednu zubni generaci bez nahradnich zubt) (Pospisilova et al.,

in prep.). Tyto zuby jsou funkéni jen kratkou ¢ast Zivota jedince a brzy vypadavaiji.

4.1.2. Palatalni dentice

Palatalni dentice byla identifikovana ve formé zubniho pole na kosténém palatopterygoidu
(Fig. 1A, 1B, ¢.2). Ke sledovani vyvoje tohoto zubniho pole byli vybrani jedinci o velikosti
30 mm, 47 mm, 56 mm a 66 mm TL (Fig. 2A-2D). Toto zubni pole se sklada z jednotlivych
zubl sjednou spickou, které maji jednoduchy kénicky tvar s mirnym zahnutim na
posteriorni ¢asti (Fig. 2D‘). Mineralizace zubl mlzZeme pozorovat od jejich $picek. Poté
dochazi k mineralizaci zubnich kon( a bazi, a nakonec k pfipojeni k bazim ostatnich zub(
daného zubniho pole. Podle mineralizovanych Spicek muazZeme identifikovat nové
prirdstajici zuby, které se pozdéji budou pfipojovat k zubnimi poli (Fig. 2A‘-2D’, Zluté hroty
Sipek). Jednotlivé zuby se v pribéhu ristu jedince zvétsuji a distalné protahuji (srovnej Fig.
2A’ a 2D’). Dochdzi i ke zvétSovani celého zubniho pole v antero-mediadlnim sméru. Zuby

vznikaji blizko u sebe, vytvareji nepravidelné zubni rfady a jejich Spicky sméfuji do riznych

.....
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zubnich fad (Fig. 2B‘), u starsich jedincl o velikosti 56 mm TL a 66 mm TL se pocet zubnich
fad snizuje na tfi zubni fady (Fig. 2C‘, 2D‘). Na posteriornim okraji zubniho pole je patrné,
Ze zde dochdzi k jeho narusovani, viditelné jsou otvory po vypadnuti zubU (Fig. 2B‘-2D,
bilé hroty Sipek). Nové zuby zde tedy pfirlstaji, narozdil od ostatnich zubnich poli, na
anteriorni strané zubniho pole (Fig. 2 A’-D’, Zluté hroty Sipek) a vypadavaji na strané

posteriorni (Fig. 2B—2D’, bilé hroty Sipek).

4.1.3. Faryngealni dentice

Dalsi zubni pole jesetera malého se nachazeji vanteriorni casti faryngedlni oblasti
v asociaci s faryngedlnimi chrupavkami. Dorzdlné se jednd o infrapharyngobranchiale na
prvnim Zabernim oblouku (Fig. 1A, 1B, €. 3), ventrdlné o hypobranchiale na prvnim
Zabernim oblouku (Fig. 1A, 1C, ¢. 5) a hypobranchiale na druhém Zabernim oblouku (Fig.

1A, 1C, €. 6) (dale oznacovano jako hypobranchiale 1 a 2).

K popsani vyvoje zubniho pole lokalizovaného na infrapharyngobranchiale byli vybrani
jedinci o velikosti 36 mm, 47 mm, 56 mm a 66 mm TL (Fig. 3A—3D). Zuby tohoto zubniho
pole maji podobné jako zuby na palatopterygoidu jednoduchy kénicky tvar s mirné
zahnutou Spickou (Fig. 3D‘). Na rozdil od dentice na palatopterygoidu vsak neni patrné
zvétSovani jednotlivych zubl s rlstem jedince, pouze zvétSovani celé zubni desky (srovnej
Fig. 3A“ a 3D’). Zuby jsou usporadané do zubnich fad. U jedince o velikosti 36 mm TL vidime
az Ctyri zubni fady (Fig. 3AY), u jedince o velikosti 47 mm TL dosahuje zubni pole péti
zubnich fad (Fig. 3B‘), jedinci o velikosti 56 mm a 66 mm TL maji zubni fady opét ctyfri (Fig.
3C’, 3D’). Spicky jednotlivych zubd mohou v zubni Fadé smé&fovat rGznymi sméry (Fig. 3C’).
ZvétSovani zubni desky probihd postero-medidlné, u starsich stadii se obé pole vzajemné
priblizuji (srovnej Fig. 3A a 3D). DalSim rozdilem oproti palatopterygoidni dentici je smér
prirGstani a vypadavani dentice. Mineralizované Spicky nové pfirGstajicich zub(l jsou patrné
na posteriorni ¢asti zubniho pole (Fig. 3A‘-3D’, Zluté hroty Sipek), zndmky rozruseni a
perforace zubniho pole vidime naopak na anteriorni strané (Fig. 3A‘-3D’, bilé hroty Sipek).
Zajimavé je, ze nékteré zuby mohou vznikat oddélené od zbytku zubni desky a vytvofit tak
izolovanou mensi zubni desku (Fig. 3A, modry hrot Sipky). Z dostupnych dat nelze urcit,

zdali se tyto zubni desky v nasledujicim vyvoji spoji dohromady, ¢i zlistanou samostatné,
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jelikoz je patrné rozdéleni zubni desky i u starsiho jedince o velikosti 66 mm TL (Fig. 3D,
modry hrot Sipky). Je pravdépodobné, Ze se nejedna o plvodné celistvé zubni pole, které
by se nasledné rozdélilo v souvislosti svypadavanim dentice, jelikoz nikdy nebyla

detekovana ztrata zub( uprostifed zubniho pole (viz dale).

Dentici na hypobranchiale 1 u jedincG o velikosti 30 mm, 47 mm, 56 mm a 66 mm TL
znazornuje Fig. 4. Dentice je jako u pfedchozich zubnich poli usporadana do zubnich rad,
které jsou spojeny pfipojovaci kosti do zubnich desek. Pocet zubnich fad je proménlivy.
Zubni pole se u jedince o velikosti 30 mm TL sklada ze ctyr zubnich fad (Fig. 4A‘, HYP1), u
starSiho jedince o velikosti 47 mm TL z Sesti zubnich fad (Fig. 4B‘), u jedincl o velikostech
56 mm a 66 mm TL z péti zubnich rad (Fig. 4C‘, 4D‘). Zubni pole v pribéhu rdstu jedince
méni i svQj tvar (srovnej Fig. 4A a 4D). U jedincd 30 mm a 47 mm TL jsou zuby v posteriorni
Casti zubniho pole sefazeny témér vroving, v laterdlni casti je zubni pole nejuzsi a
postupné se antero-medialné rozsifuje (Fig. 4A‘, 4B‘). U jedincl 56 mm a 66 mm TL se
zubni pole medialné prodluzuje, posteriorné se prohyba a vytvafi tak tvar podobny srpku
(Fig. 4C’, 4D’). Zuby zde vypadavaji a pfirlstaji stejnym zplsobem jako u zubniho pole na
infrapharyngobranchiale, tj. nové zubni zarodky vznikaji na posteriorni strané zubniho pole
(Fig. 4A'—4AD’, Zluté hroty Sipek) a na anteriorni strané dochazi ke ztraté zubl (Fig. 4B‘—4D’,
bilé hroty Sipek). Nové zuby vznikaji v pozicich mezi zuby pfedeslé zubni fady (Fig. 4A‘—4D").
Na anteriorni strané zubniho pole jsou znatelné zbytky pripojovaci kosti, u které po
vypadavani zubl dochazi k resorpci (viz dale) (Fig. 4C‘, 4D, modré hroty Sipek). Podobné
jako u zubniho pole na infrapharyngobranchiale i zde vidime vznikly plné mineralizovany

zub izolovany od zbytky zubni desky (Fig. 4B‘, modry hrot Sipky).

Z obrdzku 4A je patrné, Ze zatimco zubni pole na hypobranchiale 1 (HYP1) je jiz utvofené
z nékolika zubnich fad, na hypobranchiale 2 (HYP2) teprve zacinaji vznikat prvni
samostatné zuby. U jedince o celkové velikosti 30 mm tvofi toto zubni pole pouze par
jednotlivych zubl (Fig. 4A). U dalSich jedincd 47 mm, 56 mm a 66 mm TL muzZeme
pozorovat vznik celé zubni desky. U nejstarsiho jedince o velikosti 66 mm TL vidime zubni
pole rozdélené na tfi Casti — izolované zuby anteriorné (Fig. 4D, modry hrot Sipky) a pod
nimi dalsi dvé samostatné seskupeni zubl, mezi kterymi vSak vidime posteriorné vznik
nového zubu (Fig. 4D, Zluté hroty Sipek), coz by mohlo znamenat nasledné spojeni téchto

¢asti. Vyvoj zubniho pole na hypobranchiale 2 je oproti ostatnim zubnim polim vyrazné
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opozdén. Z tohoto ddvodu byla dalsi podrobné;jsi analyza provadéna pouze na dentici na

hypobranchiale 1.

4.1.4. Shrnuti spole¢nych znakU palataini a faryngedlni dentice

Spolecné znaky palatalni a faryngedlni dentice predstavuji polyfyodontni charakter (vice
zubnich generaci, které nahrazuji zuby vypadnuté), polystichni uspofadani (vice funkcnich
zubnich fad) a dynamicky vyvoj, kterym jednotliva zubni pole prochazeji. Vyvoj zubl zacind
mineralizaci jejich Spicky, coZ je patrné u vSech zubnich poli u nové vznikajicich zubt (Fig. 2,
Fig. 3 a Fig. 4, Zluté hroty Sipek). Poté dochazi k mineralizaci zubnich kén( a bazi, a nakonec
k pfipojeni k bazim ostatnim zubdm daného zubniho pole. Zuby maji ve vSech zubnich
polich pfiblizné stejny jednoduchy kdénicky tvar. Na Fig. 2, Fig. 3 a Fig. 4 vidime postupné se
ménici zubni pole, kterd prochazeji vyznamnou strukturni prestavbou. Na jedné strané
zubnich poli vidy dochazi k vypadavani zub(, na strané opacné dochazi k adici zubl(
novych zubU a postupné k Uplné ztraté dentice. VSichni mnou analyzovani jedinci méli stéle

funkéni dentici.

4.2. Dynamika vyvoje zubU a rychlost obmény dentice v ramci jednotlivych zubnich

poli

Barveni pomoci Alizarin Red ukdazalo morfologickou stavbu a proménu jednotlivych zubnich
poli v zavislosti na vyvoji jedincl. Pro porozumeéni, jak se tyto vypozorované zmény dentice
odehravaji, byla provedena detekce aktivity enzymu TRAP a experiment s vyuZitim

kalceinového barveni.

4.2.1. Analyza ztraty dentice

Pro detailnéjsi pohled na vypadavani zubl byla pouZita metoda detekce aktivity tartrate-
resistant acid phosphatase (TRAP). TRAP je enzym, ktery zpuUsobuje degradaci
mineralizované matrix a je produkovan osteoklasty a odontoklasty (Okamura et al., 1993;

Sasaki et al., 2003).

U zubniho pole na hypobranchiale 1 je signal aktivity enzymu TRAP viditelny pfti bazi zubu,
ktery lezi nejvice anteriorné. Signdl je pfitomny na anteriorni strané zubu ve dvou mistech,

mezi kterymi je jiz patrné rozruseni zubu (Fig. 5A, 5B, bilé hroty Sipek). Za timto zubem se
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nachazi dalsi zub, ktery je funkéni a nejvice posteriorné je vyvijejici se novy zubni zarodek
(Fig. 5A, 5B, Zluté hroty Sipek), u téchto zubl nebyl detekovan Zadny signal aktivity TRAP
(Fig. 5A, 5B). U zubniho pole na palatopterygoidu je signdl naopak pritomny v nejvice
posteriornim zubu této zubni rodiny. U této situace vidime pokrocilejsi fazi ztraty zubu nez
u predchoziho pripadu (srovnej Fig. 5A, 5B a 5C, 5D). Zde jiz doslo k vypadnuti zubu a
zbyvaji pouze zbytky jeho rozrusené baze (Fig. 5C, 5D, bilé hroty Sipek). Pfed nim se nachazi
plné funkéni zub a anteriorné od néj vznikajici zubni zarodek (Fig. 5C, 5D, Zluté hroty

Spicek), v kterych opét nebyl detekovan zadny signal (Fig. 5C, 5D).

Signal aktivity enzymu TRAP byl detekovan pfi bazi zubu na okraji zubniho pole, kde
dochazi k resorpci tvrdych tkani a naslednému vypadnuti zubu (Fig. 5A-5D). To, Ze byl
signal ve vSech pfipadech pfitomen na jedné strané zubniho pole, zatimco na druhé strané
zubniho pole se jiz formoval novy zubni zdrodek, poukazuje na to, Ze resorpce a
nahrazovani zub( je u téchto zubnich poli po urcitou dobu Zivota jesetera velmi dynamicky

proces.
4.2.2. Rychlost vymény dentice

Pro analyzu rychlosti vymény dentice byl proveden experiment pomoci vitalni
fluorescencni barvy kalceinu. Kalcein se v dobé svého plsobeni vaze jen na mineralizujici
struktury. Timto zplsobem je moZzné oznaceni pouze nové mineralizujicich zub(, zatimco
funkéni zuby, které jiz jsou mineralizované, oznacené nejsou. Fig. 6, Fig. 7 a Fig. 8 ukazuji
prabéh experimentu, ktery probihal po dobu 6 tydnU. Vybrani jedinci se ponechali v nadrzi
s roztokem kalceinu po dobu 6 minut a béhem nasledujicich 6 tydn( byli jedinci postupné

fixovani a analyzovani.

Vysledky experimentu u dentice na palatopterygoidu ukazuje Fig. 6. Prvni tyden po
plUsobeni kalceinu (Fig. 6A, 6A‘) je signdl pfitomny ve Spickach zubl v prvni zubni fadé na
anteriorni strané zubniho pole, tedy v misté prirlistani novych zub(. Na obrazcich 6B, 6B,
6C, 6C’, 6D, a 6D’ vidime vidy posun zubu se signalem kalceinu o jednu zubni fadu za jeden
tyden posteriornim smérem, tj. po dvou tydnech v druhé zubni fadé, po tfech tydnech ve
treti zubni fadé a po Ctyrech tydnech ve ctvrté zubni fadé. Po péti tydnech (Fig. 6E, 6E°)
signal kalceinu zlstavd ve Ctvrté zubni radé. Tato situace byla pozorovana u vsech

zafixovanych jedinc(. Jedinci fixovani po Sesti tydnech jiz neméli pfitomny signal kalceinu
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v zubech (Fig. 6F, 6F‘), u Ctyr z péti jedincl byl signdl kalceinu viditelny na okraji pripojovaci

kosti.

Pribéh vymény dentice na infrapharyngobranchiale zobrazuje Fig. 7. Prvni tyden od
ukonceni plsobeni kalceinu je signal pfitomny ve Spickach zub(l v prvni zubni fadé, ktera je
na posteriorni strané zubniho pole (Fig. 7A, 7A’). V dalSich tydnech (Fig. 6B’— 6E‘) vidime
posun signalu v zubnich rfadach anteriornim smérem. Po dvou tydnech (Fig. 7B, 7B‘) je
signal viditelny v zubech ve druhé zubni fadé, po tfech tydnech (Fig. 7C, 7C‘) je signal
pfitomny v zubech ve tfeti zubni fadé, po ¢tyfech tydnech (Fig. 7D, 7D‘) je signal pfitomny v
zubech ve ctvrté zubni fadé, po péti tydnech (Fig. 7E, 7E‘) je signal v paté zubni radé.
V Sestém tydnu je zbytek signalu viditelny na okraji pfipojovaci kosti, nikoli vSak ve Spicce

zubu (Fig. 7F, 7F/).

U dentice na hypobranchiale 1 je po prvnim tydnu signdl kalceinu viditelny v zubech, které
jsou na zubnim poli nejvice posteriorné (prvni zubni fada) (Fig. 8A, 8A‘). Stejné jako u
dentice na infrapharyngobranchiale vidime trend v posunu signalu v zubnich fadach
anteriornim smérem (Fig. 8A—8F). Po dvou tydnech je signdl pfitomny ve druhé zubni radé
(Fig. 8B, 8B‘), po tfech tydnech ve treti zubni fadé (Fig. 8C, 8C’), po ¢tyrech tydnech ve
Ctvrté zubni fadé (Fig. 8D, 8D‘) a po péti tydnech v paté zubni radé (Fig. 8E, 8E). Nova zubni
rada tak vznika jako u pfedchozich zubnich poli pfiblizné kazdy tyden (Fig. 8A’—8E’). Po Sesti
tydnech je signal pfitomny nad pdatou zubni fadou na okraji pfipojovaci kosti, nikoli vSak ve

Spickach zub (Fig. 8F).

Prvni tyden po pUsobeni kalceinu je signal viditelny ve Spi¢kach zubl v prvni zubni fadé u
vSech zubnich poli (fady jsou pocitany podle sméru vyvoje novych zubnich zarodkl). Zbytek
zub( zlstal kalceinem neoznaceny, jelikoz v dobé plsobeni kalceinu byly jiZz tyto zuby
mineralizované. Dva tydny po pusobeni kalceinu vidime zuby oznacené kalceinem ve druhé
zubni fadé, a i nasledujici tydny se signal posouva pfiblizné o celou jednu zubni fadu.
Zhruba za jeden tyden tak mUZeme pozorovat vznik nové zubni fady a vyména celého

zubniho pole sloZzeného ze Ctyr az péti fad trva pfiblizné Sest tydna.

4.3. Novy zubni zarodek vznika superficidlné z prilehlého epitelu

Analyza predeslych dat ukazala, Ze palatdini i vSechna faryngealni zubni pole jsou velmi

dynamické struktury s rychlou vyménou (cyklicitou) zubl. Pfi studovani toho, jak probiha
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nahrazovani zubl, je dullezity casoprostorovy vztah mezi nové vznikajicim zubnim
zarodkem a jeho predchidcem (Smith, 2003; Huysseune et Witten, 2006). Pro detailnéjsi
popis vyvoje zubnich zarodkl a zjisténi, zda je pti ndhradé zubl pfitomna nasledna
dentalni lamina, bylo vyuZito histologickych technik. Pro rozliSeni epitelu a mesenchymu
byl pouzit E-cadherin, ktery je pfitomny na cytoplasmatickych membrandach epitelidlnich
bunék, kde zajistuje soudrinost epitelidlni tkané. Vizualizace E-cadherinu ndm ukazala
epitelidlni komponenty u jednotlivych zubni poli pfi vyvoji novych zubnich zarodkl (Fig.
9A-9F). Na zakladé tohoto barveni bylo u nasledujicich ezl zakresleno epitelo-

mesenchymalni rozhrani.

Histologické fezy nam ukazuji detailnéjsi stavbu zubnich poli — funkéni zuby, nové vznikajici
zubni zarodky a jejich souvztaznost s chutovymi poharky (Fig. 10A—10F). Obrazky 10A a 10B
zobrazuji zubni pole na hypobranchiale 1, které okluduje proti zubnimu poli na

palatopterygoidu (modré hroty Sipek).

Vznik zubnich zarodkd mGzeme pozorovat na obrazcich 10E a 10F. Novy zubni zarodek
vznikd v tésné blizkosti predchoziho zubu z pfilehlého povrchového epitelu a z pod nim
leZictho mesenchymu, kdyzZ je jeho zubni pfedchldce v urcité fazi vyvoje pred dokoncenim
erupce (Fig. 10E, 10F). Vyvoj nového zubniho zarodku zadind u posteriorni strany
predchdzejiciho zubu (Fig. 10E, Zluty hrot Sipky). Pfi vyvoji dentalni epitel obklopi
kondenzujici mesenchym (Fig. 10F, Zluty hrot Sipky). Tento mesenchym dava vznik dienové
dutiné, kterd je zdrojem odontoblastd tvoricich dentin (Fig. 10F, Zluty hrot Sipky). Dentdlni
epitel je rozliSeny na vnitini, stfedni a vnéjsi (inner dental epithelium IDE, middle dental
epithelium MDE, outer dental epithelium ODE) (Fig. 10E). Vnitini dentdIni epitel tvofi jedna
vrstva bunék, ktera ddva vznik ameloblastiim zubniho zarodku (Fig. 10E). Vnéjsi dentdlni
epitel ndhradniho zubu tvofi jedna vrstva bunék, ktera pozdéji dava vznik vnitfnimu epitelu
nového zubniho zarodku. Ndhradni zubni zarodek tak vznikd z vnéjsiho dentdlniho epitelu
predchoziho zubu a je s nim v prlibéhu vyvoje naddle spojeny (Fig. 10F). Stfedni dentalni
epitel, ktery byl popsany u lososa obecného (Salmo salar) spodobnym vyvojem
nahrazovani zub( (Huysseune et Witten, 2008), je pfitomny i u jesetera, nachazi se
v prostoru mezi vnitfnim a vnéjSim epitelem a skladad se znékolika vrstev rGzné

orientovanych bunék (Fig. 10E). Tento stfedni dentalni epitel (MDE) byl identifikovan pouze
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u nékterych vyvojovych stadii zubniho zarodku (Fig. 10E), u vyvojové mladSich stadii

zubnich zarodku jesté nebyl rozlisen (napf. Fig. 10D, 10F).

Zubni zarodek se vyviji rovnobéiné s orofaryngealnim epitelem, tj. vici funkénim zub(m je
poloZeny na stranu a béhem vyvoje se postupné vzprimi (Fig. 10C). Z dostupnych dat se zda
byt vyvoj nahradnich zub( u jesetera extrameduldrni (extraosseous), kdy se ndhradni zuby
zakladaji na povrchu kosti. Tento zplUsob nahrady zubU byl popsan u ne-kostnatych ryb za
Ucasti permanentni ¢i pfechodné dentalni laminy a je povaZovan za pleziomorfni (Trapani,
2001). Moje data vsak ukazala, Ze kvyvoji nahradnich zubl dochdazi bez pfitomnosti

nasledné dentdlni laminy.

Z topografického hlediska je zajimava souvislost vyvijejiciho se zubu s pozici chutového
poharku (Fig. 9, Fig. 10, cerné Sipky, viz nize). Zda se, ze dentdlni epitel nové vznikajiciho
zubniho zarodku plynule vede aZ k chutovému poharku (napf. Fig. 10E). Na zakladé tohoto
pozorovani by tato oblast mohla obsahovat epitelidlni zubni kmenové/progenitorové
bunky podilejici se na vyvoji nahradnich zub(, podobné jako tomu je napfiklad u Zralokd,

rejnokd nebo agamy (Martin et al., 2016; Salomies et al., 2019; Rasch et al., 2020).

4.4, Iniciace, rany vyvoj a patternovani dentice

4.4.1. Exprese zubnich markerd pfi iniciaci zub( a vyvoji nahradnich zubnich zarodk

Pro popsani iniciace zubnich zarodk( a raného vyvoje zub(, byla provedena in situ
hybridizace gen(l Shh, Pitx2. Tyto geny patfi mezi znamé konzervované nejcasnéjsi markery
zubnich zarodkl ukazujici oblasti odontogenni kompetence jesté pred prvni morfologickou

znamkou odontogeneze (napf. Fraser et al., 2004; Stock et al., 2006; Rasch et al., 2016).

Exprese genu Pitx2 je u jedince 10 mm TL patrna jako souvislé pruhy na levé a na pravé
strané v oblasti horni Celisti na budoucim dermopalatinu (Fig. 11A, DPT, bily hrot Sipky) a
dolni celisti na budoucim dentale (Fig. 11F, DE, bily hrot Sipky). Tyto pruhy exprese znaci
pole s odontogennim potencidlem, kde budou pozdéji vznikat zubni zarodky. U jedince 11
mm TL vidime pocinajici zménu v této expresi, kdy vrdmci predtim souvislého pruhu
zacinaji vznikat mista s nizSi expresi Pitx2 (Fig. 11B, DPT; 11G, DE, bilé Sipky). V tomto
stadiu také pozorujeme prvni znamky exprese Pitx2 v oblasti budouciho zubniho pole na

palatopterygoidu (Fig. 11B, PPT, bily hrot Sipky) a na hypobranchiale 1 (Fig. 11G, HYP1, bily
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hrot Sipky). V dalSim stadiu 12 mm TL se exprese na palatopterygoidu i hypobranchiale 1
rozSifuje (Fig. 11C, PPT; 11H, HYP1, bilé hroty Sipek). U tohoto stadia se také poprvé
objevuje exprese znacici odontogenni potencial na budoucim infrapharyngobranchiale (Fig.
11C, INF, bily hrot Sipky). U jedince 13 mm TL vidime signal exprese rozdéleny na pozice
jednotlivych zubnich zarodk( na dermopalatinu (Fig. 11D, DPT, Zluty hrot Sipky) a na
dentale (Fig. 11lI, DE, Zluty hrot Sipky). Na palatopterygoidu vidime oproti predchozimu
stadiu vice rozsifeny signal a opét mista s nizsi expresi Pitx2 (Fig. 11D, PPT, bila Sipka). | u
hypobranchiale 1 vidime zvétSeni oblasti exprese Pitx2, uvniti které jsou mista s nizsi
expresi (Fig. 111, HYP1, bild Sipka). U posledniho analyzovaného stadia 14 mm TL jsou jiz
viditelné funkéni zuby bez exprese Pitx2 na dermopalatinu (Fig. 11E, DPT) a dentale (Fig.
11J, DE). Exprese Pitx2 pretrvava v zubnich zdrodcich na palatopterygoidu (Fig. 11E, PPT,
Zluty hrot Sipky), v oblasti zubniho pole na infrapharyngobranchiale (Fig. 11E, INF, bila
Sipka) a v zubnich zarodcich na hypobranchiale 1 (Fig. 11J, HYP1, Zluty hrot Sipky).

Dalsim analyzovanym genem v souvislosti s iniciaci zubnich zarodk( byl Shh (Fig. 11K, 11L).
Shh byl exprimovan v nové vznikajicich zubnich zarodcich. Pro odliSeni exprese v zubnich
zarodcich (Zluté hroty Sipek) a chutovych poharcich (Cerné Sipky) byli hybridizovani jedinci
narezani (Fig. 11L). Exprese Shh se ukazala byt nejen v epitelu novych zubnich zarodkd, ale
také v chutovych poharcich obklopujici zubni pole (Fig. 11L, ¢erna Sipka). Exprese Shh

v zubnich zarodcich koreluje s expresi Pitx2 (porovnej Fig. 11E a Fig. 11K).

Sox2 je povazovany za marker kmenovych a progenitorovych bunék a ukazal se byt klicovy
pfi vyvoji zubl u raznych druh( obratlovci. U jesetera malého vsak nebyl pomoci
vizualizace genové exprese identifikovan primo v souvislosti s vyvijejicimi se zuby (Fig.
11M). Jeho exprese byla zaznamenana pouze v chutovych poharcich (Fig. 11M, cerné
Sipky). Pro ovéreni, Ze signal se opravdu vyskytuje jen v chutovych poharcich, byli
hybridizovani jedinci narezani. Z fezu je viditelné, Ze exprese Sox2 nezasahuje do nové

vznikajiciho zubniho zarodku (Fig. 11N, Zluty hrot Sipky).

Exprese Sox2 byla tedy pouZita kidentifikaci chutovych pohark(l a popsani jejich
patternovani (Fig. 12). U stadia 12 mm TL vidime expresi Sox2 v chutovych poharcich kolem
zubniho pole na dermopalatinu nejvice posteriorné (Fig. 12A, DPT) a slabsi signal kolem
zubniho pole na palatopterygoidu, ktery jeSté neni zietelné rozdélen do jednotlivych

chutovych pohark( (Fig. 12A, PPT). U dalsiho stadia 13 mm TL se zvysuje intenzita exprese
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Sox2 a chutovych poharkd pribyva (Fig. 12B). Oproti predchozimu stadiu vidime, Ze se
chutové poharky zacinaji objevovat anteriorné mezi levym a pravym zubnim polem na
palatopterygoidu (Fig. 12B, PPT). U dalSich stadii jiZz jsou chutové poharky pfitomny po celé
délce mezi pravym a levym palatopterygoidem (Fig. 12C, 12D). Dale chutové poharky
pribyvaji posteriornim smérem (Fig. 12C), u jedince 15 mm TL jiz chutové pohdarky

obklopuiji i celé zubni pole na infrapharyngobranchiale (Fig. 12D).

Dale byla analyzovana exprese genu Lefl, cozZ je transkrip¢ni faktor v ramci Wnt/B-catenin
signalni drahy, ktery zprostfedkovava jadernou odpovéd a interakci s B-cateninem aktivuje
expresi downstreamovych genl (Eastman et Grosschedl, 1999). Lefl byl exprimovan
v noveé vznikajicich zubnich zarodcich na palatopterygoidu anteriorné od jiz vzniklych zub
u vSech analyzovanych jedinct 13 mm, 14 mm a 16 mm TL (Fig. 13A, 13B, 13C, PPT).
Exprese Lefl je také prfitomnd vnové vznikajicich zubnich zdrodcich na
infrapharyngobranchiale u jedince 13 mm TL (Fig. 13A, INF). U stddia 14 mm a 15 mm TL
vidime jiz vzniklé zuby na infrapharyngobranchiale a od nich posteriorné signal Lefl opét
v novych zubnich zarodcich (Fig. 13B, 13C, INF). Exprese Lefl je u vSech stadii patrnda i
v chutovych poharcich, avsak jen v nékterych a chutové poharky bezprostfedné kolem
zubnich poli, kde vznikaji nové zubni zarodky, jsou bez signdlu (srovnej Fig. 12 a Fig. 13). Na
fezech provedenych jedincem 14 mm TL je viditelny signal Lefl v epitelu i mesenchymu
nového zubniho zarodku, zatimco signal chybi v sousednich chutovych poharcich (Fig. 13D,
13E).

4.4.2. Exprese gen( na Urovni proteind pri vyvoji zubnich zarodk( ukazuje Sirsi souvislosti
nez na urovni mRNA

Pro podrobnéjsi popis vyvoje nahradnich zub( byla provedena série protilatkovych barveni,

ktera ukazala Sirsi souvislosti vyvijejici se jesetefi dentice neZ analyza na Urovni mRNA.

Protilatkové barveni proti B-catenin ukazalo pfitomnost tohoto faktoru v nové vznikajicim
zubnim zarodku v epitelu i v mesenchymu a také v chutovych poharcich (Fig. 13F, 13G,
13H). B-catenin byl exprimovany i v mesenchymu pfedchoziho funkéniho zubu (Fig. 13F,
13G, 13H). Ve funkénich zubech je B-catenin pfitomny v mesenchymu a pouze
v cytoplasmé (Fig. 13F, 13G, 13H). V nové vznikajicich zubnich zarodcich je silny pozitivni
signal B-cateninu patrny v mesenchymu v bunécénych jadrech, nejsilnéjsi signal je
v mesenchymu apikdlné (Fig. 13G, 13F, 13H). Na obrazku 13F je silny jaderny signal
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pfitomny i v dentalnim epitelu zubniho zarodku, zatimco v situaci na obrdazcich 13G a 13H
je B-catenin v dentalnim epitelu pfitomen prevaziné v cytoplasmé a pouze slabé v nékolika

jadrech.

Jelikoz se ukazalo, Ze pfi vyméné zub(l hraje dlleZitou roli vzajemnd interakce mezi Sox2 a
Wnt/B-catenin signaini drahou (Juuri et al., 2012), bylo provedeno dvojité protilatkové
barveni proti B-catenin spolecné se Sox2. Pozitivni signdl B-cateninu je stejny jako
v predeslém pripadé (porovnej Fig. 13 a Fig. 14). Nejsilngjsi signal vidime v bunkach
mesenchymu zubnich zarodk( a ve vnitfnim dentdlnim epitelu (IDE) (Fig. 14B). Ve vnéjsim
dentalnim epitelu (ODE) signdl sldbne, aZ se Uplné vytraci. Zajimavé je, Ze ve vSech
pripadech je nékolik Sox2 pozitivnich bunék pfitomno mimo chutovy poharek v epitelidlni
bazalni vrstvé ve sméru vedouci k novému zubnimu zarodku. Zd3 se, Zze v mistech vnéjsiho
dentalniho epitelu (ODE), kde kon¢i pozitivni signdl Sox2, navazuje pozitivni signal B-
cateninu, signdl se u nékolika bunék prekryva (Fig. 14A—14D, bilé Sipky). Signal se prekryva i
v burikach chutového poharku (Fig. 14A-14C)

Shh protein byl detekovan v SirSi oblasti epitelu nové vznikajictho zubniho zarodku nez
genova exprese Shh, ktera byla vice lokalizovand do mensi populace bunék dentalniho
epitelu (srovnej Fig. 15B a Fig. 11L). V pozdnéjsim vyvoji zubnich zarodk( byl protein Shh
pritomny v celém dentdlnim epitelu (IDE, MDE, ODE) i v mesenchymu (Fig. 15C). Dale byl
Shh protein pfitomny v chutovych poharcich (Fig. 15A, 15B). Stejné tak se pozitivni signal
Shh vyskytuje v mesenchymatickych bunkach funkcénich zubtd (Fig. 15A-15C) (srovnej Fig.
11 a Fig. 15). Oproti tomu Pitx2 protein je pfitomen striktné v jadrech epitelidlnich bunék
v zubnich zarodcich i v okolnim orofaryngedlnim epitelu (Fig. 15D-15F). Signal se
nevyskytuje v chutovych poharcich (Fig. 15D—15F, ¢erné Sipky), naopak nejsilnéjsi signal

Pitx2 vidime ve vyvijejicim se zubnim zarodku (Fig. 15D—15F, Zluté hroty Sipek).

4.5. Identifikace potencidlnich zubnich kmenovych bunék a bunék s vysokou
proliferaci

4.5.1. Sox2 protein se vyskytuje i mimo chutovy pohdrek v tésné blizkosti zubniho zarodku

Pfitomnost transkripéniho faktoru Sox2 byva spojovana s kmenovymi a TA bunkami.
Exprese genu Sox2 na urovni mRNA, vSak byla pfitomna pouze v chutovych poharcich a do
zubnich zarodk( nezasahovala (viz ISH Fig. 12). Protilatkové barveni proti Sox2 proteinu

vsak naznacilo, Ze Sox2 protein by mohl byt pfitomny i mimo chutovy poharek (viz Fig. 16 a
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Fig. 17). Pro nesporné odliseni signdlu v chutovém pohdarku a mimo chutovy poharek se
tedy udélalo dvojité protilatkové barveni proti Sox2 a Calretininu. Calretinin je protein
specificky pfimo pro chutovy poharek (Northcutt, 2004; Diaz-Regueira et al., 2005) (Fig.
16A, 16B). Na tomto dvojitém barveni je znatelny prekryv signdld obou proteint
v chutovém poharku (Fig. 16C, 16D). Je vsak zietelné, Ze Sox2 signal presahuje oblast
chutového poharku i do okolniho epitelu smérem k nové vznikajicimu zubnimu zarodku
(Fig. 16C‘, 16D, bilé Sipky). Pro lepsi identifikaci umisténi bunék s pozitivnim Sox2 signdlem
bylo nasledné protildtkové barveni s Calretininem provedeno také na horizontalnich fezech
zubnich poli (Fig. 17). Tyto fezy nam ukazuji jiny pohled na situaci v zubnim poli a potvrzuji

pritomnost Sox2 pozitivnich bunék i mimo chutové poharky (Fig. 17A-171).

Stejnou situaci vidime i v pfipadé dvojitého barveni proti Sox2 a PCNA (Fig. 16E. 16F). PCNA
znadi proliferujici bunky, které vidime hojné v celém orofaryngealnim epitelu, dale v celém
zubnim zarodku v epitelu i v mesenchymu (Fig. 16E‘, 16F‘). Prekryv signalu Sox2 a PCNA
vidime v nékolika burikach u chutového poharku (Fig. 16E‘, 16F, bilé Sipky). Prekryv Sox2 a
PCNA signalu by mohl znacit pfitomnost pravé se délicich kmenovych bunék, které davaji
vznik progenitorovym burikdm, nebo dale se délicich progenitorovych bunék/TA bunék.

Pro otestovani této hypotézy byl navrzen EdU experiment, ktery znaci LRCs.

4.5.2. LRCs buniky se nalézaji v oblasti SDE mezi chutovym poharkem a zubnim zarodkem

Pro identifikovani potencidlnich kmenovych bunék byl proveden EdU experiment, ktery je
zalozen na principu inkorporace EdU molekul (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) do nové
syntetizované DNA béhem S faze bunécného cyklu. Fluorescencni signal poté znadi jadra
bunék, u kterych dosSlo béhem inkubaéni doby EdU k mitéze. Béhem naslednych
mitotickych déleni dochdzi k vytraceni signdlu, s kazdym bunéénym délenim oznaceny
signal slabne. Timto zplsobem mizZeme po dostatecné dlouhé dobé identifikovat buriky,
v kterych signal pretrva, tj. terminalné diferenciované buriky a kmenové/progenitorové
bunky, ,bunky, které si uchovavaji znaéeni”, tzv. LRCs. Tento experiment byl nezavisle
proveden dvé sezény po sobé se srovnatelnymi vysledky. V této praci jsou ukazana data

pouze z druhého experimentu.
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Experiment probihal po dobu sedmi tydnd. Vybrani jedinci o ptiblizné velikosti 30 mm byli
premisténi do nadrze s roztokem EdU vZdy na dvé hodiny denné po dobu dvou tydnu (tzv.

pulse). Poté byli jedinci v tydennich intervalech fixovani (tzv. chase) (viz tab. ¢. 3).

Prvni fixace probéhla ihned po skonceni plsobeni EdU (pulse 2w, chase Ow) (Fig. 18A, 18B).
Fluorescencni signal je pritomny ve vétSiné bunécnych jader v orofaryngealnim epitelu, v
mesenchymu, v zubnich zarodcich i v chutovych poharcich, nebot znadi jadra bunék, které
se v dobé pusobeni EdU délila. U jedincl zafixovanych o tyden pozdéji (pulse 2w, chase 1w)
(Fig. 18C, 18D) signalu v jadrech bunék znatelné ubyva, tedy dalsim délenim bunék doslo
k vyredéni jejich signalu. Signal ale stdle zUstava znatelny v nékterych bunkach epitelu i
mesenchymu, v ameloblastech zubnich zarodkl a v burikdch chutovych poharkd. O dalsi
tyden pozdéji (pulse 2w, chase 2w) (Fig. 18E, 18F) signdlu jesté vice ubyva. Signdl pretrvava
jiz pouze v jadrech terminalné diferencovanych bunék, tj. v bunkach chutového poharku a
v ameloblastech, a dale v jadrech bunék, které se nachazeji mezi chutovym poharkem a
nové vznikajicim zubnim zarodkem v mistech nasledného dentalniho epitelu (Fig. 18E, 18F,
bilé Sipky). Pravé tyto pomaleji se délici bunky LRCs by mohly byt potencidlné zubni
kmenové/progenitorové buriky. V souladu s pfedchozimi analyzami je vice neZ zajimavé, ze
umisténi téchto LRCs bunék koreluje s pfitomnosti bunék se Sox2 pozitivnim signdlem
(srovnej napf. Fig. 16C’, 171 a Fig. 19F). Vice obrazk( z podobnych situaci ukazuje Fig. 19. T¥i
a vice tydn( po ukonceni plsobeni EAU (pulse 2w, chase 3w) (Fig. 18G, 18H) je jiz signal

viditelny pouze v terminalné diferencovanych jadrech bunék chutového poharku.
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4.6. Obrazové tabule
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Fig. 1: Schématické znazornéni rozmisténi zubnich poli jesetera malého (Acipenser

ruthenus).

(A) Sagitaini fez hlavou jedince ukazujici rozlozeni viech zubnich poli jesetera malého,
hlava orientovana doleva. Cervenou barvou jsou vyznaceny funkéni zuby, #lutd mista
zndzornuji pozici vzniku budoucich zubnich zarodk(. (B) Pohled na strop orofaryngeaini
dutiny (tzv. roof) po rozdéleni hlavy jedince v misté Celistniho kloubu a odebrani spodni
¢asti. Cervenéd znadena mista ukazuji rozvrieni jednotlivych zubnich poli na dermopalatinu
(1, DPT), palatopterygoidu (2, PPT) a infrapharyngobranchiale (3, INF). (C) Pohled na dno
orofaryngealni dutiny (tzv. floor) po rozdéleni hlavy jedince v misté celistniho kloubu a
odebréni horni &sti. Cervené znalena pole vymezuji pozice jednotlivych zubnich poli na

dentale (4, DE), hypobranchiale 1 (5, HYP1) a hypobranchiale 2 (6, HYP2).
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Fig. 2: Stavba a vyvoj zubnich poli lokalizovanych na palatopterygoidu.

(A-D) Dentice na palatopterygoidu (PPT) vizualizovand pomoci barveni Alizarin Red u
jedinct 30 mm, 47 mm, 56 mm a 66 mm TL. Pohled na strop orofaryngedlni dutiny (tzv.
roof) po odpreparovani spodni ¢asti v misté celistniho kloubu. (A) Stale pfitomna dentice
na dermopalatinu (DPT). (B-D) Dermopalatinum (DPT) po ztraté veSkeré dentice. (A’-D‘)
Detail levého zubniho pole z obrazkd (A-D). Zluté hroty Sipek ukazuji na mineralizované

Spicky novych zubd, bilé hroty Sipek ukazuji na pozUstatky po vypadnutych zubech.
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Fig. 3: Stavba a vyvoj zubnich poli lokalizovanych na infrapharyngobranchiale.

(A-D) Dentice na infrapharyngobranchiale (INF) vizualizovana pomoci barveni Alizarin Red
u jedincd 36 mm, 47 mm, 56 mm a 66 mm TL. Pohled na strop orofaryngeaini dutiny (tzv.
roof) jedincl po odpreparovani spodni €asti v misté celistniho kloubu. (A, D) Hroty
modrych Sipek sméfuji kizolovanym zubnim deskdm. (A’-D‘) Detailni zvétsSeni levého
zubniho pole z obrazk(i (A-D). Zluté hroty Sipek ukazuji na mineralizované 3picky novych

zubd, bilé hroty Sipek ukazuji na vypaddvajici zuby a rozruseni zubni desky.
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Fig. 4. Stavba a vyvoj zubnich poli lokalizovanych na hypobranchiale 1 a
hypobranchiale 2.

(A-D) Dentice na hypobranchiale 1 (HYP1) a hypobranchiale 2 (HYP2) vizualizovand pomoci
barveni Alizarin Red u jedinci 30 mm, 47 mm, 56 mm a 66 mm TL. Pohled na dno
orofaryngealni dutiny (tzv. floor) po odpreparovani horni c¢asti v misté Celistniho kloubu.
(A‘-D) Detail levého zubniho pole hypobranchiale 1 (HYP1) z obrazkd (A-D). Zluté hroty
Sipek ukazuji na mineralizované Spicky novych zub, bilé hroty Sipek ukazuji na vypadavajici
zuby. Modré hroty Sipek ukazuji na vznik izolovanych zubl (D, B‘) a zbytky pfipojovaci kosti

po vypadnuti zubd, u které dochazi k resorpci (C‘, D).
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Fig. 5: Analyza vymény dentice — zuby pfirlstaji z jedné strany zubniho pole a z opacné
strany vypadavaji.

(A-D) Histologické parafinové fezy (10 um) zubnimi poli na hypobranchiale 1 (HYP1) (A, B)
a palatopterygoidu (PPT) (C, D) barvené hematoxylinem/eosinem a vizualizace detekce
enzymatické aktivity TRAP. Zluté hroty Sipek znadi pozici nové vznikajiciho zubniho
zarodku, cerné Sipky znaci chutové poharky. Bilé hroty Sipek ukazuji na TRAP aktivitu u
baze vypaddvajiciho zubu a rozruseni zubu na anteriorni strané zubniho pole na
hypobranchiale 1 (HYP1) (A, B) a na posteriorni strané zubniho pole na palatopterygoidu
(PPT) (C, D).
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Fig. 6: Rychlost vymény dentice na palatopterygoidu.

(A-F) Priibéh experimentu barveni fluorescenénim kalceinem. Kazdy tyden bylo zafixovano
5 jedinc (prvni fixace po 1 tydnu od ukondeni vystaveni jedincl kalceinu, posledni fixace 6
tydnd od ukonceni vystaveni jedincd kalceinu). Pohled na strop orofaryngealni dutiny (tzv.
roof) po odpreparovani spodni ¢asti v misté celistniho kloubu. Pro lepsi vizualizaci
obarveno Alizarin Red. (A‘-F‘) Detail obrazk( (A-F) s bilymi hroty Sipkek, které ukazuji na
signal kalceinu. Cisla znaéi jednotlivé zubni Fady. (A’) U fixace po 1 tydnu je signdl viditelny
ve Spickach zub(, které jsou na zubnim poli nejvice anteriorné (1. zubni fada). Na dalSich
obrazcich vidime trend v posunu signalu v zubnich fadach posteriornim smérem, tj. ve
sméru vymény dentice zubniho pole na palatopterygoidu. (B‘) Po 2 tydnech je signal
pfitomny v zubech ve 2. zubni fadé, po 3 tydnech je signal pfitomny v zubech ve 3. zubni
radé (C‘), po 4 tydnech je signdl pfitomny v zubech ve 4. zubni radé (D). U fixace po 5
tydnech signdl pretrvava v zubech 4. zubni fady (E‘). (F') Po 6 tydnech je zbytek signalu

stdle viditelny, ale jiz neni ve Spi¢ce zubu, nybrZ na okraji zubniho pole v pfipojovaci kosti.
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Fig. 7: Rychlost vymény dentice na infrapharyngobranchiale.

(A-F) Priibéh experimentu barveni kalceinem. Kazdy tyden bylo zafixovano 5 jedinct (prvni
fixace po 1 tydnu od ukonceni vystaveni jedincd kalceinu, posledni fixace 6 tydn( od
ukonéeni vystaveni jedincl kalceinu). Pohled na strop orofaryngedlni dutiny (tzv. roof) po
odpreparovani spodni ¢asti v misté Celistniho kloubu. Pro lepsi vizualizaci obarveno Alizarin
Red. (A’-F‘) Detail obrazk( (A-F) s bilymi hroty Sipek, které ukazuji na signal kalceinu. Cisla
znadi jednotlivé zubni fady. (A’) Po 1 tydnu je signdl viditelny ve $pickach zubu, které jsou
na zubnim poli nejvice posteriorné (1. zubni fada). Na dalSich obrazcich vidime trend
v posunu signdlu v zubnich fadach anteriornim smérem, tj. ve sméru vymény dentice
zubniho pole na infrapharyngobranchiale. (B‘) Po 2 tydnech je signdl viditelny v zubech
ve 2. zubni fadé, po 3 tydnech je signal pfitomny v zubech ve 3. zubni fadé (C‘), po 4
tydnech je signal pfitomny v zubech ve 4. zubni radé (D‘), po 5 tydnech je signal v 5. zubni
fadé (E). (F') Po 6 tydnech je zbytek signalu stale viditelny, ale jiz neni ve Spicce zubu,

nybrz na okraji pfipojovaci kosti.
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Fig. 8: Rychlost vymény dentice na hypobranchiale 1.

(A-F) Priibéh experimentu barveni kalceinem. Kazdy tyden bylo zafixovdno 5 jedincl (prvni
fixace po 1 tydnu od ukonceni vystaveni jedincd kalceinu, posledni fixace 6 tydn( od
ukonéeni vystaveni jedincl kalceinu). Pohled na dno orofaryngedlni dutiny (tzv. floor) po
odpreparovani horni ¢asti v misté Celistniho kloubu. Pro lepsi vizualizaci obarveno Alizarin
Red. (A‘-F‘) Detail obrazk(i (A-F) s bilymi hroty $ipek, které ukazuji na signal kalceinu. Cisla
znadi jednotlivé zubni fady. (A’) Po 1 tydnu je signal viditelny ve Spickach zub(, které jsou
na zubnim poli nejvice posteriorné (1. zubni fada). Na dalSich obrazcich vidime trend
v posunu signdlu v zubnich fadach anteriornim smérem, tj. ve sméru vymény dentice
zubniho pole na hypobranchiale 1. (B‘) Po 2 tydnech je signal viditelny v zubech ve 2. zubni
fadé, po 3 tydnech je signal pfitomny v zubech ve 3. zubni fadé (C‘), po 4 tydnech je signal
pfitomny v zubech ve 4. zubni fadé (D), po 5 tydnech je signdl v 5. zubni fadé (E‘). (F’) Po 6
tydnech je zbytek signalu stdle viditelny, ale jiz neni ve S$pi¢ce zubu, nybrz na okraji

pfipojovaci kosti nad patou zubni fadou.
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Fig. 9: Protilatkové barveni proti E-cadherinu ukazuje rozhrani epitelu a mesenchymu.

(A-F) Imunohistochemické sagitdlni Ffezy zubnimi poli na palatopterygoidu (A-B),
infrapharyngobranchiale (C-D) a hypobranchiale 1 (E-F) o tloustce 10 um, hlava
orientovana doleva. Bil4 te¢kovand ¢ara predstavuje rozhrani epitelu a mesenchymu. Zluté
hroty Sipek znaci pozice nové vznikajicich zubnich zarodkd, c¢erné Sipky znaci chutové
poharky. Pozitivni signal E-cadherinu (Cervené) je pfitomny na cytoplasmatickych
membranach epitelidlnich bunék, ukazuje tak rozhrani mezi epitelem a mesenchymem.
DAPlI (modre) znaci jadra bunék. Pro palatopterygoid, infrapharyngobranchiale a

hypobranchiale 1 byly zvoleny dva fezy pro demonstraci rliznych ¢asti zubnich poli.
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Fig. 10: Histologicka stavba zubnich poli na palatopterygoidu a hypobranchiale 1 — zubni

zarodek vznika bez ptispévku dentalni laminy.

(A-D) Histologické fezy (10 um) zubnimi poli na palatopterygoidu a hypobranchiale 1
obarvené pomoci hematoxylin/eosin. ZIluté hroty $ipek znaéi pozici nové vznikajicich zubd,
cerné Sipky znadi chutové poharky. Obrazky (A-B) ukazuji protistojnou pozici dentice na
palatopterygoidu a hypobranchiale 1 (modré hroty Sipek). Obrazky (C-D) ukazuji fez
zubnim polem snové vznikajicim zubnim zarodkem a jeho topologickou souvislost
s chutovym poharkem. (E-F) Histologické rezy (10 um) zubnim polem na hypobranchiale 1
obarvené pomoci azure B/eosin. ZIluté hroty $ipek zna&i pozici nové vznikajicich zub(, ¢erné
Sipky znaci chutové poharky. Obrazky predstavuji detailnéjsi pohled na nové vznikajici zub,
dentdlni epitel a chutovy poharek. Na obrazku (E) vidime rozliSeni dentalniho epitelu na
vnitini dentalni epitel (IDE), stfedni dentdlni epitel (MDE) a vnéjsi dentdini epitel (ODE).
Vnitini dentaIni epitel je jiz zfetelné diferencovan na ameloblasty. Zluty hrot $ipky ukazuje
na pozici budouciho zubniho zarodku, ktery bude vznikat v tésné blizkosti predchazejiciho

zubu z jeho vnéjsiho dentdlniho epitelu.
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Fig. 11: Exprese gen( Pitx2, Shh a Sox2 béhem iniciace a patternovani dentice.

(A-J) Whole-mount hybridizovani jedinci 10 az 14 mm TL. (A-E) Pohled na strop
orofaryngealni dutiny (tzv. roof) po rozdéleni hlavy jedince v misté celistniho kloubu a
odebrani spodni ¢asti. (F-J) Pohled na dno orofaryngealni dutiny (tzv. floor) po rozdéleni
hlavy jedince v misté celistniho kloubu a odebrani horni ¢asti. Bilé hroty Sipek znaci
pocateéni expresi Pitx2, kterd vymezuje oblasti s odontogennim potencidlem, v kterych
pozdéji vznikaji zuby. Bilé Sipky znaci pozdéjsi kompartmentalizovanou oblast exprese
Pitx2. Zluté hroty Sipek znaéi jednotlivé zubni zérodky. Hybridizace genu Pitx2 byla
provedena a nafocena Mgr. Annou PospiSilovou Ph.D. (K) Pohled na strop orofaryngealni
dutiny (tzv. roof) po odpreparovani spodni ¢asti. Whole-mount hybridizovany jedinec
ukazuje expresi genu Shh na trovni mRNA. Cerné Sipky ukazuji na expresi genu Shh
v chutovych poharcich, Zluté hroty Sipek ukazuji expresi genu Shh v novych zubnich
zarodcich. (L) Sagitalni fez o tloustce 40 um provedeny jedincem z obrazku Kv misté
zubniho pole na palatopterygoidu (PPT), hlava sméFuje doleva. Zluty hrot Sipky ukazuje
pozici nové vznikajiciho zubu, ¢ernd Sipka ukazuje na chutfovy poharek. Cerna teckovana
¢ara predstavuje rozhrani epitelu a mesenchymu a také obtahuje samotny chutovy
poharek. Na fezu je patrné, Ze signal Shh je vidét jak v chutovém poharku, tak v nové
vznikajicim zubu. (M) Pohled na strop orofaryngedlni dutiny (tzn. roof) po odpreparovani
spodni ¢asti. Whole-mount hybridizovany jedinec ukazuje expresi genu Sox2 na urovni
mRNA. Cerné Sipky znaéi expresi genu Sox2 v chutovych poharcich, ?luté hroty $ipek znadi
pozici nové vznikajicich zubnich zarodkd. (N) Sagitalni fez o tloustce 40 um provedeny
jedincem z obrazku M v misté zubniho pole na palatopterygoidu (PPT), hlava sméfuje
doleva. Zluty hrot Sipky ukazuje pozici nové vznikajiciho zubu, €ernd Sipka ukazuje na
chutovy poharek. Pozitivni signal Sox2 na urovni mRNA je pfitomny pouze v chutovych

poharcich, nikoli ve vyvijejicim se zubnim zarodku.
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Fig. 12: Exprese genu Sox2 ukazuje vyvoj a patternovani chutovych poharkd.

(A-D) Whole-mount hybridizovani jedinci. Pohled na strop orofaryngealni dutiny (tzv. roof)
po rozdéleni hlavy jedince v misté &elistniho kloubu a odebrani spodni ¢&asti. Cernd
teckovana ¢dra ohranicuje oblast s odontogennim potencionalem, v které vznikaji zuby.
Bild te¢kovand ¢ara zvyraziiuje jiz mineralizované zuby. Cerné $ipky ukazuji na expresi genu
Sox2 v chutovych poharcich. (A) Chutové poharky vznikaji nejdfive posteriorné od zubl na
dermopalatinu (DPT), slaby signal je jiz patrny také kolem zubniho pole na
palatopterygoidu, kde jsou jiz v dalsim stadiu 13 mm TL (B) zfetelné viditelné chutové
poharky. Vtomto stadiu se slaby signal objevuje i kolem zubniho pole na
infrapharyngobranchiale (INF). U jedince 14 mm TL jsou jiz chutové poharky pfitomny
okolo vsech zubnich poli (C). V dalsim stadiu 15 mm TL chutovych pohark( dale pribyva
posteriornim smérem (D). Chutové pohdrky se sontogenezi jedince vyvijeji v antero-

posteriornim sméru, nejvice v blizkosti zubnich poli.
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Fig. 13: Exprese genu Lef1 béhem raného vyvoje zubd.

(A-C) Whole-mount hybridizovani jedinci 13 mm, 14 mm a 16 mm TL. Pohled na strop
orofaryngealni dutiny (tzv. roof) po rozdéleni hlavy jedince v misté celistniho kloubu a
odebrani spodni ¢&asti. Cernd teckovana ¢ara ohraniCuje oblast s odontogennim
potenciondlem, ve které vznikaji zuby. Bild teckovana cara zvyraziiuje jiz mineralizované
zuby. Cerné Sipky ukazuji na expresi genu Lefl v chutovych poharcich, Zluté hroty Sipek
znadi expresi genu Lefl vnovych zubnich zarodcich. (D-E) Rezy provedené na
hybridizovaném whole-mount jedinci zobrazku (B) vmisté zubniho pole na
palatopterygoidu (D, PPT) a infrapharyngobranchiale (E, INF). Cerna teckovana d¢éra
ukazuje rozhrani epitelu a mesenchymu a ohrani¢uje chutovy pohdrek. Zluté hroty Sipek
ukazuji na expresi genu Lefl v misté vzniku nového zubného zarodku, c¢erné Sipky ukazuji
na expresi genu Lefl1 v chutovych poharcich. (F-H) Imunohistochemické znaceni sagitalnich
fezll zubnimi poli na palatopterygoidu (F), infrapharyngobranchiale (G) a hypobranchiale 1
(H) o tloustce 10 um, hlava orientovéana doleva. Zluté hroty Sipek znaci pozice nové
vznikajicich zubnich zarodkd, ¢erné Sipky znaci chutové poharky. Pozitivni signal B-cateninu
(Cervené) je pritomny v zubnich zdrodcich v epitelu i mesenchymu. DAPI (modfe) znaci

bunécna jadra.
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Fig. 14: Identifikace pfitomnosti B-cateninu a Sox2 v zubnich polich pfi vyvoji zubnich

zarodkd.

(A-D) Imunohistochemické znaceni sagitalnich ezl zubnimi poli na palatopterygoidu (A, B),
a hypobranchiale 1 (C, D) o tloustce 15 pum, hlava orientovana doleva. Zluté hroty Sipek
znadi pozice nové vznikajicich zubnich zarodk(, cerné Sipky znaci chutové poharky.
Pozitivni signal Sox2 (magenta) je pfitomny v chutovych poharcich, mimo chutové poharky
v bazdlni vrstvé epitelu vedouci ke vznikajicimu zubnimu zarodku. Pozitivni signal B-
cateninu je viditelny v mesenchymu i epitelu zubnich zarodk i v chutovych poharcich. Bilé
Sipky ukazuji na mista dentalniho epitelu, v kterych prechdzi pozitivni signal Sox2 v pozitivni

signal B-cateninu. Signaly se mirné prekryvaji. DAPI (modfe) znaci jadra bunék.
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Fig. 15: Identifikace pFritomnosti Shh a Pitx2 v zubnich polich p¥i vyvoji zubnich zarodka.

(A-C) Imunohistochemické znaceni sagitdlnich fezG zubnimi poli na palatopterygoidu (D),
infrapharyngobranchiale (E) a hypobranchiale 1 (F) o tloustce 10 um, hlava orientovédna
doleva. Zluté hroty Sipek znadi pozice nové vznikajicich zubd, €erné Sipky znaéi chutové
poharky. Pozitivni signdl proteinu Shh (zelené) je viditelny v epitelu i v mesenchymu nové
vznikajiciho zubniho zarodku a v chutovém poharku. DAPI (modfe) znadi jadra bunék. (D-F)
Imunohistochemické znaceni sagitalnich fezG zubnimi poli na palatopterygoidu (G),
infrapharyngobranchiale (H) a hypobranchiale 1 (I) o tloustce 10 um, hlava orientovédna
doleva. Zluté hroty Sipek ukazuji pozice nové vznikajicich zubnich zarodk@, €erné Sipky
znaci chutové poharky. Pozitivni signal Pitx2 (Cervené) je viditelny v jadrech epitelidlnich

bunék, v dentalnim epitelu je signal nejintenzivné;jsi. DAPI (modte) znaci jddra bunék.
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Fig. 16: Analyza vztahu markeru zubnich kmenovych/progenitorovych bunék Sox2,
pozice chutovych poharki a proliferujicich tkani béhem vyvoje zubnich zarodkda.

(A-F) Imunohistochemické znaceni sagitalnich rez(i zubnimi poli na hypobranchiale 1 (A, C,
E) a palatopterygoidu (B, D, F) o tloustce 10 um, hlava orientovana doleva. Bila teckovana
¢ara predstavuje rozhrani epitelu a mesenchymu. Zluté hroty Sipek znaéi pozice nové
vznikajicich zubnich zarodkd, cerné Sipky znaci chutové poharky, bilé Sipky ukazuji pozitivni
signal proteinu Sox2 mimo burky chutového poharku. (A, B) — Protilatkové barveni proti
Calretininu (zelené) oznacuje vyhradné burnky chutového poharku. DAPI (modfe) znaci
jadra bunék. (C, C‘, D, DY) Protilatkové barveni proti Sox2 (magenta) a Calretininu (zelené).
Sox2 pozitivni signal vidime nejen v burikdch chutového poharku, ale i v oblasti pfesahujici
chutovy poharek v mistech dentdlniho epitelu (bilé Sipky). Calretinin (zelené) znaci chutovy
poharek. DAPI (modre) znadi jadra bunék. (E, E‘, F, F‘) Protilatkové barveni proti Sox2
(magenta) a PCNA (zelené). Sox2 pozitivni signdl je nejen v burikdch chutového poharku,
ale i v oblasti pfesahujici chutovy poharek (bilé Sipky). PCNA znadi proliferujici buriky. (C,
D, EY, F‘) — Priblizeny detail obrazkd C, D, E, F, ktery je fokusovany na pozitivni Sox2 signal

mimo chutové poharky.
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Fig. 17: Analyza vztahu markeru zubnich kmenovych/progenitorovych bunék Sox2 a

pozice chutovych poharkt na horizontalnich fezech.

(A-1) Imunohistochemické znaceni horizontalnich fezt zubnimi poli na palatopterygoidu (A,
B, C), infrapharyngobranchiale (D, E, F) a hypobranchiale 1 (G, H, 1) o tloustce 15 pum, hlava
orientovana anteriorné. Bila teckovana ¢ara ohranicuje jednotlivé zuby, v pfipadé obr. D, E
a | predstavuje také rozhrani epitelu a mesenchymu u chutového pohdarku. Protilatkové
barveni proti Sox2 (magenta) znaci chutové poharky, ale signal je zfejmy i v mistech mimo
chutové poharky. Bilé Sipky ukazuji na signal Sox2 v mistech dentalniho epitelu a na mista,
kde signal presahuje chutovy poharek. Calretinin (zelené) znaci chutové poharky, DAPI

(modfe) znadi jadra bunék.
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Fig. 18: Identifikace potencialnich zubnich kmenovych/progenitorovych bunék a mist

s vysokou proliferaci prostirednictvim EdU znaceni.

Tab. ¢. 3: Prlilbéh EdU experimentu — tabulka s udaji o pribéhu experimentu, ktera
obsahuje informace o dobé pulse (tj. doba vystaveni jedincl plsobeni EdU), dobé chase (tj.
doba uplynuta po ukonceni vystavovani jedincl plsobeni EdU), fixaci a poc¢tu zafixovanych
jedinct. (A-H) Sagitalni fezy zubnim polem hypobranchiale 1 o tloustce 5 um, hlava
orientovdna doleva. Bila te¢kovana ¢ara predstavuje rozhrani epitelu a mesenchymu. Zluté
hroty Sipek znaci pozice nové vznikajicich zubnich zarodkd, c¢erné Sipky znaci chutové
poharky, bilé Sipky znaci potencialni zubni kmenové/progenitorové bunky. (A-B) I. fixace
(ihned po ukonceni plUsobeni EdU, tj. 2w pulse + Ow chase) — signal je viditelny v jadrech
velké c¢asti bunék epitelu i mesenchymu — bunky, které pfi plsobeni EdU prochazely
mitotickym délenim, znaci bunécnou proliferaci. (C-D) Il. fixace (1 tyden po ukondeni
plGsobeni EdU, tj. 2w pulse + 1w chase) — signalu ve srovnani s obrazky znatelné (A-B)
ubyva. Signdl je vSak stale patrny v nékterych bunkich epitelu i mesenchymu,
v ameloblastech zubnich zarodkd a v burikach chutovych poharkd. (E-F) Ill. fixace (2 tydny
po ukonceni plsobeni EdU, tj. 2w pulse + 2w chase) — signal je viditelny v jadrech
termindlné diferencovanych bunék (chutovy poharek a ameloblasty) a také v jadrech
epitelidlnich bunék, které jsou mezi chutovym poharkem a nové vznikajicim zubnim
zarodkem v misté ndsledného dentalniho epitelu — navriené potencidlni zubni
kmenové/progenitorové buriky (bilé Sipky). (G-H) IV. fixace (3 tydny po ukonceni plsobeni
EdU, tj. 2w pulse + 3w chase) — signdl je jiz viditelny pouze v jadrech bunék, které jsou

termindlné diferencované (chutovy poharek).
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Tabulka ¢. 3 - prabéh EdU experimentu

2w pulse Ow chase | 1w chase | 2w chase | 3w chase | 4w chase | 5w chase
EdU - 0 tydnQ 1 tyden 2 tydny 3 tydny 4 tydny 5 tydn(

2 tydny po . fixace II. fixace | lll. fixace | IV. fixace | V. fixace | VI. fixace

dobu 2 hodin | 5jedinct | 5jedinct | 5jedincG | 5jedinct | 5jedincd | 5 jedinch

+ DAPI - hypobranchiale 1

pulse 2w + Ow chase

pulse 2w + 1w chase

pulse 2w + 2w chase

pulse 2w + 3w chase
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Fig. 19: Identifikace potencialnich zubnich kmenovych/progenitorovych bunék a mist

s vysokou proliferaci prostirednictvim EdU znaceni - lll. fixace.

(A-F) SagitdIni fezy zubnim polem hypobranchiale 1 o tloustce 5 um, hlava orientovéna
doleva. Bila te¢kovand ¢ara predstavuje rozhrani epitelu a mesenchymu. Zluté hroty Sipek
znaci pozice nové vznikajicich zubnich zarodkd, ¢erné Sipky znaci chutové poharky, bilé
Sipky znaci potenciadlni kmenové/progenitorové buriky. (A‘—F‘) ZvétSeny detail obrazk
(A-F) zaméreny na oblasti s potencidlné kmenovymi/progenitorovymi burikami. Bilé Sipky

ukazuji na jednotlivé buriky, které si uchovaly znaceni (LRCs).
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5. Diskuse

5.1. Vyvoj palatalni a faryngealni dentice je oproti oralni dentici mirné opozdén a
postupuje rostralné-kaudalnim smérem

Analyza ziskanych dat genové exprese umoznila popis dentice jesetera malého od samotné
iniciace zubnich zarodku. Nejdfive dochdzi k vyvoji zubl v oblasti horni ¢elisti na budoucim
dermopalatinu (DPT) a dolni celisti na budoucim dentale (DE), kjejich vzniku dochazi
soucasné. Tyto zuby, které vytvareji marginalni dentici na Celistech, se od zbytku veskeré
dentice nejvice odlisuji. Hlavnim rozdilem od ostatnich zubnich poli je monostichni
usporadani, tj. usporadani zubl do jedné zubni fady, a monofyodontie, tj. jedna funkcni
generace zubl bez vzniku zubl nahradnich (PospiSilova et. al, in prep.). Zuby na celistech
sice vzniknou jako prvni, ale pravé kvuli jejich nenahrazujicimu charakteru tato zubni pole

prestavaji byt funkéni velmi brzy v ontogenezi.

PalatdIni a faryngealni zubni pole jsou svym vyvojem oproti dentici na Celistech mirné
opozdéna. Navzdory tomu jsou, diky vyvoji vice zubnich generaci, tato zubni pole funkéni
podstatné delsi dobu béhem ontogenetického vyvoje jesetera. Jako dalsi zaroven vznikaji
zubni pole posteriorné od celisti, a to dorzdlné na patfe na palatopterygoidu (PPT) a
ventralné v anteriorni &asti faryngu na hypobranchiale na prvnim Zabernim oblouku
(HYP1). Nasledné vznika dorzalné zubni pole na infrapharyngobranchiale (INF) na prvnim
Zabernim oblouku a nejpozdéji vznika ventralné zubni pole na hypobranchiale na druhém
Zzabernim oblouku (HYP2). Tato data ukazuji na trend vzniku zubnich poli vramci
orofaryngealni dutiny ve sméru rostralné-kaudalnim. Podobné schéma vzniku zubnich poli
bylo popsdno i u pfibuzného veslonose (Smith et al., 2015), a tudiZ se zfejmé bude jednat o

spoleény znak linie Acipenseriformes.

5.2. Zubni pole prochazeji v prabéhu vyvoje jesetera vyznamnymi prestavbami

Zubni pole jsou v orofaryngedlni dutiné usporaddna ve vzdjemné okluzi. Konkrétné proti
sobé okluduji zubni pole na dermopalatinu a dentale, palatopterygoidu a hypobranchiale 1,
infrapharyngobranchiale a hypobranchiale 2 (Fig. 1A). Vizualizace mineralizovanych tkani
umoznila popsani, kde se vramci zubnich poli vyvijeji nové zuby, a kde naopak zuby

vypadavaji, coZ zpUsobuje viditelné rozruseni zubnich desek. Jednotliva zubni pole se mezi
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sebou lisi v mnoha aspektech, a to prevaziné usporadanim, tvarem a nahradou zubd.
Dentici na Celistech tvofi jedna zubni fada bez nahradnich zubnich generaci, po vypadnuti
zGstavaji Celisti bezzubé. Oproti tomu zubni pole lokalizovana na palatopterygoidu a na
anteriornich faryngealnich elementech jsou tvorena vice zubnimi fadami a po urcitou dobu
ontogenetického vyvoje jesetera prochazeji velmi dynamickym vyvojem. Tato doba zacina
iniciaci prvnich zubnich zarodk(i, pokracuje tvorbou novych ndhradnich zubl a
vypaddvanim nejstarsich funkénich zubl. Tento dynamicky vyvoj funguje na principu
synchronniho vzniku novych zubnich zarodkd na jedné strané zubniho pole a vypadavani
nejstarsich zubl na opacné strané zubniho pole. U vypadavajicich zub( byla detekovana
aktivita enzymu TRAP, ktery je produkovany osteoklasty a odontoklasty (Okamura et al.,
1993; Sasaki et al., 2003). Tato aktivita, ktera je patrnd na bdzi zubu, spousti proces
vypadnuti a je pfitomnd, dokud nedojde k vypadnuti zubu a resorpci jeho baze (Fig., 5C,
5D). Po urcité dobé dochazi ke zpomalovani tvorby nahradnich zub(, pocet zubu se snizuje,

a nakonec je dentice zcela ztracena. Dospéli jedinci jsou bezzubi (Nelson, 1969).

Z ptedchoziho pozorovani je patrné, Ze zubni pole jesetera prochdazi dynamickou proménou
adice a ztraty zubl. Tuto dynamiku a celkovou rychlost cyklu ndhrady zub( ukazal
experiment s vitalni fluorescencni barvou kalceinem, ktery se vaze pouze na mineralizujici
struktury, takZe oznacuje pouze nové vznikajici zuby. Funkéni zuby se signdlem kalceinu,
které se v ramci zubnich poli objevily v nasledujicim tydnu az Sesti tydnech, predstavuji
nahradni zuby, které v dobé pulsobeni kalceinu nové vznikaly. U vSech zubnich poli byla
prvni tyden oznacena prvni zubni fada od sméru pfirGstani dentice. Kazdy dalsi tyden
vznikla pfiblizné jedna nova zubni fada (jiZz bez plsobeni kalceinu, a tedy i signalu kalceinu)
a oznacené zuby se tak vznikem novych zub( v zubnim poli posouvaly na posteriorni ¢ast
zubniho pole (palatopterygoid) nebo na anteriorni ¢ast zubniho pole
(infrapharyngobranchiale a hypobranchiale 1), dokud se nedostaly na okraj zubniho pole a
nedoslo k jejich vypadnuti. Ktomu u jedincq, jejichz zubni desky se skladaly priblizné ze
Ctyr az péti zubnich rfad, doslo po zhruba Sesti tydnech, tj. nové vznikly zub byl funkéni po
dobu péti tydnl. Ztoho lze vyvodit, Ze vyvoj zubniho zarodku, nez se stane zubem
funkénim, trvd pfiblizné jeden tyden. Toto pozorovani odhaluje znaénou rychlost a

dynamiku pfi vyvoji a pfestavbé zubnich poli.
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Tento pomérné rychly proces vzniku zubl na jedné strané zubniho pole a ztrata zubl na
strané opacné zapficinuje remodelaci a rozsifovani zubnich poli. Jak je vidét na Fig. 2-4,
nové zuby vznikaji v pozicich mezi zuby predchozi fady a po uréitou dobu vyvoje jedince
takto dochazi ke zvétSovani zubnich desek, a to navySovanim poctu zubnich fad a také
jejich rozsifovani v lateralnim a medidlnim sméru, coz by napfiklad u zubniho pole na
infrapharyngobranchiale mohlo vést ke spojeni levé a pravé zubni desky (Fig. 3D). U
starSich stadii je patrné, Ze dochazi ke zpomalovani ndhrady dentice a zubl celkové na
zubnich polich ubyva, a to jiz u jedinch kolem 70 mm TL. Po ztraté veskeré dentice se u
jesetera vyviji drtici hfebeny v misté, kde byvalo zubni pole na hypobranchiale 1. Tyto
hrebeny okluduji oproti dorzalni ¢asti orofaryngedlni dutiny, u niz dochazi k zesileni pomoci

chrupavcitého palatdlniho komplexu (Nelson 1969; Findeis 1997; Warth et al., 2017a).

5.3. Nové zubni zarodky u jesetera vznikaji bez formace nasledné dentalni laminy

Drive byla dentdlni lamina, tj. hluboka epitelidIni invaginace, povazovand za nezbytnou
strukturu pti vyvoji dentice a jeji pritomnost ¢i nepfitomnost se pouzivala k odliSovani zubl
a dermalnich dentikul, tj. zubdm podobnym elementim dermalniho skeletu (Reif, 1982).
Tato hypotéza se ukdzala byt pravdivou u mnoha druhl obratlovcl, kde je naslednd
dentdlni lamina opravdu klicovou strukturou pro vznik nahradnich zubl a mistem
epitelidlnich kmenovych/progenitorovych bunék Gcastnicich se na vyvoji nového zubniho
zarodku (napf. Martin et al., 2016; Thiery et al., 2017, Salomies et al., 2019). Nicméné se
ukazalo, Ze u nékterych zastupcl paprskoploutvych ryb naslednd dentalni lamina neni
pfitomna a nahradni zuby se vyvijeji pfimo z pfilehlého povrchového epitelu. Tato
skute¢nost byla popsana napf. u bichira, lososa, koljusky a veslonose (Huysseune et
Witten, 2008; Vandenplas et al., 2014; Smith et al., 2015; Square et al., 2021). Moje prace
doklada, Zze ke druhGm, u nichZ nahradni zuby vznikaji bez nasledné dentalni laminy, patfi
také jeseter maly. Pfi pozorovani vyvoje nahradnich zubnich zarodkd u vsSech
polyfyodontnich zubnich poli je patrné, Ze vznikaji bez hluboce zanoreného epitelu, a to
pfimo z povrchového dentalniho epitelu predchdazejiciho zubu. Zajimavé je, Ze u zastupcd,
u kterych neni pfitomna nasledna dentalni lamina (bichir, losos), byl popsan stfedni
dentalni epitel nachdazejici se mezi vnitfnim a vnéjsSim dentdlnim epitelem. Byla navrzena
hypotéza, Ze by tato oblast mohla funkéné nahrazovat dentdlni laminu (Huysseune et

Witten, 2008; Vandenplas et al., 2014), dalsi vyzkum vsak tuto hypotézu nepodpotil
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(Vandenplas et al., 2016). Stfedni dentdlni epitel jsem byla schopnd identifikovat i u
jesetera. Pfi analyze mnou ziskanych dat také nebyla zjisténa souvislost stfedniho
dentalniho epitelu se vznikem nahradnich zubnich zarodk(. Jedna se tedy o dalsi pripad

nepotvrzujici tuto hypotézu.

Vyvstava otazka, zdali je stav ndhrady zubl bez dentalni laminy plesiomorfnim stavem
obratlovci. U fosilniho druhu Andreolepis hedei, ktery se fadi mezi kmenové zastupce
Osteichthyes, dentice pravdépodobné postradala naslednou dentalni laminu (Chen et al.,
2016). Na zakladé tohoto zjisténi, byla navrZena hypotéza, kterd poklada vznik nasledné
dentalni laminy za uddlost, kterd se odehrdla nezavisle v rliznych liniich a ndhradu zubl bez
této struktury poklada za stav pfitomny jiz u posledniho spole¢ného predka Osteichthyes
(Chen et al., 2016). Tato data naznacuji, Ze systém nahrady zub( bez dentdalni laminy, ktery
se vyskytuje u zastupcl bazalnich linii paprskoploutvych ryb napft. u jiz zminéného bichira a
veslonose, a jak je ukadzdno vtéto praci, i u jesetera, vykazuje urcitou podobnost
s ndhradou dentice u ranych obratlovcu. Toto zjisténi prispiva k hypotéze, Ze ndhrada zubl
bez dentalni laminy prfedstavuje u paprskoploutvych ryb zachovany ancestralni stav znaku,

spiSe nez sekundarné odvozeny stav (Vandenplas et al., 2014; Chen et al., 2016).

Vyzkum porovnavajici vyvoj zubnich zarodkd z dentdlni laminy (danio) i v pfipadé jeji
absence (koljuska) poukdzal na pfitomnost exprese obdobnych gend v obou pfipadech
vyvoje (Square et al., 2021). VSechny zminéné skutecnosti dohromady naznacuji, Zze by se
mohlo jednat o funkéné stejny systém pouze s rliznym fenotypickym projevem, tj. jak

navrhli Square et al. (2021) souhrnnym nazvem nasledny dentalni epitel (SDE).

5.4. Nahradni zuby vznikaji u jesetera z progenitorovych bunék v blizké asociaci
s chutovymi poharky

Jesetefi polyfyodontni zubni pole, tj. zubni pole na palatopterygoidu,
infrapharyngobranchiale, hypobranchiale 1 a hypobranchiale 2, se skladaji z vice funkénich

zubnich fad a vyvijejicich se zubnich zarodk( (viz obr. 4).
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Obr. 4: Souhrnné schématické zndazornéni zubniho pole na hypobranchiale 1 (HYP1),
sagitdlni fez, hlava orientovana doleva. Schéma bylo zakresleno na zdkladé dat v této
diplomové prdci a znazornuje zubni pole v prlbéhu cyklu vypaddvani a ndhrady dentice. Na
anteriorni strané zubniho pole je zndzornén funkéni zub, u které zapocina vypadavani
(aktivita TRAP, fialova barva), posteriorné za nim se nachazi dalsi funkéni zub. Na pozici za
nim se nachazi zubni zdrodek v pokrocilé fazi vyvoje pred erupci. Nejvice posteriorné lezi
v tésné blizkosti chutového poharku nové vznikajici zubni zdrodek. Svétle rlzova barva
znaéi epitel, modra barva mesenchym, zelena barva chutovy poharek. Cervenou barvou je
oznacena populace pozitivnich Sox2 bunék, bilé trojuhelniky znac¢i LRCs bunky,
prerusovand c¢ara znacéi navrhovany pohyb potencidlnich dentalnich epitelidlnich
progenitorovych bunék, IDE (vnitini dentalni epitel), ODE (vnéjsi dentalni epitel). V nové
vznikajicim zubnim zarodku je pozitivni signal Pitx2 (tmavé rGzové Srafovani, epitel), Lefl,
B-catenin, a Shh (oranZova barva, epitel a mesenchym).

Nové vznikajici zubni zarodek se vyviji superficidlné z vnéjSiho dentdlni epitelu (ODE)
predchdzejiciho zubu, na ktery je dale napojen svym vnitfnim dentalnim epitelem (IDE).
Stfedni dentalni epitel (MDE) byl identifikovan jen u nékterych stadii zubnich zarodk( a
nebyla rozpoznana jeho funkce. Nej¢asnéjSim odontogennim markerem, ktery
predznamenava samotny vznik zubnich zarodkd, je Pitx2, jehoz exprese znaci v ¢asnéjsich
stadiich kontinualni oblasti odontogenniho potencidlu, pozdéji se exprese rozdéluje na
mensi kompartmenty a znaci jednotlivé zarodky zub( (Fig. 11A-11J). Exprese genu Sox2 na

drovni mRNA byla pfitomna vyluéné v chutovych poharcich, jejichz vznik mulzeme
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pozorovat od anteriorni k posteriorni oblasti prevainé okolo zubnich poli, v zubnich
zarodcich vsak nikoli (Fig. 12). Nicméné pfitomnost Sox2 proteinu byla detekovana v Sirsi
oblasti i mimo chutovy poharek (Fig. 16) (viz dale). Exprese Shh byla detekovana v epitelu
vyvijejicich se zubnich zarodkdl, stejné tak jako v chutovych poharcich, ale chybéla
v mesenchymu. Zajimavé je, Zze Shh protein byl pfitomen v SirSi oblasti epitelu nez Shh
transkript, a navic i vzubnich mesenchymalnich burnkach. Z toho vyplyva, Ze v pribéhu
vyvoje zubniho zdrodku je Shh protein schopen se rozsifit mimo Shh exprimujici buriky
v dentdlnim epitelu do mesenchymalnich bunék zubu. Podobna situace byla popsana i u

zubu mysi (Cobourne et al., 2004).

Jak bylo ukadzano, Wnt/B-catenin signdlni draha hraje klicovou roli pfi nahradé zubl (napf.
Gaete et Tucker, 2013; Huysseune et al, 2014). Ke tvoreni dalSich zub( dochazi diky zvyseni
proliferace dentdlniho epitelu, coZ je zplsobené zvySenou expresi Lefl, downstream
efektoru Wnt/B-catenin signdlni drahy. Napriklad overexprese Lefl vede u mysi ke zvyseni
proliferace epitelidlnich kmenovych bunék, vytvofeni nového labidlniho kompartmentu
kmenovych bunék krckové klicky, ze kterého vznikaji rychle rostouci dlouhé rezaky
podobné klim (Sun et al., 2016). UdrZovani ¢i proliferace zubnich kmenovych bunék je
tedy ovliviiovano skrze regulace Wnt signalni dradhy (Tummers et Thesleff, 2009; Handrigan
et Richman, 2010). Tato prace doklada dlleZitost Wnt signalni drahy u nahrazovani dentice
jesetera malého. Lefl se ukdazal byt exprimovan jak vzubnich zarodcich zubl prvni
generace (napf. Fig. 13A, INF), tak u nahradnich zubnich zarodkd (napf. Fig 13B, INF). Jeho
exprese je lokalizovana ve Spi€ce vyvijejiciho se zubu v dentalnim epitelu i v mesenchymu.
Pozitivni jaderny signal B-cateninu byl také pfitomny v dentalnim epitelu i mesenchymu
nové vznikajicich zubnich zarodk(l. Tento signdl je nejsilnéjsi ve vnitfnim dentdlnim epitelu
(IDE) a jeho intenzita ubyvd ve vnéjsim dentdlnim epitelu (ODE) smérem k chutovému
poharku (Fig. 13F, 14B). Zda se, ze u par téchto poslednich bunék dochazi k prekryvu
pozitivniho signdlu B-cateninu se Sox2, jehoZ intenzita od vnéjsiho dentalniho epitelu

smérem k chutovému poharku se naopak zvysuje (obr. 5).

Na zakladé porovnani Sox2 pozitivnich bunék s pozitivnim ¢&i negativnim signdlem [3-
cateninu, PCNA a pozici nalezenych LRCs bunék muiZeme navrhnout pritomnost
jednotlivych typd bunék ucastnicich se vzniku zubniho zarodku. Oblast s predpokladanymi

zubnimi kmenovymi bunkami obsahuje EdU pozitivni LRCs bunky, v kterych je zaroven

79



pfitomny pozitivni signdl Sox2 a nepfitomny signal B-cateninu a PCNA. Tyto domnélé
kmenové burky davaji vznik navrzenym progenitorovym/TA bunkam, které diky svému
proliferujicimu charakteru jiz neobsahuji EdU signal, ale je vnich zaroven pritomny
pozitivni signal Sox2, B-cateninu a PCNA. Tyto bunky zifejmé davaji vznik dentdlnim
diferencujicim bunkam, v kterych je detekovatelny silny signal B-cateninu a PCNA, a na
rozdil od bunék predchozich jiz nemaji Sox2 pozitivni signal (obr. 5). Zde navrzené schéma
vyvoje jesetefi dentice je vsouladu s publikovanymi pracemi na ostatnich druzich
obratlovcd a podporuje hypotézu, Ze Wnt/B-catenin signalni draha se zda hrat zasadni roli
v rozhodovani, jestli kmenové burnky zlstanou kmenové, ¢i zaénou proliferovat a

diferencovat se v bunky dentalni.

chutovy poharek
Calretinin . Sox?2 i yp
E-cadherin -catenin
A\ LRCs PCNA

€444
zubni zarodek

A d.d. 4w g
diferencuijici

buriky

/
/TA buriky

Obr. 5: Schématické zakresleni znazornujici navrzenou pritomnost typl bunék ucastnicich
se tvorby nové vznikajiciho zubniho zarodku na zakladé pozitivniho ¢i negativniho signalu
Sox2, B-cateninu, PCNA a LRCs bunék z EdU experimentu. Sagitdlni fez zubnim polem na
hypobranchiale 1 (HYP1), hlava orientovana doleva. Cervena barva znaéi pozitivni signal
Sox2, oranZova barva B-catenin, Zlutd barva PCNA, bilé trojuhelniky LRCs bunky. RGzZova
barva znaci E-cadherin pfitomny v epitelu, modrd barva mesenchym. Zelené je znazornén
chutovy poharek (TB). Kombinace signalu Sox2 a LRCs prfedstavuje navriené kmenové
buriky, Sox2 spolecné se signalem B-cateninu a PCNA predstavuje navriené TA bunky a
samotny signal B-cateninu a PCNA predstavuje navrzené diferencujici se dentdlni buriky.
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5.5. Vyvoj dentice z kmenovych/progenitorovych bunék u jesetera v kontextu

ostatnich obratlovcu

Jak jiz bylo navrzeno u nékolika polyfyodontnich druhd, identifikace LRCs bunék spojena

s koexpresi markeru kmenovych/progenitorovych bunék Sox2 podporuje hypotézu o

dlleZitosti epitelidlnich kmenovych/progenitorovych bunék pfi nahradé zub( obratlovcl

(viz obr. 6).
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Obr. 6: Schématické porovnani ndhrady zub( u Zraloka (A) (Martin et al., 2016), ¢tverzubce
(B) (Thiery et al., 2017), lososa a bichira (C) (Vandenplas et al., 2016), jesetera (D) (moje
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prace), agamy (E) (Salomies et al., 2019), gekoncika (F) (Handrigan et al., 2010) a aligatora
(G) (Wu et al., 2013) se zakreslenim pozic nové vznikajicich zubnich zarodk(l, chutovych
poharkl (TB), oblasti domnélych kmenovych/progenitorovych bunék (bilé trojuhelniky) a
molekuldrnich faktorl podilejicich se na tvorbé nahradnich zubl. Teckovana Sipka znaci u
Zraloka a agamy Dil oznacené migrujici buniky, u jesetera znaci navrzeny pohyb domnélych
zubnich epitelidlnich kmenovych bunék. Pro porovndni je zakreslena i oblast domnélych
kmenovych/progenitorovych bunék u mysiho fezdku (H) (Harada et al., 1999). Upraveno ze
Salomies et al., 2019.

Naptiklad u Zraloka migruji Sox2 pozitivni domnélé progenitorové dentalni burky
z oralniho epitelu z mista oznacovaného jako taste-tooth junction, (T/TJ) do nasledné
dentdlni laminy (obr. 6A) (Martin et al., 2016). U linie paprskoploutvych ryb byly rozliSeny
dva systémy nahrady zubU. Prvni systém byl popsan napfiklad u ctverzubce (obr. 6B)
(Thiery et al., 2017) a navrzeny byl i u cichlid (Fraser et al., 2013), kde se Sox2 pozitivni
oblasti s domnélymi zubnimi progenitorovymi bunkami nachazi v superficidlni ¢asti
dentdlni laminy. U druhého systému, ktery je pfitomny u lososa ¢i bichira (obr. 6C)
(Vandenplas et al., 2016), nebyly identifikovany Zadné epitelidlni LRCs bunky, pouze
pozitivni signdl Sox2 v prfechodové oblasti ordlniho epitelu a vnéjsiho dentdlniho epitelu. U
agamy byly Sox2 pozitivni LRCs buriky identifikovany v oralnim epitelu s naslednou migraci
do ndsledné dentalni laminy (obr. 6E) (Salomies et al., 2019). U gekoncika byly potencialni
kmenové bunky identifikovany na lingualni strané dentdlni laminy (obr. 6,F) (Handrigan et
al., 2010) a u aligatora ve vybouleni na distadlnim konci dentalni laminy (obr. 6G) (Wu et al.,
2013). U obou druhl byl stouto oblasti obsahujici domnélé kmenové bunky ukazan
prekryv s pozitivni expresi Sox2. U mysiho fezaku se oblast s pozitivnim Sox2 signdlem a
kmenovymi burikami, které zajistuji jeho kontinudlni rlist, nachazi v labidlni krékové kli¢ce
(obr. 6H) (Juuri et al., 2012). Sox2 signal je u mysi exprimovany i v pfechodné rudimentdarni
nasledné dentdlni laminé (RSDL), ktera dava pfi navyseni Wnt/B-catenin signalni drahy

vznik nadpocetnym zubnim zarodkim (Popa et al., 2019).

Situace u jesetera (obr. 6D) se od zminénych ptipadQ (kromé bichira a lososa) lisi
skutec¢nosti, Ze nahradni zuby vznikaji bez nasledné dentdlni laminy. Navzdory této
odliSnosti je zde vSak napadna podobnost s prllbéhem nahrazovani dentice Zraloka (obr.

6A), kde se vyskytuje podobna populace LRCs bunék v ordlnim epitelu v misté setkani zub(
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a chutovych poharkl (tzv. taste-tooth junction, T/TJ), odkud buriky migruji smérem
do nasledné dentdlni laminy (Martin et al., 2016). Také u agamy byla ukdzana pfitomnost
populace LRCs bunék s pozitivnim Sox2 signdlem v oralnim epitelu v blizkosti chutovych
pohark( a naslednd migrace téchto bunék ze superficidlniho epitelu smérem do ndsledné
dentdlni laminy, kterd dava vznik ndhradnimu zubu (obr. 6E) (Salomies et al., 2019). Dale
bylo ukazano u cichlid, Ze spolecna epitelidlni vrstva dava vznik jak zublm, tak chutovym
poharkim (Bloomquist et al., 2015). Spojitost mezi vyvojem a nahradou zubtd a chutovymi
poharky byla ukdzana i u rejnokd (Rasch et. al., 2020). | u jesetera (obr. 6D) je napadna
blizka pritomnost chutovych poharkl a vznikajicich zubnich zarodkd. Tato pozorovani jsou
vice nez zajimava a nabizi se otazka, zdali Sox2 pozitivni buriky u jesetera mohou mit také
bipotentni charakter a pfispivat ke vzniku jak zubu, tak chutovych poharkd. U zminénych
druh(, kde byly pozorovany populace kmenovych/progenitorovych bunék v blizkosti
chutovych poharkl, se vsak chutové poharky nevyskytuji v bezprostfedni blizkosti
vznikajicich ndhradnich zubnich zarodkd, jak je to ukdzano zde u jesetera. Tento rozdil je
zplUsoben praveé tim, Ze u jesetera nevznikad hlubokou invaginaci naslednd dentalni lamina,
coz nezplsobuje odddleni mista nové vznikajiciho zubniho zarodku od povrchové
umisténych chutovych pohark( hluboko pod povrchovy epitel jako v ostatnich ptipadech,
ale funkéné by se mohlo jednat o srovnatelné systémy (porovnej Zraloka a agamu na obr. 6

se schématem u jesetera).
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6. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo popsani odontogeneze jesetera malého (Acipenser
ruthenus), jakozto zastupce €asné se odstépujici linie paprskoploutvych ryb, ktera zastava
klicové fylogenetické postaveni v evoluci obratlovc(. Za pomoci riznych metod jsem v této
praci popsala proces nahrazovani dentice a identifikovala jsem potencialni epitelialni zubni
kmenové bunky. Z mych ziskanych vysledk( je patrné, Ze palatalni a faryngedlni dentice
jesetera je velmi dynamickym organem s rychlou cyklicitou zubl, kterd vsak trva po

omezenou dobu ontogenetického vyvoje jesetera.

Béhem tohoto obdobi se palatdlni zubni pole lokalizované na palatopterygoidu a
faryngealni zubni pole na infrapharyngobranchiale, hypobranchiale 1 a hypobranchiale 2
proménuji skrze pfirtstani novych zubd na jedné strané zubnich poli, a to rychlosti vzniku
pfiblizné jedné fady za tyden. Na strané opacné zuby vypadavaji. Dochazi k pfibyvani a
rozSifovani zubnich fad, ¢imz dochazi ke zvétSovani celych zubnich poli. U pozdéjsich stadii
se vyvoj novych zubnich zarodkd napadné zpomaluje, zacina pfevazovat ubyvani zub(, coz

vede ke ztraté celé dentice a k remodelaci orofaryngedlniho aparatu.

Provedenad analyza histologickych dat ukazala, Ze se u jesetera malého noveé vznikajici zubni
zarodky vyvijeji bez hluboce zanofeného epitelu, tj. nasledné dentalni laminy. Misto toho
dochazi k jejich vyvoji z povrchového vnéjsiho dentalniho epitelu predchazejiciho zubu.
Zubni zarodek se vyviji spojeny svnéjSim dentdlnim epitelem svého predchidce a

v ndpadné blizkosti chutového poharku.

Data v této diplomové prdaci ukazala, Ze ackoli jesetefi dentice vznikd bez pritomnosti
dentdlni laminy, populace Sox2 pozitivnich bunék je pfitomnda v bazdlni vrstvé epitelu
spojujici chutové poharky a nové zubni zarodky. Ve stejné oblasti jsem identifikovala i LRCs
bunky. Tato zjisténi dohromady navrhuji pfitomnost oblasti zubnich kmenovych bunék.
Mnou analyzovana data koreluji s daty ziskanymi u zastupcli, ktefi dentici nahrazuji
prostfednictvim dentalni laminy. Tato skutecnost naznacuje, Ze ndhrada zubU s dentalni
laminou nebo bez ni jsou pouze odlisné fenotypové projevy obdobné fungujiciho systému
nahrazovani dentic obratlovci. Také to podporuje hypotézu existence nasledného
dentdlniho epitelu sdruZujictho vyvoj zubl z anebo bez ndsledné dentalni laminy jako

homologniho konzervovaného bunécného typu u obratlovcd.
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Tato diplomova prdce tak dale pfispiva k rozsifeni znalosti o strukture, diverzité a dynamice
polyfyodontnich dentic u obratlovcl a o tvorbé ndhradnich zubl z kmenovych bunék u

dentice bez nasledné dentalni laminy.
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8. Pri

ohy

In situ hybridizace protokol

Whole-

1. den
1)
2)
3)
4)

5)

6)

7)
8)
9)

2.den
1)
2)
3)
4)
5)

3. den
1)
2)
3)
4)

mount

Vzorky fixované v 100% MetOH a uchovavané pfi teploté -20°C.

Pfevést vzorky ze 100% MetOH do PBS-T (75%, 50%, 25%) po 15 min.

Promyt 2x v PBS-T po 5 min.

Depigmentace — pridat odbarvovaci roztok (bleaching solution) a ponechat pod
lampou, dokud neni vzorek poZzadované odbarven (cca 15 min).

Po odbarveni 2x promyt v PBS-T (5 min), poté pridat proteindzu K — 20 mg/ml PBS-
T, 45min (koncentrace a doba pusobeni zalezi na velikosti vzorku).

2x promyt v PBS-T (5 min), poté fixace 4% PFA 20 min a nasledné promyt 2x PBS-T
(5 min).

Promyt v PBS-T/HYB v poméru 1:1 (5 min).

Prehybridizace — HYB 1 hod pfi teploté 60°C.

Hybridizace — DIG-oznacend prdba v HYB pfi teploté 60 °C pies noc.

Promyt 10x pHYB po 15 min pfi teploté 58°C.

Promyt pHYB/MAB-T 10 min pfi teploté 58°C.

Zchladit na pokojovou teplotu, poté promyt MAB-T 5 min a 20 min.
Pridat blokujici roztok na 1 hod.

Anti-DIG protilatka 1pul: 3000 ul blokujici roztok do dalSiho dne v lednici.

Promyt v MAB-T nejdfiv 5 min, potom 10x po 15 min.
Promyt nejdfive 2x NTMT po 5 min, pak NTMT na 10 min.
Chromogenni reakce — BM purple (ve tmé nékolik hodin podle rychlosti reakce)

Zastaveni reakce — 4% PFA
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Reagencie

e DEPC voda (DEPC, dH,0)

e 20x SSC (3M NacCl, 0,3M sodium citrate, DEPC voda)

e DIG-znacena préba v HYB — 1ul v 1Iml HYB (koncentrace se mlze u raznych prob
liSit)

e 4% PFA

e 10% Tween v DEPC vodé

e Bleaching solution (5% formamide, 0,5% SSC, 10% H,0>, dH,0)

e Proteinaza K—1,5ul v 5ml PBS-T po dobu 45 minut

e Hybridizac¢ni roztok (HYB) (formamide, 20x SSC, 5mg/ml heparin, 50x Denhardt’s,
10% CHAPS v DEPC vodé, 10mg/ml yeast RNA, 0,5M EDTA, 10% Tween v DEPC
vodé, DEPC voda)

e Post-hybridiza¢ni roztok (pHYB) (50% formamide, 20x SSC, 10% Tween, dH,0)

e MAB-T (100mM kyselina maleinova, 150mM NaCl, 0,2% Tween)

e PBS-T (DEPC, PBS, 10% Tween)

e NTMT (0,1M Tris, 0,1M NaCl, 0,05M MgCl,, Tween 20, dH,0)

e 0,5MEDTA pH 7,5 (EDTA, DEPC voda, NaOH)

e Tris-HCl pH 9,5 (Trizma base, DEPC voda, HCI)

e 1mM EDTA-PBST (PBS, 0,5M EDTA)

e Blokovaci roztok (2% blokovaci ¢inidlo, 20% ovci sérum, MAB-T)

e Anti-DIG protildtka (v blokujicim roztoku koncentrace 1:3000)

e BM Purple
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