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1. Anotace

Lidska i mysi dentice je redukovéna co do poc¢tu zubti oproti ptivodnimu zubnimu
vzorci savcl. V oblastech zubt ztracenych béhem evoluce se v ptipadé chybného vyvoje
mohou objevit po narozeni zuby nadpocetné. Avsak vznik nadpocetného zubu, stejné tak
jako vznik jinych zubnich anomalii, nelze studovat ptimo na lidském embryu. Proto jsme
vyvoj nadpocetného zubu studovali na mySim modelu této anomadlie. Cile diserta¢ni
prace smérovaly k ovéreni hypotézy: Pri vyvoji nadpocetnych zubti u mutantnich
mySi se uplatiiuje revitalizace rudimentarnich primordii zubt potlacenych béhem

evoluce.

Byly porovnany morfologické a kvantitativni ukazatele riistu a vyvoje zubniho
epitelu rudimentarnich (premolarovych) zubnich primordii zvanych MS a R2 v dolni
Gelisti my3i kontrolnich, a Spry2”, Spry4”, Spry2”;Spry4”" a Tabby mutantnich my3i, u
nichz se vyviji nadpocetny zub pfed prvnim moldrem. Podobnym zpisobem byl
analyzovén vznik horniho fezaku u mysi kontrolnich a korelovan se vznikem zdvojeného

horniho fezaku u Spry2*”;Spry4” mutant.

Na rozdil od kontrolnich mysi jsme u Spry mutant prokazali v rudimentarnich
zubnich primordiich sniZzeni bunécné apoptdzy a zvyseni bunééné proliferace spolecné se
zvétSovanim objemu dentalniho epitelu. Tyto zmény ukazovaly na revitalizaci
rudimentarnich zubnich zarodku s cilem vytvofit nadpocetny zub pied prvnim molérem.
V pozdéjsich stadiich vSak efekt revitalizace a vyvoj nadpocetného zubu pokracoval jen
u c¢asti mysi, zatimco v ostatnich ptipadech byl vyvoj nadpocetného zubu zastaven.
sousedniho prvniho molaru. ZvySeni proliferace a snizeni apoptoézy provazelo i vznik
zdvojeného horniho fezdku u Spry mutant. Vznik nadpocetného zubu u Tabby mysi byl

podobny vyvoji nadpo&etného zubu u Spry4”” mutant.

Diserta¢ni prace potvrdila hypotézu, Ze p¥i vyvoji nadpocetnych zubii na

mysSim modelu se uplatiiuje revitalizace rudimentarnich zubnich primordii.



2. Abstract

Tooth number is reduced in humans and mice when compared to the presumed
basic tooth formula in mammals. In the regions, where teeth had been suppressed during
evolution, a supernumerary tooth can appear as a result of abnormal development.
However development of a supernumerary tooth, as well as origin of other anomalies,
cannot be directly investigated in human embryos. That is the development of a
supernumerary tooth was studied in a mouse model of this anomaly. The aims of the
thesis were focused to verifying the hypothesis: Development of the supernumerary
tooth in mutant mice is based on the revitalization of the rudimentary primordia of

the teeth suppressed during evolution.

We compared the morphological and quantitative aspects of the developing
epithelium of the largest rudimentary (premolar) tooth primordia, called MS and R2, in
the mandibles of WT, Spry2”, Spry4”, Spry2”;Spry4” and Tabby mutant mice.
Similarly, the upper incisor in WT mice was analysed and compared to the development

of the duplicated incisor in Spry2™;Spry4”” mutant mice.

In comparison to controls, decreased cell apoptosis and increased cell
proliferation together with an enlarged volume of the dental epithelium were found
during rudimentary tooth development in Spry mutant mice. These changes showed the
revitalization of the tooth primordia and their ability to form a supernumerary tooth. The
revitalization effect continued to later stages only in some of the animals, while the
development was arrested in others. However, even a temporary revitalization of the
rudimentary tooth primordia had an impact on the size and cusp arrangement of the
adjacent first molar. The duplication of the incisor in Spry mutant mice was also
accompanied by a decrease of apoptosis and increase of proliferation in dental
epithelium. The supernumerary tooth in 7abby mutant mice developed similarly as that

one in Spry4” mice.

The thesis confirmed the hypothesis about the revitalization of rudimentary

tooth primordia during origin of supernumerary teeth in the mouse model.



3. Seznam zkratek

AP apoptoticky pomér

Bmp bone morphogenetic proteins
BrdU bromodeoxyuridin

C caninus

CD1 mys$i outbredni kmen

CL cervical loop

D diastemové pupeny

DE dentalni epitel

DEPC diethylpyrocarbonate

DKO double knock out

ED embryonalni den

Eda ectodysplasin

Edar ectodysplasin receptor

Fgf fibroblast growth factors

g gram

HED hypohidrotické ektodermalni dysplazie
HYB hybridiza¢ni roztok

H,O voda

I incisivus

KH,POy4 dihydrogen fosforecnan draselny

KO knock Out

KCl chlorid draselny
M molar

M molarni hmotnost
MAB maleic acid buffer



mg miligram

MI mitoticky index
ml mililitr

MS mesialni Segment
Msx msh homeobox
NaCl chlorid sodny
NaOH hydroxid sodny

Na,HPO4 hydrogenfosforecnan sodny

P premolar

PBS phosphate buffered saline

pH power of hydrogen

PND postnatalni Den

qPCR polymerase chain reaction

R rudimentarni zaklad zubu

rpm rotations per minute

Runx runt-related trnscription faktor

S supernumerary tooth

SDS sodium dodecyl sulphate

Shh sonic hedgehog

SO smérodatnd odchylka

SOL solution (vymyvaci roztok)

Spry sprouty

SSC saline-sodium citrate

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane
tRNA transferova ribonukleova kyselina
ul mikrolitr



WISH whole mount in situ hybridizace
WNT wingless

WT wild type



4. Uvod

Zuby jsou pro ¢loveéka velmi dilezité z funkéniho i estetického hlediska. Kontrola
a lécba zubl je zabezpeCena zubnim lékafem, ale vrozené vady zubii se fesSi se
zpozdénim, az po jejich profezani ¢i nezalozeni. Naukou o zubech se zabyva véda zvana
odontologie. Odontologové zkoumaji zuby ve vSech jejich podobach od zacatku zubni
evoluce az po jejich soucasny stav a vyvoj dentice u jedinct jakychkoliv druhti véetné
clovéka. Ani s pribyvajicimi poznatky nejsou stale jesté jasné nékteré zakladni principy
zubni evoluce, napiiklad vznik vicehrbolkovych zubti nebo existence a vyvojovy vyznam
rudimentarnich zubnich struktur pfitomnych i u ¢lovéka. Rudimentarni struktury by
mohly souviset s vyskytem nékterych ustnich patologii, a pomoci porozumét jejich
ethiopatogenezi. Proto zakladni vyzkum v oblasti odontogeneze muze v budoucnu

umoznit rychleji zareagovat na pfitomnost zubni vady a najit jeji adekvatni lécbu.

Poznéni zubniho vyvoje a vyvojovych vad u clovéka je zprostiedkovano
zakladnim vyzkumem vyvoje zubl (odontogeneze) u rtiznych experimentdlnich modela.
Castym experimentdlnim modelem je, vzhledem k n&kolika nespornym vyhodam,
laboratorni mys. Vyhodou mysi je kratkd generacni doba, kterd umozni kiizeni, $lechténi
a genetické manipulace, a také pfitomnost dvou typt zubl (trvale rostouci fezadky a
stolicky), které jsou odd€leny bezzubou mezerou (diastema). V diastemé se embryonalné
na misté chybé&jicich zubl vyskytuji rudimentdrni zubni primordia. Nevyhodou mysi je
napiiklad pouha jedna generace zubi a tudiz chybéni zubni vymény, a chybéni dvou
zbylych typt zubt pfitomnych u Cloveka (Spicdkl a tfenovych zubii). Proto se také

vyhledavaji i dalsi zvifeci modely.

Lidsky genom je v dne$ni dobé¢ jiz velmi dobfe zmapovéan a geni ucastnicich se
zubniho vyvoje je nepfeberné mnozstvi. Ukolem studia odontogeneze je najit souvislosti
mezi jednotlivymi geny a jejich funkci v zubnim vyvoji. K tomuto ucelu je nutné vyuzit
co nejvice mySich experimentalnich modeld, u kterych mizeme vytadit nebo naopak
zvysit funkei ur¢itého genu a pak sledovat jejich Gcinky pii vzniku vyvojovych anomalii
dentice na riznych stupnich vyvoje. Pfimou vazbu na ¢lovéka maji studie gena, které jiz

byly zjistény jako pti¢iny lidskych vyvojovych poruch a syndromti.

Pro tuto disertac¢ni praci byly pouzity laboratorni mysi bez genové manipulace
(WT, CD1), mysi s vyfazenym genem Sprouty (Spry)2 a/nebo 4, coz je simulujici mutace

v Fgf* (gen pro fibroblastovy rustovy faktor) signalni draze, ktera zplsobuje nékteré
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lidské syndromové vrozené vady, a Tabby mySi nesouci mutaci v genu pro
ectodysplasin, stejnou, ktera u ¢lovéka zplsobuje syndrom hypohidrotické ektodermalni

dysplazie vazané na X chromosom (X-HED).

V minulosti se kladl diraz na viditelny tvar zubi v dospélosti i v embryonalnim
vyvoji, a na mezidruhové srovnani tvarl, typt a funkce zubl. V poslednich dvou
desetiletich se vyzkum zaméfil na odhalovani gent ucastnicich se zubniho vyvoje. Dnes,
s pomoci modernich technologii, je mozné detekovat aktivitu genii ptimo ve vyvijejicich
se zubech in vivo nebo in vitro. Bohuzel se v této fazi obCas pozapomind na treti (3D
prostorovou) a ¢tvrtou (Casovou) dimenzi vyvoje zubi. Predlozend disertani studie
propojuje morfologické metody s detekcemi genovych expresi béhem fyziologického i

patologického vyvoje zubli na experimentadlnim modelu odontogeneze u mysi.
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5. Literarni prehled

5.1. Evoluce dentice

Otazkou ptuvodu zubl se zabyva mnoho védcii a je stale velmi diskutovanym
tématem. Dodnes je pfijimana zakladni teorie o rozsifeni pivodnich koznich odontod
(nejcastéji se mluvi o plakoidnich Supinich paryb) do prostoru stomodea, kde se
diferencovaly v zubni struktury ( Odontodova a Outside-in teorie (Reif, 1982)). Podle
novejsi teorie zvané ,Inside-out” se zuby vyvinuly naopak v Ustni dutiné a odtud se
roz§itily na povrch, a to uz u skupiny zvané Konodonta, fylogenetickych ptredchiidcii
paryb (Smith and Coates, 1998). U ryb se zuby mohou vyskytovat nejen v ustni, ale také
ve faryngedlni dutin€. U obojzivelnikll a plazi se jejich vyskyt omezil pouze na ustni
dutinu (Ungar, 2010). Typické zuby ryb, obojzivelnikli a plazii jsou jednoduchého tvaru
a navzdjem si podobné (homodoncie), vyskytuji se ve vysokém poctu (polyodoncie) a

mnohonasobné se obnovuji (polyfyodoncie).

Béhem evoluce sav¢i dentice dosdhly zuby jesté dalSich vyraznych promén. Pocty
zubl se redukovaly, ubylo nékolik zubnich generaci tak, ze z plivodné polyfyodontni
dentice se vyvinula dentice difyodotni (dvé generace zubil) nebo monofyodontni (jedna
generace zubll). A soucasné z typicky homodontni dentice (tvarové stejné zuby) se
vyvinula dentice heterodontni (morfologicky a funkéné riizné zuby v jednom celistnim
kvadrantu). V heterodontni dentici savcl rozliSujeme zuby jednohrbolkové - fezdk
(incisor) a $picak (caninus) a vicehrbolkové zuby - tfenovy zub (premoldr) a stolicka
(molér). Zakladni zubni vzorec sav¢i dentice obsahuje tii fezdky, jeden Spicék, Ctyfi
ttenové zuby a tii stolicky v jednom celistnim kvadrantu (Stock et al., 1997) a je v rizné

mife redukovan u jednotlivych druhti savct.

Existuji Ctyfi zdkladni teorie o vzniku vicehrbolkovych zubi. Teorie
konkrescen¢ni vychdzi zuvahy o spojovani zubnich primordii jednoduchych zubt
sav¢ich predkt béhem embryonalniho vyvoje. Toto spojovani probiha ve dvou rovindch
jednak mezi zuby sousedicimi mesio-distalné (pfedo-zadng), tak i mezi zuby nékolika
generaci (labio-ligudln¢), (Kukenthal, 1892). Z této zakladni ptedstavy pak Caste¢né

vychazeji dalsi dveé navazujici teorie ,,Koncentracni teorie” a ,,Dimerni teorie*.

Koncentra¢ni teorie podle Bolka (1922) zamitd spojeni zubnich primordii podél

pfedozadni osy Celisti, ale zastdva spojeni dvou generaci primordii, tudiz téch lezicich
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labio-lingualné. Podle tohoto autora jsou dvojice primordii uspotfadany cik-cak do dvou
fad (jedna na zevnim a druhd na vnitinim okraji Celisti). Vzdy dvé takto uspotfadané
dvojice primordii tvofi zubni rodinu, pfi¢emz dvojice lezici na okraji dava vznik
mléénym zubiim a dvojice lezici uvnitt dava vznik zublim trvalym (Bolk, 1922; Peyer,

1968).

Dimerni teorie vychazi také z predpokladu o splyvani dvou zubt, ale podle této
pfedstavy jsou dva spojujici se zuby jiz mirn¢ diferencované do tiihrbolkového
“triconodontu”. Dva fuzované triconodonty pak tvoii Sestihrbolkovou stolicku (Bolk,

1912).

Diferenciacni teorie, popsand Osbornem a Copem a podporovand predevsSim
paleontologickymi nalezy, zamitd pfedstavu o spojovani jednoduchych zubt. Tato teorie
popisuje, jak zmnozeni hrbolkll pii vzniku vicehrbolkovych zubli vznika diferenciaci

jednoduchych plazich kénickych zoubkii (Osborn, 1888).

Data ziskana na mysim modelu dokladaji existenci spojeného vyvoje zubnich
primordii (Konkrescen¢ni teorie) jak morfologicky (Peterkova et al., 2000; 2006), tak
experimentalné (Prochazka et al., 2010). Je mozné, ze to, co autofi Diferenciacni teorie
popisuji jako zmnozeni hrbolkd u funkéni dospélé dentice, bylo vysledkem spojovani
zubnich primordii bé¢hem ontogeneze dané¢ho druhu. Dalo by se fici, ze zatimco
Konkrescenéni teorie popisuje vyvojovy proces zmnozeni zubnich hrbolkd,
Diferenciacni teorie popisuje vysledek tohoto procesu v dospélé dentici (Peterkova et al.,

2000; 2002b).

5.2. Stavba a vyvoj dentice

5.2.1. Lidska dentice

Zakladni morfologicky patrné casti zubu jsou korunka (corona dentis), kréek
(collum dentis), kofen (radix dentis) a dutina zubu (cavitas dentis), kterd je vyplnéna
zubni dfeni (pulpa dentis). Korunka, krcéek a koten jsou tvofeny tvrdymi zubnimi tkdnémi

dentinem (dentinum), sklovinou (enamelum), a zubnim cementem (cementum).

Korunka je ¢ast zubu vy¢nivajici do Ustni dutiny pokryta sklovinou. Krcek je
kratky usek mezi korunkou a kofenem. Dentin kréku je kryt cementem a ulozen v mékké
tkani dasni. Kofen zubu je pevné, ale pfitom pruzné upevnény vazivovym zaveésnym

aparatem (ozubici) v kosténém lazku alveolu. Kofen je kryt zubnim cementem. Dieflova
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dutina probiha vSemi ¢astmi zubu, je $ir$i v korunce a v kotenu se zuzuje do kanélku. Je

vyplnéna cévami a nervy propletenymi rosolovitym vazivem zubni diené (Obr. 1).

. 3
sklovina o
C
>
D
dentin 1
daseri v/
/ \Kfce
cement
zubni dren -
@)
=<
i D
cévy =
nervy
alveol
e
.

Obr. 1: Stavba zubu
Schématicky obrazek stavby zubu s popisem zakladnich pojmu.

Dentin vznikéd ¢innosti odontoblastii jako hlavni hmota zubu. Ma vysoky podil
anorganické hmoty, 67-70%, zbytek je slozen z proteoglykanti a kolagenu. Dentin je
tvrdsi nez kost, pfesto si ponechava svou pruznost. Odontoblasty zasahuji do dentinu
cytoplazmatickymi vybézky ve formé vlaken (vidkna Tomesova), pro n€z jsou v dentinu

vytvoreny uzké kanalky.

Sklovina je nejtvrdsi hmota v lidském téle, obsahuje 96-97% mineralnich latek.
Sklovina se sklddd ze sloupeckl tvofenych krystalky hydroxyl-apatitu (prismata
enameli), které do sebe zapadaji a probihaji po celé tloustce skloviny. Na priufezu
skloviny se pod intenzivnim svétlem objevuji prouzky na sebe kolmé. Jedny jsou dany
postavenim prizmat (Hunterovy-Schregerovy prouzky) a druhé nerovnomérnou
mineralizaci na hranicich pfirtistkii prizmat (Retziusovy prouzky). Sklovinnad prizmata

obaluje organickd hmota skloviny, nekolagenni proteiny ze skupiny enamelinii a
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amelogenini. Builkky produkujici organickou hmotu a podilejici se na mineralizaci
skloviny se nazyvaji ameloblasty. Povrch skloviny neprofezaného zubu kryje tenka

nezvapenatéld blanka (cuticula enameli), ktera je zbytkem sklovinného organu a pfi

profezani zubu mizi.

Zubni cement je modifikovana vlaknita kost. Je skromny na kostni bunky, avsak
bohaty na minerdlni latky, kterych obsahuje 46-50%. S povrchem dentinu je spojen
kolagennimi vlakny. Na krcku zubu je vrstva cementu pomérné slaba, zatimco na kofenu

je silnd. Cement je spojen s kosti snopci kolagennich vlaken (Sharpeyova vidkna).

distalné

|ateralné

2 P2
m P1

v

Obr. 2: Schéma lidské dentice

Vlevo — zubni vzorec mlééné dentice v horni i dolni ¢elisti, vpravo — zubni vzorec trvalé dentice
v horni i dolni Celisti. Mlécné zuby: il ai2 - prvni a druhy fezdk, ¢ — §picak, m1 a m2 — prvni a
druha stolicka (molar). Trvala dentice: I1 a I2 — prvni a druhy fezék, C — $pi¢ék, P1 a P2 —prvni a
druhy premolar, M1, M2, M3 — prvni, druh4 a tfeti stolicka (molar). Termin lingualné lze pouzit
pro oznaceni vnitiniho sméru v horni i dolni ¢elisti. Termin palatalné se tyka pouze horni celisti
(horni index) a pouziva se spole¢né s terminem lingualné pro Celist dolni (dolni index).
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Kompletni lidska dentice ma dvé generace zubl (mlécné a trvalé) a Ctyii typy
zubu rozliSené podle tvaru jejich korunky: fezdk - incisor (I, 1), Spic¢dk - canin (C, c),
ttenovy zub - premolar (P, p) a stolicka - molar (M, m). Trvalé zuby maji vzdy svého
pfedchidce v mlécné dentici. Vyjimkou jsou stolicky trvalé dentice, které jsou
vyvojovym pokracovanim dentice mlééné v zadni Casti Gstni dutiny. Terminologicky
matouci je skutecnost, ze mlééné premolary jsou na zaklad¢ svého tvaru oznacovany jako

mlécné stolicky (molary).

Zubni vzorec mlécné i trvalé lidské dentice spolecné¢ se zakladnimi pojmy a

sméry je schematicky zndzornén viz Obr. 2.

5.2.2. Vyvoj lidské dentice

Odontogeneze zaina fazi iniciace, tj. vnofenim Ustniho epitelu na povrchu celisti
do jejich mesenchymového zékladu. V mistech vnofeni vznikd epitelové ztlusténi.
DalSim vristanim epitelu do mesenchymu celisti vznikd utvar, ktery se na fezech

oznacuje terminem zubni lista (lamina) (Obr. 3).

V nékterych mistech laminy vytvaii zubni epitel navalky, které na fezech
odpovidaji zubnim pupeniim. Na vrcholu pupenu se bunky mohou seskupovat do
cibulovité struktury zvané sklovinny uzel, ktery slouzi také jako signalni centrum pro
dalsi vyvoj zubu. Postranni ¢asti pupenu pak obristaji sklovinny uzel a vznikd tzv.
sklovinny organ na stadiu poharku a posléze zvonku. VSechny tyto zmény jsou zahrnuty

do faze morfogeneze (morfodiferenciace).

Ruku vruce s morfodiferenciaci probihd diferenciace na urovni tkani —
histodiferenciace. Epitelova ¢ast zubniho primordia se diferencuje na vnitini a vnéjsi
zubni epitel, které predstavuji vrstvy bunck na vnitinim a vnéj$im obvodu sklovinného
organu. Pfechod mezi vnitinim i vnéj§im zubnim epitelem se nazyva ,.cervical loop*
(CL) (Obr. 4). Epitelové buiky uvnitft sklovinného orgdnu se rozestupuji a tvoii
hvézdicovité retikulum. Na stadiu zvonku se buiiky vnitiniho zubniho epitelu diferencuji
na ameloblasty, které produkuji sklovinu smérem k bazalni membran¢ (epitelo-
mesenchymové rozhrani) a samy pred svym produktem ustupuji na opacnou stranu. Po
zacatku mineralizace skloviny roste okraj sklovinného organu (CL) do hloubky jako tzv.
Hertwigova epitelova pochva, v souvislosti s vyvojem kofene. V mesenchymové papile
se buiky naléhajici na basalni membranu diferencuji v odontoblasty, které produkuji

dentin a ustupuji do vnitini casti (budouci dfenové dutiny) zubu. Na rozdil od
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zanikajicich ameloblastli odontoblasty piezivaji po cely zivot v dieniové dutiné zubu, a
diky vybézkim - tzv. Tomesovym vldknim kontroluji sekreci dentinu a dopliuji ji o
sekundarni pifipadné tercidrni dentin. Po ukonceni mineralizace dentinu korunky se
pokracuje v tvorbé kotene, k ¢emuz pfispivaji také cementoblasty. Cementoblasty jsou
modifikované osteoblasty, které produkuji zubni cement pokryvajici dentin krcku a

kofenu.

Vysledkem odontogeneze je profezany zub pevné pfipoutany mnozstvim

vazivovych vlaken v kosténém ltzku (alveolu) v Celisti.

zvonek

poharek

pupen

lamina

Obr. 3: Faze vyvoje zubu.

Nahote: 2D ptedstava urcité faze vyvoje zubu na zéklad€ tvaru zubniho epitelu na frontalnich
histologickych fezech. Dole: 3D rekonstrukce zubniho a pfilehlého ustniho epitelu na stadiich
zubniho vyvoje zobrazenych nahote. Epitel odpovidajici dané 2D struktuie je cerné ohraniceny,
zbyly zubni epitel je teCkované ohraniceny.
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Obr. 4: Popis jednotlivych histologickych vrstev p¥i vyvoji zubu.

Histologicky fez ustni dutinou mysi stati ED18,5 (nahoie) a PND3 (dole). ling — jazyk (lingua),
ES — epitelova stopka, AB — ameloblasty, OB — odontoblasty, HS — Hertwigova epitelova
kotfenova pochva (Hertwig’s epthelial root sheath), SR — hvézdicovité retikulum (stellate
reticulum), ODE — vnéj$i zubni epitel (outer dental epithelium), IDE — vnitini zubni epitel (inner
dental epithelium), BM — basalni membrana, MP — mesenchymové papila.

18



U clovéka za¢ind stadium iniciace kolem 5. tydne embryonalniho vyvoje. V dobé,
kdy zaklady mlécné dentice dosdhnou stadia zvonku, se od jejich epitelové stopky
odstépuji zaklady pro ndhradni zuby trvalé dentice. Ptiblizné¢ ve stejné dob¢ se vytvari
zaklad prvniho trvalého moléru, ktery nema svého predchiidce v mlééné dentici. Zaklad
druhého molaru vznika asi ve ¢tvrtém meésici po narozeni a tfeti molar se zaklada az
kolem 5. roku Zzivota ditéte. Mineralizace mléénych zubli zacind ve Ctvrtém mésici
prenatalniho vyvoje a mineralizace probiha az do profezani korunky a dotvofeni kofene

jednotlivych zubd.

Krom¢ vlastni dentice se v prilehlé oblasti vyviji také predsin ustni — vestibulum
oris. Vestibulum oris je prostor mezi zuby a ddsnémi na strané jedné a tvaii nebo rty na
stran¢ druhé. Epitelovy zadklad vestibula oris se u clovéka objevuje ve stejné dobé, kdy
probiha iniciace zubniho vyvoje. Podle embryologickych ucebnic se vestibulum oris
vyviji ze souvislé epitelové vestibularni listy, kterd probiha paralelné a zevné s liStou
zubni. Tedy obé listy zubni i vestibuldrni lezi paraleln¢ vedle sebe a maji podkovovity
tvar. Tato predstava byla vyvracena studii s pouzitim histologickych fezi a 3D
rekonstrukci zubniho a pfilehlého tstniho epitelu lidskych zérodkt a ploda rizného stafi.
Tato studie prokazala namisto jedné podkovovité vestibularni listy systém epitelovych
list a vyvySenin, které v horni Celisti opakované splyvaji s liStou zubni (Hovorakova et
al., 2005). Zaroven byl také dokumentovan vyvoj horniho laterdlniho fezaku, ktery
vznika fuzi dvou zubnich zékladl, z nichz kazdy vznika na jiném oblicejovém vybeézku
(medidlnim nasdlnim a maxilarnim). Ke spojeni obou zakladi dochéazi pifi spojeni

oblicejovych vybézki (Hovorakova et al., 2006).

5.2.3. Specifické rysy mysi dentice

Mysi dentice je oproti lidské dentici jeSté vice redukovand vzhledem
k zékladnimu sav¢imu zubnimu vzorci. My§ ma v jednom zubnim kvadrantu pouze dva
druhy zubd, jeden trvale rostouci incisor a tfi molary oddélené bezzubou mezerou zvanou

diastema.

U mysi se vyskytuje také pouze jedna generace funkénich zubti. Behem vyvoje se
vSak krom¢ budoucich zubl funkcénich zakladaji i rudimentdrni primordia zubi
potla¢enych béhem evoluce (Obr. 5). V fezdkové oblasti tato primordia dévaji vznik
rudimentarnim zoubkiim (Hovorakova et al., 2011), které jsou v literatufe znamy jako

tzv. mlécné fezaky (Woodward, 1894; Fitzgerald, 1973).
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V oblasti embryonalni diastemy (oblast mezi vyvijejicim se fezdkem a prvnim
molarem — M1) dosahuji rudimentarni zubni zaklady nanejvys stadia zubniho pupenu a
potom se jejich vyvoj zastavuje za pomoci bunééné apoptdzy. Zaklady v predni Casti
horni diastemy (,,D* primordia 1-5) zanikaji beze stopy. V dolni ¢elisti nebyly objeveny
zaklady odpovidajici malym ,,D* primordiim, ale jen kratkodob¢ se vyskytujici epitelové
ztlusténi. Nejvyznamnéjsi jsou dva velké diastemové pupeny (Obr. 5), které se vyvijeji
pfed M1 a na Casnych stadiich byly do neddvna myln€ povazovany za zaklad M1. Velké
pupeny v zadni Casti horni diastemy (R1, R2) a dolni diastemy (MS) se pfeménuji
v epitelové listy vybihajici dopfedu ze sklovinného organu M1. Velky zadni diastemovy
pupen (R2) v dolni celisti se inkorporuje do piedni stény prvniho molaru (Peterkova et
al., 2002b), coz prokazala neddvnad experimentalni data (Prochazka et al., 2010). Velké
diastemové pupeny R1, MS, R2 jsou povazovany za zdklady premolarii potlacenych

behem evoluce mysovitych (Peterkova et al., 1996; 2000; 2006; Prochazka et al., 2010).
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Obr. 5: Mysi embryonalni Celist
Vlevo — dolni Celist, vpravo — horni celist. Pojem palatalné se pouziva pouze u horni ¢elisti (horni
index) a lingualn€ pouze u dolni Celisti (dolni index).
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5.2.4. Zakladni morfogenetické bunécné procesy v odontogenezi

Vyvoj mysi dentice neza¢ind az vyvojem funkénich zubt, jak bylo popsano vyse.
Drtive nezli jsou patrnd primordia funkénich zubli se v mys$i embryondlni Celisti objevuje
mnoho rudimentdrnich zubnich zarodkii zastavujicich sviij rist na stddiu zubniho
pupenu. Pfi zastaveni samostatného progresivniho vyvoje téchto struktur hraje dilezitou
ulohu apoptoza (programovana bunéénd smrt) v jejich epitelu. U kontrolnich mysi byla
nalezena zvySena koncentrace bunécné degenerace v misté rudimentdrniho zubniho
epitelu horni diastemy (Peterkova, 1983; Peterkova et al., 1995). Tato bunécna smrt byla
pozd¢ji identifikovana jako apoptdéza v misté malych diastemovych ,,D“ rudimentd
(Tureckova et al., 1996), i ve velkych rudimentarnich pupenech horni i dolni celisti
(Peterkova et al., 1996; 1998; Lesot et al., 1996; Viriot et al., 2000). Stejné vyrazna
koncentrace odumirajicich bun¢k (apoptézy) je patrnd v misté sklovinného uzlu
vyvijejiciho se poharku (Lesot et al., 1996; Vaahtokari et al., 1996b; Matalova et al.,
2004; 2012) a v predni ¢asti prvniho molaru na pozd¢jsich stadiich (Lesot et al., 1996;
Viriot et al., 2000; Boran et al., 2005). V fezdkové oblasti se apoptdza vyskytuje v malé
mife v anterolateralni oblasti zubniho pupenu a v ustnim epitelu (Kieffer et al., 1999;
Miard et al., 1999), na pozd¢jsich stadiich hlavné ve stopce spojujici sklovinny organ
funkéniho fezdku a Ustni epitel, a jeji akumulace je také patrnd v oblasti vyvijejiciho se
sklovinného uzlu v poharku na ED14,5 (Kieffer et al, 1999). Apoptézu mizeme
vyhleddvat na histologickych fezech pod mikroskopem podle definovanych
morfologickych kritérii (Tureckova et al., 1996) nebo s pomoci imunodetekénich metod

(Shigemura et al., 1999).

Pro riist a dal$i vyvoj zubu je zapottebi i1 jinych bunéénych pochodl jako je
migrace (piesun bunck) a proliferace (mnozeni bun¢k). Rozlozeni bunék v mitéze bylo
dokumentovano v prvnim molaru mys$i pomoci 3D rekonstrukci u kontrolnich (wild type,
WT) mysi jak v oblasti prvniho molaru v dolni i1 horni Celisti (Jernvall et al., 1994; Lesot
et al., 1996; Shigemura et al., 1999), tak v oblasti dolniho fezdku (Kieffer et al., 1999;
Miard et al., 1999).

Proliferujici buiiky zubniho epitelu I1ze sledovat pomoci imunodetekce BrdU
(Casasco et al., 1989; Vaahtokari et al., 1991; Lisi et al., 2003; Obara and Lesot, 2007;
Shigemura et al., 1999), tritio-tymidinu (Osman and Ruch, 1975; Nso et al., 1992; Lesot
et al., 1999) nebo PCNA (Setkova et al., 2006). Rizné faze mitdzy lze dobie detekovat
pod mikroskopem podle morfologickych kritérii popsanych Elalfy a Leblondem (1987).
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Timto zplGsobem byla studovdna distribuce bunék v mitéze v mySim dolnim fezaku

(Kieffer et al., 1999; Miard et al., 1999) a molaru (Lesot et al., 1996; Viriot et al., 1997).

V ED12,5 byla nalezena rovnomérna distribuce bun¢k v mitoéze v predozadnim
prabéhu celého zubniho epitelu v dolni tvarové oblasti (Viriot et al., 1997). O den
pozd¢ji (ED13,5) se pomoci imunodetekce BrdU objevily dvé oddélené¢ BrdU negativni
oblasti naznacujici mista, kde nedochdzi k proliferaci bun€k. Prvni z téchto oblasti se
vyskytuje v pfedni ¢asti zubniho epitelu, druha pak v oblasti sklovinného uzlu prvniho
molaru (Shigemura et al., 1999). V ostatnich oblastech buné¢na proliferace zajiStuje dalsi
rust a zanotfovani epitelu, ktery postupné obklopuje budouci mesenchymalni papilu zubu.
Podobné BrdU negativni oblasti se objevuji také na dalSich stadiich vyvoje dolniho M1
v oblastech sekundarnich sklovinnych uzlikd, které jsou povazovany za regulacni
signalni centra jednotlivych hrbolkd moldru (Jernvall et al., 1994). U fezdku jsou
mitotické bunky rovnomérné rozmisténé v zubnim epitelu i pfilehlém mesenchymu.
Pouze na stadiu ED13,5 v dobé transformace pupenu v poharek, bylo nalezeno jen velmi

malo proliferujicich bunék v zubnim epitelu (Kieffer et al., 1999).

5.2.5. Geny ucastnici se zubniho vyvoje

Zubni vyvoj je ptisné regulovan genetickymi drdhami a zaroven komunikaci mezi
tkanémi epitelem a mesenchymem. Mezi hlavni signalni molekuly zajist'ujici regulaci

zubniho vyvoje patii clenové Bmp, Fgf, Shh a Wnt genovych rodin.

Bmp (bone morphogenetic proteins — kostni morfogenetické proteiny) plsobi
jako obousmérné signdlni faktory mezi zubnim epitelem a mesenchymem. Exprese Bmp4
se objevuje v zubnim epitelu jiz pti jeho ztluStovani (Peters and Balling, 1999) a poté se
exprese presune do mesenchymu, odkud indukuje vytvoteni epitelového sklovinného
uzlu. Bmp2 a Bmp7 jsou exprimovany taktéz v zubnim epitelu, ale az ve stadiu pupene
(Vaahtokari et al., 1996a). Bmp také stimuluji dalsi transkripéni faktory jako Msx1 a
Msx2 (Bei et al., 2000). Zatimco Msx! je exprimovan v mesenchymu béhem vsech kroki
zubni morfogeneze (MacKenzie et al., 1992), Msx2 je exprimovan v mesenchymu pouze
v mistech, kde se do mesenchymu vnofuje zubni lista, v pozdéjsich stadiich také v zubni

papile a v epitelovych bunkach sklovinného uzlu (Galluccio et al., 2012).

Fgf (fibroblast growth factors — fibroblastové rustové faktory) jsou velmi dobie
prostudovany ve vétsing z jejich 19 podob (Fgfl-19). Do zubniho vyvoje se nejvice
zapojuji Fgf3 a Fgf10, jejichz geny se exprimuji v zubni papile, pficemz jejich receptory
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se objevuji v zubnim epitelu (Kettunen et al., 2000). Stejn¢ dulezité jsou také exprese
Fgf4, Fgf8 a Fgf9 exprimované naopak v zubnim epitelu. Fgf8 se Gc€astni pocatec¢nich
fazi odontogeneze, exprese Fgf4 se objevuje v primarnim i sekundarnim sklovinném uzlu
a Fgf9 v epitelu pozdnich fazi zubniho zvonku, kde se ucastni diferenciace odontoblastti
a ameloblasti (Kettunen and Thesleff, 1998). Zarovenn Fgf proteiny stimuluji expresi

dalsich genti jako zminovany Msx1, Pax9, Activin fA a Runx2 v mesenchymu.

Exprese Shh hraje dulezitou ulohu jiz v pocatcich odontogeneze pii vzniku
epitelového ztlusténi, znovu se objevuje ve sklovinném uzlu funkénich i rudimentarnich
zubll a je povazovana za jeho marker (Jernvall et al., 1994; Prochazka et al., 2010;
Hovorakova et al., 2011). Receptor Shh zvany Patched se vyskytuje pouze v ptilehlém
mesenchymu. Mys$i mutanty se snizenou (Cobourne et al., 2001) i zvySenou funkci Shh
shodné vykazuji zastaveni zubniho vyvoje na stadiu pupenu. Tyto vysledky naznacuji, ze
podstatnou tlohu hraje urcita hladina Shh a s nim spojena genova homeostaze (Cobourne

et al., 2009).

Wnt (wingless) genova rodina ¢itd vice nez 10 ¢lent. Kazdy z nich se ucastni jiné
faze odontogeneze od epitelového ztlusténi po stadium ¢asného zvonku. Wnt se objevuji
pfevazné v epitelu a to i specificky v epitelovém ztluSténi mimo oblasti budouciho zubu
(Wnt3, Wnt7b). Receptory jednotlivych Wnt genl se pievazné objevuji v mesenchymu
(Sarkar and Sharpe, 1999). Podle nejnovéjsich studii se Wnt ptfes navazany f-katenin

podili spole¢né s Fgf na iniciaci zubniho vyvoje (Chen et al., 2009).

5.3. Syndromické a nesyndromické vyvojové vady zubi u ¢lovéka

Jak jiz bylo popsano, zubniho vyvoje se ucastni celd fada ristovych faktort,
transkripénich faktort, signalnich molekul a gent jinych dulezitych proteinti. Poruseni
jednoho z téchto faktorti miize vézt k mensi ¢i vétsi poruse vyvoje zubl. Nékdy je takova
porucha spojena s vyvojovymi vadami jinych organt a tkani, pak hovotime o genetickém
syndromu. Vyvojové vady zubl se mohou projevit zménami v poctu, velikosti, tvaru

a/nebo struktuie zubi, nebo v jejich profezavani ¢i postaveni v Celisti.

Anomalie v poctu zubli se vyskytuji az u 20% - 25% lidské populace. Pokud
nepocitame chybéni tfetich molart, klesa prevalence anomalii v po¢tu zubti na 1,6 - 9,6%
(Fleischmannova et al., 2008; Matalova et al., 2008). SniZzeni poctu zubl nazyvame

hypodoncie (chybéni jednoho az péti zubti kromé M3), oligodoncie (chybéni Sesti a vice
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zubll najednou) nebo anodoncie (chybéni vSech zubl). Vyskyt nadpocetnych zubi

nazyvame hyperodoncie (Matalova et al., 2008; Menezes and Vieira, 2008).

Nejcastejsi anomalii v poCtu zubi, kterd se dokonce stava sekularnim trendem
dnesni doby, je chybéni tietich molard (Rozkovcova et al., 2004; Fleischmannova et al.,
2008). O jejich pricinach se Casto diskutuje, ale patii mezi né méné abrazivni strava,
zmenSovani Celisti a geneticky vliv (Bergman, 1998; Matalova et al., 2008). DalSimi
castymi ptiklady ageneze jednotlivych zubl jsou horni laterdlni incisory a dolni druhé
premolary. Pfi¢ina chybéni lateralnich incisori mtze byt zakotvena v pocatcich vyvoje
celisti (Hovorakova et al., 2006). Ageneze zubli miize souviset s poruchou genti Pax9 a
Msx1 u Clovéka i u mysi (Fleischmannova et al., 2008; Matalova et al., 2008). Oba tyto
geny patii mezi homeobox transkripcni faktory exprimované v mesenchymu bchem
pocateCniho vyvoje zubll a jsou kontrolovany zminovanymi Fgf/Bmp signalnimi
molekulami. Jejich funkce byla sledovana také napf. na zvifecim modelu. Mysi
s odstranénymi funkénimi geny Pax9 a Msx[ maji shodné postizenou celou Ustni oblast
se zarodky zubl zastavenymi ve stddiu pupenu a s orofacialnimi rozstépy. Naproti tomu
mys$i s pouze snizenym mnozstvim Pax9 maji velkou fenotypovou variabilitu zubniho
postizeni s riznymi chybéjicimi zuby, coz se mnohem vice podoba takto postizenym

lidskym pacientim (Kist et al., 2005).

Piikladem syndromické poruchy v poctu zubii je hypohidrotickd ektodermalni
dysplazie (HED) vyskytujici se shodné u lidskych i mysich jedinct. U tohoto syndromu
se vyskytuje postizeni kiize a jejich derivatli, mezi néz patii absence vlasii, ochlupeni,
potnich zlaz a také zubl. Pacienti mohou trpét jak Uplnou anodoncii, tak lehci
oligodoncii spojenou s anomaliemi tvaru a velikosti zubl. Nej€astéji maji vyvinutych
pouze 5-7 zubi, predevsim Spicaky a prvni molary. Pfitomné zuby maji konicky tvar a
jsou mensi nez obvykle (Clauss et al., 2008; 2010). Pfi¢inou syndromu je mutace genu
pro ektodysplasin-A Eda na X ql2-q13,1 raménku (Kere et al., 1996; Ferguson et al.,
1997) nebo genti Edar na 2q11-q13 (Headon and Overbeek, 1999; Monreal et al., 1999)
¢i Edaradd na 1g42,1-g43 (Headon et al., 2001), kodujici receptor ektodysplasinu A a
jeho regulac¢ni doménu. Podobny fenotyp byl popsan u spontanné vzniklého kmenu mysi
nazvaného Tabby. ,, Tabby* vzniklo z anglického vyrazu pro mourovatou srst, které je na
prvni pohled charakteristicka pro heterozygotni fenotyp téchto mysi diky uz zminénému
postizeni chlupt. U Tabby mysi byla zjiSténa mutace pravé v genu Eda na X

chromozému (Zonana et al., 1992). Zarovenn se objevily myS$i s podobnym stejnym

24



fenotypem downless a crincled (Sofaer, 1969) s mutaci v genech Edar a Edaradd

lezicich na autozomech.

Hyperodoncie se vyskytuje u 0,3-3% lidské populace (Fleischmannova et al.,
2008; Galluccio et al., 2012). Nejcastéji se vyskytuji v horni Celisti v podobé tzv.
mesiodens, coz je maly koénicky zoubek vlozeny mezi prvni incisory. V dolni cCelisti se
pak nadpocetny zub vyskytuje nejcastéji v oblasti premolara (Galluccio et al., 2012). U
lidskych pacientd byva hyperodoncie spojovana s mutaci v genu kdédujiciho Runx2, ktery
spolupracuje s Fgf a Wnt signalni drdhou a zpisobuje autosomalné¢ dominantné dédiény
syndrom kleidokranidlni dysplazie (Fleischmannova et al., 2008). Etiologie
nesyndromického vyskytu nadpocetného zubu neni docela znama. Existuje mnoho teorii,
jak dochdzi ke vzniku nadpocetnych zubli. Mezi prvnimi se objevila tzv. “teorie
atavismil", ktera oznacuje nadpocetny zub atavismem, tedy pozistatkem neboli ndvratem
v zubni evoluci (Smith, 1969). Ojedinély vyskyt nadpocetnych zubii na riznych mistech
v mlé¢né nebo definitivni dentici vSak nepfispiva k obhajobé¢ této teorie a dalsi autofi se
proto ptiklangji k teorii ,,ndhodného objeveni (Primosch, 1981). Déle bylo uvazovano o
rozpadu zubniho primordia na dva zuby, ¢imz se jeden z nich stal nadpocetnym (Taylor,
1972). Zajimava je také teorie o limitované a nezavislé bunécné proliferaci, kterd miize
byt nasledkem genetické abnormality, Grazu ¢i jiného faktoru stimulovana k tvorbé
nadpocCetného zubu (Rajab and Hamdan, 2002). Pfes vSechny tyto teorie se stale
nepodafilo identifikovat geny zodpovédné za nesyndromicky vyskyt nadpocetnych zubii

u ¢loveka (Galluccio et al., 2012).

Naopak u mysi se podafilo nalézt hned nékolik gend, jejichz vyfazeni zplsobi
vyskyt nadpocetného zubu. Nadpocetny incisor 1 molar se objevuje u Epiprofin
mutantnich mysi (Nakamura et al., 2008). Rtzné genotypy Sprouty2 a 4 deficientnich
my$i maji bud’ nadpocetny tvatovy zub a/nebo incisor (Klein et al., 2006; 2008; Boran et
al., 2009). Do vyctu téchto gent spadd i Lrp4 a Ectodin pusobici jako antagonista Bmp
dréhy (u mysi také zvany Usag-1), jejichz nedostatek funkce zpusobuje opét tvorbu
nadpocetného zubu pied prvnim molarem u mysi (Kassai et al., 2005; Ohazama et al.,
2008). Pon¢kud zvlastnim piikladem je také zminovany gen pro ectodysplasin Eda.
Umélé navySeni funkce Eda genu u mySich mutant K14—-Eda je spojeno s vyskytem
nadpocetného molaru (Kangas et al., 2004), ale zaroven spontdnni mutace v tomto genu
zpusobujici syndrom HED, v ur¢itém ohledu mé za nasledek také tvorbu nadpocetného

zubu, piestoZe byva spise spojovana s hypodoncii. Nadpo&etny zub se vyskytuje u Eda™”

25



mys$i. Jako ,,nadpocetny* zub se také oznacuje u homo/hemizygotniho Tabby fenotypu
maly zoubek pfed moléry (Sofaer, 1969), jejichz celkovy pocet je snizen (misto 3 molart
jsou ptitomny pouze 2), a podle tvaru nelze bezpecné identifikovat, o jaké molary se
jedné (Sofaer, 1969; Kristenova et al., 2002). Prenatalni studie ukézala, ze tento zubni
fenotyp vznikd na podkladé poruchy segmentace zubniho epitelu na ¢asnych stadiich
vyvoje. Byl navrzen hypoteticky model, podle néhoz zminény ,,nadpocetny* element
odpovida separované predni ¢asti prvniho molaru, kde dochdzi u WT mysich embryi

k inkorporaci premoldrového zubniho primordia (Peterkova et al., 2002a) (Obr. 6).

QO 6 6 0

M3 M3 M3 M3

M2 M2 M2 M2

M1 M1 M1 M1
re = ry

Obr. 6: Hypotéza o puvodu nadpocetného tvaiového zubu u mutantnich mysi.

A - zubni vzorec v tvafové oblasti u mySsich predkd, B — dospélé mysi, C — mysSiho embrya, D —
Tabby my$i. M — molar, P — premolér, S — nadpocetny zub (supernumerary tooth). (Upraveno
podle Peterkova et al., 2002a)

Z literarnich udaju tedy vyplyva, ze soucésti odontogeneze u normalnich mysich
embryi je doCasny vyskyt rudimentarnich zubnich primordii v tvafové i fezdkové oblasti
Celisti.

Cile diserta¢ni prace budou smérovat k ovéreni nasledujici hypotézy: Pri
vyvoji nadpocetnych zubt u mutantnich mySi se uplatiiuje revitalizace

rudimentarnich primordii zubu potla¢enych béhem evoluce.
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6. Cile prace

1.

Porovnat casny vyvoj rudimentdrnich (premolarovych) zubnich primordii a
prvniho molaru u Spry2”" a Spry4”” mutantnich mysi a u mysi kontrolnich (WT).
Potvrdit hypotézu, 7e pii vzniku nadpo&etného tvarového zubu u Spry2” i Spry4”
mys$i dochézi k revitalizaci rudimentarnich zubnich primordii na zakladé zvySeni

proliferace a/nebo snizeni apoptdzy.

Popsat morfogenezi nadpocetného zubu u mysi s chybénim obou gent Spry2 a 4
(Spry2”:Spry4”” mysi) a tyto vysledky porovnat se vznikem nadpo&etného zubu u
Spry2” nebo Spry4” mysi.

Potvrdit hypotézu, Ze zvyseni proliferace a/nebo snizeni apoptdzy provazeji vznik

zdvojeného fezaku u mysi Spry2*:Spry4”.

Porovnat vyvoj tvafové dentice s nadpodetnym zubem u Spry2” a Spry4”

mutantnich my$i a u Tabby mysi.
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7. Material a metody

7.1. MysSi a odbér embryi

Laboratorni mysi CD1 pochazeji z outbredniho chovu a byli zakoupené v Charles
River (Sulzfeld, Némecko). CD1 mysi nemaji zddné genetické modifikace. Z tohoto
divodu byly vyuzivany na vSechny studie, kde bylo zapotiebi srovnani s pfirozenym
myS$im vyvojem. V dal§im textu nazyvame CD1 mysi ,,wild type* (WT) nebo mysi
kontrolni. Mysi s vyfazenymi geny Sprouty2 a/nebo Sprouty4 nam byly poskytnuty Prof.
Ophirem Kleinem (UCSF, San Francisko, USA). Zputsob genetické modifikace pouzité u
Spry mutantnich mysi se nazyva ,,Knock out* (KO), vyfazeni funkce genu. V ptipad¢, ze
se jedna o soucasné vyrazeni obou Spry2 a 4 genll, nazyva se tato modifikace ,,Double
knock out” (DKO). Genotyp mysi potom urcuje, kolik alel jednotlivych Spry geni ma

vyrazenou funkci.

Darovana nam byla embrya riiznych genotypti pochézejici zchovu v San
Francisku a dosp&lé mysi Spry2" a Spry4”, které byly vyuZity k zalozeni naseho

vlastniho chovu. U nas byl chov Spry mutantnich mysi oziven kiizenim s CD1 mysi.

Samice byly pfipoustény mezi 16-18 hodinou, druhy den rano byla odectena
vaginalni zatka. Poledne po rannim odeCteni vagindlni zatky je povazovano za
embryonalni den 0,5. Na pozadovanych stadiich bfezosti byly samice usmrceny
cervikalni dislokaci a odebirdna embrya/féty v embryonalnich dnech (ED) 12,3-18,5.
Ranni odbér (7-8hod) odpovidal ED -,3, poledni ED -,5 a vecerni (16-17hod) ED -,7.

Stati embryi v ED bylo upfesnéno jejich hmotnosti, kterda se odecita
bezprostiedné¢ po vyjmuti z délohy matky a po lehkém osuSeni amniové tekutiny na
Petriho misce nebo filtracnim papiru (Obr. 7A). Hmotnost embrya je prokazatelné
spoluurcujici faktor pokrocilosti zubniho vyvoje spoleéné s chronologickym stafim
embrya (Peterka et al., 2002) (Obr. 7B, C). Podle hmotnosti jsme sefadili embrya
v jednotlivych ED do skupin po 10mg a tyto skupiny vyhodnocovali jako jednotliva

stadia vyvoje.

Hlavicky nebo celisti embryi byly fixovany ve fixacnich tekutindich Bouin,

Bouin-Hollande nebo 4% paraformaldehyd (PFA).
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Zachazeni se zvifaty v experimentech probihalo v souladu s pfedpisy EU, tak jak
je pozadovano Odbornou komisi Ustavu experimentalni mediciny Akademie véd Ceské

republiky.

A B

Petriho miska 1 1200 é
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T s
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........ 251 - 275 mg
----- 301 -325mg
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Petriho miska 3

laboratorni vahy

Obr. 7: Schéma vaZeni embryi.

A — postup vazeni, B — graf distribuce hmotnosti WT mys$i na jednotlivych ED, C —rozdil ve
vyvoji primordia prvniho dolniho molaru u embryi stejného staii (ED), ale rizné hmotnosti. (B, C
upraveno podle Peterka et al., 2002)

7.2. Histologie

Embrya byla fixovéana ve fixacnim ¢inidle Bouin nebo Bouin-Hollande. Hlavicky
embryi byly zality do parafinu a rozfezany na mikrotomu na sériové frontdlni fezy.
Tloustka tezi byla 5-7um. Sériové tezy byly obarveny modifikovanou Maloryho

metodou (alcidnova modi- hematoxylin-eozin).
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7.3. Kbvalitativni analyza zubniho vyvoje na histologickych rezech

Obarvené fezy byly hodnoceny pod mikroskopem Jenaval (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Némecko) nebo Leica DMLB (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Némecko). Vybrané fezy byly snimany digitalni kamerou DC450 (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Némecko) pod zvétSenim 200-500x. Hodnocen byl tvar a velikost

zubniho epitelu, tvar mesenchymové papily zubu a zubniho vacku.

7.4. 3D rekonstrukce

Zubni a ptilehly ustni epitel byl rekonstruovan do trojrozmérnych modelt. Pod
mikroskopem znacky Jenaval nebo Leica DMLB vybavenym kreslicim zafizenim byla ze
sériovych fezli obsahujicich zubni zarodky ptekreslena bazalni membrana odd¢€lujici
zubni a Gstni epitel od mesenchymu celisti. Povrch epitelu odpovidal rozhrani epitelu a
ustni dutiny. Postranni hranice rekonstruovaného epitelu byly ur€ovany az po nasledné
superpozici. Na tyto nékresy bylo pouzito zvétSeni 250x. Pro uréeni spravné orientace
zubniho epitelu v prostoru byl kazdy paty fez doplnén o stfedni ¢aru vedouci stiedem
hlavicky embrya viditelnou pod mensim zvétSenim (32x) nez se kreslil vlastni zubni
epitel. Zaznamenédna byla také vzdalenost mezi stfedni Carou a sliznicnim zahybem
tvoficim dno ptedsin€ Ustni (fornix vestibuli superior nebo inferior) a vzdalenost mezi

stiedni ¢arou a mistem, kde se zubni epitel ptipojoval k Gstnimu epitelu.

Nékresy jednotlivych fezli byly na svételném panelu superponovany
modifikovanou ,,best fit“ metodou (Gaunt, 1978). Jedna se o navrstveni nakresi na sebe
podle nejlepsi tvarové shody modelovanych struktur. Pfi prosvétleni bylo mozno vidét
kontury n€kolika nakresti najednou. Nakresy byly na sebe ptikladany tak, aby rozdily
mezi nimi byly co nejmensi a pravidelné, tj. struktury byly pravidelné se zvétSujici nebo
zmenS$ujici. Zaroven byla hlidana spravna prostorova orientace zubniho primordia
vzhledem ke stiedni ¢afe a vzdalenosti slizni¢niho zahybu a také misto spojeni zubniho a
ustniho epitelu od stfedni cary. Kazdy nové piilozeny nakres byl okiizkovan podle

predlohy. Ktizky ur¢ovaly pfesnou polohu ndkresu pfi nasledné memorizaci do pocitace.

Spatny nebo chybgjici nakres byl interpolovan. Interpolaci se rozumi nakresleni

linie mezi epitelovymi konturami pfedchazejiciho a nasledného nakresu.
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Do nékrest se také zakreslovaly pfidatné informace jako napiiklad apoptoticka
téliska nebo expresni domény, které byly vysledné vizualizované v 3D modelu jinou

barvou.

Vlastni memorizace nakresti a zhotovovani 3D modeld a jejich obrazkd jsme
provadéli na pracovisti ve Strasburku (Francie), s nimZ probiha dlouholeta spoluprace.
Kontury nékresit byly snimany (memorizovany) digitdlni kamerou Hamamatsu C2400
spojenou se zobrazovacim systémem. Kontury byly umistény do polohy urcené kiizky.
Jejich dalsi zpracovani probihalo s pomoci softwaru Sun Voxel a Sun Microsystems
adaptovaného k tomuto ucelu (Lesot et al., 1996) a od roku 2009 pomoci softwaru VG
Max (Heidelberg, Némecko). Pocitacové vytvoreny 3D model nam poskytl predstavu o
prostorovém tvaru sledované struktury. Sledovani takového modelu v pocitaci bylo

mozné ze vSech uhli pohledu.

Vysledné 3D rekonstrukce pak byly analyzovany a vyhodnoceny pomoci zpétné
korelace s ptivodnimi histologickymi fezy. Kombinaci téchto dvou metod jsme ziskali
predstavu o prostorovém uspotadani zubniho epitelu a o jeho zménach v jednotlivych
stadiich vyvoje u embryi a féti kontrolnich a geneticky modifikovanych mysi. Postupny

vyvoj zubli jsme dokumentovali na zarodcich rizného staii od 12,5 ED do 18,5 ED.

Histologické fezy Mezenchym
(neni visualizovany na 3D)

&

DE DE
OE OE} (oE OE

Superpozi¢ni nakresy vysledna 3D rekonstrukce

Obr. 8: Schéma vytvareni 3D rekonstukci.

Zubni (dentalni) epitel (DE) spole¢né s pfilehlym ustnim (oralnim) epitelem (OE) jsou

z histologickych fezl ptekresleny na nékresy, které jsou nasledné superponovany. Vysledna 3D
rekonstrukce zobrazuje pouze zubni a pfilehly tstni epitel. Mesenchym patrny na histologickych
tezech neni na 3D rekonstrukei vizualizovany.
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7.5. Kvantitativni analyza zubniho vyvoje na histologickych rezech

7.5.1. Urd¢eni regionii pro kvantitativni analyzu

Kvantitativni analyza byla provedena na pfedem urcenych fezech ze série
frontalnich fezl hlavi¢kou kontrolnich (WT) a Spry2 a 4 KO a DKO embryi. Zdmérem
analyzy bylo zhodnotit vyvoj jednotlivych zubnich zdkladi pomoci zakladnich
morfogenetickych bunéénych mechanismi (proliferace a apoptézy) a pomoci velikosti
zubniho epitelu. V horni incisorové oblasti byl analyzovan kazdy paty tfez po celé
pfedozadni délce zubniho epitelu. V tvarové oblasti byly morfologicky urceny regiony
(série tfezl pro analyzu) tak, aby odpovidaly ur¢itému zubnimu zarodku a zaroven se
nepiekryvaly sjinym zubnim ziarodkem (Obr. 9C, D). Podle stifi embrya byly
definovany dva respektivé tii regiony. MS region byl morfologicky uren podle svého
posledniho fezu (Obr. 9A). Charakteristicky tvar MS rudimentarniho zubniho primordia
je na fezu dvouhrbolkovy (Obr. 9A). Posledni fez, kde byl patrny piidatny linguélni
hrbolek byl oznacen jako posledni ez regionu MS. Cely hodnoceny MS region vysledné
¢ital 5 fezt (35um) vpiedu od posledniho fezu MS véetné. Od takto stanoveného zadniho
konce MS byla smérem do zadni ¢asti Gstni dutiny odpocitana mezera 5 fezii (35um) a
dalsich 5 fezi (35um) odpovidalo hodnocenému regionu rudimentu R2 u embryi stafi
ED12,5. U starSich embryi staii ED13,5 neni jiz MS na fezech morfologicky patrny.
Pupenovity tvar s vyraznym sklovinnym uzlem na vrcholku je charakteristicky pro R2
zubni primordium (Obr. 9). U téchto embryi jsme morfologicky urcili fez s nejvetSim
sklovinnym uzlem a oznacili ho stfednim fezem regionu R2 (Obr. 9B). Cely R2 region
vysledné ¢ital 10 fezii (70um), smérem dopiedu byla odpocitdna mezera 5 fez (35um) a
dalsich 5 ptednich fezi (35um) bylo oznaceno jako MS region. Smérem dozadu byla
odpocitana mezera 10 fezii (70um) a dalSich deset fezi (70um) bylo zahrnuto do regionu

MI.

Kazdy vybrany tez byl vyfotografovan kamerou Leica DC480 spojenou s
mikroskopem Leica DMLB (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Némecko) pod
zvétSenim 500x s pouzitim imerzniho oleje. Na monitoru LG Flatron IPS224 pocitace
Asus byl ohraniCen zubni epitel. Vnitini hranici tvofila bazalni membrana mezi zubnim
epitelem a piilehlym mesenchymem, zevné byl epitel ohrani¢en dutinou ustni. Pfi

stanoveni medialni a laterdlni hranice mezi zubnim a pfilehlym Ustnim epitelem byl
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uréen prusecik mezi liniemi bazalni membrany ustniho a zubniho epitelu. Prisecikem

byla vedena kolmice k linii basalni membrany ustniho epitelu (Obr. 9A, B).

Obr. 9: Urceni regiont pro kvantitativni analyzu velkych diastemovych rudimenti v dolni
¢elisti mySich embryi.

A, B - histologické fezy s vymezenymi hranicemi analyzovaného zubniho epitelu. A —
charakteristicky tvar pfedniho diastemového rudimentu, tzv. mesidlniho segmentu (MS)

s ustupujicim akcesornim lingualnim pupenem (Cervend Sipka) na dvou nasledujicich fezech na
stadiu ED12,5. B - Charakteristicky tvar zadniho diastemového rudimentu (R2 pupenu)

s vyraznym sklovinnym uzlem (Zlut4 teCkovana ¢ara) na jeho vrcholu na sadiu ED13,5. C, D -
3D rekonstrukce zubniho epitelu s pfilehlym ustnim epitelem. Zelen€ — useky fezil na
kvantitativni analyzu na stadiu ED12,5 (C) a 13,5 (D). (Lagronova-Churava et al., 2013)

7.5.2. Kvantitativni analyza apoptozy a proliferace

Na obrazovce pocitace byla na snimcich zmétfena plocha ohranicené ¢asti fezu
odpovidajici zubnimu epitelu (Obr. 9A, B) pomoci pocitacového programu Image J
(http://imagej.en.softonic.com/).

Apoptotické buiiky a téliska (Obr. 10A) byly spocitany v ohrani¢eném useku
zubniho epitelu (Obr. 9A, B) pfimo pod mikroskopem (pod zvétSenim 500x s pouzitim

imerzniho oleje). K ur€eni apoptotickych bun¢k a télisek bylo pouzito morfologickych
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kritérii (Tureckova et al., 1996). Pti detekci apoptotickych elementii pod mikroskopem
bylo zapotfebi ménit ostfeni obrazu. Pfi postupném proostiovani se pouze apoptotické

bunky a téliska jevily jako tmavsi pravidelné sférické utvary.

Hustota apoptdzy na jednotku plochy epitelu byla vypocitana tak, ze celkovy
pocet apoptotickych télisek a bun€k v daném regionu zubnich primordii byl vydé€len

souctem ploch namétenych na ptislusnych fezech.

Na snimcich ezl byly spocitany vSechny buiiky zubniho epitelu v ohrani¢eném
useku a oznaCeny bunky pravdépodobné se nachazejici ve fazi bunééného déleni
(mitdzy) (Obr. 10B). Tyto bunky byly nasledné detailné analyzovany pod mikroskopem
(pod zvétsenim 500x s pouzitim imerzniho oleje). S pomoci proostieni byly uptfesnény
jednotlivé faze mitodzy. Pii stanoveni proliferacniho indexu byly zapocitavany pouze

buiiky nachazejici se ve fazi rané metafaze az rané telofaze (Elalfy and Leblond, 1987).

Mitoticky index byl pocitan jako pomér bunc¢k v mitéze ke vSem buitkdm v dané

oblasti zubniho epitelu.

Obr. 10: Priklady apoptotickych télisek a bunék a bunék v ruznych fazi mitézy

A, B — &ast ohrani¢eného zubniho epitelu histologického fezu. Zluty kruh — ozna¢uje apoptotické
buiiky a téliska, cerveny kruh — znaci buniky ve fazi mitdzy, mA — stfedni anafaze (middle
anaphasis), €T — rana telofaze (early telophasis).

7.5.3. Méfeni plochy a objemu

Plocha ohrani¢eného zubniho epitelu na fezech tvafovou i incisorovou oblasti
byla zméfena spomoci voln¢ dostupného pocitacového programu Image J

(http://imagej.en.softonic.com/). Primérna plocha zubniho epitelu v jednotlivych
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regionech v tvafové oblasti byla spocitdna souctem vSech méfenych ploch vydélenych
jejich poctem.

Objem hodnoceného zubniho epitelu byl spocitan jako soucin délky (pocet fezi x
7um) a praméru plochy zubniho epitelu. V ptipad¢ fezdkového zubniho zakladu se délka
hodnoceného epitelu rovnala soucinu tloustky fezi (7um) a celkového poctu fezl, kde

zubni epitel pfevySoval prilehly ustni epitel.

7.6. Statistické metody

Pro statistické hodnoceni byly pouzity celkové plochy ohrani¢enych ¢asti zubniho
epitelu na jednotlivych fezech, celkovy pocet bun€k, pocet apoptotickych bunck a télisek,
a pocet bun¢k ve fazi mitdzy v zubnim epitelu. Kazdy sledovany soubor zahrnoval 6-10
Celistnich kvadrantli u 3-5 jedinct. Jednoduchou analyzou variance (ANOVA) nebo
Fischerovym exaktnim testem jsme vyhledavali statisticky vyznamné rozdily ve
velikosti, v mife apoptdzy a v proliferacnim indexu mezi jednotlivymi regiony MS, R2 a
MI u jednotlivych skupin mutantnich a kontrolnich embryi. Do analyzy vstupovala
zvlast data naméfena na embryich ED12,5 a ED13,5. Pravé a levé strany celisti byly
brany jako nezéavislé jednotky (Kristenova et al., 2002). Pokud rozlozeni dat
neodpovidalo normalnimu rozloZeni, byla pouzita logaritmickd nebo mocninna
transformace. Data byla zpracovdna s pomoci programu R 2.13 (CRAN, freeware) s
balickem “MASS” a “nlme”. Vysledné grafické zndzornéni bylo vytvofeno v programu

MS Excel 10.0.

7.7.  In situ hybridizace celych mandibul (WISH)

Piiprava roztoki

Embrya odebirana pro studii exprese Shh byla zvazena, vypreparovand horni a
dolni celist byla pfes noc fixovana v Bouinu nebo v 4%PFA. Druhy den po odbéru byly
Celisti pfevedeny vzestupnou metanolovou koncentraéni fadou az do 100% metanolu, ve
kterém byly uchovany zmrazené na -20°C do dalsiho zpracovéni. Dalsi postup WISH

probéhl podle protokolu s pouzitim nésledujicich roztok:
* PBS

4g NaCl
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0,1 g KCl1

0,77 g Na,HPO,4.12H,0

0,12 g KH,PO4

0,5 ml dietyl pyrocarbonat (DEPC)

doplnit injekéni vodou do 500 ml

pH 7,5
* STOP roztok Glycin (2 mg/ml)

10 ml glycinu

50 ml PBS

200 pl tween 25%

doplnit injekéni vodou do 50 ml
e HYB

25 ml formamidu

12.5 SSC 20x

3 ml kyseliny citronové 1M

200 pl tween 25%

250 ul SDS 20%

50 pl kvasinkova tRNA

doplnit injekéni vodou do 50 ml
* SOLI

25 ml formamidu

12.5 ml SSC 20x

3 ml IM kyseliny citronové

2.5 ml SDS 20%

doplnit injekéni vodou do 50 ml

e SOLII
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MAB

25 ml formamidu

5 ml SSC 20x

1.2 ml kyseliny citrénové 1M
500 ul SDS 20%

200 pl tween 25%

doplnit injekéni vodou do 50 ml

5.8 g kyseliny maleové

17 ml NaCl 5M

3 g NaOH

2 ml tween 25%

doplnit injekéni vodou do 500 ml

pHna7.5

Levamisol

05¢g

10 ml destilované vody

Blokovaci roztok

45 ml MAB
5 ml 10% ov¢i sérum

500 pl levamisol 100x

TRIS HCI (0,1M)

12,1 g tris
doplnit do 1000 ml injek¢éni vodou

pH 9,5

Roztok s protilatkou
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3 mg drceného mysiho embrya inkubovano 30 min pti 70°C v 500

ul MAB, poté odstfedéno na centrifuze pii 4°C rychlosti 18000 rpm po

dobu 10 min

0,2 pl/vzorek Protilatka Anti-Digoxigenin-AP (zakoupend u firmy

Roche s.r.o., Praha, CR)

500 pl/vzorek Blokovaci roztok

* Proteinaza K 10 pg/ml (zakoupena u firmy Sigma Aldrich, s. r. 0., Praha, CR)

¢ BM-Purple (zakoupena u firmy Roche s.r.0., Praha, CR)

Postup prace:

Na tfepacce s termoblokem pro 40 mikrozkumavek 1,5 ml vzorku byla nastavena

rychlost 800 rpm a teplota na 4°C. Pipetou se ze vzorkli postupné odebiraly a ptidavaly

nasledujici roztoky po 500 um na urcitou dobu.

75% Metanol

50% Metanol

25% Metanol

PBS

6% peroxid vodiku (roztok v PBS)

PBS

5 min

5 min

5 min

2x5 min

1 hodina

3x5 min

snizit rychlost otacek na 700 rpm a zvysit teplotu na 20°C

Proteinaza K (1:2000 v PBS)
Stop roztok Glycin

PBS

0.2% glutaraldehyd v 4% PFA
PBS

zvysit rychlost otacek na 800 rpm
HYB:PBS 1:1

HYB
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5 min

5 min

1 hodina

5 min

10 min
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zvysit teplotu na 70°C

* HYB 2 hod

e HYB + 1,5 pl sondy na 1 vzorek pfes noc
* HYB 5 min

e SOLI 5 min

e SOLI 2x30 min

snizit teplotu na 65°C

e SOLI 30 min

e SOLII 2x 30 min
snizit teplotu na 20°C

e SOLII 30 min

* MAB 3x 5 min

* Blokovaci roztok 1.5 hodiny

snizit teplotu na 4 °C

* Protilatka pies noc
* MAB: levamisol 100:1 3x5 min
* MAB: levamisol 100:1 3x60 min
e TRIS HCI: levamisol 100 :1 ptes noc
¢ TRIS HCI: levamisol 100 :1 2x10 min
*  BM-Purple pfes noc
*  0.2% glutaraldehyd v 4% PFA 1 hod

Vysledkem WISH byla horni a dolni celist mySiho zarodku s modie obarvenym
usekem obsahujici m-RNA genu Shh - tudiz bunky, které v dobé odbéru exprimovaly
Shh. Celisti byly nasledné zdokumentovany pod binokuldrni lupou Leica MZ6
vybavenou kamerou Leica EC3 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Némecko). Celisti

puvodné fixované ve 4%PFA byly zamrazené v roztoku v poméru 1:1 OCT a Hankslv
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vyvazeny solny roztok (HBSS) (Sigma- Aldrich, Saint Luis, USA) na -70°C, a krajeny na
10um silné tfezy na Kryostatu HM 560 (Microm International GmbH, Walldorf,

Némecko). Rezy byly obarveny jadrovou &erveni.

Celisti fixované v roztoku Bouin byly zality do parafinu, krdjeny na mikrotomu

na fezy o tloustce 10um a obarveny byly téz jadrovou Cerveni.
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8. Vysledky

8.1. Normalni vyvoj dentice v tvarové oblasti mandibuly

V embryonalnim vyvoji mysi se pfed plné funkénimi zuby vyvijeji takzvané
rudimentarni zéklady zubl. Doposud byla jejich ptitomnost dokazovana pouze
morfologickymi ndlezy na histologickych fezech a 3D rekonstrukcich (Peterkova et al.,

1996; 2000; 2002b) (Obr. 11).

Dospéla :
Relist | |diastema/|[ M || M [ M3
D'D*’D’°D' D° R' R?
Emb alni
hornt Colist 000000
Embryonalni g
dolnigelist | |~~~ — = . Q '
MS Rz posteriorn& >

Obr. 11: Schématicky popis funkéniho a embryonalniho zubniho vzorce u mysi.

Obdélniky znaci funkéni zuby u dospélé mysSi nebo jejich zaklady v embryonalni Celisti, kruhy
znaci rudimentarni zubni primordia. Ve zlutém poli jsou zubni primordia malych rudimentarnich
pupent v pfedni ¢asti diastemy horni Celisti. V zeleném poli je oblast pfedni ¢asti diastemy

v dolni Celisti, kde se kratce vyskytuje jen ztlusténi zubniho epitelu. V hnédém poli jsou velké
rudimentarni pupeny v zadni ¢asti diastemy horni i dolni ¢elisti. Hnédou Sipkou je naznacena
inkorporace R2 do budouciho M1 v dolni Celisti. (Upraveno podle Peterkova et al., 2009)

Vramci disertaéni studie byla pouzita kombinace metody WISH a 3D
rekonstrukci vysledné Shh expresni domény v mandibule WT mysich embryi s cilem
prokazat, ze oba dva rudimentarni pupeny maji svoje vlastni Shh signalni centrum, které

je povazovano za marker ¢asného zubniho vyvoje.

Embrya byla odebirdna v pfesnou denni dobu odpovidajici stadiim ED12,7; 13,3;
13,7 a 14,3. Po zvazeni byla embrya rozdélena do skupin po 10mg. Mandibuly z téchto
skupin byly hybridizovany, zmrazeny, nakrdjeny a nabarveny. Analyzou histologickych
fezil bylo urceno, ve kterém ze zubnich zarodkl se vyskytla expresni doména. Poté byla
vytvofena 3D rekonstrukce k ovéteni histologickych nalezl. Prvni Shh expresni doména
se objevila u embryi stafi ED12,7 patficich do hmotnostnich kategorii 80-100mg. Tato
expresni doména se vyskytla prokazatelné na vrcholu rudimentu MS, ktery byl
identifikovan podle charakteristického tvaru zubniho epitelu na histologickych fezech

(Obr. 9A a Obr. 12). I z 3D rekonstrukce bylo ziejmé, Ze expresni doména lezi v piedni
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¢asti zubniho epitelu tvarového tseku mandibuly, coz odpovidalo poloze MS v tomto
stddiu vyvoje (Obr. 12). Expresni doména na tomto stddiu meéla na fezech tvar
pravidelného kruhu, na 3D rekonstrukci pak méla tvar koule. Na mandibulach embryi
stejného stafi ale vys$i hmotnosti nebyla nalezena Zadné expresni doména v tvaiové

oblasti. Hmotnostni interval 100-120mg byl proto nazvan 1. negativni interval.

Na mandibulach patficich do hmotnostnich kategorii 120-160 mg na stadiu
ED13,3 a 13,7 se objevila dal$i Shh expresni doména. Na histologickych fezech bylo
prokazano, ze tato expresni doména se vyskytuje na vrcholu pupenu R2, ktery byl
identifikovan podle jeho charakteristického kulovitého tvaru s vyraznym sklovinnym
uzlem v misté¢ exprese (Obr. 9B a Obr. 12). Zubni epitel na 3D rekonstrukei tvofi
prodlouzeny val s plochym Sirokym pupenem MS lezicim nejvice vpiedu. Vzadu od MS
se klene do vysky obly pupen R2, ktery nese Shh expresni doménu na svém vrcholu.
Zadni ¢ast zubniho epitelu je mistem vyvoje molarti. Oproti expresni doméné v MS je R2
expresni doména predozadné rozsifena do tvaru podlouhlého valce. Rozdil v tvaru

expresni domény byl patrny uz na hybridizovanych mandibulach (Obr. 12).

Podobny tvar expresni domény jako byla ta v R2 rudimentu mé¢la i tieti expresni
doména nalezend v mandibulach stafi ED14,3 o hmotnostech embryi od 210mg. Tieti
expresni doména lezela vzadu od MS i R2 pupenu - na vrcholu valu zubniho epitelu, kde
se vytvarel pupen M1, a méla opét tvar podlouhlého valce. Mezi vyskytem druhé a treti
expresni domény byl zaznamenan hmotnostni interval embryi, u kterych nebyla nalezena
zadnd Shh expresni doména v zubnim epitelu tvarové oblasti. Tento interval zahrnoval

embrya o hmotnosti 160-220mg a byl nazvan 2. negativni interval (Obr. 12).
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Obr. 12: Pritomnost Shh exprese v dolni €elisti mySich embryi na ED12,7-14,3.

Nahote - schéma ptitomnosti Shh expresni domény v zavislosti na hmotnosti embrya na
jednotlivych chronologickych stadiich vyvoje (ED12,7; 13,3+13,7; 14,3). Dole - v barevném
ramecku je nalevo fotografie ¢asti mandibuly s Shh expresni doménou v incisorové ¢asti a
tvafové oblasti (v cerném ramecku), uprostied 3D rekonstrukce zubniho epitelu a ptilehlého
ustniho epitelu s barevné vyznacenou expresni doménou, napravo piiklady histologickych fezti
mandibuly, které byly podkladem k vytvoteni 3D rekonstrukce. Modra barva znaci expresni
doménu v MS rudimentu, ¢ervena barva znaci expresni doménu v R2 rudimentu, zluta barva
znaci expresni doménu v M1 zubnim zakladu. Upraveno podle Prochazka et al., 2010.

8.2. Vyvoj dentice v tvaFové oblasti mandibuly u mysi Spry2” a
Spry4'/ i

Prvnim krokem k popisu zubniho vyvoje u mutantnich mysi bylo vytvofeni
referencniho souboru dat o zubnim vyvoji u pfislusSnych WT mysi na histologickych

fezech a 3D rekonstrukcich.

Na stadiu ED12,5 -13,5 se u WT embryi objevuji v tvafové oblasti mandibuly
postupné dvé boulovité struktury (rudimenty MS a R2) na vyvyseném valu zubniho
epitelu. MS byl patrny jako lingudln€ vystupujici ptidatny hrbolek (Obr. 13, ED12,5
WT). Na histologickych fezech mél MS tvar dvouhrbolkového pupenu. O den pozdéji se
vyrazné roz$ifil a zmohutnél pupen R2, zatimco MS se diky bunécné apoptdze zmensil
tak, ze na 3D rekonstrukci prestal byt patrny. Na zadném histologickém fezu se uz
neobjevila klasickd dvouhrbolkova struktura MS. Epitelovy val se distaln¢ prodluzoval a

vytvarel tak prostor pro pupen prvniho molaru (Obr. 13, ED13,5 WT).

Na stadiu ED14,5 se zvétSilo primordium prvniho molaru natolik, Ze se jeho
vznikajici pohdrek morfologicky propojil s R2 pupenem a probéhla tak inkorporace

rudimentu R2 do pfedni stény poharku M1 (Obr. 13, ED14,5 WT). Na dal$im stadiu
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ED15,5 byl vidét pouze velmi dobie vyvinuty poharek M1 s R2 pln¢ inkorporovanym do
ptredni stény tohoto poharku, ktery posléze zacal prochazet transformaci na zubni zvonek

(Obr. 13, ED15,5 WT).

Zubni epitel u mutantnich embryi Spry4” vypadal v ED12,5 podobng jako u WT
embrya, jen MS rudiment byl o néco vyraznéjsi. Na dalsim stadiu (ED13,5) byl vSak
zubni epitel uz prekvapivé mnohem rozdilnéjsi. Zatimco u WT mysi se objevuje jako
prvni zubni poharek prvniho molaru na ED14,5, tak u Spry4”~ embryi jsme nalezli jiz na
stadiu ED13,5 misto zanikajictho MS a vystupujiciho R2 pupene maly kulaty poharek
nadpocetného zubu. Tento poharek s malym sklovinnym uzlem a naznakem
histodiferenciace se objevil u viech sledovanych embryi Spry4”” mysi. Na tomto poharku
nebylo mozné morfologicky rozpoznat podil MS a R2 (Obr. 13, zlut4 Sipka). Smérem
dozadu do ustni dutiny lezela za poharkem uzkd zubni liSta bez viditelného rozsiteni do

pupenu M1.

O dalsi den pozdéji (ED14,5) byly pfitomny dva oddélené poharky na misto
jednoho u WT mysi. Nadpocetny poharek lezici vpfedu byl maly kulaty, pevné
ohrani¢eny, zatimco vzadu se formoval podlouhly poharek M1 s neuzavienou zadni
sténou. Oproti WT embryim byl pohdrek M1 opozdény ve vyvinu. Piesto byly sklovinné
uzly znatelné v obou poharcich. Na stadiu ED15,5 se M1 poharek postupné preménoval
v zubni zvonek vytvéiejici zédklad pro sklovinny organ funkéniho zubu. Nadpocetny
poharek oddé€leny tzkou epitelialni listou se zmensoval a v nékterych ptipadech (25%)

zeela vymizel (Obr. 13, ED15,5 Spry4™).

U druhého mutantniho kmene Spry2” probihal vyvoj trochu odli$ng, prestoZe
také smefoval k vytvofeni nadpocetného pohédrku. Na staddiu ED12,5 tvofily oba
rudimentarni pupeny MS a R2 vyrazné vybouleniny na zubni lamin€. Na stadiu ED13,5
tvotil R2 rudiment nejvétsi strukturu z celé zubni listy. Oproti WT embryim byl MS stale
rozpoznatelny a pfimo nasedal na R2 z pfedni strany. Val zubniho epitelu vzadu za R2
vykazoval mirné rozsifeni naznacujici pupen M1. Sklovinny uzel se nachazel pouze na
vrcholu pupenu R2, v MS ani v M1 nebyl formovan. I o den pozdéji (ED14,5) ztstal R2
velkou prominujici strukturou s vyraznym sklovinnym wuzlem viditelnym na
histologickych fezech. Vzadu od R2 se zacal formovat poharek M1, ale oproti WT
embryim a dokonce i Spry4” embryim byl jeho vyvoj velmi opozdény. Nicménd

sklovinny uzel na histologickych fezech byl jiz na tomto stadiu poharku patrny.
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Na stadiu ED15,5 se z prominujiciho R2 vyvinul mélky poharek se zacinajici
histodiferenciaci a Sirokou epitelovou lisStou. Nadpocetny pohérek byl propojen s velkym,
hlubokym poharkem MI1. Oba dva pohirky mély ve svém stfedu typickou strukturu
sklovinného uzlu. Analyza histologickych fezi znovu potvrdila opozdéni ve vyvoji M1
poharku, ktery stidle vykazoval znamky casného staddia poharku oproti pokrocilé

transformaci poharku M1do stadia zvonku u WT embryi (Obr. 13 WT, Spry2™).

Morfologie ranych stadii odontogeneze potvrdila rozdily mezi jednotlivymi
mutanty a jejich odliSny vyvoj oproti WT embryim. Hlavnim rozdilem oproti WT mySim
byla tvorba nadpocetného zubniho primordia pied M1 u obou mutantnich kment, mezi
nimiz byl rozdil v tvorbé nadpocetného zubu v nacasovani ptemény pupenu v poharek.
Prvni zndmky morfologickych odliSnosti se objevovaly jiz na stadiu ED13,5, kdy vznikl
maly nadpocetny poharek u Spry4”” mysi namisto zmohutnéni pupenu R2 a zmenseni
MS, jak tomu bylo u Spry2” a WT mysi. Tento poharek vznikl pravddpodobné
splynutim obou rudimentarnich struktur MS a R2. U Spry2” se na vzniku nadpo&etného
zubu podilel spiSe prertstajici pupen R2 a to az mezi stadii ED14,5 a 15,5, zatimco MS

zanikalo.
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Obr. 13: 3D rekonstrukce ¢asnych stadii zubniho vyvoje v tvarové oblasti u Sprouty mutant
a WT mysi.

Rekonstrukce zubniho a ptilehlého tstniho epitelu. MS — mesialni segment, R2 — rudimentarni
pupen, M1 — pupen nebo poharek prvniho moléaru, ¢ervena Sipka ukazuje primordium
nadpocetného zubu u mutantnich embryi, zlutéa Sipka oznacuje rudimentarni zubni poharek u
Spry4”” embryi. (Upraveno podle Lagronova-Churava et al., 2013)
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8.2.1. Frekvence nadpocetnych zubii na pozdéjSich stadiich odontogeneze

Po analyze ranych stadii odontogeneze jsme pokracovali ve sledovéani dalSiho

osudu nadpocetného zubu u mutantnich mysi na pozdéjsich stadiich prenatalniho vyvoje.

Na frontalnich histologickych fezech jsme mohli s jistotou tvrdit, Ze se jedna o
nadpocetny zub pouze tehdy, pokud jsme nasli M1 a zaroven pied nim strukturu ve
stddiu poharku s dobfe strukturovanym sklovinnym uzlem nebo ve stadiu zvonku. Na
zékladé t&chto kritérii jsme sledovali frekvenci nadpo&etnych zubii od ED13,5 u Spry4™”
a od ED15,5 u Spry2” az do ED18,5. RovnéZ jsme hodnotili frekvenci nadpocetného
zubu ve funk¢ni dentici na odebranych a fixovanych hlavach dospélych mys$i u obou

mutant.

Studiem sérii histologickych fezii jsme zjistili, ze u Spry mutantnich kment klesa
frekvence vyskytu nadpocetného zubu béhem pozdé¢jSich stadii prenatilniho vyvoje. U
Spry4” jsme zaznamenali 100% vyskyt nadpodetného poharku na stadiu ED13,5, ale uz
na ED14,5 byl nalezen pouze u 70% fétli. Postupné frekvence vyskytu klesala az k 13%
u EDI8,5 (tj. t&sn& pred narozenim) a u dosp&lych Spry4” mysi jsme profezany
nadpocetny zub nalezli pouze u 2% mandibularnich kvadranti. Podobné tomu bylo u
Srpy2”" mutantnich mysi, kde frekvence klesala z ptivodnich 100% na stadiu ED15,5 a
k 42% na stadiu ED18,5. U dospé&lych Spry2” mysi byl nadpoéetny zub p¥itomny v 26%

mandibularnich kvadrantu.

Vysledky ptedchozi kvalitativni studie o zanikani primordia nadpocetného zubu
byly doplnény o grafické zndzornéni na zakladé¢ méfeni délky zubniho epitelu spolu
s délkou piipadného nadpocetného pohéarku v jednotlivych sériich histologickych fezl
Spry2” a Spry4” embryi (Obr. 14 a 15). Z grafdi je patrné postupné vymizeni
nadpocetnych poharkl v pribéhu prenatilniho zivota mysi. Na ED15,5 byl nadpocetny
pohérek nalezen ve viech mandibularnich kvadrantech Spry2”" embryi a jeho velikost se
pohybovala okolo 200-300um; velikost zadniho tseku zubniho epitelu byla u vsSech
Spry2” sérii témeF shodnd. Spry4”” embrya méla nadpocetny poharek pouze v necelych

70% sérii.
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Obr. 14: Piedozadni délky zubniho epitelu v tvafové oblasti mandibuly u Spry2” a Spry4”
embryi na stadiu ED15,5 a 16,5.

Celkova vyska sloupcti znaéi piedozadni délku zubniho epitelu v um. Cerveny sloupec ukazuje
predozadni délku nadpocetného zubniho poharku, barva navazujiciho sloupce oznacuje genotyp
embrya podle legendy.
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Obr. 15: Piedozadni délky zubniho epitelu v tvafové oblasti mandibuly u Spry2” a Spry4”
embryi ED17,5 a 18,5.

Celkova vyska sloupcti znaéi piedozadni délku zubniho epitelu v um. Cerveny sloupec ukazuje
predozadni délku nadpocetného zubniho poharku, barva navazujiciho sloupce oznacuje genotyp
embrya podle legendy.
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Na ED16,5 vymizel nadpocetny zubni pohdrek v nékterych dolnich kvadrantech
Spry2”" féti a velikost téméF poloviny zbylych nadpo&etnych pohark klesla pod 200pm.
U Spry4” embryi se vytratila daldi &ast nadpocetnych poharki, velikost zbylych
nadpocetnych poharkl klesla pod 200um. Na ED17,5 jsme neméli k dispozici embrya
Spry2”" my$i. Vyvoj zubniho epitelu Spry4” pokradoval stejnym trendem jako o den
diive. Ubyla dal$i ¢ast nadpocetnych poharkii, pouze jeden ze zbylych nadpocetnych
pohérkii presahoval 200um délku. Na stadiu ED18,5 u Spry2” embryi doslo k dalsi
degeneraci nadpocetnych poharki. Asi 40% nadpoletnych poharkd Spry2” embryi si
udrzelo svou délku mezi 200-300um, coz se ptiblizovalo k vysledné frekvenci funkénich
nadpo&etnych zubii u dospé&lych Spry2” mysi. Poet nadpodetnych poharki vétsich neZ
je kriticka velikost 200pum klesl na jeden ze Sesti sérii u Spry4”” mysi na ED18,5 (Obr.
14). Zajimavym ndlezem bylo, Ze nezdvisle na pfitomnosti/nepfitomnosti nadpocetné¢ho
zubniho primordia byla celkova ptredo-zadni délka zubniho epitelu v tvafové oblasti

dolnich celistnich kvadranti velmi podobna.

Vsechna tato data prokazala, ze nadpocetny zub se zacal vyvijet u vSech jedinct
Spry2 a 4 mutantnich mysi, nicmén¢ jeho rast, vyvoj a histodiferenciace se mohou
zastavit kdykoliv v pribéhu dalsiho vyvoje. U pfezivajicich a nejvétSich nadpocetnych
zubnich primordii jsme nalezli histodiferenciaci zubniho epitelu ve vnitinim a vnéjSim

zubnim epitelu, mezi nimiz lezi sit’ hvézdicovitych bunék (Obr. 16).
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ED 17.5

Obr. 16: Poharky nadpo&etného zubu u Spry4” embryi.

Vlevo - poharky, jejichz vyvoj byl zastaven a podléhaji degradaci. Vpravo — poharky pokracujici
ve vyvoji a histodiferenciaci, z nichz se pravdépodobné vyvine funkéni nadpocetny zub. Métitko
znaci 100pum. (Lagronova-Churava et al., 2013)

8.2.2. Kvantitativni analyza zubniho epitelu na histologickych rezech

Pro blizsi charakterizaci rudimentarnich zubnich primordii vzhledem k jejich
ucasti pti vzniku nadpocetného zubu jsme sledovali bunécné procesy apoptéozu a
proliferaci v zubnim epitelu obou rudimenttt MS a R2 na kritickych stadiich jejich vyvoje
- EDI12,5 a 13,5. Vysledky jsme porovnali s proliferaci a apoptézou v zubnim epitelu

zakladu M1 na ED13,5 (Obr. 9).

Velikost plochy WT zubnich primordii byla na stadiu ED12,5 prakticky stejna, o
den pozdéji ptevazovala velikost plochy R2 oproti MS a dokonce i M1 pupenu.
V porovnani s nezanikajicim primordiem M1 byl apoptoticky pomér (AP) zvySeny v MS
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na stadiich ED12,5 a 13,5 a v R2 pouze na ED13,5. Mitoticky index (MI) byl v obou
rudimentech na obou ED sniZzeny oproti hodnotam zjist€énym v molarovém epitelu.
Vysledky naznacuji pocateni progresivni vyvoj a poté zastavu rustu epitelu zubnich
rudimenti s pomoci zvysSené apoptézy a snizené proliferace. Vyvojova zdstava MS

zapocala v ED12,5 a zastava R2 o den pozdéji v ED13,5.

U mutantnich embryi jsme piedpokladali revitaliza¢ni proces rudiment MS a R2.
Ovéiovali jsme hypotézu, Ze u mutantnich mys$i nevykazoval epitel rudimentd zndmky
ristové zéstavy (zvySenou apoptéozu a snizenou proliferaci) a mohl tak dosahovat

stejnych hodnot jako u progresivné se vyvijejictho M1 primordia u WT mysi.

MS rudiment u Spry2” embryi mél pocateéni velikost zubniho epitelu na
stadiu ED12,5 stejnou jako u WT embryi. Apoptoticky pomér v jeho epitelu vSak nebyl
zvySeny a proliferacni index nebyl sniZzeny tak, jak tomu bylo u WT embryi. Proto u
embryi Spry2” stafi ED13,5 byla velikost MS signifikantng vy$3i nez u WT embryi. K
typickému zvySeni apoptdézy a snizeni proliferace dosSlo u MS az na ED13,5, tedy

minimaln¢ o den pozdéji nez u WT mysi (Obr. 17).

R2 rudiment u Spry2” embryi byl na ED12,5 signifikantnd men$i nez u WT
embryi stejného staii. Mens$i velikost mohla naznacovat slabou inhibici ristu, kterou
vyvolavala revitalizace rudimentu MS. V R2 rudimentu vSak nedoSlo ke zvySeni
apoptdzy a ke snizeni proliferace ani na ED12,5 ani na ED13,5, coz vysvétlovalo jeho
vétsi velikost na stadiu ED13,5, a také jeho prominujici strukturu patrnou morfologicky

na 3D rekonstrukcich ED14,5 (Obr. 13).

Vyvoj rudimentd u Spry4”” mysi se lisil od Spry2” i WT embryi. Hodnoty
prolifera¢nich indexti v MS a R2 na obou sledovanych stadiich byly podobné jako u
kontrolnich WT mys$i (snizena proliferace oproti rostoucimu primordiu MI).
Signifikantni rozdil viak vykazoval apoptoticky pomér v R2 na stadiu ED13,5 u Spry4”
embryi, ktery byl oproti kontrolnim embryim signifikantné¢ nizs$i (nedoslo k jeho
fyziologickému zvyseni). U ostatnich sledovanych stadii a rudimentti (MS na stadiich
ED12,5 a 13,5, a R2 na staddiu ED12,5) byl apoptoticky pomér slabé nizsi oproti
kontrolam. Tyto vysledky naznacuji, Ze proces zastavy riistu nebyl tak vyrazny diky
slabSimu nartistu apoptdzy. Presto jsme zaznamenali signifikantni zvétSeni velikosti
epitelu MS na stddiu ED12,5 a nasledn¢ R2 na stddiu EDI13,5. Z téchto vysledkt

vyplyva, ze nartist MS musel zapocit jiz pred ED12,5. Predpokladame, ze diky slabsimu
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potlaceni ristu na ED12,5-13,5 se mohl tento rudiment podilet na vytvofeni poharku R2
na ED13,5 (Obr. 13).

Na nasledujicich grafech (Obr. 17) jsou znézornény hodnoty velikosti zubniho
epitelu, apoptotického poméru a proliferacniho indexu. Hvézdi¢ky oznacuji vSechny
hodnoty, které se statisticky signifikantné (p < 0,01) lisi. Vysledky jsou zpracovany

v tabulkach 1 a 2 souhrnné, a dale pro jednotlivé série v ptiloze 1.

Tabulka 1: Hodnoty kvantitativni analyzy namérené a vypoétené u embryi stari ED12,5.

% ploch % poétu | Epogtu | PrUmér
. pocet P iz poctu poctu poctu plochy AP Mi
genotyp region fezi DE2 bunak apopt. mit. DE (mm?) (SO) (SO)
(mm?°) télisek bunék (S0)

0,
wT MS 50 03687 | 6046 78 168 ?60(;’(;’1‘3 (‘;‘;2) (:)’,253(2)

()
WT R2 50 0,4087 | 6970 74 66 (g’gg% ;9681) (:)’2‘15(2)
Spy2” | Ms 50 04134 | 6958 130 29 (g’gggg) (Zg) (;’gz;: )
Spry2” R2 50 02851 | 5236 94 22 (g’gggg) (;g) (:)’ggl;: !
Spry4” MS 50 04244 | 7581 94 117 (g’ggg‘;’) (gg) (:)’232 )

" 0,0082 | 135 | 1,27%
Spry4” R2 50 0,4078 7317 93 55 (0,0007) (123 | (0 52(;:)

MS — mesialni segment, R2 — rudimentarni pupen, DE — dentalni epitel, AP — apoptoticky pomér,
MI — mitoticky index, SO — smérodatné odchylka.

A

Tabulka 2: Hodnoty kvantitativni analyzy namérené a vypoétené u embryi stari ED13,5.

. Z plochy . X poctu | Z poctu pramer
enot region pocet DE Z poctu apopt mit plochy AP i
genotyp 9 fezi 2 bungk ‘popt. “ | DE(mm?) | (SO) (SO)
(mm?°) télisek bunék
(SO)

0,0076 546 1,22%
WT MS 50 0,381 6465 208 79 (0.0012) (252) (0.33%)
0,0112 970 1,29%

WT R2 100 1,117 18709 1084 241 (0,0015) (363) 0.27%
0,0095 195 1,74%
WT M1 100 0,954 15269 186 266 (0.0009) (64) (0.35%)
" 0,0110 319 1,20%
Spry2 MS 30 0,330 5256 105 63 (0.0021) (133) (0.40%)
- 0,0133 260 1,84%
Spry2 R2 60 0,800 13064 208 240 (0.0019) (67) (0.28%)
" 0,0093 107 1,74%
Spry2 M1 60 0,559 9531 60 166 (0.0014) (41) (0.14%)
" 0,0095 374 1,06%
Spry4 MS 50 0,476 7471 178 79 (0,0033) (223) (0.52%)
" 0,0141 226 1,08%
Spry4 R2 100 1,409 22244 319 240 (0.0035) (100) (0.20%)
" 0,0064 27 1,43%
Spry4 M1 100 0,510 7557 14 108 (0,0035) (22) (0.62%)

MS — mesialni segment, R2 — rudimentarni pupen, M1 — zéklad prvniho molaru, DE — dentalni
epitel, AP — apoptoticky pomé&r, MI — mitoticky index, SO — smérodatné odchylka.
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Obr. 17: Grafy kvantitativni analyzy.

Nahote - velikost plochy zubniho epitelu. Uprostfed - graf apoptotického poméru. Dole - graf
mitotického indexu. VSechny hodnoty byly zpracovany zvlast’ pro jednotlivé rudimenty MS a R2
a zaklad M1 na stadiu ED12,5 a 13,5. Hvézdicky znaci statisticky signifikantni (p < 0,01) rozdil
dvou oznacenych hodnot. (Upraveno podle Lagronova-Churava et al., 2013)
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8.2.3. Shh In situ hybridizace celych mandibul

Experimentalné byla dokdzana piitomnost Shh expresni domény (signalniho
centra) i v rudimentarnich pupenech u WT mysi (Prochazka et al., 2010). Vyse byla
popsana revitalizace a opozdéna degradace rudimentarnich pupent Spry mutantnich
mys$i. Proto jsme porovnali ¢asové-prostorovou dynamiku exprese Shh u Spry mutantnich

mysi s kontrolnimi WT mySmi (Obr. 18).

Embrya byla odebirdna v pfesném casovém horizontu v rozmezi dvou hodin,
presto vykazovala Siroké vahové rozpéti. Je zndmo, Ze na Casnych stadiich vyvoje télesna
hmotnost pfesné¢ koreluje s pokrocilosti zubniho vyvoje (Peterka et al., 2002) (viz 7.1,
Obr. 7). Embrya stejného stari byla proto rozdélena do skupin podle své télesné
hmotnosti tak, Ze skupiny pfedstavovaly riiznd vyvojovéa stadia kontinuadlné na sebe

navazujici.

U kontrolnich mysi se vyskytuje vzdy jedna expresni doména na dnech 12, 13 a
14, ale pouze u ur¢it¢ho hmotnostniho rozpéti. Prvni expresni doména lezi na vrcholu
MS pupenu na stadiu ED12,7 u hmotnostni kategorie 80-100mg. Druhé expresni doména
odpovida sklovinnému uzlu na vrcholu R2 na ED13,3 — 13,7 u hmotnostnich kategorii
120-160mg. Tteti expresni doména lezi ve stfedu M1 poharku a postupné se prodluzuje
smérem dopfedu od ED14,3 a hmotnosti 220mg (Obr. 12). Zbylé hmotnostni kategorie,
ve kterych neni ptfitomna Zadna expresni doména, se nazyvaji ,,negativni intervaly®.
Prvni negativni interval tvoii hmotnostni rozmezi 100-120mg u embryi stafi ED12,7 a

druhy negativni interval hmotnostni rozmezi 160-220mg u embryi staii 13,7 a 14,3.

Pii pouziti stejné metody (Prochazka et al., 2010) jsme potvrdili postupné
objeveni vSech tfi expresnich domén v MS, R2 a M1 u mutantnich embryi stejnych
hmotnosti, v jakych se objevovaly u WT embryi. Nicméné rozdil mezi kontrolnimi a
mutantnimi embryi byl patrny piedevsim v negativnich periodach. Zaznamenali jsme
expresni doménu v MS i v R2 rudimentu také u mutantnich embryi stejnych hmotnosti,
kde kontrolni embrya nevykazovala Shh expresi (negativni intervaly) (Obr. 18A-F).
Navic expresni doména v R2 rudimentu byla stale patrna u obou mutantnich kmenti i u
embryi o hmotnostech, kde se u kontrolnich embryi vyskytovala jiz M1 expresni
doména. Vysledkem takového expresniho vzorce byly dvé domény lezici antero-

posteriorné za sebou u embryi Spry2” a Spry4”” sta¥i ED14,5 (Obr. 18G-I).
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Obr. 18: Shh in situ hybridizace celych mandibul

A - F: dolni celisti WT a mutantnich embryi staii ED12,7 a 13,7 po Shh WISH Shh metodé,

s viditelnymi Sk4 expresnimi doménami (tmaveé modie) v incisorové i tvarové oblasti. G - I: 3D
rekonstrukce zubniho a pfilehlého tstniho epitelu tvafové oblasti WT a mutantnich embryi stari
ED14,5 s vizualizovanymi Shh expresnimi doménami a pfifazenymi ptiklady histologickych
fezii, z nichZ byla rekonstrukce vytvotena. Cerveny trojuhelnik ukazuje na expresni doménu

v tvafové oblasti, zluta Sipka — ukazuje na misto 3D rekonstrukce, ve kterém lezi dany
histologicky fez, ¢ervena oblast 3D rekonstrukce zobrazuje Shh expresni doménu, kterd je na
histologickych fezech patrna jako tmaveé modré oblast. (Lagronova-Churava et al. 2013)

Obr. 18H a I také naznacuje rozdil nejen ve velikosti expresnich domén, ale také
v morfologii rudimentii u dvou rozdilnych mutantnich genotypt. U Spry4” embryi stati
ED14,5 vznikl nadpocetny poharek nésledovany poharkem M1 mirn¢ opozdénym ve
vyvoji. V obou zékladech zubi se objevila Shh expresni doména. Obé domény byly od
sebe vyrazné prostorové oddélené. U Spry2”" embryi sice také vznikal nadpo&etny zub,
ale na ED14,5 byl viditelny pouze velmi prominujici R2 pupen vpfedu od M1 poharku
(Obr. 13). I v tomto piipadé, kdy jesté nedoslo k uplnému oddéleni nadpocetného zubu,
se objevily dvé Shh expresni domény, které se ale témet propojily (Obr. 18).

Prodlouzené Shh exprese v MS a R2 rudimentech u obou Spry mutantnich mysi
podporuji hypotézu o revitalizaci rudimenti a jejich Gcasti pti vzniku nadpocetného

zubu.
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8.2.4. Funkéni dentice u dospélych Spry2” a Spry4”” mysi

Predpoklada se, Ze existuje neptima zavislost mezi stupném vyvoje nadpocetného
zubu a velikosti a komplexitou pfedni ¢asti M1 (anterokonid) u mySich mutant. Takova
zavislost by tedy odrdzela stupent autonomniho vyvoje rudimentarniho zakladu dentice
v predmolarové oblasti ¢i jeho inkorporace do M1 (Peterkova, 1983; Peterkova et al.,
2002a). Vliv vyvoje nadpocetného zubu na fenotyp molarti jsme studovali na dospélé

dentici Spry mutantnich mysi.

Dospélé mysi Spry2” mély pitomny nadpodetny zub pouze v 27%
mandibularnich kvadrantii a u mysi Spry4” se nadpodetny zub vyvinul dokonce jen v 2%
sledovanych mandibulédrnich kvadranti. Nicméné navzdory takto nizké frekvenci
vyskytu funkéniho nadpocetného zubu, vysledky vySe uvedené vyvojové studie
dokumentovaly, ze nadpocetny zub lezici pied M1 se na pocatku zacal vyvijet ve 100%
mandibulérnich kvadranti Spry mutantnich embryi. Pfestoze vétSina z téchto primordii
nadpocetného zubu je ve vyvoji zastavena a neddva vznik funkénimu nadpocetnému
zubu, zajimal nés disledek jejich do¢asného vyvoje na velikost a morfologii predni Casti
(anterokonidu) pfilehlého funkéniho zubu (M1) a na pfedozadni délku celé molarové

fady u mutantnich mysi, které nemé€ly funkéni nadpocetny zub.

Pro nase morfologické sledovani jsme vytvofili tfi skupiny morfotypl
anterokonid-trigonidové oblasti funkéniho M1 pojmenované C0O, C+ a C-. CO odpovidalo
zakladnimu rozestavéni hrbolkl podle Gaunta (1955); C+ znacilo, ze se objevil hrbolek
navic a C- znamenalo, ze jeden nebo vice hrbolkli chybélo (Obr. 19). Sledovali jsme
jednotlivé Celistni kvadranty mutantnich i kontrolnich mys$i bez nadpocetného zubu.
Nadpolovi¢ni vétSina prvnich molari. mutantnich i kontrolnich mys$i vykazovala
morfotyp CO. Zbytek WT (32,9%) a Spry2” (42,1%) mysich M1 patfilo do morfotypu
C+. U Spry4” mysi byla situace odlisna: vétsina (62,9%) M1 vykazovala rovn&z
morfotyp CO, ale pouze 6,9% M1 patiila k morfotypu C+. Témér tretina (30,2%) prvnich
molart Spry4” mysi se viak fadila ke skuping C-, kterd se u WT ani Spry2”
nevyskytovala (Obr. 19 A, B).
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Obr. 19: Hrbolkové vzory dolniho M1 a jejich vyskyt ve WT a mutantni funk¢ni dentici.
A — ukazka uspotadani hrbolkl podle stupné jejich komplexity (skupiny C+, CO, C-) v oblasti
trigonidu M1. B — graf frekvence vyskytu riznych skupin komplexity u Spry mutantnich a WT
mysi. C — graf anterokonid-trigonidové délky M1 u Spry mutantnich a WT mysi v rdmci
jednotlivych skupin komplexity. (Upraveno podle Lagronova-Churava et al., 2013)
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Morfometrickd analyza M1 u dospélych mysi nam pfinesla dalsi ptekvapivé
vysledky. V rdmci CO skupiny byly proméfeny anterokonid-trigonidové oblasti, které se
ukézaly signifikantng del3i (p=0,041) u Spry4” mysi a signifikantng kratsi (p=0,023) u
Spry2”" mysi oproti my$im kontrolnim. V souladu s redukci hrbolki anterokonidu u
Sprjy4'/ " mys$i, M1 s morfotypem C- mély signifikantné kratsi (p<0,001) anterokonid-
trigonid nez Spry4”" mysi s morfotypem CO (Obr. 19).

Dalsi morfometrické vysledky prokazaly zkraceni celé molarové zubni fady u
Spry mutantnich my3i (Spry2”" p<0,001; Spry4”" p<0,001) a zkraceni celé¢ délky M1
(Spry2” p=0,001; Spry4” p<0,001), které bylo zpisobeno predeviim zkricenim
talonidové &asti (Spry2”" p=0,004; Spry4” p<0,001). Pro doloZeni spravné interpretace
zkraceni M1 a celé zubni fady byla namétena také kondylobazalni délka, abychom se
ujistili, ze nedoslo ke zkraceni celé Celisti a tudiz relativni délka zubni fady vzhledem
k Celisti by byla stejnd u mutant jako u kontrolnich mysi. Kondylobazalni délka naopak
prokézala signifikantni prodlouzeni u mutantnich mysi (Spry2” p=0,016; Spry4”
p<0,001) oproti WT mySim.

Vysledky prokézaly, ze vyvijejici se nadpocetny zub mél urcity dopad na velikost

a morfologii molarti v dospélé mysi dentici.

8.3. Vyvoj nadpoletného tvarového zubu u Spry2”;Spry4” mysi

Stejnou studii nadpocetného tvarového zubu jsme zapocali i u dalSich mysich
mutant, které jsou geneticky modifikované v obou sledovanych Spry2 i 4 genech
s riznym rozlozenim mutantnich a kontrolnich alel. Hlavnim cilem bylo prostudovat
rozdily vyvoje nadpogetného zubu u dvojitych knock-out Spry2”;Spry4” mysi, které
jsou ale Casto potraceny behem prenatdlniho vyvoje, nebo umiraji perinatdln€. Proto
nebylo mozné sestavit dostate¢né¢ velky soubor dospélych mysSich hlav mysi se 4
chybgjicimi Spry alelami (Spry2”;Spry4™), které by slouzily ke srovnani s vysledky
prenatalni studie u tohoto genotypu.

Nejdtive jsme provedli longitudindlni morfologické sledovani ¢asného zubniho
vyvoje spolu s vytvoienim 3D rekonstrukei vyvijejici se dentice v tvafové oblasti mysi
Spry2”:Spry4”” (Obr. 20). Morfologicky se vyvoj takto mutovanych embryi nejvice
podobal vyvoji Spry4” embryi, kde se na stadiu ED13,5 objevil poharek namisto pupent
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MS a R2. U Spry2”;Spry4” embryi se ve viech sledovanych mandibularnich
kvadrantech objevil poharek nadpocetného zubu od ED13,5 az po ED18,5.
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Obr. 20: 3D rekonstrukce vyvijejici se dentice v tvafové oblasti mandibuly u Spry2”; Spry4
for

mysi.
3D rekonstrukce dentalniho a ptilehlého oralniho epitelu u mysi Spry2”; Spry4” v riiznych
stadiich vyvoje s vyznaéenymi primordii nadpoéetnych zubii. Cervena $ipka ukazuje zadni
nadpocetny zub, zlutd Sipka ukazuje predni nadpocetny zub, zelena Sipka ukazuje rudiment
predniho nadpocetného zubu na stadiu pupene.
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Krom¢ nadpocetného zubu byla na 3D rekonstrukcich patrna i prodlouzena
epitelova liSta s mirn€¢ prominujicim pupenem, kterd naznacovala vyvoj dalsi struktury
vpfedu od nadpocetného zubu a MI1. Na stddiu ED16,5 se v pfedni oblasti pred
nadpocetnym zubem objevil dalsi poharek pattici druhému nadpocetnému zubu (Obr. 20
- zlutd Sipka). Druhy nadpocetny pohdrek byl na dalSich staddiich degradovén na
pupenovitou strukturu bez vyrazné papily, kterd se podobala degenerovanym

nadpo&etnym zubnim primordiim u &asti embryi Spry4” (Obr. 16 A, C).

Na casnych stadiich jsme u jednotlivych mutovanych embryi sledovali i
morfometrické parametry velikosti zubniho epitelu, apoptoticky pomér a mitoticky
index. Pro lepsi pfedstavu o vyvoji ovlivnéném absenci genii Spry2 a 4 jsme stejnou
metodu pouzili i u my$i se tiemi postizenymi alelami Spry gent (Spry2™;Spry4™”).
V dals$im textu jsou mysi se 3 nebo 4 chybéjicimi alelami oznacovany jako DKO (double

knock-out).

Z hlediska velikosti plochy vysledky ukazaly pterostlé rudimentarni zaklady MS
(ED12,5 i 13,5) a R2 (ED13,5) u Spry2”;Spry4” embryi a R2 na stadiu ED13,5 u
Spry2*":Spry4”” podobng, jak se to projevilo u Spry4” embryi. Zadny signifikantni
rozdil nebyl nalezen ve velikosti plochy zubniho epitelu mezi DKO mutantnimi embryi a

WT embryi v R2 na stadiu ED12,5.

Apoptoticky pomér byl stabilné¢ u obou DKO mutantnich embryi signifikantné
(p<0,001) snizen oproti kontrolnim hodnotam WT mys$i. Opét byla nalezena jedina

vyjimka v MS v ED13,5, kde se objevilo pouze nesignifikantni snizeni apoptozy.

Mitoticky index pfinesl zajimavé vysledky. Na stddiu vyvoje EDI12,5 byl
mitoticky index signifikantn& (p<0,001) zvysen u Spry2” embryi v obou rudimentarnich
strukturach MS a R2, zatimco Spry4” embrya nevykazovala zadné signifikantni zmény
oproti hodnotdm kontrolnich embryi. DKO mutanti ve vSech Ctyfech alelach Spry2 a 4
geni se chovali stejn& jako Spry2”” embrya, tudiz jejich mitoticky index byl signifikantn&
(p<0,001) zvysen jak v MS tak v R2 rudimentech. DKO embrya s jednou chyb¢jici
alelou Spry2 a se dvéma chybgjicimi alelami Spry4 tedy Spry2" :Spry4”, se v piipadé
mitotického indexu chovala stejné jako Spry4” embrya a nedoilo u nich

k signifikantnimu rozdilu v mitotickém indexu ani v MS ani v R2 rudimentu.
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Obr. 21: Grafy kvantitativni analyzy.

Nahote - velikost plochy zubniho epitelu. Uprostied - graf apoptotického poméru. Dole - graf
mitotického indexu. VSechny hodnoty byly zpracovany zvlast’ pro jednotlivé rudimenty MS a R2
a zaklad M1 na stadiu ED12,5 a 13,5. Hvézdicky znaci statisticky signifikantni rozdil dvou
oznacenych hodnot (p<0,01).
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O den pozdéji (na ED13,5) byl mitoticky index u obou Spry DKO mutantnich
skupin embryi vys§i (signifikantng pouze u Spry2*”;Spry4”) nez u kontrolni skupiny
v rudimentu MS i R2. To napovidalo o vyrazném néastupu mitotické aktivity u Spry2*";

Spry4” embryi v obou rudimentarnich zakladech.

Hodnoty, které se staly podkladem ke grafim, byly ptfehledné zpracovany v
Tabulka 3 a Tabulka 4. Podrobngjsi vysledky celé kvantitativni studie jsou uspotadany

v piiloze 2.

Tabulka 3: Hodnoty kvantitativni analyzy namérené a vypoctené u DKO embryi stari
ED12,5.

poget | ZPIOChY | 5 o gy | EPOCtU | 2 poctu ‘,’,Tﬁ'c"hé; AP I
genotyp | region | T 4 DE | ‘bunsk | 2POPt | mit I neimd) | (sO) | (sO)
(mm°®) telisek | bunék
(SO)
N 0,0103 80 | 1,37%
Spry2™“;Spry4” | MS 40 0414 | 5772 33 9 | oooos) | 86 | o)
o 0,0097 23 | 1,08%
Spry2™;Spry4 R2 40 0,387 5664 9 61 (0,0008) (28) (0.45%)
T 0,0109 46 | 1,78%
Spry2*;Spry4” | Ms 30 0326 | 5160 15 2 | ooty | (39 | (0s0%)
T 0,0085 20 | 1,89%
Spry2*;Spry4 R2 30 0256 | 4225 5 80 | woory | (19 | (0.460)

MS — mesialni segment, R2 — rudimentarni pupen, DE — dentalni epitel, AP — apoptoticky pomér,
MI — mitoticky index, SO — smérodatné odchylka.

Tabulka 4: Hodnoty kvantitativni analyzy namérené a vypocétené u DKO embryi stari
ED13,5.

. 2 plochy . X poctu | Z poctu pramér
genotyp region pocet DE Z poctu apopt mit plochy2 AP M
fezl 2 bunék I - DE (mm°®) (SO) (SO)
(mm°) télisek | bunék
(SO)
v - 0,0097 217 1,75%
Spry2”;Spry4 MS 30 0,291 4336 63 76 (0.0012) (63) (0.40%)
. - 0,0136 237 1,65%
Spry2”;Spry4 R2 60 0,816 11590 193 191 (0.0012) (100) (0.24%)
o - 0,0085 43 1,83%
Spry2”;Spry4 M1 60 0,510 6849 22 125 (0,0008) (18) (0,32%)
- - 0,0114 429 1,47%
Spry2”;Spry4 MS 30 0,343 5392 147 79 (0.0013) (328) (0.34%)
- - 0,0131 159 1,34%
Spry2”;Spry4 R2 60 0,787 12941 125 174 (0,0013) (132) (0.39%)
- - 0,0091 73 1,46%
Spry2”;Spry4 M1 60 0,544 9247 40 135 (0.0015) (56) (0.23%)

MS — mesialni segment, R2 — rudimentarni pupen, M1 — zdklad prvniho molaru, DE — dentalni
epitel, AP — apoptoticky pomé&r, MI — mitoticky index, SO — smérodatné odchylka.

8.4. Porovnani vyvoje rudimentarnich zakladi zubi u Spry a
Tabby mysSi

Zakladnim popisem &asného vyvoje zubli u mysi Tabby (Eda™) jsem se zabyvala
ve své diplomové praci. Dospéla dentice Tabby mysi mé pét riznych morfotypt velikosti

a tvaru tvafovych zubll v jednom kvadrantu mandibuly. Dvé zékladni zastfeSujici

skupiny téchto morfotypti se li§i poftem zubl v tvafové oblasti. U morfotypu I se
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vyskytuji tfi zuby v tvafové oblasti, pficemz podle velikosti prvniho tvafového zubu se
rozliSuje morfotyp Ia, Ib, Ic. U morfotypu II se vyskytuji pouze dva tvafové zuby a opét
podle velikosti prvniho z nich se rozliSuje morfotyp Ila a IIb (Kristenova et al., 2002;
Kristenova-Cermakova et al., 2002; Peterkova et al., 2002a). Z vysledki mé diplomové
prace vyplyva, Ze tyto morfotypy jsou na ¢asnych vyvojovych stadiich rozeznatelné jiz

od stadia ED15.0.

Spry2”

Tabby

ED 14,5

T

ED 15,5

teriorn:

i

aterln SR S 100um

Obr. 22: Porovnani morfologického vyvoje zubii Tabby mysi se Spry2”, Spry4” a WT
mysSmi.

3D rekonstrukce zubniho epitelu v oblasti dolni tvafové dentice a pfilehlého oralniho epitelu.
Vlevo — Tabby zarodky staii ED13,5 — 15,5. Nejstarsi zarodek vykazuje morfotyp dentice Ic, kde
je patrny nadpocetny zub. 3D rekonstrukce vloZzené na troven na ¢ernou ¢aru odpovidaji
mezistadiim (ED14,0 a 15,0). V dalsich sloupcich je porovnani vyvoje nadpocetného zubu u
Sprouty mutant a vyvoje dentice u kontrolnich mysi. Cervena Sipka oznaéuje nadpoéetny zub,
zluta Sipka ukazuje nadpocetny zubni pohdrek, modra Sipka oznacuje misto, kde se vyskytuji dvé
epitelové listy misto R2 rudimentu.
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Pii porovnani vyvoje tvafovych zubii u Tabby a Spry mySich mutant jsme se
potykali s néckolika komplikacemi. Pfedev§im hmotnost Tabby embryi pfesné

neodpovidala hmotnostem WT a Spry mutantnich embryi stejného stafi, tedy stejné¢ho

vvvvvv

vyvoje Tabby mysi vyuZivali misto kontrolnich CD1 my3i ptisluiné WT-Tabby (Eda™")

kontroly (Cermakova et al., 1998).

Cilem této disertacni prace bylo porovnat vyvoj nadpocetného zubu u Tabby mysi
s vyvojem nadpocetného zubu u Spry2 nebo 4 mutantnich mysi. Pro srovnani jsme
pouzili embrya stejného stafi, ale ptfihlizeli jsme k jejich hmotnostem. Tabby mysi se
ukazaly hmotnostné¢ a tudiz i vyvojove piiblizné o 0,5 — 1 den opozdéné. Porovnani
morfologie na jednotlivych stadiich je vidét na Obr. 22. Hmotnosti jednotlivych embryi,
u nichz se provadély 3D rekonstrukce zubniho epitelu v tvafové oblasti, byly

zaznamenany v tabulce 5.

Tabulka 5: Hmotnost mySich zarodki, jejichz histologické Fezy byly pouzity k vytvoreni 3D
rekonstrukce.

ED Tabby (Eda'/ ) 5pry4'/ i 5pry2'/ i WT
13,5 116 mg 160 mg 182 mg 167 mg
14,0 164 mg - - -
14,5 216 mg 314 mg 359 mg 304 mg
15,0 284 mg - - -
15,5 312 mg 520 mg 549 mg 511 mg

ED — embryonalni den.

Na ED13,5 se u Tabby embryi neobjevil zadny vyrazny R2 rudiment tak, jako
tomu bylo u stejné starych WT a Spry mutantnich embryi. MS rudiment, ktery dominuje
na vahové podobném stadiu ED12,5 u WT a Spry mutantnich embryi, byl patrny v pfedni
tvarové oblasti zubniho epitelu. U Tabby embryi na stddiu ED14,0, které hmotnostné
odpovida stadiu ED13,5 u WT a Spry mutantnich embryi, byla ¢ast zubniho epitelu lezici
vzadu od MS rozpadla ve dvé liSty. Zadni ¢ast zubniho epitelu byla oplostéla a buko-
lingualné rozsifend. Ani na tomto stadiu nebyl patrny vyvysujici se pupen R2 rudimentu.
Na EDI14,5 se jiz objevil pohéarek v zadni ¢asti zubniho epitelu u Tabby embryi.
Pfitomnost poharku by odpovidala M1 u stejné starych embryi WT, avSak jeho tvar se od
kontroly velmi lisil. Poharek Tabby mysi byl kulaty, vzadu uzavieny a vptedu navazujici

na dvé epitelové liSty v mist¢ R2 rudimentu. Poharek WT mysi byl oproti tomu ovalny,
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uzavieny z predni strany, kde ptedni sténa byla tvofena inkorporovanym R2 rudimentem,
zatimco vzadu zustal otevieny, ptfipraveny k dalSimu prodluzovani pti tvorbé zadni Casti
M1 (talonidu). Spry mutantni mysi stejného stafi, ale vySsich hmotnosti uz vykazovaly
vyvoj nadpocetného poharku spolecné s vzadu navazujicim poharkem dalSiho zubu,
ktery se vyrazné podobal vyvijejicimu se M1 u WT mysi, ale byl mirné¢ vyvojové

opozdén.

Rozdil mezi Spry4” a Spry2” byl patrny u nadpoletného pohérku. Zatimco
pohéarek Spry4”” mysi se vyznadoval hlubokou prohlubni vyplnénou mesenchymovou
papilou a byl zieteln& oddsleny od MI, u Spry2” mysi se dal vyvoj nadpo&etného
poharku detekovat diky prekypujicimu R2 rudimentu pfertstajicim ptes papilu M1. O
odd&leni nadpodetného zubu od M1 se natomto stadiu u Spry2” mysi jesté nedalo

mluvit.

Ve srovnani se Spry mutantami bylo mozné u Tabby mutant rozliit nékolik
morfotypi dentice na stadiu ED15,0 a 15,5. Nadpocetny zub byl nejvyraznéji viditelny u
morfotypu Ic, ktery se v dospé€losti vyznacoval velmi malym vpiedu postavenym tzv.
nadpoCetnym zubem nésledovanym druhym tvafovym zubem vétSi velikosti. Stejné
uspotadani bylo patrné jiz v prenatadlnim vyvoji v ED15,0 a 15,5. V zubnim epitelu jsme
nalezli dva zubni poharky, mensi kulaty vpiedu a vétsi ovalny vzadu. Poharky byly
zietelné odd€lené tenkou epitelovou listou lezici na lingudlni strané. Zajimavosti je, ze
vetsi poharek mél stale otevienou predni sténu a téméf uzavienou zadni sténu. Tento

fenomén se neobjevil ani u jedné ze Spry mutant (Obr. 22).

Na stadiu ED15,5 se objevil u obou Spry mutantnich mys$i jasn¢ oddéleny
nadpo&etny poharek s hlubokou prohlubni vyplngnou zubni papilou. U Spry4” zarodkii
byla vSak papila nadpocetného pohéarku jednoducha a od M1 byl tento nadpocetny zubni
poharek oddélen podobné jako u Tabby mysi tenkou epitelovou listou lezici na lingudlni
strang. Nadpocetny poharek Spry2”” zarodki byl tvofen dvojitou papilou a mistem
komunikace s M1 byl tlusty centralné postaveny pruh zubniho epitelu znateln€ nizsi nez
stény obou pohark.

Z vyse zmindného vyplyva urditd podobnost mezi Tabby a Spry4” dentici.
K tomu lze jesté¢ pfipomenout ¢asovou dynamiku vyvoje M1 a nadpocetného poharku.

Poharek M1 se u vsech sledovanych genotypti shodné objevil na staddiu ED14,5. Nicméné

takto staré zarodky Tabby mysi vahové odpovidaly spiSe embryim staiti ED14,0 Spry
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mutantnich mysi a jejich WT kontroldm. Nadpocetny poharek se vSak vitbec neobjevil u
kontrolnich my$i WT, u Spry4” mysi byl vyrazny jiz od stadia ED13,5, u Tabby mysi od
stadia ED15,0 (hmotnostn& odpovidajici mladsi ED14,5) a u Spry2” az od stadia
EDI15,5. To znamen4, ze stejné jako jsme mluvili o pfed¢asné vyvinutém nadpocetném
pohérku u Spry4” mysi, mohli jsme nyni mluvit o pied¢asné vyvivnutém poharku M1 u

Tabby mysi.

Poslednim dikkazem o vyvojové podobnosti mezi Tabby a Spry4” zubnim
vyvojem byl tvar epitelu na histologickych fezech. Histologické fezy zubnim epitelem
ranych stadii vyvoje naznacuji stejné asymetrické vyklenuti k lingudlni strané v ptedni
oblasti u Tabby mysi a Spry4” my$i. U Spry2” mysi dochazelo k opacné, bukalni
asymetrii a u WT mysi nebyla asymetrie témét patrna (Obr. 23).

Pro kvantitativni hodnoceni proliferace a apoptézy u Tabby mysi se nam

nepodatilo morfologicky vyhledat regiony odpovidajici MS, R2 a M1 (Obr. 9C, D), které
jsme hodnotili u zbylych mysich kmend.

=03
bukalné

ax. 3 ~
) ||nu|n§

Obr. 23: Ukazka asymetrie zubniho epitelu v oblasti mezi MS a R2 u mysi stari ED13,5.
Histologické tfezy tvatrovou oblasti mandibuly embryi riznych genotypt na stadiu ED13,5

v oblasti mezi MS a R2 rudimentem. Cervena Sipka spojuje stfed dentalniho epitelu pii Gistnim
povrchu a jeho vrchol a ukazuje smér asymetrického postaveni dentalniho epitelu.
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8.5. Zdvojeny incisor u Spry2”;Spry4” mysi

Mysi s mutaci v obou genech Spry2 i 4 (Spry2™:Spry4”") maji ve své dentici
nejen nadpocetny tvafovy zub, ale také zdvojené horni incisory. Diky morfologické
analyze bylo prokdzéno, ze knejveétsim zméndm vedoucim ke zdvojeni incisoru
dochazelo v prubéhu EDI13,5 (Charles et al., 2011). Na stadiu EDI12,5 neni patrny
morfologicky rozdil mezi zubnim epitelem mutantnich incisort a incisord u WT embryi
— zubni primordia maji tvar raného staddia pupenu. O den pozdé€ji, na ED13,5, se
epitelovy pupen zvétSuje u mutantnich i WT embryi. Ale u mutantniho embrya se
objevuje tenky zaiez ve stiedni ose pupenu. Na stadiu ED14,5 uz je zjevny rozdil mezi
tvarem fezdkového primordia u mutantnich a WT zéarodkti. Zubni primordium je na
stddiu poharku, ale zatimco u WT poharku je patrnd CL - jedna na labidlni a druhd na
linguélni strané poharku, u mutantnich embryi je CL na lingudlni strané poharku trojita.
Od prostfedni CL vede septum sméiujici k labialni CL. Toto septum rozdé¢luje zubni
epitel na dva odd¢lené prostory kazdy s vlastnim sklovinnym uzlem a zubni papilou. Tii
lingualni CL stejn¢ jako dva oddélené prostory pretrvavaji i v dalSich stadiich az do

ED17,5 a provazeji vznik zdvojeného fezaku u Spry2™;Spry4” embryi.

Cilem studie bylo potvrdit hypotézu, Ze zvySeni proliferace a/nebo snizeni

apoptdzy provazeji také vznik zdvojeného horniho fezaku u mysi Spry2™ ;Spry4™".

Zam¢tili jsme se proto opét na kvantitativni hodnoceni proliferace a apoptozy a to
predeviim v obdobi ED12,5-14,5. Vytvofili jsme dvé skupiny mysi Spry2";Spry4” a
WT mysi pro porovnani vysledkd. U obou skupin jsme sledovali stddia ED12,5; 13,5
lehké (s hmotnosti 134-167mg); 13,5 té¢zké (s hmotnosti 178-206mg) a 14,5. U vsech
téchto skupin byly vzubnim epitelu hodnoceny pocty bunc€k, mitoticky index,

apoptoticky pomér a objem (viz 7.5.1).
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Obr. 24: Grafy kvantitativni analyzy bunéénych procesii u Spry2”; Spry4” a WT embryi.
Nahote - velikost objemu zubniho epitelu. Uprostied - graf apoptotického poméru. Dole - graf
mitotického indexu. VSechny hodnoty byly zpracovany zvlast’ pro jednotliva staddia ED12,5; 13,5
lehké; 13,5 t€zké a 14,5. Hvézdicky znadi statisticky signifikantni (p<0,05) rozdil dvou
oznacenych hodnot.
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Vysledky analyzy ukézaly, ze k nejvétsim rozdilim dochazi ve skupiné vyvojove

pokrocilejsich (tézsich) embryi na stadiu ED13,5, kde byl signifikantné niz$i apoptoticky

pomér (p<0,01) a zaroven signifikantné¢ vyssi mitoticky index (p<0,05) u mutantnich

embryi oproti WT embryim. Signifikantn¢ snizeny apoptoticky pomér u mutantnich

embryi byl také zjistény i1 ve skupiné ED12,5 a ED14,5 (v obou ptipadech p<0,01).

Prekvapivé se vsak neliSila velikost celého zubniho epitelu u WT a mutantnich embryi

ani na jednom ze sledovanych stadii (Obr. 24). Data pouzita k souhrnnému grafickému

znazornéni jsou uvedena v tabulce 6, ostatni data podle jednotlivych sérii jsou uvedena

v ptiloze 3.

Tabulka 6: Hodnoty kvantitativni analyzy naméFené a vypo&tené u embryi Spry2™; Spry4™
a WT na stadiu ED12,5; 13,5 niz§i télesna hmotnost (lehké); 13,5 vyssi télesna hmotnost

(t&7ké) a 14,5.

. - X poctu | X poctu objem
et | oot | R SECTY | e | port | mi | 85y | 80y |oE{mY
ED12,5 wT 42 | 0375 | 4990 63 100 ;:fg‘; (3’2%;) (gjgg;‘;g)
ED125 | Spy2"iSpyd” | 42 | 0369 | 4803 6 103 | a0y | @sro | ©,00017)

ED13,5 lehké wT 41 | 0632 | 6816 | 160 132 ?9553 (2):32‘;':) (8383332)
ED135lehké | Spry2”; Spry4” | 45 | 0565 | 6800 127 130 (5(233) (2):31_‘;':) (gjgggg‘;)
ED13,5 té2ké wT 42 | 0862 | 9331 301 125 (3;‘29) (2{3%;) (2323313)
ED135te2ké | Spry2”: Spry4” | 48 | 0585 | 7031 132 126 ?22; (2)::%:) (gjgggig)
ED14,5 wT 52 | 1487 | 17967 | 262 220 ;4773 (27:323;) (2323523)
ED145 | Spry2”; Spry4” | 61 1471 | 17583 | 183 232 ;22; (2):32‘;':) (g,’g%ﬂ)

ED — embryonalni den, DE — dentalni epitel, AP — apoptoticky pomér, MI — mitoticky index, SO
— smérodatna odchylka.
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9. Diskuze

Zubni vady tvoii hlavni slozku vyvojovych vad u ¢lovéka a jejich vyskyt se
pohybuje okolo 20-25%. V¢étSina z nich ma spiSe nezdvaznou povahu jako napftiklad
ageneze trettho molaru a jejich vyskyt se muze pficitat sekularnimu trendu vyvoje
Cloveka. Zavaznéjsi jsou vSak jiné pripady hypodoncie, hyperodoncie nebo dokonce
anodoncie. Casto se vyskytuje spojeni t&chto vad s dal§imi vyvojovymi anomaliemi a
hypodoncie nebo hyperodoncie nemusi vazat k dalS$imu postizeni a vyskytuje se
samostatné ¢asto 1 bez viditelné genetické predispozice. Studiem morfologie zubli u
riznych druht obratlovei napfic jejich evoluci stejné jako studiem funkce jednotlivych
genll vramci vyvoje dentice jedince jakéhokoliv druhu mizeme pfispét k objasnéni

mechanismu vzniku vyvojovych anomalii u ¢lovéka.

Spolecné s popisem cCasného zubniho vyvoje mySi s genetickou modifikaci
vedouci ke vzniku vyvojovych vad dentice je nutné zaméfit se pii interpretaci téchto

zubnich anomalii na porovnédni dentice mySovitych s jejich predky a piibuznymi kmeny.

9.1. Casny vyvoj incisori

9.1.1. Normogeneze incisorové oblasti

MyS$ ma oproti ostatnim savciim vyrazné redukovanou dentici na jeden incisor a
tfi molary vjednom zubnim kvadrantu. Incisor my$i mad, stejn¢ jako u ostatnich
hlodavct, tu zvlastnost, Ze je trvale rostoucim zubem pokrytym z labidlni strany tvrdou
sklovinou, ktera na palatinalni/lingudlni stran¢ chybi. Toto uspofadani zajistuje neustalé
nerovhomérné obrusovani jeho funkéni hrany, a trvaly rast je pak mozny diky
ptitomnosti kmenovych bunék v misté¢ CL po cely zivot zubu (Harada et al., 1999; Parsa
et al., 2010; Seidel et al., 2010). K prvnim morfologickym znamkam epitelového
ztluSténi v incisorové oblasti dochdzi na stadiu ED11,5. Ztlusténi probihd na dvou
mistech, jednak v oblasti budouciho zubu a jednak v oblasti vestibularni listy.
Vestibularni lista dava vznik tzv. ,,vestibulum oris®“, coz je prostor mezi dasni se zuby a
tvaFi nebo rty v predni oblasti (Kieffer et al., 1999; Peterkova et al., 1993). Casny pupen
horniho fezdku vznika spojenim Sesti zubnich plakod (Peterkova et al., 1993; 1995;

2002b). V dolni fezadkové oblasti je situace ponekud odlisna (viz. nize).
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V literatufe je Casto popisovana exprese Shh v incisorové oblasti v riznych
stadiich vyvoje. Uz od EDI1 byla jedind Shh exprese v ptedni ¢asti mandibuly
povazovana za signalni centrum budouciho funkéniho fezédku (Dassule and McMahon,
1998). K podobnému zavéru dosli i pfi nalezeni jediné Shh domény v pribéhu ED12 u
kontrolnich mysi s vlozenym GFP proteinem na Shh lokus, a povazovali toto ztlusténi
epitelu za zdklad funkéniho fezdku (Munne et al., 2010). Longitudinalni studie
morfogeneze a zaroven exprese Shh na histologickych fezech a 3D rekonstrukcich
objasnila ¢asny vyvoj fezdkové oblasti a ptilehlého ,,vestibulum oris* v mandibule WT
my$i, a tvori zaklad pro dalsi vyzkum - napf. vzniku nadpocetnych incisort u mysi
s genetickymi modifikacemi. Tato studie potvrdila existenci epitelového ztlusténi
v mandibule ED11,75. V dal§im vyvoji, ED12,5, se vytvofila pted pivodnim ztlu§ténim
souvisla vestibularni lista, zatimco az vzadu od plvodniho ztluSténi vznikl pupen
budouciho funkéniho incisoru. Pupen incisoru a vestibularni lista spolu byly spojeny
tremi epitelovymi mustky, které vznikly z ptivodniho epitelového ztlusténi. Primordium
funkéniho incisoru tedy vzniklo posteriorné od ptvodniho epitelového ztlusténi,
postupné rostlo smérem dozadu a v jeho basalni casti se koncentrovala apoptdza stejné
jako v oblasti epitelovych mistkd. Oblast epitelovych mustkd pfi bazi primordia
funk¢niho incisoru je mistem vzniku tzv. rudimentdrniho mlééného incisoru, ktery je u

my$i pfechodné patrny od stadia ED16,5 (Hovorakova et al., 2011).

Vyse uvedend morfologicka data koreluji s Casoprostorovym vzorcem Shh
exprese. V prubchu vyvoje se v incisorové oblasti mandibuly vyskytuji dvé Shh exprese
v oblasti epitelovych mustkli a v oblasti a na vrcholu incisorového pupenu. Expresni
doména v oblasti mistkli se dokonce rozdvojuje tak, ze v uréitém stadiu jsou patrné dveé
expresni domény lezici vedle sebe, které se vSak pozdéji znovu propoji v jednu a
odpovidaji vyvoji rudimetarniho mlééného incisoru, nikoli incisoru funkéimu. Az druha
expresni doména na vrcholu incisorového pupenu piedchazela morfologicky definované

struktuie sklovinného uzlu budouciho funk¢niho incisoru (Hovorakova et al., 2011).

Navzdory témto nékolika prokdzanym expresnim doméndm, které se fyziologicky
vyskytuji u kontrolnich mysi, funkéni studie na geneticky modifikovanych mysi
interpretuji nalez n¢kolika Shh expresnich domén jako znak specificky pro tvorbu

nadpocetného fezaku (Munne et al., 2010).

U hornich fezaki CD1 kontrolniho mysiho kmenu byla také sledovana prostorova

distribuce apoptdézy a kvantitativné hodnocen vyskyt apoptdzy a proliferace. Distribuce
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apoptdzy byla doposud popsdna pouze v dolnim fezdku u mysi, kde byla detekovana
morfologicky pod mikroskopem na jednotlivych histologickych fezech. V dolnim fezaku
je mala koncentrace apoptozy lokalizovana na ¢asnych stadiich (ED12,5 a 13,0) antero-
labialné v zubnim epitelu a v ustnim epitelu. Vice apoptodzy se nachazi ve stopce incisoru
a v ustnim epitelu na pozd¢jSich stadiich. Po transformaci epitelu v poharek se
akumulace apoptdzy objevuje i v zubnim epitelu (sklovinném uzlu) naléhajicim na

vrchol mesenchymové zubni papily (Kieffer et al., 1999; Miard et al., 1999).

Na rozdil od apoptdzy jsou proliferujici bunky, tedy buniky nachazejici se ve
stddiu mitézy, morfologicky zaznamenany vSudypfitomné¢ v zubnim epitelu i
mesenchymu v pribéhu celé¢ ¢asné odontogeneze dolnich fezaki (Kieffer et al., 1999).
Odpovidajici literarni data pro porovnani vysledka kvantitativniho hodnoceni apoptézy a

proliferace v zubnim epitelu béhem casného vyvoje fezdkové oblasti jsme nenalezli.

9.1.2. Zdvojeny incisor u Spry2""; Spry4” mysi

Zdvojené horni incisory se vyskytovaly u tém&f poloviny Spry2" :Spry4”
dospélych mys$i. Oba incisory lezely vedle sebe ve spoleéném kostnim lizku, coz

naznacovalo, ze jejich vyvoj nebyl nezavisly (Charles et al., 2011).

Skute¢né na EDI18,5 oba incisory sdileji jeden sklovinny organ, rozdéleny
epitelovym septem, vzniklym duplikaci vrstvy vnitiniho zubniho epitelu. Na povrchu
epitelového septa mezi dvéma incisory se pozd¢ji diferencuji ameloblasty, které se u WT
myS$i vyskytuji pouze na labidlni stran¢ budouciho ftezdku (Charles et al., 2011).
Vysledkem takového vyvoje je pfitomnost skloviny i na lingualni strané obou hornich
incisortl, zatimco u dospélych WT mysi je sklovina pfitomna pouze na labidlni strané
hornich i dolnich incisort. Jiz dfive byl publikovan nélez ektopické piitomnosti skloviny
(Klein et al., 2008) a diferenciace ameloblasti na lingualni stran¢ dolnich incisort u

Spry4” a Spry2*”:Spry4”” mysi (Boran et al., 2009).

Trvaly rist mysich incisort je spojen s pritomnosti kmenovych bunék v apikalni
¢asti zubniho primordia (Harada et al., 1999; Parsa et al., 2010; Seidel et al., 2010).
Zatimco u WT mysi je pouze jeden okrsek kmenovych bunék, v lingudlni CL u
mutantnich mysi jsou v této oblasti nalezeny tfi okrsky. Data naznacuji, Ze vyvoj a trvaly
rast nadpocetného incisoru u mutantnich mysi je podporovan zmnozenim okrskl

kmenovych bunék (Charles et al., 2011).
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Vyvoj jednotlivych zubl je fizen tzv. signdlnim centrem zubu, umisténém ve
sklovinném uzlu (Jernvall et al., 1994). Caste¢nd autonomie obou fezdkd u mysi
s genotypem Spry2 " ;Spry4” embryi koreluje se vzorci Shh a Fgf4 exprese, ktera je
povazovana za marker signalniho centra sklovinného uzlu. Po in situ hybridizaci se
expresni doména Shh neliSi mezi mutantnimi a WT embryi na stddiu ED11,5. O den
pozdéji, na stadiu ED12,5, tvar expresni domény zlstava stejny u mutantnich a WT
embryi, ale jeji intenzita méfend qPCR je signifikantné vys$i u mutantnich mysi. Dvé
expresni domény Shh a Ffg4 na pozdéjsim stadiu (ED14,5) u mutantnich zarodkli misto
jedné nalezené u WT zarodkl potvrzuji pfitomnost dvou signdlnich center ve zdvojeném
fezdku mutantnich mysi. Z morfologickych dat je zase patrnd pfitomnost dvou
specifickych struktur, sklovinnych uzl, které se signalnim centrem zubu velmi uzce
souvisi. Tato data byla povazovéana za dikaz dal§iho nezavislého (autonomniho) vyvoje

nadpo&etného incisoru u Sprv2""; Spry4”” mysi (Charles et al., 2011).

Tato morfologickd a Shh data o vyvoji zdvojeného horniho incisoru u mysi
Spry2*:Spry4” jsme korelovali s kvalitativnim a kvantitativnim hodnocenim apoptézy
v zubnim epitelu. Prostorové rozlozeni apoptdzy na fezech a 3D rekonstrukcich uptesnilo
vysledky kvantitativniho hodnoceni a pomohlo vysledovat, kde dochazi k akumulaci
pfipadné snizeni apoptdzy. Na stddiu ED12,5 byla apoptdza koncentrovana antero-
labialné u WT mysi, zatimco téméf Zzadna apoptdza se neobjevila u mutantnich mysi, coz
odpovidalo signifikantnimu snizeni zjisténému diky kvantitativni analyze (viz. 8.5).
Apoptoza zistala signifikantnd niz§i také na stadiu ED13,5 u t&Z8ich embryi Spry2™”
:Spry4”", zatimco u leh&ich embryi stejného stafi nebylo sniZeni apoptézy statisticky
signifikantni (viz. 8.5). V tomto stadiu byla podle 3D rekonstrukci apoptdza rozmisténa
rovnomérné ve stfedni ¢asti zubniho epitelu a opét na jeho antero-labialnim konci WT
embryi. K podobnému rozlozeni podél stfedni osy zubniho epitelu doslo u mutantnich
zarodkl az o den pozdé€ji na stadiu ED14,5 v misté, kde se objevuje epitelové septum, i
kdyz byla apoptoza opét signifikantné snizena u mutantnich embryi oproti WT embryim
(viz. 8.5). Vtéze dob¢ se apoptdza objevila pouze ve stiedu poharku a v oblasti
ptilehlého ustniho epitelu v antero-labialni ¢asti u WT poharkd. Opozdénd koncentrace
apoptdzy v oblasti septa mezi zdvojenymi fezdky u mutantnich embryi mtize naznacovat
poruchu ve fuzi pravé a levé Casti incisoru, ke které pravdépodobné dochdzi pfti
norméalnim vyvoji. Tato porucha ma za nasledek zdvojeni incisoru u Spry2*:Spry4”

mysi.
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Jedina signifikantni zména v bunécné proliferaci se objevila na stadiu ED13,5 u
tézSich embryi, kde byl mitoticky index signifikantn¢ vysSi v fezdkovém epitelu u

mutantnich embryi oproti WT embryim.

Vysledky hodnoceni velikosti fezdkového epitelu ukézalo, ze celkova velikost
zubniho epitelu se nelisila u mutantnich embryi ani na jednom sledovaném stadiu. Ptesto
se zaCaly manifestovat vyrazné morfologické zmény ve tvaru zubniho zadrodku u mutant
od stadia ED14,5 (Charles et al., 2011). Epitel WT embryi je vnofeny hloubé&ji do
mesenchymu, kde uzavird malou mesenchymalni papilu. Epitel mutantnich embryi se
rozprostirda do $itky a vytvorené septum oddéluje dvé vyrazné papily (Charles et al.,

2011).

Vysledky naznacuji, ze zdvojeny fezdk u mutantnich mys$i vznikd druhotnou
septaci epitelového sklovinného orgéanu, ktery se na pocateCnich stadii vyvoje nelisi od
kontrol. Vytvoreni stiedniho septa oddélujiciho mesenchymové papily zdvojenych
fezakll souvisi s pozd¢jSim nastupem apoptdzy a zaroven zvySenim proliferace

v fezakovém epitelu na stadiu ED13,5.

9.2. Vyvoj dentice v tvarové oblasti dolni Celisti

Predstavu o jednoduchém vyvoji prvniho mysiho molaru zjednoho zubniho
primordia, které se postupné¢ vyviji vobdobi ED12,5-14,5, prezentuji klasicka
morfologickd data v literatufe. Z této predstavy pak vychézeli autofi vyvojovych studii
na mySim modelu odontogeneze pfi interpretaci molekularnich dat o regulaci zubniho
vyvoje (Peterkova et al., 2000; 2002b). Pii sledovani ¢asné odontogeneze je pouzivana
exprese Shh jako marker vyvijejiciho se zubniho primordia (Prochazka et al., 2010).
Exprese Shh je detekovana na rtiznych stadiich vyvoje mysiho zubu (nejcastéji dolniho
M1). Dlouhodobé se pii tom nebralo v tvahu detailni stddiovani jeho vyvoje ani
existence premoldrovych zubnich primordii, kterd byla doneddvna chybné povazovana za
Casna stadia vyvijejiciho se M1. Pokud se na néjakém stadiu expresni doména neobjevi,
je to pfi¢itdno oslabeni signalizace a jejimu naslednému obnoveni (Koyama et al., 1996;
Keranen et al., 1998; 1999). Tuto klasickou pfedstavu o Casoprostorové dynamice

exprese Shh v signalnim centru M1 od ED12 az do ED16 ukazuje Obr. 25.

Vyse zminénd ,klasicka“ predstava byla zpochybnéna a vyvracena jiz na zakladé

morfologickych dat (Peterkova, 1983; Peterkova et al., 2000; 2002b). Krom¢ drobnych a
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pozdéji zcela zanikajicich ,,D* primordii v pfedni ¢asti horni diastemy, byla objevena dvé
velkd rudimentarni zubni primordia v zadni ¢asti horni i dolni diastemy — pied M1 (Obr.
11). Tato dvé primordia dosahuji postupné stadia zubniho pupenu - na ED12,5 a 13,5
(Peterkova et al., 1996; Viriot et al., 2000). Zastaveni jejich rlstu a pocatek degradace
s pomoci apoptdézy byl datovan na stadium EDI12,5 v piipadé¢ piedniho rudimentu a
stadium ED13,5 v pfipadé zadniho rudimentu (Lesot et al., 1998; Viriot et al., 2000).
Degradace vSak byla jen ¢aste¢na a diky pfesnym morfologickym analyzam spojenym
s prostorovou vizualizaci apoptozy i proliferace na 3D modelech byla popsana preména
obou rudimentti horni celisti a pfedniho rudimentu dolni celisti v epitelové liSty
navazujici na M1. Byla také pfijata hypotéza o inkorporaci téchto pupenti do predni stény
dolniho M1 (Obr. 5 a Obr. 11), (Peterkova et al., 1995; 1996; 2000; 2002b; Tummers and
Thesleft, 2009).
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Obr. 25: Dvé interpretace vyvoje dolniho mysiho M1

A —  klasickd™ pfedstava vyvoje M1 z jednoho zubniho primordia, B — ,,hypotéza rudimentarnich
pupent®, dva rudimentarni pupeny MS a R2 jsou pfitomny v Celisti diive pfed vznikem zubniho
primordia M1. (Upraveno podle Prochazka et al., 2010)
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Diserta¢ni studie pfinesla kvantitativni data o tloze nejen zvysSeni apoptdzy, ale i
snizeni proliferace pii riistové zastavé rudimentii a jejich preméné ve struktury vztahujici

se k pfedni ¢asti M1.

K experimentalnimu  prok4dzédni  pfitomnosti ~a  sledovani  dal$iho
osudu rudimentéarnich premolarovych primordii v dolni Celisti byla pouzita detekce Shh a
to jak WISH metodou tak sledovanim mySich embryi svlozenym GFP (zeleny
fluorescen¢ni protein) v lokusu Shh genu. Exprese Shh byla sledovéna longitudinalné
v pribéhu celého vyvoje rudimentarnich zubnich zakladi na stadiich ED12,7 — 14,3
(Obr. 12). Pro potvrzeni byla zaroven pouzita timelaps mikroskopie embryi GFP mysi
(Prochazka et al., 2010). Kazd4 z téchto metod ma urcité vyhody i nevyhody. Vyhodou
WISH metody je sledovani expresni domény v rdmci celé mandibuly a zaroven se z této
mandibuly daji vytvofit histologické fezy, které poskytuji dal$i informace a moznost
vytvofeni 3D rekonstrukei. Nevyhodou WISH metody je dlouha ptiprava a tudiz moznost
zpracovani malého mnozstvi vzorkt v kratkém case. Naopak pouziti GFP mys$i umozni
sledovat velké mnozstvi vzorkl v kratkém case, protoze jejich pfiprava neni nijak ¢asove
narocna. Vzorky pro fluorescenéni mikroskop nejsou fixované, ¢imz odpadd nutnost
nasledné pfipravy histologickych fezli. AvSak GFP exprese je vidét pouze pod
fluorescenénim mikroskopem, takze moznost dalSiho vyuziti téchto vzorkli pro
visualizaci signalu na fezech a 3D rekonstrukcich odpada. Timelaps mikroskopie ma
vyhodu v pienosu kontinudlniho procesu vyvoje, ale zaroven in vitro vyvoj neodpovida
pfesnému casovani in vivo. Kombinace zminénych tfi metod umoziuje sledovat vyvoj

signalnich center ve 4D Casoprostoru a navic pienést tyto poznatky i do dalsich studii.

V nasi studii byla embrya WT mysi odebrana v piesné¢ vymezenych casovych
intervalech ED12,7; 13,3; 13,7 a 14,3 (viz metody) a zvazena. Toto detailni staddiovani na
zaklad¢ chronologického (ED) a biologického (hmotnost v mg) stafi umoziuje ziskat
skupiny embryi a féth, které odrazeji jemné progresivni rozdily ve vyvoji (Peterka et al,
2002). Diky takto rozliSenym skupindm byly popsany tii postupné se objevujici Shh
exprese, které byly oddéleny tzv. ,negativnimi intervaly* (tj. obdobim, kdy se Shh
doména neobjevila v celé tvarové oblasti mandibuly). Na histologickych fezech a
s pomoci 3D rekonstrukci jsme analyzovali umisténi vSech tfech Shh domén (Obr. 12).
Prvni z nich vyskytujici se u embryi stafi ED12,7 o hmotnosti 60-100mg, lezela na

vrcholu MS rudimentu, druha pak na vrcholu R2 rudimentu (ED13,3 a 13,7 o hmotnosti
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120-160mg) a tieti ve sklovinném uzlu ve stiedu prvniho molaru M1 (od ED14,3 a

hmotnosti 220mg) (Obr. 12).

Vyskyt tii po sob¢ jdoucich expresnich domén SiA umisténych antero-posteriorné
za sebou potvrdila timelaps mikroskopie GFP mysi. V nékterych ptipadech je mozné
vysledovat dvé expresni domény najednou, v piipade€, Ze jedna z nich pravé dohasinala a

druhé zacina signalizovat (Prochazka et al., 2010).

Shh exprese v prvnim molaru se poprvé objevuje, jak jiz bylo feeno, na stadiu
ED14,3, tedy v dob¢, kdy M1 dosahuje stadia pozdniho pupenu, kdy se zacina formovat
sklovinny uzel. Zajimavosti je, ze tato M1 expresni doména se postupné rozsiiuje
smérem doptedu az k mistu, kde pfed tim dohasla exprese na vrcholu R2 pupenu. Toto
anteriorni roz$ifeni je povazovano za dikaz inkorporace R2 pupenu do predni ¢asti M1
(Prochazka et al, 2010), kterd byla popsana jiz dfive podle morfologickych dat
(Peterkova et al., 2006).

9.2.1. Vyvoj nadpocetného tvarového zubu u Sprouty mysi

V priibéhu mysi odontogeneze jsou kratkodobé patrné dvé rudimentarni zubni
primordia struktury v tvafové zubni oblasti horni i dolni Celisti. Jejich autonomni vyvoj je
postupn¢ zastaven pred zacatkem tvorby poharku prvniho molaru. Oba rudimenty jsou
dobfe rozpoznatelné od stddia ED12,5 (Lesot et al., 1996; Peterkova et al., 1996; 2000;
2002b; 2003; 2006; Viriot et al., 2000), (Obr. 5 a Obr. 11). Na zékladé¢ deskriptivnich
morfologickych nalezli byla vyslovena hypotéza, Zze nadpocetny tvafovy zub u mysich
mutant vznikd autonomnim vyvojem rudimentdrniho zubniho zdékladu, ktery bchem
evoluce mySovitych vymizel z funkéni dentice, protoze byl inkorporovan do predni ¢asti
M1 (Peterkova et al., 1993; Peterkova et al., 2002a). Jednim z cild této disertacni prace
bylo prokazat, Ze pti vzniku nadpocetného tvafového zubu skutecné dochazi

k revitalizaci rudimentarnich zubnich primordii.

Prenatalni studie s kvantitativni analyzou

V ramci disertacni prace jsme se v nasi prvni studii vzniku nadpocetného zubu u
Sprouty mutantnich mysi soustfedili na ulohu R2 rudimentu u Spry2”~ mutantnich mysi
na stadiu ED13,5 (Peterkova et al., 2009). V pozd¢jsi studii jsme se zamétili na tlohu
MS pfi tvorbé nadpocetného zubu a na dal$i poznatky o R2 u Sprouty mySich mutant

v obdobi ED12,5-18,5 (Lagronova-Churava et al., 2013).
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Oba rudimenty jsme podrobné studovali na stadiich ED12,5 a 13,5 u celkem péti
rozdilnych mysich genotypt (WT, Spry2’/', Spry4‘/ , Spry2+/','Spry4‘/ “a Spry2’/ ‘;Spry4’/ .
Morfologicka data potvrdila viditelné zvétSeni (revitalizaci) rudimenti MS a R2 u vSech
mutantnich genotypti mysi oproti WT mySim na ranych stadiich, a vyvoj nadpocetného
zubu v misté¢ rudimentll na starSich stadiich. Kromé morfologie a velikosti rudimentt
byly patrné zmény také v zékladnich morfogenetickych procesech, v proliferaci a

apoptoze.

Apoptdzu Ize na histologickych fezech jednoduse odhalit pomoci morfologickych
kritérii (Tureckova et al., 1996) nebo imunodetekei (Shigemura et al., 1999). Apoptdza
v zubnim epitelu hraje jednu z kli¢ovych roli pfi fyziologické tvorbé diastemové bezzubé
oblasti (Peterkova et al., 2003). U kontrolnich embryi je bunénd smrt specificky
koncentrovana v posteriorni ¢asti horni a dolni diastemové oblasti, kde velké rudimenty
zastavuji svllj vyvoj a nadale pretrvavaji v podobé epitelovych list (Peterkova et al.,
1995; 1996; 1998; Lesot et al., 1996; Viriot et al., 2000). Dalsi vyrazna koncentrace
apoptozy se objevuje pozdéji ve sklovinném uzlu prvniho molaru (Lesot et al., 1996;
Vaahtokari et al., 1996b; Matalova et al., 2004; 2012) a v anteriorni oblasti M1 epitelu od
ED14,5 (Lesot et al., 1996; Viriot et al., 2000), kde ptetrvava az do narozeni (Boran et
al., 2005). Apoptoza je u WT mysi akumulovana pravé v oblastech rudimentii a je tak

zvySena oproti oblasti, kde se vyviji M1 v ED13,5.

Takovou miru akumulace apoptdzy v rudimentech jsme nenalezli u Spry2”
embryi na ED12,5 v MS ani v R2 a na ED13,5 v R2. Vysledky potvrzuji fakt, ze Spry2
protein byl popsan jako reguldtor apoptozy. Oslabeni lidského Spry2 bylo dokonce ptimo

spojeno s antiapoptotickou funkci v krevnim séru (Edwin and Patel, 2008).

Nicméné se zda, Ze tato antiapoptoticka funkce je Casové a mistné omezena,
jelikoz v MS rudimentu byla vnasi studii na stddiu ED13,5 jiz nalezena klasicka

akumulace apoptozy u Spry2”” mysi jako tomu je u WT mysi.

Prostorovéa distribuce mitotickych bunék je dokumentovana na 3D rekonstrukcich
v priabéhu ¢asného vyvoje M1 (Jernvall et al., 1994; Lesot et al., 1996; Shigemura et al.,
1999). Kvantitativni hodnoceni cetnosti délicich se bunck je popsdno na rtznych
prenatalnich stadiich in vivo (Osman and Ruch, 1975; Nso et al., 1992; Lesot et al.,
1999) a in vitro (Ahmad and Ruch, 1987). Bunky jsou detekovany Tritio-thyamidem
(Osman and Ruch, 1975), prostfednictvim imunodetekce latkou BrdU (Vaahtokari et al.,
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1991; Casasco et al., 1989; Lisi et al., 2003; Obara and Lesot, 2007) nebo latkou PCNA
(proliferating cell mitotic antigen) (Setkova et al., 2006). Buiikky v mit6ze se daji nalézt
jednoduchym zptisobem na rutinnich histologickych fezech (Lesot et al., 1996) podle
ptesnych morfologickych kritérii (Elalfy and Leblond, 1987).

Mitotické bunky jsou distribuovany po celém zubnim epitelu mandibularni
tvafové oblasti na ED12,5 (Viriot et al., 1997). Na stadiu ED13,5 se bunécné déleni
zastavuje ve dvou oddélenych (BrdU negativnich) oblastech. Prvni lezi v nejvice
anteriorni ¢asti zubniho epitelu a druha na vrcholu zubniho pupenu (Shigemura et al.,
1999). V porovnani s dneSnimi daty by se dalo fici, ze anteriorni a posteriorni BrdU

negativni oblast popsand Shigemurou (1999) koresponduje s MS a R2 rudimenty.

Béhem vyvoje premolarovych rudimentarnich zubnich primordii nebyla doposud
proliferace hodnocena ani u kontrolnich ani u mutantnich mysi. Pfi kvantitativni analyze
v nasi studii jsme u kontrolnich WT mysi skute¢né€ nasli snizeny mitoticky index v MS a
R2 rudimentu v porovnani s mitotickym indexem nalezenym ve vyvijejici se M1 oblasti.
U Sprij‘/ " mys$i byl mitoticky index stejny v rudimentech i v oblasti M1 a srovnatelny
(bez signifikantniho rozdilu) s oblasti M1 u kontrolnich embryi na stadiich ED12,5 i
13,5.

Ocekavali jsme, Ze hodnoty apoptdzy a mitézy budou u Spry4” embryi podobné
hodnotim nalezenym u Spry2” embryi. Avsak hodnoty mitotického indexu v MS
(ED12,5) a R2 (ED13,5) u Spry4” embryi se vyrazné nelisily od hodnot zjiiténych u
kontrolnich my3i a byly signifikantn& niz3i nez u Spry2”" embryi (Obr. 17).

Takové rozdily mezi Spry2” a Spry4” mezi hodnotami mitotického indexu
souCasn¢ se zvétSenim zubniho epitelu MS rudimentu na EDI12,5 naznacovaly, Ze
revitalizace a zvyeny rGst MS rudimentu u Spry4” my$i musel zapogit jesté pied
EDI12,5, kde byl pupen MS uZz signifikantné¢ zvétSeny. Zaroven byla nalezena
signifikantné snizend apoptéza vR2 a M1 regionu na stadiu ED13,5 v porovnani
s kontrolnimi embryi (Obr. 17). Nedostatek apoptdzy v R2 regionu tak mohl napomahat
MS/R2 poharku vyrist v nadpocetny zub u Spry4”” embryi.

Z hlediska kvantitativni analyzy vysledky DKO mutantnich mys$i pfinesly
zajimavé poznani. Embrya se tfemi postizenymi alelami Spry gent se chovala témér ve
viech parametrech podobné& jako Spry4”” mutantni embrya, zatimco pii ztraté i posledni

funkéni Spry2 alely piejala embrya chovani Spry2”” mutantnich embryi. Jedinou
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vyjimkou byla zvySena proliferace v MS rudimentu na stddiu ED13,5 u obou DKO
skupin embryi, kterd mohla zapfi€init vznik ne jednoho, ale dvou nadpocetnych zubt

v jejich tvarové oblasti (Obr. 20, Obr. 21).

Shh exprese

Kromé¢ ocekavané exprese Shh ve sklovinném uzlu M1 na stadiu ED14,5 (Jernvall
et al., 1994; Iseki et al., 1996; Koyama et al., 1996) je prokdzana také existence Shh
exprese na rangjSich stadiich EDI12,5 a 13,5 vsignalnich centrech rudimentarniho
zubniho epitelu v incisorové oblasti (Hovorakova et al., 2011), v zanikajicich malych
rudimentech predni diastemy v maxile (Keranen et al., 1999), i v oblasti velkych

premoldrovych rudimenti v mandibule (Prochazka et al., 2010).

U kontrolnich mysi jsou v tvafové oblasti mandibuly tfi postupné se objevujici
Shh expresni domény oddélené negativnimi intervaly — tj. stadii vyvoje, kdy se v této
oblasti neobjevila zadna Shh expresni doména (Prochazka et al., 2010). Nase disertacni
studie ukazala, Ze u sledovanych Spry2” a Spry4” mysi se viechny tfi expresni domény

objevily také, ale exprese byla prodlouzena a caste¢né pretrvavala i na stadiich, kdy u

v e

Shh exprese mize byt nepfimo ovlivnéna Sprouty geny, coz vyplyva i z hypotézy
o uloze Fgf, které zvysuji Shh expresi a zaroven jsou inhibovany Sprouty geny (Klein et

al., 2006).

Shh hraje velmi dualezitou tlohu pravé pii morfogenezi zubnich primordii
(Dassule et al., 2000). Zajimavé je, Ze se potvrdilo, ze stejné jako ztrata funkce Shh, tak i
jeho nadbytek plsobi pokles proliferace buné¢k a v obou piipadech se zubni vyvoj
funkcénich zubt zastavi na stddiu pupenu (Cobourne et al., 2001; Cobourne et al., 2009;
Ohazama et al., 2009). Zda se, ze spravna regulace Shh signalizace je nesmirné dilezita
pro udrzeni homeostaze bun¢k v pribehu odontogeneze (Cobourne et al., 2009). Navic

Shh se zda byt inhibitorem tvorby hrbolkového vzoru molart (Harjunmaa et al., 2012).

Literarni udaje naznacuji, ze Shh miize za normalnich okolnosti spolupracovat pfi
snizeni proliferace v misté sklovinného uzlu a Fgf maze podporovat proliferaci bunék
v okolnich oblastech zubniho epitelu a tim vyvolat transformaci pupene v poharek

(Jernvall et al., 1994; Jernvall et al., 1998; Vaahtokari et al., 1996a).
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Z nasich vysledki mizeme odvodit hypotézu, Zze nadbytecna (déle trvajici) Shh
exprese a zaroven zvySena funkce Fgf v rudimentarnich pupenech u Spry4 mutantnich
my$i by mohla vést ke stimulaci pierodu pupenu v poharek nadpocetného zubu, ktery se
objevil o den dfive, nez zacal vyvoj poharku M1 — tedy jiz na stadiu ED13,5 (Obr. 13).
Zvysena exprese Shh byla viak zaznamenéna i u Spry2” embryi, kde k tvorb& &asného
poharku nedochdzi. Z toho vyplyva otdzka o Casovani plisobeni Spry2 a Spry4 genu
v pribéhu ¢asné odontogeneze. Data této disertacni studie naznacuji, Zze ztrata genu
Spry4 se projevuje diive - jiz pred ED12,5 a souvisi se zvétSenim MS rudimentu
(ED12,5) a vznikem c¢asného poharku nadpocetného zubu (ED13,5) tvofenym obéma
rudimenty MS a R2 (Obr. 13). Nicméné Spry4 gen se zdal mit minimalni vliv na rast
nadpo&etného zubniho primordia na pozd&jsich stadiich. U vétsiny Spry4” mysi totiz
doslo beéhem pozdéjstho prenatdlniho vyvoje k degradaci vyvinutého poharku
nadpocCetného zubu a vyslednému malému procentu funkcénich nadpocetnych zubi

v dospélosti (Obr. 16, viz 8.2.4).

Ztrata genu Spry2 byla také spojena se vznikem nadpocetného zubu. Ten vznikl
sice 0 den aZ dva dny pozdg&ji, ale jeho preZivani bylo vy$si neZ u Spry4” mutant.
Chybéni Spry2 genu tedy podporovalo vyvoj nadpocetného zubu i béhem pozd¢jsich
stadii prenatdlniho vyvoje. Nedochéazelo pak v takové mife k degradaci nadpocetnych
zubnich primordii. Vysledkem bylo mnohem vys$i procento nadpocetnych zubi

v dospé&lé dentici Spry2” mysi nez u Spry4” mysi.

Je znamo, ze Spry2 gen pulisobi v zubnim epitelu zatimco Spry4 v zubnim
mesenchymu (Klein et al., 2006). Proto jsme navrhli hypotézu, ze pravé toto tkanove
odlisné pusobeni Sprouty geni ma za nasledek odliSnosti v revitalizaci rudimentarnich

pupentl a ve vzniku a pieziti nadpocetnych zubii u Spry mutantnich mysi.

Pii porovnani vyvoje Spry mutantnich mysi s Tabby mySmi jsme zaznamenali
urcitou podobnost z hlediska morfologie nadpocetného zubu a asymetrie rudimentarnich
pupenii mezi Spry4”” a Tabby my$mi. Morfologie Gasnych stadii zubii u Tabby mysi
naznacuje nepritomnost nebo opozdéni vyvoje R2 rudimentu, misto né¢hoz se objevuji
v pfedni ¢asti zubniho epitelu dva zfetelné epitelové valy. Nadpocetny zub Tabby mysi
vznika pozd¢ji z lingudlniho valu a jeho tvar na 3D rekonstrukcich je velmi podobny
nadpodetnému zubu Spry4” mysi (Obr. 22). U Spry4” mysi jsme zaznamenali
revitalizaci MS a R2 rudimentu ve chvili, kdy se jesté nezacal tvofit poharek M1 a tim

padem se zrudimentll vytvofil samostatny nadpocetny zub. U Tabby mysi se mohl
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nadpocetny zub vytvofit také z obou téchto rudimentli ne diky revitalizaci, ale diky
opozdénému vyvoji R2, ktery se nestacil pfipojit k M1 béhem kritické periody vyvoje.
Nadpocetny zub u Tabby mys$i je vysledné mensi a vyrazn€ ovlivituje velikost a
hrbolkové uspofddani nasledujicich zubli (Kristenova et al., 2002; Kristenova-

Cermakova et al., 2002; Peterkova et al., 2002a).

Tyto vysledky o ucasti rudimentarnich (premolarovych) zubnich primordii pfi
vyvoji nadpocetného tvarového zubu v mysi mandibule byly potvrzeny dal§imi studiemi
u jinych mys$ich mutant (Ohazama et al., 2009; Cobourne and Sharpe, 2010; Ahn et al.,
2010; Porntaveetus et al., 2012).

9.3. Evolu¢né-vyvojové aspekty

Od fosilnich hlodavct az k moderni ¢eledi mySoviti miize byt sledovano postupné
vytraceni premolarti z jejich tvafové dentice. Clenové kmenové linie hlodavet z ¢asnych
tietihor (Eurymylidae) méli stale piitomny dva az tfi premolary z ptivodnich ¢tyft, které se
nachazeji v neredukovaném zubnim vzorci savcl. Zaroven jejich M1 mé velmi
jednoduchy hrbolkovy vzorec bez ptitomnosti anteroconidu (Meng et al., 2003; Meng et
al., 2005). Pozdé&ji v evoluci hlodavct doslo ke ztraté¢ dalSiho premolaru a pii oddéleni
podiadu mysSovci byly jiz vSechny premolary redukované, a ve funkcni dentici se viibec

neobjevovaly (Obr. 26).

Nicmén¢ zaklady nékterych premolara se nevytratily Gplné, ale ziistaly v podobé
velkych rudimentarnich pupenti v embryonalni Celisti (Peterkova et al., 1996; 2000;
2002b; Viriot et al., 2002). Jiz je experimentalné dokdzano, Ze v mysi mandibule byly
oba tyto rudimentarni pupeny ¢astecné inkorporovany do pfedni stény M1 primordia na
stadiu poharku (Prochazka et al., 2010; Ahn et al., 2010). Tato data potvrzuji klasickou
hypotézu, Ze material z premolari ztracenych v evoluci, mize byt pouzit na tvorbu
komplexnéjsiho prvniho molaru, kterd byla navrzena jiz pted vice nez 100 lety (Adloff,
1898) a byla podpofena jednak morfologickymi (Peterkova, 1983; Peterkova et al.,
2002b; 2005) a jednak paleontologickymi (Viriot et al., 2002) daty.
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Rhombomylus Sciurus Muscardinus Spry4” WT  Microtus
turpanensis T wvulgaris avellanarnus Mus musculus arvalis

Obr. 26: Schéma vytraceni premolari béhem evoluce mySovitych.

Postupné mizejici premolarova dentice u riznych fosilnich druhti hlodavct se znovu objevuje

v dentici Spry4” mysi (v $edém ramecku). Schéma také znazoriiuje hrbolkové uspofadani molari
v denticich s pfitomnymi nebo vytracenymi premolary. Skalova tsecka u kazdého druhu
ptedstavuje lem. (Lagronova-Churava et al., 2013)

Mira inkorporace rudimentd do M1 primordia u normalnich mysi, nebo jejich
nevClenéni do M1 a samostatny vyvoj v podobé nadpocetného zubu u mutantnich mysi,
se muze odrazet ve velikosti a morfologickém usporadani predni ¢asti M1 (anterokonidu)

u laboratornich mysi (Peterkova, 1983; Peterkova et al., 1995; 2006) i u divoce zijicich
mys$i (Renaud et al., 2011).

Proto jsme sledovali také dopad vyvoje nadpocetného zubu na tvorbu M1 u Spry
mutantnich mysi. U jinych mySich kmeni byl vliv nadpocetného zubu na tvar a velikost
M1 jiz popsan (Gruneberg, 1965; Sofaer, 1969; Kristenova et al., 2002; Tucker et al.,
2004). Mirné zkraceni ptredni oblasti M1 bez vyrazného ubyvani hrbolkil je popsano u
Spry2” mysi (Klein et al., 2006). Fize dvou molard M1 s M2 v disledku vzniku
nadpocetného zubu se vyskytuje u Lrp4” a Wise mysi (Ohazama et al., 2008; Haara et

al., 2012). Téméf oddeleny predni hrbolek spole¢né s medidlni nebo bukalni liStou
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propojujici hrbolky byly popsany u K14-Eda mysi (Kangas et al., 2004) a Ectodin” mysi
(Kassai et al., 2005; Ahn et al., 2010).

Diive popsané frekvence nadpocetnych zubii u Spry2” a Spry4” dospélych
mutant (Klein et al., 2006) nesouhlasi s frekvenci vyskytu nadpocetného zubu u
dospélych mysi v nasi studii. Rozdil je pravdépodobné zplisoben zpétnym nakiizenim
mutantnich mysi s CD1 kmenem outbrednich mysi, diky ¢emuz mohlo byt mirn€ oziveno
genetické pozadi. Nicméné i pfes nizkou frekvenci funkcnich nadpocetnych zubl v
dospélosti jsme zaznamenali iniciaci vyvoje nadpocetného zubu u 100% Spry
mutovanych embryi. Proto jsme sledovali vliv revitalizace premolarovych rudimentt
zarodkil zubll v pocatecnich stadiich vyvoje nadpocetného zubu na vysledny vzhled M1 u
dospé€lcti, u kterych se nadpocetny zub nevyskytoval, protoze byl jiz v zarodku
degradovan. M1 byl stejné jako cely zubni blok vyrazn& zmensen u Spry2” i Spry4”
mys$i. Zajimavé bylo, ze anteroconid-trigonidovy komplex nebyl co do délky postizen a
nelisil se od M1 kontrolnich embryi. Co se ale lisilo, byla hrbolkova komplexita prvniho
molaru. Data ukézala, ze 1 u WT mysi se objevila zvySend komplexita (nadpocetny
hrbolek — C+) u 30% jedincti. Coz také potvrzuje fakt, ze anteroconid-trigonidovy
komplex je u soucasnych mysSovitych jeSté evolu¢né nestabilni (Boran et al., 2005).
Nicméné zvysena komplexita se projevila u vice nez 40% Spry2” jedincti a pouze u
necelych 7% Spry4” jedincii. Zbytek jedinct WT a Spry2”” mél hrbolkovou komplexitu
M1 normélni (CO), ale M1 Spry2” mysi byly vyrazné zmensené. Oproti tomu Spry4”
s molarovou komplexitou CO mély M1 vyrazné zvétSeny; zmenSené byly pouze ty
molary, které spadaly do molarové komplexity C-, tedy s menSim poctem hrbolkd.
Komplexitu C- vykazovalo vice jak 30% Spry4” jedincii, ale zadna z WT nebo Spry2™”
mys$i. Tato data dokazuji vyrazny vliv revitalizace rudimentarnich primordii na velikost a
tvar prvniho molaru. D4 se usuzovat, Zze u Spry mutant dochazi bud’ k ptijeti zvétSeného
revitalizovaného pupenu do pfedni ¢asti M1, nebo k nepfijeti rudimentu, ktery si udrzel

autonomii diky revitalizaci.

Vysledky disertace tedy podpofily hypotézu o variabilité tvaru a velikosti M1
v zavislosti na stupni inkorporace rudimentarnich struktur (Peterkova, 1983; Renaud et
al., 2011), ktera byla také popsana u Tabby mysi (Kristenova et al., 2002; Kristenova-
Cermakova et al., 2002; Peterkova et al., 2002a) a na specidlnim mySim endemitu

z Korsiky (Renaud et al., 2011).
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Krom¢ stupné inkorporace nebo autonomniho vyvoje jednotlivych zubnich
rudimentii mize hrat také vyznamnou roli Cas nastupu jejich revitalizace.
Predpokladame, Ze u Spry4”” embryi se objevila velmi asna revitalizace MS a R2, které
se pravdépodobné spojily vjeden poharek, ktery brzy zanikl nebo se jesté stihl
inkorporovat do M1 a prodlouzil tak jeho anteroconid-trigonidovy komplex v ramci CO
komplexity. U Spry2”" zapocala revitalizace spiSe pozdgji a zasahla tak vice R2 rudiment,

ktery mél jiz dostatek sily na osamostatnéni nebo tvorbu nadpocetného hrbolku M1.

Dalsim pfipadem pak je situace u Spry2”; Spry4” embryi, kde se osamostatnil

jak MS rudiment, tak R2 rudiment a daly vzniknout dvéma nadpocetnym poharktim.

Z vyse zminéného by se dalo usuzovat, ze pokud dojde k narusSeni rovnovahy
regulatorovych gent, premolary ztracené v evoluci se mohou znovu objevit v podobé

nadpocetnych zubt.

9.4. Antropologicky prinos

Lidska dentice, jak uz bylo feceno vyse, je co do poctu zubii redukovana oproti
predpokladanému vychozimu vzorci savei dentice.(Stock et al, 1997). Misto ptivodnich
tiech fezakl se u lidi normalné vyskytuji dva a misto Ctyf ttenovych zubi také pouze dva
v jednom celistnim kvadrantu. V soucasné populaci jsme dokonce svédky mozné dalsi
redukce dentice, kterd se tyka tetiho molaru, jehoz chybéni se vyskytuje az ve 25%

(Rozkovcova et al., 2004; Fleishmanova et al., 2008).

Jak vyplyva z vysledkii nasi prdce na mySim modelu, rudimentarni primordia
zubll vymizelych béhem evoluce mohou revitalizovat a vytvofit nadpocetny zub.
Vysledky disertacni prace tak podporuji teorii atavismu, kterd mluvi o nadpocetném zubu
i v lidské dentici jako o atavismu s moznosti navratu v zubni evoluci (Smith, 1969). V
lidské dentici se nadpocetny zub nejcasteji objevuje v horni Celisti v fezakové a v dolni
Celisti v premoléarové oblasti (Kawashita et Saito, 2010; Galluccio et al., 2012), coz jsou

pravé mista, kde byly zuby redukovany béhem evoluce.

vvvvv

zubnich primordii redukovanych zubt. Zjistili jsme, ze poSkozeni genii Spry u mysi ma
za nasledek zmény v bunécné proliferaci a apoptéze vedouci k revitalizaci primordii
potlacenych zubti, které se objevuji jako nadpocetné¢ zuby v oblasti fezakové i oblasti

tvarove.
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V dalsi casti se tato prace zabyva srovnanim vyvoje zubii u Tabby mysi, u kterych
se vyskytuje zarovenn hypodoncie i hyperodoncie, a jejich fenotyp se podoba lidskému

syndromu hypohidrotické ektodermalni dysplazii (Ferguson et al., 1997).

Spry i Tabby mutantni mysi, pouzité pro tuto disertacni praci, predstavuji tedy
zviteci modely vhodné pro studium vzniku hypo- i hyperodoncie, a také pro studium

vrozenych syndromt vyskytujicich se u ¢lovéka.

Studium regula¢nich mechanismi vzniku zubli na zdkladé revitalizace
rudimentarnich zubnich primordii u myS$i mlze pomoci pii objasiiovani nékterych
vyvojovych vad lidské dentice a ptindsi cenné poznatky pro vyvoj metod biologickych

zubnich nahrad u ¢lovéka.
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10.

Zavéry

Byl porovnan ¢asny vyvoj rudimentarnich (premoldrovych) zubnich primordii a
prvniho molaru u Spry2”" a Spry4”” mysi a u mysi kontrolnich (WT). Pfi vzniku
nadpo&etného tvatového zubu u Spry2” i Spry4” mysi doslo k revitalizaci
rudimentarnich zubnich primordii, ktera ptispivaji k jeho vzniku. Revitalizace
byla spojena se zvySenim proliferace a/nebo snizenim apoptdzy a s prodlouzenim

exprese Shh genu v zubnim epitelu.

Byla popsana morfogeneze nadpocetného zubu u DKO mysi s chybénim obou
gentl Spry2 a 4 (Spry2”:Spry4”) a porovnana se vznikem nadpo&etného zubu u
Spry2”" nebo Spry4” mysi. DKO Spry mutantni mysi nejsou Zivotaschopné,
nicméné prenatalné se pied jejich prvnim dolnim molarem objevuji dva malé
nadpocetné zubni poharky. Vysledky naznacuji, ze v tomto ptipad¢ dochazi k
osamostatnéni a autonomnimu vyvoji obou rudimentarnich pupeni MS a R2 za

vzniku dvou nadpocetnych zubnich primordii.

Zvyseni proliferace a/nebo snizeni apoptoézy provazely také vznik zdvojeného
fezaku u mysi Spry2* :Spry4”. Celkovy objem dentélniho epitelu se viak nelisil
oproti WT myS$im. U mutantnich mysi se vSak od stddia ED13,5 zacala tvofit
epitelova prepazka uvnitt sklovinného organu. Ke zdvojeni fezaku tedy doslo
roz€lenénim stavajicitho sklovinného orgénu, v némz misto jedné zubni papily

vznikly papily dvé.

Byl porovnan vyvoj tvafové dentice s nadpoletnym zubem u Spry2” a Spry4”
myS$i a u Tabby mutantnich mys$i. Vyvoj nadpocetného zubu u Tabby mysi se
podoba vyvoji nadpoetného zubu u Spry4” mysi, jehoz vznik je spojen

predevsim s revitalizaci MS rudimentu.

Vysledky disertacni prace potvrdily, Ze pri vyvoji nadpocetnych zubi u

mutantnich mysi se uplatiiuje revitalizace rudimentarnich primordii zubi

potlacenych béhem evoluce.
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12.

Seznam priloh

. Hodnoty kvantitativni analyzy naméfené a vypoctené u jednotlivych sérii u

embryi WT, Spry2” a Spry4” staii ED 12,5 a 13,5.

Hodnoty kvantitativni analyzy naméfené a vypoctené u jednotlivych sérii u

embryi Spry2"”; Spry4” a Spry2”; Spry4” staii ED 12,5 a 13,5.

Hodnoty kvantitativni analyzy naméfené a vypoctené u jednotlivych sérii u

embryi Spry2"”; Spry4”a WT stafi ED 12,5; 13,5 1 (lehké); 13,5 t (t87ké) a 14,5.
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