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1 Summary

1.1 Aortic arches development in the course of Pelobates
fuscus metamorphosis

Larval development of Spade-foot Toad Pelobates fuscus (Amphibia, Anura) is
modified compared to tetrapod ancestors. However, it is still possible from its me-
tamorphosis to reconstruct changes, which have occurred during the transition of
vertebrates onto the dry land. Transformations of aortic arches during the me-
tamorphosis have been studied by the corrosion casting of the vascular system
with Mercox. Corrosion casts weresubsequently studied with a scanning electron
microscope.

Aim of this study is to compare development of aortic arches of Pelobates fuscus
with other anuran species and contribute to the findings about the transformation
of the aortic arches during the transition of the vertebrates onto the dry land.

Aortic arches, which in larval period supply the gills, are considerably transformed
due to the reduction of the gills and transition on the breathing of atmospheric
oxygen. Aortic arches are in Pelobates suddenly transformed after a long period
of gradual preparation and reduction of gill blood vessels. Among main changes
occuring during the metamorphosis, belong disappearance of ductus Botalli, which
cause the direct shunting of the blood to the lungs and skin. Further ductus caro-
ticus is reduced. Also the fifth aortic arch disappears as it looses its function and
yield to the developing breathing muscle of the adult frog. The fourth aortic arch
becomes the main blood stem for the body, as it is the only arch not loosing con-
nection to the dorsal aorta. Lungs of Pelobates are well developed even in stages
when they do not participate on the air breathing.

It is probable that vertebrates were already preadapted to the transition onto the
dry land and have i.e. lungs well developed. Therefore we assume that the final
transformation occurred relatively fast as in the course of Pelobates metamorpho-
sis. It is supposed that the branching pattern of the aortic arches of permanently
water-dwelling piscine ancestors and of primitive tetrapods capable of spending
longer periods on land, had been similar as in the Pelobates premetamorphic or
metamorphosing larvae. Their ductus caroticus and ductus Botalli were not in-
terrupted, the fifth aortic arch was still complete and these structures have reduced
after the longer period spends on the dry land.

1.2 Influence of Sonic hedgehog (Shh) onto the blood ves-
sel development in the branchial arches region

Branchial arches region and its blood vessels are extensively transformed in the
embryonic development. Aim of this study is to investigate mechanisms of the
branchial arches region development and to study which way a morphogen Sonic
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hedgehog (Shh) participate on the formation and remodeling of branchial arches
and their blood vessels. Influence of Shh was evaluated based on the changes caused
by its inhibition n vivo. Shh function was inhibited with an anti-Shh antibody,
which was produced to the embryo from the applied hybridoma cells. Shh signaling
cascade was also inhibited by cyclopamine.

Results show that Shh is important for de novo formation of the blood vessels in
the branchial arches region. Further Shh is necessary for stabilization of the vessel
wall, mainly for anterior cardinal vein. Shh also affects later vessel development
and transformation, which includes i.e. fusion of the dorsal aorta, branching of
the internal carotid artery and outflow tract development. Short time inhibition
of Shh has minor effect on the apoptosis and proliferation activity of the branchial
arches region mesenchymal cells. We assume that Shh signals directly to the blood
vessels endothelial cells, as Shh receptor ptcl is also expressed in endothelial cells
and its signal is reduced with Shh inhibition. In studied stages Shh does not affect
distribution of the smooth muscle cells in the vessel wall or the expression of the
vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR). Morphogen Shh is therefore
one of the important factors, which affect not only formation of luminized vessels,
but also their stability and remodeling in the region of branchial arches.
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2 Souhrn

2.1 Vyvoj aortalnich oblouka u Pelobates fuscus

Ackoliv je larvalni vyvoj Pelobates fuscus (Amphibia, Anura) modifikovan oproti
situaci rybich predki tetrapod, je mozné studiem metamorfézy Pelobates rekon-
struovat zmény, které se odehraly pfi prechodu obratlovci na sous. Prestavbu
aortalnich obloukt v pribéhu metamorfézy Pelobates fuscus jsme studovali po-
moci metody korozivniho nastiiku cévniho systému Mercoxem a jeho pozorovanim
elektronovym rastrovacim mikroskopem. Cilem bylo porovnat vysledky s nalezy u
dalsich druhii a prispét k souboru poznatkti o prestavbé aortalnich oblouki pri
prechodu obratlovcl na sous.

Aortéalni oblouky, které v larvalnich stadiich zasobuji zabry krvi, se spolu se zani-
kem zaber a prechodem na dychani vzdusného kysliku, radikalné transformuji. Tato
transformace je u Pelobates velmi rychla a pfedchazi ji dlouha doba postupné pii-
pravy a pozvolné redukce zabernich cév. Transformace aortalnich oblouki zahrnuje
zanik ductus Botalli, ktery umozni ptimé vedeni krve do plic a kiize. Dale zanika
také ductus caroticus a tim i piimé zasobovani hlavy a krku. V pribéhu metamor-
fozy také zanika V. aortalni oblouk, ktery ztratil svoji ptivodni funkci a ustupuje
vznikajicimu dychacimu svalu dospélych zab. Hlavnim kmenem pro rozvod krve
do téla se tak stava IV. aortalni oblouk, ktery jako jediny neztraci napojeni na
aorta dorsalis. U Pelobates se vyvijeji plice a jejich cévy jesté ve stadiich, kdy
plice neslouzi k dychani vzdusného kysliku.

Je pravdépodobné, Ze obratlovci pti prechodu na sous jiz byli na zménu dychani
pfipraveni (méli napf. vytvorené plice) a vlastni zména dychéani tak probéhla po-
mérné rychle, podobné jako pfi metamorféze Pelobates. Zptisob vétveni aortalnich
oblouk® u vodnich rybich predkt tetrapod, jejich pfechodnych forem, které ob-
¢as vodu opoustély a ptivodnich tetrapod, ktefi mohli zit delsi dobu na sousi byl
pravdépodobné podobny jako u larev Pelobates v pribéhu metamorfézy. Ductus
Botalli, ductus caroticus a V. aortalni oblouk byly u nich pravdépodobné vytvo-
feny a k jejich redukci doslo az pri dlouhodobéjsimu pobytu na sousi.

2.2 Vliv Sonic hedgehog na vyvoj cév Zaberni oblasti

Zabeni oblast a jeji cévy prochdzi v embryondlnim vyvoji rozsdhlou prestavbou,
ktera odrazi také jeji fylogeneticky vyvoj. Studovali jsme mechanismy vyvoje za-
berni oblasti, abychom zjistili, jak se zndmy morfogen Sonic hedgehog (Shh) podili
na formovani a prestavbé této oblasti a jejich cév. Vyznam Shh pro vyvoj zaberni
oblasti jsme posuzovali podle zmén, které vyvolala jeho inhibice. Funkci Shh jsme
u ptacich embryi kratkodobé inhibovali pomoci anti-Shh protilatky produkované
do embrya in vivo hybridomovymi burikami 5E1; déle jsme Shh signalni kaskadu
inhibovali pomoci cyclopaminu.
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Vysledky ukazuji, ze Shh je nutny pro tvorbu de novo vznikajicich cév v oblasti
zabernich oblouki; dale také pro stabilitu cévni stény, hlavné u vena cardinalis
anterior. Shh ovliviiuje i dalsi vyvoj a prestavbu cév, jakou je napriklad fize aorta
dorsalis, vétveni arteria carotis interna a vyvoj vytokového traktu srdecniho.

Shh nema pri kratkodobé inhibici vliv na proliferac¢ni aktivitu a apoptézu v me-
senchymu zaberni oblasti. Domnivame se, ze Shh ovliviiuje endotel krevnich cév
pfimo, protoZe jeho receptor ptcl je exprimovan v endotelovych bunkach a pii
inhibici Shh exprese ptc1 klesa. Zjistili jsme, ze Shh neovliviiuje distribuci hlad-
kych svalovych bunék ve sténé cév a neovliviiuje ani expresi receptoru ristového
faktoru krevnich cév (VEGFR2). Morfogen Shh je tedy jednim z faktort, ktery
ovliviiuje nejen vznik novych cév v zaberni oblasti, ale i jejich stabilitu a nasledny
VYVvoj.
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3 Uvod

Prestavba aortalnich oblouki je zajimavé a tradi¢ni téma vyvojové a evoluc¢ni
biologie. V priibéhu metamorfézy obojzivelniki dochazi v souvislosti se zménou
dychani z zaberniho na plicni k rozsahlé prestavbé zaberniho aparatu a jeho cév
— aortalnich obloukti. Toto obdobi odrazi evoluc¢ni proces prechodu obratlovet na
sous. Také v embryonalnim vyvoji ptacich embryi existuje obdobi, kdy embrya
svoji stavbou pripominaji vyvoj anamniot. Embrya maji vytvofeny zaberni ob-
louky, které prochazeji rozsahlou prestavbou a odrazi tak vyvoj zaber a zabernich
obloukd u ryb a obojzivelnikti. Proto je i prestavba cév v obdobi metamorfézy
obojzivelnikii a embryonalni vyvoj cév ptacich embryi do urcité miry podobny
a odrazi i fylogeneticky vyvoj obratlovci. Pta¢i embrya maji vyznamnou pred-
nost, protoze obdobi celého embryonalniho vyvoje je ve vajicku snadno dostupné,
a je tedy mozné sledovat vyvojové mechanismy cévniho systému na molekularni
urovni.

3.1 Vyvoj aortalnich oblouku v priibéhu metamorfézy Pe-
lobates fuscus

3.1.1 Fylogeneticky vyvoj Zaberni oblasti

Ptechod obratlovcil na sous v devonu pfed 360 miliony let doprovéazela i vyrazna
zmeéna fyziologie a anatomie obratloved. U vodnich predki tetrapodt doslo k vy-
razné zméné dychani. Z dychani kysliku rozpusténého ve vodé pomoci zaber, presli
obratlovci na dychani vzdusného kysliku plicemi. Diky tomu opérny aparat zaber
— zaberni oblouky, zacal prochéazet rozsahlou pfestavbou a ziskal nové funkce. Pfi
prestavbé zabernich obloukt ¢ast jejich kosténych elementi zanikla, redukovala se
nebo se naopak spojila a ziskala novou funkci (Moy-Thomas & Miles, 1971; Jar-
vik, 1980). Prvni Zzaberni oblouk tvofi Celisti, druhy pretrvava ve formé jazylky,
na kterou se upinaji svaly spodiny dutiny tustni a ve formé sluchové kiistky. Dal-
sim zabernim oblouktim se pozastavila osifikace a podileji se na tvorbé hrtanovych
chrupavek. Zaberni $térbiny zanikly s vyjimkou spirakula, tj. prvni Zaberni stér-
biny mezi I. a II. Zabernim obloukem. Zanik zaber doprovazel vznik plic, které se
pretvofily z plynového méchyte devonskych predkt obratlovctl. Cast této trans-
formace lze vysledovat ve fosilnich nalezech, napf. vznik collumela auris (Clack,
1994, 1998; Clack et al. 2003; Brazeau & Ahlberg, 2006). Vétsinu téchto fylogene-
tickych transformaci ale mizeme lépe studovat u larvalnich nebo embryonalnich
stadii soucasnych obratlovet.

Metamorféza obojzivelnikt z vodni larvy (pulce) na vzduch dyjchajici zdbu do ur-
¢ité miry odrazi fylogeneticky proces prechodu obratlovcii na sous. Dochazi k roz-
sahlym zménam prestavby zaberniho aparatu (napf. Rocek 2003). Tuto zménu do-
provazi i prestavba aortalnich oblouki a dalsich mékkych tkani, které neni mozné
studovat z fosilii.
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3.1.2 Vyvoj aortalnich oblouki

Aortéalni oblouky jsou cévy, které prochézi a zasobuji jednotlivé Zaberni oblouky.
Z larvalnich aortalnich obloukt, které jsou preruseny zabrami, se béhem metamor-
fézy stavaji plynulé aortalni oblouky. Cty¥i aortalni oblouky, které zasobuji zabry,
béhem metamorfézy zanikaji a stavaji se soucasti arteria carotis interna, oblouku
aorty a arteria pulmonalis. Obecné se tedy aortalni oblouky, které u larev spise
pripominaji situaci u ryb, zméni do uspoiradani podobné amniotiim a odrazi tak
situaci prechodu obratlovcli na sous.

Vyvojem aortalnich obloukt zab se zabyvalo jen maélo autori. Vétsina praci se
zabyva vyvojem u Xenopus laevis, ktery je béznou laboratorni zabou. Aortalni
oblouky u Xenopus studovali napt. Millard (1945, 1942), Nikitin (1925), Nieukoop
a Faber (1956). Cévni systém Xenopus je ale velmi odlisny od cévniho systému
Pelobates a i ostatnich modernich zab (viz dale). Nékolik dalsich autort (napf.
Strawinski, 1956; Witschi, 1956; De Saint-Aubain, 1985; Magnin, 1959; Lanot,
1962) se zabyvali vyvojem aortalnich obloukt u Rana pfipadné Bufo. Znalosti
o této problematice jsou ale spiSe utrzkovité. Aortalnimi oblouky u dospélé Pe-
lobates se zabyval jen Szarski (1937). Obecné plati, Ze stavba aortalnich oblouk
je lépe prozkoumana u dospélcti. Podrobnéjsi studie o vyvoji aortalnich oblouki
modernich zab v embryogenezi, v larvalnich stadiich a ani béhem metamorfézy
neni zpracovana.

3.2 Vyvoj aortalnich oblouku a dalSich cév zaberni oblasti
u ptacich embryi

3.2.1 Zaberni oblouky

Zaberni oblouky jsou u pta¢iho embrya pouze pfechodnou strukturou vytvofenou
piiblizng mezi stadii 12-26 HH (Hamburger a Hamilton, 1951). Zaberni oblouky
se v embryogenezi zakladaji jako parové vacky, které jsou z lateralni strany ohra-
niceny vychlipkou ektodermu a z medialni strany vychlipkou entodermu travici
trubice. Na vnéjsim povrchu jsou tedy zaberni oblouky pokryty ektodermem, na
vnitini strané entodermem a jejich vlastni hmota vznika z mesenchymovych bunék
neuralni listy a z bunék paraaxidlniho mezodermu. Mezi zabernimi oblouky obou
stran je dutina embryonélniho hltanu (Zaberni dutina). Endotelové buriky a burtiky
pricné pruhovanych svalt vznikaji z paraaxialniho mezodermu. Ostatni tkané za-
bernich oblouk, jako napf. chrupavka a kost, pochézi z neurdlni listy (Evans a
Noden, 2006).

3.2.2 Vyvoj cév zaberni oblasti

Cévy zaberni oblasti prochéazi stejnym vyvojem jako cévy v dalsich ¢astech embrya.
Embryonéalni cévy vznikaji de novo z angioblastti procesem zvanym vaskulogeneze
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(Pardanaud et al., 1989; Christ et al., 1991; Risau a Flamme, 1995). Angioblasty
vznikaji nezavisle v nékolika oblastech paraaxialniho mezodermu (von Kirschhofer
et al., 1994; Pouget et al., 2006) ale i extraembryonalné (Flamme, 1989). Pfedpo-
klada se, ze endotelové bunky vznikaji ze stejného prekurzoru jako krevni buriky,
tzv. hemangioblastu (Pardanaud a Dieterlen-Lievre, 1993).

V Zzaberni oblasti se v mesenchymu okolo pfedni casti stfeva vytvori provazce
angioblastii, ve kterych se postupné vytvoii cévni lumen. Prvni intraembryonalni
cévou je nejprve parova aorta dorsalis. V dalsim vyvoji endotelové bunky téchto
cév proliferuji a vytvareji pupeny, které se nasledné luminizuji. Tento proces vzniku
novych cév z jiz existujicich se nazyvéa angiogeneze (Pardanaud et al., 1989) a je
znam i z dalsich embryonalnich oblasti (Brand-Saberi et al., 1995).

Cévni trubice jsou tvoreny pouze endotelovou vrstvou, ke které se postupné pridava
vrstva hladké svaloviny. Endotelova vystelka cév zaberni oblasti pochéazi z bunék
nesegmentovaného hlavového paraaxialntho mezodermu (Noden a Trainor, 2005;
Evans a Noden, 2006). Hladké svalové butiky pochazi z nékolika riznych zdroju.
Napriklad je znamo, ze hladka svalovina cévni stény v aorta dorsalis pochazi ze
sklerotomu (Wiegreffe et al., 2007), ale pravdépodobné také z myotomu (Esner et
al., 2006). Hladké svalové butiky aortalnich obloukt pochézi z bunék neuralni listy
(Le Lievre a Le Douarin, 1975).

3.2.3 Aortalni oblouky a dalsi cévy Zaberni oblasti

Hlavnimi cévami v oblasti hlavy a zabernich oblouki jsou vytokovy trakt srdecni,
ktery pfimo navazuje na srdce a postupné prechazi do aorta ventralis. Z aorta ven-
tralis odstupuji jednotlivé aortalni oblouky, které prochézi prislusnym zabernim
obloukem. Aortéalni oblouky se pak napojuji na aorta dorsalis. V nami studova-
nych stadiich (15-23 HH) (Hamburger a Hamilton, 1951) vSechny cévy zaberni
oblasti prochazi rozsdhlou prestavbou. Ve stadiu 15 HH kaudalni ¢asti aorta dor-
salis fzuji a tvorl neparovou sestupnou aorta dorsalis a v hlavové oblasti z nich
vznika arteria carotis interna. Kraniadlni pokracovani aorta ventralis po odstupu
aortélnich obloukt tvofi arteria carotis externa. Aortélni oblouky (I-VI) se vytva-
feji postupné a v kranio-kaudalnim gradientu (Hiruma a Hirakow, 1995) od stadia
12 do stadia 23 HH. U ryb a obojzivelnikti vétsina aortalnich obloukt zasobuje
krvi zabry na zabernich obloucich. U amniot zabry zanikly, a proto zaberni i aor-
talni oblouky pfejimaji novou funkci a stavaji se soucasti hlavy krku a krénich a
hlavovych cév.

Prvni, druhy a paty aortalni oblouk zanikaji ptiblizné od stadia 21 HH. TTeti,
¢tvrty a Sesty aortalni oblouk se postupné prestavuji a ziskavaji novou funkci.
Tteti aortalni oblouk se stava soucasti arteria carotis communis a arteria carotis
interna. Ctvrty aortalni oblouk vytvaii arcus aortae. U ptakt pretrvava do dospé-
losti pouze pravy arcus aortae a leva cast ¢tvrtého aortalniho oblouku se podili na
sténé arteria subclavia. Sesty aortalni oblouk tvoii arteria pulmonalis a vede krev
do plic.
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Hlavnimi zilami v oblasti hlavy a zZabernich oblouki jsou parové venae cardinales
anteriores, které vedou krev z hlavy a krku do srdce pres vena cardinalis communis.
Vena cardinalis anterior se vyviji ve stadiu 12 HH a az v pozdnim embryonalnim
obdobi z ni vznika vena cava superior.

3.2.4 Mechanismy vzniku cév

V nasi praci jsme se zabyvali mechanismy, které se podileji na tvorbé a prestavbeé
cév zaberni oblasti. Mechanismy, které ¥idi vznik a vyvoj prvnich embryonalnich
cév, nejsou dosud uplné objasnény, presto ze se jiz dlouho intenzivné studuji.

Jednim z faktort, které kontroluji vyvoj, cév jsou pravdépodobné morfogeny vzni-
kajici v entodermu. Uz jedny z prvnich praci o vyvoji cév ukazaly, Ze entoderm
produkuje signaly, které indukuji vznik cév a angiogennich bunék v okolnim me-
zodermu (Pardanaud et al., 1989). Dalsi pokusy upfestiovaly vliv entodermu na
vyvoj a indukci cév a zjistily, Zze entoderm neni nutny jen na primarni indukci
vznikajicich cév, ale podili se i na spravném formovani endotelovych trubic (Vo-
kes a Krieg, 2002). Mezi prvni intraembryonalni cévy, které se vyviji pod vlivem
entodermu, patii cévy zaberni oblasti.

Pozdéji se u Smo nulovych mysich mutant prokazalo, ze Hedgehog je jednou z mo-
lekul, ktera indukci cév entodermem zprostiedkovava (Byrd et al., 2002). V dalsich
pokusech bylo zjisténo, ze Shh (Sonic hedgehog) je nutny pro fazi aorta dorsalis
(Nagase et al., 2006). V soucasnosti se ukazuje, ze Shh muze indukovat v me-
senchymu okolo cév angiogenni faktory jako VEGF a angiopoietiny (Pola et al.,
2001). Jejich prostfednictvim tak muze Shh ovliviiovat distribuci hladkych svalo-
vych bunék ve sténé cévy, jeji stabilizaci a dalsi vyvoj (van Tuyl et al., 2007). Je
vsak nutné konstatovat, ze mechanismus vlivu Shh na tvorbu cév neni objasnén.
Jednou z cest TeSeni této otazky je sledovat jednotlivé slozky signéalni kaskady Shh
a jejich pfipadnou expresi v angiogennich a endotelovych burkach.

3.2.5 Vliv Shh na vyvoj Zabernich oblouki

Jednou z funkci Shh je i vliv na vyvoj zabernich obloukti. Shh nulové mutantni mysi
maji prvni zaberni oblouk $patné vytvotreny a spojeny ve stiedni ¢afe (Yamagishi
et al., 2006). Druhy a tieti zaberni oblouk je redukovan a étvrty a Sesty Zaberni
oblouk se dokonce viibec nevyviji (Smoak et al., 2005). Podle pozorovani (Ahlgren
a Bronner-Fraser, 1999; Jeong et al., 2004) jsou mesenchymové bunky Zabernich
obloukt stimulovany k proliferaci a chranény od apoptdézy pomoci Shh.

V nasi praci jsme se rozhodli spojit poznatky o vlivu Shh na vyvoj cév a na vyvoj
zaberni oblasti. Vyvinuli jsme metodu, kterou je mozné lokalné inhibovat funkci
Shh a tim i studovat jeho vliv na pozdéjsi vyvoj cév zabernich oblouki, coz neni
mozné u Shh a Smo nulovych mutant.
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3.2.6 Sonic hedgehog

Sonic hedgehog (Shh) je kli¢ovou signalni molekulou embryonalniho vyvoje a mimo
mozaikovitych informaci o jeho ptisobeni na cévy a zaberni oblouky, je spiSe znam
z morfogeneze dalsich organ.

Hedgehog (Hh) jako signalni protein byl objeven u Drosophila melanogaster. Jeho
nulovd mutanta larev Drosophila je pokryta ostrymi vybézky kutikuly a vypada
tedy jako jezek. U obratlovcii byly objeveny tii homology Hedgehog. Prvni dva
Hedgehog proteiny byly pojmenovany po dvou druzich americkych jezkt: Indian
hedgehog (Ihh) a Desert hedgehog (Dhh). Tteti objeveny Sonic hedgehog (Shh)
byl pojmenovan podle popularni postavy z kreslenych americkych seridla (Riddle
et al., 1993).

Sonic hedgehog mé ze vSech t¥i homologi Hh u obratlovct nejvice funkei, z nichz
uvadime jen nékteré. Nejvice je prozkouman jeho vliv na vyvoj ventralni c¢asti
nervové trubice a indukci motoneuront (Roelink et al., 1995; Poh et al., 2002).
Velmi ranou funkci Shh je formovani pravo-levé télni asymetrie. Koordinovany
pohyb cilii v Hensenové uzliku vytvari proud, ktery urci expresi Shh v levé poloviné
téla (Nonaka et al., 2005). Exprese Shh na levé strané aktivuje celou kaskddu
genil, které nakonec uréi pravo-levou asymetrii téla (Rodriguez Esteban et al.,
1999; Yokouchi et al., 1999). Déle je Shh produkovany chordou nutny pro vyvoj
somitil, napriklad indukuje tvorbu chrupavky budoucich obratlit v medialni ¢asti
somitu (Fan a Tessier-Lavigne, 1994; Johnson et al., 1994). Shh je také nutny
pro vytvoreni anterio-posteriorni osy koncetiny. Shh je produkovan na posteriorni
strané koncetinovém pupenu v zéné polarizacéni aktivity (ZPA), kterd zodpovida za
vyvoj a polarizaci kon¢etiny (Saunders a Gasseling, 1963; Tickle et al., 1975; Riddle
et al., 1993). Dalsi dilezitou funkci Shh je Fizeni vyvoje a diferenciace jednotlivych
oddilua stfeva. Nejprve je Shh produkovan v oralni a aboralni ¢asti stfeva, véetné
dutiny zabernich obloukl. S postupujicim vyvojem se obé ¢asti prodluzuji, az je
nakonec Shh produkovan v celém entodermu, i kdyZz v rtzné intenzité (Roberts
et al., 1995). Shh je spoleéné s cévami nutny pro diferenciaci slinivky bfisni ze
zékladu stfeva (Lammert et al., 2001).

Shh je dilezitym morfogenem pii mnoha vyvojovych procesech, a proto pii po-
ruchach jeho signalizace dochézi k Sirokému spektru defekt. Nejvyraznéjsi jsou
poruchy centralniho nervového systému a hlavy. Znamy je naptiklad open brain
syndrom, ktery je letalni a u embryi méa charakteristicky fenotyp. Dalsi poruchou
Shh signalizace je cyklopie, kdy plod méa vytvofeno jen jedno oko, protoze oba o¢ni
zéklady splynuly v medialni care.

Shh jako vyznamny morfogen embryonélniho vyvoje se také uplatnuje v nékte-
rych nadorech. Obecné lze fici, ze nadory souvisi do urc¢ité miry s funkci Shh
v embryonalnim vyvoji. Shh je ¢asty v primarnich naddorech mozku a mozecku
(medulloblastomas) (Corcoran a Scott, 2001). Shh je napiiklad produkovan néa-
dorech travicicho traktu a i pankreatu, kde ma i vliv na cévni zasobeni nadoru
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(Yamazaki et al., 2008). Dale je Shh napfiklad v koznich karcinomech (basal-cell
carcinomas) (Lupi, 2007).

3.2.7 Signalni kaskada Sonic hedgehog

Signalizace Shh a ostatnich Hedgehog (Hh) proteint je slozity proces ovlivnény
fadou faktoru a tedy pristupny zasahiim na mnoha rtznych trovnich. Uvadim zde
jen strucny prehled Hedgehog a také Shh signalni kaskady.

Hh proteiny signalizuji v short-range signalling, to znamené, Ze signal je schopen
se prenést priblizné pies 12 bunék, tedy nékolik desitek mikrometrtt (McMahon et
al., 2003). Protein tvoii ve tkadni strmy gradient, kde nejvétsi koncentrace Shh je
v okoli produkujicich bunék a nejmensi u bunék nejvice vzdalenych.

Gradient vznikd nejen intenzitou produkce Shh, ale i jeho schopnosti pronikat
tkani a jeho odbouravanim z tkané. Pro mechanismus prostupu Hh tkani jsou
pravdépodobné dilezité jeho lipidové modifikace, kdy palmitat a cholesterol jsou
vazany na N a C konec Hh proteinu v pribéhu maturace v sekrecnich vaccich
(McMahon et al., 2003)

Ptesny mechanismus prostupu Hh tkani neni zatim zcela zndm a uvazuje se o né-
kolika variantach. Prvni z nich je transport Hh ve formé multimerti, kdy Shh
vézany v multimeru je 50-krat vykonnéjsi k aktivaci biologické odpovédi (Tian et
al., 2004). Dal$i moznosti je vazba Shh na buiiku a jeho transport tkani pomoci
transcytozy. Posledni moznosti je pohyb volného Shh mezibunéénym prostorem,
vazbou na extraceluldrni matrix a jeho rychla internalizace burikou (Koziel et al.,
2004). Za velmi pravdépodobnou se povazuje také kombinace vSech tii zminénych
moznosti pfenosu Hh (Hooper a Scott, 2005).

Hedgehog (Hh i Shh) se na cilové burice vaze na transmembranovy protein Patched 1
(Ptcl). Ptcl pfi chybéjicim Hh signalu inhibuje aktivitu dalsiho transmembréno-
vého proteinu Smoothened (Smo). Pfesny mechanismus jejich komunikace ale neni
zatim zndm (Chen a Struhl, 1996). V buiice, kterd neni pod vlivem Hh, je Smo
vazan na endozdémy, na které se spolu s nim vaze mnoho dalsich molekul a hlavné
transkripcni faktory Gli 1-3 a rtizné kindzy (Eggenschwiler et al., 2001). Bez pfi-
tomnosti Hh signalu kinazy fosforyluji Gli3 a zatim nezndmym mechanismem vy-
tvari jeho neaktivni, kratsi formu Gli3 represor (Gli3R). Gli3R se jako transkripéni
faktor presouva do jadra a tam blokuje aktivaci cilovych genti Hh kaskady. Alter-
nativni cestou je zadrzovani aktivni formy Gli3 v cytoplasmé a tim znemoznéni
aktivace cilovych gentt (Hooper a Scott, 2005).

Pti ovlivnéni bunky Hh signalem se Hh vaze na Ptcl. Ptcl diky vazbé Hh prestane
blokovat funkci Smo. Smo je aktivovan fosforylaci kindzami, které jsou vazany na
proteinové komplexy, endozémy nebo mikrotubuly. PtibliZeni kindz vazanych na
tyto struktury zamezi tvorbé GliR a naopak tvori aktivni formu Gli, ktera jako
transkripcni faktor jde do jadra a aktivuje pfepis genu cilové odpovédi (Hooper a
Scott, 2005).
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Intenzita Hh kaskady odpovida i intenzité signalu Hh. Hh se uplatiiuje v mnoha
tkanich jako morfogen, jehoz rizné koncentrace vyvolavaji u cilové bunky rtznou
odpovéd. Jednim z mechanismt jimiz Hh aktivuje podle své rizné koncentrace
rizné cilové geny je regulace rovnovahy mezi Gli3 aktivni formou a Gli3 repre-
sorem. Timto zpusobem vznikaji nejméné tii formy signalu: potlaceny, neutralni
a aktivovany, které aktivuji rtiznou paletu cilovych genti (Muller a Basler, 2000).

Jednim z mechanismt regulace Hh odpovédi je regulace exprese ptcl. Ptcl je cilo-
vym genem signalni kaskddy Hh, je vzdy aktivovan a je tedy vybornym markerem
probihajici Hh signalizace. Zvysené mnozstvi Ptcl receptoru pti probihajici Hh sig-
nalizaci tak pozitivni zpétnou vazbou zvysuje miru Hh odpovédi (Marigo a Tabin,
1996).
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4 Cile dizertac¢ni prace

Cilem prace je prispét k objasnéni vyvoje a prestavby cév v oblasti zabernich
obloukii:

e Technikou korozivniho preparatu a elektronové rastrovaci mikroskopie pfi-
spéet k objasnéni vyvoje a transformace jednotlivych aortalnich obloukt u Pe-
lobates fuscus v pribéhu metamorfézy. Tento druh je evolu¢éné zajimavy jako
archetyp v ramci t¥idy Anura. Dil¢im cilem je zjistit do jaké miry si dospélec
uchovava larvalni a evoluc¢né starobylé struktury a jestli se objevuji evolu¢né
nové struktury. Srovnat vyvoj Pelobates a ostatnich obojzivelniki. Dale po-
rovnat tento vyvoj v evolu¢nich souvislostech u dalsich zivocichti s diirazem
na pfechod obratlovcl na sous.

e Metodou kratkodobé inhibice Shh studovat vyznam Sonic hedgehog (Shh)
pro vyvoj aortalnich obloukd a zaberni krajiny ptacich embryi. Zhodnotit
vliv Shh na vznik krevnich cév v zaberni oblasti, na jejich stabilitu a pre-
stavbu. Posoudit vyznam Shh pro prezivani a proliferaci bunék tvotici za-
berni oblouky. Dil¢im cilem je zjistit mechanismus ptisobeni Shh na endotel
a hladkou svalovinu cévni stény, posoudit ptfipadny vliv dalsich morfogent
na formovani a prestavbu cév.
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5 Material a metody

V této kapitole jsou stru¢né popsany modelové organismy a metodické postupy.
Detailni laboratorni protokoly dale uvedenych postupii jsou obsazeny v ptiloze.

5.1 Modelové organismy

Pulci blatnice skvrnité (Pelobates fuscus) byli pouziti ke studiu pfestavby
aortalnich oblouki. Pulci byli chovani v terariich na katedie zoologie PiF UK.
Celkem jsme zpracovali cévni systém 34 exemplaiia ve 13 raznych stadiich (od
stadia 50 NF do stadia 66 NF). Vyvojova stadia pulcii se nejéastéji urcuji podle
klasifikace Nieukoop a Faber (1967) (déle jen NF) pro Xenopus laevis, proto i my
pouzivame tuto klasifikaci. Pti obvyklych teplotach cely proces metamorfézy trva
priblizné 20 dni. K anestezii a usmrceni byl pouzit 0,03% vodny roztok anestetika
pro vodni zivo¢ichy MS 222 (Sigma).

Embrya japonské kiepelky (Coturniz coturniz japonica) byla pouzita jako
experimentalni model pro studium vlivu Shh na vyvoj cév zaberni oblasti. Pro
¢ast studie byla pouzita embrya bilé leghornky(Gallus gallus domesticus, var.
white leghorn). Zdrojem oplozenych kiepelcich vajec byl chov Ustavu zemédélské
vyroby v Uhfinévsi a B&D Farm v Harrah, Oklahoma, USA. Oplozena kufeci
vejce jsme ziskavali z chovu Ustavu molekularni genetiky AV CR v Koléi u Prahy.
Ktepelci i slepi¢i embrya byla inkubovana pii 38,5°C po dobu 23-100 hodin a
vyvojova stadia byla urcovana podle systému stadii, kterd pro bilou leghornku
vypracovali Hamburger a Hamilton (1951).

5.2 Metody pouzité pri studiu Pelobates fuscus
5.2.1 Korozivni nastrik cévniho systému

Metoda korozivniho néasttiku cévniho systému je pomérné nova a pro studium vy-
voje cév zab byla pouzita pouze u Xenopus (Bartel a Lametschwandtner, 2000)
a u Hyla (McIndoe a Smith, 1984a,b). Tyto prace se zabyvaly hlavné vyvojem
cévniho zasobeni zaber, filtracniho aparatu a plic. Vétsina praci o vyvoji aor-
talnich obloukt pouzivala metodu rekonstrukce ze serialnich histologickych fezi,
popripadé systém aortalnich obloukti nastiikavali tusi nebo jinou kontrastni lat-
kou. V této praci pouzivime metodu korozivniho néastiiku smési metylmetakry-
latt — Mercox (Bartel a Lametschwandtner, 2000). Zhotoveny korozivni prepa-
rat je vhodny k pozorovani pomoci elektronového rastrovaciho mikroskopu, ktery
umozni studium vétsich detailti. Pouziti této metody pfi studiu vyvoje vlastnich
aortalnich obloukd u zab i Pelobates fuscus je ojedinélé.
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Pulci Pelobates byli uspéani v 0,03% vodném roztoku anestetika pro vodni Zivoci-
chy MS 222 (Sigma — CgH;3NO, . CH4SO3) a pfipevnéni na preparac¢ni misku. Po-
stupné jsme odpreparovali klizi na ventralni strané téla, svaly a perikard a zpristup-
nili tak srdce. Pod preparacni lupou jsme pripravili uzlik z chirurgické nité okolo
conus arteriosus, vsunuli pomoci mikromanipulatoru sklenénou kapilaru do te-
pajiciho srdce a upevnili ji uzlikem v conus arteriosus. Poté jsme otevreli cévni
systém rozstiizenim obou srdecnich sini a zacali jsme proplachovat fyziologickym
roztokem pro obojzivelniky podle Ringera (6,5g NaCl, 0,14 g KCl a 0,12g CaCl,
na 1000g vody). Po vyplaveni krve z cév jsme zacali aplikovat Mercox. MER-
COX — CL - 2R (Dainippon Ink a Chemicals, Tokyo, Japonsko; Ladd Burlington,
Vermont, USA) je smés metakrylatl, ktera navic obsahuje ¢ervené barvivo. Na
zahajeni polymerizace je nutné tésné pred nastiikem do cévniho systému smichat
Mercox s monomerem metyl metakrylatu v poméru 4:1. Pro pulce Pelobates je
vhodné mnozstvi 4 ml Mercoxu smichané s 1 ml monomeru pfimo v injekéni stii-
kacce. Na 10 ml monomeru se navic pridava 0,625 g iniciatoru — paste MA. Mercox
je velmi vhodny na tvorbu korozivnich preparati cévniho systému, protoze jeho
castice jsou dostatecné drobné a pii polymerizaci jen nepatrné zmensi sviij objem.
Mercox polymerizuje pfi nizké teploté a zachovava svij tvar v KOH i pti pozoro-
vani v elektronovém rastrovacim mikroskopu. Nastiiknutého pulce jsme ponorili
na 24 hodin do 60 °C teplé vodni lazné pro tplné dokonceni polymerizace. Pak jsme
24-48 hodin odstrariovali okolni tkané v 7,5% KOH pii 40°C. U metamorfujicich
a dospélych Zab je jesté vhodné provést dekalcifikaci kostnich tkani v 5% kyseliné
mravenc¢i po dobu 5-15 minut. Timto postupem jsme ziskali korozivni preparat
(pfesny odlitek cévniho systému) zbaveny vsech okolnich tkani.

5.2.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Korozivni preparat pulci Pelobates jsme dale pripravovali pro pozorovani elek-
tronovym rastrovacim mikroskopem. Preparaty jsme zbavili zbytkové vody v exi-
katoru a upevnili je na kovovy nosi¢ pomoci koloidniho stfibra. Preparat jsme
dale uzemnili pomoci nékolika vodivych médénych mistk, které pomahaji odva-
dét naboj z velkého preparatu (Bartel a Lametschwandtner, 2000). Nakonec jsme
na preparat naprasili tenkou vrstvu zlata. Pozorovani jsme provadeéli na elektro-
novém rastrovacim mikroskopu (SEM) katedry zoologie Salzburské university v
Rakousku (Stereoscan 250, Cambridge, UK) pfi napétich 5-10kV, na SEM Ana-
tomického tstavu 1. LF UK v Praze (Sigma 100) pii napéti 20kV a na SEM
Mikrobiologického tstavu AV v Praze.

5.3 Metody pouzité pri studiu ptacich embryi

Po odbéru jsme ptaci embrya okamzité fixovali pfes noc pii 4°C. Pro imunohis-
tochemické reakce v kryostatovych fezech jsme fixovali 4% paraformaldehydem
(PFA), pro parafinové fezy fixa¢nim roztokem dle Serry (Serra, 1946). Embrya pro
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in situ hybridizaci v parafinovych fezech byla fixovana roztokem dle Serry. Embrya
pro histochemické znazornéni kyselé fosfatazy byla fixovana v ledovém acetonu.

Technicky postup byl ovéfen v fadé predpokusti. Pro vlastni studii pak bylo k hod-
noceni pouzito 5-8 embryi pro kazdé stadium a metodicky postup (aplikace 5E1
hybridomovych bunék, aplikace kontrolnich hybridomovych bunék 12cAb, apli-
kace cyclopaminu, immunohistochemické postupy, postupy katalytické histoche-
mie, mRNA in situ hybridizace a nastfik cévniho Fe¢isté tusi).

5.3.1 Immunohistochemie a katalyticka histochemie

U kiepelcich embryi jsme Shh znacili v kryostatovych fezech pomoci monoklonalni
protilatky 5E1 (Hybridoma Bank) v fedéni 1:500. Jako sekundéarni protilatku jsme
pouzivali goat anti-mouse biotin (Sigma B7264) (1:500) a extravidin znaceny pe-
roxiddzou (Px) (Sigma 2886) (1:100) a diaminobenzidin (DAB) (Sigma, D5905)

jako chromogen.

Endotelovou vystelku cévni stény kiepelek jsme znacili monoklonalni protilatkou
QH1 (Hybridoma Bank) v parafinovych fezech (1:1000). Jako sekundarni proti-
latku jsme pouzivali goat anti-mouse Px (Sigma A 4416) a DAB pro vizualizaci.

Endotel jsme také znacili pomoci monoklonalni protilatky proti VEGFR2 (vascu-
lar endothelial growth factor receptor 2), kterou jsme ziskali od A. Eichmann,
(Wilting et al., 1997). Supernatant s VEGFR2 protilatkou jsme fedili 1:1 a pouzi-
vali pouze v kryostatovych fezech. Pro zesileni signalu bylo nutné pouzit tyramide
signal amplification system (TSA, Dako). Zesileni pomoci tyramidu jsme provadéli
v souladu s doporucenim dodavatele s tim rozdilem, Ze jsme pouzivali streptavidin-
peroxidadzu misto extravidin-peroxidazy, protoze takto se vyrazné snizilo pozadi.
Jako sekundarni protildtku k VEGFR2 jsme pouzivali rabbit anti-mouse [gG1-
biotin. VEGFR2 (Flk1) je hlavnim receptorem pro ristovy faktor endotelu krev-
nich cév VEGF (VEGF-A) (Jaffredo et al., 1998). VEGF-A se také mize vazat
na VEGFRI1, ktery ale spise moduluje aktivitu VEGFR2. Dalsi molekuly VEGF
(VEGFR-C a D) se vazi na VEGFR3 a hlavni tlohu hraji pti vyvoji lymfatickych
cév (Oh et al., 1997).

Bunky v apoptdze jsme znacili pomoci anti-cleaved caspase-3 monoklonalni pro-
tilatky (BD Pharmingen 559565) pfi fedéni 1:500 v parafinovych fezech. Jako
sekundérni protilatku jsme pouzivali goat anti-rabbit biotin (1:500), extravidin Px
(Sigma 2886) (1:100) a DAB. Jeji exprese je soucasti aktivace procesu apoptdzy
(Stadelmann a Lassmann, 2000).

Proliferujici bunky jsme znazornovali polyklonalni protilatkou anti-phospho his-
ton H3 (Upstate 06570) 1:200 v kryostatovych fezech. Jako sekundarni protilatku
jsme pouzivali goat anti-rabbit rhodamine (Cappel Pharmaceutical) (1:500). Tato
reakce prokazuje histon, ktery je fosforilovan pouze v mitéze (Chadee et al., 1995).
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Hladké svalové bunky, které tvori spolu s endotelem cévni sténu, jsme znacili anti-
smooth muscle actin (anti-SMA) protilatkou (Sigma A2547) 1:500 a jako sekun-
dérni protilatku jsme pouzivali goat anti-mouse TRITC (1:150). SMA je pro hladké
svalové bunky charakteristicky jiz od pocatku jejich diferenciace (Skalli et al.,
1986).

Fagocytickou funkci macrophage-like cells jsme znazornovali pritkazem kyselé fos-
fatazy rezistentni ke kyseliné vinné. Reakce je charakteristicky pozitivni ve vSech
fagocytujicich bunikkach bez ohledu na jejich specifickou diferenciaci (Cuadros et al.,
1992). Embrya byla fixovana pies noc ve 100% acetonu pii 4 °C, potom zpracovana
pro zaliti do parafinu ptes fadu xylenti. Po celou dobu zpracovani nesmi preparat
prijit do kontaktu s alkoholem, proto jsme i pro odparafinovani fezii pouzivali xylen
a rehydratovali jsme pres aceton a roztok acetonu v destilované vodé (1:1). Rezy
jsme inkubovali pfes noc pri pokojové teploté v roztoku pripraveném smichanim
10 mg naphtol-AS-BI phosphate (Sigma, 70491-Fluka) s 0,5 ml N,N-dimethyl for-
mamide. Tento roztok byl cely rozpustén v 50ml 0.1M pufru kyseliny octové (pH
5.2, walpore acetate) a bylo pfidano 20 mg fast red violet (Sigma, F3381). Nakonec
bylo pfiddno minimalné 140 mg kyseliny vinné (Sigma Aldrich, 14314DE).

5.3.2 mRNA in situ hybridizace

U kuftecich embryii jsme na parafinovych fezech znacili pomoci in situ (ISH) hyb-
ridizace mRNA ptc1. Ptcl protein ma dulezitou funkci v signalni kaskadé Shh a
jeho exprese je také Shh kaskddou regulovana (Marigo a Tabin, 1996). Pro ISH
jsme pouzivali kufeci embrya, protoze plasmid nese kufeci ptcl a vysledky ISH
tohoto plasmidu u kiepelek byly velmi rozdilné kvality.

Pro pfipravu digoxigeninem znacené RNA anti-sense sondy, kterd se na fezech
navaze na ptcl mRNA, jsme pouzili plasmid (Bluescript SK-), do kterého byla
vloZena sekvence kufectho ptc! (clone 200; ziskdno od M. Scotta) (Xie et al.,
1997). Plasmid jsme amplifikovali v bakterialni kultufe po jeji transformaci tepel-
nym Sokem (E. coli XL-1 Blue, Stratagene). Amplifikovany plasmid jsme izolovali
metodou alkalické 1yze pomoci Qiagen Plasmid Midi kitu. Poté jsme plasmid linea-
rizovali pomoci restrikéni endonukleazy Sall a pfecistili ho fenol-chloroformovou
extrakci a etanolovou precipitaci. Vlastni anti-sense RNA sondu jsme pfipravili
transkripci @n vitro pomoci T3 polymerazy za pritomnosti nukleotidi, které maji
digoxigeninem znaceny uracyltrifosfat (UTP). Nakonec jsme sondu pfecistili na
kolonkadch RNA Mini Quick Spin Column.

Hybridizaci na parafinovych fezech jsme délali podle Nieto et al. (1996) a Narika et
al. (2006). VSechny odbéry, nasledné zpracovani embryi a vlastni ISH reakce pro-
bihaly za podminek zabranujicich kontaminaci RNAazami. Parafinové fezy 16 um
jsme krajeli na skla potazend silanem. Rezy jsme odparafinovali, rehydratovali,
natravili proteindzou K a ptefixovali 4% PFA. Poté jsme fezy hybridizovali se zna-
¢enou sondou v hybridiza¢nim roztoku po dobu 24 hodin. Nasledné prani v SSC
zamezilo nespecifické vazbé sondy a odstranilo nenavazanou RNA sondu. Pfes noc



Material a metody 17

jsme inkubovali fezy s protilatkou proti digoxigeninu znacenou alkalickou fosfa-
tazou (AP), kterd v poslednim kroku ISH tvoii viditelnou barevnou srazeninu
se substratem NBT a BCIP. Kontrolou nespecifické reakce byly fezy inkubované
s antisense a sense mRNA sondou pro paz3.

5.3.3 Nastrik cévniho systému tusi

Dalsi metodou znazornéni cévniho systému ptacich embryi bylo jeho nastiiknuti
roztokem tuse v PBS 1:20. Sklenénou mikrokapildrou s tstnim natstkem jsme
nastiikli tus do extraembryonalnich vitelinnich zil a bijici srdce rovnomérné roz-
mistilo tus do celého cévnim systému. Hned po nastfiku jsme embrya odebrali,
fixovali v 4% PFA a analyzovali.

5.3.4 Kultivace hybridomovych bunék 5E1, 12cA5 a QT6 fibroblastu
a jejich priprava pro aplikaci do embryi

Hybridomové buiiky jsou uméle pripravené buriky, které v kulture mohou neome-
zené rust a maji schopnost neustale produkovat danou monoklonalni protilatku.
Hybridomové buniky se obecné piipravuji in vitro fiizi B-lymfocytt a myelomovych
bunek. B-lymfocyty produkuji zadanou protilatku, ale v kultufe maji kratkou zi-
votnost. Myelomové bunécné linie jsou nadorové plazmatické bunky, které v kulture
vydrzi neomezené rust (napi. Hofejsi a Barttiuikova, 2002). Hybridomové buiiky
produkujici anti-Shh protilatku 5E1 byly pripraveny v laboratori T. M. Jessella
(Roelink et al., 1995). Hybridomové buriky 12cA5 produkuji protilatku proti HA-
tag a byly vytvoreny Handley-Gearhart et al. (1994). Hybridomové bunky 5E1 i
12cAb5 jsme ziskali od H. Roelinka

Hybridomové bunky 5E1 a 12cA5 se kultivuji podobné jako jiné druhy bu-
nék, a proto je nutno dodrzovat vsechny zasady sterility bézné pri praci s tkano-
vymi kulturami.

Stejné jako jiné druhy bunék se hybridomové bunky dlouhodobé uchovavaji hlu-
bokozmrazené v tekutém dusiku ve smési 4:1 fetalniho hovéziho séra (FBS) a dy-
methylsulfoxidu (DMSO). Pfi rozmrazovani se buiiky postupné pfevadi do pfte-
dehratého kultivacniho média, nakonec se bunky centrifuguji 5 minut pii 1200
rpm a resuspenduji v novém kultivacnim médiu. Hybridomové bunky jsme kul-
tivovali v kultiva¢nim médiu Dulbecco/Vogt modified Eagle’s Medium (DMEM)
(450 ml, Invitrogen), do kterého bylo pfiddno 45 ml FBS, 5ml antibiotik (Penicilin
a Streptomycin) a 5 ml L-glutaminu. Buiiky jsme kultivovali 3-7 dni v kultiva¢nich
lahvich v fizené atmosfére 5% CO,.

QT6 fibroblasty produkuji protein Shh, protoze do nich byl virovym vektorem
vpraven gen pro shh (Brito et al., 2006). QT6 kiepelci fibroblasty jsme ziskali od
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N. LeDouarin. QT6 bunky se také kultivuji ve sterilnim prostiedi. QT6 buiiky jsme
uchovéavali hlubokozmrazené v tekutém dusiku ve smési 4:1 fetalniho hovéziho séra
(FBS) a dymethylsulfoxidu (DMSO). Pfi rozmrazovani se butiky postupné prevadi
do pfedehiatého kultivacniho média, nakonec se bunky centrifuguji 5 minut pfi
1200 rpm a resuspenduji v novém kultivacnim médiu. QT6 buriky jsme kultivovali
v kultiva¢nim médiu Dulbecco/Vogt modified Eagle’s Medium (DMEM) (450 ml,
Invitrogen) s 4,5g glukézy na jeden litr. Do média bylo pfiddno 45 ml FBS, 5ml
kufeciho séra, 5 ml antibiotik (Penicilin a Streptomycin) a 5ml L-glutaminu. Pro
selekci Shh produkujicich QT6 bunék bylo do média pfidano 400 pg/ml antibiotika
(G418, spole¢né s genem pro Shh byla totiz do QT6 fibroblastti vsunuta resistence
k tomuto antibiotiku. Bunky jsme kultivovali 3-7 dni v kultiva¢nich lahvich v 1i-
zené atmosfére 5% CO,. Pii dlouhodobéjsi kultivaci, kdy je nutné buriky rozdélit
do dalsich kultivacnich lahvi, jsme je oddélovali od podkladu suchou trypsinizaci.
Nejprve jsme odstranili kultiva¢ni médium, pak jsme bunky oplachli sterilnim PBS
bez vapenatych a hofe¢natych iontt. Déle jsme do kultiva¢nich lahvi pfidali 0,05%
trypsin v EDTA a nechali asi minutu pusobit pii pokojové teploté. Timto se fib-
roblasty oddélily od podkladu a bylo mozné je pfenést do novych kultivac¢nich
lahvi.

5.3.5 Inhibice Shh pomoci anti-Shh (5E1) protilatky

Funkci Shh v ptacich embryich jsme in vivo inhibovali pomoci hybridomovych
bunék, které do embrya produkovaly anti-Shh (5E1) protilatku. 5E1 protilatka
se v embryu po aplikaci bunék navazala na molekuly Shh a tim zmeénila jejich
povrchovou strukturu. Zménéna struktura znemoznila Shh se navazat na receptor
a tim zablokovala aktivaci jeho signalni kaskady. Po aplikaci hybridomovych bunék
Shh v embryu sice pfetrvava, ale je nefunkéni.

Tésné pred aplikaci bunék do embryi jsme butiky centrifugovali 1 minutu 1000
rpm a resuspendovali pfiblizné v 500 ul Liebovitz L-15 medium (Sigma) nebo
PBS. Takto pfipravenych piiblizné 10® bunék jsme ihned aplikovali do embryi.

Pomoci sklenéné mikrokapilary jsme hybridomové bunky aplikovali pod vitelinni
membranu embrya do oblasti zabernich obloukti. Zkouseli jsme nékolik metod apli-
kace bunék véetné aplikace bunék do paraaxidlniho mezodermu embrya, které také
bylo uspésné. Nakonec jsme ale pouzivali metodu aplikace bunék vné embrya do
castecné uzavieného prostoru zabernich obloukti. Tato aplikace je nejméné inva-
zivni a prokéazali jsme, ze protilatka volné difunduje celym embryem a je tedy
schopna se navazat i na struktury v axialni roviné embrya. Misto aplikace hybri-
domovych bunék neni tedy tak dilezité, protoze protilatka inhibuje Shh v celém
embryu.

Po aplikaci bunék jsme embrya ve vajicku inkubovali dalsi 1-3 dni, poté je odebrali
a analyzovali. Do embryi jsme aplikovali hybridomové bunky ve stadiich 10-12 HH
a odebirali jsme je ve stadiich 18, 21 a 23 HH.
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Jako kontrolu jsme pouzivali normalni neoperovana embrya nebo embrya, do kte-
rych jsme aplikovali kontrolni hybridomové bunky 12cA5. Hybridomové bunky
12cA5 produkuji protilatku proti mysi HA—-tag, kterd se v kufecim embryu nevaze
na zadnou strukturu (Handley-Gearhart et al., 1994). Volné difundujici protilatka
tak neovlivni vyvoj zadnych struktur a slouzi tak ke kontrole, Ze ani aplikace hyb-
ridomovych bunék, ani hybridomové bunky samotné neovliviiuji vyvoj embrya.
Embrya s aplikovanymi 12cA5 butikami se nijak nelisila od normélnich embryi.

5.3.6 Inhibice Shh pomoci cyclopaminu

Jako druhou metodu inhibice Shh jsme u ptacich embryi pouzivali cyclopamin.
Cyclopamin je rostliny alkaloid z kychavice bilé ( Veratrum album), ktery specificky
blokuje signalni kaskadu Shh, konkrétné transmembranovy protein Smoothened
(Smo). Cyclopamin jsme aplikovali in vivo do embryi stddia 10-12 HH. Cyclopamin
se pro aplikaci in vivo véZze na nosi¢ -3 cyclodextrin (HBC, Sigma), ktery umozni
jeho pozvolné uvolniovani do embrya. Cyclopamin s HBC jsme aplikovali pomoci
mikrokapildry pod vitelinni membranu embrya do oblasti zabernich oblouki a
embrya jsme reinkubovali jeden nebo dva dni. Ttetina embryi nepfezila aplikaci
cyclopaminu, tfetina embryi vykazovala defekty centralniho nervového systému a
tendenci k cyclopii a tfetina embryi byla bez zménéného vnéjsiho fenotypu. Efekt
inhibice Shh jsme analyzovali pomoci QH1 protilatky.

5.3.7 Kvantifikace zmén rustu a diferenciace po inhibici Shh

Protoze jsme v zaberni oblasti u Shh inhibovanych ptacich embryich ve stadi-
ich 23 HH pozorovali zvysené mnozstvi volnych endotelovych bunék, které netvo-
fily funkéni cévy, bylo nutné tyto buriky kvantifikovat. Dale jsme kvantifikovali
macrophage-like cells, apoptotické bunky a proliferujici buriky. Bunky jsme poci-
tali kazdych 40 yum a minimalné jsme kvantifikovali 20 fezi dané oblasti. V Sesti
embryich jsme analyzovali vyskyt volnych endotelovych bunék znacenych QHI.
Ve ¢tyfech embryich jsme pocitali mnozstvi macrophage-like cells, apoptotickych
bunék a proliferujicich bunék.

Pozitivni bunky jsme pocitali na serialnich 10 ym fezech v néasledujicich morfo-
logickych oblastech embrya: v kazdém z zabernich oblouki, okolo aorta dorsalis,
oblasti okolo vena cardinalis anterior a oblast okolo vytokového traktu srde¢niho.
Oblast okolo aorta dorsalis obsahuje struktury ventralné od ni az k Sestému zaber-
nimu oblouku a zékladu jater a dorsalné zasahuje az k nervové trubici. Oblast vena
cardinalis anterior obsahuje mimo oka a mozku celou oblast dorsalné od prvniho
zaberniho oblouku. Oblast vytokového traktu srde¢niho zahrnuje cévy a mesen-
chym kranialné od srdce az k oblasti zabernich oblouki.

Grafy v obrazcich obr. az obr. vychazi z téchto kvantifikaci, kdy jsme pro
kazdou oblast stanovili primérné mnozstvi pozitivnich bunék a vypocitali sméro-
datnou odchylku. Grafy jsou vypracované v programu Prism 5 GraphPad.
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Fotodokumentaci fezti embryi a celjch embryi jsme provadéli na mikroskopu Olym-
pus BX51 a preparac¢nim mikroskopu Olympus SZX10 s kamerou DP50. Obrazky
byly pofizovany v programu Analysis 3.22 a zpracovavany v programu Adobe Pho-
toshop CS3, Adobe Illustrator 10 a Corel Draw X3.
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6 Vysledky

6.1 Prestavba aortalnich oblouki u Pelobates fuscus
6.1.1 Pozdni larvalni stadia (50-53 INF)

Ve stadiu 50 NF' jsou vytvoreny ctyfi aortalni oblouky, oznacované jako III.-VI.,
protoze prvni a druhy aortalni oblouk byly pfitomny pouze v casnych larvalnich
stadiich a zahy zanikly. V néasledujicim textu je uveden a dokumentovan jejich
popis, ktery je vychodiskem pro studium jejich prestavby v priibéhu metamorfozy.

Aortalni oblouky navazuji na spole¢ny cévni kmen truncus arteriosus (aorta vent-
ralis), ktery je plynulym pokra¢ovanim posledniho oddilu srdce — conus arteriosus.
Conus arteriosus obsahuje spiralni chlopen, ktera rozdéluje krev do pravé a levé
poloviny téla. Z truncus arteriosus odstupuji tii parové cévni kmeny pro III. a IV.
aortalni oblouk a spole¢ny kmen pro V. a VI. oblouk.

Treti aortalni oblouk ve stadiich 50-53 NF odstupuje z truncus arteriosus
a kratce po svém vzniku je prerusen vznikajicim karotidovym labyrintem, glomus
caroticum. Z glomus caroticum odstupuje kranialné a. carotis externa (obr. 1| C).
Arteria carotis externa se nejdiive vraci podél III. oblouku a oddéluje vétve na
zasobeni okolnich zabernich svali a velum ventrale zZaberniho kose, déle se tepna
staci medio-kraniadlné a pokracuje na ventralni strané hlavy. V misté budouciho
glomus caroticum se také I11. aortalni oblouk déli na ramus anterior et posterior do
zaber. Ramus posterior je silnéjsi a je plynulym pokracovanim aortalniho oblouku.
Ramus anterior jde po jeho lateralni strané a pfimo navazuje na arteria carotis
externa (obr. |1} C). Z ventralni strany ramus posterior vedou arteriae afferentes,
které se vétvi k vnitinim zdbram. Zabry jsou velmi dobfe vytvoreny a jejich cévy
a kapilary vyplnuji celou zaberni dutinu. Postupné se krev z zaber sbira pres
arteriae efferentes, které jsou stejné rozvétvené jako arteriae afferentes a kopiruji
jejich pribéh. Arteriae efferentes se pak napoji na ramus anterior III. aortalniho
oblouku (obr. |§I A). Zabry jsou vzdy na ventralni strand aortalnich obloukt, na
rozdil od filtra¢niho aparatu, ktery je vzdy na strané dorsalni (obr. [f| D). Filtra¢ni
aparat u III. aortalniho oblouku je ale zasoben cévou z IV. aortalniho oblouku. Za
zabrami se uz tenci ramus posterior napoji na silnéjsi ramus anterior. I11. aortalni
oblouk se pak stac¢i dorso-medialné a napojuje se na aorta dorsalis lateralis (obr.

A B).

Ctvrty aortalni oblouk odstupuje z truncus arteriosus hned za III. aortalnim
obloukem a kopiruje i jeho pribéh. Pied vstupem do zaber z jeho dorsalni strany
vznikd céva k filtraénimu aparatu u III. a IV. zaberniho oblouku. Ctvrty aortalni
oblouk se pak podobné jako tieti aortalni oblouk déli na ramus anterior et poste-
rior, také jeho systém vétveni k zabram je stejny. Po prichodu zabrami se zase
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Obrazek 1: Korozivni preparat cévniho systému larev Pelobates. (A) Celkovy pohled na
dorsélni stranu aortalnich obloukt a asociovanych cév larvy Pelobates stadia 50 NF. (B)
Aortalni oblouky a jejich napojeni na aorta dorsalis lateralis ve stadiu 56 NF, podobna
oblast je na obrazku A oznacena CGtvercem. (C) Odstup aortalnich oblouki a oblast
vznikajiciho karotidového labyrintu u stadia 56 NF. Dorsalni pohled pravé poloviny téla.
Méfitko je 1 mm. Obrazek je prevzaty z publikace Kolesova et al. (2007).

obé vétve spoji a IV. aortalni oblouk se napoji na aorta dorsalis lateralis (obr.
A-B).

Paty aortalni oblouk vzniké z truncus arteriosus spolecné s VI. aortalnim ob-
loukem. Paty aortalni oblouk je v téchto stadiich stejné silny jako III. a IV. aortalni
oblouk. Pred vstupem do zaber se z néj odd€luje mensi VI. aortalni oblouk. Paty
aortalni oblouk se podobné déli na ramus anterior et posterior pro cévni zasobeni
zaber (obr.[8| A). Také z néj vzniké céva, ktera zasobuje filtra¢ni aparat na dorsalni
strané patého a sestého zaberniho oblouku. Protoze je V. aortalni oblouk umistén
medialnéji néz I11. a IV. aortalni oblouk, tak i délka ramus anterior a ramus poste-
rior je kratsi nez u III. a IV. aortalniho oblouku. Po prichodu zabrami se ramus
anterior a ramus posterior spoji. Tésné pred vstupem V. aortalniho oblouku do
aorta dorsalis lateralis se na néj napojuje VI. aortalni oblouk a oba se spole¢né
napojuji na aorta dorsalis lateralis. V. a V1. aortalni oblouk se napojuji na aorta
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Obrazek 2: Korozivni preparat cévniho systému larev Pelobates na zacatku metamor-
f6zy (stddium 62 NF'). (A) Dorsélni pohled na aortalni oblouky a vétve arteria carotis
interna. (B) Ventréalni pohled na aortalni oblouky a postupné se redukujici oblast zaber-
nich cév pravé strany. Méritko je 1 mm. Obrazek je prevzaty z publikace Kolesova et al.
(2007).

dorsalis lateralis z ventralni strany narozdil od III. a IV. aortalniho oblouku, které
do ni vstupuji lateralné (obr. (1| A-B).

Sesty aortalni oblouk ma pFiblizné poloviéni pramér neZ ostatni aortalni ob-
louky a pokrac¢uje po svém vzniku z V. aortalniho oblouku kaudalné. Sesty aortalni
oblouk se nedéli na ramus anterior et posterior a vznika z néj jen nékolik cév do
zaber. Po priichodu zabrami se VI. aortalni oblouk napojuje z ventralni strany
na aorta dorsalis lateralis skoro ve stejném misté jako V. aortalni oblouk. Tésné
pred napojenim VI. aortalniho oblouku z né€j odstupuje kaudalné arteria pulmo-
nalis a hned za ni vznikd kranidlné arteria cutanea. Ductus Botalli, tedy tsek
VI. aortalniho oblouku mezi odstupem arteria pulmonalis a napojenim na aorta
dorsalis lateralis, je velmi kratky. Z arteria pulmonalis se hned po jejim vzniku
oddéluje arteria pharyngea, ktera zasobuje dorsalni stranu hltanu. Dalsi vétvi z ar-
teria pulmonalis je céva, kterd jde po ventralni strané zaberniho kose, ale pak se
vraci zpét na dorsalni stranu téla a zasobuje velum dorsale zaberni dutiny. Krev
z velum dorsale je sbirdna do zilniho systému. Z arteria pulmonalis se pak oddéluji
drobné cévy ke kranidlnimu vybézku plic a arteria pulmonalis pokracuje na late-
ralni strané plic az na jejich kaudalni konec. Jeji vétve se rozpadaji az do kapilarni
pletené kolem jednotlivych plicnich vacki, které jsou uz v tomto stadiu vyvinuty
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Obrazek 3: Detailni pohledy na cévni systém Pelobates. (A) Detailni vétveni arteria
carotis interna u stadia 56 NF. Dorsalni pohled. (B) Detailni vétveni arteria carotis
interna v pribéhu metamorfézy u stadia 63 NF. Dobfe patrné je propojeni arteriae ce-
rebrales a arteria spinalis do Willisova okruhu. (C) Dorsalni pohled na aortalni oblouky
v prubéhu metamorfézy u stadia 63 NF. Ductus caroticus je redukovan a III. aortalni
oblouk plynule pfechéazi do arteria carotis interna. IV. aortalni oblouk je nejvétsim cév-
nim kmenem pro pfivod krve do téla, V. aortalni oblouk se redukuje a spole¢né se VI.
obloukem ztratily napojeni na aorta dorsalis lateralis. Méfitko je 0,5 mm. Obrazek je
prevzaty z publikace Kolesova et al. (2007).

(obr. [ A-B a obr. [7] A). Na pravé strané vede arteria pulmonalis medialngji nez
na levé, vznikajici plice jsou totiz utlacovany jatry a stfevnimi klickami. Arteria
cutanea pokracuje z ductus Botalli lateralné a zasobuje krvi kizi téla (obr. [1| B).

Aorta dorsalis lateralis  je parova céva na dorsalni strané téla, do které se na-
pojuji jednotlivé aortalni oblouky. Jeji kranialni pokracovani po napojeni tfetiho
aortalniho oblouku se nazyva arteria carotis interna. Po III. aortalnim oblouku
se na aorta dorsalis lateralis napojuje IV. aortalni oblouk a V. aortalni oblouk
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spolecné s VI. aortalnim obloukem. Aorta dorsalis lateralis poté pokracuje medio-
kaudalné a béhem svého prubéhu oddéluje arteria palato-nasalis, ktera nebyla
u zab dosud popsana. Nazvala jsem ji podle podobné cévy znamé u ocasatych
obojzivelniki. Arteria palato-nasalis jde po dorsalni strané téla kranialnim smé-
rem a konéi v nozdrach (obr. . Spolecné s arteria palato-nasalis vznika i arteria
occipito-vertebralis, jejiz prvni vétev zasobuje tylni oblast a druha vétev se napo-
juje v medidnni roviné na arteria spinalis (viz dale). Dale z aorta dorsalis lateralis
vznika arteria subclavia, prestoze u larvalnich stadii neni jesté predni koncetina
na povrchu téla patrna. V medianni roviné se obé parové aortae dorsales laterales
spojuji a vytvari neparovou aorta dorsalis.

Arteria carotis interna jde medidlné a oddéluje arteria palatina posterior,
ktera je stejné silna jako arteria carotis interna (obr. 3| A). Arteria palatina po-
stertor dorsalné kiizi vlastni arteria carotis interna a pokracuje kranio-lateralné
a oddéluje cévu, kterd zasobuje kaudalni oblast stropu zaberni dutiny, dale z ni
vznika arteria hyoidea a dalsi drobné vétve ke druhému zabernimu oblouku. Ar-
teria carotis interna dale pokracuje medio-kaudalné, pak se prudce staci do kra-
nidlniho sméru a vznika z ni arteria palatina anterior, kterd zasobuje patro tstni
dutiny. Po kratkém tuseku se arteria carotis interna déli na arteria ophthalmica
a arteria cerebralis (obr. [3| A). Arteria ophthalmica pokracuje lateralné az k oc¢ni
kouli a arteria cerebralis jde mediadlné a anastomozuje se stejnou cévou z proti-
lehlé strany téla. Arteria cerebralis pak pokracuje kaudalné, az se pod mozkem obé
arteriae cerebrales spoji a vytvoiri neparovou arteria spinalis (obr. 3| B). Arteria
spinalis prochézi misnim kanalem a podobné jako arteria cerebralis zasobuje cen-
tralni nervovy systém a jeho obaly. Do arteria spinalis se krev také dostava pres
arteria occipito-vertebralis z aorta dorsalis lateralis. Mozek je tedy zasobovan krvi
ptes arteria carotis interna a také pres arteria spinalis z aorta dorsalis (obr.|3|B).

6.1.2 Prometamorféza (56-58 NF)

Conus arteriosus a také truncus arteriosus jsou oproti predchazejicim larvalnim
stadiim delsi a 1épe vytvorené.

Trieti aortalni oblouk po odstupu z truncus arteriosus pokracuje lateralné do
vznikajiciho glomus caroticum. Schéma prichodu III. aortalniho oblouku zabrami
je stejné jako u larvalnich stadii. V prometamorféze, jiz ale zabry zacinaji pomalu
zanikat, coz se projevi vznikem pfiblizné osmi anastomdz mezi ramus anterior et
posterior aortalniho oblouku. Mnozstvi anastomoz se v pritbéhu prometamorfozy
zvysuje. Témito anastomdézami miize krev protéci, aniz by prosla zabrami ptes ar-
teriae afferentes et efferentes. Ve stadiu 57 a 58 NF koncova ¢ast ramus posterior
ztraci napojeni na ramus anterior aortalniho oblouku a slepé konci. Ramus ante-
rior se jako III. aortalni oblouk napojuje na aorta dorsalis lateralis (obr. [§{ B-D).



Vysledky 26

X a. carotis int. i

s radix aortae 90 : = aortic arch Il ——:-““__.______H_

f aortic arch il S CRSER R W cortic arch IV —
\\‘. = ductus
)% aortic arch IV e A caroticus
-~ gu?hil;-s e B sortic arch VI

- otalli -
W arteria
aortic arch V = ., ; B cutanea

s arteria X - ¥ radix aortae g

pulmonalis g S B aortic arch V-
. - Sy capillaries g
j aortic arch VI Sl - > a of m. petro- &
. hyoideus
& aortic arch V
aortic arch VI
n radix aortae
> 3:::;‘?1933 . T aortic arch \V 55

. arteria
g arteria . cutanea

L radix aortae s capillaries =
y of m. petro-
arteria ) hyoideus

pulmonalis

Obrazek 4: Detailni pohledy na cévni systém Pelobates. (A) Napojeni V. a VI. aortél-
niho oblouku pres ductus Botalli na aorta dorsalis lateralis ve stadiu 61 NF. Lateralni
pohled na pravou stranu, rostralni smér je vpravo. Sipka ukazuje misto napojeni arteria
cutanea (odlomena). (B) Detail napojeni V. a VI. aortalniho oblouku na aorta dorsalis
lateralis ve stadiu 62 NF. Ventralni pohled na pravou stranu. (C) Zanikajici V. aortalni
oblouk (¢erna Sipka) a kapilarni pletent musculus petrohyoideus posterior. Bilé Sipky uka-
zuji mista ptivodniho napojeni V. a VI. aortalniho oblouku na aorta dorsalis lateralis.
Larva v prubéhu metamorfézy, stddium 63 NF. Dorsalni pohled na levou stranu. (D)
Konec metamorfézy ve stadiu 65 NF, drobny V. aortalni oblouk a jeho odstup z VI.
aortalniho oblouku. Ventralni pohled na pravou stranu. (E) Detail kompletniho ductus
caroticus v pribéhu metamorfézy ve stadiu 61 NF. Dorsalni pohled na pravou stranu.
(F) Redukovany ductus caroticus u stiia 63 NF. Sipka ukazuje misto napojeni ductus ca-
roticus. Steny pohled jako E. VSechny obrazky s vyjimkou A maji rostralni smér nahote.
Méfitko je 0,5 mm. Obrazek je prevzaty z publikace Kolesova et al. (2007).

Ctvrty aortalni oblouk je svym vyvojem podobny III. aortalnimu oblouku.
Zakladni schéma vétveni cév do zaber ziistava zachovano a v pribéhu prometamor-
fozy se zvySuje mnozstvi anastoméz mezi ramus anterior et posterior. Obdobné
také koncova cast ramus posterior ztraci kontakt s aortalnim obloukem a slepé
konéi. Z ramus anterior IV. aortalniho oblouku vznikaji dvé drobné cévy k muscu-
lus interhyoideus. Také se z IV. aortalniho oblouku oddéluje céva, ktera zasobuje
filtra¢ni aparat. Tato céva ma lateralni vétev, ktera vede nad IV. aortalnim oblou-
kem k filtracnimu aparatu a vétev medialni, ktera se dale déli do stropu zaberni
dutiny. Po prichodu zanikajicimi zdbrami se IV. aortalni oblouk napoji na aorta

dorsalis lateralis (obr. |8 B-D).

Paty aortalni oblouk odstupuje z truncus arteriosus spoletné s VI. aortalnim
obloukem, ktery je vyrazné mensi a brzy se od V. aortalniho oblouku oddéluje. Paty
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aortalni oblouk je kratsi nez III. a IV. oblouk, ale jeho zakladni schéma vétveni
k zabram zustava stejné. Také u néj vznika nékolik anastomdz mezi ramus anterior
et posterior. Slepé zakonceni ramus posterior u néj ale neni tak patrné jako u III.
a IV. aortalniho oblouku. Z patého aortalniho oblouku stejné jako v larvalnich
stadiich vznika céva k filtra¢nimu aparatu nad V. a VI. zabernim obloukem. Na
V. aortalni oblouk se po prichodu zabrami napojuje VI. aortalni oblouk a spole¢né
vstupuji do aorta dorsalis lateralis.

Sesty aortalni oblouk mé piiblizné poloviéni primér nez V. aortalni oblouk,
ze kterého se oddélil. VI. aortalni oblouk jde medialné podél V. aortalniho ob-
louku a vznikd z néj hodné cév k zabram. U jednoho exemplaie byl dokonce na
kratkém tseku rozdélen na ramus anterior et posterior do zaber. Po prichodu
zébrami se V. a VI. aortalni oblouk spojuji a v tomto misté také odstupuje ar-
teria pulmonalis. Spole¢ny tsek V. a VI. aortalniho oblouku (ductus Botalli) je
vyrazné silnéjsi nez samostatny Sesty aortalni oblouk. Délka ductus Botalli byla u
jednotlivych exemplait velmi variabilni. Vétsina krve totiz do arteria pulmonalis
pritéka ptres V. aortalni oblouk nebo pres aorta dorsalis lateralis a ductus Botalls.
Déle z arteria pulmonalis odstupuje nékolik cév k horni casti plic a arteria pha-
ryngea k hltanu, ktery ma také dychaci funkci. Arteria pulmonalis pak pokracuje
na lateralni strané plic a zasobuje plicni vacky krvi. Kaudalni konec plic zasa-
huje v obdobi prometamorfézy az na konec trupu. Z ductus Botalli vznika také
arteria cutanea, kterd pokracuje lateralné a déli se na kranialni a kaudalni vétev,
které zasobuji hlavné kizi lateralni a ventralni strany téla. Arteria cutanea je lépe
vytvorena nez v predchézejicich stadiich, protoze kiize postupné ziskava dychaci
funkci (obr. |§ B-D).

Aorta dorsalis lateralis po napojeniIII., IV. a V. a VI. aortalniho oblouku po-
kracuje medio-kaudalné. Z jeji dorsalni strany vznika arteria palato-nasalis, ktera
vede nejprve kaudalné, pak se ale staci a pokracuje v dorsalni ¢asti kranialné. Jde
tésné po lateralni strané lebky, kiizi arteria carotis interna a pokracuje dal nad
arteria palatina anterior az se na prednim konci hlavy rozpada do cév nozder. La-
teralné z ni vznika vétev, ktera konci v ocnici. Jako dalsi vétev se z aorta dorsalis
lateralis oddéluje céva k dorsalnimu povrchu travici trubice — arteria oesophagea.
Dale odstupuje z aorta dorsalis lateralis lateralné arteria occipito-vertebralis, ktera
se hned vétvi. Prvni vétev — arteria occipitalis se vraci kranialné podél aorta dorsa-
lis lateralis a zasobuje kapilarami tylni oblast. Druhd vétev jde medialné k mozku
a napojuje se na arteria spinalis. V misté odstupu arteria occipito-vertebralis se
lateralné oddéluje arteria subclavia. Arteria subclavia zasobuje predni koncetinu,
ktera se jesté vyviji pod kuzi téla. Dale se aortae dorsales laterales spojuji v me-
dianni roviné a tvoii neparovou aorta dorsalis. 7 aorta dorsalis vznikaji vétve ke
sténé stiev — arteria mesenterica a neparova arteria iliaca, ktera se hned déli na
arteriae iliaceae do zadnich koncetin. Aorta dorsalis pak pokracuje dale do ocasu.
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Arteria carotis interna  je kranidlnim pokracovanim aorta dorsalis latera-
lis. Arteria carotis interna pokracuje medidlnim a kranidlnim smérem a vzniké
z ni vznika arteria palatina posterior, kterda pokracuje kranio-medialné. Arteria
palatina posterior oddéluje nékolik drobnych cév, cévu ke stropu zaberni dutiny
a arteria hyoidea, ktera zésobuje sval dorsalni strany Zaberniho aparatu (obr.
A). Arteria palatina posterior dale pokracuje kranidlné a rozpada se do tii svalt
na predni a lateralni ¢asti hlavy. Dale se arteria carotis interna staci kaudalnim a
medidlnim smérem a vétvi se na arteria palatina anterior a arteria ophthalmica.
Arteria palatina anterior se prudce otaci a v medianni roviné jde kranialné a né-
kolika vétvemi zasobuje patro a horni Celist. Arteria ophthalmica jde lateralné a
vznika z ni arteria cerebralis. Arteria ophthalmica dale pokracuje az nad zabry a
zasobuje oc¢ni kouli, je to jedina céva, ktera je zvlnéna, aby umoznovala pohyby oc¢ni
koule. Arteria cerebralis jde kaudo-medialné a oddé€luje vétev, ktera jde rostalnim
smérem nad arteria palatina anterior. Z arteria cerebralis vznikaji drobné cévky
na zasobeni mozku, nakonec se arteriae cerebrales spojuji pod mozkem a napojuji
se tak na arteria spinalis. Pod mozkem tak vznika analogie Willisova okruhu, ze
kterého odstupuji drobné cévy zasobujici mozek a michu (obr. |3| A). Arteria spi-
nalis je napojena arteria occipito-vertebralis na aorta dorsalis lateralis a zasobuje
michu.

6.1.3 Metamorféza (5966 NF)

Stadium 59 NF

V tomto stadiu uz dochazi k postupné redukci zaber a zabernich cév vsech aor-
talnich obloukt. Arteriae afferentes et efferentes, které se u predchézejicich stadii
vétvily az do patého radu, se zac¢inaji redukovat od svého distalniho konce a vétvi
se jen do tretiho nebo ¢tvrtého fadu. Zanik kapilar se da pozorovat i na zménéné
struktufe jejich stén (obr.[6] B). Z IV. aortalniho oblouku také vznika céva k filtrac-
nimu aparatu, ktery se také zacina redukovat. VI. aortalni oblouk je stale vyrazné
tenci nez ostatni aortalni oblouky.

Arteria palato-nasalis je v tomto stadiu velmi dobfe vytvorend, odstupuje dorsalné
z aorta dorsalis lateralis a oddéluje nékolik drobnych cév k oblasti patere. Dale
arteria palato-nasalis pokracuje kranidlnim smérem na dorsalni strané téla, pro-
chéazi vné mozkovny a oddéluje vétev, ktera jde k rostralnimu pdélu o¢nice. Arteria
palato-nasalis pak pokracuje az k nozdram, kde se rozpada do kapilarni pletené

(obr. 5)).

Arteria pulmonalis, arteria cutanea a arteria subclavia se zvétsuji a maji vice
vétvi nez v predchazejicich stadiich. Aortae dorsales laterales jsou rozvijejicimi se
plicemi zatlacovany medialné.

Stadium 61 NF
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Obrazek 5: Arteria palato-nasalis a jeji vztah k okolnim cévam. Stadium 59 NF. Dor-
salni pohled. (A) Celkovy pohled na cévni systém, preparat nebyl dekalcifikovan, proto se
stale zachovala ossa frontoparietalia. Arteria palato-nasalis v kontextu ostatnich struk-
tur. (B) Odpreparovana arteria palato-nasalis. Sipky znazoriiuj vétve k o¢nici. Méiitko
je 1mm. Obrazek je pfevzaty z publikace Kolesova et al. (2007).

Na III. aortalnim oblouku se déle zvétsuje glomus caroticum (obr. |§| E). Vétveni
cév do zaber odpovida predchazejicimu stadiu, jen céva k filtra¢nimu aparatu uz
neni vytvorena.

V. aortalni oblouk se redukuje, je uz tenci nez IV. aortalni oblouk, ale jeho priibéh
zlistava stale stejny.

VI. aortalni oblouk se zacina zvétsovat. Vznika z néj arteria cutanea, ktera zaso-
buje kuzi (obr. |8 E). V kuzi jsou v tomto stadiu vytvorené dvé kapilarni pletené.
Primarni kapilarni pleten pulce postupné zanika a pod ni vznika sekundarni kozni
kapilarni pletert dospélé zéby (obr. [7] D).

Stadium 62 NF

Na III. aortalnim oblouku se zvétSuje zesileni v misté budouciho karotidového
labyrintu a zacinaji vznikat kapilary, které ho budou zasobovat. U tohoto stadia
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se podarilo zobrazit nastrikovou hmotou i stitnou zldzu u III. aortalniho oblouku,
ktera je zasobena arteria thyroidea (vétev arteria carotis externa).

Celkova délka zaber na III.; IV. a V. aortadlnim oblouku je vyrazné kratsi nez
u predchazejicich stadii (obr. [2| B). Velmi redukované jsou i zaberni cévy, které
maji primarni a sekundarni tseky velmi silné a jen nékolik mélo vétvi tfetiho fadu
(obr. |§] C). Pfi redukci zabernich arteriae afferentes et efferentes tedy mizi vétveni
do dalsich radd a redukuje se také pocet vétvi odstupujicich z aortalnich obloukii.
Cévy filtracniho aparatu jiz nejsou vytvoreny.

IV. aortalni oblouk je v tomto stadiu uz nejsilnéjsim aortalnim obloukem. V. aor-
talni oblouk se postupné redukuje, ale je stale jesté velmi silny. VI. aortalni oblouk
se dale zvétsuje a nevznikaji z néj zadné cévy zaber. Ductus Botalli je vyrazné
ten¢i nez u predchazejiciho stadia (obr. |4 A-B). Arteria pulmonalis je silna céva
a zasobuje plicni vacky, které jsou uz naplnéné vzduchem (obr. 7| B). Arteria cu-
tanea dale zvétsuje a vétvi se do kapilarnich pleteni kiize. Primarni povrchova
kapilarni pleten je vice redukovana nez u predchazejiciho stadia a vyskytuje se jen
ostruvkovité. Pod ni vznikla nové kapilarni sit dospélce (obr. [7] E-F).

Aorta dorsalis lateralis je stale napojena na vsechny aortalni oblouky. III. aortalni
oblouk se na ni napojuje stejné jako v predchézejicich stadiich a neni patrna ani
znamka redukce ductus caroticus (obr. 4| E). Z aorta dorsalis lateralis odstupuje
arteria palato-nasalis, ktera stejné jako v predchazejicich stadiich jde po dorsalni
strané téla, oddéluje vétev k ocnici a kon¢i v kapilarni pleteni nozder. Arteria
subclavia je stejné mohutna céva jako arteria pulmonalis a dale se rozviji spolu
s piedni kondetinou (obr. [§| F).

Stadium 63 NF

Okolo vznikajiciho karotidového labyrintu se zac¢ina tvorit kapilarni pleten. Arteria
carotis externa vznika jako u predchazejicich stadii a oddéluje vétev, ktera zasobuje
velum ventrale. Velum ventrale mé u pulci také dychaci funkei a jeho kapilary jsou
v tomto stadiu jiz velmi redukované.

V tomto stadiu uz zabry tplné zanikly a s nimi i vSechny zaberni tepny a kapilary.
Useky aortélnich obloukd, které jimi prochézely, jsou vyrazné zkracené a zbyva
z nich jen kratka klicka. Protoze jesté v pfedchazejicim stadiu byly zabry vyvinuty,
doslo pravdépodobné k nahlému uzavieni tencich posteriornich vétvi aortalnich
obloukti. Aortalni oblouky tak tvofi jen ptuvodni ramus anterior (obr. |8 G).

I1I. aortalni oblouk ztratil napojeni na aorta dorsalis lateralis. Cast aorta dor-
salis — ductus caroticus, ktery jesté byl v minulém stadiu vytvoreny, iplné zanikl
(obr. [3] C). V misté ptavodniho napojeni zistala jen drobna vyvysSenina (obr.
F). Pfimym pokracovanim III. aortalniho oblouku je tedy arteria carotis interna.
Lateralné z ni vznika arteria palatina posterior, ktera se staci kaudalné a anasto-
mozuje s arteria cutanea, pak se staci kranialné, z ventralni strany prichéazi k o¢nici
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100 um

Obrazek 6: Detailni pohledy na vyvoj cév a kapilar zaber, filtraéniho aparitu a glomus
caroticum. (A—C) Postupna redukce zabernich cév a kapilar. Lateralni pohled. (A) U
larev ve stadiu 56 NF se plné vyvinuté kapilary vétvi az do patého radu. (B) Redukce
distalnich tisekt zabernich kapilar ve stadiu 59 NF. (C) Silné redukované distalni tseky
zabernich kapilar (Sipka) a zesilené primarni a sekundarni vétve zabernich cév ve stadiu
62 NF. (D) Detailni pohled cév filtra¢niho aparatu ve stadiu 56 NF. (E-F) Postupny
vyvoj glomus caroticum v prubéhu metamorfézy. Dorsalni pohled. (E) Vznikajici kapi-
larni pletenn okolo glomus caroticum ve stadiu 62 NF. (F) Vytvofeny glomus caroticum
s kapilarni pleteni na konci metamorfézy ve stadiu 65 NF. arabské ¢isla — tiroven vét-
veni zabernich kapilar a cév, fimska cisla — ¢isla aortalnich obloukt, ao — aorta dorsalis
lateralis, av — ramus anterior aortalniho oblouku, br — zaberni cévy, ec — arteria carotis
externa, gl — glomus caroticum.

a rozpada se do jeji kapilarni pletené. Arteria carotis interna pokracuje medidlné a
stejné jako u predchézejicich stadii z ni vznikaji tii vétve. Prvni se oddéluje arteria
palatina anterior, pak arteria ophthalmica a nakonec arteria cerebralis (obr. |2/ A).

IV. aortalni oblouk je jedinym aortalnim obloukem, ktery v tomto stadiu ne-
ztratil napojeni na aorta dorsalis lateralis (obr.[3[C). IV. aortalni oblouk je silnéjsi
nez III. a za¢ina po ném prebirat funkci hlavniho kmene pro rozvod krve do téla.
Aorta dorsalis lateralis pokracuje od napojeni IV. aortalniho oblouku kaudalné.
V mistech byvalého napojeni III., V. a VI. aortalniho oblouku jsou na ni patrné
drobné vyvysSeniny. Stejné jako u pfedchézejicich stadii z ni vznika arteria oeso-
phagea, arteria subclavia a arteria occipito-vertebralis. Arteria subclavia je velmi
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Obréazek 7: Detailni pohledy na vyvoj cév a kapilar plic a kize. (A-C) Vyvoj plic a
plicnich kapilar v pribéhu metamorfézy. (A) Jiz vytvorené plice a plicni vacky v larvilnim
stadiu 56 NF. (B) Dalsi rozvoj plicnich vacku a jejich cév (Sipky) ve stadiu 62 NF. (C)
Plné vytvorené plicni vacky naplnéné vzduchem a jejich kapilary a cévy (Sipky) po konci
metamorfézy ve stadiu 66 NF. (D-F) Cévni pletené v kiazi. (D) Zanikajici povrchova
kapildrni pleten larev (bilé Sipky) a vznikajici kapilarni pletenn dospélce (Cerné Sipky).
Stadium 61 NF. (E) celkovy pohled na cévni zdsobeni kize a arteria cutanea ve stadiu
62 NF. Cerné sipky naznacuji kapilarni pleteii dospélce a bilé Sipky primarni kapilarni
pleten larev. (F) Detailni pohled na sekundarni kapilarni pleteni dospélce (¢erné sipky)
a zbytky primérni kapildrni pletené (bilé Sipky) ve stadiu 62 NF. ao — aorta dorsalis
lateralis, cu — arteria cutanea, pu — arteria pulmonalis.

dobte vyvinuta, pokracuje lateralné a vétvi se az v predni koncetiné. Koncovy tisek
aorta dorsalis (aorta caudalis) se diky redukei ocasu, také zacina zkracovat.

V. aortalni oblouk také ztratil napojeni na aorta dorsalis lateralis a zacal od
své distalni ¢asti redukovat. V tomto stadiu je jiz vytvoren jen jeho ventralni tisek.
Redukce V. aortalniho oblouku je pravdépodobné zpiisobena ristem musculus pe-
trohyoideus posterior, ktery je dulezitym dychacim svalem dospélce (obr. E| C).
V misté ptivodniho napojeni V. aortalniho oblouku na aorta dorsalis lateralis je
patrna vyvysenina.
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VI. aortalni oblouk je stejné silny jako IV. aortalni oblouk, a proto se V.
aortalni oblouk oddéluje z néj a ne naopak jako u predchazejicich stadii. Také VI.
aortalni oblouk ztratil napojeni na aorta dorsalis lateralis, protoze ductus Botalli
zanikl (obr. 4| F). Zanik ductus Botalli zptsobil, ze se VI. aortélni oblouk nestaci
jako III. a IV. aortalni oblouk, ale pokracuje po svém vzniku stéle lateralné a
plynule prechéazi do své kranialni vétve — arteria cutanea a kaudalni vétve — arteria
pulmonalis. Arteria cutanea pokraCuje kranialné a oddéluje vétev pro zasobeni
kiize zad. V nejvyssim bodé svého pribéhu anastomézuje s vétvi arteria palatina
posterior, a pak se stac¢i kaudalné a zasobuje kiizi na bocich a na zadech. Arteria
pulmonalis jde kaudalné na lateralni strané plic. Redukce ductus Botalli a natazeni
VI. aortalniho oblouku tak vytvorilo vice mista pro plice, které byly lateralné
limitované pravé arteria pulmonalis.

Stadium 65 NF

Karotidovy labyrint ma jiz jinou strukturu nez u larev. Okolo zesileného mista
ITI. aortalniho oblouku je vytvorena kompaktni kapilarni pletern, ktera je napojena
jak na IIL. aortdlni oblouk, tak na arteria carotis externa (obr. [0 F). Arteria
carotis externa zasobuje musculus interhyoideus, velum ventrale, které je jiz velmi
redukované, a dale pokracuje kranio-medialné az k okraji dolni celisti.

III. aortalni oblouk po vzniku arteria carotis externa pokracuje lateralné, a
pak se staci kranialné, dorsalné a nakonec medialné, tim vznikd smycka, ktera je
poziistatkem po redukovanych zabrach. Protoze III. aortalni oblouk ztratil napo-
jeni na aorta dorsalis lateralis, plynule tak pokracuje jako arteria carotis interna.
7 arteria carotis interna podobné jako u predchéazejicich stadii vznika arteria pa-
latina posterior, ktera anastomozuje s arteria cutanea. Arteria palatina posterior
se za anastomozou staci kranialné, pokracuje po lateralni strané hlavy a napojuje
se na arteria palatina anterior. Pfed napojenim se z ni oddéluji cévy k horni a
dolni ¢elisti a obé arteriae palatinae zasobuji patro dutiny ustni. Arteria carotis
interna se dale déli na arteria palatina anterior, arteria ophthalmica a arteria ce-
rebralis. Arteria palatina anterior pokracuje kranialné, v rostralni oblasti se napoji
na pri¢nou spojku mezi arteria spinalis a arteria palatina posterior a spoji se tak
s obéma cévami (obr. |8 H).

IV. aortalni oblouk pokracuje jako hlavni kmen pro ptivod krve do téla. IV.
aortalni oblouk jde lateralné a pak se dorsalné staci a napojuje se na aorta dorsalis
lateralis. U tohoto stadia jiz nelze rozeznat, kde konci IV. aortalni oblouk a kde za-
¢ind aorta dorsalis lateralis. Medialné se z aorta dorsalis lateralis oddé€luje arteria
occipito-vertebralis, ktera se vétvi k tylni oblasti a jedna jeji vétev se napojuje na
arteria spinalis. Arteria spinalis vede kranialné i kaudalné pod mozkem a michou.
V oblasti michy se déli na dvé cévy, které se okolo sebe obtaci, aby se zase spojily
do neparové arteria spinalis. Z aorta dorsalis lateralis vznika arteria subclavia, ze
které se pred vstupem do predni koncetiny oddéluje arteria axillaris pro lateralni
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Obrazek 8: Schéma postupného vyvoje aortalnich obloukti v pribéhu metamorfézy
Pelobates fuscus. Dorsalni pohled, pouze prava strana. (A) Larvalni stadia 50-53 NF.
(B) Zacéatek metamorfézy ve stadiu 56 NF. (C) Stadium 57 NF. (D) Stadium 58 NF. (E)
Metamorféza ve stadiu 61 NF. (F) Stadium 62 NF. (G) stadium 63 NF, obdobi nejvétsich
zmén ve stavbé aortalnich obloukt. (H) Stadium 65 NF. (I) Konec metamorfézy ve
stadiu 66 NF. Nakresleno podle originalnich preparatl, bez métitka. Obrazek je prevzaty
z publikace Kolesova et al. (2007).
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stranu téla. Aorta dorsalis lateralis pak pokracuje kaudalné a v medianni roviné se
setkava se s aorta dorsalis lateralis z druhé poloviny téla a spolec¢né tvofi nepéro-
vou aorta dorsalis. V tomto stadiu je jiz neparova céva, ze které vznikaji arteriae
tliaceae silnéjsi nez aorta caudalis, proto se zda, ze se redukovana aorta caudalis
oddéluje od cévniho kmenu k zadnim koncetinam.

V. aortalni oblouk je u tohoto stadia vytvoren jen jako ventralné ulozena
drobné céva, kterd se oddéluje od VI. aortalniho oblouku a po kratkém tseku
zanikd (obr. 4| D).

VI. aortalni oblouk odstupuje lateralné z truncus arteriosus, pak se kaudéalné
staci a rozdéluje se na arteria cutanea a na arteria pulmonalis. Arteria cutanea jde
nejdiive kranialné, ale od mista anastomézy s arteria palatina posterior se staci
kaudalné a vétvi se ke kizi bokt a zad. Arteria pulmonalis je vyrazné silnéjsi nez
arteria cutanea, vede po lateralni strané plic a vznikaji z ni vSechny cévy plic. Plice
jsou u tohoto stadia velmi dobfe vyvinuty, plicni vacky jsou plné vzduchu a podili
se na dychani (obr. [7] C).

Stadium 66 NF

V tomto stadiu se dokoncuji dé€je z predchézejicich stadii. Klicky na aortalnich
obloucich, které zistaly po redukci zaber, se déle zkracuji (obr. |8 I). Karotidovy
labyrint se déle rozviji. III. aortalni oblouk pokracuje plynule do arteria carotis
interna, kterd se vétvi stejné jako u predchazejiciho stadia. IV. aortalni oblouk
je plynule napojen na aorta dorsalis lateralis a je tak hlavnim kmenem pro pri-
vod krve do téla. Aorta dorsalis lateralis je utlacovana rozvijejicimi se plicemi a
je ulozena blize k medianni roviné. Jeji vétve jsou stejné jako v predchazejicich
stadiich, nejvice se z nich rozviji arteria subclavia. V. aortalni oblouk tplné zanikl.
VI. aortalni oblouk se napojuje na arteria cutanea a arteria pulmonalis, které se
dale vyvijeji.

Zavérem této kapitoly leze Fici, ze prestavbu aortalnich obloukd v prubéhu me-
tamorfézy charakterizuji nasledujici déje. Spolu se zanikem vnitinich zaber dochéazi
k redukci kapilarniho fecisté, pricemz krevni priitok zlistava zachovan. Ve stadiu
63 NF dochézi k rychlému uzavieni a tim i zkraceni aortalnich oblouki. V tomto
stadiu metamorfézy také III., V. a VI. aortalni oblouk ztraci napojeni na aorta
dorsalis, redukci ductus caroticus a ductus Botalli. V. aortalni oblouk se zacina od
svého dorsalniho konce redukovat v disledku ristu m. petrohyoideus posterior.
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6.2 Vyvoj cév Zaberni oblasti u ptac¢ich embryi; analyza
vlivu Shh

6.2.1 Vyvoj cév v oblasti Zabernich oblouku

Vyvoj cév v oblasti zabernich oblouki byl podrobné popsan u kufecich embryi
(Hiruma a Hirakow, 1995). U k¥epel¢ich embryi je vyvoj cév velmi podobny, i kdyZ
obecné lze Fici, ze jeho pribéh v case je mirné rychlejsi. U kiepelky se aortalni
oblouky vyviji, prestavuji a zanikaji o jedno az tii stadia (ptlden) rychleji nez
u kurat. Prvni aortalni oblouk se vyviji ve stddiu 15 HH jako jedina céva, ktera
spojuje aorta dorsalis et ventralis. V tomto stadiu se také vyviji vena cardinalis
anterior (obr. |§] A). Hned po prvnim aortidlnim oblouku se za¢ind vyvijet i druhy
aortaln{ oblouk. T¥eti aortalni oblouk se tvoii ve stddiu 18 HH (obr.[9] B) a ¢tvrty
aortalni oblouk se vyviji ve stadiu 20 HH. Ve stadiu 21 HH se tvoii paty a Sesty
aortalni oblouk, které jsou plné vytvoreny ve stadiu 23 HH (obr. @I C, D). Prvni
a druhy aortalni oblouk nepfetrvavaji az do dospélosti, ale transformuji se do
kapilarni pletené jiz ve stddiu 18 HH. Podobné také ve stadiu 24 HH zanika paty
aortalni oblouk, ktery spise tvoti vétev vétsiho Sestého aortalniho oblouku. Zatimco
prvni, druhy a paty aortalni oblouk zanikaji, tfeti, ¢tvrty a Sesty aortalni oblouk
pretrvavaji az do dospélosti a podili se na vzniku velkych cév.

Drobné cévy zabernich obloukt se vyviji az v pozdéjsich stadiich. Ve stadiu 15 HH
jsou aortalni oblouky jediné cévy, které zasobuji zaberni oblouky (obr. |§] A). Ve
stadiu 18 HH se zacinaji tvorit drobné vétve z aortalnich obloukt, aorta dorsalis
a vena cardinalis anterior. Ve stadiich 21 a 23 HH vyvoj drobnych vétvi a kapilar
v embryu pokracuje a vytvari se kapilarni pletené v mesenchymu zabernich oblouki
i oblasti okolo mozku a oka (obr.[9 C, D).

Embrya od stadia 18 HH obsahuji mimo vytvorenych funkénich cév a kapilar také
mnozstvi volnych angiogennich bunék, které jsou rovnomérné rozlozeny v mesen-
chymu (obr. [9] B, C, D). Nejvice volngch angiogennich bunék je v oblasti okolo
vena cardinalis anterior a v zabernich obloucich, zatimco okolo aorta dorsalis se
tyto bunky skoro nevyskytuji.

6.2.2 Inhibice Shh signalizace pomoci anti-Shh protilatky produkované
5E1 hybridomovymi bunkami

Exprese Shh v normé

Sledovali jsme expresi Shh u kiepelek a ukazalo se Ze lokalizace Shh i nacasovani
jeho exprese je stejné jako u kutat (Roelink et al., 1995). Ve vSech stadiich, ktera
jsme studovali, je Shh exprimovan nejprve v chordé, kterd indukuje expresi Shh
v prilehlé ¢asti nervové trubice (spodinové ploténce — floor plate). Od stadia 15 HH
se Shh exprimuje také v entodermu predni ¢asti stieva. Jeho exprese neni rovno-
meérné rozlozena v celém entodermu, ale zvlasté od stadia 18 HH je lokalizovana
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Obrazek 9: (A-D) Normalni vyvoj cév hlavy a krku u kiepeléich embryi. Cévy jsou
znaceny QHI protildtkou. (E-F) Exprese Shh znaceného 5E1 protilatkou. (A) Embryo ve
stadiu 15 HH s vytvofenym prvnim aortalnim obloukem (I), ktery spojuje aorta ventralis
(VA) s aorta dorsalis (DA). Vena cardinalis anterior (CV) (B) Embryo ve stadiu 18 HH
mé vytvofeny druhy (II), tfeti (III) a étvrty (neni zde patrny) aortélni oblouk. Kranidlni
pokracovani aorta dorsalis (DA) se nazyva arteria carotis interna (IC). (C) Stadium 21
HH. Viditelny ¢tvrty aortalni oblouk (IV). (D) Stadium 23 HH s vytvofenym patym
(V) a Sestym (VI) aortalnim obloukem. (E-F) Exprese Shh znazornéna 5E1 protilatkou
u normalnich embryi. (E) stadium 15 HH a (F) stadium 18 HH. Shh je produkovin
v chordé, spodinové ploténce nervové trubice (floor plate) a v predni ¢asti stfeva a
oblasti zabernich obloukt (Sipky). Transverzéalni fezy, D, F dobarveno hematoxilinem,
Meéritko je 100 um na vSech obrazcich. Obrazek je prevzaty z publikace Kolesova et al.
(2008).

na vnitini strané I., II. a III. zaberniho oblouku a dale pak v medialni roviné ve
stropu a spodiné embryondlniho hltanu (obr. [ E, F).

Ovéfeni inhibice Shh n wvitro

Nasim cilem bylo inhibovat Shh signalizaci, proto jsme ovérovali zda postupy, které
chceme pouzit, jsou uc¢inné. Nejdiive jsme in vitro testovali vazebnou schopnost
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Obrazek 10: Kontrola specificity protilatky, hybridomovych bunék a jejich textitin vivo
aplikace. (A) Na fibroblasty, které produkuji Shh (QT6 bunky), se vaze anti-Shh (5E1)
protilatka. Métitko je 200 ym. (B) Aplikace hybridomovych bunék produkujicich 5E1
protilatku do paraaxiidlniho mezodermu embrya. Protilatka pronikala embryem do vSech
mist produkce Shh (Sipky) a hybridomové buiiky byly také pozitivni (vyfez). Méfitko
je 200 ym. (C) Hybridomové buiiky 12cAb, také in wvitro vazi sekundarni protilatku.
Méfitko je 100 um. (D) Hybridomové buiiky 5E1, které produkuji anti-Shh protilatku,
také in vitro vazi sekundarni protilatku. Métitko je 100 pm.

anti-Shh protilatky, kterou produkuji 5E1 hybridomové buniky. Také jsme ovétovali
produktivitu 5E1 hybridomovych bunék.

Protilatku 5E1 jsme testovali na tkanové kultuie transgennich kiepeléich fibrob-
lasti (QT6) (Duprez et al., 1998), které produkuji Shh. Na tuto kulturu jsme
aplikovali primarni anti-Shh (5E1) protilatku a pomoci znacené protilatky dru-
hého kroku jsme prokézali jeji vazbu na QT6 buriky (obr. (10| A).

Déle jsme ovétovali schopnost 5E1 hybridomovych bunék produkovat takové mnoz-
stvi protilatky, které 1ze immunohistochemicky prokéazat. K bunééné kultute 5E1
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hybridomovych bunék jsme proto pridali znac¢enou sekundéarni protilatku (goat
anti-mouse antibody) a ovéfovali jsme jeji vazbu na 5E1 bunky. Tento pokus uka-
zal, ze hybridomové bunky protilatku, kterou tvori, nejen uvolnuji do okoli, ale i
udrzuji na svém povrchu (obr. C-D). Muzeme tedy konstatovat, Ze G¢innost
anti-Shh (5E1) protilatky je prokazatelna.

Ovéreni inhibice Shh in vivo po aplikaci 5E1 bunék k Zaberni oblasti

V objemu 20 ul bylo sklenénou kapilarou aplikovano piiblizné 10"bunék 5E1 pod
vitelinni membranu do zaberni oblasti embryi ve stadiich 10-12 HH. Embrya jsme
reinkubovali a analyzovali ve stadiich 18-23 HH. Na kryostatovych fezech jsme
po aplikaci sekundéarni protilatky zjistili, ze 5E1 protilatka pronika do embrya a
je prokazatelnd i v jeho axidlnich strukturach (obr. [L1{ B). Jeji vazba byla patrna
v chordé, spodinové ploténce nervové trubice a entodermu pfedni ¢asti stieva,
tedy ve vSech mistech produkce Shh. Sekundarni protilatka také reagovala s 5E1
butikami, které adherovaly k povrchu embrya (obr. [11| A-B).

Ovéreni inhibice Shh in wvivo po aplikaci 5E1 bunék do paraaxialniho
hlavového mezodermu

Oveérili jsme i moznost implantace 5E1 hybridomovych bunék do paraaxialniho me-
zodermu, ktery obsahuje prekurzory endotelovych bunék. Tento pfistup je ovsem
spojen s rizikem mechanického poskozeni embrya ve studované oblasti. Sklenénou
mikrokapildrou bylo injekovano 10 ul s pfibliZznym mnoZstvim 5.10° bunék 5E1.
Zjistili jsme, Ze hybridomové bunky ztstaly lokalizovany na operované strané em-
brya v oblasti okolo vpichu. Protilatka ale pronikala embryem az na protilehlou
stranu (obr. B). Piesto, Ze pfi odbéru ve stddiu 18 HH nebylo misto vpichu
patrné, nelze zcela vyloucit moznost poskozeni embrya.

Jako kontrolni pokus k aplikaci hybridomovych bunék do zaberni oblasti a kontrolu
pripadnych vedlejsich Uc¢inkd mysich immonoglobulint jsme pozili hybridomové
bunky 12cAb5. Tyto hybridomové bunky produkuji anti-HA-tag protilatku, ktera
nereaguje se strukturami ptacich embryi. Zjistili jsme, Ze fenotyp téchto embryi
byl shodny s normalnimi neoperovanymi jedinci. Sekundérni protilatka se navazala
na povrch 12cA5 bunék, ale ne na zadné struktury embrya (obr. [L1| C-D).

Exprese Shh receptoru ptcl v normé a po inhibici anti-Shh protilatkou

Abychom skutecéné dokézali blokaci Shh, a nejen to, Ze se protilatka navazala na
vSechna mista jeho produkce, analyzovali jsme expresi ptcl.

Ptcl je membranovym receptorem pro Shh a také genem ktery je Shh signalni
kaskddou primo regulovan. Pii zvySeni Shh signalizace se nasledné zvysi exprese
ptcl a tim i mnozstvi Ptcl receptoru na membréané (Marigo a Tabin, 1996).
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Obrazek 11: Inhibice Shh odpovédi pomoci 5E1 (anti-Shh) protilatky produkované
hybridomovymi burikami. (A-B) Embryo stddia 18 HH s hybridomovymi burikami apli-
kovanymi ve stadiu 11 HH. Rezy jsou inkubovany jen se sekundérni protilatkou. (A)
Embryo s aplikovanymi kontrolnimi 12cA5 hybridomovymi bunkami. Protilatka se ni-
kde nenavézala, pouze hybridomové buiiky jsou znac¢ené sekundarni protilatkou (Sipka).
(B) Embryo s aplikovanymi 5E1 burikami, které produkuji anti-Shh protilatku. Proti-
latka se in vivo navazala na vSechna mista produkce Shh: chordu, spodinovou ploténku
nervové trubice a endoderm Zzabernich obloukt (Sipky). Hybridomové buiiky jsou také
pozitivni (Sipky). Rezy jsou dobarveny hematoxilinem, méfitko je 400 um. (C-D) Exprese
ptcl, ktery je cilovym genem Shh signalni kaskdady. (C) Kontrolni embryo s aplikovanymi
12c¢A5 hybridomovymi butikami ma normélni distribuci ptc! ve ventralni ¢asti nervové
trubice, v endodermu zabernich obloukti a v okolnim mesenchymu (Sipky). (D) Embryo
s aplikovanymi 5E1 hybridomovymi bunkami ma snizenou hladinu tvorby ptci. Zbytkova
exprese ptcl je pouze ve ventralni casti nervové trubice a v nékolika oblastech v endo-
dermu Zabernich oblouki (ipka). Zadna produkce ptcl neni v mesenchymu. Métitko je
200 um. Obrazek je prevzaty z publikace Kolesova et al. (2008).
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Miru exprese mRNA ptc! jsme hodnotili pomoci hyridizace in situ na fezech na
zékladé intenzity hybridizac¢niho signalu. PtcI byl produkovan v oblastech, které
tésné priléhaji nebo jsou shodné s oblastmi produkce Shh. V chordé a ve spodinové
ploténce nervové trubice nebyl ptcl produkovan vibec, zatimco v jejich tésném
okoli jeho exprese byla velmi vysoka. V entodermu predni ¢asti stfeva byl ptcl také
exprimovan. V fezech bylo mozné pozorovat postupny slabnouci gradient ptc! od
vSech mist produkce Shh, ktery odrazel miru odpovédi na Shh signalizaci (obr.
C).

Embrya s aplikovanymi 5E1 hybridomovymi bunkami vykazovala zietelné snizenou
expresi ptcl. Ptcl exprese byla snizena v oblasti nervové trubice a entodermu
a gradient ptcl v okolnim mesenchymu vymizel aplné (obr. 11| D).

Timto jsme prokazali, ze aplikace 5E1 bunék produkujicich anti-Shh protilatku
uc¢inné inhibuje Shh signalizaci. Zbytkova exprese ptcl v nervové trubice a ento-
dermu, nemusi nutné znamenat nedokonalou inhibici Shh, nebotf signalni dréha
Shh je shodné se signalni drahou Ihh (Indian hedgehog). Ihh neni blokovan anti-
Shh protilatkou, a jeho signalizace tedy pretrvavéa (Goodrich et al., 1997; Carpenter
et al., 1998).

V této souvislosti je tieba uvést, ze embrya s aplikovanymi 5E1 burikami se vy-
vijela bez makroskopicky patrnych malformaci, které se vyskytuji po inhibici Shh
cyclopaminem (cyclopie, open brain syndrome). V fadé pfipadi vsak byla velikost
mozkové ¢asti hlavy mensi nez u kontrolnich embryi (obr. |12 A-B). Podobny feno-
typ, ktery naznacuje snizenou proliferacni aktivitu bunék, jsme také nalezli u Shh
inhibovanych embryi (Ahlgren a Bronner-Fraser, 1999).

6.2.3 Malformace cév u Shh inhibovanych embryi

Vliv inhibice Shh na vyvoj cév hodnoceny nastiikem tusi

Vliv inhibice Shh pomoci 5E1 protilatky na vyvoj cévniho systému jsme hodno-
tili nejprve makroskopicky po nastiiku cév tusi. Zatimco se u kontrolnich embryi
stadia 18 HH prvni a druhy aortalni oblouk transformoval do kapilarnich ple-
teni, u 5E1 inhibovanych embryi si zachovéaval prvni a druhy aortalni oblouk stale
jesté ptvodni tvar (obr. [12] A-B). Tento nélez ukazuje, Ze inhibice Shh zpomalila
prestavbu prvnich dvou aortalnich obloukt. Tteti a ¢tvrty aortalni oblouk se u
inhibovanych a kontrolnich embryi nelisi.

Dale jsme po néastfiku cév tusi pozorovali u Shh inhibovanych embryi rozsahlé
vyrony mimo cévy, hlavné z vena cardinalis anterior v hlavové oblasti. U zddného
z kontrolnich embryi tento jev pozorovan nebyl. Znamena to, ze vena cardinalis
anterior po inhibici Shh hife odolava tlaku a jeji sténa je pravdépodobné netplné
vyvinuta (obr.|12| A-D). Je tfeba také uvést, ze v fezech Shh inhibovanych embryi,
kde cévy nebyly nastiikovany tusi, se v mesenchymu okolo vena cardinalis anterior
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Obrazek 12: Nasttik cévniho systému tusi, stddium 18 HH. (A) U kontrolnich embryi
prvni a druhy aortalni oblouk zanikaji do kapilarnich pleteni (bilé Sipky I a II). Hlavni
cévou, ktera vede krev do aorta dorsalis je t¥eti aortalni oblouk (bild Sipka III). Ctvrty
aortalni oblouk se za¢ind vyvijet (bila Sipka IV). Dobfe patrné jsou normalni kapilary
a cévy, které vedou krev z hlavy do vena cardinalis anterior. (B) Embrya s inhibovanou
funkci Shh maji mensi hlavu v porovnani s kontrolou. Také vyvoj aortalnich oblouki je
zpomaleny. Prvni a druhy aortalni oblouk (bilé sipky I a II) jsou stéle dobfe vytvofeny
a tvorl funkéni cévy mezi aorta ventralis et dorsalis. Tteti a ¢tvrty oblouk jsou nor-
malné vytvoreny (bilé sipky III a IV). Velké mnozstvi tuse pfi nastfiku unika z drobnych
hlavovych zil a z vena cardinalis anterior (bilé sipky). Méritko je 500 ym. (C, D) Para-
finové fezy oblasti vena cardinalis anterior znacené kyselou fosfatazou. N — neuroepitel,
(C) Kontrolni embryo. Cervené krvinky (Sipky) jsou piftomné jen uvniti cév. Nékolik
macrophage-like cells (Sipky). (D) Embryo s inhibovanym Shh. Mnoho krevnich bunék
je mimo cévy (Sipky) a macrophage-like cells (Sipky) je vice nez u kontrolnich embryi.
Méfitko je 200 um. Obrazek je prevzaty z publikace Kolesova et al. (2008).

nachézely skupinky erytrocytt, jako dusledek vzniklych extravazati (obr. C-
D).

Vliv Shh inhibice na endotel cév znaceny QH1 protilatkou; snizena sta-
bilita cévni stény a opozdéna prestavba arterialniho recisté

Stavbu cévniho fecisté jsme dale hodnotili v parafinovych fezech po znazornéni
endotelu protilatkou QH1. Na fezech z Shh inhibovanych embryi se ukazalo, ze lu-
men vena cardinalis anterior je nepravidelné a s invaginacemi cévni stény (obr.
A-D). Tento nalez je v souladu se vznikem krevnich vyront pozorovanych v oblasti
vena cardinalis anterior po nastfiku tusi.

Vyvojové abnormality byly po aplikaci 5E1 protilatky patrné i v arterialnim fecisti.
Arteria carotis interna, ktera je u norméalnich embryi kulata, méla po inhibici Shh
vytvorené septum v délce priblizné 40 pm. Toto septum tvorily dvé vrstvy endotelu,
mezi kterymi byl mesenchym. Septum tak rozdélovalo ¢ast pribéhu arteria carotis
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Obrazek 13: Malformace endotelu u Shh inhibovanych embryi. Endotel cév je znaceny
QHI protilatkou. (A-D) Poruchy tvorby cévniho lumen u vena cardinalis anterior. (A)
Kontrolni embryo. (B) Vena cardinalis anterior mé ve stadiu 18 HH nepravidelny tvar
a obsahuje vychlipky endotelové a cévni stény, které zasahuji do lumen cévy (Sipka). (C,
D) Vychlipky cévni stény vena cardinalis anterior jsou také vytvoreny u embryi stadia
23 HH. (E-G) Malformace arteria carotis interna ve stadiu 18 HH. (E) Kontrolni embyo.
(F) Arteria carotis interna je horizontadlnim septem rozdélena na dvé cévy (Sipka). (G)
Detail septa, které je pokryto endotelem z obou svych stran (Sipka). (H-J) Malformace
aorta dorsalis ve stadiu 18 HH. (H) Kontrolni embryo. (I) Neuplna fize aortae dorsales
je patrné jako pretrvavajici vertikdlni septum (Sipka). (J) Detail pfetrvavajiciho septa
(8ipka). Transverzalni fezy. B-D dobarveno hematoxilinem. Méfitko je 100 pm. Obrazek
je prevzaty z publikace Kolesova et al. (2008).
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Obrazek 14: Malformace endotelu u Shh inhibovanych embryi. Endotel cév je znaceny
QH1 protilatkou. (A-C) Malformace vytokového traktu srdeéniho ve stadiu 18 HH. (A)
Kontrolni embryo. (B) Endotelové vystelka vytokového traktu nevytvofila funkéni lumi-
nizovanou cévu (Sipka) a zustala tak ve formé izolovanych pruht endotelu s ¢ervenymi
krvinkami na jedné své strané (Sipka). (C) Detail porusené endotelové trubice (Sipka)
a malformovana céva s nepravidelnym lumen (Sipka). (D-F) Malformace vytokového
traktu ve stadiu 18 HH. (D) Kontrolni embryo. (E) Ve vytokovém traktu se vytvo-
fily vychlipky endotelové stény vyplnéné mesenchymem, které zasahuji do jeho vnitini
dutiny (Sipka). (F) Detail vychlipky cévni stény (Sipka). Transverzalni fezy. A—C dobar-
veno hematoxilinem. Méritko je 100 um. Obrazek je pfevzaty z publikace Kolesova et al.
(2008).

interna na dvé cévy, které se ovSem rostralné zase spojovaly. Septum naznacuje
rozvétveni arteria carotis interna normalnich embryi (obr. 13| E-G).

Podobné bylo po inhibici Shh vytvofeno abnormélni septum v aorta dorsalis. Aor-
talni septum probihalo v délce pfiblizné 60 um a bylo také pokryto endotelem (obr.
H-J) a obsahovalo také hladké svalové buriky (obr. |17] C, D). Pfedpokladame,
ze toto septum je pozistatkem netplné fize dvou radices aortae v neparovou
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aorta dorsalis, ktera probihéd praveé ve stadiu 18 HH a u norméalnich embryi je jiz
dokoncena.

Popsana septa ve dvou riznych lokalizacich byla pozorovana opakované. Shh je
tedy nutny pro fyziologicky proces remodelace cévniho Tecisté.

Netplny vyvoj cévni stény jsme pozorovali také ve vytokovém traktu srdecnim.
Byly patrné invaginace cévni stény (obr. |14 D-F') a nékolik embryi mélo porusenou
tvorbu casti vytokového traktu, ktera byla tvorena pouze pruhem endotelu bez
uzavieného lumen. V okolnim mesenchymu byl patrny extravazat (obr. {14 A-C).

Vliv Shh na expresi VEGFR2 v endotelovych bunkach

V této ¢asti studie bylo zjistovano zda Shh ovlivituje expresi VEGFR2 receptoru
v edotelovych buiikkach. VEGFR2 je receptorem pro ristovy faktor endotelu krev-
nich cév VEGF (Jaffredo et al., 1998). Zjistili jsme, ze ve staddiu 18 HH je VEGFR2
exprimovan ve vSech endotelovych buiikkiach drobnych cév a kapilar (obr. |15/ A, B).
V cévach o vétsim prisvitu, jako jsou aortalni oblouky, je protein VEGFR2 pro-
kazatelny pomoci protilatky pouze pfiblizné v poloviné endotelovych bunék (obr.
C, D). V aorta dorsalis, kterd je nejdiive vytvorenou intraembryondlni cévou,
je exprese VEGFR2 patrna pouze v misté napojeni aortalnich obloukt (obr. (15[ E,

Pti porovnani Shh inhibovanych embryi s normélnimi nebyl zjistén zadny rozdil
v distribuci VEGFR2 ani rozdil v intenzité jeho signalu (obr. |15 A-H). To nazna-
Cuje, ze signalizace Shh neovliviiuje expresi VEGFR2. Pravdépodobné tedy Shh
neptisobi na endotel prostiednictvim vlivu na signalizaci VEGF-VEGFR2.

Mimo endotelové bunky je VEGFR2 velmi siln€ exprimovan v bunkach myokardu
vytokového traktu srde¢niho, zatimco endotel vytokového traktu obsahuje pouze
nékolik pozitivnich bunék. Podle Wilting et al. (1997) tyto buiiky myokardu vzni-
kajf transformaci endotelovych bunék (obr.[15|G-H a[16) A-B). VEGFR2 pozitivita

zde byla funkce VEGFR2 zfejma.

Vliv Shh na vyvoj hladké svaloviny cévni stény

Abychom zjistili, jestli Shh ovliviiuje také tvorbu hladké svaloviny ve sténé cév,
studovali jsme dynamiku jejitho rozloZeni pomoci anti-smooth muscle actin (anti-
SMA protilatky). Ve stadiu 18 HH hladké svalové buriky kompletné pokryvaji cely
endotel aorta dorsalis a arteria carotis interna (obr.[17| A). Aortalni oblouky maji
hladké svalové builky pouze na své lateralni sténé a podobné i vytokovy trakt
srdecni je pouze Castecné pokryty hladkou svalovinou. V zilnim Tfecisti neni hladka
svalovina patrna a to ani ve vena cardinalis anterior.

Ve stadiu 23 HH jiz aortalni oblouky a vytokovy trakt maji vytvorenou souvislou
vrstvu hladké svaloviny (obr. [17| E). Také vétve arteria carotis interna maji kom-
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Obrazek 15: Exprese VEGFR2 u normélnich a Shh inhibovanych embryi ve stadiu 18
HH. (A-B) VEGFR2 je produkovan vSemi endotelovymi buiikami (Sipky) vznikajicich
mozkovych cév a kapilar. Uroven exprese VEGFR2 se neméni po aplikaci 5E1 hybri-
domovych bunék. (C-D) Pouze nékteré endotelové buriky aortélnich oblouki produkuji
VEGFR2 (ipky). Uroveti exprese VEGFR2 se neméni po aplikaci 5E1 hybridomovych
bunék. (E-F) V aorta dorsalis jsou pozitivni butiky pouze v mistech napojovani aortal-
nich oblouki (Sipky). Uroven exprese VEGFR2 se neméni po aplikaci 5E1 hybridomovych
bunék. (G-H) Ve vytokovém traktu srdeénim je mimo nékolika méalo endotelovych bunék
pozitivni pro VEGFR2 hlavné myokard vytokového traktu (Sipky). Uroven exprese VE-
GFR2 se neméni po aplikaci 5E1 hybridomovych bunék. Vsechny fezy jsou dobarveny
hematoxilinem. Méritko je 200 pm.
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Obrazek 16: Porovnani exprese QH1 a VEGFR2 ve vytokovém traktu srde¢nim u nor-
malnich embryi stddia 18 HH. (A) QH1 je produkovano vSemi endotelovymi burikami
vytokového traktu a i okolnich cév. Myokard vytokového traktu je QH1 negativni (Sipky).
(B) VEGFR2 je produkovano pouze nékolika endotelovymi butikami vytokového traktu,
ale hlavné je produkovano v jeho myokardu (Sipky). fezy jsou dobarveny hematoxilinem.
Meritko je 200 pm.

pletni vrstvu hladkych svalovych bunék. Svalova vrstva ve sténé vena cardinalis
anterior ale stale chybi.

Zjistili jsme, Ze u Shh inhibovanych embryi je distribuce bunék hladké svaloviny
v cévni sténé zcela identickd s kontrolnimi embryi (obr. |17 B, F). Zajimavé je, ze
hladké svalové buitiky jsou obsaZeny také v persistujicim aortalnim septu (obr.
C- D). Toto pozorovani ukazuje, ze Shh nem4 vliv na vyvoj svalové stény cév.

Vedlejsim vysledkem této ¢asti studie je zjisténi, ze hladky svalovy aktin je také
exprimovan v myotomu (obr. |17]C), ktery je povazovan za zdroj pti¢né pruhované
svaloviny.

6.2.4 Angiogenni bunky a macrophage-like cells u Shh inhibovanych
embryi

Vyskyt volnych angiogennich bunék po inhibici Shh; sniZena tvorba cév-
nich trubic

Kromé zmén pozorovanych ve staddiu 18 HH jsme po inhibici Shh od stadii 13-15
pozorovali ve stadiich 21-23 HH zvySené mnozstvi volnych angiogennich bunék
identifikovanych na zakladé jejich QH1 pozitivity. Tyto volné, kulaté angiogenni
bunky nejsou soucasti cévni stény, vyskytuji se ve shlucich a jejich odliseni od
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Obrazek 17: Vyskyt hladké svaloviny ve sténé cév, znaceno anti-smooth muscle actin
protilatkou. (A-B) Hladké svalové buriky jsou v embryu stadia 18 HH pfitomny ve sténé
aorta dorsalis, arteria carotis interna a v lateralni ¢asti aortélnich obloukt (Sipky).
Embrya s aplikovanymi 5E1 buiikami (B) maji shodnou distribuci hladkého svalového
aktinu jako kontroly (A). Méfitko je 100 um. (C-D) Hladké svalové buiiky, také pokryvaji
poruchy endotelu zptsobené inhibici Shh. Embryo stadia 18 HH. (C) Normalni situace
v aorta dorsalis, (D) pretrvavajici septum v aorta dorsalis je také pokryto hladkymi sva-
lovymi buiikami. Sipky ukazuji expresi hladkého svalového aktinu v myotomu. MéFitko
je 100 ym. (E-F) Embryo stadia 23 HH. Hladké svalové bunky jsou pfitomny v aorta
dorsalis, arteria carotis interna, v celé sténé aortalnich obloukti a vytokového traktu
srde¢niho (Sipky). Embrya s aplikovanymi 5E1 burikami (F) maji shodnou distribuci
hladkého svalového aktinu jako kontroly (E). Méfitko je 200 um. Obrazek je prevzaty
z publikace Kolesova et al. (2008).
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Obrazek 18: Poruchy vyskytu QHl-pozitivnich bunék v Zabernich obloucich embryi
stadia 21 HH (A-D, F) a stadia 23 HH (E, G-L); (A-F) Volné QH1-pozitivni butiky v
mesenchymu a ektodermu tfetiho a ¢tvrtého zaberniho oblouku embryii stadia 21 HH (23
HH - E). (A, B) Kontrolni embrya. (C, D) Vétsi shluky volnych QH1-pozitivnich bunék
(8ipka) u embryi s inhibovanym Shh ve stadiu 21 HH, (E) nebo stadiu 23HH. (F) Graf
ukazuje, ze Shh inhibovand embrya méla podobné mnozstvi volnych QH1-pozitivnich
bunék jako kontroly. Tyto bunky ale byly usporadany do shlukt oproti vyskytu izolova-
nych bunék u kontrol. Osa Y: prumérny pocer volnych QH1-pozitivnich bunék ve tietim
a ¢étvrtém zabernim oblouku. (G-L) ZvySené mnozstvi QH1-pozitivnich butiek v Sestém
zabernim oblouku embryi stadia 23 HH s inhibovanym Shh. (G, H) Kontrolni embrya. (I)
Volné shluky QH1-pozitivnich bunék (Sipky) v distalni ¢asti Sestého zaberniho oblouku.
(J) detail. (K) zvySené mnozstvi volnych QH1-pozitivnich bunék v proximalni ¢asti za-
berniho oblouku (Sipka). (L) Graf ukazuje zvySené mnozstvi volnych QH1-pozitivnich
bunék v Sestém zabernim oblouku Shh inhibovanych embryi oproti kontrole. Osa-Y: pri-
mérny pocet volnych QH1-pozitivnich bunék v Sestém zabernim oblouku. Transverzalni
fezy, C—E, K dobarveno hematoxilinem, Métitko je 200 um. Grafy: smérodatna odchylka
je znézornéna (*), hladina priukaznosti je 5 % (p<0.05), (ns) neni statisticky vyznamny
rozdil. Obrézek je pfevzaty z publikace Kolesova et al. (2008).
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dalsich QH1 pozitivnich bunék je uvedeno v déle. V cCasnéjsich stadiich se tyto
bunky skoro nevyskytovaly. Shluky volnych angiogennich bunék jsou typické pro
oblast v okoli vena cardinalis anterior, okoli aorta dorsalis a aortalni oblouky.
Jejich shluky jsme nepozorovali u kontrolnich embryi, v nichz jsou jednotlivé volné
angiogenni bunky pfitomny jen ojedinéle.

V oblasti I. a II. zaberniho oblouku je pocet volnych angiogennich bunék po inhi-
bici Shh shodny s kontrolnimi embryi. Ve III. a IV. zZabernim oblouku jsou volné
angiogenni bunky u Shh inhibovanych embryi pfitomny ve shlucich, ale jejich po-
¢et je shodny s kontrolou. Tyto shluky byly hlavné vytvofeny v mesenchymu a
nékdy i v blizkosti ekto- nebo entodermu Zabernich oblouki (obr. 18] A-F).
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Obrazek 19: Anomalie ve vyskytu QH1 pozitivnich bunék v okoli vena cardinalis ante-
rior a aorta dorsalis ve stddiu 23 HH (A-L); (A-F) ZvySené mnozstvi QH1 pozitivnich
bunék v okoli vena cardinalis anterior. (A, B) kontrolni embrya. (C) ZvySené mnozstvi
QH1 pozitivnich bunék (Sipky) v okoli vena cardinalis anterior u Shh inhibovanych em-
bryi. (D) Zvys$ené mnozstvi QH1 pozitivnich bunék (Sipky) v okoli vétvi vena cardinalis
anterior. (E) Volné shluky QHI pozitivnich bunék se v okoli vena cardinalis anterior
vyskytuji jiz ve stddiu 18 HH (Sipky). (F) Graf znazoriiuje zvySené mnozstvi shluka
QH1 pozitivnich bunék v okoli vena cardinalis anterior v Shh inhibovanych embryich
v porovnani s kontrolou. Osa Y: Pramérné mnozstvi QH1 pozitivnich bunék v jednom
fezu, smérodatnd odchylka je naznaGena. (G-L) ZvySené mnozstvi shluki volnych en-
dotelovych bunék v okoli aorta dorsalis ve stadiu 23 HH. (G, H) Kontrolni embrya.
(I) Shluky volnych QH1 pozitivnich bunék na ventralni strané aorta dorsalis (Sipka),
(J) detail téchto shlukt bunék (sipka). (K) QH1 pozitivni buriky jsou pfitomny v me-
senchymu (Sipka) a hematopoietickd oblast v aorta dorsalis je neporusena (Sipka). (L)
Graf ukazuje zvySené mnozstvi shlukt volnych QH1 pozitivnich bunék u Shh inhibova-
nych embryi v porovnani s kontrolou v oblasti okolo aorta dorsalis. Osa Y: primérné
mnozstvi shluku volnych QH1 pozitivnich bunék na jedom fezu, smérodatnd odhchylka
je naznacena. Transverzalni fezy; C, E dobarveno hematoxilinem. MéFitko je 200 ym na
vSech obrazcich. Grafy: Osa Y: primérné mozstvi pozitivnich bunék na jednom fFezu.
Smérodatna odchylka je naznacena, (*) prikazny rozdil (p<0.05). Obrazek je prevzaty
z publikace Kolesova et al. (2008).

Kranio-kaudalni gradient ve vyskytt shlukt volnych angiogennich bunék vysveétlu-
jeme tim, ze vyvoj prvnich dvou zabernich oblouki je v tomto stadiu spise zastaven,
nedochazi v nich k tvorbé novych cév a naopak jejich cévy zanikaji do kapilarnich
pleteni. TTeti a ¢tvrty zaberni oblouk se tvori hned po aplikaci 5E1 bunék a jejich
vyvoj je tedy ovlivnén jen c¢astecné.

Sesty zaberni oblouk byl nejvice ovlivnén inhibici Shh a v jeho mesenchymu se
vyskytovalo nejvice shluki volnych angiogennich bunék. Volné prekurzory endote-
lovych bunék byly rovnomérné rozmistény v celém Sestém zabernim oblouku a vy-
skytovaly se jak ve shlucich, tak jednotlivé. Také kontrolni embrya obsahovala
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Obrazek 20: Podrobnéjsi studie QH1-pozitivnich bunék v Zabernich obloucich embryi
stadia staddia 23 HH: macrophage-like cells znac¢ené kyselou fosfatdzou (A-C); apop-
totické buriky pozitivni pro cleaved caspase-3 (D-F); proliferujici bunky pozitivni pro
fosfo-histon H3 (G-I). (A—C) Jen nékolik mélo macrophage-like cells (Sipky) se vyskytuje
v zabernich obloucich. Inhibice Shh nema vyrazny efekt na jejich vyskyt (C), proto jsou
QH1-pozitivni bunky vétSinou volné endotelové burniky, které neutvorili funkéni cévu.
(D-F) Shh inhibice nem4 také v oblasti zabernich obloukt vliv na troven apoptézy
(sipky). (G-1) Zadny rozdil v proliferaci v Zabernichobloucich kontrolnich a Shh inhi-
bovanych embryi (Sipky). Transverzalni fezy, D, E dobarveno hematoxilinem, Méfitko
je 200 pm. Grafy: hladina prikaznosti je 5 % (p<0.05), (ns) neni statisticky vyznamny
rozdil. Obrézek je pfevzaty z publikace Kolesova et al. (2008).

malé mnozstvi volnych angiogennich bunék v Sestém zabernim oblouku, ale jejich
mnozstvi se po Shh inhibici vyrazné zvysilo a objevily se shluky téchto bunék (obr.

G-L).
Ackoliv se ndm nepodarilo kvantitativné vyjadfit rozdil v hustoté kapilarniho fe-
¢isté v zabernich obloucich u inhibovanych a kontrolnich embryi, miizeme fici, ze

v mistech normalniho vyskytu kapilarniho fecisté je u Shh inhibovanych embryi
zvySené mnozstvi volnych angiogennich bunék a méné kapilar.

Nejvétsi vyskyt shluktt volnych angiogennich bunék po inhibici 5E1 protilatkou
jsme pozorovali na ventralni strané aorta dorsalis (obr. G-L). Je mozné, ze
zvysené mnozstvi QH1 pozitivnich bunék v této oblasti souvisi s produkeci heman-
giogenich bunék z ventralniho endotelu aorta dorsalis (Jaffredo et al., 1998).

Vyrazné zvysené mnozstvi shlukdi volnych angiogennich bunék bylo také v okoli
vena cardinalis anterior (obr. |19 A-F) a to nejen ve stadiu 23 HH, ale i ve stadiich
18 a 21 HH. Zvysené mnozstvi volnych QH1 pozitivnich bunék mutize souviset
s vySSim vyskytem macrophage-like cells v této oblasti (viz dale).
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Obrazek 21: Podrobnéjsi studie QH1 pozitivnich bunék v okoli vena cardinalis ante-
rior a aorta dorsalis ve stadiu 23 HH: macrophage-like cells znacené priikkazem kyselé
fosfatdzy (A-C); apoptotické buiky znacené protilatkou proti aktivni kaspaze 3 (D-
F); proliferujici buriky znac¢ené protilatkou proti fosfo-histonu H3 (G-I). (A-C) ZvySené
mnozstvi macrophage-like cells znac¢enych kyselou fosfatazou (Sipka) v oblasti okolo vena
cardinalis anterior u Shh inhibovanych embryi. (C) Graf ukazuje vyrazné zvysSené mnoz-
stvi macrophage-like cells. (D-F) zvySené mnozstvi apoptotickych bunék pozitivnich na
aktivovanou kaspazu 3 (Sipky) v okoli vena cardinalis anterior u Shh inhibovanych em-
bryi. (F) Graf ukazuje zvySené mnozstvi apoptotickych bunék. (G-I) Snizena tdroven
proliferace (Sipky) znacené protilatkou proti fosfo-histonu H3 v okoli vena cardinalis an-
terior u Shh inhibovanych embryi. (I) Graf ukazuje snizeny vyskyt proliferujicich bunék
po Shh inhibici. Transverzalni fezy; D, E dobarveno hematoxilinem; A, B dobarveno
fast green. Méritko je 200 um na vsech obrazcich. Grafy: Osa Y: primerné mozstvi pozi-
tivnich bunék na jednom fezu. Smérodatna odchylka je naznacena, (*) prikazny rozdil
(p<0.05). Obrazek je prevzaty z publikace Kolesova et al. (2008).

Vyskyt macrophage-like cells

QH1 protilatka mimo endotelovych bunék a jejich prekurzorii znaci také krevni
bunky bilé fady a jejich prekurzory. Protoze volné angiogenni QH1 pozitivni bunky
byly vétsi nez endotelové bunky zavzaté do cévni stény a vyskytovaly se ve shlu-
cich, byla zde moznost, Ze alespon ¢ast z nich jsou fagocytujici bunky z bilé krevni
fady. Z dalsich bilych krvinek by v téchto ranych embryonalnich stadiich mohly
byt jesté pritomné lymfocyty a jejich prekurzory, ty jsou ale daleko mensi a ne-
vyskytovaly by se ve shlucich. Fagocytujici buiiky v rané embryogenezi jsou ozna-
¢ovany jako macrophage-like cells, k odliseni od makrofagi jak jsou definovany
v dospélosti (Cuadros et al., 1992). Abychom rozlisili endotelové buiiky a jejich
prekurzory od macrophage-like cells studovali jsme fezy z Shh inhibovanych em-
bryi pomoci pritkazu kyselé fosfatazy rezistentni ke kyselin€ vinné. Jeji pozitivita
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je charakteristickd pro fagocytujici butiky (Cuadros et al., 1992). Touto metodou
jsme prokazali, ze ¢ast QH1 pozitivnich bunék v okoli vena cardinalis anterior jsou
macrophage-like cells (obr. 21) A-C). V zabernich obloucich, ve vytokovém traktu
a ani v okoli aorta dorsalis se nevyskytovalo zvySené mnozstvi macrophage-like
cells u Shh inhibovanych embryi oproti kontrole (obr. 20| A-C). ZvySené mnozstvi
QH1 pozitivnich bunék v téchto oblastech tedy doklada, Zze po Shh inhibici se ob-
jevuje zvysené mnozstvi volnych angiogennich bunék, které neutvorily cévni sténu
a zustavaji v mesenchymu jen ve formé shluk.

Apoptoza a proliferace u Shh inhibovanych embryi

P1i analyze vlivu aplikace 5E1 protilatky jsme také studovali vliv inhibice Shh na
frekvenci vyskytu apoptdézy a na proliferacni aktivitu v oblasti zabernich oblouksii.
Je totiz znamo, ze pri ztraté Shh signalizace se zvysSuje frekvence vyskytu bunék
v apoptdze a snizuje se troven proliferace (Jeong et al., 2004; Brito et al., 2006).
Ve stadiu 23 HH jsme po Shh inhibici pozorovali zvyseny vyskyt mesenchymo-
vych apoptotickych bunék, identifikovanych na zakladé pozitivity pro aktivovanou
kaspéazu 3, pouze v okoli vena cardinalis anterior (obr.[21]D-F). Ve srovnani s kon-
trolou byl pocet apoptotickych bunék vice nez dvojnasobny, coz je v souladu se
zvySenym mnozstvim macrophage-like cells v této oblasti. Naproti tomu v dalsich
lokalizacich nebyla frekvence apoptdzy zvysena (obr. [20{ D-T).

V mesenchymu okolo vena cardinalis anterior se také pfiblizné o tfetinu snizila
uroven proliferace stanovena prikazem pozitivity pro fosfo-histon 3 (obr. 21| G-I).
V zabernich obloucich, v oblasti vytokového traktu srdecniho a ani v okoli aorta
dorsalis neovlivnila aplikace 5E1 bunék troven proliferace (obr. 20[ G-I).

Z toho vyplyva, ze v oblasti vena cardinalis anterior Shh ovliviiuje pfezivani a pro-
liferaci mesenchymu. Je ovsem také mozné, ze extravazaty okolo vena cardinalis
anterior po Shh inhibici vyvolavaji nahromadéni macrophage-like cells a zvyse-
nou frekvenci apoptézy. Jednalo by se tedy o sekundarni efekt Shh inhibice, nebot
fragilita cévni stény je defektem podminénym ztratou Shh signalizace. Proti této
interpretaci vSak hovori nalez snizené proliferace, kterou nelze extravazaty vysveét-
lit.

Pii detekci apoptdzy a proliferace jsme nepozorovali znacené bunky v endotelu
cév a ani v ektodermu a v entodermu. Shh tedy neptisobi na vyvoj cév ovlivnénim
apoptozy a proliferace endotelu. Shh neovliviiuje v tomto sméru ani bunky me-
senchymu v okoli cév, kde lze predpokladat prekurzory hladkych svalovych bunék
a fibroblastl cévni stény.

6.2.5 Mechanismus pusobeni Shh na endotelové buiiky cévni stény

Signalni kaskada Shh zahrnuje receptor Patched (Ptcl) a transmembranovy pro-
tein Smo, ktery aktivuje transkripéni faktory Gli 1-3, které ridi transkripci cilovych
genti. Jednim z cilovych gent je i gen, ktery kdduje receptor ptci. Buiika, kterd
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Obrazek 22: Exprese ptcl (receptoru pro Shh) v embryu a cévich embrya stddia 18 HH.
(A-E) normalni exprese ptcl; (F-G) exprese ptcl po Shh inhibici. (A) Celkova exprese
ptcl v embryu. Ptel tvoii gradient v nervové trubici od floor plate (Sipky), okolo chordy
(8ipky), v posteriorni ¢asti prvniho a druhého zaberniho oblouky (Sipka) a ve stropu
zaberni dutiny (8ipka). Méfitko je 200 ym. (B-E) Ptc1 je v aorta dorsalis exprimovan ve
vSech endotelovych burikdch, jen s riznou intenzitou. (B) Kranidlné je nejvice pozitivni
endotel v oblasti sousedici s chordou (8ipka). (C) V misté napojovani aortalnich obloukt
je ptel exprimovan také v oblasti pfiléhajici k zaberni dutiné (sipka). (D—E) V nepérové
aorta dorsalis je nejvice pozitivniho endotelu pro ptcl na jeji ventralni strané, ktera je
priklonénd k endodermu pfedni ¢asti stfeva (Sipky) a na dorsalni strané, ktera zasahuje
do ptcl gradientu chordy (Sipky). (F-G) Exprese ptc! v Shh inhibovanych embryich.
(F) vymizeni exprese ptcl v endotelu aorta dorsalis (Sipka). (G) Zbytkové exprese ptcl
v predni ¢asti stfeva a v blizkosti spodinové ploténky (Sipky), ostatni tkdné embrya jsou
ptcl negativni. Transversdlni fezy, u B-G je métitko 100 pm.

exprimuje ptcl je tedy cilovou strukturou Shh signalizace a mira jeho exprese
odpovidé mife intenzity resp. inhibice Shh signalizace (Marigo a Tabin, 1996), za-
meérili jsme se proto na pritkaz tohoto receptoru.. V tomto pozorovani jsou uvedeny
pilotni nalezy ptcl exprese hodnocené hybridizaci in situ v parafinovych fezech.

Exprese ptcl v Zaberni oblasti

Expresi ptcl jsme studovali technikou in situ hybridizace (ISH) mRNA na pa-
rafinovych rezech, které umoznuji presnéjsi lokalizaci signalu nez ISH na celych
embryich. Sonda, kterou jsme pouzivali byla pfipravena pro tkané bilé leghornky
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Obrazek 23: Exprese ptcl (receptoru pro Shh) v embryu a cévich embrya stadia 18
HH. (A-H) normalni exprese ptcl; (I-J) exprese ptcl po Shh inhibici. (A) Malo ptcl
pozitivni endotel vena cardinalis anterior (Sipka). (B) Velké mnozstvi krevnich bunék
je také pozitivnich pro ptcl (Sipky). (C-D) Pozitivni endotel pro ptcl v arteria carotis
interna. (C) Cést endotelu arteria carotis interna je v gradientu ptcl z chordy (Sipka).
(D) vice nez polovina arteria carotis interna tésné sousedi s endodermem zaberni dutiny
a proto je velmi silné pozitivni na Ptcl (sipka). (E-F) Slaba ptc! pozitivita ve vytokovém
traktu srde¢nim. (E) Ptc! je jen velmi slabé exprimovan v endotelu vytokového traktu
(sipka). (G-H) Aortélni oblouky maji jen ¢ast endotelu pozitivni pro ptcl. (G) Gradient
okolo chordy a endodermu zaberni dutiny (8ipky) zasahuje i pfiklonény endotel aortalnich
obloukt. (H) Exprese z lateralni a posteriorni strany zaberniho oblouku zasahuje i ¢ast
endotelu aortédlniho oblouku (Sipka). (I-J) Snizend exprese ptc! po Shh inhibici. (I)
Z4dna zbytkova exprese ptcl! v endodermu zabernich obloukt (Sipka) ani v endotelu
aortalnich obloukt a arteria carotis interna. (J) Zbytkova exprese ptcl v posteriorni
oblasti druhého zaberniho oblouku (8ipka), v ostatnich ¢astech zabernich obloukt exprese
ptcl vymizela. Transversalni fezy, méritko je 100 pum.

a v této casti pokusu jsme tedy pouzivali embrya bilé leghornky, i kdyz jsme oveérili,
Ze sonda vétsinou reaguje i s tkanémi japonské kiepelky.

Ptcl je u norméalnich embryi lokalizovan v bezprostiedni blizkosti produkce Shh.
V nervové trubici jsou to oblasti, které primo priléhaji ke spodinové ploténce.
Nejvice ptcl je tedy exprimovano v bunkéach v tésné blizkosti spodinové ploténky
a s narustajici vzdéalenosti intenzita signalu ptcl postupné klesa (obr. 22| A). Dalsi
bunky silné ptcl pozitivni jsou v oblasti sulcus limitans v mezimozku, ktera také
produkuje Shh.
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Rovnéz mesenchym v okoli chorda dorsalis, ktera také produkuje Shh, je vysoce
ptcl pozitivni, s gradientem klesajicim smérem do periferie (obr. A, E a obr.

23 G).

Dalsi strukturou, ktera v oblasti zabernich obloukt ostriuvkovité produkuje Shh, je
entoderm predni ¢asti stfeva. Expresi ptcl jsme pozorovali v entodermu zabernich
obloukt, jak v blizkosti produkce Shh, jak je tomu ve stropu zaberni dutiny, tak
pfimo v jednotlivych ostrivcich Shh produkce v entodermu (obr. A, obr.
C-H). Na mista exprese ptcl receptoru v entodermu navazuje sldbnouci gradient
v bunikdch mesenchymu zabernich obloukii a dokonce v ¢asti endotelové vystelky

arteri{ (obr. 22| A, obr. 23| G-H).

Exprese ptcl v cévach zaberni oblasti

Nejvice ptcl pozitivnich endotelovych bunék se nachazi vzdy ve sméru k nejbliz-
simu zdroji Shh. V arteria carotis interna a v parovych radices aortae jsou to vzdy
¢asti endotelové trubice pfivracené k entodermu zaberni dutiny (obr. 22| A-C, obr.
C-D). Distéalnéji ulozend neparovéa aorta dorsalis obsahuje sice také ptcl pozi-
tivni bunky na strané pfivracené k entodermu, ale daleko vice je ptcl pozitivnich
bunék v jeji dorsalni ¢asti primo sousedici s chordou (obr. [22{ A, D-E). Také endotel
aortalnich oblouki je pozitivni pro ptcl v oblasti priléhajici k entodermu. V po-
steriornich c¢astech I. a II. zaberniho oblouku je endotel aortalnich obloukt také
pozitivni pro ptcl; nejblize této pozitivité je produkce Shh ektodermem v kaudal-
nich ¢astech téchto zabernich obloukt (obr. 22| A, obr. 23| C-H). Pozitivitu signélu
pro ptcl jsme pozorovali také v nékterych krevnich bunkach zachycenych v cévach
(obr. 23| B) a tento nalez vyzaduje dalsi ovéfeni. Endotelova vystelka vena cardi-
nalis anterior (obr. 23| A) a endotel vytokového traktu srdeéniho nevykazuji ptci

signal (obr. 23 E-F).
Exprese ptc1 v Shh inhibovanych embryich

Pfi inhibici signalni kaskady Shh pomoci 5E1 protilatky, se exprese ptcl ve vSech
lokalizacich tplné vytratila nebo vyrazné zeslabila. Je tieba uvést, ze reakce byla
provadéna soucasné s fezy normalnich embryi a posuzovani intenzity zbarveni je
tedy zcela relevantni. Zeslabend aktivita ptci ztstala zachovana pouze v oblasti
spodinové ploténky a nékolika okrskil entodermu. Je mozné, Ze existuje urcita
bazalni exprese ptcl, kterda byla v uvedenych lokalizacich zachycena. V okolnich
tkanich a tedy i v endotelu cév mizi ptcl pozitivita po aplikaci 5E1 protilatky

tplné (obr. [11] C-D, obr. 22| F-G a obr. 23| I-J).

V soucasné dobé se soudi, ze Shh ovliviiuje endotel nepfimo prostiednictvim VEGF
(Nimmagadda et al., 2005). Z naSich uvedenych pozorovani vyplyva moznost, Ze
Shh signalizuje endotelové buiice piimo prostiednictvim Ptcl receptoru, jehoz ex-
presi v endotelovych bunkach jsme pozorovali. V piipadé nepifimého vlivu Shh na
endotel prostiednictvim VEGF, by bylo mozné ocekavat snizeni exprese VEGFR2
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u embryi s inhibovanou Shh signéalni kaskadou. Tento efekt jsme vSak nezazname-
nali.

6.2.6 Malformace cév zaberni oblasti po aplikaci cyclopaminu

Studovali jsme i alternativni moznost inhibice Shh signalizace podanim cyclopa-
minu, ktery specificky inhibuje Smo a tim i Shh signalni kaskddu. Cyclopamin
(5 ng) jsme aplikovali in vivo v komplexu s cyclodextrinem, ktery umozni jeho
pomalé uvolilovani do embrya. Obdobné jako pii aplikaci hybridomovych bunék,
jsme cyclopamin aplikovali pod vitelinni membranu embrya do oblasti zZabernich
obloukti ve stadiich 12-15 HH. Embrya jsme analyzovali ve stadiich 21 a 23 HH.
Uspésnost inhibice cyclopaminem nelze ovéfit pomoci anti-Shh (5E1) protilatky,
protoze Shh hladina se inhibici neméni. Efekt inhibice jsme tedy hodnotili na za-
kladé pozorovanych malformaci embrya a cév.

Malformace embryi po aplikaci cyclopaminu

Embrya po aplikaci cyclopaminu vykazovala velkou variabilitu hlavovych malfor-
bunék. Tato heterogenita je pravdépodobné zptisobena rtiznou davkou cyclopa-
minu, kterd zasdhla embryo. Cyclopamin je totiz velmi obtizné in vivo optimalné
davkovat, protoze se jedna o silny inhibitor, ktery je pii vyssich koncentracich le-
talni. Cyclopamin je také lipofilni a ochotné se vaze na zloutek a tim ovliviiuje
koncentraci, ktera zasdhne vlastni embryo (Incardona et al., 2000).

Nase vysledky odrazely vyse zminéné vlastnosti cyclopaminu. Priblizné tietina
embryi neprezila aplikaci cyclopaminu, tfetina embryi méla malformovany mozek
typickym zptisobem pro Hedgehog inhibici a tfetina embryi nebyla cyclopaminem
zasazena vubec. Analyzovali jsme pouze embrya s malformacemi typickymi pro
Hedgehog inhibici jako je napiiklad open brain syndrome a tendence k cyklopii.

Malformace endotelu cév po aplikaci cyclopaminu

Vliv cyclopaminu na endotel krevnich cév jsme analyzovali v parafinovych fezech
znazornénim protilatkou QH1. Inhibovana embrya méla podobné malformace cév
jako embrya s aplikovanymi 5E1 bunkami. Vena cardinalis anterior méla nepra-
videlnou cévni sténu s etnymi invaginacemi (obr. 24 A, B). Lumen vytokového
traktu srde¢niho bylo také nepravidelné a s invaginacemi endotelu. V jeho okoli
nachézelo zvysené mnozstvi volnych endotelovych bunék (obr. 24| G, H). Zvysené
mnozstvi shlukd volnych endotelovych bunék jsme také pozorovali v mesenchymu

posteriornich zaberni oblouku (obr. [24f C-F).

V této souvislosti je tfeba zdtraznit, ze inhibice signalni kaskady Shh cyclopami-
nem je soucasné také inhibici Indian hedgehog (Ihh), ktery anti-Shh protilatkou
inhibovan nebyl. Protoze obraz malformace cév navozeny cyclopaminem je velmi
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Obrazek 24: Inhibice Shh funkce pomoci cyclopaminu. Endotel cév je znaceny QH1 ve
stadiu 23 HH. (A-B) Shh inhibovand embrya maji oproti kontrolnim nepravidelné lu-
men vena cardinalis anterior s vychlipkami cévni stény (Sipka). Vychlipka je kompletné
pokryta cévnam endotelem. (C-D) Shluky volnych endotelovych bunék (Sipka) v ekto-
dermu tfetiho zaberniho oblouku u cyclopaminem inhibovanych embryi. (E-F) Detail
shluki volnych endotelovych bunék v endodermu tietiho a ¢tvrtého zaberniho oblouku u
cyclopaminem inhibovanych embryi. (G-H) Malformované endotelova vystelka vytoko-
vého traktu u cyclopaminem inhibovanych embryi. Sipka ukazuje nepravidelnosti cévniho
lumen. Transverzalni fezy, B, D, F-H dobarveno hematoxilinem. Méfitko je 200 pm.

podobny, ne-li identicky s nalezem po aplikaci anti-Shh protilatky, je zfejmé ze
signalizace Ihh je v této oblasti a ve sledovanych stadiich malo vyznamna.

Zavérem lze shrnout, ze Shh je v zaberni oblasti nutny pro tvorbu novych cév,
pro jejich stabilizaci a naslednou pfestavbu. Kratkodobéa inhibice Shh zasadné neo-
vliviiuje troven apoptézy a proliferace mesenchymovych bunék zabernich oblouki.
Na zékladé exprese ptcl, VEGFR2 a distribuce hladkyjch svalovych bunék se do-
mnivame, ze Shh signalizuje pfimo endotelu krevnich cév.
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7 Diskuse

Proces prestavby aortalnich a zabernich obloukt nabizi moznost studovat celou
fadu zakladnich morfogenetickych mechanismt. Studium této oblasti prinasi po-
znatky nejen o vyvoji organii hlavy a krku, ale i o adaptacich obratlovci pii pre-
chodu na sous. Studium vyvoje cév v zaberni oblasti tedy pomahé osvétlit zmény
v dychani obratlovei, ale i zdkladni mechanismy vyvoje a prestavby cévniho fecisté
jak v ontogenezi tak ve fylogenezi.

7.1 Vyvoj aortalnich obloukil u Pelobates fuscus

Pro studium prestavby aortalnich obloukt u pulcti blatnice jsme pouzili pomérné
novou metodu korozivniho nastiiku cévniho systému, ktery je mozné pozorovat
elektronovym rastrovacim mikroskopem. Tato metoda ndm umoznila prohloubit
znalosti prestavby aortalnich obloukt a také je lépe studovat pomoci elektronové
rastrovaci mikroskopie. Bylo mozné pozorovat detailni struktury i na trovni jed-
notlivych kapilar a tim prinést poznatky nejen o pfestavbé aortalnich obloukii,
ale i 0 zméné zaberniho a plicniho cévniho zasobeni. Také bylo zajimavé porovnat
vyvoj cévniho zasobeni dychacich organi blatnice s vyvojem u Xenopus a Hyla,
které byly rovnéz studovany touto metodikou (Bartel a Lametschwandtner, 2000;
McIndoe a Smith, 1984a,b).

7.1.1 Larvalni vyvoj

U larev Pelobates jsme pozorovali ¢tyfi pary aortalnich obloukt, které jsou homo-
logické s III. — VI. aortalnim obloukem celistnatcti. V nami studovanych stadiich jiz
nejsou vytvoreny I. a II. aortalni oblouk, které se vyvijeji diive a jen na prechod-
nou dobu, a stavaji se soucasti dalsich cév (pravdépodobné arteriae palatinae).
Podobny vyvoj je zndm u Xenopus laevis (Millard, 1945; Nieuwkoop & Faber,
1967; Delsol & Flatin, 1972), Rana esculenta a R. temporaria (Schmalhausen,
1953).

Na III. aortalnim oblouku jsme jiz od larvalnich stadii pozorovali vyvoj glomus
caroticum. Glomus caroticum délil jiz u larvalnich stadii krev na dva proudy, prvni
z III. aortalniho oblouku do ramus posterior a druhy proud mezi arteria carotis
externa a ramus antertor aortalniho oblouku. Prestoze je glomus caroticum patrny
uz u larvalnich stadii, svoji funkci chemoreceptoru a baroreceptoru plni ale az po
metamorféze (Kusakabe, 1992; Orlando a Pinder, 1995).

U larev Pelobates jsme zjistili, ze II1. aortalni oblouk je podobné jako IV. a V. roz-
délen na ramus anterior et posterior do zaber. Z ramus posterior se oddéluji arte-
riae afferentes a okyslicena krev z zaber je odvadéna cestou arteriae efferentes do
ramus anterior zaberniho oblouku. Systém vétveni kapilar do zaber je pro kazdy
druh unikétni, protoze u Litoria se Zaberni kapilary vétvi daleko méné (McIn-
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doe et Smith, 1984a) a u Xenopus dokonce nejsou zabry skoro vytvofeny a jejich
funkci prebira silné vytvoreny filtraéni aparat (Bartel a Lametschwandtner, 2000).
Podobnéa druhova specificita jako je v cévnim zasobeni zaber je také v cévnim za-
sobeni filtra¢niho aparatu. Filtra¢ni aparat je u Pelobates zasoben z cév IV. a V.
aortalniho oblouku, zatimco napt. u Litoria je filtracni aparat zasoben také z III.
aortalniho oblouku (McIndoe a Smith, 1984). Jak bylo zminéno, filtra¢ni aparat u
Xenopus je velmi silné vyvinuty, je zasobovany ze vsech aortalnich obloukti a ma
také dychaci funkci (Bartel a Lametschwandtner, 2000).

Zjistili jsme, ze u Pelobates je v souladu s pritokem krve zabrami ramus posterior
na zacatku silnéjsi nez ramus anterior a po pruchodu zadbrami je tomu naopak.
Pak se obé vétve spoji a aortalni oblouk se napoji na aorta dorsalis lateralis. 111.
aortalni oblouk je nejvétsim obloukem u larev, vede vétsinu okyslicené krve do
téla, a proto je nékdy nazyvan larvalni aorta (Millard, 1945).

U Pelobates jsme zjistili, ze V. a VI. aortalni oblouk vznikaji ze spolecného kmene
z truncus arteriosus a po pruchodu zabrami se zase spojuji s spolec¢né vstupuji do
aorta dorsalis lateralis. V. aortalni oblouk je u larev Pelobates velmi dobré vytvoren
a také se vétvi do zaber. Struktura V. a VI. aortalniho oblouku neni shodné u vsech
zab a napf. u Rana temporaria se V. aortalni oblouk do zaber viibec nevétvi
(Lanot, 1962). Ve vyvoji V. aortélniho oblouku existuje velkd variabilita a napf.
u nékterych ocasatych obojzivelnikti pretrvava V. aortalni oblouk do dospélosti
(Ambystoma, Plethodon), u jinych ocasatych V. aortélni oblouk pfetrvava a misto
néj se redukuje VI. aortalni oblouk (Necturus) (Darnell, 1949).

Z naseho pozorovani je vidét, ze VI. aortalni oblouk je u larev Pelobates drobny
a do zaber se vétvi jen omezené. Tésné pred jeho napojenim na aorta dorsalis
lateralis z ného vznika arteria pulmonalis a arteria cutanea. Tyto dvé arterie jsou
jiz u pulct vemi dobte vytvoreny, i kdyz plicni ani kozni dychani neni plné roz-
vinuto. Plice jsou ale u Pelobates vytvoreny jiz v larvalnich stadiich, jsou dobte
vaskularizované, i kdyz jesté plicni vacky nejsou naplnény vzduchem a neslouzi
k djchani. Oproti Pelobates se arteria pulmonalis u Rana tvori az tésné pied
koncem metamorfézy (Delsol et Flatin, 1972).

Stejné jako u ostatnich obojzivelniki, také u Pelobates je arteria carotis interna
kranidlnim pokracovanim aorta dorsalis lateralis a zacind v misté napojeni III.
aortalniho oblouku. Také jeji vétve jsou podobné u Pelobates, Xenopus (Millard,
1941), Rana (Delsol et Flatin, 1972) i ocasatych obojzivelniki (Fox, 1959). Jedna
se nejdiive o arteria palatina posterior pro zadni ¢ast stropu zaberniho dutiny,
arteria palatina anterior pro strop dutiny ustni, arteria ophtalmica pro ocni kouli
a arteria cerebralis pro cévni zasobeni mozku. Tento systém vétveni je podobny u
larev i metamorfovanych jedinci.

Mezi cévy vznikajici u zab z aorta dorsalis lateralis jsme nové popsali arteria
palato-nasalis, ktera byla doposud znama jen u ocasatych obojzivelniki, u nich je
ale vétvi arteria occipito-vertebralis. Je mozné, ze smycka, kterou arteria palato-
nasalis opise po svém odstupu z aorty, je pozustatkem po arteria spinalis.
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Dalsi zajimavou vétvi, kterou jsme u Pelobates pozorovali je arteria occipito-
vertebralis. Poprvé jsme u zab pozorovali, ze jeji vétev — arteria spinalis, ktera
zasobuje michu, se pod mozkem spojuje s arteriae cerebrales a vznika tak vznika
obdoba Willisova okruhu znamého az u amniot. Tato situace se napi. u Leiopelma
nevyskytuje, protoze Letopelma nema arteria spinalis vibec vytvofenu a michu
zésobuje jen nékolik drobnych vétvi (Elsie a Stephenson, 1947). Déle jsme u Pe-
lobates pozorovali velmi dobfe vytvorenou arteria subclavia, kterd je vytvorena
i u stadii bez znatelnych prednich koncetin. U Xenopus je tato céva vétvi arteria
occipito-vertebralis (Nieuwkoop a Faber, 1956)

7.1.2 Metamofdza

U Pelobates jsme zjistili presny mechanismus redukce zabernich kapilar a me-
chanismus zaniku a prestavby jednotlivych aortalnich obloukt v pribéhu meta-
morfozy. Po zacatku metamorfézy zanikaji v zabrach terminalni kapilarni pletené
a aortalni oblouky se zacinaji pomalu redukovat. Na III. aortalnim oblouku se
zvetsuje glomus caroticum a vytvari se okolo néj kapilarni pleten. Ve stadiu 62 NF
se zaberni cévy dale redukuji a celé aortalni oblouky se zkracuji. Hlavni zmény
v metamorféze ale nastavaji ve stadiu 63 NF, kdy se tplné vytrati vsechny cévy
zaber. Aortalni oblouky se vyrazné zkrati a z useku, ktery prochéazel zabrami, zi-
stane jen kratka esovita klicka. Oproti Pelobates je mechanismus redukce zaber
uplné jiny u Rana, kde aortalni oblouky zanikaji postupné tim, Ze se zvétsuji ana-
stomoézy mezi ramus anterior et posterior. Obé vétve nakonec splynou a obejdou
tak cévy do zaber (Delson et Flatin, 1972).

Ve stadiu 63 NF dochézi u Pelobates v souvislosti s redukei zaber k dalsim rozsah-
Iym zménam. Nahle se uzavira ductus caroticus a IIl. aortalni oblouk tak ztraci
napojeni na aorta dorsalis lateralis. V misté napojeni ztistava jen drobna jizva
a arteria carotis interna se stava primym pokracovanim III. aortalniho oblouku.
IV. aortalni oblouk jako jediny neztraci napojeni na aorta dorsalis lateralis, ktera
je nyni jeho pfimym pokracovanim. IV. aortalni oblouk se nazyva systémovy a
je hlavnim kmenem pro pfivod krve do téla dospélce. Stejnd situace je také u
Alytes (Magnin, 1959). V. aortalni oblouk se také odpojil od aorta dorsalis late-
ralis a redukuje se od svého distalniho konce pod vlivem ristu dychaciho svalu
dospélee (Lanot, 1962) m. petrohyoideus posterior. Jako pfi¢inu redukce V. aortal-
niho oblouku uvadi Lanot (1962) u Rana jeho stlaceni n. laryngeus brevis a Delsol
a Flatin (1972) zvySeny pritok krve do plic, ani jeden tento divod nemuZeme na
korozivnim preparatu posoudit.

Také jsme pozorovali jak VI. aortalni oblouk ztratil napojeni na aorta dorsalis la-
teralis, protoze se uzavrel ductus Botall:. VI. aortalni oblouk tak primo pokracuje
do plic ptes arteria pulmonalis a do kize pres arteria cutanea. U Pipa pipa ne-
vzniké arteria cutanea z VI. aortalniho oblouku jako u Pelobates a Xenopus laevis
(Grobbelaar, 1924a; Millard, 1941), ale z IV. aortalniho oblouku (Klinckowstrém,
1894), ktuze Pipa tedy pravdépodobné neplni dychaci funkci.
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A7 do konce metamorfézy jsme u Pelobates pozorovali dokoncovani procesi ze
stadia 63 NF. Dale se zkracuji aortalni oblouky a tim se na III. aortalnim oblouku
navzajem priblizi zéklady arteriae carotis. Arteriae carotis u Pelobates ale jesté
nesplyvaji, na rozdil od Rana, kde jiz béhem metamorfézy vytvori spoleény kmen
arteria carotis communis (Gaup, 1899). Postupuje i redukce V. aortalniho oblouku,
ktery nakonec uplné zanikne.

7.1.3 Fylogeneticky vyvoj aortalnich obloukil

Vyse popsanym mechanismem se cévy, které u larev privadély krev k okysliceni do
zaber, prestavély na cévy privadéjici krev k novym dychacim organtim, jimiz jsou
plice a ktze. Tyto zmény se také odehraly pii prechodu obratlovci na sous a jsou
tedy primarni adaptaci zab a vSech amniot na dychéani vzdusného kysliku. V evoluci
se tyto kroky prestavby cévniho systému, ale odehraly pomaleji. U prvnich tetra-
pod Ichthyostega a Acanthostega cévni systém pravdépodobné spiSe pripominal
situaci rybich predki. Ze soucasnych zivocichli nejlépe odrazi situaci devonskych
obojzivelniki ganoidni ryba Amia calva. Jeji larvalni stadia maji vytvoreno pét
pari aortalnich oblouki, které se vSechny vétvi do zaber. Prvni z nich odpovida
I1. aortalnimu oblouku a je vyrazné mensi nez ostatni (Bjerring, 1967,1973,1977;
Jarvik, 1980). Pét para zabernich obloukt, které se vSechny vétvi do zaber, mé
také devonska ryba Eusthenopteron (Jarvik, 1980). Dalsi devonské ryby Eusthe-
nopteron, Panderichthys a Tiktaalik (Jarvik, 1980; Vorobyeva, 1995; Daeschler et
al., 2006), které predstavuji rybi predchtidce tetrapodiu a které zily hlavné ve vodé,
umély pravdépodobné malo a neefektivné dychat vzdusny kyslik plicemi a kuzi.
Devonské ryby tedy pravdépodobné prezily ve vihkém prostiedi pomoci plicniho
a kozniho dychéni. Jejich cévni systém mél jiz nekteré predpoklady pro uplny pre-
chod na sous (Romer, 1937). Tuto situaci podle nas odrazi larvalni vyvoj Pelobates,
kde pretrvavaji aortalni oblouky, ductus caroticus a ductus Botalli a soucasné jsou
jiz. dobfe vytvotrené plice a kozni cévni pletené. Podobna je situace u nékterych
ocasatych obojzivelniktu (7Triturus — Boas (1882) a Hynobius — Kato a Kurihara
(1989)). Proces prechodu obratlovei na sous z rybiho predka k soucasnym oboj-
zivelniktim trval nékolik miliont let (Caroll, 1995) a mohl do urc¢ité miry odrazet
zptsob metamorfézy u Pelobates. Je pravdépodobné, ze prechodu obratlovel na
sous predchazela postupna priprava, kterd je v metamorféze Pelobates reprezen-
tovana postupnou redukci zabernich kapilar a vytvofenim plic. Vlastni pfechod
na plicni dychani, redukce ductus caroticus a ductus Botalli pak mohl byt rychly,
stejné jako v pritbéhu metamorfézy Pelobates.

7.2 Vyvoj cév Zaberni oblasti u ptacich embryi

Mechanismy vyvoje cév zaberni oblasti jsme studovali na ptacich embryich, ktera
narozdil od savéich embryi umoznuji manipulaci s ranymi embryonalnimi stadii.
Studiem vlivu Shh na zaberni oblast, pfipadné na vyvoj cév se jiz zabyvalo né-
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kolik praci. Z praci o shh nulové mutanty mysi je zndmo, ze Shh je nutny pro
normalni vyvoj zaberni oblasti (Jeong et al., 2004; Yamagishi et al., 2006). Nevy-
hodou mysich embryi jako modelového objektu je, zZe tplna blokace funkce Shh je
letalni, a proto neni mozné studovat jeho vliv na pozdéjsi stadia vyvoje zabernich
obloukt a jejich cév (Washington Smoak et al., 2005). Proto jsme vyvinuli metodu
kratkodobé inhibice Shh u ptacich embryi pomoci aplikace hybridomovych bunék
produkujicih anti-Shh protilatku a Shh jsme inhibovali také pomoci cyclopaminu.
Velké cévy embrya jako aorta dorsalis, vena cardinalis anterior a aortalni oblouky
jsou v tésném sousedstvi Shh produkujicich struktur, jimiz jsou chorda, spodinova
ploténka nervové trubice a entoderm. Proto jsme také predpokladali vliv Shh nejen
na vyvoj zabernich obloukt, ale i jejich cév. Podafilo se ndm prokazat vliv Shh
nejen na formovani nové vznikajicich cév, ale i pro stabilitu jejich stény a naslednou
remodelaci v pribéhu vyvoje zaberni oblasti.

7.2.1 Vliv Shh na nové vznikajici cévy

Protoze se zaberni oblouky vyviji postupné, mohli jsme na jednom vyvojovém
stadiu studovat vyznam Shh na jednotlivé faze vzniku Zabernich obloukt. U em-
bryi s inhibovanym Shh jsme pozorovali v kaudalnich zabernich obloucich shluky
volnych angiogennich bunék, kterym nejsou zavzaty do luminizovanych cév. Tyto
shluky endotelovych bunék pfetrvavaly a nepodléhaly bezprostiedné apoptoéze,
ale nebyly propojeny do cévniho systému. Pfitomnost shlukti endotelovych bu-
nék, které nevytvareji cévy, dokazuje dulezitou funkci Shh pfi raném vyvoji cév.
Podobny efekt vlivu Shh na rana stadia vasculogeneze pii vyvoji aorta dorsalis po-
zorovali u mysi (Vokes et al., 2004). Oproti této praci jsme tedy zjistili, ze Shh je
nutny k formovani nové vznikajicich cév a to i v pozdéjsich embryonalnich stadiich.

7.2.2 VIiv Shh na stabilizaci a prestavbu cév

Déle jsme zjistili, ze Shh je nutny k udrzeni stability a soudrznosti endotelové
vystelky cév, protoze jsme pozorovali krevni vyrony do mesenchymu v okoli vena
cardinalis anterior. Podobny fenotyp zptsobeny pravdépodobné narusenou Shh
signalizaci byl pozorovan u mutantni zebficky (Childs S. J., osobni sdéleni). Z pu-
blikovanych praci neni vliv Shh na stabilizaci cévni stény zatim znam. Pfedpokla-
dame, Ze jde o vliv Shh na diferenciaci endotelové vystelky, protoze v tomto stadiu
vyvoje je sténa této zily tvofena pouze endotelem bez vrstvy hladké svaloviny.
Objasnéni pric¢in tohoto defektu by mohlo pfinést studium molekul, které zajistuji
mezibunécnou adhezi a molekul, které tvori bazalni laminu.

Pozorovali jsme také, ze Shh je dulezity i pro dalsi vyvoj uz vytvorenych cév. Zjis-
tili jsme vliv Shh na remodelaci cév, konkrétné na fizi a na vétveni cév. Po inhibici
Shh byly nejvice ovlivnény cévy, které v daném stadiu prochézi aktivni remodelaci,
jako napr. flze pravé a levé aorta dorsalis, remodelace vytokového traktu srdec-
niho a vétveni arteria carotis interna. V pripadé aorty slo jiz o cévu, ktera jiz méla
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vytvorenou vrstvu hladké svaloviny. Arteria carotis interna a vytokovy trakt byly
tvofeny pouze endotelem. Jedinou praci ve které nachazime urc¢itou obdobu pozo-
rovanych defektt je studie Nagase et al. (2006), ktefi pozorovali naruseni fiize aorta
dorsalis po aplikaci cyclopaminu. Spektrum nasich nélezi je $irsi, zahrnuje celou
fadu cév a tyka se nejen flize, ale také vétveni. Umoziiuje tedy urcité zobecnéni
vlivu Shh na morfogenezi cév.

7.2.3 VlIliv Shh na apoptézu a proliferaci v oblasti Zabernich oblouki

Predpokladali jsme, Ze po inhibici Shh zjistime zvysené mnozstvi apoptézy a sni-
zenou prolifera¢ni aktivitu v oblasti zZabernich oblouki, jak bylo pozorovano po
nékolikadenni inhibici Shh u ptaka (Ahlgren a Bronner-Fraser, 1999) a u mysi
(Jeong et al., 2004; Washington Smoak et al., 2005). Piekvapivé jsme ale zvyse-
nou apoptozu a snizenou uroven proliferace obecné nepozorovali. Jediné oblast se
zvySenou apoptézou a snizenou urovni proliferace bylo okoli vena cardinalis an-
terior ve stadiu 23 HH. V ostatnich oblastech byla troven apoptézy a proliferace
srovnatelna s kontrolou. Proto 1ze uzavitit, ze Shh ovliviiuje apoptézu a proliferaci
hlavné v dlouhodobém hledisku, které se neprojevilo pti nasi metodé kratkodobé
inhibice.

7.2.4 Mechanismus Shh pusobeni na cévy

Je zajimavé, ze zdroje Shh nejsou casto v pfimém kontaktu s vyvijejici se cévou,
a i kdyz je Shh zndmy a studovany morfogen, pfesny mechanismus jeho trans-
portu z mist produkce k endotelu cév neni zatim presné znam. Moznych zdroju je
casto nékolik a jsou rizné vzdaleny, napr. v okoli vena cardinalis anterior je Shh
produkovan v okoli sulcus limitans v mezimozku, ve spodinové ploténce stfedniho
mozku a mozkovém kmeni, v chordé a v prechordové ploténce.

Pomoci nasi metodiky jsme nebyli schopni urcit z jakého zdroje Shh danou cévu
nejvice ovliviiuje. Je zndmo, ze spodinova ploténka nervové trubice ovliviiuje vyvoj
a fazi aorta dorsalis (Nagase et al., 2006). Mechanismus vzdaleného pusobeni
Shh na cévy ale zatim neni presné znam. Jednou z moznosti by bylo, ze Shh
indukuje v okolnim mesenchymu expresi dalSich signalnich molekul a rtstovych
faktorii jako jsou Angiopoietin-1, VEGF (Pola et al., 2001), Fox1 a BMP4 (Jeong
et al., 2004; Astorga a Carlsson, 2007). Je ale také mozné, Ze Shh signalizace
je pfimo cilena endotelové bunce. Tuto predstavu podporuji i nase pozorovani.
Zjistili jsme expresi Shh receptoru ptcl nejen v bunkach mesenchymu zabernich
oblouki, ale i pfimo v endotelovych butikach. Vzhledem k tomu, ze exprese ptcl
po inhibici Shh poklesla, je ziejmé, Ze je v aktudlnim vztahu k Shh signalizaci. Tato
argumentace je zalozena na ISH v parafinovych fezech a kontrolni fezy potvrzuji,
ze jde skutecné o specifickou reakci. Povazujeme vSak za nutné ovétit tento nalez
i jinymi metodickymi pfistupy, napi. DNA microarray nebo quantitative real-time
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PCR z bunécéné kultury endotelovych trubic nebo endotelovych bunék izolovanych
z embrya.

Také nezménéna exprese VEGFR2 po Shh inhibici ukazuje, ze VEGF neni klicovy
faktor v Shh signalizaci cévam.

Ve studiu mechanismi pfimé a nepiimé signalizace Shh endotelu cévni stény bu-
deme dale pokracovat. Budeme sledovat expresi dalSich genti, které by mohly byt
aktivovany Shh signalizaci, jako jsou Angiopoietiny 1 a 2, VEGF, VE-cadherin.
Dale také molekul, o kterych je znamo z jinych lokalizaci, ze interaguji se signalni
kaskadou Shh, jako jsou napr. Glil, BMP4 a FGFS.

8 Zavéry

8.1 Vyvoj aortalnich obloukd u Pelobates fuscus

e Pro studium vyvoje aortélnich obloukt u Zab (Pelobates fuscus) jsme nové
pouzili metodu korozivniho nastriku a elektronové rastrovaci mikroskopie.

e Pelobates fuscus patii do evoluéné starobylé skupiny zab, a proto i v larval-
nim vyvoji jejiho cévniho systému nachazime jak starobylé, tak moderni
struktury. Stejné jako ocasati obojzivelnici ma vytvorenu arteria palato-
nasalis, a na druhou stranu je u ni vytvoren napt. Willisiiv okruh, ktery
je znam az od amniot.

e Larvalni vyvoj aortalnich oblouki rekapituluje fylogeneticky vyvoj pfi pre-
chodu obratlovell na sous. Postupna redukce cévniho zasobeni zaber je do-
koncena velmi rychlym krokem, kterym je nahlé uzavieni cévniho obéhu do
zaber. Podobné rychlé je i preruseni ductus caroticus a ductus Botalli a tim
i ztrata napojeni aortalnich obloukt na aorta dorsalis lateralis. Zména dy-
chani je tedy pozvolna, ale v koncové ¢asti velmi rychld a témér okamzité
dochazi k radikalni zméné jak v dychani, tak v prestavbé cév.

e Paty aortalni oblouk se redukuje, nebot jeho spojeni s aorta dorsalis je pre-
ruseno ruastem m. petrohyoideus posterior, ktery je dychacim svalem po me-
tamorfoze. V. aortalni oblouk se tedy redukuje v souvislosti s pfechodem na
plicni dychani.

e Nové jsme u zab popsali arteria palato-nasalis.

8.2 VIiv Shh na vyvoj cév Zaberni oblasti

e Metodickym predpokladem této prace bylo vyvinuti metody kratkodobé inhi-
bice Shh in vivo pomoci aplikace hybridomovych bunék, které produkuji
anti-Shh protilatku.

e Kratkodoba inhibice Shh ve stadiich 10-23 HH nemé vliv na troven prolife-
race a frekvenci apoptdzy v mesenchymu zabernich obloukii.
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e Inhibice Shh omezuje angiogenni potencial ve studované oblasti, ktera obsa-
huje shluky angioblasti neinkorporovanych do cévni stény.

e Shh je nutny pro udrzeni stability cévni stény.

e Shh je nutny pro angiogenezi — prestavbu a dalsi vyvoj cév, jako je napf.
vétveni a flize. Jeho inhibice vede k naruseni pfestavby cév.

e Na signal Shh pravdépodobné odpovidaji pfimo endotelové bunky krevnich
cév, které exprimuji Shh receptor ptcl a jeho exprese pri Shh inhibici klesa.

e Shh nemé ve studovanych stadiich vliv na troven exprese VEGFR2 v en-
dotelovych bunkéch a na distribuci hladkych svalovych bunék cévni stény.
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9 Piilohy

9.1 Seznam zkratek

5E1 — monoklonalni anti-Shh protilatka (Hybridoma bank)

Ab - protilatka (antibody)

BSA — bovine serum albumin, albumin z hovéziho séra

DAB - diaminobenzidin (viz laboratorni protokoly), substrat pro peroxidazu

Dhh — Desert hedgehog

HH - urcovani vyvojovych stadii ptacich embryi podle Hamburger a Hamilton
(1951).

Hh - Hedgehog, spole¢ny nazev pro celou rodinu Hedgehog proteinti: Ihh, Dhh a
Shh.

Gli 1-3 — transkripéni faktory Shh signalni kaskady

Ihh - indian hedgehog

NGS — normal goat serum, kozi sérum

NF — urcovani vyvojovych stadii pulci zab podle Nieukoop a Faber (1967).
NTMF - alkalicky pufr (viz laboratorni protokoly)

ON - inhkubace pfes noc (over night)

PBS - phosphate buffer solution (viz laboratorni protokoly), bé&Zné pouzivany
pufr

PFA - paraformaldehyd, bézné pouzivané fixativum

Ptcl — Patched (Ptc), receptor Shh

QH1 — protilatka, ktera selektivné znaci endotelové bunky a jejich prekurzory u
krepelc¢ich embryi. QH1 také znac¢i bunky bilé krevni fady

RT - inkubace pfi pokojové teploté (room temperature)

Shh — Sonic hedgehog

SMA - smooth muscle actin, hladky svalovy aktin

Smo — Smoothened, transmembranovy protein Hedgehog signéalni kaskady

TSA — tyramid amplification signal (Dako), metoda zesilovani signalu pfi immu-
nohistochemii

VEGF - vascular endothelial growth factor

VEGFR2 - receptor 2 pro vascular endothelial growth factor (VEGF)
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9.2 Laboratorni protokoly

9.2.1 Immunohistochemie a katalyticka histochemie

Monoclonal antibody QH1 — znac¢eni endotelu
Hybridoma Bank (Pardanaud et al., 1987)

— Odparafinovani, rehydratace

- H, O (5min)

— Prani PBS  (10min)

— Blokace endogenni peroxidazy  (30min)

metanol/HyOs; ¢ (peroxidu vodiku) = 0,3% (500 p1/50 ml metanolu)
— Prani HoO  (10min)
— PBS-Tween 0,01% (5 min)
- PBS (3 x 5min)
— Predinkubace
NGS 1:10 + 1%BSA RT  (20-30min)
— Aplikace 1. Ab QH1, 1: 1000, RT (90 min)
fedime v 1% BSA/NGS 1:20
— Prani
- PBS (3 x 5min)
— Aplikace 2. Ab goat anti mouse peroxidase 1:150
— fedime v 1% BSA/NGS 1:20 RT (90 min)
— Prani PBS (8 x 5min)
— DAB v temnu RT (10 min)
— Prani HyO, dobarveni hematoxylinem, diferenciace

— Odvodnéni, montaz

Monoclonal anti-Sonic hedgehog (5E1) antibody
Hybridoma Bank (Roelink et al.,1995)

— Kryo fezy, fixace 4%PFA v PBS (4°C, ON)
— Fezy na stole  (30min)

- H,O  (5min)

- PBS (&5min)

- PBS - TWEEN (0,05%) (10min)

- PBS  (&5min)
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— Blokace endogenni peroxidazy  (20min)

metanol — 0,6 % peroxid vodiku, 200ml + 2ml HyO,
- H,O  (10min)
- PBS (3 x 5min)
— Predinkubace avidin (30 min)
4 kapky na 1ml , 2% BSA + 1:20 NGS
- PBS (3 x dmin)
— Predinkubace biotin (30 min)
4 kapky na 1ml, 2% BSA + 1:20 NGS
— Aplikace 1. Ab, 5E1, 1:500, 4°C, ON (RT, 90 minut)
fedime v 1% BSA + 1:10 NGS
- PBS (3 x 10min)
— Aplikace 2. Ab, Goat anti-mouse Biotin, 1:150, RT' (60 min)
- PBS (3 x 5min)
— Extravidin Px, 1:100 (30 min)
- PBS (3 x 5min)
— Vybarveni — DAB, v temnu, RT  (10min)
22ml 0,05 M Tris pH 7,6-7,8
17mg Imidazol
10mg DAB

tfepeme, filtrujeme, poté pridame 5 ul HyOs, vSe v temnu, ihned na skla
— H,0, dobarveni jader, dehydratace a montaz

Monoclonal anti-Sonic hedgehog (5E1) antibody

Hybridoma Bank (Roelink et al.,1995)

Kontrola inhibice in vivo

— Kryo tezy, fixace 4% PFA v PBS (4°C ON)

— Fezy na stole  (30min)

- H, O (5min)
- PBS  (5min)
~ PBS - TWEEN (0,05%) (10min)
- PBS (&5min)

— Blokace endogenni peroxidazy  (20min)

metanol — 0,6 % peroxid vodiku, 200ml + 2ml HyO,
- H,O  (10min)
- PBS (3 x 5min)
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Pfedinkubace avidin (30 min)

4 kapky na 1ml, 2% BSA + 1:20 NGS
PBS (3 x 5min)
Ptedinkubace biotin (30 min)

4 kapky na 1ml, 2% BSA + 1:20 NGS

Neni aplikace priméarni protilatky, je jiz z operace v embryich
PBS (3 x 10min)

Aplikace 2. Ab, Goat anti-mouse Biotin, 1:150, RT  (60min)
PBS (8 x 5min)

Extravidin Px, 1:100 (80 min)

PBS (8 x 5min)

Vybarveni — DAB, v temnu, RT 10 minut

22ml 0,05 M Tris pH 7,6-7,8

17mg Imidazol

10mg DAB

tiepeme, filtrujeme, poté priddme 5 ul HyOq vSe v temnu, ihned na skla

H,0, dobarveni jader, dehydratace a montaz

Monoclonal anti-VEGFR-2 antibody

od Dr. Eichmann (Eichman et al., 1997)

fezy nechat na stole  (30min)

PBS (5min)

Blokace endogenni peroxidazy (30 min)

(150 gl HyO5/ 50 ml metanolu)

H,O  (10min)

PBS (3 x 5min)

Ptredinkubace NRS 1:10, 1% BSA / PBS (80 min)

PBS (3 x 5min)

Ptedinkubace TNB (blokovaci medium z kitu TSA), RT (30 min)
Streptavidin / PBS

(Kit Vector 4 kapky na 1ml PBS)  (15min)

PBS (8 x 5min)

Biotin / PBS (15 min)

(Kit Vector 4 kapky na 1ml PBS)

Prani TNT (8 x 5min)

Aplikace 1. Ab, mouse anti quail VEGF-R2, IgG1, pouzivame nefedénou ON



Prilohy 71

— TNT (8 x 10min)
— Inkubace v Rabbit anti Mouse — Biotin (60 min)

fedime v TNB (1:150)
— Prani TNT (3 x 5min)
— Inkubace v Streptavidin Px TSA kitu 1:100 v TBS (30 min)
-~ TNT (8 x 5min)
— Biotin-Tyramid, 1:50 v 1 x Amplification Diluent 3— (10 min)
- TNT (8 x 5min)
— TNT Streptavidin Px 1:100 v TBS (30 min)
-~ TNT (8 x 5min)
- DAB  (10min)

— prani ve vodé, montaz

Monoclonal anti-actin a-smooth muscle antibody (Sigma)

— Fixace serra ON, zaliti do parafinu.

— odparafinovani

- H, O (5min)

- PBS (3 x 5min)

— Blokace, 1:10 NGS v 2% BSA v PBS + 0,1% Triton (30 min)
— Aplikace 1. Ab, anti-SMA, 1:500, RT ON

fedime v 1:10 NGS v 2% BSA v PBS + 0,1% Triton

- PBS (3 x 5min)

— Aplikace 2. Ab, Goat anti-mouse TRITC (Rhod) IgG, 1:100
1:10 NGS v 2% BSA v PBS, RT (80 min)

- PBS (3 x 5min)

— H50, dobarveni jader, dehydratace, montaz

Monoclonal anti-cleaved caspase-3 antibody — detekce apoptézy (BD
Pharmingen)

— Kryo fezy, fixace 4%PFA v PBS (4°C ON)
— Fezy na stole  (30min)

- H,O  (5min)
- PBS  (5min)
- PBS - TWEEN (0,05%) (10min)
- PBS (&5min)

— Blokace endogenni peroxidazy  (20min)

metanol — 0,6 % peroxid vodiku, 200ml + 2ml HyO,
- H,O  (10min)
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PBS (8 x 5min)

Pfedinkubace avidin (30 min)

4 kapky na 1ml, 2% BSA + 1:20 NGS

PBS (8 x 5min)

Pfedinkubace biotin (30 min)

4 kapky na 1ml, 2% BSA + 1:20 NGS

Aplikace 1. Ab, Cleaved caspase-3, 1:500, RT (90 min)

fedime v 1:20 NGS v PBS
PBS (3 x 10min)
Aplikace 2. Ab, Goat anti-rabbit Biotin, 1:150 (30 min)

fedime v 1:10 NGS v PBS, RT

PBS (3 x 5min)

Extravidin Px, 1:100 (30 min)

PBS (3 x 5min)

Vybarveni — DAB, v temnu, RT 10 minut

22ml 0,05 M Tris pH 7,6-7,8

17mg Imidazol

10mg DAB

tfepeme, filtrujeme, poté pridame 5 pl HyO9 vSe v temnu, ihned na skla
H>0, dobarveni jader, dehydratace a montaz

Polyclonal anti-fosfo-histon H3 antibody — detekce proliferace (Upstate)

Kryo fezy, fixace 4%PFA v PBS (4°C, ON)

fezy na stole  (30min)

PBS (38 x 5min)

Ptedinkubace, 1:10 NGS v 2% BSA v PBS  (30min)
PBS (38 x 5min)

Aplikace 1. Ab, fosfo-histon 3, 1:100, RT (90 min)

fedime v 1% BSA + 1:10 NGS

PBS (8 x 10min)

Aplikace 2. Ab, Goat anti-rabbit rhodamine, 1:500, RT (90 min)
DAPI  (10min)

H,0O a montéaz
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Kysela fosfataza — podle Burstona

— Odparafinovani

— metyl-butyl éter (& X 4 min)

— aceton (2 X 4min)

— aceton + voda (1:1)  (2min)

- Hy,O  (1min)

— Inkubace, RT ON
10 mg naftolu rozpustime v 0,5 ml N,N-dimetylformamidu
pridame 25ml HyO a 25ml 0,2M acetatového pufru, pH 5,2
priddme 20 mg Fast red violet a 140 mg kyseliny vinné

H,0O a montaZz do vodniho média

9.2.2 Roztoky pro imunohistochemii

4% paraformaldehyd v PBS pro dalsi zpracovani v parafinu

— 4 g paraformaldehyd
- 5ml 20 x PBS

— 80ml H,O

— doplnit do 100 ml

Fixativam dle Serry pro dal$i zpracovani v parafinu (Serra, 1946)

— 300 ml absolutniho etanolu
— 150 ml formaldehydu (40%)
— 50ml ledova kyselina octova

20 x PBS (phosphate buffer solution)

— 160 g NaCl

- 4g K(CI

28,8 g NagHPO, bezvody

- 4,8 g KHyPO, bezvody

rozpustime a doplnime do 1000 ml destilovanou vodou

— autoklavujeme pii 121°C (20 min)

0,05M Tris — HCI pH 7,6

— 6,1 g Tris rozpustime v 50 ml
— titrujeme 1M HCI (cca 37ml) do pH 7,6
— doplnime do 1000 ml destilovanou vodou
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TBS

— 6,05 g Trizma — Base
- 8,71g NaCl
— tuprava pH 1M HCl na 7,6

— doplnime destilovanou vodou 1000 ml

TNB blokovaci pufr

- 0,1 M Tris HCI 7,5 pH
- 0,15 NaCl
- 0,5% Blocking reagent TSA kit

TNT - promyvaci pufr

- 0,1 M Tris HCI 7,5 pH
— 0,15 NaCl
— 0,05% Tween 20

Vyvolavaci roztok pro barveni s diaminobenzidinem (DAB)

— 1 tableta DAB obsahuje 10 mg t¢inné latky, uchovavat ve tmé

— 1 tabletu DAB vhodime do 22 ml Tris — HCI, filtrujeme, pfidame 5 ul pero-
xidu vodiku 30 % a aplikujeme na Fezy, vybarvujeme 10-15 minut.

Priprava sond a mRNA hybridizace in situ

Tento postup je modifikaci protokolu dle Nieto et al. (1996).

Piiprava a namnozeni plazmidu v bakteriich Cést papirku, kde je naneseny
plasmid - DNA dédme do Eppendorf zkumavky (Epp), pfiddme 300 ul deionizované
vody RT, 30-60 minut

Transformace bakterii tepelnym Sokem Kompetentni bakterie rozmrazime,
100 pl (uchovavany pii —80°C), pak ptidame 10-20 ul DNA a nechame odstat 15
minut, potom vlozime do vodni lazné na tepelny Sok 42 °C, 90 sekund, pak pridame
200 I LB média a nechame inkubovat 1 hodinu pii 37 °C, potom lehce sto¢ime
a priblizné 200 pl rozetieme po Petriho misce na agar s ampicilinem, inkubujeme
pres noc pii 37°C.
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Prekultura Vybereme pipetovaci $pickou jednu samostatnou kolonii a pfene-
seme ji do 5ml tekutého LB média. Inkubujeme pies den v tiepacce pti 37°C,
vecer zakalenou zkumavku s bakteriemi pfelijeme do Erlenmayerovy banky a pfi-
ddme 90ml LB média a ampicilin v koncentraci 1:1000. Inkubujeme ve tfepacce
prii 37 °C pres noc.

Ziskani plazmidu z kultury bakterii (Lyjze bakterii, DNA separace, separace
plazmidu)

50 ml kultury nalijeme do Falcon zkumavky a centrifugujeme 3500 rpm 4 °C, 10 mi-
nut, dale slijeme supernatant a pridame dalsSich 50 ml kultury, postup opakujeme
s celym objemem bakterii. Vyslednou peletu bakterii lze uchovavat pri —20°C.
Pomoci Qiagen Plasmid MIDI kit (cat No. 12143) izolujeme z bakterii DNA. Pra-

cujeme dle navodu v kitu.

Peletu bakterii resuspendujeme v 4 ml pufru P1, ve kterém je RNAsa A. Pridame
4 ml pufru P2, a nechdme inkubovat 5 minut, poté pfidame 4 ml vychlazeného pufru
P3, protfepeme a inkubujeme na ledu 15 minut. Poté zkumavky zcentrifugujeme 5
minut na 4000 rpm pii 4 °C. Mezitim pfipravime kolonku, pfes kterou promyjeme
supernatant, ktery obsahuje rozpusténou DNA. DNA se vaze na kolonku, kterou
pak dale promyvame 2 x 10 ml pufru QC. DNA z kolonky uvolnime pomoci pufru

QF.

Linearizace plasmidu

— Celkovy objem 20 ul

- H,O 11l

— BSA 14l

— 10 x pufr (podle rest. endon.) 2 ul
— RNAasa A 0,5 ul

— DNA 5l

— restrikéni endonukleaza 1 ul

— vortexujeme a inkubujeme 2 hodiny pri 37 °C. Provedeme kontrolni elektro-
forézu linearizace.

DNA precisténi fenol-chloroformovou extrakci a etanolovou precipitaci
Pracovat v RNAse free podminkach. K DNA pfidame stejny objem fenol-chloroformu
(1:1), vortexujeme a centrifugujeme 5 minut na 12000 rpm. Pipetou odsajeme
svrchni vodni fazi a pfeneseme ji do nové zkumavky. Do zkumavky ptidame 1/10
objemu 3M acetatu sodného o pH 4,8 a poté dvojnasobny objem 100% etanolu.
Poté nechame vzorek precipitovat pres noc pii —20 °C. Poté centrifugujeme 12 000
rpm 30 minut pii 4 °C. Odsajeme supernatant a peletu s DNA nechame v oteviené
zkumavce uschnout. Peletu rozpustime v 400 pl deinizované H,O a skladujeme v
—20°C.
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Priprava sondy: in vitro transkripce

— 5 x Buffer 4 ul

DTT 2 ul

— nukleotidy znacené digoxigeninem 2 ul
— DNA 1ug

— inhibitor RNéaz 0.5 ul

— DEPC H50 doplnit do 20 pl
Polymeraza 2 pul

Inkubujeme ptes noc pii 37 °C. Provedeme kontrolni RNA elektroforézu pii RNAse
free podminkach. Sondu precistime na pripraveném Mini Quick spin column. 20 ul
sondy doredime DEPC vodou do 75 ul. Centrifugujeme pres kolonku 1000 rpm 4
minuty. Provedeme kontrolni RNA elektroforézu a sondu ulozime pti —80°C.

In situ hybridizace v parafinovych fezech Po celou dobu pracujeme pfi
RNAse free podminkach. Parafinové fezy 16 um, krajime na skla potazena silanem.

1. den

— odparafinovani a dehydratace

— xylen (2 x 10min)

— 100% etanol (2 x 5min)

— prani v PBS (5 min)

— Prefixace, 4% PFA v PBS (30 min)

— Natréveni, proteindza K v PBS  (0-7min)

Zasobni koncentrace 20 mg/ml

250 pl zasobniho roztoku do 200 ml
— Postfixace, 4% PFA v PBS (15 min)
- PBS (2 x 5min)
- 2x8SSC (2 x 5min)
— 1 x Tris-Glycin pufr (30 min)

Hybridiza¢ni smés

— 40% formamid

- 5 x SSC

— 1 x Denhardttv roztok
— 100 ug/ml DNA

— 100 ug/ml tRNA

— 250 ng znacené proby
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— doplnime DEPC H50 do 1ml

— Hybridiza¢ni smés denaturujeme 4 minuty pti 95 °C, chladime na ledu a na-
neseme na skla 60-100 ul, skla pfikryjeme folii a ulozime do krabicek a ty
pak do vlhké komutrky. Hybridizujeme pii 65°C ve vodni lazni pies noc (az
24 hodin).

2. den

Nenli jiz potfeba dodrzovat RNAse free podminky.

— Posthybridiza¢ni prani, 5 x SSC, vodni lazeni 60°C (8 x 15min)
— 20% formamid + 0,5 x SSC, vodni lazenn 60°C (15 min)
— 2 x SSC, pokojova teplota (15 min)
— Odstépeni nenahybridizované RNA  (15min)
250 ul RNAsa c=10mg/ml do 200ml 2 x SSC
t = 37°C vodni lazen
— Prani, 2 x SSC, RT  (15min)
~ 20% formamid + 0,5 x SSC, tfepaci vodni lazeti, 60°C (20 min)
— Prani, 2 x SSC, RT (2 x 15min)
— Aplikace protilatky proti digoxigeninu znacené AP pres noc
500 pl na sklo, fedéni 1:4000
1000 pl 10% blokovaciho media
4 pl protilatky
9000 p1 0,1M maleatového pufru, pH 7,5
skla do krabicky a vlhké komirky (50ml 2 x SSC), 4°C

3. den
— TBS pufr, RT, tfepacka (3 x 10min)
— TBS, RT, tfepacka (3 x 30min)
— TBS, RT, tfepacka (2 x 60min)
— NTMT pufr, RT tfepacka (& x 10min)
— Vybarveni AP, inkubace NBT + BCIP
2ml na sklo, vybarvovani nékolik hodin az dni
— Zastaveni reakce, 600 ml PBS + 1,20ml EDTA, pH 8,00 (3 x 10min)
— Odvodnéni, montaz.

9.2.3 Roztoky a chemikalie pro pripravu sond a ISH

vSechny pracovni roztoky fedime v DEPC vodé.
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AP barvici roztok

— K vybarveni signalu ISH reakci pouzivame protilatku proti digoxigeninu zna-
¢enou AP.

— 10% roztok dimethylformamidu v NTMT.
— 1ml NTMT
4,54l NBT
~ 35,1 BCIP

10% blokovaci roztok

— 7 BM detekéniho kitu blokovaci prasek
— 5g do 50 ml maleatového pufru, tfepeme, ohfivame a autoklavujeme. Skla-
dujeme pii —20°C

100 x Denhardtuv roztok

— 10 g Ficoll Pharmacia, Typ 400
— 10 g polyvinylpyrrolidin PVP40
— 10g BSA frakce V

doplnit do 500 ml DEPC H,O

— Spatné se rozpousti, trva cca 2 dny na michadce, RT, sterilné filtrujeme,
uchovavame pii —20°C

LB médium

— 500 ml destilovana voda
12,5g LB broth (Sigma)
— autoklavujeme

(antibiotika 1:1000, pfiddvame pfed pouzitim)

LB agar

— 500 ml destilovana voda
— 12,5g LB broth (Sigma)
- 7,5g agar

— antibiotika 1:1000

Maleatovy pufr
— 11,6 g kyseliny maleinové
— 8,7g NaCl
- 7,8g NaOH do 1000 DEPC H,0O
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NTMT alkalicky AP pufr

— 12ml 5M NaCl

— 30ml MgCl, . 6 H,O

— 60ml 1M Tris pH 9,5

— 6ml 10% Tween 20

— ad 600ml destilovana H,O

— pripravujeme vzdy cerstvy, protoze skladovanim dochéazi ke zméné pH.

20 x PBS

— 160 g Nacl

- 4g KC1

— 28,8 g NayHPO, bezvody

- 4,8¢g KHyPO, bezvody

— rozpustime v 800 ml DEPC H,O
— doplnime do 1000 ml

4% PFA v PBT

— Ke 400ml PBT v lahvi po zautoklavovani pfidame 16 g PFA, protfepeme
a vlozime do vodni lazné 65 °C. Ponechame do rozpusténi, trva cca 2-3 ho-
diny. Zamrazime do —20°C.

PBT

— 400ml PBS + 4ml 10% Tritonu X-100 vse v DEPC vodé
— autoklavujeme

Proteinaza K

— zasobni koncentrace 20mg v DEPC vodé
— v alikvotech zamrazime do —20°C.

10% SDS

~ 10g SDS do 100ml DEPC H,O
— pfi fedéni na 0,1% fedime v DEPC H,O

20 x SSC

- 175,3g NaCl
— 88,2 g citrat sodny
— doplnime do 1000 ml DEPC H,0, autoklavujeme
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10 x TBS

— 80g NaCl

- 2g K(CI

— 250ml Tris-HCI, pH 7,5
— doplnime do 1000 ml H5O

10 x TRIS - Glycin pufr

— 60,5 g TRIS base
— 37,5g glycinu do 500ml DEPC H,0, autoklavujeme

Tris — HC1, pH 7,5

— 6,1g Tris rozpustime v DEPC H50 a titrujeme 1M HCI do pozadovaného
pH (cca 37ml 0,1M HCI)

10% Triton X 100
— fedime pri 37°C
— 5ml Triton X 100
— doplnime 50 ml H,O

10% Tween 20
— fedime pri 37°C
— 5ml Tween 20
— doplnime do 50 ml H,O
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