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Abstrakt

Ectodysplasin A (EDA) je transmembranovy protein z rodiny TNF, ktery hraje
dulezitou roli ve vyvoji ektodermalnich derivati, jako jsou zuby, vlasy i zlazy. Mutace
v Eda genu zpusobuje u ¢lovéka hypohidrotickou ektodermalni dysplazii (HED). Sonic
hedgehog (Shh), ktery je ovliviiovan Eda signalni drahou je dilezitou signalni molekulou
zapojenou v iniciaci zubniho vyvoje.

V ramci této studie bylo nasim cilem zhodnotit vliv Eda genu na vyvoj mySich
zubt a jeho vztah k Shh signalizaci, nebot’ Shh je dulezity ukazatel normalniho zubniho
vyvoje. Zamétili jsme se na Shh expresi v zubech Eda mutantnich mysi, se spontanni
mutaci v Eda genu, které jsou pfirozenym modelem pro X vazanou HED. Nejdfive jsme
porovnavali Shh expresni vzorec v prubéhu zubniho vyvoje u Eda mutantnich mysi
s CD1 kontrolami pomoci metody disociace epiteli a fluorescenéni mikroskopie.
Nasledné jsme se zamé&fili na pozorovani bunéénych linii exprimujicich Shh pomoci Cre-
LoxP systému. Také jsme vizualizovali SHH expresi pomoci imunohistochemie
a kvantifikovali SHH protein v embryondlnich Celistech pomoci western blotu.

Dle naSich vysledkil byl vyvoj zubli u Eda mutantnich mysi pfiblizn€ o jeden den
opozdén v porovnani s kontrolou. Mizeme shrnout, ze Eda gen a jeho protein ma vliv na
oblast Shh exprese nasledujiciho funkéniho zubu, ve smyslu redukce jeji velikosti a délky
jejiho trvani, avSak u Eda mutantnich mysi jsme nepozorovali skute¢ny nedostatek SHH

proteinu.

Klic¢ova slova: Eda gen, Hypohidrotické ektodermalni displazie, vyvoj zubt, zubni

patologie, mys$



Abstract

Ectodysplasin A (EDA) is a transmembrane protein of the TNF family, which
plays an important role in the development of ectodermal derivates, such as teeth, hair or
glands. Mutation in Eda gene causes the Hypohidrotic ectodermal dysplasia (HED) in
humans. Sonic hedgehog (Shh) as a downstream of Eda signalling pathway is
an important signalling molecule involved in the initiation of tooth development.

In frame of the present study, we aimed to evaluate the involvement of Eda gene
during the development of mice teeth and its relation to Shh signalling, since Shh is an
important marker of the normal tooth development. We focused on Sh/4 expression in Eda
mutant mice teeth with spontaneous mutation in Eda gene, since these mice represent
a natural model for X-linked HED. First, we compared the Shh expression pattern during
the tooth development in Eda mutant mice with CD1 control using the dissociation of
dental epithelia and fluorescent microscopy. Consequently, we focused on the cell line
expressing Shh observation using Cre-loxP system. We also visualized SHH expression
in Eda mutants using imunohistochemistry and qantified SHH protein in the embryonic
jaws using western blot.

According to our results, the development of teeth in Eda mutants seems to be
approximately one day delayed compared to controls. We can summarize that Eda gene
with its protein seems to influence the region of successive Shh expressions formation in
the sense of a reduction of its size and duration of the presence but we did not observe

any deficiency of SHH protein in Eda mutant mice.

Keywords: Eda gene, Hypohidrotic ectodermal dysplasia, tooth development, pathology

of teeth, mouse
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1 Uvod

Zuby jsou pro vétSinu savcu véetné Cloveka dilezitym organem pro piijimani
a zpracovani potravy, slouzi ke komunikaci, ale také k obran¢ i utoku. Zubni vady jsou
sice se zivotem slucitelné, ale pfesto mohou zplsobit vazné potize. U Clovéka je tieba
vzit v potaz také jejich esteticky vyznam. Je tedy v naSem zajmu pochopit mechanismy
zubniho vyvoje a tyto poznatky posléze uplatnit pti mozné 1écbe dentalnich patologii.

Z etickych divodii se k vyzkumu pouzivaji modelové organismy, a to
v soucasnosti nejéasteji nejriznéjsi mysi kmeny s poruchami gena. Takovym pfipadem
je napiiklad i Eda mutantni mys, ktera vykazuje stejny fenotyp jako u ¢lovéka X-vazana
hypohidrotické ektodermalni dysplazie (XLHED). Tento syndrom je u mysi i u ¢lovéka
zpusoben mutaci v genu pro ektodysplazin (Eda), ktery se vyskytuje na X-chromosomu.
HED mimo jinych fenotypovych projevil postihuje i zuby, jejichz vyvoj je mutaci v Eda
genu zasazen a vysledkem jsou patologie dentice u pacientti s HED i Eda mutovanych
mysi. Srovnani vyvoje zubll u Eda mysi s normalnim vyvojem ndm umoziuje sledovani
interakci Eda genu s jinymi geny ¢i genovymi rodinami s cilem pochopit roli Eda genu
ve vyvoji zubil 1 ve vyvoji obecné, coz je predpokladem k cesté¢ za hleddnim moznosti

terapie €1 feSeni HED jako geneticky podminéného defektu.
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2 Zuby a jejich vyvoj

Nejpouzivanéj§im experimentalnim organismem pro studium vyvoje zubt savct,
a tedy 1 Cloveka je laboratorni mys. Kvuli nemoznosti piimého vyzkumu na lidském
materialu byly vyvojové studie o zubni iniciaci, morfogenezi, diferenciaci a o fizeni
téchto procest provedeny na mySim modelu odontogeneze. Vyhodou mysiho modelu
jsou totoznd morfologicka stadia v procesu odontogeneze u mysi a u clovéka (Lesot et
al., 1996; Peterkova et al., 1996, Hovorakova et al., 2005). U mysi s genetickymi
poruchami navic existuji podobné variace v poCtu a tvaru zubu, které muzeme najit
i u Cloveka, a Ize je tedy pouzit jako model pro studium geneticky podminénych vad
dentice u lidi. Ackoli si je vyvoj zubti mysi a ¢lovéka v mnohém velmi podobny, 1ze mezi

nimi najit 1 urcité rozdily, které je tfeba pii vyzkumu zohlediovat.

2.1 Obecna stavba zubu

Funkéni zub dospélého jedince se sklada ze 3 hlavni ¢ésti:

e korunka je ¢ast zubu, vy¢nivajici do dutiny Ustni,
e krcek je usek mezi korunkou a kotenem, obklopeny dasni,

e koften, ktery kotvi zub v alveolarnim vybézku.

Sklovina
Korunka
Zubovina
Dfen
Cement
Koren

Cévy a nervy

Obr. 1: Stavba zubu (upraveno dle Rodriguez et al., 2004)

Kofenit mize byt v zavislosti na typu zubu 1 vice a jsou v alveolech upevnény
pojivovou tkani — ozubici. Uvnitt kaZzdého zubu se nachéazi dieniova dutina vyplnénd zubni
dfeni s cévami a nervy. Na stavbé zubu se podili 3 typy tvrdé mineralizované tkané:

sklovina, zubovina a cement.
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Sklovina — enamelum pokryva povrch korunky zubu. Je to nejtvrdsi tkan
v lidském tele. Obsahuje 95-98 % mineralnich latek. Organickou slozkou skloviny jsou
proteiny neobsahujici kolagen, zejména amelogeniny a enameliny. Sklovinotvorné
buniky, ameloblasty, po profezani zubu zanikaji, sklovina proto nemuze regenerovat.

Zubovina — dentinum je hlavni hmota zubu obklopujici diefiovou dutinu. Dentin
ma vysoky podil anorganické hmoty (70 %) a proto je tvrdsi nez kost. Organickou ¢ast
dentinu tvoii kolagenni vlakna typu I a proteoglykany. Dentin se obnovuje po cely zivot
diky odontoblastiim, k jejichz stimulaci dochazi i pfi poranéni zubu.

Cement — cementum je svou strukturou podobny kosti. Pokryva cely koten
a krcek zubu a s povrchem dentinu je spojen kolagennimi vlakny. Ma obdobny pomér
mineralni slozky jako kost, tedy pfiblizné€ 50 % hmoty. Na rozdil od kosti v§ak neobsahuje
cévy ani nervy, obsahuje ale Sharpeyova vldkna (kolagenni vldkna), kterd jsou napojena

na kost zubniho alveolu a fixuji zub.

2.2 Lidska dentice

U clovéka rozliSujeme dentici do€asnou a trvalou.

Docasna dentice se vyviji od konce 5. tydne prenatalniho vyvoje a je tvorena 20
zuby (Obr. 2). Zuby se zacinaji profezavat ptiblizné¢ 6 mésicti po porodu a prvnim
profezanym zubem je dolni medidlni fezdk. Jako posledni se profezavd druhd horni
stolicka, a to pfiblizné ve dvou letech véku ditéte (Nunn et al., 2011). Zuby docasné
dentice maji po profezani pln¢ zformovanou korunku, kterd je plné¢ mineralizovana
a nejsou jiz tvofeny Zadné dalSi ameloblasty. V dalSim vyvoji pokracuje pouze koten
zubu.

Apoptdézou bunék na povrchu i uvnitt kotene dochézi k vypadnuti do¢asného zubu
— exfoliaci. Dochdzi k resorpci kofene za plisobeni odontoklasti a osteoklasti.
Mediatorem resorpce kostni tkdn€ je epidermalni rastovy faktor (EGF), ktery je ve
velkém mnozstvi produkovan v perikorondlnim folikulu budouciho trvalého zubu. Pti
dostatecném pfiblizeni docasného zubu a zakladu trvalého zubu dochézi k urychleni
a roz§ifeni resorpce v jednom sméru. Molekuly EGF svym prolifera¢nim efektem
participuji na vzniku novych bunék epitelové tkdné€ a zaroven, diky apoptdze, vznika cesta
pro trvaly zub (Consolaro, 2015).

Trvalé dentice za¢ne plné nahrazovat a dopliiovat doasnou primérné ve vé€ku 5,5

az 6 let. Vyvoj trvalé dentice je ¢astecné zavisly na dospivani a nastupu puberty. Za
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béznych podminek se trvala dentice sklada z 32 zubti (Obr. 1). Profezavani trvalé dentice
je podstatné delsi nez u docasné. Nejdiive se profezava dolni medidlni fezak, asi ve véku
6 let, a jako posledni se objevuji tfeti dolni i horni stolicky v rozmezi 17-21 let. Tyto se
ale ¢asto bud’ neprotezou, nebo uplné chybi (Nunn et al., 2011).

Velikost a tvar zubti jsou ovliviiovany genetickymi faktory. Doba profezavani je
ovlivnéna etnickym ptivodem i ptisobenim hormonii. Dal§imi faktory ovlivitujici vyvoj
zubi jsou naptiklad zivotni styl matky, socioekonomicky status, délka kojeni ¢i pohlavi

ditéte (Ntani et al., 2015).

m2

m1

(2]

o fezak adpicak Cpremolar [ Jmolar

Obr. 2: Lidsky zubni vzorec (A) docasn¢ a (B) trvalé dentice. Do¢asna dentice obsahuje
v kazdém kvadrantu 5 zubi. U trvalé je to 8 zubtl. (Z archivu R. Peterkové)

2.3 Mysi dentice

Normalni mysi dentice je oproti lidské znac¢né redukovana. Je tvofena pouze
16 zuby. V kazdém kvadrantu se nachazi jeden fezék a tii stolicky. Rezék je od stolidek
oddélen diastematem (bezzuby usek). Mysi maji pouze jednu generaci zubd, ale jejich
tezaky dortstaji po cely jejich zivot. Tento rist je zplsoben piitomnosti kmenovych
bunck v proximalni ¢asti zubu. Dal$im specifikem mySich fezaki je ubytek skloviny na

linguélni stran€ zubu. Obé€ tyto modifikace vedou k asymetrickému obruSovéani hornich
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1 dolnich fezdkl a tim zlstdva zachovan tvar fezdkové hrany, ktery je nezbytny pro

zpracovani jejich stravy (Wang et al., 2004).

2.3.1 Specifika mySi embryonalni dentice
Oproti redukované dentici dospelé mysi mandibuly a maxily, zubni vzorec mySich

embryi je v obou Celistech blizsi vzorci lidské dentice. Béhem vyvoje se totiz predevsim
v oblasti diastematu objevuji rudimentarni zubni zaklady, které nepietrvavaji do
dospélosti. Diky tomu je mysi embryonalni vyvoj dentice vhodnym modelem pro vyvoj
dentice lidské navzdory znaénym rozdiltim v dentici dospélcti. Nekteré z embryonalnich
rudimentti v pribéhu vyvoje zanikaji, jiné jsou inkorporovany do primordii funk¢nich
zubii (Lesot et al., 1996, Peterkova et al., 1996; Tureckova et al., 1996; Lochovska et al.,
2015). Rudimenty maji stejné jako zubni zdklady funkénich zubd sva signalni centra,
ktera tidi jejich vyvoj. Existence rudimentii a jejich signalnich center byla dokazéna
experimentaln¢ (Prochazka et al., 2010; Hovorakova et al., 2011; 2013). Nejvyrazngjsi
zubni zéklady dolni Celisti se nachazeji v posteriorni ¢asti diastemy a jsou oznaCované
jako MS (mesidlni segment) a R2 (Viriot et al., 2000). Tyto pupeny pravdépodobné
odpovidaji ttenovym zubim, které ale u mysi béhem evoluce vymizely (Peterkova et al.,
2000; Viriot et al., 2002) (Obr. 3). Bylo také zjiSté€no, Ze posteriorni rudiment R2
nezanikd, nybrz je inkorporovan do vyvijejiciho se prvniho molaru M1 (Prochazka et al.,
2010) a jeho signéalni centrum se aktivné podili na vzniku sklovinného uzlu Ml
(Lochovska et al., 2015). Byl také nalezen rudimentarni zubni zaklad v fezakové oblasti
dolni Celisti, jehoz bunky exprimujici markery zubniho vyvoje ptispivaji k vyvoji zdkladu
vestibulum oris (Hovorakova et al., 2016). Tento rudiment odpovida tzv. mlécnému
tezéku, ktery byl morfologicky popsdn u mysi i u potkana (Woodward, 1894; Moss-
Salentijn, 1978).
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Dospéla mys Embryo

bukalné

linguainé i Mandibula

Obr. 3: Porovnani funkéniho a embryonilniho zubniho vzorce u mysi. Vlevo:
Dentice dospélé mysi. Kazdy kvadrant ¢elisti obsahuje jeden fezak (I), bezzubé diastema
a tfi molary (M1, M2, M3). Vpravo: Uspofddani zubnich zékladi v Celisti mySiho
embrya. V horni Celisti je pupen fezadku tvofen splynutim péti az Sesti zubnich zakladi.
Diastema obsahuje pét malych pupenii (D1-D5) a dva vétsi (R1, R2) (oranzova kolecka).
V dolni ¢elisti splyvaji tf1 zubni zéklady v oblasti fezdku. V mesidlni ¢asti diastematu Ize
nalézt jen epitelové ztlusténi (pferuSovand ¢ara), v distalni ¢asti se nachazeji dva velké
pupeny (MS, R2). R2 je postupné inkorporovan do ptedni ¢asti prvniho molaru (M1).
Zaklady druhého a tfetiho molaru (M2 a M3) se objevuji na pozd¢jsich stadiich vyvoje.
(Upraveno podle Peterkova et al., 2000).

2.4 Morfogeneze zubu

Prenatalni vyvoj zubu je komplexni multifaktoridlni proces. Je zaloZen na
vzajemné interakci oralniho epitelu ektodermalniho pivodu a ektomezenchymu, které
jsou od sebe oddéleny bazalni membranou.

V pribehu prenatalniho vyvoje prochazi zubni zarodek nékolika stadii, jejichz
Nicméné v prostoru je tvar zubnich zarodkll odlisny od zavedeného néazvoslovi

(Peterkova et al., 2002a).
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Obr. 4: Stadia zubniho vyvoje stolicky (M1) u mysi. (a) Schéma frontalniho fezu
molarem ukazuje tvar zubniho epitelu v centralni ¢asti molaru. Zubni mezenchym je
znazornén zelen€, zubni epitel je oranzovy. (b) Frontalni histologické fezy centralni ¢asti
molaru. (Upraveno podle Peterkova et al., 2002a).

2.4.1 Epitelové ztluSténi
Za prvni znamku morfologického vyvoje zubu je povazovano ztlusténi oralniho

epitelu a vytvoreni ektodermalni plakody (Pispa and Thesleff, 2003). Tato epitelova
vrstva je sloZena z cylindrickych bunék uloZenych ve vice vrstvach, které maji dlouhé
osy jader orientovany kolmo k bazalni membrané. U c¢loveka dochéazi ke ztluStovani
epitelu 27. — 29. den embryondlniho vyvoje v dolni 1 horni Celisti. Zesileny epitel je
definitivné zformovan pfiblizné v 32. — 34. dni vyvoje a postupné dochazi k proristani
epitelu do okolnitho mezenchymu (Ooe, 1957; Tonge, 1969). K invaginaci epitelu do
mezenchymu v anteriorni a posteriorni oblasti vSak nedochazi zaroven. U dolni Celisti
dochazi nejdiive k invaginaci v posteriorni oblasti. U horni ¢elisti naopak v anteriorni
casti (Ooe, 1957).

U mysi dochazi ke ztluSténi ordlniho epitelu v embryonalnim dni (ED) 11,5 a je

tak vymezeno misto tvorby zubu (Peterkova et al., 1996; Peterkova et al., 2002a).
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V ranych stadiich vyvoje (do ED 12) se zde nachazi signaliza¢ni centrum pro tvorbu zubu
charakteristické expresi specifickych transkripcnich faktort. Pozdé&ji se toto fidici

centrum presouva do ektomezenchymu (Jussila and Thesleff, 2012).

2.4.2 Zubni lista
Vrstvy cylindricky bunék ztlustélého oralniho epitelu se sklddaji na sebe a vznika

tak zubni liSta. Pfi tomto procesu se epitelova vrstva vice zanofuje do mezenchymu.
Prekladanim vrstev epitelu vznikaji zlabky, které jsou posléze vyplnény mensimi
buitkami. U ¢lovéka se zubni lista formuje 44. — 46. den prenatalniho vyvoje. Obvykle
vznikd ze 4 — 5 vrstev epitelu, ma tvar pismene U a jeji okraj vykazuje nerovnosti (Ooe,
1957; Tonge, 1969; Ruch, 1998; Pispa and Thesleff, 2003). Zevné od zubni listy lze
pozorovat vznik struktur liSty vestibuldrni, coz je epitelova struktura déavajici vznik
predsini Gstni dutiny (vestibulum oris), ktera oddéluje zuby od tvaii a rt. Ackoli existuje
mnoho teorii o puivodu dentdlni a vestibularni listy, na zaklad¢ longitudinalni studie
prenatalniho vyvoje ¢lovéka bylo prokazano, Ze v horni Celisti se dentalni a vestibularni
struktury vyvijeji samostatné (Hovorakova et al., 2005). V dolni celisti byl jejich
samostatny vyvoj pozorovan pouze v tvarové oblasti a v oblasti rti vznikaji obé struktury
z jednoho epitelového ztlusténi (Hovorakova et al., 2007)

Zubni liSta u mysi se objevuje asi v ED 12,5 a 1ii se od lidské. Netvoti souvislou
vrstvu ztlutélého epitelu, ale objevuji se zde lokdlni nerovnosti. ZtluStély epitel,
formujici zubni liStu, se objevuje v oblasti budoucich fezakti a stolicek. Formovani
vestibuldrni liSty probihd podobné, jako u clovéka (Peterkova, 1985; Peterkova et al.,

2002a).

2.4.3 Zubni pupen
Zubni pupen je tvofen vrstvou cylindrickych bun€k na bazalni membran¢, mezi

nimiz se nachdzeji mensi buiiky. Ke vzniku pupene a jeho spravnému umisténi v ramci
ustni dutiny pfispiva exprese SHH proteinu, ktery podporuje bunéénou proliferaci
epitelialnich bunék (Sarkar ef al., 2000). U ¢lovéka se v tomto stddiu netvoii izolované
zubni pupeny, ale ze zubniho epitelu vznika zubni val, na némz dochézi k prostorovym
zdufenim epitelu podél predozadni osy celisti (Hovorakova et al., 2007). Na vrcholu
epitelu zubniho pupenu dochézi k tvorbé primarniho sklovinného uzlu (pEK), ktery je
charakteristicky pro stadium zubniho poharku (Pispa and Thesleff, 2003).

U mysiho modelu se zubni pupen objevuje v ED 13,5.
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2.4.4 Zubni poharek
Zubni primordia miizeme u ¢lovéka na zubnim valu zfetelné ohranicit az v tomto

stadiu (Hovorakova et al., 2007). Pro toto stadium je typicka formace pEK. pEK je
povazovan za fidici centrum vyvoje zubu a vznika zahus$ténim bun¢k vnitiniho dentalniho
epitelu. Z histologického hlediska se jedna o skupinu semknutych bunék ve vnitinim
sklovinném epitelu, které se ned¢li, a které produkuji specifické signalni molekuly
(Jernvall et al., 1994; Vaahtokari et al., 1996a). Rozdily v proliferaci mezi pEK a okolim
zpusobuje zménu tvaru epitelu. Okolo pEK vnikd epitel hloubéji do mezenchymu
a vznikaji tzv. cervikalni klicky. Cervikalni klicka je oblast oddélujici vnitini a vnéjsi
dentalni epitel a je tvofena hvézdicovitym retikulem. Jejich vzniku napomadhaji
mezenchymalni faktory FGF stimulujici buné¢nou proliferaci v epitelu (Kerdnen et al.,
1998; Pispa & Thesleff, 2003). Dale probiha diferenciace buné€k, kdy epitel dava vznik
sklovinnému organu, ktery se Cleni na vnitini a vnéj§i zubni epitel (IDE a ODE),
hvézdicovité retikulum a stratum intermedium, které oddéluje hvézdicovité retikulum
a vnitini zubni epitel. Vnitini zubni epitel obklopuje kondenzovany mezenchym tvoti
zubni papilu, z niZ pozd¢ji vzniké zubni dfeil. Mezenchym vyskytujici se kolem vnéjsiho
zubniho epitelu tvofi zaklad pro vznik ozubice (Ruch, 1998; Sarkar et al., 2000). Zubni
primordia mizeme na zubnim valu zfetelné ohranicit az v tomto stadiu. V pozdni fazi
zubniho poharku pravdépodobné dochazi u buiiek pEK k apoptdze (Vaahtokari et al.,
1996b).

U mysi se stadium poharku objevuje v ED 14,5 a pfi jeho vzniku se uplatiiuje role

signalniho proteinu BMP4. Ten indukuje expresi markerti pro vznik pEK.

2.4.5 Zubni zvonek
Ve stadiu zubniho zvonku se zac¢inaji objevovat sekundarni sklovinné uzly (sEK)

na vrcholu kazdého hrbolku, které reguluji tvar zubniho zarodku a jeho hrbolkt (Jernvall
et al., 1994; Vaahtokari et al., 1996a). Ze zubni papily a z vnéjSiho zubniho epitelu
vznikaji v pozdni fazi zubniho zvonku odontoblasty a ameloblasty. Také zde lze
pozorovat stratum intermedium, které oddé€luje hvézdicové retikulum od wvnitiniho
zubniho epitelu. Stratum intermedium nejdiive vznika v blizkosti sekundéarniho
sklovinného uzlu. Poté, co je tento uzel odstranén pomoci apoptozy, stratum intermedium
plné€ obsazuje jeho misto, dochazi k jeho ztlusténi a vytvoreni 3 — 5 vrstev dlazdicového
epitelu. Tomuto procesu zasadn€ napomaha signalni molekula S#4 (Koyama et al., 2001;

Ruch, 1998). V pozdnim stadiu zubniho zvonku se iniciuje rust kofene. V misté
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cervikalni klicky vriistd dentélni epitel dal do mezenchymu a vytvaii tzv. Hertwigovu
epitelidlni kofenovou pochvu. Ta iniciuje a fidi rist kotene.

Cervikalni klicky se u fezadkl nepfeménuji v Hertwigovu pochvu, ale jsou u nich
pritomny po cely zivot, jelikoz jim zuby kontinualn¢ doriistaji, a jsou obecné povazovany
za rezervoar kmenovych bun¢k (Harada et al., 1999). U zubd, které ukoncuji svij rust,
podléhaji zubni klicky strukturalni pfeméné v Hertwigovu pochvu stejn€ jako u lidi.

Stadium zubniho zvonku se u mysi vyskytuje v ED 16,5.

2.5 Molekularni regulace vyvoje zubii

Interakce mezi bunkami a tkdnémi jsou hlavnim mechanismem regulace vyvoje
vSech mnohobunéénych organizmt. I vyvoj zubl je fizen recipro¢nimi induk¢nimi
interakcemi mezi epitelem a mesenchymem. Tyto interakce zahrnuji komplexni plisobeni
signalnich molekul, transkripcnich faktorti, rtstovych faktord a jejich receptort
s prostorové a Casové omezenymi expresnimi vzory (Jernvall and Thesleff, 2000).
S vyvojem zubli jsou nejvice spojeny konzervované signalni drdhy Wnt, FGF
(fibroblastovy ristovy faktor), Bmp (kostni morfogeneticky protein), 7NF (tumor
nekrotizujici faktor), 7TGF f (Transformujici rastovy faktor B), Shh (Sonic hedgehog)
a Notch, které vzajemnym spolupiisobenim reguluji tvary jednotlivych zubt, jejich pocet

¢1 prostorovou lokalizaci (Thesleff and Sharpe, 1997).

2.5.1 Whnt signalni draha:
Wht signalni drédha je evoluéné konzervovana draha. Geny Wnt rodiny koduji

sekre¢ni glykoproteiny, které jsou zodpovédné za spravny embryondlni vyvoj a plisobi
na fadu procest jako je regulace determinace polarity, proliferace, diferenciace, migrace
a apoptoza buné¢k (Moon and Shah, 2002; Willert ef al., 2003). Nazev této drahy vznikl
spojenim nazvi dvou geni, genu wingless — Wg (,,segment polarity gene*) vyskytujiciho
se u drozofily a jeho homologu u obratlovct — int-1 (,,integrated) (Wainwright et al.,
1988; Nusse and Varmus, 1992). NaruSeni této drahy je jednim z hlavnich faktorti vzniku
nadori v tlustém stievé 1 v dalSich tkanich (Polakis, 2000), hraje také roli ve skeletalni
dysplazii ¢i osteopordze (Clevers, 2006).

Extracelularni Wnt signél je podnétem pro vznik jedné ze dvou signdlnich kaskad.
Prvnim typem signalni kaskady je drdha zavisla na Wnt/B-kateninu, kanonicka draha.
Druha draha je nekanonicka, nazyvana t¢Z Wnt/B-katenin nezavisla draha. Nekanonicka

draha se dale d€li na PCP dréhu (Planar cell polarity), Wnt/Ca2+ drédhu a drahu aktivace
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fosfolipazy C (PLC) a fosfodiesterasy (PDE) (Kohn and Moon, 2005; Moon, 2005;
Komiya and Habas, 2008).

Nejlépe prozkoumand je kanonicka signalni draha. Je dilezitd pro tvorbu
chondrocytli a zodpovidd za vznik a diferenciaci bun€k kostni tkan¢ prostiednictvim
osteoblastil 1 osteoklastli. Uplatiiuje se také pfi regeneraci kostni tkané, kdy jsou pomoci
B-katenin stimulovany pluripotentni buiiky k diferenciaci na osteoblasty. Vyznamna je
také role této drahy v odontogenezi. Jelikoz se B-katenin podili na vzniku primarniho
sklovinného uzlu, jeho zvySena exprese muze zpiisobit vyvoj nadpocetného zubu, a to
dokonce i mimo dentalni epitel (Cobourne and Sharpe, 2010). Pfi¢inou je tvorba nového
sklovinného uzlu mimo jiz existujici zubni zéklad (Liu and Millar, 2010). Naopak
inhibice této drahy je pfi¢inou abnorméalné tvarovanych zubti (Tamura and Nemoto, 2016)
a v ¢asné fazi vyvoje zubu zastavi vyvoj zubu pted staddiem pupenu (van Genderon ef al.,

1994).

2.5.2 FGF signalni draha:
FGF signalni draha je rodina 22 polypeptidovych ristovych faktori, které lze

nalézt u obratlovct i bezobratlych. Hraji dilezitou roli zejména jako mitogeny, ale podili
se také na proliferaci, diferenciaci a migraci bun€k béhem embryonalniho vyvoje (Hongo,
etal., 1999; Koga et al., 1999; Nutt et al., 2001). V dal§im vyvoji se podili na hojeni ran
a tvorb€ novych kapildr (Yun et al., 2010). Pfenos FGF signalt do cytoplasmy buniky je
zprostiedkovan skupinou ¢ty transmembranovych tyrosin-kindzovych receptort
(Fibroblast growth factor receptors — FGFR 1/2/3/4), z nichz dva byly detekovany také
ve vyvijejicim se zubu (Peters et al., 1992). FGF jsou také schopny vazebné interakce
s heparinem. Tyto interakce ale neslouzi k pfenosu signélu, ale reguluji a aktivuji signalni
receptory (Ornitz et al., 1996). Fgf signalizace je dlilezit4 jiz v ranych fazich vyvoje zubu.
Spolecné s Bmp drédhou aktivuje transkripéni faktory Msx/ a Pax9. Chybna funkce téchto

faktorii zplisobuje zastaveni vyvoje zubu ve stadiu zubniho pupene.

2.5.3 TGF p signalni draha:
TGF p je velka, evolucné konzervovana rodina pojmenovana podle svého prvniho

identifikovaného ¢lena TGFJ (Roberts et al., 1981). Je tvoiena vice nez 35 Cleny, ktefi se
dale déli na jednotlivé sub-rodiny (Kingsley, 1994). Tyto signalni molekuly vyznamnou

mérou prispivaji k regulaci diferenciace, proliferace, apoptdzy a dalSich procest (Glick
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et al., 1993; Motyl et al., 1998). Zaroven se ucastni tvorby tkanové matrix a slozek
imunitniho systému (Heldin et al., 1997; Tompkins, 2006).

Tato rodina ma svou dilezitou tlohu i v odontogenezi. Interakce mezi Bmp
a Fgf'signalizaci reguluji prostorové aspekty formace zubu (Neubiiser et al., 1997). Bmp4
indukuje apoptozu ve sklovinném uzlu, a tim sekundarné reguluje morfogenezi hrbolki
(Jernvall et al., 1998; Jernvall and Thesleft, 2000). Aktivin BA je nezbytny pro tvorbu
fezakl a mandibularnich molart (Ferguson et al., 2001). Exprese genu Osterix (Osx),
slouzi jako hlavni regulator diferenciace cementoblast a tvorby celularniho cementu.

Také se podili na vzniku zubnich kotenti (Choi ef al., 2016).

2.5.4 Hh signalni draha:
Rodina signalnich molekul HA4 (hedgehog) Byla piivodné objevena u bezobratlych

(Niisslein-Volhard and Wieschaus, 1980). Nazev této rodiny byl odvozen od fenotypu Hh
mutantni larvy drosophily. Zatim co u bezobratlych existuje pouze jeden Hh gen,
u obratlovct miiZeme nalézt 3 jeho homology, Sonic Hedgehog (Sk4), Indian Hedgehog
(Ihh) a Desert Hedgehog (Dhh). Tyto geny jsou mezi my$i a clovékem vysoce
konzervovany (Marigo et al., 1995). Hh signalni dréha je dilezita pro morfogenezi fady
tkani a organd béhem vyvoje organismu jak u bezobratlych, tak u obratlovct. Naptiklad
reguluje osud bun€k a jejich pocet v mozku a miSe a zasahuje do vyvoje koncetin
a vnitinich orgdnii (Ingham and McMahon, 2001). Zarovenl se podili na udrZeni
kmenovych bun¢k (Beachy ef al., 2004).

Shh signalni draha je soucasti hedgehog rodiny a podili se na vyvoji organt
u obratlovcl. Shh je povazovan za marker ¢asné odontogeneze (Bitgood and McMahon,
1995). Hraje diileZitou roli v zubni iniciaci. Jeho signalizace je aktivovana jiZ ve stadiu
epiteloveho ztlusténi a je limitovdna pouze na epitelidlni bunky (Iseki et al, 1996;
Hardcastle ef al., 1998). Shh je dale exprimovano také v signalnim centru pEK, ktery tidi
dalsi vyvoj zubu. Podili se na pfeméné zubniho poharku na zubni zvonek a ovliviiuje
kone¢ny tvar zubu a uspofadani zubnich hrbolkli (Dassule et al., 2000). NaruSeni této
drahy vede u c¢loveéka k mnoha poruchédm, jako jsou naptiklad Gorlintiv syndrom ¢i
Greigova cefalopolysyndaktylie (McMahon et al., 2003), u mySich embryi s Shh

deficienci se vliibec nevyviji prvni Zaberni oblouk (Chiang ef al., 1996).
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2.5.5 TNF signalni draha
Rodina TNF se sklada z 18 cytokinovych ligandi a jejich 29 receptort (Richard

et al., 2016). Molekuly TNF jsou produkovany piredevsim makrofagy jako reakce
imunitniho systému na bakterialni produkty v téle. V mensim mnozstvi jsou tvoieny
1 lymfoidnimi, zirnymi a endotelidlnimi bunikami, fibroblasty a buiitkami nervové tkang¢.
Tumor nekrotizujici faktor (TNF) dostal ndzev na zékladé¢ své schopnosti vyvolat
hemoragickou nekrézu v mysSich nadorech. Také ma schopnost selektivné nicit bunky,
které jsou transformované a podili se na imunitnich reakcich pii zanétu (Marino et al.,
1997). V imunitnich reakcich stimuluje zrani bunék a bunécnou smrt a ma vliv na udrzeni
kostni homeostazy, vyvoj endokrinnich zlaz a nervové soustavy. Dlouhodobé vystaveni
organizmu uc¢inkim TNF muze vést k celkové seslosti neboli kachexii (Wajant et al.,
2003). Dalsimi geny TNF drahy, které hraji roli v odontogenezi jsou Rank, Rankl a Opg.
Tyto geny jsou exprimovany v zubnim epitelu i mezenchymu a jsou nezbytné pro
diferenciaci osteoklasti a formovani zubu (Ohazama et al., 2004).

Clenem TNF signalni drahy je ectodysplasin (Eda).

3 Eda gen

Eda gen kdéduje transmembranovy protein EDA, ktery patfi do rodiny 7NF.

Existuji 2 sestfihové varianty Eda genu, které kéduji funkcni proteiny: Eda-A1
a Eda-A2, lisici se pouze ve 2 aminokyselinach (Bayés et al., 1998). Ob¢ varianty koduji
transmembranovy protein. Ten je aktivovan odStépenim od plasmatické membrany za
vzniku solubilniho ligandu, ktery interaguje s odpovidajicim receptorem. Eda-Al
interaguje s receptorem EDAR (Ectodysplasin receptor) (Obr. 5) a EDA-A2 interaguje
s receptorem XEDAR (X-linked ectodermal dysplasia receptor).

Obecné plati, ze TNF receptory bez tzv. ,domény smrti“ (XEDAR) iniciuji
intracelularni signalizaci pfimo pomoci TRAF (TNF receptor associated factor). Pokud
receptor tuto doménu obsahuje (EDAR), pak je meziclankem mezi receptorem a TRAF
jeste adapterovy protein (Courtney et al., 2005). Adaptérovym proteinem pro EDAR je
EDARADD (EDAR associated adapter protein) (Headon ef al., 2001). Existuje 6 ¢lenti
TRAF rodiny a zatim neni zcela jasné, ktery je zodpoveédny za ptrenos signalu EDA. Cela
tato signalni draha vede k aktivaci NF«kB transkripénich faktorti pomoci kK kinazy. IkK
inhibuje NFkB a ten zlistavd v cytoplasmé buiiky. Po aktivaci vstupuji transkripéni

faktory z cytoplasmy do jadra a zde aktivuji cilové geny. Eda/NFkB signdlni dréha je
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evolucéné vysoce konzervovana a je zapojena do morfogeneze ektodermalnich derivata

obratlovct. Podili se i na tvaru zubt na mnoha riznych urovnich (Courtney et al., 2005).

Ectodysplasin

Obr. 5: Schéma Eda signalni drahy. EDA protein interaguje s transmembranovym
receptorem EDAR, ktery navdze intracelularni adaptorovy protein EDARADD. Na
EDARADD se prostfednictvim domény smrti vaZze TRAF, coZz vede k aktivaci NFxB
transkripcnich faktort pomoci IkK komplexu. Transkripéni faktory NFkB nasledné
vstupuji do jadra buiiky, kde aktivuji transkripci cilovych genti (upraveno dle Courtney
et al., 2005).

3.1 Eda a vyvoj zubt

Béhem vyvoje zubl se exprese Eda nejdiive objevuje v tstnim epitelu na ED 10,
jesté pred pocatkem zubniho vyvoje. B€hem iniciace vyvoje (ED 11) aZ do stadia pupenu
(ED 12) je Eda stale exprimovan v ustnim epitelu v oblasti zubniho epitelu chybi. Béhem
dalsiho zubniho vyvoje je Eda exprimovan ve vngj§im sklovinném epitelu (Tucker et al.,

2000). Hlavni tloha Eda signalni drahy pravdépodobné spociva v kontrole epitelovych
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struktur, jejich velikosti, hustoty i mnozstvi (Sadier et al., 2014), coz odpovida
pfedchozim pozorovanim, kdy bylo zjisténo, Ze Eda gen ma vliv na velikost signdlnich
center budouci dentice (Mustonen et al., 2004). Bylo také zjisténo, ze Eda signalizace je
nezbytna pro dobu pied ED 11,0, kdy se ustavuje oblast budoucich molara (Tucker et al.,
2004). Dtlezita je ziejmé také interakce EDA/EDAR. Zd4 se, ze nadbytek aktivniho EDA
receptoru muze ovlivnit pocet zubt i zubnich hrbolkl (Tucker ef al., 2004). Ptebytecny
EDAR pravdépodobné vychytd EDA a vyvoj dale pokracuje obdobné jako u Eda
mutantnich mys$i (viz dale kap. 8.1), tedy smérem k redukci dentice ¢i tvorbé

nadpocetnych zubnich zakladu.

3.2 Eda ve vztahu k dalSim signalnim draham

Eda signdlni drdha ziskava v rdmci vyvoje ektodermélnich derivati ¢im dal vice
pozornosti. Divodem je piedevsim jeji konzervovand role v ovliviiovani velikosti ¢i
vyvoje jednotlivych ektodermalnich derivati, bez velmi vaznych dusledkli pro
organismus (Sadier et al., 2014). Eda 1 Edar signélni draha je regulovana pomoci Wnt
signalni drahy (Mikolla et al., 2008, Zhang et al., 2009). Edar draha je také regulovana
pomoci Bmp a Activin signalni drahy (Laurikkala ef al., 2002). Byly také identifikovany
cilové drahy pro Edar véetn€ Shh, FGF20, Wnt a dalsi (Mikolla et al., 2008). Ve vSech
téchto ptipadech Eda miize regulovat silu a rozsah plisobeni téchto signalnich drah. Diky
tomuto vlivu hraje pravdépodobné Eda signalni draha vyznamnou roli v evoluci, protoze
na rozdil od hlavnich signalnich drah neni pro organismus esencidlni a jeji efekt pro n¢j
nebyva letdlni.

V ramci vyvoje zubl byly zjistény dal$i interakce Eda signélni drahy s jinymi
drahami. Pfedpoklada se, ze expresi Eda ptimo stimuluje signdlni dradha Wnt/f-catenin.
Clenové Wnt signalni drahy lef-] a DkkI maji totiz prokazatelny vliv na expresi Eda
(Laurikkala et al., 2001; Liu et al., 2008). Eda signalni draha ma vliv také na TGF f
signalni drdhu tim, Ze inhibuje aktivitu Bmp coz stimuluje expresi Shh (Pummila et al.,

2007).

3.3 Poruchy Eda signalni drahy
Mutace v Eda genu a dalSich genti €astnicich se stejné signélni drahy zptisobuje
syndrom hypohidrotické ektodermalni dysplazie (HED). U ¢loveka popsal tento syndrom

v roce 1875 Charles Darwin. Projevuje se abnormalnim vyvojem ektodermalnich
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derivatl, jako jsou zuby, vlasy a exokrinni Zlazy. Existuje X-vdzand forma HED
(XLHED), ktera je zpusobena mutaci piimo v Eda genu lokalizovaném na
X chromozomu a také autozomalni formy, které jsou zplsobeny mutaci v genu pro
receptor Edar a pro adaptorovy protein EDARADD (Kere et al., 1996; Headon and
Overbeek, 1999; Headon et al., 2001).

Pacienti s HED maji redukované ochlupeni, fidké vlasy a tenkou suchou kuzi.
Vyskytuji se u nich defekty nehtti a dochazi k porucham ve funkci exokrinnich zlaz.
V disledku postizeni potnich Zlaz dochéazi ke zhorsené schopnosti odolavat vysokym
teplotam. Je zndm také vyskyt Cetnych respiracnich problémi, kvili redukci exokrinnich
zlazek ve sliznici broncht a trachey (Fete, 2014). Postizené mohou byt i dal$i exokrinni
zlazy vcetné slznych, slinnych, mazovych a mléénych.

Mezi ptiznaky HED patii také postizeni zubt, které je v centru naseho zajmu.
Pacienti maji Siroky rozsah fenotypovych variaci, mohou trpét jak uplnou anodoncii
(Gplné chybéni zubt), tak leh¢i oligodoncii (chybéni vétsiho poctu zubti) ¢i hypodoncii
(chybéni méné nez 6 zubil) spojenou s anomaliemi ve tvaru i velikosti zubti. Nejcastéji
byva vyvinutych pouze 5-7 zubl, pfedevsim §pi¢aky a prvni stolicky. Zuby jsou mensi
nez obvykle a maji kénicky tvar (Clauss et al., 2010). V mén¢ zavaznych piipadech se
kromé chybéjicich fezaka neobjevuji zadné klinické ptiznaky (Tarpey et al., 2007).

V soucasné dob& jsou jiz Usp&€$né testovany moZznosti terapie HED pomoci
intraamnialni aplikace rekombinantniho proteinu s receptor vazici doménou pro EDA

(Schneider et al., 2018).

Mysi variantou HED trpi mysi kmen se spontanni mutaci v genu Eda nazyvany

také Tabby podle klasického zabarveni heterozygotnich samicek (viz nize).

3.4 [Eda mutantni mySi (tabby)

Stejny syndrom jako HED u clovéka byl pozdé&ji popsan i u dalSich obratlovch
vcetné mysi (Falconer, 1952). Eda mutantni mysi vznikly spontdnni mutaci. Jedna se
o deleci v 5’oblasti Eda genu, ktery se nachazi na chromozomu X a je homologni pro
lidsky Eda gen (Ferguson et al., 1997; Srivastava et al., 1997). V literatufe byvaji tyto
mysi také oznaCovany jako Tabby, tedy ,,mourovaté®, dle srsti heterozygotnich samic

(Obr. 6). Ackoli u nich dochazi k mutaci v Eda genu, nevykazuji tyto mySi plnou
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deficienci EDA proteinu (Melnick et al., 2009). Proto jsou v této praci, na rozdil od dosud
publikované literatury, nazyvany jako Eda mutantni.

Fenotyp Eda mutantnich mysi je podobny jako u pacientti s HED. Mlzeme u nich
pozorovat hnédou fidkou srst, lysiny za uSima a cetné vady dentice. Dale se u nich
vyskytuje zalomeni konce océasku, snizena fertilita i mnozstvi mlad’at ve vrhu (Gruneberg,
1965) (Ob. 7). Béhem vyvoje zubnich zakladi Eda mutantnich mys$i dochéazi ke vzniku
zubnich malformaci, a to predevsim v dolni Celisti. Zuby dosp€lych Eda mutantnich mysi
vykazuji fadu abnormalit v poctu i tvaru. Postizeny byvaji fezaky i stolicky, horni 1 dolni
Celisti (Gruneberg, 1965; Kristenova-Cermakova et al., 2002). Na pozdnich stadiich
prenatalniho vyvoje byva fezak u Eda mutantnich mysi kratsi a uzsi (Miard et al., 1999).
U dospélct vSak diky abnormalitim v postaveni fezakli velmi ¢asto dochdzi k jejich
stadiich vyvoje. Vysledkem byva mensi korunka a snizeny pocet zubnich hrbolkt (Pispa
etal., 1999). Dale u n¢kterych jedincii dochazi ke vzniku nadpocetného molaru anteriorné

od M1, ¢i nevyvinuti M3. Rozdily ve fenotypovém projevu v oblasti dentice jsou

wrwe

A
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Obr. 6: Heterozygotni samice Eda mySi. Fenotyp heterozygotni Eda samice, ktery se
vyznacuje predevsim mourovatou/pruhovanou srsti.
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Obr. 7: Zobrazeni znaku Eda mutantnich my$i. £da mutantni samice s hnédou fidkou
srsti (A) s lysinami za uSima (B) a zalomenym koncem océasku (C). Jedna z vad dentice
u Eda mutantnich mysi jsou také pterostlé, hypoplastické a hypomineralizované fezaky.
Na obrazku (D) je ukézka pterostlého horniho fezaku, na obrazku (E) je kombinace
prerostlych hornich i dolnich fezaku s jejich hypoplasii.
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4 Cile diplomové prace

Pro pochopeni abnormalniho vyvoje zubli a také ostatnich ektodermélnich
derivath u X-vazané ektodermalni dysplazie, je tfeba co nejpiesnéji prozkoumat vliv Eda
genu pii normogenezi zubll a zjistit, jaké zmény v zubnim vyvoji zptisobuje porucha jeho
exprese s disledkem nedostatku EDA proteinu.

Cilem této diplomové prace bylo:

1. Porovnani morfogeneze dentalniho epitelu v fezakové a molarové oblasti u Eda
mutantnich mysi s CD1 kontrolou od ED 13,5 do ED 17,5 a porovnani dynamiky
Shh exprese v signalnich centrech jednotlivych zubnich zakladl za vyuziti metody

fluorescen¢ni mikroskopie a disociace dentalnich epitelt.

2. Zhodnoceni vlivu nedostate¢né exprese Eda genu na expresi Shh coby
odontogenetického markeru s vyuzitim Eda mutantnich mys$i s typickym zubnim
fenotypovym  projevem (nadpocetné  stolicky, hypoplastické tezaky,

hypomineralizace skloviny).
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5 Material

Vyvoj zubt byl sledovan na mysi domaci (mus musculus).

5.1 Eda mutantni mySi (EDATa/0)

Eda mutantni mysi (Obr. 8), podle klasického zabarveni srsti heterozygotnich
jedincl oznaCované jako Tabby, vznikaji spontanni mutaci v genu Eda. Chovné pary
generované z inbredni linie (B6CBACa-AW-J/A-EDATa/0) byly zakoupeny v Jackson
laboratory (Bar Harbor, Maine, USA). Eda gen se nachazi na X chromozomu, takze
mutantni samci budou vzdy hemizigotni. Samice mohou byt homozygotni pro mutovanou
alelu, heterozygotni, nebo 1 hemizigotni v pfipad¢, Ze chybi nebo je inaktivovany jeden
X chromosom. Tento kmen se standardné pouZziva jako model pro studium XLHED,
pficemz jedinci pochdzi zkiizeni homozygotnich <¢i hemizygotnich samic
s hemizygotnimi samci, tudiz jsou vzdy homo- nebo hemizygotni. V nasem ptipad¢ jako
kontrola slouzily pfedev§im CD1 mysi, dale Rosa26LacZ mysi a také mySi pochazejici

ze stejného chovu jako sledované mutantni mysi, jejichZ fenotyp 1 genotyp odpovida wild

type mySim.

Obr. 8: Samice Eda mutantni mysi s typickym rezavym zabarvenim srsti a lysinami za
usima.
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5.2 EDATa/0 x B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J

Pro sledovani pod fluorescencnim mikroskopem byla vyuzivana embrya Eda
mutantnich samic zktizenych s Eda-Shh(EGFP) samci. Ti byli vygenerovani v nasi
laboratofi kfizenim Eda mysi s B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J nesoucimi gen pro fuzni
produkt EGFP/Cre (Gagneten et al., 1997), ktery je vloZzen do lokusu Shh, coz mé za
nasledek produkci GFP v bunkéch, které normalné exprimuji Shh mRNA (Harfe et al.,
2004). Toto kiizeni ndm umoznilo detekci signalnich center Sh/4 u zubnich zédklada
v embryondlnich celistech s pomoci vizualizace zelené fluorescence. Chovné pary
B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J byly zakoupeny v Jackson Laboratory (Bar Harbor,
Maine, USA).

5.3 EDATa/0/Rosa26LacZ a EDATa/0 /B6.129S6-
Shh<tm2(cre/ERT2)Cjt>/J mysi pro Cre-LoxP systém

Pro vizualizaci descendentni linie bun¢k exprimujicich Sh4 béhem embryondlniho
vyvoje byl pouzit Cre/loxP systém s vyuzitim detekce galaktosidazové aktivity barvenim
X-galem. Cre/loxP systém je zaloZen na kiiZeni mysi se STOP sekvenci mezi 2 LoxP
misty a genem pro LacZ (Rosa26LacZ) s mySmi nesoucimi gen pro cre rekombinazu
(B6.129S6-Shh<tm?2(cre/ERT2)Cjt>/J). U potomstva tohoto kiizeni dojde k vyStépeni
STOP sekvence a zapoc¢ne exprese LacZ ve vSech bunkdach, které transkribuji gen pro cre
rekombinazu. V nasem ptipad¢ v buiikach exprimujicich Shk. Tento systém ndm umoznil
detekovat descendentni linie bun¢k exprimujicich Sh/ od aplikace tamoxifenu do odbéru
embryonalniho materialu.

Byla pouzita opét Eda homozygotni a hemizygotni embrya, ktera vznikla
kfizenim kmene EDATa/0/ B6.129S6-Shh<tm2(cre/ERT2)Cjt>/]) samcl
a EDATa/0/Rosa26LacZ samic. Oba kmeny byly vygenerovany v na$i laboratofi
a vznikly kiizenim  Eda myS$i skmeny  Rosa26LacZ  (B6.12954-
Gt(ROSA)26Sortm1Sor/J) a B6.129S6-Shh<tm2(cre/ERT2)Cjt>/J. Chovné pary obou
kmeni byly ptiivodné zakoupeny v Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA).

Jako kontrola nam v tomto piipadé slouzil embryonalni material vygenerovany
kfizenim Rosa26LacZ mysi se samci B6.129S6-Shh<tm2(cre/ERT2)Cjt>/] z archivu
oddéleni (Obr. 9).
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Obr. 9: Samice Rosa26LacZ mysi

5.4 CD1 mysi

Kmen mysi CD1 je uzivany jako univerzalni model a kontrolni wild-type (WT),
predevsim diky vysokému mnozstvi potomkt (Obr. 10). Chovné pary byly zakoupeny
z Charles River (Germany). V nasem piipad¢ byly tyto mysi pouzivany pro kiizeni se
samci B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J. Embrya ztohoto kfizeni byla pouzita jako

kontrolni pro fluorescen¢ni mikroskopii.

Obr. 10: Samice CD1 mysi
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Vsechny pouzité mysi pro pfipousténi za i€elem experimentalniho vyuziti embryi
pochazeji z vlastnich chovl. Ustdjeni zvifat a provedeni experimentli bylo v souladu
s narodnimi 1 mezinarodnimi pravidly (zakon ¢. 246/1992). Experimenty v ramci této
studie byly schvaleny Odbornou komisi Ustavu experimentalni mediciny AV CR, v.v.i.
na ochranu zvifat proti tyrani a Komisi Akademie véd CR (projekty pokusd ¢. 81/2017,
102/2013).

6 Metody

6.1 PripousSténi mysi a odbér embryi

Samice  mySi  piislusnych  kmend  byly pfes noc  pfipuStény
k odpovidajicim samctim a druhy den rano u nich byla zjiStovana pfitomnost vaginalni
zatky. Vagindlni zatka se tvoii po oplozeni, a tedy slouzi jako pomérmné spolehlivy
indikator zabfeznuti. Pllnoc pfed odectenim vagindlni zatky byla urcena jako ED 0,0.
Bfezi samice byly usmrceny cervikalni dislokaci a embrya byla odebirdana na stadiich
ED 12,5, 13,5, 14,5, 15,5, 16,5, 17,5 a 18,5 vzdy mezi 10. a 14. hodinou. Embrya byla po
usmrceni samice vyjmuta z délohy a zarode¢nych obalil, zbavena piebytecné tekutiny
a zvazena kvili upfesnéni jejich biologického veéku. Jejich hmotnost totiz dobie koreluje
se stadiem vyvoje (Peterka et al., 2002)

Celkové bylo zabito 73 samic mysi a odebrano 498 embryi. Pfesny popis jejich
vyuziti v této studii obsahuje tab. 1. Aktudln€ nevyuzitad embrya ¢i jejich ¢asti byly po

fixaci prosyceny methanolem a uchovany v -20°C pro pozd¢&jsi vyuziti.

Edamut CD1 Eda WT

12,5|113,5| 14,5|15,5/16,5|17,5(18,5|12,5]|13,5|14,5|15,5| 16,5|17,5|18,5]|12,5|13,5|14,5
Disociace epitelil X 5 8 14 1 8 X X 9 7 6 6 5 X X X X
Cre-LoxP 14 8 9 11 7 X X X X X X X X X X X X
Apotom X X 4 X X X X X X 7 X X X X X X 4
Western blot 8 X 12 X X X X 13 X 16 X X X X 2 15 | 20
Imunohistochemie | X X 2 X X X X X 14 | 31 12 14 7 11 X 1 2
Celkem 111 158 44

Tab.1: Tabulka odebranych embryi pro jednotlivé metody.
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6.2 Disociace epiteli

Na odebranych embryich pochazejicich z kiizeni homozygotnich ¢i
hemizygotnich samic Eda mysi se samci Eda/ShhEgfp byla pozorovana pod fluorescencni
lupou Zeiss (ZEISS Axio Zoom.V16) aktudlni exprese Shh. Tato exprese je nejlépe
viditelna ve vlasovych folikulech v oblasti cumaku. Pro bliz§i pozorovani této exprese
v zubnich zékladech byla zvolena metoda disociace epiteli. Embrya byla vlozena do
Hanksova média (Sigma) a dale tfidéna pomoci fluorescencni lupy Zeiss (ZEISS Axio
Zoom.V16) dle ptitomnosti zelené fluorescence v chlupovych folikulech. Pro dalsi
zpracovani byla pro disociaci epitelti pouzita pouze GFP pozitivni embrya. Jednotlivym
embryim byla oddélena hlavicka a z dolni Celisti byly vypreparovany zubni zarodky
z fezékové 1 z tvafové oblasti. Ty byly odebrany do plastové Petriho misky (Nunc) do
1 ml Hanksova média. Médium v miskach bylo poté nahrazeno 1% roztokem trypsinu
(Difco Laboratories) (0,1 g trypsinu na 10 ml Hanksova média). Tkan zubnich zarodki
byla v tomto roztoku inkubovédna ve 4°C po dobu piiblizné jedné hodiny. Po uplynuti
optimalni doby inkubace (pfiblizné 1 hodina) byl epitel zubniho zdrodku opatrné oddélen
od mezenchymu pomoci injekénich jehel a pienesen do plastové Petriho misky
s Hanksovym médiem, v kterém byly epitely snimany pomoci invertovaného
fluorescencniho mikroskopu Leica AF6000 (Leica Microsystems GmbH). Shh expresni
domény byly determinovany diky zelené fluorescenci v bunikach aktudlné exprimujicich
Shh. Stejnou metodou byla jako kontrola zpracovana embrya pochazejicich z ktizeni CD1
samic s CD1/ShhEGFP pozitivnimi samci.

Byly zanalyzovany epitely z 37 embryi Eda mutantnich mysi a 33 embryi CD1
mysi slouZicich v tomto ptipad¢ jako kontrolni (viz Tab. 1). Z nasnimanych epiteld byla
vygenerovana referen¢ni longitudinalni fada pro hodnoceni morfogeneze zubniho epitelu

u mutantnich a kontrolnich mysi a pro jejich vzdjemné srovnani.

6.3 Sledovani bunéc¢nych linii

Pro sledovani dynamiky bunéénych populaci exprimujicich byl vyuzit Cre-LoxP
systém. Systém je zalozen na detekci galaktosidazové aktivity pomoci X-Gal barveni.
X-gal je organicka slou€enina sloZend z galaktdzy a indolu (5-bromo-4-chloro-indolyl-p-
D-galactopyranosid), ktera je Stépena galaktosiddzou (kddovanou genem LacZ). Dochazi
ke vzniku galaktdzy a 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindolu, ktery je oxidovan na modrou

nerozpustnou slouceninu, 5,5°-dibromo-4,4°-dichloro-indigo. Toto nam umoZnilo
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sledovat vSechny buiiky u nichZ doSlo k transkripci Shh a jejich potomky, diky jejich
modrému zbarveni.

Nami pouzity systém byl Tamoxifenem indukovatelny, to znamena, ze je nutné
aplikovat biezi mysi davku tamoxifenu (Sigma) v nami pozadovany den biezosti, aby
doslo k prepisu Cre-rekombinazy, a jsme schopni detekovat bunécné linie exprimujici
Shh od chvile aplikace tamoxifenu az po odbér embrya.

Tamoxifen rozpustény v Corn oil (Sigma) byl mysi injek¢éni jehlou aplikovéan do
peritonealni dutiny. Davka tamoxifenu byla ptiblizn€ 0,225 mg na 1 g télesné hmotnosti
(Hayashi and McMahon, 2002) na ED 11,5; 12,5 a 13,5.

Odebranym embryim byly oddéleny hlavicky a vlozeny do sodného fosfatového
pufru, nasledné byly fixovany po dobu 20 min. ve 4% PFA ve 4°C. Poté byly vzorky opét
promyty v sodném fosfatovém pufru a inkubovéany v barvicim roztoku pii 37°C pfes noc.
Po detekci signalu byly hlavicky promyty v PBS a pies noc fixovany v 4% PFA. Dalsi
den byly opét promyty PBS a nafoceny pomoci stereolupy (Leica MZ6) a digitalni
kamery (Leica EC3). Po nafoceni bylo tfeba vzorky opét fixovat pro histologické
zpracovani. Byly fixovany po dobu 1 tydne v roztoku Bouin (Penta) a poté zality do
parafinu, sériové frontdlné¢ nakrdjeny na rotaénim mikrotomu a dobarveny jadrovou

cerveni.

Sodny fosfatovy pufr

Sodny fosfatovy pufr je sloZzeny ze 115ml roztoku A a 385 ml roztoku B.
A: 6g NaH;PO4 . H2O v 500 ml destilované vody

B: 13,4 g Na2HPO4 v 500 ml destilované vody

Barvici roztok

100 ml sodného fosfatového pufru

62,5 mg KCl

20,3 mg MgCl, . 6H>O

126 mg K4Fe(CN)s . 3H20

98,7 mg K3Fe(CN)s
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Tésné pred pouzitim ptidime na 10 ml barviciho roztoku 240 pul X-gal (50 mg/ml
DMF).

Pro metodu Cre-LoxP bylo odebrano 49 EDATa/0/Rosa26LacZ samic kiiZzenych
s EDATa/0/B6.129S6-Shh<tm2(cre/ERT2)Cjt>/J samci (viz Tab. 1). Jako kontrola byl

pouzit embryondlni materidl z archivu Odd¢leni vyvojové biologie.

6.4 Odbér embryi na western blot

Za ucelem kvantifikace exprese sledovanych proteinti byl vyuzit western blot.
Odbér embryi pro tuto metodu se lisi od klasickych odbérti predevsim tim, ze se tkan
vibec nefixuje. Déloha vyndand z mysi byla oteviena v Petriho misce s chlazenym
roztokem PBS:Depcova voda (1:1). Embrya vyndana z plodovych obald byla rychle
zvazena a v jiz zminéném roztoku jim byly vypreparovany ob¢ Celisti. Ty byly vloZzeny
do mikrozkumavky a okamzit¢ zmrazeny na suchém ledu. Takto odebrané vzorky byly

uchovavany v -80°C.

6.5 Western blot

Western blot byl pouzit ke kvantifikaci SHH a EDA proteinu u Eda mutant
a kontrol (viz Tab. material). Odebrané vzorky byly lyzovany pomoci lyza¢niho pufru
(500 pl na vzorek) a mechanického rozméliiovani. Béhem lyza¢niho procesu byly vzorky
stale drzeny na ledu. Ke 100 pl lyzatu bylo pfidano stejné mnozstvi 2x Laemmliho pufru.
Smés byla inkubovéana po dobu 10 min v 95°C, nasledné zchlazena a pipetovana na SDS-
Page elektroforézu. SDS-Page elektroforéza probihd vertikdlné v polyakrylamidovém
gelu za pritomnosti dodecylsiranu sodného. Zde dochézi k separaci proteinti. Po skonc¢eni
elektroforézy byl gel vyjmut a vloZen do blotovaci aparatury. Pro zachyceni proteinu byla
pouzita polyvinyldifluoridova (PVDF) i nitrocelul6zovd membrana. Membrany byly dale
vlozeny na 45 min do blokovaciho roztoku a poté byla aplikovana primarni protilatka
v pozadované koncentraci (Tab. 2). Membrany s primarni protilatkou byly inkubovany
pies noc ve 4°C.

Dalsi den byly membrany promyvany 3 x 5 min v PBS (PVFD membrana) nebo
v 0,05% PBS-T (nitrocelulozovd membrana). K membrandm byla pfidana fluorescenéni/
peroxidazova sekundarni protilatka (Tab. 2), v niz byly membréany inkubované 1 hodinu.

Nésledovalo dalsi promyti 3 x 5 min v PBS/ PBS-T a membrany byly vyvolany na
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pfistroji

Li-cor

Odyssey 9120

(LI-COR Biotechnology) pftipadné

pomoci

chemoluminiscence. Pfi vyvolavani pomoci chemoluminiscence bylo nutné pouzit

substrat Milipore Immobilon Western Chemiluminiscent HRP Substrate (Merck).

Primarni

oz Koncentrace | Sekundarni protilatky | Koncentrace
protilatky
R;ll););lt (p;(c)gcol;ral Donkey Anti-Rabbit IgG
’ 1:250 H&L (IRDye® 680RD) 1:10000
Santa Cruz (ab216779, Abcam)
Biotechnology) ’
Mouse
monoclonal EDA Donkey anti-Mouse IgG
Fluorescence (sc-517135, 1:1000 H&L(IRDye® 800CW) 1:10000
Santa Cruz (ab216774, Abcam)
Biotechnology)
Rabbltj;&p(t).l yclonal Donkey Anti-Rabbit IgG
(SAB 4°3(‘)‘; 137 1:5000 | H&L (IRDye® 680RD) | 1:10000
] ’ (ab216779, Abcam)
Sigma)
Mouse
monoclonal EDA Sheep Anti-Mouse
Chemoluminiscence (sc-517135, 1:1000 Peroxidase IgG (A6782, 1:3000
Santa Cruz Sigma)
Biotechnology)
Tab. 2: Seznam protilitek vyuZitych na western blot s pozZadovanymi

koncentracemi.

Lyza¢ni pufr

Pro ptipravu lyza¢niho pufru se rozpusti 1,5 g Trisu (Penta) v 70 ml destilované

vody. Pfiddme 1 ml koncentrované HCI, roztok nechame vychladnout a poté adjustujeme

na pH 6,8. K roztoku ptiddme 20 ml 20% SDS (dedecylsiran sodny), znovu adjustujeme

pH a roztok doplnime do 100 ml destilovanou vodou.

2x Laemmliho pufr

Bromfenolova modi (Sigma)

2-mercaptoethanol (Sigma)

Glycerol (Sigma)
Tris-HCI1 125mM, pH 6,8

0,004%
10%
40%
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0,05% PBS-T

Do 0,5 1 PBS ptidame 250 pl tweenu (Fluka).

Blokovaci roztok
Pro fluorescenci: 1% BSA v PBS/ PBS-T

Pro chemoluminiscenci: 5% odtu¢néné mléko, pH 7,2

Western blot byl nasledné vyhodnocovan v programu VisionCapt.

Na western blot bylo pouzito celkem 24 embryi, z toho 9 Eda mutantt, 4 Eda WT
a1l CDI (Tab. 1).

6.6 Histologické zpracovani

Exprese SHH proteinti byla vyhodnocovana také pomoci imunohistochemie. Pro
imunohistochemii je nutné tkan nakrajet na tenké histologické fezy, a proto byla tkan
histologicky zpracovana. Z embryi CD1 a Eda mutantnich mysi byly vypreparovany
dolni celisti, které¢ byly fixovany ve 4% paraformaldehydu (PFA) (Sigma) po dobu 24
hodin. Poté byly promyty PBS pufrem a vzestupnou alkoholovou fadou odvodnény

a prevedeny pies toluen do parafinu dle nasledujici tabulky 3.
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ED 13,5 -(ED 16,5 -
15-5 18,5
70% etOH | 1 h/ptes noc |2 h/ptes noc
96% etOH |1 h 1,5h
oy |30min Ih
o |30min Ih
(la:)((;(l){f 30 min lh
Toluen 1 |2 min 5 min
Toluen 2 |2 min 5 min
Parafin 1a |30 min 30 min
Parafin 1b |30 min lh
Parafin 2a |30 min lh
Parafin 2b |30 min lh
Rakev pies noc pfes noc

Tab. 3: Pievedeni vzorkii do parafinu

Po vyjmuti z termostatu byl vzorek jeSt€¢ pifed vychladnutim parafinu
naorientovan. Poté byl z parafinu vytvofen blocek a naorientovana tkan byla sériove
frontalné nakrajena na rotacnim mikrotomu (Leitz/ Leica RM2255) na fezy o tloustce 10
pm.

Tkan bylo nutné zpracovat histologicky také pro analyzu vzorkil ziskanych
metodou Cre-LoxP. Protokol pro vytvorfeni parafinovych fezi se lisil pouze v typu a délce
fixace. V tomto ptipad¢ byla tkan po obarveni X-galem post-fixovana po dobu jednoho

tydne v roztoku Bouinu. Déle uz bylo postupovano podle standardniho protokolu.

6.7 Barveni histologickych fezi jadrovou Cerveni

Barveni jadrovou cerveni bylo vyuZivano pro dobarveni histologickych fezl
zhotovenych pro analyzu Cre-LoxP. Z parafinovych fezi ptilepenych na podloZni skla
byl odstranén parafin pomoci xylenu (2 x 5-7 min) a byla provedena re-hydratace feza
sestupnou alkoholovou fadou (100% EtOH 2 x 2 min, 96%FEtOH 2 x 2 min, destilovana
voda 2 x 2 min). Rezy byly nabarveny jadrovou &erveni (10-30 s) a pfebyte¢na barva byla
vymyta v destilované vod¢ (3 x 2 min). Nasledné byly fezy opét odvodnény vzestupnou
alkoholovou tadou (96% ethanol 2 x 2 min, 100% etanol 2 x 2 min). Poté byly fezy
projasnény v xylenu (2 x 4 min) a pomoci pryskyfice NeoMount piekryty krycim

sklickem.
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6.8 Imunohistochemie

Nakrajené histologické fezy dolnimi Celistmi CD1 a Eda mutantnich mysi byly
zpracovany pomoci imunohistochemie pro vizualizaci exprese proteinu SHH. Byla
pouzita protilatka proti SHH (Santa Cruz Biotechnology SC-9024).

Nejprve byla provedena deparafinizace fezii pomoci xylenu (2 x 10 min) a posléze
hydratace sestupnou alkoholovou fadou (100% EtOH 2 x 10 min; 96% EtOH 2 x 10 min).
Rezy byly promyty v PBS pufru (2 x 5 min) a déle se pokracovalo dle nasledujici tabulky
4.

2-3% roztok H202 v methanolu 45 min

Promyti PBS 2 x 5 min

Inkubace ve vodni lazni v roztoku citratu (pH 6) pii 90°C | 25 min

Chladnuti
Promyti PBS 2 x 10 min
Blokovaci roztok 2h

Tab. 4: Cast protokolu pro imunohistochemii

Poté byla aplikovana primarni protilatka (Tab. 6) pfimo na skla, kterd byla ptikryta
parafilmem a inkubovana ve vlhké komirce pti 4°C pies noc.

Dalsi den byly fezy promyty v PBS (3 x 15 min) a inkubovéany v blokovacim
roztoku z pfedchoziho dne (2 h). Nasledné byla aplikovana sekundérni protilatka pfimo
na skla, kterd byla stejné jako ptedchozi den pfikryta parafilmem a inkubovéana 1h ve
vlhké komtirce (Tab. 6). Rezy byly promyty v PBS (3 x 15 min) a poté obkrouzeny PAP
perem. Na skla byl aplikovan avidin-biotinovy komplex (ABC kit Vecstain, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) a byla ponechana v nezakryté vlhké komirce po dobu
30 min. Poté byla opét promyta v PBS (3 x 15 min). Pro vizualizaci signalu byl pouzit
diaminobenzidine (DAB) a jeho reakce byla zastavena destilovanou vodou.

Rezy byly nasledné dobarvovany hematoxylinem (viz tab. 5) a poté pomoci

pryskyfice NeoMount piekryty krycimi sklicky.
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Hematoxylin 5-25s
Tekouci voda 10 min
Destilované voda 5 min
96% EtOH 2 X 2 min
100% EtOH 2 x 2 min
Xylén 2 X 3 min

Tab. 5: Protokol pro dobarveni hematoxylinem

Pro imunohistochemii byla pouZita ndsledujici koncentrace protilatek.

Primarni protilatky | Koncentrace |Sekundarni protilatky | Koncentrace
Rabbit polyclonal Biotinylated Goat Anti-

SHH (sc-9024, Santa 1:150 rabbit (BA-1000, 1:150

Cruz Biotechnology) Vector)

Tab 6: Pouzité protilatky a jejich koncentrace

Citrat (pH 6)

Pro ptipravu citraitového pufru smichame 2,94 g citronanu sodného (dihydrat)

(Sigma) s 1000ml destilované vody. Roztok adjustujeme na pH 6 pomoci HCI a poté

ptidame 0,5 ml Tweenu (Fluka).

Blokovaci roztok

Pro ptipravu blokovaciho roztoku smichame 0,25 ml 20% Cold fish gelatine, 0,5g
Bovine serum albumine a 2,5 ml 10% Tritonu (vSe Sigma). Smés doplnime do 50 ml PBS.

Imunohistochemicky bylo zpracovano 18 embryi CD1, 1 embryo Eda WT

a 2 embrya Eda mutantnich mysi (viz. Tab. 1).
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7 Vysledky

Pomoci metody western blot jsme se pokusili ovéfit, Ze u Eda mutantnich mysi se
EDA protein tvofi a tyto mysi netrpi jeho Uplnou deficienci (Melnick et al., 2009).
Z vysledku je ziejmé, ze u Eda mutantnich embryi je hladina proteinu EDA vyrazné
redukovand ve srovnani s kontrolnimi mySmi kmene CD1 stejného stafi, ale pfitomnost
EDA proteinu je patrna (Obr. 11). Tento fakt byl zohlednén pfii interpretaci dalSich
vysledki.

94 86 93 84 93 96 95 97

Edamul CD 1
ED 12,5 ED 12,5

Obr. 11: Detekce EDA proteinu pomoci metody Western blot u Eda mutantnich
mysi. Na western blotu je zndzornéno mnozstvi EDA proteinu v tkani Eda mutantnich
mys$i (Edamst) @ CD1 kontrol. Je vidét zna¢né snizeni hladiny EDA proteinu u Eda
mutantnich myS$i ve srovnani s kontrolou stejného stafi (embryondlni den — ED)
a srovnatelné té€lesné hmotnosti, avSak ne jeho uplna deficience. Hmotnosti jednotlivych
embryi pouZitych pro analyzu jsou udavany v miligramech.
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7.1 Morfologicka studie s vyuZitim fluorescencni mikroskopie na

disociovanych epitelech

K vytvoreni zékladni pfedstavy o zubnim vyvoji v fezakové i molarové oblasti
u Eda mutantnich my$i v porovnani s kontrolou byly vyuzity disociované epitely
vyvijejicich se zubnich zarodkl. Byly vytvofeny vyvojové fady dentalnich epiteli
vyvijejicich se fezakl a molart dolni Celisti u Eda mutantnich a CD1 mysi od ED 13,5
po ED 17,5 (Obr. 12-17). Na dentalnich epitelech byla sledovana Shh signalni centra
zubnich primordii reflektujici pfislusné stddium zubniho vyvoje a tato stadia byla
porovnavdna u Eda mutantnich a kontrolnich embryi odpovidajiciho chronologického

stafi (vyjadieno v ED).

7.1.1 Vyvoj dentilniho epitelu u CD1 mySi

U CD1 embryi byla sledovana exprese Shh (marker odontogeneze)
v disociovanych dentdlnich epitelech bukalni oblasti dolni celisti. Na ED 13,5 bylo
v anteriorni ¢asti pozorovano Shh signalni centrum rudimentu R2, Shh exprese M1 nebyla
u tohoto stadia detekovana (Obr. 12 — A). Od ED 14,5 bylo jiz pozorovano signalni
centrum M1, jehoz signal byl nejsilnéjsi na ED 15,5 (Obr. 12 — B, C). Od ED 16,5 se

signalni centrum zmenSuje az je na ED 17,5 prakticky nedetekovatelné (Obr. 12 - E).

Vyvoj dentalniho epitelu v dolni labidlni oblasti u CD1 mysi

V labidlni oblasti na ED 13,5 — 15,5 se intenzita Shh exprese na jednotlivych ED
priliS neli§i. Exprese Shh byla zachycena na vSech stadiich ve funkénim fezédku.

Pokrocilost vyvoje miizeme sledovat na samotném tvaru epitel (Obr. 13).
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ED 13,5
184 mg

ED 14,5
301 mg

ED 15,5 &
458 mg

ED 16,5
638 mg

ED 17,5
1144 mg

Obr. 12: Vyvoj dentalniho epitelu bukalni oblasti dolni ¢elisti u CD1 mysSi. (A1 —E1)
Disociované dentalni epitely tvarové oblasti ukazuji morfogenezi od staddia ¢asného
poharku prvni stolicky (M1) (A1) do pokroc¢ilého zvonku M1 a poharku druhého molaru
(M2, sipka) (E1). Prostorové uspotadani Shh-EGFP signalu u jednotlivych dentdlnich
struktur od ED 13,5 — 17,5 je vizualizovano zelené. (A2 — E2) Shh-EGFP vizualizace
signalnich center v dentalnich primordiich na fluorescen¢nim kanalu.
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ED 13,5
194 mg

ED 14,5
311 mg B

ED 15,5
405 mg

Obr.13: Vyvoj dentalniho epitelu labialni oblasti dolni Celisti u CD1 mysi. (Al —C1)
Disociované dentalni epitely fezdkové oblasti, znazoriujici morfogenezi zubnich zarodkt
tezaku a prostorové usporadani Shh-EGFP signalu (zelené) na ED 13,5 — 15,5. (A2 — E2)
Shh-EGFP vizualizace signalnich center fezaki na fluorescenénim kanalu.

7.1.2  Vyvoj dentalniho epitelu u Eda mutantnich mysi

U Eda mutantnich mysi byla sledovana signélni centra obdobné jako u CD1 mysi.

Vyvoj dentalniho epitelu v dolni tvarové oblasti u Eda mutantnich mysi

Byla vytvotena série disociovanych dentdlnich epitelli z bukalni oblasti dolni
celisti na ED 13,5 — 17,5. Na ED 13,5 neni pozorovan Zzadny signdl, ale tvarové epitel
odpovid4d rudimentu MS (Obr. 14 — A). Na ED 14,5 a 15,5 byl pozorovan signal
v rudimentarnim signdlnim centru R2, ktery ale na ED 15,5 jiZ ztraci na intenzit&. Signalni
centrum M1 se zatim neobjevuje (Obr. 14 — B, C). Na ED 16,5 a 17,5 bylo pozorovano
signalni centrum M1 (Obr. 14 — D). Na dentalnim epitelu ED 17,5 Ize pozorovat pocatek
vyvoje M2 (posteriorné) a také zéklad nadpocetného zubu (anteriorn€) (Obr.14 - E).
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Vyvoj dentalniho epitelu v dolni labidlni oblasti u Eda mutantnich mysi

Dale byla vytvofena vyvojova série disociovanych dentélnich epitelti z labialni
oblasti dolni ¢elisti na ED 13,5 — 15,5. Na nejméné vyvojoveé pokrocCilém sledovaném
stadiu - ED 13,5 jsou detekovatelna 2 signalni centra, anteriorni rudimentarni signalni
centrum a vice posteriorné signalni centrum funkéniho fezaku (Obr. 15— A). Na ED 14,5
a 15,5 jiz lze pozorovat pouze signalni centra funkéniho fezdku. Ob¢€ pozd€jsi vyvojova
stadia se od sebe op¢t lisi predevsim tvarem samotného epitelu, kdy fezaky na ED 14,5
jsou ve vyvojovém stadiu zubniho pupene, kdezto na ED 15,5 jiz epitel vykazuje
morfologii ¢asného poharku s determinovatelnymi cervikalnimi klickami (Obr.15 — B,

Q).
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ED 13,5 |
100 mg |

ED 14,5
189 mg

ED 15,5
213 mg

ED 165 §
368 mg

ED 17,5
580 mg

Obr.14: Vyvoj dentalniho epitelu bukalni oblasti dolni celisti u Eda mut. mysi. (Al
— E1) Disociované dentalni epitely molarové oblasti dokumentuji vyvoj od zubniho
pupenu v oblasti MS rudimentu (A1), pfes rudiment R2 na ED14,5 a 15,5 (B1-C1) az po
zubni poharek M1 na EDI16,5 a 17,5 (D1-E1). Na ED17,5 se nam podafilo zachytit
vyvijejici se M2 (hvézdicka) a nadpocetny zub lokalizovany anteriorné od M1 (Sipka).
Zeleng je vizualizovano prostorové usporadani Shi-EGFP v signalnich centrech zubnich
zakladl. (A2 — E2) Shh-EGFP vizualizace signalnich center na fluorescen¢nim kanalu.
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ED 15,5
160 mg

Obr.15: Vyvoj dentalniho epitelu labialni oblasti dolni Celisti u Eda mut. mysi. (Al
— C1) Disociované dentélni epitely fezakové oblasti znadzoriiuji prostorové usporadani
Shh-EGFP signalu na ED 13,5 — 15,5 (zelen€). Na ED 13,5 se nam podafilo zachytit
rudimentarni struktury exprimujici Shh v anteriorni oblasti od pupenti funkénich zubt
v Casti epitelu priléhajici k vestibularnimu epitelu zevné od fezakt (A1l). Zubni pupeny
funk¢énich tezakl na ED 14,5 jiz exprimuji Shh ve strukturach sklovinnych uzli (B1).
Morfologie zakladt funk¢nich fezakl se postupné méni na zubni poharky s vyvijejicimi
se cervikalnimi klickami (Sipka) (C1). (A2 — C2) Shh-EGFP vizualizace signalnich center
fezaka.

7.1.3 Porovnani Eda mutantnich mySi s CD1

Pti hodnoceni morfogeneze Eda mutantnich a CD1 mysi je zfejmé, Ze embrya na
jednotlivych ED vykazuji znacné rozdily v télesné hmotnosti, a to v neprospéch Eda
mutantnich mysi. Tito jedinci jsou podstatné leh¢i na odpovidajicim chronologickém
stadiu vyvoje.

Pti porovnani vyvojovych fad Eda mutantnich a CD1 mysi lze vidét, Ze signalni
centrum rudimentu R2 se u CD1 mysi objevuje jiz na ED 13,5, kdeZto u Eda mutantnich
mysi o jeden embryonalni den pozdéji (obr. 16 — A,b). U M1 signalniho centra je to
v tomto pfipad¢ dokonce o 2 embryonalni dny pozdéji (obr. 16 — B,d). U Eda mutantnich
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mysi se ndm v bukalni oblasti u nejmladsiho jedince podaftilo jest¢ zachytit strukturu MS
rudimentu, ktery vyvojové predchazi R2 (Obr. 16 — a).

V fezakové oblasti je nejvyznamnéjsi rozdil patrny na ED 13,5, kdy je u Eda
mutantnich mysi zachycena exprese Shh jeSté v anteriornim rudimentarnim signalnim

centru, ale u CDI1 jiz rudimentarni oblast Shh aktivné neexprimuje a centra

rudimentéarnich fezakl vidét nemizeme (Obr. 17 — A,a).

CD1 Eda

ED 13,5 ED 13,5
184 mg 100 mg
ED 14,5 ED 14,5
301 mg 189 mg
ED 15,5 ED 15,5
458 mg 213 mg
ED 16,5 ED 16,5
638 mg 368 mg
ED 17,5 ED 17,5
1144 mg 580 mg
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Obr. 16: Srovnani vyvoje bukalni oblasti CD1 a Eda mutantnich myS$i od ED13,5 do
ED17,5. (A — E) Disociované dentalni epitely molarové oblasti CD1 mySi, znazoriiujici
prostorové uspotadani Shh-EGFP signélu (zelen€) v epitelu na ED 13,5 — 17,5. (a-e)
Disociované dentalni epitely molarové oblasti Eda mutantnich mysi, znazornujici
prostorové usporadani Shh-EGFP signalu (zelen€) v epitelu na ED 13,5 — 17,5. Signalni
centrum rudimentu R2 se u kontroly objevuje jiz na ED 13,5 (A), oproti tomu u Eda
mutantnich mysi se objevuje az na ED 14,5 (b).M1 signalni centrum se u kontrol objevuje
jiz na ED 14,5 (B), oproti tomu u Eda mutantnich mysi az o 2 dny pozdéji (d). Na ED
13,5 je u Eda mutantnich mysi mozné jesté zachytit strukturu MS rudimentu, kterad
vyvojové piedchazi rudimentu R2 (a). A-C,a-e je métitko 100 pym, D a E 250 pm.

CD1 Eda

mut

ED 13,5 ED 13,5
194 mg 100 mg
ED14,5 @ ED 14,5
311 mg B 119 mg
ED 15,5 ED 15,5
405 mg 160 mg

Obr. 17: Srovnani vyvoje Fezakové oblasti CD1 a Eda mutantnich mysi od ED 13,5
do ED 17,5. (A — C) Disociované dentalni epitely fezdkové oblasti CD1 mysi,
znazoriiujici prostorové uspotadani Shh-EGFP signélu (zelen€) v epitelu na ED 13,5 —
15,5. (a-c) Disociované dentdlni epitely molarové oblasti Eda mutantnich mysi,
znazoriiyjici prostorové uspotadani Shh-EGFP signélu (zelen€) v epitelu na ED 13,5 —
15,5. Nejvyznamnéjsi rozdil mezi kontrolou a Eda mutantni mysi je patrny na ED 13,5.
U mutantni mySi miZzeme detekovat expresi v anteriornim rudimentarnim centru, ktera
se jiz u kontroly nenachazi (A,a).

7.2 Zakladni porovnani Shh exprese
Zakladni porovnani vlivu nedostatku Eda genu na expresi Shh, ktera je esencialni

pro normalni vyvoj dentice, bylo provedeno pomoci fluorescenéni mikroskopie na
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mikroskopu Zeiss s ptidavnym zatizenim ApoTome, ktery vyuziva ke generovani obrazu
optické skenovani a sklddani jednotlivych vrstev obrazu. Byly pozorovany vlasové
folikuly, které podobné¢ jako zuby v pritbé¢hu svého vyvoje exprimuji Shh, na cumaku Eda
mutantniho embrya a CD1 embrya (z kifizeni Eda mutantni a CD1 samice s GFP
pozitivnimi samci, viz Metody), které nam slouzilo jako kontrola, na ED 14,5. Shh
exprese je znatena EGFP proteinem, a tudiz Shh exprimujici buiiky sviti zelené. Na

¢umaku Eda mutantniho embrya bylo pozorovano celkové mensi mnozstvi vlasovych

folikuli v porovnani s kontrolou. Intenzita jejich exprese se také zda byt snizena. (Obr.

18).

Obr. 18: Shh exprese ve vlasovych folikulech na ED 14,5. Cumak Eda mutantniho
embrya s expresi Shh (zeleng) ve vlasovych folikulech (A). Cumak kontrolniho CD1
embrya s expresi Shh (zelen€) ve vlasovych folikulech (B). Celkovy pocet vlasovych
folikult je u Eda mutantniho jedince (A) redukovan oproti kontrole (B) na stejném ED.

7.3 Detekce Shh exprimujicich buné¢nych linii

S vyuzitim tamoxifenem aktivované Cre-LoxP technologie jsme sledovali
bunécnou linii exprimujici Shh v dentalnim epitelu u Eda mutantnich a kontrolnich mysi
(ktizeni EDA/Ta0 a EDA/Ta0/B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/] respektive CD1 a B6.Cg-
Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J). Davka tamoxifenu aktivuje Cre rekombinazu, ¢imz dochazi k
nasledné produkci B-galaktosidasy reagujici s X-galem béhem barveni. Toto barveni
oznaci modfe vSechny buiiky, u nichZ doSlo k aktivaci rekombindzy, v naSem piipadée
navazané v Shh lokusu, a také vSechny jejich potomky od chvile aplikace tamoxifenu az
po odbér embryi.

Pti odbéru embryi 24 h po aplikaci tamoxifenu dochdzi pouze k oznaceni bunek,
jejichz expresi mizeme sledovat i jako aktualni pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

Zamg¢rili jsme se tedy na Casové intervaly 2 — 3 dny. Jako kontrola k Eda mutantnim
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mySim byla tentokrat pouzita reportérova Rosa26LacZ myS$ kiizend na B6.Cg-
Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J samce.

Pti aplikaci tamoxifenu na ED 11,5 a 12,5 byla u mutantnich embryi i kontrol
zachycena populace Shh descendentnich bun€k v rudimentarni oblasti anteriorné od
funk¢niho fezéku (Obr. 19 — A-C, a-c), tato populace se u kontrol u pokrocilejsich stadii
zmensSuje. Pfi aplikaci tamoxifenu na ED 13,5 se jiz tato populace bun¢k nebarvi ani u
Eda mutantnich mysi, ani u kontrol (Obr. 19 — D,d,E,e). Populace Sh/ descendentnich
bunck se v oblasti funk¢niho fezaku poprvé objevuje u kontrol jiz pii aplikaci na ED 11,5
a se zvysujicim se ED odbéru se tato pozitivni oblast rozsifuje posteriorné (Obr. 19 — a-
e). U Eda mutantnich mysi se zac¢ina objevovat nejdfive pii aplikaci na ED 12,5 a zcela
evidentni je aZ pfii aplikaci na ED 13,5 (Obr. 19 — C-E).

V oblasti tvafové se populace Shh descendentnich bun€k objevuje v oblasti
rudimentd (MS a R2) u Eda mutantnich mysi i kontrol jiz pfi aplikaci tamoxifenu na
ED 11,5 a u obou v téchto strukturach mizi pti aplikaci na ED 13,5 (Obr. 19 — A-C, a-c).
Populace bunék ze zékladu funkéniho molaru se u kontrol objevuje jako pozitivni jiz pfi
aplikaci na ED 11,5 (Obr. 19 — a-e), zatimco u Eda mutantnich mysi se velmi slabé
objevuje pfi aplikaci na ED 13,5, vizudlné signal zesiluje az pti delSim piisobeni

tamoxifenu a odbéru embryi na ED 16,5 (Obr. 19 — D,E).
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A: 12,5
0: 14,5

A: 12,5
0: 155
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0:15,5
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199 mg

184 mg
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Obr. 19: Detekce Shh exprimujicich bunéénych linii u Eda mutantnich mysi
a kontrol. Odpreparované dolni Celisti Eda mutantnich (Edamu) embryi (A — E)
respektive kontrolnich (Rosa) (a—e) vygenerovanych s vyuzitim dvou Cre-LoxP systémi
ktizeni (viz Metody) zabarvené X-galem ukazuji modie linii bun¢k, ve kterych byla
zahéjena transkripce Shh a jejich dcefinych bunék vzdy od terminu aplikace (A:) az do
terminu odbéru (O:), které jsou udavany v ED (embryonalni den). Pii aplikaci na ED 11,5
a 12,5 byla zachycena Shh exprimujici populace bunék rudimentérniho signalniho centra
anteriorné od funkéniho fezaku (zelend Sipka) a rudimentdrniho signalniho centra
anteriorné od funkénich molard (Zlutd $ipka) u Eda mutantnich mysi i kontrol. Cerna
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Sipka ukazuje na populace bun¢k ze signalnich center funk¢énich zubt (fezakl i molari),
ty jsou piitomny u kontrol jiz od aplikace na ED 11,5 a postupné se pozitivni oblast
zvétsuje posteriorn€. U Eda mutantnich mysi zacind zachyt pozitivné zabarvené populace
bunék ze signalnich center funk¢nich zubt pii aplikaci na ED 12,5. ZvétSeno 2x.

Abychom pfesné¢ji detekovali oblasti vyskytu vySe popsanych bunéénych
populaci, byly odebrané a X-galem zabarvené dolni Celisti dale histologicky zpracovany,
sériové nakrajeny a jednotlivé oblasti porovnany u mutantnich embryi a kontrol a také
mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii.

Populace Shh descendentnich bunék v oblasti anteriorné od funkéniho fezaku byla
na frontalnich histologickych fezech zachycena pfti aplikaci na ED 11,5 a 12,5 u Eda
mutantnich mysi i1 kontrol (Obr.20 — A-C, a-c). Velikost pozitivné zabarvené oblasti se
u kontrol s pokrocilejsim vyvojovym stddiem zmensSuje. U Eda mutantnich mysi se tato
populace Shh descendentnich bunc¢k zdd byt oproti kontrole prostorové redukovana
(Obr. 20 — A-C). U embrya po aplikaci tamoxifenu na ED 11,5 lze pozitivni Shh
descendentni buiiky u kontroly vidét 1 ve vestibularni listé (Obr. 20 — a), ktera dava vznik
vestibulum oris. Pti aplikaci tamoxifenu na ED 12,5 a odbéru na ED 15,5 je tato populace
rozd¢lena do nékolika mensich oblasti (Obr 20 — C). Mensi mnozstvi anteriorni populace
pozitivnich bun¢k byl zachycen u kontroly jesté pii aktivaci Cre aplikaci tamoxifenu na
ED 13,5 a odbéru na ED 15,5 (Obr. 20 — d), pfi aplikaci tamoxifenu v pozd¢jSich
vyvojovych stadiich se jiz zadné pozitivné zabarvené buiiky v anteriorni fezdkové oblasti
neobjevuji (Obr. 20 — D,E,e).

Modte zbarvené Shh descendentni buiiky byly v posteriorni oblasti budouciho
funkéniho fezdku viditelné u kontrol na vSech sledovanych stadiich (Obr. 21- a-e). U Eda
mutantnich embryi se prvni pozitivni buiiky v této oblasti objevuji aZ pfi aplikaci na ED
12,5 a odbéru na ED 15,5, pficemzZ jejich lokalizace je izolovana pouze na malou oblast
vyvijejiciho se zubniho zakladu fezaku (Obr 21 — C). Podobny vzor vyskytu Shh
descendentnich bun€k byl detekovatelny i u pokrocilejSich vyvojovych stadii u Eda
mutantnich mys$i (Obr. 21 — C-E), zatimco u kontrol se tato oblast postupné zvétsuje,

pozitivnich bunék ptibyva (Obr. 21 — a-e).
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Obr. 20: Detekce Shh exprimujicich bunéénych linii u Eda mutantnich mysi
a kontrol — oblast anteriorné od budouciho funkéniho rezaku. Frontalni histologické
tezy odpreparovanych dolnich Eelisti Eda mutantnich (Edamu) embryi (A — E) respektive
kontrolnich (Rosa) (a — e) vygenerovanych s vyuzitim dvou Cre-LoxP systému kiizeni
(viz Metody) zabarvené X-galem ukazuji modre linii bun¢k, ve kterych byla zahajena
transkripce Shh a jejich dcetfinych bunék vzdy od terminu aplikace (A:) az do terminu
odbéru (O:), které jsou udavany v ED. Dobarveno jadrovou cerveni. Pii aplikaci na
ED 11,5 a 12,5 byla zachycena descendentni populace bunék casného rudimentarniho
signalniho centra exprimujiciho Shh anteriorné od funkéniho fezaku (A-C, a-c). Mnozstvi
pozitivnich bunék se u kontrol pii pozdéjsi aplikaci tamoxifenu na ED 12,5 (b, ¢) mirné
redukuje ve srovnani s aplikaci na ED 11,5 (a). Pfi aplikaci tamoxifenu na ED 13,5
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a odbéruna ED 15,5 (d) 1ze detekovat ojedin€lé pozitivni buniky. U Eda mutantnich mysi
je pii aktivaci Cre na ED 11,5 mnozstvi pozitivnich Sk descendentnich bun¢k nizsi ve
srovnani s kontrolou (A, a). Podobnou situaci ukazuje aplikace na ED 12,5 (B, b, C, ¢).
Pti aplikaci na ED 12,5 a odbéru na ED 15,5 u Eda mutantni mysi je populace Shh
descendentnich bunék rozdélena do vice mensich oblasti. Pii aktivaci Cre na ED 13,5 je
jiz anteriorni oblast B-gal negativni (D, E). ZvétSeno 200x.
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Obr. 21: Detekce Shh exprimujicich bunéénych linii u Eda mutantnich mySi a
kontrol — oblast budouciho funk¢éniho Fezdku. Frontdlni histologické ftezy
odpreparovanych dolnich celisti Eda mutantnich (Edamu) embryi (A — E) respektive
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kontrolnich (Rosa) (a — e) vygenerovanych s vyuzitim dvou Cre-LoxP systému kiizeni
(viz Metody) zabarvené X-galem ukazuji modfe linii bun¢k, ve kterych byla zahajena
transkripce Shh a jejich deefinych bunck vzdy od terminu aplikace (A:) az do terminu
odbéru (O:), které jsou udavany v ED. Dobarveno jadrovou Cerveni. Pti aktivaci Cre na
ED 11,5 u Eda mutantnich mysi byla posteriorni oblast fezakového zubniho zakladu
negativni, nebyla zde zachycena zadna populace Shhi descendentnich bunék (A). Podobna
situace nastala pfi aplikaci tamoxifenu na ED 12,5 a odbéru na ED 14,5 (B). Prvni
pozitivni oblast Shh descendentnich bunék byla detekovéana az pti aplikaci tamoxifenu na
ED 12,5 a odbéru na ED 15,5 (C). Prostorova lokalizace této populace se s pokrocilosti
vyvoje jiz pfiliS neméni (C-E). U kontrol byla populace ShZ descendentnich buné¢k
detekovana na vSech sledovanych stadiich (a-e). Tato oblast se s vyvojovou pokrocilosti
dale zvétsuje. Zvétseno 200x.

V descendentni oblasti signalniho centra rudimentdrniho zubniho zadkladu MS
jsme detekovali Shh descendentni bunky pfti aktivaci Cre aplikaci tamoxifenuna ED 11,5
jak u Eda mutantnich mysi, tak u kontrol (Obr. 22 — A,a). U obou kmenti byla tato
populace bun¢k detekovana také pti aplikaci tamoxifenu na ED 12,5 (Obr. 22 — B,b,C,c).
Po aktivaci Cre na pokrocilejsich stadiich vyvoje (ED 13,5) jiz Zadné pozitivni buiiky
v této oblasti nedetekujeme (Obr. 22 — D,E,d,e).

V oblasti ptivodniho rudimentarniho signalniho centra R2 byla detekovana
populace Shh descendentnich bunék u kontrol pfi aplikaci na ED 11,5 a 12,5 (Obr. 23 —
a-c). U Eda mutantnich mysi bylo sledovéano pozitivni zabarveni pfi aplikaci tamoxifenu
na ED 11,5 (Obr. 23 — A) a na ED 12,5 a odbéru na ED 15,5 (Obr. 23 — C). Ostatni
sledovana stadia nevykazovala Zddné modfe zbarvené bunky.

Shh descendentni buiiky byly detekovany také v oblasti sklovinného uzlu, tedy
v centru budouciho prvniho funkéniho moldru M1. U vSech sledovanych stadii kontrol
byla detekovana populace Shh descendentnich bunék, kterda se u pokrocilejsich
vyvojovych stadii presouvala bukalnim smérem (Obr. 24 — a-e). U Eda mutantnich mysi
byly v této oblasti pozitivné€ zbarvené buiiky nejdiive pti aplikaci tamoxifenu na ED 13,5

a byly omezeny pouze na samotnou oblast sklovinného uzliku (Obr. 24 — D,E).
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Obr. 22: Detekce Shh exprimujicich bunéénych linii u Eda mutantnich mysi
a kontrol — descendentni oblast rudimentarniho signalniho centra MS. Frontalni
histologické fezy odpreparovanych dolnich Celisti Eda mutantnich (Edamu) embryi (A —
E) respektive kontrolnich (Rosa) (a — e) vygenerovanych s vyuzitim dvou Cre-LoxP
systétml kiizeni (viz Metody) zabarvené X-galem ukazuji modie linii bunék
exprimujicich Shh a jejich dcefinych bun€k vZdy od terminu aplikace tamoxifenu, ktera
byla spoustéem aktivace Cre rekombinazy (A:) az do terminu odbéru (O:), které jsou
udavany v ED. Dobarveno jadrovou ¢erveni. Pti aplikaci tamoxifenu na ED 11,5 byly
zachyceny populace Shh descendentnich bunék u Eda mutantnich mysi i kontrol (A,a),
stejné tak 1 pfi aplikaci na ED 12,5 (B,b,C,c). U ostatnich sledovanych stadii po aktivaci
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Cre na ED 13,5 zadné Shh descendentni buiiky ve sledované oblasti detekovany nebyly
(D,E.,d,e). Zvétseno 200x.
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Obr. 23: Detekce Shh exprimujicich bunéénych linii u Eda mutantnich mysSi
a kontrol — descendentni oblast rudimentirniho signalniho centra R2. Frontalni
histologické fezy odpreparovanych dolnich Celisti Eda mutantnich (Edamu) embryi (A —
E) respektive kontrolnich (Rosa) (a — e) vygenerovanych s vyuzitim dvou Cre-LoxP
systémt kiizeni (viz Metody) zabarvené X-galem ukazuji modie linii buné€k, ve kterych
byla zahajena transkripce Shh a jejich dcefinych bunc¢k vzdy od terminu aplikace
tamoxifenu (A:) az do terminu odbéru (O:), které jsou udavany v ED (embryonalni den).
Dobarveno jadrovou Cerveni. Shh descendentni buniky byly v této oblasti detekovany
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u kontrol pfi aplikaci na ED 11,5 a 12,5 (a-c) a u Eda mutantnich mysi pfi aplikaci na
ED 11,5 a pfti aplikaci na ED 12,5 a odbéru na ED 15,5 (A,C). Ostatni sledovana stadia
nevykazovala zadné pozitivné zbarvené bunky. ZvétSeno 200x.
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Obr. 24: Detekce Shh exprimujicich bunéénych linii u Eda mutantnich mysi
a kontrol — descendentni oblast sklovinného uzliku v prvni stolicce M1. Frontalni
histologické fezy odpreparovanych dolnich Celisti Eda mutantnich (Edamu) embryi (A —
E) respektive kontrolnich (Rosa) (a — e) vygenerovanych s vyuzitim dvou Cre-LoxP
systému kiiZeni (viz Metody) zabarvené X-galem ukazuji modre linii bun¢k, ve kterych
byla zahdjena transkripce Shh a jejich dcefinych bunék vzdy od terminu aplikace
tamoxifenu jako spoustéce aktivace Cre (A:) az do terminu odbéru (O:), které jsou
udavany v ED. Dobarveno jadrovou Cerveni. Jak u kontrol, tak u Eda mutantnich embryi
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byly pozitivni buiiky lokalizovany v oblasti sklovinného uzlu na vSech sledovanych
stadiich vyvoje. U kontrolnich embryi se oblast pozitivniho barveni u pokrocilejSich
vyvojovych stadii (e) plosné rozsituje a lokalizace pozitivni oblasti se posouva bukalné.
Zvétseno 200x.

7.4 Kvantifikace SHH proteinu

Na zéklad¢ vysledk fluorescencni mikroskopie a sledovani bunécnych linii jsme
se zamé&fili na kvantifikaci SHH proteinu pomoci metody Western blot. Cilem bylo zjistit,
zda snizeni mnozstvi SHH proteinu mtize byt u Eda mutantnich mysi jednim z faktort
patogeneze v dentdlnim vyvoji. Bylo kvantifikovano mnozstvi SHH proteinu v dolni
1 horni embryonalni celisti. Byla vyuzita embrya Eda mutantnich my$i, Eda WT mysi
a CD1 mysi odebrana na ED 14,5, v pfipadé Eda WT 1 ED 13,5, a jednotlivé kmeny mysi
byly porovnavany mezi sebou (viz. Tab. 1). Standardné se jako kontrola pouziva néktery
z produkti House keeping genl, protoZe jejich exprese je mezi vzorky uniformni. Jako
kontrola mnozstvi nanesenych proteinti v naSem piipad¢ slouzil Aktin. Vysledné hodnoty
jsou tedy relativni, vztazené k mnozstvi Aktinu ve vzorku.

Na western blotu byly pozorovany rozdily v intenzit¢ bandii zobrazujicich se na
membrang. Tato intenzita odpovida mnozstvi daného proteinu ve zkoumaném vzorku. Pti
vizudlnim porovnani 1ze vidét vyssi intenzitu bandu u vSech Eda mutantnich mysi oproti
Eda WT kontrolam a také prvni z CD1 kontrol (Obr. 25). Velky rozdil Ize piekvapivé

také pozorovat 1 mezi obéma CD1 kontrolami.

217 213 246 168 209 218 246 265

Eda Eda WT CD1

mui

Obr. 25: Western blot SHH a Aktin. Horni pruhy western blotu zna¢i mnozstvi SHH
ve vzorku. Spodni pruhy znac¢i mnozstvi Aktinu ve vzorku. Hmotnosti jsou uvedeny
v miligramech.

Intenzita bandi SHH byla déle kvantifikovana pomoci programu VisionCapt
a vysledné hodnoty byly vztazeny k mnozstvi Aktinu ve vzorku, tedy ke koncentraci

proteintli ve vzorku. Tato kvantifikace se odviji od mnozstvi pixelll v oblasti bandu a jejich
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intenzity (Tab. 7). Pokud tedy v nasem ptipad¢ zohlednime koncentraci proteinu v ndmi
naneseném vzorku, relativni hodnoty SHH odpovidaji vizualnimu vyhodnoceni western

blotu. To znamend, ze Eda mutantni mySi maji relativné vyssi mnozstvi SHH nez

kontroly Eda WT 1 CD1 odpovidajici hmotnosti (Tab. 7).

Hmotnost | Intenzita | Intenzita | Intenzita SHH
Genotyp | [mg] Aktinu |SHH vzhledem k Aktinu
Edamu 217 93481 16182 0,173
Edamu 213 103533 21089 0,204
Edamut 246 109443 14803 0,135
Eda WT 168 83048 4740 0,057
Eda WT 209 88443 5702 0,064
Eda WT 218 99879 10910 0,109
CD1 246 75368 3999 0,053
CD1 265 101813 16363 0,161

Tab. 7: Kvantifikace SHH proteinu ve vzorcich embryonalnich celisti

Vypoctené hodnoty byly pro konkrétnéjsi predstavu vyneseny také do grafu
(Graf 1). Lze tedy konstatovat, ze mnozstvi SHH proteinu v ¢elistech Eda mutantnich

mys$i neni snizeno proti kontrolam.
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Graf 1: Grafické znazornéni relativniho mnoZstvi SHH proteinu ve vzorcich
embryonalnich €elisti. Na ose x jsou vyneseny hmotnosti jednotlivych embryi v mg. Osa
y znazoriiuje relativni mnozstvi SHH ve vzorku vzhledem k mnozstvi aktinu (viz.
Tab. 7).

7.5 Detekce SHH exprese

Pro zmapovani exprese SHH proteinu u Eda mutantnich mysi byla vyuzita metoda
imunohistochemie. Jako kontrola slouzila embrya mysi Eda WT.

U Eda mutantnich i kontrolnich embryi byla detekovana ptitomnost SHH proteinu
v oblasti vyvijejiciho se funk¢niho fezdku na vnitini stran¢ dentalniho epitelu. Na zakladé
vysledki imunohistochemie lze konstatovat, Ze oblast exprese SHH byla u Eda
mutantnich mysi oproti kontrole redukovana. SHH protein byl detekovan v oblasti
zarodku funkéniho fezdku u Eda mutantnich mysi 1 u kontrol, avSak u Eda mutantnich

mysi na men$im mnozstvi fezli a vzhledem ke kontroldm i na uzs§i vymezené plose

v ramci vyvijejiciho se zubniho zarodku fezéku na jednotlivych fezech (Obr. 26).

Eda,, Eda WT
184 mg
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Obr 26: Detekce exprese SHH proteinu pomoci imunohistochemie v Fezikové
oblasti u Eda mutantnich mysi. Frontdlni histologické fezy fezakovou oblasti
odpreparovanych dolnich celisti Eda mutantnich (A-C) a Eda WT embryi na ED 14,5
(a-c). Dobarvovano hematoxylinem. SHH protein byl detekovan v oblasti budouciho
funkéniho fezaku u obou sledovanych kmeni (A-C, a-c). U Eda mutantniho embrya byl
SHH protein zachycen v uzsi oblasti a antero-posteriorné na niz§im poctu fezli nez
u kontroly odpovidajiciho stati (A-C). Zvétseno 200x.
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8 Diskuze

Predlozena prace se zabyva vlivem Eda genu na fyziologicky vyvoj zubl
predevsim kviili pochopeni abnorméalniho vyvoje zubti a dalSich ektodermalnich derivata
u X-vazané ektodermalni dysplazie.

Eda mysi, které jsou vyuzivany pro studium HED, jsou oznacovany také jako Eda
deficientni, 1 kdyz bylo popsano, ze v ptipadé¢ Eda mutace exprese Eda neni narusena
stoprocentné, ale jen v cca 80%, tedy jedinci vykazuji az 20% zachovani zbytkové
exprese Eda genu (Melnick et al., 2009). V disledku tohoto jsou projevy HED riizné
a zavaznost postizeni jedincti mize byt znacné variabilni. Metodou western blot se nam
podaftilo prokazat, ze u Eda mysi Ize skute¢n¢ detekovat EDA protein, a tedy, ze netrpi
uplnou deficienci (obr. 11). Tento fakt je nutné samoziejmé zohlednit pfi interpretaci
jednotlivych vysledkil, nebot’ i redukované mnozstvi EDA proteinu miize v kone¢ném
disledku zabezpecit fungovani nékterych procest, které by pfi jeho deficienci znamenaly
jednoznacény fenotypovy projev. V piipadé¢ Eda mysi vSak mlize existovat variabilita ve
fenotypovych projevech souvisejicich s riznou hladinou EDA proteinu.

Zakladni odontogeneticky marker v dentdlnim vyvoji pfedstavuje Shh. Shh se
vyskytuje v signalnim centru vyvijejiciho se zubu, kde hraje roli pti pfezivani bun¢k na
vrcholu zubniho zarodku, ma vliv na proliferaci bunék a je stéZejni pro vznik ameloblastt
(Dassule et al., 2000; Gritli-Linde ef al., 2002; Wu et al., 2003). Jiz diive byl publikovan
vliv Eda signalni drahy na expresi Shh coby odontogenniho markeru (Pispa ef al., 1999;
Kangas et al., 2004; Pummila et al., 2007). Shh bylo tedy v nasem ptipad¢ vyuzito jako
marker pro sledovani pokrocilosti vyvoje zubii. U WT mysi se v tvafové oblasti dolni
Celisti objevuji zubni zdklady postupné v Case antero-posteriornim smérem, pii€emz
vyvoji prvni stoli€ky (M1) pfedchéazeji rudimentéarni struktury MS a R2 (Peterkova et al.,
2014). Bylo zjisténo, Ze rudimentarni struktury tvofi vlastni signalni centra exprimujici
Shh (Prochazka et al., 2010). Podobné i v fezdkové oblasti byly popsany rudimentérni
struktury exprimujici Shh anteriorné od vyvijejicich se fezakl v superficidlni oblasti
epitelu (Hovorakova et al., 2011, 2013). Nase vysledky ukazaly, Ze u Eda mutantnich
mysi exprese Shh vykazuje obdobny vzor, avSak je zde jiné ¢asoprostorové uspotradani
jednotlivych signalnich domén. Bylo zjiSténo, Ze vyvoj zubli v tvafové oblasti dolni Celisti
u Eda mutantnich my$i je na nami sledovanych stadiich oproti kontrolnim embryim
opozdén, a to minimalné o jeden embryondlni den (obr. 16). Opozdéni se tyka ¢asového

nastupu signalnich center, ale také dosazené morfologické pokrocilosti dentalnich
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struktur. Toto opozdéni bylo pozorovano jiz na ED 13,5, kdy se u kontrol vyskytuje jiz
pupen rudimentdrniho zubniho zérodku R2 se svym signdlnim centrem. U Eda
mutantnich mysi jsme na tomto ED zadné signalni centrum nezaznamenali. Signalni
centrum R2 se u Eda mutantnich mysi objevuje az na ED 14,5 a pietrvava jesté na ED
15,5. U kontrol je jiz na téchto embryonalnich dnech detekovdno signdlni centrum
budouciho prvniho molaru M1 (obr. 16 — B-E).

V dolni fezadkové oblasti bylo na ED 13,5 u Eda mutantnich mysi mozné zachytit
signalni centrum anteriorné od funkcniho fezéku (obr. 17 - a) podobné, jak bylo popsano
u WT mysi (Hovorakova et al., 2011), které bylo jest¢ doneddvna povazovano za casnou
expresi primordia funkéniho fezdku (Cobourne et al., 2004; Munne et al., 2010). Bylo
vSak prokazano, ze u ranych stadii se nejedné o expresi budouciho funkéniho fezéku, ale
o lokalizaci bun¢k exprimujicich Sh4 v superficialni oblasti dentalniho epitelu anteriorné
od vlastniho zubniho zakladu fezaku (Hovorakova et al., 2011; Ahtiainen et al., 2016).
Tato skupina Shh exprimujicich buné€k byla popsana jako signalni centrum
rudimentéarniho fezdku (Hovorakova et al., 2011). Rudimentarni fezék jako struktura byl
v mysi dentici objeven a popsan vice nez pred sto lety (Woodward, 1894). V nasem
souboru Eda mutantnich mysi se Shh exprese v rudimentarnim zakladu fezaku objevuje
na EDI13,5, kdy vSak u kontroly jiz bylo mozné detekovat pouze signalni centrum
budouciho funkéniho fezaku (obr. 17 - A). Toto potvrzuje jisté zpozdéni vyvoje zubl
u Eda mutantnich mysi.

Populace Shh descendentnich bun¢k rudimentarnich signalnich center v fezakové
oblasti a rudimentu MS v molarové oblasti byly detekovany u Eda mutantnich mysi
1 kontrol na stejnych ED. AvSak vyjimkou je signalni centrum rudimentu R2. Populace
Shh descendentnich bun¢k R2 signalniho centra byla v nasi studii zachycena u Eda
mutantnich mysi pfi aplikaci tamoxifenu na ED 11,5. Pfi aplikaci na ED 12,5 a odbéru na
ED 14,5 jiz zachycena nebyla, ale pii odbéru na ED 15,5 ji zase miZzeme vidét. U kontrol
byla zachycena u vSech téchto stadii. Tento rozdil by mohl byt zpiisoben tim, ze u Eda
mutantnich mys$i existuje néckolik odliSnych morfotypl, které ptedstavuji rizné
fenotypové projevy v oblasti dentice a lisi se morfologii stoli¢ek ale také ptitomnosti ¢i
nepfitomnosti nadpocetného zoubku v ante-molarovém prostoru. Eda mutantni mysi lze
z hlediska morfologického 1 molekuldrniho zubniho vyvoje rozdélit na 2 hlavni
morfotypy, které¢ se dale déli na dalsi podskupiny (Kristenova et al., 2003). Tyto

.....

pravdépodobné nutné pocitat 1 s jistou variabilitou v ramci vyvoje signalnich center
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odrazejicich potom variabilitu v poc¢tu a tvaru molarti (Obr. 27). U Eda mutantnich mysi
byla pozorovana jak redukce dentice asociovana s trovni aktivace receptor pro TNF-f3
(EDAR) (Tucker et al, 2004), tak pfitomnost nadpocetnych zubi v antemolarnim

prostoru diastematu a abnormality tvaru molara (Mustonen et al., 2003).

CD1 Eda

Anterioné

ED 17,5
1144 mg

ED 17,5
580 mg

Obr. 27: Srovnani morfologie bukalni oblasti dolni Celisti u Eda mutantnich a CD1
mySsi na ED 17,5. Disociované dentalni epitely molarové oblasti CD1 mysi (E) a Eda
mutantni mysi (e) s Shh-EGFP signdlem (zelen¢) v epitelu na ED 17,5. Anteriorné od
budouciho funkéniho molaru M1 Eda mutantni mysi (e) se nachazi zdklad nadpocetného
zubu vznikly pravdépodobné nespojenim signalnich center rudimentu R2 a casného
zékladu M1 (Lochovska et al., 2015).

Data ziskanad pomoci Cre-LoxP technologie také jasné hovoii pro zpozdéni
zubniho vyvoje u Eda mutantnich mysi ve srovndni s kontrolou. Opozdéni nastupu
signalnich center, a tedy 1 zubniho vyvoje lze dobfe pozorovat na Shh descendentnich
bunkach ze signalnich center budoucich funkénich zubt, tedy M1 ve tvarové oblasti
a funkéniho tezdku. Nejdifive je mozné detekovat Shh descendentni buiiky v oblasti
funkéniho fezdku u Eda mutantnich mysi pii aplikaci tamoxifenu na ED 12,5 a odbéru na
ED 15,5. U kontrol je tato populace pozitivni jiz pii aplikaci tamoxifenu na ED 11,5
u vSech sledovanych stadii. Obdobné je tomu 1 u Shh descendentnich bunék budouciho
funkéniho molaru (M1), kdy byla populace téchto bunék u kontrol pozitivni jiZz od
aplikace tamoxifenu na ED 11,5 na vSech sledovanych stadiich. U Eda mutantnich mysi
1ze tuto populaci sledovat az pfi aplikaci tamoxifenu na ED 13,5.

Pfi hodnoceni morfogeneze u vyvojovych fad Eda mutantnich a CD1 mysi je
zfejmé, 7e embrya na jednotlivych ED obecné vykazuji znacné rozdily v télesné
hmotnosti v neprospéch Eda mutantnich mysi, jejichz jedinci jsou podstatné leh¢i na
stejném chronologickém stadiu vyvoje. Tento fakt bude mit nepochybné také vliv na

opozdéni zubniho vyvoje u Eda mutantnich mysi. Je znamo, ze télesnd hmotnost
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pozitivng koreluje se stddiem zubniho vyvoje (Peterka et al., 2002). Pro upfesnéni naseho
pozorovani opozdéni vyvoje by tedy bylo v budoucnu jako kontrolu vhodnéjsi pouzit
podobnou Eda mutantnim myS$im naptiklad Eda WT (Obr. 28). V ptipadé Cre-loxP

technologii vSak vzdy vlastnimu vyzkumu piedchazi vygenerovani potfebnych kment

mys$i pomoci vzajemného kiizeni, coz je Casove velmi naro¢ny proces.

Obr. 28: Porovnani télesné velikosti kontrolnich kmeni myS$i. CDI mys (bild)
s viditeln¢ vétsi télesnou konstituci nez Eda WT mys (hnéda).

Data ziskand pomoci Cre-LoxP technologie nam dale také ukazuji znacné
redukovany prostor, na kterém se nachazeji populace Shh descendentnich bun¢k u Eda
provedenych v ramci nasi laboratore, tedy ze Shh exprese v oblasti center funk¢énich
tezakll Eda mutantnich mysi je v porovndni s kontrolou redukovand (nepublikovana data
L. Hordkové), a také, Ze nedostatecna exprese Eda genu reguluje velikost signalnich
center (Pispa et al., 1999; Mustonen et al., 2004). To nas dovedlo k mySlence potieby
kvantifikace SHH proteinu u Eda mutantnich mysi. SniZzeni Grovné SHH proteinu
v disledku poruchy Eda genu se vSak s pomoci metody Western blot neprokdzalo. U Eda
mutantnich mysi bylo mnozstvi SHH proteinu srovnatelné s kontrolou, dokonce lze fici,
ze bylo mirné vyssi. V tomto pokusu byl jiz eliminovan faktor hmotnosti embryi, jelikoz

byla pro lepsi srovnani kromeé CD1 embryi pouzita i Eda WT embrya jako kontrolni. Pro
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potvrzeni vysledku a podrobnéjsi statistické zpracovani bude tieba analyzu provést na
veétsim mnozstvi vzorkda.

Na zéklad¢ vysledki kvantifikace SHH byla dale zmapovana exprese SHH
proteinu u Eda mutantnich mysi také vizudlné pomoci imunohistochemie. Pfitomnost
SHH proteinu byla u Eda mutantnich mysi detekovana v oblasti budouciho funkéniho
fezédku na vnitini stran¢ dentdlniho epitelu, coz odpovidalo lokalizaci i u kontrol. Oblast
exprese SHH proteinu u Eda mutantnich mysi vSak byla redukovana plosn¢, coz by
odpovidalo 1 popsané redukci signalnich center u Eda mutantnich mysi (Pispa et al., 1999;
Mustonen et al., 2004). Eda ma tedy pravdépodobné roli pti determinaci budoucich
signalnich center.

Nabizi se tedy otdzka, pro€ se se znaénym zmensenim oblasti exprese Shh genu
1 proteinu neredukuje podstatné také mnozstvi SHH proteinu. Pokud se znovu podrobné;ji
podivame na histologické fezy zachycujici Shh descendentni bunky, Ize si v oblasti
budouciho funkéniho fezdku a MS rudimentu v§Simnout vyssi intenzity modrého zbarveni

u Eda mutantnich my$i v porovnéni s kontrolami (Obr. 29).

Eda,,, Rosa
A: 125 : . .
0: 145 194M9 251 mg
B b
A: 135
0: 165 410 mg , 588 mg

B e

Obr. 29: Detekce Shh exprimujicich bunéénych linii u Eda mutantnich mysSi
a kontrol.

Frontalni histologické fezy odpreparovanych dolnich celisti Eda mutantnich (Edamut)
embryi (B,E) respektive kontrolnich (Rosa) (b,e) vygenerovanych s vyuzitim dvou Cre-
LoxP systému kiiZeni (viz Metody) zabarvené X-galem ukazuji modie linii bunék, ve
kterych byla zahajena transkripce Shh a jejich deefinych bunék vzdy od terminu aplikace
tamoxifenu jako spoustéce aktivace Cre (A:) az do terminu odbéru (O:), které jsou
udavany v ED. ZvySena intenzita modrého zabarveni u Eda mutantnich mysi v porovnani
s kontrolou v oblasti MS (B,b) a budouciho funkéniho fezaku (E,e).
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Mozné vysvétleni tohoto jevu je, Ze ackoli je oblast bunék exprimujicich Shh
redukovana na mensi prostor, pocet bun¢k exprimujicich Shk by mohl zGstat pfiblizné
stejny jako u kontrol, a tudiz by nedochazelo ke snizeni produkce SHH proteinu.
Abnormalni vyvoj zubli u Eda mutantnich mysi by tedy nemusel byt zptisoben snizenou
expresi Shh genu, ale predevsim redukci signalniho centra. Pro lepsi objasnéni by tedy
bylo vhodné jesté vycislit mnozstvi Shh descendentnich bun¢k v dané populaci napf.
metodou Tunel.

Déle je mozné, ze jsme pomoci western blotu zachytili volny ¢i z néjakého divodu
nefunkéni SHH protein, ktery se u Eda mutantnich mysi z divodu mutace v Eda genu
vyskytuje, 1 kdyz jeho hladina exprimovana v signalnich centrech je u Eda mutantnich
mys$i opravdu snizena, coz nasledné¢ vede k abnormalnimu vyvoji zubl. Zajimavym
faktem je, ze prestoZze u pomérné velkého procenta Eda mutantnich mySi dochazi
k abnormélnimu vyvoji zubl, postnatalné se procento skutecné postizenych funkénich
zubl znacné sniZzuje ve srovnani s prenatalné zachycenymi abnormalitami v riznych
vyvojovych stadii (Lesot et al., 2004). Béhem vyvoje zde pravdépodobné dochazi
k takzvanému ,,rescue* efektu a vykompenzovani ptivodni vyvojové nedostatecnosti. Je
tedy mozné, Ze k urcit¢é kompenzaci dochazi i v této fazi vyvoje a nedostatek Shh
exprimujicich bun¢k je kompenzovan vy$si produkci SHH proteinu. Skute¢nym
poruchdm v hladiné ¢i funkénosti SHH proteinu odpovida 1 existence raznych
fenotypovych projevit v dentici u Eda mysi (Kristenova et al., 2003), tedy rGzné
zavaznosti malformaci, coz muze reflektovat rizny stupen ,,rescue efektu, ¢i odpovidat

riznému stupni sniZeni produkce funkéniho SHH u rtiznych jedinct.
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9 Zavéry
1. Bylo provedeno porovnani morfogeneze dentalniho epitelu v fezdkové a molarové
oblasti Eda mutantnich mysi s CD1 kontrolou a také srovnana dynamika Shh exprese
v signdlnich centrech jednotlivych zubnich zikladt. Dynamika Shh exprese byla
porovnavana také na zaklad¢ sledovani Shh exprimujicich bunéénych populaci.
Pomoci téchto metod bylo prokazano opozdéni Eda mutantnich mysi ve vyvoji zubi

o minimaln¢ jeden embryonalni den.

2. a Déle bylo prokazano, ze vlivem nedostatku funkéniho Eda genu u Eda mutantnich
mysi dochdzi k prostorové restrikci signalnich center zubnich primordii, coz muze
vést k abnormalnimu vyvoji zubt, jako je hypomineralizace skloviny, nadpocetné ¢i
chybéjici molary, ¢i zména jejich tvaru.

2. b Vysledky také naznacuji, ze produkce SHH proteinu coby odontogeniho markeru,

nebyla oproti kontrolnim mysim sniZena.

Pro potvrzeni, ¢i vyvraceni téchto vysledkt bude tfeba analyzovat dalsi material
a vysledky nasledné statisticky zpracovat. Ziskand data mohou poslouzit k bliz§imu
pochopeni nasledkil X-vazané ektodermalni dysplazie a také k pochopeni ulohy a funkce

Eda genu ve vlastnim vyvoji zubtl.
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