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ABSTRAKT

Dentice a jeji evolucni modifikace sehraly v radiaci plazt dilezitou roli. Za ptavodni
stav se povazuje homodontni, polyfyodontni dentice s konickymi az cylindrokonickymi
zuby, které jsou pleurodontné piipojeny k Celistnim kostem. Odvozenym stavem pak
byla evoluce heterodoncie, akrodoncie a vzacné monofyodoncie. Ve srovnani se savci,
prubézné vénovéana znacnd pozornost, zdjem o plazi dentici byl doneddvna omezen.
Zamg¢ftil jsme se tedy na vyvojové a evolucni aspekty zubl linie Squamata, kterd
zahrnuje vétSinu recentnich druht plazi. Pifi vyzkumu jsem pouzil histologicke,
imunohistochemické a in situ hybridizacni metody s doplnénim o pocitatovou
tomografii, rentgenografii a rastrovaci elektronovou mikroskopii. Cilem prace bylo (a)
vybrat vhodné modelové taxony reprezentujici vyvojové linie Supinatych plazi, které
jsou relevantni z hlediska své fylogenetické pozice v rdmci Squamata a které vykazuji
kontrastni typy dentdlnich adaptaci; (b) v praxi ovéftit pouzitelnost zvolenych taxont
jako modelovych druhti; (c¢) pro tyto taxony ziskat vlastnim vyzkumem zakladni
informace o specifikach jejich odontogeneze. Jako zastupce s generalizovanym stavem
novy modelovy organismus prezentovaného gekona Paroedura picta, zastupujici
bazalni linii Gekkota, a zaméfil jsem se zejména na charakteristiky v rozdilu vyvoje
mezi nultou a funkénimi generacemi zubu, vyvoj sklovinného orgénu v oblasti zubni
korunky a zubni bdze a mechanismus vyvoje zubnich hrbolkli. V ndvaznosti na
rozpoznani odontogenetické dynamiky u tohoto druhu jsem zkoumal charakteristiky
vyvoje kontrastnich typl zubii a dentice jako celku u zastupct velké linie Toxicofera, a
to (a) jedovych zubu u chiestySovce Cryptelytrops albolabris z bazalni linie modernich
hadi (Caenophidia), kde jsem se zaméfil na vyvoj kanalku pro vedeni jedu; (b)
konickych zubtli nulté zubni generace a dykovitych zubii s bazi tvofenou plicidentinem
funkénich generaci u varana Varanus indicus (Varanoidea, Varanidae); (c)
monofyodontni, akrodontni dentici s vicehrbolkovymi zuby u chameleona Chamaeleo
calyptratus (Iguania, Chamaeleonidae); (d) dentici malakofagnich chamaeleolisi
(Chamaeleolis), jejichz tvar distalnich zubtl se v priibéhu Zivota méni z trikonodontniho
na molariformni a dentici ptibuzného anolise Anolis barahoae (Iguania, Polychrotinae),

jejiz charakteristiky piredstavuji zakladni stav, zkterého se v linii vedouci
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(a) nalezeni vrstvy ,stratum intermedium, kterd je ziejm¢ podobné jako u savci
kli¢ova pro diferenciaci bunck vnitiniho sklovinného epitelu v ameloblasty; (b) popsani
struktur, které fidi vyvoj sklovinného orgédnu a vicehrbolkového tvaru a jejich
interpretace jako struktur preadaptovanych pro evoluci sav¢ich sklovinnych uzli; (c)
nalezeni dvou typl mechanismu vyvoje zubnich hrbolkll u Supinatych plaza; (d)
vyvojova interpretace vzniku rozdili ve velikosti a uhlu pfipojeni bo¢nich zubnich
hrbolkt, které jsem pozoroval u chamaeleolist; (e) popsani dynamiky vyvoje kanalku

v jedovych zubech chiestySovce C. albolabris.



SUMMARY

Dentition and its evolutionary modifications played important roles during the radiation
of reptiles. It is generally accepted that a plesiomorphic state for reptiles is represented
by homodont, polyphyodont dentition with conical or cylindroconical teeth. However,
in contrast to mammalian dentition which is the object of intensive research, reptilian
dentition is studied only rarely. I therefore focused on developmental and evolutionary
aspects of squamate dentition and used histological, immunohistochemical and in situ
hybridization methods, computerised tomography, rentgenography and scanning
electron microskopy. The goals of this work were as following: (a) to choose the model
taxa representing squamate lineages relevant from a phylogenetic position as well as
possessing dissimilar types of dental adaptations; (b) to evaluate using of these taxa as
model species; (c) in these taxa describe basic odontogenic features. As a species with
generalized dentition gecko Paroedura picta was chosen, the up coming reptilian model
species with features also present in a wide spectrum of other lizards. I focused mainly
on the developmental differences between teeth of the null and functional generations,
development of enamel organ and mechanisms of bicuspid pattern development. I then
analysed odontogenic aspects of different types of teeth and dentition in members of
Toxicofera lineage as a whole. I focused on (a) fangs of pit viper Cryptelytrops
albolabris, which belongs to a basal lineage of modern snakes (Caenophidia) and
examined development of venom-conducting canal; (b) conical null generation teeth
and sharp functional teeth which possess dentine base formed by plicidentine in
Varanus indicus species (Varanoidea, Varanidae); (c) monophyodont, acrodont
dentition with multicuspid crown pattern in chameleon Chamaeleo calyptratus (Iguania,
Chamaeleonidae); (d) dentition of malacophagous Cuban anole lizards of genus
Chamaeleolis, which have distal teeth that change their shape from triconodont to
molariform. For the comparative purposes its close neighbour anole Anolis barahoae
(Iguania, Polychrotinae) was chosen. The dentition of this species represents a basic
state, which was the starting point for the mallacophagously-adapted dentition of Cuban
anole lizards. The most important outcommes of this research are as the following: (a)
identification of “stratum intermedium®, which is probably one of the key factor
responsible for the ameloblast differentiation, a situation that resembles that in
mammals; (b) description of structures that control differentiation of enamel organ and

later bicuspid or multicuspid tooth shape, and interpretation of these structures as



preadaptations for mammalian enamel knots evolution; (c¢) finding two types of
mechanisms of tooth cusp formation within squamates; (d) developmental
interpretation of differences between size of lateral cusps and their angle of connection
with the central tooth conus in Cuban anole lizards; and, last but not least (e)

description of venom-conducting canal development of fangs of pit viper C. albolabris.
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SEZNAM ZKRATEK

A. barahoae — Anolis barahoae

A. fragilit — Anguis fragilis

A. mississippiensis — Aliator
mississippiensis

Bmp - Bone morphogenic protein
BSA —hovézi sérovy albumin
(,,bovine seroalbumin‘)

C. kandiana — Cnemaspis candiana
C. albolabris — Cryptelytrops
albolabris

depc H,O — voda oSetiena diethyl
pyrokarbonatem

EDTA - kyselina
ethylendiamintetraoctova
(,,ethylenediaminetetraacetic acid®)
EtOH - etanol

Fgf4 — , Fibroblast grow factor*
Ch. barbatus — Chamaeleolis
barbatus

Ch. calyptratus — Chamaeleo
calyptratus

Ch. chamaeleonides — Chamaeleolis
chameleonides

Ch. guamuhaya — Chamaeleolis
guamuhaya

Ch. viridanus — Chalcides viridanus

Ch. porcus — Chamaeleolis porcus

IDE — vnitini sklovinny epitel (,,inner

enamel epithelium*)

L tuberculata — Iguana tuberculata

L. agilis — Lacerta agilis

L. viridis — Lacerta viridis

MABT - pufr z kyseliny maleinové
(,,Maleic Acid buffer*)

mCT — mikro pocitacova tomografie
(,,micro Computed Tomography*)
ODE — vngjsi sklovinny epitel (,,outer
enamel epithelium®)

PBS - fosfatovy pufr (,,Phosphate
Buffered Saline*)

PBT — fosfatovy pufr s Tween 20
PEK — priméarni sklovinny uzel
(,,primary enamel knot*)

PFA - paraformaldehyd

Ptcl — transmembranovy protein
Patched 1

Ptch2 — transmembranovy protein
Patched 2

P. picta — Paroedura picta

P. regius — Python regius

SEK — sekundarni sklovinny uzel
(,,secondary enamel knot*)

Shh — ,,Sonic hedgehog*

SI — stratum intermedium

S. punctatus — Sphenodon punctatus

SSC — puftr z NaCl a citratu sodného
(“sodium saline-sodium citrate buffer”)
citrate at pH 7.0.

Tef-pI — transforming growth factor

V. indicus — Varanu indicus
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1.UVOD

Ptedlozena disertacni prace shrnuje prvni vysledky rozsahlého projektu, jehoz
pfedmétem je srovnavaci analyza ontogenetického vyvoje a evoluce dentice plazi. Jde
o téma, které je z vice divodii mimotadné aktudlni. Prvnim z nich je skutecnost, Ze na
rozdil od savct, jimZ je vénovana drtivd vétSina odontologickych studii, jde o skupinu,
kterd doneddvna stdla mimo zajem vyvojovych biologl. S ohledem na skutec¢nost, Ze jde
o skupinu pokryvajici vétSinu vyvojové radiace amniotnich obratlovcl, je uroven
soucasnych znalosti zcela nedostate¢nd a neumoziluje ani orientacni srovnani vyvojovych
specifik zakladnich taxonl.. V poslednim desetileti se tento nedostatek ukazal byt
problémem skutecné kritickym. Molekularné fylogenetické analyzy ukézaly totiz potiebu
radikdlni prestavby dosavadnich ptfedstav o fylogenezi celé¢ skupiny, struktufe
jednotlivych taxont a jejich vymezeni v pojmoslovi fenotypovych a vyvojovych specifik.
Potiebny datovy aparat k uspokojivému vyfeSeni tohoto ukolu vsSak znaznacenych
divodi neni k disposici. V neposledni fad¢ je tieba pfipomenout aktudlnost zakladnich
vyvojové biologickych informaci v kontextu nejdynamictéjsi soucéasti dneSni
organismalni biologie — evoluéni vyvojové biologie (EVO-DEVO), kde vyvoj zubu
a dentice predstavuje jeden z nejvyznamnéjSich modelovych objektii. Piredpokladem
analyzy vyvojovych mechanismt a jejich fylogenetickych pfestaveb je zde spolehliva
zdkladni informace o embryondlni dynamice pfislusnych struktur u jednotlivych
vyvojovych linii resp. modelovych druhti, které je reprezentuji. Nedostatecna znalost
pomér u zékladnich taxonti amniotni radiace piedstavuje pak prekazku velmi zavaznou.

Vsechny tyto skutecnosti se staly vstupni motivaci disertacniho projektu. Jeho
cilem bylo (a) vybrat vhodné modelové taxony reprezentujici vyvojové linie Supinatych
plazt, ukazujici kontrastni typy dentdlnich adaptaci a které jsou relevantni z hlediska
stavajicich predstav o fylogenetické struktufe Supinatych plazt, (b) v praxi ovérit
pouzitelnost zvolenych taxonii jako modelovych druhii (dostupnost embryonalniho
materidlu a technickych aspektii jeho zpracovani, zohlednéni moznosti laboratorniho
chovu apod.) a (c) pro tyto taxony ziskat vlastnim vyzkumem zikladni informace
o stadialit¢ embryonalniho vyvoje a specifikdch odonogeneze.

V ramci projektu jsem takto zhodnotil celkem 9 taxonii reprezentujicich skupiny
Gekkota, Chameleonidae, Iguanidae, Varanidae a Serpentes. K dne$nimu dni byla
do stadia publika¢niho zhodnoceni dopracovéna jen mensi ¢ast provedenych sledovani,
souborny piehled dosavadnich vysledkli poskytuje ovSem vysledkova cast této prace.

Jejim zakladem jsou tfi publikacni vystupy: jedna publikovand prace a dva rukopisy
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zaslané do zahrani¢nich periodik, v pfilohach doplnéné o nepublikovanad data, ktera se
v soucasnosti chystaji k publikaci. Experimentalni zdklad prace se odviji od klasickych
histologickych a imunohistochemickych metod, rozsitenych o micro CT a rentgenové
zobrazujici metody a aplikaci modernich molekularnich metod ve spolupraci
s Dr. A. S. Tuckerové (Kings College London) a tymem Doc. M. Buchtové (UZFG AV
CR Brno) pod vedenim Profesora I. Hora¢ka (katedra zoologie, Piirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova v Praze).

Strategickym cilem prace je zasazeni odonotlogické resp. vyvojové biologické
informace o jednotlivych taxonech do fylogenetického kontextu, véetn¢ identifikace
jednotlivych  odontogenetickych  specifik v pojmoslovi orientace fylogenetické
morfolokliny, t.j. rozliSeni plesiomorfnich resp. apomorfnich charakteristiky ve vyvoji
plazich zubli. Nosnou casti dizertace tvoifi histologické deskripce vyvoje zubl
jednotlivych taxonti reprezentujicich jak bazalni, tak korunové linie Supinatych plazi,
doplnéné o deskriptivni charakteristiky embryonalniho vyvoje u varana Varanus indicus,
které nebyly doposud k disposici. Dosazené poznatky mohou u vétSiny zkoumanych
druhti slouzit jako spolehlivy podklad pro navazna zkouméni za vyuziti modernich

molekularnich metod.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Historie vyzkumu plazi dentice

Prestoze vyzkum specifik plazi dentice a jeji ontogeneze zapocal nejméné pred
dvéma sty lety s rozvojem histologickych technik, pocet relevantnich publikaci o tomto
pfedmétu je piekvapivé maly. Ve srovnani se savci, kde chrup je tradicné chdpan jako
znacna pozornost, zajem o plazi dentici byl doneddvna omezen. Podrobnéjsi srovnavaci
informace pokryvajici alespon zastupce nejvysSich taxond jsou pomérné vzacné. Vyvoj
dentice u plazii byl v minulosti podrobné¢ji zkouman za vyuziti tradi¢nich histologickych
metod pfedev§im u archosaurni linie diapsidnich plazii (napt. Owen, 1840-1845; Rathke,
1866; Rose, 1894a; Woederman, 1919a,b,c, 1921ab, Bolk, 1922a,b; Kvam, 1957,
1958a,b,c; Edmund, 1960, 1962, 1969; Poole, 1961; Miller, 1968; Westergaard
et Ferguson, 1986, 1987, 1990). Na druhou linii diapsidnich plaz, ktera tvoii vétSinu
soucasnych druhil plazi byla zaméfena také v minulosti zamétena pozornost, nicméné ne
tak detailni. Vyvojem dentice hatérii (Sphenodontia), sesterské skupiny Supinatych plaza,
se zabyval Harrison (1901) a Westergaard (1986). Vyvoji dentice Supinatych plazi
(Squamata) se casteCné¢ vénovala klasicka dila Owena (1840-1845) Bolka (1922a,
1922b), Woedermana (1919a,b,c, 1921ab) ¢i Edmunda (1960, 1969). Vyvoji zubi
zastupcl Gekkota, bazalni linie Supinatych plazi,, vénovali pozornost Ogawa (1977),
Westergaard (1986) a Mohammed et al. (2002). Vyvoj dentice u rodu Chalcieds
(Scincidae) patticiho do dalsi bazalnéjsi skupiny Supinatych plazl, ktera je sesterska
skupiné Toxicofera a Laterata byl popsan nedavno (Delgado et al. 2005). Vyvoj dentice
ve skupiné Laterata byl pak soustfedén na rod Lacerta (Cooper, 1963; Hubert, 1970;
Osborn, 1971; Westergaard, 1986, 1988). Pozornost vicero rodiim byla vénovana skupiné
Toxicofera, kde v ramci Iguania zkoumali zuby Leche (1893) a Rdése (1893), v ramci
Anguimorpha Westergaard (1986). Nejvétsi pozornost co se tyce vyzkumu ontogeneze
dentice byla v ramci Toxicofera vénovdna zejména jedovatym hadim (Tomes, 1875,
1876; Bogert, 1943; Kochva, 1963; Edmund, 1969; Lake et Trevor-Jones, 1987, 1995).
Nejedovatym hadiim vénovala pak vénovala pozornost Buchtova et al. (2007). Specidlni
pozornost pak byla vénovana vajecnym zubiim (napi. Rose, 1984b; Martin, 1901;
Woederman, 1919¢; Smith et al., 1953). Informace o vyvojovych aspektech této Siroké
skupiny jsou oproti archosauriim spise kusé a jejich objem je proti objemu analogickych

srovnavacich dat u savcu zcela zanedbatelny.
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Tato situace se zacind ménit teprve v tomto desetileti, nyni mnohdy i s ohledy
k aktualnim uUkolim identifikovat zucastnéné molekularné-regulaéni mechanismy
odontogeneze a jejich taxonova specifika.V soucasnosti tak v nékolika laboratofich svéta
probihda hlubsi vyzkum vyvoje lepidosaurnich zubt s vyuzitim histologickych, mCT
a rentgen zobrazovacich a imunohistochemickych a in situ hybridiza¢nich metod.
Moderni techniky, které ptinasejici nové vhledy do vyvoje plazich zubli se nicméné
objevuji teprve v poslednich letech, v neposledni fad¢ diky technické narocnosti (syntéza
specifickych primerit apod.) a finanéni naro¢nosti. NaSe laboratof ve spolupraci
s Dr. A. S. Tucker publikovala jednu z prvnich praci, kde byla vyuzita metoda in situ
hybridizace prostfednictvim které se detekuje exprese morfogeni (Zahradnicek et al.,
2008). Nasledovali dalsi podobné prace, které byly casto rozsifené o funkéni
studie vyuzitim selektivnich inhibitort (Vonk et al., 2008; Buchtova et al., 2008;
Handrigan et Richman, 2010a,b; Handrigan et al., 2010; Richman et Handrigan, 2011).
V téchto studiich byly pouzity druhy jako (Elaphe guttata, Python sebae, Cryptelytrops
albolabris, Pogona vitticeps, Eublepharis macularius). Tyto druhy nejsou pfili§ vhodné
jako modelové organismy vzhledem k jejich reprodukénim omezenim neptinasejicim
dostatek embryologického materidlu skrze cely rok, nebo k vyS§im financnim,
prostorovym a chovatelskym néarokim. Jsou vSak vhodné pro doplikové studie jako
satelitni druhy. Problémem podobnych studii zlstavd ovSem nestandardni metodika,
neujasnéna stadialita vyvoje a z toho pramenici mylna interpretace molekularnich dat
odrazejici neznalosti histologického pozadi zubniho vyvoje — typicky se zde setkavame

napf. s porovnavanim nestejnych vyvojovych stadii zubti apod.

2.2. Tabule normalniho vyvoje a vybér modelovych a satelitnich druhtu pro vyzkum
Nezbytnym predpokladem srovnavaci analyzy a soustavného vyzkumu vyvojové
biologie zkoumeného druhu je dokonaléd informace o pribéhu normalniho vyvoje dan¢ho
druhu. Pro rutinni pouziti jsou tyto poznatky uspofadéavany do tabuli normélniho vyvoje
a sekvence jednotlivych vyvojovych stadii. Ty pak tvoifi pozadi pro vyzkum a do jisté
miry ndm zajistuji moznost mezidruhového srovnani a naslednou interpretaci trenda
v evoluci télesnych plantt v jednotlivych liniich obratlovcl. Mezidruhové srovnani
je mozné pouze do urcité miry, protoze neexistuji pravidla pro vybér znakl a jejich
klasifikaci, kterymi by se fidila tvorba tabuli normalniho vyvoje. Autofi vybiraji znaky
subjektivné a Casto se zaméfuji pouze na néckteré télni struktury a jiné opomiji.

Vysledkem je, ze tabule vyvoje jsou pak jen omezené srovnatelné. Jako cesta
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k odstranéni téchto piekazek byl navrhnut systém kategorizace stadii pro obratlovce
(Werneburg, 2009). Bohuzel dosud, pokud je mi zndmo nebyl na konkrétni modelové
organismy aplikovan , pfinejmensim proto, Ze jeho odpovidajici pouZiti je z vice divodu
velmi ndroc¢né.

Opérné informace o vyvojové biologii se odviji od podrobnych vyzkumi
modelovych druhii. Z celkové asi 58 000 znamych druht obratlovcei splituji dnes v plném
rozsahu ptedpoklady universdlné pouzitelného modelového taxonu pouze 4 modelové
druhy (Danio rerio, Xenopus laevis, Gallus domestica, Mus musculus), jejichz tabule
normalniho vyvoje byly opublikovany v druhé poloviné dvacatého stoleti vzdy s urcitym
Casovym rozpétim (Hamburger et Hamilton, 1951; Nieuwkoop et Faber, 1967; Theiler,
1972; Kimmel et al., 1995). Tyto druhy jsou vesmés az na kufe odvozené, nebo
specializované a Casto nevhodné pro poznani vyvoje plesiomorfnich znakll v ramci
velkych skupin obratlovcii. Nedostatecny pocet modelovych organismi tvoii omezeni,
které ndm neumoziiuje odhalit pravdépodobné evolucné vyvojové cesty k obrovskému
bohatstvi fenotypii obratlovcii. Pro pochopeni evoluce télesnych planti obratlovel tedy
vyvstava potieba rozsitit pocet modelovych druhil na nespecializované druhy z bazalnich
skupin obratlovéich linii majici vétsi mnozstvi plesiomorfnich znakti s doplnénim
o Siroké spektrum satelitnich druhti zbazalnich 1 korunovych skupin se svymi
apomorfiemi. Tyto satelitni druhy nemusi splilovat pfisné charakteristiky modelovych
druht, jako jsou mald télesnd velikost, kratky generacni Cas, rychly a stereotypni vyvoj,
Casna separace zarodecné bunécné linie od somatické, dobra mnozivost, relativni
odolnost vii¢i ndkazdm a snadné drzeni v laboratorni kultufe (Bolker, 1995; Bolker
et Raff, 1997). Od publikovani vyvojové tabule ryby Danio rerio (Kimmel et al., 1995)
uplynulo vice nez desetileti a tak pfirozené vyvstala potfeba zkoumat dal$i novy druh.
Vyvojovi biologové se poprvé obratili ke skupiné diapsidnich plazi a navrhli jako novy
modelovy organismus Supinatého plaza anolise Anolis sagrei (Sanger et al., 2008)
a opublikovali tabuli normalniho vyvoje tohoto druhu (Sanger et al., 2008), jehoz genom
byl v zapéti osekvenovan. Nicméné tentokrat védci opét sahli po druhu, ktery se sice
pomérné¢ dobfe mnozi, ale je specializovany a soucasti korunové skupiny Iguania. Pro
poznani vyvoje plesiomorfniho stavu znakt je tedy nevhodny podobné¢ jako myS u savci
¢1 Danio rerio u Actinopterygii. Tento druh je tedy z pohledu EVO-DEVO vhodny spise
jako satelitni. Ve stejné dobé nase pracovni skupina chystala navrhnout jako potencialni
modelovy druh plaza gekona Paroedura picta, ktery patti do skupiny Gekkota, ktera je

vedle Dibamidae bazalni vrdmci Squamata. Nicméné stejny zamér meéla japonska
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skupina, ktera néas ptfedb¢hla a opublikovala tabuli normalniho vyvoje s akcentem na
vyvoj koncetin (Noro et al., 2009). Vyvoj ostatnich télesnych struktur vSak byl témér
opominut a bude tedy do budoucna nutnd revize a rozsifeni tabulky o popis vyvoje
dalsich télnich struktur, zejména hlavy a oblasti krku. Tento druh je také v soucasnosti
vyuzivan jako modelovy druh pro ekologické studie (Brillet, 1991, 1993).

Tabule normalniho vyvoje nevznikaly a nevznikaji pouze v souvislosti
s ustanovenim modelovych druhd, jejich spektrum je mnohem bohatsi a popsané druhy se
daji v nékterych piipadech pouzit jako satelitni druhy. U plazi byly publikovany tabule
normalniho vyvoje napiiklad, u zelv Chelydra serpentina (Yntema, 1968), u archosauri
Alligator mississippiensis (Murray et al., 1990), Crocodylus porosus (Magnusson
et Taylor, 1980) and Crocodylus niloticus (Peterka et al., 2010) u Supinatych plazi
z ¢eledi Scincidae Hemiergis spp. (Shapiro, 2002), z Gekkota jiz zminénd Paroedura
picta (Noro et al., 2009), Eublepharis macularius (Wise et al., 2009), z Iguania Agama
impalearis (Mouden et al., 2000), Chamaeleo lateralis (Blanc, 1974), Calotes versicolor
(Muthukkaruppan et al., 1970), Liolaemus tenuis (Lemus et al., 1981) a zminény Anolis
sagrei (Sanger et al., 2008), z hadti Thamnophis sirtalis (Zehr, 1962), Naja kaouthia
(Jackson, 2002a) a Python sebae (Boughner et al., 2007), z Anguimorpha: Anguis fragilis
(Nicolas, 1904) and z Lacertidae: Podarcis vivipara (Dufaure et Hubert, 1961)
¢1 Podarcis agilis (Rieppel, 1994). Nedilnou soucésti této prace je tabule normalniho
vyvoje varana Varanus indicus (viz ptiloha 2 - Gregorovicova et al., submitted), ktera

slouzila jako nutné pozadi pro popis vyvoje dentice v prib&hu ontogenze u tohoto druhu.

2.3. Fylogenetické pozadi prace, vybér a charakteristiky zkoumanych druht
Lepidosauria, skupina s vice nez 8 000 recentnimi druhy (Zug et al., 2001)
zahrnuje dva hlavni taxony: Shenodontia Citajici dva recentni druhy a Squamata. Hlavni
linie Supinatych plazl se pravdépodobné oddélily béhem kratké periody v triasu asi pied
200 miliony lety (Albert et al., 2008), soucasnou diverzitu tvofi nicméné predevsSim
moderni skupiny s pomérné¢ nedavnou radiaci, dokladajici ovSem zna¢nou rozmanitost
morfologickych, behaviordlnich a ekologickych adaptaci (Zug et al., 2001; Pianka et Vit,
2003; Pough et al., 2004). O fylogenezi a klasifikaci Supinatych plazti byly dlouho
vedeny spory, v devadesatych letech se stabilizovalo ¢lenéni na Iguania a Scleroglossa.
V posledni dobé doslo k radikalni zméné nazorti na fylogenetické vztahy mezi skupinami
Supinatych plazl na zéklad¢ robustnich molekularnich dat (Vidal et Hedges, 2004, 2005,

2009). Molekularni data ukazuji, ze ptvodni rozdéleni Supinatych plazii na Iguania
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a Scleroglossa na zakladé morfologie jazyka nevymezuje monofyletické taxony. Bazalni
divergenci predstavuje skupina beznohych plazii Dibamidae, nésledované skupinou
Gekkota (Vidal et Hedges, 2005, 2009). Tento novy fylogeneticky nahled je podporovan
dentalnimi znaky. Ob¢ skupiny maji dva vajeéné zubl v premaxile, zatimco ostatni
Supinati plazi maji jen jeden vaje¢ny zub a jsou spojovani ve velkou skupinu Unidentata.
Dalsi vyssi skupina obsahuje Xanthusidae, Cordylidae, Scincidae. Jejich sesterska
skupina se déli na Laterata zahrnujici Teidae, Lacertidae a Amphisbaenidae a Toxicofera,
jiz charakterizuje pfitomnost jedovych oralnich zlaz. Toxicofera se rozpadaji na
Anguimorpha, Serpentes a Iguania (Vidal et Hedges, 2005, 2009; Townsend et al., 2004;
Whiting et al., 2003). Zakladnim momentem jednotlivych divergenci jsou apomorfie
bezprostfedné spojené s technikou lovu kofisti resp. organisaénimi disposicemi potravni

biologie, v neposledni fad¢ i specifikdch upravy dentice.

2.3.1. Gekkonidae — bazalni skupina s plesiomorfnimi znaky v dentici

Pfi hledani bazalniho taxonu s plesiomorfnim stavem zubnich znakil jsme se
obratili k druhé nejbazalnéjsi linii Supinatych plazt, ke gekonim (Gekkota) (Vidal
et Hedges, 2005; Wiens et al., 2010). Nejbazalngjsi beznozi Dibamidae postradaji
charakteristiky modelovych organismi, jsou vzacni, nedostupni a pro systematické
badani tudiz nevhodni. Dentice gekontli, piredstavujici pfedpokladany pavodni stav
u lepidosaurnich plazi, je charakterizovana homodontnimi fadami malych uniformnich
konickych az cylindrokonickych zubt s pleurodontnim pfipojenim k celistnim kostem.
Typem spojeni je ankyldza, spoj mezi dentinovou zubni bazi a Celistni kosti je tedy
mineralizovany. Takovyto zub m4 malou korunku krytou sklovinou a velkou dentinovou
zubni bazi. Gekoni podobné jako Dibamidae maji v horni Celisti dva vajec¢né zuby, coz je
interpretovano jako plesiomorfni stav (Vidal et Hedges, 2009). Charakteristickym
znakem zubii gekoni Gekkota je rozd€leni Spicky zubu na dva hrbolky (Sumida
et Murphy, 1987). Jde o znak proti presumtivné bazalni konfiguraci (jednoduchy konicky
zub) odvozeny, vyskytuje se nicméné u ruznych dalSich forem napiic spektrem dalSich
korunovych skupin. Casto je pfitomny pouze naznak tvorby t&chto dvou hrbolki
v podobé nizkych sklovinnych hiebentd. Podobna bikuspidni korunka se vyskytuje
1 u nékterych ryb (Streelman et al., 2003) a cervorG (Sumida et Murphy, 1987)
a nékterych zab (Peyer, 1968). Dvojhrbolkové uspotfaddani vzniklo tedy v prubéhu
evoluce obratlovct nékolikrat konvergentnim vyvojem. Pro nase zkoumani jsme vybrali

jiz vySe zminéného madagaskarského gekona Paroedura picta z Celedi Gekkonidae.
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Gekoni rodu Paroedura jsou monofyletickou skupinou rozsifenou na Madagaskaru
a Komorskych ostrovech (Nussbaum et Raxworthy, 2000). V kladogramu se nachdzi na
bazi Afro-MalgaSského kladu (Kluge et Nussbaum, 1995). Jejich apomorfiemi jsou
koosifikace kiize na hlavé a pod ni lezicich kosti, splynulé nasalni kosti, parové parietalni
kosti, neperforovany stapes a absence epibranchiale hyoidniho oblouku (Dixon et Kroll,
1974). Paroedura picta je xerotermni pozemni druh (Nussbaum et Raxworthy, 2000).
Je velmi nendro¢na co se tyc¢e chovu. Jeji rozmnoZovani probihd v pribcéhu celého roku.
Vajicka klade pomérné brzy po narozeni. Klade 2 vejce zhruba kazdych 10 dni,
v zavislosti na teploté a vyziveé (Kratochvil, osobni sdéleni). Po nakladeni vejce mize byt
zarodek ve velmi raném stadiu neuruly (osobni pozorovani) a je tedy vhodna i pro
studium neurulace a procesu migrace neuralni listy. In ovo vyvoj zarodku trva 60 dni pii
28°C, nebo 50 dni pii 30°C. Skotapka gekona je kalcifikovana (Kratochvil et al., 2006),
coz je dulezitd podminka pro in ovo experimenty. Ty jsou obtizn¢ proveditelné u vajec
s kozovitou skotapkou, jejich obsah pii naruseni skotfdpky samovolné vytéka. Dalsi
vyhodou P. picta je, ze inkubace vajec probihd v suchu, riziko zaplisnéni a infekce je
tedy minimalizovano. Dalsi vyhodou téchto vajec je, Ze po nakladeni nejsou slepena
dohromady a nevyvstavaji tudiz potize s oddélovanim vajec od sebe, jak je cCasté
naptiklad u hada, ktefi maji kozovitou skofdpku a po nakladeni se slepuji navzajem
k sobé&. Prvni in ovo experimenty u tohoto druhu zkousel Noro et al. (2009) a pak nase
pracovni skupina.

Zakladni deskripce zubniho vyvoje, ktera tvoii pozadi pro dalsi set vyvojové
zalozenych c¢lankd, jiz byla zaslana do casopisu Journal of Anatomy (viz piiloha 1 -
Zahradnicek et al., submitted). V ndvaznosti na tuto deskripci se pfipravuje ve spolupraci
s pracovistém v Brné a Londyné ¢lanek o mechanismu vzniku zubnich hrbolkt, zalozeny
na poznatcich dynamiky bunééné proliferace, apoptoézy, exprese morfogenu Shh

a pritomnosti molekul extracelularni matrix v hvézdicovitém retikulu.

2.3.2. Toxicofera, skupina s bohatymi dentilnimi adaptacemi

V prubéhu evoluce dentice Supinatych plazi vznikla u odvozenéjsich skupin
pomérné Siroka paleta tvaru zubi, jejich usporadani, zubni obmény, ptipojeni k Celistnim
¢1 patrovym kostem odlisnych od stavu pfitomného u gekonl. V nékolika skupinach
se vyvinula konvergentné heterodoncie jako adaptace na karnivorii ¢i durofagii
a ve skupiné¢ Acrodonta doSlo k redukci poctu zubnich generaci az na jednu. Zaméfili

jsme se na charakteristiky vyvoje dentice u chameleoni, chamaeleolisti, varant a hadt
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z velké skupiny Toxicofera. Scincomorpha, sesterska skupina k linii Episquama (zahrnuje
Laterata a Toxicofera) a skupina Laterata nebyly do vyzkumu zatazeny, jelikoz
informace o strukutfe dentice a vyméné zubi u r. Chalcides (Scincomorpha) a Lacerta
(Laterata) jsou k disposici ve vice studiich (Cooper, 1963; Hubert, 1970; Osborn, 1971;
Westergaard, 1986, 1988; Delgado et al., 2005).

2.3.2.1. Varani, skupina s dentalnimi adaptacemi k predaci

Ze skupiny Anguimorpha jsme se zaméfili na Varanidae, dal$i skupinu
s heterodontni dentici, ktera ¢ita v soucasnosti 73 zndmych zijicich druhd (Baverstock et
al., 1993; Koch et al., 2010). Varani ziji v Australii, Jihovychodni Asii a Africe. Jeji
zastupci jsou terestricti, saxikolni, semiarborikolni, arborikolni ¢i akvaticti, obyvaji
Siroké spektrum habitatii od pousti, pies savany po tropické lesy a mangrovové baziny.
Jejich morfologie je mezidruhové konzervativni a velikost téla se pohybuje od O,2 m
u Varanus brevicauda (Pianka, 1994) po 3 m dlouhého V. komodoensis (Auffenberg,
1981). Varani maji silné nohy, dlouhy krk a ocas, jsou to vyborni bézci, umi Splhat ¢i
plavat. Jejich specializaci je hluboce rozeklany jazyk (Smith, 1986), velké silné drapy.
Mezi jejich apomorfie patii tupé a okrouhlé rostrum, pfitomnost Siroké crista tuberalis,
ktera zahrnuje paroccipitalni vybézky, absence vnéjSiho kontaktu mezi maxillou
a frontale, anteriorné¢ umistény spheno-occipitalni hrbolek a ventrdln¢ zahlé dentale
(Conrad, 2008; Norell, 2008). Dalsim specifickym znakem, ktery je pfitomen pouze
u varant a vymielych mosasaurti, varanim bezprostfedné ptibuznych, je pritomost
plicidentinu (Payer, 1968). Jsou to predatofi az vrcholni predatoii (Pianka 1994; Losos
et Greene, 1988), jen jeden druh V. olivaceus je frugivorni (Auffenberg, 1988). Varani
maji specializovanou dentici se znaky heterodoncie, kterd byla nejvice rozvinuta u
durofagné adaptovanych druhti, mezi néz patii V. niloticus (Rieppel et Labhardt, 1979)
a V. exanthematicus (Schmidt, 1919). Zuby jsou k celistnim kostem pfipojeny
pleurodontn¢. Pro na§ vyzkum jsme vybrali v minulosti dostupny indonézsky druh
Varanus indicus. Tento druh postrdda sexualni dimorfismus, zije v mangrovech a je
dobi'e adaptovany na pobyt ve slané vodé. Zivi se bezobratlymi, obratlovci, jejich vejci
a mrSinami (Pianka et King, 2004). Klade 10 vajec s kozovitou skotapkou (McCoid,
1993; Velensky, osobni sdéleni), které se lihnou po 180-200 dnech (Velensky, osobni
sdéleni). Dentice tohoto druhu obsahuje v distalni casti Celisti velké labio-lingualné
zplostélé dykovité zuby ptizpisobené ke karnivorii. U V. indicus jsme sledovali

charakteristiku vyvoje zubni listy, zubti nulté a funk¢énich generaci, a oralnich zlaz.
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2.3.2.2. Chameleoni, skupina s akrodontni, heterodontni a monophyodontni dentici
Chameleoni jsou vysoce specializovani plazi s heterodontni dentici
a specifickym charakterem vyvoje uspotradani zubt, které jsou akrodontné piipojeny
k Celistnim kostem. V dentici maji jedno aZ sedmihrbolkové zuby a pocet zubnich
generaci se redukoval u recentnich druhli az na jednu, stejné jako u distalnéjSich zubu
agam (mesidlni jsou obménovany a jsou pleurodontné ptipojeny k Celistnim kostem)
(Edmund, 1960). Chameleoni tvoii spolu s agamami monofyletickou skupinu Acrodonta
patiici do velké skupiny Iguania (Estes et al., 1988; Townsend et Larson, 2001). Celed’
Chamaeleonidae vznikla asi pfed 100 — 120 miliony lety v Aficko-Madagaskarské
oblasti. V soucasnosti je rozsifena v Africe, Madagaskaru a pfilehlych ostrovech, jizni
Evropé a na blizkém vychod¢ (Necas, 1999). Mezi dilezité znaky definujici tuto skupinu
patii kromé typu specializované dentice napiiklad zygodaktylie, nezavisle se pohybujici
o¢i, balisticky jazyk, ktery miize byt delSi nez je délka téla a u arborikolnich druha
uchopovaci ocas (Necas, 1999). VétSina téchto adaptaci je v pfimé korelaci s jejich
potravni strategii, ktera je typu sit and wait (Necas, 1999). Pro nas§ vyzkum jsme zvolili
nejcastéji rozmnozovaného a nejdostupnéjsiho chameleona Chamaeleo calyptratus, ktery
je endemitem jihozapadni oblasti Arabského poloostrova. Zivi se hmyzem, malymi
obratlovci, listy, kvéty a ovocem. Dospiva brzy, je oviparni a vajicka klade 20-30 dni po
oplozeni. Ta maji kozovitou skofapku a jejich pocet ve sntisce je 12 — 85 (nejcastéji 30 —
40) (Necas, 1999). Po nakladeni vajec jsou embrya ve stadiu gastruly. Vyvoj gastruly se
po nakladeni zastavuje na 60 — 75 dni (Andrews, 2008). Celkova doba vyvoje
od nakladeni vajec po vylihnuti je kolem 200 dni za ptedpokladu stfidani teploty
v pribeéhu dne mezi 20 — 30°C (Necas, 1999). Doba vyvoje je jako u jinych plazi
korelovana s teplotou prostiedi. V prabéhu vyvoje v ramci jedné snisky inkubované ve
stejnych podminkach jsem pozoroval pomérné velkou variabilitu mezi embryi ve stupni
vyvoje. Tento druh jsme zvolili diky jeho vlastnostem a dobré dostupnosti jako satelitni
model pro systematicky vyzkum vzniku heterodoncie, monofyodoncie, akrodoncie a od
veétSiny plazi  Castecné odliSného typu vzniku wuspofadani zubi v Celistech.
Zde uvetejnéna deskripce vyvoje zubu chameleona tvofi zdklad pro manuskript, ktery
je ve fazi dokonCovani. Bazélni deskripce je zde doplnéna o analyzu exprese Shh,
bunécné proliferace a apoptdzy. Funkeni studie byla zaméfena na inhibici receptoru pro

Shh in ovo.
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2.3.2.3. Chamaeleolisové, druhy s malakofagné adaptovanou dentici

Dals$i zajimavou skupinou vramci Iguania je rod Anolis ze skupiny
Polychrotinae cCitajici v soucasnosti kolem 370 druhti (Poe, 2004). Rod Anolis se stal diky
své historii modelem pro studium adaptivni radiace a jak bylo vySe zmin€no byl navrzen
jako potencionalni modelovy druh obratlovce pro vyvojovou biologii (Schluter, 2000;
Sanger et al., 2008). Anolisové Ziji v karibské oblasti. Jsou mezi nimi druhy terestrické,
arboredlni 1 akvatické (Schwartz et Henderson, 1991). V nasem vyzkumu jsme
se zam¢tili na skupinu anolistt z Kuby a Hispanioly, které jsou na zdkladé¢ morfologie
oddélovany do odlisného rodu Chamaeleolis. Nicméné molekularni data ukazuji, ze tato
klasifikace neni opravnénd, a Ze uvedené formy jsou vnitini skupinou rodu Anolis
s nebliz§im vztahem k druhu Anolis barahonae (Hass et al., 1993), kterého jsme vybrali
jako referen¢ni druh se znaky v dentici piivodnimi pro tento insektivorni, saurivorni
a Casteén¢ fruktivorni rod. V této praci pouzivame pro lepsi orientaci latinsky nazev
Chamaeleolis. Chamaeleolisové jsou krypticti, pomali s kratkyma nohama (Wilson,
1957; Beuttell et Losos, 1999). Jejich potravni strategie je typu sit and wait. Hlavu maji
mohutnou, zadni ¢ast lebky vybiha v pfilbici a dentice je u dospélych molariformni (Estes
et Williams, 1984; Schwartz et Henderson, 1991). Zuby jsou obménovany v prib&hu
zivota a jsou pleurodontné pfipojeny k celistem a k patrovym kostem (Estes et Williams,
1984; Mahler et Kearney, 2006). Pfizplisobeni na lebce a dentici chamaeleolisii jsou
zjevné soucasti adaptaci k malakofagii (Estes et Williams, 1984; Rodriguez-Schettino,
1999). Morfologie zubti chamaeleolisti je odliSna nejen mezi druhy ale i mezi vékovymi
kohortami (Estes et Williams, 1984), coz pravdépodobné koreluje s potravnimi
preferencemi ménicimi se v prubéhu Zzivota. Chamaeleolisové kladou po jedno vejci
s kozovitou skotapkou a jejich vyvoj trva zhruba dva mésice (Holanova, osobni sdéleni).

V nasem vyzkumu jsme se zaméfili na mezidruhové rozdily charakteristik
dentice Ctyf zndmych druhii chamaeleolisti z péti a jim pfibuznému druhu A. barahoae
vramci prvni funkéni generace zubii a funk¢éni generace plné vzrostlych dospélych
jedinct. Vysledky vyzkumu umoznily formulovat hypotézy o piibuznosti jednotlivych
druhii chamaeleolisii a stupné¢ malakofagniho ptizpisobeni v ramci jednotlivych druh
a jejich vékovych kohort. Mechanismus vzniku dikonodontnich a trikonodontnich zubi

chamaeleolisi jsme zkoumali jen okrajové diky nedostupnosti embryologického
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materidlu, nicméné 1 tento okrajovy vyzkum poukdzal na dulezité aspekty vyvoje zubnich

hrbolki u plazi.

2.3.2.4. Zmijoviti hadi, skupina s jedovymi zuby

Dalsim stézejni skupinou naSeho vyzkumu byli hadi. Hadi maji nejisty
fylogeneticky ptvod o ktery se dlouhd 1éta vedou spory. Nova molekuldrni studie stavi
hady s nejistou podporou na bdzi Anguimorpha ¢i mezi Anguimorpha a Iguania (Vidal
et Hedges, 2009). Zaméfil jsem se na jedovaté Viperidae, ktefi jsou bazalni skupinu
modernich hadi Cenophidia. Viperidae, kterfi vytvofili nezavisle na Elapidae sviij jedovy
aparat (Fry et al., 2008) obsahuji asi 270 druhtit (McDiarmid et al., 1999). Hlavni
charakteristikou Viperidae je nejvice sofistikovany jedovy aparat mezi hady, skladajici se
z jedovych zubll s uvnitf uzavienym kandlkem pro vedeni jedu. Jedové zuby jsou
umisténé na pohyblivé maxille, takze vysledkem jsou rotujici zuby, které v klidu pfi
zavienych celistech lezi podél stfechy ustni dutiny a pii utoku se srotaci maxilly
naptimuji. Tento sklopny systém umoznil zmijovitym vyvinout velké zuby, diky kterym
jsou schopni zdolat pomérné velkou kotist (Pough et Groves, 1983). K jedovym zubtim je
pak ptipojen vyvod mohutné tlustosténné jedové zlazy (Kochva, 1978; Mackessy, 1991).
Viperidae zahrnuje bazéalni rod Azemiops a jemu sesterskou skupinu Crotalinae
a odvozenéjsi skupinu Viperinae (Wiister et al., 2008). Pro nase odontologickéd zkoumani
jsme se zaméfili na skupinu Crotalinae, ktera ma blizky vztah k bazalnimu rodu Azemiops
a vybrali chovatelsky nejdostupnéjsi stromovy a zivorody druh Cryptelytrops albolabris
(v publikaci oznaceny pod starSim ndzvem Trimeresurus albolabris) zijici v jihovychodni
Asii. Jeho potravni strategie je typu sit and wait (Cundall, 2002). Jako ostatni druhy rodu
je euryfagni, coz znamena Ze se zivi endotermnimi a ektotermnimi obratlovci
a bezobratlymi (Mori et al., 1989). V nasem zkoumani jsme se zamétili na mechanismus
vyvoje jedového kandlku, kde jsme zohlednili funkci Shh, bunééné proliferace
a apoptozy. Tato data byla jiz publikovana (viz ptiloha 6 - Zahradnicek et al. 2008).
Vyzkum vyvoje zubl bazédlnich hadi Haenophidia jsem do dizertacni prace nezahrnul,

jelikoz je jednim z hlavnich tématt spolupracujici laboratofe Doc. Buchtové.

2.4. Shh a jeho znamé funkce v zubnim vyvoji
Sonic hedgehog (Shh) je jeden z morfogenti majicich klicovou roli ve vyvoji
ruznych c¢asti téla véetné zubti (Chuong et al., 2000). V zubech plazi je jeho exprese

omezena na epitelidlni bunky vyvijejictho se zubniho zarodku od stadia poharku po
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pozdéjsi stadia, kdy dochdzi k diferenciaci ameloblastii (Buchtova et al., 2008,
Zahradnicek et al., 2008, Handrigan et Richman, 2010a). Bylo ukédzano, ze Shh ma
mitogenni funkci a miZze byt zodpovédny za lokalizovanou bunécnou proliferaci
pozorovanou v prubéhu zubniho vyvoje mysi (Cobourne et al., 2001). Podobné u plazt
jsme poukazali na jeho pravdépodobnou mitogenni funkci (Zahradnicek et al., 2008)
Experimenty na mySich ukazaly, Ze ektopické pfidani proteinu SHH v ¢asnych stadiich
odontogeneze muze vést k tvorbé ektopickych zubnich pupent (Hardcastle et al., 1998).
Naopak ztrata exprese Shh vede k zastaveni vyvoje epitelidlniho pupenu (Cobourne et al.,
2001). U plazi dochazi k expresi Shh az ve stadiu poharku a k zastaveni vyvoje pupenu
pii blokaci Shh drahy nedochazi. Sonic hedgehog také hraje dilezitou roli v pozdéjSim
vyvoji v pfezivani bunék u mysSi a je také jednim ze signdlnich faktorii, ktery je
exprimovan ve sklovinnych uzlech (Vaahtokari et al.,1996; Cobourne et al., 2001). Tato
role byla nepfimo potvrzend i u plazi (Zahradnicek et al., 2008; Handrigan et Richman,
2010a). Ztrata Shh signalizace ve vyvijejicich se zubech vede ke ztrat¢ polarizace
a organizace ameloblasti a odontoblasti. To indikuje centrdlni roli Shh ve vyvoji
vnitiniho sklovinného epitelu a prilehlé tkan¢ (Dassule et al., 2000). Tyto znalosti nam
poskytuji silné pozadi pro vyzkum vyvoje zubl u plazi. Exprese Shh byla popsana
ve stadiu poharku a zvonku ve vnitinim sklovinném epitelu a bunkéch stfedni vrstvy
sklovinného orgénu u Python regius (Buchtova et al., 2008; Handrigan et Richman,
2010a), Cryptelytrops albolabris (Zahradnicek et al., 2008) a Eublepharis macularius
(Handrigan et Richman, 2010a). V této dizertani préci jsem zohlednil funkci Shh pii
diferenciaci sklovinného organu a vzniku zubnich hrbolki u P. picta a kanalku

v jedovych zubech C. albolabris (viz ptiloha 6 — Zahradnicek et al., 2008)
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3. CILE PRACE

1. Vybrat vhodné modelové taxony reprezentujici vyvojové linie Supinatych plazi, které
ukazujici kontrastni typy dentdlnich adaptaci, a které jsou relevantni z hlediska
stavajicich predstav o fylogenetické struktute Supinatych plaz.

2. Vpraxi ovéfit pouzitelnost zvolenych taxonti jako modelovych druht (dostupnost
embryonalniho materidlu a technickych aspektii jeho zpracovani, zohlednéni moznosti
laboratorniho chovu apod.).

3. Popsat embryonalni vyvoj u taxonl u nichz nebyla publikovana tabulka normalniho
vyvoje alespon v ramci rodu.

4. Popsat zdkladni charakteristiky vyvoje dentice vybranych taxonl tradi¢nimi
hitologickymi metodami.

5. Popsat mechanismus vyvoje jedovych zubli u zmijovitych had a zubnich hrbolkt
u P. picta za pouziti modernich metod identifikace exprese Shh, bunécné proliferace
a apoptozy.

6. Popsat zmény v charakteru dentice v postnatalnim vyvoji kubdnskych chamaeleolisti
a blizce ptibuzného druhu Anolis barahoae.

7. Vysledky vyvoje zubli zohlednit v ramci stavajicich pfedstav o fylogenetickych

vztazich linii Supinatych plazi.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Biologicky material
4.1.1. Paroedura picta

Pro vyzkum bylo pouzito 270 embryi P. picta vrizném stadiu vyvoje,
od nakladeni vajec po vylihnuti. Embrya jsme dostali darem od pracovni skupiny
Dr. Lukase Kratochvila (katedra ekologie, Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy
v Praze). Pro popis vnéjs$i morfologie funkéni dentice jsme pouzili dvé mlad’ata kratce
po vylihnuti a dva dospélé jedince. Velka ¢ast materidlu byla zpracovana pfi zjiStovani
stupn¢ variability ve vyvoji tohoto druhu (100 embryi) a efektu rozdilnych teplot
na rychlost vyvoje embryi. Tato data ziskana ve spolupraci s Mgr. Zuzanou Starostovou
Ph.D (katedra zoologie, Pfirodovédeckd fakulta Univerzity Karlovy) zde nerozebiram,
jsou ve stadiu zpracovani. DalSich 60 embryi bylo pouzito na experimenty s tkanovymi
kulturami a in ovo experimenty, které se tykaly zablokovani exprese morfogent jako
jsou Shh, Fgf4, Tgf p1. V pribéhu téchto experimentll jsme se potykali s vysokou
umrtnosti embryi ve vajicku, stagnaci ve vyvoji u tkdnovych kultur a naslednym
odumienim tkang, tedy dosud se nam nepodafilo se nam ziskat dostatek dat pro
publikaci. Do budoucna planujeme dalsi funkéni experimenty a vyvinuti nového postupu
kultivace, kterd by byla specificka a funkcni pro plazi tkang, které se zdaji byti ve svych
narocich na vnéj$i podminky zcela odlisné od kufecich ¢i mySich kultur. Sedmdesat
embryi od 14. dne po nakladeni po 60. den inkubace jsme pouzili pro zakladni popis
vyvoje dentice tohoto druhu. Jako zéklad jsme pouzili vlastni systém tifidéni embryi na
zaklad¢ vybranych znakii. Pozdé€ji jsme nd$ systém pievedli na publikovany systém
ttidéni embryi P. picta japonskou skupinou (Noro et al., 2009).Tato embrya byla
inkubovana pii 28°C v suchém klimaboxu. DalSich 40 embryi bylo pouzito pro detekci
exprese morfogenti a imunohistochemickou detekci apoptozy, bunécné proliferace,
kolagenu I a II a fibronektinu, proteinii typickych pro extacelularni matrix sav¢iho
hvézdicovitého retikula (Thesleff et al., 1981; Webb et al., 1998). Embrya byla
usmrcena anestetikem MS222 a nésledné fixovana ve 4% PFA nebo v kyselém alkoholu
pfes noc. Pouziti mladi a dospéli jedinci, kteti byli fixovani v 70% EtOH, uhynuli
pfirozené a pochdzeli ze sbirek pracovni skupiny Dr. LukdSe Kratochvila (Katedra

ekologie, Piirodovédecka fakulta UK).
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4.1.2. Chamaeleo calyptratus

Pro vyzkum vyvoje dentice chameleona jemenského (Ch. calyptratus) jsme
pouzili 27 embryi pro histologickd barveni, imunohistochemickou detekci apoptdzy,
bunécné proliferace, cytokeratind a detekci exprese Shh. Pi urCovani stadii jsme pouzili
publikovanou tabuli normélniho vyvoje chameleona Chamaeleo lateralis (Blanc, 1974).
V priibéhu odebirani vajec jsme zjistili zna¢né rozdily ve stupni vyvoje u stejné starych
embryi vramci jedné sniSky, ktera byla inkubovéna za stejnych podminek. Starsi
embrya byla Casto na stejném ¢i niz$im stupni vyvoje nez embrya mladsi a naopak.
Chameleony jsme ziskali ze dvou zdroji (CH1 — CH20 ze ZOO Brno a CHAM-ALI -
CHAM-AL7 od firmy Tortuga s.r.o.. Oba chovatel¢ inkubovali vejce v odliSnych
podminkach, coz se také odrazilo na odlisném stupni vyvoji ve stejny ¢as od nakladeni
vajec. Vzhledem k nedostatkiim pouzité publikované vyvojové tabule (Blanc, 1974)
jsme doplikové pouzili pro kategorizaci urCeni stddii hmotnost embryi. Pro ptehled
piikladam tabulku s hmotnosti embryi a urCenim jejich stadiality, kterou jsme pak
pouzili pfi popisu vyvoje dentice chameleona. Pouzitd embrya byla fixovana pifes noc
v 4% pfa. Doplitkové pro zobrazeni charakteru dentice a vyvoje jejiho uspotfadani jsme
pouzili jednoho mladého jedince a jednoho dospélého jedince, ktefi pfirozené zemfeli
a byli darem of Jana a Mat¢je Bostikovych. Tato embrya byla zamrazena a teprve

pozdéji pred pouzitim fixovana v 70% etanolu.

stadium
Pofr.c¢islo Stari v tydnech vahavg

(Blanc, 1974)
CH1 5 0,1197 34
CH2 6 0,1083 35
CH3 7 0,2238 37
CH4 8 0,2515 39
CHS 9 0,2628 40
CH6 10 0,1934 40
CH7 11 0,2401 40
CH8 12 0,4161 41
CHO 13 0,4245 41
CH 10 14 0,4928 41
CH 11 15 0,6626 41
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CH 12 16 0,7530 42
CH 13 17 0,7563 42
CH 14 18 0,8234 42
CH 15 19 0,7309 42
CH 16 20 0,6418 43
CH 17 21 0,8008 43
CH 18 22 0,8433 43
CH 19 23 0,7079 43
CH 20 24 1,0004 44
CHAM-ALI1 15 0,196 32
CHAM-AL2 15 0,198 32
CHAM-ALS3 16 0,235 37
CHAM-AL4 20 0,370 40
CHAM-ALS 16 0,500 41
CHAM-ALG6 24 0,720 43
CHAM-AL7 26 1,300 44

4.1.3. Anolis barahoae a chamaeleolisové

Pro studium charakteristik dentice anolist druhG A. barahoae, Ch. porcus,
Ch. barbatus, Ch. chamaeleonides a Ch. guamuhaya jsme pouzili uhynulé jedince tésné
pred vylihnutim s prvni funkéni generaci zubli a uhynulé dospélé jedince. Od kazdého
druhu jsme pouzili jedno embryo a jednoho dospé€lého jedince, ktefi byli dlouhodobé
fixovani v 70% etanolu a byli soucasti sbireck Mgr. Veroniky Holanové (katedra
zoologie, Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy). Pro vyzkum vyvoje zubnich
hrbolkli se nam také podafilo ziskat dvé embrya Ch. porcus, kterd byla stard 30 dni
a byla tedy v polovin¢€ svého vyvoje. Tato embrya byla usmrcena anestetikem MS222

a fixovana ptes noc ve 4% PFA.

4.1.4. Varanus indicus a V. niloticus

Druh varana V. indicus jsme pouzili pro vytvoreni tabulky normalniho vyvoje
a nasledného popisu vyvoje jeho dentice. Pouzili jsme dvé snlsky dohromady se
14 vajicky. Ta nam byla poskytnuty Petrem Velenskym (Prazska zoologické zahrada).
Vajicka byla inkubovéna pii 28°C a vlhkosti vzduchu 70%. Za téchto podminek trva
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inkubace vajec tohoto druhu kolem 180 dni (Velensky, osobni sdé€leni). Prvni Embryo
bylo odebrano 2. den po nakladeni vajec a posledni 161. den po nakladeni. Mladsi
embrya byla usmrcena anestetikem MS222, star§i embrya chladem pii 4°C. Nasledné
byla embrya 2 dny fixovana ve 4% PFA. Fixovand embrya s mineralizovanou tkani
byla dekalcifikovana ve 4% EDTA pii 4°C. Nedekacifikovand embrya po fixaci
a dekalcifikovana embrya byla ptevedena do 70% etahnolu.

4.1.5. Cryptelytrops albolabris

Pro vyzkum vyvoje jedovych zubil a uvniti uzavieného kanalku jsme pouzili Sest
jedincti chiestySovce Cryptelytrops albolabris mésic starych. Mlad’ata jsme
anestetizovali chladem a usmrtili dekapitaci. Jedinci pochédzeli od soukromého

chovatele. Po usmrceni jsme chiestySovce fixovali pies noc ve 4% PFA.

4.2. Micro CT a faxitron X-ray zobrazovaci metody

Pro 3D zobrazeni tubuldrni struktury jedovych zubl a dentice chameleona
a gekona jsme pouzili microCT (Department of Craniofacial Development, Kings
College London) zobrazovaci techniku and rentgenové zafizeni faxitron X-ray
(Department of Craniofacial Development, Kings College London). Faxitron jsme také
pouzili u nékterych embryi pro zjisténi stupné osifikace in ovo a pro zjisténi konce
dekalcifika¢niho procesu u nékterych starSich embryi chameleonl, gekonti a mladat

chiestySovci.

4.3. Rastrovaci elektronova mikroskopie

Celisti mladych a dospélych jedinct P. picta, embryi studovanych druhii anolist,
mladého jedince V. indicus a V. niloticus byly po vyprani fixativ ve vodé ocistény
od mekkych tkani napifed mechanicky a nésledné chemicky Savem. OCisténé celisti
se zuby jsme ususili v suSarné a prevedli kvili kompletni dehydrataci pies 100% etanol
do acetonu. Po odpafeni acetonu zcelisti a zubli v susarné jsme celisti nalepili
na hlinikovou ¢i médénou podlozku, pozlatili a pozorovali je pod rastrovacim

elektronovym mikroskopem JEOL SEM 6380 LV.

4.4. Histologicka analyza
Hlavy starSich embryi a mlad’at ur¢enych ke krajeni na polotenké fezy byly

dekalcifikovany v 5% EDTA v 10% formalinu po dobu n¢kolika tydni pii 4°C. Embrya
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pied vylihnutim ¢1 mladi jedinci byli vzhledem k vysokému stupni mineralizace kosti
a zubl dekalcifikovani pifi pokojové teploté, popiipadé pii teplot€¢ 40°C. Konec
dekalcifikace jsme odhadovali na zdkladé mechanické zkousky tvrdosti prvnich obratld,
nebo jak jiz bylo vySe zminéno rentgenovym zaficenim faxitronem. Dekalcifikovani
jedinci a mladsi nedekalcifikovana embrya byla po fixaci v 4% PFA a po dekalcifikaci
pfevedena do PBS, kde se fixativum nechalo vyprat z tkani. Ty pak byly odvodnény
vfad€¢ etanolu se vzrlstajici percentualitou (30% - 100%) a nésledné pievedeny
do xylenu, nebo alternativné do biologickych ptipravkll jako jsou Histoclear (National
Diagnostics) ¢i Histochoice (Sigma Aldrich). Z téchto médii byly vzorky pfevedeny do
tfi lazni parafinu Paraplast plus (Sigma Aldrich) a nasledné¢ do néj zality. BloCky byly
krajeny frontaln& nebo sagitilné na rotaénim mikrotomu. Sitka fezi se pohybovala
od 6 um do 12 pum, dle stupné vyvinu tvrdych tkani. Rezy byly barveny trichromem
(hematoxylin, eosin a alcianova modf, nebo hematoxylin, alcidnova modr a ¢ervei Sirrius
red). U chameleonti bylo vynechano barveni alcidnovou modii. Zde uvadim nami
nejcastéji pouzivany protokol trichromového barveni hematoxylinem, eosinem

a alcianovou modii:

Piiprava barviv:

1. Mayeriiv hematoxylin 2. roztok eosinu
1000 ml H,O dest 0,5 g eosinu
1 g hematoxylinu 100 ml H,O dest

50 g kamence draselného

0,2 g jodi¢nanu draselného

50 g chloralhydratu

3. roztok alcianové modri

1 g kyseliny citronové v 1000 ml 3% vodného roztoku ledové kyseliny octové

10 g alcianové modii 8 GX

Protokol:

1. Odparafinovat fezy xylenem, nebo Histoclearem ¢i Histochoicem — 2 X 10 min
2.96% EtOH — 2 X 10 min

3. Vyprat v tekouci vodé a posléze nechat skla okapat

4. Obarvit roztokem hematoxylinu — 3,5 min

5. Vyprat v tekouci vodé a nechat skla okapat
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6. Obarvit roztokem alcianové modii — 10 min

7. Vyprat v tekouci vod¢ a nechat skla okapat

8. Kyvetu s fezy vlozit do 2% vodného roztoku NaHCO; — 40s

9. Vyprat v tekouci vod¢ a nechat okapat

10. Barveni roztokem eosinu — 2,5 min

11. Vyprat v tekouci vod¢ a nechat fadné okapat

12. 96% EtOH — 2 X 0,5 min a pak nechat okapat a lehce osusit na filtraénim papiru
13. Karboxylen (nasyceny roztok fenolu v xylenu) — 5 min

14. Nechat okapat a lehce osusit na filtra¢nim papiru

15. Pievést do xylenu — 3 X 5 min

16. Zamontovat fezy do DPX mountant for histology (Sigma Aldrich).

Pro zobrazeni vyvoje zubniho vzoru u P. picta a Ch. calyptratus jsme po fixaci
vypreparovali zubni liSty se zubnimi zarodky a obarvili jsme mineralizujici zuby
alizarinem red S. U mladSich embryi a embryi, kde dochazelo jiz k tvorbé ankylozy jsme
vzhledem k problematické preparaci zubni liSty obarvili alizarinem celé celisti. Pouzili
jsme upraveny protokol barveni podle Wassersuga (1976):

1. Celé celisti, nebo vypreparované zubni listy byly po fixaci 4% PFA vyprany ve vodé.
Doba prani se pohybovala od 2 hodin po 12 hodin.

2. Vypranou tkan jsme vlozili do 0,5% KOH a ptidali jsme n€kolik kapek 0,1% alizarinu
Red S na 100 ml roztoku KOH. V tomto roztoku jsme macerovali tkan jeden den.

3. Po obarveni kalcifikovanych tkéni jsme projasnovali tkan v zestupné koncentracni fadé
roztoku glycerolu (25%, 50%, 75% a 100%). V kazdé koncentraci glycerolu jsme nechali
tkan zhruba jeden den, v pifipad¢ vypreparovanych zubnich list jen nékolik hodin.

Projasnénou tkan jsme skladovali v ¢istém 100% glycerolu.

4.5. In situ hybridizace

Pouzili jsme neradioaktivni in situ hybridizaci. UTP bylo barveno
digoxigeninem. V prubéhu in situ hybridizace byla pouzita sonda Shh specificka pro
krajtu Python sebae, u které bylo prokazano, ze hybridizuje i s Shh jinych druhl hada
(Buchtova et al., 2008). Plazmid byl linearizovan enzymem Hind III a pfepsan do RNA
transkripénim enzymem T7. Rezy tkani byly natraveny proteinasou K o koncentraci
10 mg/ml po dobu 15 min. Hybridizace probihala pii 60° C. Nize uvadim pouzity
protokol od ptipravy sondy po vlastni hybridizaci:
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Piiprava hybridiza¢ni sondy

Pro ptipravu sondy jsme pouzily vektor nesouci templat pro Shh (vektor pCRII-TOPO-

pShh (Medial) nesouci pShh Medial Fragment). Postup byl nésledujici:

1. LINEARIZACE VEKTORU (DNA) NESOUCIHO TEMPLAT Shi RESTRIKCNIM

ENZYMEM

DNA (vektor s fragmentem pShh) 15 ul (=15 pg)
Stithaci Enzym Hind III 3ul

,Buffer X 10 3ul

H,O bez nukleaz 9 ul

Celkoveé 30 pul

Kone¢na koncentrace stiihaciho enzymu je vzdy mensi nez 12%.
Vse se promichd v michacce a kratce na par sekund se zkumavka centrifuguje aby

se dostal roztok z jeji stény. Smés se 2 hodiny inkubuje pii 37° C.

2. ZKOUSKA JESTLI BYL VEKTOR SPRAVNE ROZSTRIHAN
Vezme se 3 pl z inkubovaného roztoku z kroku jedna a ptida se 5 pl loading Dye.

Vznikla smé&s se d& na gel a podrobi zkousce elekotroforézou.

3. PREPIS FRAGMENTU DO RNA A JEJICH OBARVENI

Polymeraza T7 1 pl
rozstfthnutd DNA (smés z kroku 1) 1l
,,.Buffer X5 4 ul
DTT 4 ul
»DIGOXIGENINE mix RNA* 1 ul
RNAsin (RNAse inhibitor) 7 ul

celkem 20 pl

VSe se promicha a 1 hodinu inkubuje pii 37° C. Po hodin¢ se ptida dalsi 1 pl
polymerazy T7 a inkubuje se dalsi hodinu pii 37° C.
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4. ZKOUSKA PRITOMNOSTI USEKU RNA

Smés z kroku 3 1 pl
H,0 bez RNAz 4 ul
,Loading Dye* 2ul

celkem 7 pl

Cely objem se da na gel a podrobi se testu elektroforézou.

5. ZNICENI PRITOMNE LINEARIZOVANE DNA
Ke zbylému roztoku z kroku 3 se piida 1ul DNAzy a smés se inkubuje 20 min pii 37 °C.

6. PRECIPITACE (VYCISTENI SONDY)

Ke smési z kroku 5 ptidame

depc H,O 100 pl
4M LiCl 10 pl
Absolutni EtOH 300 pul

Smés se promicha a necha 1 hodinu v -80° C ¢i pies noc v -20° C. Nasledné se pfi
13000 otackach 20 min centrifuguje. Po centrifugaci se tekutina vylije ze zkumavky.
Na sténé by mél zlstat sediment (pelet) tvoreny RNA.

K sedimentu se pfidad 200-300 pl 70% EtOH namichaného z absolutniho EtOH a depc
H,0. Smés se opét da na jednu hodinu do -80° C ¢i pres noc do -20° C. Poté se
zkumavka zcentrifuguje pti 13000 otackach po dobu 5 minut a tekutina se opét vylije.
Zbytek tekutiny po vyliti se odsaje pipetou. Zkumavku nechame na 5-10 min otevienou.
Pelet se tim osu$i. SuSeni probyhd pii pokojové teploté¢ a pelet nesmi pieschnout.
Nakonec se prida k peletu 50 ul depc H,O a pelet se necha na ledu rozpustit. Sonda je

timto vycCisSténa a pripravena k pouziti. Skladuje se v -20° C.

Neradioaktivni in situ hybridizace na parafinovych rezech s pouzitim

digoxigeninem barvenych sond podel T Mitsiadise
A) PRIPRAVA VZORKU PRED VLASTNI HYBRIDIZACI

Teplota skel s fezy se nechd stabilizovat pii pokojové teploté, pokud byly pouzity skla

ulozena v chladni¢ce ¢i mrazaku. Pro vSechny kroky se pouziva H,O oSetiena DEPC.
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Cela procediira trva 3 dny.

1. Odparafinovani a rehydratace

Histoclear 2 X 10 min
100% EtOH 2 X 3 min
95% EtOH 1 X 3 min
90% EtOH 1 X 3 min
80% EtOH 1 X 3 min
70% EtOH 1 X 3 min
50% EtOH 1 X 3 min
2. Oplachnuti v 1% PBS 5 min

3. Proteindza K 10 — 15 min
(koncentrace 10 — 20 pg/ml v TE pufru)

4. Oplachnout v 1% PBS 5 min

5. Fixace po natraveni Cerstvé piipraveném 4% PFA 20 min

6. Oplachnout v depc H,O

7. Oplachnout v 1% PBS 5 min

B) HYBRIDIZACE

1. Ptiprava hybridiza¢ni smési

Formamid 25ml 100%

EDTA 0,5ml 0,5M pH 8,0
kvasnicovda RNA 0,05ml zasobni 50 mg/ml
SSC 3,2ml 20% roztok s pH 4,5
Tween 20 1,00ml 10% zasobni roztok
Heparin 1,25mg

depc H,O doplnit do 50 ml

Tato hybridizacni smés se skladuje pfi teploté -20° C a pfi delsim skladovani pii -70° C.
2. Rozpusténi sondy v hybridizacni smési (zacind se s 2 pl sondy v 1ml hybridiza¢ni
smesi). Dobfe se v§e promicha a denaturuje pii 70° C po dobu 10 min. Po denaturaci se
sonda v hybridizacni smési dobie promiché a d4 na na led.

3. Hybridiza¢ni smés bez sondy se nakape na skla s fezy (250 pl na 1 sklo) a vzorek

se preinkubuje pii teploté hybridizace (60° C).
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4. Ptida se sonda v hybridiza¢ni smési v mnozstvi 100 ul na jedno sklo, které se prikryje

krycim sklickem. Pod krycim sklickem se nesmi vyskytovat bubliny. Hybridizace
probiha pti 60° C ve vlhké komirce (je vystlana vlhkym papirem namocenym v 50%

formamidu v 1% PBS) v hybridiza¢ni peci ptes noc.

C) POSTHYBRIDIZACNI PROMIVAN]
1. Roztoky 1 a 2 se ptedehfte;ji pfi teploté 65° C
2. Opatrné se odstrani kryci sklicka

3. Vzorky se daji do oplachovaciho roztoku 1 1 X 30 min pfi 65° C
(2% SSC, 50% foramid, 0,1% Tween 20)

4. Oplachovaci roztok 2 ( 1% SSC) 2 X 30 min pii 65° C

5. Oplachnout v 1% MABT 3 X 30 min pii pokojové
teploté

6. Vzorky se inkubuji 1-2 hod v 10% teplem inaktivovaném kozim séru v MABT (2%
blokovaci ragencie mize byt také pouzita)

7. Preadsorbuje se anti-DIG AP protilatka (Fab fragment, Boehringer cat: 1093274)

v MABT s 10% kozim sérem po dobu 1-2 hod pii pokojové teploté. Koncentrace
protilatky je 1 ul/ml

8. Na fezy se prida preadsorbovana protildtka v mnozstvi 100 pl na jedno sklo a necha

se inkubovat 1-3 hod pfi pokojové teploté nebo ptes noc pii 4° C.

D) OPLACHOVANI A BARVENI
1. Vzorky se oplachnou v MABT 3-4 X 30 min pii pokojové teploté
2. Barvici pufr 2 X 10 min pti pokojové teploté
Slozeni pufru: SM NaCl — 0,5 ml
IM MgCl; - 1,25 ml
IM Tris-HCl pH 9,5 — 2,5 ml
Tween 20 — 0,025 ml
Levamisole 31 mg
depc H,O — doplnit do 25 ml
3. Barvici roztok:
Slozeni: 4,5 ul NBT + 3,5 pl BCIP na 1-2 ml barviciho pufru
Dejte barvici roztok na fezy a inkubujte ve tmé. Pravideln¢ kontrolujte. Jakmile

se objevi modrofialova barva,ukoncete reakci v BPT.
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4. Dehydratujte vzorky skrz vzestupnou koncentraéni fadu ethanolu a obarvéte pozadi
eosinem.

5. Preparaty zamontujte do ,,DPX mountant for histology*.

4.6. Imunohistochemicka detekce apoptozy - TUNEL

Pro detekci apoptozy byl pouzit ,,ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit*“ (Chemicon) s konverzi pouzitim kitu ,,vectastain DAB substrate kit*
(Vectalabs). V reakci se barvi apoptoticka téliska skrze modifikaci DNA fragmentt
utilizujicich termindlni deoxynucleotidyl transferazu (TdT). Reagencie barvi volné 3'OH
DNA konce chemicky oznacenymi a neoznacenymi nukleotidy. Nukleotidy obsazené v
reakénim pufru jsou enzymaticky ptfidiny do DNA prostfednictvim termindlni
deoxynucleotidyl transferazy (TdT). TdT katalyzuje na templatu nezéavislé ptidani
nukleotid trifosfati k 3'-OH koncim dvojvlaknové ¢i  jednovldknové DNA.
Inkorporované ukleotidy tvoii oligomer slozeny 2z nukleotidi konjugovanych
s digoxigeninem a z nukleotidi neoznacenych v ndhodné sekvenci. Na DNA fragmenty,
které byly oznacené konjugdtem digoxigenin — nukleotid, se vaZe anti-digoxigenin

peroxidazova protilatka. V tomto kitu je pouzita ov¢i polyklonalni protilatka.

Protokol:
1. Odparafinovani a rehydratace — viz vyse.
. Oplachnout v H,O
. Natraveni bunécnych membran proteindzou K

. Oplachnout fezy 2 X v PBT — 2 minuty kazdy

2
3
4
5. Blokovani aktivity endogennich peroxidaz: Inkubujte v 3% H,0O, v PBS — 10 min
6. Oplachnout 3 X 2 min v PBT

7. Preinkubace: inkubujte fezy ve vyrovnavacim pufru — 5 — 10 min

8. TdT reakce: incubujte fezy v TdT Enzymu (smés 100 pl reakéniho pufru a 30 pl
TdT enzymu) — 1h pti 37° C ve vlhké komiirce

9. Stop reakce: oplachnéte fezy ve Working Strength Stop/promivacim pufru - 10 min
10. Opléchnout v PBT — 3 X 2 min.

11. Detekce: inkubujte fezy s konjugatem anti-digoxigeninu (peroxidaza) — 30 min pfi
pokojové teploté

12. Oplachnout v PBT — 3 X 2 min

37



13. DAB reakce (pouzili jsem ,,DAB reaction kit”) — do 2,5 ml destilované¢ H,O
pfidame 1 kapku pufr a zamichdme, 2 kapky DAB, zamichame, 1 kapku H,O,,
zamichame a 1 kapku ,,Nickel solution” (pro ziskéni c¢erné barvy). Na kazdé sklo
dat 0,5 ml barviciho roztoku a nechat inkubovat ve tmé az do vyvinuti signélu.

14. Oplachnout v tekouci vodé

15. Dehydratovat a zvyraznit pozadi tkani eosinem

16. Montovat do ,,DPX mountant for histology”

V pribéhu nasSeho vyzkumu byla rozeznatelna kulovitd apoptoticka téliska
také na histologickych preparatech barvenych trichromem (hematoxylin, eosin

a alcidanova modr).

4.7. Imunohistochemicka detekce bunécné proliferace PCNA

Pro detekci bunécné proliferace byl pouzit ,,Zymed PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) detection kit (Invitrogen). PCNA je proliferacni bunéCny jaderny
antigen, dfive popsany jako cyklin, ktery se nachazi v jadfe, kde hraje roli v iniciaci

bunécné proliferace. PCNA je detekovatelna v S, G2 a M fazi bunécného cyklu.

Protokol:

Pouzili jsme modifikovany protokol uvadény vyrobcem.

1. Deparafinovani a rehydratace skrze sestupnou percentudlni fadu ethanolu

3. Oplachnout v PBS

4. Proteinaza K v PBS o koncentraci 20 pg/ml — 15 — 20 min

5. Blokovat v 3% H,O, v PBS — 5 — 10 min

6. K odhaleni antigen jsme pouzili 0,01M kyselinu citronovou s pH 6. Roztok
kyseliny citronové jsme zahtali 5 min v mikroviné troubé a pak do roztoku vlozili
kyvetu s fezy a zahtivali jsme ji dalSich 5 min. Poté jsme nechali roztok s fezy 15 min
chladnout.

7. Oplachnout v PBS

8. Inkubovat v 0,05% trypsinu v PBS — 2 min

9. Dat do 0,1% Tritonu v PBS — 10 min

10. Dat do 50 mM NH4Cl

11. Oplachnout v PBS
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12. Dat na sklo 2 kapky blokovaciho roztoku (reagent 1) — 10 min pii pokojové
teploté

13. Pridat 2 kapky biotinylované mysi anti PCNA primarni protilatky (reagent 2) —
inkubovat 60 min pfi pokojové teploté

14. Oplachnout v PBS — 3 X 2 min

15. Pridat 2 kapky Streptavidin peroxidazy (reagent 3) — 10 min pii pokojové teploté
16. Oplachnout v PBS — 3 X 2 min

17. Ptipravit Vector DAB barvici roztok (5 ml H»O, 2 kapky pufru, 4 kapky DAB
roztoku, 2 kapky H,O,, 2 kapky ,,Nickel solution”). V jednotlivych krocich ptipravy
barviciho roztoku vse dobfe promichat. Na kazdé sklo se piida 500 pl barviciho
roztoku.

18. Inkubovat ve tmé dokud se neobjevi tmavy signal.

19. Reakce se zastavi v PBS.

20. Obarvené vzorky se dehydruji v fad¢ etanolu a tkadiiové pozadi se obarvi eosinem.

21. Zamontovat do ,,DPX mountant for histology”.

4.8. Imunohistochemicka detekce kolagenu I a fibronektinu

Pro detekci kolagenu 1 jsme pouzili monoklonalni protildtku M-38
(Hybridomabank) konstruovanou pro detekci protokolagenu I. Jako darcovské zvife pii
vyrobé protilatky uvadi vyrobce mys. Pro pouziti této protilatky bylo nutné fixovat tkané
v kyselém alkoholu. Pro detekci kolagenu II jsme pouzili monoklonalni protilatku
II-116B3 (Hybridomabank). Jako déarcovské zvife vyrobce uvadi mys. Pro fixaci tkané
bylo pouzito 4% PFA. Fibronektin jsme detekovali za pouziti protilatky VAI13
(Hybridomabank). Jako darcovské zvife pii vyrobé protilatky uvadi vyrobce mys.

Pro fixaci tkdn¢€ bylo pouzito 4% PFA.

Protokol:

1. Odparafinovani a rehydratace: z 50% EtOH pievést do PBS

2. PBS 2 X 5 min

3. Zablokovat endogenni peroxidazy v PBS + 0.9% H,O, (3ml 30% H,O; ve 100 ml
PBS) - 20 min

4. Odkryti antigenli v citratovém pufru (10mM citratu sodného; 0.05% Tween20; pH6.
Zahtivat v mikroviné troubé na plny vykon, nez se citrat zane vafit, pak na stfedni

vykon po 9 min. 10min vodni lazen v 97
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5. Nechat zchladit skla — 20 min

6.3 X PBS - 5 min

7. Obkreslit okraj skla voskovaci tuzkou PapPen

8. Blokovat v 10% BSA v PBS — 1 hod (mtize byt delsi doba)

9. Dat skla do vlhké komurky a ptfidat primarni protilatku (protilatka 1:50 v BSA) - 200
— 300 pl nafedédéné primarni protilatky na 1 sklo. Nechat ptes noc pii 4° C

10. Oplachnout 3 X v PBS - 5 min

11. Pridat sekundarni protilatku (Goat anti-mouse biotinylated, Dako), fedéni 1:200
v 1% BSA, nechat 1 hod pti pokojové teploté

12. Oplachnout 3 X v PBS - 5 min

13. Ptipravit ,,ABC Elite Vectastain“ v prib¢hu inkubace tkané se sekundarni protilatkou
(nejméné 30 min pied upotiebenim) — do Sml PBT pfidat jednu kapku reagencie A
a jednu kapku reagencie B

14. ,,ABC Elite* - 30 mins pfi pokojové teploté

15.3 X PBS 5 mins

16. DAB reakce (pouzili jsem ,,DAB reaction kit*) — do 2,5 ml destilované H,O ptidame
1 kapku pufr a zamichame, 2 kapky DAB, zamichame, 1 kapku H,O,, zamichdme
a 1 kapku niklového roztoku (pro ziskdni cerné barvy). Na kazdé sklo dat 0,5 ml
barviciho roztoku a nechat inkubovat ve tmé az do vyvinuti signalu.

17. Po objeveni signalu stopnout reakci v PBS.

18. Obarvené vzorky se dehydrovat v fad¢ etanolu a obarvit tkdnové pozadi eosinem.

19. Vzorky zamontovat do ,,DPX mountant for histology*.

4.9. Imunohistochemicka detekce cytokeratini

Pro detekci cytokeratinu jsme pouzili mySi monoklondlni protilatku
anti pan Cytokeratin [PCK-26] (ab6401) detekujici cytokeratin 5, 6 a 8. Pro fixaci tkan¢
bylo pouzito 4% PFA.
Protokol:
1. Odparafinovani a rehydratace: z 50% EtOH pievést do PBS
2.PBS 2 X 5 min
3. Zablokovat endogenni peroxidazy v PBS + 0.9% H,0, (3ml 30% H,0O, ve 100 ml PBS)
- 20 min
4. Odkryti antigenti v citratovém pufru (10mM citratu sodného; 0.05% Tween20; pH6.

Zahtivat v 1azni 97° C po 10min
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5. Nechat zchladit skla — 20 min

6.3 X PBS - 5 min

7. Obkreslit okraj skla voskovaci tuzkou PapPen

8. Blokovat v 10% BSA v PBS — 1 hod (mtize byt delsi doba)

9. Dat skla do vlhké komurky a pfidat primarni protilatku (1/1000 dilution v BSA) - 200
—300 pl nafedédéné primarni protilatky na 1 sklo. Nechat pfes noc pii 4° C

10. Oplachnout 3 X v PBS - 5 min

11. Pridat sekundérni protilatku (,,ABC kit*), inkubovat 1 hod pii pokojové teploté

12. Opléchnout 3 X v PBS - 5 min

13. Piipravit ,,ABC Vectastain®“ v prubéhu inkubace tkané se sekundarni protilatkou
(nejméné 30 min pted upotfebenim) — do 5Sml PBT pfidat jednu kapku reagencie A
a jednu kapku reagencie B

14. ABC - 30 mins pfi pokojové teploté

15. 3 X PBS 5 mins

16. DAB reakce (pouzili jsem ,,DAB reaction kit*) — do 2,5 ml destilované H,O ptidame
1 kapku pufr a zamichame, 2 kapky DAB, zamichame, 1 kapku H,O,, zamichdme
a 1 kapku niklového roztoku (pro ziskani cerné barvy). Na kazdé sklo dat 0,5 ml
barviciho roztoku a nechat inkubovat ve tm¢ az do vyvinuti signalu.

17. Po objeveni signalu stopnout reakci v PBS.

18. Obarvené vzorky se dehydrovat v fad¢ etanolu a obarvit tkdnové pozadi eosinem.

19. Vzorky zamontovat do ,,DPX mountant for histology*.

4.10. Pouzivana terminologie

V této préci se obecné pridrzuji terminologie konvencné pouzivané. Pfi popisu
umisténi zubt v Celistech pouzivdm v terminech smér mesidlni (anteriorni) a distalni
(posteriorni). Vzhledem k tomu, Ze Celisti tvoii oblouk, vyhybam se terminiim anteriorni
a posteriorni. Dalsi terminy zde uzivané a popisujici sméry jsou labidlni a lingudlni, které
jsou pouzivany v odontologii pro vSechny obratlovce kromé savct, kde se pouziva misto
terminu labidlni bukalni (Edmund, 1961). V ramci vyvoje zubniho zarodku pouzivam
terminy proximalni pro ¢ast zubniho zarodku, ktera je blize zubni listé¢ a distalni pro ¢ast
zarodku, kterd je vzdalené€jsi od zubni listy, tedy pro ¢ést oblasti cervikalni klicky, nebo
u starSich zadrodkd Hertwigovy pochvy (HERS). Termin distalni pouzivam také pii popisu
boc¢nich hrbolkli u anolise, chamaeleolisii, chameleond a varanti. Termin proximalni

a distalni pouzivam také pii popisu bun€k vnitiniho sklovinného epitelu (IDE)
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a odontoblast. V tomto pfipadé¢ pouzivam termin proximalni pro ¢ast bunck, ktera je
blize bazalni lamin€ tvofici rozhrani mezi IDE a mezenchymem zubni papily.

Pfi popisu zubu pouzivdm termin zubni korunka a zubni baze. N¢ktefi autofi
pouzivaji u plazli terminu kofen misto zubni baze. Payer (1968) zdlraznuje, Ze uzivani
terminu koten pro plazy je nespravné, vzhledem k jeho odlisné morfologii. Kotfen savct
je uzky a uzavira v sob¢€ kanalek, zatimco zubni baze plazi je Siroka a zubni papila nema

v prostoru zubni baze charakter kanalku.
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5. VYSLEDKY

5.1. Vyvoj zubti u modelového druhu plaza: zuby nulté a funkénich generaci
u P. picta

Pro tuto zadkladni popisnou studii bylo pouzito 70 embryi v rlznych stadiich
vyvoje od 14. dne po nakladeni po 60. den, tedy dobu lihnuti. Nejvétsi pocet embryi bylo
pouzito ze stiedni doby inkubace. Vzhledem k rychlému néstupu iniciace vzniku zubni
listy se nepodafilo zachytit pocateni stddium vzniku této struktury. Méné informaci
mame také z obdobi tésné¢ pred vylihnutim. V této dob€ jsou jiz pln€¢ mineralizovany
kosti a zuby jsou jiz v ankyloze. Embrya se tak musi pfed histologickym zpracovanim az
po dlouhou dobu dekalcifikovat (doba dekalcifikace zavisi na procentualité
dekalcifika¢niho roztoku a teploté, pii které dekalcifikace probihd). Pro urceni stadii jsme
méli zprvu vytvoten svij kli¢, nicméné v pribehu studia byla publikovana tabulka
normalniho vyvoje tohoto druhu (Noro et al., 2009). Tito autofi vyuZzivaji systém tfidéni
zalozeny na cislovani podle dnli inkubace. Z vlastniho pozorovéani tento systém neni
pfesny, doba inkubace vykazuje urcitou variabilitu, embrya po nakladeni vajec mohou
byt ve stadiu stadiu neuruly az farynguly. Tento rozdil se pak odrazel i v dal§im vyvoji.
Pouzivali jsme tedy publikovany systém dni, ale ve skuteCnosti jsme se fidili spise
vyvoje télnich struktur a ne poctem dnii inkubace. Pro popis tvaru zubl v dentici jsme
pouzili dva cerstvé vylihnuté jedince a jednoho dospélého gekona. Byly aplikovany
standardni histologické postupy vcetné¢ barveni histologickych fezi trichromem
(haematoxylin, eosin a alcidnovd modf). Pro detekci ptritomnosti skloviny u zubl nulté
generace se osvédCila metoda trichromu bez pouziti dekalcifikace. Pouziti toluidinové
modii k detekci sklovinné matrix u zubl nulté generace se ukézalo jako nevhodné,
vzhledem k tenké vrstvé matrix nebyla vizualné postfehnutelna. Pro poznani dynamiky
zakladani zubii v rdmci dentice jsme barvili alizarinem celé Celisti ¢i vypreparované
zubni listy s kalcifikujicimi zubnimi zarodky. Alternativné byl pro analyzu zubnich tvara
pouzit rastrovaci elektronovy mikroskop. Vysledky jsou shrnuty v praci odeslané
do casopisu Journal of Anatomy. Manuskript s obrazovymi tabulemi, na které je
odkazovano v textu je umistén v prilozené piiloze 1. V textu popisujeme vyvoj vajecnych
zubl, ktery nebyl soucésti obsahu pfiloZeného manuskriptu. Obrazova tabule ¢islo 12
v priloze 1 byla tedy ptipravovana dodate¢n¢. Velikost obrazovych tabuli byla upravena

vzhledem k jinym velikostnim parametrim této dizertace.
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5.1.1. Popis funkéni dentice

PIn¢ vyvinutd dentice P.picta se skladd z podobnych konickych az cylindro-
konickych zubli s dvéma malymi hrbolky na Spi¢ce zubni korunky. Tato dentice je tedy
homodontni (obr. 1A). Nizké hrbolky, jejichz $picky jsou vyklonéné ponckud lingualné,
jsou umisténé na labidlni a linguélni stran€¢ zubu (obr. 1B,D). Hrbolky jsou oddéleny
Sirokym zldbkem. Mezi Spickou labidlniho hrbolu a zlabkem je patrny nizky sklovinny
hieben, ktery nepokracuje ke Spicce lingudlniho hrbolku. Zubni korunka tvoii pouze
jednu tretinu celkové délky zubu a je kryta vrstvou aprizmatické skloviny, ktera
je nejsilngj$i v oblasti hrbolkd a nejtenc¢i vmist¢ zlabku mezi hrbolky a po stranach
korunky. Strany korunky jsou ornamentovany systémem nizkych vertikdlnich
sklovinovych hiebenti (obr. 1D). V premaxille se vyvijeji dva vaje¢né zuby, které maji
vytvofené misto hrbolkii dva okrouhlé sklovinové hiebeny (obr. 1C). Zubni baze je
tvofena pouze dentinem, ktery je pleurodontné ptipojen k lingualni strané celistni kosti.
Toto spojeni je mineralizované a je tudiz typu ankylézy. Na linguélni strané je v misté

kontaktu zubni baze a kosti patrny mineralizovany hieben (obr. 1E).

5.1.2. Vyvoj usporadani zubi v dentici

Prvni zuby, které vznikaji v pribéhu embryonalniho vyvoje jsou nefunk¢ni zuby
nulté generace. Tyto zuby jsou ve srovnani s funkénimi mensi velikosti a jejich vznik je
v iniciovan v interakci oralniho epitelu a mezenchymu ¢i v interakci zubni listy
a mezenchymu v blizkosti oralniho epitelu. Prvni zub vznikd v mesialni oblasti Celisti
kolem 14. dne inkubace. Druhy zub vznika distdlné¢ k prvnimu. Dalsi zuby se vyviji
mezialné i distdln¢ k prvnimu a druhému zubu. Zuby nulté generace, které se zakladaji
pozdéji jsou vétSinou vétsi, nez zuby zaklddajici se difive v pribéhu embryonalniho
vyvoje. Toto pravidlo je mén¢ patrné u funkcénich zubt, kde je velikostni rozdil mezi
mineralizovanymi zuby maly. Zubni zirodky nové =zakladané se vyvijeji blize
k sousednimu zubu, jehoz vyvoj je nejpokrocilejsi (obr. 2A-D). Na zdklad¢ alizarinem
barvenych preparati jsme zjistili, Ze ve 30. den inkubace jsou pfitomny v celistech
mineralizujici zubni zarodky nulté i prvni funkéni generace (obr. 2A). Funk¢ni zuby se
odliSuji od zubl nulté¢ generace v nékterych aspektech svého vyvoje, ktery probyha
hloubéji v mezenchymu. Z alizarinovych preparati je patrnd vétsi Sitka zubni baze
funkénich mineralizujicich zubii oproti zublim nulté generace (obr. 2A, B). Zuby nulté
generace tvori okolo 13 zubnich pozic v kazdém kvadrantu celisti. Od 35. dne jsme

pozorovali na nékterych pozicich mineralizujici zuby funkéni generace nahrazujici zuby
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nulté¢ generace (obr. 2C). Od 40. dne jsme pozorovali pfitomnost ndhradnich zubnich
zarodl v pozicich kde se nachéazeli jak zuby nulté generace, tak zuby prvni funkéni
generace. Tyto zuby tedy tvofi druhou funkéni generaci (obr. 2D). Na konci
embryonalniho vyvoje je vytvoreno kolem 30 zubnich pozic v jednom kvadrantu celisti
(obr. 2E). Tento pocet je korelovan s velikosti jedince. V postembryondlnim vyvoji pocCet
zubnich pozic narista a v plné dospélosti jsme napocitali 50 zubi v poloviné dolni celisti
(obr. 1A). Tésné pred vylihnutim, okolo 60. dne vyvoje jsme pozorovali prvni zndmky
zubni resorpce. Bylo to u zubt, kde ndhradni vyvijejici se zuby byly situovany v tésné
blizkosti ¢i pozd¢ji pfimo v prostoru zubni baze ptredeslého zubu (obr. 2E). Zuby nulté
generace jsou jednoduché, nejCastéji  konické, jednohrbolkové zuby oproti
dvojhrbolkovym zubiim funkénim (obr. 3A-F). Tvar zubi nulté generace je variabilni
od konickych (obr. 3A), ptfes zuby s ovalnym koncem (obr. 3B), po cylindrické (obr. 3C)
¢i zahnuté (obr. 3E). Z pozorovani je patrné, ze vyvoj zubl v Celistech vykazuje
pravolevou symetrii a ze vyvoj prvnich zubii v horni Celisti pfedbiha vyvoj prvnich zubi

v dolni ¢elisti.

5.1.3. Embryonalni vyvoj zubii nulté generace

Béhem embryonalniho vyvoje se vytvareji zuby nulté generace jako prvni. Vyvoj
prvniho a druhého zubu v Celisti je iniciovan interakci oralniho epitelu a mezenchymu
pted vznikem zubni listy. Tyto zarodky se nachazi v mezialni ¢asti Celisti a tvofi se kolem
14. dne embryonalniho vyvoje (obr. 4A). Prvni zub v dolni ¢elisti je tvofen v dob¢, kdy
jeste neprobiha chondrifikace Mekelovy chrupavky, zatimco druhy zub se zaklada
v dob¢, kdy jiz Mekelova chrupavka chondrifikovat za¢ina. Jak jiZ bylo zminéno vyse,
prvni zuby v horni Celisti se zacinaji vyvijet o trochu dfive nez v Celisti dolni. Prvni
znamkou pocatku vyvoje prvniho a druhého zubu tvorba zubni plakody z oralniho
epitelu, okolo které kondenzuje mesenchym. Tato kondenzace je jen malo zfetelna
(obr. 4A). Prvni zub ve stddiu poharku zietelné vybihd z povrchu oralniho epitelu do
dutiny ustni (obr. 4B). V tomto stiddiu se skovinny orgdn zubniho zarodku sklada
z vnitiniho sklovinného epitelu (IDE) a superficialni vrstvy oralniho epitelu. Mezi témito
vrstvami jsme pozorovali nékolik kulovitych bunék (obr. 4B). V mistech prvniho
a druhého zubniho zirodku probiha linie tvorby zubni liSty, kterd vznikd invaginaci
oralniho epitelu do mezenchymu. Dochazi k tomu v dobé, kdy vyvoj prvniho zubu
pokrocil do stadia zvonku. Zubni lista ma podobu kontinualniho pruhu, ktery se zaklada

v horni celisti z jednoho premaxillarniho segmentu a dvou maxillarnich segmentt
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a v dolni celisti ze dvou mandibuldrnich segmentti. Segmenty pak v pribéhu vyvoje
srustaji. Aktivitou vznikajici zubni liSty dochazi k zanofeni sklovinnych organti prvniho
a druhého zubu hloubéji do mesenchymu. Tyto zubni zarodky od tohoto stadia pak jiz
vice nevybihaji do dutiny ustni (obr. 4C). Ve stadiu zvonku je centralni ¢ast IDE prvniho
zubu v pfimém kontaktu s povrchovou vrstvou oralniho epitelu. Tvar bunek IDE
je kubicky az nizce cylindricky. Typicky polarizované ameloblasty s jddrem na distalnim
polu buiiek, pfitomné u funkénich zubl v oblasti korunky od stadia zvonku, se zne
netvoii. Centralni buiiky IDE ve stadiu zvonku vykazuji nizsi stupeni diferenciace oproti
buinkdm sousednim (obr. 4C). Bunky oralniho epitelu, které jsou v pfimém kontaktu
s centralnimi buiitkami IDE podléhaji apoptoze. Stiedni vrstva sklovinného orgénu
je tvotena kulovitymi buitkami. Ty jsou pfitomny pouze po stranach sklovinného orgénu
(obr. 4C). Distalni cast sklovinného organu tvoii hypoplastickou cervikélni klicku, ktera
je zfetelnéji rozlisitelnd na lingualni strané sklovinného organu (obr. 4C). Bunky zubni
papily sousedici s IDE diferencuji ve stadiu zvonku v odontoblasty (obr. 4C). Ty jsou
vétsi nez zbytek mezenchymatickych bunék zubni papily a jejich tvar je ovélny.
Odontoblasty pozdéji svou sekrecni aktivitou tvoii maly dentinovy zub. U funk¢nich
odontoblastli prvnich zubii nulté generace jsme nepozorovali v dentinu rozvétvené
odontoblastické vybézky, které jsou typické pro odontoblasty tvofici dentinovou cast
zubni korunky hloubéji v mezenchymu vznikajicich zubl nulté generace a zubu
funk¢nich gneraci.

Sklovinny organ druhého zubu nulté generace je spojeny s vyvijejici se zubni
lisStou od stadia poharku. Oproti prvnimu zubu druhy zub svou proximalni casti
neprominuje béhem svého vyvoje z povrchu ordlniho epitelu do dutiny ustni. Sklovinny
organ druhého zubu ma podobny vyvoj od stddia poharku jako o trochu pozdéji
vznikajici dva az tii zuby. Jejich vyvoj za¢ina na bazi labidlni strany zubni listy pobliz
oralniho epitelu (obr. 5A-B). Tyto zuby se vyvijeji zdhy po 14. dni inkubace v mesialni
casti Celisti a to v dobé&, kdy je jiz pfitomna chondrifikace Mekelovy chrupavky. Prvni
znamkou vzniku téchto zubl je podobné jako u prvniho a druhého zubu tvorba zubni
plakody (obr. 5A). Zubni mezenchym opét téméf neznatelné¢ kondenzuje okolo plakod.
Zubni plakoda se rozviji v zubni poharek (obr. SA-B). U prvnich zubii nulté generace
jsme nepozorovali vznik typickych epitelovych pupent, které by prominovaly z oralniho
epitelu ¢i zubni liSty do mezenchymu. V dal$im vyvoji prochézi druhy zubni zarodek
a nasledné vzniklé zubni zarodky stadiem zvonku (obr. 5C). V té¢ dob¢ se v zubni papile

tvofi maly pocCet odontoblasti tvoficich dentin (obr. 5D). U nékterych zubi byl
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pozorovan v zubni papile v pribéhu mineraliza¢niho stddia pouze jeden odontoblast (obr.
SE). Pocet bunék participujicich na tvorbé zubl nulté generace je velmi maly.
Odontoblasty téchto ¢asnych zubt jsou kulovité, nejevi znamky polarizace a z jejich
sekre¢niho Cela vybiha vétsi pocet kratkych odontoblastickych vybézkl. Jeden velky
vybézek, ktery byl charakteristicky pro plné funk¢ni odontoblasty funk¢nich zubi, byly
patrné jen u nejstarSich zubli nulté generace. Zuby nulté generace, jejichz vyvoj zapocal
na bazi zubni liSty tvoii hypoplastické cervikalni klicky. Jejich sklovinné organy vykazuji
nizky stupenl organizace podobné jako prvni a druhy zub. Sklovinné organy téchto
zarodkli se prostorové od zubni listy pfili§ nevyd€luji a zlstavaji tak témer celé jeji
soucasti (obr. 5D). Vnéjsi sklovinny epitel (ODE) je hypoplasticky a zietelné¢ odd€leny
od bun¢k zubni liSty pouze v oblasti cervikalni klicky. Ve zbytku zarodku neni ODE,
vzhledem k jeho zanotfeni do zubni listy, vytvoien, potipad¢ lze fici, ze vnéjsi vrstva
zarodku zaroven tvofi vnéjSi vrstvu zubni liSty. Hranici mezi ektodermem zubniho
zarodku a mezenchymem pak tvofi vnéjsi epitel zubni listy (obr. 5A-D). Ve stadiu
zvonku se buniky IDE téchto zubli prodluzuji. Jejich konecnéd velikost ale nedosahuje
velikosti zralych ameloblastti pfitomnych u funkénich zubt, nedochézi k jejich polarizaci
a tyto zarodky netvoii sklovinu podbné jako prvni dva zuby (obr. 5D). Na rozdil
od prvnich zubli centralni bunky IDE dosahuji podobného stupné diferenciace jako
okolni buiiky IDE. Stfedni vrstva sklovinného organu zde obklopuje témét celou IDE
(obr. 5C-D). Pozdé¢ji, kdyz vznikaly zubni zarodky prvni funkéni generace jsme
pozorovali pfitomnost nékterych mineralizovanych zubii nulté generace ve sklovinnych
organech vyvijejicich se funk¢nich zubl na stejné pozici. Sklovinny orgdn zubu nulté
generace pak byl soucasti sklovinného organu funkéniho zubu. Rozdil ve velikosti mezi
zubem nulté generace a funkénim zubem je patrny z obrazku (obr. SE).

Dalsi set osmi zubti nulté generace se postupné zaklada na rostoucim ¢ele zubni listy
hloubé€ji v mezenchymu. Sklovinné organy jsou zietelné&ji odliSené od zubni liSty (obr.
5F). Vnéjsi sklovinny epitel a cervikalni kli¢ka jsou jasné definovany (obr. S5F). Stfedni
vrstva sklovinného organu je tvofena dvéma vrstvami: vrstvou plochych bunék
sousedicich s IDE, které jsme nepozorovali u superficidlnich zubti, a vrstvou kulovitych
bunék korespondujicich k hvézdicovitému retikulu funkénich zubt. Stiedni vrstva je tedy
vice organizovana ve srovndni se superficialnimi zuby (obr. 5F). Buniky IDE jsou kubické
az cylindrické. Cylindrické buiiky jsou v centru IDE polarizované, s bunéénym jadrem na
distalnim polu bunek. Tyto bunky se tak stavaji pln¢ zralymi ameloblasty (obr. S5F).

U zubl tohoto typu jsme u nedekalcifikovanych, nebo jen malo dekalcifikovanych
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embryi nachdzeli na povrchu dentinového zubu tenkou vrstvu skloviny, na fezech
znacené ¢erné (obr. 5F). Pozd¢ji vzniklé zuby nulté generace mély vytvoreny velmi malé
dentinové zubni baze (obr. SF, 6A, F). V nekterych ptipadech tyto zuby pfirtstaly svou
bazi k maxille. Toto spojeni zubii nulté¢ generace jsme v dolni Celisti nepozorovali,
nicmén¢ vzhledem k pomérné vzacnosti vyskytu ankylozy zubl nulté generace nemusi
byt vyskyt pouze v horni Celisti pravidlem (obr. 6E). Ankyléza téchto zubl byla
pozorovana na ventralnim okraji maxilly. Ve vzacnych pfipadech zub maxilla kompletné
obrostla a zub se tak staval soucasti funkénich celisti (obr. 6E). Bunky sklovinnych
organt nulté generace se ke konci embryonalniho vyvoje zplostuji. To indikuje piipravu

zubu na erupci do dutiny ustni (obr. 6A).

5.1.4. Osud zubi nulté generace

Osud zubl nulté generace je zavisly na své pozici, aktivit¢ zubni listy a blizké
pritomnosti ¢i neptitomnosti funk¢nich zubt v pozdni fazi zubniho vyvoje. Zuby nulté
generace jsou vétSinou v prubéhu svého vyvoje posouvany hloubéji do mezenchymu
rustovou aktivitou zubni liSty. Superficidlni zuby mohou byt kompletné uzavieny
do bunéénych vrstev zubni listy, takZze zubni papila se pak uzavird a nekomunikuje
s mezenchymem. V tomto pfipadé¢ pak zuby mohou byt otaceny do riznych sméra
aktivitou bunék zubni liSty (obr. 6A). Dalsi mozZnosti je Upln€ odvrzeni dentinovych zubi
do mezenchymu, epitel sklovinného organu pak zlstava soucasti zubni liSty (obr. 6B).
Zub muze byt odvrzen bud’ na labialni, nebo na lingualni stranu zubni listy. Mal¢ zaklady
zubli nulté generace, které se nachazeji pfimo nad vyvijejicim se funkénim zubem
jdoucim do erupce jsou casto inkorporovany do proximalni ¢asti sklovinného orgénu
téchto zubl. Tyto zuby nulté generace nakonec vypadnou do dutiny ustni (obr. 6C-D).
Nékteré z téchto superficidlnich zubll neeruptuji, nybrz jsou odstranény odontoklasty
plsobicimi z vné¢j$i strany zubu (obr. 6F). Vzacné zuby, které se pfipojuji k maxille,

zarustaji celé do kosti a stavaji se soucasti funkcnich cCelisti (obr. 6E).

3.1.5. Vyvoj funkénich zubii v priibéhu embryonélniho vyvoje

Vyvoj funkénich zubll je oproti zubiim nulté generace iniciovan hloubéji
v mezenchymu vyvijejicich se Ccelistnich obloukii. Prvni zdrodky vyvijejicich se
funk¢nich zubti byly pozorovany kratce pted 20. dnem embryonalniho vyvoje, tedy méné
nez tyden poté, co jsme pozorovali zakladani prvnich zubl nulté generace. Shluk bun¢k

na labialni strané cela rostouci zubni listy tvoii typické pupeny. Okolo pupent
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kondenzuje mezenchym (obr. 7A-B). Béhem piechodu ze stidia pupenu do stadia
pohérku se diferencuji tfi vrstvy sklovinného organu, IDE, ODE a stfedni vrstvy leZici
mezi IDE a ODE (obr. 7C-D). Prvni pohérky funkcnich zubii byly pozorovany kolem
20.dne inkubace. Pti dal§im piechodu ze stadia poharku do stddia zvonku jsme
nepozorovali vyznamné tvarové zmény zubnich zarodkt. Tomu, Ze se jedna o stadium
zvonku napovidaly znamky diferenciace bunc¢k IDE v ameloblasty a pfilehlych
mezenchymatickych bunék zubni papily v odontoblasty (obr. 8A). Cervikalni kli¢ky
zubnich zarodkl se vyviji asymetricky, lingudlni strana cervikalni klicky je del$i nez
labidlni strana (obr. 8A). Bunky IDE se postupné prodluzuji a dochézi k jejich polarizaci,
tedy k pfesunu jejich jader na distalni pdl bunék (obr. 8A,C). ViIna postupné diferenciace
IDE bunék v ameloblasty se §ifi centrifugdlné z centra IDE smérem k distalni ¢asti
sklovinného orgdnu (obr. 8A). Nejvétsi ameloblasty vznikaji v proximalni ¢asti zdrodku
v oblasti hrbolkii a jejich velikost se zmensSuje smérem distalnim, tedy smérem
k cervikalni klicce (obr. 8F). Diferenciace odontoblasti z mezenchymatickych bunék
zubni papily pfilehlych k IDE se Sifi v Casové a prostorové synchronizaci s vinou
diferenciace ameloblasti. Jakmile odontoblasty a ameloblasty plné dozraji, zac¢nou
vytvaret dentin a skovinu (obr. 8C-F). Mladé odontoblasty na zacatku sekrecni aktivity
maji na svém sekreCnim cCele pocetné kratké odontoblastické vybézky zasahujici do
prosoru mezi vrstvou odontoblastd a ameloblasti (EDJ = ,.enamel-dentin junction”)
(obr. 8B). Zralé odontoblasty jsou velké, cylindrické a jejich bunécnd jadra jsou umisténa
na distalnim bunécném podlu (obr. 8A,C). V dobé¢ kdy se zadina vytvaret stidium zvonku,
je patrné rozdéleni stfednich vrstev sklovinného organu na dvé vrstvy slozZené
z kulovitych a plochych bunck. Tento stav je tedy podobny, jako v ptipadé pozdéji
vznikajicich zubi nulté generace (obr. 8B). Kulovité buiiky, které jsou situovany mezi
vrstvou plochych buné¢k a ODE vytvari tenkou vrstvu hvézdicovitého retikula (obr. 8A-
C). Depozice skloviny v prubéhu mineralizace zubni korunky je asymetrickd a zacinéd az
po uloZeni prvnich vrstev dentinu centralnimi odontoblasty. Sila vrstvy ulozené skloviny
je v pozitivni korelaci s velikosti ameloblastli az na centralni pruh ameloblastli, které
ukladaji mezi hrbolky jen tenkou vrstvu skloviny. Tento rozdil vyznamé participuje na
utvareni zubnich hrbolkl (obr. 8E). PIn¢ funk¢ni odontoblasty maji jeden rozvétveny
odontoblasticky vybézek jdouci skrze dentinovou prstvu az k EDJ (obr. 8G). V pozdni
fazi mineralizace funkénich zubli dochazi k vaskularizaci zubni papily (obr. 9B). Tato

vaskularizace nebyla u zubt nulté generace pozorovana.
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5.1.6. Vyvoj zubni baze funkénich zubii a vyvoj ankylozy

V dobé¢, kdy se dotvytvaii mineralizovana zubni korunka se za¢ina vytvaret zubni
baze, ktera neni kryta sklovinou a ktera tvofi dvé tietiny velikosti zubu. Zubni baze se
vytvaii prostiednictvim odontoblastl, které jsou pred zapocetim sekrece predentinu v
kontaktu se sklovinovym organem. Ten se v této Casti sklovinného organu sklada ze tii
vrstev IDE, stfedni vrstvy a ODE. Vnitini sklovinny epitel tvofi kubické bunky, které
plné€ nediferencuji a netvofi tak sklovinu produkujici ameloblasty (obr. 9A-B). Stfedni
vrstvu sklovinného organu tvoii majoritné ploché buniky (obr. 9A). Typické hvézdicovité
retikulum s charakteristickymi velkymi extraceluldrnimi prostory zde chybi. V této fazi
zubniho vyvoje sklovinny orgédn roste stale asymetricky. Délka linguélni strany je vetsi
neZ labialni (obr. 9A). Hertwigova pochva (HERS) se tvoti ze zubni klicky pted koncem
vyvoje zubni baze. Hertwigova pochva se skladd z dlazdicovitych bun¢k IDE a ODE a
postrada stfedni vrstvu sklovinného organu (obr. 9B). Bunky vnitfniho sklovinného
epitelu HERS jsou malé, zplostélé, nediferencuji v ameloblasty a neprodukuji sklovinu
(obr. 9B). Mezenchymatické bunky pftilehlé k IDE Hertwigovy pochvy diferencuji v
odontoblasty tvofici distdlni konec zubni baze (obr. 9B). V této cCasti zubu jsme
nepozorovali v dentinu linie poukazujici na pfitomnost rozvétvenych odontoblastickych
vybézkl. Pfed koncem vyvoje zubni baze se u distadlniho okraje HERS vytvaii shluk
mezenchymatickych bunc¢k (obr. 9B). Ty diferencuji v odontoblasty a pozdé¢ji vytvari
distalni dentinovy konec zubni baze. V dobé tvorby ankylézy, tésné pred vylihnutim jsme
pozorovali presahujici konec zubni béaze ptes distdlni konec sklovinného organu
(obr. 9B, 10C). Distalni cast sklovinného organu, tedy usek HERS méni v této dobé
charakter, neni jiz tvofena pouze dvémi vrstvami, ale obsahuje i vrstvu stfedni skladajici
se z kulovitych bunék (obr. 10C). Samotny proces vzniku ankylozy byl pozorovan u
embryi od 50. dne inkubace. Tvorba ankylézy byla pozorovana nejdiive na labidlni
stran¢, kde nejvétsi Cast spojeni byla tvofena pfimo dentinem a kosti. Cement se
vyskytoval pouze u horniho okraje ankylozy (obr. 9B). Odontoblasty a cementoblasty v
mist¢ lingualni ¢asti ankylézy produkovaly v prostoru mezi kosti a distalnim okrajem
zubni baze smés predentinu a cementové matrix (obr. 9B, 10C). Tato smés pozdéji
mineralizovala a vytvarelo se tak pevné spojeni mezi dentinem, cementem a Kkosti.
Hranice mezi kosti cementem a dentinem byla patrnd ve formé linie zejména
v premineralizacni fazi vyvoje ankyldézy a to jak na jeji lingudlni, tak labidlni strané
(obr. 10B-C, 11A). Cement byl vétSinou acelularni, avSak v nékterych piipadech jsme

v ném nasli ostrivky uzavienych bunck (obr. 11A). Behem tvorby ankylézy dochazi
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k postupné degradaci a ztenceni sklovinného orgénu v oblasti korunky. Sklovinny orgéan
se tak pfipravuje na erupci zubu do dutiny Ustni (obr. 9B, 10A). Erupci zubl jsme
pozorovali na konci zubniho vyvoje okolo 60. dne inkubace. V dobé¢ erupce zubu kryje
nadale sklovinny organ zubni bazi (obr. 11A).

U nékterych zubi tésné pied vylihnutim embrya jsme pozorovali v dobé erupce
zubu zaroven jeho postupnou resorpci, kterd se tykala pouze zubni baze. Zuby v procesu
resorpce jsme nalezli na pozicich, kde k zubni bazi tésné ptiléhal mineralizujici ndhradni
zubni zarodek. V prib¢hu zubni resorpce dochéazelo také k postupné remodlaci kostni
tkan¢ v misté ptipojeni zubu. Nahradni zub se postupné posunoval smérem k oralnimu
epitelu podél lingualni strany funkcéniho zubu z prvni generace. Zubni resorbce zacinala
na linguélni stran€ zubni bdze. Labidlni ¢ast ankyloza ziistdva dlouho neporusena a zub
tak casto az do kompletni resorbce baze drzi na své pozici (obr. 11B). V prubéhu
resorpce jsme pozorovali zevniti zubni papily mnohojaderné bunky podél dentinu
(obr. 11C). Na zacatku zubni resorpce byly pouze na linguélni strané. Jejich pozice
koreluje s pozorovanym postupem zubni resorpce. Tyto builkky tedy svou aktivitou

odpovidaji odontoklastim.

5.1.7. Vyvoj vajecnych zubi

V prubéhu embryogeneze gekona se vaje€né zuby zacinaji vyvijet mezi 18. a 20.
dnem inkubace. V tomto dni jsme pozorovali pomérné¢ mohutnou zubni listu
v premaxillarni oblasti (obr. 12A). Vyvoj vajecnych zubt zacind ze dvou epitelidlnich
pupenti blizko povrchu oralniho epitelu. Zarodky se v premineralizacnich stadiich vyviji
blizko sebe a jejich velikost je téméf stejnd s premineralizaénimi stadii ostatnich
funkénich zubd. U embrya 22 dni starého jsme pozorovali vajecné zuby ve stadiu
poharku. V této dob¢ zacaly chondrifikovat nosni pouzdra (obr. 12B). Pozd¢ji u 32 dni
starého embrya jsme pozorovali vajecné zuby ve stadiu zvonku. V této dob¢ byly jiz
pfitomné osifikace premaxillarni kosti a nosni pouzdra byla plné chondrifikovana
(obr. 12C). Po tomto dni zafind zdhy mineralizace zubni korunky, jejiz postup je
obdobny mineralizaci ostatnich funkénich zubi. Tticaty paty den inkubace byl patrny
mezi mineralizujicimi vajeCnymi zuby vyvijejici se prostfedni zub v premineralizanm
stadiu v irovni distalnich ¢asti sklovinnych organti vajeénych zubi (obr. 12D). Ctyficaty
den inkubace byla mineralizace zubnich korunek vajecnych zubl pokrocilejsi. Jejich
velikost byla vétsi nez velikost ostatnich mineralizujicich zarodkd funkénich zubd.

Na pozici vajeCnych zubti byl v tomto stadiu patrny vyvoj nahradnich zubt, které se
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nachazel v premineraliza¢nim stadiu. Zarodek prostfedniho premaxillarniho zubu
vyvijejiciho se mezi vaje€nymi zuby byl ve stddiu mineralizace (obr. 12E). U embrya 50
dni starého jsme pozorovali pokroc¢ily vyvoj zubnich bazi vajeénych zubii. Ostatni
funkéni zuby byly v této dobé teprve ve stddiu mineralizace zubnich korunek. Nahradni
zuby na pozici vajecnych zubti byly ve stadiu mineralizace zubni korunky a stupen jejich
vyvoje nebyl piili§ vzdéaleny od stupné vyvoje zubl prvni funkéni generace, nepocitaje
zuby vaje¢né. Zub nachédzejici se mezi vajeCnymi zuby byl ve stejném stupni

mineralizace jako zuby prvni funkéni generace (obr. 12F) .

5.2. Varanus indicus: vyvoj zubt nulté a funkénich generaci

V pribéhu zkouméni vyvoje dentice Varanus indicus bylo rozfezano a nabarveno
trichromem (haematoxylin, eosin a alcianovd modi) 16 embryi v riizném stupni vyvoje
od 10. dne po nakladeni vajec po 161. den. Vysledky byly ziskdny ve spolupraci
s Mgr. Martinou Gregorovi¢ovou (katedra zoologie, Ptirodovédecka fakulta Univerzity
Karlovy). Jeden uhynuly certvé vylihly jedinec byl vypreparovan a Celistni kosti se zuby
zdokumentovany rastrovacim elektronovym mikroskopem. Ziskana data jsou zhodnocena
v nize uvedeném textu. V odkazech na stadia vyvoje embryi zmiftujeme nejen pocty dnti
inkubace, ale 1 Cisla stadii, jelikoz v n€kterych ptipadech bylo starS$i embryo na nisSim
stupni vyvoje nez embryo mladsi. Obrazové tabule a manuskript popisujici vyvoj dentice

v pribehu embryogeneze jsou v pfilozené priloze Cislo 3.

5.2.1. Popis prvni funkéni generace zubi

Dentice varana je polyfyodontni se znaky heterodoncie. Zuby jsou piipojeny
k Celistnim kostem pleurodontné k jejich lingualni stran€. V jednom kvadratu dolni Celisti
se nachazi 11 zubnich pozic a vhorni Celisti 12, ztoho jsou v premaxillarni ¢asti
vytvoieny 2 zubni pozice s funkénimi zuby (obr. 1C). Vedle funk¢nich zubl jsme
v premaxille nasli také jeden miniaturni zub nulté generace, ktery byl ptipojen svou zubni
bazi k premaxille. Jeho pozice byla na rozdil od funkénich pfipojenych zubl horizontalni
a svou Spickou smétoval medidlné (obr. 1C). Takovychto zubl nulté generace jsme ke
konci embryonalniho vyvoje pozorovali vice. Po vylihnuti ale byly jiz téméf vSechny
obménény funkénimi ndhradni generaci funkcnich zubi. Uspotfadani zubl v Celisti je
unikatni mezi plazi svym vyklonénim bud’ trochu labidln€, nebo lingualné. Toto
vyklonéni alternuje mezi zubnimi pozicemi. Vysledek pfipomind usporadani zubli na

listové pile (obr. 1B). Pfevazna vétSina zubu varana je tvorena zubni korunkou krytou
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tenkou sklovinou. Zubni korunka prominuje nad uroven okraje celistni kosti
(obr. 1A, C, E). Dentinova baze zubu je kratkd a pomérné Sirokd, tvofena plicidentinem.
Plicidentin je formovan syst¢émem rozvétvenych dentinovych lamel, které se spojuji
ten¢imi dentinovymi anastomoézami. Vysledny tvar pfipomina vceli plastev (obr. 1D).
ZvInéni dentinu v oblasti zubni baze bylo z vnéjSiho pohledu jen malo zietelné. Ankyloza
u varanich zubd plisobi dojmem pfechodného typu mezi pleurodontnim a akrodontnim
typem. Tvar zubll v mesialni a distalni Casti Celisti se 1i$i. V predni ¢asti Celisti se nachazi
mensi a subtilngjsi zuby s konickym tvarem a zaoblenou S$pickou (obr. 1C, D). Napfic¢
sttedem celé korunky téchto zubl jde mesio-distalnim smérem velmi nizky sklovinny
hieben (obr. 1B, C). Lingudlni strana korunek je ornamentovana syst¢émem nizkych
vertikalnich sklovinnych hiebenli (obr. 1C). Morfologie distaln€ji umisténych zubt je
specifickd svym labio-lingudlnim zplos§ténim. Vysledkem je pomérné subtilni konicky
stied zubu pripominajici hadi zuby, z kterého vybihaji ostré a tenké bocni listy (obr. 1E).
Na spodni casti téchto zubtli byly patrné vertikalni zafezy mezi sttedem zubu a bo¢nimi
liStami (obr. 1E). U distalnich zubl jsme na lingualni strané korunek nepozorovali systém

nizkych vertikalnich sklovinnych hiebenti (obr. 1E).

5.2.2. Vyvoj zubni liSty a oralnich Zlaz

Zubni lista vznika invaginaci pruhu ordlniho ektodermu do ptilehlého mezenchymu pied
24. dnem inkubace (staddium 3), v dob¢ kdy jesté nejsou vytvoieny Mekelova chrupavka a
palatoquadratum. Osifikace Celistnich kosti nejsou v této dobé také pfitomny. Zubni lista
se zaCina vyvijet dfive v dolni cCelisti nez v Celisti horni. Podobné prvni zubni zarodky
vznikaji o néco diive v dolni celisti. Mlada zubni liSta u embrya staré¢ho 32 dni (stadium
5) je na pficném prafezu oproti distalni ¢asti zubni liSty (mysleno ve sméru proximo-
distalnim) u starSich embryi Sirokd, tvofena z vnéjsi strany kompaktni epitelidlni vrstvou
velkych bunék sousedicich s mezenchymem. Mezi vnéjsi labidlni a lingualni vrstvou listy
se nachazi pomérné §irokd vrstva tvorend malymi bufikami (obr. 2B). V pocatku roste
zubni liSta témét kolmo k povrchu ordlniho epitelu (obr. 2A). Pozdé&ji s pokracujicim
rustem se distalni ¢ast zubni liSty ztenuje (mysSleno v proximo-distalnim sméru)
(obr. 2C-D). Vn¢jsi vrstvy listy jsou v distalnim tseku u starSich embryi tvofeny mnohem
menS§imi buitkami ve srovnani s proximalni ¢asti. Stfedni vrstva je v distalni ¢asti tvofena
pouze jednou vrstvou malych kulovitych bun¢k (obr. 2C). Buiiky vngjsi vrstvy zubni listy
v jeji proximalni ¢asti vykazuji znaky polarizace. Bunéc¢na jadra se nachéazi na distalnim

polu bung€k, na stran¢ prilehlé ke sttednim vrstvam liSty (obr. 3B). Smér rtistu zubni listy
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se v prub¢hu vyvoje embrya méni z kolmého na ponckud lingualni (obr. 2C -D). U 130
dni starého embrya (stddium 13) je patrné, Ze zubni liSta tvofi hranici mezi podkoznim
vazivem a nediferencovanym mezenchymem (obr. 2D). Od tohoto stadia jsme pozorovali
pocetné kratké prstovité vybézky na labialni i lingualni strané zubni liSty (obr. 2D). Tyto
prstovité vybézky, které jsme u plazti popsali jako prvni nebyly u jinych plazi
pozorovany. Vybézky se v pribéhu dals§iho embryologického vyvoje nezvétsuji. Zubni
lista davad vzniku vSem zubnim zarodkim v pribéhu embryogeneze a postnatdlniho
zivota a tvofi souvisly pruh podél celisti. Z kolika segmentii vznikd u varana nebylo
mozné piesné urcit, vzhledem k malému mnozstvi vzdcného embryologického materialu.

Vedle zubni liSty se v prubéhu vyvoje embryi vytvaii v dolni Celisti dalsi
invaginace davajici vzniku ordlnim zl4zdm. V horni celisti jsme tyto invaginace
v pribeéhu embryogeneze nepozorovali. U embrya 56 dni starého (stddium 6) jsme
pozorovali v dolni Celisti vznik zubni Zlazy, ktera se vyviji labialn¢ k zubni list€. Vznika
ze stejn¢ho zédkladu jako zubni liSta, akorat pozdéji v dobé kdyzZ je pfitomnd Mekelova
chrupavka a kosti dolni celisti jiz osifikuji. Smér rhstu této Zlazy je pon€kud labidlni
oproti zubni liSte, ktera sméfuje v této dobé lingudlné (obr. 3A). Tato invaginace,
podobné jako dalsi invaginace oralniho epitelu z kterych vznikaji ordlni zlazy, netvori
kontinualni pruh podél cCelisti ale jen kratké preruSované tuseky. V casné fazi vyvoje je
zubni zldza tvofena vnéjSi vrstvou menSich a nepolarizovanych epitelidlnich bunék
vymezujici vznikajici zIdzu vic¢i mezenchymu. Mezi vnéj§imi vrstvami se nachézi stfedni
vrstva mensich bun&k. Celo zubni Zlazy je v tomto stadiu zaoblené (obr. 3A). Pozdé&ji
u 73 dni starého embrya (stddium 8) jsme pozorovali v proximalni ¢asti vnéjsi vrstvy
zubni Zlazy polarizované builkky sbunécnym jadrem na distdlnim bunééném polu.
Distalni &ast vn&j§i vrstvy je tvofena mensimi nepolarizovanymi buiikami. Celo na
distalnim konci zubni zlazy zménilo tvar a je na pfi¢éném prufezu témet zaspicatélé (obr.
3B). U tohoto embrya jsme pozorovali vznik dal$i zlazy labidlné¢ od zubni zlazy. Tato
zlaza nevznika ze stejného zakladu jako zubni liSta a zubni zl4dza. Labialni Zlaza a zubni
zlaza jsou oddéleny pomérné Sirokym prostorem tvofenym oralnim epitelem (obr. 3B).
Morfologie labidlni zlazy v této fazi vyvoje je podobnd morfologii zubni zldzy na
pocatku jejiho vyvoje. Pozdé&ji se v embryogenezi objevuje dalsi Zlaza, ktera se zaklada
na lingudlni strané k zubni 1ist€. U embrya starého 130 dni (stadium 13) jsme pozorovali
vznik vyvodi u viech téchto zlaz. Zlazy vtéto dob& byly jiz bohaté rozvétvené

s vytvofenymi lumeny (obr. 3C).
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5.2.3. Vyvoj zubii nulté generace

Prvni zuby, které se vyvijeji v pribéhu embryogeneze jsou zuby nulté generace.
Tyto zuby jsou mensi s jednodu$si morfologii, nestavaji se funkénimi, ackoliv nékteré
z nich se svou bazi pfipojuji k Celistnim kostem. VSechny zuby se vytvareji v interakci
mezenchymu se zubni liStou. Prvni zubni zarodky vznikaji u embrya 24 dni staré¢ho
(stddium 3) pomérné blizko k ordlnimu epitelu. Pro obrazovou dokumentaci vyvoje
prvnich stddii zubd nulté generace jsme pouzili, vzhledem k vysoké mife poSkozeni
histologickych fezil, pozdéji vznikajici zuby nulté generace, které jsme pozorovali ve
stadiich starych 32 dni (stddium 5) a 43 dni (stddium 4). Tato dv¢ stadia nebyla ve svém
stupni vyvoje pfiliS mnoho od sebe vzdalena. Prvni zndmkou vyvoje zubu je tvorba
shluku epitelidlnich bunék na labialni strané ¢ela zubni listy. Tento shluk v sobé zahrnuje
1 ¢ast vnéjsi epitelidlni vrstvy zubni liSty a je zfetelné odd¢€len od jejich stfednich vrstev.
Shluk bun¢k téméf neprominuje z profilu zubni listy a morfologicky tak tvofi spase
plakodu, nez pupen (obr. 4A-B). Ve srovnani s P. picta je toto prvni stadium vétsi a
sklada se z pocetnéjsi populace bun€ks. Okolo plakody kondenzuje ptilehly mezenchym
(obr. 4A-B). V této fazi vyvoje v urovni zubnich zarodki je proximalni ¢ast zubni liSty na
své lingudlni stran¢ ztlustla. Toto ztlusténi bylo nalezeno i u dalSich stadii.

U embryi 43 a 32 dny starych (stadia 4 a 5) jsme pozorovali i pokrocilejsi stadia
zubniho vyvoje starSich zubl nulté generace. Shluk epitelidlnich bun€k se rozviji
v epitelialni poharek, kde je jiz diferencovan sklovinny orgén s vrstvou IDE. Vné&jsi
sklovinny epitel zde neni vytvoien, jeho funkci zde ptebira vnéjsi vrstva zubni listy.
Zubni zarodek je tak zanofen do stfednich vrstev zubni listy. S diferenciaci vrstev
sklovinného organu se vytvaii hypoplastickd cervikalni klicka (obr. 4C-D). Vnitini
sklovinny epitel je ve svém centru tvofen shlukem bunék (obr. 4C). Stfedni vrstvy
sklovinného epitelu jsou tvotreny podlouhlymi buiikami ¢i kulovitymi buiikami. Jejich
uspotadani napovida jejich moznému vzniku z vnéjSich vrstev sklovinného organu
(obr. 4C) . Se vznikem sklovinného organu se vytvaii zubni papila vyplnéna
kondenzovanym mezenchymem (obr. 4C-D). V plné€ rozvinutém stadiu pohéarku se shluk
bun¢k v centru IDE rozsituje do stran podél vrstvy IDE (obr. 4D).

Stadium zvonku a sekrecni stadium jsme pozorovali u embryi starych 32 a 48 dni
(stadium 5). V této dobé€ nebyly osifikace Celistnich kosti stale patrné. Pti piechodu ze
stadia poharku do stadia zvonku dochézi k diferenciaci bun€k IDE v ameloblasty a vngjsi
vrstva zubni liSty v oblasti zubniho zéarodku ptfipomina spise ODE. Stopka mezi

sklovinnym orgénem a zubni liStou ale neni vytvotrena (obr. SA-B). Diferenciace bunck
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zacCina ve sttedu IDE a Sifi se centrifugalné. Zrajici buniky se prodluzuji a jsou na nich
patrné znamky polarizace, bunécnd jadra jsou umisténa na distadlnim pélu bunék
(obr. 5A-B). Ke sttedovym bunikdm IDE pftiléha kulovity shluk bunék (obr. 5B). Mimo
stted sklovinného organu neni kulovity shluk patrny (obr. 5A). V distalni casti
sklovinného organu jsou buiniky IDE malé, kubické a postradaji znaky polarizace. Okolo
celé IDE a kulovité struktury se nachdzi tenkd vrstva pomérné velkych plochych bunék
(obr. 5A-B). Okolo této vrstvy se v urovni centrdlniho shluku bunék nachazi kulovité
buiiky (obr. 5B). Ty jsme po stranach a v distalni ¢asti sklovinného orgédnu nepozorovali.
Na vrstvu kulovitych bun€k navazuji stfedni vrstvy zubni liSty (obr. 6B). Bunky
mezenchymu zubni papily pfilehl¢ k diferencujicim  ameloblasti  dozravaji
v odontoblasty, které jsou ve srovnani s okolnimi mezenchymatickymi buitkami papily
veétsi. Jejich tvar je kulovity (obr. 5B). Vina diferenciace odontoblastii se §iti centifugalné
a synchronizované s vinou dozravani ameloblasta.

V sekrecnim stadiu zralé odontoblasty secernuji predentin, ktery je na fezech
znadzornén modrofialovou barvou. Odontoblasty v této fazi zubniho vyvoje vypliuji
celou zubni papilu. Jejich mnozstvi koresponduje s velikosti vznikajicitho zubu. U zubi
malé velikosti se v zubni papile nachazi maly pocet odontoblastti, zatimco u vétsich je
v zubni papile jiz pomérné velkéa populace téchto bunék. U velkych zubl nulté generace
odontoblasty postupné vycestovavaji ze zubni papily a vytvari distdlni ¢ast dentinové
zubni baze (obr. 5D). Ameloblasty jsou delsi a vykazuji znaky polarizace. V kulovité
struktuie, kterd je prilehla k centralnim buitkdm IDE jsme nalezli apoptoticka téliska
(obr. 5D). Bunky v distalni ¢asti IDE zlistavaji malé a nediferencuji v ameloblasty.
Stfedni vrstva sestava z jedné vrstvy plochych bunék. V proximalni oblasti sklovinného
organu, kde se vyskytuji zralé ameloblasty, piiléhd k vrstvé plochych bunck vrstva
nabyvajici charakteru hvézdicovitého retikula. Stfedni vrstva navazujici na hvézdicovité
retikulum v centru sklovinného organu neni odliSitelna od stiednich vrstev zubni liSty
(obr. 5C-D). Cast lingualni strany vné&jsiho epitelu v oblasti zubniho zarodku se chova
jako ODE funk¢nich zubtl v pokrocilejsim stadiu vyvoje. Vrstva se zdvojuje a jeji Sitka
se tak zvétSuje. Z tohoto mista se pozdé&ji vyviji zubni liSta, ktera pokracuje v ristu
hloubé€ji do mezenchymu. Oblast rozsifeni této vrstvy epitelu se miize nachazet pobliz
oralniho epitelu v proximalni ¢asti sklovinného organu, ¢i ve stfedni casti sklovinného
organu (obr. 5C-D).

U 56 dni (stddium 6) starého embrya jsme nasli prvni znamky mineralizace

predentinu po strandch zubni papily. Dentin je zde vizualizovan razovou barvou.
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U tohoto embrya nebyly stale pfitomny osifikace kosti horni celisti. V této dobé
pokracuje vyvoj zubni liSty, pferistd zubni zérodek a roste lingualné (obr. 6B). Zubni
zarodky jsou bud’ uplné, nebo z vEtsi ¢asti zanotfeny do zubni listy (obr. 6A-B). Velikost
zubl nulté generace je dosti variabilni (obr. 6A-D). Sklovinny organ v této fazi vyvoje
meéni svou charakteristiku. Buiikky IDE se zmenSuji a vytraci se jejich polarizace (obr. 6A-
B). Kulovita struktura ve stfedu sklovinného organu jiZ neni vétSinou patrnd. Stredni
vrstvy sklovinného organu zanikaji a IDE tak pfimo sousedi se stfednimi vrstvami zubni
listy (obr. 6A-B). U vétSich zubli nulté generace je dentinovy zub postupné vyloucen
z epitelu do mezenchymu (obr. 6B-D). Konecnou fazi tohoto vylouceni jsme pozorovali u
73 dny starého embrya (stadium 8), v dobé uplné mineralizace predentinu. U tohoto
stddia jiz byly pfitomny kosti horni ¢elisti. V procesu vylouceni dentinového zubu do
mezenchymu dochazelo postupné k regresi distalni ¢asti sklovinného organu, ktery
v diivejSim stadiu ¢asteéné prominoval z profilu zubni liSty (obr. 6B-D). Zvonkovity tvar
sklovinného orgéanu se postupné méni na tvar podobny poharku (obr. 6D). Nakonec dojde
k uplnému vymizi cervikdlni klicky a tvar zbytku sklovinného organu se méni
z konkdvniho na konvexni (obr. 6C). V pribéhu procesu regrese jsme nepozorovali
v distalni ¢asti sklovinného organu apoptoticka téliska.

V¢Etsi zuby nulté generace mohou pftirtstat k celistnim kostem, vznikd ankyloza.
Jeji vyvoj jsme pozorovali poprvé u 63 dni starého embrya (stadium 7), kde mezi zubni
bazi a kosti dolni ¢elisti vznikaji mineralizovana jadra (obr. 6D). Ta se pozd¢ji ve vyvoji
spojuji se zubem a celistni kosti a vytvaii se ankyléza (obr. 1C). V ramci nulté generace
jsme pozorovali i1 dal$i osudy zubti. Ty nejmensi se v pribéhu embryonalniho vyvoje
staly se svymi sklovinnymi orgény soucasti sklovinnych organti vyijejicich se funkénich
zub, jak je patrné u embrya 73 dni staré¢ho embrya (stddium 8) (obr. 7A). U embrya 130
dni starého (stddium 13) jsme nasli uzaviené zuby v zubni li§t€¢ pobliz ordlniho epitelu
(obr. 7B). Tyto zuby se pfipravovali na odvrzeni zepitelu do dutiny ustni, jejich
sklovinné orgény v této dobé byly tvofeny drobnymi plochymi builkami piimo

sousedicimi se stiednimi vrstvami zubni liSty (obr. 7B).

5.2.4. Vyvoj zubi funkénich generaci

Prvni zarodky funkénich zubii jsme nasli u embrya 56 dni starého (stadium 6), tedy
v dobé kdy jesté nebyly pfitomny osifikace kosti horni Celisti. Epitelidlni pupeny majici
kulovity tvar prominuji oproti plakodam zubl nulté generace z profilu zubni listy

(obr. 8A). Okolo pupenu kondenzuje mezenchym (obr. 8A). Tato kondenzace je u
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funk¢nich zubli mnohem vyrazné€js$i nez u zubl nulté generace. Pii pfechodu do stadia
poharku se populace bunék pupenu rozsifuje centrifugalng. Toto rozSifovani probiha
zejména ve sméru lingudlnim. Dochazi kristu pupenu a postupné diferenciaci
sklovinného organu (obr. 8B). Ve velmi ¢asném stadiu poharku nejsou bunky IDE jesté
prilis organizovany do zieteln¢ odliSitelné vrstvy od ostatnich bunék vznikajiciho
sklovinného orgéanu (obr. 8C). V plné€ vyvinutém stadiu poharku je jiz zietelnd kompaktni
vrstva IDE a ODE, mezi kterymi je stfedni vrstva sklovinného organu. Vnitini sklovinny
epitel se skladd zkubickych ¢i cylindrickych bunék, které nejsou v tomto stadiu
polarizované. Bunécnd jadra téchto bun€k jsou podlouhla ¢i kulovitd. Usporadani bunck
IDE by mohlo napovidat, Ze z n¢j ¢astecné vznika stiedni vrstva sklovinného organu. Na
vzniku stfedni vrstvy se dle pozice bun€k ziejmé podili i ODE (obr. 8D). Buiky
v centralni ¢asti zubni papily pfilehlé¢ k IDE se prodluzuji a zvétSuji, dochazi k jejich
diferenciaci v odontoblasty. V této dob¢ jest¢ sousedici bunky IDE nejevi
charakteristick¢é znamky bunécéné diferenciace v ameloblasty, jako je napi. polarizace
bun¢k (obr. 8D).

U embrya 56 dni starého (stadium 6) jsme pozorovali také piitomnost prvnich
zarodkli funkénich zubl ve stadiu zvonku. Rust sklovinného orgénu v tomto stadiu je
aktivnéj$i na lingualni stran¢. Buiikky IDE na labialni stran€ jsou véEtsi nez na strané
lingudlni (obr. 9A). Stfedni vrstva sklovinného orgénu je tvofena zejména plochymi
buiikami. Z usporadani bunék v oblasti cervikalni klicky je patrné ze z jeji vnéjsi vrstvy
pravdépodobné vznika distalni ¢ast stfedni vrstvy (obr. 9A). Buiky ve stiedu IDE, ke
kterym piiléha shluk bunc¢k sklovinného orgénu, zacinaji jevit znadmky polarizace
(obr. 9A). Ve stadiu zvonku se zacind vytvaret hvézdicovité retikulum (obr. 9A-D).
V zubni papile se centrifugalné $ifi vina diferenciace odontoblast. Ve stiedu osy zubni
papily a v distalni ¢asti zubni papily zlstavaji buiikky nediferencované (obr. 9A). V dal$im
stadiu zacinaji odontoblasty produkovat predentin do EDJ. Secernace predentinu se S$ifi
centrifugdlné a predchazi vzniku skloviny. V dobé¢ sekrecni aktivity odontoblastli jsme
pozorovali pritomnost apoptotickych télisek v kulovitém shluku bunék, ktery ptiléha
k centralni ¢asti IDE (obr. 9B). Ve stadiu zvonku a sekre¢nim stadiu je v misté budouciho
sklovinného hiebenu jdouciho stiedem napii¢ zubem pruh mensich bunék vklinénych
mezi ameloblasty. U vétSich zarodk funkcnich zubl v sekre€nim stadiu, které jsme
pozorovali od 73. dne (stddium 8), je hvézdicovité retikulum vysoce rozvinuto. Vyrazné
patrnd je také dvojita vrstva plochych bunék sklovinného organu pftiléhajici k IDE

(obr. 9C). V sekrecnim stadiu lze poprvé pozorovat vznik zubni liSty z lingualni strany
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ODE. Ta jesté¢ nemd zfeteln¢ oddélenou vnéjsi a stiedni vrstvy bunék (obr. 9C). U
embrya tohoto stafi jsme také poprvé pozorovali vznik dentinu mineralizaci predentinu
(obr. 9D). Odontoblasty v sekre¢nim a mineralizacnim stadiu jsou cylindrické a
polarizované s bunécnymi jadry na distalnim bunécném polu. Ze sekrecniho cela
odontoblastii vybiha n¢kolik odontoblastickych vybézkli prochazejicich celou vrstvou
dentinu a predentinu (obr. 9D). Struktura sklovinného organu je v dob¢ mineralizace
podobna jako u ptredeslého sekre¢niho stddia. Posledni polarizované ameloblasty ve
sméru proximo-distalnim se nachdzi v Grovni distalniho dentinového cela (obr.9D).
U prvnich funkénich zubt, které jsou spojeny se zubni liStou, kterd ma v misté spojeni
jesteé mohutnou stiedni vrstvu, jsou bunky labialni strany ODE v trovni dentinu velké a
polarizované s bunéénymi jadry na distdlnim polu bunék. V distalni casti ODE neni
polarizace bun¢k patrnd. Lingudlni strana ODE je v proximalni ¢asti tvofena jednou az
ttemi vrstvami bunék. Distalni ¢ast lingualni strany ODE je pod vybihajici zubni liStou
jednovrstevna (obr. 9D). U pozdé&ji vznikajicich funkénich zubt, které jsme pozorovali od
88. dnu embryondlniho in ovo vyvoje (stadium 10) se napted secernuje silnd vrstva
predentinu, v které jsou patrné¢ odontoblastické vybézky (obr. 10A). Jeji mineralizace
zacina pozd¢ji od strany prilehlé k IDE. Odontoblasty v pocatku mineralizace pokracuji v
secernaci predentinu (obr. 10B). Vnéjsi sklovinny epitel se na rozdil od prvnich
funkénich zubl sklada v témét celém svém useku z malych kulovitych bunék. Vyjimku
tvoti velké bunky v oblasti cervikalni klicky (obr. 10A-B). Vrstva plochych bunck
sousedicich s IDE je tvofena tfemi bunécnymi vrstvami. V mist¢ Spicky zubu ploché
bunky piiléhaji k ODE. Hvézdicovité retikulum v tomto misté¢ a stddiu neni vyvinuté
(obr. 10B). Sklovina, ktera je aprizmaticka a jejiZ vrstva je tenkd vznika pomérné pozdé
v pribéhu mineralizace. U vétSiny zubl sklovina nebyla zachovéana diky dekalcifikaci.
V misté kde byla pred dekalcifikaci sklovina pfitomna pak ¢asto vznikd volny prostor
(obr. 10C). Na konci vyvoje zubni korunky dochazi k vyraznym zménam ve strukture
sklovinného organu, ktery se stdva dvojvrstevny. Stfedni vrstvy mizi, ameloblasty se
zmenSuji a zpoStuji a vytrdci se jejich polarizace. Buiky IDE pak pfimo sousedi
s vrstvou ODE (obr. 10D). Uvniti zubni papily byly v tomto pozdnim mineralizacnim
stadiu patrné cévy (obr. 10D).

Ke konci mineralizace zubni korunky se zacind vytvaret kratkd, zato mohutna
dentinovad zubni baze skrze interakci diferencujicich odontoblastii s HERS. Hertwigova
pochva vyrtsta z cervikalni klicky, je dvojvrstevna, skladajici se z IDE a ODE. Jeji

buniky nejevi zndmky polarizace a netvoii sklovinu (obr. 11A-C). U embrya 130 dni
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starého (stadium 13) jsme pozorovali u nekterych zubnich zarodki v oblasti zubni baze
jen jednu rozpadajici se vrstvu bunék HERS (obr. 11D). U 161 dni starého embrya
(stadium 14) byl na nékterych zubnich zarodcich patrny proces vznikéani plicidentinu a na
jinych proces vzniku pleurodontni ankyl6zy. Vznik zubni baze doprovazi vznik cetnych
invaginaci IDE do mezenchymu zubni papily. Vznikne tak zvInéna struktura sklovinného
organu v oblasti HERS. V mistech invaginace IDE jsme pozorovali dal§i buiky,
pravdépodobné stfedni vrstvy sklovinného organu, kterd bézn€ v oblasti HERS neni
ptitomna, nebo je jen malo rozvinutd. Tyto buiniky byly pozorovany pouze v proximalni
¢asti invaginace. Distalni ¢ela bun€k z protilehlych stran invaginovaného IDE se tak
dostavaly do vzdjemného kontaktu. Buiky IDE tvofici invaginaci jsou polarizované
s bunéénymi jadry na svych distalnich poélech (obr. 12A-B). Ptilehlé mezenchymatické
buiiky zprvu nejevi znaky diferenciace a jsou malé (obr. 12A-B). Pozdé&ji
mezenchymatické buiky dozravaji a vytvareji dentinovou vrstvu (obr. 12C-D).
Vzhledem k nedostatku embryologického materidlu se nam nepodaiilo podrobné popsat
dynamiku invaginace IDe pfi formovani plicidentinu a pozd¢jsi vznik anastomédz mezi
jednotlivymi zéhyby.

Vznik ankyl6zy mezi funkénimi zuby a Celistnimi kostmi jsme pozorovali od 130.
dne (stadium 13) inkubace. Mezi zubni bazi a Celistni kosti se vytvaii mineralizovana
centra cementu. Tato centra vétSinou v prostoru blizko zubni bdze neobsahuji v sobé
uzaviené buiiky. Naopak v ¢asti, kterd je blizko kosti v sob& buniky uzavira (obr. 13A).
Rozd¢leni cementu na celularni (,,bone of attachement®) a acelularni ¢ast je zfetelnéjsi u
embrya 161 dni starého (stadium 14), tedy v pozdéjSich fazich vyvoje ankylozy
(obr. 13B-D). Na konci zubniho pfipojeni ke kosti je patrnd v zdhybech plicidentinu
svétlej$i lososova barva, coz patrné znamena, Ze zahyby plicidentinu jsou vyplnény
acelularnim cementem (obr. 13D). Na fotografiich =z rastrovaciho elektronového
mikroskopu pak nejsou zdhyby plicidentinu z vnéjSiho pohledu pftili§ vyrazné (obr. 1D).
Baze jednotlivych zdhybl dentinu jsou nohovité rozSifené, zvétSuje se tak plocha
pripojeni zubu ke kosti (obr. 13D). V dob¢ tésné pied vylihnutim je vyvoj nahradnich
zubll na nékterych zubnich pozicich pokrocily — na téchto zubech jiz mize byt patrna
tenka vrstva skloviny. Takovyto zubni zarodek tésné¢ ptiléhd k zubni bazi zubu prvni
funkéni generace, ktery je svou bdzi spojen s Celistni kosti (obr. 14A). Na rozdil
od P. picta a anolisi nedochazi ke konci vyvoje pii t€sném kontaktu vyvijejicicho se

nahradniho zubu se zubem piedchozi generace k iniciaci zubni resorbce (obr. 14B). Na
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konci in ovo vyvoje jsme pozorovali u V. indicus tfi generace funk¢nich zubu (obr. 14C).

Néhradni zuby vznikaji i na pozici vaje¢ného zubu (obr. 14D).

5.2.5. Vyvoj vaje¢ného zubu

Pocatek vyvoje vajecného zubu nebyl zachycen. K iniciaci jeho vyvoje dochazi
pfed 56. dnem inkubace (stddium 6). V tomto stadiu je vajecny zub ve stadiu poharku
Jeho proximalni ¢ast je ve spojeni se zubni liStou v premaxillarni oblasti horni Celisti Zub
se vyviji vznika v blizkosti oralniho epitelu (obr. 15A). Ve srovnani s ostatnimi zuby je
stadium poharku obrovské. Prvni stadia se vyviji v horizontalni poloze a sklovinny orgén
smefuje svou proximalni casti distalné¢ (ve sméru mesio-distalnim). Stfedni vrstva
sklovinného organu sloZend z plochych bun¢k oddé€luje zubni zarodek od stfednich vrstev
zubni listy (obr. 15A). Pozdé€ji u embrya 63 dni staré¢ho (stddium 7) byla jiz vytvoiena
tenkd vrstva dentinu. Pfi¢ny prifez zubem ma v tudo dobu ovalny tvar (obr. 15B).
Z pozorovani vnéjsi morfologie starSich embryi je patrné, Ze proximalni ¢ast sklovinného
organu zlstava po celou dobu svého vyvoje v blizkosti oralniho epitelu (obr. 15C).
U embrya 103 dni staré¢ho (stddium 12) byla patnd pokrocild mineralizace vajecného
zubu. Doslo ke zméné jeho tvaru. Vytvotily se rozsifené ostré bocni hrany tvofené
dentinem a tenkou vrstvou skloviny. Hvézdicovité retikulum bylo v této fazi vyvoje
znaén€ rozvinuté (obr. 15D). U embrya 130 dni starého (stddium 13) je patrna degradace
sklovinného organu. Buiiky IDE jsou malé a nepolarizované. Struktura stfednich vrstev
se méni a zacinaji degradovat (obr. 16A). Pied vylihnutim u embrya 161 dni starého byl
zub rotovan spou proximalni casti meziidlné a dostal se tak do funk¢ni polohy kdy
sméfuje ven z tlamy. Baze vaje€ného zubu je Sirokd, tvofend plicidentinem a ptipojuje se

k premaxille Sirokou vrstvou celularniho a tenci vrstvou acelularniho cementu (obr. 16B).

5.3. Vyvoj dentice u Chamaeleo calyptratus: monofyodoncie, akrodoncie a
heterodoncie

Vysledky popisujici vyvoj dentice u chameleona Ch. calyptratus, zde
prezentované, byly ziskany ve spolupréci s pracovni skupinou Doc. M. Buchtové (UZFG
AV CR, Brno). Dvacet embryi bylo nakrajeno na pii¢né fezy a obarveno haematoxylinem
a eosinem. Neékteré fezy byly pouzity pro imunohistochemickou detekci cytokeratinu.
Deset embryi bylo nabarveno alizarinem a projasnéno v glycerolu. Tato embrya byla
pouzita pro interpretaci vyvoje usporadani zubt. Cislovani zubnich pozic nezaviselo na

potadi vzniku zubi, ale na jejich umisténi v zubni fadé. Cislovani probihalo ve sméru
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mezio-distalnim. Vzhledem k dlouhé inkubaci vajec chameleonti a jejich pomérné vysoké
cené¢ se nam nepodafilo pfesné vymapovat vyvoj kazdého zubniho zirodku. Vyvoj
zubniho vzorce byl odvozen od stupné mineralizace pfitomnych zubti u vhodné
vybranych stadii, kde byl tento rozdil v mineralizaci patrny. Tato bazalni deskripce nam
slouzila jako pozadi pro névaznou molekularni detekci exprese  Shh
u predmineralizacnich stadii zubd. Obrazové tabule, na které se v textu odkazuji, jsou

v prilozené ptiloze ¢islo 4.

5.3.1. Popis funkéni dentice

U Ch. calyptratus se vytvari v prib¢hu Zivota pouze jedna generace funk¢nich
zubl. Dentice chameleona je tedy monophyodontni. Zuby nulté generace, které jsou
pfitomny u Sirokého spektra Supinatych plazii a archosaurii jsme u chameleona
nepozorovali. Zuby jsou pfipojeny k Celistnim kostem akrodontné. Typem piipojeni je
ankyloza (obr. 2C-D). Pocet zubnich pozic neni po vylihnuti kone¢ny, nybrz s vékem
jedince roste. Embrya ke konci inkubace maji vytvozeno 9 zubnich pozic v jednom
kvadratu dolni Celisti a 11 v kvadratu horni celisti. V premaxillarni ¢asti se nachézi
vajecny zub a po jeho stranach je po jednom premaxillarnim zubu v kazdém kvadratu.
U dospélého a plné vzrostlého chameleona jsme napocitali 21 zubnich pozic v kvadratu
dolni Celisti a 25 v kvadratu horni Celisti. Vajecny zub po vylihnuti vypadava a v celé
premaxille ziistdvaji pouze dva zuby (obr. 2B). Pocet zubu v premaxille se po vypadnuti
vajecného zubu v pribéhu zivota neméni. Pocet zubl v dolni Celisti je u embryi tésné
pred vylihnutim stejny jako pocet zubli v oblasti maxilly.

Zuby v dentici se mezi sebou odliSuji tvarem a velikosti (obr. 1D, 2A,C-D).
Velikost zubti roste v Mesino-distalnim sméru (obr. 2A,C-D). Vyjimku tvoti vajeény zub,
ktery je signifikantné vétSi nez ostatni zuby mineralizované v prilbéhu embryogeneze
(obr. 3A). Nejdistaln€jsi zub je naopak o trochu mensi nez jeho mesialné umistény
sousedni zub (obr. 1D, 2A,C,D). Dentice dospélych zvitat je rozdé€lena do tii skupin
odlisujicich se velikosti zubii (obr. 2C-D). Prvnich devét zubli v dolni Celisti a devét
v horni ¢elisti (nepocitaje vajecny zubu, ktery vypadl po vylihnuti) ma malou velikost
(obr. 2A,C-D). Tyto zuby kalcifikuji v pribéhu embryonalniho vyvoje. Premaxillarni
zuby tvofici druhou zubni pozici v kazdém kvadratu jsou nejmensi v rdmci celé dentice
(obr. 2B). Druhé skupina péti zubl byla pozorovana u vzrostlého dospélého jedince a
mlad’éte. U dospélce tvori druha skupina zubu stfedni ¢ast dentice (obr 2A,C-D). Tyto

zuby jsou vétsi nez zuby mesialné umisténé skupiny. Prvni zuby této skupiny zacinaji
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vznikat ke konci embryonalniho vyvoje. Treti skupina zubu byla pfitomna v distalni ¢ast
dentice dospé€lého jedince. Tyto zuby, kterych jsme napocitali v maxillarni oblasti devét a
v mandibularni sedm v kvadratu, byly nejvétsi v dentici (obr. 2C-D). U mladého jedincee
byla mezi premaxillarnimi zuby na druhé pozici mezera po vypadlém vaje¢ném zubu.
Vzhledem k tomu, ze u chameleona nedochazi k zubni obmeéné, zlstava tato mezera
pfitomna po cely zivot jedince (obr. 2B). Dal§i mezera u mladého jedince byla
pozorovana mezi zubem na druhé a tfeti pozici, tedy mezi poslednim premaxillarnim
zubem a prvnim maxillarnim zubem (obr. 2B). Stejnd mezera byla patrna i u dospélého
jedince. Baze zubl jsou stmeleny dohromady cementem (obr. 2C-D). Vyjimku tvoii
premaxillarni zuby, které se navzajem nespojuji a nespojuji se ani se svym sousednim
zubem v premaxille (obr. 2B). Mesidlni a distalni konce sousednich zubnich bazi se
castecné prekryvaji (obr. 2B). Zuby jsou svou mesidlni ¢asti vyklonény trochu lingualné,
zatimco distalni casti labialné (obr. 2B). Labialni strana zubt dolni Celisti se dostava pii
skusu do kontaktu s lingualni stranou zubii horni Celisti. Premaxillarni zuby na druhé
pozici jsou vyklonény medialng. Toto vyklonéni vznika v pritbéhu embryogeneze, kdy je
také pritomen vajecny zub.

Zuby chameleont jsou labio-lingualn¢ zplostelé s vyjimkou premaxillarnich zubd,
které maji cylindro-konicky tvar (obr. 3B-D). Vajecny zub je na konci svého vyvoje
vyklonény ven z dutiny ustni. Jeho boéni strany maji ostré hrany (obr. 3A). Spicka
premaxillarnich zubG na druhé pozici je zakonCena malym hrbolkem (obr. 3A).
Maxillarni a mandibuldrni zuby, které se tvoii v prilbéhu embryonalniho vyvoje maji dva
az Sest hrbolkl (obr. 3B-D). Centralni hrot téchto zubt je rozdélen na dva malé hrbolky
umisténé labidln€ a lingualn€. Prvni tfi maxillarni zuby a dva mandibularni zuby jsou
tvofeny pouze centralnim dvojhrbolkovym hrotem (obr. 1D, 3B). Dalsi zub ma vedle
centralniho dvojhrbolkového hrotu jesté mensi hrbolek na mesialni stran¢ (obr. 3B). Zuby
na dalSich pozicich jsou nejcastéji ¢tyrhrbolkové s centralnim dvojhrbolkovym hrotem a
mens$im mesidlnim a distdlnim hrbolkem (obr. 3C). Distdlni zuby mohou mit 5 — 6
zubnich hrbolkdl, pficemz 5. a 6. hrbolek jsou umistény mesidln¢ a distalné¢ na spodnim
okraji zubni korunky (obr. 3D). V pfipad¢ pfitomnosti péti hrbolkd, mtize byt 5. hrbolek
bud’ na mesialni, nebo na distalni strané. Labialni a lingualni hrbolek je na Spicce
centralniho hrotu tvofen sklovinnym hiebenem (obr. 5C). Hifebeny obou hrbolkl se na
mesialni a distalni stran€ zubu spojuji v jeden mesialni a jeden distalni hieben ktery jde
dale napii¢ celou zubni korunkou az kjeji bazi (obr. 5D). Zuby, které kalcifikuji

postnatalné jsou ctythrbolkové s centralnim konem rozd€lenym na maly labialni a
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linguélni hrbolek. Na mezidlni a distalni strané zubni korunky se nachéazi velmi malé
hrbolky (obr. 2A,C-D). Paty a Sesty hrbolek na bazi zubni korunky jsme u mladého a
dosp€lého jedince nepozorovali, pravdépodobné diky jejich vymizeni pii abrazi zubt.
Tvar zubl mineralizujicich v pribéhu embryonalniho vyvoje se v prubéhu Zivota méni
diky zubni abrazi. U dospélého jedince byly zuby obrouseny témeét az k vrstvé cementu
spojujicich baze zubii dohromady. Vznikla tak ostrd hrana podobna okraji Celisti zelv

(obr. 2C-D).

5.3.2. Vyvoj usporadani zubi v Celisti

Vyvoj dentice u chameleona zacina vyvojem vajecného zubu v premaxillarni
oblasti. V dobé¢, kdy vajecny zub kalcifikuje jiz mineralizuji také Celistni kosti. Pozdéji ve
stadiu 38, v dobé kdyZz jsou vytvotfeny mineralizované Celistni kosti po celé délce
Celistnich obloukt, byly ptfitomny dva kalcifikujici zubni zarodky v maxillarni oblasti.
Mandibula byla v této dob¢ bez kalcifikujicich zubnich zarodki, vyvoj zubli v horni
Celisti tedy za€ina o néco diive. Na zdkladé stupné mineralizace je evidentni, ze prvni zub
v maxillarni oblasti vznika v jeji distalni ¢asti na zubni pozici 9, zatimco druhy zub se
tvoii mezidlné k prvnimu na pozici 7 (obr 1A). Mezi t€émito zubnimi zarodky je pfitomna
Sirokd mezera bez kalcifikujicich zubli (obr. 1A). Mineralizace vajecného zubu byla u
tohoto embrya mnohem pokrocilej$i ve srovnani se zuby nalezenymi v maxille (obr. 1A).
Embryo ve 40. stadiu mélo ptitomno 8 kalcifikujicich zubnich zarodki v kvadratu dolni
Celisti (obr. 1B) and devét v kvadratu horni Celisti (pocitaje s vajeCnym zubem — celkové
tedy 17 zubu v horni Celisti). Stupent mineralizace zubt byl o trochu pokrocilejsi v horni
Celisti neZ v Celisti dolni. Ze stupné mineralizace zubi je 1 v tomto stadiu patrné, jak se
zubni vzor ustanovuje mezi stddiem 38 a 40. V dolni ¢elisti se prvni zub vyvijel na pozici
7, druhy na pozici 5, tfeti na pozici 3, ¢tvrty na pozici 6, paty na pozici 8, Sesty na pozici
4, sedmy na pozici 1, osmy na pozici 2 (obr. 1B). Postup vyvoje usporadani zubu
v maxille je podobny jako v Celisti dolni. Pozdé¢ji ve staddiu 41 jsme nasli devét
kalcifikujicich zubli v dolni celisti, pficemz devaty zub vznikal na 9. zubni pozici
(obr. 1C). V horni Celisti jsme nasli jedenéct kalcifikujicich zubnich zarodkt. Na zaklade
stupn¢ mineralizace zubu vznika jedenacty zub pravdépodobné na druhé pozici a je tedy
zubem premaxillarnim. Blizko konce embryonalniho vyvoje jsme pozorovali na
histologickych fezech v dolni Celisti vyvijejici se desaty zub na desaté pozici a v horni
Celisti dvanacty zub na dvandcté zubni pozici. Tyto zuby vznikaji hloubéji

v mezenchymu, kalcifikuji az postnataln¢ a tvoii prvni zub druhé série vétSich zubu
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popsanych vySe. Z uvedené¢ho postupu vyvoje uspoiadani zubtli v dentici je patrné, Ze ke
konci embryondlniho vyvoje se zacinaji tvofit nové zuby na distdlnim konci zubni fady.
Charakter tohoto vzniku novych zubnich pozic pak pokrauje v postnatalnim zivoté

chameleona.

5.3.3. Vyvoj funk¢nich zubii: staidium pupene aZ zvonku

Vsechny zuby, které se vyviji u chameleona vznikaji jako manifestace procesu
interakce zubni liSty a mezenchymu. Zuby, které mineralizuji v pribéhu embryogeneze
se zakladaji blizko oralniho epitelu. Zuby mineralizujici postnatalné se zakladaji hloubéji
v mezenchymu. Prvni stddia vyvoje zubl jsme pozorovali u embryi stadia 37 a 39,
ackoliv Gpln€ prvni zuby zacaly vznikat o néco diive. Znadmkou pocinajiciho vyvoje zubt
je pfitomnost kondenzovaného mezenchymu okolo distalniho ¢ela zubni liSty. Pfitomnost
této kondenzace predchazi vzniku histologicky ztetelného epitelidlniho pupenu (obr. 4A).
Ten vznikd pozdéji zvnéjsi epitelidlni vrstvy zubni liSty, kterd sousedi
s mezenchymatickou kondenzaci. Pupen se vyviji na distdlnim konci labialni strany zubni
listy (obr. 4B). Tvoii ho shluk bun€k jasné odlisitelnych od okolnich bun¢k zubni listy
(obr. 4B). Tato struktura se s rozvojem pupenu rozrusta centrifugalné a nabyva tvaru
jejim stfedu. Z vrstvy bunck plochého disku sousedici s mezenchymem se v prubchu
pfechodu ze stadia pupenu do stadia poharku diferencuje IDE vznikajiciho sklovinného
organu. Celé struktura pfi tom nabyva konkéavniho tvaru (obr. 4B). Kulovité a kubické
buiky IDE se v c¢asném stadiu poharku prostorové organizuji ve zietelnou vrstvu.
V distalni casti sklovinného orgénu se diferencuje cervikélni klicka s mensimi bunikami
ve svém vngjSim epitelu. Cervikalni klicka, ODE a stfedni vrstva bun¢k sklovinného
organu jsou od sebe jasné morfologicky odliSitelné od stddia poharku (obr. 4D). Ve
sttedu pivodné diskovité struktury jsme na konci stadia poharku pozorovali prvni
apoptoticka téliska (obr. 4E). Na zaklad¢ prostorového uspotfddani bunék vznika
z puvodné diskovité struktury castecné stfedni vrstva sklovinného organu. Ve centru
puvodné diskovité struktury lze rozeznat kulovitou strukturu, kterd je patrna po celou
dobu trvani stadia poharku (obr. 4D-E). Bunky ptivodné diskovit¢é mnohovrstevné
struktury pfiilehl¢ k IDE jsou tvofeny bunkami téméf celymi vyplnénymi bunéénymi
jadry. Cast stfednich vrstev vzdalengjsich od IDE nabyva charakteru hvézdicovitého
retikula, které neni ve stadiu poharku histologicky odliSitelné od stiedni vrstvy zubni listy

(obr. 4D-E). V priibé¢hu tohoto stadia zacina rist sklovinny organ asymetricky a linguélni
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strana sklovinného orgédnu je v této fazi vyvoje zubniho zarodku delsi ve srovnani se
stranou labidlni. Lingualni strana je pfitom tenci oproti stran¢ labidlni (obr. 4E).

Pii ptechodu ze stddia poharku do stddia zvonku, které jsme pozorovali na
nékterych zubnich pozicich také u stadia 37, se stfedni vrstvy sklovinného orgénu
zacinaji odliSovat od stfednich vrstev zubni liSty (obr. 5A). Nékolikavrstevna struktura
bunék plivodné tvortici disk je v tomto stadiu stale zietelnd. Jadra bunék v centru IDE jsou
vEtsi ve srovnani s pozdnim stddiem pohéarku a poukazuji na pocatek diferenciace téchto
bun¢k v ameloblasty (obr. 5A). Asymetricky vyvoj sklovinného organu je ve stadiu
zvonku vice zfetelny. Lingudlni strana sklovinného organu je ve stddiu zvonku Sirsi
oproti labidlni. Dochazi tedy k inverzi Siiky stran sklovinného organu ve srovnani se
stddiem poharku. Vrstva hvézdicovitého retikulum je na lingudlni strané¢ mohutnéjsi nez
na stran¢ labidlni (obr. 5A). Vnéjsi sklovinny epitel je tvofen kompaktni vrstvou bungk.
Velikost téchto bunék je podobnda jako u IDE voblasti cervikalni klicky.
Mezenchymatické buiiky zubni papily sousedici s IDE jsou kulovité a vétsi nez zbytek
bun¢k uvniti papily. To poukazuje na jejich postupnou diferenciaci ve funkéni
odontoblasty (obr. 5A). Okolo zubniho zarodku je patrnd vrstva mezenchymatickych

bun¢k tvotici zubni vacek (obr. SA).

5.3.4. Mineralizace zubni korunky

Proces mineralizace zubni korunky jsme pozorovali od 40. staddia vyvoje embrya.
Mineralizace zubl s mesidlnimi a distdlnimi hrbolky zac¢inad vznikem centralniho hrotu
(obr. 5B). Mesialni a distalni hrbolky mineralizuji pozd¢ji a nezéavisle a postupné fizuji
s mineralizujicim centralnim konem (obr. 1C). Tvorba dentinu zacind diive nez tvorba
skloviny a to v proximalni ¢asti zubni papily sousedici s centralni vrstvou IDE. Depozice
dentinu nasleduje vinu diferenciace odontoblastl a §ifi se centrifugalné smérem distalnim
(obr. 5B). Uvnitt dentinu jsou patrné rozvétvené odontoblastické vybézky vybihajici ze
sekrecniho c¢ela odontoblasti. Odontoblasty jsou cylindrické a polarizované s jadry
umisténymi na distalnich bunéénych polech (obr. 5B). Buiiky IDE postupné dozravaji ve
funkéni polarizované ameloblasty s jadry na distalnich bunéénych polech. Nejzralejsi a
nejvetsi meloblasty se v této fazi vyvoje nachazi ve sttedu IDE. Vina zrani ameloblastt
se $ifi podobné jako volna odontoblastl centrifugalné od centra IDE. Velikost bun¢k IDE
se zmenSuje smérem distdlnim, coz odrézi stupen jejich zralosti (obr. 5B). Znamky
diferenciace ameloblastti konci v urovni distalniho cela zvétSujici se dentinové ¢asti zubu.

Od této urovné jsou bunky IDE tvofici distalni ¢ast sklovinného organu kubické ¢i
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kulovité (obr. 5B). Hvézdicovité retikulum je v tomto stadiu ve srovnani se stavem u
gekona Paroedura picta (Zahradnicek et al., submitted) hypertrofované. Mezi centralni
casti IDE a zubni liStou se nachazi bunécna struktura nemajici podobu retikula. Tato
sturktura, zzejm¢ pochazejici z pivodni diskovité struktury, tvoii u chameleona pruh
bunék jdouci mesio-distdlnim smérem (obr. 5B).

Dalsi vyvoj je charakteristicky tvorbou skloviny a dal$i depozici dentinu.
V priibéhu mineralizace sklovinny organ dale roste a jeho proximalni ¢ast se dostava do
blizkosti ordlniho epitelu (obr. 5C-D). Vnégjsi sklovinny epitel se dostava do kontaktu se
zubni zlazou, kterda se diferencovala ze stejného zakladu jako zubni lista (obr. 5C).
Asymetrie sklovinného organu byla v pozdnim stddiu mineralizace méné patrna ve
srovnani s predeslymi stadii (obr. 5C-D). Labialni strana sklovinného organu v oblasti
cervikalni klicky byla na prifezu uzsi nez strana lingualni (obr. 5C-D). Z prostorového
usporadani bun¢k vyvozujeme, ze v oblasti cervikalni kli¢ky se tvoti distalni ¢ast stiedni
vrstvy sklovinného organu z IDE. Tato vrstva nema v oblasti cervikalnich klicky
retikularni charakter (obr. 5C-D). V této fazi vyvoje zubu se zainid diferencovat
z lingudlni strany ODE pobliZ cervikalni klicky zubni lista (obr. 5C-D). Prvnim znakem
iniciace jejiho vyvoje z ODE je hypertrofie této vrstvy v misté jejiho vzniku (obr. 5C-D).
Zralé ameloblasty v mineralizatnim stadiu davaji vznik skloving. Jeji tvorba se Sifi
centrifugélné od stfedu IDE a tvoii kryt dentinové €asti zubu (obr. 5C-D). Rozdilnou
depozici skloviny se vytvari podobné jako u P. picta labidlni a linguéalni zubni hrbolek na
centralnim konu zubu (obr. 5C). Nejmohutnéjsi vrstva skloviny se nachazi v oblasti
hiebenli a nejtenci mezi labialnim a lingudlnim hrbolkem (obr. 5C). Pfes mezialni a
distalni ¢ast zubu jde sklovinny hfeben ve sméru mesio-distalnim, ktery vzniké podobné
jako labiélni a linguélni hrbolek odliSnou depozici skloviny (obr. 5D). Bunécna struktura
bez velkych mezibunécnych prostor v proximalni ¢asti sklovinného orgénu je stale patrna
(obr. 5C-D). Pozdé¢jsi mineralizace mezidlnich a distalnich hrbolka u vicehrbolkovych
zubll mé podobny pribéeh jako tvorba centralniho konu s tim rozdilem, ze se na Spicce
téchto boc¢nich hrbolkli nevytvari hrbolky dva (dbr. 5D). S postupem mineralizace
bo¢nich hrbolki a centrdlniho hrotu dochazi kjejich fizi vjeden mohutny

mnohohrbolkovy zub.

5.3.5. Vyvoj zubni baze a akrodontni ankylozy
Pocatek vyvoje kratka dentinova zubni baze jsme pozorovali u zubli embrya

ve 44. stadiu vyvoje. Mineralizace zubni korunky byla v tuto dobu u konce. Proximalni
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¢ast sklovinného organ se dostava do piimého kontaktu s oralnim epitelem a zubni
zarodek zietelné prominuje do dutiny ustni (obr. 6A). Zubni zZldza je v pfimém kontaktu
s labialni stranou sklovinného organu v oblasti zubni korunky (obr. 6A, D). Organizace
sklovinného orgénu je v oblasti zubni baze charakteristickd jednodu$sim uspofadanim.
Buiniky IDE jsou v oblasti zubni baze mensi a nedozravaji ve funk¢ni ameloblasty (obr.
6A-E). Hranice mezi ektodermem a mezenchymem zde neni mnohdy patrnd.
Vizualizovali jsme tedy ektoderm.,ktery je charakteristicky pfitomnosti cytokeratind,
imunohistochemicky. Pfitomnost cytokratini je v obrazové dokumentaci znazornén
tmaveé hnédou barvou (obr. 6B-C, E). Sklovinny orgdn v oblasti formovani zubni baze je
na sv¢ labidlni stran¢ tvofen dvémi vrstvami, IDE a ODE (obr. 6D). Na nékterych fezech
bylo nalezeno mezi IDE a ODE nékolik bun&k stiedni vrstvy sklovinného organu
(obr. 6B). Struktura této c¢asti sklovinného organu maé tedy charakter HERS. Lingudlni
strana sklovinného organu je v tiseku tvorby zubni baze tvorena tiemi vrstvami. Stiedni
vrstva je zde vice rozvinuta a spojita (obr. 6A,C). Z lingualni strany sklovinného organu
vybiha zubni lista, ktera v§ak neprodukuje v pribéhu embryogeneze zadné zubni zarodky
nahradnich zubii (obr. 6A,C). Buitkky mezenchymu pfilehlé k IDE sklovinného organu v
oblasti zubni baze diferencuji ve funkéni odontoblasty a tvoii dentin, v kterém jsme
nepozorovali zietelné odontoblastické vybézky (obr. 6D).

Distalniho okraje sklovinného orgdnu, jehoz rlst se zastavuje pifed tvorbou
ankylozy, je obklopen skupinou zrajicich odontoblastli (obr. 6E). Tyto buiky pak
vytvareji samotny konec dentinové zubni baze, kterd v konecném stadiu presahuje uroven
distalniho konce sklovinného organu (obr. 6A). Zubni baze se v dalSim stadiu vyvoje
spojuje prostfednictvim cementu s Celistni kosti. Z histologickych tezli je patrné Ze
kulovité cementoblasty maji pivod z mezenchymatickych bunék a produkuji cement,
v kterém jsme pozorovali kolagenova vlakna jdouci mezi kosti a dentinem (obr. 6F).
Akrodontni ankyldéza se tvoii mezi vybézky cCelistnich kosti a zubni bazi (obr. 7B,D).
Rozdily mezi cementem, kosti a dentinem jsou patrné na odstinech lososové barvy u jesté
ne plné¢ mineralizované tkdné¢ (obr. 7B). Pozdéji, kdyZ je mineralizace ankylotického
spojeni kompletni, neni hranice mezi kosti, cementem a dentinem s pouzitim barveni
haematoxylinem a eosinem rozliSitelna. Prostfednictvim cementu se také k sob¢ ptipojuji
zubni baze sousednich zubid (obr. 7B). V pribéhu vzniku ankylézy se bunky IDE
v oblasti zubni korunky zmenSuji a buniky hvézdicovitého retikula a ODE se zplostuji
(obr. 7C). Ve sklovinnych organech mezidlnich zubl jsme nasli velky shluk bunék na

linguélni strané sklovinného orgdnu blizko oralniho epitelu (obr. 7B-C). V pfipad¢ téchto
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zubi se zplostovani bun¢k hvézdicovitého retikula a ODE tykalo jen strany sklovinného
organu, kde nebyla tato bunécnd struktura ptfitomna. Podobnd masa bunék nebyla v
mladSich vyvojovych stadiich pfitomna (obr. 7C). V distalnich zubech jsme ve
sklovinném orgéanu tuto strukturu nepozorovali. V dobé tvorby ankylozy jiz byly v zubni

papile ptfitomny cévy (obr. 7D).

5.4. Dentice chamaeleolisii: malakofagni adaptace, zmény v dentici v postnatalnim
vyvoji

Tato studie byla vypracovana diky poskytnuti embryonalniho materidlu a
uhynulych  dospélych  zvifat Mgr. Veronikou Holéiiovou (katedra zoologie,
Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy). Chamaeleolisové jsou znami svou
malakofagni adaptaci, kterd se vyrazné projevila na dentici (Estes et Williams, 1984).
U dvou druhti urénych druhti bylo poséano, ze dochazi v pribéhu zivota ke zménam tvaru
zubl v zadni c¢asti Celisti z trikonodontnich na molariformni s Sirokou zaoblenou
korunkou. Detailni popis téchto zmén vSak publikovan nebyl. V této publikaci jsme se
zamé&fili na detailni identifikaci zmén v dentici mezi prvni funk&ni zubni generaci a
funkéni generaci zubii u plné vzrostlych dospélych jedincl. Z charakteru dentice jak
prvni funkéni generace tak funk¢ni generace dospélych zvirat jsme vyvodili jejich
pravdépodobné potravni adaptace o kterych se z volné ptirody de fakto nic nevi. Z nize
uvedeného popisu je také zjevné, Ze charakteristika dentice pravdépodobné odrazi
fylogenetické vztahy jednotlivych druhii. To jestli je tato hypotéza spravna do budoucna
ukaze pripadna molekularni studie. Pfi vyzkumu jsme pouzili dolni Celisti Ctyf znamych
druhli chamaeleolist z péti. Jako druh s plesiomorfnimi znaky v dentici, ktery neni
malakofagné pfizpisobeny jsme vybrali chamaeleolisim fylogeneticky blizky druh
Anolis barahoae. Vzhledem k pfirozenému thynu nebyla porovnavany stejné¢ stara
embrya ani dospéli jedinci. To se promitlo zejména na charakteristikach zubniho
pfipojeni a zndmek zubni resorpce v dentici embryi pfed vylihnutim. Napiiklad u A.
barahoae nebyla vétSina zubt jesté piipojena k celistnim kostem. U jinych naopak byla
pozorovana resorbce zubni baze nékterych zubt, poukazujici na pfipravu k jejich obméné
zuby ndhradni generace. Vzhledem k vzéacnosti bylo pouzito od kazdého druhu po
jednom jedinci. Obrazova dokumentace, ke které se v textu odkazuji, je v pfiloZené

ptiloze ¢islo 5.
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5.4.1. Anolis barahoae
U embrya pifed vylihnutim bylo pfitomno v dolni ¢elisti 18. vytvofenych zubnich
pozic. VétSina zubl u tohoto jedince je ve fazi pokrocilé mineralizace zubni baze pied
vytvofenim ankylézy (obr. 1A-D). Pouze 6 zubl je pfipojeno ke kosti. Mezery mezi
jednotlivymi zuby jsou velké. Zubni korunky vyrazné piesahuji okraj celistni kosti
(obr. 1A). Velikost zubl se v dentici zvétSuje ve sméru mesio-distdlnim (obr. 1A). Na
prvnich deviti pozicich se nachazi konické az cylindokonické zuby s naznakem rozdé€leni
Spicky na labidlni a lingudlni zubni hrbolek. V misté hrbolkl jsou vytvofeny nizké
sklovinné hiebeny jdouci napfic Spickou zubu v mezio-distalnim sméru (obr. 1B-C). Na
10. zubni pozici se nachazi maly konicky zub nulté generace, ktery je pfipojen k Celisti.
Spicka tohoto zubu neni rozélenéna sklovinnymi hiebeny na dva hrbolky (obr. 1C). Na
11. zubni pozici se jeSté nachazi cylindro-konicky zub. Jeho mesidlni a distalni ¢ast je
vSak oproti predeslym zubim rozsifena (obr. 1C). Podobnou morfologii ma
mineralizujici zub na pozici 12, u kterého je vyvinuta jen Spicka korunky. Z pohledu na
rostouci distalni ¢ast korunky (ve smyslu proximo-distadlnim) tohoto zubu je patrné, ze
roz$iteni zubu do stran nevznikd pouhou mohutnéj$i depozici skloviny, ale také
roz$itenim zubni papily do stran a pozd¢jSi depozici dentinu tento tvar fixujiciho
(obr. 1C). Korunka zubu na pozici 13. mé vedle masivniho centralniho hrotu vytvoren
mesidlni a distadlni bocni hrbolek a je tedy trikonodontni. Tyto boc¢ni hrbolky jsou
pfipojeny k centrdlnimu konu pomérné nizko a thel mezi stranou boc¢niho hrbolku
privracenou k centralnimu konu a vertikalou (dale jen uhel nasazeni bo¢niho hrbolku) je
tupy (obr. 1C). Dalsi zub na pozici 14. je konicky a subtiln€j$i nez zub piedchozi. Svou
morfologii pfipomind spiSe zuby z mezidlni ¢asti cCelisti, nebo vyvinutéj$i zub nulté
generace (obr. 1C). Na 15. zubni pozici se nachézi opét trikonodontni zub. Uhel nasazeni
boc¢nich hrbolklli je pravy. Tyto hrbolky jsou piipojeny k centralnimu hrotu nizko
(obr. 1D). Zuby na 16. az 18. zubni pozici jsou také trikonodontni. Uhel nasazeni boénich
hrbolkii je ostry. Bo¢ni hrbolky u téchto zubl jsou pfipojeny k centralnimu konu také
pomérné nizko (obr. 1D).
U dospélého jedince jsme napocitali v dolni Celisti 33 zubnich pozic.
Mezery mezi zuby jsou mens$i nez u embrya. VEt§i mezery jsou mezi korunkami a mensi
¢ témét chybéjici v oblasti zubnich bazi. Okraj Celisti piesahuji pouze konce zubnich
korunek (obr. 2A). Zubni resorpce, pokud je pfitomna, zacind nejcastéji ve stiedu ¢i
mirné mimo stfed zubni baze v misté lingualni ¢asti ankylézy (obr. 2B-D). Prvnich 18.

zubi je konickych, zub na 14. pozici je vypadly a nahradni zub byl ztracen v pribéhu
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preparace (obr. 2B-C). Zub na 19. pozici ma zietelné rozSifenou mesialni a distalni stranu
zubu (obr. 2C). Zuby na 20. a 21. pozici jsou tvofeny dvéma rovnocennymi hrboly. Tyto
zuby z vnéjSku vypadaji jako by vznikly splynutim dvou konickych zubt (obr. 2C).
Dvacaty druhy zub je trikonodontni. Uhel nasazeni boé¢nich hrbolkd je tupy (obr. 2C).
Dvacaty tieti a 24. zub maji vytvoreny mesialni bo¢ni hrbolek s tupym thlem nasazeni.
Distélni strana téchto zubti ma misto hrbolku patrné rozsiteni (obr. 2C). Zub na 25. pozici
nema boc¢ni hrbolky, na jeho mezidlni a distalni stran€ je patrné rozsiteni zubu (obr. 2D).
Dvacaty Sesty zub ma drobny mesialni bo¢ni hrbolek s pravym uhlem nasazeni. Jeho
distalni boc¢ni strana je rozSitena (obr. 2D). Dvacaty sedmy zub ma jen centralni konus
s bo¢nim rozsifenim na mesialni a distalni stran€. Tyto dva zuby jsou signifikantné mensi
nez 25. a nasledny 28. zub, jehoZ rozsifeni do bokl nabyva téméf charakteru hrbolkl
s tupym Uhlem nasazeni (obr. 2D). Dvacaty devaty zub ma vytvofen mesialni hrbolek
s tupym thlem nasazeni k centralnimu hrotu. Jeho distalni strana mé charakter rozsiteni
(obr. 2D). Tticaty az 32. zub jsou trikonodontni. Bo¢ni hrbolky svyraji s vertikalou pravy
uhlem. Tticaty zub je signifikantné mensi nez 31. a 32. zub (obr. 2D). Tticaty treti zub je
oproti 32. zubu mens$i a ma na mezialni strané bo¢ni hrbolek s tupym thlem nasazeni.

Jeho distalni strana je pouze rozsifena (obr. 2D).

5.4.2. Chamaeleolis barbatus

V dolni celisti embrya tésné pied vylihnutim jsme napocitali 18. zubnich pozic
(Obr. 3A-C). Vsechny zuby az na zuby na 4. a 13. pozici jsou pfipojené ke kosti (obr. 3B-
C). Mezery mezi zuby jsou oproti A. baracoae mensi. Zubni korunky velkou casti
presahuji okraj kosti dolni Celisti. Sedm pfipojenych zubl vykazuje na své zubni bazi
znamky resorbce (obr. 3B-C). Ta zacind ve stfedu ¢i v distalni (ve smyslu mesio-
distalniho sméru) €asti lingualniho okraje zubni baze. Resorbce distalni ¢asti bazi zubi
byla pfitomna zejména v distalni polovin¢ dentice. Zuby jejichz baze byly resorbovany se
pfipravovaly k obmén& jiz pied vylihnutim (obr. 3A-C). Spi¢ky konickych az
cylindrokonickych zubtli, nebo Spicky centralnich konii u vicehrbolkovych zubl jsou
rozdéleny na labidlni a lingudlni maly hrbolek (obr. 3B-C). Délka zubi a jejich
mohutnost se mesio-distalnim smérem az na vyjimky zvétsuje (obr. 3A). Prvnich sedm
zubl je konickych az cylindrokonickych (obr. 3B). Osmy az 11. zub ma distalni bo¢ni
hrbolek. Jeho uhel nasazeni k centrdlnimu hrotu je ostry. Hrbolky jsou ptipojeny
k centralnimu hrotu pomérné nizko (obr. 3B-C). Dvanacty, 14. a 16. — 18. zub jsou

trikonodontni s bo¢nimi hrbolky vysoko piipojenymi k centralnimu konu. Jejich uhel
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nasazeni je ostry. Na 13. zubu neni patrny jeho vysledny tvar jelikoz jeho vyvoj je
v ¢asné fazi mineralizace. Patnacty zub je na své mesidlni stran¢ rozsifen. Distdlni stranu
tohoto zubu tvoii hrbolek s ostrym tthlem nasazeni (obr. 3C).

U dospélého jedince bylo v dolni ¢elisti 20 funkénich zubt (obr. 4A-C). Velikost
zubli a jejich mohutnost se zvétSuje v mesio-distalnim sméru s vyjimkou dvou
nejdistalnéjSich zubi, které jsou mensi nez mesialné umisténé sousedni zuby (obr. 4A).
Pokud jsou u zubi pfitomny bocni hrbolky, jsou miniaturni, témef neznatelné (obr. 4B).
Mezery mezi zuby jsou pomérné velké v mesidlni ¢asti dentice, naopak v distalni ¢asti se
sousedni zuby témét dotykaji a ndhradni zuby se stavaji funkéni zaroven se zbytky zubii
piedchozi funkéni generace (obr. 4A-C). V této Casti dentice je tak vytvoreno kompaktni,
misty dvojfadé zubni pole (obr. 4C). Zubni korunky vyznaméji pfesahovaly okraj celistni
kosti pouze v mesialni polovin¢ dentice (obr. 4A-B). V pfedni Casti dentice vznikaji
nahradni zuby v oblasti stfedu spodniho okraje zubni baze (obr. 4B). Ve stfedni Casti
dentice jsme nasli nahradni zuby umisténé mirné mesialné¢ od stiedu praveé funkéniho
zubu (obr. 4B). V distalni ¢asti dentice jsou ndhradni zuby umisténé distdln€, nebo
mezialné od sttedu funkénich zubi piedeslé generace. V této oblasti jsme nasli znamky
resorbce 1 ve stfedni ¢asti spodniho okraje zubni baze (obr. 4C), coz napovida o umisténi
nahradniho zubu ve stejné pozici jako je umistén praveé funkéni zub. Prvnich pét zubi je
konickych az cylindrokonickych (obr. 4B). Sesty a 7. zub maji vytvofeny miniaturni
distalni bo¢ni hrbolky pfipojené nizko k centralnimu hrotu. Osmy az 11. zub ma vytvofen
mesidlni i distdlni miniaturni zubni hrbolek (obr. 4B). Od 11. zubu nartstd vyrazné
masivnost a zaoblenost zubl. Stfedem zubni korunky tohoto a naslednych zuba jde
mesio-distadlnim smérem maly sklovinny hieben (obr. 4B). Dvanacty zub podléha
resorbci, kterd probihd v mesidlni poloving€ zubni baze. Distalni ¢ast zubu je bez patrnych
znakd po resorbci (obr. 4B). Tiindcty zub ma celou distalni polovinu resorbovanou.
V misté resorbce se nachdzi ndhradni 14. zub, ktery je patrné jiz funkcni stejné jako
polovina jeho ptfedchidce (obr. 4C). Patnicty zub je z jedné tietiny resorbovan ve své
distalni ¢asti. Znamky resorbce jsou patrné i ve stiedu okraje zubni baze. To poukazuje ze
tento zub je nahrazovan postupné dvéma zuby (obr. 4C). Sestnacty zub zapliiuje prostor
resorbované distalni ¢asti 15. zubu a je tedy jeho ndhradnim zubem. Stejné jako v ptipadée
14. zubu je tento zub pravdépodobné funkéni zéroven se zbyvajici ¢asti zubu piedeslé
generace (obr. 4C). Sedmnacty zub je témét kompletné resorbovan, zbyva z néj jen mala
horni ¢ast korunky. Tento zub je nahrazovan 16. zubem a zaroven 18. zubem, ktery je

pravdépodobné také jiz funkcéni (obr. 4C). Devatenacty zub je men$i nez 18. zub a
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posledni nejdistaln€jsi 20. zub je miniaturni v porovnani s predeSlymi distalnimi zuby

(obr. 4C).

5.4.3. Chamaeleolis porcus

U embrya pied vylihnutim bylo pfitomno v dolni Celisti kolem osumnacti zubnich
pozic. Zuby na prvnich tfech az péti pozicich byly ztraceny v priibéhu preparace Celisti.
Jejich mnoZstvi jsme odhadli na zakladé¢ morfologie povrchu celistni kosti, kde jsou
patrna mista pfipojeni zubt. Jejich tvar jsme odhadli z tvaru zubid v pfedni Casti horni
Celisti a z tvaru zubl v piedni ¢asti dolni Celisti u dospélého jedince. Vzdalenost mezi
sousednimi zuby je velkd. VétSina zubl je spojena svou bazi s kosti (obr. 5A-C).
Vyjimku tvoii zuby ve fazi rlistu na pozicich 11, 16 a 18 (obr. 5B-C). Zubni korunky
vyrazné piesahuji okraj kosti dolni &elisti (obr. 5A-C). Sest zubt vykazuje znaky zubni
resorbce, kterd povétsinou zacina ve stredu ¢i v distalni ¢asti spodniho okraje zubni baze
(obr. 5B-C). VSechny pozorované zuby maji na zubni korunce vytvoifen labidlni a
lingudlni maly hrbolek, ¢i alespont jejich naznak (obr. 5B-C). Prvnich 8 zubi je
konickych az cylindrokonickych (obr. 5B). Devaty a 10. zub maji na distalni strané
pomérné nizko pod Spickou centralniho konu vytvotené zietelné rozsiteni distalni strany
(obr. 5B). Jedenacty zub je ve vyvojové fazi mineralizace korunky. RozSifeni jeho
bocnich ¢asti je patrné po obou stranach, pficemz na distalni stran€ je zfetelngjsi a nabyva
témeét charakteru hrbolku s tupym uwhlem nasazeni k centrdlnimu hrotu (obr. 5B).
Dvanacty a 14. zub jsou trikonodontni se zfetelnym mesidlnim a distalnim bo¢nim
hrbolkem s ostrym thlem nasazeni k centralnimu konu. Tyto hrbolky jsou k centralnimu
hrotu pfipojeny nizko (obr. 5C). Ttinacty zub je cylindrokonicky s charakterem
mezialnich zubll. Je mnohem mensi nez jeho sousedni zuby (obr. 5C). Patnacty az 18.
zub je podobny 12. a 14. zubu s tim, ze jejich bo¢ni hrbolky jsou pfipojeny o trochu vyse
k centralnimu hrotu (obr. 5C). Sestnacty a 18. zub jsou ve fizi mineralizace zubni
korunky (obr. 5C).

V dolni celisti dospélého jedince bylo 16. zubnich pozic (obr. 6A-C). Nejmensi a
nejsubtilngjsi zuby se nachazi v mesidlni ¢asti Celisti. Ve stfedni a distalni ¢asti Celisti je
velikost zubli podobna. Mohutnost zubli se vSak v distalni polovin€ dentice vyrazné
zvétsuje (obr. 6A). Mezery mezi zuby jsou zietelné a to i v distalni ¢asti Celisti. Zubni
korunky velkou ¢asti pfecnivaji ptes okraj celistnich kosti (obr. 6A). Zubni resorbci jsme
pozorovali pouze u 4 zubl a to ve stfedni Casti okraje zubni baze, popfipad¢ v distalni

¢asti spodniho okraje zubni baze (obr. 6B-C). Mesialni a distadlni zubni hrbolky jsou
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pritomny pouze u zubu ve stiedni ¢asti dentice. U téchto zubii jsou hrbolky miniaturni
(obr. 6B-C). Prvni az 7. zub je konicky az cylindrokonicky (obr. 6B). Osmy zub ma
témeét nezietelny mesialni a distdlni bocni hrbolek s pravym uhlem nasazeni. Tyto
hrbolky jsou piipojeny k centralnimu hrotu pomérné vysoko (obr. 6B). Devaty zub nema
zubni hrbolky, ani zfetelné rozsifeni bocnich ¢asti. Tvar jeho korunky je zaobleny
(obr. 6B). Desaty zub ma mesialni i distalni bo¢ni hrbolek s ostrym thlem nasazeni.
Jedenacty zub nema boc¢ni hrbolky, ale pouze mesialni a distalni bo¢ni rozsiteni korunky
(obr. 6C). Dvanacty a 13. zub mé pouze ndznak pfitomnostu bo¢niho hrbolku a to na
mesialni stran¢ (obr. 6C). Zuby na 14. az 18. pozici jsou mohutnéjsi oproti mezialngji
umisténym sousedim. Tyto zuby postradaji bo¢ni hrbolky (obr. 6C). Osmnécty zub je ve

stddiu mineralizace zubni korunky.

5.4.4. Chamaeleolis chamaeleonides

Embryo pfed vylihnutim meélo v dolni celisti vytvofeno 20 zubnich pozic.
Velikost zubli smérem mesio-distadlnim vyrazné neroste, s vyjimkou mesidlnich zubd,
které jsou mnohem mensi oproti zbylym zubiim v dentici. Mohutnost zubli se naproti
tomu smérem distalnim zvétSuje. Mezi zuby jsou pomérné velké mezery. VEtSina zub je
pripojena k Celisti, pouze v distalni ¢asti jsou dva mineralizujici zuby. Zubni korunky
velkou ¢asti pfecnivaji pies okraj Celistnich kosti (obr. 7A-C). Zubni resorbce, pokud je
piitomna, za¢ina ve stiedu, v mesialni nebo distalni ¢asti spodniho okraje zubni baze. S
picka korunky vsSech zubii je rozdélene na maly labidlni a lingudlni hrbolek, nebo je
pritomen alespon ndznak jejich vzniku (obr. 7B-C). Prvnich jedenact zubt je konickych
az cylindrokonickych (obr. 7B). Dvandcty zub ma maly distadlni bo¢ni hrbolek nizko
ptipojeny k centralnimu hrotu s tupym thlem nasazeni. Tfinacty zub mé maly mesidlni i
distalni bo¢ni hrbolek s tupym uhlem nasazeni k centralnimu hrotu (obr. 7C).
Trikonodontni 14. a 15. zub ma vytvoreny mesialni i distalni bo¢ni hrbolek. Ty jsou
pfipojeny k centralnimu hrotu pomé&mé nizko. Uhel nasazeni mesialniho boéniho hrbolku
u obou zubi je tupy, u distdlniho hrbolku 14. zubu ostry a u 15. zubu tupy (obr. 7C).
Sestnacty az 20. zub ma oba bo¢ni hrbolky zietelndjsi nez zuby piedchozi. U
nejdistalnéjsich zubl jsou boc¢ni hrbolky pfipojeny k centralnimu konu pomérné vysoko a
vytvati tak vétsi drtici plochu. Uhel nasazeni téchto hrbolk je ostry (obr. 7C). Osmnécty
zub nema jesté uplné dotvorenou zubni bazi a 20. zub je ve stddiu mineralizace zubni

korunky. Sedmnacty zub podléha resorbci, ktera je patrna jak na distalni ¢asti zubni baze,
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kde v prostoru resorbce dortstd 18. zub, tak také ve stfedu spodniho okraje zubni baze,
kde se vyviji dalsi ndhradni zub (obr. 7C).

U dospélého jedince bylo pfitomno v dolni ¢elisti 23 zubnich pozic. Velikost zubi
roste mesio-distalnim smérem. Ve stejném sméru vyrazné roste i mohutnost zubtl. Zuby
velkou svou casti precnivaji pfes okraj Celistnich kosti pouze v mesidlni ¢asti dentice.
V distalni Casti precnivaji zubni korunky pies okraj elisti jen malou ¢asti. Bo¢ni hrbolky
nejsou piitomny viibec. Mezery mezi zuby jsou pfitomné. Zubni resorbce zac¢ina vzdy od
stiedu spodniho okraje zubni baze (obr. 8A-C). Prvnich devét zubt je mensich konickych
az cylindrokonickych (obr. 8B). Zuby na 10. az 17. pozici jsou mohutnéj$i se zaoblen¢;si
korunkou, svym tvarem tvofi pfechod mezi mesidlnimi a distalnimi zuby (obr. 8B-C).
Osumnacty az 21. zub je mohutny molariformni s vyrazné zaoblenéjsi zubni korunkou ve
srovnani s predeslymi zuby (obr. 8C). Dvacaty druhy a 23. zub je maly. Dvacaty tieti zub

jesté neni pripojen k Celistni kosti (obr. 8C).

5.4.5. Chamaeleolis guamuhaya

U embrya pied vylihnutim bylo pfitomno v dolni ¢elisti 17 zubnich pozic. Patnact
zubu bylo pfipojenych ke kosti, dva zuby v distalni ¢asti Celisti byly na poc¢atku vyvoje
mineralizace. Velikost 1 mohutnost zubli smérem distalnim pomérné vyrazné roste.
Mezery mezi sousednimi zuby jsou velké. Velkd ¢ast zubnich korunek ptecnivd nad
troven okraje kosti dolni &elisti (obr. 9A-C). Spi¢ka centralni &asti korunky je u viech
zubl rozdélena na labidlni a lingudlni hrbolek, nebo je vytvoren alespoini naznak tohoto
rozdéleni. Zubni resorbce neni patrna u zadného ze zubu patrnd (obr. 9B-C). Prvnich
devét zubti je konickych az cylindrokonickych. Prvni tfi zuby a sedmy zub jsou vyznamé
mensi ve srovnani s ostatnimi mesidlnimi zuby (obr. 9B). Desaty zub ma vytvoreny
distalni bo¢ni hrbolek, ktery je pfipojen k centralnimu konu nizko. Jeho thel nasazeni je
pravy (obr. 9C). Boc¢ni hrbolky u néasledujiciho 11. az 13. zubu jsou pfipojeny
k centralnimu konu pfiblizné ve stejné vysce jako u 10. zubu. Uhel nasazeni je ostry.
Jedenacty zub ma vytvoreny mesialni i dostalni bo¢ni hrbolek, dvanacty zub ma pouze
distalni zubni hrbolek (obr. 9C). Ttinacty, 14. a 16 zub maji vytvofen mezialni i distalni
zubni hrbolek, pficemz 14. a 16. zub ma bo¢ni hrbolky pfipojeny k centralnimu hrotu ve
srovnani s pfedchozimi zuby vySe (obr. 9C). Patnacty a 17. zub je teprve na pocatku své
mineralizace. Jejich finalni tvar se tak da pouze odhadnout.

U dospélého jedince bylo pritomno v dolni Celisti 25 zubnich pozic. Velikost a

wevr
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smeru distalnim naopak zmenSuji. Mezery mezi zuby jsou pomérné velké. VSechny
funkéni zuby, aZz na Ctyfi nejdistalnéjsi, presahuji velkou €asti své korunky okraj dolni
Celisti (obr. 10A-D). Mesialni a distalni bocni hrbolky jsou malé, ale ve srovnani
s dospélymi jedinci ostatnich druhii chamaeleolisii pomémé vyrazné ve stfedni ¢asti
dentice. Zubni resorbce zacinala vzdy ve stfedu ¢i mirné¢ mimo stied spodniho okraje
zubni baze (obr. 10A-D). Prvni az 4. zub jsou konické s patrnym rozdélenim Spicky na
labiélni a lingualni hrbolek (obr. 10B). Paty a 6. zub maji vytvoren distalni boc¢ni hrbolek,
ktery je pfipojeny nizko k centralnimu hrotu korunky. Jeho uhel nasazeni je u téchto zubii
pravy (obr. 10B). Sedmy zub je podobné¢ jako u embrya maly a konicky. Jeho zubni baze
je témet Uplné resorbovana a tento zub je tak tésné pred vypadnutim (obr. 10B). Tvar
ndhradniho zubu se ndm nepodafilo zjistit diky ztraté zubd naslednych generaci
v prubehu preparace. Osmy az 13. zub maji podobné jako 6. zub pouze distalni zubni
hrbolek, ktery je nizko pfipojeny k centralnimu konu. Jeho thel nasazeni je pravy (obr.
10B-C). U 13. zubu je patrny naznak vzniku mesidlniho bo¢niho hrbolku (obr. 10C).
Ctrnacty a patnacty zub maji vytvofeny dva boéni hrbolky. Uhel nasazeni mesialniho
hrbolku je ostry a distalniho hrbolku tupy (obr. 10B-C). Sestnicty zub ma vytvofené
pouze mesialni a distdlni rozsiteni zubni korunky (obr. 10C). Sedmnacty zub ma
vytvoien pouze mesialni bo¢ni hrbolek s pravym thlem nasazeni. Distalni ¢ast zubu je
roz$ifena (obr. 10C). Osmnacty az 25. zub bo¢ni hrbolky nema. Tyto zuby jsou rozsifené

na mesialni 1 distalni strané (obr. 10D).

5.5. Vyvoj jedovych zubi a kanialku pro vedeni jedu u chiestySovce Cryptelytrops
albolabris: role Shh, apoptézy a bunééné proliferace

Vyzkum vyvoje kandlku v jedovych zubech chiestySovee Cryptelytrops
albolabris probéhl ve spolupraci s Dr. A. S. Tucker (Kings College London, Velka
Britanie). Tento projekt byl zapocat jako reakce na sporné néazory ohledné vyvoje
kanalku v jedovych zubech hadi.

Jedové zuby hadl fasciovaly védce od 19. stoleti, avSak az do doby publikace
naSeho ¢lanku o vyvoji jedového zubu u chiestySovcee (Zahradnicek et al., 2008) se vedyl
stale spory ohledné jeho vyvoje. Material byl vzacny a véchny vyzkumy byly omezeny
na histologickd zkoumdni nebo pozorovani povrchu vyvijejicich se zubll za vyuziti
rastrovaci elektronové mikroskopie. V minulosti se vyvoj kanalkli snazili vysvétlit dveé
teorie. Prvni a zaroven ucebnicova teorie fika, ze jedovy kandlek se vyviji skrze

invaginaci Casti sklovinného orgénu jedového zubu (Tomes, 1876; Kochva, 1963;
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Edmund, 1969; Haas, 1980; Lake et Trevor-Jones, 1987, 1995). Podle této teorie je prvni
znamkou vyvoje kanalku vytvoteni zlabku podél vyvijejiciho se jedového zubu. Tento
zlabek se postupné prohlubuje a jeho boc¢ni strany splyvaji za vzniku centralniho kanalku.
Sev patrny na vnéj§i morfologii zubti u Elapidae a Atractaspidae a milna predstava o
fylogenetickém vztahu téchto skupin tak zapadaly do pfedstavy o postupné evoluci
kanalku, na jejimz vrcholu byl jedovy zub zmijovitych hadii. Tato teorie tedy briskné
vysvétlovala prechod od zubl s zlabkem k zubiim s uzavienym kandlkem a podélnym
Svem na povrchu a ve findle k zubim zmijovitych s kanalkem bez patrného $vu na
povrchu zubu. Recentni studie ale ukazala, ze bazalni skupinou modernich hadd jsou
zmijoviti a korunovou skupinou kordlovcoviti hadi (Vidal et al., 2007). Nemiize tedy
platit ptedpoklad fikajici Ze zmiji jedovy zub se vyvinul z jedového zubu
koralovcovitych. Druhd hypotéza pojmenovana ,,brick chimney’’ tikd, ze jedovy kanalek
je tvofen piimo depozici dentinu na distalnim konci vyvijejiciho se jedového zubu od
Spicky k zubni bazi podobné¢ jako kdyz se stavi komin (Klauber, 1939, 1956; Bogert,
1943). Tyto hypotézy byly na pocatku 21. stoleti testovany srovnanim vyvijejicich se
jedovych zubli zmijovitych a kordlovcovitych hadu (Jackson, 2002b). V této praci byl
pozorovan povrchu vyvijejicich se zubll zmije Bitis arietans (Viperidae) a kobry Naja
melanoleuca (Elapidae) rastrovacim elektronovym mikroskopem. U vSech zkoumanych
jedincii se zuby vyvijely pfiddvanim zubniho materidlu na bdzi rostouciho zubu bez
patrnych znamek primarniho vzniku invaginace (Jackson, 2002b). Tato data tak

2

podporovala ‘‘brick chimney’’ hypotézu. Jacksonova (2002b) zmifovala, ze teorie
invaginace byla vytvofena na milné interpretaci histologickych fezii skrze pozorovani
otvorl kanalku. Jacksonova ale také zminila, Ze hypotéza brick chimney je omezena na
vizualizaci mineralizované tkan¢ a Ze invaginace muze vznikat v CasngjSich stadiich
vyvoje zubl. K findlnimu zodpovézeni otazky jak se jedovy kanalek vyviji jsme se
obratili k metoddmmolekularni biologie a k imunohiostochemii a zkoumali expresi Shh,
bunécnou proliferaci a apoptézu ve vyvijejicich se jedovych zubech C. albolabris (v
publikaci uvedeného jako Trimeresurus albolabris). Na zékladé zkoumani vyvijejicich se

jedovych zubl Sesti mladat C. albolabris jsme zjistili nize uvedené. Obrazova

dokumentace, ke které se v textu odkazuji, je v piiloZzené piiloze Cislo 6.

5.5.1. Popis jedovych zubi
PIn¢ vyvinuté jedové zuby C. albolabris jsou dlouhé, zahnuté a spojené s

maxillou (obr. 1A). Uvnitf jedového zubu je uzavien mineralizovany kanalek, kterym
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prochézi jed ze zubni zlazy do kofisti. Kanalek nezabihd az do $picky zubu, ale vyustuje
otvorem pod ni na ventralni strané¢ zubni korunky. Tento otvor slouzi k injikaci jedu do
téla kofisti poptipadé ttocnika. Druhy otvor, ke kterému se ptipojuje jedova zlaza, se
nachdzi na ventralni strané¢ baze zubni korunky. Povrch zubu mezi otvory je hladky, bez
znamky ptitomnosti §vu, jehoz pfitomnost by mohla napovidat tomu, ze kanalek vznika
invaginaci sklovinného organu do zubni papily (obr. 1B-D). V horni Celisti bylo nalezeno
osm kalcifikovanych ¢i kalcifikujicich zubl v rtizném stadiu vyvoje (obr. 1E). Pouze
jeden zub byl ale funkéni a pevné piipojeny k maxille (obr. 1E-F). Sedm dalSich zubii
tvotilo nahradni jedovou dentici. Postup mineralizace jedovych zubt probiha od $picky k
zubni bazi s postupnou tvorbou otvort a kandlku (obr. 1E). Z pticnych histologickych
fezl je evidentni, Ze jedovy kandlek neni umistén volné v zubni papile, ale je spojen s
ventralni sténou zubu dentinem (obr. 2A-B). Toto spojeni ma charakter dvojvrstvé
lamely. Mezi témito dvémi vrstvami dentinu v lamele je patrna linie Svu (obr. 2C).
Hloubka ani §itka této dvojvrstevné dentinové lamely neni podél své délky konstantni. V
oblasti hrani€ici s otvory je jeji hloubka redukovéna a v misté otvoru mizi (obr. 2D). U
nejstar§iho jedového zubu je kanalek prazdny a priichodny pro jed (obr. 2A-B), zatimco u

nahradnich zubti je vyplnén buiikami (obr. 2D).

5.5.2. Vyvaoj stadii jedovych zubi pi‘ed zapocetim mineralizace: exprese Shh

Prvni stddia vyvoje jedovych zubl jsou velmi podobnd vyvoji zubl zbytku
dentice. Prochézeji stddiem pupenu, poharku a zvonku. Ve stadiu poharku jsme
pozorovali tfi morfologicky odlisné vrstvy sklovinného organu: IDE, ODE a stfedni
vrstvu korespondujici s hvézdicovitym retikulem. Vnitini sklovinny epitel prechazi v
mist¢ cervikalni klicky v ODE. Cervikalni klicka aktivné roste a tvoifi hrani¢ni okraj
vstupu do zubni papily. Buiikky IDE exprimuji ve stadiu pozdniho pohéarku Shh. Exprese
Shh je v tomto stadiu slabd a je pfitomna pouze v centru IDE (obr. 3A). Béhem ¢asného
stadia zvonku zac¢inaji centralni buiiky IDE diferencovat v ameloblasty. Vlna diferenciace
ameloblastli se pak §ifi centrifugélné smérem k cervikalni klicce. V téchto diferencujicich
bunkach byla nalezena silnd exprese Shh, ktera tak koresponduje s diferenciac¢ni vinou
ameloblastti (obr. 3B). Béhem stadia zvonku zacinaji byt vrstvy mezi IDE a ODE vice
rozvinuté. Jakmile je diferenciace ameloblastli u konce a ty zacinaji produkovat sklovinu,
exprese Shh se vytraci. K této ztraté dochazi nejprve v centru IDE a §ifi se centrifugalné
smérem distalnim (obr. 3C-D). V pribéhu téchto stadii zastavaji bunky IDE v oblasti

cervikalni klicky nediferencovany a jsou negativni na ptitomnost S4#4. Podobna dynamika
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exprese Shh byla pozorovana i v v IDE vyvijejicich se mandibularnich a palatalnich zubt
(obr. 3E-H). V tomto bodu se dals$i vyvoj jedovych zubli a zubl zbytku dentice lisi.
Mandibularni a palatalni zuby postupné vstupuji do interakce s kosti a vytvaii se
ankylotické spojeni, zatim co u jedovych zubll se zacina vytvaret jedovy kanalek

s komunika¢nimi otvory.

5.5.3. Invaginace vnitiniho sklovinného epitelu

Prvni znamkou vyvoje jedového kandlku je invaginace IDE do mezenchymu
zubni papily (obr. 4A-C). Proces invaginace zacind na ventralni stran¢ jedového zubu
pobliz cervikalni klicky a konc¢i v dobé diferenciace bun€k invaginovaného IDE v
ameloblasty. Vrstva IDE invaginuje hluboko do zubni papily a na pfi€ném prifezu
zubnim zarodkem vytvafi smycku (obr. 4D). Spole¢né s IDE invaginuje do zubni papily
také stfedni retikularni vrstva sklovinného organu a vypliiuje prostor mezi sténami
smycky z IDE. Kolem invaginovaného sklovinného organu se fadi buiiky mezenchymu a
vytvaii vrstvu. Builky této vrstvy se postupné prodluzuji a dozrévaji v tyCinkovité
odontoblasty (obr. 4E). Diferenciace mezenchymatickych bunék v odontoblasty za¢ina na
ventralni stran¢ zubniho zarodku, zatimco na dorzalni strané jesté¢ bunky zubni papily
nediferencuji. Jak se zub vyviji, dostavaji se ob¢ strany IDE v proximalni casti
invaginace do kontaktu a vytvareji tak dvojvrstvu mezi ventrdlni sténou zubu a
vznikajicim jedovym kandlkem. Stfedni vrstva bunék sklovinného organu v misté
dvojvrstvy IDE mizi. Bunky retikula vypliuji trubici (na pficném fezu smycku) tvorenou
IDE a jsou izolovany od retikula zbytku sklovinného organu dvojvrstvou z IDE (obr. 4E).
Buniky invaginovaného IDE nevykazuji v iniciadlni fazi tvorby kandlku expresi Shh.
Nalezli jsme pouze n¢kolik Shh pozitivnich bun¢k v IDE na bazi invaginace (obr. 4F).
Vlastni proces invaginace IDE a indukce diferenciace odontoblastl je tedy nezavisla na
signalizaci Shh. Stupen bunétné proliferace v zarodcich jedovych zubi jsme
vizualizovali prostfednictvim imunohistochemické detekce PCNA (obr. 4G). Zarodky
jedovych zubii v ¢asné fazi svého vyvoje obsahuji velké mnozstvi proliferujicich bun¢k,
jak v mezenchymu zubni papily, tak v epitelu sklovinného organu. V tomto stadiu
dochazi v invaginovaném IDE k bunécné proliferaci ve stejné mite jako v okolnim IDE

(obr. 4H).
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5.5.4. Exprese Shh v prubéhu tvorby jedového kanalku

Vymizeni bunck retikula z oblasti dvojvrstvy tvofené IDE je nésledovéana
rozpadem a vymizenim bun¢k této dvojvrstvy. V procesu vymizeni IDE dvojvrstvy se
izoluje epitelidlni kanalek od vné&jsi stény sklovinného organu. V tomto bod¢ vyvoje
jedového kanalku se objevuje na ventralni strané¢ kanalku exprese Shh a to jak v IDE
bunkach, tak v retikularni vrstvé (obr. SA). Ve stejné dob¢ je pozorovana exprese Shh na
ventralni stran¢ vnéjsi ¢asti IDE. Exprese Shh se pozdé&ji §ifi dorzalné a siln€ narista ve
vrstve retikula (obr. 5B). Tento nérGst koinciduje se zvySenim prolifera¢ni aktivity uvnitt
kanalku a s jeho expanzi (obr. 5SD-F). Exprese Shh byla také pozorovana v IDE bunkach
participujicich na tvorbé skloviny vnéj$i ¢asti zubu. Zde bylo také piitomno znacné
mnozstvi proliferujicich bunék (obr. 5B, E). Mira bunééné proliferace je v této fazi
vyvoje kanalku vétsi v epitelidlni ¢asti, nezZ v mezenchymu zubni papily. Vymizeni bun¢k
z IDE dvojvrstvy umoznilo protilehlym odontoblastim dostat se do kontaktu svymi
sekrecnimi cCely. Tyto odontoblasty pak naproti sobé produkuji dentin za vzniku
dentinové dvojvrstvy. V této dob¢ se vytvari 1 vrstva dentinu tvofici vlastni dentinovy
kanalek (obr. 5C). Vznikajici kanalek je tak spojen dentinovou lamelou s vné&jsi
dentinovou sténou zubu (obr. 2C). Shh pozitivni buiiky IDE participujici na vzniku
kanalku. Se ztratou exprese v IDE kanalku dochézi také k vymizeni signéalu v retikulu,
které kanalek vyplituje (obr. 5G). Ztrata exprese Shh probihd ve ventro-dorzalnim sméru.
Ztrata exprese Shh v retikularnich bunikéach kanalku je doprovéazena sniZzenou proliferacni
aktivitou bunék retikula (obr. 5J). Jakmile ameloblasty plné dozraji, Shh exprese se uplné
vypne a to jak v kanalku, tak ve sklovinném organu participujicim na vzniku vnéjsi stény
zubu (obr. 5H). Synchronizace exprese Shh ve vngjsi vrstvé IDE a v IDE kanalku je

vizualizovana na sagitalnich fezech (obr. 5K).

5.5.5. Role apoptdzy v tvorbé jedového kanalku

Jakmile je kandlek vytvofen, je potieba odstranit bunky z centra kanilku a
vytvorit tak prostor pro prutok jedu (obr. 2A). Bylo ukazano, ze apoptoza hraje dulezitou
roli v procesu vzniku tvaru zubu u savct (Matalova et al., 2004) a také bylo ukazano, ze
je pritomna ve stadiu poharku a zvonku ve stfednich vrstvach sklovinného organu zubt
nejedovatych hadii (Buchtova et al., 2008). Apoptézu jsme nasli ve stadiu pohdrku v
bunkach pfilehlych k centralnim buikdm IDE (data neukazéna). Apoptdéza nebyla
pozorovana v ¢asnych stadiich invaginace sklovinného orgénu a tvorby kanalku a ani v

pozdéji mizejici dvojvrstvé IDE v proximdlni ¢asti invaginace. Ztrata téchto bunék tedy
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neni fizena apoptozou (obr. 6A). Vysoky pocet apoptotickych buné¢k byl naopak
pozorovan v bunkach kandlku v jeho pozdnim vyvoji po vypnuti exprese Shh.
Apoptotické builky vypliiovaly jedovy kandlek a ten byl tak postupné vy¢€istén od bunck
(obr. 6B-C). Apoptotické bunky byly také pozorovany okolo $picky zubu v misté ostrych
hran zubu ve vrstvé bun¢k sklovinného organu ptilehlé k IDE. Pfitomnost apoptézy v
tomto misté mize souviset s pfipravou zubu na erupci. Apoptdza tak usnadiiuje jeho

snadnéjsi profezani ordlni mukozou (obr. 6D).

5.5.6. Vyvoj komunikaé¢nich otvora jedového kanalku a role Shh v jejich
morfogenezi

Otvory jedového kanalku se vyvijeji podobné jako jedovy kandlek s nékolika
rozdily. Pruh invaginovaného IDE a retikula je mnohem $irs$i nez v pfipadé kanalku. Pti
invaginaci se tak na prifezu vytvoii pilmési¢ity tvar. Siroka invaginace zptisobi, Ze se
nedostanou protilehlé IDE vrstvy do kontaktu a nevytvafi se tak kanalek oddéleny
dvojvrstvou IDE a pozdéji dentinu. Hloubka a §itka invagiovaného IDE neni konstantni.
Pozorovali jsme postupné zmensSovani Sitky a zvétSeni hloubky invaginace v misté otvoru
pobliz $pi¢ky zubu ve sméru proximo-distalnim a v misté pfechodu ke vstupnimu otvoru
postupné zvétSovani Sitky a redukci hloubky invaginace ve sméru proximo-distalnim.
Tato dynamika je patrnd z histologickych fezii (obr. 7A—F). Podobné jako u jedového
kanalku exprimuji buiikky IDE Shh. Exprese Shh se §ifi ventro-dorzalnim smérem. Shh se
exprimuje v celém pribéhu invaginujiciho IDE na rozdil od invaginace vytvarejici
jedovy kanalek (obr. 7G-H ). Bunécna proliferace byla pozorovana ve zvySené mife v
distalni ¢asti invaginovaného sklovinného epitelu (obr. 71), coz v ptipad€ kanalku nebylo
pozorovano (obr. 4G). Je tedy pravdépodobné, ze bunécna proliferace v oblasti otvort

participuje na vzniku $ir$i invaginace IDE a retikula.

5.6. Diferenciace sklovinného orginu a vyvoj zubnich hrbolki u Supinatych
plazi: role Shh, bunééné proliferace, apoptézy a struktury sklovinného organu
Evoluce zubnich hrbolk hréla jednu z dilezitych roli v radiaci obratlovct.
Molekularni baze vzniku zubnich hrbolki je relativné dobie znama z vyzkumu vyvoje
mySiho molaru, kde je jejich vyvoj fizen z velké miry pfechodnymi signalizaénimi centry,
sklovinnymi uzly, skladajicich se z neproliferujicich bun¢k (Jernvall et al, 1994). Tato
centra reguluji vznik tvaru zubu specifickou expresi signalnich molekul jako jsou Shh,

Fgf, Bmp a Wnt, které ovliviuji bunécnou proliferaci v IDE a mezenchymu zubni papily
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(Jernvall et al, 1994; Vaahtokari et al, 1996; Kettunen et al, 1998; Keranen et al., 1998;
Jernvall et Thesleff, 2000; Salazar-Ciudad et Jernvall, 2002; Tucker et Sharpe, 2004).
Sklovinné uzle vznikaji v pribéhu vyvoje molaru nékolikrat. Primarni sklovinny uzel
(PEK) vznikd v pozdnim stadiu pupene v mezidlni ¢asti Spicky epitelidlniho pupene
(Jernvall et al., 1994). Pozdé¢ji ve stadiu poharku je PEK situovan ve stfedu sklovinného
organu. Primérni sklovinny uzel je dulezity pro diferenciaci sklovinného organu a tedy
pro ptechod zubniho zarodku ze stadia pupene do stadia poharku v jehoz pribéhu mizi
prostiednictvim apoptdzy (Lesot et al., 1996; Vaahtokari et al, 1996a; Jernvall et al, 1998,
Peterkova et al., 2003). Sekundarni sklovinné uzle (SEK) se objevuji v molarech na
mistech vzniku zubnich hrbolk moldru na konci stadia poharku a zacatku stadia zvonku
(Jernvall et al., 1994; Kettunen et Thesleff, 1998). Bylo zjiSténo Ze pravé sekundarni
sklovinné uzle reguluji usporadani hrbolkd zubni korunky (Jernvall et al., 1994) pied tim,
nez jsou apoptoézou odstranény (Vaahtokari et al., 1996b). Exprese signalnich molekul
v PEK zaind v pozdnim stadiu pupenu s objevenim se tohoto signaliza¢niho centra
(Vaahtokari et al, 1996a; Jernvall et al, 1998). Dynamika exprese morfogeni v SEK je
podobna jako u primarniho sklovinného uzle (Kerdnen et al, 1998; Kettunen et al.
Thesleff, 1998; Luuko et al., 2003). Sekundarni a u mysiho moldru jest¢ pozdeji
pozorované terciarni sklovinné uzle nevznikaji v pribéhu vyvoje mysich fezaki, tedy
zubl s jednoduchym tvarem. Kromé savci byl sklovinny uzel pozorovan pouze u
krokodyli, ale jen jako morfologicky rozliSitelnd struktura identifikovanad na
histologickych fezech (Westergaard et Ferguson, 1987) bez molekularni evidence mozné
role signaliza¢niho centra této struktury. Jestli buiiky této struktury proliferuji a pozdéji
podléhaji apoptoze nebylo popsdno. Dalsi morfologické studie zabyvajici se vyvojem
zubl u nesavcich obratlovci také neukéazaly piitomnost sklovinnych uzli (Huysseune et
Sire, 1998). Skrze soucasné poznani se véti, ze sklovinné uzle jsou se svymi
charakteristikami signalizacnich piechodnych center vylucné sav¢i apomorfii. Vystavaji
tedy otdzky, jakym mechanismem je fizen vznik zubnich hrbolkli u plazi a anamniot a
jestli maji n€které Casti zubnich zakladl plazi charakteristiku blizkou sklovinnym uzlim
savcl. Pokud ano, co je plesiomorfnim stavem signalizacnich center. K zodpovézeni
téchto otdzek jsme zkoumali vyvoj dvojhrbolkového zubu u gekona P. picta a zubl
trikonodontnich s mohutnym centralnim konem, ¢asto rozdélenym na maly labialni a
linguélni hrbolek, a s mesidlnim a distalnim menSim boc¢nim zubnim hrbolkem u
zastupctl linie Iguania, chameleona Ch. calyptratus a Ch. porcus. Ve vyzkumu jsme se

obratili k metoddm molekularni biologie a imunohistochemie a zaméfili se na detekci
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exprese Shh, jednoho z genil, ktery je exprimovan v savc€ich sklovinnych uzlech jiz od
pozdniho stadia popenu (Jernvall et al., 1994), v pribéhu zubniho vyvoje P. picta a Ch.
calyptratus. Pro pochopeni bunééné dynamiky v zéarodcich zubl v pribéhu vyvoje
zubnich hrbolkd jsme se zabyvali imunohistochemickou detekci bunééné proliferace a
apoptozy s doplnénim o imunohistochemickou detekci proteinli extracelularni matrix,
jako jsou kolagen I a II a fibronektin, které jsou soucasti hvézdicovitého retikula savcu
(Thesleff et al., 1981, Webb et al., 1998). Pro srovnani jsme pouzili recentné publikovana
data exprese Shh, bunécné proliferace a apoptdzy u nékolika druhii plazi (Buchtova et
al., 2008, Zahradnicek et al., 2008, Handrigan et Richman, 2010a). U chamaeleolise,
ktery mé oproti chameleonovy vyraznéj$i mesialni a distalni hrbolky a polyfyodontni
dentici se nam podatilo, vzhledem k vzacnosti a nedostatku embryologického materialu
(méli jsme k dispozici pouze dvé embrya), vyziskat histologickd data poukazujici na
mechanismus vzniku téchto bo¢nich hrbolkti. Nize uvedené vysledky byly ziskany ve
spolupraci s Dr. A. S. Tucker. Obrazova dokumentace, ke které se v textu odkazuji, je

v ptilozené ptiloze ¢islo 7.

5.6.1. Vyvoj zubnich hrbolki u gekona P. picta: exprese Shh, bunééna proliferace
a apoptoza

V Casném staddiu poharku, kdy se vyviji vrstvy sklovinného organu, jsme
pozorovali shluk bun¢k labidln¢ od centra sklovinného organu. Tento shluk zahrnoval i
bunky diferencujici se vrstvy IDE a na druhé strané ptimo sousedil s buikami ODE (obr.
1A). Shluk bunék vykazuje od ¢asného stadia poharku vysokou miru exprese Shh, kterou
jsme detekovali ve slabsi mife i v okolnich buiikach diferencujici se vrstvy IDE. Exprese
Shh byla také pfitomna na linguélni stran€ ordlniho epitelu sousediciho se zubni liStou
(obr. 1B). Na konci stadia poharku tvofili bunky IDE zfetelnou epitelidlni vrstvu.
Labialn¢ od centra sklovinného organu je patrny pruh bunék sklovinného organu
vmezeteny mezi distalni ¢asti IDE bunék. Tento pruh bunék se nachazi v misté kde byl
pritomny kulovitého shluku bunék ve stadiu pupenu a casného poharku. Lingualné od
vmezefenych bunék je vytvoifena nad mistem centra IDE vrstva z plochych bunck
participujici na stiednich vrstvach sklovinného organu. Stfedni vrstva je ve zbytku
sklovinného organu tvotfena kulovitymi buiikami (obr. 2A). Ve pozdnim stadiu poharku je
proliferacné aktivni cela vrstva IDE a ODE. Ve stiedni vrstvé sklovinného organu jsme
bunécnou proliferaci nepozorovali (obr. 2B). Ve stadiu zvonku je patrny pruh

vmezefenych bunék také na lingualni stran¢ IDE pobliz jeho centra. Buiiky IDE se v
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prostoru mezi vmezeienymi bunkami diferencuji v ameloblasty, prodluzuji se a stavaji se
cylindickymi. Bunky IDE v okoli tohoto shluku jsou vyvojové na zietelné niz§im stupni
diferenciace, jsou mensi, ale jevi jiz zndmky polarizace. Centralni shluk bunék vytvaii
pruh jdouci mezio-distalnim smérem. Proximalni cela centradlniho shluku bunék se
prodluzuji pii svém vyvoji smérem do zubni papily. Papila tak ziskava tvar majici dva
rohy. Timto je vytvofen zaklad pro vznik labidlniho a lingualniho hrbolku (obr. 2C).
Vrstva plochych bunék stiedni vrstvy sklovinného orgdnu pfiléhajici k IDE, ktera je
nejmohutnéjsi v oblasti centrdlniho pruhu ameloblastii, expanduje centrifugalné a
pokryva témét celou vrstvu IDE. V centrdlni ¢asti vytvaii jakousi ¢epicku (obr. 2C).
Mezenchymatické buiiky zubni papily sousedici s centralnim shlukem ameloblasti jsou
velké a diferencuji v odontoblasty (obr. 2C). Expresi Shh jsme ve stadiu zvonku a
casném stadiu sekrece pozorovali v IDE a slabéji ve vrstvé sklovinného organu sousedici
s IDE. V dob¢, kdy byla vytvofena tenka vrstva predentinu v misté prtiléhajicim
k centralnimu pruhu IDE jsme pozorovali nejvétsi intenzitu a centrum exprese Shh v
buiikach tvoficich hranici mezi labidlnim okrajem centralniho pruhu ameloblastii a
labidlni ¢asti IDE. Dalsi centrum silnéjsi exprese bylo na protéjsi strané taktéz v hrani¢ni
oblasti s centralnim pruhem ameloblasti. Oblast centralniho shluku ameloblastii a zbytek
IDE azZ na cervikélni klicku vykazovaly mensi miru exprese Shh (obr. 2D). Ve stadiu
zvonku v centralni ¢asti IDE tvofené ameloblasty a v mistech nejvétsi exprese Shh, tedy
na hranici s centralnim pruhem ameloblastli jsme nepozorovali bunéénou proliferaci. Ta
byla naopak ptitomna ve zbylé ¢asti IDE. Proliferacné aktivni byla také cela vrstva ODE
a cervikalni klicka. Stfedni vrstva sklovinného organu nevykazovala proliferacni aktivitu
(obr. 2E). V misté cepicky, kterou tvoii stiedni vrstva sklovinného orgdnu nad
cenntralnim shlukem ameloblasti jsme ve stddiu zvonku pozorovali masivni apoptdzu.
(obr. 2F).

Pozd¢ji na pocatku mineralizace je zakladni dvojhrbolkovy tvar zubni papily
fixovan sekreci dentinu, ktera zacina od centra vrstvy odontoblastl, tedy v misté
ptilehlém k centrdlnimu pruhu ameloblastii (obr. 3A). Ve stadiu mineralizace a tvorby
zubnich hrbolkl byla stale patrna hranice mezi centrdlnim pruhem ameloblasti a
sousednich ameloblasti. Vmezetené bunky v tomto prostoru, ktery lezi presné v mistech
vznikajicich hrbolkt, byly stile pfitomné (obr. 3A-B). Vrstva plochych bunék byla s
postupem mineralizace v oblasti skloviny posunovana blize k ODE. Na konci tvorby
sklovinnych hrbolkti byla vrstva plochych bunék pfimo v kontaktu s ODE, ktery byl v

misté¢ prechodu v tkan zubni liSty vicevrstevny. Exprese Shh postupné vymizela z
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funk¢nich ameloblasti a byla soustfedéna do bun¢k IDE, které pravé diferencovaly a
nebyly jesté sekrecné aktivni. Centralni pruh ameloblasti a ameloblasty pfilehlé a
hrani¢ni bunky tedy expresi Shh v pribéhu tvorby skloviny jiz nevykazovaly. Exprese
Shh nebyla ptitomna také v cervikalni klicce (obr. 3C). Bunécna proliferace byla v této
fazi soustfedéna do distalni c¢asti IDE, cervikdlni klicky a celé¢ vrstvy ODE a
nevyskytovala se ve zrajicich ameloblastech pozitivnich na expresi Shh a ve zralych
ameloblastech (obr. 3D). Vlastni zubni hrbolky se vytvaii v pribc¢hu mineralizace
odliSnou depozici skloviny, kterd je nejmohutnéj$i v mistech sklovinnych hiebeni.
Zakladem pro vznik labialniho a lingualniho zubniho hrbolku je tedy tvorba sklovinnych
hiebenti. Pruh centralnich ameloblasti vytvari ve stfedu zubu pouze velmi tenkou vrstvu
skloviny. Vznika tak zldbek mezi hrbolky tvofenymi sklovinou (obr. 3D, F). Nad
vznikajicimi sklovinnymi hfebeny nejsou distalni ¢asti ameloblasti po obou stranach
rozharni v IDE v kontaktu. Vmezefené bunky zde stale tvoti klin. Naopak sekre¢ni Cela
téchto ameloblastli v kontaktu jsou a sviraji mezi sebou uhel, ktery je na pocatku sekrece
skloviny tupy. Tento thel se postupné se ristem sklovinnych hiebenii méni a stava se
ostrym (obr. 3A-B, D,F). Ameloblasty po obou strandch rozhrani tedy secernuji sklovinu
naproti sob€. Vytvaii se tak mohutnéjsi vrstva skloviny. Tim jak se uhel mezi sekre¢nimi
Cely stava ostrym, zmensSuje se Sitka vrstvy skloviny a vytvaii se ostry sklovinny hieben,
ktery je zdkladem hrbolkl. V pribéhu mineralizace jsme pozorovali apoptotické buiiky
nad centralnim pruhem ameloblastti (obr. 3E) a pozdéji i v centralnich buiikach IDE (obr.
3E). Vmezefené bunky v oblasti rozhrani mezi centrdlnim pruhem ameloblasti a
sousednimi ameloblasty a bunky pftilehlé stfedni vrstvy sklovinného organu byly taktéz v
pribéhu pozdni mineralizace zubni korunky odstranény apoptézou (obr. 3E-F).

V pribéhu mineralizace zubni korunky jsme sledovali v zubnich zarodcich
pritomnost kolagenu I, II a fibronektinu. Kolagen I byl pfitomen pouze v dentinu,
predentinu a kostech, ale nebyl patrny ve stfednich vrstvach sklovinného orgénu (obr.
4A). Kolagen II jsme vibec v zubnich zdrodcich nedetekovali, byl ale pfitomen v
chrupavkach. Fibronektin jsme pozorovali ve stfednich vrstvach sklovinného organu
mimo centrum, které patrné nema retikularni charakter. Fibronektin byl dale ptitomen

v predentinu a na hranici epitelidlnich struktur a mezenchymu (obr. 4B).
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5.6.2. Exprese Shh, bunééna proliferace a apoptoza ve vyvoji predmineraliza¢nich
stadii zubu Ch. calyptratus

Prvni stddium, ve kterém jsme detekovali expresi Shh v zubech Ch. calyptratus
bylo stadium poharku podobné jako u P. picta. V té dobé k IDE piiléhd vice vrstev
sklovinného organu pochdzejicich z ptivodné diskovité struktury patrné na konci stadia
pupenu. Z této diskovité struktury se diferencuje 1 vrstva IDE. Vrstva IDE jesté neni
v této fazi vyvoje plné organizovana do podoby kubického. Vrstva pfilehld k IDE je
nejsilngjsi ve stfedu sklovinného orgdnu a ma podobu Cepicky. Smérem k cervikalni
klicce se pak ztencuje. Centrum vrstvy piilehlé k IDE je evidentné¢ pivodnim centrem
diskovité struktury, ktera tvofila na svém pocatku existence epitelialni pupen v jeho
pozdni fazi vyvoje. V oblasti cervikalni klicky neni tato vrstva patrna (obr. SA). Exprese
Shh je patrnd ve stadiu poharku ve vrstvé bunck IDE a to pouze v mistech, kde k ni
priléhaji dalsi vrstvy bunék pivodni diskovité struktury. Nejvetsi koncentrace se nachazi
na labidlnim okraji centralni ¢asti IDE. Slaba exprese byla pozorovana v témét celé
vrstvé IDE mimo oblast cervikélni kli€ky (obr. 5B). Na konci stddia poharku se je
proliferacné aktivni celd vrstva IDE kromé jeji centrdlni casti, kde je patrny pokles
proliferacni aktivity. To oznacuje pocinajici diferenciaci centradlnich bun¢k IDE
v ameloblasty. Proliferace byla také pfitomna v ptilehlé vrstvé bunck sklovinného k IDE.
Cely vnéjsi sklovinny epitel vykazoval vysokou miru bunééné proliferace. Na pocatku
stadia zvonku ma centralni a lingvalni ¢ast IDE podobu kubického epitelu. Na labidlni
strané¢ se jest¢ pln¢ bunky IDE neodliSuji od prilehlych bunéénych vrstev ptivodné
diskovité struktury. Centralni bunky IDE v této fazi vyvoje jevi morfologické znamky
diferenciace v ameloblasty (obr. 5D). Stiedni vrstva sklovinného orgénu, pfiléhajici k
vrstvé IDE, tvofi rozhrani mezi IDE a rozvijejicim se hvézdicovitym retikulem. To je
mohutngjsi na lingualni stran¢ sklovinného organu (obr. 5D). Na pocatku stadia zvonku
byla ptitomna exprese Shh v celém nové definovaném IDE kromé cervikalni klicky, a v
ptilehlych vrstvach sklovinného organu, pochéazejicich ze stejné bunécéné populace jako
IDE (obr. 5E). V pozdéjsim stadiu zvonku exprese Shh mizi z centra IDE, kde jsou jiz
bunky plné¢ diferencovany v ameloblasty, a ptilehlé vrstvy bunék sklovinného organu
(obr. 5F). Exprese Shh pak byla ptitomna v diferencujicich bunikach IDE a k nim pfilehlé
vrstvé bunck sklovinného organu. Nejsilng€jsi expresi jsme pozorovali ve vrstvé bunck
piimo pfilehlé¢ k IDE. Samotna IDE vykazovala niz$i stupeni exprese Shh (obr. 5F). To
bylo pravdépodobné zpisobeno metodickym postupem a ne témét chybéjici expresi Shh.

Ve stadiu zvonku jsme pozorovali apoptotické buiky ve stfedni vrstvé sklovinného
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organu tvofici cCepicku nad centralnimi ameloblasty (obr. 6A). V pozdnich
mineraliza¢nich stadiich vicehrbolkovych zubl byla apoptoza patrnd v buiikéch piilehlé
vrstvy k IDE a to v oblasti centradlniho hrotu zubu a Spicek boc¢nich hrbolkli. (obr. 6B).

Apoptoza se v této fazi vyvoje zubu nevyskytovala v hvézdicovitém retikulu.

5.6.3. Vyvoj zubnich hrbolki u chameleolise Ch. porcus

V distalni Celisti Ch. porcus se nachazi trikonodontni zuby s centralnim hrotem
rozdélenym na maly labidlni a lingualni hrbolek, podobné jako u P picta nebo
Ch. calyptratus. Mesialni a distalni zubni hrbolky trikonodontnich zubi prvni funkcni
generace jsou pomérné velké (obr. 7A) a vznikaji pozdé€ji v dobé, kdy jiz centralni konus
mineralizuje. Je to patrné z obr. 7A, kde sklovina pokryva pouze Spicku centralniho hrotu
a zbytek zubu, v€etné bocnich hrbolkd, je tvofen pouze centimem. Ten je charakteristicky
po vysuseni popraskanym povrchem (obr. 7A). Dale je patrny pozdé€jsi vznik boc¢nich
hrbolkl z obr. 7C, kde je pfitomné mineralizace pouze centralniho hrotu a vyvoj bocniho
hrbolku je teprve ve fazi diferenciace bun¢k IDE a mezenchymu zubni papily. Centralni
hrot s dvéma hrbolky se vyviji podobn¢ jako u gekona ¢i chameleona. Na detailu zubniho
zarodku s pln€ vytvotenou vrstvou skloviny v oblasti labidlniho a lingualniho zubniho
hrbolku je patrny centralni pruh ameloblastt. Jeho okrajové buniky sviraji na jedné strané
tupy uhel s ameloblasty druhé strany rozhrani v IDE a na stran¢ druhé thel ostry. Toto
rozhrani je vyplnéné pftilehlou stfedni vrstvou sklovinného organu, v které je pfitomno
vetsi mnozstvi apoptotickych bunék (obr. 7B). Prilehla vrstva k IDE vytvaii v centru
sklovinného organu charakteristickou cepicku z nékolika vrstev bunék. Vrstva
sklovinného organu ptilehla k IDE je vtuto fazi vyvoje zubu mimo oblast Cepicky
tvofena jednou vrstvou plochych bunék (obr. 7B).

Vyvoj mesialniho a distdlntho zubniho hrbolku jsme zachytili v jejich
predmineralizaénim stadiu. Toto stddium poukazuje na dilezit¢ aspekty vyvoje
trikonodoncie. Vnitini sklovinny epitel centrdlniho hrotu je tvofen diferencovanymi
velkymi ameloblasty, ke kterym pfiléha vrstva plochych bunck. Ameloblasty se prudce
zmenS$uji v misté¢ ohybu sklovinného organu (tedy v misté zlabku mezi mineralizujicim
centralnim hrotem a budoucim bo¢nim hrbolkem). V samotném ohybu buniky IDE nejevi
znamky diferenciace, jsou malé, nepolarizované a nejsou v kontaktu s plochymi butikami
vrtsvy prilehlé k IDE. Strana IDE boc¢niho hrbolku, kterd je ptilehld k centralnimu konu,
je tvorena diferencovanymi ameloblasty. Jejich velikost prudce nariistd od mista ptechodu

mezi hrbolky smérem ke $picce budouciho bo¢niho hrbolku. Tyto ameloblasty vytvaii
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pruh bun¢k podobny centrdlnimu pruhu ameloblastii v oblasti mezi labidlnim a
lingvalnim hrbolkem centralniho hrotu. V misté¢ budouci Spicky boc¢niho hrbolku je
vytvoiené zietelné rozhrani mezi diferencovanymi meloblasty a sousednimi ameloblasty
na druhé strané IDE, které v této fazi vyvoje teprve zacinaji diferencovat. V prostoru
rozhrani jsou patrné vmezeiené bunky. Sekrecni Cela ameloblastii na jedné strané
rozhrani a Cela teprve diferencujicich ameloblastii na druhé stran€ rozhrani spolu sviraji
uhel. To je, jak jiz bylo vySe zminéno, nutny ptedpoklad pro tvorbu sklovinného hiebenu,
poptipadé hrbolku. V uZzlabin€ je mezi IDE centralniho hrotu a k nému pftilehé vrstvy IDE
boc¢niho hrbolku patrnd mohutna vrstva bunék sousedici na druhé strané s hvézdicovitym
retikulem. Ta je tvofena pomérné velkymi podlouhlymi buiikami a mimo tento Usek

navazuje na vrstvu tvorenou plochymi buiikami.
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6. DISKUZE

6.1. Funk¢ni dentice v liniich Supinatych plazi, plesiomorfie, apomorfie

Tvar zubt, jejich velikost, struktura, uspofadani, pocet v Celisti, typ piipojeni ke
kostem odrazi potravni adaptace druhi. Za plesiomorfni stav, co se povazuje
homodontni, polyfyodontni a pleurodontni dentice s konickym ¢i cylindrokonicky tvarem
zubl. Tento stav byl pfitomen u vSech Casnych plazi a odpovidal jejich potravnim
narokiim karnivorti a piscivor. U nékterych skupin byly tyto zuby labiolingualné
zplostélé s ostrymi hranami (Edmund, 1969). U recentnich plazi se tento typ zubi
vyskytuje u krokodyli (Romer, 1956) a u nékterych Supinatych plazii, jako naptiklad
vétSiny druhi varant (Edmund, 1960) a hadi (Romer, 1956), tedy ve skupiné Toxicofera.
Zcela ojedinéld dentice haterii (Sphenodontia), kterd je autapomorfii této sesterské
skupiny Supinatych plazl, je monofyodontni a akrodontni s tesdkovitymi zuby v pfedni
¢asti horni celist (Harrison, 1901). Dalsi typem dentice s malymi konickymi az
cylindrokonickymi homodontnimi zuby, pleurodontné ptipojenymi k ¢elistnim kostem, se
nachdzi u vétSiny druht jestért (Edmund, 1960). Tento typ zubi, ktery mize byt pro
jestéry ptvodnim, se nachazi u nami zkoumaného gekona P. picta z bazalni skupiny
Supinatych plazii. Spi¢ky zubt P. picta jsou rozdéleny na maly labialni a lingualni zubni
hrbolek, coz souvisi s jejich insektivornim zptisobem zivota. Zubni kounka, kterd je kryta
sklovinou, tvofii jen jednu tietinu celého zubu, a je pod hrbolky ornamentovana systémem
nizkych vertikdlnich sklovinnych hiebenti. Podobny systém vertikalnich sklovinnych
hiebenti byl popsan u Sirokého spektra druhit gekont (Sumida et Murphy, 1987). Tento
systém nizkych sklovinnych hiebenil se vyskytuje 1 v dalsi bazalni linii Supinatych plazii
Scinciformata (Delgado et al., 2005). V linii Toxicofera pozorovan napiiklad u hadl
(Leydig, 1872) a nami u varana V. indicus. Tyto struktury byly popsany piekvapive také
u archosaurni linie diapsidii (Poole, 1961) a ptedstavuji tedy pravdépodobné plesiomortni
stav. Pfitomnost labidlniho a linguélniho zubniho hrbolku, pozorovana u P. picta, byla
popsana u vSech sledovanych zastupcii gekoni (Sumida et Murphy, 1987). Tento
bikonodontni typ zubu byl také nalezen u Scinciformata (Delgado et. Al, 2005) a
pozorovali jsem ho vramci skupiny Toxicofera u anolise 4. barahoae, malakofagné
pfizpisobenych chamaeleolisit a chameleona Ch. clyptratus. Dvojhrbolkové rozc¢lenéni
zubni korunky je tedy velmi starym konzervativnim znakem Supinatych plazi, ktery se
Casto udrzel i u potravnich specialistl, jako jsou malakofagné¢ pftizpisobeni

chamaeleolisové ¢i ¢astecné karnivorné a fruktivorné ptizptisobeni chameleoni.

89



Urcitou inovaci v ramci dentice, ktera vznikla mnohokrat u raznych skupin
Supinatych plazi, je heterodontni dentice (Edmund, 1969). Jen ve skupiné Toxicofera,
jejiz zéastupce jsme zkoumali, se vyvinula nékolikrat nezavisle na sobé. U chameleona
Ch. calyptratus, anolisi a mlad’at chamaeleolisi (u nekterych druhd i u dospélych
jedinctl) se v heterodontni dentici nachdzi zuby s centralnim hrotem, jehoz medidlni a
distalni stranu tvofi boc¢ni hrbolky. Podobné vicehrbolkové zuby jsme nalezli také u
V. niloticus ( viz ptiloha 7, obr. 8A-D). VétSina ostatni druhy varanli maji zuby dykovité,
roz$itené do mesidlni a distalni strany s ostymi hranami. Mesiélni a distalni zubni hrbolky
se povétSinou nachazi u labio-linguédlné zplostélych zubt. Toto zplosténi, které jsem u
anolisti, chamaeleolisi a chameleonli pozorovali v oblasti mezi cylindrokonickymi a
vicehrbolkovymi zuby, je pravdépodobné vyvojovym piedstupném vzniku bocnich
zubnich hrbolkl. Z fylognetick¢ého vztahu skupin zlinie Toxicofera, majicich
trikonodontni zuby, je patrné, Ze mesialni a distalni zubni hrbolky vznikly v pribéhu
evoluce Toxicofera n¢kolikrat.

Dvé tfetiny zubu tvoii u P. picta dentinovd zubni baze, kterd je pleurodontné
ptipojena k Celistni kosti. Zubni baze prvnich funkénich zubi je §ir§i nez zubni korunka a
jeji tvar je konicky. Pozdé€ji vzniklé funkéni zuby maji stejné Sirokou zubni bazi i
korunku a tvar zubu je spiSe cylindricky. Podobny rozdil byl popsan u Chalcides
viridanus z linie Scinciformataa (Delgado et al., 2005). U anolisii, chamaeleolisi a
chameleona jsme pozorovali konické a cylindrokonické zuby v mesialni ¢asti dentice.
Naopak v distalni ¢asti byli ptitomny vicehrbolkové zuby. Tvarova transformace zubl u
téchto skupin tedy probihala v pribéhu evoluce v distalni casti cCelisti. Tvar zubu
v mesialni ¢asti je obecné u Supinatych plazii stabilni. Velikost zubni baze je u varaniim
mald. VétSinu zubu zde tvoii velkéd zubni korunka krytd tenkou vrtsvou skloviny. Velmi
kratkad zubni baze se nachazi také u hadt, kde je zubni korunka kryta také velmi tenkou
vrstvou skloviny. Tyto dvé skute¢nosti budou spi§ odrazem dentéalnich adaptaci na zivot
predatora, nez fylogenetickych vztahti hadti a vrantl. Siroka vrstva skloviny piitomna u
druhli Supinatych plazli s korunkou rozdélenou na labidlni a linguédlni hrbolek je pak
ptizpisobenim k insektivorii a stejné jako pfitomnost dvou hrbolkil je znakem pomérné
stabilnim. Varani maji velmi specifickou plastvovitou strukturu zubni baze tvofenou
plicidentinem (Maxwell et al., 2010) Tentom systém zvétSuje povrch zubni baze a
pevnost ankyldzy, ktera je diilezita pro potfeby vrcholného predatora. Varan tak efektivné

kompenzoval relativni zmenseni povrchu dentinové baze, zpisobené zkracenim.
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Pocet zubli u Supinatych plazti mize v pribéhu zivota vzrustat, nebo mutize byt
stabilni. U gekona P. picta pocet zubll vzrista a kompenzuje se tim rostouci velikost
Celisti. Nové zubni pozice vznikaji podél celé Celisti. U Ch. viridanus byl popsén stabilni
pocet zubnich pozic v pribéhu zivota. Rostouci velikost celisti je u tohoto druhu
kompenzovana zménou tvaru zubi z cylindrického na konicky (Delgado et al., 2003).
U anolise A. baracoae jsme pozorovali narist poc¢tu zubnich pozic i1 zvétSovani zubd.
Nové zubni pozice vznikaly podél celé cCelisti. U vétSiny druhli chamaeleolisi byl
pozorovan také rostouci pocet zubl a zaroven zména tvaru zubl. U Ch. porcus a Ch.
barbatus pocet zubnich pozic nerostl a tvar zubll se ménil. U chamaeleolisti se tedy
nachazeji obé moznosti kompenzace rustu celisti, které mohou odrazet jejich
fylogeneticky vztah. Pivodnim typem u rodu Anolis je rostouci pocet zubnich pozic.
U chameleona s monofyodontni dentici pfibyvaji s vékem nové zubni pozice pouze
v distalni &asti &elisti, ktera se prodluzuje pravé jen ve své distalni ¢asti. Celist v oblasti
Jiz ptipojenych zubu ale nestagnuje vristu, nybrz zvétSuje svou mohutnost. Z uvedeného
je patrné, Ze plesiomorfnim stavem znaku je vzrlstajici po€et zubnich pozic, které
vznikaji podél celé Celisti jako se to d&je v ptipad¢ P. picta. Typ rGstu poctu zubnich
pozic u chameleona je pravdépodobné reakci na monofyodoncii. U Ch. porcus a
Ch. barbatus, u kterého pocet zubii neroste, se pravdépodobné jednd o extrémni

ptizplisobeni k malakofagii.

6.2. Vyvoj zubniho vzoru

Vyvoj zubniho vzoru v pribéhu embryogeneze je u vétSiny recentnich skupin
plazl, jak archosauri, tak lepidosaurti, v mnoha aspektech podobny. VSechny funkéni
zuby a vétSina zubl nulté generace, pokud se vyvijeji, vznikd interakci labialni strany
zubni listy a pfilehlého mezenchymu. Vznik dentice za¢in iniciaci vyvoje jednoho zubu
v kazdém kvadrantu horni i1 dolni Celisti téméf u vSech diapsidnich plazi. Pro tyto zuby
byl pouzit termin zubni determinant (Osborn, 1973). Tyto zuby se nachazit v mesialni
casti cCelisti, jak jsme pozorovali u P. picta. Ve stejné Casti Celisti se zakladaji 1 u
archosaurt a hatérii (Westergaard, 1986, Westergaard et Ferguson, 1986). U chameleona,
u kterého se nevytvaii zuby nulté generace, se projevuje odliSnda dynamika zakladani
prvnich zubl. Prvnim vznikajicim zubem v horni celisti byl zub vaje¢ny, zatimco u
ostatnich Supinatych plazli vzniké vajecny zub az v dobé zakladani prvnich funkénich
zubl. U chameleona je vaje¢ny zub ndsledovan zubem maxilarnim, ktery se zaklada

v distalni ¢asti Celisti. U chameleona doslo tedy pravdépodobné ke skute¢nému vymizeni
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zubil nulté generace a jejich charakter zakladani zubti odpovida do urcité miry charakteru
zakladani prvnich zubl prvni funkéni generace. Toto vymizeni zubil nulté generace by
pak vyvracelo ideu, Ze tyto zuby jsou nutné pro vyvoj zubniho vzoru. Iniciace vzniku
prvniho zubu je znamkou zpusSténi vyvojového programu periodického generovani
dalSich zubnich zarodkd. Viny indukce novych zubnich zarodkl se §ifi od zubniho
determinantu mesidln¢ 1 distaln€. Vmezefené zuby se tvoii v rostoucim prostoru mezi
nejdfive iniciovanymi zuby jak u archosaurli (Westergaard et Ferguson, 1986), tak u
Supinatych plazii (Westergaard, 1986). Pfitomnost tohoto systému zakladani u Supinatych
plazti jsme pozorovali i u P. picta,Ch. calyptratus a V. indicus). Obecné u plazl se
pozdéji zakladajici zub vyviji blize k nejvice vyvinutému sousednimu zubu, a pozdéji
vznikajici zuby jsou vétsi nez dfive iniciované (Westergaard, 1986). Toto pravidlo
tykajici se rozdilu ve velikosti u diive a pozd¢ji iniciovanych zubt plati u P. picta pouze
v ramci zubl nulté generace. Neni ale pouzitelné u funkcnich zubt, u kterych rozdil ve
velikostech neni pfili§ vyznamny. Pravidlo také neplati u funkénich zubti druht
s heterodontni dentici, kde na nékterych pozicich miize velikost pozdéji vznikajicich zubii
byt mensi, nez téch diive vznikajicich. Tuto skute¢nost jsme pozorovali
zarodkl u plazh. Existuje nékolik potencionalnich aktivatori iniciace zubniho vyvoje.
Prvni molekularni data ukdzala, Ze kandidatni gen Shh hraje roli béhem determinace a
ristu odontogenniho pruhu oralniho ektodermu, z kterého se nasledné vyviji zubni liSta
(Buchtova et al., 2008). Stejny vysledek jsme ziskali sledovanim exprese Shh u
Cryptelytrops albolabris, P. picta a Ch. calyptratus. Bylo rovnéz zjisténo, ze Shh hraje
rovnéz roli v determinaci odontogenniho pruhu u cichlid, kde tato molekula ucinkuje
pospolu s genem Pitx2 (Fraser et al. 2008). Zda se tedy, Ze mechanismus fizeni vzniku
odontogenniho pruhu je konzervativni napfi¢ skupinami obratlovcd vybavenych zubni
lisStou. Odontogenni pruh oralniho epitelu plazii je schopen produkovat zuby pied
objevenim se zubni listy, jak jsme pozorovali u P. picta, kde vyvoj prvnich dvou zubi byl
iniciovan z oralniho epitelu v mist¢ odontogenniho pruhu. U archosaurd prvni zuby
vznikaji dokonce mimo zoénu, z které se zubni lista vyviji (Westergaard et Ferguson,
1986). Zubni lista u neni zcela nezbytna k iniciaci zubnich zarodkd, nicméné je kriticka
pro tvorbu funkénich zubi se sklovinou a vznik polyfyodontni dentice. Iniciace vzniku

prvnich zubt pied diferemciaci zubni listy je tedy plesiomorfnim stavem.
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6.3. Vyvoj zubii nulté generace

Zuby nulté generace u nesavcich obratlovell byly podrobnéji popsany u ocasatych
obojzivelnikd (napt. Rose, 1895; Davit-Béal et al., 2006; Davit-Béal et al., 2007) a
v diapsidni linii plazd, jak u archosaurt, tak u lepidosaurnich plazt (napt. Leche, 1893;
Rose, 1894; Cooper, 1963; Westergaard et Ferguson, 1986, 1987; Westergaard, 1986,
1988; Sire et al., 2002). Vznik prvni zubli u archosaurti druhli Crocodylus porosus (Rose,
1894) a Alligator missippienssis (Westergaard et Ferguson, 1986) je iniciovan v interakci
oralniho epitelu a mezenchymu pied vznikem zubni laminy. U Alligator missippienssis
(Westergaard et Ferguson, 1986) jsou tyto zuby iniciovany vedle prostoru, kde se za¢ne
vyvijet zubni liSta. Podobné¢, ale v oblasti budouci zubni liSty je iniciovan vyvoj prvnich
zubl u lepidosaurnich plazli. V ramci skupiny Sphenodontia byly nalezeny u Sphenodon
punctatus (Westergaard, 1986). V sesterské skupiné¢ Squamata pak v jedné z bazalnich
linii Scinciformata u Mabuya aurata (Mohammed et al., 2002), v linii Laterata u Lacerta
viridis (Cooper, 1963) a Lacerta agilis (Westergaard, 1988) a v linii Toxicofera u Iguana
tuberculata (Leche, 1893) a Anguis fragilis (Westergaard, 1988). Podobnou iniciaci
prvnich zubli nulté generace jsme nasli u P. picta z linie Gekkota, bazalnich Supinatych
plazt. Na rozdil od téchto druht u gekona Cnemaspis kandiana (Gekkota) (Westergaard,
1986), Liolaemus grawenhorsti (Iguania) (Lemus et al., 1980) a Pogona vitticeps
(Agamidae) (Handrigan et Richman, 2010a) byl popsan vznik prvnich zubii ve spojeni se
zubni liStou. U chameleoni, sesterské linii k Agamidae vlibec tyto prvni zuby nevznikaji.
U aligatord je prvni zndmkou vzniku zubl nulté generace formovani epitelidlni zubni
plakody, okolo kter¢ kondenzuje mezenchym (Westergaard et Ferguson, 1986).
U A. fragilis se objevuje zubni plakoda pfed vznikem kondenzace mezenchymu okolo
vyvijejici se epitelidlni ¢asti zubniho zarodku (Westergaard, 1988). U P. picta mélo
slabou kondenzaci mezenchymu. Pozdé&jsi stadia vyvoje téchto prvnich zubt u P. picta
pak jiz byla spojena s vyvijejici se zubni liStou. Prvni zuby u V. indicus naopak vznikaly
pfimo ze zubni liSty. Zuby nulté generace nebyly pozorovany také u had (Buchtova et
al., 2007, osobni pozorovani). Bylo pozorovano, ze u A. missippienssis, S. punctatus,
C. kandiana, L. viridis a I. tuberculata nékolik zarodkl prvnich zuba nulté¢ generace
znatelné prominuje z povrchu oralniho epitelu (Leche, 1893; Cooper, 1963; Westergaard
et Ferguson, 1986; Westergaard, 1986). U L. agilis a A. fragilis tyto zuby prominuji do
dutiny ustni jen mirn¢ a po kratkou casovou periodu, pozdé€ji se s rustem zubni listy

zanotuji do mezenchmy a na povrchu oralniho epitelu jiz jejich pfitomnost neni patrna
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(Westergaard, 1988). U P. picta prvni zub prominuje z povrchu oralniho epitelu do stadia
poharku a pozdé€ji se zanotfuje podobné jako u L. agilis a A. fragilis hloub¢&ji do
mezenchymu diky diferenciaci zubni liSty z odontogenniho pruhu v prostoru vyvoje
téchto zubl listy z odontogenniho pruhu. Prvni zubni zarodky u V. indicus z povrchu
oralniho epitelu neprominuji. Vznik prvnich zarodkia pied diferenciaci zubni liSty ve
vSech hlavnich liniich diapsidnich plazii, podoba zubni plakody vyvijejicich se prvnich
zubl nulté generace, a projekce prvnich zubtli z povrchu oralniho epitelu alesponi po prvni
periody vyvoje zubniho zarodku, se jevi jako plesiomorfni stav.

Sklovinné organy prvnich zubt aligatora vykazuji jednoduchou organizaci bunék.
Skladaji se z IDE tvofenym kubickymi ¢i nizce cylindrickymi buiikami, dale z vrstvy
bunck prilehlych k IDE a vrstvy hvézdicovitého retikula, kterd je ve srovnani s retikulem
funkénich zubll maélo rozvinutd. Builkky IDE téchto zubl neprodukuji sklovinu
(Westergaard et Ferguson, 1986). U agamy Pogona vitticeps byla prokazana v IDE
superficialnich zubech nulté generace nizka proliferacni aktivita. Autofi zminovali, ze to
muze byt zplsobeno prakticky absenci exprese Pfc/ v IDE (Handrigan et Richman,
2010a). Ptcl je receptor morfogenu SHH. Dalsim vysledkem této nizké proliferacni
aktivity by pak mohla byt hypoplasticka cervikalni smycka, ktera je pro prvni zuby nulté
generace typickd (Handrigan et Richman, 2010a). Nebylo vSak zohlednéno a
diskutovéno, Ze exprese Shh u funkénich zubtl v cervikalnich smyckéach chybi. U P. picta
byly sklovinné organy prvnich zubii organizovany podobné jako u aligatora. Vnitini
sklovinny epitel byl tvofen z kubickych ¢i nizce cylindrickych bunék. Centralni bunky
IDE ptimo sousedily s povrchovou vrstvou ordlniho epitelu a byly mensi nez sousedni
buiiky IDE sousedici se slabé vytvofenou stfedni vrstvou sklovinného organu. V pozdni
fazi jejich vyvoje jsme pozorovali v buiikdch sousedicich s centrdlnimi bunikami IDE
apoptézu, podobné jako u funkénich zubl, kde byla pozorovéna apoptdza v buiikach
sklovinného orgdnu ptilehlych k centralnim ameloblastim.

Odontoblasty zubli nulté generace u aligatora nedosahuji typického dlouhého
cylindrického tvaru jako u zubd funkénich (Westergaard et Ferguson, 1986). U P. picta
jsme u prvnich zubll pozorovali nepolarizované, ovalné odontoblasty. Jeden velky
odontoblasticky vybézek, ktery by vybihal z proximalni ¢asti odontoblastii jsme
nepozorovali. Misto toho jsme pozorovali vétSi mnozstvi kratkych odontoblastickych
vybézkii na jednu buiku, které jsme pozorovali u odontoblastli funkcnich zubl na
pocatku jejich sekrecni aktivity. U V. indicus byly sklovinné organy prvnich zubl nulté

generace rozvinutéjsi a jejich stupent vyvoje byl podobny pozdé€ji vznikajicim zubnim

94



zarodklim nulté generace P. picta. V zubnich zarodcich zubli nulté generace u P. picta a
V. indicus se nevyvijely cévy. Hypotetizujeme, ze chybéni cév v zdrodcich zubl nulté
generace muze souviset s jejich malou velikosti zubtli, kde neni potieba intenzivni cévni
VyZivy.

PIn¢ rozvinuté sklovinné organy pozdéji zakladanych zubl nulté generace u
aligatora jsou ve srovnani s prvnimi zarodky rozvinutéjs$i a skladaji se ze Ctyt vrstev:
IDE, stratum intermedium, hvézdicovité retikulum, ODE. U nékterych pozdéji vzniklych
zérodkd IDE produkovalo tenkou vrstvu skloviny (Westergaard et Ferguson, 1986).
Pozd¢ji zakladané zuby nulté generace u P.picta méli plné vyzralé sklovinné organy
podobné diferencované jako aligator. Jejich IDE se skladal z nizkych cylindrickych a
polarizovanych ameloblastii. Vrstva sklovinného organu sousedici s IDE obsahovala
nékolik velkych plochych bunck a odpovidala vrstvé u aligatora popsané jako stratum
intermedium. Mira homologie této vrstvy se savéim stratum intermedium neni zndma a
proto se v textu tomuto terminu vyhybame. Jsou zde ale jisté¢ indikace napovidajici o
podobném charakteru této vrstvy u obou skupin amniot. Hvézdicovité¢ retikulum u
P. picta bylo také u pozdéji zakladanych zubl nulté generace u P. picta rozvinut&jsi ve
srovnani se zuby prvnimi. Pfesto jsou ameloblasty t€chto zubli ve srovnani s ameloblasty
funk¢nich zubti 0 mnoho mensi. U funkcnich zubt se v oblasti nejmensich ameloblast
po stranach zubniho zarodku nachézi nejtenci vrstva skloviny. Velikost ameloblastii u
pozdé€ji vznikajicich zubili nulté generace tedy pravdépodobné uzce koreluje s jejich
kapacitou produkovat tenkou vrstvu skloviny. U savci bylo popsano, ze stratum
intermedium je spojené s maturaci ameloblastd (Nakamura et al., 1991). Je-li u plazta
funkce vrstvy pfilehlé k IDE podobnd savéimu stratum intermedium, vysvétluje to
chybéni skloviny u prvnich zubii nulté generace, kde tato vrstva neni rozvinuta a naopak
ptitomnost vrstvy skloviny u pozd¢ji zakladanych zubti nulté generace a funkénich zubd.
Podobnou vrstvu jsme pozorovali u zubnich zarodki nulté generace u V. indicus.

Uvadi se, Ze zuby nulté generace jsou rudimentarni sredukovanym vyvojem
(napft. Sire et al. 2002; Handrigan et Richman, 2010a). Neexistuje vSak dikaz, ze by
v prubeéhu evoluce doslo k potlaceni stupné vyvoje, ¢i jeho pred¢asného zastaveni, jehoz
vysledek by byl rudiment. PouZzivani tohoto terminu tedy neni opodstatnéné, proto
pouzivame v praci termin zuby nulté generace. Stupenn vyvoje zubl nulté generace
koreloval s dobou jejich zakladani (pozdéji zakladané zuby byly vyvinutéjsi), prostorem
ve kterém vznikaly (zuby jejichz vyvoj byl iniciovan hloub&ji v mezenchymu byly

rozvinutéj$i) a velikosti vstupnich bunéénych populaci (zvétSovala se v ¢ase a s hloubkou
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v mezenchymu), z kterych se zacal zarodek vyvijet. To jaky zub se tedy vyvine zalezi na
casoprostorovém kontextu, molekularni signalizaci tkani participujicich na vzniku zubu.
Ta mlze byt v rdmci Casu a prostoru odlisna. Obecnou charakteristiku plazii je tedy casny
nastup odontogeneze bez ohledu na omezeny rozsah bunéénych a molekularnich
moznosti potiebnych k GispéSnému zavrSeni odontogenetickych procesti. Odvozeny stav,
ktery nachazim napt. u savct ¢i chameleont je pak dost mozné diisledkem heterochronii
oddalujicich néstup odontogenické diferenciace. Variabilita v nastupu odontogeneze
v pribe¢hu embryonélniho vyvoje je patrnd i mezi horni a dolni Celisti. U P. picta a Ch.
indicus v dolni. Stav u varana je patrn¢ odvozeny a pravdépodobné je spjat s pritomnosti
vyrazného mandibularniho prognatismu v priibéhu embryogeneze. Situace u P.picta a

Ch. calyptratus je pravdépodobné stavem plesiomorfnim.

6.4. Osud zubt nulté generace

Osud zubl nulté generace byl popsan jak u archosaurni linie diapsidnich plazi,
tak u lepidosaurnich plazii (napt. Rose, 1894; Edmund, 1969; Westergaard et Ferguson,
1986, Westergaard, 1986, 1988; Mohammed et al., 2002; Sire at al., 2002). Zuby nulté
generace u aligatort zanikaji pod povrchem oralniho epitelu. Jejich sklovinné orgéany
dezintegruji a dentinové zuby jsou resorbovany. Tyto zuby mohou né&jakou dobu
perzistovat v mezenchymu (Westergaard et Ferguson, 1986). PIn¢ mineralizované
dentinové zuby nulté generace u P. picta jsou Casto kompletné uzavieny do tkan¢ zubni
listy, nebo mohou byt inkorporovany do sklovinnych organa funk¢nich zubt, které se
zacali vyvijet na pozici zubl nulté generace. Pozorovali jsme, Ze bunky sklovinnych
organt zubl nulté generace se v pozdni fazi embryogeneze zplost'uji podobné jako buiiky
sklovinnych organt funk¢nich zubt pted erupci. Uzaviené zuby v zubni li§t€¢ mohou
rotovat a mohou byt aktivitou zubni liSty odvrZzeny do mezenchymu. Pii odvrzeni
zUstavaji sklovinné organy soucasti zubni liSty podobné& jako u archosaurti (Westergaard
et Ferguson, 1986). U V. indicus jsme pozorovali proces regresniho vyvoje sklovnnych
organti u vétsich zubti nulté generace. Jejich sklovinné organy se postupné zkracovaly od
cervikalni klicky. Pozdé&ji kryly jen Spicku zubu a mély tvar podobny zubnimu poharku.
Nakonec zbytek sklovinného organu ziskal misto konkévniho tvaru tvar konvexni
podobny vétsSimu pupenu. V tomto procesu se tedy vlastné nejedna o odvrzeni, pii kterém
by byl zub vytlacen, ale o kompletni vymizeni sklovinného organu skrze regresni vyvoj,

ktery ma zfejmé jinou charakteristiku nez pii pfipravé zubu na erupci. Pii podrobné
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histologické analyze jsme pii tomto procesu regrese nepozorovali v mizejicim
sklovinném orgénu zvySené mnoZzstvi apoptozy. Jaky mechanismu zplsobuje tyto zmény
v téchto sklovinnych orgdnech je neznamé. Hypotetizujeme, Ze Caste¢né se na tomto
procesu mize podilet postupné odlucovani bunék v distalni ¢asti sklovinného organu.
Pohyby zubli uvniti zubni liSty pozorované u P. picta jsou pravdépodobné vysledkem jeji
rustové aktivity. Zuby uzaviené v zubni 1i§t€ u P. picta mohou byt resorbovany ¢i diky
procesu erupce vypadnou do dutiny Ustni. Zubni erupci malych zubl nulté generace jsme
pozorovali také u V. indicus. Resorbce a erupce byla pozorovdna také u jinych
diapsidnich plazti (Edmund, 1969; Sire et al., 2002; Westergaard et Ferguson 1986;
Westergaard, 1988). U aligatora Westergaard et Ferguson (1986) popsali pfitomnost
odontoklastli uvniti zubni papily zubl nulté generace. U P. picta a V. indicus jsme
odontoklasty uvnitt zubni papily nepozorovali. Zubni papila byla kompletné vyplnéna
odontoblasty, nehledé na to, ze pozorované odontoklasty uvniti zubni papily funkénich
zubil v resorbci byly velké a v pripadé P. picta by se nevesly do zubni papily zubli nulté
generace. Je tedy diskutabilni, zda-li se v pfipadé aligitora o odontoklasty jednalo.
Fotodokumentace uvedend v praci Westergaarda a Fergusona (1986) napovida, Ze se
spiSe jedna o odontoblasty a ne o odontoklasty. U P. picta jsme pozorovali
mnohojadernou bunku zvnéj§i strany dentinového zubu, jehoz polovina byla
resorbovana. K resorpci doSlo v dobé morfologickych zmén ve struktufe sklovinného
organu predchazejicich zubni erupci. Pozdéji zakladané zuby nulté generace mohou
vytvaret s Celistni kosti ankylézu, jak jsme pozorovali u P. picta, V. indicus a
A. barahoae. V ptipad¢ 4. barahoae se pozdné vznikajici zub nulté generace stal soucasti
funkéni dentice. U P. picta jsme piekvapivé naSli zuby v horni celisti, které byly
kompletné zarostlé v Celistni kosti. K ankyléze dochazi v ptipadech, kdy se dostane
vyvijejici se Celistni kost a zub nulté generace do bezprostiedni blizkosti. U P. picta jsme
pozorovali ankylozu téchto zubl jen v horni Celisti, coz mohlo byt zplisobeno malym
vzorkem zkoumanych embryi v konecné fazi embryologického vyvoje. U V. indicus
nékteré zuby pfirtstali k celistnim kostem a to vzdy v horizontdlni poloze Spickou zubu
smérem lingualné. Zuby nulté generace jsou nakonec nahrazeny zuby funk¢ni generace
jak u P. picta, V. indicie a A. barahoae, tak 1 u jinych zkoumanych druhii (napt. Rose

1894; Woerdeman, 1919; Edmund 1969; Osborn, 1971; Westergaard et Ferguson, 1990).
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6.5. Vyvoj zubii funkénich generaci: diferenciace sklovinného organu

Vznik vSech funk¢nich zubl u P. picta, V. indicus a Ch. calyptratus byl iniciovan
interakci labidlni strany rastového ¢ela zubni listy, podobné jako u ostatnich v minulosti
studovanych plazii. Prvni rozliSitelnou znamkou vyvoje funkénich zubii bylo u P. picta
formovani epitelidlniho pupenu prominujiciho do mezenchymu. Okolo pupenu jsme pak
pozorovali kondenzovany mezenchym. U Ch. calyptratus jsme pozorovali pfed vznikem
epitelidlniho pupenu vznik mezenchymatické kondenzace okolo zubni liSty v misté
budouciho vzniku epitelidlniho pupenu. Stav pozorovany u chameleona bude
pravdépodobné typicky i pro ostatni druhy plazi, u kterych prvni zndmky kondenzace
mezenchymu mohou byt na histologické urovni tézko pozorovatelné. To, Ze u
chameleona je tento stav patrny mulze byt zpusobeno velkym poctem malych bunék
mezenchymu, které vytvoifi snadn€ji pozorovatelné pocatecni stddium vzniku
mezenchymatické kondenzace. Zubni pupen je tvoien shlukem bunék, patrné¢ vzniklych
z vn&jsi vrstvy labidlni strany zubni liSty. Napovida tomu skute¢nost, ze Gtvar pupenu je
spojity s labialni vné&jsi vrstvou zubni liSty. Stfednd vrstva listy je pak znatelné odliSena
od tohoto shluku bunék, ktery ma kulovity tvar. Velikost zubnich pupenil je mezidruhovée
odlisna. U chameleona a varana jsme pozorovali vznik relativné velkych pupent
tvofenych pomérné velkou bunécnou populaci, kdezto u gekona byly pupeny malé,
tvofené malym poctem vétSich bunck. Velikost pupenu pak korelovala s findlni velikosti
a mirou komplexnosti tvaru zubu. Epitelidlni pupen dédva pozdéji vzniknout sklovinnému
organu. Delgado et al. (2005) popsal vznik sklovinného organu u Ch. viridanus
z proliferujici zény umisténé na konci zubni listy. Tato zona koresponduje s nami
popsanymi pupeny u P. picta, Ch. calyptratus a V. niloticus.. Mechanismus, ktery fidi u
plazt pfechod ze stadia pupenu do staddia poharku je nezndmy a bude diskutovéan nize
v kapitole o roli Shh v diferenciaci sklovinného organu. Pti ptechodu do stadia poharku
jsme pozorovali u V. indicus a zejména u Ch. calyptratus centrifugalni rozsifovani
kulovité bunétné struktury tvorici pupen. Tato struktura si pii rGstu zachovavala
vicevrstevny charakter. U P. picta jsme tento fenomén nepozorovali, pravdépodobné
z diivodu malého poctu velkych bun€k tvofici zubni zarodek. Vzhledem k tomu, zZe se
v soucasnosti dochazi pomérné casto k mylnému porovnavani stadii poharku a
ptedsekrecniho stadia zvonku, definovali jsme rozdil mezi témito stadii na zakladé stupné
diferenciace IDE. Ve stadiu zvonku, na rozdil od stadia poharku jsou patrné morfologické
zmény charakteru bunék IDE, které se zaCinaji prodluzovat a diferencovat v ameloblasty.

Stadium poharku je tvoieno ze tii vrstev: IDE, stiedni vrstvou bun¢k a ODE. Podobnou
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strukturu ma také poharek savci, kde je stfedni vrstva v této dobé¢ tvotfena hvézdicovitym
retikulem (Butler, 1956). Z charakteru struktury sklovinného orgédnu chameleona je
patrné, Ze vrstva IDE se diferencuje z vrstvy shluku bunék sousedici s butikami
mezenchymu vznikajici zubni papily. Shkluk bunék ma v této dob¢ diskovity charakter,
jehoz sted lezi ponékud labidln€ od centra vznikajici IDE. V prubéhu stddia zvonku, u
vSech zkoumanych druhii, diferencovaly buiiky v oblasti zubni korunky v ameloblasty.
Stfedni vrstva sklovinného organu se u P. picta skladala z velkych plochych bunck
sousedicich s IDE a navazujici vrstvy sklovinného organu. U V. indicus jsme pozorovali
dvé az tfi vrstvy plochych bunék participujicich na této vrstvé ptilehlé k IDE. Podobné u
Ch. porcus jsme popsali tuto vrstvu, kterd se skladala z jedné vrstvy plochych bunék.
V oblasti zubnich hrbolkli pak méla jiny charakter, ktery bude rozebran v diskuzi o
vzniku zubnich hrbolkd. U Ch. calyptratus nebyly ploché buiiky patrné, coz mohlo byt
zpusobeno jejich malou velikosti, imunohistochemicka analyza pfitomnosti apoptozy,
ktera je u ostatnich zkoumanych druhii pro tuto vrstvu typicka, vSak podporuje, Ze tato
vrstva je pfitomna i1 u chameleona. Popsand vrstva sousedici s IDE nebyla u
lepidosaurnich plaz v minulosti popsana (napt. Rose, 1893; Ogawa, 1977; Sire at al.
2002; Delgado et al. 2005; Buchtova et al. 2008, Handrigan et Richman, 2010), ackoliv je
patrna z fotodokumentace (napi. Delgado et al., 2005). Westergaard et Ferguson (1987)
popsali u archosaurti vrstvu plochych bun€k na zékladé¢ morfologické podobnosti jako
stratum intermedium (SI). Z pozice bunék se zda, ze plazi ,,SI* se u nami zkoumanych
druhii vytvaii zvacevrstevné struktury bunék pochdzejici zbunécné populace
z primarniho shluku tvoficiho epitelidlni pupen, ale také v pozdéjsSich stadiich z vné&jsi
vrstvy cervikalni klicky. Pozice této vrstvy a doba jeji diferenciace (objeveni se plochych
bunék na histologickém zdznamu) je podobna savcimu SI (Koyama et al., 2001), nicméné
existuji 1 odliSnosti: plazi ,,SI* jsme u zkoumanych druhti pozorovali i v dobé funkénosti
ameloblastli, zatimco u savcu jsou bunky stratum intermedium ptitomné pouze do doby
diferenciace ameloblastli (Koyama et al., 2001). Jak jiz bylo zminéno vySe, z pfitomnosti
¢i chybéni skloviny je evidentni, Ze tato vrstva je u plazii dalezitd pro diferenciaci
funkénich ameloblastd. Evolu¢né se tedy tato vrstva jevi jako predchiidce savciho typu
SI. Hvézdicovité retikulum P. picta, V. indicus, Ch. calyptratus, Ch. porcus se sklada
z kulovitych bunék oddélenych velkymi extracelularnimi prostory. Podobna strukturu
této vrstvy byla pozorovana napt. u Ch. viridanus (Scinciformata), zastupce dalsi bazalni
linie Cupinatych plazii (Delgado at al., 2005). Hvézdicovité retikulum je u P. picta

vrstvou tenkou, kterd neni v oblasti zubni baze plné diferencovana. Tato vrstva tedy mtize
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také hrat urcitou roli v diferenciaci ameloblasti, ke které v nepfitomnosti hvézdicovitého
retikula nedochazi. Tenka vrstva hvézdicovitého retikula, ktera se také nachazi u hadu a
jinych druhii plazii se subtilnimi zuby se prezentuje jako redukovana (Tomes, 1875;
Buchtova et al.,, 2008). Na pozadi soucasnych ptedstav o fylogenetickych vztazich
vramci Squamata je patrné, ze tento stav miiZze byt naopak plivodnéj$i. Ve liniich
vedoucim k recentnim Iguania, Viperidae ¢i Varanidae pak mohlo dojit k
sekundérni hypertrofii hvézdicovitého retikula korespondujici se vznikem heterodoncie.
Hypertrofie této vrstvy je tedy spjata s evoluci dentalnich specializaci a evidentné vznikla
v pribéhu evoluce lepidosaurnich plazti mnohokrat. Vzhledem k tomu, ze u varanich
zubil a jedovych zubi zmijovitych je pfitomna jen tenkd vrstva skloviny a u zastupct
rodu Chamaelo a Anolis naopak mohutna vrstva skloviny, pfedpokladame, Ze mohutnost
této vrstvy nekoreluje s mohutnosti ukladané skloviny.

Vnitini  sklovinny epitel ndmi zkoumanych druhtt mé asymetricky vyvoj.
Lingudlni strana je tenci a jeji rist je progresivnéjsi oproti stran¢ labidlni, kde se naopak
nachdzi vétsi buniky s pokrocilejsi diferenciaci. Podobné dynamika byla pozorovéana napf.
u Ch. viridanus (Delgado et al., 2005). Tato dynamika asymetrického ristu sklovinného
organu je nutnou podminkou pro moznost vzniku pleurodontni ankylézy. Pozorovali
jsme ji do stadia zvonku 1 u chameleona, ktery ma akrodontni typ ankylozy. Pozdé&ji se
asymetrie ve velikosti stran sklovinného organu u chameleonli vytraci. Je tedy evidentni,
ze asymetricky vyvoj sklovinného organu je plesiomorfnim stavem Supinatych plazd,

ktery se projevuje i v prub¢hu vyvoje akrodontni dentice.

6.6. Mineralizace zubni korunky

Prvni zralé¢ odontoblasty a ameloblasty jsme pozorovali u vSech zkoumanych
druhti v centru IDE a sousednich mezenchymatickych bunikach zubni papily. Vlna
diferenciace ameloblasti a odontoblastli se $ifi centrifugdlné v proximo-distalnim sméru.
Sekrece dentinové matrix a jeji naslednd mineralizace za vzniku dentinu zacinad pied
ukladanim skloviny, podobné jako naptiklad u Ch. viridanus (Delgado et al., 2005).
Ameloblasty se zmensuji smérem proximo-distalnim u vSech ndmi zkoumanych druhti a
jejich tvar se méni z cylindrického na kubicky. Sitka vrstvy skloviny, v rAmci druhu,
pozitivné koreluje s velikosti ameloblastli, kromé oblasti mezi labialnim a lingudlnim
hrbolkem. Proces tvorby tvaru korunky bude prodiskutovan nize v kapitole o vyvoji

zubnich hrbolku.
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6.7. Vyvoj zubni baze

Zubni baze je tvofena pouze dentinem bez sklovinného plasté. U P. picta tvoii
zubni baze dv¢ tietiny zubu. U ostatnich druht, které jsme zkoumali, byla zubni baze
kratsi a dominovala zubni korunka, coz souviselo s jejich potravnimi adaptacemi.
V literatuie se u lepidosaurnich plazt setkdvame s ndzvem kotfen pouzivanym pro zubni
bazi (napt. Mclntosh et al., 2002; Luan et al., 2006). Tento termin, uzivany v savci
odontologické terminologii, by nemél byt u lepidosaurnich plazi vzhledem k odli§né
charakteristice pouzivan (Peyer, 1968). U savcl bylo popsano, ze vznik zubni baze je
kontrolovan dvojvrstevnou extenzi cervikalni klicky nazyvané Hertwigova pochva
(Selvig, 1963; Ten Cate, 1996). Dalsi role ptisuzovana HERS je jeji schopnost indukovat
vznik cementoblastii z bun¢k zubniho vacku (Paynter et Pudy, 1958) a umoznit migraci
cementoblasti k povrchu kofenu (Thomas et Kollar, 1989). McIntosh at al. (2002)
popsali vyvoj HERS u Supinatych plazii a archosaurt a poukazali na skute¢nost, ze HERS
kryje zubni bazi kromé¢ jejiho distalniho konce (Mclntosh et al., 2002). U P.picta s velkou
bazi jsme pozorovali, Ze jeji nejvetsi Cast se vytvaii v interakci mezenchymu zubni papily
a sklovinného orgénu, ktery se sklada ze tfi vrstev, tedy v oblasti, kterd nema
charakteristiku HERS. Tu jsme pozorovali pouze v nejdistalngjsi casti sklovinného
organu na konci vyvoje zubu. Bunky IDE v tfivrstevné oblasti mé¢li kubicky tvar, zatimco
bunky oblasti HERS byly dlazdicovité. Stfedni vrstva se skladala z plochych bun¢k
podobné jako v oblasti zubni korunky. Nepfitomnost skloviny v této oblasti tudiz
podporuje hypotézu, ze pro diferenciaci funkénich ameloblastii je vedle rozvinuté vrstvy
plochych bunék zapotiebi i1 vrstva hvézdicovitého retikula. U V. indicus byly v oblasti
HERS pozorovany dvé vrstvy. Na nékterych fezech byla patrna jen jedna vrstva epitelu,
kterd se rozpadala. V mistech zdhybi plicidentinu byla vytvofena i stfedni vrstva
sklovinného epitelu. U chameleona méla charakter HERS pouze labialni ¢ast zubni baze,
linguélni ¢ast obsahovala v celém tseku zubni baze i stiedni vrstvu. V labidlni ¢asti byly
na nékterych fezech patrné mezi dvéma vrstvami HERS osamocené buiiky nevytvarejici
kompaktni vrstvu.

Zplostovani bun¢k, které jsme pozorovali u P. picta, bylo také pozorovano u
savcl v dobé pied dezintegraci HERS v individudlni bunky, které migruji a vytvareji
epitelidlni zbytky (Wentz et al., 1950; Owens, 1978; Andujar et al., 1984, 1985).
Ne vSechny buitkky HERS u savch ale migruji, n€které ziistdvaji na povrchu kotfene
(Kaneko et al. 1999). Podobna dezintegrace a tvorba epitelidlnich zbytkl byla také

pozorovana u archosaur (Mclntosh et al., 2002), ktefi maji thekodontni ptipojeni
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k Celistni kosti typu gomfozy. Dezintegrace HERS u Supinatych plazh, ktefi maji
ankyloticky typ ptfipojeni baze ke kostem, pozorovana nebyla (Luan et al., 2006) a rovnéz
na konci vyvoje zubni baze Supinatych plazli s pleurodontni ankyl6zou nebyl jeji distalni
okraj kryt HERS (MclIntosh, 2002; Luan et al., 2006). Nebylo ale zminéno, jakym
mechanismem okraj baze bez epitelu vznikd. U ndmi zkoumanych druhii jsme také
nalezli distalni ¢ast zubni baze, kterd nebyla kryta epitelem sklovinného organu. Pied
vznikem nejdistalnéjsi dentinové Casti baze jsme pozorovali okolo distadlniho okraje shluk
mezenchymatickych buné¢k zubni papily, které v kontaktu s timto epitelidlnim okrajem
sklovinného organu diferencuji ve funk¢ni odontoblasty. Ty nesetrvavaji na jednom
misté, ale vycestovavaji smeérem ke kosti a v prubehu této migrace produkuji dentinovy
konec zubni baze. Na zaklad¢ pozorovani pouhé jedné rozpadajici se vrstvy epitelu u V.
indicus a zkraceni distalni ¢asti sklovinného organu u P. picta v priabéhu vzniku ankylézy
hypotetizujeme ze dvojvrstevna HERS se u plazi s pleurodontnim typem ankylozy
rozpadd. Pro tuto hypotézu hovoii 1 nepfima evidence: v dobé vzniku ankylozy je
struktura distalni casti sklovinného orgdnu odlisnd. Vnitini sklovinny epitel se sklada
z kubickych bun¢k a ne plochych, a mezi IDE a ODE je vytvofena stfedni vrstva bunék.
V ptipad¢ P. picta je labidlni ¢ast ankylozy tvofena dlouhym tsekem dentinové zubni
baze a kosti ¢elisti. Dezintegrace HERS v této ¢asti zubni baze by byla logickym krokem
vibec pro moznost kontaktu tak dlouhého tseku zubni baze s kosti. Dalsi neptimou
indikaci, Ze k dezintegraci mize dochazet je velké zkraceni distalni ¢asti labidlni strany
HERS pted pocatkem vyvoje ankylozy. Sklovinny orgé pak kryje jen ¢ast zubni korunky.
Jeho okraj je pak jedinym mistem, kde jsme pozorovali v ramci labialni ankylozy tvorbu
cementu. K desintegraci HERS muZe dojit v kratké Casové periodé¢, je tedy obtizné
zachytitelnd. U chameleona, kde je vytvofena v celé oblasti zubni baze stiedni vrstva
sklovinného organu, ¢i alespon jeji naznak v podobé¢ jednotlivych bunék, jsme zkracovani
sklovinného organu na jeho distalnim konci nepozorovali. Je ale mozné, ze k nému
dochdzi pozd&ji, nebo vubec. Dezintegrace HERS u archosaurti, pravdépodobné
Supinatych plazl s pleurodontnim typem ankyl6zy a savct poukazuje na jeji plesiomorfni
charakter minimalné v rdmci amniot. Pfitomnost stiedni vrstvy sklovinného organu u
chameleona a u varana v mistech dentinovych zahybt pak poukazuje na kapacitu této
¢asti sklovinného organu vytvéret stfedni vrstvu. Pro stabilitu sklovinného organu je tedy
pravdépodobné nutnad piitomnost stiedni vrstvy sklovinného orgénu. To podporuji i

vysledky vyzkumu vyvoje jedového zubu u zmijovitych, kde se v misté invaginace
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invaginace IDE v prib¢hu tvorby jedového kanalku dostavaji do kontaktu protilehla
strany invaginovaného IDE. V tomto misté pak butiky mizi.

Dalsi specializaci varanti je tvorba plicidentinu v oblasti zubni baze. Plicidentin je
radialné zprohybana vrstva dentinu okolo zubni papily (Owen, 1841). Dentin se prohyba
dovniti papily, vytvaii lamely, které se rozvétvuji vzajeme spojuji a vytvaii plastvovitou
strukturu, kterd pak interaguje s piipojovaci tkani a vytvaii se ankyl6za mezi zubni bazi a
lingualniho povrchu Eelistnich kosti (Kearney et Rieppel, 2006, Maxwell et al.,2011).
U recentnich plazii se plicidentin vyskytuje pouze u Varanidae, Helodermatidae a
Lanthanotidae, patficich mezi Varanoidea (Odermatt, 1940; Bullet, 1942; Kearney
et Rieppel, 2006). Jak je plicidentin formovan nebylo publikovano. Nas§ vyzkum ukazal,
ze zvlnéni povrchu dentinu se vytvaii prostiednictvam invaginace IDE do mezenchymu
zubni papily. Tato dvojvrstva IDE se po diferenciaci odontoblastii vytraci a vytvaii se
dentinova lamela. Proces rozdvojeni lamel jsme vzhledem k nedostatku materialu
nepozorovali, ale hypotetizujeme, ze invaginovany IDE se rozvétvuje a v mistech
anastom6z se sousedni vétve dostavaji do kontaktu. Pfilehlé odontoblasty pak vytvari
plicidentin s charakteristickou plastvovitou strukturou. Vznik plicidentinu je podobny
jako pocatek vyvoje jedového kanalku, kde prvnim krokem v jeho vzniku je invaginace
IDE a stfednich vrstev sklovinného organu. Rozdil v této invaginaci ale existuje.
U V. indicus jsme v misté dvojvrstvy pozorovali polarizované butky, zatimco u C.
albolabris pti vyvoji jedového kanalku v mist¢ kontaktu dvou vrstev IDE k této
polarizaci nedochazi (bude probrano v kapitole o vyvoji jedového kanalku). Je tedy

mozné, ze invaginace IDE u varana probiha jinym zptisobem nez u C. albolabris.

6.8. Vyvoj a charakteristika ankylozy

Ankyldéza, neboli mineralizované spojeni mezi dentinovou zubni bazi a zub
nesoucim elementem (Celistni, popiipadé patrové kosti) je v ptipadé Supinatych plazi
zpostiedkovana alveolarni kosti a cementem. Obé& tyto tkané€ jsou spojovany s terminem
,bone of attachment® (pfipojovaci kost) (Peyer, 1968). Alveolarni kost v sob¢é uzavira
mnozstvi bun¢k a je tedy popisovana jako celularni cement, oproti tomu cement ma
acelularni strukturu. Rieppel et Kearney (2005) hypotetizuji, Ze tato tkan u skupin
charakteristickych ankylotickym pfipojenim zubii a zuby nesoucich elementi mohla
vzniknout v prubéhu evoluce vicekrat. Plesiomorfnim stavem u Supinatych plazl je
pleurodontni anykléza. Vyskytuje se u vétSiny linii kromé Agamidae, Chamaeleonidae a

Serpentes, ktefi maji akrodontni typ ankylézy (Edmund, 1960). U hadi pak ale byl
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pozdéji tento typ ankyldézy zpochybnén (Edmund, 1969). U Supinatych plazii byla
popséna depozice cementu, participujiciho na vzniku ankylézy, do oblasti okolo
dentinové zubni baze, kde neni pfitomna HERS a tudiz do mist, kde neni bariéra
v podobé epitelidlnich bunék (McIntosh at al., 2002; Luan et al., 2006). Stejné
pozorovani jsme ucinili jak u druhi s pleurodontni ankyl6zou, tak u druhti s akrodontni
ankylozou. Chybéni epitelidlnich bun€k na distalnim konci zubni baze je nutnosti pro
moznost pfistupu mezenchymatickych bun€k k této casti bdze. Z naSich pozorovani
vyplyva, ze ankyldza je tvofena smési dentinu a cementu. U P. picta s pleurodontni
ankylozou dentin vyznamné participuje na tvorb¢ labidlni ¢asti ankylézy. V této casti
piipojeni zubu jsem pozorovali pfitomnost cementu pouze u okraje Celistni kosti blizko
ordlniho epitelu. V této Casti cementu se mize nachdzet skupina uzavienych
cementoblasti v mineralizovaném cementu. Nelze tedy fict, Ze by byla patrnd cast
cementu, kterd by odpovidala acelularnimu cementu a ¢ast, kterd by odpovidala
alveolarni kosti. Mezi cementem a dentinem a cementem a kosti jsme pozorovali rozhrani
a to zejména pied jejich mineralizaci. Rozhrani mezi cementem ve své acelularni formé a
cementem celuldrnim, ktery odpovida alveolarni kosti nebylo patrné. U V. indicie, druhu
také s pleurodontnim typem anyklozy, je situace odlisna. Jeho zub ma pomérné kratkou,
ale mohutnou zubni bazi. Mezi celou piipojovaci plochou dentinové zubni baze a kosti je
vytvofena pomérné¢ mohutnd vrstva cementu. Pomérné tenkd vrstva cementu, ktera je
blize dentinové bazi v sobé neobsahuje uzaviené cementoblasty. Na ni navazuje siln&jsi
vrstva cementu, kterd se pripojuje k elementim nesoucim zuby a ktera v sobé uzavira
vetsi mnozstvi bunék. Typ ankylozy u V. indicus tim, ze nedochdzi na strané labidlni
k ptimému spojeni cCelistni kosti (zuby nesouciho elementu) a dentinu, pifipomina
akrodontni ankyl6zu pozorovanou u chameleona. U Ch. calyptratus cement spojuje zuby
nejen s kosti, ale i se sousednimi zuby. Vytvaii se tak ozubena mineralizovana lista
slozena ze zubl a cementu, kterd je evidentné mnohem stabilngjsi vii¢i mechanickému
stresu. Tento typ ankylozy je tak reakci na monofyodoncii, kde by poskozeni a vypadnuti
vétsiho poctu zubli znamenalo neschopnost zpracovavat potravu a vedlo by k umrti

jedince.

6.9. Vyvoj jedového kanalku, role Shh, bunééné proliferace a apoptézy
Vyvoj kandlku vjedovych zubech zmijovitych hadii ma nékolik krokd,
zalozenych na invaginaci casti sklovinného organu, bunééné diferenciaci a vymizeni

bunék. Jedové zuby mohou byt Casto ztraceny v pribéhu ttoku na kofist, coz miize
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vysvétlit, pro¢ maji vice nez osm nahradnich vyvijejicich se jedovych zubu vedle zubu
pravé funkéniho. Toto Cislo je minimalné dvakrat vétsi ve srovnani s mandibularni a
palatalni dentici, nebo ve srovnani s nejedovatymi hady jako je Python sebae, kde byly
pozorovany 4 zubni generace v ramci jedné zubni pozice (Buchtova et al., 2007). Jedové
zuby se zacinaji vyvijet podobné jako jiné zubni zaklady a prochdzeji stadiem pupene,
poharku a zvonku. V prib¢hu mineralizace se na ventralni stran¢ vytvari invaginace IDE
a stfedni vrstvy sklovinného organu. Tyto vrstvy vrlstaji do zubni papily a po indukci
diferenciace odontoblastii se izoluji. Nésledné se vytvaii se trubice z IDE vyplnéna
hvézdicovitym retikulem. Bunky vnitiniho sklovinného epitelu v misté, kde vytvaii
dvojvrstvu vymizi. Na vymizeni téchto bunék neparticipuje apoptéza a je tedy
pravdépodobné, Ze jako v ptipadé HERS dochazi k dezintegraci této vrstvy vzhledem k
nepiitomnosti stfedni vrstvy sklovinného orgédnu, kterd ma pravdépodobné stabilizacni
funkci pro IDE. Na zéklad¢ téchto pozorovani hypotetizujeme, ze se bunky stavaji
soucasti IDE kanalku, ktery se v té¢ dobé vyrazné zvétSuje. Odontoblasty okolo zanikajici
dvojvrstvy IDE produkuji dentin, ktery vytvaii dvojvrstevnou lamelu spojujici kandlek s
vngjsi sténou zubu. Toto spojeni kandlku s vnéjsi sténou zubu mize chranit kandlek pied
frakturou v prib¢hu utoku na kofist. Epitelialni ptivod vSech bunék trubice tvotici zaklad
kanalku je potvrzen pfitomnosti exprese Shh v bunkach vznikajici trubice, jelikoz tento
morfogen je pfitomny pouze v epitelidlnich strukturdch vyvijejicich se zubii (Dassule et
al., 2000). Pfitomnost Shh tak potvrzuje histologickd data ohledné vzniku invaginace.
V casném stadiu invaginace vSak nevykazuje expresi Shh, coz indikuje, ze tento
morfogen nehraje hroli v prvni fazi vyvoje kanalku. Rovnéz jsme nepozorovali v této
dobé rozdil v mife proliferace ve ventralni a dorzalni ¢asti IDE. To indikuje, bunécna
proliferace nefidi vznik invaginace IDE do mezenchymu zubni papily. Pozd¢ji byla
exprese Shh pozorovana v buitkkach sklovinného organu (IDE a hvézdicovité retikulum)
tvoticiho kanalek. V této fazi Sifka trubice rapidné€ expanduje. Bylo ukazano, ze Shh
muze fungovat jako potentni mitogen zvySujici miru proliferace (Cobourne et al., 2001).
Tuto funkci mé pravdépodobné v hvézdicovitém retikulu rozsitujiciho se kanalku, coz je
podpoieno rdstem miry bunééné proliferace. Pozdéji se exprese Shh uvniti retikula
zmensSuje a klesa 1 mira bunécné proliferace. Shh tedy hraje dilezitou roli v uréovani
velikosti kanalku. Shh plsobi také na kontrolu diferenciace bun¢k v IDE a to jak ve
vngjsi Casti sklovinného organu, tak v casti tvofici kandlek. Podobna funkce v
diferenciaci ameloblastli byla popsdna i u mys$i (Gritl-Linde et al., 2002), kde bylo

prokézano, ze Shh ma roli faktoru, ktery chrani bunky pfed smrti v pribé¢hu vyvoje
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(Cobourne et al., 2001). Je tedy pravdépodobné, ze ztrata exprese Shh uvniti kandlku
oteviela moznost k jeho vyc€isténi apoptdzou, kterou jsme ve velkém mnozstvi
pozorovali. Procisténi kanalku od bunéénych zbytkl je nutnym ptedpokladem pro jeho
funkci a plynuly prutok jedu. Zda-li buniky IDE uvniti kandlku produkuji sklovinu je
nejasné. Nase histologické preparaty byly dekalcifikovany a sklovina tak byla odstranéna.
Sklovinu uvnitt kanalku jsme nizméné nepozorovali ani pod rastrovacim elektronovym
mikroskopem, coz mohlo byt zplsobeno jeji velmi tenkou vrstvou a aprizmatismem. U
Viperidae Tomes (1876) detekoval sklovinu na vnéjsi dentinové stén¢ jedového zubu,
avsak uvniti kanalku sklovinu nepozoroval. Na rozdil od n¢j Lake et Trevor-Jones (1987)
sklovinu uvnitf kanalku nasli u zmije Bitis arietans. U Elapidae, jmenovité¢ u Hydrophis
sp., sklovina byla uvnitf kanilku pozorovana (Tomes, 1914). Je tedy mozné, Ze
ptitomnost ¢i chybéni skloviny uvniti kanalku mtze byt mezi liniemi jedovatych hadt s
kanalkem variabilni.

Exprese Shh v diferencujicich bunkach IDE se §iii od Spicky zubu smérem k
zubni bazi. Tato vlna je nasledovana vinou mineralizace. Zub je tak formovan od Spicky
k bazi, tak jak bylo popsano ve studiich Jacksonové (2002, 2007). Jakmile vznikne
trubice z IDE vyplnéna retikulem, zane se okolo ni vytvaret vrstva dentinu aktivitou
odontoblastii. Na urovni mineralizované tkan¢ pak cely proces vypada jako by byl
kanélek stavén podobné jako komin a ne invaginaci bun¢k. NasSe nalezy rovnéz ukazuji,
ze vlna exprese Shh a diferenciace bunék IDE se $ifi nejen v proximo-distalnim sméru,
ale také ve ventro-dorzalnim sméru. Tento fenomén, patrny také na mCT rekonstrukcich,
nebyl v minulosti popsan.

Otvory, kterymi kandlek komunikuje s vnéjSim prostorem se vyvijeji invaginaci
IDE a hvézdicovitého retikula podobné jako samotny kanélek. Sitka IDE, které v oblasti
otvordl invaginuje, je mnohem vétsi, nez v pripad¢ kanalku. Tento rozdil muize byt
pri¢inou, pro¢ se proximalni casti invaginovaného IDE nedostanou do kontaktu.
Invaginace tak zltane oteviend na povrch. Jakym mechanismem je fizen tento vznikajici
rozdil v §ifi invaginace je neznamé. Ukazali jsme, Ze Shh neni zahrnut do iniciace vzniku
invaginace. Je zde, ale mnozstvi jinych potencidlnich morfogenti, které by mohly
participovat na primarnam impulzu vzniku invaginace IDE do mezenchymu zubni papily.
Pozorovali jsme odlisny vzor bunééné proliferace v invaginované vstvé IDE oproti useku,
kde vznika kanélek. Tento rozdil maze zplsobit odlisny tvar invaginace v oblasti otvord,
ktery je pualmésicity. Mechanismus, jakym vznikaji otvory muize byt spojovan s

mechanismem vyvoje oteviené¢ho zlabku u jedovatych Colubridae. Pti¢né fezy jedovymi
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zuby bojgy Dispholidus typus s jedovymi zuby se zlabkem vypadaji velmi podobné jako
histologické fezy napti¢ otvory u C. albolabris (Lake et Trevor-Jones, 1995).
Hypotetizujeme, Ze proces vzniku otvori u Viperidae reprezentuje ancestralni
plesiomorfni stav. Uzavieny kanalek se pak vytvaii zménou Sitky, tvaru a velikosti
invaginovanych vrstev sklovinného orgdnu. Tato zména vedla ke vzniku jejich
apomorfie, kterym je kanalek. Vyvoj kandlku a otvoru u C. albolabris je shrnut v
publikaci (Zahradnicek et al., 2008 - viz. ptiloha 6, obr. 8). Na zavér miizeme shrnout, Ze
pozorovanému postupu vyvoje jedového kanalku u C. Albolabris odpovida kombinace

jak invaginacni hypotézy tak hypotézy “chimney brick”.

6.10. Diferenciace sklovinného orgianu u Supinatych plazi: role Shh, bunééné
proliferace a apoptozy

V pribéhu zubniho vyvoje u plazii se postupné vytvari zakladni tvar zubu
prohnutim epitelio-mezenchymalniho rozhrani zubniho zarodku, a rstem jeho epitelidlni
a mezenchymatické ¢asti. Podobné je tomu i u savci (Butler, 1956). Ze stadia pupenu se
tak vytvari stddium poharku a pozdé€ji stddium zvonku (Tucker et Sharpe, 1999;
Peterkova et al., 2000). Tvar zubniho zarodku a pozd¢ji vznik zubnich hrbolkl je u savct
fizen aktivitou prechodnych signalizac¢nich center, které jsou soucasti IDE a které se
skladaji z neproliferujicich bun€k (Jernvall et al., 1994, Vaahtokari et al., 1996). Poprvé
se zacinad takovéto signaliza¢ni centrum zndmé pod jménem primarni sklovinny uzel
(PEK) diferencovat ve stadiu pupenu, kde vSak neni jest¢ pln¢ morfologicky odlisSitelné
od okolnich bun¢k a neexprimuje vSechny morfogeny ve srovnani s plné¢ rozvinutym
PEK ve stadiu poharku (Vahtokari et al., 1996). Imunohistochemicka analyza ukézala, Ze
PEK, stejné jako pozdéji vzniklé sklovinné uzli, nevykazuji proliferacni aktivitu (Jernval
et al., 1994, Vaahtokari, 1996). Sklovinné uzli jsou signaliza¢nimi strukturami, které jsou
charakteristické expresi fady morfogenti, jako jsou Shh, Bmp, Fgf, Wnt (Jernvall et al.,
1994; Vaahtokari et al., 1996a; Kerdnen et al., 1998, Jarvinen et al., 2009, 2008;).
Na konci stadia poharku a na pocatku stddia zvonku dochdzi u savcii v PEK k masivni
apoptéze a k ukonceni jeho signalizacni aktivity (Jernvall et al., 1994). U ostatnich
skupin obratlovcli se vé&fi, ze podobnd signalizacni struktura v prabéhu vyvoje
sklovinného orgdnu nevznikd (napi. Delgado, 2005, Buchtova et al., 2008;
Fraser et al., 2004; Huysseune et al., 2008; Smith et al., 2009). Proti tomu hovofti studie
Westergaarda a Fergusona (1986, 1987), ktefi popsali pfitomnost struktury uprostied IDE

v prubéhu vyvoje zubli nulté i1 funkénich generaci. Tuto strukturu pifimo homologizovali
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se sklovinnym uzlem. V soucasné dob¢ neexistuje molekularni ani imunohistochemicky
screening u krokodyld, ktery by potvrdil, jestli se tento shluk bunék skladd z
neproliferujicich buné¢k a jestli ma signaliza¢ni funkci. Tvarem podobnou strukturu jsme
pozorovali u vSech do hloubky zkoumanych druht P. picta, Ch. calyptratus a V. indicus.
Jednim z kli¢ovych morfogent produkovanych PEK u savct v pribéhu stadia pupenu a
poharku je difuzibilni morfogen Sonic hedgehog. Parakrinni signalizace Shh v bunikach
PEK fidi rast okolnich tkéni sklovinného orgénu a ptilehlych bun¢k mezenchymu zubni
papily (Gritli-Linde et al., 2002). U P. picta a Ch. calyptratus jsme expresi Shh v
epitelidlnim pupenu nepozorovali. Tento vysledek mtze byt dan metodikou, kdy jsme
pravdépodobné nebyly schopni detekovat malé mnozstvi Shh v CasnéjSich stadiich vyvoje
(u savel dochazi k masivni expresi tohoto morfogenu az ve staddiu poharku — Vaahtokari
et al.,, 1996). U Ch. calyptratus a V. indicus, kteti maji oproti P. picta pritomné velké
mnozstvi bunék je patrné, ze se kulovitd bunécnd struktura v pribéhu formovani
vicevrstevného sklovinného organu rozrustd do podobu disku, tvofeného nékolika
vrstvami bunék, ktery nasledné zprohybanim epitelio-mezenchymalniho rozhrani nabyva
tvaru poharku. To, ze mnohovrstevna pitivodné diskovita struktura roste, podporuji
imunohistochemicka data poukazujici na jeho proliferacni aktivitu. Z této struktury se
postupné diferencuje IDE a pozd¢ji ve stadiu zvonku “stratum intermedium” se svgymi
stadia pohdrku pozorovali expresi Shh. Ta se nasledné S§ifila v rdmci celé pivodné
diskovité struktury. Exprese Shh v centru IDE ve stadiu pohéarku byla pozorovédna i u
jinych druhii plazti (Buchtova et al., 2008, Zahradnicek et al., 2008, Handrigan et
Richman, 2010a). V zubnich zékladech Supinatych plazii ve stddiu pohdrku byla
pozorovana exprese Ptcl, receptoru pro Shh, v zubni papile a ODE (Handrigan et
Richman, 2010a). Tento receptor je znam u savcl ve spojeni s parakrinni signalizaci Shh
(Hardcastle et al.,, 1998). Handrigan a Richman (2010a) zdiraznovali, ze Shh
exprimovana ve stadiu poharku ma parakrinni funkci a fidi aktivitu bun€k v ODE a v
mezenchymu zubni papily. Tento vyzkum nicméné ale nefika nic o ptipadné autokrinni
funkci Shh, kterd jak znamo je u savci spojena s expresi receptoru Ptch? (Motoyama et
al., 1998). Vrstva ptilehla k IDE, v které byla pozorovana také exprese Shh byla
interpretovana jako hvézdicovité retikulum (Handrigan et Richman, 2010a). Z obrazové
dokumentace v této publikaci je vSak ziejmé, Ze se jednalo o ,,SI*. Tato vrstva, jak jiz
bylo zminéno, je u savcl intimn¢ spjata s vyvojem ameloblasti (Nakamura et al., 1991,

Koyama et al., 2001). V SI savcii byla pozorovana exprese Shi (Koyama et al., 2001),
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coz odpovida situaci u plazl, kde jsme také v této vrstvé pozorovali také expresi Shh. V
diferencujici se vrstvé IDE a teprve v diferencujici se vrstvé ,,SI* jsme ve stddiu poharku
u Ch. calyptratus pozorovali bunécnou proliferaci az na misto centra sklovinného organu,
kde byl patrny jeji pokles, ktery souvisel s pokrocilejSim vyvojem centra sklovinného
organu. U gekona P. picta byla na konci stadia poharku bunécna proliferace patrna pouze
v IDE. ,Stratum intermedium® bylo v této dobé jiz ve vétSin€ zubniho zirodku
diferencovano ve vrstvu plochych bunék a bylo PCNA negativni. To pln€ odpovida
dynamice exprese Shh a bunééné proliferace ve vrstvé stratum intermedium u savct. Je to
tedy dal$i indicie podporujici vysokou miru homologie sav¢iho SI a plaziho ,,SI.
Vzhledem k tomu, Ze u savct byla nalezena exprese Ptch2 v IDE a stratum intermedium,
hypotetizujeme, Ze exprese Shh v IDE a pftilehlé vrstvé v Casn&j$im stadiu poharku u
plazi miZe byt spojena s autokrinni signalizaci a prolifera¢nim t¢inkem SHH v téchto
vrstvach a tudiz s ristem sklovinného organu a vzniku tvaru pohéarku ¢i pozdéji zvonku.
Potencialni proliferacni efekt Sh4 byl popsan i u savct (Cobourne et al., 2001; Wu et al.,
2003).Vznik ,,SI* u plazi tak mlze byt spjat s expresi Shh ve vrstvé jeste
nediferencovanych bunék pfilehlych k IDE podobné jak bylo hypotetizovano u savcii
(Koyama et al., 2001). Na konci stadia poharku a ve stadiu zvonku jsem ve vrstvé ,,SI%,
ktera tvofi v misté centra sklovinného organu ¢epicku kryjici centralni ameloblasty, jsme
u P. picta a Ch. calyptratus pozorovali pfitomnost apoptdzy. Podobné na stejném mist€ a
ve stejny Cas byla pozorovana apoptdza i u jinych druhti plazii (Buchtova et al., 2008,
Handrigan et Richman, 2010a). Pfitomnost apoptézy v tomto prostoru mohla souviset s
postupnym vymizenim exprese Shh z centralni ¢asti sklovinného orgénu ve stadiu
zvonku. Shh by tak v pfilehlé vrstvé k centralni ¢asti IDE mohl hrat protektivni roli viici
apoptoze. Uvahu o projektivni roli Shi pak muZze podpofit provedeny funkéni
experimentem s cyklopaminem, inhibitorem Shh dradhy, pii kterém doSlo k nardstu
apoptozy v hvézdicovitém retikulu (Handrigan et Richman, 2010a). Je ale otazkou, jestli
k tomuto nariistu apoptozy nedoslo spise v ,,SI, které jak jiz bylo vySe zminéno je ¢asto
interpretovano jako soucast hvézdicovitého retikula.

Z uvedenych skutecnosti je patrné, ze u Supinatych plazi se plné homologicka
struktura s PEK savcii nevyviji. Shluk bun€k tvotici pupen a pozdéji diskovitou strukturu
nabyvajici konkavniho tvaru, z které pozdé¢ji vznikd IDE a ,,SI* pozorovany u Supinatych
plazt je preadaptaci pro vznik sav¢iho PEK. U plazi tato struktura vykazuje podobnou
dynamiku exprese Shh jako savéi PEK, v jeji centralni ¢asti dochézi ve stejnou dobu jako

u sav¢iho PEK k apoptéze. Velkym rozdilem vsak je, Ze u savcti PEK nepfispiva svymi
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bunikkami v pribé¢hu diferenciace sklovinného organu do vzniku IDE ani SI. U plazi
v oblasti korunky naopak tato struktura tvoii vyznamnou ¢ast téchto dvou vrstev. VétSina
IDE a SI u savct je pak vyvozena z odlisné bunééné populace epitelidlniho pupenu. Tato
sav¢éi inovace, na které se pravdépodobné podilel heterochronicky posun exprese
nekterych genti z pozdéjsSich stadii do stadia pupenu, mize byt divodem vétSich moznosti
v ristové dynamice zubniho zarodku a diferenciaci zubniho tvaru, tak jak je zname u

savcu.

6.11. Vyvoj pokrodilejSich stadii zubniho zirodku a vznik zubnich hrbolki u
Supinatych plazi: role Shh, bunééné proliferace, apoptézy a odliSné depozice
skoviny

Kone¢ny tvar zubni korunky je determinovan sekreci skloviny ameloblasty a
dentinu odontoblasty. Sekreénimu a mineralizacnimu stadiu vSak ptedchazi stadium
zvonku, v kterém dochdzi k diferenciaci bunék IDE v ameloblasty a bunék mezenchymu
zubni papily v odontoblasty. Tato diferenciace, kterd je nejlépe zietelnd u druhl s
velkymi bunikami jako je P. picta, Ch. porcus nebo V. indicus, probihala od centra IDE a
od ¢asti vrstvy mezenchymatickych bunék pftilehlych k tomuto centru. Ve stadiu zvonku
se u savCich vicehrbolkovych zubl vytvéii sekundarni sklovinné uzle (SEK) a to v
mistech vzniku budoucich zubnich hrbolk (Jernvall et al., 1994). Pfedpoklada se ze
vznik SEK tidi PEK (Luuko et al., 2003). Sekundarni sklovinné uzle se vytvaii na hranici
mezi IDE a SI. Jejich buitkky maji podobny charakter jako buiiky PEK a jsou soucasti IDE
a zéaroven zabihaji do hlubSich vrstev sklovinného organu (Lesot et al., 1996). U plazta
nebyla struktura podobnd savéimu SEK popsana, vyvstala tedy otdzka, jakym
mechanismem je fizen vznik zubnich hrbolka.

V pribéhu vzniku dvojhrbolkové zubni korunky P. picta, Ch. calyptratus a
Ch. porcus hrala vyznamnou roli ve vzniku zubniho tvaru diferenciace bunék IDE,
struktura stfednich vrstev sklovinného orgdnu a depozice dentinu a skloviny. Binky
centralniho pruhu IDE se pfi zrani prodluzovali a to smérem do zubni papily, kde tak
doslo k vytvofeni zahybu a vzniku néznaku dvojhrbolkového tvaru zubni papily. Pruh
téchto centralnich ameloblastii se nachdzi v misté¢ Zlabku mezi budoucim labidlnim a
lingualnim hrbolkem. Hypotetizujeme Ze rust centralnich ameloblasti smérem do papily
je umoznén polotekutym charakterem mezenchymu zubni papily, ktery obsahuje velké
mnozstvi extracelularni matrix, a relativné pevnym charakterem pfilehlych stfednich

vrstev sklovinného organu, které jsou vtomto prostoru tvoreny cepicce podobnym
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shlukem bun¢k ,,SI a strukturou ,,dental cord®, kterd je umisténa v prostoru mezi ,,SI* a
zubni liStou. V téchto stfednich vrstvach jsme nedetekovali na rozdil od postranniho
hvézdicovitého retikula fibronektin, ktery je soucasti jeho extraceluldrni matrix podobné
jako u savci (Thesleff et al., 1981). Mezi pruhem velkych centralnich ameloblasti a
navazujicimi buitkami IDE bylo patrné, po obou stranach centralniho pruhu ameloblasti,
rozhranni. V prostoru tohoto rozhrani byl az do pozdné¢jsi faze mineralizace piitomen
pruh vmezetenych bunck klinovitého tvaru. Tyto bunky, tvarem podobné klinu, byly
soucasti IDE, ale nebyly v pfimém kontaktu s odontoblasty podobné¢ jako buiikky SEK u
saved (Luuko et al., 2003). Tyto klinovité bunky se nachdzely v mist¢ budoucich
sklovinnych hiebent formujicich labidlni a lingudlni hrbolek. Jejich pfitomnost jsme
detekovali vzdy v misté sklovinného hiebenu, ¢i ostré hrany u vSech ndmi zkoumanych
druhi plazii. Z naseho vyzkumu neni ¢itelné, jestli tyto buiiky proliferuji, ale zda se, ze
ne. Ve stadiu, kdy byly diferencovany v ameloblasty jen centralni buiiky IDE, jsme u P.
picta pozorovali v prostoru rozhrani nejvyssi miru exprese Shh a to jak v bunkéach IDE,
tak 1 v pfilehlych buinikdch sklovinného organu. Velikost bun¢k IDE v prstoru rozhrani
byla zieteln¢ menSi ve srovnani s pruhem centralnich ameloblastti, kde exprese Shh
mizela. Tato oblast je tak dost mozna fylogeneticky a funkéné blizkd savéim SEK,
nehled¢ na to ze pochazi z bunék ptvodné diskovité struktury, kterd svym charakterem
odpovida struktufe preadaptované pro vznik PEK.

Vymizeni exprese Shh v diferencovanych ameloblastech v centru IDE, jak jsem
pzorovali u P. picta a Ch. calyptratus bylo pozorovano také u jinych druhti plazi
(Handrigan et Richman, 2010a). V prostoru centralniho pruhu ameloblast nebyla patrna
znamka bunécéné proliferace. Ta ale byla pfitomna ve zbytku IDE, v cervikélni klicce a
ODE. Podobné u savcich molard v oblasti mezi SEK, kterd prostorové odpovida
centralnimu pruhu ameloblastii, nebyla ve stadiu zvonku pozorovéana bunééna proliferace
(Coin et al., 1999). Po vymizeni exprese Shh z centralni oblasti byla exprese dale
detekovéana u P. picta a Ch. calyptratus v diferencujicich bunkach IDE a ,,SI*. Na konci
diferenciace ameloblastd tato exprese vzdy ze zralych bunnék vymizela.
V hvézdicovitém retikulu jsme expresi Shh u P. picta a Ch. calyptratus nepozorovali v
zadném stadiu vyvoje zubu. Odlisnou situaci jsme ale pozorovali u jedovych zubt a to
zejména uvniti jedového kanalku, kde jsme pozorovali masivni expresi Shh v retikulu
(Zahradnicek et al., 2008).

Po ivaginaci sekre¢nich ameloblasti do mezenchymu zubni papily dochéazi k

tvorbé dentinu, ktery zpeviiuje zdkladni dvojhrbolkovy tvar zubni papily. Iniciace vzniku
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dentinu pfedchazi sekreci skloviny. Sekreci skloviny povazujeme za konecny proces,
ktery vytvori vlastni sklovinné hiebeny tvofici labidlni a lingudlni zubni hrbolek.
Na rozhrani mezi centrdlnim pruhem ameloblasti a sousedicimi ameloblasty se vytvofi
nejsilngjsi vrstva skloviny, jejiz mohutnost v obou smérech od rozhrani klesd. Vytvoii se
tak sklovinny hieben. To je pravdépodobné zpusobeno jednak skutecnosti, Ze sekrecni
cela ameloblastii na obou strandch rozhrani spolu sviraji thel, ktery se s pokrocilou
depozici skloviny zmensuje z tupého na ostry. Mezi vznikajicimi hrbolky pak ¢ast bun¢k
centralniho pruhu ameloblasti vytvaii jen tenkou vrstvu skloviny, zatimco velka vétSina
ameloblastii tvofici okraje centralniho pruhu ameloblasti participuje pravé na vzniku
sklovinnych hiebenti. V pokrocilejsi fazi amelogeneze, pak vzhledem k tomu, ze v IDE v
oblasti zalych ameloblastli neni pfitomna bunécné proliferace, musi dochazet k naristu
tlaku na rozhranni mezi centralnimi a pfilehlymi ameloblasty v mistém kde se nachézi
pruh vmezefenych bunék. V té dob¢ jsme u P. picta, Ch. porcus (na histologické roving)
a v oblasti ostych hran jedového zubu C. albolabris pozorovali apoptézu pravé v
prostoru, kde se nachazi vmezetené bunky a pfilehlé¢ bunky ,,SI. Apoptdézou v téchto
mistech se tak tlak v IDE vrstvé uvolni. Pfitomnost apoptdézy v mezetenych bunkach
v oblasti rozhrani v IDE by znovu mohla poukazovat na vztah k pozdé€ji vznikajicicm
sklovinnym uzlim u savc. U mySiho moldru se v misté¢ hrbolki, v prostoru, kde se
vytvaii SEK a posléze tercidlni sklovinny uzel nachazi zona, kde ameloblasty produkuji
matrix, kterd nemineralizuje ve sklovinu (Yamamoto et al., 1998). Podobna zdéna bez
skloviny se nachazi i v misté dentinového zdhybu mezi paralelnimi hrbolky (Gaunt,
1956). U dvojhrbolkovych zubti plazii je v prostoru mezi hrbolky tenka vrstva skloviny.
Zda je mechanismus redukce sklovinné vrstvy mezi labialnim a lingualnim hrbolkem
podobny procesu u mysi je tieba podrobit dalSimu zkouméani. Hypotetizujme, Ze urcitou
roli zde maze hrat apoptdza v Cepicce z ,,SI* prilehlé k centralnimu pruhu ameloblastt a
neptitomnost hvézdicovitého retikula v této centralni ¢asti.

Na konci amelogeneze v oblasti zubnich hrbolkl jsme u P. picta a Ch. porcus
pozorovali apoptdézu 1 v centralnim pruhu ameloblastl, coz poukazovalo na ukonceni
amelogeneze v této oblasti. U Ch. calyptratus jsme na konci formovani zubni korunky u
vicehrbolkovych zubii pozorovali apoptéozu v ,,SI“ po stranach centralniho hrotu
vicehrbolkovych zubli a v misté hroti boc¢nich hrbolkl. ,,Stratum intermedium* tak
ziejm¢e postupné degraduje zkrze apoptdzu. Z uvedeného je ziejmé, ze preadaptaci pro
vznik labidlniho a lingualniho zubniho hrbolku bylo vytvofeni sklovinnych hiebent,

které¢ se 1 v oblasti mimo zubni hrbolky vyvijeji stejnym zptisobem. Potencidl vzniku
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takovychto hiebenu je témét v celé oblasti zubni korunky. Hiebeny, poptipad¢ hrbolky
vznikaji v prostoru, kde se ptfed diferenciaci bun¢k v IDE a ,,SI* nachazela pivodné
diskovita struktura. Z jejich bun¢k se pak vevoluci mize kdekoliv diferenciovat
vmezefeny pruh klinovitych bunék, ktery pravdépodobné tak jako SEK vyznamé
participuje na vzniku sklovinnych hiebent ¢i jednoduchych hrbolki.

Ponékud odliSnou situaci jsme pozorovali u Ch. porcus pti formovani mesidlniho
a distdlniho boc¢niho hrbolku u trikonodontnich zubl prvni funkéni generace. Na
rozhranni mezi centradlnim hrotem, ktery mineralizuje a bocnim hrbolkem, jehoz bunky
IDE jsou ve fazi diferenciace, je patrné rozhranni v IDE. To je tvofené menSimi
nediferencovanymi buiikami, u kterych dochézi k inverzni situaci oproti klinovitym
bunkam v prostoru sklovinnych hiebenil ¢i Spicek hrbolki, kde nejsou v kontaktu s ,,SI%,
ale s diferencujicimi odontoblasty ano. Buiiky IDE centralniho hrotu se tésné pied timto
rozhranim prudce zmens$uji a naopak za rozhranim na stran¢ bo¢niho hrbolku ptilehlé
k centralnimu hrotu prudce zvétSuji. Na této strané bo¢niho hrbolku se tak vytvaii pruh
velkych ameloblastii podobnych centrdlnimu pruhu ameloblasti pfitomnému v prostoru
mezi labidlnim a lingudlnim hrbolkem centralniho hrotu. V misté hrotu bo¢niho hrbolku
je pak patrné rozhrani stejného charakteru jako v misté labidlniho a lingualniho hrbolku,
nebo sklovinnych hiebenti a ostrych hran zubti. V Gzlabin€é mezi centralnim hrotem a
bo¢nim hrbolkem se nachazi hypertrofované ,,SI*“ sloZzené z ovalnych a ne plochych
buné¢k, coz poukazuje na jeho moznou proliferacni aktivitu. Na zéklad¢ nasich vysledka
hypotetizujeme, ze misto prechodu mezi centrdlnim hrotem a bo¢nim hrbolkem, slozené
z nediferencovanych buné¢k, hraje dilezitou roli v fizeni velikosti bo¢niho hrbolku a
vrstva prilehld k IDE, kterd je hypertrofovand pak muze ovliviiovat thel, ktery svird
bocni hrbolek s centralnim hrotem. Mechanismus vzniku téchto bo¢nich hrbolkt je tedy
pon¢kud odlisny od popsaného mechanismu vzniku labidlniho a lingualniho hrbolku a
elegantné miize vysvétlit zmény ve velikostech zubnich hrbolki a whlu, ktery sviraji
s centrdlnim hrotem zubu. Timto mechanismes se pak také vysvétli mezidruhova
variabilita. Vyska pfipojeni téchto hrbolkd se pak bude fidit vznikem rozhrani v IDE,
které se dle stavajicich potfeb druhu miize objevit defakto kdekoliv v ramci témér celé
zubni korunky. Podrobny molekularni vyzkum vyvoje zubii s bo¢nimi hrbolky je tedy na

miste.
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6.12. Dentice chamaeleolisii, zmény v charakteristice dentice v pribéhu Zivota jako
vyraz jejich potravnich naroki a fylogenetickych vztahi uvniti skupiny

Pfitomnost molariformnich zubl v dentici je tradicné povazovéano za adaptaci
k durofagii. Durofagni adaptace v podobé ptitomnosti molariformnich zubl v dentici se
vyvinula v pribéhu evoluce Supinatych plazi né¢kolikrat nezavisle na sobé. Molariformni
zuby se vyskytuje v ramci recentnich Toxicofera v linii Iguania, kde byly popsdna u ndmi
zkoumanych kubédnskych chamaeleolisii (napt. Boulenger, 1885, Estes et Williams, 1984)
a vlinii Varanidae u druhG jako V. niloticus (Rieppel et Labhardt, 1979) ¢i
V. exanthematicus (Schmidt, 1919). V linii Scinciformata, jedné z bazalnich linii
Supinatych plazii, byly molariformni zuby nalezeny u Eumeces algeriensis (Scincidae)
(Estes et Williams, 1984) a vlinii Laterata v ramci Celedi Teiidae u Tupinambis sp.
(Ranzoni, 1836) a Dracena guaianensis (Peyer, 1968) a v Celedi Amphisbaenidae u
Amphisbaena ridleyi (Pregill, 1984).

U chamaeleolisti, stejné¢ jako u nékterych jinych zéastupcii Supinatych plazi
malakofagné adaptovanych byla pozorovdna zména tvaru zubd v pritbéhu Zzivota.
Molariformni zuby byly nalezeny u dospélych zvifat, zatimco mlad’ata méla misto
molariformnich zubl generalizované trikonodontni zuby s mesidlnim a distdlnim bo¢nim
hrbolkem (Estes et Williams, 1984). O mife malakofagie jednotlivych druha a jejich
veékovych kohort se toho mnoho nevi. Herell a Holanova (2008) pozorovali malakofagii
pii behavioralnich testech jak u mlad’at, tak u dospélych jedincti chamaeleolisi. Mlad’ata
i dospéli jedinci pfitom oddélovali a vyvrhovali rozdrcené kousky ulit. Schopnost
piijimat mékkysSe sulitami pozorovali 1 u 4. barahoae, sesterského druhu k linii
chamaeleolisti (Haas et al., 1993), ktery ma podobnou velikost jako chamaeleolisové
(Herrel et Holanova, 2008). Tento druh vSak ulity neodd¢loval a hlemyzdé polykal
v celku (Herrel et Holanova, 2008). Vyzkum dentice a jejich zmén v prib¢hu ontogeneze
u jednotlivych druht, které byly jiz dfive, ne vSak do detailti, pozorovany u Ch. porcus a
Ch. chamaeleonides (Estes et Williams, 1984), miiZe napoveédét vice o jejich pfirozenych
potravnich preferenci a vzajemnych fylogenetickych vztazich mezi druhy. Jako vychozi
stav pro vznik malakofagnich adaptaci povazujeme charakteristiku dentice u
piibuzného 4. barahoae, v jehoz potravni slozce se nachazi také obratlovci (Holanova,
osobni sdéleni). U chamaeleolisii jsme pak piivodni stav znakil, nebo stav jim blizky,
pozorovali vramci prvni funkéni generace zubl vétSiny zkoumanych druht.
U Ch. barbatus a Ch. chamaeleonides vsak jiz v ramci prvni funkéni generace byla

patrna malakofagni adaptace. Za primarni stav znakl, nalezenych u 4. baracoae
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povazujeme: 1) velky nértst zubnich pozic (u A. baracoae z 18 u prvni funkéni generace
na 33 zubnich pozic napocitanych u dospélého jedince), pocet zubl prvni funkéni
generace je 18, 2) zvétSovani zubii v mesio-distalnim sméru v prvni funkéni generaci a
postupné snizovani tohoto rozdilu v prubéhu zivota, 3) u dospélych zvitat je nejdistalngjsi
zub v fadé mensi nez jeho mesialni sousedni zub, 4) zubni korunky pomérné vyrazné
pfecnivaji pies okraj Celistni kosti 1 v distalni Casti dentice, 5) v mesidlni 1 distalni ¢asti
dentice jsou pfitomny mezery mezi korunkami zubi, které se s vékem zmenSuji,
4) ptitomnost jednoduchych konickych zubli v mesidlni poloviné dentice, které maji
tendence se v distalni ¢asti této skupiny zubli na své mesialni a distalni strané rozsifovat
(jejich pocet v pribéhu ontogeneze vyrazné roste), 5) vzrustajici komplexita tvaru zubt
v ramci zubni fady ve sméru mesio-distalnim, 6) mezi monokodontnimi zuby a distalnimi
trikonodontnimi zuby se nachédzi nékolik dikonodontnich zubi, 7) nizké pfipojeni
boc¢nich hrbolkll k centralnimu konu, 8) uhel mezi boc¢nim hrbolkem a vertikalou se
postupné v zubni fadé ve sméru distalnim zmensSuje (ostry thel mezi bo¢nim hrbolkem a
vertikdlou je tedy patrny az u nejdistalngjSich zubi), 9) v distalni Casti dentice jsou
trikonodontni zuby. U dospélého jedince A. baracoae jsme pozorovali v distalni poloviné
zubni fady na dvou pozicich dikonodontni zuby, které vypadaly jakoby byly vytvoteny
srustem dvou zubu. Podobny zub jsme naSli ve stejné Casti Celisti 1 na druhé strané
mandibuly. Jestli pozorované dvojzuby vznikly sristem dvou zubl a jestli je jejich
ptitomnost u druhu 4. barahoae pravidlem nam neni znamo.

Na zaklad¢ pozorovani dentice se zda, ze nejptfibuznéjSim chamaeleolisem
anolisim je Ch. guamuhaya, jehoz charakteristika dentice se nejvice blizi stavu
A. baracoae jak u mladat, tak u dospélych jedinci. U dospélych jsou ale patrné znaky
adaptace k malakofagii v zadni Césti dentice, jako je vymizeni zubnich hrbolkli u
distalnich zubl a zvétSeni mohutnosti zubnich korunek. U tohoto druhu pocet zubnich
pozic v prubehu Zivota roste ze 17 na 25. Oproti A. barahoae je tu tedy patrnd tendence
ke sniZovani poctu zubi, kterd je kompenzovana zvétSovanim mohutnosti zubi v distalni
casti dentice. Tento snizeny pocet zubli v dospélém stadiu je ale mezi ostatnimi
chamaeleolisy nejmensi. Trend snizeni poctu zubnich pozic se pln¢ projevil u Ch. porcus
a Ch. barbatus, kde se pocet zubnich pozic v pribéhu ontogeneze v zdsadé¢ nemeéni.
U Ch. chamaeleonides jsme pozorovali narist poctu zubnich pozic z 20 na 23. Estes a
Williams (1984) nasli 19. zubt v dolni Celisti mlad’ete tohoto druhu. Pocet zubli prvni
funkéni generace se u vSech zkoumanych druhti chamaeleolisti a ptibuzného A. barahoae

li§i jen malo a mizeme ho tedy povazovat za stabilni neménny znak této linie.
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Velikost a mohutnost zubli se zvétSuji ve sméru mesiodistalnim v rdmci prvni
funkéni generace u vSech druhli. Pozvolnéjsi narast velikosti zubll u dospélych jedinct
jsme pozorovali jen u Ch. gamuhaya a Ch. chamaeleonides. To mize byt jeden ze znak,
ktery by mohl poukazovat na jejich blizkou ptibuznost. Tuto teorii podporuje také vyse
zminovany narust poctu zubnich pozic u obou druhi. Mensi velikost nejdistalnéjSiho
zubu byla pozorovana u Ch. barbatus, kde je zjevné Ze zmenSovani probihd od
ptedposledniho zubu v fad€, Ch. chamaeleonides, kde se zuby zmenSuji od tfetitho zubu
od konce zubni fady a posledni dva zuby jsou vyrazné mens$i a Ch. guamuhaya, kde se
zuby zmenSuji od 4. zubu od distalniho konce zubni fady. V tomto ptipad¢ jsou vyrazné
mensi posledni tfi zuby. Naopak u Ch. porcus toto zmenSovani patrné nebylo.

U Ch. gamuhaya a Ch. porcus zubni korunky ptecnivaji pomérné vyraznéji i u
dospélych jedinci v distalni ¢asti dentice, nepocitaje miniaturni nejdistalnéjsi zuby
u Ch. ganuhaya, které asi ani nejsou funkéni. Jen mirn¢ ptesahuji zubni korunky
distalnich zubu okraj Celistni kosti u dospélcit druhtt Ch. chamaeleonides a Ch. barbatus.
Tato skutecnost poukazuje na znacné piizpisobeni k malakofagii u dospélych jedinct
obou sledovanych druhd.

U dospélého jedince Ch. barbatus mezery mezi zuby v distalni ¢asti zubni fady
téméef vymizely. Mezi ostatnimi zuby vSak ziistaly zachovany. Tento jev opét poukazuje
na znacné prizpusobeni k malakofagii u Ch. barbatus. Malakofagni ptizpisobeni je zde
zvyraznéno pritomnosti dvou funkcénich fad zubii. Zuby prvni fady jsou témét zcela
resorbovany. Vytvari se kompaktni zubni pole vhodné k drceni ulit. Podobn¢ dvé fady
funk¢nich zubt v distalni ¢asti Celisti byly popsany u rodu Dracaena (Dalrymple, 1979)
U ostatnich druhti chamaeleolisii jsou mezery mezi zuby v distalni ¢asti dentice zfetelné a
jejich velikost v pribéhu ontogeneze klesa.

U Ch. gamuhaya pocet konickych a cylindrokonickych zubl v pribéhu
ontogeneze klesa z 8 ¢i 9 (na preparatu neni patrné, jestli na 9. zubu je ¢i neni distalni
bocni hrbolek) na 4. Na tyto zuby u dospélého jedince pak navazuji zuby dikonodontni s
jednim bo¢nim hrbolkem. U Ch. guamuhaya je tedy patrna tvarova transformace zubli na
distaln¢jSich pozicich v mezidlni ¢asti dentice z monokonodontnich na dikonodontni.
Chamaeleolis chamaeleonides ma v prvni funkéni generaci 11 konickych az
cylindrokonickych zubl. U dospélého jedince nejsou patrné bo¢ni hrbolky u Zadného ze
sledovanych zubt. Jejich hroty se vramci zubni fady ve sméru distdlnim postupné
zakulacuji. Nelze tedy presné urcit jestli skupina cylindrokonickych zubli pocetné

nartstd. Vzhledem k tomu, ze velikost prvnich 14 zubl je v porovnani s navazujicimi
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zuby znatelné mensi, je tento nartist pravdépodobny. U Ch. porcus se pocet konickych a
cylindrokonickych zubii s vékem patrné neméni (u embrya byly prvni zuby ztraceny,
odhadujeme tedy pocet téchto zubli 6 — 8, u dospélého jedince jsme pak napocitali 7
takovychto zubll). U Ch. barbatus pocet konickych a cylindrokonickych zubti dokonce
klesa ze 7 na 5, coz opct podporuje hypotézu, ze tento druh je nejvice prizptisoben k
malakofagii.

Vzristajici komplexita tvaru zubii v mesio-distdlnim sméru v rdmci zubni fady
byla pozorovana u vSech sledovanych druhii. U dospélych jedinci pak vzhledem
k tentenci redukovat boc¢ni hrbolky nebyla tak vyrazna a téméf chybéla u Ch. barbatus,
Ch. chamaeleonides, Ch. porcus. Chybéni zubnich hrbolkti u dospélého jedince
Ch. chamaeleonides bylo popsano jiz diive (Estes et Williams, 1984). U Ch. guamuhaya
byla nejvice zietelnd. To vypovida o pravdépodobné nejmensi adaptaci Ch. guamuhaya
na malakofagii.

V rdmci zubni fady prvni funk¢ni generace u Ch. guamuhaya jsme nalezli dva
zuby s jednim bo¢nim bo¢nim hrbolkem. Tyto zuby alternovaly s trikonodontnim zubem.
Boc¢ni hrbolky byly pfipojeny nizko a jejich thel nasazeni byl pravy a u distalnéjsiho
zubu ostry. U dospé€lého jedince pocet téchto zubl vzrostl na 8, pticemz hrbolky byly
piipojeny k centralnimu hrbolku nizko a jejich thel nasazeni byl tupy az pravy. Alternace
s trikonodontnimi zuby se zde nevyskytovala. Tento usek dentice tak svym charakterem
muze poukazovat na insektivorii. U Ch. barbatus jsme nasli ¢tyfi dikonodontni zuby
v fad€¢ zubi prvni funkéni generace s bocnim hrbolkem nizko pfipojenym a svirajicim
s vertikalou ostry uhel. U dospé€lého jedince pocet téchto zubl klesl na dva a thel
nasazeni boc¢niho hrbolku byl tupy. U tohoto druhu jsme nepozorovali alternaci
dikonodontnich a trikonodontnich zubi. Chamaeleolis porcus mél pouze u jednoho zubu
vramci prvni funkéni generace naznak tvorby jednoho boc¢niho hrbolky nizko
piipojeného k centralnimu konu a svirajiciho s vertikalou tupy thel. U dospélého jedince
jsme takovyto zub nenasli. U Ch. chamaeleonides jsme dikonodontni zuby nenasli viibec.

U embrya Ch. guamuhaya jsme napocitali v distdlni casti dentice Ctyfi
trikonodontni zuby s velky bo¢nimi hrbolky pfipojenymi pomérné nizko k centralnimu
konu a svirajicimi s vertikdlou ostry thel. U dospélého jedince pak Ctyii trikonodontni
zuby s malymi bo¢nimi hrbolky svirajicimi pravy az tupy uhel s vertikalou. Distalni zuby
byly labiolingualné zplostélé a rozsifené do stran. Mlad'ta tak budou pfizpisobena spise

k insektivorii a dosp¢li jedinci jevi tendence k malakofagii.
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Vramci prvni funkéni generace jsme u Ch. chamaeleonides napocitali 7
trikonodontnich zubt, pficemz u ptednich byly bo¢ni hrbolky malé, nizko pfipojené
k centrdlnimu hrotu a vétSinou stupym uhlem nasazeni. Vyraznd trikonodoncie se
projevovala od 12. pozice dale, podobné jak bylo posanu u mladéte tohoto druhu (Este set
Williams, 1984). Nejdistalnéjsi zuby v fad¢ byly mohutné, bo¢ni hrbolky byly vysoko
ptipojené k centralnimu konu a sviraly ostry uhel s vertikalou. Jejich umisténi zvetSovalo
drtici plochu. Hypotetizujeme tedy, ze tento znak napovidd o pfizpisobeni mlad’at
k malakofagii. U dospélého jedince trikonodontni zuby vytvofeny nebyly, zadni zuby
byly molariformni, zejména posledni Ctafi prizptisobené k drceni schranek mékkysu.
V distalni casti zubni tfady prvni funkéni generace u Ch. barbatus jsme nasli 6
trikonodontnich zubii, z toho posledni dva byly masivni, jejich bo¢ni hrbolky vysoko
pfipojené k centralnimu konu a svirajici ostry uhel s vertikadlou vybihaly z profilu zubu
jen malo a rozsifovaly tak jeho plochu. Tvarem se tak tyto zuby jevily téméf zaoblené.
U dospélého jedince se v distdlni casti vytvaii zcasti dvojfadé usporadani
molariformnich zubi, jak bylo vySe zminéno. To poukazuje na nejvétsi prizptisobeni
k malakofagii u tohoto druhu. Stfedni ¢ast dentice je pak tvofena zuby s miniaturnim

mesialnim a distalnim bo¢nim hrbolkem.
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7. ZAVER

V pribéhu dizertacni prace byly vybrany vhodné, z fylogenetického hlediska
relevantni, taxony s kontrastnimi typy dentalnich adaptaci. Paroedura picta (Gekkota),
kterou jsme vybrali jako zékladni taxon pro systematicky vyzkum dynamiky vyvoje zubti
se osvédcila diky pomérné kratké inkubacni dobé vajec, relativné malé variabilit€¢ ve
stupni vyvoje pii standardizovanych podminkach, pomérné¢ malé velikosti populace
bunék participujici na vyvoji zubl a velkym buiitkdm, které umoznuji identifikovat piesné
bunky, v kterych probihd exprese vybranych gent. Naopak jako kontrast k P. picta
pusobil Ch. calyptratus (Acrodonta, Chamaeleonidae). Tento druh je sice taky pomérné
dobfe mnozitelny a dostupny v chovech, ale vynikda pomérné velkou variabilitou ve
stupni vyvoje v prub¢hu inkubace vajec, a to i1 za standardizovanych podminek. Je tedy
velmi obtizné presné¢ odhadnout stadium, které se bude ve vajicku nachazet. Tento druh
ma oproti P. picta malé buinky a je tedy naopak spisSe vhodny pro sledovani dynamiky
celych vrstev tkani zubniho zarodku. Neplati to vSak pro vétSinu Casti ,.stratum
intermedium®, které je v oblasti mimo hrotu zubu S$patné rozliSitelné. Jako vhodny a
zajimavy druh se vSak jevi pro vyzkum pozdéjsiho nistupu odontogeneze, vzniku
monofyodoncie, a v pozdni fazi embryogeneze atypickému vyvoji zubniho uspotadani.
Pro budouci systematicky vyzkum vyvoje trikonodoncie se jevi jako vhodny rod Anolis.
Chamaeleolisové jsou mén¢ vhodnou skupinou z divodu téméf jejich absence v chovech
a tudiz jejich tézké dostupnosti, kterd je zplisobena do velké miry politickou situaci na
Kub¢. Do budoucna se vSak tato mala skupina druhti jevi jako vhodny EVO-DEVO
model sriznym stupném malakofdgniho pfizplisobeni odrazejici se na charakteru
dentice. Dalsi skupina, kterd nas zajimala byly varani (Varanidae) z velké skupiny
Anguimorpha. Varani, vrcholni predatofi, se jevi jako naprosto klicovi pro dalsi
systematicky vyzkum vyvoje dentalnich adaptaci jako je vznik komplikované struktury
plicidentinu. Tato skupina neni vchovech pfili§ zastoupena a dostupnost
embryologického materidlu je tedy vice méné ndhodnd. Dalsi nevyhodou varanti je jejich
dlouhd in ovo inkubace a mohutné kosti. Oba tyto aspekty pak poukazuji na ¢asovou
naro¢nost vyzkumu. Poslednim zkoumanym druhem byl chiestySovec C. albolabris
(Viperidae) z bazalni skupiny modernich hadii. Tento druh se osvédcil z diivodu nejlepsi
dostupnosti a to i cenové. Nevyhodou tohoto druhu je jeho zivorodost, kterd je pro
zmijovité hady typickd. To ndm neumoznilo zkoumat dynamiku vyvoje zubni listy,

jedové zlazy a zpiisob zaklddani prvnich jedovych zubii v pribéhu embryogeneze. Pro
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vyzkum vyvoje jedového kandlku se tento druh ale osvédCil. Do budoucna zvazuji
doplnéni tohoto vyzkumu o analyzu vyvoje jedového aparatu v pribéhu embryogeneze u
zmije Cerastes cerastes, ktera je mezi Viperidae jednou z mala vejcorodych vyjimek.
Tato zmije je oproti C. albolabris hiite mnozitelna, ale je pomérné bohaté zastoupena
v chovech. Prvni odontologickd data, zde nezminovana, byla na tomto druhu jiz
vyziskana. V soucasnosti také zacindme s vyzkumem vyvoje jedového apardtu u
Elapidae, ktefi vyvinuly systém jedového aparatu nezdvisle na zmijovitych hadech.
Ziskani embryologického materidlu této skupiny je vzhledem k jedovatosti a pomérné
fidkému zastoupeni v chovech a cen¢ naro¢né.

Pti popisu in ovo embryondlniho vyvoje V. indicus naSe vysledky ukazaly, Ze t€lni
struktury tohoto druhu vykazuji podobnou dynamiku vyvoje jako u ostatnich plazii
(naptiklad stejnd sekvence zakladani pfednich a zadnich koncetin) kromé akcelerovaného
vyvoje nosni oblasti, vomeronasalniho organu, o¢i drapid, velkého srdce a robustni
muskulatury. Tyto ¢asti téla vykazuji vysokou miru adaptace varanti na jejich Zivotni styl
vrcholnych predatort.

V priibéhu vyzkumu jsme detailné popsali vyvoj zubl u P. picta, Ch. calyptratus
a V. indicus s akcentem na enigmatické zuby nulté generace u P. picta a V. indicus.
Vyzdvihly jsme, ze plesiomorfnim stavem v ramci plazi je iniciace vyvoje prvnich zubt
z oralniho epitelu pfed vznikem zubni liSty. Chybéni skloviny u prvnich zubl nulté
generace jsme vztahli k nevyvinuté vrstve ,,stratum intermedium® a postupné objeveni se
tenké vrstvy skloviny u pozdé€ji zakladanych zubl nulté generace k zalozeni ,,SI*
v prub¢hu stadia poharku. Mezi dalsi dulezité vydobytky této dizertace patii zjisténi, ze u
Supinatych plazi se vyskytuje vySe zminovana vrstva ,,SI* s podobnou charakteristiku,
jako ma sav¢i SI, veetné dynamiky exprese Shh a bunééné proliferace. Zminili jsme, ze
tato vrstva je v literatufe mylné¢ zaménovana za hvézdicovité retikulum, coz pfi
porovnavani se situaci u savct vytvari ve vysledku chybné interpretace dat.

Mezi dalsi objevy patfilo nalezeni indicii rozpadu HERS u V. indicus a P. picta,
ktery pted tim nebyl u Supinatych plazi popsan. Tento proces se zda byt nutnosti pro
vytvofeni pleurodontniho typu ankylézy. U P. picta dochazelo k vymizeni HERS
zejména na labidlni stran¢ sklovinného orgéanu. Distalni konec sklovinného organu, po
vymizeni HERS, pak mél vyvinutou stfedni vrstvu. U V. indicus jsme nalezli jednu
rozpadajici se vrstvu HERS. U Ch. calyptratus s akrodontnim typem dentice nebyla
dvojvrstevna HERS na linguélni strané vyvinuta. Sklovinny organ zde mé¢l vytvorenou

pomérné silnou stiedni vrstvu sklovinného roganu. Na labidlni strané tato stfedni vrstva
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mohla chybét, nebo byla slabé vyvinuta. Takovyto distalni konec sklovinného organu se
v prubéhu embryogeneze nedezintegroval. Pfitomnost stfedni vrstvy jsme tedy
interpretovali jako dulezity stabiliza¢ni prvek. Tuto teorii pak nepifimo podpofil ndlez u
C. albolabris, kde dochazelo k dezintegraci dvojvrstvy IDE spojujici vnéjsi ¢ast jedového
zubu s vyvijejicim se kandlkem pro vedeni jedu.

Vyznamna ¢ast dizertace se zabyvala mechanismem diferenciace sklovinného
organu, vyvojem zubnich hrbolkli a hledanim homologickych struktur k savéim
sklovinnym uzliim, které by mohli byt signaliza¢nimi centry u plazd, fidicimi pfechod ze
stadia pupenu do stadia poharku, a pozdéji vyvoj zubnich hrbolkli. Poukézali jsme, zZe
pIn¢€ homologicka struktura k PEK savct se u Supinatych plazi nevyviji a Ze shluk bunék
epitelidlntho pupenu, pozdéji davajici vzniku vrstvam IDE a ,SI diky své
casoprostorové dynamice exprese Shh a objevenim se apoptdzy je preadaptaci pro vznik
sav¢iho PEK. Velkym rozdilem pak je, ze na rozdil od savct, plazi struktura ptispiva
dava ptimo vzniknout vétSi casti vrstev IDE a ,,SI*. Hypotetizujeme, ze na evoluci
sav¢iho PEK se pravdépodobné podilel heterochronicky posun exprese nckterych geni
z pozd¢jsich stadii do stadia pupenu. To muze byt dlivodem vétSich moznosti v ristové
dynamice zubniho zarodku a diferenciaci zubniho tvaru, tak jak je zndme u savci. Pfi
vyvoji labialniho a lingudlniho zubniho hrbolku u P. picta, Ch. calyptratus a Ch. porcus
byla inicidlnim krokem invaginace pruhu centralnich ameloblasti do mezenchymu zubni
papily. Vytvofil se tak zéklad pro dvojhrbolkovy tvar, ktery byl pozdéji fixovan sekreci
dentinu a umocnén sekreci skloviny. V mist¢ zubnich hrbolkl, které jsou tvofeny
sklovinnymi hiebeny, se nachazi v IDE, na rozhrani mezi pruhem ameloblastl v centru
IDE a sousednimi bunikami IDE, vmezetené butiky, které nekomunikuji s mezenchymem
zubni papily. Tyto bunky neproliferuji a jsou v dobé pozdni mineralizace odstranény
apoptézou. Je tedy mozné, Ze tyto builkky koresponduji k SEK savcii. Vlastni zubni
hrbolky jsou pak tvofeny nerovnomérnou sekreci skloviny, kterd je nejvétsi v oblasti
hfebent a hrbolkl. U Ch. porcus s trikonodontnimi zuby vznikaji bocni hrbolky
pravdépodobné jinym mechanismem. Situace v IDE mezi centrdlnim hrotem a bo¢nim
hrbolkem je oproti situaci v oblasti labidlniho a lingvalniho hrbolku inverzni. Vmezeiené
buiiky na rozhrani mezi centralnim hrotem a misalnim ¢i distdlnim bo¢nim hrbolkem jsou
v kontaktu s ptilehlou vrstvou mezenchymu zubni papily, ale nejsou v kontaktu s mocnou
vrstvou ,,SI%, ktera se v Uzlabin¢ mezi hrbolky nachéazi. Hypotetizujem, ze velikost téchto

hrbolkt fidi vmezetené buniky a tihel ptipojeni k centralnimu hrotu ,,SI*.
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Pti zkoumani vyvoje jedovych zubl C. albolabris jsme Caste¢né vyiesili
mechanismus vyvoje jedového kandlku, o ktery se dlouhou dobu vedly spory. Prvnim
stadiem vyvoje jedového kandlku je invaginace IDE a stfednich vrstev sklovinného
organu do mezenchymu zubni papily. ZvétSovani praméru kanalku je fizeno néarGstem
mocnosti hvézdicovitého retikula, které vypliuje vznikajici kanalek. Vyznamnou roli
v tomto procesu hraje exprese Shh, kterd zde patrné pisobi jako mitoticky a anti
apoptoticky aktér (v dob& exprese Shh dochdzi k naristu bunétné proliferace uvnitt
kanalku). V dalsi fazi vyvoje dochédzi k mineralizaci kandlku a nasledné, po vymizeni
exprese Shh z hvézdicovitého retikula uvnitt kanalku, k jeho vyc€isténi a zpriichodnéni
pro vedeni jedu apoptozou.

Pfi zkoumani zmén v dentici chamaeleolisti a jim ptibuzného druhu 4. barahoae
(porovnavali jsme prvni funkéni generaci zubii u embryi pted vylihnutim s funkénimi
generacemi plné¢ vzrostlych dospélych jedinctl) jsme zjistili, ze obecnym trendem
v evoluci chamaeleolist je postupné snizovani narastu po¢tu zubnich pozic mezi prvni
funkéni generaci zubli a funkénimi generacemi zubl pfitomnych u dospélych jedinct.
Finalnim stavem je, Ze u vyrazn€ malakofagnich druhii pocet zubli v zubni fad€ nenartista
viibec. Zmohutnénim zubli a zménou jejich tvaru je pak zarovenn kompenzovan i rist
Celisti. Mira snizovani zmén v po¢tu zubii v priabéhu postnatalniho Zivota pak muze
odrazet fylogenetické vztahy mezi chamaeleolisy a jim ptibuznym A. barahoae. Dal§im
tendenci ve vyvoji malakofagni dentice je u Ch. chamaeleonides a Ch. barbatus objeveni
se malakofagnich adaptaci (medidlni a distalni bo¢ni hrbolek je ptipojen k centrdlnimu
hrotu vysoko a vytvafi jakousi korunku s pomérné velkou skusnou plochou) jiz v rdmci
distalnich zubl prvni funkéni generace. U ostatnich druh se v ramci prvni funkéni
generace projevuje generalizovany stav piitomny u 4. barahoae. Trendem u vSech druhi
chamaeleolisii je postupné vymizeni, nebo zmenseni medialnich a distalnich bo¢nich

hrbolkt v priib¢hu postnatalniho vyvoje.
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9. PRILOHY

9.1. Seznam priloh

1) Vyvoj zubii u modelového druhu plaza: zuby funkénich
a nulté generace u gekona P. picta

2) Tabule normalniho vyvoje pro varany: varan mangrovovy
(Varanus indicus)

3) Varanus indicus: vyvoj zubii nulté a funkénich generaci

4) Vyvoj dentice u Chamaeleo calyptratus, monofyodoncie,
akrodoncie a heterodoncie

5) Dentice chamaeleolisti: malakofagni adaptace,
zmény v dentici v postnatalnim vyvoji

6) Vyvoj jedovych zubti a kanalku pro vedeni jedu u chiestySovce
Cryptelytrops albolabris: role Shh, apoptdzy a bunééné proliferace

7) Diferenciace sklovinného orgdnu a vyvoj zubnich hrbolkl

u Supinatych plazt: role Shh, apoptozy a bunééné proliferace



Vyvoj zubii u modelového druhu plaza: zuby funkénich

a nulté generace u gekona P. picta
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Summary:

This paper details tooth development in a basal squamate, Paroedura Picta. Due to its
reproductive strategy, mode of development and position within the reptiles, this gecko
represents an excellent model organism for the study of reptile development. The dental
pattern of teeth is documented along with the development of non-functional (null-
generation), and functional generations of teeth during embryonic development. Tooth
development is followed from initiation to cytodifferentiation and anlylosis, as they
form bud, cap and bell stages. The fate of the non-functional (null-generation) teeth is
shown to be variable, with some teeth being expelled from the oral cavity, while others
are incorporated into the functional bone and teeth, or absorbed. Fate appears to depend
on initiation site within the oral cavity, with the first null-generation teeth forming
before formation of the dental lamina. We show evidence for a stratum intermedium
layer in the enamel epithelium of functional teeth and discuss the links between its

formation and deposition of enamel.

Key words: reptile, dentition, tooth development, null-generation
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Introduction

The structural qualities of teeth and design of the dentition are often viewed as
pertinent characteritics of particular clades of vertebrates and key factors responsible
for their evolutionary prosperity. Given this, comparative information on dental
characters, and the developmental mechanisms that produce them, can essentially refine
our comprehension of the dynamics of vertebrate evolution. To address this task it is
important to examine (a) dental development in a wide spectrum of different clades
represented — if possible - by a model taxa close to the stem lines of extant crown
groups, illustrating the phylotypic setting of dental specificities in the respective clades,
and (b) distribution of particular dental characters over a phylogenetic tree to establish a
vivid view of the actual pathways of dental phylogeny. However, the current
taxonomical sampling available for such studies is largerly biased. The main model
taxa of dental development (zebra fish, mouse, human) are greatly derived and
sufficiently rich comparative information is available perhaps only in mammals (eg.
Thesleff et al. 1995; Thesleff et Sharpe, 1997; Jernvall, 2000; Thesleff & Mikkola,
2002; Kangas et al. 2004; Mitsiadis et Graf, 2009; Cobourn et Sharpe, 2010; Salazar-
Ciudad et Jernvall, 2010). In comparison to mammals, only very little is known about
dental development and the developmental background of dental variation in other
tetrapods, both Amniota and Anamnia. Nevertheless, the traditional odontologic
comparisons (e.g. Underwood, 1903; Peyer, 1968; Edmund, 1960, 1969) provide
convincing evidence that the major divergences in amniote radiations are accompanied
by clade-specific dental rearrangements. While dental evolution in Synapsida and
Archosauria show, despite clear differences, certain similarities (thecodoncy, reduction
of teeth number, enlarging teeth, convergent appearance of prismatic enamel in several
crown groups — (compared in Buffetaut et al. 1986)), the situation in Lepidosauria is
clearly different. Although Lepidosauria are the largest clade of non-volant amniotes
with more that 8000 species, the extent of dental rearrangements in this clades is much
smaller than in other amniote tetrapods. Despite variation in tooth attachment
(pleurodont to acrodont), extant Lepidosauria are almost all characterized by a
homodont dentition composed of a large number of relatively small uniform conical
teeth, structurally often resembling the dentition of extant amphibians. Except for the
most derived clade, the Toxicofera (Vidal et Hedges, 2005), this is entirely valid for

one the two major clades of Lepidosauria, the Squamata, however the other major



clade, the Rhynchocephalia, is characterized by a greatly derived heterodont dentition,
including the formation of palatal bones (Evans et al. 2001). When identifying a model
taxon illustrating plesiomorphic condition in Lepidosauria ideally one would turn to the
most basal clade of squamate radiation — the Gekkota (Vidal et Hedges, 2005; Wiens et
al. 2010). The dentition of gekkonids fits well with the expected plesiomorphic
condition in lepidosaurs (small numerous and morphologically uniform teeth with
pleurodont attachment), however the Gekkota show some features by which they differ
from more derived clades. They have (a) a small tooth crown compared to the height of
their cylindrical sockets and (b) bicuspid arrangement of the crown tips. The lingually
tilted cusps chracteristic of gekkonids are also reported in caecilians and extinct
dissorophoid amphibian (Sumida et Murphy, 1987). Tentatively, this may suggests that
the dental specificities of gekkonids are true autplesiomorphies and, hence, this group
closely approaches the basal condition of amniote dental evolution.

This is the first reason why the Madagascan ground gecko, Paroedura picta, has
been chosen for a detailed analysis of its developing dentition. The second reason is its
reproductive strategy, which makes the embryos accessible and amenable for study.
Recently tooth development has been studied in a variety of squmate species (corn
snake, Python, pitviper, Bearded dragon, Leopard gecko). Although useful models of
specific aspects of tooth development, these species provide problems as standard
model taxa for developmental research as their reproductive characteristics do not allow
for a controlled harvesting of embryonic material. In contrast, the Madagascan ground
gecko, Paroedura picta, is emerging as a suitable choice (Noro et al. 2009). The adults
are small and easy to keep in captivity, with breeding colonies currently set up in the
Czech Republic, Japan and London. Eggs are laid relatively early in development,
when compared to other reptiles, such as anole and python (Sanger, 2007; Buctova et
al., 2007), allowing for stages of neurulation and neural crest migration to be studied.
Importantly, the eggs have calcified hard shells (Kratochvil et al. 2006), unlike the
more leathery shells of most reptiles, allowing for the possibility of windowing eggs
during development, in a similar manner to the chick (Noro et al. 2009). Such
windowing is possible in leathery eggs but the mortality rate is extremely high due to
the problems of re-sealing making most experiments non-viable (Nagashima et al.,
2007). The hard nature of the shells also allows the eggs to be moved successfully,
which can be a problem with softer eggs which are often glued together in clutches and

cannot be seperated for experimentation. 2 eggs are laid at a time every 7-10 days
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throughout the year, providing a constant supply of eggs. Anolis lizards have been
suggested as a potential model organism (Sanger et al. 2007) but have the disadvantage
of being seasonal (Lee et al. 1989), and lay one egg every one to four weeks (Andrews,
1985). P. picta thus encorporates many of the characteristics of a successful model
organism and a staging series has recently been produced (Noro et al. 2009).

Although reptilian teeth have been studied for the last two centuries, surprisingly few
papers have investigated their development. Most of these have used histology to
follow tooth development in archosaurs (eg. Owen, 1840-1845; Rathke, 1866; Rose,
1894a; Woederman, 1919a,b,c, 1921ab, Bolk, 1922a,b; Kvam, 1957, 1958a,b,c;
Edmund, 1960, 1962, 1969; Poole, 1961; Miller, 1968; Westergaard et Ferguson, 1986,
1987, 1990), and lepidosaurian reptiles (eg. Owen, 1840-1845; Tomes, 1875, 1876;
Leche, 1893; Rose, 1893, 1884b; Martin, 1901; Bolk, 1922a,b; Woederman, 1919a,b,c,
1921ab; Bogert, 1943; Smith et al., 1953; Edmund, 1960, 1969; Cooper, 1963; Kochva,
1963; Hubert, 1970; Osborn, 1971; Ogawa, 1977; Westergaard, 1986,1988; Lake et
Trevor-Jones, 1987, 1995; Mohammed et al. 2002; Delgado et al. 2005; Buchtova et al.,
2007).

Recently molecular techniques have been introduced and a number of genes
cloned to allow an understanding of the genetics involved in reptile tooth development
but such studies are still more or less exceptional (Vonk et al. 2008; Zahradnicek et al.
2008; Buchtova et al. 2008; Handrigan et Richman, 2010; Handrigan et al. 2010a,b). P.
picta possesses teeth on the mandibular, maxilla and pre-maxilla bones. The palatal
bones are free of teeth as in most reptilian species. The P. picta dentition is
polyphyodont with homodont teeth pleurodontly ankylosed to the jaw bones. This type
of ankylosis is the general condition for extant reptiles except agamids, chamaeleons
with acrodont ankylosis and archosaurs with a thecodont type of tooth attachement
(Edmund, 1960). The functional teeth are bicuspid and are covered by a non-prismatic
enamel layer. In contrast to the functional teeth, a number of null generation non-
functional teeth, form during embryonic development, which are similar to those
observed in other reptiles (eg. Leche, 1893; Rose, 1894; Cooper, 1963; Lemus et al.
1980; Westergaard et Ferguson, 1986, Westergaard, 1988a,b; Mohammed et al. 2002;
Delgado et al. 2005; Handrigan et Richman, 2010). These null generation teeth are
unicuspid with a reduced layer of enamel or lacking enamel completely. Information

about the fate of null generation teeth is rather sporadic, and therefore while
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investigating the development of the functional dentition we also investigated the

development and fate of these teeth.

Material and methods

Preparation of biological materials

Seventy embryos of gecko P. picta at different stages, two juveniles and one
adult specimen were used during this investigation. P. picta staging table of normal
development was used for the staging (Noro et al., 2009) and anotated as dpo (days
post-ovulation). Eggs were incubated in dry climaboxes at 28C. Embryos were killed
by MS222 and fixed in 4% PFA over night. The juveniles and adult died naturally and
came from the collection of the department of Zoology. They were fixed in 70%

Ethanol for an extended period.

SEM procedure

The jaws of juvenile and adult specimen were carefully mechanicaly prepared
and cleaned from the soft tissue, dehydrated in a graded ethanol series and 100%
acetone, air dryed, glued on to a copper support, coated with a thin layer of gold and

observed by JEOL SEM 6380 LV operating at 25 kV.

Histology

Two histological methods were used. Specimen for the alizarin red S staining
were washed in destilled water and stained in alizarin red S stainig solution in 1.5%
KOH for two days. After the staining the specimens were cleared in 50% glycerol for
one day and than in 100% glycerol, where the tissue was stored. The older bone
containing specimen which were used for histology staining were decalcified in 5%
EDTA in 10% formaldehyde at RT. The time of decalcification ranged from one week
to several weeks depending on the grade of ossification. Bone free specimens or
decalcified specimens were washed in PBS and subsequently dehydrated through an
ethanol series, embedded in paraffin wax and frontally sectioned at 6—10 um. Sections
were stained with a trichrome stain (alcian blue, haematoxyline, eosine) and mounted in

DPX.
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Results

The functional dentition

The fully developed functional teeth of P.Picta are similar in shape throughout
the jaw (homodont) and bicuspid at the tips (Fig. 1A). The rather shallow cusps are
situated labially and lingually on the tip of the crown (Fig. 1B). The tooth crown forms
one third of the total tooth length and is covered by a layer of non-prismic enamel. The
sides of the crown are augmented by a sequence of low vertical enamel ridges (Fig.
IB). There are two egg teeth in the premaxilla, which, in contrast to the rest of the
dentition, are not bicuspid but possess two rounded enamel crests (Fig. 1D). The tooth
base is formed from dentine and is pleurodontly ankylosed to the lingual side of the
bone of attachment. The enamel coat is not formed at the base of the tooth. A serrated

crest is visible at the point where the tooth meets the bone (Fig. 1E).

Dental pattern during development
To understand how the pattern of the teeth is laid down during development we
followed tooth initiation patterns in the developing lower jaw. The first teeth to develop
are the null generation non-functional teeth. These are smaller in size then the
functional teeth and form near to the oral surface. The first tooth forms in the mesial
area of the jaw before 14dpo, with the second tooth forming posterior/proximal to the
first one. The subsequent teeth develop both anteriorly/distal and posteriorly/proximal
to the first teeth. The later initiated teeth within the null generation are bigger than the
first teeth initiated, while no obvious size difference was noted between subsequent
generations of functional tooth germs. The newly formed teeth develop close to their

most mature neighbours (Fig. 2A - D).
Null generation teeth form around 13 tooth positions within each lower jaw.
By 35dpo a successive tooth generation of functional teeth were visible in some tooth
rows along the dental lamina (Fig. 2C). These teeth replace the null generation teeth.
The functional teeth had grown in size while the most superficial null generation teeth
remained small. By 40dpo the successional teeth had started to mineralise in each tooth
row along most of the lamina (Fig. 2D). These successional teeth replace both the null
and functional tooth generations. By the end of embryonic development there were
approximately 30 dental positions in each half of the lower jaw, the number correlating

to the size of the animal at hatching (Fig. 2E). During postembryonic stages the number
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of tooth positions increased with up to 50 teeth on one side of the lower jaw (Fig.1A).
By 60dpo the first signs of tooth resorption of the functional dentition were visible as
the successional teeth of the second functional generation started to move orally in

some areas of the jaw (Fig. 2E, Fig. 10E).

Embryonic development of teeth of the null generation

The null generation dentition forms simple unicuspid teeth, compared to the
bicuspid functional dentition (Fig. 3A-F). In some cases the teeth were conical (Fig.
3A), others rounded (Fig. 3B,D), cylindrical (Fig. 3C) or hooked (Fig. 3E). The
different shapes appeared to correlate with different regions of the jaw. For example,
the cylindrical tooth germs were associated with mesial region of the lower jaw. In later
forming null-generation teeth a small enamel ridge was visible by SEM (Fig. 3F).

The first and second null generation teeth initiated directly from the oral
epithelium before 14dpo (Fig. 4A). The first tooth in the lower jaw formed before
Meckel’s cartilage appeared, while the second tooth formed during the first signs of
cartilage chondrification. The first teeth in the maxillar region were initiated slightly
earlier than the mandible teeth. The first sign of tooth development was the appearance
of a thickened dental placode in the oral epithelium, around which the mesenchyme
started to condense (Fig. 4A). These first teeth projected out from the oral epithelium
into the oral cavity at the cap/bell stage, as has been described for archosaurian teeth
(Fig. 4B) (Westergaard & Ferguson, 1986). As these first null generation teeth reached
the bell stage, the odontogenic band of the oral epithelium started to invaginate into the
mesenchyme at the position of the first teeth, forming the dental lamina (Fig. 5). The
enamel organ of the first and second tooth germs sunk into the mesenchyme as the
dental lamina grew inwards and these first teeth no longer markedly projected out from
the oral epithelium (Fig. 4C). At this stage, the centre of the inner dental epithelium
(IDE) of the first tooth was in direct contact with the superficial layer of the oral
ectoderm. The cells of the IDE were short columnar to cuboidal and did not form
typical polarized ameloblasts, as observed in functional teeth in the crown area at later
stages. The oral epithelial cells in direct contact with the central cells of the IDE
underwent apoptosis (programmed cell death) (data not shown). The cells of the dental
papilla, which neighboured the IDE, appeared more rounded and larger than the rest of
the mesenchymal cells of the papilla, and started differentiating into odontoblasts (Fig.

4C). The following sets of null-generation tooth germs were connected intricately with



the dental lamina and were initiated from the labial side of at the base of the lamina
(Fig.5A-D). These tooth germs did not markedly project from the oral epithelium
surface. The dental mesenchyme weakly condensed around the placodes, which
becoming more pronounced by the cap stage (Fig. 5SA,B). The tooth germ of these early
developing teeth underwent the classic transition from the cap (Fig. 5B) to bell (Fig.
5C), with the formation of a limited number of odontoblasts and the deposition of
dentine (Fig. 5D). In some cases only a single odontoblasts was observed in the dental
papilla during the mineralization phase (Fig. SE). In some cases the functional tooth
was observed developing directly above the tooth of the null generation. The large size
difference between the two tooth types is clearly evident (Fig. SE). In these later null
generation tooth germs, the outer dental epithelium (ODE) was hypoplastic in the
cervical loop area and was missing in the rest of the enamel organ where the boarder
between the enamel organ and mesenchyme was formed by the dental lamina (Fig. SA-
D). Cells of the inner dental epithelium (IDE) elongated but remained unpolarised and
no evidence of enamel deposition was observed (Fig. 5D).

Another set of around eight null generation teeth subsequently initiated from the
growing front of the dental lamina deeper in the mesenchyme. The enamel organ of
these teeth did not fully sink into the dental lamina, as was observed with earlier tooth
germs (Fig. 5F), and as a result the outer dental epithelium and cervical loops were
clearly developed (Fig. 5F). The middle layer of the enamel organ was composed of
two layers: a layer of flattened cells neighbouring the IDE, not observe in the most
superficially developed null generation teeth, and the stellate reticulum, which was
more organized in comparison to the more superficial teeth (Fig. 5F). Elongated
ameloblasts were apparent, and in a few cases a thin layer of enamel was evident
capping the dentine (Fig. 5F). In a few cases these teeth appeared to attempt to ankylose
to the upper jaw bones, although this was not observed in the lower jaw (Fig. 6F). The
ankylosis was observed at the edge of the bone, or the tooth germs of the null

generation became completely encapsulated by the developing jaw bone (Fig. 6F).

Fate of null-generation teeth

The fate of such null-generation teeth is unclear. It has been hypothesised that
they might be pushed out of the oral cavity and expelled, or absorbed by the
surrounding tissue (Westergaard & Ferguson, 1986). To identify the fate of the large

number of null-generation teeth in P.Picta these teeth were followed during late
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embryonic development. Interestingly, depending on their position, the null-generation
teeth underwent a number of different fates. Those tooth germs that developed directly
above a functional tooth were incorporated into the enamel organ of the functional
tooth and then were pushed out into the oral cavity as the functional tooth erupted (Fig.
6A,B). In other cases the null-generation teeth became completely enclosed by the
dental lamina, and were moved around through the movement of the growing lamina
(Fig. 6C), or were moved out of the dental lamina (Fig. 6D). These teeth appeared to be
removed by osteoclasts, which surrounded the tooth rudiments and resorbed them (Fig.
6E). Finally those null-generation teeth that ankylosed to the forming jaw bones, and
were surrounded by the bone, were incorporated into the bone itself and appeared to

become part of the functional jaw (Fig. 6F).

Embryonic development of the functional dentition

Unlike the superficial null-generation teeth, the functional teeth developed from
the dental lamina deep within the forming jaw. The first buds of the functional dentition
were observed before 20dpo, less than a week after the first null-generation tooth germs
were observed. The cells at the top of the dental lamina on the labial side formed a bud,
surrounded by condensing mesenchyme (Fig. 7A,B). During the bud-cap transition
three layers became distinct within the enamel organ, the inner dental epithelium (IDE),
outer dental epithelium (ODE) and a central medular dental epithelium (MDE) (Fig.
7C,D). Cap stage functional teeth were observed from 20dpo. The shape of the tooth
germ did not change as it moved from cap to bell, this transition being marked by the
differentiation of the IDE into ameloblasts and adjacent mesenchyme into odontoblasts
(Fig. 8A). At this stage the MDE was composed of two cell layers: rounded and
flattened cells (Fig. 8C). The rounded cells, which formed between the flattened cells
and the ODE, formed the stellate reticulum (SR). The identity of the darkly staining
flattened layer of cells, located between the SR and the IDE, is unclear but these cells
may represent a type of stratum intermedium (SI), a cell type only associated with
mammalian teeth and not previous observed in lizards (Delgado et al., 2005). The
cervical loops developed asymmetrically, with the lingual loop being larger than the
labial, with larger cells (Fig. 8A,B). As the tooth reached the late bell stage the IDE
cells became further elongated and polarised, with the nuclei situated at the proximal
pole (Fig. 8A-C). The layer of mature ameloblasts spread out from the apex of the

tooth, through the IDE towards the cervical loops. This wave was matched by a similar
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wave of odontoblast differentiation and pre-dentine production from the centre of the
dental papilla out towards the cervical loops (Fig. 8B.D,E). Odontoblastic processes
were evident reaching toward the enamel-dentine junction (EDJ) (Fig. 8D). Mature
odontoblasts were large, elongated and polarised (Fig. 8B). In older specimens an
enamel cap was obvious on top of the dentin (Fig. 8F). The functional teeth were
vascularised during the late mineralisation stages with the formation of blood vessels in
the dental pulp (Fig. 9). Such vascularisation was never observed in the null-generation

teeth.

Tooth base development and ankylosis of the functional dentition

As the tooth crown started to take shape, the tooth base started to develop with
the formation of Hertwig’s root sheath (HERS) at the bottom of the cervical loops. This
area was composed of cells from the IDE and ODE making a double layer structure.
The labial side of HERS was much shorter than the lingual one (Fig. 9A). The adjacent
papilla cells differentiated as odontoblasts and produced the dentine of the tooth base.
The functional teeth were observed fusing to the jaw-bones from around 50dpo.
Ankylosis was first observed on the labial side (Fig. 9B). The double layer of HERS
cells was no longer observed at the site of ankylosis, the tooth base ending in three
epithelial layers. No evidence of HERS disintegration, such as isolated rests of
epithelial cells, however, was observed at the base of the tooth. Odontoblasts,
osteoblasts and cementoblasts produced a mixture of dentine, bone and cementum
matrix at the junction between the tooth and bone (Fig. 10A-C). These tissues
mineralised and firmly fixed the tooth in position. A distinct border between the dentine
and bone was visible on both sides of the tooth. Interestingly, in some cases cells were
observed trapped between the fusing mineralised tissue, forming islands of tissue (Fig.
11A). During ankylosis of the tooth to the bone, the enamel organ overlying the
mineralised tissue flattened and degraded to leave an open path for the tooth to emerge
(Fig. 10A). Eruption of the functional dentition was observed from 60dpo (Fig. 11A).

Even as the functional dentition was starting to erupt, the replacement tooth
behind could be seen pushing up against the first tooth, leading to resorption of the
dentin and remodelling of the bone (Fig. 11B). The replacement tooth moved up on the
lingual side of the first tooth, while the labial tooth-bone connection remained solid
(Fig. 11B). Osteoclast-like cells could be observed on the inner surface of the first tooth
lining the dentin next to the site of resorption (Fig. 11C). These osteoclast-like cells
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were only observed on the lingual side of the tooth, correlating with the pattern of

resorption on the lingual side only.

Discussion

Functional dentition

Similar to most lizards, P. picta has a homodont type of dentition (Edmund,
1960). The teeth are cyclindrical with a bicuspid crown covered by enamel. The tooth
crown under the cusps is ornamented by enamel ridges. A simillar system of ridges on
the side of tooth crown was observed also in some species of archosaurs and
lepidosaurian reptiles (eg. Leydig, 1872; Poole, 1961; Sumida et Murphy, 1987;
Delgado et al. 2005). The rest of tooth is formed by the dentine base which is
pleurodontly ankylosed to the bone of attachment. The first functional teeth were
slightly conical in shape compared to the more cyclindrical later generations (compare
Fig. 1A and 2E), a similar shape change having been observed between the teeth of
posthatchings and adults of Chalcides viridanus (Delgado et al. 2005). Unlike in C.
Viridanus, however, the number of tooth positions was not fixed at hatching but

increased postnatally as the jaw increased in size.

Dental pattern development

Development of the dental pattern in extant polyphyodont reptiles, both
archosaurs and lepidosaurian reptiles, is in many aspects similar. All functional teeth
are formed from the dental lamina and undergo the same stages of bud, cap and bell.
Development of teeth therefore appears highly conserved throughout vertebrates. The
dental pattern is initiated in P. Picta, as in other lepidosaurians and archosaurs, with the
development of the first tooth, termed the dental determinant (Osborn, 1973). The
initiation of the dental determinant is then proposed to switch on the periodic dental
program, with waves of induction of the following teeth, spreading from the first tooth
forwards and backwards. Interstitial teeth are formed in the growing spaces between
earlier initiated teeth both in archosaurs (Westergaard et Ferguson, 1986) and
lepidosaurians (e.g. P. picta). Generally in reptiles, the later initiated teeth develop
closer to their most mature neighbours and are bigger than earlier ones (Westergaard,
1988a). This rule regarding the size difference between early and late initiated teeth

was not appearent in the functional teeth, but was clearly observed in the null-

Xiv



generation tooth generations in P. picta. We observed several waves of initiation
starting at 14dpo, with the later initiating teeth developing further and incorporating
more cells in the inner dental epithelium (IDE) and dental papilla. A progression of
tooth development was therefore in evidence as the embryo moved from null-
generation to functional teeth. This progression was mirrored by a move from initiation

at the oral surface, to deep within the oral cavity from the dental lamina.

Null-generation teeth

The phenomena of null generation teeth in nonmammalians was previously
described in both archosaurs and lepidosaurian reptiles (eg. Leche, 1893; Rose, 1894;
Cooper, 1963; Westergaard et Ferguson, 1986, 1987; Westergaard, 1986, 1988; Sire et
al. 2002) and urodel amphibians (eg. Rose, 1895; Davit-Béal et al. 2006; Davit-Béal et
al. 2007). The first teeth in some examined species such as Crocodylus porosus (Rose,
1894), Alligator missippienssis (Westergaard et Ferguson, 1986), Lacerta viridis
(Cooper, 1963), Mabuya aurata (Mohammed et al. 2002), Iguana tuberculata (Leche,
1893), Lacerta agilis, Anguis fragilis (Westergaard, 1988) and Sphenodon punctatus
(Westergaard, 1986), are initiated before the dental lamina appears. In contrast to these
species the first teeth in some others, like the gecko Cnemaspis kandiana
(Westergaard, 1988a), Liolaemus grawenhorsti (Lemus et al. 1980) and Pogona
vitticeps (Handrigan et Richman, 2010), were found to be initiated from the dental
lamina. In P. picta the first and second teeth are initiated from the oral epithelium
before the dental lamina appears, the first stages of tooth formation looking
morphologically similar to the dental placode in the alligator (Westergaard et Ferguson,
1986).

In A. missippienssis, S. punctatus, C. kandiana, L. viridis and I. tuberculata
several first null generation teeth project markedly from the surface of the oral
epithelium (Leche, 1893; Cooper, 1963; Westergaard et Ferguson, 1986; Westergaard,
1986). In contrast to these species in L. agilis and A. fragilis these teeth project from the
surface of oral epithelium only slightly and only for a short time period and their later
development is connected with the dental lamina (Westergaard, 1988). In P. picta the
first tooth project from the oral surface until the late cap stage and then sink into the
mesenchyme as the dental lamina forms and invaginates inwards. As many of the early
null-generation teeth developed before the dental lamina had formed, the dental lamina

is not neccesary for tooth development, but is important for the development of the

XV



polyphyodont dental pattern. In P. Picta the first two sets of null-generation teeth
develop directly over the place where the dental lamina will later form, indicating the
odontogenic potential of the early dental band.

The multiple null-generation teeth observed in P.Pictus, along with other
reptiles, may represent the remnants of a past functional dentition that has become
redundant. Alternatively, these teeth may still play a role in the positioning of the dental
lamina and organisation of the later functional dentition, and therefore may remain a

key part of the patterning process.

Fate of null-generation teeth

The fate of superficially teeth has been described in both archosaurs and
lepidosaurian reptiles (eg. Rose, 1894; Edmund, 1969; Westergaard et Ferguson, 1986,
Westergaard, 1988a,b; Mohammed et al. 2002; Sire at al. 2002). The first teeth of the
alligator null generation dissapear below the jaw surface, their enamel organs
desintegrate and the dentine is resorbed. These teeth can persist for some time in the
mesenchyme before resorption (Westergaard et Ferguson, 1986). Resorption and
eruption was also mentioned in other reptiles (Edmund, 1969; Sire et al. 2002;
Westergaard et Ferguson 1986; Westergaard, 1988).

Interestingly we observed no single fate for the null-generation teeth, which
were expelled from the oral cavity, incorporated into the tooth and bone, or resorbed.
The eventual fate of these teeth appears to depend on the site where the tooth germ
initiated. In some instances the null-generation teeth became completely enclosed by
bone and appeared to attempt ankylosis. In contrast to observations in alligators
(Westergaard et Ferguson, 1986), we did not find evidence for osteoclasts acting inside
the dental papillas of the first teeth, which might be due to the small size of the dental
papillas and by the large size of multinucleated osteoclasts-like cells. Osetoclast-like
cells, however, were observed surrounding tooth germs, resorbing from the outside in.

Loss of the early null-generation teeth may be driven by the failure of these
teeth to establish a blood supply. It is possible that the small size of many of the null-
generation teeth contributed to the lack of vasculature by failing to signal to endothelial
cells to recruit them into the dental papilla. The small size would then be compounded
by a lack of nutrients. The first generation teeth in actinopterygians and urodele
amphibian larvae are also small compared to the later generations and the dental pulp is

not vascularised. These teeth also form dentin without odontoblastic processes and thin
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enameloid (Sire et al., 2002). Poor development of odontoblasts and the IDE, resulting
in a lack of enamel, is also observed in the first generation teeth in archosaurs
(Westergaard et Ferguson, 1986). There may therefore be a general trade off between
tooth size and tooth maturation. Interestingly in the squamate P.vitticeps, the superficial
teeth show low levels of proliferation linked to a reduction in Shh signalling (Handrigan
et Richman, 2010). It may therefore be that reduced levels of Shh control the level of

development of the rudimentary teeth in P.pictus.

Tooth layers

In mammals an intermediate layer is observed between the ameloblasts layer of
the inner dental epithelium and the stellate reticulum, known as the stratum
intermedium (SI). The cells in this layer are spindle shaped lying perpendicular to the
ameloblasts, and have been proposed to function with the ameloblasts in the
mineralisation of the enamel (Nakamura et al., 1991). This layer has been described in
alligators (Westergaard et Ferguson, 1987), but was not previously described in
lepidosaurians (eg. Rose, 1893; Ogawa, 1977; Sire at al. 2002; Delgado et al. 2005;
Buchtova et al. 2008, Handrigan et Richman, 2010). In P. picta, we see a layer of
flatterned cells that lie in the position of the SI in both late developing null-generation
and functional tooth germs, suggesting that some reptiles do possess this dental layer.
The timing and position of the Sl-like layer appeared similar to the SI in mammals
(Koyama et al. 2001). Difference between these layers, however, also exist, as the SI-
like structure in P.Picta is still present during the late mineralization phasis in P. picta,
while in mammals the SI cells are only present until ameloblast differentiation
(Koyama et al. 2001). In P. picta the presence of a SI-like layer and the formation of
enamel was highly correlated, suggesting the importance of this layer for enamel
deposition in this reptile. These results further strengthen the theory that the SI is not a
unique feature of mammalian teeth.

The stellate reticulum (SR) in P. picta is composed of rounded cells separated
by big extracellular spaces, similar to that described in C. viridanus (Delgado at al.
2005). This layer is thin in P. picta and persists until late mineralization stages. This
layer is not fully differentiated at the tooth base, indicating its importance for
ameloblasts differentaition. A thin, often reduced, layer of SR is also present in snakes
(Tomes, 1875; Buchtova et al. 2008). Such a thin SR is associated with species that

have narrow conical or cylindrical teeth, while species with larger, wider teeth have a
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more substantial, mammalian-like SR (data not shown). Species with more SR are very
often food specialist thus we suppose a thin layer of SR may to be primary and not
reduced state in Squamates.

The inner dental epithelium of P. picta has asymetric development. The lingual
side is thinner and grows preferentially on the labial side. Similar asymetrical growth
was observed in C. viridanus (Delgado et al. 2005), and may be necessary for

development of a pleurodont ankylosis.

Tooth base formation

The tooth base, which is not covered by enamel, forms the main part of tooth in
P. picta, connecting the functional part of tooth, the crown, with the bone of
attachment. The term “root” for lepidosaurian reptiles is also sometime use (eg.
Mclntosh et al. 2002; Luan et al. 2006), however this term is generally regarded as
being specific for mammals and it should not be used for the reptilian tooth base
(Peyer, 1986). The induction of root formation in mammals, odontoblasts
differentiation and root shaping is controled by a bi-layered extension of the cervical
loop, known as Hertwig’s root sheath (HERS) (Selvig, 1963; Ten Cate, 1996). Another
role attribute to HERS is induction of the dental sac cells to mature into cementoblasts
(Paynter et Pudy, 1958) and the pre-cementoblasts migration to the surface of the root
(Thomas et Kollar, 1989). McIntosh at al. (2002) showed HERS formation in
lepidosaurian reptiles and described that this layer covers the tooth base except at the
apex (Mclntosh et al. 2002). In P. picta we observed that the most of the developing
tooth base was formed of three layers of epithelial cells and not by bilayered HERS. A
bilayer was only seen right at the tooth base. The cells of the IDE in the area with three
layers had a cuboidal shape, while in the HERS area these cells were flattened. Such
flattening of HERS cells were also observed in mammals before HERS disintegration
(Wentz et al. 1950; Owens, 1978; Andujar et al. 1984, 1985). Such a disintegration and
formation of epithelial rests have also been described in archosaurs (Mclntosh et al.
2002) which have a gomphosis type tooth attachment. Disintegration of HERSs,
however, was not reported in other lepidosaurian reptiles with an ankylotic type of
attachment (Luan et al. 20006), and at the time of ankylosis, the apical end of the tooth
base was found to be free of HERS (MclIntosh, 2002; Luan et al. 2006). At ankylosis in
P. Picta the tooth base is also free of HERS, leading to the question, what happened to
the bilayered structure observed at earlier stages? It is possible that the HERS-like cells
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observed early on do disintegrate but over a relatively short period of time that was
missed in our staging series. Whether lepidosaurians have a disintegration of HERS like

mammals and archosaurs is therefore still an open question.
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Fig. 1: Scanning electron micrographs of the dentition in P.Picta. A) Adult lower jaw showing
pleurodontly ankylosed homodont teeth. B) Crown morphology of an adult tooth shows a bicuspid shape,
with two crest divided by a groove. C) A serrated crest forms between the bone and tooth base on the
lingual side of the ankylosis. D) Crown morphology of an egg teeth (early hatchling) show two rounded
crests.
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Fig. 2: Dental laminas of lower jaws at different stages of development with mineralized tooth germs
showing dental pattern development. Mineralized tooth germs were vizualized by Alizarine red S.

(A-D) are showing prepared dental laminas and E) is showing ankylosed teeth in the jaw before hatching
in 60dpo. A) Dental lamina 30dpo, Blue arrows mark null generation teeth, while green arrows mark
functional teeth during their mineralization. B) 32dpo, C) 35dpo, Green arrows mark teeth of a
successive generation replacing teeth of a null generation. D) 40dpo. Green arrows show successive teeth
replacing teeth of the first functional generation.
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Fig. 3: The shapes of null generation teeth from lower jaws of older embryos (A-E) and upper jaw of
freshly hatched juvenile (F) vizualized by Alizarin Red S (A-C), trichrome staining on frontal sections
(D-E) and by SEM (F). The shapes of teeth include A) conical, B) rounded, C) cylindrical, D) barb-like
and E) hooked. F) The later null generation teeth often have small enamel ridges on their surface.
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Fig. 4: Development of the first null-generation teeth from the oral surface. A) The first tooth (ft) and
second tooth (st) start to form at the oral surface, and the underlying mesenchyme starts to condense.

B) High power view of the first tooth. The cells of the dental papilla are organized into layers adjacent to
the IDE. C) During later development these teeth shift deeper into mesenchyme and no longer stick out
into the oral cavity. The dental papilla cells adjacent to the differentiation cells of IDE mature in to
odontoblasts.
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Fig. 5: Development of later null generation teeth. A) A placode stage tooth germ, with characteristic
superficial position. The placode is formed on the labial base of the formed dental lamina. B) cap stage,
C) bell stage, where cells of the IDE show some signs of differentiation, D) mineralized stage where
dentine is formed. E) A later initiating null-generation tooth germ (white arrow) sitting on the main
dental lamina above a functional tooth. Note the large size difference between the tooth germs. F) A later
null generation tooth germ with a thin enamel coat (arrow pointing to dark ring), over the red stained

dentine. Such teeth which are covered by enamel are formed deep in the mesenchyme.
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Fig. 6: The fate of the null generation teeth. Trichrome stained sections. (A-E) show teeth in a lower jaw,
while F) is the upper jaw. A) Some superficial teeth are pushed orally as the functional tooth that forms
underneath erupts. B) In some cases these teeth are shown floating free in the oral cavity having been
shed into the mouth. C) Null generation teeth are very often enclosed in the dental lamina where they can
turn around so that the dentin faces aborally. D) Null generation tooth pushed out of the dental lamina as
it grows. E) Some of the null generation teeth are resorbed by osteoclasts-like cells from the outside in.
F) In a few cases later initaiating null generation teeth appeared to have become anyklosed to the bone of
attachment in the upper jaw. Here these tooth germs have become nearly completly encapsulated by
bone. Arrows point to null generation teeth.
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Fig. 7: Functional tooth development: bud and cap stage. A) Functional tooth development is initiated
deeper in the mesenchyme from the end of the growing dental lamina. The bud stage. B) Detail of
epithelial bud surrounded by the condensing mesenchyme. C) The cap stage. D) Detail of the cell
organization of the enamel organ and mesenchymatic cells in the dental papilla at the caps stage.
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Fig. 8: Tooth crown formation in function teeth: from bell stage to mineralization. A - C) Frontal
sections stained by trichrome. D- F) Alizarine preparations from the lower jaw. A) Bell stage. The first
ameloblasts differentiate in the center of the IDE overlying the differentiating odontoblasts. B) Slightly
more advanced bell stage, showing the first signs of dentine deposition, which occurs prior to enamel
formation. Note the tooth shape is very constant between A and B. C) Detail of the enamel organ at the
bell stage. The enamel organ is comprosed of several layers: Inner dental epithelium (ide), outer dental
epithelium (ode), flattened strattum intermedium like cells (fc) and rounded stellate reticulum like cells
(rc). D-F) Successive tooth crown mineralization. D) Numerous odontoblastic processes (arrow) are
observed during the predentine production. E) Dentine formation spreads out from the apex (arrows).
F) Late stage tooth germ. The lines in the dentine (d) show the odontoblastic processes and the the saw-
like shaped front of dentine adjacent to the odontoblasts. The dentine is capped by enamel (e).
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Fig. 9: Development of the tooth base. A) Asymmetrical growth of the enamel organ is important for
formation of the tooth base. The lingual side (Lin) of the enamel organ is longer and extends deeper than
the labial one (Lab). B) The labial side of tooth base starts to undergo ankylosis before the lingual side.
The apical end of the enamel organ on the lingial side is formed by a double layer of cells similar to
HERS (Hertwig’s epithelial root sheath). Arrowheads point to the ends of the tooth base on both sides.

Arrows indicate blood vessels that populate the dental pulp.
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Fig. 10: Pleurodont ankylosis: premineralization stage.A) The bone and tooth are initially joined by a cell
matrix before mineralisation of the join. B) High power of the labial side showing the first signs of
ankylosis. C) High power of the labial side. ba - bone of attachement, 1h — lingual side of HERS, tr -
dentine base. The red stain shows bone and dentine, while the blue stain shows matrix deposition at the

site of connection.
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Fig. 11: Pleurodont ankylosis and later tooth resorption. A) The sites of fusion become mineralised and
stain red with alizarin red. The tooth is now firmly attched to the bone. Some cells are observed trapped
within the join (ec). A thin suture between the bone and dentine is apparent (1). B) Resorption of the
functional tooth in the upper jaw. The resorption starts from the lingual side, where a successional tooth
waits to become functional. The labial side remains attached to the bone until the resorption of the
lingual enamel free dentine base is complete. C) Resorption of the lingual side in detail. Big
multinucleated cells, probably osteoclasts, are found lining the inner side of the lingual dentine base.
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Obr. 12: Vyvoj vajecnych zubii. A) Ve stadiu 18dpo je vyvinutd pomérné¢ mohutna zubni lista

v premaxillarni oblasti (dl). B) Ve stadiu 22dpo jsou zarodky dvou vaje¢nych zubi ve stadiu poharku.

V této dobé¢ zacinaji chondrifikovat nosni pouzdra. C) Ve stadiu 32 dpo byly zarodky vajecnych zubu ve
stadiu zvonku. Byly pfitomny premaxilarni kosti a nosni pouzdra byla pln¢ chondrifikovana.

D-F) Zobrazuji vypreparované zubni liSty se zubnimi zérodky, jejichz kalcifikovana stadia jsou obarvena
alizarinem. D) Ve stadiu 35dpo byly vajecné zuby (et) v casném mineralizaénim stadiu. Mezi vajeCnymi
zuby byl zubni zarodek (mt) ve stadiu pred mineralizaci. E) Ve stadiu 40dpo je zietelna pokrofilejsi
mineralizace korunek vajeénych zubt. Na pozici vajeéného zubu se vyviji nahradni zub (st), ktery je

v premineraliza¢nim stadiu. F) Ve stadiu 50dpo je patrné mineralizace zubnich bazi vaje¢nych zubi.
Nahradni zuby za zuby vaje¢né jsou ve stadiu mineralizace.
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Tabule normalniho vyvoje pro varany: varan mangrovovy

(Varanus indicus)
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Summary:

Evolutionary phenotypic changes within organismus are mediated by changes at the
developmental level. The constructions of staging tables of development of a wide
spectrum of vertebrate species from different vertebrate lineages provide us
possibilities of reconstruction of evolutionary traits leading to development of novelties
of vertebrate lineages. We present here for the first time the staging table of normal in
ovo embryonic development of mangrove monitor lizard Varanus indicus from family
Varanidae (Toxicofera) clade which is suppose to be a close relative to specialized
limbless snakes. Thus we fill the information gap on development of body forms within
the phylogenetical context. Monitor lizards are active top predators and their novelties
as large teeth with tooth base formed by plicidentine, high metabolism, large and
effective hearth, highly developed musculature, specialized vomeronasal organ and
prey detection with aid of a long and highly specialized tongue are correlated with their
feeding strategy which is unique between Squamates. In ovo incubation of V. indicus is
long, takes around 180 days in 28C and the hatchlings are in compare to generalized
squamate species much bigger similarities to crocodiles which are also top predators.
Our results show that V. indicus exhibits similar dynamics of development as other
squamates with limbs except the accelerated embryonic development of structures
adapted for predation life style as are narial region with vomeronasal organ, eyes,

claws, large hearth and big body with robust musculature.
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Introduction:

Evolutionary phenotypic changes within organisms are mediated by changes at
the developmental level. An understanding of the developmental biology of a wide
spectrum of vertebrate species is therefore necessary to enable systematic research of
the evolution of vertebrate body plans and the origin of novelties. A prerequisite for
such studies are detailed comparative information and the creation of staging tables of
normal development. Such tables provide instant information on taxon-specific
developmental dynamics, acting as the basic source of comparative data and as
templates onto which knowledge of development can be weaved.

Although the first staging table was compiled in the 18th century, the number
of taxa for which such developmental information is available is still surprisingly small.
The most precise developmental tables are available just for five vertebrate model taxa:
zebrafish, xenopus, chick, mouse, human (Hamburger et Hamilton, 1951; Nieuwkoop
et Faber, 1967; Kimmel et al., 1995; Theiler, 1972). Xenopus, zebrafish, chick and
mouse represent the most widely studied vertebrate models from a developmental point
of view, and display many of the crucial qualities expected from a model taxon: small
body size, short generation time, rapid and stereotypical development, abundant
offspring, early separation of germ line and soma, relative immunity to environmental
influences and easy of laboratory culture (Bolker, 1995; Bolker et Raff, 1997).
Although these model taxa represent major vertebrate clades both anamniote (zebrafish,
xenopus) and amniote (chick, mouse), for a number of other important high-rank taxa
the information is rather scarce. Of these information on reptiles is most obviously
missing. Reptiles are the most speciose group of non-volant tetrapods covering most of
the cladogenetic diversity observed in amniotes. The extant reptiles include about 8000
species belonging to three major amniote clades: Chelonia, Archosauria and
Lepidosauria, the latter with Sphenodontia and Squamata (Zug et al., 2001).
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Within the reptiles, staging tables of normal development are currently available for
chelonians, e.g. Chelydra serpentina (Yntema, 1968), and non-avian archosaurs e.g.
Alligator mississippiensis (Murray et al., 1990), Crocodylus porosus (Magnusson and
Taylor, 1980) and Crocodylus niloticus (Peterka et al. 2010). A number of staging
tables have also been generated for the Squamata, and cover the following clades:
Scincidae: Hemiergis spp (Shapiro, 2002), Gekkota: e.g. Paroedura pictus (Noro et al.,
2009), Eublepharis macularius (Wise et al., 2009), iguanians: Agama impalearis
(Mouden et al.,2000), Chamaeleo lateralis (Blanc, 1974), Calotes versicolor
(Muthukkaruppan et al., 1970), Liolaemus tenuis (Lemus et al., 1981) and Anolis sagrei
(Sanger et al., 2008), Ophidians: e.g. Thamnophis sirtalis (Zehr, 1962), Naja kaouthia
(Jackson, 2002) and Python sebae (Boughner et al., 2007), Anguimorpha: Anguis
fragilis (Nicolas, 1904) and Lacertidae: e.g. Podarcis vivipara (Dufaure et Hubert,
1961) or Podarcis agilis (Rieppel, 1994). In many cases, however, these tables of
development are fragmented and do not cover the whole development of the species.
Only a few of these species can be considered to serve as model taxon for detailed
developmental studies in reptiles, although the leopard gecko Eublepharis macularius,
the madagascan ground gecko Paroedura pictus, and the anole lizard Anolis
carolinensis are the most promising (Wise et al., 2009; Sanger et al., 2008; Noro et al.,
2009). Unfortunately, almost no developmental information and/or realiable staging
tables are available for the other clades, which are essential for squamate phylogeny
such as the basal Dibamidae, Amphisbaenia, Teiioidea, Xantusidae, Cordilidae,
Helodermatidae or VVaranidae.

The main lineages of squamates probably diverged over a short time window
during the Triasic around 200 Mya (Albert et al., 2009), diverging into a great variety
of morphologically, behavioural and ecological forms (Zug et al., 2001; Pianka et Vit,
2003; Pough et al., 2004). As suggested by recent molecular data the base divergence is
associated with the limbless group of dibamids followed by the gekkonids (Vidal et
Hedges, 2005). The other clade includes the xantusiids, cordylids, and scincids (Vidal
et Hedges, 2004, Townsend et al. 2004, Whiting et al., 2003), while the remaining
group of lizards, snakes and amphisbaenians comprise two major clades, the Laterata
(with Amphisbaenia, Lacertidae and Teiioidea) and the Toxicofera (Vidal et Hedges,
2005). The toxicofera possess venom in their glands and include Iguania,

Anguimorpha, and Serpentes (Vidal et Hedges, 2005).
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The present study providing the staging table of normal development for the
mangrove monitor Varanus indicus (Daudin, 1802). This presents the first
developmental data on Varanidae, the important basal group of the Anguimorpha
(Vidal et Hedges, 2004, Townsend et al., 2004, and Fry et al., 2005). The Varanidae
family comprises 73 recognised species within the monophyletic genus Varanus
(Baverstock et al., 1993, Koch et al., 2010). Monitor lizards, which live in Australia,
South-East Asia and Africa, are terrestrial, saxicolous, semi-arboreal, arboreal or
aquatic and cover a wide spectrum of habitats (deserts, savannas, tropical forests,
mangrove swamps). Most of them are active predators or top predators (Pianka, 1994,
Losos et Greene, 1988). Only one species, Varanus olivaceus is frugivorous
(Auffenberg 1988). Their morphology is conservative but body size varies from 0.2m
in length, as found in Varanus brevicauda weighing 8-17g (Pianka et King, 2004), to
over 3m in length, as found in Varanus komodoensis, weighing more than 70kg
(Pianka et King, 2004). Monitor lizards posses strong legs, a long neck and tail, and can
be good runners, climbers or swimmers. They posses some chemosensory
specialization, a deeply forked tongue (Smith, 1986), specialized homodont or
heterodont dentition, big claws and many autapomorphic characters (see Lee, 2000).
Varanids posses genotypic-dependent sex determination (Valenzuela, 2004; Pokorna et
Kratochvil, 2009).

The mangrove monitor Varanus indicus (Daudin, 1802) is a medium sized
monitor lizard with an average snout vent length of about 60 centimetres (Pianka et
King, 2004). It has generalized proportions and lacks distinct sexual dimorphism. V.
indicus clearly prefers mangroves (Cogger, 1981) and is well adapted to salt water,
often foraging close to water or fleeing into the water (Pianka et King, 2004). It feeds
opportunistically on a wide range of invertebrate and vertebrate prey as well as eggs
and carrion (Pianka et King, 2004). This species possesses a saw like dentition, with big
sharp teeth. The mangrove monitor, like other goannas, lays typically 10 eggs in each
clutch (McCoid, 1993; Velensky, personal communication). The eggs have leathery
shells and hatch after 7-8 months (about 180-200 days) (Velensky, personal
communication). The incubation time is typical longer for varanid lizards in general
than for other clades such as Iguania, Gekkota or Lacertidae (Bichard et Marcellini,
1996).

It has been suggested that the varanid body plan is morphologicaly conservative

and close to that of the presumed plesiomorphic conditions in Toxicofera. The
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pronounced variability in body size makes varanids as an ideal model for comparative
studies on the evolution of body size (Thompson et Pianka, 2001). However, how the
body structures in monitor lizards is formed and their growth controlled during
development is largerly unknown. The present study is thus intended to provide the first

data for such studies.

Material and Methods:

1. Embryonic material

Embryonal material of Varanus indicus was provided by the Prague Zoological Garden
thanks to their successful captive breeding programme. Two clutch of this valuable
monitor lizard species were provided for our study. Fertilised eggs were laid at the zoo
and incubated for up to 180 days at a temperature of 28°C and at 70% humidity to
simulating natural conditions. A total of 14 embryos were collected at regular intervals
between between day 2 and day 161 after oviposition. Embryos were sacrificed in
accordance with Czech Republic law against animal cruelty (817 no. 246/1992) with
protocol number CZ 00059 and fixed in 4% PFA for 48 hours at a temperature of 8°C.
After fixation embryos were stored in 70% ethanol. Embryos were photographed using
a Pentax istD and Olympus SZX12 camera lens. Images were processed by using Zoner
Photo Studio version 12 and Adobe Photoshop CS3.

2. Staging technique

As the basic criteria for the determination of our staging table the stage of development
of the limbs, head and the body were assessed. These criteria correlate with those
previously established for other lizards (Lemus et al. 1981, Sanger et al., 2008; Noro et
al., 2009; Wise et al., 2010). Staging criteria for limbs were established as follows:
forelimb-bud, early limb bud, paddle-shaped bud, digits condensation, interdigits web
reduction, digit pads and their switching. Staging criteria for body were established
according to body segmentation, branchial arches development, presence of blood
vessels and heart, foliation and pigmentation. For the head particularly attention was
given to the development of the eye (lens, eyelids, haw), nares (presence, forming and
penetration), foliation, presence of tympanum, position of lower jaw to the eye and
promination of the brain and its position. Particular stages were arranged into standard

categories according to Sanger et al. (2008) and Wise et al. (2010).

xlv



Results:

Forelimb-Bud

(st. 1; dpo 2; Fig. 1a-b)

Cranium: The primary brain vesicles (prosencephalon and mesencephalon) and the
secondary brain vesicles (metencephalon and myelencephalon) have formed. The
mesencephalon forms a clearly distinguishable bulge at the back of head that is
approximately twice as long as broad.

Frontonasal process: The frontonasal mass is apparent and not yet divided in to medial
nasal and lateral nasal processes.

Otic Vesicles: The otic vesicles are clearly visible at the level of the second pharyngeal
arch.

Eye: The eye is round, and the margins of the choroid fissure are in contact and have
begun to fuse.

Pharyngeal arches: The maxillary prominence of the first pharyngeal arch is evident
and reaches the posterior margin of the eyes. The mandibular processes are fused
medially and separated from the second pharyngeal arch, the hyoid arch by the first
pharyngeal cleft. The pharyngeal arches 3-5 are also apparent and separated by clefts 2,
3and 4.

Body: 49 somites are apparent, the tail is bent inward and its apical end is unsegmented.
The lateral body walls are not fused.

Flexure and rotation: Cranial flexure is in progress, with the axes of the
prosencephalon and myelencephalon/metencephalon forming an acute angle. The
cervical flexure creates a broad curve.

Limbs: Forelimb buds are present as small protuberances, while hindlimb buds are not

yet visible.

Forelimb and hindlimb Buds-apical ectodermal ridge

(st. 2; dpo 10; Fig. 1c-e)

Cranium: The brain vesicles are apparent as paired structures. The cerebellum is
visible. Mesencephalic bulges, the optic tectum, are equal in length and diameter to the
eye.

Frontonasalprocess: The medial nasal and lateral nasal processes are distinguish and in

contact, with clear grooves between.
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Eye: Pigmentation is apparent in %, of the upper region of the eye with a maximum
density in the anterior, posterior and dorsal segments. The lens is faintly observable.
Pharyngeal arches: The maxillary and mandibular processes appears approximately
level with the center of the eye. A fissure in the mesial area of the mandible is apparent.
The mandibular processes start to fuse with the hyoid arch and the cleft starts to close.
The 2nd, 3rd and 4™ clefts are apparent between the 3rd, 4th and 5th arch.

Body: The body segmentation is still apparent, but faint making counting somites
difficult. The tail has one and a half curves.

Limbs: Both forelimb buds and hindlimb buds are present and posses an apical

ectodermal ridge. The limb buds are both approximately twice as long as wide.

Paddle-Shapped Bud

(st. 3; dpo 24; Fig. 1f-h)

Cranium: The brain vesicles are further regionalized. The cerebrum and diencephalon
are both apparent. The parietal organ is visible for the first time as a small protuberance
of the diencephalon.

Frontonasal process: The medial nasal processes project ventrally and fuse with lateral
nasal and medial nasal processes.

Eye: The pigmentation is almost homogeneously distributed across the eye except for a
narrow strip of pigment free tissue where the choroid fissure was present. Pigment
concentration is slightly higher in the anterior and posterior segment of the eye. The
lens is more apparent than at previous stages.

Pharyngeal arches: The rostrum has the slight appearance of a hooked beak from a
lateral view. the mandible has grown out near to the anterior end of the eye and has
completely fused with the hyoid arch. The third and fourth arches are almost flat and
only thin grooves are apparent between them.

Body: The body segmentation is only weakly apparent and the counting of segments is
impossible externally. The heart protrudes from the thoracic cavity.

Limbs: The regionalization of both forelimb and hindlimb buds in to autopodium,
zeugopodium and stylopodium has started. The autopodiums have a paddle-like shape.
The limbs are directed slight ventro-caudally.

Digits Condensation
(st. 4; dpo 43; Fig. 2a-d)
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Eye: The upper eyelids start to develop. The pigmentation starts be apparent in the
ventral part of the strip where the choroid fissure had been present.

Frontonasal process and Pharyngeal arches: The upper jaw has a hooked beak-like
shape. The external naris are apparent as a shallow depression. The 2"-5" arches, and
clefts between them, are no longer apparent.

Body: The urogenital papilla is apparent. Body segmentation is apparent only in the tail
area.

Limbs: Mesodermal condensations of the long bones in the stylopodium and
zeugopodium are apparent. The elbows and knees are faintly visible. The mesodermal
condensation of digits Il, 111, and IV and also faint condensations of digits | and V in
forelimb and hindlimb buds are in evidence. The interdigit webbing between the

condensations starts to thin. The fourth digit is noticeably longer than the other digits.

(st. 5; dpo 32; Fig. 2e-g)

Cranium: The optic tectum starts to flatten. The parietal organ is pigmented. The
external auditory meatus appears as a slight indentation but apparent tympanum is
lacking.

Eye: The eye pigmentation of the retina and iris increase further. The lower eyelids start
to form. Both upper and lower eyelids form margins around the eyes.

Pharyngeal arches: The maxillary processes have fused with the medial nasal
processes. The mandible is approximately equal in length to the upper jaw.

Body: The heart is clearly visible and still little protrudes from the thoracic cavity.
Limbs: Condensation of five digits is visible in both the forelimb and hindlimb
autopodium. Digital joints are faintly apparent in digits Il, 11, IV, while digits | and V
are still without signs of joints. Further thinning and regression of the interdigit
webbing occurs. The long bones and joints of the stylopodium and autopodium of both
forelimbs and hindlimbs are more distinct.

Further digits and webbing Reduction

(st. 6; dpo 56; Fig. 2h-k)

Cranium and head: The cerebrum is apparent as a paired swellings in the area of the
presumptive frontal bones. The cerebellum is apparent as a small protuberance behind
the optic tectum, which is lower than in the previous stage. The cranium starts to have a

dome shape. The tympanum is evident. The external nares are visible as depressions.
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Eyes: The area where the choroid fissure was present is completely pigmented,
although less intense than in the surrounded areas.

Body: The heart is still visible but covered in the thoracic cavity. The first signs of scale
development are apparent on the dorsal surface of the body. The urogenital papilla is
more noticeable.

Limbs: The regression of the interdigital webbing on the fore- and hind- limbs
continues and the incissions reach the first ¥ to 1/3 of the length of the digits. Digit

joints are apparent in all fingers. Digits 1 and 5 are noticeable shorter than other digits.

Claws

(st. 7; dpo 63; Fig. 3a-d)

Head: The cerebrum swellings in the area of the presumptive nasal and frontal bones
are diminished in size. The optic tectum (mesencephalic area) also diminishes in size.
The height of the head is almost equal to its length. The lower jaw is longer than the
upper jaw region (mandibular prognathism). The external naris are pronounced.

Eye: The developing upper and lower eyelids partially cover the eye approximately to
the level of the pupil.

Body: The heart no longer protrudes from the thoraic cavity.

Limbs: The interdigit webbing is almost absent. Phalanges and joints between them are
more apparent in contrast to the previous stage. The claws are apparent for the first

time, but are not opalescenced yet.

Scale Anlagen

(st. 8; dpo 73; Fig. 3e-h)

Head: The brain swellings further decrease in size. The jaws start to grow out. The
lower jaw is almost equal to the upper jaw. The length of the pre-orbital region of the
head exceeds the diameter of the eye.

Eye: Upper and lower eyelids spread behind the caudal margin of the eye.

Body: Hemipenises are apparent and stick out of the body. Scales cover the whole
body, including the limbs, while the head remains free of scales.

Limbs: The interdigit webbing is almost completely gone except for the proximal area
of interdigit space.

Claws are apparent on all digits.
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First Full Scales

(st. 9; dpo 81; Fig. 3i-k)

Head: The swelling of the presumptive parietal bone is distinct and contributes to the
dome-like profile of the head (from the lateral view). Both upper and lower jaws are
equal in length and the rostrum starts to extend.

Eye: The upper and lower eyelids spread to the rostral margin in front of the eye.
Scales: The ventral side of the head also posseses scales. Labial scales on the lower jaw
are faintly visible. The area of the brain swellings is free of scales.

Limbs: Interdigits webbing is apparent only in the proximal area of autopodium

between fingers 111 and IV.

(st. 10; dpo 88; Fig. 4a-d)

Head: Nares are evident as well-marked depressions.

Eye: The Haw starts to develop.

Scales: Scales cover the limbs and are also apparent on the upper jaws.

Limbs: All digits are completely separated. Claws are well developed.

Fully Developed Scales

(st. 11; dpo 95; Fig. 4e-h)

Scales: Scale development continues. They have flatter hexagonal shape. All body
scales are overlaping. The scales in the brain area are faint, but apparent. The scales on
the lower and upper jaw are more visible.

Pigmentation: The first pigmentation is just apparent in the claws but not yet elsewhere.

(st. 12; dpo 103; Fig. 4i-1)

Head: The optic tectum is reduced to small protuberance. The external naris are closed.
Rostrum is still extending.

Scales: Flat scales on the eyelid and anterior snout are discernible, increasing the fold
to the eyelid.

Pigmentation: Further development of pigmentation in the claws but not yet elsewhere

on the body.

Pigmentation
(st. 13; dpo 130; Fig. 5a-d)



Head: The optic tectum is not longer apparent. The head is flatten and with similar
proportions as at hatching. The external naris are present as distinct pits but are still
closed. The rostrum is further extended. The egg tooth is apparent in the premaxillar
region. The parietal organ is still clearly visible.

Eye: The haw has developed and the eye starts to shut.

Scales: Scalation is complete with scales covering the whole skull.

Pigmentation: Pigmentation is more intense and the colour pattern is clearly visible.
Body: The hemipeni are well developed and located outside the body. They and fully
perfused with blood and almost at a similar length to at hatching.

Near Hatchling

(st. 14; dpo 161; Fig. 5e-h)

Head: The head shape is similar to at hatching. The external naris are still closed. The
egg tooth is well developed and directs forward.

Eye: The eye is shut.

Pigmentation: The juvenile colour pattern is complete (dorsal: base black, yellow spots
and strips — on the tail; ventral: base yellow, black strips on the belly, tail, inner sides of
the thighs, black spots on the throat and inner side of foremlimbs).

Body: Hemipeni are now located inside the body in the cloaca and as such are no longer

visible. The yolk is not fully consumed.

Discussion:

Here, for the first time, we present a staging table of normal embryonic
development for Varanidae. This staging is primarly intended to provide a reliable basis
for comparisons of the developmental dynamics of this clade with those in other reptile
taxa. The primary motivation of this study was to reveal the specificities of the
developmental dynamics by which this group differs from other clades of squamate
reptiles and those which it shares with other clades of Toxicofera. Varanidae hold a key
position within the tree of Toxicofera (Vidal et Hedges, 2009), and it can be expected
that some of their specificities are related to true developmental apomorphies of
Toxicofera and may be responsible for the considerable evolutionary success of this
clade (cf. snakes as a sister group to varanoids). The adult characters of varanids that

distinguish this clade from that of most other reptiles centre around a prominent
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disposition for predation of active vertebrates. These include a reduced number of large
teeth, a relatively high metabolic rate for a reptile, a large and effective heart, highly
developed musculature related to locomotion, specialized vomeronasal organ, and prey
detection with the aid of a long and highly adapted tongue (Smith, 1986,). A basic
comparison of embryogenesis in reptile models suggests that embryonic development
of some of these adaptive characters, such as the eyes and claws, is more accelerated in
Varanus than in the other groups, relative to the time of embryonic development. For
example, the claws are well developed in Varanus half way through post-oviposition
development, while those of the Crocodylus reach this stage around two-thirds of the
way through post oviposition development, and those of Chelydra do not form until
almost hatching.

Yet, it should be remembered that developmental dynamics in reptiles can be
considerably affected by the environment (such as ambient temperature and humidity)
and for any comparative purposes the developmental data should be specified with
these regards. These factors may considerably influence also the total length of
incubation period. For instance, in the gecko Paroedura pictus the incubation time is
around 60 days at 28° C, but 50 days at 30° C (Kratochvil, personal communication).
The ambient condition during embryonic development such as temperature affect not
only the time of development in ovo, but also, from the morphological point of view,
the body size, shape, and, in a wide spectrum of reptiles, sex determination, and
therefore produce a considerable amount of intraspecies variation (e.g. Janzen et
Paukstis 91, Booth, 2006, Brana et Ji, 2000, Andrews, 2008).

The incubation period in Varanus takes about 180 days at 28° C. In
comparison to other squamates this is remarkably long. In anole lizards, which are
Iguanids, the incubation time takes less than one month (Sanger et al., 2008). In
chamaeleons incubation is around 200 days (Necas, 1999), which is similar to the
mangrove monitor of this study, however, the prolonged incubation of chamaeleons is
partly caused by a 60-75 day diapause of development which starts after oviposition
when the embryo is at the gastrula stage (Andrews et Donoghue, 2004). Such a
diapause does not occur in Varanus. In archosaurians, the incubation time is shortened
incomparison to Varanus, e.g. in Crocodilus niloticus it takes 85-95 days at 32° C
(Peterka et al., 2010). Even taking in account the temperature differences for the
incubation times this is a large difference between two large predatory reptiles. In

turtles incubation times vary from two months (e.g. Chelydra serpentina around 63
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days at 30° C - Yntema, 1968) to almost one year (e.g. Acantochelys spixii in which
total incubation time is over 1lmonths at 28° C), but again this difference is
exaggerated by the presence of a diapause in many species of turtle (Lawson, 2009).
Without a diapause the obligatory long incubation period in Varanus could be looked
upon as a strategy to produce a big juvenile capable of acting as active predators
immediately after hatching.

The duration of incubation is further influnced by the extent of intrauterine
development and the stage of embryonic development at oviposition, which show a
considerable variation both between- and within-species of reptiles. For instance at
oviposition the Chamaeleo calyptratus embryo is at the gastrula stage (Andrews, 2008).
This is similar to Sphenodon punctatus (Rhynchocephalia) (Moffat, 1985), in the
Lepidosaurian sister group of Squamata, which is also characterized by a very long
time incubation period of 150 - 328 days depending on the incubation temperature
(Thompson, 2009). Oviposition at an early developmental stage and a long incubation
may therefore represent the plesiomorhic condition in all Lepidosaurians. In most
extant clades of reptiles, however, the early stages of organogenesis have initiated
before laying. Crocodiles, e.g. Crocodilus porosus, lay eggs with embryos at the stage
before limb bud formation (Magnusson et Taylor, 1980). In the model taxon of the
basal Squamata, the madagascarian ground gecko Paroedura pictus, the embryos are
laid with clear development of the branchial/pharyngeal arches, as reported by Noro et
al. (2009), while in our material of the same species we found also those at the neurula
stage (Starostova et Zahradnicek, personal observation). Another geckonid lizard,
Eublepharis macularius posseses forelimbs buds, but no hindlimb buds at oviposition
(Wise et al. 2009), similar to the iguanid Anolis sagrei (Sanger et al. 2008). Both
forelimb and hindlimb buds are present in a iguanid Liolaemus tenuis, though the
former are larger at the time of oviposition (Lemus et al. 1981). In this respect, Varanus
does not differ from the standard squamate situation, with the earliest embryos in our
collection (second day after oviposition) possessing forelimb buds (but no hindlimb
buds) similar to E. macularius and A. sagrei.

It seems apparent that in all lepidosaurs (with the exception of the snakes),
forelimb buds are formed prior to hindlimb buds (e.g.Lemus et al. 1981, Sanger et al.
2008, Noro et al. 2009, Wise et al. 2009). The forelimb and hindlimb buds are of equal
size in Varanus (at 10dpo) and P. pictus (at 12dpo - Noro et al. 2009) while in Anolis
sagrei the hindlimb buds grow larger than the forelimb buds (Sanger 2008). The latter
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species (representing the iguanid lizard) show the most striking set of autapomorphies
in developmental dynamics: the incubation period is extremely short, the structures
related to the derived adult character appear quite early in embryogenesis (lens
formation, toe lamellae, pigmentation) and even the sexual dimorphic characters
(including colouration) are established during embryonic development. The iguanid
lizard Liolaemus tenuis also exhibits certain differences compared to other taxa
(including both gekkotans). Similar to Varanus, incubation period is quite long (aprox.
130 days, Lemus et al. 1981), but hindlimb development is considerably accelerated.
Toes, claws, heart development and external auditory meatus (EAM) appears
significantly earlier, while lens and eye pigmentation are delayed (but pigmentation of
eye preceeds significantly lens formation) in comparison to other taxa.

In these respect, Varanus shows a developmental dynamic which corresponds in
most aspects to a standard lepidosaurian pattern, as represented by Paroedura or
Eublepharis. Besides its extremely long incubation period, it differs from other
squamate taxa in a few specific areas. The nasal process, formation of the external
naris, lens formation and haw all appear early in development (partly shared with
Python). Development of the heart begins quite early and takes longer time than in
other taxa. Scale development begins somewhat later, although it terminates at a similar
stage to other taxa (particularly if compared with snakes). The first appearance of claws
is roughly synchronous with other forms but the period of claw development is
considerbly prolonged, also scale pigmentation is delayed and (in contrast to Anolis,
Liolaemus and snakes) prolonged throughout the whole second half of embryogenesis.

Summing up these specificities, it seems that Varanus exhibits an accelerated
embryonic development in the structures directly related to adaptations for active
predation (narial region with vomeronasal organ, eyes, claws, large heart and robust
body and limbs). The former two developmental specificities seems to be shared also
by snakes, which differ from Varanus in their very rapid establishment of head
scalation and the cloacal region. The reliability of these comparisons and the possible
phylogenetic meaning of the observed specific differences are currently restricted by
the very limited spectrum of taxa for which any developmental data are available, and
the incompatibility of the descriptive characteristics applied in individual model taxa.
Further research is therefore needed to fill in these large gaps in our knowledge, and

create a more uniform and useful system of staging.
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Staging table (according Wise et al., 2009)

st. 1 (dpo 2)

st. 2 (dpo 10)

pa

st. 3 (dpo 24)

g.

/po/np
2
l lower jaw

Fig. 1. Embryonic development of Varanus indicus, stages 1-3 (dpo 2 — 24). Each row of panels is

started with a view of the whole embryo, followed by higher magnification view of important
morphological features of the stage (head, limb, other). Scale bar for the intact embryo = 4 mm.
Scale bars for the subsequent panels = 2mm. Lateral views. Stage 1 (a-b) with closer view of
pharyngeal arches and otic placode (b). Stage 2 (c-e) with a closer viaw of head (d) and hindlimb bud
(e). Stage 3 (f-h) with closer view of the craniofacial region (g) and distinction of forelimb (h). aer —
apical ectodermal ridge;, au — autopodium; e — eye; np — nasal prominence; op — otic placode; pa —
pharyngeal arch; pc — pharyngeal cleft; po — parietal organ; pg — pharyngeal groove; st —
stylopodium; ze — zeugopodium.



st. 4 (dpo 43) b

condenstation of digits
and in position of long
bone

st. 5 (dpo 32)
condensation of dig. 8-

joints

.k
pronounced parietal
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\ -
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3 )
M 3
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.

digits and
regression of

interdigital webbing

Fig 2. Embryonic development of Varanus indicus, stages 4-6 (dpo 43, 32, 56). Each row of panels is
started with a view of the whole embryo, followed by higher magnification view of important
morphological features of the stage (head, limb, other). Scale bar for the intact embryo =4 mm. Scale
bars for the subsequent panels = 2mm. Lateral views. Stage 4 (dpo 43)(a-c) with closer view of head
(b) condensation of digits and in position of long bone (c) and cloacal swellings (d) and condensation
of digits (c). Stage 5 (dpo 32)(e-g) with closer view of upper eyelid (f) and condensation of digits and
joints (g). Stage 6 (dpo 56)(h-k) with closer view of regression of interdigital webbing (j) and ara of
the presumptive frontal bones (k). c¢s — cloacal swellings; h — heart; ue — upper eyelid; n — external
naris; po — parietal organ.
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t | lobes / |

snout < eye in length

scales

st. 9 (dpo 81)

prolongation of
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Fig 3. Embryonic development of Varanus indicus, stages 7-9 (dpo 63-81). Each row of panels is
started with a view of the whole embryo, followed by higher magnification view of important
morphological features of the stage (head, limb, other). Scale bar for the intact embryo = 4 mm.
Scale bars for the subsequent panels = 2mm. Stage 7 (dpo 63) (a-d) with closer view of both eyelids
(b), digits with joints (c) and mandibular prognathism (d). Stage 8(dpo 73) with closer view of
regression in cranial area (f) and well developer claws (h). Stage 9 (dpo 81)(i-k) with closer view of
prolongation (j) and hind limb (k). hmp — hemipenises; le — lower eyelid; ue — upper eyelid; t —
tympanum.



st. 10 (dpo 88)

c.
development of

the haw

head dome shaped
~forelimbs
scales

st. 11 (dpo 95)

slight pigmentation
on the claws
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st. 12 (dpo 103)
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head flattened scales distinct
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on the claws

Fig 4. Embryonic development of Varanus indicus, stages 10-12(dpo 88-103). Each row of panels is
started with a view of the whole embryo, followed by higher magnification view of important
morphological features of the stage (head, limb, other). Scale bar for the intact embryo = 4 mm.
Scale bars for the subsequent panels = 2mm. Lateral views. Stage 10 (dpo 88)(a-d) with closer view
of head (b), development of haw (c) and hind limb (d). Stage 11 (dpo 95)(e-h) with closer view of first
mark of pigmentation on the claws (g) and ventral view of lower jaw with hexagonal scales (h). Stage
12 (dpo 103)(i-1) with closer view of distinct labial scales and external naris shallow depression (l).



st. 13 (dpo 130) b

'\ pigmentation and patte/

almost completed

Fig 5. Embryonic development of Varanus indicus, stages 13-14 (dpo 103-161). Each row of panels is
started with a view of the whole embryo, followed by higher magnification view of important
morphological features of the stage (head, limb, other). Scale bar for the intact embryo =4 mm. Scale
bars for the subsequent panels = 2mm. Lateral views. Stage 13 (dpo 130)(a-d) with closer view of
shutting eye and external naris flush and closed (b) and detail of hemipenises (d). Stage 14 (dpo

161)(e-h) with closer view of egg tooth (g). et — egg tooth; hmp — hemipenises; n — external naris; ys
—vyolk sac.



Varanus indicus: vyvej zubi nulté a funkénich generaci
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Obr. 1: Dentice mladéte V. indicus. A) Leva dolni Celist s pleurodontné ptipojenymi zuby. B) Zuby na
sousednich pozicich jsou vyklonény stfidavé labidlné a lingvalné. C) V mesialni ¢asti horni Celisti jsou
zuby subtilngjsi a konické. E) V distalni ¢asti Celisti jsou zuby dykovité. D) Baze zubu je tvofena
plicidentinem. Velikost méftitek je A) 2mm, B) 1mm, C-E) 0,5mm.
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Obr. 2: Vyvoj zubni listy. A) Pravy maxillarni vybézek se zubni listou u 32 dni starého embrya (stadium
5). B) Detail struktury listy, které roste téméf kolmo k oralnimu epitelu. C) Prava dolni ¢elist u 88 dnii
star¢ho embrya (stadium 10). Zubni lista roste hloub&ji do mezenchymu a smér rustu se méni na
lingualni. D) U 130 dni starého embrya (stddium 13) se zubni liSta nachazi na hranici mezi podkoznim
vazivem a nediferencovanym mezenchymem. Zubni lita u tohoto starSiho stadia vytvaii kratké prstovité
vybézky. Velikost méfitek je A, C) 0,1lmm, B, D) 0,05mm.
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Obr. 3: Vyvoj oralnich zlaz. A) U embrya 56 dni starého (stddium 6) byl v dolni Eelisti patrny vyvoj
zubni zlazy ze spole¢ného primordia se zubni listou. B) U 73 dni starého embrya (stadium 8) se vyviji

v dolni Celisti labialné k zubni zlaze labialni zlaza. C) U 130 dni staré¢ho embrya (stadium 13) je v dolni
Celisti patrnd zlaza vyvijejici se na lingudlni stran€ od zubni listy. D) V horni ¢elisti v prubc¢hu
embryogeneze z1azy nevznikaji, jak je patrné u 130 dni starého embrya (stddium 13). Velikost méfitka je
A-C) 0,05mm a D) 0,Imm.
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Obr. 4: Vyvoj zubti nulté generace: stadium pupenu a poharku. A-B) Ukazuji velikostni rozdily

v epitelidlnich pupenech u embrya 43 dni starého (stddium 4). C) Stadium poharku s kulovitou strukturou
v centru IDE (32 dni staré embryo - stadium 5) a D) Pozdni stadium poharku, kde je patrné rozsiteni
centralniho shluku bunék do stran ((32 dni staré embryo - stadium 5). Sipky ukazuji shluk bun&k v centru
vyvijejiciho se skloviného organu. Velikost méfitka je 0,05mm.
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Obr. 5: Vyvoj zubt nulté generace: stadium zvonku a sekreéni stddium. A-B) Casné stadium zvonku
ruznych velikosti u embryi 32 a 48 dni starych (stadium 5) . B) Ve stfedu sklovinného organu je patrny
shluk buné¢k obklopujici centralni diferencujici ameloblasty. C-D) U téchto embryi jsou také pritomny
zuby rtzné velikosti tvofené predentinem. Stfedni vrstvy jejich sklovinného organu byly rozvinutéjsi nez
v predchozich stadiich. Velikost méfitka je O,05mm.

Ixx



Obr. 6: Vyvoj zubii nulté generace: mineralizace, odvrzeni zubu ze sklovinného organu a vznik
ankylézy. A-D) Zobrazuji regresni vyvoj sklovinnych organti. A-B) U 56 dni starého embrya (stadium 6)
byl zachycen pocatek mineralizace predentinu a B) iniciace regresniho vyvoje sklovinného organu. C)
Zub v konecné fazi regrese sklovinného organu(73 dni staré¢ embryo — stadium 8). D) U 63 dni starého
embrya (stddium 7) byl zub ve své proximalni ¢asti jesté kryty zbytkem sklovinného organu. Mezi bazi
tohoto zubu a Celistni kosti se vytvari kalcifikovana jadra z cementu (ce), kterd pozdé&ji zprostiedkovavaji
ptipojeni zubu ke kosti. Velikost méfitka je 0,05mm.
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Obr. 7: Osud zubt nulté generace. A) U embrya 73 dni starého (stadium 8) jsme nalezli maly dentinovy
zub nulté generace uvnitt sklovinného organu vyvijejiciho se zubu prvni funkéni generace. B) U embrya
130 dni starého (stadium 13) jsme pozorovali n€které dentinové zuby uzaviené v zubni listé blizko
oralniho epitelu. Tyto zuby byly pozdé&ji odvrzeny do dutiny ustni. Sipky ukazuji malé dentinové zuby.
Velikost méfitka je 0,05mm.
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Obr. 8: Vyvoj zubti prvni funkéni generace. A-B) Casna stadia pupu u embrya 56 dni starého (stadium
6). A) Epitelialni pupen je tvofeny ovalnym shlukem bunék, ktery mirné prominuje do mezenchymu. B)
Shluk bunék pupu se rozsifuje lingualnim smérem a zacina se vytvaret sklovinny organ. C) Zobrazuje
strukturu velmi casného stadia poharku u 63 dni starého embrya (stddium 7) a D) plné vyvinuté stadium
pohérku u stejné starého embrya. Ve stadiu pohérku je v centru sklovinného orgénu patrny shluk bunck.
Tento shluk je pomérné maly a umistény mezi vrstvou bunék IDE a ODE. Velikost métitka je 0,05mm.
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Obr. 9: Vyvoj zubi prvni funkéni generace: stidium zvonku az stadium ¢asné mineralizace. A)
Presekrecni stadium zvonku u embrya 73 dni starého (stadium 8). Buniky centralni ¢asti IDE a bunky
prilehlého mezenchymu zubni papily diferencuji. Shluk bunék v centralni ¢asti sklovinného organu je
stale patrny. B) Tvorbu predentinu u prvnich funkénich zubtl jsme pozorovali jiz od 56 dne inkubace
(stadium 6). Tyto zuby byly nejmensi ze vSech funkcnich zubt.. C) U star$iho 73 dni starého embrya
(stadium 8) byly pritomny v sekre¢nim stadiu vetsi zubni zarodky vznikajici hloubéji v mezenchymu. D)
Zobrazuje mineralizaci dentinu (73 dni staré embryo — stddium 8). Z lingvalni strany ODE se diferencuje
zubni lista (SL). Sipka ukazuje na shluk bungk sklovinného epitelu, v kterém jsme nasli apoptoticka
téliska. Velikost méfitka je 0,05mm.
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Obr. 10: Vyvoj zubt prvni funkéni generace: sekre¢ni a mineraliza¢ni stadium. A).Pfed zacatkem
mineralizace je pfitomna Siroka vrstva predentinu (zna¢eno modie) (embryo 88 dni staré - stadium 10).
V této fazi zubniho vyvoje z lingvalni casti ODE vybiha zubni lista (SL) tvofena jen vnéjsi vrstvou.
Hvézdicovité retikulum je jiz zna¢né rozvinuté. B — D) Zuby v rtiznych stadiich mineralizace u embrya
103 dni starého (stadium 12). B) Sipka ukazuje shluk bunék mezi centrem IDE a ODE, ktery nema
retikularni charakter. C) Tenka vrstva skloviny (EN) byla u starSich mineraliza¢nich stadii. D) Ke konci

v

vyvoje zubu dochazi k regresnimu vyvoji sklovinného organu (EO). Velikost méfitka je 0,05mm.
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Obr. 11: Vyvoj zubni baze funkénich zubt u embrya 130 dni starého (stadium 13). A) Zobrazuje
dvojvrstevnou HERS. B) Detail lingualni ¢asti HERS (LH). B) Detail labialni ¢asti HERS (LAH). D) U
nekterych zarodkl byl sklovinny organ v oblasti baze tvofen jen jednou rozpadajici se vrstvou HERS.
(DE) — dentin, (IDE) — vnitini sklovinny epitel, (OD) — odontoblasty, (VE) — cévy. Velikost méfitka je
0,05mm.
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Obr. 12: Vyvoj plicidentinu v oblasti zubni baze funkénich zubti u embrya 161 dni starého (stadium 14).
A-B) pricny fez vyvijejici se zubni bazi. B) Tvorbu plicidentinu pifedchazi vznik invaginaci IDE do
mezenchymu zubni papily (Sipka). C) U starSich zubnich zarodk je patrna formace dentinovych lamel

My

(DE), D) Ty se v prub&hu svého vyvoje rozvétvuji (Sipky). Velikost métitka je 0,05mm.
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Obr. 13: Vyvoj zubt prvni funkéni generace: vznik ankylozy. A) U 130 dni starého embrya (stadium 13)
je patrny vznik mineralizujicich okrskti cementu mezi zubni bazi a Celistni kosti (CE). B-D) Pozdé¢ji u
161 dni starého embrya (stadium 14) je u zubl patrné mineralizované spojeni mezi centimem zubni baze
(TB) a celistni kosti. B) Detail lingualni ¢asti ankylozy. C) Detail labialni ¢asti ankylozy. V cementu
blize kosti jsou patrné uzaviené bunky, zatimco v cementu u zubni baze tyto buiiky patrné vétSinou
nejsou. D) Zahyby plicidentinu jsou v misté pfipojeni ke kosti rozsifené. (JB) — Celistni kost, (PD) —
plicidentin. Velikost méfitka je 0,05mm.
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Obr. 14: Vyvoj nahradnich funkénich zubti. A) Na konci inkubace u embrya 161 dni starého (stadium
14) jsme pozorovali podal lingvalni strany zubu prvni funkéni generace (1F) pfitomnost ndhradniho zubu
druhé funkéni generace (2F). B) Tento nahradni zub je v pokrocilém stavu mineralizace. V tomto stadiu
neni stale pozorovatelna resorpce baze zubu prvni funkéni generace. C) V pribéhu vyvoje jsme
pozorovali u starSich embryi vznik tii funkénich zubnich generaci (1F, 2F, 3F). D) Nahradni zuby
vznikaji i na pozici vajecného zubu (ET). Velikost méfitka je A) 0,1mm a B-D) O,05mm
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Obr 15 Vyvoj vajeéného zubu. A) Vajeény zub se vyviji blizko oralniho epitelu. Jak je patrné ze stadia
poharku, na jeho vyvoji participuje velka bunééna populace (56 dni staré embryo - stadium 6) B) U 63
dni starého embrya (stadium 7) jsme pozorovali vytvofenou tenkou vrstvu dentinu., C) Proximalni ¢ast
sklovinného organu je v tomto stadiu v kontaktu s oralnim epitelem. D) U 103 dni starého embrya
(stadium 12) byly mineralizace vaje¢ného zubu v pokro¢ilém stupni vyvoje. Strany zuby tvofily ostré
listy. Hvézdicovité retikulum bylo znaéné rozvinuté. Velikost méfitka je A-B) 0,05mm, C-D) 0,1l mm.
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Obr. 16: Vyvoj vajeéného zubu. A) Na struktufe sklovinneho organu u embrya 130 dni starého (stadium
13) je patrny regresni vyvoj. B) Siroka baze vajecného zubu tvofena plicidentinem (PD) je u embrya 161
dni starého (stadium 14) spojena s premaxillou (PM) vrstvou cementu (CE). Velikost métitka je 0,05mm.
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Vyvoj dentice u Chamaeleo calyptratus: monofyodoncie,

akrodoncie a heterodoncie
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Obr. 1: Vyvoj zubniho uspotadani v pribéhu embryogeneze A) v horni a B-D) dolni elisti. A) Ze
stupné mineralizace zubu ve stadiau 38 je patrné ze vajecny zub (ET) vznika jako prvni. V oblasti
maxilly pak vznika prvni zub na zubni pozici 9 a druhy na pozici 7. B) Ve stadia 40 je patny ze stupné
mineralizace zubnich zarodka ¢asoprostorovy sled zakladani zubl. C) Ze stupné mineralizace bo¢nich
zubnich hrbolkl (stadium 41) je zfejmé, Ze v pokrocilé embryogenezi se zakladaji nové zuby na
distalnim konci zubni fady. Mesialni a distalni bo¢ni hrbolky mineralizuji nezavisle na centralnim hrotu
zubu. Posléze se vSak s nim spojuji. D) Tésné pred vylihnutim jsou zuby akrodontné pfipojeny k Celisti.
Baze sousednich zubii jsou spojeny prostiednictvim cementu. Cerna &isla zobrazuji postup zakladani
zubli v Case. Bila a zelena ¢isla popisuji potfadi zubnich pozic v mesio-distalnim sméru. Velikost méfitka
je lmm.
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Obr. 2: Vyvoj dentice po vylihnuti jedince. A) Dentice dolni &elisti mladého jedince. B) Mesialni ¢ast
dentice horni celisti mladého jedince. C) Dentice dospé€lého jedince v horni ¢elisti a D) dentice v dolni
Celisti je rozdélena na ti'i velikostné rozdilné skupiny zubl. V mesialni ¢asti dentice je patrny disledek
zubni abraze. Velikost méfitka je 1mm.
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Obr. 3: Tvary zubt mineralizujicich v prib&hu embryogeneze. A) Premaxilarni zuby jsou konické.
Vajecny zub je ponckud zahnuty s boénimi hranami. B-D) Vsechny zuby v oblasti maxilly jsou
labiolingualné zplostélé. Mohou byt tvofeny centralnim hrotem rozsifenym na mesialni a distalni strané,
nebo centralnim hrotem a mesialnimi a distalnimi bo¢nimi hrbolky. Velikost méfitka je 1mm.
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Obr. 4: Vyvoj zubt: stadium pied vznikem epitelidlniho pupenu az stadium poharku embryi stadii 37 a
39. A) Pfed vznikem epitelialniho pupenu je patrna ve stadiu 37 mezenchymaticka kondenzace okolo
zubni listy v misté budouciho epitelialniho pupenu. V této dob¢ je diferencovana zubni zlaza vyrastajici
ze stejného zakladu jako zubni lista. Smér jejiho ristu je labialn€. B) Ve stejné Celisti jsme také nasli
vytvoreny epitelialni pupen. C) U stejného zubniho zarodku ve stadiu 39 bylo patrné, Ze shluk bunék
tvofeny epitelialni pupen se rozrusta centrifugalné a zacina se vytvaret sklovinny organ. D-E) U stadia 37
jsme také nalezli vytvorené starsi zubni zarodky ve D) velmi ¢asném stadiu poharku, v jehoz centru
sklovinného organu byl patrny shluk buné€k, a E) v pIn¢ vyvinutém stadiu poharku, kde jsme ve shluku
bunek v centru sklovinného orgénu pozorovali prvni apoptoticka t€liska. V tomto stadiu je patrny rozvoj
stfednich vrstev sklovinného orgénu tvotrenych vrstvou bunék pfilehlych k IDE a navazujici vrstvou
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rozvijejiciho se hvézdicovitého retikula. Velikost métitka je 0.5mm.
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Obr. 5: Vyvoj zubii: stadium zvonku a mineraliza¢niho stadia. A) Ve stadiu 37 jsme pozorovali také
zarodek zubu v mladsim stadiu zvonku, kde byl patrny pocatek diferenciace centralnich buné¢k IDE

v ameloblasty. B) U starsiho stadia 40 je patrné, Ze depozice dentinu za¢ina diive nez depozice skloviny.
Hvézdicovité retikulum bylo od tohoto stadia hypertrofované. Shluk bunék pfilehly k centralnim
ameloblastim byl béhem mineralizace zubni korunky stale patrny. C) Tento shluk se nachazi v prostoru
mezi labidlnim a lingualnim hrbolkem. Zubni hrbolky jsou tvofeny odlisnou depozici skloviny podobné
jako u P. picta. D) Shluk bungk tvoii pruh, ktery piesahujici oblast hrbolkl a jde smérem medialnim i
distalnim. Velikost métitka je 0,5mm.
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Obr. 6: Vyvoj zubni baze a iniciace vzniku ankylozy. A-F) Zubni zarodky z dolni éelisti u embrya stadia
44. B-C, E) Ptitomnost cytokeratinti zobrazenych hnédou barvou oznacuje epitelialni ¢ast zubniho
zarodku, zubni liStu a zubni Zlazu. A) V prabéhu formovani zubni baze prominuje proximalni ¢ast
sklovinného organu do dutiny ustni. Z lingualni ¢asti ODE v oblasti zubni baze vyrtsta zubni lista, ktera
neprodukuje zubni zarodky novych generaci. B) Na labidlni strané sklovinného organu je patrna tvorba
HERS (lah) v oblasti vyvijejici se zubni baze (tb). Ta miZe mit vyvinutou stfedni vrstvu sloZzenou z jedné
vrstvy bunék, nebo D) miize byt tvofena jen IDE a ODE. C) Lingualni strana sklovinného organu (leo)

v oblasti zubni baze je tvofena tfemi vrstvami s rozvinutou stiedni vrstvou. Z této ¢asti sklovinného
organu se vyviji zubni lista (dl). E) Oblast distalniho konce zubni baze, Celistni kosti a prostoru mezi
nimi. Zubni baze neni kryta sklovinou. K distalnimu okraji sklovinného organu pfiléha shluk
diferencujicich odontoblastti tvoricich koncovou ¢ast zubni baze. F) Mezi zubni bazi a Celistni kosti
produkuji cementoblasty (cb) cement. (dg) — zubni Zlaza, (jb) — Celistni kost, (od) — odontoblasty.
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Velikost méfitka je 0,05mm.
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Obr. 7: Vyvoj ankylozy a struktura sklovinného organu pfed zubni erupci u embrya ve stadiu 43 a 44.
A) Detail labialni strany HERS. B) Zubni bazi s celistni kosti spojuje cement. Cement, ktery jesté neni
plné mineralizovany je znazornén svétlejsi lososovou barvou oproti rizovému dentinu a kosti. Rozhrani
mezi dentinem, cementem a kosti je v tomto stadiu mineralizace tkani patrné. Cement také spojuje zubna
baze sousednich zubti (ce) C-D) Od stadia 43 jsme pozorovali regresni vyvoj sklovinného organu

v oblasti zubni korunky. Buniky IDE se zmensuji, nejsou jiz polarizované. Dalsi vrstvy sklovinného
organu jsou tvofeny plochymi buitkami. V linguélni ¢asti sklovinného organu mesialnich zubti jsme
pozorovali u téchto pozdnich stadii velky shluk bunék. (ve) — cévy. Velikost métitka je A,C) 0,05mm,
B,D) 0,1mm.
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Dentice chamaeleolisii: malakofagni adaptace, zmény v dentici

v postnatalnim vyvoji
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Obr. 1: Dentice v dolni Celisti embrya pfed vylihnutim u Anolis barahoae. A) Zobrazuje celou dentici.
B) V mesialni ¢asti se nachazi konické zuby. C-D) V distalni ¢asti Celisti jsou trikonodontni zuby. Cisla
znazoriuji zubni pozice v mesio-distalnim sméru. Velikost méftitka je A) Imm, B-D) 0,2mm.
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Obr. 2: Dentice v dolni Celisti dospélého jedince Anolis barahoae. A) Celkovy pohled na dentici v dolni
celisti. B-C) V mesialni poloving dentice se nachazi konické az cylindrokonické zuby. C) Ve stfedni ¢asti
dentice jsou dva bikonodontni zuby s rovnocennymi hroty. D) V distalni ¢asti Celisti se nachazi
trikonodontni zuby. Cisla znazoriiuji zubni pozice v mesio-distdlnim sméru. Velikost méfitka je 2mm.
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Obr. 3: Dentice dolni ¢elisti u embrya Chamaeleolis barbatus. A) Celkovy pohled na dentici dolni
Celisti, ktera jevi zietelné znamky adaptace k malakofagii. B) V mesialni ¢asti dentice se nachazi
cylindrické az cylindrokonické zuby nasledované bikonodontnimi zuby s mensim distalnim hrbolkem.
C) V distalni &asti dentice jsou mohutné trikonodontni zuby. Cisla znazoriiuji zubni pozice v mesio-
distalnim sméru. Velikost méfitka je A) 2mm a B-C) 0,5mm.
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Obr. 4: Dentice v dolni ¢elisti dospélého jedince Chamaeleolis barbatus. A) Dentice vykazuje
malakofagni pfizptisobeni. B) V mesialni tfetiné Celisti se nachazé konické az cylindro-konické zuby.
B-C) Ve stiedni az distalni ¢asti dentice jsou mohutné molariformni zuby se zaoblenou korunkou. Cisla
znazornuji zubni pozice v mesio-distalnim sméru. Velikost méfitka je 2mm.

XCiv



Obr. 5: Dentice v dolni ¢elisti Chamaeleolis porcus u embrya pied vylihnutim. A) Celkovy pohled na
dentici v dolni ¢elisti. B) V mesialni polovin¢ dentice se nachizi konické az cylindro-konické zuby.

C) V distalni asti elisti se nachazi trikonodontni zuby. Cisla znazoriuji zubni pozice v mesio-distalnim
sméru. Velikost méfitka je A) Imm a B-C) 0,2mm.
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Obr. 6: Dentice v dolni ¢elisti dosp&lého jedince Chamaeleolis porcus. A) Celkovy pohled na dentici
dolni celisti. B) V mesialni ¢asti dentice jsou konické az cylindro-konické zuby. C) V distalni ¢asti
dentice jsou molariformni zuby se zaoblenou zubni korunkou. Cisla znazoriiuji zubni pozice v mesio-
distalnim sméru. Velikost méfitka je 2mm.
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Obr. 7: Dentice v dolni ¢elisti Chamaeleolis chamaeleonides u embrya pted vylihnutim. A) Celkovy
pohled na dentici. B) V mesialni poloving ¢elisti jsou zuby cylindro-konické. C) V distalni ¢asti Celisti
jsou mohutné trikonodontni zuby, malakofagné pfizptisobené. Cisla znézorfiuji zubni pozice v mesio-
distalnim sméru. Velikost méfitka je A) 2mm, B-C) 0,5mm.
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Obr. 8: Dentice v dolni ¢elisti dosp€lého jedince Chamaeleolis chamaeleonides. A) Celkovy pohled na
dentici. B) V mesialni ¢asti dentice se nachazi konické a cylindro-konické zuby. C) V distalni ¢asti Celisti
se nachazi mohutné molariformni zuby. Cisla znazorfiuji zubni pozice v mesio-distalnim sméru. Velikost
méfitka je 0,2mm.
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Obr. 9: Dentice v dolni Celisti embrya pied vylihnutim u Chamaeleolis guamuhaya. A) Celkovy pohled
na dentici. B) V mesialni poloviné dentice se nachazi pfevazné konické zuby. C) V distalni Casti se
nachazi prevazné trikonodontni zuby. Cisla znazorfiuji zubni pozice v mesio-distalnim sméru. Velikost
méfitka je A) Imm a B-C) 0,5mm.

XCixX



Obr. 10: Dentice v dolni ¢elisti dospélého jedince Chamaeleolis guamuhaya. A) Celkovy pohled na
dentici. B) Zuby v mesialni ¢asti jsou konické az cylindrokonické. B-C) Ve stfedni ¢asti dentice jsou
patrné malé mesidlni a distalni bo¢ni hrbolky. D) v distalni ¢asti dentice jsou zuby rozsifené do stran bez
boénich hrbolkd. Cisla znazoriiuji zubni pozice v mesio-distalnim sméru. Velikost méfitka je 2mm.
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Fangs are specialised long teeth that contain either a superficial groove (Gila monster, Beaded
lizard, some colubrid snakes), along which the venom runs, or an enclosed canal (viperid,
elapid and atractaspid), down which the venom flows inside the tooth. The fangs of viperid
snakes are the most effective venom-delivery structures among vertebrates and have been
the focus of scientific interests for more than 200 years. Despite this interest the questions
of how the canal at the centre of the fang forms remains unresolved. Two different hypoth-
eses have been suggested. The mainstream hypothesis claims that the venom-conducting
canal develops by the invagination of the epithelial wall of the developing tooth germ. The
sides of this invagination make contact and finally fuse to form the enclosed canal. The sec-
ond hypothesis, known as the “brick chimney*, claims the venom-conducting canal devel-
ops directly by successive dentine deposition as the tooth develops. The fang is thus built
up from the tip to the base, without any folding of the tooth surface. In an attempt to cast fur-
ther light on this subject the early development of the fangs was followed in a pit viper, Tri-
meresurus albolabris, using the expression of Sonic hedgehog (Shh). We demonstrate that the
canal is indeed formed by an early folding event, resulting from an invagination of epithelial
cells into the dental mesenchyme. The epithelial cells proliferate to enlarge the canal and
then the cells die by apoptosis, forming an empty tube through which the poison runs.
The entrance and discharge orifices at either end of the canal develop by a similar invagina-
tion but the initial width of the invagination is very different from that in the middle of the
tooth, and is associated with higher proliferation. The two sides of the invaginating epithe-
lium never come into contact, leaving the orifice open. The mechanism by which the orifices
form can be likened to that observed in reptiles with an open groove along their fangs, such
as the boomslang. It is thus tempting to speculate that the process of orifice formation in
viperids represents the ancestral pleisomorphic state, and that enclosed canals developed
by a change in the shape and size of the initial invagination.

© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1.Introduction

once during reptile evolution, in the clade Toxicofera, consist-
ing of snakes, anguimorph lizards and iguanians (Fry et al.,

The venom-delivery system, based on the production of 2006). Snake venom is produced by specialised venom glands
toxic proteins by oral glands, is thought to have evolved only located in the upper jaw and is associated with fangs. Fangs

* Corresponding author. Tel.: +44 2071887384/9; fax: +44 2071881764
E-mail address: Abigail.tucker@kcl.ac.uk (A.S Tucker).
0925-4773/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.mod.2008.06.008


mailto:Abigail.tucker@kcl.ac.uk

MECHANISMS OF DEVELOPMENT 125 (2008) 786-796 787

are specialised long teeth that contain either a superficial
groove, along which the venom runs, or an enclosed canal,
down which the venom flows inside the tooth, and are lo-
cated on the maxilla (Edmund, 1969). In extant Toxicofera,
teeth with a groove are present in helodermatids (anguimor-
pha) such as the Gila monster and Beaded lizard, and in some
colubrid snakes. Such grooves can be associated with both
front and rear fanged snakes (Boulenger, 1896, 1915; Kardong,
1980). Fangs with internal canals are present in viperid, elapid
and atractaspid snakes and represent the pinnacle of venom
injection (Kochva, 1978; Bogert, 1943; Kochva and Meier, 1986).
In venomous colubrids and elapids the poison fang is at-
tached to a fixed maxillary bone, so that it is always erect.
In viperid snakes (Viperinae and Crotalinae), where the poi-
son fangs are the only teeth attached to the maxilla, the max-
illa is capable of rotating. This allows the fang to be erected in
the event of an attack, or laid parallel to the jaw when in the
relaxed state (Tomes, 1876; Kardong, 1974). A similar complex
of rotating maxilla with firmly attached fang is also present in
atractaspids (Kochva, 1987; Underwood and Kochva, 1993;
Deufel and Cundall 2003).

We have focused our study on viperids in which the com-
plex of movable maxilla and elongated fangs have no match
in sophistication and efficiency among poisonous snakes.
The viperid front fang was described in detail by Klauber
(1939, 1956) using Crotalus sp. and Sistrurus sp. (rattlesnakes).
The fang contains a central canal for venom conduction. This
canal communicates with the outside through two orifices
that are situated on the ventral tooth side. The entrance ori-
fice develops at the fang’s base and is connected with the ve-
nom duct of the venom gland. The discharge orifice is
situated at the apex of the fang and its function is to inject ve-
nom into prey. In viperids, the surface of the fang on the ante-
rior side, in between the entrance and discharge orifice, is
smooth. In contrast, in elapids and atractaspids an anterior
suture line connects the two orifices, although the venom ca-
nal is still enclosed (Bogert, 1943; Kochva and Meier, 1986;
Jackson, 2002, 2007).

The fangs of poisonous snakes have fascinated scientists
since the 19th century and it is, therefore, surprising that
questions about their evolution and development still remain
unresolved. So far all research on fangs has been limited to
histology or SEM microscopy, with no molecular data avail-
able. From such data two hypotheses have arisen to explain
the formation of the venom-conducting canal. The first the-
ory, and the one that appears in most text-books on the sub-
ject, claims the venom-conducting canal forms through the
infolding of the epithelial part of the fang surface (Tomes,
1876; Kochva, 1963; Edmund, 1969; Haas, 1980; Lake and Tre-
vor-Jones, 1987, 1995). According to this theory, the first sign
of canal development is the formation of a groove along the
developing fang. This groove is successively deepened and fi-
nally the lateral sides of the groove fuse, creating a central ca-
nal. The suture line present on the fangs of Elaphids and
Atractaspidids was thought to provide evidence for such a
process. This theory briefly explains the transition from fangs
with simple grooves to enclosed fangs with suture line, to the
smooth surface between orifices observed in viperids. The
second hypothesis is known as the “brick chimney” (Bogert,
1943). This theory claims that the venom-conducting canal

is formed directly, in a similar manner to building a chimney,
by the deposition of dentine to the end of the developing fang,
as it forms from the tip to the base (Klauber, 1939, 1956; Bog-
ert, 1943).

These two hypotheses were recently tested by a compari-
son of fang development in viperids and elapids (Jackson,
2002). This study, based on SEM, measured the discharge ori-
fice in Bitis arietans (Viperidae) and Naja melanoleuca (Elapidae)
in the adult and during embryonic development. In all speci-
mens examined, and in both species, the fangs developed by
the addition of material to their base, with no folding inwards
of an ungrooved tooth (Jackson, 2002). This data therefore
support the “brick chimney” hypothesis. Previous papers sup-
porting the infolding theory were predicted to be based on a
misinterpretation of histology sections, due to sectioning
through the orifices, rather than the main fang (Jackson,
2002). As pointed out by Jackson, however, evidence for the
brick chimney hypothesis is restricted to visualising minera-
lised tissue and infolding might occur at an earlier stage.

To further address this question, we have turned to molec-
ular biology and investigated the expression of Sonic hedgehog
(Shh) in developing fangs of the asian pit viper, Trimeresurus
albolabris. The presence of multiple sets of replacement fangs
allows for a temporal sequence of fang development to be
viewed in one specimen. The dynamics expression pattern
of Shh can therefore be viewed as the fangs develop. We have
focused on the venom-conducting canal of viperids due to
their basal phylogenetic position relative to other snakes with
venom-delivering teeth (Vidal et al., 2007).

Sonic hedgehog plays a crucial role during development of a
number of parts of the embryo, including the tooth (reviewed
in Chuong et al., 2000). In the mouse tooth, its expression is
highly restricted to epithelial cells of the developing tooth
germ, from thickening of the dental epithelium to expression
in the developing ameloblasts (Bitgood and McMahon, 1995;
Koyama et al., 1996). In vitro evidence has indicated that Shh
has a mitogenic function and may be responsible for the
localised proliferation observed at sites of dental develop-
ment (Cobourne et al., 2001). In keeping with this, addition
of Shh protein at early stages of development, can lead to
the formation of ectopic tooth buds (Hardcastle et al., 1998),
and loss of Shh leads to an arrest of tooth bud development
at the thickening stage (Cobourne et al., 2001). Shh also plays
a later role in epithelial cell survival, and is one of the signal-
ling factors, expressed in the enamel knot (Vaahtokari et al.,
1996; Cobourne et al., 2001). Conditional loss of Shh signalling
in the developing tooth leads to loss of polarity and organisa-
tion of the ameloblasts, and underlying odontoblasts, indicat-
ing a central later role in development of the inner enamel
epithelium and its neighbouring tissue (Dassule et al., 2000).
This knowledge thus provides a strong background for the
examination of developing dental structures in a non-model
vertebrate species. The expression of Shh has been recently
described in a non-venomous snake, the python, and closely
matches the expression of Shh in the mouse, with expression
restricted to the epithelial tissues of the tooth at all stages
investigated (Buchtova et al., 2008). At the cap and bell stage
Shh is expressed in the python inner enamel epithelium and
stellate reticulum-like cells of the tooth. We have therefore
used this detailed expression pattern to compare the expres-
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sion of Shh in normal snake teeth of the lower jaw with its
expression in developing fangs, and have uncovered evidence
supporting the infolding theory of canal formation.

2. Results
2.1. The morphology of the fully formed fang

The fully formed front fangs of T. albolabris are long and
conical with a curved shape and when relaxed are found
tucked into the upper jaw (Fig. 1A). The outer tooth encapsu-
lates the mineralised venom-conducting canal that passes
through the fang from its base and terminates slightly before
the fang’s tip. The ends of the venom-conducting canal are in
contact with the outside through two orifices that are situated
on the ventral side of the fang. The entrance orifice, which
connects with the poison gland duct, is situated at the tooth
base and the discharge orifice, which injects poison into the
prey, is situated under the tooth tip. The fang surface in be-
tween these orifices is smooth, without any evidence of a
connecting suture line, which might indicate that infolding

of the tooth had occurred (Fig. 1B-D). Eight calcified fangs
are visible in one half of the upper jaw each at a different
stage of development (Fig. 1E). Only one tooth is functional
and ankylosed firmly to the maxilla (Fig. 1E and F). The seven
remaining fangs form a replacement series. As has been pre-
viously reported by SEMs, mineralization occurs from tip to
base, with the discharge orifice emerging already formed as
the mineralised layer is laid down (Fig. 1E) (Jackson, 2002,
2007). In sections, it is clear that the venom-conducting canal
does not sit freely within the fang papilla, but is found to-
wards the ventral side of the fang, anchored to the outer layer
by a line of dentine (Fig 2A and B). This connection has a
lamellar-like character and is composed of two fused dentine
layers. This fusion is clearly visible in section as a suture that
runs perpendicular to the fang wall (Fig. 2C). The depth and
width of this lamella is not constant along the length of the
tooth. In the area immediately bordering the orifices it re-
duces in size, ultimately leaving the canal abutting the fang
wall (Fig. 2D). In the oldest fang in the series the canal is
empty (Fig. 2A and B), but in the replacement fangs the cen-
tral canal is full of cells (Fig 2D).

Pulp Cavity

Canal

f Discharge

orifice

Entrance
orifice

Fig. 1 - Morphology of the fully formed fang. (A) Faxitron X-ray image of half snake head showing the functional fang and
replacement series tucked into the upper jaw. (B) MicroCT image. The fangs contain an entrance and discharge orifice into
which the venom enters and leaves the fang. Between these two sites the fang surface is smooth with no evidence of a suture
line. (C) MicroCT section through the fang highlights the walls of the central canal connected to the entrance orifice (the
discharge orifice is out of the plane of section). (D) Schematic of fang section indicating pulp cavity, canal and orifices. (E)
MicroCT image showing the functional fang ankylosed to the maxillary bone, and series of replacement fangs (indicated by
arrows). The fangs emerge from the tip to the base. (F) Histology section through the base of the functional fang. The fang is

firmly ankylosed to the bone.
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Fig. 2 - Histology of the fully formed canal. (A-D) Trichrome stained frontal sections. Dentine stains as red/purple. (A) The
venom canal (VC) is attached to the outer fang by a double layer of dentine. The canal itself is hollow. Section shown is taken
near the tip of the fang. (B) Closer to the base of the fang the canal is positioned near to the ventral side of the tooth, and the
dental pulp is more obvious. (C) At high power a suture line is visible running between two layers of dentine. (D) Replacement
fang near to the orifice. The canal lies right up against the wall of the fang.

2.2 From cap to late bell: the pattern of Shh expression

The first stages of fang development are very similar to
that of the rest of the dentition, following the progression of
thickening, bud, cap and bell stage (as described in the python
(Buchtova et al., 2007). During the cap stage three morpholog-
ically and functionally different layers are visible in the oral
epithelium (enamel organ): the inner enamel epithelium
(IEE), the outer enamel epithelium (OEE) and an intermediate
layer in between which has been likened to the stellate retic-
ulum (Buchtova et al., 2007, 2008). The IEE and OEE connect at
the developing cervical loops that grow down around and en-
close the dental papilla. The cells of the IEE express Shh at the
late cap stage. This Shh expression is initially weak and ob-
served only in the top of the tooth germ, which will form
the tip of the developing fang (Fig. 3A). During the early bell
stage the IEE cells start to differentiate into ameloblasts in a
tip to base direction. The expression of Shh follows this wave
of differentiation, with high levels of Shh associated with the
differentiating cells (Fig. 3B). Shh expression thus spreads
from the tip of the tooth, progressing towards the base as
the cells start differentiating. During the bell stage the layer
in between the IEE and OEE becomes more prominent and
has a more obvious reticular structure. As the cells start to
terminally differentiate and produce mineralised tissue, Shh
expression is lost, with Shh seen to retreat from the tip as it
extends laterally along the growing tooth (Fig. 3C and D).
The cells of the cervical loop at the base of the tooth, however,
remain in an undifferentiated state and do not express Shh. A
similar dynamic pattern of Shh as the IEE starts to differenti-
ate and produce enamel is observed in the developing man-
dibular and palatal teeth (Fig. 3E-H). At this point, however,

the two tooth types diverge, the mandibular and palatal teeth
become ankylosed to their respective bones, while in the
fangs canal formation starts.

2.3.  Infolding of the inner enamel epithelium (IEE)

The first sign of venom-conducting canal formation is the
invagination of the IEE into the mesenchyme of the dental pa-
pilla, viewed in sagittal (Fig. 4A and B) and frontal section
(Fig. 4C). This invagination starts on the ventral side of the
fang near the cervical loop area and stops at the point when
the fang IEE starts differentiating into ameloblasts. This invag-
ination is observed at different positions along the fang and is
therefore not an artefact of sectioning only through the ori-
fices. The invaginating IEE cells move deeper into the dental
mesenchyme and form a loop of cells (Fig. 4D). Hand in hand
with this looping of the IEE the reticulate intermediate layer
of epithelial cells also invaginates into the fang papilla and fills
the space inside the IEE loop. As the loop forms the mesenchy-
mal papilla cells adjacent to the invaginating IEE cells and the
outer IEE cells start to line up around the loop and take on the
rod-like morphology of odontoblasts (Fig. 4E). This is first vis-
ible on the ventral side of the fang, the dental mesenchyme
remaining undifferentiated on the dorsal side. As the tooth
develops the two sides of the IEE come into contact at the base
of the invagination and form a bilayer of IEE cells on the ven-
tral side. The reticulate cells disappear where the IEE layers
contact. The reticular cells, infilling the IEE loop, are therefore
isolated from the reticular layer of the enamel organ by this bi-
layer (Fig. 4E). The cells of the invaginating IEE are free of Shh at
this initial stage of canal development, with just a few Shh po-
sitive cells found in the surrounding IEE on the ventral side
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Fig. 3 - Shh expression in the developing fang from cap to late bell. (A-D) Sagittal sections though developing fang. (A) Cap
stage fang with small patch of Shh expression in the dental epithelial cells at the tip. (B) Early bell stage fang with Shh

expression associated with the tip of the tooth. (C) Mid bell stage fang with Shh expression spreading along the lateral arms
of the differentiating IEE (inner enamel epithelium) and turning off at the tip of the tooth. (D) Late bell stage fang with Shh
turned off in the fully differentiated ameloblasts. Expression does not spread to the ends of the cervical loops. (E-H) Sagittal
sections through developing mandibular teeth. (E) Early cap stage. No Shh is expressed yet in the IEE. (F-H) Early and late bell

stage mimics the Shh expression pattern in the fangs.

(Fig. 4F). The invagination process and induction of odonto-
blasts differentiation by the IEE would therefore appear to be
independent of Shh signalling. The level of proliferation in
the fangs can be visualised using PCNA staining (Fig. 4G).
The early developing fang tooth germs contain a high number
of proliferating cells in the mesenchyme and epithelium, with
no obvious higher level of proliferation on the ventral invagi-
nating side at this stage (Fig. 4H).

2.4.  Expression of Shh in the forming canal

The loss of reticular cells from the bilayer area is followed
by the disappearance of IEE cells from this region. By this pro-
cess the canal’s IEE cells are isolated from the outer fang’s IEE
cells, causing the shift from a deep epithelial groove to an epi-
thelium filled canal. It is at this point that Shh is first seen in
the developing fang canal, concentrated on the ventral side of
the canal, in both the IEE cells and the reticulate cells (Fig. 5A).
At the same time, Shh expression is observed around the ven-
tral side of the outer IEE. This Shh expression in the IEE
spreads from ventral to dorsal, with strong upregulation of
Shh in the reticular cells (Fig. 5B). This increase in Shh signal-
ling coincides with an expansion of the canal, and an increase
in the number of proliferating cells within the canal (Fig. 5D-
F). Shhis also observed in a ring of IEE cells around the outside
of the tooth, which again correlate with high levels of prolif-
eration (Fig. 5B and E). As the canal forms the level of prolifer-
ation in the fang epithelium is markedly higher than that in
the mesenchyme. Loss of the IEE cells in the bilayer region re-
sults in the coming together of the two layers of odontoblasts.
As these two odontoblasts layers secrete dentine, a band of
predentine is deposited which forms the lamella anchoring
the canal to the fang (Fig. 5C). As dentine is laid down on both
sides this produces the bilayer of dentine observed in the
functional fang (Fig. 2C). The IEE Shh positive cells in the epi-
thelial canal and outer walls of the fang differentiate into the
polarized ameloblasts with cuboidal shape and turn off Shh

expression. At the same time, the expression is lost in the
reticular cells within the canal (Fig. 5G). Loss of Shh is again
observed in a ventral to dorsal wave, with the dorsal cells
being the last to lose Shh expression. Loss of Shh in the retic-
ular cells within the canal is matched by a downregulation of
proliferating cells in this region (Fig. 5J). Once the ameloblasts
have formed Shh turns off completely in both the canal and
outer epithelial layer (Fig. 5H). The synchronised nature of
Shh expression in the outer IEE and canal IEE and the connec-
tion between the outer fang and inner canal can be clearly
visualised in sagittal section (Fig. 5K).

2.5. Role of apoptosis in canal formation

Once the venom canal forms, the cells at its centre need to
be removed to create an empty tube along which the venom
can travel (Fig. 2A). Apoptosis has been shown to play an
important role in shaping tooth development in mammals
(Matalova et al., 2004), and has been shown to occur in the
developing snake tooth in the stellate reticulum-like cells
underlying the inner enamel epithelium (IEE) at the cap and
bell stage (Buchtova et al.,, 2007). We therefore wished to
investigate the role of apoptosis during venom canal forma-
tion. Apoptotic cells were found early on during cap stage
development, in a similar position to those already described
in the snake (data not shown) (Buchtova et al., 2007). No apop-
tosis was observed, however, during the early stages of invag-
ination of the canal, and significantly apoptosis appeared not
to be responsible for loss of IEE cells in the shaft region of the
developing canal (Fig. 6A) (data not shown). High levels of
apoptosis, however, were associated with later stages of canal
development, after Shh expression has turned off in the canal.
Apoptotic cells were observed to fill the central canal, clearing
it of cells (Fig. 6B and C). Apoptotic cells were also observed
around the tip of the fangs, perhaps involved with clearing
a space to allow the fang to later emerge out from the oral
mucosa (Fig. 6D).
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Fig. 4 - Infolding of the developing fang. (A and B) Sagittal sections through developing fangs. (C-H) Frontal sections. (A and B)
The epithelium on the ventral side can be observed invaginating into the dental mesenchyme. Epithelium on the ventral side
is outlined in red. (C) Frontal view of similar stage through invaginating region. IEE, inner enamel epithelium; OEE, Outer
enamel epithelium; DM, dental mesenchyme; SR, stellate reticulum-like cells. (D) A loop of IEE forms. (E) The loop fills with
stellate reticulum-like cells from the intermediate layer of the enamel organ. The odontoblasts can be observed lining up
along side the invaginating IEE and around the outer IEE layer (arrows) OD, odontoblast. (F) Shh in situ hybridisation shows
no sonic hedgehog expressing cells associated with the invaginating IEE, although a few Shh positive cells are visible in the
outer IEE (arrow). An adjacent fang tooth germ at a later stage of development shows clear Shh expression in the IEE. (G) PCNA
staining of developing fangs. Seven fangs are visible at different stages of development, showing different staining for PCNA
(brown). (H) PCNA staining in an early fang as the IEE start to invaginate into the dental mesenchyme. High proliferation
(brown) is observed in the mesenchyme and epithelium of the tooth germ.

2.6.  The entrance and discharge orifice and the pattern of  tion site is much wider. This produces the classic crescent

Shh expression moon shape, often used to depict formation of the venom ca-
nal in text-books. The wide nature of the invagination means
The entrance and discharge orifices form in a similar man- that the two sides of the infolding never come into contact

ner to the venom-conducting canal, but the initial invagina- and a separate canal is therefore not created. The depth and
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Fig. 5 - Expansion of the venom canal is associated with expression of Shh. (A-C, G, H, K) In situ hybridisation of Shh. (A-H, ))
frontal sections showing the developing canal. (A) Shh is highly expressed in the ventral part of the canal in both IEE and
central cells. Arrow indicates expression in the outer layer of IEE on ventral side. (B) Shh is expressed throughout the canal,
and in the outer layer of IEE. (C) Shh turns off at the centre of the canal. The odontoblasts on either side of the IEE bilayer
lamina region start producing predentine (arrow). (D) Proliferating cells (brown) are observed in the IEE of the canal and outer
fang. (E and F) Proliferation is high in the expanding venom canal. (G) Shh is downregulated in the IEE and canal. Expression
remains on the dorsal side of the canal. The predentine lamina connecting the canal to the outer fang is clear. (H) Shh is no
longer expressed in the canal or surrounding IEE. (I) Schematic depicting axes. (J) Proliferating cells are no longer observed in
the reticular cells at the centre of the canal. (K) Sagittal section showing canal formation. Expression of Shh in the outer IEE
and inner IEE and stellate reticulum-like cells occurs at the same level within the tooth.

width of the IEE invagination is not constant in the orifices
and there is a gradual reduction in width and increase in
depth of the infolding, in the case of the discharge orifice,
as the tooth moves from orifice to fang and a gradual increase
in width and reduction in depth, in the case of the entrance
orifice as the fang terminates. This can be followed in a series
of sections (Fig. 7A-F). As with the venom canal, the IEE cells
express Shh, which is expressed in a wave from ventral to dor-
sal, with the Shh expressing cells of the epithelial folding con-
tinuous with the Shh expressing cells of the outer fang IEE
(Fig. 7G and H). PCNA staining is observed at a high level at
the tip of the invaginating epithelial cells (Fig. 7I). Such a dis-

crete patch of proliferating cells was not evident in the main
canal invagination (see Fig. 4G). It is possible that proliferation
in this region accounts for the wider shape of the initial
invagination at the orifices.

3. Discussion

The development of the venom-conducting canal has sev-
eral steps based on the process of invagination, cell differen-
tiation and cell disappearance. Fangs are often lost during
attack, which may explain why so many fangs are visible in
a replacements series (Fig. 1), when compared to the rest of
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Fig. 6 — Apoptosis clears cells from the central canal. (A-D) TUNEL staining of frontal sections through fangs. Positive cells
stain up as black, see arrows. (A) No TUNEL positive cells are associated with the early invagination and separation of the
canal IEE. (B) Apoptosis occurs at high levels in the canal of the first developing fang. Neighbouring replacement fangs show
no apoptosis and the canal remains full of cells. (C) Apoptosis occurs throughout the fang. Section shown is near the base of
the tooth, compared to the section in (B) which is nearer the tip. (D) Apoptotic cells are also found at the extreme tip of the

tooth.

the dentition, where around four generations can be viewed
in section in the python (Buchtova et al., 2007).

Fangs initially develop in a very similar fashion to the rest
of the dentition going through the bud, cap and bell stages of
development. It is at the bell stage, however, that an invagina-
tion is observed on the ventral side of the tooth. The IEE cells,
and accompanying stellate reticulum-like cells of the inter-
mediate layer of the enamel organ, fold into the dental mes-
enchyme of the tooth and after inducing odontoblast
differentiation become isolated as a canal. How the canal
IEE becomes separated from the outer IEE is unclear. The
IEE cells in the bilayer region of the developing canal do not
appear to undergo apoptosis, and may instead be pinched
off into the canal. The odontoblasts surrounding the bilayer
may play a role in this theoretical pinching off process by
applying pressure on the bilayer as they differentiate. The
odontoblasts around the disappearing bilayer, produce den-
tine, which forms a lamella connecting the canal to the outer
fang. The canal is therefore anchored to the side of the tooth.
This may act to stabilise the hollow canal by providing addi-
tional support during a strike.

The completely epithelial nature of the cells in the devel-
oping canal is demonstrated by the expression of Shh, which
is only expressed within the epithelial tissues of the tooth
(Dassule et al., 2000). The presence of Shh thus provides
molecular confirmation of the histological data, that infolding
has occurred. The early stages of invagination, however, do
not express Shh, indicating that Shh has no role in directing
the first phase of canal development. No obvious difference
between the levels of proliferation on the ventral and dorsal
sides of the fang were observed, indicating that increased

proliferation is not the driving force for the invagination. At
later stages, however, Shh is expressed at high levels during
the phase of canal expansion. Shh has been shown to act as
a potent mitogen, increasing proliferation (Cobourne et al.,
2001), and thus it appears likely that it is performing a similar
role in the stellate reticulum-like cells of the central canal.
This is supported by the correlated increase and then loss
of PCNA staining in the reticular cells in the canal. Shh also
appears to play a role in controlling differentiation of the
IEE, in both the outer layer of IEE and in the canal IEE, a sim-
ilar role for Shh having been shown in mouse IEE cells (Gritl-
Linde et al., 2002).

Shh has also been shown to act as a survival factor during
tooth development (Cobourne et al., 2001) and it is perhaps
loss of Shh in the cells of the central canal which triggers their
cell death through apoptosis. The apoptosis then clears the
canal of cells, creating the hollow tube necessary for venom
conduction. Whether the IEE cells of the canal fully differen-
tiate and produce enamel is unclear. In our histology speci-
mens enamel would have been removed during the
decalcification process, and so cannot be accurately visual-
ised. No canal enamel however, was observed using SEM (data
not shown). Tomes reported that in viperids, although a thin
band of enamel was produced around the poison fang, no en-
amel was produced within the canal itself (Tomes, 1876). This
would thus imply that the IEE cells of the canal fail to fully dif-
ferentiate before being removed by apoptosis. In contrast, in
elapids, such as Hydrophis the sea snake, enamel was ob-
served lining the canal (Tomes, 1914). Enamel formation in
the canal of a viperid has also been indicated in the puff adder
(Lake and Trevor-Jones, 1987). The presence of enamel may
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Fig. 7 - Orifice development (A-F) Serial frontal sections moving from the forming entrance orifice (A) to the venom canal (F)
stained with trichrome. In the orifice the two arms of IEE do not come together leaving the invagination open to the outside.
Predentine/dentine shown in red. (G and H) Expression of Shh in the forming discharge orifice. The discharge orifice forms a
classic crescent shape. (G) As in the rest of the tooth, development and Shh expression proceeds in a ventral to dorsal
direction. (H) In the orifice the Shh expressing cells in the folded epithelium are continuous with those of the outer fang IEE. (1)
PCNA staining of the discharge orifice. High levels of proliferation are associated with the tip of the invagination (arrow).

therefore vary between species and be linked to the timing of
the onset of apoptosis.

The dynamics expression of Shh shows a wave of differen-
tiation within the tooth from the tip of the tooth towards the
base, with mineralization following in the same pattern. The
tooth thus appears built up from the tip, as has been previ-
ously described using SEMs (Jackson, 2002, 2007). Once the
infolding process occurs, therefore, the hard tissue is laid
down as described using the brick chimney hypothesis. Our
sections also show that in addition to the tip to base wave
of differentiation, there is also a wave of differentiation from
ventral to dorsal. This has not previously been remarked
upon but is evident in micro CT (Fig. 1E).

The orifices develop by a similar invagination but the ini-
tial width of the invagination is very different from that in
the middle of the tooth. The different shape of the invagina-
tion means that the two sides of the invaginating IEE never
come into contact, leaving the orifice open. What is responsi-
ble for the difference in invagination between the orifice and
canal is an interesting question. We have shown here that Shh
signalling is not involved but many other signalling pathways
play essential roles during tooth development and are poten-
tial candidates. A different pattern of proliferation was ob-
served in the invaginating IEE cells at the orifices compared
to the rest of the fang, this change in proliferation dynamic
perhaps shaping the size of the forming invagination. The

mechanism by which the orifices form can be likened to that
observed in reptiles with an open groove along their fangs.
Sections through the fangs of the boomslang, a back-fanged
snake with grooved fangs, look highly similar to sections
through the orifices of Trimeresurus (Lake and Trevor-jones,
1995). It is thus tempting to speculate that the process of ori-
fice formation in viperids represents the ancestral pleisomor-
phic state, and that enclosed canals developed by a change in
the shape and size of the initial invagination, which as such is
an apomorphy. It would be therefore interesting to investigate
the level of proliferation during initial invagination in a vari-
ety of species of fanged snakes. Canal and orifice develop-
ment in the viper are summarised in Fig. 8.

This paper represents a first step in our understanding of
the molecular signals involved in fang development and
shows that venom fang formation uses a combination of
the infolding theory and brick chimney theory to create the fi-
nal functional fang.

4. Experimental procedure
4.1. Specimens

Six specimens of one month old T. albolabris were analysed
during the investigation. The specimen were anesthetised
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Fig. 8 - Schematic representation of canal and orifice development in the viper. (A-C) Orifice development. Blue indicated the
non-invaginating IEE. Red indicates the invaginating IEE. Green represents the layout of dentine in the final fang. (D-H) Canal
development. The initial invagination involves a smaller population of cells than orifice development. These cells form a loop

and then become pinched off to form an isolated circle of IEE.

before the head was removed. All specimens originated from
private breeders.

4.2.  Micro CT and faxitron X-ray imaging

Micro Computerised Tomography (Micro CT) and faxitron X-
ray imaging was used for the 3D description of tubular fang
structure.

4.3.  Histology

The heads of specimen were decalcified in 5% EDTA in 10%
formaldehyde for several weeks at 4 °C. Decalcification was
checked using faxitron imaging. Specimens were subsequently
dehydrated through an ethanol series, embedded in wax and
sectioned as frontal or sagittal sections of 8-10 um. Sections

were stained with a trichrome stain (alcian blue, sirrus red
and hemotoxylin) or eosin.

4.4.  In situ hybridization

Nonradioactive in situ hybridization was performed and
the UTP were labelled by digoxigenin. A Python saebe Shh
probe was used, which had been previously shown to hybri-
dise to Shh in other snake species (Buchtova et al., 2008). This
was linearised with HindlIl and transcribed with T7. Tissue
sections were treated with 10 pg/ml proteinase K for 15 min
and the hybridization was carried out at 60 °C.

4.5. TUNEL

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labelling was used to detect apoptotis DNA breaks
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in individual cells (In situ Cell death detection kit, Chemicon).
The procedure was carried out as described in the producer’s
directions and converted using a vectastain DAB substrate kit
(Vectalabs). Eosin was used to counterstain the sections.

4.6. PCNA

A Zymed PCNA (proliferating cell nuclear antigen) staining
kit (Invitrogen) was used following manufacturer’s instruc-
tions with the following additional modifications. After rehy-
dration slides were treated for antigen-retrieval in 0.01 M
citric acid in a microwave for 10 minutes, followed by 0.05%
Trypsin in PBS for 2 min, 0.1% Triton for 10 min and 50 mM
NH4CL for 5 min. Products of the reaction were visualised
with diaminobenzidine (DAB) and counterstained with Eosin.
Sections used were cut at 4-8 um.
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Diferenciace sklovinného organu a vyvoj zubnich hrbolki

u Supinatych plazi: role Shh, apoptézy a bunééné proliferace
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Obr. 1: P. picta, ¢asné stadium poharku. A) V labialni ¢asti sklovinného organu se nachazi shluk bungk.
B) Tento shluk bunék vykazuje nejvétsi expresi Shh, ktera je patrnd v mensi mife i v okolnich bunkach
IDE a bunkéach sklovinného orgéanu pfilehlych k IDE.
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Obr. 2: Pozdni stadium poharku, stadium zvonku a ¢asné sekre¢ni stadium u P. picta. A) Zobrazuje
prechod stadia poharku ve stadium zvonku. Sipka na labidlni strané IDE ukazuje na vmezefené buiiky
tvorici rozhrani v IDE v oblasti budoucich hrbolkt. B) Na konci stadia poharku je proliferacné aktivni
cela vrstva IDE a ODE. C) Ve stadiu zvonku dochézi v centru IDE invaginaci diferencujicich
ameloblastd do zubni papily. Zubni papila ma tak piitomny naznak dvou hrbolka. Sipky ukazuji na
rozhrani v IDE po stranach centralniho shluku ameloblastii. Tato rozhrani, kde se nachazi vimezefené
buiiky, jsou pozi¢né na mistech budoucich zubnich hrbolkd. D) Exprese Shh je na konci diferenciace
centralnich bunek IDE v hrani¢ni oblasti IDE. Slaby signal je patrny i v okolnich pravé diferencujicich
bunkach. Signal neni pfitomen v cervikalni klicce. E) Na pocatku stadia zvonku se vytraci z oblasti
centralniho shluku ameloblasti bunécna proliferace. F) V tomto stadiu dochazi ve vrstvé bunék tvoficich
¢epicku k masivni apoptdze.
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Obr. 3: Mineralizace zubti u gekona P. picta. A) Na pocatku mineralizace je zakladni bikuspidni tvar
zubni papily fixovan dentinem. Sipky ukazuji na vmezetené buiiky.B) Rozhrani mezi centralnim
shlukem ameloblastil je patrny i v pozdnim stadiu mineralizace korunky, kdy je jiz pfitomna sklovina.

C) Exprese Shh mizi z oblasti zralych ameloblastl a je patrna po stranach IDE, kde buiiky teprve
diferencuji. Bunécna proliferace je soustiedéna do distalni oblasti IDE véetné cervikalnich klicek. Oblast
IDE s diferencovanymi ameloblasty bunécnou proliferaci nevykazuje. E-F) Apoptdza, znazornéna jako
cerné body, je patrna v proximalni ¢asti sklovinného organu v bunkach ptiléhajicich k vrstvé ameloblasti
a pozdégji i ve vrstvé meloblastd.
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Obr. 4: Hvézdicovité retikulum v mineralizaénim stadiu P. picta. A) Kolagen I, ktery je pfitomny

u savcel v hvézdicovitém retikulu, jsme u plazi v této vrstvé sklovinného organu nedetekovali, byl ale
ptitomen podobné jako u savci v dentinu a predentinu (hnéda barva). B) Fibronektin, ktery je také
ptitomny v hvézdicovitém retikulu savci, byl u gekona v této vrstve pfitomny. Krom toho byl také

v predentinu (hnéda barva).
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Obr. 5: Exprese Shh a bunééna proliferace ve vyvoji pfedmineraliza¢nich stadii zuba chameleona Ch.
calyptratus. A) Zobrazuje morfologii zubniho zarodku ve stadiu poharku, kde je centralni ¢ast
sklovinného organu tvotena shlukem bunék. B) Ve stadiu poharku jsme detekovali expresi Shh v IDE.
Jeji nejvetsi intenzita byla labialné od centra IDE. C) Na konci stadia poharku klesa proliferacni aktivita
v centru IDE a pfilehlé vrstvy. Ostatni ¢asti IDE a prilehlé vrstvy sklovinného organu jsou proliferacné
aktivni. D) Zobrazuje stadium v piechodu do stadia zvonku. Z Siroké vrstvy, kterd v sob¢€ zahrnuje i
centralni shluk bunék, se diferencuje zfetelna vrstva IDE, jejiz centralni buiiky diferencuji v ameloblasty.
E) Na konci stadia poharku vykazuje vrstva IDE a k ni pfilehlé butiky silnou expresi Shh. F) Ve stadiu
zvonku je exprese Shh v diferencujicich ameloblastech a pfilehlych butikach sklovinného organu.
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Obr. 6: Apoptoza v priabéhu vyvoje zubt u Chamaeleo calyptratus. A) Ve stadiu zvonku jsme
pozorovali masivni apoptdzu ve vrstvé bunék prilehlé k centralni ¢asti IDE.B) V pokrocilé fazi
mineralizace zubu jsme apoptézu nachézeli v buinikach prilehlé vrstvy k IDE a to zejména v oblasti
$picky centralniho hrotu a bo¢nich hrbolki. Apoptotické butiky, na které ukazuji Sipky jsou znazornény
cerné.
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Obr. 7: Vyvoj zubnich hrbolkii u chamaeleolise Ch. porcus.A) Zuby s centralnim rozdélenym na maly
labialni a lingualni hrbolek a po stranach s velkym mesialnim a distalnim bocnim hrbolkem. Vlevo je
funkéni zub v ankyldze, vpravo je patrny vyvijejici se zub v pokrocilé fazi mineralizace, jehoZ spodni
¢ast, v irovni pfipojeni bo¢nich hrbolki (rozpraskany povrch dentinu po vysusSeni preparatu), jesté neni
kryta sklovinou. B) K oblasti centralniho shluku ameloblasti (cam) pfiléha pomérné rozvinutd vrstva
bunék (ml) v které jsou patrna apoptoticka téliska. C-D) Zobrazuji strukturu sklovinného organu v misté
bocnich hrbolkti. Na rozhrani mezi centralnim hrotem korunky a bo¢nim hrbolkem je patrnd mohutna
vrstva bun&k sousedici na jedné strané s Ide a na druhé s hvézdicovitym retikulem. D) Sipka ukazuje na
misto $picky budouciho bo¢niho hrbolku. Je zde patrné rozhrani mezi shlukem velkych ameloblasti na
strané prilehlé k centralnimu hrotu a teprve diferencujicimi ameloblasty na strané druhé.
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Obr. 8: Trikonodontni zuby u mladéte varana Varanus niloticus. A) celkovy pohled na dentici v dolni
Celisti. B) V premaxille se nachéazi zuby s tfemi oddily majici podobu kociéi packy. C) Tyto oddily
mineralizuji ve svych hornich ¢astech nezavisle a pozdgji se spojuji. D). Ostatni zuby jsou tvoieny
centralnim hrotem s pomérné velkym mesialnim a distalnim hrbolkem. Velikost méfitka je A) 2mm,
B-C) 0,Imm, D) 0,5mm.
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