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Abstrakt

Sprouty proteiny hraji roli negativnich regulatorti receptor tyrosin kindz (RTK), mezi
néz se tadi 1 signdlni dradha fibroblastového rastové faktoru (FGF). Tato dradha je béhem
embryonalniho vyvoje podstatna pro regulaci bunécéné proliferace, migrace, diferenciace a
apoptozy a jeji Cinnost je nepostradatelna pro normalni vyvoj koncetin. Nedilnou soucasti
této drahy jsou i receptory FGF (FGFR), z nichz ku ptikladu FGFR3 vyznamné ovliviiuje
chondrocyty v ristové ploténce a jeho mutacemi dochazi k rozvoji chondrodysplastickych
syndromii.

Sprouty proteiny maji vyznamné role béhem vzniku télesnych tkani v procesu
organogeneze. Bylo prokézano, ze Sprouty2 a Sprouty4 se uplatiuji v tvorbé mnoha organt,
jako je mozek, plice, zuby, ale pifedevsim také v tvorbé koncetin. Sprouty2 je reguldtor
enchondrélni osifikace, moduluje signalizaci v osteoblastech a chondrocytech a je podstatny
pro normalni proliferaci a diferenciaci chondrocytl. Sprouty4 je exprimovan v riistové zoné
koncetinového pupene. Naruseni exprese gent Sprouty? a Sprouty4 vede ke vzniku
koncetinovych vad, coz bylo dokdzano napt. na mysich ¢i kutecich embryich.

V piedloZené praci se zabyvame vyvojem koncetin transgennich mysi s deficienci
Sprouty2/Sprouty4, u nichz byly v ramci preliminarni studie detekovany mimo jinych vad i
patologie pfednich koncetin. Cilem prace je sledovani longitudinalniho vyvoje koncetin u
Sprouty2/Sprouty4 deficientnich mys$i se zaméfenim na anatomicko-morfologické
vyhodnoceni fenotypovych projevii deficience proteini Sprouty2 a/nebo Sprouty4 na
autopodiu piednich koncetin postnatalnich jedincii, vyhodnoceni vyvoje patologii koncetin
u prenatalnich jedinct a piipadné srovnéani rozdilti ve vyvoji patologii u jedincti s rozdilnymi
genotypy reflektujicimi rozdilnou davku deficience obou proteini (Sprouty2+/- Sprouty4-/-
a Sprouty2+/+ Sprouty4-/-).

Klicova slova: Sprouty2, Sprouty4, FGF signaliza¢ni dréha, patogeneze koncetin, rozstép

ruky



Abstract

Sprouty proteins play the role of negative regulators of receptor tyrosine kinases
(RTKSs), including the fibroblast growth factor (FGF) signaling pathway. During embryonic
development, this pathway is essential for the regulation of cell proliferation, migration,
differentiation and apoptosis, and its activity is crucial for normal limb development. An
integral part of this pathway are also FGF receptors (FGFR), of which, for example, FGFR3
significantly affects chondrocytes in the growth plate and its mutations lead to the
development of chondrodysplastic syndromes.

Sprouty proteins play important roles during the formation of body tissues in the
process of organogenesis. It has been shown that Sprouty2 and Sprouty4 are involved in the
formation of many organs, such as the brain, lungs, teeth, but also in the formation of limbs.
Sprouty? is a regulator of enchondral ossification, modulates signaling in osteoblasts and
chondrocytes and is essential for normal chondrocyte proliferation and differentiation.
Sprouty4 is expressed in the progress zone of the limb bud. Disruption of Sprouty? and
Sprouty4 gene expression leads to limb defects, which has been demonstrated, for example,
in mouse or chicken embryos.

In the presented work we deal with the development of the limbs of transgenic mice
with Sprouty2/Sprouty4 deficiency, in which, among other defects, pathologies of the
forelimbs were detected in a preliminary study. The aim of this work is to monitor the
longitudinal development of limbs in Sprouty2/Sprouty4 deficient mice with a focus on
anatomical-morphological evaluation of phenotypic manifestations of Sprouty2 and/or
Sprouty 4 protein deficiency on the anterior limb autopodium, evaluation of limb pathology
in prenatal individuals and possible comparison of developmental differences of pathologies
in individuals with different genotypes reflecting different dosages of both proteins

(Sprouty2+/- Sprouty4-/- and Sprouty2+/+ Sprouty4-/-).

Key words: Sprouty2, Sprouty4, FGF signalling pathway, limb pathogenesis, hand cleft
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1 Uvod

Lidské horni koncetina se sklada z vice nez 30 kosti a 50 svalt a dalSich komponent jako
jsou $lachy, vazy, nervy, klize, nehty atp. Jedna se o velmi komplexni strukturu, jejiz vyvoj
je u cClovéka zahajen koncem cCtvrtého tydne vyvoje embrya, a to zaloZzenim tzv.
koncetinovych pupentl na ventrolateralni stén¢ embrya.
pro rany vyvoj koncetin jsou dv¢ signaliza¢ni centra — apikalni ektodermova lista (AER) a
zona polarizacni aktivity (ZPA). AER reguluje rtst koncetiny do délky pod kontrolou gent
rodiny fibroblastovych ristovych faktorit (FGF), zatimco ZPA urcuje piedozadni orientaci
koncetiny pomoci signalu genu Sonic hedgehog (Shh). Bylo prokdzano, ze defekty téchto
center vedou k tvorbé vrozenych koncetinovych vad s riznorodym projevem.

Sprouty proteiny pfedstavuji rodinu signdlnich molekul, které svou ¢innosti reguluji
expresi F'GF a Shh. Obecné Sprouty geny pusobi jako negativni regulatory receptor tyrosin
kinaz (RTK), v¢etné FGF, a timto mechanismem nepiimo ovliviuji i expresi Shh. Sprouty
proteiny se vyznamn¢ uplatiiuji pti vzniku télesnych tkani béhem organogeneze, geny
Sprouty2 (Spry2) a Sprouty4 (Spry4) jsou exprimovany u riiznych vyvijejicich se organti a
uplatniuji se 1 béhem vyvoje koncetin. Spry2 je podstatny regulator enchondralni osifikace a
moduluje signalizaci v osteoblastech a chondrocytech, zatimco Spry4 se exprimuje v riistové
zo6n¢ béhem vyvoje koncetinového pupene. Naruseni expresi obou téchto gend vede ke
vzniku koncetinovych vad, coz bylo prokazano napt. na mysich ¢i kutecich embryich.

Vrozené vady koncetin u ¢lovéka, oznacované jako dysmelie, jsou vrozené deformity
s frekvenci 6: 10 000 porodt, pfi¢emz Castéji je postizena horni koncetina. Az 90 % ptipadt
ma geneticky pivod, jednd se o defekty s familidrnim vyskytem, dédi¢nosti ¢i pfimou
poruchou zarodecné tkané€. Zbyvajici vrozené vady mohou vzniknout na zaklad¢€ piisobeni
teratogenu, ktery se uplatni béhem kritické periody vyvoje koncetin. Vrozené vyvojové vady
koncetin se mohou vyskytovat jako izolovana forma nebo jako soucéast syndromu. Defekty
mohou mit Siroké spektrum projevu. Miize se jednat pouze o malé odchylky od b&zné
anatomické struktury, ale také o defekty s fatdlnimi nasledky, jako je Umrti plodu
v prenatalnim obdobi nebo tésné po porodu.

Stale ziistava mnoho nezodpovézenych klicovych otazek a podrobnosti o vyvoji koncetin,
které je potieba doplnit. Zejména pro praktické aplikace a terapeutické piistupy mohou byt
tyto podrobnosti velmi dulezité. Naptiklad bychom mohli mluvit o cili ziskat kon¢etinové

mezodermalni bunky pro transplantace v piipad¢ oprav defektnich koncetin, ¢i navrhnout
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1é¢bu k napraveni poSkozeni defektnich koncetin pomoci stimulace tkani, které ji obklopuji.
Aby bylo mozné dosahnout téchto a dalSich cill, je zapotiebi, aby byly zcela pochopeny
molekuldrni zéklady determinace, polarity a identity koncetin a definovani ptesnych
sekvenci zucastnénych signalt.

V predlozené praci se zaméfujeme na patologické stavy koncletin, a to predevSim
v souvislosti s FGF a Shh signalni drahou. Smyslem této prace je popsat patologické stavy
prednich koncetin u transgennich mysi s deficienci Spry2/Spry4 a jejich vyvoj s cilem
vyhodnotit morfogenezi téchto patologii, a pfipadné rozdily v tvorbé patologii u jedinct

s rozdilnymi genotypy, tedy s riznymi davkami proteinti Sprouty2 a/nebo Sprouty4.
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2 Horni konéetina ¢lovéka

Membrum superius (extremitas proximalis) neboli horni koncetina, je pomoci
pletence (cingulum) ptipojena k osové kostie. Pletenec je slozen z lopatky (scapula) a kosti
kli¢ni (clavicula). Na pletenec je kloubné pfipojena volna koncetina (extremitas libera), jez
ma ti1 zakladni ¢asti — stylopodium, zeugopodium a autopodium.

Kost pazni (humerus) ptedstavuje stylopodium, zeugopodium, u néhoz hovoifime o
kostech predlokti, je slozeno ze dvou kosti — kosti vietenni (radius) a kosti loketni (ulna).

Kosti ruky predstavuji autopodium horni koncetiny.

2.1 Autopodium horni kon¢etiny

Autopodium (obr. 1) sestava ze tii ¢asti — kosti zapésti (ossa carpi), kosti zaprstni
(ossa metacarpi) a clanky prstl (ossa digitorum manus, phalanges). Ve Slachach se nachazi
malé sezamské kosti (ossa sesamoidea), jez se v lidské ruce nachazi minimalné dvé v oblasti

matakarpofalangového kloubu palce.

Kosti zapésti — ossa carpi

Kosti zapésti jsou usporadané ve dvou fadach — proximalni a distalni, které jako celek
vytvateni zapésti (carpus). V proximdlni fad€é se nachazi tyto kosti — kost ¢lunkova (os
scaphoideum), kost polomésiCitd (os [unatum), kost trojhrannd (os triquetrum), kost
hraskova (os pisiforme). Distalni fadu tvofi tyto kosti — kost mnohohranna vétsi (os
trapezium), kost mnohohranna mensi (os trapezoideum), kost hlavata (os capitatum) a kost
hakovita (os hamatum).

Jelikoz karpalni kosti predstavuji kratky typ kosti, osifikace probihd enchondralné od
sttedu k povrchu pouze z jednoho jadra u kazdé z nich. VSechny kosti jsou po narozeni
chrupavcité a osifikace je postupna. Jako prvni osifikuji v 1. roce veéku os capitatum (od 2.
mesice po narozeni) a os hamatum (od 3. mésice), pozdéji osifikuje os triguetrum (3. rok),
os lunatum (4. rok), os scaphoideum a os trapezium (4.-5. rok), os trapezoideum (5.-6. rok)

a jako posledni osifikuje os pisiforme (v zavislosti na pohlavi v obdobi mezi 7.-13. rokem).

12
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Obrazek 1 Kosti ruky, prava strana, pohled na hibetni stranu. C: carpus (ossa carpi), M:
metacarpus (ossa metacarpi), Ph: phalanges (ossa digitorum), 1: ulna, 2: radius, 3: os lunatum,
4: os triquetrum, 5: os pisiforme, 6: os hamatum, 7: os scaphoideum, 8: os capitatum, 9: os
trapezoideum, 10: os trapezium, 1. phalanx proximalis, 11: phalanx media, 11I. phalanx distalis

(upraveno podle Cihak, 2011).

Kosti zaprstni — ossa metacarpi

Kosti zaprstni distdln€ navazuji na zapésti a vytvareji zaprsti (metakarpus), coz je
oblast hibetu ruky a dlané. Jedna se celkové o pét kosti (metakarpus I-V) dlouhého typu.
Kazda zaprstni kost ma ti1 ¢asti — basis (baze, proximalni ¢ast kosti), corpus (t€lo, stiedni
¢ast) a caput (hlavice, distalni konec).

Osifikace zac¢ina jiz prenatalné (v obdobi 9. tydne vyvoje) v diafyzach zaprstnich

kosti. Dalsi osifikacni centrum se objevuje v oblasti hlavice, pfipadné u prvniho metakarpu
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v oblasti baze. Jedna se o tzv. monoepifyzové kosti, osifikujici pouze zjedné epifyzy
a z diafyzy. Epifyzy osifikuji ve 2.-3. roce a k jejich splynuti s diafyzami dochédzi mezi 15.

a 19. rokem, u divek diive nez u chlapci.

Kosti prsti — ossa digitorum

Kostra prstil je tvofena Clanky (phalanges), na prvnim prsté jsou pouze dva ¢lanky,
na zbylych prstech jsou tti Clanky (phalanx proximalis, phalanx media a phalanx distalis).
Kazdy clanek ma tii ¢asti — basis phalangis (baze, proximalni konec), corpus phalangis
(t€lo) a caput phalangis (hlavice, distalni konec).

Osifikace ¢lankl prstii probihd z diafyzy a jedné epifyzy u baze ¢lanku. Diafyzy
zaCinaji osifikovat prenatalné, nejdiive dochézi k osifikaci v distalnich clancich (8.-9.
tyden), nasleduje osifikace ¢lankl proximalnich (10. tyden) a naposledy medidlnich (11.
tyden). Ve véku zhruba dvou let zac¢inaji osifikovat epifyzy proximalnich ¢lankt, pozdéji
stiednich ¢lankl a naposledy ¢lankt distalnich. Ke srtstu diafyzy s epifyzami dochazi mezi

15.-18. rokem véku jedince.

2.2 Embryonalni vyvoj a rist lidské koncetiny

Horni koncetiny se u lidského embrya zacinaji objevovat ve form¢ koncetinovych
pupent na konci 4. embryonalniho tydne. Vytvareji se na ventrolateralni strané¢ téla a jsou
tvofeny mezenchymem pochazejicim z mezodermu laterdlni ploténky. Na povrchu
koncetinového pupene se nachazi ektoderm s kubickym epitelem, ktery se ztluStuje a tvofi
tzv. apikalni ektodermovou listu (Fallon & Kelley, 1977). Funkei této struktury je indukce
proliferace mezenchymovych bun€k, a tedy rtstové zony. Na udrzeni ristové zony se
podileji fibroblastové ristové faktory 4 a 8 (FGF4 a FGFS), které jsou exprimovany v AER,
a které fidi proximodistalni osu vznikajici koncetiny (obr. 2) (Sun et al., 2002; Mariani et
al., 2008).

Dal8i vyznamnou strukturou objevujici se vraném vyvoji, je zéna polarizacni
aktivity, kterd se podili na ureni anteroposteriorni osy koncetin. Jedna se o skupinu bun¢k
pii zadnim okraji koncCetiny, které produkuji kyselinu retinovou (RA), jez je podstatnou
slozkou pro indukci koncetinového pupene, a ktera spousti expresi genu Shh (Riddle et al.,
1993; Stratford et al., 1996).

Signadly produkované ektodermem fidi dorzoventrdlni osu koncetin. Jednd se

predevSim o Wnt7a, ktery je produkovany dorzdlnim ektodermem a kostnimi
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Obrazek 2 T¥i primarni osy uplatiiujici se pfi vzniku horni koncetiny. Horni obrazek znazornuje AER
(Cervene), ktery probiha na distalnim konci koncetiny a uplatituje se pfi rozvoji koncetiny v proximodistalni
ose. Posteriorné se nachazeji buniky ZPA (zIut€), které jsou podstatné pii tvorbé anteroposteriorni osy
koncetiny. Dolni obrazek zobrazuje polohu AER, jez déli ektoderm na dorzalni a ventralni (pfevzato

z Logan, 2003).

morfogenetickymi proteiny (BMPs — bone morphogenetic proteins), pochazejicimi
z ventralniho ektodermu (Parr & McMahon, 1995; Pizette ef al., 2001).

Béhem pocatku 6. tydne vyvoje se koncetinovy pupen oplostuje a oddéluje
se cirkularnim zaskrcenim, ¢imz vzniké zaklad autopodia. Béhem dalsi faze vyvoje dojde
k druhému zaskrceni, které dava vznik dvéma oddélenym castem — stylopodiu a zeugopodiu.
Vznik paprskil prst a $térbin mezi nimi je podminén apoptézou v oblasti AER v mistech
budoucich meziprstnich prostor.

Od 6. tydne vyvoje zarodku vznikaji prvni chrupavcité modely budoucich kosti
diferenciaci mezenchymu koncetinovych pupent v chondrocyty. Chondrifikace u hornich
koncetin probihd proximodistdlnim smérem a je nasledovana vyvojem kloubd. Od konce
embryonalniho obdobi, tedy od konce 8. tydne, je zahdjena chondrogenni osifikace. Od 12.
tydne zacCinaji vznikat primdrni osifikani centra v diafyzach dlouhych kosti. Nejdiive
osifikuje povrch diafyzy déjem nazyvanym perichondréalni osifikace. V centru diafyzy
vznik4d primarni osifika¢ni jadro, ze kterého osifikace pokracuje smeérem k epifyzam
chrupavcitého modelu. Vznik sekundarnich osifikacnich center probihd postnatalné

ve vlastnim tempu kazdé kosti. Béhem rtstového obdobi pfetrvavda mezi diafyzou a
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epifyzami specifickd chrupavcitd ploténka, tzv. epifyzova (rastova) ploténka, v niz dochazi
k ristu kosti do délky. Pocet riistovych plotének se odviji od typu kosti (pt. monoepifyzové,
diepifyzové kosti). U dlouhych kosti je tato ploténka na proximalnim 1 distadlnim konci mezi
diafyzou a epifyzami, u kratkych kosti se nachazi pouze jedna ploténka a Kkosti

nepravidelného tvaru maji rozli¢ny pocet osifikacnich center.
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3 Predni koncetina mysSi

Ptedni koncetina mysi se svou zékladni stavbou velmi podoba lidské horni konceting.
Koncetinu miizeme rozdélit na tfi hlavni ¢asti — stylopodium, zeugopodium a autopodium.
Nejproximalnéji se nachazi kost pazni (humerus), zeugopodium tvoii kost vietenni (radius)
a kost loketni (u/na). Autopodium je slozeno z kosti zapéstnich (ossa carpi), kosti zaprstnich

(ossa metacarpi) a prsti (phalanges digitorum; obr. 3A).

3.1 Autopodium predni koncéetiny mysi

Svym uspotadanim se kosti mysiho autopodia témét nelisi od lidského (viz vyse).

Obrazek 3 Nazorny piehled kosti autopodia pravé pi‘edni koncetiny mysi (dorzo-ventralni pohled).
A) Autopodium a ¢ast zeugopodia predni koncetiny. I-V: pocet prsti, 1-5: metakarpalni kosti, 6:
sezamské kosti, 7: proximalni ¢lanek prstu, 8: medialni ¢lanek prstu, 9: distalni ¢lanek prstu, 10: zapésti,
11: kost vietenni, 12: kost loketni. B) Kosti zapésti. 1: fize intermedioradidlni karpalni kosti (os
scapholunatum) a centralni karpalni kosti (os centrale carpi), 2: ulnarni karpalni kost (os triquetrum), 3:
ptidavna karpalni kost (os pisiforme), 4: prvni karpalni kost (os trapezium), 5: druha karpalni kost (os
trapezoideum), 6: treti karpalni kost (os lunatum), 7: ¢tvrtd karpalni kost (os hamatum), 8: falciformni
karpalni kost, 9: ulnarni sezamska kost, 10: kost vietenni, 11: kost loketni, 12-16: metakarpalni kosti

(upraveno podle Ruberte et al., 2021).
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Kosti zapésti

Do této skupiny kosti se fadi (radio-ulnarn€) os hamatum, os capitatum,
os trapezoideum, os trapezium v distalni fadé¢ a v proximalni fadé¢ jsou ulozeny os
triquetrum, os pisiforme (uloZzend na palmarni stran€ os triquetrum), os lunatum, os
scaphoideum a os centrale carpi, které spolu fuzuji a os falciforme carpi. Na ulnarni strané
autopodia je pfitomna ulnarni sezamska kost.

V oblasti zapésti dochazi k anatomickym variacim v poctu karpalnich kosti, ale také
jejich fuzovani. U vétSiny jedinct dochazi k fuzovani os lunatum a os scaphoideum, pticemz
vzniké os scapholunatum. Tato kost naddle mtize fzovat i s os centrale carpi. U nékterych
jedincti maze taktéz dochazet k fizovani druhé a centralni karpalni kosti (os trapezoideum

a os carpale centrale; obr. 3B) (Ruberte et al., 2021).

Kosti zaprstni
Na mysi kostfe rozeznavame taktéz pét kosti zaprstnich (metacarpus I-V). V oblasti
metakarpofalangovych kloubli druhého az patého prstu se na palmérni strané nachéazi dvé

kosti sezamské, ¢imz se 1i$1 od lidského autopodia horni koncetiny.

Kosti prsti
Druhy az paty prst se skladaji ze tfi ¢lanka (proximalniho, medialniho a distalniho),

prvni prst je sloZen pouze ze dvou ¢lanki (proximalniho a distalniho) (Kaufman, 1992).

3.2 Embryonalni vyvoj a rust mysi predni koncetiny

Embryonalni vyvoj mysi trva 18-20 dnti, pficemz k vzniku koncetinovych pupent
pfednich koncetin dochazi pfiblizn€ v 9. den vyvoje. Zadni koncetinové pupeny se rozviji
o jeden embryonalni den pozdéji (Hedrich, 2012).

Koncetiny vznikaji parovym pucenim tkan€ ze somatické laterdlni ploténky
mezodermu, ktery béhem predchoziho vyvoje vznikl rozdélenim laterdlni desticky
mezodermu na somatickou (dorzalni) a splanchnickou (ventralni) c¢ast. Riist a formovani
koncetinovych pupeni je fizen nékolika signalnimi centry, a to de facto podobné jako
u ¢lovéka v AER a v ZPA v oblasti posteriorntho mezenchymu koncetinového pupene
(Logan, 2003), jelikoz vétSina poznatkli o lidské embryogenezi koncetin z hlediska

molekularniho byla ziskana pravé na mysim modelu sav¢iho vyvoje.
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Iniciator ristu koncetinového pupene je fibroblastovy ristovy faktor 10 (FGF10;
obr. 4), ktery je indukovan v mezodermu lateralni ploténky, a také pretrvava v mezenchymu
vytvoieného koncetinového pupene a interaguje s FGF8 z AER a Shh ze ZPA (Ohuchi et al.,
1997). Shh je exprimovan na zadnim okraji pfedniho koncetinového pupene mysi mezi 9,5
a 12,0 embryonalnim dnem (ED), pro zadni koncetinovy pupen je perioda exprese Shh o ptl
dne opozdénd, tedy mezi ED 10-12,5 (Zhu et al., 2008). Béhem indukce koncetin je mezi
FGF8 a FGF10 nezbytna recipro¢ni regulacni smycka, kterd je fizena signdlem
z receptoru fibroblastového rastového faktoru 2 (FGFR2) (Xu et al., 1998). FGF a Shh
vzadjemné interaguji a umoziuji formovani koncetinového pupene ve sméru
proximodistalnim a anteroposteriornim. Prodluzovani koncetinového pupene se déje

proliferaci mezenchymu v oblasti ristové zony (progress zone), nachazejici se pod AER.

ED 9,5-10 ED 10,5-11 ED 11,25 ED 12,5 ED 14-15

AER

~ rcFio W FoFe ! (

Obrazek 4 Casové znazornéni vzniku p¥edni kon&etiny u mysi (ED 9,5-15). ED 9,5-10: zahajeni rtistu
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-
—

koncetinového pupene za plsobeni FGF10, ED 10,5-11: formovani AER za pusobeni faktort FGF8 a
FGF10, zahajeni exprese Shh, ED 11,25: pocatek vzniku prsti v potfadi 4,2,3,5,1, pocatek chondrogeneze,
ED 12,5: patrné vSechny prsty, ED 14-15: pocatek formovani kloubl a oddé€leni jednotlivych prsth
(upraveno podle Baldock et al., 2015).

Od ED 11,5 zacinaji vznikat zéklady prsti, jejichZ tvorba se fidi pfesnym Casovym
vzorcem. Bylo zjisténo, Ze jako prvni je zakladan Ctvrty prst, jehoz vznik je nasledovan
tvorbou druhého prstu. Pozdéji vznika paty a tieti prst, jako posledni se rozviji prst prvni
(Zhu et al., 2008). VED 12,5 jsou patrné zdhyby na distalnim konci koncetiny, jez
odpovidaji budoucimu umisténi prstii. V ED 12,5-13 je poprvé vymezena oblast karpalnich
kosti a jsou pfitomné paprsky prstii oddélené meziprstnimi Stérbinami. Od ED 13,5 jsou
jasné pritomné odd¢€lujici se prsty prostiednictvim apoptdzy v oblasti meziprstnich Stérbin.
V ED 14,5 jsou vsechny prsty rozprostteny do Siiky, avSak v ED 16,5 se prsty 2-5 dostavaji

do paralelniho uspotadani (Kaufman, 1992).
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Béhem embryogeneze zacCind vyvoj kosti kondenzaci mezenchymalnich
progenitorovych bun¢k v misté vzniku budouci kosti. Kosti axialniho skeletu jsou odvozeny
ze somitl, piicemz jsou pozdéji formovany procesem enchondralni osifikace.

Osifikacni centra kosti pfedni koncetiny se objevuji v predvidatelné posloupnosti i
Case. Primarni osifika¢ni centrum lopatky se objevuje 15. ED, sekundérni osifika¢ni centrum
bylo zaznamenéano v postnatdlnim obdobi (7. den po narozeni), nicméné jesté¢ 14 dnt po
narozeni neni lopatka zcela osifikovdna. Od 15. ED se také rozviji primarni osifikacni
centrum kosti pazni, jejiz sekundarni centra se za¢inaji objevovat 7. den po narozeni. U kosti
vietenni i kosti loketni je osifikace zahdjena taktéz 15. ED, sekundarni osifikacni centra se
objevuji 7. (distalni konec) a 14. (proximalni konec) den po narozeni (Patton & Kaufman,
1995).

Kosti zapéstni maji pfitomna primarni osifikacni centra az 7. den po narozeni. Kosti
metakarpalni osifikuji v potadi 3, 4, 2, 5 a 1. VSechny kosti metakarpalni maji primarni
osifika¢ni centra pritomna 19. ED s vyjimkou prvniho metakarpu, ktery osifikuje cca 7 dnti
po narozeni. Sekundarni osifikacni centra se objevuji od 7. dne po narozeni, a to v potadi 2,
3, 4 a5, pficemz v této dob& neni zaddné centrum piitomné u 1. metakarpu (Patton &
Kaufman, 1995).

Osifikace ¢lankt prstt probiha riznorodé. Distalni ¢lanek prvniho prstu osifikuje ve
stejnou dobu jako distalni ¢lanky ostatnich prstl (ED 18,5), zatimco prvni metakarpalni kost
a proximalni ¢lanek prstu osifikuji az nejdiive 7 dnli po narozeni. Primérni osifikacni centra
ostatnich prstl se objevuji zhruba od 18. ED. Medidlni ¢lanky prsti osifikuji jeden den po
porodu a jejich sekundarni osifikacni centra se objevuji nejdiive na proximalnim konci 7.
den po narozeni, stejné tak se objevuji i u prostiednich ¢lankd. Distalni ¢lanky osifikuji mezi
18. a 19. ED a nejsou u nich patrné sekundarni osifikacni centra (Patton & Kaufman, 1995).

Zajimavé je, ze na rozdil od clovéka, u mys$i dochazi k ptirGstku kostni hmoty a
pokracovani longitudinalniho rtstu kosti i po dosazeni pohlavni dospélosti, coz je v 6-8
tydnech. U mys$i se podélny rist dramaticky zpomaluje na velmi nizkou uroven v pubertg,

ale ristové ploténky se Gplné nespoji a nezmizi (Jilka, 2013).
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4 Molekularni podstata tvorby koncetin se zamérenim na drahu

fibroblastového rustového faktoru

Vznik koncetin obratlovcl je velmi komplexni proces, ktery probihd na zakladé
koordinace tfi signalizacnich oblasti koncetinového pupene — AER, ZPA a ventralniho a
dorzalni ektodermu. Jednotlivé signalizatni molekuly (FGF, Shh, Wnt7a, BMPs a
Engreildl), jsou na sob¢ zavislé a ovliviiuji se pomoci zpétnovazebnych smycek. Toto
zakladni schéma vyvoje se uplatiiuje pii tvorbé koncetin vSech obratlovci, a proto je mozné
vyuzivat pro dal$i badani v této oblasti zdjmu predev§im mysiho a kufeciho modelu.

V nize uvedenych kapitolach se podrobnéji vénuji piedevsim molekularni draze
FGF, v jejimz prib¢hu se uplatiiuji jako negativni regulatory Sprouty proteiny. Jedna
z kapitol je také vénovana Shh, jelikoz v souvislosti se zménami exprese Sh# a signaliza¢ni
aktivity byly zaznamendny vazné defekty autopodia u mysi i lidi zahrnujici jak polydaktylii,
tak oligodaktylii (Masuya et al., 1995; Chiang et al., 1996). Vyvoj a rist koncetin obratlovcii
jsou fizeny vzdjemnymi interakcemi téchto dvou signalizacnich drah, které funguji
v zavislosti na zpétnovazebné smycce. Pokud dojde k jejimu naruseni, dochdzi k selhani

formovani distalnich ¢asti koncetin, predevsim prstd (Zuniga et al., 1999).

4.1 Tyrosinkinazovy receptor

Signaliza¢ni drahy tyrosin kindzového receptoru jsou prostorove i casové regulovany
fadou pozitivnich a negativnich regula¢nich mechanism, které fidi amplitudu a dobu trvani
signalll iniciovanych na bunééném povrchu tak, aby pii jejich uplatnéni dochézelo
k normalnimu biologickému vyvoji, pfipadné odchylce pifi onemocnéni. Mezi vyznamné
modulatory RTK je fazena rodina Sprouty proteinti (Reich ef al., 1999).

Jednotlivé proteiny ze superrodiny receptor tyrosinovych kinaz hraji podstatnou roli
béhem embryonalniho vyvoje a také pii postnatalni remodelaci kostni tkan€. Konkrétné se
vyznamn¢ uplatituji v proliferaci a diferenciaci chondrocytii, osteoblastl, osteoklastli a

dalSich kostnich buné€k (Ornitz, 2005).

4.2 Fibroblastové ristové faktory
FGF tvoii evolu¢né konzervovanou rodinu proteinii. U obratlovcl je dnes znama

rodina 22 proteint, které aktivuji receptory fibroblastovych rastovych faktori (FGFR), jez
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Obrazek 5 Signaliza¢ni draha FGF/ERK. Signalni draha FGF/ERK je zahajena po vysokoafinni vazbé
molekuly ligandu FGF na pfislusny receptor — FGFR. Nasleduje konformacni zména FGFR, ktera je klicova
pro aktivaci receptorové kinazové domény a rekrutovani adaptorovych proteint, které spojuji FGF drahu s
MAPK. Jako prvni skafoldovy protein je uplatnény FRS2, nasledovany druhym proteinem GRB2. Spolu se
SOS vytvaii signalni komplex, ktery je translokovan pobliz plazmatické membrany, kde se vaze na doposud
neaktivni RAS (Ong et al., 2000). Po aktivaci je RAS od komplexu disociovan a rekrutuje svtj efektorovy
protein RAF, jez svou aktivaci fosforyluje prvni kinazy kaskady MAPK, nazyvané MEK1 a 2. Ty vazi a
fosforyluji ERK1 a 2, které jsou posledni kindzovou molekulou kindzové kaskady (Kouhara et al., 1997).
ERK se translokuji do jadra, kde aktivuji transkripci proteinti s rozli¢nymi biologickymi funkcemi. Piislusna
bunééna odpoved je vysledkem FGF signalizace. Tato signalizaéni kaskada je regulovana v mnoha Grovnich.
Vyznamnou skupinou antagonisti této kaskady jsou Sprouty proteiny (SPRY). Pod vlivem FGF jsou SPRY
fosforylovany, coz vede k navazani adaptorovych proteinii (GRB2), a ten je tak disociovan z komplexu
FRS2/GRB2/SOS, ¢imz dojde k zeslabeni signalizace. Na této urovni funguje také CBL, ktery spousti
ubukvitinaci (UB) a naslednou degradaci aktivovaného FGFR a FRS2 (upraveno podle Soszynska et al.,
2019).

maji tyrosinkinazovou aktivitu a jsou schopny aktivovat ptislusné signaliza¢ni kaskady
(Ornitz & Itoh, 2001).
Veskeré FGF proteiny maji vysokou afinitu pro heparin (Bugess & Maciag, 1989),

za jehoz pisobeni dochazi ke spojeni dvou FGF-vazajicich podjednotek FGFR, coz je
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dualezity krok pro aktivovani receptoru a sestaveni stabilniho a specifického komplexu FGF-
FGFR (Schlessinger et al., 2000). Pienos signalu se déje prostiednictvim ¢tyt signalizacnich
kaskad, znichz nejlépe probadanou je MAPK, ktera zahrnuje ERK (obr. 5). Jednim
z antagonistii FGF drahy jsou pravé Sprouty proteiny, které jsou regulovany fosforylaci na
konzervovaném tyrosinovém zbytku, ¢imz vznikd prostor pro navazani adaptorového
proteinu (GRB2) a nasledného rozpadu komplexu FRS2/GRB2/SOS a oslabeni signalizace
(Mason et al., 2004; Kim & Bar-Sagi, 2004).

Béhem embryonalniho vyvoje hraji FGF roli vregulaci bunécné proliferace,
migrace, diferenciace a apoptdzy. FGF signalizace je podstatna témét ve vSech fazich vyvoje
koncetin. Konkrétné¢ se jedna o regulaci vyvoje koncetinového pupene a udrzovani jeho
rustu, dale na formovani koncetiny a riist dlouhych kosti (Martin, 1998). FGF signaly hraji
klicovou roli vregulaci chondrogeneze, osteogeneze, kostni a mineralni homeostaze.
Ptehled jednotlivych FGF a FGFR uplatiiujicich se béhem enchondralniho vyvoje kosti je

zobrazen na obr. 6.
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Obrazek 6 FGF a FGFR exprese béhem enchondralniho vyvoje kosti. A) Embryonalni ristova ploténka.
B) Postnatalni rustova ploténka po vytvofeni sekundarniho osifikacniho centra. BM — kostni dienn (bone

marrow) (upraveno podle Ornitz & Marie, 2015).

Ptredpoklada se, Ze jako nezbytny iniciator tvorby koncetinového pupene funguje
FGF10 (Sekine et al., 1999). Pro norméalni vyvoj koncetin je nepostradatelna exprese FGFS,

jehoz inaktivace vede k redukci velikosti koncetin (Lewandoski et al., 2000). Nedostate¢na



exprese FGF8 v AER usti ve zmény exprese dalSich FGF gent a Shh (Moon & Capecchi,
2000).

4.3 Receptory fibroblastovych riistovych faktora

FGFR jsou transmembranové tyrosinkindzové receptory, jez jsou soucasti
signalizacnich drah FGF a jsou nedilnou soucasti vyvoje koncetin. U obratlovci byly
identifikovany ¢tyii FGFR (FGFR1-4), pficemz pozd¢ji byl objeven dalsi receptor FGFRS,
ktery je ovSem unikatni tim, Ze neobsahuje intraceluldrni tyrosinkindzovou doménu, ktera je
bézna ve vyse uvedenych FGFR1-4 (Sleeman et al. 2001).

Béhem tvorby koncetin se FGFR exprimuji rozdiln€. B&hem casné diferenciace
koncetin se FGFR1 exprimuje difizné¢ v mezenchymu koncetinového pupene, zatimco
FGFR2 se exprimuje v ektodermu, véetné AER. Pozd¢ji dochazi k soucasné expresi FGFR1
a FGFR2 v blastétmu chrupavky (Peters et al., 1992). Koncetinové pupeny FGFRI1
deficientnich mySich embryi byly vyvojové retardované a vykazovaly abnormalni tvar
(Deng et al., 1997). FGFR2 je nezbytnym zprosttedkovatelem recipro¢ni regula¢ni smycky
mezi FGF8 a FGF10 béhem indukce koncetin (Xu et al., 1998). V piipadé Apertova
syndromu, ktery se mimo jiné projevuje zavaznymi formami syndaktylie, vznikajici fazi
kosti 1 kloubnich spojii prsti, dochazi ke ztraté specificity vazby ligandu na FGFR2
(Yu et al., 2000).

S mutacemi FGFR je spojovano nescetné dalSich vrozenych vad, které ¢asto zahrnuji
nespravnou fuzi lebecnich §vli ¢i abnormality skeletu. Mutace dvou ¢lend této rodiny,
konkrétné¢ FGFR1 a FGFR2, jsou spojovany se vznikem lidskych onemocnéni koncetin
v souvislosti s chybnym formovanim koncetin, jak jiz bylo zminéno vySe, zatimco mutace
FGFR3 ovliviuje rust kosti koncéetin (Wilkie ef al., 2002). Mutace FGFR1, 2 a 3 se mohou
v klinickém obraze pacienta piekryvat, coz naznacuje, ze mohou mit prekryvajici se funkce,

a tudiZ se 1 ¢astecné vzajemné kompenzovat (Burke et al., 1998).

4.3.1 Receptor fibroblastového riistového faktoru 3

kosti, ktery je exprimovan v rastovych ploténkach dlouhych kosti (Deng et al., 1996).
FGF/FGFR3 signalizace hraje nepostradatelnou roli béhem enchondralni osifikace, a to jak
béhem chondrogeneze, tak i osteogeneze (Chen et al., 1999). Prostiednictvim FGFR3 muze

byt podpotfena diferenciace prechondrogennich mezenchymalnich bunék na chondrocyty,
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které produkuji chrupavku, a tim tedy dochazi k podpoteni jeji tvorby (Davidson et al.,
2005).

Dominantné dédicné mutace genu tohoto receptoru maji za nasledek onemocnéni
kosterni soustavy nazyvané jako achondroplazie, hypochondroplazie a thanatoforni
dysplazie (Horton & Lunstrum, 2002). U téchto onemocnéni dochazi k poruse enchondralni
osifikace kosti, coz bylo zjiS§téno na mysich embryich, kterd jiz 12. den embryonalniho
vyvoje vykazovala inhibici enchondralni osifikace a mutace vedly k pfimému Uc¢inku na
proliferaci i zrani chondrocyta (Segev et al., 2000).

Bylo zjisténo, ze defekty rustové ploténky pfipisované dwarfismiim souvisejicim
s FGFR3 mutacemi mohou byt potencialné zptisobeny ztratou funkce primarnich cilii. Tim
padem by tato kategorie malformaci pfedstavovala novou skupinu onemocnéni kosterni
soustavy souvisejici s defektni ciliogenezi (Martin et al., 2018). Ptitomnost odchylnych
primarnich fasinek v rustovych ploténkach byla nalezena u achondroplazie a thanatoforni
dysplazie. Tim se tato onemocnéni podobaji skeletalnim ciliopatiim, u nichz je funkce
primarnich fasinek naruSena a dochazi k abnormélnimu ristu kosti. Také bylo prokézano, ze
dysregulace cilii v chondrocytech u téchto onemocnéni prameni z ptimého plsobeni
FGFR3. To by mohlo naznacovat, Ze defektni signalizace mezi ciliemi a Hedgehog rodinou
rustovych faktorti hraje podstatnou roli pfi vzniku skeletalnich dysplazii souvisejicich

s FGFR3 (Kunova Bosakova et al., 2018).

4.4 Sprouty proteiny

Sprouty proteiny piedstavuji rodinu signdlnich molekul, které byly poprvé popsany
jako antagonisté fibroblastového rtistového faktoru uplatitujici se v signalizacnich drahach
béhem vyvoje trachealniho systému u Drosophila melanogaster (dSpry) (Hacohen et al.,
1998). Homologické Sprouty proteiny byly nalezeny i u obratlovct. V myS$im a lidském
genomu byly identifikovany ¢tyfi Sprouty geny: Spryl, 2, 3 a 4 (de Maximy et al., 1999,
Leeksma et al., 2002).
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Protein (dSpry) nalezeny u Drosophila melanogaster je veliky 63 kDa a obsahuje
unikatni 124 jednotek dlouhy region, ktery je bohaty na cystein. Homologické Sprouty
proteiny u ¢lovéka (hSpry) 1 mysi jsou podstatné mensi velikosti (32—34 kDa) oproti dSpry
a mimo shodu v konzervované oblasti bohaté na cystein vykazuji dSpry a sav¢i Sprouty
proteiny minimalni shodu. Vyjimku tvoii pouze jedna sekvencni oblast obsahujici
tyrosinovy zbytek, kterd je shodna u dSpry a savcich Sprouty (obr. 7). Divergence sekvenci
na aminokyselinovém konci jednotlivych sav¢ich Sprouty urcuje jejich rozlisné funkce, a

predevsim schopnost interagovat ve vazbach protein-protein (Kim & Bar-Sagi, 2004).

NHoA w4l [ | FCOOH
D.m. Spry

NHp{ [¥I [ [FCOOH
SPRY

] konzervovana oblast bohata na cystein na C-konci proteinu (-COOH konec)

[ konzervovana oblast na N-konci proteinu (-NH2 konec)

Y oznaceni tyrosinového zbytku

Obrazek 7 Grafické znazornéni konzervovanych domén Sprouty proteinu u Drosophila
melanogaster (D.m. Spry) a u savc¢iho typu (SPRY). Oba proteiny obsahuji konzervovanou oblast
bohatou na cystein na karboxylovém konci (-COOH konec), avSak na svém aminokyselinovém
konci (-NH2) maji pouze jednu kratkou sekvenéné podobnou oblast zahrnujici konzervovany

tyrosinovy zbytek (upraveno podle Kim & Bar-Sagi, 2004).

Dle pavodniho vyzkumu bylo stanoveno, Ze Sprouty jsou extracelularni proteiny
(Hacohen et al., 1998), nicméné zavérem jedné z dalSich provedenych studii bylo, ze
Sprouty jsou intraceluldrni proteiny, které pfimo interaguji s nékolika ¢leny Ras/MAP
kin4dzovych kaskad, které jsou nezbytné pro fadu vyvojovych procesii iniciovanych aktivaci
riznych receptor kinazovych drah. Sprouty piisobi jako inhibitory zapojené do negativni
zpétné vazby signalizace ve vice kontextech a fadi se tak dosud mezi nejrozsifené;si
inhibitory signalizace Ras/MAP kinazy (MAPK) u Drosophily (Casci et al., 1999).

Dale bylo prokazéano, Ze Sprouty proteiny funguji jako obecné inhibitory receptor
kinazovych drah a ucastni se interakci s negativni zpétnou vazbou béhem rozlicnych
biologickych procest u savct (Reich et al., 1999). V nékterych dalSich tkdnich a orgénech
(napf. v oku) jsou Sprouty proteiny zapojeny také do drah receptori epidermalniho

rustového faktoru (EGFR) (Casci et al., 1999). U bezobratlych i obratlovcl jsou tyto
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extracelularni signalni faktory — FGF a epidermalni rstovy faktor (EGF) zapojeny do
obecné morfogeneze, bunécné proliferace a diferenciace (Kramer et al., 1999).

Pokud je buiika stimulovana bud’ FGF nebo EGF, Sprouty proteiny jsou schopny se
translokovat do oblasti plazmatické membrany a tim se aktivovat. Tento d¢&j probiha diky
konzervované C-koncové oblasti oznacované jako Sprouty transloka¢ni doména (SpryTD)
(Lim et al., 2000). Lokalizace SpryTD je cilena pfimou vazbou na fosfatidylinositol 4,5-
bisfosfatu v plazmatické membrané. Bylo prokdzano, ze tato interakce je nezbytna pro
normalni funkci ASpry2 jako inhibitoru Ras/MAPK signalizace a membranova lokalizace ¢i
translokace se tedy jevi jako nezbytna pro inhibi¢ni efekt Sprouty proteint (Lim et a/., 2002).
Zavérem porovnani sekvenci proteinti je, ze Sprouty funguji podobnym mechanismem u
vzdalené piibuznych organismil, a pfedevsim je podtrhovana dileZitost SpryTD a domény
na N-konci proteinu s kratkym tyrosinovym motivem, ktery je konzervovan u Drosophily i
savel (Guy et al., 2003).

Sprouty proteiny hraji vyznamnou roli pfi vzniku télesnych tkani b&éhem
organogeneze. Studii zaméfenou na organogenezi u mysi bylo vyvozeno, Ze Sproutyl,
Sprouty2 a Sprouty4 jsou exprimovany v hojném poctu vyvijejicich se organii (mozek, zuby,
slinné Zlazy, plice, koncetinové pupeny a dalsi) a fidi nebo se podileji na fizeni epitelidlné-
mezenchymovych interakci v ramci vyvojovych procesti. V mySim embryonalnim stadiu
14,5 byla zachycena exprese Sprouty 1, Sprouty2 a Sprouty4 v epitelu a perichondriu v oblasti
vyvijejicich se prstl (Zhang et al., 2001).

Vzhledem k mySim kmenim pouzitym v této praci, se v nasledujicich dvou

podkapitolach budu bliZze zabyvat proteiny Sprouty2 a Sprouty4.

4.4.1 Sprouty2

Sprouty? gen koduje protein patiici do Sprouty rodiny. Mysi Sprouty2 (mSprouty?2)
se nachazi na chromozomu 14, lidsky ortholog (ASprouty?2) je na 13. chromozomu (Leeksma
et al., 2002). Zrodiny Sprouty proteinii vykazuje pravé Sprouty? nejvyss$i podobnost
s dSprouty (de Maximy et al., 1999). Vysledky porovnani mysiho, lidského a kufeciho
Sprouty? genu vykazovaly vysokou miru podobnosti sekvenci (napt. mSprouty? a
hSprouty2, 97% shoda sekvenci aminokyselin). Na zaklad¢ tohoto zjisténi je mozné tvrdit,
ze vramci evoluéniho vyvoje zistal tento gen velmi konzervovany, a také, Ze nejveEtsi

rozdily mezi druhy jsou v N-termindlni doméné proteinu (Minowada et al., 1999).
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Obecné lze fici, ze transkripty tohoto genu jsou pfitomné v oblastech s objasnénym
pusobenim FGF. Sprouty2 byl detekovan v mezenchymu koncetinovych pupent, ale nebyl
pritomen v AER a ektodermu, coz naznacuje, Ze ne vzdy je Sprouty2 exprimovan ve vSech
tkdnich s aktivovanymi FGFR (Chambers & Mason, 2000). Prokazalo se, ze protein
Sprouty?2 hraje dulezitou roli v nespocetném mnozstvi vyvojovych procest, mezi néz se fadi
1 vyvoj koncetin (Minowada et al., 1999). Sprouty? je podstatny jako regulator enchondralni
osifikace, také moduluje signalizaci v osteoblastech a chondrocytech a je dulezity pro
normalni proliferaci a diferenciaci chondrocytt (Joo et al., 2016).

Proliferace a diferenciace osteoblasti je indukovana FGF a BMP prostiednictvim
extracelularni signdlné-regulovanou kinazoul/2 (ERK1/2) a Smad drahami (Miraoui &
Marie, 2010). Pravé prostiednictvim téchto drah se Sprouty? podili na formovani kosti.
Exprese Sprouty? je v osteoblastech indukovdna FGF stimulaci a jeho nadmérna exprese
potlacuje proliferaci a diferenciaci osteoblastl. Navic se Sprouty2 gen projevil jako inhibitor
mineralizace matrix. Tato zjisténi vedla k zavéru, ze Sprouty? ma vyznamnou funkci ve
vyvoji osteoblasti, a to cestou down-regulace drahy FGF-ERK1/2 a BMP (Taketomi et al.,
2018).

4.4.2 Sprouty4

V ramci genomu je lidsky Sprouty4 (hSprouty4) lokalizovan na 5. chromozomu, u
mysi se nachazi v centralni oblasti chromozomu 18 (Minowada et al., 1999). Tento gen
koéduje protein o velikosti 322 aminokyselin. Na urovni DNA vykazuje myS$i a lidsky
Sprouty4 gen homologii 87 % a na proteinové trovni 88 %. Toto zjiSténi indikuje, Ze i
Sprouty4 gen zlstal béhem evoluce obratlovcil vysoce konzervovany (Leeksma et al., 2002).

Na mys$im modelu bylo zjisténo, ze Sprouty4 se exprimuje v rastové zoné, tedy ve
vrstvé mezodermovych bunék nachéazejicich se pod AER béhem vyvoje koncetinového
pupene, a v ektodermu koncetiny. Naopak tento gen neni exprimovan piimo v apikalni

ektodermové 1isté (obr. 8) (de Maximy et al., 1999).
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Obrazek 8 Znazornéni exprese Sprouty4 ma podélném Fezu koncetinovym pupenem
mysiho embrya (11,5 ED). AER — apikalni ektodermova lista; de — dorzalni ektoderm; pz —

rustova zona; ve — ventralni ektoderm (pfevzato z de Maximy et al., 1999).

Vramci studie zabyvajici se vyznamem Sprouty? a Sprouty4 v embryonalni
morfogenezi bylo zji§téno, Ze v obou piipadech gent byly double knokout (KO) mysi letalni
jiz prenatalné a vykazovaly zdvazné patologie, a to zejména v kraniofacialni oblasti, dale
v morfogenezi plic a koncetin. Sprouty4 deficientni mysi vykazovaly polysyndaktylii a
v ramci fenotypového projevu byly charakteristické fize a duplikace prstli na ptednich
koncetinach (Taniguchi et al., 2007). Tato studie potvrdila vysledky ptedchoziho badéani
zaméteného na rozsahly screening patogenezi spojenych se Sprouty4 genem, jakozto

regulatorem normalniho vyvoje koncetin (Hansen et al., 2003).

4.5 Sonic Hedgehog ve vztahu k vyvoji kon¢etin

Sonic Hedgehog jsou ¢lenové rodiny signéalnich proteinit Hedgehog (Hh), které hraji
zasadni role béhem embryonalniho vyvoje tkani obratlovet, véetné mozku a michy, axialni
kostry a konc¢etin. Na zadnim okraji konéetinového pupene obratlovct se nachazi skupina
mezenchymovych bunék, jez se nazyva jako zona polarizacni aktivity. V této oblasti se
exprimuje gen kodujici protein Shh, ktery funguje jako morfogen ZPA a specifikuje
polohové udaje anteroposteriorni osy koncetiny, na autopodiu tedy od palce k malicku

(Masuya et al., 1995, Riddle et al., 1993).
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Bylo prokazéano, ze Shh stimuluje proliferaci mezenchymovych bun¢k a reguluje
anteroposteriorni délku AER, a tim fidi Sitku koncetinového pupene (Smith & Wolpert,
1981). Exprese Shh je piimo vyvolana faktorem Hand2, jehoZz uroven aktivity je vyvolana
na zaklad¢ reciprocni aktivity dvou regulatorti exprese Shh, a to negativnim regulatorem
Gli3 a pozitivnim Hand2 (Matsubara et al., 2017). Shh pulsobi prostfednictvim
transkripcniho faktoru Gli3, ¢imz dochazi k regulaci morfologie autopodia skrze kontrolu
poctu prsta a jejich identitu (Litingtung et al., 2002). Tvorba 1. prstu je na Shh nezavisla,
jelikoz bylo prokazano, ze se tvofi 1 u Shh-/- mutantl, 4. a 5. prst se vytvaii, jelikoz jejich
tvorba vychazi ptimo z oblasti exprese Shh, avSsak Shh forma modifikované cholesterolem
je nepostradatelna pro signalizaci na dlouhé vzdalenosti a tvorbu 2. a 3. prstu (obr. 9) (Lewis

et al., 2001). Zména signalizace Shh se podili na vrozenych vadach koncetin a na vyvoji

morfologické diverzity koncetin obratlovc.

B
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Obrazek 9 Leva piedni koncetina mysi v embryonalnim stadiu 18,5; zobrazeni kostni a chrupav¢ité
tkané (A, B) a schématickych nakrest pro piehlednost jednotlivych kosti. Koncetina mysi s normalni
expresi Shh (A) a koncetina mysi, jez méla jednu alelu tzv. N-Shh (B), ktera vytvari zkraceny protein Shh
bez modifikace cholesterolem. U této koncetiny doslo k vytvofeni pouze 1., 4. a 5. prstu, zatimco doslo
ke ztrat¢ 2. a 3. prstu. V oblasti mezi 1. a 4. prstem se nachdzi metakarpalni rudiment (oznaceno
hvézdickou). Barveno alizarinovou Cerveni (kostni tkain) a alcianovou modii (chrupavcita tkan). C —
karpalni kosti, Ce — centralni elementy, Mc — metakarpalni kosti, P — ¢lanky prstii. Méfitko urcuje 100 um

(upraveno podle Lewis ef al., 2001).
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Je dobfe zndmo, ze Hh signalizani drédha je jedna znejvyraznéji ovlivnénych
dysfunkci primarnich cilii. Odstranéni primarnich cilii blokuje odpovéd’ Shh a Ihh (Indian
Hedgehog), coz vede k rozmanitym defektiim zahrnujici 1 zkraceni kosti koncetin (Bangs &
Anderson, 2017).

V distalnim vrcholu cilii jsou lokalizovany hlavni reguldtory Hh signalizace, a to
proteiny Glil, 2, 3 a negativni regulator drahy vazajici Gli proteiny — Sufu (Suppressor of
fused) (Haycraft et al., 2005). Shh signalizace v ZP A naopak inhibuje nepfetrzité zpracovani
Gli3, coz vede k vytvoreni gradientu represoru Gli3 (GIli3R) v koncetinovém pupenu.
Anteriorné je jeho hladina vysoka a posteriornim smérem se snizuje. Za piitomnosti Shh je
inhibovano $tépeni aktivatoru Gli3 (Gli3A) na Gli3R (Wang et al., 2000; Zeller, 2004). Bylo
prokdzano, Ze proteiny Sprouty2 a Sprouty4 se podili na regulaci Hh signalizace, ktera je

spojovana se zménami délky primarnich cilii (Hruba et al., 2021).

5 Malformace hornich konéetin u ¢lovéka

Jako priklad frekvence téchto vad v populaci lze uvést populacéni studie z Australie a
Svédska, které uvadi, e se incidence malformaci hornich konéetin v populaci pohybuje
kolem 20 déti na 10 000 Zivé narozenych (Giele et al., 2001; Ekblom et al., 2010). Nejcastéji
byly ve studiich zaznamenéany oboustranné vady, nasledovaly levostranné odchylky a méné
Casté¢ pravostranné (Ekblom et al., 2010). Nejcastéjsi vady ruky jsou syndaktylie a
polydaktylie, u kterych je bézn€ mozny chirurgicky zakrok k napravé vady (Chong, 2010).

Klasifikace vrozenych vad hornich koncetin neni sjednocena a vyuZziva se riznych
klasifika¢nich kritérii. Mezi pouZivané patii napi. IFSSH systém, vytvofeny dle
Mezindrodni federace spolecnosti pro chirurgii ruky (/nternational Federation of Societies
for Surgery of the Hand), ktery €leni vrozené anomalie ruky do sedmi zékladnich skupin —
I: chybné zaloZeni ¢asti koncetin, porucha formace II: chyby v diferenciaci Casti koncetin,
III: duplikace, IV: nadmérny vyvoj, V: nedostatecny vyvoj, VI: amniotické konstrikce a VII:
vrozené defekty koncetin spojené s dal$imi anomaliemi (Swanson, 1976). Na zaklad¢
novych poznatkli o vyvoji koncetin z pohledu molekuldrni biologie je snaha tento systém

modifikovat (Manske & Oberg, 2009).

5.1 Achondroplazie
Achondroplazie je nejcastéjsi genetickd forma lidského dwarfismu, neboli

disproporciondlniho trpaslictvi s kratkymi koncetinami. JiZ pfi narozeni je patrny klinicky

31



obraz onemocnéni. Hlava je typicky rozsifend a zvétSena. Na oblicejové Casti je pozorovano
prominujici ¢elo i mandibula, a dale oplostény rozsifeny kofen nosu. Pfi narozeni je také
patrny nepomér délky mezi hrudnikem a dolnimi koncetinami. Horni i dolni koncetiny jsou
zkraceny, pricemz nejvice zasazené jsou proximalni segmenty koncetin, ¢imz dochézi
k nepoméru mezi pfedloktim a pazi, pfipadné¢ mezi bércem a stehnem. Ruce jsou Siroké
s kratkymi prsty, nejvyraznéji byva zkracen 3. prst (Dungl, 2014).

Achondroplazie je onemocnéni autozomalné dominantni, avSak velké mnoZzstvi
piipadti vznika sporadicky. Gen onemocnéni byl objeven na kratkém raménku 4.
chromozomu (Francomano et al., 1994). V tomtéz regionu 4. chromozomu byl taktéz
nalezen gen pro FGFR3, jehoz mutace transmembranové domény vedou k tomuto
onemocnéni (Thompson ef al., 1991; Shiang et al., 1994). VétSina ptipadl achondroplazie
je zpisobena jednou ze dvou mutaci nukleotidu 1138 (G1138A a G1138C) v 10. exonu genu
pro FGFR3, které¢ usti ve specifickou substituci aminokyselin. Konkrétné se jedna o
substituci glycinu za arginin (G380A) a jednd se o nejvice mutujici nukleotidovy par
v lidském genomu (Rousseau et al., 1994; Bellus et al., 1995). Sporadické piipady
achondroplazii jsou spojovany s pokrocilym vékem otce. Faktory ovliviiujici replikaci a
opravy DNA béhem spermatogeneze mohou predisponovat k vyskytu mutaci FGFR3
(Wilkin et al., 1998).

U achondroplazie je riznymi zplsoby naruSena enchondralni osifikace kosti.
Dochazi k vyraznému ztZeni zon proliferujici a hypertrofické chrupavky, jejiz sloupce jsou
nepravidelné, kratké a obsahuji vysSi pocet degenerujicich chondrocytli. Kvalitativnimi
zménami dochazi k preruseni rtstové ploténky, a to riznymi zpisoby. Jedna se napft. o
preruseni zptsobené oblasti shluklych bunck se skupinami vakuolizovanych, velkych a
nepravidelné uspofadanych chondrocytli, dale misty s lokéalni vakuolizaci mezibunécné
matrix, piipadné¢ se mohou vyskytnout i vazivové pruhy s piedcasnou kalcifikaci a

membran6zni osifikaci (Briner et al., 1991).

5.2 Thanatoforicka dysplazie

Thanatoforicka dysplazie je zdvazna forma trpaslictvi, kterd je 1 pfes nizkou
incidenci, pohybujici se v rozmezi 1:20 000-50 0000 novorozenct, nejcastéjsi letalni formou
dwarfismu (Orioli et al., 1986). Toto onemocnéni je charakteristické vyznamné zkracenymi
a deformovanymi koncetinami, zuzenym hrudnikem, normalni délkou trupu,

nedovyvinutymi plicemi, makrocefalii a malym foramen magnum. Na zakladé klinickych
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ptiznakt je thanatoforickéd dysplazie rozdélena do dvou skupin. Thanatoforicka dysplazie
typu 1, Castéjsi typ onemocnéni, je charakterizovana kratkymi koncetinami, izkym hrudnim
kosem a zaktivenou stehenni kosti (obr. 10), zatimco u typu 2 se vyskytuji kratké koncetiny,

uzky hrudni koS, rovné stehenni kosti a lebka ve tvaru jetelovitého listu (Chen et al., 2001).

Obrazek 10 Rentgenové snimky mrtvé narozeného donoSeného chlapce sthanatoforickou
dysplazii typu 1. Na frontalnim (A) a lateralnim (B) snimku je vyrazné zkraceni hornich i dolnich
koncetin, zkracena zebra, zakiivené kratké stehenni kosti (bilé Sipky) a zplostéla téla obratlti (Cerna

Sipka), jeZ jsou také jednim z pfiznaki tohoto onemocnéni (pfevzato ze Sargar et al., 2017).

K umrti novorozence muze dojit jesté pfed narozenim, pfipadné k nému dochazi brzy
po narozeni z pti¢in respira¢niho selhani. Existuje pouze malé mnozstvi ptipadt delSiho
preziti pacienta stouto diagnézou (Baker et al., 1997). Na zaklad¢ jednoho z ptipadii
dlouhodobé piezivsiho devitilet¢ho chlapce dochéazi vSak také k tivaham, zda oznaceni
»letalni“ je spravné. Rodinam, které se setkaji u svych potomkul s touto diagnoézou, je
doporucovano zvazit ukonceni tehotenstvi, anebo neonatalni paliativni péci po porodu,
pfestoze nyni miiZze byt prognoza thanatoforické dysplazie povazovéana za nejistou (Carroll
et al.,2020).

Thanatoforicka dysplazie je ¢lenem achondroplastické rodiny lidskych kosternich
dysplazii, které¢ jsou autozomaln€¢ dominantni, a jez jsou vysledkem mutaci genu kédujiciho
FGFR3. Mutace zapfi¢iiiuji konstitutivni aktivaci FGFR3, a tim je zvySen inhibi¢ni vliv

tohoto receptoru na proliferaci a diferenciaci chondrocytl v ristové ploténce (Wilcox et al.,

33



1998). Nejvice piipadi thanatoforické dysplazie typu 1 je zpisobeno péti riznymi
mutacemi, jez zpusobuji substituci nékolika aminokyselin v extracelularnich 1
intracelularnich doménach proteinu FGFR3 (Passos-Bueno et al., 1999). Nicmén¢ byly
popsany 1 mutace ve stop kodonu, jez zptsobuji elongaci FGFR3 proteinu na jeho C-konci
(Rousseau et al., 1995). Druhy typ thanatoforické dysplazie je zptisoben jedno bodovymi
mutacemi v genu FGFR3 (Naski ef al., 1996).

Receptory FGFR3 nesouci mutace spojené s achondroplazii a thanatoforickou
dysplazii typu 2 se obméiuji pomaleji nez normalné. Toto zpozdéni je dano poruchou
ubikvitinace aktivovaného FGFR3 zprostfedkované c-Cbl, a timto mize ptispét k zisku
funkce receptoru spojené s témito poruchami (Cho et al., 2004). Signaly FGFR3 indukuji a
aktivuji Spry2, ktery mize modulovat signalizaci FGFR3 prostiednictvim svého G¢inku na
ubikvitinaci zprostiedkovanou c-Cbl, coz by mohlo zpomalit obménu receptoru. U mysi 1
lidi postizenych thanatoforickou dysplazii typu 2 byla v chondrocytech riistovych plotének

zaznamenana vyss$i hladina Spry2 ve srovnani s kontrolnimi subjekty (Guo ef al., 2008).

5.3 Hypochondroplazie

Hypochondroplazie je skeletdlni dysplazie charakteristickd malym vzristem,
podsaditou postavou, disproporcionaln¢ zkracenymi koncetinami, typické jsou Siroké kratké
ruce a nohy a makrocefalie. Klinické projevy, radiologické ptiznaky a histopatologické
aspekty chrupavky ristové ploténky byvaji velmi podobné zménam u achondroplazie, ale
byvaji méné zavazné (Wynne-Davies ef al., 1981). Porodni hmotnost a délka jsou ¢asto v
normalnim rozmezi a nepomér v délce koncetiny k trupu je ¢asto mirny a v kojeneckém véku
snadno ptehlédnutelny.

Hypochondroplazie je dédi¢na autozomalné dominantné, rodice postizenych jedincti
byvaji spiSe primérného vzristu a u vétSiny postizenych je toto onemocnéni vysledkem de
novo mutace. Gen onemocnéni se nachdzi na kratkém raménku 4. chromozomu, tedy téz
v oblasti genu FGFR3 (Merrer et al., 1994). Bylo objasnéno, Ze pravé mutace v genu pro
FGFR3 je zakladem pro rozvinuti hypochondroplazie, kdy u pfevazného mnozstvi ptipadt

dochazi k typické substituci asparaginu za lysin (N540K) (Prinos et al., 1995).

5.4 Rozstép ruky
Rozstép ruky, téZ nazyvany jako ektrodaktylie ¢i klepetovitd ruka, je vrozena

anomalie ruky a tvoii vyznamnou skupinu vrozenych vyvojovych vad. Tato vada je
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definovéna jako centralni podélny deficit, ktery se projevuje potlacenim kosti a/nebo
ptfidruzenych mékkych tkani v centralni oblasti ruky, zahrnujici ukazovacek, prostiedni¢ek
a prsteni¢ek (Nutt et al., 1981; Manske & Oberg, 2009). Rozstép ruky se muze objevovat
jako izolovana vada nebo jako soucast syndromu, napt. Polandova syndromu (Al-Qattan,
2001) a ektrodaktylni-ektodermélni dysplazie-rozstépového (EEC) syndromu (Celli ef al.,
1999).

Rozstép ruky mize byt Clenén na typicky a atypicky. Typicky rozstép ma tvar
pismene V, upln¢ nebo castecné chybi tieti prst a obvykle je postizeni bilateralni, kdezto u
atypického rozstépu ruky je vada formovana do pismene U a obvykle se projevuje pouze na
jedné ruce. Atypicky rozstép je také znam pod ndzvem symbrachydaktylie (Ogino et al.,
1989). Rozdilny je také samotny vznik téchto rozstépii. Typicky rozstép vznika neobvyklym
délenim mezenchymalni tkané v dasledku abnormalniho vyvoje AER, kdezto atypicka
forma rozstépu je zptusobena nekrézou mezenchymalni tkané a snahou téla regenerovat
nedostate¢nou strukturu (Miura, 1978; Miura & Suzuki, 1984).

BéZn¢ uvadénd incidence typické formy rozstépu ruky je 1:90 000 porodii a
1:120 000 v populaci, atypicky rozstép se vyskytuje u 1:150 000 porodl, v populaci je
incidence 1:200 000 (Dy et al., 2014). Toto onemocnéni postihuje vice muze nez zeny
(Tatwade & Hiwarkar, 2019).

Izolovany rozstép ruky je vada, kterd je ve vétSin¢ piipadli dédéna autozomalné
dominantné se sniZzenou penetranci, pfi¢emz mize dochazet k defektiim v riznych genech.
Pomoci genetickych map byly ureny lokusy pro roz§tépova onemocnéni ruky/nohy (SHFM
— Split-hand/split-foot malformation) —7q21 (oznacen jako SHFM1; obr. 11a) (Scherer et
al., 1994), 10q24 (SHFM3; obr. 11b) (Nunes ef al., 1995), 3q27 (SHFM4) (Ianakiev et al.,
2000), 2q31 (SHFMS) (Boles et al., 1995) a 12q13 (SHFM6) (Ugur & Tolun; 2008). Taktéz
byl zaznamenan jeden ptipad X vadzané dédinosti (Ahmad et al., 1987) a pozdéji byl
detekovan ptesny lokus vyskytu mutace Xq26 (SHFM2) (Faiyaz ul Haque et al., 1993).
Ziidka kdy miize byt tato malformace dédéna také autosomalné recesivné (Giil & Oktenli,
2002). V ojedin€lych piipadech bez rodinné historie mize dojit i k de novo delecim ¢i
duplikacim (Roberts et al., 1991; Kano et al., 2005).

Hlavnim mechanismem patogeneze rozstépu autopodia je selhani signalizace v AER,
a to v jeji medialni Casti (obr. 12) (Lo Iacono et al., 2008). Naruseni funkce AER miize byt
zpisobeno prostiednictvim zvySené bunécné smrti nebo snizenou bunécnou proliferaci.

Centralni pferuseni AER bylo prokdzano na zvifecim modelu, u néhoZz byla
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proximal distal 5

dorsal
posterior

Obrazek 11 SnimKky pacienti s SHFM, jeZ maji Obrazek 12 Vznik zikladniho defektu AER.

rozdilné molekularni po&atky defektu ruky. a) Pacient Normaélni vyvoj autopodia (nahofe) a rozstép
s klasickym roz§tépem ruky s vyvazenou ruky (dole). Ektrodaktylie je zpiisobena selhanim
chromozomovou translokaci v lokusu SHFMI. b) udrZeni aktivity v medialni ¢asti AER (Cervenc)
Pacientka s typickou 10q24 duplikaci lokusu SHFM3 na vyvijejicim se koncetinovém pupenu. Toto
vykazujici ektrodaktylii a preaxialni polydaktylii rukou selhani zpisobuje absenci centralnich paprski
(upraveno podle Sowiniska-Seidler et al., 2014). prsti. Cisly 1-5 je oznatena budouci pozice

jednotlivych prstii. AER — apikalni ektodermova
lista; PZ — rustova zéna; ZPA — zoéna polariza¢ni
aktivity (pfevzato z Duijf et al., 2003).
zaznamenana rozsifena bunééna smrt v ektodermu a mezodermu koncetinovych pupent se
snizenou expresi rozlicnych faktort, které¢ se podileji na organizovani koncetiny spolu
s apoptickymi faktory (Naruse et al., 2007). Jedna se o vadu AER, kterd nevznika v ranych
malformacim koncetin, nejen autopodia (Duijf et al., 2003).
Na funkc¢nost takto postizené ruky miize mit vada pouze mirny vliv, nicméné
z kosmetického hlediska miize byt vliv vyznamny na psychickou stranku postiZzeného (Buss,
1994). Néaprava vady se provadi chirurgicky s cilem dosdhnout nejen lepSich uchopovacich
schopnosti, ale predev§im uspokojujiciho vzhledu. Chirurgicky zakrok zahrnuje uzavér
roz§tépu, uvolnéni syndaktylie, korekci addukce palce a odstranéni piicnych nebo
deformujicich kosti. Komplikovanéjsi zakrok je nutné vykonat v pfipad¢ atypického

roz$tépu kvili nedovyvinutému palci ¢i malicku (Baba et al., 2009).
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5.5 Syndaktylie a synostozy

Mezi 7. a 8. tydnem embryonalniho vyvoje mize dochézet ke vzniku vad, které jsou
vysledkem poruchy apoptozy. Jedna se zejména o synostdzy ruznych Casti koncetin a
syndaktylie. Syndaktylie je nej¢astéjsi vrozenou vadou koncetin s vyskytem 1:2 000 a mtze
byt v kombinaci s dal§imi vadami nebo systémovymi vadami (napf. Polandiiv syndom,
Apertiiv syndrom, polydaktylie).

Syndaktylie se dle délky spojeni mtize rozdélovat na kompletni, u které dochazi ke
spojeni prstli v celé své délce a ¢astecnou (nekompletni), kdy jsou spojeny pouze ¢asti prstu.
Nejcastéji dochéazi ke spojeni proximalnich ¢asti prsti, vzacné mize dochazet ke spojeni
v distalni oblasti, a naopak nespojeni proximalni oblasti. Tim vznika tzv. fenestrovana
syndaktylie (Dungl, 2014).

Fuze prsti (kostni syndaktylie) a nadpocetné prsty na rukach a/nebo na nohach
(polydaktylie) jsou velmi ¢asté abnormality u pacientd s Pallister-Hallovym syndromem
(obr.13). Déle jsou pro tento syndrom charakteristické malformace hlavy, véetné oblicejové
¢asti, anomalie mozku ¢i neprichozi konec¢nik (Unsinn et al., 1995).

Pallister-Halliiv syndrom je autosomalné¢ dominantni onemocnéni, které je
zpisobeno mutacemi v genu G/i3. Protein Gli3 patii do rodiny transkrip¢nich faktort Gli,
které negativné reguluji extraceluldrni signaly Shh. Ty jsou povazovany za primarni
determinanty anterio-posteriorniho vyvoje koncetin u obratlovcl, jez Gli3 reguluje
omezenim jejich exprese a vlivu na posteriorni mesoderm (Ingham & McMahon, 2001;
Biischer et al., 1997).

Pokud chybi Shh signaly, Gli3 se pfeménuje na kratsi izoformu, a to na transkripéni
represor oznacovany jako Gli3R. Regulace zpracovani Gli3 pomoci Shh je nezbytné pro
urceni spravné identity a poctu prstii béhem casného embryonalniho vyvoje (Litingtung et
al., 2002). Vysoké hladiny GIli3R naruSuji udrZzovani zpétné vazby Shh/FGF, ktera je

nezbytna pro spravny rust koncetinového pupene (Hill et al., 2007).

37



Obrazek 13 Rentgenové snimky levé (A) a pravé (B) ruky pacienta s Pallister-Hallovym
syndromem. Na levé i pravé ruce jsou vyvinuty pouze Ctyfi metakarpalni kosti, pfi¢emz tfeti
metakarpalni kost je ¢astené duplikovana a vytvaii tak abnormalni tvar kosti ve tvaru pismene Y.
Kazdy konec této abnormalni metakarpalni kosti je asociovan s kompletnim prstem. Na ulnarni strané
levé ruky je také viditelny zakrné€ly Sesty prst. Na pravé ruce je ¢tvrtd metakarpalni kost dysplasticka, a
také kompletné duplikovany ¢lanek prstu ¢tvrtého paprsku (pievzato z Unsinn ef al., 1995).
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6 Primarni cilie a jejich funkce ve vyvoji skeletu

Eukaryotické cilie neboli fasinky jsou vysoce konzervované mikrotubuldrni
organely, které vyc¢nivaji z povrchu mnoha typd bunck. Mizeme je rozdélit do dvou
zakladnich typti — motilni a nemotilni (primérni) cilie. Primarni cilie jsou nepostradatelnou
soucasti mnoha procesti — napt. se podileji na vyvoji a funkci tkdni a organti, véetné kosti, a
diferenciaci bunécnych typd. Béhem vyvoje embrya se uplatituji na vzniku jeho levo-pravé
laterality, reproduk¢nich funkei, neurondlnim vyvoji, fotorecepci a dalSich organovych
soustav.

Struktura a funkce primdarnich cilii je zdvisla na tzv. intraflagelarnim transportu
(IFT — intraflagellar transport) (Kozminski et al., 1993). Jelikoz v ciliich nedochazi
k proteosyntéze, je nutné, aby byly potfebné proteiny pro vystavbu jejich struktury
transportovany pomoci mikrotubuli. Transport ¢astic probiha v obou smeérech, tedy jak
z téla bunky vné do vrcholu fasinek (IFT komplex B; IFT-B), tak z fasinek zpét do buiiky
(IFT komplex A; IFT-A) (Rosenbaum & Witman, 2002). Transportni komplexy jsou slozené
z riznych komponent, a pokud dojde k poruse v nékteré z podjednotek, dochazi k selhani
tvorby a udrzovani fasinek, ptipadné k jejich Gplné ztraté.

Bylo dokazano, Ze primdrni cilie zprostfedkovavaji aktivitu mnoha vyvojovych
signalnich drah, napt. Hh signalni drahy (Huangfu et al., 2003) a drahy FGF (Neugebauer,
etal.,2009). Proteiny IFT dok4Zou modifikovat Gli proteiny, coZ jim umoZziuje ziskat plnou
transkripcni aktivitu. Pfi absenci funkce IFT postradaji Gli proteiny nejen potiebné
modifikace, které jsou klicové pro jejich aktivaéni a represorové aktivity, ale také schopnost
reagovat na Hh signalizaci (Liu et al., 2005). Signalizace FGF ovliviiuje délku primarnich
fasinek, rychlost IFT a signalizaci Hh (Kunova Bosakova et al., 2018).

Poruchy funkce ¢i struktury primarnich cilii jsou asociovany s nejriznéj$imi typy
vrozenych onemocnéni u ¢lovéka a nazyvaji se souhrnné jako ciliopatie. Doposud byly
identifikovany mutace ve vice nez 100 ciliarnich genech, které jsou povazovany za pfic¢inu
onemocnéni (Faus-Pérez et al., 2015). Ciliopatie se casto projevuji spolecnymi
fenotypovymi projevy. Nejcastéji se jedna o kombinaci defektt v ledvinach, sitnici, kostfe a
centrdlnim nervovém systému.

Ackoli pfitomnost primarnich cilii v chondrocytech byla odhalena jiz pted témét ptl
stoletim, teprve v nedavné dobé byl za vyuziti mySich modeld zjiStén funkéni vyznam IFT a
cilii ve vyvoji skeletu. Primarni cilie lze nalézt mimo jiné také v mezenchymalnich

kmenovych bunkach, osteoblastech a osteocytech (Yuan ef al., 2015).
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Primérni cilie a IFT proteiny hraji zdsadni roli v diferenciaci osteoblastil, vyvoji kosti
a funkci osteocytl. Bylo prokazéno, ze primdrni fasinky reguluji osteogenni diferenciaci
mezenchymalnich kmenovych bunék, které pochazeji z kostni dien¢ (Tummala ez al., 2010).
Osteogeneze je regulovana nékolika cilidarnimi proteiny, a to pfedevsim IFT80 a IFT88 ¢i
IFT motorovym proteinem (KIF3A) (Yuan & Yang, 2016). Zda se, ze IFT80 ma ptimy vliv
na Hh signalizaci, ve srovnani s ostatnim IFT, jelikoz u mutantnich mys$i /F'780 byla zjisténa
defektni Hh signalizace a zni vychézejici skeletalni dysplazie bez zjevné poruchy cilii (Rix
et al., 2011). IFT80 protein je exprimovan v mysich dlouhych kostech, lebce a béhem
diferenciace osteoblastii. Pti deleci /FT80 v mysich mezenchymalnich kmenovych buiikach
doslo ke zkraceni nebo ztraté cilii, a také k inhibici exprese Gli2, jez je jednim z
transkripcnich faktor Hh drahy. Tyto vysledky tedy naznacuji, ze IFT80 hraje diilezitou roli
v osteogenezi prostiednictvim regulace signalnich drah Hedgehog/Gli (Yang & Wang,
2012).

IFT proteiny, IFT motorové a ciliarni proteiny reguluji také diferenciaci chondrocyti
a vyvoj chrupavky. Mysi se specifickou deleci IFT88 v chondrocytech vykazuji postnatalni
dwarfismus a dochézi k pfed¢asnému vycerpani ristovych plotének (Song et al., 2007).
Deleci IFT88 je redukovana tvorba cilii v ristové ploténce, ¢imz je narusena diferenciace
chondrocytt, resorpce a diferenciace chrupavky (Coveney et al., 2022). Taktéz IFT80 je
vysoce exprimovany v rustové ploténce a je nezbytny pro diferenciaci chondrocyti, ktera je
regulovana Hh a Wnt signélni drahou (Wang et al., 2013).

V koncetinovém pupenu byla zaznamenana ptitomnost fasinek v ektodermalnich a
mezenchymalnich buiikach, coz naznacuje, Ze by mohly plnit funkci pro zachyceni a pienos
morfogenetickych signalli. Tim by potencidlné mohla byt vysvétlena Castd pfitomnost
defekt koncetin u tady ciliopatii (Haycraft et al., 2005). NaruSeni fasinek bunck
mezenchymu ve vyvijejici se koncetiné vedlo k rozsahlé polydaktylii se ztratou patternu
anteroposteriornich prstl a zkraceni proximodistalni osy (Haycraft et al., 2007).

Poskozeni primarnich cilii mize tedy vyustit v defekty koncetin, které maji rtizné
projevy (véetné napf. zmén poétu prstit). Casto jsou tato poskozeni souéasti syndromil, u

nichz byla zaznamenana zména kostni morfologie nebo priibéh enchondralni osifikace.

6.1 Skeletalni ciliopatie
V pomérné nedavné dobé byla skupina skeletalnich dysplazii klasifikovana jako

ciliopatie. Pacienti s témito poruchami vykazuji zkraceni koncetin, kratka zebra, polydaktylii
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a v n€kterych piipadech i defekty dalSich organovych soustav, které zahrnuji napt. rendlni
vady. U téchto onemocnéni byly identifikovany mutace v genech kodujici proteiny IFT.
Vice castéji byvaji u skeletalnich ciliopatii mutované komponenty komplexu IFT-A,
nicmén¢ byly zaznamenany i mutace v IFT-B.

Nejbéznéji vyskytujici se ciliopatie s dopadem na vyvoj kosterni soustavy je Jeunetiv
syndrom. U pacientt trpicich Jeunetivym syndromem, ktery se projevuje iizkym hrudnikem,
kratkymi Zebry a konCetinami, polydaktylii a kraniofacialnimi defekty, byly zaznamenany
mutace obou komplexti. Mize se jednat o mutaci v genu pro IFT80 anterogradniho
transportu (Beales et al., 2007), dale v genu pro IFT139 (Davis et al., 2011) a [FT144
retrogradniho cilidrniho transportu, jehoz absence byla zarovenl zaznamenana u pacientil
trpicich Sensenbrennerovym syndromem (Bredrup et al., 2011).

Castym fenotypovym projevem lidskych ciliopatii je polydaktylie. Zda se, Ze
polydaktylie zlistava konzistentni u vétSiny mysich modelt, na kterych se studuji tasinky, a
pravdépodobné muze byt vysledkem defektniho §t€peni Gli3. Fenotyp u ptfednich koncetin
muze vzniknout v zavislosti na poruse signalni smycky SHH-GREM1-FGF, kter4 tidi rast
koncetin. U mutantli IFT144 by mohla byt tato inhibi¢ni smycka aktivovana pted¢asné, coz

by mohlo vést k zdvaznym defektim ptednich koncetin (Ashe et al., 2012).
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7 Cile diplomové prace

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala narusenym vyvojem piednich koncetin u

transgennich mysi Spry2/Spry4.
Na zakladé uvedenych literarnich poznatku byly stanoveny tyto cile:

1. Provést anatomicko-morfologickou analyzu patologii pfednich koncetin u dospélych mysi

s deficienci Sprouty2 a/nebo Sprouty4.

2. Analyzovat longitudinalni prenatalni vyvoj patologii pfednich koncetin u mysi s deficienci

Sprouty2 a/nebo Sprouty4 od ED 11,5 do ED 18,5.
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8 Material

V ramci této diplomové prace slouzila vzhledem k anatomickym a vyvojovym
podobnostem v oblasti koncetin jako modelovy organismus zkoumani patologii pfednich

koncetin mys domaci (Mus musculus).

8.1 MySi kmeny

Mus musculus Spry2/ORF-null allele a Spry4/ORF-null allele

Zvitata pouzita v této studii zahrnovala samice Spry2/4, které byly ptipoustény
k samciim Spry2/4 s cilem vygenerovat embryonalni a postnatilni stadia s genotypy:
Spry2+/-; Spry4-/- (obr. 14) a Spry2+/+; Spry4-/-, které vykazuji patologie ptednich
koncetin. My$i pro tuto studii byly ziskany kiizenim kment Spry2/ORF-null allele a
Spry4/ORF-null allele. Pivodni chovné pary pochézeji z UCSF (San Francisco, USA)
(Klein et al., 2006).

Obrazek 14 Mysi Spry2/ORF-null allele/ Spry4/ORF-null allele pouZité p¥i studii. Mys
s genotypem Spry2+/+ Spry4+/+ (vlevo) a my$ s genotypem Spry2+/- Spry4-/- (vpravo).

Mus musculus B6.129S4-Gt(ROSA)26SorM1LacZSory
Jedna se o kmen, ktery nese gen pro Beta-galaktosidazu (LacZ) vlozeny do lokusu
Gt(ROSA)26Sor. Exprese LacZ je blokovana /oxP ohrani¢enou STOP sekvenci. Pti kiizeni
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s B6.Cg-ShhimI(EGFP/cre)Cjt/y (viz nize) v tzv. cre-loxP systému dochazi u potomstva
k vystépeni STOP kodonu a expresi genu pro Beta galaktozidazu, kterou lze nasledné
detekovat X-galovym barvenim (viz kapitola 9.5) za vzniku 5-bromo-4-chloro-3-
hydroxyindolu, ktery je oxidovan na modrou nerozpustnou slouceninu, kterd je vidét
pouhym okem. Modré zabarveni bude tedy v tomto piipadé patrné v bunkéach, které v

minulosti exprimovaly Shh.

B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)(jty

C57BL/6 je mysi kmen nesouci fuzni produkt zahrnujici EGFP (Enhanced Green

Fluorescent Protein) a Cre rekombinazu zendogenniho Shhi lokusu (B6.Cg-

Shhtm1(EGFP/cr e)Cjt/J)‘ EGFP a Cre exprese je shodna s expresi endogenniho proteinu

Shh. Zelena fluorescence je tedy patrna v mistech exprese Shh.

Vsechny pouzité mysSi pro pfipousténi za ucelem experimentalniho vyuZiti embryi
pochazeji z vlastnich chovil. Ustajeni zvifat a provedeni experimentli bylo v souladu s
narodnimi i mezinarodnimi pravidly pro chov a ustdjeni laboratornich zvifat (zakon ¢.
246/1992, ¢. 39/2009 Sb., 359/2012 Sb, 419/2012 Sb., 299/2014 Sb.) a se schvalenym
projektem pokust (MSMT-272/2020-3).
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9 Metody

9.1 Pripousténi mySi a odbér embryi

Samice mysi pozadovanych kment byly pies noc pfipustény k samcim
s pozadovanym genotypem. Jako indikator oplozeni slouzi vaginalni zatka, ktera je relativné
spolehlivym ukazatelem biezosti mysi. Zji§tovani pfitomnosti vaginalni zatky probiha rano
po pripusténi samice k samci. Pllnoc pfed odectenim vaginalni zatky se oznacuje jako
embryonalni den (ED) 0,0.

Bfezi samice byly v pozadovaném stadiu bfezosti usmrceny cervikalni dislokaci a
embrya/féty byly odebrany z délohy na Petriho misku, vyjmuty ze zarode¢nych oball a
zvazeny. Hmotnost embrya je povazovana za spolehlivy ukazatel stupné vyvoje zarodku
(Peterka et al., 2002). Pro potieby této diplomové prace byly zarodky odebirany ve stadiich
ED 11,5, 12,5, 13,5, 14,5, 15,5, 16,5, 17,5 a 18,5.

Celkove bylo odebrano 97 embryi Spry2; Spry4 genotypti uvedenych v tab. 1.
Hmotnosti 19 prenatalnich jedinct jsou vyznafeny v grafu 1, ve kterém jsou uvedeni 2
jedinciv ED 11,5 s genotypem Spry2+/- Spry4-/-, u nichz nelze makroskopicky zaznamenat
patologii (viz nize) a 17 jedinci ED 12,5-18,5 vykazujici patologie autopodia prednich
koncetin s genotypy Spry2+/- Spry4-/- a Spry2+/+ Spry4-/-.

embryonalni stadium
celkem pro
genotyp 11,5 [ 12,5 13,5 | 145 | 155 | 16,5 | 17,5 | 18,5 genot;’p
Spry2+/+ Spryd+/+ | 0 2 1 6 0 3 1 0 13
Spry2+/+ Spryd+/- | 4 5 4 3 1 4 4 2 27
Spry2+/+ Spryd-/- 0 2 [ 3*] o0 1 0 0 0 6
Spry2+/- Spryd+/+ | 1 2 6 0 2 1 1 1 14
Spry2-+/- Spryd-+/- 0 2 3 5 2 4 4 1 21
Spry2-+/- Spry4-/- 2 | 2% [ 2* [3* [ 3* [ 1* ]| 2% | 1% 16
clkemproED | 7 | 15 [ 19 [ 17 ] 9 | 13 [ 12 ] 5 [| 97

Tabulka 1 Pi‘ehled poéti odebranych embryi v jednotlivych ED a pro jednotlivé genotypy. Embrya
s genotypem Sprouty2+/+ Sprouty4+/+ jsou kontrolni (zelen€), u embryi s genotypem Sprouty2+/-
Sprouty4-/- a Sprouty2+/+ Sprouty4-/- (modie) byly zachyceny patologie pfednich koncetin (hvézdicka).

Celkem bylo odebrano 97 embryi vSech uvedenych genotypi v tabulce.
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Graf 1 Télesna hmotnost [mg] pouzitych embryi s genotypy Spry2+/~ Spry4-/- (kole€¢ko) a Spry2+/+
Spry4-/- (trojuhelnik) v jednotlivych ED. Dvé embrya ED 11,5 (8ed¢), 2 embrya ED 12,5 (oranzové), 5
embryi ED 13,5 (zelen€), 3 embrya ED 14,5 (modfe), 3 embrya ED 15,5 (Zlut€), 1 embryo ED 16,5
(rizove), 2 embrya ED 17,5 (¢erné) a 1 embryo ED 18,5 (tyrkysové). Celkové 2 embrya ED 11,5, u nichz
nelze patologii makroskopicky ur€it a 17 jedinci s viditelnou patologii (ED 12,5-18,5).

Dale bylo odebrano 25 embryi (tab. 2), kterd byla pouzita pro systém Cre-LoxP,

s ndslednym dobarvenim X-galem k detekci exprese genu LacZ.

ED 10,5 11,5 | 12,5 | 14,5 | 15,5
pocet 9(3) | 7(1) 1 6 3)| 2
celkem 25

Tabulka 2 Piehled po¢tu odebranych embryi v jednotlivych ED pro systém Cre-LoxP. Celkove bylo
odebrano 25 embryi, modie oznacena hodnota zobrazuje pocet embryi, kterd byla na zaklad¢ vysledka

metody barveni X-galem oznacena za pozitivni.

9.1.1 Mikropreparace

Embryim odebranym z délohy samice byly odpreparovany piedni konéetiny. Cast
tkdni z kazdého zarodku byla odebrana pro genotypizaci. Vzorky byly po dobu 24 hodin
fixovany ve 4% paraformaldehydu (PFA; Sigma), poté uchovavany v 1% PFA pfi 4 °C a
dale zpracovavany.

Odebrané predni koncetiny embryi genotypd Sprouty2+/- Sprouty4-/-,
Sprouty2+/+ Sprouty4-/- (viz tab. 1) byly pfed zahdjenim veSkerych dalSich postupt
vyfotografovany na stereolupé¢ LEICA MZ16 (Pragolab) s kamerou Axiocam 208 color
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(Zeiss). Odebrané ptedni koncetiny pro sledovani bunécnych linii (viz tab. 2) byly zabarveny
X-galovym barvenim (viz nize) a nésledné rovnéz pted histologickou analyzou
dokumentovany na stereolup¢ LEICA MZI16 (Pragolab) s kamerou Axiocam 208 color
(Zeiss).

9.2 Odbér postnatalnich jedinci

Pro ucely studie byly déle vyuzity postnatdlni mysi s pozadovanym genotypem
(Sprouty2+/- Sprouty4-/-, Sprouty2+/+ Sprouty4-/-). Zjistovani genotypu probihalo po
samotném odbéru (vek 1 tyden) €i pii odstavu jedinct (vék minimalné 21 dnit), kterym byla
odebréna tkan (Spicka ocasu, resp. prstu zadni koncetiny), jez se vyuzila ke genotypovani
(viz nize).

Pozadovani jedinci s genotypem vhodnym pro studii byli usmrceni cervikalni
dislokaci v rozdilném (adultnim) v&ku (6, 7, 8, 10, 13, 14, 16 a 33 tydnd) a byly jim
vypreparovany predni koncetiny, jez byly déale zbaveny klze. Pfedni koncetiny byly
fixovany ve 4% PFA (24 h), poté byly ptfevedeny do fosfatového pufru (PBS; 1,5 h), 30%
etOH (2 h), 50% etOH (2 h) a 70% etOH, ve kterém vzorky ziistaly ulozené pii teploté 4 °C,
a poté zpracovany.

Odebrané predni koncetiny byly vyfotografovany na LEICA MZI16 (Pragolab)
s kamerou Axiocam 208 color (Zeiss), dale byly zhotoveny microCT snimky (uCT; viz
kapitola 9.6). Vzorky byly nésledné po pCT analyze projasnény a barveny alizarinovou
cerveni a alcidnovou modii k detekovani kostni a chrupavcité tkané.

Pro postnatalni ¢ast studie bylo celkové odebrano 17 jedinct, z ¢ehoz 14 jedinch
mélo genotyp Sprouty2+/- Sprouty4-/-, 2 jedinci Sprouty2+/+ Sprouty4-/- a 1 jedinec
Sprouty2+/+ Sprouty4+/-, ktery byl pouZzity jako kontrolni (tab. 3).
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Tabulka 3 Pocet odebranych jedincii pro postnatalni ¢ast studie. Bylo odebrano 6 jedincl s genotypem
Sprouty2+/- Sprouty4-/- vykazujicich patologii autopodia piednich koncetin, dale 8 jedincd stejného
genotypu bez zjevné patologie pfednich koncetin. S genotypem Sprouty2+/+ Sprouty4-/- byly odebrani 2

jedinci, pficemz oba vykazovaly patologii autopodia pfednich koncetin. Dale byl odebran 1 jedinec

genotyp pohlavi | pocet | celkem
Spry2+/- Spry4-/- |Samec 4 6
s fenotypem samice 2
Spry2+/- Spry4-/- |samec 4 8
bez fenotypu samice 4
samec 0
+/+ A
Spry2+/+ Spry4-/- samico 2 2
Spry2+/+ Spry4+/- |samec | 1 1
celkem 17

s genotypem Sprouty2+/+ Sprouty4+/-, ktery byl pouzit jako kontrolni jedinec.

9.3 Genotypovani

Pro zji$téni genotypt ziskanych embryi Spry2/4 byl odebran océasek a ¢ast téla jako

zasobni vzorek pro genotypizaci. Pro genotypizace postnatalnich stadii byla pouzita Spicka

ocasku, resp. prstu zadni koncetiny.

Nejdiive byla ze vzorkii izolovana DNA v Eppendorf Thermomix Comfort.
Vyizolovand DNA byla pouZita pro PCR reakci (tab. 4). Pro detekci mutantni a wild-type
(WT) alely pro geny Sprouty? a Sprouty4 byly pouzity 3 primery, pro jednotlivé geny

(Sprouty2, Sprouty4) samostatné (tab. 5).

Tabulka 4 Reakce PCR pro Sprouty2 a Sprouty4.
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Sprouty?2 Sprouty4

teplota ¢as [min] teplota ¢as [min]

95°C 10:00 95°C 10:00

94 °C 0:45 94 °C 1:00

50 °C 0-45 opakovani 57 °C 0-45 opakovani

35x 31x

72°C 1:00 72 °C 0:45

72°C 2:00 72 °C 5:00

4°C | ukonceni reakce 4 °C | ukonceni reakce




Sprouty2
Primer A |5'- TTG AGA ACA TGC CTC GACC - 3'
Primer B |5'- GCA TGG GCT ATT CACAAAC-3'
Primer C |5'- GGA TGG CTC TGA TCT GAT CC - 3'

Sprouty4

Primer A |5'- CAG GAC TTG GGAGTG CTT CCT TAG - 3'
Primer B |5'- CCT CCT AGT ACC TTT TTG GGG AGA G - 3'
Primer C |5'- TAC AGC AGG AAT GGC TACGGT G - 3'

Tabulka 5 Sekvence pouzitych primeri pro detekci mutantni a wild-type alely genii Sprouty2 a Sprouty4.

Vizualizace produkti PCR probéhla pomoci gelové elektroforézy. Na gelu byly
detekovany mutantni a wild-type fragmenty. Sprouty2: wild-type fragmenty — 350 bp,
mutantni fragmenty — 250 bp. Sprouty4: wild-type fragmenty — 300 bp, mutantni fragmenty
—450 bp.

Na podkladé vygenerovaného vysledného -elektroforézového gelu (obr. 15)
s mutantnimi a wild-type (WT) fragmenty byla provedena selekce vzorki ziskanych jedinct

s pozadovanym genotypem pro dal$i zpracovani.

A B e
“Teeseeees —

S am S A AR PR SR e
- H- +- ++ +- HAS R SR

250 bp N0

300 bp —

350 bp — 4 : ~

450 bp —

Obrazek 15 Priklad vysledku elektroforézy genotypizace na Sprouty2 (A) a Sprouty4 (B). Sprouty2: wild-type
fragmenty — 350 bp, mutantni fragmenty — 250 bp. Sprouty4: wild-type fragmenty — 300 bp, mutantni fragmenty —
450 bp.
9.4 Histologické zpracovani vzorki
Zalévani vzorki do parafinu
Vzorky piednich koncetin embryi (Sprouty2+/- Sprouty4-/-) byly fixovany a
fotografovany, a poté pro ucely histologie a imunohistochemie odvodnény vzestupnou
alkoholovou tadou, pfes toluen zality do parafinu dle standardniho protokolu rutinné

pouzivaného v laboratofi a pfes noc ponechany v parafinu ve formicce v termostatu, aby
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bylo docileno uniknuti zbylého vzduchu z parafinu okolo vzorku. Druhy den byly vzorky
naorientovany do pozadované polohy a ponechany az do zatuhnuti parafinu.

Nasledné byly jednotlivé vzorky upraveny do parafinovych blocki, které byly
nakrajeny na mikrotomu LEICA RM2245 na 7 um histologické fezy a dale zpracovany dle
potieby.

Barveni histologickych Fezi zelenym (Massonovym) trichromem

Pro detekci kolagenniho vaziva na histologickych fezech nékterych embryonalnich
koncetin Sprouty2+/- Sprouty4-/- byla pouzita metoda barveni zelenym trichromem.

Nejprve byla podlozni sklicka s histologickymi fezy deparafinovana xylenem (2 x
5 min), poté byla provedena rehydratace 96% etOH a nasledoval proplach pod tekouci vodou
(5 min) a pievedeni do destilované vody. Nadale byly fezy barveny Weigertovym zelezitym
hematoxylinem (5 min) a promyty pod tekouci vodou (10 min) a pfevedeny do destilované
vody, po niz nasledovalo diferencovani ponofenim v kyselém alkoholu a proplach
destilovanou vodou. Poté probéhlo barveni ¢erveni (4 min) a prob¢hl oplach ve vodé (3-4x)
a pfevedeni do destilované vody. Po tomto kroku nésledovalo moteni 1% kyselinou
fosfowolframovou (1 min) a oplach ve vodé¢ (3-4x) a prevedeni do destilované vody.
Nasledné byly vzorky prevedeny do svétlé zelené (1 min) a oplachnuty ve vodé (3x) a
pfevedeny do destilované vody. Nasledovalo diferencovani v 2% kyselin€ octové (2 min) a
odvodnéni v 96% etOH (2 min), 100% etOH (2 min) a projasnéni v xylenu (2 x 5 min).
Vzorky byly montovany do montovaciho €inidla DPX a ptekryty krycim sklem.

Fotografickd dokumentace vzorkd probéhla na mikroskopu LEICA DMLB
s kamerou LEICA MC170 HD.

Barveni histologickych Fezii jadrovou ¢erveni

Pro dobarvovani histologickych ezl zhotovenych pro analyzu X-galem zabarvenych
koncetin (viz kapitola 9.5) byla vyuzita jddrova Cerve.

V prvnim kroku byla podlozni sklicka s parafinovymi fezy odparafinovana pomoci
xylenu (2 x 10 min), poté byla provedena rehydratace fezi sestupnou alkoholovou fadou.
Nésledné probéhlo barveni jadrovou cerveni (20 s) a fezy byly promyty d (3 x 2 min) za
ucelem odstranéni piebytecné barvy. Poté byly fezy odvodnény vzestupnou alkoholovou

fadou. Nasledné& byly fezy za pomoci montovaciho ¢inidla DPX ptekryty krycim sklickem.
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Fotografickd dokumentace vzorkd probéhla na mikroskopu LEICA DMLB
s kamerou LEICA MC170 HD.

Jadrova Cerven
Roztok jadrové cervené byl pfipraven z 5% siranu hlinitého, ktery byl mirné
zahtivan. Poté bylo ptidano 0,5 g jadrové ¢ervené (Nuclear fast red, Kernechtrot, Gurr’s) a

za tepla rozpusténo. Zchladly roztok byl prefiltrovan.

Projasnéni tkané s naslednym barvenim kosti a chrupavek

Postnatdlni koncetiny mysi byly po naskenovani pCT zpracovany metodou
projasnéni tkané a barvenim kosti alizarinovou €erveni a chrupavky alcidnovou modii.

Z oblasti autopodia byla nejdtive odpreparovana kiize a ptipadné potieby piebytecna
svalova tkan. Poté byla koncetina dehydratovana a fixovana v 96% etOH — nejprve po dobu
6 h, poté pfes noc za pokojové teploty. Druhy den byl vzorek pteveden do 100% etOH na
dobu ptiblizné 3 dnti a pfi teplote 4 °C. Nasledné byl vzorek inkubovan pii pokojové teplote
v 0,03% roztoku alcidnové modii (Merck) v fadu dnti dle postupu barveni chrupavcité tkang
(2-4 dny). Poté byl vzorek promyt 70% etOH. Promyti bylo aplikovano v n€kolika krocich
dle potieby, dokud ethanol nezustal ¢iry. Nasledné byl vzorek preveden do 96% etOH pfi
pokojové teploté. Druhy den byl ethanol nahrazen 2% roztokem hydroxidu sodného (KOH)
a ponechan pres noc pii pokojové teplote.

Poté byl vzorek pieveden do 0,001% roztoku alizarinové cervené (Fluka), ve které
byl inkubovan v fadu dni (1-3 dny) za pokojové teploty dle postupu barveni kostni tkan¢ a
projasiiovani svaloviny. Postup procesu bylo potiebné peclivé sledovat, aby nedoslo
k ptebarveni tkan¢ a disartikulaci koncetin. Kazdy vzorek mél rozdilnou dobu barveni a
projasnéni tkané. Nasledné byly koncetiny pievedeny do 2% KOH, béhem projasiiovani byl
roztok denné ménén dokud nebyl Ciry a tkan jasna. Poté byla koncetina pfevedena do roztoku
glycerolu a 1% KOH (1:1) k finalnimu projasnéni. Pro dlouhodobé skladovani byly vzorky
uchovany v 100% glycerolu.

Projasnéné predni koncetiny byly vyfotografovany na LEICA MZI16 (Pragolab)

s kamerou Axiocam 208 color (Zeiss).
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0,03% alcianova mod¥
Roztok alcianové modfi byl pripraven z 0,06 g alcianové modii (Merck), 160 ml

100% etOH a 40 ml ledové kyseliny octové.

0,001% alizarinova Cerven
Pro ptipravu roztoku alizarinové ¢ervené¢ bylo pouzito 0,0025 g alizarinové ¢ervené

(Fluka) a 250 ml 1% KOH.

9.5 Sledovani bunéénych linii

Ke sledovani populace buné¢k a jejich potomk, u nichz doslo k transkripei Shh od
pocatku vyvoje (tedy v nasem piipadé v ZPA) bylo vyuzito transgenniho systému Cre-LoxP
(viz vyse). Pouzity systém Cre-LoxP je zalozen na nasledné detekci galaktosidazové aktivity
pomoci X-Gal barveni. X-gal je organicka sloucenina sloZend z galaktézy a indolu (5-
bromo-4-chloro-indolyl-f-D-galactopyranosid), ktera je St€pena galaktosidazou (kddovanou
genem LacZ). Tim vznika galakt6za a 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindol, jez je oxidovan na
modrou nerozpustnou slouceninu, 5,5°-dibromo-4,4°-dichloro-indigo.

Odebrand embrya v pozadovaném embryondlnim stadiu byla zvdZena a umisténa do
sodného fosfatového pufru umisténého na ledové tfisti. Nasledné byla embrya fixovana v
fadu minut (max. 20 min.) ve 4% PFA pfi teploté 4 °C na tfepacce, a poté promyta sodnym
fosfatovym pufrem. Nasledné probihalo barveni embryi v barvicim roztoku v temnu pfies
noc pii 37 °C.

Nasledujici den byly pozitivni vzorky promyty v PBS (3 x 10 min) a postfixovéana ve
4% PFA (24 h). Nasledujici den byla embrya promyta v PBS, a poté z nich byly
odpreparovany piedni koncetiny, které¢ byly zdokumentovany na stereolupé LEICA MZ16
(Pragolab) s kamerou Axiocam 208 color (Zeiss). Tyto vzorky byly nasledné pouzity pro
histologické zpracovani, tedy zality do parafinu (viz vyse), sériové nakrajeny na mikrotomu

LEICA RM2245 na 7 pm histologické fezy a dobarveny jadrovou Cerveni.

Sodny fosfatovy pufr

Sodny fosfatovy pufr (pH 7,5) je sloZzeny ze 115 ml roztoku A a 385 ml roztoku B.
A: 6 g NaH2PO4.H20O v 500 ml destilované vody

B: 13,4 g NaHPO4 v 500 ml destilované vody
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Barvici roztok

100 ml sodného fosfatového pufru

62,5 mg KCI

20,3 mg MgCl,.6H,O

126 mg K4Fe(CN)6.3H20

98,7 mg K3Fe(CN)e

Barvici roztok je nutné drzet v temnu pfi teploté 4 °C a tésné pied pouzitim je piidano 240 ul

X-gal (50 mg/ml DMF) na 10 ml barviciho roztoku.

9.6 Vypocetni tomografie

Vypocetni tomografie neboli CT (computed tomography), je radiologicka
vySetfovaci metoda zalozend na prichodu rentgenového zéaieni tkdni a umoznuje tak
neinvazivni vySetfeni riiznych télnich struktur. Pro zobrazeni patologii pfednich koncetin
myS$i byla vyuzita metoda pCT, kterd je vhodnym nastrojem pro ziskani 3D modelti mySiho
téla, anebo jeho ¢asti (Ritman, 2004). Toto zobrazeni umoziuje velmi podrobny nahled na
strukturu s vysokou rozliSovaci schopnosti.

Vzorky byly naskenovany pomoci stolniho micro-CT SkyScan 1272 (Bruker
microCT, Kontich, Belgie) na kooperujicim pracovisti na 1. LF (na Stomatologické klinice
1. Leékarske fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice). Projekéni obrazy
byly rekonstruovany na obrazy piiénych fezli pomoci softwaru NRecon (Bruker). 2D

vizualizace byly vytvofeny pomoci DataViewer (Bruker).
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10 Vysledky

Vysledky studie jsou rozdéleny na postnatidlni a prenatdlni ¢ast. Nejdiive jsou
zatazeny vysledky skupiny postnatdlnich jedinct, jelikoz primarné jsem se zabyvala
analyzou patologickych fenotypovych projevli v oblasti autopodia piednich koncetin u
adultnich mysich jedinch. Tuto c¢ast studie doplnuji vysledky ziskané longitudinalni
analyzou piednich koncetin prenatalnich jedinct, pii které jsem se zaméfila na vyvoj

patologii detekovanych v prvni ¢asti prace.

10.1 Postnatalni studie

Pro postnatélni studii bylo celkové odebrano 17 postnatalnich mysi s genotypem
Spry2 +/- Spry4 -/-, Spry2+/+ Spry4-/- a Spry2+/+ Spry4+/- (tento jedinec byl pouZzity jako
kontrolni jedinec). Celkové u 8 jedinct byly zachyceny rozlicné defekty autopodia piednich
koncetin, ztoho 6 jedinci genotypu Spry2+/- Spry4-/- a 2 jedinci s genotypem
Spry2+/+ Spry4-/- (viz tab. 3). Patologické zmény skeletu u téchto jedincii byly detekovany
s riznym projevem a zavaznosti.

Celkem 3 postnatalni jedinci s genotypem Spry2 +/- Spry4 -/- vykazovali bilateralni
patologii autopodia (jedinec €. 1, 2 a 3), zbyli jedinci s genotypem Spry2-+/- Spry4-/- (jedinec
¢. 4,5 a 6) a2 jedinci (jedinec ¢. 7 a 8) s genotypem Spry2+/+ Spry4-/- vykazovali
unilateralni patologii na levém autopodiu pfedni koncetiny. V tomto potadi jsou jedinci
uvedeni a jejich predni koncetiny podrobnéji popsani v nésledujici kapitole.

Patologie se projevovaly predevSim v medidlni oblasti autopodia. U 4 levych
koncetin byly zachyceny rozsté€py (ektrodaktylie), které byly ve 2 ptipadech v kombinaci se
syndaktylii. Syndaktylie se vyskytovala i jako samostatnd vada na 2 koncetinach. Zcela
nejcastéji zachycenou vadou byly synostdzy ve vSech ¢astech autopodia — karpalni kosti (3
koncetiny), metakarpalni kosti (5 koncetin) a ¢lanky prstti (6 koncetin). Zajimavé byly taktéz
Casté abnormality sezamsky kosti, které bud’ zcela chybély, nebo byly fizované k dalsi kosti.
Tato patologie byla zachycena u 7 koncetin. Dale byly zachycené také patologie projevujici
se snizenym poctem prstd (oligodaktylie) celkem u 3 koncetin. U 2 koncetin bylo
zaznamenano chybné skloubeni dlouhych kosti autopodia a stim souvisejici

kamptodaktylie.

54



U 5 jedinct, z ¢ehoz u jednoho jedince bilateralné, byly zachycené dalsi pridruzené vady,
jako jsou zmény velikosti a tvaru prstil, prsty bez ptritomnosti drapu a chlupovych folikula a
zmény ucelenosti povrchu kosti.

Pro hodnoceni morfologie a anatomie u patologii skeletu byla pouzita metoda uCT
v kombinaci s projasnénim a barvenim chrupavek a kosti (viz vyse). Jednotlivé patologie a
jejich konkrétni projevy na autopodiu ptednich koncetin postizenych jedinct jsou uvedeny

v dalsi kapitole.

10.1.1 Patologie autopodia prednich koncetin jedinci s genotypem Spry2+/- Spry4-/-
Celkové bylo zachyceno 14 jedincii s genotypem Spry2+/- Spry4-/-, pticemz 6 z nich

vykazovalo zjevné fenotypové odchylky piednich koncetin (tab. 3) rizné zdvaznosti. V této

kapitole bude ptrehledné popsana kazdd patologie samostatné, defekty jsou doplnéné

obrazovou dokumentaci.

Jedinec ¢. 1
Zakladni informace: pohlavi — samec, vék — 6 tydnii, patologie — bilateralni.

Jedinec ¢. 1 vykazuje zavazné patologie autopodia obou prednich koncetin. Leva
koncetina je vyrazné deformovand zapfi¢inénim mnohonédsobnych abnormalit. Na prvni
pohled je patrny rozstép ve stfedni ¢afe a syndaktylie (obr. 16A, 18A). Z 3D skenu je patrné,
Ze u této koncetiny doslo k rozsdhlému fizovani kosti v riznych oblastech autopodia, a to
jak v oblasti karpalnich, tak i metakarpalnich kosti a jednotlivych ¢lanki prstd, pficemz
nelze jednoznacné rozlisit piisluSnost jednotlivych kosti k dané ¢asti autopodia ani jejich

pfesny pocet (obr. 16a, c).
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Prava koncetina jednozna¢né€ vykazuje kompletni syndaktylii 4. a 5. prstu (obr. 16B).
Syndaktylie byla prokazana na skenu skeletu, kde je patrné fizovani mezi distalnim ¢lankem
4. a 5. prstu (obr. 16b, d) a potvrzena rovnéz i pii projasnéni a nasledném zabarveni kostni
tkan¢ alizarinovou Cerveni a chrupavcité tkané alcianovou modii (obr. 18B). Dalsi patrnou

abnormalitou je nejen absence medidlni sezamské kosti v oblasti metakarpofalangového

Obrazek 16 Autopodium levé (A, a, ¢) a pravé (B, b, d) pi‘edni koncetiny jedince ¢. 1. Vné&jsi

vzhled patologie (A, B), 3D skeny skeletu palmarné (a, b) a dorzalné (c, d). Jedinec ¢. 1 vykazuje
zavazné patologie obou pfednich koncetin. Na levém autopodiu piedni koncetiny je zachycen
rozst€p ve stfedni Care v kombinaci se syndaktylii (bild Sipka; A). V oblasti karpalnich a
metakarpalnich kosti i ¢lankt jednotlivych prsti jsou viditelné ¢etné synostozy (a, ¢). Autopodium
pravé koncetiny tohoto jedince vykazuje syndaktylii vzniknuvsi fuzovanim distalnich ¢lankt 4. a
5. prstu (B), jez byla prokadzana i na 3D skenu skeletu (b, d). Na 4. prstu v oblasti
metakarpofalangového kloubu chybi medialni sezamska kost a lateralni sezamska kost fuzovala

s proximalnim ¢lankem tohoto prstu (bila Sipka; b). Mértitko udava vzdalenost 1 mm.
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kloubu 4. prstu, ale také synostoza lateralni sezamské kosti s proximalnim ¢lankem 4. prstu
(obr. 16b, obr. 17). Patologie karpalnich kosti nejsou u této koncetiny pfitomny.

Dlouh¢ kosti levé 1 pravé koncetiny jsou jiz zcela bez pritomnosti chrupavcité tkané
a patrna je pouze kostni tkan (obr. 18A, B), nicméné v oblasti karpalnich kosti u pravého
autopodia jsou viditelné svétle modré okraje jednotlivych kosti a patrn€ je pfitomna

chrupavcita tkan (obr. 18B).

Obrazek 17 Detail pravé piedni koncetiny jedince €. 1. Zobrazeno palmarné. V oblasti
metakarpofalangového kloubu 4. prstu je patrna chybé&jici medialni sezamska kost a zietelné je

fazovani lateralni sezamské kosti s proximalnim ¢lankem 4. prstu.

Obrazek 18 Projasnéné predni koncetiny se zaméFenim na levé (A) a pravé (B) autopodium jedince ¢. 1.

Zobrazeno dorzalné. Dlouhé kosti jsou tvofeny kostni tkani, pozistatek chrupavcité tkang je patrny v oblasti karpalnich

kosti pravé koncetiny (B). Méfitko udava vzdalenost 1 mm.
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Jedinec €. 2

Zakladni informace: pohlavi — samec, v€k — 6 tydnti, patologie — bilateralni.

Obrazek 19 Autopodium levé (A, a, ¢) a pravé (B, b, d) piredni kon¢etiny jedince €. 2. Vngjsi

vzhled patologie (A, B), 3D skeny skeletu palmarné (a, b) a dorzalné (c, d). Jedinec ¢. 2 vykazuje
patologie obou prednich koncetin. Autopodium levé piedni koncetiny je zasazeno rozstépem ve
sttedni c¢afe v kombinaci se syndaktylii (A). Doslo k fizi radialnich karpalnich kosti
s metakarpalnimi kostmi a proximalnimi a medialnimi ¢lanky 2. a 3. prstu (bila Sipka; c), pficemz
distdlni c¢lanky zlstaly odd€leny (a, c¢). Chybi jedna sezamska kost v oblasti
metakarpofalangového kloubu 4. prstu (bila Sipka; a), pfiCemz i skloubeni s proximalnim
¢lankem prstu je abnormalni a projevuje se zakfivenim prstu (a, ¢). Autopodium pravé predni
koncetiny je zasazeno kamptodaktylii (B), jez je patrna i na 3D skenu skeletu (b, d). Absence
sezamské kosti je patrna v oblasti metakarpofalangového kloubu 3. prstu (bila Sipka; b). Métitko

udava vzdalenost 1 mm.
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Na levé predni konceting je patrny rozstép ve stfedni ¢afe v kombinaci s kompletni
syndaktylii 2. a 3. prstu (obr. 19A, obr. 21A). Na uCT skenu autopodia je syndaktylie patrna,
doslo k synostdze jak metakarpalnich kosti, tak i proximalniho a medialniho ¢lanku 2. a 3.
prstu (obr. 20), pficemz nedoslo k fuzovani distalniho Clanku téchto prsti (obr. 19a, c).
V oblasti metakarpofalangového kloubu 4. prstu chybi jedna ze sezamskych kosti (obr. 19a),
pticemz také dochdzi k abnormalnimu skloubeni metakarpalni kosti a proximalniho ¢lanku
prstu, coz se projevuje abnormalnim zakiivenim prstu (obr. 19a, c, obr. 21A). Doslo také
k synostéze karpalnich kosti na radialni strané autopodia (obr. 19a, ¢, obr. 20). Prava
koncetina vykazuje mirné¢ abnormalni fenotyp se zndmkami kamptodaktylie, a to jak svym
vnéj§im vzhledem (obr. 19B, obr. 21B), tak i na 3D skenu (obr. 19b, d). V oblasti
metakarpofalangového kloubu 3. prstu chybi jedna ze sezamskych kosti (obr. 19b).

Tento jedinec vykazuje pfitomnost téméef pouze kostni tkan€, nicméne v nékterych
oblastech (napft. karpalni kosti ¢i distalni konce metakarpalnich kosti) vykazuji pfitomnost

chrupavcité tkané€ (obr. 21A, B).

Obrazek 20 Detail levé piredni koncetiny jedince ¢. 2. Zobrazeno dorzalné. Na detailu
autopodia je zfetelna synostoza metakarpalnich kosti 2. a 3. prstu, a taktéz fiizovani karpalnich

kosti na radidlni strané autopodia.
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Obrazek 21 Projasnéné pi‘edni koncetiny se zaméfenim na levé (A) a pravé (B) autopodium jedince

€. 2. Zobrazeno dorzaln€. U tohoto jedince je jiz prevazujici kostni tkan, ale v oblasti distalnich konct
metakarpalnich kosti a u karpalnich kosti je zejména na levém autopodiu patrna pritomnost chrupavcité

tkané. Méfitko udava vzdalenost 1 mm.

Jedinec €. 3
Zakladni informace: pohlavi — samice, vék — 10 tydnt, patologie — bilateralni.

U tohoto jedince jsou nize uvedeny pouze makroskopické fotografie se zachycenou
vadou, uCT skeny a metoda projasnéni tkané s barvenim kosténé a chrupavcité tkané nebyly
zhotoveny z ¢asovych duvodd.

Patologie obou prednich koncetin tohoto jedince jsou velmi zavazné a obé koncetiny
vykazuji abnormalni vyvoj ve stfedni linii autopodia.

Na autopodiu levé pfedni koncetiny je patrny rozs$t€p ve stfedni linii a zmény
velikosti a tvaru prstli. PredevS§im patrné jsou zmény 3. prstu, ktery je abnormalné
prodlouzeny, a taktéz prokazuje abnormalni distalni ¢lanek, ktery neni zakoncen drapem a
zajimava je 1 nepfitomnost chlupovych folikulii na tomto prstu (obr. 22A).

Autopodium pravé koncetiny tohoto jedince vykazuje abnormalni vyvoj v medidlni
oblasti. Druhy prst je velmi robustni, coz mohlo byt zplsobeno syndaktylii, jeZ v tomto
pripadé neni potvrzena pomoci pPCT ani metodou projasnéni. Ziejma je opét zména
morfologie 3. prstu, jez je zkraceny, a jehoz distalni polovina nevykazuje chlupové folikuly

ani pfitomnost drapu (obr. 22B).
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Obrézek 22 Autopodium levé (A) a pravé (B) piedni koncetiny jedince €. 3. Zobrazeno dorzalné.
Tento jedinec vykazuje bilaterdlni patologii pfednich koncetin. Levé autopodium je zasazeno
rozstépem, 3. prst je abnormalné dlouhy, bez chlupovych folikult a bez drapu (A). Pravé autopodium
vykazuje abnormalné robustni 2. prstu, a naopak 3. prst vykazuje zkracenou délku a taktéz je bez

ochlupeni a bez drapu (B). Mé&fitko udava vzdalenost 1 mm.

Jedinec ¢. 4
Zakladni informace: pohlavi — samec, vék — 8 tydnt, patologie — unilateralni (leva ptedni
koncetina).

Na autopodiu levé piedni koncetiny je patrny rozstép ve stiedni cafe, a také je zjevny
snizeny pocet prstii — oligodaktylie (obr. 23A, obr. 24A). Oligodaktylie je potvrzena na 3D
skenu skeletu (obr. 23a, ¢). Metakarpalni kost 2. prstu je velmi robustni a nepravidelna (obr.
23c¢).

Prava pfedni koncetina zevné ani na 3D modelu nevykazuje Zadné znamky patologie
(obr. 23A, b, d, 24B).

Na levém i pravém autopodiu piednich koncetin tohoto jedince je stale pritomna
chrupavcita tkan, a to predevSim v oblasti metakarpofalangového kloubu, tedy na distalnich
koncich metakarpalnich kosti a proximalnich koncich proximalnich ¢lankl prstii. Distalni
clanky prsti jsou jiz zcela bez piitomnosti chrupavcité tkané (obr. 24A). Na téle 4.
metakarpu levého autopodia, ktery ma zietelné¢ robustnéjsi povrch, je medio-dorzalné
pfitomna chrupavcité oblast (obr. 24A).

Autopodium pravé predni koncetiny l1ze i v rdmci této metody z hlediska anatomické

stavby vyhodnotit jako normalné€ vypadajici (obr. 24B).
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Obrazek 23 Autopodium levé (A, a, ¢) a pravé (B, b, d) pfedni koncetiny jedince ¢. 4. Vnéjsi

vzhled patologie (A, B), 3D skeny skeletu palmarné (a, b) a dorzalné (c, d) Autopodium levé piedni
koncetiny jedince ¢. 4 vykazuje rozstép ve stiedni ¢afe a oligodaktylii (A), ktera byla potvrzena i
ve 3D zobrazeni skeletu (a, c¢). Druha metakarpalni kost je abnormalné robustni (c). Prava
koncetina jedince nevykazuje zadné znamky patologického vyvoje (B, b, d). Métitko udava

vzdalenost 1 mm.
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Obrazek 24 Projasnéné predni koncetiny se zaméfrenim na levé (A) a pravé (B) autopodium jedince
¢. 4. Zobrazeno dorzalné. Obé koncetiny nesou znamky ptitomnosti chrupav¢ité tkané na distalnich koncich
metakarpalnich kosti a proximalnich koncich proximalnich ¢lanka prsti, distalni ¢lanky prstd jsou plné
osifikované (A, B). Druha metakarpalni kost levého autopodia ma robustni povrch a na jejim téle se v medio-
dorzalni oblasti nachazi oblast chrupav¢ité tkané (Cernd Sipka, A), a zarovei je patrny srust proximalniho

konce této kosti s karpalnimi kostmi na radialni stran¢ (a). Métitko udava vzdalenost 1 mm.

Jedinec €. 5
Zakladni informace: pohlavi — samice, vék — 8 tydnt, patologie — unilateralni (leva ptedni
koncetina).

Deformace autopodia levé piedni konletiny se projevuje jako oligodaktylie
(obr. 25A, obr. 26A) a castecnd syndaktylie. Patologie skeletu jsou zjevné predev§im
v oblasti metakarpalnich kosti, u nichz doSlo k ¢etnym synostézam. Vyrazna je fuze 4. a 5.
metakarpalni kosti, a to jak v oblasti jejich proximdlnich, tak i distalnich konct, pficemz téla
kosti nefizovala (obr. 25a, b, obr. 26A). V oblasti distalniho konce tohoto utvaru doslo také
k fuzovani sezamskych kosti a proximalniho ¢lanku prstu (obr. 25a) a nasledného ptipojeni
mediélniho a distalniho ¢lanku 5. prstu (obr. 25a, ¢). Pro paprsek 4. prstu chybi proximalné
kostény zaklad, respektive 4. metakarpalni kost, ktera fizovala s 5. metakarpalni kosti.
Kostény pozistatek distalniho konce 4. prstu ve formé zfuzovanych ¢lanka se vyskytuje
v oblasti distalniho konce 3. prstu, mezi nimiz doSlo k synostoze (obr. 25a, c).

Prava ptedni koncetina zevné ani na 3D skenu skeletu nevykazuje zddné zndmky
patologie (obr. 25B, b, d, obr. 26B).

U obou prednich koncetin je stadle pfitomna chrupavcita tkan v oblasti

metakarpofalangového kloubu a v oblasti karpalnich kosti (obr. 26A, B).
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Obrazek 25 Autopodium levé (A, a, c¢) a pravé (B, b, d) piedni koncetiny jedince &. 5.

Vnéjsi vzhled patologie (A, B), 3D skeny skeletu palmarné (a, b) a dorzalné (c, d). U jedince
¢. 5 je patrna oligodaktylie (A), ktera je vysledkem Cetnych synostoz skeletu. Doslo k fazi 4.
a 5. metakarpalni kosti v oblasti jejich proximalnich i distalnich koncti, nicméné bez fuzovani
tél téchto kosti. K tomuto Gtvaru fizoval proximalni ¢lanek prstu a sezamské kosti (bila Sipka,
a) a napojuje se k nému taktéz medialni a distalni ¢lanek 5. prstu (oranzova Sipka, a, c). Pro
paprsek 4. prstu chybi kostény zaklad v podobé metakarpalni kosti a poztistatek tohoto prstu
ve formé fuzovanych ¢lankt srista distalné s distalnim ¢lankem 3. prstu (a, ¢). Prava predni

koncetina nevykazuje zadné patologické zmény (B, b, d). Méfitko udava vzdalenost 1 mm.
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Obrazek 26 Projasnéné pi‘edni koncetiny se zaméirenim na levé (A) a pravé (B) autopodium

jedince €. 5. Zobrazeno dorzaln€. Pozorovatelny je pfedevsim projev patologie na ulnarni poloving
autopodia. Je patrné fuzovani 4. a 5. metakarpalni kosti s proximalnim ¢lankem prstu, nicméné
spojeni je ¢astecné tvoieno kloubem (Cernd Sipka, a). V oblasti distalniho konce 3. prstu se nachazi
pozustatek po 4. prstu v podobé medialniho a distalniho ¢lanku. Tomuto ttvaru chybi kostény zaklad

v podob¢ metakarpalni kosti a proximalniho ¢lanku (A, a). Méfitko udava vzdalenost 1 mm.

Jedinec ¢. 6
Zakladni informace: pohlavi — samec, vék — 6 tydnt, patologie — unilateralni (levé ptedni
koncetina).

U autopodia levé piedni koncetiny doslo ke zméné v poctu prstl — oligodaktylii (obr.
27A). Skelet koncetiny vykazuje abnormalni fuze kosti. Doslo k synostéze proximalnich
¢lanki 4. a 5. prstu, které splynuly v jeden kostény utvar (obr. 27a, b, obr. 28A, B), k némuz
také fuzovaly sezamské kosti, vyraznéj$i splynuti je patrnéj$i na distalnim konci 4.
metakarpalni kosti (obr. 27a).

Prava pfedni koncetina jedince €. 6 zevné nevykazovala Zadné znamky patologie.

V oblasti distalnich koncli metakarpalnich kosti a proximalnich koncii ¢lanka prsth

je stale patrna chrupavdita tkan, taktéz v oblasti karpalnich kosti (obr. 28A, B).
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Obrazek 27 Autopodium levé predni koncetiny jedince €. 6 (A, a, b). Vnéjsi vzhled patologie (A), 3D
skeny skeletu palmarné (a) a dorzalné (b). Levé autopodium je postizené oligodaktylii (A). Proximalni
¢lanky 4. a 5. prstu fuzovaly a vytvofily jeden ttvar (zluta Sipka; a, b), k némuz fizovala i sezamska kost

v oblasti metakarpofalangového kloubu 4. prstu (bila Sipka; a). Métitko udava vzdalenost 1 mm.

Obrazek 28 Projasnéna leva piedni koncetina se zaméfenim na autopodium jedince ¢. 6.

Zobrazeno dorzaln€. V oblastech distalnich koncti metakarpalnich kosti a proximalnich konct
proximalnich ¢lankl prstt je viditelnd chrupavdita tkan (A, B). Patrné je predev§im Gplna synostoza

proximalnich ¢lanka 4. a 5. prstu (B). Méfitko udava vzdalenost 1 mm.

66



10.1.2 Jedinci Spry2+/- Spry4-/- bez zjevné patologie prednich koncetin
V ramci studie bylo také zachyceno 8 jedinct s genotypem Spry2+/- Spry4-/-, ktefti

nevykazovali zddnou vné&jsi patologii (obr. 29A-h). Pro potvrzeni této skute¢nosti byly také
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Obrazek 29 Piedni koncetiny postnatilnich jedincid bez zjevné patologie
v porovnani s kontrolnim jedincem. Leva autopodia (A, a, c; E, e, g; I, 1, k) a prava
autopodia (B, b, d; F, f, h; J, j, 1). Vné&jsi vzhled autopodia (A, B; E, F; 1, J), 3D skeny
skeletu palmarné (a, b; e, f; 1, j) a dorzalné (c, d; e, f; k, 1). Uvedeni vybrani jedinci
s genotypem Spry2+/- Spry4-/-, kteti svym vnéj$im vzhledem ani stavbou skeletu
nevykazovali Zadnou patologii autopodia piednich koncetin (A-h). Pro porovnani je

uveden kontrolni jedinec Spry2+/+ Spry4+/- (I-1). Métitko udava vzdalenost 1 mm.

zhotoveny 3D skeny skeletu metodou pCT (obr. 29a-d, c-h). Tito jedinci vykazovali
normdlni anatomickou stavbu autopodia piednich koncetin ve srovnani s kontrolnim

jedincem Spry2+/+ Spry4+/- (obr. 291-1).

10.1.3 Patologie autopodia prednich koncetin jedinct s genotypem Spry2+/+ Spry4-/-
K patologiim autopodia ptednich koncetin dochdzelo také u mysi s genotypem
Spry2+/+ Spry4-/-, nicméné po dobu této studie byly zachyceny pouze 2 postnatalni mysi

s timto genotypem, které vykazovaly vadu ptednich koncetin.
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Jedinec ¢. 7
Zakladni informace: pohlavi — samice, v€k — 16 tydnt, patologie — unilateralni (leva pfedni
koncetina).

Jedinec €. 7 vykazuje rozsahlé deformity autopodia levé predni koncetiny. Zietelné

je abnormalni postaveni prstl a jejich zkiiveni (obr. 30A, obr. 32A). Skeletalni struktura

Obrazek 30 Autopodium levé predni koncetiny jedince €. 7 (A, a, b). Vn¢jsi vzhled patologie (A), 3D
skeny skeletu palmarné (a) a dorzalné (b). U tohoto jedince doslo na levém autopodiu pfedni koncetiny
k rozsahlym deformitam, projevujicimi se abnormalnim postavenim prstl a jejich zakiiveni (A). Velmi
Cetné jsou synostdzy ve vSech Castech autopodia. Nejzietelnéjsi je fuze 4. a 5. metakarpalni kosti, mezi
nimiz je abnormaln¢ ulozena kost (oranzova Sipka; a, b). Déle doslo k synostéze metakarpalni kosti a
Clankid u 4. prstu, pfi¢emz distalni ¢lanek zlstal ¢astecné oddélen a na jehoz distalnim konci se nachazi
abnormalni otvor (bild Sipka; a). K metakarpofangovému kloubu 2. prstu je patologicky pfipojeny
kostény poztistatek 3. prstu, a to ve forme castecné fizovanych ¢lanki prstli (Cervena Sipka; b). Méfitko

udava vzdalenost 1 mm.
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tohoto autopodia je vyrazné¢ deformovana ptevazné vlivem vysokého poctu abnormalnich
synostoz a fizovani rozli¢nych ¢asti autopodia.

Nekteré karpalni kosti vykazuji znamky fuzovéni, a to predevsim radialné (obr.
31A). VSechny metakarpalni kosti nesou znamky patologického vyvoje. Zcela chybi
3. metakarpalni kost, 4. a 5. metakarpalni kost jsou na svém distdlnim konci ¢astecné srostlé
a propojeny prostfednictvim abnormalné ulozené kosti. V této oblasti doslo 1 k fuzovani
sezamskych kosti (obr. 30a). U paprsku 4. prstu doslo k synostéze metakarpalni kosti 1
¢lanka prsti. Distalni ¢lanek, ktery je ¢aste¢né oddélen, vykazuje abnormalitu v ucelenosti
své kosténé tkan¢ a v jeho proximalni oblasti se vytvofil otvor (obr. 30a, obr. 31B, obr. 32D).
V oblasti metakarpofalangového kloubu 2. prstu doslo k napojeni ¢lankti pravdépodobné 3.
prstu, které také ¢aste¢né fuzovaly (obr. 30a, obr. 31B, obr. 32C).

Pravé pfedni koncetina jedince €. 7 zevn€ nevykazovala Zddné zndmky patologie. Pomoci

projasnéni bylo zjisténo, ze kosti koncetiny jsou pln¢ osifikovany (obr. 32A-D).

Obrazek 31 Detail skeletu levé piredni koncetiny jedince ¢. 7. Zobrazeno dorzalné — A, palmarné — B. U
tohoto jedince doslo k fazovani karpalnich kosti, pficemz nejzietelnéjsi je tato patologie na radialni strané
autopodia (A). K metakarpofalangovému kloubu je palmarné pfipojeny mozny pozdstatek 3. prstu, jehoz

¢lanky ¢astecné fuzovaly (B). Taktéz je patrna neucelena kostni tkan distalniho ¢lanku 4. prstu (bila Sipka, B).

70



Obrazek 32 Projasnéna leva piedni koncetina se zaméienim na autopodium jedince ¢. 7.
Zobrazeno dorzalné (A, B, C), palmarné (D) se zaméfenim na oblast jednotlivych prsta (C, D).
Koncetina vykazuje ptevazné kostni tkan. Celkove lze fict, Ze u této patologické koncetiny byla
narusena jeji anatomicka stavba znaénym mnozstvim kombinovanych vad. Ulnarné doslo ke sriistu
kosti s pritomnosti nadbytecné kosti, jez se napojuje na kloubni plosku na téle 4. prstu (Cerna Sipka;
B). V ramci tohoto utvaru bylo zaznamenano jest¢ jedno kloubni spojeni (oranzova Sipka, B).
Paprsek 4. prstu vykazuje synostozu témét v celé své délce, pouze distalni ¢lanek je oddélen a
v jeho téle se nachazi otvor (Gerna Sipka; D). Na metakarpofalangovy kloub 2. prstu se napojuje

pozustatek pravdépodobné 3. prstu, a to ve formé& ¢asteéné srostlych ¢lanka (A, C).

Jedinec ¢. 8
Zakladni informace: pohlavi — samice vék — 14 tydnt, patologie — unilateralni (leva piedni
koncetina).

Leva ptedni koncetina tohoto jedince nevykazuje zavazny defekt, nicméné patrné je
zakfiveni jednotlivych prstl (obr. 33A, obr. 34A). Dle 3D skenu skeletu I1ze konstatovat, Ze
doslo k zakfiveni jednotlivych ¢lankl prsti, pfedevSim patrnd je tato zmeéna tvaru na
proximalnim ¢lanku 3. a 4. prstu. V souvislosti s tvarovymi zménami doSlo také
k abnormélnimu skloubeni zminénych proximalnich ¢lanka a metakarpalnich kosti paprsku
3. a 4. prstu (obr. 33a, b), pficemZ v oblasti téchto metakarpofalangovych kloubu chybi
sezamské kosti (obr. 33a). V disledku vSech téchto zmén je u tohoto jedince patrna
kamptodaktylie (obr. 33A, a, b, 34A).

Prava ptedni koncetina jedince ¢. 8 zevné nevykazovala zadné znamky patologie.
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Na kostie je patrnd prevazné kostni tkan, v mistech kloubnich spojt dlouhych kosti
v ramci autopodia jsou zietelné zbytky chrupavcité tkané. Patrné je zaktiveni nékterych prstii

a v té¢le autopodia jsou zfetelné zbytky chrupavcité tkané (obr. 34).

Obrazek 33 Autopodium levé predni koncetiny jedince 8 (A, a, b). Vnéjsi vzhled patologie (A), 3D
skeny skeletu palmarné (a) a dorzalné (b). Autopodium levé piedni koncetiny tohoto jedince nevykazuje
zavaznou patologii, nicméné¢ je viditelné zakiiveni prsti — kamptodaktylie (A). Abnormalni tvar ¢lanka
prsti je zfeteln¢ rozpoznatelny na 3D skenu skeletu. V dusledku téchto tvarovych zmén doslo
k abnormalnimu kloubnimu spojeni mezi metakarpalni kosti a proximalnimi ¢lanky prstd predevsim u
3. a 4. prstu (oranzova Sipka; b), v téZe oblasti chybi sezamské kosti (bila Sipka; a). Métitko udava

vzdalenost 1 mm.
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Obrazek 34 Projasnéna leva predni koncetina se zaméfenim na autopodium jedince ¢. 8.
Zobrazeno dorzalné. Kostni tkan ptevazuje, chrupavcita se nachazi v oblasti kloubnich spojt
dlouhych kosti autopodia. Patrné je mirné zaktiveni jednotlivych kosti, a také otvor uprostied

distalniho ¢lanku 3. prstu (¢erna Sipka). Méfitko udava vzdalenost 1 mm.

10.2 Prenatalni studie

V ramci prenatalni ¢asti studie jsem se zaméfila na longitudinalni analyzu vyvoje
patologii prednich koncetin mysich embryi v rozmezi ED 11,5 az 18,5. Ptehled jednotlivych
patologii byl stanovovan od ED 12,5, jelikoz od tohoto vyvojového stadia jsou patologie
zietelné jiz makroskopicky.

Celkem bylo zachyceno 14 embryi genotypu Spry2+/- Spry4-/-, z ¢ehoz jich 7
vykazovalo bilaterdlni defekt autopodia ptfednich koncetin. Sedm jedincti vykazovalo
unilateralni deformitu autopodia — pravostranna vada byla zachycena u 4 jedinci,
levostrannd vada u 3 jedincil. S genotypem Spry2+/+ Spry4-/- bylo zachyceno 6 embryi,
z ¢ehoz pouze 3 vykazovala patologii pfednich koncetin. Dvé embrya vykazovala bilateralni
patologii a jedno embryo unilateralni deformitu autopodia na pravé predni konceting.

Zcela nejCastéjsi patologii byl rozs$tép v medidlni oblasti autopodia. Tato patologie
byla zachycena u 12 jedinct, pficemZ 4 embrya vykazovala bilaterdlni vadu. V 9 ptipadech
se jednalo o vadu levostrannou a v 7 pfipadech o pravostrannou vadu koncetiny. Druhou
nejcastéjsi vadou byla syndaktylie, jez se projevila u 10 jedinci, z ¢ehoz u 3 jedincti byla
tato vada bilateralni, pfiCemz na levém autopodiu byla vada zachycena v 7 ptipadech, v 6
ptipadech na pravém autopodiu.

U embryi byl taktéz zachycen roz§tép mimo medidlni oblast, a to 2krat u levé
koncetiny a 3krat u pravé koncetiny. U 3 jedinch byl zachycen nadpocetny prst

(polydaktylie) na levé koncetin€ a u 1 jedince na pravé koncetiné. Opacny piipad zmény
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poctu prsti, tedy oligodaktylie, byla zachycena u 2 jedinct, jednou na pravé a jednou na levé
konceting.

Mezi dalsi patologické zmény koncetin objevujici se s mensi Cetnosti patiily zmény
ve velikosti prstli a abnormalni vyvoj v oblasti stfedni linie autopodia (vyc¢lenéni stfedniho

nadbytecného prstu).

Embryonalni stadium 11,5

V embryondlnim staddiu 11,5 byla zachycena dvé embrya s genotypem
Spry2+/- Spry4-/-, nicméné v tomto vyvojovém stadiu nelze konstatovat pritomnost ¢i
ptipadny projev vady piedni koncetiny pouhym makroskopickym prozkoumanim, jelikoz

v tomto ED nejsou koncetiny jesté v dostate¢né pokrocilém stadiu vyvoje (obr. 35A, B).

37 mg

S§2+/- 54-/-

52 mg

S§2+/- 54-/-

Obrazek 35 Embryonalni stadium 11,5. Dvé embrya s genotypem Spry2+/- Spry4-/-,
koncetiny jsou pro lepsi orientaci znazornény cernou linii. Na zaklad¢ téchto embryi lze
konstatovat, Ze fenotypovy projev vad na pfednich koncetinach je mozné pozorovat az od ED

12,5.

Embryonalni stadium 12,5

V prenatdlnim stadiu 12,5 ED byly zachyceni dva jedinci s genotypem
Spry2+/- Spry4-/- s patologickym vyvojem piednich koncetin. Byla také zachycena dvé
embrya s genotypem Spry2+/+ Spry4-/-, ktera vSak nevykazovala zadny defekt prednich

koncCetin (viz tab. 1).
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Prvni jedinec (71 mg, obr. 36A, a) je zasazen unilateralni patologii na pravé predni
koncetin€. Vada se projevuje jako rozstép ve stfedni linii (obr. 36a).

Druhy jedinec (127 mg, obr. 36B, b) vykazuje bilateralni fenotyp piednich koncetin.
Na levém autopodiu je patrny rozs$tép ve stfedni linii (obr. 36B), pfi€emZ na pravém

autopodiu je taktéz patrny rozstép, nicméné je radialné (obr. 36b).

leva pfedni koncetina prava piedni koncetina

71 mg

S2+/- §4-/-

127 mg

S§2+/- S4-/-

99 mg

S§2+/+ S4+/+

Obrazek 36 Ptfedni koncetiny embryi v embryonalnim stadiu 12,5. U prvniho jedince (71 mg;
Spry2+/- Spry4-/-) je patrna patologii pouze na pravé piedni koncetiné, kterd se projevuje jako
rozs§tép ve stfedni linii (a). U druhého jedince (127 mg; Spry2+/- Spry4-/-) je vada bilateralni. Leva
predni koncetina vykazuje rozstép ve stiedni ¢are (A), na pravé piedni koncetin€ je patrny rozstép
na radialni strané¢ (B). Na obrazcich a, b jsou zobrazeny pifedni koncetiny jedince (99 mg)
s genotypem Spry2-+/+ Spry4-+/+ (kontrolni), u néhoz je vyvoj koncetin nenaruseny. Méfitko udava

vzdalenost 1 mm.
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Embryonalni stadium 13,5

V embryonalnim stadiu 13,5 ED bylo zachyceno celkové pét embryi s patologickym
vyvojem prednich koncetin. Tti embrya byla s genotypem Spry2+/+ Spry4-/- a dvé embrya
Spry2+/- Spry4-/-. V tomto embryonalnim stadiu vykazovala bilateralni patologii celkem
Ctyfi embrya (obr. 37A, B; C, D; E, F a obr. 38A) a unilateralni (pravostrannou vadu) jedno
embryo (obr. 37H).

Prvni jedinec (166 mg, Spry2-+/+ Spry4-/-, obr. 37A, B) vykazuje bilateralni
patologii. Ob¢ ptfedni koncetiny vykazuji rozstép ve stiedni linii autopodia (obr. 37A, B).

Druhy jedinec (167 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 37C, D) je také zasazeny bilateralni
patologii autopodia. Na levé koncetin€ je ziejmy rozstép ve stfedni linii, pravdépodobné
doprovazeny polydaktylii (obr. 37C). Prava koncetina vykazuje taktéz rozStép autopodia ve
stfedni linii (obr. 35D).

Tteti jedinec (167 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 37E, F) vykazuje na levém autopodiu
zavazny rozs$tép ve stfedni ¢are (obr. 37E), zatimco na pravé strané je patologie méné
zavaznd a projevuje se narusenym vyvojem autopodia distalné mezi 2. a 3. prstem (obr. 37F).

Ctvrty jedinec (168 mg, Spry2+/+ Spry4-/-, obr. 37G, H) vykazuje unilateralni
patologii. Leva koncetina je bez zjevné patologie (obr. 37G), nicmén¢ na pravém autopodiu
je patrnd rozsahld patologie (obr. 37H). Ve stfedni linii se nachazi nadpocetny prst
v kombinaci s roz§tépem na ulnarni i radidlni strané. Také doSlo k fiizi 1. a2. prstua 4. a 5.
prstu.

Na obr. 38A je zobrazena leva predni koncetina dalSiho embrya v ED 13,5. Tento
jedinec (154 mg, Spry2+/+ Spry4-/-) vykazoval oboustrannou patologii. Autopodium levé
predni koncetiny je zasazeno roz§t€pem lokalizovanym na radiélni stran€ (obr. 38A), u pravé
koncetiny byla detekovana patologie ve stiedni oblasti autopodia (fotografie neuvedena

z diivodu poskozeni tkané pti odbéru).
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leva ptedni koncetina prava piedni konéetina

A
166 mg &
8
S2+/+ S4-/- 5
(¢
167 mg o
5
S2+/- §4-/- 3
[¢'3
167 mg
3
S2+/- 84-/- &,
B
168 mg
&
S2+/+ S4-/- S
5
<

Obrazek 37 Koncetiny ¢tyf jedinci v embryonalnim stadiu 13,5 vykazujicich patologie prednich
koncetin. Prvni jedinec (166 mg; Spry2+/+ Spry4-/-) vykazuje oboustrannou vadu, pii¢emz obé koncetiny
jsou zasazené rozstépem ve stfedni ¢are (A, B). Druhé embryo (167 mg; Spry2+/- Spry4-/-) mé ptitomnou
patologii na obou pfednich koncetinach. Levé autopodium vykazuje rozstép ve stiedni ¢afe, pravdépodobné
v kombinaci s polydaktylii (C). Pravé autopodium taktéz vykazuje rozstép ve stfedni linii (D; pfi odbéru
embrya byla tato koncetina mirn¢€ poskozena v oblasti 4. prstu). Treti jedinec (167 mg; Spry2+/- Spry4-/-) s
bilateralnim fenotypem. Leva koncetina vykazuje rozstép ve stfedni care (E), zatimco prava piedni konCetina
vykazuje pouze minoritni vadu ve formé distalniho narueni mezi 2. a 3. prstem (F). Ctvrty jedinec (168 mg;
Spry2+/+ Spry4-/-) ma vadou zasazenou pouze pravou koncetinu, u které doslo k vytvoreni nadpocetného
prstu ve stfedni linii v kombinaci s roz§tépem na ulnarni i radialni strané (H), leva koncetina nevykazuje

vadu (G). Méritko udava vzdalenost 1 mm.

77



leva pfedni konéetina

A
154 mg e
B
S2+/+ §4-/- -3
B
167 mg ey
=
S2+/+ S4+/+

quIepw

X

Obrazek 38 Levé predni koncetiny dalSich embryonalnich jedinca (ED 13,5), u nichZ béhem
odbéru doslo k poskozeni pravych koncetin (data neuvedena). Prvni jedinec (154 mg,
Spry2+/- Spry4-/-) vykazoval bilateralni patologii. Levé autopodium bylo zasazeno rozstépem na
radialni stran¢ (A). Jedinec na obr. B (167 mg, Spry2+/+ Spry4+/+) je kontrolni, zde je uvedena

jeho leva pfedni koncetina. Métitko udava vzdalenost 1 mm.
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Embryonalni stadium 14,5

V embryonalnim stadiu 14,5 byla celkové zachycena tfi embrya s genotypem
Spry2+/- Spry4-/- vykazujici patologie ptednich koncetin, pficemz vSechna byla zasazena
unilateralni patologii na levé predni konceting.

leva pfedni kondetina prava piedni koncetina

A
242 mg
S2+/- §4-/-
C
279 mg
S§2+/- §4-/-

282 mg

() purewyed
(7) qurgziop

U[pZIOp

8§2+/- §4-/-

G
202 mg
8§2+/+ §4+/+

Obrazek 39 Piedni koncetiny jedinci vembryondlnim stadiu 14,5. Vsichni tfi zachyceni jedinci s

() swrpwyed
(D) gurgzIop

Qu[ezIOp

genotypem Spry2+/- Spry4-/- vykazuji fenotyp unilateralni na levé predni koncetin€ (A, C, E), pravé
piedni koncetiny jsou bez viditelnych fenotypovych projevii (B, D, F). U prvniho jedince (242 mg) doslo
k vytvoteni roz§tépu ve stiedni linii v kombinaci se syndaktylii 3. a 4. prstu (A). Druhy jedinec (279 mg)
vykazuje oligodaktylii (C), tfeti jedinec (282 mg) ma levé autopodium zasazeno syndaktylii 1. a 2. prstu a
taktéz i syndaktylii 3., 4. a 5. prstu, pfiGemz prst ve stfedni linii je nadpoéetny (E). Ctvrty jedinec (202 mg,
Spry2+/+ Spry4+/+) je kontrolni (leva koncetina — G, prava koncetina — H). Méfitko udava vzdalenost

1 mm.
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Prvni jedinec (242 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 39A, B). Autopodium levé piedni
koncetiny tohoto jedince vykazuje kombinaci patologii. Zietelny je rozstép ve stiedni linii
v kombinaci se syndaktylii 3. a 4. prstu (obr. 39A). Na pravé predni koncetin€ neni zjevna
zadna patologie (obr. 39B).

Druhy jedinec (279 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 39C, D) ma autopodium levé predni
koncetiny zasazené oligodaktylii, kterd je pravdépodobné zplisobena syndaktylii prsti ve
sttedni linii (obr. 39C). Na pravé piedni koncetin€ neni zjevna zadna patologie (obr. 39D).

Tteti jedinec (282 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 39E, F) vykazuje patologicky vyvoj
autopodia pouze na levé predni koncetin€. Doslo k syndaktylii 1. a 2. prstu, taktéz i 3., 4. a
5. prstu, pfi¢emz doslo k abnormalnimu vyvoji ve stfedni linii autopodia. Osamoceny prst
ve stfedu je nadpocetny (obr. 39E). Na pravé pfedni koncetin€ neni zjevnd zadna patologie

(obr. 39F).

Embryonalni stadium 15,5

V embryonalnim stadiu 15,5 byla zachycena tfi embrya genotypu Spry2-+/- Spry4-/-
s patologiemi ptfednich koncetin. Bylo taktéZ zachyceno jedno embryo s genotypem
Spry2+/+ Spry4-/-, které ale nevykazovalo zadnou patologii koncetin.

Prvni jedinec (445 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 40A, B) vykazuje unilateralni
patologii na pravé piedni konceting. Patologie se projevuje mirnou zavaznosti jako rozstép
v centralni linii (obr. 40B). Levé pfedni koncetina nevykazuje Zadnou zjevnou patologii (obr.
40A).

Druhy jedinec (447 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 40C, D) vykazuje zdvazny
fenotypovy projev na obou pfednich koncetinach. Autopodium levé piedni koncetiny je
zasazeno rozstépem ve stfedni ¢are v kombinaci se syndaktylii 2. a 3. prstu a 4. A 5. prstu
(obr. 40C). Autopodium pravé piedni koncetiny jednozna¢né vykazuje snizeny pocet prsti
(oligodaktylii), pficemz na radialni strané vznikl rozstép (obr. 40D).

Tteti jedinec (522 mg, Spry2-+/- Spry4-/-, obr. 40E, F) vykazuje bilateralni patologie
pfednich koncetin. Autopodium levé predni koncetiny vykazuje nadpocetny prst
(polydaktylii) na radialni strané autopodia. Na téze stran¢ vykazuji prsty zménu jejich
velikosti (zmenSeni) oproti prstiim na ulnarni strané (resp. 3., 4. a 5. prstu). Na palcové stran¢
doslo také syndaktylii prvnich dvou prsti (obr. 40E). Autopodium pravé predni koncetiny
vykazuje syndaktylii 2. a 3. prstu (obr. 40F).
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leva ptedni koncetina pravé pfedni koncetina

445 mg

wed

S2+/- §4-/-

uIg

A

447 mg

urewed

A

S2+/- §4-/-

522 mg

urewyed

R

S2+/- §4-/-

Obrazek 40 Predni koncetiny jedinci v embryonalnim stadiu 15,5. Prvni jedinec (445 mg)
vykazuje patologii pouze pravé predni koncetiny ve formé rozstépu ve stiedni ¢afe (B). Leva
koncetina neni patologickd (A). Druhy jedinec (447 mg) vykazuje zavazné patologie obou
prednich koncetin. Na levé koncetiné je patrny rozstép ve stiedni ¢afe v kombinaci se syndaktylii
2.a3.prstua4. as. prstu (C) a na pravé konceting je piitomna oligodaktylie a roz$tép umistén
radidlné (D). Jedinec tii (522 mg) vykazuje bilateralni patologii. Na levém autopodiu jsou patrné
zmény v oblasti radialni, a to nadpocetny prst, zmenseni velikosti prstii a syndaktylie (E). Pravé
autopodium je zasazeno mirné ve formé¢ syndaktylie 2. a 3. prstu (F). Méfitko udava vzdalenost

1 mm.
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Embryonalni stadium 16,5

V embryonalnim stadiu 16,5 bylo zachyceno pouze jedno embryo genotypu
Spry2+/- Spry4-/- s patologii prednich koncetin.

Tento jedinec (573 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 41A, B) vykazoval zavazné defekty
obou prednich koncetin. Autopodium levé predni koncetiny bylo zasazeno kombinaci vad.
Predevsim je opét patrny rozstép v centralni oblasti autopodia v kombinaci se syndaktylii 2.
a 3. prstu a 4. a 5. prstu, pfi¢emz na ulnarni strané autopodia doslo i ke zkraceni velikosti
prstl, jez 1ze v kombinaci se syndaktylii nazvat symbrachydaktylii (obr. 41A). Na autopodiu
pravé predni koncetiny tohoto jedince je taktéz patrny rozstép ve stfedni ¢afe v kombinaci

se syndaktylii 2. a 3. prstu (obr. 41B).

leva pfedni koncetina prava pfedni koncetina

573 mg . -§
S2+/- S4-/- g
(¢
666 mg 2
g

S2+/+ S4+/+

QuIp

X

. AL o

Obrazek 41 Pfedni koncetiny jedincit embryonalniho stadia 16,5. Jediny zachyceny
jedinec (573 mg) v tomto ED ma oboustrannou patologii pifednich konéetin. Jeho
levé autopodium ma kombinované defekty — rozstép v centralni ¢afe, syndaktylie 2.
a 3. prstu a 4.a 5. prstu, ulnarné jsou prsty zkraceny (A), pravé autopodium je
zasazené rozstépem ve stiedni ¢afe v kombinaci se syndaktylii 2. a 3. prstu (B). Na
obrazku C a D jsou zobrazeny koncetiny kontrolniho jedince (666 mg, Spry2+/+
Spry4+/+). Méritko udava vzdalenost 1 mm.
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Embryonalni stadium 17,5

V embryonalnim stadiu 17,5 byla zachycena dvé embrya s genotypem
Spry2+/- Spry4-/- s defektnim vyvojem autopodia pfednich koncetin.

Prvni jedinec (662 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 44A, a, B, b) vykazuje bilateralni
patologii. Autopodium levé pfedni koncetiny vykazuje zdvazny defekt. Doslo k syndaktylii
4. a 5. prstu, a dale se vytvorily dva rozstépy, a to ve stfedni ¢afe autopodia a v oblasti mezi
fizovanymi prsty (4. a 5.) a 3. prstem (obr. 42A, a). Autopodium pravé predni koncetiny
vykazuje rozstép ve sttedni ¢are v kombinaci se syndaktylii 2. a 3. prstu (obr. 42B, b).

Druhy jedinec (1087 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 42C, ¢, D, d) vykazuje unilateralni
patologii, a to na pravé piedni koncetiné. Na této koncetiné doSlo v oblasti autopodia
k rozvinuti rozstépu ve stfedni ¢afe v kombinaci se syndaktylii 2. a 3. a 4. a 5. prstu (obr.

42D, d). Leva predni koncetina nevykazuje zadné zjevné defekty autopodia (obr. 42C, c).
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Obrazek 42 Predni koncetiny jedincti v embryonalnim stadiu 17,5. Prvni jedinec (662 mg, Spry2+/-
Spry4-/-) vykazuje bilateralni patologii. Levé autopodium je zasazeno mnohacetnymi patologiemi —
syndaktylie 4. a 5. prstu, rozstép ve stiedni ¢are a roz$t€p mezi 3. prstem a flzovanymi prsty (A, a). Pravé
autopodium vykazuje rozstép ve stfedni ¢are v kombinaci se syndaktylii 2. a 3. prstu (B, b). Druhé
embryo (1087 mg, Spry2+/- Spry4-/-) ma patologii pouze na pravé piedni konceting, a to rozstép ve
stiedni Cafe v kombinaci se syndaktylii 2. a 3. prstu, zaroven i 4. a 5. prstu (D, d). Leva koncetina
nevykazuje pritomnost patologie (C, c¢). Tteti jedinec (997 mg, Spry2+/+ Spry4+/+) je kontrolni jedinec

pro toto embryonalni staidium (leva koncetina — E, ¢; prava koncetina — F, f).
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Embryonalni stadium 18,5

V embryonalnim stadiu 18,5 bylo zachyceno pouze jedno embryo genotypu
Spry2+/- Spry4-/-, které mélo defektni vyvoj autopodia prednich koncetin.

Tento jedinec (1546 mg, Spry2+/- Spry4-/-, obr. 43A, a, B, b) vykazuje unilateralni
patologii, a to pravé piedni koncetiny, jez se projevuje jako rozs§tép ve stiedni Care
v kombinaci se syndaktylii 3. a 4. prstu (obr. 43B, b). Autopodium levé predni koncetiny

nevykazuje zadnou zjevnou vadu autopodia (obr. 43A, a).

leva predni koncCetina prava piedni koncetina

1546 mg &
N

Pi:

S2+/- S4-/- B
=]

1)

=

=

(@13

Obrazek 43 Predni kondetiny jedince v embryonalnim stadiu 18,5. Tento jedinec (1546 mg,
Spry2+/- Spry4-/-) vykazuje unilateralni patologii pravé piedni koncetiny, jeZ se projevuje jako rozstép
ve stiedni ¢afe v kombinaci se syndaktylii 3. a 4. prstu (B, b). Leva ptedni konéetina je patologii

nezasazena (A, a). M¢éfitko udava vzdalenost 1 mm.

10.2.1 Histologicka analyza u prenatalnich jedinci

Po zabarveni ptehlednym histologickych barvenim, zelenym Massonovym
trichromem se u jedince v ED 18,5 (viz vySe) podafilo potvrdit fuzovani vznikajicich kosti
v oblasti prstii, a to konkrétn€ 3. a 4. prstu (obr. 44A, B, C) na pravém autopodiu. Na obr.
44A je viditelné fuzovani medidlnich clankt prsth v jejich délce, nicméné v distalni oblasti
tohoto utvaru je zfetelné oddéleni (obr. 44C). Na obr. 44B je také zfejma abnormalni tvorba

a fuze proximalnich ¢lanka prsti.
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Pii porovnani proximalniho c¢lanku prstu kontrolniho jedince (obr. 44D) s
fuzovanymi ¢lanky pravé koncetiny jedince s patologii, je patrna absence rustové ploténky

(obr. 44A, D).

Obrazek 44 Histologicka analyza autopodia pravé predni koncetiny jedince genotypu Spry2+/- Spry4-/-
v ED 18,5 (A-C). Pomoci barveni zelenym trichromem byly zviditelnény struktury obsahujici kolagenni
vazivo. Byla potvrzena synostoza, resp. syndaktylie, 3. a 4. prstu, jejichz ¢lanky fuzovaly (A, C).
K abnormalnimu vyvoji struktury doslo jiz v oblasti proximalnich ¢lankd prsti (B). Na obrazku D je zachycen

proximalni ¢lanek prstu kontrolniho jedince Spry2+/+ Spry4+/+. Méfitko udava vzdalenost 0,1 mm.

10.3 Sledovani populace exprimujici S42 v ZPA u mys$i s normalnim vyvojem

konéetin

Bylo provedeno zobrazeni descendentni populace buné€k, které v minulosti
exprimovali Shh v posteriorni oblasti autopodia, tedy v oblasti ZPA, na ptednich i zadnich
koncetindch s pomoci X-galového barveni (viz metodika). Bunénd populace byla
detekovana jak makroskopicky (obr. 45, obr. 46) tak 1 mikroskopicky pomoci rutinni
histologie (obr. 47, obr. 48). Descendentni oblast obsahujici buiky, které¢ v minulosti
exprimovaly Shh a jejich potomky, byla detekovdna na koncetinovych pupenech v
embryonalnim stadiu 10,5 (obr. 45A, B). Vice patrné je zabarveni jiz v ED 11,5 (obr. 45C,
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D), které bylo zachyceno také v ED 12,5 (obr. 46A, B, obr. 47A, B), jelikoz exprese v ZPA
je do ED 12,0 aktivni. Descendentni linii bylo mozn¢ detekovat také na ED 14,5 (obr. 46C,
D, obr. 48A-C) a 15,5 (obr. 46E, F).

Je patrné, ze v ran¢jSich vyvojovych stadiich (ED 12,5) je zbarveni silnéj$i a vice
viditelné ptevazné v oblasti budouciho 4. a 5. prstu (obr. 46A, B, obr. 47A, B), nicmén¢ ve
vysSich embryondlnich stadiich (ED 14,5 a 15,5), kdy jiz ZPA Shh aktivné€ neexprimuje,
jsou pozitivni bunky stale detekovatelné také ve 3. prstu, resp. jeho ulnarni poloviné (obr.
46C-F). U ED 14,5 byla pozitivita zachycena taktéz v chondrocytech budoucich kosti (obr.
48A-C).

Na ED 15,5 byla descendentni oblast exprese Shh pozorovana také v oblasti
chlupovych folikulii na zeugopodiu koncetin (obr. 46E, F).

]
&
&

ED 10,5

ED 11,5

Obrazek 45 Zobrazeni descendentni linie bunék exprimujici S44 u embryonalnich stadii 10,5
a 11,5 (A-D). Pozitivné znacena descendentni linie bunék v oblasti probihajici a minulé exprese
Shh pomoci metody Cre-LoxP systému byla pozorovana na embryich v ED 10,5 (A) v oblasti
vznikajicich konc¢etinovych pupeni piednich a zadnich koncetin (bilé Sipky, A). Pro srovnani je
uvedeno negativni embryo (B). Zfetelnéj$i modré zabarveni jak na pfednich, tak i zadnich
koncetinach je patrné u embryi v ED 11,5 (Cerné Sipky, C). Na obrazku D je zobrazen detail

kondéetin. Méfitko udava vzdalenost 1 mm.
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leva pfedni koncetina prava pfedni koncetina

ED 12,5

ED 14,5

ED 15,5

Obrazek 46 Sledovani bunééné linie exprimujici Shh (modie) u prednich koncetin LacZ
pozitivnich jedinci v dalSich embryonalnich stadiich. Zobrazeno dorzalné. VED 12,5 je
posteriorni oblast autopodia jasné zbarvena, vykazuje vys$s$i intenzitu zbarveni v oblasti budouciho 4.
aS.prstu(A, B). V ED 14,5 je zietelné viditelné, Ze jsou pozitivné zna¢ené bunééné populace pritomné
i v ulnarni poloving 3. prstu (C, D), coz je patrné i na ED 15,5. Nicméné lze fici, ze v tomto ED je ve

3. prstu zabarveni velmi slabé (E, F). Méfitko udava vzdalenost 1 mm.
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Obrazek 47 Autopodium pravé predni koncetiny jedince v ED 12,5 (palmarné) se

zobrazenim descendentni linie bunék exprimujici Shh od zacatku vyvoje (modie).
Buiiky a jejich potomci exprimujici Si4 v minulosti se ve stfedni oblasti autopodia
setkavaji s bunkami, které jsou nezabarvené, tedy tyto builky nejsou potomky ZPA a
v minulosti se tato bunécna linie na expresi Shh nepodilela. M¢titko udava vzdalenost

0,1 mm.

Obrazek 48 Autopodium levé predni koncetiny jedince v ED 14,5 (palmarné) se zobrazenim descendentni
linie bunék exprimujici Sihh od zacitku vyvoje (modie). Pozitivita je detekovatelnd mimo jiné

v chondrocytech formujicich se kosti (B, C). Métitko udava vzdalenost 0,1 mm.
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11 Diskuse

Na zaklad¢ naSich ziskanych vysledkl bylo potvrzeno, ze u Spry2+/- Spry4-/- a
Spry2+/+ Spry4-/- mysich jedinci dochédzi k narusenému vyvoji autopodia ptrednich
koncetin. Patologie se projevovaly pievazné v medialni oblasti autopodia, a to jako rozstép
v kombinaci se syndaktylii, pfiCemz vznikala tzv. klepetovita ruka neboli ektrodaktylie.
Porucha vyvoje ve stfedni ¢asti koncetiny byla zachycena jiz od ED 12,5 (obr. 36), kdy bylo
mozné na vyvijejicim se autopodiu v jeho distalni oblasti pozorovat ryhu nebo zatez. Tento
zafez se prohluboval u pokrocilejsich stadii az nakonec vedl ke vzniku hlubokého rozstépu,
ktery byl detekovan i u postnatalnich jedinct.

DalSimi vadami pozorovanymi v kombinaci s ektrodaktylii nebo bez ptidruzeného
rozstépu byly zmény v poctu prsti, a to jak polydaktylie (obr. 37C, H; obr. 39E; obr. 40E),
tak 1 oligodaktylie (obr. 23A, obr. 25A, obr. 27A, obr. 39A), dale zmény ve tvaru prstl (napf.
drépovité ohnuti — kamptodaktylie; obr. 19A, obr. 33A) a velikosti prstli (obr. 22A, obr. 30A,
obr. 40E). U jednoho z postnatalnich jedincti byla spolu se zménou velikosti prstu
zaznamenana absence ochlupeni a drapu bilateralné (obr. 22A, B). Ve vSech ¢astech skeletu
autopodia dochézelo také k Cetnym synostéozam (srustaly karpalni kosti — napf. patrné na
obr. 16a, c, obr. 19a, c, obr. 30a, b, dale sristaly metakarpalni kosti — napt. na obr. 16a, c,
obr. 19a, c, obr. 25 a, ¢, obr. 30a, b, nebo ¢lanky prsti — obr. 16a, c, obr. 19a, ¢, obr. 25a, c,
obr. 27a, b). Relativné Casté byly zmény sezamskych kosti, které bud’ zcela chybély nebo
fazovaly s dal$i kosti (obr. 16b, obr. 19b, obr. 33a). Na zdkladé vysledkii metody
projasiiovani tkané a barveni kosténé a chrupavcité tkang lze fici, Ze skelet postnatalnich
jedincu stejného véku postizenych patologii vykazoval rozdilnou pokrocilost osifikace.
Stejné stafi jedinci vykazovali rlizny stupen kostni zralosti a riizny stav osifikace kosti, pro
porovnani napft. jedinci obr. 18 a obr. 21.

Celkové lze fici, Ze fenotypovy projev patogeneze prednich konletin je u
jednotlivych jedinct s deficienci Sprouty2 a/nebo Sprouty4 proteind velmi variabilni, a
taktéZ je rozdilna 1 zadvaZnost projevu. V souladu s timto zjiSténim lze konstatovat, ze
variabilita fenotypového projevu byla u Sprouty2 a/nebo Sprouty4 mysi vysoka i1 v jinych
ptfipadech zaznamenanych patologii, coz bylo ddno do souvislosti pravé s mikrociliarni
podstatou patogeneze u téchto mysi (Hruba ef al., 2021).

Zajimavé je, ze u postnatalnich jedinct byly vady zachyceny v ptipad€ unilateralniho

fenotypu pouze na levych pfednich koncetinach, a pokud se jedna o jedince s bilateralnim

N 24
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pravou stranou (obr. 49). Je zndmo, ze embryo se vyviji s levo-pravou asymetrii, a ze u
organt, které jsou povazovany za symetricky se vyvijejici, jako je leva a prava koncetina,
mohou existovat jemné rozdily v molekuldrni regulaci (Levin, 2005), coz néasledné muze
zpusobit odchylky pii vzniku patologii. Néktera lidska onemocnéni hornich koncetin, jako
je napt. Holt-Oramiiv syndrom, se rovnéz projevuji asymetricky, a to pouze na levé horni

koncetiné (Newbury-Ecob et al., 1996).

Obrazek 49 Porovnani zivaZnosti projevu patologie mezi levymi (A, B, C) a pravymi (a, b, ¢) pFednimi

koncetinami tfi jedinct. Zobrazeno pomoci uCT skent skeletu (dorzalng). Je ziejmé, ze levé koncetiny vykazuji
vy$§i miru zavaznosti postizeni autopodia nez na pravych koncetinach. U prvniho (A, a) a druhého (B, b) jedince se
jednd o bilateralni patologii, avSak je na prvni pohled patrné, ze levé koncetiny téchto jedincti jsou vyraznéji
zasazeny kombinaci patologii. Tteti jedinec (C, ¢) ma pouze unilateralni patologii na levé pfedni konceting, pticemz

prava koncetina (c) je povazovana za normalné vypadajici. Métitko udava vzdalenost 1 mm.

Utvéteni levo-praveé asymetrie embrya probihd jiz v raném vyvoji clovéka a na tomto
déji se podili zna€né mnozstvi endogennich vyvojovych molekul. Buniky primitivniho
prouzku a uzlu exprimuji FGFS, ktery indukuje expresi Nodal v levé poloviné embrya
(Boettger et al., 1999). Taktéz dochazi k expresi genu Lefty, ktery je exprimovan v levé
polovin¢ embrya (Meno ef al., 1996). Lefty-1 exprimovan v levé ¢asti neuralni ploténky, a
omezuje expresi Lefty-2 a Nodal na levou stranu embrya (Meno ef al., 1998). Bylo zjiSténo,
Ze stanoveni levo-pravé asymetrie u mysich embryi je dosaZeno levostrannym proudénim
tekutiny v dutin€ primitivniho uzliku, které je generovano pravoto¢ivym pohybem 200-300

tfasinek v uzliku (Shinohara et al., 2012).
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V ramci patogeneze neni pravo-levd odliSnost s levostrannou predominanci ve
frekvenci vyskytu patologii zjiSténd v ramci na$i studie u ptednich koncetin zcela
ojedinélym jevem. Napfiiklad roz§tépy rtu a patra, které jsou v 80 % ptipadi unilaterdlni, se
az dvakrat Castéji vyskytuji na levé strané (Genisca et al., 2009). Prozatim nebyla zjisténa
pti¢ina tohoto jevu, nicméné i v nasi studii se rozstépy autopodia vyskytuji u postnatalnich
jedincti vyhradné na levé konceting a u prenatalnich jedinci bylo zachyceno taktéz vice
pripadl levostranného rozstépu koncetiny. Vzhledem k zapojeni primérnich cilii ve vyvoji
koncetin (Haycraft et al., 2005) by pti¢inou téchto defektti mohlo byt naruSeni struktury a
funkce, ptipadné uplna ztrata primarnich cilii u jedinct s deficienci Spry2 a/nebo Spry4.

Jiz diive bylo popséano, Ze transgenni mysi s deficienci proteini rodiny Sprouty
vykazuji abnormality dlouhych kosti, a to véetné dosazeni mensSich délek dlouhych kosti
projevujici se podobné jako achondroplazie (Joo et al., 2016). Prokazalo se, Ze Spry2 je
podstatny pro normalni vyvoj a diferenciaci chondrocyt a je vyznamnym regulatorem
enchondralni osifikace. U Spry2 deficientnich mysi byla zaznamendna porucha
chondrogeneze v dlouhych kostech souvisejici s chondrocyty v rastové ploténce, nicméné
pfesny mechanismus, kterym by se Spry2 mohl podilet na vzniku chondrodysplastickych
syndrom, neni znam (Joo et al., 2016). I v nasi studii byly télesné rozméry jedinct Spry2+/-
Spry4-/- mensi ve srovnani s WT zvifaty (obr. 14), coz je vsouladu s recentné
publikovanymi daty (Hruba et al., 2021). V prenatdlni riistové ploténce embryondlniho
stadia 18 byla prokdzana piitomnost Spry2 v osteogennich bunikdch (osteoblastech,
osteocytech a osteoklastech), a prave deficience Spry2 by mohla byt jednou z pficin ristové
retardace prostfednictvim abnormalni funkce osteoblastii a osteocytti (Vesela et al., 2019).
Spry2 protein se nicméné podili na vyvoji koncetin i v ranych vyvojovych stadiich a ti¢astni
se formovani prstl koncetin. V ED 10,5 je gen Spry2 exprimovan v AER koncetinového
pupene (Minowada ef al., 1999). Nejdiive je jeho exprese detekovatelna v centralni oblasti
(ED 11,5), pozdéji se rozsifuje do oblasti budoucich prsti a v ED 12,5 a 13,5 jiZ jasné
obklopuje ¢lanky prstii (Diplomova prace Pasovska, 2019).

Spry4 je exprimovan v ristové zon€ koncetinového pupene v mezenchymu pod AER
a ve spojitosti s deficienci Spry4 u mysi byly rovnéz zaznamenany defekty autopodia
prednich konéetin, a to pfedev§im ve formé polysyndaktylii. Castym fenotypovym projevem
byly také flize a duplikace prsti na pfednich koncetinach (Taniguchi ef al., 2007). V nasem
ptipad¢ lze fici, Ze pfi kombinaci deficience Spry2 a Spry4 proteini byly zachyceny

pfevazné rozstépy autopodia ve stfedni ¢are, ale frekventované byly rovnéz syndaktylie a
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cetné synostozy v oblasti karpalnich, metakarpalnich kosti a ¢lanki prsti. Rozdily v projevu
patologii u jedinct s genotypy Spry2+/- Spry4-/~- a Spry2+/+ Spry4-/- nelze na zékladé
nasbirané¢ho materidlu stanovit, jelikoz fenotypovy projev se u téchto jedinci piekryva a
zasadn¢ se neodliSuje. Navic celkové bylo zachyceno podstatné méné jedinct
Spry2+/+ Spry4-/- a ne u vSech doslo k viditelnému rozvoji patologie. Je ziejmé, Ze protein
Spry4 hraje podstatnou roli béhem rozvoje koncetin, ale ma taktéz tlohu v rozvoji dalSich
tkdni a organti (Zhang et al., 2001), jejichz defekty mohou byt pii Uplné absenci tohoto
proteinu s zivotem embrya neslucitelné a muze dochdzet k potratu embrya béhem
embryonalniho vyvoje (Taniguchi et al., 2007), coz by mohlo byt pravdépodobnou piti¢inou
nizkého zachytu jedinci s timto genotypem v nasi studii.

Zda se, Ze delece obou alel Spry4 genu by mohla hrat vyznamnéjsi roli ve vyvoji
patologii ptednich koncetin, nebo by se mohly uplatihovat dalsi faktory, jako jsou
epigenetické zmény genové exprese. V poslednich letech bylo prokazano, ze epigenetické
faktory se podili na regulaci tvorby kosti a mohou vyznamné ovlivnit diferenciaci
osteoblastil a osteoklastli (Teven et al., 2011; Letarouilly et al., 2019). Bylo také popsano,
ze Spry4 podléha epigenetickym histonovym modifikacim u Xenopus tropicalis v koncetiné
(Hayashi et al., 2015). V souvislosti s epigenetickym uml¢enim a mutaci ,,loss of function‘
genu Spry4 v progenitorovych buiitkéch bylo zjisténo, ze by tyto zmény mohly vést dokonce
ke karcinogenezi (Katoh & Katoh, 2006).

V ramci nasi postnatalni studie byly zachyceni ¢tyfi jedinci s roz§tépem autopodia,
pficemz tf1 z nich byli samci (obr. 50). I kdyz relativné nizky pocet zachycenych patologii
nam zatim nedovoluje pfesnéjsi statistickou analyzu, je z tohoto hlediska zajimavé, Ze 1 u
¢lovéka se ektrodaktylie Castéji projevuje u muzii neZ u zen (Tatwade & Hiwarkar, 2019).
Nicméné nase vysledky nepotvrzuji fakt, Ze se ektrodaktylie vyskytuje ¢astéji bilateralné nez

unilateralné (Tatwade & Hiwarkar, 2019). Nami ziskané vysledky z prenatalni i postnatalni

Obrazek 50 Rozstép ve stiredni linii levého autopodia 3 mySich samci (A-C). Zobrazeno palmarné. Méfitko

udava vzdalenost 1 mm.
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studie vykazuji opacny trend, tedy Ze s vyssi Cetnosti byly zachyceny unilateralni rozstépy
(pfevazné levostranné — u 4 postnatalnich a 5 prenatalnich jedinct a pravostranné — u 3
prenatalni jedincti) nez bilateralni rozstépy (celkoveé u 4 prenatalnich jedincti).

Zajimavé rovnéz je, ze v nasi studii vSichni jedinci s genotypem Spry2+/- S4-/-
vykazovali v prenatalnim obdobi (ED 12,5-18,5) alespon unilaterdln¢ patologie autopodia
koncetin, zatimco postnatalné frekvence vyskytu patologii u tohoto genotypu nebyla 100%.
Vzhledem k nizkym poctiim jedinct s pozadovanym genotypem obecn€ neni zatim mozné
provést statisticky relevantni analyzu, ale zda se, ze zde mohou hrat roli ur¢it¢ mechanismy
reparace ve smyslu regenerace patologicky se vyvijejicich struktur, a ne vSechny prenatalni

vady autopodia se nakonec prezentuji v postnatalnim obdobi.

Ptedpoklada se, Ze zmény genové exprese v ektodermu i mezodermu se podili na
vzniku ektrodaktylie pfednich koncetin u mys$i. Zmény v AER nastavaji relativné brzy v
faktor vzniku patologie (Shimizu et al., 2007). Ektrodaktylie mize vznikat narusenim
pozitivni zpétné vazby mezi AER a ZPA (Chrisman et al., 2004). Zajimava je informace
popsana v praci autort Bell ef al. (2005), ze embrya zasaZena postaxidlni ektrodaktylii
prednich koncetin maji snizenou signalizaci Shh. Signalizace byla dostacujici pro upregulaci
dal§ich procesii potfebnych pro polariza¢ni aktivitu, nicméné byla nedostate¢na pro
specifikaci programované bunééné smrti v mezenchymovych bunikach ptednich koncetin.
To by mohlo vysvétlovat ektrodaktylii v kombinaci se syndaktylii, kterd byla zachycena i u

jedincu v této praci.

Na tvorbé koncetin se podileji Shh a FGF signaliza¢ni drahy, jeZ se navzijem
ovlivituji prostfednictvim zpétnovazebnych smycek. Spry2/Spry4 funguji jako antagonisté
FGF signalizace, ¢imz nepfimo ovliviwji 1 hladiny Shh. U Spry2/Spry4 mutantnich mysi
vede ztrata funkce gend ke zvySeni FGF signalizace (Klein ef al., 2006). Fenotypovym
projevem jsou tato zvifata srovnatelnd s projevem patologii u mysi s naruSenou FGF
signalizaci (Shazeeb et al., 2018). U Spry2 deficientnich mysi bylo popsédno, ze Shh
signalizace je u téchto jedincii ovliviiovdna prostfednictvim FGF signalizacni drahy
(Lochovska et al., 2015). Celkové byla deficience Spry2 a/nebo Spry4 davana do souvislosti
s prodlouzenim Shh exprese (Lochovska et al., 2015, Hruba et al., 2021), coz by 1 v naSem

ptfipadé¢ mohlo vysvétlit naruSeni vyvoje autopodia v zavislosti na patologické expresi Shh
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v ZPA. Naruseni vyvoje se projevuje ve stfedni linii autopodia jiz od ED 12,5. Stfedni linie
autopodia je zona, kde na zédklad¢ naSich zjisténi z provedenych Cre-loxP experimentt
dochazi k limitaci populace bunék, které v minulosti exprimovaly Shh, a to pravé v ZPA
(obr. 45, obr. 46). V pozdéjsich vyvojovych stadiich jsme zachytili pfitomnost
descendentnich bungk, které v minulosti exprimovaly S#4 v chondrocytech budoucich kosti

autopodia (obr. 48).

Nepostradatelnou soucasti mnoha vyvojovych procest jsou primarni fasinky, které
se podileji na vyvoji a funkci tkani a organi a béhem vyvoje embrya tidi urceni jeho levo-
pravé laterality. Primarni cilie jsou pfitomny v chondrocytech, jsou podstatné pro normalni
diferenciaci osteoblastil, pro funkci osteocytl a uplatiuji se pii vyvoji kosti (Yuan et al.,
2015). U mutantnich myS$i Spry2-/- a Spry2+/- Spry4-/- byly zaznamenany abnormalné
prodlouzené cilie v chondrocytech embryonalnich i postnatalnich ristovych plotének (Hruba
etal.,2021). Pro funk¢nost a strukturu primarnich fasinek jsou podstatné tzv. IFT komplexy,
jez zprostiedkovavaji transport (Kozminski ef al., 1993). Pokud dojde k naruseni nékteré z
podjednotek komplexu, mize dojit k naruSeni funkce nebo Uplné ztraté primarnich cilii. IFT
a ciliarni proteiny také reguluji diferenciaci chondrocytd. Bylo popsano, Ze jejich delece ma
za néasledek postnatalni dwarfismus, naruSeni diferenciace chondrocytii, resorpce a
diferenciace chrupavky (Song et al., 2007; Coveney et al., 2022). Z tohoto hlediska by
v dal$im vyzkumu bylo vhodné se dale zabyvat prav€ hodnocenim diferenciace chondrocytl
a formace chrupavky a jeji prestavby na kost v procesu osifikace u Spry2/Spry4
deficientnich mysi.

Mimo jiné bylo také zjiSténo, Ze primarni fasinky jsou nepostradatelnymi regulatory
vyvojovych signalizacnich drah, jako je Hedgehog nebo FGF drédha (Huangfu ef al., 2003;
Neugebauer, et al., 2009). Bylo rovnéz prokazano, ze zmény délky cilii zprostiedkované
FGF koreluji se zménami Hedgehog odpovédi (Kunova Bosakova ef al., 2018).

NaruSeni funkce ¢i struktury primarnich cilif mizZe vyustit v rozvoj vrozenych
onemocnéni, které maji podobné fenotypové projevy, a jsou souhrnné oznaCovany jako
ciliopatie. Jako ciliopatické byly oznaceny také skeletalni dysplazie, jezZ maji za nésledek
mimo jiné 1 zkraceni koncetin a polydaktylii, jez je Castym fenotypovym projevem lidskych
ciliopatii. Vyznamné zkraceni primarnich fasinek bylo zaznamendno v ristovych

chrupavkach jedinct postizenych achondroplazii a thanatoforickou dysplazii, které jsou
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nasledkem konstitutivni signalizace FGFR3 (Wilcox et al., 1998). Na zaklad¢ toho je mozné
ob¢ onemocnéni zafadit mezi ciliopatie.

U mutantnich mysi Spry2-/- a také Spry2+/- Spry4-/- byla zjisténa zvySend mira
Hedgehog signalizace zavisla na ciliich. Patologie popsané recentn¢ u mysi s deficienci
Spry2, predstavuji fenotypové projevy, které jsou soucasti ciliopatii (Hruba ef al., 2021).
Spry2 deficientni postnatalni my$i vykazuji maly vzrist dany zkracenim dlouhych kosti a
snizenim mnozstvi trabekularni kostni hmoty, ale naptiklad i rozstépy patra, coz piipomina
jiné skeletalni ciliopatie (Hruba et al., 2021). Ve spojitosti se ztratou Spry2/Spry4 genti bylo
také zaznamenano mnoho dalSich defekt, mezi néZ se fadi 1 naruSeni enchondralniho

formovani kosti, tvorby prstii a dalSich, které mohou byt rovnéz oznaceny jako ciliopatické.

V této praci se nam podafilo zjistit a popsat anatomicko-morfologické odchylky
autopodia prednich koncetin u transgennich mysi Spry2+/- Spry4-/- a Spry2+/+ Spry4-/- a
to u dospélcti i v pribéhu vyvoje. Patologie byly zachyceny na obou ptednich koncetinach
mys$i s deleci Spry2 a/nebo Spry4 gent jak prenatalné, tak postnatalné. Defekty autopodia
pfednich koncetin jsou viditelné od embryonalniho stadia 12,5, kde je jiz zfetelny rozvoj
patologie. Je patrné, ze defekty jsou velmi variabilni a taktéz vykazuji rozdilnou miru
zavaznosti. Mezi nej¢astéjsi patfili napt. rozstép predni koncCetiny ve stiedni linii autopodia,
syndaktylie a synostdza kosti. U prenatdlnich 1 postnatdlnich jedincii byly vady castéji
zachyceny unilateralng, pticemz ¢astéjsi byly vady na levé piedni koncetiné nebo v piipadé
projev nez na prave stran€.

Tato studie ptinesla také n¢kolik dalSich otazek. V budoucnu by bylo potieba se
vénovat predev§im molekularni analyze raného vyvoje piednich koncetin prenatalnich
jedinct s deleci Spry2 a/nebo Spry4 genll se zamétfenim na ZPA. Vyzkum by mohl byt
rovnéz zaméfen na proliferaci bun¢k a apoptézu v koncetinovém pupenu. Z hlediska
pfitomnosti Shh descendentnich populaci bunék v chrupavkach v oblasti autopodia by
rovnéZ bylo vhodné zaméfit se na analyzu chondrocytli a osifikace. Z hlediska niz§iho
zachytu patologii v populaci dospélych mysi Spry2+/- S4-/- nez v prenatélnich stadiich by
bylo zajimavé zabyvat se moznosti vyvojovych reparacnich mechanismii u riznych typt
postizeni téchto jedincti. Pozornost by méla byt taktéz vénovana detekci primarnich cilii ve
vznikajicich koncetindch mysi u niz§ich vyvojovych stadii (ED 9,5-11,5), tedy v obdobi
aktivity ZPA, jejiz bunky exprimuji gen Shh.
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12 Zavéry

Na zékladé ptredlozenych vysledkl je mozné vyvodit tyto zavery studie:

1. U mySi s genotypem Sprouty2+/- Sprouty4-/- a Sprouty2+/+ Sprouty4-/- byly
zaznamenany patologie v oblasti autopodia, které maji znacn¢€ variabilni projev i zdvaznost.
Nejpocetngjsi skupinou zaznamenanych vad jsou defekty medialni oblasti autopodia
zahrnujici rozstépy, dale se objevuji syndaktylie, synostézy ve vSech ¢astech autopodia,
zmény poctu prsti (oligodaktylie 1 polydaktylie) i zmény ve tvaru a velikosti jednotlivych
prstu.

U postnatalnich jedincii se patologie objevuji ¢astéji na levé predni koncetin€. Na

A4

kongetinou.

2. Longitudinélni analyza v pribéhu embryogeneze ukazala, ze patologicky vyvoj koncetin
byl viditelny od ED 12,5. Od tohoto prenatalniho stddia vykazovali vSichni zachyceni jedinci
genotypu Sprouty2+/- Sprouty4-/- vadu autopodia alespoil unilateralné.

V  prenatdlnim obdobi byly nejcastéji zachyceny vady oboustranné, poté

pravostranné a nakonec levostranné.
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