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Anotace

V praci jsem se zabyvala popisem procesu vyvoje obliceje a pricinami
vzniku jeho poruch. V teoretické casti prace se zaméruji na
embryonalni vyvoj obliceje c¢lovéka a na puvod bunék jednotlivych
prominenci, které na jeho tvorbé podileji. Nasledné se zabyvam
moznosti operace rozstépovych vad u c¢lovéka. Pri vlastnim vyzkumu
jsem nejprve provedla pitvu kurete pro seznameni s morfologii travici
soustavy ptaka. Dale jsem sledovala vliv raznych koncentraci
inhibitoru follistatinu a chordinu na vyvoj u kurecich embryi. U obou

latek jsem prokazala vliv na embryonalni vyvoj.
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1 Uvod

Vyvoj lidského obliceje je slozity proces, béhem kterého muze snadno dojit
k porucham a nasledné ke vzniku oblicejovych vad. Obli¢ejovymi vadami
jsou mysleny rozstépy obliceje nebo vady nosu. Muze tedy nastat rozpolceni
rtu, patra, tvare nebo muze dojit k nedokonalému vyvinuti nosu. V dnesni
dobé je mozné rozstépovou vadu rozeznat jiz na zacatku téhotenstvi diky
ultrazvuku. Tyto poruchy je mozné operovat a umoznit tak clovéeku nebo

ditéeti normalni plnohodnotny zivot.

Jednou z pri¢in vzniku postizeni oblic¢eje jsou toxické latky. V této praci jsem
se zejména zameérila na jednu =z kandidatnich latek ovlivnujicich
embryonalni vyvoj — follistatin. Tento inhibitor je béznou soucasti lidského
organismu a v soucasné dobé je rovnéz nabizen sportovcim v podobé
potravinovych doplnka pro zlepseni kvality svali. Nicméné folistatin muze
byt pricinou vzniku rozstépu, a pravé touto problematikou se zabyvam ve

své praktické casti prace.

Mymi cily bylo popsat vyvoj lidského obliceje a shrnout ddavody vzniku
rozstépovych vad, dale zjistit, zda muze byt follistatin jednou z pri¢in vzniku
oblicejovych poruch a soucasné vytvorit vyukovy material o prabéhu pitvy
kurete pro studenty VFU v Brné. Nasledné také pridat clanek o follistatinu

na internet v ¢estineé.



2 Teoreticka cast

2.1 Vyvoj obli¢eje

Na formovani obliceje se podili tr1 embryonalni zarodecné listy — ektoderm,
entoderm a mezoderm (viz. kapitola 2.2). Doba pro vytvaieni zakladl
oblicejovych struktur je od 4. do 8. tydne vyvoje zarodku a ve 12. tydnu je

vyvoj obliceje plné dokoncen.

Zacatkem 5. tydne jiz existuje prvotni Ustni jamka — stomodeum. Kolem

stomodea se nachazi pét oblicejovych zaklada ve formé vybézku:

o jeden velky, zaobleny val - frontonasalni masa (ohrani¢uje kranidlni

okraj stomodea)
o dva maxildrni vybézky (na laterarnich stranach stomodea)

. dva mandibularni vybézky (kaudélni okraj stomodea)

Téchto pét prominenci neustale roste a vyviji se. Zhustovanim ektodermu v
lateralnich castech frontonasalniho vybézku vznikaji cichové plakody. V
dalsim vyvoji se zvétsuji maxilarni vybézky, zaroven rostou nosni vacky,
které se mezi né zasouvaji. Dalsim rastem maxilarnich vybézka jsou nosni
prominence stlacovany k sobé, takze postupné sristaji a tvori tzv.
Intermaxilarni segment, ktery po stranach nasledné splyva s maxilarnimi
vybézky. Timto zplisobem vznikne spolecny zaklad pro horni ret a horni
celist. Maxilarni vybézky se nasledné rozrostou a vznikaji tvare. Zaklady
zrakového organu se nejdiive nachézi po bocich hlavy (lateralné) a pozdéji

se u élovéka diky ristu premistuji na predni stranu (rostrialné).



Vyvoj horniho patra se déli do dvou stadii:

o vyvoj primarniho patra (formuje se piredni a stfedni ¢ast maxily, ktera

tvori malou ¢ast tvrdého patra u dospélého &lovéka)

o vyvoj sekund4rniho patra (z néj je nasledné vytvoireno mékké patro i

zbytek tvrdého patra)

Cely tento vyvoj zaé¢ina v sestém tydnu téhotenstvi. Kriticka obdobi jsou od
konce sestého tydne do zacatku devatého tydne. Zatimco mandibularni
vybézky se spojuji uz o tyden diive (5. tyden) a davaji tak vznik dolnimu rtu

a dolni celisti.

Nos vznika z péti ¢asti:
o koren nosu a ¢ast hrbetu — z neparové casti frontonasalni masy

o zbyvajici medialni ¢ast nosu s hrotem — z parovych ¢asti medialnich

nosnich vybézku
o nosni kridla — z parovych lateralnich nosnich vybézka

Prohlubovanim nosnich jamek (plakod) vznikaji nosni otvory.

Zaklad usi je zpocatku ulozen kaudalné v oblasti krku a teprve dalsim

vyvojem se dostava do konecné polohy.

Koncem embryonalniho obdobi je vytvoren jiz zakladni tvar obliceje, ale jeho
proporce jsou jesté od stavu v dospélosti odlisné. Oblicejova cast je celkove

mensi, nos je nizsi a plochy a dolni celist tzka.



Tato morfologicka odlisnost je zptusobena zejména diky témto faktorim:

o zuby nejsou jesté prorezany
o obé celisti jesté nejsou plné vyvinuty
o nosni dutiny jsou pomérné malé a jejich vyvoj je definitivné dokoncen

az v puberté

Obrazek 1: Jednotlivé casti obliceje v 6. tydnu embryondalniho vyvoje
(vlevo) a u ¢lovéka s vyvinutym obli¢ejem (vpravo). Je zde patrny vyvoj
ruznych casti obliceje a jejich prispévek k tvorbé horni a dolni celisti
béhem prenatalniho vyvoje. Vysvétlivky: cervené — medidlni nosni
prominence, modre — lateralni nosni prominence, zelené — maxilarni
prominence, zluté — mandibuldrni prominence
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2.2 Zarodecné listy

Zarodecny list je souvisla vrstva epitelu patrna v zarodecném terciku od
druhého tydne vyvoje embrya. Diferenciaci epitelu zarodecéného listu se
postupné vyviji dalsi typy tkani a zaklady organt. Béhem prenatalniho

vyvoje se vytvari tri zarodecné listy — entoderm, ektoderm, mezoderm.

o Entoderm (= endoderm) je vnitini zarodeény list, ze kterého se vyviji
epitel Eustachovy trubice, ¢ast stredniho ucha, epitel nékterych sliznic, zlaz,

zazivaciho a ¢astecné mocopohlavniho systému.

. Mezoderm (= mesoderm) je stiedni zarodeény list. Je tvoren
proliferujicimi bunkami (mnoZicimi se buntkami) ektodermu, které aktivné
migruji mezi ektodermem a entodermem. Je zdrojem pojiv, svalstva, cév,

srdce, prevazné ¢asti organt mocového a pohlavniho systému.

o FEktoderm je vnéjsi zarodecny list. Vznika z né) mimo jiné vétsina
epiteld, pokozka a jeji derivaty (vlasy, nehty), zuby, vystelka zadatku
zazivaci trubice, ¢ichové bunky, mozecek, tycinky a ¢ipky, nervova soustava,

rohovka a ¢ocka oka.
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2.3 Obli¢ejove vady

Oblic¢ejovymi poruchami jsou mysleny rozstépy obliceje. Rozstép obliceje je
vrozena vada, ktera zptsobuje rozpolceni rtu, tvare nebo patra. Vyskytuji se
samostatné nebo kombinované, mohou byt Gplné nebo jen ¢astecné a podle
svislé osy obliceje muze byt postizeni jednostranné - unilateralni,

oboustranné - bilateralni nebo ve stredni linii - medianni.

Na vzniku rozstépovych vad se podili faktory zevni, vnitini (genetické) a
nebo jejich kombinace. Vznikaji poruchou mechanismu, které vedou ke
spojeni vybézku, formovani patra a tvaru obliceje. Zpusob jejich vzniku a
obdobi, ve kterém vznikaji, jsou rozdilné. Rozstépy rtt a tvari vznikaji
poruchami pii migrovani bunék z neuralni listy, poruchami tvorby jazyka c¢i
pri  poruse bunécné komunikace mezi jednotlivymi oblicejovymi
prominencemi, kdy nasledné nedochéazi k jejich spojeni. Rozstép samotného
rtu se oznacuje jako cheiloschisis, rozstép rtu a celisti — cheilognatoschisis,
rozstép rtu, patra a celisti — cheilognatopalatoschisis, rozstép samotného

patra — palatoschisis.

Jak je zminéno vyse, rozstépy se vytvari diky genetickym predispozicim
(uvadi se 20%) nebo diky zevnimu vlivu. Mezi zevni faktory patii hlavné
vlivy fyzikalni a chemické. Je prokazan spatny vliv nékterych 1éciv
(antiepileptik a sedativ) podavanych béhem téhotenstvi (predevsim v
prvnim trimestru), které mohou zvysovat pravdépodobnost vyskytu rozstépu

rtu a patra dvakrat az trikrat.
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Pri¢iny vzniku rozstépovych vad:

1. dédicna dispozice — asi 20 % pacientu
2. zevni priciny — asi 60-70 % pacientu
e vliv toxickych latek
o chemikalie
o alkohol
o léky
o dalsi teratogenni latky
e vliv fyzikalnich pricin
o urazy v dobé téhotenstvi
o vysoka teplota
e vliv biologickych faktort
o infekce
o poruchy ve vyzive plodu
* abnormality téhotenstvi
» vicecetna téhotenstvi
o vyssi vek matky
o dalsi onemocnéni matky
* poruchy vyzivy
» gynekologickd onemocnéni
» stres, nervové vlivy

3. kombinované pri¢iny — asi 10-20 % pacientu
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2.3.1 Rozstép rtu

Tato vyvojova vada postihuje prevazné horni ret a je pomérné casta. Vetsi
pravdépodobnost vyskytu je u chlapcid a zvysuje se s vékem matky. V
primeéru je asi jedno z 1000 narozenych déti postizené. Rozstép horniho rtu
muze byt Uplny nebo nelplny a dale jednostranny (vlevo nebo vpravo),

oboustranny nebo medianni, ale ten je velice vzacny.

Oproti tomu je rozstép dolniho rtu pomérné ojedinély a vyskytuje se pouze v
medianni roviné, protoze spodni ret vznika spojenim dvou mandibularnich

vibézk.

jednostranny
rozstép rtu

dolni ret

Obrazek 2: Jednostranny rozstép rtu u lidského
embrya starého asi 51 dni (stadium 20) [1]
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2.3.2 Rozstép patra

Tato porucha se vyskytuje méné casto nez rozstép rtu a neni ovlivnéna
véekem matky. Frekvence jeho vyskytu je 1 : 2500 a je castéjsi u dévéat nez u

chlapct. Podle lokalizace jej rozdélujeme na:

a) Predni rozstép — pied foramen incisivum — defekt ve vyvoji
primarnio patra. Nedojde-li ke spojeni intermaxilarniho vybézku s
maxilarnim vybézkem, pak vznika tato vada. Muze byt unilateralni nebo
bilateralni a vzdy je kombinovan s rozstépem rtu a celisti
(cheilognapalatoschisis).

b) Zadni rozstép — za foramen incisivum — rozstép sekundarniho
patra. Vznika tim, Ze nedojde ke spojeni patrovych vybézkii a nosni
prepazky (nasalniho septa) unilateralné nebo bilateralné. Uzavirdni
stérbiny postupuje smérem dozadu, a proto muze byt tento defekt jen
castecny. Projevi se jen rozstépem meékkého patra nebo samotné uvuly!. Na
rozdil od predniho rozstépu se muze vyskytovat 1 izolované, protoze
spojovani patrovych vybézkt probiha asi o tyden pozdéji nez splyvani
vybeézku, které tvori horni ret a celist.

¢) Kombinovany roz$tép — vznika pred i za foramen incisivum — je
kombinovany s rozstépem rtu i celisti. Muze jit o unilateralni rozstép
primarniho a sekundarniho patra nebo bilateralni rozstép primarniho patra
kombinovany s unilateralnim rozstépem sekundarniho patra, pripadné

kompletni bilateralni rozstép primarniho i sekundarniho patra.

1 Volné visici vybézek ve stfedni oblasti zadniho okraje mékkého patra.

15



Rezakova

papila
Tvrdé -
patro ‘
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Obrazek 3: Riizné typy rozstépd rtu a patra. A) normalni ret a patro. B)
rozstép uvuly. C) unilateralni rozstép sekundéarniho patra. D)
bilateralni rozstép sekundarniho patra. E) kompletni unilateralni
rozstép rtu s unilateralnim rozstépem primérniho patra. F) kompletni
bilateralni rozstép rtu s bilateralnim rozstépem primarniho patra G)
bilateralni rozstép rtu s bilateralnim rozstépem primarniho patra a
unilateralnim rozstépem sekundarniho patra. H) bilateralni rozstép rtu
s bilateralnim rozstépem primarniho patra a bilateralnim rozstépem
sekundarniho patra [1]
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2.3.3 Vyvojové vady nosu

V praxi nejsou moc casté. Vznikaji v pripadé, ze nedojde ke splynuti
medialnich nosnich vybézka. Takto vznika na nosnim hrbetu rtzné hluboka
ryha. Jestlize je ryha hlubsi, nosni otvory jsou dale od sebe a vznika
rozdélena nosni prepazka. Nedojde-li k vytvoreni jedné cichové plakody,
vznika nos pouze s jednim otvorem a chybi-li ¢ichové plakody obé, pak chybi

nos uplne.

2.3.4 Rozstépy tvari

a) Sikmy rozstép tvare vznika tehdy, neuzavie-li se ryha mezi
maxilarnim vybézkem a lateralnim nosnim vybézkem. Tahne se od
vnitrniho koutku oka k nosnimu kridlu a zpravidla pokracuje rozstépem

horniho rtu. Mtze byt unilateralni nebo ¢astéji bilateralni.

b) Piiény (laterdlni) rozstép tvafe se jesté rozdéluje na dvé

kraniofacialni vady:

1. Makrostomie — vznika, pokud se Uplné nespoji maxilarni s
mandibularnim vybézkem, takze astni stérbina je velice Siroka.

Muze byt bilateralni nebo jen unilateralni.

2. Mikrostomie — opak vyse popisované anomalie. Dochazi zde ke
splynuti maxilarniho a mandibularniho vybézku ve vétsim
rozsahu nez normalné a tak je Ustni otvor zuzeny. Muze byt
spojena s nedokonalym vyvojem spodni celisti nebo velice

ojedinéle s defekty nosu.
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2.3.5 Operacni zakroky a pooperacni 1écba rozstépu obliceje

Plastika a pooperacni lécba rozstépovych vad se provadi primo na plastické
nebo maxilofacialni (Celistni) chirurgii. V Ceské republice existuji centra,
kde se tyto zakroky provadi, napr.: v Praze na Klinice plastické chirurgie FN
Kralovské Vinohrady a v Brné ve FN u sv. Anny — na Klinice plastické a

estetické chirurgie.

K udspésnému vyléceni rozstépové vady je nezbytna spoluprace nékolika
specializovanych 1ékait. Mezi né patii pediatr (sleduje celkovy vyvoj ditéte),
foniatr a logoped (néprava reéi), usni lékat (Iidé s rozstépy maji problémy s
opakovanymi zanéty stredniho ucha, mize dojit ke snizeni kvality sluchu, a
proto je dulezity dohled otologa), stomatolog (dohled na poruchy zubd,
jelikoZz se takto postizenym lidem vice kazi zuby), ortodont (kontroluje
spravny vyvoj celisti a rovnani zubtl), genetik (vySetiuje pri¢inu vady) a

neméné dulezité jsou ve vétsiné pripada navstévy psychologa.

Operace rozstépu rtu se vétsinou provadi ve véku tii mésict, operace patra
pak vétsinou od deviti mésicta do jednoho roku. Zalezi ovSem na fyzickém a
zdravotnim stavu ditéte. Pokud je rekonstrukce rtu nebo patra provadéna
drive nez ma dité alespon 5 kg, je operace rizikova. V casném
novorozeneckém obdobi jsou totiz svaly, srdce, jatra i plice ditéte nezralé, a
proto je anestezie 1 pooperacni péce narocna. Doporucuje se s plastikou
pockat, dokud ji dité neni schopno zvladat lépe. Novorozenci, kteri jsou
odoperovani c¢asné, jsou hospitalizovani na jednotce JIP, nasledné jsou
umisténi do inkub4torfi a napojeni na umélou plicni ventilaci. Starsi déti (t¥i
mésice a vice) jsou také hospitalizovani a pozorovani na jednotce JIP, ale
vetsinou pouze do vecera a poté jsou prevezeni na standartni oddéleni. Tudiz

je délka odlouceni ditéte od matky minimalni.

Pred operaci je pacient uveden do celkové narkézy a je intubovan RAE

trubici (right-angle endotracheal tube = pravouhl4 endotrachedlni trubice),
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ktera je zavedena nosem do jicnu. Samotny zakrok zpociva v sesiti rtu,
pripadné i patra. Po operaci je pacient pievezen na jednotku JIP (viz. vyse).
Pokud probéhla pouze operace rtu, je dité pri dobrém prubéhu hojeni
propusténo do domdci péce (po vytazeni stehtl, asi 6-8 dnt po operaénim
zdkroku). Po rekonstrukci rozstépu patra se dité za idedlnich okolnosti
propousti do domaciho osetreni 5-7 dni po zakroku. Doma je pak nutné
provadét specialni masaze rtu nebo patra ke zmirnéni otoku a zméknuti
jizvy. Dale se musi provadét dechova a logopedicka cviceni. Rekonstrukce
rtu a hlavné patra je dalezita pro spravné vyslovovani. Déti s neuzavienym
patrem neumi vyslovovat souhlasky, a pokud se je snazi néjakym

nespravnym zpusobem vyslovit, ma jejich hlas mecivé zabarveni.

V miste, kde je rozstépem zasazena kost horni celisti nastavaji problémy s
prorezavanim zakladua trvalych zubd. Chybi tim totiz znacna ¢ast kosti a je
tedy nutné ji doplnit. Po konzultaci s plastickym chirurgem se implantuje
(zasazuje) kostni §tép (provadi se nejdiive v osmi letech ditéte, aby nebylo
zasazeno do vyvoje éelisti). Operace se provadi tak, Zze se odebere maly
kousek z kycelni kosti a po obnazeni sliznice se do zubniho oblouku tento

kousek kosti vklini.

Béhem celého zivota musi takto postizeny clovék pravidelné navstévovat
specializované 1ékare, a pokud jsou zde jesté néjaké funkéni nebo estetické
nedostatky, 1ze je po dokonceni vyvoje urcité ¢asti obliceje a po poradé s

lékari opravit.
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2.4 Follistatin

Follistatin, také znamy jako aktivin vézajici protein (= activin-binding
protein), je bilkovina, ktera je v lidském téle kédovana FST (follistatinovym)
genem. Follistatin je autokrinni? glykoprotein, ktery je aktivni v témeér

vsech tkanich fylogeneticky vyssich zvirat.

Follistatin je produkovan folikuly stimulujicimi bunkami predniho laloku
hypofyzy a ty jsou v kontaktu s endokrinnimi3 bunkami predniho laloku

hypofyzy (adenohypofyzy).

Follistatin byl zpocatku izolovan z folikularni tekutiny a identifikovan jako
protein, ktery inhibuje sekreci folikuly stimulujictho hormonu (FSH) z
predniho laloku hypofyzy. Také je zndm jako FSH-suprimujici (potladujici)
protein (FSP). Primarni funkei follistatinu je vazba a bioneutralizace ¢lenti
TGF-B rodiny, s primarnim téinkem na aktivin — parakrinni4 hormon (TGF-
B ¢len), ktery zvysuje sekreci FSH v prednim laloku hypofyzy. Nejvyssi
koncentrace follistatinu byla tedy nalezena v zenském vajecniku a dale v
ktuzi. Vi se, zZe je follistatin obsazen také v krevni plazmé, ale doposud
nevime, co je jeho zdrojem. Spekuluje se o tom, Ze by producenty mohly byt
endotelové bunky (bunky vystylajici cévy) nebo makrofagy a monocyty, které
také cirkuluji v krvi. Follistatin byl prokazan pri detekci polycystického
ovaridlniho syndromu (PCOS) a védci se domnivaji, ze mize mit ¥idici roli v
tomto onemocnéni zpusobujicim neplodnost. Follistatin a kostni
morfogenetické proteiny (BMPs) — multifunkéni faktory ristu, jsou éleny

TGF-8 rodiny a hraji také roli pri vyvoji ovarialnich folikult uvnitr

2 vyloucena latka z buiiky piisobi na buitku samou, tzn. plisobi na receptory na téZe buiice
3 sekret je z téchto bunék predavan do krve a ta ho roznasi po téle k cilovym buitkam

4 Gginkuje pouze na sousedni buiiky a jejich receptory
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vajecniku.

Pritomnost follistatinu a jeho funkce byla rovnéz zkouméana u mysi, kde
byla zjisténa jeho tloha v regulaci rastu svalt, jako antagonista myostatinu,
ktery inhibuje (snizuje) rtist svald. Pokud follistatin v téle chybi, tak neni
provadéna regulace myostatinu, plod prezije do narozeni, ale béhem par
hodin po té umira. Organismus neroste, je ruzné deformovany, ma
zeslabeny krevni obéh a nervovy systém je také porusen. Mys, na které byl
pokus provadén, meéla lesklou kuzi, malformované hmatové chlupy a
nepravidelnosti v tvorbé mékkého a tvrdého patra (Phillips a De Kretser
1998). Pokud je v téle naopak follistatinu nadbytek, dochézi k p¥ilisnému

narustu svalu.

CONTROL FOLLISTATIN

Obrazek 4: Vlevo - télo normdalni mysi, vpravo
— télo my$i s nadbytkem follistatinu. [2]
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3 Vlastni prizkum

Vlastni priazkum byl zaméren na prikaz, zda inhibitor s nazvem follistatin
muze ovlivnit vyvoj urcité casti téla. Je znamo, ze je FST obsazen
v potravinovych doplncich pro zlepseni kvality svali a také se nyni stava
velkym trendem v chovu masnych plemen hospodarskych zvirat. Diky
zvy$ené hladiné FST (at uz uméle ¢i prirozené) ma zvire vice svalové hmoty,
a proto je pro farmare takovyto dobytek financné vyhodnéjsi. Tyto pripady
jsou zatim znamé zejména u prasat a skotu. Mym cilem bylo prozkoumat,

jestli ma follistatin negativni vliv na embryo a jeho vyvoj.

Ve vyzkumu jsem se zamérila na oblast maxily. Pouzila jsem kureci embrya,
jelikoz kur ma vyvoj horni celisti velice podobny ¢lovéku a navic embrya jsou
snadno pridstupna manipulacim pro testovani rdznych morfogent.
V pripadé prukazu skodlivého Gc¢inku chemikalii na kureci embrya, lze tedy

Iinterpretovat ziskané poznatky na cloveéka.

Cely vyzkum se skladal z nékolika casti. Nejdirive jsem chtéla poznat
kompletni fyzickou stavbu kura domaciho, zvlasté jeho horniho patra a
zobaku, na ktery se zameéruji. K tomu mi pomohla pitva, kterou jsem
provedla na VFU v Brné. Fotodokumentaci pitvy jsem poskytla studentium
VFU jako vyukovy material pristupny na webovych strankach univerzity.
Hlavni ¢asti mého experimentu pak byla mikroinjektaz follistatinu do
oblasti budouci maxily kurecich embryi. Béhem své prace jsem rovnéz
injikovala dalsi inhibitor chordin, nicméné daky malému mnozstvi
ziskanych vzorkl, neuvadim detaily experimentu v této praci a své budouci
experimenty planuji zameérit zejména na tuto latku. Ziskané vzorky jsem
obarvila pro usnadnéni analyzy defekti na skeletu kurat na Ustavu

zivocisné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské republiky.
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Na zavér tohoto ivodu do mé praktické c¢asti bych chtéla zdaraznit, ze pri
vypracovani prace jsem dodrzela zakony platné v Ceské republice tykajici se

prace s experimentalnimi zviraty, které zabranuji tyrani zvirat.
3.1 Pitva kurete

Pitva byla provedena na uhynulém jedinci (z jatek Brno-Modiice), ktery byl
v porazkovém véku (42 dni). K témto pitvdm, které jsou uréeny ke
vzdelavani studentt na VFU Brno, slouzi zvirata, ktera zemrela samovolné

nebo ptri nehodé béhem transportu.

Hlavnim davodem pitvy mladého kohoutka bylo studium morfologie travici
soustavy, ktera zacina praveé zobakem a ustni dutinou, ktera muze byt
postizena rozstépovymi vadami. Vysledkem bylo rovnéz vytvoreni
vyukového materialu pro studenty VFU v Brné. Co se tyce vyvoje maxily a
mandibuly, je kur v tomto podobny c¢lovéku, a proto se pokusy spojené s
roz$tépy oblideje (zejména rtu) délaji pravé na ném. Je zde ovsem rozdil ve
struktuie sekundarniho patra, které kur nema uzaviené (obr. 5A), a proto je

nemozné kurata vyuzivat ke studiu tvorby sekundarniho patra.

Kohoutka jsem si polozila hrudnim kosem nahoru a ocistila jsem mu krk od
peri. Nastrihla jsem k@zi na krku, abych ji poté mohla az po okraj hrudniho
kose rozriznout a okryt dalsi vrstvu, kterou tvori prsni svalstvo. Kdyz jsem
méla odhalené prsni svaly, nahmatala jsem hireben hrudni kosti (carina) a
podél ni jsem vedla dva rezy napri¢ svalovinou. Zebra jsem prestrihala a
celou hrudni kost s prsnimi svaly jsem vyjmula. Takto jsem si kohoutka
oteviela a mohla jsem pozorovat ulozeni jednotlivych organu. Cela travici
soustava zacina dstnim otvorem, u ptakt zobakem. Abych si mohla lépe
prohlédnout patro, rozstrihla jsem tustni koutky, které tvori spojnici horni a
dolni celisti a nasledné zobak rozeviela. Uz na prvni pohled je zirejmé, ze
ptaci maji fyziologicky rozstép sekundarniho patra — dustni dutina

komunikuje tizkou $térbinou s nosni dutinou (obr. 5A). Dale si miiZeme
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povSimnout, Ze hltan je vroubkovany (obr. 5B), ptechazi v jicen a ten usti do
zaludku. Kdyz se zaludek vyjme z téla a ocisti od tuku, které ho obaluji,
mutzeme dobie vidét, ze je tvoren hladkym svalstvem (obr. 5C). Pokud ho
roziizneme a vycCistime, vidime, ze vnitini cast zaludku je chranéna
kutikulou (obr. 5D), kterou lze snadno sloupnout (takto odistény zaludek,
bez kutikuly se proddvd v obchodech). Zaludek md dvé &dsti — svalnaty a
7laznaty (obr. 5C). Natrdvend potrava pokracuje z zaludku do stiev a
poslednim koncem celé této soustavy je kloaka s konecnikem. Pokud se blize
zameérime na streva, muzeme pozorovat, ze jsou k sobé pripoutana vazivem
a nalezneme zde dvé dlouha slepa streva. Asi 30 cm od téchto slepych strev
je maly vystupek na sténé stieva — pozlstatek po zloutkové kouli (obr. 5E).

Detailni fotodokumentace celé pitvy je k dispozici v priloze.
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Obrazek 5: Travici soustava ptaka: A - tvrdé patro u ptakd, B — trachea a hltan, C —
dvoudilny zaludek z hladké svaloviny, D — kutikula vystylajici svalnaty zaludek, E -

strevo
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3.2 Mikroinjektaz follistatinu do kurecich embryi

K injekt4zi potiebujeme kuieci embrya, ktera se nachdzi ve stadiu 14-25 (tj.
embryo staré 50-72 hodin) (Hamburger a Hamilton, 1951). Sta¥i se urcuje

podle poctu somit® a podle celkové fyzické stavby embrya.

O >

Obrazek 6: Pouzit4 stadia embryi 14 — 22. [4].

® Mezodermové parové segmenty (useky)
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Vaji¢ka pirechovavame v inkubatoru, kde je teplota piresné 100F (37,8°C).

Obrazek 7: Inkubatory na kureci embrya

Koncentrace follistatinu (viz. kapitola 2.4), ktery jsem injektovala do
embryi, se v jednotlivych experimentech lisil. Vzhledem ke skutecnosti, ze
nejsou presné znamé koncentrace follistatinu a jejich vliv na embryonalni
vyvoj v jednotlivych stadiich, rozhodla jsem se testovat ucinek tohoto
inhibitoru na kurecich embryich. Ve svém vlastnim prizkumu jsem
zkoumala UcCinek osmi ruznych koncentraci FST na jedenacti vyvojovych

stadiich (presné tidaje k nahlédnuti v piiloze).

Nejdrive vyjmeme vajicka z inkubatoru a otevieme je. Samotné otvirani
zahajime propichnutim skorapky ntizkami na tupém konci vajicka, kde se
nachazi vzduchova komurka. Druhy otvor udélame na horni strané

vodorovné poloZzeného vajiéka (obr. 8).
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Obrazek 8: Propichovani skorapky

Injekéni strikackou vysajeme 1 ml bilku, aby embryo kleslo nize a my mohli
bez problému vystiihnout okénko k umoznéni injektaze. Embryo si pod
mikroskopem (Leica, Némecko) obarvime neutralni ¢erveni, abychom ho
lépe vidéli, a opatrné pinzetou odstranime embryondlni obaly (amnion a

chorion) z oblasti hlavy.
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Obrazek 9: Vlevo vysavani bilku, vpravo vystrihavani otvoru ve skorapce.

Nyni uz mizeme pomalu zavést mikroinjektazni sklenénou jehlu naplnénou
roztokem do oblasti budouci maxily a nasledné pomoci mikroinjektazniho
zaiizeni (Eppendorf, Némecko) vstiiknout follistatin do mezenchymu

embrya.

Obrazek 10: Mikroskop a pristroje potrebné k

mikroinjektazi.
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K presnéjsimu vpichu pouzijeme mikromanipulator (Leica, Némecko), ve
kterém je jehla zasazena (obr. 10). Po provedeni injektdZe vajicko opét

zavieme, tedy zalepime otvor izolepou a vlozime zpét do inkubatoru.

Obréazek 11: Odlamovéani zacelené spicky mikroinjektézni

jehly.

Obrazek 12: Kureci embryo po odstranéni embryonalnich obalt,

stadium 17.
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Obréazek 13: Totéz kuteci embryo pri mikroinjektazi do oblasti

budouci maxily.

Obrazek 14: Embryo po injektdzi. Modra barva vyznacuje

oblast, ve které se nachazi follistatin.
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3.3 Barveni skeletu

Jeden tyden pred vylihnutim vyndame vajicka zinkubatoru, znovu
otevieme, vyjmeme hlavu, odstrihneme a ponorime ji minimalné na tri dny
do 100% etanolu (CeH;OH). Takto se vzorky zafixuji a zabrani se rozpadu
tkané. Z kazdé hlavy nejdrive stahneme kazi, odstranime o¢i a po té vlozime
do acetonu (CH;COCHs). Ten zptisobuje dehydrataci zbylé tkdné. Po ¢tyfech
dnech hlavy proplachneme destilovanou vodou a pristupujeme k samotnému
barveni. Barvici roztok se pripravuje pokazdé cerstvy a barvicky se pred
smichanim filtruji. Roztok se sklada zjednoho dilu 3% alcianové modri
v 70% etanolu, Sesti dila 0,1% alizarinové cervené v 70% etanolu, jednoho
dilu kyseliny octové (CH3COOH) a ze 17 dilt 70% etanolu. Do jedné

odbérovky se vejde asi 10 ml roztoku.

1 dil 3 % alcidnova modr v 70% etanolu 4 ml

6 dila | 0,1 % alizarinova cerven v 70% etanolu | 24 ml

1dil kyselina octova 4 ml
17 dila 70% etanol 68 ml
100 ml

Tabulka 1: Presné hodnoty jednoho z mych barveni pro 10 vzorkd.

Po ponoreni vzorkt do barviciho roztoku je nechame pri pokojové teploté 10
dni na tiepaéce (BIOSAN Os—10) pro dikladné obarveni. Alcidnova modi
prokazuje, Ze se v chrupavkach nachézi mukopolysacharidy (tvori vétsinu
mezibunééné hmoty obsazené v pojivové tkéni), a proto se chrupavky zbarvi
modre. Alizarinova cerven je latka, ktera se vaze na tkané obsahujici
vapnik, s kterym vytvari cerveny komplex, a z tohoto divodu se kosti zbarvi
cerveneé. Dale se v roztoku vyskytuje etanol, ktery napomaha zkvalitnit

promichani obou barvicek. Cerven potrebuje k obarveni kyselejsi prostredi
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(nizsi pH), a proto se do roztoku pridava i kyselina octova. Po deseti dnech
sundame odbérovky z trepacky, proplachneme hlavy destilovanou vodou a
pridavame k nim pripraveny 20% glycerol s 2% KOH. Takto vzorky
uchovavame zhruba jeden tyden pti pokojové teploté, dokud neni tkan
jasna. Pokud je hlava vétsi, roztok ménime a zprthlednovani tkani trva
delsi dobu. Musime hlidat, aby se hlava vlivem chemikalii nerozpadla.
Predposlednim krokem je ponechani lebek v 50% glycerolu cca 7-14 dni,
dokud tkan uplné nezprusvitni a nejsou jasné vidét obarvené kosti a

chrupavky. Nakonec vzorky vlozime do 100% glycerolu a tak je uchovavame.

Vysledkem barveni je obarvena lebka, kde jsou rozliSené kosti (fervend) a
chrupavky (modrd), a proto muzeme lépe posoudit, jestli vyvoj probihal

normalné nebo jestli doslo k tvorbé abnormalit.

Obrazek 15: Normalni, obarvend hlava kurete. Cervena — kosti,

modra — chrupavky.
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3.4 Analyza vysledku

Béhem experimenta jsem zjistila, ze pro tento vyzkum je nejvhodnéjsi
pouzivat kureci embrya, ktera jsou ve stadiu 16 — 18. Pro mladsi embrya,
tedy ta, ktera jsou ve stadiu 14 nebo 15, je nutna nizsi koncentrace

follistatinu nez 90 pl/ml. Pod vlivem vyssi koncentrace umiraji.

Ze 171 nainjektovanych kurat jsem odebrala 25 vzorka. Z toho 14 kurat
jsem po obarveni skeletu shledala normalnimi (MP 10, 33, 35, 39, 56, 58, 59,
77, 98, 101, 109, 144, 145, 146), Sest kuiat mélo otevienou hrudni a biisni
dutinu, pravdépodobné kviili naruseni epitelu p¥i mikroinjektazi (MP 21,
150, 153, 154, 155, 158). Vétsinou tato embrya zemfela v raném stadiu,
proto jsem je nefixovala ve 100% etanolu, ale ve 4% formaldehydu a skelet
jsem nebarvila, jelikoz to nebylo mozné. U vzorka MP 154, 155 a 158 jsem

zaznamenala kromé neuzaviené brisni a hrudni dutiny také jiné vady.

Embryo MP 154 zemrelo ve stadiu 29. Kromé hrudni a brisni dutiny se mu
také neuzavrela lebecni klenba a bylo postizené tzv. hydrocefalem. Dale
jsem pozorovala abnormalni pravou koncetinu — nevyvinuté autopdédium.
Diky svym poznamkam béhem experimenti vim, Ze jsem pri injektazi
follistatin rovnéz vstrikla do cévy a tak byl zasazen 1 mozek, jehoz
nasledkem vzniknul hydrocefalus a cévou pronikl follistatin 1 do postizené

koncetiny.
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Obrazek 16: Embryo MP 154 s nevyvinutym autopédiem (prava

konéetina) a s otevienou hrudni a b¥isni dutinou.

Obrazek 17: Embryo MP 154 - hydrocefalus
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Obrazek 18: Embryo MP 154 - jednostranny rozstép rtu

Embryo MP 155 zemrelo také ve stadiu 29. Vzhledem k zacinajicimu
rozkladu nebylo odebrano a dale zpracovano. Nalezla jsem u néj

mikrooftalmii (pravé oko mensi nez levé) a otevirené obé dutiny.

U embrya MP 158 jsem shledala abnormalni morfologii mozku, opét

mikrooftalmii (pravé oko mensi) a také neuzavirenou hrudni a bisni dutinu.

Obrazek 19 : Embryo MP 158 s abnormalnim mozkem, mikrooftalmii,

otevirenou brisni a hrudni dutinou.
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Do embrya MP 57 jsem neinjektovala follistatin, ale jen samotnou
Trypanovou modi. I presto jsem na tomto kureti shledala absenci peri
v koutcich Ust, abnormalni quadratojugalni kost a kratsi mandibulu.

Vysvetluji si to opét poskozenim embrya pri injektazi.

Obrazek 20: Obarvena lebka kurete — MP 57. Abnorm4lni

quadratojugalni kost, kratsi mandibula.

Po obarveni skeletu kurete MP 139 jsem zjistila kratsi dolni celist.
Neinjektovala jsem ovsem follistatin, nybrz jsem na nékolika vzorcich
testovala chemikalii chordin. Pravdépodobné pravé tato latka zpusobila

zakrnéni mandibuly.
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Obrazek 21: Obarvené lebka kurete — MP 139. Kratsi mandibula.

Dalsim kuretem, na kterém jsem testovala chordin, bylo MP 147. U tohoto

vzorku jsem po obarveni skeletu zaznamenala delsi maxilu, nez je obvyklé.

Obrizek 22: Obarvena lebka kurete — MP 147. Abnormalni maxila.

Embryo MP 168 ma patrové ploténky od sebe vzdalené vice, nez je normalni.

Pravdépodobné to bylo zptsobeno vlivem follistatinu.
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Embryo MP 170 je zatim poslednim postizenym kuretem. Po odebrani jsem
u néj pozorovala hydrocefalus (tedy neuzavienou lebeé¢ni klenbu). Jinak bylo

toto kure fenotypové normalni.

4 Zavery

Pri1 studiu literatury jsem zjistila, ze vyvoj obliceje je velice komplikovany
proces, béhem kterého pomérné snadno muze dojit k tvorbé vyvojovych vad.
Kazda zena by se tedy méla v prubéhu téhotenstvi vyvarovat fyzické zatéze,
chranit se pred nemocemi, nebrat zbytecné 1éky, nepit alkohol, ani nepozivat
vyvoj obliceje jsou prvni tydny téhotenstvi a v této dobé vétsina budoucich
maminek nevi, Ze jsou téhotné. Samozrejmé jinym pripadem je geneticka

dispozice, kterou matka nemuze ovlivnit.

Pokud se ovsem dité narodi s rozstépem (jak rtu, patra nebo tvaie) nebo
s vadou nosu, neni to pro dnesni medicinu velky problém. Poruchy jsou
operabilni a dité muze vést normalni zivot. Jestlize se plastika oblicejové
vady neprovede, co nejdiive po narozeni, je mozné ji provést 1 v pozdéjsim
véku, kdy jiz nedochézi ke zméndm morfologie oblideje (tj. zhruba ve véku

dvaceti let).

Mezi mymi cily bylo vytvoreni ¢lanku o follistatinu pro internet v ceském
jazyce a dale pripravit vyukovy material o pitvé kurete pro studenty VFU v
Brné. Nyni je tento clanek o follistatinu dostupny na nasledujici webové
strance: http-//cs.wikipedia.org/wiki/Follistatin a fotodokumentace z pitvy,
ktera je prilozena v priloze, je pristupna studentim na strankach VFU:

www.vIu.cz.

V praktické ¢asti jsem se zamérila na prukaz, zda bilkovina follistatin mtze

ovlivnit vyvoj maxily. Vzhledem k malému mnozstvi vysledki nemohu
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s jistotou tvrdit, zZe follistatin zpusobuje rozstépové vady. Béhem
experimentu jsem dospela k zaveéru, ze nejvhodnéjsi pro mikroinjektaz
follistatinu jsou kureci embrya ve stadiu 16 — 18. Embrya ve stadiu 14 a 15

pri vyssi koncentraci, nez je 90 pul/ml vétsinou umiraji.

Ze 171 nainjektovanych embryi bylo mozné odebrat pouze 25 a to ztoho
davodu, ze dalsi kurata umrela v raném stadiu vyvoje, a tudiz na nich
nebylo mozné blize pozorovat vady. Pricinou velké imrtnosti pravdépodobné
bylo poskozeni embrya pri injektazi, zaneseni infekce do vajicka, embryo
rovnéz spatné snasi vyssi koncentrace neutralni cervené nebo samotnou

chemickou latku.

Ve vyzkumu zabyvajicim se vlivem follistatinu a chordinu na embryonalni

vyvoj planuji nadale pokracovat.
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. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp

injektaze follistatinu aplikaci odbéru

MP 1 25.3.2010 83,3 pg/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somit( - st. 15 26.3.2010

MP 2 25.3.2010 83,3 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 25 somitl - st. 15 26.3.2010

MP 3 25.3.2010 83,3 ug/mil Trypanova modf, PBS 25 somitd - st. 15 26.3.2010

MP 4 25.3.2010 83,3 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 26 somitl - st. 15 26.3.2010

MP 5 25.3.2010 83,3 ug/ml Trypanova modr, PBS 24 somitd - st. 15 26.3.2010

MP 6 25.3.2010 83,3 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 25 somitl - st. 15 26.3.2010

MP 7 25.3.2010 83,3 ug/ml Trypanova modr, PBS 25 somitd - st. 15 26.3.2010

MP 8 25.3.2010 83,3 ug/ml Trypanovd mod¥, PBS 24 somitl - st. 15 26.3.2010

MP 9 25.3.2010 83,3 ug/mil Trypanova modf, PBS 25 somit( - st. 15 26.3.2010

MP 10 25.3.2010 83,3 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 23 somitd - st. 14 9.4.2010 100% etanol normalni

MP 11 25.3.2010 83,3 ug/mil Trypanova modf, PBS 24 somit( - st. 15 26.3.2010

MP 12 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 25 somitl - st. 15 9.4.2010

MP 13 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitd - st. 15 9.4.2010

MP 14 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS 23 somitl - st. 14 9.4.2010

MP 15 1.4.2010 96,2 nug/ml Trypanova mod¥, PBS 23 somit0 - st. 14 9.4.2010

MP 16 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS 24 somit( - st. 15 6.4.2010

MP 17 1.4.2010 96,2 pug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitd - st. 15 9.4.2010

MP 18 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS 25 somitd - st. 15 15.4.2010

MP 19 1.4.2010 96,2 pug/ml Trypanova mod¥, PBS 23 somit0 - st. 14 9.4.2010

MP 20 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS 23 somitl - st. 14 9.4.2010

MP 21 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova modf, PBS 24 somit( - st. 15 15.4.2010 100% etanol otevren,a br|§n| @

hrudni dutina
MP 22 1.4.2010 96,2 ug/mil Trypanova mod¥, PBS 24 somitd - st. 15 9.4.2010
MP 23 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanovd mod¥, PBS 24 somit( - st. 15 15.4.2010




. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru
MP 24 1.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitl - st. 15 9.4.2010
MP 25 15.4.2010 96,2 ug/mil Trypanova modr, PBS 25 somit0 - st. 15 16.4.2010
MP 26 15.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitd - st. 15 16.4.2010
MP 27 15.4.2010 96,2 ug/mil Trypanova modf, PBS 24 somitQ - st. 15 20.4.2010
MP 28 15.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitl - st. 15 16.4.2010
MP 29 15.4.2010 96,2 ug/mil Trypanova modf, PBS 24 somitQ - st. 15 19.4.2010
MP 30 15.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova modf, PBS 24 somitl - st. 15 16.4.2010
MP 31 15.4.2010 96,2 ug/mil Trypanova modf, PBS 25 somitd - st. 15 17.4.2010
MP 32 15.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitl - st. 15 17.4.2010
MP 33 15.4.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS 24 somitd - st. 15 27.4.2010 100% etanol normalni
MP 34 15.4.2010 96,2 ug/ml Trypanovd mod¥, PBS 24 somitl - st. 15 16.4.2010
MP 35 29.4.2010 1 mg/ml Trypanova modf, PBS st. 18 13.5.2010 100% etanol normalni
MP 36 29.4.2010 1 mg/ml Trypanovd mod¥, PBS st. 18 6.5.2010
MP 37 29.4.2010 99,0 pug/ml Trypanova modr, PBS st. 18 2.5.2010
MP 38 29.4.2010 99,0 pg/ml Trypanova modr, PBS st. 18 2.5.2010
MP 39 29.4.2010 99,0 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 18 10.5.2010 100% etanol normalni
MP 40 29.4.2010 99,0 pg/ml Trypanova modr, PBS st. 18 2.5.2010
MP 41 29.4.2010 99,0 pug/ml Trypanova mod¥, PBS st. 18 2.5.2010
MP 42 29.4.2010 99,0 pg/ml Trypanova modr, PBS st. 18 2.5.2010
MP 43 29.4.2010 99,0 pug/ml Trypanova mod¥, PBS st. 17 9.5.2010
MP 44 29.4.2010 99,0 pg/ml Trypanova modr, PBS st. 18 2.5.2010
MP 45 29.4.2010 99,0 pug/ml Trypanova modi, PBS st. 18 6.5.2010
MP 46 29.4.2010 99,0 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 18 2.5.2010
MP 47 29.4.2010 99,0 pug/ml Trypanova modi, PBS st. 17 2.5.2010
MP 48 29.4.2010 99,0 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 17 2.5.2010
MP 49 29.4.2010 99,0 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 17 2.5.2010




. Datum Koncentrace . Stari embryi pfri Datum ]
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru
MP 50 29.4.2010 99,0 pg/ml Trypanovd modf, PBS st. 18 2.5.2010
MP 51 29.4.2010 99,0 pug/ml Trypanova modi, PBS st. 18 2.5.2010
MP 52 29.4.2010 99,0 pg/ml Trypanova modf, PBS st. 17 2.5.2010
MP 53 29.4.2010 99,0 pug/ml Trypanova modi, PBS st. 17 2.5.2010
MP 54 13.5.2010 - Trypanova modF st. 18 16.5.2010
MP 55 13.5.2010 - Trypanova modf st. 18 16.5.2010
MP 56 13.5.2010 - Trypanova modF st. 18 25.5.2010 100% etanol normalni
poskozena klze, v
koutcich absence
MP 57 13.5.2010 - Trypanova modF st. 18 2552010  100%etanol Per v abnormaini
guadratojugalni
kost, kratsi
mandibula
MP 58 13.5.2010 - Trypanova modf st. 18 25.5.2010 100% etanol normalni
MP 59 13.5.2010 - Trypanova modr st. 18 25.5.2010 100% etanol normalni
MP 60 13.5.2010 - Trypanova modf st. 18 16.5.2010
MP 61 13.5.2010 - Trypanova modr st. 17 20.5.2010
MP 62 13.5.2010 - Trypanova modf 25 somitd - st. 15 23.5.2010
MP 63 13.5.2010 - Trypanova modr st. 18 20.5.2010
MP 64 13.5.2010 - Trypanova modf st. 17 20.5.2010
MP 65 10.6.2010 96,2 pug/ml Trypanova modf, PBS 24 somitl - st. 15 16.6.2010
MP 66 10.6.2010 96,2 ug/mil Trypanova modf, PBS 25 somit0 - st. 15 16.6.2010
MP 67 10.6.2010 96,2 pug/ml Trypanova modf, PBS st. 17 16.6.2010
MP 68 10.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 17 16.6.2010
MP 69 10.6.2010 96,2 pug/ml Trypanova modf, PBS 25 somitl - st. 15 16.6.2010




. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . Dalsi sloZky roztoku o . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru
MP 70 10.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 25 somitl - st. 15 16.6.2010
MP 71 10.6.2010 96,2 ug/mil Trypanova modr, PBS 24 somit0 - st. 15 16.6.2010
MP 72 10.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitl - st. 15 16.6.2010
MP 73 10.6.2010 96,2 ug/mil Trypanova modf, PBS 25 somitd - st. 15 16.6.2010
MP 74 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitl - st. 15 26.6.2010
MP 75 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS 24 somitd - st. 15 26.6.2010
MP 76 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 17 26.6.2010
MP 77 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 18 6.7.2010 100% etanol normalni
MP 78 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 25 somitl - st. 15 26.6.2010
MP 79 24.6.2010 96,2 ug/mil Trypanova modi, PBS st. 20 26.6.2010
MP 80 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanovd mod¥, PBS 25 somitl - st. 15 26.6.2010
MP 81 24.6.2010 96,2 ug/mi Trypanova modi, PBS 24 somitQ - st. 15 26.6.2010
MP 82 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanovd mod¥, PBS 24 somitl - st. 15 26.6.2010
MP 83 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS 24 somitd - st. 15 26.6.2010
MP 84 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 17 26.6.2010
MP 85 24.6.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS 24 somitd - st. 15 26.6.2010
MP 86 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanovamodr, PBS, oo ha st 15 21.9.2010
Fugene
MP 87 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanovamodr, PBS, e ot 15 21.9.2010
Fugene
MP 88 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanovamodr, PBS, o' e gt 15 21.9.2010
Fugene
MP 89 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanova modr, PBS, ¢ it - st. 15 21.9.2010
Fugene
MP 90 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanovamodr, PBS, - o e st 15 21.9.2010

Fugene




. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru
MP 91 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanova modr, PBS, ¢ o itéi - st. 15 21.9.2010
Fugene
MP 92 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanovamodr, PBS, e st 15 21.9.2010
Fugene
MP 93 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanovamodr, PBS, 55 | e st 17 21.9.2010
Fugene
MP 94 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanovamodr, PBS, /) | ita st 15 21.9.2010
Fugene
MP 95 14.9.2010 92,6 ug/ml Trypanovamodr, PBS, e st. 15 21.9.2010
Fugene
MP 96 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, o' ha st 15 5.10.2010
Fugene
MP 97 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, oo e st 15 5.10.2010
Fugene
Trypanova modf, PBS, o o
MP 98 30.9.2010 94,3 pug/ml £ 26 somitu - st. 15 12.10.2010 100% etanol normalni
ugene
MP 99 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, oo ha st 15 7.10.2010
Fugene
MP 100 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, oo ha st 15 7.10.2010
Fugene
Trypanova modfr, PBS, o i
MP 101 30.9.2010 94,3 pug/ml E 26 somitu - st. 15 12.10.2010 100% etanol normalni
ugene
MP 102 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, - o e st 15 5.10.2010
Fugene
MP 103 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, - o e st 15 5.10.2010

Fugene




. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru
MP 104 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, ¢ ita st 15 5.10.2010
Fugene
MP 105 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, ¢ ita st 15 5.10.2010
Fugene
MP 106 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, ¢ ita st 15 7.10.2010
Fugene
MP 107 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanova modf, PBS, st. 18 5.10.2010
Fugene
MP 108 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, 0 o - st. 16 5.10.2010
Fugene
Trypanova modfF, PBS, o i
MP 109 30.9.2010 94,3 pug/ml Fugene 26 somitu - st. 15 12.10.2010 100% etanol normalni
ugen
MP 110 30.9.2010 94,3 ug/ml Trypanovamodr, PBS, oo e st 15 5.10.2010
Fugene
MP 111 14.10.2010 476,2 pg/ml Trypanova modf, PBS, st. 17 18.10.2010
kys. retinova
MP 112 14.10.2010 476,2 pg/ml Trypanovamodr, PBS, ) e st 15 18.10.2010
kys. retinova
MP 113 14.10.2010 476,2 pg/ml Trypanovamodr, PBS, oo e st 15 18.10.2010
kys. retinova
MP 114 14.10.2010 476,2 pg/ml Trypanovamodr, PBS, e ot 15 18.10.2010
kys. retinova
MP 115 14.10.2010 476,2 pg/ml Trypanovamodr, PBS, ' | e ot 15 18.10.2010
kys. retinova
MP 116 14.10.2010 476,2 pg/ml Trypanovamodr, PBS, ' e ot 15 18.10.2010

kys. retinova




. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru
MP 117 14.10.2010 476,2 pg/ml Trypanova modr, PBS, o v -st. 15 15.10.2010
kys. retinova
Trypanova modfF, PBS, o
MP 118 14.10.2010 476,2 pg/ml . i 25 somitu - st. 15 18.10.2010
kys. retinova
Trypanova modfF, PBS, o
MP 119 14.10.2010 476,2 pg/ml . , 25 somitu - st. 15 18.10.2010
kys. retinova
MP 120 14.10.2010 476,2 pg/ml Trypanovamodr, PBS, oo e st 15 18.10.2010
kys. retinova
MP 121 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS st. 23 3.11.2010
MP 122 28.10.2010 96,2 ug/mil Trypanova modf, PBS st. 24 3.11.2010
MP 123 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanovd mod¥, PBS st. 24 3.11.2010
MP 124 28.10.2010 96,2 ug/mil Trypanova modf, PBS st. 25 3.11.2010
MP 125 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanovd mod¥, PBS st. 24 3.11.2010
MP 126 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 24 29.10.2010
MP 127 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 24 3.11.2010
MP 128 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 24 3.11.2010
MP 129 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 24 3.11.2010
MP 130 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 24 29.10.2010
MP 131 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 24 3.11.2010
MP 132 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 24 29.10.2010
MP 133 28.10.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 24 3.11.2010
MP 134 28.10.2010 96,2 ug/mil Trypanova mod¥, PBS st. 24 3.11.2010
MP 135 28.10.2010 96,2 pug/ml Trypanova modf, PBS st. 24 3.11.2010
MP 136 25.11.2010 . Chordin {190,5 pg/ml), st. 18 3.12.2010

Trypanovd modt




. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru

MP 137 25.11.2010 - Chordin (190,5 pg/ml), st. 17 3.12.2010
Trypanova modf

MP 138 25.11.2010 ; Chordin (190,5 pg/ml), st. 17 29.11.2010
Trypanova modf

MP 139 25.11.2010 ; Chordin (190,5 pg/ml), st. 16 7.12.2010  100% etanol kratii spodni elist
Trypanova modr

MP 140 25.11.2010 - Chordin (10,5 ug/ml), st. 16 3.12.2010
Trypanova modf

MP 141 25.11.2010 - Chordin (190,5 pg/ml), st. 17 9.12.2010
Trypanova modf

MP 142 25.11.2010 - Chordin (10,5 ug/ml), st. 19 29.11.2010
Trypanova modf

MP 143 25.11.2010 . Chordin (190,5 pg/ml), st. 17 29.11.2010
Trypanova modf

MP 144 25.11.2010 - Chordin (190,5 pg/ml), st. 18 7.12.2010  100% etanol normalni

Trypanovd modr




. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru
MP 145 25.11.2010 ; Chordin (190,5 pg/ml), st. 17 3.12.2010  100% etanol normalni
Trypanova modf
MP 146 25.11.2010 . Chordin (190,5 ug/ml), st. 18 7.12.2010  100% etanol normalni
Trypanova modf
. b (ini |
MP 147 25.11.2010 - Chordin (190,5 pg/ml), st. 18 7.12.2010  100% etanol o -rormain! maxia
Trypanova modr - delgi
MP 148 9.12.2010 96,2 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 17 13.12.2010
MP 149 9.12.2010 96,2 ug/ml Trypanovd mod¥, PBS st. 17 13.12.2010
MP 150 9.12.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS st. 21 17.12.2010 otevrena brisni a
hrudni dutina
MP 151 9.12.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 18 13.12.2010
MP 152 9.12.2010 96,2 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 17 13.12.2010
MP 153 9.12.2010 96,2 pg/mi Trypanova modf, PBS st. 17 17.12.2010 otevrena brisni a
hrudni dutina
otevrenad brisni a
hrudni dutina,
hydrocefalus,
40 s v
MP 154 9.12.2010 96,2 ug/ml Trypanovéa mod¥, PBS st. 17 17.12.2010 & prave kridlo
formaldehyd nevyvinuté
autopddium,

rozStép na pravé
strané




. . Datum Koncentrace . v Stari embryi pri Datum .
Oznaceni . . . Dalsi slozky roztoku L . Fixace Fenotyp
injektaze follistatinu aplikaci odbéru
otevfena bfisni a
MP 155 9.12.2010 96,2 pg/mil Trypanova modf, PBS st. 17 17.12.2010 hrudni dutina,
pravé oko mensi
MP 156 9.12.2010 96,2 ug/mil Trypanova modf, PBS st. 18 17.12.2010
MP 157 9.12.2010 96,2 ug/ml Trypanova mod¥, PBS st. 17 13.12.2010
otevfena hrudni a
3 . 4% bfisni dutina,
MP 158 9.12.2010 96,2 pug/mil Trypanova modr, PBS st. 17 17.12.2010 formaldehyd  pravé oko mengi,
abnormalni mozek
MP 159 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 14 27.1.2011
MP 160 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova mod¥, PBS st. 14 16.1.2011
MP 161 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 14 20.1.2011
MP 162 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 14 27.1.2011
MP 163 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 14 16.1.2011
MP 164 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 15 16.1.2011
MP 165 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 15 20.1.2011
MP 166 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 15 16.1.2011
MP 167 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modr, PBS st. 16 16.1.2011
patrové ploténky
MP 168 15.1.2011 322,6 pg/ml Trypanovd modi, PBS st. 16 27.1.2011 100% etanol od sebe mirné
vzdalené
MP 169 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova mod¥, PBS st. 16 16.1.2011
MP 170 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova modf, PBS st. 15 27.1.2011 100% etanol hydrocefalus
MP 171 15.1.2011 322,6 ug/ml Trypanova mod¥, PBS st. 16 16.1.2011



	Polinkova - SOC
	Polinkova - příloha
	Polinkova - tabulka

