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Abstrakt
Rodina fibroblastovych ristovych faktori (FGF) je béhem embryonalniho vyvoje

zapojena do mnoha vyvojovych procest. Signaliza¢ni poruchy FGF hraji vyznamnou roli
V patogenezi mnoha rastovych defektli, metabolickych nebo nadorovych onemocnéni.
Konkrétni funkce a pusobeni jednotlivych FGF nejsou dosud zcela znamé. Tato prace
pojednava o roli n¢kolika FGF proteinti a o jejich imunohistochemické detekci. Cilem prace
bylo porovnat u¢inky FGFI1 proteinu samotného, v kombinaci s heparinem a jeho
modifikované formy FGF1-3x a FGF1-3x112 na embryonalni vyvoj. Proteiny byly v riznych
koncentracich aplikovany do pravého koncetinového pupene a ndsledné byly analyzovany
zmény externi morfologie a skeletalni abnormality. Pouziti FGF1-WT i FGF1-WT
S heparinem neprokdzalo Zadnou vyraznéjS§i zménu fenotypu pii externi ani pii skeletalni
analyze. Toxicité¢ heparinu odpovidaly i vysledky mortality pfi zvySovani jeho koncentrace.
Aplikace modifikovanych forem FGF1, FGF1-3x a FGF1-3x112 vykazovala externi i
skeletalni fenotyp u 50-60 % embryi a jejich abnormality se velmi podobaly. Tento fenotyp
napadné pfipominal poruchu signalizace FGFR3, kter4 zplisobuje achondroplazii. Jedna se o
nemoc dédi¢nou, kde dochazi k naruseni enchondralni osifikace ovliviiujici rlst kosti do
délky. Ty jsou pak napadné kratké, zakiivené, avSak normané Siroké.

Piitomnost FGF1 proteinti byla dale prokazana na histologickych fezech pii pouziti tii
raznych protilatek FGF-1 (B-3), FGF-1 (C-19) a FGF-1 pomoci fluorescence (FITC), kdy
pozitivita byla patrnd nejcastéji v tésné¢ blizkosti implantované kulicky s proteinem.
U protilatky FGF-1 (C-19) byl pozorovan vyrazny signal pfimo v kulicce.

Tato prace pfinesla nové poznatky v oblasti FGF1 signalizace v embryonalnim vyvoji
a jejimu potencidlu zptisobovat morfologické zmény. Aplikaci stabilizované formy FGF1 do
koncetinového pupene, a tim navySenim mnozstvi i prodlouZenim jeho ucinku bylo zjisténo,
ze se FGF1 podili na regulaci vyvoje kosti. Ziskané vysledky mohou poslouzit jako model pro

studium poruch chondrogeneze.



Abstract

Fibroblast growth factor family (FGF) is involved in many processes during
embryonic development. The disruption of FGF signaling plays important role in the
pathogenesis of many developmental defects, metabolic or tumor diseases. However, the
exact role of FGF pathways is not fully understood. This study is focused on the roles of
FGF1 proteins and their localization with using immunohistochemical methods. The goal of
this study was to compare the effect of FGF1-WT, FGF1-WT with heparin and his modified
forms FGF1-3x and FGF1-3x112 on embryonic development. The proteins were injected or
implanted in different concentrations into the right limb bud and the changes in external
morphology and skeletal abnormalities were analyzed. FGF1-WT and FGF1-WT with heparin
did not exhibit any obvious external or skeletal phenotype. As the heparin is toxic for
embryos, the phenotype and the mortality corresponded to heparin concentration. The
modified forms of protein (FGF1-3x and FGF1-3x112) exhibited external and skeletal
phenotype in 50-60 % of analyzed embryos and their morphological defects were very
similar. This phenotype corresponds to defect of FGFR3 signaling, which causes the
achondroplasia. It is hereditary disease with defects of enchondral ossification, which
influences the growth of the bones. Affected bones are shorter, gibbous and wider.

The immunohistochemical detection of FGF1 proteins was analyzed with using of
three different antibodies: FGF-1 (B-3), FGF-1 (C-19) and FGF-1 with fluorescence (FITC).
The signal appeared mostly around the bead. In the case of antibody FGF-1 (C-19), the
expression was found directly in the bead soaked with protein.

This study provides new findings of FGF1 role during the embryonic development and
its ability to cause morphological changes. The application of FGF1 into the limb bud, which
ectopically increased the amount of protein as well as the time of exposure, led to finding that
FGF1 is involved in the regulation of bone development. Results obtained in this study can

serve for future studies of chondrogenetic defects and diseases in human.
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1. Uvod

Koncetina obratloved predstavuje velice dilezity orgdn pro fadu zakladnich cinnosti
s asymetrickym uspofadanim jednotlivych casti ve vSech tfech rozmérech (obr. 1). Prvnim
rozmérem je proximo-distalni osa, kdy dochazi k tvorbé paze, piedlokti a vlastni ruky, jak je
tomu napft. u ¢lovéka. Druhym rozmérem je anterio-posteriorni osa, kdy se tvoii malicky na
posteriorni strané, zatimco palec na stran¢ anteriorni. U lidi je zfejmé, Ze vyvoj prstll na ruce
je zrcadlovy. A kone¢né, nase koncetiny maji dorso-ventrdlni osu, kde dlain je snadno
rozeznatelnd od hibetu ruky. Kosti koncetiny jsou formovany chondrogenni osifikaci.
Zpocatku jsou zaklady kosti chrupavcité, ale pozdéji je vétSina chrupavky nahrazena kostni

tkani (Gilbert, 2006).
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Obr. 1: Skeletalni model kuteciho k¥idla. Prsty jsou o¢islovany 2, 3 a 4 (upraveno z Gilbert, 2006)

2. Vyvoj koncetiny

Vyvoj koncetiny za¢ina u ¢loveéka koncem ctvrtého embryonalniho tydne na koncetinovém
poli, kde bunky mezenchymu z lateralniho somatického mezodermu proliferuji za vzniku
malych parovych vyénélkt (Malinsky, 1992). Tento zaklad koncetiny se oznacuje jako
koncetinovy pupen. Pupeny pro hrudni (horni) koncetiny se vytvareji o nékolik dni diive nez
pupeny pro panevni (dolni) konletiny. Tato mezenchymovéd masa je kryta povrchovym

ektodermem, ve kterém fibroblastovy rtustovy faktor (FGF) vyvolava diferenciaci struktury,



ktera se oznacuje jako apikalni ektodermovy hieben (,apical ectodermal ridge — AER)
(obr. 2).
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Obr. 2: Shrnuti experimentti demonstrujicich vliv apikalniho ektodermového hiebene na mezenchym ulozeny

pod nim (upraveno z Gilbert, 2006)

Ektodermovy hieben postupuje rovnobézné s distdlnim okrajem koncetinového pupene a
stane se hlavnim signalizaénim centrem pro vyvoj koncetiny. Mezi jeho hlavni funkce patfi
zachovani pfilehlého mezenchymu v plastickém proliferacnim stavu, ktery umozni linearni
rast koncetiny (Gilbert, 2006). Proximo-distalni rist a vlastni diferenciace jednotlivych ¢asti
koncetinového pupene je umoznéna diky mnozstvi interakci mezi ektodermovym hiebenem a
mezenchymem ulozenym pod nim. Tento distdlni mezenchym je cCasto nazyvan zoOna
polarizac¢ni aktivity (ZPA), jez zptisobuje rozsiteni koncové ¢asti koncetinového pupene, ktera
se nasledné oplostuje. Zona ristu specifikuje osud mezenchymovych bunék. Cim vice ¢asu
stravi bunka v zoné rustu, tim vice mitotické aktivity prokazuje a stava se dorsalné

specifikovanou. Ackoliv zdéna ristu zlstdva rozméroveé stejné velkd, bunky ji béhem ristu
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koncetiny pravidelné opoustéji. Z prvnich bunék, které odchazeji ze zony rustu se diferencuje
stylopodium, kdezto z poslednich bun¢k autopodium. Pokud dojde k experimentalnimu
odd¢leni apikdlniho ektodermalniho hiebene, mezenchymové buiiky se nemohou dale délit a
nasledné¢ se diferencovat. Vytvaii se tedy pouze proximalni skeletalni struktury (Gilbert,
2006).

Déale se ve vyvoji vytvoii axopodium, které se na okrajich znovu rozsifuje v tercovité
autopodium. Dalsi diferenciace v zdkladu koncetiny postupuje u clovéka v 6. tydnu
prenatalniho vyvoje (Klika, 1983). V tomto obdobi dojde ohnutim loketniho a kolenniho
kloubu k rozliSeni proximalni ¢asti neboli stylopodia na zaklad paze nebo stehna, a dale

distalni ¢asti neboli zeugopodia na zdklad ptedlokti nebo bérce (obr. 3).

=2

PALE
STYLOPODIUM S STEHNO

<—1oket, kolens
AXOPODIUM < 1eug0PODIM < PREDLOKT
AUTOPODIUM—> —RUKA, NOHA BEREC

KONCETINOVY
PUPEN

Obr. 3: Formovani zevniho tvaru konéetiny béhem prenatalniho vyvoje (upraveno z Malinsky a kol., 1992)

Dalsi dtlezitou udalosti ve vyvoji konCetiny je diferenciace zony polarizacni aktivity, kterd
kontroluje anterio-posteriorni modelovani distalnich struktur (Tickle, 2006). Zéna polariza¢ni
aktivity iniciuje tvorbu apikalniho ektodermélniho hiebene, ktery nasledné specifikuje
anterio-posteriorni osu. Polariza¢ni aktivita mize byt detekovana v posteriornim regionu
koncetinového pupene od ¢asného vyvoje koncetiny az po stddium, kdy se zacinaji formovat
prsty.

Prsty se vytvareji relativné v pozdnim stadiu vyvoje koncetiny, kdy konetinovy pupen jiz
vyroste do délky a zméni sviyj tvar. Experimenty na kufecich embryich prokazaly, Zze buiky

podilejici se na vytvofeni autopodia jsou specifikované diive, nez jsou patrné jednotlivé
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zaklady prsti a tedy jejich anterio-posteriorni a dorso-ventralni osy jsou davno ustanovené
(Tickle, 2006). Zaklady prstii vznikaji v oblasti autopodia, kde jsou na zacatku navzdjem
propojeny vrstvou ektodermu ve formé interdigitalni masy. U ¢lovéka se béhem 7.-8. tydne
zacinaji jednotlivé prsty oddélovat, pfi¢emz na hrudni koncetiné k tomuto d&ji dochazi diive
nez na koncetiné panevni. Diky diferenciaci kosterniho zdkladu a ptilehlych myoblastd roste
koncéetina do délky. Zdrojem bunék pro diferenciaci myoblastli jsou mezodermové bunky
pochazejici z myotomu (Klika, 1983).

FGF signalizacni molekuly se castni iniciace tvorby koncetinového pupene, kontrole ristu

koncetinového zakladu i nasledné tvorby chrupavek (Tickle, 2006).

2.1 Buné¢éna smrt

Bunécéna smrt hraje vyznamnou roli ve vytvareni koncetin u ¢tyfnozct. Je neodmyslitelna pti
formovani kloubi a prsti. Smrt jistych populaci bunék je v koncetiné geneticky
naprogramovana a probihé po celou dobu vyvoje. Buné¢na smrt se podili na oddéleni prstii od
sebe a dale na oddéleni obou kosti predlokti (ulna a radius) v oblasti vnitini nekrotické zony.
Na formovani konecného tvaru koncetiny se podili anteriorni a posteriorni nekrotickd zona

(obr. 4). Bunky podstupujici

bunénou  smrt  béhem
embryonélniho vyvoje jsou
odstranény  apoptotickou
cestou bez aktivace
4 e imunitniho systému.
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g
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(B) CHICK LEG PRIMORDIUM  Interdigital Obr. 4: Schéma bunééné smrti
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Interior
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Na iniciaci apoptozy v autopodiu se podili napf. proteiny rodiny BMP (obr. 5). Jelikoz se tyto
proteiny vyskytuji ve veskerém mezenchymu zony proliferacni aktivity, je ziejmé, Ze bunécna
smrt by nastala v celém zakladu koncetiny. Z tohoto divodu je nezbytné potlaceni aktivity
BMP na specifickych mistech. Tato inhibice je zprostfedkovana Nogginem, proteinem, ktery
se vaze pouze na BMP a tim piedchazi jejich vazbé na receptory (Capdevila, 1998). Noggin je
produkovan v chrupavce koncetiny i v perichondrialnich butikdch obklopujici chrupavku.
Pokud se vyskytuje Noggin v celém koncetinovém pupenu, v zadné oblasti k apoptoze
nedojde.

Mezi prvni funkce, které byly v minulosti ptipsany BMP proteintiim bylo vytvafeni kosti a
chrupav¢itych tkani (Gilbert, 2006). Ve vyvoji kon€etiny umoZzni BMP mezenchymovym
buiikdm nejen kontrolovat apoptozu, ale i1 diferenciaci bunék do chondrocytti. Stejné BMP
proteiny mohou zptisobit bunéénou smrt nebo proliferaci bunék v zavislosti na vyvojovém
stadiu. Moznosti pfesné kontroly signalizace jsou kritickym krokem v prenatdlnim vyvoji

nejen koncetin, ale vSech organt.

Wnt/ FGF
B-catenin (from AER)

\ D+ /

Y Y

Obr. 5: Model dvoji role BMP signalizace konéetinového mezenchymu. BMP miiZze byt produkovan pfii

soucasném vyskytu FGF (pfi iniciaci apoptozy) nebo Wnt (pfi indukei kosti) (upraveno z Gilbert, 2006)



2.2 Osifikace kosti koncetiny

Pokud by doslo k diferenciaci veskeré chrupavkové tkané¢ do kostni jeSté pted narozenim
jedince, nase télo by dale nemohlo rist. Chrupavka koncetin osifikuje chondrogennim
zpusobem, kdy nejprve dochdzi k zahuStovanim mezenchymu do chrupavcitého blastému
(Gilbert, 2006). V ném se postupné objevuje ve stiedu osifika¢ni centrum a od né&j osifikace
postupuje ke konciim kosti. Nicméné, jak se osifikacni linie blizi ke konci chrupavcitého
modelu, chondrocyty proliferuji, zvétSuji se a nasledné rozpadaji. V dlouhych kostech savct
zustavaji 1 po narozeni jedince chrupavcité oblasti, které se nazyvaji epifyzo-diafyzarni
rustové ploténky, které zanikaji az kolem 20. roku zivota (Malinsky, 1992). Tyto ploténky
obsahuji jednak chondrocyty s vysokou prolifera¢ni aktivitou a déale region s hypertrofickymi
chondrocyty, které nasledné vapenati a osifikacni linie postupuje do oblasti odumirajicich
chondrocytli. Dokud jsou ristové ploténky schopny produkovat nové chondrocyty, kost dale
roste (obr. 6).

Skelet kongetin TIBIE  PUBIS

HK RADILS 1]

HUMERUS FEMUR

Mezenchymoyy FIBULA
blastem
';:'.'- Chrupaviity
FALANGY blastem
CARPUS - po nar. =, 8 Osifikatni

METAKARPY-S L

Vytvorena
FALANGY 8-11 <% v tydnech:

CALCANEUS—12
B s

I¥ METATARSY—9—10
FALANGY —9—15

SZARS

Obr. 6: Vyvoj skeletu koncetiny (pfevzato z Malinsky a kol., 1992)
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3. Fibroblastové ristové faktory

Fibroblastové rustové faktory (FGF) byly prvné popsany pied 25 lety a béhem prenatalniho
vyvoje se Ucastni mnoha biologickych procest, jako napt.: diferenciace, proliferace, migrace,
adheze, apoptdza nebo chemotaxe (Martin, 1998). Postupné doslo k identifikaci celé velké
rodiny proteini, které jsou stéZejnimi interceluralnimi signalizatnimi molekulami
v embryogenezi. FGF jsou zodpovédné za iniciaci a regulaci pozd¢jSiho vyvoje vétSiny
organu v téle obratlovcu.

Vsechny FGF molekuly zprostfedkovavaji své bunééné odezvy aktivaci piislusSnych FGF
receptori (FGFR), na které¢ se vazou. FGRF patii do rodiny tyrozinkinazovych receptora,
jejichz extracelularni Cast je tvorend ze tii imunoglobinu-podobnych domén. Doposud jsou

znamé Ctyti typy receptorti (Sheeba, 2010).

3.1 FGF ligandy a receptorové rodiny

Pocatecni usili izolovat faktory v mozkové tkdni, které stimuluji proliferaci fibroblasti, vedlo
K identifikaci dvou blizce pfibuznych proteind, dnes znamych jako FGF1 a FGF2 (Martin,
1998). Dalsi analyzy ukézaly, ze FGF1 a FGF2 jsou Cleny velké rodiny, kterd podle dnesnich
dat zahrnuje u savct alespon 22 genti (Coulier, 1997). Minimalné pét t€chto gent se uplatiuje
béhem vyvoje koncetin.

Proteiny kédované Fgf geny obsahuji sekvenci asi 120 aminokyselin, kterd urcuje tercidlni
strukturu proteinu a jeho schopnost vazat heparin nebo heparan sulfait (HSPGs). Heparin a
HSPGs jsou zaporn¢ nabité polymery a s molekulami proteini na sebe plsobi pies
elektrostatické interakce (Wong, 1998).

FGF proteiny ptisobi jako intercelularni signaliza¢ni molekuly a jsou efektivné exportovany
z bun¢k, které je produkuji. Jakmile opusti buitku, FGF se aktivn¢ navaze na HSPGs
(napt.: syndekany, glypican nebo perlecan), které se nachédzeji v bunééné membrané a

V extracelularnim matrix.



3.2 Funkce FGF v iniciaci koncetinového pupene

Z 22 znamych FGF gent je nékolik exprimovano v distalni casti vyvijejiciho se
koncetinového pupene, nejméné Ctyfi v apikdlnim ektodermdlnim hiebeni a dal§i pak

Vv mezenchymu ulozeném pod nim (Martin, 1998).

3.2.1 Specifické funkce FGF v apikalnim ektodermovém hiebeni

FGF produkované v apikalnim ektodermovém hiebeni plni zejména dv€ hlavni funkce.
Jednou z nich je stimulace proliferujicich bun¢k v zoné ristu a tedy tvorba novych bunék
pottebnych pro rast koncetiny (Martin, 1998). FGF také interaguji s genem Shh (,,Sonic
Hedgehog), ktery nasledné slouzi k aktivaci Hox genti a Bmp2 v mezenchymu. SHH je velmi
dalezity pro vyvoj embrya v pocatecni fazi a je jednim z hlavnich induk¢nich signalt
ve formovani anterio-posteridlni osy a ve ventralnich somitech. Dalsi hlavni funkci FGF
produkovanych v apikdlnim ektodermovém hiebeni je zachovat aktivni SHH signalizaci
V posteriorni ¢asti koncetiny, kterd se oznacuje jako zona polarizacni aktivity. Po transplantaci
bunék z posteriorni oblasti koncetinového pupene na anteriorni stranu jiného pupene byly
buniky schopny vytvofit druhou kopii posteriorniho skeletu. Polarizacni aktivita bun¢k se
ztratila pfi odstranéni apikalniho ektodermového hiebene. Znovu se vSak obnovila, kdyz byl

do posteriorniho koncetinového mezenchymu aplikovan FGF protein (Martin, 1998).

3.2.2 Zdroj a identita endogenniho kon¢etinového induktoru

Zjisténi, ze aplikace FGF miiZze navodit formovani koncetiny, umoznilo porozumét existenci
prirozenych induktor a schopnosti na né reagovat. Odhaleni, ze FGF je postacujicim
induktorem pfi formovani kompletni koncetiny, naznacuje, ze endogennim aktivatorem muze
byt jakykoliv ¢len FGF rodiny (Martin, 1998).

K iniciaci koncetin u kufat dochazi mezi stadii 13 a 15 a hlavnim zdrojem bunck je
mezoderm. Aplikovanim FGF do vnitiniho kon¢etinového regionu, je schopno vyvolat vyvoj
koncetiny, coz naznaCuje, Ze endogenni induktor neni normdlné¢ ptfitomen ve vlastnim

koncetinovém regionu (Martin, 1998).



3.3 FGF1 - Fibroblastovy ristovy faktor 1

FGF1 a FGF2 byly prvnimi izolovanymi proteiny a piivodné byly oznaceny jako kysely FGF
a zéasadity FGF diky jejich izoelektrickym vlastnostem (Miller, 1999). FGF1 a FGF2 se 1i8i od
vétsSiny ostatnich FGF v mnoha smérech. FGF1 je unikatni mezi FGF diky své vysoké afinité
ke vs§em znamym FGF receptoriim. Spolecné s FGF2 se také nachazi v bunééném jadru.

FGF1 a FGF2 hraji roli v pribéhu embryonélniho vyvoje, ale i v dospélosti. Oba FGF
proteiny jsou ve vysokém mnoZzstvi obsazené v mozku, ovsem kazdy faktor je lokalizovan
V jiné subpopulaci nervovych bun¢k (Miller, 1999). Vyskyt FGF1 byl popsan u sensorickych i
motorickych neuroni, stejné tak v substantia nigra, cholinergnich neuronech predniho mozku

a v nékolika dalsich subkortikalnich populacich nervovych bunék.

+ Heparin
FGF ~ 30°1h 2h 4h 6h 8h ~ 30°1h 2h 4h €h 8h

FGF1 —_—

Nekteti ¢lenové FGF rodiny hraji duleZitou roli pfi hojeni ran — mezi né patii hlavné FGFI,

FGF2 a FGF7. FGF indukuji angiogenezi, stejn¢ tak stimuluji proliferaci mnoha typti bun¢k
podilejicich se na hojeni, véetné endotelovych bunék, fibroblastii a keratinocyti. Mnoho typt
bunék aktivovanych pfi hojeni mé receptory pro FGF nebo jsou samy schopny je vylucovat

(Miller, 1999).

Obr. 7: Samotny FGF1 protein je méné stabilni v pfirozené formé (WT) nez s navazanym heparinem (zdroj

P. Kreji)
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Obr. 8: Modifikace FGF1 proteinu (forma 3x) je vice stabilni nez ptirozena forma (WT) a vazba s heparinem jej

dale stabilizuje (zdroj P. Krej¢i)

Obr. 9: Modifikované formy FGFI
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4. Material a metodika

Oplozena kufeci vaji¢ka byla dodéna z farmy Integra (Zabgice, Ceskd Republika). Vajicka

byla inkubovana za teploty 37,8 °C a jednotliva staddia embryi byla ur€ena pomoci diive

publikovaného systému (Hamburger and Hamilton, 1951). Vsechny experimenty byly

provedeny podle protokolu schvalené¢ho etickou komisi Veterinarni a farmaceutické

univerzity Brno.

4.1 Aplikace FGF1 proteinu

FGF1 proteiny byly aplikovany do pravé koncetiny embrya ve stadiu 18-25 (Hamburger a

Hamilton, 1951). Stafi se urcuje podle celkové morfologie stavu embrya a podle poctu somitii

po obou stranach embrya.
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Vajicka byla prechovavana v inkubétorech pii teplot¢ 100 F (37,8 °C) a nésledné oteviena.
Jedna se o propichnuti skofapky na tupém konci vajicka niizkami, kde se nachazi vzduchova
komiirka. Déle se vytvori dal$i otvor na horni stran¢ vodorovné polozeného vajicka. Aby
embryo kleslo, vysaje se injekéni stiikackou 1 ml bilku. Tim se ud¢€la prostor pro vystiihnuti

okénka, které umozni implantaci ¢i injektaz.

4.1.1. Implantace kuli¢ek

Kuli¢ka s modifikovanym proteinem FGF1 byla implantovana do pravého kiidla embrya poté,
co se pod mikroskopem (Leica, Némecko) pinzetou odstranily embryonélni obaly (amnion a
chorion) z dané oblasti.

Pro implantaci jsme pouzili modifikované proteiny FGF1-3x, FGF1-3x112 a pfirozenou
formu proteinu FGF1-WT (,,wild type® — WT). Vyhodou tohoto zptisobu aplikace je pisobeni
proteinu pouze na implantovanou oblast narozdil od injektaze, kdy se protein miiZe rozsifit do
celého téla.

Po implantaci se vajicko uzavrelo lepici paskou a vratilo se do inkubatoru. Nasledny odbér se
provedl po 10 dnech. Pro na§ vyzkum byla z embrya odebrana pouze kiidla a ta se dale

fixovala ve 100% alkoholu.

4.1.2. Injektaz proteni

Heparin (Sigma-Aldrich H3149-50 KU) byl smichan s trypanovou modii pro zabarveni
roztoku a nasledné byl vpraven do mikroinjektdzni sklenéné jehly. Ta byla po roztrzeni
embryonalnich obalti zavedena do pravého kiidla a pomoci mikroinjektazniho zatizeni
(Eppendorf, Némecko) byl roztok vstiiknut do mezenchymu embrya (obr. 10). Nasledné se
vajicko uzavielo lepici paskou a vlozilo zpét do inkubétoru. Odbér obou kiidel embrya byl

proveden 10 dni poté. VSechny vzorky byly fixovany ve 100% alkoholu.

11



Obr. 10: Aplikace FGF1 proteinu pomoci sklenéné jehly a

mikroinjektazniho zafizeni do pravého koncetinového pupene.

4.2. Barveni skeletu

Odbéry jsou provadény cca tyden pred vylihnutim, kdy se vajicka vyndaji z inkubatoru,
oteviou se a provede se dekapitace embrya. Embryo se poté poloZi na Petriho misku, kde se
odstiithnou kiidla, ktera se fixuji Ctyii dny ve 100% alkoholu. Dal§im krokem je pievedeni
vzorkli do acetonu. Po 4 dnech zadind samotné barveni. Nejdiive se vzorky proplachnou
destilovanou vodou a nasledné se ptipravi barvici roztok. Ten se sklada z 1 dilu 3% alcianové
modii v 70% alkoholu, z 6 dili 0,1% alizarinové Cervené (C14H804) v 70% alkoholu,
z 1 dilu kyseliny octové (CH3COOH) a 17 dila 70% alkoholu. Alcidnova modi zndzoriiuje
kyselé mukopolysacharidy ptipadné glykogen (Vacek, 1995) a alizarinova Cerven se vaze na
vapnik, a tedy barvi kostni tkan. Barvici roztok se ptripravuje pokazdé Cerstvy a barvy se pred
smichénim filtruji. Barveni probihd 10 dni a poté se vzorky proplachnou destilovanou vodou a
naplni se roztokem 20% glycerolu (C3HgO3) a 2% hydroxidu draselného (KOH). V tomto
roztoku ziistanou vzorky tak dlouho, dokud neni tkan kompletné jasna. Je nutné tento d¢&j
sledovat, aby se tkan nerozpadla. Roztok se mize podle potieby nékolikrat vyménit. Pokud je
tkan pruhlednd, nalozi se vzorky do 50% glycerolu, kde jsou 7 az 14 dni. Doba neni kriticka,
a pokud tkai neni Gplné€ jasna, mize se opakovat krok s roztokem 20% glycerolu a 2% KOH.

Tkan se uchovava ve 100% glycerolu, ve kterém se 1 foti pro naslednou analyzu skeletu.
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4.3. Histologické zpracovani tkani

Tkan odebrand pro histologické zpracovani musi byt ihned po odbéru fixovana vlozenim do
fixacni tekutiny. Fixace se provadi, aby se piedeslo osmotickym zménam, svrasténi, a tedy
I morfologickym zménam v tkani. Je nezbytné zejména uchovat vSechny ptivodnich vazby a
reaktivitu proteind 1 ostatnich bunéénych slozek pro nasledujici histochemicke reakce.
Hlavnim ucelem fixace je konzervace bunck a tkani. Ta zabrani autolyze inaktivaci
lyzosomalnich enzymil a zastavi rlst bakterii a plisni. Struktura proteinti a aktivita enzymu je
ovSem vice ¢1 mén¢ ovlivnéna prave timto protektivnim ucinkem (Lukas, 1997).
Pro fixaci kufeciho embrya ve stddiu HH27 byl pouzit 4% pufrovany formol a nasledné byl
vzorek zpracovan podle nasledujiciho protokolu:
Vypréani v pramenité vodé: 10-30 min (dle délky fixace)
Alkohol 30%; 50%; 70%; 80%; 85%; 90%; 95%; 100% po 30 minutach

1) Xylen L; IL; 1. po 30 min

2) Parafin L; IL.; II.; po 30 min
3) Zaliti do parafinu

Nejdiive se tkan vypere v pramenité vod¢, aby se odstranilo fixacni ¢inidlo a zabranilo se
prefixovani vzorku. Déle je nutné tkan odvodnit vzestupnou alkoholovou fadou, ¢imz se
zabrani jejimu smr$téni. Po odvodnéni se alkohol musi z tkan¢ dokonale odstranit, nebot’ se
vném parafin nerozpousti. Proto se tkan prosycuje xylenem, ktery se jednak misi
s alkoholem, a také dobte rozpousti parafin. Nasleduje prosyceni tkan¢ rozehiatym parafinem
pfi teploté kolem 5658 °C. Parafin vyplni mikroskopické Stérbinky v tkani, a ta se pak da
krajet na velmi tenké fezy v fadech mikrometrt.

Vzorky zalité do parafinu byly na mikrotomu nakrajeny na fezy tlusté Sum a pomoci vodni
lazné naneseny v sériich na podlozni sklicka. Dohromady byly zhotoveny 3 sady levé
koncetiny, 5 sad pravé koncetiny a 10 sklicek kuteci ledviny. Z kazdé sady bylo jedno sklicko
obarveno podle protokolu na barveni hematoxylinem-eosinem:

1) Odparafinovani — 2x xylen po 10’
2) Zavodnéni tkané — 2x alkohol 96% po 10'

3) Barveni jader
13



1. Mayertiv hematoxylin 5'

2. Modrani v teplé pramenité vod¢ 5'
4) Barveni cytoplazmy bunék — Eosin 3'
5) Odvodnéni - 2x alkohol 96% po 10'
6) Projasnéni — xylen s fenolem
7) 2x xylen po 10'
8) Zamontovani do montovaciho média

Vysledkem barveni jsou modré jadra, svétle modra chrupavka, oranzové az ¢ervené vazivo a
oranzové erytrocyty. Na propirani se pouzivaji sklenéné kyvety.
Pomoci néhledovych skli¢ek bylo zjisténo, Ze aplikovanou kulicku obsahuji tfi sady pravé

koncetiny.

4.4. Imunohistochemické metody

Jedna se o aplikaci imunologickych principti a metod, které nam pomahaji pfi studiu vyskytu
proteinil ve tkanich nebo buitkach. Tyto metody jsou dcefinnymi k histochemickym metodam,
které¢ detekujyi chemicky definované latky v bunkéach, tkanovych kulturdch a tezech
Z tkanovych blokli. Samotnd imunohistochemie vyuzivd vazby antigenu se specifickou
protilatkou. Pokud je antigen, proti némuz je specifickd protilatka namifena, ve tkani
pfitomen, protilatka se na n& navaze. Takto navazana protilditka se d4 zndzornit fadou
zpuasobu (Lukas, 1997).

Na zhotovenych tkanovych fezech byl protein FGF1 detekovan podle nasledujiciho

protokolu:
1) Xylen 1. 10'
2) Xylen 11, 10’

3) oplach ve 100% alkoholu

4) Alkohol I. 100% 5'
14



5) Alkohol 11. 96% 5'

6) Alkohol I11. 70% 5'

7) Oplach v destilované H,O 10'

8) Citratovy pufr (1:9) 5' pti teploté 95-100 °C, nechame zchladnout 20'
9) PBS3

10) H,0, 3% 10

11) Blokovaci sérum 20' pii pokojové teploté (1000ul PBS + 15ul séra- Vectastain
rabbit/mouse/goat 1gG)

12) Primarni protilatka 60" pfi pokojové teplot¢ (1:50 protilatka + fedidlo DAKO
Antibody Diluent)

13)PBS 5'

14) Sekundarni protilatka 30' pii pokojové teploté¢ (1000ul PBS + 5ul sekundarni
protilatky)

15) PBS 5'

16) ABC reagent 30' pti pokojové teploté (1000l PBS + 10ul A + 10ul B)
17)PBS 5'

18) DAB — ¢as podle vybarveni (1,5 ml DAB pufru + 1 kapka?)

19) Oplach v PBS

20) Destilovana H,O 5' => zastaveni reakce

21) Gilldv hematoxylin 2-5'

22) Pramenita voda 5'

23) Oplach v destilované H,0 5'

24) Odvodnéni: alkohol 1. - I11.
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25) Xylen 1., xylen I1.
26) Zamontovani do Entellanu

Pokud se pouZziva fluorescencné znacena protilatka, je tieba pracovat ve tmé. Po 60' inkubaci
V primarni protilatce nasleduje oplach v PBS 5' a zamontovani do ProLong Gold antifade
reagent (Invitrogen, Némecko). Poté se vzorky vyhodnocuji pod fluorescenénim

mikroskopem.

5. Vysledky

5.1. Vliv FGF1 na vyvoj kfidla u kufecich embryi

5.1.1. Externi fenotyp kuiecich embryi po aplikaci FGF1

V experimentu byly pouzity modifikované proteiny FGF1-3x, FGF1-3x112 a jejich piirozena
forma FGF1-WT, popt. FGF1-WT s heparinem. Jejich efekt byl testovan na externim
fenotypu kiidel i na preziti embryi po aplikaci tii riznych koncentraci. Vyvoj kiidla u embryi
zacind ve stadiu HH17, a tedy implantace FGF1 proteinii byla provedena mezi stddiem HH19-

24, kdy uz je vytvotren koncetinovy pupen, ale jesté nejsou bunky diferencované.

FGF1-WT

Pro urceni vlivu na externi fenotyp byl FGF1-WT implantovan do pravého kiidla nejprve
V nejnizsi koncentraci (0,25 mg/ml; pocet embryi n = 14; obr. 11). Bylo odebrano 14 embryi
(100 %) bez externiho fenotypu. Jedno embryo bylo pii odbéru mrtvé (7,14 %) (Tab. 1).
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Obr. 11: Leva a prava koncetina s aplikovanym proteinem FGF1-WT v koncentraci 0,25 mg/ml byla bez

zietelného fenotypu.

Pii zvySeni koncentrace proteinu (0,5 mg/ml; n = 35; obr. 12) bylo odebrano Sest (17,14 %)
mrtvych embryi bez externiho fenotypu. Z zivych embryi méla fenotyp pouze dvé embrya
(5,71 %) - jejich pravé kiidlo bylo kratsi nez levé. U ostatnich piezivsich embryi (77,14 %)

nebyly pozorovany zadné zmény fenotypu (Tab. 1).

Obr. 12: Leva a prava koncetina s aplikovanym proteinem FGF1-WT v koncentraci 0,5 mg/ml. Prava koncetina

je kratsi (pozorovéano u 5,71 % embryi).
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Pti aplikaci nejvyssi koncentrace (1 mg/ml; n = 29; obr.13) jsme zaznamenali pét (17,24 %)
embryi s fenotypem, ztoho t¥i (60 %) byla mrtva. Dvé mrtva embrya (6,89 %) méla
otevienou dutinu bfiSni a krat§i pravé kiidlo téméf bez autopodia. Ttieti mrtvé embryo
(3,45 %) mélo pouze kratsi pravé kiidlo. U jednoho zivého embrya (3,45 %) bylo pozorovano
delsi pravé kiidlo (obr. 13), a u dalsiho zivého embrya (3,45 %) ptetocené kiidlo s tencim
brachiem. Zivych embryi bez fenotypu bylo 21 (72,41 %) a mrtva embrya bez fenotypu byla
tii (10,34 %) (Tab. 1).

Obr. 13: Leva a prava konéetina s aplikovanym proteinem FGF1-WT v koncentraci 1 mg/ml. Prava konéetina je

delsi nez leva, tento fenotyp se vyskytl u 3,45 % embryi.
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Tab. 1.: Externi analyza morfologickych zmén na kufecich kiidlech po implantaci FGF1-WT.

FGF1-WT FGF1-WT FGF1-WT
(0,25 mg/ml) (0,5 mg/ml) (1 mg/ml)
Celkovy pocet embryi 14 35 29
normalni 14 33 24
s fenotypem 0 2 5
% 0% 571 % 17,24 %

Heparin

Pro kontrolu byla udélana injektdz ¢istého heparinu (koncentrace 25 mg/ml) do 25 embryi.
14 embryi (56 %) ptezilo a vSechna (100 %) byla bez fenotypu. Stejné tak vSechna mrtva
embrya (44 %) byla bez fenotypu.

FGF1 - WT s heparinem

Vzhledem k neznalosti G¢inku heparinu na stabilizaci proteinu byly testovany Ctyfi rtuzné
koncentrace v kombinaci s proteinem FGF-WT. U nejnizsi aplikované koncentrace (FGF1
0,125 — heparin 0,5 mg/ml; n = 19) byla odebrana tii embrya (15,79 %) s fenotypem kratsiho
pravého kiidla a antebrachia — vSechna byla ziva. Pouze tii embrya (15,79 %) z celkového
poctu byla pii odbéru mrtva (Tab. 2).

Pii mirném zvySeni koncentrace FGF1 (FGF1 0,25 — heparin 0,5 mg/ml; n = 18) mélo pfi
odbéru fenotyp pouze jedno embryo (5,56 %), které¢ bylo Zivé mélo kratS$i pravé kiidlo.
Zivych embryi bylo odebrano 13 (72,22 %) (Tab. 2).

Z embryi s injektovanou nejvyssi koncentraci FGF proteinu (FGF1 0,5 — heparin 0,5 mg/ml;
n=19) bylo osm (42,11 %) embryi mrtvych, a z toho jedno (12,5 %) mélo fenotyp s kratSim
pravym kiidlem deformovaného tvaru. Pouze dvé€ zivd embrya (18,18 %) méla zménu ve
fenotypu (Tab. 2).

Nasledné byla testovana vyssi koncentrace heparinu (FGF1 0,25 — heparin 25 mg/ml; n = 22).
Fenotyp mélo pouze jedno embryo (4,55 %), které bylo pii odbéru Zivé. Jeho pravé kiidlo
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bylo mensi a mélo vyrtstek na antebrachiu. Z celkového poctu bylo 13 (59,09 %) embryi

zivych a devét (40,91 %) mrtvych (Tab. 2).

Tab. 2.: Externi analyza morfologickych zmén na kutecich kiidlech po implantaci FGF1-WT

s heparinem.
FGF1-WT FGF1-WT FGF1-WT FGF1-WT
(0,125 mg/ml) (0,25 mg/ml) (0,5 mg/ml) | (0,25 mg/ml)
s heparinem s heparinem s heparinem | sheparinem
(0,5 mg/ml) (0,5 mg/ml) (0,5 mg/ml) (25 mg/ml)
Celkovy pocet embryi 19 18 19 22
normalni 16 17 16 21
s fenotypem 3 1 3 1
% 15,79 % 5,56 % 15,79 % 4,55 %
FGF1 3x

Pro analyzu modifikovaného proteinu FGF1-3x jsme pouzili nejprve nejnizsi koncentraci

(0,25 mg/ml; n = 15; obr. 14). Dvé embrya byla pti odbéru mrtva (13,33 %), ale neméla zadny

externi fenotyp. Bez fenotypu bylo rovnéz osm zivych embryi (53,33 %), a s fenotypem jich

bylo odebrano pét (33,33 %). Pfi pouziti této koncentrace byly pozorovany dvé zmény u

externiho fenotypu, a to kratsi pravé kiidlo u dvou embryi (13,33 %) a u tfech embryi (20 %)

se vytvoril maly vybézek na antebrachiu (Tab. 3).
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Obr. 14: Ukazka obou fenotypu pii pouziti 0,25 mg/ml koncentrace proteinu FGF1-3x. Leva koncetina slouzi

jako kontrolni.

Po aplikaci vyssi koncentrace FGF1-3x (0,5 mg/ml; n =43; obr. 15) bylo pozorovano 25
(58,14 %) embryi s fenotypem a 18 (41,86 %) bez fenotypu. Z celkového poctu bylo pét
(11,63 %) embryi mrtvych, a z toho pouze jedno vykazovalo zménu fenotypu. Velmi ¢astym
jevem (n =16; 37,21 %) bylo zkraceni a ztluSténi pravého kiidla. Dal§im rysem byla zména
tvaru autopodia a oteviena hrudni nebo bfisni dutiny. Tento fenotyp se vyskytl u celkem
deviti embryi (20,93 %) (Tab. 3).

21



Obr. 15: Prava koncetina je zkracena a tlustsi oproti levé kontrolni konéeting. Tento fenotyp byl pozorovan u

37,21 % embryi. Jedna se o koncentraci 0,5 mg/ml aplikovaného proteinu FGF1-3x.
Pro analyzu nejvyssi koncentrace (1 mg/ml; n = 18; obr. 16) bylo odebrano 17 (94,44 %)

zivych embryi, z nich sedm (41,18 %) nevykazovalo fenotyp. Vcetné¢ jednoho mrtvého
embrya bylo celkem 11 (61,11 %) embryi s fenotypem. Osm (44,44 %) embryi mélo mensi a
kratsi kiidlo a tfi (16,67 %) embrya méla mensi autopodium (Tab. 3).

Obr. 16: Na levé fotografii je vidét implantovana kulicka s proteinem FGF1-3x o koncentraci 1 mg/ml, a také
mensi autopodiumcu této koncetiny. Prava fotografie zobrazuje pravou koncetinu s fenotypem u starSiho

embrya, ktera je krat$i oproti levé kontrolni.

22



Tab. 3.: Externi analyza morfologickych zmén na kufecich kiidlech po implantaci FGF1-3x.

FGF1-3x FGF1-3x FGF1-3x
(0,25 mg/ml) (0,5 mg/ml) (12 mg/ml)
Celkovy pocet embryi 15 43 18
normalni 10 18 7
s fenotypem 5 25 11
% 33,33 % 58,14 % 61,11 %
FGF1 3x112

Pro analyzu vlivu modifikovaného proteinu FGF1-3x112 na vyvoj

koncetin byly dosud

testovany dvé koncentrace. Po aplikaci niz§i koncentrace (0,5 mg/ml; n = 46; obr. 17) jsme
zaznamenali deset (21,74 %) mrtvych embryi, ztoho Sest (60 %) mélo fenotyp a byla

fixovana v 4 % pfa. Hlavnim znakem tohoto fenotypu byla oteviena dutina bfisni a u pravého

kiidla mensi autopodium. Z 36 (78,26 %) zivych embryi mélo 14 fenotyp (38,89 %), a to
hlavn¢é mensi a kratsi pravé kiidlo (71,43 %; n=10). U ¢étyf embryi (28,58 %) byla nalezena

oteviena hrudni a bfisni dutina (Tab. 4).

Tab. 4.: Externi analyza morfologickych zmén na kufecich kiidlech po implantaci FGF1-

3x112.
FGF1 - 3x112 FGF1 -3x112
(0,5 mg/ml) (1 mg/ml)
Celkovy pocet embryi 46 37
normalni 26 15
s fenotypem 20 22
% 43,48 % 59,5 %
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Obr. 17: Fenotyp u embryi po aplikaci modifikovaného proteinu FGF1-3x112 v koncentraci 0,5 mg/ml

Vyssi koncentrace proteinu (1 mg/ml; n= 37; obr. 18) zpusobila vétsi tmrtnost embryi
(54,05 %). Vsechna mrtva embrya byla fixovana v 4 % pfa, pét z nich (25 %) nevykazovalo
fenotyp a 15 (75 %) mélo pozménénou morfologii kiidla. Nejcastéjsim projevem bylo delsi
pravé kiidlo a mensi autopodium (80 %; n = 12), dalim pak zkraceni pravého ktidla (20 %).
Celkem 17 embryi bylo odebrani zivych (45,95 %), z ¢ehoz sedm mélo externi zmény
fenotypu (41,18 %), a to kratsi kiidlo sten¢im antebrachiem (71,43 %; n=5), nebo
deformovany prvni prst (28,57 %; n = 2) (Tab. 4).



Obr. 18: Fenotyp embryi po aplikaci modifikovaného proteinu FGF1-3x112 v koncentraci 1 mg/ml

5.1.2. Skeletalni fenotyp kufecich embryi po aplikaci FGF1

Po nafoceni externiho fenotypu byla embrya barvena alcianovou modii a alizarinovou ¢erveni
a nafocena znovu pro analyzu skeletalniho fenotypu. Byla pouzita pouze pteziv§i embrya, a
tak se liSi pocty vzorkl s vysledky externiho fenotypu. 100 % tedy oznacuje pocet zZivych
embryi v dané experimentalni skupiné.

Pozn.: U vzorkd FGF1-WT s heparinem stale jesté probihd barveni, a proto pro né nejsou

prezentovany finalni vysledky.

FGF1-WT
U nejnizsi koncentrace (0,25 mg/ml; n = 13) bylo odebrano 13 (100 %) zivych embryi bez
fenotypu.
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Pii pouziti vyssi koncentrace (0,5 mg/ml; n=29) méla Ctyfi embrya zkraceny humerus
(13,79 %, obr. 19A"). U jednoho embrya se kromé tohoto defektu vyskytlo deformované
zaprsti (obr. 19B"). Ostatni ziva embrya (86,21 %) nevykazovala Zadnou zménu skeletalniho
fenotypu (Tab. 5).

Nejvyssi pouzita koncentrace (I mg/ml; n = 23) zpilisobila 3 rizné zmény fenotypu, které
ovsem nebyly nijak vyrazné zastoupeny. Krat$i ulnu méla dvé embrya (8,70 %, obr. 19C'),
maly vyrastek na antebrachiu jedno embryo (4,35 %, obr. 19D"), a taktéz mélo jedno embryo
krat$i humerus (4,35 %) (Tab. 5).

Tab. 5.: Skeletalni analyza morfologickych zmén na kufecich kfidlech po implantaci
FGF1-WT.

FGF1-WT FGF1-WT FGF1-WT
(0,25 mg/ml) (0,5 mg/ml) (1 mg/ml)
Celkovy pocet embryi 14 35 29
normalni 14 33 24
s fenotypem 0 2 5
% 0% 571 % 17,24 %
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Obr. 19: Skeletani fenotypy embryi po implantaci proteinu FGF1-WT.
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FGF1 3x

U nejnizsi pouzité koncentrace (0,25 mg/ml; n = 13; obr. 20) byly pozorovany dva rizné
fenotypové projevy a to celkem u deviti embryi (69,23 %). Sest embryi mélo kratsi a tlustsi
humerus (46,15 %) a tfi méla pouze zaklad humeru (23,08 %) (Tab. 6).

Pii pouziti vyssi koncentrace (0,5 mg/ml; n=38;  obr. 20) se vyskytla fada skeletalnich
defekt, které se vzdjemné kombinovaly. NejcastéjSim projevem byl zkraceny humerus, ktery
byl pozorovan u 16 embryi (42,11 %). Déle byla pozorovana kombinace deformaci, a to
vypoukly radius, zkracena a Siroka ulna, velmi zkraceny a tlusty humerus a Spatné napojeni
prstl na kloub. Tento fenotyp se vyskytoval u deseti embryi (26,32 %). Pét embryi (13,15 %)
mélo deformovany tvar humeru, tlust§$i ulnu a Spatné vyvinuté klouby. Poslednim
pozorovanym fenotypem u dvou embryi (5,26 %) byl maly vyriistek na uln€ a mensi humerus.
Vyjimeéné byla obarvena i tii mrtvd embrya, ktera méla radius 1 humerus mensi a tlustsi
(Tab. 6).

Nejvyssi koncentrace (1 mg/ml; n=15; obr. 20) zplsobila zejména zkraceny a tlustsi
humerus, kde se ve dvou piipadech vytvoril i maly vybézek. Tento fenotyp se vyskytoval u
deviti embryi (60 %). U dvou embryi (13,33 %) byl pozorovan vypoukly radius. Ostatni
embrya nevykazovala zadné skeletalni defekty (Tab. 6).

Tab. 6.: Skeletalni analyza morfologickych zmén na kufecich kiidlech po implantaci

FGF1- 3x.

FGF1-3x FGF1-3x FGF1-3x
(0,25 mg/ml) (0,5 mg/ml) (2 mg/ml)
Celkovy pocet embryi 13 38 15
normalni 4 5 4
s fenotypem 9 33 11
% 69,23 % 86,84 % 73,33 %
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right wing - FGF1 3x left wing - control
E 0.5mg/ml E'
)

F 0.25mg/ml F'

G 0.25mg/ml G'

Obr. 20: Skeletani zm&ny embryi s implantovanym modifikovanym proteinem FGF1-3X.

FGF1 3x112

Modifikovany protein FGF1-3x112 byl implantovan za pomoci kulicek ve dvou
koncentracich. Pfi pouziti nizs$i koncentrace (0,5 mg/ml; n = 36; obr. 21) ptevladaly fenotypy
s velmi vyraznymi deformacemi. Nejcastéji se vyskytujici defekty byly zkraceny a tlustsi
humerus, tlust§i ulna a krat§i autopodium. Tento fenotyp byl pozorovan u 15 embryi
(41,67 %). U trech embryi (8,33 %) byl pozorovan vypoukly radius, deformované prstni
klouby a krat8i a tlustSi ulna. Poslednim fenotypem byl mensi vyristek na ulné (5,56 %)
(Tab. 7).

U vyssi koncentrace proteinu (1 mg/ml; n = 16; obr. 21) se vyskytlo pouze Sest embryi
s fenotypem (37,5 %). Jednou z anomalii byl zkraceny humerus, u né¢kterych jedinca skoro az
chybéjici (25 %). Déle byla pozorovana embrya (12,5 %) s abnormalnimi prsty a nékterymi
kostmi (Tab. 7).
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Tab. 7.: Skeletalni analyza morfologickych zmén na kufecich kiidlech po implantaci
FGF1-3x112.

FGF1-3x112 FGF1-3x112
(0,5 mg/ml) (1 mg/ml)
Celkovy pocet embryi 36 16
normalni 16 10
s fenotypem 20 6
% 55,56 % 375 %

Obr. 21: Skeletani fenotypy embryi s implantovanym modifikovanym proteinem FGF1-3x112 (na dalsi strang).
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5.2. Imunohistochemicka detekce FGF1 na histologickych fezech

Cilem nasledujici ¢asti projektu bylo urcit, jaky typ protilatky pro detekci proteinu FGF1 bude
nejlépe fungovat na histologickych fezech kiidel kufecich embryi, do kterych byl dfive
implantovan. Byly pouzity dvé protilatky od Santa Cruz Biotechnology a fluorescen¢ni

protilatka od Biorbyt.

5.2.1. Detekce FGF-1 (B-3): sc-55520

FGF-1 (B3) je myS$i monoklondlni protilatka, kterd se vaze na aminokyseliny (16—
140) lidského FGF1. Tato protilatka je doporucena pro detekci FGF1 u mysi, krysy a u
Clovéka. Blokacni sérum a sekundarni protiladtka byly pouzity z detekéniho kitu Vectastain
mouse 1gG.

Pozitivni signal byl zaznamendn u vSech vzorkd. Aplikace citratové pufru nevedla
k vyraznym zménam. FGF1 — pozitivni buiky byly detekovany v kontrolni tkani ledviny
(obr. 21A). Na fezu ledviny po aplikaci citratového pufru byl signal vyraznéjsi (obr. 21B).
U kontrolniho levého ktidla byla pozitivita minimalni (obr. 21C). Prava koncetina vykazovala

silngj8i pozitivitu nez leva koncetina (obr. 21D).

Obr. 21: Detekce FGF1(B-3) v ledving, levé a pravé kondeting. Métitko je 100 pm.
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5.2.2. Detekce FGF-1(C-19): sc-1884

FGF-1 (C-19) je polyklonalni kozi protilatka, ktera se vaze v oblasti C-terminalni domény
lidského FGF1. Doporucend aplikace pro tuto protilatku, je detekce FGF1 a FGF2 na mysi,
kryse a na lidech. Bloka¢ni sérum a sekundarni protilatka byly pouzity z detekcniho kitu
Vectastain goat 1gG.

Pomoci této protilatky byl detekovan FGF-1 pouze na vzorku pravé koncetiny, a to velmi
siln€ v kuli¢ce (celda tmavé hnédd) a pii okrajich kiidla (obr. 22B',C',D’). Déle byl signal
pozorovan jako celd plocha v zizeném konci koncetiny (obr. 22B,C,D). V ledviné byl
zaznamenan signal v oblasti ledvinovych kanalkli, pouze sbéraci kanalky byly negativni

(obr. 22A).
A

Obr. 22: Detekce FGF-1 (C-19) ve ziZeném konci pravé konéetiny a v oblasti kuli¢ky. Zvétseno 5x (A, B, C) a
10x (A, B', C'). Meé&fitko je 100 um.
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5.2.3. Detekce FGF-1 (FITC)

FGF1 protilatka konjugovana s FITC byla nafedéna v PBS a nasledné skladovana pii —20 °C.
Jedna se o krali¢i polyklonalni protilatku doporucenou pro detekci FGF1 u mysi, krysy a u
Clovéka. Bloka¢ni sérum bylo pouzito zkitu Vectastain rabbit IgG a vzorky byly
zamontovany do ProLong Gold antifade reagent.

U této protilatky neméla aplikace citratového pufru zadny vliv na zlepSeni signalu. Signal byl
pozorovan u vSech vzorkd, a to hlavné kolem kulicky (obr. 24C',E') a slabé jako pas uprostted

koncCetiny (obr. 24D",F"). Pozitivita v ledving byla slabsi a rozptylena (obr. 23A',B").

A DAPI

Obr. 23: Signal je patrny v ledvivonych kanalcich a kolem erytrocytti. Nafocené fluorescenénim mikroskopem,

métitko 100 pm.
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Obr. 24: Slaby signal byl pozorovan kolem kulicky a uprostfed koncetiny. Nafocené fluorescenénim

mikroskopem, mefitko100 um.
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Kolem kuli¢ky byl jen slaby signal (obr. 25B",C"), stejné¢ tak pfi okrajich koncetin. Leva

kontrolni konéetina byla zcela negativni (obr. 25A").

: o
-

Obr. 25: Leva konéetina zcela negativni, u pravé je slaby signalu kolem kuli¢ky. Nafocené fluorescenénim

mikroskopem, métitko 100 pm.

6. Diskuze

Role proteinu FGF1 byla dosud zejména zkoumdna v souvislosti se svym sesterskym
proteinem FGF2, s kterym sdili podobnou strukturu, expresni profil a buné¢nou lokalizaci.
Vzhledem k tomu, Ze FGF1 je schopny se vazat a aktivovat vSechny znadmé receptory FGF, je
proto pravdépodobné jedinym substituentem FGF2, a mit tak obdobné biologické funkce
(Miller, 1999).

Samostatné vSak uloha FGFI1 nikdy nebyla dopodrobna zkouména, a proto jsme se rozhodli

otestovat jak pfirozeny protein FGF1, tak jeho modifikované formy. Pfirozeny protein FGF1
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jsme testovali také spolu s heparinem, coz ovS§em nemélo za nésledek vyraznéjs$i morfologické
zmény. Jako modifikované proteiny jsme pouzili FGF1-3x a FGF1- 3x112. Dosud nebyl
proveden zadny vyzkum, ktery by prokazal zménu fenotypu po jejich pouziti. Pouze Miller
(1998) porovnaval FGF1 a FGF2 knockout u mysi.

U mysi FGF2" byly pozorovany rozdily ve struktufe mozku a reparaci tkani, zatimco u
FGF1”™ mysi nebyla pozorovan 74dnd zména fenotypu. Analyza FGF1-FGF2 double-
knockout nevysvétlila pomérné slabé projevy fenotypovych zmén, spojené s inaktivaci pouze
jednoho z danych faktort. Jejich fenotyp nebyl vyraznéjsi nez u samotného FGF2™" (Miller,
1998).

Z naseho vyzkumu je patrné, ze pouziti FGF1-WT nevykazuje ¢asté morfologické zmény,
jako tomu bylo u modifikovaného protein FGF1-3x. Aplikaci FGF1 do koncetiny jsme
ektopicky navysili mnozstvi FGF1 v posteriorni ¢asti koncetiny, a morfologie skeletu se
nasledné zacala ménit zejména v této oblasti. Ulna byla kratsi a tlustsi, a tim se radius musel
vyklenout, aby udrZel spojeni v oblasti kloubl. Stejné¢ tak doSlo ke zmenSeni a ztlusténi
humeru. Tyto deformity jsou morfologicky podobné s poruchou signalizace FGFR3, které
nastavaji pii vzniku achondroplazie. Tato nemoc je dédicnd a dochazi pii ni k poruse
enchondralni osifikace ovliviiujici rist kosti do délky. Kosti jsou pak napadné kratkeé,
zakfivené, avSak normalné¢ Siroké. Z tohoto diivodu by nas vyzkum mohl byt v budoucnosti

vyuzit jako model pro studium poruch chondrogeneze.

7. Zavér

V praci byl sledovan vliv tii forem proteinu FGF1 (FGF1-WT, FGF1-WT s heparinem,
FGF1-3x a FGF1-3x112) na vyvoj koncetin u kufecich embryi se zaméfenim na externi
morfologii a skeletalni abnormality. Dale byla provedena detekce proteinu FGF1
Vv embryonalni tkani s vyuzitim tfi riznych protilatek: FGF-1 (B-3), FGF1 (C-19) a FGF1
(FITC) na histologickych fezech koncetiny po aplikaci proteinu FGF1. Ziskané vysledky lze

shrnout do n€kolika nésledujicich bodu:

e Samotny FGFI1-WT je povazovéan za velmi nestabilni. Tomuto tvrzeni odpovidaji 1

vysledky, kdy pii pouziti nejvyssi koncentrace proteinu vykazovalo pouze 17,24 %
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embryi zménu fenotypu. Dokonce ani pouziti heparinu pro stabilizaci FGF1-WT

neprokazalo vyrazng€jsi defekty, pouze vyssi umrtnost s vyssi ddvkou heparinu.

Modifikované formy FGF1 proteinu zplsobily vyraznné zmény fenotypu. Hlavnimi
znaky byla zkracena ulna a humerus, abnormalné vyvinuté klouby nebo chrupavcity
vybézek na ulné. V tomto ptipad€ se vyskyt abnormalit u embryi pohyboval kolem
50-60 %.

U vSech pouzitych protilatek byl detekovan FGF1, a to nejcastéji tésne kolem kulicky
nasaklé aplikovanym proteinem nebo pfimo v ni. Na kontrolnich levych koncetinach
zaddny signal pozorovan nebyl. Tyto protilatky se tedy daji pouzit i na kufecich

embryich, nicméné jako nejvhodnéjsi se jevi potilatka s na vazanym FITC pro detekci

ve fluorescencnim mikroskopu.

8. Seznam pouzitych zkratek

AER — ,,apical ectodermal ridge* (apikalni ektodermovy hieben)

FGF — ,.fibroblast growth factor (fibroblastovy riistovy faktor)

SHH — ,,Sonic hedgehog*

BMP — ., Bone morphogenetic protein“ (kostni morfogeneticky protein)
WT — ,,wild type* (pfirozeny protein)

Hox — Homeobox

HSPG — heparan sulfat

FGFR — ,,Fibroblast growth factor receptor* (receptor pro fibroblastovy riistovy faktor)
ZPA — zo6na polarizacni aktivity

IM — intermediate mesoderm*

PBS — ,,phosphate bufferred saline* (pufrovany solny roztok)

DAB — diaminobenzidin
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10. P¥ilohy

10.1. Abstrakt

— vysledky projektu budou prezentovany na konferenci ,,17th International Congress of

Developmental Biology* v Mexiku (¢erven 2013)

Thermal stability regulates fibroblast growth factor signaling

lva Vesela®, Marcela Buchtova®, Renata Zajickova®, Malgorzata Zakrzewska®, Antoni
Wiedlocha®and Pavel Krejci'

! Institute of Experimental Biology, Masaryk University, Brno, Czech Republic

2 Department of Anatomy, Histology and Embryology, University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic

3 Centre for Cancer Biomedicine, University of Oslo, Norway

Fibroblast growth factor (FGF) system represents one of the fundamental tools of cell
communication. Eighteen FGFs act as tissue growth factors or metabolic hormones to
regulate many important processes throughout development, life, and disease. We report that
biological activity of FGF1, FGF4, FGF5, FGF6, FGF8, FGF9, FGF16-18, and FGF20 is
severely limited in vitro and in vivo, manifested as failure to activate downstream FGF-
receptor (FGFR) signaling and/or to influence specific cell behavior. This phenotype is not
caused by FGFR specificity or the absence of appropriate low affinity FGF co-receptors (the
heparan sulfate proteoglycans) at the cell surface. Instead, a failure to signal stems from
thermal instability in at least 10 different members of FGF family. We further report that
experimental stabilization via heparin binding, introduction of stabilizing mutations or
lowering the cell cultivation temperature rescues the biological activity of unstable FGFs in
both in vitro and in vivo conditions. Our data suggest that limited thermal stability might

influence the biological activity of extracellular signaling molecules.
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10.2. Tabulky injektazi

42



a) FGF1 WT

Oznaceni Datum Zplisob aplikace Koncetrace Stadium Dead or alive Datum odbéru  |Fixace Typ kulicky Externi fenotyp Skeletalni fenotyp
MB1257 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 19.12.2011|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB1258 9.12.2011|implantace do kiidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB1259 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH |Affi blue normal normal
normal (rozpadlo se v
MB 1300 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH | Affi blue normal KOH)
MB 1302 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1304 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH |Affi blue normal normal
humerus and

MB 1305 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 alive 21.12.2011|100% EtOH | Affi blue normal metacarpus little shorter
MB 1306 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH |Affi blue normal little thicker ulna
MB 1307 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 12.12.2011 |4%pfa Affi blue R wing shorter
MB 1309 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH | Affi blue normal little thicker ulna
MB 1311 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH |Affi blue normal normal

R wing twisted and | small process on
MB 1312 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH |Affi blue brachium thinner antebrachium
MB 1313 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 alive 20.12.2011/100% EtOH |Affi blue R wing longer normal
MB 1332 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.12.2011|100% EtOH |SM2 normal normal
MB 1334 9.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 19.12.2011|100% EtOH |SM2 normal normal
MB 1447 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 alive 6.2.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1448 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1449 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1450 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal

R wing without

autopodium, nice

phenotype, open
MB 1452 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 dead 1.2.2012|4%pfa Affi blue abdominal cavity

R wing shorter

autopodium, open
MB 1453 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 21 dead 1.2.2012|4%pfa Affi blue abdominal cavity
MB 1454 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1456 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1457 27.1.2012|implantace do kiidla |1 mg/ml 21 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1458 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1459 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1460 27.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 18 alive 6.2.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1461 27.1.2012|implantace do kiidla |1 mg/ml 20 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1463 27.1.2012|implantace do kiidla |1 mg/ml 21 alive 6.2.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal




MB 1667 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1668 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1669 17.4.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1670 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1673 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1674 17.4.2012/implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1676 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1677 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 22 dead 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1678 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1679 17.4.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1680 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal humerus little shorter
MB 1681 17.4.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1682 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 dead 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1683 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 dead 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1684 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
metacarpal bone little
MB 1687 17.4.2012/implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue R wing shorter shorter and thinner
MB 1688 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1691 17.4.2012/implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1693 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1694 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal little shorter humerus
MB 1695 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1697 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal little shorter humerus
MB 1698 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 21 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1704 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 dead 23.4.2012|4%pfa Affi blue normal
MB 1705 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 22 dead 23.4.2012 4%pfa Affi blue normal
MB 1707 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 22 dead 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1709 17.4.2012/implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1710 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 22 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1711 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1713 17.4.2012/implantace do kfidla 0,5 mg/ml 22 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue R wing little shorter | normal
MB 1715 17.4.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 22 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1716 17.4.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1717 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 24 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1719 17.4.2012/implantace do kfidla 0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1721 17.4.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 23 alive 30.4.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
normal (rozpadlo se v
MB 1783 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012/100% EtOH |Affi blue normal KOH)
MB 1785 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1788 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 21 alive 28.5.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1789 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 dead 22.5.2012|4%pfa Affi blue normal
MB 1790 18.5.2012|implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012/100% EtOH | Affi blue normal normal




MB 1791 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 21 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1792 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1793 18.5.2012|implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1794 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1795 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1796 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1797 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1798 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
MB 1799 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1800 18.5.2012|implantace do kfidla |0,25 mg/ml 19 alive 28.5.2012|100% EtOH | Affi blue R winf little shorter | normal
b) FGF1 WT s heparinem
Oznaceni Datum Zplsob aplikace Koncetrace |Stadium Dead or alive Datum odbéru |Fixace Typ kulicky  [Externi fenotyp Skeletalni fenotyp
F0.5-HO05
MB1955 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 21 dead Affi blue
F0.5-HO05
MB1956 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 21 dead 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F05-HO05
MB1957 2.10.2012|implanatce do kridla mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH |Affi blue normal
F05-HO05
MB1958 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 22 dead Affi blue
FO0.5-HO05 R wing little
MB1959 2.10.2012|implanatce do kridla mg/mi 22 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue shorter
F0.5-HO05
MB1960 2.10.2012 implanatce do kfidla mg/ml 20 dead Affi blue
F05-HO05
MB1961 2.10.2012|implanatce do kridla mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH |Affi blue normal
F0.5-HO05
MB1962 2.10.2012 implanatce do kfidla mg/ml 19 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.5-HO05 R wing little
MB1963 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH |Affi blue shorter
F0.5-HO05
MB1964 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH |Affi blue normal
F05-HO0.5
MB1965 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.5-HO05
MB1966 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/mi 21 dead Affi blue
F0.5-HO05
MB1967 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.5-HO05
MB1968 2.10.2012|implanatce do kfidla mg/mi 21 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal




F0.5-HO0.5

MB1969 2.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 20 daad 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
R wing little
FO0.5-HO0.5 shorter, deformed
MB1970 2.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 22 dead 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue shape
FO0.5-HO0.5
MB1971 2.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F05-HO0.5
MB1972 2.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 20 dead Affi blue
F0.125-H little shorter
MB1973 2.10.2012|implantace do kridla 0.5 mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH | Afii blue antebrachium
FO0.125-H
MB1974 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 dead Affi blue
F0.125-H
MB1975 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.125-H
MB1976 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 22 alive 13.10.2012|100% EtOH | Afii blue normal
FO0.125-H
MB1977 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 22 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
little shorter, 1st
finger missing,
FO0.125-H other fingers
MB1978 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH |Affi blue deformed
FO0.125-H
MB1979 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Afii blue normal
F0.125-H
MB1980 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.125-H
MB1981 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.125-H
MB1982 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Afii blue normal
F0.125-H
MB1983 2.10.2012 |implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH |Affi blue only little shorter
F 0.125 - H
MB1984 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.125-H
MB1985 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F 0.125 - H
MB1986 2.10.2012|implantace do kridla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.125-H
MB1987 2.10.2012|implantace do k¥idla 0.5 mg/ml 20 dead Affi blue
F0.125-H
MB1988 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.125-H
MB1989 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 dead Affi blue
F0.125-H
MB1990 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.125-H
MB1991 2.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2139 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue little shorter
F0.25-H
MB2140 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal




F0.25-H

MB2141 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
mMB2142 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 22 alive 11.11.2012|/100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H
MB2143 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 22 Affi blue
FO0.25-H
MB2144 31.10.2012|implantace do kridla 0.5 mg/ml 20 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2145 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 19 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2146 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 23 Affi blue
F0.25-H
MB2147 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2148 31.10.2012|implantace do kridla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2149 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 22 Affi blue
FO0.25-H
MB2150 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 20 Affi blue
FO0.25-H
MB2151 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H
MB2152 31.10.2012|implantace do kridla 0.5 mg/ml 20 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2153 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2154 31.10.2012|implantace do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2155 31.10.2012|implantace do kridla 0.5 mg/ml 22 Affi blue
FO0.25-H
MB2156 31.10.2012|implantace do kridla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2157 31.10.2012|implantace do kfidla mg/mi 22 dead 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2158 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 21 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2159 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 22 Affi blue
F0.25-H25
MB2160 31.10.2012|implantace do kfidla mg/mi 22 Affi blue
FO0.25-H25
MB2161 31.10.2012|implantace do kridla mg/ml 21 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2162 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 21 Affi blue
F0.25-H25
MB2163 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 23 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2164 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH |Affi blue normal
F0.25-H25
MB2165 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 23 Affi blue




F0.125-H

MB1989 2.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 21 dead Affi blue
F0.125-H
MB1990 2.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 13.10.2012/100% EtOH | Affi blue normal
FO0.125-H
MB1991 2.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 13.10.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2139 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue little shorter
FO0.25-H
MB2140 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2141 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H
MB2142 31.10.2012|implanatce do kridla 0.5 mg/ml 22 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2143 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 22 Affi blue
FO0.25-H
MB2144 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 20 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2145 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 19 alive 11.11.2012100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H
MB2146 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 23 Affi blue
FO0.25-H
MB2147 31.10.2012|implanatce do kridla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2148 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2149 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 22 Affi blue
FO0.25-H
MB2150 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 20 Affi blue
F0.25-H
MB2151 31.10.2012|implanatce do kridla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012|{100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2152 31.10.2012|implanatce do kridla 0.5 mg/ml 20 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2153 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H
MB2154 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 21 alive 11.11.2012|/100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H
MB2155 31.10.2012|implanatce do kridla 0.5 mg/ml 22 Affi blue
FO0.25-H
MB2156 31.10.2012|implanatce do kfidla 0.5 mg/ml 23 alive 11.11.2012100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2157 31.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 22 dead 11.11.2012|100% EtOH |Affi blue normal
F0.25-H25
MB2158 31.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 21 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue normal
FO0.25-H25
MB2159 31.10.2012|implanatce do kfidla mg/mi 22 Affi blue
FO0.25-H25
MB2160 31.10.2012|implanatce do kfidla mg/ml 22 Affi blue




F0.25-H25

MB2166 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 24 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2167 31.10.2012|implantace do kfidla mg/mi 22 Affi blue
F0.25-H25
MB2168 31.10.2012 implantace do kfidla mg/ml 23 Affi blue
F0.25-H25
MB2169 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 22 alive 11.11.2012100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2170 31.10.2012|implantace do kfidla mg/mi 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
R wing little
shorter, small
F0.25-H25 process on the
MB2171 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue antebrachium
F0.25-H25
MB2172 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 21 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue little shorter
F0.25-H25
MB2173 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 23 alive 11.11.2012|/100% EtOH |Affi blue normal
F0.25-H25
MB2174 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 23 Affi blue
F0.25-H25
MB2175 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 21 Affi blue
F0.25-H25
MB2176 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 20 alive 11.11.2012/100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2177 31.10.2012|implantace do kridla mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
F0.25-H25
MB2178 31.10.2012|implantace do kfidla mg/ml 23 alive 11.11.2012|100% EtOH | Affi blue normal
MB2445 12.12.2012 implantace do kfidla |25 mg/ml 21 dead 22.12.2012|100% EtOH |Affi blue normal
MB2446 12.12.2012implantace do kfidla |25 mg/ml 19 alive 22.12.2012|100% EtOH |Affi blue normal
MB2447 12.12.2012 |implantace do kfidla |25 mg/ml 20 alive 22.12.2012|100% EtOH | Affi blue normal
MB2448 12.12.2012 |implantace do kfidla |25 mg/ml 23 Affi blue
MB2449 12.12.2012 implantace do kfidla |25 mg/ml 20 alive 22.12.2012|100% EtOH |Affi blue normal
MB2450 12.12.2012 |implantace do kfidla |25 mg/ml 20 Affi blue
MB2451 12.12.2012 |implantace do kfidla |25 mg/ml 21 Affi blue
MB2452 12.12.2012|implantace do kfidla |25 mg/ml 21 Affi blue
MB2453 12.12.2012 |implantace do kfidla |25 mg/ml 20 Affi blue
MB2454 12.12.2012 |implantace do kfidla 25 mg/ml 21 Affi blue
MB2455 12.12.2012 implantace do kfidla |25 mg/ml 21 alive 22.12.2012|100% EtOH |Affi blue normal
MB2456 12.12.2012implantace do kfidla |25 mg/ml 21 alive 22.12.2012/100% EtOH |Affi blue normal
MB2457 12.12.2012 |implantace do kfidla |25 mg/ml 21 Affi blue
MB2458 12.12.2012 implantace do kfidla |25 mg/ml 21 alive 22.12.2012|100% EtOH |Affi blue normal
MB2459 12.12.2012 implantace do kfidla |25 mg/ml 21 alive 22.12.2012|100% EtOH |Affi blue normal
MB2460 12.12.2012implantace do kfidla |25 mg/ml 20 alive 22.12.2012/100% EtOH |Affi blue normal
MB2461 12.12.2012 |implantace do kfidla |25 mg/ml 20 alive 22.12.2012|100% EtOH | Affi blue normal




MB2462 12.12.2012|implantace do kfidla |25 mg/ml 20 Affi blue
MB2463 12.12.2012|implantace do kfidla 25 mg/mi 20 alive 22.12.2012/100% EtOH | Affi blue normal
MB2464 12.12.2012 |implantace do kfidla |25 mg/ml 20 Affi blue
MB2465 12.12.2012|implantace do kfidla 25 mg/mi 20 alive 22.12.2012/100% EtOH |Affi blue normal
MB2466 12.12.2012|implantace do kfidla 25 mg/mi 20 alive 22.12.2012100% EtOH |Affi blue normal
MB2467 12.12.2012|implantace do kfidla 25 mg/mi 20 alive 22.12.2012|100% EtOH | Affi blue normal
MB2468 12.12.2012|implantace do kfidla |25 mg/ml 20 Affi blue
MB2469 12.12.2012|implantace do kfidla 25 mg/mi 19 Affi blue
MB2470 12.12.2012|implantace do kfidla 25 mg/mi 20 alive 22.12.2012/100% EtOH |Affi blue normal
c) FGF1 3x
Oznaceni Datum ZpUsob aplikace Koncetrace [Stadium Dead or alive Datum odbéru Fixace Typ kulicky |Externi fenotyp Skeletélni fenotyp
MB1223 8.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 20.12.2011/100% EtOH |Affi blue normal normal
humerus shorter and thicker, process

MB1224 8.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 21 alive 20.12.2011|100% EtOH |Affi blue R wing smaller on humerus

R wing longer and humerus shorter and thicker
MB1225 8.12.2011|implantace do kfidla 1 mg/ml 22 alive 20.12.2011|100% EtOH |Affi blue smaller autopodium (rozpadlo se v KOH)

R wind smaller
MB1228 8.12.2011|implantace do kfidla 1 mg/ml 20 dead 12.12.2011 |4%pfa Affi blue autopodium

R wind smaller
MB1230 8.12.2011|implantace do kfidla 1 mg/mi 21 dead 12.12.2011 |4%pfa Affi blue autopodium
MB1235 8.12.2011|implantace do kfidla 1 mg/ml 20 dead 12.12.2011 |4%pfa Affi blue R wing smaller
MB 1496 8.2.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 17.2.2012|100% EtOH |Affi blue R wing smaller humerus shorter and thicker
MB 1497 8.2.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 17.2.2012/100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1498 8.2.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 17.2.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus shorter
MB 1499 8.2.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 17.2.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus shorter
MB 1500 8.2.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 17.2.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus little shorter
MB 1501 8.2.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 17.2.2012|/100% EtOH |Affi blue normal normal

nice fenotyp, R wing humerus rudimental, radius bended,
MB 1502 8.2.2012|implantace do kiidla |1 mg/ml 20 alive 17.2.2012|/100% EtOH |Affi blue shorter ulna thicker
MB 1503 8.2.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 21 alive 17.2.2012/100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1506 8.2.2012|implantace do kfidla 1 mg/ml 21 alive 17.2.2012/100% EtOH |Affi blue fenotyp, R wing shorter |shorter humerus, gibbous radius
MB 1507 8.2.2012|implantace do kfidla 1 mg/ml 21 alive 17.2.2012/100% EtOH |Affi blue fenotyp, R wing shorter |shorter humerus, gibbous radius

humerus shorter, process on

MB 1508 8.2.2012|implantace do kfidla 1 mg/mi 20 alive 17.2.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter humerus
MB 1509 8.2.2012|implantace do kfidla 1 mg/ml 20 alive 17.2.2012/100% EtOH |Affi blue R wing shorter humerus shorter and thicker

R wing thinner, radius and ulna little shorter,
MB 1595 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 dead 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue anoftalmie metacarpus and digiti little shorter




MB 1596 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 21 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus little shorter
humerus shorter and thicker with
MB 1597 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 21 dead 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal deformed shape, ulna little thicker
gibbous radius, thick and short ulna,
very short and thick humerus, digitus
MB 1598 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 18.3.2012(100% EtOH |Affi blue R wing shorter, thicker |alularis with small process
MB 1599 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 18.3.2012 (4% pfa Affi blue R wing shorter, thicker
thick and short humerus with
MB 1600 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal deformed shape, little thicker ulna
humerus short and thick with
deformed shape, little shorter and
MB 1604 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/mi 21 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter thicker ulna, first joint crooked
shorter and thicker humerus with
deformed shape, gibbous radius with
wrong connection to joint, ulna
MB 1605 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 21 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter shorter and thicker-deformed
shorter and thicker humerus with
deformed shape, gibbous radius, ulna
shorter and thicker, on digitus major
MB 1606 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/mi 20 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter deformed first finger
humerus shorter and thicker with
deformed shape, little shorter and
R wing shorter, process |thicker ulna, ectopic cartilage close
MB 1611 9.3.2012 implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 18.3.2012|100% EtOH | Affi blue on antebrachium antebrachium
shorter humerus, gibbous radius,
R wing shorter, open ulna shorter and thicker with wrong
MB 1612 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 18.3.2012(100% EtOH |Affi blue abdominal cavity connection to first joint
R wing shorter bended
on other side, open humerus very small, just crista
abdominal and chest pectoralis, radius with wrong
MB 1613 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue cavity connection to second joint
R wing shorter and humerus very small with deformed
MB 1614 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 19 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue thicker shape, small process from ulna
short and thick humerus with
deformed shape, gibbous radius,
thick and short ulna, small process
MB 1615 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter from digitus alularis
MB 1616 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 18.3.2012(100% EtOH |Affi blue R wing shorter little shorter humerus and ulna
R wing different shape
MB 1617 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/mi 19 dead 12.3.2012 |4%pfa Affi blue of autopodium
shorter and thicker humerus with
deformed shape, both joints
deformed, radius with wrong
connection to the second one, little
MB 1618 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 21 alive 18.3.2012(100% EtOH |Affi blue R wing little shorter thicker ulna
shorter and thicker humerus with
MB 1619 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 21 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal deformed shape
R wing shorter, smaller |shorter and thicker humerus with
MB 1620 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 21 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue and thinner deformed shape, little thicker ulna
autopodium a bit
MB 1621 9.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 19 dead 12.3.2012 |4%pfa Affi blue thinner
MB 1624 9.3.2012|implantace do kridla 0,5 mg/mi 20 alive 18.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal little shorter ulna, shorter humerus




humerus little shorter and thicker,

MB 1732 18.4.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue R wing little shorter ulna little thicker
humerus shorter and thicker, gibbous
MB 1735 18.4.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter (1/2) radius, ulna shorter and thicker
humerus shorter and thicker, gibbous
MB 1736 18.4.2012 |implantace do kfidla 0,5 mg/mi 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter (1/2) radius, ulna shorter and thicker
little shorter humerus, ulna little
MB 1738 18.4.2012|implantace do kfidla  |0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue normal shorter and thicker
MB 1739 18.4.2012 implantace do kfidla 0,5 mg/mi 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
thicker and shorter humerus, small
MB 1740 18.4.2012 implantace do kfidla 0,5 mg/mi 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue normal process on antebrachium
MB 1741 18.4.2012 implantace do kiidla 0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue R wing little shorter little shorter humerus
humerus shorter and thicker, gibbous
MB 1744 18.4.2012 implantace do kfidla 0,5 mg/mi 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter (1/2) radius, ulna shorter and thicker
MB 1746 18.4.2012implantace do kiidla  |0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal humerus shorter and thicker
MB 1747 18.4.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/mi 20 dead 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue R wing little thinner gibbous radius, thick and short ulna
wing normal, open
MB 1748 18.4.2012 |implantace do kfidla 0,5 mg/mi 19 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue abdominal cavity normal
humerus shorter and thicker, gibbous
MB 1749 18.4.2012 |implantace do kfidla 0,5 mg/mi 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter (1/2) radius, ulna shorter and thicker
MB 1751 18.4.2012|implantace do kiidla 0,5 mg/ml 19 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue normal little shorter humerus
MB 1752 18.4.2012|implantace do kiidla  |0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue normal little shorter humerus
MB 1754 18.4.2012 implantace do kiidla  |0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal little shorter humerus
MB 1755 18.4.2012 implantace do kiidla  |0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal little shorter humerus
MB 1757 18.4.2012|implantace do kfidla ~ |0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue normal shorter humerus
MB 1758 18.4.2012|implantace do kfidla  |0,5 mg/ml 20 alive 30.4.2012|100% EtOH | Affi blue normal little shorter humerus
MB 1759 18.4.2012 |implantace do kfidla 0,5 mg/mi 20 alive 30.4.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter gibbous radius, thick and short ulna
MB 1766 18.5.2012 implantace do kiidla  |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus shorter and thicker
small process on the
MB 1767 18.5.2012 implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue antebrachium humerus rudimental
small process on the
MB 1768 18.5.2012|implantace do kiidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue antebrachium humerus shorter and thicker
MB 1769 18.5.2012 |implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal (rozpadlo se v KOH)
MB 1770 18.5.2012|implantace do kfidla 0,25 mg/ml 21 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus shorter and thicker
MB 1773 18.5.2012 implantace do kiidla  |0,25 mg/ml 21 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1774 18.5.2012|implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
humerus shorter and thicker, gibbous
MB 1775 18.5.2012 |implantace do kfidla 0,25 mg/ml 21 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter radius, ulna shorter and thicker
MB 1776 18.5.2012 |implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus shorter and thicker
MB 1777 18.5.2012 |implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 dead 22.5.2012|4%pfa Affi blue normal
MB 1778 18.5.2012|implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 dead 22.5.2012|4%pfa Affi blue normal
MB 1779 18.5.2012|implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus rudimental
small process on the
antebrachium, R wing
MB 1780 18.5.2012 implantace do kiidla  |0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue smaller and shorter humerus rudimental




MB 1781 18.5.2012|implantace do kfidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
small precess on the
antebrachium, R wing a
MB 1782 18.5.2012|implantace do kiidla 0,25 mg/ml 20 alive 28.5.2012|100% EtOH |Affi blue bit shorter humerus shorter and thicker
d) FGF1 3x112
Oznaceni Datum ZpUisob aplikace Koncetrace |Stadium Dead or alive Datum odbéru Fixace Typ kulicky  |Externi fenotyp Skeletalni fenotyp
MB1169 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 12.12.2011 |4%pfa Affi blue normal
R wing shorter and
MB1170a 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 24 12.12.2011|100%EtOH | Affi blue antebrachium thicker in staining
shape of autopodium
MB1170b 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 24 dead 12.12.2011 |4%pfa Affi blue deformed
R wing longer and smaller
MB1172 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 23 dead 13.12.2011 |4%pfa Affi blue autopodium
MB1173 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 22 dead 20.12.2011|100%EtOH |Affi blue R wing shorter radius longer, ulna thicker
MB1174 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 24 dead 13.12.2011 |4%pfa Affi blue
R wing longer and smaller
MB1179 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 13.12.2011 |4%pfa Affi blue autopodium
R wing shorter and
MB1182 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 22 dead 13.12.2011|100% EtOH |Affi blue antebrachium thicker in staining
MB1191 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 20.12.2011|100% EtOH |SM2 normal normal
MB1193 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 18 alive 20.12.2011|100% EtOH |SM2 normal normal
MB1195 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 dead 12.12.2011 |4%pfa SM2 normal
MB1196 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 20.12.2011|100% EtOH |SM2 normal normal
MB1198 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 20.12.2011/100% EtOH |SM2 Lwing (treated) little shorter |normal
R wing longer and smaller
MB1200 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 12.12.2011 |4%pfa SM2 autopodium
R wing shorter and smaller
MB1201 7.12.2011 |implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 12.12.2011 |4%pfa SM2 autopodium
MB1202 7.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 20.12.2011|100% EtOH |SM2 normal normal
bump on 1. finger otherwise
MB 1339 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 18 alive 21.1.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1348 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 12.1.2012|4%pfa Affi blue normal
MB 1349 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 13.1.2012|4%pfa Affi blue normal
MB 1358 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 alive 21.1.2012|100%EtOH | Affi blue normal humerus shorter
MB 1360 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.1.2012|100%EtOH | Affi blue normal normal
R wing shorter, twisted and
MB 1367 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.1.2012|100%EtOH | Affi blue 1. finger missing only some bones are formed
shorter antebrachium, abnormal
MB 1370 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 21.1.2012|100%EtOH | Affi blue normal fingers
MB 1372 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 alive 21.1.2012|100%EtOH | Affi blue normalni normal (rozpadlo se v KOH)




humerus almost missing, thicker

MB 1376 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 alive 21.1.2012|100%EtOH | Affi blue R wing shorter and thinner |and shorter
R wing thinner and very
MB 1378 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 19 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue small autopodium
MB 1380 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 alive 21.1.2012|100%EtOH | Affi blue R wing shorter humerus shorter
R wing thinner and longer,
MB 1381 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue smaller autopodium
R wing thicker
antebrachium and small
bumb on distal radius thicker, humerus thicker
MB 1382 11.12.2011|implantace do kfidla |1 mg/ml 20 dead 21.1.2012|100%EtOH | Affi blue antebrachium and shorter
R wing a bit longer and
MB 1411 12.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 21 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue thinner
R wing little longer and
MB 1413 12.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 22 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue thinner
smaller autopodium and R
MB 1415 12.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 24 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue wing thinner
wings smaller and open
MB 1416 12.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 23 alive 21.1.2012/100% EtOH |Affi blue abdomen humerus shorter
MB 1418 12.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 24 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue weak autopodium
R wing little longer and
MB 1421 12.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 25 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue autopodium smaller
MB 1425 12.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 25 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue normal
MB 1426 12.1.2012|implantace do kfidla |1 mg/ml 25 dead 16.1.2012|4%pfa Affi blue normal
humerus shorter and thicker,
MB 1543 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 3.2.2012|100% EtOH |Affi blue normal ulna thicker, shorter autopodium
humerus shorter and thicker,
MB 1544 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal ulna thicker, shorter autopodium
MB 1545 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 19 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1546 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus little thicker
MB 1547 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus shorter and thicker
R autopodium a bit smaller,
abdominal and chest cavity
MB 1549 2.3.2012|implantace do kfidia 0,5 mg/ml 20 dead 9.3.2012 |4%pfa Affi blue open
MB 1550 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 dead 5.3.2012|4%pfa Affi blue normal
humerus almost missing, thicker
MB 1377 12.12.2011|implantace do kfidla |2 mg/ml 20 alive 22.1.2012|101%EtOH | Affi blue R wing shorter and thinner |and shorter
R wing thinner and very
MB 1379 12.12.2011|implantace do kfidla |2 mg/ml 20 dead 17.1.2012|5%pfa Affi blue small autopodium
MB 1381 12.12.2011|implantace do kfidla |2 mg/ml 21 alive 22.1.2012|101%EtOH | Affi blue R wing shorter humerus shorter
R wing thinner and longer,
MB 1382 12.12.2011|implantace do kfidla |2 mg/ml 21 dead 17.1.2012|5%pfa Affi blue smaller autopodium
R wing thicker
antebrachium and small
bumb on distal radius thicker, humerus thicker
MB 1383 12.12.2011|implantace do kfidla |2 mg/ml 21 dead 22.1.2012|101%EtOH | Affi blue antebrachium and shorter




small process on forearm,

MB 1558 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 21 dead 10.3.2012|100% EtOH |Affi blue else normal in staining
abdominal and chest cavity
MB 1559 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 18 alive 13.3.2012|100% EtOH |Affi blue open normal
MB 1560 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 13.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
gibbous radius, shorter and
thicker ulna, both joints are
MB 1561 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 19 alive 13.3.2012|100% EtOH |Affi blue smaller wing crooked
MB 1562 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 19 alive 13.3.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal
R wing smaller and thicker,
spiry process from shorter fingers, humerus thicker
MB 1564 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 19 alive 13.3.2012|100% EtOH |Affi blue antebrachium (kus chybi, chyba pfi odberu)
MB 1565 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 13.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1566 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 13.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal humerus shorted and thicker
MB 1567 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 13.3.2012|100% EtOH |Afii blue normal normal
ulna shorter and thicker, first
joint deformed, gibbous radius
with wrong connection to the
second joint, digitus alularis with
fenotyp, shorter thicker extra phalanges, humerus
MB 1568 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 19 alive 13.3.2012|100% EtOH |Affi blue wing shorter
MB 1569 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 19 alive 13.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal little shorter humerus
ulna little shorter, radius little
longer, articulatio deformed,
MB 1570 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal digitus allularis deformed
MB 1571 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 18 dead 12.3.2012|100% EtOH | Affi blue normal
gibbous radius, shorter and
thicker ulna, both joints are
crooked, phalanges shorter,
humerus shorter and thicker with
MB 1572 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue R wing shorter deformed shape
MB 1573 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 dead 8.3.2012|4%pfa Affi blue open abdominal cavity
open abdominal cavity,
MB 1574 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 18 dead 8.3.2012|4%pfa Affi blue limbs normal
thinner wing, strangulated |humerus shorter and thicker,
MB 1575 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue enamel ulna little deformed in articulatio
humerus shorter and thicker with
deformed shape, ulna little
MB 1577 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal thicker
humerus shorter, there is a
small bony process sticky out
wings normal, open from ulna on the first joint,
MB 1578 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue abdominal and chest cavmty |crooked joints
smaller wing, open
MB 1579a 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 21 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue abdominal and chest cavity |normal
MB 1579b 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 21 alive 12.3.2012|4%pfa Affi blue normal
MB 1580 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 21 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal little shorter humerus
MB 1581 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue R wing little shorter normal
wings normal, open
MB 1582 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 19 alive 12.3.2012|100% EtOH | Affi blue abdominal and chest cavity |little shorter ulna
MB 1583 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 21 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal, gut out normal




R wing shorter, small

MB 1584 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue process in antebrachium process from ulna

process from ulna, without
MB 1585 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 22 alive 12.3.2012|100% EtOH | Affi blue normal digitus minor
MB 1586 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 19 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue normal normal
MB 1587 2.3.2012|implantace do kfidla | 0,5 mg/ml 20 dead 12.3.2012|100% EtOH | Affi blue normal normal

humerus little shorter, ectopic
MB 1588 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 alive 12.3.2012|100% EtOH |Affi blue R wing little thicker cartilage close antebrachium
MB 1589 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 20 dead Affi blue
MB 1590 2.3.2012|implantace do kfidla |0,5 mg/ml 18 alive 13.3.2012|100% EtOH | Affi blue R wing thinner normal

R wing a bit smaller

MB 1591 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 19 dead 4.3.2012 |4%pfa Affi blue autopodium

humerus little shorter, radius
MB 1592 2.3.2012|implantace do kfidla 0,5 mg/ml 20 alive 13.3.2012|100% EtOH | Affi blue normal and ulna shorter and thicker




