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Abstrakt :

Schopnost slySet hraje nedilnou roli v odmiypreziti a komunikaci u &Siny obratlové.
U lidi je navic tato schopnostil@zita pro vyvojieci narozeného dite (Joshi et Tucker,
2012) i jeho z&ereni do spolénosti (Richter et al, 2010).

V ramci této prace je vypracovana literarni reSardtahujici se jak k morfologii
sluchového ustroji — konkratastiauris mediatak i k Uplnému p&atku vyvoje stedniho
ucha. Dale je proveden soupis zakladnichigkteré se vyvojedastni.

Kladivko (malleug, kovadlinka i{hcug a tminek &tape¥ jsou nejmenSimi kostmi
lidského €la. Mezi €mito sluchovymi kistkami, které tvii stedni ucho, se nachazi také
nejmensi kloubni spojeni. Spravna expresetugéteré ovliviuji osifikaci a skloubeni
sluchovych kstek, je pro vyvoj sluchu zasadni. Dojde-Ehbm vyvoje k fazi &chto
kustek, ma to fatalni nasledek pro vyvoj sluchu, gtettak dochazi kipvodnim vadam
ve sluchovém ustroji. Embryonalniynd této oblasti je velmi rozmanitymalleusaincus
se vyviji enchondralni osifikaci z proximalriasti Meckelovy chrupavky prvniho
Zaberniho obloukustapesse vyviji z druhého Zaberniho oblouku, bubinkouéind ma
svij v pavod v prvni Zaberni vychlipce a bubinekgmbrana tympahima dokonce jvod
troji — ektoderm prvni Zaberni ryhy, entoderm priaberni vychlipky a je§tmezi nimi
lezici vrstveku mesenchymu.

Presného pochopenicasoprostorového rozlozeni a dynamiky hlavnich
morfogenetickych procésvéetrg nalezeni klfovych gerd, které se podili na vytveni
funkéniho sluchového aparatu, neni dosud dosazeno, iale sdale se vyvijejicimu

genovému inZenyrstvi by se v budoucnu mohlo vronduméhot zabranit.

Kli¢ova slovasluchové kistky, Meckelova chrupavka, faryngové (Zaberni) obloky
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Abstract:

The auditory sense plays an important role in redppsurvival and communication in
most vertebrates. In human, this ability is neagska speech development at newborns
(Joshi et Tucker, 2012) and also for incorporatdra child into society (Richter et al,
2010).

In scope of this work, a literature search is penied which relates both to morphology of
hearing organs — in particular, to its auris mguiet — and also to the very initial phase of
development of the middle ear. Next to this, anraesv of genes involved in that
development is provided.

The malleus, incusand stapesare the smallest bones of human body. There acethé
smallest joint connections between these audit@sictes. Appropriate expression of
genes which control ossification and joint-connausi of these small elements is crucial
for development of auditory sense. When it comeRisoon of these small bones during
development, it leads to fatal consequences for ahiity to hear due to transfer
imperfections in auditory organs.

Embryogenic origin is miscellaneous in this regiomalleusandincusis developer by
enchondryal ossification from proximal part of Metk cartilage, which belongs to first
branchial arch, thestapesis developed by second branchial arch, the tyntpaavity
origin is in the first branchial pouch and the tyanpm itself has a triple origin — ectoderm
of the first branchial arch, entoderm of the fitstanchial cleft and there is also
mesenchymal layer laying between them.

Precise understanding of spatio-temporal morphdgepeocesses including key genes,
which are involved in fully functional auditory ag, is not reached yet; but, thanks to

permanently developing gene engineering, the imbleafness can be prevented in future.
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1.  Seznam pouZitych zkratek

Bapx1
BMP4

Bagpipe homeobox

Bone morfogenetic protein 4 (kostni morfogexket protein)

Brn4 nebo také Pou3f4 Brain specific homeobox 4; gass 3 homeobox 4

CR

DIx1/2

DNA

ET-1
Hoxa-1/2
Eyal, EYAL

Fgf8/9, FGF8/9

Gdf

Gsc

Lig.

M

MC

Msx1
NCC
PCNA
Prx1

PTP

RA

Six1, SIX1
Sox9 (SRY)
Tcofl

TF
TFAP2A
TUNEL

Crown-rump leght (temeno-ko&ti délka)
Distal-less homeobox1/2
Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kysel)
Endotelin-1
Homeobox A — 1/2
Eyes absent homolog 1
Fibroblast growth factor 8 a 9 (fblasty fistovy faktor)
Growth differentiation factorgstovy diferenciani faktor)
Goosecoid gene
Ligamentum (vaz)
Musculus (sval)
Meckelova chrupavka
Msx homeobox 1
Neural crest cells (fily neuralni listy)

Proliferating cell nuclear antigen (prolifénd jaderny antigen)

Paired related homeobox 1

Protein tyrosin phosphatases

Retinoic acid — kyselina retinova

Six homeobox 1

Sex determination region Y

Treacher Collins Franceschetti syndrome 1
Transkrigni faktor

Transcription factor AP-2 alpha
TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelling



2. Uvod

Ucho — organ sluchu — se skladauwris externaauris mediaa auris interna Auris media
(ucho stedni) zajiSuje pevod zvukovych vin mezi jijimacem* — uSnim boltcem a
mistem, kde dochdzi jejich zpracovani —imih uchem. Sedni ucho se sklada z bubinku
a ti sluchovych kistek ulozenych v bubinkové dutinMorfologie sluchového Ustroji je
ponerné dole prozkoumanou zalezitosti, nicndénoblasti morfogeneze je stdle mnoho
nezodpo¥zenych otadzek. Viedkladané praci je proveden popis morfologie aclpgjie
sluchového Ustroji, se z&henim na sedousni dutinu a na vyvoj a formovani sluchovych
kustek. Podrobné zpracovani této problematiky radu klinickych aplikaci. Nespravny
vyvoj jednotlivych struktur mize vést kasté&né ¢i upiné hluchat, coz zejména dlovéka
vyznamE narusuje komunikaci mezi lidmi i celkovy rozvigti (Joshi et Tucker, 2012).
S vyvojovymi malformacemi v oblastitetlousni dutiny jsou spojenygaevsim gevodni
poruchy sluchu. Tyto vady sluchu mohou byt gengtippkdmirgné (i v ramci #iznych
syndronti), dale vrozené (tj. ziskan&hem embryonalniho stadi&) ziskané kdykoliv
béhem Zzivota.

Vrozenévyvojové poruchy $edousi jsou zisobeny pedevSim chybnymi molekularnimi
signaly, které jsou vysilany do oblasti, kde dochd&z vzniku stedniho uchaMalleus a
incus se vyviji z chrupavky prvniho Zaberniho obloukimihek se vyviji z druhého
Zaberniho oblouku, nicménne z jeho chrupavky jak se do nedavnadpokladalo.
Mutace v genech, které se vyvojéagétni (nap Sox9, Bapx4, Brn4) Zsobuji fizné
deformace f#stek, jejich sistani nebo takeé @ie nastat fijpad, kdy stedousni dutina neni
v pribéhu vyvoje ,vyistena“ a gevod zvuku je tedy té#h znemozun. Na sledovani
molekularni podstaty hlavnich morfogenetickych pgcuplatiujicich se B vyvoji
stredniho ucha u vybranych experimentalnich orgahignzangiena druh&ast této prace.
Mezi nefastji pouzivané experimentélni organismy, na kteryehufv&eni stedousni
dutiny sledovano, p#&tzejména laboratorni mysi, niata a kiata. Tyto organismy vSak
vykazuji druho¥ specifické odliSnosti, které musi byt vzaty v (wghki interpretacich

zakonitosti formovani sdousni dutiny gloveéka.



3. Cil prace

Tato bakaléska prace se zaffuje na souhrnné zpracovani poziiatlykajicich se
morfologie, fyziologie a embryologie sluchového rggt se zamrenim na stdousni
dutinu uc¢lovéka a vybranych experimentélnich organismlaboratorni mysi, méete a
kurete.

V embryonalnicasti jsou pak stanoveni dil¢i cile:

1) vymezeni oblasti vyvoje a vyvojovych struktur, Zerkch se diferencuje isdni
ucho,

2) souhrnné popsani morfogenetickych prdces tzn. proliferace, diferenciace,
migrace a apoptozy, které seagdtnici morfologie $edniho ucha, fiedevSim vsSak
morfologie sluchovychikstek — kladivka, kovadlinky @nhinku,

3) zpracovani hlavnich molekularnich mechariiskieré tyto morfogenetické procesy

fidi.

-10 -



4. Morfologie sluchového ustroji clovéka

Organ sluchu — ucho auris (obrél) — nazyva se také jako sluckoswnovaznédi
piedsfiohlemyii’ové Ustroji rganum vestibulocochleare

Celkow se jedn& se o velmi slozity organ seirda recepnimi systémy: sluchovym a
rovnovaznym.

Sluchovy systénma ti ¢asti. Prvni¢ast je uéena k zachycovani zvukovych vin, druha pro
Gpravu a pevod tchto vin a posledniféti ¢ast obsahuje vlastni peréep organ.
Rovnovazny systénje kompletg uloZen ve vniinim uchu. Dochazi zde Kipnu danych

pohybovych a gravitanich podgta (Hajn, 2003).

sluchové

bubinek  kistky hlemyZd'a polokruhovité

kanalky

bubinkova
dutina

Eustachova |
trubice

Obrazek ¢. 1: Anatomie sluchového Ustroji Zdroj: Vlastni kresba, ipvzato a upraveno
z Anatomie 3 Cihak, 2004).

Sluchovy organ se furke, anatomicky i vyvojow déli na i c¢asti: auris externa, auris

media a auris interna.
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4.1 Auris externa (ucho zevni)

Zevni ucho, slouzici jakoriima¢ zvukovych vin, je tveeno uSnim boltcenfauricula) a
zevnim zvukovoden(meatus acusticus externuftery je od sedniho ucha odiden
bubinkem Cihak, 2004).

Boltec tvai elasticka chrupavkécartilago auriculae).Na rozdil od niZSich saicje u
vysSich primat boltec nepohyblivyJe to z toho dvodu, Ze k orientaci vyuZzivaji vysSi
primati prevazmié ustroji zrakové a usni svaly, které jsou u ni¢hiopny, se tak staly

rudimentalnimi (Hajn 2003).

4.2 Auris media (ucho stredni)

Auris mediaje systém vzduchem vyginych prostor ve spankové kosti, které jsou
vystlané sliznici. $edni ucho z&na bubinken{membrana tympani) Blanka bubinku na
svych okrajich vytv prstene@nnulus tympan{bubinkovy kruh)Anulus tympan{nebo
také annulus fibrocartilagineus slouzi k upevéni bubinku k pars tympanica ossis
temporalis (Cihak, 2004). Déle je &dni ucho tvieno bubinkovou dutinocavum
tympani) sluchovou (Eustachovou) trubitilba auditiva)a systémem dutin bradavkoveho
vybézku (@ntrum mastoideumjCerny, 1995). Satésti bubinkové dutiny jsou sluchové
kustky — kladivko, kovadlinka arminek (obr.¢. 2). Eustachova trubice zdjife spojeni
mezi bubinkovou dutinou a nosohltanem, a ufm@ tak vyrovnavani tlaku mezi viitim

a vrejsim uchem €ihak, 2004).

4.2.1 Cavum tympani (bubinkova dutina)

Bubinkova dutina, ozravana taky jako dutinaigtdousni, je uloZzenapars pyramidalis
kosti spankové (os temporale) (Cihdk, 2001). Kraniak se spojuje s dutinami

v bradavkovem vy#ku a prostednictvim Eustachovy trubice s nosohltanem. (Hajn
2003). Je to neptsSi prostor z celého istdousniho komplexu. Na frontalnimapezu ma
tvar bikonkavnicocky o roznérech cca 6mmip stropu, 2mm uprogtd a i spodni stné
zhruba 4mm.

Zuzenowast tvdi dva Utvary — na zevni&t bubinek a na vriibi s€né proti remu lezici
promontorium (Cihak, 2004). Promontorioum je lehké vyklenuti zisobené prvnim

(bazalnim) zavitem hlemyzd auris interna(Cihak, 2001).
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Cely prostor gedousni dutiny mé&itéasti:

- Mesotympanura prostor za blankou bubinku
- Epitympanum- prostor nad drovni horniho okraje blanky bubjrikdi zde kladivko a
télo kovadlinky, snérem dozadu pokeaje jakoaditus ad antrum mastoideum

- Hypotympanum- prostor pod Grovni blanky bubinkligrny, 1995).

4.2.2 Ossicula auditus (sluchové kiistky)

Tt sluchové kstky kladivko, kovadlinka aminek spolén¢ vytvéi tzv. prevodni systém,
tj. pohyblive spojeny fetizek, ktery pomoci véza svall (m. tensor tympani a m.
stapendius)pienasi chini bubinku vyvolané zvukovymi vinami na perilymfait¢niho
ucha Cihak, 2004) (obre. 2).

Malleus (kladivko)

Na kladivku rozeznavamaavu (caput mallei) —coz je \¥tSi oblacast, ktera zasahuje az
do recessus epithympanicuszi tedy nad urovni bubinkkr ¢ek (collum mallei) —kratky
Usek kaudald prechazejici v rukoje kladivka; rukojet’ (manubrium mallei) e delsi
Stihlacast, ktera se kaudalnim &ram zuzuje a §sta sestria mallerais Dale jsou patrné
dva vykEZky — boéni vybézek (processus lateralis mallei~ kratSicast, vybihajici ze
spodniho konce Eku, kterd vyzdvihujeprominentia mallearisa piedni vybéZzek
(processus anterior delSi Stihly vybzek, na ktery je napojdigamentum mallei anterius
(Cihék, 2004).

I ncus (kovadlinka)

Kovadlinka je tvdena télem (corpus incudis) ze kterého dors&nvystupuje kréatky
kuZelovity vylEZzek — tzv.kratké rameno (crus breve)a medio-kaudathdlouhé rameno
(crus longum)douci rovnokzné smanubrium malleiV téle se nachazicies articularis
— misto skloubeni s kladivkem. Kloubni spojeninsinkem zajigsuje dlouhé raménko, na

jehoZ konci se nachagfocessus lenticularis gipojenou chrupavkoul(ihak, 2004).
Stapes (tfFminek)

Tifminek je posledni sdousni kstka. Je tviena kulovitouhlavou (caput stapendis);

piednim raménkem(crus anterius)a zadnim raménkem(crus posteriusa podlouhlou
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ovalnou ploténkou tvdci zakladnu (basis stapendis)Zakladna dsre priléha k ovalnému

4

okénku(fenestra vestibulii tim tak penasi vibrace do viitiho ucha €ihak, 2004).

kratké
INCUS raménko

hlavicka

\ MALLEUS

botni vybézek

diouhé
raménko

fednivibsick 0
# i " | zékladna

rukojet

spojeni s bubinkem

Obrazek ¢. 2: Detail sluchovych Kistek s¥edniho ucha PRT — pedni raménkorinku; ZRT —
zadni raménko fininku. Mezi kladivkem a kovadlinkou se nachézi kliuspojeni — tzv.
incudomalealni kloub (K1), druhy kloub (K2) najdemmezi kovadlinkou afiminkem. Spravné
vytvoreni €chto klouli je velice dileZité pro budouci efektivniipvod zvuku. Zdroj: Vlastni
kresba — schématicky nakresepzato z Anatomie 3 {hak, 2004).

4.3 Auris interna (ucho vnitini)

Vnitfni ucho se nachazi v pyrantidkalni kosti pars petrosa ossis temporali§klada se
z kostneho labyrintu(labyrinthus osseus) némz je v perilymé& uloZen labyrint blanity
(labyrinthus membranaceuspsahujici ve svém viiitim prostoru endolymfu. Labyrint se
sklada zasti rovnovazné a sluchové. Rovnovazast (vestibularni) je twena pedsini a
tiemi polokruhovitymi chodbami, ve kterych je uloZzeetegni organ. Sluchovoudast
tvoii kosgny a blanity hlemy&, ktery obsahuje vlastni sluchovy (Cortiho) org@ihék,
2004).
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5. Fyziologie sluchového ustroji clovéka

Sluch je jednim z&i zakladnich lidskych smy&l Zvuk, ktery vznika kmitanimgles, je

v podolg zvukovych vin pijiman usnim boltcem a veden zevnim zvukovodem az
k bubinku, kde zfsobuje jeho vibrace. Tyto vibrace seywadi sluchovymi kstkami gres
priléhajici ovalné okénko az na tekutiny v hlemyZdim dojde k penosu energie

z prostedi plynného do prosdi tekutého - do perilymfy viitiho ucha (Trojan, 1999).
Rozpohybovani tekutin Zgobi lehké vyklenuti bazilarni membrany, coZz vede k
podrazdéni smyslovych buk Cortiho organu a ke vzniku vzruchu ¢Bd, 2004).

Zvuk mize byt @i sluchovém vnimani veden ¢ma zpisoby. Prvni cesta vedégs viEjSi
zvukovod, bubinek a sluchovéidtky (vtom pgipad mluvime o tzv. vzdusném vedeni
zvuku). Ridruhém zjisobu jsou tekutiny vnihiho ucha rozkmitanyipmym prenosem
vibraci lebénich kosti — v tomto fjpact tedy mluvime o kostnim vedeni, které se
uplatiuje @i poruse vzdusSného vedeni a pacientovi se do zaoBlasti instaluje
naslouchadlo. Zdravyloveék tohoto vedeni vyuZivarpvnimani vlastniho hlasti velmi
intenzivnich zvul (Bicik, 2004).

Zvukové viny jsou sluchovym ustrojim nejen zachymoy a pevadny, ale takeé
transformovany, a tofppirenosu pes sluchové kstky. Kmity z uSniho bubinku majici
velkou amplitudu, ale malou intenzitu, se&nmhna kmity tminku o velké intenzit ale

malé amplitud. (Trojan, 1999)
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6. Embryonalni vyvoj sluchového ustroji clovéka

Vyvoj stredni ucha souvisi se vznikem zabernich ohilputoZ jsou parovité utvary
utvaejici se mezi 4. az 5. tydnem vyvoje. Spates vyvojem gtedniho ucha dochazi
k formovéani a vyvojielisti.

Zacatkem 3. tydne dochazi ke vznikhordy dorsalisneuralni ploténky, neuralni brazdy a
ocasniho hrbolu. Z okrajovych btkineuralni ploténky vznikaji biky neuralni listy, které
zpatatku vytvaeji pas neuro-ektodermalnich Wkn V neuralni trubici v oblasti
rhombencefala (zadniho mozku) jsou postugietelrt oddtleny segmenty — rhombomery,
neboli neuromery &ast givodnich neuro-ektodermalnich kn Tyto neuro-ektodermalni
buiiky projdou epitelovo-mesenchymovou transformaciitéégvé buiky se nEni na
mesenchymatické) a nasleédmigruji do fiznych oblasti za d@lem vzniku Zabernich
oblouki — tzv. faryngovy aparat — viz ohf. 3 (Sadler, 2010). Migrace b&knprobiha ve

tfech proudech — mandibularni, hyoidni a branchialni.

Obrazek €. 3: Embryo staré 21 dni — vznik prvniho a druhéhazaberniho oblouku Cervené
Sipky znazafiuji migraci burk z mesencephala (mes.) a rhombomer (rl a r2) tastdiprvniho
Zaberniho oblouku (1) — tzv. mandibularni proucddké Sipka pedstavuje biiky postupuijici ze 4.
rhombomery (r4) do oblasti druhého faryngyalnihtooku (2) — tzv. hyoidni proud (Mallo, 1998).
Branchialni proud vedouci z oblasti r6/r7 neni @éen. Zdroj: Vlastni kresba — schématicky
nékres, upraveno podle Mallo, 1998.
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Faryngovy aparat se sklada z faryngovych oblotorenych mesenchymem. Popisuji se
zde také ryhy (prohlukinektodermu), proti kterym vybihaji vychlipky — edeym faryngu.
VSechny struktury, které v fiochu vyvoje vznikaji z Zabernich obloiukvychlipek a ryh
jsou tedy zavislé na interakci mezi mesenchymepitalem Bowden, 1977).

Celkem se uclovéka vytv&i 6 pahn oblouki — paty a Sesty je ale rudimentalni,
nejvyznamgjsi je prvni a druhy Zaberni oblouk.

1. faryngalni oblouk tvio dva vykezky (valy):

0 processus maxilaris- z r€j se tvdi praemaxila (os incisivum), maxilla, os
palatinumaos zygomaticum

0 processus mandibularis mandibula, Meckelova chrupavka (M@)alleus incus,
ligamentum sphenomandibulare,

2. faryngalni oblouk, ktery je nazyvan také jakgidni, dava vzniknoutitinku, lig.
stylohyloideum, processus styloid@uRiecherto¥ chrupavce.

Z chrupavky tetiho oblouku se vyviji velké rohy a dolfést £la jazylky (cornua majora
et corpus ossis hyoidispale paknervus glossopharyngeus , arteria coratois commanis
arteria carotis interna.

Chrupavky¢tvrtého a Sestého faryngyélniho oblouku spolu sylya vytvdi spol€ny
zaklad chrupavek laryngu. DalSim derivatétwrtého oblouku je napnervus vagusgresp.
jeho \&tev nervus laryngeus superipr

Kazdy oblouk je tveéen arterii Zruncus arteriosus chrupavkou, nervem a svalovou

komponentou. (Sadler, 2010).

6.1 Vyvoj Celisti

Vyvoj celisti je velmi Uzce spjat s vyvojemietiniho ucha, nelfovznik obou &chto
struktur je spojen s derivatem prvniho Zabernihtouku — s Meckelovou chrupavkou.
Proto je nutné kratce vystlit také tuto problematiku.

Vyvoj Meckelovy chrupavky je velmi slozity procgehoz jednotlivé ge se znan¢ lisi

v zavislosti na Useku, prdseti a budouci funkci. Meckelova chrupavka nachéizejé
v mandibularnim vy&ku ma giblizné tvar pismene ,Y* nebo ,V*“. Kolem jeji ventralni
casti (zhruba v jejich dvourdtinach) se desmogenni osifikaci (tedymym vyvojem
z mezenchymu) vyt¥a kost podkovovitého tvaru, coz je zéklad pro wiasbudouci
mandibulu. V &chto mistech chrupavka postépmanika, rozpada se v mezenchym a
pietrvava pouze jeji dorzalniast, ze které se pak vyviji enchondralni osifikeeé
sluchové kistky — kladivko a kovadlinka (Dosé&ih 1995). Na obrazkd. 4 je schématické
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znazorini Meckelovy chrupavky a vymezena je také oblastojgy sluchovych stek a
mandibuly.

Kli¢ovym krokem v utvéeni definitivniho stedniho ucha je rozteni MC chrupavky mezi
formujici secelisti a kladivkem. Toto odteni da tedy vzniknout édwna nepostradatelnym
funkénim apardtm — sluchovému a mandibularnimu.dsdsovani tohoto procesu jézné

u riznych drufii, u lidi k tomu dochézi v osmémesici prenatalniho vyvoje (Anthwal et
al., 2012).

6.2 Vyvoj sluchovych kiistek

Piavod sluchovych #&stek je v posledni debstale vice diskutabilni, existuj@da teorii
vyswtlujicich embryonalni vyvoj sluchového Ustroji. @5t nejasny je pak vyvojieti
sluchové kistky — ¥minku (Rodriguez-Vazques 2005).

Podle Langmana vznikajmalleus a incus z proximalni ¢asti Meckelovy chrupavky
prvniho Zaberniho oblouku (kr@émpiedniho vykZzku kladivka, ktery se desmogenni
osifikaci vyviji zos goniale. Tato teorie byla také potvrzena zjisim, Ze kladivko a
kovadlinka jsou homologni strukturouakticulare a quadratum které se také vyviji

v posteriornicasti Meckelovy chrupavky (Anthwal, 2012).

__ Oblast vyvoje
\) sti‘edniho ucha

Obréazek ¢. 4: Meckelova chrupavka Cerns jsou zakresleny chondrogennitve dolni gelisti
s kloubni hlavici. Zdroj: Vlastni kresba — upraverualle Doskeil, 1995.
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Na vyvoj fminku vSak existujéada odliSnych teorii.

(1) Podle Langmana seintinek vyviji z chrupavky druhého Zaberniho oblouku
(Riechertova chrupavka).

(2) DalSi moznosti je dvoji vyvojrhinku — zakladna pochazi z uSnih@ki& a ramena

z Riechertovy chrupavky (Cauldwell et Anson 1942).

(3) Nedavné studie vSak nazwi, Ze fminek pochazi z horniho konce druhého zaberniho
oblouku, avsak jeho vyvoj na Riecherashrupavce @bec nezavisi (Hanson et. al 1962).
Struktura, kterd dava vzniknout této sluchouétke, se ozriaje jako tminkovy zaklad —
zarodek. Na tomto zarodkutireme pozorovat @dvzietelre oddlené oblasti — z horriasti

se vyviji zakladna a z dolni oblasti, kterokhém vyvoje prochaziiminkova tepna, se
vyviji predni a zadni raménko a také hlavenihku. Mezi fminkovym zarodkem a
Riechertovou chrupavkou se vyskytuje interhyaleZ ¢e oblast, ktera dava vznik

timinkovému svalu, respektive Slaminkového svalu (Rodriguez-Vazques, 2005).

6.3 Vyvoj stredousni dutiny

Stredousni (bubinkova) dutina se vyviji z prvni Zaberychlipky, lezici mezi
prvnim a druhym faryngalnim obloukemieBpoklada se, Zze mechanismus, jenZ zahajuje
expansi této zaberni vychlipky, sfpea v morfogenetickych pohybech okolnich struktur —
zejména Zabernich obloiuk Vytvéii se tak tubotympanicka vychlipka, ktera se dale
rozSkuje v Eustachovu trubici a primarnfediousni dutinu.
RozStujici se primarni bubinkova dutina dosahuje do siblaubinku (kterému poskytuje
pro jeho utvéeni endoderm), nicmérzatim nedosahuje ke sluchovyriasskkam — ty jsou
tedy stéle obklopeny mesenchymem, respektive dutifenz je timto mesenchymem
vypInéna a z niz se vyttoepitympanum.
Utvareni definitivni stedousni dutiny zana ihned po narozeni a zahrnuje nezbytné
procesy. resorpci mesenchymu (z epitympanalni tplasasledné spojeni s primarni
vychlipkou a vytvéeni hustého epitelu, ktery vystyla t&éncely stedousni prostor.
Proces, fi kterém doch&zi odstrani mesenchymu neboli kavitaci, zatim neni zcela
objasrén (Mallo, 1998).
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6.4 Vyvoj uSniho bubinku

Usni bubinek ma trojigwod: (a) vijSi vrstva je vytvéena ektodermem prvni
Zaberni ryhy, (b) druhou vrstvou je mesenchynmiv@oem z Zaberniho oblouku), ke
kteremu é&sre priléha (c) teti vrstva — endoderm pochazejici z prvni Zabeyohhpky.
Morfogeneze bubinku tedy &aa vytvdenim primarni bubinkové dutiny a &giho
zvukovodu a koé&i otewenim zevniho zvukovodu — tim se bubinek dostanedtaktu se
vzduSnym prosedim (Mallo, 2001; Mallo, 1998).
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7. Experimentilni organismy a metody studia pri vyvoji

sluchového ustroji

Pro dokonalé poznani vyvojovych proédshem formovani $edniho ucha se pouziva
mnoho fiznych tym experimeni a experimentalnich organismVyzkumy provadné na
lidskych tkaovych kulturach by jist byly pro zodpowzeni otazek tykajicich séanych
oblasti vyvoje nejvhodijSi, stejrk tak nap. pro zjiS&ni presné reakce na nédwyvinuté
léCivo. AvSak protoZze takovéto vyzkumy jsou velmi rdm® a hlava neetické, pouzivaji
se tzv.experimentaln(neboli modelovéprganismy

Modelové organismy jsou tedy takové organismy,&texslouzi pouze k poznani a popisu
tohoto organismu samého, ale slouZi k popsani é&ch vlastnosti platicich i pro jiné
Zivocichy (URL 1). Experimentalni organismus vSak nezeaén po#adny nebo snad
meértcenny druh, P samotné praci stejntak jako u samotného chovu existuji jasna
pravidla dana zakonem, ktera se musi dodrzovat.

At uz se tedy jedna o zkoumani sluchového Ustrojo fakychkoli jinych medicinskych
pokusi, mezi nejastji pouzivané organismy beze sporu ipamyS doméaci(Mus
musculus)

Laboratorni mysS (tedy domestikovana forma mysi domaci) se stal2zestoleti tér
nejpouzivagiSim modelovym organismem rgvazi z divodu jejiho obrovského
reprodukniho potencialu, nen&wpého chovu, pomné malé velikosti a snadné
manipulace (Macholan, 1997). V s@asné dob se asi nejvice uplatje @i studiu pabehu
onkologickych onemocmi, roli imunitniho systému afipvyvoji a sledovani &nku
novych I&iv *. Jeji velky vyznam spdva také pi sledovani pibshu odontogenze (vyvoj
zuhi) a s tim &sné souvisejiciho vyvoje sdniho ucha.

Krome laboratorni mysi seipstudovani sedousni dutiny také vyznamuplatiuje moge
(Cavia arperea)p @ipadre mlack kura(Gallus)- kure.

Laboratorni mor ¢ata se pouzivaji v sérologii, mikrobiologii, imunolagiarmakologii a
mnoha dalSich biotechnologickych oborech. Uplft se zejména jejich fyziologické
vlastnosti — nap stejré jako ¢loveék nejsou schopna syntetizovat vit. C (URL 2). Velmi
casto se ve vyzkumech uplaji také potkani(Rattus norvegicus)avSak manipulace

s nimi neni tak zdaleka tak snadna jakornaiipact morat.

! prednagka Prof. RNDr. Olgy Rihové DrSc. — Uloha imunitniho systému pfi vyvoji a terapii nadord. Prednaska
probéhla 29.11.2012 na UP v Olomouci
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Vyznamkurete jakoZzto modelového organismu rfadu opodstatmi. Velkou vyhodou je
opét snadna dostupnost a manipulace, avSak navigzddl od savich model, neni diky
oviparii nutné usmrceni matky. Asi néfgim pokrokem tedy byla moznost zachyceni
burgk v nedotenych Zivych embryich, coZz umoznilo detailni sleglivcelého vyvoje a
piesné stanoveni doby vhodné pro &dlzorku.

Obecré se kuteci embrya vyuzivajiip studiu testovani dinku toxickych latek, jako jsou
piedevsim teratogeny (tj. chemicka latkazareni, které mohou Zjgobit naruSeni vyvoje
organu) a morfogeny (Matalova et al., 2010a). \casnosti velky vyznam spiva v
moznosti sledovani genové exprese a moznosti pgavégenové manipulace (ovlivnit
vyvoj Ize nap. diky elektroporaci plazmidéi za pomoci retroviralnich vektdy. Studuje
se funkce jednotlivych géna jejich produki. Dale jsou kieci modely vyuzivany ip
studiu oscilujicich cykl genové exprese, které sgagtni zahajeni tvorby somitKuie je
nejidealjSim modelem pro sledovani migrace &kmeuralni listy, coz je asi hlavni
duvod, pr@ tvori ptaci téndt 48 % ze vSech pouzivanych laboratornichiatviNa

poslednim mistse pak umi&iji psi, kaky a primati (Matalova et al., 2010b).

7.1 Morfologie sluchového ustroji modelovych organismii

Dokonala znalost anatomie sluchového Ustroji pauigh zZiv@icha je velmi dilezita,
protoze wkteré Ziva@&iSné druhy se ve sta¥bstedousni dutiny zriae liSi a ne kazdy
organismus je stefrvhodny pro danou oblast zkoumani.

Stavba vnitniho i vrejSiho ucha ptak je tén&f shodna s uchem savce. Ridk vSak
z aerodynamickychvodi chybi usni boltce, finik zvukovych vin je umozim malym
sluchovym otvorem krytym gam. Zasadni rozdil vSak ieme nalézt auris media
Ptaci, steja jako plazi, maji totiz pouze jedinou sluchovaistku —collumela auris(obr.
¢.5), ktera odpovida samu t#minku. Collumela jednim koncentil@ha k usnimu bubinku
a zpsobuje jeho malé vyklenuti snem ven a druhym k ovalnému okénku (Chapman,
2011). Jednd se o prvni sluchovoiistku, kterd byla vytv@na na bazi mandibuly.
Prestoze jim tedy dv sluchové kstky ,chybi, maji velmi rozvinuty sluch, ktery jim

umoziuje také vnimani ultrazvikURL 3).

U sav@ se ktéto primarni sluchovéistce ipojily jeSt dwé dalsi: malleus odvozeny
z articulare a incus odvozeny zjuadrata (articulare a quadratum jsou kosti tvéici
puvodre primarnicelistni kloub). U dosflych mokat se nachazirminek a jedna srostla

sluchova kistka — tzv.malleal — incudokomplex (kladivko-kovadlinkovy komplex), jak
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Ize vidkt na obrazkw. 5. Kladivko a kovadlinka sice maji rozdilné géclat zaklady,
avSak v tomto komplexu nedochazi ke vsem priooegteré by vedly k Uplné diferenciaci
ve dw sluchové kstky. Dochazi sice kiniciaci vzniku kloubu, avSakdochazi ke
kavitaci, coZz nedovoluje Uplné ra#dni a hranice mezi kladivkem a kovadlinkou je
znazorgna pouze tenkym SvemiddtoZze se kladivko s kovadlinkou od sebe n&add
maji i tito Zivasichové sluch velmi citlivy.

U ostatnich savg ktefi maji vSechny 3 sluchovéugtky plre vyvinuté, by vSak
nerozaleni kladivka a kovadlinky vedlo ke zt¢aluchu (Amin et Tucker, 2006). MyS ma
sice morfologii stedousni dutiny shodnou sefestousSimclovéka, ale rozdil spiva

v osifikaci sluchovych #&stek. U mySi byla zji$ha aZ postnatalni osifikace (Anthwal et
al., 2012), kdeZzto vifpact ¢loveéka se tak &e jeSt bchem embryonalniho vyvoje (Sadler,
2010).

Anatomii lidské stedousni dutiny nejlépe odpovid&estousni dutina potkanard3dto se
vS8ak pro studium gdousSi nepouziva. Jejich hlavni nevyhodou je tatids&ni karotické
tepny, ktera probihd nejen mezminkovymi rameny, ale také podél baze hlendyzd
Z toho divodu velmicasto dochazi jejimu posSkozeni, krvaceni a naslesdmé zviete.
DalSimi negativnimi vlastnostmi jsou pédmé mal& hlava zvete acasté otitidy (zaéty),
které zisobuji obtiZijSi otewenios temporalgpiesrEji pars petrosa)ktera je mnohem
kiehei. (Albuquerque el al., 2009).

malleus incus malleal-incudo komplex
stapes
stapes f\\(\
columella

s

Obrazek ¢. 5: Schématicky nakres sluchovychistek: Rizow — savec (my&lovek aj.); ZIug -
morée; mode — pték. Zdroj: Vlastni kresba, upraveno podle el Tucker, 2006; Wood et al.,
2010.
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7.2 Metody studia

Vybér konkrétni metody, ktera je pouZitdi pryzkumu, zavisi na delu, za jakym je
vyzkum provadn — zda je cilem zhotovit morfologicky model v daidzi vyvoje nebo
sledovat pitbéh morfogenetickych procésci zda je cilem sledovani génkteré jsou
v dané oblasti aktivni a jejichz inaktivaceuspbi fizné poruchy. Mezi v s@asnosti
nejpouzivarjSi metody pdaf klasické histologické techniky spojené s
imunohistochemickymii biochemickymi metodami nebo in situ hybridizadktualni
experimentalni Ppstupy dale zahrnuji i kultivace zaradlsttedniho ucha v kultivaich
mediich.

Kultivace stedousnich zarodkse provadi fevazre v prenatalnim obdobi, kdy skalni kost
neni je&t zcela mineralizovana - pog8i odvap®ni skalni kosti je totiz velmi zdlouhavé.
Usni zarodek se kultivuje v médiich pro &aexplantaty, kterd umaaji zarodku #ést. Po
piidani specifickych morfogeénse pak sledujitzné morfologické zrny. Explantatové
kultury oblasti stedniho ucha rowf umoziuji zasahnout do exprese gentéto oblasti
pomoci transfeknich experimerit (etopickd nebo nadkkma exprese ditého genu)ci
inhibice exprese genu v této oblasti pomoci siRNA.

Imunohistochemické metody se pouZzivaji pro sledbr@rfogenetickych procésa
seriovych frontalnicliezech dané oblasti. Niafpurécéna proliferace se detekuje pomoci
protilatek specifickych &i antigerim typickym pro jadra proliferujicich bk
(Proliferating cell nuclear antigen, PCNA — antigemje tzv. sviraci protein upesmy

k fetdzci replikujici se DNA) (Smarda et al., 2005). Apagm se obvykle detekuje
biochemicky - metodou TUNEL. Tato metoda je zal@ea vyhodnoceni stupn
fragmentace DNA — tj. na enzymatickém zabudovéidigpého nukleotidu na 3-OH konce
fragmentované DNA. Timto #Zigobem Ize detekovatgvazrie pozdni stadia apoptozy
(Roberts et Miller, 1998)

Ke sledovani genové exprese & pouziva metodan situ hybridizace nebo metoda
microarray.

Metodain situ hybridizace umaiuje presnou lokalizaci hledaného gentinpo na mist
ve zkoumaném biologickém materialu (praositu) na arovni mMRNA. PouZziva sdimi
radioizotopem zngena sonda (pdp sonda vazana na barvu), ktera je komplementarni
k dané sekvenci. Tato sonda se spoji s analyzovarRNA, ktera se nasledrdetekuje.
(Matalova et al., 2010Db).

Microarray (neboli DNACIipy) také pracuji na principu komplementarity nukldovych

bazi. Nacipu jsou umisiny ve forné€ cDNA - oligonukleotidu sekvence (tzv. sondy)
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komplementarni kK mRNA, ktera jeguinttem zajmu. K&mto sondam se komplementérn
vazi fluroscetiné znatené mMRNA. Plati f tom priméa Ungra — tedy¢im vice dané mRNA
je v buice, tim vice se ji bude vazat na sondu a tim bbaode intenzivijSi. Naopak
misto, kde tedy komplemetnarni sekven¢gomna neni, nebude viditelné (Barta et al.
2010).
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8. Morfogenetické a molekularni mechanismy

Béhem celého vyvoje jedince se uplagje rekolik proces probihajicich na drovni behk.
Burnky se &li (proliferace), specializuji (diferenciace), pdlyi (migrace) a vymiraji
(apoptdza). Nemeéndilezita je vSak také komunikace mezi nimi a spojéowdm vysSich
funkénich celki (asociace). VSechny tyto¢j@ ozn&ujeme jako morfogeneticke

mechanismy.

8.1 Vybrané morfogenetické procesy ucastnici se vyvoje stiredniho ucha

Ackoli v literature zatim chybi zhodnoceni hlavnich morfogenetickyethanism, které
uréuji zakladni morfologii $edousdni dutiny &etné formovani Kistek stedniho ucha, jsou
zde tyto zakladni procesy aspobecré popsany, fipadré je uveden fiklad, ve kter&asti
stredniho ucha dochazi k jejich uplétin.

Proliferace

Proliferace neboli bujenéi déleni burtk je jeden ze zakladnich iysindividualniho
vyvoje, pedevsim pak vyvoje embryondlniho, kdy se zakladhji organy. V dosgosti

se udrZuje pouze v obnovujicich se tkanich iinepidermis) a vyznamnou roli hraje také
pii krvetvorke. Délici se buiky se vyznauji vysokou mitotickou aktivitou, ktera je
soustedna v tzv. prolifer&nich centrech (URL 4).

Pri studiu separace kladivka a kovadlinky byla zazexa@ma vysoka proliferace v oblasti
kovadlinky a hlavy kladivka, avSak v jejich sp@ié kloubni¢asti se térxr Zadna
proliferaéni centra nevyskytuji (Amin, Matalova et al. 2007).

Apoptdza
Apoptdza - programovana hbiima smrt (programmed cell death) - je jedeniledtych

mechanism kavitace dtedousni dutiny (Roberts et Miller, 1998). BbgEji se tyto
vyzkumy provadi na mysich embryich (v @t modelech nebyla apoptéza zjis). U
mySi z&ina kavitace fiblizné v pribéhu narozeni a poktaje az zhruba do 16 dne po
narozeni (u lidi probih& kavitace mezi 3 — 8sinem fetalniho vyvoje), avSak samotna
apopt6za bukk byla zjiS€na pouze v prvnim postnatalnim dni vyvoje. Je fadgpé, Ze na
vytvoieni bubinkové dutiny se musi podilet také jiné rma@my, které jsou v séasné
doke predmétem zkoumani (Roberts et Miller, 1998).
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Migrace
Bunécnd migrace je jeden z hlavnichéjd nutnych pro udrZzeni mnohobiimého

organismu a pro jeho spravny vyvoj. Pohyb #dumazeme rozdlit na aktivni a pasivni.
V piipact pasivnino pohybu jsou blky pasivie vytlatiovany do sveho okoli neév
vznikajicimi buikami (cEje se tak naip v mist ¢asté proliferace). Do aktivniho pohybu je
vSak zapojen vlastni lokorwi aparat. Bhem vlastni migrace iy mezi sebou
komunikuji a reaguji na signaly, coz ma za naslgdggh budouci diferenciaci (URL 4).
Typicky migrujicimi buitkami v piibéhu embryogeneze jsou itky neuralni listy (NCC —
neural crest cells), (Mallo 1998), jez se podik ja tvorlkE celisti, tak Kistek stedniho
ucha.

V piipact vyvoje sluchovych #stek se uvazovalo téZ o migraci Bknz kladivko-
kovadlinkového kloubu do ipéhajiciho kladivka. Tato teorie vSak nebyla poérmra.
Zaznamenana byla pouze remodelace kloubu, kterk m&anusi nuté predstavovat
aktivni migraci (Amin, Matalova et al., 2007).

Diferenciace

Diferenciaci nazyvame mnozstvi &m kterymi projdou jednotlivé totipotentni
nespecializované liy, aby se odliSily od butk okolnich a mohly se z nich statiky
specializované, diferenciované. RozliSujeme dviesapy diferenciace: (a) mozaikovity —
pii kterém diferenciace hiky neni zavisla na hikach okolnich a (b) regulai — kdy
buika stale interaguje (komunikuje) s okolim. Diferage v Uzkém slova smysléste
souvisi s ostatnimi morfogenetickymi procesy — Zjen s proliferaci, neldopotomstvo
vzniklé proliferaci mateské buiky se gemeni ve WtSi paet odliSnych bugk
syntetizujicichtzné proteiny (URL 4). Diferenciace je dagtji kontrolovana a uiovana
pomoci tiznych transkripnich faktofi (URL 5).

V rdmci vyvojecelisti a stedousni dutiny, ieme zachytit diferenciaci hned naatku,
kdy rozliSujeme enchodrogélni a desmogenrisap osifikace. B desmogenni (neboli
intramembranozni) osifikaci vznika podkladelisti a gedni vylkkZzek kladivka.
Mezenchymové hiky se diferencuji na osteoblasty — tj. naiky které jsou schopny
produkce kostni hmoty. Osteoblasty se dale difarénoa osteocyty, které jsou
metabolicky mé# aktivni, vytv&i ostiivky kostni tkag, které se postugrzvétsuji a tvdi
zaklad osifikujici kosti.

Pti enchondralni osifikaci (kladivko a kovadlinka)miza uvnit chrupa¥itého zakladu

osifikujici jadro, ze kterého postupuje osifikacaieem k periferii, az se vytwofibrilarni
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kost pokryta jest tenkym lemem chrupaitych burek, ktery vymizi, az kdyZ dojde
k diferenciaci okolniho vaziva v okostici. &tek celého tohoto slozitého
morfogenetického procesu iniciuje hlavni morfogaerkgt protein — BMP4 - bone
morfogenetic protein 4 (Dylevsky, 2007).

OdliSnou diferenciaci butk miZzeme sledovat také ve vyvijejicich se kloubech aime
kastkami. Kdyby zde k ni totiz nedochazelo, néitydoy sluchové kistky kloubrg spojeny
.retizek®, ale tvaéily by jeden celek, jak je tomu wipadt kolumely. Znamena to tedy, Ze v
tomto kloubnim zakladu musi byt exprimovany jinéhggnag. Gdf 5), nez je tomu
v jejim okoli, kde v chrupatitych zékladech sluchovychiktek dochazi k exprimaci Sox9.
(Amin, Matalova et al. 2007).

Aby vSechny tyto morfogenetické procesy spgapnobihaly a nevyskytovaly se jen tak
nahodr, musi byt &¢im potla&ovany nebo naopak podporovany, a tod bjinym
morfogenetickym mechanismem v okolnich strukturdobbo jsouizeny molekularnim

zpiasobem.

8.2 Molekularni mechanismy

Molekularni mechanismy probihaji z&asti fiznych gei, které maji za ukol spravnou
expresi proteifi, signalnich molekul. Tyto signélni molekuly jsoxpemovany bukami
neuralni listy, mesenchymu fifghlého epitelu za delem vytvdeni Zabernich oblouka
funkéniho sluchového Ustroji. Jiz samotné vyerd Zabernich obloukspolu se sprawn
zaneienymi migr&nimi toky je tedy rozhodujici pro spravné urémgtsluchovych kstek
(Mallo, 2001).

Mezi geny a signalni molekuly, které hrajtitwu roli v utv&eni faryngyalniho aparatu a
zarove jsou zodpowdné za vyvoj sedniho ucha, p#t ET-1, Fgf8/9, RA, Bapxl, Gsc,
Hoxal/2, DIx1/2, Msx1, Prx1, Eyal, Sox9, Sixl, Gd& Tcofl, BMP4, AP-2(Minoux
at Rijli, 2010; Mallo, 2001; Mallo 1998)

Signalni molekula RA

Kyselina retinova -Retinoic acid je ozn&ovana za kliovou signalni molekuluipvyvoiji
sawiho zarodku (Kubicovéd, 2010), nabovliviuje proliferaci, apoptézu, diferenciaci i
migraci burk. V buice se vaze na vazebné proteiny a naslednjaderné receptory -
retinoic acid receptors (RARS), které po navazanidané sekvence reguluji transkripci
DNA (Vokurka, 2008).
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RA ovliviiuje (& uz gimo ¢i nepimo) pres 500 @iznych gefi (Kubicova, 2010). Ukazalo
se, Zze RA hraje také velmiakzitou roli morfogenezi a teni pozice $edniho ucha
(Chapman, 2011; Mallo, 1998), nebmutace RAR maji za nasledek Uplnou absenci
ti'minku, ale pouze nepatrné nebo zadné poskozendkoky kladivka aanulus tympani
(Mallo, 2001). Pedpoklada se proto, Ze RA neovwlije migraci vSech NCC (Mallo,
1998).

Signalni molekuly Fgf8/9 a ET-1

P nefuniéni aktivaci signalnich molekul ET-1 (endotelin-1F&F8/9 (Fibroblast growth
factor 8/9) v ektodermu prvniho Zaberniho obloukiZzeme sledovat v oblastifetiniho
ucha asi negtSi poskozeni - té#h nevyvinuté kladivko a kovadlinkuj jejich uUplnou
absenci. (fminek vykazuje poskozeni, nebo zcela chybi potizegiunkinim signalu ze

strany ET-1). Tyto d¥ molekuly totiz vymezuji oblast exprese Bapx1l a GswoZ jsou

Mrivriw s

Geny, které se podileji na uteai funkniho stedousniho aparatu, se daji vice - mén
(kazdy gen ma SirSi oblastigobeni, Uplé presré hlavni funkci tedy ufit nejde) rozdlit

do i kategorii:

(1) Geny podilejici na vyvoji specifickych oblastiedni ucha

(2) Geny zapojené do utteni kosti

(3) Geny podilejici se na vyvoji Zabernich oblbklallo, 1998)

(1) Geny podilejici se na vyvoji specifickych obldisstiedniho ucha

Pfi studiich provadnych na mySim modelu bylo zj&to, Ze kléovou roli v regulaci
vyvoje stedniho ucha maji gerBapx1 (bagpipe homeobox)@sc (goosecoid)Bapx1 ve
spolupraci s Gsc definuji r@devSim ty ¢asti stedniho ucha pétbné pro vyvoj
bubinkového kruhups gonialea kladivka (Tucker et al., 2004; URL 5).

Podle nejnogjSich praci jsou oba tyto geny sasti slozigjSiho homeoboxu, ktery se
nazyva odontogenicky homeobox kdd (odontogenic lotrme code). Tento kéiddi vyvoj
tiéi anatomickych oblasti, a to zubniho z&kladu, kestidnicelisti a kistek stedniho ucha

(Tucker et Sharpe, 2004).
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Vymezeni Bapx1 a Gsc

Bapxl (u lidi znam také pod zkratkou NKX3-2 — ,NK3 honoeb 2) je bthem
embryogeneze exprimovan Vv proximalni oblasti mamdimiho vylgZku prvniho
Zaberniho oblouku. Pozitignje tento gen regulovan pravsignalnim proteinem
endotelinem - 1, ktery je exprimovan v okolnichikéach mesenchymu a epitelu prvni a
druhé Zaberni &tbiny (Wilson et Tucker, 2003; Mallo, 1998). Naopaggativni regulaci
Bapx1 nmiZzeme sledovat ze strany signalnich molekul FGF&88&4. Signalni molekuly
FGF8 a FGF9 jsou exprimovany v proximalni oblastiymezuji tedy oblast moléra
zarove pozitivre reguluji Gsc. BMP4 je exprimovan distélfmedialrg), ¢imz vymezuje
oblastiezaki (Tucker et Sharpe, 2004). Oblasti genové expse Znazorkny na obrg.
9.

Bapx1 je vSak pozji exprimovan také v zakladeats goniale a anulus tympana dale
piimo v kladivku, kovadlince a incudomaledlnim kloublento gen reguluje i&u
kladivka (g mutaci ji sniZuje), délka vSakigtava stejné (Tucker et al., 2003).

Gsc — goosecoid je exprimovan spolu s Bapxl vzajetnse gekryvajicim zgsobem,
piicemz Bapxl je vice proximalni nez Gsc (jak Izesvida obrazkw. 9). Inaktivace jak
Bapx1, tak Gsc ma za nasledek defekt bubinkovéhlouk(Tucker et al., 2003). AvSak na
rozdil Bapx1, Gsc ma v tvatltympanického kruhu jak inddki Glohu, tak diferenciani.
Experimenty s chimérami s G5cversus wild type (divoky typ) naz&gi, ze vyvoj
bubinkového kruhu obsahujegimejmensim dva odliSné kroky zavislé na Gsc. V prvn
kroku Gsc moduluje expresi faktgrkteré jsou pdebné pro ziskdni mesenchymalnich
burgk pro skeletogenni kondezaci (Gsbuiky postradajici vlastni futki gen pro Gsc
mohou byt pitahovany biikami divokého typu). Ve druhém kroku Gsc zpfedkovava
diferenciaci &chto burtk (Mallo, 2001).
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Obrazek ¢. 9: Schéma genové exprese (frontalni pohled na ndibularni oblouk). FGF8/9 —
fibroblast growt factor 8/9; BMP4 — bone morfogengirotein 4); Gsc — goosecoid, BAPX1 —
bagpipe homeobox; DM dentes molares- predpokladana oblast vyvoje st@k; DI — dentes
incisivi — predpokladana oblast vyvofezaki. RiZzow je zazn&ena oblast vyvoje &dniho ucha.
Zdroj: Vlastni kresba — upraveno, podle Tuckertetre, 2004.

Kromé¢ Bapxl a Gsc se na vyvoji specifickych pivirodili mnoho dalSich génnag. —
Brn4, Hoxal/2, DIx1/2, Msx1, Prx1 (g&ti do homeoboxoveého kodu) jejichz specificky
(cinek zpisobujici vyvojovou anomalii v dil ¢asti stedniho ucha vifpad jejich
nefunkni aktivace. Rehledr jsou tyto geny zapsany v tabuleel.

Brn4 — brain specific homeobox 4ebo také Pou3f4 — ,pou class 3 homeobox 4“. Tento
gen produkuje proteiny, které ouivji ¢innostrady dalSich gah— fadime ho tedy mezi
TF (URL 5). Brn4 je exprimovan v kondenzujicim seesenchymu &hem vyvoje
vnitiniho ucha, mutageneze v tomto genu awdje pgredevSim utvideni spankoveé kosti a
sluchového a vestibularnino organu tmibo ucha. AvSak jiz byly také zaznamenany
malformace ve velikosti a tvaru zéakladnyninku. Zakladna norméinse vyvijejiciho
timinku ma z lateralniho pohledu tvar konvexiii pohledu ze spodu ovalny. Mutace vSak
zpasobi zplo&tni povrchu zakladny a také vyrazné zuzeni na jestrar®, takze pi
pohledu zespodu je tvar ¥dy, nikoli ovalny. Tento chybny vyvoj Zsobi nedostat@ou
fixaci k priléhajicimu ovalnému okénku a @pgénmei neefektivni pevod zvuku, a to iies

to, Zze zbylé d¥ kastky se vyviji normala (Phippard, 1999).
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Distal-less homeobox code 1/2 (DIx1/2ulova mutace v genech DIx1 a DIx2 nemé&
Z&dny vliv naanulus tympana bubinek. Ma vSak vliv na abnormalni vyvoj koviakly a
ti'minku (Qui et al., 1995),fgemz vliv této mutace na obkustky je zcela rozdilny.
Nespravna aktivace DIx2 #pobuje abnormalni vyvoj kovadlinky (jéipojena k lebce) a
ti‘minku, jehoZ velikost je mnohem mensi i@dni a zadni raménko nevyiv@blouk,
nybrz spolu splyvaji (Mallo 2001). dihek DIx1 @i vyvoji stredni ucha je sousickn
hlavre v oblasti druhého Zaberniho oblouku. Inaktivacénoto genu zfisobuje
negitomnost iminkoveé tepny a tudiz &st crus posteriusa crus anterius stapend®lallo
2001). (Tato tepna prochazihem vyvoje spodnfasti ¥minkového zarodkuwimz pozdji
dojde k vytv@eni dvou odd8lenych ramének (Rodrigues — Vazques 2005)). Saeagi 6n
DIx geni, pricemz DIx1/2 jsou v mesenchymu Zabernich obiou&xprimovany
nejproximaliji (vzhledem k DIx3/4/5/6) (Minoux et Rijli, 2010)}edy v mist vyvoje
sluchovych kistek. Oba kddy DIx1/2 jsou seasti genové rodiny DIx k@d(URL 5).

Prx1 — Prx1 (dive ozn&ovan taky jako Mhox) je exprimovan v mesenchymu§a&vpro
svou expresi poebuje signal pochazejici z epiteluieBpoklada se tedy, Ze owuiwje
epitelo-mesenchymalni interakci a také preskelét&wndenzaci z nediferecovaného
mesenchymu (Martin, 1995).fiPnulové mutaci v Prx1 jsou kovadlinka @minek
piipojeny k abnormalni chrupawé struktue vyvijejici se v prvnim a druhém Zzabernim

oblouku. TTminkova ramena @pnevytvai oblouk a bubinkovy kruh chybi (Mallo, 1998).

Hoxa2 (Homeobox A — 2)jie nezbytny pro spravny vyvoj struktur na druhéaernim
oblouku. Inaktivace tohoto genu ma tedy za néaslealekormalni vyvoj &ch struktur
skeletu, které se z druhého Zaberniho oblouku agivoZak napiklad u embryi se
zmutovanym Hoxa2 se namisto struktur typicky odwemych z druhého Zaberniho
oblouku, ¥etns trminku, vyviji i z tohoto oblouku je3tedna (tzn. zdvojend) sada pivk
odvozovanych norméénjen z proximalntasti prvniho oblouku. &které studie ukazuji, Ze
Hoxa2 gen vymezuje oblasti skeletogeneze v mesemechyruhého Zaberniho oblouku
mechanismem inhibice. (Kanzler, 1998). Z toho bylyyalo, Ze Hoxa2 {sobi jako
modulator odpo&di mesenchymalnich bgk na pozitivni skeletogenni signaly ve druhém
Zabernim oblouku. Co je podstatogctito signal, to zatim neni znamo, avSak
pravdépodobré jsou vylwovany epitelem mezi prvnim a druhym Zabernim oldouk

Tuto domrénku potvrzuje fakt, Ze struktury, které se vyvirodruhého Zaberniho oblouku

-32-



u embryi HoxaZ, jsou doslova zrcadlovym obrazem jejictegiohy v prvnim Zabernim
oblouku.

Mutace v geniHoxal také vytvdi rozdilné fenotypy $eédniho ucha. AvSak uloha Hoxal
v této oblasti je jes8tnejasna, pafvadz u fiznych mutaci byly ziskany rozdilné fenotypy,

nap. malformacetininku nebo chyfici kladivko a kovadlinka (Mallo, 1998).

Gdf5/6 - Growth differentiation factor 5 a 6 jsou geny kdducGdf5 a Gdf6 proteiny, které
pati do rodiny proteiit BMP. Clenové této rodiny reguluji diferenciaci a tny rast jak
v embryonalni tak v dogfg tkani (URL 5).

Inaktivace genu Gdf6 #igobuje chybné utw¥ani vas, chrupavek a klouh ale na
odliSnych mistech, nez itheme pozorovat ip mutaci v Gdf5. Vznikla poskozeni se
netykaji jen kotietinovych klouli (jako je kolennici zapestni) a lebénich Swi, ale také
sttedniho ucha. Gdf5/6 jsou tedy vyznamnymi kandiditsti mohou zafic¢init prevodni
hluchotu. Mutace vtomto genu igobi nedostatey vyvoj kloubniho spojeni mezi
kladivkem a kovadlinkou a mezi kovadlinkou famninkem. Zakladnaitminku také neni
zcela vyvinuta a vazy, které jej k ovalnému okéoke\iuji, jsou mnohem te, takze ani
zde — mezifiminkem a ovalnym okénkem - nedochazi ke spravnéaiéhdni. Navic
kolem povrchu kloubnich oblasti s normalni expfedf6 buiky proliferuji mnohem vice,

ve srovnani s mutantnimi Gdf6 (Settle, 2003).
Drobné malformace &dniho ucha byly popsany i ¥ipadt mutanti postradajicich gen

Msx1 (Msx homeobox 1) U tchto mutani je kladivko o &co kratSi a postrada kratké

raménko. Ostatni strukturyfetiniho ucha nevykazuji Zzadné anomalie (Mallo, 1.998)
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Dil¢i ¢ast stedniho ucha

AT MT M I S
Gsc, . . redukce normalni neba s
Bapx1 ElLS ElLS manubria chybi AL
Brn4 | normalni/NS normalni/NS normalni normalni ma]formace
zakladny
DIx-1 normalni NS normalni normalni srist ramének
malformovany
DIx-2 normalni NS normalni a pipojeny k  snist ramének
lebce
redukce malformovany
8 Mhox chybi NS manubria & mlggjgly k  srist ramének

s s normalni normalni nebc malformovany
Hoxa-1 | normalni/NS normalni/NS y

nebo chybi chybi nebo chybi

Hoxa-2 | zdvojeny  zdvojeny  zdvojeny zdvojeny chybi
chybi , .

Gdfs/6 | normaini  normaini  kloubni  CMYPI Kloubnit - malformace
spojent spojeni zakladny
chybi

Msx-1 normalni normalni  processus  normalni normalni
brevis

Tabulka ¢. 1: Vyvojové anomadlie dikich ¢asti s¥edniho ucha vyplyvajici z mutace v daném
genu. AT (anulus tympanj MT (membranatympan); M (malleug; | (incug; S (dapeg; NS
(nebylo stanoveno). Zdroj: upraveno podle Mallo8.99

(2) Geny zapojené do utveeni kosti

Sox9 - oficialnim ndzvem je SRY ,sex determination regi¥n— box 9“, pati do
rodiny gerii zvané Sox a je velmiutezity pro rozvoj reprodukniho systému a kostry.
SOX9 protein reguluje aktivitu jinych génfadime ho tedy mezi TF (URL 5).

SOX9 @imo tidi expresi kolagenu Il typu, coz je hlavni kompaaebugcné hmoty
elastickych a hyalinnich chrupavek, bez kterych bgbyl moZzny vznik Kkosti
endochondralni osifikaci (Mallo, 1998). Jelikoatd zpisobem sluchové kostni elementy

vznikaji, uvazujeme i o tomto genu jako o regaian mechanismu vyvoje ucha.
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(3) Geny podilejici se na vyvoji zabernich oblouk

TFAP2 - PInym nadzvem je ,Transcription factor AP-2"¢kuly se uvadi TFA® nebo AP-
20) produkuje transkrigni proteiny — AP-2 (AP-@), které jsou schopny se vazat na
specifické oblasti DNAgImZ reguluji geny, které ovliwji burg¢né cleni a apoptdzu
burék v kranialni oblasti neuralni listy. Proto je géRAP2 velmi dilezity pro vznik
prvniho a druhého Zaberniho oblouku a tedy i struktnich odvozenych. Genova mutace
TFAP2 naruSi normalni vyvoj danych oblasti v prvrénmdruhém oblouku¢imz dojde

k projevu branchio-oculo-facialniho syndromu (M&li@98)

Tcofl - ,Treacher Collins Franceschetti syndrome 1“ je gkiery exprimuje treacle

protein. Tento protein se vyskytuje v embryonalwioji v zarodcich kosti a tkani, které
postupr formuji kraniofacialni oblast (URL 5).

Vzhledem k rozsahlymdinkam mutace v tomto genu séeppokladd, Ze Tcofl je jednim
z hlavnich akté&r podilejicich se na migraci btk z neuralni listy (Mallo, 1998).

Onemocgni zpisobené mutaci Tcofl se nazyva Treacher Collinsreymel Jedna se o
autozomala dominantni chorobu jejimzZ hlavnim rysem je gr&enduktivni ztrata sluchu

(Mallo, 2010).

Eyal -,Eyes absent homolog 1“ — tento gen produkuje sjgjenny protein, ktery
nélezi do rodiny transkrimich proteiid zvané protein tyrosin phosphatases (PTP). EYAl
spolupracuje s mnoha dalSimi proteiny, ingge SIX1. V embryondlnim vyvoji jsou tyto
proteinové interakce velmiuatezité pro spravné vyt¥eni mnoha tkani detné druhého
Zaberniho oblouku,sda usi (URL 5).

Gen Eyel je pro vyvoj &dniho ucha esencialni. Mutace v tomto genisabpuji Branchi-
oto-renal syndrom mezi jehoz symptomy ipabké tzké malformace gtdniho ucha.
Malformace jsou nalézany jiZz u Eyal heterozyga jsou sild@ umodiovany u
homozygot. JelikoZz Eyal je exprimovan v primordiich vyviggh se endochondrialnich
struktur, nize mit tento genipmou roli v tvorkg kistek stedniho ucha. Eyal iwie byt
také &asten separace primordii kladivka a kovadlinky (utantnich mySich byly
pozorovany iizné typy shsti mezi €mito kistkami) Jaka jsou, vSakigsna poskozeni
v oblasti stedousni dutiny zatim neni zcela obgasm(Mollo, 2001).
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Six1l — ,Six homeobox 1“. Six1 p#tdo skupiny gein zvané jako Six genova rodina.
Clenové této rodiny produkuiji proteiny (fai$IX1), kterymi reguluji aktivitu jinych geén
(jedna se tedy o TF) (URL 5).

SIX1 protein ve spolupraci €kolika dalSimi proteiny (nap EYAL) reguluje normalni
embryonalni vyvoj.

Six1l je v pfibéhu vyvoje exprimovan viznych organech, avSak az Zheng W. et al
prokazali, Ze se uplatje také pi vyvoji sluchoveho uUstroji (studovano na mysi).
Inaktivace Six1 vede k malformaci jakékdadasti sluchového ustroji zahrnujici i,
urgitym stuprgm ztratu sluchu, vykazuji v oblastistiniho uchatzné abnormality — nép
t‘'minek ma maly lumen, igdousni prostor je mnohem mensi a je Wplivolnou
pojivovou tkani, v dsledku¢ehoz dochazi kastym zastam nebo az k uplnému selhani
sluchovych kistek v procesuipvodu zvuku. U recesivnich homozygatochazi k grstu
kladivka a kovadlinky. fedni vylEZek kladivka chybi, stefrtak neni pitomen tminek.
Velky vyznam ma vSak také v ufemi vnitniho ucha, kde je exprimovan rap

v senzorickém epitelu (Zheng, 2003).

Veskeré popsané geny jsotepledré shrnuty v tabulce€. 2. Zohledwna je @i tom jejich

hlavni funkce — osifikacetstek, vyvoj Zabernich oblotka utv&eni kostnich elemeint
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Hlavni funkce

Tabulka ¢. 2: Geny potebné pro vyvoj skedniho ucha a jejich hlavni funkce.zZdroj: vlastni
souhrn.
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9. Aplikace poznatku

Pfi zkoumani patologie sluchového Ustroji s&dai zangfuji prevazr na percegni
(senzoneurialni) poruchy, proto seipac porozungni pievodnich vad vyskytuji stale
znané mezery ve znalosti zakladnich molekularnich meismi zpisobujicich existenci
tohoto onemoai (Richter, 2010). Normalni rozvijeni sluchovychistek a utvéeni
epitelu a volného Btdousniho prostoru jsou nezbytné pro spraweyqd zvuku, jakékoli
chyby mohou zfsobit Uplnou, neboast&nou evodni hluchotu. Ret postizenych osob
se navic zvySuje ikem z divodu otosklerdz (fixacerinku), castych zaéta, perforaci
bubinku nebo snizené funkce Eustachovy trubice h@dctak podtlaku ve igdousni
duting).

Pfitom v mnoha fgpadech mZe byt gevodni hluchota zmigma ¢ vylécena
farmaceutickym nebo chirurgickym zakrokem. Zé&lém sniZzeni pdu neslySicich a
zlepSeni terapeutickych metod ma tedy rozhodujyznam plné pochopeni zakladnich
vyvojovych proceg (Chapman, 2011). Proto stale probihgginé studie zagiiené na
kraniofacialni oblast d&em embryogeneze aédci se snazi rozlustit slozité
mechanismy morfologickéhocasoprostorového vyvojesgtre vSech mechanisin

molekularnich.
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10. Zaveér

Stredni ucho, jez je s@asti sluchového uUstroji, ma za ukol spravné veremkovych vin
mezi bubinkem a ovalnym okénkem, a to prexictvim ti sluchovych kistek — kladivka
(malleus, kovadlinky {ncug a ¥fminku Etape$ uloZenych ve gedousni duti&

Embryonalni fivod této oblasti je velmi rozmanity +nalleus a incus se vyviji
enchondralni osifikaci z proximalnéasti Meckelovy chrupavky prvniho Zaberniho
oblouku (gedni vylEZzek kladivka vSak vznika desmogenni osifikaci gosiale, stapes
se vyviji s druhého Zaberniho oblouku, bubinkovndumd svij v pavod v prvni Zaberni
vychlipce a bubineknfembrana tympapima dokonce {vod troji — ektoderm prvni
Zaberni ryhy, entoderm prvni zaberni vychlipky azimeimi jeS€ lezici vrstvéku
mesenchymu.

Toto mnozstvidznorodych oblasti, ze kterych se vyviji dané konemby stedniho ucha,
naznguje, Ze se musi jednat o vyvoj velmi slozity, dy@eny interakcemi mezi epitelem
a mesenchymem, zahrnujicitzné morfogenetické mechanismy a slozitow si
molekularnich signél Mnoho gef, které hraji nezbytnou rolichem vyvoje dedniho
ucha, jiz bylo popsano - naBapx1, Gsc, DIx1/2, Hoxal/2, Msx1, Prx1, Gdf5répfl,
BMP4, Eyal, Sox9, Six1l, AP-2, avSak pro mnoho dal$est nemizeme pesre fict,
jakym zpisobem se do vyvoje zapojuji. Proto stale probih&@huanstudii vyuzivajicich
modelovych organistn— mySi, motat a kdat — které by pomohly odpését na dosud
nezodpo¥zené otazky, jako: ,Jaké jsou mechanismy, kteréowddrozaleni Meckelovy
chrupavky a tim padem od&éni vyvijejiciho se ucha atklisti? Jakym zfisobem dochazi
ke kavitaci stedousni dutiny? Co kontroluje spravn&amovani diferenciace a zastaveni
rastu sluchovych kstek?* a mnoho dalSich.

Snad se diky novym, modejgim metodam brzy povede najit na vSechny tyto kytaz
odpovd, neba@ dokonald znalost celého vyvojového procesedstihno ucha by také

piinesla nové, dokonalejSi metodyhé v pripadt riznych onemoani.
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