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ANOTACE

Zuby jsou z hlediska vyzivy v zZivoté zivocichl prakticky nepostradatelné, jejich absence sice
jedince ptimo na zivoté neohrozuje, ale muze snizit kvalitu jeho zivota a pfezivani. V piipadé
¢loveka problematika chrupu nabyva jesté dalSich rozméri; vizualniho vzhledu ¢i artikulace.
Z toho divodu se moderni medicina snazi najit cesty, jak poskozeny chrup regenerovat.
V tomto ohledu je velka nadéje kladena do tkanového inzenyrstvi, se kterym velice uzce

souvisi 1 ma prace.

Pro pouziti spravnych metod tkanového inzenyrstvi, je nutné porozumét celkovému vyvoji
zubu, tj. od jeho iniciace aZ po erupci. Vzhledem k tomu, Ze je v této praci vyuzito indukéniho
vlivu mysiho oralniho epitelu, v teoretické ¢asti je jako model uveden vyvoj zubu mysiho

molaru.

Experimentalni ¢ast se zabyva rekombinaci mysiho oralniho epitelu vraném stadiu
odontogeneze sbunikami neuralni listy (NCPC), které byly derivovany z lidskych
embryonalnich kmenovych bunék (hES), a zkoumanim vzdjemnych interakci mezi nimi.
Dosavadni experimenty zatim neprokazaly signalizaci mezi epitelialni tkani a NCPC. Pfi¢inou
mize byt zpusob Kultivace, mnohocetné pasaze, pii kterych bunky ztratily svou

charakteristiku, ¢i fakt, ze je v experimentu pouzita tkan mysi k indukci lidskych bunék.

Kli¢ova slova
Zub; odontogeneze; odontogenni markery; tkanové inZzenyrstvi; embryonalni kmenové buiky;

bunky neuralni listy



ANNOTATION

Teeth are essential in the life of animals. The absence of teeth is not directly life threatening,
however it can severely decrease quality of life and survival. In the case of human dental issue
becomes even more dimensions, e.g. external appearance or articulation. For this reason,
modern medicine is actively trying to find ways how to regenerate damaged teeth. In this

regard, the great hope placed in tissue engineering, which is very closely related to my job.

To use the correct methods of tissue engineering, it is necessary to understand the overall
development of the tooth, ie, from its initiation to eruption. Since it is in this work used the
inductive influence of murine oral epithelium, in the theoretical part is like a model given

mouse molar tooth development .

Experimental section discusses recombination murine oral epithelium in the early stage of
odontogenesis with neural crest cells (NCPC ), which were derived from human embryonic
stem cells ( hESCs ), and examining the interactions between them. Previous experiments so
far have not shown signaling between epithelial tissue and NCPC . This may be a way of
cultivation , multiple passages in which cells lose their characteristics, and the fact that the

tissue used in the experiment was mice to induce human cells.

Keywords

Tooth; odontogenesis; odontogenic markers; tissue engineering; embryonic stem cells; neural

crest cells
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SEZNAM ZKRATEK

BMP Bone morphogenetic protein

DNA Deoxyribonukleova kyselina

FCS Fetalni sérum

FL Horni koncetina

IHC Imunohistochemie

NCPC Buniky neuralni listy

PAX Paired-box family

PCNA Poliferating cell nuclear antigen

SHH Sonic hedgehog

TNF Tumor necrosis factor

WNT Wing-less-type MMTYV integration site

family




1 Uvod

Onemocnéni chrupu postihuje vétsinu populace. Castym jevem je zubni kaz &i parodontitida,
méné Castym absence jednoho ¢i vice zubl. Ageneze permanentnich zubl (kromé¢ tfetich
molard) dosahuje v nékterych populacich az 9,6 procent. Jedinec je v takovém piipadé nucen
zit se snizenou schopnosti artikulace a zvykani, dochazi k naruSeni estetiky oblic¢eje a Casto

také ke snizeni sebevédomi a poskozeni psychického zdravi.

Moderni medicina nabizi fadu feSeni. Casto dosavadni moznosti nejsou dostatecné Setrné,

komfortni a mohou okolni tkan zna¢né poskodit.

Tkanové inZenyrstvi nabizi v tomto ohledu moZzné vychodisko, a proto je v soucasné dobé
v aktivnim zkoumani. Pokud by existovala metoda, jak timto zplisobem regenerovat chrup,
bylo by moZné se vyhnout naptiklad odmitnuti implantatu, poruSeni okoli zubu ¢i snad jen

nepiijemnému pocitu v Ustech z umélého materialu.

regenerativni mediciny byla mozna, je dulezité pln¢ porozumét odontogenezi v pfirozeném
prostiedi. Je nutné vychdzet z poznéani, Ze v brzkém embryonalnim stadiu je indukéni
odontogenni potencial v oralnim epitelu. Je tedy mozne jej vyuzit k indukci mezenchymalnich

bun¢k s potencialem odpoveédét na odontogenni sigaly epitelu.



2 Cile prace

Cilem této prace bylo sledovani indukce odontogeneze in vivo a in vitro. V prvnim
ptipadé byly sledovany markery diferenciace u mySich molart v riznych stadiich vyvoje.
Druhym krokem bylo testovani bunééné linie bun¢k neurdlni listy NCPC (Neural Crest
Progenitor Cells), pfipravené indukei lidskych embryonalnich bunék hESC (Embryonal
Stem Cells) italskym vyzkumnym tymem Eleny Cattaneo. Jako kontrolni buiiky slouZzily

mezenchymalni embryonalni fibroblasty MEF izolované z mysich hornich koncetin.



3 Teoreticka Cast

3.1 Fylogeneticky vyvoj zubu

Poprvé se ektodermalni struktury podobné dnesnim zublim objevily v podobé koZznich utvart,
které se podobaly plakoidnim Supinam dne$nich Zralokt, u bezzubych ryb. Tzv. odontodes se
nachazely na vnéjsi strané tlamy, byly malé a pravdépodobné¢ slouzily k obrané, smyslovému

vnimani a dal$im uéelum.

Predchiidce soucasnych zubt se skladal z dentinového kuzele s dentalni pulpou, byl pokryt

mineralizovanou tkani podobnou skloving.

Odontodes se vramci fylogenetického vyvoje presunuly zvngjsi strany tlamy do
orofaryngealni dutiny. Nejprve pokryvaly cely povrch celisti, pozdé&ji se vyskytovaly jen na

okraji.

enameloid dentin

§
5 {
pokozka f \
! \
/ i
{ ! S
Skara kost

Obrazek ¢. 1: Odontodes

10



K postupnému vyvinu riznych typt zubt u obratlovci piispély stravovaci navyky a snaha o
prizptisobeni se prostfedi. Touto soucinnosti vznikly nynéjsi formy zubt, jez jsou pevné
spjaté svou morfologickou stavbou s uritym zptisobem zpracovani potravy: fezaky (incisivy),

$pic¢aky (canini), tfenové zuby (premolares) a stoli¢ky (molares).

Z hlediska evoluce rozvoj ustni dutiny pfisoudil organismim se zuby vyhodu v ramci

pfirozeného vybéru a umoznil jim svou potravu zachytit a zpracovat.

3.2 MySi molar jako model pro studium vyvoje zubii

Pro studium vyvoje zubl se nejcastéji vyuzivd mysiho modelu. Obecné morfologické a
molekularni charakteristiky vyvoje mysiho i lidského zubu jsou Si podobné. Avsak mysi
dentice se od lidské v mnohém odliSuje. Tato rozdilnost spocivad v rizném poctu generaci
zubl; u Clov€ka se nachazi chrup difyodotni (dvé generace zubi), kdezto u mysi
monofyodontni (jedna generace zubll) se stdle rostoucimi fezaky a absenci premolares a
canines, coz vytvaii bezzubou ¢ast chrupu, diastemu. Mys ma tedy pouze dva typy zubi

(fezéky a stolicky), ¢lovek disponuje Ctyimi.

Vzhledem k uvedenym rozdilim se jevi jako vhodngjsi modelovy organismus napf. prase

domaci, z divodu laboratornich podminek je ale mys vhodné&jsi.

diastema

Obrazek ¢. 2: Schéma mysiho chrupu
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3.3 SloZeni a morfologicka stavba zubu

Korunka a kofen jsou hlavni atributy ve stavbé zubu, viditelny piedél mezi nimi oznacujeme

jako krcek, ktery je z ¢asti zakryt gingivou.

Korunka je kryta sklovinou, nejtvrdsi tkani lidského téla, ktera je sekretovana ameloblasty
(ektodermovy puivod). Sklada se z n¢kolika proteinti: amelogenin, enamelin, ameloblastin a
tuftelin. Z anorganickych latek obsahuje hydroxyapatit (vapnik, fosfor), fluor a vodu.
Sklovina na rozdil od dentinu neobsahuje kolagen. Ameloblasty po skonceni vyvoje skloviny

zanikaji, tudiz neni mozné autoregenerace. Amelogeneze kon¢i erupci zubu.

Pod sklovinou se nachazi dentin. Ten je kryt sklovinou v misté korunky a cementem v oblasti
kotfene. Dentin je tvofen anorganickymi latkami (hydroxyapatit), kolagennimi vlakny, dale
jsou piitomny organické slouceniny: dentin sialoprotein a dentin fosfoprotein. Je sekretovan
odontoblasty. Produkce dentinu Casové predchazi amelogenezi. Odontoblasty na rozdil od
ameloblasti nezanikaji a jsou pfitomny po celou existenci zubu. Odontoblasty sekretuji dentin
ve tfech fazich, jako primdrni dentin, dentin vytvofen do ukoncéeni vyvoje kofene, jako
sekundarni dentin, dentin sméfujici k pulpalni duting, a jako tercialni (= reaktivni; reparativni)
dentin, pfizpisoben k odezve na ur€ity nepfiznivy zevni podnét, jako kuptikladu kaz. Dentin
vznika z dentalni papily, ktera je tvofena ektomezenchymalnimi buinikami, pivodem

Z neuralni listy.

Pod vrstvou dentinu se nachazi dentalni pulpa, bohatd zejména na bunky podobné
fibroblastim, do které pronikaji krevni kapilary a nervy a ktera se s vékem zuzuje. Vznika

Z dentalni papily.

Kofen a kréek zubu jsou pokryty cementem, ktery je sekretovan cementoblasty vznikajicimi
z folikularnich bunék (zubni vak) v okoli kotfene, pivodem neurdlni listy. Jeho slozeni je
podobné kostni tkani. K alveolarni kosti je pfichycen Sharpeyovymi vldkny. Z opacné strany

dentalniho vaku se vyviji periodontium, vazivo, které upeviiuje zub do zubniho alveolu.

3.3.1 Zubni alveol
Vznika dezmogenni osifikaci maxily i mandibuly a tvoii kosténé lizko pro koten zubu.

V piipadé mandibuly tomuto procesu piedchazi chrupavcita kost, oznacovana jako cartilago

Meckeli.
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Diky postupnému kostnaténi a vypliiovani prostoru pod kofenem zubu, dochazi k jeho

vytlaCovani smérem k povrchu, tim se aktivné ucastni protfezani zubu.

Svrchni ¢asti prochazi krevni cévy, které zasobuji periodontium a okrajové mohou vyzivovat i

zubni pulpu, prichodem pies kotfenové kanalky, a nervy.

3.3.2 Periodontium (ligamentum periodontale)

Periodontium se tvofi ze zevni ¢asti mezenchymu dentalniho vaku v obdobi dokoncéeni vyvoje
organu skloviny. Jeho vyznam spoc¢iva v upevnéni zubu v zubnim alveolu, kryti kosti zubniho
alveolu a tlumeni narazu pii zvykani. Vyviji se ¢asové paralelné¢ s cementem, tedy az po

vyvoji korunky.

Sklada se prevazné z kolagennich vlaken®, volnych vazivovych bungk, nervii a lymfatickych a

krevnich cév.

Vlékna periodontia se z jedné strany upinaji na cement a ze strany druhé na zubni alveol.

Vlékna tstici do tvrdych tkdni se oznacuji jako Sharpeyova.

! Kolagenni vlakna vznikaji nahromadénim kolagennich fibril, produkovanych fibroblasty mezenchymového
puvodu.

13
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Obrazek ¢. 3: Schéma zubu

3.4 Vyvoj prvniho mysiho molaru

Vyvoj zubll je zahdjen reciprokou interakci mezi ordlnim epitelem a ektomezenchymalnimi
buitkami, které maji sviyj piivod v kranialni neurélni 1isté. V ptipadé mysiho chrupu jsou tyto
signaly zahajeny Vepitelu kolem desatétho dne embryonalniho vyvoje (EDI10).

Ektomezenchym je od epitelu piebira okolo ED12.

3.4.1 Iniciace-zubni ztlu§téni

.....

vyskytuje od ED10. V této fazi dochazi k vymezeni neodontogeniho a odontogeniho epitelu,

také je ur¢ena pozice, typ a orientace kazdého zubu.

14



3.4.2 Zubni pupen

Kolem ED13,5 vznika ze zubniho ztlus$téni zubni pupen tvaru vacku. Vlivem signalizace
epitelidlni tkan¢ dochézi ke kondenzaci ektomezenchymovych bun¢k v okoli baze pupene,
ktery se nasledn¢ integruje do epitelidlni Casti a tvofi zubni papilu. V tomto stadiu, kolem

ED12,5, se vytraci z epitelu odontogenni potencial, ktery ziskava ektomezenchym.

3.4.3 Zubni poharek (Zubni zarodek)

Dalsi stddium v prubéhu odontogeneze se nazyva zubni poharek. Ma svlij pocatek v ED14,5.
Dentalni papila se zanofuje stale hloub&ji do bazalni Casti organu skloviny, tim za¢ina
pfipominat poharek. Béhem téchto zmén dochdzi k morfologickému c¢lenéni epitelu na dvé
vrstvy, vnitini sklovinny epitel a vnéjsi sklovinny epitel. Vnitini ¢ast, kterou ohranicuji tyto
dvé vrstvy, tvofi taktéz epitelové bunky tvofici rozvldknény retikularni epitel. Tento celek

tvofeny ektodermem nazyvame organ skloviny.

3.4.4 Zubni zvonek

V ED16,5 se vytvaii ze zubniho poharku zubni zvonek. V rdmci tohoto stddia dochdzi
k diferenciaci vnitiniho sklovinného epitelu na ameloblasty, které maji schopnost indukovat
diferenciaci odontoblasti. Sklovinny epitel, jehoZz prizmatick¢ bunky nabyly na vysce,
nasedaji na lamina basalis ameloblastica’. Hustéji se uspotadaji do jednolité vrstvy a vytvori
tzv. stratum intermedium, naopak fidce jsou uspofadany bunky pfivracené k vnéj$imu
sklovinnému epitelu a tvofi tak pulpu skloviny. Pulpa skloviny je urcena k vyZziv€ stratum

intermedium pomoci difiize a také k ochrané buné€k vnitiniho sklovinného epitelu.

Béhem této etapy odontogeneze prochazi vyvojem také zubni papila, kterd nejen meéni svij
tvar na kuZelovity, ale také se €leni na dvé ¢asti. Prvni tsek tvofi buiiky ptiléhajici na lamina
basalis ameloblastica, pravé ty se pod induktivnim vlivem ameloblastl diferencuji na
preodontoblasty a posléze na odontoblasty, které v dal§im procesu produkuji dentin. Druhy
usek tvoii mezenchymova tkan, ktera predstavuje zaklad pro budouci zubni pulpu a na rozdil
od ptfedchozi ¢asti si zachovava upotfadani fidkého embryondlniho vaziva. Zubni pulpou
prochdzi nervova vldkna a krevni kapilary, zajiStujici vyZzivu odontoblasti v procesu

dentinogeneze. S pfibyvajicim vékem se zubni pulpa zuzuje.

! Tvofi hranici mezi organem skloviny a zubni papilou.

15



3.4.5 Vyvoj korunky a korene

Vyvoj korunky je spojen se zaCatkem tvorby tvrdych tkani (dentinogeneze a amelogeneze).
Proces dentinogeneze casove predchazi procesu amelogeneze, ale oba tyto pochody maji sviij
pocatek v ristovém centru, které se nachazi v hrotu korunky (tzv. primarni sklovinny uzel), a
postupuje smérem ke krcku, do oblasti zvané cervikdlni klicka, kde se vnitfni a vné&jsi
sklovinny epitel setkavaji a ze které v dalS§im vyvoji vyrustaji Hertwigova epitelova pochva a

diafragma®.

3.4.6 Amelogeneze (tvorba skloviny)
Amelogeneze, neboli tvorba skloviny, ma svij pocatek pii diferenciaci bunék vnitiniho
sklovinného epitelu na preameloblasty. Tyto protahlé bunky jsou umistény mezi stratum

intermedium (apikalni ¢ast) a membrana basalis ameloblastica (bazalni ¢ast).

V této dob¢ zacinaji odontoblasty, diferencované z preodontoblastii, produkovat organickou
matrix, kterd se ukladda na membrana basalis ameloblastica a brani prichodu zivin
k preameloblastim. VyZiva se k preameloblastim za&ind dostavat z druhé strany’ a tento
obrat vyvola zménu polarity preameloblasti, které se nasledné zacinaji diferencovat na

ameloblasty.

Ameloblasty nejprve sekrenuji organickou matrix, kterd je tvofena predevSim proteiny,
mensSim mnozstvim lipidi, mukopolysacharidy a tenkymi organickymi filamenty. Zakladni
hmota je produkovana smérem k dentélni papile, pfesnéji k zakladni hmoté predentinu nebo o
néco pozdéji dentinu. Tento piedél mezi sklovinou a dentinem se nazyva dentinosklovinna

hranice.

Dalsim stadiem amelogeneze je kalcifikace, do organické matrix je pfi postupujicim vyvoji

vyluovéna anorganicka slozka, a to krystaly hydroxylapatitu.

Amelogeneze se ukoncuje v obdobi pfed profezanim zubu. V jejim pribéhu zanikd zevni
sklovinny epitel a pfilehld ¢ast sklovinné pulpy. Na povrchu se tvoii prizmaticka sklovina,

kter4 chrani zub pfii profezani.

! Hertwigova epitelova pochva a diafragma se Giastni pii vyvoji korene.
2 Krevnimi kapilarami pies dentalni vak, zevni ameloblasty a sklovinnou pulpu, aZ ke stratum intermedium.
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3.4.7 Dentinogeneze
Dentinogeneze v oblasti korunky je zahdjena v rdstovém centru induktivnim vlivem
preameloblasti, diky kterému mezenchymové buiiky diferencuji na preodontoblasty’ a

posléze na odontoblasty?, které uz jsou schopny sekretovat predentin, nasledn& dentin.

Dentinogenezi v oblasti kofene, ktera je zahajena az po vyvoji dentinu v korunce, indukuje
Hertwigova pochva®, coz je spodni okraj organu skloviny, ktery se v koncové &asti zalamuje a
tvoii tzv. diafragmu, ktera urcuje pocet kofenu zubu. Aby Hertwigova pochva mohla
indukovat buiiky dentalni papily na preodontoblasty a nasledné na odontoblasty, musi se sama
dostat do stadia preameloblasti. Dentinogeneze v ¢asti kofene probiha od zubniho krcku az

k apikalni ¢asti.

Odontoblasty nejprve sekrenuji organickou matrix (predentin), obsahujici glykoproteiny,
proteoglykany a kolagenni fibrily, smérem k membrana basalis ameloblastica, tedy proti
ukladajici se skloving. Diky této sekrecni aktivit¢ se odontoblasty posouvaji smérem do

pulpalni dutiny a jsou po cely sviij zivot pokryty vrstvou nemineralizovaného predentinu.

Mineralizovany dentin vznikd na povrchu nemineralizované¢ho predentinu diky ukladani
anorganickych latek, presné€ji krystall hydroxylapatitu, které maji svlij plvod pravé
v krystalizacnich centrech predentinu. Jejich narGstem a zvétSovanim objemu vznikaji
kalcisférity?. Souvisla vrstva mineralizovaného dentinu se tvoii fizi kalcisféritd a
mineralizovanych interglobularnich prostor, pii které ma velky vyznam enzym alkalicka

fosfataza.

3.4.8 Cementogeneze

Cementogeneze probiha na vnitini stran€ dentalniho vaku. Mezenchymové bunky, které tvoii
dentalni vak, se diferencuji induktivni ¢innosti organu skloviny na cementoblasty, které se
ptikladaji na dentinovy povrch kofene diky prostupovanim pies Hertwigovu epitelovou
pochvu, ¢imz dochazi v souvislé vrstvé epitelu ke vzniku $térbin a tim i k jejimu rozpadu na

tzv. Malassezovy ostrivky”.

! Ovalné buiiky, které dostavaji v dal§im vyvoji prizmaticky tvar a diferencuji se na odontoblasty.
2 Polarizované buiiky s vysokou sekreéni aktivitou.

® Hertwigova pochva se sklada pouze ze zevniho a vnitiniho sklovinného epitelu.

* Kalcisférity = dentinové globule

® Malassezovy ostriivky = epitelové ostriivky = epitelové perly
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Cementoblasty produkuji organickou hmotu, ktera je bohata na kolagenni fibrily. K nasledné

mineralizaci dochézi ukladanim krystalti hydroxyapatitu.

Iniciace Zubni pupen Zubnipoharek  Zubnizvonek Erupce
ED10 ED13,5 ED14,5 ED16,5

Obrazek ¢. 4: Schéma vyvoje zubu [1]

3.5 Interakce

Odontogeneze je proces, ktery probiha prostfednictvim sekvencnich a reciprokych interakci
mezi oralnim epitelem a ektomezenchymem. Tyto indukéni signaly vysila od ED10 do ED12
oralni epitel. Presné obdobi indukcni signalizace epitelu nebylo doposud stanoveno.
Informace o ¢asovém rozmezi tohoto jevu se v dostupné literatufe lisi. Tento nesoulad mize

pramenit z odlisnych metod pouzitych k detekci a také z neptesného casovani embryi.

V ramci odontogennich interakci je identifikovano pét zakladnich rodin transkripénich,
rustovych a signaliza¢nich faktort, a to BMP (vyskyt v ektodermu i mezenchymu), FGF
(vyskyt v ektodermu i mezenchymu), SHH (vyskyt pouze v ektodermu), TNF a WNT (vyskyt
pouze v ektodermu). Mezi témito faktory musi byt nastolena velice jemna rovnovaha, pokud
tomu tak neni, jakakoliv zména v regulaci téchto signalnich drah vyusti v abnormalitu chrupu.
Ta se mlize projevit bud’ ve struktufe zubu ¢i v pocCtu zubli (ageneze nebo zastaveni vyvoje

v ranych fazich). Vétsina abnormalit je zpisobena zdvojenim nebo absenci urcitych gent.

Na prvotnim uspotfadani ektodermu se podili molekuly FGF8 a BMP4. BMP4 je inhibitor
FGF8 a zajistuje, aby na uréitych mistech ektomezenchymu dochazelo k produkci PAXO9,

jenz lokalizuje budouci uspotadani zubt a ve fazi pupene fidi zhu$t'ovani mezenchymu.

Molekuly SSH usmérnuji rozsiteni ektodermu a jeho vrustani do ektomezenchymu. Velice

........
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koédem, dle BMP4 se umisti budouci fezaky a dle FGF8/9 molary. Umisténi, velikost a pocet

zubt urcuje spolu s homeoboxovym kédem gen Eda.

Z hlediska produkce prvniho dilezitého signidlu FGF8 by bylo vhodnéjsi pouzivat jako
induktivni epitel v ED10, z hlediska manipula¢ni techniky je ale vhodné&jsi epitel v ED12.

3.6 Moderni zubni lékarstvi

Moderni stomatologie se potyka s celou fadou rozlicnych defektt Eelisti, a to jak mechanicky
zpusobenych, tak i vrozenych. Poruchy chrupu sice nijak jedince neohrozuji pfimo na zivoté,

ale mohou mu jeho prozivani zna¢né ztizit.

Tvrdé tkané zubl se s pfibyvajicim vékem nevyhnutelné opotfebovavaji, nejCastéjSim
vyusténim je zubni kaz, zanét zubni dfené, parodontdza (bakteridlni postizeni vSech slozek
zavésného aparatu), gingivitida, v pokroc¢ilém véku pak mohou chybét i celé zuby. Dle
International Journal of Biological Sciences az 35 % svétové populace je ve svych 65 letech

bezzubych.

Mezi vrozené poruchy patii anodoncie, kdy pacientovi chybi ¢ast ¢i vSechny zuby,
amelogenesis imperfekta (absence genu Dspp), projevujici se nedostate¢né kalcifikovanou
sklovinou, chrupu je v takovém piipadé vlastni nazloutla barva. Defektii s vadnym uloZenim

skloviny, dentinu, ¢i cementu je celd fada.

Dalsimi abnormalitami mohou byt hypodoncie (mirngjsi forma anodoncie), hyperdoncie
(nadpocetné zuby), srostlice, zuby s rozvétvenym ¢i zdvojenym kofenem. Malformace ve
velikosti zubii se projevuji jako makrodoncie (nadmérné€ velké) a mikrodoncie (nezvykle malé

zuby).

3.6.1 Lécebné postupy
Pokud se v celisti objevi zubni kaz, je vyjmut a kavita je vyplnéna plastickym materialem,

Z toho nejcastéjsi je napiiklad stéibrny amalgam, kompozitni pryskyfice a skloionomerni

cementy. Dal$i moZnosti je pouZiti kompozitnich inleji, které pracuji na zékladé otiskd.

Pokud vSak neni zubni kaz pfili§ rozSifeny a nachdzi se pouze ve skloving, je mozné pouzit

neinvazivni metodu ozonoterapii.
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ReSenim pii ztraté zubu jsou titanové ¢i keramické implantaty. Tvarem piipominaji desticku
¢i Sroubek. Hlavni ¢ast implantatu je ukotvena piimo do kosti, ve vy€nivajici ¢asti je na ngj

pfipevnéna korunka nebo mtustek.

JiZ mén¢ komfortnim, ale také méné invazivnim fesenim jsou snimatelné protézy. V soucasné

dobé¢ nalézaji nejvetsi vyuziti u starSich jedincu.

Vyse zminéné zasahy ale nejsou vzdy piijemné, pii pocatecni manipulaci dochazi k poskozeni
okolni tkan¢ a pfi nasledném pouzivani se Clovék musi vypotadat se Spatnym pocitem
Z nebiologické nahrady v tstech. Nezddouci jsou i ¢asté vedlejsi efekty a selhani, majici svij

puvod v nedostatecné biokompatibilité mezi substituci a tkani.

Z téchto divodi je velice zadouci najit biologicky orientované cesty. V tomto ohledu je
regenerativni medicina a s ni spojené tkanové inzenyrstvi velkou nad¢ji. Nalezeni takové
metody, kterd by byla schopna napodobit pfirozené¢ odontogenni procesy pfi tvofeni zubu je

V soucasné dob¢ v aktivnim zkoumani na mnoha védeckych pracovistich.

3.7 Vyuziti kmenovych bunék pro reparaci dentice

Somatické kmenové buiiky pochazejici z postnatalniho organismu, které jsou v soucasné dobé
zkoumany z hlediska vyuzitelnosti pro tkanové inZzenyrstvi, se nachédzeji v nékolika lokalitach
uvnitt ¢1 vV okoli zubu. Jedna se zejména o buiiky zubni pulpy (izolovanych piedevsim ze
tietich molard po jejich extrakci), bunky periodontalnich ligamentt, dale buné¢né populace
Z oblasti kofene zubu a z tkané obklopujici jesté neprofezany zub (zubni folikul) a z pulpy
mlécnych zubi, které disponuji vysokou rychlosti proliferace a také jsou nejvice plastické,

tudiZ pro pouZiti nejvhodnéjsi.

Plasticita kmenové buiiky znaci jeji schopnost piekrocit liniové bariéry a ptivlastnit si expresi
a funkci bunek, které jsou pro odlisné typy tkani unikatni. Somatické kmenové bunky mayji
tuto diferenciacni kapacitu limitovanéj$i nez embryonalni kmenové buiiky, které jsou schopny
jak symetrického tak i1 asymetrického déleni. AvSak pro somatické kmenové buiiky se 1épe
urcuji kultivaéni podminky (souzeno dle piirozeného prostiedi buné€k), hlidani genetické
stability je snadngjs$i, stejné jako jejich ziskavani z organismu, jelikoZ se pii jejich separaci

nemusi védecké tymy potykat s etickymi problémy, které u embryonalnich kmenovych bun¢k

20



nastavaji. Somatické kmenové bunky by v budoucnu mohly slouzit jako autologni zdroj

kmenovych bunék pro reparaci dentice prostfednictvim regenerativni mediciny.

Embryonalni kmenové bunky jsou ziskavany z vnitini bunééné masy embrya, ve fazi
blastocysty. Je nutné si v tomto piipadé¢ uvédomit, ze se jedna o bunky, které se vyskytuji
Vv organismu pouze velmi kratkou dobu, a vzhledem k jejich piivodu se jedna o bunky obtizné
dosazitelné. Tyto bunky, jak jiz bylo zminéno, v§ak maji z hlediska plasticity mnohem vétsi
potencial nez somatické kmenové buiiky. V ramci své SOC se zaméfuji na lidské embryonalni

kmenové buniky.

Bunky lze rozdélovat dle jejich diferenciacnich schopnosti. Jako totipotentni jsou oznacované
bunky, které jsou schopné vyvinu do jakékoliv t€lni bunky. Takovou diferenciacni schopnost
ma zygota. Pluripotence je prakticky stejna, s tim rozdilem, ze jediné, do ¢eho se buika neni
schopna preménit je trofoblast’. Diferencovani se do vice typt bungk, ale jen v ramci jednoho
typu tkané dokazi multipotentni kmenové bunky, nazyvané také jako oligopotentni kmenové
buiiky. Poslednim typem je unipotence, buniky jsou schopné autoregenerace a produkce jen

jednoho typu bun¢k. Vétsinou se jednd o somatické kmenové bunky.

Izolované kmenové builkky musi byt v odontogennim prostfedi, aby se mohly spravné
naprogramovat ke tvorbé zubu. Toho se da docilit naptiklad rekombinaci epitelu, ktery ma

v dané dob¢ indukéni potencidl.

V soucasné dob¢ lze uvést tii odlisné postupy pro rekonstrukci zubniho organu. Efektivni
metodou je tzv. pfeneseni embryonalniho vyvoje. Tato technika spociva Vv napodobeni
pfirozen¢ho vyvoje zubu. Vzhledem k tomu, Ze indukéni potencidl se V brzkém vyvoji
nachazi v epitelu, je mozné jej od okolni tkdné enzymaticky a mechanicky separovat a
nasledné epitel pouzit jako zdroj induk¢nich signdlti pro bunécné linie, které jsou schopny na
tyto signaly reagovat. Experimentii zaloZenych na tomto principu byla provedena cela fada.
,Wilde u obojzivelniki rekombinoval neuralni listu v oblasti urodele s epitelem stomodea,
vysledkem byly zcela diferencované zuby. Na zakladé Wildeho experimentu rekombinoval
Lumsden vroce 1984 mySi neuralni liStu s mandibularnim ustnim epitelem a nechal je
kultivovat v piedni komote mysSiho oka, kde vznikl zarodek. V roce 2006 byl tento postup
oficidln¢ zaveden profesorem Sharpem v Londyné. Zuby vytvofené timto zpiisobem

odpovidaly velikosti a tvarem normalnim mys$im molarim.* [1] V laboratornich podminkach

! Zevni obal sav&iho embrya ve fazi blastocysty.
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1ze takto vytvoteny objekt kultivovat zhruba 7 dni, po této dob¢ jiz neni mozné uméle systém
vyzivovat a pro déle trvajici kultivaci je tfeba jej pienést do imunokompromisniho organu
laboratorni mysi; ledvinné kapsula ¢i o¢ni komora. Diky cévnimu zésobeni Zivinami je mozné
Z rekombinovanych tkani vnesenych do ledvinnych kapsuli dospélé mysi, ziskat plné

mineralizované zuby.

Dalsim typem tkanového inzenyrstvi je pfima rekonstrukce zubu v Gstech. Tato technika

vychazi ze sestrojovani kazdé ¢asti zubu zvlast'.

Ttfetim zplsobem je vytvofeni zubu na tzv. biologickém leSeni. Této metod¢ je zatim
vénovana mens$i pozornost. Rozvolnéné epitelidlni a mezenchymélni buiky jeste
neprofezaného zubu, nejcastéji ve fazi zubniho pupene, se vyseji na biodegradovatelné
polymerové leseni. Tato konstrukce by méla plné nahrazovat ptirozené prostiedi zubu a davat
mu jeho pfirozeny tvar. Jako leSeni se pouZiva bezpocet materialii, porovity hydroxyapatit,
kolagen, chitosan a z polymert napiiklad polyglykolova kyselina. Snahy v ramci této metody
zatim ztroskotaly na naruSeni interakce mezi buitkami a okolnim prostfedim, za coz je

zodpovédna praveé konstrukce.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Detekce odontogeneze in vivo

4.1.1 Immunohistochemie-amelogenin, osteokalcin molary (sagitalni a frontalni
rez)

Imunohistochemii detekujici amelogenin (odkazujici ha mista budouci skloviny) a osteokalcin

(lokace tvoticiho se zubniho alveolu) jsem provadéla na histologickych fezech mysich hlav

obsahujicich oblast prvniho molaru (ED17,5 a P2). Metoda byla totozna s postupem napt. pro

detekci cytokeratinu, rozdil byl v pouzité primarni protilatce (viz str. 32).

Imunohistochemie:

Kozi bloka¢ni sérum

Primarni protilatka: anti-body diluent (fedéni 1:300)
—Detekce amelogeninu: anti-amelogenin
—Detekce osteokalcinu: anti-osteokalcin

Sekundarni protilatka: anti-rabbit antigen

Sledovani odontogeneze in vivo na mysich molarech slouzila k demonstraci diferenciace

bunék pfi tomto procesu.

4.2 Detekce odontogeneze in vitro

V ramci experimentalni ¢asti jsem se zabyvala izolaci dolnich celisti mySiho embrya v ED12
a naslednou separaci ordlniho epitelu mandibuly. Ziskany ordlni epitel jsem rekombinovala
s burikami neuralni 1isty a poté tyto objekty kultivovala. Jako negativni kontrolu pro spravnost
rekombinac¢ni techniky jsem pouzila MEF buiiky, izolované z hornich konc¢etin mysSich embyi

ve stadiu vyvoje v ED10.
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4.2.1 Separace mySiho oralniho epitelu z ED12
Gravidni my$ je uspana chloroformem, usmrceni je provedeno pieruSenim patete, poté je
oteviena bfiSni dutina, vyjmuta déloha s embryi a ta je vlozena do PBS. Z embryonalnich

obald jsou vyjmuta embrya. Ta jsou piemisténa do Petriho misky s ¢istym PBS.

Pomoci skalpelu je izolovana dolni ¢elist embrya. Oddé¢lené Celisti jsou presunuty do Cisté

Petriho misky, obsahujici dispazu II (koncentrace 1,6 U/ml).

Celist je inkubovana s dispazou (25 minut pii teploté 37 °C). Uelem je oddéleni vrstvy
epitelu od mezenchymu, ¢ehoz plné docilime naslednym pouzitim jehel pii mechanické

izolaci epitelu.

Odd¢leny epitel je presunut do Petriho misky s PBS, ¢imz se zastavuje pasobeni dispazy.
Vyseknuty jsou molary, které jsou premistény do Petriho misky s PBS na ledu. Nyni je epitel

ptipraven k rekombinaci s prekurzory bun¢k neuralni listy.

Obrazek ¢. 5: Embryo ED12, 8x zvétSeno

24



Celistni oblouk
mandibuly

A

Obrazek ¢. 6: Separovana mandibula, 12,5x zvétSeno

mezenchym

Obrazek ¢. 7: Separace epitelu od mezenchymu, 25x zvét§eno
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incisor

Obrazek ¢. 8: Epitel s viditelnymi fezéky a stolickami, 40x zvétseno

incisor

Obrazek ¢. 9: Vyseknuti dentalniho epitelu, dale pouzivaného k rekombinaci; 40x zvétSeno

4.2.2 Priprava bunék neuralni liSty
NCPC byly derivovany z lidskych embryondlnich kmenovych bunék (hES) italskym

vyzkumnym tymem pod vedenim Eleny Cattaneo. Tyto buniky byly kultivovany a mnozeny
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na odd¢leni doc. Hampla. Kultivace byla provadéna na Petriho miskach s mediem ur¢enym
pro tento typ bun¢k. Bunky byly sklizeny pomoci enzymu akutazy (2 min pii 37 °C), nasledné
byla reakce zastavena ptfidanim media a bunky byly centrifugovany (5 min pti 100 g).
Supernatant byl odsat a tim byl ziskan pelet o vysoké koncentraci bunck, kterd je nezbytna

pro rekombinacni techniku.

4.2.3 Ptiprava MEF z mySich hornich kon¢etin v ED10
Jako kontrolni bunky byly pouzity MEF izolované z horni konéetiny mySiho embrya v ED10.
U téchto bun€k neni piedpokladan potencidl odpovidat na odontogenni signaly oralniho

epitelu, proto by pii rekombinaci s epitelem nemél vzniknout zadny utvar piipominajici zub.

Od embrya se pinzetou oddéli predni koncetiny (FL), které se opatrné roziezou jehlami. Cely
obsah misky se poté pipetou pienese do 15 ml zkumavky a necha se stat na ledu 5 az 10
minut, aby se buiiky usadily. Pfebyte¢né mnozstvi PSA, supernatant, se odsaje. K peletu je
poté ptidano 2,7 ml PSA se sérem (1:9) a 0,3 ml dispazy. Nasledn¢ se zkumavka inkubuje pfi
37°C po dobu 1,5-2 hodin sobcasnym vortexovanim. Kombinace enzymu dispazy a

mechanickych vlivil zaru¢i rozruseni vazeb mezi bunkami.

K zastaveni reakce se pridaji 3 ml media (pipetou opatrné promichat nahoru a doli), nasleduje
centrifugace, odstrani se supernatant a pridaji se 3 ml media. Obsah se opatrné resuspenduje
pipetou a filtuje pres Cell Strainer (,,bunééné sitko®) do 50 ml zkumavky, tim se suspenze
zbavi vétsich shlukd bunék. Promyti 3 ml media, nasleduje centrifugace, odsani vzniklého
supernatantu, ziistiva pouze pelet. Tim vznikd velmi hustd suspenze bunék, kterd se dale

pouziva k rekombina¢nim pokustim.

”’ . dispaza, ’ Y 4
> ’ ’ " centrifugace B 7 4

roziezane Casti FL oddélene MEF

Obrazek ¢. 10: Schéma ptipravy MEF

4.2.4 Rekombinaéni systém vyuZivajici plovouci membrany na médiu
Rekombinace vyuzivajici plovouci membrany je provedena vlozenim epitelu do stfedu
membrany (vyfiznuta z inzertu), nasleduje vneseni kapky kolagenu (asi 30 ul) smichaného

s mediem a naslednym vpichnutim koncentrované suspenze derivovanych NCPC ¢i FL
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pomoci tenké $picky. Cely systém se inkubuje po dobu 5 az 10 minut, poté se aplikuje

médium pod membranu a necha se inkubovat 8 dni (pfi 37,6 °C, 5% CO,).

MEF/NCPC bufiky

Membrana Médium

Obrazek ¢. 11: Schéma rekombinaéniho systému vyuzivajiciho plovouci membrany na médiu

Obrazek ¢. 12: Histologicky fez rekombinace plovouci membranou EP s MEF/NCPC, 200x zvétseno
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4.2.5 Rekombinacni systém vyuzivajici tzv. polotuhych médii
Rekombinace s vyuzitim polotuhého média, které obsahuje podil agaru, je provedena
vlozenim epitelu na polotuhé médium a jeho naslednym piekrytim NCPC. Takto

rekombinované utvary se nechaji inkubovat § dni.

MEF/NCPCbunky

\ Polotuhé médium

Obrazek €. 13: Schéma rekombinac¢niho systému vyuzivajiciho tzv. polotuhych médii

ED12+8

Obrazek ¢. 14: Rekombinaéni systém vyuzivajici polotuhého média (EP+NCPC) po osmi dnech kultivace. Epitel
se zde vyviji pod vrstvou mezenchymalnich bunék, tvarem pfipomind vyvijejici se molar. 4x zvétSeno.
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ED12+8

Obrazek €. 15: Histologicky ez vzorku, ktery byl rekombinovan na polotuhém médiu (EP s NCPC)

4.2.6 Fixace vzorku a jeho prevedeni do parafinu
Po uplynuti pozadované doby kultivace se zafixuje v pufrovaném formolu 4% (2 hodiny),
promyje se v PBS a nasledné se dehydratuje ve vzestupné alkoholové fadé, xylenu a zaléva se

do parafinu v poZzadované orientaci.

Vzestupna alkoholova rada

30% .o (20 min)
50% ..ccveeieiieene (20 min)
T0% ..o (20 min)
80% ...ovriiiiiiin (20 min)
85% ..o (20 min)
90% ..ccvvereeieian (20 min)
95% ..o (20 min)
100% ....ccvvrviiine (20 min)
Xylen
Xylenl................ (30 min)
Xylen Il ................ (30 min)
Xylen Ill............... (30 min)
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Parafin

Parafin I................ (30 min)
Parafin Il .............. (30 min)
Parafin IlI............. (30 min)

4.2.7 Zhotoveni histologickych parafinovych rezi

Histologické parafinové fezy se zhotovuji na mikrotonu (optimalné 5 pm). Blocek je nutné
nechat zchladit cca 2 min v mrazicim boxu, nasledné se vlozi do drzéku, upevni a je pfipraven
ke kréjeni histologickych fezi. Ty se fadi za sebou na podlozku, vybrané fezy se vkladaji do
lazné (cca 1,5 min) o teploté 38 — 38,5 °C, aby bylo mozné je aplikovat na podlozni sklo.
Rezy, na skle, se susi na vyhiivané podlozce pii teploté 41 °C, dale se nechaji ptes noc

Vv termostatu pii teploté 37 °C. Poté se fezy skladuji v lednici.

4.3 Imunohistochemie - PCNA

Metoda imonuhistochemie je zalozena na kompatibilité antigenu a protilatky. Antigen je
v tomto piipadé PCNA! ( proliferating cell nuclear antigen), ktery je lokalizovan v jadfe a
podili se na déleni bunék (resp. replikaci DNA). Proto je idealnim indikatorem prolifera¢ni

aktivity bunék.

Aby bylo mozné rozpoznat, které buiiky podstupuji proliferaci a které nikoli, vyuziva se toho,
ze se protilatka specificky vdZe na antigen. Na primarni protilatku je aplikovéana protilatka
sekundarni, kterd je znac¢ena biotinem. Na biotin se vaZze komplex avidin-POD. Peroxidéaza
roklada DAB. Aplikaci DAB? dojde k chromogenni substratové reakci. (Proliferujici buiiky

jsou zabarveny hnéd¢.) K protibarveni je vyuzit hematoxylin (modra/fialova).

Postup:

Histologické fezy se odparafinuji v Xylenu, zavodni sestupnou ethanolovou fadou, poté se
nechaji 10 minut v destilované vodé s PBS (10:1) a inhibuji endogenni peroxidazu peroxidem
vodiku v PBS (5 min). Promyje se tfikrat v PBS, na 20 min se aplikuje bloka¢ni sérum
(blokuje nespecifické vazby protilatky; 1000 pl PBS : 15 ul BS, vortex), poté se setfepe a
aplikuje se primarni protilatka anti-PCNA (1 pl primarni protilatky do 50 pl PBS) ve vlhké

komirce po dobu 60 minut pii laboratorni teploté. Ttikrat se promyje v PBS a aplikuje se

! Jedna se o protein.
2 Diaminobenzidin (chromogenni substrat)
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sekundarni protilatka (5 pl sekundarni protilatky : 1000 ul PBS) po dobu 30 minut ve vlhké
komurce pti laboratorni teploté. Trikrat se promyje v PBS a aplikuje se komplex AB po dobu
30 minut ve vlhke komtrce pii laboratorni teploté. Ttikrat se promyje v PBS a aplikuje se
chromogenni substrat DAB. Promyje se destilovanou vodou a provede se protibarveni
hematoxylinem (5 min), nasledné se necha pod tekouci vodou po dobu 10 minut. Odvodni se

vzestupnou ethanolovou fadou a zamontuje Entellanem.

Vzestupné ethanolova rada:

50% ..o 5 min
70% .o 5 min
96% ... 5min
100% ....ooevvieinne 5 min
Xylenl................. 10 min
Xylen Il ................ 10 min

IHC - PCNA

PCNAVv jadre
délici se buriky

prim. protilatka: biotinylovana avidin-peroxidazovy = DAB
anti-PCNA sek. protilatka komplex

proliferujici

/ buriky

C] Protibarveni hematoxylinem | ==

Obrazek ¢. 16: Schéma PCNA

4.3.1 Immunohistochemie-cytokeratin

Imunohistochemie znacici cytokeratin, vyskytujici se pouze u bun¢k epitelu, lokalizuje misto

ve vzorku, kde se v rekombinovaném histologickém fezu naléza oralni epitel.
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Postup:

Histologické fezy se odparafinuji v xylenu, zavodni sestupnou ethanolovou fadou, poté se
nechaji 10 minut v destilované vodé¢ s PBS (10:1) a aplikuje se predptsobeni (revitalizace
antigenti citratovym pufrem) zahtfivanim ve vodni lazni po dobu 5 minut, nasledné se necha
15 minut chladnout. Promyje se tfikrat v PBS a inhibuje se endogenni peroxidaza peroxidem
vodiku v PBS (5 min). Promyje se tiikrat v PBS, na 20 min se aplikuje konské blokac¢ni sérum
(blokuje nespecifické vazby protilatky; 1000 ul PBS : 15 ul BS, vortex), poté se setfepe a
aplikuje se primarni protilatka anti-cytokeratin (1 pl primarni protilatky do 50 ul PBS) ve
vlhké komurce po dobu 60 minut pfi laboratorni teploté. Ttikrat se promyje v PBS a aplikuje
se sekundarni protilatka (5 ul sekundarni protilatky : 1000 ul PBS) po dobu 30 minut ve vlhké
komurce pfii laboratorni teploté. Ttikrat se promyje v PBS a aplikuje se komplex AB (10 pl A
i B + 1000 pl PBS — zamichat na vortexu) po dobu 30 minut ve vlhké komurce pii laboratorni
teploté. Trikrat se promyje v PBS a aplikuje se chromogenni substrat DAB (30 s). Promyje se
tiikrat v PBS a destilovanou vodou kvili zastaveni reakce. Nasledné se provede protibarveni
hematoxylinem (5 min), necha se pod tekouci vodou po dobu 10 minut, odvodni se

vzestupnou ethanolovou fadou a zamontuje Entellanem.

Vzestupna ethanolova fada:

50% ..o 5 min
T70% .o 5 min
96%0 ....ccvieiei S5 min
100%-.....ccvvieinnnn Smin
Xylen ..o 10 min
Xylen Il ................ 10 min
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IHC — cytokeratin

Epitelovy
protein

prim. protilatka: biotinylovand avidin-peroxidazovy DAB
anti-cytokeratin ~ sek. protilatka komplex

/
\x
mez/NCPC Protibarveni hematoxylinem

Obrazek ¢. 17: Schéma immunohistochemie-cytokeratin

4.3.2 TUNEL
Diky TUNELu je mozné zjistit ptitomnost apoptotickych bunék ve vzorku, v nasem piipadé
tedy v histologickém fezu. Hnédou jsou znacené apoptotické buiiky a téliska, modrou bunky

prezivajici.
Postup:

Histologické fezy se odparafinuji v xylenu, zavodni sestupnou ethanolovou fadou, poté se
nechaji 10 minut v destilované vodé s PBS (10:1) a aplikuje se proteindza K (fedéni 10x), tak
aby piekryla cely preparat (15 min). Kvuli zastaveni reakce se dvakrat promyje v destilované
vod¢ (2 min) a nasledné se inhibuje endogenni peroxiddza peroxidem vodiku (fedéni 10X,
5 min). Aplikuje se ekvilibra¢ni puft (asi 50 ul piekryt vzorek) po dobu 15 minut, oklepe se a
vysu$i. Dale se aplikuje reakéni smés (inkubace pii 37 °C v termostatu po dobu 1 hodiny;
fedéni 22 ul destilované vody : 11 ul TdT enzymu : 70 ul reakéniho pufru). Na zastaveni
reakce se vzorek promyje po dobu 10 minut v kyveté se stop pufrem (fedéni 2 ml stop pufru :
68 ml destilované vody). Tiikrat se promyje v PBS, osusi se a aplikuje se anti-digoxigenin
(30 min). Promyti t¥ikrat v PBS a aplikuje se chromogenni substrat DAB (1-2 min) (1 kapka
DAB, 1 ml fedidla). Promyje se v PBS a destilovanou vodou, za Géelem zastaveni reakce.
Nasledné se provede protibarveni hematoxylinem (5 min), necha se pod tekouci vodou po

dobu 10 minut. Odvodni se vzestupnou ethanolovou fadou a zamontuje Entellanem.
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Sestupnd alkoholova fada

Xylen | ....ccoeeee. 5 min
Xylen Il ................ 10 min
Etanol 100%......... 5 min
Etanol 96%........... 3 min
Etanol 70%........... 3 min
Vzestupna alkoholova rada
Etanol 50%........... 5 min
Etanol 70%........... 5 min
Etanol 96%........... 5 min
Etanol 100%......... 5 min
Xylen Il ................ 10 min
Xylen ..o 10 min

TUNEL

nukleotidy se znaci

digoxigeninem antl-d.lgomge'nm- DAB
Fragment DNA + enzym Tdt pFidava peroxidazovy komplex
znacené nukleotidy (véie se na nUkleotidy

na konce DNA
apoptotické
buriky a

/" téliska
\\\)
Protibarveni hematoxylinem §

Obrazek 18: Schéma TUNEL

znacené digoxigeninem)

>
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4.4 Pouzité latky

e PBS SIGMA (D8537) 500 ml (DULBECCO’S PHOSPHATE BUFFERED
SALINE)

- Fyziologicky roztok iontt, které zajist'uji fyziologické podminky pro tkan
- Komer¢ni

- Sterilni

- Phosphate Buffered Saline=FOSFATOVY PUFR

e Fetalni sérum (FCS)
- Bovine sera Foetal Calf Serum Eutroph

- Distribuce: Elisabeth Pharmacon

e Dispaza: Dispase 11 Roche (neural protease I grade I1)
- Z Bacillus polymyxa; lyophilizate
- (1,6 U/ml je vysledna koncentrace, micha se s FCS a PBS)
20mg Dispase Il Roche
éml PBS
4ml FCS

e Polotuhé médium

- Kyselina askorbova: 18 mg/ml: 0,1 ml

- P/S:P5U/ml, S5 pg/ml: 0,12 ml

- L-Glu: 100x: 0,1 ml

- FBS:2mi

- DMEM/F12: 7,7 mi
Smichat vSechny slozky dohromady
Pipeta 1,8 ml do misky
Zahtat na 40 °C

- Agar: 0,25 g rozpustit v 10 ml PBS (sterilni, komeré¢ni), zahiivat
Pipetou 5-6 kapek agaru do misky
Dobte rozmichat sklenénou hokejkou
Inkubovat 15 min v RT
Skladovat ve 4 °C

e Smés kolagenu a média

- 125 pl kolagenu (BD 354236)
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- 31,25 yl DMEM 5x (dodava se v prasku a je mozné jej nafedit na pozadovanou
koncentraci)

- 0,4375 pul NaOH 1M

e Chloroform

e Akutaza

e PSA

e Pufrovy formol (4%)

e Ethanoly (30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 100%)

e Xyleny (I, 11, 1)
e Parafiny (I, II, 111)

NCPC medium 50 ml Redéni:

DMEM/F12 24 ml

Neurobasal 24 ml

B27 suppl. 500 wl 100x

N2 suppl. 250 pl 200x

2-ME 0,01M v PBS 100 pl 500x (0,02 mM je finlni
koncentrace)

EGF 100 ul finalni: 20 ug/ml (objem 10
ng/ml)

EGF2 100 pl finalni: 20 ug/ml (objem 10
pg/ml)

Medium TK 50 ml Redéni:

DMEM 44 mi

FCS 5ml 10x

Pen/Strep 500 ul 100x

Pen — 10 000 U/ml 100 U/ml
Strep — 10 mg/ml 100 pg/mi
L-Glu 500 pl (200 mM) 100x (2 mM)
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45 Vysledky

45.1 Detekce odontogeneze in vivo- IHC amelogenin, osteokalcin molary

45.1.1ED17,5

Obrazek ¢. 20: IHC—amelogenin, 200x zvétseno
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osteokalcin

ED17,5

Obrazek ¢. 21: IHC—osteokalcin, 100x zvétseno

Obrazek ¢. 22: IHC—osteokalcin, 200x zvétseno
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45.1.2P2

Obrazek ¢. 24: IHC—amelogenin, 100x zvétseno
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Obrazek ¢. 26: IHC—osteokalcin, 100x zvétseno
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Obrazek ¢. 27: IHC-osteokalcin, 200x zvétseno

4.5.2 Detekce odontogeneze in vitro-rekombinace EP+MEF

Obrazek ¢. 28: Barveni tkan¢ hematoxylinem, 100x zvétSeno
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Obrazek ¢. 29: IHC—cytokeratin, 100x zvétseno

Obrazek ¢. 30: PCNA, 100x zvétseno
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Obrazek ¢. 31: TUNEL, 100x zvétSeno

4.5.3 Detekce odontogeneze in vitro-rekombinace EP+NCPC

Obrazek ¢. 32: Hematoxylinem obarveny histologicky fez EP s NCPC, 50x zvétSeno
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Obrazek ¢. 33: Hematoxylinem obarveny histologicky fez EP s NCPC, 200x zvétSeno

Obrazek ¢. 34: IHC—cytokeratin, 200x zvétseno
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Obrazek ¢. 35: PCNA, 100x zvétSeno

Obrazek ¢. 36: TUNEL, 200x zvétSeno
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45.4 Srovnani vyvoje rekombinovaného objektu in vitro (EP+NCPC) a vyvoje
prvniho mysiho molaru in vivo v ED12 av ED17,5

In vivo fezy (Obrazek ¢. 40 a 41) jsou vhodné k porovnani, jelikoz ¢asové odpovidaji 8 dnim

kultivace rekombinovanych objektd na polotuném médiu, jelikoz v kultufe vzdy dojde ke

zpomaleni rastu. Je patrné, ze struktury, které vznikly (Obrazek ¢. 39) ani vzdalené

nepiipominaji zub a jedina proliferujici ¢ast preparatu je epitel.

Obrazek ¢. 38: Histologicky fez rekombinace polotuhym médiem EP s NCPC
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Obrazek ¢. 39: Hematoxylinem barveny histologicky fez tkané¢ v ED12, 200x zvé

200x zvétSeno

i)

Obrazek ¢. 40: Hematoxylinem barveny histologicky fez
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5 Diskuse

Cile, které jsem si na poc¢atku své prace stanovila, byly sledovani indukce odontogeneze in

Vivo a in vitro.

Diferenciaci bunék do odontogennich linii - in vivo a vyvoj okolni alveolarni kosti jsem
pozorovala na mySich molarech (ED17,5; P2), na nichz byla provedena imunohistochemicka
detekce amelogeninu, signalizujici pritomnost skloviny, a na osteokalcin, vyskytujici se

vV mistech vznikajiciho zubniho alveolu.

Pii detekci odontogeneze pozorujeme, ze v embryonalnim stadiu (ED17,5) je oblast znacena
amelogeninem a osteokalcinem nepatrnd, u starSiho preparatu (P2) je tato oblast rozsahlejsi a

1épe viditelna.

Vysledky koresponduji s popisovanym vyvojem zubu V literatufe, proto mohou slouZit

k demonstraci diferenciace bunék pfi tomto procesu.

Indukci odontogennich linii in vitro jsem sledovala na buiikach neuralni listy (NCPC),
ptipravenych indukei lidskych embryonalnich bunék (hESC), které byly indukovany oblastmi

molard oralniho epitelu v ED12.

V literatufe se uvadi, ze oralni epitel disponuje indukénim potencidlem od ED10 do ED12,
Vv t& dob¢ ho prebira ektomezenchym nachazejici se pod nim. Je ov§em diskutabilni, zda v této
dobe¢ disponuje oralni epitel v ED12 stale danym potencialem ¢i nikoliv. V tomto se védecka

pracovisté zatim jednohlasné neshodla. V soucasné dob¢ je tato otazka objektem vyzkumu.

Jelikoz je epitel v ED12 vstticngjsi k manipulaci, k rekombinaci s NCPC bylo uptfednostnéno

prave toto stddium (faze pupene).

Jako kontrolni buné¢na linie, pro spravné zvoleny zplsob rekombinace, slouzily
mezenchymalni embryonalni fibroblasty (MEF), izolované z mySich hornich koncetin, u

nichZ se nepiedpoklada potencial odpovidat na odontogenni signaly oralniho epitelu.
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Rekombinované bunééné linie byly podrobeny IHC na detekci cytokeratinu, PCNA a
TUNEL. IHC cytokeratinu detekuje mista, kde se v histologickém fezu nachazi epitel. Diky
rozliSeni epitelidlni tkdné¢ a NCPC muizeme nasledné pomoci PCNA, které¢ detekuje mista
proliferace bun¢k, vidét zda proliferuje epitel ¢i NCPC. TUNEL oznacuje buniky podstupujici
apoptozu. Diky témto metodam jsem zjistila, ze proliferaci prochazi pievazné bunky oralniho

epitelu, okrajove i nepatrna ¢ast NCPC, a ze buitkky NCPC ve velké mife umiraji.

Spravnost techniky rekombinace a kultiva¢nich podminek potvrzuji kontrolni rekombinace
oralniho epitelu s MEF. Epitel i MEF v téchto fezech proliferuji (zejména opét epitel) a zadna
Cast tkané nadmérné neumira. V téchto vzorcich dochazi po nékolika dnech kultivace ke

vzniku chrupavky.

Kontrolni rekombinace také dokazuji spravnou techniku pfi odebirani epitelu, pokud bychom
odebirali zaroven s epitelem i ¢ast mezenchymu, vyvinul by se zub. Barveni hematoxylin-
eosinem odebraného epitelu v ED12 neprokazalo na morfologické urovni kontaminaci

mezenchymem, coz potvrzuje spravné provedeni zvolené techniky.

V dosavadnich experimentech se nepodarilo indukovat odontogenezi v bunikach neuralni listy.
Otazkou zGstava, zda buiikky neodpovidaji na signaly epitelu, nebo v rekombinacich umiraji
jesté predtim, nez jsou schopny jakoukoli odpovéd vytvofit. Vysvétlenim vysokého poctu
mrtvych bun¢k by mohla byt neschopnost NCPC piezivat v tak vysokych koncentracich, které

vyzaduje rekombinacni technika.

Moznosti, pro¢ tato bunééna linie neni schopna odpovidat na signaly epitelu by mohla byt
také ztrata jeji charakteristiky diky kultivaci a mnoha provedenym pasdzim (46).
Pravdépodobné;jsi teorii je vSak moznost, Ze lidské buiiky maji omezenou schopnost reagovat

na signaly z mys$i tkané€. Tato moZnost bude pfedmétem dalsiho vyzkumu.

Podobné vysledky pozorovali Keller et al., 2011, ktefi se naopak snazili vyuzit indukéniho

potencialu mezenchymu z pozdéjsich stadii embryonalniho vyvoje.

Jejich védecky tym pracoval sliniemi bunék 171A4 a 705ICS, jez byly rekombinovany
s oralnim epitelem v ED14. Vysledky byly porovndvany s pfirozenym vyvojem v ED14.
Rekombinované tkdn€ nebyly schopné vzajemné indukce. V kultufe byly pozorovany odlisné

histologické aspekty, nez jaké by méla mit zubni tkan.
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7.avér

V praci byla sledovana odontogeneze in Vvivo a in vitro. Ukazalo se, ze odontogeneze in Vivo
ucebnicové odpovida detekovanym oblastem amelogeninu a osteokalcin u molard v danych
stadiich. Vyvoj zubu in vitro byl pozorovan na rekombinovanych objektech oralniho epitelu
ED12 zoblasti molard a bunééné linie NCPC. Prozatim se nepodafilo potvrdit
indukovatelnost téchto bunék do odontogennich linii. Je mozné, Ze tato vada je zpisobena
kultivaci a mnohocetnymi pasdzemi, pii kterych si buniky neudrzely své vlastnosti a funkce.
Pravdépodobné ale je, ze lidské buiiky maji omezenou schopnost reagovat na signaly z mysi
tkané. Detekce vysokého po¢tu mrtvych bunék by mohla mit za nasledek neschopnost NCPC
ptezivat v tak vysokych koncentracich, které vyzaduje rekombinacni technika. Tato ¢ast bude

jeste predmétem zkoumani.
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