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SEZNAM ZKRATEK

ab alveolarni kost (Alveolar Bone)

am ameloblasty (AMeloblasts)

CAM celularni adhesivni molekuly (Cell Adhesion Molecules)
cd dentin korunky (Crown Dentin)

cem cement (CEMent)

DAB 3,3’- diaminobenzidin tetrachloride

DNA deoxyribonukleova kyselina (DeoxyriboNucleic Acid)

E embryondlni den (Embryonic Day)

e sklovina (Enamel)

EDTA pufrovana kyselina ethylendiamintetraoctova (EthyleneDiamineTetraacetic
Acid)

EFA zony bez skloviny (Enamel Free Areas)

ff okrajova vlakna cementu (Fringe Fibers)

g dasen (Gingiva)

G, prvni rastova faze, postmitotickd (Gap 1 phase)

HE Hematoxilin — Eosin

HERS Hertwigova epitelialni kofenova pochva (Hertwig’s Epithelial Root Sheath)

je epitelovd manzeta (Junctional Epithelium)

Ml prvni molar (the first Molar)

Mc Meckelova chrupavka (Meckel’s Cartilage)

od odontoblasty (ODnotoblasts)

oe oralni epitel (Oral Epithelium)

OPG osteoprotegerin

P postnatéalni den (Postnatal Day)

PBS pufrovany fosfatovy pufr

PCNA antigen proliferujicich bunék (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
pdl periodontalni vazy (PerioDontal Ligaments)
PEK primarni sklovinny uzel (Primary Enamel Knot)
POD kienova peroxidaza (Horse Raddish Peroxidase)

RANK Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B
RANKL RANK Ligand

rd dentin kotfene (Root Dentin)



ree

RT

SABC
SEK
TEK
TRAP
TUNEL

redukovany sklovinny organ (Reduced Enamel Epithelium)

laboratorni teplota (Room Temperature)

synteticka faze (Synthesis phase)

streptavidin biotinovy komplex (StreptAvidin Biotin Complex)

sekundarni sklovinny uzel (Secondary Enamel Knot)

terciarni sklovinny uzel (Tertiary Enamel Knot)

tartrat rezistentni kysela fosfataza (Tartrat Resistant Acid Phosphathase)
enzymatické znacCeni fragmenti DNA (TdT-mediated dUTP-biotin Nick
End-Labeling)
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1 UVOD

Kazdy Zivo€i$ny druh ma svou unikatni sadu zubii, zndmou jako chrup. Pomineme-

vvvvvv

v dnes$ni dob& ma pro Cloveéka predevsim vyznam esteticky a socialni.

Jako nejbéznéjsi model pro studium vyvoje zubii neboli odontogenezi byl nejméné
100 let pouzivan prvni myS$i mandibularni molar M1. Tudiz vétSina naSich znalosti
0 vyvoji zubl pochazi z experimentli a studii pravé na téchto zubech. Diky snadné
manipulaci s mySimi embryi, ale 1 neustdlému pokroku vtéto oblasti se vyzkumy
pfesunuly od ptivodniho morfologického a histologického vySetieni na funkéni studie
spojujici morfogenezi s kliCovymi geny. Vyhodou vyzkumi mysSich molart M1 je
uspesna aplikace ziskanych znalosti na lidskou odontogenezi a stomatologii tykajici se
jednak diagnostiky zubnich abnormalit, ale také vyuziti kmenovych bunék pii

regeneraci a reparaci zubil.

Dlouhou dobu byla pozornost vénovana pouze studiu zubu jako takovému, ale
v soucasnosti je odontogeneze sledovana v souvislosti s interakcemi s okolnimi
tkdnémi. Tento pfistup je pfi studiu postnatalni odontogeneze naprosto nezbytny.
V postnatdlnim obdobi je totiz histogeneze a morfogeneze zubu dokoncena

vvvvvv

ukotveni zubu v €elisti, musi byt synchronizovany s ptestavbou kosti.

Tato prace navazuje na studii Lungove et al., (2011), ktera se zabyvala pifehledem
postnatalniho vyvoje mysiho mandibularniho molaru M1 od narozeni mysi az po obdobi
zahajeni erupce zubu. Experimentédlni zpracovani pokrocilejSich stadii odontogeneze
behem erupce zubu v literatute zatim chybi. Cilem této prace tedy bylo zhodnotit hlavni
morfogenetické mechanismy urcujici findlni morfologii mySiho mandibularniho molaru
M1 od stadia zahajeni erupce zubu (stadium P16) az po stadium P22, kdy dochazi

k vytvoteni funkéniho komplexu zubu a kosti a zub se dostava do funkéni okluze.
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2 SYNTEZA POZNATKU

2.1 Zuby

Zub (latinsky dens, dentis; tecky odus, odontos) je tvrdy utvar vyskytujici se
v dutin€ ustni vétSiny obratlovei, vznikajici procesem odontogeneze. Zuby slouZi nejen
k obrann¢ a utoku, ale hlavné¢ k uchopovéni, odd€lovani a rozmélilovani potravy
(Dostélova et al., 2008). Lidské zuby maji rovnéz velky vyznam pro tvorbu feci
a nezanedbatelné je 1 jejich estetické a socidlni pisobeni. Soubor zubii se oznacuje jako

chrup nebo téz dentice (Stejskalova et al., 2008).

Jako nejbézné¢j$i model pro studium molekuldrni a bunééné podstaty vyvoje zubti se
zpravidla vyuzivd prvni my$i mandibularni ¢1 maxilarni molar M1 (Peterkova et al,

1996; Viriot et al., 1997, Fleischmannova et al., 2008).

Mysi jsou vyuzivany jako modelovy organismus pro sviij snadny chov,
jednoduchou manipulaci, vysoky pocet potomku a kratkou délku generacni doby. Mysi
Celisti se rovnéz snadno odvapiuji, pro vyzkum je dostupné Siroké spektrum protilatek
a sond. Zaklady mysich zubi se daji navic, vzhledem ke své velikosti, kultivovat jako
explantatové kultury, coz umoziiuje jejich experimentalni manipulace. V roce 2002 byla
zvetejnéna kompletni genetickd mapa genomu mysi (Gregory ef al., 2002). Pro zapojeni
jednotlivych geni lze tedy v soucasnosti vyuzit Sirokou Skalu riiznych transgennich

nebo knock-outovych linii (Macholan, 1997; Jebavy et al., 2011).

2.2 Rozdily mezi mysi a lidskou dentici

MyS ma vysoce specializovany chrup uzptusobeny k hlodéani (obr. 1). Mysi dentice
je monofyodontni, tedy pouze s jednou sadou zubt (Tucker & Sharpe, 2004), jejich
chrup je sloZeny ze tfi molari v zadni Casti ustni dutiny, které jsou oddéleny mezerou

neboli diastemou od jednoho fezédku v piedni ¢asti kazdého kvadrantu.

Na rozdil od mysiho chrupu je lidskd dentice difyodontni, tedy docasny chrup je
nahrazen chrupem trvalym. Lidé maji navic ¢tyfi typy zubl v kazdém kvadrantu, jsou to
2 tezaky, Spicak, 2 zuby tfenové a 3 stolicky (Streelman et al., 2003; Tucker & Sharpe,
2004). I ptes tyto rozdily mezi lidskym a mySim chrupem Ize vysledky ziskané studiem
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mySich molard do jisté miry extrapolovat na lidskou dentici. Hlavni signélni interakce,
které se uplatiiuji pfedev§im v prenatadlnim vyvoji zubnich zakladd, jsou totiz u savcl
vysoce konzervativni. Proto studium zapojeni jednotlivych genii v prenatdlni
odontogenezi mize vyrazné prispét k objasnéni vyvojovych anomalii lidské dentice

(Fleischmannova et al., 2008).

V postnatalnim obdobi odontogeneze, kdy dochdzi u molarti k vyvoji kotene,
cementogenezi, tvorbé a ukotveni periodontdlnich vazi, jiz dochazi k jistym druhové
specifickym odliSnostem. Tyto zvlastnosti souvisi pfedevSim srozdilnou velikosti
mySich a lidskych molart. Zatimco u myS$i se molar dostava do funkéni okluze zhruba
po 3 tydnech od zahajeni tvorby kotene a jednotlivé procesy jako je iniciace tvorby
zubniho kofene, cementogeneze 1 ukotveni periodontalnich vldken k zubnimu koteni
a okolni alveolarni kosti se piekryvaji (Bosshardt & Schroeder, 1996; Cho & Garant,
2000), u ¢loveka se molary vyviji diky své velikosti pét az Sest let a jednotlivé procesy
v postnatalni odontogenezi tak mohou probihat velmi pomalu a pfesné na sebe

navazovat (Bosshardt & Schroeder, 1996).

@ M @ @ D |~

incisivi (I)  molares (M) incisivi (I) canini (C) premolares (P) molares (M)

Obr. 1 Schéma dentice mySi a ¢lovéka a) MyS ma tfi stolicky oddélené mezerou od jednoho
fezaku v kazdém kvadrantu b) Schéma lidské dentice ukazuje 6 zubl v kazdém kvadrantu.
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2.3 Obecna morfologie sav€ich zubu

Obecna morfologie sav€ich zubl je u riznych typti zubl prakticky stejnd. Na
jednotlivych zubech, tedy i mySim mandibuldrnim molaru M1, rozliSujeme korunku,
kréek a koten (obr. 2). Zubni korunka je umisténa v dutiné Ustni, kofen zakotvuje zub
v kosti. Pfechod mezi korunkou a kofenem tvoii ziizena krckova ¢ast (Stejskalova et al.,
2008). Podle tvaru korunky se dé€li zuby na jednotlivé typy: fezdky — dentes incisivi (1),
Spicaky — dentes canini (C), zuby tfenové — dentes premolares (P) a stolicky — dentes

molares (M) (Merglova et al., 2000).

Zub se sklada ze tti rozdilnych tvrdych tkani (obr. 2), skloviny - email, zuboviny —
dentin a cementu — cementum. Zajimavosti u mySich mandibularnich molara je fakt, ze
sklovina nepokryva celou korunku kompletné, ale nachézi se zde tzv. zony bez skloviny
(Luukko et al., 2003) — EFA - enamek free areas. Uvniti zubu se nachéazi diefiova dutina
vypIlnéna zubni pulpou — pulpa dentis mezenchymalniho plvodu. Do zubni diené
kanalkem pronikaji drobné cévy a také nervy, které jsou pfi¢inou citlivosti zubu

(Stejskalova et al., 2008).

Vlastni upevnéni zubu v kosti zajiStuji periodontalni vazy. Hlavni slozku tvofi
kolagenni vlakna s fibrocyty a malé mnoZzstvi amorfni zakladni hmoty. Soucasti jsou
také nediferenciované bunky typu progenitorovych bunék, které se mohou diferencovat
na fibroblasty, osteoblasty a cementoblasty nebo na osteoklasty. Periodontalni vlakna
maji dilezity vyznam pii vyrovnavani tlakovych sil, které plisobi na zub pti kousani.
K upevnéni a udrzeni zubu ve spravné pozici slouzi rizné typy periodontalnich vazi:
gingivalni, transseptdlni a alveolarni (Bosshardt & Schroeder, 1996; Cho & Grant,
1989, 2000; Malinsky et al., 2005).

Zuby jsou zasazeny do alveolarnich vybézkl horni a dolni Celisti se zubnimi ltzky -
alveolus v podob¢ vklinéni - gomphosis. Mezi jednotlivymi alveoly jsou piepazky,
mezialveolarni septa — septa intralveolaria. Lingualni a bukalni stény alveolu tvofi
alveolarni hiebeny. Alveolarni kost je typickd svou schopnosti piestavby, probihaji zde

procesy resorpce i novotvorby (Vacek, 2006; Sedy & Foltan 2009).

Désen (gingiva) je stejné jako ostatni sliznice dutiny ustni kryta vrstevnatym

dlazdicovym epitelem. Dasen je pevné piirostld k okraji alveolarniho vybézku a tvori
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ptipojenou gingivu, v blizkosti kréku je pak prouzek tzv. volna gingiva (Merglova et al.,

2000).

Cement
Periodontalni vazy
Dentalni pulpa

Nervvacevyv
kofenovem kanalkm

Mezikotenova ptepazka

—— Abveolarni kost
Apikalni otvor

Obr. 2 Schéma anatomie zubu (pievzato a upraveno z Thompson, 2011 URL1).

2.4 Vyvoj mysiho molaru M1

Rist a vyvoj zubu jsou vysledkem vzdjemnych interakci mezi mezenchymovou
a ektodermovou komponentou zubniho zakladu (Tucker & Sharpe, 2004). Jde o slozity
kvalitativni 1 kvantitativni proces, probihajici prenatdln¢ 1 postnatalné. V prenatdlnim
obdobi dochdzi k vytvofeni zubniho zdkladu a k zahajeni mineralizace zubni korunky.
V postnatalnim obdobi potom vyvoj pokracuje iniciaci a ristem zubniho kofene a tvorbou
okolniho periodontia za sou€asné piestavby okolni alveolarni kosti. Po vytvofeni zubniho
alveolu se zub postupné zacind protfezavat do dutiny Ustni a dostava se do funk¢ni pozice

(Fialova & Novakova, 2004).

2.4.1 Prenatalni vyvoj mysiho M1

Z hlediska morfologie za€ind vyvoj mandibularntho M1 molaru stadiem iniciace
neboli fazi dentdlni plakody v E11 (obr. 3) (Tucker & Sharpe, 2004; Fleischmannova ef
al., 2008), kdy dochazi k nadpadnému mnoZeni epitelovych bunc¢k (Nedorost et al., 2009
URL2). Proliferaci ustniho epitelu ve stadiu E13 se vytvati zubni pupen, kolem kterého

je pozorovatelny kondenzovany mezenchym. Postupujici proliferaci epitelu do hloubky
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se v E14,5 vytvati zubni poharek, ktery pfechazi v E16 v zubni zvonek (Tucker &
Sharpe, 2004; Fleischmannova et al., 2008). Pfechod mezi jednotlivymi stadii prenatalni
odontogeneze je kontrolovan signdlnimi centry tzv. sklovinnymi uzly — PEK, SEK
a TEK. PEK tidi pfechod mezi stadiem pupene a poharku (Jernvall ef al., 1994), SEK se
u vicehrbolkovych zubti podili na formovani korunky a tvorbu zubnich hrboli (Coin et
al., 1999). Postnatalné¢ se ze zbytkli bunck SEK vyviji TEK, ktery fidi u mysiho
mandibularniho M1 vytvafeni vysledného tvaru korunky a tvorbu zén bez skloviny

(Luukko et al., 2003).

Ve stadiu pozdniho zvonku (obr. 3) E18,5 dochazi k diferenciaci bunék orgéanu
skloviny na 4 vrstvy: zevni sklovinny epitel, sklovinnou dfen, stratum intermedium
a vnitini sklovinny epitel. Bunky vnitiniho epitelu se v dalSim vyvoji diferencuji
v ameloblasty produkujici zubni sklovinu, bunky vrstvy stratum intermedium jsou
dualezité pro mineralizaci a obnovu ameloblastt, buiiky sklovinné difené¢ tvofi ochrannou
vrstvu pro bunky vnitiniho sklovinného epitelu a zaroven umoziuji snadnou difuzi Zivin
k dal§im vrstvam orgéanu skloviny, buiky vnéjsiho sklovinného epitelu tvofi ochrannou
vrstvu celého organu skloviny. V oblasti krcku se zevni a vnitini sklovinny epitel

dostava do ptimého kontaktu a vznika cervikalni klicka.

Z vchlipeného mezenchymu vznikd ve stadiu zvonku E16 dentalni papila. Ve stadiu
pozdniho zvonku E18,5 je zahdjena dentinogeneze, kdy mezenchymalni bunky vnéjsi
casti dentdlni papily poskladané podél bazalni membrany sklovinného organu se
diferencuji v odontoblasty. Dochdzi k zahajeni tvorby korunky a k pocatku mineralizace
zubnich tkani (Tucker & Sharpe, 2004; Fleischmannova et al., 2008). Z bunék z vnitini

¢asti dentalni papily vznika zubni pulpa.

Mezenchym, obklopujici orgén skloviny s dentdlni papilou se méni v souvislou
vrstvu — dentdlni vak (Malinsky et al., 2005). Postnataln¢ se dentdlni vak diferencuje
v tzv. parodont skladajici se z cementoblasti produkujicich zubni cement, z fibroblastl
vytvarejicich periodontalni vazy a z osteoblastl tvoficich alveolarni kost. Kromé toho,
se z dentalniho vaku diferencuje 1 vazivova ¢ast dasn¢ — gingivy (Nedorost et al., 2009

URL2).
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Obr. 3 Embryonalni vyvojova stadia mysiho zubu. (Pfevzato a upraveno z Gene expression in
tooth URL3).

2.4.2 Postnatalni vyvoj mysiho M1
Vyvoj korunky

Rané faze postnatalniho vyvoje jsou spojeny s dokoncenim vyvoje zubni korunky
(PO a P2). Pod indukénim vlivem odontoblastli, které ve stadiu pozdniho zvonku
zacinaji sekretovat predentin je v PO zah4jena amelogeneze. Diferenciace ameloblastii
zaina na Spickach hrotli korunky (lingualni hrot prvni) a postupné se $iti smérem dola
bukdln¢ a lingudln¢ (Lungova et al, 2011). Postupnou depozici tvrdych tkani
(tj. skloviny a dentinu) se zubni korunka zvétSuje do vSech stran (Diamond &
Applebaum, 1942) a dostava se blize k okluzni linii, ¢imZ tlaci na okolni tkané zubu
profezanim zubu, kdy dochazi k apoptické eliminaci az 50 % ameloblastti, sklovinny
organ atrofuje a vytvafi se redukovany sklovinny epitel. V pokrocilych stadiich vyvoje
zubu se apoptoza podili na eliminaci redukovaného sklovinného epitelu a ptilehlych

tkénich nachazejicich se v erup¢ni draze zubu (Lungova et al., 2011).
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Vyvoj korene

Ve stadiu P4 dochdzi k zahdjeni vyvoje kotfene (Lungova et al., 2011). Z cervikalni
smycky na bazalnim konci zubni korunky vzniké pfiloZenim bunék zevniho a vnitiniho
sklovinného epitelu Hertwigova epitelidlni kofenova pochva (HERS) (Zeichner-David
et al., 2003). Proliferaci Hertwigovy pochvy se zubni kofen aktivné prodluzuje
a zanofuje hloub¢ji do okolni kosti. HERS se tak posunuje apikalnim smérem a urcuje
tvar kotfene az do jeho uplné¢ho vytvoreni (Nedorost et al., 2009 URL2). HERS rovnéz
fidi proliferaci mezenchymalnich bunc¢k kofenové zubni pulpy a vyvijejicitho se
dentdlniho vaku. Dale indukuje diferenciaci odontoblastli k produkci kotfenového

dentinu a diferenciaci cementoblasti k produkci zubniho cementu.

K zahajeni sekrece kofenového dentinu u mySiho mandibularniho M1 dochazi ve
stadiu P8. Po vytvoteni prvni vrstvy dentinu dochdzi postupné k fenestraci Hertwigovy
pochvy (Lungova et al., 2011), jeji zbytky ztraceji tésny kontakt s povrchem kotene
(Klika et al., 1988), coz otevira prostor pro migraci mezenchymalnich bun€k vnitiniho
dentalniho vaku (budoucich cementoblastll) k povrchu kofenového dentinu. Paralelné
s migraci cementoblastii produkuji tyto buiikky kolagenni vldkna nutnd k uchyceni
cementu ke kofenovému dentinu a posléze i k napojeni cementu na vlakna periodontia.
K diferenciaci cementoblasti dochazi ve stadiu P12, k diferenciaci fibroblasti
periodontia dochazi ve stadiu P14 (Bosshardt & Schroeder, 1996; Diekwisch, 2001;
Shimazu et al., 2009; Lungova et al., 2011). Po skonceni své funkce je HERS nasledné
eliminovana apoptozou (Cerri ef al., 2000), n¢které buiiky mohou podstoupit epitelo-
mezenchymalni transformaci na fibroblasty a cementoblasty (Thomas, 1995; Zeichner-
David et al., 2003). DalSim moznym osudem je zaclenéni bunék HERS do vyvijejiciho
se cementu (Luan et al., 2006). Zbytky HERS také nachazime po skonceni vyvoje zubu
jako Malassezovy ostrivky v periodontalnich vazech (Klika et al., 1988). Tyto ostrivky
si castecné uchovavaji proliferacni schopnost a mohou byt zdkladem pozdéjsSiho
nadorového bujeni v ozubici (Klepacek et al., 2001). Ve stadiu P16 se mysi

mandibularni molar M1 zacina protezavat do dutiny ustni (Lungova et al., 2011).
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2.5 Vyvoj a remodelace alveolarni kosti

Béhem postnatalniho vyvoje musi dojit k remodelaci neboli prestavbé alveolarni
kosti, tak aby se zub mohl protfezat do ustni dutiny. K remodelaci kosti jsou zapotiebi
osteoklasty a osteoblasty (Marks & Schroeder, 1996; Suda et al., 2003; Malinsky et al.,
2005). Koordinovana aktivita téchto dvou typli bunck vede k resorpci ¢i ukladani kostni
hmoty jako odpovéd’ na rist kofene a mechanickou zatéz, kterd na kost plsobi

(Hadjidakis & Androulakis, 2006).

Vyvoj alveolarni kosti zacina v embryonalnim obdobi ve stadiu zubniho poharku
(E13) (Fleischmannova et al., 2010), kdy dochazi k diferenciaci mezenchymalnich
bunék vnéjsi vrstvy dentalniho vaku a vzniku osteoblastti (Diep et al, 2009). Tyto
osteoblasty zacinaji pfimo produkovat kostni matrix. Alveolarni kost tedy vznika
pfimou osifikaci mezenchymu, jedna se o tzv. desmogenni typ osifikace. Ve stadiu
pozdniho zvonku E18,5 postupné dochazi k narGstu zubni hmoty, az je zubni zarodek
témét zcela obklopen alveolarni kosti (Fleischmannova ef al., 2010). V tomto stadiu je
zahajena piestavba kostniho lizka, coz dokazuje detekce osteoklasti podél vnitiniho
okraje alveolu (Kitahara et al., 2002). Na vnéjSich okrajich bukalniho a linguéalniho
hiebenu naopak dochézi k tvorb¢ kosti, aby byly dostatecné pevné a chranily vyvijejici

se zarodek.

Postnatalné se nov€ vznikla kost hromadi 1 v mezizubnim prostoru (mezi M1 a M2)
na vytvoreni mezizubni ptepazky a mezi jednotlivymi kofeny zubu pfi bifurkaci kotfeni
na vytvofeni mezikofenového septa. Oblasti resorpce kosti se nadale nachazi predevs§im
podél vnitiniho okraje zubniho ltiZzka na vrcholech alveolarnich hiebenid. V pokrocilych
fazich postnatalni odontogeneze pted erupci zubu se alveolarni hiebeny postupné snizuji
az na urovenn cemento-sklovinné hranice a bazalni cast alveolu se dale roz$ifuje, coz
umoznuje rychly riist periodontalnich vazi nutnych k upevnéni zubu v alveolu. Timto
zpusobem se zub postupné ukotvuje do alveolarni kosti jak v priib&hu, tak i po profezani
zubu. Pied profezdnim zubu se tvorba kosti pfesouva na bdzi zubniho lizka, coz
piispiva k posunu zubu do ustni dutiny. Soucasné ustdva kostni resorpce, ktera je jesté

patrnd na vrcholech alveolarnich hiebent (Lungova ef al., 2011).
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2.6 Erupce

Protezani zubii neboli erupce je jev, zahrnujici obnazovani zuba z dasni a jejich
vstup do okluze (Klepacek et al., 2001). Z obecného hlediska proces profezdvani
nezahrnuje jen obdobi vystoupeni korunky do ustni dutiny, ale je to doba od vyvoje
korunky az do zéniku zubu (Malinsky et al., 2005). Aktivni erupce zacina resorpci kosti
diky koordinovanému kostnimu metabolismu (Marks & Schroeder, 1996), tedy
vytvofenim erupcni drahy, dale dochazi k vertikdlnimu pohybu zubu do dutiny Ustni
(Suda et al., 2003). Proces erupce a vyvoj kofene je koordinovéan, ale ne nutné
synchronizovan s vyvojem dentalniho vaku a organem skloviny (Marks & Schroeder,

1996; Chlastakova et al., 2011).

Pti erupci dochazi rovnéz k eliminaci bun€k ordlni sliznice a k redukci vazivové

tkéné, kterd kryje korunku protfezavajiciho se zubu (Fialova & Novakova, 2004).

Pohyb hrotu korunky smérem k povrchu se déje dvéma mechanismy — za prvé
linearnim prostorovym posunem. Linedrni pohyb zplisobuje postupna osifikace
a ukladani kostni hmoty na bazi kosténé¢ho alveolu, diky ¢emuz je zub posunovan
smérem k povrchu. Za druhé excentrickym ristem, jelikoz korunka zvétSuje sviij objem
a jeji bazalni ¢ast spociva na pevné podloZce, dochazi tak k excentrickému posunu hrotu
smérem k povrchu. (Malinsky ef al, 2005). Prordzeni korunky epitelovym krytem
probiha bez krvaceni. Soucasné dochazi k vytvofeni dentino-gingivalniho spojeni. Na
jeho vytvofeni se tedy podili jednak orélni a jednak sklovinny epitel. Proces erupce pak

trva tak dlouho, pokud zub nedosahne antagonisty (Fialova & Novakova, 2004).

Béhem zivota potom dochazi k postupnému obruSovani povrchu korunky kousanim
a Zvykanim, a tim k postupnému zmensovani zubu, coZ je kompenzovano pozvolnym
doriistanim kofene, tak je zachovan neustédle stejny skus. V ptipad¢ ztraty zubu, zub
v protilehlé celisti pokracuje v ristu, takze vy¢niva nad linii okluze. Tento jev se nazyva
supraerupce zubu (Malinsky et al., 2005). Pti ztrat€¢ zubu dochdzi také ke zméndm
mechanického zatizeni na alveolarni kost. Diky pokracujici resorpci kosti dochazi

k redukci alveolarnich hiebent (Fleischmannova et al., 2010).
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2.6.1 Stadia erupce

Jelikoz je tato prace vénovana vyvoji zubti béhem erupce, tak se nasledujici Cast
prace vénuje erupci detailnéji. Podle Fialové & Novéakové (2004) mizeme priabch

erupce zubl rozdélit do tii stadii:

1. Preerup¢ni stddium - za¢ind formovanim kotfene a pocatkem pohybu zubu smérem

okluznim s resorpci kostniho valu.

2. Erupéni stddium prefunkcni - Casové je ohrani¢eno od profezani zubu do dutiny

ustni po dosazeni okluze.

3. Erup¢ni stddium funk¢ni - zaCina po zafazeni zubu do okluze, kterou se snazi zub

udrzet 1 pi1 atrici nebo po extrakci antagonisty.
Marks & Schroeder (1996) rozd¢€luji erupci dokonce na pét fazi:

1. preeruptivni pohyby — vyvoj zubll probiha v alveolarni kosti a béhem vyvoje

korunky dochézi v ¢elistech k malym preeruptivnim krouZivym pohybiim.

2. nitrokostni erupce - po vytvoreni korunky zacind aktivni erupce. Zub se musi

dostat skrz kost, a tedy dochazi ke kostni resorpci.

3. slizni¢ni penetrace — v této fazi se erupce zacne zrychlovat. Dochazi k protfezani

zubu pfes mékkeé tkané.

4. preokluzarni erupce — v dobé dosazeni okluzdrné roviny dochazi k erupéni

zastavce.

5. postokluzarni erupce — na zacatku této fdze dochazi k upevnéni periodontalnich
vazll a k uzavieni kofenového hrotu, pozdéji dochazi k pozvolnému ristu alveolarni

kosti a pomalé erupci, ¢imZ se kompenzuje okluzarné opotiebeni.

2.6.2 Mechanismy ovliviujici erupci zubt

Na protezdvani zubl se uplatiuje hned nékolik mechanismu a dle rtiznych teorii je
Jim pfisuzovan rozdilny vyznam (Malinsky et al., 2005). Erupce je doprovazena celou

fadou zmén tkani - vyvojem kofene zubu a periodontalnich vazi, resorpci a apozici
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alveolarni kosti, simultannim riistem celisti a tlaku svald. Pfi erupci zubu je tieba rovnéz
brat v uvahu razné vlivy. Pfikladem jsou rist kotfene zubu (Fialovd & Novakova, 2004),
existuji totiz ptipady, kdy doslo k poruse a zastaveni rtistu kotene, ale k erupci doslo.
Naproti tomu neziidka pozorujeme u tietich molarti pIn¢ vytvofené koteny a presto se
zuby neprotezaly (Malinsky et al., 2005). K dal$im vliviim patii proliferace Hertwigovy
pochvy a proliferace pojivové tkan¢ zubni pulpy (Fialova & Novéakova, 2004), ktera
posun zubu. I proti této teorii jsou namitky, jelikoz i po odstranéni pulpy mize dojit
k erupci (Malinsky et al., 2005). Je pravdépodobné, Ze v prvnich fazich erupce je
dalezitym regulatorem jednak selektivni resorpce kosti koronarné a jednak apozice kosti
na bazi alveolu indukovana zubnim folikulem. Tah periodontélnich vlaken a eventudlné
vaskularni tlak se mohou podilet na axialnim tahu pfi erupci zubu do dutiny ustni
a zfejm¢ 1 na aktivované erupci v pozd¢j$Sim v€kovém obdobi (Fialovd & Novéakova,

2004). Nekteti autofi prisuzuji tomuto vlivu nejdilezitéjsi tlohu (Malinsky ef al., 2005).

2.6.3 Procesy probihajici béhem erupce

Béhem erupce dochazi k apozici dentinu, jak v oblasti zubni korunky, tak v oblasti
kotfene, cementogenezi, tvorbé periodontdlnich vazii a remodelaci alveolarni kosti.
Apozice dentinu je zplisobena sekrecni aktivitou odontoblasti. Dochézi ke ztluStovani
dentinové vrstvy ve sméru k dentalni pulpé€, coz zplisobuje zvétSovani zubni korunky
a pasivni prodluzovéni kotene. Do pravé vzniklého kofenového dentinu se soucasné
ukotvuje zubni cement. Cementogeneze je zahajena diferenciaci
cementoprogenitorovych bunc¢k (Bosshardt & Schroeder, 1996) na precementoblasty,
které jednosmérné migruji k predentinu, pficemz dochazi k syntéze a ukladéani
kolagennich fibril a tvorb&é Sharpeyovych vladken. Pfi kontaktu s povrchem predentinu se
protahlé precementoblasty méni na kubické a diferencuji se na cementoblasty. Po
zahdjeni sekrece cementu se cementoblasty odpojuji od nové vzniklého cementu
a pripojuji se k fibroblastim v periodontalnich vlaknech, postupné tak ztraceji kubicky
tvar a opét se protahuji (Cho & Garant, 1989). Data publikovana v literatuie ukazuji, ze
u mysiho mandibularniho moldru mezi kofenovym dentinem a cementem vznika
tzv. ptechodna vrstva (intermediate layer), jeZ je primarnim mistem ukotveni cementu

k dentinu (Yamamoto, 1986; Cho & Garant, 1989; Yamamoto & Wakita, 1990). V této
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vrstvé byly imunohistochemicky lokalizovany signalni molekuly — jako je kostni
sialoprotein (BSP) nebo osteopontin. Kostni sialoprotein pravdépodobné tidi migraci,
diferenciaci a/nebo ukotveni precementoblastii (MacNeil et al, 1994) k povrchu
kotfenového dentinu a osteopontin ,,bali* vlakna cementoveé matrix k sob¢€, coz vzbuzuje
dojem, ze mezi cementem a dentinem je vrstva organického materidlu (Bosshardt et al.,
1995). Presna role téchto glykoproteini neni jesté zcela uréena. Vyvoj hlavnich vlaken
periodontalnich vazl za¢ina pti tvorbé kotfene pted profezanim zubu. Vyvoj okrajovych
vlaken cementu je vuzkém vztahu kprodlouZzenym vysoce polarizovanym
fibroblastim. Fibroblasty jsou nejhojn¢jSimi bunkami v periodontalnich vazech
a obklopuji jak okrajova, tak periodontalni vlakna. Béhem erupce zubu dochazi ke zrani
periodontélnich vlaken a k jejich napojeni na vlakna okrajova. Postupujicim vyvojem
dochazi k napojeni vldken k alveolarni kosti, ¢imz se je zub ukotven v alveolu (Cho &
Garant, 1988). Formace a resorpce kosti jsou vyznamné udalosti v erupci zubu
a uspéSny prubeh profezavani zubi zalezi na v€asném vytvoreni volného prostoru pro

eruptujici zub a tedy na aktivité osteoklastti (Marks & Schroeder, 1996).

2.7 Hodnoceni morfogenetickych procest uplatiujicich se pri

vyvoji a erupci mysSiho mandibularniho M1 a remodelaci alveolu.

Je tedy ziejmé, ze hlavni morfogenetické mechanismy, které urcuji findlni
morfologii mySiho mandibularniho molaru M1 a okolni kosti, zahrnuji predevsim
proliferaci a diferenciaci jednotlivych typil buné€k, jejich migraci a vzajemné spojovani
do vyssich celka (asociaci bungk) i apoptotickou eliminaci v ptipadé¢ ukonceni jejich
funkce (Purevsuren et al., 2010). Dynamika 1 ¢asoprostorové rozlozeni téchto udalosti
jsou piesné koordinovany a synchronizovany s vyvojem a remodelaci okolni alveolarni

kosti.

2.7.1 Proliferace

Proliferace neboli mitotickd aktivita je proces intenzivniho mnoZeni bunck
pozorovatelny predev§im v embryonalnim obdobi, kdy dochazi k zvétSeni populace

bunék, které se diferencuji do jednotlivych bunéénych linii. Mista intenzivniho
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rozmnozovani bun€k jsou zpravidla soustfedéna do tzv. proliferacnich center.
Proliferaci pak tyto orgdny rostou a zvétSuji se. Postnatdlné dochazi k postupnému
utlumu proliferace, kterd se omezuje pouze na obnovu mechanicky namahanych nebo

poskozenych tkéani (Jelinek et al. URL4).

2.7.1.1 Proliferace v odontogenezi

V prenatalnim obdobi dochédzi k proliferaci proristajiciho epitelu a okolniho
mezenchymu, a to ve stadiu iniciace, dentdlni plakody, pupene, poharku a zvonku, a to
piredevS§im v oblasti tzv. cervikdlni smycky. Mezenchymalni buiiky nejdiive kondenzuji
a ve stadiu zubniho pupene zahajuji intenzivni dé€leni, ¢imz davaji vznik

mezenchymovym bunkam dentélni papily a okolniho dentalniho vaku.

Postnatalng proliferuje pfedevSim oblast cervikalni klicky, ktera prechdzi pti
zahajeni tvorby kofene v HERS. Proliferaci HERS se kofen zanotuje do okolni kosti
(Luckett, 1993; Malinsky et al., 2005; Fleischmannova et al., 2010; Chlastdkova et al.,
2011; Lungova et al, 2011). Soubézn¢ svyvojem kotfene se intenzivné déEli
1 mezenchymové bunky kofenové pulpy a okolniho dentalniho vaku. Proliferace HERS
a okolnich mezenchymovych bunék kulminuje ve stadiu P12. Detekce proliferace

probihd imunohistochemicky.

2.7.1.2 Detekce proliferace — PCNA

Imunohistochemické stanoveni PCNA se uZziva k detekci proliferujici frakce
bunécéné populace. PCNA-proliferaéni bunéény jaderny antigen je syntetizovany v rané
GI1 a S fazi bunécéného cyklu. PCNA antigen slouzi jako svorka, ktera upevitluje DNA
polymerdzu k tetézci DNA. Vzhledem k tomu, Ze tato reakce probihd hlavné pti
replikaci DNA, tak PCNA antigen slouzi jako marker pro syntézu DNA a tedy pro
detekci proliferujicich bunék (Tsurimoto, 1999). Pro detekci PCNA se pouziva nepiima
trojstupnova metoda (obr. 4), pricemZ prvni stupenn je vazba neznaené (primarni)
protilatky na antigen, dal$i stupenl piedstavuje vazbu sekundarni protildtky na primarni
protilatku. Na sekundarni protilatku (muistek) se navaze komplex SABC

(streptavidinovy biotinovy komplex) (Malinsky et al., 2002). Princip trojstupnové
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metody spociva v oznaceni sekundarni protilatky biotinem a jeho nasledné¢ vazbé se
streptavidin-biotinovym komplexem oznacenym kienovou peroxiddzou. Enzymaticka
aktivita této peroxiddzy nam pak indikuje ta mista v preparatu, na nichz doslo

k primérni specifické reakci (Beranova & Tonar, 2002 URLY).

Vizualizace komplexu se provadi pomoci chromogenniho barviva DAB (3,3'-
diaminobenzidin tetrachlorid). Vysledkem ¢innosti kienové peroxidazy a DAB je pak
stabilni hnédy produkt nerozpustny ve vodé i1 alkoholu, jenz indikuje ta mista v

preparatu, na nichz doslo k primarni specifické reakci (Zadvorska, URL6).
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Primarni protilatka
A Antigen

Rez

Obr. 4 Neptima tristupnova metoda vyuzivajici streptavidin biotin komplex (SABC).

2.7.2 Bunééna diferenciace

Proliferace zvySuje pocet bunck v dané oblasti, naproti tomu diferenciace vede ke
specializaci bunc€k pii jejich funkénim zapojeni v tkanich. Na vyvojové specializaci
kazdé z bunck se podili velké mnozstvi specifickych geni (Lesot & Brook, 2009).
Diferenciace neni nasledkem ztraty ¢i prirtistku chromosomového materidlu a jen
vyjimecné je spojena s nezvratnou zménou genomové DNA. Diferenciace je nejCastéji
kontrolovdna na drovni chromosomii pomoci mechanisml regulujicich transkripci

specifickych gent (Jelinek et al. URLA4).
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V odontogenezi probihé diferenciace jak prenatdlné€, tak postnatalné. Jako prvni se
zaCinaji diferencovat odontoblasty (stadium zubniho zvonku EI18,5), které diky
dentinogenezi davaji vzniku dentinu (Tucker & Sharpe, 2004; Fleischmannova et al.,
2008). Nasleduje perinatalni diferenciace ameloblasti (P0), které¢ pii amelogenezi
produkuji sklovinu, v pozdé¢jSich stadiich dochazi k diferenciaci cementoblastti (P12).
Cementoblasty svou aktivitou pfi cementogenezi vytvari cement. V P14 podstupuji

diferenciaci fibroblasty, diky nimz vznikd periodontium a kotenova pulpa (Lungova et
al., 2011).

2.7.3 Apoptoza

Mezi dalsi morfogenetické procesy, které doprovazi vyvoj jednotlivych organti tedy
1 zubu patii apoptoza. Apoptoza neboli programovand bunéfna smrt je proces, ktery
umoziuje odstranéni bun¢k za fyziologickych podminek, tj. bez hrozby zanétu.
V prenatalnim obdobi se pfedev§im tcastni tvarovani jednotlivych struktur, postnatalné
se UcCastni udrzovani homeostazy — tj. likvidace bungk, kterych uz neni potieba nebo pro

které uz neni misto (Kerr ef al., 1972; Malinsky et al., 2002).

Na mechanizmu apoptdzy se Gcastni tzv. proteolytickd kaskada. Jeji princip spociva
v tom, ze signaly indukujici apoptozu aktivuji proteolytické enzymy tzv. inicidtorové
kaspazy, které St€penim aktivuji dalsi ¢leny ze skupiny protedz tzv. efektorové kaspazy,
ty pak $té€pi stavebni bunécné proteiny a zabijeji buiiku rychle a uspotadané (Malinsky
et al., 2002). Rada signali miZe vyvolat rizné typy apoptdz, jakou jsou bunéena smrt
aktivaci receptorii cytoplazmatické membrany (vnéjsi cesta), mitochondridlni bunétna

smrt a apoptoza endoplazmatického retikula (vnitini cesta) (Ekert & Vaux, 2005).

Morfologicky se apoptoza projevuje nejprve zmenSovanim objemu a kondenzaci
cytoplazmy. Povrchova bunéna membrana se nerozpadd, ale dochazi (bez ztraty
integrity) k odSkrcovani vackua, které se oznacuji jako apoptickd téliska. Dochazi
k odbouravani cytoskeletu, coz se projevuje rozpadem jadernych lamint a fragmentaci
jadra na malé useky. Jaderny chromatin se kondenzuje na okraji jaddra (Malinsky ef al.,
tohoto procesu (Shi et al., 1990; Tian et al., 1991). Bunééné organely (mitochondrie)

zustavaji inaktivni. Vzhledem k tomu, Ze nedochéazi ke ztraté integrity povrchové
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cytoplazmatické membrany, nedochazi k vyliti bunééného obsahu do okoli a na rozdil
od nekrézy (smrt buiiky vyvolana patologickymi podnéty) buiiky odumiraji samostatné
a nedochdzi k zanétlivé reakci. I kdyZ nedochdzi k rozpadu cytolemy, bunéény povrch
je zménén tak, Ze aktivuje povrchové receptory okolnich buné€k, coz zptisobuje rychlou
fagocytozu umirajici bunky bud® sousednimi buitkami, nebo specializovanymi
makrofagy (Malinsky et al., 2002). Pravé fragmentace DNA a tvorba apoptotickych

télisek se vyuziva pti detekci apoptdzy.

2.7.3.1 Apoptéza v odontogenezi

Béhem vyvoje molaru se apoptdza vyskytuje v charakteristickych strukturach, coz
naznacuje hned né&kolik roli bunécné smrti v odontogenezi. B&hem prenatdlni
odontogeneze se apoptdza predev§im Ucastni eliminace sklovinnych uzli (PEK, SEK
a TEK) a odbourani diastemalnich a antemolarnich pozlstatkd v diastémé, ale nevedou

k tvorbé funkéniho zubu (Jernvall et al., 1998; Matalova et al., 2004).

Postnatalné se apoptdza vystkytuje predevSim v dozrdvajich ameloblastech pied
erupci zubu (Bronckers et al., 2000), pfi eliminaci bunék HERS pfi vyvoji zubniho
kofene a pi1 pfestavbé zubniho liZka. Korelaci ¢asoprostorového rozlozeni apoptdzy
a proliferace v mySim mandibularnim molaru M1 1 okolni kosti je vénovana prvni ¢ast

této prace.

2.7.3.2 Detekce apoptozy

Jeden ze zpusobt detekce apoptozy je biochemicka metoda TUNEL test (TdT
mediated Nick End labeling). Tato metoda byla pouzita i v této praci, jelikoz slouzi
k prokazani fragmentované DNA prostfednictvim specificky navazanych molekul na
mista jedno 1 dvoutetézcovych zlomi v DNA. Terminalni deoxynukleotidyl transferaza
(TdT — Terminal deoxynucleotidyl Transferase) se pripojuje na 3'-OH konec
fragmentované DNA modifikovany analog baze (Gavrieli et al., 1992). Timto analogem
je biotin-dUTP. Biotinylovany dUTP se detekuje pomoci streptavidin-peroxidasy, ktera
zesiluje signal. Vizualizace se provadi pomoci DAB (3,3’- diaminobenzidin

tetrachlorid) (obr. 5).
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Podrobnéjsi analyza ukazala, Ze proces fragmentace DNA je zahajen v jaderné
periferii a je relativné kratky (1-3 hod od zahdjeni do bunétné eliminace). Poclty
odhalenych apoptoz jsou daleko vétsi, jelikoz DNA fragmentaci miizeme prokdzat i
v morfologicky intaktnich buiikdch prochazejici procesem programované bunécné

smrti. (Gavrieli ef al., 1992).

NORMALNI DNA DNA V APOPTOZE

‘ O TdT incorporated Nucleotide 0 Biotin W Strepravidin

Obr. 5 Princip metody TUNEL (pfevzato a upraveno z URL7).

2.7.4 Bunééna migrace

Pti bunétné migraci dochazi k ptemistovani jednotlivych bun€k ¢i skupin bunck.
RozliSujeme ji na pasivni a aktivni. V proliferacnich centrech dochazi k pasivni migraci,
kdy nové vzniklé bunky vytlacuji do periferie bunky stavajici. V ptipad¢€ zapojeni
vlastniho lokomoc¢niho aparatu buiky mluvime o migraci aktivni. Pfi zméné pozice jsou
buiiky vystaveny danym podminkam okolniho prosttedi, reaguji na riizné signaly, které
urcuji, jak se budou buiiky dale diferencovat. Cytoplazmaticka membrana vodiciho p6lu
buiiky vysila tenka filopodia, ktera navazu;ji prechodné kontakty s okolnimi strukturami.
Po navazani kontaktu se buiika piesune, vySle dalsi filopodia a proces se opakuje.
Typickymi migrujicimi bunkami uplatitujici se v prenatalni odontogenezi jsou bunky
neuralni listy (Jelinek et al. URL4), postnatalné jsou to predev§im cementoblasty pii
zahajeni cementogeneze €1 buitky HERS, které po rozpadu HERS migruji do okolniho

periodontia.
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2.7.5 Bunééna asociace

Bunécéna asociace plni dvé funkce. Za prvé spojuje jednotlivé builky ve vyssi
funkéni celky a za druhé umoziuje buitkam vzajemné ovliviiovani. Jde o zakladni
podminky pro jejich budouci uréeni a synchronizaci aktivity. Spojovani bunék se
uskutecnuje pomoci celularnich adhezivnich molekul (CAM), které jsou soucasti
cytoplazmatické membrany a pozdé€ji 1 morfologicky prokazatelnou formou bodovych
a ploSnych bunécnych spojeni, jak je zname z cytologie (Jelinek et al. URL4). Tento

proces probihd béhem celé odontogeneze a to jak prenatalng, tak postnatalné.

2.7.6 Remodelace kosti v odontogenezi

Soucasné¢ s vyvojem zubu dochdzi k remodelaci okolni kosti. Vyvoj kosti je
obvykle spojen s ¢asteCnou resorpci preformované tkané a soucasnou vystavbou nové
kosti. Paralelnost obou procesii zajistuje zachovani tvaru kosti. Na tvorb¢ kosti se podili
svoji aktivitou osteoblasty, které¢ produkuji kostni hmotu pifedevSim v oblastech
vystavenych tahu, kde tkédn¢ rostou odliSnou rychlosti. U alveolarni kosti je to
pfedevsim na vngjSim okraji alveolarnich hfebenu a v mezikofenovych a mezizubnich
pfepazkach. Resorpci kosti zplsobuji svou aktivitou osteoklasty. U remodelace
alveolarni kosti jsou detekovany piedevsim podél vnitiniho okraje alveolu (Lungova et

al., 2011).

2.7.6.1 Osteoblasty

Osteoblasty jsou bunky specializované k syntéze organické soucasti kostni matrix
(kolagen 1., proteoglykany a glykoproteiny) a anorganickych latek. Osteoblasty se
diferencuji z mezenchymadlnich bunék vnéjsi vrstvy dentdlniho vaku (intramembralni
osifikace) (Diep et al., 2009). Osteoblasty se nachazi na povrchu kostni tkané. Kdyz
jsou tyto buiiky zapojeny do syntézy matrix, maji kubicky az cylindricky tvar, bazofilni
cytoplazmu a pozitivni aktivitu alkalické fosfatazy. Kdyz jejich aktivita klesa, snizuje se
bazofilie cytoplazmy 1 aktivita alkalické fosfatazy. Osteoblasty maji pomérné dlouhé
cytoplazmatické vybézky, kterymi jsou v kontaktu se sousednimi osteoblasty. Pomoci

téchto kontakti se realizuje latkovd vyména kosti. V pribéhu vyvoje osteoblasth
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dochazi k redukci organel a vybeézkt a pii jejich zaliti do nové vytvorené matrix se méni

na osteocyty.

Béhem syntézy maji osteoblasty vzhled proteosynteticky aktivnich bunék: svétlé
velké jadro, velky Golgiho komplex, rozsadhl¢ granularni endoplazmatické retikulum.
Osteoblasty jsou polarizované. Na jednom pdlu, pfivraceném ke kostni hmoté, jsou
uvoliovany produkty bunék, jadro se nachéazi na pélu buiiky odvraceném od kosti. Noveé
syntetizovanou, jesté nekalcifikovanou organickou komponentu matrix oznacujeme jako

osteoid (Jelinek et al. URL4).

2.7.6.2 Detekce aktivity osteoblastu

Osteoblasty jsou markery apozice kosti. Pro detekci aktivity osteoblastii se bézné
pouziva imunohistochemické stanoveni osteokalcinu, ktery je nejdilezitéjSim
nekolagenovym proteinem v kostni matrix, ktery vaze vapnik a je zavisly na vitaminu
K. Syntetizovany a posttransla¢né upraveny osteokalcin je inkorporovan do kostni
matrice, kde je pevné vdzadn s hydroxyapatitem, a podili se tak na mineralizaci kosti.
Po jeho uvolnéni z osteoblastli neni osteokalcin jen prosté zafazen do kostni matrix, ale
je také vylucovan do krevniho fecisté. Hladina osteokalcinu v séru (plazmé) odrazi tudiz
rychlost kostniho obratu pti raznych poruchdch metabolismu kosti (Palicka et al., 2003
URLSR). V této praci byla apozice kosti hodnocena jednak morfologicky — ptikladanim

ostaoblastti k povrchu kosti a jednak detekci proliferace osteoblastii opét na povrchu

kosti (PCNA).

2.7.6.3 Osteoklasty

Osteoklasty jsou specializované buiiky uzplisobené k resorpci zvapenatélych tkani.
Tyto buiky se vyvijeji z hematopoetickych linie kmenovych bunék fady monocytii
makrofagii a apoptickou eliminaci osteoblasti/osteocytti (Suda et al., 2003). Osteoklast
je mnohojadernd buiika, dosahujici velikosti 100 um. V cytoplazmé je ptitomno 5-50
jader, dale obsahuje pocetné mitochondrie, Golgiho komplex a nepfili§ vyrazné grandlni

endoplazmatickeé retikulum (Klika ef al., 1988).
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Vybézky bunck jsou zcela nepravidelné a maji riznou tloustku 1 tvar. V asecich,
kde je kost resorbovana, najdeme Casti gigantickych osteoklastl, které lezi
v enzymaticky vyleptanych prolédklinach matrix, znamych jako Howshipovy lakuny.
V aktivnich osteoklastech je povrch bunky obracen k matrix zprohyban v hruby
kartaCovy lem. Tento utvar usnadiuje zachyt 1 enzymatické natraveni malych castecek

a kromé¢ toho 1 zvétSuje aktivni resorp¢ni plochu.

V prostorech mezi zahyby jsou ptitomny krystalky obsahujici vapnik, které se také
vyskytuji v cytoplazmatickych vakuolach, vznikajicich pravdépodobné z povrchové
membrany osteoklastu. Osteoklasty vylu€uji kyselou fosfatazu, kolagen6zu a ostatni
proteolytické enzymy, které aktivuji kostni matrix a uvoliuji zvapenatélou zékladni
hmotu. Buiiky se aktivné ucCastni likvidace "odpadu" vznikajiciho pii resorpci kosti

(Junqueira et al., 1997).

Osteoklasty vznikaji splyvanim preosteoblastii. Je pravdépodobné, Ze i monocyty
poté, co opustily krevni ob&h, mohou vytvéafet splynutim tyto obrovské bunky.
Osteocyty uvolnéné z kostnich lakun se mohou nediferencovat a rovnéz splynout
v osteoklasty (Klika et al., 1988). Osteoklasty vzniklé splynutim krevnich monocyt

jsou soucasti mononukledrniho fagocytarniho systému (Junqueira et al., 1997).

Identifikace OPG / RANKL / RANK systému (OPG Osteoprotegerin, RANKL
receptor activator of nuclear factor kappa B ligand) jako dominantniho medidtoru
osteoklastogeneze piedstavuje vyznamny pokrok v biologii kosti. Skonlilo tak
dlouhodobé¢ hledani konkrétniho faktoru vyrabéného preosteoblastickymi / stromalnimi
(stromatalnimi) buiikami, ktery je nezbytny pro rozvoj osteoklastli. Rozhodujici role
téchto faktord vregulaci kostniho metabolismu byla prokdzana pifi vyzkumu

osteopordzy vs osteopetrozy u mysi se zmeénénou expresi téchto molekul (Khosla,
2001).

2.7.6.4 Detekce aktivity osteoklastu

TRAP (tartrat-rezistentni kyseld fosfatdza) substrat reakce je pouzivan
k cytologické demonstraci aktivity kyselé fosfatazy a tedy k detekci resorpéni aktivity

osteoklastti. TRAP je enzym, nachazejici se v bunkach osteoklastii, ktery katalyzuje



hydrolyzu monoesterti fosfore¢nanu pii kyselém pH (Alatalo et al., 2004). Aktivni

enzym TRAP v cytoplazmé bunék se barvi ¢ervené.

Na casoprostorové rozlozeni proliferace osteoblasti a jejich korelace s aktivitou

osteoklastli pfi vyvoji mySiho mandibularniho M1 je zamétena druha Cast této prace.
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3 CiL A UKOLY
3.1 Cil prace

Tato prace se =zabyva sledovanim dynamiky morfogenetickych procest,
uplatiiujicich se béhem postnatalniho vyvoje mySiho mandibuldrniho molaru M1
a okolni alveolarni kosti, se zaméfenim na postnatalni vyvoj M1 pfi erupci zubu. Cilem
teoretické Casti prace bylo provést reSerSi dostupné literatury zabyvajici se touto
problematikou. Prakticka c¢ast se vénuje vyzkumu a sledovani korelace
casoprostorového rozlozeni proliferace, apoptdzy a aktivity osteoklasti u vyvijejiciho se

zubu a okolni alveolarni kosti ve stadiich P16, P20 a P22.
3.2 Ukoly

1. Sledovat a popsat morfologenezi M1 na histologickych fezech barvenych
hematoxylinem-eosinem (HE) v postnatalnich stadiich odontogeneze b&éhem erupce

zubu P16, P20 a P22.

2. Sledovat a popsat morfogenezi okolni alveolarni kosti na histologickych tfezech

barvenych HE ve stadiich P16, P20 a P22.

3. Sledovat ¢asoprostorovou korelaci proliferace a apoptdzy pii vyvoji zubu ve vyse

zminénych stadiich.

4. Sledovat ¢asoprostorovou korelaci proliferace, apoptozy a aktivity osteoklastl pti

remodelaci okolni alveolarni kosti ve vySe zminénych stadiich.

5. Na zaklad¢ vysledkt a po jejich konfrontaci s jinymi autory vyvodit patficné zavery.
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4 METODIKA

4.1 Zvirata

Mysi (kmen CD-1) byly usmrceny postnatalni den (P16, P20 a P22) podle
schvaleného projektu pokust UZFG AV CR, v.v.i. Mysi hlavy byly bezprostiedné
fixovany ve 4% pufrovaném roztoku paraformaldehydu a odvdpnény v pufrovaném
roztoku kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), (55g EDTA rozpusténé v 270ml
40% formaldehydu a 730ml destilované vody). Dolni Celist byla poté rozd€lena na
jednotlivé kvadranty, ty pak byly dehydrovany ve vzestupné alkoholové tadé (70%-
100% alkohol), prosyceny xylenem, nasledné fixovany v parafinu a zality do

parafinovych bloki.

Z parafinovych bloki byly zhotoveny sériové frontalni fezy o velikosti 4um, které

byly rozdéleny do Ctyf sad:
1. sada - barveni hematoxylin-eosinem (HE) pro sledovani morfologie

2. sada — imunohistochemie PCNA (proliferating cell nuclear antigen) — marker

proliferace bunck

3. sada — TUNEL test (TdT mediated Nick End labeling) — enzymatické znaeni
fragmentli DNA, marker apopdzy bunék

4. sada — TRAP (tartrat-rezistentni kyseld fosfatdza) k barveni aktivity osteoklastu,

marker resorpce kosti.

4.2 PCNA (proliferating cell nuclear antigen)

Imunohistochemické stanoveni PCNA se uziva k detekci proliferujicich bunék.
Bunécna proliferace byla sledovana jednak na histologickych fezech (HE) a jednak
imunohistochemickou detekci PCNA v jadrech bunék. Sériové frontalni fezy M1
molaru byly nejprve odparafinovany vroztoku xylenu a zavodnény v sestupné
alkoholové tad¢ (100%-50%). Po oplachu preparatii v destilované vodé¢ nésledovala

blokace endogenni peroxidazy ponofenim do kyvety s 0,3% roztokem peroxidu vodiku
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ve fosfatovém pufru PBS. Po promyti vzorki v PBS se preparaty inkubovaly
v blokaénim séru (VECTASTAIN) o koncentraci 15ul v 1ml PBS. Nasledné byla
aplikovana primarni protilatka anti-PCNA (SC-7907, Santa Cruz) o koncentraci 4pug/ml
4°C/noc. Po opétovném oplachu v PBS nasledovala reakce se spojovaci (sekundarni)
biotinylovanou protilatkou Ab (VECTASTAIN) o koncentraci 5ul v 1ml PBS
30min/RT, kterd se vaze specificky k Ig primarni protiladtky. DalSim krokem byla
aplikace ABC reagentu z detekéni soupravy. ABC komplex (VECTASTAIN) byl
pfedem piipraven z Iml PBS a 10 pl Reagent A (avidin DH) a 10 pl Reagent B
(biotinylovy enzym) a smés byla ponechana 30 min/RT. Pted aplikaci chromogenniho
barviva 3,3 ’-diaminobenzidinu (DAB, K3466, Dako, Dansko) zfedéného 1 kapka do 1
ml fedidla DABu zplsobujiciho pozitivni zbarveni bunéénych jader dohnéda byly
preparaty opét oplachnuty v PBS. Zastaveni ptisobeni DABu bylo provedeno ponofenim
preparati do destilované vody. K jasnému rozliSeni negativnich bunéénych jader bylo
pouzito protibarveni hematoxylinem, které zptsobuje zbarveni negativnich bunécnych
jader modfe. Po odstranéni nadbytecného barviva tekouci vodou byly preparaty
odvodnény vzestupnou alkoholovou tfadou (70%-100%) a poté ponofeny do xylenu.
Zamontovani preparatu bylo provedeno pomoci eukitu s ndslednym piekrytim krycim

sklickem. Detailni protokol viz ptiloha €. 1.

4.3 TUNEL test

Biochemicka metoda TUNEL test (TdT mediated Nick End labeling) (TUNEL,
S7100; Chemicon-Millipore, USA) spolu se zjistovanim apoptickych télisek v HE ¢asti
byly pouzity k detekci apoptozy.

Sériové frontalni fezy M1 molaru byly nejprve odparafinovany v roztoku xylenu a
zavodnény v sestupné alkoholové fadé (100%-70%). Po oplachu preparatti v PBS bylo
zapottebi rozru$it jadernou membranu pomoci roztoku proteinazy K (Chemicon-
Millipore) o koncentraci 20pug/ml 15min/RT. Po oplachnuti vzorkl v destilované vodé
nasledovala blokace endogenni peroxidazy ponofenim do kyvety s 0,3% roztokem
peroxidu vodiku. Pfed aplikaci equilibracniho pufru (Chemicon-Millipore) byl opét
proveden oplach v PBS. Poté byla na zédkladé manudlu ptipravena reakéni smés. (Tdt

enzym 3ul (Chemicon-Millipore) a reaktivni pufr 77ul (Chemicon-Millipore) ve 30ul
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destilované vody) 45/50 min / 37°C. Po aplikaci Stop pufru (Chemicon-Millipore) 2ml
v 68ml destilované vody 10 min/RT a proplachnuti preparati v PBS byly vzorky
ptekryty anti-digoxigeninovym konjugatem s POD (Chemicon-Millipore) 30 min/RT.
Nasledoval dal$i oplach v PBS a aplikace chromogenniho barviva DAB. Chromogenni
barvivo 3,3 ’-diaminobenzidinu (DAB, K3466, Dako, Dansko) zfedéné 1 kapka do 1 ml
fedidla DABu zplisobuje po reakci s POD pozitivni zbarveni buné¢nych jader dohnéda.
Zastaveni pusobeni DABu bylo provedeno ponofenim preparati do destilované vody.
K jasnému rozliSeni negativnich bunéénych jader bylo pouzito protibarveni
hematoxylinem, které zplisobuje zbarveni bunécnych jader modie. Po vyprani
nadbytecného barviva tekouci vodou byly preparaty odvodnény vzestupnou
alkoholovou tadou (70%-100%) a poté ponofeny do xylenu. Preparaty byly poté
zamontovany (uzavieny) do eukitu a prekryty krycim skliCkem. Detailni protokol viz

ptiloha €. 2.

4.4 TRAP test

TRAP (tartrat-rezistentni kysela fosfataza) substratova reakce byla pouzita
k detekci resorpcni aktivity osteoklasti. Osteoklasty byly téZz potvrzeny na zakladé
morfologie v HE ¢asti. Aktivni enzym TRAP v cytoplazmé bunék se substratovou

reakci barvi razove.

Sériové frontalni fezy M1 molaru byly nejprve odparafinovany v roztoku xylenu
a zavodnény v sestupné alkoholové tad¢ (100% - 30%). Po oplachu preparati
v destilované vod¢ byly vzorky ponofeny do reakéni smési piipravené v souladu
s pokyny vyrobce (387A-1KT; Sigma-Aldrich, AR-MED Ltd., UK) (destilovana voda
45 ml + naftol 0,5 ml + roztok octanu 2 ml + roztok tartratu 1 ml + Fast garnet GBC
base 0,5 ml + roztoku dusi¢nanu sodného 0,5 ml) pro dosazeni barevné reakce s Fast
Red substratem 2 hod/37°C. Cytoplazma aktivnich osteoklastl se zbarvila do rizova. Po
opétovném oplachnuti v destilované vodé¢ bylo pouzito protibarveni hematoxylinem,
které zplsobuje zbarveni bunéénych jader modie. Po vyprani nadbyte¢ného barviva
v destilované vodé byly preparaty ponechany pies noc uschnout. Preparaty byly poté
zamontovany (uzavieny) do eukitu a prekryty krycim skliCkem. Detailni protokol viz

ptiloha €. 3.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledky

Diky dlouhodobému odvapnéni zubii byla v této praci pouZzita postnatalni stadia
P16, P20 a P22. Na jednotlivych frontalnich fezech mysiho mandibuladrniho molaru M1
byla sledovana Casoprostorova korelace proliferace, apoptozy a aktivity osteoklastt.
Pozornost byla zamétena na oblasti korunky (redukovany sklovinny epitel, ameloblasty,
ustni epitel), kr¢ku (epitelovd manzeta) a kotfene (alveolarni kost, periodontéalni vazy,

cementoblasty, odontoblasty, dentalni pulpa) (obr. 6).

Ve stadiuP16 je patrny redukovany sklovinny organ transformovany
ze sklovinného organu. V tomto stddiu se zub zalind profezavat do dutiny ustni.
Po strandch zubniho krcku se =zacind tvofit epitelovd manzeta. Na detailu
periodontdlnich vlaken (obr. 6, b, ¢) je vidét tenka vrstva cementu, zniz vybihaji

okrajova vlakna, ktera prorastaji do prostoru periodontalnich vldken.
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Obr. 6 Mysi mandibularni molar M1 stadium P16. Hematoxilin-eosinové barveni
(a) morfologie molaru M1 s vyznaCenim jednotlivych sledovanych oblasti: A — korunka,
B — kréek, C — koten (ree — redukovany organ skloviny, oe — oralni epitel, am — ameloblasty,
¢ — sklovina, c¢d — dentin korunky, rd — dentin kofene, od — odontoblasty, je — epitelova manzeta,
cem — cement, ff — okrajova vlakna cementu, pdl — periodontalni vazy, ab — alveolarni kost,
Mc - Meckelova chrupavka). ZvétSeno 40x. Detail periodontalnich vlaken b — bukalni,
¢ — lingualni ¢ast kotene. Zvétseno 400x.
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Okrajova vlakna jsou sméfovana kolmo k povrchu kotene. Sikmo k povrchu kotfene
jsou pozorovatelnd periodontalni vldkna, ktera jeSté nejsou napojena na okrajova vldkna

cementu. Alveolus je Siroce otevien a alveolarni hiebeny dosahuji oblasti krcku.

Ve stadiu P16 je bunétna proliferace je nizka. Je pozorovatelna piredevsim v oblasti
oralniho epitelu (obr. 7, a) a periodontalnich vazl (obr. 7, g). Zacina proliferovat oblast
epitelové manzety (obr. 7, d). V dentdlni pulpé byly nalezeny PCNA pozitivni buiiky.
JelikoZ dochéazi k erupci zubu TUNEL pozitivni apoptické buiiky byly pozorovany
v mékkych tkanich nad hrbolky zubu, pfedev§sim u redukovan¢ho sklovinného orgénu
(obr. 7, b), bun€k ordlniho epitelu (obr. 7, e) a valveolarni kosti. Vyjimecné byly
TUNEL pozitivni buiiky nalezeny v dentalni pulpé (obr. 7, h), kde diky odstranéni
bunck dochazi k udrzovani homeostdzy a uvolnéni prostoru pro bunky nové. Kostni
resorpce je velmi nizka. NEkolik pozitivnich osteoklasti bylo detekovdno podél
vnitiniho okraje bukalni i linguélni strany alveolu. DalSi TRAP pozitivni buiiky byly

pozorovany na bazi kostni krypty pod kofenem zubu. (obr. 7, c, f, 1).
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Obr. 7 Mysi mandibularni molar M1 v postnatalnim stadiu P16. Hematoxylin-eosin barveni
zubu: sledované oblasti A — korunka, B — krcek, C - kofen s uréenim jednotlivych detailt (a-i).
Zvétseno 40x. PCNA imunohistochemie (a, d, g), Sipky ukazuji pozitivné zbarvené buiky do
hnéda. TUNEL test (b, e, h), Sipky oznacuji apoptické bunky zbarvené hnéd¢é. TRAP pozitivni
osteoklasty (c, f, 1) zbarvené do rtizova jsou naznaceny Sipkami. ZvétSeno 400x.
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Ve stadiu P20 sristd redukovany sklovinny organ s epitelem dasné ptfi vytvofeni
epitelové manzety, kterd chrani zub pfed vstupem cizorodych latek. Redukovany
sklovinny epitel jiz neni v tomto stadiu patrny, jak je vidét na fezech barvenych HE ve
stadiu P20 (obr. 8). Alveolus je Siroce otevien a umoziuje tak spravné ukotveni
periodontalnich vazl. Na detailnim vyfezu periodontalnich vldken (obr. 8, b, ¢) jsou
pozorovatelnd okrajova vldkna cementu, ktera se zac¢inaji napojovat na periodontalni

vazy, tato vlakna jesté nejsou kolmo orientovana.
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Obr. 8 Mysi mandibularni molar M1 stadium P20. Hematoxilin-eosinové barven (a) morfologie
molaru M1 s vyznac¢enim jednotlivych sledovanych oblasti: A — korunka, B — kréek, C — kotfen
(am — ameloblasty, e — sklovina, cd — dentin korunky, rd — dentin kofene, od — odontoblasty,
g — gingiva, je — epitelovd manZeta, cem — cement, ff — okrajova vlakna cementu,
pdl — periodontalni vazy, ab — alveolarni kost). Zvétseno 40x. Detail periodontalnich vlaken
b — bukalni, ¢ — lingualni ¢ast kofene. Zvétseno 400x.

Ve stadiu P20 se zvySuje proliferace epitelové manzety a periodontalnich vazi
v oblasti kréku (obr. 9, a). Nékolik pozitivnich bunék bylo pozorovano v mékkych
tkanich korunky. Apikdlné na lingudlni strané kofene byly lokalizovany PCNA
pozitivni buiiky v okolnim periodontiu (obr. 9, d). Dale byly nalezeny proliferujici
cementoblasty v dolni ¢asti bukalni strany kofene (obr. 9, g). Na druhou stranu byl
nalezen v oblasti krcku taktéz na bukdlni strané zubu cementoblast podstupujici
apoptozu (obr. 9, b). Apoptické buiiky byly pozorovany rovnéz na vrcholu bukalniho
hiebene alveolarni kosti (obr. 9, e) dale v apikalni ¢asti dentdlni pulpy a vyjimecné

v oblasti periodontdlnich vazi (obr. 9, h). Aktivni osteoklasty se nachazely podél
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vnittniho okraje bukalniho (obr. 9, ¢) i lingudlniho alveolarniho hiebene (obr. 9, f) a na

bazi zubniho lizka (obr. 9, 1).
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Obr. 9 Mysi mandibularni molar M1 v postnatalnim stadiu P20. Hematoxylin-eosin barveni
zubu jednotlivych sledovanych oblasti: A — korunka, B — kréek, C — kofeny s vymezenim
jednotlivych detailt (a-1). ZvétSeno 40x. PCNA imunohistochemie (a, d, g), Sipky ukazuji
pozitivné zbarvené buniky do hnéda. TUNEL test (b, e, h), Sipky oznacuji apoptické bunky
zbarvené hnédé. TRAP pozitivni osteoklasty (c, f, i) zbarvené do rizova jsou naznaceny
Sipkami. Zvétseno 400x.
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Ve stadiu P22 se na lingualni strané zubu za¢ina vytvaret finalni ukotveni zubu, coz
je patrné zpropojeni cementu a alveolarni kosti pomoci periodontalnich vazi
(obr. 10, b, ¢). Zatimco periodontalni vazy na lingualni stran¢ zubu (obr. 10, b) jiz
probihaji paraleln¢, a tedy dosahuji funkéni orientace, periodontalni vazy na bukalni

stran¢ (obr. 10, ¢) jsou stéle orientovany Sikmo k povrchu kotene.
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Obr. 10 Mysi mandibularni molar M1 stadium P22. Hematoxilin-eosinové barveni
(a) morfologie molaru M1 s vyznacenim jednotlivych sledovanych oblasti: A — korunka,
B — kréek, C — kofen (am — ameloblasty, e — sklovina, cd — dentin korunky, rd — dentin kofene,
od — odontoblasty, g — gingiva, je — epitelova manzeta, cem — cement, ff — okrajova vladkna
cementu, pdl — periodontalni vazy, ab — alveolarni kost, Mc - Meckelova chrupavka). ZvétSeno
40x. Detail periodontalnich vlaken b — bukalni, ¢ — lingualni ¢ast kofene. Zvétseno 400x.

Ve stadiu P22 pokracuje proliferace epitelové manzety (obr. 11, a). Ojedinéle byly
detekovany proliferujici bunky v periodontiu jak na bukalni (obr. 11, d), tak na lingualni
stran¢ kotenu (obr. 11, g). Vyjimecné byly nalezeny proliferujici bunky v dentalni
pulpé. TUNEL pozitivni buiiky se nachazely pouze v dentalni pulpé (obr. 11, b, e, h).
TRAP pozitivni osteoklasty byly stale pozorovany podél vnitiniho okraje bukalniho
(obr. 11, ¢) 1 lingualniho alveolarniho hiebene (obr. 11, f, i). Jejich pocet se, ale snizuje.

Alveolus se ¢innosti osteoklastli stale mirné rozsituje.
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Na schematickém nakresu (obr. 12) byly naznaceny pozitivni proliferujici,
apoptické bunky a aktivni osteoklasty ve vybranych stadiich. Na schématech je patrny
pokles proliferacni aktivity, ktery se presouvd do oblasti periodontalnich vazl, coz
souvisi s aktivitou osteoklasti a tedy s resorpci vnitiniho povrchu alveoldrnich hiebend.
Ubyva 1 apoptickych bunék. Po apoptické eliminaci mekkych tkani korunky, slouzi
apoptéza vyhradné¢ kudrzovani homeostazy predevSim v oblasti dentdlni pulpy

1 okolniho peridontia.

Stadium P16 Stadium P20 Stadium P22

bukalni linguélni

Obr. 12 Schematické zndzornéni rozmisténi proliferace, apoptézy a TRAP-pozitivnich
osteoklastli v my$im mandibularnim molaru M1 v postnatalnich stadiich P16, P20 a P22
(bunécna proliferace - Cervené body, apoptéza — modré body a TRAP pozitivni osteoklasty -
zelené body, alveolarni kost - okrova, sklovina - modra, dentin - zluta).

5.2 Diskuze

Tato prace navazuje na souhrnnou studii Lungové et al. (2011), kterd se zabyva
postnatalnim vyvojem myS$iho mandibularniho molaru M1 od stadia PO do P16, tedy od
dokonceni formovani zubni korunky, pfes vyvoj kofene az po zahdjeni protfezadvani zubu
do ustni dutiny. Vyvoj zubu a piestavba okolni kosti u mys$iho mandibularnihi molaru
M1 v pokrocilejsich stadiich odontogeneze béhem erupce zubu v literatufe zatim chybi.
Do dnesni doby byly publikovany pouze souhrnné studie zabyvajici se postnatalnim
vyvojem molart béhem erupce u potkand, krys, pst a primatt (Stern, 1964; Formicola

et al., 1971; Owens, 1979; Cho & Garant 1989; Marks & Schroeder, 1996) a kompar¢ni
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studie srovnavajici postnatalni vyvoj zubl a ptilehlych tkani u potkanti ¢i pst a lidi
(Owens 1978; Sequeira ef al., 1992; Bosshardt, 1994; Bosshard & Schroeder, 1996).
Jedna se tedy o prvni préaci zabyvajici se postnatalnim vyvoje mySich mandibularnich

molaru M1 ve stadii P20 a P22.

V této praci byla sledovéana casoprostorova korelace proliferace, apoptdzy a aktivity
osteoklastii na mySich mandibuldrnich molarech M1 v postnatalnich stadiu P16, kdy
dochazi k zahdjeni profezavani zubu do ustni dutiny a ve stadiich P20 a P22, kdy se zub
dostava do funkéni pozice. Béhem této studie byla pozorovana nejen morfogeneze zubu,
ale 1 morfogeneze pfilehlych tkani, jako jsou tvorba a ukotveni periodontalnich vazi,
utvareni epitelové manzety a remodelace alveolarni kosti béhem erupce mandibularniho

molaru M1.

Co se tyce proliferace, publikovana data v literatuie potvrzuji, Ze intenzivni déleni
bunék v postnatalnich stadiich odontogeneze se zejména podili na rtstu a prodluzovani
zubniho kotene. Je vSak ziejmé, ze pred profezanim zubu se proliferacni aktivita HERS
ve stadiu P14 rychle snizuje, takZe se aktivni rlst kofene postupné zpomaluje, az se
dentinu nikoliv prolifera¢ni aktivitou (Chlastkova et al., 2011, Lungova et al., 2011).
Vysledky této prace ukazuji, ze ve stadiu P16 se objevuji proliferujici buiky
v cervikalni oblasti zubu, coz ukazuje na pocatek tvorby epitelové manzety po obou
stranach krcku. K proliferaci bunck epitelové manzety dochazi 1 ve stadiich P20 a P22.

Tyto buiiky se navic zaroven prodluzuji a napojuji na povrch zubu.

Epitelova manzeta zabezpe€uje piimé spojeni s povrchem zubu. Béhem protezavani
zubu do Gstni dutiny dochazi ke spojeni redukovaného organu skloviny s oralnim
epitelem gingivy, ¢imz dochdzi k transformaci na epitelovou manZetu. Ptfi kontaktu
bunék epitelové manzety spovrchem zubd, dochazi k vytvofeni wvnitfni bazdlni
membrany a k ukotveni bun€k v této membrané¢ pomoci Cetnych hemidesmosomu
(Schroeder & Scherle, 1988). U zdravych zubii jsou vldkna napojena v misté
cementosklovinné hranice. Ackoliv epitelovd manzeta nevykazuje fenotypové
rozvrstveni, nejvzdalenéjsi buiiky epitelu maji tendenci k prodluzovani. Epitelova
manzeta ma endocytickou kapacitu, zahrnujici makrofagy a neutrofily, jejichz ¢innost

muze mit ochranny charakter (Cho & Garant, 2000).
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Vysledky této prace rovnéZ naznacuji, Ze ve stadiich P20 a P22 dochazi
1 k ojednin€lé proliferaci bun¢k okolniho periodontia. Tato proliferace koreluje
sresorpci kosti. Diky pokraCujicimu rozSifovani alveolarniho IhZka, dochdzi 1 ve
stadiich béhem erupce zubu k dalsi tvorbé periodontélnich vazl. Vedle proliferace vSak
probihd v okolnim periodontiu u diferencovanych fibroblastli intenzivni tvorba
kolagennich vlédken. Tato vldkna méni postupné svoji orientaci, napojuji se na povrch
cementu a povrch okolni kosti a vytvari tak funkénimu ukotveni zubu v Celisti. Ve
stadiu P16 byla na histologickych tezech barvenych HE patrnd, kolmo orientovana,
vyvijejici se okrajovd vldkna na povrchu cementu, kterd proristaji do prostoru
periodontdlnich vazi a Sikmo orientovana periodontalni vldkna, kterd jesté nebyla
napojena na okrajova vldkna cementu. Z vysledki této prace tedy vyplyva, ze postupné
napojeni vlaken na okolni struktury se vytvari ve stadiu P20. Ve stadiu P22 pak dochazi
k definitivnimu propojeni cementu a alveolarni kosti pomoci vlaken PDL na linguélni
stran¢ zubu. Bukdln€ se toto propojeni vytvaii pravdépodobné o dva dny pozdéji.

Stadium P24 vSak nebylo diky potizi s odvapnénim do této studie zahrnuto.

Podle Cho & Garant (1988) ma vyvoj okrajovych vldken cementu na povrchu
dentinu vztah k prodlouzenym polarizovanym fibroblastim. Pfi vyvoji téchto vlaken
vykazuji fibroblasty cytoplazmatickou polaritu smérem ke kofeni zubu resp.
ultrastrukturalni vzhled téchto bunck je v souladu se smérem migrace bunék k povrchu
kotene. Diky ¢innosti cementoblasti béhem pocatecniho vyvoje cementu jsou okrajova
vlakna pevné zabalena. Béhem erupce zubu dochazi ke zrani periodontalnich vldken
a k jejich spojovani s vldkny okrajovymi za vzniku hlavnich vldken periodontalnich
vazl. VéEtSinou plati, ze se hlavni periodontalni vlakna vytvaii od cementu k alveolarni
kosti. Pro spravny vyvoj, ukotveni periodontdlnich vazli a zakotveni zubu v alveolu

dochazi soucasné 1 k resorpci alveolarni kosti.

K ptestavbé alveolu dochazi jednak diky apoptické eliminaci osteoblastl
a osteocytl a jednak aktivitou osteoklastli. Programovana buné¢na smrt osteoblastti byla
pozorovana na vrcholech alveoldrnich hiebenti jiz pred profezanim zubu do Gstni dutiny
ve stadiu P16. Ve stadiu P20 byla apoptdza sledovana pouze na bukalnim hiebenu, coz
ukazuje na jeji postupny utlum. Osteoklasty byly prokdzdny na vnitfnim okraji obou
alveolarnich hfebeni a na bazi alveolarniho lizka u stadii P16, P20 1 P22. Pocty
aktivnich osteoklastll vSak ve stadiich P20 a 22 postupné klesaji, dochazi tedy k Gtlumu

resorp¢ni aktivity. Vzhledem k mechanickému zatiZzeni zubu pii1 Zvykani a interakcim
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mezi zubem a alveoldrni kosti trvd remodelacni aktivita az do doby, dokud je zub

zakotven v alveolu (Wise & King, 2008; Fleischmannova ef al., 2010).

Jak bylo uz diive prokazano ve studiich Shibata et al. (1995); Lungova et al. (2011)
a Moriguchi ef al. (2011) pii zahajeni profezavani zubu byly pozorovany TUNEL
pozitivni buiiky v tkanich kolem korunky a tedy v oralnim a redukovaném sklovinném
epitelu. Dochazi tak k uvolnéni erup¢ni dréhy a korunka profezavajiciho se zubu se
dostava do ustni dutiny. Ve stadiich P20 a P22 byla apoptéza detekovana pouze
v oblasti dentalni pulpy a vyjimecné v periodontiu. V téchto stadiich slouzi apoptoza
pouze k udrzeni stalého poctu bunék a tedy k udrzeni homeostazy. Na rozdil od zjisténi

Lungové et al. (2011) nebyly ve stadiu pozorovany TUNEL pozitivni odontoblasty.

Vysledky této prace tedy potvrzuji, Ze uspéch erupce a ukotveni zubu ve funkéni
pozici zavisi na mnoha faktorech. Zaprvé musi dojit k vytvofeni erup¢ni drahy. Coz
vyzaduje resorpci alveolarni kosti aktivitou osteoklastl a eliminaci osteoblastli ve sméru
drahy erupce za soucasného rozsiteni alveolu podél vnitiniho okraje stén zubniho lazka
(Lungova et al., 2011, Marks & Schroeder, 1996). Pro profezani zubt je rovnéz dulezita
eliminace mékkych tkani kolem profezavajici se korunky (Shibata er al., 1995)
a eliminace ameloblastli po skonceni amelogeneze. Dale musi dojit k vytvofeni a zméné
funk¢éni orientace periodontdlnich vazi a jejich napojeni mezi cementem kofene
a alveolarni kosti (Cho & Garant, 2000). Nedilnou soucasti erupce je 1 vytvofeni
epitelové manzety, ktera zabraniuje proniknuti cizorodych latek (Schroeder & Scherle,
1988). Vyvoj zubu b&hem erupce je tedy slozity proces vyzadujici neustdlou

komunikaci mezi zubem 1 ptilehlymi tkanémi.
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6 ZAVER

Erupce je jedena z nedilnych soucasti vyvoje zubu. Diky erupci se zub dostava do
své funkéni polohy. Béhem profezavani zubli dochdzi k mnoha nezbytnym procestim,
tak aby se zub mohl zafadit do okluzni roviny: 1) k vyvoji zubniho kofene
a periodontélnich vazli a 2) k remodelaci alveolarni kosti doprovazené riistem celisti
a tlakem zvykacich svalii. Profezdvani zubu umozZnuje piedev§im aktivni kostni

metabolismus vlivem ¢innosti osteoblasta a osteoklastu.

V této praci bylo sledovano cCasoprostorové rozlozeni proliferace, apoptozy
a aktivity osteoklastli v postnatalnich stadiich P16, P20 a P22 u my$iho mandibuldrniho
molaru M1. Vysledky této prace potvrdily dynamicky soulad mezi profezanim M1
molaru a jeho ukotvenim do alveoldrni kosti pomoci periodontdlnich vazi. Bylo
prokazano, Ze proliferace probihd pfedevSim v oblasti tvotici se epitelové manZety
a periodontia. Toto zjiSténi korelovalo s resorpci alveolarni kosti na vnitinich okrajich
alveolarnich hiebent, coz prokazuje aktivita osteoklasti. Apoptdza hrala predevsim roli
v eliminaci osteoblast a vudrzovani stdlého mnozstvi bunék piedevSim v oblasti
dentalni pulpy. Pokracujici diferenciace fibroblastii okolniho periodontia vedla
k funkéni prestavbé periodontalnich vazi zabezpecujicich spojeni zubu s okolni
alveolarni kosti. Vysledky této prace nove ukazaly, ze se funkéni periodontium vytvaii
postupné - nejprve na lingvalni a poté i na bukdlni stran¢ zubu. Koordinace a fizeni
téchto procesi by mohly stat hlavnim tématem funkcénich experimentii navazujich

studiich postnatalni odontogeneze.
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PRILOHY

Priloha €. 1 Protokol imunohistochemie

Téma: Imunohistochemie PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
Potieby: mikroskop, kadinky, kyveta, stopky, eppendorfka, pipety, kryci sklicka

Chemikalie: xylen, etanol 50-100%, destilovana voda, fosfatovy pufr PBS, 0.3% roztok
peroxidu vodiku H,0O,, bloka¢ni sérum (VECTASTAIN), primarni protilatka anti-
PCNA (SC-7907, Santa Cruz), tedidlo Antibody diluent, sekundarni biotinylova
protilatka (VECTASTAIN) ABC reagent (VECTASTAIN), DAB+iedidlo (DAB,
K3466, Dako, Dansko), hematoxylin, eukit

Vsechny chemikalie jsou uchovavané pti 4°C (H,O, , PrimAb+fedidlo, SekAb (biotin),
ABC kit, DAB+tedidlo)

Provedeni:
Odstranéni parafinu

1. XylenI (Spinavy) 5 min
2. Xylen II (Cisty) 10 min

Poznamky: Pouzit samostatny kosSi¢ek na xylen a etanol, aby 100% etanol ztistal Cisty.
Nejlépe oplachnout vzorky 100% etanolem pied vlozenim do nadoby s ¢istym 100%

etanolem.

Zavodnéni vzorku:

3. Etanol 100% 10 min
4. Etanol 96% 5 min
5. Etanol 70% 5 min
6. Etanol 50% 5 min

Poznamka: 100% etanol v kyveté dobie zavirat, vaze vodu ze vzduchu. Cast&ji ménit.

7. Destilovana voda 5 min

Blok endogenni peroxidazy - odstranéni peroxiddzy v samotné tkani z divodu

interference s vazanou POD — fale$n¢ pozitivni vysledky po pfidani DABu):



8. Peroxid vodiku H,0, (0,3%) 5 min
Poznamky: Peroxid vodiku je nutno zfedit, pivodni koncentrace je obyc¢ejné 30%.

(Na 100ml = 99ml destilované vody a 1ml peroxidu vodiku)

9. PBS 3x Smin
Poznamky: PBS pouzivame ziedény 1:9, nafedime n€kolik litrti, Ize uchovavat pti RT
fedény (na 1000mIl=900ml destilovana voda + 100ml PBS)

10. Osusime oblast kolem tezli a hydrofobni tuzkou vymezime oblast kolem fezt.

11. Blokacni sérum — fedéni 15 ul/1ml PBS 30 min
Reakce s primarni protilitkou (navaze se na detekovany protein)

12. Primarni protilatka PCNA, 50x fedéna fedidlem na protilatku. Pipetou nakdpneme
na vzorky a jemné¢ Sickou rozprostieme tak, aby vSechny fezy byly prekryty (nedotknout
se tkan¢)

Poznamky: Finalni objem protilatky na jedno/dvé sklicka = 50 pl, max. objem 100 pl
(100 pl =98 pl fedidla + 2 pl protilatky). Roztok se ptipravi do ependorfky a promicha

Spickou pipety.
13. Vlozime do vlhké komurky/ 4°C pies noc
14. PBS 3x Smin

15. Osusit oblast kolem fez.
Sekundarni protilatka s biotinem, vaze se specificky k Ig primarni protilatky

16. Sekundarni protilatka s biotinem = fedéni 5 pul/ 1ml PBS

-soucast ABC kitu
17. Vlozime do vlhké komuirky/RT 30 min
18. PBS 3x 5 min

19. Osusit oblast kolem fezii
Reagent ABC - obsahuje streptavidin a peroxidazu vytvoieni komplex

20. Reagent ABC —fedéni reagent A 10 pl + reagent B 10 pul/ 1 ml PBS

Poznamka: Pul hodiny pred pouzitim musi stdt — chystd se soufasné se sekundarni

protilatkou
21. Vlozime do vlhké komurky 30 min
22. PBS 3x 5 min

Substratova reakce POD/DAB:



Osusit oblast kolem feza. Pti praci s DAB pouzivat rukavice a odpad odhazovat do

specialni nadoby (DAB-karcinogenni G€inky).

23. DAB chromogenni barvivo — fedéni 1 kapka / 1ml fedidla DABu.

Poznamky: Od 1 min aZ do 5 min. Pfi mirném hnédnuti vlozime do PBS a
v mikroskopu zkontrolujeme intenzitu barveni jader. Pokud je barveni nedostatecné
osuSime sklicka a opét piekryjeme DABem, pockame dal$i minutu, popt. 2 min, opé&t
vlozime do PBS a zkontrolujeme pod mikroskopem, az jsme s vysledkem spokojeni.

24. Zastaveni DABu — destilovana voda vyprat

Protibarveni hematoxilinem:
25. Hematoxylin v kyveté 5 min
26. Probarveni 10 min pod tekouci vodou

Opétovné odvodnéni vzorku

27. 70% etanol 3 min
28. 96% etanol 3 min
29. 100% etanol 5 min
30. Xylénl oplachnout
31. Xylén II (Cisty) 10 min
Montovani

32. Eukit, zakdpnout a prekryt krycim sklickem. Pozor na bubliny.
33. Nechame zaschnout.

34. Vzorky zkontrolujeme pod mikroskopem a nafotime.



Priloha €. 2: Protokol TUNEL test

Téma: TUNEL test (TdT mediated Nick End labeling) — detekce apoptozy
Potieby: mikroskop, kadinky, kyveta, stopky, eppendorfka, pipety, kryci sklicka

Chemikalie: xylen, etanol 70-100%, destilovana voda, fosfatovy pufr PBS, 0.3% roztok
peroxidu vodiku H,O,, proteinaza K, equlibra¢ni pufr, Tdt enzym, reaktivni pufr, Stop
puft, anti-digoxigeninovy konjugat, DAB-+fedidlo, hematoxylin, eukit

Chemikalie jsou uchovavané v lednicce pti 4°C (H,O,, proteinaza K, DAB+iedidlo),

v mrazaku -20°C (equlibr.pufr, Tdt enzym, stopo wash pufr, AbM digoxigen)
Provedeni:

Odstranéni parafinu

1. XylenI (Spinavy) 5 min
2. Xylen II (Cisty) 10 min

Poznamky: Pouzit samostatny koSic¢ek na xylen a etanol, aby 100% etanol ziistal Cisty.
Nejlépe oplachnout vzorky 100% etanolem pied vlozenim do nadoby s Cistym 100%

etanolem.

Zavodnéni vzorku

3. FEtanol 100% 10 min
4. Etanol 96% 5 min
5. Etanol 70% 5 min

Poznamka: 100% etanol v kyveté dobie zavirat, vaZe vodu ze vzduchu. Cast&ji ménit.
6. PBS 5 min
Natraveni jaderné membrany — reaktivni enzym se tak dostane do jadra

7. Proteinaza K - naapilkovat na skli¢ko, vlhka komurka) 15 min/RT

Redéni: finalni objem=100ul, 10pul proteinaza + 90ul PBS



8. Destilovana voda 2x2 min

Blok endogenni peroxidazy - odstranéni peroxiddzy v samotné tkani z divodu

interference s vazanou POD — fale$n¢ pozitivni vysledky po pfidani DABu

9. Peroxid vodiku H,0; (0,3%) 5 min
Poznamky: Peroxid je nutno zfedit, pivodni koncentrace je obycejné 30%.

(Na 100ml = 99ml destilované vody a 1ml peroxidu)

10. PBS 3x5 min

Poznamky: PBS pouzivame ziedény 1:9, nafedime nckolik litrti, 1ze uchovavat pii RT

fedény (na 1000m1=900ml destilovana voda + 100ml PBS)
11. Osusime oblast kolem fezil a hydrofobni tuzkou vymezime vzorek
12. Aplikace equilibracniho pufru 15 min/RT
(vyndat 1hod pfedem z diivodu rozmraZeni, nefedi se, aplikace pfimo na sklicko, 40 ul)
13. Osusime oblast kolem fezil
14. Aplikace TdT enzymu 45/50 min / 37°C
(vytahnuti tésné pfedem)
Redéni: finalni objem= 110l
33ul enzymu (3pul enzymu, 30ul dest.voda)
77ul reakéni pufr (dopiedu rozmrazit)
Vlozit do vlhké komtirky a termostatu.
15. Aplikace stop pufru v kyveté
Redéni: finalni objem=70ml, 2ml pufr + 68ml dest.voda 10 min
16. PBS 3x5 min
17. Osusime oblast kolem fezil

18. Aplikace Anti-digoxigenin konjugatu 30 min/ RT



Poznamka: nakapeme a rozetfeme na skli¢ko, 65ul/5cm’ a vlozime do vihké komirky

19. PBS 4x2 min

Substratova reakce POD/DAB:
Osusit oblast kolem feza. Pti praci s DAB pouzivat rukavice a odpad odhazovat do

specialni nadoby (DAB-karcinogenni G€inky).

20. DAB chromogenni barvivo — fedéni 1 kapka / 1ml fedidla DABu.

Poznamky: Od 10 s az do 2 min. Pfi mirném hnédnuti vloZime do PBS a v mikroskopu
zkontrolujeme intenzitu barveni jader. Pokud je barveni nedostatecné osusime sklicka a
opét prekryjeme DABem, pockdme dal§i minutu, popt. 2 min, opét vloZime do PBS a
zkontrolujeme pod mikroskopem, az jsme s vysledkem spokojeni.

21. Zastaveni DABu — destilovana voda 5 min

Protibarveni hematoxilin:
22. Hematoxylin v kyveté 5 min
23. Probarveni 10 min pod tekouci vodou

Opétovné odvodnéni vzorku

24. 70% etanol 3 min
25. 96% etanol 3 min
26. 100% etanol 5 min
27. Xylénl oplachnout
28. Xylén II (Cisty) 10 min
Montovani

29. Eukit, zakapnout a piekryt krycim sklickem. Pozor na bubliny. Nechdme
zaschnout.

30. Vzorky zkontrolujeme pod mikroskopem a nafotime.



Priloha ¢.3: Protokol TRAP test

Téma: TRAP test (tartrat-rezistentni kysela fosfataza) — detekce aktivity

osteoklastu
Potieby: mikroskop, termostat, teplomér, stopky, kadinky, kyveta, pipety, kryci sklicka

Chemikalie: xylen, etanol 30-100%, destilovana voda, fosfatovy pufr PBS, naftol, Fast
garnet base, roztok dusi¢nanu sodného, roztok octanu, roztok tartrdtu, hematoxylin,

eukit

Chemikalie jsou uchovavané v ledni¢ce pi1 4°C (naftol, Fast garnet base, roztok

dusi¢nanu sodného, roztok octanu, roztok tartratu, hematoxylin)

Provedeni:

Odstranéni parafinu

1. XylenI (Spinavy) 5 min
2. Xylen II (Cisty) 15 min

Poznamky: Pouzit samostatny koSic¢ek na xylen a etanol, aby 100% etanol ziistal Cisty.
Nejlépe oplachnout vzorky 100% etanolem pied vlozenim do nadoby s Cistym 100%

etanolem.

Zavodnéni vzorku

3. Etanol 100% 10 min
4. Etanol 96% 5 min
5. Etanol 70% 5 min
6. Etanol 70% 5 min
7. Etanol 50% 5 min

Poznamka: 100% etanol v kyveté dobie zavirat, vaze vodu ze vzduchu. Castéji ménit.

8. Destilovana voda 5 min



9.

Beaker B (TRAP)

A.) Destiovana voda 45ml - piedehrat na 37° C - vlozit do Spinavé kyvety a tu vlozit do
kadinky s vodou, 2 teploméry, 1x 100° C, 1x 50° C, udrzet 41° C

B.) Naftol 0,5 ml

C.) Fast garnet (0,5ml fast garnet base + 0,5 ml roztok dusi¢nanu sodného 2 min nechat

odstat - tvorba soli

10.
11.
12.
13.
14.

D.) Roztok octanu 2,0 ml
E.) Roztok tartratu 1,0 ml - teplota pfi ptidani nad 37° C

Prelit do kyvety obalené alobalem, inkubovat pii 37° C/ 2hod v termostatu
Destilovana voda Smin
Hematoxylin - zakapnout 15-30 s
Oplachnout v destilované vodé

Nechat ptes noc oschnout do druhého dne

Montovani

15.
16.

Eukit, zakdpnout a prekryt krycim sklickem. Pozor na bubliny. Nechat zaschnout.

Vzorky zkontrolujeme pod mikroskopem a nafotime.



