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1. Uvod

Jako téma pro svoji stfedoSkolskou odbornou ¢innost jsem si zvolil jedno z
témat nabizenych UZFG, a to vyzkum difyodontni dentice. Vybral jsem si tuto praci
hlavné z toho divodu, ze bych se chtél zubnim lékafstvim v budoucnu podrobnéji
zabyvat a véiim, Ze pravé prace SOC je dobry zadatek.

Samotny vyzkum byl provadén zejména na rtiznych vyvojovych stadiich
embryi ko¢ky domadci, caste¢né také na embryich mysi. Hlavnim cilem mé prace je
blize prostudovat bunéénou dynamiku béhem vyvoje dentice, coz vlastné znamena
sledovat cetnost proliferujicich bunck v riznych vyvojovych stadiich embryi.
Vysledky pak budou zpracovany zejména jako srovnani danych vyvojovych stadii,
nebo jako srovnani vyvoje u dvou rozdilnych zivocisnych druht kocky a mysi. Tyto
dva vyvojové modely jsem si zvolil pro srovnani, jelikoz kocka ma stejné jako ¢lovek
dvé generace zubl, kdezto u mysi se v prubéhu vyvoje tvoii pouze jedna generace
zubl. Vysledky samotné by méli potvrdit nasi hypotézu. Piedpokladana lokalizace
nejveétsiho vyskytu proliferujicich bun€k je v zubnich zakladech rannych vyvojovych
stadii, dale v zubni 1i8t€ kocky a v okoli vyvyjejici se kosti. Déle se domnivame, ze
v téch lokalitach, kde buiiky proliferuji nebude cetny vyskyt apoptotickych bunék.

Cely vyzkum provadime v laboratofi. Nejdiive je tfeba pfipravit si sledované
vzorky, coZ predstavuje zaliti tkan€ do parafinu, krdjeni, barveni fezli a nakonec
samotné pozorovani mikroskopem, které by melo piinést kyZené vysledky. Doufejme,

ze se nam podafi vyzkum zdarn€¢ dokoncit, a ze vysledky potvrdi nasi teorii.



2. Literdrni prehled
2.1. Vyvoj zubi

Bazalni vrstva ordlniho epitelu, neboli ektoderm, proliferuje zhruba v 6. tydnu
téhotenstvi u Clovéka a vyklenuje se do okolniho ektomezenchymu odvozeného
Z neutralni liSty. V obou celistech tak vznika zubni liSta, coz je podkovovity pruh
ztlusténého epitelu. Pozd¢ji vznika v kazdé Celisti deset ohnisek zvySené mitotické
aktivity, na kterych pak vznikaji ektodermalni vyristky. Ty vytvareji Cepicky, které
nasedaji na ektomezenchynové shluky. Kazdy z téchto utvarti (zubnich pupentl) se
stava zakladem docasného zubu. Zubni pupen je slozen ze dvou zasadnich slozek a to
ektodermové a ektomezenchynové. Ektodermova slozka vytvari sklovinny organ,
ktery produkuje sklovinu. Ektodermové buiky, které spojuji zubni pupeny
s povrchovym epitelem pozdé€ji degeneruji, az uplné¢ vymizi. Ektomezenchym se
sklada z mezenchymovych bunék, které vznikaji z neutrdlni liSty ektodermového
puvodu. Ektomezenchymovéd slozka tvofi zubni papilu, v kter¢ se vytvareji
odontoblasty, coz jsou buiiky produkujici dentin. Mezenchym se také koncentruje
kolem sklovinného orgénu a v zavérecné fazi se diferencuje na cementoblasty (bunky

produkujici cement) a periodontélni vazy.

Obr. 1: Epitelialni ztlusténi (A) a stadium zubniho pupene (B-D)



Sklovinny organ se béhem vyvoje zvétSuje, postupné nabyva tvaru zubniho
poharku a zhruba v 8. tydnu téhotenstvi tvaru zvonku. Zevni sklovinny epitel, ktery
souvisi se zubni liStou, je naruSovan cetnymi kapilarami. Naproti tomu bunky ptilehlé
k zubni papile proliferuji, nabyvaji cylindrického tvaru a vytvareji vnitini sklovinny
epitel. Tyto bunky diferencuji na ameloblasty, které secernuji sklovinu. Zbylé
epitelové buinky se vytvareji z hvézdicovitych elementi mezi zevni a vnitini
epitelovou vrstvou stratum intermedium a retikularniho epitelu. Funkce obou téchto

vrstev neni doposud jesté prilis jasna.
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Obr. 2: Stadium zubniho poharku

Vnitini sklovinny epitel zistavd po celou dobu oddélen od okolniho vaziva
souvislou laminou. Tato lamina se pak obtd¢i okolo vnitini epitelové vrstvy a
oddéluje ji od ektomezenchymovych slozek zubni papily. Misto, kde vnéjsi sklovinny
epitel pfechazi na epitel vnitini je oznaCovano jako cervikdlni smycka a

V trojrozmérném prostoru tvoii kruh.
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Obr. 3: Stadium zubniho zvonku



Diferenciace ameloblast je ur€ovana ektomezenchymovymi buiikami zubni
papily. Ameloblasty ze zacatku ovlivituji povrchovou vrstvu bun¢k zubni papily, které
se prodlouzi a pfeméni v odontoblasty. Poté za¢nou produkovat zubni sklovinu.
Vzniklé odontoblasty zacnou produkovat predetin, ktery pak podnécuje ameloblasty
k tvorb¢ skloviny. Timto zptisobem postupuje vlna recipro¢nich indukci od budouci

roviny okluze korunek smérem K zubnim krékam.

Tvorba dentinu

Odontoblasty za¢nou do svého okoli vyluCovat prokolagen. Ten se pozdéji
organizuje v kolagenni fibrily predentinu. Odontoblasty také zprosttedkuji
mineralizaci kolagennich fibril, kterd vede ke vzniku dentinu. S postupnou akumulaci
dentinu ustupuji odontoblasty od zubni dutiny, pfi tom za sebou zanechavaji vybézky

ulozené v dentinovych kanalcich, které pak prostupuji celou §ifi dentinové vrstvy.
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Obr. 4: Smér produkce tvorby dentinu a skloviny



Tvorba skloviny

Ameloblasty maji oproti ostatnim epitelovym bunikam tu vyhodu, Ze se jejich
spodni povrch, pfivraceny k bazalni laminé, méni na povrch sekre¢ni. Kolem jejich
apikalnich a bazalnich ¢asti jsou pak vytvofena tésna spojeni. Mezi jaddrem a bazalni
casti je vyvinuto drsné endoplazmatické retikulum a pomérné slozity Golgiho
komplex. Tyto buiiky oddéluje od odontoblasti a dentinu bazalni lamina, za jejiz
odbouravani jsou zodpovédné pravé ameloblasty. Sklovinnd matrix se sekretuje na
kratkych Tomesovych vybézcich. Bo¢ni povrch téchto vybézkl vytvaii organickou
matrix interplazmatické skloviny, zatimco koncova ¢ast vybézku produkuje matrix
sklovinnych prizmat. V pribéhu mineralizace se na organické matrix vytvareji
hydroxyapatitové krystaly. Ty jsou pozd&ji témét uplné odstranény, pravdépodobné
také Cinnosti ameloblastii. Po ukonceni amelogeneze se sklovinny orgén sklada z
vrstevnatého dlazdicového epitelu, ktery je vSak rychle rozruSen béhem profezavani

zubu do dutiny ustni.

Vyvoj korenii

Po ukonceni tvarového vyvoje korunky a tésné predtim, nez se zub profeze na
povrch, vznika cervikalni smycka apikalnim smérem a obaluje zubni papilu. Pfi tom
vytvaii takzvanou Hertwigovu kofenovou pochvu, kterd se sklddd ze spojeného
zevniho a vnitiniho sklovinného epitelu. Vnitini vrstva indikuje tvorbu odontoblast.
Ty poté vystavéji dentinovy zaklad zubniho kotfene. Po ukonceni procesu se kofenova
pochva rozpada a nové vytvofeny dentin iniciuje diferenciaci cementoblasti
Z mezenchymalnich buné€k okolniho zubniho vaku. Ty potom produkuji cement, ktery

pokryva koten zubu.

2.2. Vyvoj difyodontni dentice

Na labidlni strané zubni liSty se tvofi masa ektodermovych buné€k, coZ vytvoii
pfidatnou sekundarni zubni listu. V této zubni liSté¢, podobné jako v primarni, se

vytvoii 20 ohnisek zvySené mitotické aktivity. Z kazdého tohoto ohniska se pozdéji



vytvoii jeden definitivni protéjSek docasného zubu. Soucasné dochazi k propagaci
zubni listy smérem dozadu, coz dava vzniknout zarodkiim ti¥i permanentnich stolic¢ek.

Zaklady pro druhy a tfeti molar se objevuji az po narozeni.

Dospély ¢lovék ma 32 stalych zubt (8 v kazdém kvadrantu), kocka ma 30
stalych zubt (7-8 v kazdém kvadrantu). Jsou uspoiadany v maxile a mandibule ve
dvou bilaterdln¢ symetrickych obloucich. Staly chrup je piedchdzen chrupem

docasnym, tvofenym u ¢lovéka 20 do¢asnymi (mlécnymi) zuby u kocky 26 zuby.

Dental Lamina

Degenerating
Dental Lamina

Successional Successional

Deciduous  Deciduous  [amina and Tooth Bud
Tooth Bud Tooth Cap Bud Deciduous
Bell Stage
Obr. 5: Vyvoj prvni a druhé generace zubti
2.3. Srovnani vyvoje dentice u koc¢ky a psa
Pes Docasny chrup (tydny) Trvaly chrup (mésice)
Rezdky 3-4 3-5
Spicdky 3 4-6
Trenové zuby 4-12 4-6
Stolicky 5-7
Kocka Docasny chrup (tydny) Trvaly chrup (mésice)
Rezdky 2-3 3-4
Spicaky 3-4 4-5
Trenové zuby 3-6 4-6
Stolicky 4-5
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2.4. Zubni vzory u ¢lovéka, psa a kocky

Clovék:
Docasny chrup: 2 x (2/2 1, 1/1 ¢, 2/2 m) =20
Trvaly chrup: 2 x (2/2 1, 1/1 C, 2/2 P, 3/3 M) = 32

Pes:
Docasny chrup: 2 x (3/31, 1/1 ¢, 3/3 p) =28
Trvaly chrup: 2 x (3/3 1, 1/1 C,4/4 P, 2/3 M) =42

Kocka:
Docasny chrup: 2 x (3/3 1, 1/1 ¢, 3/2 p) =26
Trvaly chrup: 2 x (3/3 1, 1/1 C, 3/2 P, 1/1 M) =30

Vysvétleni latinskych termini:
Incisors = Rezaky

Canines = Spi¢aky

Premolars = Tfenové zuby

Molars = Stoli¢ky

2.5. Morfologicka struktura zubu

Zub se sklada z korunky (Cast zubu vyc¢nivajici z dasné€) a jednoho nebo vice
kofent, skrytych v dasni. Kofeny zubu jsou zasazeny do kostnich liZek zvanych
alveoly. Korunka je krytd mimotadn¢ tvrdou sklovinou, zatimco kofen je potaZzen
cementem. Oba dva tyto pokryvy se setkavaji na kréku. Uvnitf zubu je obsazen
material dentin (zubovina), ktery obklopuje prostor vyplnény tkani, oznacovany jako
zubni dfenl (pulpa). Zubni dfen za¢ina od Spicky kofene jako kofenovy kanal, kde usti
maly otvor (foramen apicis dentis), kterym do pulpy vstupuji krevni a lymfatické cévy
a nervy. Zvlastni funkci ma periodontalni ligamentum, coz je kolagenni vlaknita
struktura zakotvena v cementu, kterd fixuje zub v alveolu a zdroven ho spojuje

S dasni.
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Dentin

Dentin je vapnita tkan podobna kosti, jenze diky vyS§imu obsahu vapenatych
soli, tvrdsi. Je sloZena z kolagennich fibril, glykosaminoglykant a soli vapniku.
Organickd matrix dentinu je secernovana odontoblasty, které lemuji vnitini povrch
zubu a odd€luji jej od zubni dfené. Odontoblast je polarizovana stihla bunka, ktera
produkuje organickou hmotu pouze na povrchu pfivraceném k dentinu. Jadra jsou
umisténa na bazilni membrane. Odontoblasty maji charakteristickou strukturu
polarizovanych bun¢k secernujicich proteiny se sekrecnimi granuly obsahujicimi
protokolagen. Tyto buiiky produkuji také tzv. Tomesova vlakna, coz jsou tenké
vétvené cytoplazmatické vybézky, které pronikaji Sitkou dentinu v kolmém sméru.
Ruastem dentinu se vlakna prodluzuji a probihaji v malych kanalcich, které se na okraji
mezi dentinem a sklovinou bohaté vétvi. Vybézky odontoblastli maji pimér asi 3-4
mikrometry, na koncich se jesté tenci.

Organickd hmota, vyrdbéna odontoblasty, neni na pocatku vyvoje jesté
mineralizovdna a nazyva se predentin. K mineralizaci dochédzi az v dal§im stadiu
vyvoje, kdyz se v predentinu zacinaji objevovat matrixové vezikuly (vacky
ohrani¢ené membranou). Ty obsahuji jemné krystaly hydroxyapatitu, které rostou a

slouzi pak jako krystalizaéni jadra pro dal§i uklddani minerdlu na okolnich

kolagennich fibrilach.

Obr. 6: Stavba zubu
1 —sklovina

2 — zubni dfen

3 - zahyb

4 — dasen

5 — dentogingivalni spojeni

6 — kost

7 —zubovina
8 — ozubice
9 — cement

10 — krevni cévy a nervy
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Po zaniku odontoblasti dentin pietrvava jako mineralizovana tkan (narozdil od
normalni kosti). Proto je mozné zachovat 1 zuby, jejichz pulpa nebo odontoblasty byly
zniceny infekci. U dospélych zubi, jejichz sklovina je narusena opotifebovanim nebo

zubnim kazem obvykle dochazi k opétovné aktivaci tvorby dentinu.
Sklovina

Je to nejtvrdsi material lidského téla, zaroven také nejbohatsi na vapnik. Z
95% se sklada ze soli vapniku, zbytek tvoii voda a organicka hmota (0,5%). Na rozdil
od vétSiny ostatnich struktur zubu, odvozenych z mezodermu nebo neutralni listy,
vznikd cinnosti bunék ektodermového plvodu. Organicka matrix skloviny sestava
pfinejmensim ze dvou heterogennich tfid proteind, zvanych amelogeniny a enameliny.
Sklovina je slozena z protahlych tyc¢inek nebo sloupcii krystalli hydroxyapatitu,
oznacovanych jako sklovinna prizmata. Ta jsou Kk sobé vazana interprizmatickym
emailem. Sklovinna prizmata i interprizmaticky email jsou tvofeny krystaly apatitu a
lisi se pouze jejich orientaci. Kazd¢ prizma pronika celou tloustkou skloviny.
Sklovinna hmota je produkovana ameloblasty. Ty jsou vysoké, cylindrického tvaru a
obsahuji v oblasti pod jadrem velké mnozstvi mitochondrii. Nad jejich jddrem se
naopak vyskytuji profily drsného endoplazmatckého retikula a dobfe vyvinuty
Golgiho komplex. Kazda ameoblasticka bunka obsahuje také jeden apikalni vybézek,
ktery obsahuje velké mnozstvi sekrecnich granul. Soucasti téchto granul je protein,

vytvarejici sklovinou matrix.
Zubni pulpa

Pulpa zubu, neboli zubni dfei, je slozena z pomérné fidkého vaziva. Hlavnimi
slozkami zubni dfené jsou odontoblasty, fibroblasty, tenké kolagenni fibrily a zakladni
hmota obsahujici glykosaminoglykany. Pulpa je hodn¢ inervovana a zésobena cévami.
Krevni cévy a nervova vladkna vstupuji do zubni diené¢ ptes zubni kanalek a bohat¢ se
vétvi. Néktera nervova vlakna ztraceji svoji myelinovou pochvu a vstupuji na kratkou
vzdalenost do dentinovych kandlkd. Tato vldkna jsou pak citlivd na bolest, coz je

jedina senzoricka aktivita vnimana zubem.
Cement

Je to tkanovitd hmota, ktera pokryva dentin v oblasti kofene zubu. Mé stavbu

podobnou kosti, i kdyz v ni chybé&ji Haversovy systémy i krevni cévy. V apikalnim
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useku je tlustsi, nachédzeji se tu builkky zvané cementocyty, které jsou velice podobné
osteocytim. Podobné jako ony jsou uzavieny v lakunach, které jsou propojeny
systtmem kanalkii. Cement je stejné labilni jako kterakoliv kostni tkan a na
mechanickou zatéz reaguje resorpci nebo novotvorenim tkané, podle druhu a povahy
zatéze, které je vystaven. Pokud je zniceno periodontalni ligamentum, podléhd cement
rozpadu a mize byt vstieban. Rustové zmény zubu kompenzuje neustala tvorba
cementu. Smyslem tohoto procesu je pak udrzeni kontaktu mezi kofeny zubu a sténou

alveolu.
Periodontalni vazy

Periodontalni ligamenta jsou slozena ze specialniho typu husté vazivové tkang.
Vlédkna této tkdné pronikaji do cementu a ptipeviiuji jej ke kosténym sténdm alveolu,
dovoluji tak zubu omezeny pohyb. Periodontdlni vazy slouzi také jako periost
alveolarni kosti. Vlakna periodontdlniho ligamenta jsou uspotfddana tak, aby
podporovala sily vznikajici pti zvykani. Toto uspofadani zamezuje pienosu ptimého
tlaku na kost. Ten by jinak mohl navodit mistni resorpci.

Kolagen periodontalniho ligamenta méa podobné rysy jako v nezralé tkédni. To
jsou zejména rychld obnova proteinli a velky podil rozpustného kolagenu. Prostor

mezi jednotlivymi vlaky je vyplnén glykosaminoglykany.
Alveolarni kost

Alveolarni kost je v pfimém neustalém kontaktu s periodontalnimi vazy. Je to
vlaknita kost nezralého typu, kolagenni vlakna zde nema;ji lamelarni spofadani jak je
typické pro zralou kost. Spojovaci mustky mezi alveolarni kosti a cementem vytvaieji
cetna kolageni vlana periodontalniho ligamenta, kterd pronikaji obéma strukturami. V
okoli zubnich kofent vytvari alveolarni kost alveolus. Alveolarni kosti pronikaji cévy

a nervy k foramen apicis dentis, kudy se pak dostavaji do pulpy.
Gingiva

Gingiva, neboli déasen, je sliznice pevné upevnénd k periodontidlnim vazim
horni a dolni Celisti. Je slozena z vrstevnatého epitelu a Cetnych vazivovych papil.
K zubni skloviné je ptipevnén pomoci kutikuly, ktera pfipomina zesilenou bazalni
laminu. Epitelové buriky jsou pfichycené ke kutikule pomoci hemidezmosomii. Ve

formé mélké brazdicky obkruzuje korunku gingivalni zlabek, ktery je vytvoien mezi
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epitelem a zubni sklovinou.

2.6. Detekce proliferace

Pro stanoveni proliferacni aktivity v pribéhu vyvoje zubt jsme vyuzili detekci
PCNA (zkratka slov - proliferating cell nuclear antigen) (Takasaki et al. 1981). Jedna
se o bilkovinu nepostradatelnou pro replikaci DNA v S-fazi bunécného cyklu
eukaryot. Jeji vyhoda, oproti tfeba histologickym metodam, je vtom, ze je
nespecificka a proto ji mizeme pouzit na vétSinu zivocisnych druhti.

Zakladni nezbytnosti spravné imunohistochemické reakce je blokovani
nespecifickych a neimunitnich vazeb. To je zaprvé zabranéni endogenni peroxidazové
aktivity. V priabéhu této aktivity hemoproteiny (jako hemoglobin, myoglobin,
cytochromy nebo katalazy) plisobi rozklad peroxidu a uvolnéni molekularniho
kysliku, coz by se pak projevilo falesn¢ pozitivni reakci pozadi. Proto je tieba ji
potlacit 3% peroxidem vodiku (H207). Za druhé jde o zruSeni nespecifické vazby
reakénich smési a tkani. Hlavnim zdrojem nezadouci nespecifické vazby bilkovin
reakénich smési na fez mize byt naptiklad hydrofobni vzajemné pisobeni (interakce)
proteint a peptidi. Fixaci tkané formaldehydem se tyto hydrofobni vlastnosti molekul
zesiluji. To ma pak za nasledek nespecifickou reakci pozadi, neptehlednost a
necitelnost preparatu. K snizeni této hydrofobie se pouziva tzv. bloka¢ni sérum, coz je
vlastné roztok proteinti v pufru.

Dalsi slozka imunohistochemické metody detekce PCNA je ABC komplex,
ktery obsahuje avidin (glykoprotein vaje¢ného bilku) umoznujici navazat az Ctyii
molekuly biotinu a peroxidazy, neboli enzymu. Tim zplsobuje zesileni signalu a
preparat je poté Citelnéjsi.

Samotny proces detekce probihda tim zpdsobem, Ze se na antigen
proliferujicich buné€k navaze neznafena primarni protilatka, ktera zpusobi zvétSeni
signalu. Na tu se poté navazuje sekundarni protilatka (znac¢ena biotinem), na Kterou se
vzapéti navazuje Avidin-biotin-peroxidaza komplex (neboli ABC reagent). Ten na
sebe konecn¢ navazuje peroxiddzu. Cely tento proces mad kromé jiného hlavné

vizualiza¢ni funkci. Rezy poté mizeme velice prhledné pozorovat pod mikroskopem.

15



[ J Peroxidaza (enzym) - =

Avidin-biotin-peroxidaza
komplex (ABC reagent)

Sekundarni protilatka
(znacena biotinem)

O / -
/ Primarni protilatka ;
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A Antigen proliferujicich
bunék

Obr. 7: Schéma postupné vazby primarni protilatky na antigen, nasledované
sekundarni protilatkou, ABC komplexem a peroxidazou pro zesileni sledovaného

signalu

2.7. Funkce zubu

e Ukusovani potravy
e Rozmélnovani potravy

e Artikulace

Spodni a horni Celist vytvareji v podstaté zrcadlovy obraz, tedy chrup soumérny a
stejnogetny. Rezaky slouzi k uchopeni a utrZeni potravy. Pomoci stoli¢ek a tienovych
zubl rozmélilujeme pfijatou potravu na hustou kasi.

Skus — jsou-li fezaky spravné vyvinuty, dotykaji se pti skusu hrany protilehlych
zubl. Spravny skus je velice dilezity, nebot’ je na ném zavislé ukusovani potravy.
Pokud horni tfezédky ptesahuji pred spodni, vznikd vada, kterou oznacujeme jako
podkus. Druhym pfipadem je, kdyZz fezaky spodni celisti ptesahuji fezaky v horni

Celisti — tzv. predkus.
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2.8. Barva zubu

Normalni bild barva zubti kocky byva rtizného odstinu a zavisi na prisvitnosti
a sile skloviny. Zména barvy mize byt zptisobena bud’ zevnim zabarvenim povrchu
zubni skloviny nebo zubniho kamene ¢i zménou barvy vlastni zuboviny. Bakterie,
které produkuji barviva, miizou zménit barvu zubil do zelena, oranzova nebo ¢erno-
hnéda. Zubni plak, ktery reaguje s zelezem obsazenym ve slindch, mtze zbarvit kréky
zubtl. Krmiva s nadbytkem chlorofylu zbarvuji zuby do zelena. Zivo&isné uhli ulpiva
v doliccich a prasklinkach skloviny podobné jako hemoglobin. Léciva obsahujici
zelezo pusobi povrchové ztmavnuti zubii, naopak sira, dusi¢nany stfibra nebo mangan
vytvari Sedozlutou az hnédocernou barvu, méd’ a nikl pak zelenou, kadmium zase
zlutozlatou. Pouze povrchové zbarveni zubl je kosmetickd vada, kterd nenarusuje
stavbu ani funkci zubl. Zabarveni zuboviny u jednotlivych zubl vznikd po urazu
nebo také nasledkem zanétu zubni diené. Krvacenim a rozpadem cervené¢ho krevniho
barviva muze dojit k rizovému, Sedému nebo i ¢ernému zbarveni zubt. Infekéni
onemocnéni (napf. hore¢natd) prodélané v obdobi vyvoje zubli maji vliv na stavbu a
vyvin zubu 1 jeho zbarveni.VSechny zuby jsou postiZzeny pfi ptfedavkovani fluorem v
dob¢ vyvinu skloviny, ktera pak muize byt nerovna, bez lesku, neprisvitné bila se
zlutymi a hnédymi skvrnami. Do Zlutohnéda miize zuby zbarvit také 1écba kot'at
tetracykliny, ktera zaroven narusuje rust zubl. Geneticky podminéné onemocnéni
provazené¢ zmeénou obvyklé barvy zubli znamé u cloveéka nebylo u kocek zatim
objasnéno. Zmeéna barvy zuboviny je také casto doprovazena sniZenou pevnosti zubu.
Prevenci proti zabarveni zubil je samoziejm¢ adekvatni krmeni a v€asna a u¢inna

lécba piipadnych onemocnéni v dob¢ ristu zubd.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

Odbér materidlu
Embrya a féty kocek byly odebrany na Klinice malych zvitat na VFU Brno
oSetiujicim veterinarnim Iékaifem. Material pouzity pro feSeni této prace je soucasti

embryologické sbirky Ustavu anatomie, histologie a embryologie.

Seznam pouzitého materiilu

Pro svou praci jsem vybral 6 nasledujicich vyvojovych stadii ko¢i¢ich embryi:
DO 25, DO 27, DO 31, DO 36, DO 38 a DO 46.

Jako kontrolni tkan pro imunohistochemickou reakci jsme pouzili embrya

mys$i ve staii 13 dnd prenatalniho vyvoje.

3.2. Histologické zpracovani materialu
Fixace vzorkiu

Fixace, neboli rychlé vysrdzeni bilkovin protoplazmy bunék a tkdni, ma
zabranit samovolnému rozpadu tkané (autolyza). Fixaci provadime ihned po odbéru

tkané. Nase vzorky byly fixovany v 4% pufrovaném formalinu.

Pievedeni tkané do parafinu

Pfi dal$im postupu nejprve vypereme vzorek v pramenité vodé (po dobu 10-30
minut). Pokra¢ujeme vzestupnou alkoholovou fadou (A 30%, A 50%, A 70%, A 80%,
A 90%, A 95%, A 100%) vkazdém vzorek ponechame po 30 minut. Poté
pokrac¢ujeme fadou xylent (Xylen I, xylen II, xylen III) opét v kazdém 30 minut.
Nasledné nechame vzorek projit jesté parafinovou fadou po 30-40 minutach (parafin
|, parafin II, parafin III). Poté nasleduje zaliti do ¢istého parafinu.
Zaliti do parafinu

Poté co tkan fadné prosytime parafinem, mizeme pfistoupit k vlastnimu zaliti
do cistého parafinu. Do zalévaciho modulu BioOptica DP500 naplnime parafin. Poté
postupujeme tak, ze nechame zalévaci komurku naplnit tekutym parafinem asi do
poloviny. Tkan umistime v pozadované orientaci a nechame lehce zatuhnout na

chladici podlozce. Poté zalévaci komirku doplnime parafinem az po okraj a nechame
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chvili zatuhnout nez pfilozime kryci zalévaci kazetu. Tkanovy blocek popiSeme,
abychom pozdéji védéli s ¢im pracujeme a nechame potadné zatuhnout do druhého

dne.

Obr. 8: Zalévani vzorku do

parafinovych blockt

Krajeni histologickych fezi

Histologické sériové
fezy (o tloustce 5um) jsme zhotovili na rotatnim mikrotomu Leica. Ty jsme poté
ptenesli na horkou ploténku, kde jsme je nechali roztdhnout na vodni hladiné o teploté
37 °C. Rezy nebylo nutno lepit na skli¢ka, jelikoz jsme pouZivali specialni typ
podloznich skel (Superfrost),

nasledné byly barveny.

Obr. 9: Suseni fezli na
horké

ploténce
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Obr. 10: Krajeni na rotaénim mikrotomu

Histologické barveni

Pii pozorovani preparatii svételnym mikroskopem nerozezname jednotlivé
casti tkané, protoze se navzajem mnoho nelisi lomivosti svétla. Z toho divodu se
pouziva barveni riznych ¢asti tkani riznymi barvivy (riizné bunétné sloZky na sebe
navazuji ruzna barviva). Barveni existuje n€kolik druhti, my jsme zvolili barveni
parafinovych fezii hematoxylin-eosinem. Nejprve z fezli odstranime parafin xylenem.
Poté sestupnou alkoholovou tadou ptevedeme histologické fezy do vody. Nasledné
barvime modfe (pouzivame Mayertuv hematoxylin), poté Zluté (pouzivame €0sin).
Preparaty odvodnime v alkoholu a nechdme projit Xylenovou fadou (projasnéni
vzorkll). Po dokonceni barveni nésleduje zamontovani do montovaciho média.
Piedpokladané vysledky barveni jsou: jadra — modra, chrupavka — svétle modra,

vazivo — Zlutooranzové.
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Obr. 11: Barveni histologickych fezi

Zaliti do montovaciho média

Ihned po vyndani fezii z posledniho xylenu bylo nutné zamontovat je mezi
podlozni a kryci sklicko pomoci specidlniho montovaciho média, EUKITu. Na
podlozni sklicko nakdpneme trochu média a rychle pfilozime krycim sklickem.
Musime postupovat precizné, aby v médiu nezlstaly zaddné bublinky, které by
stézovaly pozd¢jsi pozorovani preparatu. Poté nechame fezy zaschnout a ocCistime
pripadné necistoty od montovaciho média. Takto upravené fezy jSou jiz pripravené k

mikroskopickému pozorovani.
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3.3. Imunohistochemické metody

PCNA - protokol 1 (jaderny chromatin proliferujicich bunék)

Cely postup jsme provadéli se soupravou VECTASTEIN MOUSE IgG,
ktera obsahuje blokovaci sérum, sekundarni protilatku (Anti Mouse IgG) a ABC
reagent na vizualizaci produktu.

Nejprve jsme Fezy zbavili pfebyte€ného parafinu, tim, Ze jsme je nechali
projit xylenovou a posléze alkoholovou iadou (xylen I, xylen Il - po 10ti
minutach, alkohol I, alkohol 11 - po 5ti minutach). Nasleduje oplach v destilované
vodé a 5 minut v pufru PBS, pak 10 minut v 3% H,0; (fedéni - 10ml H,O, do
90ml PBS). Opét 5 minut v pufru nasledované blokovacim sérem (fedi se 3
kapky do 10ml Fediciho roztoku — pufru TBS) po 20 minut ve vlhké komurce. P¥i
aplikaci séra nejprve obtahneme rezy fixou, aby se nam tekutina neroztekla.
Poté Fezy zakapneme primarni protilatkou (Fedi se 5 mikrolitra s 495 mikrolitry
fedici latky — Antibody Diluent) a nechame hodinu ve vlhké komiirce, nasleduje
5 minut v PBS. Dale nasleduje 30 minut v sekundarni protilatce (10ml pufru
TBS + 3 kapky blokovaciho séra + 1 kapka sekundarni protilatky). Poté opét 5
minut v PBS, nasledné zakapani ABC reagentem (5ml TBS + 1 kapka A + 1
kapka B) na 30 minut a znovu oplach v pufru PBS. Nasledné muZeme pristoupit
k zakapani DABem (1 kapka do 1,5ml DAB pufru). Sklicko kontrolujeme pod
mikroskopem, az za¢ne tmavnout (hnédé) okamzité slijeme, aby se nam
pozadované tkané nepiebarvili. Postupujeme dale 5 minut v destilované H,O, 1
minutu v Gillové hematoxylinu, 5 minut v pramenité vodé, 5 minut v destilované
H,0, alkohol I (5 min.), alkohol Il (5 min.), alkohol 111 (5 min.), xylen I (10 min.),

xylen 11 (10 min.). Poté nasleduje kone¢né zamontovani do Eukittu.
PCNA — protokol 2 (s pouzitim citratového pufru)

Narozdil od vySe uvedeného zplsobu jsme pracovali se soupravou
VECTASTEIN RABBIT 19G. Postup provadime témét stejné jako v prvnim

protokolu, ale vlozili jsme jeden mezikrok. Zaciname standardné xylenovou a

alkoholovou ftadou, nasleduje destilovana H,O a PBS. Poté vlozime sklicka do
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plastové nadobky s citratovym pufrem (fedi se 50ml citratu s 450ml destilované H,0)
a v mikrovinné troubé udrzujeme 2 minuty tésné pied bodem varu (fezy nesméji projit
varem). Potom nechdme 20 minut vychladnout. Postupujeme dale 5 minut
v destilované H,O a 5 minut v PBS, potom uz postupujeme stejn¢ jako v prvnim
piipadé blokovacim sérem, primarni protilatkou, PBS, sekundarni protilatkou, PBS,
ABC reagentem, PBS, DAB, a poté destilovana H,O, hematoxylin, alkoholova a

xylenova fada. Nakonec opét nasleduje zamontovani do Entellanu.
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4. VYSLEDKY

4.1. Optimalizace imunohistochemické detekce PCNA
Pti barveni naSich prvnich vzorkt metodou detekce PCNA nebyly vysledky

viibec idealni a rovnéz byly Spatné pozorovatelné. Divodem tohoto netspéchu bylo
s nejvetsi pravdépodobnosti stafi a zpisob skladovani fezi v embryologické sbirce.
Rezy byly skladovany po dobu dvou let pii pokojové teploté, coz nejspise vedlo
k jejich znehodnoceni. Histologické fezy pro imunohistochemickou detekci by méli
byt skladovany v lednicce. Z tohoto dtivodu jsme byli nuceni zménit metodiku PCNA
barveni a pfidat do procesu jeden krok (viz. Kapitola 3.3. Imunohistochemické
metody). Tento krok zahrnoval vlozeni sklicek do plastové nadobky s citratovym
pufrem a jejich zahtivani v mikrovinné troubé po dobu 2 minut. Aplikace citratu
umoznila odkryti antigeni na povrchu bunék a tim usnadnila vazbu primarni
protilatky na tyto antigeny. Diky tomuto kroku se nadm podaftilo ziskat dobry signal u

veétsiny vzorku.

4.2. Vyvoj zubi u kocky: barveni hematoxylinem — eosinem

Vysledky jsou zpracovany na Sesti riiznych stadiich vyvoje koci¢iho embrya.
Tato stadia jsou DO 25, DO 27, DO 31, DO 36, DO 38 a DO 46 (DO — dny
ontogeneze). Fotograficky material je rozdélen do Ctyf tabuli, z nichz kazda obsahuje
jedno nebo dvé vyvojova stadia. VsSechny histologické fezy jsou transverzalni.

Obrazky v pravém sloupci predstavuji detaily fotografii nalevo.
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Tabule 1: Vyvojové stadium DO 25 a DO 31.

A: Stadium DO 25, zvétSeni objektivu 5x. Oblast ustni dutiny. V oblasti dolni
celisti jsou dobfe vidét Meckelovy chrupavky a mandibularni kosti. Z technickych
divodi nebylo mozné provést otoCeni preparatu do vodorovné polohy a tedy
fotografie jsou Sikmo natocené. Mzeme videt, ze horni patro neni jesté zcela srostlé.

B: Stadium DO 25, zvétSeni objektivu 20x. Jedna se o pravy horni a dolni
zéklad zubni listy.

C: Stadium DO 31, zvétSeni objektivu 5x. Jednd se o fotografii oblasti
vyvyjejici se dutiny ustni. Uprostfed vidime jazyk, v kazdém zubnim kvadrantu pak
jeden zub. Dole na snimku jsou opét castecné vidét Meckelovy chrupavky.

D: Stadium DO 31, zvétseni objektivu 20x. Jedna se o detail pravého dolniho
zubu. Zub je zde stale jesté ve stadiu zubniho pupene, v jeho dolni ¢asti se jiz zacina
vytvaret sklovinny uzel.

E: Stadium DO 31, zvétSeni objektivu 5x. Opét vidime trasnverzalni fez Gstni
dutinou. Na okrajich obrazku jsou kosti (maxila a mandibula). Jejich syté¢ modré
premodieni je zpisobeno nedokonalym odvapénim pti zpracovani vzorku.

F: Stadium DO 31, zvétseni objektivu 20x. Detail pravého dolniho zubniho

zakladu z obrazku E, ktery se nachazi jiz v ranném stadiu zubniho poharku.
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Tabule 2: Vyvojové stadium DO 27.

A: Stadium DO 27, zvétSeni objektivu 5X. Na obrazku vidime ¢ast horni i
dolni Celisti. V oblasti Celisti dolni vidime takzvanou Meckelovu chrupavku a vedle ni
jazyk. Muzeme zde rozeznat ob& zubni listy Vv pravé i levé poloviné. Vidime, Ze
dochazi k nahlouceni bunék v t€ésném okoli zubni listy, kde mtizeme pozdéji ocekavat
vyvoj zubt.

B: Stadium DO 27, zvétseni objektivu 20X. Je to detail snimku A, z pravé
dolni celisti. Zubni zarodek je ve stadiu zubniho pupene s nahloucenim bunck
V hloubé¢ji umisténé ¢asti.

C: Stadium DO 27, zvétseni objektivu 5x. Opét oblast vyvijejci se dutiny
ustni.

D: Stadium DO 27, zvétSeni objektivu 20x. Detail levého dolniho zubu.
Pozdni stddium zubniho pupene. Vidime nahlouceni bunék okolo bazalni membrany.

E: Stadium DO 27, zvétSeni objektivu 5x. Oblast dutiny ustni S otevienym
patrem.

F: Stadium DO 27, zvétseni objektivu 20x. Nachazime se v pravém hornim
kvadrantu.

Na obrazku vidime samostatnou zubni listu, bez vyvijejciho se zubniho zakladu.
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Tabule 3: Vyvojova stadia DO 38 a DO 36.

A: Stadium DO 38, zvétSeni objektivu 5x. Nahled na pravy horni zubni
zérodek. Vidime jiz pokrocilé stadium vyvoje zubu, zubni lista je jiz oddé€lena od
oralniho epitelu.

B: Stadium DO 38, zvétSeni objektivu 20x. Detail obrazku A. Zub se nachazi
Vvraném vyvojovém stadiu zubniho zvonku. Dochazi k diferenciaci na jednotlivé
vrstvy — vnéjsi a vnitini sklovinny epitel a retikulum. Velké nahlouceni bunék je opé&t
V oblasti bazalni membrany a v zubni pulpé.

C: Stadium DO 36, zvétseni objektivu 10x. Na obrazku vidime vyristajici
dentalni listu. Nachazime se v interdentalni oblasti, proto tu nejsou patrny zadné zubni
zéarodky.

D: Stadium DO 36, zvétSeni objektivu 10x. Vidime dva zubni zaklady,
nachdazejici se ve stadiu pozdniho zubniho poharku.

E: Stadium DO 36, zvétseni objektivu 10x. Zub ve vyvojovém stupni raného
zubniho zvonku. Zubni lista, vyrustajici z dentalniho vybézku je jiz téméf oddelena od
oralniho epitelu.

F: Stadium DO 36, zvétseni objektivu 20x. Detail obrazku E. Na pravé strané
fotografie mizeme vidét vyrustajici novy vybézek. V této oblasti se bude pozdéji

tvofit druhéd generace zubt.
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Tabule 4: Vyvojové stadium DO 46. Toto je nase nejstarsi vyvojové stadium.
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A: Stadium DO 46, zvétSeni objektivu 5x. Pomérné pokro¢ilé mineralizaéni
stadium vyvoje zubu. Vidime jiz silnou vrstvu vytvoieného dentinu. Zubni lista je jiz
fragmentovana a kompletn¢ oddélena od oralniho epitelu.

B: Stadium DO 46, zvétseni objektivu 10x. Detail obrazku A. V dolni ¢asti
obrazku jsou patrné Cerné zbytky kostni tkané, viditelné diky nedokonalému
odvapnéni pii zpracovani vzorki. Rovnéz jsou zde patrné diferencované ameloblasty
(produkuji sklovinu) a odontoblasty (produkuji dentin).

C: Stadium DO 46, zvétseni objektivu 5x. Dentin zde jesté neni vytvoren, ale
vidime velké nahlu¢eni bun¢k v oblasti jeho budouci tvorby, i v oblasti zubni diené.
Zubni lista je jiz fragmentovana a oddélend od oralniho epitelu. Zubni zéklad je ve
stadiu zubniho zvonku.

D: Stadium DO 46, zvétseni objektivu 10x. Detail obrazku C.

E: Stadium DO 46, zvétseni objektivu 5x. Na obrazku miZzeme dobie
pozorovat prostor mezi pyskem a dasni, na pravém okraji jsou patrné kofeny chlupti.

F: Stadium DO 46, zvétSeni objektivu 10x. Detail obrazku E. V zubnim
zakladu je viditelna tenka vrstvicka predentinu, plnohodnotny dentin jes$té neni

vytvofen.

32



Tabule 4

33



4.3. Prolifera¢ni aktivita pri vyvoji zubii u koc¢ky

Metodou detekce PCNA jsme zpracovali 6 riznych stadii embryi kocky
domaci (DO 25, DO 27, DO 31, DO 36, DO 38, DO46) a také jedno vyvojové
stddium mysi pro ovéfeni funkénosti metody. Po spravném provedeni této metody se

nam proliferujici buniky obarvi hnédé (DAB) a neproliferujici namodro (hematoxylin).

Mys

Na tabuli 5 mame pouze jedno vyvojové stadium mysi, a to DO 13. Na
obrazcich A-E vidime vzdy levy horni zubni zarodek, na obrazku F je pravy horni
zubni zaklad. Nejvétsi mnozstvi proliferujicich bunék vidime vzdy v okoli bazalni
membrany vyvijejicich se zubl. VSechny tyto zuby se nachézeji jesté ve vyvojovém

stupni zubniho pupene. ZvétSeni objektivu bylo 20x.
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Kocka

Tabule 6: Tti vyvojova stadia zubu, a to DO 25, DO 27, DO 31.
Fotky A a B jsou zde umistény pouze pro ilustraci, jsou to prvni vzorky, na kterych
jsme metodu PCNA zkouseli. Po nich jsme metodiku zménili s vyuzitim citratu a na
dalsich vzorcich jiz je proliferace dobie pozorovatelna.

A: Stadium DO 31, zvétSeni objektivu 20X. Stidium zubniho poharku. Signal
je jen velmi slaby.

B: Stadium DO 27, zvétseni objektivu 20x. Stadium zubniho pupene. Signal je
jen velmi slaby.

C: Stadium DO 25, zvétseni objektivu 20x. Na obrazku vidime zubni listu a na
jejim konci €etné proliferuji buniky.

D: Stadium DO 25, zvétSeni objektivu 20x. Zubni lista a zejména ranné
stadium zubniho pupene obsahuje ¢etné PCNA-pozitivni bunky. Na obrazku mtzeme
rovnéZ rozeznat ¢ast Meckelovy chrupavky a pozitivni oblast okolo kostniho zakladu

mandibuly.
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Tabule 7: PCNA detekce ve vyvojovych stadiich DO 36, DO38 a DO 46.

A: Stadium DO 36, zvétSeni objektivu 20x. Na obrazku jsou patrné dva zuby
ve stadiu pozdniho zubniho poharku. Casteéné se jiz za¢ind tvofit mala prohlubei, coz
je znak zac¢inajiciho se vyvoje zubni dien¢.

B: Stadium DO 36, zvétSeni objektivu 20x. Opét dvojice zubnich zaklada ve
stadiu zubniho poharku. Velka proliferace se vyskytuje v oblasti dentalni pulpy a ve
vnitinim sklovinném epitelu.

C: Stadium DO 38, zvétSeni objektivu 20x. Zubni lista v interdentalni oblasti
neobsahuje velké mnozsvi pozitivnich bun¢k jako v ptedeslych stadiich.

D: Stadium DO 46, zvétSeni objektivu 20x. Zubni lista kompletné oddélena od
oralniho epitelu. Malé mnozstvi pozitivnich bunék je v epitelu zubniho zékladu.

E: Stadium DO 46, zvétseni objektivu 20x. Dentin jesté neni vytvoren. Zubni
lista jiz ¢aste¢né fragmentovana od zubniho epitelu. Proliferujici buriky jsou v oblasti
zubni diené.

F: Stadium DO 46, zvétseni objektivu 20X. Zub v mineraliza¢nim stadiu
s patrnou tvorbou dentinu. Proliferujici buniky jsou v oblasti rostouci zubni listy,

ktera da zéklad druhé zubni generaci.
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5. Zavér

Na zacatku nasi prace jsme si stanovili nékolik pracovnich hypotéz, se kterymi
jsme dale pracovali. Cilem nasi prace bylo bliZze se podivat na proliferaci dentice na
riznych vyvojovych stadiich kocky domadci. Tento cil se ndm podatilo splnit a
zaroven jsme potvrdili 1 nase hypotézy. Predpokladali jsme, Ze ve vyvojové mladsich
stadiich vyvoje bude vétsi mnozstvi proliferujicich bunék. Oblasti s nejvétsi Cetnosti
proliferujicich bun¢k se nachédzely v zubnich zakladech ranych vyvojovych stadii a v
okoli zubni listy (jedna se o vicegenera¢ni zuby, tudiz se tu vytvaii nové zubni
pupeny). Velké mnozstvi pozitivnich bunék bylo i v okoli vyvijejici se kosti.

Do vysledkli prace jsme rovnéz zahrnuli nékolik obrazkll jednoho mysiho
stadia. Tento vzorek byl zpracovan metodou detekce PCNA, a to pro ovéfeni
spravného fungovani tohoto postupu.

Mezi vysledky prace jsme zaclenili také nase pocatecni problémy s metodou
PCNA, kdy jsme byli nuceni zménit postup v metodice. Tento pivodné neplanovany
a v podstaté vedlejsi vysledek mé prace se stane piinosnym i pro dalsi studenty
pracujici s timto materialem v ptipad¢ vyskytu podobného problému.

Prace méla samoziejmé pozitivni efekt i pro miij osobni rozvoj. Naucil jsem se
principim prace v laboratofi, zpracovani materidlu s vyuzitim zakladnich
histologickych metod a rovnéz jsem Se seznamil s nékterymi imunohistochemickymi

metodami a moznostmi feSeni problémi, které mohou nastat.
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