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Anotace

Kmenové buniky jsou neodmyslitelnou soucasti veskeré regenerace zivych
tkani. Diferencuji se do nejriiznéjSich specializovanych bungk, stoji tak na

pocatku Zivota, ale také zajiSt'uji jeho udrzitelnost.

Unikatnim modelem, na kterém lze aktivitu kmenovych bunék pozorovat ve
velmi kratkém Casovém intervalu, jsou kontinualné rostouci mysi fezaky.
Diky jejich jedine¢nym vlastnostem a snadné dostupnosti neni divu, Ze se
pro fadu experimentii zabyvajicich se evoluci a vyvojem stal stéZejnim
subjektem. Jak ukazuje tato prace, mysi fezdk nejen, zZe na prvni pohled
vypada jako dynamicky organ, tak jeho proménlivou dynamiku reflektuji i
vlastnosti na molekularni irovni. Po poSkozeni distalni ¢asti fezadku totiz
dochdzi k rapidni akceleraci jeho rastu, tedy ke zvySeni proliferace

kmenovych bunék. Coz je velice zajimavy a neprozkoumany jev.

Prace poskytuje novy nahled na kmenové buiiky a ukazuje je ve svétle, ve
kterém je jesté nikdo pfedtim nepozoroval. Objasiiuje funkce sledovanych
exprimovanych genli a poskytuje dosud nepopsané informace o jejich
vlastnostech v kontextu mysiho fezaku. Sleduje taktéz jejich proménlivou
expresi a zasazuje je do celistvého kontextu komplexnich interakci,
popiipadé celych signalizaénich drah — Wnt, Shh nebo Fgf, které se podili
na regeneraci zubni tkané. Vysledky, kterymi tato prace piispéla v
dlouhodobém vyzkumu této oblasti, maji potencial se do budoucna uplatnit

na poli regenerativni mediciny.
Hlavni cile této préace jsou:

1. Objasnéni mechanismii zmén v mySim fezdku na bunécné 1

molekularni arovni po jeho poSkozeni.



2. Shromazdéni dosud neznamych poznatkii o ménici se expresi
detekovanych genti Dkk1, Wispl, Ecell, Lypdl, Nell1, Bhlhe4l v ¢ase
I prostoru jako odpovéd’ na poskozeni.

3. Sbér dat k podpoieni nervové hypotézy ohledné akcelerace rustu
mySiho fezaku v odpovédi na poSkozeni.

4. Molekularni porovnani dvou oddélenych epitelialnich mikroprostredi
kmenovych bungk, které navzdory umisténi v ramci jednoho
uzavien¢ho organu maji zcela odlisné proporce a parametry.

5. Podil na vyvoji nové metodologie kvantifikace rustu.

Vizi tohoto vyzkumu mys$iho fezaku je uplatnéni kmenovych bunék ve
stomatologii a regenerativni medicin€¢. Mohly by zasadné ovlivnit inovaci
metodiky v oblasti nahrad poskozeného zubu a nabidnout tak elegantni
feSeni ve smyslu aplikace ptimo do mista poskozeni, kde by se proliferaci a

naslednou diferenciaci dokazaly postarat o regeneraci poSkozené tkan¢.

Siteji fe¢eno, kmenové buiiky mohou piedstavovat stale hledanou odpoved
nejen v oblasti zubu, ale i v oblasti darcovstvi organd. Pouziti vlastnich
kmenovych bun€k pacienta zamezi potencidln€ fatdlni imunitni reakci
organismu. Vyzkum kmenovych bunék za G¢elem uplatnéni v regenerativni
mediciné je v posledni dobé predmétem intenzivniho badani. S tim ale
vyvstavaji i etické otazky zejména, jsou-li zdrojem experimentd lidské
embryonalni buiiky. Tyto kontroverze ale rozptyluje pravé sam pokracujici
vyzkum, ktery se v dnesni dobé zaméfuje nejen na uplatnéni kmenovych
bungk, ale i na hledani jejich vhodného zdroje, a slibuje do budoucna vyvoj

terapii na dnes nelécitelné choroby.

Klicova slova:

Diferenciace, genova exprese, kmenové bunky, MRNA, proliferace,

transkripce, translace



Annotation:

Stem cells are an integral part of all regeneration of living tissues. They
differentiate into various specialized cells, thus standing at the beginning of

life, but also ensuring its sustainability.

A unigue model on which the activity of stem cells can be observed in a very
short time interval is the continuously growing mouse incisor. Thanks to its
unrivalled aspects and easy availability, it is not surprising that it has become
cardinal subject for a whole range of experiments engaged in evolution and

development.

As it is shown in this thesis, mouse incisor does not only look like a dynamic
organ at first sight, but its dynamics is even reflected on a molecular level.
After damaging the distal part, growth of the incisor is rapidly accelerated
which is caused by increased stem cells’ proliferation. This represents a very

interesting and unresearched phenomenon.

Our thesis provides new view on stem cells showing them in the light, in
which no one has ever seen them before. This project clarifies function of
the observed expressed genes and gives yet undescribed information about

their characteristics in the context of mouse incisor.

The changing expression is described as well and situated into whole
context of complex interactions, alternatively into whole signaling
pathways — Wnt, Shh or Fgf, which take part in the regeneration of dental
tissue. The results, by which this thesis contributed in the long-term
ongoing reasearch of this area, have potential to put into effect on the field

of regenerative medicine in the future.



The main goals of this thesis are:

1. Clarifying mechanisms of the changes on cellular and molecular
level in the mouse incisor after its damage.

2. Collection of previously unknown knowledge about the changing
expression of the detected genes Dkk1, Wispl, Ecell, Lypdl, Nelll,
Bhlhe41 in time and space in response to damage.

3. Collection of data to support the neural hypothesis regarding the
acceleration of mouse incisor growth in response to injury.

4. Molecular comparison of two separated epithelial stem cell niches,
which in spite of localization within the same closed organ have
completely different proportions and parameters.

5. Contributing to the development of new methodology of growth

quantification.

The vision of this research is to implement stem cells into stomatology and
regenerative medicine. They could fundamentally influence the innovation
of methodology in the field of damaged tooth replacements and thus offer an
elegant solution in the sense of application directly to the site of damage,
where they would be able to take care of the regeneration of damaged tissue

through proliferation and subsequent differentiation.

More broadly, stem cells may represent the ever-searching answer not only
in the dental field, but also in the field of organ donation. The use of the
patient's own stem cells prevents the body's potentially fatal immune
response. The use of stem cells for applications in regenerative medicine has
recently been the subject of intensive research. Nevertheless, there are also
many ethical questions raised, especially if the source of the experiments are
human embryonic cells. These controversies, however, are dispelled by

ongoing research, which nowadays focuses not only on the application of



stem cells, but also on the search for their appropriate source, and promises

the future development of therapies for currently incurable diseases.
Key words:

Differentiation, gene expression, mRNA, proliferation, stem cells,

transcription, translation
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1 UvoD

Tkan kontinualné rostouciho chrupu, nebo-li hypselodontni dentice, je tvofena
pomérn¢ rozsahlym spektrem buné€k s riznym diferencia¢nim stupném (23). U
hypselodontni dentice nedochazi za fyziologickych podminek k trvalému zastaveni ristu,
a naopak si zub v apikalni ¢asti uchovava aktivni populaci kmenovych bun¢k (19). Tento
jev lze typicky pozorovat na vyraznych fezacich hlodavcu. Z toho divodu se pravé mys
domaci (Mus musculus) stala tak atraktivnim modelem pro vyzkum kmenovych bunék a
jejich interakci s okolnim prostiedim.

Pfinejmen$im malé subpopulace kmenovych bunék se nachazi v zakladu kazdého
organu napii¢ rozmanitymi druhy Zivocichii. Takové bunky diky svym jedinecnym
vlastnostem slouZzi organismu jako rezerva, ze které se postupné obnovuji okolni tkané
(4). Za zivot clovéka se tedy napiiklad buiiky stfevniho epitelu kompletné vymeéni
dokonce vice nez tisickrat bez jakéhokoli naruSeni integrity tkan&. Dojde-li vSak k
poskozeni, neomezen¢ se délici populace kmenovych bunck tuto informaci obdrzi a za¢ne
produkovat specializované potomstvo, aby se organismus byl schopen s vychylenim z
homeostazy vyrovnat.

V mys$im fezaku je epitelialni i mezenchymalni tkan obnovovana na zakladé
proliferac¢ni aktivity kmenovych bunék, které pretrvavaji ve svém mikroprostredi v
zubnim apexu. Obdrzi-1i tyto buiiky informaci o zpisobeném poskozeni distalni ¢asti

zubu, zékonité zvysuji svou proliferaci (38).
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Kmenové buiky

Kmenové buriky (stem cells; SCs) jsou primarni bunky s vysokym prolifera¢nim
a diferenciacnim potencialem, které se vyznacuji schopnosti sebeobnovy.
Charakteristickym morfologickym atributem SCs je absence jakychkoli bunéénych
funkénich specifickych struktur, jak v jadre, tak v cytoplazmé, jez jsou typické pro
diferenciované bunky (1). Bunka kmenova se lze také v nékterych ptipadech od bunky
diferenciované rozliSit pomoci fenotypickych znaki na povrchu cytoplasmatické
membrany nebo pfitomnosti specifickych proteinti uvniti bunky.

SCs se rozlisuji na embryonalni (embryonic stem cells; ESCs) a adultni (adult
stem cells; ASCs) (3).

Embryonalni kmenové buriky jsou buriky s velkymi jadry a vysokym poétem
ribozomii. Tyto buiiky se odlisuji od diferencovanych ¢i od ASCs fadou specifickych
markerd jako je exprese SSEAL, ¢i syntézou transkripénich faktora SOX2, OCT3/4 a
rustovych faktora FGF (2). Vznikaji z jediné butiky totipotentni — zygoty, ktera dava
vzniknout symetrickym délenim menSim blastomeram toho samého stupné kmenovosti
(3). V pribéhu embryonalniho déleni vSak ESCs schopnost totipotence ztraci a bunky
vznikajici na poc¢atku embryonalniho vyvoje v embryoblastu jiz nabyvaji pluripotentni
stupent kmenovosti (2).

Dospélé (somatické) neboli adultni kmenové buniky maji schopnost
multipotence a unipotence. Je pfijiman v§eobecny nazor, Ze se v riznych organech a
tkanich dospélého organismu nachazi subpopulace ASCs, které slouzi k jejich
regeneraci a udrzovani homeostazy (4).

DalS$im diferenciacnim stupném SCSs je buiika unipotentni, kterd dokéaze
proliferovat pouze do jednoho buné¢ného typu, ale neztraci schopnost sebeobnovy (5).
Kone¢nym vysledkem celé bunécné linie je buiika termindlné diferencovand, ktera
ztraci schopnost proliferace a nachazi se vétsinou v GO fazi, jiz v bunééném cyklu

nepokracuje.
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2.1.1 Kmenovost

Termin kmenovost oznacuje diferenciacni stupeii, ve kterém se bunka nachazi.
Stupeii kmenovosti vypovidd pouze informaci o proliferaénim potencialu buiky,
neurcuje vSak, zda je bunka skute¢né¢ kmenovou, jelikoZ nevypovidd o schopnosti
sebeobnovy (6). V minulosti byl pohled na kmenovost zna¢né¢ zjednoduseny, to vSak
méni recentni objevy, které na rozdil od piredeslych hypotéz prokazuji, ze stupeni
kmenovosti miize byt v nékterych ptipadech reversibilni. Moznost vratného procesu
diferenciace kmenovych bunék tak spustila vinu otazek, jejichz pfedmétem je vize
budouci cilené reprogramace diferencovanych somatickych bunék. Jejich potenciélni
transplantaci by bylo umoznéno ptedejit problémtim s negativni imunitni reakci piijemce,
ktery by se timto stal zaroven vlastnim darcem (8).

Na zaklad¢ stupné kmenovosti se SCs zafazuji v hierarchické uspotradani

kmenovych buné¢k (viz obrézek 1).

2.1.2 Totipotentni bunky

Kmenové buriky totipotentni jsou v hierarchii SCs nejvys$sim kmenovym
stupném. Maji schopnost dat vznik dcefiné totipotentni bunice a jakémukoli typu tkané
vSech tfech zarode¢nych listi vCetné tkané extraembryonalni (tj. placenta) (7). Prvni
burnka totipotentni vznika splynutim vaji¢ka a spermie, stoji na poc¢atku ontogeneze a
oznacuje se jako zygota. Zygotu vSak nelze klasifikovat jako kmenovou buiiku z toho
divodu, protoze postrada schopnost sebeobnovy (4).

Nicméné diky vysoké aktivité¢ enzymu telomerdzy, kterd zabranuje zkracovani
telomer, se zygota muze teoreticky dé€lit az neomezené dlouhou dobu (9). Mitotickym
délenim totipotentni zygoty vznikaji bunky dcetiné — blastomery, které neztréci
schopnost totipotence. Pocatkem embryogeneze se tvoii jiz kmenové bunky
pluripotentni, coz je dalsi diferenciaéni stupent SCs. Totipotence je proto typicka jen pro

zygotu a Uzkou skupinu bun¢k z ni pfimo vznikajicich (7).
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2.1.3 Pluripotentni bunky

Pluripotentni SCs se dokazi diferencovat v jakoukoli buitku budouciho embrya
ektodermalniho, endodermélniho ¢i mezodermalniho ptivodu. Vznikaji na zacatku
embryonalniho vyvoje v rdmci embryoblastu. Svym délenim produkuji mnozstvi
rozmanitych bunék, které poskytuji zaklady organt (4). Pluripotentni SCs tedy maji velky
vliv na prib¢h organogeneze. U mysi je pro udrzeni pluripotence pifedpokladem exprese
faktoru LIF (leukemia inhibitory factor; inhibi¢ni faktor leukémie). Naopak u lidskych
ESCs tuto funkci zastava zejména FGF2 (fibroblast growth factor 2) (2).

Bylo dokézano, Ze pluripotentni buiiky je mozné i uméle vytvofit, a to témet ze
vSech somatickych bunék. Princip tohoto procesu spociva v reprogramovani jiz
diferencované buiky v bufiku s jingym bunéénym osudem, coz je oznacovano jako
transdiferenciace (2). Prvni tspéS$nou reprogramaci mysi adultni somatické bunky
provedli v roce 2006 Takahashi a Yamanaka. Za vyuziti retrovirové transdukce 4 genti
pro transkripéni faktory — KIf4, c-Myc, Oct4, Sox2 — v mySich fibroblastech pfi
podminkach totoznych kultivaci ESCs doslo k indukci bunééné reprogramace a ke
konverzi na bunku pluripotentni (39). Dal§i moznost reprogramace piedstavuje bunééna
fuze, ktera spociva ve slouceni somatické buiky s embryonalni kmenovou butikou (2).
Avsak tato metoda, jejimz cilem bylo pouziti pluripotentnich bunék v buné¢né terapii, se
ukazala byt kontradiktorni, jelikoz pti ni vznikaji tetraploidni bunky (2). Genomicka
nestabilita nové vzniklé bunky miiZze vést ke vzniku malignich nadord, a navic se mize
vyskytnout po transplantaci imunitni reakce (10). Pluripotentni uméle dediferencované
bunky se oznacuji jako indukované pluripotentni kmenové bunky (induced pluripotent
stem cells; iPSCs) (39). Vyzkum iPSCs (Takahashi et Yamanaka, 2006) se stal jednim z
nejstézejnéjsich objevil, které vedly v roce 2012 k udéleni Nobelovy ceny za fyziologii

nebo lékatstvi védciim John B. Gurdon a Shinya Yamanaka.

2.1.4 Multipotentni bunky

Multipotentni kmenové bunky se kategorizuji jako ASCs. Jejich schopnost
diferenciace je omezena pouze v ramci jednoho zarode¢ného listu na ur€ité typy
somatickych bunék, které se podileji na stavbé tkani a organti. SCs multipotentni miizeme

tedy oznacit za tkanove specifické bunky, které nesou odpovédnost za udrZovani
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diferencovanych populaci ve tkénich, které se vice ¢i méné po cely Zivot kontinualné
obnovuji (7). Udrzuji tkafiovou homeostazu, nahrazuji poskozené ¢i odumielé buiiky a
zajist'uji tak i organovou regeneraci, ptip. reparaci (41). V zaklad¢ organu se nachazi
konstantni subpopulace SCs, ktera se formuje z bunék pluripotentnich uz pfi
organogenezi a ktera zajist'uje celozivotni fungovani organismu (4). Multipotentni SCs
jsou napiiklad mezenchymalni kmenové buitkky nebo hematopoetické kmenové buiky
(12).

V rizném mikroprostfedi se vyskytuji rtizné signalni molekuly, které v
multipotentnich SCs iniciuji aktivaci urcitych gend. Tim dochazi k expresi novych
proteind, které bud’ determinuji uréity fenotypicky znak, nebo se podili v navazujicich
signalnich drahach. Jev, kdy je aktivaci genu zménén bunéc¢ny osud, se 0znacuje jako
buné¢na plasticita (41). Diky této adaptibilité¢ se z multipotentnich SCs mohou vyvijet
rizné druhy unipotentnich SCs (40). Piikladem plasticity jsou SCs kostni diené, které
obsahuji dva typy kmenovych bun¢k: hematopoetické (hematopoietic stem cells; HSCs)
amezenchymalni (mesenchymal stem cells; MSCs). Z HSCs vznikaji v§echny krevni linie
a za urcitych podminek dokazi diferencovat napft. i do hepatocyti (11,12). MSCs mohou
diferencovat napt. do neuront (13), do myocytt kosterniho svalu nebo do adipocytt (2).

Vyse popsané multipotentni SCs se schopnosti plasticity se mohou také
kategorizovat jako oligopotentni bufiky, jejichz typickou vlastnosti je abilita diferenciace

do dvou a vice buné¢nych linii zavisle na mikroprostiedi (41).

2.1.5 Unipotentni bunky

Unipotentni SCs zahrnuji buiiky s nizkym diferenciaénim potencialem, které maji
schopnost diferencovat pouze do jednoho bunééného typu, ale stdle maji neomezenou
schopnost sebeobnovy (6). Jelikoz jsou dalsim diferencia¢nim stupném po multipotentni
burice, stejné jako SCs multipotentni se SCs unipotentni nachazi v zaklad¢ kazdého
orgéanu, kde udrzuji jeho zivotaschopnost.

Naptiklad v plicnich alveoli pneumocyty typu II davaji vznik pneumocytiim typu
I (13).

Buiky, které ztratily schopnost sebeobnovy, se oznacuji jako progenitorove.

Kone¢nym vysledkem celé bunééné linie je buiika terminalné diferencovana.
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Obr. 1: Hierarchie kmenovych bunék (upraveno podle: Kuo et
Tuan, 2003)
Schéma znazorniuje klesajici proliferaéni potencial kmenovych bunék, ktery
ustupuje ve prospéch vyssiho diferenciac¢niho stupné (A). Burika, kterd ztraci
schopnost sebeobnovy, kterou lze pozorovat pfi asymetrickém déleni (B), jiz
nespadd pod definici kmenové bunky (7). Na vrcholku bunécné linie stoji burika
totipotentni, kterd formuje cely organismus. Proliferaci dale diferencuje do bunék
pluripotentnich, které jsou jiz schopné tvofit zredukované spektrum dcefinych
bunék. Buniky multipotentni mohou dat vznik uz jen tkanoveé specifickym bunkam.
Diferencovanou buriku tvofi buriky unipotentni, které maji schopnost sebeobnovy
a proliferuji pouze do jednoho bunécéného typu.

2.1.6 Mikroprostiedi kmenovych bunék

Mikroprostiedi kmenovych bunék je oznaceni pro prostor, kde jsou v klidovém
stadiu za zanedbatelné prolifera¢ni aktivity udrzovany SCs. Kazdé takové mikroprostiedi
obsahuje signalni molekuly extracelularni matrix, hydrofilni a hydrofobni mediatory,

které kontroluji proliferaci a piipadné iniciuji dal$i diferenciaci (42). Jsou timto
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zodpovédné za celkovou integritu organismu a udrZeni proporcidlniho poc¢tu bunék.
Mikroprostiedi SCs tak ma piimy dopad na konkrétni vlastnosti SCs a hraje zasadni roli
v pieziti organismu (6). Napiiklad pokud SC ziskaji toleranci vuéi uréitym signalnim
molekuldm, nebo v mikroprostiedi dojde k deficitu ¢i nadmémé exprese signalni
molekuly, muze to vést k nekontrolovatelné bunétné proliferaci. Tento stav
abnormalniho zmnoZeni bunék se oznacuje jako hyperplazie, coz mize pfedznamenavat
i vznik tumoru (14).

K diferenciaci SCs v mikroprostiedi dochazi pouze zméni-li se parametry

molekul, které se Gcastni signaliza¢nich drah.

2.2 Bunécna proliferace

Proliferace je bunétné déleni kmenovych bunék. Oznacuje takika neomezené
déleni, kdy SCs mohou produkovat stejné tak neomezené mnozstvi generaci (4). SC
proliferuji mitdzou bud’ symetricky, nebo asymetricky (obrazek 2) (14).

Symetrické déleni je nejrozsifenéjsi typ de€leni, pii kterém se veskeré bunécné
komponenty rovnomérné déli mezi nove vzniklé deefiné buriky. Symetrické déleni lze z
hlediska poklesti a nardstd populaci SCs rozlisit na regresivni, kdy dochazi k
hromadné diferenciaci bun€k dcefinych, a progresivni, kdy se naopak zvySuje populace
SCs (viz obrdzek 2) (4). Ztohoto pohledu je symetrické déleni pro organismus
nevyhodné, jelikoz dochazi k velkym momentalnim popula¢nim vykyvam. V pfipadg, ze
se jedna generace sestdvad vyhradné z diferencovanych bunék, k obnové populace SCs
musi vzniknout dalsi generace progresivnim symetrickym délenim, kterou budou tvofit
pouze buriky kmenové. Pro normalni tkanovou homeostazu a vyvoj organismu je zasadni
rovnovaha mezi regresivnim a progresivnim délenim. Symetrické déleni znamena pro
organismus zna¢nou energetickou naroc¢nost z toho duvodu, ze pfi ném diferencované
bunécné populace narustaji rychleji nez pti déleni asymetrickém.

Vyhoda asymetrického déleni spociva v soucasném prubehu regresivniho a
progresivniho déleni (4). Ac¢koli se bunika matetska rozdé€li na dvé bunky dcefiné, tak
jedna z bunék postupuje do dalsiho diferenciacniho stupné, zatimco ta druhd si zachovéava
svij predesly stupen kmenovosti (14). Tento cyklus pomaha zachovavat dlouhodobé

nemeénici se objem populaci SCs. Prave to, a jakakoli jind situace, kdy z buniky kmenové
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opct vznikd buiika kmenova se stejnym diferenciacnim stupném, se oznacuje jako

schopnost sebeobnovy (14).
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Obr. 2: Proliferace kmenovych bunék (Z archivu autorky,
2022)
Symetrické a asymetrické déleni Ize morfologicky rozlisit podle orientace
déliciho vieténka béhem cytokineze. Vertikalni pozice vieténka je typicka
pro symetrické déleni, naopak horizontalni pro déleni asymetrické (14).

2.3 Anatomické a morfologicka stavba mysiho Fezaku

Mysi dentice je pln€ vyvinuta az v pozdnich fazich embryogeneze, coz z ni ¢ini
vhodny, dostupny a relativné izolovany model pro riizné typy studii evolu¢ni a vyvojové
biologie. Sklada se z molarti a fezakill, mezi nimiz se nachazi diastema. Jak humanni, tak
mysi dentice je tvorena rizné funk¢né specializovanymi zuby, a proto je oznacovana jako
heterodontni (17). Dentice byla v minulosti pod evolu¢nim tlakem modifikovana az do
nynéjsich typu: brachydontni, hypsodontni a hypselodontni (19). Brachydontni dentice
ma zuby s nizkou korunkou kryté vrstvou skloviny nad Grovni gingivy. Muzeme je nalézt
jak u ¢loveéka, tak u mysi. Naopak hypsodontni zuby maji korunku vysoko nad gingivalni
linii. Hypsodontni dentice je z evolu¢niho pohledu modifikace, ktera chrani zub pied
ztratou a abrazi (19). Mechanismy stojici za tvorbou hypsodontniho zubu zptsobuji pfi
odontogenezi opozdéni vyvoje kofene. Pokud se kofen zcela nevyvine, vede to ke vzniku

hypselodontniho zubu (17). U mysi se vyviji hypselodontni fezak s analogem kotene
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(lingualni strana kryta cementem) a korunky (labialni strana kryta enamelem) (19).
Prolifera¢ni aktivita bun¢k u tohoto typu zubu neni nikdy zcela utlumena, proto je
schopen dortstat po cely zivot (20). Mysi dentici 1ze tedy rozdélit na brachydontni molary
a hypselodontni fezaky.

Na rozdil od jinych tvrdych tkanich v téle, at’ uz je fe¢ o mysi nebo o ¢loveku, se
morfologicka stavba zubu béhem zivota organismu méni pouze mechanickym
poskozenim, a tedy po odontogenezi nedochézi k zddné prestavbé mineralizované tkané
jako to je u skeletu. Tento fakt rovnéZz podporuje tezi, ze béhem evoluce se jakékoli
selek¢ni tlaky nebo geneticky drift musely uplatfiovat pouze pii odontogenezi (17).

Odontogeneze je zahdjena interakci dentélniho epitelu a ektomezenchymu, kterd
vede k tvorbé dentalni laminy, ve které vznika prvni signaliza¢ni centrum — dentalni
plakoda (20). Béhem odontogeneze zub prochazi nékolika stadii: pupen, cepicka, zvonek,
apozice (pozdni zvonek), na coz navazuje vyvoj kotfene (17,20). Ve stadiich pupene az
cepicky se v nedélicich se burkach iniciuje exprese nékolika signdlnich molekul,
patticich naptiklad mezi rodiny FGF (fibroblast growth factor; fibroblastovy rtstovy
faktor), BMP (bone morphogenetic protein; kostni morfogeneticky protein), WNT a SHH
(sonic hedgehog), a probiha tak tvorba primarniho sklovinného uzlu (18,20). Vznik
sekundarnich sklovinnych uzld je determinovan aktivitou primarniho uzlu a nastava u
nezbytné pro vznik korunky se ¢tyfmi vrcholy (20). Kazdy sklovinny uzel vytvaii jeden
vrchol zubu. Zménou parametrii, které maji vliv na vznik, umisténi a aktivitu
sekundérnich uzld, 1ze vytvorit témet jakykoli morfologicky typ zubu, coz bylo teoreticky
ovéteno pomoci matematického modelu (Salazar-Ciudad et Jernvall, 2004). Z toho plyne
hlavni role sklovinnych uzll, a to zajiSténi morfologické komplexity zubu, coz je
povazovano za jeden z kli¢t evoluc¢niho uspéchu savcu (43).

U mysiho fezaku dochazi po dokonceni stadia Cepicky K rotaci ze sméru sagitalni
roviny do sméru transverzalni roviny. V tomto bod¢ se také pokladaji zaklady budouciho
mikroprostfedi kmenovych bunék v nartstajicich cervikalnich smyckach a predurcuje se
tak hypselodontni povaha zubu (20). Kmenové bunky, které svou proliferaci vedou k
invaginaci zubu v oblasti cervikalnich smycek do okolniho mezenchymu, jiz v tomto
misté pretrvavaji po cely zivot mysi. V porovnani se zubem ¢loveéka se kmenové buiiky
v cervikalnich smyc¢kach objevuji v ranéjsich fazich odontogeneze, jiz ve stadiu zvonku,
zatimco u lidského zubu je tomu tak az v nasledujici apozici (44). Nejzasadngj$im

rozdilem je vSak skute¢nost, ze zub ¢lovéka si v cervikalnich smyc¢kach po uplném
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zformovani kofent dale neudrzuje vhodné mikroprostiedi, kde by si SCs dokazaly udrzet
kmenové vlastnosti (20).

Mysi fezak nema pravou anatomickou korunku nebo koten, namisto toho zub
muzeme rozdélit na analog korunky a analog kofene dle epitelidlnich tkani
distribuovanych na povrchu zubu (viz obrazek 3). Dalsi z typickych vlastnosti mysiho
fezaku je asymetricka produkce enamelu, ktery pokryvé pouze labialni stranu zubu, tedy
analogickou ¢ast korunky. Lingualni strana je kryta pouze dentinem a vrstvou cementu a
urcuje tedy analogickou ¢ast kofene (19). Diky této rozdilné tvrdosti tkani dochazi na
lingualni strané k rychlej$imu opotiebeni, které udava apikalni ¢asti zubu tvar bfitvy.
Nerovnomérna produkce enamelu souvisi s asymetrii cervikalnich smyc¢ek, které jsou ve
velkém velikostnim nepoméru. Labialni smycka je vétsi z toho divodu, ze jsou u ni také

v v

smyc¢ky produkuji ameloblasty zajist'ujici regeneraci skloviny (20).
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Obr. 3: Anatomicka a histologicka stavba mysiho Fezaku (Z archivu
autorky, 2022)
Schématicky nakres sagitdlniho fezu mandibulou. Vyobrazen fezdk s neukonéenym
rGstem ve vztahu k molardm (A) s detailem na produkci dentinu a enamelu (B). C,
anatomické ¢lenéni fezaku dle tkani na strané lingualni (cement; analog korene) a
labidlni (enamel; analog korunky). Zkratky: LiCL — lingualni cervikdlni smycka (lingual
cervical loop); LaCL — labidlni cervikalni smycka (labial cervical loop).
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Buniky tvofici dentélni epitel vznikaji proliferaci epitelidlnich kmenovych bunék
ulozenych v cervikdlnich smyckach. Podrobngjsi vyzkum (Lavicky et al., 2021)
morfologické stavby dentinu prokazal, ze je jeho mikrostruktura z velké casti
ovliviiovana typem piiléhajiciho epitelu, coz poukazuje na rozdilné funkce cervikélnich
smyc¢ek. Mikrostrukturalni distinkce je nejlépe pozorovatelna na odontoblastech,
polarizovanych bunikach s dlouhymi sekre¢nimi vybézky zvanymi Tomesova vldkna,
které jsou formovany zavisle na produkovaném druhu dentinu (21) (viz obrazek 4).
Odontoblasty produkuji dva druhy dentinu na zaklad¢ toho, jakému typu epitelu jsou
vystavovany: sklovinnému epitelu (enamel-facing dentin; enamelem obklopen dentin;
labiélni strana) nebo epitelu podilejicim se na tvorbé kotfene (cement-facing dentin;
cementem obklopeny dentin; lingualni strana) (21). V enamelem obklopeném dentinu
jsou Tomesova vlakna formovana v dlouhé a zké, usporadané vybézky, naopak v
cementem obklopeném dentinu maji Tomesova vlakna podobu velmi rozvétvenych a
slozitych vybézka (21). Jelikoz se potvrdilo identické chovani dentinové mikrostruktury,
zejména pak vzorec struktury odontoblastu, pfi stejnych podminkach v molaru i v fezaku,

tento objev podporuje teorii analogie korunky a kotene.

Maxillary incisor (sagittal) B Mandibular incisor (sagittal)
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Obr. 4: Diverzni struktura Tomesovych vlaken odontoblastu (pfevzato z:

Lavicky et al., 2021)
Porovnani mikrostruktury dentinu v maxilldrnim a mandibuldrnim tezdku (A,B) z
DSPpCerulean/p\p1chery geneticky modifikovanych mysi. Na vzorcich aplikovdna metoda

immunostaining (imunofluorescence), DNA bunék obarveno pomoci DAPI. C,D,E,F;
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detail na labidlni (C,E) a lingudlni (D,F) odontoblasty. Jak labidlni odontoblasty, tak i
lingualni odontoblasty mandibuly i maxilly vykazuji velmi podobnou morfologii. Bilé
hvézdic¢ky oznacuji odlisSnosti v mikrostrukture lingudlnich odontoblast(i. Méfitko: 1000
um (A,B) a 50 um (C-F). Zkratky: En — enamel; PDL — parodontalni (periodontalni) vazy
(periodontal ligament) (21).

2.4 Mikroprostiedi kmenovych bunék v mySim rezaku

Jak popisuje predesla kapitola, epitelidlni mikroprosttedi kmenovych bunék
mysiho fezdku jsou asymetrické ve velikosti, coZ ma dopad na asymetrickou strukturu
celého zubu. Tato kapitola se zaméfuje na stavbu epitelialniho a mezenchymalniho
mikroprostiedi SCs a jejich molekularnich interakci.

Schopnost neustalého rliistu mysiho fezaku zajist'uji epitelidlni a mezenchymalni
kmenové buiitky. Mikroprostiedi epitelidlnich SCs se nachazi v cervikalnich smyc¢kach v
apikalni ¢asti zubu, tato oblast je celkem ptesné popsané a definovana. Oproti tomu je
mikroprostiedi mezenchymalnich SCs méné charakterizované. Nachazi se v pulpg, v

oblasti okolo cervikalnich smycek bez specifické morfologicke hranice.
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Obr. 5: Labiélni mikroprostiedi kmenovych bunék (upraveno podle:
Reinvoise et Michon, 2014)
V labidlni cervikalni smycce se mikroprostredi epitelidlnich kmenovych bunék nachazi
v tésné blizkosti hvézdicovitého retikula. Dojde-li k proliferaci SCs, diferencovana bunka
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opousti mikroprostredi a za€lefiuje se do bazalni epitelové vrstvy okolo hvézdicovitého
retikula. Postupnou integraci bunék dochazi k jejich migraci smérem k oklusalni c¢asti
zubu, béhem cehoZz se dale diferencuji do preameloblastd a nasledné maturuji v
ameloblasty. Mezenchymalni kmenové buriky (kond. mezenchymalni SCs) se kondenzuji
v tésné blizkosti bazalni epitelové vrstvy, toto misto je soucasti jejich mikroprostredi
(19,20).

Epitelialni i mezenchymalni SCs maji svou specifickou funkci, kterd zavisi na
vlastnostech lingualniho ¢i labialniho mikroprostiedi SCs: na pfitomnosti piislusnych
signédlnich molekul. Asymetrie epitelialniho mikroprostiedi SCs je spjata s velkym
rozdilem prolifera¢nich aktivit, kdy lingualni cervikalni smycka kromé& redukované
populace bunék hvézdicového retikula obsahuje rovnéz méné proliferujici bunky nez
slozenou z BMP, FGF a folistatinu (22) (viz obrazek 5). Aktivita téchto hlavnich proteini
a jejich signaliza¢ni drahy pak objasiiuji vznik analogové ¢asti korunky a kofene.

Za priitomnost diferencovanych ameloblastd na labidlni strané fezaku je
zodpovédny konkrétné protein BMP4 exprimovany z mezenchymalnich odontoblasti.
Na lingualni strané fezaku dochazi naopak k inhibici BMP4, coz je zpisobeno
ptitomnosti folistatinu (22). Diky regulaci BMP proteinti je v analogu kofene
znemoznéna tvorba ameloblastu.

K udrzeni proliferace schopnych bunék v mikroprostiedi SCs, jsou nezbytné
nutné rastové faktory FGF, které jsou syntetizovany v mezenchymalnich bunkach v
blizkosti cervikalni smycky (23). Bez FGF10 neni mozné dokoncit vyvoj labialni
cervikalni smycky béhem odontogeneze, a proto mysi s nizkou produkci FGF10 umiraji
ve dni P1 kvali hypoplastické cervikalni smyéce (22). Pro lingualni smy¢ku vSak neni
exprese FGF10 tak zé&sadni, jelikoz i pti jeho abnormalni distribuci ma lingualni
cervikalni smyc¢ka standardni velikost (22). Zaroven vsak také bylo prokazano, Ze
regulacni signalizace vu¢i FGF funguje i ze strany proteint BMP (22). BMP4 mé
inhibi¢ni vliv na FGF3.

Zatimco Fgf signalizace hraje zasadni vliv pro udrzeni populace kmenovych
bunék, Wnt signalizace je v postnatadlnim obdobi spiSe inhibovéana na rozdil od obdobi
odontogeneze, kdy je tato signaliza¢ni draha aktivni a umoznuje morfogenezi (19). V
okoli labiélni cervikalni smyc¢ky byly detekovany WNT inhibitory, jejichz ztrata

zapricinuje expresi WNT3, ktery vede k zastaveni diferenciace ameloblasti (19).
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NOTCH signaly napoméhaji proliferaci a fidi bun&tnou apoptdézu. V jeho
nepiitomnosti je proliferace regulovana a apoptéza zvysena, coz vede ke zmenSeni
cervikalnich smyc¢ek (22).

K zachovani tkanové homeostazy je dilezité, aby mnozstvi bunék vzniklych
proliferaci odpovidalo poétu ztracenych bunék, ¢ehoz se dosahuje také pomoci Shh
(Sonic hedgehog) signaliza¢ni drahy (19). SHH exprimované diferencovanymi buiikami,
potomstvem progenitorovych bunék, je soucasti pozitivnich zpétnych vazeb, které
podporuji produkei dalSiho potomstva v kmenovych bunkach i v buiikkdch bazalniho

epitelu cervikalni smycky (23).

2.5 Genova exprese

Genova exprese je proces prenosu genetické informace do podoby
polypeptidového fetézce, nejéastéji proteinu, coz podléhd mechanismiam transkripce a
translace. Iniciace tohoto procesu zavisi také na vnéjSim mikroprostiedi bunky, odkud
jsou piijimany z povrchu buriky signalni molekuly. Tyto signaly bud’ zachycuji piislusné
membranoveé receptory, anebo mohou prochazet skrz cytoplazmu i jadernou membranu
az k chromozomum, kde se vazi na promotorové sekvence DNA (25). Navazanim na
membranovy receptor molekula iniciuje signal, a tak ve vysledku neptimo ovliviiuje
proteosyntézu. Naopak pii navazani transkripéniho faktoru na promotor DNA signalni
molekula genovou expresi ovliviiuje pfimo. Transkripéni faktory dokazi snadno
regulovat expresi gentl, at’ uz pozitivné nebo negativné (25).

Na fenotypu buriky se podili vS§echny exprimované geny. Geny, které neprochazi

transkripci, jednoduse nejsou v danou chvili buitkou exprimovany (25).

2.5.1 Transkripce a translace

Centralni dogma molekularni biologie ustanovuje dva obvyklé ptenosy geneticke
informace: z DNA do DNA pii replikaci v rdmci cytokineze; a z DNA do mediatorové
RNA (MRNA) (25). Pepis z DNA do mRNA se nazyva transkripce, nasledujici pieklad
mRNA do dlouhého peptidového fetézce aminokyselin se oznacuje jako translace.
Transkripce a translace jsou kli¢ové procesy, které umoziuji prenos genetické informace

a jeji naslednou expresi v podobé peptidového fetézce, popiipadé proteinu. Pfenos
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genetické informace funguje na principu piepisu sekvence DNA do genového transkriptu,
mediatorové RNA, ktera koduje uréity polypeptid. Pojem polypeptid nékdy byva
zaménovan s proteinem, avSak polypeptid je fetézec mnoha molekul aminokyselin,
zatimco protein je slozen nejméné z jednoho polypeptidového fetézce, kde se pocet
aminokyselin pohybuje okolo 50 a vice (25). Translace probiha v ribozomech a pii vzniku
proteint tento dé&j 1ze oznacit za proteosyntézu. Kromé proteintt mohou vsak jesté vznikat
oligopeptidy, které obsahuji méné nez 11 aminokyselin (25).

Jelikoz je eukaryotni bunka velmi komplexni jednotka se slozitym systémem
membran, které ji roz¢lenuji do jednotlivych kompartmentt, ma i komplikovanou
genovou expresi. Genova exprese se odehrava v krocich, které probihaji oddélené ve
specializovanych organelach.

Transkripce zahrnuje tii stadia: iniciace, elongace a terminace vldkna s uvolnénim
molekuly RNA (25). Prvnim krokem je navazani RNA-polymerazy na promotor genu.
Promotor je DNA sekvence nukleotidd, ktera oznacuje zacatek genu. Od tohoto mista
RNA-polymeraza ¢éte fetézec dusikatych bazi a ptifazuje k nim komplementarni RNA
molekuly do té doby, neZ nenarazi na terminator, coz je naopak posledni nukleotid genu
(25).

Syntéza RNA v8ak nemuze byt iniciovana pouze RNA-polymerazami, je k tomu
zapotiebi jesté vazba proteinovych transkripcnich faktord (tj. SOX2, OCT4, HOX-A13)

Proces iniciace RNA a proces elongace se navzajem piekryvaji. V ramci
elongace, nebo-li prodluzovani jsou modifikovany koncové ¢asti vznikajiciho vlakna
RNA, aby nedoslo po dokonceni transkripce pfi transferu do ribozomt k degradaci
prenaSené genetické informace (25). V této fazi dochazi ke strukturalnimu rozliseni
konci RNA vlaken na 5'-konec a 3'-konec. 3'-konec bude syntetizovan az pti finlnim
uvolnéni vlakna mRNA. 5'-konec vaze 7-metylguazinovou ¢epicku, zatimco 3'-konec je
pozdé&ji polyadenylovan (25).

Jakmile RNA-polymerdza narazi na terminator, piepis DNA se ukoncuje s
vyslednou primarni mRNA (pre-mRNA). RNA-polymeraza, pre-mRNA a DNA fetézec
se od sebe oddéluji. Pre-mRNA, je tedy souborem vsech komplementarnich nukleotidd,
v piipadé eukaryot zpravidla jednoho transkribovaného genu (25). Pro vznik mRNA je
tieba posttranskripénich uprav, jelikoz vlakno pre-mRNA zahrnuje mezi sekvencemi
nukleotidi s funkéni genetickou informaci — tyto sekvence jsou nazyvany exony — i

nekodujici sekvence zvané introny. Odstranénim intrond vznika plné vyvinutda mRNA,
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ktera podstupuje transfer z jadra do ribozomu v cytoplazmé, kde bude podrobena translaci
(25).

Translace probihd na slozitych organelach ribozomu a Gcastni se ji hned tii typy
RNA: ribosomélni (rRNA), transferovd (tRNA) a mediatorova (mMRNA) (45). Ribozom
se sklada z velké a malé podjednotky, které jsou tvofeny ribozomovymi proteiny a rRNA
(25). Stejné tak jako transkripce, translace probiha ve tfech fazich: iniciace, elongace a
terminace.

Iniciace syntézy polypeptidového fetézce je =zahajena preCtenim MRNA
iniciatniho kodonu, kterym je triplet nukleotidi AUG (25). Inicia¢ni kodon, ani
termina¢ni kodony UAA, UAG, UGA neurCuji zaclenéni zadné aminokyseliny,
signalizuji pouze zacatek a konec translace, proto se na né nenavazuje tRNA (25).
Molekuly tRNA do ribozomu ptivadéji aminokyseliny, které se integruji do
polypeptidového fetézce. Pii translaci se na triplety nukleotidi mRNA, tzv. kodony,
navazuji dle zékonitosti genetického kodu komplementarni triplety nukleotidi tRNA, tzv.
antikodony. Pii sparovani kodonu a antikodonu se fetézec prodlouzi o molekulu
aminokyseliny. Kodony tak obvykle koéduji nékolik z 20 béznych aminokyselin.
Napiiklad umisténi alaninu v polypeptidovém fetézci determinuji mRNA sekvence GCU,
GCC, GCA a GCG (25).

Terminace polypeptidového fetézce probéhne kdykoli, kdy pii jeho elongaci
vstoupi do translace jeden z termina¢nich kodonti. Proces translace je ukoncen uvolnénim
MRNA vlakna z ribozomu, ktery se opét rozpada na podjednotky.

Protein prochazi dale skladanim do sekundarni a tercialni struktury, piipadné se

jesté vaze na jiné fetézce polypeptidi do kvartérni struktury, je-li multimerni (25).

2.5.2 DKK1

Do rodiny Dickkopf patii geny kdédujici proteiny DKK1, DKK2, DKK3 a DKK4,
které v signalnich drahach zprostiedkovavaji vzajemné interakce mezi proteiny (46).
Sekvence nukleotidii determinujici tvorbu DKK1 je obsazena v genu Dkk1, ktery se
nachézi v mysim genomu na chromozomu 19 (50).

DKK1 je oznacovan jako antagonista Wnt signalizacni drahy Wnt/B-katenin,
inhibuje totiz Lrp5/6, které jsou kli¢ovymi koreceptory v této Wnt dréze (46). Regulace
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tvorby proteini Lrp5/6 je endocytoticky umoznéna transmembranovym proteinem
KREMENL, ktery je receptorem pro DKK1 (46).

Protein DKK1 se také uc¢astni mechanismu vedoucich k nabyti pluripotence, a to
aktivaci Sox2, Oct4 a Nanog. Syntetizované proteiny tvoii SOX2-OCT4 komplex, ktery
se vaze na NANOG, ktery je lokalizovan piimo na promotoru DNA (15,16). Dkkl v
tomto procesu opét inhibuje Lrp5 (27).

DKK1 ma velky rozsah v expresi v mySich tkanich. Podili se na tvorbé jak

mezenchymalnich, tak epitelidlnich tkani (46).

2.5.2 WISP1

WISP1 (WNT1 inducible signaling pathway protein; WNTL1 indukovatelny
signaliza¢ni protein) je protein, ktery je kédovan stejnojmennym genem Wispl (30).
Byva oznacovan také jako CCN4, ktery nalezi k rodiné CCN (cellular communication
network factor; faktor bunééné komunikaéni sité) (29). WISP1 je indukovan expresi genu
Wntl, ktery syntetizuje protein Wnt signaliza¢ni drahy — WNT1 (30). Gen WISP1 se u
mysi nachazi na chromozomu 15 (51).

Whnt signaliza¢ni draha dohlizi nad prubéhem bunécné proliferace i nad bunécnou
smrti (autofagie, apoptdza) (28,30). Tyto procesy zajistuje mTOR Kkindza, na jejiz syntéze
se podili WISP1 (30). WISP1 je spojovan s aktivaci Wnt signaliza¢ni drahy (30).

U Wispl opét plati, ¢ ma obsihlou kalu exprese. Casto tvoii signal v
kondenzujicim se mezenchymu v blizkosti oblasti, kde dochazi k formovani kosti,
podporuje osteoblastickou diferenciaci a proliferaci mezenchymalnich bun¢k (30). Muze

také ovliviiovat expresi BMP2, a tim pfispét k osteogenezi (30).

2.5.2 ECEL1

Ecell obsahuje informaci k proteosyntéze enzymatického proteinu konvertujiciho
endotelin, tento protein se nazyva ECEL1 (31). Endoteliny jsou peptidy, které mohou byt
degradovany ECEL1 nebo jim byt pouze negativné regulovany (31). Ecell je u mysi
zakodovan na chromozomu 1 (52).

ECEL1 byl detekovan v endoplazmatickém retikulu a v mensi mife v buné¢né

plasmatické membrané (32). Jeho hlavnim ukolem je §tépit endoteliny, proto se jinak také
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nazyva endopeptidaza. Jeho aktivita je stéZejni z hlediska hormonalnich procesu pti
regulaci neuropeptidi a peptida (31). Exprese je zvySovana pii endogenni bunécné
degradaci (32). Dokaze se chovat jako receptor i signalizaéni molekula. Je hojné

exprimovéan v endoteli, neboli jednovrstevném plochém epitelu (31).

2.5.2LYPD1

Gen Lypdl (LY6/PLAUR domain-containing protein 1), zkracen¢ LYPD1 (33).
Tento gen je u mysi lokalizovan na chromozomu 1 (53).

LYPD1 se nachazi v plazmatické membrané, coz mu umoziluje negativné
regulovat vyskyt proteini v okolnim intracelul&rnim matrixu (33). LYPD1 je
anticholinergikum, jez se chovéa jako modulator aktivity nikotinovych acetylcholinovych
receptort (34). Tyto receptory jsou soucasti neuralnich signalizaci, které se podileji na
formovani odpovédi na podnét vyvolavajici strach (34). Je faktorem, ktery determinuje

bunéény osud ve vyvoji neuront. (33).

2.5.2 NELL1

Gen Nelll, ktery svou transkripci iniciuje syntézu proteinu NELL1 (Neural EGF
like 1), obsahuje ve své genetické informaci repetice obdobné EGF (epidermal growth
factor; epidermalni rastovy faktor) (48). Ve struktufe proteinu NELL1 proto jsou
lokalizovany domény ptibuzné EGF, coz umoznuje podil na rozhodujicich biologickych
procesech v bunééném cyklu (35). Genova sekvence je u mysi umisténa na chromozomu
7 (54).

Expresi NELL1 determinuje BMP9 signal, ktery pisobi jako jeho pozitivni
regulator (35,36,47). Funkce proteinu NELL1 zasadné ovliviiuje bunéény rust a
diferenciaci, kuptikladu indukuje diferenciaci osteoblasti, naopak redukuje jejich

proliferaci a také rozhoduje o terminalni mineralizaci (36).
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2.5.2 BHLHE41

Protein BHLHE41 (basic helix-loop-helix family member e41; ¢len zakladni
helix-loop-helix rodiny e41) je syntetizovan genem Bhlhe41, ktery se u mysi nachazi na
chromozomu 6 (37, 55).

Je piedpokladano, ze se BHLHE41 vyskytuje v karyoplazmé, kde funguje jako
transkripéni faktor diky své schopnosti se navazat do represivnich komplexii na
promotory DNA (49). Tim znemoziiuje nebo naopak zpftistupiiuje RNA polymeraze
BHLHE41, nepodstupuje genovou expresi a neni tedy geneticky aktivni. Touto vlastnosti
muze BHLHE41 ovliviiovat i bunééné déleni. Jeho negativni regulacni vlastnosti z
BHLHE41 dé¢laji represor na cirkadianni trovni (37). BHLHE41 inhibuje genovou
expresi tzv. hodinovych gent, jejichZ aktivace a inaktivace v konkrétni denni dob¢ je
nezbytna k tomu, aby biorytmus organismu zistal nenaruSen (37). Dojde-li k nedostatku

BHLHEA41, mize se u organismu projevit fenotyp zkraceneho spankoveho cyklu (37).
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3 MATERIALY A METODY

Vlastni experiment sestaval ze tii ¢asti:
1. Odbér vzorku: disekce mandibuly.

2. Zpracovani vzorki a detekce signalu genové exprese: fixace, dekalcifikace,

zaliti do parafinu, in situ hybridizace, hematoxylinové barveni.

3. Mikroskopie.

3.1 Disekce mandibuly

Za ucelem ziskani vzorkd byly pouzity sameéci C56BL/6 ve véku 6-8 tydn,
kterym byla nejprve odiiznuta proximalni ¢ast mandibularniho fezaku. Na zakladé délky
casového useku, ktery byl fezdku ponechén pro regeneraci, byly mysi rozdéleny do tfi
skupin: 12h, 24h a kontrolni vzorky bez poskozenych fezakli. Usmrceni mysi prob&hlo
inhalaci anestetika izofluranu (KDG9623) a naslednou cervikalni dislokaci, po ¢emz se

pristoupilo k disekci mandibul.
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Obr. 6: Disekce mandibularniho Fezaku (Z archivu autorky, 2023)

MysS byla preddvkovana inhalaci vypar( kapalného izofluoranu (A) s naslednym
provedenim cervikalni dislokace (B). Pomoci chirurgickych nidzek byly na obou stranach
stomatu prestfizeny zvykaci svaly i vazy spojujici maxillu a mandibulu. Zaroven byla také
odebrana lingua z cavum ortis (C), po ¢emz nasledovalo vykloubeni celé mandibuly z
temporomandibuldrniho kloubu a jeji vytiznuti (D). V tomto bodé je vyseparovana
mandibula. Disekce rfezdku je zakonéena bisekci mandibuly a odstranénim prebytecné
tkané (E,F).

3.2 Piiprava vzorku

3.2.1 Fixace
Vzorky byly fixovany 24 hodin v 4% roztoku paraformaldehydu (PFA)

(pH 7,4). Fixace zabranuje posmrtnému rozkladu a uchovava buiky a tkanové struktury

co nejbliZe zivotnimu stavu.
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3.2.2 Dekalcifikace

Déle byly vzorky dekalcifikovany po 10 dni v 10% roztoku EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctovd) (pH7,4), ktery byl vyménovan kazdé 2-3 dny. Po celou dobu
byly vzorky uchovéavany pfi teploté +4 °C.

Proces dekalcifikace se provadi z divodu dalsi apravy vzorkt. Kost jako takova
je jedna z nejtvrdsich tkani v téle, a proto je komplikované ji zpracovat do tenkych fezi
ur¢enych k mikroskopii. Dekalcifikaci se odstrani mineralni slozka kalcifikovanych tkani
(tj. enamel, alveolarni kost) a zustava pouze slozka biologicka, ktera mtize byt snadno

bez posSkozeni nakrdjena na fezy o tloust’ce 2 pm.

3.2.3 Zaliti do parafinu

Vzorky pied zalitim do parafinu prosly dehydrataci v ramci vzestupné ethanolové

fady, nasledné xylenovym ¢ist€nim, a nakonec byly ponofeny do parafinu (viz tabulka ¢.

1).

LATKA CAS
70% ethanol 45 min
80% ethanol 60 min
96% ethanol 60 min
96% ethanol 60 min
96% ethanol 90 min
Xylen 30 min
Xylen 30 min
Xylen 45 min
Xylen 75 min
Parafin 60 min
Parafin 90 min
Parafin 120 min

Tabulka 1: Zpracovani vzorku pro zaliti do parafinu
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Poté byly zality do tekutého parafinu o teploté¢ 60 °C a po dalSich nékolik hodin
zahtivany.

Po ztuhnuti tekutého parafinu byly parafinové bloky se vzorky uvniti nakrajeny
za pomoci mikrotomu (Leica SM2000R) na fezy o tloust'ce 2 pum, které byly pfeneseny
na podlozni sklicka. Vzorky byly uchovany pies noc na 37 °C, po ¢emz nésledovalo
premisténi do pokojové teploty, av§ak bez ptistupu svétla.

Parafin se pouziva pfi upraveé tkani k nakrajeni na velmi tenké histologické fezy.
Zalévani do parafinu je jednou ze tfi bézné pouzivanych ptipravnych metod. Dal§imi
dvéma jsou zmrazeni tkané do OCT a pak metoda s polotenkym fezem (semithin), ktera
je vyuzivana pro rozméroveé vetsi vzorky.

Zalévani do parafinu ma velkou vyhodu v moznosti nakrajet tkan az na
mikrometry, ¢ehoz se vyuziva pifedevsim pro in situ hybridizaci. Divodem je velmi tenka
vrstva tkan¢, kterd obsahuje v ose z idealné pouze jednu vrstvu bunék. Pfi vizualizaci tak

neni prekryta zadna burika a Ize sledovat pouze 2D profil tkan¢.

3.3 In situ hybridizace

Pro in situ hybridizaci byl pouzit RNAscope 2.5 HD Assay — RED (Advanced
Cell Diagnostics, Newark, CA, USA; 322350).

In situ hybridizace funguje na principu spojovani komplementarnich sekvenci
DNA-DNA, DNA-RNA nebo RNA-RNA. V piipadé tohoto experimentu bylo vyuzito
vazby RNA-RNA, kdy aplikovana artificialni RNAscope sonda vytvofila vazby s
ptislusnymi molekulami mRNA (56) (viz obr. 7).

K in situ hybridizaci je nutné, aby vzorek proSel sérii uprav, které umozni
navazani detekénich sekvenci na volné molekuly mRNA v cytoplazmé. K témto krokiim
se vyuzivaji specialni patentovana ¢inidla: 2.5 H.O; a Proteaza Plus (322330), Target
Retrieval Buffer (322000), Wash Buffer (310091), 2.5 HD Detection Reagents (322360)
(57).

Vzorky byly vlozeny do vafici vodni lazné¢ po 30 minut, po ¢emz byly
dehydratovany ethanolem. Nasledné na né byl aplikovan peroxid vodiku. Po tomto kroku
byly vzorky umistény do Target Retrieval Buffer o teploté 100 °C.

Piimy pruchod sekvenci RNAscope prob je umoznén permeabilizaci

cytoplazmatické membrany, coz je uskute¢néno piedeslou inkubaci vzorku s cca 50 pl
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Proteazy Plus pii teplot¢ 40 °C. Po pouziti RNAscope prob se detekéni sekvence
zanedlouho ocitnou v cytoplazmé, kde lokalizuji komplementarni fet€ézce mRNA. V
mistech, kde se vyskytuji dvé molekuly prob vedle sebe, se nachazi specificky signal.
Navaze-li se na mMRNA pouze jedna molekula, signél je vyhodnocen jako nespecificky, a
proto nepodléhd navazujicim amplifikaénim procesiim.

Signal je jeste¢ vice zesilen pusobenim tady amplifika¢nich ¢inidel (2.5 HD
Detection Reagents). Tento signal informuje o pfitomnosti mRNA urcené k translaci do
ptislusného proteinu, ktery se projevuje na fenotypu nebo molekularnich interakcich
bunky.

Wash Buffer byl pouzit k proc¢isténi vzorki mezi aplikaci jednotlivych
amplifikatora.

Vzorky jsou v jednotlivych fazich detekce i amplifikace bezprostfedné po pouziti
¢inidel inkubovany v hybridiza¢ni picce (HybEZ Oven; 310010) za teploty 40 °C, ktera
je optimalni k hybridiza¢nim procestim. Bylo pouzito celkem Sest RNAscope préb: Dkk1
(402521), Wispl (501921), Ecell (475331), Lypdl (318361), Nelll (807961), Bhlhe4l
(467431).
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PERMEABILIZACE DETEKCE AMPLIFIKACE

A B C
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Obr. 7: RNAscope (Z archivu autorky, 2023)
Vzorky prosly protokolem RNAscope, ktery je zaloZen na principu in situ hybridizace.
Nejprve je tieba provést permeabilizaci bunécné membrany, ¢eho? je dosazeno pomoci
protedzovych Cinidel (A). Tim je umoznén prlichod molekul préby s navrzenou sekvenci
pro detekci hledanych signall mRNA pfimo v burice (B). Na tyto préby se ndsledné
navazuji amplifikatory, které slouzi jako zesilovace signalu (C).

3.4 Hematoxylinové barveni

Histologické fezy urCené k vizualizaci ve svételné roviné mikroskopu byly
nabarveny hematoxylinem, nebo IMMPACT AP substratem (Vector Laboratories; SK-
5105). Jak substrat, tak hematoxylin obarvuji na rozdil od in situ hybridizace vSechny

bunky, coz umoziuje vizualizaci celé tkang.
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3.5 Mikroskopie

Vzorky byly zpracovany metodou RNAscope pro analyzu ve svételné roving.
Kazdy signal v podob¢ te¢ky predstavuje jednu detekovanou molekulu mRNA, diky
Cetnosti tak Ize kvantifikovat pocet bunék, které exprimuji pfislusny gen, a lze

zanalyzovat take rozdily intenzity signalti mezi riznymi geny.

39



4 \/YSLEDKY

4.1 Rust mySiho Fezaku na makroskopické urovni

VZOREK 12 HODIN

ZDRAVY ZUB POSKOZENO REGENERACE

VZOREK 24 HODIN
ZDRAVY ZUB POSKOZENO REGENERACE

KONTROLNI VZOREK, BEZ POSKOZENI (CTRL)

Obr. 8: Regenerace mysiho fezaku po mechanickém poskozeni
(Z archivu autorky, 2023)
Mysi byly rozdéleny do tfi skupin. Dvéma skupinam byla poskozena distalni ¢ast fezaku.
Treti skupiné nebyl poskozen fezak za ucelem porovnani procesli pred a po poskozeni
fezaku. Jedné skupiné s poSkozenym fezakem bylo pro regeneracni procesy ponechano
12 hodin, zatimco druha skupina méla pro ty samé regeneracni procesy ponechano 24
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hodin. Na fotkach si Ize povSimnout, Ze fezdk dorlsta predevsim v ¢asovém intervalu 12
— 24 hodin. Tato skute¢nost naznacuje, Ze v ¢asovém uUseku od poskozeni zubu zhruba
do Casu 12 hodin dochazi k dtlumu signalizacnich drah, které inhibuji bunécnou
proliferaci, a zaroven jsou tak aktivovany signalizaéni drahy, které iniciuji proliferaci.

Nejen, Ze mysi zub roste v pribéhu celého zivota organismu, ale, jak Ize
pozorovat, je patrné, ze nékolikandsobné svou rychlost ristu zvysSuje v odpovédi na
poskozeni (viz obr. 8). Na védecké scéné se objevuji teze, dle kterych muze byt tato
nebo muze byt tato rapidni zména zpusobena stimulaci nervi v pulpg, coz iniciuje vznik
receptort slouzicich k tvorbé hormonti souvisejicich s bolesti. Na jedné stran¢ tedy stoji
hypotéza mechanicka, a na té druhé hypotéza nervova. Jednou z naplni této prace je na
zakladé ziskanych dat podpoftit nervovou hypotézu, ktera by jesté vice mohla

podtrhnout zmény proliferacni aktivity kmenovych bunék.
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4.2 Genova exprese
4.2.1 DKK1

ZDRAVY ZUB, BEZ POSKOZENI

Obr. 9: Exprese genu Dkk1 v mySim Fezaku v kontrolnim vzorku

L 12 HODIN |

Obr. 10: Exprese genu Dkk1l v my$im Fezaku 12 hodin po poskozeni
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Obr. 11: Exprese genu Dkk1 v mySim Fezaku 24 hodin po poskozeni

V kontrolnim vzorku =zaéina exprese DKK1 jiz v kondenzujicich
mezenchymaélnich SCs, které pod jeho pusobenim diferencuji v preodontoblasty. V
postupné maturujicich odontoblastech je exprese ¢im dal vice utlumovana, az se signal
ztraci uplné v oblasti, kde se jiz zacinaji vyskytovat odontoblasty v sekrecni fazi. Role
exprese DKK1 v preodontoblastech a kondenzovaném mezenchymu ziejmé spociva v
inhibici Wnt/B-katenin drahy, kterd v kombinaci s WISP1 zpusobuje diferenciaci.

Pokles exprese DKK 1 na timepointu 12h po poskozeni potvrzuje, Ze aktivita genu
Dkk1 Gzce souvisi s aktivaci Wnt/B-katenin drahy, ktera za normalnich podminek zastava
potlacena. Wnt drahy se hojn¢ podili na embryonalnim vyvoji a jejich iniciace je spojena
s buné&¢nou proliferaci. JelikoZz je DKK1 inhibitorem Wnt/B-katenin drahy, jeho deficit
zpusobuje zvySeni proliferace mezenchymalnich SCs. Z toho vyplyva, ze je v danou
chvili diferenciace preodontoblasti omezena — DKK1 nechdva Wnt/B-katenin dréze
volny pribéh. Podobné tomu je i v odontogenezi, kdy jsou Wnt drahy nezbytné pro
spravny morfogeneticky vyvoj. Proto se vyznamngjsi znamky exprese DKK1 projevuji
az po utlumeni Wnt dréhy, ¢emuz se tak déje v prvnich dnech postnatalniho obdobi.

V ¢Case 24 hodin po poskozeni je jiz exprese DKK1 obnovena, z ¢ehoz lze soudit,
ze v zajmu zachovani normalnich proporci zubu bylo tieba zregulovat Wnt dréhu v

oblasti labialni cervikalni smycky. Hlavnim diivodem nezbytné inhibice Wnt/p-katenin
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drahy v této oblasti je, Ze zde rovnéz probiha exprese WISP1. Bez piitomnosti DKK1 by
mohla probihat diferenciace v bezprosttedni blizkosti mezenchymalnich SCs, coz by
vedlo k postupné ztraté€ jejich populace.

Zajimavé jsou rozdily mezi labiélni a linguélni cervikalni smyckou. VSechny vyse
popsané skute¢nosti totiz plati pouze pro analog korunky. To by mohlo znamenat, ze
analog kofene navzdory tomu, ze v ném odontoblasty hraji v produkci dentinu o néco
zasadnéj$i roli nez v analogu korunky, misto DKK1 vyuziva jinych inhibitord Wnt/p-
katenin dradhy. Druhou moznosti by mohla byt uplna absence Wnt/p-katenin dréhy v

lingualni smycce, kterou ale vyvraci data z exprese WISP1.
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4.2.2 WISP1

ZDRAVY ZUB, BEZ POSKOZENI
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Obr. 12: Exprese genu Wispl v mysim fFezaku v kontrolnim vzorku

Obr. 13: Exprese genu Wispl v mysim iezaku 12 hodin po poskozeni
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Obr. 14: Exprese genu Wispl v my$im iezaku 24 hodin po poskozeni

Exprese genu Wispl je v kontrolnim vzorku velmi rozsahla. Byla detekovéana
zejména v celé labidlni a apikalni ¢asti lingualni linie odontoblastli, a dokonce slabé i v
ameloblastech vstupujicich do sekrecni faze. Tento podil na ¢etném vyskytu zapficinuje
nejzasadné&jsi charakteristika WISP1 jakozto WNT1 induk¢niho proteinu. Protein WISP1
se skrze Wnt/B-katenin dréhu podili na diferenciaci a regulaci buné¢nych populaci. Tento
vyrok potvrzuji i data ze vzorki s expresi DKK1, jehoz signal se nachazi jiz v
kondenzovaném mezenchymu, sili v preodontoblastech a slabne s rostouci expresi
WISP1.

Exprese se poté utlumuje a po 12 hodinach regenerace fezaku je inhibovana téméf
uplné. Jak se jevi, negativni regulace WISP1 zapfi¢inuje rozsahlou proliferaci bungk,
béhem které je docasné pozastavena diferenciace. Wnt/B-katenin drdha tedy méni svou
povahu na zaklad¢ pritomnosti WISP1.

Exprese WISP1 se opét obnovuje 24 hodin po poskozeni, coz stejné jako obnova
exprese DKK1 vypovida o ukonéeni regenerace fezaku a postupném zpomaleni jeho

rustu za zvySené diferenciace bungk, které dale migruji k distalni ¢asti fezéku.
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Obr. 15: Exprese genu Ecell v my$im Fezaku v kontrolnim vzorku

Obr. 16: Exprese genu Ecell v my$im Fezaku 12 hodin po poskozeni
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s
Obr. 17: Exprese genu Ecell v mySim Fezaku 24 hodin po poskozeni

Bunky exprimujici ECELLI jsou lokalizovany v apikalni ¢asti v oblasti labialnich
mezenchymalnich SCs a Skala exprese ECELI se v prubéhu regenerace nijak zasadné
neméni. ECEL1 Ize tim padem povaZovat za gen nereagujici na exogenni mechanické
poskozeni organu. Neni zapojen do zadnych souvisejicich signalnich drah a ziejmé se

zde podili pouze na rozkladu endotelint.

48



425 LYPD1

Obr. 19: Exprese genu Lypdl v mysim iezaku 12 hodin po poskozeni
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Obr. 20: Exprese genu Lypdl v my$im iezaku 24 hodin po poskozeni

Nejsilngjsi exprese LYPD1 byla zaznamenéna v kontrolnim vzorku, konkrétné v
apikalni ¢asti fezaku v labialnich i lingualnich mezenchymalnich SCs. Signal v blizkosti
labialni cervikalni smycky je vS8ak mnohem intenzivngjsi, nezli je tomu u lingualni
smycky.

Po 12 hodindch je exprese vyrazné utlumena. Dle jiz zndmych informaci o
LYPD1, tykajicich se jeho role neurotransmiteru v reakcich na podnéty vyvolavajici
strach, je mozné, ze pokles v expresi na timepointu 12h souvisi pravé piimo s poskozenim
fezaku mysi, kterd takto navic byla vystavena stresovému prostiedi. Absence LYPD1 na
nikotin-acetylcholinovych receptorech by v tom piipadé vedla k interakci bunééné
membrany s jinymi signalizatnimi molekulami, které poskytuji informaci k indukci
proliferace.

Exprese je v Case 24 hodin po poskozeni jiz t¢éméf obnovena, coZ podporuje trend
uvedeni parametrit v mikroprostiedi SCs pfiblizné¢ do puvodniho stavu jiz po 24

hodinach.
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Obr. 22: Exprese genu Nelll v mySim fFezaku 12 hodin po poskozeni
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Obr. 23: Exprese genu Nelll v mySim Fezaku 24 hodin po poskozeni

Nejintenzivnéjsi exprimovany signal lze pozorovat v kontrolnim vzorku, kde
Nell1l podléhd transkripci v apikalni ¢asti pulpy, zejména v oblasti mezi cervikalnimi
smyckami.

Na druhou stranu na timepointu 12 hodin je veskera genova exprese Nelll
potlacena. V porovnani data ze vzorkti zdravého zubu a z 12 hodin po poskozeni
odpovidaji diive zjisténym ¢&i predpokladanym efektim NELLI1. Tento rapidni rozdil
potvrzuje roli NELL1 v bunééné diferenciaci, ptip. v proliferaci. V kontrolnim vzorku
zdravého zubu dochazi k velké mife exprese, jelikoz je pfi stabilnim rovnomérném ristu
zubu nutné podporovat bunéénou diferenciaci. Naopak 12 hodin po poskozeni je indukce
diferenciace nezadouci, a to zejména z diuvodu co nejrychlejsiho nahrazeni ztracenych
bunék.

V case 24 hodin po poskozeni ovSsem jesté nedoslo k plnému obnoveni exprese, a
tedy patrné je exprese NELL1 ve vétSiné bunék, které jej za normalnich podminek

exprimuji, potlatovana v zajmu kompletniho obnoveni fezaku.
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4.2.6 BHLHEA41

ZDRAVY ZUB, BEZ POSKOZENI
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Obr. 24: Exprese genu Bhlhe41 v mySim Fezaku v kontrolnim vzorku

| 12 HODIN

Obr. 25: Exprese genu Bhlhe4l v mysim fezaku 12 hodin po poskozeni
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Obr. 26: Exprese genu Bhlhe4l v mysim fezaku 24 hodin po poskozeni

BHLHE41 je ve vsech vzorcich exprimovan velmi slab&. Signél se nachazi
predevsim v pulpé v okoli cervikalnich smycek. Jelikoz je protein BHLHE41 exhibi¢nim
transkripénim faktorem, ktery je vazan piimo na DNA promotory, exprese BHLHE41
znamena redukovanou proliferaci.

Zajimavé jsou rozdily mezi jednotlivymi vzorky, zatimco v kontrolnim vzorku je
exprese BHLHE41 témér zanedbatelnd, 12 hodin nato je exprese zastavena uplng, aby
byla ptiblizné 24 hodin po poskozeni nejintenzivnéjsi, dokonce silnéjsi nez v kontrolnim
vzorku. Tato skutecnost vede k zavéru, ze praveé exprese BHLHE41 je jednim z faktort,
které vytvaii signal pro negativni regulaci proliferace v mikroprostiedi SCs. Zachovani
tohoto mechanismu by pro zpomaleni rlistu fezdku pfi terminaci regeneracnich procesii

mohlo byt naprosto klicové.
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4.3 Interakce a signalni drahy

Obr. 27: Schéma exprese genii ve vzorku neposkozeného iezaku
(Z archivu autorky, 2022)

Obr. 28: Schéma exprese genii ve vzorku 12h po poskozeni
(Z archivu autorky, 2022)

55



00000 BP0 o ot g®0 0% ®ote

Obr. 29: Schéma exprese geni ve vzorku 24h po poskozeni
(Z archivu autorky, 2022)

Vysledky na bunééné Urovni poskytuji v zasadé dva typy informaci. Za prvé,
ptredstavu o konkrétnim vlivu sledovanych gent na fenotyp bunky. A za druhé, ziskana
data nastifiuji zmény prolifera¢nich aktivit kmenovych bunék, coz je spjato s poklesem
diferenciace.

Témeét vSechny exprimované geny sleduji trend poklesu na timepointu 12h (viz
obr. 28). Tato skute¢nost naznacuje, ze sledované geny hraji roli pti regulaci bunééného
dé€leni a ptipadné zajist'uji projev urcitého fenotypu, ktery je vysledkem diferenciacnich
procest. Jedinou vyjimku tvoii Ecell a Bhlhe41l. Exprese BHLHE41 probiha az 24 hodin
po poskozeni, existuje proto moznost, Ze je ve vétsi mife exprimovan teprve, je-li tieba

zpomalit buné¢nou proliferaci (viz obr. 29).
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Obr. 30: Schéma molekularnich interakci ve vzorku neposkozeného Fezaku
(Z archivu autorky, 2022)

Zakomponuji-li se geny detekované na bunééné tirovni do signaliza¢nich drah na
molekularni Urovni, jejich role piedstavuje novy pohled do rozsahlé komplexni sité
vzajemné se ovliviyjicich signali. Exprese gent, jejich interakce a signalni drahy,
podilejici se za normélnich podminek na aktivit¢ kmenovych bun¢k v mysim fezaku,

zminované v této praci, jsou vyznaceny ve schématu vyse (viz obr. 30).
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5 DISKUSE

Téma kmenovych bunék je v oblasti regenerativni mediciny v posledni dob¢
povazovano za ¢im dal tim vic atraktivni. Samotné fungovani kmenovych
bunék a jejich role v reparaci a regeneraci poskozene tkané vSak je doposud
ne zcela pochopena. Z toho divodu je povazovano za klicové poznani
faktord, kterymi je udrZeni progenitorove populace podminéno, nebo naopak

které determinuji projev urcitého fenotypu.

Tato prace se zabyva podrobné&jsimi ucinky geni, které byly vyselektovany
na zaklad¢ predeslého vyzkumu (Kiivanek et al., 2020), a sleduje jejich

zatim neprozkoumané reakce na poskozeni kontinualné rostouciho zubu.

Detekovana exprese DKK1 a WISP1 podporuje diive ziskana data (Lavicky
et al., 2021) a vsazuje je do piesnéji definovaného vztahu v ramci Wnt

signaliza¢ni drahy.

V kontextu zubu pak vzorky exprese LYPD1, ECEL1 a NELL1 zobrazuji
zcela nov4, dosud nepozorovana, data. Zatimco v teto praci je blize popsana
souvislost NELL1 s diferenciaci mezenchymalnich bunék pulpy, role
LYPD1 v mozné neuralni signalizaci zistava nevysvétlena. Protein LYPD1
by se vSak mohl podilet na inervaci zubni pulpy, coz naznacuje jak oblast
exprese Vv zubnim apexu, tak piedeslé studie LYPD1 v kontextu
neurogeneze. Naopak, jak ukazuji vysledky, Ecell se jevi jako kompletné
nereagujici gen na poskozeni, potazmo zménu proliferacni aktivity, jelikoz
jeho exprese v pribéhu regenerace zustava nepozmeénéna V POrovnani s

expresi v kontrolnim vzorku neposkozeného tezaku.

Poslednim genem, jehoz exprese byla pozorovana, je Bhlhe4l. Vysledky
naznacuji, ze BHLHE41 by mohl byt negativnim reguldtorem abnormalné
zvysSené proliferace, ktera je indukovana mechanickym poSkozenim. Za
normalnich podminek neni v my$im fezaku exprimovan.
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Neni pochyb o tom, Ze vzhledem ke komplexité dynamickych signalizacnich
drah v kontinualné rostoucim zubu poskytuji nové ziskana data pouze
zlomek pohledu do procest stojicich za regulaci kmenovych bunék v
apikalni Casti fezaku. Proto nemohou byt analyzovana bez uvedeni do
kontextu s ostatnimi znamymi faktory, které ovliviiuji mikroprostredi
kmenovych bunék (Jernvall et Thesleff, 2000). Takovou perspektivu tato
prace také poskytuje, avsak interakce jsou zde vykonstruovany na zakladé
obecnych znalosti o jednotlivych genech. Proto by ten samy znovu
opakovany experiment zahrnoval i detekci exprese napiiklad proteinu
BMPY, ktery uzce souvisi s expresi NELL1, nebo také SOX2, FGF10 a
FGF3, které hraji zasadni roli v mite proliferace kmenovych bunék. Rovnéz
aktivace kmenovych bun€k v analogu kotfene vyzaduje dalsi vyzkum, dle
vysledkli jsou signaly pro zvyseni soustfedény piedevSim do analogu
korunky a otazky ohledné odlisnych diferencovanych bunéénych populaci

jeste nejsou zcela zodpoveézeny.
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6 ZAVER

Tento projekt objasfiuje problematiku procesi stojicich za zménou
prolifera¢ni aktivity kmenovych bunck mySiho fezdku v odpovédi na
mechanické poSkozeni. Tato prace poskytuje inovativni a zcela ptivodni
informace o genech Dkk1, Wispl, Ecell, Lypdl, Nelll a Bhlhe4l, jejichz
podil na proliferaci kmenovych bunék v kontinudlné rostoucim mysim

tezaku byl doloZen fadou studii.

V této praci byly definovany konkrétni ucinky a lokace exprese gend
majicich vliv na aktivitu kmenovych bunék. Dale byla popsana jejich
regulace po mechanickém poskozeni mysiho fezaku v Case i prostoru. Geny
Dkk1, Wispl, Lypdl, Nelll a Bhlhe4l byly identifikovany jako kli¢ové,

nebot’ vykazovaly po zpusobeni traumatu patrnou zménu exprese.

Role DKK1 a WISP1 ve Wnt signaliza¢ni draze byla potvrzena a blize
definovana. Rovnéz byly objasnény t¢inky NELL1, jenz interaguje s BMP9
a zpusobuje tak diferenciaci bun€k zubni pulpy za inhibice bunééné

proliferace v téchto mistech.

Informace o genu LYPDI v literatufe jsou velice stru¢né a jeho ucinky jsou
dodnes popsany nedostate¢né. Tato prace naznacCuje roli LYPDI1 v

diferenciaci nervovych bunék v apikalni ¢asti zubni pulpy.

ECELI1 byl na zékladé exprese nezavislé na posSkozeni zubu vyloucen z genli

ovliviiujicich aktivitu kmenovych bunék.

Role BHLHEA41 dle ziskanych dat spoc¢iva v terminaci bunééné proliferace

ve chvili, kdy je fezak téméf zcela zregenerovan.

Nové poznatky, kterymi tato prace prispéla k neustile probihajicimu

vyzkumu kmenovych bunék, maji potencial najit do budoucna uplatnéni na
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poli regenerativni mediciny, at’ uz ve vytvareni zZivych zubnich vyplni, ¢i v

1écbe leukémie.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ASCs
Bhlhe41
BHLHE41
Bmil
BMP
c-Myc
CCN4

Dkk1
DKK1
DNA
Ecell
ECEL1
EDTA
ESCs
FGF
Glil
HOX-A13
HSCs
IPSCs
Kif4
KREMEN
LaCL
LiCL
LIF
Lrp5/6
Lypdl
LYPD1
MRNA

Adultni kmenové bunky (Adult stem cells)

Basic helix-loop-helix family, member e41; gen

Basic helix-loop-helix family member e41; protein
Bmil proto-oncogen, polycomb RING finger doména
Kostni morfogeneticky protein (Bone morphogenetic protein)
Onkogen myelocytomatozy

Faktor buné¢né komunikacni sité 4 (Cellular communication
network factor 4); Wispl

Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1; gen
Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1; protein
Deoxyribonukleové kyselina

Endothelin converting enzyme-like 1; gen

Endothelin converting enzyme-like 1; protein

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Embryonalni kmenové buiiky (Embryonic stem cells)
Fibroblastovy rastovy faktor (Fibroblast growth factor)
GLI-Kruppel family member GLI1

Homeobox protein Hox-A13

Hematopoetické kmenové bunky

Indukované pluripotentni kmenové bunky

Kruppel-like factor 4

Kringle containing transmembrane protein

Labialni cervikalni smycka

Linguélni cervikalni smycka

Inhibi¢ni faktor leukémie (Leukemia inhibitory factor)
Low density lipoprotein receptor-related protein 5/6
Ly6/Plaur domain containing 1; gen

Ly6/Plaur domain containing 1; protein

Mediatorova RNA
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MSCs
mTOR
Nanog
NANOG
Nell1
NELL1
OCT

Oct4
PFA
pre-mRNA
RNA
rRNA
SCs
SHH
Sox2
SOX2
SSEA1
tRNA

Wispl

WISP1

WNT

Mezenchymalni kmenové bunky (Mesenchymal stem cells)
Mechanistic target of rapamycin kinase; protein

Nanog homeobox; gen

Nanog homeobox; protein

NEL-like 1; gen

NEL-like 1; protein

Optimalni smés pro feznou teplotu (Optimal cutting temperature
compound)

POU domain, class 5, transcription factor 1 (Pou5f1)
Paraformaldehyd

Primarni transkript RNA

Ribonukleova kyselina

Ribosomalni RNA

Kmenové bunky

Sonic hedgehog; protein

SRY (sex determining region Y)-box 2; gen
Transkrip¢ni faktor z rodiny SOX; protein
Fucosyltransferase 4 (FUT4); protein
Transferovd RNA

WNT!1 indukovatelny signalizaéni protein (WNT1 inducible
signaling pathway protein); gen

WNT!1 indukovatelny signalizaéni protein (WNT1 inducible
signaling pathway protein); protein

Skupina glykoproteinQ; proteiny Wnt signaliza¢ni drahy
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