Poruchy vyvoje dentice
u mysi s Tabby syndromem
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Veskeré tkiné embrya mnohobunéc¢nych zivocichti se vyvijeji ze tii zarode¢nych
list — ektodermu, mezodermu a endodermu. Zuby savca se zakladaji z ekto-
mezenchymu, je vSak zapotiebi jeho interakce s mezenchymem ptvodu neural-
ni listy (Ziva 2001, 3: 130-132). Ke spravnému vyvoji a spravné interakci je nutna
pritomnost fady regula¢nich proteint, pricemz ve vyvoji zubt hraje klicovou roli
protein s nazvem ektodysplazin. Jeho presna uloha neni znama, podle nejnovéj-
$ich studii ma vyznam v regulaci programové bunécné smrti — apoptozy.

Apoptoza predstavuje presné fizeny bu-
nécny proces (Ziva 2004, 5: 194-197).
Buniky mnohobunécného organismu jsou
totiz soucasti vysoce organizovaného celku
a jejich mnozstvi musi byt regulovano, a to
nejen prostrednictvim kontroly jejich déle-
ni, ale také prostiednictvim kontroly bunéc-
né smrti. Kdyz uz bunky nejsou déle po-
tfebné nebo jsou pro organismus hrozbou,
daji si pokyn k zaniku aktivovanim tohoto
vnitrobunécného smrticiho programu.

To, co apoptoza, ktera se vyskytuje ve
vyvijejicich se i dospélych tkanich, obnasi,
muize byt nékdy prekvapivé. Napft. ve vyvoji
misSniho nervového systému obvykle vice
nez polovina nervovych bunék zemfe dii-
ve, nez se vyvine. U zdravého dospélého
¢lovéka zemrou miliony buné€k kostni drené
kazdou hodinu. Zda se to jako zbytec¢né
mrhani, kdyZ ztratite takové mnozstvi bu-
nék, zvlasté kdyz velka vétSina je zdrava.
K ¢emu to slouzi?

Béhem embryonalniho vyvoje jsou posti-
hovany bunéc¢nou smrti napf. mysi konce-
tiny. Zpocatku vypadaji jako lopatkovité
utvary. Jednotlivé prsty se formuji a odd€li
az pozdéji tak, Zze bunky mezi nimi odu-
mrou. Stejné€ je tomu i u mnohych dalsich
zivocicht vcetné clovéka. Naproti tomu
napt. u kachny tato tkan postizena apopto-
zou neni, nedochazi k jejimu vymizeni a za-
stava mezi prsty ve formé plovaci blany (viz
obr). V jinych pfipadech bunky umiraji,
kdyz jimi vytvorena struktura neni jiz déle
potrebna. Pii pfeméné pulce v Zabu umiraji
bunky ocasu a ocasek, ktery uz dospélec
nepotrebuje, zmizi (¢ast je resorbovana).
V mnoha dalSich pfipadech pomaha bunéc-
na smrt regulovat pocet bun€k, coz lze sle-

dovat pri vyvoji nervového systému, kde
bunéc¢na smrt upravuje pocet neuront, aby
se rovnal cilovému poctu bunék, které vy-
Zaduji inervaci.

V dospélych tkanich bunéc¢na smrt pres-
né vyvazuje bunécné dé€leni (proliferaci).
Kdyby tomu tak nebylo, tkan by rostla, nebo
se zmenSovala. K vysvétleni tohoto jevu
poslouzi pokus s laboratornim potkanem.
Pokud odstranime c¢ast jater dospélého pot-
kana, jaterni buiiky budou proliferaci priby-
vat, aby doplnily ztratu. Naopak kdyz zviteti
podavame latky stimulujici déleni jaternich
buné€k, ¢imz se jatra zvétSuji, a nasledné
lécbu zastavime, pribyva apoptozy az do
doby, kdy se jatra vrati do ptuvodni velikosti.
Jatra jsou tudiz uchovavana ve stalé velikos-
ti regulaci jak stupné bunécné smrti, tak
stupné bunécného déleni.

Apoptozu zprostredkovavaji proteolytic-
ké enzymy zvané kaspazy, které spoustéji
bunécnou smrt stépenim specifickych pro-

Vlevo: A — histologicky ez zubnim epitelem
v oblasti stolicky dolni Celisti kontrolni myjsi.
Vidime zubni zdklad, Sipky oznaluji buiiky
postiZené apoptézou. B, C — obrys zubntho
epitelu se zakreslenymi apoptézami (tecky);
D — skliddinim ndkresii za sebe dostaneme
trojrozmérnou rekonstrukci zubniho epitelu
(zajimd nds pobled zdola) & Vpravo trojroz-
mérnd rekonstrukce zubniho epitelu oblasti
stolicek dolni Celisti, vidime dva zubni zdkla-
dy: A — antmlm’ my$, B— mys's Tabby syn-
dromem. Cervené tecky znamenaji apoptdzu,
Sipka oznaluje rozsah proniho zdkladu stolié-
ky. Povsimnéte si rozdilné velikosti jednotlivich
zubnich zdkladii a rozdilné hustoty a rozstreni
apoptézy u obou skupin. Orig. T. Bordné
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Hlavicka mystho embrya (zvétseno), nahote. Foto
T. Bordii % Dole: A — u kusete je apoptézou
odstranéna blina mezi prsty; B — u kachny je
apoptézou postiena pouze mald Cdst, zbytek
bliny se zachoval ve formé plovact bliny (buriky
ohroZené apoptézou jsou ohranileny Cervenymi

trojihelniky). Podle Gilberta (2003), upraveno

teind v cytoplazmé a v jadre. Kaspazy exis-
tuji ve vsech bunkach jako neaktivni pred-
chidci — prokaspazy, které jsou obvykle
aktivovany Stépenim jinych kaspaz, podné-
cujicich proteolytickou kaspazovou fadu.
Aktiva¢ni proces zahajuji mimobunécné
nebo vnitrobunécné smrtici signaly, které
prinuti regula¢ni molekuly uvnitf bunky ke
shlukovani a aktivaci prokaspaz.

Regulace apoptézy probiha na mnoha
urovnich a ucastni se ji fada regulacnich
pochodt. Zavisi na produkci faktort bloku-
jicich a jinych faktort stimulujicich apo-
ptozu. K porucham jeji regulace u clovéka
dochazi pfi onemocnéni tzv. hypohidrotic-
kou ektodermalni dysplazii. Jde o genetic-
kou chorobu vznikajici mutaci genu pro jiz
zminény transmembranovy protein ekto-
dysplazin, ktery se podili na interakcich
mezi ektodermem (jednim ze tfi zarodec-
nych list) a mezenchymem (mezibunéc-
nou pojivovou tkani) a ovliviiuje tak vyvoj
ektodermalnich derivat. Jsou to prede-
v$im vlasy, zuby, nehty a potni zlazy. S tim
také souvisi priznaky, kterymi lze chorobu
charakterizovat. Dochazi k poruse termore-
gulace v disledku chybného vyvoje pot-
nich zlaz (odtud nazev hypohidroticka —
predpona hypo — snizeni, nedostatek
a hidros = fecky pot), hrozi nebezpeci zvy-
Sené teploty az nad 41 °C, vlasy a oboci
jsou ridké a hodné postizeny je také chrup.
Zuby pfi této chorobé casto chybé¢ji, maji
atypicky tvar i velikost.
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Obdobna genetickd porucha existuje
iumysi a nazyva se Tabby syndrom (tabby je
orientalni tkanina charakteristicka ménli-
vym efektem v dopadajicim svétle; syndrom
byl po ni pojmenovan kvili podobnosti
srsti nemocnych mysi s touto tkaninou).
Stejn¢ jako u clovéka i u mysi jsou postizeny
zuby a srst. My$i s Tabby syndromem dobfe
slouzi jako model pro studium nejen samot-
né hypohidrotické ektodermalni dysplazie,
ale i pro studium zubniho vyvoje.

Cilem mého pozorovani bylo porovnat
vyvoj zubtl u postizenych mysi a u kontrol-
nich mysi bez Tabby syndromu a sledovat
distribuci apoptozy v zubnim epitelu. Zuby
se v tomto pripadé jevi jako idealni model
— muzeme na nich pozorovat velikost, tvar,
zmény v poctu a usporadani. Tyto zmény je
mozné sledovat na histologickych fezech
zubniho epitelu bud po profezani zubt,
nebo, coz ma mnohem vétsi prinos, v jed-
notlivych stadiich zubniho vyvoje. Tak mu-
Zeme posoudit samotny zubni vyvoj a pozo-
rovat i bunky postizené apoptozou. Metoda
patfi sice k ¢asové narocnym, ale trpélivost
se vyplaci. Dulezita je také presnost prace

od zacatku az do konce, pripadné chyby se
totiz nedaji vzdy opravit.

Nejprve odebereme hlavicky mySich em-
bryi v rtznych stadiich vyvoje (viz obr.),
které nasledné zalijeme do parafinu, aby
bylo mozné zhotovit nékolik mikront tenké
rezy, které jsou po ukrojeni na mikrotomu
preneseny na podlozni sklicko a napinany
na vodni hladiné. Rezy jsou téméf prihled-
né, a proto je obarvime, aby se zvyraznily
jednotlivé bunécné struktury. Pro obarveni
rezl 1ze pouzit kombinaci barviv hemato-
xylin a eozin. Hematoxylin je prirodnim
extraktem z kampeskového dreva (Haema-
toxylon campechianum), patii mezi bazic-
ki (jadrova) barviva. Eozin je syntetické
kyselé barvivo ze skupiny xantinovych de-
rivatt, které barvi cytoplazmu. Vysledkem
barveni jsou modra jidra a bazofilni sub-
stance (obarvené hematoxylinem), ostatni
¢asti preparatu v ruznych odstinech cerve-
né az fialové (obarvené eozinem).

Tim vSak prace zdaleka nekonci. Jednot-
livé fezy jsou nyni viditelné v mikroskopu.
Abychom ziskali pfedstavu o zubnim zikladu
jako celku, musime z kazdého histologického
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Pocitacové modelovani intracelularnich (nitrobunécnych) a extracelularnich
(mezibunécnych) bilkovin ma mezioborové vyuziti a napomaha urychleni vyvo-
je v mnoha oblastech. Nachazi Siroké uplatnéni v zakladnim i aplikovaném
vyzkumu. Podili se napf. na objasfiovani biochemickych a biofyzikalnich pocho-
di v organismu, ale i na vyvoji umélych tkani. Vyuziva se zejména tehdy, kdy
strukturu bilkoviny nelze urcit experimentalnimi metodami. Bez pocitacového
modelovini se jiz neobejde Zidné moderni prirodovédné pracoviste.

Bilkoviny a pocitacové modelovani

Bilkoviny — proteiny byvaji nékdy ozna-
¢ovany jako zdkladni stavebni jednotky zivé
hmoty. Zatim nebyla na Zemi zjiSténa zadna
forma Zivota, ktera by se bez nich obesla.

Zakladnimi stavebnimi jednotkami bilkovin
je 22 aminokyselin, jejichZ posloupnost je
pro kazdy protein charakteristicka a nazyva
se primarni struktura. Sekundarni struktu-
rou rozumime geometrické usporadani
polypeptidového fetézce. Terciarni struk-

fezu zhotovit nakresy obrysti zubniho epite-
Iu a pomoci pocitace z nich sestavit trojroz-
mérnou podobu zubniho zakladu (viz obr.).
Ziskame tak plasticky obraz zubniho epite-
Iu, z pohledu jakoby od korene zubti. Stej-
nym zpusobem miizeme ziskat prostorové
rozlozeni bunék postizenych apoptézou, po-
kud je do nakresu zaznamename (viz obr.).

Srovnanim trojrozmérnych rekonstrukci
zubniho epitelu bylo zjiSténo, Ze vyvoj zubt
u mysi s Tabby syndromem se 1i$i od zdra-
vych kontrolnich jedinct. Zubni zaklady
jsou rozdilné ve velikosti i tvaru. Rovnéz
i distribuce apoptozy je odliSna. Pravé apo-
ptoza zde hraje velmi dilezitou roli a souvisi
s chybnym vyvojem zubniho epitelu a s jeho
zménénou strukturou. Tyto vysledky pod-
poruji teorii, Ze ektodysplazin do jisté miry
ovliviiuje apoptoézu a interakci ektoderm
-mezenchym.

Autorka je studentkou gymndzia Na Vitéz-
né pldni v Praze; v Ustavu experimentdlni
mediciny Akademie véd CR, v. v. i. se zapo-
Jila do pripravy pocitacové 3D rekonstruk-
ce zubniho epitelu mysich embryi.

turou nazyvame trojrozmérné usporadani
proteinu, pokud je tvofen vice fetézci; jeho
celkovou strukturu oznacujeme jako kvar-
terni.

Pocitacové modelovani intracelularnich
a extracelulirnich bilkovin je jednou z ne-
postradatelnych metod moderni strukturni

Obr. 1 éerpacz’ cyklus enzymu Na, K—ATPizy
zajistujici prenos iontii pres plazmatickou mem-
brdnu. Na* se vdZe na pumpu v mistech uvniti
buiky (fidze 1). Dojde k rozstépeni ATE uvolné-
ni ADP a prenosu fosforylové skupiny (fize 2).
Fosforylace vyvold zménu konformace pumpy
a uvolnéni Na* na vnéjistm povrchu buiiky
a soulasné vystavi vazebné misto pro K (fize 3).
Navdzdnim mimobunéiného K* se uvolni fosfo-
rylovd skupina (defosforylace) (fize 4 a 5), co%
zprisobi ndvrat pumpy do jeji piivodni konfor-
mace a uvolnéni K* do vnitilu busiky (fize 6).
Podle Albertse a kol.: Ziklady bunéiné biologie
(2000), upraveno % Obr. 2 Schematické zndzor-
néni o—podjednotky Na,K— ATPizy s 10 trans-
membrdnovymi segmenty. Na nitrobunéiné
orientované H—Hs— smycce mezi 4. a 5. trans-
membrdnovym segmentem se nachdzi vazebné
misto pro ATP. Kreslil S. Holecek podle obr.
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