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Anotace

Hojeni je vysoce dynamicky proces, jenz je nezbytny pro spravnou funkei tkdni. Je to proces,
ktery je fizeny na nékolika urovnich. Zahrnuje mobilizaci imunitnich bun¢k v misté poranéni,
bunécnou proliferaci, tvorbu extraceluldrni matrix i1 remodelaci poranéné tkané. Uvniti zubu
hlodavcii zahrnuje proces hojeni mimo jiné diferenciaci mezenchymovych kmenovych bunék
v odontoblasty a tvorbu tercidrniho dentinu, ktery piekryvd vzniklou 1ézi. Mechanismy
pfenosu informaci z poranéného mista k mikroprostfedi kmenovych bunék a jejich aktivace
vSak dosud nejsou zcela znamy.

K poodhaleni tohoto zajimavého procesu byl vyuzit unikatni modelovy systém — kontinudln¢
dortstajici mysi zub. Mysi fezdky jsou schopny nepietrzité regenerace po cely zivot téchto
zvitat. Je toho docileno diky aktivnim kmenovym buiikdm, které se nachazeji v apikalni
(ristové) casti zubu. Pretrvavani tohoto mikroprostfedi kmenovych bunék az do dospélosti
poskytuje idealni systém pro studium dynamiky obnovy tkané. Zajimavosti je, Ze na poranéni
nereaguje pouze apikalni ¢ast zubu, ale i1 jeho distalni ¢ast, kterd tvofi zasadni komunikujici
rozhrani mezi vnitinim a vnéj$im prostiedim.

Metodologicky tato prace zahrnuje praci s experimentalnimi laboratornimi zvifaty, zkoumani
aktivity jednotlivych bunéénych typti pomoci imunohistochemie a pokroc€ilych zobrazovacich
technik, a to jak u zdravych, tak i u poskozenych mysich zubti. Rovnéz byl sledovan prubéh
hojeni ran na urovni tvrdych tkani. Tato prace pomahd pochopit mechanismy, které jsou
zodpovédné za ptirozené hojici a regenerativni procesy zubu. Zaméfuje se na dosud
neprozkoumanou distalni ¢ast zubu a pfinasi tak nové hypotézy ke zkoumani interakce zubu s
jeho vné&jSim prostfedim a moZznou souvislost s obranyschopnosti v tomto pozoruhodném
modelovém systému.

Klicova slova
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Annotation

Healing is a highly dynamic process that is essential for proper tissue function. It is a process
that is controlled on several levels. It involves the mobilisation of immune cells at the site of
injury, cell proliferation and the formation of an extracellular matrix as well as the
remodelling of injured tissue. Inside the rodent tooth, the healing process among other things
involves differentiation of mesenchymal stem cells in the odontoblasts and formation of a
tertiary dentin that overlays the resulting lesion. However, the mechanisms for transmitting
information from the injured site to the stem cell niche and activating it are not yet fully
understood.

A unique model system — a continuously growing mouse tooth — was used to uncover this
interesting process. Mouse incisors are capable of continuous regeneration throughout the
lives of these animals. This is due to the active stem cells found in the apical (growth) part of
the tooth. The persistence of this stem cell microenvironment into adulthood provides an ideal
system for studying the dynamics of tissue recovery. Interestingly, it is not only the apical part
of the tooth that reacts to the injury, but also its distal part, which forms a crucial
communicating interface between the internal and external environment.

Methodologically, this work involves working with experimental laboratory animals,
examining the activity of individual cell types using immunohistochemistry and advanced
imaging techniques, both in healthy and damaged mouse teeth. The course of wound healing
at the level of hard tissues was also monitored. This work helps to understand the mechanisms
responsible for the natural healing and regenerative processes of the tooth, focuses on the
previously unexplored distal part of the tooth and thus provides new hypotheses to investigate
the interaction of the tooth with its external environment and the possible link to defences in
this remarkable model system.

Keywords

Regeneration; stem cells; continuously growing teeth; differentiation; proliferation;
development
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Seznam zkratek

AIF1 — allograft inflammatory factor I; protein

BMP — kostni morfogeneticky protein (bone morphogenetic protein)
BSA — hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)
CD90/THY 1 — thymus cell antigen I; protein

COLA4 — collagen 1V; protein

DAPI — 4',6-diamidin-2-fenylindol

DMP1 — dentin matrix acidic phosphoprotein I; protein
DSPP — dentin sialophosphoprotein; protein

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

EMCN - endomucin; protein

FGF — fibroblastovy rustovy faktor (fibroblast growth factor)

HERS — Hertwigova epitelova kotfenova pochva (Hertwig s epithelial root sheath)
IHC — imunohistochemie

laCL — labialni cervikalni klicka (labial cervical loop)

liCL — lingvalni cervikalni klicka (lingual cervical loop)

OCT — optimalni smés pro feznou teplotu (optimal cutting temperature compound)
PBS - fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok (phosphate-buffered saline)
PBS-T — fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok s Tween-20

PDL - periodontalni ligament

PFA — paraformaldehyd

SEM - rastrovaci elektronovy mikroskop (scanning electron microscope)

Shh — Sonic hedgehog; protein

TUIJ1 — class 111 beta-tubulin; protein

Wnt — signaliza¢ni draha



1 Uvop

Kontinualné dortistajici chrup neboli hypselodontni chrup, je unikatni adaptaci hlodavct a
zajicovcu €1 zvirat s kly, jako jsou sloni, divoké prasata, mrozi nebo narvalové. Tato vlastnost
je umoznéna piitomnosti kmenovych bun¢k v apikalni ¢asti zubu, jez se mohou neustale
diferencovat a proliferovat. Diky tomu se pfi abrazi ¢i poSkozeni prostfednictvim riiznych
signalnich drah kmenové bunky aktivuji a zubni tkan se obnovi (Renvois¢ and Michon,
2014). Pokud dojde k mechanickému poskozeni fezdku, zub svij rist rapidné akceleruje do
délky (An et al., 2018).

Pro studium tohoto pozoruhodného mechanismu je ¢asto jako modelovy organismus
vyuzivana myS domaci (mus musculus), jejiz fezéky ptedstavuji unikatni systém pro studium
kmenovych bun€k, procest regenerace ¢i signalnich drah regulujicich tyto procesy.

Uvniti pulpy fezdku se nenachazi pouze kmenové bunky. Jedna se o velmi heterogenni
prostiedi zahrnujici cévni, nervové a lymfatické zasobeni C¢i imunitni bunky. Tyto slozky
vyrazné pfispivaji jak k imunitni obrané fezéku, tak i k mechanismiim pfi regeneraci. Pfi
hojeni tak dochazi ke komplexnim mechanismiim, které se navzajem ovliviiuji (Yu and Klein,
2020).

Mechanismy ptenosu signalii z mista poranéni (distalni ¢ast) smérem ke kmenovym
bunkam vsSak zatim nejsou znamy. Ackoliv se Spicka fezaku neustidle mechanicky obrusuje,
nachazi se zde opét mnoho bunéénych slozek podilejicich se na homeostize tezdku,
jmenovité napiiklad makrofagy ¢i builky asociované s krevnimi cévami (Krivanek et al.,
2017). Ve Spicce tezdku je pulpa chranéna pouze tenkou mineralizovanou vrstvou, je tedy v
blizkém kontaktu s vnéjSim prostfedim (Pang et al., 2016).
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Anatomie, morfologie a funkce mySiho Fezaku

Mysi lebka (calva) se sklada z horni Celisti (maxily) a dolni ¢elisti (mandibuly), mezi nimi se
nachazi diastema. Chrup mysi je charakterizovan jako heterodontni, je tvofen Ctyfmi fezaky
(incisivy) a dvandcti stolickami (molary), které vykazuji rozdilnou morfologii a funkci
(Renvois¢ and Michon, 2014; Treuting and Morton, 2012). MyS$i moldry fadime mezi
brachydontni chrup, nebot’ se vyznacuje nizkou korunkou nad Grovni dasné (gingivy) a dobie
vyvinutymi kofeny zasazenymi do alveolarni kosti celisti. Unikatnim modelovym systémem
pro dalsi studium jsou fezdky, které jsou oznaCovany jako hypselodontni, jez lze
charakterizovat jako kontinualn¢ dorustajici chrup bez utvorenych kotfend. U herbivora jsme
navic schopni rozli§it chrup hypsodontni, majici korunku vysSe nad uroven gingivy, kde
samotna korunka prevazuje délku celého zubu. Tato modifikace je uzplsobena pro
zpracovavani abrazivni potravy (Renvoisé and Michon, 2014; Yu and Klein, 2020).

Mysi fezdk nema piimo rozlisitelnou korunku a kotfen. Narozdil od molart, jez maji
korunku v duting ustni a koten v Celisti, rozliSujeme fezdk na analog kotfene (lingvalni strana)
a analog korunky (labialni strana). Takovéto rozliSeni je z diivodu usporadani bunécnych
typt, jez jsou typicka pro korunku ¢i kofen. Oba dva tyto analogy tak zasahuji jak do Ustni
dutiny, tak do ¢elistni kosti (Krivanek et al., 2017; Yu and Klein, 2020).

Rezaky se vyznaluji Sirokym apikalnim otvorem (foramenem), ve kterém piimo
prochédzi pulpa obsazena uvnitt zubni dutiny fezdku. Pulpa obsahuje naptiklad stromalni
bunky pulpy (fibroblasty), krevni zasobeni, odontoblasty a nervové bunky, které vyzivuji zub
(Treuting and Morton, 2012). MlZe byt obnovena diky mezenchymovym kmenovym buiikam
(Krivanek et al., 2017).

Soucasti pulpy jsou odontoblasty, které jsou zodpovédné za tvorbu zuboviny (dentin).
Odontoblasty jsou tvofeny z mezenchymovych kmenovych bun¢k. Kmenové bunky sestavaji
z lingvalni cervikalni klicky (analog kofene), labidlni cervikalni klicky (analog korunky) a
mezi nimi se nachazi pravé mezenchymové kmenové buiiky. Nejprve je vytvoren predentin,
jenz je nasledné zmineralizovan do nebunécéného avaskuldrniho dentinu, coz zasouva
odontoblasty hloubéji do pulpy. (Krivanek et al., 2017; Treuting and Morton, 2012; Yu and
Klein, 2020) Kazdy tento proces ma svij vlastni kanal nazyvany dentinovy tubul, ktery se
podili na dentinovych opravach a tvofi mechanosenzoricky systém (Shuhaibar et al., 2021).
Spolu s pulpou utvafi dentino-pulpalni komplex reagujici na vn&js$i prostfedi a udrzujici
homeostazu (Lavicky et al., 2022).
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Vyhradné v analogu korunky se nachézi jedna fada ameloblastl tvofici enamel pouze
pomoci labidlni cervikalni klicky. Ameloblasty jsou tvofeny z epitelovych kmenovych bunék.
Produkce skloviny (enamel) zacind vytvofenim enamelové matrix. Enamelovd matrix se
sklada z proteinii ameloblastinu, enamelinu a amelogeninu, jez nasledné diky hydroxyapatitu
fidi mineralizaci do podoby enamelu, nejtvrdsi tkané v téle. Enamel je zbarven do Zluta z
divodu vyskytu zeleza mezi enamelem a dentinem, jeZ mezi sebou vzajemné interaguji a
tvoti tzv. dentino-enamelovou spojnici (Krivanek et al., 2017; Treuting and Morton, 2012; Yu
and Klein, 2020).

Na kofenové stran¢ dentinu se nachdzi cementoblasty, jez produkuji cement diky
mezenchymovym kmenovym bunikam, v tomto pfipad¢ v oblasti lingvalni cervikalni klicky.
Cement rozliSujeme na bunécny, ktery se nachdzi blize dorzalniho kofene u né&jz je tlustsi, a
nebunécny, lezici blize frontalni ¢asti kofene. Poméha tezaku k lepSimu uchyceni do celisti
(Krivanek et al., 2020; Treuting and Morton, 2012; Yu and Klein, 2020). Rezak je vnoren do
alveolarni kosti pomoci pojivové tkan¢ periodontalnich ligamentt (Lavicky et al., 2022).
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Obr. 1: Anatomie mySi mandibuly, maxily a okluzni €asti fezaku (vlastni nakres, 2025).

a — Schematicky nakres mandibuly na sagitalnim Fezu. Vertikalni pferuSovana Cara rozdéluje fezék na
Celist a ustni dutinu. PferuSovana Céra uvnitf pulpy znaCi analog kofene, kde se nachazi cement a
lingvalni cervikalni kliCka. Pod vrstvou cementu je dentin tvofeny odontoblasty. Z opaCné strany se
nachazi analog korunky, kde najdeme enamel, tvofen ameloblasty a labidlni cervikalni kliCku. Mezi
enamelem a pulpou se taktéZ nachazi odontoblasty. Rezék je vnofen do alveolarni kosti. V oblasti
Celisti se navic nachazi 3 molary. b — Schematicky nakres okluzni plochy Fezaku, dle transverzalniho
fezu. ZnaCi enamel, dentin, pulpu a cement. ¢ — Schematicky nakres maxily dle sagitdlniho Fezu.
Horizontalni pferuSovana Cara rozdéluje Fezak na Celist a Ustni dutinu. PferuSovana Cara uvnitf pulpy
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rovnéZz znaCi analog kofene a korunky. Tyto analogy vykazuji stejnou morfologii jako u
mandibularniho Fezaku.

Pro mysi (a hlodavce obecné€) je typicka jejich schopnost regenerace diky kmenovym buiikdm
v apikalni ¢asti fezaku. Divodem je pfevazné jejich zplisob zivota. Pfi zpracovani potravy a
zkoumani okolniho prostfedi jsou jejich zuby neustdle obruSovany. U pierostlych fezakl tak
casto dochazi k podvyzivé (Treuting and Morton, 2012). Labialni strana fezaku je vice
rezistentni vuci abrazi, nez ta lingvalni, nebot’ se na ni nachazi enamel, ktery je tvrdsi nez
dentin. Dochézi tak k asymetrické abrazi a fezdk ma ostrou $picku (Boran et al., 2009). Jak se
fezak obrusuje a doriista, v kazdé jeho ¢asti jsou buiiky v jiné fazi vyvoje. V apikalni ¢asti s
kmenovymi buiitkami se nachazi buiiky nejmladsi, v distalni ¢asti naopak nejstarsi (Krivanek
etal., 2017).

2.2 Vyvoj a evoluce kontinualné doristajiciho chrupu

2.2.1 Odontogeneze mySiho Feziaku

Sav¢i chrup je vyvijen ze dvou zérodecnych listli, konkrétné z epitelového ektodermu a
mezenchymové neurdlni liSty, jez mezi sebou vzdjemné interaguji (Jheon et al., 2013). Na
pocatku se postupné zvétSuje ordlni epitel, az se utvori primarni dentalni lista udavajici linii
pro budouci zubni fadu. Vytvoii se dentalni plakody, prvni signalni centrum pro vznik chrupu
proliferuje do néslednych vyvojovych stadii, pfi nichz za¢inaji byt zuby rozliSitelné: stadium
pupenu, stddium Cepicky a zvoncové stadium (Jernvall and Thesleff, 2012; Yu and Klein,
2020).

Pti stadiu pupenu se dentalni epitel vchlipi do dentadlniho mezenchymu. Ten se okolo
néj kondenzuje, formuje jeho tvar a interaguje s epitelem prostfednictvim signalnich molekul
uzel, konkrétné jsou to napiiklad signalni molekuly BMP (kostni morfogeneticky protein),
FGF (fibroblastovy rtustovy faktor), Wnt signalizace a Shh (sonic hedgehog) (Jernvall and
Thesleff, 2012; Yu and Klein, 2020). Tvofi se dalsi epitelova struktura — vestibularni lista,
rozliSujici budouci rozhrani mezi rty a chrupem (Yu and Klein, 2020). Pupen se déli na dvé
histologicky rozdilné linie: periferni bazalni buiiky a stellatové (hvézdicovité) retikulum, jenz
bude nasledné¢ tvorit epitelové slozky mikroprostiedi kmenovych bun¢k (Thesleff and
Tummers, 2008). Z mezenchymu mezi epitelem vznika dentdlni papila, okolo niz se
proliferuji zéklady pro cervikélni kli¢ky (Yu and Klein, 2020). Papila bude utvaret pulpu a
odontoblasty (Thesleff and Tummers, 2008). Dale pupen z mezenchymu formuje periferni
dentalni folikuly, utvafejici cementoblasty a periodontalni tkanivo (Krivanek et al., 2017,
Thesleff and Tummers, 2008).

Pti stadiu Cepicky se epitel vice rozsifuje do mezenchymu a obaluje jej (Jernvall and
Thesleft, 2012). Na labialni a lingvalni ose okolo dentalni papily zacinaji z enamelového

uzliku vznikat labidlni a lingvalni cervikalni klicky a prodluzuji se do dentéalniho
mezenchymu (Yu and Klein, 2020). U kontinualné rostoucich zubii zlstavéd struktura
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cervikalni klicky zachovdna i po dokoncené ontogenezi (Thesleff and Tummers, 2008).
Bunky epitelu se diferencuji na vnéjsi enamelovy epitel a vnitini enamelovy epitel, jenz bude
tvofit ameloblasty (Krivanek et al., 2017).

Ve stadiu zvonku se okolo hvézdicovitého retikula tvoti labialni cervikalni klicka.
Lingvalni cervikalni klicka se vyviji také, ovSem pomaleji. Dentalni papila je nakonec
preménéna na pulpu (Yu and Klein, 2020).

V postnatalnim vyvoji se na lingvalni stran€ vyvine Hertwigova epitelova kofenova
pochva (HERS) (Yu and Klein, 2020). Ta urcuje tvar kofene a stimuluje diferenciaci
odontoblastl ¢i cementoblasti v kofenové oblasti (Huang et al., 2009). Mysi fezak vSak nikdy
nevyvine samostatny koten, ale dojde pouze k asymetrii mezi analogem kofene a analogem
korunky (Renvois¢ and Michon, 2014). HERS tak zistdvd v malych fragmentech v
periodontalnim tkanivu (Krivanek et al., 2017).
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Obr. 2: Odontogeneze mySiho Fezaku (pfevzato a preloZeno z Yu a Klein, 2020). Schematicky nakres
odontogeneze. E znali embryonalni den vyvoje. PN potom den postnatalni. Zkratky: IU — iniciaCni
uzlik, vl — vestibularni liSta, SR — stellatové retikulum, EU — enamelovy uzlik, liCL — lingvalni cervikalni
kliCka (lingual cervical loop), laCL — labidlni cervikdlni kliCka (labial cervical loop), vniEE — vnitfni
enamelovy epitel, vneEE — vné&jSi enamelovy epitel, HERS — Hertwigova epitelova kofenova pochva
(Hertwig’s epithelial root sheath).

2.2.2 Evolucni vyvoj

Evolu¢ni modifikace zubli probihaji béhem ontogeneze, nebot’ po protfezani jiz nemize chrup
zménit tvar (Jernvall and Thesleff, 2012). Hypselodontni chrup vznikne, kdyz se u
hypsodontniho chrupu nevyvinou zcela kotfeny, dilezité je tak naCasovani pfechodu mezi
korunkou a kotenem (Jernvall and Thesleff, 2012; Renvoisé and Michon, 2014) Nachazi se u
hlodavct a zajicovcd, ¢i u zvifat s kly, jako jsou sloni, divoké prasata, mrozi nebo narvalové
(Krivanek et al., 2017). Nicméné, ne veskery kontinudln¢ dortstajici chrup se vyznacuje
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stejnym tkanovym uspotradanim. Naptiklad hlodavei maji asymetrické fezaky, kde je enamel
pouze na labialni stran¢ fezaku (Renvoisé and Michon, 2014).

Hlodavci jsou si evoluéné nejblize se zajicovcei, u nichz jsou diikazy o hypselodontii
jiz v dobé¢ paleocénu (asi pfed 60 miliony lety). Naopak u chobotnatci, sudokopytnikt ¢i
hrabacovitych se tento dentdlni aspekt vyskytuje nejdiive v obdobi miocénu (asi pied 15
miliony lety) (Renvois¢ and Michon, 2014).

2.3 Bunécny systém pulpy mySiho rFezaku

Ackoliv se dentalni pulpa skladd z mezenchymovych ¢asti, je také velmi hojna pro imunitni
systém, coz zajiStuje jeji bunéfnou riznorodost. Zarovenl je pulpa jednou z nejvice
inervovanych tkani v celém téle a taktéZz je hojné prokrvena z divodu vyzivy zubu.
Ruznorodost pulpy tak znacné ptispiva k regeneraci zubu (Krivanek et al., 2017).

Lze si vSimnout blizkych vztahii mezi riznymi imunitnimi buiikami a odontoblasty.
Odontoblasty jsou schopny detekovat patogeny a utvéfi si vlastni obranné mechanismy jako
oxid dusnaty ¢i defensiny — antimikrobialni peptidy, jeZ narusuji integritu membran u
patogend, ¢imz je usmrti. Interaguji s pulpou a varuji tak imunitni buiiky k reakci na patogeny
(Farges et al., 2015).

matrix produkujici buniky

nervove vlakno

neurovaskularni
svazek

dentin

Obr. 3: Detail na bunécné prostiedi SpiCky Fezaku (vlastni nakres podle KFivanek et al., 2017).
Schematicky nakres distalni Casti fezaku. Uvnitf pulpy se nachazi tzv. neurovaskularni svazek, jenz
vyZivuje prostfedi zubu. Nervova vldkna prechdzeji skrze odontoblasty aZ do dentinovych tubuld.
Dale se v pulp& mimo jiné vyskytuji makrofagy, pericyty a matrix produkujici buriky.

2.3.1 Imunitni buiky

Prostfedi zubu musi byt pfipraveno reagovat na infekci. Potencidlné taktéz imunitni bunky
pfispivaji k opravam tvrdych tkani. Zatim nejsou pfesné znadmy mechanismy vyvoje
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imunitnich bunék v zubu. VétSina mechanismt se vSak odehrdva v pozdné embryondlnim az
ran¢ postnatalnim obdobi (Krivanek et al., 2017).

V zubu plsobi jak vrozena, tak adaptivni imunita. Pfi invazi nejprve reaguji
fagocytujici buiikky vrozené imunity, které nejsou antigenné specifické. K rozpoznani
Skodlivych bun€k jim slouzi receptory. Pokud vrozend imunita nedokdze patogen sama
odstranit, jsou vyvolany bunky adaptivni imunity, které jsou antigenné specifické a podporuji
tak funkci vrozené imunity (Hahn and Liewehr, 2007).

Makrofagy jsou fagocytujici buiiky, jez se diferencuji z monocytl cirkulujici krvi pfi
migraci do tkani (Charles A Janeway et al., 2001). Chrani zub pied infekci a podileji se na
odstranovani starnoucich bunék. Mohou se §ifit celou pulpou, a dokonce se mohou dostat i do
dentinovych tubulti. VétSina makrofagli v pulpé se mnozi lokdln¢ bez nabirani novych z
krevniho tecis$t€. Pravdépodobné také reguluji diferenciaci odontoblasti (Krivanek et al.,
2017).

Dendritické buiiky jsou podobné makrofagtim, maji vSak slabsi schopnost fagocytozy
a spiSe vyuzivaji endocytézy zprostiedkované receptorem (Jontell et al., 1998). Casto jsou
rovnéz brany jako hranice mezi pulpou a vrstvou odontoblasti (Krivanek et al., 2017). Pti
detekci bakteridlnich antigenti putuji do lymfatickych uzlin pomoci lymfatickych cév a
informuji T-lymfocyty (Charles A Janeway et al., 2001).

Ttetim typem fagocytujich imunitnich bun¢k jsou neutrofily. U mysi se vSak vyskytuji
v men$im procentualnim zastoupeni nez u ¢lovéka. MyS$i maji naopak vétsi pocet T-lymfocyt
(Mestas and Hughes, 2004).

Mastocyty se obvykle nachazeji v blizkosti malych cév. Pii jejich aktivaci vylucuji
latky ovlivitujici cévni permeabilitu. Predpoklada se, ze jejich roli je ochrana slizni¢nich
povrchi pred patogeny (Charles A Janeway et al., 2001).

Pokud se v zubu vyskytne chronické infekce, do zubu infiltruji T-lymfocyty (Krivanek
et al., 2017). Dokud nenarazi na antigen, jsou obvykle malé a neaktivni (Charles A Janeway
et al., 2001). V zubni pulpé se nejvice vyskytuji CD8+ cytotoxické T-lymfocyty, schopné
samy eliminovat nakazené buniky. Déle jsme schopni rozlisSit CD4+ lymfocyty, jez po
specifickém rozpoznani pomoci antigenu aktivuji cytokiny jako makrofagy ¢i B-lymfocyty.
Obecn¢ T-lymfocyty chrani zub ptfed virovymi infekcemi a jsou schopny zvysit miru
fagocytozy. Jsou vysoce migratorni a dokaZou se pohybovat (Jontell et al., 1998; Krivanek et
al., 2017).

B-lymfocyty se pfi aktivaci diferencuji na plazmocyty, které zacnou produkovat
protilatky (Charles A Janeway et al., 2001). Byly detekovany i ve zdravé pulpé, pfi zanétu se
jejich pocet zvysuje (Farges et al., 2015).

Poslednim typem lymfocyt jsou pfirozeni zabijeCi, NK bunky, které nemaji
specifické antigenni receptory, ptesto jsou vSak schopny detekovat a usmrtit abnormalni
buniky (Charles A Janeway et al., 2001). Byly taktéz detekovany ve zdravé pulpé (Farges et
al., 2015).
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2.3.2 Lymfaticky systém

Lymfatické cévy, nachazejici se v pulpé, slouzi jako imunitni ochrana a odvad¢ji prebytecné
tekutiny pro udrzovani homeostazy. Jsou slepé zakoncené a pti zénétu vznikaji nové, aby
zvysily svou obranyschopnost. Tento proces se nazyvéa lymfangiogeneze. (Berggreen et al.,
2009). Hojné koexistuji s krevnimi cévami, jez se také podileji na homeostaze (Matsumoto et
al., 2002).

Lymfatické uzliny v oblasti Celisti mizeme rozli§it na mandibuldrni lymfatickou
uzlinu (/n. mandibularis) a ptidatnou mandibularni lymfatickou uzlinu (/n. mandibularis
accessorius) (Linden et al., 2012). Vétvi se od nich lymfatické cévy (Berggreen et al., 2009).

Lymfatické cévy jsou vedeny periodontdlnim ligamentem, jenz nejvice propojuje
alveolarni kost, ale také ostatni zuby. Infekce se tudiz muze §itit z jednoho zubu na druhy. Z
periodontalniho ligamenta vstupuji cévy do zubu pfes apikdlni foramen. Samotné cévy se
hojné nachézeji v apikalni ¢asti zubu a smérem k distalni ¢asti jich ubyva. V distalni ¢asti se
ale hojné¢ vyskytuji lymfatické bunky. Nez se piebytecné tekutiny dostanou do slepé
zakoncenych lymfatickych cév v apikalni ¢asti fezdku, je jejich odvod zajistén tlakovym
gradientem uvnitt pulpy. Tento systém je typicky pro kontinualné rostouci fezék, nebot’
molary jsou vedeny lymfatickymi cévami pies celou pulpu (Berggreen et al., 2009). Obecné
se lymfatické cévy vyskytuji vice ve stiedu pulpy, blize odontoblastim jich je méné
(Matsumoto et al., 2002).

2.3.3 Cévni systém

Krevni cévy se v zubu nachdzi jiz v raném stadiu embryonalniho vyvoje (Krivanek et al.,
2017). Drobné cévy vstupuji do zubni pulpy pies apikalni foramen, odkud se od kotfenové
¢asti vétvi pres celou pulpu, kterd je silné prokrvena. Pfi reakci na bolest se zvysi prokrveni
uvnitt pulpy. Divodem je pravdépodobné reakce nervovych buné¢k, které komunikuji s
cévnim zasobenim (Orchardson and Cadden, 2001; Saghiri et al., 2018). Cévy lemuji
endotelové bunky, jeZ cévam utvafi permeabilni bariéru, také reguluji homeostazu ¢i imunitu.
Taktéz hraji roli pfi angiogenezi — tvorba novych krevnich cév z jiz existujicich kapilar
(Saghiri et al., 2018).

Blizko $picky zubu se u krevnich cév nachazi pericyty, jez produkuji buiiky podobné
odontoblastim a tenkou mineralizovanou vrstvou uzaviraji otevieni pulpy na Spicce fezaku.
Diky tomu zabranuji infekci ¢i reaguji na poranéni (Pang et al., 2016; Yianni and Sharpe,
2020). Pericyty se tak podileji na udrzovani homeostazy tkan¢ a také slouzi jako rezervoar pro
regenerativni bunky (Krivanek et al., 2017).

2.3.4 Nervovy systém

Nervové glie trojklanného nervu (nervus trigeminus) prispivaji k obnoveé kontinudlné
rostouciho fezdku (Krivanek et al., 2017). Trojklanny nerv, jeden z hlavovych nervi, inervuje
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oblicejovou cast a také maxilu i mandibulu, kde se dale vétvi na nékolik dalsich vlaken. Pied
vstupem do fezadku se dolni alveolarni nerv (nervus alveolaris inferior) vétvi na nerv bradovy
(nervus mentalis) a nerv fezakovy (mervus incisivus), jenz postupuje dale. Nejvice
myelinizované nervy se nachdzeji pravé v nervu fezakovém. Je siln€¢ inervovano
periodontium, v pulpé se nachazi pouze fidka sit’ techto nervii. Nervy vchazi do pulpy v tésné
blizkosti s krevnimi cévami pies apikalni foramen v apikalni ¢asti zubu. Odtud se vétvi do
drobnych nervovych fascikli (Hagan et al., 2012; Naftel et al., 1999). Spolecné s krevnimi
cévami jsou stale v blizkém kontaktu a tvofi tzv. neurovaskuldrni svazek (Zhao et al., 2014).

V oblasti krevnich cév nejsou nervy myelinizované, ale hojn€ se u nich vyskytuji
gliové bunky (Zhao et al., 2014). Gliové bunky jsou zodpovédné za ochranu a vyzivu
neurontl. V periferni nervové soustavé je tvoii Schwannovy bunky (Bazira, 2021). Ty se
rovnéZ podileji na tvorbé regenerativniho dentinu po poranéni a s pomoci dalSich slozek v
pulpé také na regeneraci perifernich nervii (Couve and Schmachtenberg, 2018; Kaukua et al.,
2014).

Existuje nékolik teorii o senzorickém rozpoznavani podnétl v pulp&. Neuronalni
teorie tvrdi, Ze jsou stimuly pfendSeny nervovymi zakoncenimi uvnitf tubulli v dentinu.
Hydrodynamicka teorie naopak popisuje vnimani zmén tlaku tekutiny uvnitt dentinovych
tubulti, které nasledné snimaji bud’ odontoblasty nebo nervovd zakonceni. Dalsi teorie
zminuje, ze odontoblasty funguji jako pfimy pienos téchto podnéti do nervovych zakonceni
(Couve and Schmachtenberg, 2018).

Nervové builky interaguji s imunitnim systémem. Pokud zub ztrati nervové zdsobeni,
snizi se pocet imunitnich bun¢k. Naopak pti zubnim kazu se jejich pocet zvysuje (Krivanek et
al., 2017).

2.4 Interakce mikroprostiedi zubu po poranéni

Pti poranéni dojde v zubu k né€kolika reparativnim procestim, které tak tvoii velmi komplexni
reparativni systém.

V misté poranéni reaguji nervova zakonceni, gliové buiiky, krevni cévy a imunitni
bunky, jak jiz bylo popsano blize v kapitole Bunécny system pulpy mysiho rezaku. Specificky
na poranéni nervovych vldken reaguji Schwannovy bunky (Couve and Schmachtenberg,
2018). Regenerace zahrnuje tvorbu extracelularni matrix, jeZ poskytuje podporu okolnim
bunkam a také aktivuje signalni molekuly. Signalni molekuly aktivuji nékolik signdlnich drah,
které zrychli proliferaci kmenovych bunék v oblasti cervikalnich klicek. Jednd se o jiz
zminéné FGF, BMP, Wnt, Shh a dalsi. Tyto signalni drahy se podili na udrzovani homeostazy
fezadku behem jeho sebeobnovy (Goldberg et al., 2008; Yu and Klein, 2020).

Pokud je fezak zastiizen, zub rapidné urychli sviij rast do délky. V takovém piipadé
dochazi k aktivaci klidovych bunék, jez se zacnou mitoticky dé¢lit a obnovi populaci
mezenchymalnich kmenovych bunék CD90/THY1. Tyto buiiky se pii akcelerovaném hojeni
podileji na proliferaci a diferenciaci odontoblastl a bun¢k pulpy, které napomahaji regeneraci.
Jakmile jsou oba fezdky ve vzajemném kontaktu (okluze), dochézi k abrazi fezaku a nasledné
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ztraté tkdni v oblasti Spicky. Rist fezaku se stabilizuje tak, aby odpovidal abrazi, ¢imz dochazi
k homeostaze (An et al., 2018). Rovnomérn¢ s dortistanim fezaku dochdzi také ke ztlustovani
stény dentinu (Gonzalez Lopez et al., 2023).

Na pomezi vyvoje epitelovych kmenovych bunék a ameloblastii jsou epitelové
progenitory, které nejsou zcela diferencované a v reakci na poranéni se mohou pfizpiisobit a
produkovat jiné typy bunék (Yu and Klein, 2020). Pfi poranéni taktéz epitelové kmenové
buiikky pomoci signalnich drah urychli produkci ameloblastl a naslednou tvorbu enamelu (Yu
etal., 2015).

Dentino-pulpélni komplex za¢ne pfi reakci na poranéni tvofit tzv. terciarni dentin.
Podle zavaznosti poranéni se tvoii béhem procesu reaktivni nebo reparativni dentinogeneze
(Yu et al, 2015). Pfi mirném poSkozeni dojde k tzv. reaktivni dentinogenezi z jiz
diferencovanych odontoblasti. Pfi zdvazném poSkozeni jsou diky mezenchymalnim
kmenovym buitkam aktivovany signalni drahy a dochazi k reparativni dentinogenezi, kdy jsou
aktivovany progenitorové buiky, které se diferencuji v bunky podobné odontoblastim
produkujici dentin. Na misto poranéni jsou taktéZ dopraveny zanétlivé buiky produkujici
rustové faktory, coz podporuje produkci dentinu (Pang et al., 2016; Yu and Klein, 2020).

Podél délky ftezdku se zacClefiuje nové syntetizovany dentin. JeSté rapidnéji se
mineralizuje otvor ve SpiCce fezdku, ale se zna¢né nizSim podilem mineralizace. Tuto
infekci. V oblasti Spicky fezdku se pii kontinudlni regeneraci mineralizovana tkan formuje
pomoci pericytl, jez se diferencuji do odontoblastii s expresi proteinu DSPP (dentin
sialophosphoprotein), ktery produkuje materidl podobny dentinu, nazyvany reparativni
dentin. Reparativni dentin nemd stejnou strukturu jako tubuldrni dentin, a proto je Casto
nazyvan jako osteodentin, protoze muze obsahovat builky vypadajici podobné jako kostni
osteocyty a neni pfili§ mineralizovany. Z diivodu tvorby reparativniho dentinu pfi neustalé
abrazi a expozici pulpy do vnéjsiho prostfedi nedochazi k infekcim. Tento proces neni
stimulovan poSkozenim, ale dochdzi k nému i v pfipadé omezené¢ abraze a probiha
kontinualn¢ (Pang et al., 2016).
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3 MATERIALY A METODY

Vyzkumny projekt se skladal ze 3 samostatnych experimentl a to z:
e detekce jednotlivych markert pomoci imunohistochemie
e prozkoumani zubni struktury diky histologickym metodam barveni

e rastrovaci elektronové mikroskopie pro lepsi pochopeni tvrdé tkédné po
poskozeni zubu

3.1 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je laboratorni metoda pouzivana pro vyhledani specifického
antigenu v tkanich za pomoci fluorescen¢niho barveni. Metoda je zalozena na principu funkce
imunitniho systému (protilatky, které specificky vyhledaji Skodlivy antigen a znici jej). Zde
jsme pracovali s nepiimou dvoustupiiovou metodou: primarnimi a sekundarnimi protilatkami
(Creager et al., 2017).

Primarni protilatka se specificky vdze na nami zvoleny antigen. Sekundarni protilatka
obsahuje fluorofor, ktery zptsobuje fluorescencni zafeni a navaze se na primarni protilatku,

coz zpusobi samotnou fluorescenci v tkdni a diky tomu ji mizeme vizualizovat (Creager et
al., 2017).

Viastni prispeni: V ramci vyzkumu jsem se aktivne podilela na vsech fazich experimentu. Byla

Jjsem poucena o manipulaci s laboratornimi zviraty a mnohokrat navstivila sterilni prostredi
zvirectho vyzkumného chovu. Po proskoleni jsem samostatné provedla disekci celisti a
pripravila vzorky k zamrazeni. Samostatné jsem nakrajela vzorky na kryotomu a s drobnou
asistenci jsem provedla imunohistochemické barveni pomoci stanoveného protokolu. Byla
jsem pritomna u snimani vzorku konfokdlnim mikroskopem a cast snimkii jsem v programu
Imaris zanalyzovala samostatnée.

— Fluorofor

Sekundarni

s //pml:i.la'tka

Anﬁg;_u

Obr. 4: Princip imunohistochemie (vlastni nakres vytvoreny pomoci BioRender, 2024)
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3.1.1 Odbér, fixace, dekalcifikace a zmrazeni vzorki

V réamci experimentu byly ziskany vzorky z mySich samicek ve véku 6-8 tydnl. Pracovali
jsme se 3 konkrétnimi kmeny:

e (57BL/6 (zkracené Bl6), jez nebyl nijak geneticky modifikovan.
e F/D2, charakterizovan jako wildtype, tudiz bez cilenych zmén v genomu.

o DMPI-Cherry/DSPP-Cerulean — zkracené¢ DD mysi — jsou geneticky upravené
mysi, které vykazuji Cerveny fluorescenéni signal u odontoblastli, osteoblastt,
osteocytll, cementoblastli a cementocytl. Zaroveit modry fluorescencni signal
u odontoblastii (Vijaykumar et al., 2019).

Mys$im byla zastiihnuta ¢ast fezaku v distalni ¢asti maxily nebo mandibuly, nasledné
byly rozdéleny do urcenych casovych skupin pro regeneraci po 6 hodindch a do kontrolni
skupiny bez poskozeni tfezdku. Po daném case byly usmrceny. Usmrceni bylo provedeno
inhalaci anestetika izofluoranu a naslednou cervikalni dislokaci. Nasledn¢ se provedla disekce
maxily a mandibuly.

Obr. 5: Nakres disekce maxily a mandibuly (vlastni nakres, 2024). a — MysS byla usmrcena kombinaci
izofluoranu a cervikdlni dislokace. b — Pomoci chirurgickych nlzek byly rozstfihnuty musculi
masticatores a spojeni mezi horni a dolni Celisti. ¢ — Nasledné doSlo k odstfihnuti lingua a
samotnému vypreparovani mandibuly. d — Nakonec byla mandibula rozdélena na 2 &asti v misté
incisivll. @ — Horni Cast lebky byla oddélena od téla a zbavena mékkych tkani v€etné integumentu,
oculi a cerebra, naCez doSlo k odstfiZzeni arcus zygomatici. f — Lebka byla zastfihnuta v misté poCatku
molarl. g — Vyslednd maxila byla opét rozdélena na 2 &asti — na pomezi parietélni a frontdlni kosti
lebelni a zaroven v oblasti palatum durum.
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Z diavodu zabranéni rozkladu vzorkd a nejvyse mozného zachovéani plvodniho
usporadani tkané je nutné vzorky zafixovat. Vzorky byly fixovany po dobu 24 hodin v 4%
paraformaldehydu (PFA) pfti teploté +4 °C a za promichavani v rotatoru.

Po uplynuti 24 hodin se vzorky dekalcifikovaly v 10% roztoku EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina) pod dobu 2 tydnti. EDTA bylo ménéno kazdé 2-3 dny, po
celou dobu byly vzorky uchovavany pii teplot¢ +4 °C a promichdvany v rotatoru.
Dekalcifikace se provadi z divodu zmékceni tvrdé kostni tkané, abychom ji byli schopni v
nasledujicich krocich nakréjet na tenké fezy.

Poslednim krokem pfipravy vzorki pfed zmrazenim je jejich 24hodinové konzervace
v 30% sacharoze (sachardza fedéna s 10x PBS (fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok)) pii
teploté +4 °C a za promichavani v rotatoru. Dlivodem je ochrana vzorkl pro zachovani stejné
morfologie po jejich zmrazeni. V opacném piipadé by mohlo dojit ke vzniku ledovych
krystalkti, a tudiz nenavratného poskozeni vzorku.

Po probéhlych krocich byly vzorky zmrazeny do OCT (optimalni smés pro feznou
teplotu) a nasledné nakrajeny pomoci kryotomu (Leica CM1850) na fezy o tloust’ce 14 um.
Rezy byly provedeny transverzalnim i sagitdlnim zptisobem a nasledné pieneseny na sklicko,
to bylo uchovavano pfi teploté -20 °C. Vyhodou OCT je jeho schopnost fixovat fluorescencni
tkan, nevyhodou je naopak horsi schopnost udrzet ji pohromad¢, coz mize vést ke Spatnému
pozorovani morfologické struktury vzorku.

/.

Sagitalni fez Transverzalni fez

Obr. 6: Sagitalni vs. transverzalni Fez (vlastni nakres vytvoreny pomoci BioRender, 2024)

3.1.2 Barveni pomoci protilatek

Nakrajené vzorky byly tfikrat po dobu péti minut promyty v pufru 1x PBS + 0,1 Tween-20
(dadle jen PBS-T), aby doslo k odstranéni OCT. Diky Tween-20 dojde k rozruseni
nespecifickych vazeb a antigeny tak maji vyS$$i senzitivitu pro lepsi navaznost protilatek.
Nasledné byl pfipraven roztok primarni protilatky v 1% BSA (bovinni sérovy albumin) v
daném pomeéru podle druhu markeru (viz. Tabulka 1), ktery byl zvortexovan. Na sklicko
okolo vzorku byla nakreslena hydrofobni bariéra pomoci ochranného pera a na kazdy vzorek
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bylo napipetovano 50 pl roztoku primérni protilatky. Vzorky byly ponechany v tmavém
zvlhé¢eném boxu pfi teploté +4 °C pies noc.

Nasledujici den byly vzorky opét tiikrat promyty v pufru PBS-T po dobu péti minut.
Poté byl pfipraven roztok sekundarni protilatky tak, aby jeji druh byl kompatibilni s primarni
protilatkou (pouzivame stejny zvifeci druh), zarovein musi mit kazda protilatka jiné zbarveni,
abychom je od sebe mohli rozpoznat. Roztok v 1% BSA v poméru 1:800, byl zvortexovan a
zcentrifugovan. Na kazdy vzorek bylo napipetovano 50 pl roztoku sekundarni protilatky.
Vzorky byly ponechdny na 1 hodinu v tmavém zvlhéeném boxu pii pokojové teploté.
Sekundarni protildtky obsahuji fluorofor. Aby nedoslo k jeho vyzareni a zobrazovana tkan
byla fluorescenéni, musime protilatky chranit pted svétlem.

Po uplynuti 1 hodiny byly vzorky tfikrat promyty v pufru PBS-T po dobu péti minut.
Ptipravili jsme roztok DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) v poméru 1:500 (fedéno 1x PBS-T).
Na kazdy vzorek bylo napipetovano 50 pl roztoku. Vzorek byl ponechan 10 minut v tmavém
zvlh¢eném boxu pii pokojové teploté. DAPI slouzi k nabarveni bunééného jadra. V ptipadé
kmene DD, které jiZz diky genetické modifikaci fluorescenci vykazuji, doSlo pouze k barveni
pomoci DAPI.

Vzorky byly naposledy tiikrat promyty v pufru PBS-T po dobu péti minut. Nasledné
doslo k jejich zamontovani pomoci média fluoromount.

Koncentrace primarni Koncentrace sekundarni = Pouzity druh sekundarni
Antigen protilatky Pavod protilatky protilatky
AlF1 1:300 Koza 1:800 anti-goat Alexa 488
COL4 1:500 Kralik 1:800 anti-rabbit Alexa 568
EMCN 1:200 Potkan 1:800 anti-rat Alexa 488
THY1 1:100 Mys 1:800 anti-mouse Alexa 488

anti-mouse Alexa
TUJ1 1:200 Mys 1:800 647/568

Tabulka 1: Koncentrace primarnich a sekundarnich protilatek, jejich plivod a druh

3.1.2.1 Detekované antigeny

AIF1 (allograft inflammatory factor 1) je protein spojeny s aktivaci makrofagii a tudiz reakci
na zanétlivd onemocnéni. Pouziva se k detekci makrofagii nebo mikroglii, coz je typ
makrofagl pfitomen v centralni nervové soustavé (De Leon-Oliva et al., 2023).

COLA4 (collagen IV) je soucasti bazalni membrany krevnich cév. Bazalni membrana je
vrstva mezi endotelovymi buiitkami tvotici extracelularni matrix. Col4 se podili na tvorb¢ a
homeostaze cév (Gan et al., n.d.).

EMCN (endomucin) se nachazi na povrchu endotelovych bunék. Byl detekovan jak v
krevnich, tak lymfatickych cévach (Samulowitz et al., 2002).
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THY1 (Thymus cell antigen 1) je proteinovy marker na povrchu bunék. Lze s nim
detekovat neurony, mezenchymové kmenové buiiky ¢i fibroblasty (Hu et al., 2022).

TUI1 (class Il beta-tubulin) je neuronové specificky protein, ktery byl detekovan v
télech neurond, ale také v jejich axonech a dendritech (Nadal-Nicolas et al., 2023).

DMP1 (dentin matrix acidic phosphoprotein 1) a DSPP (dentin sialophosphoprotein)
jsou proteiny podilejici se na mineralizaci a jsou exprimovany v odontoblastech. Zatimco
DMP1 je exprimovan i v osteoblastech, osteocytech, cementoblastech a cementocytech,
DSPP je exprimovan pouze v odontoblastech (Lavicky et al., 2022).

3.1.3 Analyza pomoci konfokalniho mikroskopu

Vzorky byly zanalyzovany laserovym skenovacim konfokalnim mikroskopem (Zeiss LSM
880). Zdrojem konfokalniho mikroskopu je laser, ktery se postupné posouva ptes cely vzorek,
coz emituje fluorescencni signal, jenZ je poté zobrazovan. Mikroskop dokéze snimat vice
mnozstvi rovin, proto je vhodny i pro 3D struktury (Elliott, 2020). Snimky byly zpracovany v
programu Imaris Viewer (verze 10.2.0).

3.2 Histologické zpracovani

Z divodu detailniho prozkoumani mikroskopického prostiedi mysiho fezaku a jeho
morfologie jsme vyuzili histologického zpracovani vzorkli do parafinu a jejich nasledné
barveni hematoxylinem eosinem a modrym trichromem.

Vlastni prispeni: Opét jsem samostatné provedla disekci celisti a pripravila vzorky k zaliti do
parafinu. Nasledné jsem zpracované vzorky nakrdjela na mikrotomu a pod dohledem jsem
provedla oba druhy barveni dle poskytnutého protokolu. Vzorky jsem nasnimala a
zanalyzovala samostatné.

3.2.1 Odbér, fixace, dekalcifikace vzorku a jejich zaliti do parafinu

U tohoto experimentu jsme pracovali s kmeny C57BL/6 a FT89 (kontrolni, beze zmén v
genomu) myS$ich samicek ve véku 6-8 tydni. Cilem bylo prozkouméni samotné struktury
zubu, tudiz myS$im nebyly zastiihnuty fezdky a byla tak usmrcena pouze kontrolni skupina.
Usmrceni mysi a disekce ¢elisti byly jiz podrobné popsany v kapitole Imunohistochemie.

Vzorky byly nasledné zpracovany stejnym zpusobem jako pii imunohistochemii:
24hodinova fixace v 4% PFA a dekalcifikace v 10% EDTA po dobu 2 tydnli (ménéno kazdé
2-3 dny).

Po uplynuti téchto krokl byly vzorky dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou,
projasnény xylenem a prosyceny parafinem (viz Tabulka 2). Nasledn¢ doSlo k samotnému
zaliti vzorkli do parafinu pfi teploté +60 °C.
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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 2: Proces pfed zalitim vzorkll do parafinu

Po ztuhnuti parafinu byly vzorky nakrajeny na mikrotomu (Leica RM2245) na fezy o
tloustce 6 pum pouze sagitalnim zptisobem. Pomoci vodni ldzné¢ o teplot¢ +45 °C byly
pieneseny na sklicko a po dobu 24 hodin vysouSeny v termostatu pii teploté +37 °C. Takto
zpracované vzorky jsou nasledné uchovavany pii teploté +4 °C.

Vyhodou parafinu je jeho schopnost lepSiho udrzovani morfologie tkdné¢ a moznost
krajeni tencich fezii nez u OCT. Z divodu vysokych teplot pfi fixaci jej vSak nemlzeme
pouzit pro fluorescencni vzorky.

3.2.2 Barveni

Nakrjené¢ vzorky byly rozd€leny do dvou skupin podle ur¢enych histologickych metod
barveni — hematoxylin eosinu a Massonova modrého trichromu.

3.2.2.1 Hematoxylin eosin

Pfi barveni musel byt nejprve xylenem odstranén parafin, pieslo se k rehydrataci ethanolem a
prani ve vod¢. Poté byly vzorky 10 minut barveny v hematoxylinu. Pomoci vody byly vzorky
promyty, aby doSlo k odstranéni pfebytecného barviva. Nasledovalo barveni v eosinu po dobu
5 minut a vzorky byly opét promyty ve vodé. Nasledné byly vzorky dehydratovany
ethanolem, byly ponofeny do zméekcovaciho roztoku (xylen+fenol) a nakonec byly projasnény
v xylenu. (viz Tabulka 3) Po zhotoveném barveni byly vzorky zamontovany pomoci média
pertex.
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Krok Latka Cas

1. Xylen 5 min
2. Xylen 5 min
3. Xylen 5 min
4. Ethanol (100%) 5 min
5. Ethanol (96%) 5 min
6. Voda oplach
7. Hematoxylin 10 min
8. Voda oplach
9. Tepla voda 10 min
10. Eosin 5 min
11. Voda oplach
12. Studend voda 5 min
13. Ethanol (96%) 5 min
14. Ethanol (100%) 5 min
15. Xylen+fenol (1:1) nékolik ponofeni
16. Xylen 5 min
17. Xylen 5 min
18. Zamontovani (pertex)

Tabulka 3: Postup pfi hematoxylin eosinovém barveni

Hematoxylin eosinové barveni je nejcastéj§Sim druhem barveni pouzivanym v
histologii. Vysledkem barveni jsou modro-fialova bunécna jadra (zplsobuje zasadity
hematoxylin) a riZzové zbarveni cytoplazmy, vaziva a svall (zptisobuje kysely eosin).

3.2.2.2 Massoniiv modry trichrom

Pfi barveni byl opét xylenem odstranén parafin a byla provedena rehydratace ethanolem. Poté
byly vzorky 10 minut barveny ve Weigertové hematoxylinu. Pomoci destilované vody byly
vzorky promyty, aby doslo k odstranéni ptebyte¢ného barviva. Nasledovala diferenciace v 3%
kyselém alkoholu, modrani v pramenité vod¢ a oplach v destilované vodé. Pokracovalo se
barvenim v ponceau kyselém fuchsinu (5 minut), oranz G (15 minut) a anilinové modii 2,5%
(3 minuty). Po kazdém barveni doslo k oplachu destilovanou vodou, dokud nebyla voda ¢ira.
Nasledné byly vzorky dehydratovany ethanolem a nakonec byly projasnény v xylenu. (viz.
Tabulka 4) Po zhotoveném barveni byly vzorky zamontovany pomoci média pertex.
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Krok Latka Cas

1. Xylen 5 min
2. Xylen 5 min
3. Xylen 5 min
4. Ethanol (100%) 5 min
5. Ethanol (96%) 5 min
6. Weigertiv hematoxylin 10 min
7. Destilovana voda oplach
8. Diferenciace v 3% kyselém alkoholu
9. Modrani v pramenité vodé 5 min
10. Destilovana voda oplach
11. Ponceau kysely fuchsin 5 min
12. Destilovana voda oplach
13. Oranz G 15 min
14. Destilovana voda oplach
15. Anilinova modf 2,5% 3 min
16. Destilovana voda oplach
17. Ethanol (96%) 5 min
18. Ethanol (100%) 5 min
19. Xylen 5 min
20. Xylen 5 min
21. Zamontovani (pertex)

Tabulka 4: Postup pFi barveni Massonova modrého trichromu

Barveni Massonovym trichromem se obvykle uzivéa k zobrazeni kolagenu. Existuji tii
druhy trichromt, podle obarveni vaziva: Zluty, zeleny a modry. Vysledkem barveni jsou
modrocernd jadra (zpisobuje zasadity Weigertiiv hematoxylin), Cervena svalovina (zplisobuje
ponceau kysely fuchsin), oranzové erytrocyty (zptusobuje kyseld oranz G) a modry kolagen
(zptsobuje kyseld anilinova modr).

3.2.3 Pozorovani pomoci optického mikroskopu

Vzorky byly zanalyzovany a vyfoceny optickym mikroskopem (Leica DM5000 B).
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3.3 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Pro detailni prozkoumani okluzni plochy, respektive struktury tvrdé zubni tkan€ po jejim
poranéni, byla vyuZzita metoda rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM).

Viastni prispeni: Podilela jsem se na disekci mandibuly a ndsledné jsem samostatné
pripravovala vzorky pred samotnym mikroskopovanim dle poskytnutych protokolii. Pod
dozorem jsem na mikroskopu poridila cast snimkii, které jsem ndsledné analyzovala.

3.3.1 Odbér, fixace a oplach vzorki

V experimentu jsme pracovali s my$im kmenem DD, ktery je geneticky upraveny a vykazuje
fluorescencni signdl, jak bylo specifikovano v kapitole Imunohistochemie.

Mysi byly rozdéleny do skupin, kde jim byla zastfihnuta ¢ast pravého fezaku v distalni
¢asti mandibuly, a to bud’ 1krat, 4krat a 4krat, kdy byla myS§ usmrcena az po 14 dnech od
posledniho zastfihnuti. Zaroven byla utvofena kontrolni skupina bez zastfihnuti mandibuly.
Mezi kazdym zastiihnutim byl ¢asovy bod 3 dny, kdy 4. den probihajiciho hojeni doslo k
ptipadnému dal§imu zasttizeni nebo usmrceni.

Usmrceni bylo provedeno inhalaci anestetika izofluoranu a naslednou cervikalni
dislokaci. Nasledn¢ se provedla disekce mandibuly (podrobné€ji popsdno v Kkapitole
Imunohistochemie).

Vzorky byly nejprve fixovany v 3% glutaraldehydu (6% glutar + kakodylatovy pufr
zasadity, v poméru 1:1) po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté. Poté doslo k oplachu
kakodylatovym pufrem 100mM (kakodylatovy pufr zasadity + milli-Q voda, v poméru 1:1)
tiikrat po deseti minutach.

3.3.2 Dehydratace vzorkii, leptani kyselinou a pozlaceni

Dalsim krokem piipravy vzorkl byly jejich dehydratace vzestupnou alkoholovou fadou, kdy
vzorky byly tfikrat po dobu deseti minut odvodiiovany v 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% a
100% ethanolu.

Posléze byly vzorky po dobu dvou dnti vysouSeny v susici troubé pii teploté + 65°C.
Nasledovalo leptani kyselinou: vzorky byly po dobu 15 sekund ponoieny v 0,2% kyseling
sirové a po stejny Cas promyty v destilované vodé&. Tento proces byl zopakovan tiikrat.
Leptani kyselinou se provadi z divodu odhaleni mikroskopické struktury dentinu, coZ umozni
jeho detailni pozorovani pti mikroskopii.

Poslednim krokem pfipravy vzorkli pfed mikroskopovanim je jejich pozlaceni.
Pozlaceni bylo provedeno pomoci naprasovacky kovi (Balzers SCD 040) pfi tlaku 0,15 mbar
a proudu 30 mA po dobu 3 minut. Vykondva se kvili nevodivému povrchu vzorku, coz pfi
mikroskopii zhorSuje kvalitu obrazu. Pozlaceni zajisti elektrickou vodivost vzorku a odvede
piebytecny ndboj.
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3.3.3 Analyza pomoci elektronového mikroskopu

Vzorky byly zanalyzovany a vyfoceny pomoci elektronového mikroskopu (Tescan Vega TS
5136 XM).

Existuji dva zékladni druhy elektronové mikroskopie: transmisni elektronova
mikroskopie (TEM) a rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM), se kterou jsme pracovali v
experimentu. Jejim zdrojem jsou elektrony primarniho svazku, jez jsou vypuzeny, narazi na
elektrony atomu vzorku a vypudi je z atomi. Tyto elektrony se nazyvaji sekundarni elektrony
a jsou zobrazeny pomoci detektoru, ktery vytvoti vysledny obraz (Mohammed and Abdullah,
n.d.).
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4 VYSLEDKY

4.1 Detekce bunécnych typii ve Spicce Fezaku

4.1.1 Porovnani zdravych a poranénych rezaku

Rozdilnd mira fluorescencniho signalu mezi poskozenymi a zdravymi fezaky je znatelna
primarn¢ v oblasti Spicky fezaku.

Obr. 7: Mandibularni Fezak bez zastfihnuti, s detailem na SpiCku Fezaku (vlastni snimky). Sagitalni
fez. BI6 mysS, protilatky COL4, AIF1 + DAPI. a — Mandibularni fezak rozliSitelny na buriky pulpy, dentinu
a zubniho epitelu. ZvétSeni 10x, tilescan, méfitko: 500 pm. a’— Detail na distalni konec Fezaku,
konkrétné bunky pulpy, krevni cévy a makrofagy. ZvétSeni 40x, z-stack, méfitko: 50 um.

E “~.__dentin

Obr. 8: Mandibularni fezak 6 hodin po zastfihnuti, s detailem na Spi€ku Fezaku (vlastni snimky).
Sagitalni Fez. BI6 myS, protilatky COL4, AIF1 + DAPI. a — Mandibularni Fezak rozliSitelny na bunfky
pulpy, dentinu a zubniho epitelu. ZvétSeni 10x, tilescan, méfitko: 500 um. a’— Detail na distalni konec
Fezaku, konkrétn& buriky pulpy, krevni cévy, makrofagy a dentin. Sipky zd(irazfiuji vyskyt dentinovych
tubull. ZvétSeni 40x, z-stack, méfitko: 50 pm.
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Jak lze vidét na obrazcich 7 a 8, koncentrace makrofagti (AIF1) se po poranéni v misté
Spicky zvysila. V poranéném fezaku byly makrofagy koncentrovany i v oblasti dentinu, kde
diive nebyly detekovany. To by mohlo potvrzovat nas$i tezi o spojitosti s aktivni imunitni
odpovédi v oblasti §picky fezaku, ktera zatim neni detailné prozkoumaéna.

V piipadé¢ miry fluorescence COL4 (obr. 7 a 8) je rozdil mezi poranénym a
nepoSkozenym fezdkem, kde se jeho koncentrace zvySuje po poranéni. Pravdépodobné se
bude jednat o pfirozenou reakci na poranéni, kdy cévy rozsifi své zasobeni diky angiogenezi a
aktivné se podileji na hojeni. Zaroven by se mohlo jednat o pericyty, které byly v oblasti
Spicky jiz diive popsany, nebot’ se hojné podileji na regeneraci

dentin

Obr. 9: Spicka maxildrniho Feziku bez zastfihnuti (vlastni snimek). Detail na distalni konec fezéku,
konkrétn& buriky pulpy a dentin. Sipky zdUrazfiuji vyskyt nervovych bunék a makrofag(. Sagitalni fez.
BI6 mys, protilatky AIF1, TUJ1 + DAPI. ZvétSeni 10x, z-stack, méfitko: 120 um.

Obr. 10: épiéka maxilarniho Fezaku 6 hodin po zastfihnuti (vlastni snimek). Detail na distaIni konec
fezaku, konkrétné& bufiky pulpy a dentin. Sipky zdCrazfiuji vyskyt nervovych bun&k a makrofagu.
Sagitalni fez. BI6 mysS, protilatky AIF1, TUJ1 + DAPI. ZvétSeni 10x, z-stack, mé&Fitko: 150 pum.

Pti detekci antigenu AIF1, avSak v maxilarni $pi¢ce fezaku (obr. 9 a 10) byla mira
vyskytu makrofagli hojna jiz u nepoSkozeného fezdku a po poranéni se pfiliS nezvysila.
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Dtivodem by mohla byt samotnd funkce makrofagt, které se podileji i na odstraiiovani
starnoucich bun¢k, coz by odpovidalo specifikaci kontinualniho dortistdni mysiho fezdku a
jeho neustél¢ abrazi.

V maxilarnim fezaku byl misto COL4 detekovan antigen TUJ1 (obr. 9 a 10). Obecné
lze fici, ze rozdil fluorescencniho signalu mezi zdravym a poranénym fezédkem zde byl
nejvice patrny. U nezastfihnuté Spicky se nervové bunky vyskytovaly pfevazné v dentinu
okolo pulpy. Po zastfihnuti se jejich intenzita v pulpé viditeln¢ zvysila. To potvrzuje, Ze
nervové buiky reaguji na buniky imunitni a pfi poranéni spolu navzajem komunikuji. Zaroven
se Schwannovy buiky podileji na tvorbé regenerativniho dentinu a mohly by tak
komunikovat s odontoblasty.

Obr. 11: Maxilarni labialni a lingvalni cervikalni klicka bez zastfihnuti (vlastni snimek). Zobrazeni
apikalni Casti fezaku, prostiedi pulpy, labialni cervikalni kliGky (laCL), lingvalni cervikalni kliCky (liCL) a
&ast prostfedi alveolarni kosti. Sipky zdtrazfiuji vyskyt nervovych bun&k a makrofagl. Sagitdlni Fez.
Bl6 myS, protilatky AIF1, TUJ1 + DAPI. ZvétSeni 10x, z-stack, tilescan, méfitko: 200 um.
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~alveolam kost:

Obr. 12: Maxilarni labialni cervikalni klicka 6 hodin po zastfihnuti (vlastni snimek). Zobrazeni
apikalni Casti Fezaku, prostfedi pulpy, labialni cervikalni kliCky (laCL) a &ast prostfedi alveolarni kosti.
Sipky zdUrazfiuji vyskyt nervovych bun&k a makrofag(. Sagitalni Fez. BI6 my$, protilatky AIF1, TUJ1 +
DAPI. ZvétSeni 10x, z-stack, tilescan, méfitko: 200 um.

V oblasti lingvalni cervikalni klicky maxilarniho fezaku (obr. 11 a 12) se naopak
mnozstvi makrofagii po poranéni zvysilo. Aktivace a Sifeni makrofagii pulpou by mohly mit
delsi casovy horizont, nez dorazi k samotné Spicce, tudiz by bylo dobré detekovat tuto oblast i
v pozdéjsim Case po poranéni.

U lingvalni cervikalni klicky (obr. 11 a 12) se nervové buiiky hojné vyskytuji, ale po
poranéni nedoslo k zdsadni zméné jejich miry vyskytu. Mohly by pfispivat k regeneraci
primarn¢ v distalni ¢asti fezaku.

Zajimave se jevi rozmisténi téchto bunécnych typt. Ve zdravé $pi¢ce mandibularniho
fezadku bunécné typy pusobi vice souvisle, ale pfi pohledu na poskozeni si 1ze vSimnout slabsi
miry fluorescence v nejdistalngjsi ¢asti. Blize apikalni oblasti je mira signalu naopak silné;si.
V maxilarni Spic¢ce fezaku nebyly tyto zmény patrné ani u jinych vysledki. Mohlo by se tak
jednat o rozdil mezi maxilou a mandibulou. V piipad¢ imunohistochemickych metod vsak
casto miZze dochdzet k nespecifické fluorescenci a pro Uplné zavéry by bylo nutné
experimenty replikovat.

4.1.2 Specifikace dalSich antigenii ve zdravém rezaku

Dalsi vzorky, na nichz byly antigeny detekovany, jiz zastfihnuty nebyly, a tudiz se jedna
pouze o popis vyskytu jednotlivych bunéénych typti ve zdravém mysSim fezaku.
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Obr. 13: Mandibularni SpiCka Fezaku bez zastfihnuti (vlastni snimek). Detail na distalni konec
fezéku, pfimy pfechod pulpy mezi vn&j§im a vnitfnim prostfedim a prostfedi dentinu. Sipky znadi
pravdépodobny vyskyt nervovych bunék &i fibroblast(l. Sagitélni Fez. BI6 myS, protilatka THY1 + DAPI.
ZvétSeni 63x, méfitko: 40 um.

Pii detekci antigenu THY1 v mandibuldrni Spicce tfezdku (obr. 13) bylo obtizné
detekovat skutecny signal od nespecifické fluorescence. Za skutecné bychom mohli
povazovat pouze viditelny nejsilnéjsi signal, ale k potvrzeni by bylo potfeba experiment
nékolikrat opakovat. Nervové buiiky v oblasti pulpy zde pfesto jiz byly detekovany, zajimava
by byla detekce fibroblasti. Ty se vSak pravdépodobné budou vice vyskytovat v apikalni
¢asti, kde se podileji na signalizaci kmenovych bun¢k.

dentin
EMCN

Obr. 14: Mandibularni fezak bez zastfihnuti s detailem na distalni €ast pulpy Fezaku (vlastni
snimky). SagitdIni fez. BI6 myS, protildtky COL4, TUJ1, EMCN + DAPL. a — Mandibularni fezak
rozliSitelny na bunky pulpy, dentinu, zubniho epitelu a molard. ZvétSeni 10x, méFitko: 1500 um. a’-
Detail na distalni konec fezdku, konkrétné bufky pulpy, krevni cévy a nervové buriky. ZvétSeni 64x,
méfitko: 80 um.
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Obr. 15: Maxilarni fezak bez zastfihnuti, s detailem na pulpu Fezaku (vlastni snimky). Transverzalni
fez. F/D2 myS, protilatky COL4, TUJ1, EMCN + DAPI. a — Maxilarni Ffezak rozliSitelny na bufiky pulpy,
dentinu a zubniho epitelu. ZvétSeni 10x, méfitko: 600 um. a’— Detail na pulpu fezadku, konkrétné
krevni cévy a nervové burtiky. Sipky zdUrazfiuji vyskyt nervovych bunék. ZvétSeni 63x, méFitko: 60
um.

alveolami kost

epitel

Obr. 16: Maxilarni Fezak bez zastfrihnuti (vlastni snimek). Maxilarni Fezak rozliSitelny na buriky pulpy,

dentinu a zubniho epitelu, jeZ je vnofeny do alveolarni kosti. Sipky zdtrazfiuji vyskyt nervovych
bunék a krevnich cév. Sagitalni fez. F/D2 myS, protilatky COL4, TUJ1, EMCN + DAPI. ZvétSeni 10x,
méfitko: 1000 pum.

COL4 byl ve zdravém ftezdku detekovan jak ve Spicce fezdku (obr. 14), tak i v
maxilarni pulpé (obr. 15) ¢i celém maxilarnim fezaku (obr. 16). Tyto snimky tak poskytuji
piehled o prokrveni zubu a zaroven rozvijeji mysSlenku o komplexité imunitniho systému
mysiho chrupu.
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TUJI1 se taktéz hojné vyskytuje v fezaku a prevazné na prehledovych snimcich si lze
vSimnout silné inervace fezadku. Timto mzeme pfispét k tezi o komunikaci mezi distalni a
apikalni ¢asti zubu nejen pii hojeni, ale také pii sebeobnove a ptirozené abrazi.

Endomucin (EMCN) nebyl v poSkozenych fezacich detekovan a v budoucich
experimentech by se dalo na tento antigen podrobnéji zamétit. Nyné&jsi (bil€) zbarveni vSak
ptiliS neptispiva ke snadnému rozliSeni specifického signalu od nespecifického.
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4.1.3 Detekce DMP1 a DSPP proteint

K piesné detekci proteint, jez se podileji na mineralizaci v oblasti §picky fezdku byl vyuzit
DMP1-Cherry/DSPP-Cerulean mysi kmen, ktery exprimuje Cerveny fluorescen¢ni signal u
odontoblastl, osteoblastli, osteocytil, cementoblastii a cementocyti (DMP1), zaroveit modry
fluorescen¢ni signal u odontoblastli (DSPP) (Vijaykumar et al., 2019). Tyto proteiny je tak
mozné ve vysokém rozliSeni detekovat 1 bez dal§iho THC barveni.

Obr. 17: Mandibularni SpiCka Fezaku bez zastfihnuti, s detailem na rozhrani mezi pulpou a
dentinem (vlastni snimky). Sagitéini fez, sklo 2.2. DD myS$ + DAPI. a — Mandibularni SpiCka Fezaku,
rozliSitelna na strukturu pulpy a dentinu, dle mineralizaénich proteinU. ZvétSeni 10x, z-stack, méfitko:
200 pum. @’ Detail na rozhrani mezi pulpou a dentinem. Sipky zd(irazfiuji vyskyt dentinovych tubuld.
ZvétSeni 25x, z-stack, méfitko: 100 um.

Obr. 18: Mandibularni SpiCka Fezaku bez zastfihnuti, s detailem na rozhrani mezi pulpou a
dentinem (vlastni snimky). Sagitalni fez, sklo 2.5. DD myS + DAPI. a — Mandibularni SpiCka Fezaku,
rozliSitelna na strukturu pulpy a dentinu, dle mineralizanich proteinl. ZvétSeni 25x, z-stack, tilescan,
mé&fitko: 200 um. a’~ Detail na rozhrani mezi pulpou a dentinem. Sipky zdGrazfiuji vyskyt dentinovych
tubull. ZvétSeni 25x, z-stack, méfitko: 100 pm.
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dentin

.- pulpa

DSPP

Obr. 19: Mandibularni Fezdk bez zastfihnuti, s detailem na pulpu Fezdku (vlastni snimky).
Transverzalni fez. DD my$ + DAPI. a — Mandibularni Fezak rozliSitelny na buriky pulpy, dentinu a
zubniho epitelu, dle mineralizaCnich protein(l. ZvétSeni 10x, z-stack, méFitko: 400 um. a’- Detail na
prostfedi mezi pulpou a dentinem. ZvétSeni 25x, z-stack, tilescan, méfitko: 200 um.

Na obrazcich (priméarné 17, 18, 20 a 21) si lze vS§imnout DMP1 a DSPP znacici
dentinové tubuly. Dentinové tubuly vSak byly jiz dfive pozorovany, na rozdil od pulpy v
distalni ¢asti fezdku. Prozkoumani oblasti pulpy je dilezité z divodu pochopeni mechanismil
mezi dentinem a pulpou pfi regeneraci, ale také homeostaze.

dentin

dentinové tubuly

Obr. 20: Mandibularni pulpa Fezaku bez zastfihnuti, s blizSim detailem na rozhrani pulpy a dentinu
(vlastni snimky). Transverzalni fez. DD my$ + DAPI. a — Prostfedi mezi pulpou a dentinem, dle
mineralizaGnich protein(l. ZvétSeni 25x, z-stack, tilescan, méfitko: 200 um. a’— Detailni zobrazeni
dentinovych tubuldl, jeZ jsou zdlraznény Sipkami. ZvétSeni 25x, z-stack, méfitko: 100 um.
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Obr. 21: Maxilarni SpiCka Fezaku bez zastfihnuti (vlastni snimek). Maxilarni SpiCka Fezaku,
rozliSitelna na strukturu pulpy a dentinu, respektive dentinovych tubul( dle mineralizaCnich proteinu.
Sagitalni fez. DD myS$ + DAPI. ZvétSeni 25x, z-stack, tilescan, méfitko: 200 pm.

Opét je v nejdistalngjsi ¢asti mandibularni Spicky fezdku slabsi fluorescence (obr. 18),
kde se vyskytuje hlavné bunécné barvivo DAPI, v dalsi ¢asti je jiZ intenzita signalu siln&jsi. V
pfipadé maxilarni Spicky fezaku (obr. 21) je intenzita vSude pomérné rovnomeérna. Pfi¢inou by
opét mohl byt rozdil na bunééné trovni mezi maxilou a mandibulou, kterd by mohla byt pfi
mechanickém zpracovani potravy vice zatéZovana. Nebo ve Spicce zubu nemusi dochazet k
tak intenzivni tvorbé zubni matrix, kdyz je distalni Cast neustale obruSovana. Znovu je vSak
nutné provést dalsi experimenty.

Obr. 22: Mandibularni SpiCka Fezdku bez zastfihnuti (vlastni snimek). Mandibularni Spi¢ka fezaku
rozliSitelna na strukturu pulpy a dentinu, respektive dentinovych tubul( dle mineralizaGnich proteinu.
Sagitalni fez. DD my$ + DAPI. ZvétSeni 10x, z-stack, méfitko: 200 um.
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Obr. 23: Mandibularni pulpa fezdku bez zastfihnuti (vlastni snimek). Mandibuldrni SpiCka fezaku,
rozliSitelna na strukturu pulpy (pfi krajeni na tenké Fezy doSlo k jejimu roztrZeni) a dentinu,

respektive dentinovych tubull dle mineralizaCnich protein(l. Sagitalni fez. DD myS + DAPI. ZvétSeni
10x, z-stack, méfitko: 200 um.

dentin

Obr. 24: Maxilarni pulpa Fezaku bez zastfihnuti (vlastni snimek). Maxilarni pulpa Fezaku, rozliSitelna
na strukturu pulpy a dentinu, respektive dentinovych tubull dle mineralizadnich proteinU.
Transverzalni fez. DD my$ + DAPI. ZvétSeni 25x, z-stack, tilescan, méfitko: 200 um.
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Obr. 25: Detail na maxilarni pulpu Fezaku bez zastfihnuti (vlastni snimek). Maxilarni pulpa fezéku
(detail), rozliSitelna na strukturu pulpy a dentinu, respektive dentinovych tubul(l dle mineralizaCnich
proteinU. Transverzalni fez. DD my$ + DAPI. ZvétSeni 25x, z-stack, méfitko: 120 um.

U transverzalnich fezi maxily a mandibuly nejsou pfilisné rozdily mezi intenzitou i
rozmisténim fluorescence a jednotlivych typl proteint.

Z vysledkli mizeme vyvodit hojny vyskyt matrix produkujicich proteini v pulpé€.
Zatimco DSPP je specificky pro odontoblasty a jeho fluorescence je v pulpé rozsahlejsi,
DMP1 se podili 1 na mineralizovani jinych tvrdych tkani. ZvySena intenzita DSPP muzZe byt
také zplisobena autofluorescenci, coz negativné ovliviluje spravné rozliSeni specifického
signalu. Narozdil od DMP1, jehoz intenzita se jevi vice specificky.
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4.2 Morfologicka struktura rezaku

4.2.1 Mandibula

—a

Obr. 26: Mandibularni Fezak bez zastfihnuti (vlastni snimky). Sagitalni fez. BI6 mysS, sklo 2.5, fez 1.
Hematoxylin eosinové barveni. A — Oblast labialni cervikalni kli€ky (laCL) a pulpy, zvétSeni 5x. B —
Oblast SpiCky fezdku s dentinem, zvétSeni 20x. C — Oblast SpiCky Fezdku s periodontalnim
ligamentem (PDL) a dentinem, zvétSeni 10x.

Obr. 27: Mandibularni $piCky Fezak( bez zastfihnuti (vlastni snimky). Sagitalni Fezy. BI6 mysS. A: sklo
2.5, B-D: sklo 2.1. Hematoxylin eosinové barveni. A — Detail na dentin a pulpu, zvétSeni 10x, fez 4. B -
Detail na dentin, pulpu, periodontalni ligament (PDL) a alveolarni kost, zvétSeni 5x, fez 1. C — Detail
na dentin, pulpu, periodontalni ligament (PDL) a alveolarni kost, zvétSeni 5x, fez 2. D — Zobrazeni
dentinu a periodontélniho ligamentu (PDL), zvétSeni 10x, Fez 2.
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Obr. 28: Mandibularni Spicky Fezak(li bez zastfihnuti (vlastni snimky). Sagitalni fezy. Barveni
Massonovym modrym trichromem. A-E: BI6 myS, sklo 2.2, fez 4. F: FT89 my$, sklo 1.5, fez 3. A —
Pfehledovy snimek SpiCky Fezadku, zvétSeni 5x. B — Zobrazeni pulpy, dentinu a periodontalniho
ligamentu (PDL), zvétSeni 10x. C — Rozhrani mezi pulpou, dentinem a periodontalnim ligamentem
(PDL), zvétSeni 20x. D — Detail na periodontalni ligament (PDL), zvétSeni 40x. E — Detail na
periodontalni ligament (PDL), zvétSeni 40x. F — Zobrazeni dentinu a periodontalniho ligamentu (PDL),
zvétSeni 10x.

Tyto snimky zaznamenavaji samotnou strukturu dosud hojné neprozkoumané distalni
¢asti mandibuldrniho fezéku i s ukazkou labidlni cervikdlni klicky (obr. 26A). Na nékterych
snimcich 1ze pozorovat strukturu pulpy (obr. 27A/B/C, 28A/B) nebo periodontalniho
ligamentu (PDL) (obr. 26C, 27B/C/D, 28B-F). PDL zasahuje piimo na konec S$picky zubu.
Detaily na Spicku fezédku zobrazuji jeji specificky zalomeny tvar vyskytujici se z divodu
piirozené abraze.
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4.2.2 Maxila

Obr. 29: Maxilarni Fezak bez zastfihnuti (vlastni snimky). Sagitalni Fez. BI6 myS, sklo 2.1. Hematoxylin
eosinové barveni. A — Oblast $piCky fezdku s dentinem, pulpou, periodontalnim ligamentem (PDL) a
alveolarni kosti, zvétSeni 5x, fez 3. B — Oblast labialni (IaCL) a lingvalni (liCL) cervikalni kliCky Fezaku s
pulpou, zvétSeni 5x, fez 4.

Obr. 30: Maxilarni $picky Fezak(l bez zastfihnuti (vlastni snimky). Sagitélni Fezy. BI6 mys, sklo 2.2.
Barveni Massonovym modrym trichromem. A — Zobrazeni pulpy, dentinu, periodontalniho ligamentu
(PDL) a alveolarni kosti, zvétSeni 5x, fez 1. B — Detail na periodontalni ligament (PDL) a dentin,
zvétSeni 10x, Fez 1. C — Zobrazeni pulpy, dentinu, periodontalniho ligamentu (PDL) a alveolarni kosti,
zvétSeni 5x, fez 2.

Na snimcich je detailné zachycena hranice mezi pulpou, PDL a dentinem v distalni
¢asti maxilarniho ftezdku. Dale byly zaznamenany snimky lingvalnich a labidlnich
cervikélnich klicek v apikalni ¢asti fezdku (obr. 29B). Barveni modrym trichromem dobfie
rozliSuje PDL (obr. 30) a stejn¢ jako v pfipadé¢ mandibuldrniho fezéku, i1 zde jde specificky
vidét morfologicka struktura Spicky fezdku s jejim otevienim piimo u PDL.
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4.3 Hojeni na urovni tvrdych tkani

4x zastiihnuty
kontrola 1x zastiihnuty 4x zastiithnuty (14 dnt hojeni)

piehled

pulpa

Obr. 31: Pfehledové snimky okluzni Casti levého Fezaku — kontrolni, nepoSkozena strana (vlastni
snimky). DD mysSi. SE detektor. ZvétSeni: pfehled 50-75x, pulpa 300x, dentin pobliz pulpy 3300x (1x

zastfihnuty) a 1500x. Mé&fFitko: pfehled 1 mm, pulpa 200 pm, dentin pobliz pulpy 20um (1x
zastfihnuty), 50 um (ostatni).
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4x zastiihnuty
kontrola 1x zastiihnuty 4x zastiihnuty (14 dnii hojeni)

pulpa

dentin pobliz pulpy

Obr. 32: Pfehledové snimky okluzni €asti pravého Fezadku (vlastni snimky). DD mySi. SE detektor.
ZvétSeni: pfehled 60-90x, pulpa 300x, dentin pobliz pulpy 3300x (1x zastfihnuty) a 1500x. Méfitko:
pfehled 500 um (kontrola), 1 mm (ostatni), pulpa 200 um, dentin pobliZ pulpy 50 um.

Zastiihnuti okluzni plochy fezdku uz od pohledu méni jeji vzhled, nebot plocha
obvykle neni tiplné zarovnan4, ale nékteré ¢asti jsou vice vystouplé a zaoblené. Rezak celou
okluzi béhem hojeni navraci do plivodni podoby a po 14 dnech si uZ miZeme vSimnout
rozdilt (obr. 32).

Po zastfiZzeni zubu dojde k rozsifeni otvoru pulpy (obr. 32). Zub totiZ zrychli sviij rust
do délky, ale po dalSich zastfizenich uZ nestihd zesilit svoji st€énu. Po 14 dnech hojeni se
otevieni zacind viditeln¢ zmenSovat a navracet do ptivodniho stavu. Pfi rozsifeni otvoru pulpy
by mohly byt mysi nachylnéjsi k infekcim.

Na rozhrani mezi dentinem a pulpou si mizeme Iépe vSimnout samotné struktury
pulpy, kterd je narozdil od dentinu a enamelu mékkou tkéani. Jedné se o pfechod zubu mezi
vnéjS$im a vnitinim prostiedim, jenz se v prib¢hu hojeni postupné stahuje.
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4x zastfihnuty
1x zastiithnuty 4x zastnhnuty (14 dna hojeni)

dentin

dentino-enamelovy
SpojJ

enamel

Obr. 33: Detailni snimky okluzni Casti levého Fezaku — kontrolni, nepoSkozena strana (vlastni
snimky). DD mySi. SE detektor. ZvétSeni: dentin 3300x a 1500x (4x zastfihnuty), dentino-enamelovy
spoj 3300x a 1500x (4x zastfihnuty), enamel 3300x. Méfitko: dentin 20 pum (ostatni), 50 um (4x
zastfihnuty, 14 dn0 hojeni), dentino-enamelovy spoj 20 um (ostatni), 50 um (4x zastfihnuty), enamel

20 pum.
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kontrola 1x zastfihnuty 4x zastfihnuty (14 dnt hojeni)

dentin

dentino-enamelovy
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Obr. 34: Detailni snimky okluzni CGasti pravého Fezaku (vlastni snimky). DD mysSi. SE detektor.
ZvétSeni: dentin 3300x, dentino-enamelovy spoj 3350x (1x zastfihnuty) a 1500x, enamel 3300x.
Méfitko: dentin 20 um, dentino-enamelovy spoj 50 pm, enamel 20 pm.

Na obrazcich 33 a 34 uz pozorujeme detailni struktury tvrdych tkdni a tedy vnéjsi
oblast zubu bez i po poSkozeni. Struktura dentinu se po 4 zastiihnutich zménila, ale po 14
dnech hojeni nejsou vidét znatelné zmény, pouze hrubsi textura dentinu (obr. 34). Hojeni
vnéjsi oblasti zubu bude tedy pravdépodobné trvat déle. Zmény u dentino-enamelového spoje
béhem hojeni ukazuji hladsi pfechod mezi témito strukturami. Krystalicky vzhled enamelu je
v kazdé oblasti fezaku trochu jiny, ale obecné muizeme fici, Ze dand vldkna jsou v béZzném
stavu prodlouZend a pti poranéni jsou krat§i. Béhem hojeni se postupné prodluzuji.
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5 DISKUSE

Distalni ¢ast mySiho fezdku se v literatufe pfiliS neobjevuje a pred jejim detailnim
prozkoumanim se dava piednost Casti apikalni, ve které se nachazeji kmenové bunky.
Studium kmenovych bunék je nepochybné diilezité pro spravné pochopeni regenerace a
moznému budoucimu vyuziti v regenerativni medicin€. Pro spravné pochopeni aktivace a
bunécné proliferace v apikalni ¢asti fezaku je vSak neméné dilezité studovat ¢ast distalni, jez
s mikroprostiedim kmenovych bunck interaguje prostfednictvim signéalnich drah, nervovych
bunek, krevniho fecisté ¢i imunitniho systému (Krivanek et al., 2017).

Tato prace se zabyva studiem bunécnych typua v distalni ¢asti fezaku, jeho morfologii a
také zménami na Urovni tvrdych tkani po poranéni. O této problematice se odborn4 literatura
sice zminuje (Yu and Klein, 2020), ale nevénuje se mySlence komunikace mezi apikalnim a
distalnim prostfedim, kterou tato prace pomaha oteviit diky jednotlivym experimentalnim
metodam.

Konkrétné¢ imunohistochemické metody potvrdily vyskyt krevnich cév (COLA4,
EMCN) a nervovych bun€k (TUJ1) v distalni oblasti fezdku, pfedevsim v pulpé. Vysledky
detailngji popisuji inervaci a prokrveni celého fezaku. Zvysend koncentrace téchto antigenti
pii poranéni hypoteticky souvisi se zvySenim poctu pericytd, angiogenezi a komunikaci nervi
s mikroprostiedim pulpy pro zrychleni diferenciace a nasledné obnoveni zubni tkané. Hojny
vyskyt makrofagl (AIF1) v neporanéné Spicce fezaku naznacuje, Ze by se mohly podilet nejen
na hojeni a imunitni ochrané, ale 1 na pfirozené obnové u kontinualniho dortstani z davodu
abraze. Dale v této oblasti fezaku doslo k detekci proteint, které se podileji na mineralizaci
(DMP1, DSPP). Identifikace mineralizacnich proteind v pulpé Gzce souvisi s obnovou okluzni
roviny fezéku, kterd byla snimana na elektronovém mikroskopu. Pfi poranéni je pulpa v
bliz§im kontaktu s vnéjS$im prostfedim, nebot’ ma rozsiteny otvor. Jak dochazi k hojeni, otvor
se postupné stahuje, na coz by mohly mit vliv i jiz zminéné DMP1 a DSPP proteiny v distalni
oblasti. Pfi rozsifeni otvoru mize byt zub nachylnéjsi k infekcim a pravdépodobné se zde tak
vyskytuje 1 vEétSsi mnoZstvi imunitnich buné€k. Anatomie Spicky fezaku diky histologickym
metodam zase zobrazuje zatim hojn¢ nezkoumanou morfologii zubu kli¢ovou pro dalsi
studium.

Mys pomoci fezdku objevuje okolni prostiedi, pti€emz pii poranéni se zrychli exprese
kmenovych bun¢k, coZ umoznuje jeho op&tovny rist (An et al., 2018). Pomoci komunikace s
vngj$im a vnitinim prostfedim by mohla existovat spojitost s regulaci exprese signalnich drah.
Dal8imi postupy by mohla byt rozséhlejsi detekce bunécnych typt ve Spicce fezdku nebo
zmapovani hlodavct a zajicoved, u kterych se toto otevieni vyskytuje.

Po ptecteni odborné literatury (Renvois¢é and Michon, 2014) se nabizi nékolik
moznych teorii otevieni Spicky fezdku. Jeho vyskyt by mohl byt dan evolu¢nim uspofadanim
Hertwigovy epitelové kofenové pochvy, nebot’ se podili na formaci kofenovych kanalka a
brani uplnému vytvarovani kofene. Mohlo by se také jednat o evolu¢ni mechanismus, jenz
budou mit spojeny hlodavci a zajicovci, u kterych se kontinualné doristajici chrup vyviji v
podobnou dobu a jsou si evoluéné nejblize. Mozna se jednalo o vyvojovy aspekt, ktery se
pravé vyvinul z diivodu imunitni obrany ¢i mechanosenzitivniho vnimani.
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Pokud odhalime, jak evolucné doslo k preméné z brachydontniho chrupu do
hypselodontniho na molekuldrni tirovni, mohli bychom se pfiblizit budoucnosti regenerativni
mediciny. Jednotlivé genové exprese a tkanova uspotfadani by mohly byt zkoumany s cilem
budouci implementace na lidsky chrup, ktery by byl po modifikaci schopen sebeobnovy.

Z prace se vSak nedaji vyvozovat finalni zavéry a bude zapotiebi experimenty rozsitit
na vice vzorkid. Nicméné nynéjsi experimenty jiZ tuto tezi potvrzuji a Spicka fezaku rozhodné
predstavuje kliCovou oblast pro dal$i vyzkum v oblasti regenerace ¢i imunitniho systému
hlodavct.
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6 ZAVER

Tato prace se zabyva studiem S$picky v distalni ¢asti mySiho fezaku a jeji reakci na poranéni,
coz je doposud nepfilis prozkoumana oblast tohoto komplexniho systému. Projekt se skladal z
vice experimentalnich casti, jez mé¢ly za cil toto prostiedi zmapovat v jeho fyziologické
podob¢ 1 v reakci na mechanické poskozeni. Konkrétné¢ byly pomoci imunohistochemie
detekovany antigeny AIF1, COL4, TUJ1, THY1, EMCN, proteiny DMP1 a DSPP, jez byly jiz
diive popsany hlavné v apikalni ¢asti fezaku. Diky pokroc¢ilym zobrazovacim metodam byly
fezaky pozorovany na morfologické Grovni a také na Grovni tvrdych tkani.

Vyzkum potvrdil pfitomnost jednotlivych antigenli a zaroven byla popsana jejich
piipadnd zména vyskytu po poskozeni fezaku. V distalni Casti zubni pulpy byly detekovany
buiiky COL4, EMCN a TUJ1, coz detailnéji zobrazuje prokrvenost a inervaci prostiedi. Po
poskozeni byla jejich koncentrace zvySena, coz je zplsobeno piirozenou reakci zubu na
poranéni, kdy dochazi k vyssimu prokrveni, coz ovliviuyji i nervové bunky. Vyskyt AIF1 byl
hojné zaznamendn i ve zdravém fezaku. To podporuje tezi o vysoké imunitni ochrané vici
vnéj§imu prostfedi. THY1 mél vysokou miru nespecifického signalu a z téchto dat zatim
nelze vyvodit zavér. Posledni detekované byly proteiny DMP1 a DSPP, které¢ se hojné podile;ji
na mineralizaci, pravdépodobné i na zmenSovani otvoru pulpy do vnéjsiho prostiedi v
ptipadé, ze dojde k poskozeni fezéku.

Histologické snimky zobrazuji Spicku ftezdku z jiného pohledu a mohou byt
napomocné do studia vyvojové biologie, histologie a anatomie ¢i v budouci aplikaci do
vyzkumu.

V piipad¢ hojeni na arovni tvrdych tkéni se otvor pulpy postupné rozsifoval, nebot’
zub akceleroval sviij rist do délky a nestihal ztluStovat svou sténu. Patrnd zména byla i na
celé okluzni ploSe fezaku ¢i na mikroskopické struktute krystalického enamelu.

Dal$imi moznostmi studia této problematiky je rozSifujici detekce jinych typa
bunécnych antigenli a hojné&j$i porovnani s poskozenymi fezdky a rlznymi Casovymi
relacemi. Nabizi se podrobné studium pericytl a jejich funkce v distalni ¢asti, jez ptsobi jako
jedny z klicovych slozek hojeni. Pomoci in situ hybridizacnich technik by mohly byt
zkoumany nové signalni drahy komunikujici mezi distalni a apikalni ¢asti. Posledni moznosti
je detailni studium evoluénich mechanismt, které vedly k charakteristickému otevieni Spicky.

Prace otevird novou oblast studia na poli regenerativni mediciny a vyvojové biologie.
BliZsi poznatky by mohly pfinést informace o hojeni tkdni, podobnosti s lidskym chrupem a
moznou aplikaci mechanismu do tkanového inzenyrstvi. Biologick4 stranka nabizi potencialni
spojitosti v komunikaci hlodav¢iho komplexniho imunitniho systému a jejich specificky
uspotadaného chrupu zvyklého interagovat s vnéjSim prostiredim.
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