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. Mysi 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
patii 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
fezll 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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Obr. 3 Molekula ATP ve vazebné kapse H—Hs—
smycky Na,K—-ATPizy vizualizovand pomoci
programu Swiss—PdbViewer. Na obr. je #luté
vyznaleno 8 aminokyselin podilejicich se na
vazbé ATR, molekula ATP je zndzornéna zele-
nou barvou. Z archivu T. Zavrelové

biologie. V soucasnosti se velmi intenzivné
pracuje na vyvoji pocitacovych programi,
které by dokazaly proteiny nejen zobrazo-
vat a modelovat jejich strukturu, ale i simu-
lovat jejich interakce s okolim. Jak jiz bylo
feceno v uvodu, modelovani nachazi Siroké
uplatnéni zejména v pripadé, kdy strukturu
proteinu nelze urcit experimentalnimi me-
todami, napt. pomoci metody nukleiarni mag-
netické rezonance (NMR) nebo krystalo-
grafie. V oblasti tkanového inZenyrstvi lze
modelovani vyuzit k urcovani struktury
a vlastnosti pfipravovanych tkanovych na-
hrad.

Tkafnové inZenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi se zabyva vyvojem
a vyuZzitim arteficialnich — v laboratofi pfi-
pravenych molekul, bunék, tkani a organt
k obnové nebo nihradé defektni nebo po-
ranéné casti t€la. Aplikuje tedy zakonitosti
a metody inzenyrstvi a pfirodnich véd na
vyvoj biologickych nahrad slouzicich k ob-
nové, zachovani nebo zlepseni funkci tkani.
Napft. v ortopedii se uplatfiuje pfi regene-
raci poskozené kolenni chrupavky. Oddéle-
ni tkanového inzenyrstvi Ustavu experi-
mentdlni mediciny Akademie véd CR se
zabyva vyvojem trojrozmérnych buné¢nych
nosicu (scaffoldt) a vyvojem umélych chru-
pavek na bazi autolognich chondrocyt. To
znamena, Ze k vyvoji umé€lé tkané€, v naSem
pfipadé chrupavky, se pouzivaji chondro-
cyty, jejichz darcem je sam prijemce. Scaf-
foldy rozumime matrice s odpovidajicimi
biologickymi a biomechanickymi vlastnost-
mi, vhodné pro kultivaci chondrocytti i pfi-
pravu nahradni chrupavky, které soucasné
podporuji obnovu poskozené tkané. Svym
slozenim a dal$imi vlastnostmi by mély
co nejvice odpovidat extracelularni hmoté
chrupavky.

Intracelularni proteiny

Intracelularnimi proteiny nazyvame bil-
koviny, které se nachazeji uvnitf bunky.
Enzym Na K-ATPiza zajiStuje pfenos iontd
pres plazmatickou membrinu — Na*
z bunky do mezibunécného (extracelular-
niho) prostoru a K* z extracelulirniho pro-
storu dovnitf bunky — a pfispiva tim k udr-
Zeni bunécné homeostazy. Proto je velmi
dulezité poznat mechanismus jeho prace.
Enzymova pumpa pracuje v cyklu znazor-
néném na obr. 1. Na* se vaze na transport-
ni protein Na,K-ATPizu v mistech expo-
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Obr. 4 Stavba mezibunéiné hmoty chrupavky,
kterd je produkovina chondrocyty. K jejim
zdkladnim sloZkdm pati{ kolagen, jehoz viikna
doddvaji chrupavce tvar a pevnost. Proteo-
glykanové makromolekuly zvysuji odolnost
chrupavky pri stladent a zajistuji pruznost celé
thdné. Upravil S. Holecek podle obr. z archivu

autorek

novanych dovnitf bunky (fize 1). Dojde
k rozstépeni molekuly ATP (zajiStuje ener-
gii pro pochody v bunce) — uvolnéni ADP
a prenosu fosforylové skupiny. To zname-
na, Ze se protein fosforyluje (faze 2). Fosfo-
rylace vyvola zménu konformace pumpy
a uvolnéni Na* na vnéjsim povrchu buiiky
a soucasné vystavi vazebné misto pro K*
(faze 3). Navazanim K* z vnéjsiho prostredi
se uvolni fosforylova skupina — dojde
k defosforylaci (faze 4 a 5); to zpusobi
navrat pumpy do jejitho ptivodniho uspora-
dani a uvolnéni K* do vnitiku bunky (faze
6). Cely cyklus, ktery zabere asi 10 milise-
kund, se miize opakovat. Kazdy d¢j v cyklu
zavisi na predchozim kroku; jestlize nékte-
ry z nich zablokujeme, zastavime praci
celé pumpy. Toto tésné sprazeni zajisti, ze
pumpa funguje jen tehdy, kdyz jsou do-
stupné pouze spravné ionty; tak se zamezi
zbyte¢né hydrolyze ATP. Na,K-ATPaza je
sloZzena z né€kolika podjednotek. Jeji a-pod-
jednotka (obr. 2) desetkrat protina plazma-
tickou membranu, ma tedy 10 transmem-
branovych segmentu.

Pocitacové modelovanou c¢asti Na,K-
ATPazy byla H;-Hs- smycka (obr. 2), nitro-
bunécéné orientovana cast a-podjednotky
mezi 4. a 5. transmembranovym segmen-
tem, ktera vaze ATP. K modelovani jeji
struktury byl pouzit pocitacovy program
Swiss-PdbViewer, ktery na zakladé vstup-
nich dat charakterizujicich strukturu bilko-
viny zobrazi trojrozmérny model. Je také
mozné zjistovat interakce mezi jednotlivy-
mi aminokyselinami Hy-Hs- smycky, ménit
je na jiné a sledovat zmény vlastnosti vazeb-
ného mista pro ATP. Pomoci tohoto progra-
mu byla napf. zobrazena molekula ATP ve
vazebné kapse Hy-Hs- smycky Na, K- ATPazy
(obr. 3).

Extracelularni proteiny

Mimobunécné bilkoviny se vyskytuji v me-
zibunécéné hmoté. Mezibunéc¢nou hmotu
chrupavky (obr. 4) produkuji chondrocyty,
jediné bunky zastoupené ve zdravé kloubni
(hyalinni) chrupavce. Chondrocyty tvofi
méné nez 10 % hmotnosti chrupavky, zby-
tek pripada na extracelularni hmotu s vyso-
kym podilem vody. K zakladnim slozkim
extracelularni hmoty patii bilkovina kola-
gen (obr. 5). Charakteristickym znakem
kolagenové molekuly je jeji dlouha tuha
trojSroubovicova struktura, ve které jsou
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Obr. 5 Struktura kolagenu. Charakteristickym
znakem kolagenové molekuly je jeji dloubd
tubd trojsroubovicovd struktura, ve které jsou
t7i kolagenové polypeptidové retézce vzdjemné
kolem sebe obtoceny a vytvdreji tzv. superbelix
podobny lanu. Tyto molekuly pak vytvireji
kolagenové fibrily — uspoiddané polymery
s priimérem 10-300 nm, dlouhé mnoho mikro-
metrit. Ty se ddle sklidaji v jesté mnohem sil-
néjsi kolagenovd vidkna. Podle Albertse a kol.:
Zillady bunéiné biologie (2000), upraveno

vzajemné kolem sebe obtoceny tfi kola-
genové polypeptidové fetézce a vytvareji
superhelix podobny lanu. Tyto molekuly
pak tvori kolagenové fibrily — usporadané
polymery s primérem 10 az 300 nm, dlou-
hé mnoho mikrometra. Ty se dile skladaji
v jest€é mnohem siln€jsi kolagenova vlakna.
V piipadé kolenni chrupavky jde z vice nez
80 % o kolagen typu II. Kolagen ve formé
vlaken a fibril vytvari sitovinu, ktera dodava
chrupavce jeji tvar a pevnost.

Dile jsou v extracelularni hmoté zastou-
peny proteoglykany, bilkoviny pfipojené
k negativné nabitym polysacharidim —
glykozaminoglykantim. Pro chrupavku je
specificky proteoglykan agrekan vazajici se
na kyselinu hyaluronovou. Proteoglykano-
vé agregaty maji typicky tvar, ktery pfipo-
mina Stétku na zkumavky. Proteoglykanové
makromolekuly zvySuji odolnost chrupav-
ky pfi stlaCeni a zajiStuji pruznost celé
tkané.

Dalsi vyznamnou slozkou mezibunécné
hmoty chrupavky jsou glykoproteiny, napf.
spojovaci glykoproteiny fibronektin a chon-
dronektin, které zvysuji prilnavost chondro-
cytu ke kolagenu.

K modelovani extracelularniho prostoru
byl na zakladé reSerSe vytipovan postup
podle M. Israelowitze a kol. (2005), ktery
vyuziva program TissueLab. Model vznika
na zakladé vypocitavani vodikovych miist-
k1, elektrostatickych energii a van der Waal-
sovych sil. Postup popsany Israclowitzem
pro kolagen typu I lze vyuzit také k mode-
lovani tkani, tedy i mezibuné¢ného prosto-
ru. Toto modelovani by mélo slouzit k urc¢eni
vlastnosti nosicu (scaffoldi) pro autologni
chondrocyty, jejichZ vyvoj a testovani jsou
finan¢n€ velmi naro¢né.

T Zavrelovd z Kiestanskébo gymndzia
v Praze se v rdmci projektu Oteviend véda
zucastnila vyzkumu na Oddéleni tkdrio-
vého inZenyrstvi v Ustavu experimentdlni
mediciny AV CR, v. v. i, kde se podilela na
vizualizaci struktur na zdakladé pocitaco-
vych modelii.

Prdce vychdzi z grantii GA AV 1ET40011010
a GA UK 121/2005/B-BIO/2.LE

O projektu AV CR Oteviend véda se dozvi-
te podrobnéji na str. XI kulérové prilohy.
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