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SADRŽAJ

	1. UVOD
	1

	          1.1. UTJECAJ 5-AZACITIDINA NA TKIVA I ORGANE 
	1

	          1.2. RAZVOJ ZUBA
	1

	          1.3. MOLEKULARNA REGULACIJA RAZVOJA ZUBA
	2

	          1.4. ZUBI ŠTAKORA
	3

	          1.5. EKSPERIMENTALNE TRANSPLANTACIJE IN VIVO U SISAVACA
	4

	          1.6. CILJ I SVRHA RADA
	4

	2. MATERIJAL I METODE
	6

	          2.1. UZORCI
	6

	          2.2. IZOLIRANJE TRANSPLANTATA
	6

	          2.3. HISTOLOŠKA OBRADA ZA ANALIZU SVJETLOSNIM MIKROSKOPOM
	7

	          2.4. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA
	7

	          2.5. PRIPREMA ZA IMUNOHISTOKEMIJSKU ANALIZU
	7

	          2.6. STATISTIČKA ANALIZA
	8

	3. REZULTATI
	9

	          3.1. HISTOLOŠKA ANALIZA 1. EKSPERIMENTALNE SKUPINE
	9

	          3.2. HISTOLOŠKA ANALIZA 1. KONTROLNE SKUPINE
	9

	          3.3. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA EKSPRESIJE PCNA
	10

	          3.4. EKSPRESIJA PCNA U PODRUČJU VRŠKA CAKLINSKOG ORGANA 1. 
	10

	                 EKSPERIMENTALNE SKUPINE
	

	          3.5. EKSPRESIJA PCNA U PODRUČJU VRŠKA CAKLINSKOG ORGANA 1. 
	10

	                 KONTROLNE SKUPINE
	

	          3.6. HISTOLOŠKA ANALIZA 2. EKSPERIMENTALNE SKUPINE
	10

	          3.7. HISTOLOŠKA ANALIZA 2. KONTROLNE SKUPINE
	11

	          3.8. USPOREDBA DIFERENCIJACIJE U TRANSPLANTATIMA
	11

	4. RASPRAVA
	12

	5. ZAKLJUČCI
	15

	POPIS LITERATURE 
	prilog

	SLIKE
	prilog

	TABLICE
	prilog

	SAŽETAK 
	prilog

	SUMMARY
	prilog


1. UVOD

1.1. UTJECAJ  5-AZACITIDINA NA TKIVA I ORGANE


U procesima razvoja danas se intenzivno istražuje prostorna i vremenska usklađenost genske ekspresije koja je neophodna za normalni razvoj. Proces metilacije DNA jedan je od ključnih mehanizama kontrole ekspresije gena u kralježnjaka. Sam mehanizam metilacije odnosi se na vezivanje metilne skupine na peti ugljikov atom citozinskog prstena uz pomoć enzima DNA metiltransferaze. Rezultat metilacije je nemogućnost transkripcije i inaktivacija gena (Singal i Ginder, 1999). 5-azacitidin je jedna od supstanci koja mijenja obrazac metilacije, zbog toga što se kao analog citozina ugrađuje u lanac DNA, a na petom mjestu nosi dušik umjesto ugljika i time onemogućava dodavanje metilne skupine. Zbog toga se mijenja genska ekspresija što je vjerojatno glavni razlog da 5azaC pokazuje izrazito teratogeno djelovanje ako je primijenjen za vrijeme gestacije gdje je diferencijalna ekspresija gena striktno regulirana (Gilbert, 2000).  

Danas se u terapiji malignih bolesti počinju primjenjivati lijekovi koji djeluju na epigenetskoj razini tj. razini modifikacije gena i njihove aktivnosti. U tu skupinu spada i 5-azacitidin. Ovo sredstvo već se primjenjuje u humanoj medicini posebno za liječenje malignih bolesti te nekih dugih kao što su anemije (Khan, 2007). Međutim, bez obzira na uspješnost liječenja, demetilirajući agensi kao terapijska sredstva mogu iskazati neke ozbiljne nuspojave što proizlazi iz eksperimenta na životinjama (Branch i sur, 1996). Primijenjen in vivo  za vrijeme gestacije štakora i miša, 5azaC uzrokuje resorpciju, intrauterinu smrt , smanjenje ukupnog rasta fetusa i brojne malformacije osobito skeletnog sustava (Vlahović i sur,1999) te promjene u morfologiji placente kao i ekspresije njenih glikoproteina (Šerman i sur, 2005).  

 U ovom radu bit će prikazani rezultati istraživanja utjecaja 5-azacitidina na razvoj embrionalne mandibule štakorskog zametka, odnosno struktura koje se u njoj diferenciraju. Posebnu pozornost posvetit ćemo razvoju zuba, koji je posljednjih godina postao jedan od najčešće korištenih modela za biološka istraživanja (Yen i Sharpe, 2008).

1.2. RAZVOJ ZUBA 


Zubi nastaju epitelno-mezenhimskom interakcijom između epitela usne šupljine i priležećeg mezenhima koji se razvio od stanica neuralnog grebena. Proliferacijom bazalnih epitelnih stanica usne šupljine u mezenhim nastaje duž osnove gornje i donje čeljusti potkovasta epitelna tvorba koja se naziva zubni greben. Ubrzo na zubnom grebenu u obje čeljusti nikne po 10 zubnih pupoljaka koji predstavljaju osnove mliječnih zubi. Daljnjom proliferacijom stanica zubni pupoljak počinje nalikovati na kapu. U stadiju kape, osnova zuba građena je od konkavnog ili unutarnjeg caklinskog epitela i konveksnog ili vanjskog caklinskog epitela. Oni prelaze jedan u drugi i na mjestu prijelaza formiraju vratnu petlju, a ujedno omeđuju prostor ispunjen zvjezdolikom mrežicom. Gušće zbijeni sloj zvjezdolike mrežice formira stratum intermedium. Mezenhim u komkavitetu zubne kape nastaje od stanica neuralnoga grebena i čini zubnu papilu. Zubna kap se povećava i poprima oblik zvona. U tom obliku se osnova zuba naziva caklinski organ. On ima važnu ulogu u determinaciji glavne morfološke strukture čitavog zuba. Stanice zubne papile neposredno uz caklinski organi poprimaju cilindričan oblik. Nazivaju se odontoblasti jer stvaraju dentin. Sloj dentina postaje sve deblji, a odontoblasti se povlače ostavljajući u dentinu tanke citoplazmatske izdanke (Thomesova vlakna). Sloj odontoblasta održava se za cijelog života i trajno izlučuje predentin koji ovapnjenjem postaje dentin. Od preostalih stanica zubne papile nastaje zubna pulpa. Istodobno se stanice unutrašnjega caklinskog epitela diferenciraju u ameloblaste, koji izlučuju caklinu. Nakon toga započinje razvoj zubnog korijena. Na bazi krune zuba, izdužuje se spojište unutarnjeg i vanjskog caklinskog epitela, vratna petlja i formira Hertwigovu ovojnicu korijena. Odontoblasti uz rub zubne papile sintetiziraju dentin korijena, koji se nastavlja na dentin krune. Zbog trajnog taloženja dentina šupljina u korijenu zuba se suzuje te nastaje korijenski kanal, koji sadržava krvne žile i živce. Korijenovi su okruženi mezenhimskom zubnom vrećicom, čije se unutarnje stanice diferenciraju u cementoblaste, koji proizvode cement. U području vrata zuba gdje se sastaju cement i caklina nastaje caklinsko-cementna granica. Ostale stanice zubne vrećice sudjeluju u formiranju kosti i parodontalnog ligamenta, koji čvrsto drži zub u koštanoj alveoli (Sadler, 1996; Sadler, 2008; Yen i Sharpe, 2008 ). 

1.3. MOLEKULARNA REGULACIJA RAZVOJA ZUBA 

Općenito se može reći da embrionalni razvoj ovisi o usklađenom međudjelovanju genetskih čimbenika i čimbenika okoliša. Da bi se osigurao usklađeni embrionalni razvoj tkiva i organa uključuju se kontrolni mehanizmi kao što su indukcija i interakcija stanica, regulirana migracija stanica ili njihovih kolonija, točno programirana proliferacija i programirana smrt stanica, tj. apoptoza (Moore i Persuad, 2008).

Zubi se nalaze samo u kralješnjaka i evolucijski pojavljuju se zajedno sa stanicama neuralnoga grebena. Razvoj zuba klasični je primjer interakcije površinskog epitela i priležećeg mezenhima ektodermalnog podrijetla. Regulacija rasporeda zuba od sjekutića prema kutnjacima ostvaruje se udruženom ekspresijom HOX-gena u mezenhimu. Razvoj svakoga pojedinog zuba do stadija pupoljka regulira epitel, a nakon toga regulaciju preuzima mezenhim. Signali koji sudjeluju u tom razvoju jesu čimbenici rasta: WNT, koštani morfogenetski proteini (BMP), fibroblastni čimbenici rasta (FGF) i protein sonic hedgehog (SHH). U procesu diferencijacije stanica i oblikovanju svakog zuba sudjeluju i transkripcijski faktori MSX1 i MSX2. Zubi imaju signalni centar koji ima ulogu organizatora za razvoj zuba. To se organizacijsko područje naziva caklinski čvor i pojavljuje se kao ograničeno područje u caklinskom epitelu, na vrhu zubnog pupoljka. Na prijelazu stadija kape u stadij zvona stanice caklinskog čvora propadaju apoptozom koju vremenski striktno regulira BMP4 (Sadler, 2008; Yen i Sharpe, 2008).

1.4. ZUBI ŠTAKORA

Sisavci imaju 4 vrste zubi, koji se razlikuju po obliku, funkciji i položaju u usnoj šupljini. To su sjekutići, očnjaci, pretkutnjaci i kutnjaci.

Štakori imaju samo sjekutiće i kutnjake. Između njih imaju dugi bezubi prostor koji se zove diastema, a odgovara mjestu drugog sjekutića, očnjaka i pretkutnjaka.

Sjekutići su dugi, oštri zubi smješteni u prednjem dijelu usta, dva u gornjoj i dva u donjoj čeljusti. Oni su visoko specijalizirani za glodanje. Imaju široko otvorene korijene koji rastu cijeli život. Presjek kroz štakorski sjekutić pokazuje tri sloja: unutarnji sloj (pulpa), sloj dentina i sloj cakline koji prekriva samo prednju površinu zuba. Kutnjaci služe za mljevenje hrane prije gutanja. Štakori imaju 12 kutnjaka, po 3 na svakoj strani gornje i donje čeljusti. Za razliku od čovjeka kod kojeg mliječni zubi budu zamijenjeni trajnim zubima, u štakora nema mijene zubi, tj. štakori imaju samo jednu generaciju zubi tijekom života (Hanson, 2006; Turković, 2007; Yen i Sharpe, 2008 ).

1.5. EKSPERIMENTALNE TRANSPLANTACIJE IN VIVO U SISAVACA

Transplantacija embrija i njihovih dijelova na ektopično mjesto in vivo je optimalna metoda za istraživanje razvojne sposobnosti rasta i diferencijacije različitih embrionalnih stanica, jer se i u uvjetima teratomskog razvitka ostvaruje interakcija između embrionalnih stanica, koje nalazimo i tijekom normalnog embrionalnog razvoja. U transplantatima dobivenim na ovaj način razviju se eksperimentalni embrionalni tumori građeni od različito diferenciranih tkiva, uglavnom smještenih u međusobno nepravilnim anatomskim odnosima. Međutim, mogu se razviti i organotipične strukture poput zuba, prstiju s falangama itd. (Bulić-Jakuš i sur, 2006). Eksperimentalni tumori mogu se razviti na različitim ekstrauterinim mjestima kao što su testis (Conway i sur, 2008), prednja očna sobica (Jurić-Lekić i Bulić-Jakuš, 1990), subkapsularni prostor bubrega (Katušić i sur, 2008), potkožno vezivo ( Mezadri i sur, 2004), mišići leđa (Xie i sur, 2006) ili kultura in vitro (Bulić-Jakuš i sur, 2008). Čini se da je subkapsularni prostor bubrega najbolje mjesto, jer se transplantirano tkivo razvija između prokrvljene bubrežne čahure i bubrežnog parenhima pa je urastanje kapilara u tumor optimalno za njegovu prehranu. 

             Do sada su pod čahuru bubrega presađivani cijeli zameci, obično na stadiju gastrulacije, osnova lensektomiranog oka, osnova mrežnice i osnova leće (Jurić-Lekić i Švajger, 1989). Kasnije je presađivana osnova zuba (Zhu i sur, 2000) i suzne žlijezde (Katušić i sur, 2004) te u novije vrijeme osnova  spolnih žlijezda (Gosden, 2008), osnova epiglotisa (Marinović Kulišić, 2007) i osnova čeljusti (Turković, 2007, Turković i sur, 2008).

Ovim eksperimentalnim sustavom može se proučavati i utjecaj različitih supstanci na tkiva i organe. Također je praktično značenje ovakve transplantacije in vivo jer se na taj način istražuje razvojni potencijal pojedinih embrionalnih tkiva i stabilnost diferencijacije, odnosno sposobnost razvoja različitih nediferenciranih stanica embrionalnog podrijetla u transplantatu u svrhu regenerativne medicine. 
1.6. CILJ I SVRHA RADA

Opći je cilj ovog rada utvrditi razvojni potencijal osnove čeljusti štakora nakon transplantacije na ektopično mjesto, te utvrditi da li epigenetski lijek (5azaC), za kojeg se zna da u eksperimentalnim uvjetima mijenja embrionalni razvoj promjenama u ekspresiji gena, može promijeniti embrionalni razvoj osnove zuba te drugih histoloških struktura u ovom eksperimentalnom modelu.

Specifični ciljevi rada su:

1. Ustanoviti koliko se i kojih zubi (sjekutići, kutnjaci) diferencira u embrionalnoj mandibuli transplantiranoj pod čahuru bubrega domaćina koji je primao epigenetski lijek.

2. Pokazati koje se još histološke strukture, osim osnove zubi, diferenciraju u ovom eksperimentalnom modelu.

3. Utvrditi da li starost zametaka (upotrijebljeni su zameci stari 13 dana i zameci stari 14 dana) utječe na diferencijaciju broja i vrste zuba te drugih histoloških struktura u analiziranim izotransplantatima.

2. MATERIJAL I METODE

2.1. UZORCI

U istraživanju su korišteni laboratorijski albino štakori soja „Fischer“ i to mandibula zametka starog 13 dana i mandibula zametka starog 14 dana. Analizirali smo dvije eksperimentalne i dvije kontrolne skupine. Za sve analizirane skupine početak trudnoće ženki štakora određen je nalazom spermija u rodnici. Ženke su stavljene na parenje u večernjim satima, a vaginalni brisevi uzimani su u jutarnjim satima slijedećeg dana. Pozitivan nalaz spermija u brisu označio je početak trudnoće. Idućeg jutra zameci su bili stari 1 dan. Mandibule zametaka su izolirane 13. odnosno 14. dana gestacije.

Eksperimentalne skupine bile su slijedeće:

1. Mandibula štakorskog zametka starog 13 dana transplantirana pod čahuru bubrega odraslog štakora, kojem smo 3 dana za redom i.p. injicirali 5-azacitidin u dozi od 5mg/kg. Transplantat je pod bubrežnom čahurom proveo 14 dana. Ukupno je načinjeno 7 uspješnih transplantata. 

2. Mandibula štakorskog zametka starog 14 dana transplantirana pod čahuru bubrega odrasle životinje, kojoj smo 3 dana za redom i.p. injicirali 5-azacitidin u dozi od 5mg/kg. Transplantat je pod bubrežnom čahurom proveo 14 dana. Ukupno je načinjeno 7 uspješnih transplantata.

 Kontrolne skupine bile su slijedeće:

1. Mandibula štakorskog zametka starog 13 dana transplantirana pod čahuru     

bubrega odraslog štakora, kojemu smo i.p. injicirali PBS i to 3 dana za redom. Transplantat je pod bubrežnom čahurom proveo 14 dana. Ukupno je načinjeno 8 uspješnih transplantata.

2. Mandibula štakorskog zametka starog 14 dana transplantirana pod čahuru      

bubrega odraslog štakora, kojemu smo i.p. injicirali PBS i to 3 dana za redom. Transplantat je pod bubrežnom čahurom  proveo 14 dana. Ukupno je načinjeno 7 uspješnih transplantata.

2.2. IZOLIRANJE TRANSPLANTATA



Nakon što su transplantati 14 dana proveli pod čahurom bubrega odraslih štakora, životinje domaćini žrtvovane su eterom. Mikrokirurškom metodom, pod stereoskopskom lupom i uz upotrebu finih urarskih pinceta, transplantati su pažljivo izolirani sa bubrega i stavljeni u fiksativ. 

2.3. HISTOLOŠKA OBRADA ZA ANALIZU SVJETLOSNIM MIKROSKOPOM

Izolirani transplantati iz obje eksperimentalne i obje kontrolne skupine fiksirani su u fiksativu „St. Marie“, ohlađenom na 4ºC. Fiksativ se sastoji od od 96%-tnog alkohola i 1%-tne ledene octene kiseline koja se dodaje neposredno prije fiksacije. Daljnja obrada provela se standardnim histološkim postupkom koji uključuje ispiranje, dehidraciju, uklapanje u parafin, sušenje. Parafinski blokovi su se prije rezanja pripremili za mikrotomsku obradu. Rotacijskim mikrotomom su serijski izrezani na rezove debljine 5 μm. Nakon rutinske histološke obrade koja slijedi, rezovi transplantata pripremljeni su za promatranje svjetlosnim mikroskopom te obojani klasičnim metodama, tj. hemalaunom i eozinom ili trikromnim bojenjem po Masson. 

2.4. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA

Koristili smo primarno mišje monoklonsko protutijelo na nuklearni antigen proliferirajućih stanica (Monoclonal Mouse Anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen ( PCNA), Clone PC 10, Code No. M 0879, Lot 119 (DAKO), u razrjeđenju 1: 100 tijekom jednog sata. Kao negativna kontrola služio je standardni negativni kontrolni reagens DAKO, Code No. V 1617 ( 7 ml mišjeg IgG 1 u 0,05 M Tris puferu, pH 7,6 koji sadrži proteinski nosač i 15 mM natrij azida). Prisutnost nuklearnog antigena proliferirajućih stanica (PCNA) u uzorku određena je pomoću sustava za imunohistokemijsko bojenje: DAKO Animal Research kit, peroxidase (DAKO, Code no. K 3954). PCNA smo detektirali u  nasumce izabranim rezovima transplantata prve eksperimentalne i prve kontrolne skupine (mandibula zametka starog 13 dana).

2.5. PRIPREMA ZA IMUNOHISTOKEMIJSKU ANALIZU

Prije imunohistokemijskog bojanja bilo je potrebno tkivo deparafinirati i rehidrirati provođenjem uzoraka kroz niz ksilola u trajanju od dva puta po 5 minuta, apsolutnog i 96 % alkohola u trajanju od dva puta po 3 minute, te vode u trajanju od 30 sekundi. Zatim su  uzorci stavljeni u posudicu s puferom (Tris HCl, destilirana H2O) i zagrijavani u mikrovalnoj pećnici, 9 minuta na 620 W i 11 minuta na 310 W. Nakon vađenja iz mikrovalne pećnice uzorci su ostavljeni u puferu 40 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim prebačeni u destiliranu vodu i u njoj ostavljeni 10 minuta.

2.6. STATISTIČKA ANALIZA


Provedena je detaljna histološka analiza serijski izrezanih transplantata obje eksperimentalne i obje kontrolne skupine. Dobiveni rezultati obrađeni su u SPSS programu korištenjem  Fisher testa gdje je signifikantnost priznata za p<0,05.

3. REZULTATI

U ovom radu, u svrhu istraživanja utjecaja 5azaC na razvoj embrionalne mandibule ukupno je obrađeno 29 transplantata (Tablica 1) te je provedena njihova histološka analiza po skupinama, a na kraju je uspoređena postignuta diferencijacija obzirom na starost tretirane embrionalne mandibule.  

3.1. HISTOLOŠKA ANALIZA 1. EKSPERIMENTALNE SKUPINE

U prvoj eksperimentalnoj skupini transplantirano je 7 uzoraka embrionalne mandibule štakorskih zametaka starih 13 dana pod čahuru bubrega odraslih životinja, kojima je 3 dana za redom i.p. injiciran 5-azacitidin u koncentraciji od 5mg/kg tjelesne težine (Tablica 1). Svi transplantati su preživjeli pod čahurom bubrega i nakon eksperimentalnog perioda od 14 dana približno su bili iste veličine.

U 2 transplantata razvili su se zubi. U jednom transplantatu razvio se samo sjekutić, a u drugom i sjekutić i kutnjak. Zubi su se izdiferencirali do stadija zvona. Odontoblasti su izlučili tanki sloj dentina, dok ameloblasti još nisu izlučili caklinu. U zvjezdolikoj mrežici jasno se ističe stratum intermedium (Sl. 1 i 2).

Od ostalih histoloških struktura izdiferencirale su se kost, hrskavica (Sl. 3), miotube, žlijezde slinovnice (Sl. 4), epidermis, dlake, lojnice, višeredni cilindrični epitel i bijelo masno tkivo.

3.2. HISTOLOŠKA ANALIZA 1. KONTROLNE SKUPINE

Embrionalne mandibule štakorskih zametaka starih 13 dana transplantirane su pod čahuru bubrega odraslih štakora koji nisu tretirani 5azaC, nego samo PBS-om. U ovim izotransplantatima bez tretmana obrađeno je 8 transplantata (Tablica 1).

Zubi su se razvili u 5 transplantata. U 4 transplantata diferencirali su se kutnjaci, u jednome transplantatu sjekutić (Sl. 5), dok se u jednom transplantatu razvio i sjekutić i kutnjak. Kao i u eksperimentalnoj skupini zub se diferencirao do stadija zvona. Izlučen je dentin, ali ne i caklina.

Od ostalih histoloških struktura, kao i u odgovarajućoj eksperimentalnoj skupini, razvila se kost (Sl.5), hrskavica, miotube (Sl.6), slinovnice (Sl.7), epidermis, dlake (Sl.8), lojnice, višeredni cilindrični epitel i bijelo masno tkivo. 

3.3. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA EKSPRESIJE NUKLEARNOG ANTIGENA PROLIFERIRAJUĆIH STANICA (PCNA)


Cilj nam je bio utvrditi sposobnost proliferacije odontoblasta i ameloblasta, tj. da li se u izotransplantatima embrionalne mandibule javlja ekspresija  PCNA u odontoblastima i ameloblastima, te da li ona ovisi o 5-azacitidinu davanom domaćinu. Naime, klasičnim histološkim metodama bojanja nisu pronađene histološke razlike između odontoblasta i ameloblasta osnove zubi u izotransplantatima embrionalne mandibule čiji su domaćini primili 5-azacitidin i onih iz 1. kontrolne skupine, čiji su domaćini bili bez tretmana.

3.4. EKSPRESIJA PCNA U PODRUČJU VRŠKA CAKLINSKOG ORGANA 1. 

 EKSPERIMENTALNE SKUPINE


Analizirana je ekspresija PCNA u odontoblastima i ameloblastima osnove zuba diferencirane u embrionalnoj mandibuli transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje kojoj je 3 dana za redom injiciran 5-azacitidin u koncentraciji od 5mg/kg tjelesne težine.


Imunoreaktivnost na PCNA u obliku jasnog intranuklearnog signala pronađena je samo u nekoliko odontoblasta, dok u ameloblastima nije detektirana (Sl. 9). 

3.5. EKSPRESIJA PCNA U PODRUČJU VRŠKA CAKLINSKOG ORGANA 1. 

       KONTROLNE SKUPINE


U odontoblastima osnove zuba diferencirane u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana koja je kultivirana in vivo pod čahurom bubrega domaćina bez tretmana, PCNA signal je eksprimiran samo u nekoliko stanica. U ameloblastima PCNA signal nije dokazan (Sl. 10).

3.6. HISTOLOŠKA ANALIZA 2. EKSPERIMENTALNE SKUPINE

U drugoj eksperimentalnoj skupini transplantirano je 7 uzoraka embrionalne mandibule štakorskih zametaka starih 14 dana pod čahuru bubrega odraslih životinja, kojima je 3 dana za redom i.p. injiciran 5-azacitidin u koncentraciji od 5mg/kg tjelesne težine (Tablica 1). Svi transplantati su preživjeli pod čahurom bubrega i nakon eksperimentalnog perioda od 14 dana približno su bili iste veličine.

U 3 transplantata razvili su se zubi. Od toga u dva transplantata razvio se samo sjekutić, a u jednom i sjekutić i kutnjak. Zubi su se izdiferencirali do stadija zvona.  U jednoj osnovi zuba nađen je samo dentin (Sl.11) kao što je opisano prilikom analize transplantata mandibule mlađih zametaka (vidi 3.1. i 3.2.) , dok je u svim ostalima izlučena i caklina (Sl.12). U zvjezdolikoj mrežici kao i kod prve eksperimentalne skupine jasno se ističe stratum intermedium (Sl. 12). Za razliku od prve eksperimentalne grupe, u ovoj skupini transplantata kod svih osnova zubi vidi se Hertwigova ovojnica korijena (Sl. 13).

Od ostalih histoloških struktura izdiferencirala se kost, hrskavica (Sl. 14), žlijezde slinovnice, epidermis i dlake (Sl.15), lojnice, višeredni cilindrični epitel i bijelo masno tkivo.

3.7. HISTOLOŠKA ANALIZA 2. KONTROLNE SKUPINE

Mandibule štakorskih zametaka starih 14 dana uzgajane su  in vivo pod čahurom bubrega domaćina bez tretmana. Obrađeno je 7 transplantata (Tablica 1). Eksperimentalni period iznosio je 14 dana.


U svim transplantatima ove skupine razvile su se osnove zubi (Tablica 2) do stadija zvona. Za razliku od prethodne 3 analizirane skupine transplantata, ovdje sve osnove zubi imaju izlučenu caklinu i dentin (Sl.16-20), a Tomesov nastavak na ameloblastima se jače ističe (Sl. 20).  Stratum intermedium zvjezdolike mrežice uočljiv je u  svim zubima (Sl. 16-19). Diferencijacija ostalih histoloških struktura ove skupine  nije se značajno razlikovala prema eksperimentalnoj skupini, tj. i ovdje se razvila kost, hrskavica, slinovnice, epidermis, dlake, lojnice, višeredni cilindrični epitel i bijelo masno tkivo. 

3.8. USPOREDBA DIFERENCIJACIJE U TRANSPLANTATIMA

Provedena je usporedba histološke analize serijski izrezanih transplantata obje eksperimentalne i obje kontrolne skupine (Tablica 2, Tablica 3). Dobiveni rezultati obrađeni su Fisher testom gdje je signifikantnost priznata za p<0,05.

U transplantatima embrionalne mandibule mlađeg štakorskog zametka (starost 13 dana) sve histološke strukture, uključujući i zube, podjednako su se razvile u eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini.


Broj transplantata u kojima su se razvili zubi značajno je manji (p<0,05) samo u drugoj eksperimentalnoj skupini (starost 14 dana). Ostale histološke strukture i ovdje su se podjednako razvile u eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini (Tablica 3). 

4. RASPRAVA

U ovom radu otkrili smo do sada nepoznati utjecaj epigenetskog lijeka 5azaC na razvojni potencijal embrionalne mandibule štakora u izotransplantatu pod čahurom bubrega. 

Model transplantacije kojeg smo primijenili pokazao se prikladnim za istraživanje razvoja mandibule, jer smo ustanovili da je transplantat preživio, a njegova diferencijacija dalje napredovala. Dobiveni rezultat je u skladu s prethodnim povoljnim rezultatima dobrog preživljenja i napredovanja diferencijacije postignutim s uzgojem različitih dijelova zametaka pod bubrežnom čahurom (Marinović Kulišić, 2007).


U našem radu, u eksperimentalnoj kao i u kontrolnoj skupini tijekom 14 dana zubi su se izdiferencirali od zubnog grebena prisutnog u izoliranoj mandibuli (Rugh, 1968) do stadija zvona u transplantatu. Ipak, kod starijeg štakorskog zametka (14 dana starog) kako u eksperimentalnoj tako i u kontrolnoj grupi, osnove zubi (stadij zvona)  bile su diferenciranije nego kod odgovarajućih grupa mlađeg štakorskog zametka (13 dana starog). Naime, kod mlađih transplantata (13 dana) u području krune zuba izlučio se samo dentin, za razliku od starijeg stadija (14 dana) kada se izlučila i caklina.  Neki radovi u kojima su se transplantirale osnove zuba  u stadiju zvona na ektopično mjesto kao što je potkožno vezivo uške odraslog štakora rezultirali su izlučivanjem dentina i cakline (Mezadri i sur. 2004). Prema tome, možemo pretpostaviti da bi se vjerojatno pronašla caklina i u naših mlađih transplantata da je in vivo kultivacija dulje trajala. Jednako tako, u našem radu, Hertwigova ovojnica korijena bila je uočljiva samo u starijih transplantata, a znajući da je ona induktor razvoja korijena zuba možemo pretpostaviti da bi i u našim transplantatima došlo do razvoja korijena zuba da je kultivacija duže potrajala.  U radu Mezadri i sur. (2004) s transplantacijom osnove zuba na stadiju zvona nije opisan razvoj Hertwigove ovojnice ni korijena zuba, pa možemo pretpostaviti da je prirodno okružje u našem eksperimentalnom modelu (osnova čitave mandibule) bilo presudno za razvoj Hertwigove ovojnice. 


Što se tiče ekspresije biljega proliferirajućih stanica (PCNA)  nije se pokazala razlika između eksperimentalne i kontrolne skupine u 13-dnevnih transplantata. Naime, u obje skupine u ameloblastima uopće nije uočena imunoreaktivnost na PCNA signal, a pronađena je samo u nekoliko odontoblasta. Iz toga zaključujemo da su u kulturi in vivo većina odontoblasta i svi ameloblasti postmitotičke stanice kao što je to i kod razvoja zubi in situ (Bath-Balogh i Fehrenbach, 1997). Znajući da su terminalno diferencirane stanice postmitotičke stanice, znači da je dio odontoblasta ostao još nediferenciran, a ameloblasti su izgleda već diferencirani. Ipak, budući da je za izlučivanje cakline potrebno indukcijsko djelovanje dentina na ameloblaste, a odontoblasti još nisu svi ušli u fazu terminalne diferencijacije,  vjerojatno nisu još mogli potaknuti ameloblaste na izlučivanje cakline.     

Razvoj zubi u drugoj eksperimentalnoj skupini nije pokazao razliku u razvoju vrste zubi (sjekutići, kutnjaci) u odnosu prema pripadajućoj kontroli. Međutim, nađena je značajna razlika (p<0,05) u ukupnom broju zubi. Odnosno, pokazalo se da 5azaC smanjuje razvoj zubi u izotransplantatima starijeg zametka (tablica 2). Prethodni radovi sa 5azaC apliciranim u trudnoći u istog soja štakora pokazali su da se malformacije udova događaju u zamecima tretiranim 12 i 13 dana gestacije, a izostaju u zamecima tretiranim 14 dana (Vlahović i sur 1999). Prema tome, za pojedine organe i histološke strukture osjetljivost na 5azaC je različita ovisno o stadiju razvoja, tj. postoji definirano kritično razdoblje razvoja. Budući je 5azaC demetilirajuće DNA sredstvo i mijenja ekspresiju gena, izgleda da je 14. dan,  otkriven kao kritičan za razvoj zuba u transplantatu,  upravo onaj u kojemu je najpotrebnija striktna regulacija ekspresije gena metilacijom DNA. Metilacija DNA dakle možda nije toliko važna za epigenetsku regulaciju razvoja zuba u transplantatu koji potječe od madibule stare 13 dana. Za epigenetsku regulaciju razvoja tog stadija mogu doći u obzir i drugi epigentski mehanizmi regulacije genske ekspresije na razini histona ili RNAi (Šerman i sur, 2006).


Što se tiče kosti, hrskavice, miotuba, slinovnica, epidermisa, dlaka, lojnica, višerednog cilindričnog epitela i bijelog masnog tkiva nije uočen utjecaj 5azaC na diferencijaciju spomenutih histoloških struktura u našem eksperimentalnom sustavu ni kod mlađeg, niti kod starijeg štakorskog zametka što također može značiti da metilacija DNA na tom stadiju razvoja ne igra presudnu ulogu u regulaciji njihovog razvoja, makar je mogla imati važnu ulogu prije. 

Suvremena medicina preferira upotrebu vlastitih tkiva za nadomještanje oboljelih tkiva ili organa. Već sedamdesetih godina prošlog stoljeća transplantacijom vlastitih zubnih pupoljaka mogli su se nadomjestiti pojedinačni zubi (Filipović Zore i sur, 2008). U zadnjih nekoliko godina učinjen je dramatičan pomak u regenerativnoj medicini fokusiranoj na zubnom pupoljku kao novom izvoru stanica. Naime, 2007. godine tkivnim inženjeringom, kombiniranom upotrebom in vivo i in vitro metoda, od epitelnih i mezenhimskih stanica miša uzgojeni su zubni pupoljci. Nakon transplantacije takvog pupoljka u zubnu šupljinu odraslog miša, diferencirao se zub sa svim svojim strukturnim elementima. To je bio prvi slučaj zamjene odstranjenog organa umjetno uzgojenim organom-objavljeno on line18.02.2007. g. (Nakao i sur, 2007).

Ovim radom smo dokazali da epigenetski lijek 5azaC  može promijeniti razvoj osnove zuba, odnosno razvojnu sposobnost embrionalne mandibule u transplantatu i to čak ovisno o razvojnom stadiju tj. čini se da smo otkrili kritični stadij za njegovo djelovanje na razvoj zuba. Budući da je njegova upotreba ponekad neophodna za terapiju, potrebna su ovakva saznanja o njegovim nuspojavama. Osim toga potrebno je znati kako su razvojni procesi regulirani u transplantatu kako bi se i dalje optimalno razvijao tkivni inženjering zuba koji se temelji na matičnim stanicama, jer bi to u budućnosti mogao biti izbor za nadomještanje zuba koji nedostaju (Yen i Sharpe, 2008).   

5. ZAKLJUČCI


U ovome radu istražili smo razvojni potencijal osnove mandibule štakora nakon transplantacije na ektopično mjesto, tj. njezinu sposobnost za rast i diferencijaciju u ektopičnim uvjetima pod utjecajem 5azaC. Iz rezultata  istraživanja proizlaze slijedeći zaključci:

1. U embrionalnoj mandibuli transplantiranoj pod čahuru bubrega domaćina koji je primao epigenetski lijek 5azaC razviju se zubi (sjekutići i kutnjaci). Ni broj sjekutića niti broj  kutnjaka ne razlikuje se značajno u odnosu na pripadajuću kontrolu pojedine eksperimentalne skupine.

2. Osim osnove zubi, pod utjecajem 5azaC još se razvije kost, hrskavica, miotube, slinovnice, epidermis, dlake, lojnice, višeredni cilindrični epitel i bijelo masno tkivo kao i u kontroli.

3. Obzirom na starost zametaka, DNA demetilirajući agens 5azaC  u starijoj eksperimentalnoj skupini (14 dana) statistički značajno smanjuje ukupni broj zubi u izotransplantatima u odnosu na kontrolu (p<0,05), a na mlađe mandibule (13 dana) ne utječe.  Na ostale histološke strukture 5azaC također ne utječe s obzirom na  starost zametaka iz kojih potječe transplantirana mandibula. 
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2. SLIKE

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Slika 1. Zub na stadiju zvona u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. O-odontoblasti, D-dentin, A-ameloblasti, SI- stratum intermedium zvjezdolike mrežice (vidi strelicu). Hemalaun i eozin, x 100
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Slika 2. Zub na stadiju zvona u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. ZP-zubna papila, O-odontoblasti, D-dentin, A-ameloblasti, SI- stratum intermedium zvjezdolike mrežice (vidi strelicu). Masson, x 100
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Slika 3. Embrionalna mandibula štakorskog zametka starog 13 dana transplantirana pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. K-kost, H-hrskavica, KŽ- krvna žila. Masson, x 40
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Slika 4. Mješovite žlijezde slinovnice u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. SA-serozni acinusi, MT-mukozni tubulusi. Hemalaun i eozin, x 100
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Slika 5. Osnova sjekutića u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. ZP-zubna papila,  O-odontoblasti, D-dentin, A- ameloblasti,  ZV-zvjezdolika mrežica, stratum intermedium zvjezdolike mrežice (vidi strelicu), ZP- zubna papila, K-kost. Masson, x 40
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Slika 6. Miotube (vidi strelice) u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. Hemalaun i eozin, x 100
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Slika 7. Mješovite žlijezde slinovnice u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. SA-serozni acinus, MT-mukozni tubulus, Ebnerov polumjesec (vidi strelice). Hemalaun i eozin, x 200
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Slika 8. Dobro diferencirane dlake (vidi strelice) u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. Masson, x 100
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Slika 9. Ekspresija PCNA u odontoblastima zuba (vidi strelice) diferenciranog u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana  transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. O-odontoblasti, D-dentin. DAB, kontrastirano hemalaunom, x 400
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Slika 10. Ekspresija PCNA u odontoblastima zuba (vidi strelice) diferenciranog u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 13 dana  transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. A-ameloblasti, D-dentin.  DAB, kontrastirano hemalaunom, x 200
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Slika 11. Zub na stadiju zvona u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. O-odontoblasti, D-dentin, A-ameloblasti, stratum intermedium zvjezdolike mrežice (vidi strelicu), ZV-zvjezdolika mrežica, K-kost. Hemalaun i eozin, x 100
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Slika 12. Dentinocaklinska granica zuba diferenciranog u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. O-odontoblasti, P-predentin, D-dentin, caklina (vidi strelicu), A-ameloblasti. Hemalaun i eozin, x 200
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Slika 13. Hertwigova ovojnica korijena (vidi strelicu) u osnovi zuba diferenciranog u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. Hemalaun i eozin, x 100
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Slika 14. Hrskavica (H) u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. Masson, x 100
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Slika 15. Epidermis (E) i dlake (vidi strelice) u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje tretirane 5azaC. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. Masson, x 40
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Slika 16. Osnova zuba u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. ZP-zubna papila, O-odontoblasti, D-dentin, caklina (vidi strelicu), A-ameloblasti, stratum intermedium zvjezdolike mrežice (vidi dvostruku strelicu), ZV-zvjezdolika mrežica, K-kost. Masson, x 40
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Slika 17. Osnova krune zuba u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. O-odontoblasti, P-predentin, D-dentin, C-caklina, A-ameloblasti, ZV-zvjezdolika mrežica. Hemalaun i eozin, x 200


[image: image18]
Slika 18. Dentinocaklinska granica zuba diferenciranog u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. ZP-zubna papila, O-odontoblasti, D-dentin, C-caklina, A-ameloblasti, stratum intermedium zvjezdolike mrežice (vidi strelicu), ZV-zvjezdolika mrežica, K-kost.  Hemalaun i eozin, x 100
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Slika 19. Kruna zuba u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dana. O-odontoblasti, predentin (vidi dvostruku strelicu), D-dentin, C-caklina, A-ameloblasti, SI-stratum intermedium zvjezdolike mrežice, ZV-zvjezdolika mrežica. Masson, x 100
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Slika 20. Zub na stadiju zvona u embrionalnoj mandibuli štakorskog zametka starog 14 dana transplantiranoj pod čahuru bubrega odrasle životinje bez tretmana. Eksperimentalni period iznosio je 14 dan ZP-zubna papila, O-odontoblasti, D-dentin, C-caklina, A-ameloblasti, Tomesov nastavak ameloblasta (vidi strelice), krvne žile (vidi dvostruke strelice). Masson, x 200

3. TABLICE

Tablica 1.  Prikaz ukupnog broja transplantata

	Oznaka skupine
	Starost zametaka čije su mandibule transplantirane
	Broj eksperimentalnih transplantata
	Broj kontrolnih transplantata

	1. skupina
	13 dana
	7
	8

	2. skupina
	14 dana
	7
	7


Tablica 2. Diferencijacija zubi u transplantatima embrionalne mandibule štakorskih zametaka starih 13, odnosno 14 dana čiji su domaćini 3 dana za redom i.p. primili 5 mg/kg 5azaC

	Starost zametaka čije su mandibule transplantirane
	
	Broj trans-plan-tata
	Transplantati s razvijenim zubima


	Transplantati s razvijenim kutnjakom
	Transplantati s razvijenim sjekutićem

	
	
	
	Broj
	%
	Broj
	%
	Broj
	%

	13 dana
	Eksperimen- talna grupa
	7
	2
	28
	1
	14
	2
	28

	
	Kontrola
	8
	5
	71
	4
	50
	2
	25

	14 dana
	Eksperimen-talna grupa
	7a
	3
	42
	1
	14
	3
	32

	
	Kontrola
	7
	7
	100
	4
	57
	4
	57


a) p = 0,035 (Fisherov egzaktni test)

Tablica 3. Diferencijacija ostalih histoloških struktura, osim zubi, u transplantatima embrionalne mandibule  štakorskih zametaka starih 13, odnosno 14 dana čiji su domaćini 3 dana za redom i.p. primili 5 mg/kg 5azaC

	
	Udio diferenciranih struktura u transplantatima

	Starost zametaka čije su mandibule transplantirane
	
	Broj trans-plan-tata
	Kost
	Hrskavica
	Miotube
	Slinov-

nice
	Epidermis
	Dlake
	Lojnice
	Višeredni cilindri-čni epitel
	Bijelo masno tkivo

	
	
	
	Broj
	%
	Broj
	%
	Broj
	%
	Broj
	%
	Broj
	%
	Broj
	%
	Broj
	%
	Broj
	%
	Broj
	%

	13 dana
	Eksperimen- talna grupa
	7
	7
	100
	5
	71
	2
	28
	3
	42
	7
	100
	5
	71
	4
	57
	1
	14
	4
	57

	
	Kontrola
	8
	7
	87
	6
	75
	3
	37
	6
	75
	6
	75
	4
	50
	3
	37
	3
	37
	5
	71

	14 dana
	Eksperimen-talna grupa
	7
	6
	85
	3
	42
	0
	0
	3
	42
	6
	85
	4
	57
	4
	57
	3
	42
	5
	71

	
	Kontrola
	7
	7
	100
	4
	57
	0
	0
	5
	71
	7
	100
	6
	85
	6
	85
	2
	28
	5
	71


Vedran Radujković:

UTJECAJ  EPIGENETSKOG  LIJEKA  5-AZACITIDINA  NA  DIFERENCIJACIJU    EMBRIONALNE  MANDIBULE  ŠTAKORA  U  IZOTRANSPLANTATU
Sažetak

Detaljno je istražen utjecaj epigenetskog lijeka, DNA demetilacijskog sredstva 5-azacitidina (5azaC) na razvojni potencijal osnove čeljusti štakora nakon transplantacije na ektopično mjesto. Ciljevi rada bili su: 1. Utvrditi koji se zubi diferenciraju u embrionalnoj mandibuli transplantiranoj pod čahuru bubrega domaćina koji je primao epigenetski lijek.  2. Pokazati koje se još histološke strukture diferenciraju u ovom eksperimentalnom modelu. 3. Utvrditi da li starost zametaka utječe na diferencijaciju u analiziranim izotransplantatima.  

Mandibule su izolirane iz štakorskih zametaka soja Fischer starih 13 i 14 dana i transplantirane pod čahuru bubrega odraslih mužjaka. Domaćini eksperimentalne grupe transplantata tretirani su tri dana 5-azacitidinom (5mg/kg, i.p.), a kontrolna grupa PBS-om. Nakon dva tjedna, provedena je klasična histološka analiza i statistička obrada rezultata. U transplantatima su se razvili sjekutići i kutnjaci. Pokazalo se da 5azaC smanjuje mogućnost razvoja zuba u izotransplantatima mandibule starijeg zametka (14 dana) u odnosu na kontrolu, a kada su tretirane mandibule mlađeg razvojnog stadija (13 dana)  nije bilo razlike prema kontroli. Što se tiče diferencijacije kosti, hrskavice, miotuba, slinovnica, epidermisa, dlaka, lojnica, višerednog cilindričnog epitela i masnih stanica u izotransplantatima, razlika prema kontroli nije primijećena. Dakle, čini se da 5azaC negativno utječe samo na diferencijaciju zuba i to ovisno o razvojnom stadiju zametka. 

Ključne riječi: embrionalna mandibula, izotransplantacija, 5-azacitidin, štakor

Vedran Radujković:

DIFFERENTIATION OF THE EMBRYONIC MANDIBLE IN AN ISOTRANSPLANT UNDER THE INFLUENCE OF THE EPIGENETIC DRUG 5-AZACYTIDINE 

Summary

The impact of the epigenetic drug and DNA demethylating agent 5-azacytidine (5azaC) upon the developmental potential of the embryonic jaws transplanted to an ectopic site was thoroughly investigated. The specific aims were to: 1. Assess which teeth are able to differentiate in the embryonic mandible transplanted under the kidney capsule of the host treated with 5azaC. 2. Assess which histological structures other than teeth differentiate. 3. Assess whether 5azaC has a stage-specific activity.

Mandibles were isolated from 13- and 14-days-old Fischer rat embryos and transplanted under the kidney capsule of adult males for 14 days. The experimental group of animals was treated with 5azaC (5mg/kg, i.p.) for the first three days and controls with PBS. After two weeks, routine histology and statistical analysis was done.  In transplants incisors and molars developed. Teeth development was impaired in 5azaC treated mandibles (14-days-old embryos) in comparison to controls while there were no differences in 13-days-old treated mandibles in comparison to controls. Differentiation of the bone, cartilage, myotubes, salivary glands, epidermis, hair, sebaceous glands, stratified cylindrical epithelium and adipose cells seemed to be the same as in controls. Therefore, 5azaC seems to disrupt tooth development in a stage-specific manner.

Key words: Embryonic mandible, 5-azacytidine, rat, isotransplantation
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