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Abstrakt:

Zuby jsou organy epitelo-mezenchymalni stavby majici hned nékolik funkci. Ve
vyvoji zubl neboli odontogenezi, se uplatiiuje né€kolik bunéénych procesi — migrace,
proliferace, diferenciace a programovana buné¢na smrt.

Odontogeneze ma geneticky kontrolovany prubé¢h. Tyto geny reguluji pribéh
vyvoje zubu prostfednictvim riznych transkripnich faktord nebo sekretovanych
proteint. Protoze pti odontogenezi dochazi k interakci mezi epitelem a pod nim leZicim
mezenchymem, signalni molekuly pasobi parakrinné. Téchto molekul je v dnesni dobé
znamo vice jak 350. VétSina ze signalnich molekul patii k rodin€ transformujiciho
rustového faktoru B (TGFP), fibroblasty ristovy faktor (FGF), Hedgehog, Wnt a Notch.
Nedavno identifikovanou signalni molekulou byl ektodysplazin, ¢len rodiny tumor
nekrotizujici faktor (TNF).

V této praci byly zpracovany informace tykajici se proliferace. Prolifera¢ni oblasti
nalézame jak v epitelu, tak i v okolnim mezenchymu. V prenatalnim obdobi souvisi
proliferacni zony s prorustanim epitelu do mezenchymu a to ve stadiu iniciace, dentalni
plakody, pupene, poharku a zvonku. Okolni mezenchymové bunky kolem zubniho
zakladu nejprve kondenzuji, pak se teprve zacinaji intenzivné délit za vzniku bun&k
dentalni papily a okolniho dentalniho vaku. Intenzivni déleni epitelovych i
mezenchymovych bunék je béhem prenatalniho vyvoje kontrolovano signalnimi centry
— dentélni plakody, primarnim a sekundarnim sklovinnym uzlem.

V postnatalnim obdobi, kdy je uz kompletni formace korunky, vznikaji 2
struktury podilejici se na proliferanich procesech — terciarni sklovinny uzel na korunce

a Hertwigova epitelialni kofenova pochva, kterd kontroluje vyvoj kotene zubu.

Klicova slova: Odontogeneze, Epitelo—mezenchymové interakce, Proliferace,
Msx, Pax, FGF, Hedgehog, BMP, Wnt, Eda.



Abstract:

Teeth are epithelio-mesenchymal organs with many functions. Several cellular
processes are applied during tooth development (odontogenesis) — migration,
proliferation, differentiation and programmed cell-death.

Odontogenesis is a genetically controlled process. These genes regulate the
progress of the tooth development by different transcription factors or secreted proteins.
There is an interaction between epithelial and underlying mesenchymal tissues during
the odontogenesis. It means, that signal molecules act paracrine and are mediated by
more than 350 signalling molecules. Most of them belong to transforming growth factor
B (TGEp), fibroblast growth factor (FGF), Hedgehog, Wnt and Notch families. Recently
identified signal molecule was Ectodysplasin, member of tumor necrosis factor family
(TNF).

This study is compiled of proliferation-related information. Proliferation zones are
located in the epithelium and in the surrounding mesenchyme. Proliferation in prenatal
period is associated with invagination of epithelium into the mesenchyme, which
includes initiation, dental placode, bud stage, cup stage and bell stage. First, the
mesenchyme cells around the epithelium condense, and then they start to proliferate.
These cells are forming mesenchymal papilla and dental follicle. During prenatal
development is controlled by dental placode, primary and secondary enamel knots.

In the postnatal period, when the formation of crown is complete, are 2 structures
involved in the proliferation processes - tertiary enamel knot in the crown and Hertwig’s

epithelial root sheath, which controls development of root of tooth.

Keywords: Odontogenesis, Epithelial-mesenchymal interaction, Proliferation, Msx,
Pax, FGF, Hedgehog, BMP, Wnt, Eda.
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Dd.
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neuralni lista (Cranial Neural Crest)
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tieti molar (The third molar)
primarni sklovinny uzel (Primary enamel knot)
sekundarni sklovinny uzel (Secondary enamel knot)
terciarni sklovinny uzel (Tertiary enamel knot)
cervikalni smycka (Cervical loop)
Hertwigova epitelialni kofenova pochva (Hertwig's epithelial root sheath)
programovana bunééna smrt (Programmed cell-death)
hematopoetické kmenové bunky (Hematopoietic stem cell)
prolifera¢ni jaderny antigenu (Proliferating cell nuclear antigen)
deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)
ribonukleova kyselina (Ribonucleic acid)
celularni adhesivni molekuly (Cell Adhesion Molecules)
mitdza (mitosis)
klidova faze (resting phase)
prvni rustova faze, postmitoticka (Gap 1 phase)
synteticka faze (synthesis phase)
druha ristova faze, premitoticka
vnéjsi sklovinny epitel (Outer enamel epithelium)
vnitini sklovinny epitel (Inner enamel epithelium)
stratum intermedium
stratum reticulare
embryonalni den (embryonic day)
postnatalni den (postnatal day)
Paired box domain
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muscle segment homeobox gene
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LIM homeobox gene

runt related transcription factor 2
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fibroblasty rastovy faktor (Fibroblast growth factor)
sonic hedgehog
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tumor necrosis factor

wing-less-type MMTYV integration site family
Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Receptor
receptor activator of NFkB
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osteoprotegerin

Goosecoid gene
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Witkopuv syndrom (Tooth and nail syndrome)
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1. Uvod

Zuby (lat. dentes, Dd.) jsou zivotné dalezitym organem Zivoc¢isného organismu,
maji slozitou stavbu i vyvoj. V zivocisné fisi se tyto struktury poprvé vyskytuji az u
Celistnatych obratloveu (Gnatostomata) (Malinsky et al. 2005, Gaisler et Zima 2007).
Krom¢ mastikacniho vyznamu, ktery je zdaleka nejdulezitéjsi v celé zivocisné tisi, plni
v lidském svété také funkci estetickou a artikula¢ni (Stejskalova et al. 2008).

Vyvoj zubi neboli odontogeneze je zahijena ve velmi cCasnych stadiich
embryonalniho vyvoje. Uplatiiuje se pii ném velké mnozstvi interakci mezi zadkladnimi
bunéénymi typy a dochdzi k aktivaci fady signalnich drah. Pouze pfi spravném
fungovani nastavd plnohodnotny vyvoj zubu bez vyvojovych abnormalit. Proto
poznatky ziskané studiem embryonalniho vyvoje zubli a jejich integrace s okolnimi
tkanémi na bunécné a molekuldrni urovni ndm otviraji nové moznosti a cesty jak
k nahradé ztracenych tvrdych zubnich tkani (HTT), tak i v diagnostice a 1é¢b¢ urcitych
vyvojovych abnormalit, kdy mizou chybét pouze nékteré (hypodoncie, oligodoncie)
nebo vSechny zuby (anodoncie) (Krejéi et al 2007, Matalova et al. 2008).

Vyzkum molekuldrni a bunééné podstaty odontogeneze se provadi na mysi
dentici, modelovym zubem je zpravidla prvni mysi molar M1, a to bud’ mandibulérni
(Viriot et al. 1997) nebo maxilarni (Peterkova et al. 1996). Také jiz byly publikovany
souhrnné studie zabyvajici se proliferaci 1 apoptdzou v prenatalnim vyvoji mysSich
mandibularnich molara (Lesot et al. 1996). V postnatalnim vyvoji byly jiz také
publikovany studie na proliferativni pochody u M1 (Lungova et al. 2011) nebo u M3
(Chlastakova et al. 2011). Ne vzdy jsou ale pouzivany mysi molary, proto na vyse
zminéné projekty navazuje srovnavaci studie casoprostorového rozloZeni proliferace 1
apoptozy hrabosti polnich (Setkova et al. 2006).

I pfes tyto publikace stale jesté neni k dispozici studie zahrnujici struéné a
pfehledné shrnuti prolifera¢nich zmén jak Vv prenatalnim, tak i v postnatalnim vyvoji
zubu. Proto bylo cilem této bakalaiské prace prozkoumani a souhrn nynéjsich poznatkii
o proliferacnich procesech ve vyvoji zubnich zarodkli mySich molard M1. Prace se
zaméfila predevsim na signalni drahy (TGF, FGF, SHH, Wnt, TNF nebo Notch) a
molekuly tidici proliferacni aktivity v jednotlivych stadiich vyvoje. Zahrnuje tedy stadia
iniciace, kdy dochazi ke ztlusténi epitelu a jeho prorustani do okolniho mezenchymu,

ptes stadia zubniho pupene a poharku, kdy pokracuje proliferace epitelu doprovazeného



vznikem signalniho centra — tzv. primarniho sklovinného uzlu (PEK). Dalsi strukturou
je zubni zvonek, kdy proliferuji lateralni epitelové bunky a vznikaji sekundarni
sklovinné uzly (SEK). V postnatalnim obdobi prace zduraznuje pokracujici proliferaci
cervikalni smyc¢ky (CL), ktera jako Hertwigova epitelialni kofenova pochva (HERS)
formuje tvar a vyvoj kofene. Proliferaci dentalni papily vznika zubni pulpa, naopak z
dentalniho vaku se diferencuje zavésny aparat zubu.

Z praktického hlediska méa pouziti mysi, jako modelového organismu, nespornou
vyhodu v tom, ze jeji chov je snadny a je dostupna Siroka Skala riznych transgennich
nebo knock-outovych linii (Macholan 1997, Jebavy et al. 2011, URLI1). Vysledky jsou
dobfe pouzitelné, jelikoz rany vyvoj zubt ¢lovéka a mysi, je alesponi na histologické

urovni prakticky stejny (Krejci et al. 2007).

Obr. 1: Laboratorni my$. Modelovy organismus — schématické znazornéni. Pfevzato a upraveno Jebavy

et al. 2011.
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2. Hlavni morfogenetické procesy

Vyvoj celého jedince (ontogeneze) je slozity a souvisly proces, ktery zaina
oplozenim vajicka spermii, vrcholi dosazenim zralosti a kon¢i smrti. V ramci tohoto
vyvoje se bunky mnozi, pohybuji, vzijemné se dotykaji a navazuji mezibunécné
kontakty i umiraji. Tyto elementarni déje oznaCujeme jako zakladni morfogenetické
procesy. Zakladnich morfogenetickych procest je tedy nékolik: proliferace, migrace,

asociace, diferenciace a bunééna smrt.

2.1 Bunééna migrace, asociace, smrt, diferenciace

Bunécénd migrace vede k premistovani jednotlivych bunék ¢i skupin bunék.

Muze byt bud’ zcela pasivni, nebo aktivni. V ptipadé€ pasivni migrace jsou diive vzniklé
buiiky vytlacovany do periferie nové tvofenymi buiikami (typicky v okoli proliferacnich
center). V ptipad¢ aktivni migrace dochazi k zapojeni vlastniho lokomoc¢niho aparatu
buiky. Buiiky jsou pfi zmén¢ pozice vystaveny riiznym podminkam okolniho prostredi,
kde reaguji na signaly a urcuji, jak se buiniky budou dale diferencovat. Typickymi
migrujicimi buitkami uplatiiujici se v odontogenezi jsou buiiky neurdlni listy (CNC)
(Jelinek et al. URL1).

Bunécna asociace spojuje jednotlivé buniky ve vyssi funkéni celky a umoziuje

jim vzajemné ovlivilovani. Spojovani bunc¢k se uskuteciuje pomoci celularnich
adhezivnich molekul (CAM), exprimovanych na cytoplazmatické membrané a posléze i
morfologicky prokazatelnou formou bodovych a ploSnych bunéénych spojeni, jak je
zname z cytologie (Jelinek et al. URL1)

Programovana bunéfna smrt (PCD), oznaCovana téZ jako apoptdza, je vyraz

vyhrazeny pro fyziologickou smrt bunky s typickou morfologii. Smyslem apoptozy je
odstranéni vadnych (mutace), ¢i nadbytecnych bunéénych elementli pro udrzeni
homeostazy jak v prenatalnim, tak i v postnatalnim vyvoji. Pti apoptoze typicky probiha
kondenzace a fragmentace bunééného jadra, ztrata objemu bunky a svrastovani bunécné
membrany zakonCené tvorbou apoptotickych télisek. Tyto téliska jsou pak
fagocytovana, popiipadé odstranéna sousednimi buiikami (Wyllie et al. 1980, Cohen et
Duke 1984, Ren et Savill 1998). V odontogenezi se uplatiuje pii eliminaci sklovinnych

uzla.
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Diferenciaci rozumime proces, kdy z pluripotentnich bun¢k (napt. kmenovych)
vznikaji buiky specializované K ur¢ité funkci. Na vyvojové specializaci kazdé bunky se
podili velké mnozstvi gent (Jelinek et al. URL1). Diferenciace neni nasledkem ztraty ¢i
prirastku chromosomového materialu a jen ziidkakdy je spojena s nezvratnou zménou
genomové DNA. Béhem odontogeneze podstupuji diferenciaci nejprve odontoblasty
zubni pulpy (ve stadiu zubniho zvonku E18,5), které jsou nasledované diferenciaci
ameloblastli (perinatdlné v obdobi P0). Cementoblasty a fibroblasty periodontia se

diferencuji postnatalné pied erupci zubu (Lungova et al. 2011).

2.2 Proliferace

Proliferaci rozumime proces intenzivniho mnozeni bunék. Vysledkem dé¢leni
jsou zvétSujici se populace bunck, které se dale diferencuji do jednotlivych bunéénych
linii (Jelinek et al. URL1).

Proliferace se uplatiluje pievazné v embryonalnim obdobi, kdy se zaklada
vétSina orgdnd. Mista intenzivniho rozmnozovani bunék jsou zpravidla soustfedéna do
tzv. proliferanich center. Proliferaci pak tyto organy rostou a zvétsuji se.

V postnatalnim obdobi jednotlivé organy dokoncuji sviij vyvoj. VétSina bunék
nasledné ztraci schopnost proliferace, a proto se Vv dospélosti proliferace omezuje
vyhradné na procesy obnovy mechanicky namahanych ¢i poskozenych tkani (bunky
epidermis, stfevni sliznice, vystelka dychaciho traktu) a udrzovani télnich pochodi
(vznik krevnich elementd z hematopoetické kmenové burnky, HSC) .

Pro detekci mist aktivnich pfi bunécné proliferaci se pouziva vV dneSni dobé
predev§im imunohistochemickych metod. Nejéastéjsim zpusobem je imunohisto-
chemické znaceni PCNA, coZ je metoda pritkkazu proliferatniho jaderného antigenu
(PCNA, proliferating cell nuclear antigen) v S fazi bunééného cyklu (Obr. 2) (Smarda et
al. 2005). PCNA antigen je trimerni sviraci protein, ktery se pomoci clamp loaderu
(replikacni faktor C) upeviiuje obvykle k DNA fetézci s pomoci DNA polymerazy. Bez
sviractho proteinu by byla tato polymerdza schopna vytvafet jen nékolik
desitek nukleotid dlouhé fragmenty DNA (Goedken et al. 2005). Béhem replikace
DNA se rozliSuje tzv. vedouci a zpozdujici se vladkno. Vedouci (leading) vlakno je
asociovano se sviracim proteinem po pomérné dlouhou dobu, zatimco zpozd'ujici se
(lagging) vldkno se musi vzdy po dokonceni daného Okazakiho fragmentu ze sviraciho
proteinu uvolnit a cely komplex se znovu sestavuje na nasledujicim RNA primeru

(Alberts et al. 2002).
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Krom¢ PCNA mizeme k detekci bunécné proliferace pouzit i jako marker

protein Ki-67 (také znamy jako MKI67). Ten je striktn¢ spojen s délenim buné¢k, kdy

béhem interfaze (kam fadime faze G, S a Gy) je nejvice detekovan v bunécném jadre,

zato v mitoze je vétSina proteinu lokalizovana na povrchu chromozomi. Ki-67 protein

je pritomny behem vsech aktivnich fazi bunééného cyklu (fazich Gy, S, G,, M mitdzy),

pti pfechodu do Gg faze je vsak neptitomny (Obr. 2) (Scholzen et al. 2000, Bullwinkel

et al. 2006, Rahmanzadeh et al. 2007).

M

Detekce Ki-67 na povrchu
chromozomu

____Ki-67 neni

aktivovana

G,

Detekce Ki-67
v buné¢ném jadie

Detekce pomoci PCNA

Interfaze

Obr. 2: Bunéény cyklus. Schéma znazorfiuje prichod bunécnym cyklem, PCNA je detekovana pouze

s S fazi, Ki-67 ve vSech fazich kromé Gy. M — mitoticka faze.
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3. Proliferace v odontogenezi

Na souhrnné studie zabyvajici se proliferaci i apoptézou v prenatdlnim vyvoji
mySich mandibularnich molard (Lesot et al. 1996) navazuji srovnavaci studie
asoprostorového rozlozeni proliferace i apoptézy hrabost polnich (Setkova et al.
2006). Postnatalné byla distribuce prolifera¢nich zoén u mandibulédrnich M1 (Lungova et
al. 2011) a u M3 (Chlastakova et al. 2011).

Proliferaéni oblasti nalézame jak v epitelu, tak i Vv okolnim mezenchymu.
V prenatalnim obdobi souvisi prolifera¢ni zony s proristanim epitelu do mezenchymu a
to ve stadiu iniciace, dentalni plakody, pupene, poharku a zvonku (Obr. 3). Okolni
mezenchymové builky kolem zubniho zdkladu nejprve kondenzuji, od stddia zubniho
pupene se pak zacinaji intenzivné délit. Dal§im vyvojem davaji vznik mezenchymovym
bunkam dentalni papily a okolniho dentalniho vaku.

Intenzivni déleni epitelovych 1 mezenchymovych bunék zubniho zékladu je
béhem prenatalniho vyvoje kontrolovdno signdlnimi centry, oznacované téz jako
sklovinné uzly — dentalni plakoda, PEK, SEK. Dentdlni plakoda vznik4d na piesné
definovaném mist¢ (E11) a je povazovana za Casné signalni centrum s docasnou
existenci. Ze stadia plakody pokracujici proliferaci a vristanim do mezenchymu vznika
utvar podobny pupenu — stadium pupene (E13,5). V epitelu od faze pupene vznikaji
signalni centra, oznacované jako sklovinné uzly. PEK je lokalizovan v oblasti nejvétsi
konvexity pupene a pomoci signalnich molekul tidi prolifera¢ni pochody epitelu
(organu skloviny) i mezenchymu — tim tidi i pfechod mezi stadiem pupene a poharku
(Jernvall et al. 1994). Ve stadiu zubniho poharku (E14,5) se epitel zacina ¢lenit na dvé
vrstvy — vnitini sklovinny epitel (IEE) a vnéjsi sklovinny epitel (OEE). Misto stfetavani
IEE a OEE se oznacuje jako CL a vyznacuje se Vysokou prolifera¢ni aktivitou. Jejim
pokracujicim vristanim do mezenchymu vytvafi stddium zubniho zvonku (E16). CL ma
charakteristicky vzhled, ktery ptedurcuje tvar budouci korunky. K proliferaci dochazi i
v mezenchymu, kdy z kondenzovaného mezenchymu diky vedoucimu vlivu organu
skloviny vznika proliferaci dentalni papila. U vicehrbolkovych zubu se z perzistujicich
bunc¢k PEK v mistech budoucich hrbolkti vytvaii SEK, pfechodnd struktura podilejici se
signalnimi molekulami pfevazné na formaci tvaru korunky (Coin et al. 1999).

Pied zahajenim mineralizace (E18-18,5), ma organ skloviny typické

Ctyfvrstevné uspotradani. Centralné od OEE, ktery ma ochrannou funkci, se nachazi
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stratum reticulare (SR) s ochrannou a vyzivovaci funkci, stratum intermedium (SI) a
IEE. SI aktivné pfipravuje ziviny pro IEE/ameloblasty a zaroven se podili na
diferenciaci ameloblasti. Dentinogeneze zacina diferenciaci odontoblasti v hrbolcich
budoucich zubi (E18,5) a rovnéZz mirné piedchazi amelogenezi (Luckett 1993).

Z okrajovych casti dentdlni papily vznikaji v pribé¢hu vyvoje odontoblasty a
Z jeji vnitini ¢asti zubni pulpa. Posledni vznikajici strukturou prvotniho zékladu zubu,
rovnéz mezenchymového ptivodu, je dentdlni vak. Jedna se o mezenchym, ktery se
kondenzuje na okrajich orgénu skloviny. Pro jeho vznik je také dalezity induktivni vliv
organu skloviny (Luckett 1993, Ten Cate 1998, Sadler 2002).

Po vytvofeni mineralizovaném zakladu korunky zac¢ina probihat vyvoj zubniho
kotene a okolni kosti. Z bun¢k CL zaciné prortstat do hloubky HERS, ktera se sklada
pouze ze IEE a OEE. Na tvorbé zubniho alveolu se podili vné&jsi epitel dentalniho vaku.
Pti vyvoji kofene pokracuje proces dentinogeneze, na ktery navazuje cementogeneze a
vyvoj periodontia (z dentalniho vaku). Vyvoj zubni pulpy a zubniho alveolu probiha
paraleln¢ s vyvojem korunky a kotfene (Luckett 1993, Malinsky 2005).

Féaze dentalni Féaze Faze Faze Zut{ v d’utiné
plakody (E11) pupene (E13) poharku (E14,5)  zvonku (E16) ustni
Mezenchym 7 ’
Dentalni plakoda e Sklovina
Kondenzovany Dentéalni  Cervikalni
e papila smyCka EK Pulpa  Dentin

Obr. 3: Schéma piehledné znazortujici vyvojové faze vyvoje vicehrbolkovych zubl véetné lokalizace
signalnich center. Pfevzato a upraveno z (Koussoulakou et al. 2009).

3.1 Rizeni prolifera¢nich procesi béhem prenatilniho obdobi

Proces Misto

Oralni ektoderm

Vymezeni zubniho pole Odontogenni mezenchym

Iniciace Dentalni planda

Féaze pupene Kondenzovany dentalni mezenchym
PEK

Faze poharku Mezenchym dentélni papily

Faze zvonku SEK

Tab. 1. Ptifazeni jednotlivych fazi k mistu vyvoje zubu.
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3.1.1 Oralni ektoderm

Pted samotnym vyvojem zubii musi byt definovana jejich pozice vii¢i okolnim
strukturdm. Zakladni anterio-posteriorni a oralni-aboralni osa je ddna exprimovanim
molekul BMP4 a FGF8/9 v anteriorni a posteriorni ¢asti oralniho ektodermu, které
vymezuji oblast budoucich fezakd a molart (Obr. 4) (Fleischmannova et al. 2010). Typ
zubli mizeme ovlivnit i experimentalné, napf. po ptidani molekuly Noggin (vaze se a
inaktivuje ¢leny TGF-B signalnich molekul véetné BMP) v ¢asném vyvoji (ED 9-10)
vyusti k transformaci vyvoje fezak k molarim (McMahon et al. 1998).

Prvni morfologické zmény v epitelu jsou patrné kolem E11 (Koussoulakou et al.
2009). V oralnim ektodermu probiha exprese genu Pitx2. Do signalizace jsou zapojeny
signalni drahy BMP, FGF, SHH i WNT (Obr. 7) (Thesleff 2000).

Bmp4 —» Msx1/2

t Barxl, DIx2
Lhx6/7

Fgf8/9

|

-~

Gs¢ ——«& Lhx6/7

Bezzubd kost,
kloub e

Obr. 4: Schematické znazornéni zakladni vymezeni ploch vyvoje zubll. V mistech budoucich fezaku
(modfe) se exprimuje BMP4, v mistech budoucich molart (zelen€) Fgf8/9. Hnéde je znazornéna bezzuba
kost. Pievzato a upraveno Fleischmannova et al. 2010.

3.1.2 Odontogenni mezenchym

Diky stimulaci oralniho ektodermu dochézi k expresi mnoha gena v piilehlém
odontogennim mezenchymu. Geny zapojené do vyvoje jsou Lhx6/7, Barxl, Msx1/2,
DIx1/2 a Glil/2/3. FGF8/9 indukuji expresi Lhx6/7, DIx 1/2, Barxl a posteriorni
mezenchymalni markery vylucujici exprexi Gsc (Goosecoid gen). V anteriorni Casti
oralniho ektodermu dochazi diky BMP4 k expresi Msx1/2 a zaroven zabranuje expresi
Barxl. Jestlize je inhibovan BMP4, dochazi k expresi Barx1 a zaroven dochazi k vyvoji

molard misto fezaku (Obr. 4) (Fleischmannova et al. 2010).
Epitelialni BMP4 prostfednictvim Msx1 specificky indukuje produkci
mezenchymalni BMP4, zatimco epitelidlni FGF8 indukuje tvorbu mezenchymalniho
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aktivinu BA. Diky mezenchymalni BMP4 a aktivinu BA nasledné zahajuji bunky epitelu
proliferaci na presn¢ definovanych mistech a zainaji se vnofovat do mezenchymu

(Koussoulakou et al. 2009).

3.1.3 Dentalni plakoda
Dentalni plakoda, oznacovand téz jako casné signalni centrum, je tvofena
souborem bun¢k sregulacéni aktivitou. Bunky tvofici dentalni plakody sekretuji
molekuly v8ech ¢&tyf signalnich rodin (BMP, FGF, SHH a WNT). Navic zde dochazi
k expresi geni p21, Msx2, Lefl a Edar (Obr. 7), kdy pouze Lefl a Edar pisobi
prolifera¢né na okolni tkan, zatimco p21 a Msx2 pusobi apoptoticky (Kratochwil et al.
1996, Peters et Balling 1999).

3.1.4 Kondenzovany dentilni mezenchym

V dentalnim mezenchymu nejprve dochazi k zahustovani, neboli kondenzaci,
bunék. Kondenzovany epitel se vyviji kolem invaginace epitelu, pfipominajici pupen.
V této fazi vyvoje dochazi k tiplné ztraté odontogenniho potencialu v epitelu a piebira
jej mezenchym (ED11.5-12), rovnéZz dochazi k intenzivni expresi Pax9, ktera je nutna
pro mezenchymalni ztlustovani (Mina et Kollar 1987). Dalsimi exprimovanymi geny
jsou Lhx6/7, Barx1, Msx1/2, DIx1/2, Gli1/2/3, Lefl a Runx2 (Obr. 7).

Mezenchymalni bunky sekretuji dulezité extracelularni molekuly, tenascin a
syndecan. Tyto molekuly se poté v mezibunééném prosttedi spojuji a zvySuji
koncentraci mnoha rtustovych faktorti. Rliznd koncentrace mezi t€émito misty indukuje
také rozdilné mnoZeni buné€k v epitelidlnich vrstvach a dochdzi k transformaci zubniho
pupenu do polopyramidalni struktury (Koussoulakou et al. 2009). Mysi molary dosahuji
tohoto stadia ptiblizné¢ v E13.5-14. Signalni drahy zapojeny do této etapy vyvoje jsou
BMP, FGF a WNT (Obr. 7).

Nejpravdépodobnéjsi moznosti pro indukci pfemény ze stadia pupene do stadia
poharku, je molekula BMP4. Jestlize neni tato signdlni molekula produkovana, geny
Lefl, Msx1 a Pax9 nejsou exprimovany a vyvoj zubniho zarodku se zastavuje ve fazi

pupene (Obr. 5) (Maas et Bei 1997, Kerdnen et al. 1999, Kapadia et al. 2007).
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Dentalni pupen

Tvorba PEK

Mezenchym

Obr. 5: Schéma znazoriiuje mezenchymalni pisobeni BMP4 na stadium pupene. (Pfevzato a
upraveno dle Peters et Balling 1999)

Mezi molekulami PAX9 s MSX1 dochazi k fyzické proteinové interakci in vitro
i in vivo. Typickym produktem je stabilni dimerni komplex. Mezenchym pfiléhajici
k vrcholu pupenu v ptitomnosti Msx1 soucasné s Pax9 produkuje BMP4 (Obr. 5). Tim
spousti v epitelialnich bunikach tvorbu p21 (Ogawa et al. 2005). Vznikly protein, spolu
s BMP2, je charakteristicky pro bunky sklovinného uzlu (Jernvall et al. 1994,
Koussoulakou et al. 2009). Fgf3, DIx1 a DIx2 se objevuji v dentalnim mezenchymu pod
regulaci Msx1 (Bei et Maas, 1998).

3.1.5 Primarni sklovinny uzel

PEK pfedstavuje piechodnou, nicméné velmi dilezitou, strukturu organu
skloviny (Jernval et al. 1994). Ma charakter ztlusténi ve vnitinim sklovinném epitelu a
slouzi jako signalni centrum v procesu fizeni vyvoje dalSich dentalnich struktur, véetné
proliferanich procestt (Vaahtokari et al. 1996). Sklovinny uzel byl objeven
Spermannem a Mangoldem jiZ roku 1924. Jeho funkci je podpora proliferace bunck ve
svém okoli, tim zplsobuje rist CL. Dale prostfednictvim rustovych faktora (FGF4/9 a
SHH) stimuluje proliferaci organu skloviny a okolnich mezenchymovych bunék zubni
pulpy (Thesleff et Sharpe 1997, Jernvall et al. 1998, Thesleff 2006). Proto dochazi ke
zméné tvaru z pupene (E13) v poharek (E14,5) a pozdéji az ve tvar zvonku (E16)
(Jernvall et al 1994, Koussoulakou et al. 2009). Sklovinny uzel exprimuje geny Lefl a
Edar (oba maji proliferacni aktivitu), dale také exprimuje geny Msx2, Bmp2 a p21

(vSechny mj. indukuji apoptozu) (Obr. 6). P21 se ucastni fizeni bunééného cyklu a to

18



tak, ze se pod jeho vlivem piestavaji epitelidlni buiiky d¢lit, protoze neumozni vstup do

S faze bunécného cyklu (Jernvall et al. 1998).

BMP4/2

Proliferace Proliferace

Apoptoza

Sklovinny uzel

Obr. 6: Schéma znazornujici proliferacni signaly sklovinného uzlu tizené FGF4/9 a bunéfnou smrt
zprostiedkovanou BMP4/2, Msx2 a p21 (Peters et Balling, 1999).

3.1.6 Mezenchym dentalni papily

Dentélni papila je mezenchymalni struktura typicka pro stddium zvonku,
vyskytujici se v centralni ¢asti vyvijejiciho se zubu. Z lateralnich stran je ohrani¢ovana
rostoucimi strukturami orgénu skloviny, kdy CL roste smérem do hloubky a predurcuje
tvar a obrys budouci zubni korunky (Obr. 3). Molary dosahnou stadia zvonku do E17.5-
18 (Rossant et Tam 2002) V mezenchymu dochazi k expresi stejnych gent jako
v kondenzovaném mezenchymu, ¢ili zahrnuje Pax9, Lhx6/7, Barxl, Msx1/2, DIx1/2,
Gli1/2/3, Lefl a Runx2. Ze signalnich drah jsou zapojeny BMP, FGF a WNT (Obr. 7).
Zvngjsi vrstvy dentdlni papily pak dochéazi k diferenciaci bun€k zubni pulpy
v odontoblasty (Thesleff 2003).

3.1.7 Sekundarni sklovinny uzel
SEK jsou charakteristické pro vicehrbolkové zuby. Pti objeveni prvniho SEK, coz
je casové velmi variabilni, pfiblizné v EI1S5, jiZ popisujeme zub jako zacatek faze
zvonku. SEK vznikaji pravdépodobné z bunék PEK, které nepodlehly apoptdze (Lesot
et al. 1996, Coin et al. 1999). Pozdé&ji se formuje i druhy, tieti a ¢tvrty SEK. Vnitini
sklovinny epitel se pod vedenim signalnich molekul z SEK nadale vchlipuje do

mezenchymu. Timto pohybem vytla¢uje hvézdicové retikulum a ziskava formu zvonku
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(E 16.5). Sklovinné uzly koordinuji tedy nejen formovani, ale také pozici a velikost
ptislusnych hrbolkti na korunce (Coin et al. 1999).

Bunky SEK exprimuji stejné geny jako PEK, s vyjimkou Edar. Signalni drahy
zapojené do vyvoje zahrnuji BMP, FGF, SHH a WNT (Obr. 7) (Thesleff 2003).

f N T G P
Orélni ektoderm Dentalni plakoda PEK SEK
BMP p21 BMP p21 BMP p21 BMP
, FGF | Msx2 | FGF TNF Msx2 | FGF | Msx2 | FGF
Pitx2 | SHH ™ Lef1 | SHH Lefl | SHH ”| Lefl | SHH

WHT Edar | WNT Edar | WNT WNT
| TNF J R — N S | ——
/ / / Diferenciace a
B\ mineralizac
( Odontogenni mezenchym | | Kondenzovany mezenchym (Mczcnchym dentalni papily

Lhx6/7, Barx1, BMP Lhx6/7, Barxl, BMP Lhx6/7, Barx1, BMP

Msx1/2, DIx1/2, | AKTIVIN Msx1/2, DIx1/2, FGF Msx1/2, DIx1/2, FGF

Pax9, Glil/2/3 Pax9, Glil/2/3, WNT Pax9, Glil/2/3, WNT
Lefl, Runx2 Lefl, Runx2 )

Obr. 7: Schéma znazoriuje piusobeni signalnich molekul a genetickych faktord Vv epitelu a
mezenchymu béhem jednotlivych fazi zubniho vyvoje. Pfevzato a upraveno z Thesleff 2003.

3.2 Proliferace v odontogenezi v postnatalnim obdobi

V postnatalnim obdobi vznikaji 2 struktury podilejici se na proliferacnich
procesech — terciarni sklovinny uzel (TEK), ktery je lokalizovan na korunce, a HERS
podilejici se na vyvoji kofene zubu.

U vicehrbolkovych zubii ze zbytkd bunék SEK struktura oznacovana jako
terciarni sklovinny uzel (TEK). Ridi vytvafeni vysledného tvaru korunky véetné vzniku
EFA (Enamel free areas), které se nachazi na korunce mysich mandibularnich molara
(Luukko et al. 2003).

Po dokonceni tvorby zubni korunky také dochazi k vyvoji zubniho kofene. Ten
vznika pokracujicim vyvojem CL, kterd je zaklad pro dalsi strukturu — HERS. HERS
ma dilezity formativni vliv na budouci tvar a pocet kotentl, reguluje nacasovani jejich
vyvoje a navic indukuje diferenciaci odontoblastli. Proliferaéni procesy HERS jsou,
stejné jako pii prenatdlnim vyvoji korunky, fizeny epitelo-mezenchymovymi
interakcemi. HERS vykazuje vysokou mitotickou aktivitu v obdobi P4-P12. Pak
dochazi k utlumovani proliferacni aktivity, az se Gpln¢ ukonéuje vyvoj kotene (P16)
(Lungovéa et al. 2011). Na vyvoji kofene se uplatiluji proteiny SHH a MSX2.
S postupujicim vyvojem se HERS rozpada, nekteré jeji ¢asti mohou ale perzistovat i v

dospélosti (Malinsky et al. 2002).
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4. Geny ucastnici se proliferacnich procesi v ramci odontogeneze

Z ptedchozich udaji vyplyva, Zze s vyvojem zubil je spojeno vice nez 300 genda.
Vétsina téchto genli je evoluéné vysoce konzervovana a je spojena se signalnimi
drahami zajist'ujici mezibunécnou komunikaci mezi epitelovou a mezenchymovou tkani
(Thesleff 2006).

Velmi dalezitymi ¢leny gent ucastnicich se odontogeneze jsou geny Pax, Msx,
DIx, Lhx, Barx, Pitx a Runx2 (Kavitha et al. 2010). Pro vyzkum molekularnich
mechanismu je dulezité, Ze regulacni geny Msx1, Pax9 nebo Pitx se exprimuji jak u lidi,
tak i u mysi. Pfi pokusech byly nalezeny jen malé rozdily v expresi, v zasadé je
mechanismus regulace identicky (Lin et al et al. 2007).

Casna exprese genii Msxl a Msx2 je omezena na distalni, ve stiedni Cafe
umisténou oblast, kde se budou vyvijet fezaky a nikoliv molary. Zatimco DIx1 a DIx2
jsou exprimovany v mezenchymu, kde se budou vyvijet molary (MacKenzie et al. 1991,
Qiu et al. 1997).

Geny zodpovédné za proliferaci Geny zodpovédné za apoptozu
Pax9 Almeida et al. 2010 p21 Peters et Ballinng 1999
Msx1 Maas et Bei 1997 Msx2 Peters et Ballinng 1999

DIx Bei et Maas 1998
Lefl Kratochwil et al. 1996

Tab. 2: Piehled nékterych genti u€astnicich se vybranych morfogenetickych pochodti véetné referenci.

Geny, p¥i jejichZ mutaci dochazi k zastaveni vyvoje zubu
Pax9 Neuboser et al. 1997, Kavitha et al. 2010
Msx1 Satokata et Maas 1994
Msx1 s Msx2 Hu et al. 1998, Satokata et al. 2000, Matalova et al. 2008

Lefl Kratochwil et al. 1996
DIx1/2 Thomas et al. 2000

AXin2 Matalova et al., 2008

Eda/EdaR Headon et Overbeek 1999; Monreal et al 1999

Pitx2 Linetal. 1999

Tab. 3: Ptehled nékterych gend, pii jejichz mutaci dochazi k zastaveni odontogeneze véetné referenci.
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4.1 Pax9

Pax9 je ¢lenem gent rodiny Pax (Paired box domain gene family). Pro tuto rodinu
je typickd DNA-parovaci doména. Gen pro Pax9 se vyskytuje na chromozomu 14g13.3
(Obr. 8) a obsahuje 4 exony. Hraje vyznamnou ulohu pfi regulaci bunééné diferenciace
(Neuboser et al. 1997).

Pax9 je exprimovan v ¢asnych stadiich vyvoje zubl v dentdlnim mezenchymu
pod kontrolou antagonistického ptsobeni FGF8/BMP4, kdy FGF8 ma aktiva¢ni
potencial a BMP4 ma funkci inhibi¢ni. Vysoka mira exprese je typickd pro faze
iniciace, pupene a ¢epicky. Naopak ve fazi zvonku (E16) je exprese jiz potlacovana
(Almeida et al. 2010).

Pax9 je potfebny pro kondenzaci zubniho mezenchymu okolo zubniho pupene,
protoze aktivuje gen Msx1, se kterym je pravdépodobné spojen zpétnou vazbou. Pax9 je
nezbytny k pokra¢ovani mezenchymalniho vyvoje BMP4, Msx1 a Lefl (Kavitha et al.
2010). To je klicové pro rozvoj zubniho zarodku, jelikoz BMP4 je zapojen do
signaliza¢ni kaskady, ktera je nutna k tvorbé sklovinného uzlu (Obr. 5) (Kapadia et al.
2007).

Pokud dojde k mutaci Pax9 nebo je jeho exprese chybna, nedochazi k aktivaci
Msx1. Jestlize je ptitomna absence Pax9 nebo Msx1, pak je vyvoj zubu zastaven ve
stadiu pupenu. Klinicky se projevuje jako izolované formy autozomalné dominantni
(AD) oligodoncie, kdy je postizena vétSina stalych molard, ob¢as v kombinaci s dal§imi

typy zubti (Neuboser et al. 1997).
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Obr. 8: Schéma znazornujici umisténi genu Pax9 na chromozomu. Zdroj: URLS.
4.2 Msx

Je ¢lenem malé rodiny znamé jako Msx homeobox gene family, souvisejici

s genem u drosophily nazyvajicim se muscle segment homeobox (msh) (Davidson
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1995). U ¢loveka jsou zatim znamy 2 tyto geny, Msx1 a Msx2 (Ivens et al. 1990). Gen
pro Msx1 u ¢lovéka na chromozomu 4p16.1 (Obr. 9)

Gen Msx1 obsahuje 2 exony, z nichz druhy zahrnuje homeodoménu, ktera se
vaze na DNA a umoziuje interakci s Pax9 a dal$imi proteiny. Gen pro Msx1 se ve velké
mife vyskytuje v zubnim mezenchymu a ma zasadni vyznam pii vyvoji zubu (Peters et
Balling 1999).

Msx1 inhibuje diferenciaci bun€k tim, ze udrzuje vysokou hladinu exprese cyklinu
D1 a Cdk4. Tim zabrani odchodu z bunétného cyklu a umozni bufice odpovédét na
proliferacni faktory. Navic je schopen zpisobit dediferenciaci jiz diferencovanych
svalovych vldken na jednojaderné bunky, které mohou exprimovat chondrogenni,
adipogenni, pyogenni a osteogenni markery (Kavitha et al. 2010).

Mutace tohoto genu zpusobi naruSeni vyvoje zubll v raném stadiu. Msx1 hraje
vyznamnou roli v epitelidlnich a mezenchymalnich interakcich fidicich rozvoj vsech
epidermalnich organt, kam patii kromé zubt i vlasové folikuly nebo mlé¢éné zlazy (Hu
et al. 1998).

Momentalné jsou zndmy tfi mutace v 1. exonu a ¢tyfi mutace v exonu 2, které
jsou spojovany s hypodoncii. Klinicky se miize jednat bud’ o AD nebo autozomalné
recesivni (AR) hypodoncie. U lidi jsou AD hypodoncie spojovany s druhymi premolary
a tfetimi molary, navic mutace v Msxl ma také souvislost s rozs§tépem rtu, patra,
Witkopovym syndromem (Tooth and nail syndrome; TNS). AR hypodoncie se spojuje s
Wolf-Hirschhornovym syndromem (WHS) (Matalova et al. 2008).

4p15.1
4q13.1
4q21.21
4q22.1
4924
4q28.1
4931.21
49321
49341
4q35.2
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Obr. 9: Schéma znazornujici umisténi genu Msx1 na chromozomu. Zdroj URL4.

4.3 DIx
DIx (Distal less) rodina homeoboxovych genti obsahuje 6 ¢lenu (DIx 1-6). Geny
DIx1 a DIx2 jsou typické pro oblasti molari. Jsou exprimovany Vv epitelu a mezenchymu

zabernich oblouki, mezenchymu zubnich pupenit a dentalni laminy (Thomas et al.
2000).
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Mutace tohoto genu maji za nasledek abnormality tykajici se derivatd prvnich 4
zabernich obloukti, véetné mandibuly a kalvy. Mutace téchto genli ma za nésledek

selhani vyvoje a ztratu hornich molard (Thomas et al. 2000).

4.4 Lhx
Lim homeodomény transkripéni faktory (Lhx-1 a Lmx1-b) jsou exprimovany
v buinkdch CNC prvniho zaberniho oblouku. Chybna exprese tohoto genu vyvolava

abnormalni vyvoj prvniho zaberniho oblouku vcetné ageneze zubii a rozstépu patra

(Zhao et al. 1999).

4.5 Barx
Barxl je exprimovan mezenchymem mandibuldrniho a maxilarniho vybézku a
Vv zubnich primordiich. Barx2 je exprimovan oralnim epitelem jesté pied vyvojem zubu

(Jones et al. 1997).

4.6 Runx2

Runx2 (runt related transcription factor 2) je transkripénim faktorem a klicovym
regulatorem diferenciace osteoblastil a tvorby kosti. Analyza Runx2 ukazala, Ze je jeho
exprese omezena na zubni mezenchym mezi fazi poharku a ¢asnym stadiem zvonku
(James et al. 2006).

Mutace v genu Runx2 se u lidi projevi také tvorbou nadpocetnych zubi ve stalé
dentici. Ta sama mutace u mysi ale tvorbu nadpocetnych zubl nevyvola (Otto et al.
1997). Predpoklada se, ze rozdil v projevu mutace je dan skute¢nosti, ze mysi chrup se
podoba spise docasnému chrupu lidi, ve kterém mutace Runx2 tvorbu nadpocetnych

zubll nespousti.
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Obr. 10: Schéma znazoriujici umisténi genu Runx2 na chromozomu Zdroj: URLS.
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4.7 Axin2

AXin2 je gen, ktery reguluje embryonalni vyvoj vétSiny organt, véetné zubl. Na
chromozomu je lokalizovan v pozici 17¢923-24. Funguje jako negativni regulator
signalni drahy Wnt, ktera podporuje fosforylaci a degradaci -kateninu (Obr.17) (Jho et
al. 2002).

Mutace genu Axin2 jsou pficinou tézkych oligodoncii u lidi. Dochazi k agenezi
vetsiny stalych molart, premolara, dolnich fezakt a hornich postrannich fezakti. Oproti

tomu centralni fezaky jsou vzdy pfitomny (Matalova et al. 2008).
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Obr. 11: Schéma znazorujici umisténi genu Axin2 na chromozomu Zdroj: URLS.
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5. Signalni drahy a molekuly

Mezibunécna signalizace je podstatna pro indukci a kompetenci k odpovédi
mezi signalizujicimi a cilovymi bunkami (Sadler 2011, Rossant et Tam 2002)

Do procesu vyvoje zubl je zapojeno nékolik signalnich drah. Jednd se
predevsim o signalni drahy FGF, BMP, SHH, Wnt, TNF a n¢které dalsi, jako EGF
(Epidermalni rustovy faktor) nebo Notch. Kazda ztéchto signalnich drah ve svém
pribéhu obsahuje signalni molekuly (ligandy), vazici se na specidlni transmembranové
receptory a prave tyto receptory slouzi jako prenasec signalu do nitra bunky, kde spousti
typickou kaskadovitou odpovéd. Receptor ma extraceluldrni, transmembranovou a
cytoplasmatickou doménu, kterd je ¢asto enzymem kin4zou a Casto aktivuje transkripéni

faktor (Thesleff et Sharpe 1997, Junqueira et al. 1997, Vacek 2006).

CYTOPLASMA

Aktivovana oblast (kinaza)

Aktivovany protein

Aktivovany proteinovy komplex

Aktivovany proteinovy komplex
I pusobi jako transkripéni faktor

Transkripce cilovych gent

Obr. 12: Schéma typické signalni drahy. Zahrnuje ligand a jeho receptor, kdy je receptor aktivovan
ligandem a pies enzymovou aktivaci se spousti fosforylacni kaskada, aktivujici ve vysledku transkrip¢ni
faktor regulujici genovou expresi.
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Piehledné shrnuti signalnich molekul zapojenych v intercelularnich signalizacnich

drahéch je zobrazeno v nésledujici tabulce.

Rodina signalnich molekul Signalni molekuly

Fibroblastové rustové faktory (FGFs) FGF-1 az FGF-10
eFGF

Transformujici rustovy factor B (TGF-B) | Aktivin

superrodina Vg-1

Kostni morfogeneticky protein (BMP)
Decapentaplegic (Drosophila)

Hedgehog Hedgehog (insecta)

Sonic hedgehog (vertebrata)

Indian hedgehog (vertebrata)
Desert hedgehog (vertebrata)
Tyggywinkle hedgehog (vertebrata)

Wingless Wingless (insecta)
Whnt protein rodina (vertebrata)

Delta a serrate Delta a serrate

Tab. 4. Prehled intercelularnich signalnich molekul. Pfevzato a upraveno z Wolpert et al. 1998.

5.1 FGF signalni draha

Proteiny FGF patfi do velké rodiny heparin vazebnych bilkovin, tzv. FGF
rodiny, které jsou schopné zprostfedkovat riist a diferenciaci bun€k z nejriznéjSich
vyvojovych ptavodua (Wilkie et al. 1995).

V soucasné dobé je znamo jiz vice nez 20 gend, které mohou vytvaret stovky
proteinovych isoforem (Sadler 2011). Se samotnym vyvojem zubt je spojovano 7 FGF
signalnich molekul. Prvnim objevenym ¢lenem byl FGF3 (Wilkinson et al. 1989), jeho
sekrece je spojena s mezenchymem dentalni papily. Kromé Fgf3 jsou v dentalnim
mezenchymu jesté exprimovany a sekretovany FGF7 a FGF10, zatimco FGF4, FGFS,
FGF9 a FGF20 jsou lokalizovany Vv dentalnim epitelu (Thesleff et Sharpe 1997). Se
signalnimi centry jsou spojeny geny pro molekuly FGF3, FGF4, FGF9 a FGF20 (Wang
et Thesleff, 2006).

Na povrchu cilové bunky, ktera odpovida na signal FGF, se nachazi receptor
FGFR (fibroblast growth factor receptor). FGFR je transmembranovy protein, ktery
koduji ctyfi geny a jejich alternativnim sestfihem vznikd mnoho isoforem tohoto

receptoru s rtiznou afinitou k riznym ligandim FGF. Receptor obsahuje extracelularni
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¢ast, na kterou se vazi ligandy FGF, a intracelularni doménu S tyrosin kindzovou
aktivitou. Jestlize se navaze ligand FGF na FGFR, dochazi k dimerizaci receptoru, coz
vede k aktivaci tyrosin kinazy. Jejim prostiednictvim je dale aktivovana mitogenem
aktivovana proteinkinaza (MAPK — mitogen activated proteinkinase), fosfatidylinositol-
3 kinaza (PI3K) a fosfolipaza C (PLC), které pak vedou informaci do jadra (Bottcher et
Niehrs 2005). Vysledkem je proliferace bunék.

Ligand vazajici Ligand
doména (

CYTOPLASMA

—— Aktivni tyrosin
kinaza

Intracelularni doména - B
\

Neaktivni odpovédni

rotein 5
" Aktivni odpovédni

protein

Obr. 13: Schéma FGF signalni drahy. Po navazani ligandu dochazi k aktivaci intracelularni domény,
ktera fosforyluje odpovédni protein.

5.2 TGFp signalni draha

Tato draha je nékdy také nazyvana jako Smad signalni draha nebo Smad rodina
transkripénich faktorti (Gilbert 2000). Rodina lidského transformniho faktoru beta
(TGFp) se sklada z 33 ¢lentl, vétsina z nich koduje dimery, sekretované polypeptidy,
které se uplatiuji pii kontrole vyvoje. Ligandy jsou transformacéni rastovy faktor P
(TGFP — transforming growth factor B) nebo kostni morfogeneticky protein (BMP —
bone morphogenic protein), patiici do rodiny TGFP. Clenové TGF-B superrodiny
ovlivilyji parakrinné ostatni bunky pomoci transkripénich faktor (Heldin et al. 1997).

Ligandy TGF-B se vazi na receptor TGF-f typu II, ktery pak dovoluje navazani
na receptor TGF-B typu I. Jakmile se oba receptory dostavaji do tésného kontaktu, je
receptor typu Il schopen fosforylace serinu nebo threoninu na receptoru typu | v oblasti
GS domény, ¢imz jej aktivuje. Nyni je schopen aktivovany receptor I. typu fosforylovat

Smad protein.
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Proteiny Smad 1 a 5 jsou spoustény BMP rodinou TGF-f superrodiny, zatimco
receptory vazici aktivin @ TGF-f rodinu fosforyluji Smad 2 and 3. Tyto fosforylované
proteiny Smad pak intracelularné na sebe vazi Smad 4 a tim vznikd dimer, ktery
vstupuje do jadra a tam reguluje transkripci cilovych genii dilezitych pro proliferaci
(Gilbert 2000).

U obratlovcti se vykytuje i ligand Nodal, jez je schopny aktivovat Smad cestu
Vv bunkach, ur¢enych ke specifické formaci mesodermu v levo-pravé orientaci (Heldin et
al 1997, Gilbert 2000).

Ligand TGF-$

s%)errodiny
()
. CYTOPLASM
Ser/thr kindzova a
doména GS Box
Receptor  Receptor
typ I typ II

Obr. 14: Schéma TGFp membranovych receptori. K aktivaci je potieba nejprve vazba ligandu na typu
I1, poté dojde k navazani na ligand typu I a fosforylaci v oblasti GS domény.

Aktivin nebo

TC\F-B ligand BMP ligand

Smad 2,3

Smad 4

Transkripce cilovych gent

Obr. 15: Schéma TGF-p signalni drahy. Pro BMP ligandy jsou typické transportni proteiny Smad 1 a 5,
pro activin a TGF- ligandy proteiny Smad 2 a 3. Intracelularné dochazi k dimerizaci proteinem Smad 4,
ktery umoziiuje vstup do jadra a transkripci cilovych gend.
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5.3 Hedgehog signalni draha

Dalsi signalni drahou je Sonic hedgehog (SHH). SHH ma v pribéhu
odontogeneze nepostradatelny vyznam (Cobourne 1999). V procesu odontogeneze je
exprimovana dentalnim epitelem v nékolika fazich. Jednak ve fazi epitelialniho ztlusténi
(Bitgood et McMahon 1995), ve stadiu sklovinného uzlu a také ve stadiu diferenciace
ameloblast (Vaahtokari et al 1996, Cobourne et al. 2001, Thesleff et Sharpe 1997).

Sonic hedgehog je signalni molekula fazena do rodiny hedgehog proteina, ktera
zahrnuje minimalné 3 ¢leny — krom¢ SHH, ktery byl ale nejvice studovan, se do této
rodiny fadi DHH (Desert) a IHH (Indian). VSechny tyto molekuly jsou podminény geny
(Rossant et Tam 2002).

Hedgehog signdlni drahu kromé signalni molekuly tvoifi transmembranovy
receptor Patched (Ptc) majici typickou strukturu (Chen et Struhl 1996). Ptc
V nepiitomnosti HH proteinu potlacuje signalni funkci druhého transmembranového
proteinu Smoothened (Smo). Navazani HH ligandu na Ptc aktivuje Smo, ktery aktivuje
transkripci Hh cilovych genti, potiebnych pro proliferaci a diferenciaci, ptes rodinu
transkripénich faktort Gli (Dassule et al. 2000), zahrnujici transkripéni faktory Gli-1, -
2, -3. Analyza mysi S vyfazenou expresi Gli-2 ukazala abnormalni vyvoj hornich
fezakl, pravdépodobné zpisobeny mirnou formou holoprosencephalie. Nicméné u Gli-
3 mutantnich mys$i nebyly prokazany Zzadné odchylky od jejich normélniho vyvoje

(Cobourne et al. 2007).

Smoothened SHH  Patched

(Sho) (Ptc)

CYTOPLASMA

Transkripce cilovych gent

Obr. 16: Schéma SHH signalni drahy. Navazani ligandu na Ptc aktivuje protein Smo a ten pies rodinu
transkripénich faktorti Gli indukuje transkripci Hh cilovych gent.

30



5.4 Wnt signalni draha

Hlavni signalni molekulou je protein Wnt, ktery ma nejméné 16 isoforem.
Struktura téchto molekul je zakodovana v genetické informaci bunky. Tyto signalni
molekuly se ucastni procesu proliferace, diferenciace, migrace a apoptozy. Také se
podili na vyvoji paraxidlniho mezodermu, neuralni trubice a kraniofacidlniho primordia
(Gilbert 2000).

Pod oznacenim Wnt se ukryvaji spojené nazvy dvou geni — Wg (Wingless)
popsaného u Drosophily a int-1 (Integration 1) u mysi. Oba geny jsou homologni a maji
evoluéné spole¢ného predka (Rijsewijk et al. 1987).

Ligandy Wnt patii do rodiny sekretovanych glykoproteini. Ligandy Wnt
aktivuji signdlni drahy vadzané na receptory Frizzled rodiny a protein souvisejici
s lipoproteinovym receptorem LRP 5/6 (lipoprotein receptor-related protein). Nékteré
z Wnt signaliza¢nich drah vyuzivaji jako kli¢ovy signalni transduktor pB-katenin. Tato
draha se oznacuje jako kanonicka a je nejlépe prozkoumana. Cytoplazmaticky p-katenin
se za nepfitomnosti Wnt ligandu navazuje na destrukéni komplex slozeny z APC
(adenomatous polyposis coli) nadorového supresorového proteinu, podpirného proteinu
Axinu, glykogen syntazy kinazy-33 (GSK-3f) a CK1 (Casein Kinase 1). GSK-3p
fosforyluje B-katenin, ktery je nasledn¢ degradovan (Zeng et al. 1997, Rossant et Tam
2002, Komiya et Habas 2008). Wnt ligand, ktery se navaze na Frizzled (Fz) receptor,
indukuje fosforylaci LRP 5/6 pomoci membranové vazané GSK-33 a CK1. Fosforylace
vede K interakci Axinu s LRP 5/6, tento komplex je potom stabilizovan intracelularnim
Dishvelled (Dsh) proteinem (Kishida et al. 1999). Vazba Axinu na LRP 5/6 vede
k rozruseni komplexu nutného ke spusténi kaskady degradace B-kateninu a to zptisobuje
jeho akumulaci v cytoplazmé a po dosazeni urcité koncentrace pak translokaci do jadra.
B-katenin v jadfe aktivuje transkripéni faktory zrodiny TCF/LEF1 (T Cell-specific
Transcription Factor/Lymphoid Enhancer-binding Factor 1) tim, Ze se z faktoru TCF uvolni
receptor Groucho, do této doby blokujici transkripci. Pak uz nic nebrani v indukci exprese
mnoha cilovych geni, které jsou zodpovédné i za proliferaci (Cavallo et al. 1998).

Vedle standardni, kanonické, aktivace muize byt Wnt draha aktivovana také
nestandarné, nekanonicky, kdy je pifenos signalu nezavisly na [B-kateninu.
Nekanonickych drah je v dneSni dobé& objeveno jiz nékolik typl. Zpravidla je ligandem
Wnt5a vazici se na receptor Fz nebo jiny protein, napt. ROR (Receptor Tyrosine

Kinase-like Orphan Receptor). Dalsi pfenos signalu je ale v porovnani s kanonickou
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drahou odlisny, Gcastni se jej jiné proteiny a dochazi k transkripci jinych gent (Oishi et
al. 2003, Fukuda et al. 2008).

Tato signalni dréha ma vyznamny vliv také na vyvoj zubniho zarodku. Wnt
drahy aktivované pii odontogenezi zahrnuji Sest Wnt genti, Wnt-3, -4, -5a, -6, -7b a 10b.
Misto jejich exprese se 1isi, n€které se exprimuji v mezenchymu, jiné v epitelu. Mira
exprese se Vv prubéhu odontogeneze meéni, nicméné nejvyssi aktivity dosahuje ve

sklovinném uzlu (Sarkar et Sharpe 1999, Jarvinen et al. 2006).

a) Bez Wnt ligandu b) S Wnt ligandem

CYTOPLASMA
Fz

LRP5/6

<

Akumulace
B-kateninu
Degradace
f-kateninu @

Transkripce cilovych genti

Obr. 17: Schéma Wnt signalni drahy. a) Kanonickd Wnt signalizace bez pfitomnosti Wnt ligandu b)
Kanonickd Wnt signalizace po navazani Wnt ligandu

5.5 Notch signalni draha

Tato signélni draha se vyskytuje u vétSiny mnohobunéénych zivocichii. Receptor
Notch je jednoduchy transmembranovy protein a stejné tak, jako jeho ligandy Delta a
Jagged (Serrate), je v pribéhu odontogeneze exprimovan jak V epitelidlni, tak i
Vv mezenchymalni tkani. Notch-1, Notch-2 a Notch-3 geny jsou exprimovany
V dentalnim epitelu jiz v dobé formace laminy (Mitsiadis et al. 1997, Katsube et
Sakamoto 2005).

32



Vazba ligandu na Notch receptor vyvolava na extracelularni doméné odstépeni
intracelularni casti, kterd se poté dostava do jadra, kde aktivuje transkripci cilovych

gend, které se podileji i na proliferativnich procesech (Mitsiadis et al. 1995).

Signalni bunka

Ptijimajici bunika CYTOPLASMA
o
Proteaza \

| |

Transkripce cilovych gent

Obr. 18: Schéma Notch signalni drahy. Navazani ligandu vyvola od$tépeni intracelularni ¢asti Notch
domény, ktera v jadre aktivuje transkripci.

5.6 TNF signalni draha

Mezi TNF superrodinu signalnich molekul patii mnoho vyznamnych ¢lentl, kteti
se podileji na 2 rozdilnych pochodech v mechanismu — proliferaci/diferenciaci a
apoptéze. S proliferaénimi  procesy v pribéhu odontogeneze jsou spojeny
Ektodysplasin-A (zahrnujici 2 izoformy — EDA-A1 a EDA-A2) a RANKL ligandy.

EDA-A1 se vaze na receptor EDAR, ktery je spjat s adapter proteinem
EDARADD a zahrnuji aktivaci kanonické NFKB signalni drahy (Courtney et al. 2005).
EDA-A2 se vaZze spiSe na receptor EDA2R (zndméjs$i jako XEDAR) a aktivuje
podobnou drahu, které nicméné nehraje tak vyznamnou roli ve vyvoji (Mikkola 2008).
Mysi jedinci s mutaci gent pro Eda, Edar nebo Edaradd (spontanni mutace se oznacuji
jako tabby, downless, a crinkled) maji sniZzeny pocet zubt Sanomalni morfologii
hrbolkl (Courtney et al. 2005).

Béhem casného vyvoje je EDA signdlni drdha dilezitd pro definovani
odontogennich poli a poctu vytvofenych zubnich zarodkd. Konkrétné¢ mutace v Eda
nebo Edar vyustuji ve formaci mensich zubi s Castéjsi absenci tfetich molara (Sofaer

1997). Naopak zvySeni exprese Eda nebo nadmérna aktivace Edar vede k formovani
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nadpocetnych zubi v oblasti diastemy (Mustonen et al. 2003, Tucker et al. 2004). EDA
signalizace také ovlivituje tvar budouciho zubu. Mutace v nékteré ze tii slozek signalni
drahy ma za nasledek sniZzeni poctu zubnich hrbolkt a jejich zaobleni.

Eda je exprimovana V oralnim i dentalnim epitelu béhem celé tvorby zubt, zatimco
Edar a Edaradd jsou exprimovany ve sklovinném uzlu. Sklovinné uzly u tabby nebo
crinkled mutantnich mysi jsou mensi (Pispa et al. 1999, Ohazama et al. 2004). Ztrata
exprese Edar u downless mysi vede k formovani sklovinného uzlu, ktery ma
prodlouzeny tvar (Tucker et al. 2000).

Dalsi signalni drahou zapojenou do odontogeneze a piredevsim vyvoje ptilehlych
kostnich tkani je draha RANK/RANKL/OPG (receptor activator of NFxB/RANK
ligand/osteoprotegerin). Exprese Rankl v osifika¢nich centrech pii Casném vyvoji
alveolarni kosti je kritickym mistem zubniho vyvoje. Pii zvySeni molekul OPG, které
kompetitivni inhibici inaktivuji osteoklasty, dochazi ke zpozdéni zubniho vyvoje a
hypomineralizaci zubt. (Ohazama et al., 2004). Molekuly RANKL a BMP
prostfednictvim cesty transkripce Msx2 aktivuji interakci kosti se zubem, prodluzovani

kofene a erupce zubu (Aioub et al. 2007).

Predfuzni RANKL

Vicejaderny osteoklast

osteoklast
Akt]vovany osteoklast
Makrofag
e® RANK-
. y
‘ Osteoblast . .

. RANK
—_—

® :
» ./J/OPG RANKL

[—-

Obr. 19: Schéma RANK/RANKL/OPG signalni drahy. Kdyz se OPG navaze na RANKL, dochazi
k inhibici RANK.

Inhibice kostni resorpee
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6. Zavér

Mysi a stejné jako ostatni zuby savci se zakladaji jiz v embryonalnim obdobi.
Jednim z nepostradatelnych pochodii ve vyvoji jakéhokoliv organu, zuby nevyjimaje, je
proliferace. V prenatalnim obdobi se prolifera¢ni aktivita vztahuje k epitelovym i
mezenchymovym buiikdm. Tyto proliferujici bunky jsou kontrolovany ptechodnymi
strukturami — sklovinnymi uzly (primarnim a sekundarnim). Postnatalné kontroluji
proliferaci 2 struktury — v korunce terciarni sklovinny uzel a v oblasti kofene je to
Hertwigova epitelialni pochva.

Pro spravny pribéh odontogeneze je nutné ptesné fizeni vyvoje na molekularni
urovni a to pfevazné transkripénimi faktory a signalnimi molekulami z rodin FGF, TGF,
SHH, Wnt a TNF (Obr 20). Proteiny patfici do téchto rodin se navic uplatiuji v
mezibunéénych komunikacich nejenom pii vyvoji zubt, ale 1 pti vyvoji jinych tkani a
organl. Jestlize dojde k poruSeni signalizace, dochazi v mén& zavaznych piipadech
K tvarovym anomaliim, v zavaznéj§im piipadé mohou chybét pouze néekteré
(hypodoncie, oligodoncie) nebo vSechny zuby (anodoncie). Studiem vyvoje zubd u
myS$i miizeme zmapovat presny prub&h odontogeneze a ziskané vysledky pouzit v praxi

pro diagnostikovani i terapii vyvojovych anomalii.

Wht BMP SHH Delta +
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APC Protedza — odtrzeni
¢ SlTslad (lji i extracelularni domény
ma
f3-katenin

TC
N

X
R

\
B-katinin:TCF /

KKJADRO

EXTRACELULARNI
CYTOPLASMA/ PROSTREDI

Obr. 20: Zjednodusené znazornéni signalnich drah zapojenych do proliferace v odontogenezi.
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