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ABSTRAKT

Apoptdza je mechanismus programované bunééné smrti hrajici vyznamonou
roli jak v embryonalnim tak v postnatalnim vyvoji. Uastni se morfogeneze,
histogeneze a udrZzovani homeostdzy mnohobunéénych organismi. Proces
programované bunééné smrti spousti dvé hlavni signalni drahy — receptorova a
mitochondrialni. Receptorova signalni draha je zprostfedkovana ptes receptor smrti
lokalizovany na zevni cytoplazmatické membrané. Na tento receptor se navaze
ligand a poté se vytvoii proteinovy komplex, ktery aktivuje inicidtorové a pozdéji
efektorové kaspazy. Mitochondrialni drahy se tcastni pfedevsim proteiny z rodiny
Bcl-2 rodiny. Tyto proteiny se déli na proapoptotické a antiapoptotické a jsou
zodpovédné za permeabilitu mitochondridlni membrany. Apoptdézu vyvolavaji
proapoptotické proteiny této rodiny, které v disledku snizeni propustnosti membrany
umozni uvilnéni cytochromu c z mitochondrie do cytosolu. Po vytvofeni komplexu
V cytosolu se spousti inicidtorové a poté efektorové kaspazy. Obé¢ tyto dradhy vedou
k aktivaci efektorové kaspazy-3 a nasledné k destrukci bunky.

V poslednich letech byl proces apoptdzy intenzivné zkouman ve vyvoji zubu.
Experimenty se provadély na mySich zubnich zarodcich. Béhem vyvoje mySich M1
molard apoptdza doprovazi cely vyvoj zubl a ucastni se 1 pfestavby okolni kostni
tkdn€. Proces apoptdzy byl zaznamenan v regresi diastemalnich primordiich, pii
odstranéni bun¢k sklovinnych uzll, v odontogenezi a amelogenezi, pfi vyvoji kofene
a integraci zubl do alveolarni kosti. Apoptdza ve vyvoji zubl je zprostredkovana
pfes mitochondridlni signdlni drdhu a ze silena receptorovou signalni drahou pies
receptor smrti Fas.

Cilem této prace bylo pfispét k pochopeni role apoptdzy v embryondlnim a
postnatdlnim vyvoji mySiho molaru M1 a vytvofeni piehledu signalnich dradh

aktivujicich apoptozu.

Klicova slova : apoptdza, odontogeneze, vnéjsi signalni draha, vnitini signalni dréha,

kaspazy



ABSTRACT

Apoptosis is programmed cell death mechanism, playing essential role in both
embryonic and postnatal development. Participates in morphogenesis, histogenesis
and homeostasis of multicellular organisms. The process of programmed cell death,
triggers two major signaling pathway - receptor and mitochondrial. Receptor
pathway is mediated through death receptor located on the outer cytoplasmic
membrane. The receptor binds ligand and then creates a protein complex that
activates the initiators and effector caspases later. Mitochondrial pathway involved
mainly proteins Bcl-2 family. These proteins are subdivided into proapoptotic and
antiapoptotic and answering the permeability of mitochondrial membranes. The
apoptosis induces proapoptotic proteins of this family, which in the case of reduction
of membrane permeability enables releasing to cytochrome ¢ mitochondria into the
cytosol. After creating the complex in the cytosol is triggered initiators and effector
caspases then. Both pathways lead to the activation of effector caspases-3 and
subsequently to the destruction of cells.

In recent years the process of apoptosis was studied intensively in the
development of the tooth. Experiments were performed on nucleus of mice tooth .
During the development of mouse molars M1 apoptosis is accompanied by the
development of teeth and even participate in the reconstruction of the surrounding
bone tissue. The process of apoptosis was observed in the regression diastemalnich
primordia, cells in the removal enamel knots and in odontogenesis amelogenezi,
development and integration of roots of teeth to alveolar bone. Apoptosis in tooth
development is mediated through the mitochondrial signaling pathway, and enhanced
receptor signaling pathway via the death receptor Fas.

The aim of this work was to contribute uderstanding of apoptosis’s role in
embryonic and postnatal development of mouse molars M1 and creating summary of

signaling pathways activating apoptosis.

Key words: apoptosis, odontogenesis, external signal pathway, the internal pathway,

caspase



Seznam skratek:

Apaf-1 - Apoptotic Protease Activating Factor 1 — faktor aktivujici apopotické
proteazy

Bcl-2 - B-cell lymphoma gene-2 — B- bunééna lymphoma gen

BID — BH3 interacting domain death agonist — proapoptoticky ¢len proteinové
rodiny Bcl-2

BH domain - Bcl-2 Homology domain — Bcl-2 homologni doména

CAD - Caspase Activated DNase

CARD - Caspase Recruitment Domain

CRD - Cysteine Rich Domain — doména bohata na cystein

DD - Death Domain — doména smrti

DcR1/2 — Decoy receptor 1/2 — matouci receptor 1/2

DED - Death Effector Domain — efektorova doména smrti

DISC - Death Inducing Signalling Complex — smrt indukujici signalni komplex

DR3/4/5 - Death Receptor3/4/5 — receptor smrti3/4/5

FADD - Fas Associated Death Domain — Fas asociovana doména smrti

HERS -Hertwig's epithelial root sheath — Hertwigova epitelialni kofenova pochva

IAP - Inhibitor of Apoptosis Protein — inhibitor apoptotického proteinu

NF-kB - Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of Activated B Cells

NIAP — Neuronal Apoptosis Inhibitor Protein — neuronalni apoptoticky inhibitor
proteinu

NK- Natural killers — ptirozen¢ zabijejici buriky

PCD — Programmed cell death — programovana bunééna smrt

PEK — Primmary enamel knot - primarni sklovinny uzel

SMAC/DIABLO - Second Mitochondria Derived Activator of Caspases/Direct

SEK- Secondary enamel knot — sekundarni sklovinny uzel

tBid — truncated Bid — zkraceny protein BID

TEK — tertiary enamel knot — tercialni sklovinny uzel

TNF - Tumor Necrosis Factor — tumor nektrotizujici faktor

TNFRs - Tumor Necrosis Factor Receptor — receptor pro tumoru nekrotizujici faktor



TRADD - TNF Receptor Associated Death Domain — TNF receptor asociovana
doména smrti

TRAF - TNF Receptor Associated Factor — TNF receptor asociovany faktor

XIAP - X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein — X- inhibitor apoptotického proteinu
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1.UVOD

Pro spravny vyvoj je dalezita rovnovaha mezi vznikem novych bunék, jejich
diferenciaci a odstranéni prebytecnych a nepotfebnych bunck. Na tomto procesu se
ucastni fada gent, jejichz aktivace v butice je zodpoveédna za vSechny tyto procesy.

Smrt buiiky je tedy dulezity proces pro udrZzeni rovnovahy organismu.
Buinika miize zaniknut dvéma odliSnymi zplisoby- apoptézou a nekrdzou. Zatimco pfi
nekroze bunky odumiraji z divodu poskozeni napt. pro nedostatek zivin, apoptézou
bunky umiraji do jist¢é miry dobrovolné. Oznacuji se také za bunécnou sebevrazdu,
protoze buiika se v tomto piipad¢ na své smrti aktivné ucastni.

Béhem nékolika let byl proces apoptéozy zkouman na vyvoji hlodavéich
zubt. Tyto organismy vykazuji zna¢nou podobnost s lidskou dentici. Pfedpoklada se,
Ze apoptdza ve vyvoji zubl je zodpoveédna za uréeni tvaru zubi, jejich velikosti a
umisténi v Celisti. Pfesné ¢asoprostorové rozlozeni apoptotickych bunék v pribehu
riznych vyvojovych stadii zuba je znamé. Ale molekularni mechanismy spoustéjici
proces apoptdzy nejsou jesté podrobné prozkoumany.

Cilem této prace bylo zpracovat literdrni reSerSi na téma signalnich drah
aktivujicich apoptézu bunék béhem prenatalniho 1 postnatdlniho vyvoje mySich M1
molari a navazat tak na piehledné studie publikované v literatuie (Matalova et

al.,2004, Matalova et al., 2012).



2. APOPTOZA

2.1 Apoptdéza ve vyvoji organismu

Termin ,,apoptoza‘ jiz ve starovéku pouzival Hippokratés ¢i Galénos pro
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oznaceni ,,opadavani listu ze stromi“ nebo ve smyslu ,,plesaténi ¢i fidnuti“ kosti
nebo ,,odpadavani strupu‘ (Nijhawan et al., 2000).

Proces apoptozy byl vSak poprvé popsan az v devatendctém stoleti. V roce
1842 byl némecky prirodovédec Carl Vogt pravdépodobné prvnim, kdo popsal
zakladni mechanismus programované bunééné smrti pii preméné pulce v zabu, kdy
burniky ocasku pulce odumiou pieduréenym zptisobem (Dvorska et al., 2008). O par
let pozdéji v roce 1885 se procesem apoptdzy podrobnéji zabyval i némecky
cytogenetik Waltherem Flemmingem, avSak v tomto obdobi se stala centrem
pozornosti fagocytdza a proces apoptozy zustal neprozkoumany (Paweletz et al.,
2001). Védci se opét zacali zabyvat programovanou bunéénou smrti az Vv druhé
poloving dvacatého stoleti, kdy v roce 1972 Kerr, Wyllie a Currie popsali bunétnou
smrt jako jev, ktery je dilezity pro regulaci poctu bun¢k v organismu a podili se na
udrZzovani homeostazy (Kerr et al., 1972). Ve 21. stoleti se apoptdza stala hlavnim
objektem intenzivniho zkoumani a pochopeni jejiho mechanismu. V roce 2002
obdrzeli Sydney Brenner, H. Robert Horvitz a John E. Sulston Nobelovu cenu za
fyziologii a lékafstvi za vyzkum v oblasti genetické regulace vyvoje organu a
programované bunééné smrti (Dvorska et al., 2008).

Programovana bunéfnd smrt hraje vyznamnou ulohu v embryogenezi,
morfogenezi, histogenezi a udrzovani homeostazy mnohobunéénych organismi
(Matalova et al., 2004, Doseff, 2004). V embryonalnim vyvoji savci ma apoptoza
dalezité¢ uplatnéni napf. ve vyvoji koncetin, zejména v procesu separace prsti —
digitalizace. Porucha programované bunécné smrti pi formovani prsti je spojena se
syndaktyliemi, kdy dochazi k potlaceni apoptézy prostrednictvim inhibitoru
blokujiciho aktivitu kaspaz (Milligan et al.,, 1995). V pozdé&jsich fazich

embryondlniho vyvoje je programovana bunécna smrt zapojena do formovani
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struktur a organovych systému (Jacobson et al., 1997). Naptiklad pii vyvoji srdce
byla apoptéza pozorovana v mistech pfipojeni koronarnich artérii k aorté (Eralp et
al.,, 2005). Pii vyvoji nervové soustavy podléha predasné smrti asi polovina
neuront. (Doseff 2004, Meier et al., 2002, Barres et al., 1992). Apoptéza ma své
uplatnéni ipfi gonadogenezi a gametogenezi. U muzi je apoptézou odstranén
Miilleriv kanalek a uzen stejnym zpisobem Wolfuv kanalek (Lee et al. 1998).
U obou pohlavi zanikaji apoptézou protonefridialni trubice (Lee et al., 1998). Za

fyziologickych podminek se apoptoza Gcastni pii dozravani vajicek a spermii.

2.2 Charakteristické znaky apoptozy a nekrozy

Apoptdza neboli programovana buné¢na smrt (PCD), je piisné regulovany
proces smrti buiiky (Doseff, 2004). Ugastni se vytvaieni novych struktur, udrzovani
zaddoucitho mnozstvi bunék a eliminace nepotfebnych nebo zhoubnych bunék
(Jacobson et al., 1997). Stejné¢ jako bunééna proliferace apoptéza zahrnuje sled
biochemickych procesi vedoucich k typickym zménam vzhledu bunky (Kerr et al.,
1972, Doseff 2004). Charakteristickymi morfologickymi znaky apoptotickych bun¢k
je degradace cytoskeletu, nasledna zména tvaru cytoplazmatické membrany, smr$téni
buiniky, fragmentace bunééného jadra Stépenim DNA, kondenzace chromatinu,
rozpad jadra, scvrknuti cytoplazmy a ztrata objemu bunky (Doseff, 2004). Proces je
zakoncen tvorbou apoptotickych télisek, coz jsou membranou ohrani¢ené bunécné
fragmenty. Apoptoticka téliska na svém povrchu vytvaii latky napt. fosfatidylserin
(Martin et al., 1995), které ji oznaci, aby mohla byt pohlcena okolnimi butikami nebo
bunkami imunitniho systému (profesionalni fagocyty) (Savill J, et al 2003). Dochazi
tak k Setrnému odstranéni zbytku buniky bez zanétlivého procesu (obr.1).

Nekroza je patologicky dé&j, ktery postihuje viceméné nahodné bunky, jez byly
vystavené mechanickym, chemickym nebo tepelnym vliviim. Mohou ji také vyvolat
virové infekce, bakteridlni toxiny ¢i nahlé vycerpani bunéénych energetickych zasob.
Pti nekroze dochdzi k naruseni integrity cytoplazmatické membrany, coz zptsobuje

naruSeni rovnovahy vnitiniho prostfedi builky. NaruSeni této rovnovahy vede
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Kk objemovym zménam buiky nebo organel. Vysledkem tohoto procesu
je enzymatické poskozeni bunky a jeji rozpad, ¢imz se celé vnitini prostfedi uvolni
do okoli. Nekroza je obyéejné doprovazena zanétem (Savill, 1997) (obr.1). Hlavnim
rozdilem mezi nekrézou a apoptozou je fakt, ze pti nekrotické smrti je buiika pasivni
obéti, na rozdil od apoptdzy kde je bunka aktivnim ucastnikem. Vynaklada dokonce
vlastni enegii na to, aby dosahla vlastniho zaniku (Zamazami a Kroemer, 2001). Zda
buiika zemie nekrozou nebo apoptozou, zavisi z€asti na faktorech zahrnujicich
signalni specifika smrti bunky, fyziologické prostiedi, stav tkdné a stadium vyvoje
bunky (Elmore, 2007).

NEKROZA . CS ’a A APOPTOZA
\ T,
AN (-
A ,.7000 et ) ,a; o
\* Mk |
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téliska - @y
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Obr. 1. Schéma nekrotické a apoptotické smrti buiiky Prevzato : Cancer 1994; 73:
2013-26/, A :P¥i nekroze buiika bobtna (zvétSuje sviij objem), zatimco pri apoptéza se
scvrkava. B :Nasledkem nekrézy je vyliti cytoplazmy z buiiky do okoli, zatimco pii
apoptoze se vytvari tzv. apoptoticka téliska, které jsou fagocytovany.
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2.3 Aktivace apoptozy

Apoptézu spousti slozitd soustava ruznych latek. Tyto latky mohou byt
mimobunécného nebo vnitrobunééného pivodu. Z mimobunéénych molekul mohou
apoptozu aktivovat toxiny (Popov et al., 2002), hormony nebo ristové faktory
(glukokortikoidy, thyroidni hormony, TNF, TGF1), oxid dusnaty (Briine et al., 2003,
Chaloupka, 1996) nebo cytokininy. Tyto latky bud’ pronikaji pfimo do bufiky nebo
spousti biochemickou kaskddu zwvngjSi casti cytoplazmatické membrany.
Vnitrobunécna cesta je spousténa ve chvili, kdy je buiika v jakékoliv formé stresu,
jako je tepelny stres, radiace, nedostatek zivin, virova infekce, nedostatek kysliku ¢i
zvySeny obsah vapnikovych iontl uvnitt buniky. Oba typy latek aktivujici apoptozu
jsou zodpovédné za aktivaci protedz zvanych kaspazy. Diky aktivaci kaspaz mtizeme

pozorovat charakteristické morfologické zmény v umirajicich buiikéch.

2.4 Kaspazy

Kaspéazy jsou klicové komponenty zapojené¢ do celého procesu
apoptozy. Jednd se o proteiny rodiny cysteinovych protedz, které ve svych
substratech $tépi specificky kyselinu asparagovou (Riedl a Shi, 2004). U savcl bylo
dosud zjisténych 15 kaspaz (Kuranaga, 2011;. Lamkanfi et al, 2007), ne vSechny se
vSak UcCastni procesu apoptdzy (Riedl a Shi, 2004). Mezi neapoptotické kaspazy patii
napf. kaspazy-1, -4, a -5, které se ucastni zanétlivych procest, nebo kaspaza-8 spolu
s FADD napomaha pii vyvoji cév a diferenciaci makrofagti (Indran et al., 2011).
Apoptotické kaspazy délime na dva typy: inicidtorové apoptotické kaspazy (-1, -2, -
4, -5, -8, -9, -10, -11, -12) a efektorové (vykonné) apoptotické kaspazy (-3, -6, -7).
Iniciatorové kaspdzy se podileji na prenosu signalu a aktivaénim Stépeni
efektorovych kaspaz zodpovidajicich za zanik bunky. Obsahuji bud’ efektorovou
doménu smrti DED (Death Effector Domain) (kaspazy-8, -9) nebo tzv. doménu
CARD (Caspase Recrutitment Domai). Obé domény slouzi ke zprostfedkovani

interakce kaspaz s riznymi adaptarovymi molekulami (kaspazy-2, -9). Efektorové

......
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typickych morfologickych znakidl apoptézy a za samotny zanik bunky. Maji tedy
velky vliv na strukturu a zivotni funkce bunky (Taylor et al., 2008).

Kaskada kaspaz muze byt spusténa dvéma odliSnymi cestami. Vné&jsi cestou
apoptozy zprosttedkovanou pies receptor smrti, nebo vnitini (mitochondrialni cestou
apoptozy). Mitochondrialni draha zahrnuje aktivaci pro-apoptotickych faktort jako
Bax, které patfi mezi antagonisty apoptotickych proteint Bel-2 rodiny (Zimmermann
et al., 2001). Ob¢ tyto drahy vedou v kone¢ném dusledku k aktivaci kaspazy-3, ktera
Stépi  dalsi efektorové kaspazy. Dochazi tak k typickym biochemickym a
morfologickym zménam charakteristickych pro apoptozu.

Buiiky obsahuji také piirodni inhibitory kaspdz, které blokuji aktivitu
apoptozy. Jedna se o proteiny z rodiny IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) (Shi,
2002). V soucasné dob¢ je znamo osum savc€ich proteinti z této rodiny: (Shi, 2002)
XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein), c-IAP1, c-IAP2, MI-IAP/Livin,
lIp2, NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein), Bruce/Apollon a Survivin.
Proteiny se vazou na kaspazy-3, -7, -9. Kaspaza-9 je inhibovana proteinem XIAP
(Salvesen a Duckett, 2002), a kaspazy -3 a -7 proteiny XIAP, c-1AP1, c-1AP2 a
NAIP (Maier et al., 2002). Proteiny zrodiny IAP inhibuji efektorové kaspazy
aktivniho mista vaze XIAP a zabrani tak navazani substratu do aktivniho mista. Tim

je znemoznéna enzymaticka funkce kaspazy (Chai et al., 2001; Riedl et al., 2001).

Obr. 2: kaspaza-3 Pievzato z: http://www.osel.cz/index.php?clanek=4888
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3. SIGNALNI DRAHY APOPTOZY

Jak jiz bylo vySe zminéno, na zaklad¢ mista odkud signaly bunééné smrti
prichazeji, mizeme rozliSit dvé zékladni cesty aktivace bunécné smrti - vnéjsi a

vnitini (Ashkenazi, 2002; Ow et al., 2008).

3.1 Vnéjsi signalni draha

Vnéjsi receptorova signalni dradha zac¢ind navazanim ligandu (signalnich
molekul) na receptor smrti lokalizovany na zevni strané cytoplazmatické membrany
(Ashkenazi, 2002, Tartaglia a Goeddel, 1992). Po navazani ligandu na receptor smrti
se zméni konformace na intracelularni doméné, kterd imozni navazani dalSich
proteinti. Vznikne proteinovy komplex, ktery aktivuje inicidtorové a pozdéji i
efektorové kaspazy a dochazi tak k smrti bunky (Ashkenazi, 2002, Matalova, 2008).

Mezi nejcastéjsi smrti indukujici ligandy (death inducing ligands) patii Fas
ligand, TNFa a TRAIL (jinak Apo2L). Po navazani ligandu na receptor smrti
dochazi ktrimerizaci receptoru (tii molekuly receptoru spojené ligandem).
Trimerizace je potfebna pro navazani adaptorové molekuly FADD (Fas Associated
Death Domain) (Chinnaiyan et al., 1995) nebo TRADD (TNF Receptor Associated
Death Domain) (Hsu et al., 1995). Adaptorovy protein FADD ma efektorovou
doménu smrti nazyvanou DED, diky které je schopny vazat prokaspazy-8 a -10
(Chinnaiyan et al., 1995). Krom¢ extracelularni domény maji nékteré receptory smrti
ve své intracelularni ¢asti doménu smrti (,,death domain“ DD) (Chinnaiyan et al.,
1995, Hsu et al., 1995, Kischkel et al., 1995, Browning et al., 1993).

Trimerizované receptory smrti, adaptorové molekuly FADD (ptipadné
TRADD) a prokaspazy-8 nebo -10 vytvoii komplex. Tento komplex je oznacovan
jako DISC — smrt indukujici signalni komplex (Death Inducing Signalling Complex)
kaspazy, které nasledné aktivuji efektorové kaspazy smétujici k smrti buniky (Boldin

etal., 1996, Muzio et al., 1996, Zhang et al., 1998) (obr.3).
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Apoptéza vyvoldna receptorovou signalni drédhou muize byt zastavena

prostiednictvim proteinu c-FLIP, ktery inaktivuje FADD a kaspazu-8 (EImore,2007).

ZEVNI CESTA AKTIVACE APOPTOZY

aktivace
efektorovich __
kaspaz3 a7

. y. aktivace
death ligandy (FasL, TNF) —.{““l’ml_,_ FmD_._ ;
smrti Casps

tzv. DISC

Obr.3: Schéma zevni cesty aktivace apoptézy

3.1.1 Receptor smrti

Receptory smrti jsou cytokinové receptory pattici do velké rodiny receptort
TNFRs (,,tumor necrosis factor receptors,,- receptory pro tumor nekrotizujici faktor).
Maji funkci senzoru, které po obdrzeni extracelularniho signalu vedou k rychlé
iniciaci apoptozy (Tartaglia a Goeddel, 1992, Aggarwal et al., 1985). Pro tyto
receptory je charakteristickdi DD (death domain) doména smrti. Mezi receptory
indukujici apoptozu patii TNFR1 (tumor necrosis faktor), Fas, DR3, DR4, DR5 a
jiné (obr.4)

Receptor TNFR1 je receptor, ktery muze aktivaci transkripénich faktort
vyvolat jak apoptozu, tak proliferaci. Ligandem pro TNFR je TNF-o nazyvany téz
TNF (Carswell et al., 1975). Ligand TNF je exprimovan aktivovanymi makrofagy,
lymfocyty, NK bunkami, neutrofily, keratinocyty, fibroblasty a buiitkami hladké
svaloviny (Schulze-Osthoff et al., 1998). Po navazani ligandu na receptor dochazi
k vazbé adaptorové molekuly na DD (Hsu et al., 1995). Cesta apoptozy zacina
navazanim sekundarniho adaptorového proteinu FADD k molekule TRADD (je
navéazana na DD) (Chinnaiyan et al., 1995). Systém TNFR1/TNF se ucastni indukci a
modulaci zanétlivé odpovedi.

Ligandem pro receptor Fas je FasL. Komplex Fas/FasL zptsobuje apoptozu

U leukemickych bunék in vitro (Bernhard a Thomas, 1989). Gen receptoru Fas
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obsahuje p53RE (,,p53 responsible element”, ¢ast reagujici s proteinem p53)
(Munsch et al. 2000), ktery mize pfi interakci s proteinem p53 zvySovat expresi Fas.
Po aktivaci exprese Fas pomoci p53 buiiky vystavuji na svém povrchu veétsi mnozstvi
receptoru Fas a tim zvysuji citlivost bun€k k iniciaci apoptézy pomoci FasL. Ligand
FasL je exprimovan u NK (,,natural killers®, pfirozen¢ zabijejici bunky) bunck a
aktivovanych T-lymfocytd (Krammer, 1997). Velké mnozstvi bunéénych typt
exprimuje Fas v mens$i mife, ve vétsim mnozstvi byl zjistén vyskyt tohoto receptoru
v brzliku, jatrech, srdci, plicich, ledvinach, vaje¢nicich a u riznych typt rakovinnych
bun¢k (Watanabe-Fukunaga et al., 1992).

DR3 receptor vaze trimerizovany protein APO3L (Migone et al., 2002).
Receptor je schopny aktivovat apoptoticky, ale také transkripéni faktor NF-«xB
(Marsters et al., 1996). Pienos signalu cestou apoptozy je uskutecneny pomoci
adaptorovych molekul TRADD, TRAF-2, FADD a kaspazy-8 (Chinnaiyan et al.,
1996). Exprese DR3 se vyskytuje utkani se zvySenym mnozstvim lymfocytl:
slezina, brzlik, periferni lymfocyty a ¢astecné tkané tenkého a tlustého stieva
(Chinnaiyan et al., 1996). Dulezitou ulohu ma pii regulaci homeostazy lymfocytt
(Migone et al., 2002).

DR4 (,,death receptor 4, receptor smrti 4) muze interagovat FADD i
TRADD (Chaudhary et al., 1997). Ligandem pro tento receptor je TRAIL. TRAIL
neslouzi jako ligand pouze pro DR4, ale také pro podobny receptor DR5 a pro DcR
receptory DcR1 (,,decoy receptor 1%, matouci receptor 1) a DcR2 (,,decoy receptor
2, matouci receptor 2). Pfitomnost DR4 byla zjiSténa v mnoha tkanich (Pan et al.,
1997). Vyssi exprese byla zjisténa ve slezing, tenkém stieve, brzliku, periferni krvi,
ale také v n€kterych rakovinnych tkanich a u aktivovanych T-lymfocyt (Pan et al.,
1997).

Ligandem pro receptor DR5 je TRAIL, stejné jako u receptoru DR4 a dalsi
receptory DcR1, DcR2 a OPG (Wiley et al., 1995). Exprese recetoru DR5 roste pti
poskozeni DNA a je regulovana proteinem p53 (Wu et al., 1997). ZvysSeny pocet
DRS na povrchu poskozenych bunék tvoii ochranu organismu pied rakovinnymi
bunikami. Exprese tohoto receptoru byla zjiSténa v srdci, jatrech, plicich, slezing,

vajeénicich, tenkém stfevé, periferni krvi a dalSich tkanich (Walczak et al., 1997).
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Obr.4: Receptory smrti: Fas/CD95, DR4/DR5, DR3, TNFR a jejich ligandy.
DD - domény smrti (Death Domain), DED - efektorova doména smrti (Death Effector
Domain) Pievzato z : http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch6G.htm

3.2 Nereceptorova signalni draha

Nereceptorova signdlni dradha se také oznaCuje jako vnitini cesta aktivace
apoptozy, ktera neni zavisla na membranovych receptorech. U této drahy se uplatiiuji
piedevsim mitochondrie a endoplazmatické retikulum (Ow et al., 2008, Fickova a
Nagy, 2007). Vnitini draha je iniciovana vngj$im, nebo vnitinim apoptotickym
stimulem (Gross et al., 1999 ,Fickova a Nagy, 2007). Mezi klicové prvky
preceptorové signalni drahy patii proteiny zrodiny Bcl-2, proteiny uvolnéné
z mitochondrii, proteiny tvorici apoptozom, kaspaza-9 a jeji inhibitory (Saikumar et
al., 1999).

Vnéjsi podnét vyvolavajici vnitini drahu apoptdzy je napf. ionizujici zafeni,
které zplisobuje poskozeni DNA, na coz reaguje protein p53. Tento protein aktivuje
proapoptotické proteiny Bax a Bak (proapoptotické ¢leny proteinové rodiny Bcl-2),
které inaktivuji protein Bcl-2 (Miyashita and Reed, 1995; Zong et al., 2001).
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Proteiny Bax a Bak umozni permeabilizaci mitochondridlni membrany a uvolnéni
cytochromu ¢ a SMACs (,,second mitochondria-derived activators of caspases®,
aktivatory kaspaz uvolnéné z mitochondrii) (Li et al., 1997). Molekuly cytochromu c
vytvaii s proteiny Apaf-1 apoptozom, coz je komplex proteinti umoziujici aktivace
kaspazy-9 (Acehan, 2002). Kaspaza-9 aktivuje efektorovou kaspazu-3, -6, -7
a Vv kone¢ném diisledku dochazi k procesu apoptozy jako pii receptorové apoptotické
draze (obr.5).

Vnitini apoptoticky stimul pochazi ze samotné buiiky (aktivace onkogenii,
poskozeni DNA ) (Gross et al., 1999). Aktivni kaspazy- 8 §tépi protein BID (,,BH3
interacting domain death agonist®, proapoptoticky ¢len proteinové rodiny Bcl-2) na
tBID (,,truncated BID*, zkraceny protein BID) schopny inaktivovat protein Bcl- 2
a tim aktivovat proteiny Bak a Bax, coz také umoZzni permeabilizaci mitochondiralni
membrany za uvolnéni cytochromu c. Klicovou roli nereceptorové signalni drahy
apoptozy hraji proteiny zrodiny Bcl-2, proteiny vyplavované z mitochondrii,
proteiny tvorici apoptozom, kaspaza-9 a jeji inhibitory (Saikumar et al., 1999)

VNITRNI CESTA AKTIVACE APOPTOZY

poskozend DNA APOPTOSOM
aktivace

* 8 o ‘ W -
M R MITOCHONDRIE - gt - oyt C+ Apaf L+ Casp? | efektorovych _.

kaspiz3a7

Obr.5: Schéma vnitini cesty aktivace apoptozy

3.2.1 Hlavni iloha mitochondrii

Kromé zprostiedkovani a zesileni apoptotické drdhy hraji mitochondrie
hlavni roli v integraci a Sifeni signalli pochézejicich z nitra bunky, jako je napf.
poskozeni DNA, oxidativni stres a hladovéni (Kaufmann, 2000; Wang, 2001).

VétSina  podminek indukujici apoptézu zahrnuje jak naruseni vnitiniho
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mitochondrialniho transmembranového potencialu tak i propustnost membrany.
PoruSeni této membrany vede kuvoliovani proapoptotickych  bilkovin
Z mitochondrialniho intermembranového prostoru do cytoplazmy (Bernardi, 1999;
Loeffler, 2000 ). Mezi uvedené bilkoviny patii i cytochrom c. Z publikovanych
experimentli vyplyva, Ze vpraveni malého mnozstvi cytochromu ¢ do cytosolu
savéich bun€k navodilo apoptozu V téchto bunkach (Li et al., 1997). Na druhou
stranu bunky s umélym navozenim nedostatecné produkce cytochromu ¢ byly odolné
vi¢i mnoha apoptotickym stimulim. Rovnéz byla u téchto bun¢k pozorovéana
nedostate¢na schopnost aktivace kaspazy-3 (Li et al., 2001).

Cytochrom ¢ je umistnén za béznych podminek v intermembranovém
prostoru mitochondrii (Gross et al., 1999). B€hem apoptdzy se tento protein odpoji
od vnitini mitochondridlni membrany a uvolni se do cytosolu (Gogvadze et al.,
2006). UvoInéni mitochondrialnich proteini ma vyznam pii zprostfedkovani
apoptotické drahy. Tyto procesy musi byt ale pod pfisnym dohledem regulacnich

mechanism, které jsou v mnoha ohledech zavislé na ¢lenech Bcl-2 rodiny.

3.2.2 Rodina Bcl-2 proteinu

Velmi vyznamna rodina proteini regulujicich vnitfni mitochondrialni
apoptozu je rodina Bcl-2 proteinti. Nazev této rodiny byl odvozen od ,, B- cell
lymphoma,,. Zjistilo se, Ze protein a zaroven onkogen Blc-2-B-cell lympohoma
gene-2 pusobi jako inhibitor bunééné smrti, bez vlivu na aktivaci bunééné proliferace
(Vaux et al., 1988). Piedpoklada se, ze hlavni funkce Bcl-2 rodiny u savct je ochrana
integrity  mitochondrii a regulace uvoliiovani proapoptotickych  faktort
z mitochondrie do cytosolu (Gross et al., 1998). Ne vSechny proteiny z této rodiny
maji antiapoptotické ucinky a v ramci této rodiny existuji 1 proteiny, které apoptdzu
naopak podporuji ( Gross et al., 1999, Youle a Strasser, 2008). Z toho hlediska je
muzeme rozdélit do dvou skupin na proteiny, které umoziuji propustnost
mitochondridlni membrany zvané proapoptotické proteiny a proteiny, které

stabilizuji mitochondrialni membranu nazyvané téz jako antiapoptotické.(Tab.1,
obr.6)
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K proapoptotickym proteinim Bcl-2 patii Bax, Bak, Bok, Bcl-G. Jsou
umistnény na vné&j$i mitochondridlni membranég, kde zvysuji jeji propustnost, coz
vede Kk vylucovani cytochromu ¢ z mitochondrie do cytosolu a nasledné k aktivaci
kaspaz vedoucich k destrukci buiiky (Wei et al., 2001, Gao et al., 2005). Proteiny
této skupiny Bcl-2 rodiny se vuéi Bax/Bak chovaji antagonisticky.
K antiapoptotickym proteinim rodiny Bcl-2 u savcu patii Bcel-2, Bel-xI, Bel-w, Al
(také znamy jako Bcl2A1), Mcll a Bel-b (Youle a Strasser, 2008). Antiapoptotické
proteiny brani apoptéze tak, Ze vytvaii nefunkéni heterodimery s proteiny Bax, Bak a
Bok (Zha et al., 1996). Heteridomerizace antiapoptotickych proteind brani proteinam
Bax, Bak, Bok oligomerizovat ve vnéj$i mitochondridlni membrané (Antonsson et
al., 2000; Mikhailov et al., 2003;) a nasledné spoustét bunécnou smrt. Nezalezi na
proteinu, ktery aktivuje, nebo inhibuje bunéénou smrt, ale zdlezi na poméru mezi
antiapoptotickymi a proapoptotickymi proteiny z této rodiny, které nakonec uréi, zda
bunka piezije nebo zahyne (Antonsonn, 2000, Korsmeyer et al., 1993, Kluck et al.,
1997). Pokud jsou ¢lenové proapoptotickych proteintt v pievaze, bunka je
zneSkodnénd, naopak pii prevladani antiapoptotickych proteinli je bunika schopna
zivota (Korsmeyer et al, 1993.;Kluck et al.1997).

Zakladni strukturou proteinti Bcl-2 rodiny je pfitomnost alesponl jedné ze
¢tyf homolognich domén (BH1, BH2 BH3, BH4 domain- Bcl-2 Homology domain).
BH domény jsou dilezité pro jejich funkci a proteinové interakce (homo- i
heterodimerické) (Petro set al., 2001, Youle a Strasser,2008, Denisov et al., 2003;
Muchmore et al., 1996).
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Skupiny Domény Clenové funkce

Tab.1: Rozdéleni proteini Bcl-2 rodiny s jejich doménami, ¢leny a funkcemi.
Antiapoptotické proteiny (zelen€) a proapoptotické proteiny (Cervené).

antiapoptotickeé
al a2 a3 a4 oS5 ab a7
r | e o S0 et e sy |
Bak-2family [ BH4, BH3___BHI_____BH2___TM] Bdl-2,
L 3 Bcl-X, A1,
receptor domain Bel-w, Mcl-1
proapoptotické
al a2 a3 a4 a5 aba7a8 a9
L i aranmrr
Bax family L BH3 BH1 BH2 TM Bax,
Bak, Bok
al a2 a3 ad4 oS ab a7 a8
—ir r 1T 1T 11
BH3-only | BH3 | Bid
family
L BH3  TM | Bim,
| S— Bik, Bad,
ligand Bmf, Hrk,
domain Noxa,
Puma

Obr.6: Rozdéleni anti-apoptotickych a proapoptotickych proteina rodiny Bcl-2
obsahujici BH domény (podle Cory and Adams, 2002, The Biology of Cancer).
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3.3 Shrnuti signalnich drah apoptézy v buiice

Apoptdza u savcl miize byt spuSténa vnéjsi (receptorovou) nebo vnitini
signalni drahou (obr.6).
Vnéjsi signalni cesta apoptoézy — ligand se navdze na receptor smrti, poté se navaze
adaptorova molekula FASS nebo TRADD a vytvofi se tak DISC komplex. Komplex
K smrti bunky.
Vnitini signalni cesta apoptézy - je fizend predevSim Bcl-2 rodinou proteinid
fidicich propustnost mitochondrialni membrany. Antiapoptotické proteiny Bcl-2
rodiny inhibuji mitochondrialni propustnost membrany zatimco proapoptotické
proteiny Bcl-2 rodiny (Bak,Bax) umoziiuji uvolnéni cytochromu ¢ a dal$ich proteint
z intermembranového prostoru mitochondrie do cytosolu v dasledku zvysené
propustnosti mitochondridlni membrany. Cytochrom c¢ nasledné véaze Apaf-1 a
prokaspazy-9, ¢imz vznikne apoptosom, ktery $tépi prokaspazy-9 na aktivni formu
kaspazy-9 a nésledné kaspazy vedouci k destrukci bunky.
vnitini signalni draha apoptézy zevni signélni dréha apoptézy

bun&ény stres

L Fasl TRAI THE
) \ ) l _r_
‘ BH3 Fas TRAIL R THF R
| !
Bol-2 ‘ | _ TRADD/RIP4
‘ Bax -— ‘
— — < elAPI2
mitochondrie J
_.-'L--,_ v
feyic —-| apat.1 | | t=id FADD |*
- smac J [ [Raspazas
| Kaspaza 9
[mar —'l——‘d(aapaza 36T ——
Apoptdza

Obr. 6 : Schematické zndzornéni hlavnich -apbptotickych signalnich drah v buiice.
Upraveno a pirevzato ( Strasser, 2011)
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4. APOPTOZA V ODONTOGENEZI

4.1 Apoptéza v odontogenezi a jeji vvznam

Zub je organ epitelo-mezenchymalniho ptivodu. Vzajemna interakce mezi
epitelovymi a mezenchymalnimi buitkami urcuje zubni morfogenezi (Cobourne a
Sharpe, 2003; Tucker a Sharpe, 1999). Apoptdéza béhem odontogeneze plni nékolik
dualezitych roli. Vyskytuje se ve vSech stadiich- od pocatku iniciace tvorby zubniho
zarodku az po stadium erupce zubti (Matalova et al., 2004).

Komplexni studie v casoprostorovém rozlozni apoptdézy u prenatdlnich
mysich molart M1 byly publikované u Lesot et al. (1996) a Peterkova et al. (1996).
Po nich nésleduje srovndvaci studie u hraboSe polniho Setkova et al. (2006).
Apoptozu v pritbéhu postnatalniho vyvoje mySiho molaru M1 ve své praci nedavno
popsala Lungova et al. (2011) a u mySiho M3 Chlastakova et al. (2011).

V prenatalni ontogenezi je apoptoéza predevsim spojena s eliminaci signalnich center,
a s odstranénim zubnich primordii. Postnataln€ se podili na organizaéni struktuié
odontoblastli 1 ameloblastli, eliminaci Hertwigovy epitelidlni kotfenové pochvy
(HERS) a remodelaci okolnich tkdni souvisejicich s ristem kotene a profezdvanim
zubll (Matalov4, 2012). Zubni kofen se vytvafi aZz po dokonceni tvorby zubni
korunky. Spole¢né s ristem korunky se remodeluje okolni kost a vytvaii se zavésny

aparat zubu.

4.2 Apoptoza ve sklovinnvch uzlech

Prvni vyskyt apoptotickych bunék v zdrodku zubtl je spojen s invaginaci
epitelu vytvaiejiciho zubni pupen (Vaahtokari et al, 1996 ). Bunky vykazujici
apoptotickou aktivitu byly pozorované V ztlusténém epitelu pocateCiho stadia
zubniho pupene (E 12.5) (obr.8). V pozdni fazi zubniho pupene (E 13) byly
apoptotické buniky koncentrovany na Spicce zubniho pupene oznaCoveném jako

primarni sklovinni uzel (PEK). V okolnim mezenchymu nebyly nalezeny zadné
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apoptotické bunky. Primarni sklovinny uzel tidi pfechod mezi vyvojovymi stddiemi
pupene a pohérku. Stimuluje proliferaci bun¢k ve svém okoli, coz zplisobuje rust
cervikdlni smycky, ktera se postupné¢ zanotfuje do okolniho mezenchymu a
ohranicuje oblast zubni pulpy (Jenvall 1998, Tucker a Sharper 2004, Theselff 2006).

Béhem dalsitho vyvoje (E14.5-15), ve stadiu zubniho pohéarku, se pocet
apoptotickych buniek primarniho sklovinného uzlu (PEK) zvySuje bez ztraty bunécné
hmoty. Tim je PEK po skonceni své funkce postupné eliminovan (Vaahtokari et al.,
1996). Béhem pocatecniho stadia zubniho zvonku (E16- EI18) je rozlozeni
apoptotickych bunék piedevsim patrné v mistech vznikajicich zubnich hrbola v tzv.
sekundarnich sklovinnych uzlech (SEK), také v epitelidlnich bunkach dentalni

laminy a vn&j$im sklovinném epitelu (Jernvall et al., 1994) (tab.2, obr.8).

ameloblasty odontoblasty

tloust'ém

g
epitehu ( 11.5) cenvikal

Stadsun pupene stadim poharkn smyika

EBS E15)

stadman zbntho zvonku
E185)

Obr. 8: Schématicky pi‘ehled ¢asoprostorového rozloZeni apoptotickych bunék (¢erné
te€ky) ve vyvoji od stadia ztluSténého epitelu po stadium zubniho zvonku. RiiZova-
mezenchym, Bila- epitel, PEK- primarni sklovinny uzel, SEK —sekundarni sklovinny
uzel Upraveno a pi‘evzato z Matalova 2004
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4.3 Apoptoza v diastemalnich zubnich primordiich

Apoptdza plni také funkei ,,fylogenetické,, bunééné smrti, protoze se podili
na redukci nadpocetnych zubnich pupent (zbytkovych primordii) lokalizovanych
mezi fezdkem a prvnim moldrem v prostoru zvaném diastema (Peterkova, 2002,
Matalova, 2004). Cely model apoptézy se v Casnych stadiich vyvoje zubi lisi u
mandibul (dolni Celisti) a maxill (horni ¢elisti) (E13- 15). V horni Celisti byla u
embryondlnich mysi v oblasti mezi fezdky a prvnimi moléary zjiSténa zbytkova
primordia. VétSina téchto diastemélnich primordii jsou mald. Jejich Zivotnost je asi
24 hodin, béhem kterych jejich epitel podstoupi apoptdzu a zmizi (Peterkova et al.,
2003). Tato mald zbytkovéa primordia se vSak nevyskytuji v diastem¢ dolni celisti
(Peterkova et al.,1996). Vedle malych zubnich zarodkt se v prostoru diastemy
b&hem embryonalniho vyvoje zakladaji i velka zbytkova primordia nachazejici se na
hranici mesialniho molarniho segmentu a to jak u horni tak u dolni Celisti mysich
embryi. Zdanlivé odpovidaji zakladim premoléart u primitivnich hlodavct. Apoptdza
ovliviiuje tato primordia pouze piechodné (Peterkova et al., 2003). Primordia se
pouze sniZuji, pretvareji a zaClenuji do mesialni Casti prvni stolicky v celisti.
Apoptdza tak reguluje konecny pocet zubt a vytvaii funkéni zubni vzorec (Peterkova
et al., 2002) (obr.9).

H D
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o zbytlkova primordia s apoptozon

1 molar =3 jincisor

Obr.9: Horni a dolni Celist u dospélé mysi a mySiho embrya, na kterych jsou vyznaceny
velké a malé zbytkové primordia s apoptézou, molary a incisori. Upraveno a pievzato
Z Peterkova, 2003
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4.4 Apoptoza v ameloblastech a odontoblastech

Dentinogeneze zacina ve stadiu pozdniho zubniho zvonku v oblasti
rustovych center na vrcholu vznikajici korunky a sestupuje po laterdlni strané organu
skloviny az po cervikdlni smycku. V ristovych centrech probiha soucasné
diferenciace odontoblastli a ameloblastl. U vicehrbolkovych zubl se vytvoii vice
rustovych center podle poctu hrbolka. V disledku neustalé vyroby dentinové matrix
se odontoblasty posunuji do stiedu zubni pulpy a postupné zapliuji misto pro zubni
pulpu. To se déje procesem apoptozy vyskytujicim se zejména na pocatku
sekundarni tvorby dentinu v postnatalnim obdobi (Matalova, 2012). Nervovy ristovy
faktor (NGF) je dillezitym faktorem bud’ pro pieziti odontoblastli nebo pro apoptozu
odontoblastll pocas redukce pulpy (Mitsiadis et al., 1993).

Proces amelogeneze zacind prenatalné a pokracuje bchem celého
postnatalniho obdobi a je ukoncen pfed profezanim zubu. V ameloblastech je
apoptdza detekovana v riznych stadiich vyvoje skloviny : v diferencovanych pre-
ameloblastech, v ptechodnych ameloblastech a ptilehlych buiikach —stratum
intermedium a zrajicich ameloblastech (Bronckers et al., 2000). Ve stadiich tvorby
skloviny od ukonceni sekre¢ni faze a pozdni faze zrani asi polovina ameloblastt

lokalizovanych v erup¢ni draze zubu podl¢hé apoptoze (Smith, 1998).

4.5 Apoptoza pri vvvoji korene

Zubni kotfen se u mySiho M1 moléaru za¢ind vyvijet ve stadiu (P4) az po
ukonceni ristu korunky. Hlavni Glohu pfi vyvoji kofene maji buiiky sklovinného
organu. Z cervikalni smycky, ktera predstavuje hranici mezi korunkou a kofenem se
vytvoti Hertwigova epitelova kotenova pochva (HERS) ( Diekwisch, 2001).
Epitelové bunky HERS fidi diferenciaci bunék zubni papily v odontoblasty a
diferenciaci cementoblasti. Po ukonceni své funkce jsou builkky HERS bud’
odstranény apoptozou, zaclenuji se do vznikajiciho cementu, podstupuji epitelo-
mezenchymalni transformaci, nebo migruji z dentinu do okolniho periodontia a tam

vytvaii Malassezovy ostruvky (Kaneko et al., 1999, Cerri a Katchburian 2005, Luan
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et al., 2006). Z publikovanych vysledkt vyplyva (Lungova et al., 2011), ze pocatek
eliminace HERS spadé do stadia P8, kdy je zahdjena depozice kotenového dentinu.
Apoptdza se ve stadiu P8 objevuje mezi bunkami zubni pulpy a ve stadiu P16 1 mezi

odontoblasty a diferencovanych fibroblastti periodontia (Lungova et al., 2011)

(obr.10).

alveolarni kost

HERS

Obr.10 : Stadium P4. Zahajeni tvorby koi‘ene, vytvoireni HERS Upiaveno z Lungova,
2011

4.6 Apoptoza pri integraci zubu do alveolarni kosti

Alveolarni kost se vytvaii uz v prenatalnim obdobi ve stadiu zubniho pupene
E13. Zaklad budouciho alveolu nased4 na bazi zubniho pupene, poharku i zvonku.
Ve stadiu zubniho zvonku PO zasahuji hiebeny alveoldrni kosti az nad hrboly zubni
korunky (Lungova et al., 2011). Pfi integraci zubu a alveolarni kosti v postnatadlnim
vyvoji se apoptoza spolecné s aktivnimi osteoklasty G€astni remodelace okolni kostni
tkan¢. Oblast resorpce kosti je lokalizovana podél vnitiniho okraje alveolu a to jak
Vv oblasti alveolarnich hiebenti 1 na bazi zubniho lizka. Nejdynamictéjsi prestavba
kosti probihé spole¢né s prodluzovanim zubniho kofene v obdobi mezi stadiem P4 a
P6 (Lungova et al., 2011). Pomoci apoptozy a ¢innosti osteoklastii jsou alveolarni
hiebeny postupné odstranény z erupcni drahy zubu, ktery se ve stadiu P10 posouva
blize do dutiny ustni. Odstranéni hiebeni probiha nejdiiv na lingualni strané (P6) a
pozdéji na bukalni (P8) strané zubu. Ve stadiu P10 a 12 alveolarni hiebeny dale

ustupuji ¢innosti apoptdzy a osteoklastii az na uroven krcku. Ve stddiu P16 dochézi
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Kk vytvofeni Siroké alveolarni jamky v kosti na vytvofeni pevné opory koiene zubu

(Lungova et al., 2011) (obr.11).

redukovany sklovinny
epitel
sklovina

dentin

dentalni pulpa

alveolarni kost

periodontimn

Obr. 11: Stadium P16. Ukonceni aktivniho riistu korene. Apoptotické buiiky (C¢erné
teCky) Upravené z Lungova 2011

4.7 Signalni drahy apoptozy v odontogenezi

V odontogenezi byla zjiSténa mitochondrialni signélni drdha jako hlavni
signalni draha apoptdézy v sklovinném wuzlu. Receptorova signalni drdha
V odontogenezi miliZe pracovat synergicky s mitochondrialni drdhou, avSak jeji hlavni
ulohou je zesileni signalnich mechanismu apoptozy (tab.2) ( Matalova et al., 2005).

Vyznamnou rodinou proteinli pro regulaci mitochondridlni dréhy
v odontogenezi je Bcl-2 rodina. Byla nalezena v organu skloviny (Slootweg a
Weger, 1994), v ameloblastech (Kondo et al., 2001), subodontoblastické vrstvé
(Piattelli et al., 2000) a odontoblastech.. Antagonista Bcl-2 je Bax a pomér mezi
témito dvémi proteiny urcuje osud bunky (Kitamura et al., 2001, Govorko et al.
2010). Bax prevazuje v bunkach vnéjsiho sklovinného epitelu a naproti tomu Bcl-2
dominuje v oblasti vnitiniho sklovinného uzlu. V pulpé skloviny byly nékteré bunky
vyjadieny Bcl-2 nebo Bax, zatimco jiné byly vyjaddieny obéma (Matalova 2012).
Kondenzované ektomezenchymalni buiiky zubu byly vétSinou vyjadieny jen proteiny
Bax. Neapoptotické funkce kaspaz byly v odontogenezi také zjistény. Hlavni funkce

téchto kaspaz souvisi s tvorbou zubniho kostniho komplexu (Szymczyk et al. 2006).
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Apoptéza ve sklovinnych uzlech u mySich molari je spojena s cyklin-
dependentni kindzou p21 (Jernvall et al., 1998). P21 je indukovany izolovanym
zubnim epitelem vyjadienym zdkladnim zubnim mezenchymem na zacatku tvorby
sklovinného uzlu (Jernvall et al., 1998). P21 plsobi prostiednictvim kaspazovych
dréh. Pfi absenci p21 nebyly zjistény u mysi zadné vyvojové vady chrupu (Deng et
al., 1995). Naopak p53 je velmi dulezity v roli apoptdzy. Jeho absence muze vést

k spontannimu vyvoji nadoru (Donchower et al., 1992).

208
2o

Obr.12 : Schématické zobrazeni molekularnich interakei souvisejicich s apoptézou ve
vyvoji zubi. Uplatiiuje se tu jak mitochondrialni tak receptorova signalni draha,
zprostiedkovana pies receptor smrti. Spojenim ligandu s receptorem smrti ma za
nasledek spusténi iniciatori kaspaz jako kaspaza-8 a nasledné efektorovych kaspaz-
kaspaza-3. Efektorové kaspazy mohou byt také aktivovany mitochondridlni drahou
iniciovanou vylitim cytochromu ¢ z mitochondrie a naslednou tvorbou apoptozomu
(cytochrom c¢ + Afpa-1 + kaspaza- 9). Obé cesty jsou propojeny tBid a mohou byt
modulovany proteiny Bcl-2 rodiny. ZvySena hladina cyklinu-dependentni kinazy p21 a
snizena uroven NF- kappa B podporuje proces apoptozy. Pirevzato z : Matalova et al.,
2012

4.8 Porucha apoptozy v odontogenezi

V disledku tkanovych interakci mitize apotpéza  hrat roli v zubnich
onemocnénich a dismorfologiich. Mize byt zapojena v oligodoncii, hypodoncii,
agenezi a periodontalnich nemocech (revize Fleischmannova et al., 2008). Poruchy
apoptozy mohou také hrat roli pfi ur€ovani poctu zubli nebo ovliviiovat kone¢nou

velikost zubu. Apoptdza je také hlavni pricina makrodoncie (Kim et al., 2006).
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. . | ZTLUSTENY | PUPEN POHAREK | ZVONEK
TKAN
EPITEL (E 13,5) (E 14,5) (E 18,5)
(E 11,5)
Bmp2/4/7 Bmp7 Eda Bmp7
EdaR Msx2 Msx2 Fgf4
P63 Eda/EdaR Wnt6 Msx-2
£ Wnt4,6,10a, Wnt4,6,7b Fas/Fad/FADD Eda/EdaR
10b Fas/FasL/FADD Shh Wnt4,7b
| Bmp2 Bmp2/4/7 Fas/FasL/FADD
- Fgf4 EdaR Fgf4 Fgfa
c Shh p21 (SEK)
. (PEK) Wnt3, 10a, 10b
Kaspaza-3,9
Aapf-1
(PEK)

Tab.2: Piehled exprese mRNA genu (kurziva) v epitelidlni a mezenchymalni tkani
a Casoprostorového rozloZeni apoptoézy od stadia ztlusténého epitelu, pies stadium
zubniho pupene, poharku a zvonku. Upraveno a pi‘evzato z: Matalova et al., 2012
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5. ZAVER

Apoptoza v odontogenezi byla pozorovana v riznych stadiich. Vhodnym
modelem pro studie programované bunécné smrti je mysi zubni zarodek. Bé¢hem
vyvoje zarodku mySi M1 byla apoptéza pozorovand v regresi diastemalnich
primordiich, pfi odstraneni bunék sklovinnych uzld, v odontogenezi, amelogenezi,
pii vyvoji kofene a integraci zubli do alveolarni kosti. Proces apoptdzy se
v odontogenezi déje pres mitochondridlni signalni drahu. Recepotorva signalni draha
probihajici pres Fas receptor zabé&zpecuje zesileni signalii. Porucha apoptozy je

zodpovédna za vznik makrodoncie.
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