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Abstrakt

Dentice obratlovct je dynamickou strukturou, u které dochézi k neustalému obnovovani jejich
elementli, zubd. Neustdlou obnovu zubli umoznuji zubni kmenové buiky epitelu a
mezenchymu. Epitelové kmenové buiikky se nachazi v dentdlni laminé, ktera se, spolu
s prilehlym mezenchymem, podili na jejich regulaci skrze sloZitou sit’ signalnich drah.
Ta zajiStuje umisténi, spravny pocet, inaktivitu, proliferaci a diferenciaci kmenovych bunck.
Dentice obratlovcil jsou morfologicky riiznorodé, do znacné miry je vSak jejich vyvoj fizen
sdilenymi evolu¢né zachovalymi molekularnimi mechanismy. Epitelové zubni kmenové
buniky vSech zkoumanych skupin obratlovct napiiklad exprimuji transkripéni faktor Sox2 a
na jejich regulaci se podili signdlni drahy jako je Wnt/B-catenin, Shh, Fgf a Bmp. Vzhledem
k bohaté diverzit¢ morfologie dentdlnich lamin jsou i lokace pfedpokladanych kmenovych
bunck odli$né mezi obratlovci. Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o zubnich kmenovych

bunkach jednotlivych pivodi k urceni sdilenych a odvozenych znakl dentic obratlovci.

Kli¢ova slova: kmenové buiiky, dentalni lamina, vyvoj zubu, dentice, obratlovci, evoluce

Abstract

Vertebrate dentition is a dynamic structure, which continuously renews its elements, the teeth.
Continuous tooth renewal is enabled thanks to the presence of epithelial and mesenchymal
dental stem cells. Epithelial stem cells are located in the dental lamina, which, together with
the adjacent mesenchyme, takes part in regulation of the stem cells through a complicated
signalling network. This network is responsible for the positioning, correct amount, inactivity,
proliferation and differention of the stem cells. Vertebrate dentitions are morphologically
diverse. However, their development is, to a certain extent, controlled by shared
evolutionarily conserved mollecular mechanisms. For example, epithelial stem cells of all
vertebrate groups examined so far express the transcription factor Sox2 and are shown to be
regulated by signalling pathways, such as Wnt/B-catenin, Shh, Fgf and Bmp. Due to the rich
diversity in dental lamina morphologies, the locations of presumptive stem cells
correspondingly differ among vertebrates. This thesis summarizes current knowledge on
dental stem cells in each lineage to identify shared and derived aspects of vertebrate

dentitions.
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1 Uvod

Kmenové buiiky jsou dilezité pro tvorbu novych struktur a jejich obnovu. Byly nalezeny
naptiklad ve stfevé, kizi nebo vlasovém folikulu (Leedham et al., 2005; Fuchs a Segre, 2000;
Li a Clevers, 2010). Kmenové buiiky jsou udrZzovany v nediferenciovaném stavu, délenim
z nich vznika dcefina kmenova bunka, kterd zustava v klidu, a bunka ktera se dale déli a
diferencuje (Fuchs a Segre, 2000). Vyzkum v poslednich letech se krom¢ jinych organt
zam&fuje také naidentifikaci kmenovych bunck, ze kterych vznikd zub. Schopnost
regenerovat zuby po cely zivot déla z mnoha skupin obratlovet skvélé kandidaty pro vyzkum
kmenovych bunc€k. Zuby jsou tvoieny epitelem a mezenchymem (Peters a Balling, 1999).
Za sidlo zubnich kmenovych bun¢k epitelu je povazovana invaginace oralniho epitelu
do mezenchymu, tzv. dentdlni lamina (Smith et al., 2009). Na distdlnim konci dentdlni laminy
vznikaji zubni zarodky, které se dale vyvijeji a jako pln¢ vyvinuty funkéni zub prorazi oralni
epitel (Handrigan et al., 2010; Wistuba et al., 2002). Nejlépe prozkoumanym modelovym
organismem z pohledu identifikace a regulace zubnich kmenovych bun€k je mys. Jako prvni
zubni epitelové kmenové buiiky byly identifikovany bunky v krékové kli¢ce fezdkt (Harada
et al., 1999). Mezenchymalni kmenové buiiky jsou oproti tomu méné prozkoumané, u mysi
bylo ale ukazano, Ze se nachazi v mezenchymu pfilehlému ke kr¢kové klicce a ze pochazi
z bun¢k neuralni listy (Kaukua et al., 2014).

Cilem prace je shrnout dosavadni poznatky o dospélych zubnich kmenovych buikach
ajejich regulaci u riznych skupin obratlovct. Zabyva se morfologickymi rozdily dentice
a dentdlni laminy a jak tyto rozdily ovliviiuji lokaci kmenovych bunék, a dale osudem a roli
kmenovych bunék ve vyvoji zubu. Také probira molekularni faktory, které se na regulaci

kmenovych bunék podili a umoziiuji tak celozivotni regeneraci zubt.

2 Vyvoj zubu a kmenové buriky
2.1 Vyvoj dentdlni laminy a zubu

Zuby obratlovcli vznikaji na pomezi epitelu a mezenchymu (Peters a Balling, 1999),
v mistech s odontogenetickym potencidlem. Povrchovy oralni epitel s takovou vlastnosti se

nazyva odontogenetickym pruhem (odontogenic band) a pro jeho identifikaci se vyuziva
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napiiklad exprese gent Pitx2 (Paired-like homeodomain 2) a Shh (Sonic hedgehog) (Fraser et
al., 2008). U plazi mtZe tvofit kontinudlni pruh (Handrigan a Richman, 2010a), u mysi je ale
naptiklad rozdélen na nékolik oblasti (Peterkova et al., 1995). Tato vrstva epitelu ztloustne
v mist¢ budouciho zubu (utvoifi se zubni plakoda) a nasledné¢ dojde k invaginaci epitelu
do mezenchymu (Peterkova et al., 1995). Takto zanofeny epitel se oznacuje jako dentalni
lamina, nebo také zubni liSta (Smith et al., 2009). Na jejim distalnim konci se néasledné utvori
zubni zarodek, ktery se postupné béhem vyvoje posouva po délce dentalni laminy a jako pIné
vyvinuty zub prorazi oralni epitel a stane se funkénim. V ptipad¢ polyfyodontni dentice, kdy
se nahradni zuby utvaii po cely zivot, se distalni konec laminy nazyva sukcesni lamina, ma
odlisné vlastnosti oproti zbytku dentdlni laminy a zubni zarodky zde vznikaji 1 po erupci
prvniho zubu. Takova dentdlni lamina je permanentni a nezanikd (Handrigan et al., 2010;
Vandenplas et al., 2016a). Dentalni lamina miZe byt také docasna a zanikat po utvoteni zubu
a poté pro kazdy nahradni zub vznikat znovu (Huysseune, 2006). V ptipadé¢ monofyodontni
dentice, u které dochazi k vyvoji pouze jedné generace zubli, dentalni lamina zanikne
(Dosd¢lova et al., 2015). Stejn¢ tak v pripad¢ difyodontni dentice po dokonceni vyvoje druhé
generace zubil (Moskow a Bloom, 1983; Buchtova et al., 2012). Pfi degradaci laminy dochézi
k transformaci a migraci bunék a u mensiho poctu i k apoptéze (Buchtova et al., 2012;
Dosdélova et al., 2015).

Zékladni model vyvoje zubu u savct podle Lucketta (1993) rozliSuje nékolik stadii
vyvoje. Zub se zakladd v rdmci odontogenniho pruhu v misté, kde dochazi ke zltusténi
oralniho epitelu. Stadium zubniho pupenu je jasné viditelné vchlipeni bun¢k do mezenchymu.
Uprostied pupenu se zhust'uji buniky, které v dal§im stadiu utvofi sklovinovy uzel (enamel
knot), ktery urCuje vrchol korunky. Distalni konec zarodku se v pozdé¢jsi fazi pupenu
zploStuje a v nasledujicim stadiu zubniho poharku invaginuje do mezenchymu a vznika
mezenchymalni dentdlni papila a folikul. Epitel tvofi dentdlni organ (znamy také jako
sklovinovy organ), ktery ma vice vrstev. Tvoii je vnitini a vnéjSi dentdlni epitel (znamy takeé
jako vnitini a vnéjsi sklovinovy epitel), mezi nimi se zacind tvofit volné uspotadana vrstva
bunck oznacovand jako hvézdicovité retikulum (stellate reticulum). Hvézdicovité retikulum
dale oddéluje Ctvrty typ bunék, tzv. stratum intermedium, typické pouze pro savce. Ve stadiu
zvonce se zub dale zvétSuje, v mezenchymu dochazi k diferenciaci bunék zubni diené
odontoblastii vyluCujicich dentin. Z vnitiniho dentalniho epitelu se diferencuji ameloblasty,
které vytvari vrstvu skloviny. Nasleduje tvorba kofene zubu a erupce na povrch a tim vznik
funk¢éniho zubu. U riznych skupin obratloveit mohou byt ve vyvoji zubu odlisnosti, naptiklad

u zubl, které netvoti kofen zubu, ale pfichytavaji se v pozd&;si fazi vyvoje ke kosti pomoci
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podstavce (pedikulu) (Wistuba et al., 2002). Dale muze chybét stratum intermedium
(Handrigan et al., 2010). Misto vrstvy skloviny mize také vznikat vrstva enameloidu, ktera se
svym slozenim od skloviny 1isi (Fosse et al., 1974). Hlavni aspekty vyvoje zubu ale zGstavaji

stejné.

2.2 Zubni kmenové buriky

Dentice schopné regenerace jsou Casto zkoumany pro objasnéni toho, jak se na tvorbé zubt
podili kmenové buiiky, jaka je jejich lokace a co je udrzuje v klidovém nediferenciovaném
stavu, nebo naopak co podporuje jejich proliferaci. Dospélé kmenové builkky jsou
multipotentni, jsou definovany jako buiiky schopné déat vznik dcefinym kmenovym bunikam a
piechodné vysoce proliferujicim buiikdm (transit amplifying cells, dale TA buiiky) (Fuchs a
Segre, 2000). TA bunky jsou multipotentni, pocet jejich déleni je omezen a nakonec
termindlné diferencuji (Potten et al., 1979). Pfesnou identifikaci kmenovych bunék ztézuje
jejich nediferenciovany stav a také to, ze vétSina genti exprimovanych v zubnich kmenovych
buiikach je exprimovana také u dcefinnych TA bunék (Fuchs a Raghavan, 2002; Thiery et al.,
2017). Jako marker zubnich kmenovych bunck epitelu se pouziva naptiklad transkripcni
faktor Sox2 (sex determining region Y- box 2) (Juuri et al., 2013) nebo Lgr5 (Soumalainen a
Thesleff, 2010). Pro identifikaci mezenchymalnich zubnich kmenovych bufiek se pouziva
naptiklad exprese Glil (Zhao et al., 2014; Ishikawa et al., 2017). Pro odliSeni pomalu
cyklujicich kmenovych bun€k od proliferujicich TA bunék se pouzivd rizné znaceni.
BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridin) se inkorporuje do nové syntetizované DNA bunky.
Toto znaceni se s kazdym délenim bunky zeslabuje, po dostatecné dlouhé dobé po aplikaci tak
zustanou pouze nékteré builkky oznaCené (label retaining cells, dale LRCs). Zatimco
z proliferujicich bun¢k BrdU signal vymizi, v pomalu cyklujicich kmenovych builkdch
a pfipadné i v terminaln¢ diferenciovanych bunkach signal zistdva. Dale Dil barveni se
pouziva pro sledovani osudu bun¢k a PCNA (proliferating cell nuclear antigen) pro urceni
proliferujicich bunék. Kombinaci téchto technik Ize tak snadno zjistit pfitomnost a lokalizaci
kmenovych bunék i to, zda kmenové buiiky pfispivaji k tvorb&é novych struktur. Na regulaci
kmenovych bun¢k se podili slozitd sit” signdlnich drah, kterd je pro zuby podrobnéji popsana

v nasledujici kapitole.



3 Dentice a zubni kmenové buriky obratlovcu

3.1 Savci

Savci, na rozdil od vétSiny ostatnich skupin obratlovci, netvoii nové zuby po cely zivot a je
pro né typicky difyodontni chrup, coZ znamena, Ze maji pouze dvé generace funk¢nich zubt.
U nékolika skupin savct také existuje pouze jedna generace funkénich zubt a takova dentice
je oznacovana jako monofyodontni. Pfestoze absence schopnosti vytvaret nové zuby z nich
nedéld idedlni kandidaty pro vyzkum zubnich kmenovych bunék, existuji druhy, jejichz zuby
se obrusSuji a doristaji po cely zivot. Takové zuby se nazyvaji hypselodontnimi a najdeme je
naptiklad u hlodavct a zajic. Mnoho vyzkumt tak bylo u¢inéno na mysSich a potkanech,

u kterych fezédky neustale dorustaji.
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Obr. 1. Schéma ftezdku mysi (A) Cely fezak, rast probihd smérem k apikalnimu konci.
Na proximalnim konci se nachédzeji krckové klicky. (B) Pfiblizeni oznaCené casti piedchoziho
schématu, lze vidét vrstvy epitelu. Cervena - sklovina, modra - dentin, oranzova - epitel, Seda -
mezenchym papily, zelena - folikularni mezenchym. DE - dentalni epitel, FM - folikularni
mezenchym, HR - hvézdicovité retikulum, IDE - vnitini dentélni epitel (inner), MP - mezenchym
papily , ODE - vnéjsi dentalni epitel (outer). Upraveno podle Wang et al. (2007).

Zubni oblouk mysi domaci (Mus musculus) a potkana (Rattus norvegicus) ma na levé
ipravé strané jeden fezdk, kterému neustile doriistd vysokd korunka a chybi mu kofen.
Za tezdkem nésleduje diastema bez zubl a za ni tfi stolicky, které nedoristaji a ani nejsou
nijak nahrazovany, za to ale vznikaji anterio-posteriorné sériovou adici (Juuri et al., 2013).
U tezaka proliferace a diferenciace bunék v ameloblasty probihd pouze na labialni stran€,
sklovina se tak tvofi pouze na jedné strané zubu (Harada et al., 1999). Na distdlnim konci
zubu se nachézi tzv. krckové klicky (cervical loop), coz je v pfipadé labidlni strany véEtsi

vyboulend struktura, tvofena z bazalniho epitelu. Ten je obklopen hvézdicovitym retikulem



(stellate reticulum), uskupenim bunck, které je povazovano za misto, kde se nachdzeji
epitelové zubni kmenové bunky (Obr. 1). To je podpofeno napiiklad ndlezy pomalu se
délicich bun¢k a expresi markeru kmenovych bun¢k, genu Lgr5 (Obr. 2) (Smith a
Warshawsky, 1975; Harada et al., 1999; Harada et al., 2002; Soumalainen a Thesleff, 2010).
Krckova klicka na lingualni strané je oproti tomu mensi, méné proliferuje a ma jen malo
kmenovych bunck (Harada et al., 1999; Soumalainen a Thesleff, 2010).

Na objasnéni vztahli mezenchymalni a epitelové signalizace a genové exprese hrajici
roli vudrzovéani epitelovych kmenovych bunck na labidlni strané¢ se podileli napiiklad
Haradaetal. (1999). Bylo zjjisténo, Zze | ' e |

e

» » -

Fgfl0  (fibroblast — growth  factor 10) s~ = = . - -

exprimovany v mezenchymu okolo labiélni

"

kr¢kové klicky komunikuje s epitelem
pomoci Notch signalizace a hraje zasadni =~ » : :

roli pii utvareni krckové Kklicky, protoze Lgr5: TR e RS
vyfazenim  (knock-out)  tohoto  genu Qpy 2. Exprese Lgr5 v krékové kliéce v 18. dni
z funkce se kli¢ka neutvoii spravné (Harada embryonalniho vyvoje mysi. Apikalni strana

, _ vpravo. Upraveno podle Soumalainen a Thesleff
et al.,, 1999). Exprese Fgfl0 se nasledné (2010)

podili 1na zajiSténi spravného mnozstvi kmenovych bunék zde pfitomnych, a to diky své
schopnosti branit apoptéze (Yang et al., 2015). Pti deleci mezenchymového Alk5 (Activin-
like kinase 5), receptoru TGF-f (transforming growth factor ) signalizace, dojde ke zmenseni
krékové klicky a zastaveni rlstu fezdkd (Zhao et al., 2011). Tyto dusledky se daji zvratit
pfidanim exogenniho Fgfl0, z ¢ehoz vyplyva, Ze TGF-f signalizace tidi expresi Fgfl0,
reguluje interakci mezenchymu s epitelem, a tim udrzuje piitomnost a spravnou pocetnost
kmenovych bunék (Zhao et al., 2011).

Proliferaci epitelovych kmenovych bun¢k naopak fidi mezenchymalni exprese Fgf3,
kterou negativné reguluje Bmp4 (bone morphogenetic protein4) a pozitivné reguluje
Activin BA (protein z rodiny TGF-B) inhibici efektu Bmp4. Pravé tyto faktory hraji roli
v omezeni exprese Fgf3 na labidlni stranu fezdku (Wang et al., 2007). Transkripéni faktor
Runx2, exprimovany v mezenchymu, taktéz podporuje expresi Fgf3 a poméha zubnimu
pupenu piejit do stddia zubniho poharku (Aberg et al., 2004). Bmp4 je diilezity nejen pro
inhibici proliferace bunék, ale i pro diferenciaci ameloblastli. Pfi navysSeni exprese Nogginu,
inhibitoru Bmp4, se objevil nadmérny rist fezaki, kterym chybéla sklovina (Plikus et al.
2005). Proti Activinu BA pracuje v epitelu protein Follistatin, ktery snizuje proliferaci bunck

na lingualni stran€. U mysi, kde byl proveden knock-out Follistatinu, se tvoti sklovina nejen
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na labidlni, ale i na lingudlni strané fezaku. Naopak pfi navySeni exprese se sklovina netvori
vubec. Follistatin totiz pracuje 1 proti diferenciaci ameloblastli, zpiisobenou aktivitou Bmp4
z ptiléhajicich odontoblasti (Wang et al., 2007). Vnitrobunécné antagonisty Fgf signalizace
koéduji geny z rodiny sprouty (Spry) (Mason et al., 2006). Pii dvojitém knock-outu Spry4
a Spry2, se zrychli rust fezakd, s ameloblasty diferenciovanymi a tvoficimi sklovinu po obou
stranach zubu, podobné jako u knock-outu Follistatinu (Klein et al., 2008). Ptfi porovnani
transgennich mysi bez Spry2/Spry4 a bez Follistatinu vychazi z vysledkii najevo, ze ne
vSechny ameloblasty jsou diferenciovany za stejnych okolnosti. Prvni embryonalni
ameloblasty vznikaji z embryondlnich ameloblastovych progenitori, které potfebuji Bmp4
pro svou diferenciaci, mohou vzniknout nezavisle na Fgf signalizaci a jsou inhibovany na
lingualni stran¢ Follistatinem a nikoliv pomoci Sprouty. Pozd¢jsi ameloblasty pak vznikaji
z kmenovych bun¢k krékové klicky, které k tomu potiebuji vyssi hladinu Fgf signalizace a
inhibuje je jak Sprouty, tak Follistatin (Klein et al., 2008).

Déle, Hedgehog (Hh) signalizace pozitivné reguluje diferenciaci zubnich kmenovych
bun¢k v ameloblasty a odontoblasty. Pre-ameloblasty exprimuji Sk, a podavaji tak zpétnou
vazbu pro regulaci kmenovych bun¢k (Seidel et al., 2010). Bylo ukdzano, ze mezenchymalni
exprese Bmp4 je dulezitd pro udrzovani exprese Shh v epitelu (Fujimori et al., 2010).
Na regulaci diferenciace kmenovych bun€k v ameloblasty se tedy mimo jiné podili sit” Fgf,
Bmp4, Shh a Activin BA signalizace, pficemz exprese Follistatinu a sprouty genu zcela
potlacuje jejich diferenciaci na linguélni stran¢ (Wang et al., 2004; Klein et al., 2008).

Do této sit¢ se také zapojuje kanonickd Wnt/B-catenin signdlni draha, kterd hraje
dtlezitou roli napti¢ vyvojem zubu (Liu et al., 2008). U stolicek zplisobuje uméle navySena
aktivita B-cateninu v epitelu zakladani novych nadpocetnych zubti jednoduchého kuzelovitého
tvaru, které by se za normélnich okolnosti neutvotily (Jarvinen et al., 2006; Liu et al., 2008).
Naopak, pfi inhibici Wnt/B-catenin drahy v epitelu pomoci Dkkl po zalozeni zubu se jeho
vyvoj] zastavi na zacatku, ve fazi zubniho pupenu (Liu et al., 2008), stejné¢ jako pfi
nedostatecné expresi Pitx2 (Lin et al., 1999), kterd je také pozitivné regulovana pravé
Wnt drdhou (Yuan et al. 2015). V misté tvorby téchto nadpocetnych zubii byl tedy detekovan
B-catenin v epitelu, kdezto v mezenchymu chybél (Jarvinen et al., 2018). Pokud se aktivita
Wnt/B-catenin drahy v mezenchymu uméle podpofi, dojde k inhibici vyvoje sekvencnich zubti
a pokud se drdha naopak inhibuje, tak to zakladani novych zubi podpoii (Jarvinen et al.,
2018). Zatimco tedy Wnt signalizace v oralnim epitelu, povazovana za reguldtor nadiazeny
celé siti, iniciuje pii vysoké aktivit¢ vznik sekvenénich zubi, tak Wnt signalizace v okolnim

mezenchymu ma pii navySeni své aktivity na zubni zdrodky opacny, inhibujici efekt (Jarvinen
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et al., 2018). U stale rostoucich fezaka jsou cilovymi geny Wnt/fB-catenin signalizace Axin2,
Lefl a Tcf1, které jsou exprimovany v mezenchymu kolem labidlni krékové klicky a znatelné
vyraznéji kolem lingualni krékové klicky (Suomalainen a Thesleff, 2010). To naznacuje, Ze
vys$i aktivita Wnt/B-catenin drdhy v mezenchymu pfispiva k potlaceni pfitomnosti
epitelovych kmenovych bunék na linguélni strané (Suomalainen a Thesleff, 2010; Yang et al.,
2015). Mezenchymalni Wnt/B-catenin signalizace totiZ negativné reguluje antiapopticky efekt
exprese Fgfl10 u fezaki 1 stolicek, a vyvazenost mezi t€émito dvéma faktory tak poméha udrzet
spravnou miru apoptdzy, potfebnou pro udrzovani kmenovych bunck fezakl
(Yang et al., 2015; Jarvinen et al., 2018). Silnd exprese genu Axin2 byla rovnéz nalezena
1 ptimo v epitelu na lingudlni stran€ a jen slaba exprese v preameloblastech a ameloblastech
labiélni strany a je tak mozné, Ze epitelova Wnt/B-catenin signalizace mé spiSe negativni efekt
na proliferaci a diferenciaci epitelovych zubnich kmenovych bunék v ameloblasty
(Suomalainen a Thesleff, 2010).

Wnt/B-catenin signalizace a Bmp signalizace jsou blizce propojené a navzajem se
reguluji béhem vSech stadii vyvoje zubu v epitelu i mezenchymu (O’Connell et al., 2012;
Zhang et al., 2016). Bmp4 pozitivné reguluje expresi Lefl/ v mezenchymu (Chen et al., 1996).
Ptii deleci mezenchymalniho p-cateninu se snizi exprese Bmp4 v mezenchymu a dojde
k rozd€leni zubni plakody fezédkli a vzniku vice zubd (Fujimori et al., 2010). Pii aktivaci
Wnt signalizace pomoci BIO (6-bromoindirubin-3'-oxime), ktery inhibuje Gsk3p (Glykogen
syntaza kindza 3 beta), dojde naopak

k navyseni mezenchymalni exprese Bmp4 a v

inhibici vzniku stolicky (Jarvinen et al., S T

Bt
2018). Tyto vyzkumy tedy ukazuji, ze wsxt” 'IZIEL&H

B-cat
mezenchymalni Wnt/B-catenin signalizace

stimuluje mezenchymalni expresi Bmp4

v fezdcich 1 stoli¢kach, kde vznikd smycka
Obr. 3. Model vyvijejiciho zarodku se zarodku
mysiho fezdku ukazujici kruhovou Bmp a Wnt

Wnt drdha dulezita i pro epitelovou drdhy v mezenchymu, regulujici Shh v epitelu.

expresi Shh (Obr. 3) (Fujimori et al., 2010), Praveno podie Fujimort et al. (2010).

pozitivni zpétné vazby a skrze Bmp4 je tedy

Epitelovy B-catenin pozitivné reguluje expresi Lef] a Bmp4 v mezenchymu (Liu et al., 2008).
Vsechny tyto poznatky ndm ukazuji, Ze kanonickd Wnt/B-catenin draha hraje nepochybné
zasadni roli ve vyvoji zubu.

Msh homeobox (Msx) proteiny, Msx1 a Msx2 hraji roli pfenasect signali mezi

epitelem a mezenchymem. Knock-out Msx/ zastavi vyvoj zubu ve stadiu zubniho pupenu a je
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dualezity pro expresi Lefl a ptenos exprese Bmp4 z epitelu do mezenchymu, zatimco knock-
out Msx2 zastavuje vyvoj pozd¢jSich stadii zubu (Maas et al., 1997). Epitelovy B-catenin
aktivuje expresi Msx/ v tésn¢ pfiléhajicim mezenchymu skrze Bmp4 (Liu et al., 2008),
mezenchymalni -catenin naopak nema na expresi Msx/ zadny vliv (Chen et al., 2009).

Vyzkum mezenchymadlnich kmenovych bunck fezdkii neprobiha tak dlouho, jako
u epitelovych kmenovych bun€k. Za mezenchymdalni kmenové bunky, které pozdéji
diferencuji v bunky dentalni papily, jsou povazovany Glil-pozitvni bunky a LRCs, kter¢ se
nachdzi perivaskularné kolem arteriol u baze zubu (Zhao et al., 2014; Ishikawa et al., 2017).
Mista LRCs a exprese Glil se kryji a je prokazané, ze Glil+ bunky pfispivaji ke tvorbé zubu
(Zhao et al., 2014; Ishikawa et al., 2017). Glil je mediator Shh signalizace (Lee et al., 1997),
ktera vychazi ze senzorickych nervli neurovaskularniho svazku zubu a reguluje
mezenchymalni kmenové buniky (Zhao et al., 2014; Ishikawa et al., 2017). Diferenciace
odontoblastii z mezenchymalnich kmenovych bun€k je fizend Shh signalizaci ze zubniho
epitelu a odontoblasty jsou dale spolu s bunkami zubni difené¢ udrzovany autokrinni
Shh signalizaci (Ishikawa et al., 2017). Tato populace mezenchymalnich kmenovych bun¢k je
obnovovéana builkkami z neurovaskularniho svazku zubu a nevyskytuje se u arteriol, které
nemaji ve své blizkosti nervové vlakno (Zhao et al., 2014; Kaukua et al., 2014). Které¢
konkrétni bunky jsou zodpovédné za obnovu mezenchymalnich kmenovych bunék ptiblizuje
exprese SoxI(0 (Kaukua et al., 2014). Transkripéni faktor Sox/0 je nejprve exprimovan
v buikdch neuralni liSty, pozd¢ji je v periferni nervové soustavé exprimovan pouze
ve Schwannovych buiikach (Kuhlbrodt et al., 1998). Za pouziti exprese Sox/0 jako markeru
gliovych bun¢k vychéazi najevo, Ze z progenitortt Schwannovych bunék vznikaji s postupem
Casu bunky zubni dfené¢ a odontoblasty (Kaukua et al., 2014). Lokace mezenchymalnich
zubnich kmenovych bunék a jejich piivod je tedy do urcité miry objasnén, dal§i vyzkum je ale
potteba pro odhaleni toho, co vse se podili na jejich regulaci.

Zubni kmenové buiiky mySi jsou ze vSech organizmii nejpodrobnéji prozkoumané.
Je znama jejich lokace, a to v kr¢kové klicce epitelu (Harada et al., 1999) a v mezenchymu
u neurovaskularniho svazku zubu (Zhao et al., 2014). Tato prace nezmifluje zcela vSechny
vyzkumy, aipies velké mnozstvi ziskanych dat nejsou stale vSechny interakce
na molekularni trovni objasnény. Bohaté poznatky o vyvoji zubii mysi jsou vSak vychozim

bodem pro mnoho dalSich vyzkumii na jinych organismech.



3.2 Plazi

Z hlediska vyzkumu zubnich kmenovych bunék jsou zajimavé pouze modely, u kterych
nedoslo ke kompletni ztraté¢ zubi, jako naptiklad u ptaki nebo Zelv. Tyto skupiny zpravidla
maji polyfyodontni dentici, takZe, na rozdil od savctl, tvofi ndhradni zuby po cely Zivot
a jejich dentdlni lamina nezanikd (Obr. 4). Mlizeme tak dlouhodobé sledovat ptfitomnost a
ptispévek kmenovych bunék do tvorby novych zubnich zarodki. Jednou ze zkoumanych
skupin obratlovct s polyfyodontni dentici jsou plazi. Zuby mohou mit jeden ¢i vice vrcholl

a v ptipadé krokodyli (Crocodilia) jsou alveolarni. Dentdlni lamina plazii je permanentni

a kontinudlni a podle typu dentice mliZze, nebo nemusi, byt oddélena od oralniho epitelu

(Wu et al., 2013; Handrigan et al., 2010).

Obr. 4. Zubni rodiny uzovky cervené. (A) Alcian Blue - Alizarin Red barveni skeletu. (B) MicroCT
sken mandibularni celisti. (C) Fotografie eruptované¢ho funkéniho zubu. Funkéni zuby (bilé Sipky),
nahradni zuby (Cervena Sipka), nejmladsi ndhradni zub (bila $picka). Upraveno podle Gaete a Tucker,
2013).

Zubni rodiny gekonc¢ika no¢niho (Eublepharis macularius) jsou tvofeny az tfemi
generacemi zubll v jednom ¢asovém useku a vSechny rodiny jsou propojeny dentalni laminou.
Dentalni lamina mé vrstvy vnéjSiho a vnitiniho dentalniho epitelu, se stfedni vrstvou volné
uspotradanych bunék. Nahradni zuby se vytvafi lingualné¢ od funkéniho zubu a posouvaji se
béhem svého vyvoje smérem k funkénimu zubu, dokud ho nenahradi. Prvotni misto, kde se
novy ndhradni zub utvafi, se nazyva sukcesni lamina (Handrigan et al.,2010). Ta se nachazi
na distalnim konci dentdlni laminy, kde vyriistd z vnéjSiho dentdlniho epitelu pfedchoziho

zubu a sklada se z proliferujicich bun¢k (Handrigan and Richman, 2010). Pomalu cyklujici



bunky, identifikovany pomoci BrdU znaceni, se nachazeji v lingualni vrstvé dentdlni laminy a
zcela chybi v sukcesni lamin€. Tyto LRCs lze povazovat za kmenové, protoZe také exprimuji
geny Dkk3, Igfbp5 a Lgr5 (Obr. 5) (Handrigan et al., 2010), které zna¢i kmenovost bunck
(Soumalainen a Thesleff, 2010)
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Obr. 5. Exprese markerti kmenovych bunék v porovnani s LRCs u gekonc¢ika. Labialni strana je vlevo,
ustni dutina je smérem dolll, sekvenéni fezy provadény smeérem od (A) k (D). (A, C, D) autoradiace,
(B) fluorescence. Koncentrovana exprese markert kmenovych bunék (bila $picka) se shoduje
s oznac¢enim bunék pomoci BrdU. Dentalni lamina (bila linka), dentdlni organ (pieruSovana linka), eo
- dentélni organ, LRC - buiiky uchovavajici znaceni, sl - sukcesni lamina. Upraveno podle Handrigan
et al. (2010).

Dentélni lamina u jestérti a hadii vypada podobné jako u gekoncika (Gaete a Tucker,
2013; Handrigan a Richman, 2010a). Pokusy s orgdnovymi kulturami uzovky cervené
(Pantheropis guttatus) ukazuji, ze pti inhibici Gsk3p, tedy aktivaci Wnt/B-catenin drahy,
dentalni lamina ztloustne a zvysi se pocet zubnich zarodkt (Obr. 6) (Gaete a Tucker, 2013).
Stejny vysledek inhibice Gsk3f byl potvrzen i u gekoncika (Handrigan et al., 2010). Z toho
lze vyvodit, ze pii aktivaci Wnt/B-catenin drahy dochazi k aktivaci kmenovych bunck
a k tvorbé novych nahradnich zubtli. Na lingualni stran¢ dentalni laminy uzovky se exprimuje
Sox2 (Gaete a Tucker, 2013), kde se tak piekryva s lokacemi piedpokladanych kmenovych
bun¢k u gekoncika (Handrigan et. al, 2010). Vysledky tedy naznacuji, ze ptredpokladané
umisténi kmenovych bunék v dentalni laminé je u jestéra 1 hadu stejné (Gaete a Tucker, 2013;
Handrigan et al., 2010). Transkripcni faktor Lefl, ktery vaze B-catenin a ukazuje nam tak
aktivitu Wnt/B-catenin signalni drahy (Behrens, 1996), je exprimovan na distalnim konci
dentdlni laminy (tzv. sukcesni lamina), kde naopak exprese Sox2 chybi (Gaete a Tucker,
2013). U krajty kralovské (Python regius) a uzovky doméaci (Lamprophis fuliginosus) byl
navic zachycen signal exprese Lefl 1 v okolnim mezenchymu a to naznacuje, ZzZe
Wnt/B-catenin draha zpiisobuje proliferaci bunék jak v epitelu, tak v mezenchymu. To dale

podporuje i nalez exprese genu Axin2 (Handrigan a Richman, 2010b), ktery je rovnéz cilovym
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genem Wnt/B-catenin drahy a funguje jako jeji inhibitor v ramci zpétné vazby (Jho et al.,
2002), na stejnych mistech jako LefI. Pfi zvySeni aktivity Wnt/B-catenin signalni dradhy doslo
k rozsifeni exprese Lefl napii¢ dentdlni laminou a k omezeni exprese Sox2 pouze na ustni
zubni epitel, coZ napovidd tomu, Ze aktivni Wnt/B-catenin signdlni draha zamezuje expresi
Sox2 (Obr. 6). Diky témto vysledkim se tedy predpoklada, ze Sox2-pozitvni kompartment
laminy obsahuje kmenové bunky a Lefl-pozitivni kompartment obsahuje proliferujici

TA buiiky (Gaete a Tucker, 2013).

kontrola _ inhibice Gsk3p
kritkodoba dlouhodobi

- Sox2+ dentalni lamina a vnéjsi sklovinovy orgdn 0 expanze Lefi+ bunék

- Lefl+ sukcesni lamina - sklovinovy organ nadpocetného zubu
I sklovinovy orgin &3 piibytek proliferujicich bunék
mezenchym

Obr. 6. Schéma rozdilu dentalni laminy hada v pfirozeném stavu (kontrola) a pfi navySené aktivit¢ Wnt
drahy (inhibice Gsk3f). Kratkodoba aktivace Wnt vede k navySeni proliferace a expanzi Lefl+ bunck.
Pfi dlouhodobé aktivaci Wnt se tvoii nadpocetné zuby. Upraveno podle Gaete a Tucker (2013).

Dalsi signaliza¢ni drahy, zkoumané ve vztahu k vyvoji a regeneraci zubt u hadd jsou
Bmp draha a Shh draha. Bmp signaliza¢ni draha podporuje parakrinné aktivitu Wnt/B-catenin
signalizacni drdhy a misto exprese Bmp2 a Bmp4 ukazuje, Ze Bmp draha je po zformovani
dentdlni laminy aktivni v okolnim mezenchymu na labidlni strané¢ (Handrigan a Richman,
2010b). Shh dréha inhibuje jak Wnt/B-catenin drdhu pfimo v dentalni laming, tak Bmp drdhu
v mezenchymu a tim tak navic nepfimo pracuje proti Wnt/B-catenin draze (Handrigan
a Richman, 2010b). Pokud se podivame na mista G¢innosti drah v laming, najdeme aktivni
Wnt drédhu a neaktivni Shh drédhu v sukcesni lamin€ a opacny stav situace je zase ve zbytku
dentalni laminy. To naznacuje roli Shh v zachovani kmenovych bun¢k v klidu, pomoci
inhibice proliferacniho efektu Wnt signalni drdhy. Roli Bmp drdhy u hadii je podpora
proliferace kmenovych bun¢k skrze aktivaci Wnt drahy (Handrigan a Richman, 2010b).
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Zuby krokodylii (Crocodilia) jsou na rozdil od Supinatych (Squamata) alveolarni, coz
vede k odliSnostem v dentalni laminé juvenilnich a dospélych aligatort (Alligator
mississippiensis). U dosp€lcii neni dentdlni lamina propojena s ordlnim epitelem. Prestoze
jsou jednotlivé zubni rodiny od sebe oddé€leny kosti, tak jsou vSechny dentalni laminy rodin
spolu navzajem kontinudln€ propojeny (Wu et al., 2013). Na distalni stran¢ dentalni laminy je
zvétSeny shluk bunék (dental lamina bulge), ktery obsahuje pomalu cyklujici LRCs, u nichz
1ze predpokladat, ze jde o buiikky kmenové (Obr. 7). Pocet LRCs po dobu cyklu vymény zubu
je staly, kdezto pocet TA bunck se pfi vzniku zubniho zarodku zvysi a béhem dalSich fazi

rustu zubu se postupné snizuje (Wu et al., 2013).

A gekon B aligator

funkéni zub

funkéni zub

oralni epitel orilni epitel

dentilni lamina ;
dentilni lamina

’ \ sukcesni | I -
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“ dentalni laminy
dentilni papila nahradni zub nahradni
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Obr. 7. Schéma srovnavajici predpokladané umisténi kmenovych bunék
(Cervené tecky) u gekoncika a aligdtora. Upraveno podle Wu et al. (2013).

Aktivni Wnt/B-catenin signalizace zplsobuje proliferaci a prodlouzeni distalniho
konce dentalni laminy, kdeZto inhibice signalizace zamezi rGstu nahradnich zubt.
Wnt/B-catenin signalizace je tedy u aligatora dilezitd pro aktivaci déleni bun¢k a tim spusténi
cyklu vyvoje novych zubii (Wu et al., 2013). Pfi analyze dynamické aktivity molekularnich
drah béhem vyvoje zubu vyslo najevo, Ze v pfechodu ze stddia zubniho pupenu do stadia
zubniho pohérku je Wnt draha vysoce aktivni (Tsai et al., 2016). V distalnim konci dentalni
laminy lze najit nuklearni B-catenin, zatimco v okoli se nachazi pouze v cytoplasmé (Wu et
al., 2013). Béhem tohoto pfechodu je také navySena exprese Sostdc! (inhibitoru Wnt a Bmp),
exprese Fgf ligandl (naptiklad Fgf3 a Fgf10), Spry2, Bmp ligandt (naptiklad Bmp3 a Bmp?7),
a dale navySena signalizace Tgf-p, Notch, Integrin, p53 (Tsai et al., 2016). Ve stadiu poharku
se nukledrni B-catenin vyskytuje uz i ve vnitinim dentdlnim epitelu (Wu et al., 2013) a pfi
pfechodu do stadia zvonce nedochazi k vyraznym zménam v aktivité drah oproti pfedchozimu

prechodu stadii zubu (Tsai et al., 2016). B-catenin uz se ale vyskytuje pouze v cytoplazmé,
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coz znamend, ze Wntdrdha neni aktivni (Wu et al, 2013). Pii pfechodu ze zvonce
do hotového nahradniho zubu dochazi k navySeni aktivity 12 ligandl Integrinové drahy a
ke snizeni u dalSich 12. Dochazi také ke snizeni exprese vétSiny Wnt ligandu. Co se tycCe
homeobox gent, Msx/ vykazuje klesajici miru exprese béhem celého vyvoje a Msx2 zase
stoupajici, coz naznacuje, ze kazdy ma jinou roli béhem vyvoje. Z toho vseho je patrné, ze
tato sit’ signalnich drah se podili na vyvoji zubu fizenim proliferace a diferenciace zubnich
bunck aligatora (Tsai et al., 2016).

Zuby rostou od lingualni smérem k bukélni strané, ¢emuz mize napomahat napiiklad
inhibice Wnt signalizace na lingudlni strané pomoci Wnt inhibitoru Sfrpl a zvySend aktivita
B-cateninu na bukalni stran¢ (Wu et al., 2013). Asymetricka exprese je taktéZ pozorovana
u Fzd3, Sfrp2, Sostdcl a Msx2, coz naznaCuje, ze Wnt draha a homeobox geny spolupracuji
na umisténi dentdlni laminy. Funkéni zub se tak diky témto asymetriim v expresi genu
nachdzi na bukalni stran¢ a dentdlni lamina na stran¢ lingualni (Tsai et al., 2016).

Umisténi epitelovych zubnich kmenovych bunék plazii je pomémné dobie
prozkoumané, vysledky experimenti je lokalizuji na lingudlni strané¢ dentdlni laminy
Supinatych (Handrigan et al., 2010; Gaete a Tucker, 2013) a ve vackovitém tutvaru distalniho
konce laminy u krokodylti (Wu et al., 2013). K proliferaci dochazi na distalnim konci laminy
(Handrigan a Richman, 2010b; Wu et al., 2013). Genova exprese a aktivita signalnich drah se
v raznych Castech laminy lisi. Tato kompartmentalizace umoznuje vznik sukcesni laminy,
udrzovani dentalni laminy, a tim celoZivotni regeneraci zubti (Obr. 8) (Handrigan a Richman,

2010b).

Vyvojovy medel ztrty Wl Vnt aktivni, Eh neaktived _ T
schopnosti vytvafet K j el : : formace formace
ndhradni Zuby [ Wat neakctvri, Hh aktivni sukeesni druhého zubu tietiho zubu
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R Wat aktivni, Hh aktivni |
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Obr. 8. Model navrhujici ztratu schopnosti tvofit nahradni zuby. U polyfyodotni dentice dochézi
k oddé€leni aktivity Wnt a Hh drah v dentalni lamin¢, kdeZto dentalni lamina monofyodontni dentice
neni takto kompartmentalizovana. Upraveno podle Handrigan a Richman (2010b).
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3.3 Obojzivelnici

Dentice obojzivelnikii mize byt uspofaddna do jedné i vice fad nebo do zubnich poli. Zuby
larev Cervorti (Gymnophiona) a ocasatych (Caudata) jsou jednoduché, s jednim vrcholem
aularev zab (Anura) se netvoii pravé zuby, ale pouze keratinové. Tvar korunek zubtl
dospélych obojzivelnikl se lisi u riznych druhii, nejcastéji maji dva vrcholy, ale existuji 1
druhy s jednim nebo tfemi vrcholy (Das a Coe, 1994). Larvy s pravymi zuby maji na povrchu
zubil enameloid, dospéli obojzivelnici uz produkuji sklovinu. O zubnich kmenovych buiikach
obojzivelniki toho neni pfili§ zndmo, ptestoZe jejich polyfyodontni dentice je pro jejich
vyzkum vhodnd. Doposud provedené studie, zaméfené na vyvoj a regeneraci zubl, se
nezabyvaji ptimo hledanim kmenovych bunék, jejich konkrétni lokace a ptispévek do tvorby
zubil obojzivelniki tak stale potfebuje objasnit.

Axolotl mexicky (Ambystoma mexicanum) je zndmy pro svou vysokou schopnost
regenerace a je modelovym organismem pro mnoho vyzkumil v této oblasti. Zuby jsou
na okraji Celisti uspotfaddany do jedné tady, za kterou jsou dalsi zuby uspotadany do zubnich
poli. Korunky zubti mladych larev jsou jednoduché, u starSich jedinci mohou mit dva vrcholy
(Wistuba et al., 2002). Neni tomu tak ale u vSech zubti jedince vzhledem k tomu, Ze axolotli
jsou neotenicti a nedochazi k metamorféze v dospélou formu. Dentalni lamina je
permanentni, neni zcela kontinudlni, ale je rozdélena do regionti pro kazdou kost nesouci zuby
(Smith et al., 2009). Dentalni lamina je zanofena do mesenchymu, ma Sitku dvou vrstev
bunck, které maji velké jadro a malo cytoplasmy, typické pro nediferenciované bunky. Pfi
tvorbé nového zubniho zarodku na labidlni strané sukcesni laminy dochazi k aktivaci
proliferace jinak klidnych bunék laminy a ptilehlého mezenchymu (Smith a Miles, 1971).

Vyzkumy dentice provadéné na cervorech a zdbach se kmenovymi buitkami
nezabyvaji, 1 pfes popularitu modelového organismu drépatky vodni (Xenopus laevis).

Celkove jsou obojzivelnici v této oblasti nejméné prozkoumanou skupinou obratlovcti.

3.4 Kostnaté ryby

Oralni a faryngealni dentice kostnatych ryb je polyfyodontni, jeji regenerace probiha po cely
zivot jedince. Zuby produkuji enameloid, mohou byt podle vyvoje extramedularni, kdy se
zubni zarodek v pozdéjsi fazi vyvoje piipoji ke kosti pomoci podstavce, nebo intramedularni,
kdy dlouhy vybézek epitelu pronikne do kosti a zub se zacne tvofit uvniti (Trapani, 2001).
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Diky regeneraci zubt je mnoho druht ryb zkouméno pro vyskyt zubnich kmenovych bunék.
Ten neni vZdy jasny, kvili absenci klasické dentalni laminy u nékterych druhti, coZ je
povazovano za ancestralni stav (Huysseune a Witten, 2008; Vandenplas et al., 2014).
Néhradni zuby utvaii v kratkém vychlipeni bun€k z vnéjsiho dentalniho epitelu pfedchoziho
zubu, ktery se formuje znovu s kazdym novym zubnim zarodkem. Je tomu tak napiiklad
u bazalni ryby, bichira senegalského (Polypterus senegalus) (Vandenplas et al., 2014), nebo
u lososa obecného (Salmo salar) (Huysseune a Witten, 2008), Pfedpoklad, Ze stfedni dentalni
epitel, ktery se nachazi mezi funkénim a ndhradnim zubem, funkéné nahrazuje sukcesni
dentdlni laminu a udrzuje kmenové bunky (Huysseune a Witten, 2008; Vandenplas et al.,
2014), neni po bliz§im zkoumani vyskytu LRCs potvrzen. LRCs se u obou druhli ryb nachézi
ve vnéjSim dentalnim epitelu a mezenchymu a u bichira se ve vnéjsim dentalnim epitelu kryji
s expresi Sox2 (Obr. 9) (Vandenplas et al., 2014; Vandenplas et al., 2016b). V blizkosti ale
nepiiléhd dentalni organ s TA bunikami, k jehoz obnové by tyto LRCs pfispivaly (Vandenplas
et al,, 2016b). ProtoZe nalezené LRCs nepfispivaji k tvorbé zubniho zarodku, neni
pravdépodobné, Ze se jedna o epitelové zubni kmenové bunky (Vandenplas et al., 2016b).
Kmenové buiiky, které neustdle cykluji a nemohou byt tak zaroveit LRCs, byly uz dfive
nalezeny v jinych tkanich u savci (Li a Clevers, 2010). Je tak tedy mozné, ze se zubni
kmenové bunky ve sttednim dentalnim epitelu vyskytuji, ale jedna se o rychle cyklujici buniky
(Vandenplas et al., 2016b). Pro objasnéni existence a umisténi epitelovych zubnich

kmenovych bungk bichira senegalského a lososa obecného je potieba dalSiho vyzkumu.
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Obr. 9. BrdU znaceni (A) a exprese Sox2 (B) u bichira. Transverzalni fezy, imunohistologické
barveni. Labialni strana je vlevo, Ustni dutina je nahofe. LRCs jsou piitomné v mezenchymu
(Sipky). Exprese Sox2 (rtzova). FT - funkéni zub, IDE - vnitini dentalni epitel, MDE - stfedni
dentalni epitel, ME - mezenchym, ODE - vnéjsi dentalni epitel, OE - oralni epitel, PC - dfenova
dutina, RT - nahradni zub, TB - chutovy poharek. Pfechod vnéjsiho dentdlniho epitelu v ordlni
epitel (Spicka). Upraveno podle Vandenplas et al. (2016).

Medaka japonska (Oryzias latipes) ma
dentici ordlni 1 faryngedlni (Parenti, 1987).
Funkéni faryngealni zuby jsou uspofadané
do hustych fad a mezi nimi, pod povrchem
epitelu, se nachazeji nové ndhradni zuby
(Obr. 10). Cyklus vymény jednoho zubu trva asi
4 tydny, zuby se tvofi extrameduldrné a jedna
zubni rodina obsahuje v jeden Casovy moment
dva funk¢ni zuby a tii zubni zarodky (Obr. 11A)
(Abduweli et al., 2014). U faryngéalni dentice
medaky neni dentdlni lamina jasné rozpoznatelna.

Misto, které by svymi vlastnostmi odpovidalo

dentalni lamin€, se nachdzi na posteriornim konci

Obr. 10. Faryngealni ¢elist medaky s fadami kazd¢€ zubni rodiny. Je to vyboulena struktura,

zubl. Barveni Alizarin Red S pro vapnik.

ve které se nachazi pomalu se dé€lici LRCs, které
Upraveno podle Tan et al. (2017).

pfispivaji do tvorby nadhradnich zubl, a bunky
exprimujici Sox2, coz naznacuje, ze jsou zde pravdépodobné piitomné epitelové zubni
kmenové buiiky (Obr. 11B). Telomerazova aktivita, zjiStovana podle exprese telomerdazové
reverzni transkriptazy (Tert) u piibuzné medaky Oryzias melastigma, v epitelu chybi
v brzkych fazich vyvoje a zvySuje se az s tvorbou ameloblasti. V mezenchymu je tomu
naopak, tedy vysoka pocatecni aktivita spolu s tvorbou odontoblastti mizi (Tan et al., 2017).
Exprese Tert je v epitelu rozptylena a nekryje se s misty predpokladanych kmenovych bunék
(Tan et al. 2017). Podporuje se tim tak ptedpoklad, Ze telomerdzova aktivita neznaci
kmenovost, ale progenitory, které ji potiebuji kviali své vysoké proliferaci, na rozdil
od pomalu se délicich kmenovych bun¢k (Harrington et al., 2004). V epitelu nebyla nalezena
exprese markeru kmenovosti, Lgr5, ani markeru pluripotence, Osr4. Timto Tan et al. (2017)
zpochybiiuji vyskyt epitelovych kmenovych bunék predpokladany Abduwelim et al. (2014).

Misto toho poukazuji na moZnost absence epitelovych kmenovych bun¢k a regeneraci zubii
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zavislou pouze na progenitorech (Tan et al., 2017). Exprese Tert v mezenchymu dentalni
papily (Tan et al., 2017) se piekryva s lokaci mezenchymalnich LRCs (Abduweli et al. 2014).
Vysledky vyzkumi existence zubnich kmenovych bunék epitelu a mezenchymu si odporuji a
do budoucna je potifeba objasnit, zda regenerace zubli medaky probihd zavisle ¢i nezéavisle
na pomalu cyklujicich kmenovych buiikdch a zda se na obnové nepodili naptiklad rychle

cyklujici bunky (Li a Clevers., 2010).

Obr. 11. Zubni rodina faryngealni dentice medaky. (A) Histologicky fez. Funkéni zuby s podstavcem
(pedicle, cerna prerusovana linka), ndhradni zuby (Cervena pierusovana linka). (B) Schéma ukazuje
ptritomnost predpokladanych kmenovych bun¢k. Pomalu cyklujici buiiky (zelené tecky), exprese Sox2
(tmavé modra), mezenchymalni kmenové bunky (Cervené tecky). Funkéni zuby s podstavci (1,2),
néhradni zuby (3-5). Sipky ukazuji k rostru. Upraveno podle Abduweli et al. (2014).

Dénio pruhované (Danio rerio) ma dentici pouze na patém Zzabernim oblouku, je
ve tfech fadéach s celkové 11 funkénimi zuby na kazdé faryngealni Celisti (van der Heyden et
al, 2000). Prvni generace zubt se tvofi extramedularné, ptimo z faryngealniho epitelu. Pozd¢ji
se z dentalniho epitelu kolem funk¢niho zubu zanoti do mezenchymu kréatka sukcesni dentalni
lamina, na jejimz distdlnim konci se zalozi zarodek zubu. Zarodek zubu se miiZze objevit
oproti sukcesni laminé se zpozdénim (Huysseune, 2006). Podobna sukcesni lamina,
diskontinualni a docasna, je téz u bohaté morfologicky diverzifikovanych dentic africkych
cichlid (Cichlidae) z jezera Malawi stim rozdilem, Ze vyvoj zubu je intramedularni,
s dlouhym prouzkem epitelu pronikajicim do otvoru v kosti (Fraser et al., 2013). Marker

kmenovych bunék Sox2 je u cichlid exprimovan na dvou mistech, a to v epitelu nad sukcesni
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laminou na labialni stran¢ funkéniho zubu, a pak, podobné jako u déania pruhovaného,
ve sttedu sukcesni laminy, mezi vnéjSim a vnitinim dentdlnim epitelem funkéniho zubu
(Fraser et al., 2013). Za piedpokladané misto kmenovych bunék u dénia a cichlid oznacili
Huysseune a Thesleff (2004) pravé stfed sukcesni laminy, zatimco Fraser et al. (2013)
u cichlid navrhuje i buniky nad sukcesni laminou jako mozné zdroje bunék pro zubni zarodek

(Obr. 12).

| Diferenciace dentlniho epitelu |

| Zubni morfogeneze I

Obr. 12. Schématické znazornéni odontogeneticky podobnych struktur
u aligatora, Ctverzubce, cichlidy a macky. Predpokladané kmenové buiky
(zelend), aktivné proliferujici builkky znaené pomoci ko-exprese Sox2 a
Whnt signalti (oranzova), diferenciace epitelu (Cervena), zubni morfogeneze
(modra). Upraveno podle Thiery et al. (2017).

Prvni generace zubl cCtverzubcovitych (Tetraodontidae), vypadd podobné jako
u jinych kostnatych ryb, ale pouze na ctyfech zubnich pozicich se diky mnoha nahradnim
zubiim nahrazujicim jeden plivodni utvofi ¢tyfi velké zuby pfipominajici zobak (Fraser et al.,
2012). Intramedularni vyvoj ndhradnich zublG probiha v dutiné velkého zubu, do které
proriistd sukcesni dentdlni lamina, kterd z povrchového ustniho epitelu sahd hluboko
do mezenchymu (Fraser et al., 2012; Thiery et al., 2017). Exprese Sox2 je podobna jako
u cichlid (Fraser et al., 2013), s nejsiln€j$i expresi apikalné a se sldbnouci expresi vedouci
bazaln€, znacici proud bunék vedouci k zubnimu zarodku (Thiery et al., 2017). Exprese
PCNA, znacici proliferaci, se v aboralni dentalni lamin& neptekryva se Sox2-pozitivnimi
buitkami, jedna se tedy o neproliferujici buiiky (Obr 12). BrdU znaceni prokazalo, ze dentalni
lamina pfispiva k tvorbé zubniho zarodku, a ze LRCs se vyskytuji blizko povrchu ustniho

epitelu. B-catenin je exprimovan v oblasti dentalni laminy, silnéji smérem k distalnimu konci
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a slabgji smérem k povrchu a chybi v misté¢ silné exprese Sox2. To nam ukazuje, Ze
Wnt/B-catenin draha se podili na aktivaci proliferace buné€k, a Ze dentalni lamina je na zakladé
genetické exprese kompartmentalizovana. Predpoklddané epitelové progenitorové kmenové
buniky se nachazi v dentalni laminé blizko ustniho epitelu, v misté silné exprese Sox2 (Obr. 12
a 13) (Thiery et al., 2017).

Dentice kostnatych ryb je velice diverzifikovana. Ukazuje ndm, Ze dentalni lamina ani
nemusi byt pfitomna pro regeneraci zubli. Misto toho, pro kazdy novy zubni zarodek vznika
nova vychlipka z vnéjsiho zubniho epitelu pfedchoziho zubu, kterd po utvofeni zubu zanika
(Huysseune a Witten, 2008). Nebylo objeveno, Ze by v tomto modelu Sox2-pozitivni LRCs
ve vnéj§im dentalnim epitelu piispivaly k tvorbé zubniho zarodku (Vandenplas et al., 2016b).
Dale také miize byt misto klasické dentalni laminy pfitomna epitelova struktura vackovitého
tvaru na konci kazdé zubni rodiny, ve které se predpoklada vyskyt kmenovych bunék
(Abduweli et al., 2013). U druhtli, které maji dentalni laminu, se piedpoklada, ze sidlo

epitelovych kmenovych bunék je v laminé€ blizko povrchu ordlniho epitelu.

A 1D

Obr. 13. Lokalizace ptedpokladanych progenitorovych bunék ¢{tverzubee. (A-C) PCNA

.....

po vznik dalSich generaci zubti R2 a R1 (C). Zubni generace se kupi na sebe do enameloidového
obalu (€erna linka). (D) Sox2 imunohistochemie. Pfedpokladané umisténi progenitort (¢erna Spicka).
(E) Dvojita imunoflorescence PCNA (zelend) a Sox2 (fialova), prekryv PCNA/Sox2 uprostfed (bila
Spicka). TB - chutovy pohdrek.Upraveno podle Thiery et al. (2017).
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3.5 Paryby

Dentice chimér (Holocephali) se skldda z zubnich desek, zatimco dentice piicnoustych
(Elasmobranchii) je polyfyodontni, mnoho nahradnich zubii se v rodinach utvafi najednou a
podobn¢ jako bézici pas se posouvaji na misto funkéniho zubu. Zuby neprodukuji pro ochranu
povrchu klasickou sklovinu, ale enameloid (Fosse et al., 1974). Nejc€astéji zkoumanym
organismem je macka skvrnita (Scyliorhinus canicula), jejiz dentalni lamina je permanentni a
kontinualné propojuje generace zubil i vSechny zubni rodiny navzdjem (Vandenplas et al.,
2016a). Zuby maji vice vrcholll a jsou organizovany do rodin, kde v jeden moment mizeme
zpravidla nalézt sedm zubi, z toho pét nejstarSich je mineralizovanych (Reif, 1980). Epitel
dentalni laminy obsahuje tfi vrstvy: vnitini, sttedni a vnéj$i dentélni epitel (Vandenplas et al.,
2016a). BrdU znaceni ukazuje ptfitomnost LRCs na distalnim konci dentalni laminy, tedy
v sukcesni laminé. Dale lze nalézt LRCs pii povrchu, kde ordlni epitel pfechazi v dentdlni
laminu v misté setkani oblasti zubli a chutovych poharkl (taste/tooth junction, dale T/TJ)
(Martin et al. 2016). O néco castéji cyklujici LRCs se nachazi také ve stfednim dentalnim
epitelu na lingualnim okraji dentdlni laminy u vrcholii zubnich zarodki (Obr. 14) (Vandenplas
et al., 2016a; Martin et al., 2016). Mista nalezti LRCs se shoduji s misty exprese Sox2 (Martin
et al., 2016), coz podporuje predpoklad, Ze se jedna o potencidlni sidla zubnich kmenovych
bunék. V brzkych vyvojovych stadiich vede skrze stiedni dentdlni epitel sloupec exprese
Sox2, ktery propojuje oba konce dentdlni laminy, jenz se s Casem rozpadne. Stejné oblasti
exprese Sox2 se nachdzi i u rejnoka bodlinatého (Leucoraja erinacea) (Martin et al., 2016).
Dil barveni pro sledovani migrace bun¢k ukazuje, ze bunky migruji z oblasti T/TJ do oblasti
sukcesni laminy pied i po rozpadnuti kontinudlniho sloupce Sox2-pozitivnich bunck
propojujicim tato dvé mista a jejich vyskyt se shoduje s vyskytem Sox2 exprimujicich LRCs.
Je patrné, ze buiiky z T/TJ i sukcesni laminy se podileji na tvorbé novych zubnich zarodka
(Martin et al., 2016). Dil barveni pfed vznikem zubti a chutovych poharki poukazuje na
jejich spole¢ny plvod z ordlniho epitelu (Martin et al., 2016). Je mozné, ze T/TJ bunky se
pozd¢ji podileji na tvorbé jak zubt, tak i chutovych poharki, coz je potieba ovéfit dalSim
vyzkumem.

Dvojité barveni Sox2 protiladtkou a PCNA ukazuje, Ze se stfidd obdobi klidu

..........

.....
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pfemistén do jadra Sox2+ bunék. Aktivni Wnt/B-catenin draha se tak podili na regulaci
proliferace pomalu cyklujicich bun¢k (Martin et al., 2016). V mezenchymu zubni papily se
exprimuje v brzké fazi vyvoje zubu Fgf3 a bchem mineralizace zubu se exprimuje
v mezenchymu Bmp4 (Martin et al., 2016), podobné jako u mysi (Wang et al., 2007). Také
exprese dalSich znamych regulatord odontogeneze, jako jsou Fgf10, Lefl a Shh je ve
vyvijejicich se zubech potvrzena (Martin et al., 2016) a je potifeba dalstho vyzkumu

pro potvrzeni konkrétni role téchto faktorii v odontogenezi Zraloka.

1/1-) MDE SL

cl+
—e 1 00 LM

. 100 uﬁ‘t

i.BrdU 2w + 8w  ii. BrdU 2w + 12w ) jii. dil + 2w iv. dil + 2w
K (Stage 32)

(Stage 33) (Stage 34) tg4. LEGENDA

(Stage 33)

dentilni mezenchym
< » stfedni dentilni epitel
e= vnitini dentilni epitel
vnéjii dentilni epitel
sukcesni lamina (SL)

| lamina
(DL)

enta

.o taste/tooth junct. (T/T-T)
“  BrdU+ LRC
i S dil+ LRC

o

Obr. 14. BrdU znaceni v dentalni laming Zraloka. (A-C) stadium 33, 2 tydny pulse + 8 tydni chase.
(G-J) stadium 34 - lihnuti, 2 tydny pulse + 12 tydnt chase. (A,G) pohled na celou dentalni laminu, (B,
H) detail mista setkani chutovych poharkti a zubd — T/TJ, (C, 1) stfedni dentalni epitel - MDE, (D, J)
sukcesni lamina - SL. LRCs (zelena), chybi v ran¢j$im stadiu sukcesni laminy (D), kdy dochazi
k rychlé obmén¢ dentice. Pozdé€ji dojde ke zpomaleni cyklu (J). Koncentrace LRCs (bila $picka)
kolem sklovinového uzklu (ek). Zubni zarodky (tgl — tg4). (K) schématické znazornéni BrdU (zelend)
a Dil (Cervend) v dentalni lamin¢ Zraloka). Upraveno podle Martin et al. (2016).

Z dosavadnich ziskanych dat vyplyva, ze v dentdlni lamin€¢ macky skvrnité jsou dve
mista trvalého vyskytu LRCs a bun¢k exprimujicich Sox2. Predpokladané dospélé kmenové
buiikky zubniho epitelu, které dévaji vznik zubnim zarodkiim, jsou obnovovany populaci

progenitori blizko povrchu epitelu chut'ovych poharkt (Obr. 12 a 14K) (Martin et al., 2016).
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4 Zavér

Zuby obratlovcu jsou riiznorodé, jejich zpusob vyvoje se mezi skupinami ale piili§ nelisi.
Existuji rozdily v jejich tvaru, ukotveni, celkovém poctu 1 poctu v zubnich rodinéch. Dentalni
lamina je dilezitd pro vyvoj zubi, existuji ale i ptipady, kdy se zuby vyviji 1 bez ni
(Vandenplas et al., 2014; Huysseune a Witten, 2008). Na distalnim konci dentdlni laminy
obnovujici se dentice je pfitomna proliferujici sukcesni lamina, kde se vétSinou pomalu
cyklujici bunky nenachazi. Zubni zarodek zde zacina sviij vyvoj. Je tomu tak u difyodontnich
savcu, plazl, obojzivelnikl a ryb (Buchtova et al., 2012; Gaete a Tucker, 2013; Wistuba et al.,
2002; Huysseune, 2006). V ptipadé¢ mysi a aligitora mize byt distalni konec laminy
vybouleny a obsahovat kmenové buiikky (Harada et al., 1999; Wu et al., 2013). V piipadé
zralokti se predpokladané kmenové buiilky, které pomalu cykluji, vyskytuji i v sukcesni
laminé a migraci je jejich populace obnovovana z dalsi populace pomalu cyklujicich bunék na
opacném konci dentdlni laminy blizko povrchu oralniho epitelu (Martin et al., 2016).
Ptedpokladané kmenové buniky vyskytujici se blizko povrchu orédlniho epitelu se nachazi i
uryb (Fraser et al.,, 2013; Thiery et al., 2017). U plazi se kmenové builkky nachazi
v prostiedni ¢asti lingudlni strany dentalni laminy (Handrigan et al., 2010; Gaete a Tucker,
2013).

Sox2 je vhodny marker epitelovych zubnich kmenovych bunék, exprimovany
od savcii az po zraloky (Juuri et al., 2013; Gaete a Tucker, 2013; Martin et al., 2016; Thiery et
al., 2017), znalici jeho evolu¢ni zachovalost a dilezitost pfi tvorbé dentic obratlovc.
Z probiranych skupin chybi informace o expresi Sox2 pouze u obojzivelnikii. Wnt/B-catenin
signalizace se ukazuje jako velice vyznamnou pro vyvoj zubu, u riznych organisml ukazala
aktivace a inhibice této drahy podobné fenotypy (Liu et al., 2008; Gaete a Tucker, 2013).
Epitelovda  Wnt signalizace  zpiisobuje  pfedev§im  proliferaci kmenovych  bunék,
mezenchymova Wnt signalizace zase proliferaci inhibuje (Jarvinen et al., 2018). Wnt signalni
draha ovlivituje pifimo a nepfimo ostatni drahy podilejici se na regulaci kmenovych bunék.
Napiiklad Shh, kterd udrzuje kmenové bunky a Bmp draha, kterd v piipadé mezenchymalni
Bmp4 inhibuje proliferaci a podporuje diferenciaci v ameloblasty. Dulezitou pro regulaci
kmenovych bun¢k je také Fgf signalizace, naptiklad FgflO je zdsadni pro vznik vhodného
prostfedi pro kmenové buniky a pro udrzeni jejich kmenovosti (Harada et al., 1999). Do toho

se zapojuji mnohé dalsi molekuldrni signdly a dohromady vSechny tyto
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epitelové-mezenchymalni interakce tvofi regulacni sit, ktera se podili na regulaci kmenovych
bunék.

Lokace predpokladanych kmenovych bunék se mezi skupinami obratlovcli do rizné
miry odliSuji. Problém s urcenim jejich lokace je ale pfedevSim u mnoha druhd ryb kvili
absenci klasické permanentni dentalni laminy (Fraser et al., 2013; Vandenplas et al., 2016a).
Molekularni signalizace regulace kmenovych bunék je dobfe prozkoumand u mysi a u plazi
v posledni dobé také doslo k blizSimu prozkoumani regulace kmenovych bunck. Dalsi
skupiny obratlovci jsou v porovnani s mysi a plazy molekularné malo prozkoumané. Obecné
nejmén¢ prozkoumanou skupinou jsou obojzivelnici, u kterych chybi naptiklad i uréeni
lokace pomalu cyklujicich bun€k. Na umisténi zubnich kmenovych bunék a jejich ptispévek

k vyvoji zubu u axolotla mexického se bude zamétovat navazujici diplomova prace.
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