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Abstrakt 

Vývoj zubného zárodku myši predstavuje dôležitý model nielen pre štúdium 

odontogenézy, ale i všeobecnej organogenézy. Pozoruhodným vývojom prechádza 

dolný rezák myši. Základ dolného rezáku myšieho embrya je totiž prepojený so 

základom predsiene dutiny ústnej (vestibulum oris) epitelovými mostíkmi. V oblasti 

epitelových mostíkov sa podľa niektorých autorov prechodne objavuje rudimentárny 

zubný zárodok. Prvým prejavom epitelovo-mezechymálnych interakcií prebiehajúcej 

odontogenézy je z morfologického hľadiska zhrubnutie orálneho epitelu. Z hľadiska 

molekulárneho je to expresia génov Shh, Eda, Edar, Pitx2, Bmp2, Bmp4 a Dlx2.  

Bolo zistené, že okrem transkripčnej domény, predstavujúcej vlastné 

signalizačné centrum vyvíjajúceho sa funkčného rezáku, sa počas včasného vývoja 

objavuje ešte jedna dočasná transkripčná doména, lokalizovaná anteriórne 

a superficiálne v odontogénnej zóne epitelu. Anteriórna transkripčná doména vzniká 

práve v oblasti epitelových mostíkov a podľa niektorých autorov z fylogenetického 

hľadiska zodpovedá signálnemu centru rudimentárneho zuba. Bunky z anteriórnej 

transkripčnej domény sa počas vývoja dostávajú do základu vestibulum oris doposiaľ 

neobjasneným mechanizmom. 

Cieľom tejto diplomovej práce bolo porovnať časopriestorovú dynamiku 

expresie proteínov SHH a EDA v anteriórnej oblasti mandibuly myši v priebehu 

embryonálneho vývoja v kontexte s vývojom zárodkov rezákov a epitelových štruktúr 

externe od nich. Použitím imunohistochemického značenia sa podarilo dokázať, že 

proteín SHH sa exprimuje v rovnakom vzore ako gén Shh. EDA proteín sa podobne 

ako SHH exprimuje v oblasti epitelových mostíkov. V oblasti funkčného rezáku sa 

EDA proteín neexprimuje. Expresia EDA však bola detegovaná v základe vestibulum 

oris. Prítomnosť odontogénnych markerov ako EDA a SHH v oblasti epitelových 

štruktúr externe od vyvíjajúcich sa rezákov by mohla vysvetliť potenciál týchto 

nedentálnych štruktúr tvoriť zubné tkanivo za patologických podmienok a tým 

pomôcť k objasneniu etiológie vývojových dentálnych patológii, akými sú napríklad 

periférne odontómy, vyskytujúce sa labiálne a bukálne od zubného oblúka človeka.  

 

Kľúčové slová: zub, myš, SHH, EDA, rudimentárny zub, vývoj zubov  
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Abstract 

The development of the mouse tooth primordium is an important model for 

studying odontogenesis, as well as general organogenesis. The development of the 

mouse lower incisor is of remarkable interest. The epithelial anlage of the mouse 

lower incisor is interconnected with the vestibular anlage via the epithelial bridges. 

According to some authors, the epithelial bridges represent an area, where the 

transient rudimentary incisor germ appears. From a morphological point of view, the 

first sign of ongoing epithelial-mesenchymal interactions during early odontogenesis 

is the thickening of oral epithelium. From a molecular point of view, it is the 

expression of the Shh, Eda, Edar, Pitx2, Bmp2, Bmp4 and Dlx2 genes.  

Except for the transcription domain, representing the proper signalling centre 

of a developing prospective incisor, a transient transcription domain, localized 

anteriorly and superficially, appears in the odontogenic zone of the epithelium during 

early development. The anterior transcription domain originates in the area of 

epithelial bridges, and according to some authors, from an evolutionary point of view, 

it corresponds with the signalling centre of the rudimentary incisor germ.  

The aim of this diploma thesis was to compare the temporospatial dynamics of 

SHH and EDA protein expression in the anterior part of the mouse mandible during 

embryonic development in the context of the develoment of prospective incisors and 

externally located epithelial structres. By utilizing immunohistochemical staining, it 

was confirmed that SHH protein is expressed in the same pattern as Shh gene. The 

EDA protein is expressed in the area of epithelial bridges, similarly to SHH. In the area 

of a prospective functional incisor, the EDA protein is not expressed. However, EDA 

expression was detected in the anlage of the oral vestibule. The presence of 

odontogenic markers, like SHH and EDA, in the area of epithelial structures externally 

to developing incisors could explain the potential of these non-dental epithelial 

structures to give rise to dental tissues and elucidate the etiology of developmental 

dental pathologies, such as peripheral odontomas, which appear labially and buccally 

to the dental arch in humans  

 

Keywords: tooth, mouse , SHH, EDA, rudimentary tooth, tooth development  
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TGF-β    Transforming growth factor beta 
TNF    Tumor necrosis factor 
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ZPA     Zóna polarizujúcej aktivity 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



10 
 

1 Úvod 

Zubný vývoj patrí medzi najlepšie preskúmané epitelovo-mezenchymálne 

interakcie v priebehu organogenézy. Podobnými interakciami prechádza počas 

vývoja väčšina orgánov. Jedným z týchto „orgánov“ je aj vestibulárny epitel, ktorý 

v oblasti dolných rezákov človeka i myši vzniká spolu so zubami z jedného 

spoločného epitelového základu. To, aké mechanizmy sú v hre pri diferenciácii na dve 

funkčne a morfologicky odlišné štruktúry, zostáva záhadou.  

Laboratórna myš je najpoužívanejším modelovým organizmom pre výskum 

odontogenézy. Drvivá väčšina toho, čo o vývoji zubov vieme, bola zistená u myšieho 

modelu odontogenézy. Zaujímavosťou je, že v priebehu odontogenézy vznikajú  

u myši dva typy zubných zárodkov, funkčné a rudimentárne V oblasti rezákov sa 

z prvého typu vyvinie funkčný zub a druhý typ, rudimentárny, po určitom čase zastaví 

svoj vývoj a štádia funkčného zuba nedosiahne. Akú funkciu plní tento druhý typ 

zubného zárodku je doposiaľ neznáme. Vzhľadom na to, že sa zakladá medzi 

funkčným rezákom a vestibulárnym epitelom, je možné, že nejako s týmito 

štruktúrami súvisí. Príležitostný výskyt patologických dentálných štruktúr u umyši aj 

človeka vo vestibulárnom epiteli túto hypotézu podporuje.  

 

1.1 Orofaciálna anatómia človeka 

Dutina ústna, cavitas oris, je počiatok tráviaceho systému človeka. Ventrálne ju 

ohraničujú pery, labia oris, a laterálne líca, buccae. Vstupom do ústnej dutiny je ústna 

štrbina, rima oris. Strop ústnej dutiny predstavuje podnebie, palatum, oddeľujúce 

ústnu dutinu od dutiny nosovej a nosohltanu. Spodinu ústnej dutiny tvorí diaphragma 

oris. Dorzálne siaha ústna dutina až do hltanovej úžiny, isthmus faucium, kde tráviaci 

systém voľne prechádza do hltanu. Súčasťou ústnej dutiny sú taktiež špecializované 

orgány – jazyk, zuby, slinné žľazy, ai. Jazyk, lingua, leží na spodine ústnej dutiny. Zuby, 

dentes, sú vklinené do zubných lôžok, alveoli dentales, na hornej a dolnej čeľusti a sú 

zoradené do dvoch zubných oblúkov, arcus dentales superior et inferior. Sliznica 

pokrývajúca celé alveolárne výbežky čeľustí sa nazýva ďasno, gingiva. Zubnými 

oblúkmi je ústna dutina rozdelená na predsieň, vestibulum oris (labiálne či bukálne od 
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zubných oblúkov) a vlastnú dutinu ústnu, cavitas oris propria (lingválne od zubných 

oblúkov). 

 

1.1.1 Vestibulum oris (predsieň dutiny ústnej) 

Predsieň dutiny ústnej,vestibulum oris, je štrbinovitý priestor nachádzajúci sa 

labiálne a bukálne od zubných oblúkov (obr. 1.1). Pri zovretí zubov vytvára 

vestibulum uzatvorený priestor, ktorý komunikuje s vlastnou dutinou ústnou iba 

štrbinami medzi zubami a vzadu i väčšou štrbinou za poslednými stoličkami,  

tzv. retromolárnym priestorom. Na mieste, kde alveolárna sliznica prechádza do 

sliznice pier a líc, sa nachádza predsieňová klenba, fornix vestibuli. Po celej dĺžke 

fornix vestibuli je prítomný variabilný počet kosákovitých rias z riedkeho väziva. Tie 

sú obzvlášť výrazné v mediánnej rovine, kde vytvárajú uzdičky, frenula labii 

superioris et inferioris, fixujúce zvnútra peru k ďasnu. Výstelku vestibulum oris tvorí 

vestibulárny epitel.  

 

 

Obrázok 1.1: Schematické zobrazenie vestibulum oris (VO). Vestibulum oris je ohraničené perami  
a zubami vklinenými do alveolov. (Z archívu Dr. Hovořákovej). 



12 
 

1.1.2  Zuby 

Zuby, dentes, sú tvrdé, kalcifikované štruktúry, nachádzajúce sa v ústnej dutine 

väčšiny stavovcov, vrátane človeka. Súhrn všetkých zubov jedinca sa nazýva chrup, 

alebo dentícia. Zuby sú fylogeneticky starobylé štruktúry. Najstarší známy stavovec 

so zubami, Romundina stellina, pochádza z obdobia skorého devónu (približne pred  

410 mil. rokov) (Rücklin and Donoghue, 2015). Nápadná podobnosť v molekulárnej 

regulácii vývoja zubov a iných epitelových orgánov (šupiny, perie, chlpy, nechty, 

exokrinné žľazy) prirodzene vyúsťuje do otázok o ich evolučnom pôvode.  

Zuby človeka sa od seba navzájom zreteľne odlišujú svojím tvarom a funkciou 

(heterodontný chrup). Človek má štyri typy zubov: rezáky (dentes incisivi), očné zuby 

(dentes canini), črenové zuby (dentes premolares) a stoličky (dentes molares). Ľudský 

chrup tvoria dve generácie zubov (difyodontný chrup). Vývoj dočasných (mliečnych) 

zubov, dentes decidui, začína v období 2. mesiaca embryonálneho vývoja a trvá 

približne 2 až 4 roky. V embryonálnom období taktiež dochádza k vývoju základov 

stálych zubov, dentes permenantes, ale ich tvorba zaberie ďalších 12 rokov. Prvé 

dočasné zuby sa prerezávajú približne 6 mesiacov po narodení a do 3. roku života by 

mal byť prerezaný celý dočasný chrup. V období okolo 6. roku života dochádza 

k erupcii prvého zuba trvalej dentície a postupne dochádza k exfoliácii dočasných 

zubov. Úplný trvalý chrup je prítomný po prerezaní tretej stoličky, obyčajne okolo 18 

až 21 roku života jedinca. Zuby sú uložené v štyroch kvadrantoch. Dočasné zuby sú 

rozdelené v kvadrantoch po piatich zuboch, trvalé zuby sú rozdelené po ôsmych 

zuboch. Každý kvadrant dočasných zubov je zložený z dvoch rezákov, jedného očného 

zuba a dvoch stoličiek (zubný vzorec 2i 1c 2m). V kvadrante trvalých zubov sú naviac 

dva črenové zuby a tretia stolička (zubný vzorec 2I 1C 2PM 3M).  

Na každom zube človeka rozoznávame korunku, krčok, koreň a dreňovú 

dutinu (obr. 1.2): 

 

I. Korunka, corona dentis, je vlastná, funkčne tvarovaná časť zuba, 

vyčnievajúca z ďasna do ústnej dutiny.  

II. Krčok, collum dentis, je malý úsek zubu medzi korunkou a koreňom.  
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III. Koreň, radix dentis, je časť zubu vklinená do alveolárneho výbežku čeľustí. 

Korene a ich vetvy sú vždy zakončené hrotom, apex radicis dentis. 

Maxilárne stoličky majú korene až tri. 

IV. Drenová dutina, cavitas dentis, je priestor uprostred zubu vyplnený 

zubnou dreňou, pulpa dentis. V korunke sa dreňová dutina rozširuje ako 

dutina korunky, cavitas coronae. Naopak, v oblasti koreňa je dreňová 

dutina zúžená ako koreňový kanálik, canalis radicis dentis, ktorý na hrote 

koreňa ústi ako jeden alebo viac otvorov, foramen apicis dentis.  

 

 

Obrázok 1.2: Stavba zuba. (Zdroj obrázka: 2.bp.blogspot.com). 

 

Sklovina , enamelum, je obzvlášť tvrdé, polopriehľadné tkanivo, kryjúce zubnú 

korunku. Najväčšiu hrúbku 2,5 µm dosahuje sklovina na zubných hrbolčekoch 

a smerom k okraju zubného krčka sa stenčuje. Ide vlastne o vysoko mineralizovaný 

sekrét epitelových buniek, zložený takmer výhradne z hydroxyapatitu (tvorí až 95 % 

skloviny, zvyšok je proteínová matrix 1 % a voda 4 %). Organickú hmotu skloviny 

tvoria najmä jedinečné sklovinové proteíny, ako amelogeníny, ameloblastíny, 

enamelíny a tuftelíny. Na rozdiel od kosti a zuboviny sklovina neobsahuje kolagén. 

Sklovinotvorné bunky, ameloblasty, po erupcii zuba zanikajú. Sklovina preto 
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neobsahuje bunky a nemôže sa obnovovať. Oprava sklovinových defektov je potom 

obmedzená iba na remineralizáciu miniatúrnych kariéznych lézii.  

Stavebnou zložkou skloviny sú sklovinové prizmy (hranoly). Sklovinové 

prizmy sú stĺpce široké 5 µm, z nich je každý zložený z približne 1000 veľmi dlhých, 

vzájomne rovnobežných kryštálov hydroxyapatitu. Prizmy sú zaliate do 

interprizmatickej hmoty, v ktorej sú taktiež kryštály, ale líšia sa priestorovým 

usporiadaním. Siahajú bez prerušenia od hranice dentín-sklovina až do hĺbky 20 µm 

pod povrch skloviny, kde ich zvyčajne nahrádza aprizmatická sklovina.  

Zubovina, dentinum, je žltkasté, bezcievne tkanivo, tvoriace vlastnú hmotu 

zuba. Je tvrdšia ako kosť, hydroxyapatit tvorí 70 % jej hmotnosti. Organická hmota 

predstavuje 20 % hmoty zuboviny a je zložená z kolagénu typu I a proteoglykanov. 

Schopnosť vytvárať dentín si bunky zuboviny, odontoblasty, udržia počas celého 

života, čím postupne dochádza k zmenšovaniu dutiny korunky a koreňových 

kanálikov. K stimulácii odontoblastov a tvorbe nového dentínu dochádza aj pri 

poranení zuba.  

Cement, cementum, je žltkasté tkanivo, podobné vláknitej kosti, kryjúce 

korene zubov. Má podobný pomer minerálnej zložky ako kostné tkanivo, a teda 50 % 

hmotnosti. Organickú zložku cementu predstavuje hlavne kolagén typu I 

a proteglykany. Od kosti sa cement odlišuje tým, že neobsahuje ani cievy, ani nervy. 

Tak ako kosť, aj cement je perforovaný Sharpeyovými vláknami, ktoré pokračujú do 

vlákien periodontu a fixujú zub v alveole. Počas života sa na povrchu koreňa ukladajú 

nové vrstvy cementu a inkorporujú do seba nové Sharpeyove vlákna, aby 

kompenzovali pohyby zuba v alveole. Cement nepodstupuje remodeláciu, ale malé 

oblasti nesú známky resorpcie a opravy tkaniva. Vrstva cementu je výrazne tenšia ako 

vrstva skloviny. Na hranici krčku a korunky cement zvyčajne mierne prekrýva 

sklovinu, alebo sa ich okraje vzájomne stýkajú.  

Zubná dreň, pulpa dentis, poskytuje výživu pre odontoblasty. Jedná sa  

o vysoko vaskularizované, rôsolovité väzivo podobné mezenchýmu, ktoré je 

obklopené dentínom a vyplňuje dreňovú dutinu zuba. V oblasti koreňa zubná dreň 

plynule nadväzuje na periodontálne väzy prostredníctvom jedného alebo viacerých 

apikálnych otvorov. Približne 60 % pulpárneho kolagénu je typu I, zastúpený je 

i kolagén typu III. Dreňovú dutinu lemuje vrstvička odontoblastov, produkujúca 

dentín. S narastajúcim vekom a depozitmi dentínu sa objem drene zmenšuje, a to 
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dokonca tak, že je možné odstrániť korunku bez obnaženia drene. Zubná dreň je 

bohato inervovaná, sympatická inervácia prichádza cestou periarteriálnych pletencov 

z ganglion cervicale superius, zatiaľ čo somatosenzitívnu inerváciu zabezpečujú 

vlákna z ganglion trigeminale, ktoré pod odontoblastami vytvárajú nervový pletenec – 

Raschkow plexus. Medzi inerváciou a zubnou agenézou sa javí istá korelácia 

(Kjaer et al., 1994; Chavez-Lomeli et al., 1996). Zaujímavý je prípad jednostrannej 

absencie canalis mandibularis a nervus alveolaris inferior v dolnej čeľusti 

pochádzajúcej zo stredovekého Dánska. Autori predpokladajú, že tento defekt bol 

zodpovedný za agenézu zubov na postihnutej strane a nervus mylohyoideus dokázal 

čiastočne vykompenzovať vývoj alveolárnych výbežkov (Jakobsen et al., 1991). 

S alveolárnou kosťou je zubný cement spojený osobitým systémom 

spojivového tkaniva – ozubicou, periodontium. Hlavnou funkciou ozubice je fixovať  

a stabilizovať zub v alveole. Taktiež poskytuje senzorické informácie o polohe zubov 

a sile skusu, čím reflexne chráni zuby pred neprimeraným tlakom pri žuvaní. Ozubica 

vyplňuje asi 200 µm širokú medzeru medzi povrchom koreňa a alveolárnou kosťou. 

Viac ako 70 % kolagénu v ozubici je typu I, prevažná časť zvyšku je typu III. 

Kolagénové vlákna ozubice sú orientované rôznymi smermi, čo im umožňuje pasívne 

pôsobiť proti pohybom zuba. Ozubica má bohaté krvné zásobenie a je inervovaná 

sympatickými a somatosenzitívnymi vláknami, ktoré prenášajú vazomotorické,  

resp. nocicepčné a proprioreceptívne informácie. Na hranici krčku a koreňa je zub, 

ozubica a priľahlá kosť krytá ďasnom. 

 

1.2 Myš ako experimentálny model pre 

štúdium odontogenézy 

Laboratórna myš (Mus musculus) je najbežnejší modelový organizmus pre 

štúdium odontogenézy. Myš má vysokú reprodukčnú kapacitu, čím je zaistená 

i vysoká schopnosť reprodukcie experimentálnych výsledkov. Navyše patrí do kladu 

Euarchontoglires, ktorý zahŕňa i človeka, takže takmer všetky myšie gény majú svoje 

ľudské homológy. Známa je i kompletná sekvencia myšieho genómu a dostupná 

je široká škála metód genetickej manipulácie a s tým súvisiace množstvo dostupných 

kmeňov. 
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Myš disponuje sadou 16 zubov. V porovnaní so zubným vzorcom 

ancestrálnych placentovcov (Placentalia) je myší chrup vysoko redukovaný a vysoko 

funkčne a morfologicky špecializovaný. Každý kvadrant myších čeľustí obsahuje iba 

jediný rezák oddelený od troch stoličiek úsekom bez zubov, zvaným diastéma. Práve 

koexistencia troch typov morfologicky a funkčne diferencovaných jednotiek (rezáky, 

diastéma, stoličky) v každom kvadrante čeľustí umožňuje paralelné štúdie na o ich 

pôvode a kontrole vývoja (Peterkova et al., 2000). Na rozdiel od človeka nemá myš 

náhradný chrup a disponuje iba jednou generáciou zubov (monofyodontná dentícia). 

Myšie rezáky sú premenené na hlodáky a rastú kontinuálne v priebehu celého života 

jedinca. Na distálnom, funkčnom konci sa hlodáky nepretržite obrusujú, no zároveň 

na opačnom konci neustále dorastajú. Za schopnosť neobmedzeného rastu vďačia 

prítomnosti adultných kmeňových buniek na svojom proximálnom konci. Znalosť 

vlastností tejto populácie kmeňových buniek je v záujme základného i aplikovaného 

výskumu (regeneratívna terapia). K ukladaniu skloviny dochádza u myších rezákov 

iba na labiálnej strane, na lingválnej/palatálnej strane sa potom ukladá výlučne 

dentín. Hlodaním je zabezpečené, že na strane mäkšieho dentínu dochádza 

k asymetrickému obrusovaniu, čím zostane odolnejšia rezná hrana rezáku tvorená 

iba sklovinou.  

Aj keď sa myší a ľudský chrup od seba na prvý pohľad zreteľne odlišujú  

(obr. 1.3), všetky cicavčie zuby využívajú pri vývoji podobné, prípadne rovnaké, 

molekulárne kaskády. Navyše včasné štádiá zubného vývoja sú z histologického 

hľadiska v zásade totožné. 
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Obrázok 1.3: Porovnanie maxilárneho (A, C) a mandibulárneho (B, D) zubného oblúka človeka 
(A-B) a myši (C-D). Zatiaľ čo človek vymení v priebehu života zuby jedenkrát, myš disponuje po celý 
život iba jednou generáciou zubov. Trvalú ľudskú dentíciu tvorí 32 zubov (vyobrazený jedinec nemá 
tretie stoličky), myš má zubov 16. Človek má v jednom kvadrante čeľustí dva rezáky, jeden očný zub, 
dva črenové zuby a tri stoličky (2I C 3PM 3M). V každom kvadrante myších čeľustí je jeden rezák a tri 
stoličky, ktoré sú od rezáku oddelené bezzubou oblasťou, zvanou diastéma (I D 3M).  
(Podľa Jheon et al., 2013). 
 

 

1.3  Vybrané signálne molekuly riadiace 

embryonálny vývoj 

Na vytvorenie komplexného mnohobunkového organizmu je nevyhnutná 

koordinovaná súhra buniek, tkanív a orgánov. Interakcie medzi bunkami a tkanivami 

sa počas embryonálneho vývoja zúčastňujú predovšetkým signálne molekuly z rodín 

fibroblastových rastových faktorov (FGF), kostných morfogenetických proteínov 

(BMP), WNT a hedgehog (HH). 

 

1.3.1  Fibroblastový rastový faktor (FGF) 

Fibroblastový rastový faktor (FGF, angl. fibroblast growth factor) bol prvýkrát 

objavený vo výťažku z hovädzej hypofýzy v roku 1973 (Armelin, 1973). Už v roku 

1938 však bolo známe, že výťažky z kuracích embryí podporujú rast fibroblastov 

izolovaných z kuracieho periostu (Trowell and Willmer, 1938). 
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Fibroblastové rastové faktory boli identifikované nielen u stavovcov, ale aj 

u bezstavovcov. Žiadne sekvencie podobné Fgf génu, neboli nájdené 

u jednobunkových organizmov ako Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae. 

Zaujímavé pritom je, že genóm vírusu jadrovej polyedrie obsahuje gén podobný Fgf 

(Ayres et al., 1994). Zo sekvencie genómu Drosophila melanogaster a Caenorhabditis 

elegans je známe, že iba jeden člen rodiny Fgf génov (gén branchless) sa nachádza 

u drozofily, a dvaja členovia (egl-17 a let-756) sú známi u C. elegans (Sutherland et al., 

1996; Burdine et al., 1997; Roubin et al., 1999). Naopak, u cicavcov je prítomných až 

22 Fgf génov. Tento stav je výsledkom najmenej dvoch celogenómových duplikácií 

u včasných predkov stavovcov (Popovici et al., 2005). Podľa súčasného konsenzu sa 

rodina fibroblastových rastových faktorov delí na 5 podrodín parakrinných FGFs, 

jednu podrodinu endokrinných a jednu podrodinu intracelulárnych FGFs (Ornitz and 

Itoh, 2015).  

Signálne molekuly FGFs sú predovšetkým autokrinné/parakrinné faktory 

(nazývané tiež parakrinné FGFs, popr. kanonické FGFs), zatiaľ čo traja členovia FGF 

rodiny pôsobia endokrinne a plnia úlohu v regulácii metabolizmu fosfátu, žlčových 

kyselín, sacharidov a lipidov (nazývané tiež endokrinné FGFs). Štyri molekuly 

štruktúrne príbuzné FGF proteínom nie sú bunkou secernované a pôsobia na 

intracelulárnej úrovni (nazývané tiež iFGFs, príp. FGF homologické faktory - FHF). 

iFGFs interagujú v cytoplazme s C-terminálnou doménou napäťovo riadených 

sodíkových kanálov. iFGFs sú dôležitými regulátormi excitability neurónov a iných 

excitabilných buniek, napr. kardiomyocytov (Wang et al., 2012; Ornitz and Itoh, 

2015). 

Receptory fibroblastových rastových faktorov (FGFR) sú vysokoafinitné 

tyrozín kinázové receptory (RTK, angl. receptor tyrosine kinase), obsahujúce heparín 

viažucu sekvenciu, N-terminálne extracelulárne domény, pozostávajúce z troch 

„immunoglobuline-like“ subdomén (IgI-IgIII), transmembránovú doménu  

a C-terminálnu cytoplazmatickú tyrozín kinázovú doménu (Lee et al., 1989). 

Parakrinné FGFs vyžadujú pre signálnu funkciu väzbu k heparan sulfát 

proteoglykanom (HSPG), ktoré slúžia ako kofaktory umožňujúce homodimerizáciu 

FGF receptorov (Ornitz et al., 1992; Spivak-Kroizman et al., 1994). Homodimerizácia 

je nevyhnutná pre prenos signálu. Heparan sulfát je potentný kofaktor nielen pre FGF 
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signalizáciu, ale aj pre širokú škálu iných signálnych dráh, vrátane BMP, WNT a HH 

(Ornitz and Itoh, 2015). 

Receptory FGF sa na membráne bunky vyskytujú ako neaktívne monoméry. 

Signálna dráha FGF začína naviazaním FGF ligandov na FGF receptory. Ligandy FGF 

sú spojené pomocou HSPG a viažu sa na IgII a IgIII domény FGF receptora. Väzba 

ligand-receptor spôsobí homodimerizáciu susedných receptorov a vzniká ternárny 

komplex FGFR-FGF-HSPG. Toto spojenie sprostredkuje transautofosforyláciu každého 

monoméru receptora pomocou cytoplazmatickej tyrozín kinázovej domény. 

Aktivovaný (=fosforylovaný) receptor ďalej fosforyluje tyrozínové zvyšky na 

adaptorovom proteíne jednej z intracelulárných signálnych dráh, z ktorých za 

zmienku stoja Ras-MAPK, PI3K-AKT, PLCγ, alebo STAT (viď „Zoznam skratiek“)  

(Teven et al., 2014; Ornitz and Itoh, 2015). 

Stimulácia FGF receptora najčastejšie vyústi do aktivácie Ras-MAP (mitogen-

activated protein) kinázovej dráhy. Stimulovaný receptor fosforyluje tyrozínové 

zvyšky na dokovacom proteíne FRS2α (fibroblast growth factor receptor substrate 2 

alpha) (obr. 1.4). Tým vzniká väzbové miesto pre adaptorový proteín GRB2 (guanine 

nucletide exchange factor 2), ktorý sa pomocou tyrozín fosfatázovej domény SHP2 

(src homology region 2 domain-containing phosphatase-2) viaže na FRS2α. 

Adaptorový proteín GRB2 následne sprostredkuje aktiváciu GTPázy Ras 

regrutovaním výmenného faktora SOS (son of sevenless). Výmennou GDP za GTP sa 

Ras aktivuje. V GTP-viazanej konformácii sa Ras združuje s Raf kinázou, čím aktivuje 

jej serín/threonín kinázovú funkciu a signál sa odovzdá duálnej kináze MAPK 

(MAPKK). MAPKK fosforyluje MAP kinázu (MAPK) a kaskáda končí prenosom do 

jadra a fosforyláciou transkripčných faktorov, čo umožňuje interakciu s DNA 

a reguláciu cieľovej génovej expresie (Thisse and Thisse, 2005; Santarpia et al., 2012). 
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Obrázok 1.4: Schéma väzby FGF ligandu na receptor a aktivácie signálnej dráhy. Väzba ligandu 
spôsobí homodimerizáciu susedných receptorov a vzniká ternárny komplex, tvorený ligandom, 
receptorom a heparan sulfát proteoglykanom. Toto spojenie sprostredkuje transautoforsforyláciu 
každého monoméru receptora pomocou cytoplazmatickej tyrozín kinázovej domény. Aktivovaný 
receptor ďalej fosforyluje tyrozínové zvyšky na dokovacom proteíne FRS2α. Na FRS2α sa následne 
viaže prostredníctvom tyrozín fosfatázovej domény SHP2 dokovací proteín GRB2. GRB2 má schopnosť 
aktivovať GTPázu Ras, ktorá je súčasťou MAP kinázovej dráhy FGF ligandy najčastejšie aktivujú MAP 
kinázovú dráhu. Medzi ďalšie signálne dráhy aktivované FGF ligandom patrí napríklad PLCγ signálna 
dráha. (Podľa Thisse and Thisse, 2005). 

 

Fibroblastové rastové faktory a ich receptory plnia široké funkcie 

v prenatálnom i postnatálnom vývoji. Keďže sú parakrinné FGFs rastovými faktormi, 

pôsobia najčastejšie ako mitogény, no zúčastňujú sa i prežívania, migrácie, 

diferenciácie buniek a metabolizmu. Počas včasného embryonálneho vývoja regulujú 

FGFs diferenciáciu vnútornej bunkovej masy do epiblastu a primitívneho endodermu 

(Yamanaka et al., 2010). V pokročilejších fázach vývoja majú FGFs kľúčovú úlohu 

v organogenéze, napr. pri vývoji srdca (Zaffran and Kelly, 2012), mozgu  

(Trokovic et al., 2005) alebo pri indukcii končatinového pupeňa (Ohuchi et al., 1997). 

Niektoré FGFs stimulujú proliferáciu aj v epiteli aj v mezenchýme, iné iba v epiteli 

alebo iba v mezenchýme (Jernvall et al., 1994; Kettunen and Thesleff, 1998;  

Kettunen et al., 2000). Postnatálne sa FGFs uplatňujú pri odpovedi na poškodenie 

tkaniva a pri jeho oprave. Sú dôležité pri regenerácii pľúcneho epitelu a kožných 
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poranení (Meyer et al., 2012; Guzy et al., 2015). V adultných tkanivách často 

reaktivujú vývojové signálne dráhy (Ornitz a Itoh 2015). 

Mutácie vo FGF a FGFR génoch spôsobujú u ľudí rôzne patologické stavy. 

Najčastejšia príčina trpaslíčieho vzrastu, achondroplázia, je spôsobená  

gain-of-function mutáciou vo FGFR3 géne. Táto mutácia znižuje inhibíciu 

enchondrálnej osifikácie, čím dochádza u postihnutých k vytvoreniu typického 

fenotypu (krátka postava, krátke proximálne segmenty končatín, veľká hlava 

s prominujúcim čelom) (Cohen, 1998). Receptory FGF boli implikované aj pri rozvoji 

rakovinových ochorení. Napríklad gain-of-function mutácie FGFR3 sú najčastejšie 

pozorovanými mutáciami u rakoviny močového mechúra (Cappellen et al., 1999). 

Rekombinantné FGFs by mohli nájsť uplatnenie v biologickej liečbe. Na ich 

terapeutický potenciál pokazuje fakt, že FGF1 bol v klinických experimentálnych 

štúdiách schopný indukovať v srdci neoangiogenézu (Schumacher et al., 1998).  

 

Negatívna regulácia MAP kinázovej dráhy 

Podobne, ako je to v prípade aktivácie signálu, aj mechanizmy ktoré utlmujú 

FGF signalizáciu sú v živočíšnej ríši konzervované. Vo všeobecnosti je utlmenie FGF 

signalizácie vyvolané indukciou MAPK fosfatáz. Proteíny rodiny Sprouty (SPRY) sú 

MAPK fosfatázy, ktoré inhibujú RTK signalizáciu. Proteín SPRY bol prvýkrát 

identifikovaný ako antagonista FGF signalizácie, riadiaci apikálne vetvenie 

v dýchacích cestách drozofily. U cicavcov poznáme štyri homológy, SPRY1-SPRY4, 

obsahujúce konzervovanú, na cysteín bohatú C-terminálnu doménu. Na N-terminálnej 

doméne sa nachádza tyrozínový zvyšok nevyhnutý pre inhibičnú aktivitu SPRY 

proteínov (Rubin et al., 2005). Sprouty majú niekoľko mechanizmov účinku. Buď sa 

viažu priamo na Raf kinázu, čím blokujú MAPK signalizáciu (Casci et al., 1999), alebo 

sa kompetitívne viažu na GRB2, čo zabraňuje tvorbe SOS/Ras komplexu (Hanafusa et 

al., 2002). Zaujímavé je, že samotná FGF signalizácia aktivuje SPRY proteíny, čo by 

mohlo predstavovať autoinhibíciu.  

Medzi ďalšie negatívne modulátory FGF signalizácie patria fosfatázy SEF 

(similar expression to FGF) a MAPK fosfatáza 3. Regulácia FGF signalizácie prebieha 

aj na úrovni receptorov. Po aktivácii môžu byť FGFR internalizované a následne 

degradované alebo recyklované (Teven et al., 2014). 
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1.3.2  Transformujúce rastové faktory beta (TGF-β) 

Členovia nadrodiny transformujúcich rastových faktorov beta (TGF-β,  

angl. transforming growth factor beta) sú všadeprítomné cytokíny, ktoré sa 

zúčastňujú vývojových mechanizmov počas zárodočného vývoja, udržiavania 

homeostázy a hojenia rán v adultných tkanívách. Exprimujú sa takmer v každej bunke 

ľudského tela a takmer každá bunka reaguje aspoň na jedného člena tejto nadrodiny. 

Poruchy proteínov z TGF-β nadrodiny sú prítomné u mnohých malígnych 

a autoimunitných ochorení. Názov nadrodiny je odvodený od jej člena, signálneho 

proteínu TGF-β, ktorý bol schopný malígne transformovať fibroblasty potkana  

v in vitro kultúre (de Larco and Todaro, 1978). Podľa Huminiecki et al. (2009) sa 

objavenie sa TGF-β signalizácie zhoduje so vznikom prvých známych živočíchov. 

U cicavcov patrí do nadrodiny TGF-β najmenej 30 proteínov, vrátane molekúl ako 

samotný TGF-β, BMP, GDF (growth differentiation factor), GDNF (glial derived 

neurotrophic factor), Act (activin), Inh (inhibin), Nodal, Lefty a AMH (anti-müllerian 

hormone).  

TGF-β ligandy iniciujú signálnu dráhu naviazaním sa na vysokoafinitné  

Typ I a Typ II receptory (tiež nazývané TβRI a TβRII), ktoré sú zároveň jediné známe 

serín/treonín kinázové receptory. Väzba ligandu na dimér Typ II receptora indukuje 

tvorbu komplexu s príslušným dimeróm Typ I receptora, čím vzniká 

heterotetramérny komplex s naviazaným ligandom. Vznik komplexu je nasledovaný 

rotáciou receptorov, čím sa cytoplazmatická kinázová doména dostane do katalyticky 

výhodnej orientácie. To umožní Typ II receptoru fosforyláciu Typ I receptora na jeho 

glycín-serín bohatej doméne, čím sa aktivuje jeho serín/treonín kinázová funkcia. 

Aktivácia Typ I receptora umožní fosforyláciu SMAD proteínov (Gordon and Blobe, 

2008). 

SMAD proteíny je možné podľa funkcie rozdeliť do troch skupín:  

I. Receptorom regulované SMADy (R-SMADy), kam patria SMAD1, SMAD2, 

SMAD3, SMAD5, SMAD8. 

II. Common-mediator SMAD (CO-SMAD), kam patrí iba SMAD4. 

III. Inhibičné SMADy (I-SMADy), kam patria SMAD6 a SMAD7 (Kubiczkova et 

al., 2012). 
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Po fosforylácii dochádza k spojeniu dvoch aktivovaných R-SMADov  

s pomocným proteínom SMAD4 (Shi et al., 1997). Novovzniknutý heterodimérny 

komplex je schopný akumulácie v jadre, kde môže interagovať s rozličnými 

transkripčnými faktormi, čím dochádza k modulácii génovej expresie (Gordon and 

Blobe, 2008). Treťou skupinou SMADov sú antagonisti TGF-β signalizácie s názvom  

I-SMADy. K inhibícii signálu dochádza zablokovaním aktivácie R-SMADov vytvorením 

komplexu s Typ I receptorom, alebo priamou kompetíciou o väzbu so SMAD4 (Itoh et 

al., 2001). Samotný názov „SMAD“ súvisí s identifikáciou ľudského SMAD1 a vznikol 

spojením názvov homologických génov „sma“ (small body size) z háďatka a „mad“ 

(mothers against decantaplegic) z drozofily (Sekelsky et al., 1995; Liu et al., 1996; 

Savage et al., 1996). 

Diverzita typická pre TGF-β signalizáciu nie je závislá iba na SMADoch, ale aj 

na schopnosti TGF-β aktivovať iné signálne dráhy. TGF-β sa môže zúčastňovať 

apoptózy, epitelovo-mezenchymálnej tranzície, migrácie, proliferácie, diferenciácie 

buniek a remodelácie extracelulárnej matrix. Medzi TGF-β ligandom aktivované 

signálne dráhy patria napríklad Ras-MAPK, JNK, p38 a PI3K-AKT kinázové dráhy  

(viď „Zoznam skratiek“) (Moustakas, 2005). V prípade JNK dráhy boli pozorované oba 

typy aktivácie, t. j. SMAD-dependentná i nezávislá aktivácia (Engel et al., 1999).  

 

Kostný morfogenetický proteín (BMP) 

Kostné morfogenetické proteíny (BMPs, angl. bone morphogenetic proteins) 

sú skupinou signálnych glykoproteínov patriacich do nadrodiny TGF-β. Aktivita 

kostného morfogenetického proteínu bola prvýkrát pozorovaná v roku 1965 (Urist, 

1965). Urist (1965) objavil, že demineralizovaná, lyofilizovaná kosť, implantovaná do 

svalu králika, dokázala indukovať ektopickú tvorbu kostného tkaniva .Samotné 

molekuly proteínu však mohli byť študované až o 23 rokov neskôr, kedy sa ich 

podarilo naklonovať (Wozney et al., 1988).  

Zdá sa, že rodina BMP/GDF patrí medzi evolučne najstarších členov TGF-β 

nadrodiny. Naznačuje to fakt, že BMP/GDF proteíny sa exprimujú u nematód 

a drozofíl (Franchini and Ottaviani, 2006), kým aktivíny/inhibíny len u drozofíl a nie 

u nematód (Jensen et al., 2009). TGF-β proteín je zatiaľ známy iba u stavovcov, nie 

však u bezstavovcov. S postupom času úloha BMP v evolúcii narastala. Pôvodné 
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funkcie zostali konzervované a nové sa vynorili spolu s novými členmi rodiny BMP 

proteínov (Hinck, 2012). 

Aj keď má BMP signalizácia nepopierateľnú úlohu v ontogenéze kostného 

tkaniva, organizmus ju využíva v oveľa širšom rozsahu. Veľa dejov vo včasnom 

embryonálnom vývoji je závislých na BMP signalizácii, či už ide o rast, apoptózu, 

alebo diferenciáciu buniek (Zou and Niswander, 1996; Kobayashi et al., 2005; Stewart 

et al., 2010). Napríklad vo vyvíjajúcom sa embryu slúži BMP ako morfogén poháňajúci 

dorzoventrálny patterning mezodermu (Dosch et al., 1997). BMP takisto hrá hlavnú 

úlohu vo vývoji neurálnej platničky (Liem et al., 1995). V adultných tkanivách hrá 

BMP dôležitú úlohu pri udržiavaní homeostázy, napríklad pri udržiavaní integrity 

kĺbov, iniciácii hojenia zlomenín a pri remodelácii ciev (Bobacz et al., 2003; Tsuji et 

al., 2006; Huang et al., 2009). Vzhľadom na širokú škálu funkcií, ktorú BMP vykazuje 

vo všetkých orgánových systémoch, je pre BMP možno príznačnejší názov „body 

morphogenetic protein“(Obradovic Wagner et al., 2010).  

Ako už bolo spomenuté u TGF-β signálnej dráhy, intraceluláne dochádza 

k modulácii BMP signalizácie prostredníctvom SMAD proteínov. BMP špecifické 

receptorom regulované SMADy sú SMAD1, SMAD5 a SMAD8 (obr. 1.5). Vo vývojových 

procesoch hrajú veľmi dôležitú úlohu aj extracelulárni antagonisti BMP signalizácie. 

Tí sa pravdepodobne vyvinuli nezávisle od seba, pretože nezdieľajú žiadne 

konzervované úseky v primárnej sekvencii aminokyselín. U stavovcov sem patrí 

napríklad Noggin a Chordin (Balemans and Van Hul, 2002). 
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Obrázok 1.5: Zjednodušená schéma TGF-β a BMP signálnych dráh. Väzba ligandu na dimér Typ II 
receptora (nazývaný tiež TβRII/BMPRII) indukuje vznik heterotetramérneho komplexu s dimeróm 
Typ I receptora (nazývaný tiež TβRI/BMPRI). Aktivovaný Typ I receptor umožní fosforyláciu R-SMAD 
proteínov. Po fosforylácii dochádza k spojeniu R-SMAD proteínov (u TGF-β sa spájajú SMAD2 a 3; 
u BMP sa spájajú SMAD1, 3 a 5) s pomocným proteínom SMAD4. Novovzniknutý komplex akumuluje 
v cytoplazme a následne translokuje do jadra, kde je schopný ovplyvňovať expresiu génov. Inhibičné 
SMADy, SMAD6 a SMAD8, dokážu zablokovať transdukciu signálnu vytvorením komplexu 
s Typ I receptorom. (Podľa Itman et al., 2006). 

 

Zmeny v expresii BMP sú u ľudí zodpovedné za radu patologických stavov. 

Strata BMP signalizácie je dôležitý faktor pri progresii kolorektálneho karcinómu 

(Kodach et al., 2008). Znížená aktivita BMP súvisí so vznikom orgánovej fibrózy, ako 

je to v prípade chronického zlyhania obličiek. Pacientom s fibrotickými ochoreniami 

by mohla pomôcť biologická liečba. Rekombinantný BMP proteín znižuje renálnu 

fibrogenézu, apoptózu a transdiferenciáciu epitelových buniek (Mitu and Hirschberg, 

2008). 

 

1.3.3  WNT 

Objav signálnych molekúl WNT je úzko prepojený s výskumom onkogénnych 

retrovírusov. Prvý Wnt gén, Int-1, bol identifikovaný v roku 1992 ako proto-onkogén, 

zapojený do virálnej tumorigézy v mliečnej žľaze laboratórnej myši (Nusse and 
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Varmus, 1982). Neskôr sa zistilo, že vývojovo dôležitý gén u drozofily, „wingless“ 

(wg), je homológom „Int-1“ (Rijsewijk et al., 2016). V ďalších rokoch vzrástli dôkazy 

o zapojení Int-1 do normálneho vývoja stavovcov a vzhľadom na nové objavy došlo 

k zlúčeniu do jedného názvu „wg/Int-1“ (=Wnt) (Wilkinson et al., 1987). 

Gény Wnt sú evolučne konzervované a nájdeme ich takmer u všetkých 

mnohobunkových organizmov, od morskej sasanky rodu Nematostella, až po človeka 

(Kusserow et al., 2005). Rodina Wnt génov podstúpila v priebehu evolúcie 

mnohobunkovcov rozsiahle génové duplikácie. V súčasnosti je u nezmara známy iba 

jeden Wnt gén, zatiaľ čo u drozofily sedem (Hobmayer et al., 2000; Llimargas and 

Lawrence, 2001). U cicavcov je komplexnosť a špecificita WNT signalizácie sčasti 

dosiahnutá pomocou 19 WNT ligandov. WNT ligandy sú zložené z približne  

350-400 aminokyselín a zdieľajú takmer totožný vzor 23 cysteínových zvyškov. Na 

finálnom WNT proteíne sú prítomné dve miesta lipidovej modifikácie, ktoré sú 

pravdepodobne zodpovedné za hydrofóbnosť a slabú rozpustnosť WNT proteínov 

(Willert et al., 2003; Takada et al., 2006). N-terminálna doména WNT proteínu je 

secernovaná ako signálny peptid a viaže sa na receptor rodiny Frizzled (FZ), 7-krát 

prechádzajúci cytoplazmatickou membránou. U človeka je známych 10 členov rodiny 

receptorových proteínov Frizzled (Schulte and Bryja, 2007).  

Existujú dve hlavné vetvy, akými sa uskutočňuje WNTsignalizácia: 

I. Kanonická, alebo aj WNT/β-katenín dependentná signálna dráha (obr. 1.6). 

II. Nekanonická, alebo aj β-katenín nezávislá signálna dráha, ktorá sa ďalej 

delí na dráhu planárnej polarity bunky (WNT/JNK) a kalcium dependentnú 

dráhu (WNT/Ca2+). 

 

Väzba medzi ligandom WNT a receptorom FZ vyžaduje na prenos signálu 

 ko-receptory. Jedným z nich je LRP5-6 (low-density-lipoprotein-related protein 5/6), 

nevyhnutný pre kanonickú WNT signalizáciu (Pinson et al., 2000). Charakteristickou 

súčasťou kanonickej WNT signálnej dráhy je akumulácia a translokácia β-katenínu 

z cytoplazmy do jadra. V neprítomnosti WNT ligandu je cytoplazmatický β-katenín 

degradovaný deštrukčným komplexom, ktorý obsahuje axin, APC (adenomatosis 

polyposis coli), GSK3 (glykogén syntáza kinázu 3) a CK1α (kazeín kinázu 1α). 

Fosforylácia β-katenínu pomocou kazeín kinázy a GSK3 ho značí na ubikvitináciu 

a následnú degradáciu v proteozóme (obr. 1.6A). V prítomnosti WNT sa ligand viaže 
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na receptorový komplex FZ/LRP5/6, ktorý priamo interaguje s cytoplazmatickým 

fosfoproteínom Dishevelled (DVL) (Wong et al., 2003). Potom nasleduje fosforylácia 

LRP5/6, spojená s naviazaním axinu na receptorový komplex. To zabraňuje 

fosforylácii molekulami deštrukčného komplexu a vedie k stabilizácii β-katenínu, 

ktorý sa akumuluje v cytoplazme a následne translokuje do jadra. V jadre tvorí  

β-katenín komplex s TCF/LEF (T-cell factor / lymphoid enchancer factor) a dochádza 

k spusteniu transkripčnej odpovedi (obr. 1.6B).  

 

 

Obrázok 1.6: Zjednodušená schéma WNT signálnej dráhy. (A) V absencii ligandu je β-katenín 
označený deštrukčným komplexom, ktorý obsahuje axin, APC, GSK3 a CK1α. Takto označený β-katenín 
podstupuje degradáciu v proteozóme. (B) V prítomnosti WNT sa ligand viaže na receptorový komplex 
FZ/LRP5/6, ktorý priamo interaguje s cytoplazmatickým fosfoproteínom DVL. Väzba axinu na 
receptorový komplex znemožní fosforyláciu β-katenínu molekulami deštrukčného komplexu, čím 
dochádza k jeho stabilizácii v cytoplazme a k jeho translokácii do jadra. V jadre vytvára β-katenín 
komplex s proteínom TCF a môže regulovať expresiu responzívnych génov. 
(Zdroj obrázka: wormbook.org). 

 

Dráha planárnej polarity bunky (planar cell polarity / PCP) je nekanonickou 

WNT signálnou dráhou, ktorá nie je závislá od β-katenínu. Epitelové bunky majú 

nielen apiko-bazolaterálnu polaritu, ale sú polarizované aj na úrovni epitelovej vrstvy 

(teda vzhľadom na bazálnu membránu). Princíp PCP spočíva v regulácii aktínového 

cytokeletu, ktorý pomáha vytvárať tento typ „dvojitej“ polarizácie. Planárna polarita 

tak vplýva nielen na bunkové štruktúry, ako cílie vo vnútornom uchu, ale i na 

tkanivové štruktúry, ako vlasové folikuly (Wang and Nathans, 2007). Kalcium 
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dependentná dráha je ďalšou WNT dráhou nevyžadujúcou β-katenín. Úloha tejto 

dráhy spočíva v regulácii uvoľňovania vápnika z endoplazmatického retikula, čím 

pomáha riadiť jeho intracelulárnu koncentráciu.  

Signalizácia pomocou WNT glykolipoproteínov je jedným zo základných 

mechanizmov, akými je riadená bunková proliferácia, polarita a determinácia 

bunkového osudu počas zárodočného vývoja a údržby adultných tkanív. WNT sa 

taktiež zúčastňuje bunkovej migrácie – je induktorom epitelovo-mezenchymálnej 

tranzície, napríklad vo vývoji mliečnej žľazy (Micalizzi et al., 2010). V zárodočnom 

vývoji uplatní organizmus WNT signalizáciu napríklad v spinálnej mieche, kde 

navádza komisurálne axóny v antero-posteriornej osi (Lyuksyutova et al., 2003). 

V dospelom organizme je WNT esenciálnym regulátorom homeostázy črevného 

epitelu (Krausova and Korinek, 2014). 

U človeka vedú poruchy regulácie WNT dráhy k rôznym patologických stavom. 

Do priameho spojenia s ľudskými ochoreniami sa WNT signalizácia začala dávať po 

objavení APC génu, pri výskume dedičnej, postupne malignizujúcej choroby, 

familiárnej adenomatóznej polypózy (Kinzler et al., 1991). Gén APC bol však sprvu 

objavený nezávisle od WNT dráhy a až neskôr bolo zistené, že cytoplazmatický APC 

proteín interaguje s β-katenínom (Su et al., 1993). V hepatocelulárnych karcinómoch 

boli zasa objavené loss-of-function mutácie axinu (Clevers, 2000). Mimo rakoviny sú 

poruchy WNT signalizácie dávané do spojitosti napr. so zmenami kostnej denzity 

(Gong et al., 2001; Boyden et al., 2002). 

 

1.3.4  Hedgehog (HH) 

Hedgehog (Hh) bol pôvodne identifikovaný ako gén riadiaci polarizáciu 

segmentov u drozofily (Mohler, 1988). Svoje meno (hedgehog, v preklade „ježko“) si 

zaslúžil vďaka mutantnému fenotypu lariev, ktoré pripomínajú ježka. Drozofila 

disponuje iba jedným hedgehog génom. U cicavcov pozostáva rodina génov Hh  

z minimálne troch homológnych génov s rozličnými menami, Sonic hedgehog (Shh), 

Desert hedgehog (Dhh) a Indian hedgehog (Ihh) (Ramsbottom and Pownall, 2016). 

Niektorí klinici kritizujú mená ako „nadzvukový ježko“, ktoré možno znejú 

v laboratóriu zábavne, menej humorná je ale situácia, pri ktorej musia vysvetľovať 
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pacientom alebo rodičom, že ich dieťa má vážnu vrodenú poruchu, pretože má 

zmutovaného „nadzvukového ježka“ (Maclean, 2006). 

Najväčšej pozornosti výskumníkov sa teší gén Sonic hedgehog (Shh), a to 

vďaka jeho kľúčovej úlohe v embryonálnom vývoji stavovcov. U stavovcov bol gén 

Shh prvýkrát popísaný ako morfogén, ktorý na základe koncentračného gradientu 

ventralizuje neurálnu trubicu a podmieňuje diferenciáciu motoneurónov 

a príslušných interneurónov (Roelink et al., 1994). 

SHH ligand je spočiatku syntetizovaný ako 45 kDa prekurzor. Behom 

posttranslačnej modifikácie podstupuje peptid autoprotelýzu, čím vznikajú 

samostané C- a N- terminálne fragmenty. C-terminálny fragment, SHH-C, funguje ako 

cholesterol transferáza a na karboxylový koniec N-terminálnemu fragmentu, SHH-N, 

kovalentne naviaže cholesterol. Palmitoylacetyltransferáza kódovaná génom Skinny 

hedgehog (Skn) pripojí palmitovú skupinu na pozíciu Cys-29, čím vzniká extrémne 

hydrofóbna molekula, ktorá je pripravená na transport z endoplazmatického retikula 

k cytoplazmatickej membráne (Chamoun, 2001). Skinny hedgehog deficientné myši 

vykazujú podobné vývojové poruchy ako Shh mutanty – chýba im diferencovaná 

bazálna platnička a sú postihnuté defektami neurálnej trubice (Chen et al., 2004). 

Väzba cholesterolu a palmitátu zvyšuje účinok signálneho proteínu SHH, zatiaľ čo 

naviazanie hydrofilných molekúl k N-terminálnej doméne aktivitu SHH naopak 

znižuje (Taylor et al., 2001). Celkovo je možné povedať, že lipidácia signálneho 

proteínu SHH je nevyhnutným krokom k vytvoreniu funkčnej signálnej molekuly.  

Cholesterolom modifikovaný proteín SHH je viazaný na membránu bunky. 

Transport proteínu SHH je komplexný dej s viacúrovňovou reguláciou. Úspešný 

prenos SHH zo sekrečnej bunky sa skladá zo série krokov: 

I. SHH ligand je multimerizovaný a dvakrát lipidom modifikovaný (M-SHH-N), 

vďaka čomu je rozpustný a schopný difundovať do väčších vzdialeností  

(obr. 1.8 „Bod 1“) (Zeng et al., 2001). 

II. Transmembránový proteín Dispatched1 (DISP) so sterol citlivou doménou, 

interaguje s cholesterolom modifikovaným M-SHH-N a uvoľní ho z bunkovej 

membrány sekretorických buniek (obr. 1.8 „Bod 2“) (Burke et al., 1999). 

                                                      

1DISP prechádza cytoplazmatickou membránou 12-krát. 
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III. Za extracelulárny prenos M-SHH-N sú pravdepodobne zodpovedné heparan 

sulfát proteoglykany (Desbordes and Sanson, 2003). 

IV. Enzým s názvom „tout-velu“ reguluje prenos M-SHH-N nepriamo 

prostredníctvom regulácie syntézy heparan sulfát proteoglykanov (The et al., 

1999). 

 

HH signalizácia sa skladá zo série troch hlavných krokov: 

I. Väzba HH ligandu na receptor Patched2 (PTCH) (obr. 1.8 „Bod 3“). 

II. Aktivácia Smoothened3 (SMO). 

III. Aktivácia transkripčných faktorov. SMO iniciuje downstream signálnu kaskádu 

končiacu aktivovaním cytoplazmatického transkripčného komplexu cubitus 

interruptus (ci) u drozofily, resp. Glioma-associated-oncogene (GLI) 

u stavovcov (obr. 1.8 „Bod 5“). Komplex preniká do jadra (obr. 1.8 „Bod 6“), 

kde reguluje transkripciu HH responzívnych génov (obr. 1.8 „Bod 7“). 

 

Proteíny GLI sú transkripčné faktory motívu zinkových prstov. U stavovcov 

boli doteraz objavení traja členovia rodiny GLI regulačných proteínov – GLI1, GLI2  

a GLI3. GLI2 a GLI3 sú primárnymi respondérmi na HH signál. V nadväznosti na signál 

indukujú expresiu génu Gli1. Ten plní funkciu amplifikátora a zvyšuje účinok 

signalizácie. GLI1 slúži výhradne ako transkripčný aktivátor, zatiaľ čo GLI2 a GLI3 

majú duálnu funkciu, teda sú schopné transkripčnej aktivácie i represie. Stavovčie 

proteíny GLI sa v niektorých funkciách prekrývajú a vykazujú čiastočnú redundanciu. 

Platí, že GLI2 je prítomný predovšetkým v neštiepenej forme ako transkripčný 

aktivátor, kým GLI3 sa vyskytuje v bunke prevažne ako C-terminálne štiepený 

transkripčný represor (Pan and Wang, 2007). V absencii HH ligandu je GLI3 

proteolýzou konvertovaný do represorovej formy, ktorá suprimuje transkripciu 

génov. V prítomnosti ligandu sa tvorba represorovej formy GLI3 zablokuje. Rovnáha 

                                                      

2PTCH je transmembránový receptor, 12-krát prechádzajúci cytoplazmatickou membránou, so sterol 
citlivou doménou, ktorá interaguje s modifikovaným SHH ligandom. 
3SMO je členom Frizzled rodiny transmembránových receptorov, a zdieľa homológiu s receptormi 

spojenými s G-proteínmi (G-protein couple receptors / GPCR) (Alcedo et al. 1996). SMO tvorí spolu 
s PTCH receptorový komplex na SHH responzívnych bunkách. V neprítomnosti SHH ligandu slúži 

receptor PTC ako negatívny regulátor, resp. inhibítor aktivity SMO (obr. 1.8 „Bod 4“). V prítomnosti 
SHH ligandu dochádza k represii PTCH, uvoľneniu väzby medzi PTCH a SMO a aktivácii SMO. 
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medzi represorovou a aktivátorovou formou určuje v jadre mieru odpovede na signál 

(Niewiadomski et al., 2014). 

 

 

Obrázok 1.7: Zjednodušená schéma SHH signálnej dráhy. (1) Naviazanie cholesterolu na N-
terminálny koniec SHH proteinu je esenciálnym krokom pre vznik funkčnej signálnej molekuly. (2) 
Transmembránový proteín DISP rozpoznáva cholestorol viazaný na molekulu SHH a uvoľní signálnu 
molekulu z bunky. (3) Na cieľovej bunke sa SHH molekula viaže na receptor PTCH. (4) V absencii SHH 
ligandu PTCH inhibuje SMO. (5) V prítomnosti SHH ligandu je SMO uvoľnený spod inhibície PTCH, čo 
vedie k aktivácii transkripčného komplexu GLI. (6) Aktivovaný GLI sa kumuluje v jadre, (7) kde je 
schopný regulovať transkripciu príslušných génov.(Zdroj obrázka: en.wikipedia.org). 

 

Odkedy bol signálny proteín SHH prvýkrát pozorovaný ako ventralizačná 

molekula neurálnej trubice, sa jeho úloha vo vyvíjajúcom ale i dospelom organizme 

rozšírila do zdanlivo nekončiaceho zoznamu. SHH exprimovaný vo ventrálnom 

endoderme predného čreva je kritický pre vývoj prvého faryngeálneho oblúku, 

pretože zaisťuje prežívanie buniek neurálnej lišty (Brito et al., 2006). V myotóme 

riadi SHH výstavbu bazálnej laminy cez SHH-dependentnú syntézu laminínu α1. 

(Anderson et al., 2009). Vo vyvíjajúcom sa prozencefale sa SHH exprimuje na rozhraní 

ventrálneho a dorzálneho thalamu, v tzv. zona limitans intrathalamica 

(Scholpp et al., 2006). Neuroektoderm prozencefala a ektoderm tváre secernujú SHH 

a tým riadia vývoj horného segmentu tváre a frontonazálneho výbežku. 

(Marcucio et al., 2005). Azda najviac preskúmanou oblasťou pôsobenia SHH je vývoj 

končatiny. SHH je secernovaný v zóne polarizujúcej aktivity (ZPA), kde špecifikuje 

antero-posteriórnu osu končatiny. Špecifikácia posteriórne uložených prstov 

vyžaduje, aby daná oblasť bola dlhšiu dobu exponovaná účinku SHH (Scherz et al., 
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2007). HH signalizácia ma nenahraditeľnú úlohu nielen v čase zárodočného vývoja 

organizmu, ale uplatňuje sa i postnatálne. V adultnom mozgu hrá SHH úlohu pri 

vzniku a obnove niky neurogénnych kmeňových buniek a pri regulácii proliferácie 

neuronálnych a gliových prekurzorov (Traiffort et al., 2010). Počas anagénovej fázy 

vlasového cyklu je SHH detegovateľný v epitelových bunkách proximálneho konca 

vlasového folikulu (Oro and Higgins, 2003). U dospelých myší ošetrených anti-SHH 

protilátkou sa chlpový cyklus zastavuje v anagénovej fáze a dochádza k zastaveniu 

rastu chlpov. Signálny proteín SHH je teda pravdepodobne nevyhnutný pre 

regeneratívnu funkciu kmeňových buniek vlasovej cibuľky (Wang et al., 2000). Iný 

proteín HH rodiny, Indian Hedgehog, patrí medzi významných regulátorov 

proliferácie chondrocytov a diferenciácie osteoblastov v priebehu enchondrálnej 

osifikácie (St-Jacques et al., 1999; Long et al., 2004).  

 Hedgehog signalizácia sa uplatňuje u viacerých ľudských ochorení. SHH 

signalizácia je aktívna u niektorých ochorení dýchacích ciest, napr. u pulmonárnej 

fibrózy, astmy, chronickej obštrukčnej choroby pľúc, ako aj rakoviny pľúc (Kugler et 

al., 2015). Mutácie v géne SHH spôsobujú vrodenú vývojovú poruchu, 

holoprozencefáliu, ako následok straty ventrálnej stredovej čiary (Roessler et al., 

1996). Blízka asociácia nádorového bujnenia s aberantnou SHH signalizáciou bola 

nájdená u najčastejšieho ľudského zhubného nádoru, bazaliómu (Otsuka et al., 2015) 

a taktiež i u meduloblastómu (Gibson et al., 2010). 

 

1.3.5  Ectodysplazín (EDA) 

V roku 1875 publikoval Charles Darwin knihu Variácie zvierat a rastlín 

vplyvom domestifikácie (Darwin, 1875). Popísal v nej prípad rodiny z Indie, v ktorej 

počas štyroch generácii trpelo desať mužov zubnými anomáliami. Postihnutí muži 

mali v ústach štyri malé a slabé rezáky a dohromady osem stoličiek. Mali riedke 

ochlpenie a plešateli už v mladom veku. Kvôli nadmerne vysychajúcej pokožke ťažko 

znášali horúčavy. Zaujímavé pritom bolo, že v rodine sa nikdy nevyskytla postihnutá 

dcéra. Zopár vetami popísal to, čo sa neskôr stalo známe ako 

anhidrotická/hypohidrotická ektodermálna dysplázia (HED). Keďže jeden zo 

zodpovedných génov sa nachádza na X chromozóme, postihnutí sú predovšetkým 

muži. V skutočnosti je však HED iba jednou z viac ako 150 pomerne vzácnych chorôb, 
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spoločne nazývaných ektodermálne dysplázie, ktoré postihujú pokožku a iné 

ektodermálne orgány. O viac ako 120 rokov bol zodpovedný gén, ektodysplazín 

(EDA), prvýkrát zmapovaný na X-chromozóme mužských pacientov a neskôr 

identifikovaný u pacientiek, ktoré boli nositeľkami X:autozómovej translokácie  

(Kere et al., 1996).  

Fenotyp ektodermálnych dysplázii bol popísaný aj u spontánnych myších 

mutantov Tabby (Ta), izolovaných ešte na začiatku minulého storočia (Cui and 

Schlessinger, 2006). Tabby myši vykazujú charakteristické chlpové defekty, 

abnormality chrupu a potných žliaz, ktoré majú svoj ekvivalent u X-viazej 

hypohidrotickej ektodermálnej dysplázie (XLHED). Spojitosť Ta a EDA definitívne 

potvrdili Srivastava et al., (1997), ktorým sa podarilo naklonovať Ta gén a dokázať, že 

ide o homológ EDA génu.  

Regulácia morfogenézy prostredníctvom EDA signálnej molekuly je evolučne 

vysoko konzervovaná. Dokazuje to zapojenie dráhy do morfogenézy ektodermálnych 

derivátov väčšiny, ak nie dokonca všetkých, stavovcov. S pokrokom v komparatívnej 

genomike a genetike došlo k zisteniu, že genetické komponenty EDA signálnej dráhy, 

ktoré sú mutované u pacientov a myší, sú vysoko konzervované aj u iných stavovcov, 

vrátane bežných modelových organizmov ako medaky japonské (nazývanej tiež 

halančík japonský), pazúrnatky a kury (Cui and Schlessinger, 2006). 

Ektodysplazín je transmembránový proteín patriaci do nadrodiny tumor 

nekrotizujúcich faktorov (TNF, angl. tumor necrosis factor). Napriek tomu, že je EDA 

proteín viazaný na membránu, ukázalo sa, že je štiepený a vytvára rozpustný ligand, 

ktorý dokáže interagovať s EDA receptorom (EDAR) (Elomaa et al., 2001). Vo 

všeobecnosti platí, že TNF receptory, ktoré neobsahujú sekvenciu „death“ domény, 

iniciujú signalizáciu priamym regrutovaním TRAF (TNF receptor associated factor). 

Pokiaľ je sekvencia „death“ domény prítomná, nábor TRAF prebieha až po väzbe 

adaptorového proteínu na TNF receptor. Keďže EDAR obsahuje „death“ doménu, pri 

signalizácii dochádza k náboru adaptorového proteínu EDARADD (edar associated 

death domain) (obr. 1.8) (Headon et al., 2001). 

Následne dochádza k väzbe TRAF. Je známych 6 TRAF proteínov, ale iba 

TRAF6 sa zdá byť schopný sprostredkovať účinok EDARADD proteínu. Jedným 

z kľúčových účinkov EDARADD/TRAF6 komplexu je aktivácia NF-κB (nuclear factor 

κ-light-chain-enchancer of activated B cells) signálnej dráhy pomocou IκK kinázy. IκK 
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kináza je multimérny komplex zložený z dvoch katalytických podjednotiek, IκKα 

a IκKβ, spolu s regulačnou podjednotkou NEMO (IκKγ) (Israël, 2000). Za normálnych 

okolností je NF-κB neaktívny a uložený v cytoplazme bunky. V neaktívnom stave ho 

udržuje inhibítor IκB. V okamihu, keď komplex EDARADD/TRAF6 aktivuje IκK 

komplex, dochádza k fosforylácii, ubikvitinácii a následnej degradácii IκB. Vďaka 

uvoľneniu IκB inhibítora môže NF-κB translokovať do jadra a regulovať transkripciu 

génov (Lindfors et al., 2013). 

 

Obrázok 1.8: Zjednodušená schéma EDA/NF-κB signálnej dráhy. EDA ligand sa viaže na 
transmembránový receptor EDAR, ktorý regrutuje intracelulárny adaptorový proteín EDARADD. Na 
ERADD sa prostredníctvom „death” domény viaže TRAF, čo vedie k aktivácii IκK komplexu. IκK 
komplex fosforyluje IκB, čím ho označí na degradáciu v proteozóme. V absencii IκB inhibítora môže 
NF-κB translokovať do jadra a regulovať transkripciu génov. (Podľa Courtney et al., 2005). 

 

Alternatívnym zostrihom 12 exónov Eda génu je možné vytvoriť najmenej  

8 izoforiem (Bayés et al., 1998; Mikkola and Thesleff, 2003; Cui and Schlessinger, 

2006). Iba dva transkripty však kódujú funkčné proteíny: EDA-A1 (391 aa) a EDA-A2 

(389 aa). Rozdiel medzi týmito dvoma izoformami leží v ich receptor viažucej 

doméne. EDA-A1 a EDA-A2 sa viažu na dva odlišné TNF receptory, EDAR, respektíve 

XEDAR (Yan et al., 2000). V súčasnej literatúre a v predloženej práci odkazuje „EDA“ 

na EDA-A1 variantu.  
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Ektodysplazín je nevyhnutný pre normálny vývoj (nielen) ektodermálnych 

orgánov. Známky expresie Eda génu boli nájdené i v endoderme (Mikkola et al., 

1999). Rovnaký morfogenetický signál je zapojený do vývoja odlišných 

ektodermálnych derivátov, akými sú u cicavcov vlasové folikuly, nechty, zuby 

a exokrinné žlazy, u vtákov perie a u plazov šupiny. Úloha EDA signalizácie 

pravdepodobne spočíva v kontrole množstva, veľkosti a hustoty epitelových štruktúr 

(Sadier et al., 2014). EDA signalizácia nezahajuje vývoj ektodermálnych derivátov, ale 

iba reguluje a je regulovaná priebehom ich morfogenézy. Funkcia EDA-A2 a XEDAR vo 

vývoji zostáva enigmatická. Transkripty XEDAR boli lokalizované vo vyvíjajúcich sa 

vlasových folikuloch. Zaujímavá je expresia EDA-A2 v dentálnom, orálnom, ale 

i vestibulárnom epiteli (Mustonen et al., 2003). Namiesto vývoja je receptor XEDAR 

dávaný do súvislosti v tkanivovou homeostázou. Northern blot odhalil expresiu génu 

Xedar vo viacerých adultných tkanivách, vrátane semenníkov, mliečnej žlazy a čriev. 

U transgénnych EDA-A2 myší dochádza k multifokálnej myodegenerácii priečne 

pruhovaných svalov, ktorá je však závislá na prítomnosti XEDAR. Na 

základe výsledkov je teda možné predpokladať úlohu XEDAR pri homeostáze priečne 

pruhovanej svaloviny (Newton et al., 2004). 

Ako už bolo spomenuté, mutácie genetických komponentov EDA signálnej 

dráhy zapríčiňujú ektodermálne dysplázie. Pacienti s anhidrotickou/hypohidrotickou 

ektodermálnou dyspláziou vykazujú redukciu ochlpenia, chrupu a nechtov. Deficit vo 

funkcii potných žliaz (anhidróza, hypohidróza) vysvetľuje neschopnosť odolávať 

vysokým teplotám, ktorú spomínal Darwin. Postihnutých je viacero ďalších 

exokrinných žliaz, vrátane slinných, slzných, mazových, Meibomových a mliečnych 

(mliečne žľazy sú vlastne modifikované potné žľazy). Mnoho postihnutých jedincov 

navyše vykazuje charakteristické tvárové znaky (prominujúce čelo, plné pery 

výsledkom maxilárnej a dentálnej hypoplázie) (Clauss et al., 2008). Pacientov môžu 

trápiť respiračné problémy, podľa všetkého kvôli redukcii exokrinných žliazok 

v sliznici trachey a bronchov (Fete, 2014). Eda gén sa teda pravdepodobne zúčastňuje 

i morfogenézy endodermálnych derivátov, akými sú žliazky v dýchacom systéme. 

Na zmeny v dávke ektodysplazínu je vysoko citlivý počet a tvar zubov. U ľudí, 

ale aj u myší, rozlišujeme široký rozsah fenotypových modifikácií. Závažné  

loss-of-function mutácie majú za následok významnú redukciu dentície (niekedy až 

celého chrupu) a závažnú modifikáciu tvaru zubov (napríklad súdkovité zuby, 
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mikrodoncia a zmena v počte zubných hrbolčekov) (Clauss et al., 2008). V menej 

závažných prípadoch nemusia byť, snáď až na chýbajúce rezáky, zjavné žiadne 

klinické symptómy HED (Tao et al., 2006; Tarpey et al., 2007). Na opačnej strane stoja 

gain-of-function mutácie, ktoré boli nájdené u východoázijských populácii 

a zodpovedajú za lopatovité rezáky (Kimura et al., 2009).  

Ektodermálne dysplázie boli zaznamenané aj u iných druhov. U zebričky 

(nazývanej tiež dánio pruhované) vedú mutácie eda a edar k poruchám vývoja 

plutiev, šupín a faryngeálnych zubov (Harris et al., 2008). Postihnuté môžu byť aj 

domáce zvieratá, respektíve psy (Lewis et al., 2010) a dobytok (Drogemuller et al., 

2001). Pozoruhodné pritom je, že podávaním rekombinantého EDA proteínu 

gravidným Tabby myšiam je možné napraviť väčšinu defektov spôsobených  

X-viazanou ektodermálnou dyspláziou (Gaide and Schneider, 2003). Rovnaký účinok 

má administrácia rekombinantného EDA proteínu psom s XLHED v priebehu prvých 

dvoch tyždňov po narodení. Trvalý chrup sa normalizuje, obnoví sa slzenie, zlepší sa 

schopnosť potiť sa a obnovia sa i tracheálne a bronchiálne žliazky (Casal et al., 2007; 

Mauldin et al., 2009). Experimentálne štúdie na myšiach a psoch vydláždili cestu pre 

vývoj humanizovaných EDA rekombinantných proteínov. V decembri 2015 bola 

ukončená druhá fáza klinických štúdii na novorodencoch s XHLED 

(https://clinicaltrials.govNCT01775462). 
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1.4 Embryonálny vývoj orofaciálnej oblasti 

1.4.1  Vývoj primitívnej ústnej dutiny človeka 

Vývoj hlavy začína vo včasnom embryonálnom vývoji a pokračuje postnatálne 

až do konca adolescentného obdobia. Prvou vznikajúcou štruktúrou budúcej tváre je 

ústna dutina. Morfogenéza ústnej dutiny začína v čase pokročilej neurulácie. Ústna 

dutina vzniká na najrostrálnejšom konci zárodku, na mieste, kde ektoderm priamo 

nalieha na endoderm bez medzivrstvy mezodermu alebo mezenchýmu, zvanom 

orofagyngeálna membrána, membrana oropharyngealis seu buccopharyngea. 

Ektoderm orofaryngeálnej membrány sa od okolitého tkaniva vymedzuje expresiou 

Pitx génov. Vplyvom rapídnej expanzie rostrálneho konca neurálnej trubice sa 

orofaryngeálna membrána posúva ventrálne a vzniká zreteľná vkleslina. Táto 

novozniknutá vkleslina sa nazýva primitívna ústna jamka, stomodeum. Stomodeum 

vystiela vrstva stomodeálneho epitelu, ktorý je od endodermu hltanu oddelený 

orofaryngeálnou membránou a je prekurzorom pre orálny a dentálny epitel. 

Postupom času dochádza k redukcii buniek tvoriacich orofaryngeálnu membránu na 

jednu až dve vrstvy epitelových buniek, čo vo štvrtom týždni vývoja vyvrcholí 

prasknutím membrány a vytvorením komunikácie medzi ústnou dutinou a hltanom 

(Soukup et al. 2013). Po prasknutí orofaryngeálnej membrány sa strácajú presne 

vymedzené hranice medzi ektodermom a endodermom. Bolo zistené, že u nižších 

stavovcov sa epitely z rôznych zárodočných vrsiev môžu miešať (Soukup et al., 2008). 

Do okolia stomodea migrujú bunky neurálnej lišty a dávajú vznik ektomezenchýmu 

orofaciálnej oblasti. Proliferáciou ektomezenchýmu sa okolo stomodea zakladajú 

výbežky, ktoré predstavujú stavebné jednotky budúcej tváre.  

 

1.4.2  Vývoj tváre a čeľustí človeka 

Štruktúry tváre a čeľustí pochádzajú z primordií, ktoré obkolesujú stomodeum  

u 4 až 5 týždňov starého ľudského embrya. Jedná sa o: 

I. Nepárový frontonazálny výbežok 

II. Párové mediálne a laterálne nazálne výbežky 

III. Párové maxilárne a mandibulárne výbežky 

 



38 
 

Frontonazálny výbežok, prominentia frontonasalis, vzniká proliferáciou 

mezenchýmu ventrálne od prozencefala. Mezenchým frontonazálneho výbežku je 

pôvodu neurálnej lišty z oblasti prozencefala a mezencefala. Po bokoch 

frontonazálneho výbežku sa pod induktívnym vplyvom prozencefala zakladajú 

lokálne zhrubnutia ektodermu, zvané čuchové plakódy, placodae nasales seu 

olfactoriae. V priebehu 6. týždňa embryonálneho vývoja dochádza k invaginácii 

čuchových plakód a vznikajú čuchové jamky, foveae nasales (obr. 1.9A-B). Spolu so 

vznikom čuchových jamiek sa vytvorí brázda, ktorá po stranách ohraničuje každú 

jamku a definuje nazálne výbežky. Výbežky na vonkajšom okraji jamiek sa nazývajú 

laterálne nazálne výbežky, prominentiae nasales laterales, na vnútornej strane 

jamiek sa nazývajú mediálne nazálne výbežky, prominentiae nasales mediales. 

Prvým molekulárnym prejavom vznikajúceho frontonazálneho výbežku je 

syntéza kyseliny retinovej v oblasti ektodermu naliehajúceho na ventrálnu stenu 

prozencefala. Kyselina retinová spúšta syntézu signálnych molekúl FGF-8 a SHH 

v tvárovom ektoderme a neuroepiteli prozencefala, ktoré majú stimulačný účinok na 

proliferáciu mezenchýmu neurálnej lišty. Experimentálne podanie antagonistov 

receptorov kyseliny retinovej vedie k zvýšenej apoptóze a zníženej proliferácii 

v prozencefale a frontonazálnom výbežku. Morfologické defekty je možné zvrátiť 

reintrodukciou kyseliny retinovej, popr. FGF-8 a SHH (Schneider et al., 2001).  

Difúzia morfogénu SHH z prozencefala indukuje vznik fronzonazálnej 

ektodermálnej zóny (FEZ) v tvárovom ektoderme. Frontonazálnu ektodermálnu zónu 

tvoria dve domény, dorzálna ektodermálna doména, exprimujúca gén Ffg-8, 

a ventrálna ektodermálna doména, exprimujúca gén Shh. Sútok týchto dvoch signálov 

má stimulačný vplyv na priliehajúci mezenchým neurálnej lišty. Zdá sa, že FEZ riadi 

dorzo-ventrálnu polaritu a proximo-distálny rast frontonazálneho výbežku. U človeka 

sa FEZ zakladá na špičkách mediálnych nazálnych výbežkov. U vtákov sa FEZ zakladá 

bilaterálne, avšak neskôr splýva do jedného signálneho centra. Transplantačné štúdie 

na vtáčích embryách ukázali, že ektopická transplantácia FEZ má za následok 

vytvorenie druhého zobáka. Je možné, že druhovo špecifické charakteristiky tvárovej 

oblasti generuje práve ektoderm frontonazálnej ektodermálnej zóny (Hu et al., 2003; 

Marcucio et al., 2005; Hu and Marcucio, 2009). 

Čuchová jamka má taktiež významný vplyv na morfogenézu orofaciálnej 

oblasti. Pri extirpácii čuchového epitelu jamky je ovplyvnený laterálny nazálny, ale 
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nie frontonazálny výbežok. Implantácia gulôčiek potiahnutých proteínom FGF-8 

zvráti negatívny vplyv straty čuchového epitelu a laterálny nazálny výbežok sa vyvíja 

normálne. To naznačuje induktívny vplyv čuchovej jamky a FGF signalizácie na 

morfogenézu laterálneho nazálneho výbežku (Szabo-Rogers et al., 2009). 

Ďalším faktorom, ktorý výrazne ovplyvňuje finálnu podobu tváre, je 

responzivita tvárových výbežkov na WNT proteín. Vo všeobecnosti sa dá povedať, že 

WNT signalizácia stimuluje bunkovú proliferáciu a tým zväčšuje hmotu danej 

štruktúry. V kontexte vývoja tváre majú živočíchy s prominujúcim rostrom (vtáky) 

WNT responzívnu oblasť na frontonazálnom výbežku. Živočíchy s plochou tvárou 

(človek) majú WNT responzívne oblasti umiestnené na maxilárnych výbežkoch, čo 

stimuluje rast tváre do šírky (Brugmann et al., 2007). 

Maxilárny výbežok, prominentia maxillaris, ohraničuje stomodeum po 

stranách laterálne, zatiaľ čo mandibulárny výbežok, prominentia mandibularis, 

možeme odlíšiť kaudálne od stomodea. Mezenchým maxilárnych výbežkov je pôvodu 

neurálnej lišty z oblasti prozencefala a mezencefala, zatiaľ čo ektomezenchým 

mandibuly pochádza z oblasti mezencephala a rhombencephala (rhomboméry 1 a 2) 

(Köntges and Lumsden, 1996). Oba výbežky patria medzi deriváty prvého 

faryngeálneho oblúka. Faryngeálne oblúky, arcus pharyngeales (v staršej literatúre 

i žiabrové oblúky, arcus branchiales, pretože pripomínajú žiabre rýb), sú 

charakteristickými štruktúrami včasného vývoja hlavy a krku. Tieto oblúky sa 

objavujú v 4. a 5. týždni vývoja a ich jadro tvorí kondenzovaný mezenchým. 

Mezenchým faryngeálnych oblúkov je pôvodu neurálnej lišty, okrem svalového 

mezodermu, ktorý imigruje zo somitomér. Z vonkajšej strany zárodku sú faryngeálne 

oblúky oddelené hlbokými brázdami, zvanými faryngeálne brázdy, sulci pharyngei. 

Zároveň sa z vnútornej strany, resp. z laterálnej steny hltanu, vychlipujú  

tzv. faryngeálne vačky, sacci pharyngei. Tie penetrujú okolitý mezenchým, 

nevytvárajú však komunikáciu s vonkajšími brázdami. Napriek tomu, že vývoj 

faryngeálnych oblúkov, brázd a vačkov pripomína vývoj žiabier u rýb 

a obojživelníkov, u ľudského embrya sa skutočné žiabre nevytvárajú. Z tohto dôvodu 

sa v kontexte embryonálneho vývoja človeka, resp. blanovcov (Amniota), začal 

používať termín „faryngeálny“. 

Rozštiepenie prvého faryngeálneho oblúka na maxilárne a mandibulárne 

výbežky je do veľkej miery pod kontrolou signálneho proteínu Endothelin-1 (END-1) 
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(Clouthier et al., 2010). Endothelin-1 je secernovaný bunkami ektodermu, endodermu 

a paraxiálneho mezodermu oblúkov a viaže sa na svoj endothelin receptor typu A 

(EDNRA) na migrujúcich bunkách neurálnej lišty. Síce je EDN-1 exprimovaný vo 

všetkých faryngeálnych oblúkoch, najvýraznejší vplyv má EDN-1 na prvý faryngeálny 

oblúk. EDN-1 deficientné myši vykazujú transformáciu mandibuly na štruktúru 

podobnú maxile (Ozeki et al., 2004). Opačný prípad, konštitučná aktivácia EDNRA, 

zmení osud maxilárneho výbežku na mandibulárny (Sato et al., 2008).  

Od 4. do 5. týždňa vývoja je frontonazálny výbežok dominantnou štruktúrou 

vyvíjajúcej sa tváre. S následným rastom maxilárnych a nazálnych výbežkov ustupuje 

frontonazálny výbežok z oblasti úst. V priebehu 6. a 7. týždňa pokračujú maxilárne 

výbežky vo zväčšovaní. Zároveň sa mediálne nazálne výbežky približujú k mediánnej 

rovine, až spolu zrastú (obr. 1.9C-D). Zrastá i brázda medzi mediálnym nazálnym  

a maxilárnym výbežkom. Vo výsledku je horná pera tvorená dvoma mediálnymi 

nazálnymi a dvoma maxilárnymi výbežkami. Zo spojenia mediálnych nazálnych 

výbežkov v mediánnej rovine vzniká intermaxiálny výbežok tváre, predstavujúci 

prekurzor pre filtrum (obr. 1.9E). 
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Obrázok 1.9: Vývoj tvárovej oblasti človeka. (A-B) V 6. týždni vývoja čuchové plakódy invaginujú, 
čím vznikajú čuchové jamky, mediálne a laterálne nazálne výbežky. (C-D) V 7. týždni vývoja mediálne 
nazálne výbežky zrastajú v mediánnej rovine a vzniká intermaxilárny výbežok. (E) Okolo 10 týždňa 
vývoja intermaxilárny výbežok vytvára filtrum. (Podľa Schoenwolf et al., 2009). 

 

1.4.3  Vývoj vestibulum oris človeka 

Podľa klasického modelu sa dočasný chrup vyvíja z kontinuálnej, podkovovitej 

dentálnej lišty. V literatúre sa ojedinele spomína ďalšia kontinuálna, podkovovitá 

epitelová štruktúra, ležiaca paralelne a externe (labiálne či bukálne) od dentálnej 

lišty, nazývaná vestibulárna lišta, lamina vestibularis seu sulcus labiogingivalis. 

Napriek tomu, že je vestibulárna lišta považovaná za vývojový základ vestibulum oris, 

mnohé z populárnych učebníc embryológie človeka (v súčasnosti už aj vývojovej 

biológie človeka) vôbec vývoj vestibula nespomínajú (Schoenwolf et al., 2009;  

Sadler, 2012; Carlson, 2014). 

Vestibulárna lišta sa vyvíja medzi dentálnou lištou a budúcimi perami a lícami. 

Obidve lišty vznikajú na pôvodne samostatných mediálnych nazálnych a maxilárnych 

výbežkoch, ešte pred ich spojením. Spolu so splynutím tvárových výbežkov sa spája aj 
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ich dentálny a vestibulárny epitel (Hovorakova et al., 2005) (obr. 1.10).  

3D rekonštrukcie vyvíjajúceho sa vestibula u zárodkov človeka ukázali, že oproti 

pôvodne predpokladanému modelu dvoch kontinuálnych líšt je skutočný stav 

omnoho komplexnejší (Hovorakova et al. 2005). Klasický model kontinuálnej 

podkovovitej vestibulárnej lišty je teda nesprávny.  

 

 

Obrázok 1.10: Miesto kontaktu epitelov z maxilárneho a mediálneho nazálne výbežku. Pri 
splývaní tvárových výbežkov splýva aj ich dentálny a vestibulárny epitel. (Z archívu Dr. Hovořákovej). 

 

 

Dodnes existujú štyri modely ontogenetického vzťahu dentálnej a vestibulárnej 

lišty: 

I. Vestibulárna a dentálna lišta majú oddelený pôvod. Vestibulárna lišta sa 

zakladá neskôr a nezávisle od dentálnej lišty (Schour, 1929; Tonge, 1969). 

II. Vestibulárna a dentálna lišta majú spoločný pôvod. Pôvodný zhrubnutý 

epitel sa diferencuje na vonkajšiu vestibulárnu lištu a vnútornú dentálnu 

lištu (Röse, 1891; Bolk, 1924; Mjòr and Fejerskov, 1986). 

III. V prednej časti zubného oblúka vznikajú vestibulárna a dentálna lišta 

z jedného spoločného epitelového zhrubnutia. V zadnej časti zubného oblúka 

vznikajú samostatne (Meyer, 1932; Radlanski, 1993). 

IV. Neexistuje súvislá vestibulárna lišta dávajúca vznik vestibulum oris. 

Vestibulárny epitel tvorí zhrubnutia a hrebene lokalizované externe od 

dentálneho valu. Vestibulárny a dentálny epitel sú regionalizované paralelne 

v mesio-distálnej osi (Hovorakova et al., 2005). Tento model je v súčasnosti 

najmodernejší . 
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V hornej čeľusti vestibulárny a dentálny epitel opakovane splývajú v priebehu 

zubného vývoja, vyvíjajú sa však samostatne (obr. 1.11) (Hovorakova et al., 2005). 

V kontraste s hornou čeľusťou, v dolnej čeľusti sa na najranejších štádiách vývoja 

v oblasti rezáku diferencujú dve epitelové zhrubnutia (obr. 1.11). Z lingválnej strany 

každého epitelového zhrubnutia vznikajú budúce rezáky, zatiaľ čo labiálna strana sa 

diferencuje do vestibulárneho epitelu. V distálnej oblasti líc, za ústnym kútikom, sa 

dentálny a vestibulárny epitel zakladajú samostatne, tak ako v hornej čeľusti. 

V pokročilejších fázach vývoja, časti vestibulárneho epitelu splývajú do tzv. labiálneho 

hrebeňa vestibulárneho epitelu, ktorý sa predlžuje distálne a dáva vznik vestibulu 

v oblasti dolnej pery (Hovorakova et al., 2007). V oboch čeľustiach sa vestibulum oris 

vyvíja z rôznych základov v oblasti pier a v oblasti líc. Žiadny všeobecný plán, podľa 

ktorého sa vyvíja i dentálny i vestibulárny epitel, aj v hornej aj v dolnej čeľusti, aj 

v oblasti pier, aj v oblasti líc, neexistuje. 

Regionalizácia dentálneho a vestibulárneho epitelu pozdĺž mesio-distálnej osi 

a ich vzájomné interakcie sú nápadne podobné situácii u niektorých plazov  

(napr. varan mangrovový / Varanus indicus). Plazy nemajú pohyblivé pery, ani líca 

a ani predsieň dutiny ústnej. Namiesto toho sa v ústnej dutine objavujú externe od 

jednotlivých zubov malé žliazky, úlohou ktorých je zvhlčovať svojím sekrétom ústnu 

dutinu. Ku každému kónickému zubu zodpovedá jedna zubná žliazka, ktorá má 

vývojový pôvod v tzv. „tooth-gland lamina“ (Bolk, 1924). Porovnanie histologických 

rezov vestibulárneho epitelu človeka a tooth-gland lamina varana mangrovového 

odhaľuje prekvapivú podobnosť týchto štruktúr (obr. 1.12) (Hovorakova et al., 2016). 
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Obrázok 1.11: Vývoj horného a dolného vestibulum oris človeka.. (A) Klasická predstava o vývoji 
dentície a vestibulum oris u človeka. Vestibulum oris pochádza z podkovovitej, kontinuálnej lišty 
(zelená), lokalizovanej paralelne a externe od dentálnej lišty (žltá), dávajúcej vznik zubným zárodkom. 
(B) V oblasti pier hornej čeľuste sa vestibulum oris vyvíja zo zhrubnutí epitelu („bulges“) v oblasti 
rezákov a vestibulárnej lišty očného zuba (CVR) (oranžová). V oblasti za ústnym kútikom hornej 
čeľuste sa vestibulum oris vyvíja z epitelu lícneho žliabku (CFR) (oranžová). (C) V oblasti pier dolnej 
čeľuste sa vestibulum oris vyvíja z labiálneho hrebeňa vestibulárneho epitelu (LHVE) (oranžová), ktorý 
sa predlžuje distálne. V distálnej oblasti líc sa vestibulum oris vyvíja z epitelu lícneho žliabku (dCFR) 
(oranžová). Žltou farbou je vyznačený dentálny epitel. AC – akcesórny pohárik, DL – dentálna lišta, 
LMVR – laterálny hrebeň vestibulárnej lišty stoličky, MC – ústny kútik, MMVR – mediálny hrebeň 
vestibulárnej lišty stoličky, MVR – vestibulárna lišta stoličky, ONZVE – oblasť nepravidelne 
zhrubnutého epitelu. VL – vestibulárna lišta. (Z  archívu Dr. Hovořákovej). 
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Obrázok 1.12: Morfologická podobnosť vestibulárneho epitelu človeka a tooth-gland lamina 
u plaza. (A) U ľudí pochádza vestibulum oris z epitelových štruktúr (biely hrot šípky), nachádzajúcich 
sa externe od dentálneho epitelu (hviezdička). Tieto epitelové štruktúry, dávajúce vznik vestibulum 
oris, sú regionalizované paralelne a externe od zubných zárodkov. (B) U niektorých plazov 
(znázornené na varanovi indickom), malé žliazky lokalizované externe od jednotlivých zubov 
pochádzajú z epitelovej tooth-gland lamina (čierny hrot šípky). (Podľa Hovorakova et al., 2016). 

 

Vývoj vestibulum oris myši 

U myši má vestibulum oris, podobne ako v dolnej čeľusti človeka, odlišný pôvod 

v proximálnej a distálnej oblasti. V proximálnej oblasti zubného oblúka vzniká 

vestibulum oris z tzv „lip-furrow band“ (nazývaný tiež vestibulárna lišta) (obr. 1.13). 

V distálnej oblasti zubného oblúka (oblasť líc) sa vestibulum oris diferencuje 

z tzv.„cheek-furrow ridge“ (v preklade „lícny žliabok“) (Peterkova, 1985). 
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Obrázok 1.13: Vestibulum oris u myši. (A) V dolnej čeľusti myši sa vestibulum oris (VO) 
v proximálnej časti zubného oblúka javí ako volný priestor v ústnej dutine, labiálne ohraničený 
sliznicou pier a lingválne ohraničený sliznicou alveolov, ďasnami a zubami. (B, C) Vestibulum oris 
pochádza z vestibulárnej lišty (VE) priľahlej k dentálnemu epitelu (DE), predstavujúcej vývojový 
základ pre funkčné rezáky (FI). Funkčné rezáky sú tvorené epitelovým (žltá), ale i mezenchymálnym 
materiálom (oranžová). Samotná vestibulárna lišta dáva vznik epitelovej výstelke vestibulum oris 
v dolnej čeľusti dospelej myši. (Podľa Hovorakova et al., 2016). 

 

Gén Shh je považovaný za raný marker odontogenézy. Shh je vo vyvíjajúcej sa 

ústnej dutine obmedzený na odontogénne oblasti. V nedávnej štúdii poskytli 

Hovorakova et al. (2016) prvý experimentálny dôkaz o tom, že odontogénny epitel 

prispieva svojími bunkami i do nedentálneho epitelu. Bol využitý Cre-loxP transgénny 

systém umožňujúci identifikovať všetky bunky exprimujúce gén Shh, a taktiež všetky 

bunky vznikajúce ich delením a delením ich potomkov (=Shh descendentné bunky), 

pomocou modrého zafarbenia X-galovým farbením. V epitelovom základe vestibula sa 

gén Shh v priebehu vývoja neexprimuje, no nachádzajú sa v ňom modro sfarbené Shh 

descendentné bunky (Hovorakova et al., 2016). 
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Varianta Cre-loxP transgénneho systému umožňuje sledovať descendentné 

bunky od určitého času, ktorý je daný intraperitoneálnou injekciou tamoxifénu. 

Tamoxifén indukuje v bunkách obsahujúcich Cre lokus rekombináciu. Bunky 

exprimujúce v danú chvíľu sledovaný gén a všetky bunky z nich pochádzajúce, je 

možné rovnako ako v predchádzajúcom systéme vizualizovať X-galovým farbením, 

pričom vzniká modro sfarbený komplex. 

Použitím tamoxifénom indukovateľného Cre-loxP systému bolo dokázané, že 

Shh descendentné bunky v epitelovom základe vestibulum oris pochádzajú z včasnej 

odontogénnej domény externe od budúcich funkčných rezákov. Takýto výsledok 

naznačuje spoločný ontogenetický pôvod dentálneho epitelu a vnútornej vrstvy 

vestibulárnych buniek. Vonkajšia vrstva vestibulárnych buniek by mohla pochádzať 

z labiálnej sliznice (Hovorakova et al., 2016). 

 

Vývojové dentálne patológie vo vestibulum oris človeka 

Vo vestibulum oris príležitostne dochádza k výskytu rôznych dentálnych 

patológii, akými sú napríklad periférne odontómy. Periférne odontómy, nezhubné 

nádory odontogénneho pôvodu, sú lokalizované v mäkkom tkanive externe od 

dentície, mimo kosti. Niektoré periférne odontómy si môžu zachovať stavbu podobnú 

zubom (Ide et al., 2000, 2008; Hanemann et al., 2013; Kwon et al., 2013). Vzácny 

prípad periférneho odontómu so zubovitými štruktúrami, ktoré sa prerezali cez 

ďasno do ústnej dutiny, publikovali Hanemann et al. (2013). Zúbky boli zložené zo 

skloviny, zuboviny, dreňovej dutiny a cementu v rovnakom usporiadaní, aké majú 

normálne zuby. Na rozdiel od normálnych zubov mali slabý úpon do tkaniva ďasien, 

čo sa klinicky prejavilo ich zvýšenou mobilitou. Boli ohraničené tenkou vrstvou 

epitelu a uložené v hustom kolagénovom väzive, čo ukazuje smerom k periférnemu 

pôvodu (Hanemann et al., 2013). 

Vynára sa otázka, ako vznikajú dentálne anomálie v oblasti, kde dentálna lišta 

nie je prítomná. Vývojový pôvod odontómov zostáva stále záhadou. Ako možný zdroj 

boli popísané pretrvávajúce zvyšky odontogénneho epitelu (napr. Serresove zvyšky), 

ktoré si ponechávajú schopnosť epitelovo-mezenchymálnych interakcií (Silva et al., 

2009; Kwon et al., 2013). 
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Evc4deficientné myši majú narušenú Sonic a Indian Hedgehog signalizáciu vo 

vývoji zubov a kostí. Za morfologické defekty u Ellis-van Creveldovho syndrómu by 

teda mohli byť zodpovedné poruchy Hedgehog signalizácie. Pacienti s Ellis-van 

Creveldovým syndrómom vykazujú tiež zmnoženie slizničných rias vo vestibulum oris 

(Hattab et al., 1998). Z tohto uhla pohľadu by mohol Ellis-van Creveldov syndróm 

potvrdzovať účasť Shh descendentných buniek na vývoji základu vestibula 

(Hovorakova et al., 2016). 

Dentálne anomálie vo vestibulárnej oblasti boli objavené aj na historickom 

materiáli. Na pozostatkoch dolnej čeľusti, patriacej staršej žene z archeologického 

náleziska v obci Gáň na Slovensku, boli nájdené dve rudimentárne zubovité štruktúry 

(obr. 1.14 A-B). Rudimentárne zubovité štruktúry boli prítomné externe od zubného 

oblúka, ich poloha teda súhlasila s vymedzením vestibulárnej oblasti. Analýza na 

základe skenovacej elektrónovej mikroskopie následne potvrdila, že tieto štruktúry 

vykazujú znaky podobné zubom (obr. 1.14D-F). Povrch týchto rudimentárnych 

zúbkov pokrývala sklovina, aprizmatická ako aj prizmatická, s členitým povrchom 

(obr. 1.14D-F). Zúbky tiež obsahovali otvory, pravdepodobne pre nervy a cievy  

(obr. 1.14F). 

 

Obrázok 1.14: Zubovité štruktúry na historických lebkách potvrdzujú odontogénny potenciál 
vestibulárneho epitelu. Počas záchranného archeologického výskumu v rokoch 2007 a 2008 na 
lokalité Gáň (okres Galanta, Slovensko, sťahovanie národov, 5.-6. storočie n. l.), boli nájdené tri 
rudimentárne zubovité štruktúry na lebke ženy, získanej z hrobu AH19. (A-F) Dve rudimentárne 
zubovité štruktúry sa nachádzali na dolnej čeľusti (A-B) externe od alveolov (a), jedna na povrchu 
kosti (oranžový hrot šípky, A, C, E) a druhá vnútri kosti (čierny hrot šípky, B). Tretí zúbok bol nájdený 

                                                      

4Mutácie v géne Evc sú zodpovedné za vznik Ellis-van Creveldovho syndrómu.  
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voľne medzi fragmentami kostí (modrý hrot šípky, C, D, F). Analýza na základe skenovacej elektrónovej 
mikroskopie (D-F) ukázala aprizmatickú (Ap) a prizmatickú (p) sklovinu s členitým povrchom, ktorý 
tvorili hrbolčeky (t), jamky (f), žliabky (g). Taktiež boli detegované otvory (o), pravdepodobne pre 
nervy a cievy. (Podľa Hovorakova et al., 2016). 

 

1.4.4  Vývoj zubov človeka 

Vývoj zuba začína migráciou buniek neurálnej lišty do oblasti hornej a dolnej 

čeľuste. V 6. týždni zárodočného vývoja bazálne bunky na niektorých miestach 

orálneho epitelu rapídne proliferujú. Mitotickou aktivitou bazálnych buniek orálneho 

epitelu vzniká epitelové zhrubnutie (thickening) (obr. 1.15A) , ktoré je prvým 

prejavom epitelovo-mezenchymálnych interakcií prebiehajúcej odontogenézy. 

Zhrubnutý orálny epitel následne invaginuje do mezenchýmu a vytvorí lištu 

(lamina) (obr. 1.15B). Každý zub má vlastný, jedinečný a časovo špecifický priebeh 

a morfológiu vývoja. Napriek tomu sú determinované všeobecné štádiá zubného 

vývoja spoločné pre celú dentíciu. V 8. týždni sa dentálny epitel u človeka zanára do 

mezenchýmu neurálnej lišty a začína z neho pučať 10 výbežkov, zvaných pupene 

(buds) (obr. 1.15C). Pupene predstavujú epitelovú zložku budúceho zuba. Pod 

proliferujúcim epitelom dochádza ku kondenzácii mezenchýmu a vytvoreniu 

kapilárnej siete. Induktívnym vplyvom dentálneho epitelu dochádza v 10. týždni 

vývoja k invaginácii kondenzovaného mezenchýmu do epitelu pupeňa a vzniká 

pohárik (cap) (obr. 1.15D-E). Pokročilý pohárik je tvorený vonkajšou vrstvou, 

vonkajší sklovinný epitel, vnútornou vrstvou, vnútorný sklovinný epitel a medzi nimi 

sa nachádza stredná, riedka, sieťovito usporiadaná vrstva - hviezdicové retikulum. 

Celá štruktúra nesie názov sklovinný orgán a vytvára budúcu sklovinu. Sklovinný 

orgán je ešte stále spojený s orálnym epitelom prostredníctvom nepravidelnej stopky, 

ktorá však onedlho zaniká. Na konkávnej ploche sklovinného orgánu je nakopený 

mezenchým, zvaný dentálna papila, ktorý predstavuje budúcu zubovinu a dreň. Obe 

štruktúry, sklovinný orgán a dentálnu papilu, obklopuje dentálny folikul, ktorý je 

základom fixačného aparátu zuba. Medzitým pučia z dentálneho epitelu pri bazálnej 

časti zubného zárodku malé divertikuly, tvoriace pupene trvalých zubov. V 14. týždni 

vývoja je dentálna papila hlboko zanorená do dentálnej lišty a tvorí jadro vyvíjajúceho 

sa zuba. Toto štádium sa nazýva zvonček (bell) (obr. 1.15F). 
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Obrázok 1.15: Štádiá zubného vývoja. (A) Štádium zhrubnutia/thickening, (B) štádium lišty/lamina, 
(C), štádium pupeňa/bud, (D-E), štádium pohárika/cap, (F) štádium zvončeka/bell. (Z archívu Dr. 
Hovořákovej). 

 

1.4.5  Molekulárna kontrola zubného vývoja 

Zubný vývoj je závislý na sekvenčných a recipročných epitelovo-

mezenchymálnych interakciách. Odontogénny potenciál predstavuje schopnosť 

jedného tkaniva indukovať expresiu génov v druhom priľahlom tkanive a iniciovať 

zubný vývoj. Odontogénna kompetencia predstavuje schopnosť tkaniva odpovedať na 

odontogénne signály a podporiť tvorbu zubov. Experimenty zamerané na 

rekombináciu medzi izolovaným dentálnym epitelom a mezenchymálnymi tkanivami 

ukázali, že počas včasného vývoja myšej stoličky zotrváva odontogénny potenciál 

v dentálnom epiteli a až neskôr sa presúva do mezenchýmu (Mina and Kollar, 1987; 

Lumsden, 1988). V štádiu pred vznikom pupeňa, pred a na embryonálnom dni (E) 

11,55, má dentálny epitel potenciál iniciovať vznik zubov pri kontakte s nedentálnym 

mezenchýmom. Odontogénne kompetentný je však výlučne mezenchým derivovaný 

z neurálnej lišty. Pri rekombinácii dentálneho epitelu s neneurálnym mezenchýmom, 

napríklad z končatiny, sa zuby nevytvoria (Lumsden, 1988). V štádiu včasného 

pupeňa (E12,5) sa odontogénny potenciál presúva do mezenchýmu, ktorý je schopný 

dať pokyn nedentálnemu epitelu k tvorbe zubovo-špecifických štruktúr (Kollar and 

Baird, 1970; Mina and Kollar, 1987; Lumsden, 1988). Odontogénny potenciál potom 

zostáva v mezenchymálnej papile a až do narodenia reguluje tvar zubu (Kollar and 

Baird, 1969, 1970; Yoshikawa and Kollar, 1981).  

U myši migrujú bunky neurálnej lišty z oblasti mezencefala a rhombencefala 

do prvého faryngeálneho oblúka a dávajú vznik dentálnemu mezenchýmu približne 

okolo E8,5 (Zhang et al., 2003). Neskôr, okolo E10, dochádza k determinácii polohy 

a typov budúcich jednotlivých zubov. V priebehu výstavby faryngeálnych oblúkov 

                                                      

5 Gravidita myši domácej trvá priemerne 21 dní.  
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produkuje endoderm hltanu morfogén SHH, čo má induktívny vplyv na expresiu 

génov Ffg8 a Bmp4 v epiteli prvého faryngeálneho oblúka (Haworth et al., 2007; Brito 

et al., 2008). Epitelom secernované signálne molekuly FGF8 a BMP4 indukujú 

expresiu génu Pax9 v prezumptívnom dentálnom mezenchýme a Pitx2 

v prezumptívnom dentálnom epiteli. Za najvčasnejší transkripčný faktor 

exprimovaný v stomodeálnom epiteli sa považuje gén Pitx2. Spočiatku je expresia 

Pitx2 detegovateľná v celom stomodeálnom epiteli a až neskôr sa obmedzuje na 

individuálne zárodky zubov (Mitsiadis et al., 1998; St.Amand et al., 2000). Tak ako 

expresia génu Pitx2 špecifikuje epitelovú polohu budúcich zubov, tak expresia génu 

Pax9 na E10 špecifikuje oblasti mezenchýmu, kde sa budú vyvíjať budúce zuby. Gény 

Pitx2 a Pax9 sa exprimujú pred akýmikoľvek morfologickými prejavmi odontogénzy 

(Neubüser et al., 1997).  

Po iniciácii odontogenézy, epitelom secernované FGF8 a BMP4 indukujú 

expresiu transkripčných faktorov, vrátane Barx1, Dlx1, Dlx2, Msx1, Msx2, Pax9, Pitx1 

a Pitx2 (Neubüser et al., 1997; Bei and Maas, 1998; St.Amand et al., 2000) (obr. 1.16a). 

Expresia homeotických génov, napr. Barx1, Dlx1, Dlx2, Lhx6, Lhx7, Msx1 a Msx2 

v mezenchýme viedla k navrhnutiu hypotézy „homeotického kódu odontogénezy“ 

(Tissier-Seta et al., 1995; Qiu et al., 1997; Grigoriou et al., 1998). Homeotický kód 

odontogenézy je navrhovaný model odontogenézy, pri ktorom špecifické kombinácie 

expresie homeotických génov riadia tvorbu špecifických typov zubov (obr. 1.16b) 

(Sharpe, 1995).  

Vzor expresie homeotických génov je definovaný pozitívnymi a negatívnymi 

signálmi z orálneho epitelu. Napríklad Dlx1 a Dlx2 deficientné myši majú zastavený 

vývoj maxilárnych stoličiek, ale vývoj ostatných zubov je normálny (Thomas et al., 

1997). Lhx6 a Lhx7 deficientné myši vykazujú normálne rezáky a nadpočetné 

maxilárne zuby podobné rezákom, ktoré sú výsledkom zlyhania špecifikácie 

molárneho mezenchýmu (Denaxa et al., 2009).  
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Obrázok 1.16: Vzor expresie génov vo vyvíjajúcich sa zubných zárodkoch. (a) Signalizácia v rámci 
epitelu a medzi epitelom a mezechýmom u embrya myši na E10,5. Schéma znázorňuje izolovanú dolnú 
čeľusť. Pozitívne autoregulačné slučky a vzájomná represia v epiteli vedie k vzniku striktných hraníc 
génovej expresie, definujúcich prezumptívne oblasti rezákov a stoličiek. Členovia BMP a FGF rodín 
proteínov v epiteli indukujú ale i inhibujú expresiu rôznych homeotických génov. To vyúsťuje do 
komplexného vzoru génovej expresie v mezenchýme, v proximo-distálnej, oro-aborálnej/ 
 rostro-kaudálnej osi. (b) Hometický kód odontogenézy. Expresia homeotických génov v dolnej čeľusti 
vytváva hometický kód, definujúci typ zuba. (Podľa Tucker and Sharpe, 2004). 

 

Epitelový Bmp4 je pôvodne exprimovaný anteriórne, ešte pred akýmikoľvek 

známkami odontogenézy a indukuje expresiu Msx1 v mezenchýme rezáku. Zároveň 

negatívne reguluje expresiu transkripčného faktora Barx1 a obmedzuje ju na zárodky 

stoličiek (Tissier-Seta et al., 1995; Tucker et al., 1998). Barx1 teda špecifikuje stoličky, 

zatiaľ čo Msx1 špecifikuje rezáky. Pri usporiadaní cicavčieho chrupu do jedného radu 

v buko-lingválnej osi je dôležitý transkripčný faktor typu zinkových prstov Osr2 (odd 

skipped related transcription factor 2) (obr 1.17). Osr2 je exprimovaný v lingvo-

bukálnom gradiente a obmedzuje aktivitu proteínu MSX1 v oblasti jazyka. V absencii 

Osr2 nie je MSX1 ničím obmedzovaný a indukuje v mezenchýme tvorbu nadpočetných 

zubov. V oblasti jazyka začnú nadpočetné zuby pučať priamo z orálneho epitelu 

(Zhang et al., 2009b). 
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Obrázok 1.17: Regulácia počtu zubov v buko-lingválnej osi. (A) U wild type myší je Osr2 
exprimovaný v lingvo-bukálnom gradiente naprieč osou čeľuste a obmedzuje dráhu BMP4-MSX1 
v lingválnej oblasti. (B) V absencii Osr2 dráha BMP4-MSX1 aktivuje v mezenchýme lingválnej oblasti 
sekvenčnú indukciu zubov, pričom nadpočetné zuby pučia priamo z orálneho epitelu. Z toho vyplýva, 
že Osr2 je dôležitý pri patterningu cicavčej dentície do jedného zuboradia. (Podľa Cobourne and 
Sharpe, 2010). 

 

Okolo E11-11,5 sa v epitelových zhrubnutiach začínajú exprimovať gény Fgf8, 

Fgf9, Bmp2, Bmp4, Bmp7, Shh, Wnt10a a Wnt10b (Vainio et al., 1993; Heikinheimo et 

al., 1994; Bitgood and McMahon, 1995; Dassule and McMahon, 1998; Hardcastle et al., 

1998; Kettunen and Thesleff, 1998; Zhang et al., 1999). Tieto epitelové signály 

predstavujú včasné markery odontogenézy a sú zodpovedné za indukciu génovej 

expresie v priľahlom mezenchýme, vrátane transkripčných faktorov Msx1, Msx2, 

Runx2, Lef1, Dlx1, Dlx2, Egr1, Ptch, Gli1 a molekúl extracelulárnej matrix, ako 

syndecan-1 a tenascin (Vainio et al., 1993; Chen et al., 1996; Kratochwil et al., 1996; 

Bei and Maas, 1998; Dassule and McMahon, 1998; Zhang et al., 1999). V štádiu 

pupeňa dochádza v mezenchýme vplyvom epitelových signálov k indukcii expresie 
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génov kódujúcich niekoľko ďalších signálnych molekúl, vrátane Fgf3, Fgf10, Activin  

β-A, Wnt5a, ako aj samotného Bmp4 (Vainio et al., 1993; Ferguson et al., 1998; 

Kettunen and Thesleff, 1998; Sarkar and Sharpe, 1999). S presunom expresie génu 

Bmp4 z epitelu do mezenchýmu sa zároveň presúva i odontogénny potenciál. 

Aktivita mezenchymálneho BMP4 udržuje expresiu génu Shh, ktorá je kritická 

pri prechode zuba z pupeňa do štádia pohárika (Zhang et al., 2000). Gén Shh sa 

exprimuje v epitelových zhrubnutiach už od prvých morfologických prejavov 

odontogenézy (Bitgood and McMahon, 1995). Vo včasných štádiách odontogenézy 

interaguje proteín WNT7b s SHH signálom a vymedzuje hranice medzi nedentálnym 

a dentálnym epitelom, čím určuje polohu vzniku budúcich zubov (Sarkar et al., 2000). 

Wnt7b je exprimovaný v orálnom epiteli, avšak mimo prezumptívneho dentálneho 

epitelu. Ektopická expresia Wnt7b v oblasti prezumptívneho dentálnemu epitelu 

potláča expresiu Shh a následne inhibuje tvorbu zubného zárodku (Sarkar et al., 

2000).  

V dentálnom epiteli pôsobí proteín SHH ako silný mitogén, čím umožňuje 

invagináciu do priliehajúceho mezenchýmu a vznik pupeňa (Cobourne et al., 2001). 

V pokročilejších štádiách zubného vývoja sa gén Shh exprimuje v sklovinnom uzle, 

kde stimuluje proliferáciu v priľahlých tkanivách. V štádiu cytodiferenciácie zubných 

tkaniv sa Shh génová expresia lokalizuje do vnútorného sklovinného epitelu 

a uchováva sa v diferencujúcej sa vrstve ameloblastov, pričom môže ovplyvňovať 

i priľahlé odontoblasty (Dassule et al., 2000).  

Významný účinok na organogenézu zubov majú transkripčné faktory. 

Napríklad mutácie v génoch Lef1, Msx1 a Runx2 vedú k zastaveniu zubného vývoja 

v štádiu pupeňa (Satokata and Maas, 1994; van Genderen et al., 1994; Kratochwil  

et al., 1996, 2002; D’Souza et al., 1999). V kontraste s Msx1 sa strata Msx2 prejaví až 

v pokročilejších štádiách vývoja (Maas et al., 2000). Gén Msx1 je intenzívne 

exprimovaný v dentálnom mezenchýme, vrátane dentálnej papily a dentálneho 

folikulu v štádiách lišty, pupeňa, pohárika a zvončeka. Msx2 je koexprimovaný s Msx1 

v dentálnom mezenchýme, ale časť Msx2 expresie sa presúva do dentálneho epitelu 

a je obmedzená na sklovinný uzol (Mackenzie et al., 1991; MacKenzie et al., 1992). 

Expresia Msx1 je nevyhnutná pre indukciu expresie transkripčného faktora Runx2. 

Runx2 je jeden z kľúčových faktorov podieľajúcich sa na indukcii expresie Fgf3 

v dentálnom mezenchýme, no zároveň je i regulovaný FGF signálmi z dentálneho 
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epitelu (D’Souza et al., 1999). Runx2 je tiež kľúčový pre diferenciáciu osteoblastov 

a odontoblastov. Expresia génu Runx2 sa prvýkrát objavuje v kondenzovanom 

mezenchýme v štádiu včasného pupeňa (E12) a pokračuje naprieč štádiom pohárika 

až do štádia včasného zvončeka (E16). V štádiu pohárika a pupeňa sa oblasti expresie 

génov Msx1 a Run2x prekrývajú. Po štádiu zvončeka sa expresia Runx2 presúva do 

dentálneho folikulu, oddeľujúceho zub od kosti, ktorá tiež exprimuje Runx2 sa teda 

nezúčastňuje včasnej odontogenézy a iniciácie zubného vývoja, ale riadi pokročilú 

morfogenézu a histodiferenciáciu sklovinného orgánu (Åberg et al., 2004). 

V štádiu pohárika (E14,5) sa vytvorí dočasný zhluk nedeliaciach sa epitelových 

buniek, ktoré podobne ako uzol počas gastrulácie, slúžia ako organizačné centrum. 

Tento zhluk epitelových buniek sa nazýva sklovinný uzol (EK, angl. enamel knot) 

a reguluje vznik zubných hrbolčekov. Počet sklovinných uzlov sa považuje za faktor 

určujúci počet hrbolčekov budúceho zuba (Vaahtokari et al., 1996). Zárodky rezákov 

majú iba jediný primárny EK (pEK), zatiaľ čo zárodky stoličiek vytvárajú ešte 

sekundárne sklovinné uzly (sEKs) (Kettunen and Thesleff, 1998). pEK stoličky zaniká 

apoptózou na konci štádia pohárika. Apoptózu v pEK indukuje BMP4, ktorý aktivuje 

proteín p21 (BMP4 pôsobí apoptoticky vo viacerých vyvíjajúcich sa systémoch) 

(Jernvall et al., 1998). V štádiu zvončeka (E16,5) sEKs prehýbajú vnútorný sklovinný 

epitel, čím vznikajú zubné hrbolčeky. Sklovina a zubovina sa potom ukladajú na 

kontúry epitelu, čím definujú tvar zubu. Vnútri pEK sa exprimuje viacero signálnych 

molekúl, vrátane Shh, Bmp2,Bmp4, Bmp7, Fgf3, Fgf4, Fgf9, Fgf20, Wnt3, Wnt6, Wnt10a, 

Wnt10b a Edar (Vainio et al., 1993; Turecková et al., 1995; Neubüser et al., 1997; 

Dassule and McMahon, 1998; Sarkar and Sharpe, 1999; Jernvall and Thesleff, 2000; 

Laurikkala et al., 2001; Bei, 2009; Tummers and Thesleff, 2009; Jussila and Thesleff, 

2012).  

Na morfogenézu sklovinných uzlov má obzvlášť špecifký vplyv EDA 

signalizácia. Receptorový gén Edar je exprimovaný v pEK, no transkripty sú stále 

zjavné i potom, ako sa pEK vypne apoptózou. Za zmienku stojí, že v sEKs sa už 

expresia Edar neobjavuje. Odlišný vzor expresie vykazuje Eda, ktorá sa v oblasti pEK, 

resp. vnútorného sklovinného epitelu, neobjavuje vôbec. Bez ohľadu na to majú 

všetky myšie mutanty v genetických komponentoch EDA dráhy (Eda, Edar, Edaradd; 

resp. Tabby, Downless a Crinkled) abnormálny pEK a stoličky týchto mutantov nesú 

redukovaný počet hrbolčekov, navyše plytkých (Pispa et al., 1999; Tucker et al., 2000; 
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Headon et al., 2001; Laurikkala et al., 2001). Naopak, nadexpresia génov Eda a Edar 

vedie k vzniku nadpočetných hrbolčekov na stoličkách (Mustonen et al., 2003; Kangas 

et al., 2004; Tucker et al., 2004).  

 

1.4.6  Vývoj dolného rezáku myši 

 Podobne ako je tomu u človeka, aj u myši má na niektorých miestach ústnej 

dutiny vestibulárna a dentálna lišta úzky vzťah. Vestibulárny epitel a základy 

funkčných rezákov sú v anteriórnej oblasti dolnej čeľuste myši spojené epitelovými 

mostíkmi. Poloha epitelových mostíkov na labiálnej strane pupeňa funkčného rezáku 

korešponduje s oblasťou, kde sa v pokročilejších štádiách vývoja objavuje  

tzv. „rudimentárny rezák“ (zvaný aj prelakteálny, lakteálny, mliečny, dočasný) 

(Hovorakova et al., 2011). 

Na rudimentárny rezák sa dá hľadieť ako na predstaviteľa dočasnej dentície, 

ktorá sa však u myši nevyvinie do funkčných zubov. U vývojovo pokročilejsích 

embryií (E13,5) sa vývoj rudimentárneho rezáku zastaví a zaniká apoptózou 

(Hovorakova et al., 2011). Aj keď rudimentárny rezák neobsahuje žiadnu sklovinu  

a ani diferencovaný sklovinný orgán, bola popísaná schránka nepravidelného 

dentínu, obkolesená zopár diferencovanými odontoblastami (Fitzgerald, 1973). Podľa 

názoru Fitzgerald (1973) predstavuje táto rudimentárna štruktúra pozostatok 

ancestrálnej dentície, stále pretrvávajúcej u súčasných cicavcov. Fitzgerald (1973) 

prirovnal drobné rudimentárne rezáky myši k najranejšej (taktiež rudimentárnej) 

generácii zubov u plazov (Fitzgerald, 1973). Na podklade podobnej morfológie 

a polohy rudimentárnych rezákov myší a rudimentárnej dentície plazov navrhli 

Peterkova et al. (2002, 2006) klasifikovať vestigiálny rezák myši nie ako lakteálny, ale 

ako element prelakteálnej dentície, zatiaľ čo funkčný rezák zodpovedá mliečnej 

generácii zubov. Prelakteálne zuby boli popísané aj u iných druhov cicavcov, vrátane 

človeka, ako drobné rudimentárne zúbky, lokalizované labiálne či bukálne od 

funkčných lakteálnych zubov (Röse, 1891; Leche, 1893; Adloff, 1909; Moss-Salentijn, 

1978).  

Epitelové mostíky by mohli odrážať kompozitný pôvod dolného funkčného 

rezáku. Dolný funkčný rezák sa vyvíja lingválne od vestibulárneho epitelu  

a troch epitelových mostíkov. Epitelové mostíky predstavujú pučiace podjednotky 
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dentálneho epitelu, majúce potenciál vytvoriť niekoľko malých, rudimentárnych 

zúbkov. Počas vývoja by mohli epitelové mostíky splývať a dávať vznik jednému 

kompozitnému rudimentárnemu rezáku (Hovorakova et al., 2011). Výsledky 

experimentálnych štúdii tejto hypotéze neodporujú. Bolo dokumentované, že pri  

in vitro inhibícii BMP signalizácie dochádza k dezintegrácii transkripčnej domény 

funkčného rezáku na tri malé domény a funkčný hlodák nahradia tri menšie zúbky 

(Munne et al., 2010). Je však otázne, či naozaj došlo k dezintegrácii domény, alebo iba 

k revitalizácii rudimentov (Hovorakova et al., 2011). K podobnému výsledku dospeli 

Li et al. (2016) na zárodku rezáku pieskomila. Po explantácii zárodku rezáku 

a minimalizácii okolitého mezenchýmu sa vyvinie trojitý alebo dvojitý rezák, 

poprípade rezák podobný rezáku dvojitozubcov (Lagomorpha) (Li et al., 2016). 

Až donedávna sa myslelo, že vo včasnom vývoji mandibuly sa objavuje 

v oblasti rezáku iba jedna oblasť expresie génu Shh, zodpovedajúca miestu vzniku 

funkčného rezáku. Kombináciou tradičných morfologických a molekulárnych metód 

sa však ukázalo, že v oblasti rezáku sa objavujú dve pozične i časovo odlišné zóny 

expresie Shh, usporiadané za sebou pozdĺž antero-posteriórnej osi (obr. 1.18) 

(Hovorakova et al., 2011). 

V anteriórnej oblasti mandibuly myši sa veľmi včasne (E11) objavuje krátky 

lineárny pásik expresie Shh, ktorý sa postupne rozpína laterodistálne (Dassule and 

McMahon, 1998). Od E12 sa expresia Shh sústreďuje v zhrubnutých oblastiach 

orálneho epitelu, zvaných i plakódy. V texte vyššie bola zmienená dezintegrácia 

transkripčnej domény, v zmysle signálneho centra rezáku, pri inhibícii BMP 

signalizácie, kedy výsledkom bol vznik troch zubných štruktúr namiesto základu 

rezáku. K rozpadu pôvodnej zóny expresie Shh (domény) vo vývoji myšieho rezáku 

však dochádza i za fyziologických podmienok, teda nielen pri vzniku nadpočetných 

zúbkov. U embryií na E13 sa pôvodná doména expresie Shh rozpadne na dve vedľa 

seba ležiace zóny Shh expresie. Novovzniknuté domény Shh expresie zodpovedajú 

umiestneniu epitelových mostíkov medzi vestibulárnym epitelom a budúcimi 

funkčnými rezákmi. U starších embryií toho istého vývojového štádia (E13) zóny 

expresie Shh opäť splývajú do jedného signálneho centra. Na vývojovo pokročilejších 

embryách (E13,5) sa intenzita tejto anteriórnej expresie Shh postupne znižuje, až 

nakoniec vymizne úplne. Zároveň sa posteriórne objavuje nová doména  

Shh-pozitívnych buniek. Táto posteriórna doména Shh expresie zodpovedá zárodku 



58 
 

dolného funkčného rezáku a predchádza sklovinnému uzlu (Hovorakova et al., 2011), 

ktorý sa prechodne objavuje na E14 a predstavuje vlastné signálne riadiace centrum 

rezáku (Kieffer et al., 1999).  

Pôvodná doména expresie Shh v epitelových mostíkoch zodpovedá 

rudimentárnemu rezáku. Už Nakatomi et al. (2010) ukázali, že Shh pozitívne bunky je 

možné nájsť i v epiteli oddeľujúcom základ funkčného rezáku od vestibulárneho 

epitelu. Funkcia tejto anteriórnej domény expresie Shh zatiaľ zostáva nejasná. 

Expresia génu Shh v epitelových mostíkoch môže mať funkciu pri determinácii polohy 

funkčného dolného rezáku myši (Hovorakova et al., 2011). Príkladom môžu byť 

najranejšie generácie rudimentárnych plazích a žraločích zubov, ktoré by mohli byť 

zapojené do determinácie polohy radovo usporiadaných zubov (Smith, 2003). 

 

 

Obrázok 1.18: 3D rekonštrukcia zárodku dolného rezáku myši, zobrazujúca dve domény 
expresie Shh génu. Na E13,5 je prechodne možné detegovať ko-expresiu dvoch Shh exprimujúcich 
domén. Anteriórna doména expresie Shh génu (čierny hrot šípky) je lokalizovaná v oblasti epitelových 
mostíkov, ktoré prepojujú vestibulárny epitel so zubným zárodkom. Posteriórna doména expresie Shh 
génu (červený hrot šípky) je lokalizovaná na vrchole pupeňa rezáku. Táto posteriórna doména Shh 
expresie zodpovedá centru zárodku dolného funkčného rezáku a predchádza sklovinnému uzlu, ktorý 
sa prechodne zjavuje na E14 a predstavuje vlastné signálne riadiace centrum rezáku. (Z archívu  
Dr. Hovořákovej). 
 

1.5 Sieť esenciálnych génov odontogenézy 

Pri bližšom pohľade na gény zapojené do odontogenézy odhalíme sadu génov 

spoločnú pre väčšinu stavovcov, od kostnatých (Teleostei) až po štvornožce 

(Tetrapoda). Gény, ktorých vzor expresie je zdieľaný medzi stavovcami, spolu 

vymedzujú sieť esenciálnych génov odontogenézy – „core dental network“ (sieť  
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v zmysle koordinovanej expresie). Sieť esenciálnych génov bola exprimovaná v úplne 

prvom zube, ktorý kedy vytvorila príroda, a následne vo všetkých jeho evolučných 

potomkoch, nezávisle od ich polohy v tráviacom systéme. Sieť esenciálnych génov 

reprezentuje konzervovanú skupinu molekúl, ktoré v priebehu zubného vývoja 

poskytujú molekulárnu mašinériu nepostrádateľnú pre správny vývoj zubov. Príroda 

pravdepodobne nikdy nevytvorila zub bez účasti týchto génov (Fraser et al., 2009). 

Génovú reguláciu zdieľajú medzi sebou orálne i faryngeálne zuby, teda sieť je 

nezávislána polohe zubu v tráviacom systéme, resp. na príslušnosti buniek 

k zárodočnému listu (ektoderm/endoderm). Za zmienku stojí, že členovia sady 

esenciálnych génov sú starší ako samotné zuby, resp. stavovce, a sú koexprimovaní aj 

pri vývoji iných ektodermálnych orgánov, akými sú šupiny, perie a chlpy (Thesleff  

et al., 1995; Harris et al., 2002; Laurikkala et al., 2002; Pispa and Thesleff, 2003; 

Mustonen et al., 2004; Sire and Akimenko, 2004; Houghton et al., 2005; Lin et al., 

2006; Pummila et al., 2007). Medzi nepostrádateľné odontogenetické gény patria 

rané markery epitelovej odontogenézy Shh, Pitx2, Bmp2, Edar, a čiastočne aj Bmp4, 

Dlx2 a Eda. V mezenchýme sú nepostrádateľnými génmi Bmp2, Bmp4, Dlx2, Runx2 

a Eda. Zapojenie Eda do odontogenézy sa však naprieč stavovcami líši – u kostnatých 

sa exprimuje v mezenchýme, u cicavcov sa jedná o epitelový signál. Napriek tomu je 

úloha génu Eda v odontogenéze potenciálne zhodná (Fraser et al., 2008). 

 

1.6 Úloha Eda génu vo vývoji orgánov 

Predložená práca sa zameriava na dvoch členov siete esenciálnych génov 

odontogénezy („core dental network“), a to Shh a Eda. Tieto dva gény boli vybrané, 

pretože sa zdajú byť nepostrádateľnými pre správny vývoj zubného zárodku.  

V absencii SHH signalizácie sa zubný vývoj zastaví v štádiu lišty (Cobourne et al., 

2001). Signál EDA môže byť nevyhnutný pre udržanie aktivity alebo expanziu 

signálnych centier. Nadepxresia Eda v orálnom epiteli v priebehu včasného vývoja 

zuba zachráni tretie stoličky, ktoré často u Tabby myší chýbajú (Srivastava et al., 

2001). Nadexpresia Eda v orálnom epiteli môže vyústiť i do opaku, teda do tvorby 

nadpočetných zúbkov v oblasti anteriórne od prvej stoličky (Mustonen et al., 2003). 

Podobný účinok má i nadexpresia konštitučného TNF receptora v orálnom epiteli, pri 

ktorej príležitostne chýba tretí molár a objavuje sa nadpočetný zúbok anteriórne od 
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prvej stoličky (Tucker et al., 2004). Zároveň so vznikom nadpočetných zúbkov sa 

v oblasti diastémy zjavuje aj Shh-pozitívna doména. Je možné, že nadexprimovaná 

Eda vlastne udržiava aktivitu tejto odontogénnej domény, čo následne vedie k vzniku 

rudimentárneho zúbku (Mustonen et al., 2004). Niečo podobné je možné zhliadnuť  

u malawských cichlíd, kde sa Eda gén exprimuje v mezenchýme medzizubných 

priestorov, zatiaľ čo v interdentálnom epiteli sa nachádza expresia génu Wnt7b. Tento 

vzor expresie pravdepodobne reguluje polohu Shh-pozitívnych odonténnych domén, 

predstavujúcich miesta vzniku budúcich funkčných zubov (Fraser et al., 2009). 

Širší pohľad na úlohu Eda génu počas odontogenézy poskytuje zárodočný 

vývoj zebričiek. Zebrička disponuje zubami iba na horných faryngeálnych čeľustiach, 

na dolných faryngeálnych čeľustiach a v ústnej dutine zuby v priebehu evolúcie 

vymizli. Za stratu zubov v ústnej dutine by mohla byť zodpovedná regionálna 

absencia Eda génu. Nadexpresia Eda génu je schopná obnoviť zuby na hornej 

faryngeálnej čeľusti, avšak nie v ústnej dutine. Strata chrupu v ústnej dutine je teda 

pravdepodobne výsledkom mutácii vo viacerých signálnych dráhach. Z toho vyplýva, 

že u zebričky je Eda gén vo vývoji dentície nepostrádateľný a komplementárny 

k iným signálnym dráham zapojených do odontogenézy (Aigler et al., 2014). 

EDA signalizácia reguluje expresiu génov vnútri viacerých signálnych centier, 

vrátane Wtn10a/b, Ffg20, Shh (Pummila et al., 2007; Zhang et al., 2009a; Voutilainen 

et al., 2012; Huh et al., 2013). Indukcia génu Eda je pod reguláciou WNT signalizácie. 

Mezenchymálny signál Activin β-A indukuje expresiu receptorového génu Edar, čím 

sa bunky stávajú responzívne na WNT indukovaný EDA signál (Laurikkala et al., 2001, 

2002b). Signalizácia EDA vytvára slučku a spätne reguluje aktivitu Wnt génov. 

V pupeňoch vlasových folikulov a mliečnej žlazy signál EDA upreguluje gény Wnt10a 

a Wnt10b (Zhang et al., 2009a; Voutilainen et al., 2012). Mutácie v géne Wnt10a môžu 

byť zopovedné za izolovanú zubnú agenézu, podobne ako je tomu u génu Eda. 

Z uvedeného vyplýva, že EDA signalizácia je hypoteticky nepostrádateľná pre 

udržanie signálnej aktivity WNT (van den Boogaard et al., 2012; Arte et al., 2013). 

Signalizácia EDA je spájaná nielen s WNT signálnou dráhou, ale aj s SHH a BMP 

signálnymi dráhami. Signál EDA suprimuje BMP signál v plakódach prostredníctvom 

upregulácie inhibítorov BMP signálnej dráhy. Strata primárnych vlasových plakód 

u Eda mutantných myší je aspoň čiastočne spôsobená neefektívnou inhibíciou aktivity 

BMP proteínov (Pummila et al., 2007). NF-κB signalizácia je nevyhnutná pri indukcii 



61 
 

SHH vo vlasových plakódach a teda pre ich následnú invagináciu (Schmidt-Ullrich  

et al., 2006). Signálna aktivita WNT z mezenchýmu je nevyhnutná pri špecifikácii 

taktilných vlasových diskov („touch domes“) v blízkosti primárnych vlasových 

plakód. Signálna aktivita WNT indukuje EDA signalizáciu v primárnej vlasovej 

plakóde. Signál EDA v primárnej vlasovej plakóde dodatočne aktivuje expresiu Shh. 

SHH cieli na extrafolikulárne progenitory Merkelových buniek v taktilných vlasových 

diskoch. V adultnej pokožke reguluje sebaobnovu, ale nie diferenciáciu, kmeňových 

buniek taktilných vlasových diskov (Xiao et al., 2016). Molekulárne mechanizmy 

zúčastňujúce sa včasného vývoja sú do veľkej miery rovnaké u odlišných orgánov 

(Pispa and Thesleff, 2003; Mikkola and Millar, 2006). V zubnom vývoji indukuje 

signálna aktivita EDA expresiu génu Shh, ktorého produkt má stimulačný účinok na 

proliferáciu epitelu v pupeni (Pummila et al., 2007). Preto sa zdá byť možné, že 

v odlišných orgánoch indukuje EDA signalizácia rovnaké gény. Vo vyvíjajúcich sa 

zuboch a mliečnej žľaze môžu byť gény s podobnými funkciami indukované 

odlišnými signálnymi dráhami, zatiaľ čo primárne vlasové plakódy takouto 

redundanciou neovplývajú, čo by vysvetľovalo špecifiký fenotyp Eda mutantných 

myší. Vyradenie funkcie SHH a folistatínu (inhibítor BMP dráhy) vedie k zmenšeniu 

zubov a počtu zubných hrbolčekov, avšak nie k úplnej strate zubných zárodkov 

(Dassule et al., 2000; Wang et al., 2004). 

Typicky sa neuvažuje o tom, že by sa úloha NF-κB dráhy vo vývoji a zápale 

nejako prekrývala. Upregulácia chemokínov v koži vystavenej účinku EDA proteínu 

odhaľuje potenciálny súvis týchto dvoch zdanlivo nesúvisiacich dejov. Dva 

chemokíny, CXCL10 a CXLC11 sú špecificky exprimované vo vlasových plakódach a sú 

potvrdené ako transkripčné ciele EDA/NF-κB (Lefebvre et al., 2012). Myši, ktorým 

chýba CXCR3 receptor, taktiež exprimovaný v epitelových plakódach, majú mierne 

znížený počet vlasových plakód (Lefebvre et al., 2012). Mechanizmy, ktorými  

CXC-chemokíny regulujú vývoj vlasov nie je objasnený, ale môže zahŕňať motilitu 

buniek. Viacero štúdii zdôraznilo trio CXCL10-CXCL11-CXCR3 ako regulátora 

migrácie keratinocytov a hojenia rán (Yates et al., 2009; Kroeze et al., 2012). 

Deficiencia v receptore CXCR3 narúša reepitelizáciu hlbokých rán a CXCR3 dráha 

predstavuje hlavný faktor zodpovedný za epitelovú migráciu a mezenchymálnu 

inváziu u karcinómu prsníka (Yates et al., 2009; Shin et al., 2010). Úlohu EDA/NFκ-B 

dráhy v migrácii buniek implikujú i ďalšie štúdie. U alf mutantov japonskej medaky 
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chýba funkčný EDA proteín. Vo vyvíjajúcich sa plutvách nedochádza k migrácii 

epitelových a osteoprogenitorových buniek, takže bunky zostávajú na proximálnych 

koncoch končatín. Tým je zastavená elongácia plutiev, čoho dôsledkom je 

rudimentárny vzhľad všetkých plutiev afl mutantov (Iida et al., 2014). Vo vyvíjajúcich 

sa vlasových folikuloch myší dáva EDA proteín pokyny priľahlému mezenchýmu 

k upregulácii parakrinných faktorov, ako napr. FGF20. Rastový faktor FGF20 je 

nepostrádateľný pri zhlukovaní buniek a vytvorení mezenchymálneho kondenzátu 

(Huh et al., 2013).  
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2 Ciele práce 

V predloženej práci bola sledovaná expresia SHH a EDA proteínov, ako produktov 

expresie odontogénnych markerov Shh a Eda génov, vo vyvíjajúcich sa epitelových 

štruktúrach v oblasti rostrálnej oblasti mandibuly myši. V rostrálnej oblasti 

mandibuly myšieho embrya sa nachádza predovšetkým zárodok budúceho dolného 

rezáku a základ vestibulum oris. Zubný zárodok je anteriórne prepojený  

s vestibulárnym epitelom oblasťou vyplnenou epitelovými mostíkmi. V oblasti 

epitelových mostíkov, anteriórne od budúceho funkčného rezáku, sa nachádza 

bunková populácia exprimujúca gén Shh ešte predtým, než sa Shh transkripčná 

doména objavuje na vrchole zárodku funkčného rezáku v jeho signálnom centre 

(Hovorakova et al., 2011). Bunková populácia anteriórne od budúceho funkčného 

rezáku by teda mohla exprimovať i ďalšie molekulárne markery zubného vývoja, 

ktoré majú úlohu pri determinácii odontogénnych zón. Proteíny SHH a EDA boli 

zvolené z toho dôvodu, že ich expresia je včasným markerom odontogenézy a je 

pravdepodobné, že pre vznik zuba sú absolútne nepodstrádateľnými.  

Boli stanovené nasledujúce ciele:  

 

I. Určiť rozdiely, prípadne podobnosti, v časopriestorovej distribúcii 

proteínov SHH a EDA vo vyvíjajúcich sa epitelových štruktúrach (základy 

funkčných rezákov a štruktúry externe od nich) rostrálnej oblasti 

mandibuly myši. 

II. Vo vzťahu k zistenému vzoru expresie sledovaných produktov 

odontogénnych markerov sa pokúsiť determinovať úlohu bunkovej 

populácie anteriórne od budúceho funkčného rezáku. 
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3 Materiál a metódy 

3.1 Laboratórne myši 

Na získanie výsledkov v predloženej práci bol použítý kmeň myší CD1, čo je 

outbredný kmeň vyvinutý v inštitúte pre výskum rakoviny (Institute of Cancer 

Research) v roku 1948. Tento kmeň produkuje obzvlášť vysoké množstvo potomkov, 

a preto je dobrým univerzálnym modelom. Chovné páry boli zakúpené z Charles River 

(Germany), použité samice pochádzali z vlastného chovu ÚEM.  

 

3.2 Pripúšťanie myší a odber embryonálneho 

materiálu  

Samice CD1 boli pripúšťané cez noc a ráno im boli odčítané vaginálne zátky. Ak 

bola ráno prítomná vaginálna zátka, bola myš považovaná za gravidnú a poludnie 

toho istého dňa bolo považované za E0,5.  

Samice v požadovanom štádiu gravidity boli usmrtené cervikálnou dislokáciou. 

Embryá boli odoberané na E12,5; 12,7; 13,5; 14,5; 15,5 a 16,5. Z peritoneálnej dutiny 

bola vypreparovaná maternica. Jednotlivé embryá boli postupne zbavované 

plodových obalov. Po vyňatí z plodového vaku boli embryá osušené od amniovej 

tekutiny poklepaním o petriho misku. Embryá boli zvážené na digitálnych váhach 

s presnosťou na jeden mikrogram (obr. 3.1). Ďalej boli embryá roztriedené do 

vývojových štádií vzhľadom k chronologickému veku (odpovedajúcemu 

embryonálnemu dňu vývoja) v kombinácii s telesnou hmotnosťou s cieľom vytvoriť 

longitudinálnu vývojovú radu. Následne bolo každé embryo spracované samostatne.  

 

3.3 Príprava parafínových rezov 

Pre imunohistochemickú analýzu tkanivových rezov boli vzorky zaliate do 

parafínu. Oddelené hlavičky embryí boli cez noc fixované v 4 % roztoku 

paraformaldehydu v PBS a uchované pri 4 oC. Po fixácii boli odvodnené vo vzostupnej 

rade metanolu (25 %, 50 %, 75 % a 100 %). Takto odvodnené vzorky je možné 

skladovať dlhobo pri -20 oC. Následne sa pokračovalo v odvodňovaní cez 
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izopropylalkohol. Cez medzistupeň v xyléne boli nakoniec odvodnené vzorky vložené 

na presýtenie do parafínu (protokol viď nižšie). Teplota topenia prvého parafínu bola 

54 oC. Ďalšie parafíny už mali teplotu topenia 58 oC a v poslednom parafíne s touto 

teplotou topenia zostávali vzorky uložené cez noc. Na druhý deň boli vzorky 

naorientované a ponechané pri izbovej teplote, aby ztuhli. Správna predozadná 

orientácia predstavuje jeden z najdôležitejších krokov pri histologickom spracovaní 

tkanív. Hlavičky boli orientované tak, aby báza lebky zvierala s dnom formičky 

mierne ostrý uhol, resp. tak, aby sa rostrálny koniec hlavy nedotýkal dna formičky. 

Vzorky boli frontálne nakrájané na rotačnom mikrotóme (Leitz, Nemecko) na 

tkanivové rezy s hrúbkou 8 µm. Rezy boli prenesené na vodný kúpeľ s teplotou 50 oC, 

kde sa mohli napínať. Keď bolo tkanivo dostatočne napnuté, rezy boli nabrané na 

superfrostové podložné sklá. Po tomto kroku sa jednotlivé sklá mohli premiestniť do 

termostatu, kde pri teplote 37 oC zaschli.  

 

 

Zalievanie – protokol 

1. PBS..........................................................5 min 

2. Metanol 25 %.....................................5 min 

3. Metanol 50 %.....................................5 min 

4. Metanol 75 %.....................................5 min 

5. Metanol 100 %..................................5 min – alebo možnosť skladovať vzorku pri -20 oC 

6. Metanol 100 %..................................30 min 

7. Izopropylalkohol..............................3x 45 min 

8. Xylén......................................................3x 30 min 

9. Parafín 1A............................................1 h 

10. Parafín 1B............................................1 h 

11. Parafín 2...............................................1 h 

12. Parafín 3...............................................1 h 

13. Parafín 4...............................................cez noc 
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Obrázok 3.1: Schéma postupu pri odbere embryonálneho materiálu. Embryá boli spolu s celou 
maternicou uložené na petriho misku 1. Vypreparované embryo bolo prenesené na petriho misku 2, na 
ktorej bolo zbavené nadbytočných tekutín. Z petriho misky 2 bolo prenesené na petriho misku 3, ktorá 
bola uložená na vynulovaných váhach. Hmotnosť embrya bola zaznamenaná a ďalej bolo každé 
embryo spracované zvlášť. (Podľa Hovorakova et al., 2013). 

 

 

3.4  Imunohistochémia a imunofluorescencia 

Nakrájané rezy boli spracované imunohistochemicky podľa uvedeného 

protokolu (viď nižšie) s použitím protilátok proti SHH a EDA (Santa Cruz 

Biotechnology, tab. 3.1). Pre lepšiu vizualizáciu expresie EDA proteínu bola taktiež 

použitá metóda imunofluorescencie. Celkovo bolo použitých 44 embryí (tab. 3.2). 

 

Imunohistochémia (IHC) – protokol 

Deň 1 

1. Deparafinizácia 

1.1. Xylén 1..........................10 min 

1.2. Xylén 2..........................10min 

1.3. Etanol 100 % ............10min 

1.4. Etanol 100 %.............10min 

1.5. Etanol 96 %................10 min 

1.6. Etanol 96 %................10min 

2. PBS.......................................................................2x 5 min 

3. 3 % peroxid vodíka v metanole..............45 min 

4. PBS......................................................................5 min 

5. Inkubácia vo vodnom kúpeli pri teplote 90 oC a v roztoku TrisEDTA pH 9 1x. 
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6. Chladnutie 15 minút pri izbovej teplote.  

7. PBS..........................................................................2x 10 min 

8. Blokovací roztok...............................................2 h 

9. Aplikácia primárnej protilátky (zriedená v blokovacom roztoku) a prikytie 

podložných skiel parafilmom. 

10. Inkubácia vo vlhkej komôrke cez noc pri 4 oC. 

 

Poznámka: Pre potreby imunofluorescencie boli vynechané kroky 3-4. 

 

Deň 2 

1. PBS...............................................................3x 15 min 

2. Blokovací roztok....................................2 h 

3. Aplikácia sekundárnej protilátky (zriedená v blokovacom roztoku), prikrytie 

podložných skiel parafilmom a inkubácia vo vhlkej komôrke jednu hodinu pri 

izbovej teplote.  

4. PBS...............................................................3x 15 min 

5. Obkrúženie rezov PAP perom a aplikácia avidín-biotínového komplexu (ABC kit 

Vecstain, Vector Laboratories, Burlingame, USA). Inkubácia vo vlhkej komôrke 30 

minút pri izbovej teplote. 

6. PBS..............................................................3x 15 min 

7. Aplikácia diaminobenzidínu (DAB). Inkubácia pri izbovej teplote až do objavenia 

sa signálu, alebo podľa potreby.  

8. Zastavenie reakcie v destilovanej vode. 

 

Poznámka: Pre potreby imunofluorescencie boli vynechané kroky 5-8. Posledným krokom bol krok 4, 

v ktorom sa do posledného PBS pridal DAPI v riedení 1:1000.  
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Tabuľka 3.1: Použité protilátky.  

Primárne protilátky Sekundárne protilátky Riedenie Riedenie 

Rabbit polyclonal SHH 

[H160] (sc-9024, Santa Cruz 

Biotechnology) 

Biotinylated Goat Anti-rabbit 

(BA-1000, Vector) 
1:150 1:150 

Goat polyclonal EDA [C17]  

(sc-18927, Santa Cruz 

Biotechnology) 

Biotinylated Rabbit Anti-goat 

(BA-5000, Vector) 

1:100 

1:100 

Donkey Anti-goat Alexa-488 

(A-11055, Life Technologies) 
1:500 

 

 

TrisEDTA pH 9 1x 

Tris..........................................1,21 g 

EDTA.......................................0,37 g 

Destilovaná voda...............1000 ml 

Poznámka: Nutná adjustácia pH na 9. 

 

Blokovací roztok  

Cold-Fish Gelatine 20%...................0,5 ml 

BSA...........................................................1 g 

Triton X-100 10 %.............................5 ml 

Destilovaná voda................................100 ml 

 

 

Tabuľka 3.2: Tabuľka použitého materiálu – imunohistochémia a imunofluorescencia. Počty 
odobraných embryí, ktoré boli imunohistochemicky alebo imunofluorescenčne značené protilátkami 
proti SHH a EDA proteínom.  

E Anti-SHH protilátka Anti-EDA protilátka 

E12,5 2 3 

E12,7 2 0 

E13,5 8 4 

E14,5 4 7 

E15,5 8 5 

E16,5 0 1 



69 
 

3.5  Farbenie tkanivových rezov 

Na kontrastné dofarbenie pozadia u imunohistochemicky značených rezov bolo 

použité dofarbenie eozínom. Výsledkom je ohnivo naružovelé sfarbenie cytoplazmy, 

ktoré kontrastuje s hnedou/čiernou farbou pozitívneho IHC signálu. Po objavení sa 

pozitívneho IHC signálu bola peroxidázová reakcia zastavená v destilovanej vode. 

Následne boli podložné sklá s rezmi dvakrát prepláchnuté v destilovanej vode. Rezy 

na podložných sklách boli opláchnuté v eozíne a opäť prepláchnuté destilovanou 

vodou, tentokrát trikrát. Nasledovala dehydratácia vo vzostupnej etanolovej rade  

(96 %, 100 %; dvakrát 5 minút v každej koncentrácii), prenesenie do xylénu 

a prichytenie krycieho sklíčka umelou živicou Neomount.  

 

Eozín 

1. Eozín žltavý.......................0,25 g 

2. Destilovaná voda............1000 ml 

 

Na kontrastné dofarbenie pozadia u imunohistochemicky značených rezov 

bolo použité dofarbenie jadrovou červeňou (nuclear fast red, kernecht-rot). 

Výsledkom je jasno červené sfarbenie jadier, ktoré kontrastuje s hnedou/čiernou 

farbou pozitívneho IHC signálu.  

 

Jadrová červeň 

1. Síran hlinitý......................................5 g 

2. Jadrová červeň (Gurr’s) ..............0,1 g 

3. Destilovaná voda ...........................100 ml 

 

Príprava farbiaceho roztoku 

1. Rozpustiť 0,1 g jadrovej červene za horúca a stáleho miešania v 100 ml 5 % 

roztoku síranu hlinitého. 

2. Po vychladnutí prefiltrovať. 
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4 Výsledky 

Expresia proteínov EDA a SHH bola sledovaná v anteriórnej a posteriórnej 

rostrálnej oblasti dolnej čeľuste myších embryí prostredníctvom imunohistochémie. 

V tejto oblasti sa nachádza zárodok rezáku (obr. 4.1). 

 

 

Obrázok 4.1: Sagitálny rez zárodkom dolného rezáku myšieho embrya (E14,5). Oranžový obrys 
vyznačuje bazálnu membránu vestibulárneho epitelu. Čierny obrys vyznačuje bazálnu membránu 
epitelových mostíkov, ktoré prepájajú zubný základ s vestibulárnym epitelom. Oblasť epitelových 
mostíkov (A) predstavuje anteriórnu oblasť expresie Shh génu. Červený obrys vyznačuje bazálnu 
membránu vnútorného sklovinného epitelu sklovinného orgánu. Táto zóna (B) predstavuje 
posteriórnu oblasť expresie Shh génu. Plné čiary predstavujú orientáciu pomyselných frontálnych 
rezov anteriórnou, resp. posteriórnou sledovanou oblasťou.  

 

4.1 Sledovanie expresie SHH proteínu 

Najvčasnejšie štádium, na ktorom bola sledovaná expresia SHH proteínu, bol 

E12,5 (104 mg, obr. 4.2). V anteriórnej sledovanej oblasti sa SHH proteín exprimuje  

v dentálnom epiteli v oblasti epitelových mostíkov (obr. 4.2B-J), ktoré sa nachádzajú 

na labiálnej strane zubného zárodku a prepájajú bázu pupeňa s vestibulárnym 

epitelom. Smerom posteriórne sa expresia SHH postupne vytráca. V posteriórnej 

oblasti zárodku rezáku nie je expresia SHH proteínu v dentálnom epiteli na vrchole 

epitelovej časti pupeňa detegovateľná (obr. 4.2K-L). Vo vestibulárnom epiteli nie je na 

tomto vývojovom štádium expresia proteínu SHH prítomná (obr. 4.2B-L). 
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Na E12,7 (135 mg, obr. 4.3) je vzor expresie SHH proteínu v podstate identický 

s E12,5 (porovnaj obr. 4.2 a 4.3). V anteriórnej sledovanej oblasti sa SHH exprimuje  

v dentálnom epiteli v oblasti epitelových mostíkov (obr. 4.3B-H). V posteriórnej 

oblasti zárodku rezáku nie je na tomto štádiu expresia SHH proteínu zaznamenateľná 

(obr. 4.3J-O). 

Na vývojovo menej pokročilých embryách na E13,5 (149mg) nie je 

detegovateľná expresia SHH proteínu vôbec, ani v anteriórnej, ani v posteriórnej 

sledovanej oblasti. Na vývojovo pokročilejších embryách na E13,5 (193 mg, obr. 4.4) 

nie je v anteriórnej sledovanej oblasti možné nájsť v dentálnom epiteli žiadne SHH 

pozitívne bunky. V anteriórnej sledovanej oblasti sú morfologicky detegovateľné 

epitelové mostíky, v ktorých je na predchádzajúcich vývojových štádiách prítomná 

expresia SHH proteínu, avšak na tomto vývojovom štádiu sú SHH negatívne  

(obr. 4.4C-E). V posteriórnej oblasti zárodku rezáku sa u vývojovo pokročilejších 

embryií na E13,5 (193 mg obr. 4.4) objavuje nová oblasť expresie SHH proteínu  

(obr. 4.4G-J). V porovnaní s expresiou v anteriórnej sledovanej oblasti je uložená 

hlbšie pod povrchom orálneho epitelu. SHH pozitívne bunky sa nachádzajú  

v dentálnom epiteli na vrchole epitelovej časti pupeňa a priliehajú k mezenchýmu  

v danej oblasti (obr. 4.4G-J). 

Na E14,5 (308 mg, obr 4.5) nie je v anteriórnej sledovanej oblasti možné nájsť 

v dentálnom epiteli SHH pozitívne bunky. To znamená, že podobne ako  

u predchádzajúceho štádia sú epitelové mostíky SHH negatívne (obr. 4.5C-G). Na 

E14,5 je už pozorovateľný diferencovaný sklovinný orgán. Expresia SHH proteínu je 

lokalizovaná do vnútorného sklovinného epitelu (obr. 4.5K-L). 

Na E15,5 (484 mg, obr. 4.6) nie je v anteriórnej sledovanej oblasti v dentálnom 

epiteli zjavná expresia SHH proteínu (obr. 4.6C-G). V posteriórnej oblasti zárodku 

rezáku je expresia SHH proteínu detegovateľná vo vnútornom sklovinnom epiteli, 

teda na rovnakom mieste, ako na predchádzajúcom sledovanom štádiu (obr. 4.6J-P).  
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Obrázok 4.2: Expresia SHH proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E12,5 (104 mg). Celkom anteriórne nie je možné presne 
stanoviť hranice medzi dentálnym a vestibulárnym epitelom (A). V anteriórnej sledovanej oblasti sa 
SHH proteín (červená šípka) exprimuje v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) v oblasti epitelových 
mostíkov (B-J). Epitelové mostíky sa nachádzajú na labiálnej strane zárodku a prepájajú vestibulárny 
epitel s dentálnym epitelom. Smerom posteriórne sa expresia SHH proteínu vytráca. V posteriórnej 
oblasti zárodku rezáku nie je expresia SHH proteínu v dentálnom epiteli detegovateľná (K-L). Vo 
vestibulárnom epiteli (oranžová hviezdička) nie je expresia proteínu SHH prítomná (B-L). Škála 
znázorňuje 100 µm. 
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Obrázok 4.3: Expresia SHH proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E12,7 (135 mg). Celkom anteriórne nie je možné presne 
stanoviť hranice medzi dentálnym (čierna hviezdička) a vestibulárnym epitelom (oranžová 
hviezdička) (A). V anteriórnej sledovanej oblasti sa na E12,7 exprimuje SHH proteín (červená šípka)  
v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) v oblasti epitelových mostíkov (B-H). V posteriórnej oblasti 
zárodku nie je na E12,7 expresia SHH proteínu v dentálnom epiteli zaznamenteľná (J-O). Vo 
vestibulárnom epiteli nie je expresia proteínu SHH prítomná (A-M). Škála znázorňuje 100 µm. 
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Obrázok 4.4: Expresia SHH proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E13,5 (193 mg). Celkom anteriórne nie je možné presne 
stanoviť hranice medzi dentálnym (čierna hviezdička) a vestibulárnym epitelom (oranžová 
hviezdička) (A-B). V anteriórnej sledovanej oblasti, v dentálnom epiteli (čierna hviezdička)  
v oblasti epitelových mostíkov, nie je expresia SHH proteínu prítomná (C-E). V posteriórnej oblasti 
zárodku rezáku je expresia SHH proteínu (červená šípka) zaznamenateľná v dentálnom epiteli na 
vrchole pupeňa v bunkách priľahlých k mezenchýmu (G-J). Vo vestibulárnom epiteli nie je expresia 
proteínu prítomná (A-L). Škála znázorňuje 100 µm. 
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Obrázok 4.5: Expresia SHH proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E14,5 (308 mg). Celkom anteriórne nie je možné presne 
stanoviť hranice medzi dentálnym (čierna hviezdička) a vestibulárnym epitelom (oranžová 
hviezdička) (A-B). V anteriórnej sledovanej oblasti nie je v dentálnom epiteli v oblasti epitelových 
mostíkov detegovateľná expresia SHH proteínu (C-G). V posteriórnej oblasti zárodku rezáku je 
detegovateľná expresia SHH proteínu (červená šípka) vo vnútornom sklovinnom epiteli (K-L). Vo 
vestibulárnom epiteli nie je expresia proteínu SHH prítomná (A-L). Škála znázorňuje 100 µm. 
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Obrázok 4.6: Expresia SHH proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E15,5 (484 mg). Celkom anteriórne nie je možné presne 
stanoviť hranice medzi dentálnym (čierna hviezdička) a vestibulárnym epitelom (oranžová 
hviezdička) (A-B). V anteriórnej sledovanej oblasti sa SHH proteín (červená šípka) v dentálnom epiteli 
v oblasti epitelových mostíkov neexprimuje (C-G). V posteriórnej oblasti zárodku rezáku na vrchole 
jeho epitelovej časti sa SHH proteín exprimuje vo vnútornom sklovinnom epiteli (J-P). Vo 
vestibulárnom epiteli nie je expresia proteínu SHH prítomná (A-P). Škála znázorňuje 100 µm. 
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Z uvedených výsledkov vyplýva, že proteín SHH sa v anteriórnej 

sledovanej oblasti exprimuje v dentálnom epiteli výhradne na včasných 

štádiách vývoja (E12,5-12,7) (obr. 4.7 a 4.21). V anteriórnej sledovanej oblasti sa 

SHH proteín exprimuje v dentálnom epiteli na labiálnej strane (obr. 4.2B-J, 4.3B-H  

a 4.7A-B), kde sa nachádzajú epitelové mostíky, ktoré prepojujú zubný zárodok 

s vestibulárnym epitelom. Na štádiu pokročilého pupeňa (E13,5) a na pokročilejších 

štádiách vývoja (E14,5-15,5) sú epitelové mostíky stále morfologicky detegovateľné, 

no expresia SHH proteínu v nich chýba (obr. 4.4C-E, 4.5C-G, 4.6C-G a 4.7C-D). Vo 

vestibulárnom epiteli nie je SHH proteín exprimovaný na žiadnom sledovanom štádiu 

(obr. 4.7A-D).  

 

 

Obrázok 4.7: Expresia SHH proteínu v anteriórnej sledovanej oblasti. V anteriórnej sledovanej 
oblasti sa SHH proteín exprimuje výhradne na raných štádiách vývoja (A-B). Expresia SHH proteínu 
(červená šípka) je detegovateľná v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) na labiálnej strane v oblasti 
epitelových mostíkov (A-B). Na pokročilejších štádiách vývoja nie je expresia SHH proteínu 
v anteriórnej sledovanej oblasti detegovateľná (C-D). Vestibulárny epitel (oranžová hviezdička) je SHH 
negatívny v priebehu celej sledovanej periódy vývoja (A-D). Škála predstavuje 100 µm. 

 

V posteriórnej oblasti zárodku rezáku je v dentálnom epiteli na vrchole 

epitelovej časti zubného zárodku expresia SHH proteínu prítomná od štádia 

pokročilého pupeňa (od E13,5) (obr. 4.8 a 4.21). Na včasných štádiách vývoja 

(E12,5-12,7) expresia SHH proteínu v tejto oblasti absentuje (obr. 4.2K-L, 4.3J-O  

a 4.8A-B) V štádiu pokročilého pupeňa (E13,5) sa SHH pozitívne bunky nachádzajú 

v dentálnom epiteli na vrchole epitelovej časti zubného zárodku, kde priliehajú 

k mezenchýmu (obr. 4.4G-J a 4.8C). Na štádiu pohárika (E14,5–15,5) je výrazná 

expresia SHH proteínu lokalizovaná vo vnútornom sklovinnom epiteli (obr. 4.5K-L, 

4.6J-P a 4.8C-D). 
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Obrázok 4.8: Expresia SHH proteínu v posteriórnej oblasti zárodku rezáku. Na E12,5 na štádiu 
včasného pupeňa sa v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) na vrchole epitelovej časti zubného 
zárodku SHH neexprimuje (A). V posteriórnej oblasti zárodku rezáku je expresia SHH proteínu 
detegovateľná od štádia pokročilého pupeňa (E13,5-15,5) (B-D). Na E13,5 sa SHH proteín (červená 
šípka) exprimuje v dentálnom epiteli na vrchole epitelovej časti pupeňa (B). Od E14,5 sa SHH proteín 
exprimuje vo vnútornom sklovinnom epiteli (C-D), ktorý je súčasťou sklovinného orgánu. Vo 
vestibulárnom epiteli (oranžová hviezdička) nie je expresia SHH proteínu prítomná v priebehu celej 
sledovanej periódy vývoja. Škála predstavuje 100 µm. 
 
 

4.2 Sledovanie expresie EDA proteínu 

U vývojovo najmladších sledovaných štádií E12,5 (107 mg, obr. 4.9; 120 mg, obr. 

4.10) je v anteriórnej sledovanej oblasti expresia EDA proteínu detegovateľná na 

povrchu orálneho epitelu (obr. 4.9A-C a 4.10A-C). Smerom posteriórne je EDA proteín 

prítomný v oblasti, kde nie je možné stanoviť presné hranice medzi dentálnym  

a vestibulárnym epitelom (obr. 4.9D-G a 4.10D-H). V oblasti epitelových mostíkov, 

kde už je možné morfologicky odlíšť dentálny a vestibulárny epitel, sa EDA proteín 

exprimuje aj v dentálnom, aj vo vestibulárnom epiteli (obr. 4.9H-L a 4.10E-N). 

Expresia EDA proteínu má v antero-posteriórnom smere celej rezákovej oblasti 

včasného pupeňa výrazne disperzný charakter. Celkom posteriórne, v dentálnom 

epiteli na vrchole epitelovej časti zubného zárodku, nie je expresia EDA proteínu 

detegovateľná (obr. 4.9M-O, obr. 4.10O). 

Na E13,5 (168 mg, obr. 4.11) je v anteriórnej sledovanej oblasti EDA proteín 

prítomný v dentálnom epiteli v oblasti epitelových mostíkov prieliehajúcich  

k vestibulárnemu epitelu (obr. 4.11C-E). Smerom posteriórne je expresia 

detegovateľná v superficiálnych vrstvách dentálneho epitelu na bázi rezákového 

pupeňa (obr. 4.11F-H). EDA pozitívne bunky je možné detegovať aj vo vestibulárnom 

epiteli (obr. 4.11F) a v orálnom epiteli medzi zubným zárodkom a vestibulárnym 
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epitelom (obr. 4.11G). V posteriórnej sledovanej oblasti zárodku rezáku sa na štádiu 

E13,5 EDA proteín v dentálnom epiteli neexprimuje (obr. 4.11J-L). 

Na E14,5 (300 mg, obr. 4.12) expresia EDA proteínu v anteriórnej sledovanej 

oblasti difúzne vyplňuje dentálny epitel v oblasti epitelových mostíkov (obr. 4.12B-F), 

priliehajúcich anteriórne k základu vestibulum oris. Postupne sa EDA pozitívne bunky 

v dentálnom epiteli sústreďuju labiálne (obr. 4.12G-K), v oblasti priľahlej  

k vestibulárnemu epitelu. EDA pozitívne bunky je možné detegovať aj v orálnom 

epiteli medzi zubným zárodkom a vestibulárnym epitelom (obr. 4.12G). V anteriórnej 

sledovanej oblasti je expresia EDA proteínu vo vestibulárnom epiteli koncentrovaná 

vo vnútornej vrstve buniek (obr.4.12B-K). V dentálnom epiteli v posteriórnej 

sledovanej oblasti základu rezáku nie je na E14,5 expresia EDA proteínu prítomná 

(obr. 4.12N-P). V posteriórnej sledovanej oblasti sa výrazná expresia EDA proteínu 

objavuje výlučne v strednej vrstve epitelových buniek základu vestibulum oris  

(obr 4.12L-P). 

Na E15,5 (504 mg, obr. 4.13) je v anteriórnej sledovanej oblasti expresia EDA 

proteínu pozorovateľná v dentálnom epiteli v oblasti epitelových mostíkov  

(obr. 4.13A-J). Výrazná expresia je detegovateľná v zhluku buniek v oblasti stopky na 

báze zubného zárodku (obr. 4.13E-J). V anteriórnej sledovanej oblasti je možné nájsť 

zhluky EDA exprimujúcich buniek vo vestibulárnom epiteli (obr. 4.13E-K).  

V posteriórnej sledovanej oblasti zárodku rezáku nie je detegovateľná expresia EDA 

proteínu v dentálnom epiteli (obr. 4.13L-P). Tak ako na predchádzajúcom skúmanom 

štádiu, EDA proteín sa v posteriórnej sledovanej oblasti intenzívne exprimuje  

v strednej bunkovej vrstve epitelového základu vestibulum oris (obr. 4.13K-P). 

Na E16,5 (504 mg, obr. 4.14) je v anteriórnej sledovanej oblasti zaznamenateľná 

expresia EDA proteínu vo vestibulárnom epiteli (obr. 4.14A-C). Smerom dozadu sa 

expresia EDA proteínu vo vestibulárnom epiteli obmedzuje iba na zhluky buniek  

(obr. 4.14D-P), V oblasti stopky na báze rezákového základu je zjavný zhluk EDA 

pozitívnych buniek (obr.4.14D-I), podobne ako u predchádzajúceho vývojového 

štádia. V posteriórnej sledovanej oblasti je na E16,5 expresia EDA proteínu 

lokalizovaná do oblasti tvoriacej posteriórnu časť stopky zubného zárodku a priľahlej 

k vestibulárnemu epitelu (obr. 4.14J-P). V dentálnom epiteli na vrchole epitelovej 

časti zubného zárodku nie je na tomto štádiu prítomná expresia EDA proteínu.  
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Obrázok 4.9: Expresia EDA proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E12,5 (107 mg). Celkom anteriórne sa EDA proteín 
(zelená šípka) exprimuje v orálnom epiteli (A-C). Smerom posteriórne sa EDA proteín exprimuje  
v oblasti, kde nie je možné stanoviť presné hranice medzi dentálnym a vestibulárnym epitelom (D-G). 
V oblasti epitelových mostíkov je expresia EDA proteínu zjavná aj v dentálnom (čierna hviedička) aj 
vo vestibulárnom epiteli (oranžová hviezdička) (H-L). Celkom posteriórne, v dentálnom epiteli na 
vrchole epitelovej časti zubného zárodku nie je expresia EDA proteínu detegovateľná (M-O). Škála 
znázorňuje 100 µm. 
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Obrázok 4.10: Expresia EDA proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na pokročilejšom štádiu E12,5 (120 mg). Celkom 
anteriórne sa EDA proteín (zelená šípka) exprimuje v orálnom epiteli (A-C). Smerom posteriórne sa 
EDA proteín exprimuje v oblasti, kde nie je možné stanoviť presné hranice medzi dentálnym  
a vestibulárnym epitelom (D-H). V oblasti epitelových mostíkov je expresia EDA proteínu zjavná 
v dentálnom (čierna hviezdička) a vestibulárnom epiteli (oranžová hviezdička) (E-N). Na vrchole 
epitelovej časti zubného pupeňa expresia EDA proteínu nie je detegovateľná (O). Expresia EDA 
proteínu má v antero-posteriórnom smere celej rezákovej oblasti výrazne disperzný charakter (A-O). 
Škála znázorňuje 100 µm. 
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Obrázok 4.11: Expresia EDA proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E13,5 (168 mg). Celkom anteriórne, v oblasti, kde nie je 
možné stanoviť presné hranice medzi dentálnym a vestibulárnym epitelom (A-B), je expresia EDA 
proteínu (zelená šipka) detegovateľná v epiteli mesiálne. V anteriórnej sledovanej oblasti je na E13,5 
EDA proteín prítomný v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) v oblasti epitelových mostíkov 
anteriórne priľahlých k základu vestibulum oris (oranžová hviezdička) (C-E). Smerom posteriórne je 
expresia detegovateľná v superficiálnych vrstvách dentálneho epitelu na bázi rezákového pupeňa  
(F-H). EDA pozitívne bunky sú ojedinele prítomné v strednej vrstve buniek vestibulárneho epitelu (F), 
je možné ich zaznamenať aj v orálnom epiteli medzi zubným zárodkom a vestibulárnym epitelom (G). 
V posteriórnej sledovanej oblasti nie je EDA proteín detegovateľný ani v dentálnom, ani vo 
vestibulárnom epiteli (J-L). Škála predstavuje 100 µm. 
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Obrázok 4.12: Expresia EDA proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E14,5 (300 mg). Celkom anteriórne, v oblasti, kde nie je 
možné stanoviť presné hranice medzi dentálnym a vestibulárnym epitelom (A), sa v epiteli v podstate 
plošne exprimuje EDA proteín (zelená šípka). V anteriórnej sledovanej oblasti expresia EDA proteínu 
difúzne vyplňuje dentálny epitel (čierna hviezdička) v oblasti epitelových mostíkov, priliehajúcich 
anteriórne k základu vestibulum oris (B-F). Smerom posteriórne je expresia EDA proteínu 
koncentrovaná na labiálnej strane dentálneho epitelu (G-K). V anteriórnej sledovanej oblasti sa EDA 
proteín tiež exprimuje vo vnútornej vrstve buniek vestibulárneho epitelu (oranžová hviezdička) (B-K). 
EDA pozitívne bunky je možné detegovať aj v orálnom epiteli medzi zubným zárodkom  
a vestibulárnym epitelom (G). V posteriórnej sledovanej oblasti nie je v dentálnom epiteli 
detegovateľná expresia EDA proteínu (N-P) EDA proteín sa v posteriórnej sledovanej oblasti exprimuje 
výlučne v strednej vrstve epitelových buniek základu vestibulum oris (L-P). Škála predstavuje 100 µm. 
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Obrázok 4.13: Expresia EDA proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya E15,5 (504 mg). V anteriórnej sledovanej oblasti je na E15,5 
pozorovateľná expresia v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) v oblasti epitelových mostíkov (A-J). 
Intenzívna expresia EDA proteínu je prítomná v zhluku buniek na báze zubného zárodku v oblasti 
epitelovej stopky zubného zárodku (E-J). V anteriórnej sledovanej oblasti je možné nájsť zhluky EDA 
pozitívnych buniek v základe vestibulum oris (oranžová hviezdička) (E-K). V posteriórnej sledovanej 
oblasti nie je expresia EDA proteínu zaznamenateľná v dentálnom epiteli (L-P), ale výhradne v strednej 
vrstve buniek vestibulárneho epitelu (K-P). Škála predstavuje 100 µm. 
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Obrázok 4.14: Expresia EDA proteínu na semisérii frontálnych histologických rezov rezákovou 
oblasťou mandibuly myšieho embrya na E16,5 (750 mg). V anteriórnej sledovanej oblasti je 
expresia EDA proteínu (zelená šípka) výrazná vo vestibulárnom epiteli (oranžová hviezdička) (A-C). 
Smerom posteriórne sa expresia EDA proteínu vo vestibulárnom epiteli obmedzuje iba na zhluky 
pozitívnych buniek (D-P). Na bázi zubného zárodku sa EDA proteín exprimuje v zhluku buniek  
v oblasti epitelovej stopky (D-I). V posteriórnej oblasti zárodku rezáku sa EDA proteín exprimuje  
v posteriórnej časti stopky zubného zárodku priľahlej k vestibulárnemu epitelu (J-P). V posteriórnej 
sledovanej oblasti v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) sa EDA proteín neexprimuje vôbec (J-P). 
Škála predstavuje 100 µm. 
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V anteriórnej sledovanej oblasti sa EDA proteín exprimuje v dentálnom 

epiteli na všetkých sledovaných vývojových štádiách (E12,5-16,5) (obr. 4.15  

a 4.21). Na najvčasnejších štádiách vývoja (E12,5) je expresia EDA proteínu 

v anteriórnej sledovanej oblasti prítomná v oblasti, kde nie je možné presne stanoviť 

hranice medzi dentálnym a vestibulárnym epitelom (obr. 4.9D-G, 4.10D-H a 4.15A). 

Na E13,5-14,5 je expresia EDA proteínu prítomná v dentálnom epiteli v oblasti 

epitelových mostíkov ktoré prepojujú zubný zárodok s epitelovým základom 

vestibulum oris (obr. 4.11A-E, 4.12A-C a 4.15B-C). Na E15,5-16,5 sa EDA proteín 

exprimuje v zhluku buniek v oblasti epitelovej stopky na báze epitelu rezákového 

zárodku (obr. 4.13E-J, 4.14D-I a 4.15D-E). V anteriórnej sledovanej oblasti sa 

v základe vestibulum oris EDA proteín exprimuje na lingválne uloženej bunkovej 

vrstve, priľahlej k zárodku zubu (obr. 412B-K, 4.13E-K, 4.14A-I, 4.15C-E). 

 

 

Obrázok 4.15: Expresia EDA proteínu v anteriórnej sledovanej oblasti. V anteriórnej sledovanej 
oblasti sa EDA proteín (zelená šípka) exprimuje na všetkých sledovaných vývojových štádiách (A-E). 
Na E12,5 sa EDA proteín anteriórne exprimuje v oblasti, kde nie je možné presne stanoviť hranicu 
medzi dentálnym a vestibulárnym epitelom (A). Na E13,5-14,5 sa EDA proteín exprimuje v dentálnom 
epiteli (čierna hviezdička) v oblasti epitelových mostíkov anteriórne priľahlých k základu vestibulum 
oris (oranžová hviezdička) (B-C). Na E15,5-16,5 sa EDA proteín exprimuje v zhluku buniek v oblasti 
stopky na báze zubného zárodku (D-E). Vo vestibulárnom epiteli je expresia EDA proteínu na E14,5-
16,5 koncentrovaná v lingválne uloženej bunkovej vrstve (D-E). Škála predstavuje 100 µm. 

 

V posteriórnej sledovanej oblasti zárodku rezáku sa v dentálnom epiteli 

EDA proteín neexprimuje na žiadnom sledovanom vývojovom štádiu (E12,5-

16,5) (obr. 4.16 a 4.21). EDA proteín sa exprimuje v strednej vrstve buniek 

vestibulárneho epitelu (obr. 4.16C-D).  
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Obrázok 4.16: Expresia EDA proteínu v posteriórnej sledovanej oblasti zárodku rezáku. 
V posteriórnej sledovanej oblasti sa EDA proteín (zelená šípka) v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) 
neexprimuje na žiadnom sledovanom štádiu (A-E). V zodpovedajúcej oblasti sa na E14,5-16,5 EDA 
proteín exprimuje vo vestibulárnom epiteli (oranžová hviezdička) v strednej vrstve buniek (C-E). Na 
E16.5 sa EDA proteín exprimuje v orálnom epiteli priehajúcom k epitelovej stopke zubného zárodku 
(E). Škála predstavuje 100 µm. 
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4.3 Porovnanie expresie SHH a EDA 

proteínov 

 

V anteriórnej sledovanej oblasti sa na včasných štádiách vývoja (E12,5-

12,7) exprimujú oba proteíny, SHH i EDA (obr. 4.17 a 4.21). EDA proteín sa 

exprimuje v dentálnom epiteli v oblasti epitelových mostíkov, ktoré prepojujú 

dentálny epitel s epitelovým základom vestibulum oris (obr. 4.17C,D). V labiálnej 

bazálnej oblasti dentálneho epitelu vybiehajúcej do oblasti epitelových mostíkov sa 

exprimuje aj proteín SHH (4-17A,C). Na E13,5 nie je v tejto oblasti SHH proteín 

detegovateľný, ale vizualizácia expresie EDA proteínu zostáva prítomná (obr. 4.17D).  

 

 

Obrázok 4.17: Porovnanie expresie proteínov SHH a EDA v anteriórnej sledovanej oblasti na 
včasných vývojových štádiách E12,5-13.5. Na E12,5-12,7 sa oba sledované proteíny, SHH (červená 
šípka) a EDA (zelená šípka) exprimujú v oblasti epitelových mostíkov (A-C). Na E13,5 nie je v tejto 
oblasti SHH proteín detegovateľný, ale expresia EDA proteínu zostáva prítomná (D). Čierna hviezdička 
– dentálny epitel, oranžová hviezdička – vestibulárny epitel. 
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Na E14,5-15,5 sa v dentálnom epiteli v anteriórnej sledovanej oblasti 

exprimuje iba EDA proteín, SHH proteín sa v tejto oblasti neexprimuje  

(obr. 4.18 a 4.21). Na E14,5 expresia EDA proteínu difúzne vyplňuje dentálny epitel 

v oblasti epitelových mostíkov (obr. 4.18B) Na E15,5 je expresia EDA proteínu 

lokalizovaná v oblasti stopky na báze rezákového zárodku (obr. 4.18D). V anteriórnej 

sledovanej oblasti sa EDA proteín exprimuje vo vnútornej vrstve buniek 

vestibulárneho epitelu (obr. 4.18C,D).  

 

 

Obrázok 4.18: Porovnanie expresie proteínov SHH a EDA v anteriórnej sledovanej oblasti na 
pokročilejších vývojových štádiách E14,5-15,5. Na E14,5 a E15,5 sa SHH proteín v anteriórnej 
sledovanej oblasti neexprimuje (A,C). Na E14,5 sa EDA proteín exprimuje v dentálnom epiteli v oblasti 
epitelových mostíkov. Na E15,5 je expresia EDA proteínu (zelená šípka) koncentrovaná do zhluku 
buniek v oblasti stopky na báze zubného zárodku (B, D). Čierna hviezdička – dentálny epitel, oranžová 
hviezdička – vestibulárny epitel. 
 

V posteriórnej sledovanej oblasti zárodku rezáku sa v dentálnom epiteli na 

vrchole epitelovej časti zubného zárodku exprimuje iba SHH proteín, EDA 

proteín sa v tejto oblasti neexprimuje na žiadnom sledovanom štádiu  

(obr. 4.19, 4.20 a 4.21). Na E13,5, je v dentálnom epiteli na vrchole epitelovej časti 

zárodku rezáku expresia SHH proteínu detegovateľná v bunkách priľahlých 

k mezenchýmu (obr. 4.19C). Na E14,5-15,5 sa proteín SHH exprimuje vo vnútornom 

sklovinnom epiteli (obr. 4.20A,C). V posteriórnej sledovanej oblasti sa na pokročilých 

štádiách vývoja EDA proteín exprimuje vo vestibulárnom epiteli v strednej vrstve 

buniek (obr. 4.20B-D). 
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Obrázok 4.19: Porovnanie expresie proteínov SHH a EDA v posteriórnej sledovanej oblasti na 
včasných vývojových štádiách E12,5-13,5. V posteriórnej sledovanej oblasti sa na E12,5 v dentálnom 
epiteli na vrchole epitelovej časti zubného zárodku neexprimuje ani jeden zo sledovaných proteínov 
(A-B). Na E13,5 sa SHH proteín (červená šípka) exprimuje v dentálnom epiteli na vrchole epitelovej 
časti zubného zárodku (C). Na E13,5 sa EDA proteín v dentálnom epiteli na vrchole epitelovej časti 
zubného zárodku neexprimuje (D). Čierna hviezdička – dentálny epitel, oranžová hviezdička – 
vestibulárny epitel. 

 

Obrázok 4.20: Porovnanie expresie proteínov SHH a EDA v posteriórnej sledovanej oblasti na 
pokročilejsích štádiách vývoja E14,5-15,5. Na E14,5-15,5 sa SHH proteín (červená šípka) exprimuje 
vo vnútornom sklovinnom epiteli na vrchole epitelovej časti zubného zárodku (A,C). Na E14,5-15,5 sa 
EDA proteín (zelená šípka) v dentálnom epiteli sklovinného orgánu neexprimuje vôbec (B,D), expresia 
EDA proteínu je detegovateľná v strednej vrstve buniek vestibulárneho epitelu (B,D). Čierna 
hviezdička – dentálny epitel, oranžová hviezdička – vestibulárny epitel.  
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Obrázok 4.21: Schéma sledovanej časopriestorovej dynamiky expresie proteínov SHH a EDA 
naprieč vývojovými štádiami E12,5-16,5. Na E12,5 sa SHH proteín exprimuje v anteriórnej 
superficiálnej oblasti základu rezáku. E12,5 je vývojovo príliš málo pokročilé štádium, dentálny epitel 
vykazuje morfológiu včasného pupeňa a v oblasti dentálneho epitelu teda ešte nie je prítomná oblasť 
funkčného rezáku. Preto na tomto štádiu nie je možné determinovať v zubnom zárodku oblasť 
zodpovedajúcu posteriórnej sledovanej oblasti zárodku rezáku na nasledujúcich vývojový štádiách (od 
E13,5). Na E12,7 dochádza k útlmu anteriórnej SHH expresie a na E13,5 sa v posteriórnej sledovanej 
oblasti de novo objavuje nová oblasť expresie SHH proteínu lokalizovaná na vrchole epitelového 
pupeňa, zodpovedajúca vlastnému signalizačnému centru rezáku. EDA proteín sa exprimuje 
konzistentne naprieč všetkými sledovanými štádiami v anteriórnej sledovanej oblasti, ako aj vo 
vestibulárnom epiteli. FI – functional incisor, RI – rudimentary incisor, VE – vestibular epithelium. 
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5 Diskusia 

Predložená práca sa zameriava na vývoj dolného rezáku myši v kontexte expresie 

proteínov SHH a EDA. Bola sledovaná expresia proteínov SHH a EDA v prednej časti 

mandibuly od E12,5 do E16,5.  

Najčastejšie sa vo vývojovej biológii pre posúdenie pokročilosti vývoja využíva 

metóda chronologického určenia štádia embryí. Odobrané embryá však môžu 

vykazovať značnú variabilitu nielen medzi jednotlivými vrhmi, ale i v rámci jedného 

embryonálneho dňa medzi sebou. To znamená, že embryá toho istého 

chronologického veku majú odlišný biologický vek. Nesúlad biologického veku 

embryí z toho istého vrhu spôsobuje mnoho faktorov. Nejde len o epigenetické 

faktory, ale aj o množstvo iných faktorov, ako napríklad miesto, kde dôjde k nidácii 

zygoty a počet embryí, ktoré sú viazané na danú oblasť maternice. Vývojové zmeny 

často prebiehajú veľmi rýchlo a hrubé členenie v rozmedzí embryonálnych dní sa 

preto javí ako nedostatočné. Preto je možné na začlenenie embryí do štádií využiť 

okrem chronologického veku v embryonálnych dňoch aj telesnú hmotnosť, ktorá 

dobre koreluje so štádiom zubného vývoja (Peterka et al., 2002). Vďaka telesnej 

hmotnosti je možné homogenizovať experimentálnu skupinu a usporiadať embryá 

v rámci jednotlivých chronologických štádií do radu podľa pokročilosti vývoja. Na 

základe týchto kritérií bola v tejto práci vytvorená longitudinálna vývojová rada 

myších embryí od E12,5 do E16,5 (tab. 3.2) s cieľom zachytiť reprezentatívne štádiá 

zubného vývoja od zubného pupeňa po pokročilý pohárik.  

Anteriórna oblasť zárodku rezáku v dolnej i hornej čeľusti predstavuje miesto, 

kde sa podľa niektorých autorov zakladá rudimentárna generácia zubov (Woodward, 

1894; Fitzgerald, 1973; Hovorakova et al., 2011). Za marker zubného vývoja v epiteli 

je považovaný gén Shh. Do súvislosti s vývojom zubov sa gén Shh dostal po objavení 

jeho expresie v zubných zárodkoch (Bitgood and McMahon, 1995). V literatúre je 

väčšinou možné dočítať sa o odontogénnej Shh doméne, ktorá zodpovedá budúcemu 

funkčnému rezáku. Uvádza sa, že dochádza k down-regulácii intenzívnej Shh expresie 

v štádiu včasného pupeňa (E12,5). Následne Shh gén reiniciuje svoju expresiu na 

vrchole pokročilého pupeňa (E13,5) (Seppala et al., 2017). Recentné štúdie však 

ukázali, že včasná superficiálna expresia génu Shh, objavujúca sa v anteriórnej oblasti 
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mandibuly v štádiu epitelového zhrubnutia až včasného pupeňa na E12,5, nie je len 

časovo, ale i priestorovo disktinktívna v porovnaní s neskoršou expresiou v štádiu 

pokročilého pupeňa, a že teda nezodpovedá de novo sa objavujúcemu signálnemu 

centru funkčného rezáku na E13,5, ktoré je lokalizované posteriórne a zanorené 

hlbšie v mezenchýme (Hovorakova et al., 2011; Ahtiainen et al., 2016).  

Anteriórnu doménu expresie Shh detegovali Hovorakova et al. (2011) od E12,5 

do E13,5 (t.j. u embryí od 98 mg do 164 mg). V predloženej práci bola  

v zodpovedajúcom priestore identifikovaná intenzívna expresia SHH proteínu – teda 

produktu Shh génu, v oblasti epitelových mostíkov na E12,5 (104mg obr. 4.2), čo je 

štádium približne medzi E12,5 (98mg) a E13 (118mg) (Hovorakova et al., 2011). Na 

E13 (118 mg) boli popísané dve priľahlé vedľa seba ležiace domény expresie Shh 

génu v anteriórnej oblasti zárodku rezáku, ktoré zodpovedali dvom distinktívnym 

epitelovým mostíkom (Hovorakova et al., 2011). Prezentované výsledky jasne 

dokumentujú morfologicky odlíšiteľné distinktívne epitelové mostíky na 

imunohistochemicky značených vzorkách (E12,5 104 mg, obr. 4.2). Expresia SHH 

proteínu je lokalizovaná v tejto oblasti.  

Na E12,7 (135 mg) bola expresia SHH proteínu lokalizovaná obdobným 

spôsobom, avšak vizualizovaný signál SHH expresie bol výrazne menej intenzívny ako 

na E12,5, čo môže značiť postupné miznutie SHH proteínu z oblasti epitelových 

mostíkov. Toto zodpovedá faktu, že expresia Shh génu v oblasti anteriórnej domény 

sa v tomto období vypína (Hovorakova et al., 2011), čo má za následok aj útlm 

expresie SHH proteínu. 

Na základe in situ hybridizácie bolo zistené, že na E13,5 je prechodne možné 

zachytiť súčasne ko-existenciu miznúcej expresie Shh génu v anteriórnej 

superficiálnej oblasti a nastupujúcej expresie v oblasti signálneho centra základu 

funkčného rezáku, lokalizovanej viac posteriórne (Hovorakova et al., 2011). Takáto 

situácia v rámci výsledkov predloženej práce nebola zachytená. Na vývojovo menej 

pokročilých embryách na E13,5 (149 mg) nebola detegovaná expresia SHH proteínu 

vôbec, ani v anteriórnej, ani v posteriórnej sledovanej oblasti. Posteriórna expresia 

SHH proteínu bola identifikovaná na vrchole pokročilého pupeňa až na štádiu E13,5 

(193 mg). Oneskorenie zachytenia expresie proteínu voči expresii génu je 

pravdepodobne spôsobené časovým posunom v translácii produktu expresie génu, 

čiže v čase začiatku expresie génu ešte množstvo translatovaného proteínu nie je 
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detegovateľné použitou metodikou. Bolo ukázané, že na E13,5 (174 mg) sa Shh gén 

exprimuje iba na vrchole rezákového pupeňa, pričom anteriórna oblasť už je Shh 

negatívna , teda anteriórna transkripčná doména už nie je aktívna. (Hovorakova et al., 

2011). Toto zistenie korešponduje s prezentovanými výsledkami na E13,5 (193mg), 

kedy bola zachytená expresia SHH proteínu v posteriórnej oblasti na vrchole zubného 

pupeňa vyvíjajúceho sa rezáku (obr. 4.4).  

Na základe predložených výsledkov je možné konštatovať, že SHH proteín sa teda 

podobne ako Shh gén exprimuje v štádiu včasného pupeňa v odlišnej oblasti, ako sa 

exprimuje v štádiu pokročilého pupeňa, pohárika a zvončeka, a že teda tieto dve 

expresie sú časovo aj priestorovo oddelené a reflektujú dva rôzne vývojové fenomény 

vo vývoji myšieho rezáku. Na raných štádiách vývoja sa SHH proteín exprimuje  

v oblasti anteriórnej iniciačnej odontogénnej domény, zatiaľ čo na pokročilých 

štádiách vývoja sa exprimuje v oblasti posteriórnej odontogénnej domény, 

reprezentujúcej signálne centrum vyvíjajúceho sa funkčného rezáku.  

Anteriórna Shh pozitívna doména sa v oblasti rezáku objavuje pomerne včasne, 

už na E11 (Dassule and McMahon, 1998). Na E11 predstavuje expresia Shh raný 

marker odontogenézy. SHH pôsobí ako mitogén, ktorý svojou proliferačnou aktivitou 

podmieňuje invagináciu dentálneho epitelu do dentálneho mezenchýmu a tým vznik 

pupeňa (E12) (Cobourne et al., 2001). Táto oblasť expresie je uložená povrchovo, na 

báze zubného zárodku a slúži ako iniciátor odontogenézy (Hovorakova et al., 2011; 

Ahtiainen et al., 2016). 

Podľa Hovorakova et al. (2011) predstavuje anteriórna doména expresie Shh 

génu v oblasti epitelových mostíkov miesto, kde sa zakladá rudimentárna generácia 

zubov. Túto hypotézu nedávno podporili Li et al. (2016), ktorí ukázali, že aj počas 

včasného embryonálneho vývoja pieskomila vzniká v oblasti horného rezáku 

miniatúrny zúbok. V dentálnom epiteli sa u pieskomila objavuje viacero epitelových 

návalkov a distinktívnych Shh transkripčných domén, čo naznačuje existenciu 

vestigiálnych zubných zárodkov. Pozoruhodné je, že pri explantácii zárodku rezáku 

pieskomila na štádiu pupeňa a minimalizovaní okolitého mezenchýmu sa zárodok 

vyvinie do trojitého, dvojitého rezáku, alebo do rezáku, ktorý je podobný rezáku 

dvojitozubcov (Lagomorpha). Pri explantácii zárodku rezáku pieskomila na štádiu 

pohárika a minimalizovaní okolitého mezenchýmu sa zárodok vyvinie do normálneho 

rezáku, avšak bez žliabku, typického pre rezák pieskomila. To naznačuje, že funkčný 
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rezák pieskomila vzniká integráciou viacerých rudimentárnych zárodkov, niektorých 

na štádiu pupeňa, iných na štádiu pohárika (Li et al., 2016). 

Posteriórna doména expresie Shh génu sa objavuje na štádiu pokročilého 

pupeňa (Hovorakova et al., 2011). Podľa prezentovaných výsledkov sa na štádiu 

pokročilého pupeňa SHH proteín exprimuje na vrchole epitelovej časti zubného 

zárodku v bunkách dentálneho epitelu, ktoré sú priľahlé k mezenchýmu. Táto oblasť 

korešponduje s hlboko uloženou, posteriórnou doménou expresie Shh génu, ktorá nie 

je v kontakte s orálnym epitelom (Hovorakova et al., 2011). Spolu so vznikom 

sklovinného orgánu sa expresia SHH proteínu rozširuje do oblasti vnútorného 

sklovinného epitelu (obr 4.5 a 4.6). Úloha SHH proteínu v tejto oblasti je pomerne 

dobre zdokumentovaná v súvislosti s cytodiferenciáciou zubných tkanív (Dassule  

et al., 2000). Aktivita SHH proteínu v sklovinnom orgáne je nevyhnutná pre vznik 

polarizovaných ameloblastov (Gritli-Linde et al., 2002). SHH má na bunky 

polarizujúci efekt v mnohých ďalších orgánoch, napr. v končatinovom pupeni (Scherz 

et al., 2007) a v neurálnej trubici (Roelink et al., 1994). Okrem toho má SHH úlohu pri 

prežívaní buniek na vrchole zárodku rezáku, pretože pri jeho absencii dochádza k ich 

apoptóze (Gritli-Linde et al., 2002), a má účinok i na proliferáciu, a to nielen na štádiu 

včasného pupeňa, ale aj na štádiu zvončeka (Wu et al., 2003). 

EDA signalizácia reguluje expresiu viacerých génov v signálnych centrách, 

vrátane Shh génu, a je zodpovedná za expanziu a vznik sukcesívnych (náhradných) 

plakód (Mustonen et al., 2004). U EDA deficientných myší, ktoré vykazujú patológie 

ektodermálnych derivátov, vrátane zubov, dochádza k oneskorenej expresii Shh génu 

v posteriórnej oblasti zárodku dolného rezáku. Navyše, u EDA deficientných myší bola 

pozorovaná redukcia posteriórnej domény expresie Shh génu v porovnaní  

s výsledkami u wild type myší (nepublikované dáta Mgr. L. Horákovej). Toto evokuje 

otázku, či by expresia Eda génu v anteriórnej superficiálnej oblasti mohla prispievať  

k iniciácii posteriórnej domény expresie Shh v zmysle regulácie sukcesívneho 

signálneho centra. To by mohlo vysvetlovať tiež zmenšenie signálnych centier u EDA 

deficientných myší, keďže expresia EDA proteínu reguluje veľkosť signálnych centier 

(Pispa et al., 1999; Mustonen et al., 2004).  

Publikácie popisujúce expresiu Eda génu skúmajú najčastejšie stoličky (Pispa  

et al., 1999; Tucker et al., 2000; Laurikkala et al., 2001). Na myších zuboch sa Eda gén 

doteraz skúmal predovšetkým v súvislosti so sklovinnými uzlami a morfogenézou 
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zubných hrbolčekov. Je však nutné brať do úvahy, že v oblasti stoličiek môže mať Eda 

gén iné funkcie ako v oblasti rezáku.  

Bolo popísané, že gén Eda sa na štádiu včasného pupeňa (E12-12,5) exprimuje  

v superficiálnych vrstvách orálneho epitelu, mimo invaginujúceho pupeňa (Tucker  

et al., 2000; Laurikkala et al., 2001). Prezentované výsledky ukazujú, že EDA proteín 

sa na raných štádiách exprimuje v anteriórnom orálnom epiteli a v celej rezákovej 

oblasti v antero-posteriórnom smere mimo vrchol invaginujúceho pupeňa  

V štádiu pokročilého pupeňa sa Eda gén exprimuje v bazálnych bunkách epitelu 

pupeňa, mimo jeho vrcholu (Tucker et al., 2000; Laurikkala et al., 2001), ktorý 

predstavuje prekurzor sklovinného uzlu. Po diferenciácii sklovinného orgánu sa 

expresia Eda génu presúva z bazálnych buniek epitelu pupeňa do vonkajšieho 

sklovinného epitelu (Pispa et al., 1999; Tucker et al., 2000; Laurikkala et al., 2001).  

V rámci prezentovaných výsledkov však expresia EDA proteínu v sklovinnom orgáne 

nebola zaznamenaná. Expresia EDA proteínu bola v posteriórnejších oblastiach 

lokalizovaná mimo zubného zárodku, vo vestibulárnom epiteli a v orálnom epiteli 

priľahlom k základu vestibulum oris.  

Keďže je EDA proteín sprvu viazaný na membránu a až potom dochádza k jeho 

štiepeniu, existuje možnosť, že rozpustný EDA proteín difunduje do okolia z buniek,  

v ktorých boli exprimované transkripty. Naskytuje sa tu i možnosť, že v skutočnosti 

nebola v predloženej práci detegovaná expresia proteínu EDA (EDA-1), ale zostrihová 

varianta EDA-2. Tejto skutočnosti by mohlo nasvedčovať to, že EDA-2 transkripty boli 

nájdené vo vestibulárnom epiteli (Mustonen et al., 2003). Odporuje tomu však 

popísaná intenzívna expresia EDA-2 transkriptu v epiteli sklovinného orgánu 

(Mustonen et al., 2003), ktorá v rámci predložnej práce zachytená nebola. Je teda 

pravdepodobné, že podobne ako u expresie SHH proteínu, ktorého expresia je 

oneskorená voči expresii Shh génu v danej oblasti (viď vyššie), aj u EDA proteínu 

mohlo dôjsť k oneskoreniu expresie v oblasti sklovinného orgánu a v nami 

sledovanom poslednom štádiu E16,5 ešte nebolo množstvo prítomného produktu 

translácie Eda génu v sklovinnom orgáne zachytiteľné použitou metodikou.  

V predložnej práci sa expresia EDA proteínu v zárodku rezáku konzistentne 

naprieč štádiami (E12,5-14,5) koncentruje do bazálnej časti zubného zárodku.  

V zárodku horného rezáku bol popísaný podobný vzor expresie Eda génu (Tucker  

et al., 2000). Autori popisujú expresiu Eda génu v rezákovej oblasti v orálnom epiteli 
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koncentrovanú do mediálnej oblasti zhrubnutého epitelu a orálneho epitelu 

bilaterálne spájajúceho zubné zárodky rezákov. Tento vzor expresie Eda génu je 

možné sledovať v bazálnej časti dentálneho epitelu do štádia zubného pohárika 

(Tucker et al., 2000). 

V predloženej práci bol detegovaný veľmi slabý disperzne lokalizovaný 

vizualizovaný signál expresie EDA proteínu na E12,5. Tomuto odpovedajú 

publikované výsledky niektorých autorov, ktoré popisujú expresiu Eda génu na E12 

ako slabú (Tucker et al., 2000), prípadne sa nepodarilo detegovať expresiu na štádiu 

epitelového zhrubnutia (E11) a pupeňa (E13) vôbec (Pispa et al., 1999). Existujú však 

i práce, kde autori našli expresiu Eda génu už na E10, teda ešte pred akoukoľvek 

morfologickou manifestáciou zubného vývoja (Laurikkala et al., 2001). Výsledky 

analýz pomocou northern blotu sa prikláňajú k tomu, že Eda sa naozaj exprimuje už 

veľmi včasne (Ferguson et al., 1997; Srivastava et al., 1997). Je ale pravdepodobné, že 

na detekciu Eda génu/proteínu v raných štádiách odontogenézy sú nutné citlivé 

sondy, popr. detekčné kity (Tucker et al., 2000).  

Vo všeobecnosti je zaujímavé, že vo vzťahu k dentícii býva často prehliadaný 

vestibulárny epitel, vyvíjajúci sa externe od zubných základov. Autori túto štruktúru  

v texte väčšinou vôbec nespomínajú a takéto informácie bývajú čitateľom objavené 

náhodou pri prezeraní obrazovej dokumentácie. Niektorí autori špecificky nerozlišujú 

vestibulárny epitel a priradia ho buď k orálnemu alebo dentálnemu epitelu 

(Mustonen et al., 2003). Napríklad Alappat et al. (2003) vo svojej práci popisujú ako 

dentálny epitel celý útvar invaginovaný do mezenchýmu – vrátane vestibulárneho 

epitelu.  

Vo vestibulárnom epiteli sa samotný Shh gén neexprimuje. Recentné práce však 

ukázali, že bunky z anteriórnej domény expresie Shh génu sa počas vývoja doposiaľ 

neobjasneným mechanizmom dostávajú do vestibulárneho epitelu (obr. 5.1 a 5.2) 

(Hovorakova et al., 2011).  
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Obrázok 5.1: Shh descendentné bunky na E16,5. (A) V anteriórnej superficiálnej oblasti sú Shh 
descendentné bunky lokalizované v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) v oblasti epitelových 
mostíkov na báze zubného zárodku. Epitelové mostíky na báze zubného zárodku predstavujú miesto, 
kde sa počas včasného vývoja objavuje anteriórna superficiálna Shh transkripčná doména 
(Hovorakova et al., 2011, 2016). Labiálne zasahujú Shh descendentné bunky do základu vestibulum oris 
(oranžová hviezdička). (B) V posteriórnej oblasti zárodku rezáku sú Shh descendentné bunky 
lokalizované v dentálnom epiteli (čierna hviezdička) na vrchole epitelovej časti zubného zárodku. 
V tejto oblasti zubného zárodku sa v pokročilých štádiách vývoja objavuje posteriórna Shh 
transkripčná doména., ktorá predstavuje vlastné signalizačné centrum budúceho funkčného rezáku. 
Shh descendentné bunky sú taktiež prítomné v posteriórnej časti stopky zubného zárodku a vo 
vestibulárnom epiteli (oranžová hviezdička). (Z archívu Dr. Hovořákovej). 

 

Výsledky prezentované v predloženej práci ukázali, že vestibulárny epitel je aj  

v prípade SHH proteínu negatívny. Detegovateľná je v ňom však expresia EDA 

proteínu, ktorá bola zachytená v podstate na všetkých vývojových štádiách v antero-

posteriórnom priebehu vestibulárneho základu. Na viacerých sledovaných štádiách 

vzor expresie EDA proteínu nápadne kopíruje lokalizáciu Shh descendentých buniek 

(viď obr. 5.2). 

 

 

Obrázok 5.2: Porovnanie lokalizácie fluorescenčne značených EDA pozitívnych buniek a Shh 
descendentných buniek zafarbených X-galom na E14,5. EDA proteín sa exprimuje na labiálnej 
strane dentálneho epitelu a vo vnútornej vrstve buniek vestibulárneho epitelu. Expresiu v dentálnom  
a vestibulárnom epiteli prepája expresia v orálnom epiteli. Shh descendentné bunky sú lokalizované  
v rovnakej oblasti. (Podľa Hovorakova et al. 2016). 
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Bolo preukázané, že bunky vestibulárneho základu pochádzajú z oblasti, ktorá 

pôvodne mala odontogénny potenciál, a to z oblasti prvej Shh expresie, ktorá bola 

asociovaná s rudimentárnou generáciou rezákov (Hovorakova et al., 2016). Vo 

vestibulárnom epiteli sa podľa prezentovaných výsledkov exprimuje EDA proteín, 

ktorý zodpovedá za expanziu a vznik sukcesívnych plakód (Mustonen et al., 2004). 

Tento fakt podporuje hypotézu, podľa ktorej môže aberantná expresia 

odontogénnych proteínov byť zodpovedná za dentálne patológie vo vestibulum oris 

(Hovorakova et al., 2016). Jedným z kandidátov zo skupiny odontogénnych proteínov 

by mohol byť práve EDA proteín. Na objasnenie funkcie EDA proteínu v tejto oblasti 

však budú potrebné funkčné experimentálne štúdie.  
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6 Závery 

I. Bola popísaná časopriestorová dynamika expresie SHH a EDA proteínov: 

A. Proteín SHH sa exprimuje v rovnakých oblastiach ako gén  

Shh – v anteriórnej superficiálnej oblasti a v posteriórnej oblasti 

lokalizovanej v epitelovom základe vlastného funkčného rezáku. 

B. V anteriórnej bazálnej časti vyvíjajúcej sa rezákovej oblasti je expresia 

EDA proteínu prítomná v oblasti epitelových mostíkov na všetkých 

skúmaných štádiách. Táto oblasť zodpovedá anteriórnej lokalizácii 

expresie SHH proteínu.  

C.  V posteriórnej oblasti zárodku vlastného funkčného rezáku sa EDA 

proteín v dentálnom epiteli sklovinného orgánu neexprimuje.  

D.  Na všetkých sledovaných štádiách vývoja bola expresia EDA proteínu 

zachytená vo vestibulárnom epiteli. 

II. Bunková populácia anteriórne od zárodku funkčného rezáku, exprimujúca gén 

Shh v ranom embryonálnom vývoji, exprimuje proteíny SHH a EDA, ktoré sú 

považované za včasné markery epitelovej odontogenézy. Je teda pravdepodobné, 

že táto oblasť po určitú dobu vývoja vykonáva induktívnu funkciu v zmysle 

aktivácie odontogenézy a nesie potenciál k tvorbe zubných štruktúr. Aberantnou 

signalizáciou by mohlo dôjsť k revitalizácii odontogénneho potenciálu buniek 

anteriórne od zárodku funkčného rezáku a k tvorbe zubných tkanív aj po 

ukončení aktívnej odontogenetickej etapy zubného vývoja. To by vysvetľovalo 

etiológiu patológií s výskytom dentálnych tkanív, napr. periférnych odontómov, 

ktoré sa príležitostne objavujú v predsieni dutiny ústnej. Na detailnejšie 

pochopenie a vysvetlenie mechanizmu aktivácie tohto potenciálu však budú 

potrebné funkčné štúdie.  
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