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Abstrakt

Vyvoj zubného zarodku mysi predstavuje dolezity model nielen pre Stidium
odontogenézy, ale ivSeobecnej organogenézy. Pozoruhodnym vyvojom prechadza
dolny rezak mysi. Zaklad dolného rezdku mysSieho embrya je totiZ prepojeny so
zakladom predsiene dutiny ustnej (vestibulum oris) epitelovymi mostikmi. V oblasti
epitelovych mostikov sa podl'a niektorych autorov prechodne objavuje rudimentarny
zubny zarodok. Prvym prejavom epitelovo-mezechymalnych interakcii prebiehajuicej
odontogenézy je z morfologického hl'adiska zhrubnutie oralneho epitelu. Z hl'adiska
molekularneho je to expresia génov Shh, Eda, Edar, Pitx2, BmpZ2, Bmp4 a DIx2.

Bolo zistené, Ze okrem transkripcnej domény, predstavujicej vlastné
signaliza¢né centrum vyvijajuceho sa funkéného rezdku, sa pocas vcasného vyvoja
objavuje eSte jedna docasnda transkriptnd doména, lokalizovana anteriérne
a superficialne v odontogénnej zéne epitelu. Anteriérna transkriptna doména vznika
prave v oblasti epitelovych mostikov a podla niektorych autorov z fylogenetického
hl'adiska zodpoveda signalnemu centru rudimentarneho zuba. Bunky z anteriorne;j
transkripénej domény sa pocas vyvoja dostavajui do zakladu vestibulum oris doposial
neobjasnenym mechanizmom.

Cielom tejto diplomovej prace bolo porovnat casopriestorovd dynamiku
expresie proteinov SHH a EDA v anteriornej oblasti mandibuly mySi v priebehu
embryonalneho vyvoja v kontexte s vyvojom zarodkov rezdkov a epitelovych Struktar
externe od nich. PouZitim imunohistochemického znacenia sa podarilo dokazat, zZe
protein SHH sa exprimuje v rovhakom vzore ako gén Shh. EDA protein sa podobne
ako SHH exprimuje v oblasti epitelovych mostikov. V oblasti funkéného rezaku sa
EDA protein neexprimuje. Expresia EDA vSak bola detegovana v zaklade vestibulum
oris. Pritomnost odontogénnych markerov ako EDA a SHH v oblasti epitelovych
Struktir externe od vyvijajucich sa rezakov by mohla vysvetlit potencial tychto
nedentalnych Struktir tvorit zubné tkanivo za patologickych podmienok atym
pomodct’ k objasneniu etiolégie vyvojovych dentdlnych patoldgii, akymi st napriklad

periférne odontdmy, vyskytujlce sa labidlne a bukalne od zubného oblika ¢loveka.

KI'ic¢ové slova: zub, mys, SHH, EDA, rudimentarny zub, vyvoj zubov



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, BmpZ2, Bmp4 and DIx2 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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1 Uvod

Zubny vyvoj patri medzi najlepSie preskimané epitelovo-mezenchymalne
interakcie v priebehu organogenézy. Podobnymi interakciami prechadza pocas
vyvoja vacSina organov. Jednym z tychto ,organov” je aj vestibularny epitel, ktory
voblasti dolnych rezakov cloveka i mySi vznika spolu so zubami zjedného
spolocného epitelového zakladu. To, aké mechanizmy st v hre pri diferenciacii na dve
funkcne a morfologicky odliSné Struktury, zostava zahadou.

Laboratérna myS$ je najpouZivanejSim modelovym organizmom pre vyskum
odontogenézy. Drviva vacSina toho, ¢o o vyvoji zubov vieme, bola zistenda u mySieho
modelu odontogenézy. Zaujimavostou je, Ze v priebehu odontogenézy vznikaju
u mysi dva typy zubnych zarodkov, funkéné a rudimentarne V oblasti rezadkov sa
z prvého typu vyvinie funkény zub a druhy typ, rudimentarny, po urc¢itom case zastavi
svoj vyvoj a Stadia funkcného zuba nedosiahne. Aku funkciu plni tento druhy typ
zubného zarodku je doposial nezname. Vzhladom na to, Ze sa zaklada medzi
funkénym rezdakom avestibularnym epitelom, je mozné, Ze nejako s tymito
Strukturami suvisi. Prilezitostny vyskyt patologickych dentalnych Struktir u umysi aj

cloveka vo vestibularnom epiteli tato hypotézu podporuje.

1.1 Orofacialna anatomia cloveka

Dutina ustna, cavitas oris, je pociatok traviaceho systému Cloveka. Ventralne ju
ohranicuju pery, labia oris, a lateralne lica, buccae. Vstupom do Ustnej dutiny je dstna
Strbina, rima oris. Strop Ustnej dutiny predstavuje podnebie, palatum, oddel'ujice
ustnu dutinu od dutiny nosovej a nosohltanu. Spodinu ustnej dutiny tvori diaphragma
oris. Dorzalne siaha uUstna dutina aZ do hltanovej UZiny, isthmus faucium, kde traviaci
systém volne prechadza do hltanu. SiCastou uUstnej dutiny su taktiez Specializované
organy - jazyk, zuby, slinné Zl'azy, ai. Jazyk, lingua, lezi na spodine ustnej dutiny. Zuby,
dentes, su vklinené do zubnych 16zok, alveoli dentales, na hornej a dolnej ¢el'usti a st
zoradené do dvoch zubnych oblukov, arcus dentales superior et inferior. Sliznica
pokryvajuca celé alveolarne vybeZzky Celusti sa nazyva dasno, gingiva. Zubnymi

oblikmi je tistna dutina rozdelena na predsien, vestibulum oris (labidlne ¢i bukalne od
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zubnych oblukov) a vlastna dutinu ustnu, cavitas oris propria (lingvalne od zubnych

obltkov).

1.1.1Vestibulum oris (predsien dutiny ustnej)

Predsien dutiny Ustnej,vestibulum oris, je Strbinovity priestor nachadzajuci sa
labidlne a bukalne od zubnych oblikov (obr. 1.1). Pri zovreti zubov vytvara
vestibulum uzatvoreny priestor, ktory komunikuje s vlastnou dutinou ustnou iba
Strbinami medzi zubami avzadu i vacSou Strbinou za poslednymi stolickami,
tzv. retromolarnym priestorom. Na mieste, kde alveolarna sliznica prechadza do
sliznice pier alic, sa nachadza predsietiova klenba, fornix vestibuli. Po celej dizke
fornix vestibuli je pritomny variabilny pocet kosakovitych rias z riedkeho vaziva. Tie
s obzvlast vyrazné v medidnnej rovine, kde vytvaraju uzdic¢ky, frenula labii
superioris et inferioris, fixujice zvnutra peru k d'asnu. Vystelku vestibulum oris tvori

vestibularny epitel.

strop
VO

dno
VO

[ alveolus

] zuby
[pery

Obrazok 1.1: Schematické zobrazenie vestibulum oris (VO). Vestibulum oris je ohranicené perami
a zubami vklinenymi do alveolov. (Z archivu Dr. Hovorakovej).
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1.1.2 Zuby

Zuby, dentes, su tvrdé, kalcifikované Struktury, nachadzajuice sa v ustnej dutine
vacSiny stavovcov, vratane cloveka. Suhrn vSetkych zubov jedinca sa nazyva chrup,
alebo denticia. Zuby su fylogeneticky starobylé Struktury. Najstar$i znamy stavovec
so zubami, Romundina stellina, pochadza z obdobia skorého devonu (priblizne pred
410 mil. rokov) (Rucklin and Donoghue, 2015). Napadna podobnost v molekularne;j
regulacii vyvoja zubov ainych epitelovych organov (Supiny, perie, chlpy, nechty,
exokrinné zl'azy) prirodzene vyustuje do otdzok o ich evolu¢nom pévode.

Zuby cloveka sa od seba navzajom zretel'ne odliSuju svojim tvarom a funkciou
(heterodontny chrup). Clovek ma $tyri typy zubov: rezaky (dentes incisivi), oéné zuby
(dentes canini), crenové zuby (dentes premolares) a stolicky (dentes molares). Ludsky
chrup tvoria dve generacie zubov (difyodontny chrup). Vyvoj docasnych (mlie¢nych)
zubov, dentes decidui, za¢ina v obdobi 2. mesiaca embryonalneho vyvoja atrva
priblizne 2 az 4 roky. V embryonadlnom obdobi taktiez dochadza k vyvoju zakladov
stalych zubov, dentes permenantes, ale ich tvorba zaberie d’alSich 12 rokov. Prvé
docasné zuby sa prerezavaju priblizne 6 mesiacov po narodeni a do 3. roku Zivota by
mal byt prerezany cely docasny chrup. Vobdobi okolo 6. roku Zivota dochadza
k erupcii prvého zuba trvalej denticie a postupne dochadza k exfoliacii do¢asnych
zubov. Uplny trvaly chrup je pritomny po prerezani tretej stoli¢ky, oby¢ajne okolo 18
az 21 roku zivota jedinca. Zuby su uloZené v Styroch kvadrantoch. Docasné zuby su
rozdelené v kvadrantoch po piatich zuboch, trvalé zuby su rozdelené po 6smych
zuboch. Kazdy kvadrant do¢asnych zubov je zloZeny z dvoch rezakov, jedného ocného
zuba a dvoch stoli¢iek (zubny vzorec 2i 1c 2m). V kvadrante trvalych zubov sd naviac
dva Crenové zuby a tretia stolicka (zubny vzorec 21 1C 2PM 3M).

Na kazdom zube c¢loveka rozoznavame korunku, krcéok, koren a drenova

dutinu (obr. 1.2):
[.  Korunka, corona dentis, je vlastna, funkCne tvarovana cast zuba,

vyCnievajuca z d'asna do ustnej dutiny.

II.  Krcok, collum dentis, je maly usek zubu medzi korunkou a korenom.
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[II.  Koren, radix dentis, je Cast zubu vklinena do alveolarneho vybezku cel'usti.
Korene a ich vetvy su vidy zakoncCené hrotom, apex radicis dentis.
Maxilarne stolicky maju korene az tri.

I[V. Drenova dutina, cavitas dentis, je priestor uprostred zubu vyplneny
zubnou drenou, pulpa dentis. V korunke sa drenova dutina rozsSiruje ako
dutina korunky, cavitas coronae. Naopak, v oblasti korena je drerova
dutina zdizZena ako korenovy kanalik, canalis radicis dentis, ktory na hrote

korenia usti ako jeden alebo viac otvorov, foramen apicis dentis.

Corona—

Dentinum

Pulpa

Alveolus

i Periodontium
Radix—

Gingiva

\

Foramen apicis

¥ Hudson Colasans

Obrazok 1.2: Stavba zuba. (Zdroj obrazka: 2.bp.blogspot.com).

Sklovina , enamelum, je obzvlast tvrdé, polopriehl'adné tkanivo, kryjice zubnu
korunku. NajvacSiu hrubku 2,5 pm dosahuje sklovina na zubnych hrbolcekoch
a smerom k okraju zubného krcka sa stenCuje. Ide vlastne o vysoko mineralizovany
sekrét epitelovych buniek, zloZeny takmer vyhradne z hydroxyapatitu (tvori az 95 %
skloviny, zvySok je proteinova matrix 1 % avoda 4 %). Organickd hmotu skloviny
tvoria najma jedineCné sklovinové proteiny, ako amelogeniny, ameloblastiny,
enameliny a tufteliny. Na rozdiel od kosti a zuboviny sklovina neobsahuje kolagén.

Sklovinotvorné bunky, ameloblasty, po erupcii zuba zanikaju. Sklovina preto
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neobsahuje bunky a nemoéZe sa obnovovat. Oprava sklovinovych defektov je potom
obmedzena iba na remineralizaciu miniatirnych kariéznych 1ézii.

Stavebnou zlozkou skloviny su sklovinové prizmy (hranoly). Sklovinové
prizmy su stipce $iroké 5 pum, z nich je kazdy zloZeny z priblizne 1000 velmi dlhych,
vzadjomne rovnobeZnych KkryStdlov hydroxyapatitu. Prizmy sd zaliate do
interprizmatickej hmoty, v ktorej su taktieZ krystaly, ale lisSia sa priestorovym
usporiadanim. Siahaju bez prerusenia od hranice dentin-sklovina az do hibky 20 pm
pod povrch skloviny, kde ich zvycajne nahradza aprizmaticka sklovina.

Zubovina, dentinum, je Zltkasté, bezcievne tkanivo, tvoriace vlastni hmotu
zuba. Je tvrdsia ako kost, hydroxyapatit tvori 70 % jej hmotnosti. Organickd hmota
predstavuje 20 % hmoty zuboviny a je zloZena z kolagénu typu I a proteoglykanov.
Schopnost vytvarat dentin si bunky zuboviny, odontoblasty, udrZia pocas celého
Zivota, ¢im postupne dochadza kzmenSovaniu dutiny korunky a korenovych
kanalikov. Kstimulacii odontoblastov atvorbe nového dentinu dochadza aj pri
poraneni zuba.

Cement, cementum, je zltkasté tkanivo, podobné vlaknitej kosti, kryjace
korene zubov. M4 podobny pomer mineralnej zlozky ako kostné tkanivo, a teda 50 %
hmotnosti. Organickd zlozku cementu predstavuje hlavne kolagén typu I
a proteglykany. Od kosti sa cement odliSuje tym, Ze neobsahuje ani cievy, ani nervy.
Tak ako kost, aj cement je perforovany Sharpeyovymi vlaknami, ktoré pokracuju do
vlakien periodontu a fixuju zub v alveole. Pocas Zivota sa na povrchu korena ukladaju
nové vrstvy cementu a inkorporuji do seba nové Sharpeyove vlakna, aby
kompenzovali pohyby zuba v alveole. Cement nepodstupuje remodelaciu, ale malé
oblasti nestl znamky resorpcie a opravy tkaniva. Vrstva cementu je vyrazne tensia ako
vrstva skloviny. Na hranici kréku a korunky cement zvycajne mierne prekryva
sklovinu, alebo sa ich okraje vzajomne stykaju.

Zubna dren, pulpa dentis, poskytuje vyzivu pre odontoblasty. Jedna sa
o vysoko vaskularizované, rosolovité vazivo podobné mezenchymu, ktoré je
obklopené dentinom a vypliuje drefiovi dutinu zuba. V oblasti korenia zubna dren
plynule nadvdzuje na periodontalne vazy prostrednictvom jedného alebo viacerych
apikalnych otvorov. Priblizne 60 % pulparneho kolagénu je typu [, zastipeny je
i kolagén typu IIl. Drenovu dutinu lemuje vrstvicka odontoblastov, produkujuca

dentin. S narastajucim vekom a depozitmi dentinu sa objem drene zmenSuje, ato
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dokonca tak, Ze je mozné odstranit korunku bez obnaZenia drene. Zubna dren je
bohato inervovana, sympaticka inervacia prichadza cestou periarterialnych pletencov
z ganglion cervicale superius, zatial ¢o somatosenzitivnu inervaciu zabezpecuju
vlakna z ganglion trigeminale, ktoré pod odontoblastami vytvaraju nervovy pletenec -
Raschkow plexus. Medzi inervaciou azubnou agenézou sa javi istd korelacia
(Kjaer et al., 1994; Chavez-Lomeli et al,, 1996). Zaujimavy je pripad jednostrannej
absencie canalis mandibularis a nervus alveolaris inferior v dolnej celusti
pochadzajicej zo stredovekého Danska. Autori predpokladaji, Ze tento defekt bol
zodpovedny za agenézu zubov na postihnutej strane a nervus mylohyoideus dokazal
Ciastocne vykompenzovat vyvoj alveolarnych vybezkov (Jakobsen et al., 1991).

S alveolarnou kostou je zubny cement spojeny osobitym systémom
spojivového tkaniva - ozubicou, periodontium. Hlavnou funkciou ozubice je fixovat
a stabilizovat’ zub v alveole. TaktieZ poskytuje senzorické informacie o polohe zubov
a sile skusu, ¢im reflexne chrani zuby pred neprimeranym tlakom pri Zuvani. Ozubica
vypliluje asi 200 pm Sirokd medzeru medzi povrchom korena a alveolarnou kostou.
Viac ako 70 % kolagénu v ozubici je typu I, prevazna cast zvysku je typu IIL
Kolagénové vlakna ozubice st orientované réoznymi smermi, o im umoZziuje pasivne
pOsobit proti pohybom zuba. Ozubica ma bohaté krvné zasobenie a je inervovana
sympatickymi a somatosenzitivnymi vldknami, ktoré prenasaju vazomotorické,
resp. nocicepcné a proprioreceptivne informacie. Na hranici krcku a korena je zub,

ozubica a pril'ahla kost kryta d'asnom.

1.2 Mys ako experimentalny model pre

studium odontogenézy

Laboratéorna mysS (Mus musculus) je najbeZnejsi modelovy organizmus pre
Stddium odontogenézy. MyS ma vysoku reprodukénui kapacitu, ¢im je zaistena
i vysoka schopnost reprodukcie experimentalnych vysledkov. NavySe patri do kladu
Euarchontoglires, ktory zahfna i Cloveka, takZze takmer vSetky mysie gény maju svoje
I'udské homology. Znama je ikompletnd sekvencia mySieho genému a dostupna
je Siroka Skala metod genetickej manipulacie a s tym suvisiace mnoZzstvo dostupnych

kmenov.
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MyS disponuje sadou 16 zubov. Vporovnani so zubnym vzorcom
ancestralnych placentovcov (Placentalia) je mysi chrup vysoko redukovany a vysoko
funkcne a morfologicky Specializovany. Kazdy kvadrant mySich cCel'usti obsahuje iba
jediny rezdk oddeleny od troch stoli¢iek isekom bez zubov, zvanym diastéma. Prave
koexistencia troch typov morfologicky a funkcne diferencovanych jednotiek (rezaky,
diastéma, stolicky) v kazdom kvadrante cel'usti umoznuje paralelné Studie na o ich
povode a kontrole vyvoja (Peterkova et al., 2000). Na rozdiel od ¢loveka nema mys
ndhradny chrup a disponuje iba jednou generaciou zubov (monofyodontna denticia).
Mysie rezaky sd premenené na hlodaky a rasti kontinualne v priebehu celého Zivota
jedinca. Na distalnom, funk¢nom konci sa hlodaky nepretrzite obrusujui, no zaroven
na opacnom konci neustale dorastaju. Za schopnost neobmedzeného rastu vdacia
pritomnosti adultnych kmenovych buniek na svojom proximalnom konci. Znalost
vlastnosti tejto populacie kmenovych buniek je v zaujme zakladného i aplikovaného
vyskumu (regenerativna terapia). K ukladaniu skloviny dochdadza u mysich rezakov
iba na labidlnej strane, na lingvalnej/palatalnej strane sa potom uklada vylucne
dentin. Hlodanim je zabezpecené, Ze na strane makSieho dentinu dochadza
k asymetrickému obrusovaniu, ¢im zostane odolnejSia rezna hrana rezaku tvorena
iba sklovinou.

Aj ked sa mysi aludsky chrup od seba na prvy pohlad zretelne odlisuju
(obr. 1.3), vSetky cicavc¢ie zuby vyuZzivaju pri vyvoji podobné, pripadne rovnaké,
molekuldrne kaskady. NavySe vCasné Stddia zubného vyvoja su z histologického

hl'adiska v zasade totozné.
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r— Mandible ——r—— Maxilla ——

Obrazok 1.3: Porovnanie maxilarneho (A, C) a mandibularneho (B, D) zubného oblika ¢loveka
(A-B) a mysi (C-D). Zatial ¢o clovek vymeni v priebehu Zivota zuby jedenkrat, mys$ disponuje po cely
zivot iba jednou generaciou zubov. Trvald l'udskd denticiu tvori 32 zubov (vyobrazeny jedinec nema
tretie stoli¢ky), my$ ma zubov 16. Clovek ma v jednom kvadrante ¢el'usti dva rezaky, jeden oény zub,
dva Crenové zuby a tri stolicky (2I C 3PM 3M). V kazdom kvadrante mysich celusti je jeden rezak a tri
stolicky, ktoré st od rezaku oddelené bezzubou oblastou, zvanou diastéma (I D 3M).
(Podl'a Jheon et al., 2013).

1.3 Vybrané signalne molekuly riadiace

embryonalny vyvoj
Na vytvorenie komplexného mnohobunkového organizmu je nevyhnutna
koordinovana suhra buniek, tkaniv a organov. Interakcie medzi bunkami a tkanivami
sa pocas embryonalneho vyvoja zacastiiuju predovsetkym signdlne molekuly z rodin
fibroblastovych rastovych faktorov (FGF), kostnych morfogenetickych proteinov
(BMP), WNT a hedgehog (HH).

1.3.1 Fibroblastovy rastovy faktor (FGF)

Fibroblastovy rastovy faktor (FGF, angl. fibroblast growth factor) bol prvykrat
objaveny vo vytazku z hovadzej hypofyzy v roku 1973 (Armelin, 1973). UZ v roku
1938 vsak bolo zname, Ze vytazky z kuracich embryi podporujd rast fibroblastov

izolovanych z kuracieho periostu (Trowell and Willmer, 1938).
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Fibroblastové rastové faktory boli identifikované nielen u stavovcov, ale aj
ubezstavovcov. Ziadne sekvencie podobné Fgf génu, neboli néjdené
u jednobunkovych organizmov ako Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae.
Zaujimavé pritom je, Ze gendm virusu jadrovej polyedrie obsahuje gén podobny Fgf
(Ayres et al., 1994). Zo sekvencie gendmu Drosophila melanogaster a Caenorhabditis
elegans je zname, Ze iba jeden Clen rodiny Fgf génov (gén branchless) sa nachadza
u drozofily, a dvaja Clenovia (egl-17 a let-756) st zndmi u C. elegans (Sutherland et al.,
1996; Burdine et al., 1997; Roubin et al., 1999). Naopak, u cicavcov je pritomnych az
22 Fgf génov. Tento stav je vysledkom najmenej dvoch celogenémovych duplikacii
u vcasnych predkov stavovcov (Popovici et al., 2005). Podl'a sicasného konsenzu sa
rodina fibroblastovych rastovych faktorov deli na 5 podrodin parakrinnych FGFs,
jednu podrodinu endokrinnych a jednu podrodinu intracelularnych FGFs (Ornitz and
Itoh, 2015).

Signalne molekuly FGFs su predovSetkym autokrinné/parakrinné faktory
(nazyvané tiez parakrinné FGFs, popr. kanonické FGFs), zatial' ¢o traja Clenovia FGF
rodiny posobia endokrinne a plnia tlohu v regulacii metabolizmu fosfatu, Zlcovych
kyselin, sacharidov alipidov (nazyvané tiez endokrinné FGFs). Styri molekuly
Struktirne pribuzné FGF proteinom nie si bunkou secernované a poOsobia na
intracelularnej Urovni (nazyvané tiez iFGFs, prip. FGF homologické faktory - FHF).
iFGFs interaguju v cytoplazme s C-terminalnou doménou napatovo riadenych
sodikovych kanalov. iFGFs su dolezitymi reguldtormi excitability neurénov a inych
excitabilnych buniek, napr. kardiomyocytov (Wang et al, 2012; Ornitz and Itoh,
2015).

Receptory fibroblastovych rastovych faktorov (FGFR) su vysokoafinitné
tyrozin kinazové receptory (RTK, angl. receptor tyrosine kinase), obsahujtce heparin
viaZzucu sekvenciu, N-terminalne extracelularne domény, pozostavajice ztroch
sJimmunoglobuline-like“  subdomén  (Igl-Iglll), transmembranovd doménu
a C-termindlnu cytoplazmatickd tyrozin kinazovd doménu (Lee et al, 1989).
Parakrinné FGFs vyZaduji pre signalnu funkciu vazbu k heparan sulfat
proteoglykanom (HSPG), ktoré slizia ako kofaktory umoZnujice homodimerizaciu
FGF receptorov (Ornitz et al., 1992; Spivak-Kroizman et al., 1994). Homodimerizacia

je nevyhnutna pre prenos signalu. Heparan sulfat je potentny kofaktor nielen pre FGF
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signalizaciu, ale aj pre Sirokud Skalu inych signalnych drah, vratane BMP, WNT a HH
(Ornitz and Itoh, 2015).

Receptory FGF sa na membrane bunky vyskytuju ako neaktivne monoméry.
Signalna draha FGF zacina naviazanim FGF ligandov na FGF receptory. Ligandy FGF
s spojené pomocou HSPG aviazu sa na Igll a Iglll domény FGF receptora. Vazba
ligand-receptor spdsobi homodimerizaciu susednych receptorov a vznika ternarny
komplex FGFR-FGF-HSPG. Toto spojenie sprostredkuje transautofosforylaciu kazdého
monoméru receptora pomocou cytoplazmatickej tyrozin kindzovej domény.
Aktivovany (=fosforylovany) receptor dalej fosforyluje tyrozinové zvysky na
adaptorovom proteine jednej z intraceluldrnych signalnych drah, zktorych za
zmienku stoja Ras-MAPK, PI3K-AKT, PLCy, alebo STAT (vid' ,Zoznam skratiek®)
(Teven et al., 2014; Ornitz and Itoh, 2015).

Stimulacia FGF receptora najcastejSie vyusti do aktivacie Ras-MAP (mitogen-
activated protein) kindzovej drahy. Stimulovany receptor fosforyluje tyrozinové
zvy$ky na dokovacom proteine FRS2a (fibroblast growth factor receptor substrate 2
alpha) (obr. 1.4). Tym vznika vazbové miesto pre adaptorovy protein GRB2 (guanine
nucletide exchange factor 2), ktory sa pomocou tyrozin fosfatazovej domény SHP2
(src homology region 2 domain-containing phosphatase-2) viaze na FRS2a.
Adaptorovy protein GRB2 nasledne sprostredkuje aktivaciu GTPazy Ras
regrutovanim vymenného faktora SOS (son of sevenless). Vymennou GDP za GTP sa
Ras aktivuje. V GTP-viazanej konformacii sa Ras zdruZuje s Raf kindzou, ¢im aktivuje
jej serin/threonin kindzova funkciu asignal sa odovzda dualnej kinaze MAPK
(MAPKK). MAPKK fosforyluje MAP kinazu (MAPK) a kaskada konc¢i prenosom do
jadra a fosforylaciou transkripcnych faktorov, ¢o umoZnuje interakciu s DNA

a regulaciu ciel'ovej génovej expresie (Thisse and Thisse, 2005; Santarpia et al., 2012).
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Obrazok 1.4: Schéma viazby FGF ligandu na receptor a aktivacie signalnej drahy. Vizba ligandu
sposobi homodimerizaciu susednych receptorov avznikd ternarny komplex, tvoreny ligandom,
receptorom a heparan sulfadt proteoglykanom. Toto spojenie sprostredkuje transautoforsforylaciu
kazdého monoméru receptora pomocou cytoplazmatickej tyrozin kindzovej domény. Aktivovany
receptor d’alej fosforyluje tyrozinové zvysky na dokovacom proteine FRS2a. Na FRS2a sa nasledne
viaZe prostrednictvom tyrozin fosfatazovej domény SHP2 dokovaci protein GRB2. GRB2 ma schopnost’
aktivovat GTPazu Ras, ktord je sucastou MAP kindzovej drahy FGF ligandy najcastejSie aktivuju MAP
kindzovd drahu. Medzi d'alSie signalne drahy aktivované FGF ligandom patri napriklad PLCy signalna
draha. (Podl'a Thisse and Thisse, 2005).

Fibroblastové rastové faktory aich receptory plnia Siroké funkcie
v prenatalnom i postnatalnom vyvoji. KedZe su parakrinné FGFs rastovymi faktormi,
pOsobia najcastejSie ako mitogény, no zucastiiujd sa i prezivania, migracie,
diferenciacie buniek a metabolizmu. Pocas v€asného embryonalneho vyvoja reguluju
FGFs diferenciaciu vnutornej bunkovej masy do epiblastu a primitivneho endodermu
(Yamanaka et al.,, 2010). V pokrocilejsich fazach vyvoja maju FGFs kl'di¢ovu tulohu
v organogenéze, napr. pri vyvoji srdca (Zaffran and Kelly, 2012), mozgu
(Trokovic et al., 2005) alebo pri indukcii konc¢atinového pupena (Ohuchi et al., 1997).
Niektoré FGFs stimuluju proliferaciu aj v epiteli aj v mezenchyme, iné iba v epiteli
alebo iba vmezenchyme (Jernvall et al, 1994; Kettunen and Thesleff, 1998;
Kettunen et al., 2000). Postnatdlne sa FGFs uplatiiuju pri odpovedi na poskodenie

tkaniva a pri jeho oprave. Su dolezité pri regeneracii plicneho epitelu a koznych

20



poraneni (Meyer et al, 2012; Guzy et al, 2015). V adultnych tkanivach casto
reaktivuju vyvojové signalne drahy (Ornitz a Itoh 2015).

Mutacie vo FGF a FGFR génoch spodsobuju uludi roézne patologické stavy.
NajcastejSia  pricina trpaslicieho vzrastu, achondroplazia, je sposobena
gain-of-function mutdciou vo FGFR3 géne. Tato muticia zniZuje inhibiciu
enchondralnej osifikacie, ¢im dochadza u postihnutych kvytvoreniu typického
fenotypu (kratka postava, kratke proximalne segmenty koncatin, velka hlava
s prominujicim ¢elom) (Cohen, 1998). Receptory FGF boli implikované aj pri rozvoji
rakovinovych ochoreni. Napriklad gain-of-function mutacie FGFR3 su najcastejSie
pozorovanymi mutdciami u rakoviny moc¢ového mechuira (Cappellen et al., 1999).
Rekombinantné FGFs by mohli najst uplatnenie v biologickej liecbe. Na ich
terapeuticky potencidl pokazuje fakt, Ze FGF1 bol v klinickych experimentalnych

stadiach schopny indukovat' v srdci neoangiogenézu (Schumacher et al., 1998).

Negativna regulacia MAP kinazovej drahy

Podobne, ako je to v pripade aktivacie signalu, aj mechanizmy ktoré utlmuju
FGF signalizaciu su v Zivoc¢iSnej risi konzervované. Vo vSeobecnosti je utlmenie FGF
signalizacie vyvolané indukciou MAPK fosfataz. Proteiny rodiny Sprouty (SPRY) su
MAPK fosfatazy, ktoré inhibuju RTK signalizaciu. Protein SPRY bol prvykrat
identifikovany ako antagonista FGF signalizacie, riadiaci apikalne vetvenie
v dychacich cestach drozofily. U cicavcov pozname Styri homolégy, SPRY1-SPRY4,
obsahujice konzervovanu, na cystein bohatt C-terminalnu doménu. Na N-terminalne;j
doméne sa nachadza tyrozinovy zvySok nevyhnuty pre inhibi¢nd aktivitu SPRY
proteinov (Rubin et al., 2005). Sprouty maja niekol'’ko mechanizmov ac¢inku. Bud’ sa
viazu priamo na Raf kinadzu, ¢im blokuji MAPK signalizaciu (Casci et al., 1999), alebo
sa kompetitivne viazu na GRB2, ¢o zabranuje tvorbe SOS/Ras komplexu (Hanafusa et
al., 2002). Zaujimavé je, ze samotna FGF signalizacia aktivuje SPRY proteiny, Co by
mohlo predstavovat autoinhibiciu.

Medzi dalSie negativhe modulatory FGF signalizacie patria fosfatazy SEF
(similar expression to FGF) a MAPK fosfataza 3. Regulacia FGF signalizacie prebieha
aj na urovni receptorov. Po aktivacii m6zu byt FGFR internalizované a nasledne

degradované alebo recyklované (Teven et al., 2014).
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1.3.2 Transformujuce rastové faktory beta (TGF-3)

Clenovia nadrodiny transformujicich rastovych faktorov beta (TGF-B,
angl. transforming growth factor beta) su vSadepritomné cytokiny, ktoré sa
zucCastiiuju vyvojovych mechanizmov pocas zarodoc¢ného vyvoja, udrziavania
homeostazy a hojenia ran v adultnych tkanivach. Exprimuju sa takmer v kazdej bunke
I'udského tela a takmer kazda bunka reaguje aspon na jedného ¢lena tejto nadrodiny.
Poruchy proteinov zTGF-f nadrodiny sa pritomnéumnohych malignych
a autoimunitnych ochoreni. Nazov nadrodiny je odvodeny od jej ¢lena, signalneho
proteinu TGF-f, ktory bol schopny maligne transformovat fibroblasty potkana
v in vitro kultdre (de Larco and Todaro, 1978). Podl'a Huminiecki et al. (2009) sa
objavenie sa TGF-f signalizacie zhoduje so vznikom prvych znamych Zivocichov.
U cicavcov patri do nadrodiny TGF- najmenej 30 proteinov, vratane molekul ako
samotny TGF-B, BMP, GDF (growth differentiation factor), GDNF (glial derived
neurotrophic factor), Act (activin), Inh (inhibin), Nodal, Lefty a AMH (anti-miillerian
hormone).

TGF-B ligandy iniciuju signalnu drahu naviazanim sa na vysokoafinitné
Typ I a Typ Il receptory (tieZ nazyvané TBRI a TBRII), ktoré su zaroven jediné zname
serin/treonin kindzové receptory. Vazba ligandu na dimér Typ II receptora indukuje
tvorbu komplexu s prisluSnym dimerém Typ Ireceptora, ¢im  vznika
heterotetramérny komplex s naviazanym ligandom. Vznik komplexu je nasledovany
rotaciou receptorov, ¢im sa cytoplazmaticka kindzovad doména dostane do katalyticky
vyhodnej orientacie. To umozni Typ II receptoru fosforylaciu Typ I receptora na jeho
glycin-serin bohatej doméne, ¢im sa aktivuje jeho serin/treonin kinazova funkcia.
Aktivacia Typ I receptora umoZni fosforylaciu SMAD proteinov (Gordon and Blobe,
2008).

SMAD proteiny je mozné podl'a funkcie rozdelit do troch skupin:

I.  Receptorom regulované SMADy (R-SMADy), kam patria SMAD1, SMAD?2,
SMAD3, SMAD5, SMADS.
[I. ~Common-mediator SMAD (CO-SMAD), kam patri iba SMADA4.
[II.  Inhibi¢né SMADy (I-SMADy), kam patria SMAD6 a SMAD7 (Kubiczkova et
al,, 2012).
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Po fosforylacii dochadza kspojeniu dvoch aktivovanych R-SMADov
s pomocnym proteinom SMAD4 (Shi et al, 1997). Novovzniknuty heterodimérny
komplex je schopny akumulacie v jadre, kde moZe interagovat s rozlicnymi
transkripénymi faktormi, ¢im dochddza k modulacii génovej expresie (Gordon and
Blobe, 2008). Tretou skupinou SMADov su antagonisti TGF-f3 signalizacie s nazvom
[-SMADy. K inhibicii signdlu dochadza zablokovanim aktivacie R-SMADov vytvorenim
komplexu s Typ I receptorom, alebo priamou kompeticiou o vazbu so SMAD4 (Itoh et
al.,, 2001). Samotny nazov ,SMAD“ suvisi s identifikaciou l'udského SMAD1 a vznikol
spojenim nazvov homologickych génov ,sma“ (small body size) z had’atka a ,mad”
(mothers against decantaplegic) z drozofily (Sekelsky et al., 1995; Liu et al.,, 1996;
Savage et al,, 1996).

Diverzita typicka pre TGF-f3 signalizaciu nie je zavisla iba na SMADoch, ale aj
na schopnosti TGF-B aktivovat iné signalne drahy. TGF-B sa moZe zucastiovat
apoptdzy, epitelovo-mezenchymalnej tranzicie, migracie, proliferacie, diferenciacie
buniek aremodelacie extraceluldrnej matrix. Medzi TGF-B ligandom aktivované
signalne drahy patria napriklad Ras-MAPK, JNK, p38 a PI3K-AKT kinazové drahy
(vid’' ,Zoznam skratiek“) (Moustakas, 2005). V pripade JNK drahy boli pozorované oba
typy aktivacie, t. j. SMAD-dependentna i nezavisla aktivacia (Engel et al., 1999).

Kostny morfogeneticky protein (BMP)

Kostné morfogenetické proteiny (BMPs, angl. bone morphogenetic proteins)
su skupinou signalnych glykoproteinov patriacich do nadrodiny TGF-f. Aktivita
kostného morfogenetického proteinu bola prvykrat pozorovana v roku 1965 (Urist,
1965). Urist (1965) objavil, Ze demineralizovanj, lyofilizovana kost, implantovana do
svalu krdlika, dokazala indukovat ektopicki tvorbu kostného tkaniva .Samotné
molekuly proteinu vSak mohli byt Studované aZ o 23 rokov neskor, kedy sa ich
podarilo naklonovat (Wozney et al., 1988).

Zda sa, Ze rodina BMP/GDF patri medzi evolu¢ne najstarSich Clenov TGF-f3
nadrodiny. Naznacuje to fakt, Ze BMP/GDF proteiny sa exprimuju u nematod
a drozofil (Franchini and Ottaviani, 2006), kym aktiviny/inhibiny len u drozofil a nie
unematod (Jensen et al,, 2009). TGF-f3 protein je zatial znamy iba u stavovcov, nie

vSak u bezstavovcov. S postupom cCasu uloha BMP v evolucii narastala. Povodné
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funkcie zostali konzervované a nové sa vynorili spolu s novymi ¢lenmi rodiny BMP
proteinov (Hinck, 2012).

Aj ked ma BMP signalizacia nepopieratelni ulohu v ontogenéze kostného
tkaniva, organizmus ju vyuZiva v ovela SirSom rozsahu. Vela dejov vo v€asnom
embryondlnom vyvoji je zavislych na BMP signalizacii, ¢i uz ide o rast, apoptézu,
alebo diferenciaciu buniek (Zou and Niswander, 1996; Kobayashi et al., 2005; Stewart
et al, 2010). Napriklad vo vyvijajicom sa embryu sluZi BMP ako morfogén pohanajuci
dorzoventralny patterning mezodermu (Dosch et al.,, 1997). BMP takisto hra hlavnu
ulohu vo vyvoji neuralnej platnicky (Liem et al., 1995). V adultnych tkanivach hra
BMP doélezitd ulohu pri udrziavani homeostazy, napriklad pri udrziavani integrity
kibov, iniciacii hojenia zlomenin a pri remodeléacii ciev (Bobacz et al., 2003; Tsuji et
al., 2006; Huang et al., 2009). Vzhl'adom na Sirokud $kalu funkcii, ktort BMP vykazuje
vo vSetkych organovych systémoch, je pre BMP moZno priznacnejsi nazov ,body
morphogenetic protein“(Obradovic Wagner et al., 2010).

Ako uZ bolo spomenuté u TGF-3 signalnej drahy, intracelulane dochadza
k modulacii BMP signalizacie prostrednictvom SMAD proteinov. BMP S$pecifické
receptorom regulované SMADy sa SMAD1, SMAD5 a SMADS (obr. 1.5). Vo vyvojovych
procesoch hraju vel'mi doleziti dlohu aj extraceluldrni antagonisti BMP signalizacie.
Ti sa pravdepodobne vyvinuli nezavisle od seba, pretoze nezdielaju Ziadne
konzervované useky v primarnej sekvencii aminokyselin. U stavovcov sem patri

napriklad Noggin a Chordin (Balemans and Van Hul, 2002).
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Obrazok 1.5: Zjednodusena schéma TGF- a BMP signalnych drah. Vizba ligandu na dimér Typ II
receptora (nazyvany tiez TBRII/BMPRII) indukuje vznik heterotetramérneho komplexu s dimerém
Typ I receptora (nazyvany tiez TBRI/BMPRI). Aktivovany Typ I receptor umozni fosforylaciu R-SMAD
proteinov. Po fosforylacii dochadza k spojeniu R-SMAD proteinov (u TGF-$ sa spajaji SMAD2 a 3;
u BMP sa spajaju SMAD1, 3 a 5) s pomocnym proteinom SMAD4. Novovzniknuty komplex akumuluje
v cytoplazme a nasledne translokuje do jadra, kde je schopny ovplyviiovat expresiu génov. Inhibi¢cné
SMADy, SMAD6 aSMADS8, dokazu zablokovat transdukciu signilnu vytvorenim komplexu
s Typ I receptorom. (Podl'a Itman et al., 2006).

Zmeny v expresii BMP st u l'udi zodpovedné za radu patologickych stavov.
Strata BMP signalizacie je ddlezity faktor pri progresii kolorektdlneho karcinému
(Kodach et al., 2008). ZniZena aktivita BMP suvisi so vznikom organovej fibrozy, ako
je to v pripade chronického zlyhania oblic¢iek. Pacientom s fibrotickymi ochoreniami
by mohla pomdct biologicka liecba. Rekombinantny BMP protein zniZuje renalnu
fibrogenézu, apoptozu a transdiferenciaciu epitelovych buniek (Mitu and Hirschberg,

2008).

1.3.3 WNT
Objav signalnych molekil WNT je uzko prepojeny s vyskumom onkogénnych
retrovirusov. Prvy Wnt gén, Int-1, bol identifikovany v roku 1992 ako proto-onkogén,

zapojeny do virdlnej tumorigézy v mliecnej Zl'aze laboratérnej mysi (Nusse and
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Varmus, 1982). Neskor sa zistilo, Ze vyvojovo dolezity gén u drozofily, ,wingless”
(wg), je homolégom ,Int-1“ (Rijsewijk et al., 2016). V d’alSich rokoch vzrastli dokazy
o zapojeni Int-1 do normalneho vyvoja stavovcov a vzhl'adom na nové objavy doslo
k zluceniu do jedného nazvu ,wg/Int-1“ (=Wnt) (Wilkinson et al., 1987).

Gény Wnt st evolucne Kkonzervované andjdeme ich takmer u vsetkych
mnohobunkovych organizmov, od morskej sasanky rodu Nematostella, az po ¢loveka
(Kusserow et al, 2005). Rodina Wnt génov podstipila v priebehu evoltcie
mnohobunkovcov rozsiahle génové duplikicie. V sicasnosti je u nezmara znamy iba
jeden Wnt gén, zatial' Co u drozofily sedem (Hobmayer et al, 2000; Llimargas and
Lawrence, 2001). U cicavcov je komplexnost a Specificita WNT signalizacie scasti
dosiahnuta pomocou 19 WNT ligandov. WNT ligandy su zloZené z pribliZzne
350-400 aminokyselin a zdiel'aju takmer totozny vzor 23 cysteinovych zvyskov. Na
finAlnom WNT proteine su pritomné dve miesta lipidovej modifikacie, ktoré su
pravdepodobne zodpovedné za hydrofébnost a slabu rozpustnost WNT proteinov
(Willert et al., 2003; Takada et al.,, 2006). N-terminadlna doména WNT proteinu je
secernovana ako signalny peptid a viaZe sa na receptor rodiny Frizzled (FZ), 7-krat
prechadzajuci cytoplazmatickou membranou. U ¢loveka je znamych 10 ¢lenov rodiny
receptorovych proteinov Frizzled (Schulte and Bryja, 2007).

Existuju dve hlavné vetvy, akymi sa uskutociiuje WNTsignalizacia:

[.  Kanonicka, alebo aj WNT/f3-katenin dependentna signalna draha (obr. 1.6).

II.  Nekanonicka, alebo aj B-katenin nezavisla signalna draha, ktora sa d'alej
deli na drahu planarnej polarity bunky (WNT/JNK) a kalcium dependentnu
drahu (WNT/Ca?*).

Vazba medzi ligandom WNT areceptorom FZ vyZaduje na prenos signalu
ko-receptory. Jednym z nich je LRP5-6 (low-density-lipoprotein-related protein 5/6),
nevyhnutny pre kanonickd WNT signalizaciu (Pinson et al., 2000). Charakteristickou
sucastou kanonickej WNT signalnej drahy je akumulacia a translokacia (3-kateninu
z cytoplazmy do jadra. V nepritomnosti WNT ligandu je cytoplazmaticky (-katenin
degradovany deStrukénym komplexom, ktory obsahuje axin, APC (adenomatosis
polyposis coli), GSK3 (glykogén syntaza kinazu 3) a CKla (kazein kinazu 1la).
Fosforylacia [3-kateninu pomocou kazein kinazy a GSK3 ho znaci na ubikvitinaciu

a naslednu degradaciu v proteozéme (obr. 1.6A). V pritomnosti WNT sa ligand viaze
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na receptorovy komplex FZ/LRP5/6, ktory priamo interaguje s cytoplazmatickym
fosfoproteinom Dishevelled (DVL) (Wong et al., 2003). Potom nasleduje fosforylacia
LRP5/6, spojena snaviazanim axinu na receptorovy komplex. To zabranuje
fosforylacii molekulami desStruké¢ného komplexu avedie k stabilizacii [-kateninu,
ktory sa akumuluje v cytoplazme a ndasledne translokuje do jadra. Vjadre tvori
B-katenin komplex s TCF/LEF (T-cell factor / lymphoid enchancer factor) a dochadza
k spusteniu transkrip¢nej odpovedi (obr. 1.6B).

A

n Fz

p-catenin ON
TCF
Wt target genes

Wht target genes

Obrazok 1.6: Zjednodusena schéma WNT signalnej drahy. (A) V absencii ligandu je B-katenin
oznaceny deStrukénym komplexom, ktory obsahuje axin, APC, GSK3 a CK1a. Takto oznaceny (-katenin
podstupuje degradaciu v proteozéme. (B) V pritomnosti WNT sa ligand viaze na receptorovy komplex
FZ/LRP5/6, ktory priamo interaguje s cytoplazmatickym fosfoproteilnom DVL. Vazba axinu na
receptorovy komplex znemozni fosforylaciu (-kateninu molekulami destruk¢ného komplexu, ¢im
dochadza k jeho stabilizacii v cytoplazme akjeho translokacii do jadra. Vjadre vytvara (3-katenin
komplex s proteinom TCF a moZe regulovat expresiu responzivnych génov.

(Zdroj obrazka: wormbook.org).

Draha planarnej polarity bunky (planar cell polarity / PCP) je nekanonickou
WNT signalnou drahou, ktora nie je zavisla od [-kateninu. Epitelové bunky maju
nielen apiko-bazolateralnu polaritu, ale st polarizované aj na irovni epitelovej vrstvy
(teda vzhladom na bazalnu membranu). Princip PCP spociva v regulacii aktinového
cytokeletu, ktory pomaha vytvarat tento typ ,dvojitej“ polarizacie. Planarna polarita
tak vplyva nielen na bunkové Struktiry, ako cilie vo vnutornom uchu, ale i na

tkanivové Struktury, ako vlasové folikuly (Wang and Nathans, 2007). Kalcium
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dependentna draha je d’alSou WNT drahou nevyZadujicou B-katenin. Uloha tejto
drahy spociva vregulacii uvoltiovania vapnika zendoplazmatického retikula, ¢im
pomaha riadit jeho intracelularnu koncentraciu.

Signalizdcia pomocou WNT glykolipoproteinov je jednym zo zakladnych
mechanizmov, akymi je riadena bunkova proliferacia, polarita a determindcia
bunkového osudu pocas zarodo¢ného vyvoja aadrzby adultnych tkaniv. WNT sa
taktieZ zucastnuje bunkovej migracie - je induktorom epitelovo-mezenchymalnej
tranzicie, napriklad vo vyvoji mlieCnej Zl'azy (Micalizzi et al., 2010). V zarodo¢nom
vyvoji uplatni organizmus WNT signalizdciu napriklad v spindlnej mieche, kde
navadza komisuralne axény v antero-posteriornej osi (Lyuksyutova et al., 2003).
V dospelom organizme je WNT esencidlnym regulatorom homeostazy crevného
epitelu (Krausova and Korinek, 2014).

U ¢loveka vedu poruchy regulacie WNT drahy k roznym patologickych stavom.
Do priameho spojenia s I'udskymi ochoreniami sa WNT signalizacia zacala davat po
objaveni APC génu, pri vyskume dedi¢nej, postupne malignizujicej choroby,
familiarnej adenomatdéznej polypo6zy (Kinzler et al., 1991). Gén APC bol vSak sprvu
objaveny nezavisle od WNT drahy a aZ neskor bolo zistené, Ze cytoplazmaticky APC
protein interaguje s 3-kateninom (Su et al., 1993). V hepatocelularnych karcinémoch
boli zasa objavené loss-of-function mutacie axinu (Clevers, 2000). Mimo rakoviny su
poruchy WNT signalizacie davané do spojitosti napr. so zmenami kostnej denzity

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

1.3.4 Hedgehog (HH)

Hedgehog (Hh) bol pdvodne identifikovany ako gén riadiaci polarizaciu
segmentov u drozofily (Mohler, 1988). Svoje meno (hedgehog, v preklade ,jezko") si
zasluzil vdaka mutantnému fenotypu lariev, ktoré pripominaju jezka. Drozofila
disponuje iba jednym hedgehog génom. U cicavcov pozostava rodina génov Hh
z minimalne troch homolégnych génov s rozliécnymi menami, Sonic hedgehog (Shh),
Desert hedgehog (Dhh) a Indian hedgehog (Ihh) (Ramsbottom and Pownall, 2016).
Niektori klinici kritizuji mena ako ,nadzvukovy jezko“, ktoré moZno znejd

v laboratériu zabavne, menej humorna je ale situacia, pri ktorej musia vysvetl'ovat
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pacientom alebo rodicom, Ze ich dieta ma vaznu vrodenu poruchu, pretoZe ma
zmutovaného ,nadzvukového jezka“ (Maclean, 2006).

Najvacsej pozornosti vyskumnikov sa teSi gén Sonic hedgehog (Shh), ato
vd'aka jeho kl'icovej tlohe v embryonadlnom vyvoji stavovcov. U stavovcov bol gén
Shh prvykrat popisany ako morfogén, ktory na zdklade koncentra¢ného gradientu
ventralizuje neurdlnu trubicu apodmieniuje diferencidciu motoneurénov
a prislusnych interneurénov (Roelink et al., 1994).

SHH ligand je spociatku syntetizovany ako 45 kDa prekurzor. Behom
posttranslacnej modifikdcie podstupuje peptid autoprotelyzu, c¢im vznikaju
samostané C- a N- termindlne fragmenty. C-terminalny fragment, SHH-C, funguje ako
cholesterol transferaza a na karboxylovy koniec N-terminalnemu fragmentu, SHH-N,
kovalentne naviaZe cholesterol. Palmitoylacetyltransferaza k6dovana génom Skinny
hedgehog (Skn) pripoji palmitovd skupinu na poziciu Cys-29, ¢im vznika extrémne
hydrofébna molekula, ktora je pripravena na transport z endoplazmatického retikula
k cytoplazmatickej membrane (Chamoun, 2001). Skinny hedgehog deficientné mysi
vykazuju podobné vyvojové poruchy ako Shh mutanty - chyba im diferencovana
bazalna platnicka a st postihnuté defektami neuralnej trubice (Chen et al, 2004).
Vazba cholesterolu a palmitatu zvySuje ucinok signalneho proteinu SHH, zatial' Co
naviazanie hydrofilnych molekdl k N-terminalnej doméne aktivitu SHH naopak
zniZzuje (Taylor et al, 2001). Celkovo je moZné povedat, Ze lipidacia signalneho
proteinu SHH je nevyhnutnym krokom k vytvoreniu funk¢nej signalnej molekuly.

Cholesterolom modifikovany protein SHH je viazany na membranu bunky.
Transport proteinu SHH je komplexny dej s viactroviiovou regulaciou. Uspe$ny
prenos SHH zo sekre¢nej bunky sa sklada zo série krokov:

[.  SHH ligand je multimerizovany a dvakrat lipidom modifikovany (M-SHH-N),

vd'aka Comu je rozpustny aschopny difundovat do vacsSich vzdialenosti

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

[I. Transmembranovy protein Dispatched! (DISP) so sterol citlivou doménou,
interaguje s cholesterolom modifikovanym M-SHH-N a uvol'ni ho z bunkovej

membrany sekretorickych buniek (obr. 1.8 ,Bod 2“) (Burke et al., 1999).

IDISP prechadza cytoplazmatickou membranou 12-krat.
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[II. Za extracelularny prenos M-SHH-N su pravdepodobne zodpovedné heparan
sulfat proteoglykany (Desbordes and Sanson, 2003).

IV.  Enzym snazvom ,tout-velu“ reguluje prenos M-SHH-N nepriamo
prostrednictvom regulécie syntézy heparan sulfat proteoglykanov (The et al,

1999).

HH signalizacia sa sklada zo série troch hlavnych krokov:
[.  Vazba HH ligandu na receptor Patched? (PTCH) (obr. 1.8 ,Bod 3).
II. Aktivacia Smoothened3 (SMO).

III.  Aktivacia transkripcnych faktorov. SMO iniciuje downstream signalnu kaskadu
konciacu aktivovanim cytoplazmatického transkrip¢ného komplexu cubitus
interruptus  (ci) udrozofily, resp. Glioma-associated-oncogene (GLI)
u stavovcov (obr. 1.8 ,Bod 5“). Komplex prenika do jadra (obr. 1.8 ,Bod 6),
kde reguluje transkripciu HH responzivnych génov (obr. 1.8 ,Bod 7).

Proteiny GLI su transkripéné faktory motivu zinkovych prstov. U stavovcov
boli doteraz objaveni traja €lenovia rodiny GLI regula¢nych proteinov - GLI1, GLI2
a GLI3. GLI2 a GLI3 su primarnymi respondérmi na HH signal. V nadvaznosti na signal
indukuju expresiu génu Glil. Ten plni funkciu amplifikdtora a zvySuje ucinok
signalizacie. GLI1 sluzi vyhradne ako transkripény aktivator, zatial' ¢o GLI2 a GLI3
maju dudlnu funkciu, teda si schopné transkrip¢nej aktivacie i represie. Stavovcie
proteiny GLI sa v niektorych funkcidch prekryvajui a vykazuju ¢iasto¢nt redundanciu.
Plati, Ze GLI2 je pritomny predovSetkym v neStiepenej forme ako transkripcény
aktivator, kym GLI3 sa vyskytuje vbunke prevazne ako C-termindlne Stiepeny
transkripény represor (Pan and Wang, 2007). Vabsencii HH ligandu je GLI3
proteolyzou konvertovany do represorovej formy, ktord suprimuje transkripciu

génov. V pritomnosti ligandu sa tvorba represorovej formy GLI3 zablokuje. Rovnaha

2PTCH je transmembranovy receptor, 12-krat prechadzajtci cytoplazmatickou membranou, so sterol
citlivou doménou, ktora interaguje s modifikovanym SHH ligandom.

3SMO je ¢lenom Frizzled rodiny transmembranovych receptorov, a zdiela homolégiu s receptormi
spojenymi s G-proteinmi (G-protein couple receptors / GPCR) (Alcedo et al. 1996). SMO tvori spolu
s PTCH receptorovy komplex na SHH responzivnych bunkach. V nepritomnosti SHH ligandu sluzi
receptor PTC ako negativny regulétor, resp. inhibitor aktivity SMO (obr. 1.8 ,Bod 4“). V pritomnosti
SHH ligandu dochadza k represii PTCH, uvol'neniu vazby medzi PTCH a SMO a aktivacii SMO.
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medzi represorovou a aktivatorovou formou urcuje v jadre mieru odpovede na signal

(Niewiadomski et al., 2014).
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Obrazok 1.7: ZjednoduSena schéma SHH signalnej drahy. (1) Naviazanie cholesterolu na N-
terminadlny koniec SHH proteinu je esencialnym krokom pre vznik funkcnej signalnej molekuly. (2)
Transmembranovy protein DISP rozpoznava cholestorol viazany na molekulu SHH a uvolni signalnu
molekulu z bunky. (3) Na cielovej bunke sa SHH molekula viaze na receptor PTCH. (4) V absencii SHH
ligandu PTCH inhibuje SMO. (5) V pritomnosti SHH ligandu je SMO uvol'neny spod inhibicie PTCH, ¢o
vedie k aktivacii transkrip¢ného komplexu GLI. (6) Aktivovany GLI sa kumuluje vjadre, (7) kde je
schopny regulovat transkripciu prislusnych génov.(Zdroj obrazka: en.wikipedia.org).

Odkedy bol signdlny protein SHH prvykrat pozorovany ako ventraliza¢na
molekula neuralnej trubice, sa jeho tloha vo vyvijajicom ale i dospelom organizme
roz$irila do zdanlivo nekonciaceho zoznamu. SHH exprimovany vo ventrdlnom
endoderme predného creva je kriticky pre vyvoj prvého faryngedlneho obliku,
pretoZe zaistuje prezivanie buniek neuralnej liSty (Brito et al., 2006). V myotéme
riadi SHH vystavbu bazalnej laminy cez SHH-dependentnud syntézu lamininu al.
(Anderson et al., 2009). Vo vyvijajicom sa prozencefale sa SHH exprimuje na rozhrani
ventralneho adorzdlneho thalamu, vtzv. 2zona Ilimitans intrathalamica
(Scholpp et al,, 2006). Neuroektoderm prozencefala a ektoderm tvare secernujd SHH
atym riadia vyvoj horného segmentu tvare a frontonazdlneho vybezku.
(Marcucio et al., 2005). Azda najviac preskiimanou oblastou posobenia SHH je vyvoj
koncatiny. SHH je secernovany v zone polarizujdcej aktivity (ZPA), kde Specifikuje
antero-posteriérnu osu koncatiny. Specifikdcia posteriérne uloZenych prstov

v

vyZaduje, aby dana oblast’ bola dlhSiu dobu exponovana ucinku SHH (Scherz et al,
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2007). HH signalizacia ma nenahraditelnt dlohu nielen v ¢ase zarodo¢ného vyvoja
organizmu, ale uplatniuje sa ipostnatalne. Vadulthom mozgu hra SHH ulohu pri
vzniku a obnove niky neurogénnych kmenovych buniek a pri regulacii proliferacie
neuronalnych a gliovych prekurzorov (Traiffort et al., 2010). Poc¢as anagénovej fazy
vlasového cyklu je SHH detegovatelny v epitelovych bunkach proximalneho konca
vlasového folikulu (Oro and Higgins, 2003). U dospelych mysi oSetrenych anti-SHH
protilatkou sa chlpovy cyklus zastavuje v anagénovej faze a dochddza k zastaveniu
rastu chlpov. Signalny protein SHH je teda pravdepodobne nevyhnutny pre
regenerativnu funkciu kmenovych buniek vlasovej cibul'ky (Wang et al., 2000). Iny
protein HH rodiny, Indian Hedgehog, patri medzi vyznamnych regulatorov
proliferacie chondrocytov a diferenciacie osteoblastov v priebehu enchondralnej
osifikacie (St-Jacques et al., 1999; Long et al., 2004).

Hedgehog signalizacia sa uplatiuje u viacerych l'udskych ochoreni. SHH
signalizacia je aktivna u niektorych ochoreni dychacich ciest, napr. u pulmonarnej
fibrozy, astmy, chronickej obstrukénej choroby plic, ako aj rakoviny pltic (Kugler et
al, 2015). Mutacie vgéne SHH sposobuji vrodeni vyvojovi poruchu,
holoprozencefaliu, ako nasledok straty ventralnej stredovej Ciary (Roessler et al.,
1996). Blizka asociacia nadorového bujnenia s aberantnou SHH signalizaciou bola
najdena u najcastejsSieho l'udského zhubného nadoru, bazaliomu (Otsuka et al., 2015)

a taktiezZ i u meduloblastému (Gibson et al., 2010).

1.3.5 Ectodysplazin (EDA)

Vroku 1875 publikoval Charles Darwin knihu Varidcie zvierat a rastlin
vplyvom domestifikacie (Darwin, 1875). Popisal v nej pripad rodiny z Indie, v ktorej
pocas Styroch generacii trpelo desat muZov zubnymi anomaliami. Postihnuti muZzi
mali vustach Styri malé aslabé rezaky a dohromady osem stoli¢iek. Mali riedke
ochlpenie a plesateli uz v mladom veku. Kvoli nadmerne vysychajucej pokozke tazko
znasali horucavy. Zaujimavé pritom bolo, Ze v rodine sa nikdy nevyskytla postihnuta
dcéra. Zopar vetami popisal to, c¢o sa neskor stalo zname ako
anhidrotickd/hypohidrotickd ektodermalna dysplazia (HED). KedZe jeden zo
zodpovednych génov sa nachddza na X chromozéme, postihnuti su predovsetkym

muzi. V skutocnosti je vSak HED iba jednou z viac ako 150 pomerne vzacnych chorob,
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spolo¢ne nazyvanych ektodermalne dysplazie, ktoré postihuji pokozku ainé
ektodermalne organy. O viac ako 120 rokov bol zodpovedny gén, ektodysplazin
(EDA), prvykrat zmapovany na X-chromozéme muzskych pacientov aneskor
identifikovany u pacientiek, ktoré boli nositelkami X:autozémovej translokacie
(Kere et al., 1996).

Fenotyp ektodermalnych dysplazii bol popisany aj u spontannych mysich
mutantov Tabby (Ta), izolovanych eSte na zaciatku minulého storocia (Cui and
Schlessinger, 2006). Tabby mysi vykazuji charakteristické chlpové defekty,
abnormality chrupu apotnych Zliaz, ktoré maji svoj ekvivalent u X-viazej
hypohidrotickej ektodermalnej dysplazie (XLHED). Spojitost Ta a EDA definitivne
potvrdili Srivastava et al., (1997), ktorym sa podarilo naklonovat Ta gén a dokazat, Ze
ide o homoldg EDA génu.

Regulacia morfogenézy prostrednictvom EDA signalnej molekuly je evolucne
vysoko konzervovana. Dokazuje to zapojenie drahy do morfogenézy ektodermalnych
derivatov vacsiny, ak nie dokonca vsetkych, stavovcov. S pokrokom v komparativne;j
genomike a genetike doSlo k zisteniu, Ze genetické komponenty EDA signalnej drahy,
ktoré si mutované u pacientov a mysi, si vysoko konzervované aj u inych stavovcov,
vratane beznych modelovych organizmov ako medaky japonské (nazyvanej tieZ
halancik japonsky), pazurnatky a kury (Cui and Schlessinger, 2006).

Ektodysplazin je transmembranovy protein patriaci do nadrodiny tumor
nekrotizujucich faktorov (TNF, angl. tumor necrosis factor). Napriek tomu, Ze je EDA
protein viazany na membranu, ukazalo sa, Ze je Stiepeny a vytvara rozpustny ligand,
ktory dokaze interagovat s EDA receptorom (EDAR) (Elomaa et al., 2001). Vo
vSeobecnosti plati, Ze TNF receptory, ktoré neobsahuju sekvenciu ,death“ domény,
iniciuja signalizaciu priamym regrutovanim TRAF (TNF receptor associated factor).
Pokial’ je sekvencia ,death” domény pritomna, nabor TRAF prebieha aZ po vazbe
adaptorového proteinu na TNF receptor. Ked'Ze EDAR obsahuje ,death“ doménu, pri
signalizacii dochadza k ndboru adaptorového proteinu EDARADD (edar associated
death domain) (obr. 1.8) (Headon et al., 2001).

Nasledne dochadza kvazbe TRAF. Je zndmych 6 TRAF proteinov, ale iba
TRAF6 sa zda byt schopny sprostredkovat ucinok EDARADD proteinu. Jednym
z kl'icovych uc¢inkov EDARADD/TRAF6 komplexu je aktivacia NF-kB (nuclear factor

k-light-chain-enchancer of activated B cells) signalnej drahy pomocou IkK kinazy. IkK
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kinaza je multimérny komplex zloZeny z dvoch katalytickych podjednotiek, IkKa
a IkKp, spolu s regulacnou podjednotkou NEMO (IkKy) (Israél, 2000). Za normalnych
okolnosti je NF-kB neaktivny a uloZeny v cytoplazme bunky. V neaktivnom stave ho
udrZuje inhibitor IkB. V okamihu, ked" komplex EDARADD/TRAF6 aktivuje IkK
komplex, dochadza k fosforylacii, ubikvitinacii a naslednej degradacii IkB. Vd'aka
uvolneniu IkB inhibitora méZe NF-kB translokovat do jadra a regulovat transkripciu

génov (Lindfors et al., 2013).

Ectodysplasin

Obrazok 1.8: Zjednodusena schéma EDA/NF-kB signalnej drahy. EDA ligand sa viaZe na
transmembranovy receptor EDAR, ktory regrutuje intracelularny adaptorovy protein EDARADD. Na
ERADD sa prostrednictvom ,death” domény viaze TRAF, co vedie kaktivacii IkK komplexu. IkK
komplex fosforyluje IkB, ¢im ho oznaci na degradaciu v proteozéme. V absencii kB inhibitora méze
NF-xB translokovat do jadra a regulovat transkripciu génov. (Podl'a Courtney et al., 2005).

Alternativnym zostrihom 12 ex6nov Eda génu je moZné vytvorit najmenej
8 izoforiem (Bayés et al.,, 1998; Mikkola and Thesleff, 2003; Cui and Schlessinger,
2006). Iba dva transkripty vSak koduju funkcéné proteiny: EDA-A1 (391 aa) a EDA-A2
(389 aa). Rozdiel medzi tymito dvoma izoformami leZi vich receptor viaZucej
doméne. EDA-A1 a EDA-A2 sa viazu na dva odliSné TNF receptory, EDAR, respektive
XEDAR (Yan et al,, 2000). V suiCasnej literatire a v predloZenej praci odkazuje ,EDA”
na EDA-A1 variantu.

34



Ektodysplazin je nevyhnutny pre normalny vyvoj (nielen) ektodermalnych
organov. Znamky expresie Eda génu boli najdené ivendoderme (Mikkola et al.,
1999). Rovnaky morfogeneticky signal je zapojeny do vyvoja odliSnych
ektodermalnych derivatov, akymi sd ucicavcov vlasové folikuly, nechty, zuby
aexokrinné Zlazy, uvtikov perie auplazov Supiny. Uloha EDA signalizacie
pravdepodobne spociva v kontrole mnozstva, vel’kosti a hustoty epitelovych Struktir
(Sadier et al., 2014). EDA signalizacia nezahajuje vyvoj ektodermalnych derivatov, ale
iba reguluje a je regulovana priebehom ich morfogenézy. Funkcia EDA-A2 a XEDAR vo
vyvoji zostava enigmatickd. Transkripty XEDAR boli lokalizované vo vyvijajucich sa
vlasovych folikuloch. Zaujimava je expresia EDA-A2 v dentalnom, ordlnom, ale
i vestibularnom epiteli (Mustonen et al., 2003). Namiesto vyvoja je receptor XEDAR
davany do suvislosti v tkanivovou homeostazou. Northern blot odhalil expresiu génu
Xedar vo viacerych adultnych tkanivach, vratane semennikov, mlieCnej Zlazy a Criev.
U transgénnych EDA-A2 mySi dochadza k multifokalnej myodegeneracii prieCne
pruhovanych svalov, ktord je vSak =zavislA na pritomnosti XEDAR. Na
zaklade vysledkov je teda mozZné predpokladat tlohu XEDAR pri homeostaze priecne
pruhovanej svaloviny (Newton et al., 2004).

Ako uZ bolo spomenuté, mutacie genetickych komponentov EDA signalnej
drahy zapricinuju ektodermalne dysplazie. Pacienti s anhidrotickou/hypohidrotickou
ektodermalnou dysplaziou vykazuju redukciu ochlpenia, chrupu a nechtov. Deficit vo
funkcii potnych Zliaz (anhidréza, hypohidréza) vysvetluje neschopnost odolavat
vysokym teplotdm, ktord spominal Darwin. Postihnutych je viacero dalSich
exokrinnych Zliaz, vratane slinnych, slznych, mazovych, Meibomovych a mliecnych
(mlie¢ne Zl'azy su vlastne modifikované potné Zl'azy). Mnoho postihnutych jedincov
navySe vykazuje charakteristické tvarové znaky (prominujice celo, plné pery
vysledkom maxilarnej a dentalnej hypoplazie) (Clauss et al., 2008). Pacientov mo6zu
trapit respiracné problémy, podla vSetkého kvdli redukcii exokrinnych zliazok
v sliznici trachey a bronchov (Fete, 2014). Eda gén sa teda pravdepodobne zdcastiiuje
i morfogenézy endodermalnych derivatov, akymi su Zliazky v dychacom systéme.

Na zmeny v davke ektodysplazinu je vysoko citlivy pocet a tvar zubov. U l'udi,
ale aj umysi, rozliSujeme Siroky rozsah fenotypovych modifikacii. Zavazné
loss-of-function mutacie maju za nasledok vyznamnu redukciu denticie (niekedy az

celého chrupu) azavaznui modifikaciu tvaru zubov (napriklad sudkovité zuby,
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mikrodoncia a zmena v pocte zubnych hrbolcekov) (Clauss et al., 2008). V menej
zavaznych pripadoch nemusia byt, sndd’ az na chybajice rezaky, zjavné Ziadne
klinické symptémy HED (Tao et al., 2006; Tarpey et al., 2007). Na opacnej strane stoja
gain-of-function mutacie, ktoré boli najdené wuvychodoazijskych populacii
a zodpovedaju za lopatovité rezaky (Kimura et al., 2009).

Ektodermdlne dysplazie boli zaznamenané aj uinych druhov. U zebric¢ky
(nazyvanej tiez danio pruhované) vedu muticie eda aedar kporuchdm vyvoja
plutiev, Supin a faryngealnych zubov (Harris et al., 2008). Postihnuté mo6Zu byt aj
domace zvierata, respektive psy (Lewis et al., 2010) a dobytok (Drogemuller et al.,
2001). Pozoruhodné pritom je, Ze podavanim rekombinantého EDA proteinu
gravidnym Tabby mySiam je mozné napravit vacSinu defektov sposobenych
X-viazanou ektodermalnou dysplaziou (Gaide and Schneider, 2003). Rovnaky u¢inok
ma administracia rekombinantného EDA proteinu psom s XLHED v priebehu prvych
dvoch tyZdiiov po narodeni. Trvaly chrup sa normalizuje, obnovi sa slzenie, zlepsi sa
schopnost potit sa a obnovia sa i trachealne a bronchialne Zliazky (Casal et al., 2007;
Mauldin et al., 2009). Experimentalne Stidie na mySiach a psoch vydlazdili cestu pre
vyvoj humanizovanych EDA rekombinantnych proteinov. V decembri 2015 bola
ukon¢enda druhd faza  klinickych $tddii na novorodencoch s XHLED

(https://clinicaltrials.govNCT01775462).
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1.4 Embryonalny vyvoj orofacialnej oblasti

1.4.1 Vyvoj primitivnej ustnej dutiny ¢loveka

Vyvoj hlavy zacina vo v€asnom embryonalnom vyvoji a pokraCuje postnatalne
az do konca adolescentného obdobia. Prvou vznikajicou Struktirou budtcej tvare je
tistna dutina. Morfogenéza tstnej dutiny zacina v ¢ase pokrocilej neurulacie. Ustna
dutina vznika na najrostralnejSom konci zarodku, na mieste, kde ektoderm priamo
nalieha na endoderm bez medzivrstvy mezodermu alebo mezenchymu, zvanom
orofagyngealna membrana, membrana oropharyngealis seu buccopharyngea.
Ektoderm orofaryngedlnej membrany sa od okolitého tkaniva vymedzuje expresiou
Pitx génov. Vplyvom rapidnej expanzie rostrdlneho konca neurdlnej trubice sa
orofaryngedlna membrdna posdva ventralne avznikd zretelna vkleslina. Tato
novozniknuta vkleslina sa nazyva primitivna dstna jamka, stomodeum. Stomodeum
vystiela vrstva stomodealneho epitelu, ktory je od endodermu hltanu oddeleny
orofaryngedlnou membranou aje prekurzorom pre oralny adentalny epitel.
Postupom c¢asu dochadza k redukcii buniek tvoriacich orofaryngealnu membranu na
jednu az dve vrstvy epitelovych buniek, ¢o vo Stvrtom tyZzdni vyvoja vyvrcholi
prasknutim membrany a vytvorenim komunikacie medzi tstnou dutinou a hltanom
(Soukup et al. 2013). Po prasknuti orofaryngedlnej membrany sa stracaju presne
vymedzené hranice medzi ektodermom aendodermom. Bolo zistené, Ze u niZsich
stavovcov sa epitely z réznych zarodoc¢nych vrsiev mézu miesat’ (Soukup et al., 2008).
Do okolia stomodea migruju bunky neuralnej listy a davaju vznik ektomezenchymu
orofacialnej oblasti. Proliferaciou ektomezenchymu sa okolo stomodea zakladaju

vybezky, ktoré predstavuju stavebné jednotky buducej tvare.

1.4.2 Vyvoj tvare a Cel'usti Cloveka

Struktiry tvare a ¢el'usti pochadzaju z primordii, ktoré obkolesuji stomodeum
u 4 az 5 tyzdnov starého I'udského embrya. Jedna sa o:
[.  Neparovy frontonazalny vybezZok
II. Parové medialne a lateralne nazalne vybezky

[II. Parové maxilarne a mandibularne vybezky
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Frontonazalny vybeZok, prominentia frontonasalis, vznikd proliferaciou
mezenchymu ventralne od prozencefala. Mezenchym frontonazalneho vybezku je
povodu neuralnej liSty zoblasti prozencefala amezencefala. Po bokoch
frontonazalneho vybezku sa pod induktivnhym vplyvom prozencefala zakladaju
lokalne zhrubnutia ektodermu, zvané cuchové plakédy, placodae nasales seu
olfactoriae. V priebehu 6. tyZzdiia embryondlneho vyvoja dochddza k invagindcii
cuchovych plakdd a vznikaju ¢uchové jamky, foveae nasales (obr. 1.9A-B). Spolu so
vznikom cuchovych jamiek sa vytvori brazda, ktora po strandch ohranicuje kazdu
jamku a definuje nazalne vybeZzKky. VybeZky na vonkajSom okraji jamiek sa nazyvaju
lateralne nazalne vybeZky, prominentiae nasales laterales, na vnutornej strane
jamiek sa nazyvaju medialne nazalne vybeZzky, prominentiae nasales mediales.

Prvym molekularnym prejavom vznikajiceho frontonazalneho vybeZzku je
syntéza kyseliny retinovej v oblasti ektodermu naliehajiceho na ventralnu stenu
prozencefala. Kyselina retinova spusta syntézu signalnych molekal FGF-8 a SHH
v tvarovom ektoderme a neuroepiteli prozencefala, ktoré maju stimula¢ny ucinok na
proliferaciu mezenchymu neuralnej liSty. Experimentalne podanie antagonistov
receptorov kyseliny retinovej vedie kzvySenej apoptdéze a zniZenej proliferacii
v prozencefale a frontonazdlnom vybezku. Morfologické defekty je mozné zvratit
reintrodukciou kyseliny retinovej, popr. FGF-8 a SHH (Schneider et al., 2001).

Diftzia morfogénu SHH z prozencefala indukuje vznik fronzonazalne;j
ektodermalnej zony (FEZ) v tvarovom ektoderme. Frontonazalnu ektodermalnu zénu
tvoria dve domény, dorzalna ektodermalna doména, exprimujuca gén Ffg-8,
a ventralna ektodermalna doména, exprimujuca gén Shh. Sutok tychto dvoch signalov
ma stimulac¢ny vplyv na priliehajici mezenchym neurdalnej listy. Zda sa, Ze FEZ riadi
dorzo-ventralnu polaritu a proximo-distalny rast frontonazalneho vybezku. U ¢loveka
sa FEZ zaklada na Spickach medidlnych nazalnych vybeZzkov. U vtakov sa FEZ zaklada
bilateralne, avSak neskér splyva do jedného signalneho centra. Transplantacné Studie
na vtacich embryach ukazali, Ze ektopicka transplantidcia FEZ ma za nasledok
vytvorenie druhého zobdaka. Je moZné, Ze druhovo Specifické charakteristiky tvarovej
oblasti generuje prave ektoderm frontonazalnej ektodermalnej zény (Hu et al., 2003;
Marcucio et al,, 2005; Hu and Marcucio, 2009).

Cuchova jamka ma taktieZ vyznamny vplyv na morfogenézu orofacidlnej

oblasti. Pri extirpacii ¢uchového epitelu jamky je ovplyvneny lateralny nazalny, ale
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nie frontonazalny vybeZok. Implantacia gul6ciek potiahnutych proteinom FGF-8
zvrati negativny vplyv straty cuchového epitelu a lateralny nazalny vybezok sa vyvija
normalne. To naznacuje induktivny vplyv Cuchovej jamky a FGF signalizacie na
morfogenézu lateralneho nazalneho vybeZzku (Szabo-Rogers et al., 2009).

Dal$im faktorom, ktory vyrazne ovplyviiuje findlnu podobu tvare, je
responzivita tvarovych vybezkov na WNT protein. Vo vSeobecnosti sa da povedat, Ze
WNT signalizacia stimuluje bunkovd proliferaciu atym zvacSuje hmotu danej
Struktury. V kontexte vyvoja tvare maju zivoCichy s prominujicim rostrom (vtaky)
WNT responzivnu oblast na frontonazilnom vybezku. Zivoéichy s plochou tvarou
(¢lovek) maju WNT responzivne oblasti umiestnené na maxilarnych vybezkoch, ¢o
stimuluje rast tvare do Sirky (Brugmann et al., 2007).

Maxilarny vybeZzok, prominentia maxillaris, ohraniCuje stomodeum po
strandch laterdlne, zatial ¢o mandibularny vybeZok, prominentia mandibularis,
moZeme odliSit kaudalne od stomodea. Mezenchym maxilarnych vybezkov je povodu
neuralnej listy zoblasti prozencefala a mezencefala, zatial ¢o ektomezenchym
mandibuly pochadza z oblasti mezencephala a rhombencephala (rhomboméry 1 a 2)
(Kontges and Lumsden, 1996). Oba vybezky patria medzi derivaty prvého
faryngealneho obluka. Faryngealne obluky, arcus pharyngeales (v starSej literature
i ziabrové obluky, arcus branchiales, pretoZe pripominaju ziabre ryb), su
charakteristickymi Struktirami vcasného vyvoja hlavy akrku. Tieto obluky sa
objavuju v4. a5. tyzdni vyvoja aich jadro tvori kondenzovany mezenchym.
Mezenchym faryngedlnych oblukov je povodu neurdlnej liSty, okrem svalového
mezodermu, ktory imigruje zo somitomér. Z vonkajSej strany zarodku su faryngealne
obluky oddelené hlbokymi brazdami, zvanymi faryngealne brazdy, sulci pharyngei.
Zaroven sa zvnutornej strany, resp. zlaterdlnej steny hltanu, vychlipuja
tzv. faryngedlne vacky, sacci pharyngei. Tie penetruju okolity mezenchym,
nevytvaraju vSak komunikdciu svonkajSimi brazdami. Napriek tomu, Ze vyvoj
faryngedlnych oblukov, brazd avackov pripomina vyvoj Ziabier uryb
a obojzivelnikov, u 'udského embrya sa skuto¢né Ziabre nevytvaraju. Z tohto dévodu
sa v kontexte embryondlneho vyvoja cloveka, resp. blanovcov (Amniota), zacal
pouzivat termin ,faryngealny*.

RozStiepenie prvého faryngealneho obluka na maxilarne a mandibularne

vybeZky je do vel'kej miery pod kontrolou signalneho proteinu Endothelin-1 (END-1)
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(Clouthier et al., 2010). Endothelin-1 je secernovany bunkami ektodermu, endodermu
a paraxialneho mezodermu oblukov a viaZe sa na svoj endothelin receptor typu A
(EDNRA) na migrujucich bunkach neuralnej listy. Sice je EDN-1 exprimovany vo
vSetkych faryngealnych oblikoch, najvyraznejsi vplyv ma EDN-1 na prvy faryngealny
obluk. EDN-1 deficientné mysSi vykazuju transformaciu mandibuly na Struktiru
podobnu maxile (Ozeki et al., 2004). Opacny pripad, konstitucna aktivacia EDNRA,
zmeni osud maxilarneho vybezku na mandibularny (Sato et al., 2008).

0Od 4. do 5. tyzdna vyvoja je frontonazalny vybezok dominantnou Strukttirou
vyvijajucej sa tvare. S naslednym rastom maxilarnych a nazalnych vybezkov ustupuje
frontonazalny vybezok z oblasti Ust. V priebehu 6. a 7. tyZzdiia pokracuju maxilarne
vybeZky vo zvacSovani. Zaroven sa medidlne nazalne vybeZky pribliZzuju k mediannej
rovine, aZ spolu zrastu (obr. 1.9C-D). Zrasta i brazda medzi medialnym nazalnym
a maxildrnym vybeZkom. Vo vysledku je horna pera tvorena dvoma medialnymi
nazalnymi a dvoma maxilarnymi vybezkami. Zo spojenia medidlnych nazalnych
vybezkov v medidnnej rovine vznika intermaxialny vybeZok tvare, predstavujuci

prekurzor pre filtrum (obr. 1.9E).
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Obrazok 1.9: Vyvoj tvarovej oblasti cloveka. (A-B) V 6. tyZdni vyvoja ¢uchové plakédy invaginuju,
¢im vznikaja ¢uchové jamky, medidlne a lateralne nazalne vybezky. (C-D) V 7. tyzdni vyvoja medialne
nazalne vybezKky zrastaju v medidnnej rovine a vznikd intermaxilarny vybezok. (E) Okolo 10 tyzdia
vyvoja intermaxilarny vybezok vytvara filtrum. (Podl'a Schoenwolf et al., 2009).

1.4.3 Vyvoj vestibulum oris ¢loveka

Podl'a klasického modelu sa do¢asny chrup vyvija z kontinualnej, podkovovitej
dentalnej listy. V literatire sa ojedinele spomina d’alSia kontinualna, podkovovita
epitelova Struktura, leZiaca paralelne a externe (labiadlne ¢i bukalne) od dentalnej
liSty, nazyvana vestibularna liSta, lamina vestibularis seu sulcus labiogingivalis.
Napriek tomu, Ze je vestibularna liSta povaZovana za vyvojovy zaklad vestibulum oris,
mnohé z popularnych ucebnic embryoldgie Cloveka (v sucasnosti uz aj vyvojovej
bioldgie cCloveka) vdbec vyvoj vestibula nespominaju (Schoenwolf et al, 2009;
Sadler, 2012; Carlson, 2014).

Vestibularna lista sa vyvija medzi dentalnou liStou a buducimi perami a licami.
Obidve liSty vznikaju na poévodne samostatnych medialnych nazalnych a maxilarnych

vybeZkoch, eSte pred ich spojenim. Spolu so splynutim tvarovych vybeZkov sa spaja aj
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ich dentalny avestibularny epitel (Hovorakova et al, 2005) (obr. 1.10).

3D rekonStrukcie vyvijajuceho sa vestibula u zarodkov Cloveka ukazali, Ze oproti

povodne predpokladanému modelu dvoch kontinualnych list je skutolny stav

omnoho komplexnejsi (Hovorakova et al. 2005). Klasicky model kontinudalnej

podkovovitej vestibularnej listy je teda nespravny.

Obrazok 1.10: Miesto kontaktu epitelov z maxilairneho a medialneho nazialne vybeZku. Pri
splyvani tvarovych vybezkov splyva aj ich dentalny a vestibularny epitel. (Z archivu Dr. Hovorakovej).

listy:

I1.

[1L.

IV.

Dodnes existuju Styri modely ontogenetického vztahu dentalnej a vestibularnej

Vestibularna a dentdlna liSta majd oddeleny pdévod. Vestibularna lista sa
zaklada neskor a nezavisle od dentalnej liSty (Schour, 1929; Tonge, 1969).
Vestibularna a dentdlna liSta maja spolo¢ny podvod. Povodny zhrubnuty
epitel sa diferencuje na vonkajsiu vestibuldrnu listu a vnitorni dentalnu
listu (Rose, 1891; Bolk, 1924; Mjor and Fejerskov, 1986).

V prednej casti zubného obluka vznikaji vestibuldrna a dentdlna lista
z jedného spolo¢ného epitelového zhrubnutia. V zadnej ¢asti zubného oblika
vznikaji samostatne (Meyer, 1932; Radlanski, 1993).

Neexistuje suvisla vestibuldrna lista davajdca vznik vestibulum oris.
Vestibularny epitel tvori zhrubnutia a hrebene lokalizované externe od
dentalneho valu. Vestibularny a dentalny epitel su regionalizované paralelne
v mesio-distalnej osi (Hovorakova et al., 2005). Tento model je v sticasnosti

najmodernejsi .
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V hornej Cel'usti vestibularny a dentalny epitel opakovane splyvajua v priebehu
zubného vyvoja, vyvijaja sa vSak samostatne (obr. 1.11) (Hovorakova et al., 2005).
V kontraste s hornou Celustou, v dolnej cel'usti sa na najranejsich stadiach vyvoja
v oblasti rezdku diferencuju dve epitelové zhrubnutia (obr. 1.11). Z lingvalnej strany
kazdého epitelového zhrubnutia vznikaja buduice rezaky, zatial’ co labidlna strana sa
diferencuje do vestibularneho epitelu. V distalnej oblasti lic, za ustnym kutikom, sa
dentalny avestibularny epitel zakladaji samostatne, tak ako v hornej celusti.
V pokrocilejsich fazach vyvoja, Casti vestibularneho epitelu splyvaju do tzv. labidlneho
hrebena vestibularneho epitelu, ktory sa predlzuje distdlne a dava vznik vestibulu
v oblasti dolnej pery (Hovorakova et al., 2007). V oboch ¢el'ustiach sa vestibulum oris
vyvija z roznych zakladov v oblasti pier a v oblasti lic. Ziadny vieobecny plan, podla
ktorého sa vyvija identalny i vestibuldrny epitel, aj v hornej aj v dolnej cel'usti, aj
v oblasti pier, aj v oblasti lic, neexistuje.

Regionalizacia dentalneho a vestibularneho epitelu pozdiZ mesio-distalnej osi
aich vzajomné interakcie su napadne podobné situacii u niektorych plazov
(napr. varan mangrovovy / Varanus indicus). Plazy nemaji pohyblivé pery, ani lica
a ani predsienn dutiny ustnej. Namiesto toho sa v Ustnej dutine objavuju externe od
jednotlivych zubov malé Zliazky, ilohou ktorych je zvhlcovat' svojim sekrétom ustnu
dutinu. Ku kazdému kénickému zubu zodpoveda jedna zubna Zliazka, ktora ma
vyvojovy povod v tzv. ,tooth-gland lamina“ (Bolk, 1924). Porovnanie histologickych
rezov vestibularneho epitelu Cloveka a tooth-gland lamina varana mangrovového

odhal'uje prekvapivi podobnost tychto Struktur (obr. 1.12) (Hovorakova et al., 2016).
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Obrazok 1.11: Vyvoj horného a dolného vestibulum oris ¢loveka.. (A) Klasicka predstava o vyvoji
denticie a vestibulum oris u ¢loveka. Vestibulum oris pochadza zpodkovovitej, kontinualnej listy
(zelend), lokalizovanej paralelne a externe od dentalnej liSty (zlta), davajicej vznik zubnym zarodkom.
(B) Voblasti pier hornej celuste sa vestibulum oris vyvija zo zhrubnuti epitelu (,bulges“) v oblasti
rezdkov avestibularnej listy o¢ného zuba (CVR) (oranZova). V oblasti za dstnym kutikom hornej
Cel'uste sa vestibulum oris vyvija z epitelu licneho Zliabku (CFR) (oranZova). (C) V oblasti pier dolnej
Cel'uste sa vestibulum oris vyvija z labidlneho hrebena vestibularneho epitelu (LHVE) (oranzova), ktory
sa predlzuje distalne. V distalnej oblasti lic sa vestibulum oris vyvija z epitelu licneho zliabku (dCFR)
(oranzova). Zltou farbou je vyznaceny dentalny epitel. AC - akcesérny poharik, DL - dentélna lista,
LMVR - lateralny hreben vestibularnej listy stolicky, MC - ustny katik, MMVR - medidlny hreben
vestibularnej listy stolicky, MVR - vestibularna lista stolicky, ONZVE - oblast nepravidelne
zhrubnutého epitelu. VL - vestibularna lista. (Z archivu Dr. Hovorakovej).
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u plaza. (A) U l'udi pochadza vestibulum oris z epitelovych Struktir (biely hrot Sipky), nachadzajucich
sa externe od dentalneho epitelu (hviezdicka). Tieto epitelové Struktary, davajice vznik vestibulum
oris, su regionalizované paralelne aexterne od zubnych zarodkov. (B) U niektorych plazov
(znazornené na varanovi indickom), malé Zliazky lokalizované externe od jednotlivych zubov
pochadzaju z epitelovej tooth-gland lamina (¢ierny hrot $ipky). (Podl'a Hovorakova et al.,, 2016).

Vyvoj vestibulum oris mysi

U mysi ma vestibulum oris, podobne ako v dolnej ¢el'usti ¢loveka, odliSny povod
v proximdlnej a distalnej oblasti. V proximalnej oblasti zubného obldka vznika
vestibulum oris z tzv lip-furrow band“ (nazyvany tieZ vestibularna liSta) (obr. 1.13).
V distalnej oblasti zubného obluka (oblast lic) sa vestibulum oris diferencuje

z tzv.,cheek-furrow ridge“ (v preklade ,licny Zliabok“) (Peterkova, 1985).
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Obrazok 1.13: Vestibulum oris umysi. (A) Vdolnej Celusti myS$i sa vestibulum oris (VO)
v proximalnej casti zubného oblika javi ako volny priestor v Gstnej dutine, labidlne ohraniceny
sliznicou pier alingvalne ohraniCeny sliznicou alveolov, dasnami a zubami. (B, C) Vestibulum oris
pochadza zvestibularnej listy (VE) prilahlej k dentdlnemu epitelu (DE), predstavujucej vyvojovy
zaklad pre funkéné rezaky (FI). Funkcéné rezaky su tvorené epitelovym (zItd), ale i mezenchymalnym
materidlom (oranzova). Samotna vestibuldrna lista dava vznik epitelovej vystelke vestibulum oris
v dolnej ¢el'usti dospelej mysi. (Podl'a Hovorakova et al.,, 2016).

Gén Shh je povazovany za rany marker odontogenézy. Shh je vo vyvijajicej sa
ustnej dutine obmedzeny na odontogénne oblasti. Vnedavnej Studii poskytli
Hovorakova et al. (2016) prvy experimentalny dokaz o tom, Ze odontogénny epitel
prispieva svojimi bunkami i do nedentalneho epitelu. Bol vyuZity Cre-loxP transgénny
systém umoznujuci identifikovat vSetky bunky exprimujice gén Shh, a taktieZ vSetky
bunky vznikajuce ich delenim a delenim ich potomkov (=Shh descendentné bunky),
pomocou modrého zafarbenia X-galovym farbenim. V epitelovom zaklade vestibula sa
gén Shh v priebehu vyvoja neexprimuje, no nachadzaji sa v iom modro sfarbené Shh

descendentné bunky (Hovorakova etal., 2016).
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Varianta Cre-loxP transgénneho systému umoZiuje sledovat descendentné
bunky od urcitého casu, ktory je dany intraperitonealnou injekciou tamoxifénu.
Tamoxifén indukuje v bunkach obsahujicich Cre lokus rekombinaciu. Bunky
exprimujuce v danu chvilu sledovany gén avsetky bunky znich pochadzajuce, je
mozné rovnako ako v predchadzajicom systéme vizualizovat X-galovym farbenim,
pricom vznika modro sfarbeny komplex.

Pouzitim tamoxifénom indukovatelného Cre-loxP systému bolo dokazané, Ze
Shh descendentné bunky v epitelovom zaklade vestibulum oris pochadzaja z v¢asnej
odontogénnej domény externe od buducich funkénych rezakov. Takyto vysledok
naznacuje spolo¢ny ontogeneticky povod dentdlneho epitelu avnutornej vrstvy
vestibularnych buniek. VonkajSia vrstva vestibularnych buniek by mohla pochadzat

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

Vyvojové dentalne patoldgie vo vestibulum oris cloveka

Vo vestibulum oris prileZitostne dochadza kvyskytu roznych dentalnych
patolégii, akymi si napriklad periférne odontémy. Periférne odontémy, nezhubné
nadory odontogénneho povodu, su lokalizované v mdkkom tkanive externe od
denticie, mimo kosti. Niektoré periférne odontémy si mézu zachovat stavbu podobnu
zubom (Ide et al, 2000, 2008; Hanemann et al., 2013; Kwon et al,, 2013). Vzacny
pripad periférneho odontému so zubovitymi Struktdrami, ktoré sa prerezali cez
d'asno do ustnej dutiny, publikovali Hanemann et al. (2013). Zabky boli zloZené zo
skloviny, zuboviny, drefiovej dutiny a cementu v rovnakom usporiadani, aké maju
normalne zuby. Na rozdiel od normalnych zubov mali slaby upon do tkaniva dasien,
¢o sa klinicky prejavilo ich zvySenou mobilitou. Boli ohrani¢ené tenkou vrstvou
epitelu a uloZené v hustom kolagénovom vazive, ¢o ukazuje smerom k periférnemu
povodu (Hanemann et al., 2013).

Vynara sa otazka, ako vznikaju dentalne anomalie v oblasti, kde dentalna liSta
nie je pritomna. Vyvojovy pévod odontomov zostava stale zahadou. Ako moZny zdroj
boli popisané pretrvavajuce zvysky odontogénneho epitelu (napr. Serresove zvysky),
ktoré si ponechavaju schopnost epitelovo-mezenchymalnych interakcii (Silva et al.,

2009; Kwon et al., 2013).
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Evc*deficientné mysSi maji narusSenu Sonic a Indian Hedgehog signalizaciu vo
vyvoji zubov a kosti. Za morfologické defekty u Ellis-van Creveldovho syndromu by
teda mohli byt zodpovedné poruchy Hedgehog signalizacie. Pacienti s Ellis-van
Creveldovym syndrémom vykazuju tieZ zmnoZenie slizni¢nych rias vo vestibulum oris
(Hattab et al., 1998). Z tohto uhla pohl'adu by mohol Ellis-van Creveldov syndrém
potvrdzovat ucast Shh descendentnych buniek na vyvoji zakladu vestibula
(Hovorakova et al., 2016).

Dentdlne anomalie vo vestibularnej oblasti boli objavené aj na historickom
materidli. Na pozostatkoch dolnej Cel'usti, patriacej starSej Zene z archeologického
naleziska v obci Gan na Slovensku, boli ndjdené dve rudimentarne zubovité Struktury
(obr. 1.14 A-B). Rudimentarne zubovité Struktiry boli pritomné externe od zubného
obluka, ich poloha teda suhlasila s vymedzenim vestibularnej oblasti. Analyza na
zaklade skenovacej elektronovej mikroskopie nasledne potvrdila, Ze tieto Struktiry
vykazuju znaky podobné zubom (obr. 1.14D-F). Povrch tychto rudimentarnych
zubkov pokryvala sklovina, aprizmaticka ako aj prizmaticka, s ¢lenitym povrchom
(obr. 1.14D-F). Zubky tiez obsahovali otvory, pravdepodobne pre nervy a cievy
(obr. 1.14F).

500um

Obrazok 1.14: Zubovité struktiry na historickych lebkach potvrdzuju odontogénny potencial
vestibularneho epitelu. Pocas zachranného archeologického vyskumu v rokoch 2007 a 2008 na
lokalité Gan (okres Galanta, Slovensko, stahovanie narodov, 5.-6. storocie n. 1), boli najdené tri
rudimentarne zubovité Struktiry na lebke Zeny, ziskanej z hrobu AH19. (A-F) Dve rudimentarne
zubovité Struktiry sa nachadzali na dolnej Cel'usti (A-B) externe od alveolov (a), jedna na povrchu
kosti (oranzovy hrot $ipky, A, C, E) a druha vnutri kosti (¢ierny hrot $ipky, B). Treti zubok bol najdeny

4Mutdcie v géne Evc su zodpovedné za vznik Ellis-van Creveldovho syndromu.
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vol'ne medzi fragmentami kosti (modry hrot Sipky, C, D, F). Analyza na zaklade skenovacej elektrénovej
mikroskopie (D-F) ukazala aprizmaticka (Ap) a prizmaticku (p) sklovinu s ¢lenitym povrchom, ktory
tvorili hrbolceky (t), jamky (f), zliabky (g). TaktiezZ boli detegované otvory (o), pravdepodobne pre
nervy a cievy. (Podl'a Hovorakova et al., 2016).

1.4.4 Vyvoj zubov cloveka

Vyvoj zuba zacina migraciou buniek neuralnej listy do oblasti hornej a dolnej
Celuste. V6. tyzdni zarodoc¢ného vyvoja bazalne bunky na niektorych miestach
oralneho epitelu rapidne proliferuja. Mitotickou aktivitou bazalnych buniek oralneho
epitelu vznikad epitelové zhrubnutie (thickening) (obr. 1.15A) , ktoré je prvym
prejavom epitelovo-mezenchymalnych interakcii prebiehajicej odontogenézy.
Zhrubnuty oralny epitel nasledne invaginuje do mezenchymu avytvori listu
(lamina) (obr. 1.15B). Kazdy zub ma vlastny, jedinecny a ¢asovo Specificky priebeh
a morfologiu vyvoja. Napriek tomu si determinované vsSeobecné Stadia zubného
vyvoja spolocné pre celt denticiu. V 8. tyZdni sa dentalny epitel u ¢loveka zanara do
mezenchymu neuralnej liSty a zacina z neho pucat 10 vybeZkov, zvanych pupene
(buds) (obr. 1.15C). Pupene predstavuji epitelovd zloZku budiceho zuba. Pod
proliferujucim epitelom dochddza ku kondenzacii mezenchymu a vytvoreniu
kapilarnej siete. Induktivnym vplyvom dentalneho epitelu dochadza v 10. tyzdni
vyvoja kinvaginacii kondenzovaného mezenchymu do epitelu pupeiia avznika
poharik (cap) (obr. 1.15D-E). Pokrocily pohdrik je tvoreny vonkajSou vrstvou,
vonkajsi sklovinny epitel, vnitornou vrstvou, vnutorny sklovinny epitel a medzi nimi
sa nachadza stredna, riedka, sietovito usporiadana vrstva - hviezdicové retikulum.
Celd Struktira nesie nazov sklovinny organ avytvara buducu sklovinu. Sklovinny
organ je eSte stale spojeny s oralnym epitelom prostrednictvom nepravidelnej stopky,
ktora vSak onedlho zanika. Na konkavnej ploche sklovinného organu je nakopeny
mezenchym, zvany dentdlna papila, ktory predstavuje budicu zubovinu a dren. Obe
Struktury, sklovinny orgdn a dentalnu papilu, obklopuje dentadlny folikul, ktory je
zdkladom fixa¢ného aparatu zuba. Medzitym pucia z dentalneho epitelu pri bazalne;j
Casti zubného zarodku malé divertikuly, tvoriace pupene trvalych zubov. V 14. tyZdni
vyvoja je dentalna papila hlboko zanorena do dentalnej liSty a tvori jadro vyvijajiceho

sa zuba. Toto Stadium sa nazyva zvoncek (bell) (obr. 1.15F).
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A B C D E F
Obrazok 1.15: Stadia zubného vyvoja. (A) Stadium zhrubnutia/thickening, (B) $tadium li$ty/lamina,

(C), stadium pupena/bud, (D-E), stadium poharika/cap, (F) Stadium zvonceka/bell. (Z archivu Dr.
Hovorakovej).

1.4.5 Molekularna kontrola zubného vyvoja

Zubny vyvoj je zavisly na sekven¢nych areciprotnych epitelovo-
mezenchymadlnych interakciach. Odontogénny potencidl predstavuje schopnost
jedného tkaniva indukovat expresiu génov v druhom prilahlom tkanive a iniciovat
zubny vyvoj. Odontogénna kompetencia predstavuje schopnost tkaniva odpovedat na
odontogénne signdly apodporit tvorbu zubov. Experimenty zamerané na
rekombinaciu medzi izolovanym dentalnym epitelom a mezenchymalnymi tkanivami
ukazali, Ze pocas vcasného vyvoja mysej stolicky zotrvava odontogénny potencial
v dentdlnom epiteli a aZ neskér sa presiva do mezenchymu (Mina and Kollar, 1987;
Lumsden, 1988). V Stadiu pred vznikom pupena, pred a na embryonalnom dni (E)
11,5, ma dentalny epitel potencial iniciovat vznik zubov pri kontakte s nedentalnym
mezenchymom. Odontogénne kompetentny je vSak vylu¢ne mezenchym derivovany
z neuralnej liSty. Pri rekombinacii dentalneho epitelu s neneuralnym mezenchymom,
napriklad z koncatiny, sa zuby nevytvoria (Lumsden, 1988). V stadiu vcasného
pupena (E12,5) sa odontogénny potencial presiiva do mezenchymu, ktory je schopny
dat’ pokyn nedentdlnemu epitelu k tvorbe zubovo-Specifickych Struktir (Kollar and
Baird, 1970; Mina and Kollar, 1987; Lumsden, 1988). Odontogénny potencial potom
zostava v mezenchymalnej papile a az do narodenia reguluje tvar zubu (Kollar and
Baird, 1969, 1970; Yoshikawa and Kollar, 1981).

U mySi migruju bunky neuralnej liSty z oblasti mezencefala a rhombencefala
do prvého faryngealneho obluka a davaju vznik dentalnemu mezenchymu priblizne
okolo E8,5 (Zhang et al., 2003). Neskor, okolo E10, dochadza k determindcii polohy
a typov buducich jednotlivych zubov. V priebehu vystavby faryngealnych oblikov

5 Gravidita mysi domdcej trva priemerne 21 dni.
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produkuje endoderm hltanu morfogén SHH, ¢o ma induktivny vplyv na expresiu
génov Ffg8 a Bmp4 v epiteli prvého faryngealneho obluka (Haworth et al., 2007; Brito
et al., 2008). Epitelom secernované signalne molekuly FGF8 a BMP4 indukuju
expresiu génu Pax9 vprezumptivnom dentdlnom mezenchyme a Pitx2
v prezumptivnom dentdlnom epiteli. Za najv€asnejsi transkripény faktor
exprimovany v stomodealnom epiteli sa povaZuje gén Pitx2. Spociatku je expresia
Pitx2 detegovatelna v celom stomodedlnom epiteli aaZ neskdér sa obmedzuje na
individualne zarodky zubov (Mitsiadis et al., 1998; St.Amand et al., 2000). Tak ako
expresia génu Pitx2 Specifikuje epitelovid polohu buducich zubov, tak expresia génu
Pax9 na E10 Specifikuje oblasti mezenchymu, kde sa budu vyvijat budice zuby. Gény
Pitx2 a Pax9 sa exprimuju pred akymikol'vek morfologickymi prejavmi odontogénzy
(Neubiiser et al., 1997).

Po iniciacii odontogenézy, epitelom secernované FGF8 a BMP4 indukuju
expresiu transkrip¢nych faktorov, vratane Barx1, DIx1, DIx2, Msx1, Msx2, Pax9, Pitx1
a Pitx2 (Neubiiser et al,, 1997; Bei and Maas, 1998; St.Amand et al., 2000) (obr. 1.16a).
Expresia homeotickych génov, napr. Barx1, DIx1, DIx2, Lhx6, Lhx7, Msx1 a Msx2
v mezenchyme viedla k navrhnutiu hypotézy ,homeotického kdédu odontogénezy*
(Tissier-Seta et al,, 1995; Qiu et al., 1997; Grigoriou et al,, 1998). Homeoticky kod
odontogenézy je navrhovany model odontogenézy, pri ktorom Specifické kombinacie
expresie homeotickych génov riadia tvorbu Specifickych typov zubov (obr. 1.16b)
(Sharpe, 1995).

Vzor expresie homeotickych génov je definovany pozitivhymi a negativnymi
signdlmi z ordlneho epitelu. Napriklad DIx1 a DIx2 deficientné mysi maju zastaveny
vyvoj maxilarnych stoliCiek, ale vyvoj ostatnych zubov je normdalny (Thomas et al,,
1997). Lhx6 aLhx7 deficientné mysSi vykazuju normadalne rezdky anadpocetné
maxildrne zuby podobné rezdkom, ktoré sd vysledkom zlyhania Specifikacie

molarneho mezenchymu (Denaxa et al., 2009).
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Obrazok 1.16: Vzor expresie génov vo vyvijajacich sa zubnych zarodkoch. (a) Signalizacia v ramci
epitelu a medzi epitelom a mezechymom u embrya mysi na E10,5. Schéma znazornuje izolovanu dolnu
Cel'ust. Pozitivne autoregulacné slucky a vzajomna represia v epiteli vedie k vzniku striktnych hranic
génovej expresie, definujicich prezumptivne oblasti rezakov a stoli¢iek. Clenovia BMP a FGF rodin
proteinov v epiteli indukuju ale iinhibuji expresiu réznych homeotickych génov. To vyustuje do
komplexného vzoru génovej expresie v mezenchyme, v proximo-distilnej, oro-aboralnej/
rostro-kaudalnej osi. (b) Hometicky k6d odontogenézy. Expresia homeotickych génov v dolnej Cel'usti
vytvava hometicky kéd, definujtci typ zuba. (Podl'a Tucker and Sharpe, 2004).

Epitelovy Bmp4 je povodne exprimovany anteriorne, eSte pred akymikolvek
znamkami odontogenézy a indukuje expresiu Msx1 v mezenchyme rezaku. Zaroven
negativne reguluje expresiu transkrip¢ného faktora Barx1 a obmedzuje ju na zarodky
stoli¢iek (Tissier-Seta et al., 1995; Tucker et al., 1998). Barx1 teda Specifikuje stolicky,
zatial' ¢o Msx1 Specifikuje rezaky. Pri usporiadani cicavieho chrupu do jedného radu
v buko-lingvalnej osi je doleZity transkrip¢ny faktor typu zinkovych prstov Osr2 (odd
skipped related transcription factor 2) (obr 1.17). Osr2 je exprimovany v lingvo-
bukalnom gradiente a obmedzuje aktivitu proteinu MSX1 v oblasti jazyka. V absencii
Osr2 nie je MSX1 ni¢im obmedzovany a indukuje v mezenchyme tvorbu nadpocetnych
zubov. V oblasti jazyka za¢nu nadpocetné zuby pucat priamo z oralneho epitelu

(Zhang et al., 2009b).
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Obrazok 1.17: Reguldcia poc¢tu zubov v buko-lingvalnej osi. (A) Uwild type mysi je Osr2
exprimovany v lingvo-bukilnom gradiente naprie¢ osou celuste a obmedzuje drahu BMP4-MSX1
v lingvalnej oblasti. (B) V absencii Osr2 draha BMP4-MSX1 aktivuje v mezenchyme lingvalnej oblasti
sekvencnu indukciu zubov, pricom nadpocetné zuby pucia priamo z oralneho epitelu. Z toho vyplyva,
Ze Osr2 je dolezity pri patterningu cicavCej denticie do jedného zuboradia. (Podla Cobourne and
Sharpe, 2010).

Okolo E11-11,5 sa v epitelovych zhrubnutiach zacinaju exprimovat gény Fgf8,
Fgf9, Bmp2, Bmp4, Bmp?7, 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 signaly
predstavuju vcasné markery odontogenézy a su zodpovedné za indukciu génove;j
expresie v prilahlom mezenchyme, vratane transkripénych faktorov Msx1, Msx2,
Runx2, Lefl, DIx1, DIx2, Egrl, Ptch, Glil a molekul extracelularnej 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 Stadiu

pupena dochadza v mezenchyme vplyvom epitelovych signalov k indukcii expresie
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génov kédujucich niekolko d'alSich signalnych molekul, vratane Fgf3, Fgf10, Activin
B-A, Wntba, 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 mezenchymu sa zaroven presuva i odontogénny potencial.

Aktivita mezenchymalneho BMP4 udrzuje expresiu génu Shh, ktora je kriticka
pri prechode zuba z pupena do Staddia poharika (Zhang et al., 2000). Gén Shh sa
exprimuje v epitelovych zhrubnutiach uZ od prvych morfologickych prejavov
odontogenézy (Bitgood and McMahon, 1995). Vo vCasnych Stadiach odontogenézy
interaguje protein WNT7b s SHH signdlom a vymedzuje hranice medzi nedentalnym
a dentalnym epitelom, ¢im urcuje polohu vzniku buducich zubov (Sarkar et al., 2000).
Wnt7b je exprimovany v oralnom epiteli, avSak mimo prezumptivneho dentalneho
epitelu. Ektopicka expresia Wnt7b v oblasti prezumptivneho dentidlnemu epitelu
potla¢a expresiu Shh anasledne inhibuje tvorbu zubného zarodku (Sarkar et al.,
2000).

V dentdlnom epiteli posobi protein SHH ako silny mitogén, ¢im umoziiuje
invaginaciu do priliehajuceho mezenchymu a vznik pupena (Cobourne et al., 2001).
V pokrocilejsich Stadiach zubného vyvoja sa gén Shh exprimuje v sklovinnom uzle,
kde stimuluje proliferaciu v pril'ahlych tkanivach. V stadiu cytodiferenciacie zubnych
tkaniv sa Shh génova expresia lokalizuje do vnutorného sklovinného epitelu
auchovava sa v diferencujicej sa vrstve ameloblastov, pricom mézZe ovplyviiovat
i pril'ahlé odontoblasty (Dassule et al., 2000).

Vyznamny ucCinok na organogenézu zubov maju transkripcné faktory.
Napriklad mutacie v génoch Lefl, Msx1 a Runx2 vedu k zastaveniu zubného vyvoja
v Stddiu pupenia (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 prejavi aZ
v pokrocilejSich stadiach vyvoja (Maas et al, 2000). Gén MsxI je intenzivne
exprimovany v dentdlnom mezenchyme, vratane dentdlnej papily a dentdlneho
folikulu v stadiach listy, pupena, poharika a zvonceka. Msx2 je koexprimovany s Msx1
v dentdlnom mezenchyme, ale ¢ast MsxZ2 expresie sa presiva do dentalneho epitelu
a je obmedzena na sklovinny uzol (Mackenzie et al., 1991; MacKenzie et al., 1992).
Expresia Msx1 je nevyhnutna pre indukciu expresie transkripcného faktora RunxZ.
Runx2 je jeden zklucovych faktorov podielajucich sa na indukcii expresie Fgf3

v dentdlnom mezenchyme, no zaroven je iregulovany FGF signadlmi z dentalneho
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epitelu (D’Souza et al., 1999). Runx2 je tiez klticovy pre diferenciaciu osteoblastov
a odontoblastov. Expresia génu RunxZ sa prvykrat objavuje vkondenzovanom
mezenchyme v Stadiu véasného pupena (E12) a pokracuje naprie¢ Stddiom poharika
az do stadia vcasného zvonceka (E16). V stadiu poharika a pupena sa oblasti expresie
génov Msx1 a RunZx prekryvaju. Po Stadiu zvonceka sa expresia Runx2 prestuva do
dentalneho folikulu, oddel'ujuceho zub od kosti, ktora tieZ exprimuje Runx2 sa teda
nezucastnuje vcasnej odontogenézy a inicidcie zubného vyvoja, ale riadi pokrocilu
morfogenézu a histodiferenciaciu sklovinného organu (Aberg et al., 2004).

V stadiu poharika (E14,5) sa vytvori docasny zhluk nedeliaciach sa epitelovych
buniek, ktoré podobne ako uzol pocas gastrulacie, sliZia ako organiza¢né centrum.
Tento zhluk epitelovych buniek sa nazyva sklovinny uzol (EK, angl. enamel knot)
areguluje vznik zubnych hrbolcekov. Pocet sklovinnych uzlov sa povaZuje za faktor
urcujuci pocet hrbol¢ekov budiceho zuba (Vaahtokari et al., 1996). Zarodky rezakov
maju iba jediny primarny EK (pEK), zatial ¢o zarodky stoli¢iek vytvaraju eSte
sekundarne sklovinné uzly (sEKs) (Kettunen and Thesleff, 1998). pEK stolicky zanika
apoptdzou na konci Stadia poharika. Apoptézu v pEK indukuje BMP4, ktory aktivuje
protein p21 (BMP4 pdsobi apoptoticky vo viacerych vyvijajicich sa systémoch)
(Jernvall et al., 1998). V stadiu zvonceka (E16,5) sEKs prehybaji vnatorny sklovinny
epitel, ¢im vznikaju zubné hrbolceky. Sklovina a zubovina sa potom ukladaju na
kontudry epitelu, ¢im definuju tvar zubu. Vnutri pEK sa exprimuje viacero signalnych
molekul, vratane Shh, Bmp2,Bmp4, Bmp7, Fgf3, Fgf4, Fgf9, Fgf20, Wnt3, Wnt6, Wnt10a,
Wnt10b a Edar (Vainio et al.,, 1993; Tureckova et al., 1995; Neubliser 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 sklovinnych wuzlov ma obzvlast Specifky vplyv EDA
signalizacia. Receptorovy gén Edar je exprimovany v pEK, no transkripty su stale
zjavné ipotom, ako sa pEK vypne apoptézou. Za zmienku stoji, Ze vsEKs sa uz
expresia Edar neobjavuje. OdliSny vzor expresie vykazuje Eda, ktora sa v oblasti pEK,
resp. vnatorného sklovinného epitelu, neobjavuje vobec. Bez ohladu na to maju
vSetky mySie mutanty v genetickych komponentoch EDA drahy (Eda, Edar, Edaradd,;
resp. Tabby, Downless a Crinkled) abnormalny pEK a stolicky tychto mutantov nesu

redukovany pocet hrbolcekov, navyse plytkych (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 nadpocetnych hrbol¢ekov na stolickach (Mustonen et al., 2003; Kangas

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

1.4.6 Vyvoj dolného rezaku mysi

Podobne ako je tomu u ¢loveka, aj u mysi ma na niektorych miestach Ustnej
dutiny vestibularna a dentalna liSta uzky vztah. Vestibuldrny epitel azaklady
funkénych rezdkov su v anteriérnej oblasti dolnej cel'uste mysi spojené epitelovymi
mostikmi. Poloha epitelovych mostikov na labialnej strane pupena funkéného rezaku
koreSponduje soblastou, kde sa v pokrocilejSich Stadidch vyvoja objavuje
tzv. ,rudimentarny rezdk (zvany aj prelaktedlny, laktealny, mliecny, docasny)
(Hovorakova et al,, 2011).

Na rudimentarny rezak sa da hl'adiet ako na predstavitel'a doCasnej denticie,
ktora sa vSak umySi nevyvinie do funkénych zubov. Uvyvojovo pokrocilejsich
embryii (E13,5) sa vyvoj rudimentarneho rezdku zastavi azanika apoptdzou
(Hovorakova et al, 2011). Aj ked’ rudimentarny rezak neobsahuje Ziadnu sklovinu
a ani diferencovany sklovinny organ, bola popisana schranka nepravidelného
dentinu, obkolesena zopar diferencovanymi odontoblastami (Fitzgerald, 1973). Podla
nazoru Fitzgerald (1973) predstavuje tato rudimentarna Struktira pozostatok
ancestralnej denticie, stale pretrvavajucej u sucasnych cicavcov. Fitzgerald (1973)
prirovnal drobné rudimentarne rezaky mysi k najranejSej (taktiez rudimentarnej)
generacii zubov uplazov (Fitzgerald, 1973). Na podklade podobnej morfologie
a polohy rudimentadrnych rezdkov mySi arudimentarnej denticie plazov navrhli
Peterkova et al. (2002, 2006) klasifikovat vestigidlny rezak mysi nie ako laktealny, ale
ako element prelaktedlnej denticie, zatial' ¢o funkény rezdk zodpovedd mlieCnej
generacii zubov. Prelaktedlne zuby boli popisané aj u inych druhov cicavcov, vratane
Cloveka, ako drobné rudimentarne zuabky, lokalizované labidlne ¢i bukalne od
funkénych laktedlnych zubov (Rose, 1891; Leche, 1893; Adloff, 1909; Moss-Salentijn,
1978).

Epitelové mostiky by mohli odrazat kompozitny p6vod dolného funkéného
rezaku. Dolny funkény rezdk sa vyvija lingvalne od vestibularneho epitelu

a troch epitelovych mostikov. Epitelové mostiky predstavuju puciace podjednotky
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dentalneho epitelu, majice potencial vytvorit niekol'ko malych, rudimentarnych
zubkov. PoCas vyvoja by mohli epitelové mostiky splyvat a davat vznik jednému
kompozitnému rudimentarnemu rezaku (Hovorakova et al, 2011). Vysledky
experimentalnych sStudii tejto hypotéze neodporuji. Bolo dokumentované, Ze pri
in vitro inhibicii BMP signalizacie dochadza k dezintegracii transkripnej domény
funk¢éného rezdku na tri malé domény a funkcény hlodak nahradia tri mensie zubky
(Munne et al., 2010). Je vSak otdzne, ¢i naozaj doslo k dezintegracii domény, alebo iba
k revitalizacii rudimentov (Hovorakova et al., 2011). K podobnému vysledku dospeli
Li et al. (2016) na zarodku rezaku pieskomila. Po explantacii zarodku rezaku
a minimalizacii okolitého mezenchymu sa vyvinie trojity alebo dvojity rezak,
popripade rezak podobny rezdku dvojitozubcov (Lagomorpha) (Li et al., 2016).

AZ donedavna sa myslelo, Ze vo vfasnom vyvoji mandibuly sa objavuje
v oblasti rezdku iba jedna oblast’ expresie génu Shh, zodpovedajica miestu vzniku
funkéného rezaku. Kombinaciou tradi¢nych morfologickych a molekularnych metéd
sa vSak ukazalo, Ze v oblasti rezaku sa objavuju dve pozi¢ne i ¢asovo odliSné zoény
expresie Shh, usporiadané za sebou pozdiZantero-posteriérnej osi (obr. 1.18)
(Hovorakova et al,, 2011).

V anteriérnej oblasti mandibuly mysi sa velmi v¢asne (E11) objavuje kratky
linearny pasik expresie Shh, ktory sa postupne rozpina laterodistalne (Dassule and
McMahon, 1998). Od E12 sa expresia Shh sustred'uje v zhrubnutych oblastiach
ordlneho epitelu, zvanych iplakédy. Vtexte vysSie bola zmienena dezintegracia
transkripénej domény, vzmysle signdlneho centra rezdku, pri inhibicii BMP
signalizacie, kedy vysledkom bol vznik troch zubnych Struktir namiesto zakladu
rezdku. K rozpadu povodnej zény expresie Shh (domény) vo vyvoji mySieho rezaku
vSak dochadza i za fyziologickych podmienok, teda nielen pri vzniku nadpocetnych
zubkov. U embryii na E13 sa povodna doména expresie Shh rozpadne na dve vedla
seba leZiace zony Shh expresie. Novovzniknuté domény Shh expresie zodpovedaju
umiestneniu epitelovych mostikov medzi vestibularnym epitelom a buddcimi
funkénymi rezakmi. U starSich embryii toho istého vyvojového Stadia (E13) zony
expresie Shh opat splyvaju do jedného signalneho centra. Na vyvojovo pokrocilejSich
embryach (E13,5) sa intenzita tejto anteridrnej expresie Shh postupne zniZuje, az
nakoniec vymizne Uuplne. Zaroven sa posteriorne objavuje nova doména

Shh-pozitivnych buniek. Tato posteriorna doména Shh expresie zodpoveda zarodku
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dolného funk¢ného rezaku a predchadza sklovinnému uzlu (Hovorakova et al,, 2011),
ktory sa prechodne objavuje na E14 a predstavuje vlastné signalne riadiace centrum
rezaku (Kieffer et al., 1999).

Povodnd doména expresie Shh v epitelovych mostikoch zodpoveda
rudimentarnemu rezaku. UZ Nakatomi et al. (2010) ukazali, Ze Shh pozitivne bunky je
mozné najst ivepiteli oddel'ujuicom zaklad funkéného rezdku od vestibuldrneho
epitelu. Funkcia tejto anteriérnej domény expresie Shh zatial zostdva nejasna.
Expresia génu Shh v epitelovych mostikoch méZe mat funkciu pri determinacii polohy
funkcného dolného rezdku mysi (Hovorakova et al, 2011). Prikladom moéZu byt
najranejSie generacie rudimentarnych plazich a Zralo¢ich zubov, ktoré by mohli byt

zapojené do determinacie polohy radovo usporiadanych zubov (Smith, 2003).

Obrazok 1.18: 3D rekonS$trukcia zarodku dolného reziku mysi, zobrazujica dve domény
expresie Shh génu. Na E13,5 je prechodne moZné detegovat ko-expresiu dvoch Shh exprimujucich
domén. Anteriérna doména expresie Shh génu (¢ierny hrot Sipky) je lokalizovana v oblasti epitelovych
mostikov, ktoré prepojuju vestibularny epitel so zubnym zarodkom. Posteriérna doména expresie Shh
génu (Cerveny hrot $ipky) je lokalizovana na vrchole pupena rezaku. Tato posteriérna doména Shh
expresie zodpoveda centru zarodku dolného funkéného rezaku a predchadza sklovinnému uzlu, ktory
sa prechodne zjavuje na E14 a predstavuje vlastné signalne riadiace centrum rezaku. (Z archivu
Dr. Hovorakovej).

1.5 Siet esencialnych génov odontogenézy

Pri bliZSom pohl'ade na gény zapojené do odontogenézy odhalime sadu génov
spolo¢ni pre vacsSinu stavovcov, od kostnatych (Teleostei) az po StvornoZce
(Tetrapoda). Gény, ktorych vzor expresie je zdielany medzi stavovcami, spolu

vymedzujui siet esencidlnych génov odontogenézy - ,core dental network“ (siet
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v zmysle koordinovanej expresie). Siet esencidlnych génov bola exprimovana v uplne
prvom zube, ktory kedy vytvorila priroda, a nasledne vo vSetkych jeho evolu¢nych
potomkoch, nezavisle od ich polohy v traviacom systéme. Siet esencialnych génov
reprezentuje konzervovanu skupinu molekuil, ktoré v priebehu zubného vyvoja
poskytuju molekuldrnu masinériu nepostradatel'nt pre spravny vyvoj zubov. Priroda
pravdepodobne nikdy nevytvorila zub bez ucasti tychto génov (Fraser et al., 2009).
Génovu regulaciu zdielaji medzi sebou oralne ifaryngedlne zuby, teda siet je
nezavislana polohe zubu vtraviacom systéme, resp. na prisluSnosti buniek
k zarodo¢nému listu (ektoderm/endoderm). Za zmienku stoji, Ze clenovia sady
esencidlnych génov su starsi ako samotné zuby, resp. stavovce, a s koexprimovani aj
pri vyvoji inych ektodermalnych organov, akymi su Supiny, 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 nepostradatelné odontogenetické gény patria
rané markery epitelovej odontogenézy Shh, Pitx2, BmpZ2, Edar, a ¢iasto¢ne aj Bmp4,
DIx2 a Eda. V mezenchyme su nepostradatelnymi génmi BmpZ2, Bmp4, DIx2, Runx2
a Eda. Zapojenie Eda do odontogenézy sa vSak naprie¢ stavovcami liSi - u kostnatych
sa exprimuje v mezenchyme, u cicavcov sa jedna o epitelovy signal. Napriek tomu je

uloha génu Eda v odontogenéze potencialne zhodna (Fraser et al., 2008).

1.6 Uloha Eda génu vo vyvoji organov

PredloZena praca sa zameriava na dvoch clenov siete esencialnych génov
odontogénezy (,core dental network®), a to Shh a Eda. Tieto dva gény boli vybrané,
pretoZze sa zdaju byt nepostradatelnymi pre spravny vyvoj zubného zarodku.
V absencii SHH signalizacie sa zubny vyvoj zastavi v S$tadiu liSty (Cobourne et al,,
2001). Signal EDA mdZe byt nevyhnutny pre udrzanie aktivity alebo expanziu
signalnych centier. Nadepxresia Eda v oralnom epiteli v priebehu v¢asného vyvoja
zuba zachrani tretie stolicky, ktoré casto u Tabby mysSi chybajd (Srivastava et al.,
2001). Nadexpresia Eda v oralnom epiteli moZe vyustit i do opaku, teda do tvorby
nadpocetnych zubkov v oblasti anteriérne od prvej stolicky (Mustonen et al., 2003).
Podobny ucinok ma i nadexpresia konstitucného TNF receptora v oralnom epiteli, pri

ktorej prilezitostne chyba treti molar a objavuje sa nadpocetny ztibok anteriérne od
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prvej stolicky (Tucker et al.,, 2004). Zaroven so vznikom nadpocetnych zibkov sa
v oblasti diastémy zjavuje aj Shh-pozitivna doména. Je mozné, Ze nadexprimovana
Eda vlastne udrziava aktivitu tejto odontogénnej domény, o nasledne vedie k vzniku
rudimentarneho zubku (Mustonen et al., 2004). NieCo podobné je mozné zhliadnut’
u malawskych cichlid, kde sa Eda gén exprimuje v mezenchyme medzizubnych
priestorov, zatial' ¢o v interdentdlnom epiteli sa nachadza expresia génu Wnt7b. Tento
vzor expresie pravdepodobne reguluje polohu Shh-pozitivnych odonténnych domén,
predstavujucich miesta vzniku buducich funkénych zubov (Fraser et al., 2009).

Sirsi pohl'ad na tdlohu Eda génu pocas odontogenézy poskytuje zarodoény
vyvoj zebriciek. Zebricka disponuje zubami iba na hornych faryngealnych cel'ustiach,
na dolnych faryngealnych cel'ustiach a v ustnej dutine zuby v priebehu evolucie
vymizli. Za stratu zubov v ustnej dutine by mohla byt zodpovedna regionalna
absencia Eda génu. Nadexpresia Eda génu je schopna obnovit zuby na hornej
faryngealnej Cel'usti, avSak nie v istnej dutine. Strata chrupu v dstnej dutine je teda
pravdepodobne vysledkom mutacii vo viacerych signalnych drahach. Z toho vyplyva,
Ze uzebricky je Eda gén vo vyvoji denticie nepostradatelny a komplementarny
k inym signalnym draham zapojenych do odontogenézy (Aigler et al., 2014).

EDA signalizacia reguluje expresiu génov vnutri viacerych signalnych centier,
vratane 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 regulaciou WNT signalizacie.
Mezenchymalny signal Activin 3-A indukuje expresiu receptorového génu Edar, ¢im
sa bunky stavaju responzivne na WNT indukovany EDA signal (Laurikkala et al., 2001,
2002b). Signalizacia EDA vytvara sluCku aspatne reguluje aktivitu Wnt génov.
V pupenoch vlasovych folikulov a mlie¢nej Zlazy signal EDA upreguluje gény Wnt10a
a Wnt10b (Zhang et al., 2009a; Voutilainen et al., 2012). Mutacie v géne Wnt10a mdZu
byt zopovedné za izolovanu zubnu agenézu, podobne ako je tomu ugénu Eda.
Z uvedeného vyplyva, Ze EDA signalizacia je hypoteticky nepostradatelna pre
udrZanie signalnej aktivity WNT (van den Boogaard et al., 2012; Arte et al., 2013).

Signalizacia EDA je spajana nielen s WNT signalnou drahou, ale aj s SHH a BMP
signalnymi drahami. Signal EDA suprimuje BMP signal v plakddach prostrednictvom
upregulacie inhibitorov BMP signalnej drahy. Strata primarnych vlasovych plakod
u Eda mutantnych mysi je aspon CiastoCne sposobena neefektivnou inhibiciou aktivity

BMP proteinov (Pummila et al., 2007). NF-kB signalizacia je nevyhnutna pri indukcii
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SHH vo vlasovych plakédach ateda pre ich naslednu invaginaciu (Schmidt-Ullrich
et al., 2006). Signalna aktivita WNT z mezenchymu je nevyhnutna pri Specifikacii
taktilnych vlasovych diskov (,touch domes“) v blizkosti primarnych vlasovych
plakdd. Signalna aktivita WNT indukuje EDA signalizaciu v primarnej vlasove;j
plakdde. Signal EDA v primarnej vlasovej plakéde dodatocne aktivuje expresiu Shh.
SHH cieli na extrafolikularne progenitory Merkelovych buniek v taktilnych vlasovych
diskoch. V adultnej pokoZke reguluje sebaobnovu, ale nie diferenciaciu, kmenovych
buniek taktilnych vlasovych diskov (Xiao et al., 2016). Molekularne mechanizmy
zUcastiiujice sa véasného vyvoja su do vel'kej miery rovnaké u odliSnych organov
(Pispa and Thesleff, 2003; Mikkola and Millar, 2006). V zubnom vyvoji indukuje
signalna aktivita EDA expresiu génu Shh, ktorého produkt ma stimula¢ny ucinok na
proliferaciu epitelu v pupeni (Pummila et al, 2007). Preto sa zda byt mozné, Ze
v odliSnych organoch indukuje EDA signalizacia rovnaké gény. Vo vyvijajucich sa
zuboch amlietnej Zlaze moéZu byt gény spodobnymi funkciami indukované
odliSnymi signalnymi drahami, zatial ¢o primarne vlasové plakédy takouto
redundanciou neovplyvajd, ¢o by vysvetl'ovalo Specifiky fenotyp Eda mutantnych
mysSi. Vyradenie funkcie SHH a folistatinu (inhibitor BMP drahy) vedie k zmenSeniu
zubov apoctu zubnych hrbolcekov, avSak nie kuplnej strate zubnych zarodkov
(Dassule et al., 2000; Wang et al., 2004).

Typicky sa neuvaZuje o tom, Ze by sa tloha NF-kB drahy vo vyvoji a zapale
nejako prekryvala. Upregulacia chemokinov v kozZi vystavenej tc¢inku EDA proteinu
odhaluje potencialny suvis tychto dvoch zdanlivo nesuvisiacich dejov. Dva
chemokiny, CXCL10 a CXLC11 su Specificky exprimované vo vlasovych plakédach a st
potvrdené ako transkripcné ciele EDA/NF-xB (Lefebvre et al., 2012). Mysi, ktorym
chyba CXCR3 receptor, taktieZ exprimovany v epitelovych plakédach, maji mierne
zniZeny pocet vlasovych plakéd (Lefebvre et al, 2012). Mechanizmy, ktorymi
CXC-chemokiny reguluju vyvoj vlasov nie je objasneny, ale méze zahfnat motilitu
buniek. Viacero S$tudii zdoraznilo trio CXCL10-CXCL11-CXCR3 ako regulatora
migracie keratinocytov ahojenia ran (Yates et al, 2009; Kroeze et al, 2012).
Deficiencia v receptore CXCR3 narusa reepitelizaciu hlbokych ran a CXCR3 draha
predstavuje hlavny faktor zodpovedny za epitelovi migraciu a mezenchymalnu
invaziu u karcindmu prsnika (Yates et al., 2009; Shin et al., 2010). Ulohu EDA/NFk-B

drahy v migracii buniek implikuju i d'alSie Stadie. U alf mutantov japonskej medaky
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chyba funkény EDA protein. Vo vyvijajucich sa plutvach nedochadza k migracii
epitelovych a osteoprogenitorovych buniek, takZe bunky zostavaji na proximalnych
koncoch koncatin. Tym je zastavena elongacia plutiev, Coho doésledkom je
rudimentarny vzhl'ad vSetkych plutiev afl mutantov (lida et al., 2014). Vo vyvijajdcich
sa vlasovych folikuloch mysi ddva EDA protein pokyny pril'ahlému mezenchymu
k upregulacii parakrinnych faktorov, ako napr. FGF20. Rastovy faktor FGF20 je
nepostradatel'ny pri zhlukovani buniek a vytvoreni mezenchymalneho kondenzatu

(Huh et al., 2013).
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2 Ciele prace

V predloZenej praci bola sledovana expresia SHH a EDA proteinov, ako produktov
expresie odontogénnych markerov Shh a Eda génov, vo vyvijajucich sa epitelovych
Strukturach v oblasti rostralnej oblasti mandibuly mySi. V rostralnej oblasti
mandibuly mySieho embrya sa nachadza predovSetkym zarodok buduceho dolného
rezaku a zaklad vestibulum oris. Zubny zarodok je anteriorne prepojeny
s vestibularnym epitelom oblastou vyplnenou epitelovymi mostikmi. V oblasti
epitelovych mostikov, anteriorne od budiceho funkéného rezaku, sa nachadza
bunkova populacia exprimujica gén Shh eSte predtym, neZ sa Shh transkripc¢na
doména objavuje na vrchole zarodku funkéného rezdku v jeho signdlnom centre
(Hovorakova et al,, 2011). Bunkova populacia anteriérne od budiceho funkéného
rezaku by teda mohla exprimovat i d’alsSie molekularne markery zubného vyvoja,
ktoré maja ulohu pri determinacii odontogénnych z6n. Proteiny SHH a EDA boli
zvolené z toho dbévodu, Ze ich expresia je véasnym markerom odontogenézy a je
pravdepodobné, Ze pre vznik zuba su absolditne nepodstradatelnymi.

Boli stanovené nasledujuce ciele:

L. Urcit rozdiely, pripadne podobnosti, v Casopriestorovej distribucii
proteinov SHH a EDA vo vyvijajdcich sa epitelovych Struktdrach (zaklady
funkénych rezakov aStruktiry externe od nich) rostralnej oblasti
mandibuly mysi.

IL. Vo vztahu kzistenému vzoru expresie sledovanych produktov
odontogénnych markerov sa pokusit determinovat ulohu bunkovej

populacie anteriérne od buduiceho funkéného rezaku.
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3 Material a metody

3.1 Laboratorne mysi

Na ziskanie vysledkov v predloZenej praci bol pouzity kmen mysi CD1, ¢o je
outbredny kmen vyvinuty v institite pre vyskum rakoviny (Institute of Cancer
Research) v roku 1948. Tento kmen produkuje obzvlast vysoké mnozZstvo potomkov,
a preto je dobrym univerzalnym modelom. Chovné pary boli zakiipené z Charles River

(Germany), pouZité samice pochadzali z vlastného chovu UEM.

3.2 Pripustanie mysi a odber embryonalneho

materialu

Samice CD1 boli pripdstané cez noc a rano im boli od¢itané vaginalne zatky. Ak
bola rano pritomna vaginalna zatka, bola my$ povaZovana za gravidnu a poludnie
toho istého diia bolo povazované za EO,5.

Samice v poZadovanom $tadiu gravidity boli usmrtené cervikalnou dislokaciou.
Embrya boli odoberané na E12,5; 12,7; 13,5; 14,5; 15,5 a 16,5. Z peritonealnej dutiny
bola vypreparovand maternica. Jednotlivé embrya boli postupne zbavované
plodovych obalov. Po vynati z plodového vaku boli embrya osuSené od amniovej
tekutiny poklepanim o petriho misku. Embrya boli zvaZené na digitalnych vdhach
s presnostou na jeden mikrogram (obr. 3.1). Dalej boli embrya roztriedené do
vyvojovych  stadii vzhladom  kchronologickému veku (odpovedajucemu
embryonalnemu dnu vyvoja) v kombinacii s telesnou hmotnostou s cielom vytvorit

longitudinalnu vyvojovu radu. Nasledne bolo kazdé embryo spracované samostatne.

3.3 Priprava parafinovych rezov

Pre imunohistochemicku analyzu tkanivovych rezov boli vzorky zaliate do
parafinu. Oddelené hlavicky embryi boli cez noc fixované v4 % roztoku
paraformaldehydu v PBS a uchovaneé pri 4 °C. Po fixacii boli odvodnené vo vzostupne;j
rade metanolu (25 %, 50 %, 75 % a 100 %). Takto odvodnené vzorky je mozZné

skladovat dlhobo pri -20 °C. Nasledne sa pokracovalo vodvodiliovani -cez
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izopropylalkohol. Cez medzistupen v xyléne boli nakoniec odvodnené vzorky vloZené
na presytenie do parafinu (protokol vid’ niZSie). Teplota topenia prvého parafinu bola
54 oC. Dalsie parafiny uz mali teplotu topenia 58 °C a v poslednom parafine s touto
teplotou topenia zostavali vzorky uloZené cez noc. Na druhy den boli vzorky
naorientované aponechané pri izbovej teplote, aby ztuhli. Spravna predozadna
orienticia predstavuje jeden z najddlezitejSich krokov pri histologickom spracovani
tkaniv. Hlavicky boli orientované tak, aby baza lebky zvierala s dnom formicky
mierne ostry uhol, resp. tak, aby sa rostralny koniec hlavy nedotykal dna formicky.
Vzorky boli frontdlne nakrdjané na rotacnom mikrotéme (Leitz, Nemecko) na
tkanivové rezy s hriubkou 8 um. Rezy boli prenesené na vodny kupel s teplotou 50 °C,
kde sa mohli napinat. Ked bolo tkanivo dostato¢ne napnuté, rezy boli nabrané na
superfrostové podlozné skla. Po tomto kroku sa jednotlivé skld mohli premiestnit’ do

termostatu, kde pri teplote 37 °C zaschli.

Zalievanie - protokol

1. PBSe e 5 min

2. Metanol 25 Y.ceereereerreererseenreesenns 5 min

3. Metanol 50 %0..crereeneerreererreereneens 5 min

4. Metanol 75 %0..cceoereenrerreerreeeeeneenne 5 min

5. Metanol 100 %......ccorermernmererersennns 5 min - alebo moZnost’ skladovat vzorku pri -20 °C
6. Metanol 100 %....creecrernsinnne. 30 min

7. lzopropylalkohol........onenenne. 3x 45 min
ESTD 4 72 1<) s DN 3x 30 min
9. Parafin 1A 1h

10. Parafin 1B....eereeseeseieeneens 1h

11. Parafin 2. 1h

12. Parafin 3. 1h

13. Parafin 4. cez noc
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Embryo Petriho miska 3
O (prazdna)

Petriho miska 2
(prazdna)

Petriho miska 1
(s celou maternicou)

Mraziaca doska

Obrazok 3.1: Schéma postupu pri odbere embryonalneho materialu. Embrya boli spolu s celou
maternicou uloZené na petriho misku 1. Vypreparované embryo bolo prenesené na petriho misku 2, na
ktorej bolo zbavené nadbytoc¢nych tekutin. Z petriho misky 2 bolo prenesené na petriho misku 3, ktora
bola uloZend na vynulovanych vahach. Hmotnost embrya bola zaznamenana a d’alej bolo kazdé
embryo spracované zvlast. (Podl'a Hovorakova et al.,, 2013).

3.4 Imunohistochémia a imunofluorescencia

Nakrajané rezy boli spracované imunohistochemicky podla uvedeného
protokolu (vid niZSie) spouzitim protilatok proti SHH aEDA (Santa Cruz
Biotechnology, tab. 3.1). Pre lepSiu vizualizaciu expresie EDA proteinu bola taktiez

pouZzita metdda imunofluorescencie. Celkovo bolo pouZitych 44 embryi (tab. 3.2).

Imunohistochémia (IHC) - protokol
Den 1

1. Deparafinizacia

1.1. Xylén L. 10 min
1.2. Xylén 2. 10min
1.3. Etanol 100 % ............ 10min
1.4. Etanol 100 %............. 10min
1.5. Etanol 96 %.....ccccu..... 10 min
1.6. Etanol 96 %.....ccccc...... 10min
2. PBS e 2x 5 min
3. 3 % peroxid vodika v metanole.............. 45 min
4. PBSe e 5 min
5. Inkubacia vo vodnom kupeli pri teplote 90 °C a v roztoku TrisEDTA pH 9 1x.
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Chladnutie 15 minut pri izbovej teplote.

PBS s 2x 10 min

Blokovaci roztoK.......coeeneneenneenreeneenseeneenns 2h

Aplikacia primarnej protilatky (zriedend v blokovacom roztoku) a prikytie

podloznych skiel parafilmom.

10. Inkubdcia vo vlhkej komérke cez noc pri 4 °C.

Poznamka: Pre potreby imunofluorescencie boli vynechané kroky 3-4.

Den 2

1. PBSe s 3x 15 min

2. Blokovaci roztoK.......cneeneenneseennes 2h

3. Aplikacia sekundarnej protilatky (zriedend v blokovacom roztoku), prikrytie

podlozZnych skiel parafilmom a inkubdacia vo vhlkej komérke jednu hodinu pri
izbovej teplote.

PBS e 3x 15 min

ObkruZzenie rezov PAP perom a aplikacia avidin-biotinového komplexu (ABC kit
Vecstain, Vector Laboratories, Burlingame, USA). Inkubacia vo vlhkej komérke 30
minut pri izbovej teplote.

PBS. e 3x 15 min

Aplikacia diaminobenzidinu (DAB). Inkubécia pri izbovej teplote aZ do objavenia
sa signalu, alebo podl'a potreby.

Zastavenie reakcie v destilovanej vode.

Poznamka: Pre potreby imunofluorescencie boli vynechané kroky 5-8. Poslednym krokom bol krok 4,

v ktorom sa do posledného PBS pridal DAPI v riedeni 1:1000.
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Tabul'’ka 3.1: Pouzité protilatky.
Primarne protilatky Sekundarne protilatky Riedenie

Rabbit polyclonal SHH
Biotinylated Goat Anti-rabbit
[H160] (sc-9024, Santa Cruz 1:150 1:150
(BA-1000, Vector)
Biotechnology)

Biotinylated Rabbit Anti-goat

1:100
Goat polyclonal EDA [c17] | (BA-5000, Vector)
(sc-18927, Santa Cruz 1:100
Donkey Anti-goat Alexa-488
Biotechnology) 1:500

(A-11055, Life Technologies)

TrisEDTA pH 9 1x

TriS s 1,21g
|24 D - N 037¢g
Destilovana voda............... 1000 ml

Poznamka: Nutna adjustacia pH na 9.

Blokovaci roztok

Cold-Fish Gelatine 20%......ccooe...... 0,5 ml
BSA. et 1lg
Triton X-100 10 %....cccovurevenernirnrenns 5 ml
Destilovana voda......ccoeeneeeeseees 100 ml

Tabul'ka 3.2: Tabulka pouzitého materialu - imunohistochémia a imunofluorescencia. Pocty
odobranych embryi, ktoré boli imunohistochemicky alebo imunofluorescen¢ne znacené protilatkami
proti SHH a EDA proteinom.

E Anti-SHH protilatka Anti-EDA protilatka

E12,5

E12,7

E13,5

E15,5

2 3
2 0
8 4
E14,5 4 7
8 5
0 1

E16,5
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3.5 Farbenie tkanivovych rezov

Na kontrastné dofarbenie pozadia u imunohistochemicky znacenych rezov bolo
pouzité dofarbenie eozinom. Vysledkom je ohnivo naruZovelé sfarbenie cytoplazmy,
ktoré kontrastuje s hnedou/c¢iernou farbou pozitivneho IHC signalu. Po objaveni sa
pozitivneho IHC signdlu bola peroxidazova reakcia zastavena v destilovanej vode.
Nasledne boli podlozné skla s rezmi dvakrat preplachnuté v destilovanej vode. Rezy
na podloznych sklach boli oplachnuté v eozine aopat preplachnuté destilovanou
vodou, tentokrat trikrat. Nasledovala dehydratacia vo vzostupnej etanolovej rade
(96 %, 100 %; dvakrat 5 minat vkazdej koncentracii), prenesenie do xylénu

a prichytenie krycieho sklicka umelou Zivicou Neomount.

Eozin
1. Eozin Zltavy........ 0,25¢g
2. Destilovana voda............ 1000 ml

Na kontrastné dofarbenie pozadia uimunohistochemicky znacenych rezov
bolo pouZité dofarbenie jadrovou Ccerveniou (nuclear fast red, kernecht-rot).
Vysledkom je jasno Cervené sfarbenie jadier, ktoré kontrastuje s hnedou/Ciernou

farbou pozitivneho IHC signalu.

Jadrova cerven

1. Siran hlinity.....comenenennn. 5g
2. Jadrova Cerven (GUIT’s) ..cccoevenee 01g
3. Destilovana voda ......coueneenneens 100 ml

Priprava farbiaceho roztoku
1. Rozpustit 0,1 g jadrovej Cervene za hortuca a staleho mieSania v 100 ml 5 %
roztoku siranu hlinitého.

2. Po vychladnuti prefiltrovat.
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4 Vysledky

Expresia proteinov EDA a SHH bola sledovand v anteridrnej a posteriérnej
rostralnej oblasti dolnej cel'uste mySich embryi prostrednictvom imunohistochémie.

V tejto oblasti sa nachadza zarodok rezaku (obr. 4.1).

Obrazok 4.1: Sagitalny rez zarodkom dolného rezaku mysieho embrya (E14,5). OranZovy obrys
vyznacuje bazalnu membranu vestibularneho epitelu. Cierny obrys vyznacuje bazalnu membranu
epitelovych mostikov, ktoré prepajaju zubny zaklad s vestibularnym epitelom. Oblast epitelovych
mostikov (A) predstavuje anteriérnu oblast expresie Shh génu. Cerveny obrys vyznacuje bazalnu
membranu vnutorného sklovinného epitelu sklovinného organu. Tato zéna (B) predstavuje
posteriérnu oblast expresie Shh génu. PIné Ciary predstavuju orientdciu pomyselnych frontalnych
rezov anteriérnou, resp. posteriérnou sledovanou oblastou.

4.1 Sledovanie expresie SHH proteinu

NajvcasnejSie Stddium, na ktorom bola sledovana expresia SHH proteinu, bol
E12,5 (104 mg, obr. 4.2). V anteriérnej sledovanej oblasti sa SHH protein exprimuje
v dentalnom epiteli v oblasti epitelovych mostikov (obr. 4.2B-]), ktoré sa nachadzaju
na labidlnej strane zubného zarodku a prepdjajui bazu pupena s vestibularnym
epitelom. Smerom posteriéorne sa expresia SHH postupne vytraca. V posteriérnej
oblasti zarodku rezaku nie je expresia SHH proteinu v dentalnom epiteli na vrchole
epitelovej Casti pupena detegovatel'na (obr. 4.2K-L). Vo vestibularnom epiteli nie je na

tomto vyvojovom Stadium expresia proteinu SHH pritomna (obr. 4.2B-L).
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Na E12,7 (135 mg, obr. 4.3) je vzor expresie SHH proteinu v podstate identicky
s E12,5 (porovnaj obr. 4.2 a 4.3). V anteriornej sledovanej oblasti sa SHH exprimuje
v dentalnom epiteli v oblasti epitelovych mostikov (obr. 4.3B-H). V posteridrnej
oblasti zarodku rezaku nie je na tomto $tadiu expresia SHH proteinu zaznamenatel'na
(obr. 4.3]-0).

Na vyvojovo menej pokroCilych embryach na E13,5 (149mg) nie je
detegovatel'na expresia SHH proteinu vdbec, ani v anteriérnej, ani v posteridrnej
sledovanej oblasti. Na vyvojovo pokrocilejsSich embryach na E13,5 (193 mg, obr. 4.4)
nie je v anteriérnej sledovanej oblasti mozné najst v dentalnom epiteli Ziadne SHH
pozitivne bunky. V anteriérnej sledovanej oblasti si morfologicky detegovatelné
epitelové mostiky, v ktorych je na predchadzajucich vyvojovych Stadiach pritomna
expresia SHH proteinu, avSak na tomto vyvojovom Stadiu sd SHH negativne
(obr. 4.4C-E). V posteriérnej oblasti zarodku rezaku sa u vyvojovo pokrocilejSich
embryii na E13,5 (193 mg obr. 4.4) objavuje nova oblast expresie SHH proteinu
(obr. 4.4G-]). V porovnani s expresiou v anteriornej sledovanej oblasti je uloZena
hlbSie pod povrchom oralneho epitelu. SHH pozitivne bunky sa nachadzaju
v dentalnom epiteli na vrchole epitelovej ¢asti pupenia a priliehaju k mezenchymu
v danej oblasti (obr. 4.4G-]).

Na E14,5 (308 mg, obr 4.5) nie je v anteriérnej sledovanej oblasti moZné najst’
vdentdlnom epiteli SHH pozitivne bunky. To znamenda, Ze podobne ako
u predchadzajiceho Stadia su epitelové mostiky SHH negativne (obr. 4.5C-G). Na
E14,5 je uz pozorovatelny diferencovany sklovinny organ. Expresia SHH proteinu je
lokalizovana do vnutorného sklovinného epitelu (obr. 4.5K-L).

Na E15,5 (484 mg, obr. 4.6) nie je v anteriérnej sledovanej oblasti v dentalnom
epiteli zjavna expresia SHH proteinu (obr. 4.6C-G). V posteriérnej oblasti zarodku
rezdku je expresia SHH proteinu detegovatel'na vo vnitornom sklovinnom epiteli,

teda na rovnakom mieste, ako na predchadzajicom sledovanom s$tadiu (obr. 4.6]-P).
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Obrazok 4.2: Expresia SHH proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov reziakovou
oblastou mandibuly mysSieho embrya na E12,5 (104 mg). Celkom anteridrne nie je mozné presne
stanovit hranice medzi dentdlnym a vestibuldrnym epitelom (A). V anteriérnej sledovanej oblasti sa
SHH protein (Cervena Sipka) exprimuje v dentalnom epiteli (Cierna hviezdicka) v oblasti epitelovych
mostikov (B-]). Epitelové mostiky sa nachadzaju na labialnej strane zarodku a prepéajaju vestibularny
epitel s dentalnym epitelom. Smerom posteridrne sa expresia SHH proteinu vytraca. V posteriérne;j
oblasti zarodku rezdku nie je expresia SHH proteinu v dentdlnom epiteli detegovatelna (K-L). Vo
vestibularnom epiteli (oranzova hviezdi¢ka) nie je expresia proteinu SHH pritomna (B-L). Skala
znazornuje 100 um.
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Obrazok 4.3: Expresia SHH proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov rezakovou
oblastou mandibuly mysieho embrya na E12,7 (135 mg). Celkom anteridrne nie je mozné presne
stanovit hranice medzi dentdlnym (Cierna hviezdicka) avestibularnym epitelom (oranzova
hviezdicka) (A). V anteriornej sledovanej oblasti sa na E12,7 exprimuje SHH protein (Cervena Sipka)
v dentalnom epiteli (¢ierna hviezdicka) v oblasti epitelovych mostikov (B-H). V posteriérnej oblasti
zarodku nie je na E12,7 expresia SHH proteinu v dentdlnom epiteli zaznamentelna (J-O). Vo
vestibularnom epiteli nie je expresia proteinu SHH pritomna (A-M). Skéla znazortiuje 100 pm.
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Obrazok 4.4: Expresia SHH proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov rezakovou
oblastou mandibuly mysieho embrya na E13,5 (193 mg). Celkom anteriérne nie je mozné presne
stanovit hranice medzi dentilnym (Cierna hviezdicka) avestibularnym epitelom (oranzova
hviezdicka) (A-B). V anteridrnej sledovanej oblasti, v dentilnom epiteli (Cierna hviezdicka)
v oblasti epitelovych mostikov, nie je expresia SHH proteinu pritomna (C-E). V posteriérnej oblasti
zarodku rezaku je expresia SHH proteinu (Cervena Sipka) zaznamenatelna v dentalnom epiteli na
vrchole pupena v bunkach pril'ahlych k mezenchymu (G-]). Vo vestibularnom epiteli nie je expresia
proteinu pritomna (A-L). Skala znazortiuje 100 pm.
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Obrazok 4.5: Expresia SHH proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov rezikovou
oblastou mandibuly mysSieho embrya na E14,5 (308 mg). Celkom anteridrne nie je mozné presne
stanovit hranice medzi dentdlnym (Cierna hviezdicka) avestibularnym epitelom (oranzova
hviezdi¢ka) (A-B). V anteridrnej sledovanej oblasti nie je v dentdlnom epiteli v oblasti epitelovych
mostikov detegovatelna expresia SHH proteinu (C-G). V posteriérnej oblasti zarodku rezaku je
detegovatelnd expresia SHH proteinu (¢ervena Sipka) vo vnutornom sklovinnom epiteli (K-L). Vo
vestibularnom epiteli nie je expresia proteinu SHH pritomna (A-L). Skala znazortiuje 100 pum.
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Obrazok 4.6: Expresia SHH proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov rezakovou
oblastou mandibuly mysSieho embrya na E15,5 (484 mg). Celkom anteriérne nie je mozné presne
stanovit hranice medzi dentalnym (Cierna hviezdicka) a vestibulairnym epitelom (oranzova
hviezdicka) (A-B). V anteriérnej sledovanej oblasti sa SHH protein (Cervena Sipka) v dentalnom epiteli
v oblasti epitelovych mostikov neexprimuje (C-G). V posteriérnej oblasti zarodku rezaku na vrchole
jeho epitelovej casti sa SHH protein exprimuje vo vndtornom sklovinnom epiteli (J-P). Vo
vestibularnom epiteli nie je expresia proteinu SHH pritomna (A-P). Skéla znazorfiuje 100 um.
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Zuvedenych vysledkov vyplyva, Ze protein SHH sa v anteridornej
sledovanej oblasti exprimuje v dentalnom epiteli vyhradne na vcasnych
stadiach vyvoja (E12,5-12,7) (obr. 4.7 a 4.21). V anteriornej sledovanej oblasti sa
SHH protein exprimuje v dentdlnom epiteli na labialnej strane (obr. 4.2B-], 4.3B-H
a 4.7A-B), kde sa nachadzaju epitelové mostiky, ktoré prepojuji zubny zarodok
s vestibularnym epitelom. Na $tadiu pokrocilého pupenia (E13,5) a na pokrocilejsich
Stadiach vyvoja (E14,5-15,5) su epitelové mostiky stadle morfologicky detegovatelné,
no expresia SHH proteinu v nich chyba (obr. 4.4C-E, 4.5C-G, 4.6C-G a 4.7C-D). Vo
vestibularnom epiteli nie je SHH protein exprimovany na Ziadnom sledovanom $tadiu

(obr. 4.7A-D).

- E14,5 I E15,5 |
T
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Obrazok 4.7: Expresia SHH proteinu v anteriérnej sledovanej oblasti. V anteriérnej sledovanej
oblasti sa SHH protein exprimuje vyhradne na ranych s$tadiach vyvoja (A-B). Expresia SHH proteinu
(Cervena Sipka) je detegovatelna v dentalnom epiteli (¢ierna hviezdicka) na labidlnej strane v oblasti
epitelovych mostikov (A-B). Na pokrocilejSich Stadidch vyvoja nie je expresia SHH proteinu
v anteriornej sledovanej oblasti detegovatel'nd (C-D). Vestibularny epitel (oranzova hviezdicka) je SHH
negativny v priebehu celej sledovanej periédy vyvoja (A-D). Skala predstavuje 100 pm.

V posteriornej oblasti zarodku rezaku je v dentalnom epiteli na vrchole
epitelovej casti zubného zarodku expresia SHH proteinu pritomna od Stadia
pokrocilého pupena (od E13,5) (obr. 4.8 a 4.21). Na vcasnych Stadiach vyvoja
(E12,5-12,7) expresia SHH proteinu v tejto oblasti absentuje (obr. 4.2K-L, 4.3]J-0
a 4.8A-B) V stadiu pokrocilého pupena (E13,5) sa SHH pozitivne bunky nachadzaja
v dentdlnom epiteli na vrchole epitelovej casti zubného zarodku, kde priliehaju
k mezenchymu (obr. 4.4G-] a 4.8C). Na S$tadiu poharika (E14,5-15,5) je vyrazna
expresia SHH proteinu lokalizovana vo vnutornom sklovinnom epiteli (obr. 4.5K-L,

4.6]-P a 4.8C-D).
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Obrazok 4.8: Expresia SHH proteinu v posteriornej oblasti zarodku rezaku. Na E12,5 na $tadiu
vCasného pupena sa vdentdlnom epiteli (¢ierna hviezdicka) na vrchole epitelovej casti zubného
zarodku SHH neexprimuje (A). V posteriérnej oblasti zadrodku rezdku je expresia SHH proteinu
detegovatel'na od Stadia pokrocilého pupena (E13,5-15,5) (B-D). Na E13,5 sa SHH protein (Cervena
sipka) exprimuje v dentdlnom epiteli na vrchole epitelovej casti pupena (B). Od E14,5 sa SHH protein
exprimuje vo vnutornom sklovinnom epiteli (C-D), ktory je sucastou sklovinného organu. Vo
vestibularnom epiteli (oranzova hviezdicka) nie je expresia SHH proteinu pritomna v priebehu celej
sledovanej periédy vyvoja. Skala predstavuje 100 pm.

4.2 Sledovanie expresie EDA proteinu

U vyvojovo najmladsich sledovanych stadii E12,5 (107 mg, obr. 4.9; 120 mg, obr.
4.10) je v anteriornej sledovanej oblasti expresia EDA proteinu detegovatelnd na
povrchu oralneho epitelu (obr. 4.9A-C a 4.10A-C). Smerom posteridrne je EDA protein
pritomny v oblasti, kde nie je moZné stanovit presné hranice medzi dentadlnym
a vestibuldrnym epitelom (obr. 4.9D-G a 4.10D-H). V oblasti epitelovych mostikov,
kde uZ je mozné morfologicky odlist dentalny a vestibularny epitel, sa EDA protein
exprimuje aj vdentidlnom, aj vo vestibularnom epiteli (obr. 4.9H-L a 4.10E-N).
Expresia EDA proteinu ma v antero-posteriornom smere celej rezakovej oblasti
v€asného pupena vyrazne disperzny charakter. Celkom posteriérne, v dentadlnom
epiteli na vrchole epitelovej casti zubného zarodku, nie je expresia EDA proteinu
detegovatel'na (obr. 4.9M-0, obr. 4.100).

Na E13,5 (168 mg, obr. 4.11) je v anteriérnej sledovanej oblasti EDA protein
pritomny v dentalnom epiteli v oblasti epitelovych mostikov prieliehajucich
k vestibularnemu epitelu (obr. 4.11C-E). Smerom posteriérne je expresia
detegovatelna v superficidlnych vrstvach dentalneho epitelu na bazi rezakového
pupena (obr. 4.11F-H). EDA pozitivne bunky je mozné detegovat aj vo vestibuldrnom

epiteli (obr. 4.11F) a v oralnom epiteli medzi zubnym zarodkom a vestibularnym
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epitelom (obr. 4.11G). V posteriérnej sledovanej oblasti zarodku rezaku sa na Stadiu
E13,5 EDA protein v dentalnom epiteli neexprimuje (obr. 4.11]-L).

Na E14,5 (300 mg, obr. 4.12) expresia EDA proteinu v anteridrnej sledovanej
oblasti difuzne vypliiuje dentalny epitel v oblasti epitelovych mostikov (obr. 4.12B-F),
priliehajucich anteriérne k zakladu vestibulum oris. Postupne sa EDA pozitivne bunky
v dentdlnom epiteli sustreduju labidlne (obr. 4.12G-K), v oblasti pril'ahlej
k vestibularnemu epitelu. EDA pozitivne bunky je moZné detegovat aj v oralnom
epiteli medzi zubnym zarodkom a vestibularnym epitelom (obr. 4.12G). V anteriérnej
sledovanej oblasti je expresia EDA proteinu vo vestibularnom epiteli koncentrovana
vo vnutornej vrstve buniek (obr.4.12B-K). V dentdlnom epiteli v posteridrnej
sledovanej oblasti zakladu rezaku nie je na E14,5 expresia EDA proteinu pritomna
(obr. 4.12N-P). V posteriornej sledovanej oblasti sa vyrazna expresia EDA proteinu
objavuje vylucne v strednej vrstve epitelovych buniek zdkladu vestibulum oris
(obr 4.12L-P).

Na E15,5 (504 mg, obr. 4.13) je v anteriérnej sledovanej oblasti expresia EDA
proteinu pozorovatelna v dentdlnom epiteli v oblasti epitelovych mostikov
(obr. 4.13A-]). Vyrazna expresia je detegovatel'na v zhluku buniek v oblasti stopky na
baze zubného zarodku (obr. 4.13E-]). V anteridrnej sledovanej oblasti je moZné najst
zhluky EDA exprimujucich buniek vo vestibularnom epiteli (obr. 4.13E-K).
V posteriornej sledovanej oblasti zarodku rezaku nie je detegovatelna expresia EDA
proteinu v dentalnom epiteli (obr. 4.13L-P). Tak ako na predchadzajucom skimanom
stadiu, EDA protein sa v posteridrnej sledovanej oblasti intenzivne exprimuje
v strednej bunkovej vrstve epitelového zakladu vestibulum oris (obr. 4.13K-P).

Na E16,5 (504 mg, obr. 4.14) je v anteriérnej sledovanej oblasti zaznamenatel'na
expresia EDA proteinu vo vestibularnom epiteli (obr. 4.14A-C). Smerom dozadu sa
expresia EDA proteinu vo vestibularnom epiteli obmedzuje iba na zhluky buniek
(obr. 4.14D-P), V oblasti stopky na baze rezakového zakladu je zjavny zhluk EDA
pozitivnych buniek (obr.4.14D-I), podobne ako u predchadzajiuceho vyvojového
Stadia. V posteriornej sledovanej oblasti je na E16,5 expresia EDA proteinu
lokalizovana do oblasti tvoriacej posteriérnu cast’ stopky zubného zarodku a pril'ahlej
k vestibularnemu epitelu (obr. 4.14]J-P). V dentalnom epiteli na vrchole epitelovej

Casti zubného zarodku nie je na tomto Stadiu pritomna expresia EDA proteinu.
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Obrazok 4.9: Expresia EDA proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov reziakovou
oblastou mandibuly mySieho embrya na E12,5 (107 mg). Celkom anteriérne sa EDA protein
(zelena sipka) exprimuje v ordlnom epiteli (A-C). Smerom posteriérne sa EDA protein exprimuje
v oblasti, kde nie je mozné stanovit presné hranice medzi dentalnym a vestibularnym epitelom (D-G).
V oblasti epitelovych mostikov je expresia EDA proteinu zjavna aj v dentidlnom (¢ierna hviedicka) aj
vo vestibularnom epiteli (oranZova hviezdicka) (H-L). Celkom posteriérne, v dentadlnom epiteli na
vrchole epitelovej ¢asti zubného zarodku nie je expresia EDA proteinu detegovatelna (M-0). Skala
znazornuje 100 pm.
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Obrazok 4.10: Expresia EDA proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov rezakovou
oblastou mandibuly mySieho embrya na pokrocilejSom S$tadiu E12,5 (120 mg). Celkom
anteriérne sa EDA protein (zelena $ipka) exprimuje v ordlnom epiteli (A-C). Smerom posteriérne sa
EDA protein exprimuje v oblasti, kde nie je moZné stanovit presné hranice medzi dentdlnym
a vestibularnym epitelom (D-H). V oblasti epitelovych mostikov je expresia EDA proteinu zjavna
v dentalnom (¢ierna hviezdicka) a vestibularnom epiteli (oranzova hviezdicka) (E-N). Na vrchole
epitelovej Casti zubného pupena expresia EDA proteinu nie je detegovatelna (0O). Expresia EDA
proteinu ma v antero-posteriérnom smere celej rezadkovej oblasti vyrazne disperzny charakter (A-O).
Skala znazoriiuje 100 um.
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Obrazok 4.11: Expresia EDA proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov reziakovou
oblastou mandibuly mySieho embrya na E13,5 (168 mg). Celkom anteriérne, v oblasti, kde nie je
moZné stanovit presné hranice medzi dentdlnym a vestibularnym epitelom (A-B), je expresia EDA
proteinu (zelena Sipka) detegovatel'na v epiteli mesialne. V anteriérnej sledovanej oblasti je na E13,5
EDA protein pritomny v dentidlnom epiteli (C¢ierna hviezdicka) v oblasti epitelovych mostikov
anteriorne pril'ahlych k zakladu vestibulum oris (oranzova hviezdicka) (C-E). Smerom posterioérne je
expresia detegovatelna v superficidlnych vrstvach dentdlneho epitelu na bazi rezdkového pupena
(F-H). EDA pozitivne bunky st ojedinele pritomné v strednej vrstve buniek vestibularneho epitelu (F),
je mozné ich zaznamenat aj v ordlnom epiteli medzi zubnym zarodkom a vestibuldrnym epitelom (G).
V posteriérnej sledovanej oblasti nie je EDA protein detegovatelny ani v dentalnom, ani vo
vestibularnom epiteli (J-L). Skala predstavuje 100 um.
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Obrazok 4.12: Expresia EDA proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov reziakovou
oblastou mandibuly mys$ieho embrya na E14,5 (300 mg). Celkom anteridrne, v oblasti, kde nie je
mozné stanovit presné hranice medzi dentalnym a vestibularnym epitelom (A), sa v epiteli v podstate
plosne exprimuje EDA protein (zelena Sipka). V anteriérnej sledovanej oblasti expresia EDA proteinu
difizne vypliiuje dentalny epitel (Cierna hviezdi¢ka) v oblasti epitelovych mostikov, priliehajicich
anteriérne k zakladu vestibulum oris (B-F). Smerom posteriéorne je expresia EDA proteinu
koncentrovana na labialnej strane dentalneho epitelu (G-K). V anteriérnej sledovanej oblasti sa EDA
protein tieZ exprimuje vo vnuatornej vrstve buniek vestibularneho epitelu (oranzova hviezdicka) (B-K).
EDA pozitivne bunky je mozZné detegovat aj v ordlnom epiteli medzi zubnym zarodkom
a vestibularnym epitelom (G). V posteriornej sledovanej oblasti nie je v dentalnom epiteli
detegovatel'na expresia EDA proteinu (N-P) EDA protein sa v posteridrnej sledovanej oblasti exprimuje
vyluéne v strednej vrstve epitelovych buniek zakladu vestibulum oris (L-P). Skala predstavuje 100 um.
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Obrazok 4.13: Expresia EDA proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov rezakovou
oblastou mandibuly mySieho embrya E15,5 (504 mg). V anteridrnej sledovanej oblasti je na E15,5
pozorovatelna expresia v dentdlnom epiteli (¢ierna hviezdicka) v oblasti epitelovych mostikov (A-]).
Intenzivna expresia EDA proteinu je pritomna v zhluku buniek na baze zubného zarodku v oblasti
epitelovej stopky zubného zarodku (E-]). V anteriérnej sledovanej oblasti je mozné najst zhluky EDA
pozitivnych buniek v zaklade vestibulum oris (oranzova hviezdicka) (E-K). V posteriérnej sledovane;j
oblasti nie je expresia EDA proteinu zaznamenatel'na v dentadlnom epiteli (L-P), ale vyhradne v strednej
vrstve buniek vestibuldrneho epitelu (K-P). Skala predstavuje 100 um.
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Obrazok 4.14: Expresia EDA proteinu na semisérii frontalnych histologickych rezov rezakovou
oblastou mandibuly mySieho embrya na E16,5 (750 mg). V anteridrnej sledovanej oblasti je
expresia EDA proteinu (zelena Sipka) vyrazna vo vestibularnom epiteli (oranzova hviezdicka) (A-C).
Smerom posteriérne sa expresia EDA proteinu vo vestibularnom epiteli obmedzuje iba na zhluky
pozitivnych buniek (D-P). Na bazi zubného zarodku sa EDA protein exprimuje v zhluku buniek
v oblasti epitelovej stopky (D-I). V posteriérnej oblasti zarodku rezadku sa EDA protein exprimuje
v posteridrnej Casti stopky zubného zarodku prilahlej k vestibularnemu epitelu (J-P). V posteriérnej
sledovanej oblasti v dentadlnom epiteli (Cierna hviezdi¢ka) sa EDA protein neexprimuje vobec (J-P).
Skala predstavuje 100 pum.
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V anteriornej sledovanej oblasti sa EDA protein exprimuje v dentalnom
epiteli na vSetkych sledovanych vyvojovych stadiach (E12,5-16,5) (obr. 4.15
a 4.21). Na najvcasnejsSich Stadiach vyvoja (E12,5) je expresia EDA proteinu
v anteriornej sledovanej oblasti pritomna v oblasti, kde nie je mozZné presne stanovit
hranice medzi dentdlnym a vestibuldrnym epitelom (obr. 4.9D-G, 4.10D-H a 4.15A).
Na E13,5-14,5 je expresia EDA proteinu pritomnd v dentdlnom epiteli v oblasti
epitelovych mostikov Kktoré prepojuji zubny zarodok s epitelovym zakladom
vestibulum oris (obr. 4.11A-E, 4.12A-C a 4.15B-C). Na E15,5-16,5 sa EDA protein
exprimuje v zhluku buniek v oblasti epitelovej stopky na baze epitelu rezakového
zarodku (obr. 4.13E-], 4.14D-1 a 4.15D-E). V anteriérnej sledovanej oblasti sa
v zaklade vestibulum oris EDA protein exprimuje na lingvalne uloZenej bunkovej

vrstve, pril'ahlej k zarodku zubu (obr. 412B-K, 4.13E-K, 4.14A-1, 4.15C-E).
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Obrazok 4.15: Expresia EDA proteinu v anteriornej sledovanej oblasti. V anteriérnej sledovanej
oblasti sa EDA protein (zelena Sipka) exprimuje na vSetkych sledovanych vyvojovych stadiach (A-E).
Na E12,5 sa EDA protein anteriérne exprimuje v oblasti, kde nie je mozné presne stanovit hranicu
medzi dentalnym a vestibularnym epitelom (A). Na E13,5-14,5 sa EDA protein exprimuje v dentalnom
epiteli (¢ierna hviezdi¢ka) v oblasti epitelovych mostikov anteriérne pril'ahlych k zakladu vestibulum
oris (oranzova hviezdic¢ka) (B-C). Na E15,5-16,5 sa EDA protein exprimuje v zhluku buniek v oblasti
stopky na baze zubného zarodku (D-E). Vo vestibularnom epiteli je expresia EDA proteinu na E14,5-
16,5 koncentrovana v lingvalne uloZenej bunkovej vrstve (D-E). Skala predstavuje 100 pm.

V posteriornej sledovanej oblasti zarodku rezaku sa v dentalnom epiteli
EDA protein neexprimuje na Ziadnom sledovanom vyvojovom s$tadiu (E12,5-
16,5) (obr. 4.16 a 4.21). EDA protein sa exprimuje v strednej vrstve buniek
vestibularneho epitelu (obr. 4.16C-D).
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Obrazok 4.16: Expresia EDA proteinu v posteriornej sledovanej oblasti zarodku rezaku.
V posteridrnej sledovanej oblasti sa EDA protein (zelena sipka) v dentadlnom epiteli (¢ierna hviezdicka)
neexprimuje na ziadnom sledovanom $tadiu (A-E). V zodpovedajucej oblasti sa na E14,5-16,5 EDA
protein exprimuje vo vestibuldrnom epiteli (oranzova hviezdicka) v strednej vrstve buniek (C-E). Na
E16.5 sa EDA protein exprimuje v ordlnom epiteli priehajicom k epitelovej stopke zubného zarodku

(E). Skéla predstavuje 100 pm.
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4.3 Porovnanie expresie SHH a EDA

proteinov

V anteridornej sledovanej oblasti sa na vcasnych stadiach vyvoja (E12,5-
12,7) exprimuju oba proteiny, SHH i EDA (obr. 4.17 a4.21). EDA protein sa
exprimuje v dentdlnom epiteli v oblasti epitelovych mostikov, ktoré prepojuju
dentalny epitel s epitelovym zakladom vestibulum oris (obr. 4.17C,D). V labialnej
bazalnej oblasti dentalneho epitelu vybiehajicej do oblasti epitelovych mostikov sa
exprimuje aj protein SHH (4-17A,C). Na E13,5 nie je vtejto oblasti SHH protein

detegovatel'ny, ale vizualizacia expresie EDA proteinu zostava pritomna (obr. 4.17D).

E12,5 |
{

E12,7/13,5

Obrazok 4.17: Porovnanie expresie proteinov SHH a EDA v anteridrnej sledovanej oblasti na
vCasnych vyvojovych Stadiach E12,5-13.5. Na E12,5-12,7 sa oba sledované proteiny, SHH (Cervena
Sipka) a EDA (zelena Sipka) exprimuju v oblasti epitelovych mostikov (A-C). Na E13,5 nie je v tejto
oblasti SHH protein detegovatelny, ale expresia EDA proteinu zostava pritomna (D). Cierna hviezdi¢ka
- dentalny epitel, oranzova hviezdicka - vestibularny epitel.
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Na E14,5-15,5 sa vdentalnom epiteli vanteriornej sledovanej oblasti
exprimuje iba EDA protein, SHH protein sa vtejto oblasti neexprimuje
(obr. 4.18 a 4.21). Na E14,5 expresia EDA proteinu difizne vypliuje dentalny epitel
v oblasti epitelovych mostikov (obr. 4.18B) Na E15,5 je expresia EDA proteinu
lokalizovana v oblasti stopky na baze rezakového zarodku (obr. 4.18D). V anteriérnej
sledovanej oblasti sa EDA protein exprimuje vo vnuatornej vrstve buniek

vestibularneho epitelu (obr. 4.18C,D).
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Obrazok 4.18: Porovnanie expresie proteinov SHH a EDA v anteriérnej sledovanej oblasti na
pokrocilejSich vyvojovych Stadiach E14,5-15,5. Na E14,5 aE15,5 sa SHH protein v anteridrnej
sledovanej oblasti neexprimuje (A,C). Na E14,5 sa EDA protein exprimuje v dentalnom epiteli v oblasti
epitelovych mostikov. Na E15,5 je expresia EDA proteinu (zelena Sipka) koncentrovana do zhluku
buniek v oblasti stopky na baze zubného zarodku (B, D). Cierna hviezdi¢ka - dentalny epitel, oranzova
hviezdicka - vestibularny epitel.

V posteriornej sledovanej oblasti zarodku rezaku sa v dentalnom epiteli na
vrchole epitelovej casti zubného zarodku exprimuje iba SHH protein, EDA
protein sa vtejto oblasti neexprimuje na Ziadnom sledovanom Stadiu
(obr. 4.19, 4.20 a 4.21). Na E13,5, je v dentalnom epiteli na vrchole epitelovej ¢asti
zarodku rezidku expresia SHH proteinu detegovatelna v bunkach prilahlych
k mezenchymu (obr. 4.19C). Na E14,5-15,5 sa protein SHH exprimuje vo vnitornom
sklovinnom epiteli (obr. 4.20A,C). V posteridrnej sledovanej oblasti sa na pokrocilych

Stadiach vyvoja EDA protein exprimuje vo vestibularnom epiteli v strednej vrstve

buniek (obr. 4.20B-D).
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Obrazok 4.19: Porovnanie expresie proteinov SHH a EDA v posteriornej sledovanej oblasti na
vEasnych vyvojovych $tadiach E12,5-13,5. V posteridrnej sledovanej oblasti sa na E12,5 v dentdlnom
epiteli na vrchole epitelovej Casti zubného zarodku neexprimuje ani jeden zo sledovanych proteinov
(A-B). Na E13,5 sa SHH protein (Cervena Sipka) exprimuje v dentadlnom epiteli na vrchole epitelove;j
Casti zubného zarodku (C). Na E13,5 sa EDA protein v dentdlnom epiteli na vrchole epitelovej Casti
zubného zarodku neexprimuje (D). Cierna hviezditka - dentdlny epitel, oranzova hviezdicka -
vestibularny epitel.

[ sHH | EDA |

Obrazok 4.20: Porovnanie expresie proteinov SHH a EDA v posteriornej sledovanej oblasti na
pokrocilejsich stadiach vyvoja E14,5-15,5. Na E14,5-15,5 sa SHH protein (Cervena $ipka) exprimuje
vo vnatornom sklovinnom epiteli na vrchole epitelovej ¢asti zubného zarodku (A,C). Na E14,5-15,5 sa
EDA protein (zelena Sipka) v dentdlnom epiteli sklovinného organu neexprimuje vobec (B,D), expresia
EDA proteinu je detegovatelna vstrednej vrstve buniek vestibularneho epitelu (B,D). Cierna
hviezdicka - dentalny epitel, oranZova hviezdicka - vestibularny epitel.
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Obrazok 4.21: Schéma sledovanej casopriestorovej dynamiky expresie proteinov SHH a EDA
naprie¢ vyvojovymi Stadiami E12,5-16,5. Na E12,5 sa SHH protein exprimuje v anteridrnej
superficidlnej oblasti zakladu rezdku. E12,5 je vyvojovo prili§ malo pokrocilé stadium, dentalny epitel
vykazuje morfol6giu v€asného pupena a v oblasti dentdlneho epitelu teda eSte nie je pritomna oblast
funk¢ného rezaku. Preto na tomto S$tddiu nie je mozné determinovat vzubnom zirodku oblast
zodpovedajlcu posteridrnej sledovanej oblasti zarodku rezaku na nasledujtcich vyvojovy stadiach (od
E13,5). Na E12,7 dochadza k utlmu anteriérnej SHH expresie a na E13,5 sa v posteriérnej sledovanej
oblasti de novo objavuje nova oblast expresie SHH proteinu lokalizovand na vrchole epitelového
pupetia, zodpovedajica vlastnému signalizacnému centru rezaku. EDA protein sa exprimuje
konzistentne naprie¢ vsSetkymi sledovanymi Stddiami v anteriérnej sledovanej oblasti, ako aj vo
vestibularnom epiteli. FI - functional incisor, RI - rudimentary incisor, VE - vestibular epithelium.
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5 Diskusia

PredloZena praca sa zameriava na vyvoj dolného rezaku mysi v kontexte expresie
proteinov SHH a EDA. Bola sledovana expresia proteinov SHH a EDA v prednej Casti
mandibuly od E12,5 do E16,5.

NajcastejSie sa vo vyvojovej bioldgii pre posudenie pokrocilosti vyvoja vyuZiva
metoda chronologického urcenia S$tadia embryi. Odobrané embrya vsak moZu
vykazovat znacnu variabilitu nielen medzi jednotlivymi vrhmi, ale i v ramci jedného
embryondlneho diiamedzi sebou. To znamena, Ze embrya toho istého
chronologického veku maju odliSny biologicky vek. Nesulad biologického veku
embryi ztoho istého vrhu spdsobuje mnoho faktorov. Nejde len o epigenetické
faktory, ale aj o mnozstvo inych faktorov, ako napriklad miesto, kde d6jde k nidacii
zygoty a pocet embryi, ktoré su viazané na danud oblast maternice. Vyvojové zmeny
Casto prebiehajui vel'mi rychlo a hrubé clenenie vrozmedzi embryonalnych dni sa
preto javi ako nedostatocné. Preto je mozné na zaclenenie embryi do Stadii vyuzit
okrem chronologického veku v embryondlnych diioch aj telesni hmotnost, ktora
dobre koreluje so Stddiom zubného vyvoja (Peterka et al, 2002). Vd'aka telesnej
hmotnosti je moZzné homogenizovat experimentalnu skupinu a usporiadat embrya
vramci jednotlivych chronologickych stadii do radu podla pokrocilosti vyvoja. Na
zaklade tychto kritérii bola vtejto praci vytvorena longitudindlna vyvojova rada
mySich embryi od E12,5 do E16,5 (tab. 3.2) s cielom zachytit reprezentativne Stadia
zubného vyvoja od zubného pupena po pokrocily poharik.

Anteriérna oblast zarodku rezdku v dolnej i hornej cel'usti predstavuje miesto,
kde sa podl'a niektorych autorov zaklada rudimentarna generacia zubov (Woodward,
1894; Fitzgerald, 1973; Hovorakova et al., 2011). Za marker zubného vyvoja v epiteli
je povazovany gén Shh. Do suvislosti s vyvojom zubov sa gén Shh dostal po objaveni
jeho expresie v zubnych zarodkoch (Bitgood and McMahon, 1995). V literature je
vacsSinou mozné docitat sa o odontogénnej Shh doméne, ktora zodpoveda budicemu
funk¢énému rezaku. Uvadza sa, Ze dochadza k down-regulacii intenzivnej Shh expresie
v Stadiu vcasného pupena (E12,5). Nasledne Shh gén reiniciuje svoju expresiu na
vrchole pokrocilého pupena (E13,5) (Seppala et al, 2017). Recentné Studie vSak

ukazali, Ze v€asna superficidlna expresia génu Shh, objavujica sa v anteriérnej oblasti
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mandibuly v Stadiu epitelového zhrubnutia azZ vcasného pupena na E12,5, nie je len
Casovo, ale i priestorovo disktinktivna v porovnani s neskorSou expresiou v Stadiu
pokrocilého pupena, a Ze teda nezodpoveda de novo sa objavujicemu signalnemu
centru funkéného rezaku na E13,5, ktoré je lokalizované posteriérne a zanorené
hlbsie v mezenchyme (Hovorakova et al., 2011; Ahtiainen et al,, 2016).

Anteriérnu doménu expresie Shh detegovali Hovorakova et al. (2011) od E12,5
do E13,5 (tj. u embryi od 98 mg do 164 mg). V predloZenej praci bola
v zodpovedajicom priestore identifikovana intenzivna expresia SHH proteinu - teda
produktu Shh génu, v oblasti epitelovych mostikov na E12,5 (104mg obr. 4.2), Co je
$taddium priblizne medzi E12,5 (98mg) a E13 (118mg) (Hovorakova et al., 2011). Na
E13 (118 mg) boli popisané dve pril'ahlé vedla seba leZiace domény expresie Shh
génu v anteridrnej oblasti zarodku rezaku, ktoré zodpovedali dvom distinktivnym
epitelovym mostikom (Hovorakova et al, 2011). Prezentované vysledky jasne
dokumentuju  morfologicky odliSitelné distinktivne epitelové mostiky na
imunohistochemicky znacenych vzorkach (E12,5 104 mg, obr. 4.2). Expresia SHH
proteinu je lokalizovana v tejto oblasti.

Na E12,7 (135 mg) bola expresia SHH proteinu lokalizovand obdobnym
sposobom, avsak vizualizovany signal SHH expresie bol vyrazne menej intenzivny ako
na E12,5, ¢o mdéze znacit postupné miznutie SHH proteinu z oblasti epitelovych
mostikov. Toto zodpoveda faktu, Ze expresia Shh génu v oblasti anteriérnej domény
sa v tomto obdobi vypina (Hovorakova et al, 2011), ¢o ma za nasledok aj utlm
expresie SHH proteinu.

Na zaklade in situ hybridizacie bolo zistené, Ze na E13,5 je prechodne mozné
zachytit sucCasne ko-existenciu miznlicej expresie Shh génu v anteriérne;j
superficidlnej oblasti a nastupujicej expresie v oblasti signdlneho centra zakladu
funk¢éného rezaku, lokalizovanej viac posteriérne (Hovorakova et al.,, 2011). Takato
situacia v ramci vysledkov predloZenej prace nebola zachytena. Na vyvojovo menej
pokrocilych embryach na E13,5 (149 mg) nebola detegovana expresia SHH proteinu
vobec, ani v anteridrnej, ani v posteriérnej sledovanej oblasti. Posteriérna expresia
SHH proteinu bola identifikovana na vrchole pokrocilého pupena az na stadiu E13,5
(193 mg). Oneskorenie zachytenia expresie proteinu vocli expresii génu je
pravdepodobne spdsobené Casovym posunom v translacii produktu expresie génu,

CiZze v Case zacCiatku expresie génu eSte mnoZstvo translatovaného proteinu nie je
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detegovatelné pouZzitou metodikou. Bolo ukazané, Ze na E13,5 (174 mg) sa Shh gén
exprimuje iba na vrchole rezdkového pupena, priCom anteriérna oblast uz je Shh
negativna, teda anteriorna transkrip¢na doména uz nie je aktivna. (Hovorakova et al.,
2011). Toto zistenie koreSponduje s prezentovanymi vysledkami na E13,5 (193mg),
kedy bola zachytena expresia SHH proteinu v posteriérnej oblasti na vrchole zubného
pupena vyvijajiceho sa rezaku (obr. 4.4).

Na zaklade predloZenych vysledkov je mozné konstatovat, Ze SHH protein sa teda
podobne ako Shh gén exprimuje v Stadiu v€asného pupenia v odlisnej oblasti, ako sa
exprimuje v $tadiu pokrocilého pupena, poharika a zvonceka, a Ze teda tieto dve
expresie su ¢asovo aj priestorovo oddelené a reflektuju dva rézne vyvojové fenomény
vo vyvoji mySieho rezaku. Na ranych Stadidch vyvoja sa SHH protein exprimuje
v oblasti anteriérnej iniciaCnej odontogénnej domény, zatial ¢o na pokrocilych
Stadiach vyvoja sa exprimuje v oblasti posteriérnej odontogénnej domény,
reprezentujucej signalne centrum vyvijajuceho sa funkéného rezaku.

Anteridrna Shh pozitivnha doména sa v oblasti rezaku objavuje pomerne vCasne,
uz na E11 (Dassule and McMahon, 1998). Na E11 predstavuje expresia Shh rany
marker odontogenézy. SHH p6sobi ako mitogén, ktory svojou proliferacnou aktivitou
podmienuje invaginaciu dentalneho epitelu do dentalneho mezenchymu a tym vznik
pupena (E12) (Cobourne et al., 2001). Tato oblast expresie je uloZena povrchovo, na
baze zubného zarodku a slazi ako iniciator odontogenézy (Hovorakova et al., 2011;
Ahtiainen et al.,, 2016).

Podl'a Hovorakova et al. (2011) predstavuje anteriérna doména expresie Shh
génu v oblasti epitelovych mostikov miesto, kde sa zakladd rudimentarna generacia
zubov. Tuto hypotézu neddvno podporili Li et al. (2016), ktori ukazali, Ze aj pocas
vCasného embryondlneho vyvoja pieskomila vznikd v oblasti horného rezaku
miniatirny zubok. V dentalnom epiteli sa u pieskomila objavuje viacero epitelovych
navalkov a distinktivnych Shh transkrip¢nych domén, ¢o naznacuje existenciu
vestigidlnych zubnych zarodkov. Pozoruhodné je, Ze pri explantacii zarodku rezaku
pieskomila na $tddiu pupena a minimalizovani okolitého mezenchymu sa zarodok
vyvinie do trojitého, dvojitého rezdku, alebo do rezdku, ktory je podobny rezaku
dvojitozubcov (Lagomorpha). Pri explantacii zarodku rezaku pieskomila na Stadiu
poharika a minimalizovani okolitého mezenchymu sa zarodok vyvinie do normalneho

rezaku, avSak bez Zliabku, typického pre rezak pieskomila. To naznacuje, Ze funkcny

94



rezak pieskomila vznika integraciou viacerych rudimentarnych zarodkov, niektorych
na $tadiu pupena, inych na Stadiu poharika (Li et al., 2016).

Posteriorna doména expresie Shh génu sa objavuje na Stadiu pokrocilého
pupenia (Hovorakova et al,, 2011). Podl'a prezentovanych vysledkov sa na S$tadiu
pokrocilého pupena SHH protein exprimuje na vrchole epitelovej Casti zubného
zarodku v bunkach dentalneho epitelu, ktoré su pril'ahlé k mezenchymu. Tato oblast
koreSponduje s hlboko uloZenou, posteriérnou doménou expresie Shh génu, ktora nie
je v kontakte s ordlnym epitelom (Hovorakova et al, 2011). Spolu so vznikom
sklovinného orgdnu sa expresia SHH proteinu rozsiruje do oblasti vnutorného
sklovinného epitelu (obr 4.5 a 4.6). Uloha SHH proteinu v tejto oblasti je pomerne
dobre zdokumentovana v suvislosti s cytodiferenciaciou zubnych tkaniv (Dassule
et al., 2000). Aktivita SHH proteinu v sklovinnom organe je nevyhnutna pre vznik
polarizovanych ameloblastov (Gritli-Linde et al, 2002). SHH ma& na bunky
polarizujuci efekt v mnohych d’alSich organoch, napr. v kon¢atinovom pupeni (Scherz
et al,, 2007) a v neuralnej trubici (Roelink et al., 1994). Okrem toho ma SHH ulohu pri
prezivani buniek na vrchole zarodku rezaku, pretoze pri jeho absencii dochadza k ich
apoptdze (Gritli-Linde et al., 2002), a ma uc€inok i na proliferaciu, a to nielen na Stadiu
vcasného pupenia, ale aj na Stadiu zvonceka (Wu et al., 2003).

EDA signalizacia reguluje expresiu viacerych génov v signalnych centrach,
vratane Shh génu, a je zodpovedna za expanziu a vznik sukcesivnych (nahradnych)
plakdéd (Mustonen et al., 2004). U EDA deficientnych mysi, ktoré vykazuja patologie
ektodermalnych derivatov, vratane zubov, dochadza k oneskorenej expresii Shh génu
v posteridrnej oblasti zarodku dolného rezaku. Navyse, u EDA deficientnych mysi bola
pozorovand redukcia posteriornej domény expresie Shh génu v porovnani
s vysledkami u wild type mysi (nepublikované data Mgr. L. Hordkovej). Toto evokuje
otazku, ¢i by expresia Eda génu v anterioérnej superficidlnej oblasti mohla prispievat
k iniciacii posteriérnej domény expresie Shh v zmysle reguldcie sukcesivneho
signalneho centra. To by mohlo vysvetlovat tieZ zmensSenie signdlnych centier u EDA
deficientnych mysi, ked'Ze expresia EDA proteinu reguluje velkost signalnych centier
(Pispa et al., 1999; Mustonen et al., 2004).

Publikacie popisujice expresiu Eda génu skiumaju najcastejSie stolicky (Pispa
et al,, 1999; Tucker et al., 2000; Laurikkala et al., 2001). Na mySich zuboch sa Eda gén

doteraz skiumal predovSetkym v suvislosti so sklovinnymi uzlami a morfogenézou
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zubnych hrboléekov. Je vSak nutné brat do uvahy, Ze v oblasti stoliCiek m6ze mat' Eda
gén iné funkcie ako v oblasti rezaku.

Bolo popisané, Ze gén Eda sa na Stadiu v¢éasného pupena (E12-12,5) exprimuje
v superficidlnych vrstvach oradlneho epitelu, mimo invaginujiceho pupena (Tucker
et al.,, 2000; Laurikkala et al., 2001). Prezentované vysledky ukazuju, Ze EDA protein
sa na ranych stadidch exprimuje v anteriérnom oralnom epiteli a v celej rezakovej
oblasti v antero-posteriérnom smere mimo vrchol invaginujiceho pupena

V Stadiu pokrocilého pupenia sa Eda gén exprimuje v bazalnych bunkach epitelu
pupenia, mimo jeho vrcholu (Tucker et al., 2000; Laurikkala et al., 2001), ktory
predstavuje prekurzor sklovinného uzlu. Po diferenciacii sklovinného orgdnu sa
expresia Eda génu presuva z bazalnych buniek epitelu pupena do vonkajSieho
sklovinného epitelu (Pispa et al., 1999; Tucker et al., 2000; Laurikkala et al., 2001).
V ramci prezentovanych vysledkov vSak expresia EDA proteinu v sklovinnom organe
nebola zaznamenana. Expresia EDA proteinu bola v posteriérnejsich oblastiach
lokalizovana mimo zubného zarodku, vo vestibularnom epiteli a v ordlnom epiteli
prilahlom k zakladu vestibulum oris.

KedZe je EDA protein sprvu viazany na membranu a aZ potom dochadza k jeho
Stiepeniu, existuje moznost, Ze rozpustny EDA protein difunduje do okolia z buniek,
v ktorych boli exprimované transkripty. Naskytuje sa tu i moZnost, Ze v skuto¢nosti
nebola v predloZenej praci detegovana expresia proteinu EDA (EDA-1), ale zostrihova
varianta EDA-2. Tejto skuto¢nosti by mohlo nasvedcovat to, Ze EDA-2 transkripty boli
najdené vo vestibularnom epiteli (Mustonen et al, 2003). Odporuje tomu vsak
popisand intenzivna expresia EDA-2 transkriptu v epiteli sklovinného organu
(Mustonen et al.,, 2003), ktora v ramci predloZnej prace zachytena nebola. Je teda
pravdepodobné, Ze podobne ako u expresie SHH proteinu, ktorého expresia je
oneskorena voci expresii Shh génu v danej oblasti (vid' vySSie), aj u EDA proteinu
mohlo dodjst k oneskoreniu expresie v oblasti sklovinného organu a v nami
sledovanom poslednom s$tadiu E16,5 eSte nebolo mnoZstvo pritomného produktu
translacie Eda génu v sklovinnom organe zachytitelné pouZitou metodikou.

V predloZnej praci sa expresia EDA proteinu v zarodku rezaku konzistentne
naprie¢ Stadiami (E12,5-14,5) koncentruje do bazalnej casti zubného zarodku.
V zarodku horného rezaku bol popisany podobny vzor expresie Eda génu (Tucker

et al., 2000). Autori popisuju expresiu Eda génu v rezakovej oblasti v ordlnom epiteli
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koncentrovani do medialnej oblasti zhrubnutého epitelu a oralneho epitelu
bilaterdlne spajajuceho zubné zarodky rezakov. Tento vzor expresie Eda génu je
mozné sledovat v bazalnej Casti dentdlneho epitelu do Stadia zubného poharika
(Tucker et al., 2000).

V predloZenej praci bol detegovany velmi slaby disperzne lokalizovany
vizualizovany signdl expresie EDA proteinu na E12,5. Tomuto odpovedaju
publikované vysledky niektorych autorov, ktoré popisuju expresiu Eda génu na E12
ako slabt (Tucker et al., 2000), pripadne sa nepodarilo detegovat expresiu na Stadiu
epitelového zhrubnutia (E11) a pupena (E13) vobec (Pispa et al., 1999). Existuja vsak
i prace, kde autori nasli expresiu Eda génu uZ na E10, teda eSte pred akoukol'vek
morfologickou manifestaciou zubného vyvoja (Laurikkala et al., 2001). Vysledky
analyz pomocou northern blotu sa priklanaju k tomu, Ze Eda sa naozaj exprimuje uz
vel'mi v€asne (Ferguson et al., 1997; Srivastava et al., 1997). Je ale pravdepodobné, Ze
na detekciu Eda génu/proteinu v ranych stadiach odontogenézy su nutné citlivé
sondy, popr. detek¢né kity (Tucker et al., 2000).

Vo vSeobecnosti je zaujimavé, Ze vo vztahu k denticii byva casto prehliadany
vestibularny epitel, vyvijajici sa externe od zubnych zakladov. Autori tito Struktiru
v texte vacsSinou vobec nespominaju a takéto informacie byvaju citatelom objavené
ndhodou pri prezerani obrazovej dokumentacie. Niektori autori Specificky nerozliSuju
vestibularny epitel a priradia ho bud k oralnemu alebo dentalnemu epitelu
(Mustonen et al., 2003). Napriklad Alappat et al. (2003) vo svojej praci popisuju ako
dentalny epitel cely utvar invaginovany do mezenchymu - vratane vestibularneho
epitelu.

Vo vestibularnom epiteli sa samotny Shh gén neexprimuje. Recentné prace vSak
ukazali, Ze bunky z anteriérnej domény expresie Shh génu sa pocas vyvoja doposial
neobjasnenym mechanizmom dostavaju do vestibularneho epitelu (obr. 5.1 a 5.2)

(Hovorakova et al.,, 2011).
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Obrazok 5.1: Shh descendentné bunky na E16,5. (A) V anteriérnej superficidlnej oblasti si Shh
descendentné bunky lokalizované v dentalnom epiteli (Cierna hviezdicka) v oblasti epitelovych
mostikov na baze zubného zarodku. Epitelové mostiky na baze zubného zarodku predstavuji miesto,
kde sa pocas vCasného vyvoja objavuje anteridrna superficidlna Shh transkripénd doména
(Hovorakova et al,, 2011, 2016). Labialne zasahuju Shh descendentné bunky do zakladu vestibulum oris
(oranzova hviezdicka). (B) V posteriérnej oblasti zarodku rezdku sa Shh descendentné bunky
lokalizované v dentdlnom epiteli (¢ierna hviezdicka) na vrchole epitelovej Casti zubného zarodku.
Vtejto oblasti zubného zarodku sa v pokrocilych stadiach vyvoja objavuje posteriérna Shh
transkripna doména., ktord predstavuje vlastné signalizacné centrum budiceho funkéného rezaku.
Shh descendentné bunky su taktiez pritomné v posteridrnej Casti stopky zubného zarodku avo
vestibularnom epiteli (oranzova hviezdicka). (Z archivu Dr. Hovorakovej).

Vysledky prezentované v predloZenej praci ukazali, Ze vestibularny epitel je aj
v pripade SHH proteinu negativny. Detegovatelna je v nom vSak expresia EDA
proteinu, ktora bola zachytena v podstate na vSetkych vyvojovych stadiach v antero-
posteriérnom priebehu vestibularneho zakladu. Na viacerych sledovanych Stadiach
vzor expresie EDA proteinu ndpadne kopiruje lokalizaciu Shh descendentych buniek

(vid’ obr. 5.2).

Obrazok 5.2: Porovnanie lokalizacie fluorescencne znac¢enych EDA pozitivnych buniek a Shh
descendentnych buniek zafarbenych X-galom na E14,5. EDA protein sa exprimuje na labidlnej
strane dentalneho epitelu a vo vnuitornej vrstve buniek vestibularneho epitelu. Expresiu v dentdlnom
a vestibuldrnom epiteli prepaja expresia v ordlnom epiteli. Shh descendentné bunky su lokalizované
v rovnakej oblasti. (Podl'a Hovorakova et al. 2016).
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Bolo preukazané, Ze bunky vestibularneho zakladu pochadzajua z oblasti, ktora
povodne mala odontogénny potencial, a to z oblasti prvej Shh expresie, ktora bola
asociovana s rudimentarnou generaciou rezakov (Hovorakova et al., 2016). Vo
vestibularnom epiteli sa podl'a prezentovanych vysledkov exprimuje EDA protein,
ktory zodpoveda za expanziu a vznik sukcesivnych plakéd (Mustonen et al., 2004).
Tento fakt podporuje hypotézu, podla ktorej mdZe aberantna expresia
odontogénnych proteinov byt zodpovedna za dentalne patolégie vo vestibulum oris
(Hovorakova et al., 2016). Jednym z kandidatov zo skupiny odontogénnych proteinov
by mohol byt prave EDA protein. Na objasnenie funkcie EDA proteinu v tejto oblasti

vSak budu potrebné funkéné experimentalne Studie.
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6 Zavery

. Bola popisand casopriestorova dynamika expresie SHH a EDA proteinov:

A. Protein SHH sa exprimuje vrovnakych oblastiach ako gén

Shh - vanteridrnej superficidlnej oblasti a v posteriornej oblasti

lokalizovanej v epitelovom zaklade vlastného funk¢ného rezaku.

B. V anteriérnej bazalnej casti vyvijajucej sa rezakovej oblasti je expresia

EDA proteinu pritomna v oblasti epitelovych mostikov na vSetkych

skimanych S$tadidch. Tato oblast zodpoveda anteriornej lokalizacii

expresie SHH proteinu.

C. Vposteridrnej oblasti zarodku vlastného funk¢ného rezaku sa EDA

protein v dentdlnom epiteli sklovinného organu neexprimuje.

D. Na vsetkych sledovanych stadiach vyvoja bola expresia EDA proteinu

zachytena vo vestibularnom epiteli.
[I. Bunkova populécia anteriérne od zarodku funkéného rezaku, exprimujica gén
Shh vranom embryondlnom vyvoji, exprimuje proteiny SHH a EDA, ktoré su
povazované za v€asné markery epitelovej odontogenézy. Je teda pravdepodobné,
Ze tato oblast po urciti dobu vyvoja vykonava induktivnu funkciu v zmysle
aktivacie odontogenézy a nesie potencial k tvorbe zubnych Struktir. Aberantnou
signalizaciou by mohlo dojst krevitalizacii odontogénneho potencialu buniek
anteriérne od zarodku funkcéného rezaku aktvorbe zubnych tkaniv aj po
ukonceni aktivnej odontogenetickej etapy zubného vyvoja. To by vysvetl'ovalo
etiologiu patologii s vyskytom dentalnych tkaniv, napr. periférnych odontémov,
ktoré sa prileZitostne objavuju v predsieni dutiny ustnej. Na detailnejSie
pochopenie avysvetlenie mechanizmu aktivacie tohto potencialu vSak budu

potrebné funkcné studie.
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