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ABSTRAKT

Organogeneze in vivo probiha na zékladé ¢aso-prostorovych vyvojovych proces,
které zavisi na chovani bunék, napfiklad na jejich rdstu, migraci, diferenciaci a
mezibunécnych interakcich. Takové chovani je regulovano patficnou prechodnou expresi
rliznych signalnich molekul. Navzdory vyraznému pokroku terapeutickych strategii, stale
nebylo odhaleno tajemstvi vyvoje biologické nahrady poSkozeného nebo chybégjiciho zubu.
V tomto kontextu poskytuji zvifeci modely mocny nastroj umoZiujici studium
normogeneze i patogeneze zubu jak v ramci zékladniho tak i aplikovaného vyzkumu.

Casny vyvoj zubu sdili podobné morfologické i molekularni znaky s ostatnimi
ektodermalnimi organy. Zaroven jsou tyto znaky do znacné Casti konzervovany takeé
mezidruhové, coz je vyhodné z hlediska pouziti modelovych organismd. Zubni vzorec
Clovéka i mysi je proti spolecnému predkovi redukovan, presto se u obou objevuji jak zuby
jednoduché, tak i zuby vicehrbolkové. Zaroven byly u obou nalezeny struktury oznacené
jako rudimentérni. Tyto struktury jsou béhem ontogenetického vyvoje potlaCeny a nebyva
jim tedy obecné pfisuzovana zasadni funkce. Zakladnim cilem predloZené prace tedy bylo
prostudovat zubni rudimenty detailngji a odhalit jejich funkci v odontogenezi.

Tato prace predklada nové interpretace v oblasti Casné zubni normogeneze, na které
by mél byt brén zfetel pfi studiu vzniku dentalnich patologii. Podafilo se ndm prokazat, Ze
béhem fyziologického vyvoje se na vzniku primérniho sklovinného uzlu (pEK) podili
bunky zubniho rudimentu (R2) a teprve po zapojeni téchto bunék vznika pEK jako signalni
centrum prvni stolicky. Signalni udalosti v urcité oblasti Celisti tedy neodpovidaji pouze
zékladlm budoucich funkénich zubl, coZ odporuje obecné prijimanému konceptu. Kromé
pfimého prispévku bunék k vyvoji funkéniho zubu mohou mit zubni rudimenty a jejich
zde ukéazano napriklad v fezakové oblasti mysi. Zubni rudimenty si zachovavaji sviij
odontogenni potencial, ktery mdze byt za patologickych podminek obnoven. Vysledkem
mUZe byt perzistence zakladu zubniho rudimentu, ktery by za normalnich podminek zanikl,
s naslednym vznikem nadpoCetného zubu. Tyto vysledky mohou pomoci pfi pochopeni
mechanismd regulace zubniho vyvoje nebo pfi tvorbé novych terapeutickych pfistupd

k 1eCbé patologii dentice.
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ABSTRACT

In vivo organogenesis is based on the temporal-spatial developmental processes that
depend on cell behaviour, for example on their growth, migration, differentiation and
intercellular interactions. Such behaviour is regulated by appropriate transient expression
of various signalling molecules. Despite the significant advances in therapeutic strategies,
the secret of the development of the biological replacement of a damaged or missing tooth
has not yet been revealed. In this context, animal models provide a powerful tool for
studying tooth normogenesis and pathogenesis in both basic and applied research.

Early development of the tooth shares similar morphological and molecular features
with other ectodermal organs. At the same time, these features are largely preserved also
between species, which is advantageous for the use of model organisms. The dental
formula of both: the human and the mouse are reduced against a common ancestor, but
both groups of organisms evince simple as well as multicusped teeth. In both, structures
called rudimentary were found. These structures are suppressed during ontogenetic
development and generally they are not attributed to essential functions. That is why we
aimed to study dental rudiments in detail and reveal their function in odontogenesis.

This work presents new interpretations in the field of early dental normogenesis,
which should be taken into account in studies on dental pathologies. We have shown that
during the physiological development of the primary enamel knot (pEK), cells of tooth
rudiment (R2) are involved in its formation, and only after the inclusion of these cells the
pEK is formed as a signalling centre of the first molar (M1). Thus, signalling events in a
certain area of jaws do not only correspond to the primordium of future functional teeth,
what the generally accepted concept contradicts. Besides the direct contribution of cells to
the development of the functional tooth, the dental rudiments and their signalling may also
possess an initiating function. It means that they trigger the development of the
primordium of future functional tooth, as has been shown here in the incisor region of
mice. The tooth rudiments maintain their odontogenic potential, which can be reactivated
under pathological conditions, resulting in the persistence of the rudimentary tooth
primordium, which would disappear normally, with the consequent formation of a
supernumerary tooth. These results can help with understanding the mechanisms of dental
regulation or with developing new therapeutic approaches to the treatment of dental

pathologies.



KEY WORDS

Tooth development, supernumerary tooth, tooth rudiment, enamel knot, Sonic
Hedgehog
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1 Uvop

Zuby predstavuji pro mnoho organism{ nastroj pro zpracovani potravy, pro
obranu i Utok. U Clovéka slouZi také k artikulaci, dodavaji obliceji vyraz a maji i estetickou
funkci. Béhem mnoha let studia zubll vzniklo odvétvi védy nazyvajici se odontologie, které
se zabyva jejich anatomii, vyvojem ale i onemocnénimi a defekty. Vyvoj dentice
predstavuje obecny model pro studium mechanism( vyvoje organovych systémi a zaroven
ostatnich epitelovych struktur, které prochazeji podobnymi morfogenetickymi procesy jako
zuby (vlasy, slinné, potni a mlécné ZIazy).

Bylo popsano mnoho vyvojovych zubnich vad nejen u Clovéka, napf. zména
velikosti, tvaru, pozice a poctu zubd (Townsend et al., 2012). U mnoha z dentalnich
patologii byli zaroven jiz identifikovani plvodci v podobé genl (Klein et al., 2013) a na
zékladé téchto informaci bylo vygenerovano mnoho mysich modell, umoZiujicich
vyzkum zubnich vad bez nutnosti pfimého studia lidského materialu, coz je napf. v pfipadé
lidského embryonélniho materialu v Ceské republice nelegalni a neetické.

Zuby mohou znamenat zavazny problém i béhem pozdgjSich fazi lidského Zivota,
proto se moZnost bio-engineeringu zubu, ktery by nahradil chybgjici nebo zniceny zub, jevi
jako velmi atraktivni a Z&douci. K tomu je nutné rozvijet znalosti o embryonélnim vyvoji,
molekularnich mechanismech, kmenovych burikach a tkanovem inZenyrstvi. MoZnost
»pestovani“ zubni tk&né by mohla zménit stomatologii a nahradit dosud pouZivané
substitucni materidly. Navic stejnou techniku by bylo mozZné pouZit k hojeni ran a
regeneraci kosti, kiize a svalll (Alfageeh and Tucker, 2013).

1.1 ZUBNi VYVOJ - MORFOGENEZE

Epitelialni — mesenchymalni interakce hraji zasadni roli v organogenezi mnoha
tkani (napf. vlasy, nékteré Zlazy, koncetinové pupeny, zuby) (Obrazek 1). SavCi zuby
vznikaji z mesenchymu odvozeného z bunék neuralni listy (Chai et al., 2000) a epitelu,
ktery je ektodermalniho plivodu (Rothova et al., 2012).

14
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Obrazek 1: Schéma vyvoje ektodermalnich organt. Vyvoj ektodermalnich organd, jako
jsou zuby, vlasy, chlupy, mlé&né Zlazy nebo pefi, je ovlivnén interakcemi mezi epitelem
(zelené) a mesenchymem (modre) a v pocCatecnich fazich je velmi podobny. Tkan epitelu
puci dovnitf (zuby, vlasy, Zlazy) nebo zevné okolniho mesenchymu (pefi) (upraveno podle
Pispa and Thesleff, 2003).

Prvni morfologicky znak zubniho vyvoje predstavuje invaginace Casti oralniho
epitelu do pfilehlého kondenzujiciho mesenchymu. Dentalni epitel tak vytvari priméarni
dentélni listu, kterd naznaCuje budouci zubni fadu. U mysi je toto ztlusténi orédlniho epitelu
patrné okolo embryonalniho dne (ED) 11,5 (Peterkova et al., 1996, Peterkova et al., 2002).

Dentélni epitel zubni listy se pozdéji zanofuje hloubéji do okolni tkané
mesenchymu a vytvari tak zubni pupen (Obrazek 2). Béhem této faze se dentélni epitel

15



rozdéluje na dvé bunécné linie: (1) periferni bazalni buriky, které zlstavaji ve spojeni
s bazalni membranou a (2) volnéji usporadané bunky lokalizované ve stfedu dentalniho
epitelu, které pozdéji vytvari hvézdicovité retikulum (,stellate reticulum®). Zubni
mesenchym se dale zhustuje kolem zubniho pupenu a také se béhem vyvoje rozdéluje na
dvé bunécné populace. Prvni obsahuje odontoblasty (produkujici dentin) a utvari dentalni
papilu, kterd bude obklopena dentalnim epitelem a pozdgji da zaklad zubni dreni uvnitf
zubu. Druha linie tvofi periferni dentalni vak, ze kterého pozdéji vznikaji cementoblasty a
periodontalni tkan. Jakmile se zaCne mesenchym kondenzovat kolem utvéfejiciho se
pupenu, prebira od epitelu instruktivni roli v iniciaci (Mina and Kollar, 1987, Lumsden,
1988).

Dentélni epitel béhem vyvoje zubu tvofi tedy jakousi formu nebo odlitek tvaru
samotného zubniho zarodku (Obréazek 2). Tvar zubni korunky se za€ina utvaret béhem
stadii pohéarku (,,cap“) a zvonku (,,bell*) a je regulovan signalnimi centry, tzv. sklovinnymi
uzly (,,enamel knots* — EKs) (Jernvall et al., 1994). Lateralni strany epitelialniho pupenu
se zvetSuji a zacCinaji obklopovat niZze poloZzeny mesenchym a od této chvile se nazyvaji
zubni smycky (,,cervical loops*) (Viriot et al., 1997). Vrstva bazalnich epitelialnich bunék
smycky priléhajici k dentalni papile se oznaCuje jako vnitfni sklovinny epitel. Ostatni
bunky ve vrstvé lemujici dentélni vak jsou zname jako vnéjsi sklovinny epitel. Stfed zubni
smycky je vyplnén volné uspofadanymi buikami hvézdicovitého retikula, které obklopuje
tenka vrstva bunék ve stratum intermedium pod vrstvou vnitfniho sklovinného epitelu.
Struktura zubni smycky je zachovana do dospélosti u stale rostoucich zubl (fezaky
hlodavc(l) a je povaZovana za rezervoar epitelidlnich kmenovych bunék (Harada et al.,
1999, Tummers and Thesleff, 2003, Tummers and Thesleff, 2008). U zub, které ukoncuji
svlj rast (vsechny lidské zuby, molary hlodavcll), podiéhaji zubni klicky strukturalni
preméné v Hertwigovu pochvu Fidici rdst kofene zubu. Ve stadiu zralého zubniho zvonku
se bunky na rozhrani dentalniho epitelu a mesenchymu diferencuji na ameloblasty a
odontoblasty a vyluCuji zakladni matrici pro sklovinu a dentin, resp. (Thesleff and
Nieminen, 1996).

Jednotlivd stadia, kterymi zub bé&hem svého vyvoje prochazi, byla pojmenovana
podle tvaru dentélniho epitelu na frontélnich Fezech (Obrazek 2). Nicméné pozdgji se
ukazalo, Ze v prostoru je tvar zubnich zarodkd na jednotlivych stadiich odlisny od
zavedeného nazvoslovi (Peterkova et al., 2002). Témito stadii prochazeji béhem sveho

vyvoje zuby vsech savcd, véetné lidskych zub.
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Obrazek 2: Schéma vyvoje sav¢iho zubu na frontalnim rFezu. Interakce mezi dentalnim
epitelem (Zluté) a mesenchymem (3ed€) reguluji postupujici vyvoj zubniho zarodku.
Sklovinny uzel (zelené) (viz nize) iniciuje morfogenezi a urcuje pocet zubnich hrbolkd
(upraveno podle Jernvall and Thesleff, 2012).

1.2 STRUKTURY ZUBNiHO ZARODKU

Epitelova Cast zubniho zarodku se nazyva sklovinny organ, ktery se pfipojuje pfes
stopku k povrchovému oralnimu epitelu. Sklovinny organ je ohranien zhusténym
mesenchymem — dentalni papila (Obrazek 3). Dentalni papila pokraCuje ve svém vyvoji a
pozdgji dava zaklad zubni dfeni uvnitf zubu.

Sklovinny orgén spolu se zubni papilou je obklopen dentalnim vakem, ktery se
posléze modifikuje v dentoalveolarni zavésny aparét (Tencate et al., 1971).
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vy,

U sklovinného organu rozliSujeme: vnéjsi dentélni epitel, vnitini dentalni epitel,
hvézdicovité retikulum a stratum intermedium, coZ je tenka vrstva epitelovych bunék mezi
vnitfnim zubnim epitelem hvézdicovitym retikulem. Na rozhrani vnitfniho dentélniho
epitelu a zubni papily dochazi k diferenciaci odontoblastli a ameloblastd a tedy k nasledné
tvorbé dentinu a skloviny. Oblast oddélujici vnitfni a vngjSi dentalni epitel se nazyva
cervikalni smycka (,,cervical loop*) (Obréazek 3).

S postupujicim vyvojem zubniho zarodku dojde na stadiu poharku ve vnitfnim
dentalnim epitelu ke zhusténi populace bunék a tim vznika Fidici centrum vyvoje zubu, tzv.

sklovinny uzel (,,enamel knot*).

oralni epitel
stopka
sklovinny organ

odontoblasty
dentin

sklovina
dentalni vak

dentalni papila ameloblasty

Obrézek 3: Frontalni histologicky rez dolnim molarem mysi (PND 3) ve stadiu

pozdniho zvonku. MéFitko je 100 um (Fez z archivu oddéleni Teratologie).
1.2.1 ENAMEL KNOT - SKLOVINNY UZEL

Sklovinny uzel je struktura, histologicky patrna ve stadiu poharku a poprvé byl
popsan pred vice nez sto lety (Ahrens, 1913, Butler, 1956). Z histologického hlediska jde o
skupinu semknutych bunék ve vnitfnim sklovinném epitelu, které se nedéli (Jernvall et al.,
1994, Vaahtokari et al., 1996b) a které produkuji specifické signalni molekuly podobné
jako zndma signalni centra savcli (ZPA, AER - ,apical ectodermal ridge“, notochord)
(\Vaahtokari et al., 1996a). Proto je sklovinny uzel obecné povazovan za signélni centrum
fidici zubniho vyvoj u savcl (Jernvall et al., 1994). Jelikoz se buriky EK nedéli, predstavuji
jakousi kotvu omezujici pohyb bunék v zubu (Jernvall et al., 1994, Vaahtokari et al.,
1996a). Vysoké proliferace mimo EK a nizka (témér Zadna) proliferace uvniti EK tedy
plsobi na epitel zubniho zarodku tak, Ze dojde ke zméné jeho tvaru (,folding” —
zanofovani epitelu do prilehlého mezenchymu). V posledni dobé vSak byla publikovana
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data dokladajici, Ze bunécna proliferace je nezbytna ke stratifikaci dentalniho epitelu,
nikoli k jeho invaginaci (Li et al., 2016). Zubni zarodky jedno-hrbolkovych zubd (napf.
fezdky) maji pouze jeden sklovinny uzel, zatimco vicehrbolkové zuby (napf. molary)
vytvéreji i sekundarni (pfipadné terciarni) sklovinné uzly (Kettunen and Thesleff, 1998,
Luukko et al., 2003).

1.2.2 CERVICAL LOOP - ZUBNi KLICKA A KMENOVE BUNKY

Termin ,,cervical loop*“ (CL) neboli zubni smyc€ka oznacuje specifickou epitelialni
strukturu na apikalni strané zubniho zdrodku (Obrdzek 3). Je tvofena hvézdicovitym
retikulem, které je obklopeno vrstvou stratum intermedium. Béhem stadia pohéarku a
zvonku zacinaji okraje epitelidlniho pupenu obklopovat dentalni mesenchym.

CL jsou pFitomny po cely Zivot u zubd, které kontinualné dorGstaji (napf. mysi
fezaky). Obecné jsou povazovany za rezervoar kmenovych bunék. To jiz bylo potvrzeno u
mysich fezak(l (Harada et al., 1999). Tyto kmenové buiiky jsou schopné zajistit kontinualni
rist téchto zubl. U zub(, které vytvareji kofeny, CL nakonec vymizi (napf. lidské zuby).
Postupné projdou strukturni modifikaci, jakmile je iniciovana tvorba kofend. Hvézdicovité
retikulum se stratum intermedium uvnitf vymizi, ale vnitfni a vnéjSi dentalni epitel
pokracuje v rlstu jako epitelova duplikatura zndma jako Hertwigova epitelialni kofenova
pochva (HERS).

U mysich fezakd jsou lingvalni a labidlni CL asymetrické ve velikosti. Labialni
CL je vétsi, pravdépodobngé kvali odlisnym funkénim narokim (Harada et al., 1999, Wang
et al., 2004, Boran et al., 2009). Tato oblast poskytuje progenitory pro specifické zubni
bunky, epitelidlni ameloblasty a mesenchymalni odontoblasty, které produkuji organické
latky skloviny a dentinu, resp. (Harada et al., 1999, Harada et al., 2002).

Kromé CL mysich fezak(, byly u dalSich dospélych hlodavci i lidi identifikovany
mesenchymalni kmenové bufiky v oblasti zubni dfené (Gronthos et al., 2000),
periodontalnich ligament (Seo et al., 2004), zubni papily (Sonoyama et al., 2006,
Sonoyama et al., 2008), ale i epitelialni kmenové bunky v oblasti dentalniho epitelu
(Tummers and Thesleff, 2003, Huysseune and Thesleff, 2004).
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1.3 MOLEKULARNI KONTROLA VYVOJE ZUBU

Vzhledem ke stejnym vyvojovym stadiim a nemoznosti pfimeého vyzkumu na
lidském materialu bylo na mySim modelu odontogeneze popsano mnoho genetickych
vyvojovych studii o zubni iniciaci, morfogenezi a diferenciaci a o fizeni téchto procesl
recipro¢nimi indukénimi interakcemi mezi epitelem a mesenchymem (Obrazek 4). Tyto
interakce zahrnuji syntézu signalnich molekul a transkripénich faktor(i s prostorové a
Casové omezenymi expresnimi vzory (Jernvall et al., 2000). Zprostfedkovateli samotnych
interakci jsou konzervované signalni drahy zahrnujici FGF, Wnt, Hedgehog (HH) a TGF
signalizace. PFi vazbé na své specifické receptory na povrchu bunék iniciuji intracelularni
signalni drahu vedouci k transdukci signélu do jadra. Zde se aktivuji urcité transkripéni
faktory, tedy proteiny, které nasedaji pfimo na DNA. Tyto transkripcni faktory se vazou do
regulacnich oblasti genomu a Fidi expresi a represi specifickych sad gen(, které kontroluji
chovani burky (Alberts et al., 1998).

Oralni ektoderm
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Obréazek 4: Interakce reciproké signalizace mezi epitelem (Cerveng) a mesenchymem
(modfe) béhem vyvoje zubniho zarodku. Tyto interakce reguluji expresi specifickych
transkripénich faktord (kurzivou). Toto schéma ilustruje obecné pfijimané kroky ve vyvoji
zubu. Chybi zde modulatory signalizace, zejména inhibitory, které podstatné zvysuji
slozitost (upraveno podle Jernvall and Thesleff, 2000).

1.3.1 WNT SIGNALIZACE

Wnt (Wingless/Integration) signélni draha je evolu¢né konzervovana draha, ktera
je tvorena velkou rodinou proteinovych ligandd, které plsobi na rozmanité procesy jako je
regulace determinace polarity, proliferace, diferenciace, migrace a apoptdzy bunék (Moon
and Shah, 2002, Willert et al., 2003). Nézev této drahy je odvozen z genu wingless — Wg
(,,segment polarity gene*) u drozofily a homologu u obratlovcli — int-1 (,integrated*)
(Nusse and Varmus, 1982, Komiya and Habas, 2008).
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Wnt udrZuji u dospélych organismd buiky s osudem kmenovych bunék
v stfevnim epitelu (Pinto and Clevers, 2005), kdzi (Lowry et al., 2005) a hematopoetické
tkani (Reya et al., 2003), coZ spojuje tuto drahu s obrovskou moZnosti regenerace a
bunécné specifikace (Polesskaya et al., 2003, Stoick-Cooper et al., 2007), diferenciace a
hojeni ran (Fathke et al., 2006, Zhang et al., 2009), indukce tvorby tkané (Lewandowski et
al., 2016). Naruseni této drahy je jednim z hlavnich faktor(i onkogeneze v tlustém streve,
ale i vostatnich tkanich (Polakis, 2000), hraje také roli ve skeletalni dysplazii Ci
osteopordze (Clevers, 2006).

Do této doby bylo odhaleno nékolik zplsobl aktivace Wnt receptoru:

a) kanonickd Wnt/[B-katenin kaskada
b) pfinejmensim dalsi tfi nekanonické —
I. draha planarni buné¢né polarity (,,planar cell polarity” — PCP)
Il. draha Wnt/Ca**
Il. draha aktivace fosfolipazy C (PLC) a fosfodiesterasy (PDE) (Kohn
and Moon, 2005, Moon, 2005).

A Kanonicka WNT signalizace B Kanonicka WNT signalizace C Nekanonicka WNT signalizace
bez WNT stimulace s WNT stimulaci
LRP-5/6 ~ CRD Frizzled receptor
; Extracelularni Wi )
prostor
i'. .'. 7}." .'.}E‘q;g L X0 L) [ .'.l' .'. 77.’. .'i}.:“.‘i;
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Obrézek 5: Transdukce Wnt signélni drahy. (A) Pokud nedojde k nasednuti Wnt
proteinu na receptor Frizzled, cytosolicky B-katenin je fosforylovan ,degradacnim
komplexem*, nésledné ubiquitinylovan ligdzou B-TrCP a degradovan v proteasomu. (B)
V pfitomnosti Wnt je kanonickd draha aktivovana. Dishevelled (Dvl) zablokuje
~degradacni komplex“ a B-katenin mdze byt translokovan do jadra, kde se spojuje
s transkripénimi faktory TCF/Lef. To vede k regulaci mnoha cilovych gend. (C) Priklad
nekanonickych drah, které ovliviiuji napf. polarizaci bunék (PCP dréha) nebo hladinu
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véapniku (Wnt/Ca®* draha) a nejsou zévislé na B-kateninu (upraveno podle Masckauchan
and Kitajewski, 2006).

Z téchto drah je nejlépe prostudovana kanonickd draha. Kanonickd kaskéada je
zavisla na translokaci -kateninu do jadra. PFi inhibici Wnt drahy je cytoplasmaticky B-
katenin degradovan ,,degradaCnim komplexem®, ktery je tvofi axin, APC (,,adematous
polyposis coli“), PP2A (,,protein phosphatase 2A*), GSK-3 (glykogen syntaza kinaza-3) a
CKla (,,casein kinase 1a“) (Gordon and Nusse, 2006). Tento komplex fosforyluje (-
katenin a B-TrCP ligaza (,,Beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase*)
ho ubiquitinyluje. K Gplné degradaci [B-kateninu pak dojde v proteasomu (Obrazek 5A)
(Masckauchan and Kitajewski, 2006).

PFi aktivaci drahy dojde k vazbé Wnt proteinu na jeho transmembranovy receptor
Fz (Frizzled) a koreceptor LRP-5/6. Tento komplex pak aktivuje intracelularni signalizaci
zahrnujici protein Dvl (Dishevelled), ktery inhibuje aktivitu ¢asti ,degradacniho
komplexu® - enzymu GSK-3. Inaktivovany GSK-3 nebréni disociaci B-kateninu od APC
proteinu, ktery ho ve fuzovaném stavu predurCuje k degradaci. Disociovany [-katenin
mlZe vstoupit do jadra, kde vytvofi komplex s Lef a Tcf transkripénimi faktory, coz
umozni aktivovat geny reagujici s Wnt (Obrazek 5B) (Brunner et al., 1997, Gilbert, 2003).

Dvé nejlépe prozkoumané nekanonické drahy jsou PCP a draha ovliviujici hladinu
vapniku (Obrazek 5C). PCP draha zahrnuje proteiny schopné regulace a restrukturalizace
cytoskeletu. Wnt/kalcium draha Fidi hladinu intracelularniho vapniku a aktivuje dilezité
regulatory bunécné adheze, migrace a tkanové separace. Vapnik spousti transkripcni
faktory, které mohou naruSovat kanonickou Whnt signalizaci (Komiya and Habas, 2008).

V odontogenezi ma vyznam predevsim kanonickd Wnt dréha, protoZe p-katenin je
pravdépodobné dlilezitym regulatorem poctu zubl v dentalnim epitelu. ZvySena exprese
slozek této drahy vcetné B-kateninu by mohla zplsobit tvorbu nadpocetnych zubl a to
dokonce i v oblasti oralniho nebo vestibularniho epitelu (Zhou et al., 1995, Cobourne and
Sharpe, 2010). Naopak inhibice Wnt exprese v ¢asné fazi vyvoje zubu zastavi proliferaci
bunék pred stadiem pupenu (van Genderen et al., 1994).
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1.3.2 FGF SIGNALIZACE

~Fibroblast growth factor (FGF) je rodina pfiblizné 22 polypeptidovych rlistovych
faktor(l nalezenych od kmene Nematoda aZ po ¢lovéka (pro shrnuti Itoh and Ornitz, 2004).
Osmnéct z nich funguje jako ligandy, které se vazi na Ctyfi tyrosin kindzové receptory
(RTK) u mysi i Clovéka. Zbyvajici Ctyfi (FGF11-14) jsou intracelularni proteiny, které
neinteraguji s FGF receptory (Smallwood et al., 1996, Olsen et al., 2003). FGF hraji
dilezitou roli zejména jako mitogeny, ale podili se také na bunééné migraci a diferenciaci
(Nutt et al., 2001), napf. antero-posteriorni organice téla (Slack et al., 1987, Koga et al.,
1999), neurélni indukci (Storey et al., 1998, Hongo et al., 1999), angiogenezi a procesu
hojeni (Yun et al., 2010) nebo i formaci kosti (Rousseau et al., 1994, Shiang et al., 1994).
TakZe naru$eni této drahy spousti mnoho vyvojovych poruch a nékolik typl rakoviny a
proto je snaha hledat terapeutické strategie modulaci této drahy (Carter et al., 2015,
Degirolamo et al., 2016).

Vsechny FGF molekuly sdileji vysokou afinitu pro heparin (Burgess and Maciag,
1989). Transdukce FGF signalu do cytoplasmy bunky je zprostfedkovana skupinou ¢ty
transmembranovych tyrosin-kinazovych receptorll, znamych jako ,Fibroblast growth
factor receptors” (FGFR), pficemz dva (FGFR1 a FGFR2) byly detekovany ve vyvijejicim
se zubu mysi (Peters et al., 1992). Tyto receptory tvofi tfi extracelularni imunoglobularni
domény (D1-D3) se sekvenci pro vazbu heparinu, jedna transmembranova a jedna
intracelularni tyrosin-kinazova doména. FGF spolu s heparansulfatovymi proteoglykany
interaguji s extracelularnimi doménami, a tim aktivuji receptory (Lee et al., 1989, Johnson
et al., 1990). Hlavni dvé intracelularni drdhy FGF zahrnuji fosfolipdzu Cy a Ras/MAP
kindzu (Obrézek 6).
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Obrézek 6: Transdukce FGF signalu. FGFR obsahuje doménu pro vazbu heparinu
(HBD). FGF ligandy navazany na heparin sulfat proteoglykan (HSPG) naseda na FGFR.
Signal mlze byt pfenesen pres dvé hlavni transdukéni drahy zahrnujici fosfolipdzu Cy
(PLCy) a Ras/MAP kinazu. Aktivni receptor interaguje s doménou PLCy, kterd
hydrolyzuje fosfatidyl-inositol-4,5-difosfat (PIP2) na inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a
diacylglycerol (DAG). IP3 uvoliuje Ca2+ ionty zatimco DAG aktivuje protein kinazu Cd
(PKC)), kterd aktivuje Raf a tim stimuluje drahu nezavislou na Ras. Hlavni drédha zahrnuje
interakce proteinu FRS2, Grb2, Sos a naslednou aktivaci Ras. Ras pokracuje v transdukci
signdlu na Raf a MEK, ktery fosforyluje MAP kinazu (ERK). Tato posledni sloZzka se
translokuje do jadra a fosforyluje specifické transkripcni faktory Ets rodiny a tim se spousti
exprese cilovych genli FGF drahy (upraveno podle Thisse and Thisse, 2005).

Ve velké rodiné FGF molekul je exprese jednotlivych signalll omezena bud na
epitel nebo mesenchym. Napfiklad FGF3 a FGF10 jsou exprimovany v dentalnim
mesenchymu, zatimco FGF4, FGF9 a FGF20 jsou exprimovany v dentalnim epitelu
béhem zubni morfogeneze (Jernvall and Thesleff, 2000, Kratochwil et al., 2002,

Porntaveetus et al.,, 2011). Epitelidlni FGF indukuji expresi mesenchymalnich FGF,
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napfiklad FGF4 v EK indukuje expresi FGF3 v dentalnim mesenchymu. Tato indukce je
zprostfedkovana Runx2, coz je transkripéni faktor nezbytny pro tranzici ze stadia pupene
do stadia poharku (Aberg et al., 2004). Inhibice FGF4 méla za nasledek absenci jakéhokoli
zubniho fenotypu (Haara et al., 2012).

1.3.2.1 FGF signalizace a Sprouty

Tak velkd rodina signdlnich molekul s tak Sirokym spektrem biologickych funkci,
jako je FGF, musi byt striktné regulovana v Case i prostoru. To mize byt zajisténo
pozitivni nebo negativni zpétnovazebnou smyckou. Mnoho faktor( specificky reguluje
aktivitu FGF drahy pres jeji receptory (FGFR). Ustanovenim negativni zpétnovazebné
smyCky mohou inhibovat FGF signalizaci, ale mohou takto regulovat i sebe sama.

Typickym prikladem zpétnovazebna inhibice FGF signalizace jsou Sprouty (Spry)
proteiny. Spry byly plivodné identifikovany jako antagonisté FGF signalizace pfi vétveni
trachey u Drosophily (Hacohen et al., 1998). Nasledné byly popsany i jako obecné
inhibitory RTK signalizace (pro shrnuti (Kim and Bar-Sagi, 2004). Prvni ¢len Spry rodiny
byl objeven u Drosophily melanogaster. Ukazalo se, Ze ma karboxyterminalni doménu
bohatou na cystein na C-terminalnim konci, kterd je nezbytna pro sprdvnou funkci Spry
(Hacohen et al., 1998). Pozdéji byly nalezeny homology s touto sekvenci u Zab Xenopus
laevis, kufat, mysi i Clovéka (Hacohen et al., 1998, de Maximy et al., 1999, Minowada et
al., 1999, Nutt et al., 2001). Mysi a lidsky genom a také genomy ostatnich savcl obsahuji
Ctyfi evoluné konzervované Cleny - Spryl, Spry2, Spry3 a Spry4. Blizka Casova i
prostorova zavislost mezi FGF signalizaci a expresi Spry genli byla zaznamenana
v rliznych embryonalnich tkéanich savcl, jako jsou plice, mozek, srdce, stfeva a svaly
(Hacohen et al., 1998, Minowada et al., 1999, Chambers and Mason, 2000, Mailleux et al.,
2001). Regulace Spry exprese v dospélé tkani zatim nebyla rozsahleji popsana. Stimulace
FGF indukuje expresi Spry2 a Spry4 pres aktivaci protein-kinazové kaskady ERK/MAPK a
u endotelidlnich bunék FGF indukuje Spryl a Spry2 expresi (Impagnatiello et al., 2001,
Ozaki et al., 2001, Sasaki et al., 2001).

Spry proteiny mohou zasahnout do FGF signalni drahy nékolika zplsoby: (1)
Spry se navaze na adaptorovy protein GRB2, ¢imZ brani aktivaci Ras, malé GTPazy, a tim
vlastné celé stimulaci vSech downstream elementd. V podstaté tedy znemozni pFenos

signalu do jadra téméF v zaCatku FGF signalni drahy (Obrazek 7A). (2) Spry se pfipoji
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rovnou na Raf kindzu, takze ji nemUzZe aktivovat Ras ani fosforylovat PKC3. A signal se
opét nepfenese do jadra (Obrazek 7B) (Thisse and Thisse, 2005).

A Spry brani aktivaci Ras B Spry se vaze na Raf
nasednutim na Grb2 a tim brani jeji aktivaci

Obréazek 7: Zeslabeni transdukce FGF signalizace pomoci Spry. (A) Spry se navaze na
adaptorovy protein GRB2 a tim brani aktivaci malé GTPasy Ras a nasledné stimulaci
dal$ich elementl drahy. (B) Spry se navaze pfimo na Raf kindzu, ¢imzZ zabrani jak jeji
aktivaci od Ras tak i jeji fosforylaci od PKCd (upraveno podle Thisse and Thisse, 2005).

Spryl je exprimovan jak vepitelu, tak v mesenchymu, s vyjimkou
neproliferujicich bunék EK. Spry2 se exprimuje pouze v epitelu pfiléhajicim k dentalnimu
mesenchymu, v€etné EK, zatimco Spry4 se exprimuje v dentdlnim mesenchymu (Zhang et
al., 2001, Klein et al., 2006). Exprese Spry3 v souvislosti se zubnim vyvojem zatim nebyla
popsana. Spry2 a Spry4 deficientni mysi vykazuji abnormalni dentici s obCasnym
vyskytem nadpocetnych zubd lokalizovanych pfed prvnim molarem (Klein et al., 2006).

1.3.3 TGFB SIGNALIZACE

»1ransforming growth factor B“ je velka, evolu¢né konzervovana rodina
pojmenovana podle svého prvniho identifikovaného ¢lena TGFP (Roberts et al., 1981). Je
tvorena z vice nez 35 €lend, véetné TGFR, aktivind, inhibind, BMP (,bone morphogenetic
protein“) a GDF (,,growth differentiation factor*), ktefi se dale déli na sub-rodiny
(Kingsley, 1994, Chang et al., 2002). Tato rozs&hl4 rodina signalnich molekul hraje
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dilezitou roli v regulaci diferenciace, proliferace, apoptézy a dal$ich procest (Glick et al.,
1993, Motyl et al., 1998, Guo and Kyprianou, 1999).

Clenové rodiny TGFp prenaseji svij signal pfes dva typy receptor(i Theta R-1 a
Theta R-11 a dale pres efektorové molekuly Smad (Derynck and Feng, 1997, Budi et al.,
2016). Jakmile se ligand navaze, aktivuje se komplex receptor-ligand, ktery fosforyluje
Smad protein (R-Smad). Ten se vaZe na Smad4 (Co-Smad) a spolu se translokuji do jadra,
kde pripadné reguluji transkripci cilovych genll (Heldin et al., 1997). T¥i z péti znamych
R-Smad (Smadl, Smad5 a Smad8) zprostfedkuji BMP signalizaci, zatimco zbyvajici dva
(Smad2 a Smad3) zprostfedkuji signalizaci aktivinu a TGFB (Massague and Wotton, 2000,
Miyazono et al., 2001, Ten Dijke et al., 2002).

Tato rodina mé svou ddlezitou Glohu i v odontogenezi. Antagonistické interakce
mezi BMP a FGF signalizaci reguluji prostorové aspekty formace zubu (Neubuser et al.,
1997). Bmp4 (Clen BMP sub-rodiny) indukuje apoptézu v EK, ¢imZ sekundarné reguluje
morfogenezi hrbolkl (Jernvall et al., 1998, Jernvall and Thesleff, 2000). Aktivin BA je
nezbytny pro tvorbu fezak(i a mandibularnich molar(i (Ferguson et al., 1998, Ferguson et
al., 2001).

1.3.4 HH SIGNALIZACE

»,Hedgehog“ (HH) byl objeven pred vice nez tficeti lety jako ,,segment-polarity*
gen, ktery fidi organizaci kutikuly b&hem embryonalniho vyvoje Drosophily (Nusslein-
Volhard, 1980). Pozdé&ji byly objeveny i sav€éi homology a vyznam Hh signalizace
nardstal. Zjistilo se, Ze je nezbytna pro rlizné procesy vyvoje, kdy reguluje osud bunék a
jejich pocet v mozku a mie, zasahuje do vyvoje koncetin a vnitfnich organd (Ingham and
McMahon, 2001). Bylo prokazano, Ze Hh signalizace se rovnéz podili na udrzeni
kmenovych bunék (Beachy et al., 2004). NaruSeni této drahy pfispiva u ¢lovéka k mnoha
porucham véetné vyvojovych vad, jako jsou GorlinGv syndrom, Greigova
cefalopolysyndaktylie, dale nékteré druhy rakoviny (McMahon et al., 2003, Nieuwenhuis
and Hui, 2005).

Obecné se tvrdi, Ze béhem evoluce obratlovcl probéhla dvé kola genové duplikace
(Wada and Makabe, 2006). To je zfejmé diivod, pro¢ mdzeme u savcl nalézt tfi Hedgehog

geny, namisto jednoho, jako je tomu napfiklad u octomilek. Tyto tfi homology pfedstavuji
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Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (lhh), Desert Hedgehog (Dhh), a jsou vysoce
konzervované mezi mysi a ¢lovékem (Marigo et al., 1995).

Draha Hh signalizace uplatriuje svlj biologicky vliv pres kaskadu tvorenou
transmembrénovym receptorem Ptc (Patchedl a 2) (Goodrich et al., 1996, Motoyama et
al., 1998) a transmembranovym proteinem Smo (Smoothened) jako pFenaSecem signalu
pfes plasmatickou membrénu. Signalizace je zakonCena transkripénimi faktory z rodiny
Gli (Glioblastoma 1-3), popfipadé Ci (Cubitus interruptus) u Drosophily (Obrazek 8)
(Hardcastle et al., 1998, Ingham and McMahon, 2001).

V pfipadé absence Hh ligandu zablokuje Ptc aktivitu Smo, ¢imZ znemoZni
transkripci cilovych genll (Tempe et al., 2006). Pokud se Hh ligand navaze na Ptc, spusti
Smo aktivitu, kterd umozni aktivaci transkripénich faktor(l Gli (McMahon, 2000, Ingham
and McMahon, 2001).

J- Cyclopamine

/ ~— Membrana

Blokatory

| transdukce,
transportu

a aktivace

f I—'Transkripce
w Gli cilové geny NN\

Nature Reviews | Cancer

Anti-Gli

Obréazek 8: Hh signalni draha. Shh naseda na membranovy receptor Ptc, ktery tak
pfestava inhibovat aktivitu Smo. Smo pak intracelularné vysila signal pres nékolik
transdukénich krokd, které vedou do jadra k transkripénim faktordm Gli. Ty dale reguluji
transkripci cilovych genl (upraveno podle Altaba et al., 2002).
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Sonic Hedgehog (Shh) je povazovan za marker ¢asné odontogeneze (Bitgood and
McMahon, 1995). Béhem Casné odontogeneze je Shh exprese limitovana na epitelialni
bunky (Iseki et al., 1996) a je moZné ji detekovat jeSté pfed invaginaci epitelu, coZ
napovida uloze Shh v zubni iniciaci (Hardcastle et al., 1998). Bylo prok&zano, Ze Shh
stimuluje proliferaci epitelidlnich bunék v oblasti ¢asneho zubniho vyvoje (Sarkar et al.,
2000) a Ze se exprimuje v signdlnim centru pEK (primarni sklovinny uzel — viz nize), které
fidi dalsi vyvoj zubu (Koyama et al., 1996, Vaahtokari et al.,, 1996a). Shh se také
exprimuje v signalnich centrech zubnich rudiment(l v tvafové oblasti dolni Gelisti mysiho
embrya (Prochazka et al., 2010). U Shh deficientnich mysich embryi se viibec nevytvoril

prvni Zaberni oblouk, ze kterého vznikaji obé Celisti (Chiang et al., 1996).

1.3.5 SKLOVINNY UZEL - SIGNALNi CENTRUM VYVOJE ZUBU

Sklovinny uzel se objevuje béhem €asné odontogeneze a je povaZzovan za signalni
centrum fidici vyvoj zubniho zékladu. Od okolniho dentalniho epitelu se odliSuje mimo
jiné expresi specifickych gen( signalnich molekul, které jsou nezbytné pro dalsi vyvoj
zubniho zakladu (Obrézek 9).

Priméarni sklovinny uzel (,,primary enamel knot“ — pEK) byva oznatovan jako
samostatny transientni klastr epitelidlnich bunék patrny jiz na stadiu pupenu (,,bud®)
(Obrazek 2 — ,,Pupen®). V jeho misté dochazi k expresi mnoha specifickych signalnich
molekul jako napfiklad Shh, Ffg4, Bmp2, Bmp4, Bmp7, Wnt10a (Obrdzek 9) (Niswander
and Martin, 1992, Jernvall et al., 1994, Vaahtokari et al., 1996a, Thesleff and Sharpe,
1997, Dassule and McMahon, 1998).
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Obréazek 9: Proliferace v zubnim zarodku a priklady exprese specifickych signalnich
molekul v primarnim sklovinném uzlu (pEK) prvniho mandibuldrniho molaru mysi.
(A) 3D rekonstrukce rozhrani epitelu a mesenchymu ve stadiich pupene (ED13) a poharku
(ED14) znazorfiuje distribuci proliferujicich bunék (mimo pEK) a expresni domény
signalnich molekul (v pEK). (B) Detekce bunécné proliferace (BrdU) a stejnych signélnich
molekul na frontalnich Fezech zubniho zarodku ve stadiu pohéarku (ED14) (upraveno podle
Vaahtokari et al., 1996a).

V casné fazi stadia zvonku (,bell“) vicehrbolkovych zubi se objevuji sekundarni
sklovinné uzly (,,secondary enamel knots“ — sEKs) (Obrazek 2 — ,,Zvonek®). To vede
k dalSimu tvarovani dentalniho epitelu, ¢imzZ vznikd komplexni vicehrbolkovy zub.

Vztah mezi primarnim a sekundarnimi uzly nebyl doposud jednoznatné popséan.
Prestoze exprese gend asociovanych s primarnim sklovinnym uzlem — napf. Shh, FGF4
(Bitgood and McMahon, 1995) naznaCuje, Zze Cast jeho bunék pfispiva k sekundarnimu
sklovinnému uzlu protokonidového hrbolku (Jernvall and Thesleff, 2000), toto nebylo
jednoznacné potvrzeno funk&nimi experimenty a sledovanim bunécnych linii. Analyza
nedélicich se bunék vnitfniho dentélniho epitelu po BrdU (,,Bromodeoxyuridine®) znaceni

odhalila, Ze prezivsi bunky primarniho sklovinného uzlu, které jsou v kontaktu s bazalni
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membranou, jsou redistribuovany na vrcholky tvoficich se hrbolk(. Predpoklada se, ze
takto oddélené skupiny bunék se vyznamné podili na formaci hrbolkd (Coin et al., 1999,
Coin et al., 2000). Ale Dil znaCeni bunék priméarniho sklovinného uzlu pozdgji ukézalo, Ze
se Zzadné jeho bunky nepohybuji smérem k vyvijejicim se sekundarnim EK (Matalova et
al., 2005). Molary vytvareji i terciarni sklovinné uzly, které se objevuji na vrcholu zubnich
hrbolkl (Luukko et al., 2003). Pocet sklovinnych uzld nejspi$ determinuje usporadani
zubnich hrbolk{ vysledného zubu (Vaahtokari et al., 1996a).

Sklovinné uzly jsou prechodné struktury, které zanikaji apoptoticky (Lesot et al.,
1996, Vaahtokari et al., 1996b, Jernvall et al., 1998).

1.4 ZUBNI VZOREC

Dentice je jednim z charakteristickych znak{ druhu a tim pomaha paleontologlim pfi
klasifikaci nalezenych fosilii linie obratlovcd. Pocet zub(, tvar a jejich velikost se lisi mezi
jednotlivymi druhy (Obrazek 10), coZ predstavuje specifické adaptace na rlzné druhy

potravy a tim i rGiznou funkci zubd.
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Obréazek 10: Evoluéni diverzita zub( u soucasnych druhl. (A) Zivogichové patfici
mezi obratlovce jako ryby a plazi maji velké mnoZstvi jednoduchych zubd, zatimco savéi
zuby jsou obecné mnohem komplexngéjsi a maji tendenci tvofit vice zubnich hrbolk(. (B)
Mezi savci ale také existuji rozdily. Molary masozravych druhll (napf. Ivi) jsou spise
jednodussi, na druhé strané molary byloZzravcd (napf. pandy) maji sloZitéjsi topografii
zubni korunky. (C) Zuby savcll maji omezenou kapacitu obnovy a limitovany pocet
zubnich generaci. Pouze nékolik druhl (napf. malé druhy klokan(l) dokéaze vytvéret
posteriorné nové molary. Mnohem CastéjSim feSenim jsou vysoké (hypsodontni) zuby
(napf. kravy), kde nad dasni ¢ni pouze ¢ast korunky. Nékteré druhy savcl (napf. hrabos)
maji stale dorlstajici (hypselodontni) molary. Naproti tomu ryby a plazi maji nepfetrzité
nahrazované zuby (napf. nahrazovany zub u leguana v A). Anteriorni smér je vlevo.

v\,

Obrézky nejsou ve stejném meéfitku (upraveno podle Jernvall and Thesleff, 2012).

VétSina ryb, obojzivelnikl a plazii ma velké mnoZstvi jednoduchych zubd
podobného tvaru (homodontni dentice), které jsou kontinudlné nahrazovany béhem Zivota
zvifete (Huysseune and Sire, 1998). Ale evoluce zubni morfologie sméfovala k vyssi
komplexité, coz bylo dosazeno pridanim hrbolkl (Obrazek 10A). Zubni hrbolky mohou
mit tvar samostatnych hrboll nebo mohou byt prodlouzeny do tvaru ,,0stfi“. U mnoha
druhll jsou hrbolky spojeny dohromady, ¢imz vznika sloZitéj$i vzor na korunce zubu
(Obrazek 10B). Vicehrbolkové zuby se objevuji u vétSiny taxonomickych skupin, ale

vy,

nejslozitéjsi a nejrozmanitéjsi tvary zubl se vyvinuly u savcl (Obréazek 10). Spolu s tim se
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u savcll vyvinula regionalizovana dentice (heterodontni dentice) (Luo, 2007). Zakladni
dentice savcl se sklada z rliznych typl zubl: Fezéky (I), $picaky (C), tfenové zuby —
premolary (P), stolicky — molary (M). Z téchto zub( dosahly premolary a molary nejvyssi
komplexity, zvIasté pak u savcl, ktefi se specializovali na vlaknitou stravu (Evans et al.,
2007). Oproti nesaveim druhdim je pocet zubl redukovan a zuby se zpravidla objevuji ve
dvou generacich (diphyodontni dentice): primarni (mlécnd) a sekundarni (trvald) dentice.
Vyjimku tvofi napfiklad klokani nebo sloni, ktefi jsou polyphyodontni, nebo delfini, ktefi
jsou monophyodontni. Pfedpoklada se, Ze dentice soucasnych placentalnich savcd vychazi
ze zé&kladniho zubniho vzorce, ktery tvofi tfi fezaky, jeden Spicak, Ctyfi premolary a tfi
molary v kazdém kvadrantu Celisti (Peyer, 1968). Vyjime¢né se mliZze objevit i Ctvrty

molar.

1.4.1 TEORIE VZNIKU VICEHRBOLKOVYCH ZUBU

PFiblizné pred 100 lety byly definovany dvé teorie o vzniku vicehrbolkovych zub(l u
savcl. Diferenciacni teorie (také nazyvana Cope-Oshornova nebo trituberkularni teorie)
byla podporena paleontologickym vyzkumem a srovnavaci anatomii adultnich zub(. Podle
této teorie vznikly komplexni vicehrbolkové zuby savcli diferenciaci z jednoho
jednoduchého zubu savéich predkdl. Trojuhelnik hrbolk(l (protokon, parakon a metakon —
v horni Gelisti), ktery vznik tvorbou pridatnych hrbolkd, byl uréen jako zakladni uspofadani
molaru u casnych savcd (Osborn, 1888, Ungar, 2010). Néasledné se pridavaly i dalsi
hrbolky. JelikoZ pocet zubl béhem evoluce savcl klesal, vétSina jednoduchych zubd byla
potlaCena a zbyvajici zuby se diferencovaly a vytvofily tak UpIné novy materidl pro
vicehrbolkové korunky (Obrazek 11). Nicméné tento proces se zdd byt ponékud
nehospodarny. Bez ohledu na pozdéjsi kritiku je v soucasné dobé diferenciacni teorie
obecné akceptovana (Ungar, 2010).

Konkrescenéni teorie je podpofena embryologickymi daty ze zubniho vyvoje
soucasnych druh(. Tato teorie navrhuje vznik vicehrbolkovych zubl u savcl spojenim
nékolika primordii jednoduchych, plvodné samostatnych zubl plazli (Obrazek 11),
pfiCemZ neopomiji ani zkracovani Celisti, k némuz béhem evoluce doslo (Kukenthal,
1892). Plvod bukalni a lingvalni fady hrbolkl vicehrbolkovych zubl savcl byl vysvétlen
fazi rlznych generaci zubnich primordii jednoduchych zub(, tedy fazi zubnich primordii
v buko-lingvalnim sméru — dimerni (koncentra¢ni) teorie (Bolk, 1922). Tento koncept je

zalozen na uspofadani jednoduchych zublli viFadach a na nahrazovani zubd
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v polyphyodontni dentici jako je tomu napfiklad u Zralok(i nebo i u nékterych
obojzivelnik( a plazi. Konkrescencni teorie je obecné prijimana embryology a zubafi, ale
naopak odmitana paleontology (Peyer, 1968).

Je mozné, Ze obé teorie jsou platné: podkladem vzniku tvarové diferenciace zubnich
korunek u dospélcd (diferenciacni teorie) bylo splyvani primordii jednoduchych zubl

prenatalné (konkrescence) (Peterkova et al., 2000).

DIFERENCIACE KONKRESCENCE

Obrazek 11: Schéma vzniku vicehrbolkového zubu u savcl podle diferenciacni a
konkrescencéni teorie. Krouzky predstavuji jednoduché zuby plazd, zelené krouzky jsou
zubni primordia zahrnuta v evoluci slozenych zubll podle jednotlivych teorii (upraveno
podle Peterkova et al., 2014).

1.4.2 LIDSKA DENTICE

Lidska dentice je jako u vétsiny ostatnich savcd diphyodontni a béhem svého vyvoje
prochézeji lidské zuby klasickymi vyvojovymi stadii (Obrazek 2) (viz kapitola 1.1 Zubni
vyvoj - morfogeneze). Primarni (mlécnd) dentice se zaklada jiz mezi Sestym az osmym
embryonalnim tydnem.

Béhem vyvoje lidského embrya dochazi v priibéhu patého prenatalniho tydne k flzi
oblicejovych vybézkl. Splynutim medialnich nasalnich s maxilarnimi vybézky dochazi
nasledné i ke splynuti dentalniho epitelu (Moore and Persaud, 2002, Hovorakova et al.,
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2005). Nasledné dochazi k ztlusténi dentalniho epitelu a vzniku typické dentélni laminy
(Hovorakova et al., 2005).

DL VL

| e e n e s . W
i

|

£

Obrazek 12: Vyvoj dentice a predsiné astni u lidi. Embryologické uCebnice popisuji u
lidskych embryi dvé paralelni listy ve tvaru U: DL — dentélni lista, ze které vznika
primarni dentice, a VL — vestibularni lista nebo labio-gingivalni pruh, kde pozdéji vznika
predsin Ustni (pfevzato z Hovorakova et al., 2005).

Obecné byl pFijiméan fakt, Ze z dentalni listy, kterd ma tvar podkovovité epitelidlni
struktury (Obréazek 12), vznikaji samostatna zubni primordia. A také Ze z vestibularni
laminy, ktera probiha zevné k dentalni laminé, vznika oralni vestibulum (Obrdzek 12).
Bylo predstaveno nékolik teorii o jejich samostatném/spoleCném Casném vyvoji (Bolk,
1921, Schour, 1929). Pomoci metod klasické histologie a 3D rekonstrukci se ukézalo, Ze
k opakovanému splyvani mezi zubnim a vestibularnim epitelem v prfedozadnim sméru. A
také, Ze zubni zarodky se neobjevuji jako samostatné jednotky, ale spiSe jako epitelialni
zdufeni (,,swellings®) na rlznych mistech dentalniho valu (Hovorakova et al., 2005,
Hovorakova et al., 2007). Také bylo doloZeno, Ze vestibularni lista nema podobu
kontinudIné probihajici listy, ale naopak tvofi epitelidlni hrboly a kratké listy zevné
k dentdlnimu valu a nékteré se napojuji na dentalni val (Obrézek 13) (Hovorakova et al.,
2005).
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Obréazek 13: Schéma usporddani dentalniho a vestibularniho epitelu lidského
embrya. Cervené je znazornén dentalni epitel, Zluté pak zéklad oralniho vestibula.
Zbyvajici vestibularni epitel je modfe. (A) Epitelidlni hrboly v horni Celisti, které se
zakladaji vné dentalniho epitelu v oblasti rtu, fuzuji dohromady a vytvareji Spi¢akovou
vestibularni listu (CVR - ,,canine vestibular ridge*) v posteriornim sméru. Tato lista se
napojuje na dentalni epitel za primordiem doCasného Spicaku (c). Vestibularni epitel
v tvarové oblasti utvafi molarovou vestibularni listu (MVR - ,molar vestibular ridge*) a
hfeben tvarového Zlabku ,,cheek-furrow ridge* (CFR). MVR se posteriorné rozdéluje na
medialni (MMVR) a lateralni (LMVR) vétve. Klenba oralniho vestibula pochazi z hrbolll a
CVR v oblasti rtl a z CFR v tvafové oblasti. AC - akcesorni epitelialni poharek, m' a m? —
horni prvni a druhy docasny molar. (B) Situace v dolni Celisti je trochu jina. Urover
koutku (MC - ,mouth corner*) je oznaCena. Zarover jsou vyznaceny odliSné vestibularni
struktury — oblast nepravidelné ztlustélého vestibularniho epitelu (ITVE — ,jirregularly
thickened vestibular epithelium®), labialni vestibularni lista (LVR - ,labial vestibular
ridge“) a mandibularni hieben tvarového zlabku (dCFR). Primordia docasnych zubdl
v dolni Celisti jsou znateny m; — prvni molar, m, — druhy molar (upraveno podle
Hovorakova et al., 2007).

Kolem Sestého mésice Zivota ditéte se zaCinaji profezavat prvni zuby mlécné dentice,
kterou tvofi dohromady 20 zubl: dva fezaky, jeden $pi¢ak a dva tfenové zuby v kazdém
kvadrantu Celisti. Sekundarni (trvald) dentice se formuje od dvacatého tydne

embryonalniho vyvoje. Od Sestého roku Zivota ditéte je mlécna sada zubl nahrazovéana
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permanentni dentici, kterd uz je tvofena 32 zuby: dva fezaky, jeden Spicak, dva premolary

a tfi molary v kazdém Celistnim kvadrantu (Obréazek 14A).

1.4.3 MYSIi DENTICE

Normalni dentice mysi je proti plvodnimu zubnimu vzorci placentalnich savcl (3,
1C, 4P, 3M) vysoce redukovana a na rozdil od lidské je monophyodontni. Tato skute€nost
Castecné vysvétluje, proC je tak malo zndmo o mechanismech zubni vymény. Soucasné
studie se zaCaly vice zaméFovat na bunécné a genetické mechanismy tohoto procesu. Mysi
dentice je tvofena 16 zuby: jeden fezak a tfi molary v kazdém kvadrantu Celisti. Rezak
oddéluje od molard bezzuby Usek — diastema (Obréazek 14B). Prestoze ma mys$ pouze jednu
generaci zubd, Fezaky kontinualné dorstaji po cely Zivot. Dal$i modifikaci mysich rezakd
je typicka depozice skloviny pouze na labialni strané zubu. Obé tyto vlastnosti vedou

k neustalému asymetrickému obrusovani a udrzovani fezné hrany téchto zubd.

Obréazek 14: Zubni vzorec. (A) V kazdém kvadrantu lidské celisti miZzeme najit dva
fezéky (1), jeden $picak (C), dva premolary (P) a tfi molar( (M) ze stalé dentice. (B) Kazdy
kvadrant mysi Celist nabizi pouze jeden Fezék, tfi molary a bezzubou oblast nazyvanou
diastema (upraveno podle Jussila and Thesleff, 2012, Peterkova et al., 2014).

1.4.4 LIDSKE NADPOCETNE ZUBY

Vzhledem ke sloZitosti signalnich drah embryonalniho vyvoje se u ¢lovéka objevuje

fada patologii z divodu naruseni molekularni kontroly. Takové poruchy signalnich kaskad

37



se mohou projevit i v dentalnim vyvoji a mohou znamenat vznik zubnich defektl, jako
jsou anomalie poGtu, struktury, tvaru nebo i postaveni zubd.

Pro tuto praci jsou vyznamné predevsim anomalie poctu zubl. Obecné se uvadi, ze
hypodoncie a hyperdoncie jsou extrémni protiklady ve vyvoji dentice. V pripadé
hypodoncie chybi jeden nebo nékolik zubl a podle toho pak déale rozezndvame jesté
oligodoncii, tedy vrozené chybéni Sesti nebo vice permanentnich zubl, kromé tfetich
molar(, nebo anodoncii, ktera je charakteristicka vrozenou absenci vsech priméarnich nebo
permanentnich zubd. V pfipadé hyperdoncie byva jeden ¢i nékolik zubl navic.

Nadpocetné zuby predstavuji jednu z nejbéznéjSich lidskych malformaci a jejich
prevalence je odhadovana na 6% a vice (Anthonappa et al., 2013). Mohou byt asociovany
svice nez dvaceti syndromy a vyvojovymi abnormalitami jako jsou napfiklad
kleidokranialni dysplazie (CCD), familiarni adenomatosni polyposa (vCetné Gardnerova
syndromu), Nance-Horan syndrom, Robinow syndrom, Hallermann-Streiff syndrom,
Rothmund-Thomson syndrom atd., nebo se mohou vyskytovat nesyndromicky (Lee et al.,
1997, Garvey et al., 1999, Liu et al., 2007, Diaz et al., 2009, Ferres-Padro et al., 2009).
Pouze 1% nesyndromickych pfipadd vykazuje vicecetny vyskyt nadpocetnych zubd, které
se objevuji nejCastéji v premolarové oblasti mandibuly, nasleduji molarové a anteriorni
oblasti (Yusof, 1990, Batra et al., 2005, Orhan et al., 2006, Hyun et al., 2008, Yague-
Garcia et al., 2009, Inchingolo et al., 2010). Nicméné vétSina nadpocetnych zubl je
idiopatickych a manifestuji se jako jediny, samostatny, nadpocetny zub (Lubinsky and
Kantaputra Nik, 2016).

Existuje mnoho hypotéz zabyvajicich se etiologii nadpocetnych zubll. Nadpocetny
zub milZe vznikat nasledkem dichotomie zubniho pupenu (Liu, 1995), nebo lokalni,
nezavislé hyperaktivity dentalni laminy (Liu, 1995, Scheiner and Sampson, 1997), nebo
jako nésledek revitalizace zubniho rudimentu, jehoZ vyvoj byl béhem evoluce potlaten —
fylogeneticka teorie, Ci teorie evolucniho navratu (Smith, 1969, Peterkova et al., 2006).
Dichotomicka teorie byla rozdélena na dvé moznosti: dentalni lista se béhem vyvoje
rozdéli na dvé rovnomérné nebo nerovnomérné Casti. Nasledkem toho, pak vznikaji dva
zuby podobné velikosti, nebo jeden normalni a jeden dysmorficky zub (Liu, 1995, Garvey
et al., 1999). Bylo zjisténo, Ze horni lateralni fezak Clovéka pochazi z faze epitelialnich
ztludténi na medidlnim nasalnim a maxilarnim vybézku. Tato dvé ztlusténi vytvari po
spojeni kontinualni dentalni laminu, kterd vtomto misté dava vznik primordiu horniho

lateralniho Ffezaku. Tento zub u Clovéka ma tudiz dvoji vyvojovy zaklad (Hovorakova et
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al., 2006). Hyperaktivita dentalni laminy je dalSi pfijimanou teorii. Jakmile je vytvorena
korunka permanentniho zubu, dochazi k degeneraci dentalni laminy. Zbytky této laminy
mohou zpUsobit vznik cyst (Cohen, 1984). Zvysena proliferace nebo opozdéni degenerace
dentalni laminy mliZe zpUsobit tvorbu nadpocetného zubu (Cohen, 1984, Diaz et al., 2009,
Jarvinen et al., 2009). Fylogeneticka teorie vychazi z toho, Ze evoluéni predci savcd méli
ve svém zubnim vzorci vice zubd, jejichZ pocet byl béhem evoluce redukovan (viz kapitola

Zubni vzorec).

1.4.5 MYSIiDENTICE MODELEM PRO STUDIUM ODONTOGENEZE U CLOVEKA

Pfestoze morfologie zubniho zarodku se miZze u jednotlivych tvar( zubd lisit, stadia
zubniho vyvoje jsou velmi dobfe zakonzervovana mezi ozubenymi obratlovci a data
z mySiho modelu odontogeneze mohou poskytnout voditka k zubnimu vyvoji u
rozmanitych skupin Zivocichll (Streelman et al., 2003). V souladu s tim se expresni vzory
nékterych molekul, klicovych pro zubni vyvoj, jako je napfiklad Shh, také ukézaly jako
vysoce konzervované v dentici mysi, ryb nebo tfeba hadd (Fraser et al., 2006, Buchtova et
al., 2008).

Pocet zubl je obvykle striktné determinovan. Dfive bylo zaznamenéano, Ze existuji
zéklady treti dentice u nékterych savcl (Leche, 1893). Pritomnost téchto epitelidlnich
tvar byla potvrzena i u ¢lovéka (Rdse, 1895, Ahrens, 1913, Hovorakova et al., 2005).
Z analyzy sériovych fezll zubnich zarodkd, které se objevily jako rudimentarni zaklady
tfeti (post-permanentni) dentice nékterych déti a fetd vyplynulo, Ze tyto zaklady puci
lingvalné od permanentnich zubl (Oog, 1969).

Studie jinych modelovych systémi s kontinualni vyménou dentice nebo s tvorbou
sekundarni dentice, jako jsou ryby, hadi, plazi nebo fretky, poskytuji vhled do
molekularnich a bunéénych mechanism(l zasadnich pro UspéSny vyvoj zubu a mohou
pomoci ve studiich o tvorbé nadpodetnych zubl u lidi. Zatimco nesavéi druhy maji
vicefadou dentici a pouze obnovuji svoje zuby, u nékterych hlodavcli nedochazi k zadné
vymeéné dentice (Jarvinen et al., 2009, Koussoulakou et al., 2009, Mikkola, 2009,
Tummers and Thesleff, 2009). Detailni histologicka analyza zubni vymény u nesavcich
modeld naznacuje, Ze nasledny zub je iniciovan z epitelu dentalni laminy, ktery roste na

lingvalni strané sklovinného organu docasnych zubl a pozdéji se prodluZuje a puci do
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okolniho mesenchymu, ¢imZ vytvari sekundarni zub. Zachovani nebo reaktivace sloZek
dentélni laminy je tedy stéZejni pro zubni vymeénu, ale také pro tvorbu nadpocetného zubu.

Do této chvile bylo popséano, ¢i dokonce cilené vygenerovano mnoho mysSich kmend,
které vykazuji nadpocCetné zuby a které tak poskytuji nahled na normalni a abnormalni
formovani zubl. Z analyzy téchto mysi je jasné, Ze inhibice aktivity mnoha znamych
mediatord zubniho vyvoje patfi mezi kliGové procesy v zajisténi nalezitého poctu zubl u
dospélého jedince.

Nadpocetné zuby v premolarové oblasti, ktera je nejCastéjSi u Clovéka u
nesyndromickych vyskytl, byly identifikovany napfiklad u Gasl deficientni mysi se 100%
penetranci nadpocetného zubu (Ohazama et al., 2009), Spry2 a Spry4 deficientni mysi
s vyskytem zejména v mandibule (Klein et al., 2006, Peterkova et al., 2009), Lrp4
deficientni mySi (Ohazama et al., 2008), Eda nebo Edar deficientni mysi (Mustonen et al.,
2003, Tucker et al., 2004), Polaris deficientni mysi (Zhang et al., 2003, Ohazama et al.,
2009) nebo Ektodin deficientni mysi (Kassai et al., 2005).

1.5 RUDIMENTY

Rudimentarni a vestigialni orgdny jsou orgény Ci struktury, které ztratily vétSinu
nebo veskerou svou ancestralni funkci u danych druhd, ale presto pretrvaly béhem procesu
evoluce (Darwin, 1859). Nékteré z nich jsou nazyvany ,rudimentarni nebo vestigialni
organy“, prestoZze mnoho z nich orgdnem vlastné neni. Takovéto struktury jsou obvykle
degenerované nebo atrofované a mohly ztratit nékteré nebo vSechny své funkéni dlohy,
které hraly u predkl (Peterkova et al., 2006).

Prestoze terminy rudimentarni a vestigialni struktury/znaky jsou ¢asto pouzivané
jako synonyma, je mezi nimi zna¢ny rozdil. Rudimenty jsou Caste¢né zformované nebo
nekompletni transformace vyvojovych znak( a objevuji se pouze u embryi. U vestigialnich
struktur jde o evoluéni pozUstatky po predcich a objevuji se u dospélct (Hall, 2003).

Takové organy/struktury existuji u nespoctu zvirecich zastupcl. Napfiklad kridla
pstrosli, emu a dalSich nelétavych ptakd jsou zakrnéla, jde totiz o zbytky kridel jejich
létajicich predkd (Darwin, 1859). Dalsim prikladem mohou byt predni koncetiny u velryb,
u kterych se béhem ontogenetického vyvoje objevuji zarodky prednich koncetin a pozdgji
degeneruji (Hall, 1984). Nebo organismy, které se reprodukuji nepohlavnim
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rozmnozovanim, ztraceji své sexualni vlastnosti, jako je schopnost lokalizovat ¢i rozpoznat
opacné pohlavi (van der Kooi and Schwander, 2014).

U Clovéka bylo popsano vice nez 100 vestigialnich struktur, jako je apendix, os
coccygis, svaly hybajici uSima, atd. (Gilbert, 2003).

Zubni rudimenty byly v minulosti popsany u mnoha zivo¢isnych druhd, napriklad
u ptakofitnich - Monotremata (jeZzura australskd) (Kuikenthal, 1892, Rodse, 1892),
kosticovitych ryb (plejtvak mysok, velryba) (Kikenthal, 1892), ale také u ¢lovéka (Bolk,
1924) nebo u mysi (Peterkova, 1983).

1.5.1 ZUBNi RUDIMENTY U CLOVEKA

Bukalné od prvniho maxilarniho zarodku docasného molaru (ml) se pfechodné
objevuje pfidatny epitelidlni poharek v misté molarové vestibularni listy (Obrazek 13A)
(Bolk, 1924, Hovorakova et al., 2005). Jiny akcesorni poharek byl zaznamenan na urovni
druhého docasného molaru (Adloff, 1909). V literatufe byly tyto akcesorni struktury
pozorované laterdlné k dentalni laminé interpretovany jako vestigidlni primordia
rudimentarni dentice predchazejici docasné dentici nebo jako pozdstatky zubnich Zlazek u
plazli (Rose, 1895, Adloff, 1909, Bolk, 1924, Schour, 1929). Na této pozici se u nékterych
plazd mohou objevit celé rudimentarni zubni generace (napf. aligator) (Westergaard and
Ferguson, 1987). Tato zubni primordia jsou rudimenty zubl zdédénych od nizsich
obratlovcl (Zahradnicek et al., 2012).

1.5.2 ZUBNi RUDIMENTY U MYSI

Laboratorni mys$ je v soucCasnosti jednim z nejpouzivangjSich experimentalnich
organism( pro studium vyvoje zubl u savcl a tedy i u ¢lovéka. Jednim z hlavnich divod
jsou totoznd morfologicka stadia v procesu odontogeneze (1.1 Zubni vyvoj - morfogeneze)
u mysi (Lesot et al., 1996, Peterkova et al., 1996, Peterkova et al., 2002) a Clovéka (Nery
et al., 1970, Hovorakova et al., 2005, Hovorakova et al., 2007).

Embryonalni c&elisti mysi nabizeji v prlibéhu svého vyvoje dva typy zubnich
primordii: (1) progresivni primordia, ktera davaji vznik budoucim funkénim zublm a (2)
rudimentérni zubni primordia, kterd se za normalnich podminek nerozvinou v samostatny

funkéni zub. Takové rudimentarni zubni pupeny byly nalezeny v horni i dolni diastemove
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oblasti, ktera za normalnich okolnosti zuby neobsahuje. V maxilarni diastemé bylo
detekovano pét malych epitelialnich pupend D1-D5 (Peterkova et al., 1995, Lesot et al.,
1998) a posteriorné k nim jesté dva vétsi (R1 a R2) (Peterkova et al., 1996). Mandibularni
diastema vykazuje pouze dva velké rudimentarni pupeny MS a R2 lokalizované anteriorné
k M1 primordiu (Obrazek 15) (Viriot et al., 2000). Dva Vétsi rudimentarni zarodky
(nalezené v obou celistech) byly asociovany se zaniklymipremolary mysich predkd
(Peterkova et al., 2000). Zaroveri se ukazalo, Ze posteriorni rudiment R2 v dolni Celisti
nezanika, ale je inkorporovan do vyvijejiciho se pupenu budouciho prvniho moléru
(Prochazka et al., 2010).

Maxila Mandibula

bukalné «——— lingvalné «————— bukalné

—> ugisip

| |

O progresivni zubni primordia o regresivni zubni primordia

Obréazek 15: Zubni vzorec mySiho embrya. OranZova barva zna€ni regresivni primordia
zubnich rudiment(l, zatimco zelend barva oznacuje progresivni primordia budoucich
funk&nich zubl. V embryonalni diastemé horni Celisti se pfechodné objevuje pét malych D
primordii (D1-D5) a dva velké R pupeny (R1, R2). Naopak v predni Casti diastemy
mandibuly je vidét pouze epitelové ztlusténi (Carkovanad Cara) a v zadni Casti je patrny
mesialni segment (MS) a Siroky R2 pupen. V fezédkové oblasti horni i dolni Celisti je patrné
jedno rudimentarni primordium anteriorné k primordiu funkcniho fezéku (upraveno podle
Peterkova et al., 2000, Hovorakova et al., 2011, Hovorakova et al., 2013).
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Dalsi vyzkum ukazal, Ze i v fezakové oblasti dolni Celisti mySich embryi je mozné
najit rudimentarni zubni primordium tzv. mlééného fezaku (Obrazek 15) (Hovorakova et
al., 2011), ktery byl morfologicky popsan v horni i dolIni ¢elisti u mysi (Woodward, 1894,
Fitzgerald, 1973) i u potkana (Moss-Salentijn, 1978).

Rudimenty nejsou pouze pFechodné utvary v Celistech, maji sva signalni centra
stejné jako primordia budoucich funkénich zubd, ktera Fidi jejich vyvoj (Prochazka et al.,
2010, Hovorakova et al., 2011).

1.6 NEJASNOSTI V OBLASTI ZUBNIHO VYVOJE

PrestoZe se zda, Ze o vyvoji zubu jiz mame kompletni informace, existuje mnoho
neznamych v této oblasti. Moderni véda se za pomoci nejnovéjSi techniky zaméfuje
pfedevsim na molekularni regulaci vyvoje zubu jako modelu. Zasadni roli v tomto procesu
hraje primarni sklovinny uzel (pEK), jak jiz bylo napsano vySe. Definice této struktury se
vSak zacala jevit problematicky s objevem zubnich rudiment(i u mysi (Peterkova, 1983) a
jejich signalnich center (Prochazka et al., 2010). Otazkou tedy zlstava, co je doopravdy
PEK a jaky ma vztah k témto rudimentlm. Vzhledem k tomu, Ze rudimentarni Shh
expresni domény byly zachyceny, jak se aktivuji a zase mizi postupné jedna za druhou
v Case i prostoru, jaky maji vliv na normalni vyvoj funkéniho zubu?

Existence samotnych zubnich rudimentd je védeckou vefejnosti pfijimana jen velmi
pozvolna. A to i pfesto, Ze jejich pFitomnost jiZz byla prokazéana jak na morfologické, tak
molekularni drovni. Jejich signélni centra stdle byvaji mylné oznaCovdna za expresni
domény funkcénich zubnich primordii nebo jako patologicky stav nadpocetnych zubnich
primordii. Shh exprese v signdlnich centrech rudimentarnich struktur byla zachycena
v tvarové oblasti dolni Celisti mySich embryi. Pro uceleny pohled na vyvoj funkéniho zubu
u mysiho modelu odontogeneze obecné by bylo vhodné zjistit, zda se signalni centra
v rudimentarnich strukturach vyskytuji také v tvafové a prFipadné Fezakove
oblasti horni celisti, kde byly rudimenty doposud dokumentovany pouze morfologicky.

Na zékladé vzniku nadpoCetnych zubl pfed prvni stolickou v Celisti mysi
s mutacemi v nékterych genech spojenych s odontogenezi byvaji dvé velka rudimentarni
primordia v horni i dolni tvafové oblasti mySich celisti spojovana s pozlstatky po
funkénich premolarech plvodnich savcd (Viriot et al., 2002, Peterkova et al., 2004).
Z tohoto Uhlu pohledu jde o struktury, které z hlediska fylogeneze byly u ptedkl schopné
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dat vznik samostatnemu zubu ve funk¢ni dentici. Je tedy mozné, Ze si tyto struktury

uchovaly odontogenni potencidl a jsou schopné dat vznik zubu i v nedentalni oblasti?
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Doplnit informace o normogenezi dentalniho vyvoje u mysiho modelu a

determinovat pritomnost signalnich center zubnich rudiment pomoci markeru

odontogeneze - Shh exprese béhem normalniho vyvoje horni i dolni Celisti

z Casoveho a prostorového hlediska na modelu mysSi embryondlni dentice:

a.
b.

C.

v fezdkové oblasti horni éelisti
v tvarové oblasti dolIni Celisti

v tvarové oblasti horni celisti

Objasnit Glohu zubnich rudimentd béhem normogeneze.

a.

Sledovat bunécnou linii signalnich center rudimentéarnich struktur v tvarové
oblasti a determinovat jejich vztah se signalnim centrem funkéniho zubu -
pPEK.

Sledovat buko-lingvalni dynamiku sklovinnych uzll vramci sloZzeného
zubu vyvijejiciho se v mysi embryonalni dentici - prvniho molaru a
determinovat vztah pEK k sekundarnim EK.

Sledovat bunéCnou linii signalnich center rudimentarnich struktur
v fezdkové oblasti a determinovat jejich vztah s nedentalnimi strukturami

vyvijejicimi se v Uzkém vztahu s dentici (vestibulum oris).

Objasnit Glohu zubnich rudimentl v patogenezi v dolni celisti u mysi

s nadpocetnymi zuby v tvarové oblasti.

a.

Objasnit ¢asovou a prostorovou dynamiku signalnich center rudimentéarnich
i funkénich zubnich zakladl u Sprouty2/Sprouty4 mutantnich mysi.
Determinovat Glohu zubnich rudiment( pfi vzniku nadpocetného zubu u

mysi s nadpoCetnymi zuby v tvarové oblasti.
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3 MATERIAL

Modelovym organismem byla v této praci my$ doméaci (Mus musculus). Vechny
pouzité mysi pochazeji z oddéleni teratologie, UEM AV CR v.v.i. Vekera manipulace a
nakladani se zviraty splfiovala pozadavky Odborné komise pro zajiStovani dobrych
Zivotnich podminek pokusnych zvifat pfi UEM AVCR, v.v.i.

3.1 POUZITE KMENY MYSI
CD1 kmen

CD1 mysi (Charles River, Némecko) jsou obecnym, viceucelovym, outbrednim
kmenem bez cilenych mutaci, a proto jsou Casto pouzivané jako kontrolni (WT). Tento
kmen byl vyuzit pro kfizeni s transgennim kmenem ShhEGFP/Cre.

ShhEGFP/Cre kmen

CD1 mysi byli kiizeny s transgennim kmenem B6.Cg-Shh'™HECFPIere)City - &im3
jsme pro feSeni stanovenych cill ziskali embrya se zelenou fluorescenci GFP (,,green
fluorescent protein“) v Shh exprimujicich burikach pro fluorescencni mikroskopii. Tento
kmen nese flzni produkt EGFP/Cre (Gagneten et al., 1997), ktery je vloZzen do
endogenniho lokusu Shh, coZz mé za nasledek produkci GFP v burikach, které norméalné
exprimuji Shh mRNA (Harfe et al., 2004). Chov téchto mysi probihd pres kfizeni
heterozygotniho nositele EGFP/cre alely s WT mysi. Heterozygotni jedinci pro ShhGfpCre
alelu nevykazuji zadny zvlastni fenotyp, jsou Zivotaschopni a produkuji potomstvo
v o¢ekavanych Mendelovskych pomérech. Homozygotni genotyp znamend prenatalni

letalitu s fenotypovym projevem kyklopie.

Sprouty2 kmen

Transgenni knock-outni (KO) kmen Spry20ORF-null allele ma Spry2 vyrazeny
z funkce vloZenim neomycinové rezistence a odstranénim celé sekvence ORF (,,open
reading frame“). Homozygotni genotyp je asi z 50% letalni, jedinci vykazuji nékolik
vyvojovych abnormalit gastrointestinalniho traktu. Neéktefi z pfezivsich homozygot{ jsou
signifikantné mensi a mohou trpét ztratou sluchu (Shim et al., 2005). Heterozygotni jedinci

jsou vitalni a nevykazuji Zadné vyvojové vady, proto jsou idealni pro udrzeni chovu.
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Chovné pary laskavé poskytl Dr. Ophir Klein, UCSF, USA. Tyto mysi vykazuji
nadpocetny zub v tvarové oblasti (Klein et al., 2005, Klein et al., 2006).

Sprouty 4 kmen

Transgenni knock-outni (KO) kmen Spry4ORF-null allele byl vytvofen stejnou
strategii jako Spry2 kmen (Shim et al., 2005, Klein et al., 2006). Nicméné homozygotni
jedinci jsou vitéalni a fertilni (Klein et al., 2006). Chovné pary laskavé poskytl Dr. Ophir
Klein, UCSF, USA. Podobné jako Spry2 deficientni mysi, vykazuji nadpocetny zub
v tvafove oblasti (Klein et al., 2006).

Sprouty2/Sprouty4 kmen

Pro studii disociovanym epitelll byly vygenerovany kmeny
Spry2/Spry4/ShhEGFP/Cre: plvodni kmen ShhEGFP/Cre byl kfizeny s Spry2 a Spry4.
Tim jsme ziskali model trojitého transgenniho kmene mysi s nadpocetnymi zuby a GFP
fluorescenci v misté Shh mRNA exprese. Samci Spry20RF/Spry4ORF /B6.Cg-
Shh™ECFPIere)Cit ) hyli kiizeni se samicemi Spry20ORF/ Spry4ORF nebo Spry2ORF nebo
Spry4ORF s cilem ziskat embryonalni material s rdznymi davkami Spry2 a Spry4 genl
(Tabulka 1).

Tabulka 1: Poéty zpracovanych vzorkd pro jednotlivé genotypy v ramci diplomové
prace (DP) a dizertacni prace (DizP). Nizky pocet Spry2-/-;Spryd—/— mutantnich
embryi by mohl byt zplsoben jejich prenatalni letalitou z dlivodu vysoké incidence
nékterych vyvojovych defektd kraniofacialni oblasti, koncéetin a plic (Taniguchi et al.,
2007).

SOy pocet vzorkli | pocet vzorki celkem
DP DizP
Spry2+/+;Spry4+/+ 22 30 52
Spry2+/+;Spry4+/- 74 33 107
Spry2+/+;Spry4-/- 55 15 70
Spry2+/-;Spryd+/+ 57 51 108
Spry2+/-;Spry4+/- 45 53 98
Spry2+/-;Spry4-/- 50 40 90
Spry2-/-;Spryd+/+ 16 27 43
Spry2-/-;Spry4+/- 21 30 51
Spry2-/-;Spry4-/- 5 5 10
celkem 345 284 -
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Cre-loxP systém

Obvykle jsou kmeny s Cre rekombindzou a loxP misty chovany oddélené a teprve

jejich kFizenim se utvari Cre-lox systém (Nagy, 2000). VétSina Cre a loxP kmen( spada do

téchto kategorii:

Cre exprimujici kmeny obsahuji transgen, ktery exprimuje Cre pod kontrolou
vSeobecného nebo tkénove specifického promotoru.

»LOXP flanked* (floxed) kmeny obsahuji loxP mista lemujici (z kazdé strany)
kritickou Cast cilového genu nebo genomové oblasti zajmu.

Indukovatelné Cre kmeny obsahuji transgen, ktery exprimuje modifikovanou
formu Cre rekombindzy. Ta je nefunkZni dokud neni podana indukéni latka (jako
doxycyklin, tetracyklin, RU486 nebo tamoxifen) v poZadovaném Casovém
okamziku embryonalniho vyvoje nebo postnatalniho Zivota.

Cre reportérové kmeny obsahuji loxP mista spolu s viditelnymi (fluorescentnim
nebo LacZ) markerovymi proteiny umoZiujici k dohledani GspéSnych Cre

rekombinaci a/nebo zmén v genové expresi (http://cre.jax.org/introduction.html).

Pro nase Ucely jsme vyuZili transgenni kmen B6.129S6-Shh™2C®/ERT2)CIY 3 - nasouci

gen pro fazni produkt Shh a Cre rekombinazy indukovatelny tamoxifenem. Tyto mysi byli
reciproce kfizeny s B6.129S4-Gt(ROSA)26Sor™ 453 kmenem, ktery je nositelem

reportérového genu LacZ vloZzeného do Gt(ROSA)26Sor lokusu za ucelem enzymatické

detekce R-galaktosidasové aktivity (Obrazek 16). Pripousténim téchto kmenll se vytvori

specificky Cre-lox systém, umoziujici sledovani osudu bunék exprimujicich Shh v dobé

aplikace tamoxifenu a jejich potomk(. Tyto kmeny byly ziskany z Jackson Laboratory,

Maine, USA a genotypovany dle standardniho protokolu (Jackson Laboratory, Maine,

USA).
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Obréazek 16: Cre-lox systém sledovani osudu specifické bunélné populace -
exprimujici Shh. Exprese Cre rekombinazy mize byt prostorové omezena tkaroveé
specifickym promotorem. Casové omezeni je Fizeno flzi Cre rekombinazy sdoménou
estrogenového receptoru (Cre-ER™ ), ktera vaZe hormon senzitivni na tamoxifen (Tm).
Cely tento Cre konstrukt neni aktivni v nepfitomnosti ligandu — tamoxifenu. Jakmile je
pFidan tamoxifen, Cre se aktivuje a pfemisti se do jadra bunky. V nasi studii jsou tyto Cre
konstrukty pouZity ve spojeni sreportérovymi geny (LacZ), jejichz exprese je pod
kontrolou promotoru ROSA26 (R26R) a které jsou umistény za stop kodonem. Tento stop
kodon obklopuji mista (loxP), ktera rozeznava Cre rekombinaza. Nasledkem toho mdze
byt reportérovy gen aktivovadn ve specifickych bunéfnych typech a ve specifickém
Casovém okamziku. Pfi absenci tamoxifenu nedojde k expresi reportérového genu (LacZz),
protoZe je umistén aZz za stop sekvenci. Pokud je aplikovan tamoxifen, Cre je aktivovéana a
zprostfedkuje rekombinaci mezi loxP misty v bufikdch (exprimujicich Shh). Diky tomu
dojde k vystFizeni stop kodonu a burky jsou permanentné znaceny reportérovym marker
genem (LacZz).

Sprouty4 Cre-loxP systém
Spry4ORF-null allele mysi byli kfizeny s B6.129S6-Shh™2Ce/ERT2CY 5 3 také
s kmenem B6.12954-Gt(ROSA)26Sor™-4°"/ 3 &im¥ jsme vygenerovali transgenni kmeny
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Spry4ORF-null allele/B6.129S6-Shh™2C/ERT2CIY 5 3 Spry4ORF-null allele/ B6.129S4-
Gt(ROSA)26S0r™ %"/ Tyto mysi nesou fenotyp vykazujici nadpogetné zuby a
umoznujici vytvofeni Cre-loxP systému indukovatelného tamoxifenem obdobnym
zplsobem, jako je uvedeno vySe. Tento systém se od vyse zminéného lisi pouze
pritomnosti nefunkénich kopii Spry4 genu, coz zplisobuje nadpocetné zuby v dentici.

Mysi byly genotypovany dle standardniho protokolu (Jackson Laboratory, Maine,
USA). Nakladani se vSemi laboratornimi zviraty spliiovalo poZadavky odborné komise
Ustavu experimentéalni mediciny Akademie véd Ceské republiky.
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4 METODY

4.1 ODBER EMBRYi

PFislusné mysi byly vzdy pFipustény pres noc, pficemz pilnoc pred detekci
vaginalni zatky byla urcena jako EDO,0. Embrya byla odebirana v rozmezi ED11,5 aZ 18,5.
Brezi samice byly usmrceny cervikalni dislokaci a embrya byla nasledné na ledu vyjmuta
zuteru a z jejich zarodecnych oballi, lehce osuSena a zvazena pro zpresnéni jejich
stadiovani. Télesnd hmotnost velmi dobfe koreluje se stadiem vyvoje v Casnhych fazich
odontogeneze (Peterka et al., 2002). Za ucelem detailnich sérii zubniho vyvoje a
homogenity dat byla mysi embrya vzdy odebirdna v nékolika Casovych horizontech
v kazdém ED: embrya na ED12,3; 13,3; 14,3; 15,3; 16,3; 17,3 a 18,3 byla odebirana mezi
6 a 9 hodinou; embrya na ED11,5; 12,5; 13,5; 14,5; 15,5; 16,5; 17,5 a 18,5 byla odebirana
mezi 9 a 15 hodinou; a embrya na ED12,7; 13,7; 14,7; 15,7; 16,7 a 17,7 byla odebirana
mezi 15 a 18 hodinou. Cést tkané kaZdého vzorku z transgenniho kmene Spry2;Spry4 byla
genotypovana podle prislusného protokolu.

Z oddélenych hlav embryi byly mikropreparacné izolovany Ccelisti, pFipadné
samostatné zubni regiony pod stereomikroskopem (Carl Zeiss, Stemi 305, Némecko). V
zajmu homogenizace ziskanych dat a pfipadné korelace s dostupnou literaturou byla u
vSech odebranych vzork( zaznamenana jak jejich hmotnost, tak embryonalni den vyvoje.

4.2 DISOCIACE DENTALNIHO EPITELU A FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Vypreparované zubni segmenty tvafové oblasti dolni Celisti EGFP pozitivnich
embryi byly umistény do Hank’s solution (Sigma Aldrich) a nasledné do 1 % roztoku
trypsinu (Difco Laboratories) pfi 4°C na jednu aZ dvé hodiny (v zavislosti na vyvojovém
stupni embryi), abychom oddélily tkan epitelu zubniho z&rodku od okolniho mesenchymu.
Disociované epitely byly zdokumentovany ve stopovacim roztoku (20% FCS - Sigma
Aldrich) pomoci invertovaneho fluorescentniho mikroskopu Leica AF6000 (Leica
Microsystems GmbH, Némecko). Shh expresni domény byly determinovany podle zelené
fluorescence v bunkéch aktualné exprimujicich Shh.

Hodnotili jsme dynamiku Shh exprese v dentalnim epitelu dolni tvafové oblasti u
vsech genotypli zalozenych na kombinacich alel Spry2 a Spry4 genl. Jako kontrolni
genotyp byl pouZit genotyp Spry2+/+;Spry4+/+. Celkem bylo zhodnoceno 629 vzorki
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dentalnich epiteld (Tabulka 1). Sledovéana byla pritomnost Shh exprese v zubnim zékladu
prvniho moléru (M1) a rudimentarnich struktur pred zubnim zékladem prvniho moléru
(M1), déle pak pfitomnost Shh exprese v zubnim zékladu druhého molaru (M2) u
oddélenou epitelialni strukturu svlastnim signalnim centrem. Tato struktura byla

detekovana pred zarodkem prvniho molaru (M1), ale byla mezi nimi patrna hranice.

4.3 SLEDOVANI BUNECNYCH LINIi

4.3.1 IN VITRO KULTIVACE TKANOVYCH REZU

Dolni celisti ShhEGFP/Cre pozitivnich mysi byly vypreparovany na ED14,5 a
nasekany pomoci Mcllwain Tissue Chopper (Intracel) na polotenké frontalni fezy o
tloust’ce 250 um (Matalova et al., 2005, Diep et al., 2009, Alfageeh and Tucker, 2013). Pro
fezy celé dolni Celisti a kultivaci zubnich zarodk je idedlni odebrat embrya mezi ED11,5 a
ED15,5, protoZze po tomto ¢asovém Useku jiz dochazi k vyvoji kosti. Kost mandibuly je
pak pfFilis tvrda k nasekani na Chopperu (Buchtova et al., 2012).

Rezy, na kterych byly zfetelné zubni zarodky, byly vybrany ke kultivaci. Zvolené
fezy byly prfemistény do Cisté kultivacni misky (Nunc) s1 ml Hank’s solution (Sigma
Aldrich).

Dil mikroinjekéni znaéeni

Pro sledovani osudu specifickych bunécnych populaci bylo vyuZito mikroinjekéni
znaceni CM-Dil. Dil (1,1-dioctadecyl-3,3,3",3 -tetramethylindocarbocyanine perchloride)
(Molecular probes cell tracker CM-Dil, C-7000) je vitalni barvicka, ktera patfi mezi
karbocyaninova barviva. Jde o silné fluorescencni lipofilni barvivo, které znali bunécné
membrany a je bézné pouzivané pro zkouméni osudu bunék. CM-Dil se pFendsSi na
potomky znaCenych bunék (obvykle 3 az 6 generaci), ale zaroveil neunikd do bunék
sousednich. Navic, je netoxické (Honig and Hume, 1986, Honig and Hume, 1989). Diky
sve chloromethylové skupiné je CM-Dil v bunkéch stélejsi i béhem fixace, permeabilizace
nebo parafinoveho zpracovani tkané a zarovefi mé i jiné fluorescencni spektrum (Obrédzek
17) oproti klasické Dil.
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Obréazek 17: Fluorescencni barevné spektrum CM-Dil (C7000). Fluorescen¢ni
excitatni maximum pro CM-Dil (C7000) je 553 um a emisni maximum je 570 pum
(https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-
chemistry/fluorescence-spectraviewer.html?1CID=svtool&UID=282lip).

Dil bylo rozpusténo v DMSO (1mg/iml). Malé mnoZstvi pak bylo injikovano do
fezu pomoci Ustni pipety a to jeSté pred kultivaci (Diep et al., 2009). Néasledné probéhla
kontrola znaceni pod fluorescenci mikroskopu Leica AF6000 (Leica Microsystems GmbH,
Némecko).

Uspésné oznaCeny tkafiovy fez byl umistén na transparentni miliporovy filtr (s
velikosti pord 0,4 pum) (BD Biosciences), ktery byl dostate¢né velky pro usazeni na sterilni
sklenénou podporu ve tvaru hvézdy v kultivacni misce (Nunc). Do misky byl pfidan 1 ml
kultivatniho média, které se skladalo z Advanced Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12
(DMEM F12) (Sigma Aldrich), 1% antibiotika - Gentamycin (Sigma Aldrich), 1% vitamin
C (Sigma Aldrich), 1% L-glutamin (Sigma Aldrich), 20% Fetal Bovine Serum (Sigma
Aldrich). Hladina média se tésné dotykala spodni strany miliporového filtru (Obrazek 18).
Technika kultivace byla modifikovana podle Trowella (Trowell, 1959).

Rezy byly kultivovany pfi 37°C, 5% CO2 po dobu 4-5 dni. Spravnou teplotu a
vlhkost zajistovala kultivaéni komdrka invertovaného fluorescenéniho mikroskopu Leica
AF6000 (Leica Microsystems GmbH, Némecko), ktery zé&roven zajistoval snimani
morfologie Ffezu po 1 hodiné (time-laps) po dobu 4 az 5 dni. Vyména média probihala
pfiblizné kazdych 48 hodin.
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kultivaéni médium

milipérovy filtr

sklenéna hvézda

Obrazek 18: Pouzitd kultivacni technika. Kultivace tkanového fezu (pfedstavovan
modrou teCkou) usazeného na miliporovém filtru, ktery je udrzovan na hladiné média
pomoci sklenéné hvézdy. Ramena této hvézdy podpiraji okraje filtru tak, aby tkanovy fez
mohl byt snimén invertovanym mikroskopem.

4.3.2 CRE-LOXP SYSTEM

Cre-loxP system umozriuje sledovani urCité bunécné linie. Tento mechanismus byl
objeven béhem studia P1 bakteriofdga jako béZzna soucést normalniho Zivotniho cyklu
tohoto viru (Sternberg and Hamilton, 1981, Sauer and Henderson, 1988). Jeho reprodukéni
strategie byla prenesena do technologie umoZziujici manipulaci genomu rlznych

organismll za vyuZiti dvou sloZek:

(1) Cre rekombinaza je enzym, ktery katalyzuje rekombinaci mezi dvéma loxP misty.

(2) LoxP misto je specificka sekvence 34 parli bazi, tvorena 8 pary zakladni sekvence,
kde probihd samotna rekombinace, a dvéma prilehlymi invertovanymi repeticemi
(2 x 13 bp) (Obrazek 16).

Vzhledem k tomu, Ze Cre gen a loxP mista nejsou pfirozenou soucasti mysiho
genomu, byla vytvorena transgenni technologie. Orientace a pozice loxP mist urCuje, zda
Cre rekombinace bude indukovat deleci, inverzi nebo chromosomalni translokaci (Obrazek
19) (Nagy, 2000).
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Obrazek 19: Mozné zplisoby Cre-lox rekombinace. Vysledek je dan orientaci a pozici
loxP mist. (A) Pokud jsou loxP mista v opaCnych smérech, vysledkem bude inverze
cilového segmentu. (B) Pritomnost loxP mist na rlznych chromosomech znamena
chromosomalni translokaci. (C) Pokud jsou loxP mista orientovana stejnym smérem na
chromosomalnim segmentu, dojde k deleci cilového segmentu
(http://cre.jax.org/introduction.html).

Pro naSe ucely jsme vyuZzili dva Cre-loxP systémy:

(1) systém pro sledovani normogeneze v fezakové a tvarové oblasti: transgenni
kmen B6.129S6-Shhtm2(cre/ERT2)Cjt/J, nesouci gen pro fazni produkt Shh a Cre
rekombinazy indukovatelny tamoxifenem, ktery byl kfizen s reportérovym B6.129S4-
Gt(ROSA)26Sortml1LacZSor/J kmenem (Obrazek 16).

(2) systém pro sledovani vzniku nadpocetného zubu v dolni tvafove oblasti:
transgenni kmen  Spry4ORF-null  allele/B6.129S6-Shh™2#ERTACy 5 byl kfzen
s reportérovym kmenem Spry4ORF-null allele/ B6.12954-Gt(ROSA)26Sor™45°"/3. Oba
kmeny jsou deficientni pro Spry4, coz zplisobuje nadpocetné zuby anteriorné k M1.

Administrace tamoxifenu

Dévka 0,225 mg tamoxifenu (Sigma) na 1 g télesné hmotnosti samice (Hayashi and
McMahon, 2002) byla intraperitonedlné aplikovana bfezi mysi na ED11,5; 12,5; 13,5 a
14,5. Tato davka neohroZuje Zivot samic ani embryi, ale je dostaCujici pro aktivaci Cre
rekombinazy. Embrya byla odebirana na ED12,5; 13,5; 14,5; 15,5; 16,5; 17,5 a 18,5
(nejméné 24 hodin po aplikaci tamoxifenu).
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X-galové barveni a histologické zpracovani

Hlavicky odebranych embryi byly barveny X-galem (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
R-D-galactopyranoside — Sigma Aldrich) pro vizualizaci bunék a jejich potomkd, u nichz
doSlo k rekombinaci. Koncentrace X-galu v barvicim pufru byla 3mM. Hlavy embryi
s pozitivnim barvenim byly fixovany v 4% PFA pres noc. Po oplachu v PBS byla
vypreparované Celisti zdokumentované pomoci stereomikroskopu Leica MZ6 s digitalni
kamerou Leica EC3 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Némecko). Néasledné byly
vzorky post-fixovany 3 dny v roztoku Bouinu (Penta) a histologicky zpracovéany. Pokud
byla hmotnost odebranych embryi vy$si nez 700 mg, bylo nutné vzorek dekalcifikovat
pomoci 0,5 M roztoku EDTA po dobu 3 - 6 dn.

Vzorky byly standardné zality do parafinu - po fixaci nasledovalo odvodnéni
vzestupnou alkoholovou fadou, projasnéni v toluenu a prosyceni parafinem v nékolika
stupnich (s teplotou tani 54°C a 58°C) pFes noc. Zhotovené blo¢ky byly nakrajeny na
rotacnim mikrotomu (Leitz, Wetzlar, Némecko) na sériové frontalni fezy o tloustce 10 um.
Rezy byly napnuty na podlozni sklicka a po deparafinizaci a nasledném zavodnéni
sestupnou alkoholovou fadou byly fezy dobarveny jadrovou Cerveni (Fast red — Fluka).
Jarova Cerven se rozpousti za tepla (100 ml 5% roztoku siranu hlinitého, 0,5 g jadroveé
Cerveng), pak se nechava odstat do druhého dne a pred pouZitim je nutné ji pFefiltrovat.
Histologické Fezy pak byly opét odvodnény a zamontovany umélou pryskyfici Neomount
(Merck) a zakryty krycim sklickem.
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5 VYSLEDKY

JelikoZ jiz v minulosti byla zmapovéana normogeneze dolni fezakové oblasti, rozhodli
jsme se vysledky doplnit o data z horni fezakové oblasti. V zajmu homogenizace ziskanych
dat a pripadné korelace s dostupnou literaturou byla u vsech odebranych vzorkl
zaznamenana jak jejich hmotnost, tak embryonalni den vyvoje.

5.1 REZAKOVA OBLAST - NORMOGENEZE

Shh exprese byla vizualizovana pomoci fluorescencni mikroskopie. Tato metoda
prokazala u EGFP pozitivnich vzorkd pfitomnost Shh exprese jiz od velmi casnych
vyvojovych stadii (ED8,5) (Obrazek 20).

Na zékladé hodnoceni vzork(i embryonélnich hornich Celisti jsme definovali dvé
antero-posteriorné lokalizované Shh expresni domény v oblasti budouciho Fezaku. Prvni

doména je lokalizovana anteriorné, zatimco druh4 se objevuje posteriorné.

MN

199um 1 faryngowy
A oblouk

fleuroporus
anterior

Obrazek 20: Casna Shh exprese u EGFP pozitivnich embryi. (A) Shh exprese v oblasti
neuralni listy (modra Sipka) mySiho embrya na ED 8,5. (B) V apexu facidlnich vybézki se
také exprimuje Shh (Zluté Sipky) u mysich embryi na ED10,5. ns — nasalni jamka; st-
stomodeum; MN — mediélni nasélni vybéZek; LN — lateralni nasalni vybézek; MX — zaklad
pro maxilarni vybézek; MD — mandibularni vybéZzek. Méfitko je 100 um, resp. 250 pm.

V anteriorni Fezakoveé oblasti horni Celisti se objevil Shh signal teprve az na ED11,5.
Tato signalni doména méla trojuhelnikovity tvar a byla spojena s Shh expresni doménou
v tvafové oblasti (MS) tenkou Shh pozitivni linii v oblasti budouci diastemy (Obrazek
21A,B). Nasledné se anteriorni fezdkova doména diferencovala ve dva kratké prouzky
leZici vedle sebe v medio-lateralnim sméru v ED12,5-13,5 (Obrazek 21C, D, E).
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U hmotnostné tézSich a tedy vyvojové pokrocilejSich embryi v ED13,5 se zacala
objevovat i druha, posteriorni Shh expresni doména (Obrazek 21F, G, H). Pozdé&ji, béhem
ED14,5 anteriorni doména vymizela a bylo moZzné detekovat pouze posteriorni doménu
(Obrazek 211).

edialis

Obréazek 21: Shh exprese v pravé Fezakove oblasti horni Celisti. Shh exprese byla
vizualizovana u EGFP pozitivnich embryi. (A, B) Na Casnych st&diich ED12,5 (u
hmotnostné leh¢ich embryi) ma anteriorni Shh expresni doména (oranZzova Sipka)
trojuhelnikovity tvar a je spojena s Shh expresni doménou v tvarové oblasti tenkou linii
Shh pozitivnich bunék (bilé Sipky). Na ranéjSich stadiich jeSté neni struktura funkéniho
fezaku jasné determinovatelna. (C, D, E) V zavéru ED12,5 a na poCatku ED13,5 dochazi
ke zméné tvaru této domény. Je mozné detekovat dva kratké prouzky (Cervené Sipky)
v medio-lateralnim sméru, pficemzZ lokalizace je na bazi vyvijejiciho se primordia
funkéniho fez&ku (vyznaceno teckovang). (F, G, H) U pokrocilejSich stadii ED13,5 se
zaCin& objevovat posteriorni Shh expresni doména (fialova Sipka), kterd je lokalizovana
pfimo v fezadkovém primordiu. (1) BEhem ED14,5 anteriorni Shh doména mizi a pretrvava
pouze posteriorni doména v centru vyvijejiciho se Ffezaku. MéFitko je 100 pm.

Tyto vysledky potvrzuji i data ziskana s vyuZitim Cre-loxP technologie - tedy
z k¥izeni mysich kmend: (1) ShhERCre (B6.129S6-Shh™2CTERT2Cl3) 3 (2) RosalLacZ
(B6.12954-Gt(ROSA)26Sor™¢4°"3)  Ugelem bylo znageni a sledovani osudu bunéénych
populaci exprimujicich Shh od zac¢atku vyvoje hornich Fezakd. Toto znaceni probihalo od
okamziku aplikace tamoxifenu do odbéru embryi.

Tamoxifen byl bfezi samici aplikovan intraperitonealné na ED11,5, kdy by podle
vysledkd z fluorescenéni mikroskopie méla Shh exprimovat pouze prvni anteriorni
doména. Embrya pak byla odebrana na ED13,5, 14,5 a 15,5 (tedy 48/72/96 hodin po
aplikaci tamoxifenu). Déavka tamoxifenu aktivovala Cre rekombindzu, ¢imZ doslo
k nasledné produkci [-galaktosidasy reagujici s X-galem bé&hem barveni. Toto barveni

oznacilo modre vSechny bunky kodujici B-galaktosidasu v lokusu Shh a také vSechny jejich
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potomky od aplikace tamoxifenu do odbéru embryi (viz kapitola Cre-loxP systém). Na
zaCatku byla patrna pouze anteriorni populace bunék plivodné exprimujicich Shh (apl.
11,5; ED13,5) (Obrézek 22A). Odbér na pozdéjsich ED (ED14,5 a 15,5) ukézal zvétSovani
této oblasti (Obrazek 22B, C).

Podobné fada vzork(l byla vytvorena i s aplikaci tamoxifenu na ED12,5 a odbéry
na ED14,5 a 15,5. Detekce bunék exprimujicich Shh od ED12,5 a jejich potomk{ ukazuje
jiz dvé samostatné populace bunék v anteriorni a posteriorni fezakové oblasti (Obrazek
22D, E).

U dalSich vzork( s aplikaci tamoxifenu na ED13,5, kdy se podle vysledkd
fluorescencni mikroskopie objevuje posteriorni Shh doména v centru funkéniho Fezéku,
priemz anteriorni postupné mizi, bylo pfi odbéru na ED15,5 patrné, Ze posteriorné
lokalizované modré bunky tvofi silnéji zabarvenou oblast, zatimco anteriorni populace je

zabarvena méneé intenzivné (Obréazek 22F), cozZ lIze vysvétlit tim, Ze bylo zachyceno méné

bunék aktivné exprimujicich Shh v zanikajici predni doméné. U tézSich (vyvojové

Obrazek 22: Vizualizace osudu bunék exprimujici Shh v Fezakové oblasti horni Celisti
mysich embryi. Embryonalni horni Celisti ukazuji (modré) potomky v3ech bunék
exprimujicich Shh po aplikaci tamoxifenu na ED11,5, 12,5 a 13,5, resp. (A) Pfi aplikaci
tamoxifenu na ED11,5 byla pfitomna jen jedna oblast modfe zbarvenych bunék (oranzova
Sipka) (ED13,5), odpovidajici potomkdm anteriorni Shh signalni domény. (B, C) Tato
smérem. (D) Pfi aplikaci tamoxifenu na ED12,5 byly patrné dvé oddélené populace
modrych bunék (ED14,5), vySe zminénd prfedni a nova posteriorni (fialova Sipka), (E)
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ktera u pokrocilejsich stadii zvétSovala svlij rozsah (ED15,5). (F) PFi aplikaci tamoxifenu
na ED13,5 byla u hmotnostné lehCich embryi stale pfitomna méné intenzivné zabarvend
anteriorni populace bunék. (G) U pokrocilejsich jedincl predni oblast byla negativni,
patrné zlstala pouze posteriorni oblast modfe zbarvenych bunék (ED15,5).

Histologické fezy téchto vzorkl ukézaly, Ze anteriorni oblast modrych bunék byla
lokalizovdna v povrchové Casti epitelu. Naopak druhd posteriorni populace bunék se
nachazela hluboko uprostied epitelové struktury zarodku funkcniho Fezaku pfiléhajici k
budouci labialni cervikalni smycce (Obrazek 23).

Apl Tm 13,5
ED S5

Obrazek 23: Detekce Shh exprimujicich bunéCnych linii v oblasti mysiho horniho
rezadku. Anteriorni oblast pozitivné (modfe) zbarvenych bunék (oranzové Sipka) byla na
histologickém Fezu lokalizovana v povrchové Casti epitelu (oranzovy rdmecek). Naopak
druhd posteriorni populace bunék (fialova Sipka) se nachéazela uprostied epitelové struktury

v N7,

zarodku funk&niho fezéaku (fialovy ramecek). Méfitko je 0,1 mm pro histologicke fezy a 1
mm pro Celist.

Pro doplnéni informace a srovnani s dolni celisti jsme na ED14,5 disociovali
epitel v dolni fezdkové oblasti, pficemz aplikace tamoxifenu probéhla na ED11,5. Dle
oCekavani jsme nalezli pozitivni (modré) bunky ve dvou mistech: (1) v primordiu

funk¢niho Fezéku a (2) anteriorné k tomuto primordiu, coz koresponduje s fakty zjisténymi
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v horni Celisti. Pfekvapivé se vSak modre zbarvily i bufiky v pfilehlém epitelu predsiné
ustni (Obrézek 24).

Obréazek 24: Disociovany epitel Fezdkové oblasti dolni Celisti mysiho embrya. Modra
barva oznaCuje vSechny bunky a jejich potomky exprimujici Shh ode dne aplikace
(ED11,5) do odbéru embrya (ED14,5). Rezékovy epitel jasné ukazuje dvé oddélené
populace bunék — anteriorni (oranZzova Sipka) a posteriorni v zarodku funkéniho zubu
(fialova Sipka). Modra preruSovand Céara ohraniCuje priblizny tvar fezadkového epitelu.
Modfe zbarvené bunky Ize pozorovat nejen v oblasti zubniho zarodku, ale také v oblasti
pfilehlého vestibularniho epitelu (Sedé Sipky). HvézdiCky oznacuji oblast vestibularniho

v\,

epitelu. Méritko je 0,5 mm.

5.2 BUNKY ODONTOGENNIHO EPITELU V ZAKLADU VESTIBULUM ORIS

Vysledky ze vzorkl fezakové oblasti ukazaly pFitomnost pozitivné znacenych bunék
nejen v anteriorni a posteriorni fezadkové oblasti, ale také v oblasti epitelového zé&kladu
predsing Ustni (vestibulum oris) (Obrazek 24). U dospélcl se jako vestibulum oris oznaCuje
volny prostor, ktery ohraniCuji rty Ci tvafe z labidlniho/bukalniho sméru a dasen se zuby
z lingvalni strany (Obrézek 40). Lokalizace modrych bunék v epitelu této struktury, zevné
od vyvijejicich se Fezak(l, evokovala otazku, jak jsou buriky exprimujici Shh
rozdistribuovany béhem vyvoje mandibularni Fezakové oblasti v ranych embryonalnich
stédiich.

Abychom oveérili pfitomnost pozitivnich bunék ve vyvijejicim se vestibularnim
epitelu, vyuzili jsme znovu Cre-loxP systém, ktery ndm umoznil vizualizovat bufky

exprimujici Shh od ndmi zvoleného ¢asového okamZiku (od aplikace davky tamoxifenu)
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do odbéru embrya. Tamoxifen byl aplikovan brfezi samici na ED11,5 a 12,5, coZ je doba,
kdy dochazi kexpresi Shh v oblasti asociované s vyvojem rudimentarniho fezéku
(anteriorni signalni doména) (Hovorakova et al., 2011).

Po aplikaci tamoxifenu na ED11,5 jsme detekovali modie znacené bunky v povrchové
Casti oralniho epitelu (plvodné odpovidajici anteriorni signalni doméné) po 24 a 48
hodinach (odbéry na ED12,5 a 13,5) (Obrazek 25A, B). Po 72 a 96 hodinach (odbéry na
ED14,5 a 15,5) byly jiZ patrné pozitivni modré buiky i v primordiu budouciho funk&niho
fezadku (Obrazek 25C, D, E1-E3).

U vzorkl odebranych po 48 hodinach (ED13,5) jsme nalezli populaci modre
znaCenych bunék také v embryonalnim zékladu vyvijejiciho se oralniho vestibula a to

zejména ve vnitini epitelové vrstvé (Obrazek 25).
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Obréazek 25: Bunky exprimujici Shh v primordiu rudimentarniho Fezaku pronikaji
do embryonéalniho zakladu oralniho vestibula mysi mandibuly. Embryonalni Celisti
s permanentné znaenymi (modre) buiikami ukazali descendentni linii bunék plvodng
exprimujicich Shh po intraperitonedlni tamoxifenové injekci spoustéjici rekombinaci na
ED11,5 (viz Metody - Cre-loxP systém). U embryi v ¢asnych fazich vyvoje (ED12,5 - A,
ED13,5 — B) se objevila pouze jedna oblast modfe znaCenych bunék reprezentujici
potomky povrchové anteriorni Shh exprese spojované s tvorbou rudimentarniho fezaku
(dPi) (Hovorakova et al., 2011). Dvé oblasti modfe znaCenych bunék byly pfitomny na
ED14,5 (C, E1-E3) a 15,5 (D), anteriorni souvisejici s rudimentarnim prelaktealnim
fezdkem a posteriorni souvisejici s funkénim Fezakem (dI). Sériové frontalni histologické
fezy (F1-F8) u vzorku na ED15,5 po tamoxifenové injekci na ED11,5 odhalily, Ze modre
znacené bunky byly lokalizovany nejen v dentalnim epitelu (Cerna hvézdiCka), ale také
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v epitelialnim zakladu orélniho vestibula (Zluta hvézditka) v jeho vnitini epitelové vrstvé
(oranZove Sipky). To potvrzuje pfispévek Shh exprimujicich bunék z prvni anteriorni Shh
expresni domény primordia rudimentarniho fez&dku do vestibularniho epitelu (VE)
(pFevzato z Hovorakova et al., 2016).

v v s

Naopak pfi pozdéjsi aplikaci tamoxifenu (ED14,5), kdy jiz Shh exprimuje pouze
druhd doména v primordiu funkéniho fezéku, jiz pozitivni modré buriky ve vestibularnim
epitelu nedetekujeme (Obrézek 26). To potvrzuje pFispévek odontogennich bunék
(pochézejicich z odontogenni tkané primordia rudimentarniho fezaku) k zakladu oralniho
vestibula v dolni Celisti mysi.

Obrazek 26: Aktivace rekombinace Cre-loxP systému, detekujiciho Shh exprimujici
bunky a jejich potomky, na ED14,5. Pfi aplikaci tamoxifenu na ED14,5 se po
24 hodinach na ED15,5 (A) i po 48 hodinach na ED16,5 objevuje jiZz jen jedna oblast
pozitivné zbarvenych bunék v primordiu funk¢niho fezéku (FI). Frontalni histologické fezy
(C1-C11) zérodku na ED15,5 ukazuji potomky Shh pozitivnich bunék koncentrované
v epitelu primordia funkéniho Fezdku (Cernd hvézdicka). Povrchova oblast v misté
plvodniho primordia rudimentarniho fezaku, stejné jako vestibularni epitel (Zluta
hvézdiCka) jsou negativni. Bunky exprimujici Shh na ED14,5 a pozdgji nepfispivaji
k zékladu predsiné ustni (pfevzato z Hovorakova et al., 2016).

5.3 MOLAROVA OBLAST - NORMOGENEZE

Normogeneze zubll v tvafové oblasti jiz byla nastinéna v ramci mé diplomové

prace. Nicméné kontrolni soubor (Spry2+/+; Spry4+/+) se vramci dizertacni prace
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podafilo navysit, coz znamenalo zahusténi hmotnostni fady vzorkd. Toto navyseni
zpresnilo plvodni vysledky.

Vysledky mé diplomové préace ukazaly, Ze Shh exprese je v tvarové oblasti dolIni
Celisti kontinualni a Ze se postupné objevuje v oblastech zubnich rudimentl a vyvijejiciho
se molarového zakladu. Bylo také prokazano, Ze dochazi k fuzi Shh signalnich domén R2 a
rané M1 v rdmci normalniho vyvoje prvniho molaru (Lochovska, 2012). Nicméné této fuzi
pfedchazi nejprve soucasny vyskyt obou samostatnych domén (R2 a M1) zéroven
(Obrazek 27).

Skupina vzorkl s vys$si davkou Spry2;Spry4 genl, kterou tvori kontrolni genotyp
(Spry2+/+;Spry4+/+) a genotypy s jednou mutantni alelou na Spry2 a/nebo Spry4 genech
(Spry2+/-;Spry4d+/+, Spry2+/+;Spry4+/-, Spry2+/-;Spry4+/-), vykazovala podobnosti jak
v dynamice Shh exprese tak i v morfologii dentdlniho epitelu (Obrazek 27) béhem
sledovaného obdobi vyvoje.

U této skupiny byla prvni Shh expresni doména lokalizovana v MS rudimentu od
ED11,5 do ED13,5 (embrya s hmotnosti pFiblizné do 130 mg). Nésledné se objevila druha
signalni doména v R2 rudimentu, ktera exprimovala Shh od ED13,5 do ED14,7 (embrya
s hmotnosti 130 az 320 mg). U dvou genotypd ze skupiny s vys$si davkou Spry genl
(Spry2+/+;Spry4+/- a Spry2+/-;Spry4+/-) jsme zaznamenali soucasnou pFitomnost (ko-
existenci) obou téchto domén odpovidajicich MS a R2 rudimentu na ED13,5 (embrya
s hmotnosti pFiblizné 130 mg). Tato ko-exprese trvala jen kratky Casovy Usek a obé
domény byly velmi slabé. Mezi ED14,3 a ED14,5 (embrya s hmotnosti v prliméru 220 az
270 mg) vykazovaly disociované epitely dvé samostatné Shh expresni domény v R2 a M1
primordiich. Pozdéji, mezi ED14,5 a 14,7 (embrya s hmotnosti v prliméru 270 az 320 mg),
byla patrna flze téchto dvou (plvodné izolovanych) domén (Obrazek 27), ¢imz vznikla
jedind Shh expresni doména odpovidajici signalnimu centru - pEK prvniho molaru a tato
doména pretrvavala od ED14,7 do ED16,5 (embrya s hmotnosti v priméru 320-580 mg).
VSechny tyto parametry byly sumarizovany pro Ctyfi genotypy s vysSi davkou Spry2 a
Spry4 genl (detaily viz Obrazek 27).
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Obrazek 27: Shh exprese ve tfech rliznych signalnich doménéach (MS, R2 a M1) u
Spry2;Spry4 vzorkd. Shh exprese ve tfech signalnich doménach MS (modry pruh), R2
(Cerveny pruh) a M1 (Zluty pruh) se objevovala postupné v tvarové oblasti dolnich celisti u
embryi s deviti moznymi Spry2;Spry4 genotypy v zavislosti na télesné hmotnosti. VVzorky
s vy$Si davkou Spry2;Spry4 genll vykazovaly splyvani (fialové ramecky) R2 a ¢asné M1
Shh signalni domény do jedné expresni domény (pEK) lokalizované uprostfed zarodku
prvniho molaru. Naopak u vzork( s nizsi davkou Spry2;Spry4 genll nebylo pozorovano
z4dné splyvani domén, ale R2 rudiment a jeho signalni doména zlstaly lokalizovany
samostatngé, ¢imz doSlo ktvorbé primordia nadpocetného zubu pred vyvijejicim se
zakladem M1. Barevné rameCky (modry, Cerveny a Zluty) reprezentuji referenéni
pfitomnost signalnich domén MS (modfe), R2 (Cervené) a M1 (Zluté) pozorovanych u
béznych WT mysi kmene CD1 (Prochazka et al., 2010). Zelena preruSovana Cara znaci
pfitomnost Shh signalniho centra v M2 (druhy molar) u kontrolniho genotypu
(Spry2+/+;Spry4+/+). Zastoupeni odebranych embryi pro jednotlivé genotypy znaci teCky
v barevnych pruzich. Rlzové tecky znazoriuji embrya s tvorbou nadpocetného zubniho
primordia. OranZzova Sipka naznaCuje pokracovéani Zlutého pruhu, coZ je dano materidlem
s vy$Si hmotnosti mimo pole grafu. Mezery mezi jednotlivymi barevnymi pruhy znaci
chybéni materialu (pfevzato z Lochovska et al., 2015).

5.4 DYNAMIKA SHH EXPRESE JE OVLIVNENA SPROUTY GENY

U vsech ziskanych vzork(l jsme hodnotili morfologii disociovaného dentalniho
epitelu, pfitomnost/nepfitomnosti Shh signdlnich domén a jejich lokalizaci. VVzorky byly
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ziskany z dolni Celisti od ED11,5 do ED16,5 (embrya s hmotnosti 30 — 800 mg) od viech
deviti Spry2;Spry4 genotypd.

Pét genotypl (Spry2-/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4-/-, Spry2+/-;Spry4-/-, Spry2-/-
:Spry4+/-, Spry2-/-;Spry4-/-) bylo zafazeno do skupiny s nizsi davkou Spry2 a Spry4 gend,
kde obé alely alespori jednoho ze Spry2 nebo Spry4 genli byly mutantni. Rozdil proti
vzorkdim ve skupiné svyssi davkou Spry gend byl nalezen hlavné v ¢aso-prostorové
distribuci Shh signdlnich domén (Obrazek 28). Shh se exprimovalo v signalnich doménach
R2 a M1 primordia podobné jako u skupiny genotypl s vyssi davkou Spry2 a Spry4 gend.
Nicméné, doslo k prodlouZeni Shh exprese v R2 rudimentu, coz mélo za nasledek opozdéni
nastupu Shh exprese v M1 ve srovnani s kontrolou (Spry2+/+;Spry4+/+). Tento trend byl
zietelngjsi s klesajici davkou Spry2 gend, tedy s klesajicim poétem funkénich Spry2 alel

(Obréazek 28). Navic, u skupiny s nizsi davkou Spry2 a Spry4 genl nikdy nesplynula Shh
expresni doména v R2 s doménou v M1 (Obrazek 28).
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Obrazek 28: Shh exprese ve tfech rdznych signalnich doménach (MS, R2 a M1) u
Spry2;Spry4 vzorkd. Shh exprese ve tfech signalnich doménach MS (modry pruh), R2
(Cerveny pruh) a M1 (Zluty pruh) se objevovala postupné v tvarové oblasti dolnich celisti u
embryi sdeviti moZnymi Spry2;Spry4 genotypy Vv zavislosti na télesné hmotnosti.
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ProdlouzZeni Shh exprese bylo posileno se snizovanim davky Spry2 genu. ProdlouZeni Shh
exprese Vv predeslé signdlni doméné znamend pozdgjsi nastup nasledné signalni domény.
Cerna 3ipka oznaCuje momenty, kdy se asnd M1 Shh signalni doména objevovala
souCasné s pretrvavajici Shh expresi v R2, tedy jesté pfed pfipadnou fazi téchto domén
(fialovy ramecek) u nékterych genotypd. Cernd preruSovana Cara naznaCuje trend
prodlouZeni Shh exprese v R2 rudimentu v zavislosti na klesajici davce Spry2 genu.
Barevné ramecky (modry, Cerveny a Zluty) reprezentuji referenéni pfitomnost signalnich
domén MS (modfe), R2 (Cervend) a M1 (Zluté) pozorovanych u WT mysi (Prochazka et
al., 2010). Zelena preruSované ¢éara znaci pritomnost Shh signalniho centra v M2 (druhy
molar) u kontrolniho genotypu (Spry2+/+;Spry4d+/+). Zastoupeni odebranych embryi znaci
teCky v barevnych pruzich. ROZové tecky znazoriuji embrya s tvorbou nadpocetného
zubniho primordia. OranZova Sipka naznacuje pokracovani Zlutého pruhu, coZz je dano
materiadlem s vy3$Si hmotnosti mimo pole grafu. Mezery mezi jednotlivymi barevnymi
pruhy znaci chybéni materialu (pfevzato z Lochovska et al., 2015).

5.4.1 NESPLYNUTi SHH EXPRESNiCH DOMEN PODMINUJE REVITALIZACI R2 RUDIMENTU

Navysenim poctu vzork( se ndm podafilo jednoznacné potvrdit, pripadné vyloucit
flzi Shh signalnich domén v R2 a M1 primordiich u vSech deviti Spry2;Spry4 genotypd.
Ziskand data ukazuji, Ze non-faze téchto Shh domén mé za nasledek formaci nadpocetného
zubniho primordia z autonomniho vyvoje R2 rudimentu anteriorné k zubnimu zarodku M1.

Vyvoj dentalniho epitelu v tvafové oblasti se liSil mezi vzorky svyssi a nizsi
davkou Spry genl. Embrya svy$si davkou Spry2;Spry4 genl (Spry2+/+;Spryd+/+,
Spry2+/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4d+/-, Spry2+/-;Spry4+/-) vykazovala
fyziologicky/normalni postup zubniho vyvoje v tvafové oblasti (Obrazek 29A). Naproti
tomu, embrya s nizsi davkou Spry2;Spry4 genl (Spry2-/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4-/-,
Spry2-/-;Spry4+/-, Spry2+/-;Spry4-/-, Spry2-/-;Spry4-/-) se v zubnim vyvoji podobala
kontrolam pouze v €asnych stadiich, kdy dentalni epitel exprimoval pouze Shh signalni
doménu v MS (pokud nebereme v (vahu stddium embryondlniho vyvoje). Nicméné
jakmile MS signalni doména vymizela, anteriorni Cast epitelu se zaCala zvétSovat a
zakulacovat (Obrazek 29B). Posteriorni ¢ast dentalniho epitelu zlstala Gzka a rovna.
Uprostied zvétSené anteriorni Casti byla patrnd kruhova Shh expresni doména
korespondujici s R2 signalni doménou, kterd vSak pretrvivala do pozdégjSich stadii jako
signalni centrum v samostatném nadpocetném zubnim primordiu pred vyvijejicim se
zakladem M1. Béhem nasledujiciho vyvoje se posteriorni Cast epitelu tvarfové oblasti
prodlouZila a vytvofila zaklad M1 s eliptickou Shh expresni doménou. Dale se obé Casti
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vyvijely jako dvé samostatna primordia: nadpocetny zubni zaklad a zaklad M1 (Obréazek
29B).

Spry2+/+;Spryd+/+
Spry2+/+;Spryd+/-
Spry2+/-;Spry4+/-

Spry2+/-; Spry4+/+

Spry2+/+;Spry4-/-
Spry2+/-;Spry4-/-
Spry2-/-;Spry4+/+
Spry2-/-;Spry4+/-
Spry2-/-;Spryd-/-

+—
anterior

Obréazek 29: Fyziologicky a patologicky zubni vyvoj u disociovanych epiteld z tvarové
oblasti mysi dolni celisti. (A) U vzorkl svyssi davkou Spry2;Spry4 gend
(Spry2+/+;Spryd+/+, Spry2+/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4+/-, Spry2+/-;Spry4+/-) flzovala
R2 Shh signalni doména (Cervena Sipka) s ¢asnou M1 Shh signalni doménou a tim vznikl
genll (Spry2+/+;Spry4-/-, Spry2+/-;Spry4-/-, Spry2-/-;Spry4+/+, Spry2-/-;Spry4+/-, Spry2-/-
:Spry4-/-) pretrvavala R2 Shh signdlni doména (Cervena Sipka) pfed M1 signdlni doménou
(Zluté Sipka) a stavala se signalnim centrem nadpocetného zubniho primordia (Cerna Sipka).

v\,

Méritko je 100 um (prevzato z Lochovska et al., 2015).
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5.5 OSUD BUNEK EXPRIMUJiCiCH SHH V NADPOCETNEM ZUBNIiM PRIMORDIU

Abychom ozfejmili vztah R2 Shh signalni domény a nadpocetného zubniho
primordia v embryondlnim vyvoji mysi mandibuly, vygenerovali jsme Spry4 deficientni
mysSi s Cre-loxP systémem (viz kapitoly Material -

Pouzité kmeny mysi a Metody - Cre-loxP systém). Tyto mysi vykazovaly fenotyp
nadpoCetneho zubu v tvafové oblasti a zaroven umoZnily sledovat osud bunék
exprimujicich Shh a vsech jejich potomkid nejen v R2 rudimentu. Nami vygenerovany
Spry4 deficientni Cre-loxP systém byl poté pouZivan v kombinaci s kontrolnim béznym
Cre-loxP systémem s cilem determinovat rozdily zplsobené pravé pritomnosti mutace
vyfazujici obé alely v Spry4 genu.

Brezi samici byla podana davka tamoxifenu na ED13,5, tedy pred pfipadnou fuzi
R2 a Casné M1 Shh signalni domény pfi normalnim vyvoji. Embrya byla odebrana na
ED15,5 a 16,5, kdy u kontrol exprimuje Shh pouze v pEK v misté M1 (Obrazek 30A, B).
X-galové barveni umoznilo vizualizovat bunky a vSechny jejich potomky, které
exprimovaly Shh od aplikace tamoxifenu az do odbéru embrya. U kontrolniho Cre-loxP
systému lze detekovat pouze jednu pozitivni oblast modrych bunék lokalizovanou
v zubnim zakladu M1, u nami vygenerovaného systému Spry4 deficientnich mysi jsme
nalezli dvé samostatné modré oblasti v tvarové Casti mandibuly lokalizované antero-
posteriorné. Histologické fezy ukazaly, Ze posteriorni oblast modrych bunék odpovida M1
primordiu a anteriorni oblast modrych bunék byla lokalizovana v centru nadpocetného
zubniho pohérku (Obrazek 30C, D). Toto dokazuje perzistenci bunék plvodné samostatné
R2 Shh signalni domény v centru nadpocetného zubniho primordia. Modfe znacené bunky
z R2 rudimentu byly oddéleny od znaCenych bunék v M1 negativni oblasti. To znai, Ze
flze plvodni R2 Shh expresni domény s ¢asnou M1 Shh expresni doménou neprobéhla a
také Ze vznik pEK v oblasti M1 byl naruSen. Nasledkem je patologicky vyvoj zubni fady
(vznik nadpocetného zubu pred M1).
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LacZ (kontrola) S4-/-LacZ

W 'gual : bl

303 mg, E15.5, apl E13.5 499 mg, E15.5, apl E13.5

588 mg, E16.5, apl E13.5 548 mg, E16.5, apl E13.5

Obrazek 30: Sledovani bunék v zubnim primordiu, které plvodné exprimovaly Shh,
vizualizované X-galovym barvenim (modfe) u kontrolniho Cre-loxP (LacZ kontrola)
systému v porovnani se Spry4 deficientnim systemem (Spry4-/-LacZ). Vlevo — barveni
celé tkané dolni Celisti, vpravo — reprezentativni histologické fezy z oblasti oznaCenych
Sipkami. Davka tamoxifenu byla aplikovana bfezim samicim LacZ (A, B) a Spry4-/-LacZ
(C, D) na ED13,5, protoZe v tomto embryonalnim dni je Shh exprimovano v R2 rudimentu.
(A) Na ED15,5 vykazoval tvafovy segment kontrolnich embryi LacZ splyvani dvou
znacenych bunéénych populaci pochazejicich z oblasti plivodniho R2 (dR2, ¢ervena Sipka)
a M1 (dM1, Zluta Sipka). (B) Toto splyvani vedlo ke vzniku jedné oblasti modrych bunék
v M1 primordiu na ED16,5, kde jiz nelze odlisit buriky pochazejici z plvodniho R2 a M1
(dR2+dM1). (C) Naopak u Spry4-/-LacZ embryi Ize detekovat dvé samostatné oblasti
modrych bunék znacici potomky bunéénych populaci z pvodniho R2 (dR2) a M1 (dM1)
primordia na ED15,5. (D) Situace zlstala u Spry4-/-LacZ stejna i na ED16,5. Obé modré
oblasti byly oddéleny negativni interdentalni oblasti nevykazujici Zadnou Shh expresi
(zelena Sipka). Anteriorni populace modrych bunék byla lokalizovana v centru vyvijejiciho
se nadpocetného zubniho primordia (S, cernd Sipka) pochazejiciho z plivodniho R2
rudimentu. MéFitko je 2 mm na tkénovych snimcich a 100 um na histologickych fezech
(pFevzato z Lochovska et al., 2015).

5.6 SHH EXPRESE V TVAROVE OBLASTI BEHEM EMBRYONALNIHO VYVOJE

Dynamika signalnich center b&hem zubniho vyvoje v horni i dolni Celisti byla
zkouméana urcenim jejich pozice pomoci Shh exprimujicich bunék znacenych metodou
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Cre-loxP (viz kapitola Metody - Cre-loxP systém) ve vyvijejicim se zubnim zarodku od
ED11,5 do ED18,5. Tamoxifen indukoval aktivitu Cre rekombinazy coz v kombinaci s X-
galovym barvenim vedlo ke znaCeni vSech bunék exprimujicich Shh vcetné jejich
potomkd.

5.6.1 HORNI CELIST

PFi aplikaci tamoxifenu na ED11,5 a odbéru jiz po 48 hodinach (ED13,5) jsme
zaznamenali pruh pozitivnich modrych bunék v oblasti budouci diastemy. Zaroven se
objevila populace modfe znacenych bunék také v prvnim rudimentarnim pupenu tvarové
oblasti (R1) (Obrazek 31A). PFi odbéru po 72 hodinach (ED14,5) se pas modrych bunék
rozSifoval posteriornim smérem a jiZz byla patrna i samostatnd oblast znaCenych bunék
populace v centru vyvijejiciho se poharku M1 (Obrazek 31C). Po 96 hodinach (ED15,5)
doSlo k mirné dezintegraci pasu pozitivnich bunék v oblasti diastemy. Populace pozitivnich
bunék z plvodniho R2 rudimentu a primordia M1 byly jiz velmi blizko u sebe (Obrazek
31E). Na dalSich ED se tato ovalna populace Shh bunék zvétSuje (Obrazek 35).

Aktivace Cre rekombinazy tamoxifenem na ED12,5 ukazala stejné vysledky jako u
aplikace na ED11,5 s tim rozdilem, Ze pozitivni buniky v oblasti diastemy jiz na ED 13,5
neutvofily protahly pas (Obrazek 32A). Po 48 hodinach (ED14,5) detekce Shh
exprimujicich bunék jsme u vyvojové starSich zarodk{ zachytili tfi samostatné ohranicené
populace — v plvodnim R1 (véetné plvodni diastemalni populace), R2 a v poharku M1
(Obrazek 32C). Po 72 hodinach (ED15,5) je patrné priblizeni plvodnich populaci R2 a
M1, pficemz pozitivni buriky plvodniho R1 zlstavaji samostatné anteriorné a vytvari
kratky pas (Obrazek 32E).

Pokud jsme davku tamoxifenu podali az na ED13,5, tak jsme po 24 a 48 hodinéach
(ED14,5 a 15,5) zachytili modré buriky pouze v oblasti plvodniho R2 a M1 primordia.
Obé populace se ksobé s postupem vyvoje priblizovaly (Obrazek 33A, C). Dalsi
pozorovani ukazovalo jejich kontakt az propojeni, nikoli viak pfimo fazi (Obrazek 35).
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5.6.2 DOLNIi CELIST

Obdobnym zplisobem v longitudinalni fadé aplikaci a naslednych odbérl byly
odebirdny i vzorky dolnich cCelisti. Po aplikaci tamoxifenu na ED11,5 byla po 48 hodinach
(ED13,5) na vzorcich patrna jedna protahla oblast modrych bunék v oblasti diastemy a v
rudimentarnim pupenu MS (Obrazek 31B). Postupné dochézelo k protaZeni pasu modrych
bunék posteriornim smérem, coz je patrné i po 72 hodinach (ED14,5). Z&rovern se objevila
pozitivni modré populace bunék v oblasti R2 rudimentu (Obrézek 31D). Po 96 hodinach
(ED15,5) od tamoxifenové indukce Cre rekombinazy bylo stale mozné pozorovat
kontinualni pas modrych bunék. Posteriorné za timto pasem jsme detekovali dvé oddélené
oblasti pozitivnich bungk, které se zacaly objevovat v misté plvodniho R2 rudimentu a
v oblasti M1 (Obrézek 31F).

PFi aplikaci tamoxifenu na ED12,5 jsme po 24 hodinach (ED13,5) podobné jako
v horni Celisti jiz nedetekovali pas pozitivnich bunék v oblasti diastemy, ale pouze mensi
populaci pozitivnich bunék v oblasti pdvodniho MS rudimentu (Obrazek 32B). Vzorky po
48 hodinach (ED14,5) od aplikace vykazovali modré buiky v oblastech plvodnich
rudimentl MS a R2 (Obrazek 32D). Po 72 hodinach detekce (ED15,5) se posteriorné od
pozitivnich bunék plvodniho R2 rudimentu objevila populace v centru poharku M1, ktera
tésné naléhala na populaci plivodniho R2 (Obréazek 32F).

PFi aktivaci Cre rekombinazy tamoxifenem na ED13,5 jsme po 24 (ED14,5) i 48
hodinach (ED15,5) zaznamenali dvé populace pozitivnich bunék velmi blizko u sebe, prvni
pochazejici z plvodniho R2 a druhou z plvodniho M1 (Obrazek 33B,D). U vyvojové

vvvvv

tato oblast nabyvala na intenzité a expandovala (Obrdzek 34).
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aplikace Tm

ED11,5

bukalné

Ilngvalng bukalné Ilngvalng

{ED13,5

4ED14,5

{ED15,5

méfitko - histologické fezy: 0,1 mm
méfitko - Celisti: 0,6 mm

Obrézek 31: Linie potomk{ bunék exprimujicich Shh ve vyvijejicim se prvnim
molaru horni a dolni Celisti mysiho embrya. Embryonalni Celisti (ziskané pomoci Cre-
loxP systému — viz kapitola Metody - Cre-loxP systém) se zabarvenymi bufikami (modrd)
ukazuji linii potomk( bunék exprimujicich Shh od intraperitonedlni injekce tamoxifenu
(Tm), kterym jsme spustili rekombinaci na ED11,5. V dolni Celisti se v tomto okamZiku
objevuje Shh exprese v rudimentu MS a pfipadné jiz i v R2 (Lochovska et al., 2015). (A,
B) Pfi odbéru vzorku na ED13,5 se objevuji v obou Celistech (centrdlni ¢ast obrazku)
kratké Shh pozitivni pruhy, pfiemz v obou pfipadech jde o rudimentarni oblasti, jak
dokladaji frontéalni fezy (postranni ¢asti obrazku). (A) V horni Celisti je tato oblast delSi nez
v dolni Celisti. (C, D) Na ED14,5 se tento modry pruh prodluZuje a zaroven se jiZ objevuje
oddélena oblast pozitivnich bunék v R2 rudimentu (Sipka Cislo 4) a (C) v horni Celisti je
patrna velice slaba linie Shh pozitivnich bunék ve funkénim M1 (tedy Casna M1 — Sipka
Cislo 5). (E, F) Na ED15,5 by jiz méla byt dokoncena fize mezi Shh expresni doménou
vR2 a M1 (Lochovska et al., 2015). Je zfejmé, Ze obé populace pozitivnich bunék
z pvodniho R2 rudimentu a M1 molaru se k sobé priblizily a naléhaji tésné na sebe (Sipka
4 a 5). MéFitka jsou v horni Casti obrdzku, pro histologické fezy je 0,1 mm a pro celisti je
0,5 mm.
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aplikace Tm

EDM2.5

Imgvalng bukalné Ilngvalng

{ED13,5

4 ED14,5

{ED15,5

meéfitko - histologické fezy: 0,17 mm
meéfitko - Celisti: 0,5 mm

Obrazek 32: Linie potomk{ bunék exprimujicich Shh ve vyvijejicim se prvnim
molaru horni a dolni Celisti mysiho embrya. Embryonalni Celisti (ziskané pomoci Cre-
loxP systému — viz kapitola Metody - Cre-loxP systém) se zabarvenymi bufikami (modrd)
ukazuji linii potomk( bunék exprimujicich Shh od intraperitoneélni injekce tamoxifenu
(Tm), kterym jsme spustili rekombinaci na ED12,5. V dolni celisti v tomto okamziku jesté
mlze pretrvavat Shh exprese v rudimentu MS a plné se jiz objevuje v rudimentu R2
(Lochovska et al., 2015). (A, B) P¥i odbéru vzorku na ED13,5 se objevuji v obou Celistech
(centralni Cast obrazku) malé Shh pozitivni oblasti, pfiemZ v obou pFipadech jde o
rudimentarni oblasti, jak dokladaji frontalni fezy (postranni Casti obrazku). (A) V horni
Celisti je tato oblast delSi neZ v dolni Celisti. (C, D) Na ED14,5 se za touto oblasti objevuje
oddélena oblast pozitivnich bunék v R2 rudimentu (Sipka Cislo 4) a (C) v horni Celisti je
patrna velice slaba linie Shh pozitivnich bunék ve funkénim M1 (tedy Casna M1 — Sipka
Cislo 5). (E, F) Na ED15,5 by jiz méla byt dokoncena fize mezi Shh expresni doménou
vR2 a M1 (Lochovska et al., 2015). Je zfejmé, Ze obé populace pozitivnich bunék
z plvodniho R2 rudimentu a M1 molaru se k sobé pFibliZily a naléhaji tésné na sebe (Sipka
4 a 5). MéFitka jsou v horni Casti obrdzku, pro histologické fezy je 0,1 mm a pro celisti je
0,5 mm.
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f] aplikace Tm ‘E“
i ED_'] _3,5 I

bukalné ' Ilngvalng bukalné . Ilngvalng

meéfitko - histologické rfezy: 0,1 mm
méfitko - celisti: 0,5 mm

Obrazek 33: Linie potomk{ bunék exprimujicich Shh ve vyvijejicim se prvnim
molaru horni a dolni Celisti mysiho embrya. Embryonalni Celisti (ziskané pomoci Cre-
loxP systému — viz kapitola Metody - Cre-loxP systém) se zabarvenymi bufikami (modré)
ukazuji linii potomk( bunék exprimujicich Shh od intraperitoneélni injekce tamoxifenu
(Tm), kterym jsme spustili rekombinaci na ED13,5. V dolni Celisti v tomto okamziku jesté
pretrvdva Shh exprese rudimentu R2 a zaCina se objevovat exprese v ¢asné M1 (Lochovska
et al., 2015). (C, D) Pri odbéru vzorku na ED15,5 se objevuji v obou Celistech (centralni
Cast obrazku) dvé Shh pozitivni oblasti, pficemz anteriorni oblast odpovida plivodnimu R2
rudimentu a posteriorni oblast je v centru vyvijejiciho se M1, jak dokladaji frontalni fezy
(postranni Casti obrazku). (C) V horni Celisti jsou obé oblasti oddéleny negativnimi
burikami, (D) zatimco v dolni Celisti k sobé modfe zbarvené oblasti tésné pfiléhaji. MéFitka
jsou v horni ¢asti obrazku, pro histologické fezy je 0,1 mm a pro celisti je 0,5 mm.

5.7 VYVOJ ZUBNiCH HRBOLKU

Vznik hrbolku u zubu je dan pritomnosti signalniho centra — enamel knotu. U
jednohrbolkovych zubll (napf. fezéky) se objevuje pouze jeden (primérni) enamel knot. U
vicehrbolkovych zubll dochazi béhem vyvoje ke vzniku dal$iho (sekundarniho) enamel
knotu.

Vzhledem k vy3e prokazanemu pfispévku Shh signalniho centra R2 rudimentu ke
vzniku priméarniho enamel knotu (viz kapitola VVysledky - Molarova oblast — normogeneze)
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pomoci fluorescenéni mikroskopie, jsme pokracovali ve sledovani téchto bunék pomoci
Cre-loxP technologie s cilem ur€it jejich dalsi osud. Tamoxifenem indukovany z&znam
bunék exprimujicich Shh nam umoznil sestavit longitudinalni sérii téchto vzorkd. Pro vétsi
zpfesnéni jsme se rozhodli odebirat, vedle vzorki celé tkané a nasledného histologického
zpracovani, také disociované dentalni epitely molarové oblasti horni i dolni Celisti.

V dolni Celisti jsme byli schopni zachytit buriky plvodniho MS a R2 rudimentu.
Material potvrdil flzi bunék plvodné exprimujicich Shh v R2 rudimentu a v asném M1 a
tim i vznik jedné pozitivné zbarvené oblasti bunék odpovidajici pEK(Obrazek 34C,D,F,G).
Oblast pozitivnich bunék se nasledné rozsifila lingvalnim smérem (Obrézek 34E,H). A
témér synchronné se bunky objevily také posteriorné (Obrazek 34K,L). Podle ziskanych
vzorkd se po prvni lingvalni populaci objevila dal$i posteriorné a posléze se zakladaly dalsi
pozitivni oblasti na lingvalni strané (Obrézek 34N). V této dobé zaCaly byt patrné i prvni
modré buriky také v primordiu M2 (Obrazek 34K,L,M,N). Zarovein se objevilo rozsireni
plvodni pozitivni bukalni oblasti M1 anteriornim smérem, kde vznikaly postupné bukalné
a nasledné lingvalné dva shluky modrych bunék (Obrazek 34N). Bylo moZzné detekovat i
potomky Shh exprimujicich bunék plivodniho MS rudimentu, jejichz pozice byla spise
v povrchovém oralnim epitelu, anteriorné k pozitivnim burikdm plvodniho R2 (Obrazek
34A.B,C,D,E).

Situace v horni Celisti se od té v dolni Celisti lisila jiZz od samého pocétku. Oblasti
Shh pozitivnich bunék plivodniho R2 a ¢asného M1 neflizovaly tak jako v dolni ¢elisti, ale
vytvorily podélny pruh na bukalni strané poharku prvniho moléru. Jeho posteriorni konec
vytvoril kulovity shluk pozitivné zbarvenych bunék (Obrazek 35G,H). Modré zbarveni
bylo detekovano v lingvalnim sméru a témér soucasné i v posteriornim sméru (Obréazek
35H). V této dobé se zaCala objevovat modra populace bunék v oblasti budouciho M2
(Obrazek 35H,K,L,M,N). Vzor Shh exprese v celé tkani horni Celisti naznacoval, Ze dalSi
posteriorné lokalizovanych populace se objevily az po druhé populaci modrych bunék na
bukalni strané (Obrdzek 35K,M), ¢emuZ napovidala i data z disociovanych dentalnich
epiteldl (Obrazek 35L,N). Pruh modrych bunék anteriorné od pdvodniho shluku se poté
rozsifil, ¢imZ vznikla doména na bukalni strané budouciho zubu a teprve sekundarné
dochéazelo k vyskytu pozitivnich bunék v lingvalnich oblastech zubniho zakladu (Obréazek
35K,L,M,N).
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Obrazek 34: Detekce Shh pozitivnich bunék v pribéhu vyvoje dolni tvarové oblasti
mysi. Populace Shh exprimujicich bunék a jejich potomk(l v tvarové oblasti dolni Gelisti
mySiho embrya byly detekovany pomoci Cre-loxP systému (viz kapitola Metody - Cre-
loxP systém), ktery byl aktivovan aplikaci davky tamoxifenu (Tm). Detekce probihala jak
na vzorcich Celisti (A, B, C, D, F, G, |, J, K, M), tak na disociovanych epitelech tvarové
oblasti (E, H, L, N). Zachyceny byly populace v plvodnim MS (modra Sipka), R2
(Cervena Sipka), casném M1 (Zluta Sipka), fuzované populace plivodniho R2 a ¢asného M1
(oranZova Sipka) a populace v primordiu M2 (zelena Sipka). Fizovana populace plvodniho
R2 a ¢asného M1 (oranzovd) odpovida pdvodnimu pEK (Lochovska et al., 2015). Po
vzniku této fazované populace se objevuji i dalsi (fialova Sipka) Prostorové usporadani
jednotlivych populaci odpovida rozloZeni zubnich hrbolkl u funkéniho M1. Posledni
posteriorni  populace odpovidajici postaveni hypokonulidu nebyla zachycena,
pravdépodobné vznika po ED17,5. Anid - anterokonid, End - entokonid, Hyd -
hypokonid, HId — hypokonulid, Med — metakonid, Prd — protokonid. Méfitko je 0,5 mm.
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Obrazek 35: Detekce Shh pozitivnich bunék v pribéhu vyvoje horni tvarové oblasti
mysi. Populace Shh exprimujicich bunék a jejich potomk( v tvarové oblasti horni Gelisti
mySiho embrya byly detekovany pomoci Cre-loxP systému (viz kapitola Metody - Cre-
loxP systém), ktery byl aktivovan aplikaci davky tamoxifenu (Tm). Detekce probihala jak
na vzorcich Celisti (A, B, C, D, F, G, |, J, K, M), tak na disociovanych epitelech tvarové
oblasti (E, H, L, N). Zachyceny byly populace v plivodnim R1 (modré Sipka), R2 (Cervena
Sipka), Casném M1 (Zluta Sipka), spojené populace plvodniho R2 a ¢asného M1 (oranzova
Sipka) a populace v primordiu M2 (zelena Sipka). Populace pdvodniho R2 a ¢asného M1
(oranzova) neprosly fuzi jako odpovidajici populace v dolni Celisti, spiSe se pFipojila jedna
k druhé. Po vzniku této populace se objevuji i dalsi (fialova Sipka) Prostorové usporadani
jednotlivych populaci odpovidd rozloZeni zubnich hrbolkl u funkéniho M1. An -
anterokon, Ans — anterostyl, Ens — enterostyl, Hy — hypokon, Me — metakon, Pa — parakon,
Pr — protokon. Méfitko je 0,5 mm.

5.8 CERVIKALNi KLICKA

Za Gcelem zmapovani vyvoje a dynamického rlstu bukalni a lingvalni CL jsme
vytvofili polotenké fezy embryonalniho zubniho zarodku s okolni tkani z tvafové oblasti
dolni Celisti embryi na ED14,5. Na tomto stadiu jsou jiZz obé CL patrné a je tedy mozné
sledovat jejich vyvoj. Béhem kultivace, ktera trvala pfiblizné 4-5 dni, se zubni zarodek
vyvijel ze stadia ¢asného poharku do pozdniho poharku pfipadné do stadia zvonku. Da se
tedy konstatovat, Ze molarové fezy opravdu umoznily sledovani normalniho zubniho
vyvoje vicehrbolkového zubniho zékladu.

NaSe pokusy byly zaméfeny na ob& CL, pfiemz na prvni pohled je zfejmé, Ze
jejich vyvoj je buko-lingvalné asymetricky. Bukalni CL je mensi a ve vyvoji se opozduje
za lingvalni CL a to vdolni i horni Celisti (Obrézek 36, Obrézek 37). Jako marker
k oznaCeni bunék jednotlivych CL jsme vyuZili fluorescencni barvivo Dil, které jsme
mikroinjek¢né aplikovali do apikalni ¢asti CL. a takto pfipravené explantaty jsme nasledné
kultivovali a snimali kazdou hodinu pomoci ¢asosbérné mikroskopie in vitro po dobu 4-5
dni.

Oznacené bunky bukalni CL pretrvavaly v apexu od ED14,5, kde udrZzovaly svou
pozici po celou dobu kultivace bez jakychkoli patnych zmén (Obrazek 36).

Ani lingvalni CL nevykazovala po 24 hodinach kultivace odliSnosti. Teprve po 48
hodinéach kultivace zaCalo dochazet k posunu znacenych bunék z apikalni ¢asti smérem do
stfedu vyvijejiciho se sklovinného organu zubniho zérodku a tato populace poté
pretrvavala nad signalizujicim pEK (Obrazek 37).
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Obrazek 36: Vyvoj bukalni cervical loop molaru v dolni Celisti mySiho embrya od
ED14,5. Bunécna linie v apexu bukalni zubni kli¢ky (Cervena Sipka) prvniho moléaru byla
sledovana od ED14,5 pomoci fluorescentniho Dil znaCeni béhem kultivace in vitro na
frontalnim polotenkém fezu (250 um). Tato populace zlstala i po 60 hodinach v apexu
zubni Kklicky.
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Obréazek 37: Vyvoj lingvalni cervical loop molaru v dolni Celisti mySiho embrya od
ED14,5. Bunécna linie v apexu lingvalni zubni kli¢ky (fialova Sipka) prvniho moléru byla
sledovana od ED14,5 pomoci fluorescentniho Dil znaCeni béhem kultivace in vitro na
frontalnim polotenkém Fezu (250 um). Tato populace se posouvala z apexu zubni klicky
smérem do centra sklovinneho orgénu. Tento posun byl patrny na fezu vedeném stfedem
zubniho primordia (vrchni série obrazk(), ale i na fezu z okraje zubniho primordia (spodni
série obrazka).
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6 DISKUZE

6.1 REZAKOVA OBLAST

Shh je dllezita signalni molekula zahrnuta v iniciaci zubniho vyvoje (Cobourne
and Sharpe, 2010). UCastni se jak epitelidlni-mesenchymalni tak epitelialni-epitelialni
(planérni) signalizace béhem ¢asného vyvoje zubu (Hardcastle et al., 1998). Takeé reguluje
rGst a tvar zubu (Dassule et al., 2000) a jeho aktivita béhem prechodu ze stadia pupenu do
stadia poharku stoupa v zarodku molaru i fezaku (Koyama et al., 1996).

Obecné se predpokladalo, Ze Shh exprese v fezadkové oblasti pred ED13,5 je
spojena vyhradné s vyvojem budouciho funkéniho fezaku. V dolni Celisti mySi vSak byla
v raném vyvoji prokazéana pfitomnost Shh exprese ve dvou oblastech, které jsou jak ¢asové
tak prostorové oddélené — prvni Shh doména (prezentujici se na ED11.5 — 13.5) byla
lokalizovana v anteriorni vice povrchové situované oblasti, kterou lze z fylogenetického
hlediska asociovat s rudimentarnim fezdkem a druha doména exprimujici Shh pozdéji (aZ
od ED13.5) byla lokalizovana v hlubSich vrstvach zanofeného epitelu pfimo v z&rodku
funkéniho fezdku (Obrézek 24) (Hovorakova et al., 2011). Podobnou situaci se ndm
podarilo ukazat i v budouci Fezakoveé oblasti v horni Celisti mysi (Obrazek 21, Obrazek 22,
Obrazek 23) (Hovorakova et al., 2013). Anteriorni, superficialni Shh expresni doména
generace a tedy odrazi vyvoj rudimentarniho zubu predchazejiciho vznik zubu funkéniho.
Pouze pozdéjsi, posteriorni a hlubSi Shh expresni doména odpovida signdlnimu centru
budouciho horniho funkéniho fezdku u WT mysi. Interpretaci dvou Shh domén oddélenych
v Case i prostoru jako dvou signalnich center, reflektujicich dvé po sobé jdouci generace
zubll, z nichZz prvni je ve vyvoji mysi rudimentarni, podporuji i vyzkumy ukazujici, ze
patologickym vyvojem napf. u USAG-1 deficientnich mys$i mdze dojit k revitalizaci této
zubni generace a k vyvoji nadpocetnych zub(l anteriorné od zubd funkénich (Obréazek 38)
(Murashima-Suginami et al., 2007).
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Obrazek 38: Rudimentarni primordia fezak( v maxile mysiho embrya. Sagitalni fezy
horni Celisti na ED13 (A, B) a ED15 (C, D). U WT mysi (B, D) rudimentarni struktury
(Cerné Sipky) zanikaji, zatimco u USAG-1 deficientnich mysi (A, C) z nich vznikaji
nadpocetne fez&ky (pfevzato z Murashima-Suginami et al., 2007).

6.1.1 DVE ODLISNE SHH POZITIVNI OBLASTI V OBLASTI BUDOUCICH REZAKU

Shh expresni doména byla detekovana v anteriorni ¢asti horni Celisti na ED11,5.
Béhem Casnych fazi prenatélniho vyvoje vytvérela tato ¢asnd Shh exprese dva prechodné
prouzky v anteriornim sméru. Na ED13,5 byla tato prodlouzeni Shh expresni domény
lokalizovéna ve stejném misté jako takzvané antero-medialni a antero-lateralni ,,projekce*
dentalniho epitelu, které byly popsany anteriorné k vyvijejicimu se zubnimu zarodku
budouciho funkéniho fezaku (Peterkova et al., 1995). Zde se pozdéji vyviji rudimentarni
fezak, také nazyvany jako mlécny, laktealni nebo docasny, ktery byl morfologicky popsan
v horni i dolni Celisti mySi (Woodward, 1894, Fitzgerald, 1973, Peterkova et al., 2002,
Hovorakova et al., 2011, Hovorakova et al., 2013).

U vyvojové pokrocilejSich stadii se na ED13,5 objevila novad Shh expresni
doména situovana posteriorné k plivodni, superficialni doméné. Druha doména byla
lokalizovana hloubgji ve tkani uprostfed vyvijejiciho se z&rodku funk&niho fezdku. Obé
antero-posteriorné lokalizované Shh expresni domény ndhodné zachytili na svych snimcich
jiz dfive i jini autofi (Pantalacci et al., 2008). Existence obou domén byla potvrzena také
sledovanim linie bunék exprimujicich Shh na ED11,5. Sledovani bunénych linii v obou
Celistech ukéazalo dvé samostatné oblasti pozitivnich descendentnich bunék, anteriorni
odpovidajici povrchové oblasti plvodniho rudimentarniho zakladu a posteriorni

lokalizovana hloubgji v zanofeném epitelu a pfimo v centru funkéniho fezaku (Hovorakova
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et al., 2011, Hovorakova et al., 2013). Jejich vyvojovy vztah neni doposud zcela objasnén.
V dolni celisti bylo pomoci detekce proliferace zjisténo, Ze bunky anteriorniho centra
neproliferuji a Ze se v této oblasti hojné vyskytuje apoptéza. Na zékladé téchto vysledki
bylo vyhodnoceno, Ze signalni centrum funk&niho zubu vznika de novo, nezavisle na ¢asné
Shh expresi a Ze buriky ¢asného centra nepfispivaji k jeho vzniku (Ahtiainen et al., 2016).
Toto je vSak potfeba ovérit funkénim experimentem.

Na bézi sklovinného orgéanu (stopka) dolniho fezaku a v prilehlém orélnim epitelu
byla nalezena zéna apoptotickych bunék od ED13,5 az do ED16,0 (Kieffer et al., 1999).
Lokalizace i vyvojové stadium vyskytu apoptdzy odpovida oblasti rudimentarniho fezaku a
zaniku jeho Shh signalniho centra (Hovorakova et al., 2011). Apopt6za ve stopce
sklovinného organu naopak nebyla prokazana u Sostdcl mutantnich mysi, které trpi
nadpocetnymi fezaky (Munne et al., 2009). V tomto pfipadé by mohlo jit o perzistenci
rudimentarniho zubniho zékladu a jeho revitalizaci ve smyslu tvorby zubu nadpocetného.
Tento nadpocetny zub se vyskytoval lingvalné k hlavnimu Fezaku a byl interpretovan jako
rudimentarni zub k hlavnimu fezéku, jehoZ lingvalni epitel ma schopnost formace zubu
(Munne et al.,, 2009). V podobném duchu dochédzi k potlaceni apoptézy v ramci
revitalizace rudimentarniho premolarniho zubniho primordia a vyvoji nadpocetného zubu u
Spry2 deficientnich mysi (Peterkova et al., 2009).

Tato data vSeobecné naznacuji, Ze baze budouciho dolniho fezdku je na labiélni
strané mistem plvodu rudimentarniho zubu labidlné a na lingvalni strané moZzného
nahradniho fezdku (Obrazek 39). Napfiklad v molaroveé oblasti mySich embryi byla
prokazana pFitomnost rudimentalni ndhradni dentélni listy (,,successional dental lamina*),
kterd dava vznik dalsi zubni generaci u diphyodontnich a polyphyodontnich druh(
(Dosedelova et al., 2015). To znamena, Ze fezakova oblast si fylogeneticky zachovava
odontogenni kapacitu pro tvorbu dalsi zubni generace (Hovorakova et al., 2011). Tato
latentni odontogenni kapacita mlzZe byt stimulovana k patogenezi vlivem nékterych gen
(napf. NF-kB) (Blackburn et al., 2015). Pfedpokladdme, Ze podobny mechanismus vyvoje
bude zachovan také v horni fezakové oblasti.
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Obréazek 39: Rudimentarni a budouci funk¢ni Fezak v mysi mandibule. (A) Schéma
vyvojového potencialu k tvorbé tfi generaci zubl na sagitalnim priifezu dolni Fezakové
oblasti mysiho embrya: rudimentarni - prelaktealni (1.), funkéni (I1.) a ndhradni zub (I11.).
(B) Schéma dolni celisti mySiho embrya shrnujici ¢asoprostorovou dynamiku Shh exprese
v fezdkové oblasti mezi ED12,5 aZz 13,5. Tmavé Seda pfedstavuje anteriorni oblast Shh
exprese, odpovidajici rudimentarnimu fezaku (l.) a svétle Sedd predstavuje posteriorni
oblast Shh exprese, odpovidajici funk&nimu fezéku (I1.). VL- vestibularni lista (upraveno
podle Hovorakova et al., 2011).

Mysi funkEni Fezak je obecné pokladan za trvaly fezdk a rudimentarni fezak je
povaZzovan za ten docasny. Jina teorie poukazuje na rudimentarni fezak jako na pozlstatky
davnych zubl savéich predkd, které pretrvavaji u soucasnych savcl (Woodward, 1894,
Fitzgerald, 1973). Pfipadné byva spojovan s ¢asnou generaci zubd (také rudimentarni) u
plazl (Fitzgerald, 1973, Peterkova et al., 2002, Smith, 2003). Tomu napovida jak
morfologie, tak i umisténi této struktury (Peterkova et al., 2002, Hovorakova et al., 2011).
Proto bylo navrzeno oznacovat rudimentarni fezak u hlodavci jako soucast prelaktealni
dentice a funk¢ni fezdk by pak odpovidal laktedlni (mIéEné) generaci (Peterkova et al.,
2002, Peterkova et al., 2006, Hovorakova et al., 2011). Prelaktedlni zuby byly popsany
jako ,minutové* (miniaturni) primitivni zubni rudimenty lokalizované labialné nebo
bukalné od funkéniho laktedlniho zubu u mnoha druh( savcll véetné ¢lovéka (Leche, 1893,
Rose, 1895, Adloff, 1909).
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NadpoCetné fezdky v mysi cCelisti by tedy mohly wvznikat revitalizaci
rudimentarniho zubniho zakladu (Murashima-Suginami et al., 2007) podobné jako je tomu
v tvarove oblasti (Peterkova et al., 2009, Lagronova-Churava et al., 2013, Lochovska et
al., 2015). Pfipadné jinym dosud neobjasnénym mechanismem na lingvalni strané

funkénich Fezakad.

6.2 OBLAST PREDSINE USTNI — VESTIBULUM ORIS

Oblast zevné k dentici ohrani¢ena dasnémi, rty a tvafemi se nazyva predsin dutiny
Ustni nebo vestibulum oris (Obrazek 40). Casto se na tomto misté objevuji patologie
(napfiklad periferni odontomy nebo cysty). Periferni odontom byvéa spojovan s pritomnosti
neprofezané (lIde et al., 2000, Bernardes et al., 2008, Ide et al., 2008) nebo profezané
struktury podobné zubu (napf. (Hanemann et al., 2013). Tim vyvstdva otadzka, jak se
mohou vyvijet dentélni anomalie v oblasti, kde neni pfitomna struktura dentalni listy.
Plivod téchto patologii byl vysvétlovan pozistatky mékké tkané odontogenniho epitelu
jako jsou gingivalni zbytky Serres (v podstaté zbytky dentalni listy) (Bernardes et al.,
2008, Silva et al., 2009), nebo patologickym vyvojem zubniho zarodku chybéjiciho zubu
v zubofadi (Hanemann et al., 2013).
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Obrazek 40: Vznik predsiné ustni u mysi. (A, B) V dolni Celisti je anteriorni pfedsiri
Ustni (vestibulum oris - VO) volny prostor v dutiné Ustni ohraniceny labialné sliznici rti a
lingvalné sliznici dasni, alveoll a zuby. (C) Pochazi z vestibularni laminy (VE) zevné
priléhajici k dentalnimu epitelu (DE), ktery dava vzniknout funk&nim fezakim (FI), jejichz
zaklad tvofi jednak tkan epitelu (ZIuté) a jednak mesenchymu (oranzove) (upraveno podle
Hovorakova et al., 2016).

Oproti obecné pfijimanému konceptu kontinudlni vestibularni listy, ze které
vznika predsin Gstni u lidi, bylo doloZeno, Ze je tvofeno sérii samostatnych epitelidlnich
zdureni a hrebend, Ci list, které se vyvijeji ve velmi blizkém vztahu s dentalnim epitelem

(Hovorakova et al., 2005, Hovorakova et al., 2007). U mysi se fezdkova a diastemalni
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oblast oralniho vestibula vyviji zanteriorni vestibularni listy (,,lip-furrow band®).
V tvafové oblasti se objevuje jina epitelova lista (,,cheek-furrow band“), ze které vznika
distalni Cast oralniho vestibula (Peterkova, 1985).

Shh exprese nebyla detekovana ve vestibularnim epitelu béhem €asného vyvoje
dolni Celisti (Hovorakova et al., 2011). Sledovani osudu linie bunék exprimujicich Shh
ukézala pritomnost pozitivné znaCenych bunék nejen v fezdkové oblasti, ale prekvapiveé i
v anteriorni Casti epitelialniho zékladu vestibulum oris (Obrdzek 41). To vyvolalo otazku,
pro€ jsou potomci bunécné linie exprimujici Shh pFitomni ve vestibularnim epitelu, kdyz
zadne bunky ve vestibularnim epitelu aktivné neexprimuji Shh. Tyto buniky by tak mohly

pochazet z jiné Casti dutiny Ustni (Hovorakova et al., 2016).

Obrazek 41: Potomci bunék plvodné exprimujicich Shh byly nalezeni v epitelovém
zakladu dolniho vestibulum oris u mysiho embrya. (A-C) Embryonalni Celisti
s permanentné X-gal zabarvenymi burikami (modfe) ukazuji linii potomkl vsech bunék
exprimujicich Shh od zaCatku vyvoje embrya do doby jeho odbéru. (D-F) Histologické
fezy ukazaly modré bunky v dentalnim epitelu (Cernd hvézdicka), ale i v epitelialnim
zékladu vestibulum oris (oranZzova hvézdicka) na ED12,5 (A, D), 13,5 (B, E) a 14,5 (C, F).
Modfe znaCené bunky byly koncentrovany ve vnitfni epitelialni vrstvé vestibularniho
zékladu (F) a to potvrzuje prispévek bunék exprimujicich Shh v Casné doméné
rudimentarniho fezaku k této epitelidlni strukture (prevzato z Hovorakova et al., 2016).
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Jak jiz bylo zminéno vySe, na ED11,5 se u mysi objevuje ¢asna, povrchova Shh
expresni doména (ED11,5-13,5) v fezakové oblasti, kterd odpovida primordiu
rudimentarniho fezéku v horni i dolni Celisti a ktera a pravdépodobné hraje roli v iniciaci
nasledujici generace zubl, kterou reprezentuje funkéni fezak. Signalni centrum budouciho
funkéniho Fezédku se objevuje pozdéji (od ED13,5), posteriorné k prvni doméné
(Hovorakova et al., 2011, Hovorakova et al., 2013).

Vzhledem Kk prostorove distribuci struktur v embryonalni dolni Celisti mysSi
v ranych stadiich vyvoje bylo logické pfedpokladat, Ze zdrojem X-gal pozitivnich bunék ve
vestibularnim epitelu by mohla byt pravé Casna Shh expresni doména lokalizovana
superficialné v anteriorni ¢asti baze vznikajiciho funkcniho fezéku a exprimujici Shh pravé
v dobé vzniku epitelového zakladu pFedsiné ustni, ktery zaCne byt patrny jako samostatné
epitelové ztlusténi zevné od dentalniho epitelu na ED12,5 (Hovorakova et al., 2011).
Distribuce a osud bunék z ¢asné Shh expresni domény byl béhem nésledujiciho vyvoje
fezakové oblasti dokumentovan pomoci Cre-loxP systému indukovatelného tamoxifenem.
Rekombinace v populaci bunék exprimujicich Shh v ¢asné Shh expresni doméné byla
spusténa intraperitonealni aplikaci tamoxifenu na ED11,5, coZ odpovidd okamziku
pfitomnosti Casné superficialni Shh expresni domény v dolni celisti. Znaené bunky
(modra) byly i vtomto pripadé lokalizovany v primordiu funkéniho Fezéku, ale také ve
vnitfni — lingvalni bunééné vrstvé vestibularniho epitelu. Vyskyt pozitivné i negativné
znacenych bunék v epitelu vestibula doklada dvoji vyvojovy plvod této struktury.

Pokud byl tamoxifen aplikovan v Case, kdy jiz superficialni anteriorni doména
Shh neexprimuje (ED14.5), byl i epitelovy zaklad pfedsiné ustni negativni, Z&dné modre
znacené buiiky se v ném nevyskytovaly v celém predozadnim prdbéhu struktury. Oblast
funkéniho fezéku byla i v tomto pripadé oblasti vyskytu pozitivnich bunék, coz doklada, Ze
signalni centrum funkéniho Fezéku jiz Shh exprimujicimi burikami k tvorbé predsingé Gstni
neprispiva.

NaSe vysledky tedy jasné ukazuji, Ze bunky exprimujici Shh v ¢asné anteriorni
expresni doméné prispivaji k tvorbé vestibularni listy a Ize Fici, Ze fezéky a vnitini vrstva
vestibularniho epitelu maji spolec¢ny pdvod. Vngjsi strana vestibularniho epitelu by mohla
pochazet z oralni strany rtll a tvari.

Pacienti s Ellis-van Creveldovym syndromem (OMIM 225500) vykazuji mimo
jiné i patologie ve vestibularni oblasti jako je mnohocetna labialni frenula (Hattab et al.,
1998). U mysich modeld tohoto syndromu (Evc deficientni mysi) dochéazi k nedokonalému
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vyvoji zubll a kosti vlivem narusené Shh a Ihh signalice (Ruiz-Perez et al., 2007, Nakatomi
et al., 2013). Z tohoto Uhlu pohledu by patologie pfedsiné Ustni u Ellis-van Creveldova
syndromu mohly potvrdit Gcast bunék plvodné exprimujicich Shh na tvorbé vestibula.
Naruseni Shh signalizace by tak mohlo zplisobovat u pacientd vyse zminéné defekty.

| ve vestibularni oblasti lze nalézt dentalni patologie, Ci patologie s prezenci
struktur pfimo spojitelnych s dentalnim vyvojem. Byly zdokumentovany napfiklad
odontogenni ameloblasty u transgennich amelogenin deficientnich mysi (Fukumoto et al.,
2004). U lidi se objevuji periferni odontomy v oblasti zevné k dentici (Giunta and Kaplan,
1990, Ledesma-Montes et al., 1996, Ide et al., 2000, Bernardes et al., 2008, Ide et al.,
2008, Hanemann et al., 2013). Vyvojovy plvod odontomi je stale neznamy. Histogeneze
tohoto typu odontomu byla spojena s pozdstatky odontogenniho epitelu z mékké tkané jako
jsou dasnové zbytky Serres, které si ponechaly schopnost epitel-mesenchymalnich
interakci, které by mohly vést k tvorbé odontomu (Bernardes et al., 2008, Silva et al.,
2009). V ostatnich pripadech by spole¢na lokalizace odontom( a chybgjicich zubd
v zubnim oblouku napovidala, Ze plvod této patologie by mohl byt abnormalni vyvoj
zérodku chybgjiciho zubu (Hanemann et al., 2013). Zaroven byl naznacen spole¢ny piivod
odontomd a nadpocetnych zubl, kdy by mélo jit o vysledky stejného patologického
procesu (Pippi, 2014).

Velmi vzacny pripad periferniho odontomu se strukturami podobnymi
jednoduchym kénickym zubdm, které se dokonce profezaly do dutiny Ustni, byl
zaznamenan nedavno (Hanemann et al., 2013). Histopatologickéa analyza ukazala, Ze tyto
struktury byly sloZeny ze skloviny, dentinu, cementu a mély i zubni dfen ve stejném
usporadani jako u normalniho zubu. Byly obklopeny tenkou vrstvou epitelu a uloZeny
ve fibrézni pojivové tkani, coz demonstruje jejich periferni plivod. Rudimentéarni dentikly,
které se prorezaly z odontom(, byly lehce vloZzené do dasné, coz se klinicky potvrdilo
zvySenou zubni mobilitou (Hanemann et al., 2013).

Obdobné struktury je mozné najit také pfi studiu historického materidlu
(Hovorakova et al., 2016). V naSem pfipadé bylo analyze podrobeno nékolik struktur
podobnych zubu externé k zubnimu oblouku nalezenych na historické lebce Zeny.
Elektronovd mikroskopie potvrdila, Ze tkan ma vlastnosti zubni tkané (pfFitomnost
skloviny), coz potvrdilo jejich vztah k dentici. I z tohoto hlediska lze konstatovat, ze
vestibularni oblast vykazuje urCity odontogenni potencial (Obrazek 42). Tento potencial
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mize byt aktivovan pri patologickych podminkach a dat vznik zubnim strukturam v oblasti

zevné od zuboradi (Hovorakova et al., 2016).

Obréazek 42: Struktury podobné zubu na historickém materialu potvrzuji
odontogenni potenciél vestibuldrniho epitelu. (A-F) Béhem archeologickeho vyzkumu
v roce 2007 a 2008 v lokalité Gan (Galanta, Slovenska republika, 5.-6. stoleti AD) byly
nalezeny tfi struktury podobné zublm na lebce Zeny vyzdvizené z hrobu AH19. (A, B)
Dvé z téchto struktur byly lokalizovany v mandibule externé k alveol(im: jedna na povrchu
mandibularni kosti (oranZova Sipka A, C, E) a jedna v ramci mandibularni kosti (Cerna
Sipka B). Treti dentalni Castice byla nalezena volné mezi kostnimi fragmenty (modré Sipka
C, D, F). Elektronova mikroskopie odhalila aprismatickou (Ap) a prizmatickou sklovinu
(p) s hrbolky (tuberculum - t), jamkami (fossa —f) a drazkami (g) na povrchu. Byly
objeveny také otvory (0) pravdépodobné pro cévy a nervy (pfevzato z Hovorakova et al.,
2016).

Bylo prokazano, Ze Sox2 je asociovan s tvorbou nadpocetného zubu u nadordim
podobnych odontomdm, indukovanym Wnt signalni aktivitou u mysi. Exprese Sox2 u
téchto ameloblastom(l byla spojena s jejich potencialnim plvodem v epitelu dentalni
laminy (Juuri et al., 2013). Sox2 byl detekovan v dentalnim epitelu, ale také v prilehlém
orélnim a vestibularnim epitelu (ukazéano, ale nediskutovano v Juuri et al., 2012). Sox2 byl
identifikovan jako marker epitelidlnich kmenovych bunék (Ellis et al., 2004) a jeho
exprese byla prokézana také v dentélnim epitelu (Zhang et al., 2012). Sox2 je transkrip&ni
faktor nezbytny pro udrzeni obnovy nebo pluripotence nediferencovanych embryonélnich
kmenovych bunék. Z tohoto hlediska a ve srovnani s predloZzenymi vysledky sledovani

osudu bunécnych linii, potvrzujicimi pFispévek odontogennich bunék do vestibularniho
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zarodku, potencial bunék k diferenciaci a tvorbé odontogenni tkéné by také mohl byt
udrZzen ve vestibularni oblasti. A pokud by byl aktivovan (napf. za patologickych
podminek), mohl by vytvofit vyvojovy zéklad pro odontogenni patologie jako jsou
odontomy.

6.3 MOLAROVA OBLAST

PFitomnost rudimentarnich zubnich primordii v antemolarnim prostoru mysich
embryonalnich Celistech byla jiz dfive prok&zana na zékladé kombinace histologie,
morfometrie a 3D rekonstrukci (Peterkova et al., 1995, Peterkova et al., 1996, Lesot et al.,
1998, Viriot et al., 2000). Zaroven bylo ukazano, Ze se v pribéhu vyvoje postupné objevuji
samostatné Shh expresni domény v jednotlivych strukturach (MS, R2, M1) v antero-
posteriornim sméru v tvafoveé oblasti mySi embryonélni mandibuly (Prochazka et al.,
2010).

6.3.1 VZNIK PRIMARNIHO SKLOVINNEHO UZLU

Obecné se Véri, Ze pEK se zaCiné objevovat na vrcholku zubniho pupenu (ED13) a je
jasné detekovatelny ve stadiu poharku (ED14) (Vaahtokari et al., 1996a, Jernvall and
Thesleff, 2000, Cho et al., 2007).

Podle nasich vysledk( se vtomto Casovém okamziku objevuji v tvarfové oblasti
mandibuly dvé isolované Shh expresni domény v R2 a M1 primordiich (Prochazka et al.,
2010, Lochovska et al., 2015). Senzitivni detekce pomoci metody disociace epitelll
segmentu tvarové oblasti ukéazala, Ze dochazi ke kratké, pfechodné ko-expresi Shh v R2
rudimentu a ¢asném M1 primordiu. Zaroven se ukézalo, Ze dochazi k fazi téchto signalnich
center mezi ED14,5 a 14,7, ¢imz vznika jedna sloZena Shh expresni doména v budoucim
funkénim M1 primordiu. A tedy aZ tato sloZzend Shh doména by méla byt nazyvana
primarnim EK (Lochovska et al., 2015).

Casné Shh expresni doména v M1 neni v kontextu téchto novych poznatkd klastrem
epitelidlnich bunék nazyvanych pEK. Typickd ovalnd Shh doména pEKu v M1 zubnim
zarodku vznika teprve az po fuzi dfive samostatnych signalnich center lokalizovanych
v R2 a M1 primordiich. Teprve od ED14,5 Ize tedy hovofit o signalnim centru budouci M1
— pEK. Na EDI14,5 byl pozorovan mesio-distalni narlist pEK ve srovnani ED13,5
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(Shigemura et al., 2001), ktery lze vysvétlit pravé pfipojenim aktivniho signélniho centra
R2 k Casnému signalnimu centru M1 zaznamenanému v nasi studii (Lochovska et al.,
2015). Zéaroven je jasné, ze na morfologické Urovni je vylouceno nazyvat pEK semknuté
bunky epitelu v zarodku M1 ve stadiu pupenu (,,bud®).

Z uvedeného je zfejmé, Ze obecné se signalizace v zubnim zarodku pred ED14,5
nemUlZe vztahovat k pEK, ale k R2 rudimentu. Je tedy velmi dllezité vzdy pfi interpretaci
expresi signalnich molekul, které detekujeme, zachovat kontext vyvojového stadia a tedy
struktury, ke které se vyvojové vztahuji (pro srovnani Obrazek 9 a Obrazek 43).

Bmp-2 Brp4 Bmp-7 L4 A

200 t m

Obréazek 43: Priklady exprese nékterych signalnich molekul v R2 rudimentu a v pEK
zarodku mandibularnino molaru mysi (upraveno podle Vaahtokari et al., 1996a).
Exprese signalnich molekul na ED13 nemdZe byt vztahovana k pEK, jelikoz tento jako
takovy vznika aZz pozdégji. Tato exprese je vzhledem antero-posteriorni lokalizaci, velikosti
domén a také ED spojena s R2 rudimentem. Naopak exprese signalnich molekul na ED14
je jiz jisté spojena s pEK, tedy po flzi signalnich domén R2 a plivodni M1.

To by znamenalo, Ze Casné interakce mezi epitelem a mesenchymem se v oblasti
tvafovych zubl u mysi nevztahuji vyhradngé k pEK M1, ale jsou spojeny s vyvojem
zubnich rudiment( (MS a R2) a nikoliv s vyvojem funkéni dentice (Obrazek 44).
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Obrazek 44: Casna signalizace mezi epitelem a mesenchymem nemusi mit vztah
k pEK atedy k vyvoji funkéniho zubu, ale mize ovliviiovat signalni centra rudimentarnich
zubnich primordii (R). PFi interpretaci vysledkl spojenych s ranym zubnim vyvojem by na
tyto skutecnosti mél byt bran zfetel (upraveno podle Thesleff, 2003).

6.3.2 NARUSENA FUZE R2 A M1 SHH EXPRESNiCH DOMEN VEDE KE VZNIKU
NADPOCETNEHO ZUBNiHO PRIMORDIA

Molekularni a genetické studie za poslednich dvacet let ukazaly, Ze vyvoj dentice je

velmi dynamicky a komplexni proces kontrolovany poctem signalnich drah. Tyto interakce

pak uréuji pFislusny tvar a pocet zubl a jejich vzorec (Lan et al., 2014). Je jasné, Ze béhem

tak komplikovaného procesu se mohou objevit chyby, které vedou ke vzniku oralnich

patologii (Townsend et al., 2012). PFitomnost nadpocetného zubu mezi patologie rozhodné

patfi. Takové zuby byly nalezeny v antemolarnim prostoru u nékolika kmenl mysi (napf.
Mustonen et al., 2003, Tucker et al., 2004, Kassai et al., 2005, Ohazama et al., 2008,
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Ohazama et al., 2009). Nadpocetné zuby pred prvnim molarem se vyvijeji také u Spry2
nebo Spry4 deficientnich mysi (Klein et al., 2006).

Jak jiz bylo feCeno vySe, naSe data ukéazala flzi mezi R2 a M1 Shh signalnimi
doménami jako esencialni pro vznik signalniho centra M1 pEK (Obrazek 29A). Tato fuze
vedouci k normélnimu vyvoji byla detekovatelnd standardné u kontrolniho genotypu
(Spry2+/+;Spry4+/+) a u vzorku s vyssi davkou Spry genll (viz Obrazek 27, Obrazek 29A).
Naopak nesplynuti signélnich center R2 a rané M1 znamenalo vznik nadpocetného zubu
lokalizovaného anteriorné od M1, jehoZz signalnim centrem bylo perzistujici signaini
centrum rudimentu R2 (Lochovska et al., 2015).

Tento fenomén vykazovala embrya s genotypy s nizsi davkou Spry genli (Obrazek
28, Obrazek 29B). R2 Shh signalni doména zlistala oddélend anteriorné k pretrvavajici
plvodni ¢asné M1 Shh doméné. R2 pupen se pak progresivné vyvijel aZz v nadpocetné
zubni primordium (Obrazek 29B). Lze tedy Fici, Ze u mutantnich mysi s nadpocetnym
zubem v antemol&rnim prostoru, indikuje pretrvavajici R2 Shh signalni doména signalni
centrum samostatné se vyvijejiciho nadpocetného zubu. R2 rudiment se v takovych
pfipadech vyviji autonomné a dava vzniknout nadpocetnému zubnimu primordiu, misto
aby byl inkorporovan do M1. Disledkem je i pozorované zkréaceni zubu nasledujiciho po

nadpocetnem zubu v pfedozadnim sméru (Lagronova-Churava et al., 2013).

6.3.3 VLIV DAVKY SPROUTY GENU NA VZNIK NADPOCETNEHO ZUBNIHO PRIMORDIA

Vliv davky genl na fenotyp mysi byl potvrzen jiz dfive. Variace Pax9 mutantnich
alel zplsobovaly oligodoncii, hypoplasii nebo Uplnou absenci dolnich Fezak( a tretich
molar( (Kist et al., 2005). Podobné senzitivni na davku Spry2 je vyvoj patra (Welsh et al.,
2007). Ztrata funkce Spry gend vede k vy$$imu poctu fezaku v horni Celisti (Charles et al.,
2011).

Spry patfi do evolu¢né konzervované rodiny a jsou nezbytné pro normalni vyvoj
kraniofacialnich struktur v€etné dentice. Koduji negativni regulatory FGF a ostatnich RTK
signalnich kaskad a nepfimo ovliviiuji expresi Shh (Hacohen et al., 1998, Kim and Bar-
Sagi, 2004, Shim et al., 2005).

NaSe data dokumentuji, Ze pFitomnost rudimentarnich a funkCnich zubnich
primordii neni zcela narusena nepfitomnosti Spry genll. Nicméné davka téchto genl

postihuje naCasovani a tvorbu cCasnych zubnich primordii v tvafové oblasti mysi
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mandibuly. Postupny vyskyt Shh expresnich domén ve tfech rliznych oblastech odpovida
situaci pozorované u kontrol, ale exprese jednotlivych domén byla na rozdil od kontrolnich
genotypl prodlouzena. Toto prodlouZzeni mélo za nasledek opoZdény zacatek Shh exprese
v dal$ich oblastech. Tedy prodlouzeni Shh exprese v MS zplisobi opoZzdéni v R2 a M1,
podobné dalSi prodlouZeni v R2, jesté vice zpozdi nastup Shh exprese v M1. Zajimavé je,
Ze prodlouZeni doby Shh exprese bylo vice zfejmé (prodluzovalo se) s klesajici davkou
Spry2 genu (Obrazek 28). To by naznaCovalo, Ze Spry2 méa v tomto smyslu vétsi dopad na
zubni vyvoj nez Spry4.

Mutace Spry2 nebo Spry4 genll zplsobuji tvorbu nadpocetného zubu v mysi
diastemé zvySenim hladin FGF signalizace (Klein et al., 2006, Peterkova et al., 2009).
FGF signélni dréaha je aktivni jak v epitelu, tak v mesenchymu a hraje roli ve stimulaci
bunécné proliferace (Jernvall et al., 1994, Kettunen and Thesleff, 1998) a v potlaceni
apoptézy (Vaahtokari et al., 1996b), ktera byla popsana jako jeden ze zasadnich faktord
vymizeni rudimentarnich struktur v pribéhu normogeneze (Peterkova et al., 2003). P¥i
ztraté funkce Spry genll a zvySeni FGF signalizace (Hacohen et al., 1998, Klein et al.,
2008) dochazi ke snizeni apoptdézy a naopak ke zvySeni bunécné proliferace v oblasti
zubnich rudimentd MS a R2 v mysi embryonalni mandibule (Peterkova et al., 2009).
Takova revitalizace rudimentl ma za néasledek tvorbu nadpocetného zubniho primordia
(Peterkova et al., 2009, Lagronova-Churava et al., 2013). Nékolik ¢leni FGF rodiny
indukuje Shh expresi, kterd pak ovliviiuje ostatni ¢leny FGF rodiny (Hacohen et al., 1998,
Kettunen et al., 2000, Kratochwil et al., 2002, Klein et al., 2006). Tento zpétnovazebny
model byl potvrzen u nadpocetnych zubl Spry2 deficientnich mysi (Klein et al., 2006) a
také u vyvoje koncetinovych pupenl u mysi (Sun et al., 2000). Podle toho by zvysena FGF
exprese mohla prodlouzit Shh expresi, jejiz prodlouzeni je podle prezentovanych vysledkd
pravé jednim z faktor( patogeneze v zubnim vyvoji (Lochovska et al., 2015).

Spry dokazi inhibovat FGF signalizaci dvéma zplsoby a to pres adaptorovy protein
Grb2 nebo pres Raf kinazu (Thisse and Thisse, 2005). Oba zplsoby zamezi aktivaci
MAPK/ERK drahy a pfenosu signalu do jadra bunky. Nicméné vSechny Spry homology
neinhibuji tuto kaskadu stejné. V pfipadé Spry2 proteinu bylo zaznamenano, Ze se vaze,
jak na Raf (Yang et al., 2006), tak na Grb2 pomoci N-terminalniho konce (Lao et al.,
2007). Spry4 interaguje také s Raf kinazou, ale pfes C-termindlni konec, navic je tato
interakce zahrnuta zejména v regulaci Ras-nezavislé MAPK aktivace (Sasaki et al., 2003).
Navic samotna inhibice MAPK aktivace pfes Ras-dependentni drdhu se zd& byt mnohem
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acinnéj8i pomoci Spry2 nez pomoci Spry4 (Yusoff et al., 2002, Rathmanner et al., 2013).
Klasické studie ukazuji, Ze Ras/Raf/MEK/MAPK kaskada mdze podpofit proliferaci a
maligni transformaci zejména kvdli stimulaci bunééného rlstu a zaroven kvdli prevenci
apoptozy, kterd je pravé jednim z faktor(l normalniho Ustupu rudimentarnich struktur
v zubnim vyvoji. Dal$im ¢asto prehlizenym aspektem této kaskady je produkce rlstovych
faktor(, které stimuluji rlist (McCubrey et al., 2007). Ztrata funkce Spry2 by mohla mit
tedy vyraznéjsi efekt na patologii zubniho vyvoje nez Spry4 ve smyslu nadpocetnych zub.

Zvysend exprese Spry (zejména Spry2) vede k zastaveni vyvoje zprostfedkovaného
FGF (Minowada et al., 1999, Mailleux et al., 2001), naopak sniZzena exprese Spry vede
k nezvyklému narGstu puceni epitelovych organll a struktur (plice, koncetinové pupeny,
zuby) (Tefft et al., 1999, Klein et al., 2005).

6.3.4 ZASTAVENI VYVOJE NADPOCETNEHO ZUBNiHO PRIMORDIA U SPRY MUTANTNICH

MYSI

Bylo zjisténo, Ze frekvence nadpocetnych zubl v profezané dentici je podstatné
nizsi nez frekvence prenatdlnich nadpocetnych zubnich primordii (Lagronova-Churava et
al., 2013). Na zékladé nasich vysledkl jsme se pokusili vysvétlit tento jev a hypoteticky
nastinit signalni drahy, které by mohly zastavit vyvoj nadpoCetného zubniho primordia u
Spry2;Spry4 mutantnich mysSi béhem pozdgjSiho prenatalniho obdobi.

Interakce mezi Shh a Wnt signalizaci béhem zubniho vyvoje jiz byly prokdzany.
Shh pisobi jako negativni zpétnovazebny regulator Wnt v diastemalnim zubnim vyvoji.
Redukce Shh aktivity vedla ke kontinualnimu vyvoji R2 zvySenim Whnt signalizace u Wise
deficientnich mysi (Ahn et al., 2010). Za pomoci FGF/Spry zpétnovazebného modelu
(Klein et al., 2006, Klein et al., 2008) mdzeme navrhnout, Ze Shh signalizace je silné up-
regulovand zvysenim FGF signalizace u Spry2;Spry4 DKO mysi. Shh je nezbytné pro
separaci zubl (Ohazama et al., 2008) tim, Ze funguje jako antagonista Wnt signalizace
(Ahn et al., 2010). Za pouZziti téchto zavér( Ize navrhnout model (Obrazek 45), ktery
vysvétluje, pro¢ nemohou byt nadpocCetnd zubni primordia detekovana v pozdéjSich
stadiich vyvoje v diastemé u nékterych genotypl (rozhodné u Spry2+/+;Spry4-/-, Spry2+/-
:Spry4-/-). Zachovani zvysené Shh signalizace se na zakladé vyse uvedeného mize podilet
na separaci R2 rudimentu od vyvijejiciho se prvniho molaru a podpofit tak tvorbu
nadpocetneho zubniho primordia (Obrazek 27, Obrazek 29B). Vy3si hladiny Shh silné
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antagonizuji Wnt signalizaci, které je nezbytna pro sprdvny vyvoj zubu. NiZsi hladina Wnt
by pak mohla zastavit vyvoj R2 a primordium nadpocetného zubu by tak podlehlo regresi.
To by znamenalo, Ze Shh moduluje hladiny Wnt signalizace béhem zubniho vyvoje
(Obrazek 45B). Nicméné zdstava otdzka, pro¢ se i pres vyse uvedené vyvinou néktera
primordia v profezané nadpocetné zuby (Klein et al., 2006, Lagronova-Churava et al.,
2013).

WT Spry2;Spry4 DKO

Spry2/4 FGF| | Spry24 X  |FGF|

e 2

Shh Shh

\
Wnt A\ Wnt

A B

Obrézek 45: Hypoteticky model molekuldrni kontroly aktivace a inhibice vyvoje
nadpocetného zubu v dolni diastemé Spry2;Spry4 mutantnich mysi. (A) U WT embryi
Spry2/Spry4 prirozené redukuji pfenos FGF signélu (Klein et al., 2006) a tim nepfimo
ovliviuji hladinu Shh (Klein et al., 2006, Klein et al., 2008). Shh je negativnim
regulatorem Wnt (Ahn et al., 2010) a hraje roli v separaci jednotlivych zubll (Ohazama et
al., 2008). (B) Ztrata funkce Spry genll u Spry2;Spry4 mutantli vede ke zvySeni FGF
signalizace (Hacohen et al., 1998, Klein et al., 2006, Klein et al., 2008). To mé& za nésledek
redukci apoptézy a naopak stimulaci buné¢né proliferace v MS a R2 rudimentech, coz
vede ktvorbé nadpocetného zubniho primordia (Peterkova et al., 2009, Lagronova-
Churava et al., 2013). Vy3si hladiny FGF zvySuji hladiny Shh. To poméaha R2 rudimentu,
aby se oddélil od zubniho z&rodku M1. Nicméné zvySena exprese Shh silné inhibuje Wnt
signalizaci, kterad tak nemiZe zachovat samostatny vyvoj R2 rudimentu jako nadpocetného
zubu a proto dochazi k jeho regresi. Tloustka Sipek a rameckl symbolizuje Grovné signalni
aktivity ve smyslu zvySeni i sniZzeni (pfevzato z Lochovska et al., 2015).

NaSe data dokladaji, ze zmény davky Spry2 a Spry4 gend maji nésledky pro
vyvojovou dynamiku a ,,patterning* zubnich primordii a Ze zachovani alespofi malé davky
Spry2 a Spry4 genll umoZniuje udrZet stav blizky normalnimu vyvoji.
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6.4 VYVOJ ZUBNICH HRBOLKU

Zakladni zubni vzorec savcl je tvoren rliznymi typy zubl (Fezaky, Spicéky,
premolary, molary). Ztéchto zubll dosahly premolary a molary nejvétsi komplexity,
zejména u savcl, ktefi jsou specializovani na vlaknitou stravu (Evans et al., 2007).
Adaptivni spojeni se zplsobem stravovani znamena, Ze se opakované vyvinuly i dalsi
hrbolky u sav€ich linii specializujicich se na rostlinnou stravu. Napfiklad, evoluce
¢tyrhrbolkovych hornich molard z tfihrbolkovych predkl probéhla nezavisle pridanim
specifického hrbolku (hypokon) pfinejmensim dvacetkrat (Hunter and Jernvall, 1995).
Pocet hrbolk(l mize byt ovlivnén i dnes pomoci genovych modulaci. Napfiklad snizena
davka FGF3 u mysi i lidi zplsobuje redukci pocétu hrbolk( a zmény v morfologii, které se
priblizuji podminkdm u fosilnich hlodavcd nebo Gasnych antropoidnich primatd, resp.
(Charles et al., 2009). Naopak zvySena aktivita FGF10 vede k vy$$imu poctu hrbolk{
v mySim molaru (Yokohama-Tamaki et al., 2006).

Vyvoj zubnich hrbolkli je Fizen signalnimi centry znamymi jako EK. Jde o
transientni klastr nedélicich se epitelialnich bunék, ktery je lokalizovan v centru zubniho
zarodku (Jernvall et al., 1994, Vaahtokari et al., 1996a). Sekundarni EK se objevuje
v misté ohybu epitelu, ¢imz oznaCuje oblast iniciace vzniku hrbolkd (Kettunen and
Thesleff, 1998, Jernvall and Thesleff, 2000).

MD MX

anterior

Obrazek 46: Morfologie korunky mysich molar( z doini a horni Celisti. Mysi dolni
moléary (MD) maji zubni hrbolky uspofadané ve dvou paralelnich fadach — bukélni fada
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(B) a lingvalni fada (L), zatimco horni molary maji uprostred jesté centralni fadu hrbolkd
(C) (obrazky zubl z Mitsui et al., 2016).

Mysi linie si zachovaly pocet hlavnich hrbolkd molaru po predcich, ale jejich
usporadani je jiné. Maji bukalni a lingvalni hrbolky ve dvou paralelnich fadach v dolnich
molérech a ve tfech Fadach v hornich molarech (Obrdzek 46). Sledovali jsme pFispéni
bunék exprimujicich Shh a jejich potomk(l k signalnim centrm EK pomoci tamoxifen
indukovatelného Cre-loxP systému. Na zakladé nasich vysledkad je jasné, Ze ke vzniku pEK
v dolni Celisti mySiho embrya pFispivaji Shh exprimujici bufiky signalniho centra R2
rudimentu (Obrézek 27, Obrdzek 29A). Navic se zd4, Ze si takto vznikly pEK udrzZel svou
pozici v rdmci zubniho zarodku M1 a stava se z néj SEK na bukalni strang, zatimco rdstem
lingvalni ¢asti zubniho zakladu vznika na lingvalni strané de novo seEK dalSiho hrbolku. To
podporuje dfivejsi tvrzeni, Ze nékteré buniky pEKu preZivaji a podileji se na vzniku
bukéalniho sEKu (Jernvall and Thesleff, 2000). Otazkou zlistava, zda pfispivaji buiky
pdvodniho pEKu do lingvainiho sEK, coZ je vsoucasnosti predmétem nékolika
protichddnych studii (Coin et al., 1999, Coin et al., 2000, Matalova et al., 2005).

V dolni Celisti by pEK mohl byt z&kladem pro budouci vznik protokonidového
hrbolku. Na zakladé Cre-loxP materidlu jsme zjistili, Ze Shh pozitivni bufiky a jejich
potomci se nasledné Sifili lingvalnim smérem a pozdgji také posteriornim smérem. Dvé
vzniklé pozitivni oblasti pravdépodobngé lezi v misté budoucich hrbolkd prvniho molaru —
metakonid, resp. hypokonid. Buriky z lingvalniho metakonidu pak ziejmé pfispivaji ke
vzniku dalSiho lingvalniho hrbolku, coZ by mohl byt vrcholek entokonidu. Teprve potom
se zaCinaji zakladat anteriorni hrbolky z bunék protokonidu, ale zfejmé pfispivaji i bunky
metokonidu, ¢imZz vznikaji zéklady obou anterokonidd. Patrné se ale zaklada dfive
anterokonid na bukalni strané zubu. Zfejmé Uplné na z&vér by mohl vznikat zéklad
posledniho hrbolku M1 — hypokonulidu, ktery se ndm ale nepodafilo zachytit (Obrézek
34).

V horni Celisti dava pEK pravdépodobné vznik parakonu. Opét se tedy vytvari jako
prvni prostfedni hrbolek bukalni strany zubu. Schéma nasledného vzniku lingvalniho
hrbolku v dolni Celisti je zachovano pouze z €asti. Bunky se opravdu rozsifuji lingvalnim
smérem, ale vzhledem k jinému uspofadani hrbolk(l v hornim molaru se dostavaji do
centralni fady a zaklada se protokon. Z obou zakladll se pak nasledné $ifi buiky jak

anteriornim tak posteriornim smérem, i kdyZ se zda, Ze na bukalni strané k tomu dochazi
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Casnéji. Tim vznika posteriorné metakon a nasledné hrbolky hypokonu a enterostylu. Na
anteriornim konci je to jako prvni buk&lni anterokon, nésleduje centrdlni anterokon a
nakonec anterostyl na lingvalni strané (Obrazek 35). Toto obecné odpovida predstave, ze
mnohohrbolkovy zub reprezentuje nékolik zubl jednohrbolkovych — prenatalni
konkrescence (Obrazek 47) (Kikenthal, 1892, Bolk, 1922, Peyer, 1968, Peterkova et al.,
2000).

Obecné pfijimany Obecné piijimany Embryologicka data
fylogeneticky pohled ontogeneticky pohled
Casni savci [ 00800

G o)

N\

HEIN ' . j}i:f;&
l v v

Hlodavci [I |:| D

o0(] o)

Dospély fezak Primordium fezaku

Recentni zivorodi

Obrézek 47: Horni fezdk — fylogenetické a ontogenetické aspekty. Podle obecné
prijimaného nazoru byl pocet fezakl progresivné redukovan béhem evoluce hlodavci.
Jeden fezdk u hlodavcd by mél odpovidat druhému Fezaku placentalnich savcl
s neredukovanym poctem fezak( (levé schéma). Proto se povazuje za samoziejmé, Ze se u
mySi vyviji pouze jeden Fezdkovy zéklad a nasledné jeden funkéni Fezdk (prostfedni
schéma). Nicméné, embryologické data ukazuji integrovany vyvoj (konkrescence) péti az
Sesti plakod, které spole¢né davaji vznik ¢asnému pupenu horniho Fezaku u mysich embryi
(pravé schéma) (upraveno podle Peterkova et al., 2014).

NaSe data ukazuji, Ze vyvoj zubniho zarodku je buko-lingvalné asymetricky, coz
bylo ukazano jiz dfive (Cam et al., 2002). Lingvalni CL se zanofuje do mesenchymu
mnohem progresivnéji. Bunky z apexu této CL se od ED14,5 dostavaji béhem vyvoje az do
stfedu vyvijejiciho se poharku/zvonku zubniho zérodku, zatimco bufky v bukalni CL
setrvavaji v apikalni ¢asti CL. Obdobné se chovaji buriky v CL mySiho fezaku (Obrazek
48) (Harada et al., 1999). V oblasti lingvalni CL mySiho molaru byla na ED15,5 prokazana
také zvySena bunécna proliferace (Obara and Lesot, 2007). Navrhujeme, Ze migrace bunék
v lingvalni CL by mohla byt spojena s vznikem vybouleni (,,bulge*) na lingvalni strané
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vnitfniho dentalniho epitelu sklovinného organu na ED15,5. Toto vybouleni reprezentuje
vznik lingvalniho sEK (Obara and Lesot, 2007).

Obréazek 48: Sledovani osudu epitelidlnich bunék cervikalni klicky mysiho rezaku.
Dil byla aplikovana do centra labidlni CL a explantat byl kultivovan 5 dni. (a) Explantat
byl dokumentovan v prochazejicim svétle a (b) pod UV svétlem. Oznacené bunky se
rozsifily od mista injekce (Cervena Sipka) smérem z CL. MéFitko je 250 um. (pfevzato z
Harada et al., 1999).

U monophyodontnich mysi se tvofi pouze jedna generace zubll, zatimco u
polyphyodontnich plazii se neustale vytvari nova generace jednoduchych zubl (Richman
and Handrigan, 2011, Jernvall and Thesleff, 2012). Zubni vyvoj u plazil je iniciovan
tvorbou epitelialni dentalni listy, ktera se zanofuje do okolniho mesenchymu. V pfipadé
mandibuly dochazi k puceni zubniho zarodku na labialni strané dentalni listy. Dentalni
lista se pak prodluzuje lingvalnim smérem a skupina bunék na jejim volném konci —
nahradni dentalni lista — proliferuje. Jak se dentélni lista prodluZuje, vytvafi se na ni
nékolik zubnich generaci (Obrézek 49) (Richman and Handrigan, 2011).
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Obrazek 49: Schéma vyvoje a vymény zub( plazi (Supinati). Shh exprese v oralnim
epitelu oznaCuje pozici tzv. odontogenniho prouzku, tedy misto, kde se bude vyvijet zubni
fada. Tyto Shh pozitivni prouzky odpovidaji zubnim faddm jak pozici, tak poctem.
Morfologie zubni iniciace je u plazll stejna jako u savcl. Nova zubni generace puci
lingvalné od profezaného zubu z Utvaru znameho jako nahradni dentélni lista. Jde o
pokraCovani dentélni listy na volném konci dentélniho epitelu (upraveno podle Richman
and Handrigan, 2011).

Schopnost vétveni/puceni je u rudimentarnich zubnich zakladl potlacena a
primordia zanikaji nebo jsou inkorporovana po dosazeni stadia pupenu. U zérodkd
funkénich vicehrbolkovych zubll dochézi k epitelovému pucenti, které naznacuji cervikalni
klicky (Peterkova et al, 2000). Na zakladé naSich dat miZeme nalézt urcité podobnosti
mezi v obecném principu pucéeni dentalniho epitelu u dvou generaci jednoduchych zubl
plazt a slozeného molaru savcl (mysi). Vyvojové starsi zuby se u primitivnéjsich plazl
objevuji labialné (bukalné), zatimco lingvalnim smérem dordstaji nové zubni generace
(Woerdeman, 1921, Edmund, 1960, Peterkova et al., 2004). ZjednoduSené Ize obdobné
chapat i po sobé nasledujici Shh exprese (reprezentujici vtomto smyslu po sobé jdouci
generace zubniho vyvoje) v fezakové oblasti mysi dolni (Hovorakova et al., 2011) i horni
(Hovorakova et al., 2013) Celisti. Tomuto odpovidaji i naSe vysledky o predpokladaném
vzniku zubnich hrbolkll u mysich molard. V obou celistech se bukalni fada hrbolki
zaklada drive a jevi se tedy jako vyvojové plvodnéjsi. Bukalni strana zubu je stabilni —

bunky bukalni CL setrvavaji v jejim apexu, pEK setrvavd na svém misté a nésledné se
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vytvari sEK. Zatimco sekundarné vznika lingvalni strana zubu — progresivni rlist lingvalni
CL, wvznik lingvalniho sEK. Tento mechanismus by se mohl projevovat i u
vicehrbolkovych zubl ¢lovéka. Lin et al. (2007) prezentovali ve své praci histologicky
material vyvijejicich se lidskych zubnich primordii premolar(. Z obrazové dokumentace je
patrna buko-lingvalni asymetrie CL u starSich vyvojovych stadii (Lin et al., 2007).

6.5 SHRNUTI

Zub je komplexni biologicky organ tvofeny nékolika tkanémi, vcetné skloviny,
dentinu, cementu, zubni pulpy a okolniho zavésného aparatu. PoSkozeny zub je mnohdy
zna¢né bolestivy a spolu s chybénim jednoho €i vétSiho mnoZstvi zubll jde o Casto se
vyskytujici problémy ve starnouci populaci. Soucasné pristupy feSeni téchto defektll
zahrnuji fixni nebo odstranitelné protézy, autotransplantace a zubni implantaty. TakZe
prlizkum a vyvoj novych strategii se dostal do popfedi zajmu. Bylo navrZeno nékolik
rozdilnych metod pfi hledani moZnosti biologické zubni nahrady (Duailibi et al., 2004,
Ohazama et al., 2004, Young et al., 2005, Sartaj and Sharpe, 2006, Ferreira et al., 2007,
Nakao et al., 2007, Yu et al., 2008). Patfi mezi né napfiklad tvorba chimérickeho zubu,
stimulace formace tfeti dentice, zubni regenerace ovlivnéna genovou manipulaci atd.
Myslenka spojena s indukci tfeti dentice je velmi atraktivni koncept (Sartaj and Sharpe,
2006, Takahashi et al., 2008, Yu et al., 2008). Tento pfistup je obecné prezentovan jako
mozny, pokud jsou pFidany molekuly indukujici de novo zubni iniciaci.

Pfedtim je ale potreba vyresit samotny fyziologicky vyvoj zubl. Stale jesté existuje
mnoho nezndmych a nezodpovézenych otazek na toto téma. Napfiklad otdzka kmenovych
bunék, otazka Fizeni morfologie zub{ atd. Jak dokumentuje i tato prace, molekularni Fizeni
zubll je velmi slozitd a propletend sit', které mozna nikdy plnohodnotné neporozumime.
Ale vzhledem k tomu, Ze principy odontogeneze mohou predstavovat obecné principy
organogeneze, je nutné snazit se nalézt co mozna nejvice informaci o regulaci vyvoje zub.

Je zndmo vice nez 200 genl, které jsou exprimovany béhem zubniho vyvoje
(http://bite-it.helsinki.fi/). Zaroven existuje mnozstvi mutantnich mysi, které ndm poskytuji

nahled na mechanismy tvorby patologii zubniho vyvoje, napf. nadpoCetného zubu.
Mnohocetny vyskyt nadpocetnych zubl mize mit geneticky podklad v jejich etiologii a
CasteCné representuje treti dentici u Clovéka. Kandidatni molekuly nebo geny funk&ni pFi

vzniku nadpoCetnych zubd budou pravdépodobné zahrnuty v indukci zubniho vyvoije,
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v tvorbé sekundarni dentice nebo v fizeni po€tu zubll. To znamena, Ze mlze byt mozné
indukovat tvorbu zubu de novo represi nebo aktivaci jednotlivych kandidatnich genl in

situ.
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7 ZAVERY

l. Rudimentarni struktury se v pribéhu odontogeneze objevuji jak v tvarové, tak

v fezédkové oblasti embryonalnich Celisti mysi a maji sva vlastni signalni centra,

ktera exprimuji Shh (marker odontogeneze). Casné interakce mezi epitelem a

mesenchymem jsou tedy spojeny s vyvojem zubnich rudiment( a ne s vyvojem

funk&nich zubl. PFitomnost vice signalnich domén v ¢asné odontogenezi (do

ED14,5) nemusi z tohoto hlediska znamenat patologicky vyvoj nadpocetného

zubu v fezakové nebo v molarové oblasti, ale mize pouze reflektovat signalni

centra ancestralnich rudimentarnich struktur.

a.

V Ffezakové oblasti horni Celisti jsme detekovali ¢asnou, povrchovou Shh
expresni doménu (ED11,5-13,5), ktera odpovida primordiu rudimentarniho
fezéku. Signalni centrum budouciho funkéniho fezéku se objevuje pozdéji
(od ED13,5), posteriorné k prvni doméne.

Shh exprese v tvarove oblasti dolni Celisti mysi je v Case kontinuélni a neni
pferusena Z&dnou negativni periodou. Méni se pouze pozice expresnich
domén v souvislosti s vyvojem rudimentarnich struktur predchazejicich
vyvoji prvni stoliCky. Nejprve se objevuje signadlni centrum v MS
rudimentu, které posléze kratce exprimuje Shh spolu se signalni doménou v
R2 rudimentu aZz vymizi. Shh signalni doména R2 rudimentu nésledné
pfechodné koexistuje s ¢asnou M1 Shh signalni doménou a poté spolu
splyvaji na ED14,5 aZ 14,7 a davaji tak vznik pEK.

Shh se exprimuje také v tvafové oblasti horni Celisti a to v diastemé, v R1 a
R2 zubnich rudimentech a vcentru vyvijejiciho se zarodku funkéniho
prvniho molaru. Také v horni tvafové oblasti dochazi k ur¢itému propojeni
Shh exprimujicich bunék plvodniho R2 rudimentu a c¢asného ML1.
Inkorporace R2 do M1 v horni Celisti vSak nedosahuje stejného stupné jako

v dolni ¢elisti.
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Zubni rudimenty jsou zahrnuty ve vyvoji funkéni dentice, napfiklad ve smyslu
inkorporace do primordia funkéniho zubu nebo indukce néasledujiciho zubniho
zakladu, ktery vtomto pfipadé predstavuje nasledujici zubni generaci. Navic
jsou pravdépodobné schopny si zachovavat svlij odontogenni potencial, pfi
jehoZz reaktivaci dochazi ke vzniku patologii (nadpoCetny zub). Tento
odontogenni potencial mohou i pfedavat, napfiklad do struktury, ze které vznika

predsin dstni (vestibulum oris).

a. Bunécné linie centra plvodniho R2 rudimentu a ¢asného M1 splyvaji za

vzniku primarniho sklovinného uzlu (pEK) v oblasti budouciho funkéniho
M1. pEK prvniho mandibularniho molaru mysiho embrya, v obecné
akceptovaném vyznamu (signalni centrum funkéniho zubu), vznika teprve
po fazi plvodnich signalnich domén (ED14,5 — 14,7) v R2 rudimentu a

¢asném M1 primordiu.

Vyvoj vicehrbolkového zubu mysi je buko-lingvalné asymetricky. Bukalni
strana mysiho moléaru je stalej$i a jevi se jako vyvojové plvodngéjsi. Po
vzniku pEKu, ze kterého se stdva sEK na bukalni strané zubu, se posléze
objevuje sEK na lingvalini strané (lingvalné od plvodniho pEKu). Buiiky
R2 rudimentu se tedy podili na vzniku prvniho bukalniho hrbolku.

Lingvalni strana zubu se jevi jako vyvojové mladSi a progresivnéjsi.

Vyvoj v horni fezdkové oblasti mySich embryi ukazal, Ze bunky exprimujici
Shh v Casné anteriorni expresni domené prispivaji k tvorbé vestibulérni
laminy a lze Fici, Ze Fezdky a wvnitfni vrstva vestibularniho epitelu ma
spole¢ny plvod. Rudimentarni generace Shh exprimujicich bunék navic

s

pravdépodobné hraje roli v iniciaci nésledujici generace zubd, jiz
reprezentuje funkéni fezék. Spolecny plvod Fezakd a zakladu vestibulum
oris mdze vysvétlit vznik dentalnich patologii v nedentalni oblasti zevné od

fezakd u Clovéka, jako jsou periferni odontomy.

PFi naruseni regulace zubniho vyvoje mlze diky odontogennimu potencialu

rudimentarnich  zubnich primordii dojit ke vzniku patologii, zejména
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nadpocetnych zubd. PFi nespojeni pdvodnich signalnich domén R2 a M1
dochéazi k vyvoji nadpocetného zubniho primordia, které vznika z R2 rudimentu
anteriorné k zarodku M1.

a. Sprouty2 a Sprouty4 maji vliv na Shh signalizaci v Case i prostoru béhem
zubniho vyvoje. Snizenim jejich davky dochazi k opozdéné tvorbé pEKu.
Ztréta funkce Sprouty2 ma mnohem vétsi dopad na zubni vyvoj.

b. Ztrata funkce Sprouty genli mé vliv na fGzi Shh signalnich domén R2 a
Casné M1. Toto nesplynuti Usti v perzistenci a autonomni vyvoj R2
rudimentu, coZz ma za nasledek vyvoj nadpocetného zubniho zékladu
anteriorné k M1.
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