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ABSTRAKT  
Organogeneze in vivo probíhá na základě časo-prostorových vývojových procesů, 

které závisí na chování buněk, například na jejich růstu, migraci, diferenciaci a 

mezibuněčných interakcích. Takové chování je regulováno patřičnou přechodnou expresí 

různých signálních molekul. Navzdory výraznému pokroku terapeutických strategií, stále 

nebylo odhaleno tajemství vývoje biologické náhrady poškozeného nebo chybějícího zubu. 

V tomto kontextu poskytují zvířecí modely mocný nástroj umožňující studium 

normogeneze i patogeneze zubu jak v rámci základního tak i aplikovaného výzkumu.  

Časný vývoj zubu sdílí podobné morfologické i molekulární znaky s ostatními 

ektodermálními orgány. Zároveň jsou tyto znaky do značné části konzervovány také 

mezidruhově, což je výhodné z hlediska použití modelových organismů. Zubní vzorec 

člověka i myši je proti společnému předkovi redukován, přesto se u obou objevují jak zuby 

jednoduché, tak i zuby vícehrbolkové. Zároveň byly u obou nalezeny struktury označené 

jako rudimentární. Tyto struktury jsou během ontogenetického vývoje potlačeny a nebývá 

jim tedy obecně přisuzována zásadní funkce. Základním cílem předložené práce tedy bylo 

prostudovat zubní rudimenty detailněji a odhalit jejich funkci v odontogenezi.  

Tato práce předkládá nové interpretace v oblasti časné zubní normogeneze, na které 

by měl být brán zřetel při studiu vzniku dentálních patologií. Podařilo se nám prokázat, že 

během fyziologického vývoje se na vzniku primárního sklovinného uzlu (pEK) podílí 

buňky zubního rudimentu (R2) a teprve po zapojení těchto buněk vzniká pEK jako signální 

centrum první stoličky. Signální události v určité oblasti čelistí tedy neodpovídají pouze 

základům budoucích funkčních zubů, což odporuje obecně přijímanému konceptu. Kromě 

přímého příspěvku buněk k vývoji funkčního zubu mohou mít zubní rudimenty a jejich 

signalizace také iniciační funkci, tedy, že iniciují vývoj primordia funkčního zubu, jako je 

zde ukázáno například v řezákové oblasti myší. Zubní rudimenty si zachovávají svůj 

odontogenní potenciál, který může být za patologických podmínek obnoven. Výsledkem 

může být perzistence základu zubního rudimentu, který by za normálních podmínek zanikl, 

s následným vznikem nadpočetného zubu. Tyto výsledky mohou pomoci při pochopení 

mechanismů regulace zubního vývoje nebo při tvorbě nových terapeutických přístupů 

k léčbě patologií 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. 
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SEZNAM ZKRATEK  
3D Trojrozměrný (Three-dimensional) 
β-TrCP   Beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase 
µm    Mikrometr 
AC    Akcesorní zubní pohárek 
AER    Apikální ektodermální výběžek/lišta (Apical ectodermal  

ridge) 
Ap    Aprismatický 
APC     Adematous polyposis coli 
BMP (Bmp2, 4, 7)  Bone morphogenic protein 
Bp    pár bází (base pair) 
BrdU    Bromodeoxyuridin 
C    Špičák (Caninus) 
c    Dočasný (mléčný) špičák 
Ca2+    Ionty vápníku 
CCD     Kleidokraniální dysplasie 
CFR     Epitelový základ tvářového žlábku (Cheek-furrow ridge) 
Ci     Cubitus interruptus 
CK1α     Casein kinase 1α 
CL    Cervikální klička (cervical loop) 
Cre    Cre recombináza 
CVR    Špičáková vestibulární lišta (Canine vestibular ridge) 
D1-5    Rudimentární primordia v oblasti horní diastemy 

(Disappearing rudimental primordium 1-5) 
DAG     Diacylglycerol 
dCFR     Epitelový základ tvářového žlábku dolní čelisti (cheek furrow  

ridge) 
DE    Dentální epitel 
Dhh     Desert Hedgehog 
DiI  1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine  

perchlorate 
DKO    Double knock-out 
dM1    Descendant M1 
DNA    Deoxyribonukleová kyselina 
dR2    Descendant R2 
Dvl     Dishevelled 
ED   Embryonální den 
Eda    Ectodysplasin 
Edar    Ectodysplasinový receptor 
EGFP    Enhanced green fluorescent protein 
EK    Sklovinný uzel (enamel knot) 
ERK    Extracellular signal-regulated kinases 
Ets    Rodina traksripčních faktorů (E26 transformation-specific) 
Evc     Gen Ellis-van Creveld syndromu 
f    Jáma (Fossa) 
FGF (FGF3, FGF4, FGF10) Fibroblast growth factors 
FGFR    Fibroblast growth factors receptor 
FI    Funkční řezák 
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FRS2    Fibroblast growth factor receptor substrate 2 
Fz     Receptor Frizzled 
g     Drážka, žlábek (groove) 
Gas1     Growth arrest-specific protein 1 
GDF    Growth differentiation factor 
Gli    Glioma-associated oncogene family zinc finger 
Grb2     Growth factor receptor-bound protein 2 
GSK-3    Glycogen synthase kinase 3 
GTPázy   Enzymy schopné vázat a hydrolyzovat guanosintrifosfát  

(GTP) 
HBD     Hemoglobin subunit delta 
HH    Hedgehog 
HSPG     Heparan sulfate proteoglycan 
I    Řezák (Incisivus) 
Ihh     Indian hedgehog homolog 
Int1    Integrated1 
IP3    Inositol trisfosfát 
ITVE     Nepravidelně ztluštělý vestibulární epitel (Irregularly  

thickened vestibular epithelium) 
LacZ    β-galaktosidasa 
Lef    Lymphoid enhancer-binding factor 
LMVR    Laterální molárová vestibulární lišta (Lateral molar  

vestibular ridge) 
LN    Laterální nasální výběžek 
LRP (Lrp5, Lrp6)  Low density lipoprotein receptor-related protein  
LVR    Labiální vestibulární lišta (Labial vestibular ridge) 
M    Stolička/Molár (Molar) 
M1    První molár 
m1    Dočasný první molár horní čelisti 
m1    Dočasný první molár dolní čelisti 
M2    Druhý molár 
m2     Dočasný druhý molár horní čelisti 
m2     Dočasný druhý molár dolní čelisti 
MAPK    Mitogen-activated protein kinase 
MC     Ústní koutek (mouth corner)  
MD    Mandibula 
MEK    Mitogen-activated protein kinase kinase (MAPK/ERK) 
mg    Miligram 
MMVR   Mediální molární vestibulární lišta (Medial molar vestibular  

ridge) 
MN    Mediální nasální výběžek 
mRNA    Messenger ribonukleová kyselina 
MS    rudimentární primordium (Mesial segment) 
MVR     Molární vestibulární lišta (Molar vestibular ridge) 
MX    Maxila 
ns    Nasální plakoda 
o    Otvor 
ORF    Otevřený čtecí rámec (Open reading frame) 
P    Třenový zub (Premolar) 
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p    Prismatický 
Pax9    Paired box9 
PBS    Phosphate buffered saline 
PCP    Planar cell polarity 
PDE    Fosfodiesterasa 
pEK    Primární sklovinný uzel (primary enamel knot) 
PFA    Paraformaldehyd 
pi    Rudimentární řezák 
PIP2    Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
PKCδ    Protein kinase C delta type 
PLC    Fosfolipáza C 
PLCγ    Phosphoinositide phospholipase C type γ 
PND    Postnatální den 
PP2A    Protein phosphatase 2 
Ptc    Patched 
R1    Rudimentární primordium v horní čelisti 
R2    Rudimentární primordium v horní nebo dolní čelisti 
Raf     Serine/threonine-protein kinase 
Ras    Raspberry 
RTK     Receptor tyrosine kinase 
Runx2    Runt-related transcription factor2 
S    Nadpočetný zub (supernumerary tooth)  
sEK    Sekundární sklovinný uzel (secondary enamel knot) 
Shh    Sonic hedgehog 
Smad (R-Smad, Co-Smad)  Mothers against decapentaplegic (MAD) + small body size  

(SMA) 
Smo    Smoothened 
Sos     Son of Sevenless 
Sostdc1    Sclerostin domain-containing protein 1, viz USAG-1, Wise 
Sox2    SRY (sex determining region Y)-box 2 
Spry (Spry2,Spry4)  Sprouty 
st    Stomodeum 
t     Hrbolek (Tuberculum) 
Tbeta R (I a II)  Transforming growth factor β (TGF-β) receptor 
TCF    Transcription factor (hepatocyte nuclear factor) 
TGFβ    Transforming growth factor β 
Tm    Tamoxifen 
USAG-1   Uterine Sensitization Associated Gene-1, viz Sostdc1, Wise 
UV    Ultra-fialové světlo (Ultra violet (light)) 
VE     Vestibulární epitel 
VL    Vestibulární lišta 
VO    Předsíň ústní (Vestibulum oris) 
Wg    Wingless 
Wise    Ektodin, viz také Sostdc1, USAG-1 
Wnt    Wingless/Integrated –„ Wint“ 
WT    Wild Type 
X-gal     5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
ZPA     Zone of Polarizing Activity 
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1 ÚVOD  
Zuby představují pro mnoho organismů nástroj pro zpracování potravy, pro 

obranu i útok. U člověka slouží také k artikulaci, dodávají obličeji výraz a mají i estetickou 

funkci. Během mnoha let studia zubů vzniklo odvětví vědy nazývající se odontologie, které 

se zabývá jejich anatomií, vývojem ale i onemocněními a defekty. Vývoj dentice 

představuje obecný model pro studium mechanismů vývoje orgánových systémů a zároveň 

ostatních epitelových struktur, které procházejí podobnými morfogenetickými procesy jako 

zuby (vlasy, slinné, potní a mléčné žlázy). 

Bylo popsáno mnoho vývojových zubních vad nejen u člověka, např. změna 

velikosti, tvaru, pozice a počtu zubů (Townsend et al., 2012). U mnoha z dentálních 

patologií byli zároveň již identifikováni původci v podobě genů (Klein et al., 2013) a na 

základě těchto informací bylo vygenerováno mnoho myších modelů, umožňujících 

výzkum zubních vad bez nutnosti přímého studia lidského materiálu, což je např. v případě 

lidského embryonálního materiálu v České republice nelegální a neetické. 

Zuby mohou znamenat závažný problém i během pozdějších fází lidského života, 

proto se možnost bio-engineeringu zubu, který by nahradil chybějící nebo zničený zub, jeví 

jako velmi atraktivní a žádoucí. K tomu je nutné rozvíjet znalosti o embryonálním vývoji, 

molekulárních mechanismech, kmenových buňkách a tkáňovém inženýrství. Možnost 

„pěstování“ zubní tkáně by mohla změnit stomatologii a nahradit dosud používané 

substituční materiály. Navíc stejnou techniku by bylo možné použít k hojení ran a 

regeneraci kostí, kůže a svalů (Alfaqeeh and Tucker, 2013). 

 

1.1 ZUBNÍ VÝVOJ - MORFOGENEZE 
Epiteliální – mesenchymální interakce hrají zásadní roli v organogenezi mnoha 

tkání (např. vlasy, některé žlázy, končetinové pupeny, zuby) (Obrázek 1). Savčí zuby 

vznikají z mesenchymu odvozeného z buněk neurální lišty (Chai et al., 2000) a epitelu, 

který je ektodermálního původu (Rothova et al., 2012). 
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Obrázek 1: Schéma vývoje ektodermálních orgánů. Vývoj ektodermálních orgánů, jako 
jsou zuby, vlasy, chlupy, mléčné žlázy nebo peří, je ovlivněn interakcemi mezi epitelem 
(zeleně) a mesenchymem (modře) a v počátečních fázích je velmi podobný. Tkáň epitelu 
pučí dovnitř (zuby, vlasy, žlázy) nebo zevně okolního mesenchymu (peří) (upraveno podle 
Pispa and Thesleff, 2003). 

 
První morfologický znak zubního vývoje představuje invaginace části orálního 

epitelu do přilehlého kondenzujícího mesenchymu. Dentální epitel tak vytváří primární 

dentální lištu, která naznačuje budoucí zubní řadu. U myší je toto ztluštění orálního epitelu 

patrné okolo embryonálního dne (ED) 11,5 (Peterkova et al., 1996, Peterkova et al., 2002). 

Dentální epitel zubní lišty se později zanořuje hlouběji do okolní tkáně 

mesenchymu a vytváří tak zubní pupen (Obrázek 2). Během této fáze se dentální epitel 
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rozděluje na dvě buněčné linie: (1) periferní bazální buňky, které zůstávají ve spojení 

s bazální membránou a (2) volněji uspořádané buňky lokalizované ve středu dentálního 

epitelu, které později vytváří hvězdicovité retikulum („stellate reticulum“). Zubní 

mesenchym se dále zhušťuje kolem zubního pupenu a také se během vývoje rozděluje na 

dvě buněčné populace. První obsahuje odontoblasty (produkující dentin) a utváří dentální 

papilu, která bude obklopena dentálním epitelem a později dá základ zubní dřeni uvnitř 

zubu. Druhá linie tvoří periferní dentální vak, ze kterého později vznikají cementoblasty a 

periodontální tkáň. Jakmile se začne mesenchym kondenzovat kolem utvářejícího se 

pupenu, přebírá od epitelu instruktivní roli v iniciaci (Mina and Kollar, 1987, Lumsden, 

1988). 

Dentální epitel během vývoje zubu tvoří tedy jakousi formu nebo odlitek tvaru 

samotného zubního zárodku (Obrázek 2). Tvar zubní korunky se začíná utvářet během 

stádií pohárku („cap“) a zvonku („bell“) a je regulován signálními centry, tzv. sklovinnými 

uzly („enamel knots“ – EKs) (Jernvall et al., 1994). Laterální strany epiteliálního pupenu 

se zvětšují a začínají obklopovat níže položený mesenchym a od této chvíle se nazývají 

zubní smyčky („cervical loops“) (Viriot et al., 1997). Vrstva bazálních epiteliálních buněk 

smyčky přiléhající k dentální papile se označuje jako vnitřní sklovinný epitel. Ostatní 

buňky ve vrstvě lemující dentální vak jsou známé jako vnější sklovinný epitel. Střed zubní 

smyčky je vyplněn volně uspořádanými buňkami hvězdicovitého retikula, které obklopuje 

tenká vrstva buněk ve stratum intermedium pod vrstvou vnitřního sklovinného epitelu. 

Struktura zubní smyčky je zachována do dospělosti u stále rostoucích zubů (řezáky 

hlodavců) a je považována za rezervoár epiteliálních kmenových buněk (Harada et al., 

1999, Tummers and Thesleff, 2003, Tummers and Thesleff, 2008). U zubů, které ukončují 

svůj růst (všechny lidské zuby, moláry hlodavců), podléhají zubní kličky strukturální 

přeměně v Hertwigovu pochvu řídící růst kořene zubu. Ve stádiu zralého zubního zvonku 

se buňky na rozhraní dentálního epitelu a mesenchymu diferencují na ameloblasty a 

odontoblasty a vylučují základní matrici pro sklovinu a dentin, resp. (Thesleff and 

Nieminen, 1996). 

Jednotlivá stádia, kterými zub během svého vývoje prochází, byla pojmenována 

podle tvaru dentálního epitelu na frontálních řezech (Obrázek 2). Nicméně později se 

ukázalo, že v prostoru je tvar zubních zárodků na jednotlivých stádiích odlišný od 

zavedeného názvosloví (Peterkova et al., 2002). Těmito stádii procházejí během svého 

vývoje zuby všech savců, včetně lidských zubů. 
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Obrázek 2: Schéma vývoje savčího zubu na frontálním řezu. Interakce mezi dentálním 
epitelem (žlutě) a mesenchymem (šedě) regulují postupující vývoj zubního zárodku. 
Sklovinný uzel (zeleně) (viz níže) iniciuje morfogenezi a určuje počet zubních hrbolků 
(upraveno podle Jernvall and Thesleff, 2012). 

 

1.2 STRUKTURY ZUBNÍHO ZÁRODKU 
Epitelová část zubního zárodku se nazývá sklovinný orgán, který se připojuje přes 

stopku k povrchovému orálnímu epitelu. Sklovinný orgán je ohraničen zhuštěným 

mesenchymem – dentální papila (Obrázek 3). Dentální papila pokračuje ve svém vývoji a 

později dává základ zubní dřeni uvnitř zubu.  

Sklovinný orgán spolu se zubní papilou je obklopen dentálním vakem, který se 

posléze modifikuje v dentoalveolární závěsný aparát (Tencate et al., 1971). 
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U sklovinného orgánu rozlišujeme: vnější dentální epitel, vnitřní dentální epitel, 

hvězdicovité retikulum a stratum intermedium, což je tenká vrstva epitelových buněk mezi 

vnitřním zubním epitelem hvězdicovitým retikulem. Na rozhraní vnitřního dentálního 

epitelu a zubní papily dochází k diferenciaci odontoblastů a ameloblastů a tedy k následné 

tvorbě dentinu a skloviny. Oblast oddělující vnitřní a vnější dentální epitel se nazývá 

cervikální smyčka („cervical loop“) (Obrázek 3). 

S postupujícím vývojem zubního zárodku dojde na stádiu pohárku ve vnitřním 

dentálním epitelu ke zhuštění populace buněk a tím vzniká řídící centrum vývoje zubu, tzv. 

sklovinný uzel („enamel knot“). 

 

 

Obrázek 3: Frontální histologický řez dolním molárem myši (PND 3) ve stádiu 
pozdního zvonku. Měřítko je 100 µm (řez z archivu oddělení Teratologie). 

1.2.1 ENAMEL KNOT – SKLOVINNÝ UZEL 

 Sklovinný uzel je struktura, histologicky patrná ve stádiu pohárku a poprvé byl 

popsán před více než sto lety (Ahrens, 1913, Butler, 1956). Z histologického hlediska jde o 

skupinu semknutých buněk ve vnitřním sklovinném epitelu, které se nedělí (Jernvall et al., 

1994, Vaahtokari et al., 1996b) a které produkují specifické signální molekuly podobně 

jako známá signální centra savců (ZPA, AER – „apical ectodermal ridge“, notochord) 

(Vaahtokari et al., 1996a). Proto je sklovinný uzel obecně považován za signální centrum 

řídící zubního vývoj u savců (Jernvall et al., 1994). Jelikož se buňky EK nedělí, představují 

jakousi kotvu omezující pohyb buněk v zubu (Jernvall et al., 1994, Vaahtokari et al., 

1996a). Vysoká proliferace mimo EK a nízká (téměř žádná) proliferace uvnitř EK tedy 

působí na epitel zubního zárodku tak, že dojde ke změně jeho tvaru („folding“ – 

zanořování epitelu do přilehlého mezenchymu). V poslední době však byla publikována 
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data dokládající, že buněčná proliferace je nezbytná ke stratifikaci dentálního epitelu, 

nikoli k jeho invaginaci (Li et al., 2016). Zubní zárodky jedno-hrbolkových zubů (např. 

řezáky) mají pouze jeden sklovinný uzel, zatímco vícehrbolkové zuby (např. moláry) 

vytvářejí i sekundární (případně terciární) sklovinné uzly (Kettunen and Thesleff, 1998, 

Luukko et al., 2003). 

 

1.2.2 CERVICAL LOOP – ZUBNÍ KLIČKA A KMENOVÉ BUŇKY 

Termín „cervical loop“ (CL) neboli zubní smyčka označuje specifickou epiteliální 

strukturu na apikální straně zubního zárodku (Obrázek 3). Je tvořena hvězdicovitým 

retikulem, které je obklopeno vrstvou stratum intermedium. Během stádia pohárku a 

zvonku začínají okraje epiteliálního pupenu obklopovat dentální mesenchym. 

CL jsou přítomny po celý život u zubů, které kontinuálně dorůstají (např. myší 

řezáky). Obecně jsou považovány za rezervoár kmenových buněk. To již bylo potvrzeno u 

myších řezáků (Harada et al., 1999). Tyto kmenové buňky jsou schopné zajistit kontinuální 

růst těchto zubů. U zubů, které vytvářejí kořeny, CL nakonec vymizí (např. lidské zuby). 

Postupně projdou strukturní modifikací, jakmile je iniciována tvorba kořenů. Hvězdicovité 

retikulum se stratum intermedium uvnitř vymizí, ale vnitřní a vnější dentální epitel 

pokračuje v růstu jako epitelová duplikatura známá jako Hertwigova epiteliální kořenová 

pochva (HERS). 

U myších řezáků jsou lingvální a labiální CL asymetrické ve velikosti. Labiální 

CL je větší, pravděpodobně kvůli odlišným funkčním nárokům (Harada et al., 1999, Wang 

et al., 2004, Boran et al., 2009). Tato oblast poskytuje progenitory pro specifické zubní 

buňky, epiteliální ameloblasty a mesenchymální odontoblasty, které produkují organické 

látky skloviny a dentinu, resp. (Harada et al., 1999, Harada et al., 2002). 

Kromě CL myších řezáků, byly u dalších dospělých hlodavců i lidí identifikovány 

mesenchymální kmenové buňky v oblasti zubní dřeně (Gronthos et al., 2000), 

periodontálních ligament (Seo et al., 2004), zubní papily (Sonoyama et al., 2006, 

Sonoyama et al., 2008), ale i epiteliální kmenové buňky v oblasti dentálního epitelu 

(Tummers and Thesleff, 2003, Huysseune and Thesleff, 2004). 
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1.3 MOLEKULÁRNÍ KONTROLA VÝVOJE ZUBU 
Vzhledem ke stejným vývojovým stádiím a nemožnosti přímého výzkumu na 

lidském materiálu bylo na myším modelu odontogeneze popsáno mnoho genetických 

vývojových studií o zubní iniciaci, morfogenezi a diferenciaci a o řízení těchto procesů 

recipročními indukčními interakcemi mezi epitelem a mesenchymem (Obrázek 4). Tyto 

interakce zahrnují syntézu signálních molekul a transkripčních faktorů s prostorově a 

časově omezenými expresními vzory (Jernvall et al., 2000). Zprostředkovateli samotných 

interakcí jsou konzervované signální dráhy zahrnující FGF, Wnt, Hedgehog (HH) a TGFβ 

signalizace. Při vazbě na své specifické receptory na povrchu buněk iniciují intracelulární 

signální dráhu vedoucí k transdukci signálu do jádra. Zde se aktivují určité transkripční 

faktory, tedy proteiny, které nasedají přímo na DNA. Tyto transkripční faktory se vážou do 

regulačních oblastí genomu a řídí expresi a represi specifických sad genů, které kontrolují 

chování buňky (Alberts et al., 1998). 

 

 

Obrázek 4: Interakce reciproké signalizace mezi epitelem (červeně) a mesenchymem 
(modře) během vývoje zubního zárodku. Tyto interakce regulují expresi specifických 
transkripčních faktorů (kurzívou). Toto schéma ilustruje obecně přijímané kroky ve vývoji 
zubu. Chybí zde modulátory signalizace, zejména inhibitory, které podstatně zvyšují 
složitost (upraveno podle Jernvall and Thesleff, 2000). 

 

1.3.1 WNT SIGNALIZACE 

Wnt (Wingless/Integration) signální dráha je evolučně konzervovaná dráha, která 

je tvořena velkou rodinou proteinových ligandů, které působí na rozmanité procesy jako je 

regulace determinace polarity, proliferace, diferenciace, migrace a apoptózy buněk (Moon 

and Shah, 2002, Willert et al., 2003). Název této dráhy je odvozen z genu wingless – Wg 

(„segment polarity gene“) u drozofily a homologu u obratlovců – int-1 („integrated“) 

(Nusse and Varmus, 1982, Komiya and Habas, 2008). 
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Wnt udržují u dospělých organismů buňky s osudem kmenových buněk 

v střevním epitelu (Pinto and Clevers, 2005), kůži (Lowry et al., 2005) a hematopoetické 

tkáni (Reya et al., 2003), což spojuje tuto dráhu s obrovskou možností regenerace a 

buněčné specifikace (Polesskaya et al., 2003, Stoick-Cooper et al., 2007), diferenciace a 

hojení ran (Fathke et al., 2006, Zhang et al., 2009), indukce tvorby tkáně (Lewandowski et 

al., 2016). Narušení této dráhy je jedním z hlavních faktorů onkogeneze v tlustém střevě, 

ale i v ostatních tkáních (Polakis, 2000), hraje také roli ve skeletální dysplazii či 

osteoporóze (Clevers, 2006). 

Do této doby bylo odhaleno několik způsobů aktivace Wnt receptoru: 

a) kanonická Wnt/β-katenin kaskáda  

b) přinejmenším další tři nekanonické –  

I.  dráha planární buněčné polarity („planar cell polarity“ – PCP) 

II.  dráha Wnt/Ca2+  

III.  dráha aktivace fosfolipázy C (PLC) a fosfodiesterasy (PDE) (Kohn 

and Moon, 2005, Moon, 2005).  

 

 

 
Obrázek 5: Transdukce Wnt signální dráhy. (A) Pokud nedojde k nasednutí Wnt 
proteinu na receptor Frizzled, cytosolický β-katenin je fosforylován „degradačním 
komplexem“, následně ubiquitinylován ligázou β-TrCP a degradován v proteasomu. (B) 
V přítomnosti Wnt je kanonická dráha aktivována. Dishevelled (Dvl) zablokuje 
„degradační komplex“ a β-katenin může být translokován do jádra, kde se spojuje 
s transkripčními faktory TCF/Lef. To vede k regulaci mnoha cílových genů. (C) Příklad 
nekanonických drah, které ovlivňují např. polarizaci buněk (PCP dráha) nebo hladinu 
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vápníku (Wnt/Ca2+ dráha) a nejsou závislé na β-kateninu (upraveno podle Masckauchan 
and Kitajewski, 2006). 

 

Z těchto drah je nejlépe prostudovaná kanonická dráha. Kanonická kaskáda je 

závislá na translokaci β-kateninu do jádra. Při inhibici Wnt dráhy je cytoplasmatický β-

katenin degradován „degradačním komplexem“, který je tvoří axin, APC („adematous 

polyposis coli“), PP2A („protein phosphatase 2A“), GSK-3 (glykogen syntáza kináza-3) a 

CK1α („casein kinase 1α“) (Gordon and Nusse, 2006). Tento komplex fosforyluje β-

katenin a β-TrCP ligáza („Beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase“) 

ho ubiquitinyluje. K úplné degradaci β-kateninu pak dojde v proteasomu (Obrázek 5A) 

(Masckauchan and Kitajewski, 2006). 

Při aktivaci dráhy dojde k vazbě Wnt proteinu na jeho transmembránový receptor 

Fz (Frizzled) a koreceptor LRP-5/6. Tento komplex pak aktivuje intracelulární signalizaci 

zahrnující protein Dvl (Dishevelled), který inhibuje aktivitu části „degradačního 

komplexu“ - enzymu GSK-3. Inaktivovaný GSK-3 nebrání disociaci β-kateninu od APC 

proteinu, který ho ve fúzovaném stavu předurčuje k degradaci. Disociovaný β-katenin 

může vstoupit do jádra, kde vytvoří komplex s Lef a Tcf transkripčními faktory, což 

umožní aktivovat geny reagující s Wnt (Obrázek 5B) (Brunner et al., 1997, Gilbert, 2003). 

Dvě nejlépe prozkoumané nekanonické dráhy jsou PCP a dráha ovlivňující hladinu 

vápníku (Obrázek 5C). PCP dráha zahrnuje proteiny schopné regulace a restrukturalizace 

cytoskeletu. Wnt/kalcium dráha řídí hladinu intracelulárního vápníku a aktivuje důležité 

regulátory buněčné adheze, migrace a tkáňové separace. Vápník spouští transkripční 

faktory, které mohou narušovat kanonickou Wnt signalizaci (Komiya and Habas, 2008). 

V odontogenezi má význam především kanonická Wnt dráha, protože β-katenin je 

pravděpodobně důležitým regulátorem počtu zubů v dentálním epitelu. Zvýšená exprese 

složek této dráhy včetně β-kateninu by mohla způsobit tvorbu nadpočetných zubů a to 

dokonce i v oblasti orálního nebo vestibulárního epitelu (Zhou et al., 1995, Cobourne and 

Sharpe, 2010). Naopak inhibice Wnt exprese v časné fázi vývoje zubu zastaví proliferaci 

buněk před stádiem pupenu (van Genderen et al., 1994).  
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1.3.2 FGF SIGNALIZACE 

 „Fibroblast growth factor“ (FGF) je rodina přibližně 22 polypeptidových růstových 

faktorů nalezených od kmene Nematoda až po člověka (pro shrnutí Itoh and Ornitz, 2004). 

Osmnáct z nich funguje jako ligandy, které se váží na čtyři tyrosin kinázové receptory 

(RTK) u myši i člověka. Zbývající čtyři (FGF11-14) jsou intracelulární proteiny, které 

neinteragují s FGF receptory (Smallwood et al., 1996, Olsen et al., 2003). FGF hrají 

důležitou roli zejména jako mitogeny, ale podílí se také na buněčné migraci a diferenciaci 

(Nutt et al., 2001), např. antero-posteriorní organice těla (Slack et al., 1987, Koga et al., 

1999), neurální indukci (Storey et al., 1998, Hongo et al., 1999), angiogenezi a procesu 

hojení (Yun et al., 2010) nebo i formaci kostí (Rousseau et al., 1994, Shiang et al., 1994). 

Takže narušení této dráhy spouští mnoho vývojových poruch a několik typů rakoviny a 

proto je snaha hledat terapeutické strategie modulací této dráhy (Carter et al., 2015, 

Degirolamo et al., 2016). 

 Všechny FGF molekuly sdílejí vysokou afinitu pro heparin (Burgess and Maciag, 

1989). Transdukce FGF signálu do cytoplasmy buňky je zprostředkována skupinou čtyř 

transmembránových tyrosin-kinázových receptorů, známých jako „Fibroblast growth 

factor receptors“ (FGFR), přičemž dva (FGFR1 a FGFR2) byly detekovány ve vyvíjejícím 

se zubu myši (Peters et al., 1992). Tyto receptory tvoří tři extracelulární imunoglobulární 

domény (D1-D3) se sekvencí pro vazbu heparinu, jedna transmembránová a jedna 

intracelulární tyrosin-kinázová doména. FGF spolu s heparansulfátovými proteoglykany 

interagují s extracelulárními doménami, a tím aktivují receptory (Lee et al., 1989, Johnson 

et al., 1990). Hlavní dvě intracelulární dráhy FGF zahrnují fosfolipázu Cγ a Ras/MAP 

kinázu (Obrázek 6). 
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Obrázek 6: Transdukce FGF signálu. FGFR obsahuje doménu pro vazbu heparinu 
(HBD). FGF ligandy navázaný na heparin sulfát proteoglykan (HSPG) nasedá na FGFR. 
Signál může být přenesen přes dvě hlavní transdukční dráhy zahrnující fosfolipázu Cγ 
(PLCγ) a Ras/MAP kinázu. Aktivní receptor interaguje s doménou PLCγ, která 
hydrolyzuje fosfatidyl-inositol-4,5-difosfát (PIP2) na inositol-1,4,5-trifosfát (IP3) a 
diacylglycerol (DAG). IP3 uvolňuje Ca2+ ionty zatímco DAG aktivuje protein kinázu Cδ 
(PKCδ), která aktivuje Raf a tím stimuluje dráhu nezávislou na Ras. Hlavní dráha zahrnuje 
interakce proteinu FRS2, Grb2, Sos a následnou aktivaci Ras. Ras pokračuje v transdukci 
signálu na Raf a MEK, který fosforyluje MAP kinázu (ERK). Tato poslední složka se 
translokuje do jádra a fosforyluje specifické transkripční faktory Ets rodiny a tím se spouští 
exprese cílových genů FGF dráhy (upraveno podle Thisse and Thisse, 2005). 
 
  

Ve velké rodině FGF molekul je exprese jednotlivých signálů omezena buď na 

epitel nebo mesenchym. Například FGF3 a FGF10 jsou exprimovány v dentálním 

mesenchymu, zatímco FGF4, FGF9 a FGF20 jsou exprimovány v dentálním epitelu 

během zubní morfogeneze (Jernvall and Thesleff, 2000, Kratochwil et al., 2002, 

Porntaveetus et al., 2011). Epiteliální FGF indukují expresi mesenchymálních FGF, 
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například FGF4 v EK indukuje expresi FGF3 v dentálním mesenchymu. Tato indukce je 

zprostředkována Runx2, což je transkripční faktor nezbytný pro tranzici ze stádia pupene 

do stádia pohárku (Aberg et al., 2004). Inhibice FGF4 měla za následek absenci jakéhokoli 

zubního fenotypu (Haara et al., 2012). 

 

1.3.2.1 FGF signalizace a Sprouty 

Tak velká rodina signálních molekul s tak širokým spektrem biologických funkcí, 

jako je FGF, musí být striktně regulována v čase i prostoru. To může být zajištěno 

pozitivní nebo negativní zpětnovazebnou smyčkou. Mnoho faktorů specificky reguluje 

aktivitu FGF dráhy přes její receptory (FGFR). Ustanovením negativní zpětnovazebné 

smyčky mohou inhibovat FGF signalizaci, ale mohou takto regulovat i sebe sama.  

Typickým příkladem zpětnovazebná inhibice FGF signalizace jsou Sprouty (Spry) 

proteiny. Spry byly původně identifikovány jako antagonisté FGF signalizace při větvení 

trachey u Drosophily (Hacohen et al., 1998). Následně byly popsány i jako obecné 

inhibitory RTK signalizace (pro shrnutí (Kim and Bar-Sagi, 2004). První člen Spry rodiny 

byl objeven u Drosophily melanogaster. Ukázalo se, že má karboxyterminální doménu 

bohatou na cystein na C-terminálním konci, která je nezbytná pro správnou funkci Spry 

(Hacohen et al., 1998). Později byly nalezeny homology s touto sekvencí u žab Xenopus 

laevis, kuřat, myší i člověka (Hacohen et al., 1998, de Maximy et al., 1999, Minowada et 

al., 1999, Nutt et al., 2001). Myší a lidský genom a také genomy ostatních savců obsahují 

čtyři evolučně konzervované členy - Spry1, Spry2, Spry3 a Spry4. Blízká časová i 

prostorová závislost mezi FGF signalizací a expresí Spry genů byla zaznamenána 

v různých embryonálních tkáních savců, jako jsou plíce, mozek, srdce, střeva a svaly 

(Hacohen et al., 1998, Minowada et al., 1999, Chambers and Mason, 2000, Mailleux et al., 

2001). Regulace Spry exprese v dospělé tkáni zatím nebyla rozsáhleji popsána. Stimulace 

FGF indukuje expresi Spry2 a Spry4 přes aktivaci protein-kinázové kaskády ERK/MAPK a 

u endoteliálních buněk FGF indukuje Spry1 a Spry2 expresi (Impagnatiello et al., 2001, 

Ozaki et al., 2001, Sasaki et al., 2001).  

Spry proteiny mohou zasáhnout do FGF signální dráhy několika způsoby: (1) 

Spry se naváže na adaptorový protein GRB2, čímž brání aktivaci Ras, malé GTPázy, a tím 

vlastně celé stimulaci všech downstream elementů. V podstatě tedy znemožní přenos 

signálu do jádra téměř v začátku FGF signální dráhy (Obrázek 7A). (2) Spry se připojí 
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rovnou na Raf kinázu, takže ji nemůže aktivovat Ras ani fosforylovat PKCδ. A signál se 

opět nepřenese do jádra (Obrázek 7B) (Thisse and Thisse, 2005). 

 

 
 

Obrázek 7: Zeslabení transdukce FGF signalizace pomocí Spry. (A) Spry se naváže na 
adaptorový protein GRB2 a tím brání aktivaci malé GTPasy Ras a následné stimulaci 
dalších elementů dráhy. (B) Spry se naváže přímo na Raf kinázu, čímž zabrání jak její 
aktivaci od Ras tak i její fosforylaci od PKCδ (upraveno podle Thisse and Thisse, 2005). 

 

Spry1 je exprimován jak v epitelu, tak v mesenchymu, s výjimkou 

neproliferujících buněk EK. Spry2 se exprimuje pouze v epitelu přiléhajícím k dentálnímu 

mesenchymu, včetně EK, zatímco Spry4 se exprimuje v dentálním mesenchymu (Zhang et 

al., 2001, Klein et al., 2006). Exprese Spry3 v souvislosti se zubním vývojem zatím nebyla 

popsána. Spry2 a Spry4 deficientní myši vykazují abnormální dentici s občasným 

výskytem nadpočetných zubů lokalizovaných před prvním molárem (Klein et al., 2006). 

 

1.3.3 TGFΒ SIGNALIZACE 

„Transforming growth factor β“ je velká, evolučně konzervovaná rodina 

pojmenovaná podle svého prvního identifikovaného člena TGFβ (Roberts et al., 1981). Je 

tvořena z více než 35 členů, včetně TGFβ, aktivinů, inhibinů, BMP („bone morphogenetic 

protein“) a GDF („growth differentiation factor“), kteří se dále dělí na sub-rodiny 

(Kingsley, 1994, Chang et al., 2002). Tato rozsáhlá rodina signálních molekul hraje 
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důležitou roli v regulaci diferenciace, proliferace, apoptózy a dalších procesů (Glick et al., 

1993, Motyl et al., 1998, Guo and Kyprianou, 1999). 

Členové rodiny TGFβ přenášejí svůj signál přes dva typy receptorů Tbeta R-I a 

Tbeta R-II a dále přes efektorové molekuly Smad (Derynck and Feng, 1997, Budi et al., 

2016). Jakmile se ligand naváže, aktivuje se komplex receptor-ligand, který fosforyluje 

Smad protein (R-Smad). Ten se váže na Smad4 (Co-Smad) a spolu se translokují do jádra, 

kde případně regulují transkripci cílových genů (Heldin et al., 1997). Tři z pěti známých 

R-Smad (Smad1, Smad5 a Smad8) zprostředkují BMP signalizaci, zatímco zbývající dva 

(Smad2 a Smad3) zprostředkují signalizaci aktivinu a TGFβ (Massague and Wotton, 2000, 

Miyazono et al., 2001, Ten Dijke et al., 2002). 

Tato rodina má svou důležitou úlohu i v odontogenezi. Antagonistické interakce 

mezi BMP a FGF signalizací regulují prostorové aspekty formace zubu (Neubuser et al., 

1997). Bmp4 (člen BMP sub-rodiny) indukuje apoptózu v EK, čímž sekundárně reguluje 

morfogenezi hrbolků (Jernvall et al., 1998, Jernvall and Thesleff, 2000). Aktivin βA je 

nezbytný pro tvorbu řezáků a mandibulárních molárů (Ferguson et al., 1998, Ferguson et 

al., 2001). 

 

1.3.4 HH SIGNALIZACE 

„Hedgehog“ (HH) byl objeven před více než třiceti lety jako „segment-polarity“ 

gen, který řídí organizaci kutikuly během embryonálního vývoje Drosophily (Nüsslein-

Volhard, 1980). Později byly objeveny i savčí homology a význam Hh signalizace 

narůstal. Zjistilo se, že je nezbytná pro různé procesy vývoje, kdy reguluje osud buněk a 

jejich počet v mozku a míše, zasahuje do vývoje končetin a vnitřních orgánů (Ingham and 

McMahon, 2001). Bylo prokázáno, že Hh signalizace se rovněž podílí na udržení 

kmenových buněk (Beachy et al., 2004). Narušení této dráhy přispívá u člověka k mnoha 

poruchám včetně vývojových vad, jako jsou Gorlinův syndrom, Greigova 

cefalopolysyndaktylie, dále některé druhy rakoviny (McMahon et al., 2003, Nieuwenhuis 

and Hui, 2005).  

Obecně se tvrdí, že během evoluce obratlovců proběhla dvě kola genové duplikace 

(Wada and Makabe, 2006). To je zřejmě důvod, proč můžeme u savců nalézt tři Hedgehog 

geny, namísto jednoho, jako je tomu například u octomilek. Tyto tři homology představují 
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Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh), Desert Hedgehog (Dhh), a jsou vysoce 

konzervované mezi myší a člověkem (Marigo et al., 1995). 

Dráha Hh signalizace uplatňuje svůj biologický vliv přes kaskádu tvořenou 

transmembránovým receptorem Ptc (Patched1 a 2) (Goodrich et al., 1996, Motoyama et 

al., 1998) a transmembránovým proteinem Smo (Smoothened) jako přenašečem signálu 

přes plasmatickou membránu. Signalizace je zakončena transkripčními faktory z rodiny 

Gli (Glioblastoma 1-3), popřípadě Ci (Cubitus interruptus) u Drosophily (Obrázek 8) 

(Hardcastle et al., 1998, Ingham and McMahon, 2001). 

V případě absence Hh ligandu zablokuje Ptc aktivitu Smo, čímž znemožní 

transkripci cílových genů (Tempe et al., 2006). Pokud se Hh ligand naváže na Ptc, spustí 

Smo aktivitu, která umožní aktivaci transkripčních faktorů Gli (McMahon, 2000, Ingham 

and McMahon, 2001). 

 

Obrázek 8: Hh signální dráha. Shh nasedá na membránový receptor Ptc, který tak 
přestává inhibovat aktivitu Smo. Smo pak intracelulárně vysílá signál přes několik 
transdukčních kroků, které vedou do jádra k transkripčním faktorům Gli. Ty dále regulují 
transkripci cílových genů (upraveno podle Altaba et al., 2002). 
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 Sonic Hedgehog (Shh) je považován za marker časné odontogeneze (Bitgood and 

McMahon, 1995). Během časné odontogeneze je Shh exprese limitována na epiteliální 

buňky (Iseki et al., 1996) a je možné ji detekovat ještě před invaginací epitelu, což 

napovídá úloze Shh v zubní iniciaci (Hardcastle et al., 1998). Bylo prokázáno, že Shh 

stimuluje proliferaci epiteliálních buněk v oblasti časného zubního vývoje (Sarkar et al., 

2000) a že se exprimuje v signálním centru pEK (primární sklovinný uzel – viz níže), které 

řídí další vývoj zubu (Koyama et al., 1996, Vaahtokari et al., 1996a). Shh se také 

exprimuje v signálních centrech zubních rudimentů v tvářové oblasti dolní čelisti myšího 

embrya (Prochazka et al., 2010). U Shh deficientních myších embryí se vůbec nevytvořil 

první žaberní oblouk, ze kterého vznikají obě čelisti (Chiang et al., 1996). 

 

1.3.5 SKLOVINNÝ UZEL – SIGNÁLNÍ CENTRUM VÝVOJE ZUBU 

Sklovinný uzel se objevuje během časné odontogeneze a je považován za signální 

centrum řídící vývoj zubního základu. Od okolního dentálního epitelu se odlišuje mimo 

jiné expresí specifických genů signálních molekul, které jsou nezbytné pro další vývoj 

zubního základu (Obrázek 9). 

Primární sklovinný uzel („primary enamel knot“ – pEK) bývá označován jako 

samostatný transientní klastr epiteliálních buněk patrný již na stádiu pupenu („bud“) 

(Obrázek 2 – „Pupen“). V jeho místě dochází k expresi mnoha specifických signálních 

molekul jako například Shh, Ffg4, Bmp2, Bmp4, Bmp7, Wnt10a (Obrázek 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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Obrázek 9: Proliferace v zubním zárodku a příklady exprese specifických signálních 
molekul v primárním sklovinném uzlu (pEK) prvního mandibulárního moláru myši. 
(A) 3D rekonstrukce rozhraní epitelu a mesenchymu ve stádiích pupene (ED13) a pohárku 
(ED14) znázorňuje distribuci proliferujících buněk (mimo pEK) a expresní domény 
signálních molekul (v pEK). (B) Detekce buněčné proliferace (BrdU) a stejných signálních 
molekul na frontálních řezech zubního zárodku ve stádiu pohárku (ED14) (upraveno podle 
Vaahtokari et al., 1996a). 

 

 V časné fázi stádia zvonku („bell“) vícehrbolkových zubů se objevují sekundární 

sklovinné uzly („secondary enamel knots“ – sEKs) (Obrázek 2 – „Zvonek“). To vede 

k dalšímu tvarování dentálního epitelu, čímž vzniká komplexní vícehrbolkový zub.  

Vztah mezi primárním a sekundárními uzly nebyl doposud jednoznačně popsán. 

Přestože exprese genů asociovaných s primárním sklovinným uzlem – např. Shh, FGF4 

(Bitgood and McMahon, 1995) naznačuje, že část jeho buněk přispívá k sekundárnímu 

sklovinnému uzlu protokonidového hrbolku (Jernvall and Thesleff, 2000), toto nebylo 

jednoznačně potvrzeno funkčními experimenty a sledováním buněčných linií. Analýza 

nedělících se buněk vnitřního dentálního epitelu po BrdU („Bromodeoxyuridine“) značení 

odhalila, že přeživší buňky primárního sklovinného uzlu, které jsou v kontaktu s bazální 
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membránou, jsou redistribuovány na vrcholky tvořících se hrbolků. Předpokládá se, že 

takto oddělené skupiny buněk se významně podílí na formaci hrbolků (Coin et al., 1999, 

Coin et al., 2000). Ale DiI značení buněk primárního sklovinného uzlu později ukázalo, že 

se žádné jeho buňky nepohybují směrem k vyvíjejícím se sekundárním EK (Matalova et 

al., 2005). Moláry vytvářejí i terciární sklovinné uzly, které se objevují na vrcholu zubních 

hrbolků (Luukko et al., 2003). Počet sklovinných uzlů nejspíš determinuje uspořádání 

zubních hrbolků výsledného zubu (Vaahtokari et al., 1996a). 

 Sklovinné uzly jsou přechodné struktury, které zanikají apoptoticky (Lesot et al., 

1996, Vaahtokari et al., 1996b, Jernvall et al., 1998). 

 

1.4 ZUBNÍ VZOREC 
Dentice je jedním z charakteristických znaků druhu a tím pomáhá paleontologům při 

klasifikaci nalezených fosilií linie obratlovců. Počet zubů, tvar a jejich velikost se liší mezi 

jednotlivými druhy (Obrázek 10), což představuje specifické adaptace na různé druhy 

potravy a tím i různou funkci zubů.  
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Obrázek 10: Evoluční diverzita zubů u současných druhů. (A) Živočichové patřící 
mezi obratlovce jako ryby a plazi mají velké množství jednoduchých zubů, zatímco savčí 
zuby jsou obecně mnohem komplexnější a mají tendenci tvořit více zubních hrbolků. (B) 
Mezi savci ale také existují rozdíly. Moláry masožravých druhů (např. lvi) jsou spíše 
jednodušší, na druhé straně moláry býložravců (např. pandy) mají složitější topografii 
zubní korunky. (C) Zuby savců mají omezenou kapacitu obnovy a limitovaný počet 
zubních generací. Pouze několik druhů (např. malé druhy klokanů) dokáže vytvářet 
posteriorně nové moláry. Mnohem častějším řešením jsou vysoké (hypsodontní) zuby 
(např. krávy), kde nad dásní ční pouze část korunky. Některé druhy savců (např. hraboš) 
mají stále dorůstající (hypselodontní) moláry. Naproti tomu ryby a plazi mají nepřetržitě 
nahrazované zuby (např. nahrazovaný zub u leguána v A). Anteriorní směr je vlevo. 
Obrázky nejsou ve stejném měřítku (upraveno podle Jernvall and Thesleff, 2012). 

 

Většina ryb, obojživelníků a plazů má velké množství jednoduchých zubů 

podobného tvaru (homodontní dentice), které jsou kontinuálně nahrazovány během života 

zvířete (Huysseune and Sire, 1998). Ale evoluce zubní morfologie směřovala k vyšší 

komplexitě, což bylo dosaženo přidáním hrbolků (Obrázek 10A). Zubní hrbolky mohou 

mít tvar samostatných hrbolů nebo mohou být prodlouženy do tvaru „ostří“. U mnoha 

druhů jsou hrbolky spojeny dohromady, čímž vzniká složitější vzor na korunce zubu 

(Obrázek 10B). Vícehrbolkové zuby se objevují u většiny taxonomických skupin, ale 

nejsložitější a nejrozmanitější tvary zubů se vyvinuly u savců (Obrázek 10). Spolu s tím se 
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u savců vyvinula regionalizovaná dentice (heterodontní dentice) (Luo, 2007). Základní 

dentice savců se skládá z různých typů zubů: řezáky (I), špičáky (C), třenové zuby – 

premoláry (P), stoličky – moláry (M). Z těchto zubů dosáhly premoláry a moláry nejvyšší 

komplexity, zvláště pak u savců, kteří se specializovali na vláknitou stravu (Evans et al., 

2007). Oproti nesavčím druhům je počet zubů redukován a zuby se zpravidla objevují ve 

dvou generacích (diphyodontní dentice): primární (mléčná) a sekundární (trvalá) dentice. 

Výjimku tvoří například klokani nebo sloni, kteří jsou polyphyodontní, nebo delfíni, kteří 

jsou monophyodontní. Předpokládá se, že dentice současných placentálních savců vychází 

ze základního zubního vzorce, který tvoří tři řezáky, jeden špičák, čtyři premoláry a tři 

moláry v každém kvadrantu čelisti (Peyer, 1968). Výjimečně se může objevit i čtvrtý 

molár.  

1.4.1 TEORIE VZNIKU VÍCEHRBOLKOVÝCH ZUBŮ 

Přibližně před 100 lety byly definovány dvě teorie o vzniku vícehrbolkových zubů u 

savců. Diferenciační teorie (také nazývaná Cope-Osbornova nebo trituberkulární teorie) 

byla podpořena paleontologickým výzkumem a srovnávací anatomií adultních zubů. Podle 

této teorie vznikly komplexní vícehrbolkové zuby savců diferenciací z jednoho 

jednoduchého zubu savčích předků. Trojúhelník hrbolků (protokon, parakon a metakon – 

v horní čelisti), který vznik tvorbou přídatných hrbolků, byl určen jako základní uspořádání 

moláru u časných savců (Osborn, 1888, Ungar, 2010). Následně se přidávaly i další 

hrbolky. Jelikož počet zubů během evoluce savců klesal, většina jednoduchých zubů byla 

potlačena a zbývající zuby se diferencovaly a vytvořily tak úplně nový materiál pro 

vícehrbolkové korunky (Obrázek 11). Nicméně tento proces se zdá být poněkud 

nehospodárný. Bez ohledu na pozdější kritiku je v současné době diferenciační teorie 

obecně akceptovaná (Ungar, 2010). 

Konkrescenční teorie je podpořena embryologickými daty ze zubního vývoje 

současných druhů. Tato teorie navrhuje vznik vícehrbolkových zubů u savců spojením 

několika primordií jednoduchých, původně samostatných zubů plazů (Obrázek 11), 

přičemž neopomíjí ani zkracování čelisti, k němuž během evoluce došlo (Kükenthal, 

1892). Původ bukální a lingvální řady hrbolků vícehrbolkových zubů savců byl vysvětlen 

fúzí různých generací zubních primordií jednoduchých zubů, tedy fúzí zubních primordií 

v buko-lingválním směru – dimerní (koncentrační) teorie (Bolk, 1922). Tento koncept je 

založen na uspořádání jednoduchých zubů v řadách a na nahrazování zubů 
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v polyphyodontní dentici jako je tomu například u žraloků nebo i u některých 

obojživelníků a plazů. Konkrescenční teorie je obecně přijímána embryology a zubaři, ale 

naopak odmítána paleontology (Peyer, 1968).  

Je možné, že obě teorie jsou platné: podkladem vzniku tvarové diferenciace zubních 

korunek u dospělců (diferenciační teorie) bylo splývání primordií jednoduchých zubů 

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

 

 

Obrázek 11: Schéma vzniku vícehrbolkového zubu u savců podle diferenciační a 
konkrescenční teorie. Kroužky představují jednoduché zuby plazů, zelené kroužky jsou 
zubní primordia zahrnutá v evoluci složených zubů podle jednotlivých teorií (upraveno 
podle Peterkova et al., 2014). 

 

1.4.2 LIDSKÁ DENTICE 

Lidská dentice je jako u většiny ostatních savců diphyodontní a během svého vývoje 

procházejí lidské zuby klasickými vývojovými stádii (Obrázek 2) (viz kapitola 1.1 Zubní 

vývoj - morfogeneze). Primární (mléčná) dentice se zakládá již mezi šestým až osmým 

embryonálním týdnem.  

Během vývoje lidského embrya dochází v průběhu pátého prenatálního týdne k fúzi 

obličejových výběžků. Splynutím mediálních nasálních s maxilárními výběžky dochází 

následně i ke splynutí dentálního epitelu (Moore and Persaud, 2002, Hovorakova et al., 
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2005). Následně dochází k ztluštění dentálního epitelu a vzniku typické dentální laminy 

(Hovorakova et al., 2005). 

 

Obrázek 12: Vývoj dentice a předsíně ústní u lidí. Embryologické učebnice popisují u 
lidských embryí  dvě paralelní lišty ve tvaru U: DL – dentální lišta, ze které vzniká 
primární dentice, a VL – vestibulární lišta nebo labio-gingivální pruh, kde později vzniká 
předsíň ústní (převzato z Hovorakova et al., 2005). 

 

Obecně byl přijímán fakt, že z dentální lišty, která má tvar podkovovité epiteliální 

struktury (Obrázek 12), vznikají samostatná zubní primordia. A také že z vestibulární 

laminy, která probíhá zevně k dentální lamině, vzniká orální vestibulum (Obrázek 12). 

Bylo představeno několik teorií o jejich samostatném/společném časném vývoji (Bolk, 

1921, Schour, 1929). Pomocí metod klasické histologie a 3D rekonstrukcí se ukázalo, že 

vývoj, obzvláště orálního vestibula, je daleko složitější, a že během časných stádií dochází 

k opakovanému splývání mezi zubním a vestibulárním epitelem v předozadním směru. A 

také, že zubní zárodky se neobjevují jako samostatné jednotky, ale spíše jako epiteliální 

zduření („swellings“) na různých místech dentálního valu (Hovorakova et al., 2005, 

Hovorakova et al., 2007). Také bylo doloženo, že vestibulární lišta nemá podobu 

kontinuálně probíhající lišty, ale naopak tvoří epiteliální hrboly a krátké lišty zevně 

k dentálnímu valu a některé se napojují na dentální val (Obrázek 13) (Hovorakova et al., 

2005). 
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Obrázek 13: Schéma uspořádání dentálního a vestibulárního epitelu lidského 
embrya. Červeně je znázorněn dentální epitel, žlutě pak základ orálního vestibula. 
Zbývající vestibulární epitel je modře. (A) Epiteliální hrboly v horní čelisti, které se 
zakládají vně dentálního epitelu v oblasti rtu, fúzují dohromady a vytvářejí špičákovou 
vestibulární lištu (CVR – „canine vestibular ridge“) v posteriorním směru. Tato lišta se 
napojuje na dentální epitel za primordiem dočasného špičáku (c). Vestibulární epitel 
v tvářové oblasti utváří molárovou vestibulární lištu (MVR – „molar vestibular ridge“) a 
hřeben tvářového žlábku „cheek-furrow ridge“ (CFR). MVR se posteriorně rozděluje na 
mediální (MMVR) a laterální (LMVR) větve. Klenba orálního vestibula pochází z hrbolů a 
CVR v oblasti rtů a z CFR v tvářové oblasti. AC - akcesorní epiteliální pohárek, m1 a m2 – 
horní první a druhý dočasný molár. (B) Situace v dolní čelisti je trochu jiná. Úroveň 
koutku (MC – „mouth corner“) je označena. Zároveň jsou vyznačeny odlišné vestibulární 
struktury – oblast nepravidelně ztluštělého vestibulárního epitelu (ITVE – „irregularly 
thickened vestibular epithelium“), labiální vestibulární lišta (LVR – „labial vestibular 
ridge“) a mandibulární hřeben tvářového žlábku (dCFR). Primordia dočasných zubů 
v dolní čelisti jsou značeny m1 – první molár, m2 – druhý molár (upraveno podle 
Hovorakova et al., 2007). 

 

Kolem šestého měsíce života dítěte se začínají prořezávat první zuby mléčné dentice, 

kterou tvoří dohromady 20 zubů: dva řezáky, jeden špičák a dva třenové zuby v každém 

kvadrantu čelisti. Sekundární (trvalá) dentice se formuje od dvacátého týdne 

embryonálního vývoje. Od šestého roku života dítěte je mléčná sada zubů nahrazována 

A B 
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permanentní denticí, která už je tvořena 32 zuby: dva řezáky, jeden špičák, dva premoláry 

a tři moláry v každém čelistním kvadrantu (Obrázek 14A).  

 

1.4.3 MYŠÍ DENTICE 

Normální dentice myší je proti původnímu zubnímu vzorci placentálních savců (3I, 

1C, 4P, 3M) vysoce redukovaná a na rozdíl od lidské je monophyodontní. Tato skutečnost 

částečně vysvětluje, proč je tak málo známo o mechanismech zubní výměny. Současné 

studie se začaly více zaměřovat na buněčné a genetické mechanismy tohoto procesu. Myší 

dentice je tvořena 16 zuby: jeden řezák a tři moláry v každém kvadrantu čelisti. Řezák 

odděluje od molárů bezzubý úsek – diastema (Obrázek 14B). Přestože má myš pouze jednu 

generaci zubů, řezáky kontinuálně dorůstají po celý život. Další modifikací myších řezáků 

je typická depozice skloviny pouze na labiální straně zubu. Obě tyto vlastnosti vedou 

k neustálému asymetrickému obrušování a udržování řezné hrany těchto zubů. 

 

 

Obrázek 14: Zubní vzorec. (A) V každém kvadrantu lidské čelisti můžeme najít dva 
řezáky (I), jeden špičák (C), dva premoláry (P) a tři molárů (M) ze stálé dentice. (B) Každý 
kvadrant myší čelist nabízí pouze jeden řezák, tři moláry a bezzubou oblast nazývanou 
diastema (upraveno podle Jussila and Thesleff, 2012, Peterkova et al., 2014). 

 

1.4.4 LIDSKÉ NADPOČETNÉ ZUBY 

Vzhledem ke složitosti signálních drah embryonálního vývoje se u člověka objevuje 

řada patologií z důvodu narušení molekulární kontroly. Takové poruchy signálních kaskád 
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se mohou projevit i v dentálním vývoji a mohou znamenat vznik zubních defektů, jako 

jsou anomálie počtu, struktury, tvaru nebo i postavení zubů.  

Pro tuto práci jsou významné především anomálie počtu zubů. Obecně se uvádí, že 

hypodoncie a hyperdoncie jsou extrémní protiklady ve vývoji dentice. V případě 

hypodoncie chybí jeden nebo několik zubů a podle toho pak dále rozeznáváme ještě 

oligodoncii, tedy vrozené chybění šesti nebo více permanentních zubů, kromě třetích 

molárů, nebo anodoncii, která je charakteristická vrozenou absencí všech primárních nebo 

permanentních zubů. V případě hyperdoncie bývá jeden či několik zubů navíc. 

Nadpočetné zuby představují jednu z nejběžnějších lidských malformací a jejich 

prevalence je odhadována na 6% a více (Anthonappa et al., 2013). Mohou být asociovány 

s více než dvaceti syndromy a vývojovými abnormalitami jako jsou například 

kleidokraniální dysplazie (CCD), familiární adenomatosní polyposa (včetně 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% nesyndromických případů vykazuje vícečetný výskyt nadpočetných zubů, které 

se objevují nejčastěji v premolárové oblasti mandibuly, následují molárové a anteriorní 

oblasti (Yusof, 1990, Batra et al., 2005, Orhan et al., 2006, Hyun et al., 2008, Yagüe-

García et al., 2009, Inchingolo et al., 2010). Nicméně většina nadpočetných zubů je 

idiopatických a manifestují se jako jediný, samostatný, nadpočetný zub (Lubinsky and 

Kantaputra Nik, 2016). 

Existuje mnoho hypotéz zabývajících se etiologií nadpočetných zubů. Nadpočetný 

zub může vznikat následkem dichotomie zubního pupenu (Liu, 1995), nebo lokální, 

nezávislé hyperaktivity dentální laminy (Liu, 1995, Scheiner and Sampson, 1997), nebo 

jako následek revitalizace zubního rudimentu, jehož vývoj byl během evoluce potlačen – 

fylogenetická teorie, či teorie evolučního návratu (Smith, 1969, Peterkova et al., 2006). 

Dichotomická teorie byla rozdělena na dvě možnosti: dentální lišta se během vývoje 

rozdělí na dvě rovnoměrné nebo nerovnoměrné části. Následkem toho, pak vznikají dva 

zuby podobné velikosti, nebo jeden normální a jeden dysmorfický zub (Liu, 1995, Garvey 

et al., 1999). Bylo zjištěno, že horní laterální řezák člověka pochází z fúze epiteliálních 

ztluštění na mediálním nasálním a maxilárním výběžku. Tato dvě ztluštění vytváří po 

spojení kontinuální dentální laminu, která v tomto místě dává vznik primordiu horního 

laterálního řezáku. Tento zub u člověka má tudíž dvojí vývojový základ (Hovorakova et 
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al., 2006). Hyperaktivita dentální laminy je další přijímanou teorií. Jakmile je vytvořena 

korunka permanentního zubu, dochází k degeneraci dentální laminy. Zbytky této laminy 

mohou způsobit vznik cyst (Cohen, 1984). Zvýšená proliferace nebo opoždění degenerace 

dentální laminy může způsobit tvorbu nadpočetného zubu (Cohen, 1984, Diaz et al., 2009, 

Jarvinen et al., 2009). Fylogenetická teorie vychází z toho, že evoluční předci savců měli 

ve svém zubním vzorci více zubů, jejichž počet byl během evoluce redukován (viz kapitola 

Zubní vzorec). 

 

1.4.5 MYŠÍ DENTICE MODELEM PRO STUDIUM ODONTOGENEZE U ČLOVĚKA 

Přestože morfologie zubního zárodku se může u jednotlivých tvarů zubů lišit, stádia 

zubního vývoje jsou velmi dobře zakonzervována mezi ozubenými obratlovci a data 

z myšího modelu odontogeneze mohou poskytnout vodítka k zubnímu vývoji u 

rozmanitých skupin živočichů (Streelman et al., 2003). V souladu s tím se expresní vzory 

některých molekul, klíčových pro zubní vývoj, jako je například Shh, také ukázaly jako 

vysoce konzervované v dentici myší, ryb nebo třeba hadů (Fraser et al., 2006, Buchtova et 

al., 2008).  

Počet zubů je obvykle striktně determinován. Dříve bylo zaznamenáno, že existují 

základy třetí dentice u některých savců (Leche, 1893). Přítomnost těchto epiteliálních 

útvarů byla potvrzena i u člověka (Röse, 1895, Ahrens, 1913, Hovorakova et al., 2005). 

Z analýzy sériových řezů zubních zárodků, které se objevily jako rudimentární základy 

třetí (post-permanentní) dentice některých dětí a fetů vyplynulo, že tyto základy pučí 

lingválně od permanentních zubů (Ooë, 1969).  

Studie jiných modelových systémů s kontinuální výměnou dentice nebo s tvorbou 

sekundární dentice, jako jsou ryby, hadi, plazi nebo fretky, poskytují vhled do 

molekulárních a buněčných mechanismů zásadních pro úspěšný vývoj zubu a mohou 

pomoci ve studiích o tvorbě nadpočetných zubů u lidí. Zatímco nesavčí druhy mají 

víceřadou dentici a pouze obnovují svoje zuby, u některých hlodavců nedochází k žádné 

výměně dentice (Jarvinen et al., 2009, Koussoulakou et al., 2009, Mikkola, 2009, 

Tummers and Thesleff, 2009). Detailní histologická analýza zubní výměny u nesavčích 

modelů naznačuje, že následný zub je iniciován z epitelu dentální laminy, který roste na 

lingvální straně sklovinného orgánu dočasných zubů a později se prodlužuje a pučí do 
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okolního mesenchymu, čímž vytváří sekundární zub. Zachování nebo reaktivace složek 

dentální laminy je tedy stěžejní pro zubní výměnu, ale také pro tvorbu nadpočetného zubu.  

Do této chvíle bylo popsáno, či dokonce cíleně vygenerováno mnoho myších kmenů, 

které vykazují nadpočetné zuby a které tak poskytují náhled na normální a abnormální 

formování zubů. Z analýzy těchto myší je jasné, že inhibice aktivity mnoha známých 

mediátorů zubního vývoje patří mezi klíčové procesy v zajištění náležitého počtu zubů u 

dospělého jedince. 

Nadpočetné zuby v premolárové oblasti, která je nejčastější u člověka u 

nesyndromických výskytů, byly identifikovány například u Gas1 deficientní myši se 100% 

penetrancí nadpočetného zubu (Ohazama et al., 2009), Spry2 a Spry4 deficientní myši 

s výskytem zejména v mandibule (Klein et al., 2006, Peterkova et al., 2009), Lrp4 

deficientní myši (Ohazama et al., 2008), Eda nebo Edar deficientní myši (Mustonen et al., 

2003, Tucker et al., 2004), Polaris deficientní myši (Zhang et al., 2003, Ohazama et al., 

2009) nebo Ektodin deficientní myši (Kassai et al., 2005).  

 

1.5 RUDIMENTY 
Rudimentární a vestigiální orgány jsou orgány či struktury, které ztratily většinu 

nebo veškerou svou ancestrální funkci u daných druhů, ale přesto přetrvaly během procesu 

evoluce (Darwin, 1859). Některé z nich jsou nazývány „rudimentární nebo vestigiální 

orgány“, přestože mnoho z nich orgánem vlastně není. Takovéto struktury jsou obvykle 

degenerované nebo atrofované a mohly ztratit některé nebo všechny své funkční úlohy, 

které hrály u předků (Peterkova et al., 2006). 

Přestože termíny rudimentární a vestigiální struktury/znaky jsou často používané 

jako synonyma, je mezi nimi značný rozdíl. Rudimenty jsou částečně zformované nebo 

nekompletní transformace vývojových znaků a objevují se pouze u embryí. U vestigiálních 

struktur jde o evoluční pozůstatky po předcích a objevují se u dospělců (Hall, 2003). 

Takové orgány/struktury existují u nespočtu zvířecích zástupců. Například křídla 

pštrosů, emu a dalších nelétavých ptáků jsou zakrnělá, jde totiž o zbytky křídel jejich 

létajících předků (Darwin, 1859). Dalším příkladem mohou být přední končetiny u velryb, 

u kterých se během ontogenetického vývoje objevují zárodky předních končetin a později 

degenerují (Hall, 1984). Nebo organismy, které se reprodukují nepohlavním 



41 
 

rozmnožováním, ztrácejí své sexuální vlastnosti, jako je schopnost lokalizovat či rozpoznat 

opačné pohlaví (van der Kooi and Schwander, 2014).  

U člověka bylo popsáno více než 100 vestigiálních struktur, jako je apendix, os 

coccygis, svaly hýbající ušima, atd. (Gilbert, 2003).  

Zubní rudimenty byly v minulosti popsány u mnoha živočišných druhů, například 

u ptakořitních - Monotremata (ježura australská) (Kükenthal, 1892, Röse, 1892), 

kosticovitých ryb (plejtvák myšok, velryba) (Kükenthal, 1892), ale také u člověka (Bolk, 

1924) nebo u myší (Peterkova, 1983). 

 

1.5.1 ZUBNÍ RUDIMENTY U ČLOVĚKA 

Bukálně od prvního maxilárního zárodku dočasného moláru (m1) se přechodně 

objevuje přídatný epiteliální pohárek v místě molárové vestibulární lišty (Obrázek 13A) 

(Bolk, 1924, Hovorakova et al., 2005). Jiný akcesorní pohárek byl zaznamenán na úrovni 

druhého dočasného moláru (Adloff, 1909). V literatuře byly tyto akcesorní struktury 

pozorované laterálně k dentální lamině interpretovány jako vestigiální primordia 

rudimentární dentice předcházející dočasné dentici nebo jako pozůstatky zubních žlázek u 

plazů (Röse, 1895, Adloff, 1909, Bolk, 1924, Schour, 1929). Na této pozici se u některých 

plazů mohou objevit celé rudimentární zubní generace (např. aligátor) (Westergaard and 

Ferguson, 1987). Tato zubní primordia jsou rudimenty zubů zděděných od nižších 

obratlovců (Zahradnicek et al., 2012). 

 

1.5.2 ZUBNÍ RUDIMENTY U MYŠI 

 Laboratorní myš je v současnosti jedním z nejpoužívanějších experimentálních 

organismů pro studium vývoje zubů u savců a tedy i u člověka. Jedním z hlavních důvodů 

jsou totožná morfologická stádia v procesu odontogeneze (1.1 Zubní vývoj - morfogeneze) 

u myši (Lesot et al., 1996, Peterkova et al., 1996, Peterkova et al., 2002) a člověka (Nery 

et al., 1970, Hovorakova et al., 2005, Hovorakova et al., 2007).  

 Embryonální čelisti myši nabízejí v průběhu svého vývoje dva typy zubních 

primordií: (1) progresivní primordia, která dávají vznik budoucím funkčním zubům a (2) 

rudimentární zubní primordia, která se za normálních podmínek nerozvinou v samostatný 

funkční zub. Takové rudimentární zubní pupeny byly nalezeny v horní i dolní diastemové 
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oblasti, která za normálních okolností zuby neobsahuje. V maxilární diastemě bylo 

detekováno pět malých epiteliálních pupenů D1-D5 (Peterkova et al., 1995, Lesot et al., 

1998) a posteriorně k nim ještě dva větší (R1 a R2) (Peterkova et al., 1996). Mandibulární 

diastema vykazuje pouze dva velké rudimentární pupeny MS a R2 lokalizované anteriorně 

k M1 primordiu (Obrázek 15) (Viriot et al., 2000). Dva větší rudimentární zárodky 

(nalezené v obou čelistech) byly asociovány se zaniklými premoláry myších předků 

(Peterkova et al., 2000). Zároveň se ukázalo, že posteriorní rudiment R2 v dolní čelisti 

nezaniká, ale je inkorporován do vyvíjejícího se pupenu budoucího prvního moláru 

(Prochazka et al., 2010). 

 

 

Obrázek 15: Zubní vzorec myšího embrya. Oranžová barva znační regresivní primordia 
zubních rudimentů, zatímco zelená barva označuje progresivní primordia budoucích 
funkčních zubů. V embryonální diastemě horní čelisti se přechodně objevuje pět malých D 
primordií (D1-D5) a dva velké R pupeny (R1, R2). Naopak v přední části diastemy 
mandibuly je vidět pouze epitelové ztluštění (čárkovaná čára) a v zadní části je patrný 
mesiální segment (MS) a široký R2 pupen. V řezákové oblasti horní i dolní čelisti je patrné 
jedno rudimentární primordium anteriorně k primordiu funkčního řezáku (upraveno podle 
Peterkova et al., 2000, Hovorakova et al., 2011, Hovorakova et al., 2013). 
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 Další výzkum ukázal, že i v řezákové oblasti dolní čelisti myších embryí je možné 

najít rudimentární zubní primordium tzv. mléčného řezáku (Obrázek 15) (Hovorakova et 

al., 2011), který byl morfologicky popsán v horní i dolní čelisti u myši (Woodward, 1894, 

Fitzgerald, 1973) i u potkana (Moss-Salentijn, 1978). 

 Rudimenty nejsou pouze přechodné útvary v čelistech, mají svá signální centra 

stejně jako primordia budoucích funkčních zubů, která řídí jejich vývoj (Prochazka et al., 

2010, Hovorakova et al., 2011).  

 

1.6 NEJASNOSTI V OBLASTI ZUBNÍHO VÝVOJE 
Přestože se zdá, že o vývoji zubu již máme kompletní informace, existuje mnoho 

neznámých v této oblasti. Moderní věda se za pomoci nejnovější techniky zaměřuje 

především na molekulární regulaci vývoje zubu jako modelu. Zásadní roli v tomto procesu 

hraje primární sklovinný uzel (pEK), jak již bylo napsáno výše. Definice této struktury se 

však začala jevit problematicky s objevem zubních rudimentů u myší (Peterkova, 1983) a 

jejich signálních center (Prochazka et al., 2010). Otázkou tedy zůstává, co je doopravdy 

pEK a jaký má vztah k těmto rudimentům. Vzhledem k tomu, že rudimentární Shh 

expresní domény byly zachyceny, jak se aktivují a zase mizí postupně jedna za druhou 

v čase i prostoru, jaký mají vliv na normální vývoj funkčního zubu?  

Existence samotných zubních rudimentů je vědeckou veřejností přijímána jen velmi 

pozvolna. A to i přesto, že jejich přítomnost již byla prokázána jak na morfologické, tak 

molekulární úrovni. Jejich signální centra stále bývají mylně označována za expresní 

domény funkčních zubních primordií nebo jako patologický stav nadpočetných zubních 

primordií. Shh exprese v signálních centrech rudimentárních struktur byla zachycena 

v tvářové oblasti dolní čelisti myších embryí. Pro ucelený pohled na vývoj funkčního zubu 

u myšího modelu odontogeneze obecně by bylo vhodné zjistit, zda se signální centra 

v rudimentárních strukturách vyskytují také v tvářové a případně řezákové 

oblasti horní čelisti, kde byly rudimenty doposud dokumentovány pouze morfologicky.  

 Na základě vzniku nadpočetných zubů před první stoličkou v čelisti myši 

s mutacemi v některých genech spojených s odontogenezí bývají dvě velká rudimentární 

primordia v horní i dolní tvářové oblasti myších čelistí spojována s pozůstatky po 

funkčních premolárech původních savců (Viriot et al., 2002, Peterkova et al., 2004). 

Z tohoto úhlu pohledu jde o struktury, které z hlediska fylogeneze byly u předků schopné 
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dát vznik samostatnému zubu ve funkční dentici. Je tedy možné, že si tyto struktury 

uchovaly odontogenní potenciál a jsou schopné dát vznik zubu i v nedentální oblasti?  
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2 CÍLE  
I. Doplnit informace o normogenezi dentálního vývoje u myšího modelu a 

determinovat přítomnost signálních center zubních rudimentů pomocí markeru 

odontogeneze - Shh exprese během normálního vývoje horní i dolní čelisti 

z časového a prostorového hlediska na modelu myší embryonální dentice: 

a. v řezákové oblasti horní čelisti 

b. v tvářové oblasti dolní čelisti 

c. v tvářové oblasti horní čelisti 

 

II. Objasnit úlohu zubních rudimentů během normogeneze. 

a. Sledovat buněčnou linii signálních center rudimentárních struktur v tvářové 

oblasti a determinovat jejich vztah se signálním centrem funkčního zubu - 

pEK. 

b. Sledovat buko-lingvální dynamiku sklovinných uzlů v rámci složeného 

zubu vyvíjejícího se v myší embryonální dentici - prvního moláru a 

determinovat vztah pEK k sekundárním EK. 

c. Sledovat buněčnou linii signálních center rudimentárních struktur 

v řezákové oblasti a determinovat jejich vztah s nedentálními strukturami 

vyvíjejícími se v úzkém vztahu s denticí (vestibulum oris). 

 

III. Objasnit úlohu zubních rudimentů v patogenezi v dolní čelisti u myší 

s nadpočetnými zuby v tvářové oblasti. 

a. Objasnit časovou a prostorovou dynamiku signálních center rudimentárních 

i funkčních zubních základů u Sprouty2/Sprouty4 mutantních myší. 

b. Determinovat úlohu zubních rudimentů při vzniku nadpočetného zubu u 

myší s nadpočetnými zuby v tvářové oblasti. 
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3 MATERIÁL  
 Modelovým organismem byla v této práci myš domácí (Mus musculus). Všechny 

použité myši pocházejí z oddělení teratologie, ÚEM AV ČR v.v.i. Veškerá manipulace a 

nakládání se zvířaty splňovala požadavky Odborné komise pro zajišťování dobrých 

životních podmínek pokusných zvířat při ÚEM AVČR, v.v.i. 

 

3.1 POUŽITÉ KMENY MYŠÍ 
CD1 kmen 

CD1 myši (Charles River, Německo) jsou obecným, víceúčelovým, outbredním 

kmenem bez cílených mutací, a proto jsou často používané jako kontrolní (WT). Tento 

kmen byl využit pro křížení s transgenním kmenem ShhEGFP/Cre. 

 

ShhEGFP/Cre kmen 

CD1 myši byli kříženy s transgenním kmenem B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J, čímž 

jsme pro řešení stanovených cílů získali embrya se zelenou fluorescencí GFP („green 

fluorescent protein“) v Shh exprimujících buňkách pro fluorescenční mikroskopii. Tento 

kmen nese fúzní produkt EGFP/Cre (Gagneten et al., 1997), který je vložen do 

endogenního lokusu Shh, což má za následek produkci GFP v buňkách, které normálně 

exprimují Shh mRNA (Harfe et al., 2004). Chov těchto myší probíhá přes křížení 

heterozygotního nositele EGFP/cre alely s WT myší. Heterozygotní jedinci pro ShhGfpCre 

alelu nevykazují žádný zvláštní fenotyp, jsou životaschopní a produkují potomstvo 

v očekávaných Mendelovských poměrech. Homozygotní genotyp znamená prenatální 

letalitu s fenotypovým projevem kyklopie. 

 

Sprouty2 kmen 

 Transgenní knock-outní (KO) kmen Spry2ORF-null allele má Spry2 vyřazený 

z funkce vložením neomycinové rezistence a odstraněním celé sekvence ORF („open 

reading frame“). Homozygotní genotyp je asi z 50% letální, jedinci vykazují několik 

vývojových abnormalit gastrointestinálního traktu. Někteří z přeživších homozygotů jsou 

signifikantně menší a mohou trpět ztrátou sluchu (Shim et al., 2005). Heterozygotní jedinci 

jsou vitální a nevykazují žádné vývojové vady, proto jsou ideální pro udržení chovu. 
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Chovné páry laskavě poskytl Dr. Ophir Klein, UCSF, USA. Tyto myši vykazují 

nadpočetný zub v tvářové oblasti (Klein et al., 2005, Klein et al., 2006). 

 

Sprouty 4 kmen 

 Transgenní knock-outní (KO) kmen Spry4ORF-null allele byl vytvořen stejnou 

strategií jako Spry2 kmen (Shim et al., 2005, Klein et al., 2006). Nicméně homozygotní 

jedinci jsou vitální a fertilní (Klein et al., 2006). Chovné páry laskavě poskytl Dr. Ophir 

Klein, UCSF, USA. Podobně jako Spry2 deficientní myši, vykazují nadpočetný zub 

v tvářové oblasti (Klein et al., 2006). 

 

Sprouty2/Sprouty4 kmen 

 Pro studii disociovaným epitelů byly vygenerovány kmeny 

Spry2/Spry4/ShhEGFP/Cre: původní kmen ShhEGFP/Cre byl křížený s Spry2 a Spry4. 

Tím jsme získali model trojitého transgenního kmene myší s nadpočetnými zuby a GFP 

fluorescencí v místě Shh mRNA exprese. Samci Spry2ORF/Spry4ORF /B6.Cg-

Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J byli kříženi se samicemi Spry2ORF/ Spry4ORF nebo Spry2ORF nebo 

Spry4ORF s cílem získat embryonální materiál s různými dávkami Spry2 a Spry4 genů 

(Tabulka 1). 

Tabulka 1: Počty zpracovaných vzorků pro jednotlivé genotypy v rámci diplomové 
práce (DP) a dizertační práce (DizP). Nízký počet Spry2−/−;Spry4−/− mutantních 
embryí by mohl být způsoben jejich prenatální letalitou z důvodu vysoké incidence 
některých vývojových defektů kraniofaciální oblasti, končetin a plic (Taniguchi et al., 
2007). 

 
 

Spry2+/+;Spry4+/+ 22 30 52
Spry2+/+;Spry4+/- 74 33 107
Spry2+/+;Spry4-/- 55 15 70
Spry2+/-;Spry4+/+ 57 51 108
Spry2+/-;Spry4+/- 45 53 98
Spry2+/-;Spry4-/- 50 40 90
Spry2-/-;Spry4+/+ 16 27 43
Spry2-/-;Spry4+/- 21 30 51
Spry2-/-;Spry4-/- 5 5 10

celkem 345 284 629

počet vzorků 
DizP

celkemgenotypy počet vzorků 
DP
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Cre-loxP systém 

 Obvykle jsou kmeny s Cre rekombinázou a loxP místy chovány odděleně a teprve 

jejich křížením se utváří Cre-lox systém (Nagy, 2000). Většina Cre a loxP kmenů spadá do 

těchto kategorií: 

• Cre exprimující kmeny obsahují transgen, který exprimuje Cre pod kontrolou 

všeobecného nebo tkáňově specifického promotoru.  

• „LoxP flanked“ (floxed) kmeny obsahují loxP místa lemující (z každé strany) 

kritickou část cílového genu nebo genomové oblasti zájmu. 

• Indukovatelné Cre kmeny obsahují transgen, který exprimuje modifikovanou 

formu Cre rekombinázy. Ta je nefunkční dokud není podána indukční látka (jako 

doxycyklin, tetracyklin, RU486 nebo tamoxifen) v požadovaném časovém 

okamžiku embryonálního vývoje nebo postnatálního života. 

• Cre reportérové kmeny obsahují loxP místa spolu s viditelnými (fluorescenčním 

nebo LacZ) markerovými proteiny umožňující k dohledání úspěšných Cre 

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

 Pro naše účely jsme využili transgenní kmen B6.129S6‐Shhtm2(cre/ERT2)Cjt/J, nesoucí 

gen pro fúzní produkt Shh a Cre rekombinázy indukovatelný tamoxifenem. Tyto myši byli 

reciproce kříženy s B6.129S4-Gt(ROSA)26Sortm1LacZSor/J kmenem, který je nositelem 

reportérového genu LacZ vloženého do Gt(ROSA)26Sor lokusu za účelem enzymatické 

detekce ß-galaktosidasové aktivity (Obrázek 16). Připouštěním těchto kmenů se vytvoří 

specifický Cre-lox systém, umožňující sledování osudu buněk exprimujících Shh v době 

aplikace tamoxifenu a jejich potomků. Tyto kmeny byly získány z Jackson Laboratory, 

Maine, USA a genotypovány dle standardního protokolu (Jackson Laboratory, Maine, 

USA).  

 

http://cre.jax.org/introduction.html
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Obrázek 16: Cre-lox systém sledování osudu specifické buněčné populace – 
exprimující Shh. Exprese Cre rekombinázy může být prostorově omezena tkáňově 
specifickým promotorem. Časové omezení je řízeno fúzí Cre rekombinázy s doménou 
estrogenového receptoru (Cre-ERTm ), která váže hormon senzitivní na tamoxifen (Tm). 
Celý tento Cre konstrukt není aktivní v nepřítomnosti ligandu – tamoxifenu. Jakmile je 
přidán tamoxifen, Cre se aktivuje a přemístí se do jádra buňky. V naší studii jsou tyto Cre 
konstrukty použity ve spojení s reportérovými geny (LacZ), jejichž exprese je pod 
kontrolou promotoru ROSA26 (R26R) a které jsou umístěny za stop kodonem. Tento stop 
kodon obklopují místa (loxP), která rozeznává Cre rekombináza. Následkem toho může 
být reportérový gen aktivován ve specifických buněčných typech a ve specifickém 
časovém okamžiku. Při absenci tamoxifenu nedojde k expresi reportérového genu (LacZ), 
protože je umístěn až za stop sekvencí. Pokud je aplikován tamoxifen, Cre je aktivována a 
zprostředkuje rekombinaci mezi loxP místy v buňkách (exprimujících Shh). Díky tomu 
dojde k vystřižení stop kodonu a buňky jsou permanentně značeny reportérovým marker 
genem (LacZ). 

 

Sprouty4 Cre-loxP systém 

 Spry4ORF-null allele myši byli kříženy s B6.129S6‐Shhtm2(cre/ERT2)Cjt/J a také 

s kmenem B6.129S4-Gt(ROSA)26Sortm1LacZSor/J, čímž jsme vygenerovali transgenní kmeny 
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Spry4ORF-null allele/B6.129S6‐Shhtm2(cre/ERT2)Cjt/J a Spry4ORF-null allele/ B6.129S4-

Gt(ROSA)26Sortm1LacZSor/J. Tyto myší nesou fenotyp vykazující nadpočetné zuby a 

umožňující vytvoření Cre-loxP systému indukovatelného tamoxifenem obdobným 

způsobem, jako je uvedeno výše. Tento systém se od výše zmíněného liší pouze 

přítomností nefunkčních kopií Spry4 genu, což způsobuje nadpočetné zuby v dentici. 

 Myši byly genotypovány dle standardního protokolu (Jackson Laboratory, Maine, 

USA). Nakládání se všemi laboratorními zvířaty splňovalo požadavky odborné komise 

Ústavu experimentální medicíny Akademie věd České republiky.  
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4 METODY  
4.1 ODBĚR EMBRYÍ 
 Příslušné myši byly vždy připuštěny přes noc, přičemž půlnoc před detekcí 

vaginální zátky byla určena jako ED0,0. Embrya byla odebírána v rozmezí ED11,5 až 18,5. 

Březí samice byly usmrceny cervikální dislokací a embrya byla následně na ledu vyjmuta 

z uteru a z jejich zárodečných obalů, lehce osušena a zvážena pro zpřesnění jejich 

stádiování. Tělesná hmotnost velmi dobře koreluje se stádiem vývoje v časných fázích 

odontogeneze (Peterka et al., 2002). Za účelem detailních sérií zubního vývoje a 

homogenity dat byla myší embrya vždy odebírána v několika časových horizontech 

v každém ED: embrya na ED12,3; 13,3; 14,3; 15,3; 16,3; 17,3 a 18,3 byla odebírána 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 odebírána 

mezi 9 a 15 hodinou; a embrya na ED12,7; 13,7; 14,7; 15,7; 16,7 a 17,7 byla odebírána 

mezi 15 a 18 hodinou. Část tkáně každého vzorku z transgenního kmene Spry2;Spry4 byla 

genotypována podle příslušného protokolu.  

 Z oddělených hlav embryí byly mikropreparačně izolovány čelisti, případně 

samostatné zubní regiony pod stereomikroskopem (Carl Zeiss, Stemi 305, Německo). V 

zájmu homogenizace získaných dat a případné korelace s dostupnou literaturou byla u 

všech odebraných vzorků zaznamenána jak jejich hmotnost, tak embryonální den vývoje. 

 

4.2 DISOCIACE DENTÁLNÍHO EPITELU A FLUORESCENČNÍ MIKROSKOPIE 
 Vypreparované zubní segmenty tvářové oblasti dolní čelisti EGFP pozitivních 

embryí byly umístěny do Hank´s solution (Sigma Aldrich) a následně do 1 % roztoku 

trypsinu (Difco Laboratories) při 4°C na jednu až dvě hodiny (v závislosti na vývojovém 

stupni embryí), abychom oddělily tkáň epitelu zubního zárodku od okolního mesenchymu. 

Disociované epitely byly zdokumentovány ve stopovacím roztoku (20% FCS – Sigma 

Aldrich) pomocí invertovaného fluorescenčního mikroskopu Leica AF6000 (Leica 

Microsystems GmbH, Německo). Shh expresní domény byly determinovány podle zelené 

fluorescence v buňkách aktuálně exprimujících Shh. 

 Hodnotili jsme dynamiku Shh exprese v dentálním epitelu dolní tvářové oblasti u 

všech genotypů založených na kombinacích alel Spry2 a Spry4 genů. Jako kontrolní 

genotyp byl použit genotyp Spry2+/+;Spry4+/+. Celkem bylo zhodnoceno 629 vzorků 
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dentálních epitelů (Tabulka 1). Sledována byla přítomnost Shh exprese v zubním základu 

prvního moláru (M1) a rudimentárních struktur před zubním základem prvního moláru 

(M1), dále pak přítomnost Shh exprese v zubním základu druhého moláru (M2) u 

pokročilejších stádií. Zubní primordium bylo označeno jako nadpočetné, když se jednalo o 

oddělenou epiteliální strukturu s vlastním signálním centrem. Tato struktura byla 

detekována před zárodkem prvního moláru (M1), ale byla mezi nimi patrná hranice. 

 

4.3 SLEDOVÁNÍ BUNĚČNÝCH LINIÍ  

4.3.1 IN VITRO KULTIVACE TKÁŇOVÝCH ŘEZŮ 

Dolní čelisti ShhEGFP/Cre pozitivních myší byly vypreparovány na ED14,5 a 

nasekány pomocí McIlwain Tissue Chopper (Intracel) na polotenké frontální řezy o 

tloušťce 250 µm (Matalova et al., 2005, Diep et al., 2009, Alfaqeeh and Tucker, 2013). Pro 

řezy celé dolní čelisti a kultivaci zubních zárodků je ideální odebrat embrya mezi ED11,5 a 

ED15,5, protože po tomto časovém úseku již dochází k vývoji kostí. Kost mandibuly je 

pak příliš tvrdá k nasekání na Chopperu (Buchtova et al., 2012). 

Řezy, na kterých byly zřetelné zubní zárodky, byly vybrány ke kultivaci. Zvolené 

řezy byly přemístěny do čisté kultivační misky (Nunc) s 1 ml Hank´s solution (Sigma 

Aldrich).  

 

DiI mikroinjekční značení 

 Pro sledování osudu specifických buněčných populací bylo využito mikroinjekční 

značení CM-DiI. DiI (1,1-dioctadecyl-3,3,3´,3´-tetramethylindocarbocyanine perchloride) 

(Molecular probes cell tracker CM-DiI, C-7000) je vitální barvička, která patří mezi 

karbocyaninová barviva. Jde o silně fluorescenční lipofilní barvivo, které značí buněčné 

membrány a je běžně používané pro zkoumání osudu buněk. CM-DiI se přenáší na 

potomky značených buněk (obvykle 3 až 6 generací), ale zároveň neuniká do buněk 

sousedních. Navíc, je netoxické (Honig and Hume, 1986, Honig and Hume, 1989). Díky 

své chloromethylové skupině je CM-DiI v buňkách stálejší i během fixace, permeabilizace 

nebo parafinového zpracování tkáně a zároveň má i jiné fluorescenční spektrum (Obrázek 

17) oproti klasické DiI. 
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Obrázek 17: Fluorescenční barevné spektrum CM-DiI (C7000). Fluorescenční 
excitační maximum pro CM-DiI (C7000) je 553 µm a emisní maximum je 570 µm 
(https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-
chemistry/fluorescence-spectraviewer.html?ICID=svtool&UID=282lip). 

 

 DiI bylo rozpuštěno v DMSO (1mg/1ml). Malé množství pak bylo injikováno do 

řezu pomocí ústní pipety a to ještě před kultivací (Diep et al., 2009). Následně proběhla 

kontrola značení pod fluorescencí mikroskopu Leica AF6000 (Leica Microsystems GmbH, 

Německo). 

Úspěšně označený tkáňový řez byl umístěn na transparentní miliporový filtr (s 

velikostí pórů 0,4 µm) (BD Biosciences), který byl dostatečně velký pro usazení na sterilní 

skleněnou podporu ve tvaru hvězdy v kultivační misce (Nunc). Do misky byl přidán 1 ml 

kultivačního média, které se skládalo 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 těsně dotýkala spodní strany miliporového filtru (Obrázek 18). 

Technika kultivace byla modifikována podle Trowella (Trowell, 1959). 

Řezy byly kultivovány při 37˚C, 5% CO2 po dobu 4-5 dní. Správnou teplotu a 

vlhkost zajišťovala kultivační komůrka invertovaného fluorescenčního mikroskopu Leica 

AF6000 (Leica Microsystems GmbH, Německo), který zároveň zajišťoval snímání 

morfologie řezu po 1 hodině (time-laps) po dobu 4 až 5 dní. Výměna média probíhala 

přibližně každých 48 hodin.  

 

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html?ICID=svtool&UID=282lip
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html?ICID=svtool&UID=282lip
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Obrázek 18: Použitá kultivační technika. Kultivace tkáňového řezu (představován 
modrou tečkou) usazeného na miliporovém filtru, který je udržován na hladině média 
pomocí skleněné hvězdy. Ramena této hvězdy podpírají okraje filtru tak, aby tkáňový řez 
mohl být snímán invertovaným mikroskopem.  

 

4.3.2 CRE-LOXP SYSTÉM 

 Cre-loxP systém umožňuje sledování určité buněčné linie. Tento mechanismus byl 

objeven během studia P1 bakteriofága jako běžná součást normálního životního cyklu 

tohoto viru (Sternberg and Hamilton, 1981, Sauer and Henderson, 1988). Jeho reprodukční 

strategie byla přenesena do technologie umožňující manipulaci genomu různých 

organismů za využití dvou složek:  

(1) Cre rekombináza je enzym, který katalyzuje rekombinaci mezi dvěma loxP místy.  

(2) LoxP místo je specifická sekvence 34 párů bází, tvořená 8 páry základní sekvence, 

kde probíhá samotná rekombinace, a dvěma přilehlými invertovanými repeticemi 

(2 x 13 bp) (Obrázek 16). 

 Vzhledem k tomu, že Cre gen a loxP místa nejsou přirozenou součástí myšího 

genomu, byla vytvořena transgenní technologie. Orientace a pozice loxP míst určuje, zda 

Cre rekombinace bude indukovat deleci, inverzi nebo chromosomální translokaci (Obrázek 

19) (Nagy, 2000). 
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Obrázek 19: Možné způsoby Cre-lox rekombinace. Výsledek je dán orientací a pozicí 
loxP míst. (A) Pokud jsou loxP místa v opačných směrech, výsledkem bude inverze 
cílového segmentu. (B) Přítomnost loxP míst na různých chromosomech znamená 
chromosomální translokaci. (C) Pokud jsou loxP místa orientována stejným směrem na 
chromosomálním segmentu, dojde k deleci cílového segmentu 
(http://cre.jax.org/introduction.html). 

 

Pro naše účely jsme využili dva Cre-loxP systémy: 

(1) systém pro sledování normogeneze v řezákové a tvářové oblasti: transgenní 

kmen B6.129S6‐Shhtm2(cre/ERT2)Cjt/J, nesoucí gen pro fúzní produkt Shh a Cre 

rekombinázy indukovatelný tamoxifenem, který byl křížen s reportérovým B6.129S4-

Gt(ROSA)26Sortm1LacZSor/J kmenem (Obrázek 16). 

(2) systém pro sledování vzniku nadpočetného zubu v dolní tvářové oblasti: 

transgenní kmen Spry4ORF-null allele/B6.129S6‐Shhtm2(cre/ERT2)Cjt/J byl křížen 

s reportérovým kmenem Spry4ORF-null allele/ B6.129S4-Gt(ROSA)26Sortm1LacZSor/J. Oba 

kmeny jsou deficientní pro Spry4, což způsobuje nadpočetné zuby anteriorně k M1. 

 

Administrace tamoxifenu 

 Dávka 0,225 mg tamoxifenu (Sigma) na 1 g tělesné hmotnosti samice (Hayashi and 

McMahon, 2002) byla intraperitoneálně aplikována březí myši na ED11,5; 12,5; 13,5 a 

14,5. Tato dávka neohrožuje život samic ani embryí, ale je dostačující pro aktivaci Cre 

rekombinázy. Embrya byla odebírána na ED12,5; 13,5; 14,5; 15,5; 16,5; 17,5 a 18,5 

(nejméně 24 hodin po aplikaci tamoxifenu).  

 

http://cre.jax.org/introduction.html
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X-galové barvení a histologické zpracování 

Hlavičky odebraných embryí byly barveny X-galem (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 

ß-D-galactopyranoside – Sigma Aldrich) pro vizualizaci buněk a jejich potomků, u nichž 

došlo k rekombinaci. Koncentrace X-galu v barvícím pufru byla 3mM. Hlavy embryí 

s pozitivním barvením byly fixovány v 4% PFA přes noc. Po oplachu v PBS byla 

vypreparované čelisti zdokumentované pomocí stereomikroskopu Leica MZ6 s digitální 

kamerou Leica EC3 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Německo). Následně byly 

vzorky post-fixovány 3 dny v roztoku Bouinu (Penta) a histologicky zpracovány. Pokud 

byla hmotnost odebraných embryí vyšší než 700 mg, bylo nutné vzorek dekalcifikovat 

pomocí 0,5 M roztoku EDTA po dobu 3 – 6 dnů. 

 Vzorky byly standardně zality do parafinu - po fixaci následovalo odvodnění 

vzestupnou alkoholovou řadou, projasnění v toluenu a prosycení parafinem v několika 

stupních (s teplotou táni 54°C a 58°C) přes noc. Zhotovené bločky byly nakrájeny na 

rotačním mikrotomu (Leitz, Wetzlar, Německo) na sériové frontální řezy o tloušťce 10 µm. 

Řezy byly napnuty na podložní sklíčka a po deparafinizaci a následném zavodnění 

sestupnou alkoholovou řadou byly řezy dobarveny jádrovou červení (Fast red – Fluka). 

Járová červeň se rozpouští za tepla (100 ml 5% roztoku síranu hlinitého, 0,5 g jádrové 

červeně), pak se nechává odstát do druhého dne a před použitím je nutné ji přefiltrovat. 

Histologické řezy pak byly opět odvodněny a zamontovány umělou pryskyřicí Neomount 

(Merck) a zakryty krycím sklíčkem.  
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5 VÝSLEDKY  
Jelikož již v minulosti byla zmapována normogeneze dolní řezákové oblasti, rozhodli 

jsme se výsledky doplnit o data z horní řezákové oblasti. V zájmu homogenizace získaných 

dat a případné korelace s dostupnou literaturou byla u všech odebraných vzorků 

zaznamenána jak jejich hmotnost, tak embryonální den vývoje. 

 

5.1 ŘEZÁKOVÁ OBLAST – NORMOGENEZE 
Shh exprese byla vizualizována pomocí fluorescenční mikroskopie. Tato metoda 

prokázala u EGFP pozitivních vzorků přítomnost Shh exprese již od velmi časných 

vývojových stádií (ED8,5) (Obrázek 20). 

Na základě hodnocení vzorků embryonálních horních čelistí jsme definovali dvě 

antero-posteriorně lokalizované Shh expresní domény v oblasti budoucího řezáku. První 

doména je lokalizována anteriorně, zatímco druhá se objevuje posteriorně.  

 

 

Obrázek 20: Časná Shh exprese u EGFP pozitivních embryí. (A) Shh exprese v oblasti 
neurální lišty (modrá šipka) myšího embrya na ED 8,5. (B) V apexu faciálních výběžků se 
také exprimuje Shh (žluté šipky) u myších embryí na ED10,5. ns – nasální jamka; st- 
stomodeum; MN – mediální nasální výběžek; LN – laterální nasální výběžek; MX – základ 
pro maxilární výběžek; MD – mandibulární výběžek. Měřítko je 100 µm, resp. 250 µm. 

 

V anteriorní řezákové oblasti horní čelisti se objevil Shh signál teprve až na ED11,5. 

Tato signální doména měla trojúhelníkovitý tvar a byla spojena s Shh expresní doménou 

v tvářové oblasti (MS) tenkou Shh pozitivní linií v oblasti budoucí diastemy (Obrázek 

21A,B). Následně se anteriorní řezáková doména diferencovala ve dva krátké proužky 

ležící vedle sebe v medio-laterálním směru v ED12,5-13,5 (Obrázek 21C, D, E).  



58 
 

U hmotnostně těžších a tedy vývojově pokročilejších embryí v ED13,5 se začala 

objevovat i druhá, posteriorní Shh expresní doména (Obrázek 21F, G, H). Později, během 

ED14,5 anteriorní doména vymizela a bylo možné detekovat pouze posteriorní doménu 

(Obrázek 21I). 

 

 

Obrázek 21: Shh exprese v pravé řezákové oblasti horní čelisti. Shh exprese byla 
vizualizována u EGFP pozitivních embryí. (A, B) Na časných stádiích ED12,5 (u 
hmotnostně lehčích embryí) má anteriorní Shh expresní doména (oranžová šipka) 
trojúhelníkovitý tvar a je spojena s Shh expresní doménou v tvářové oblasti tenkou linií 
Shh pozitivních buněk (bílé šipky). Na ranějších stádiích ještě není struktura funkčního 
řezáku jasně determinovatelná. (C, D, E) V závěru ED12,5 a na počátku ED13,5 dochází 
ke změně tvaru této domény. Je možné detekovat dva krátké proužky (červené šipky) 
v medio-laterálním směru, přičemž lokalizace je na bázi vyvíjejícího se primordia 
funkčního řezáku (vyznačeno tečkovaně). (F, G, H) U pokročilejších stádií ED13,5 se 
začíná objevovat posteriorní Shh expresní doména (fialová šipka), která je lokalizovaná 
přímo v řezákovém primordiu. (I) Během ED14,5 anteriorní Shh doména mizí a přetrvává 
pouze posteriorní doména v centru vyvíjejícího se řezáku. Měřítko je 100 µm. 

 

Tyto výsledky potvrzují i data získaná s využitím Cre-loxP technologie - tedy 

z křížení myších kmenů: (1) ShhERCre (B6.129S6‐Shhtm2(cre/ERT2)Cjt/J) a (2) RosaLacZ 

(B6.129S4-Gt(ROSA)26Sortm1LacZSor/J). Účelem bylo značení a sledování osudu buněčných 

populací exprimujících Shh od začátku vývoje horních řezáků. Toto značení probíhalo od 

okamžiku aplikace tamoxifenu do odběru embryí. 

Tamoxifen byl březí samici aplikován intraperitoneálně na ED11,5, kdy by podle 

výsledků z fluorescenční mikroskopie měla Shh exprimovat pouze první anteriorní 

doména. Embrya pak byla odebrána na ED13,5, 14,5 a 15,5 (tedy 48/72/96 hodin po 

aplikaci tamoxifenu). Dávka tamoxifenu aktivovala Cre rekombinázu, čímž došlo 

k následné produkci β-galaktosidasy reagující s X-galem během barvení. Toto barvení 

označilo modře všechny buňky kódující β-galaktosidasu v lokusu Shh a také všechny jejich 
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potomky od aplikace tamoxifenu do odběru embryí (viz kapitola Cre-loxP systém). Na 

začátku byla patrná pouze anteriorní populace buněk původně exprimujících Shh (apl. 

11,5; ED13,5) (Obrázek 22A). Odběr na pozdějších ED (ED14,5 a 15,5) ukázal zvětšování 

této oblasti (Obrázek 22B, C).  

Podobná řada vzorků byla vytvořena i s aplikací tamoxifenu na ED12,5 a odběry 

na ED14,5 a 15,5. Detekce buněk exprimujících Shh od ED12,5 a jejich potomků ukazuje 

již dvě samostatné populace buněk v anteriorní a posteriorní řezákové oblasti (Obrázek 

22D, E).  

U dalších vzorků s aplikací tamoxifenu na ED13,5, kdy se podle výsledků 

fluorescenční mikroskopie objevuje posteriorní Shh doména v centru funkčního řezáku, 

přičemž anteriorní postupně mizí, bylo při odběru na ED15,5 patrné, že posteriorně 

lokalizované modré buňky tvoří silněji zabarvenou oblast, zatímco anteriorní populace je 

zabarvená méně intenzivně (Obrázek 22F), což lze vysvětlit tím, že bylo zachyceno méně 

buněk aktivně exprimujících Shh v zanikající přední doméně. U těžších (vývojově 

pokročilejších) embryí je již anteriorní oblast negativní (Obrázek 22G). 

 

 

Obrázek 22: Vizualizace osudu buněk exprimující Shh v řezákové oblasti horní čelisti 
myších embryí. Embryonální horní čelisti ukazují (modré) potomky všech buněk 
exprimujících Shh po aplikaci tamoxifenu na ED11,5, 12,5 a 13,5, resp. (A) Při aplikaci 
tamoxifenu na ED11,5 byla přítomna jen jedna oblast modře zbarvených buněk (oranžová 
šipka) (ED13,5), odpovídající potomkům anteriorní Shh signální domény. (B, C) Tato 
modrá oblast se u pokročilejších embryí (ED14,5 a 15,5) postupně zvětšovala posteriorním 
směrem. (D) Při aplikaci tamoxifenu na ED12,5 byly patrné dvě oddělené populace 
modrých buněk (ED14,5), výše zmíněná přední a nová posteriorní (fialová šipka), (E) 
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která u pokročilejších stádií zvětšovala svůj rozsah (ED15,5). (F) Při aplikaci tamoxifenu 
na ED13,5 byla u hmotnostně lehčích embryí stále přítomna méně intenzivně zabarvená 
anteriorní populace buněk. (G) U pokročilejších jedinců přední oblast byla negativní, 
patrná zůstala pouze posteriorní oblast modře zbarvených buněk (ED15,5). 

 

Histologické řezy těchto vzorků ukázaly, že anteriorní oblast modrých buněk byla 

lokalizována v povrchové části epitelu. Naopak druhá posteriorní populace buněk se 

nacházela hluboko uprostřed epitelové struktury zárodku funkčního řezáku přiléhající k 

budoucí labiální cervikální smyčce (Obrázek 23). 

 

 

Obrázek 23: Detekce Shh exprimujících buněčných linií v oblasti myšího horního 
řezáku. Anteriorní oblast pozitivně (modře) zbarvených buněk (oranžová šipka) byla na 
histologickém řezu lokalizována v povrchové části epitelu (oranžový rámeček). Naopak 
druhá posteriorní populace buněk (fialová šipka) se nacházela uprostřed epitelové struktury 
zárodku funkčního řezáku (fialový rámeček). Měřítko je 0,1 mm pro histologické řezy a 1 
mm pro čelist. 

 

Pro doplnění informace a srovnání s dolní čelistí jsme na ED14,5 disociovali 

epitel v dolní řezákové oblasti, přičemž aplikace tamoxifenu proběhla na ED11,5. Dle 

očekávání jsme nalezli pozitivní (modré) buňky ve dvou místech: (1) v primordiu 

funkčního řezáku a (2) anteriorně k tomuto primordiu, což koresponduje s fakty zjištěnými 



61 
 

v horní čelisti. Překvapivě se však modře zbarvily i buňky v přilehlém epitelu předsíně 

ústní (Obrázek 24). 

 

 

Obrázek 24: Disociovaný epitel řezákové oblasti dolní čelisti myšího embrya. Modrá 
barva označuje všechny buňky a jejich potomky exprimující Shh ode dne aplikace 
(ED11,5) do odběru embrya (ED14,5). Řezákový epitel jasně ukazuje dvě oddělené 
populace buněk – anteriorní (oranžová šipka) a posteriorní v zárodku funkčního zubu 
(fialová šipka). Modrá přerušovaná čára ohraničuje přibližný tvar řezákového epitelu. 
Modře zbarvené buňky lze pozorovat nejen v oblasti zubního zárodku, ale také v oblasti 
přilehlého vestibulárního epitelu (šedé šipky). Hvězdičky označují oblast vestibulárního 
epitelu. Měřítko je 0,5 mm. 

 

5.2 BUŇKY ODONTOGENNÍHO EPITELU V ZÁKLADU VESTIBULUM ORIS 
Výsledky ze vzorků řezákové oblasti ukázaly přítomnost pozitivně značených buněk 

nejen v anteriorní a posteriorní řezákové oblasti, ale také v oblasti epitelového základu 

předsíně ústní (vestibulum oris) (Obrázek 24). U dospělců se jako vestibulum oris označuje 

volný prostor, který ohraničují rty či tváře z labiálního/bukálního směru a dáseň se zuby 

z lingvální strany (Obrázek 40). Lokalizace modrých buněk v epitelu této struktury, zevně 

od vyvíjejících se řezáků, evokovala otázku, jak jsou buňky exprimující Shh 

rozdistribuovány během vývoje mandibulární řezákové oblasti v raných embryonálních 

stádiích. 

Abychom ověřili přítomnost pozitivních buněk ve vyvíjejícím se vestibulárním 

epitelu, využili jsme znovu Cre-loxP systém, který nám umožnil vizualizovat buňky 

exprimující Shh od námi zvoleného časového okamžiku (od aplikace dávky tamoxifenu) 



62 
 

do odběru embrya. Tamoxifen byl aplikován březí samici na ED11,5 a 12,5, což je doba, 

kdy dochází k expresi Shh v oblasti asociované s vývojem rudimentárního řezáku 

(anteriorní signální doména) (Hovorakova et al., 2011).  

Po aplikaci tamoxifenu na ED11,5 jsme detekovali modře značené buňky v povrchové 

části orálního epitelu (původně odpovídající anteriorní signální doméně) po 24 a 48 

hodinách (odběry na ED12,5 a 13,5) (Obrázek 25A, B). Po 72 a 96 hodinách (odběry na 

ED14,5 a 15,5) byly již patrné pozitivní modré buňky i v primordiu budoucího funkčního 

řezáku (Obrázek 25C, D, E1-E3).  

U vzorků odebraných po 48 hodinách (ED13,5) jsme nalezli populaci modře 

značených buněk také v embryonálním základu vyvíjejícího se orálního vestibula a to 

zejména ve vnitřní epitelové vrstvě (Obrázek 25).  
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Obrázek 25: Buňky exprimující Shh v primordiu rudimentárního řezáku pronikají 
do embryonálního základu orálního vestibula myší mandibuly. Embryonální čelisti 
s permanentně značenými (modře) buňkami ukázali descendentní linii buněk původně 
exprimujících Shh po intraperitoneální tamoxifenové injekci spouštějící rekombinaci na 
ED11,5 (viz Metody - Cre-loxP systém). U embryí v časných fázích vývoje (ED12,5 – A, 
ED13,5 – B) se objevila pouze jedna oblast modře značených buněk reprezentující 
potomky povrchové anteriorní Shh exprese spojované s tvorbou rudimentárního řezáku 
(dPi) (Hovorakova et al., 2011). Dvě oblasti modře značených buněk byly přítomny na 
ED14,5 (C, E1-E3) a 15,5 (D), anteriorní související s rudimentárním prelakteálním 
řezákem a posteriorní související s funkčním řezákem (dI). Sériové frontální histologické 
řezy (F1-F8) u vzorku na ED15,5 po tamoxifenové injekci na ED11,5 odhalily, že modře 
značené buňky byly lokalizovány nejen v dentálním epitelu (černá hvězdička), ale také 
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v epiteliálním základu orálního vestibula (žlutá hvězdička) v jeho vnitřní epitelové vrstvě 
(oranžové šipky). To potvrzuje příspěvek Shh exprimujících buněk z první anteriorní Shh 
expresní domény primordia rudimentárního řezáku do vestibulárního epitelu (VE) 
(převzato z Hovorakova et al., 2016). 

 

Naopak při pozdější aplikaci tamoxifenu (ED14,5), kdy již Shh exprimuje pouze 

druhá doména v primordiu funkčního řezáku, již pozitivní modré buňky ve vestibulárním 

epitelu nedetekujeme (Obrázek 26). To potvrzuje příspěvek odontogenních buněk 

(pocházejících z odontogenní tkáně primordia rudimentárního řezáku) k základu orálního 

vestibula v dolní čelisti myší. 

 

 

Obrázek 26: Aktivace rekombinace Cre-loxP systému, detekujícího Shh exprimující 
buňky a jejich potomky, na ED14,5. Při aplikaci tamoxifenu na ED14,5 se po 
24 hodinách na ED15,5 (A) i po 48 hodinách na ED16,5 objevuje již jen jedna oblast 
pozitivně zbarvených buněk v primordiu funkčního řezáku (FI). Frontální histologické řezy 
(C1-C11) zárodku na ED15,5 ukazují potomky Shh pozitivních buněk koncentrované 
v epitelu primordia funkčního řezáku (černá hvězdička). Povrchová oblast v místě 
původního primordia rudimentárního řezáku, stejně jako vestibulární epitel (žlutá 
hvězdička) jsou negativní. Buňky exprimující Shh na ED14,5 a později nepřispívají 
k základu předsíně ústní (převzato z Hovorakova et al., 2016). 

 

5.3 MOLÁROVÁ OBLAST – NORMOGENEZE 
Normogeneze zubů v tvářové oblasti již byla nastíněna v rámci mé diplomové 

práce. Nicméně kontrolní soubor (Spry2+/+; Spry4+/+) se v rámci dizertační práce 
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podařilo navýšit, což znamenalo zahuštění hmotnostní řady vzorků. Toto navýšení 

zpřesnilo původní výsledky.  

Výsledky mé diplomové práce ukázaly, že Shh exprese je v tvářové oblasti dolní 

čelisti kontinuální a že se postupně objevuje v oblastech zubních rudimentů a vyvíjejícího 

se molárového základu. Bylo také prokázáno, že dochází k fúzi Shh signálních domén R2 a 

rané M1 v rámci normálního vývoje prvního moláru (Lochovska, 2012). Nicméně této fúzi 

předchází nejprve současný výskyt obou samostatných domén (R2 a M1) zároveň 

(Obrázek 27). 

Skupina vzorků s vyšší dávkou Spry2;Spry4 genů, kterou tvoří kontrolní genotyp 

(Spry2+/+;Spry4+/+) a genotypy s jednou mutantní alelou na Spry2 a/nebo Spry4 genech 

(Spry2+/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4+/-, Spry2+/-;Spry4+/-), vykazovala podobnosti jak 

v dynamice Shh exprese tak i v morfologii dentálního epitelu (Obrázek 27) během 

sledovaného období vývoje. 

U této skupiny byla první Shh expresní doména lokalizována v MS rudimentu od 

ED11,5 do ED13,5 (embrya s hmotností přibližně do 130 mg). Následně se objevila druhá 

signální doména v R2 rudimentu, která exprimovala Shh od ED13,5 do ED14,7 (embrya 

s hmotností 130 až 320 mg). U dvou genotypů ze skupiny s vyšší dávkou Spry genů 

(Spry2+/+;Spry4+/- a Spry2+/-;Spry4+/-) jsme zaznamenali současnou přítomnost (ko-

existenci) obou těchto domén odpovídajících MS a R2 rudimentu na ED13,5 (embrya 

s hmotností přibližně 130 mg). Tato ko-exprese trvala jen krátký časový úsek a obě 

domény byly velmi slabé. Mezi ED14,3 a ED14,5 (embrya s hmotností v průměru 220 až 

270 mg) vykazovaly disociované epitely dvě samostatné Shh expresní domény v R2 a M1 

primordiích. Později, mezi ED14,5 a 14,7 (embrya s hmotností v průměru 270 až 320 mg), 

byla patrná fúze těchto dvou (původně izolovaných) domén (Obrázek 27), čímž vznikla 

jediná Shh expresní doména odpovídající signálnímu centru - pEK prvního moláru a tato 

doména přetrvávala od ED14,7 do ED16,5 (embrya s hmotností v průměru 320-580 mg). 

Všechny tyto parametry byly sumarizovány pro čtyři genotypy s vyšší dávkou Spry2 a 

Spry4 genů (detaily viz Obrázek 27). 
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Obrázek 27: Shh exprese ve třech různých signálních doménách (MS, R2 a M1) u 
Spry2;Spry4 vzorků. Shh exprese ve třech signálních doménách MS (modrý pruh), R2 
(červený pruh) a M1 (žlutý pruh) se objevovala postupně v tvářové oblasti dolních čelistí u 
embryí s devíti možnými Spry2;Spry4 genotypy v závislosti na tělesné hmotnosti. Vzorky 
s vyšší dávkou Spry2;Spry4 genů vykazovaly splývání (fialové rámečky) R2 a časné M1 
Shh signální domény do jedné expresní domény (pEK) lokalizované uprostřed zárodku 
prvního moláru. Naopak u vzorků s nižší dávkou Spry2;Spry4 genů nebylo pozorováno 
žádné splývání domén, ale R2 rudiment a jeho signální doména zůstaly lokalizovány 
samostatně, čímž došlo k tvorbě primordia nadpočetného zubu před vyvíjejícím se 
základem M1. Barevné rámečky (modrý, červený a žlutý) reprezentují referenční 
přítomnost signálních domén MS (modře), R2 (červeně) a M1 (žlutě) pozorovaných u 
běžných WT myší kmene CD1 (Prochazka et al., 2010). Zelená přerušovaná čára značí 
přítomnost Shh signálního centra v M2 (druhý molár) u kontrolního genotypu 
(Spry2+/+;Spry4+/+). Zastoupení odebraných embryí pro jednotlivé genotypy značí tečky 
v barevných pruzích. Růžové tečky znázorňují embrya s tvorbou nadpočetného zubního 
primordia. Oranžová šipka naznačuje pokračování žlutého pruhu, což je dáno materiálem 
s vyšší hmotností mimo pole grafu. Mezery mezi jednotlivými barevnými pruhy značí 
chybění materiálu (převzato z Lochovska et al., 2015). 

 

5.4 DYNAMIKA SHH EXPRESE JE OVLIVNĚNA SPROUTY GENY 
 U všech získaných vzorků jsme hodnotili morfologii disociovaného dentálního 

epitelu, přítomnost/nepřítomností Shh signálních domén a jejich lokalizaci. Vzorky byly 
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získány z dolní čelisti od ED11,5 do ED16,5 (embrya s hmotností 30 – 800 mg) od všech 

devíti Spry2;Spry4 genotypů. 

 Pět genotypů (Spry2-/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4-/-, Spry2+/-;Spry4-/-, Spry2-/-

;Spry4+/-, Spry2-/-;Spry4-/-) bylo zařazeno do skupiny s nižší dávkou Spry2 a Spry4 genů, 

kde obě alely alespoň jednoho ze Spry2 nebo Spry4 genů byly mutantní. Rozdíl proti 

vzorkům ve skupině s vyšší dávkou Spry genů byl nalezen hlavně v časo-prostorové 

distribuci Shh signálních domén (Obrázek 28). Shh se exprimovalo v signálních doménách 

R2 a M1 primordia podobně jako u skupiny genotypů s vyšší dávkou Spry2 a Spry4 genů. 

Nicméně, došlo k prodloužení Shh exprese v R2 rudimentu, což mělo za následek opoždění 

nástupu Shh exprese v M1 ve srovnání s kontrolou (Spry2+/+;Spry4+/+). Tento trend byl 

zřetelnější s klesající dávkou Spry2 genů, tedy s klesajícím počtem funkčních Spry2 alel 

(Obrázek 28). Navíc, u skupiny s nižší dávkou Spry2 a Spry4 genů nikdy nesplynula Shh 

expresní doména v R2 s doménou v M1 (Obrázek 28).  

 

 
 

Obrázek 28: Shh exprese ve třech různých signálních doménách (MS, R2 a M1) u 
Spry2;Spry4 vzorků. Shh exprese ve třech signálních doménách MS (modrý pruh), R2 
(červený pruh) a M1 (žlutý pruh) se objevovala postupně v tvářové oblasti dolních čelistí u 
embryí s devíti možnými Spry2;Spry4 genotypy v závislosti na tělesné hmotnosti. 
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Prodloužení Shh exprese bylo posíleno se snižováním dávky Spry2 genu. Prodloužení Shh 
exprese v předešlé signální doméně znamená pozdější nástup následné signální domény. 
Černá šipka označuje momenty, kdy se časná M1 Shh signální doména objevovala 
současně s přetrvávající Shh expresí v R2, tedy ještě před případnou fúzí těchto domén 
(fialový rámeček) u některých genotypů. Černá přerušovaná čára naznačuje trend 
prodloužení Shh exprese v R2 rudimentu v závislosti na klesající dávce Spry2 genu. 
Barevné rámečky (modrý, červený a žlutý) reprezentují referenční přítomnost signálních 
domén MS (modře), R2 (červeně) a M1 (žlutě) pozorovaných u WT myší (Prochazka et 
al., 2010). Zelená přerušovaná čára značí přítomnost Shh signálního centra v M2 (druhý 
molár) u kontrolního genotypu (Spry2+/+;Spry4+/+). Zastoupení odebraných embryí značí 
tečky v barevných pruzích. Růžové tečky znázorňují embrya s tvorbou nadpočetného 
zubního primordia. Oranžová šipka naznačuje pokračování žlutého pruhu, což je dáno 
materiálem s vyšší hmotností mimo pole grafu. Mezery mezi jednotlivými barevnými 
pruhy značí chybění materiálu (převzato z Lochovska et al., 2015). 

 

5.4.1 NESPLYNUTÍ SHH EXPRESNÍCH DOMÉN PODMIŇUJE REVITALIZACI R2 RUDIMENTU  

 Navýšením počtu vzorků se nám podařilo jednoznačně potvrdit, případně vyloučit 

fúzi Shh signálních domén v R2 a M1 primordiích u všech devíti Spry2;Spry4 genotypů. 

Získaná data ukazují, že non-fúze těchto Shh domén má za následek formaci nadpočetného 

zubního primordia z autonomního vývoje R2 rudimentu anteriorně k zubnímu zárodku M1. 

 Vývoj dentálního epitelu v tvářové oblasti se lišil mezi vzorky s vyšší a nižší 

dávkou Spry genů. Embrya s vyšší dávkou Spry2;Spry4 genů (Spry2+/+;Spry4+/+, 

Spry2+/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4+/-, Spry2+/-;Spry4+/-) vykazovala 

fyziologický/normální postup zubního vývoje v tvářové oblasti (Obrázek 29A). Naproti 

tomu, embrya s nižší dávkou Spry2;Spry4 genů (Spry2-/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4-/-, 

Spry2-/-;Spry4+/-, Spry2+/-;Spry4-/-, Spry2-/-;Spry4-/-) se v zubním vývoji podobala 

kontrolám pouze v časných stádiích, kdy dentální epitel exprimoval pouze Shh signální 

doménu v MS (pokud nebereme v úvahu stádium embryonálního vývoje). Nicméně 

jakmile MS signální doména vymizela, anteriorní část epitelu se začala zvětšovat a 

zakulacovat (Obrázek 29B). Posteriorní část dentálního epitelu zůstala úzká a rovná. 

Uprostřed zvětšené anteriorní části byla patrná kruhová Shh expresní doména 

korespondující s R2 signální doménou, která však přetrvávala do pozdějších stádií jako 

signální centrum v samostatném nadpočetném zubním primordiu před vyvíjejícím se 

základem M1. Během následujícího vývoje se posteriorní část epitelu tvářové oblasti 

prodloužila a vytvořila základ M1 s eliptickou Shh expresní doménou. Dále se obě části 
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vyvíjely jako dvě samostatná primordia: nadpočetný zubní základ a základ M1 (Obrázek 

29B). 

 

 

Obrázek 29: Fyziologický a patologický zubní vývoj u disociovaných epitelů z tvářové 
oblasti myší dolní čelisti. (A) U vzorků s vyšší dávkou Spry2;Spry4 genů 
(Spry2+/+;Spry4+/+, Spry2+/-;Spry4+/+, Spry2+/+;Spry4+/-, Spry2+/-;Spry4+/-) fúzovala 
R2 Shh signální doména (červená šipka) s časnou M1 Shh signální doménou a tím vznikl 
pEK (dvojitá žluto-červená šipka) M1 primordia. (B) U vzorků s nižší dávkou Spry2;Spry4 
genů (Spry2+/+;Spry4-/-, Spry2+/-;Spry4-/-, Spry2-/-;Spry4+/+, Spry2-/-;Spry4+/-, Spry2-/-
;Spry4-/-) přetrvávala R2 Shh signální doména (červená šipka) před M1 signální doménou 
(žlutá šipka) a stávala se signálním centrem nadpočetného zubního primordia (černá šipka). 
Měřítko je 100 µm (převzato z Lochovska et al., 2015). 
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5.5 OSUD BUNĚK EXPRIMUJÍCÍCH SHH V NADPOČETNÉM ZUBNÍM PRIMORDIU 
 Abychom ozřejmili vztah R2 Shh signální domény a nadpočetného zubního 

primordia v embryonálním vývoji myší mandibuly, vygenerovali jsme Spry4 deficientní 

myši s Cre-loxP systémem (viz kapitoly Materiál -  

 

Použité kmeny myší a Metody - Cre-loxP systém). Tyto myši vykazovaly fenotyp 

nadpočetného zubu v tvářové oblasti a zároveň umožnily sledovat osud buněk 

exprimujících Shh a všech jejich potomků nejen v R2 rudimentu. Námi vygenerovaný 

Spry4 deficientní Cre-loxP systém byl poté používán v kombinaci s kontrolním běžným 

Cre-loxP systémem s cílem determinovat rozdíly způsobené právě přítomností mutace 

vyřazující obě alely v Spry4 genu. 

 Březí samici byla podána dávka tamoxifenu na ED13,5, tedy před případnou fúzí 

R2 a časné M1 Shh signální domény při normálním vývoji. Embrya byla odebrána na 

ED15,5 a 16,5, kdy u kontrol exprimuje Shh pouze v pEK v místě M1 (Obrázek 30A, B). 

X-galové barvení umožnilo vizualizovat buňky a všechny jejich potomky, které 

exprimovaly Shh od aplikace tamoxifenu až do odběru embrya. U kontrolního Cre-loxP 

systému lze detekovat pouze jednu pozitivní oblast modrých buněk lokalizovanou 

v zubním základu M1, u námi vygenerovaného systému Spry4 deficientních myší jsme 

nalezli dvě samostatné modré oblasti v tvářové části mandibuly lokalizované antero-

posteriorně. Histologické řezy ukázaly, že posteriorní oblast modrých buněk odpovídá M1 

primordiu a anteriorní oblast modrých buněk byla lokalizována v centru nadpočetného 

zubního pohárku (Obrázek 30C, D). Toto dokazuje perzistenci buněk původně samostatné 

R2 Shh signální domény v centru nadpočetného zubního primordia. Modře značené buňky 

z R2 rudimentu byly odděleny od značených buněk v M1 negativní oblastí. To značí, že 

fúze původní R2 Shh expresní domény s časnou M1 Shh expresní doménou neproběhla a 

také že vznik pEK v oblasti M1 byl narušen. Následkem je patologický vývoj zubní řady 

(vznik nadpočetného zubu před M1).  
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Obrázek 30: Sledování buněk v zubním primordiu, které původně exprimovaly Shh, 
vizualizované X-galovým barvením (modře) u kontrolního Cre-loxP (LacZ kontrola) 
systému v porovnání se Spry4 deficientním systémem (Spry4-/-LacZ). Vlevo – barvení 
celé tkáně dolní čelisti, vpravo – reprezentativní histologické řezy z oblastí označených 
šipkami. Dávka tamoxifenu byla aplikována březím samicím LacZ (A, B) a Spry4-/-LacZ 
(C, D) na ED13,5, protože v tomto embryonálním dni je Shh exprimováno v R2 rudimentu. 
(A) Na ED15,5 vykazoval tvářový segment kontrolních embryí LacZ splývání dvou 
značených buněčných populací pocházejících z oblasti původního R2 (dR2, červená šipka) 
a M1 (dM1, žlutá šipka). (B) Toto splývání vedlo ke vzniku jedné oblasti modrých buněk 
v M1 primordiu na ED16,5, kde již nelze odlišit buňky pocházející z původního R2 a M1 
(dR2+dM1). (C) Naopak u Spry4-/-LacZ embryí lze detekovat dvě samostatné oblasti 
modrých buněk značící potomky buněčných populací z původního R2 (dR2) a M1 (dM1) 
primordia na ED15,5. (D) Situace zůstala u Spry4-/-LacZ stejná i na ED16,5. Obě modré 
oblasti byly odděleny negativní interdentální oblastí nevykazující žádnou Shh expresi 
(zelená šipka). Anteriorní populace modrých buněk byla lokalizována v centru vyvíjejícího 
se nadpočetného zubního primordia (S, černá šipka) pocházejícího z původního R2 
rudimentu. Měřítko je 2 mm na tkáňových snímcích a 100 µm na histologických řezech 
(převzato z Lochovska et al., 2015). 

 

5.6 SHH EXPRESE V TVÁŘOVÉ OBLASTI BĚHEM EMBRYONÁLNÍHO VÝVOJE 
 Dynamika signálních center během zubního vývoje v horní i dolní čelisti byla 

zkoumána určením jejich pozice pomocí Shh exprimujících buněk značených metodou 
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Cre-loxP (viz kapitola Metody - Cre-loxP systém) ve vyvíjejícím se zubním zárodku od 

ED11,5 do ED18,5. Tamoxifen indukoval aktivitu Cre rekombinázy což v kombinaci s X-

galovým barvením vedlo ke značení všech buněk exprimujících Shh včetně jejich 

potomků.  

 

5.6.1 HORNÍ ČELIST 

 Při aplikaci tamoxifenu na ED11,5 a odběru již po 48 hodinách (ED13,5) jsme 

zaznamenali pruh pozitivních modrých buněk v oblasti budoucí diastemy. Zároveň se 

objevila populace modře značených buněk také v prvním rudimentárním pupenu tvářové 

oblasti (R1) (Obrázek 31A). Při odběru po 72 hodinách (ED14,5) se pás modrých buněk 

rozšiřoval posteriorním směrem a již byla patrná i samostatná oblast značených buněk 

v rudimentu R2 a na vývojově pokročilejších vzorcích i ohraničená, slabě pozitivní 

populace v centru vyvíjejícího se pohárku M1 (Obrázek 31C). Po 96 hodinách (ED15,5) 

došlo k mírné dezintegraci pásu pozitivních buněk v oblasti diastemy. Populace pozitivních 

buněk z původního R2 rudimentu a primordia M1 byly již velmi blízko u sebe (Obrázek 

31E). Na dalších ED se tato oválná populace Shh buněk zvětšuje (Obrázek 35). 

 Aktivace Cre rekombinázy tamoxifenem na ED12,5 ukázala stejné výsledky jako u 

aplikace na ED11,5 s tím rozdílem, že pozitivní buňky v oblasti diastemy již na ED 13,5 

neutvořily protáhlý pás (Obrázek 32A). Po 48 hodinách (ED14,5) detekce Shh 

exprimujících buněk jsme u vývojově starších zárodků zachytili tři samostatně ohraničené 

populace – v původním R1 (včetně původní diastemální populace), R2 a v pohárku M1 

(Obrázek 32C). Po 72 hodinách (ED15,5) je patrné přiblížení původních populací R2 a 

M1, přičemž pozitivní buňky původního R1 zůstávají samostatné anteriorně a vytváří 

krátký pás (Obrázek 32E). 

 Pokud jsme dávku tamoxifenu podali až na ED13,5, tak jsme po 24 a 48 hodinách 

(ED14,5 a 15,5) zachytili modré buňky pouze v oblasti původního R2 a M1 primordia. 

Obě populace se k sobě s postupem vývoje přibližovaly (Obrázek 33A, C). Další 

pozorování ukazovalo jejich kontakt až propojení, nikoli však přímo fúzi (Obrázek 35). 
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5.6.2 DOLNÍ ČELIST 

Obdobným způsobem v longitudinální řadě aplikací a následných odběrů byly 

odebírány i vzorky dolních čelistí. Po aplikaci tamoxifenu na ED11,5 byla po 48 hodinách 

(ED13,5) na vzorcích patrná jedna protáhlá oblast modrých buněk v oblasti diastemy a v 

rudimentárním pupenu MS (Obrázek 31B). Postupně docházelo k protažení pásu modrých 

buněk posteriorním směrem, což je patrné i po 72 hodinách (ED14,5). Zároveň se objevila 

pozitivní modrá populace buněk v oblasti R2 rudimentu (Obrázek 31D). Po 96 hodinách 

(ED15,5) od tamoxifenové indukce Cre rekombinázy bylo stále možné pozorovat 

kontinuální pás modrých buněk. Posteriorně za tímto pásem jsme detekovali dvě oddělené 

oblasti pozitivních buněk, které se začaly objevovat v místě původního R2 rudimentu a 

v oblasti M1 (Obrázek 31F). 

 Pří aplikaci tamoxifenu na ED12,5 jsme po 24 hodinách (ED13,5) podobně jako 

v horní čelisti již nedetekovali pás pozitivních buněk v oblasti diastemy, ale pouze menší 

populaci pozitivních buněk v oblasti původního MS rudimentu (Obrázek 32B). Vzorky po 

48 hodinách (ED14,5) od aplikace vykazovali modré buňky v oblastech původních 

rudimentů MS a R2 (Obrázek 32D). Po 72 hodinách detekce (ED15,5) se posteriorně od 

pozitivních buněk původního R2 rudimentu objevila populace v centru pohárku M1, která 

těsně naléhala na populaci původního R2 (Obrázek 32F). 

 Při aktivaci Cre rekombinázy tamoxifenem na ED13,5 jsme po 24 (ED14,5) i 48 

hodinách (ED15,5) zaznamenali dvě populace pozitivních buněk velmi blízko u sebe, první 

pocházející z původního R2 a druhou z původního M1 (Obrázek 33B,D). U vývojově 

pokročilejších byla přítomna již jen jedna oválná populace modrých buněk v M1. Následně 

tato oblast nabývala na intenzitě a expandovala (Obrázek 34).  
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Obrázek 31: Linie potomků buněk exprimujících Shh ve vyvíjejícím se prvním 
moláru horní a dolní čelisti myšího embrya. Embryonální čelisti (získané pomocí Cre-
loxP systému – viz kapitola Metody - Cre-loxP systém) se zabarvenými buňkami (modrá) 
ukazují linii potomků buněk exprimujících Shh od intraperitoneální injekce tamoxifenu 
(Tm), kterým jsme spustili rekombinaci na ED11,5. V dolní čelisti se v tomto okamžiku 
objevuje Shh exprese v rudimentu MS a případně již i v R2 (Lochovska et al., 2015). (A, 
B) Při odběru vzorku na ED13,5 se objevují v obou čelistech (centrální část obrázku) 
krátké Shh pozitivní pruhy, přičemž v obou případech jde o rudimentární oblasti, jak 
dokládají frontální řezy (postranní části obrázku). (A) V horní čelisti je tato oblast delší než 
v dolní čelisti. (C, D) Na ED14,5 se tento modrý pruh prodlužuje a zároveň se již objevuje 
oddělená oblast pozitivních buněk v R2 rudimentu (šipka číslo 4) a (C) v horní čelisti je 
patrná velice slabá linie Shh pozitivních buněk ve funkčním M1 (tedy časná M1 – šipka 
číslo 5). (E, F) Na ED15,5 by již měla být dokončena fúze mezi Shh expresní doménou 
v R2 a M1 (Lochovska et al., 2015). Je zřejmé, že obě populace pozitivních buněk 
z původního R2 rudimentu a M1 moláru se k sobě přiblížily a naléhají těsně na sebe (šipka 
4 a 5). Měřítka jsou v horní části obrázku, pro histologické řezy je 0,1 mm a pro čelisti je 
0,5 mm.  
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Obrázek 32: Linie potomků buněk exprimujících Shh ve vyvíjejícím se prvním 
moláru horní a dolní čelisti myšího embrya. Embryonální čelisti (získané pomocí Cre-
loxP systému – viz kapitola Metody - Cre-loxP systém) se zabarvenými buňkami (modrá) 
ukazují linii potomků buněk exprimujících Shh od intraperitoneální injekce tamoxifenu 
(Tm), kterým jsme spustili rekombinaci na ED12,5. V dolní čelisti v tomto okamžiku ještě 
může přetrvávat Shh exprese v rudimentu MS a plně se již objevuje v rudimentu R2 
(Lochovska et al., 2015). (A, B) Při odběru vzorku na ED13,5 se objevují v obou čelistech 
(centrální část obrázku) malé Shh pozitivní oblasti, přičemž v obou případech jde o 
rudimentární oblasti, jak dokládají frontální řezy (postranní části obrázku). (A) V horní 
čelisti je tato oblast delší než v dolní čelisti. (C, D) Na ED14,5 se za touto oblastí objevuje 
oddělená oblast pozitivních buněk v R2 rudimentu (šipka číslo 4) a (C) v horní čelisti je 
patrná velice slabá linie Shh pozitivních buněk ve funkčním M1 (tedy časná M1 – šipka 
číslo 5). (E, F) Na ED15,5 by již měla být dokončena fúze mezi Shh expresní doménou 
v R2 a M1 (Lochovska et al., 2015). Je zřejmé, že obě populace pozitivních buněk 
z původního R2 rudimentu a M1 moláru se k sobě přiblížily a naléhají těsně na sebe (šipka 
4 a 5). Měřítka jsou v horní části obrázku, pro histologické řezy je 0,1 mm a pro čelisti je 
0,5 mm. 
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Obrázek 33: Linie potomků buněk exprimujících Shh ve vyvíjejícím se prvním 
moláru horní a dolní čelisti myšího embrya. Embryonální čelisti (získané pomocí Cre-
loxP systému – viz kapitola Metody - Cre-loxP systém) se zabarvenými buňkami (modrá) 
ukazují linii potomků buněk exprimujících Shh od intraperitoneální injekce tamoxifenu 
(Tm), kterým jsme spustili rekombinaci na ED13,5. V dolní čelisti v tomto okamžiku ještě 
přetrvává Shh exprese rudimentu R2 a začíná se objevovat exprese v časné M1 (Lochovska 
et al., 2015). (C, D) Při odběru vzorku na ED15,5 se objevují v obou čelistech (centrální 
část obrázku) dvě Shh pozitivní oblasti, přičemž anteriorní oblast odpovídá původnímu R2 
rudimentu a posteriorní oblast je v centru vyvíjejícího se M1, jak dokládají frontální řezy 
(postranní části obrázku). (C) V horní čelisti jsou obě oblasti odděleny negativními 
buňkami, (D) zatímco v dolní čelisti k sobě modře zbarvené oblasti těsně přiléhají. Měřítka 
jsou v horní části obrázku, pro histologické řezy je 0,1 mm a pro čelisti je 0,5 mm. 

 

5.7 VÝVOJ ZUBNÍCH HRBOLKŮ 
Vznik hrbolku u zubu je dán přítomností signálního centra – enamel knotu. U 

jednohrbolkových zubů (např. řezáky) se objevuje pouze jeden (primární) enamel knot. U 

vícehrbolkových zubů dochází během vývoje ke vzniku dalšího (sekundárního) enamel 

knotu.  

Vzhledem k výše prokázanému příspěvku Shh signálního centra R2 rudimentu ke 

vzniku primárního enamel knotu (viz kapitola Výsledky - Molárová oblast – normogeneze) 
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pomocí fluorescenční mikroskopie, jsme pokračovali ve sledování těchto buněk pomocí 

Cre-loxP technologie s cílem určit jejich další osud. Tamoxifenem indukovaný záznam 

buněk exprimujících Shh nám umožnil sestavit longitudinální sérii těchto vzorků. Pro větší 

zpřesnění jsme se rozhodli odebírat, vedle vzorků celé tkáně a následného histologického 

zpracování, také disociované dentální epitely molárové oblasti horní i dolní čelisti. 

V dolní čelisti jsme byli schopni zachytit buňky původního MS a R2 rudimentu. 

Materiál potvrdil fúzi buněk původně exprimujících Shh v R2 rudimentu a v časném M1 a 

tím i vznik jedné pozitivně zbarvené oblasti buněk odpovídající pEK(Obrázek 34C,D,F,G). 

Oblast pozitivních buněk se následně rozšířila lingválním směrem (Obrázek 34E,H). A 

téměř synchronně se buňky objevily také posteriorně (Obrázek 34K,L). Podle získaných 

vzorků se po první lingvální populaci objevila další posteriorně a posléze se zakládaly další 

pozitivní oblasti na lingvální straně (Obrázek 34N). V této době začaly být patrné i první 

modré buňky také v primordiu M2 (Obrázek 34K,L,M,N). Zároveň se objevilo rozšíření 

původní pozitivní bukální oblasti M1 anteriorním směrem, kde vznikaly postupně bukálně 

a následně lingválně dva shluky modrých buněk (Obrázek 34N). Bylo možné detekovat i 

potomky Shh exprimujících buněk původního MS rudimentu, jejichž pozice byla spíše 

v povrchovém orálním epitelu, anteriorně k pozitivním buňkám původního R2 (Obrázek 

34A,B,C,D,E). 

Situace v horní čelisti se od té v dolní čelisti lišila již od samého počátku. Oblasti 

Shh pozitivních buněk původního R2 a časného M1 nefúzovaly tak jako v dolní čelisti, ale 

vytvořily podélný pruh na bukální straně pohárku prvního moláru. Jeho posteriorní konec 

vytvořil kulovitý shluk pozitivně zbarvených buněk (Obrázek 35G,H). Modré zbarvení 

bylo detekováno v lingválním směru a téměř současně i v posteriorním směru (Obrázek 

35H). V této době se začala objevovat modrá populace buněk v oblasti budoucího M2 

(Obrázek 35H,K,L,M,N). Vzor Shh exprese v celé tkáni horní čelisti naznačoval, že další 

posteriorně lokalizovaných populace se objevily až po druhé populaci modrých buněk na 

bukální straně (Obrázek 35K,M), čemuž napovídala i data z disociovaných dentálních 

epitelů (Obrázek 35L,N). Pruh modrých buněk anteriorně od původního shluku se poté 

rozšířil, čímž vznikla doména na bukální straně budoucího zubu a teprve sekundárně 

docházelo k výskytu pozitivních buněk v lingválních oblastech zubního základu (Obrázek 

35K,L,M,N). 
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Obrázek 34: Detekce Shh pozitivních buněk v průběhu vývoje dolní tvářové oblasti 
myši. Populace Shh exprimujících buněk a jejich potomků v tvářové oblasti dolní čelisti 
myšího embrya byly detekovány pomocí Cre-loxP systému (viz kapitola Metody - Cre-
loxP systém), který byl aktivován aplikací dávky tamoxifenu (Tm). Detekce probíhala jak 
na vzorcích čelistí (A, B, C, D, F, G, I, J, K, M), tak na disociovaných epitelech tvářové 
oblasti (E, H, L, N). Zachyceny byly populace v původním MS (modrá šipka), R2 
(červená šipka), časném M1 (žlutá šipka), fúzované populace původního R2 a časného M1 
(oranžová šipka) a populace v primordiu M2 (zelená šipka). Fúzovaná populace původního 
R2 a časného M1 (oranžová) odpovídá původnímu pEK (Lochovska et al., 2015). Po 
vzniku této fúzované populace se objevují i další (fialová šipka) Prostorové uspořádání 
jednotlivých populací odpovídá rozložení zubních hrbolků u funkčního M1. Poslední 
posteriorní populace odpovídající postavení hypokonulidu nebyla zachycena, 
pravděpodobně vzniká po ED17,5. Anid – anterokonid, End – entokonid, Hyd – 
hypokonid, Hld – hypokonulid, Med – metakonid, Prd – protokonid. Měřítko je 0,5 mm. 
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Obrázek 35: Detekce Shh pozitivních buněk v průběhu vývoje horní tvářové oblasti 
myši. Populace Shh exprimujících buněk a jejich potomků v tvářové oblasti horní čelisti 
myšího embrya byly detekovány pomocí Cre-loxP systému (viz kapitola Metody - Cre-
loxP systém), který byl aktivován aplikací dávky tamoxifenu (Tm). Detekce probíhala jak 
na vzorcích čelistí (A, B, C, D, F, G, I, J, K, M), tak na disociovaných epitelech tvářové 
oblasti (E, H, L, N). Zachyceny byly populace v původním R1 (modrá šipka), R2 (červená 
šipka), časném M1 (žlutá šipka), spojené populace původního R2 a časného M1 (oranžová 
šipka) a populace v primordiu M2 (zelená šipka). Populace původního R2 a časného M1 
(oranžová) neprošly fúzí jako odpovídající populace v dolní čelisti, spíše se připojila jedna 
k druhé. Po vzniku této populace se objevují i další (fialová šipka) Prostorové uspořádání 
jednotlivých populací odpovídá rozložení zubních hrbolků u funkčního M1. An – 
anterokon, Ans – anterostyl, Ens – enterostyl, Hy – hypokon, Me – metakon, Pa – parakon, 
Pr – protokon. Měřítko je 0,5 mm. 

 

5.8 CERVIKÁLNÍ KLIČKA 
 Za účelem zmapování vývoje a dynamického růstu bukální a lingvální CL jsme 

vytvořili polotenké řezy embryonálního zubního zárodku s okolní tkání z tvářové oblasti 

dolní čelisti embryí na ED14,5. Na tomto stádiu jsou již obě CL patrné a je tedy možné 

sledovat jejich vývoj. Během kultivace, která trvala přibližně 4-5 dní, se zubní zárodek 

vyvíjel ze stádia časného pohárku do pozdního pohárku případně do stádia zvonku. Dá se 

tedy konstatovat, že molárové řezy opravdu umožnily sledování normálního zubního 

vývoje vícehrbolkového zubního základu. 

 Naše pokusy byly zaměřeny na obě CL, přičemž na první pohled je zřejmé, že 

jejich vývoj je buko-lingválně asymetrický. Bukální CL je menší a ve vývoji se opožďuje 

za lingvální CL a to v dolní i horní čelisti (Obrázek 36, Obrázek 37). Jako marker 

k označení buněk jednotlivých CL jsme využili fluorescenční barvivo DiI, které jsme 

mikroinjekčně aplikovali do apikální části CL. a takto připravené explantáty jsme následně 

kultivovali a snímali každou hodinu pomocí časosběrné mikroskopie in vitro po dobu 4-5 

dní. 

 Označené buňky bukální CL přetrvávaly v apexu od ED14,5, kde udržovaly svou 

pozici po celou dobu kultivace bez jakýchkoli patných změn (Obrázek 36). 

 Ani lingvální CL nevykazovala po 24 hodinách kultivace odlišnosti. Teprve po 48 

hodinách kultivace začalo docházet k posunu značených buněk z apikální části směrem do 

středu vyvíjejícího se sklovinného orgánu zubního zárodku a tato populace poté 

přetrvávala nad signalizujícím pEK (Obrázek 37). 
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Obrázek 36: Vývoj bukální cervical loop moláru v dolní čelisti myšího embrya od 
ED14,5. Buněčná linie v apexu bukální zubní kličky (červená šipka) prvního moláru byla 
sledována od ED14,5 pomocí fluorescenčního DiI značení během kultivace in vitro na 
frontálním polotenkém řezu (250 µm). Tato populace zůstala i po 60 hodinách v apexu 
zubní kličky. 
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Obrázek 37: Vývoj lingvální cervical loop moláru v dolní čelisti myšího embrya od 
ED14,5. Buněčná linie v apexu lingvální zubní kličky (fialová šipka) prvního moláru byla 
sledována od ED14,5 pomocí fluorescenčního DiI značení během kultivace in vitro na 
frontálním polotenkém řezu (250 µm). Tato populace se posouvala z apexu zubní kličky 
směrem do centra sklovinného orgánu. Tento posun byl patrný na řezu vedeném středem 
zubního primordia (vrchní série obrázků), ale i na řezu z okraje zubního primordia (spodní 
série obrázků). 
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6 DISKUZE  
6.1    ŘEZÁKOVÁ OBLAST 

Shh je důležitá signální molekula zahrnutá v iniciaci zubního vývoje (Cobourne 

and Sharpe, 2010). Účastní se jak epiteliální-mesenchymální tak epiteliální-epiteliální 

(planární) signalizace během časného vývoje zubu (Hardcastle et al., 1998). Také reguluje 

růst a tvar zubu (Dassule et al., 2000) a jeho aktivita během přechodu ze stádia pupenu do 

stádia pohárku stoupá v zárodku moláru i řezáku (Koyama et al., 1996). 

Obecně se předpokládalo, že Shh exprese v řezákové oblasti před ED13,5 je 

spojena výhradně s vývojem budoucího funkčního řezáku. V dolní čelisti myší však byla 

v raném vývoji prokázána přítomnost Shh exprese ve dvou oblastech, které jsou jak časově 

tak prostorově oddělené – první Shh doména (prezentující se na ED11.5 – 13.5) byla 

lokalizovaná v anteriorní více povrchově situované oblasti, kterou lze z fylogenetického 

hlediska asociovat s rudimentárním řezákem a druhá doména exprimující Shh později (až 

od ED13.5) byla lokalizovaná v hlubších vrstvách zanořeného epitelu přímo v zárodku 

funkčního řezáku (Obrázek 24) (Hovorakova et al., 2011). Podobnou situaci se nám 

podařilo ukázat i v budoucí řezákové oblasti v horní čelisti myši (Obrázek 21, Obrázek 22, 

Obrázek 23) (Hovorakova et al., 2013). Anteriorní, superficiální Shh expresní doména 

vzniká dříve a v kontextu fylogeneze lze říci, že působí jako iniciační centrum zubu další 

generace a tedy odráží vývoj rudimentárního zubu předcházejícího vznik zubu funkčního. 

Pouze pozdější, posteriorní a hlubší Shh expresní doména odpovídá signálnímu centru 

budoucího horního funkčního řezáku u WT myší. Interpretaci dvou Shh domén oddělených 

v čase i prostoru jako dvou signálních center, reflektujících dvě po sobě jdoucí generace 

zubů, z nichž první je ve vývoji myši rudimentární, podporují i výzkumy ukazující, že 

patologickým vývojem např. u USAG-1 deficientních myší může dojít k revitalizaci této 

zubní generace a k vývoji nadpočetných zubů anteriorně od zubů funkčních (Obrázek 38) 

(Murashima-Suginami et al., 2007). 
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Obrázek 38: Rudimentární primordia řezáků v maxile myšího embrya. Sagitální řezy 
horní čelisti na ED13 (A, B) a ED15 (C, D). U WT myší (B, D) rudimentární struktury 
(černé šipky) zanikají, zatímco u USAG-1 deficientních myší (A, C) z nich vznikají 
nadpočetné řezáky (převzato z Murashima-Suginami et al., 2007). 

 

6.1.1 DVĚ ODLIŠNÉ SHH POZITIVNÍ OBLASTI V OBLASTI BUDOUCÍCH ŘEZÁKŮ 

Shh expresní doména byla detekována v anteriorní části horní čelisti na ED11,5. 

Během časných fází prenatálního vývoje vytvářela tato časná Shh exprese dva přechodné 

proužky v anteriorním směru. Na ED13,5 byla tato prodloužení Shh expresní domény 

lokalizována ve stejném místě jako takzvané antero-mediální a antero-laterální „projekce“ 

dentálního epitelu, které byly popsány anteriorně k vyvíjejícímu se zubnímu zárodku 

budoucího funkčního řezáku (Peterkova et al., 1995). Zde se později vyvíjí rudimentární 

řezák, také nazývaný jako mléčný, lakteální nebo dočasný, který byl morfologicky popsán 

v horní i dolní čelisti myši (Woodward, 1894, Fitzgerald, 1973, Peterkova et al., 2002, 

Hovorakova et al., 2011, Hovorakova et al., 2013). 

U vývojově pokročilejších stádií se na ED13,5 objevila nová Shh expresní 

doména situovaná posteriorně k původní, superficiální doméně. Druhá doména byla 

lokalizována hlouběji ve tkáni uprostřed vyvíjejícího se zárodku funkčního řezáku. Obě 

antero-posteriorně lokalizované Shh expresní domény náhodně zachytili na svých snímcích 

již dříve i jiní autoři (Pantalacci et al., 2008). Existence obou domén byla potvrzena také 

sledováním linie buněk exprimujících Shh na ED11,5. Sledování buněčných linií v obou 

čelistech ukázalo dvě samostatné oblasti pozitivních descendentních buněk, anteriorní 

odpovídající povrchové oblasti původního rudimentárního zakladu a posteriorní 

lokalizovaná hlouběji v zanořeném epitelu a přímo v centru funkčního řezáku (Hovorakova 
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et al., 2011, Hovorakova et al., 2013). Jejich vývojový vztah není doposud zcela objasněn. 

V dolní čelisti bylo pomocí detekce proliferace zjištěno, že buňky anteriorního centra 

neproliferují a že se v této oblasti hojně vyskytuje apoptóza. Na základě těchto výsledků 

bylo vyhodnoceno, že signální centrum funkčního zubu vzniká de novo, nezávisle na časné 

Shh expresi a že buňky časného centra nepřispívají k jeho vzniku (Ahtiainen et al., 2016). 

Toto je však potřeba ověřit funkčním experimentem. 

Na bázi sklovinného orgánu (stopka) dolního řezáku a v přilehlém orálním epitelu 

byla nalezena zóna apoptotických buněk od ED13,5 až do ED16,0 (Kieffer et al., 1999). 

Lokalizace i vývojové stádium výskytu apoptózy odpovídá oblasti rudimentárního řezáku a 

zániku jeho Shh signálního centra (Hovorakova et al., 2011). Apoptóza ve stopce 

sklovinného orgánu naopak nebyla prokázána u Sostdc1 mutantních myší, které trpí 

nadpočetnými řezáky (Munne et al., 2009). V tomto případě by mohlo jít o perzistenci 

rudimentárního zubního základu a jeho revitalizaci ve smyslu tvorby zubu nadpočetného. 

Tento nadpočetný zub se vyskytoval lingválně k hlavnímu řezáku a byl interpretován jako 

rudimentární zub k hlavnímu řezáku, jehož lingvální epitel má schopnost formace zubu 

(Munne et al., 2009). V podobném duchu dochází k potlačení apoptózy v rámci 

revitalizace rudimentárního premolárního zubního primordia a vývoji nadpočetného zubu u 

Spry2 deficientních myší (Peterkova et al., 2009).  

Tato data všeobecně naznačují, že báze budoucího dolního řezáku je na labiální 

straně místem původu rudimentárního zubu labiálně a na lingvální straně možného 

náhradního řezáku (Obrázek 39). Například v molárové oblasti myších embryí byla 

prokázána přítomnost rudimentální náhradní dentální lišty („successional dental lamina“), 

která dává vznik další zubní generaci u diphyodontních a polyphyodontních druhů 

(Dosedelova et al., 2015). To znamená, že řezáková oblast si fylogeneticky zachovává 

odontogenní kapacitu pro tvorbu další zubní generace (Hovorakova et al., 2011). Tato 

latentní odontogenní kapacita může být stimulována k patogenezi vlivem některých genů 

(např. NF-κβ) (Blackburn et al., 2015). Předpokládáme, že podobný mechanismus vývoje 

bude zachován také v horní řezákové oblasti.  
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Obrázek 39: Rudimentární a budoucí funkční řezák v myší mandibule. (A) Schéma 
vývojového potenciálu k tvorbě tří generací zubů na sagitálním průřezu dolní řezákové 
oblasti myšího embrya: rudimentární - prelakteální (I.), funkční (II.) a náhradní zub (III.). 
(B) Schéma dolní čelisti myšího embrya shrnující časoprostorovou dynamiku Shh exprese 
v řezákové oblasti mezi ED12,5 až 13,5. Tmavě šedá představuje anteriorní oblast Shh 
exprese, odpovídající rudimentárnímu řezáku (I.) a světle šedá představuje posteriorní 
oblast Shh exprese, odpovídající funkčnímu řezáku (II.). VL- vestibulární lišta (upraveno 
podle Hovorakova et al., 2011). 

 

Myší funkční řezák je obecně pokládán za trvalý řezák a rudimentární řezák je 

považován za ten dočasný. Jiná teorie poukazuje na rudimentární řezák jako na pozůstatky 

dávných zubů savčích předků, které přetrvávají u současných savců (Woodward, 1894, 

Fitzgerald, 1973). Případně bývá spojován s časnou generací zubů (také rudimentární) u 

plazů (Fitzgerald, 1973, Peterkova et al., 2002, Smith, 2003). Tomu napovídá jak 

morfologie, tak i umístění této struktury (Peterkova et al., 2002, Hovorakova et al., 2011). 

Proto bylo navrženo označovat rudimentární řezák u hlodavců jako součást prelakteální 

dentice a funkční řezák by pak odpovídal lakteální (mléčné) generaci (Peterkova et al., 

2002, Peterkova et al., 2006, Hovorakova et al., 2011). Prelakteální zuby byly popsány 

jako „minutové“ (miniaturní) primitivní zubní rudimenty lokalizované labiálně nebo 

bukálně od funkčního lakteálního zubu u mnoha druhů savců včetně člověka (Leche, 1893, 

Röse, 1895, Adloff, 1909). 
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Nadpočetné řezáky v myší čelisti by tedy mohly vznikat revitalizací 

rudimentárního zubního základu (Murashima-Suginami et al., 2007) podobně jako je tomu 

v tvářové oblasti (Peterkova et al., 2009, Lagronova-Churava et al., 2013, Lochovska et 

al., 2015). Případně jiným dosud neobjasněným mechanismem na lingvální straně 

funkčních řezáků.  

 

6.2 OBLAST PŘEDSÍNĚ ÚSTNÍ – VESTIBULUM ORIS 
Oblast zevně k dentici ohraničená dásněmi, rty a tvářemi se nazývá předsíň dutiny 

ústní nebo vestibulum oris (Obrázek 40). Často se na tomto místě objevují patologie 

(například periferní odontomy nebo cysty). Periferní odontom bývá spojován s přítomností 

neprořezané (Ide et al., 2000, Bernardes et al., 2008, Ide et al., 2008) nebo prořezané 

struktury podobné zubu (např. (Hanemann et al., 2013). Tím vyvstává otázka, jak se 

mohou vyvíjet dentální anomálie v oblasti, kde není přítomna struktura dentální lišty. 

Původ těchto patologií byl vysvětlován pozůstatky měkké tkáně odontogenního epitelu 

jako jsou gingivální zbytky Serres (v podstatě zbytky dentální lišty) (Bernardes et al., 

2008, Silva et al., 2009), nebo patologickým vývojem zubního zárodku chybějícího zubu 

v zubořadí (Hanemann et al., 2013).  
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Obrázek 40: Vznik předsíně ústní u myší. (A, B) V dolní čelisti je anteriorní předsíň 
ústní (vestibulum oris - VO) volný prostor v dutině ústní ohraničený labiálně sliznicí rtů a 
lingválně sliznicí dásní, alveolů a zuby. (C) Pochází z vestibulární laminy (VE) zevně 
přiléhající k dentálnímu epitelu (DE), který dává vzniknout funkčním řezákům (FI), jejichž 
základ tvoří jednak tkáň epitelu (žlutě) a jednak mesenchymu (oranžově) (upraveno podle 
Hovorakova et al., 2016). 

 

Oproti obecně přijímanému konceptu kontinuální vestibulární lišty, ze které 

vzniká předsíň ústní u lidí, bylo doloženo, že je tvořeno sérií samostatných epiteliálních 

zduření a hřebenů, či lišt, které se vyvíjejí ve velmi blízkém vztahu s dentálním epitelem 

(Hovorakova et al., 2005, Hovorakova et al., 2007). U myší se řezáková a diastemální 



90 
 

oblast orálního vestibula vyvíjí z anteriorní vestibulární lišty („lip-furrow band“). 

V tvářové oblasti se objevuje jiná epitelová lišta („cheek-furrow band“), ze které vzniká 

distální část orálního vestibula (Peterkova, 1985). 

Shh exprese nebyla detekována ve vestibulárním epitelu během časného vývoje 

dolní čelisti (Hovorakova et al., 2011). Sledování osudu linie buněk exprimujících Shh 

ukázala přítomnost pozitivně značených buněk nejen v řezákové oblasti, ale překvapivě i 

v anteriorní části epiteliálního základu vestibulum oris (Obrázek 41). To vyvolalo otázku, 

proč jsou potomci buněčné linie exprimující Shh přítomni ve vestibulárním epitelu, když 

žádné buňky ve vestibulárním epitelu aktivně neexprimují Shh. Tyto buňky by tak mohly 

pocházet z jiné části dutiny ústní (Hovorakova et al., 2016). 

 

 

Obrázek 41: Potomci buněk původně exprimujících Shh byly nalezeni v epitelovém 
základu dolního vestibulum oris u myšího embrya. (A-C) Embryonální čelisti 
s permanentně X-gal zabarvenými buňkami (modře) ukazují linii potomků všech buněk 
exprimujících Shh od začátku vývoje embrya do doby jeho odběru. (D-F) Histologické 
řezy ukázaly modré buňky v dentálním epitelu (černá hvězdička), ale i v epiteliálním 
základu vestibulum oris (oranžová hvězdička) na ED12,5 (A, D), 13,5 (B, E) a 14,5 (C, F). 
Modře značené buňky byly koncentrovány ve vnitřní epiteliální vrstvě vestibulárního 
základu (F) a to potvrzuje příspěvek buněk exprimujících Shh v časné doméně 
rudimentárního řezáku k této epiteliální struktuře (převzato z Hovorakova et al., 2016). 
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Jak již bylo zmíněno výše, na ED11,5 se u myši objevuje časná, povrchová Shh 

expresní doména (ED11,5-13,5) v řezákové oblasti, která odpovídá primordiu 

rudimentárního řezáku v horní i dolní čelisti a která a pravděpodobně hraje roli v iniciaci 

následující generace zubů, kterou reprezentuje funkční řezák. Signální centrum budoucího 

funkčního řezáku se objevuje později (od ED13,5), posteriorně k první doméně 

(Hovorakova et al., 2011, Hovorakova et al., 2013).  

Vzhledem k prostorové distribuci struktur v embryonální dolní čelisti myší 

v raných stádiích vývoje bylo logické předpokládat, že zdrojem X-gal pozitivních buněk ve 

vestibulárním epitelu by mohla být právě časná Shh expresní doména lokalizovaná 

superficiálně v anteriorní části báze vznikajícího funkčního řezáku a exprimující Shh právě 

v době vzniku epitelového základu předsíně ústní, který začne být patrný jako samostatné 

epitelové ztluštění zevně od dentálního epitelu na ED12,5 (Hovorakova et al., 2011). 

Distribuce a osud buněk z časné Shh expresní domény byl během následujícího vývoje 

řezákové oblasti dokumentován pomocí Cre-loxP systému indukovatelného tamoxifenem. 

Rekombinace v populaci buněk exprimujících Shh v časné Shh expresní doméně byla 

spuštěna intraperitoneální aplikací tamoxifenu na ED11,5, což odpovídá okamžiku 

přítomnosti časné superficiální Shh expresní domény v dolní čelisti. Značené buňky 

(modrá) byly i v tomto případě lokalizovány v primordiu funkčního řezáku, ale také ve 

vnitřní – lingvální buněčné vrstvě vestibulárního epitelu. Výskyt pozitivně i negativně 

značených buněk v epitelu vestibula dokládá dvojí vývojový původ této struktury.  

Pokud byl tamoxifen aplikován v čase, kdy již superficiální anteriorní doména 

Shh neexprimuje (ED14.5), byl i epitelový základ předsíně ústní negativní, žádné modře 

značené buňky se v něm nevyskytovaly v celém předozadním průběhu struktury. Oblast 

funkčního řezáku byla i v tomto případě oblastí výskytu pozitivních buněk, což dokládá, že 

signální centrum funkčního řezáku již Shh exprimujícími buňkami k tvorbě předsíně ústní 

nepřispívá.  

Naše výsledky tedy jasně ukazují, že buňky exprimující Shh v časné anteriorní 

expresní doméně přispívají k tvorbě vestibulární lišty a lze říci, že řezáky a vnitřní vrstva 

vestibulárního epitelu mají společný původ. Vnější strana vestibulárního epitelu by mohla 

pocházet z orální strany rtů a tváří.  

Pacienti s Ellis-van Creveldovým syndromem (OMIM 225500) vykazují mimo 

jiné i patologie ve vestibulární oblasti jako je mnohočetná labiální frenula (Hattab et al., 

1998). U myších modelů tohoto syndromu (Evc deficientní myši) dochází k nedokonalému 
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vývoji zubů a kostí vlivem narušené Shh a Ihh signalice (Ruiz-Perez et al., 2007, Nakatomi 

et al., 2013). Z tohoto úhlu pohledu by patologie předsíně ústní u Ellis-van Creveldova 

syndromu mohly potvrdit účast buněk původně exprimujících Shh na tvorbě vestibula. 

Narušení Shh signalizace by tak mohlo způsobovat u pacientů výše zmíněné defekty.  

I ve vestibulární oblasti lze nalézt dentální patologie, či patologie s prezencí 

struktur přímo spojitelných s dentálním vývojem. Byly zdokumentovány například 

odontogenní ameloblasty u transgenních amelogenin deficientních myší (Fukumoto et al., 

2004). U lidí se objevují periferní odontomy v oblasti zevně 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). Vývojový původ odontomů je stále neznámý. Histogeneze 

tohoto typu odontomu byla spojena s pozůstatky odontogenního epitelu z měkké tkáně jako 

jsou dásňové zbytky Serres, které si ponechaly schopnost epitel-mesenchymálních 

interakcí, které by mohly vést k tvorbě odontomu (Bernardes et al., 2008, Silva et al., 

2009). V ostatních případech by společná lokalizace odontomů a chybějících zubů 

v zubním oblouku napovídala, že původ této patologie by mohl být abnormální vývoj 

zárodku chybějícího zubu (Hanemann et al., 2013). Zároveň byl naznačen společný původ 

odontomů a nadpočetných zubů, kdy by mělo jít o výsledky stejného patologického 

procesu (Pippi, 2014). 

Velmi vzácný případ periferního odontomu se strukturami podobnými 

jednoduchým kónickým zubům, které se dokonce prořezaly do dutiny ústní, byl 

zaznamenán nedávno (Hanemann et al., 2013). Histopatologická analýza ukázala, že tyto 

struktury byly složeny ze skloviny, dentinu, cementu a měly i zubní dřeň ve stejném 

uspořádání jako u normálního zubu. Byly obklopeny tenkou vrstvou epitelu a uloženy 

ve fibrózní pojivové tkáni, což demonstruje jejich periferní původ. Rudimentární dentikly, 

které se prořezaly z odontomů, byly lehce vložené do dásně, což se klinicky potvrdilo 

zvýšenou zubní mobilitou (Hanemann et al., 2013).  

Obdobné struktury je možné najít také při studiu historického materiálu 

(Hovorakova et al., 2016). V našem případě bylo analýze podrobeno několik struktur 

podobných zubu externě k zubnímu oblouku nalezených na historické lebce ženy. 

Elektronová mikroskopie potvrdila, že tkáň má vlastnosti zubní tkáně (přítomnost 

skloviny), což potvrdilo jejich vztah k dentici. I z tohoto hlediska lze konstatovat, že 

vestibulární oblast vykazuje určitý odontogenní potenciál (Obrázek 42). Tento potenciál 
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může být aktivován při patologických podmínkách a dát vznik zubním strukturám v oblasti 

zevně od zubořadí (Hovorakova et al., 2016). 

 

 

Obrázek 42: Struktury podobné zubu na historickém materiálu potvrzují 
odontogenní potenciál vestibulárního epitelu. (A-F) Během archeologického výzkumu 
v roce 2007 a 2008 v lokalitě Gáň (Galanta, Slovenská republika, 5.-6. století AD) byly 
nalezeny tři struktury podobné zubům na lebce ženy vyzdvižené z hrobu AH19. (A, B) 
Dvě z těchto struktur byly lokalizovány v mandibule externě k alveolům: jedna na povrchu 
mandibulární kosti (oranžová šipka A, C, E) a jedna v rámci mandibulární kosti (černá 
šipka B). Třetí dentální částice byla nalezena volně mezi kostními fragmenty (modrá šipka 
C, D, F). Elektronová mikroskopie odhalila aprismatickou (Ap) a prizmatickou sklovinu 
(p) s hrbolky (tuberculum – t), jamkami (fossa –f) a drážkami (g) na povrchu. Byly 
objeveny také otvory (o) pravděpodobně pro cévy a nervy (převzato z Hovorakova et al., 
2016). 

 

Bylo prokázáno, že Sox2 je asociován s tvorbou nadpočetného zubu u nádorům 

podobných odontomům, indukovaným Wnt signální aktivitou u myší. Exprese Sox2 u 

těchto ameloblastomů byla spojena s jejich potenciálním původem v epitelu dentální 

laminy (Juuri et al., 2013). Sox2 byl detekován v dentálním epitelu, ale také v přilehlém 

orálním a vestibulárním epitelu (ukázáno, ale nediskutováno v Juuri et al., 2012). Sox2 byl 

identifikován jako marker epiteliálních kmenových buněk (Ellis et al., 2004) a jeho 

exprese byla prokázána také v dentálním epitelu (Zhang et al., 2012). Sox2 je transkripční 

faktor nezbytný pro udržení obnovy nebo pluripotence nediferencovaných embryonálních 

kmenových buněk. Z tohoto hlediska a ve srovnání s předloženými výsledky sledování 

osudu buněčných linií, potvrzujícími příspěvek odontogenních buněk do vestibulárního 
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zárodku, potenciál buněk k diferenciaci a tvorbě odontogenní tkáně by také mohl být 

udržen ve vestibulární oblasti. A pokud by byl aktivován (např. za patologických 

podmínek), mohl by vytvořit vývojový základ pro odontogenní patologie jako jsou 

odontomy.  

 

6.3 MOLÁROVÁ OBLAST 
Přítomnost rudimentárních zubních primordií v antemolárním prostoru myších 

embryonálních čelistech byla již dříve prokázána na základě kombinace histologie, 

morfometrie a 3D rekonstrukcí (Peterkova et al., 1995, Peterkova et al., 1996, Lesot et al., 

1998, Viriot et al., 2000). Zároveň bylo ukázáno, že se v průběhu vývoje postupně objevují 

samostatné Shh expresní domény v jednotlivých strukturách (MS, R2, M1) v antero-

posteriorním směru v tvářové oblasti myší embryonální mandibuly (Prochazka et al., 

2010).  

 

6.3.1 VZNIK PRIMÁRNÍHO SKLOVINNÉHO UZLU 

Obecně se věří, že pEK se začíná objevovat na vrcholku zubního pupenu (ED13) a je 

jasně detekovatelný ve stádiu pohárku (ED14) (Vaahtokari et al., 1996a, Jernvall and 

Thesleff, 2000, Cho et al., 2007).  

Podle našich výsledků se v tomto časovém okamžiku objevují v tvářové oblasti 

mandibuly dvě isolované Shh expresní domény v R2 a M1 primordiích (Prochazka et al., 

2010, Lochovska et al., 2015). Senzitivní detekce pomocí metody disociace epitelů 

segmentu tvářové oblasti ukázala, že dochází ke krátké, přechodné ko-expresi Shh v R2 

rudimentu a časném M1 primordiu. Zároveň se ukázalo, že dochází k fúzi těchto signálních 

center mezi ED14,5 a 14,7, čímž vzniká jedna složená Shh expresní doména v budoucím 

funkčním M1 primordiu. A tedy až tato složená Shh doména by měla být nazývána 

primárním EK (Lochovska et al., 2015). 

Časná Shh expresní doména v M1 není v kontextu těchto nových poznatků klastrem 

epiteliálních buněk nazývaných pEK. Typická oválná Shh doména pEKu v M1 zubním 

zárodku vzniká teprve až po fúzi dříve samostatných signálních center lokalizovaných 

v R2 a M1 primordiích. Teprve od ED14,5 lze tedy hovořit o signálním centru budoucí M1 

– pEK. Na ED14,5 byl pozorován mesio-distální nárůst pEK ve srovnání ED13,5 
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(Shigemura et al., 2001), který lze vysvětlit právě připojením aktivního signálního centra 

R2 k časnému signálnímu centru M1 zaznamenanému v naší studii (Lochovska et al., 

2015). Zároveň je jasné, že na morfologické úrovni je vyloučeno nazývat pEK semknuté 

buňky epitelu v zárodku M1 ve stádiu pupenu („bud“).  

Z uvedeného je zřejmé, že obecně se signalizace v zubním zárodku před ED14,5 

nemůže vztahovat k pEK, ale k R2 rudimentu. Je tedy velmi důležité vždy při interpretaci 

expresí signálních molekul, které detekujeme, zachovat kontext vývojového stádia a tedy 

struktury, ke které se vývojově vztahují (pro srovnání Obrázek 9 a Obrázek 43).  

 

 

 

Obrázek 43: Příklady exprese některých signálních molekul v R2 rudimentu a v pEK 
zárodku mandibulárního moláru myši (upraveno podle Vaahtokari et al., 1996a). 
Exprese signálních molekul na ED13 nemůže být vztahována k pEK, jelikož tento jako 
takový vzniká až později. Tato exprese je vzhledem antero-posteriorní lokalizaci, velikosti 
domén a také ED spojena s R2 rudimentem. Naopak exprese signálních molekul na ED14 
je již jistě spojena s pEK, tedy po fúzi signálních domén R2 a původní M1. 

 

 To by znamenalo, že časné interakce mezi epitelem a mesenchymem se v oblasti 

tvářových zubů u myší nevztahují výhradně k pEK M1, ale jsou spojeny s vývojem 

zubních rudimentů (MS a R2) a nikoliv s vývojem funkční dentice (Obrázek 44). 
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Obrázek 44: Časná signalizace mezi epitelem a mesenchymem nemusí mít vztah 
k pEK a tedy k vývoji funkčního zubu, ale může ovlivňovat signální centra rudimentárních 
zubních primordií (R). Při interpretaci výsledků spojených s raným zubním vývojem by na 
tyto skutečnosti měl být brán zřetel (upraveno podle Thesleff, 2003). 

 

6.3.2 NARUŠENÁ FÚZE R2 A M1 SHH EXPRESNÍCH DOMÉN VEDE KE VZNIKU 
NADPOČETNÉHO ZUBNÍHO PRIMORDIA 

Molekulární a genetické studie za posledních dvacet let ukázaly, že vývoj dentice je 

velmi dynamický a komplexní proces kontrolovaný počtem signálních drah. Tyto interakce 

pak určují příslušný tvar a počet zubů a jejich vzorec (Lan et al., 2014). Je jasné, že během 

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

patologií (Townsend et al., 2012). Přítomnost nadpočetného zubu mezi patologie rozhodně 

patří. Takové zuby byly nalezeny v antemolárním prostoru u několika kmenů myší (např. 

Mustonen et al., 2003, Tucker et al., 2004, Kassai et al., 2005, Ohazama et al., 2008, 
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Ohazama et al., 2009). Nadpočetné zuby před prvním molárem se vyvíjejí také u Spry2 

nebo Spry4 deficientních myší (Klein et al., 2006). 

 Jak již bylo řečeno výše, naše data ukázala fúzi mezi R2 a M1 Shh signálními 

doménami jako esenciální pro vznik signálního centra M1 pEK (Obrázek 29A). Tato fúze 

vedoucí k normálnímu vývoji byla detekovatelná standardně u kontrolního genotypu 

(Spry2+/+;Spry4+/+) a u vzorků s vyšší dávkou Spry genů (viz Obrázek 27, Obrázek 29A). 

Naopak nesplynutí signálních center R2 a rané M1 znamenalo vznik nadpočetného zubu 

lokalizovaného anteriorně od M1, jehož signálním centrem bylo perzistující signální 

centrum rudimentu R2 (Lochovska et al., 2015). 

Tento fenomén vykazovala embrya s genotypy s nižší dávkou Spry genů (Obrázek 

28, Obrázek 29B). R2 Shh signální doména zůstala oddělená anteriorně k přetrvávající 

původní časné M1 Shh doméně. R2 pupen se pak progresivně vyvíjel až v nadpočetné 

zubní primordium (Obrázek 29B). Lze tedy říci, že u mutantních myší s nadpočetným 

zubem v antemolárním prostoru, indikuje přetrvávající R2 Shh signální doména signální 

centrum samostatně se vyvíjejícího nadpočetného zubu. R2 rudiment se v takových 

případech vyvíjí autonomně a dává vzniknout nadpočetnému zubnímu primordiu, místo 

aby byl inkorporován do M1. Důsledkem je i pozorované zkrácení zubu následujícího po 

nadpočetném zubu v předozadním směru (Lagronova-Churava et al., 2013). 

 

6.3.3 VLIV DÁVKY SPROUTY GENŮ NA VZNIK NADPOČETNÉHO ZUBNÍHO PRIMORDIA 

Vliv dávky genů na fenotyp myší byl potvrzen již dříve. Variace Pax9 mutantních 

alel způsobovaly oligodoncii, hypoplasii nebo úplnou absenci dolních řezáků a třetích 

molárů (Kist et al., 2005). Podobně senzitivní na dávku Spry2 je vývoj patra (Welsh et al., 

2007). Ztráta funkce Spry genů vede k vyššímu počtu řezáku v horní čelisti (Charles et al., 

2011). 

Spry patří do evolučně konzervované rodiny a jsou nezbytné pro normální vývoj 

kraniofaciálních struktur včetně dentice. Kódují negativní regulátory FGF a ostatních RTK 

signálních kaskád a nepřímo ovlivňují expresi Shh (Hacohen et al., 1998, Kim and Bar-

Sagi, 2004, Shim et al., 2005).  

Naše data dokumentují, že přítomnost rudimentárních a funkčních zubních 

primordií není zcela narušena nepřítomností Spry genů. Nicméně dávka těchto genů 

postihuje načasování a tvorbu časných zubních primordií v tvářové oblasti myší 
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mandibuly. Postupný výskyt Shh expresních domén ve třech různých oblastech odpovídá 

situaci pozorované u kontrol, ale exprese jednotlivých domén byla na rozdíl od kontrolních 

genotypů prodloužená. Toto prodloužení mělo za následek opožděný začátek Shh exprese 

v dalších oblastech. Tedy prodloužení Shh exprese v MS způsobí opoždění v R2 a M1, 

podobně další prodloužení v R2, ještě více zpozdí nástup Shh exprese v M1. Zajímavé je, 

že prodloužení doby Shh exprese bylo více zřejmé (prodlužovalo se) s klesající dávkou 

Spry2 genu (Obrázek 28). To by naznačovalo, že Spry2 má v tomto smyslu větší dopad na 

zubní vývoj než Spry4. 

Mutace Spry2 nebo Spry4 genů způsobují tvorbu nadpočetného zubu v myší 

diastemě zvýšením hladin FGF signalizace (Klein et al., 2006, Peterkova et al., 2009). 

FGF signální dráha je aktivní jak v epitelu, tak v mesenchymu a hraje roli ve stimulaci 

buněčné proliferace (Jernvall et al., 1994, Kettunen and Thesleff, 1998) a v potlačení 

apoptózy (Vaahtokari et al., 1996b), která byla popsána jako jeden ze zásadních faktorů 

vymizení rudimentárních struktur v průběhu normogeneze (Peterkova et al., 2003). Při 

ztrátě funkce Spry genů a zvýšení FGF signalizace (Hacohen et al., 1998, Klein et al., 

2008) dochází ke snížení apoptózy a naopak ke zvýšení buněčné proliferace v oblasti 

zubních rudimentů MS a R2 v myší embryonální mandibule (Peterkova et al., 2009). 

Taková revitalizace rudimentů má za následek tvorbu nadpočetného zubního primordia 

(Peterkova et al., 2009, Lagronova-Churava et al., 2013). Několik členů FGF rodiny 

indukuje Shh expresi, která pak ovlivňuje ostatní členy FGF rodiny (Hacohen et al., 1998, 

Kettunen et al., 2000, Kratochwil et al., 2002, Klein et al., 2006). Tento zpětnovazebný 

model byl potvrzen u nadpočetných zubů Spry2 deficientních myší (Klein et al., 2006) a 

také u vývoje končetinových pupenů u myší (Sun et al., 2000). Podle toho by zvýšená FGF 

exprese mohla prodloužit Shh expresi, jejíž prodloužení je podle prezentovaných výsledků 

právě jedním z faktorů patogeneze v zubním vývoji (Lochovska et al., 2015). 

Spry dokáží inhibovat FGF signalizaci dvěma způsoby a to přes adaptorový protein 

Grb2 nebo přes Raf kinázu (Thisse and Thisse, 2005). Oba způsoby zamezí aktivaci 

MAPK/ERK dráhy a přenosu signálu do jádra buňky. Nicméně všechny Spry homology 

neinhibují tuto kaskádu stejně. V případě Spry2 proteinu bylo zaznamenáno, že se váže, 

jak na Raf (Yang et al., 2006), tak na Grb2 pomocí N-terminálního konce (Lao et al., 

2007). Spry4 interaguje také s Raf kinázou, ale přes C-terminální konec, navíc je tato 

interakce zahrnuta zejména v regulaci Ras-nezávislé MAPK aktivace (Sasaki et al., 2003). 

Navíc samotná inhibice MAPK aktivace přes Ras-dependentní dráhu se zdá být mnohem 
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účinnější pomocí Spry2 než pomocí Spry4 (Yusoff et al., 2002, Rathmanner et al., 2013). 

Klasické studie ukazují, že Ras/Raf/MEK/MAPK kaskáda může podpořit proliferaci a 

maligní transformaci zejména kvůli stimulaci buněčného růstu a zároveň kvůli prevenci 

apoptózy, která je právě jedním z faktorů normálního ústupu rudimentárních struktur 

v zubním vývoji. Dalším často přehlíženým aspektem této kaskády je produkce růstových 

faktorů, které stimulují růst (McCubrey et al., 2007). Ztráta funkce Spry2 by mohla mít 

tedy výraznější efekt na patologii zubního vývoje než Spry4 ve smyslu nadpočetných zubů. 

Zvýšená exprese Spry (zejména Spry2) vede k zastavení vývoje zprostředkovaného 

FGF (Minowada et al., 1999, Mailleux et al., 2001), naopak snížená exprese Spry vede 

k nezvyklému nárůstu pučení epitelových orgánů a struktur (plíce, končetinové pupeny, 

zuby) (Tefft et al., 1999, Klein et al., 2005).  

 

6.3.4 ZASTAVENÍ VÝVOJE NADPOČETNÉHO ZUBNÍHO PRIMORDIA U SPRY MUTANTNÍCH 
MYŠÍ 

Bylo zjištěno, že frekvence nadpočetných zubů v prořezané dentici je podstatně 

nižší než frekvence prenatálních nadpočetných zubních primordií (Lagronova-Churava et 

al., 2013). Na základě našich výsledků jsme se pokusili vysvětlit tento jev a hypoteticky 

nastínit signální dráhy, které by mohly zastavit vývoj nadpočetného zubního primordia u 

Spry2;Spry4 mutantních myší během pozdějšího prenatálního období.  

 Interakce mezi Shh a Wnt signalizací během zubního vývoje již byly prokázány. 

Shh působí jako negativní zpětnovazebný regulátor Wnt v diastemálním zubním vývoji. 

Redukce Shh aktivity vedla ke kontinuálnímu vývoji R2 zvýšením Wnt signalizace u Wise 

deficientních myší (Ahn et al., 2010). Za pomoci FGF/Spry zpětnovazebného modelu 

(Klein et al., 2006, Klein et al., 2008) můžeme navrhnout, že Shh signalizace je silně up-

regulovaná zvýšením FGF signalizace u Spry2;Spry4 DKO myší. Shh je nezbytné pro 

separaci zubů (Ohazama et al., 2008) tím, že funguje jako antagonista Wnt signalizace 

(Ahn et al., 2010). Za použití těchto závěrů lze navrhnout model (Obrázek 45), který 

vysvětluje, proč nemohou být nadpočetná zubní primordia detekována v pozdějších 

stádiích vývoje v diastemě u některých genotypů (rozhodně u Spry2+/+;Spry4-/-, Spry2+/-

;Spry4-/-). Zachování zvýšené Shh signalizace se na základě výše uvedeného může podílet 

na separaci R2 rudimentu od vyvíjejícího se prvního moláru a podpořit tak tvorbu 

nadpočetného zubního primordia (Obrázek 27, Obrázek 29B). Vyšší hladiny Shh silně 
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antagonizují Wnt signalizaci, která je nezbytná pro správný vývoj zubu. Nižší hladina Wnt 

by pak mohla zastavit vývoj R2 a primordium nadpočetného zubu by tak podlehlo regresi. 

To by znamenalo, že Shh moduluje hladiny Wnt signalizace během zubního vývoje 

(Obrázek 45B). Nicméně zůstává otázka, proč se i přes výše uvedené vyvinou některá 

primordia v prořezané nadpočetné zuby (Klein et al., 2006, Lagronova-Churava et al., 

2013). 

 

 

Obrázek 45: Hypotetický model molekulární kontroly aktivace a inhibice vývoje 
nadpočetného zubu v dolní diastemě Spry2;Spry4 mutantních myší. (A) U WT embryí 
Spry2/Spry4 přirozeně redukují přenos FGF signálu (Klein et al., 2006) a tím nepřímo 
ovlivňují hladinu Shh (Klein et al., 2006, Klein et al., 2008). Shh je negativním 
regulátorem Wnt (Ahn et al., 2010) a hraje roli v separaci jednotlivých zubů (Ohazama et 
al., 2008). (B) Ztráta funkce Spry genů u Spry2;Spry4 mutantů vede ke zvýšení FGF 
signalizace (Hacohen et al., 1998, Klein et al., 2006, Klein et al., 2008). To má za následek 
redukci apoptózy a naopak stimulaci buněčné proliferace v MS a R2 rudimentech, což 
vede k tvorbě nadpočetného zubního primordia (Peterkova et al., 2009, Lagronova-
Churava et al., 2013). Vyšší hladiny FGF zvyšují hladiny Shh. To pomáhá R2 rudimentu, 
aby se oddělil od zubního zárodku M1. Nicméně zvýšená exprese Shh silně inhibuje Wnt 
signalizaci, která tak nemůže zachovat samostatný vývoj R2 rudimentu jako nadpočetného 
zubu a proto dochází k jeho regresi. Tloušťka šipek a rámečků symbolizuje úrovně signální 
aktivity ve smyslu zvýšení či snížení (převzato z Lochovska et al., 2015). 

 

 Naše data dokládají, že změny dávky Spry2 a Spry4 genů mají následky pro 

vývojovou dynamiku a „patterning“ zubních primordií a že zachování alespoň malé dávky 

Spry2 a Spry4 genů umožňuje udržet stav blízký normálnímu vývoji. 
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6.4    VÝVOJ ZUBNÍCH HRBOLKŮ 
 Základní zubní vzorec savců je tvořen různými typy zubů (řezáky, špičáky, 

premoláry, moláry). Z těchto zubů dosáhly premoláry a moláry největší komplexity, 

zejména u savců, kteří jsou specializovaní na vláknitou stravu (Evans et al., 2007). 

Adaptivní spojení se způsobem stravování znamená, že se opakovaně vyvinuly i další 

hrbolky u savčích linií specializujících se na rostlinnou stravu. Například, evoluce 

čtyřhrbolkových horních molárů z tříhrbolkových předků proběhla nezávisle přidáním 

specifického hrbolku (hypokon) přinejmenším dvacetkrát (Hunter and Jernvall, 1995). 

Počet hrbolků může být ovlivněn i dnes pomocí genových modulací. Například snížená 

dávka FGF3 u myší i lidí způsobuje redukci počtu hrbolků a změny v morfologii, které se 

přibližují podmínkám u fosilních hlodavců nebo časných antropoidních primátů, resp. 

(Charles et al., 2009). Naopak zvýšená aktivita FGF10 vede k vyššímu počtu hrbolků 

v myším moláru (Yokohama-Tamaki et al., 2006). 

 Vývoj zubních hrbolků je řízen signálními centry známými jako EK. Jde o 

transientní klastr nedělících se epiteliálních buněk, který je lokalizován v centru zubního 

zárodku (Jernvall et al., 1994, Vaahtokari et al., 1996a). Sekundární EK se objevuje 

v místě ohybu epitelu, čímž označuje oblast iniciace vzniku hrbolků (Kettunen and 

Thesleff, 1998, Jernvall and Thesleff, 2000). 

 

 

Obrázek 46: Morfologie korunky myších molárů z dolní a horní čelisti. Myší dolní 
moláry (MD) mají zubní hrbolky uspořádané ve dvou paralelních řadách – bukální řada 
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(B) a lingvální řada (L), zatímco horní moláry mají uprostřed ještě centrální řadu hrbolků 
(C) (obrázky zubů z Mitsui et al., 2016). 

 

 Myší linie si zachovaly počet hlavních hrbolků moláru po předcích, ale jejich 

uspořádání je jiné. Mají bukální a lingvální hrbolky ve dvou paralelních řadách v dolních 

molárech a ve třech řadách v horních molárech (Obrázek 46). Sledovali jsme přispění 

buněk exprimujících Shh a jejich potomků k signálním centrům EK pomocí tamoxifen 

indukovatelného Cre-loxP systému. Na základě našich výsledků je jasné, že ke vzniku pEK 

v dolní čelisti myšího embrya přispívají Shh exprimující buňky signálního centra R2 

rudimentu (Obrázek 27, Obrázek 29A). Navíc se zdá, že si takto vzniklý pEK udržel svou 

pozici v rámci zubního zárodku M1 a stává se z něj sEK na bukální straně, zatímco růstem 

lingvální části zubního základu vzniká na lingvální straně de novo sEK dalšího hrbolku. To 

podporuje dřívější tvrzení, že některé buňky pEKu přežívají a podílejí se na vzniku 

bukálního sEKu (Jernvall and Thesleff, 2000). Otázkou zůstává, zda přispívají buňky 

původního pEKu do lingválního sEK, což je v současnosti předmětem několika 

protichůdných studií (Coin et al., 1999, Coin et al., 2000, Matalova et al., 2005). 

V dolní čelisti by pEK mohl být základem pro budoucí vznik protokonidového 

hrbolku. Na základě Cre-loxP materiálu jsme zjistili, že Shh pozitivní buňky a jejich 

potomci se následně šířili lingválním směrem a později také posteriorním směrem. Dvě 

vzniklé pozitivní oblasti pravděpodobně leží v místě budoucích hrbolků prvního moláru – 

metakonid, resp. hypokonid. Buňky z lingválního metakonidu pak zřejmě přispívají ke 

vzniku dalšího lingválního hrbolku, což by mohl být vrcholek entokonidu. Teprve potom 

se začínají zakládat anteriorní hrbolky z buněk protokonidu, ale zřejmě přispívají i buňky 

metokonidu, čímž vznikají základy obou anterokonidů. Patrně se ale zakládá dříve 

anterokonid na bukální straně zubu. Zřejmě úplně na závěr by mohl vznikat základ 

posledního hrbolku M1 – hypokonulidu, který se nám ale nepodařilo zachytit (Obrázek 

34). 

V horní čelisti dává pEK pravděpodobně vznik parakonu. Opět se tedy vytváří jako 

první prostřední hrbolek bukální strany zubu. Schéma následného vzniku lingválního 

hrbolku v dolní čelisti je zachováno pouze z části. Buňky se opravdu rozšiřují lingválním 

směrem, ale vzhledem k jinému uspořádání hrbolků v horním moláru se dostávají do 

centrální řady a zakládá se  protokon. Z obou základů se pak následně šíří buňky jak 

anteriorním tak posteriorním směrem, i když se zdá, že na bukální straně k tomu dochází 
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časněji. Tím vzniká posteriorně metakon a následně hrbolky hypokonu a enterostylu. Na 

anteriorním konci je to jako první bukální anterokon, následuje centrální anterokon a 

nakonec anterostyl na lingvální straně (Obrázek 35). Toto obecně odpovídá představě, že  

mnohohrbolkový zub reprezentuje několik zubů jednohrbolkových – prenatální 

konkrescence (Obrázek 47) (Kükenthal, 1892, Bolk, 1922, Peyer, 1968, Peterkova et al., 

2000). 

 

Obrázek 47: Horní řezák – fylogenetické a ontogenetické aspekty. Podle obecně 
přijímaného názoru byl počet řezáků progresivně redukován během evoluce hlodavců. 
Jeden řezák u hlodavců by měl odpovídat druhému řezáku placentálních savců 
s neredukovaným počtem řezáků (levé schéma). Proto se považuje za samozřejmé, že se u 
myší vyvíjí pouze jeden řezákový základ a následně jeden funkční řezák (prostřední 
schéma). Nicméně, embryologická data ukazují integrovaný vývoj (konkrescence) pěti až 
šesti plakod, které společně dávají vznik časnému pupenu horního řezáku u myších embryí 
(pravé schéma) (upraveno podle Peterkova et al., 2014). 

 

 Naše data ukazují, že vývoj zubního zárodku je buko-lingválně asymetrický, což 

bylo ukázáno již dříve (Cam et al., 2002). Lingvální CL se zanořuje do mesenchymu 

mnohem progresivněji. Buňky z apexu této CL se od ED14,5 dostávají během vývoje až do 

středu vyvíjejícího se pohárku/zvonku zubního zárodku, zatímco buňky v bukální CL 

setrvávají v apikální části CL. Obdobně se chovají buňky v CL myšího řezáku (Obrázek 

48) (Harada et al., 1999). V oblasti lingvální CL myšího moláru byla na ED15,5 prokázána 

také zvýšená buněčná proliferace (Obara and Lesot, 2007). Navrhujeme, že migrace buněk 

v lingvální CL by mohla být spojena s vznikem vyboulení („bulge“) na lingvální straně 
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vnitřního dentálního epitelu sklovinného orgánu na ED15,5. Toto vyboulení reprezentuje 

vznik lingválního sEK (Obara and Lesot, 2007). 

 

 

Obrázek 48: Sledování osudu epiteliálních buněk cervikální kličky myšího řezáku. 
DiI byla aplikována do centra labiální CL a explantát byl kultivován 5 dní. (a) Explantát 
byl dokumentován v procházejícím světle a (b) pod UV světlem. Označené buňky se 
rozšířily od místa injekce (červená šipka) směrem z CL. Měřítko je 250 µm. (převzato z 
Harada et al., 1999). 

 

U monophyodontních myší se tvoří pouze jedna generace zubů, zatímco u 

polyphyodontních plazů se neustále vytváří nová generace jednoduchých zubů (Richman 

and Handrigan, 2011, Jernvall and Thesleff, 2012). Zubní vývoj u plazů je iniciován 

tvorbou epiteliální dentální lišty, která se zanořuje do okolního mesenchymu. V případě 

mandibuly dochází k pučení zubního zárodku na labiální straně dentální lišty. Dentální 

lišta se pak prodlužuje lingválním směrem a skupina buněk na jejím volném konci – 

náhradní dentální lišta – proliferuje. Jak se dentální lišta prodlužuje, vytváří se na ní 

několik zubních generací (Obrázek 49) (Richman and Handrigan, 2011). 

. 
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Obrázek 49: Schéma vývoje a výměny zubů plazů (šupinatí). Shh exprese v orálním 
epitelu označuje pozici tzv. odontogenního proužku, tedy místo, kde se bude vyvíjet zubní 
řada. Tyto Shh pozitivní proužky odpovídají zubním řadám jak pozicí, tak počtem. 
Morfologie zubní iniciace je u plazů stejná jako u savců. Nová zubní generace pučí 
lingválně od prořezaného zubu z útvaru známého jako náhradní dentální lišta. Jde o 
pokračování dentální lišty na volném konci dentálního epitelu (upraveno podle Richman 
and Handrigan, 2011). 

 

Schopnost větvení/pučení je u rudimentárních zubních základů potlačena a 

primordia zanikají nebo jsou inkorporována po dosažení stádia pupenu. U zárodků 

funkčních vícehrbolkových zubů dochází k epitelovému pučení, které naznačují cervikální 

kličky (Peterková et al, 2000). Na základě našich dat můžeme nalézt určité podobnosti 

mezi v obecném principu pučení dentálního epitelu u dvou generací jednoduchých zubů 

plazů a složeného moláru savců (myši). Vývojově starší zuby se u primitivnějších plazů 

objevují labiálně (bukálně), zatímco lingválním směrem dorůstají nové zubní generace 

(Woerdeman, 1921, Edmund, 1960, Peterkova et al., 2004). Zjednodušeně lze obdobně 

chápat i po sobě následující Shh exprese (reprezentující v tomto smyslu po sobě jdoucí 

generace zubního vývoje) v řezákové oblasti myší dolní (Hovorakova et al., 2011) i horní 

(Hovorakova et al., 2013) čelisti. Tomuto odpovídají i naše výsledky o předpokládaném 

vzniku zubních hrbolků u myších molárů. V obou čelistech se bukální řada hrbolků 

zakládá dříve a jeví se tedy jako vývojově původnější. Bukální strana zubu je stabilní – 

buňky bukální CL setrvávají v jejím apexu, pEK setrvává na svém místě a následně se 
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vytváří sEK. Zatímco sekundárně vzniká lingvální strana zubu – progresivní růst lingvální 

CL, vznik lingválního sEK. Tento mechanismus by se mohl projevovat i u 

vícehrbolkových zubů člověka. Lin et al. (2007) prezentovali ve své práci histologický 

materiál vyvíjejících se lidských zubních primordií premolárů. Z obrazové dokumentace je 

patrná buko-lingvální asymetrie CL u starších vývojových stádií (Lin et al., 2007). 

 

6.5    SHRNUTÍ  
Zub je komplexní biologický orgán tvořený několika tkáněmi, včetně skloviny, 

dentinu, cementu, zubní pulpy a okolního závěsného aparátu. Poškozený zub je mnohdy 

značně bolestivý a spolu s chyběním jednoho či většího množství zubů jde o často se 

vyskytující problémy ve stárnoucí populaci. Současné přístupy řešení těchto defektů 

zahrnují fixní nebo odstranitelné protézy, autotransplantace a zubní implantáty. Takže 

průzkum a vývoj nových strategií se dostal do popředí zájmu. Bylo navrženo několik 

rozdílných metod při hledání možnosti biologické zubní náhrady (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). Patří mezi ně například tvorba chimérického zubu, 

stimulace formace třetí dentice, zubní regenerace ovlivněná genovou manipulací atd. 

Myšlenka spojena s indukcí třetí dentice je velmi atraktivní koncept (Sartaj and Sharpe, 

2006, Takahashi et al., 2008, Yu et al., 2008). Tento přístup je obecně prezentován jako 

možný, pokud jsou přidány molekuly indukující de novo zubní iniciaci.  

Předtím je ale potřeba vyřešit samotný fyziologický vývoj zubů. Stále ještě existuje 

mnoho neznámých a nezodpovězených otázek na toto téma. Například otázka kmenových 

buněk, otázka řízení morfologie zubů atd. Jak dokumentuje i tato práce, molekulární řízení 

zubů je velmi složitá a propletená síť, které možná nikdy plnohodnotně neporozumíme. 

Ale vzhledem k tomu, že principy odontogeneze mohou představovat obecné principy 

organogeneze, je nutné snažit se nalézt co možná nejvíce informací o regulaci vývoje zubů.  

Je známo více než 200 genů, které jsou exprimovány během zubního vývoje 

(http://bite-it.helsinki.fi/). Zároveň existuje množství mutantních myší, které nám poskytují 

náhled na mechanismy tvorby patologií zubního vývoje, např. nadpočetného zubu. 

Mnohočetný výskyt nadpočetných zubů může mít genetický podklad v jejich etiologii a 

částečně representuje třetí dentici u člověka. Kandidátní molekuly nebo geny funkční při 

vzniku nadpočetných zubů budou pravděpodobně zahrnuty v indukci zubního vývoje, 

http://bite-it.helsinki.fi/
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v tvorbě sekundární dentice nebo v řízení počtu zubů. To znamená, že může být možné 

indukovat tvorbu zubu de novo represí nebo aktivací jednotlivých kandidátních genů in 

situ.  
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7 ZÁVĚRY  
I. Rudimentární struktury se v průběhu odontogeneze objevují jak v tvářové, tak 

v řezákové oblasti embryonálních čelistí myši a mají svá vlastní signální centra, 

která exprimují Shh (marker odontogeneze). Časné interakce mezi epitelem a 

mesenchymem jsou tedy spojeny s vývojem zubních rudimentů a ne s vývojem 

funkčních zubů. Přítomnost více signálních domén v časné odontogenezi (do 

ED14,5) nemusí z tohoto hlediska znamenat patologický vývoj nadpočetného 

zubu v řezákové nebo v molárové oblasti, ale může pouze reflektovat signální 

centra ancestrálních rudimentárních struktur. 

 

a. V řezákové oblasti horní čelisti jsme detekovali časnou, povrchovou Shh 

expresní doménu (ED11,5-13,5), která odpovídá primordiu rudimentárního 

řezáku. Signální centrum budoucího funkčního řezáku se objevuje později 

(od ED13,5), posteriorně k první doméně.  

 

b. Shh exprese v tvářové oblasti dolní čelisti myší je v čase kontinuální a není 

přerušena žádnou negativní periodou. Mění se pouze pozice expresních 

domén v souvislosti s vývojem rudimentárních struktur předcházejících 

vývoji první stoličky. Nejprve se objevuje signální centrum v MS 

rudimentu, které posléze krátce exprimuje Shh spolu se signální doménou v 

R2 rudimentu až vymizí. Shh signální doména R2 rudimentu následně 

přechodně koexistuje s časnou M1 Shh signální doménou a poté spolu 

splývají na ED14,5 až 14,7 a dávají tak vznik pEK. 

 

c. Shh se exprimuje také v tvářové oblasti horní čelisti a to v diastemě, v R1 a 

R2 zubních rudimentech a v centru vyvíjejícího se zárodku funkčního 

prvního moláru. Také v horní tvářové oblasti dochází k určitému propojení 

Shh exprimujících buněk původního R2 rudimentu a časného M1. 

Inkorporace R2 do M1 v horní čelisti však nedosahuje stejného stupně jako 

v dolní čelisti. 
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II. Zubní rudimenty jsou zahrnuty ve vývoji funkční dentice, například ve smyslu 

inkorporace do primordia funkčního zubu nebo indukce následujícího zubního 

základu, který v tomto případě představuje následující zubní generaci. Navíc 

jsou pravděpodobně schopny si zachovávat svůj odontogenní potenciál, při 

jehož reaktivaci dochází ke vzniku patologií (nadpočetný zub). Tento 

odontogenní potenciál mohou i předávat, například do struktury, ze které vzniká 

předsíň ústní (vestibulum oris). 

 

a. Buněčné linie centra původního R2 rudimentu a časného M1 splývají za 

vzniku primárního sklovinného uzlu (pEK) v oblasti budoucího funkčního 

M1. pEK prvního mandibulárního moláru myšího embrya, v obecně 

akceptovaném významu (signální centrum funkčního zubu), vzniká teprve 

po fúzi původních signálních domén (ED14,5 – 14,7) v R2 rudimentu a 

časném M1 primordiu. 

 

b. Vývoj vícehrbolkového zubu myši je buko-lingválně asymetrický. Bukální 

strana myšího moláru je stálejší a jeví se jako vývojově původnější. Po 

vzniku pEKu, ze kterého se stává sEK na bukální straně zubu, se posléze 

objevuje sEK na lingvální straně (lingválně od původního pEKu). Buňky 

R2 rudimentu se tedy podílí na vzniku prvního bukálního hrbolku. 

Lingvální strana zubu se jeví jako vývojově mladší a progresivnější. 

 

c. Vývoj v horní řezákové oblasti myších embryí ukázal, že buňky exprimující 

Shh v časné anteriorní expresní doméně přispívají k tvorbě vestibulární 

laminy a lze říci, že řezáky a vnitřní vrstva vestibulárního epitelu má 

společný původ. Rudimentární generace Shh exprimujících buněk navíc 

pravděpodobně hraje roli v iniciaci následující generace zubů, jíž 

reprezentuje funkční řezák. Společný původ řezáků a základu vestibulum 

oris může vysvětlit vznik dentálních patologií v nedentální oblasti zevně od 

řezáků u člověka, jako jsou periferní odontomy. 

 

III. Při narušení regulace zubního vývoje může díky odontogennímu potenciálu 

rudimentárních zubních primordií dojít ke vzniku patologií, zejména 
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nadpočetných zubů. Při nespojení původních signálních domén R2 a M1 

dochází k vývoji nadpočetného zubního primordia, které vzniká z R2 rudimentu 

anteriorně k zárodku M1.  

 

a. Sprouty2 a Sprouty4 mají vliv na Shh signalizaci v čase i prostoru během 

zubního vývoje. Snížením jejich dávky dochází k opožděné tvorbě pEKu. 

Ztráta funkce Sprouty2 má mnohem větší dopad na zubní vývoj.  

 

b. Ztráta funkce Sprouty genů má vliv na fúzi Shh signálních domén R2 a 

časné M1. Toto nesplynutí ústí v perzistenci a autonomní vývoj R2 

rudimentu, což má za následek vývoj nadpočetného zubního základu 

anteriorně k M1. 
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