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1.UvoD

Proliferace (bunécné déleni) a migrace jsou zakladnimi a nezbytnymi
morfogenetickymi mechanizmy béhem embryonélniho vyvoje. Proliferaci bun¢k oplozené
zygoty vznikaji populace bun¢k, které naslednym bunéénym dé€lenim déavaji vznik trem
zérodeCnym listim a extraembryondlni tkani. Zastaveni bunécného cyklu (a tim bunécné
proliferace) vede Kk regresi vyvoje zarodku a jeho smrti. Migrace bun¢k je v zarode¢ném
vyvoji nejintenzivngjs$i béhem gastrulace, kdy migrujici buiiky dévaji vznik mezodermu a
mezenchymu. Déle béhem neurulace, kdy dochazi k migraci bun¢€k neuralni listy, které dava;ji
vznik Sirokému spektru bunécnych typii. Porucha migrace bun¢k v ¢asném zarodecném
vyvoji vyusti v defekty mezodermalni tkané a neurdlni soustavy.

Proliferace a migrace jsou vyznamnymi procesy také béhem zubniho vyvoje.
Proliferace je nezbytna pro rist zubniho epitelu i mezenchymu. Béhem ¢asného zarodeéného
vyvoje dochazi k migraci bunék neurdlni liSty do oblasti maxildrnich, mandibulérnich a
frontonazalnich vybézki, kde se pozd¢ji jako ektomezenchym podileji pti vzniku zubi.

Zubni vyvoj slouzi jako velice vhodny model pro studium regulace organového
vyvoje. Vyhodou experimentalniho modelu vyvijejici se dentice je i1 skute¢nost, ze studium
vyvoje dentice umoziuje komplexni pohled na vyvoj jednotlivych zubnich organi, které se
V jednom jedinci nevyviji soucasné. V jednom jedinci tak mizeme sledovat vice vyvojovych
zubnich stadii najednou. Poznatky ze studia vyvoje zubniho organu je moZné vyuZit i pro
vyzkum vyvoje dalSich epitelovych derivati, naptiklad plic, slinnych, potnich a mlé¢nych
714z nebo vlast.

Zubni vyvoj je fizen vzajemnymi interakcemi mezi epitelem a mezenchymem
odvozenym od bun¢k neurélni liSty. Tyto interakce vedouci k proliferaci, apoptoze nebo
diferenciaci buné€k jsou zprostiedovany, mimo jiné, ¢leny proteinovych rodin FGF, HH, Wnt,
TGF- B, BMP a TNF.

Cilem této prace bylo vytvofit literarni ptehled 1) ulohy proliferace a migrace bunck
V zubnim vyvoji;
2) hlavnich molekularnich faktori
ovlivitujici proliferaci a migraci bunck

V zubnim vyvoji.



2. POCATEK EMBRYONALNIHO VYVOJE

Pocatek embryonalniho vyvoje zacina oplozenim. K oplozeni sav¢iho vajicka dochazi
v ampule vejcovodi, kdy meiosa vajicka je plné dokoncena. Vznika zygota a jeji 1. bunécné
dé€leni zacina den poté. Zygota posléze dava vznik morule. Vné&jsi bunky 16-ti bunécné
moruly davaji vznik trofoblastu- trofoektodermu, ze kterého se vytvaii embryonalni ¢ast
placenty- tkan chorionu. Vnitini buniky 16-ti bunééného stadia produkuji vnitini bunéénou
masu (inner cell mass- ICM), ktera vytvaii 2 vrstvy: epiblast a spodni vrstvu hypoblast.
Epiblast dava vznik samotnému embryu, tedy vSem tfem zarodeCnym listim (embryonalnimu
ektodermu, endodermu a mezodermu), hypoblast dava vznik extraembryonalnimu endodermu
(zloutkovému vaku). Mezi ICM a trofoblastem vznika dutina (blastocoel) vyplnéna tekutinou.
Toto stddium se nazyva blastocysta. Na stadiu blastocysty dochazi k uhnizdéni embrya ve
stén¢ endometria. Blastocysta je zachycena endometriem diky extraceluldrnim receptortim,
napt. pro kolagen, laminin, fibronektin nebo hyaluronovou kyselinu.
Gastrulace zac¢ina formovanim primitivniho prouzku. Znamena poc¢atek morfogeneze a je to
proces, ve kterém vznikd mezoderm. Sav¢éi mezodermalni a endodermalni bunky migruji skrz
primitivni prouzek a tyto migrujici bunky ztraceji E-kadherin. Brzy po vzniku primitivniho
prouzku migrujici buniky vytvareji ve Stérbin€ mezi epiblastem a hypoblastem mezenchym,
odpovidajici za vznik pojivové tkané. Buiikky migrujici skrz uzel (sav¢i organizacni centrum)
davaji vznik notochordu. Notochord vytycuje zakladni osu zarodku a je zaklad pro vyvoj
axialniho skeletu. Notochord plni v ¢asném zarodku funkci primarniho induktoru- indukuje
nad nim ulozeny ektoderm, ktery se ztlustuje a vznika podélné neurdlni ploténka. Neurulace
je proces, pii kterém dochazi ke vzniku neuralni ploténky a neurdlnich vala, které vznikaji z
okrajti neuralni ploténky. Pozd&ji vzniké spojenim vall nervova trubice. Pfi tomto splyvani se
uvolnuji neuroektodermové buniky neuralni liSty, které migruji podél nervové trubice a rozs§ifi
se po celém embryu (viz str. 31 a obr. 15). Migrujici buriky neuralni listy davaji vznik napt.
buitkdm spinalnich ganglii, ganglii autonomniho nervového systému, Schwanovym buikam a
mimo jiné 1 odontoblastim (Moore a Persaud, 2002; Gilbert, 2003). Neurulaci za¢ina dulezita
faze vyvoje, kdy se zakladaji orgdnové systémy a formuji se zdkladni zevni charakteristiky
embrya.

Mezi zakladni morfogenetické procesy patii bunécna proliferace, migrace, apoptoza a
adheze. Morfodiferenciace je proces, ktery je chapan jako vysledek morfogenetickych

mechanizmu.



3. VYVOJ ZUBU

Normaln¢ se vyviji u savcil dvé sady zubli: mlécné a permanentni dentice. V
kazdém celistnim kvadrantu suchozemskych savcli nalezneme piredozadné na Celisti fezaky a
Spicaky (zuby jednohrbolkové), zuby tienové a stolicky (zuby mnohohrbolkové). Zuby se
vytvaieji na ordlnim povrchu horni a dolni Celisti, které jsou derivaty 1. zaberniho oblouku.
Zubni zaklady jsou odvozeny od 2 typt buné¢k, ektodermu a ektomezenchymu (odvozeného
od bunék hlavové neuralni listy).

Vyvojova stadia zubtli jsou pojmenovana podle tvaru zubniho epitelu na frontalnich

fezech- epitelové ztlusténi, zubni lista, pupen, poharek, zvonek. Avsak na 3D rekonstrukcich

zubniho epitelu se ukazalo, Ze tyto terminy nemusi vyjadifovat opravdové tvary zubniho

epitelu (Peterkova et al., 2002) (obr. 1).

Obr.1 Stadia vzniku prvniho molaru mysiho embrya na embryonalnim dni 12.5 (A-C), 13.5 (D, E), 14.0 (F, G), 14.5 (H,
1)a 16.0 (J, K). V prvni fadé (A, B, D, F, H, J) jsou obrysy zubniho epitelu na frontalnich fezech, v druhé fadé (C, E, G, I,
K) jsou 3D rekonstrukce zubniho epitelu. (A) epitelové ztlusténi, (B) zubni lista, (D, E) zubni pupen, (F, G) ¢asny poharek,
(H, T) poharek a (J, K) zvonek. (Pfevzato z Peterkova et al., 2002).

Prvni morfologick4 zndmka vyvoje zubu je charakterizovana ztlusténim oralniho
epitelu a kondenzaci ptilehlého mezenchymu. N4zory na proces vzniku zubni listy se lisi,
mnozi autofi uvadéji, ze pocatek zubniho vyvoje je charakterizovan specificky lokalizovanym
epitelovym ztluSténim, které podstupuje zvySenou proliferaci a tim vytvaii zubni pupen. Jako
ditkaz uvadéji specifickou expresi SHH v oralnim epitelu, ktery je povazovan za stimulatora
bunééné proliferace v epitelu i mezenchymu (Hardcastle et al., 1998; Sarkar et al., 2000;
Cobourne et al., 2001). Avsak Ruch ve své praci z roku 1984 uvadi, ze vznik zubni liSty nebo
pupenu nezahrnuje zvyseni proliferace epitelovych bungk, ale spise specifické orientace
mitotickych vietének- podélnou osou kolmo k bazalni membrané. Také zminuje, ze mitoticky
index (pomér bunék proliferujicich a neproliferujicich) je signifikantné nizsi v epitelovych

bunikach nez v bunkach mezenchymalnich (Ruch, 1984). Pourtois (1961) ve své praci



navrhuje jiné vysvétleni vzniku zubni listy: béhem vchlipeni zubniho epitelu dochazi ke
sklouznuti povrchovych epitelovych bun¢k do vytvarejiciho se zlabku (Peterkova et al.,
2002).

Jakmile zubni pupen dosédhne své plné velikosti nabyva tvaru poharku. Stadium
poharku je spojeno se vznikem cervical loop, kterd obriistd mezenchym zubni papily. Pro

stadium poharku je charakteristickd histodiferenciace vnéjsiho a vnitiniho zubniho

(sklovinného) epitelu a hvézdicovitého retikula (stellate reticulum) (obr. 2).

Obr. 2 Frontélni histologické fezy prvniho dolniho molaru na stadium zvonku u mysiho embrya ve staii ED 17.5. (A) DP-
dentalni papila, CL- cervical loop, IDE- inner dental epithelium (vnitini zubni epitel), ODE- outer dental epithelium (vn&jsi
zubni epitel), SR- stellate reticulum, DE- dentalni epitel stopky sklovinného organu, OE- orélni epitel, M- mandibula. Zubni
vak je prosvétlena tkan kolem zubniho zarodku. Méfitko ukazuje vzdalenost 100 pm. (B) DP- dentalni papila, IDE- vnittni
zubni epitel, SI- stratum intermedium, SR- stellate reticulum, ODE- vn&j§i zubni epitel. Mé&fitko ukazuje vzdalenost 30 pum.

Stadium zvonku je charakteristické diferenciaci mezenchymalnich bunék
Vv odontoblasty. Diferenciace odontoblastii je ukoncena jejich vystoupenim z bunééného
cyklu, prodlouzenim bunky, polarizaci jadra a produkei predentinové matrix (Slavkin a
Bringas, 1976). Odontoblasty produkuji predentin (kolagenni extracelularni matrix), ktery se
pozdé¢ji kalcifikaci méni na dentin. Buriky vnitiniho zubniho (sklovinného) epitelu se
diferencuji v ameloblasty produkujici enamelovou matrix, ktera se mineralizaci méni ve
sklovinu- v nejtvrdsi tkan v té€le (Moore a Persaud, 2002). Diferenciace ameloblasti zahrnuje

znacny rust, prodlouzeni buiiky, zmény v polarité jader a organel a vyskytu cytoskeletu



(Slavkin, 1974). Béhem vyvoje sklovinného organu a dentalni papily kondenzuje okolni
mezenchym do struktury zubniho vaku, ze kterého pozd¢ji vznika cement (tuha pojivova tkan
pokryvajici dentin kofene zubu) a periodontalni tkan, kterd upevituje zuby v zubnim lizku
(Moore a Persaud, 2002) (obr. 2).

V mysich fezacich je obnova epitelu produkujiciho sklovinnou matrix a/nebo indukce
mezenchymalnich bunék k tvorbé dentinu zajisténa epitelovymi kmenovymi buiikami, které
sidli v cervical loops na apikalnim konci sklovinného organu. Zubni kmenové epitelové
bunky zde davaji vznik ¢tyfem bunéénym liniim- vnitinimu zubnimu (sklovinnému) epitelu,
stratum intermedium, stellate retikulum a vnéjSimu zubnimu (sklovinnému) epitelu (Harada et
al., 2002).

Mezenchymalni kmenové buiiky byly objeveny v lidské dospélé zubni pulpé, v lidské mlécné
dentici a periodontalnim ligamentu (Shi et al., 2005).

V dnes$ni dobé€ je nejvice vyuzivanym modelem pro studium zubniho vyvoje savci
dentice u laboratorni mysi. Mysi dentice obsahuje pouze jednu generaci zubti s redukovanym
poctem. V kazdém zubnim kvadrantu je 1 fezak oddé€leny od 3 molard bezzubou oblasti

nazyvanou diastema.

3.1 EPITEL-MEZENCHYMALNI INTERAKCE v zubnim vyvoji

Morfogeneze vSech epitelovych derivati je regulovana sledem vzajemnych interakci
mezi prvky epitelové a mezenchymalni tkdn€. Mezi ektodermalni derivaty patii chlupy, zuby,
nehty, rohy a nékteré Zlazy (jako je mlécna, slinnd a potni) a jejich pocatecni vyvoj je
podobny. Mezi hlavni signalni molekuly zahrnuté v epitel-mezenchymalnich interakcich patii
molekuly proteinovych rodin FGF, HH, TGF-B, Wnt a TNF (Pispa a Thesleff, 2003-review)
(obr. 3).

Rekombinaéni experimenty ukazuji, ze za indukci zubniho vyvoje je odpovédny oralni
epitel a indukovat zubni rast je schopen, ikdyz ektomezenchym neuralni liSty nepochézi z 1.
zaberniho oblouku (Lumsden, 1988; Mina a Kollar, 1987). Molekularni vysvétleni poskytly
pokusy, pfi kterych byl odstranén orélni ektoderm, a tim docileno ztraty exprese témet vSech
ektomezenchymalnich homeobox genti. Po pfidani exogenniho FGF-8 doslo k navraceni
exprese mnoha téchto genii (Ferguson et al., 2000) Na ED (embryonalnim dni) 10.5 jsou
epitelové signaly nutné pro spravny zubni vyvoj a mezenchymalni expresi genti, avSak jiz na
ED 11.5 je mezenchymalni exprese nezavisla na epitelu, z ¢ehoz vyplyva, Ze pocateéni signal
tvorby zubu spociva v epitelu a pozdéji, béhem vyvoje, se presune do NCC odvozeného

ektomezenchymu (Ferguson et al., 2000).



Oralni (). lokalizovany pfi Gstnim povrchu) ektomezenchym interakcemi s ptilehlym ordlnim
ektodermem hraje roli ve vzniku zubtl, zatimco aboralni (vzdalengj$i od oralniho povrchu)

ektomezenchym dava vznik Meckelovée chrupavce.
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Obr.3 Schématicky ptehled signall a transkripénich faktort, které zprostfedkovavaji vzajemné epitel- mezenchymalni
interakce u vyvijejiciho se zubu. Nahote jsou ukazany molekularni kaskady a dole odpovidajici morfologicka stadia zubniho
vyvoje. U epitelového ztlusténi a zubniho pupene jsou vyznaceny experimenty s knockout mySmi, u kterych byl zubni vyvoj
zastaven v daném morfologickém stadiu. Zluté je oznagen zubni epitel, Gervené sklovinné uzly a modie zubni mezenchym.
(Pievzato z Jernvall a Thesleff, 2000).

3.2 SIGNALIZACNI CENTRUM ZUBNIHO VYVOJE- Sklovinny uzel (enamel knot)
Od objevu Spemanna a Mangolda organizaé¢ni aktivity rtu blastoporu, byly u
obratlovcl objeveny dalsi organizacni tkdné, které reguluji vznik tkani a tvar organi. Napf.

vyvoj koncetiny je regulovan souhrou signall ze 3 riznych signaliza¢nich struktur: 1)

z apikélni ektodermalni listy (AER) exprimujici Fgf-4, 2) zony polarizacni aktivity (ZPA)
exprimujici Shh (AER i ZPA exprimuji stejné Bmp jako sklovinny uzel) a 3) dorzalniho
ektodermu. Bylo objasnéno, Ze signaly pattici k HH, Wnt, FGF a BMP rodin¢
zprostifedkovavaji organizacni efekty rliznych signalnich tkani. Tyto signalni molekuly se
vyskytuji také v zubnim sklovinném uzlu, ktery byl oznacen jako signaliza¢ni centrum

zubniho vyvoje (Jernvall et al., 1994; Vaahtokari et al., 1996) (obr. 4).



Obr. 4 Regulace morfogeneze zubu
signaliza¢nim centrem- sklovinnym
uzlem. Sklovinny uzel je oznacen tmave
zelené, je v ném exprimovano vice nez
10 signalnich molekul, které reguluji

g Lng rust a morfogenezi zubni korunky. Wnt

buccal > finguet signalizace, zprostfedkovana LEF1, ve
Fgir2n, 1b /:gnwb sklovinném uzlu zvySuje expresi FGFs
carvicat ioop e v epitelu, které indukuji mezenchymalni

FGFs. Mezenchymalni FGFs
pravdépodobné hraji vyznamnou roli ve
stimulaci proliferace v cervical loops.
SHH ze sklovinného uzlu reguluje skrz
mezenchym epitelovy rtst. (Pfevzato

z Pispa a Thesleff , 2003).

FGF

Sklovinné uzly jsou v literatufe spojovany s proliferaci a migraci bunék (viz nize).

Pocatek vzniku zubniho pupenu je spojovan se vznikem ptechodnych epitelovych
signaliza¢nich center exprimujicich molekuly vSech 4 zakladnich proteinovych rodin, ale také
p21, Msx2 a Lef 1 (Dassule a McMahon, 1998).

Ptedpoklad, ze sklovinny uzel reprezentuje specifickou bunécnou linii s jednoznaénym
osudem je podporovan expresi cyklin dependentniho kindzového inhibitoru p21, ktery je
spojen s terminalni diferenciaci mnoha bunéénych typu. P21 je spojovan s Ginikem z G1 faze
bunééného cyklu, je také exprimovan v AER. Sklovinny uzel je rozeznavan diky nulové
inkorporaci BrdU (Bromo- deoxyuridine), a tak reprezentuje neproliferativni doménu
(Vaahtokari et al., 1996). Transkripéni faktory Msx-1, Lef-1 exprimované v zubnim
mezenchymu jsou dillezitymi faktory pro vznik sklovinného uzlu, coz vyplyva ze zastaveni
zubniho rustu v pozdnim stadiu pupene u Msx-1 nebo Lef-1 dele¢nich mysich mutantd.
Sklovinny uzel exprimuje Fgf-4,9, Shh, Bmp-2,4a 7.

Primarni sklovinny uzel je pfechodna populace epitelovych buné€k ve stfedu zubniho
poharku. Je v blizkém kontaktu s ptilehlym mezenchymem zubni papily (Tucker a Sharpe,
1999- review). Na histologickych fezech je pozorovan na ¢asném stadiu poharku jako pevné

sbaleny shluk epitelovych bunék (Thesleff a Sharpe, 1997- review) (obr. 5).



Obr.5 Frontalni histologické fezy horniho molaru na stadiu poharku u mysich zarodka ve stati ED 15.5. (A) EK- enamel
knot (sklovinny uzel), DP- dentalni papila, CL- cervical loop, P1- metafize, P2- anafaze. Métitko ukazuje vzdalenost
100 um. (B) EK- enamel knot (sklovinny uzel), AT- apoptoticka téliska. Mé&Fitko ukazuje vzdalenost 30 pm.

Je veelku zajimavé, Ze sklovinny uzel exprimuje riistové faktory, ale sdm zlstava bez
proliferace, coz je spojovano s nedostatkem FGF receptorti ve sklovinném uzlu (Kettunen et
al., 1998). Bunky sklovinného uzlu podstupuji apoptozu a uzel se zacina vytracet béhem
pfechodu zubniho poharku ve zvonek. Apoptoza ptitomna ve sklovinném uzlu je povazovana
za mechanismus, ktery kontroluje dobu trvani signalizace (Vaahtokari et al., 1996). Nové
sekundarni sklovinné uzly se vytvareji de novo na vrcholcich budoucich zubnich hrbolka
béhem pozdniho stadia poharku a ¢asného stadia zvonku (ED 16). Exprimuji Fgf4 a jsou také
odstranény apoptozou, jejich funkce je opét kontrola proliferace (Vaahtokari et al., 1996; Coin
etal., 1999).

Jedna z teorii uvadi, Ze bunky primarniho sklovinného uzlu mohou mit buné¢nou
spojitost se sekundarnimi sklovinnymi uzly, pravdépodobnou migraci nebo bunécnym
délenim piezivajicich bun€k primarniho uzlu. Timto by nékteré buiiky utekly apoptotickému
osudu (Coin et al., 1999). Tato teorie byla vyvracena v praci Matalové et al. (2005), kde
bunky primarniho sklovinného uzlu byly oznaceny lipofilni barvou Dil, ktera se vaze na
bunééné membrany. Izolované mandibuly mySich zarodkd ED 14.5 byly nakrdjeny na
frontalni platky o tloust'ce 250 um, buiiky sklovinného uzlu obarveny Dil a in vitro
kultivovany. Tato studie ukézala, ze nedélici se buiiky primérniho sklovinného uzlu
neptispivaji ke vzniku sekundarniho sklovinného uzlu svou migraci ani proliferaci

piezivajicich bun¢k (Matalova et al., 2005).



3.3 APOPTOZA- vyznamny faktor vyvoje dentice

Bunééna smrt miize byt rozdélena na dva odlisné typy: 1) Bunécna nekroza, je
zpisobena akutnim poskozenim tkéané€. Nekrotické zmény v bunice vedou nakonec
k buné¢nému vyliti do okoli. 2) Programovana bunééna smrt (PCD)- apoptoza, se uplatiiuje
pii regulaci bunécného poctu, odstraiiovani poskozenych (defektnich) bunék béhem vyvoje,
rastu a obnovy tkani.

Charakteristicky morfologicky znak apoptozy je kondenzace cytoplazmy, segregace a
zhutnéni chromatinu a nukleozomalni fragmentace. Kondenzované jadro a cytoplazma se pak
rozpadaji na apoptoticka téliska riiznych velikosti.

Dle Gliicksmanna mtize byt PCD rozd¢lena jako a) fylogeneticka PCD, je zapojena pii ztraté
vestigidlnich struktur (rudimentérnich struktur, které jsou poztstatkem po vyvojovych
ptedcich) b) morfogeneticka PCD, uplatiiuje se pti vzniku specifickych tvart, c)
histogenetickd PCD, je spojend s bunécnou diferenciaci. Apoptoza hraje vSechny tii role
b&hem vyvoje zubli u mysi (Peterkova et al., 2002).

Apoptoza se uplatituje pii determinaci poctu funkénich zubii eliminaci zubnich vestigidlnich
primordii v budouci bezzubé oblasti celisti (diastemé) (Peterkova et al., 2003). Bylo
dokumentovano, ze exprese nékterych molekularnich markerd (Msx2, Pax9) chybi v oblasti
rudimentalnich zubnich zakladl v mysi diasteme¢ a ze ztrata exprese téchto gent mize hrat
roli v regresi diastemovych zubnich zakladt (Tureckova et al., 1995; Keranen et al., 1999).
Morfogeneticka funkce apoptozy spociva v potlaceni bunék zubniho epitelu ve specifickych
oblastech zubnich zakladi (pfedni hranice fezaku a prvni stolicky, stfed zubniho poharku)
(Lesot et al., 1999).

Apoptoza se objevuje také béhem diferenciace ameloblastl. Ptiblizné 50 % ameloblastti mezi
sekre¢ni a pozdni zraci fazi podstupuje apoptdzu. Ta se nevyhne ani odontoblastiim, apoptoza
v odontoblastech byla prok4zéana v hlodav¢ich fezacich a lidskych stolickach rizného véku.
Apoptoza hraje dilezitou roli v regulaci celkového poctu zubti dentice, morfogenezi zubt a
korunky (Matalova et al., 2004-review).

Apoptoza sledovana na 3D rekonstrukcich zubniho epitelu dolni Celisti byla obecné zvysena
u Tabby mysi (charakterizace téchto mutantl viz kapitola ,,TNF*). AvSak zda se, Ze mutace
v EDA genu neni primarni pfi¢inou zvySeni apoptozy. Apoptoza je v tomto piipad¢ spise
dusledek poruchy vyvoje dentice, pravdépodobné zpisobené defektem v segmentaci zubniho
epitelu Tabby mysi (Boran et al., 2005) (obr. 6).
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A WT B. Tabby mutant

Obr. 6 Apoptoza na
3D rekonstrukcich
zubniho epitelu ED 15.5
dolni celisti.u mySiho
zarodku na stadiu ED
15.5. Apoptoza
charakterizovana
apoptotickymi buiikami a
télisky (Cerné tecky) je
zvysena u Tabby mysi
(vpravo) ve srovnani

s wild type mysi (vlevo).
Sipka oznacuje apoptozu
V primarnim sklovinném
uzlu. (Pfevzato z Boran
et al., 2005).

G

3.4 DETERMINACE STADIA ZARODECNEHO A ZUBNIHO VYVOJE

Rist béhem embryonalniho vyvoje je obecné zprostiedkovan bunéénou proliferaci,
ktera je kontrolovana ristovymi faktory, které mohou byt ovlivnény epigenetickymi faktory.
Vyvojovy stupeil jednotlivych mysich embryi ani v jednom vrhu proto nebyva stejny, 1i8i se
tedy stddium jejich vyvoje (biologicky vek), ackoli chronologicky v€k (embryonalni den) je
totozny. Genova exprese je Casove zavisla, znalost biologického stadia vyvoje zarodku proto
neni nutna pouze pro morfologické studie, ale i studie signalnich molekul, jejich exprese a
vzajemnych interakci. Je proto diileZité nalézt snadno méftitelnou veli€inu, kterda napomtize
spravnému vyhodnoceni biologického stadia vyvoje experimentalnich zarodku urcitého stafi.
Béhem casnych stadii miize pro tento ucel slouzit pocet somitii (Goedbloed, 1986). Pro
pozd¢jsi stadia lze pouzit morfologicka kritéria- porovnani vyvoje vnéjsich a vnitinich organ
dle Kaufmanova atlasu myS$iho vyvoje. Ukazalo se vSak, Ze tato kritéria nejsou dostate¢né
pfesna pro detailni ur€ovani stadia mySich zarodkl predev§im beéhem ¢asného obdobi
morfogeneze. Metodicky velice nenarocnou metodou je pouziti hmotnosti zarodka
k uptesnéni jejich stadia vyvoje. V praci Peterky (2002) je uvedeno porovnani mezi
embryonalnim dnem, hmotnosti a zubnim vékem mysi. Bylo zkouméno 749 zarodkt od ED
12.5 az po narozeni. Zubni v€k byl ur€ovan porovnavanim histologickych fezl prochazejicich
sttedem prvniho horniho a dolniho molaru. Vysledky ukdzaly rozdily hmotnosti zarodkt mezi
jednotlivymi vrhy rtiznych samic, ale 1 v rdmci vrhu jedné samice. Byla prokazana korelace
mezi hmotnosti zarodku a stadiem zubniho vyvoje (obr. 7). Metoda vazeni embryi se ukazuje

jako velmi snadna a rychld, kterd usnadni pfedevs§im interpretaci dat ziskanych z experimenti

11



(Peterka et al., 2002). Spravné stadiovani je nesmirné diilezité ve spravné interpretaci
vysledkd experimentli provadénych (nejen) v ¢asném zubnim vyvoji (Miletich a Sharpe,

2004-review).
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Obr.7 Korelace mezi stadiem zubniho vyvoje a hmotnosti mySich zarodku na ve stafi ED 14.5. Znazornény jsou obrysy
zubniho epitelu na frontalnich fezech stfedem sklovinného organu. (A) dolni prvni molar, (B) horni prvni molar. Zubni stadia
jsou prezentovana pro jednotlivé téidy po 25 mg dle hmotnosti zarodku. PIné nebo ¢arkované kruhy oznacuji ptibliznou
hranici sklovinného uzlu. Cerné te¢ky ukazuji apoptozu. (Pievzato z Peterka et al., 2002).

4. PROLIFERACE

Proliferace je termin oznacujici bunécné déleni, Casto zahrnujici i bunécény rast
(Hipfner a Cohen, 2004-review). Pocet bunék organu je ovliviiovan mérou jejich proliferace,
diferenciace a smrti. Bunécna proliferace je vysledkem kontrolované aktivace ¢i inaktivace
regulatori bunééného cyklu jako jsou cykliny, protein kindzy nebo fosfatazy. Jak jsou signaly
bunéénych receptorti zapojeny v regulaci bunéénych udalosti jako je proliferace, diferenciace
a apoptoza je vSak ne zcela znamo (Bonnefoy- Berard et al., 2004- review).

Extracelularni signalni molekuly regulujici bunécnou velikost a pocet jsou obecné
rozpustné proteiny vazané k bunéénému povrchu, nebo komponenty extracelularni matrix. U
vétSiny zivoc¢iSnych bunék mitogeny (faktory stimulujici bunéénou proliferaci) kontroluji
miru bunécného déleni v G1 fazi a stimuluji pfechod bunck do S faze. Prvotni signal je vazba
mitogenu k extracelularnimu receptoru a zahajeni signalni kaskady vedouci k regulaci exprese

gentl v jadie. VétSina mitogenti ma mnoho jinych funkci mimo stimulace bunécného dé€lenti,
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napf. stimulace bunééného rustu, piezivani, diferenciace nebo migrace. Mnoho mitogennich
signalizaci za¢ina aktivaci malé GTPéazy Ras, ktera vede k aktivaci MAP kinazové kaskady,
to vede ke zvyseni hladiny genového regulatoru (protoonkogenu) Myec, ktery podporuje vstup
bunky do bunécného cyklu (zvysuje expresi D-cyklinii). Ackoli neni zndmo, jakym zplisobem
bunky detekuji nadmérné mnozstvi mitogenti, stimulace ¢asto vede k produkci inhibitoru
bunééného cyklu p192%F, ktery inhibuje Mdm2. To ma za nasledek zvyseni hladiny p53 a tim
zastaveni buné¢ného cyklu nebo apoptozu (vice viz ,,Regulace bunééného cyklu®) (Alberts et
al., 2003).

Myec rodina transkripcnich faktorti (TF) kontroluje bunécnou proliferaci. Savci maji ti1t Myc
proteiny (c-Myc, N-Myc a L-Myc), které pravdépodobné spise ladi expresi cilovych gend,
nez-1i ji vypind ¢i zapind. Myc TF ovliviiuji piiblizn€ 10-15% vSech gent v burice kodujici
enzymy proteinové syntézy a regulatory bunééného cyklu (Hipfner a Cohen, 2004- review).
Chyba v jakémkoli kroku bunééného cyklu vede k zastaveni bunééného cyklu a/nebo
apoptoze. Bunécny cyklus a bunécné smrt jsou proto dva diveérné spojené procesy (Bonnefoy-
Berard et al., 2004- review). Rychle rostouci tkan¢ typické pro embryonalni vyvoj vyzaduji
proliferaci i apoptozu. Overexpresi c-Myc u Drosophily a podobné 1 u mysi je zvySena
proliferace a kompenzac¢ni apoptoza, naopak odstranéni genu c-Myc vede ke sniZeni rlstu
embrya a jeho smrti. Dusledek aktivace c-Myc genu je proto zavisly na dostate¢ném mnozstvi
piezivacich faktorii (survival factors), aby zabranily apoptoze. PieZivaci faktory jsou
mitogeny a ristové faktory.

Kontrola proliferace a bunéného piezivani na tkanové urovni zavisi na bunécné
kompetici, kdy pomalu se délici buiiky jsou eliminovany apoptozou v diisledku rychle se
délicich se bun¢k. Bunééna kompetice je mechanismus, ktery pravdépodobné zajistuje
regulaci kone¢né velikosti tkané ¢i organu. Regulace ristu béhem embryonalniho vyvoje
zavisi na hladiné sekretovanych ligandl podporujicich proliferaci a bunééné prezivani.
Nespravna regulace Wnt, HH nebo EGF signalizace mtize vést ke vzniku nador u mysi. Je
otazkou, zda kompetice o signalni proteiny je dilezitym mechanismem udrzeni rovnovahy
mezi bunécnou proliferaci a apoptozou v embryonalnim vyvoji obratloveti (Hipfner a Cohen,
2004- review).

Geny, jejichz mutace jsou zodpovédné za vznik nadorového bujeni, jsou oznacovany
jako protoonkogeny. Porucha v regulaci proliferace dohromady se supresi apoptozy jsou

minimalni pozadavky proto, aby se burka stala rakovinnou (Hipfner a Cohen, 2004- review).
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4.1 STRUCNY PREHLED BUNECNEHO CYKLU

Bunéény cyklus se sklada ze Ctyt fazi: G1, S, G2 a M faze. V interfazi je zahrnuta G1,
S (syntetickd) a G2 faze, na kterou navazuje bunécné déleni-mitoza, kterd v savéich buiikach
trva priblizn€ 1 hodinu. Funkce bunééného cyklu je zdvojit mnozstvi DNA chromozomt a

rozdélit ji do dcefinnych bunck.

4.1.1 Regulace bunééného cyklu

Proteiny kontrolujici bunécny cyklus jsou evolu¢né konzervované a stejné pro vSechna
eukaryota. Cdc geny (cell-division-cycle genes) identifikované u kvasinek koduji
nepostradatelné komponenty systému kontroly bunécného cyklu. Kontrolni body
(checkpoints) zajist'uji, Ze bunky vstoupi do dalsi faze bunééného cyklu, pouze pokud
ptedchézejici faze byla dokoncena bez chyb. Zakladnim prvkem v kontrolnim systému
bunécného cyklu jsou serin-threoninové cyklin-dependentni kinazy (Cdks), které jsou
enzymaticky aktivni pouze pokud se pevné vazi k cyklinim a spole¢né vytvati cyklin-Cdk
komplexy (G1-Cdk, G1/S-Cdk, S-Cdk a M-Cdk) (Alberts et al., 2002). Cykliny jsou
regulatory Cdks a kolisaji béhem cyklu, cykliny D a E reguluji prib&h G1-S faze, cykliny A a
B pribéh S-G2-M (Hipfner a Cohen, 2004- review) (obr. 8).

Cdk1-cyelin B
Cdk1-cyclin A

Obr.8 Aktivita sav¢ich Cdk-
cyklin komplext béhem
bunééného cyklu. Sitka
barevnych pruhii ptiblizné
odpovida aktivité protein kindz
v ptislusném Cdk- cyklin
Cdk-cyelin D komplexu. (Pfevzato z Lodish et
Cdk&-cyclin D al., 2000).

\ | Go

Restriction
point

Cdk2-cyelin &

Cdk2-cyelin E

Cdks integruji extracelularni a intraceluldrni signdly a reguluji prichod bunéénym
cyklem. K plné aktivaci cyklin-Cdk komplexu je zapotiebi kinaza CAK (Cdk- activating
kinase) (Humbert et al., 2004-review). Regulace bunééného cyklu je zajisténa napt. Weel
kinazou inhibujici aktivitu Cdk nebo fosfatazou Cdc25, kterda mize Cdks aktivitu zpét zvysit.
Cyklin-Cdk komplexy mohou byt regulovany vazbou Cdk-inhibitorovymi proteiny (CKlIs).
CKI se déli do dvou skupin: INK4 (Inhibitors of kinase 4) a CIP (Cdk inhibitory proteins).
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P21 patii mezi CIP inhibitory, obsahuje NLS (jaderny lokalizacni signal), vaze a inhibuje
PCNA, ktery je nutny pro replikaci DNA. V sav¢ich bunkach poskozeni DNA vede k aktivaci
genového regulatoru p53. Ten stimuluje transkripci dal§ich gent, napt. gen pro CKI protein
p21, ktery se vaze k G1/S-Cdk a S-Cdk komplextim a inhibuje jejich aktivitu a tim vstup do
S faze. V neposkozenych buiikach p53 interaguje s proteinem Mdm2, ktery funguje jako E3-
ubiquitin ligaza a sméruje p53 k degradaci do proteazomu (Alberts et al., 2002). P53 je TF
fungujici jako tumor supresorovy protein, reguluje expresi genti blokujici prubéh bunécnym
cyklem a nebo ty, které zahajuji apoptozu jako odpoveéd’ na poniceni DNA a bunécny stres

(Hipfner a Cohen, 2004- review).

4.1.2 Prichod bunéénym cyklem

Vstup a prichod G1 fazi jsou zavislé na bunééném typu. G1 faze obsahuje tzv.
restrikéni bod, ve kterém se burika dle vnéjSich vlivil (extracelularnich signalf, napf.
mitogent) rozhoduje, zda vstoupi do bunééného cyklu nebo unikne vstupem do GO-faze.
Tkéanové kmenové bunky vystupuji z GO do G1 faze za i¢elem obnovy opotiebované nebo
poskozené tkanég a tento proces je zavisly na Wnt nebo HH signalizaci (uplatiiuje se napft. pfi
obméné vnitini vystelky tenkého stfeva nebo pii obnové epidermis).
Extrémnim piikladem prichodu bunécnym cyklem je casny embryonalni vyvoj, kde G1 a G2
faze de facto chybi a v cyklu se stiidaji pouze S-faze a mitoza (Massague, 2004- review).
Jakmile je buné¢ny cyklus rozbéhnut a burika se dostane do S-faze, je regulace cyklu otdzkou
nezavislou na vné&jsich vlivech. Clenové rodiny TF E2F kontroluji expresi genti zahrnutych
Vv pribéhu bunécného cyklu, napt. expresi cyklinu E, Cdc25 fosfatdzy a komponent DNA
syntézy (Humbert et al., 2004- review). Cyklin D v komplexu s Cdk 4 a 6 zajist'uje kritické
spojeni mezi extracelularnimi signdly a hlavnim mechanismem bunééného cyklu. Pfechod
Z GO do ¢asné G1 faze je regulovan cyklin D/Cdk 4 a Cdk 6 komplexy, které fosforyluji p130
(¢len Rb proteinove rodiny), a tim uvolnuji a aktivuji E2F4 potiebny pro prechod do G1 faze
(Bonnefoy- Berard et al., 2004- review).
Pro piechod z G1 do S-faze je nutna interakce Cdk2 a cyklinu E . Exprese cyklinu E je
inhibovana pRb vazbou na E2F. Fosforylaci pRb (vyvolana mitogeny pies Cdk 6/4) je
uvolnén gen E2F a je mozna jeho transkripce (Massague, 2004- review).

S-faze slouzi jako prostor pro syntézu potiebnych komponent pted rozdélenim bunky.
Hlavnim procesem je replikace DNA.

V mitotické f4zi dochazi k segregaci zduplikovanych chromozom. Mitéza se sklada

ze Ctyft fazi: profaze, metafdze, anafaze a telofaze. V profazi se rozpadéd jadernd membrana a
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dochazi ke kondenzaci chromatinu, chromozomy putuji do stfedu bunky. V metafazi se
chromozomy vyrovnaji v ekvatorialni roviné, kazda chromatida je pln¢ kondenzovéana.

V anafézi dochazi k oddéleni chromatid v oblasti centromery a sesterské chromatidy putuji k
opacnym polim buiiky. V telofazi dochazi k obnové jaderné membrany a dekondenzaci
chromatinu. Ze vSech zndmych mutanti v genech bunééného cyklu vyplyva, ze u mysi jsou
pro mitotickou fazi nepostradatelné geny pro cyklin A2, cyklin B1 a Cdk1. Cyklin B a Cdk 1
vytvari MPF (M-phase promoting factor) a pro prechod do mitotické faze je nutny cyklin A2.
Cdc25 reguluje stabilitu komplexu Cdk1/cyklin B (MPF) (Humbert et al., 2004-review)..
MPF v ¢asné profazi fosforyluje seriny jadernych lamin a dochazi k rozpadu jaderného obalu
na vezikuly. Specifické fosfatazy pak zajisti v telofazi reorganizaci jaderného obalu. Aktivace
APC (anaphase promoting complex) je zahdjena polyubiquitinaci anafdzového inhibitoru.
APC zajistuje spravné rozdéleni chromozomi a zabraiuje akumulaci mitotickych regulatori
v G1 fazi, a tim zabranuje pred€asny vstup do bunééného cyklu. MPF fosforylaci inhibuje i
segregacni aparat, specifické fosfatazy v pozdni anafazy aktivuji myosin a umozni rozdéleni

chromozomu (Lodish et al., 2000)

5. Pirehled hlavnich ristovych faktori a signalnich molekul dileZitych v embryogenezi

Nejspecifictéjsi pro embryondlni vyvoj jsou parakrinni interakce (signélni molekula
difunduje na malé vzdalenosti a indukuje zmény v sousednich buiikach). Parakrinni faktory
rozdélujeme do rodin zaloZenych na jejich struktute. Jsou to: FGF, HH, Wnt, TGF-3
nadrodina.

2003). Proteiny rtiznych signalnich rodin se vzajemné ovliviiuji, jejich exprese musi byt
casoprostorove piisné regulovana.

Nebyly nalezeny Zadné mysi mutanty, které by nevykazovaly alesponi pocatecné
stddium zubniho vyvoje- vznik epitelového ztluSténi. Minimalni stddium, ve kterém lze zubni
vyvoj zastavit je epitelové ztlusténi. Mutacemi v genech, které jsou nezbytné pro ¢asny vyvoj
zubl jako je Lef-1, Msx-1, Pax-9, 1ze zubni vyvoj zastavit v pozdnim stadiu pupenu (Tucker a

Sharpe, 1999- review; Peters a Balling, 1999- review).
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5.1 FIBROBLAST GROWTH FACTORS (FGFs)

FGFs se uplatiuji v mnoha vyvojovych morfogenetickych procesech jako je adheze,
bunécna proliferace, pfezivani, apoptoza nebo migrace. Vyznamnou roli hraji pfi vzniku
mezodermu, gastrula¢nich pohybech, nervové indukci a vzniku endodermu, ve vyvoji kosti,
tvorbé stfedniho a zadniho mozku atd. Zatim nebyly identifikovany pouze v jednobunécénych
organismech. U mysi byly nalezeny FGF 1-18, 20-23, u ¢lovéka FGF 1-14, 16-23. Receptory
FGF (FGFRs) jsou tyrozin-kinazové receptory (RTKs), které obsahuji extracelularni oblast
tvofenou tfemi Ig-like doménami, a heparin vazebné sekvence, které ovliviiuji vazebnou
afinitu a specifitu k ligandu (Boetcher a Niehrs, 2005- review). Rizné izoformy FGFR
vznikaji dvémi riznymi cestami- alternativnim sestiihem genu FGFR (produkuje dvé
varianty- I1Ib exprimovany hlavné v epitelu a Illc exprimovany hlavné v mezenchymu) (Nie
et al., 2006- review) nebo expresi riznych gend pro FGFR (u obratlovct jsou znamy 4).
Interakce a signalizace FGF a FGFR jsou ¢asoprostorové regulovany endogennimi heparan
sulfat proteoglykany (HSPGs), coz jsou makromolekuly bunécného povrchu a extracelularni
matrix. Pravdépodobna funkce HSPGs je: 1) usnadnit interakci ligand- receptor a 2) zvySovat
stabilitu FGF-FGFR komplexu. FGF receptory existuji jako inaktivni monomery, které jsou
aktivovany dvémi molekulami FGF. Nésledna homodimerizace receptort vede

k autofosforylaci tyrosinovych zbytki (obr. 9).

Nt

Obr.9  FGF receptory a FGF
signalni transdukce. Hlavni
signalizace funguje pies
Ras/MAP kinazovou dréhu, jejiz
posledni ¢lenové- MAPK (ERK
1,2) vstupuji do jadra a mohou
fosforylovat transkripéni faktory
jako jsou c-myc, AP1 nebo Ets.
V dalsi signalni draze je zahrnuta
fofolipaza C. Fosfolipaza C
muze hydrolyzovat PIP2 na
DAG a IP3. IP3 indukuje
uvolnéni Ca®* z vnitrobunéénych
zasob a DAG je aktivatorem
proteinkinazy C, ktera je
schopna fosforylovat a tim
aktivovat Raf kinazu a zajistit
aktivaci MAP kinazové drahy.
(Ptevzato z Thisse, 2005).

Extracellular space
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FGFR1 mutantni embrya umiraji v pozdni gastrulaci, pravdépodobné také proto, ze si

buiiky udrzuji vysokou hladinu E-kadherinu a nemohou dale migrovat.
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Jeden ze zpétnovazebnych reguldtort FGF dréhy je Sprouty (Spry), coz je evolu¢né
konzervovany inhibitor RTK signalizace (MAP kinazy ERK). Exprese Spry je indukovana
FGF signalizaci a ma rtizné biologické nésledky- regulace bunécéné proliferace a diferenciace,
kontrolu koncentrace cytosolického vapniku a regulace migrace bunék. Timto zptisobem se
Spry uplatituje v plicnim a kostnim vyvoji. DalSimi faktory zahrnutymi v zeslabeni FGF

signalu jsou Sef, MAP kinazova fosfataza 3, XFLRT 3 (Thisse, 2005- review).

5.1.1 Ovlivnéni zubniho vyvoje

Vsechny studované FGFs funguji in vitro jako mitogeny a jsou obecné silnymi
stimulatory buné¢né proliferace v mezenchymu i epitelu na riznych stadiich zubniho vyvoje.
Zvysuji proliferaci v zubnim zarodku kromé oblasti sklovinného uzlu, ve které chybi exprese
FGF receptora (Kettunen et al., 1998).
V zubech byla pozorovana exprese Fgf-2, 3, 4,7, 8,9, 10 a 20". Fgf-4, 8, 9 a 20 jsou
exprimovany pouze v bunkach zubniho epitelu, Fgf-3, 7, 10 jsou exprimovany vyhradné
v zubnim mezenchymu (Thesleff a Mikkola, 2002- review). FGF2 je detekovatelny
na bazalni membrané, v zubnim mezenchymu a epitelovém stellate reticulum. FGF2 hraje
vyznamnou roli béhem stadia poharku a zvonku pii vzniku skloviny a zuboviny, regulaci
proliferace a diferenciace bun€k béhem zubniho vyvoje (Tsuboi et al., 2003). FGF4 je
vyznamnym regulatorem proliferace v mezenchymu vyvijejiciho se zubniho zarodku a snizeni
exprese Fgf4 na ED 19 je pravdépodobné spojeno s inikem odontoblastli a ameloblastt
Z bunécného cyklu (Nadiri et al., 2004). FGF-4, 9 jsou exprimovany pouze ve sklovinném
uzlu a stimuluji proliferaci v epitelu i mezenchymu (Jernavall a Thesleff, 2000- review).
Fgf8 -/-mutant ma vazné gastrulaéni defekty, chybé&jici mezodermalni a endodermalni tkang,
epiblastové buniky neuméji vycestovat ven z primitivniho prouzku. Predpoklada se, Ze FGF8
by mohl byt inicidtorem genové kaskady, kterd je odpovédna za vznik zubi (Tucker a Sharpe,
1999- review) a je zapojen v ¢asné determinaci polarity 1. Zaberniho oblouku. Iniciace
koncetinového pupenu je spusténa FGFS8, podobné jako iniciace pupenu u zubniho vyvoje
(Thisse, 2005 - review). Ztrata funkce FGF8 v ektodermu 1. Zaberniho oblouku zptisobi témét
celkovou ztratu kosternich (skeletalnich) struktur, av§ak dale se vyviji malleus a fezaky
(Cobourne et al., 2003- review). Na pocatku zubniho vyvoje je Fgf-8 exprimovan v oralnim
epitelu a urcuje pozici budoucich zubnich zakladta (Nie et al., 2006- review). Fgf-9 dele¢ni

mutant nevykazuje zubni fenotyp. Fgf9 je exprimovan v zubnim epitelu sklovinného uzlu a

“V této praci je malym pismem oznaGovan gen, velkym pismem protein.
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béhem stadia zvonku, coz souvisi s terminalni diferenciaci ameloblastii a odontoblastil
(Kettunen a Thesleff, 1998). FGF-10 ma silny chemoatraktivni efekt a ¥idi spravné umisténi
plicnich epitelovych pupenti béhem vyvoje (Boetcher a Niehrs, 2005- review). Fgf10 je
exprimovan v zubnim mezenchymu stadia poharku a zvonku, stimuluje bunécné déleni pouze
V zubnim epitelu, kde jsou exprimovany jeho odpovidajici FGFR2b (Kettunen et al. 1998;
Coin et al., 1999).

Mysi fezék byl pouzit jako model, ktery ukazal, ze FGF10 reguluje bunéénou
proliferaci, pfedchazi apoptoze a podili se na regulaci rozhodnuti osudu kmenovych
epitelovych bunék. U Fgf10 deficientnich mysi nebyly pozorovany zubni morfologické
defekty az do ED 14, z ¢ehoz vyplyva, ze Fgf10 neovliviiuje ¢asny zubni vyvoj. V pozdé&jsim
vyvoji vSak chybi cervical loops fezakd spole¢né s kmenovymi buiikami. Tato zména zpisobi
ztratu schopnosti neustalé¢ho ristu mysich fezdka. Fgf10 signalizace z mezenchymu nepiimo
reguluje bunécné déleni a bunéény osud kmenovych epitelovych bunék modulaci Notch drahy
Vv cervical loops pres stimulaci exprese lunatic fringe (Harada et al., 2002).

FGFR tyrozin-kinazy jsou exprimovany v epitelu i mezenchymu vyvijejiciho se zubu.
Receptory pro FGF- Fgfr-1b a 2b jsou exprimovany v cervical loops a jsou pravdépodobné
odpovédné za jejich rast (obr. 4) (Pispa a Thesleff, 2003- review). Vyskyt FGFR1 a 2
v odontoblastech a ameloblastech napovida, ze FGF signalizace se pravdépodobné G¢astni

v regulaci jejich diferenciace a sekre¢ni funkce (Nie et al., 2006- review).

5.2 HEDGEHOG (HH)

Hedgehog signalizace reguluje obrovské mnoZzstvi udalosti béhem embryonalniho
vyvoje nejen obratlovct, ale 1 bezobratlych, a hraje hlavni roli pfi vzniku nékterych typti
nadorovych bujeni (McMahon, 2000- review). Obratlovci maji minimalné tfi homology
hedgehog genti Drosophily: sonic (SHH), desert (DHH), indian (IHH). DHH protein je
exprimovan v Sertoliho bunkach varlat, IHH ve stievé, chrupavkach a je dilezity pro
postnatalni rast kosti (Gilbert, 2003). HH signalizace vede k aktivaci transkripénich efektort
Ciu Drosophily, coz odpovida Gli rodin€ u obratlovct. Ci/Gli jsou regulacni proteiny motivu
zinkového prstu. U savci byly nalezeny tii Gli geny (McMahon, 2000- review). Ci/Gli
pronika do jadra a vaze se k CBP proteinu a chova se jako transkripéni aktivator (Gilbert,
2003). HH se vaze k Patched (Ptc, n¢kolikrat transmembranovy protein), ktery je
V nepfitomnosti hedgehog ligandu odpovédny za inhibici proteinu Smoothened (Smo, 7x
transmembranovy protein) sdilejici homologii s G-proteinovymi receptory. U savct byly

nalezeny dva Patched proteiny, schopné vazat hedgehog ligandy se stejnou afinitou. HH
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ligand podstupuje autokatalytické zpracovani, které uvolituje 19 kDa velky ligand

s kovalentn¢ vazanym cholesterolem na C-konci. Nemodifikovany ligand HH aktivuje bunky
ve zieteln¢ zvySené vzdalenosti od zdroje ligandu, nez-li je tomu u ligandu s vazanym
cholesterolem. Modifikace ligandu proto miize mit za nasledek omezenou pohyblivost a
dosah HH signalu.Vazba ligandu HH zptisobi represi Patched aktivity, a tim aktivaci
Smoothened-ligand nezavislou HH signalizaci (obr. 10) (McMahon, 2000- review).
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Obr. 10 Schématicky piehled Hedgehog signalni drahy. Cervené komponenty funguji negativng a modré komponenty
pozitivné. Proteoglykany pravdépodobné hraji dilezitou roli v transcelularnim pohybu cholesterol-modifikovaného hedgehog
ligandu. Modifikovany hedgehog ligand se vaZe k Patched receptoru, tim uvoliiuje aktivitu Smoothened a Ci/Gli
transkripénich faktort ovliviiujici cilové geny v jadie. (Pfevzato z McMahon, 2000).

5.2.1 Sonic hedgehog- SHH

SHH specifikuje dorsoventralni polaritu nervové trubice a somiti. Také funguje jako
vyznamny faktor v buné€ném pieZivani a proliferaci, ur€uje anterior-posteriorni osu organa.
Pokusy, ve kterych byla zablokovéna signalizace Shh, ukazaly vyznamnou redukci velikosti
hlavy, ztratu struktur Zabernich obloukd, a tim prokézaly kli¢ovou roli SHH v bunééném
prezivani, zejména bun¢k neuralni liSty migrujicich do oblasti zabernich obloukd. Tyto
pokusy také prokazaly zvySeni apoptozy v nervové trubici a hlavovém mezenchymu a sniZeni
proliferace bunék CNS (Britto et al., 2000- review). SHH ¢asto spolupracuje s FGF a Wnt
proteiny (Gilbert, 2003). SHH je postradatelny pro indukci a diferenciaci, avSak
nepostradatelny pro morfogenetické procesy zahrnujici bunéénou proliferaci, mezenchymalni
kondenzaci a pro determinaci bunééného osudu (napi. segmentaci) (Chuong et al., 2000-
review). Shh signalizace je také nezbytna pro organizaci cytoskeletu a komplexii bunécnych

propojeni (Gritli-Linde et al., 2002).
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5.2.1.1 Ovlivnéni zubniho vyvoje

Exprese Shh byla jako jediné z ligandi HH rodiny nalezena v zubnich zakladech a je
omezena na jejich epitel od stadia epitelového ztlusténi po diferenciaci v pozdnim stadiu
zvonku. Shh je siln€ exprimovan v ¢asnych signalizacnich centrech zubnich zaklada (Dassule
et al., 2000; Sarkar et al., 2000). Odstranénim Shh aktivity z vyvijejicich se zubu vede
k naruseni rustu, morfogeneze a k neusporadanosti tkan¢ epitelu i mezenchymu (Dassule et
al., 2000). Ptc, Smo i Gli jsou Siroce exprimovany v epitelu i mezenchymu vyvijejiciho se
zubu (Hardcastle et al., 1998). SHH ma dvoji roli béhem ¢asné odontogeneze. Prvni je vznik
zubniho pupene stimulaci proliferace v zubnim epitelu a druha ve stadiu poharku, kdy dochézi
diky Shh signalizaci ke zvySeni ptezivani epitelovych bunék (Cobourne et al., 2001). SHH je
specificky exprimovan v epitelu primarnich a sekundarnich sklovinnych uzla a sekretovan do
ptilehlého epitelu nebo mezenchymu, kde funguje jako stimulétor proliferace (Chuong et al.,
2000- review). Interakce zavislé na Shh signalizaci reguluji vyvoj pouze v zubnim epitelu.
Vyplyva to z pokustl, kdy byla pferusena Shh signalizace odstranénim Smo aktivity.
Mezenchym se vyviji zcela normalné, na rozdil od epitelovych derivatl, které vykazuji
pozménénou proliferaci, riist, diferenciaci a polarizaci. Vyvoj primarnich a sekundéarnich
sklovinnych uzli je u Smo -/- mysi normalni a uzly exprimuji vétSinu patfi¢nych signald
(Bmp2 a 4, Shh, Ptc2 a Msx2). A tak chybna morfogeneze hrbolkt stoli¢ek u téchto mutantt
je pravdépodobné zptuisobena zménou proliferace ve vnéj§im zubnim (sklovinném) epitelu
(Gritli-Linde et al., 2002). Avsak v této praci autofi neporovnavaji exprese geni u WT (wild
type) mys$i a Smo mutantl na stejnych stadiich zubniho vyvoje.

Neékteré z inhibitori Shh dréhy jsou exprimovany ve vnéjsi oblasti zubniho
mezenchymu, napt. Gas-1 a Hip (Hedgehog interacting protein). Hip gen koduje protein,
ktery se miiZze pfimo vazat na SHH a zeslabit jeho signal. Jeho pravdépodobna funkce je
zabranit roz§ifeni nadbytku SHH ligandu za hranice zubniho ektomezenchymu (Cobourne et
al., 2003- review). V oblasti diastemy se objevuje mechanismus omezeni Shh signalizace
spiSe regulaci Shh aktivity neZ jeho transkripce. Je pravdépodobné, Ze vyznamnou roli zde
hraje Gas-1 (membranovy glykoprotein schopny vazat SHH), ktery je schopen inhibovat Shh
aktivitu (Cobourne et al., 2004).

Hranice mezi zubnim a ustnim epitelem je kontrolovana pfes vzajemné interakce mezi SHH a
Whnt-7b. Wnt-7b je exprimovan v celém ustnim epitelu kromé oblasti exprese Shh v zubnim
epitelu. Pokusy ukazaly, ze Wnt-7b vymezuje Shh expresi a zajist'uje spravnou polohu
zubniho pupene (obr. 11). Pevné vymezeni Shh exprese je rozhodujici pro spravny vznik

pupene souvisejici s funkci SHH jako mitogenu stimulujiciho proliferaci v zubnim epitelu.
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Zastaveni zubniho ristu ve stadiu epitelového ztlusténi je spojovano s nizkou epitelovou

proliferaci a pokusy s inhibitory Shh signalizace tyto vysledky podporuji (Sarkar et al., 2000).

Obr. 11 Exprese Shh a Wnt-
7b v ustnim a zubnim
ektodermu. Frontalni fezy, ED
10.5. Oblast hornich fezakt (A
a C), oblast hornich a dolnich
molara (B aD). Exprese Shh
(A, B) je omezena na oblast
zubniho epitelu, zatimco
exprese Wnt-7b se objevuje
pouze Vv ustnim epitelu (C, D).
Cervené je vymezena oblast
budouciho zubniho zarodku.
(Ptevzato z Sarkar et al.,
2000).

5.3 TRANSFORMING GROWTH FACTOR- g (TGF-p) NADRODINA

TGF- B nadrodina u obratlovcii obsahuje vice nez 35 strukturné piibuznych cytokinil
jako jsou Aktivin, Nodal a BMPs, hraji diilezitou roli v embryonalnim vyvoji a homeostazi
tkani. TGF- proteiny reguluji nespocet bunéénych odpovédi jako je proliferace, diferenciace,
migrace a apoptoza (Attisano a Wrana, 2002- review). Jsou syntetizovany jako velké
prekurzorové molekuly, které jsou pozdéji proteolyticky §tépeny a vytvoreny funkéni dimery.
Follistatin je inhibitorem activin signalizace, Noggin vaze BMPs a brani jejich vazbé
k receptoru. Naruseni TGF- B aktivity zptsobuje riizna lidska onemocnéni, od rakoviny
k chondrodysplazii a plicni hypertenzi (Thesleff a Mikkola, 2002). TGF-  samotny hraje
vyznamnou roli v nddorovém bujeni, funguje jako antiproliferujici faktor a zaroven jako
nadorovy zakladatel (Attisano a Wrana, 2002- review). Clenové TGE- B nadrodiny se vazi a
aktivuji specifické povrchové receptory, které maji vlastni serin/threonin kindzovou aktivitu.
Skladaji se ze dvou transmembranovych proteinil, zndmych jako typ I a Il receptory. U
obratlovci bylo nalezeno sedm typt I receptori ozna¢ovanych také jako ALKs- activin
receptor-like kinases a pét typu II receptorti. Vazbou dvou ligandd dojde k asociaci typu | a Il
receptoru, typ 11 fosforyluje typ | v oblasti glycinovych a serinovych zbytkli (GS doména).
Uvnitt buiiky je pak signal pfenasSen fosforylaci receptorem regulovanych Smad proteinti (R-
Smads, 1, 2, 3, 5 a 8), jejich pfistup k receptorim je usnadnén pomocnymi proteiny jako jsou
SARA (Smad anchor for receptor activation). ALK, 2, 3, 6 fosforyluji Smad 1, 5, 8, zatimco
ALK 4, 5, 7 fosforyluji Smad 2, 3. U TGF-f signalizace je ALKS Siroce exprimovana
Vv riznych tkanich, zatimco ALK 1 je exprimovana hlavné v endotelovych bunkach a

specifickych oblastech interakce epitelovych a mezenchymalnich bunck.
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Smads se rozd¢€luji do tfi odd€lenych skupin, postupné tvoii komplexy se Smad 4,
akumuluji se v jadte a reguluji transkripci cilovych genti. Smad proteiny jsou jadernymi
efektory drahy TGF- nadrodiny a mohou transkripci regulovat pozitivn€ i negativné. Vazou
se na DNA bud’ velmi slabé nebo viibec, a tak vyzaduji spolupraci s jinymi transkripénimi

faktory (DNA-binding proteins, DBPSs) (Dijke a Hill, 2004- review) (obr. 12).

TGFj-like BMP-like
Ligands Ligands
=, Qbr. IZ!.Z Pf_lezlélleztdﬁ
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Y sz - b L.” @B komplexGim, které nésledng
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/ l \ / l \ (Pfevzato z Attisano a
- — Wrana, 2002).

Target genes Target genes

Smads mohou byt fosforylovany i MAP kinazami a pravdépodobné existuji Smad-
nezavislé TGF- B drahy aktivujici Rho GTPazy, MAPKs a ERKs, p38, JNKSs a protein kinazu
B (PKB) (Atissano a Wrana, 2002- review). I-Smads (Inhibitory Smad 6 a 7) funguji proti
signalizaci R-Smads kompetici o receptor typu I, pozdéji se také ukazalo, ze maji funkci i
Vv posileni E3-ubiquitin ligdz znamych jako Smurf 1 a 2 (Smad ubiquitination regulatory
factors). Ty ubiquitinuji receptor typu I a ukoncuji signalizaci (Dijke a Hill, 2002- review).

TGF-B 1-3,5 jsou dulezité pro tvorbu extracelularni matrix mezi bunikami a pro
regulaci buné¢ného déleni. TGF-B 1 zvySuje mnozstvi extracelularni matrix epitelovych

bun¢k stimulaci syntézy kolagenu a fibronektinu a inhibici degradace matrix (Gilbert, 2003).

5.3.1 Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

BMPs maji 7 konzervovanych cysteini ve zralém polypeptidu. BMPs okruh
pusobnosti je determinovany aminokyselinami v N-koncové ¢asti, které urcuji, zda specificky
BMP bude vézan proteoglykany. Béhem vyvoje BMPs indukuji apoptozu, bunéény rist nebo
diferenciaci. BMPs hraji kliCovou roli ve vyvoji srdce, nervové soustavy a chrupavek, je
dualezity pro vyvoj kosti 1 v postnatalnim vyvoji (Gilbert, 2003). Existuji tii receptory pro
BMP typu I (ALK 2, ALK 3, ALK 6) a tfi receptory typu Il (BMPRII, ActR-1l, ActRIIb).
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Smad 1, 5 a 8 jsou ptimymi molekulami obsazené v signalni draze BMP receptoru. Smad-1
mutanti umiraji okolo ED 10.5, protoZze nedochazi k propojeni pupe¢niku s placentou. Mutace
ve Smad 5 pak ukazuje vyznamnou roli v angiogenezi.

BMP-2 tidi vyvoj bunék neuralni listy a jejich pfeménu v nervovy fenotyp, Bmp-2 mutantni
zarodek umird mezi ED 7.5 a ED 10.5 kviili chybnému vyvoji srdce, BMP-4 homozygotni
embrya umiraji mezi ED 6.5 a ED 9.5 a vykazuji nulovou mezodermalni diferenciaci. BMP-6
mutanti jsou zivotaschopni a plodni, funkci BMP-6 je schopen pravdépodobné
vykompenzovat BMP-2 (Chen et al., 2004- review).

5.3.1.1 Ovlivnéni zubniho vyvoje

BMP-2, 4, 7 jsou exprimovany brzy v zubnim epitelu a stimuluji expresi homeobox
gentt Msx-1, 2 (Vainio et al., 1993). Exprese téchto tii faktort se pfesouva z epitelu do
mezenchymu béhem vyvoje, jsou také exprimované ve sklovinném uzlu. Antagonisticka
funkce BMP-2, 4 a FGF8 urcuje polohu zubnich zakladi. BMP-4 je jeden z nejvyznaméjsich
¢lent TGF-B nadrodiny béhem zubniho vyvoje (Thesleff a Mikkola, 2002- review). BMP-2 a
BMP-4 v ¢asném stadiu zubniho vyvoje reguluji bunécnou proliferaci a apoptozu,

Vv pozdé&jsich stadiich pak diferenciaci ameloblastli a odontoblastli (Nadiri et al., 2006). BMP-
2 pravdépodobné ovlivituje vznik primarniho a sekundarniho sklovinného uzlu. BMP-4
pravdépodobné zprostfedkovava kondenzaci ptilehlého zubniho mezenchymu ve stadiu
pupene (Aberg et al., 1997). BMP-4 je pravépodobné zahrnut pii kontrole morfogeneze zubu
prostorovou regulaci apoptozy v epitelu a buné¢nou proliferaci v mezenchymu (Thesleff a
Sharpe, 1997- review). BMP-4 je schopen zachranit zubni vyvoj v Msx1 dele¢nich mutantech.
Bmp-4 také indukuje expresi Lef-1. Exprese Bmp-5 je omezena na oblast ameloblastti. BMP-
7 deficientni myS$i umiraji brzy po narozeni kviili $patnému vyvoji ledvin a také oka,
nevykazuji zubni fenotyp (Thesleff a Mikkola, 2002- review).

Dalsi ¢len TGF-B nadrodiny, aktivin, také ovliviiuje zubni vyvoj. Aktivin funguje jako
dimer BA a BB pojednotek. Ikdyz je BA exprimovéan v mezenchymu vSech zubnich zarodk,
jeho ztrata neovliviwuje zubni vyvoj stejné: chybi vS§echny zuby kromé hornich stolicek.

Z toho vyplyva, Ze vyvoj hornich stolicek je pravdépodobné nezéavisly na signalizaci aktivinu
(Miletich a Sharpe, 2004- review).

Noggin je polypeptid, ktery se vaze a inaktivuje BMP2, 4 a 7 a blokuje vazebné
epitopy obou receptorti pro BMP (Chen et al., 2004- review). Epitelova signalizace BMP
negativné reguluje expresi Barx-1 (specificky znak moléaru) a po plisobeni Nogginu mtize byt

exprese Barx-1 zvySena. Pokusy, pfi kterych byly mandibularni oblouky vystaveny
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efektivnimu inhibitoru BMP signalizace- Nogginu, vyustily v pfeménu fezaka na stolicky

(Tucker et al., 1998b).

5.4 WINGLESS (WNT)

Clenové Wnt rodiny jsou sekretované glykoproteiny (u ¢lovéka 18 glykoproteinii),
které se uplatiiuji v nejriznéjsich vyvojovych procesech jako je vznik nadori, regulace
bunécné proliferace a apoptozy, bunééné interakce béhem embryonalniho vyvoje, migrace,
diferenciace a agregace. Jedna z nej¢astéjSich pii¢in lidské rakoviny jsou abnormality
v signalizaci Wnt/ B-kateninové drahy. Wnts jsou u obratlovci ¢asto zodpoveédné za
determinaci bunééného osudu v mnoha embryondlnich tkanich zahrnujicich nervovy systém,
svaly, kiize, stfevo, srdce, plice a kost (Brennan a Brown, 2004- review). Wnt proteiny
inhibuji c-Myc indukovanou apoptozu kultivovanych bunék in vitro a in vivo v rakovinnych
nadorech (Hipfner a Cohen, 2004- review).

WNTs jsou charakterizovany konzervovanym vzorem cysteinovych zbytki po celé délce
proteinu. Jednotlivi zastupci rodiny sdileji 40 — 90% identitu (Thesleff a Mikkola, 2002). Wnt
dréha se rozdéluje do minimalné tii vétvi. 1. B-kateninové dréha aktivujici cilové geny v jadie
(Wnt kanonickd dréha). 2. drédha cytoskeletalniho pteskupeni (planar cell polarity pathway),
kde Frizzled aktivuji JNK (jun N-terminal kinase) a fidi asymetrickou polarizaci
cytoskeletalnich bunék. 3. Wnt/Ca * draha zahrnujici aktivaci fosfolipazy C (PLC) a
proteinkindzy C (PKC), vede k uvolnéni intracelularniho vapniku, pravdépodobné pies G-
proteiny.

Whnt signalizace pro kanonickou drahu vede ke stabilizaci f-kateninu, ktery se
akumuluje v cytoplasmé a je translokovan do jadra, kde interaguje s LEF/TCF rodinou
transkripcnich faktorti a aktivuje genovou expresi. f-katenin ma dvoji roli v buiikéch:
interaguje ptimo s Lef-1 v cytoplazmé a zprostiredkovava transport k jadru, 2. funkce je
interakce s cadheriny v procesech bunééné adheze. f-katenin se vaze pies a-katenin
k aktinovému cytoskeletu (Behrens et al., 1996). Receptory pro Wnt drahu (7x-
transmembranové receptory proteinové rodiny Frizzled) funguji spolecné s LRP koreceptory
(jsou ¢leny rodiny LDL-related proteins) a interaguji a aktivuji protein Disheveled, ktery
inhibuje aktivitu GSK-3 enzymu (glykogen syntazova kinaza) (Huelsken a Birchmeier, 2001-
review). Tim muze -katenin disociovat od APC proteinu a vstoupit do jadra, kde muze
vytvafet heterodimer s LEF nebo TCF DNA-vazebnym proteinem, ¢imz vznika transkripéni
faktor. Disheveled protein miiZe také interagovat s Rho GTPazou a ovliviiovat aktinovy a

mikrotubularni cytoskelet (Gilbert, 2003) (obr 13).
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5.4.1 Ovlivnéni zubniho vyvoje

I ptes to, Ze exprese neékterych ¢lentt Wnt signalni drahy byly nalezeny v zubnim
vyvoji, jen malo se vi o jejich vlivu na zubni vyvoj (Thesleff a Mikkola, 2002- review). Lef-1
(Lymphoid enhancer-binding factor 1) je ¢lenem skupiny transkripénich faktord HMG (high
mobility group) a aktivuje cilové downstream geny béhem Wnt signalizace. Lef- 1 je
exprimovan v epitelovém ztlusténi zubniho vyvoje a béhem stadia pupene se presouva do
mezenchymu (Kratochwil et al., 1996). Prace Kratochwil et al. 2002 ukazuje, ze epitel
zubnich zarodkt Lef-1 -/- mySi neexprimuje Fgf4, Shh a Bmp4 a zubni vyvoj je zastaven ve
stadiu pupene. Déle, Ze Fgf4 je pfimym transkripénim cilem pro Lef-1 a rekombinantni FGF4
protein je schopen plné piedejit zastaveni zubniho rustu u Lef-1 -/- embryi. Hlavni funkei Lef-
1 v odontogenezi je aktivace Fgf4 a propojeni Wnt a FGF signalnich drah ve specifickém
kroku zubniho vyvoje. Ztratou Lef-1 signalu jsou preruseny epitel- mezenchymalni interakce
zubniho vyvoje v kritickém stadiu prechodu ze stadia pupene v poharek. FGF4 aktivuje
expresi mezenchymalnich Fgfs (Fgf3 a 10) a ty indukuji expresi epitelového Shh (Kratochwil
et al., 2002).
Overexprese Lef-1 v epitelovych bunkach transgennich mysi vede ke zvySené invaginaci
epitelu a vzniku nadpocetnych vlasovych folikuli a struktur podobnych zubtim (Zhou et al.,
1995).
Je pravdépodobné, ze Lef-1 funguje v zubnim vyvoji jako vyznamny faktor piezivani
V zubnim epitelu. Ztrata Lef-1 nenaruSuje migraci bun¢k neuralni listy (NCC) ani kondenzaci

NCC odvozeného mezenchymu (Sasaki et al., 2005).
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Exprese B-kateninu je zfetelna v epitelu i mezenchymu vyvijejiciho se zubu od stadia
epitelového ztlusténi po stddium zvonku. Je siln€ exprimovan v primarnich i sekunddrnich
sklovinnych uzlech, dale i ve vnitinim zubnim (sklovinném) epitelu a stratum intermedium.
Mezenchymalni exprese mizi v pozdnim stadiu zvonku po diferenciaci mezenchymalnich
bun¢k na odontoblasty. ZvySena exprese B-kateninu v epitelu proto pravdépodobné hraje
vyznamnou ulohu v epitelové morfogenezi (Obara et al., 2005).

Wnt 10b pravdépodobné stimuluje proliferaci epitelu i mezenchymu béhem zubniho vyvoje

(Nadiri et al., 2004).

5.5 TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF)

TNF rodina se sklada z vice nez 15 ¢lend, které ptisobi na fadu bunéénych udalosti
(hostitelskou obranu, zanét, apoptozu, autoimunitu a organogenezi). TNF receptory mohou
byt rozdéleny do tii hlavnich skupin. 1. obsahujici doménu smrti, kdy adaptorové molekuly
postupn¢ aktivuji kaspazovou kaskadu a indukuji apoptozu; 2.0znacované jako TRAF,
aktivujici mnoho signalnich drah, napt. drahu NF- kB (Nuclear factor-«B); 3. neobsahujici
funkéni intracelularni doménu nebo motiv, funguji jako lakajici receptory pro kompetici
S ostatnimi receptory odpovidajicich ligandii (Ohazama a Sharpe, 2004- review). NFkB draha
urcuje, zda bunky podstoupi apoptozu, pieziji nebo budou proliferovat. Naptiklad mysi, které
mayji potlacenou aktivitu NF«xB, maji siln€ zvySenou apoptozu ve vyvijejicich se vlasovych
folikulech (Schmidt- Ullrich et al., 2001).

Ektodysplasin je sou¢asti TNF nadrodiny, jejichz hlavni funkci je indukce apoptozy
nebo proliferace a bunééného piezivani. Spontanni mysi mutanti Tabby maji mutaci
V homologu lidského genu EDA, ktery produkuje transmembréanovy protein ektodysplasin A.
Mutace tohoto genu zpiisobuje u lidi 1 u mysi syndrom hypohidrotické ektodermalni
dysplazie. Syndrom je charakterizovan abnormalnim vyvojem epitelovych derivati jako jsou
Zuby, chlupy a slinné Zlazy. Tabby mysi proto slouzi jako dobry model pro studium vyvoje
ektodermalnich organti. Tabby maji mimo jiné i defektni vyvoj zubnich hrbolkid (Jernvall a
Thesleff, 2000- review). Tvorba hrbolki je regulovana rovnovahou mezi apoptozou a
proliferaci zubniho epitelu (Ohazama a Sharpe, 2004- review). Je pravdépodobné, ze ke
vzniku defektnich zubnich hrbolkl dochazi v disledku nedostatecného ristu zubniho epitelu,
coz vyplyva z pokust, kdy vyvoj hrbolkli v Tabby mySich mtze byt ¢aste¢né zachranén FGF
rekombinantnimi proteiny (FGF4 a 10). FGF4 a 10 pfedstavuji mitogeny schopné
zprostiedkovat dalsi rist epitelu nutny pro vznik sekundarnich sklovinnych uzli a iniciaci

novych hrbolki. Overexpresi EDA receptoru (EDAR) prostfednictvim K14 promoteru
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dochazi dokonce ke zvySeni poc¢tu zubnich hrbolkl a vzniku premoldrového zubu v diastemé
(Miletich a Sharpe, 2004- review). Tabby mysi, které ztratily Eda signalizaci Casto ztraceji
posledni molar. TNF hraje roli v poctu zubt a hrbolkd, a proto se ukazuje jako velmi dilezita

draha v morfogenezi a evoluci (Ohazama a Sharpe, 2004- review).

5.6 NOTCH SIGNALIZACE

Prvné byl Notch receptor identifikovan u Drosophily jako velky transmembranovy
receptor, ktery je vyzadovan béhem vyvoje k regulaci ¢asoprostorového urc¢eni osudu bunck,
existuji 4 Notch homology. Notch signalizace hraje klicovou roli v modulaci buné¢ného
osudu béhem vyvoje obratlovct i bezobratlych (Baron, 2003- review). Ligandy jako jsou
Jagged (Serrate) a Delta-like molekuly jsou membranové vazané, a proto je nutné pro Notch
signalizaci blizky bunécny kontakt. Notch signdlni aktivita je modifikovana
glykosyltransferazami Fringe, které glykosyluji molekuly bunééného povrchu zahrnuté
v Notch signalizaci. U savcu existuji 3 rizné geny pro Fringe: Lunatic, Radical a Manic
(Thesleff a Mikkola, 2002- review). Aktivace Notch receptoru zahrnuje 3 proteolyticka
Stépeni ve 3 polohéach S1, S2, S3. Signalizace je iniciovana vazbou ligandu Delta.
Intracelularni Notch doména-NIc je uvolnéna S3 Stépenim, Nlc je translokovan do jadra, kde
se vaze k transkripénim faktortiim (Baron, 2003- review).

Notch 1, 2, 3 a jejich ligandy jsou exprimovany v zubnich epitelovych bunkéch a
Notch pravdépodobné hraje roli v diferenciaci ameloblastti. Exprese Lunatic Fringe (L-Fng)
je stimulovana FGFs a vytvati ostrou hranici se sklovinnym uzlem, je tedy pravdépodobné, ze
L-Fng je dulezity pro tvorbu sklovinného uzlu, avSak u L-fng mutantnich mysi neni
morfogeneze zubu nijak poznamenana (Thesleff a Mikkola, 2002- review).
Notch draha je vazéana s rozhodnutim bunécného osudu v zubnim epitelu a neustalého ristu
mysich fezakl. Na apikalnim konci fezakl jsou pravdépodobné epitelové kmenové buiiky
umoziujici jejich neustaly rist regulovany Notch signalni drdhou a FGF10 (Harada et al.,

2002).

5.7 HOMEOBOX

Homeobox je sekvenece vysoce konzervovanych 180 part bazi objevena u Drosophily
melanogaster. Jejich homology u obratlovci se nazyvaji Hox geny a urcuji té€lni (anterior-
posteriorni) osu embrya béhem vyvoje. Exprese Hox gent v migrujicich buiikach neuralni
listy je odpovédna za rozmanitost v systému Zabernich obloukii. Pro vyvoj zubi nejsou Hox

geny dulezité, jelikoz se neexprimuji v prvnim Zabernim oblouku. Evolu¢né byla ztrata
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exprese Hox gent pravdépodobné dilezita pro vyvoj Celisti, coz ukazuji pokusy, kde
overexprese Hox genti v 1. zabernim oblouku zptisobuje diferenciaci bun¢k neuralni liSty na
chrupavku nebo kost. V ektomezenchymu 1. zaberniho oblouku je exprimovana fada
podrodin transkrip¢nich faktord obsahujicich homeobox doménu, jako jsou napi. Alx, Barx,
DIx, Lhx, Pitx, Msx, Gsc tfidy. Pro urceni Celisti a dentice je zapotiebi ojedin€lé kombinace
homeobox gentl, popsané jako Odontogenic homeobox gene code (Sharpe, 1995). Pro zubni
Vyvoj je prostorové omezena exprese homeobox gent ektomezenchymu (regulovana
epitelovymi signaly) dalezita v indukci vzniku zubniho zarodku, urceni zubniho typu i pozice
budouciho zubu.

U savct se DIx geny rozdé€luji do tfi genovych part (DIx 1/2, DIx 5/6, DIx 3/7) a jejich
exprese je umisténa v ektomezenchymu 1. (mandibularniho) a 2. (hyoidniho) zaberniho
oblouku (Miletich a Sharpe, 2006- review). DIx exprese hraje vyznamnou roli v zaloZeni
identity rtiznych zabernich obloukt, ale i mandibularnich a maxilarnich vybézka 1. zaberniho
oblouku. PoruSenim genti DIx-1,2 ziskdme mutanty s chyb¢&jicimi hornimi moléry a pti DIx-
1,2 neptitomnosti se ektomezenchymové buniky méni na chondrogenni (Cobourne et al.,
2003-review). Model Odontogenic homeobox gene code piedpoklada, Zze homeobox geny
DIx-1, 2 a Barx-1 exprimované v zadnim ektomezenchymu fidi vznik tvaru molard, zatimco
homeobox geny Msx-1 a 2, Alx-4 exprimované v pfednim ektomezenchymu fidi vznik tvaru
fezakd (Sharpe, 1995) (obr. 14).

(A)  The Odontogenic Homeobox Code

Obr. 14 Odontogenic homeobox

) gene code. Schématicky piehled
- _}% molar exprese homeobox gent
v ektomezenchymu maxilarnich a
I . o mandibularnich vybézku. (A) Exprese
E £ % nesr transkripénich faktord Dlx 1, Dlx 2 a

Barx 1 je nezbytna pro vytvofeni

stoli¢ek, zatimco exprese

transkripénich faktorti Alx 3, Msx 1 a

Msx 2 v pfedni oblasti je tfeba

T ' absence of K tvorbé fezaki. (B) U dVOjité

= esleno knockout mysi DIx 1-/- a DIx 2-/-
nedojde ke vzniku maxilarnich
stoli¢ek. (C) Ektopicka exprese
(overexprese) Barx 1 a zaroven ztrata
Msx 1 v pfedni oblasti vede ke vzniku
zubu podobného stolickam na misté
fezaki. (Pfevzato z Cobourne et al.,

2003).
P % molar

Key: WMDix-1-2 = Msx-2 M Barx-1 Alx-3 T Msx-1

(B) Absence of Dix-1/-2

(C) Overexpression of Barx-1

FGFS8 je sekretovan ektodermem moldrové oblasti a indukuje mezenchymalni expresi

DIx-1,2 a Barx-1, zatimco Bmp-4 vylucovany ektodermem v oblasti fezakti indukuje
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mezenchymalni expresi Msx1 a 2 (Thesleff a Sharpe, 1997- review). Pfidani Bmp-4

k molarovému ektomezenchymu ma silny inhibi¢ni efekt na Barx-1 expresi. In vivo to pak
znamena, ze Bmp-4 pravdépodobné vytvaii hranici mezi Msx-1 a Barx-1 a to represi Barx-1 a
zaroven indukci Msx-1 exprese (Tucker et al., 1998a).

Epitelové ztlusténi je charakteristické expresi homeobox genu Pitx-2, ektomezenchym
genem Pax-9. Pax-9 je ¢len rodiny transkripénich faktorti obsahujicich paired-box. Pax-9
vytvari svou expresi 4 oblasti na mandibule odpovidajici poloze budoucich fezakii a molart.
FGF8 pak hraje roli induktora zubniho vyvoje indukci exprese Pax-9 a Pitx-2, zatimco Bmp-
2 a 4 indukci zabranuji (Neubueser et al., 1997).

Mutaci Prx1 a 2 gentl dochazi k redukci nebo ztraté kostnich struktur v oblasti lebky,
obliceje, koncetin a také fezakt dolni Celisti. Prx1 a 2 reguluji expresi Shh v epitelu, a tim

kontrolu buné¢né proliferace béhem vyvoje dolni ¢elisti (ten Berge et al., 2001).

6. OBECNE MECHANISMY MIGRACE

Buné¢na migrace je vysoce integrovany mnohokrokovy proces, ktery fidi embryonalni
morfogenezi a homeostazi. Napt. béhem gastrulace velké skupiny bunék spole¢né migruji a
vytvareji tfi zarodecné listy. Migrace neni omezena jen na embryonalni vyvoj, v postnatalnim
zivoté je vyznamna napi. pro obnovovani kiize, hojeni ran nebo leukocytarni migraci do tkani
(Guan, 2005). Uplatnuje se vSak 1 pti vzniku nekterych patologickych procest jako jsou cévni
onemocnéni (artheroskleroza), mentalni retardace, nebo vznik metastdz rakovinnych nadort.
Buiiky migruji jako odpovéd’ na riizné podnéty- chemokiny, ristové faktory nebo molekuly
extracelularni matrix (ECM). Nadorové buitky mohou ménit svou morfologii a povahu
migrace jako odpovéd’ na zmény vnéjsiho prostiedi.
Migrace buniky miiZe byt povazovana za cyklicky proces, ktery se sklada z n€kolika krokt: 1)
polarizace buniky a tvorba vyb&zkii na povrchu butiky, 2) fixace vyb&zki adhezivnimi
komplexy k substratu, 3) kontrakce a nasledné pohyb bunécného téla ve sméru fixované¢ho
vybézku, 4) uvolnéni adheze a stdhnuti bunky. Tento proces je dobie pozorovatelny u pomalu
se pohybujicich bunék. Rychle migrujici bunky jako jsou keratocyty a leukocyty spise hladce
klouzou pres substrat bez viditelnych upevnéni (Ridley et al., 2003- review).
Pohyb bunék je zprosttedkovan aktin-myosinovym komplexem a jeho ¢asoprostorova
regulace je kontrolovana Rho kindzami (Guan, 2005). Vybézky jsou tizeny polymeraci aktinu
a stabilizovany adhezi k ECM. Rychlost a organizaci polymerace aktinu fidi nékteré z aktin-
vazebnych proteintl, jako je profilin, capping proteiny nebo proteiny coffilinové rodiny.

Prvotni odpovéd’ buniky na signal k migraci je polarizace a vystréeni vybézku ve sméru
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migrace. Mald GTPaza Rac indukuje vznik malych adhezi na vedoucim konci a ovliviiuje
mikrotubuly, které pravdépodobné také funguji v regulaci adheze. Malé Rho GTPézy jsou
klicovymi regulétory aktinu a adheze, kontroluji vznik lamelipodia nebo filopodia (Ridley et
al., 2003- review). Lamelipodia jsou Siroké a ploché vybézky, zatimco filopodia vybézky
hubené a valcovité (Lauffenburger et al., 1996- review). Molekuly zahrnuté v uvolnéni adhezi
jsou proteédza calpain a fosfataza calcineurin (Guan, 2005).

Polarizace buiiky je podstatou migrace, vytvoreni a udrzeni polarity buiiky jako odpovéd’ na
extracelularni signal je zprostfedkovano pozitivnimi zpétnovazebnymi smyckami zahrnujici
Rho GTPazy, PI3Ks (phospfoinositide 3-kinase), integriny, mikrotubuly a vezikularni
transport. Vnitini zesileni signalu, které zajist'uje mimo jinych PIP3, vede k polarizaci
aktinového a myosinového cytoskeletu a smérovanému pohybu (Dormann a Weijer, 2003-
review).

Chemokiny jsou molekuly zahajujici migracni fenotyp. Chemotaxe je schopnost buniky
odpoveédét smerované na velmi nizky gradient chemoatraktantli a zprostiedkovava migraci na
kratké i dlouhé vzdalenosti béhem vyvojovych procesi.

Integriny jsou hlavni proteinovou rodinou transmembranovych receptorti bunécné migrace.
Skladaji se z a a B podjednotek. Zprostfedkovavaji adhezi bun¢k k ECM nebo jinym bunikam
a pres adaptéry k aktinovému cytoskeletu (Ridley et al., 2003- review).

Vznik priidusnice a vzdusnic u Drosophily je vysledkem bunééné migrace
zprostfedkované FGF a FGF receptory. Béhem gastrulace buniky migruji k primitivnimu
prouzku, kde podstoupi epitel-mezenchymalni pfeménu zprostiedkovanou FGF. Po priichodu
prouzkem buiiky vycestuji a formuji riizné mezodermalni a extraembryonalni struktury.
Mezodermalni buriky jsou ptitahovany FGF4 a odpuzovany FGF8 (Dormann a Weijer, 2003-

review).

7. BUNKY NEURALNI LISTY (NCC)

Neuralni lista je prechodna populace pluripotentnich bunék pochazejici z lateralnich
hiebenti uzavirajiciho se neuroepitelu neuralni ploténky (Hall, 1999)- tedy z hranice mezi
budoucim neurdlnim a epidermalnim ektodermem.

Z rekombinacnich experimentil vyplyva, ze pro vznik neurdlni liSty jsou dostacujici
interakce mezi budouci epidermis a neuralni ploténkou (Basch et al., 2004- review). Hranice
mezi neuralni ploténkou (neuralnim ektodermem) a epidermalnim ektodermem je
charakterizovana vysokou expresi BMPs. Tam, kde se tato hladina styké s expresi Wnt6

Vv oblasti budouci epidermis, vznikaji buiiky neuralni listy (obr. 15) (Gilbert, 2003).
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Obr. 15 Vznik neuralni
Nealghe  Newd trubice u kufeciho embrya.
(A, 1) Neuralni ploténka
méni svijj tvar. (B, 2)
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e linii. (C, 3) Dochazi ke
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¥ N @ l neuralnich valt. (D, 4)
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7.1 INDUKCE NEURALNI LISTY

Indukce neurdlni listy miiZze byt definovana jako proces, pii kterém se ektodermalni
bunky specifikuji jako prekurzory neuralni listy. Rozd¢€luje se na dva kroky: 1) pfijeti signalu
tikajiciho ,,stan se prekurzorem neuralni listy*, a 2) prekurzory NCC musi prosadit svou
identitu ve vyvijejicim se embryu. Clenové proteinovych rodin Wnt, BMP a FGF se ti¢astni
procesu indukce neurélni listy. BMP-4 a 7 spole¢né s Wnt-6 jsou pravdépodobné
epidermalnimi signaly odpové€dnymi za indukci vzniku neuralni liSty. Proteiny zahrnuté ve
specifikaci NCC jsou: *Snail/Slug-TF motivu zinkového prstu, jsou exprimovany
V premigratornich a migratornich NCC mysi, kufat, Zab a ryb a byly oznaeny jako
nejcasnéjsi markery pro neurdlni liStu. Slug mize zprostfedkovat epitel-mezenchymalni
preménu snizenim exprese adhezivnich molekul. *Msx 1 a 2 hraji dilezitou roli v NCC
specifikaci, jsou pfimymi downstream cily BMP a Wnt signalizace. *BMPs a Wnt6 vyvolavaji
expresi Slug a FoxD3. Pro specifikaci NCC jsou vyznamné také Sox 9 a 10, Pax-3 a 7 (Basch
et al., 2004- review). *Dale endogenni Wnt signalizace v premigratornich NCC muize
zpusobovat riiznorodost osudit NCC (Dorsky et al., 1998). Napft. cilend mutace Wnt-1 a
Wnt-3a a vede ve zietelné defekty v derivatech neuralni listy (Ikeya et al., 1997).
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7.2 ROZDELENI BUNEK NEURALNI LISTY

NCC mohou byt rozdéleny do ¢tyt hlavnich ptekryvajicich se skupin:

1. Hlavové NCC

2. Trupové, které¢ migruji podél dvou zékladnich drah- dorzolateralni a ventralni. Tyto
bunky migruji pies piedni ¢ast kazdého sklerotomu a vytvareji dorzalni ganglia, dien
nadledvin a nervy kolem aorty. Dorzolateralni draha migrace trupovych NCC déava vznik
melanocytiim, které migruji mezi dermis a epidermis. Buiiky ventralni drahy se stanou
smyslovymi a sympatickymi neurony, buiikami dfen¢ nadledvin a Schwannovymi buiikami.

3. NCC produkujici parasympaticka ganglia stieva

4. Srde¢ni NCC, mohou se vyvijet v melanocyty, neurony, chrupavky a pojivovou tkan
3., 4., a 6. zaberniho oblouku (Gilbert, 2003).

Buiiky neuralni listy (NCC) se rozptyli z dorzalniho povrchu nervové trubice a migruji
uvnitf embrya a davaji vznik Siroké rozmanitosti diferenciovanych bunéénych typti. Obrovskeé
mnozstvi bunéénych typl vznikajicich z tak jednoduché embryonalni oblasti je paAdnym
divodem nazyvat neuralni listu 4. zarode¢nym listem (Hall, 1999).

Jakmile se NCC uvolni z neuralni trubice podstupuji epitel-mezenchymalni pfeménu
asociovanou s indukci migrace NCC (Hall, 1999) a tento proces je podobny situaci, kdy
nadorové bunky uniknou z primarniho nadoru a vstoupi do ob&hu (Guan, 2005).

Dnes je termin ektomezenchym pouZivan pro oznaceni mezenchymalnich bunék odvozenych

od neuralni listy (Le Douarin a Kalcheim, 1999).

7.3 HLAVOVE BUNKY NEURALNI LISTY

Béhem kraniofacialniho vyvoje NCC z oblasti zadni ¢asti sttedniho mozku a ptedni
¢asti zadniho mozku migruji ventralné a jejich akumulaci a proliferaci na ventralni strané
hlavy vznikaji Zaberni oblouky (Basch et al., 2004- review). Hlavnimi derivaty hlavovych
NCC je cela oblicejova a hypobranchialni kostra, tak jako buiiky hlavovych ganglii (Le
Douarin a Kalcheim, 1999). Zaberni oblasti fidi diferenciaci bunék modulaci exprese Hox
gentl. Specifickd delece BMP receptoru typu I zptisobuje u mysi mnoho kraniofacialnich
defektt, zahrnujici rozstép patra a hypotrofickou mandibulu (Basch et al., 2004- review.)

Zadni mozek je segmentovan v posterior-anteriorni ose na rhombomery. Hlavové
NCC migruji tfemi hlavnimi drahami: 1) Z thombomery 1 a 2 migruji do 1. Zaberniho
oblouku, vytvafi Celisti, kosti ucha a frontonazalni vybézky. 2) NCC pochazejici z
rhombomery 4 osidluji 2. Zaberni oblouk a vytvareji jazylkovou chrupavku krku a tfrminek

sttedniho ucha. 3) NCC z rhombomery 6 migruji do 3. a 4. Zaberniho oblouku a napomahayji
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vytvaret brzlik, ptistitna téliska a Stitnou zlazu. Migrace hlavovych NCC probiha ve dvou
vinéach. V prvni vin€é migruje pluripotentni populace bunék vytvarejicich zaberni oblasti,
chrupavky, kosti hlavy a krku. Druh4 vina migrace vytvaii hlavové plakody- ztlusténi
ektodermu hlavy a krku, ze kterych vznikaji smyslové organy nosu, ucha, ¢ocka oka a
chut'ové poharky (Gilbert, 2003).

Zatimco hlavové i trupové NCC mohou vytvaret melanocyty, neurony a gliové bunky,
pouze hlavové NCC maji jedinecnou schopnost produkovat mezenchymalni buniky schopné
diferenciace na pojivovou tkan, dermis, $lachy nebo tvrdou tkan jako je chrupavku, kost a

dentin.

7.4 MIGRACE BUNEK NEURALNI LISTY
7.4.1 Pocatek migrace NCC

Pocatek bunécné migrace znamena dramatické zmény v bunécnych interakcich mezi
buitkami samotnymi a mezi buitkami a extracelularni matrix (ECM). Jeden z mechanismu
pocatku migrace je ztrata mezibun&éné adheze zprostfedkované Ca®* dependentnimi
molekulami k uvolnéni NCC od epitelové vrstvy. Migrace proto mize byt zahajena snizenim
exprese Ca?* dependentnich adhezivnich molekul (N-cadherinu, cadherinu 6B) nebo jejich
biochemickymi zménami jako je fosforylace. Dale byly pozorovany zmény v roviné
bunécéného déleni. 70% mitotickych vietének v dorzalni neurdlni trubici je orientovano tak, ze
jedna z dcetinnych bunék by se oddé€lila od epitelu, zatimco jinde v neuralni trubici je rovina
déleni bun¢k orientovana tak, Ze dcefinné bunky ziistavaji ve spojeni s luminalnim povrchem.
Pokud je tento piedpoklad spravny, znamenalo by to, ze faktor stimulujici proliferaci
premigratornich NCC by mohl byt soucast procesu, ktery vede k jejich emigraci z epitelu (Le
Douarin a Kalcheim, 1999).

7.4.2 Extracelularni matrix (ECM)

ECM vytvati substrat pro adhezi a kontrolu bunééné migrace. ECM hraje vyznamnou
roli béhem migrace a spole¢né s mechanickymi bariérami jako je bazalni mebrana nebo
krevni cévy, jsou dllezité i pro determinaci kdy a kde migrace skon¢i. ECM je bohata na
glykosaminoglykanové hyaluronany, chondroitin sulfat a obsahuje chondroitin sulfat
proteoglykany (aggregan a versican), kolageny typu I a 11, tenascin, laminin a fibronektin.
Fibronektin je hlavni ECM molekula kontroly migrace NCC a ve vysoké koncentraci se

nachézi na epitelové bazalni membrané.
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Pro normalni pribéh migrace NCC je potieba dostatecné mnozstvi ECM. NCC produkuyji
proteazy jako je plasminogenni aktivator a jiné, které napomahaji vytvaiet ECM (Hall, 1999).
Ackoli NCC mohou piispivat k produkci specifickych ECM komponent, mnoho molekul
ECM (fibronektin, laminin, kolagen I a IV) je vyzadovéano na spravném mist¢ jiz pied
emigraci (Le Douarin a Kalcheim, 1999). Funkce nékterych ze slozek ECM je: Aggregan a
versican inhibuji migraci; fibronektin a kolagen typu I a IV migraci podporuji; kolagen II, V a
IX inhibuji nebo odchyluji migrujici bunky.

Hlavové a trupové NCC pouzivaji odlisné molekuly ECM k adhezi, hlavové se na rozdil od
trupovych nevazi k obéma typtim kolagenti a vazi se k bazalni membran¢. Slozky ECM spolu
interaguji a spole¢né s interakcemi mezi NCC jsou ¢asoprostorove regulovany. Interakce mezi
komponenty ECM a NCC jsou zprostiedkovany ¢leny integrinové proteinové rodiny.
Diferenciace je zprostfedkovana diky ECM a epitel-mezenchymalnim interakcim.

K diferenciaci NCC jsou proto nutné interakce s jinymi buitkami, ECM, rlistovymi faktory
nebo hormony. Ackoli se NCC d¢li soubézné s migraci, bunééné d€leni se zvysuje, jakmile

doséhnou cilového mista (Hall, 1999).

7.4.3 Dalsi komponenty dileZité pro migraci NCC

Cadheriny jsou vyznamnymi komponenty bunécné adheze a jsou exprimovany béhem
migrace NCC. N-cadherin a cadherin-6B jsou exprimovany v NCC pied emigraci. Mezi
sebou jsou migrujici NCC propojeny specifickymi cadheriny, napi. U-cadherinem a
cadherinem-7 (Hall, 1999).

Mezerové spoje jsou membranové kanaly umoznujici tok iontti a metabolitti mezi
bunkami a jsou dulezitymi slozkami NCC. Skladaji se z connexond, ¢lend connexinové
rodiny. Connexin 43 je exprimovan v NCC a jeho overexprese zpiisobuje zvySeni migracni
rychlosti NCC, inhibice funkce mezerovych spojli oleamidem zplsobuje zastaveni migrace
(Maschnoff a Baldwin, 2000- review).

Nasledky poruchy v migraci NCC jsou jedny z nejcastéjSich defektt pii narozeni. Patii
mezi n€ napiiklad n€které rozstépy patra, Hirchsprungova choroba nebo Di George syndrom
(Basch et al., 2004- review).

Mechanismy putovani NCC mohou byt rozdilné mezi riznymi druhy, napf. mysi
kranialni NCCs se zacinaji oddélovat mnohem dfive, neZ se uzavie nervova trubice, zatimco u

kutat se nervova trubice uzavira pted vycestovanim NCCs (Le Douarin a Kalcheim, 1999).
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7.5 BUNKY NEURALNI LISTY A ZUBNi VYVOJ

U savcu se zuby vyvijeji v ¢elistech. Horni Celist vznika z medidlnich nazalnich
vybézkl (vznikajicich z pivodné frontonazalniho vybézku) a maxiladrnich vybézka. Dolni
Celist vznika z 1. Zaberniho (mandibularniho) oblouku. V ¢asném stadiu embrya hlavové
buiiky neuralni liSty migruji z oblasti pfedniho, sttedniho a zadniho mozku pies o¢ni zaklady
k nosu a osidluji frontonazalni, maxilarni a mandibularni vybézky. Iniciuji vznik zubt a
vytvareji jednotliva centra v horni a dolni Celisti (Miletich a Sharpe, 2004-review). Konecné
umisténi hlavovych migrujicich bun€k v maxildrnich a mandibulérnich vybézcich je spojeno
S pivodnim umisténim buné€k v neuralni list¢ a také s casem, kdy buiiky neuralni liStu opustily
(Imai et al., 1996; Koentges a Lumsden, 1996).

Wnt-1 je protoonkogen, ktery kdduje protein exprimujici se pouze béhem vyvoje
centralniho nervového systému (CNS) (Chai et al., 2000) a je zahrnut v determinaci hranice
mezi sttednim a zadnim mozkem (Hall, 1999). Hlavové a spinalni ganglia, skeletogenni NCC
v zabernich obloucich jsou odvozené od Wnt-1 exprimujicich prekurzor v CNS. Wnt-1-lacZ
transgenni exprese predstavuje idealni zptisob studia vyvoje NCC. Spole¢né s Cre-lox
systémem a kiiZenim mysi s reportérskym transgenem R26R byl vyvinut zplsob, jak buniky
neuralni liSty sledovat az do dospélosti. Jakmile jednou Wnt-1-Cre exprese zacala
v premigratornich NCC, signal B-galaktosidazy je nesmazatelny. NCC odvozeny
ektomezenchym pfispiva ke vzniku kondenzovaného mezenchymu v poc¢atecnim stadiu

zubniho vyvoje, dale ke vzniku mezenchymu zubni papily, preodontoblast,

odontoblastové/dentinové matrix, dieni, cementu, periodontalnimu ligamentu a Meckelovy

chrupavky (obr. 16) (Chai et al., 2000).

g o R

Obr. 16 Pfispéni bunék neuralni listy béhem morfogeneze zubu. (A) Stadium pupene, ED 13.5. Buiiky
kondenzovaného zubni mezenchymu jsou odvozeny od bunék neuralni listy (Sipka). Buiiky zubniho epitelu nevykazuji
expresi B-galaktosidazy a nepochazeji z NCC (dvojita Sipka). Méfitko ukazuje vzalenost 100 pm. (B) Stadium zvonku (ED
15.5). Zubni papila a Meckelova chrupavka (m) obsahuji butiky odvozené od NCC. Méfitko ukazuje vzdalenost 0,5 mm. (C)
Rez horni Gelisti 6-ti tydenni dospélé transgenni mysi. Pozitivni buiiky B-galaktosidazy jsou obsazeny v dentinu, pulpé
(dvojita Sipka), cementu (c) a periodontalnim ligamentu (jednoducha $ipka). Méfitko ukazuje vzdalenost 1 mm. (Pevzato
z Chai et al., 2000).
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8. ZAVER

Rist a morfogeneze zubnich zarodku je zavisla na vzajemnych tkanovych epitel-
mezenchymalnich interakcich, které jsou provazeny expresi signalnich molekul,
transkrip¢nich a riistovych faktorti. Podrobna znalost téchto molekularnich kaskad a jejich
ulohy pfi regulaci morfogenetickych mechanizmu (bunécné proliferace, migrace, adheze a
apoptozy) je nezbytna pro pochopeni indukce, progrese nebo regerese zubniho vyvoje.
V tomto sméru zatim zistdva mnoho otdzek nevyjasnéno- naptiklad uloha bunééné
proliferace a migrace béhem vzniku zubniho pupene v ¢asném stadiu odontogeneze. V mé
budouci diplomové praci bych se rada na tuto problematiku zaméfila.

Znalost molekularni regulace zubniho vyvoje je nezbytnd i pro soucasny vyzkum,
ktery se zaméfuje na vypracovani technologie zubni regenerace (metodami in vitro a
tkanového inZenyrstvi), jejimz cilem je vytvafet Zivé zubni ndhrady. Krokem vpied v tomto

vyzkumu je i objev lidskych tkanovych kmenovych bunék v dospélé zubni tkani.

9. VYHLEDY DO BUDOUCNA

Cilem této prace bylo ziskat literarni pfehled o tloze proliferace a migrace bunék
vV zubnim vyvoji. Tento piehled by mél slouzit jako zdroj odbornych dat pro mou budouci
diplomovou praci, ve které bych se rada zaméfila na tilohu proliferace a migrace bunck pfi
vzniku zubniho pupene v ¢asné odontogenezi. Imigrace a kondenzace ektomezenchymalnich
bun¢k bude hodnocena mapovanim exprese adhezivnich molekul a pomoci velikosti
kondenzace zubniho mezenchymu, ktery je ptfedchtidcem zubniho vaku. Aspekty proliferace a
migrace budou porovnany mezi zakladem budouciho funkéniho prvniho moléru a
vestigidlnimi pfedmolarovymi zaklady. Radi bychom vyuzili metod imunohistochemie pro
sledovani exprese ahezivnich molekul a miry proliferace. Proliferaci bychom sledovali 1

pomoci hodnoceni mitotického indexu na klasickych histologickych preparatech.

10. PODEKOVANI
Na tomto misté bych rada podékovala své skolitelce MUDr. Renaté Peterkové Csc. za

mnoho uziteénych rad a trpélivé cteni mé prace.
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