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Abstrakt

Signalni drahy hraji dilezitou roli ve vyvoji organi a tkani v téle, véetné zubii. Signaly jsou
pfenaSeny z buiiky na buiiku a vytvareji signalni kaskady. Na zacatku drahy stoji ligand, ktery se vaze
na specificky receptorovy protein. Po interakci ligandu s receptorem dochazi k exprimaci transkripcnich
faktorid a ke genové expresi. Poruchy v téchto drahach se vyznacuji vyvojovymi vadami. Molekularni
podstata téchto procesti v ramci zubniho vyvoje je zkoumana piedev§im na mysi dentici, nebot’ zubni

vyvoj mys$i a cloveka se v zdkladnich stadiich nelisi.

Predlozena prace je zaméfena predevsim na Wnt signalni drahu v zubnim vyvoji a jeji vztah

s ostatnimi drahami béhem odontogeneze.

V ramci lidské dentice rozliSujeme docasny a trvaly chrup, jejichz spravny vyvoj zavisi na
expresi a vzajemné interakci signalnich molekul. Na zubnim vyvoji se podileji signdlni drahy Wnt,
Notch, TNF, Bmp, FGF, Shh a TGFp. Jednotlivé drahy spolu interaguji a jejich narusSeni mize mit za
nasledek uplné zastaveni zubniho vyvoje nebo vznik dentalnich defekti. Mezi zubni patologie u ¢lovéka
fadime zubni ageneze, anomalie ve tvaru a velikosti zubu ¢i poruchy tvorby tvrdych tkani. Tyto poruchy

se mohou vyskytovat jako soucast syndromatickych onemocnéni, nebo jako ojedin€lé defekty.

oy v

odontogeneze. Kanonickd Wnt signalni draha je také zodpoveédna za spravny tvar zubii. Poruchy ve Wnt
signalizaci byly prokdzany v souvislosti s nékterymi syndromatickymi onemocnénimi s prezenci
dentalnich vad, jako naptiklad mutace ve WNT10A u pacientl se Schopf—Schulz—Passarge syndromem
nebo Odonto-onycho-dermalni dysplazii. Prezentovand reSerSe ukazuje, Ze v soucasnosti se vyzkum
v oblasti Wnt dréhy a jejich komponent dostava do centra z4jmu a stava se atraktivni oblasti pro vyzkum

1 v ramci odontogeneze.
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Abstract

Signalling pathways play an important role in the development of organs and tissues in the body,
including teeth. Signals are transmitted from one cell to another cell and generate signalling cascades.
The signalling pathway starts by a ligand binding to a specific receptor protein. Interaction of the ligand
with the receptor is responsible for expression of transcription factors and genes. The abnormalities in
the signalling pathways lead to developmental disorders. The molecular mechanisms of these processes
in the tooth development are investigated on the mouse dentition, because there is no difference in the

basic stages of the dental development of mouse and humans.

The presented thesis focuses mainly on the Wnt signalling pathway and its relationship with

other signalling pathways during dental development.

In human dentition, we differentiate temporary and permanent dentitions, whose correct normal
development depends on the expression and interactions of signalling molecules. Signalling pathways
Wnt, Notch, TNF, Bmp, FGF, Shh and TGFp are involved in the dental development. Signalling
pathways interact with each other and their disruption can cause stopping the dental development or
dental defects. The common dental pathologies in humans are dental agenesis, anomalies in the shape
and size of the teeth or disorders of hard tissue formation. These disorders can exist as a part of

syndromic diseases or as sporadic defects.

During the tooth formation Wnt signals appear at the stage of epithelial thickening and regulate
the entire process of odontogenesis. The canonical signalling pathway is also responsible for the normal
shape of teeth. The failure of Wnt signalling has been shown as a part of several syndromic diseases
with dental pathologies presence, as for example mutation in WNT104 in patients with Schopf—Schulz-
Passarge syndrome or Odonto-onycho-dermal dysplasia. The presented literary survey shows that
recently, the research on Wnt pathway and its components starts to be attractive also in the field of the

dental development.
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1. Uvod

Zubni vyvoj neboli odontogeneze je nepostradatelnou soucasti embryondlniho vyvoje vétSiny
obratlovct. Cely proces je regulovan signalnimi drahami, které zodpovidaji za spravny tvar, velikost
a pocet zubi v stni dutin€. Vyvoj sav€ich zubi je zahajen jiz v ranych fazich prenatdlniho obdobi a je
vysledkem vzajemného piisobeni ektodermu a mezenchymu. V prvni fazi vyvoje dochazi ke ztlusténi
epitelu a jeho prordstani do okolniho mezenchymu. Vrstvy epitelu davaji vznik zubni liste, ktera tvori
zéklad pro budovani zubnich pupenti. Nasleduji stadia zubniho poharku a zvonku, jenz jsou
pojmenovana podle svého specifického vzhledu. Po dokonceni morfogeneze (vyvoj morfologickych

znaki) dochdzi k ukladéani tvrdych tkéni a naslednému profezavani.

Zkoumani zubniho vyvoje se nejcastéji provadi na dentici u mys$i, kterd pfedstavuje model
odontogeneze sav¢i dentice. 1 v této praci byly pouzity poznatky o molekularnich procesech zubniho
vyvoje mysi. PfedevSim jsem se zaméfila na jednotlivé signalni drahy a jejich vzajemné ptsobeni
v odontogenezi. Béhem odontogeneze je esencialni spravné fungovani signalnich drah. Chyby v téchto
drahach mohou byt pficinou vyvojovych vad zubt a jinych tkani v téle. Mezi nejrozsitenéjsi dentalni
vady u ¢lovéka patii numerické anomalie, pii nichz n€které zuby chybi, nebo naopak ptebyvaji. Dalsi

skupinou jsou anomalie ve tvaru a velikosti zubtl a defekty tvorby tvrdych tkani.

V predlozené praci jsou popsana zakladni stadia odontogeneze, molekularni regulace
normalniho zubniho vyvoje a také jsem se zaméfila na patogenezi, pricemz v centru zajmu byly dentalni
vady, které jsou zptisobené mutacemi gend signdlnich molekul. Nejvétsi diraz byl kladen na Wnt
signalni dréhu a jeji interakci s ostatnimi signalnimi drahami. Cilem prace bylo popsat, jakym zptisobem

ovliviiuje Wnt draha vyvoj zubt a jak se ve funkéni dentici projevuje jeji chybna funkce.
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2. Lidska dentice

2.1 Docasna dentice

Docasna dentice se u ¢loveka vyviji od konce 5. tydne prenatalniho vyvoje a je tvofena 20 zuby,
jejichz profezavani zac¢ina v priméru 6. mesic po porodu. Primérné se prvni mlécné zuby u déti
vyskytuji ve véku 30,4 tydnl a posledni mlécny zub se objevi 29. mésic veéku ditéte. U chlapcti zacina
profezavani o tyden diive nez u divek. 1. az 16. mlécny zub v pofadi miizeme diive pozorovat u chlapct,
nicmén¢ od 17. zubu probiha profezavani rychleji u divek (Hagg et Taranger, 1985; Ntani et al., 2015).
V profezavani mléénych zubt panuji i dalsi mezipohlavni rozdily. U chlapct se diive vyviji pfedni Cast
chrupu, kdezto u divek se dfive vyviji zadni dentice (Manjunatha et Soni, 2014 - review). Prvni
proiezany zub z docCasné dentice obecné je dolni centralni fezak, nasledovany dolnim lateralnim
fezakem a hornim centralnim fezakem. V 9. mésici se objevuje horni lateralni fezak, ve 12. mésici Ize
pozorovat prvni dolni stolicku. Ve 14. mésici vystupuje na povrch prvni horni stolicka, o dva méesice

stolicka a nakonec, ve véku dvou let ditéte, se objevuje druha horni stolicka (Nunn et al., 2011).

Takto profezavané zuby maji pln¢ zformovanou korunku a jiz prosly kompletnim procesem
mineralizace. Sklovina zaujima svou definitivni podobu a dal§i ameloblasty se netvoii. Kofen zubu
naopak pokracuje ve vyvoji dalSich 18 meésicti po profezavani (Ntani et al., 2015). Ve srovnani
s trvalymi zuby je vrstva skloviny a dentinu u docasnych zubtli o polovinu tenéi. Lisi se stolicky, jez
maji u mléénych zubti vybouleny kréek, a sty¢né plochy mezi stolickami a dal$imi zuby jsou rovné.
MIécné zuby obsahuji vice zubni dfené nez ty trvalé, pfi¢emz v primarnich stoli¢kach se dfenl nachazi
v kazdém hrbolku korunky. Dfeniova dutina docasnych zubu je vétsi u dolnich stoli¢ek oproti hornim.
Docasné zuby jsou celkové mnohem mensi a vykazuji bélejsi barvu korunky nez trvalé zuby

(Cleghorn et al., 2010).

Vypadnuti do¢asného zubu neboli exfoliace je zplisobend apoptézou bune€k na povrchu i uvnitt
kotene. Dochazi k resorpci kotfene za pulsobeni odontoklastli a osteoklasti. Perikoronalni folikul
budouciho trvalého zubu obsahuje velké mnozstvi epidermalniho rstového faktoru (EGF), ktery slouzi
jako mediator resorpce kostni tkan€. Pokud se budouci trvaly zub ptiblizi k do¢asnému zubu, mediator
v koteni zptisobi urychleni a rozsiteni resorpce v jednom sméru. Mezera, ktera vznika mezi obéma zuby,
je vyplnéna pojivovou tkani kolem do¢asného zubu a tkani folikulu kolem skloviny trvalého zubu.
Molekuly epidermalniho riistového faktoru ptisobi i v okolni kostni tkani, kde apoptotické bunky vytvari
cestu pro trvaly zub a zaroven neustale produkuji nové bunky epitelové tkané. Kofeny trvalych zubu
jsou pfed zminovanou resorpei chranény bariérou z cementoblastli. Cementoblasty pokryvaji povrch
kotene a jelikoZ nemaji na svém povrchu vazané receptory pro resorpéni mediatory, nemohou s nimi

interagovat (Consolaro, 2015).
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Predcasna ztrata mlécnych zubl mize mit mnoho pficin. V piipadé stolicek se nejCastéji jedna
o kazy. Centralni fezaky u déti diive vypadavaji v disledku poranéni a pfedc¢asna kotfenova resorpce
mize zpusobit brzkou ztratu lateralnich fezaki se Spicdky. Dusledkem ptfedCasné ztraty zubu muze
vznikat zjizveny povrch sliznice nebo kompaktni kost, ptes kterou se nasledny trvaly zub hiife profezava

(Nunn et al., 2011).

2.2 Trvala dentice

Trvald dentice nahrazuje a doplituje doc¢asné zuby a objevuje se prumérné ve véku 5,7 let u divek
a 6 let u chlapct. Zde je patrny mirny naskok v profezavani zubi u divek, ktery trva po celou dobu
dalsiho vyvoje. U jednotlivych zubi je rozdil mezi pohlavimi 4—6 mésici. 28. trvaly zub v potadi se
v priiméru objevuje u divek ve véku 12,5 let, u chlapcii o piil roku déle. Casnéjsi vyvoj zubii u divek je
profezavanych zubii. U chlapcii se objevuje druhy horni titenovy zub pfed hornim $pi¢dkem. A druha
dolni stolicka se objevuje pfed druhym dolnim tfenovym zubem. U divek mize dojit k obracenému
poradi. Na pravé i levé strané se zuby proiezavaji ve stejnou dobu. Zuby dolni Celisti se obvykle objevuji
diive nez piislusné zuby v horni Celisti nezavisle na pohlavi. Vyjimku tvofi jen druhé tfenové zuby,
které se diive vyskytuji v horni Celisti (Hagg et Taranger, 1985; Diamanti et Townsend, 2003;
Almonaitiene et al., 2010).

Trvala dentice ¢lovéka za b&Znych podminek sestava z 32 zubi. Ustni dutina je rozdélena do
Ctyt kvadranttl, z nichZ kazdy obsahuje po 8 zubech. Bé€zné se zuby protfezavaji v nasledujicim poradi.
Praimérné v 6 letech se objevi dolni centralni fezak. Béhem 6.—7. roku ptfibude prvni dolni stolicka
aprvni horni stolicka. V 7 az 8 letech se profezou dolni lateralni fezdky a horni centralni fezaky,
nasledované hornimi lateralnimi fezaky v 8 az 9 letech. V 9.—10. roce se objevuji dolni $pi¢aky, do
dvanacti let jsou profezané prvni a druhé dolni i horni tfenové zuby. Mezi 11 a 12 lety vystupuji horni
Spicaky a do tfinactého roku se profezavaji dolni i horni druhé stolicky. V rozmezi 17-21 let se objevuji
treti dolni 1 horni stolicky (Nunn et al., 2011), u nichZ je vSak Casta retence (neprofezani) ¢i ageneze

(chybéni).

Velikost a tvar zubti je pfedur¢en genetickymi faktory. Uplatnuji se zde autosomalni geny i geny
vazané na pohlavi. Studie dokazuji, Ze u jednovajecnych dvojcat se vyskytuje nejveétsi shoda spoleénych
znakl ve vyvoji i profezavani dentice. O néco méné¢ shodnych znakl je u dvouvaje¢nych dvojcat
a sourozenctl. Doba profezavani je ovlivnéna i typem lidské rasy. U africkych a afroamerickych déti se
trvald dentice objevuje podstatné diive nez u europoidnich déti a Asiatli. Profezavani zubil ovliviiuje
1 hormonalni pisobeni. Nadledviny produkuji androgeny, které ve vétsim mnozstvi urychluji vyvoj zubu

(Almonaitiene et al., 2010).
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Na spravny vyvoj zubll a jejich profezdvani maji nezanedbatelny vliv i vedlejsi faktory,
predevs§im Zzivotni styl matky, pohlavi ditéte ¢i délka kojeni (Ntani et al., 2015). Vyziva ovliviiuje
odontogenezi a mineralizaci zubll jen velmi malo. U obéznich déti miZeme pozorovat rychlejsi rtst
dentice, nebot’ maji urychleny i riist celého téla. Podobné vysledky jsou u vyssich déti, které maji rovnéz
mimé pokrocilou dentici ve srovnani s vrstevniky. Piiznivy vliv na brzky vyvoj dentice ma rovnéz

predcasné spojovani kosti ¢i pfedcasna sexualni vyzralost. Dobrym ukazatelem je proximalni epifyza

vvvvvv

vvvvvv

Pozdni vyvoj trvalych zubii miize mit mnoho pficin. Nejcastéji se jedna o ankylozu, nadbytek
zubl v dutiné Ustni nebo genetické onemocnéni. Ankyléza znamena srst cementu nebo dentinu
s alveolarni kosti a miize zpUsobit nedostatecny vyvoj alveolarniho vybézku (Andersson et al., 1984;

Nunn et al., 2011).
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3. Stadia odontogeneze

3.1 Epitelové ztluSténi

Za prvni dolozenou znamku vyvoje zubu mizeme pokladat zesileni epitelové vrstvy a vytvoreni
ektodermalni plakody (Pispa et Thesleff, 2003). Bunky ztlustélého epitelu maji cylindricky tvar
s orientaci dlouhych os jader kolmo k bazalni membrané. Tyto buiiky jsou uloZeny ve vice vrstvach, na
rozdil od okolniho oralniho epitelu, ktery obsahuje 1-2 vrstvy plochych peridermalnich bunck
(Peterkova et al., 1996). U ¢loveéka zacina ztlustovani epitelu v oblasti dolni i horni Celisti 27. - 29. den
prenatalniho vyvoje, u embryi s télesnou délkou 8-9 mm (Ooe, 1957; Tonge, 1969). 32. — 34. den
prenatalniho vyvoje je jiz definitivné€ zformovan zesileny epitel a 1ze u n¢ho rozlisit cylindrické bunky
ulozené ve 2 az 3 vrstvach (Tonge, 1969). V prubéhu vyvoje dochazi u embryi s télesnou délkou
11 — 14 mm k proristani epitelu do okolniho mezenchymu (Ooe, 1957). Touto invaginaci se pevné
vymezuji oblasti pro budouci fezaky, Spicaky a prvni stolicky u obou celisti (Tonge, 1969). K invaginaci
epitelu do mezenchymu v anteriorni a posteriorni oblasti Celisti nedochazi zaroveii. U dolni Celisti
muizeme jako prvni pozorovat prorustani v zadni oblasti mezenchymu, u horni Celisti je to naopak

(Ooe, 1957).

U mysi se epitelové ztlusténi objevuje jiz v embryonalni den 11,5 a vymezuje misto, kde se bude
zub tvorit (Sarkar et al., 2000). U mysiho modelu bylo navic prokazano, ze fidici signaliza¢ni centrum
pro tvorbu zubu se do 12. embryonalniho dne nachazi v epitelu. Pozd¢ji se toto fidici centrum presouva
do ektomezenchymu. Pficemz ektomezenchym v molarni oblasti se li$i od ektomezenchymu v oblasti
rezaku (Kjaer, 2014 - review). Ve stadiu epitelového ztlusténi se fidici centrum docasné nachazi
v ektodermalni plakodé a exprimuje mezenchymalni transkripéni faktory. Epitelové signalni proteiny
rodiny BMP (kostni morfogeneticky protein) zvySuji regulaci mezenchymalniho faktoru Bmp4 za
pomoci Msxl a Msx2 (Muscle segment homeobox gene). Mezenchymalni Bmp4 poté zvySuje
regulaci transkripcniho faktoru Lefl (lymfoidni zesilujici vazebny faktor) v mezenchymu

(Pispa et Thesleft, 2003).

Zpusob invaginace epitelu do mezenchymu nebyl doposud jednoznacné objasnén. U mysiho
modelu mluvime o tzv. pasivni invaginaci, kdy pfilehly mezenchym roste smérem k Ustni dutiné
(Peterkova, 1985; Peterkova et al., 2002). V recentnich pracich bylo popsano, Ze invaginace epitelu je
pod kontrolou tzv. kontraktilni struktury, ktera vznikda v dasledku dynamickych piesmykt
suprabazalnich bunék zubni plakody. Suprabazalni tkan k sobé piiblizuje obé ramena invaginace a dava
vznik zubnimu pupenu s Gzkym krékem. V tomto procesu se uplatiiuji dvé signalni drahy. FGF
signalizace (fibroblastovy rustovy faktor) fidi bunécné déleni a naslednou stratifikaci suprabazalnich
bun¢k. Shh (sonic hedgehog) signalni draha reguluje invaginaci a tvar zubniho pupene (Li et al., 2016;

Panousopoulou et Green, 2016). Ztlustéla epitelova vrstva (obr. 1a) na povrchu horni Celisti se nazyva
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odontogenicka epitelialni zona (OEZ). Jiz 12. — 13. embryonalni den se OEZ rozpada na oblasti patra,

zubni listy a vestibularni listy (Peterkova, 1985; Peterkova et al., 2002).

3.2 Zubni liSta

Vrstvy cylindrickych buné€k ztlustélého epitelu se skladaji na sebe a ddvaji vznik zubni listé —
epitelova vrstva se vice zanofuje do mezenchymu. Zlabky, vzniklé piekladanim vrstev epitelu, jsou pak
vyplnény mensimi bunkami. K mezenchymu ptivracené plochy epitelu zubni listy sviraji thel roven
nebo veétsi 90° viaci prilehlému ordlnimu epitelu (obr. 1b) (Peterkova et al., 1996). Zubni lista u ¢loveka
se formuje 44. — 46. den prenatalniho vyvoje, u embryi s télesnou délkou 15 mm (Ooe, 1957;
Tonge, 1969). Zubni lista obvykle vznika ze 4-5 vrstev epitelu a ma tvar pismene U (Ruch, 1998;
Pispa et Thesleft, 2003). Okraj zubni liSty vSak neni rovny a vykazuje urCité nerovnosti a vybouleniny
(Ooe, 1957). Zubni lista je zakladem pro tvorbu jednotlivych zubnich zarodku, které mizeme pozorovat
46. — 48. den prenatalniho vyvoje (Ooe, 1962; Tonge, 1969). Na mySim modelu bylo prokazéano, Ze se
v této fazi vyvoje vyrazné uplatituje Shh signalni draha, ktera aktivuje transkripcni faktory Ptc (Patched)
a Gli-1 (Onkogen asociovany s gliomy 1). Na zaklad¢ exprese Shh proteinu je stanoveno misto, kde se

tvoti zubni zarodky (Sarkar et al., 2000).

U lidského embrya miizeme zevné od zubni liSty pozorovat vznik struktur vestibularni listy
(Hovorakova et al., 2005), coz je epitelova struktura davajici vznik vystelce piedsing tstni (vestibulum
oris). O pivodu dentalni a vestibularni listy existuje n€kolik teorii. Prvni teorie tvrdi, Ze se obé¢ listy
vyviji nezavisle na sobé (Tonge, 1969), druhd naopak, Ze maji stejny ptivod (Bolk, 1922). Podle tieti
teorie se ob¢ listy vyviji ze stejného zakladu pouze v ptedni oblasti a v zadni oblasti se vyviji kazda
zvlast (Schour, 1929). Na zakladé longitudinalni studie prenatalniho vyvoje €lovéka s vyuzitim 3D
rekonstrukei bylo prokazéano, ze v horni Celisti se dentalni a vestibularni struktury vyvijeji samostatné
(Hovorakova et al., 2005). V dolni celisti vSak samostatny vyvoj byl pozorovan pouze v oblasti tvafi.
V oblasti rtd vznikaji obé struktury zjednoho epitelového ztlusténi (Hovorakova et al., 2007).

Z vestibularni listy vznika ptfedsin dutiny ustni, kterd oddé€luje zuby od tvafi a rta.

Zubni lista u mysi se ponckud lisi. Netvoii souvislou vrstvu ztlustélého epitelu, ale vykazuje
lokalni nerovnosti. Vyrazné ztlustély epitel, formujici zubni listu, se vyskytuje pouze v oblasti fezakt
a v tvarové oblasti. Podobné jako u ¢lovéka mizeme u mysi pozorovat formovani vestibularni listy

(Peterkova, 1985; Peterkova et al., 2002).

3.3 Stadium zubniho pupenu

Zubni pupen je tvofen vrstvou velkych cylindrickych bunék na bazalni membrane,
které obklopuji mensi buiiky uprostied. Epitel zubniho pupene svira s pfilehlym oralnim epitelem uhel
mensi nez 90° (obr. 1c) (Peterkova et al., 1996). Béhem vyvoje zubnich pupenil se uplatiiuje signalni

role Wnt-7b, ktera reguluje expresi Shh. Shh podporuje bunécénou proliferaci epitelidlnich bunck,
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ktera vede ke vzniku zubnich pupenti a jejich spravnému umisténi v dutin€ ustni (Sarkar et al., 2000).
Pomoci 3D rekonstrukei bylo zjisténo, ze v tomto stadiu se u cloveéka netvofi izolované zubni pupeny,
ale zubni epitel vytvaii zubni val. Zubni pupeny jsou jen prostorova zdufeni epitelu zubniho valu podél
predozadni osy Celisti. Zubni primordia mtizeme na zubnim valu zfetelné ohranicit az ve stddiu zubnich
poharkd, které vznikaji 44. — 46. den embryonalniho vyvoje. Béhem diferenciace zubnich poharku
muizeme vSak v mezizubnich prostorech stale pozorovat zubni val, ktery si zachovava na prifezu tvar

zubnich pupentd (Hovorakova et al., 2007).

U mySsiho modelu se ve stadiu pupene uplatituje Shh signdlni draha. Shh se zacin4 exprimovat

jiz v embryondlni den 11.5 (Hardcastle et al., 1998).

Epitelové ztlusténi

T 1 Wk Tar b ) B

;:‘i; f@;:’."?ﬂ-g@'&:;ﬁ’i% Obrazek 1

Aty

5 . Schéma ranych stadii odontogeneze u mysiho

modelu — (adaptovano podle Peterkova et al., 2014)

Zubni lista (a) Epitelové ztlusténi, (b) zubni lista a (c) stadium
zubniho pupene. Schéma (b) a (¢) ukazuje velikost thla
sviranych bazalni membranou zubnich zékladt a

/\ pfilehlym oralnim epitelem.

__/jg

21~ bigger or equal than 30°

Stadium zubniho pupene

ShRRB o m
3 = £ r i e
smaller than 90°
4 (at least unilaterally) ﬁi

—_—

3.4 Stadium zubniho poharku

Na vrcholku epitelu zubniho pupenu dochazi k tvorbé primarniho sklovinného uzlu, ktery je
charakteristicky pro stadium zubniho poharku. Okolo sklovinného uzlu vrista epitel hloubé&ji do
mezenchymu a vznikaji tzv. cervikalni smycky. Vzniku cervikalnich smycek napomahaji
mezenchymalni faktory FGF, které stimuluji bunécnou proliferaci v epitelu (Keranen et al., 1998;
Jernvall et Thesleff, 2000 - review; Pispa et Thesleff, 2003). Ve sklovinném uzlu se objevuji
i apoptotické bunky. Pfedpoklada se, Ze bunky sklovinného uzlu jsou odstraniovany pomoci mechanismu

apoptdzy poté, co se zubni poharek dostane do pozdni faze (Vaahtokari et al., 1996). Ve stadiu zubnich
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poharki navic probiha diferenciace bunck. Epitel dava vznik sklovinnému organu, ktery se Cleni na
vnitini zubni epitel (IDE), vnéjsi zubni epitel (ODE), hvézdicovité retikulum a pozdéji stratum
intermedium (obr. 2). Hvézdicové retikulum od sebe odd¢€luje vnitini a vnéj$i zubni epitel. Vnitini zubni
epitel obklopuje kondenzovany mezenchym, zvany zubni papila. Zubni papila pozdé€ji formuje zubni
dienn. Mezenchym kolem vné&jsiho zubniho epitelu je prekurzorem pro vznik ozubice (Ruch, 1998;

Sarkar et al., 2000; Koyama et al., 2001)

Pti diferenciaci zubnich pupent na zubni pohéarky u mysi se uplatiiuje role signdlniho proteinu
BMP4, ktery indukuje expresi p2/ a Msx2, coz jsou markery pro vznik sklovinného uzlu. Za spravny
vyvoj zubniho poharku je dale zodpovédny transkripéni faktor Cbfal (Jernvall et Thesleff, 2000 -

review).

Apoptoza — programovana bunécna smrt — slouzi k likvidaci bunék, které jiz nejsou potieba.
Jedna se napf. o odstranéni struktur, které zakrnély beéhem fylogeneze — tzv. rudimentd. Dale se podili
na formovéani tvaru zubu. Nejvice se uplatiiuje béhem stadia zubniho poharku a zvonku, kde likviduje

sklovinné uzly (Vaahtokari et al., 1996; Peterkova et al., 2002).

3.5 Stadium zubniho zvonku

V tomto stadiu se objevuji sekundarni sklovinné uzly na vznikajicich zubnich hrbolcich.
Sekundarni sklovinné uzly maji za ukol regulovat tvar zubniho zarodku a hrbolki (Jernvall et al., 1994;
Vaahtokari et al., 1996). U mysiho modelu mizeme pozorovat vyskyt sekundarniho sklovinné¢ho uzlu
prvni dolni stoli¢ky jiz 15. embryonalni den, prvni zubni hrbolek se formuje 16. embryonalni den
(Keranen et al., 1998). V pozdni fazi zubniho zvonku vznikaji odontoblasty ze zubni papily
a ameloblasty z vnéj$iho zubniho epitelu. Také zde mlzeme pozorovat stratum intermedium, které
oddéluje hvézdicové retikulum od vnitiniho zubniho epitelu. Nejprve se stratum intermedium tvoii
v tésné blizkosti sklovinného uzlu. Ten je opét odstranén pomoci apoptdzy a stratum intermedium zcela
obsazuje jeho misto. Dochazi k jeho ztlusténi a vytvoreni 3—5 vrstev epitelovych bunék dlazdicového
tvaru. Tento proces je mozny predevSim diky signalni molekule Shh, ktera mimo jiné umoznuje
komunikaci mezi epitelovymi a mezenchymalnimi buiikami. Pfedpoklada se, ze stratum intermedium
ma uzky vztah svyvojem ameloblastl, protoze produkuje velké mnozstvi alkalické fosfatazy.

Apikalnim ristem cervikalni smycky se formuje zubni kofen (Ruch, 1998; Koyama et al., 2001).

17



Ztluzténi
Obrazek 2

Vyvoj zubni korunky u saveu — (adaptovano podle
Peterkova et al., 2014)

Ve sloupci (a) je znazornén tvar zubniho epitelu
v jednotlivych stadiich zubniho vyvoje. Epitel
oranzovy, mezenchym zeleny. Sloupec (b) ukazuje
frontdlni histologické fezy. Sloupec (c) znazortiuje
vilevé casti 3D  rekonstrukce  odpovidajici
jednotlivym stadiim s korespondujici kresbou tvaru
epitelu na frontalnim histologickém fezu v pravé ¢asti
sloupce. (d) Schéma 3D rekonstrukce povrchu epitelu
—ep prilehlého k mezenchymu - mes. (¢) Zména tvaru
epitelu na frontalnich fezech napfi¢ predozadni osy
Celisti.

3.6 Stadium apozice (mineralizace)

Proces vzniku skloviny se nazyva amelogeneze. Jak uz bylo zminéno, sklovinny organ je tvofen
vrstevnatym epitelem, jehoz vnitini vrstva produkuje ameloblasty. Tyto builky jsou zodpovédné za
produkei a sekreci proteinti, které tvoii organickou matrix skloviny. Mineralizovana vrstva skloviny se
postupné ztlustuje, a nakonec se zvysuje podil mineralnich latek na konec¢nou hodnotu. V prvni fazi

vyvoje skloviny dochazi k mineralizaci dentinu, ktery je formovan odontoblasty (Smith et Nanci, 1995).

Za tvorbu kofene zubu je zodpovédna tzv. Hertwigova pochva, ktera se sklada ze dvou vrstev
epitelu, a indukuje tvorbu odontoblastii produkujicich kofenovy dentin. Dentin vznika v nepravidelnych
intervalech na riznych mistech kofene zubu, a tim predurcuje misto dal$iho ukladani cementu po
rozpadu Hertwigovy pochvy. Timto procesem se vzajemné propojuji vSechny tfi vrstvy tvrdych tkani
zubu — sklovina, dentin a cement (Astekar et al., 2014). Mineralizace je mimo jiné regulovana tkanove
nespecifickou alkalickou fosfatazou (TNAP) a ektonukleotid pyrofosfat fosfodiesterazou (ENPP/NPP).
Oba geny upravuji pomér anorganického fosfatu a pyrofosfatu v extracelularnim prostoru. Anorganicky

fosfat tvoii krystalky hydroxyapatitu, zatimco pyrofosfat tento proces inhibuje. Gen pro TNAP je
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exprimovan v odontoblastech a osteoblastech v okoli alveolarni kosti. Genova rodina NPP obsahuje

7 enzymti, oznacovanych ¢islem 1-7. (Zweifler et al., 2015).

Dalsi dtlezitou komponentu v mineralizaci tvofi cementoblasty. Tyto buiiky jsou piibuzné
buitkdm kostni tkan€, osteoblastiim, se kterymi sdileji napt. expresi genti. Cementoblasty maji za kol
ukladani cementové matrix a mineralizaci podél zubniho kofene. Diferenciace cementoblasti
a odontoblasti se d&je za pomoci transkripcniho faktoru Osx. Ten je navic dilezity i pro elongaci
zubniho kotene (Choi et al., 2016). Zubni cement mizeme rozlisit na dva odlisné typy tkané. Acelularni
cement je tvofen tenkou vrstvou vnéjSich cementovych vldken. Obklopuje kréek kotene a upeviiuje
vazivova vladkna z ozubice do cementové matrix. Na spravny vyvoj acelularniho cementu ma vliv

TNAP. Celularni cement se nachazi v apikalni ¢asti korene (Zweifler et al., 2015).

U mysi je cementogeneze zahajena 8. den postnatalniho vyvoje. Na cementoblastech se objevuji
NPP1 jiz 14. den postnatalniho vyvoje v blizkosti kréku kofene. 26. den jsou pIn¢ vyvinuty stolicky
a NPP1 se nachazi v acelularni cementové vrstvé na krcku kotene, jen malé mnozstvi NPP1 se vyskytuje

v celularnim cementu apikalniho kotene (Zweifler et al., 2015).

3.7 Stadium prorezavani

K protfezavani zubu dochazi, kdyz zub dosdhne 2/3 délky kotene. U Cloveka je toto stadium
zahéjeno az v postnatalni fazi vyvoje. Zde je velmi dtlezity zubni folikul, ktery obklopuje zubni korunku
a zahajuje profezavani. Jelikoz je zub protezavan skrze kost lezici nad korunkou, je zde nutn4 alveolarni
kostni resorpce. Ta vytvati cestu pro korunku skrze kost. Pied nastupem resorpce dochazi k velkému
ptisunu TRAP (tartalat rezistentni kysela fosfataza) pozitivnich mononuklearnich bunék do zubniho
folikulu. Tyto buiiky jsou prekurzory osteoklastdi, které vstupuji v ohromném mnozstvi do kostni
alveolarni krypty a zahajuji zde osteoklastogenezi. Osteoklastogeneze je proces vzniku osteoklastil
a uzce souvisi s osteogenezi, pfi niz se tvoii kosti. V osteoklastogenezi se uplatiiuje ligand pro receptor
aktivujici nuklearni faktor kappa B (RANKL), pro osteogenezi je vyznamna exprese faktoru BMP-2
(kostni morfogenni protein 2). Profezavani zubu tedy zavisi na regulaci genové exprese v zubnim

folikulu (Wise, 2009 - review; Kjaer, 2014 - review).
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4. Molekularni regulace vyvoje zubii

Transdukéni signalni dréhy, ve kterych jsou signély pfenaseny buitkami, jsou nezbytnou slozkou
vyvoje vSech mnohobunéénych organismi. Tyto dradhy sestavaji z ligandd, receptort a transkripénich
faktord, které dohromady tvofi signalni rodiny. S vyvojem zubt jsou nejvice spjaty drahy Wnt, FGF
(fibroblastovy rustovy faktor), Bmp, TNF (tumor nekrotizujici faktor), TGFfB, Shh a Notch, které
reguluji tvary jednotlivych zubt, jejich pocet a prostorovou lokalizaci (Thesleff et Sharpe, 1997 -
review; Lanetal., 2014 - review). Signalni drdhy zprostfedkovavaji komunikaci mezi epitelem

a mezenchymem, nebot’ tyto interakce jsou zapotiebi pro spravny vyvoj zubt (Plikus et al., 2005).

4.1 Notch signalni draha

Signalni rodina Notch se sklada z transmembranovych receptort a jejich ligandd. Prvni Notch
gen byl objeven u Drosophily a ligandy byly pojmenovany Delta a Serrate. Homologni ligandy u savct
se nazyvaji Delta a Jagged (Brou et al., 2000). U obratlovcti miizeme nalézt Ctyfi izoformy receptort,
které nazyvame Notch1, Notch2, Notch3 a Notch4. U Drosophily byla objevena pouze jedna izoforma.
Notch receptory se vyznacuji velkou extraceluldrni doménou, ktera obsahuje znacné mnozstvi EGF-like
repetic (epidermdlni ristovy faktor) a cytoplazmatické domény vyzadované pro signalni transdukci.
Ligandy rovnéz obsahuji EGF-like motivy a DSL doménu (Delta/Serrate/Lag-2) ve své extracelularni
¢asti proteinu. Notch signalizace je aktivovana vazbou transmembranového ligandu na receptor a signal
je veden skrz intracelularni ¢ast receptoru (obr. 3). Pfenos signalu zahrnuje proteolyzu a vzajemné
pusobeni cytoplasmatickych a jadernych proteind. Pfedpoklada se, Ze signalizace skrze Notch drahu

vyzaduje aktivaci dalSich signalnich drah (Mitsiadis et al., 2010).

BASIC NOTCH SIGNALING PATHWAY
Signaling cell

| pui
DELTA. NECD o tracellular
y NOTCH ye— s2  * NEXT
Receiving cell - > i
/1 L NICD
'NicD S8

S1
NOTCH

Obrazek 3

Notch signalni draha — (adaptovano podle Chitnis, 20006 - review)

NECD — Notch extracelularni doména, NEXT — Notch extraceluldrni truncated (zkracend) doména,
NICD — Notch intracelularni doména, MAM — Mastermind gen, her — hairy E(spl) related cilové geny
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Na mysim modelu bylo prokazano, Zze Notch signalizace je dulezitou slozkou ve vyvoji zubt.
Béhem rané odontogeneze miizeme pozorovat slabou expresi genu Deltal v zubnim epitelu. Ve fazi
zubniho pupene je exprimovan gen Jag2 ve vnitinim a vnéj$im zubnim epitelu, v pozd¢jSich fazich
vyvoje ho miizeme pozorovat pouze v buiikach vnitiniho epitelu (Mitsiadis et al., 1998). V embryonalni
den 11,5 je gen Jag2 exprimovan v zubnim epitelu nezavisle na signalech odvozenych z mezenchymu.
Signaly z mezenchymu jsou pro Jag2 klicové od embryonalniho dne 12,5 (Mitsiadis et al., 2010).
Ve stadiu zubniho zvonku je velké mnozstvi Deltal exprimovano ve vnitinim sklovinném epitelu
a ve stratum intermedium. Mensi mnozstvi se nachazi ve hvézdicovém retikulu a vnéj§im sklovinném
epitelu. Gen Notchl je exprimovan ve stratum intermedium, v cervikalni smycce a cévnich ¢astech zubni
papily. Notch2 se vyskytuje ve stratum intermedium, ve hvézdicovém retikulu a vnéj$im sklovinném
epitelu. Gen Notch3 je aktivni ve stratum intermedium, ve vnéj$im sklovninném epitelu a v cervikalni

smycce (Mitsiadis et al., 1998).

4.2 TNF signalni draha

Tumor nekrotizujici faktor (TNF) dostal nazev na zakladé¢ své schopnosti vyvolat hemoragickou
nekrézu v mysich nadorech. Pozoruhodnd je i jeho schopnost selektivné nicit bunky, které jsou
transformované a podili se na imunitnich reakcich pii zanétu (Marino et al., 1997). Molekuly TNF jsou
produkovany zejména makrofagy jako reakce na lipopolysacharidy a dal$i bakterialni produkty v téle.
V mens$im mnozstvi je vytvari i lymfoidni bunky, zirné b., endotelialni b., fibroblasty a bunky nervové
tkané. TNF je nezbytny pro vznik septického Soku v organismu, pfi¢emz dlouhodobé vystaveni jeho
ucinkim mize vést k celkové seslosti, neboli kachexii (Wajant et al., 2003 - review). V imunitnich
reakcich stimuluje zrani bunék a bunécnou smrt. Kromé toho ma vliv na udrzeni kostni homeostazy,
na vyvoj endokrinnich zlaz a nervové soustavy. Rodina TNF se sklada z 18 cytokinovych ligandi
ajejich 29 receptort (Richard et al., 2016). Extracelularni domény TNF membranovych receptort
obsahuji repetice bohaté na cystein, spolecné s cysteinovymi mustky. Receptory TNF-R1 a TNF-R2
mohou interagovat nejen s ligandy zanofenymi v membran¢ (memTNF), ale i s rozpustnymi TNF
(sTNF) a homotrimerni molekulou lymfotoxinem-a (LTa). Receptor TNF-R1 se tcastni reakci ve
vétSing tkani v téle. Receptor TNF-R2 je svou Cinnosti omezen pouze na builky imunitniho systému
a je pln¢ aktivovan pouze membranovymi ligandy (Wajant et al., 2003 - review). Signalizaci zajist'uji
cytoplazmatické domény TRAF (TNF receptor-associated factor) a DD (death domain).
Proces je vysoce specificky na zakladé domény receptoru. Fas receptor s DD doménou interaguje
s FADD (Fas-associated DD protein), coz ma za nasledek aktivaci kaspazy-8 nebo kaspazy-10. FADD
obsahuje doménu DED (death effector domain), ktera ve spolupraci s kaspazami spousti bunéénou smrt
(Locksley et al., 2001 - review). Dalsi signalni drahy vedou pfes NF-kB a MAP kinazy, nebo kinazy
RIP1 a RIP3 (Richard et al., 2016).
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Eda se vaze na receptor Edar a jeho doménu Edaradd (Edar-associated death domain). Eda-A1 izoforma,
ktera se vaze na Edar aktivuje transkripéni faktor NF-«xB. V této draze se Edaradd vaze na molekuly
Traf (TNFR-associated factor), zejména Traf6. Za pomoci Tab2 (Takl-binding protein 2) je aktivovan
Takl (TGFp-activated kinase 1), ktery stimuluje IKK (IkB kindza) komplex a aktivuje NF-«xB
signalizaci. Mutace v genu pro ektodysplazin zpiisobuje ektodermalni dysplazii, zubni agenezi a $patny
vyvoj zlaz. U mySiho modelu je spontdnni mutace genu Eda oznacovana jako Tabby, defektni gen pro
Edar je nazyvan downless/Sleek a pro Edaradd crinkled (Mikkola, 2008 - review). TNF ligand Rankl
se vaze na receptor Rank nebo osteoprotegerin (OPG) a je nezbytny v diferenciaci osteoklastli
a formovani zubd. Ve stadiu zubniho pupene jsou geny Rank a Opg exprimovany v zubnim epitelu

i mezenchymu (Ohazama et al., 2004).

4.3 FGF signalni draha

FGF (fibroblast growth factor) signalni draha ma vyznamnou roli v proliferaci, diferenciaci
a migraci bunék béhem embryonalniho vyvoje. Zarovei se podili na hojeni ran, vzniku nadort a tvorbé
novych kapilar. U savci rozliSujeme ¢tyfi typy FGF receptori — FGFR1, FGFR2, FGFR3 a FGFR4,
které se vazi na receptory tyrosin kinazy (RTKs). FGF receptory obsahuji extracelularni vazebnou
doménu pro ligandy, transmembranovou doménu a cytoplazmatickou tyrosin-kinazovou doménu.
Krom¢ toho jsou FGF schopny vazebné interakce s heparinem a heparan sulfan proteoglykany (HSPG),
které se vazi na extracelularni doménu receptoru. Tyto interakce neslouzi k prenosu signalu, nybrz
reguluji a aktivuji signalni receptory (Ornitz et al., 1996; Eswarakumar et al., 2005 - review). Vazba
ligandu na receptor zpusobi dimerizaci receptoru, pfi¢emz nové homodimery se vzijemné
autofosforyluji. Signal je pienesen na Ras/Raf/MAPK drahu, ktera aktivuje transkripni faktory
(Tompkins, 2006). Fgf signalizace je nezbytnd jiz v ranych fazich vyvoje zubu. Spolecné s Bmp drahou
aktivuje transkripcni faktory Msx1 a Pax9. Chybné funkce téchto faktorti méa na svédomi zastaveni
vyvoje zubu ve stadiu zubniho pupene u mysi. Béhem vyvoje zubniho pohéarku je v primarnim
sklovinném uzlu exprimovano velké mnozstvi Fgf ligandd, zatimco dochazi k downregulaci Fgf
receptortl (Lan et al., 2014 - review). Béhem odontogeneze jsou v zubnim epitelu exprimovany geny
FGF4, FGFS, FGF9 a FGF20. V mezenchymu jsou exprimovany FGF3, FGF7 a FGFI0
(Tompkins, 2006).

4.4 Shh signalni draha

Signalni draha Shh (sonic hedgehog) je soucasti rodiny hedgehog a podili se na vyvoji organt
u obratlovcl. Shh ligandy se vazi na transmembranovy komplex slozeny z receptoru Patched (Ptc)
a Smoothened (Smo). Aktivita Smo je bez navazaného ligandu inhibovana receptorem Ptc. Po interakci
ligandu s Ptc je inhibice potlacena a dochazi k exprimaci transkripénich faktor rodiny Gli. U mysi

rozliSujeme 3 typy téchto faktord — Glil, Gli2 a Gli3, pti¢emz Gli2 a Gli3 jsou nezbytné pro vyvoj
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organismu. Mutantni faktor Gli2 u mysi je pticinou zubnich defektl tykajicich se prevazné hornich

tezakl. Mutace faktoru Gli3 nevykazuje zmény od normélniho zubniho vyvoje (Hardcastle et al., 1998).

Shh je povazovan za casny marker odontogeneze a Shh signalizace je aktivovana jiz pfi ztlusténi
a invaginaci epitelu do mezenchymu. Podili se také na pfeméné zubniho poharku na zubni zvonek
a ovlivituje koneény tvar zubti (Dassule et al., 2000; Zhang et al., 2006). Ugastni se i diferenciace
odontoblasti, ptficemz tento d&j neni na Shh signalizaci z&visly a inhibice Shh signald nevede k zastaveni

procesu. Dale ptispiva k diferenciaci ameloblastti a formovani zubnich hrbolkti (Zhang et al., 2008).

4.5 Bmp signalni draha

Rodina signalnich molekul Bmp (bone morphogenetic protein) je pfibuzna rodiné TgfP,
se kterou sdili strukturalni podobnost. Ob¢ drahy jsou spolecnymi ¢leny Tgf superrodiny. Signalni draha
je zahajena vazbou Bmp ligandu na transmembranovy serin-threonin kinazovy receptor. Rozlisujeme
dv¢ tiidy téchto receptort, typ I a typ II. Pfedpoklada se, Ze ligand se nejprve vaze na receptor 11, ktery
interaguje s receptorem I a dohromady tvofi heteromerni komplex (Hogan, 1996 - review). Vytvoieny
komplex vede k fosforylaci receptor-regulujiciho Smad-1, Smad-5 nebo Smad-8. Fosforylovany Smad
se vaze na Smad-4 a spousti genovou expresi. Tato draha se nazyva Smad-zavisla kanonicka Bmp draha.
Existuje i Smad-nezavisla nekanonicka draha, ktera je regulovana mitogen-aktivovanou protein kinazou

(MAPK).

Bmp signalni draha napomahé vyvoji zubniho pohéarku ze zubniho pupenu (Wang et al., 2012).
Geny Bmp2, Bmp4 a Bmp7 jsou exprimovany v zubnim epitelu jiz ranych fazich odontogeneze
a zodpovidaji za spravnou interakci mezi epitelem a mezenchymem. Zaroven jsou exprimovany
ve sklovinném uzlu a reguluji diferenciaci odontoblastti a ameloblasti. Gen Bmp5 je aktivni pouze

v ameloblastech (Thesleff et Sharpe, 1997 - review).

4.6 TGFp signalni draha

Jak uz bylo zminéno, drahy Tgf} a Bmp patii do spole¢né cysteinové superrodiny. Proto se pfilis
nelisi ani mechanismus, ktery tyto signalni drahy spousti. Aktivace Tgfp drahy zacina vazbou ligandu
na receptor se serin-threonin kindzovou aktivitou. Receptory délime do dvou ttid — I a II. Extracelularni
doména receptoru obsahuje oblasti bohaté na cystein a intracelularni doména zahrnuje kindzové oblasti.
Ligandy TgfP se cast&ji vazou na receptor typu Il nez na komplex obou receptorti. V ptipadé Tgf3
dochazi k fosforylaci intracelularnich Smad-2 a Smad3, které se vdzi na Smad-4. Cely komplex

se presouva do jadra, kde interaguje s DNA vazebnymi proteiny a tidi transkripci cilovych gend.

Molekuly z rodiny TgfP vyznamnou merou pfispivaji k embryonalnimu vyvoji a diferenciaci
bun¢k. Zaroven se Uc¢astni tvorby tkanové matrix a slozek imunitniho systému (Heldin et al., 1997,

Tompkins, 2006). Smad-zavisla Tgfp draha ovliviiuje expresi genu Osterix (Osx), ktery slouzi jako
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hlavni regulator diferenciace cementoblastil a tvorby celularniho cementu. Osx se navic podili na vzniku

zubnich kofenti (Choi et al., 2016).

4.7 Wnt signalni draha

Geny z Wnt signalni rodiny koduji sekre¢ni glykoproteiny, které jsou zodpoveédné za spravny
embryondlni vyvoj a diferenciaci bunek. Mimo jiné se podili i na vzniku nadort. Prvni Wnt gen, ktery
pusobi jako proto-onkogenni faktor, byl ziskan z mysSiho genomu. Gen byl aktivovan v nadorovych
buitkdich mysi, které byly nakaZzeny retrovirem MMTV (mouse mammary tumor virus)
(Nusse et Varmus, 1992 - review). Gen byl pojmenovan in¢-1 a bylo zjisténo, Ze je homologni s genem
wingless (wg) u Drosophily (Wainwright et al., 1988). Spojenim zkratek nazvli obou genti vznikl nazev

Wnt (Nusse et Varmus, 1992 - review).

Extracelularni Wnt signal slouzi jako podnét ke vzniku jedné ze dvou signalnich kaskad. Prvnim
typem signalni kaskady je draha zavisla na Wnt/B-kateninu neboli kanonicka draha. Druha draha je
nekanonicka, nazyvana téZ Wnt/B-katenin nezavisla draha. Ta se d€li na PCP drahu (Planar cell polarity)

a Wnt/Ca?" drahu (Komiya et Habas, 2008).

4.7.1 Kanonicka Whnt signalni draha

Wnt/B-katenin je regulovdn komplexem serin-threonin kindzy (GSK-3) a proteint
Axinu a Adenomatous Polyposis Coli (APC). Za normalnich okolnosti je B-katenin fosforylovan
anasledn¢ degradovan ubiquitin-proteazomalnim systémem. Pfitomnost Wnt ligand vSak inhibuje
degradaci a PB-katenin je defosforylovan. Ligandy se vazi na receptory Frizzled (Fz/FZD) a rodinu
koreceptorii nizkodenznich lipoprotein-related protein (LRP), coz ma za nésledek aktivaci proteint

Disheveled (DVL/Dsh) (obr. 4) (Aurrekoetxea et al., 2016). Hromadici se B-katenin tvoii komplexy

Arrow/

s transkripénimi faktory LEF/TCF (Lymphoid enhancer-binding faktor/T-cell faktor) a aktivuje cilové
LRP5/6 Obrazek 4
Kanonicka signalni draha -

Arrow/
LRP5/6
Frizzled Al
[ Dsh A Axir (adaptovano podle Logan et Nusse, 2004
@ - review)

V levém sloupci degradace B-kateninu.
V pravém sloupci navazani Wnt liganda
na komplex Fz/LRP a nasledna aktivace
Dsh. Negativni regulatory procesu jsou

: ﬁ ohranic¢eny cern¢.
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geny (Duan et Bonewald, 2016 - review). Mezi hlavni inhibitory Wnt genil patii proteinové rodiny
Dickkopf (DKK) a Wise/SOST. Protein Dkk1 je specifickym inhibitorem Wnt/p-katenin signalni drahy,

nebot’ naruSuje komplex receptori Fz a LRP6 (MacDonald et al., 2009 - review).

Kanonicka signélni draha je diilezita pro tvorbu chondrocytti a zodpovida za vznik a diferenciaci
bunek kostni tkané prostfednictvim osteoblastl i osteoklastil. Navic se uplatiiuje pfi regeneraci tkané
v kostnich zlomeninach, kdy B-katenin stimuluje pluripotentni buiiky k diferenciaci na osteoblasty.
Neméné vyznamna je role B-kateninu ve vyvoji zubti. Chyba v této signalni drdze mtize zastavit vyvoj

zubu jiz ve stadiu zubniho pupene (Duan et Bonewald, 2016 - review).

4.7.2 Nekanonicka Wnt signdlni draha

Receptorem pro PCP drahu je rovnéz Frizzled (Fz) (obr. 5), ktery se poji s odliSnymi
koreceptory. Pravdépodobné se jedna o rodiny koreceptort NRH1, Ryk, PTK7 a ROR2. Vysledkem
je aktivace proteinu Dsh, ktery se skladd ze dvou domén — PDZ a DEP. Domény jsou potiebné
k vytvofeni dvou drah, které aktivuji malé GTPazy Rho a Rac. Na vytvofeni Rho drahy je
nezbytny komplex DSH-Daaml, ktery aktivuje protein Daaml (Dishevelled associated activator of
morphogenesis 1). Za pomoci Rho guaninovych vyménnych faktorti dochazi k aktivaci Rho GTPazy,
kterd spousti cCinnost Rho-asociované kinazy (ROCK) a myozinu. Néasledkem toho dochazi

k modifikaci aktinového cytoskeletu. Rac draha je aktivovana doménou DEP a stimuluje ¢innost JNK

Obrazek 5

Exprese genu Fzd6 — (adaptovano podle Putnova et al., 2017)

Obrazek ukazuje expresi genu Fzd6 v jednotlivych fazich odontogeneze.
Zelenou barvou je oznacen exprimovany gen, modra jsou jadra. a) epitelové

ztlusténi, Fzd6 exprimovan na bazalni membrang. b) zubni lista, c) stadium
zubniho zvonku, d) sekundarni zubni lista
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(Jun N-terminalni kindza). PCP signalni draha ovliviiuje strukturu a orientaci fasinek smyslového epitelu
ve vnitinim uchu, uspofadani vlasovych folikulti a ovliviiuje dorzalni mezodermalni buiiky, které se

podileji na gastrulaci (Komiya et Habas, 2008).

Wnt/Ca*" draha se vyznaluje tim, Ze vyuziva intracelularni Ca?* z endoplazmatického retikula
a je zavisld na G-proteinech. K uvolnéni vépniku dochazi pfi interakci neékterych Wnt liganda s Fz
receptorem. Mezi takové ligandy patii Wnt5a a Wntl1, které se vazi na krysi receptor Fz2 (RFZ-2).
Vazba zptisobi uvolnéni vapniku za pomoci trimernich G-proteinti, aniz by byl aktivovan B-katenin.
Zvysena hladina vapniku aktivuje protein kinazu C (PKC) a vapnik/kalmodulin dependentni kindzu II
(CamKII). CamKII dale ovlivituje transkripéni faktor NFAT, TGF aktivovanou kindzu (TAK1)
a Nemo-like kinazu (NLK). Wnt/Ca®" draha mimo jiné reguluje kanonickou drahu pfi formovani t&lni

osy na dorzalni strané. Podili se na gastrulacnich procesech a na tvorb¢ srdce (Komiya et Habas, 2008).

4.7.3 Whnt signalni draha v odontogenezi u mysi

Béhem zubniho vyvoje u mysi dochazi k expresi gent Wnt3, Wnt4, Wnt6, Wnt7b a Wntl0b
v zubnim epitelu. Gen Wnt5a je exprimovan v mezenchymu a zubni papile (Tamura et Nemoto, 2016 -
review). Odontogeneze je zahdjena 11. — 12. embryonalni den ztlu$ténim oralniho epitelu. Jiz
v epitelovém ztluSténi dochazi k exprimaci gent Wnt3 a Wnt7b. Gen Wntl0b se objevuje jiz
v embryonalni den 11,5 v zubnim ztlustélém epitelu tvafové oblasti. Geny Wnt6, Wnt4 a Wnt receptor
MFz6 se spolecné objevuji v ordlnim i zubnim epitelu. V zubnim mezenchymu je exprimovan receptor
MFrzbl a gen Wnt5a v obou celistech (Sarkar et Sharpe, 1999; Liu et Millar, 2010; Yu et al., 2016).
V tomto stadiu je mozné pozorovat signdl receptoru FZD6, hrajiciho dtlezitou ulohu v determinaci
planarni polarity buné€k, na labialni strané oralniho epitelu, v bazalni vrstvé zubniho epitelu i v okolnim

mezenchymu. Silny signal je exprimovan na labialni strané zubni liSty (Putnova et al., 2017).

V rané fazi zubniho pupenu je Wnt signalizace zprostfedkovana potlacenim genové exprese
Msx1 a Bmp4, a B-katenin je exprimovan v zubnim epitelu i mezenchymu (Tamura et Nemoto, 2016 -
review). V embryonalni den 13,5 miizeme pozorovat exprimaci Wnt10b ve vznikajicim zubnim pupenu
(Yuetal., 2016). V tomto stadiu se objevuje gen Wnt7b a Wnt4 v epitelu budoucich stoli¢ek, a Wnt6 je
detekovén v ordlnim epitelu bukalné od zubniho pupene (Sarkar et Sharpe, 1999).

Béhem diferenciace zubnich pupenti na poharky se signalizacni centrum pfesouva
z ektomezenchymu do vznikajiciho sklovinného uzlu za podpory faktoru LEF1. Transkrip¢ni faktor
Fgf4 ve sklovinném uzlu vyvolava ptenos signalt Wnt signalni drahy (Pispa et Thesleff, 2003).
Neptitomnost transkripcniho faktoru LEF1 u mysi je pfi¢inou zastaveni vyvoje ve fazi zubniho pupenu
v embryonalni den 14,5. Predpoklada se, ze LEF1 slouzi k pienosu signaltl z epitelu do mezenchymu
v kli¢ovém obdobi embryonalniho dne 13,5. LEF1 navic propojuje signaly dvou signalnich drah, a to

Wnt a FGF (Kratochwil et al., 2002).
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Pro stadium zubniho poharku je typicka tvorba primarniho sklovinného uzlu. Ve sklovinném
uzlu se v embryonalni den 14,5 objevuje exprese genu Wntl0b, u stolicek je exprimovan gen Wnt3. Ve
sklovinném organu miizeme pozorovat exprese genll Wnt7b a Wnt4, v samotném sklovinném uzlu se
vSak neexprimuji. Wnt6 mizeme detekovat ve vnéjSim i vnitinim sklovinném epitelu a ve sklovinném
uzlu. MFrzbl a Wnt5a se v tomto stadiu exprimuji v mezenchymu obklopujicim zubni folikul a na

vrcholcich zubni papily (Sarkar et Sharpe, 1999; Liu et Millar, 2010; Yu et al., 2016).

V embryondlni den 15,5 zacin4 pfeména zubniho poharku na zubni zvonek. V tomto procesu se
uplatituji geny Wntl0b a Wnt3, které jsou aktivovany pouze ve vnitinim sklovinném epitelu.
V primarnim i sekundarnim sklovinném uzlu je exprimovan gen Wntl0Oa. Signal je postupné prenasen
ze sekundarniho uzlu na vrstvu preodontoblasti pod nim, kde indukuje expresi dentinového
sialofosfoproteinu. Na diferenciaci odontoblastii se rovnéz podili gen Wntl, ktery inhibuje aktivitu
alkalické fosfatdzy a vytvaii mineralizované uzly v kmenovych bunkach zubni dfené. Tyto procesy
reguluji diferenciaci kmenovych bun¢k zubni diené na odontoblasty v pribéhu celé odontogeneze
(Kimet al., 2011; Tamura et Nemoto, 2016 - review). Wnt6 se exprimuje ve vnitinim i vn&j$im
sklovinném epitelu. V epitelu zubnich zarodkd mtizeme pozorovat signal gent Wnt4 a Wnt7b. Signalni
molekuly Wnt5a a MFrzbl jsou podobné jako v pfedchozim stadiu exprimovany v mezenchymu
zubniho folikulu a zubni papily. V této fazi vyvoje ovliviiuji Wnt signaly velikost stoli¢ek a vznik
zubnich hrbolkt (Sarkar et Sharpe, 1999; Liu et Millar, 2010; Yu et al., 2016; Putnova et al., 2017).
Ve stadiich zubniho pohéarku a zvonku je signal receptoru FZD6 detekovan pouze v okolnim epitelu,
a dale se $ifi do cervikalni smycky ve stadiu zubniho zvonku. Dosud nebylo prokdzano, ze by porucha

v genu Fzd6 zplsobovala zubni vady u mysi ¢i ¢lovéka (Putnova et al., 2017).

Whnt signalizace je regulovana i za pomoci Plakophilinu 1 (Pkp1), ktery se podili pfedevsim na
diferenciaci ameloblastii. Pkpl je ve velkém mnozstvi exprimovan 13. embryondalni den ve stadiu
zubniho pupene. 14. embryondlni den ho miZeme pozorovat v bunkach hvézdicového retikula.
V bunkach vnitiniho zubniho epitelu a stratum intermedium se Pkp1 objevuje jiz 16. embryonalni den.
Z experimentl vyplyva, Ze Pkp1 je exprimovan pouze v bunikach zubniho epitelu, nikoliv mezenchymu
(Miyazaki et al., 2016). Kanonicka Wnt draha stabilizuje mnozstvi f-kateninu v zubnim mezenchymu
béhem postnatalniho vyvoje zubt. Tento proces kontroluje diferenciaci odontoblasti a cementoblastd,
a reguluje mineralizaci dentinové a cementové matrix. B-katenin mimo jiné reguluje formovani kofene.
V periodontalnim vazu je exprimovan Axin2, ktery se uplatiuje pii vytvafeni cementové matrix

(Kim et al., 2011; Bae et al., 2013; Bae et al., 2015; Han et al., 2015).

4.7.4 Whnt signalni draha a zubni malformace u mysi

Exprese inhibitoru Dkkl mlze u myS$i zastavit vyvoj zubu ve staddiu zubni listy
(Wang et al., 2014). Ve stadiu zubniho pupene dochdzi k exprimaci -kateninu v zubnim mezenchymu,

ktery ovliviiuje vznik primarniho sklovinného wuzlu v epitelu. Inhibice B-kateninu v ordlnim
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mezenchymu proto vede k zastaveni zubniho vyvoje ve stadiu zubniho pupene. Jelikoz se B-katenin
podili na vzniku primarniho sklovinného uzlu, jeho mutace mize zpusobit vyvoj nadpocetného zubu
u mysi. Pfi¢inou je tvorba nového sklovinného uzlu mimo jiz existujici zubni zaklad (Liu et Millar,

2010).

Kanonickd signalni dréha ovliviiuje zubni morfogenezi a inhibice této drahy je pricinou
abnormalné tvarovanych zubii (Tamura et Nemoto, 2016 - review). f-katenin se podili na stimulaci
cementoblastl (obr. 6) a ukladani cementové matrix. Inaktivace B-kateninu v této fazi vyvolava poruchy

ve vyvoji kotfent stoli¢ek a zptisobuje hypo- nebo hypergenezi zubti (Duan et Bonewald, 2016 - review).

/ Cementum formation o
— Stimualtion
B ——+inhibition

0SX = DKK1 — Wnt-p-catenin

i

Proliferation Differentiation
PDL or DF -~ P (ementoblast /

Obrazek 6

Negativni regulace Wnt/B-kateninu béhem diferenciace cementoblasti — (adaptovano podle
Wang et al., 2016)

A) B-katenin stimuluje proliferaci PDL a DF, a inhibuje diferenciaci cementoblasti.
B) OSX negativné reguluje Wnt/B-katenin za pomoci aktivace Wnt inhibitoru DKK1.
PDL — periodontalni vaz, DF — zubni folikul, OSX — osterix

Gen Wntl0Oa reguluje tvar kotfene a zubni korunky. Mutace v tomto genu zplsobuje u mysi
nadpocetnou cCtvrtou stolicku v dolni cCelisti, mensi stolicky s tvarové odlisnymi korunkami
a taurodontismus (Yang et al., 2015). Na Wnt signalizaci se podili i Wnt antagonista Wise a Shh
regulatory zpétné vazby, jejichz mutace mohou vést ke vzniku abnormalniho poctu ¢i velikosti zubii

(Ahn et al., 2010). Mutace receptoru LRP6 vede u mysi k rozstépu patra a rtu (Ockeloen et al., 2016).

TNF draha Eda/Edar mtze regulovat expresi genti Wntl0a a Wntl10b, jejichz mutace je pfi¢inou
vzniku zubnich agenezi. Snizeni aktivity komplexu Edal/Edar/NF-kB ma za nasledek sniZeni exprese

genu WntlOa ¢i Wnt10b, a vznik nesyndromatické zubni ageneze (Shen et al., 2016).

28



5. Vyvojové vady zubii u ¢lovéka
5.1 Numerické vady zubu

Numerické vady zubi patii mezi nejCastéjsi poruchy spojené s dentici. Postihuji jak mlécné, tak
trvalé zuby a mohou mit syndromaticky i nesyndromaticky ptivod. Poruchy ve vyvoji dentice, které
se vyznacuji chybéjicimi zuby, se souhrnné oznacuji jako ageneze (obr. 7). Selektivni zubni agenezi
(STHAG) mizeme dale rozdélit na hypodoncii, oligodoncii a anodoncii. Nesyndromicka forma této
poruchy vétSinou postihuje jeden az dva zuby a cCastéji se vyskytuje u bélosského obyvatelstva.
Nejcasteji se mlizeme setkat s nevyvinutymi tfetimi stolickami, které chybi u 20 % populace. Ageneze
druhych tfenovych zubt se vyskytuje ve 3,4 % piipadl a horni lateralni fezaky chybi u 2,2 % populace.
(Vastardis, 2000 - review; Cobourne et Sharpe, 2013 - review).

5.1.1 Hpypodoncie

Hypodoncie je termin, ktery oznacuje chybéni méné nez Sesti zubtl, s vyjimkou tietich stolicek
(Cobourne et Sharpe, 2013 - review). Ve vétSiné pfipadi se jednd o dédicnou chorobu, ktera je
podminéna autosomalné dominantnimi geny. Bylo zjisténo, ze v riznych rodovych liniich je
hypodoncie zpiisobena odliSnymi skupinami gent, v nékterych ptipadech se jedné o recesivni geny ¢i
geny vazané na pohlavi. Pfi¢innou mohou byt i vné&jsi faktory, napf. endokrinni poruchy ¢i syfilis

(Book, 1950).

Hypodoncie mize byt jednim z projevi ektodermalniho syndromu, ktery je podminén u¢inkem
specifického genu. Hypohidroticka ektodermalni dysplazie (HED) mize byt zplisobena geny vazanymi
na pohlavni chromozomy (Book, 1950). Pfi¢inou je mutace v genu pro ektodysplasin-A, ktery je
soucasti TNF signalni dréhy (Klein et al., 2013). Choroba se vyznacuje chybénim potnich Zlaz,
hypodoncii nebo tUplnou anodoncii. Postizeni maji tenkou, suchou kazi a fidké vlasy. Book rovnéz
popsal chorobu, ktera se vyznacuje agenezi ttenovych zubti. Nazval ji PHC syndrom, ktery se mimo jiné
projevuje predCasnym Sedivénim vlast. Choroba je ovlivnéna autosomalné¢ dominantnimi geny

(Book, 1950).

Vzacné se objevuje i porucha zvana konkomitantni (soub&znd) hypo-hyperdoncie (CHH).
U pacientli miizeme pozorovat hypodoncii doprovazenou nadpocetnymi zuby v jinych pozicich nez
pozice chyb¢jiciho zubu, ktera nejéastéji postihuje trvalou dentici. Ageneze se obvykle tyka jedné az
¢tyt tretich stoliCek, hornich lateralnich fezdkd a hornich a dolnich druhych tfenovych zubd.
Nejcastéjsim nadpocetnym zubem je tzv. mesiodens v horni Celisti. Porucha uzce souvisi s rozstépy
patra a rtd a nékterymi syndromy, napt. Downuv a Ellis van Creveld (EVC) syndrom. Pfi¢iny vzniku
CHH nejsou zcela objasnény. Predpoklada se, Ze na viné je chybna interakce epitelovych
a mezenchymalnich bun¢k vrané odontogenezi, nebo nesprdvna funkce bunck neurdlni listy

(Varela et al., 2009). EVC syndrom patii do skupiny vzacnych autosomalné recesivnich onemocnéni,
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které ovliviuji vyvoj kosti a zubl. Syndrom je zptisoben mutaci v genu EVC nebo EVC2, jenz koduji
stejnojmenné proteiny. Proteiny jsou exprimovany v primarnich ciliich a zapojuji se do signalni drahy
Shh. Mutace v genech EVC/EVC2 maji na svédomi chybnou interakci signdlnich Shh liganda
(Chen et al., 2010).

Obrazek 7

Ageneze zubii 18, 28, 31, 41 a 48 — (adaptovadno podle Varela et al., 2009)

Snimek ukazuje agenezi zubt 18, 28,31, 41 a 48, pri¢emz prvni ¢islo z dvojice urcuje kvadrant
a druhé ¢islo udava pozici v kvadrantu. Nadpocetny zub se nachazi uprostied dolni Eelisti.

Autosomalné dominantni hypodoncie je spojovdna s posunovou mutaci genu PAX9 na
chromozomu 14. Nejc¢astéji postihuje trvalé stolicky, vyjimkou vSak nejsou ani druhé tfenové zuby ¢i

centralni fezaky (Klein et al., 2013).

5.1.2 Oligodoncie

Oligodoncie je vada, pii které chybi vice nez Sest zubli, kromé tretich stolicek
(Cobourne et Sharpe, 2013 - review). Stockton a kol. zkoumali vrozenou oligodoncii, vazanou na
autosomalné dominantni geny. Zjistili, Ze mutace PAX genl zpusobuje posun ¢teciho ramce a zménu
parovych oblasti genu PAX9. Mutace PAX genu je tedy zodpovédna za agenezi dentice u cloveka
(Stockton et al., 2000). Oligodoncie je dale zplsobend mutaci v genu MSX!. Tato posunova mutace
vyvola zménu v sekvenci aminokyselin a ma za nasledek absenci n€kolika permanentnich zubu.
Obvykle nejsou vyvinuty tfenové zuby v obou Celistech a dolni centralni fezaky z trvalé dentice.
Absence témét vSech stolicek je typicka pro mutaci PAX9 genu. Timto zptisobem muiZzeme jasné rozlisit,

ktery z téchto geni je v mutované formé odpovédny za oligodoncii.
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5.1.3 Anodoncie

Anodoncie je chapana jako stav, pii kterém nedochazi k vyvoji zubti v jedné nebo obou celistech
(Cobourne et Sharpe, 2013 - review). Uplna anodoncie se v populaci vyskytuje velmi vzicné.
Predpoklada se, ze jde o dédi¢nou chorobu, kterd se pfenasi pouze po otcovské linii. Vyskytuji se
ptipady bezzubych muzi, ktefi jsou rovnéz bez vlasi a jsou citlivi na teplo. U Zen takové ptipady nebyly

pozorovany (Rutherfurd, 1931).

5.1.4 Hpyperdoncie

ZvySeny pocet zubli se nazyva terminem hyperdoncie (obr. 8). V trvalé¢ dentici se Castéji
objevuje u muzi nez u zen v poméru 2: 1. MiiZe postihovat oba typy dentice, v jedné nebo obou celistech.
Nadpocetné zuby bud'to vykazuji normalni vzhled, nebo se mirné li§i ve tvaru korunky. Cast
nadpocetnych zubll v docCasné i trvalé dentici se nemusi profezat ven a mohou zplsobovat dalsi
problémy (Varela et al., 2009). Pfi¢ina vzniku hyperdoncie neni zcela objasnéna. Odbornici se nejvice
priklani k teorii, Ze nadpoc¢etné zuby vznikaji hyperaktivitou zubni listy. Jina teorie vysvétluje poruchu
rozdelenim zubu na 2 ¢asti ve stadiu zubniho pupene. Nemalou roli zde hraje i dédi¢nost. U piibuznych
jedincti se tato anomalie vyskytuje castéji, ackoliv se nefidi zakladnimi Mendelovy zakony
(Garvey et al., 1999 - review). Pfestoze se vrozena hyperdoncie objevuje vzacn€, je ovlivnéna

autosomalné dominantnimi i recesivnimi geny a geny vdzanymi na pohlavi (Klein et al., 2013).

Nejcastéjsim typem nadpocetného zubu je tzv. mesiodens. Tento jev se vyskytuje u 0,15 az
1,9 % populace. Mesiodens je situovan vhorni Celisti, voblasti centralnitho tezéku.
(Russell et Folwarczna, 2003 - review). Nadpocetné¢ zuby dale rozc¢leiiujeme podle morfologickych
znakl na 4 typy. NejcastéjSim typem je konicky tvar zubu, ktery se s prevahou vyskytuje v docasné

i trvalé dentici. Obvykle je lokalizovan v oblasti hornich fezakt, kde miZe zpUsobit jejich posunuti ¢i

Obrazek 8

Hyperdoncie — (adaptovino podle Garvey et al., 1999 - review)

Snimek vlevo ukazuje mesiodens konického tvaru. Na snimku vpravo jsou nadpocetné tuberkuldrni horni centralni
tezaky, které nejsou profezané.
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otoceni. Druhym typem je tuberkularni zub, ktery se vyznacuje veétSim poctem hrbolki. Tyto zuby maji
opozdény vyvoj kofene a obvykle nedochazi k jejich profezavani. Byvaji pti¢inou pozdniho prorezani
hornich centralnich fezaki, nebot” se vyskytuji v této oblasti. Treti typ se popisuje jako suplementarni
(nadpocetny) zub. Ten se tvaroveé shoduje s nékterym ze zubi, nejcastéji s hornim lateralnim fezakem,
a nachazi se na konci zubni fady. Poslednim typem je odontom. Ve skutecnosti se jedna o odontogenni

nador, a proto neni vSemi védci piijiman jako typ nadpocetného zubu (Garvey et al., 1999 - review).

5.2 Anomalie tvaru a velikosti zubu

Béhem vyvoje zubniho zarodku dochazi k interakci epitelu s mezenchymem a poruchy v téchto
drahach mohou zpisobit anomalie ve tvaru a velikosti zubid. Pro tvorbu korunky je zasadni stadium
zubnich pupenti a poharktl, ve kterych se tvoti primarni sklovinné uzly. Vytvoteny sklovinny organ je

poté zodpoveédny za spravny tvar a pocCet zubnich hrbolkli (Cobourne et Sharpe, 2013 - review).

5.2.1 Tvarové anomadlie

Tvarové anomalie jsou velmi rozmanité a mohou postihovat zubni korunku ¢i kofen. Porucha
se nejcastéji tyka stoliek, kde miizeme pozorovat nadpocetny zubni hrbolek. Az 60 % populace vlastni
pridatny, tzv. Carabelliho hrbolek (obr. 9) (Cobourne et Sharpe, 2013 - review). Ten se nachazi na
meziolingvalni strané hornich trvalych stolicek. Mize vypadat jako mirné vyvySeni ¢i cely hrot, jenz se
nazyva pozitivni hrbolek. Negativni hrbolky vypadaji jako brazdy a jamky na zubu. Carabelliho hrbolky
se nejcastéji nachazi bilateralné u prvnich stoli¢ek. Prevalence této anomalie je mirn€ vy$si u muzi nez

u Zen a predpoklada se, ze je geneticky podminéna (Alvesalo et al., 1975).

Obrazek 9

Carabelliho hrbolek — (adaptovano
podle Kirthiga et al., 2015)

Nadpocetny hrbolek miiZzeme pozorovat i u hornich fezakt. U asijského a plvodniho
amerického obyvatelstva je typické vyhloubeni hornich fezaki do tvaru lopaty. Rubinstein Taybiho
syndrom neboli syndrom Sirokych palct je zpisoben mutaci genu CREBBP. Mimo jiné se vyznacuje
hypoplazii skloviny a zubnimi defekty. Rezaky maji zakrouceny nebo dréapovity tvar. Tvarové postizeny

mohou byt i kofeny. Okulo-facio-kardio-dentalni syndrom je dominantni porucha vazana na X
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chromozom. Pfic¢inou je mutace v genu BCOR, ktery koduje korepresor BCL6. Porucha se projevuje
abnormalné velkymi kofeny, tzv. radikulomegaly, které jsou nejcastéji vidét u trvalych Spicaku

(Cobourne et Sharpe, 2013 - review).

S anomaliemi ve tvaru zubl souvisi i choroba taurodontismus. Obvykle postihuje vicecetné
koteny, které se zcela nevyvinou a jsou velmi kratké. Naopak celé télo zubu je protdhlé a mizeme
pozorovat rozsifenou dfefiovou komoru (Komatz et al., 1978). Porucha casto doprovazi syndromy
zahrnujici ektodermalni vady. Termin taurodontismus vymyslel v roce 1913 Keith, nebot’ zasazené zuby
mu pfipominaly zuby byka. V roce 1928 definoval Shaw tfi formy této poruchy — hypotaurodontismus,

mezotaurodontismus a hypertaurodontismus (Jaspers et Witkop, 1980 - review).

5.2.2 Velikostni anomadlie

Rozdilné velikosti zubli miizeme pozorovat napfic celou populaci. RozliSujeme tzv. mikrodonty
(malé zuby) a megadonty (velké zuby). V Celisti mize byt tvaroveé postizen cely chrup, nebo jen nékolik
samostatnych zubt.. Mikrodontni zuby nej¢astéji postihuji horni lateralni fezaky, naopak horni centralni
fezaky a dolni druhé tfenové zuby muZeme cast€ji pozorovat jako megadonty. U bélosského
obyvatelstva nejsou obé anomalie pfili§ obvyklé. Megadonty se vyskytuji pouze u 1 % populace,
mikrodonty u 2,5 %. Pfedpoklada se, Ze za velikost zubi je zodpovédny zubni mezenchym, nebot” tam
dochazi k regulaci signalni drahy Wnt5a. Ta je jednim z faktord, ktery urcuje konecnou velikost zubu.
nanismu typu Il., coZ je autosomaln¢ recesivni forma nanismu. Poruchu vyvolava gen zvany pericentrin
(PCNT), ktery koduje centrozomalni protein v epitelu a mezenchymu budouciho zubu. Postizeni jedinci
se mimo jiné vyznacuji mikrocefalii a kostni dyzplazii. Maji neobvykle tvarované zuby a stolicky bez

kotenti (Cobourne et Sharpe, 2013 - review).

5.2.3 Heterotopie

Heterotopie oznacuje stav, kdy se zub profezava na jiném misté, nez je obvyklé, nebo je
vychylen jinym smérem (Peck et al., 1993). Pfi¢inou byva Spatnd interakce mezi epitelem
amezenchymem vranych fazich vyvoje, nebo pusobeni odontogennich cyst. Cysty vznikaji
ve sklovinném organu po dokon¢eni amelogeneze a nachazi se na cementosklovinné hranici ve formé
epitelovych dutin. Heterotopie miize doprovazet jiné vyvojové vady, nebo vznikat po urazu. Obvykle se
ektopické zuby profezavaji v horni celisti, licni oblasti a vedlejSich nosnich dutinach. Projevuji se
chronickymi nebo opakovanymi zanéty vedlejSich dutin dychacich cest, sepsi, poruchami slznych
kanalkd, bolesti hlavy ¢i necitlivosti obliceje (Saleem et al., 2010). Nejcast¢€jsi transpozice zubu se tyka
hornich trvalych $pi¢akt. Béhem dlouhého stadia profezavani snadno dochazi k poskozeni, které vede

k heterotopii. Dal$im vysvétlenim je neuplna resorpce kofenti docasnych $picakd, jez tlaci zubni pupen
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odchylenym smérem. Z vyzkumi vyplyva, Ze transpozice hornich trvalych $pic¢akt vice postihuje Zeny

v poméru 1:3,8 (muzi:Zeny) a ¢astéji se objevuje na levé strané (Peck et al., 1993).
5.2.4 Srostlice

Srostlice patii mezi anomalie vzniklé poruchami ektodermu a mezodermu. Piedpoklada se, Ze
porucha je ovlivnéna poruchami metabolismu i dédi¢nosti. Srostlice mohou vznikat nékolika zptsoby.
Bud'to dojde k rozdéleni zubniho zarodku béhem jeho diferenciace, pfiCemz oba zirodky se vyviji
spolecné, nebo dojde k fuzi dvou samostatnych zarodku, které pokracuji ve spole¢ném vyvoji

(Grover et Lorton, 1985).

5.3 Anomalie tvrdych tkani

v

faktory vné&jsiho prostiedi, nebo genetickymi vlivy. Nejcastéji se setkavame s poruchami skloviny

a dentinu. Poruchy cementu se objevuji spiSe vzacné (Cobourne et Sharpe, 2013 - review).

5.3.1 Hypoplazie skloviny

Pti diferenciaci ameloblasti mize dochdzet k naruseni jejich vyvoje ¢i uplné ztraté. To ma za
nasledek poruchu zvanou hypopldzie skloviny (Spitzer, 1942). Porucha se nejcastéji projevuje
horizontalnimi prouzky na pfedni strané docasnych fezakd. U protfezanych zubi jsou prouzky odlisné
zabarveny a zuby jsou nachylnéjsi k zubnimu kazu. Pozd€ji zuby zcela zCernaji a dojde k rozpadu

korunky (Infante et Gillespie, 1974).

5.3.2 Amelogenesis imperfecta

Amelogenesis imperfecta je oznaceni pro poruchu stavby skloviny, ktera ma dédi¢ny ptvod.
V rodovych liniich se mlize pfenaset autosomalné dominantn€, autosomalné recesivné, nebo vazana na
X chromozom. Postihuje vSechny zuby v docasné i trvalé dentici. Projevuje se bud'to hypoplazii
skloviny (obr. 10 a-d), nebo hypomineralizaci (obr. 10 e-f), kdy je sklovina velmi mekka (Darling, 1956;
Lagerstrom et al., 1991). Sklovina je tvofena dvéma proteiny — enamelinem a amelogeninem.
Predpoklada se, ze pravé mutace v genu pro amelogenin je pfic¢inou vzniku X vazané poruchy. Jedna se
o deleci 5 kb minimaln€ ve dvou exonech genu pro amelogenin (Lagerstrom et al., 1991). Amelogenesis
imperfecta vazana na X chromozom postihuje Zeny, které jsou heterozygotni v daném genu. Jejich
hemizygotni synové, ktefi maji pouze jednu alelu tohoto genu, vykazuji méekci sklovinu obvyklé
tloustky se skvrnami. V primarni dentici mohou mit zuby bilou barvu, ktera se u trvalych zubt méni na
zlutohnédou. Na zubech se objevuji vertikalni prouzky poskozené tkang, které se stfidaji s prouzky
normalni skloviny, a zadvazngji se projevuji u muzl. Je to dano tim, Ze u Zen se prouzky poSkozené
skloviny michaji s neposkozenymi ameloblasty a vznikaji zony Ccéastecné opravené skloviny.

Jev mlizeme vysvétlit inaktivaci jednoho X chromozomu v kazdé buiice a vznik Barrova téliska u Zen.
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Proto u Zen, které jsou heterozygotni v daném genu, miZzeme pozorovat dva rizné typy skloviny
(Sauk et al., 1972). Mutace v genu pro protein enamelin zplsobuje autosomalné¢ dominantni i recesivni

formu amelogenesis imperfecta. Projevuje se predev§im hypoplazii a tenkou vrstvou skloviny

(Cobourne et Sharpe, 2013 - review).

Obrazek 10

Amelogenesis imperfecta — (adaptovano podle
Cobourne et Sharpe, 2013 - review)

Jednotlivé obrazky znazoriiuji rizné podoby
poruchy Amelogenesis imperfecta. Na obrazcich
a) az d) jsou postizeny ob¢ dentice projevujici se
hypoplazii skloviny. Piipad na obr. d) je
zpusoben Al vazanou na X chromozom. Obrazky
e) a f) predstavuji hypomineralizaci skloviny.

5.3.3 Dentinogenesis imperfecta

Dentinogenesis imperfecta je porucha tvorby dentinu, ktera postihuje docasny i trvaly chrup.
Nasledkem toho zuby méni zabarveni na zlutou az hnédou barvu a jsou velmi nachylné k zubnim kazim.
Porucha je dédi¢ného razu, prenasi se autosomalné dominantné, nebo se muize vyskytnout jako vedlejsi
znak syndromu osteogenesis imperfecta. Mezi dal$i projevy patii kiehké zubni koteny a sklovina, ktera
se lehce lame. Korunky maji zakulaceny tvar a dfefiova komora je vytlacena nadmérnou produkeci
dentinové matrix. Extracelularni dentinova matrix obsahuje velky podil vody a malé mnozstvi
hydroxyapatitovych krystali, coz vede k malé produkci minerdlnich latek. RozliSujeme tfi typy
dentinogenesis imperfecta (MacDougall et al., 1992). Prvni typ (DGI-I) souvisi se syndromem
osteogenesis imperfecta. Ten je zplisoben mutaci v genu pro syntézu kolagenu typu I, a 1 a a 2. Mutace
zpisobuje nedostatecnou tvorbu kostni tkan€ a kosti jsou velmi kiehké a nachylné ke zlomenindm. Zuby
jsou jantarové az pruhledné, dfefiova komirka je potlacena a koteny jsou kratké. Druhy typ (DGI-II)
vykazuje jiz zminéné projevy a vzdy postihuje vSechny zuby, vzacné se objevuje i ztrata sluchu. Treti
typ (DGI-III), ktery se vyskytuje piredev§sim u Brandywine populace, se vyznaCuje otevienymi
drenovymi  kanalky a ,skofapkovymi“ zuby. Prevalence onemocnéni je 1:8000
(MacDougall et al., 1992; Barron et al., 2008 - review; Cobourne et Sharpe, 2013 - review;
Lee et al., 2013). Pri¢inou onemocnéni typu II. a III. je mutace v genu pro sialofosfoprotein (DSPP),

ktery je umistén na chromozomu 4q21. Mutace se tyka exonu 2 na pozici druhého nukleotidu od konce.
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Jedna se o vyménu aminokyseliny Pro17 za Leul7. Piestoze je exon 2 v tésné blizkosti hranice exon-

intron, neovliviiuje spravny sestfih pre-mRNA (Lee et al., 2013).

5.3.4 Dysplazie dentinu

Dyspléazie dentinu se vyskytuje ve dvou odlisnych forméach. Prvni typ postihuje predev§im
koteny, které jsou zkraceny a zpiisobuji predasné vypadavani zubli. Diefiové komtirky jsou uzavieny,
avSak vngjsi tvar a struktura zubu nejsou ovlivnény. Objevuje se v doCasné i trvalé dentici. Druhy typ
se vyznacuje opaleskujicimi docasnymi zuby a zaSpicatélou dfefiovou komirkou u trvalé dentice
(Chamberlain et Hayward, 1983; Cobourne et Sharpe, 2013 - review; Lee et al., 2013). Dysplazie
dentinu patfi mezi autosomalné dominantni poruchy a vyskytuje se u 1 ¢loveka ze 100 000. Dysplazie
dentinu typu II. je stejné jako u dentinogenesis imperfecta vyvoldna mutaci v genu pro sialofosfoprotein.
Proto panuje nazor, ze se jednd o alelickou formu DG (Barron et al, 2008 - review;

Cobourne et Sharpe, 2013 - review).

5.3.5 Hpypofosfatizie

Hypofosfatazie patii mezi geneticky podminéné choroby a vyznacuje se nizkou hladinou
alkalické fosfatazy v séru. Alkalicka fosfataza ma obrovsky vyznam pifi mineralizaci zubu, nebot’ se
podili na vzniku organické matrix a pusobi predevsim ve sklovinném organu. Pacienti dale vykazuji
zvySenou hladinu vapniku a mocoviny v krvi (Luder, 1954; Ritchie, 1964). S poruchou se mizeme
obvykle setkat u kojencti a déti, kde Casto vyvolava predcasnou ztratu mlécnych zubt (Ritchie, 1964).
U novorozencl dochéazi krozsdhlému poskozeni ledvin a nemoc je ve vétSiné piipadid fatalni
(Dickson et Horrocks, 1958). Mezi dalsi projevy patii hypoplazie skloviny, aplazie nebo hypopléazie
acelularniho cementu a dochézi ke zvétseni dienovych komtrek. Kofeny trvalych zubl vykazuji
nadmérné mnozstvi acelularniho cementu, avSak zadny celularni cement (Cobourne et Sharpe, 2013 -

review).

5.3.6 Hypercementoza

Hypercemento6za je charakterizovana nadmérnou produkci cementu, ktery zpisobuje ztlusténi
zubniho vrcholu nebo kofene (Pinheiro et al., 2008). Muze postihovat samostatny zub, skupinu zubt
nebo cely chrup. Obvykle postihuje tfenové zuby soumérné na obou stranach dentice. Hypercementoza
se vyskytuje jako vedlejsi projev fady syndromi, jako je artritida, akromegalie, Pagetova choroba nebo

nedostatek vitaminu A. Ve vétSin€ piipada vSak neni zndma pficina poruchy (Zhou et al., 2012).

36



5.4 Wnta vyvojové vady zubi u ¢lovéka

Skala znalosti piisobeni Wnt drahy v patogenezi dentalnich vad u ¢lovéka neni §iroka, jelikoZ
ani presna funkce této drahy v odontogenezi neni zcela objasnéna, avSak v poslednich letech poznatkt

pribyva.
5.4.1 Porucha Whnt drahy jako soucldst syndromu

Familiarni adenomatézni polypdza (FAP) patii mezi autosomalné dominantni onemocnéni,
které postihuje tlusté stievo a kone¢nik. Jednou z forem této poruchy je Gardnertv syndrom, ktery se
mimo jiné projevuje desmoidnimi tumory, odontogennimi nadory a nadpocetnymi zuby. Pficinou této
poruchy je ztradta funkce v genu APC, ktery pusobi jako antagonista Wnt signalni drahy
(Cobourne et Sharpe, 2013 - review).

Jednou z forem ektodermalni dysplazie je autosomalné¢ dominantni porucha zvana Odonto-
onycho-dermalni dysplazie (OODD). Choroba se mimo jiné vyznacuje oligodoncii, onychodysplazii,
suchou kiizi a snizenym rstem ochlupeni, a je zpiisobena mutaci v genu WNT10A4 (He et al., 2013;

Vink et al., 2014; Kroigard et al., 2016).

Schopf-Schulz-Passarge syndrom (SSPS) patfi mezi autosomaln€ recesivni onemocnéni a je
rovnéZz zpisoben mutaci v genu WNTI0A. Mezi hlavni projevy onemocnéni fadime hypodoncii,
apokrinni hidrocystomy o¢nich vi¢ek, hypotrichozu a dystrofii nehtt. SSPS i OODD jsou zptisobeny
variabilni expresi téhoz spektra mutaci genu WNT10A, tudiz bychom na n€ neméli pohlizet jako na dvé

klinicky odlisné choroby (He et al., 2013; Vink et al., 2014; Vilas-Sueiro et al., 2015).

5.4.2 Whntv nesyndromatické patogenezi dentice

V lidské odontogenezi se uplatituje gen Wnt3a, ktery je exprimovan ve sklovinném epitelu ve
stadiu zubniho zvonku v 15. tydnu vyvoje. Ve stadiu zubniho pohéarku a zvonku se slabé projevuje ligand
Wnt5a, o némz se dosud piedpokladalo, Ze se tucCastni pouze nekanonické signalni drahy
(Wang et al., 2014). Mutace v genu Wntl0a mé na svédomi nesyndromatickou formu hypodoncie.
Mutace spociva v zameéné nukleotidii v sekvenci DNA, kterd se oznacuje jako jednonukleotidovy
polymorfismus (SNP) (Liu et Millar, 2010; Tamura et Nemoto, 2016 - review; Zhang et Wu, 2016).
Plakophilin 1 (Pkpl), ktery se ucastni Wnt signalizace, hraje roli vrozvoji zubnich agenezi

a ekdodermalni dysplazie, ktera se mimo jiné projevuje hypoplazii skloviny (Miyazaki et al., 2016).

Jednou z pfi¢in vzniku oligodoncie je mutace v genu WntlOa nebo Wntl0b, které sdili 72 %
podobnosti. Lisi se pouze typ chybéjicich zubl v trvalé dentici. V ptipadé WntlOa jsou nejcastéji
postiZzeny tfenové zuby v prevalenci 62,5 % — 68,8 %. Mutace Wnt10b nejcastéji vyvolava agenezi

lateralnich fezakt v 83,3 % (Salvi et al., 2016; Yu et al., 2016).
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Ukazalo se, Ze mutace v genu AXIN2 je rovnéz zodpovédna za oligodoncii. Mutace vede ke
vzniku stop kodonu a pred¢asnému ukonceni translace (Kim et al., 2006). Gen AXIN2 negativné reguluje
kanonickou Wnt signalni drahu. V postnatalnim obdobi je exprimovan béhem vyvoje odontoblasti
v zubni dfeni a ucastni se pozdnich fazi zubniho vyvoje, kde vymezuje oblast tvorby skloviny. Mutace
v koreceptoru kanonické drahy LRP6 vyvolava nesyndromatickou autosomalné dominantni formu

oligodoncie, nebot’ mtize zcela zastavit prubéh kanonické drahy (Tamura et Nemoto, 2016 - review).

Ztrata funkce Wnt receptoru LRP6 je spojovéana s rozvojem zubnich agenezi u lidi. V nékolika
ptipadech miizeme pozorovat nesyndromickou autosomalné dominantni formu oligodoncie, ktera mtize
byt doprovazena defekty skloviny, ankyl6zou nebo anomaliemi ve tvaru zubid (Liu et Millar, 2010;

Ockeloen et al., 2016; Tamura et Nemoto, 2016 - review).
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6. Zavér

V préci jsou popséany jednotlivé signalni drahy, které se podileji na odontogenezi. Pticemz
nejveétsi pozornost je vénovana Wnt signalni draze. Wnt signaly jsou exprimovany jiz v ranych fazich
odontogeneze. At' samostatné nebo ve vztahu s jinymi signalnimi drahami ovlivituje Wnt signalizace

vyvoj dentice a mutace v této draze mohou vyvolat vznik dentalnich patologii.

Zubni vyvoj je iniciovan vrlstanim ektodermu do mezenchymu jiz v obdobi rané¢ho
embryonalniho vyvoje. Epitelové ztlusténi je prvni viditelnd zndmka odontogeneze. Jednotlivé vrstvy
epitelu se skladaji na sebe a davaji vznik zubni listé. Ze zubni listy vybihaji epitelova zdufeni, ktera se
oznacuji jako zubni pupeny. Jiz ve stadiu zubniho pupene je exprimovan gen Wnt-7b, ktery spolecné
s Shh dréhou reguluje formovani pupenti. Naruseni této drahy ma za nasledek zastaveni vyvoje ve fazi
zubniho pupene. Zubni zaklady prochdzeji vyvojovymi stadii poharku a zvonku, pro néz je typicka
tvorba sklovinnych uzld. Wnt signaly se podileji na tvorbé primarniho sklovinného uzlu ve stadiu
zubniho poharku. Ve stadiu zvonku probiha vznik odontoblast a ameloblasti. Nésleduje proces
mineralizace, ve kterém dochézi k ukladani tii typt tvrdych tkani — skloviny, dentinu a cementu. Gen

Wnt10A reguluje tvar kofene a zubni korunky.

I v patogenezi zubt 1ze najit Wnt signalizaci jako faktor determinujici vznik zubni vady. Wnt/p—
katenin se uplatiiuje v ukladani cementové matrix a jeho mutace zplsobuje hypo— nebo hypergenezi
zubl. Mimo jiné se Wnt mutace podili na vzniku zubnich agenezi a ektodermalni dysplazie. Jako jeden
z nejcastéjSich gendt Wnt drahy se v souvislosti s patogenezi objevuje Wntl0, ktery je odpovédny za

formaci korunky a kofene a je exprimovan jiz ve stadiu pupene.

Z reSerSe provedené v ramci predloZzené prace je ziejme, ze Wnt signdlni draha je nezbytnou
soucasti normalniho zubniho vyvoje. Jeji naruSeni souvisi s mnoZzstvim dentalnich vad, at’ jiz
nesyndromického charakteru anebo jako soucasti syndromil. Zejména v poslednich letech se vyzkum
v oblasti Wnt drahy a jejich komponent dostava do centra zajmu. Do budoucna nabizi modulace Wnt
drahy zcela jisté dal$i mozny pfistup pro vyzkum v regenerativni zubni medicing a v ziskavani dalSich

terapeutickych strategii.
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