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Abstrakt

Apoptotickd eliminace bunék ma zasadni vyznam bcéhem vyvoje a udrzovani
homeostazy mnohobunéénych organismu. Jeji funkce byly popsany také béhem vyvojovych
procesu zubnich i peridentalnich struktur. Kaspazy byly primarn¢ identifikovany jako klicové
enzymy apoptdzy. Findlni exekuéni fazi apoptozy zajist'uje trojice kaspaz-3, -6, -7. Kaspaza-3
je povazovana za centralni a nejfrekventovanéjsi molekulu tohoto mechanismu. V sou¢asnosti
vsak byly popsany i jeji dalsi role mimo apoptoézu. Tato prace se zamétuje na studium funkci
strukturné 1 funkéné podobné kaspazy-7 ve vyvoji tvrdych tkani.

Aktivace kaspazy-7 byla detekovana v primarnim sklovinném uzlu (PEK) mysiho
molaru a pozitivn¢ korelovala s vyskytem apoptotickych bunék, podobné jako kaspaza-3.
Na rozdil od kaspazy-3 vsak kaspaza-7 nebyla pro apoptézu PEK klicova. Mimo oblast PEK
byla aktivace kaspazy-7 ve vyvoji zubii pozorovana béhem diferenciace odontoblasti a
ameloblasttl, a také v dalSich neapoptotickych bunikach. Mysi postradajici kaspazu-7 navic
vykazovaly statisticky vyznamné snizeni objemu skloviny fezakid, ne vSak molart, coz
pravdépodobné souvisi s odlisSnym charakterem obou typt zubt.

Béhem studia moléart byla detekovana aktivace kaspazy-7 také v okolni mandibularni
kosti. Vzhledem ktomu, Ze se osifikaéni mechanismy vyvoje intramembrandznich a
endochondralnich kosti odliSuji, pozornost byla zaméfena na oba modely. V obou systémech
byla aktivace kaspazy-7 piitomna jiz od Casnych stadii osteogeneze. Efekt deficience
kaspazy-7 nebyl identicky s diive popsanym fenotypem mysi postradajicich kaspazu-3 a
projevoval se odlisné¢ u obou typt osifikace. Intramembranézni model vykazoval snizeni
objemu kostni tkané, hustota kostni tkané byla vSak intaktni. Naopak endochondralni model
vykazoval konstantni objem kosti, ale sniZeni hustoty kostni tkané.

Deficience kaspazy-7 zpusobila pokles exprese vyznamnych osteogennich faktort,
které byly sledovany s vyuzitim PCR Array. Pfesny mechanismus zapojeni kaspazy-7
do diferenciacnich procesi vSak zatim neni zcela jasny. V uvahu pfipada S§tépeni
pluripotentnich markerti, které vede k aktivaci diferenciacnich drah a nésledné specializaci
bunék. Jednou z vhodnych metod dalSiho studia kaspaz se ukazuje analyza jejich aktivity
naurovni jedné bunky, ktera ptedstavuje vysoky potencidl pro pfesné vystupy a zaroven
sniZuje naroky na mnoZstvi biologického materidlu. Studium vicecetnych funkci kaspaz ma
vyznam z hlediska terapeutického vyuziti u riznych onemocnéni a defektd tvrdych tkani,

napiiklad pfi 1é¢bé osteoporozy.



Abstract

Apoptotic cell elimination has a great importance for development and homeostasis
in multicellular organisms. Its functions have been described also in formation of dental and
periodontal structures. Caspases were primarily identified as the crucial molecules of the
apoptotic machinery. The final executioner phase is ensured by trio of caspases-3, -6, -7.
Caspase-3 is considered to be the central molecule of this process. Recently, novel roles of
this enzyme far from apoptosis also emerge. Based on the knowledge of caspase-3, this study
focuses on functions of structurally and functionally similar caspase-7 in the development of
hard tissues.

Activation of caspase-7 was detected in the primary enamel knot (PEK) of the mouse
molar and positively correlated with distribution of apoptotic cells similarly to caspase-3.
Contrary to caspase-3, however, caspase-7 was not crucial for PEK apoptosis. Beyond PEK
area, activation of caspase-7 was observed during differentiation of odontoblasts and
ameloblasts and in other non-apoptotic cells. Moreover, caspase-7 deficient mice showed
statistically significant decrease in the enamel volume of incisors but not in molars, which
may result from different characters of both teeth.

During examination of tooth regions of the jaw, activation of caspase-7 was observed
also in the mandibular bone. Since mechanisms of osteogenic development
in the intramembranous and endochondral ossification are different, our attention was paid
to both models. Activation of caspase-7 was detected from early stages of osteogenesis
in both systems. However, the effect of caspase-7 deficiency was not identical to the
phenotype previously described in caspase-3 deficient mice and was manifested differently
in both types of ossification. In the intramembranous model, the volume of bone was
decreased and bone mineral density was intact. Whereas, in the endochondral development,
the bone volume was constant and bone mineral density decreased.

Caspase-7 deficiency resulted in decreased expression of important osteogenic factors
examined by PCR Array. However, the exact mechanism of caspase-7 engagement
in osteogenic differentiation is not completely clear so far. Possibly, the cleavage
of pluripotent markers could lead to the activation of differentiation pathways and cell
specialisation. One possibility for further investigation is detection of caspase activity during
single cell analysis, which has a large potential for accurate outcomes and also decreases
demands on biological material. The examination of these multiple functions of caspase may
have an importance also for therapeutic approaches in treatment of distinct diseases and

defects in hard tissues, such as osteoporosis.
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1. Uvod

Lidska dentice hraje vyznamnou tlohu z hlediska pfijimani potravy ¢i spravné
artikulace, zaroven jde o dilezity esteticky faktor. Prestoze ztrata zubu nepiedstavuje pro
cloveéka Zzivot ohrozujici udalost, vyznamné ovliviiuje jeho komfort. Na spravné funkci
dentice se podili také kostni tkan, ve které je zub ukotven. Formovani tvrdych tkani (zubnich i
kostnich) je aktudlni otazkou tkanového inzenyrstvi. Nezbytnou podminkou pro diferenciaci a
kultivaci téchto tkani in vitro je porozuméni komplexni siti molekul ovliviiujici vyvoj in vivo.

V soucasnosti je jednim z hlavnich systéml vyuzivanych v experimentalni oblasti
mySi model. Obecné principy tvorby zubti umoziuji interpolovat dosazené vysledky
do humanni sféry (Fleischmannova et al., 2008). Z hlediska utvareni dentice vSak existuje
mezi my$im modelem a ¢lovékem néekolik rozdila (Obr. 1). U mysi nachazime redukovanou
dentici (jeden fezdk oddéleny diastemou od tfi molari v kazdém kvadrantu), bezsklovinné
oblasti molard, pouze jednu generaci zubtl, ale také neustdle dorUstajici fezaky. Prvni mysi
mandibularni molar (M1) je nejcastéj$i model studia odontogeneze (Fleischmannova et al.,
2008; Maas et Bei, 1997; Matalova et al., 2008).

Apoptoza se podili na vyvoji mnoha organi véetné zubt a kosti. Kaspazy, molekuly
diive striktné¢ spojované s apoptotickym a zanétovym procesem, jsou vSak v soucasnosti
popisovany také v oblasti bunééné diferenciace nebo proliferace (Lamkanfi et al., 2007). Tyto
multiplicitni vlastnosti je nezbytné definovat nejen z divodu rozsiteni poznatki o funkcich
kaspaz Vv procesech mimo apoptozu, ale také potencidlniho vyuziti téchto faktorti pro

terapeuticke ucely.

3 A4 o v ‘\"\'7 A Tezak (incisivus - 1)
:785Q )% : " | $picak (caninus - C)
5 3 [ © @ =zubtfenovy (premolaris - P)
g g g g L4 stolicka (molaris - M)

mys Clovék

Obr. 1: Srovnani mysi a lidské dentice. Zubni vrozec: my$i 11-3M, zubni vzorec

¢lovéka: 21-1C-2P-3M.
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1.1. Odontogeneze

Vyvoj zubi neboli odontogeneze je iniciovan jiz v ¢asném embryondlnim vyvoji.
Zubni zarodek se vyviji na zaklad¢ reciprokych interakci mezi zubnim epitelem a
ektomesenchymovymi bunkami, které pochazeji z neuralni listy (Miletich et Sharpe, 2004;
Tucker et Sharpe, 1999). Bez ohledu na typ zubu prochazi zubni zarodek stadiem
morfogeneze (definovani zakladniho tvaru), histogeneze (formovani specifickych typt tkani)

a mineralizace (ukladani anorganickych latek).

1.1.1. Vyvoj molaru

Mysi dentice obsahuje tfi molary (M1, M2, M3). Odlisuji se ptedevsim velikosti a
iniciaci zubniho vyvoje (v Case iniciace i molekularnich signalech). Nejdfive je iniciovan
vznik M1, a to v embryonalnim dni (E) 9,5. Ptiblizn¢ o den pozdé&ji nasleduje iniciace M2 a
M3 se zakladd az postnatalné. Morfologie mysich molard béhem vyvoje byla studovana
pomoci histologickych fezt i trojrozmérnych modeld (Cohn, 1957; Gaunt, 1966; Lesot et al.,
1996; Peterkova et al., 1996). Molar prochazi n¢kolika charakteristickymi stadii (Obr. 2).
Prvni morfologicky zietelnou strukturou zubniho vyvoje M1 je ztlusténi zubniho epitelu
(E11). Epitelové bunky proliferuji, kolem nich kondenzuji mesenchymové buiiky a vznika
zubni pupen (E12,5). Na dal$im rdstu zubu se podili signalni centrum zvané primarni
sklovinny uzel (PEK), ktery se zaklada na vrcholu epitelové ¢asti pupenu. V této oblasti byla
detekovana pfitomnost mnoha prolifera¢nich a diferencia¢nich faktor, mezi nimi sonic
hedgehog (SHH), kostni morfogeneticky faktor (BMP) 2, 4, 7, fibroblastovy rastovy faktor
(FGF) 4 (Jernvall et al., 1998; Jernvall et Thesleff, 2000; Thesleff et Sharpe, 1997,
Vaahtokari et al., 1996a; kompletni seznam geni je uveden na strance http://bite-
it.helsinki.fi/). Vlivem signaltt PEK dochazi k prodluzovani cervikalni smycky (CL) (Jernvall
et al., 1994) a ptechodu pupenu do stadia poharku (E14,5). V této fazi vyvoje je jiz patrny
zubni vak, ktery obklopuje vyvijejici se zubni zarodek (Zhang et al., 2003). Zubni vak
obsahuje populace progenitorti, které diferencuji v perinatalnim vyvoji ve fibroblasty
periodontalniho ligamenta, osteoblasty a cementoblasty (Luan et al., 2006). V nasledujicim
staddiu zvonku (E16) pokracuje proliferace epitelovych bunék, CL se zanofuje
do mesenchymu. U baze CL se vytvaii sekundarni sklovinné uzly (SEK) (Keranen et al.,
1998). Tato signaliza¢ni centra pravdépodobné¢ vznikaji migraci ¢asti bunék PEK (Coin et al.,
1999; 2000a), piestoze nékteré experimenty tuto hypotézu nepotvrdily (Matalova et al.,
2005a). Vlivem signalt SEK dochdzi ke vzniku epitelovych invaginaci, které davaji zaklad

zubnim hrbolim (Luukko et al., 2003; Tucker et Sharpe, 2004). Jako posledni signaliza¢ni
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oblasti se objevuji tercialni sklovinné uzly (TEK). Jsou patrné od perinatalniho obdobi a

mohou se podilet na formovani vysledného tvaru zubni korunky (Luukko et al., 2003).

A

SEKs
OEE
SR
yAY,
Sl

IEE
POD

e

B
M

HERS

Obr. 2: Vyvoj molaru (frontalni fez). Ztlusténi zubniho epitelu (A), zubni pupen (B), zubni poharek
(C), ¢asny zubni zvonek (D), pozdni zubni zvonek (E), molar dospélého jedince (F). AK (alveolarni kost), AM
(ameloblasty), C (cement), CL (cervikalni smycka), D (dasefi), DN (dentin), E (epitel), EN (sklovina), EO
(sklovinny orgéan), IEE (vnitini sklovinny epitel), HERS (Hertwigova epitelovd kofenova pochva), KK
(kofenovy kanal), KM (kondenzovany mesenchym), M (mesenchym), OD (odontoblasty), OE (oralni epitel),
OEE (vn¢jsi sklovinny epitel), PDL (periodontalni ligamentum), PEK (primarni sklovinny uzel), POD
(preodontoblasty), SEK (sekundarni sklovinné uzly), Sl (stratum intermedium), SR (hvézdicovité retikulum),
TEK (terciarni sklovinné uzly), ZP (zubni pulpa), ZPA (zubni papila), ZS (zubni stopka), ZV (zubni vak).

Sklovinny organ (EO) neboli epitelova ¢ast zubniho zvonku, je od E16 tvofen ¢tyimi
odlisnymi vrstvami bunék. V tésné blizkosti zubni papily se nachazi vrstva prizmatickych
bun¢k oznacovana jako vnitini sklovinny epitel (IEE) obsahujici prekurzory funkénich
ameloblastii a ameloblastii bezsklovinnych oblasti na vrcholech mysich molarta (Addison et
Appleton, 1921). K IEE pftiléha vrstva husté uspotfadanych epitelovych bunék vietenovitého
tvaru: stratum intermedium (SI) zajist'ujici pfisun zivin a regulaci diferenciace IEE. Nad SI se
nachazi hvézdicovité retikulum (SR), rozvolnéna vrstva epitelovych bunék piedstavujici
ochranu a dobfe prostupnou tkan pro ziviny nezbytné pii amelogenezi. Zevni Vrstvu

sklovinného orgéanu tvoti kubické bunky vnéjsiho sklovinného epitelu (OEE). IEE a OEE se
12



od sebe lisi morfologicky, metabolickou aktivitou, mitotickou aktivitou ¢i pfitomnosti
hemidesmozomd (Lesot et al., 2002).

Po dokonceni histogeneze sklovinného organu nasleduje formovani tvrdych tkani
korunky: dentinogeneze - tvorba zuboviny neboli dentinu (E18,5) a amelogeneze - tvorba
skloviny neboli enamelu (PO). Dentinogeneze je zahajena indukénimi signaly, které jsou
produkovany organem skloviny, na ptiklad WNT ¢i transformujici rustovy faktor B (TGFp),
k diferenciaci a polarizaci mesenchymovych bunék pfiléhajicich k bazalni membrané IEE
v preodontoblasty/odontoblasty. Odontoblasty maji prizmaticky tvar a dobfe vyvinuty
sekre¢ni aparat. Smérem k IEE produkuji odontoblasty predentin (smés glykoproteint,
proteoglykanti a kolagennich vldken), sekrece probihd pomoci apikalniho cytoplazmatického
vybézku, ktery se nazyvd Tomesovo vldkno. Organickd matrix predentinu je nasledné
mineralizovana ukladanim krystalii hydroxyapatitu, coz vede k pfemén¢ na dentin. Depozici
predentinu/dentinu se odontoblasty posunuji smérem do budouci zubni pulpy a Tomesovo
vlakno se prodluzuje. Aktivita odontoblastli na rozdil od ameloblastl pokracuje 1 po profezani
zubu (sekundarni, tercialni nebo reparativni dentin).

V disledku vzniku dentinové bariéry méni preameloblasty svoji polaritu a dochazi
k jejich diferenciaci v ameoblasty, béhem tohoto procesu se uplatiiuji faktory BMP a FGF
(Plikus et al., 2005; Takamori et al., 2008). Ameloblasty produkuji organickou matrix (mimo
jiné amelogenin, ameloblastin, enamelin, tuftelin), kterd je nasledné mineralizovana
hydroxyapatitovymi krystaly. V maturac¢ni fazi skloviny ameloblasty produkuji matrixové
metaloproteinazy (MMP), které se podileji na zpétné resorpci organickych slozek a vzniku
vysoce mineralizované tkdné (Smith, 1998). Dentinogeneze i amelogeneze jsou iniciovany
nejprve v ristovych zonach korunky a dale pokracuji smérem k CL.

Po ukonéeni vyvoje korunky zacina vyvoj kofene. Tento proces je iniciovan tvorbou
Hertwigovy kotfenové epitelové pochvy (HERS) z bun¢k CL. Na tvorbé bazalni membrany
HERS se podileji epitelové 1 mesenchymové builkky. HERS ovliviiuje riist a tvar kotfene
(Andreasen et al., 1990), tidi diferenciaci bun¢k zubni papily v odontoblasty a zubniho vaku
v cementoblasty. Dentinogeneze korunky a kofene probiha podobnym, ale pravdépodobné ne
zcela identickym mechanismem; odontoblasty korunky maji prizmaticky (styloidni) tvar,
kdezto odontoblasty kofene nabyvaji kubického tvaru (Park et al., 2007; Steele-Perkins et al.,
2003). Regulace diferenciace odontoblasti se ucastni pravdépodobné SHH a proteiny

sklovinné matrix (Bosshardt et Nanci, 2004).
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Béhem tvorby dentinu dochéazi ke vzniku fenestraci v HERS. Mesenchymové buiky
vnitini vrstvy zubniho vaku migruji pomoci téchto otvort na povrch dentinu, kde diferencuji
v cementoblasty a zahajuji cementogenezi (Bosshardt et Schroeder, 1996; Wu et al., 2008).
Béhem cementogeneze se uplatituje exprese molekul, mezi které patii osteonektin, kostni
sialoprotein, proteoglykany (MacNeil et Somerman, 1993). Regulace cementogeneze je
pravdépodobné tizena BMP2 (Zhao et al., 2003). Ze zubniho vaku pochézeji také bunééné
prekurzory formujici Sharpeyova vlakna periodontalniho ligamenta (PDL), ktera spojuji
alveolarni kost s cementem (Han et al., 2010; Luan et al., 2006; Yang et al., 2009). Dalsi fazi
vyvoje M1 je erupce V postnatalnim stadiu (P) 17 (Caton et Tucker, 2009), ktera je
doprovazena resorpci alveolarni kosti i kostni apozici (Lungova et al., 2011; Marks et Cahill,

1986). Spravné formovany mys$i M1 ma 6 zubnich vrchol: tfi lingudlni, téi bukalni.

1.1.2. Vyvoj Fezaku

Mysi fezdk se od molarti odliSuje predevS§im svym tvarem, ma pouze jediny zubni
vrchol, jehoZ vyvoj Fidi jeden sklovinny uzel (Kieffer et al., 1999). Rezaky mysi jsou schopny
sebeobnovy (Obr. 3), ktera je dana pfitomnosti somatickych kmenovych bunék (SSCs)
(Harada et al., 1999; Klein et al., 2008; Wang et al., 2004; Wang et al., 2007).

mSSCs

diferencia¢nigradient

Obr. 3: Niche kmenovych bunék mySich iezakd (sagitalni Fez). Zdroj epitelovych somatickych
kmenovych bung€k, ze kterych diferencuji ameloblasty, se nachazi v OEE a SR labialni ¢asti cervikalni smycky.
AM (ameloblasty), DN (dentin), EN (sklovina), eSSCs (epitelové somatické kmenové buiiky), IEE (vnitini
sklovinny epitel), LaCL (labialni ¢ast cervikalni smy¢ky), LiCL (lingualni ¢ast cervikalni smycky), M1 (prvni
molar), M2 (druhy molar), M3 (tfeti molar), MK (mandibularni kost), mSSCs (mesenchymové somatické
kmenové buiiky), OD (odontoblasty), OEE (vn&jsi sklovinny epitel), PAM (pre-ameloblasty), POD (pre-
odontoblasty), SI (stratum intermedium), SR (hvézdicovité retikulum), ZP (zubni pulpa). Pfevzato a upraveno
podle Chang et al. (2013).
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Obr. 4: Vyvoj Fezaku (sagitalni fez). Ztlusténi zubniho epitelu (A), zubni pupen (B), zubni poharek
(C), ¢asny zubni zvonek (D), pozdni zubni zvonek (E), fezak dospélého jedince (F). AM (ameloblasty), DN
(dentin), EN (sklovina), E (epitel), EO (sklovinny organ), IEE (vnitini sklovinny epitel), KM (kondenzovany
mesenchym), LaCL (labialni ¢ast cervikalni smy¢ky), LiCL (lingualni ¢ast cervikalni smyc¢ky), M (mesenchym),
M1 (prvni molar), M2 (druhy molér), M3 (tieti molar), MK (mandibuléarni kost), N (niche kmenovych bun¢k),
OD (odontoblasty), OE (oralni epitel), OEE (vngjsi sklovinny epitel), PEK (primarni sklovinny uzel), VL
(vestibularni lista), ZP (zubni pulpa), ZPA (zubni papila), ZS (zubni stopka), ZV (zubni vak).

Vyvoj mandibularniho fezaku (Obr. 4) zacina v obdobi E11,5 ztlusténim zubniho
epitelu, pokracuje stadiem pupene (E12,0 — 13,0), poharku (E13,5 — 15,5) a zvonku (E16,0)
(Kieffer et al., 1999). Rezik je charakteristicky svou asymetrickou strukturou, sklovina je
pfitomna pouze na labialni (La) strané, coz zajistuje jeho spravnou funkci pii zpracovani
potravy. Asymetrickda morfologie vychdzi z asymetrické distribuce signalnich molekul
(Kuang-Hsien Hu et al., 2014). Béhem vyvoje dochazi k diferenciaci ameloblastli z bunék
IEE, které jsou obnovovany ze zdroje epitelovych SSCs v LaCL skrze pfechodné délici se
bunikky (TA). Podobné jsou obnovovany ¢i regenerovany bunky zubni pulpy a odontoblasty.
Mesenchymové SSCs se nachéazi v apikalni casti fezdku v niche mezi Li a LaCL. Soucasné
studie ukazuji, Ze tyto bunky mohou pochazet z gliovych buné¢k ¢i pericytt (Kaukua et al.,
2014; Zhao et al., 2014). V fezaku je tedy patrny diferenciacni gradient od CL k distalnimu
konci fezaku. Vyvoj zubnich tkani fezaku je regulovan FGF signalizaci (Harada et al., 2002),
geny sprouty (Klein et al., 2008), aktivinem (Harada et al., 2002), BMP4 (Plikus et al., 2005),
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SHH (Seidel et al., 2010) a geny NOTCH (Fortini et Artavanis-Tsakonas, 1993), které spolu

vzajemné interaguji.

1.2.  Osteogeneze

Tvorba kosti neboli osteogeneze probihda dvéma zékladnimi mechanismy:
intramembrandzni osifikaci, kterou vznikaji kosti lebky, sternum, kli¢ni kost ¢i mandibula,
nebo osifikaci endochondralni, kterou vznika vétSina kosti skeletu (kosti koncetin, obratle,
zebra). Béhem intramembrandzniho vyvoje diferencuji osteoblasty piimo z kondenzovanych
mesenchymovych bunék. Endochondralni osifikace je naopak charakteristickd tvorbou
chrupavcité struktury, kterd je nasledné pfestavéna na kostni tkan. V obou formach osifikace
se na vystavbé kosti podili tfi typy bunék: osteoblasty (aktivni buniky produkujici kostni
matrix), osteocyty (bunky obklopené kostni matrix s redukovanym sekre¢nim apardtem a
bunénym objemem) a osteoklasty (mensi populace mnohojadernych bunék plivodem
z monocytové/makrofagové linie, které se podileji na degradaci chrupavcitého zakladu a
resorpci kosti) (Clarke, 2008). Pro diferenciaci osteoblasti je klicovou molekulou transkripéni
faktor RUNX2 (Komori et al., 1997), ktery spousti expresi genti kostni matrix: osteopontinu,
kolagenu (COL) 1 a kostniho sialoproteinu (Ducy et al., 1997; Karsenty, 2001). Tento faktor
lze vyuzit jako cCasny marker osteogeneze, nebot je piitomen v mesenchymovych
kondenzacich jiz pted zahijenim osteogeneze. Diferenciace osteoklastl je fizena fadou
transkripénich faktorti: PU.1, c-FOS, NFkB a MI (Wagner et Karsenty, 2001). Dale
osteoklastogenezi ovliviiuji 1 sekretované proteiny M-CSF a systém zahrnujici receptor pro
jaderny aktivator faktoru k B (RANK)/ ligand receptoru pro jaderny aktivator faktoru k B
(RANKL)/ osteoprotegrin (OPG) (Dougall et al., 1999; Kong et al., 1999; Simonet et al.,
1997). Interakci RANKL produkovaného osteoblasty a RANK, ktery je exprimovan na
prekurzorech osteoklastil, dochazi k aktivaci osteoklastogeneze. Naopak neutralizaci RANKL
pomoci navnadového (tzv. ,,decoy*) receptoru OPG je osteoklastogeneze inhibovana.

Osteogeneze je komplexni proces, osteoblasty nejprve syntetizuji organickou matrix
(kolageny, osteokalcin, osteopontin, osteonektin, sialoproten etc.), nasledné dochazi k jeji
mineralizaci usazovanim hydroxyapatitovych krystali a remodelaci. Osteocyty vznikajici
maturaci osteoblast nejsou zcela neaktivni a déle se podileji na regulaci diferenciace
osteoblastil a osteoklasti. Béhem tvorby bunééné matrix nejprve vznikd primarni (vlaknitd)
kost, ktera je nasledné pfestavéna na kost sekundarni (lameldzni) (Tichy et al., 2000).

Vyvoj kostni tkané reguluje rozsahla sit’ signalnich drah, kromé vyse uvedenych byly
popsany jako klicové faktory osteogeneze nasledujici molekuly: faktory rodiny BMP
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(Groeneveld et Burger, 2000), rodina FGF (Marie, 2012), hedgehog proteiny (Spinella-Jaegle
et al., 2001), vaskularni endotelovy rastovy faktor (VEGF) (Clarkin et Gerstenfeld, 2013;
Yang et al., 2012), draha TGFB (Chen et al., 2012), transkripéni faktory MSX (Bendall et
Abate-Shen, 2000) a SOX9 (Wright et al., 1995). V posledni dob¢ se ukazuje, Ze zastoupeni
signalnich molekul béhem endochondralni a intramembran6zni osifikace neni identické

(Chung et al., 2004).

1.2.1. Intramembranozni osifikace (mandibularni a alveolarni kost)

Mandibula se zpocatku vyviji intramembran6zné, na proximalnich koncich se vSak
tvoii sekundarni chrupavky, které podléhaji endochondralni osifikaci (Shibata et al., 1996).
Mandibulérni kost vznika lateralné od Meckelovy chrupavky, kterd zajist'uje oporu mandibuly
béhem casného embryondlniho vyvoje. V pozdé¢jsich stadiich zaniké stfedni ¢ast Meckelovy
chrupavky, rostralni vybézek podstupuje endochondralni osifikaci a stdva se soucasti
mandibuly a kaudalni konec se podili na formovani kistek stfedniho ucha (Bhaskar et al.
1953; Bernick et Patek, 1969; Frommer et Margolies, 1971; Harada et Ishizeki, 1998; Ishizeki
et al., 1997). Pocatek vyvoje mandibularni kosti (Obr. 5) je iniciovan v E12 kondenzaci bunék
neuralni listy, tyto bunky proliferuji a nasledné diferencuji do linie osteoblastii. Prvni znamky
organické matrix se objevuji v E13 (Dixon, 1977), tvoii ji ptevazné¢ COLI1 a nekolagenni
proteiny: osteokalcin, osteopontin, Kkostni sialoprotein (Sodek et McKee, 2000).
K mineralizaci dochazi ukladdnim hydroxyapatitovych krystali (E14,5). Béhem maturace
kostni tkan¢ podléhaji nékteré osteoblasty apoptdze, ostatni jsou plné obklopeny kostni matrix
a stavaji se osteocyty. Cévami jsou pfindSeny Ziviny a prekurzory osteoklastli podilejicich se
na remodelaci kostni tkan€. V superficidlni ¢asti mandibularni kosti se v E15,5 zacinaji
formovat alveolarni vybézky (Cho et Garant, 2000; Radlanski et al., 1998; Ramaesh et Bard,
2003). Pozd¢ji (E17,5) je jiz mozné pozorovat tyto vybézky nalevkovité nasedajici na zubni
zvonek M1 (Zhang et al., 2003). Nejvétsi zmény v morfologii alveolarnich vybézki
mandibuldrni kosti v§ak nastavaji az postnatalné béhem vyvoje zubnich kotfenl a zubni erupce
(Cho et Garant, 2000).

Alveolarni kost Se spojuje s alveolarnimi vybézky mandibularni kosti a stava se
soucasti mandibuly. Na formovani alveolarni kosti se podileji osteoblasty diferencované
z mesenchymovych prekurzori zubniho vaku. Piivod alveolarnich osteoblastli byl prokazan
nékolika nezavislymi experimenty sledujicimi migraci bunék ze zubniho vaku, schopnost
jejich indukce do osteogennich linii ¢i charakteristickou genovou expresi (Diekwisch, 2002;
Diep et al., 2009; Kim et al., 2007; Ten Cate et al., 1971; Ten Cate et Mills, 1972; Zhao et al.,
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2002). K expanzi alveolarni kosti dochazi v obdobi formovani zubnich kofent. Zrala
alveolarni kost je tvofena kompaktni kosti s Haversovym systémem lamel a upinaji se do ni
Sharpeyova vlakna periodontia. Primarni kost neni nahrazena kosti sekundarni. Periost neni

pfitomen, jeho funkci plni periodontium (Malinsky et al. 1995).

Obr. 5: Vyvoj mandibularni kosti. Kondenzovany mesenchym pochazejici z bunék neuralni listy (A),
diferenciace osteogennich progenitorti a nasledné osteoblastti (B), tvorba primarni kostni matix osteoblasty a
diferenciace osteoklastli z bun€k imunitniho systému (C), frontalni fez dospé€lé mandibularni/ alveolarni kosti
obklopujici molar a fezdk (D). AK (alveolarni kost), I (fragment fezaku), KM (kondenzovany mesenchym), M
(kofen molaru), OB (osteoblast), OC (osteoklast), OP (0steogenni progenitor), PDL (periodontalni ligamentum),

PK (primarni kost), PM (perichondrium), SK (sekundarni kost), VAS (vaskularizace).

Alveolarni/mandibularni kost se podili na regulaci expanze zubniho zarodku
(Alfageeh et al., 2013). Vyvoj i remodelaci alveolarni/mandibularni kosti ovliviiuji signalni
molekuly (Ohazama et al., 2004) v tésné soucinnosti s mechanickymi silami (Benjamin et
Hillen, 2003; Ingber, 2005; Radlanski et Renz, 2006). Clenové rodiny DLX reguluji formaci
Celisti a jejich identitu (Depew et al., 2002; Qiu et al., 1995;). Rast mandibularni a alveolarni
kosti dale ovliviiuje MSX1 a MSX2 (Aioub et al., 2007; Satokata et Maas, 1994; Zhang et al.,
2003). Signalni draha RANK/RANKL/OPG reguluje nejen remodelaci kosti, ale podili se
také na koordinaci interakce kosti a zubu (Ohazama et al., 2004).

1.2.2. Endochondralni osifikace (dlouhé kosti koncetin)
Vyvoj koncetin je zahdjen tvorbou koncetinového pupene, ktery je polarizovan
molekularnimi signaly: anterio-posteriorné SHH, dorzo-ventalné WNT7a a proximo-distaln¢

pusobi ¢lenové rodiny FGF (Niswander, 2002; Taher et al., 2011). Pfedni i zadni koncetiny
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jsou formovany podobnym zplsobem, vyvoj zadni koncetiny je vSak zpozdén pftiblizné
o polovinu dne (Towers et Tickle, 2009). Pupen horni koncetiny u mysi se zaklada v E9,5. Je
tvofen mesenchymovymi builkami laterdlniho mezodermu a okolnim ektodermem.
Formovani dlouhych kosti zahrnuje nékolik stadii (Obr. 6). V E12 dochazi ke kondenzaci
mesenchymovych bunék (Olsen et al., 2000) a nasledn¢ vlivem SOX9 (~E13) k jejich
diferenciaci do linie chondroblastt (Akiyama et al., 2002; Bi et al., 1999).

— RZ
— PM

— SK
— KD

Obr. 6. Vyvoj dlouhych kosti koncetiny. Kondenzace bunék lateralniho mezodermu (A), diferenciace
chondroblasti (B), maturace chondrocytii a pfechod do hypertrofie (C), vznik primarniho osifikaéniho centra
(D), expanze primarniho osifika¢niho centra (E), pfestavba primarni kosti na kost sekundarni (F). AC (artikularni
chrupavka), CB (chondraoblasty), HC (hypertrofické chondrocyty), KC (klidové chondrocyty), KD (kostni dfef),
M (mesenchymové prekurzory), OB (osteoblasty), OC (osteoklasty), PC (proliferujici chondrocyty), PHC
(prehypertrofické chondrocyty), PK (primarni kost), PKP (periostalni kostni prstenec), PM (periost), POC
(primarni osifikaéni centrum), RZ (rustova zona), SK (sekundarni kost), SOC (sekundarni osifika¢ni centrum),

VAS (vaskularizace).

Soucasné se béhem diferenciace chondrocytl uplatituje draha BMP, WNT/3-katenin
(Urist, 1965; Tamamura et al., 2005; Wang, 1993; Yoon et Lyons, 2004) a FGF regulujici
rust, diferenciaci ¢i apoptozu (Ornitz et Marie, 2002). Chondroblasty ptechazeji do stadia
chondrocytt, které Ize morfologicky i biochemicky rozdélit do ¢étyf subpopulaci (E15,5).
Jednd se o chondrocyty v zbénach klidovych, proliferujicich, pre-hypertrofickych a
hypertrofickych. Od distdlniho a proximélniho konce smérem ke stfedu budouci kosti
chondrocyty proliferuji, produkuji matrix obsahujici COL2 (Kosher et al., 1986; Zhao et al.,
1997), vstupuji do pre-hypertrofického stadia a finalné¢ hypertrofuji.
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Regulaci hypertrofického prechodu zajistuje Indian Hedgehog (IHH), ktery je
produkovan pre-hypertrofickymi chondrocyty (St-Jacques et al., 1999), a parathormonu
piibuzny protein (PTHrP), ktery je exprimovan Vv klidové a proliferujici zon¢ chondrocytii
(Lanske et al., 1996). Hypertrofické chondrocyty produkuji COL10 (Schmid et Linsenmayer,
1985), MMP13 uplatiujici se béhem piestavby kalcifikované chrupavky na kostni tkan
(Behonick et al., 2007; Inada et al., 2004) a VEGF (Gerber et al., 1999; Maes et al., 2002).

Osifikace dlouhych kosti je iniciovana uprostied diafyzy, kde vznika perichondralni
vaskularizovany prstenec. Jeho buriky se na vnitini stran¢ méni v osteoblasty a perichondrium
ziskava osteogenni vlastnosti (Colnot et al., 2004). Vysledkem tohoto procesu je uzavieni
centralni oblasti diafyzy periostalnim kostnim prstencem. Soucasné také dochazi k hypertrofii
chondrocytl a vzniku primérniho osifikacniho centra (E17,5). Chrupavka nésledné kalcifikuje
a je rozruSovana chondroklasty. Béhem této piestavby zlstava chrupavka zachovana pouze
Vv oblasti kloubu (artikularni chrupavka) a v ristovych ploténkach zanikajicich v dospélosti.
Vrustajici cévy pfindseji mesenchymové bunky, které diferencuji v osteoblasty produkujici
organickou hmotu - osteoid. V epifyzach dochazi ke vzniku sekundarnich osifikac¢nich center.
Vznikajici primdrni kost (vlaknitd) je opét rozruSovéna a prestavovana na kost sekundarni

(kompaktni a spongidzni v oblastech epifyz) (Tichy et al., 2000).

1.3. Apoptoza
Apoptoza je definovana jako fyziologicky proces, ktery se uplatituje v prenatalnich i
postnatalnich procesech, ¢imZ se podili na udrZovani homeostazy organismu. Tento jev byl
popsan v roce 1972 (Kerr et al., 1972), nazev pochazi z feckého and (apo) mtdoig (ptosis),
coz v ptekladu znamend opadavani (napiiklad listd, okvétnich platki etc.). Apoptoza se podili
na vyvoji orgadnt ve smyslu eliminace ,,nadbytecnych* bun¢k. Jeji vliv byl podrobné popsan
pii formovani nervové soustavy ¢i koncetin (Doseff, 2004; Meier et al., 2000). Dale se
apoptoza uplatiiuje pii likvidaci bunék napadenych patogeny nebo pfi odstraiiovani starych a
potencidlné nebezpeénych bunék. Nepifiméiend (zvySend 1 sniZzend) apoptéza vede
k patologickym stavam. Ve spojeni s deregulaci apoptdézy byly popsany &etné vyvojové
defekty, autoimunitni choroby, neurodegenerativni onemocnéni ¢i iniciace karcinogeneze
(Meier et al., 2000).
Od zahajeni apoptotického  procesu prochdzi bunka nékolika  stadii
S charakteristickymi morfologickymi znaky, podle kterych je mozné apoptdzu rozpoznat.
Patrné je zaskrcovani cytoplazmatické membrany, kondenzace chromatinu, fragmentace jadra
a celkové smrst'ovani bunécného objemu (Hacker, 2000; Kerr et al., 1972). Ve finalni fazi se
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bunika rozpadad na apoptoticka téliska, ktera jsou odstranéna fagocyty bez vyvolani zanétu.
Dutlezitym parametrem apoptoézy je dynamicnost, kterd umoznuje rychle reagovat na rizné
situace v organismu. Cely proces trva 30 az 60 minut (Bronckers et al., 2000; Satchell et al.,
2003; Savill et al., 1993). Klicovymi proteiny apoptozy jsou kaspazy (Crawford et Weells,
2011). Ukazuje se vsak, ze apoptéoza muze probihat i bez aktivace kaspaz (Abraham et
Shaham, 2004; Borner et Monney, 1999). Apoptdza byla popsana také za ucasti dal$ich
proteolytickych faktor napiiklad granzymu B ¢&i katepsini (Mathiasen et al., 1999;
Mathiasen et al., 2002).

Obecné existuji dvé hlavni cesty spousténi apoptozy (Obr. 7). Jedna se o vnitini

(mitochondrialni) a vnéjsi (receptorovou) formu.
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Obr. 7: Schématické znazornéni apoptotického procesu. Vnitini cesta apoptozy (zelena): p53
transaktivuje Bax, coZ vede k naruSeni membrany mitochondrii a uniku cytochromu-c do cytoplazmy, kde
dochazi k formaci apoptozomu (pro-C9, Apaf-1, cyto-c za Gcasti ATP), a aktivaci C9. Vnéjsi cesta apoptozy
(Cervend): proces je zahajen vazbou ligandu na receptor smrti, pomoci signalniho komplexu indukujiciho
bunéénou smrt (DISC: FasL, Fas, FADD, pro-C8) je aktivovana C8. C8 a C9 stépi/aktivuji C3. Aktivace
centralni C3 vede ke §tépeni jaderné DNA. Ob¢& cesty se mohou prolinat pies molekulu Bid/tBid. C (kaspaza),
pro-C (prokaspaza), cyto-C (cytochrom-c), FADD (Fas-asociovana doména smrti), IAP (inhibitory apoptotickych
proteinil), Smac/Diablo (druhy mitochondrialni aktivator kaspaz).
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Oba procesy vedou k aktivaci exekuénich kaspaz, které stépi cytoplazmatické faktory,
¢imz dochazi k amplifikaci apoptézy a jaderné proteiny, coz vede k findlni fazi apoptozy.
V této fazi sStépi exekucni kaspazy konstitutivni inhibitor kaspazou aktivované DNazy
(ICAD), tim dochazi k aktivaci kaspazou aktivované DNazy (CAD) a intenzivnimu $tépeni
DNA (Enari et al., 1998). Dale je stépena poly-(ADP-rib6za)-polymeraza (PARP), ktera se
podili na reparaci DNA zlomt (Kaufman et al., 1993; Tewari et al., 1995), proteiny
chromozomalnich komplext (Faragher et al., 2007), ¢i slozky jaderné membrany: lamininu
(Lazebnik et al., 1995; Orth et al., 1996).

Na regulaci apoptozy se podili proapoptotické (Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bik, Bim,
Puma, BIk, Hrk, BNIP3, BimL) a antiapoptotické faktory (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, etc.),

jejichz pomér rozhoduje o indukci apoptdzy ¢i pieziti buniky (Zimmermann et Green, 2001).

1.4. Kaspazy

Nézev kaspaz je odvozen od jejich funkce a struktury aktivniho mista (caspases —
cystein dependent aspartate proteases) (Alnemri et al., 1996). Ke Stépeni substratt kaspaz
dochazi v misté za aspartatem (Asp, D) pomoci aktivniho mista obsahujiciho cystein
(Stennicke et Salvesen, 1999). Tato specificka proteazova aktivita ma v bunikich unikatni
postaveni. Kaspazy se ucastni fizeného St€peni proteint bunky, které miize mit inaktivacni,
ale také aktivacni charakter. Na zakladé struktury a funkce bylo u savct identifikovano 15

riznych kaspaz (Chowdhury et al., 2008).

1.4.1. Kaspazy — faktory bunééné smrti a dalSich bunéénych procesi

Dlouhou dobu byly kaspazy spojovany vyhradné s apoptotickymi a zanétovymi
procesy. V soucasnosti jsou U€inky kaspaz popisovany také pii proliferaci T-lymfocyti,
béhem regulace bunééného cyklu, tvorby erytrocyti a krevnich desticek a diferenciaci
ruznych bunck, napiiklad keratinocytli, osteoblastli, myoblastli ¢i neuradlnich kmenovych
bune¢k (Lamkanfi et al.,, 2007). Krom¢ diferenciaénich procesii nesouvisejicich piimo
s apoptotickym procesem (makrofagy, kosterni svalstvo), se mohou kaspazy Gcastnit bunécné

diferenciace formou nekompletniho apoptotického procesu, jako je tomu u bunék o¢ni ¢ocky

(Schwerk et Schulze-Osthoff, 2003).
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1.4.1. Struktura a aktivace kaspaz

Kaspazy jsou syntetizovany v neaktivni form¢ (prokaspazy). Struktura monomeru se
sklada z N-koncové prodomény, velké (17-20 kDa) a malé (10-12 kDa) podjednotky (Obr. 8).
Velka podjednotka obsahuje katalytické misto s cysteinem, mala podjednotka obsahuje
zbytky aminokyselin formujici zlabek pro vazbu substratu. Na zaklad¢ velikosti prodomény
jsou rozliSovany prokaspazy s dlouhou prodoménou (kaspazy-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -14) a
prokaspazy s prodoménou kratkou (kaspazy -3, -6, -7).

Neaktivni molekula

1 D23 ¢ D198 303 1 D28 c D175 277
C7 NH, COOH C3 NH, COOH
J 1 C D315 D331 416
prodome\'na_Y_{_Y_}
C9 NH, CARD COOH
velka
podjednotka mala
podjednotka 1 D216 C D374 D385 479
cs N | |
Aktivovany dimer
1 D219 C Da1s

521

10 v, <

Obr. 8. Struktura pro/kaspazy-7 a dalSich vyznamnych prokaspaz ucastnicich se apoptézy. Béhem
aktivace kaspazy-7 dochdzi k odstépeni prodomény a tvorbé homodimeru, kdy dojde k odhaleni aktivnich mist.
Pozice aminokyselin uvedenych molekul odpovidaji lidskym kaspazam. C (cystein), C3-10 (kaspazy), D

(asparagin).

Prvni skupina je aktivovana pomoci adaptorovych proteint, na ptiklad s vyuzitim Fas-
asociované domény smrti (FADD). Adaptorové proteiny interaguji S prodoménou kaspaz
obsahujici efektorovou doménu smrti (DED) (kaspazy-8 a -10) nebo kaspazovou aktivacni
doménu (CARD) (na ptiklad kaspazy-1, -2, -4, -5, -9). Aktivace téchto kaspaz je zavisla
na dimerizaci. Skupina prokaspaz s kratkou prodoménou se vyskytuje jiz ve stavu dimeru,
vyzaduje vSak aktivaéni Stepeni. Mala a velkd podjednotka katalytické domény je oddélena
kratkym ,linkerem®, jeho odstépeni umoniuje piestavbu smycek a formovani katalytického
mista (Riedl et Shi, 2004; Stennicke et al., 1998).

Na zéklad€ pozice v proteolytické kaskadé 1ze v bunkach rozliSovat dva typy kaspaz.

.....

efektorovych (Thornberry et al., 1997) neboli exekuénich kaspaz (kaspazy -3,- 6, -7).
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Aktivovand kaspdza mé formu homodimeru slozeného ze dvou heterodimerti: velké a malé
podjednotky (Walker et al., 1994; Wilson et al., 1994). Kazdy enzym obsahuje dvé aktivni

mista, vyjimkou je kaspaza-9 s jednim aktivnim mistem (Renatus et al., 2001).

1.4.2. Subcelularni lokalizace a substraty kaspaz

Prokaspazy/kaspazy byly detekovany nejen v cytoplazmé, ale také v riznych
bunécnych organelach: jadie, Golgiho aparatu, endoplazmatickém retikulu, mitochondriich
(Chandler et al., 1998; Krajewski et al., 1999; Mancini et al., 1998; Mancini et al., 2000;
Nakagawa et al., 2000; Quin et al., 2001; Samali et al., 1998; Susin et al., 1999; Zhivotovsky
et al., 1999). K aktivaci exeku¢nich kaspaz dochazi v cytoplazmé, nasledné jsou kaspazy
translokovany do jadra, kde se podileji na findlni f4zi apoptézy. Kromé jadernych proteint
kaspazy rozpoznavaji a §tépi celou skalu dalsich faktora (Earnshaw et al., 1999; Fischer et al.,
2003). Obecné jsou kaspazami rozpoznavany specifické tetrapeptidy substratt (Obr. 9), tyto
sekvence se mohou mezi riznymi kaspdzami piekryvat, jak je tomu napiiklad u exekucnich

kaspaz-3 a 7 (Chen et al., 1996; Kayalar et al., 1996; Song et al., 1997).

Kaspaza P5 P4 P3 P2 Pl;/Pl’
-1,-4,-5,-14 WHNXE X D i
8,-9,-10 mwe x o ?
-3,-7 D E X D "
-6 VvV E X D ¢
2 VLDE x D ¢

Obr. 9: Znazornéni mist substrati, ve kterych dochazi ke $tépeni kaspazami. Oblasti §té€peni se
mezi jednotlivymi kaspazami lisi, ke $tépeni substratu dochazi mezi mistem P1" a P1. D (Asn), E (Glu), @
(aminokyseliny: Gly, Ala, Thr, Ser, Asn), I (Ile), L (Leu), P (mista substratu rozpoznavana enzymem),
S (katalyticka mista enzymu), V (Val), W (Trp). Pfevzato z Timmer et Salvesen (2007).

1.4.3. Efektorové (exekucni) kaspazy-3 a -7

Kaspaza-3

Jednda se o nejfrekventovangjSi a nejlépe probadanou efektorovou kaspazu.
Prokaspaza-3 se nachazi v cytoplazm¢ a mitochondriich (Mancini et al., 1998; Samali et al.,
1998). Po aktivaci se presouva do jadra (Faleiro et Lazebnik, 2000; Chandler et al., 1998),
kde stépi proteiny PARP, ICAD, MDM2, p21, laminin, pRb etc. (Chowdhury et al., 2008).
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Podili se také na aktivaci prokaspazy-8 a dalSich proapoptotickych molekul, ¢imz amplifikuje
proces apoptozy (Ferreira et al., 2012). Fenotyp mys$i postradajicich kaspazu-3 se lisi
v zavislosti na genetickém pozadi: kmen 129/ Sv] vykazoval perinatdlné letalni
neurodegerativni abnormality (Kuida et al., 1996; Leonard et al., 2002), kdezto u kmene
C57BL16J nebyly tyto zavazné zmény pozorovany (Houde et al., 2004; Leonard et al., 2002).
Tyto rozdily by mohly spocivat v aktivaci alternativni drahy na genetickém pozadi C57BL16J
indukujici apoptozu, ktera se u kmene 129/ SvJ neuplatiiuje (Leonard et al., 2002).

Kaspaza-3 byla popsana jako kli¢ovy faktor pro eliminaci buné¢k PEK (Matalova et al.,
20006). Deficience kaspazy-3 stejné jako kaspazy-9 a apoptotického proteazového aktiva¢niho
faktoru (Apaf-1) vedla Kk inhibici apoptézy v PEK. Tato data poukazala na vnitini cestu
apoptozy jako hlavni mechanismus pro apoptotickou eliminaci PEK (Matalova et al., 2006;
Setkova et al., 2007). Kaspaza-3 byla identifikovana také jako vyznamny faktor diferenciace
kostni tkané¢. Osteoblasty derivované zkostni diené¢ jedinct postradajicich kaspazu-3
vykazovaly nizsi proliferacni aktivitu a osteogenni potencidl proti kontroldm. Déle byl u mysi
postradajicich kaspazu-3 odhalen opozdény vyvoj kostnich tkani, dospélci méli sniZzenou

kostni denzitu, separaci a tloustku tramca (Miura et al., 2004).

Kaspaza-7

Neaktivni kaspaza-7 se nachazi v cytoplazmé (Zhivotovski et al., 1999), po aktivaci
byla detekovana pievazné v mitochondrialni a mikrozomalni frakci (Chandler et al., 1998).
Ugastni se §tépeni PARP a dalsich jadernych proteinti (Faragher et al., 2007), mtize se podilet
také na Sté€peni prokaspazy-6 (Chowdhury et al., 2008). Deficientni jedinci kmene C57BL16J
jsou zivotaschopni a fertilni (Duprez et al., 2011). Mimo apoptoézu byla aktivace kaspazy-7
prokazana béhem zanétovych procesu (Hotchkiss et Nicholson, 2006). Mutace v genu pro
kaspazu-7 byly pozorovany u pacienti s revmatoidni artritidou (Teixeira et al., 2008).

Zapojeni kaspazy-7 béhem vyvoje tvrdych tkani v§ak doposud nebylo popséno.
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2.  Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo rozsifeni poznatkl o zapojeni kaspaz v apoptotickych a
predevsim neapoptotickych procesech béhem formovani tvrdych tkanich na bunécné i
molekularni tirovni. Na zaklad¢ popsanych vlastnosti u kaspazy-3 se tato prace zameéfila na
funkéné i strukturné podobnou a doposud opomijenou kaspazu-7. Experimentalni ¢ast byla
provadéna na mysim modelu. Jako systém pro studium zubni tkané byl zvolen mysi
mandibularni fezak a prvni molér. Kostni tkan¢ byly zkoumény z hlediska intramembrandzni
(mandibuléarni/alveolarni kost) i endochondralni osifikace (dlouhé kosti koncetin).

Diléi cile:

1) Zhodnotit a doplnit dosavadni poznatky souvisejici s apoptotickou signalizaci béhem

odontogeneze.
2) Detekovat aktivaci kaspazy-7 béhem vyvoje molaru a fezaku.
3) Korelovat aktivaci kaspazy-7 s vyskytem apoptotickych bun¢k v zubnich tkanich.
4) Analyzovat efekt deficience kaspazy-7 béhem vyvoje molaru.
5) Analyzovat efekt deficience kaspazy-7 béhem vyvoje fezaku.
6) Detekovat aktivaci kaspazy-7 béhem intramembrandzni a endochondralni osifikace.
7) Korelovat aktivaci kaspazy-7 s vyskytem apoptotickych bunék v kostnich tkanich.
8) Analyzovat efekt deficience kaspazy-7 v intramembran6znim modelu kosti.
9) Analyzovat efekt deficience kaspazy-7 v endochondralnim modelu kosti.

10) Zhodnotit zapojeni kaspazy-7 v osteogennich molekularnich sitich.
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3.  Material a metody

3.1.  Biologicky material

Experimenty byly provadény na mysich Mus musculus var. alba (kmen CD1), které
pochézely z chovu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity Brno. Mysi postradajici kaspazu-
7 (Casp7”) byly ziskany darem od prof. P. Vandenabeele (Ghent University, Belgium).
Casp7” linie byla pfipravena zp&tnym kifZzenim minimaln& 10 generaci na genetickém pozadi
C57BL16J podle Duprez et al. (2011). Nakladani se zvifaty bylo schvaleno projekty pokusi.

Pro experimentalni ¢ast byla vybréana stddia zachycujici vyznamné faze vyvoje. Mysi
hlavy (kmen CD1) byly testovany ve stadiich: E12,5; E13,5; E15,5; E17,5 a v postnatalnich
stadiich PO, P5, P10. Horni koncetiny byly studovany ve stadiich: E13,5; E14,5; E17,5 a PO,
P6, P10. Casp7” jedinci byli zkoumani ve stadiich: E15,5 a P28.

3.2.  Histologické vzorky

Organy byly po odbéru fixovany v 4% pufrovaném roztoku paraformaldehydu (dle
typu a stafi tkang). Nasledné¢ byly promyty tekouci vodou, odvodnény vzestupnou
alkoholovou fadou, pfevedeny do xylenu a zality do parafinu. Z parafinovych blocki byly
zhotoveny série frontdlnich, sagitdlnich ¢i longitudindlnich fezd (5 pm). Vzorky
pro morfologické hodnoceni byly barveny hematoxylin-eosinovym barvenim ¢i kombinaci
hematoxylin-eosin a alcianova modi (barveni chrupavky dlouhych kosti). Stadia od E17,5
(v€etn€) byla dekalcifikovana v EDTA/37°C.

3.3.  Imunohistochemie

Imunohistochemicka metoda (IHC) zaloZena na principu vazby specifické protilatky
na antigen umoznuje detekci Siroké skaly proteinti (Obr. 10). Parafin z histologickych fezi byl
odstranén xylenem, vzorky byly zavodnény sestupnou fadou etanolu. Revitalizace antigent
byla provedena v citratovém pufru (pH 6,0) 5-15 min/98°C (detekce kaspazy-3, -7 a
osteokalcinu). Endogenni peroxidaza byla inhibovana 3% peroxidem v PBS/5 min/laboratorni
teplota (RT). Nespecifické vazby protilatek byly eliminovany bloka¢nim sérem/20 min/RT.
Pro detekci antigentt byly pouzity nasledujici primarni protilatky: Cleaved caspase-3 (9664,
Cell Signaling, Danvers, USA), Cleaved caspase-7 (9491S, Cell Signaling, Danvers, USA),
Osteocalcin (ab93876, Abcam, Cambridge, UK) a Dentin matrix protein 1 (ab103203,
Abcam, Cambridge, UK). Primarni protilatky byly nanaseny v koncentracich 1:50 (kaspaza-3,
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-7, DMP1), 1:100 (osteokalcin)/noc/4°C. Sekundarni protilatky konjugované s biotinem a
nasledné peroxidaza vazana na streptavidin (Vectastain, Burlingame, USA) byly aplikovany
po dobu 30 min/RT. Detekce pozitivnich bun¢k byla provedena na zaklad¢ rozkladu substratu
3,3’-diaminobenzidin tetrachlorid (DAB, K3466, Dako, Carpinteria, USA) kienovou
peroxidazou. Pozitivni bunky mély hnédou barvu. Tkan¢ byly dobarveny hematoxylinem.
Fotografie histologickych tezi byly zhotoveny pomoci mikroskopu Leica DH LB2 (Leica
Microsystems, Heerbrugg, Switzerland) a programu Leica IM 500 Image Manager (Leica
Microsystems, Heerbrugg, Switzerland). Bunky vykazujici aktivaci kaspazy-7 a -3 byly
pocitany pod zvétsenim 1000x (n=500 pro osteoblasty, n=50 pro osteoklasty).

s e
avidin-peroxigdazo ompiex
DAB ’ p vy P

biotinylovana sekundarni
protilatka

\\ primarni protilatka

““ecny' antigen

J)
v

Obr. 10: Schématické znazornéni principu THC. Primarni protilatka se vaze na antigen, na ni se
specificky vaze sekundarni biotinylovana protilatka. Na biotin je nasledné navazan komplex avidinu a kienové
peroxidazy, ktera zajisti hnédé zbarveni bun€k ¢i extracelularni matrix obsahujicich sledovany antigen

rozkladem substratu DAB (3, 3'- diaminobenzidin tetrachlorid).

3.4. TUNEL

Detekce apoptotickych bunék byla provedena znacenim zlomt DNA (Obr. 11) pomoci
enzymu terminalni deoxyribonukleotidyl transferazy (TdT) (TUNEL, Millipore, S7100,
Billevica, USA). Histologické fezy byly zbaveny parafinu xylenem a zavodnény sestupnou
fadou etanolu. Tkan¢ byly vystaveny pusobeni proteinazy K z diivodu zpfistupnéni jader
pro reakéni smés s enzymem TdT. Endogenni peroxiddza byla inhibovéana 3% peroxidem v
PBS/5 min/RT. Ekvilibra¢ni pufr (20 min/RT), reakéni smés s TdT (45 min/RT) a komplex
protilatky (anti-digoxigenin) s peroxidazou (30 min/RT) Dbyly pouzity v souladu
s doporu¢enym postupem vyrobce detekéni sady. Reakci peroxidazy se substraitem DAB se

jadra apoptotickych bunék barvily hnédé. Tkané byly dobarveny hematoxylinem.
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Obr. 11: Schématické znizornéni principu metody TUNEL. Fragmenty DNA, které vznikaji
ve finalni fazi apoptdzy, jsou prodluZzovany enzymem terminalni deoxyribonukleotidyl transferazou, ktera je
schopna pfipojovat je koncim DNA dalsi nukleotidy. Ui€ité procento nukleotidd je znaceno digoxigeninem.
Na n¢j se vaze komplex obsahujici protilatku proti digoxigeninu s kenovou peroxidazou, ktera rozklada DAB.
Buiiky obsahujici fragmentovanou DNA se zbarvuji hnédé. DAB (3, 3’- diaminobenzidin tetrachlorid), DIG
(digoxigenin), TdT (terminalni deoxyribonukleotidyl transferaza).

3.5. MicroCT analyza

MicroCT analyza byla provadéna na pracovisti King’s College London. Tato metoda
je klicova pro zkoumani morfologie a hodnoceni parametr kostni tkané ex vivo (Obr. 12).
Hlavy a koncetiny byly analyzovany pomoci Locus SPmicroCT scanner (GE Healthcare,
London, Canada). Kalibrace pfistroje byla provedena pomoci hydroxyapatitovych standardu.
Mysi hlavy ¢i koncetiny byly imobilizovany v bavlnéném smotku. Pro sniméni byl pouzit
zdroj X-paprski o napéti 80 kVp a elektrické proudu 80 pA. Distribuce X-paprskit byla
regulovana aluminiovym filtrem (0,05 mm).

Analyza stehenni kosti byla provedena v distalni oblasti. Oblast kortexu a systému
tramci byla na jednotlivych snimcich oddélena a analyzovéana individualné. Alveolarni kost
byla analyzovana jako jedna doména. Ziskand data byla zpracovana pomoci Microview 2.2
software package (GE Healthcare, London, Canada), ktery vyhodnotil dané parametry: obsah
minerald v kostech (BMC), hustotu kostni tkan¢ (BMD), objem kosti (BV), objem tkané
(TV), tloustku tramcu (Tb.Th), separaci tramci (Tb.Sp). Prostorové fezy byly rekonstruovany
pomoci VGStudio MAX 2.2 software (VGStudio MAX, Heidelberg, Germany). Statisticka
analyza byla v obou piipadech (alveolarni kost, stehenni kost) provedena na osmi jedincich (4
Casp7” mysi, 4 kontrolni jedinci) pomoci Sigma Plot 11.2 (Systat software GmbH, Erkrath,
Germany). T-test (p<0,05) byl uréen pro hodnoceni statistické vyznamnosti v§ech parametrti

kromé& poméru BV/TV, pro ktery byl pouzit Mann-Whitney test.
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zdroj X-paprska rotacni drzak se vzorkem detektor X-paprska
B C

Obr. 12: Schématické znazornéni principu metody microCT. Objekt zajmu je umistén do rota¢niho
drzaku, zdroj emituje rentgenové paprsky, které prochédzeji objektem a jsou zachycovany detektorem (A).
Pocitacovy systém sestavuje jednotlivé vrstvy objektu (B), ze kterych lze tvofit jeho trojrozmérny obraz (C); na

obrazcich B a C je zobrazena stehenni kost mysi (P28).

3.6. Izolace RNA

Pro izolaci RNA z mandibularni kosti byla pouzita komeréni sada RNeasy FFPE Kit
(Quiagen, Valencia, USA). RNA byla izolovana z mandibularni kosti ve stadiu E15,5. Hlavy
byly uskladnény v RNA Lateru (Ambion, Foster City, USA). Pfed zpracovanim vzorku byly
hlavy promyty v PBS, odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou a xylenem a zality
do parafinovych bloc¢kd, ze kterych byly zhotoveny histologické fezy (5 pm).
Pod stereoskopem byla z téchto vzorkti vyjmuta mandibularni kost za pomoci jehel a Cepele
skalpelu (Obr. 13). Timto postupem byla zajisténa presna selekce mandibularni kosti.

Vsechny kroky béhem ptipravy vzorku a izolace byly provadény v podminkach bez RNaz.
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Obr. 13: Separace mandibularni kosti urcené pro izolaci RNA. Mandibularni kost obklopena
tkanémi dolni Celisti (A), odstranéni okolnich tkani tenkymi jehlami (B). Barveni: hematoxylin-eosin, métitko =

100 pm.

3.7. PCR Array

Exprese osteogennich faktorti mandibularni kosti Casp7”~ a normalnich jedincti byla
analyzovana pomoci PCR Array PAMM-026A-24 (SA Biosciences, Frederick, USA). Touto
metodou Ize béhem jedné reakce analyzovat expresi 84 genu (Tab. 1). Celkova mRNA byla
prepsana do cDNA pomoci SuperScript VILO (Invitrogen, Carlsbad, USA). Analyza byla
provedena pomoci Mastercycler ep realplex 4S (Eppendorf, NY, USA) Data byla analyzovana
pomoci PCR array Data Analysis V4 (SA Biosciences, Frederick, USA). Statisticka
significance byla stanovena t-testem, tzv. fold-change 2/-2 (100% narust/pokles hladiny

RNA) byl stanoven jako hranice vyznamnosti.

Tab.1. Seznam genu sledovanych metodou PCR Array

Faktory podilejici se na Ahsg, Ambn, Bgn, Comp, Ctsk, Dmp1, Enam, Flt1, Phex,

mineralizaci Serpinhl, Tfipll, Tuftl, Alpl, Anxa5, Sost

Adhezivni molekuly CD36, Cdhl11, Fnl, Icaml, Scarb1, Vcaml

Kolageny Coll0al, Colllal, Col12al, Coll4al, Collal, Colla2,
Col2al, Col3al, Col4al, Col4a2, Col5al, Col6al, Col6a2,
Col7al

Kostni morfogenetické Bmp1l, Bmp2, Bmp3, Bmp4, Bmp5, Bmp6, Bmprla, Bmprlb
proteiny

Riistové faktory Csf2, Csf3, Egf, Gdf10, Igfi, Igflr, Pdgfa, Vegfa, Vegfb
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Fibroblastové risové Fofl, Fof2, Fof3, Fgfrl, Fgfr2

faktory

Integriny Itga2, Itga2b, Itga3, Itgam, Itgav, Itgbl
Matrixové Mmp10, Mmp2, Mmp8, Mmp9
metaloproteinazy

Smad geny Smadl, Smad2, Smad3, Smad4

Transformujici ristové Tofbl, Tgfb2, Tgfb3, Tgfbrl, Tgfbr2, Tgfor3
faktory

Transkripéni faktory Msx1, Nfkbl, Runx2, Sox9, Tnf, Twistl, Vdr

Pozn. Dalsi podrobny popis metod a experimentalnich designii je soucasti pfilozenych

publikaci.
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4.  Vysledky

4.1.  Kaspaza-7 v odontogenezi

4.1.1. Lokalizace aktivované kaspazy-7 ve vyvoji molaru

V El15,5 se M1 nachazel ve stadiu pozdniho poharku. Stépena/aktivovana kaspaza-7
byla v tomto obdobi piitomna v bunikach PEK (Obr. 14 A), dale pak v IEE (oblasti budoucich
ameloblastt) a OEE sklovinného organu. Mesenchymové burky zubni papily (budouci zubni
pulpy) nevykazovaly v tomto stadiu aktivaci kaspazy-7.

V E17,5 dospél M1 do stadia zvonku. Aktivovana kaspaza-7 byla v této fazi vyvoje
detekovana prevazné v IEE, dale bylo mozné pozorovat buiiky s aktivovanou kaspazou-7 v Sl
(Obr. 14 B).

V perinatalnim obdobi (P0) byly ve struktufe M1 rozliSitelné zdklady budoucich
zubnich vrcholli, budouci zubni pulpa a HERS. Odontoblasty byly polarizovany a ptipraveny
Kk produkci organické matrix. Ameloblasty se nachazely ve stavu diferenciace. Aktivovana
kaspaza-7 byla patrnd v cytoplazmé diferencujicich a diferencovanych odontoblastii i
ameloblastti budouci zubni korunky (Obr. 14 C, D).

Aktivovanou kaspazu-7 V cytoplazmé¢ odontoblasti a ameloblasti bylo mozné
pozorovat také v P5 (Obr. 14 E, F). Aktivace kaspazy-7 stale ptetrvavala i v P10 (Obr. 14 G,
H). V tomto stadiu byla aktivovana kaspaza-7 pozorovana predev§im v odontoblastech a

ameloblastech v oblasti korunky, dale pak v cementoblastech a bunkach HERS.

4.1.2. Lokalizace aktivované kaspazy-7 ve vyvoji fezaku

V E15,5 dospél fezak do stadia poharku. Aktivace kaspazy-7 nebyla v tomto stadiu
detekovana ve sklovinném organu ani v pfiléhajicim mesenchymu (Obr. 15 A). Aktivace
kaspazy-7 nebyla pfitomna v labialni (Obr. 15 B) ani v lingualni (Obr. 15 C) ¢asti vyvijejiciho

se fezaku nebyly pozorovany.
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Obr. 14: Aktivace kaspazy-7 béhem vyvoje molaru. Stadium poharku (A), stddium ¢asného zvonku
(B), stadium pozdniho zvonku (C, D), stadia produkce dentinu a skloviny (E, F a G, H). AM (ameloblasty), C
(cementoblasty), DN (dentin), EN (sklovina), EO (sklovinny organ), HERS (Hertwigova epitelova kofenova
pochva), IEE (vnitini sklovinny epitel), MEZ (mesenchym), OD (odontoblasty), PEK (primarni sklovinny uzel),
POD (preodontoblasty), Sl (stratum intermedium), SR (hvézdicovité retikulum), ZP (zubni pulpa), ZPA (zubni
papila). Sipky ukazuji na pozitivni buiiky; méfitko = 100 pm.
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V E17,5 se fezak nachazel ve stadiu zvonku, k jeho prodluzovani dochazelo smérem
od CL k distalnimu konci fezaku. V tomto sméru bylo mozné pozorovat gradient diferenciace
odontoblastl. Ameloblasty se v tomto obdobi nachazely na poc¢éatku diferenciace. Aktivovana
kaspaza-7 byla v E17,5 detekovana v IEE, pifevazné v cytoplazmé diferencujicich ameloblastt
a v TA oblasti, dale v Sl a v polarizovanych odontoblastech (Obr. 15 D). Pozitivni bunky byly
ptitomny vyhradné v labialni (Obr. 15 E) nikoli v lingualni (Obr. 15 F) ¢asti.
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Obr. 15: Aktivace kaspazy-7 béhem vyvoje Fezaku. Stadium poharku (A - C), staddium zvonku (D -
F), stadia produkce matrix (G, H). AM (ameloblasty), CL (cervikalni smy¢ka), DN (dentin), EN (sklovina), EO
(sklovinny orgéan), La (labidlni), Li (lingualni), MEZ (mesenchym), OD (odontoblasty), SI (stratum
intermedium), TA (pfechodné délici se buiiky), ZP (zubni pulpa), ZPA (zubni papila). Sipky ukazuji na pozitivni
bunky; méfitko = 100 pm.
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V P10 byla patrna progrese zubnich tkani fezaku vytvotenych v pfedeslych stadiich.
Aktivovana kaspaza-7 byla detekovana v cytoplazmé ameloblasti (Obr. 15 G) a odontoblastt
(Obr. 15 H), zatimco jadra bunék byla negativni. Ostry pfechod v aktivaci kaspazy-7 byl
pozorovan mezi pozitivni linii ameloblasti/odontoblastd a peridentalnim mesenchymem,

ktery byl zcela negativni. Zubni pulpa se jevila ve vétsin¢ stadii a bun¢k negativni.

4.1.3. Aktivace kaspazy-7 vs. distribuce apoptotickych bunék

V zubnich tkanich

V E15,5 (Obr. 16 A) se jaderna aktivace kaspazy-7 v molaru omezovala na PEK (Obr.
16 B, D) a pozitivné korelovala s vyskytem apoptotickych buné¢k (Obr. 16 C, E).
Cytoplazmatické lokalizace kaspazy-7 byla vSak patrna také v OEE a IEE. Pozdé&ji (E17,5)
(Obr. 16 F) byla aktivovana kaspaza-7 detekovana pievazné v cytoplazmeé bun¢k IEE (Obr. 16
Gi1, l1). Jeji aktivace v IEE nebyla identicka s vyskytem apoptdzy, ktera se vyskytovala
vyhradné v oblasti SEK (Obr. 16 Hi, J1). V tomto stadiu vyvoje zubnich a peridentalnich
struktur byly apoptotické buniky detekovany pievazné v mandibularni kosti (Obr. 16 Ha, J2).

Rezak ve stejném dni vyvoje (Obr. 16 K) nevykazoval pozitivni korelaci mezi aktivaci
kaspazy-7 (Obr. 16 L1, N1) a distribuci apoptotickych bunék (Obr. 16 My, O1). Apoptoza byla

patrna v peridentalnich strukturach a sousedici Meckelové chrupavce (Obr. 16 My, O>).

4.1.4. Fenotyp molaru postradajiciho kaspazu-7/

Do analyzy fenotypu Casp7’ molari byla zahrnuta embryonalni (Obr. 17 A-D) i
postnatalni stadia (Obr. 17 E-L). Zmény v po¢tu TUNEL-pozitivnich bunék v PEK (E15,5)
nebyly u Casp7” jedincti (Obr. 17 C) ve srovnani snormalnimi jedinci (Obr. 17 D)
pozorovany. U mysi postradajicich kaspazu-7 (Obr. 17 A) nebyly dale detekovany rozdily
v aktivaci kaspazy-3 ve srovnani s kontrolami (Obr. 17 B).

M1 dospélych jedinctu (P28) postradajicich kaspazu-7 (Obr. 17 E, G, H) nevykazovaly
abnormality v profezavani ani v morfologii zubnich tkani vzhledem k M1 kontrolnich jedinct
(Obr. 17 F, 1, J). Specifické zmény v mineralizaci zubnich tkani, velikosti ¢i objemu M1

nebyly statisticky vyznamné (Obr. 17 K, L, M).
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Obr. 16: Korelace aktivované kaspazy-7 a distribuce apoptézy v zubnich tkanich. Morfologie M1,

barveni: hematoxylin-eosin (A, F), morfologie I, barveni: hematoxylin-eosin (K), imunohistochemicka detekce
aktivované kaspazy-7 (B, D, Gy, |1, L1, N1), detekce apoptotickych bunék metodou TUNEL (C, E, H1, Hy, J1, J2,
M3, My, O1, O;). AM (ameloblasty), CL (cervikalni smycka), EO (sklovinny organ), La (labialni), Li (lingualni),
MEZ (mesenchym), OD (odontoblasty), PEK (primarni sklovinny uzel), ZPA (zubni papila). Sipky ukazuji na
pozitivni bunky; A, B, C, F, G, Hi, Hy, K, L, M1, My méfitko = 100 um; D, E, I, J1, J2, N, O1, O, méfitko = 50

pm

4.1.5. Fenotyp fezaku postradajiciho kaspazu-7

U dospélych (P28) Casp7”- mysi (Obr. 18 A) nebyly patrné zmény Vv erupci fezakt
ve srovnani s kontrolni skupinou stejné starych jedinct (Obr. 18 D). Morfologie fezakt mysi
postradajici kaspazu-7 (Obr. 18 B, E) nejevila vyrazné zmény ve srovnani s kontrolami (Obr.
18 C, F). Piestoze v rozloZeni exprese amelogeninu (Obr. 18 K, L) a dentinového
matrixového proteinu 1 (DMP1) (Obr. 18 G, H) nebyly pozorovany vyrazné zmény Ve
srovnani s kontrolami (Obr. 18 M, N a I, J), microCT analyza odhalila statisticky vyznamné
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rozdily v ukladani skloviny v fezacich Casp7’~ mysi (Obr. 18 O, P, Q). Tito jedinci

vykazovali snizené mnozstvi (plochu i objem) skloviny.
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Obr. 17: Analyza embryonalnich (E15,5) a postnatalnich (P28) Casp7” molart. Aktivace kaspazy-
3 VPEK E15,5 (A, B), distribuce apoptotickych bunék v PEK E15,5 (C, D), morfologie eruptovanych molart
v P28 (E, F), frontalni fez prvnim molarem, barveni: hematoxylin-eosin (G, H a |, J), microCT analyza (K, L,
M). C3 (kaspaza-3), EN (sklovina), DN (dentin), M1 (prvni molar), M2 (druhy molar), M3 (tfeti molar), PEK

(priméarni sklovinny uzel), ZP (zubni pulpa). Sipky ukazuji na pozitivni buiiky; méfitko = 100 pum.
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Obr. 18: Analyza postnatalnich (P28) Casp7” Fezaki. Mandibularni kvadrant ve stadiu P28 (A, D),
morfologicka struktura fezaku, barveni: hematoxylin-eosin (B, C), morfologie diferencovanych ameloblast a
pfiléhajiciho stratum intermedium, barveni: hematoxylin-eosin (E, F), imunohistochemicka detekce DMP1 (G -
J), imunohistochemicka detekce amelogeninu (K - N), microCT analyza fezaka (O - Q). AM (ameloblasty), EN
(sklovina), DN (dentin), OD (odontoblasty), SI (stratum intermedium), ZP (zubni pulpa). Sipky ukazuji
na pozitivni buiiky; G, I, K - N méfitko = 100 pum; B, C, E, F, H, J métitko = 50 pm.
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4.2. Kaspaza-7 v osteogenezi

4.2.1. Lokalizace aktivované kaspazy-7 V intramembrano6zni

osifikaci (mandibularni, alveolarni kost)

Ve stadiu E12,5 se v mist¢ budouci mandibuly (laterdlné¢ od Meckelovy chrupavky)
vyskytoval pouze kondenzovany mesenchym. V tomto obdobi nebyla patrnd pfitomnost
aktivované kaspazy-7 ani osteokalcinu, ktery byl pouzit jako marker osteogeneze. Aktivovana
forma kaspazy-7 (Obr. 19 B, D) v oblasti vznikajici mandibularni kosti (Obr. 19 A) byla
pozorovana v cytoplazmeé osteoblastll soucasné se sekreci organické kostni matrix (E13,5) a
pozitivné korelovala s expresi osteokalcinu (Obr. 19 C, E). Béhem nasledujiciho vyvoje
(E17,5) se mandibularni kost progresivné zvétsovala (Obr. 19 F). Aktivace kaspazy-7 méla
podobny vzorec jako v piedeslém stadiu (Obr. 19 H, J), stejné jako exprese osteokalcinu (Obr.
19 1, K). Meckelova chrupavka v E17,5 (Obr. 19 G) nejevila znamky aktivace kaspazy-7
(podobné jako v dalsich sledovanych stadiich).

V P5 byla aktivovana kaspaza-7 (Obr. 19 M, O) lokalizovana také v alveolarni kosti
(Obr. 19 L), ktera je soucasti mandibuly, a stale pozitivné korelovala s expresi osteokalcinu
(Obr. 19 N, P). Ve stadiu P10 (Obr. 19 Q) se rozloZeni aktivace kaspazy-7 (Obr. 19 R, T) a
exprese osteokalcinu (Obr. 19 S, U) neodlisovalo od piedchoziho stadia. Zatimco sekretovany
protein osteokalcin se vyskytoval v cytoplazmé bunék, ale také v okolni kostni matrix,

aktivovana kaspaza-7 byla detekovana téméf vyhradné v cytoplazmé pozitivnich bunék.

4.2.2. Lokalizace aktivované kaspazy-7 v endochondralni osifikaci
(viretenni a loketni kost)

Ve stadiu E13,5 se v misté budoucich dlouhych kosti horni konéetiny vyskytoval
pouze chrupav¢ity zaklad. Pritomnost kostni tkan€ ani aktivace kaspazy-7 a exprese
osteokalcinu nebyly vtomto stadiu patrné. V E14,5 (Obr. 20 A) byl pozorovan vznik
osifikacni zény v podobé tenké vrstvy bunék ptiléhajici k povrchové oblasti hypertrofickych
chondrocytii. Aktivovana kaspaza-7 (Obr. 20 B, D) byla pozorovana ve vznikajicim
osifikacnim centru spole¢né s osteokalcinem (Obr. 20 C, E). S dalsim rustem v E17,5 (Obr.
20 F) dochazelo k progresi osifikace a expanzi primarniho osifikaéniho centra. Od tohoto
stadia bylo mozné jasné€ rozliSit proliferujici, pre-hypertrofickou, hypertrofickou zonu
chrupavky a primarni kost. Aktivace kaspazy-7 (Obr. 20 G, 1) se v E17,5 zvysSovala

s rostoucim osifika¢nim centrem a pozitivné korelovala s expresi osteokalcinu (Obr. 20 H, J).
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Obr. 19: Aktivace kaspazy-7 béhem intramembrandzni osifikace. Struktura mandibularni/alveolarni
kosti b&hem vyvoje, barveni: hematoxylin-eosin (A, F, L, Q), aktivace kaspazy-7 béhem vyvoje
mandibularni/alveolarni kosti (B, D, G, H, J, M, O, R, T), exprese osteokalcinu béhem vyvoje
mandibularni/alveolarni kosti (C, E, I, K, N, P, S, U). ALV (alveolarni kost), C7 (kaspaza-7), 1 (fezak), M1
(prvni molar), MAN (mandibularni kost), MEC (Meckelova chrupavka), OS (osteokalcin). Sipky ukazuji
na pozitivni buniky; A, B, C, F, G, H, I, L, M, N, Q, R, S méfitko = 100 um; D, E, J, K, O, P, T, U méfitko = 50

pwm.
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Obr. 20: Aktivace kaspazy-7 béhem endochondralni osifikace. Struktura vietenni a loketni Kosti
béhem vyvoje, barveni: hematoxylin-eosin (A, F, K, P), aktivace kaspazy-7 béhem vyvoje kosti vietenni a
loketni (B, D, G, I, L, N, Q, S), exprese osteokalcinu béhem vyvoje kosti vietenni a loketni (C, E, H, J, M, O, R,
T). C7 (kaspaza-7), HC (hypertrofické chondrocyty), PC (proliferujici chondrocyty), PK (primarni kost), PM
(perichondrium), OS (osteokalcin). Sipky ukazuji na pozitivni buiiky; méfitko = 100 pm.

Ve stadiu P6 (Obr. 20 K) byly jak aktivovana kaspaza-7 (Obr. 20 L, N), tak i
osteokalcin (Obr. 20 M, O) detekovany Vv primarni kosti. V dal§im postnatalnim vyvoji (P10)
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(Obr. 20 P) byly aktivace kaspazy-7 (Obr. 20 Q, S) a exprese osteokalcinu (Obr. 20 R, T)
pozorovany v podobnych oblastech jako v ptfedeslych stadiich. Stejné¢ jako v piipadé
intramembranozniho modelu, byla kaspaza-7 detekovana ve vSech stadiich téméf vyhradné

V cytoplazmé bun¢k a osteokalcin se vyskytoval i v okolni kostni matrix.

4.2.3. Aktivace Kkaspazy-7 vs. distribuce apoptotickych bunék
V kostnich tkanich

V E13,5 (Obr. 21 A) se aktivace kaspazy-7 vyskytovala v cytoplazmé diferencujicich
osteoblasti mandibularni kosti (Obr. 21 B, D), apoptotické buiikky nebyly v této ¢asné fazi
vyvoje kosti detekovany (Obr. 21 C, E). Nékolik bunék pozitivnich na detekci apoptdzy se
objevovalo v povrchové vrstvé Meckelovy chrupavky (Obr. 21 F). V E17,5 (Obr. 21 G) bylo
mozné pozorovat mnozStvi osteoblasti s aktivovanou kaspazou-7 (Obr. 21 H, J), nékteré
znich korelovaly sdistribuci apoptotickych bunék (Obr. 21 1, K). V nasledyjicich
postnatalnich stadiich P5 (Obr. 21 L) a P10 (Obr. 21 Q) opét nekteré bunky s aktivovanou
kaspazou-7 (Obr. 21 M, O a R, T) korelovaly s vyskytem apoptozy (Obr. 21 N, P a S, U).
Vétsina bunék s aktivovanou kaspazou-7 vykazovala cytoplazmatickou lokalizaci a nebyly
U ni patrné znaky apoptozy.

Béhem pocatecni faze osifikace horni koncetiny E14,5 (Obr. 22 A) se apoptoza
vyskytovala velmi sporadicky v oblasti perichondria (Obr. 22 C, E), zatimco aktivace
kaspazy-7 byla patrna ve vét§Sim mnozstvi bun€k této oblasti (Obr. 22 B, D). V E17,5 (Obr. 22
F) se oblast aktivace kaspazy-7 zvétSovala s ristem primarniho osifikaéniho centra (Obr. 22
G, 1), to v8ak neplatilo o distribuci apoptdzy (Obr. 22 H, J). V P6 (Obr. 22 K) se apoptotické
buniky vyskytovaly v oblasti hypertrofickych chondrocytii a ojedinéle také v zon€¢ priméarniho
osifika¢niho centra a budouciho periostu (Obr. 22 M, O). Na rozdil od distribuce
apoptotickych bun€k byla kaspaza-7 pfitomna v mnoha bunkach vyvijejici se kosti.
V populaci hypertofickych chondrocyti se jeji aktivace objevovala velmi sporadicky.
V nasledujicim stadiu P10 (Obr. 22 P) byla aktivace kaspazy-7 (Obr. 22 Q, S) i distribuce
apoptotickych bun¢k (Obr. 22 R, T) obdobna.

Ze sledovéani obou modell osifikace tedy vyplyva, Ze pouze n€které bunky vykazujici
aktivaci kaspazy-7 byly TUNEL pozitivni. V této ¢asti bunc¢k byla patrnd jaderna aktivace
kaspazy-7. Naopak buiiky s vyhradné cytoplazmatickou lokalizaci aktivované kaspazy-7

nejevily znamky apoptdzy a nebyly pozitivni na TUNEL barveni.
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Obr. 21: Aktivace kaspazy-7 vs. distribuce apoptotickych bunék béhem intramembranézni
osifikace. Struktura mandibularni/alveolarni kosti béhem vyvoje, barveni: hematoxylin-eosin (A, G, L, Q),
aktivace kaspazy-7 béhem vyvoje mandibularni/alveolarni kosti (B, D, H, J, M, O, R, T), distribuce apoptozy
béhem vyvoje mandibularni/alveolarni kosti (C, E, F, I, K, N, P, S, U). ALV (alveolarni kost), C7 (kaspaza-7), |
(fezak), M1 (prvni molar), MAN (mandibularni kost), MEC (Meckelova chrupavka). Cervené Sipky ukazuji
na oblasti bunék, ve kterych koreluje aktivace kaspazy-7 s vyskytem apoptozy, bilé Sipky ukazuji na oblasti
bunék, ve kterych aktivace kaspazy-7 nekoreluje s vyskytem apoptozy; A, B, C, G, H, I, L, M, N, Q, R, S
méfitko =100 um; D, E, F, J, K, O, P, T, U méfitko = 50 um.
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Obr. 22: Aktivace kaspazy-7 vs. distribuce apoptotickych bunék béhem endochondralni osifikace.

Struktura kosti vietenni a loketni béhem vyvoje, barveni: hematoxylin-eosin (A, F, K, P), aktivace kaspazy-7
béhem vyvoje kosti vietenni a loketni (B, D, G, I, L, N, Q, S), distribuce apoptézy béhem vyvoje kosti vietenni a
loketni (C, E, H, J, M, O, R, T). C7 (kaspaza-7), HC (hypertrofické chondrocyty), PC (proliferujici
chondrocyty), PK (priméarni kost), PM (perichondrium). Cervené ipky ukazuji na oblasti bun&k, ve kterych
koreluje aktivace kaspazy-7 s vyskytem apoptozy, bilé Sipky ukazuji na oblasti bunék, ve kterych aktivace

kaspazy-7 nekoreluje s vyskytem apoptozy; métitko = 100 pm.
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4.2.4. Fenotyp intramembrandézniho typu kosti postradajiciho
kaspazu-7/

Efekt deficience kaspazy-7 byl studovan u embryonalnich i postnatalnich stadii.
V rozlozeni exprese osteokalcinu (Obr. 23 C, G) a DMP1 (Obr. 23 D, H) nebyly v Casp7”
mandibuldrni kosti postradajici kaspazu pozorovany zmény proti normalnim jedinctim (Obr.
23 K, O a L, P). Distribuce bunék s aktivovanou kaspazou-3 byla podobna u Casp7”- (Obr. 23
A, E) i kontrolnich jedincti (Obr. 23 I, M). Navic vyskyt apoptotickych bungk nebyl u Casp7”
mandibuldrni kosti (Obr. 23 B, F) nizsi nez u kontrol (Obr. 23 J, N).
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Obr. 23: Analyza mandibularni kosti Casp7” jedincéi v embryonalnim vyvoji (E15,5). Aktivace
kaspéazy-3 u Casp7” (A, E) a normalnich jedinct (I, M), distribuce apoptotickych bunék u Casp7” (B, F) a
normalnich jedincti (J, N), exprese osteokalcinu u Casp7” (C, G) a normalnich jedincti (K, O), exprese DMP1

u Casp7” (D, H) a normélnich jedincii (L, P). Sipky ukazuji na pozitivni buiiky; méfitko = 100 um.

V postnatalnim vyvoji (P28) opét nebyla pozorovana odliSnd exprese osteokalcinu
v mandibularni kosti u Casp7”" mysi (Obr. 24 A, B) ve srovnani s normalnimi jedinci (Obr. 24
C, D). Morfologie dolni &elisti Casp7™" jedincti nejevila abnormality ve srovnani s kontrolnimi
jedinci. Sagitalni ani frontalni fezy 3D strukturami mandibul neodhalily vyznamné zmény

v uspotadani mandibuly Casp7”- mysi (Obr. 24 E, G) ve srovnani s kontrolami (Obr. 24 F, H).
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MicroCT analyza alveolarni kosti mandibuly u Casp7” jedincti odhalila statisticky
vyznamny pokles BMC (Obr. 24 J). BMD vsak nebyla u deficientnich jedincti snizena (Obr.
24 K). Naopak objem kosti byl v ptipadé Casp7” jedincti statisticky vyznamné snizen (Obr.
24 1).

Tyto vysledky poukazuji na celkové zmenSeni alveolarni kosti. Pokles objemu
alveolarni kosti byl u mysi postradajicich kaspazu-7 ptiblizné 24 %, coz znamend zmenSeni
méné nez 3 % v jednom rozméru, které je obtizné rozpoznat z 3D rekonstrukci a

histologickych fezi. Podobny trend byl pozorovan i pti analyze mandibuly.

4.2.5. Fenotyp endochondralniho typu kosti postradajiciho

kaspazu-7/

Na rozdil od intramembrandézniho modelu osifikace, prostorové fezy 3D
rekonstrukcemi distalni ¢asti kosti stehenni odhalily viditelné zmény v organizaci kostni tkané
u Casp7”- mysi. Oblast tramci u jedinct postradajicich kaspazu-7 (Obr. 25 A) byla vyrazné
zmens$ena ve srovnani s normalnimi jedinci (Obr. 25 B). Rozdily byly patrné také ve struktuie
endostalniho a periostalniho povrchu. U jedinci postradajicich kaspazu-7 (Obr. 25 C, E) byla
pozorovana hladsi struktura povrchu, v kontrastu k poréznimu povrchu normalnich jedincii
(Obr. 25 D, F).

Kvantitativni analyza kosti stehenni pomoci microCT dale odhalila statisticky
vyznamny pokles v BMC (Obr. 25 H) i BMD (Obr. 25 1) v oblasti tramcti. Pokles BMC (Obr.
251J) i BMD (Obr. 25 K) vykazoval i kortex Casp7” jedincti. Naopak objem kosti (Obr. 25 G)
ani pomér BV/TV (Obr. 25 L) nevykazovaly statisticky vyznamné snizeni u Casp7” jedincti.

Separace a tloustka tramct nebyly deficienci kaspazy-7 ovlivnény.
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Obr. 24: Charakterizace mandibularni/alveolarni kosti Casp7” jedincii v postnatilnim vyvoji

(P28). Exprese osteokalcinu v mandibularni kosti Casp7”- (A, B) a normélnich jedinct (C, D), 3D rekonstrukce

kvadrantu mandibuly Casp7”- (E) a normalnich jedincti (F) pofizend na zékladé microCT analyzy, sagitalni fez

mandibulou Casp7” (G) a normélnich jedincii (H) potizeny na zakladé microCT analyzy, kvantitativni microCT

analyza alveolarni kosti (I, J, K). OS (osteokalcin). A, C métitko = 100 um; B, D méfitko = 50 pm.
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Obr. 25: Charakterizace Kkosti stehenni Casp7’ jedincii v postnatilnim vyvoji (P28).
Longitudinalni fez stehenni kosti Casp7”- (A) a normalnich jedincii (B), endostélni a periostalni povrch Casp7™-

(C a E) a normalnich jedinct (D a F), kvantitativni microCT analyza kosti stehenni (G-L).
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4.2.6. Vliv deficience kaspazy-7 na expresi osteogennich faktoru

Hladiny mRNA osteogennich faktori (84 gend ovlivitujicich osteogenezi) byly
zkoumény z celkové RNA izolované z mandibularni kosti (E15,5) pomoci PCR Array.
V mandibularni kosti (Obr. 26) postradajici kaspazu-7 bylo nalezeno statisticky vyznamné
snizeni Msx1 (fold change: -2,17; p=0,0058) a Smadl (fold change: -2,2; p=0,0147). Dale
bylo pozorovano statisticky vyznamné zvyseni Alp (fold change: 2,14; p=0,0438). Krom¢é
téchto statisticky vyznamnych zmén byly detekovany dal§i zmény v trendu exprese, které
vSak nevykazovaly statistickou signifikanci. Jednalo se o snizeni ameloblastinu (Ambn; fold
change: -2,99), receptoru kostnich morfogenetickych proteind 1a (Bmprla) (fold change: -
2,18), Dmpl (fold change: -4,64), Fgf2 (fold change: -2,29), receptoru fibroblastového
rastového faktoru 2 (Fgfr2) (fold change: -2,02), Mmp8 (fold change: -3,21).

Zmeény v expresi osteogennich faktort v
mandibularni kosti Casp7-/- jedincti (E 15,5)
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Obr. 26: Zmény v genové expresi osteogennich faktort u Casp7” jedinc ve stadiu E155

detekované pomoci PCR Array. Statisticky signifikantni zmény jsou oznaceny hvézdickou.

4.3. Aktivace kaspazy-/ a kaspazy-3

Korelace mezi aktivaci kaspazy-7 a kaspazy-3 byla sledovana v zubnich i kostnich
tkanich. Zatimco v apoptotické oblasti PEK (E15,5) korelovala aktivace kaspazy-7 s aktivaci
kaspazy-3 (Obr. 27 A a B), v neapoptotickych zénach mandibularni kosti (PO) nedochazelo
k aplnému prekryti aktivace téchto dvou enzymu (Obr. 27 C a D).

Dale byla v mandibularni kosti (PO) pozorovdna podobna aktivace kaspazy-7 a -3

v osteoklastech (aktivace kaspazy-3 byla pozorovana v 54 % osteoklastl, aktivace kaspazy-7
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byla pozorovany v 50 % osteoklastil). Kdezto v osteoblastech aktivace kaspazy-7 pfevazovala
nad aktivaci kaspazy-3 (aktivace kaspazy-3 byla pozorovana v 28 % osteoblastl, aktivace

kaspazy-7 byla pozorovéana v 72 % osteoblastii).

Obr. 27: Aktivace kaspazy-7 a kaspazy-3. Imunohistochemicka detekce aktivované kaspazy-7 a -3
v PEK v E15,5 (A, B), aktivace kaspazy-7 a -3 v mandibularni kosti v PO (C, D). C3 (kaspaza-3), C7 (kaspaza-

7). Bilé sipky ukazuji na oblasti bunék aktivujici obé kaspazy, ¢ervené §ipky ukazuji na oblasti bunék, ve kterych

se aktivace 1i§i; méfitko = 100 pm.

51



5. Diskuze

5.1. Apoptoza se vyskytuje ve vétSiné stadii odontogeneze
(publikace 1)

Apoptoéza hraje nezastupitelnou roli béhem vyvoje (embryondln¢) a udrzovani
homeostazy (postnataln¢) vétSiny organu véetné zubu (sklovina, dentin). Apoptdza byla
detekovana ve vSech stadiich zubniho vyvoje (Matalova et al., 2004): v ¢asné morfogenezi,
b&hem eliminace bunék sklovinnych uzl & v dospélé dentici. Casové-prostorova distribuce
apoptotickych bun¢k svéd¢i o mnohocetnych funkcich apoptozy pii formovani zubu: regulaci
finalniho poctu zubu (Tureckova et al., 1996), redukci sklovinného organu, eliminaci bun¢k
sklovinnych uzli (Vaahtokari et al., 1996b), regulaci bunéénych populaci (Baratella et al.,
1999; Nishikawa et Sasaki, 1995; 1996; 1999; Pycroft et al., 2002; Vaahtokari et al., 1996b;
Yoshioka et al., 1996) ¢i zubni erupci (Shibata et al., 1995; Wise et King, 2008).

Béhem c¢asného embryonalniho vyvoje (E11) mySich celisti jsou v oblasti
budouci diastemy pozorovany utvary podobné zakladim molart, jedna se o zubni rudimenty
(D1-D5, R1, R2 /MS, R2). Tyto ttvary byly béhem evoluce redukovany a nevedou k vyvoji
funk¢niho zubu (Peterkova et al., 2000). Rudimenty MS a R2 se vyviji v té€sné blizkosti M1,
zpocatku vyvoje (E11-12) je tato oblast masivnéjsi nez samotny M1 (Prochazka et al., 2010).
Apoptoéza se podili na redukci zubnich rudimentd (Tureckova et al., 1996). Potlaceni
apoptotické likvidace vede k vytvoteni dalSiho (nadpocetného) zubu.

Apoptoza eliminuje bunky signalizacniho centra PEK (E14,5-E15,5), které fidi
histogenezi epitelu (Jernvall et al., 1998; Jernvall et Thesleff, 2000; Thesleff et Sharpe 1997,
Vaahtokari et al., 1996a). Tato oblast se vyznacuje absenci proliferace (Matalova et al., 2006;
Shigemura et al., 2001). V soucasné dobé se apoptdze piisuzuje spise role pii likvidaci bunék
PEK nez pii ukonceni funkce PEK. V E18 dochézi k apoptotickému odstranéni dalSich
signaliza¢nich center: sekundarnich sklovinnych uzla (Vaahtokari et al., 1996b).

Zejména v postnatdlnim vyvoji se apoptdéza objevuje na periferii kondenzovaného
mesenchymu, tedy v oblasti budouci zubni pulpy (Vaahtokari et al., 1996b). Apoptoticka
eliminace Vv této oblasti se uplatfiuje také v dospélém organismu, kde se podili na udrzovani
homeostazy a regulaci po¢tu bun€k zubni pulpy a odontoblasti (Bronckers et al., 1996;
Nishikawa et Sasaki, 1999). Nejvice apoptotickych bun¢k bylo detekovano v perifernich
oblastech korunky (Vermelin et al., 1996).
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Ojedinéle je mozné apoptézu detekovat Vv ranych ameloblastech. Vyrazna redukce
ameloblastii (25 %) se vSak objevuje az v post-sekretorické fazi a pokracuje 1 V pozdni
maturaéni fazi (Nishikawa et Sasaki, 1995; Shibata et al., 1995; Smith et Warshavski, 1977).
Pfitomnost apoptdzy v oblasti ameloblasti byla popsana v P4 - P7 (Vaahtokari et al., 1996b)
s kulminaci v P6 (Lungova et al., 2011).

Po dokonceni vyvoje kofene je ¢ast bunék HERS (klicové struktury béhem vyvoje
kotfene) eliminovana apoptéozou. Kromé apoptozy je HERS odstranovana zaclenénim
do vznikajiciho cementu, epitelo-mesenchymovou transformaci ¢i migraci do okolniho
periodontia, ktera vede ktvorbé Malassezovych epitelovych zbytkd (ERM) (Cerri et
Katchburian, 2005; Shimazu et al., 2009). Vznikajici ERM se podili na prevenci resorpce
kofene a na reparativnich procesech (Keinan et Kohen, 2013).

Apoptoza se podili také na formovani rozhrani zub/kost (Fleischmannova et al., 2010).
Distribuce apoptotickych bunék V kostni tkdni se méni s odliSnymi stadii vyvoje, vyrazné
zastoupeni apoptotickych bunc€k v alveolarni kosti bylo detekovano v obdobi P10-P12
(Lungova et al., 2011). Nejvyznamnéj$i zmény v morfologii alveolarnich vybé&zku
mandibulédrni kosti a alveoldrni kosti pravdépodobné probihaji béhem vyvoje zubniho kotfene
a zubni erupce (Cho et Garant, 2000). Pfi této remodelaci se uplatiiuje resorbéni funkce
osteoklasti, ale také apoptodza.

Apoptoza se vyskytuje také v populaci fibroblastovych bunék jiz béhem ¢asnych stadii
formace PDL (Cerri et al., 2000). ZvySeni apoptézy v PDL ¢i dasnich bylo pozorovano
u starSich zvifat nebo v lidkych tkanich (Pycroft et al., 2002; Yoshioka et al., 1996). Je vSak
mozné, ze mechanismus apoptdzy ¢asného a post-erupcniho vyvoje je odlisny (Bronckers et
al., 2000).

5.2.  Apoptoza v odontogenezi uplatiiuje riizné molekularni faktory
(publikace 1)

Doposud bylo identifikovano nékolik proapoptotickych molekul, které se zdaji
vyznamné pro apoptézu v zubnich tkanich. Pro apoptéozu PEK jsou klicové kaspazy-3, -9 a
Apaf-1 (Matalova et al., 2006; Setkova et al.,, 2007). Tento proces tedy probiha
mitochondrialni cestou s moznou amplifikaci skrze receptory smrti (Matalova et al., 2005b;
Matalova et al., 2006; Setkova et al., 2007). Dalsi molekulou identifikovanou v EK je
inhibitor cyklin dependentnich kinaz p21 (Jernvall et al., 1998). Jeho exprese je fizena

proteinem p53, ktery je také exprimovan v zubnim zarodku. Mysi postradajici p21 ¢i p53 se
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vyvijely normaln¢ (Deng et al., 1995; Donehower et al., 1992). Naopak deficience ptibuzného
proteinu p63 vedla k anodoncii (Mikkola, 2007).

V zubnich tkanich byly detekovany také anti- a proapoptoticky ptsobici produkty
gent Bcl-2 a Bax (Kalibovic Govorko et al., 2010). ZvySeni exprese genu Bcl-2 mélo dopad
na diferenciaci odontoblastti (Zhang et al., 2010).

Dalsi faktory jako napiiklad produkty gent Egrl, N-Myc, c-Fos, ¢i Msx2 byly
detekovany v zubnim zarodku. Korelace vyskytu téchto molekul (az na Msx2) a apoptdzy
vSak nebyla pozorovana (Jernvall et Thesleff, 2000).

Deregulace apoptézy v zubnich tkanich jsou spojovany s rozlicnymi poruchami:
oligodoncii, hypondoncii, zubni agenezi, paradentdézou ¢i tvorbou dentigerdznich cyst
(Fleischmannova et al., 2008). Na zaklad¢ inhibi¢nich pokust byla apoptéza navrzena i jako
kandidatni mechanismus makrodoncie (Kim et al., 2006), na druhou stranu vSak komplexni

inhibice kaspaz nevedla k detekovatelnym zménam v morfologii zubnich hrbola (Coin et al.,
2000Db).

5.3. Kaspaza-7/ neni klicova pro apoptotickou eliminaci

primarniho sklovinného uzlu (publikace 2)

Kaspaza-7 vykazuje vysokou strukturni podobnost s kaspazou-3 (Talanian et al.,
1997), ktera byla popsana jako jeden z klicovych faktort pro apoptozu PEK (Matalova et al.,
2006). Aktivace kaspazy-7 byla detekovana v PEK prvniho mysiho molaru (E15,5), jeji
vyskyt pozitivné koreloval s aktivaci kaspazy-3 i s lokalizaci apoptotickych bunek. Na rozdil
od kaspazy-3 (Matalova et al., 2006) vsak deficience kaspazy-7 nevedla Kk inhibici apoptdzy
v PEK. Casp7” PEK nevykazovaly zmény v poétu apoptotickych bunék aniv aktivaci
kaspazy-3 ve srovnavni s kontrolami. To vede K pifedpokladu, Zze kaspaza-3 ma v tomto
procesu esencialni roli a kaspaza-7 pouze pfispiva specifickymi funkcemi k celkovému
efektu. Alternativné mtize kaspaza-3 prevzit funkce kaspazy-7 béhem apoptozy v PEK, ne
vSak naopak. Navrzené funkce obou enzymu pii apoptotické eliminaci PEK se zdaji byt
v souladu s centralnim postavenim kaspazy-3 béhem apoptotického procesu (Brental et al.,
2013).
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5.4. Aktivovana kaspaza-7 se vyskytuje béhem diferenciace bunék
zubnich tkani (publikace 2, 3)

Kromé¢ oblasti PEK prvniho mysiho molaru byla aktivovana kaspéaza-7 lokalizovana
také ve strukturach, které nevykazovaly morfologické znaky apoptozy a nebyly v ptedchozich
studiich popsany jako oblasti vyskytu apoptotické eliminace (Vaahtokari et al., 1996b).
V E17,5 se aktivace kaspazy-7 objevovala zejména v IEE, ze kterého pozd¢ji diferencuji
ameloblasty. V perinatalnich i postnatalnich stadiich (PO, P5) byla aktivace kaspazy-7
detekovana V diferencujicich/diferencovanych odontoblastech a ameloblastech. Aktivace
kaspazy-7 se zvySovala se stupném diferenciace. Aktivace kaspazy-7 byla pozorovana
zejména Vv terminaln¢ diferencovanych odontoblastech sousedicich s budoucimi zubnimi
hrboly, déle pak v oblasti HERS, kde je stupen diferenciace odontoblastl nizsi.

Kaspaza-7 byla detekovana také béhem vyvoje fezdkl, kde byla jeji aktivace
nerovnomérné rozlozena mezi labidlni a lingudlni stranou fezaku. Aktivace kaspazy-7 se
vyskytovala pouze v labialni ¢asti fezaku. Bunky linguélni strany neprodukujici sklovinu
nevykazovaly aktivaci kaspazy-7. V E17,5 byla aktivovana kaspaza-7 detekovana v Sl a IEE,
zejména v oblasti TA bungk, které pochazeji z kmenovych bunék labialni ¢asti cervikalni
smyc¢ky a jsou charakteristické vysokou prolifera¢ni aktivitou (Harada et al., 1999) a dale
Vv polarizovanych odontoblastech. Béhem dalsiho vyvoje se aktivace kaspazy-7 vyskytovala
v diferencujicich/diferencovanych ameloblastech a odontoblastech.

Asymetrickd distribuce signalnich molekul béhem vyvoje fezdku neni ojedinélou
zalezitosti. Vyskytuje se mimo jiné v piipadé¢ aktivinu (Wang et al., 2007), folistatinu (Wang
et al., 2004), faktoru rodiny Sprouty (Klein et al., 2008) ¢i zastupct rodiny Notch (Harada et
al., 1999) a souvisi s asymetrickym rozlozenim tvrdych tkani v fezaku. Detekce aktivované
kaspazy-7 béhem vyvoje molardi a fezakd poukazuje na zapojeni kaspazy-7 také

mimo apoptotické procesy.

5.5.  Subceluliarni lokalizace kaspazy-7 miize ovliviiovat funkce

enzymu (publikace 2, 3)

Ve vétsiné zubnich bun€k vykazujicich pfitomnost aktivované kaspazy-7 byla
evidentni jeji cytoplazmatickd lokalizace, zatimco jadra bun€k zlstavala negativni. Bunky
vykazujici aktivaci kaspazy-7 vyhradné v cytoplazmé vétSinou nekorelovaly s rozlozenim
apoptotickych bun¢k. Naopak v PEK, kde se aktivace kaspazy-7 vyskytovala v jadrech

epitelovych bun¢k, byla patrna pozitivni korelace s distribuci apoptdzy.
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Obecné probihd aktivace kaspaz v cytoplazmé, kde mize dochazet ke stépeni riznych
substratli souvisejicich i nesouvisejicich s apoptéozou. Pro vykonani jejich apoptotické
exekucni funkce je vSak nezbytny transport do jadra, kde dochézi ke stépeni PARP, iCAD a
dal$ich jadernych proteini vytstujici ve fragmentaci DNA (Fischer et al., 2003). Jaky
mechanismus rozhoduje o subcelularni lokalizaci kaspaz, a potazmo také o ,,pfepnuti mezi
jejich apoptotickymi/neapoptotickymi funkcemi, neni doposud jasné. Velikost dimeru kaspaz
se zda byt piiliS velkd pro pasivni transport. Na druhou stranu vSak u kaspaz nebyla
detekovana jaderna lokaliza¢ni sekvence (NLS) nezbytna pro aktivni transport. Jedna
Z hypotéz navrhuje funkci kaspazy-9 pfti rozsiteni jadernych pord, coz usnadni difuzni vstup
exekuéni kaspazy (Faleiro et Lazebnik, 2000). Tato teorie vSak neobjasniuje selektivitu
procesu pro jednotlivé kaspazy. Dalsim mechanismem muze byt vazba exekucni kaspazy
na substraty, které maji funkci nosice pro aktivni jaderny transport (Kamada et al., 2005).

Skutec¢nost, ze vyskyt kaspazy-7 v jadfe nebyl ve sledovanych stadiich
diferenciace odontoblasti a ameloblasti pozorovan, potvrzuje funkce kaspazy-7 v procesech

nesouvisejicich s apoptozou.

5.6. Kaspaza-7 vykazuje neapoptotické  funkce béhem

odontogeneze (publikace 2, 3)

Molary postradajici kaspazu-7 (P28) nevykazovaly morfologické zmény ve struktufe
zubnich tkani ani statisticky signifikanti zmény v mineralizaci ¢i objemu tkani ve srovnani
s normalnimi jedinci. Je vSak mozné, ze existuji subtilni zmény v organizaci tkané c¢i
Vv celularni/subceluldrni struktuie, které pomoci microCT nebylo mozné odhalit.

MicroCT analyza fezakt naopak odhalila statisticky vyznamné zmény v objemu/plose
skloviny u Casp7”" jedincti ve srovnani s kontrolami. Zietelngjsi efekt deficience kaspazy-7
v fezaku muze byt dany odlisnym charakterem obou typt zubt. Mysi fezaky se 1isi od molard
v n¢kolika aspektech: asymetrickou stavbou (sklovina je pfitomna pouze na labidlni strané
fezaku), ktera vychazi z asymetrické distribuce signalnich molekul (Harada et al., 2002; Klein
et al., 2008; Thesleff et al., 2007; Wang et al., 2004; Wang et al., 2007). Rezaky jsou dale
specifické pritomnosti somatickych kmenovych bunék (Harada et al., 1999; Kaukua et al.,

2014; Zhao et al., 2014) a kontinualnim rtstem, ktery kmenové bunky umoziuji.

5.7. Aktivovana kaspaza-7 se vyskytuje v osteogenezi (publikace 4)

Béhem studia kaspazy-7 v zubnich tkdnich bylo patrné, ze se aktivace kaspazy-7

vyskytuje také v mandibularni a alveolarni kosti obklopujici dentici. Oba typy kosti vznikaji
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intramembranézni osifikaci. Vzhledem k tomu, ze se mechanismus tvorby kostni tkan¢ i
genova exprese V intramembran6znim a endochondralnim typu kosti odlisuje (Abzhanov et
al., 2007; Aghaloo et al., 2010; Chung et al., 2004), pozornost jsme vénovali obéma typum
osifikace. Pomoci imunohistochemické detekce byla aktivovana kaspaza-7 detekovana v
intramembranéznim i endochondralnim modelu kosti béhem prenatalniho i postnatalniho
vyvoje.

V mandibularni kosti (intramembrandzni model) se aktivace kaspazy vyskytovala jiz
v prvnich fazich osifikace (E13,5), kdy dochdzelo k iniciaci diferenciace osteoblasti a
produkci organické matrix. V pifedchozim stadium, ve kterém se mandibularni kost nachazela
ve stavu kondenzovaného mesenchymu, nebyla aktivace kaspdzy-7 zfetelna. V dal§im vyvoji
se aktivace kaspazy-7 zvySovala s plochou rostouci kostni tkdn¢ a byla stale patrna v casnych
postnatalnich stadiich. Podobné i dlouhé kosti horni koncetiny (endochondralni model)
vykazovaly aktivaci kaspazy-7 od pocatku formovani kostni tkané (E14,5) v oblasti
budouciho periostea. Oblast vykazujici aktivaci kaspazy-7 v endochondralnim modelu se
S rustem primarniho osifikacniho centra zvétSovala a opét pretrvavala do postnatalnich stadii.

Oba modely osifikace se liSily v ¢ase pocateni aktivace kaspazy-7, coZ nejspiSe
spoCiva v rizném nacasovani iniciace osifikacniho procesu téchto dvou modelid. Podobné
jednodenni zpozdéni u endochondralniho modelu bylo popsano také v souvislosti s expresi
genu Runx2, jehoz produkt je klicovym transkripénim faktorem pro osifikaci (Kim et al.,
1999).

5.8. Kaspaza-7 neni klicova pro apoptéozu bunék kostnich tkani

(publikace 4)

Apoptoza se uplatiuje v riznych fazich osteogeneze. Béhem expanze primarniho
osifika¢niho centra endochondralnich kosti apoptéza odstraniuje hypertrofické chondrocyty
(Roach et al., 1995), dale reguluje pocet osteoblastii, podili se na eliminaci osteocytli a
ovlivituje kostni resorpci skrze osteoklasty (Hughes et Boyce, 1997).

V postnatalnich stadiich byla apoptéza popsdna jako soucdst remodelace pii
formaci rozhrani zub/kost (Lungova et al., 2011). Aktivace kaspazy-7 byla detekovana
v nékterych buitkdch mandibularni/alveoldrni kosti podstupujicich apoptézu. Na druhou
stranu vSak byla aktivace kaspazy-7 pozorovana v mnoha bunkéch, které nebyly TUNEL-
pozitivni a nevykazovaly morfologické znaky apoptézy. Navic u Casp7’" mandibularnich

kosti nebylo pozorovano sniZeni apoptdzy.
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V endochondrdlnim modelu byl pozorovan velmi podobny trend jako
v mandibularni/alveolarni kosti. Subcelularni lokalizace aktivované kaspazy-7 Vv obou
modelech osifikace, stejn¢ jako V ptipadé odontoblastt a ameloblastd, pifevazovala
v cytoplazmé. Tyto vysledky ukazuji, ze kaspaza-7 muze pfispivat k apoptéoze v kostnich

tkanich, ale vypovidaji o jeji dalsi a patrné vyznamng;jsi funkci mimo apoptozu.

5.9. Kaspaza-7 vykazuje neapoptotické funkce béhem osteogeneze

(publikace 4)

Z trojrozmérnych rekonstrukci mySich mandibul vytvoienych na zdkladé microCT
analyzy nebyly patrné rozdily v organizaci kostni tkan€ mezi jedinci postradajicimi kaspazu-7
a normalnimi zvifaty. Kvantitativni analyza pomoci microCT vSak odhalila statisticky
signifikantni sniZeni objemu alveolarni kosti a BMC u Casp7” mysi. BMD se naopak
od normalnich jedincti neodliSovala. Vysledky tedy poukazuji na celkové snizeni alveolarni
kosti. Podobny trend byl pozorovan také v pripadé¢ mandibularni kosti.

Odlisny efekt deficience kaspazy-7 byl detekovan u endochondralniho modelu
osifikace (kost stehenni). Rozdil v organizaci kostni tkané byl patrny jiz z morfologického
hlediska. U deficientnich mysi byla zjevna redukce oblasti tramci a odlisna porozita u
endostalniho i periostalniho povrchu kortexu. Kvantitativni analyza dale odhalila snizeni
BMD u Casp7” jedincti ve srovnani s normalnimi jedinci. Objem kostni tkang, separace i
Sitka tramct se vSak neodlisovaly od kontrol.

Rozdilny efekt kaspazy-7 béhem intramembrandzni a endochondralni osifikace miize
spocivat v odlisné fyziologii obou modeli. Kli¢ové mechanismy obou typt osifikace jsou
shodné, diferenciace osteoblastli se v obou piipadech ucastni produkt genu Runx2 ¢i osterix
(Ducy et al., 1997; Komori et al., 1997; Kim et al., 1999; Nakashima et al., 2002). Principy
realizace 1 tkan samotnd se vSak v mnoha aspektech lis§i. Rozdilny je plivod osteoblastu.
V alveolarni/mandibularni kosti pochazeji osteoblasty z neuroektodermu, osteoblasty
dlouhych kosti kon¢etin maji ptivod v lateralnim mezodermu.

S timto faktem uzce souvisi odlisnd morfologie tkané, vnitrobunécna stavba bunck a
exprese signalnich molekul (Abzhanov et al., 2007; Aghaloo et al., 2010; Chung et al., 2004).
Experimenty prokazaly, ze stromalni bunky kostni diené¢ (BMSC) derivované z mandibuly
maji vys$i osteogenni potencial nez BMSC dlouhych kosti (Aghaloo et al., 2010). Jednim
z ptikladii odliSné genové exprese je periostin navrZzeny jako marker intramembrandzni
osifikace (Kashima et al., 2009). Rozdily byly detekovany také v expresi genti Bmp

(Suttapreyarsi et al., 2006) a v mechanismech angiogeneze (De Spiegelaere et al., 2010).
58



5.10. Kaspaza-7 ovliviiuje expresi osteogennich markeri

(publikace 4)

Analyza genové exprese mandibularni kosti (E15,5) jedinct postradajicich kaspazu-7
odhalila statisticky signifikantni snizeni Msx1 a Smadl, dvou vyznamnych gent osteogeneze
(Bendall et Abate-Shen, 2000). Produkt genu Smad1 je kli¢ovou molekulou transdukce BMP
dréhy, zajistuje prenos signalu mezi membranovym receptorem a jadrem, ve kterém probiha
genova exprese (Nohe et al., 2004). Tato signalni molekula byla popsana pii terminalni
diferenciaci osteoblastl (Hellingman et al., 2011). Inhibice exprese genu Bmp6, jehoz produkt
ucinkuje v signalizaci jako predchazejici molekula SMAD1, zputsobila inhibici osteogeneze
alveolarni kosti (Wise et al., 2011). Snizeni exprese geni Smadl i Msx1l béhem
embryonalniho vyvoje podporuji pokles objemu intramembran6zni kosti pozorovany
u dospélych Casp7” jedinct.

Krom¢ sniZzeni exprese Smadl a Msx1l vsak analyza odhalila také statisticky
signifikantni zvyseni transkriptu Alp. Tato molekula je pfitomna na povrchu osteoblasti a fidi
produkci vysoké koncentrace fosfatu, ktera je nezbytna pro mineralizaci kosti (Golub et
Battaglia, 2007). ALP je pouzivana jako vyznamny marker osteogeneze. ZvySeni hladiny
trankriptu genu Alp, které bylo detekovano pomoci PCR Array, vSak nekoreluje se snizenym
objemem a norméalnim BMD alveolarni kosti u Casp7”" mysi, ktery odhalilo microCT. Mezi
urovni transkripce genu Alp a aktivitou ALP byla popsana pozitivni korelace (San Miguel et
al., 1999; Gianni et al., 1991). Na druhou stranu vsak existuji i opa¢né piipady (Rambaldi et
al., 1989). Vysoka aktivita ALP byla dokonce pozorovana v souvislosti s nizkou hladinou
transkriptu genu Alp (Kyeyune-Nyombi et al., 1995). Aktivitu ALP tedy nelze jednoznaéné
hodnotit na zaklad€¢ stanoveni mnozstvi mRNA. Béhem tvorby aktivniho enzymu se
evidentné mohou uplatiiovat post-transkripcni ¢i post-translacni modifikace, které ovliviiuji
tvorbu funkéniho enzymu.

Kromé téchto statisticky vyznamnych zmén odhalila PCR Array analyza klesajici (ne
vSak statisticky vyznamny) trend v hladinach exprese dalSich gend podilejicich se na
osifikaci. Ve srovnani s normalnimi jedinci doslo v p¥ipadé Casp7” jedincti ke sniZeni
exprese genu rodiny FGF (Fgf2, Fgfr2). Tato draha se béhem vyvoje kostni tkané podili na
regulaci proliferace, diferenciace a apoptozy (Ornitz et Marie, 2002; Ornitz, 2000). Pokles
mnozstvi mRNA byl detekovan také u genu Bmprla, jehoz produkt ma funkci béhem pienosu
signalu BMP drahy. Podobné byl pokles genové exprese zaznamenan u Mmp8, produkt tohoto
genu se uplatiiuje pii remodelaci kosti (Murphy et Docherty, 1992). Dale byla snizena exprese

pozorovana u genu, které jsou soucasti kostni matrix (Ambn, Dmp1l), a nasledné se podile;ji
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najeji mineralizaci. Funkce AMBN v intramembrandzni osifikaci je dosud diskutovana
(Kuroda et al., 2011; Wazen et al., 2009), v soucasné dob¢ je zvazovana jeho role béhem
rastu Celisti a remodelace kosti (Jacques et al., 2014). DMPI je ¢lenem skupiny proteint
nekolagenni povahy, které se UcCastni uklddani hydroxyapatitovych krystali do organické
matrix dentinu a kosti (Jain et al., 2002).

Obdobna analyza nebyla moznd v pfipadé dlouhych kosti. Izolace RNA je
komplikovana pfitomnosti latek interagujicich s RNA, které jsou pfitomny v chrupavcitém
primordiu. Tyto faktory znemoziuji izolaci kvalitni RNA pro ucely PCR Array (Mallein-
Gerin et Gouttenoire, 2004).

5.11. Mechanismus neapoptotickych ucinkii kaspazy-/ miizZe
zahrnovat stépeni faktora pluripotence (publikace 3)

Prestoze fukce kaspaz béhem diferenciaéniho procesu byly popsany u mnoha
bunéénych typu (Lamkanfi et al., 2007), mechanismus jejich pusobeni nebyl zatim zcela
objasnén. Aktivace kaspaz béhem diferenciace je pravdépodobné zavisla na typu bunék a
konkrétni expresi signalnich molekul. Jednim z moznych mechanismi zapojeni kaspdz praveé
pii bunééné diferenciaci je §tépeni (destrukce) transkripénich faktort.

Kaspéza-7 byla popsana jako faktor, ktery je schopen Stépit/destruovat transkripcni
faktor OCT4 (Musch et al., 2010), vyznamny marker pluripotence. OCT4 byl detekovan
v LaCL (Li et al., 2011). Pluripotentni markery OCT4, NANOG, SOX2 jsou klicové
pro udrzovani nediferenciovaného stavu embryondlnich kmenovych bunék. Ztrata faktoru
OCT4 je popisovana jako jedna zudalosti, ktera umoziuje vstup nediferencované bunky
do diferencia¢niho procesu (Munoz Descalzo et al., 2013). Kaspaza-3 byla popsana jako
hlavni faktor podilejici se na deaktivaci NANOG a tedy ztraté pluripotence bun¢k (Fujita et
al., 2008). Pozd¢jsi studie diferenciacnich faktorti pro 1é¢bu nadorovych bunek vsak odhalila,
ze pouze kaspaza-7 (nikoli kaspéaza-3) zajist'uje degradaci pluripotentniho markeru OCT4, coz
vede k inaktivaci NANOG (Musch et al., 2010). Vzhledem k tomu, Ze aktivace kaspazy-7
byla detekovana pouze v labialni ¢asti fezdku, je pravdépodobné, Ze se Stépeni OCT4
kaspazou-7 mlze podilet na diferenciaci ameloblastii fezaku.

Je tedy mozné usuzovat, ze kaspazy mohou Stépit (destruovat) i dalsi transkripéni
faktory a tim se podilet na fizeni osudu bunky. Jejich role by naopak mohla mit i charakter
aktivacniho Stépeni, pii némz dochazi k aktivaci faktort typickych pro urcité bunécné typy. Je
pravdépodobné, ze mechanismus tohoto procesu muze byt spojen s aktivacni kaskadou ¢i

amplifikacni smyckou.
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Kromé transkripcnich faktori vSak kaspazy mohou ucinkovat i skrze dal$i substraty.
Zvyseni p21 v BMSC bylo pozorovano u mysi postradajicich kaspazu-3 (Miura et al., 2004).
p21 byl popsan jako jeden ze substrati kaspazy-3 (Jin et al., 2000). ZvySené mnoztvi p21 by
mohlo dale vést k inhibici cyklin dependentnich kinaz a navozeni buné¢né senescence. Jako
mozny ,,zdchranny“ mechanismus pro indukci proliferace v téchto bunikdch mize slouzit
zvySena aktivace TGFB dradhy, kterd by mohla ovliviiovat expresi genu Runx2
Vv preosteoblastech a podminiovat nefyziologické formovani kostni tkdn€ u mysi postradajicich
kaspazu-3 (Miura et al., 2004). Na zaklad¢ inhibi¢nich experimentli bylo navrzeno, Ze
kaspaza-7 mize rozpoznavat a §tépit p21 (Levkau et al., 1998). Tento proces vS§ak muze byt

ovliviiovan dal§imi faktory a nemusi byt zcela identicky ve vSech tkénich.

5.12. Role Kkaspazy-7 a -3 béhem vyvoje tvrdych tkani nejsou
identické (publikace 2, 4)

Na zaklad¢ soucasnych studii Ize usuzovat, ze kaspazy se podili nejen na apoptotické
eliminaci bun¢k tvrdych tkani, ale také na jejich diferenciaci. Efekt riiznych kaspaz se vSak
béhem zminénych procesi muze lisit. Kaspaza-3 je na rozdil od kaspazy-7 klicova pro
apoptozu PEK (Matalova et al., 2006). Dale se kaspaza-3 jevi jako G¢innéjsi faktor osteogenni
diferenciace. Na rozdil od relativné mirného efektu deficience kaspazy-7 na strukturu kosti
tkané (Miura et al., 2004).

Inhibice kaspazy-3 pomoci farmakologického inhibitoru Z-DEVD-FMK, ktery je
povazovan za specificky inhibitor kaspazy-3, béhem kultivace BMSC zptisobila pokles
exprese genu Runx2 (Miura et al., 2004). Analogicky inhibi¢ni experiment in vitro zatim neni
mozné provest v pripadé kaspazy-7, specificky inhibitor této kaspazy dosud neni komeréné
dostupny. Navic se o specifité stavajicich inhibitorti za¢ina spekulovat (Katao et al., 2014).
Béhem PCR Array analyzy nebyl podobny pokles pozorovan u Casp7”" mandibularni kosti
(E15,5) in vivo. Tyto odlisné vysledky mohou byt ovlivnény odlisnymi typy experimentd (in
vitro vs. in vivo), nicméné by mohly vypovidat o rozdilech v rozpoznavani riiznych substrati
kaspazou-3 a -7.

Kaspéaza-3 a -7 vykazuji vysokou strukturni podobnost, obé jsou klasifikovany jako
exeku¢ni kaspazy, rozpoznavaji a S$té€pi aminokyselinovou sekvenci DEXD. Studium
deficientnich zvifat odhalilo, ze absence kaspazy-3 nebo -7 na pozadi C57BL/6 nevykazuji
s zivotem neslucitelné vyvojové defekty. Jedinci postradajici obé vSak hynou kratce

po narozeni (Lakhani et al., 2006; Leonard et al., 2002), coz podporuje teorii alespon ¢astecné
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se prekryvajicich funkci a/nebo ¢asteCnou redundanci. Experimenty na riznych bunéénych
typech a tkanich potvrdily tuto parcialni zastupitelnost, kterd je pravdépodobné zavisla
na typu bungk, ale také charakteru vnéjsich stimult (Houde et al., 2004; Lakhani et al., 2006).

V soucasnosti se objevuje stale vice ditkazli o odlisnosti téchto dvou enzymu. Rozdily
mezi kaspazou-3 a -7 byly popsany také v proteazové aktivité (Nakatsumi et Yonehara, 2010),
substratové specifit¢ (Walsh et al., 2008) a Gc¢innosti $tépeni identickych substratt (Sgorbissa
et al., 1999). Béhem apoptotického procesu dochazi k proteolytickému Stépeni ICAD a
aktivaci CAD. ICAD je efektivnéji $tépen kaspazou-3 nez kaspazou-7 (Wolf et al., 1999).
Naopak PARP je stépen s vétsim ucinkem kaspazou-7 (Boucher et al., 2012). Na zakladé
funkénich studii se kaspaza-3 jevi asi desetkrat efektivnéjsi ve Sté€peni malych molekul
(Demon et al., 2009; Nakatsumi et Yonehara, 2010) a také je schopna $tépit vEtsi spektrum
substratt (Walsh et al., 2008). Kaspaza-3 a -7 i jejich proformy dale vykazuji rozdilné
subcelularni lokalizace, ptitomnost kaspazy-7 byla ve vét§i mife patrnd v mitochondridlni a
mikrosomalni frakci, kde miize vykonavat specifické funkce (Chandler et al., 1998).

Otazka mozné kompenzace kaspazy-3 béhem vyvoje Casp7” tvrdych tkani zatim neni
zcela vyfeSena. Distribuce bunék PEK aktivujicich kaspazu-3 a kaspazu-7 byla velmi
podobna, moznou kompenzaci deficience kaspazy-7 pomoci centralni kaspazy-3 tedy nelze
vyloucit. Na druhou stranu béhem diferenciacnich procestt mize byt situace zcela odli$na.
Aktivace kaspazy-3 a -7 vV mandibuldrni kosti se neptfekryvala ve vSech kostnich bunikach.
Kompenzace kaspazy-7 pomoci kaspazy-3 tedy pravdépodobné neslouzi jako univerzalni
mechanismus v buiikach kostni tkané.

Z hlediska apoptotického procesu je kaspaza-3 popisovana jako centrdlni a
nejfrekventovangjsi exekucni enzym (Porter et Janicke, 1999), coz potvrzuje také studium
apoptozy vV PEK. Kaspaza-7 je pravdépodobné mnohem specifictéjsi ve svych ucincich béhem
apoptotického procesu, naptiklad mize vzhledem ke své lokalizaci hrat roli pfi zménach
membranovych struktur a podilet se tak na zajisténi fagocytozy (Slee et al., 2001). Stejné tak
se kaspaza-7 jevi specifictéjsi pti diferenciaci bunék tvrdych tkani.

Prestoze konkrétni mechanismy doposud nejsou znamé, zapojeni dalsi
proapoptotickych faktorti jako je na ptiklad Fas/FasL (Park et al., 2005) v diferenciacnich
procesech tvrdych tkédni je podpoteno studiemi, ve kterych zvySeni exprese antiapoptotického
Bcl-2 vedlo ke snizeni diferenciace osteoblastti (Moriishi et al., 2011) a odontoblasti (Zhang
et al., 2010). Tyto udaje svédci o multiplicité apoptotickych molekul, které je tfeba vénovat

pozornost.
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5.13. Budoucnost studia kaspaz sméruje k analyze jedné buniky

(publikace 5)

Jednou z atraktivnich moznosti studia kaspaz je analyza aktivity enzymu na principu
bioluminiscence. Tato metoda je zalozena na principu pfemény substratu aminoluciferinu
na luciferin v pfitomnosti aktivované kaspazy a jeho nasledného rozpoznani a Sté€peni
luciferazou. Béhem této reakce dochazi K uvolnéni svétené energie, kterou lze zachytit
detektorem a vyhodnotit. Metody zalozené na bioluminiscenci nevykazuji téméf zadné pozadi
a zajistuji velmi nizky detekéni prah. Miniaturizace systému na objem stovek femtolitrii
umoziuje snizovani poctu bunék nezbytnych k analyze. Tyto postupy vedou k preciznim

metodam, které dovoli analyzovat jedinou bunku.
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0. Z.aveér

Korelace aktivované kaspazy-7 S apoptotickymi bunkami podpoiend studiem
deficientnich jedinci ukazuje, Ze kaspaza-7 nehraje kliCovou roli v apoptotické eliminaci
bun¢k tvrdych tkdni. Aktivace kaspdzy-7 Vv cytoplazmé diferencujicich bun¢k tvrdych tkéani
vSak poukazuje na jeji dosud nezndmou roli v procesech mimo apoptézu nebo zanétové
procesy. Soucasné experimenty ukazuji, Ze také dalsi proapoptotické molekuly maji
v bunikach multiplicitni funkce: apoptézu, zanétové procesy, diferenciaci bunék ¢i regulaci
proliferace.

Studium kaspdz (a proapoptotickych molekul obecné) béhem diferenciaénich a
apoptotickych procesu otevira diskuzi, zda buné¢na smrt a diferenciace mohou sdilet podobné
molekularni mechanismy nebo dokonce, zda muize byt bunétna smrt extrémni formou
diferencia¢niho procesu. Dalsi otazkou je, jaky mechanismus rozhoduje o pfepnuti mezi
témito dvéma procesy. Vzhledem ktomu, ze se v soucasnosti zvazuje vyuziti molekul
blokujicich aktivitu kaspaz jako terapeutickych prostiedkii pfi 1écbé mnoha rtznych
onemocnéni, je tfeba peclivé zvazovat veSkeré funkce kaspdz a mozné disledky jejich
inhibice.

Kaspaza-3 byla popséna jako klicova molekula apoptdzy, ale také jako faktor
vyznamné ovliviiujici osteogenezi. ZvySeni jeji aktivity 1 jeji inhibice pfi 1écbé rtznych
ucinky béhem apoptotického procesu a pravdépodobné 1 béhem diferenciace. Jeji vyuziti jako
potencialniho terapeutického cile pfinasi méné rizik. Poznatky ze studia kaspazy-7 by tedy
mohly pfispét k 1écbé onemocnéni kostnich tkdni jako je osteopordza, nebo podpote tvorby

kostni tkdné Casto nezbytné pii aplikaci zubnich implantati do alveolarni/mandibulédrni kosti.
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Ambn
Apaf-1

ATP
BMC
BMD
BMP
BMPR

BMSC
BV
CAD
CARD

7.

Casp7”-

CL

COL
DAB
DED
DISC

DMP1

EO
ERM
FADD
FGF
FGFR
HERS
IHH
IAP
ICAD

Seznam zkratek

Ameloblastin

Apoptotic Protease Activating Factor-1, apoptoticky proteazovy aktiva¢ni
faktor 1

Adenosintriphosphate, adenosintrifosfat

Bone Mineral Content, obsah minerala v Kosti

Bone Mineral Density, hustota kostni tkan¢é

Bone Morphogenetic Protein, kostni morfogeneticky protein

Bone Morphogenetic Protein Receptor, receptor kostnich morfogenetickych
proteinti

Bone Marrow Stromal Cells, stromalni buriky kostni diené

Bone VVolume, objem kosti

Caspase Activated DNase, kaspazou aktivovana DNaza

Caspase Activation and Recruitment Domain, kaspazova aktiva¢ni doména
Caspase-7 deficient, kaspaza-7 deficientni

Cervical Loop, cervikalni smycka

Collagen, kolagen

3, 3’- diaminobenzidin tetrachlorid

Death Effector Domain, efektorova doména smrti

Death-Inducing Signalling Complex, signalni komplex indukujici buné¢nou
smrt

Dentin Matrix Protein 1, dentinovy matrixovy protein 1

Embryonélni den

Enamel Organ, sklovinny organ

Epithelial Rests of Malassez, Malassezovy epitelové zbytky
Fas-Associated protein with Death Domain, Fas-asociovana doména smrti
Fibroblast Growth Factor, fibroblastovy ristovy faktor

Fibroblast Growth Factor Receptor, receptor fibroblastového ristového faktoru
Hertwig’s Epithelial Root Sheet, Hertwigova epitelova kofenova pochva
Indian Hedgehog

Inhibitor of Apoptosis Proteins, inhibitory apoptotickych proteinti

Inhibitor of Caspase Activated DNase, inhibitor kaspazou aktivované
DNazy
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IEE
IHC
La

Li
M1
MMP
NLS
OEE
OPG

PARP
PBS
PDL
PEK
PTHrP
RANK

RANKL

RT
SEK
SHH
Sl
SMAC

SR
SSCs
TA
Th.Sp
Tb.Th
TdT

TEK
TGFp

Inner Enamel Epithelium, vnitini sklovinny epitel
Immunohistochemistry, imunohistochemie

Labialni

Lingualni

Prvni myS$i mandibularni molar

Matrix Metaloproteinase, matrixova metaloproteinaza

Nuclear Localisation Sequence, jaderna lokaliza¢ni sekvence

Outer Enamel Epithelium, vngjsi sklovinny epitel

Osteoprotegrin

Postnatalni den

Poly (ADP-Ribose) Polymerase, poly-(ADP-riboza)-polymeraza
Phospate Buffer Saline, fosfatovy pufr

Periodontal ligament, periodontalni ligamentum

Primary Enamel Knot, primarni sklovinny uzel

Parathyroid Hormone-related Protein, parathormonu pfibuzny protein
Receptor Activator of Nuclear Factor k B, receptor pro jaderny aktivator
faktoru x B

Receptor Activator of Nuclear Factor k B Ligand, ligand receptoru pro jaderny
aktivator faktoru x B

Room Temperature, laboratorni teplota

Secondary Enamel Knot, sekundarni sklovinné uzly

Sonic Hedgehog

Stratum Intermedium

Second Mitochondria-derived Activator of Caspases®, druhy mitochondrialni
aktivator kaspaz

Stellate Reticulum, hvézdicovité retikulum

Somatic Stem Cells, somatické kmenové bunky

Transit Amplifying, piechodné délici se (bunky)

Trabecular Separation, separace tramct

Trabecular Thickeness, tloustka tramct

Terminal deoxynucleotidyl Transferase, terminalni deoxyribonukleotidyl
transferaza

Tertiary Enamel Knot, terciarni sklovinné uzly

Transforming Growth Factor g, transformujici rastovy faktor 8
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TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin Nick End-Labeling*, enzymatické znaceni

fragmenttt DNA
TV Tissue Volume, objem tkané
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor, vaskularni endotelovy rastovy faktor
Wt Wild type, standardni typ

Pozn. Pouzité zkratky genti byly pievzaty z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.
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9.  Prilohy

9.1. Seznam obrazki

Srovnani mysi a lidské dentice.

Vyvoj molaru (frontalni fez).

Niche kmenovych bunék mysich fezakt (sagitalni fez).
Vyvoj fezéku (sagitalni fez).

Vyvoj mandibularni kosti.

. Vyvoj dlouhych kosti koncetiny.
: Schématické znazornéni apoptotického procesu.
. Struktura pro/kaspazy-7 a dalSich vyznamnych prokaspéaz uc€astnicich se apoptdzy.

: Znazornéni mist substratl, ve kterych dochézi ke §tépeni kaspazami.

: Schématické znazornéni principu IHC.

: Schématické znazornéni principu metody TUNEL.

: Schématické znazornéni principu metody microCT.

: Separace mandibuldrni kosti ur€ené pro izolaci RNA.

: Aktivace kaspazy-7 béhem vyvoje molaru.

: Aktivace kaspazy-7 béhem vyvoje fezaku.

: Korelace aktivované kaspazy-7 a distribuce apoptozy v zubnich tkanich.
: Analyza embryonalnich (E15,5) a postnatalnich (P28) Casp7” molari.
: Analyza postnatélnich (P28) Casp7” fezakul.

Aktivace kaspazy-7 béhem intramembrandzni osifikace.

Aktivace kaspazy-7 béhem endochondralni osifikace.

Aktivace kaspazy-7 vs. distribuce apoptotickych bun¢k béhem intramembran6zni

osifikace.

Obr. 22: Aktivace kaspazy-7 vs. distribuce apoptotickych bun¢k béhem endochondralni

osifikace.

Obr. 23: Analyza mandibularni kosti Casp7”" jedincti v embryonalnim vyvoji (E15,5).

Obr. 24: Charakterizace mandibularni/alveolarni kosti Casp7™" jedincii v postnatalnim vyvoji
(P28).
Obr. 25: Charakterizace kosti stehenni Casp7” jedincti v postnatalnim vyvoji (P28).

Obr. 26: Zmény v genové expresi osteogennich faktorii u Casp7” jedinct ve stadiu E15,5

detekované pomoci PCR Array.

Obr. 27: Aktivace kaspazy-7 a kaspazy-3.
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Apoptotic signaling in mouse odontogenesis

Matalova E, Svandova E, Tucker AS

Apoptosis is an important morphogenetic event in embryogenesis as well as during postnatal
life. In the last two decades, apoptosis in tooth development (odontogenesis) has been
investigated with gradually increasing focus on the mechanisms and signaling pathways
involved. The molecular machinery responsible for apoptosis exhibits a high degree of
conservation but also organ and tissue specific patterns. This review aims to discuss recent
knowledge about apoptotic signaling networks during odontogenesis, concentrating on the
mouse, which is often used as a model organism for human dentistry. Apoptosis accompanies
the entire development of the tooth and corresponding remodeling of the surrounding bony
tissue. It is most evident in its role in the elimination of signaling centers within developing
teeth, removal of vestigal tooth germs, and in odontoblast and ameloblast organization during
tooth mineralization. Dental apoptosis is caspase dependent and proceeds via mitochondrial
mediated cell death with possible amplification by Fas-FasL signaling modulated by Bcl-2

family members.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC3275810/



Caspase-7 in molar tooth development

Matalova E, Vanden Berghe T, Svandova E, Vandenabeele P, Healy C, Sharpe PT,
Tucker AS

The primary enamel knot (PEK) is a population of cells that shows spatio-temporal restricted
apoptosis during tooth development. It has been shown that caspase-9 and Apaf-1 are
essential for apoptosis in the PEK as well as the central caspase-3. Caspase-7, as another
executioner member in the caspase machinery, is considered to have caspase-3 like properties.
The aim of this study was to detect caspase-7 activation during molar tooth development with
a special focus on the cells of the PEK and to correlate the expression with the pattern of
apoptosis and caspase-3 activation. Apoptosis in the PEK was investigated in caspase-7
deficient mice to examine the functional consequence of loss of this specific caspase. In
addition, odontoblasts and ameloblasts, which are known to undergo cell death during their
secretory and maturation stages, were investigated. Cleaved caspase-7 was found in the
apoptotic region of the PEK, however, caspase-7-deficient mice still possessed apoptotic cells
in the PEK in a similar distribution to the wild type. Caspase-7 is therefore not essential for
apoptosis in the PEK. Notably, cleaved caspase-7-positive cells were found at later stages in
odontoblasts and ameloblasts, but expression did not correlate with apoptosis in these tissues.
The results indicate a non-essential apoptotic role of caspase-7 in the PEK apoptosis but

suggest also possible non-apoptotic functions for caspase-7 in tooth development.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003996912002166



Caspase-7 participates in differentiation of cells forming dental

hard tissues

Matalova E, Lesot H, Svandova E, Vanden Berghe T, Sharpe PT, Healy C, Vandenabeele P,
Tucker AS

Apoptosis during tooth development appears dependent on the apoptotic executioner caspase-
3, but not caspase-7. Instead, activated caspase-7 has been found in differentiated
odontoblasts and ameloblasts, where it does not correlate with apoptosis. To further
investigate these findings, the mouse incisor was used as a model. Analysis of caspase-7-
deficient mice revealed a significant thinner layer of hard tissue in the adult incisor. Micro
computed tomography scan confirmed this decrease in mineralized tissues. These data
strongly suggest that caspase-7 might be directly involved in functional cell differentiation

and regulation of the mineralization of dental matrices.

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/dgd.12066/abstract;jsessionid=0A3471E1C3523B
F8ED66867D45E98F66.f02t04



Non-apoptotic functions of caspase-7 during osteogenesis

Svandova E, Lesot H, Vanden Berghe T, Tucker AS, Sharpe PT, Vandenabeele P,

Matalova E

Caspase-3 and -7 are generally known for their central role in the execution of apoptosis.
However, their function is not limited to apoptosis and under specific conditions activation
has been linked to proliferation or differentiation of specialised cell types. In the present
study, we followed the localisation of the activated form of caspase-7 during
intramembranous (alveolar and mandibular bones) and endochondral (long bones of limbs)
ossification in mice. In both bone types, the activated form of caspase-7 was detected from the
beginning of ossification during embryonic development and persisted postnatally. The bone
status was investigated by microCT in both wild-type and caspase-7-deficient adult mice.
Intramembranous bone in mutant mice displayed a statistically significant decrease in volume
while the mineral density was not altered. Conversely, endochondral bone showed constant
volume but a significant decrease in mineral density in caspase-7 knock-out mice. Cleaved
caspase-7 was present in a number of cells that did not show signs of apoptosis. PCR array
analysis of the mandibular bone of caspase-7-deficient versus wild-type mice pointed to a
significant decrease in mRNA levels for Msx1 and Smadl in early bone formation. These
observations might explain the decrease in the alveolar bone volume of adult knock-out mice.
In conclusion, this study is the first to report a non-apoptotic function of caspase-7 in
osteogenesis and also demonstrates further specificities in endochondral versus

intramembranous ossification.

http://www.nature.com/cddis/journal/v5/n8/full/cddis2014330a.html


http://www.nature.com/cddis/journal/v5/n8/full/cddis2014330a.html

Bioluminescence determination of active caspase-3 in single

apoptotic cells

Liskova M, Kleparnik K, Matalova E, Hegrova J, Prikryl J, Svandova E, Foret F

Caspase-3 is an executive caspase, in the central position within apoptotic machinery.
Apoptosis as a way of programmed cell death is a physiological process that plays an
essential role in the development and homeostasis maintenance; moreover, its deregulations
are linked to tumor progression or various autoimmune disorders. Therefore, an investigation
of apoptosis pathways on the level of individual cells is not only of biological but also
medical importance. In this work we report on the development of a high-sensitivity
instrumentation and protocol for detection of active caspase-3 in individual mammalian
apoptotic cells. The technology is based on the specific cleavage of modified luciferin by
caspase-3, an immediate bioluminescence reaction of free luciferin with luciferase followed
by emissions of photons and their detection by photomultiplier tube working in the photon
counting regime. Three different instrumental arrangements are compared for the
determination of caspase-3 in free cells or tissue samples. Thus, in our best miniaturized
system the mean amount as low as about 6.5 fg corresponding to 122 000 molecules of

caspase-3 can be detected in individual apoptotic mouse leg cells.

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/elps.201200675/abstract



