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Proteins of mineralized tooth enamel matrix

Cerny R

Proteiny mineralizované matrix zubní skloviny

Abstract

Cerny R:
Proteins of tooth enamel mineralized matrix.
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (5): 288�293

The organic matrix of the developing enamel is highly heteroge-
neous, comprising proteins derived from a number of different
genes, including amelogenin, enamelin, ameloblastin, tuftelin,
dentine sialophosphoprotein, enzymes and serum proteins.
Each of these classes appears to undergo post-secretory sequen-
tial degradation which contributes towards further matrix hete-
rogeneity. Possible functions of these proteins are discussed.
Proteins of the organic matrix are presumed to play an impor-
tant role in the modulation of mineral deposition and growth
during tooth morphogenesis but the precise functions of indivi-
dual matrix proteins remain unclear. (Tab. 1, Fig. 2, Ref. 47)
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melin, tuftelin, sequence.
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Organická matrix vyvíjející se zubní skloviny je vysoce hete-
rogenní, nebo� obsahuje proteiny produkované øadou rùzných
genù, mj. amelogenin, enamelin, ameloblastin, tuftelin, denti-
nový sialofosfoprotein, enzymy a sérové proteiny. Ka�dý
z uvedených druhù prochází postsekretorickou postupnou de-
gradací, co� pøispívá k dal�í heterogenitì. Je diskutována
mo�ná role tìchto proteinù. O proteinech organické matrix se
pøedpokládá, �e hrají dùle�itou roli pøi modulaci formování
minerálu a jeho rùstu bìhem morfogenese zubu, av�ak pøesná
funkce jednotlivých proteinù zùstává nejasná. (Tab. 1, obr.. 2,
lit. 47.)
Klíèová slova: proteiny sklovinné matrix, amelogenin, amelob-
lastin, enamelin, tuftelin, sekvence.
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Mineralizovaná tkáò se tvoøí prostøednictvím agregace prote-
inù mezibunìèné hmoty a následným formováním apatitových
krystalù. V kosti a chrupavce je vláknitá sí� kolagenu a mnoha
dal�ích proteinù v neustálé pøestavbì, a to jak bìhem vývoje, tak
v dùsledku hormonálních zmìn a mechanických podnìtù. Stále
probíhající resorpce a nová tvorba mezibunìèné hmoty spoleènì
se zmìnami bunìk, které tuto hmotu syntetizují, vytváøí slo�itý
histologický obraz.

Ve vznikající zubní korunce se resorpce nevyskytuje a výstavba
tkánì je tedy jednoznaènìj�í. Vznikají dva druhy mineralizované
mezibunìèné hmoty, dentin (zubovina) a email (sklovina), které
se tvoøí tak, �e pøiléhají k pøíslu�ným bunìèným vrstvám, které
tvoøí na stranì dentinu odontoblasty a na stranì emailu amelob-
lasty. Architektura dentinové mezibunìèné hmoty je zalo�ena na
kolagenových fibrilách (Linde a Goldberg, 1993), av�ak archi-
tektura mezibunìèné hmoty emailu je ménì jasná. Mineralizace
doprovází vznik emailové mezibunìèné hmoty, tj. není zde není
zde jasná fáze formování nemineralizované mezibunìèné hmoty

jako je tomu v pøípadì dentinu (Eisenmann, 1994). Je proto ob-
tí�né studovat proteinové �le�ení� emailu, které poskytuje oporu
rostoucím apatitovým krystalùm a které zahajuje proces minera-
lizace. Navzdory tomu je dnes ji� dost informací ohlednì slo�ek
mezibunìèné hmoty, i kdy� pøesná role tìchto komponent zùstává
nejasná. A� doposud byly identifikovány následující proteiny
emailové matrix.

Amelogenin

Amelogeniny pøedstavují hlavní objem organické matrix
(90 %) produkované ameloblasty v sekreèní fázi vývoje skloviny
(Termine a spol., 1980). Amelogenin je nejprve secernován ja-
ko�to nascentní protein o hmotnosti 25 kd (Fukae a spol., 1980),
av�ak jeho distribuce se omezuje na novì secernovanou sklovinu
na vnìj�ím povrchu vrstvy ameloblastù. Je pøemìòován relativnì
rychle na 20 kd amelogenin, který dominuje vnitøní sklovinì (Bro-
okes a spol., 1995; Fincham a Moradian-Oldak, 1995). I jeho pøe-



289CERNY R: PROTEINS OF TOOTH ENAMEL MINERALIZED MATRIX

mìna v�ak pokraèuje, aby se vytvoøily vysoce rozpustné 11�13
kD fragmenty (Aoba a spol., 1987a) a nerozpustný �tyrosinem
bohatý amelogeninový peptid� (TRAP) (Aoba a spol., 1987 a;
Fincham a spol., 1982). Koneèná úprava patrnì spoèívá v tvorbì
velmi malých peptidù a volných aminokyselin, které se postupnì
z tkánì ztrácejí. Heterogenní charakter amelogeninù je zdùraznìn
alternativním sestøihem mRNA (Gibson a spol., 1991; Lau a spol.,
1992; Simmer a spol., 1994) a pohlavním dimorfismem u èlovì-
ka a dal�ích druhù (Fincham a spol., 1991; Nakahori a spol., 1991;
Gibson a spol., 1992).

Aminokyselinová sekvence amelogeninù vykazuje znaèný stu-
peò evoluèní konservace (Hu a spol., 1996), pøièem� nejdel�í iden-
tifikovaná sekvence byla nalezena u morèete (Èerný a Hammar-
ström, 1998). Úplný otevøený ètecí rámec nukleotidové sekvence
u tohoto druhu kóduje 226 aminokyselin vèetnì signálního pepti-
du, nejkrat�í sestøihová varianta je pak dlouhá pouhých 59 amino-
kyselin (tab. 1). Výjimeèné vlastnosti s nízkým stupnìm evoluèní
konservace vykazuje amelogeninový exon 4 (Hu a spol., 1997a).
Dosud známé aminokyselinové sekvence amelogeninu jsou pre-
zentovány na obrázku 1.

Názory na pøedpokládanou funkci amelogeninù se mìnily od
kalciových chelátorù (Glimscher, 1979) pøes inhibitory rùstu krys-
talù (Doi a spol., 1984; Aoba spol., 1987 b) po regulátory krysta-
lového rùstu a jejich orientace (Fearnhead, 1979; Aoba a spol.,
1989; Robinson a spol., 1989). Poslední pøedpokládaná funkce je
podpoøena experimenty s �antisense� oligonukleotidy (Diekwisch
a spol., 1993) a s ribozymy (Lyngstadaas a spol., 1996), s jejich�
pomocí byla zablokována translace amelogeninové mRNA. Dùle-
�itost amelogeninu je demonstrována onemocnìním amelogene-
sis imperfecta, u nìj� byly identifikovány mutace uvnitø ameloge-
ninového genu na X-chromozomu (Lagerström-Fermer a spol.,
1995).

Enamelin

Enamelin byl døíve názvem pro v�echny neamelogeninové
komponenty vyvíjející se emailové matrix (Termine a spol., 1980),
av�ak nyní byl klonován specifický genový produkt, byl izolován
a rovnì� sekvenován jako protein (Fukae a spol., 1996). Ename-
liny byly lokalizovány imunohistochemicky v jádrech prizmat
spoleènì s amelogeniny (Uchida a spol., 1991), jsou fosforylová-
ny a glykosylovány (Fukae a spol., 1996). Vzhledem k ameloge-
ninùm jsou enameliny podstatnì vìt�í, kyselej�í a více hydrofilní.
Enameliny jsou rovnì� procesované bílkoviny. Nascentní 150 kD
prekursor je pøemìòován na 89 kD a 65 kD druhy a koneènì na
32 kD molekuly se silnou afinitou k apatitu (Tanabe a spol., 1990).
Detailní role enamelinù není jasná.

Ameloblastin/amelin/sheathlin

Jde o trojici názvù pro nepochybnì tentý� protein. Byl obje-
ven simultánnì dvìma výzkumnými skupinami v cDNA knihov-
nách, pøipravených ze zubù potkaních mláïat (Èerný a spol., 1996;
Krebsbach a spol., 1996). Tøetí skupina popsala odpovídající pro-
tein v praseèí sklovinì (Hu a spol., 1997 b). Nyní je rovnì� k dis-
pozici my�í cDNA sekvence (v databázi) a morèecí sekvence (Èer-
ný a spol., 1998). Tento protein je produkován v ameloblastech,
av�ak ve srovnání s amelogeninem je ameloblastin exprimován

v èasovì del�ím rozsahu, tj. od presekreèní fáze do pozdní matu-
raèní fáze vývoje ameloblastù (Lee a spol., 1996; Fong a spol.,
1996). Navíc, vedle exprese v ameloblastech je ameloblastinová
mRNA detegována i v epiteliálních koøenových pochvách (Fong
a spol., 1996) a dokonce v preodontoblastech a èasných odontob-
lastech je�tì pøed tím, ne� nastane masivní produkce v ameloblas-
tech (Fong a spol., 1998). Tento nález naznaèuje mo�nou úlohu
ameloblastinu v epiteliálnì-mesenchymových interakcích, zvlá�-
tì kdy� v aminokyselinové sekvenci ameloblastinu potkana byly
identifikovány domény pro vazbu na bunìèný povrch (Èerný
a spol., 1996). Na druhé stranì absence stejných domén u jiných
druhù (Hu a spol., 1997 b; Èerný a spol., 1998) zpochybòuje tuto
hypotézu. Rovnì� ameloblastin prochází �processingem� v emai-
lové matrix. Pøi sledování vývoje potkaního øezáku byly detego-
vány komponenty o velikostech od 65 kD a� po 25 kD (Uchida
a spol., 1997). Ka�dá z popsaných sekvencí ameloblastinu vyka-
zuje 2 splicingové varianty (Èerný a spol., 1996; Hu a spol., 1997
b; Èerný a spol., 1998), i kdy� ne u v�ech druhù jde o toté� místo
v sekvenci (Èerný a spol., 1998). Pøehled dosud stanovených
ameloblastinových sekvencí a míst jejich alternativního splicingu
je na obrázku 2.

Vedle toho se dal�í skupinì autorù podaøilo izolovat lidský
genomový klonus, který byl mapován a výsledek naznaèuje mo�-
nou úèast poruch i tohoto proteinu v etiologii amelogenesis im-
perfecta (MacDougall a spol., 1997).

Tuftelin

Tuftelin je dal�í specifický protein produkovaný v raném sta-
diu vývoje skloviny. Byl nejprve detegován jako cDNA klonus
isolovaný z bovinního emailu (Deutsch a spol., 1991) a pozdìji
také nalezen v my�ím embryu (Zeichner-David a spol., 1997).
Tuftelinové transkripty byly detegovány v proliferujícím vnitøním
epitelu po 13 dnech embryonálního vývoje my�í, co� je ve stadiu
pupenu vývoje zubu. Pøedpokládaná funkce tuftelinu a dal�ích

Tab. 1. Composition of individual splicing variants of guinea-pig ame-
logenin.
Tab. 1. Slo�ení jednotlivých sestøihových variant morèecího ame-
logeninu.

Exon Poèet Poèet AG226 AG212 AG187 AG65
nukleotidù aminokys.

1+2 106 18 + + + +
3 48 16 + + + +
4 42 14 + 0 0 0
5 45 15 + + + +
6a 75 25 + + 0 0
6b 336 112 + + + 0
6c 75 25 + + + +
7 158 1 + + + +

Four variants are marked with symbol AG (amelogenin) and with the
number of amino acids (AG 65 � AG 226). Given lengths include the
signal peptide (16 amino acids).
Ètyøi varianty jsou oznaèeny symbolem AG (amelogenin) a èíslem
udávajícím poèet aminokyselin (AG 65 � AG 226). Uvedené délky jsou
vèetnì signálního peptidu (16 aminokyselin).



290

Fig. 1. Amino acid alignment of amelogenins. The exon junctions are indicated with spacers and numbers.
Obr. 1. Porovnání aminokyselinových sekvencí amelogeninù. Rozhraní jednotlivých exonù jsou oznaèena znaèkami a èísly.
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Fig. 2. Amino acid alignment of ameloblastins. Alternatively spliced sequences are underlined.
Obr. 2. Porovnání aminokyselinových sekvencí ameloblastinù. Podtr�eny jsou sekvence vykazující alternativní splicing.
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anionických proteinù je mo�ná nukleace pøi tvorbì apatitových
krystalù, av�ak pøímý dùkaz zatím neexistuje.

Ostatní proteiny sklovinné matrix

Ve vznikající sklovinné matrix byl detegován dentinový sialofos-
foprotein (McDougall a spol., v tisku), který byl dosud pova�ován za
výhradnì specifický pro dentin. Vedle toho byly v emailové matrix
detegovány pøedev�ím sérové proteiny, jako albumin, fetuin, alfa

2
-HS

glykoprotein a gama-globuliny, pøièem� není rozhodnuto, zda jde
skuteènì o normální souèásti matrix, nicménì alespoò albumin je
odstranìn v prùbìhu maturaèní fáze (Robinson a spol., 1994)

Proteolytické enzymy emailové matrix jsou nepochybnou
souèástí matrix a patøí jednak k metaloendoproteasám, jednak k se-
rinovým proteasám (Woessner, 1997). Metaloproteasová aktivita
se zdá být ve volnì rozpustné formì a je omezena na sekreèní
stadium vývoje emailové matrix a patrnì zabezpeèuje specific-
kou úpravu proteinù (processing), kde�to serinové proteasy jsou
aktivní bìhem pozdní maturaèní fáze a mohou mít roli spí�e v od-
straòování v�ech zbývajících proteinù, které eventuelnì brání rùs-
tu anorganických krystalù. Zdá se, �e dokonce existují proteasy
specifické pro sklovinnou matrix, nebo� se podaøilo klonovat tzv.
enamelysin (Bartlett a spol., 1996) a tzv. �enamel matrix serine
protease-1� (Simmer a spol., 1998).

Úloha proteinù pøi mineralizaci

Dnes je bez jakýchkoliv výhrad v�eobecnì pøijat názor, �e jsou
to právì proteiny extracelulární matrix, které rozhodnou o rozsa-
hu a zpùsobu mineralizace pøíslu�né tkánì. V pøípadì zubní sklo-
viny nacházíme proteinové spektrum zcela odli�né od dentinu nebo
kosti, rovnì� tak i sklovinný minerál je odli�ný, podstatnì pevnìj-
�í, s mimoøádnou délkou prismat a velmi nízkým organickým
obsahem. Jak ov�em tento minerál vzniká, není zcela jednoznaènì
vyjasnìno. Pøedpokládá se, �e nukleace minerálních krystalù pro-
bíhá v blízkosti dentino-emailového spojení, pøièem� øada autorù
doporuèuje právì �svùj� protein pro tuto funkci � napø. dentino-
vý sialofosfoprotein, tuftelin, v minulosti i amelogenin. Tato otázka
není dosud rozhodnuta. Ponìkud pøesnìj�í pøedstava je o dal�ích
fázích vývoje skloviny. Procesované proteiny (s pøevahou amelo-
geninu) vytváøejí agregáty s urèitým obsahem kalcia a fosfátu
a svoji pøítomností omezují rùst minerálních krystalù do stran, tj.
usmìròují rùst ve smìru podélné osy. Jakmile v�ak zasáhnou ne-
specifické serinové proteasy, vìt�ina proteinu je likvidována, kon-
èí jeho inhibièní role a krystaly nyní dokonèí svùj rùst bez ome-
zení, tj. vyplní uvolnìný prostor ve v�ech smìrech. Podrobnìj�í
informace o tomto procesu shrnují pøehledné èlánky ( Robinson
a spol., 1998; Smith, 1998).

Závìrem je nutno pøipomenout, �e je nanejvý� pravdìpodob-
né, �e výèet proteinù matrix zubní skloviny, ale i jiných minerali-
zovaných tkání, není je�tì zdaleka úplný, stejnì jako funkce ji�
známých proteinù není pøesnì zji�tìna. Proto lze dal�í pokrok v té-
matice mineralizované tkánì oèekávat pøedev�ím od nálezu dosud
neznámých proteinových struktur a od vynalézavých experimen-
tù, jimi� se objasní jejich funkce.*
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