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Proteins of mineralized tooth enamel matrix

Cerny R

Proteiny mineralizované matrix zubni 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. (7ab. 1, Fig. 2, Ref. 47)
Key words: enamel proteins, amelogenin, ameloblastin, ena-
melin, tuftelin, sequence.

Mineralizovana tkan se tvofi prostiednictvim agregace prote-
ind mezibunééné hmoty a nédslednym formovanim apatitovych
krystalt. V kosti a chrupavce je vlaknitd sit kolagenu a mnoha
dal$ich proteinil v neustalé prestavbé, a to jak béhem vyvoje, tak
v disledku hormonalnich zmén a mechanickych podnéta. Stale
probihajici resorpce a nova tvorba mezibunécné hmoty spole¢né
se zménami bunék, které tuto hmotu syntetizuji, vytvari slozity
histologicky obraz.

Ve vznikajici zubni korunce se resorpce nevyskytuje a vystavba
tkané je tedy jednoznacnéjsi. Vznikaji dva druhy mineralizované
mezibunééné hmoty, dentin (zubovina) a email (sklovina), které
se tvoii tak, Ze priléhaji k ptislusSnym bunécnym vrstvam, které
tvofi na stran¢ dentinu odontoblasty a na stran¢ emailu amelob-
lasty. Architektura dentinové mezibunééné hmoty je zalozena na
kolagenovych fibrilach (Linde a Goldberg, 1993), avsak archi-
tektura mezibunééné hmoty emailu je méné jasna. Mineralizace
doprovazi vznik emailové mezibunécné hmoty, tj. neni zde neni
zde jasna faze formovani nemineralizované mezibunééné hmoty
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Organicka matrix vyvijejici se zubni skloviny je vysoce hete-
rogenni, nebot obsahuje proteiny produkované fadou riznych
gentl, mj. amelogenin, enamelin, ameloblastin, tuftelin, denti-
novy sialofosfoprotein, enzymy a sérové proteiny. Kazdy
z uvedenych druht prochézi postsekretorickou postupnou de-
gradaci, coz pfispiva k dalsi heterogenité. Je diskutovana
mozna role téchto proteinii. O proteinech organické matrix se
predpoklada, ze hraji dulezitou roli pii modulaci formovani
mineralu a jeho ristu béhem morfogenese zubu, avsak piesna
funkce jednotlivych proteintl zistava nejasna. (Tab. 1, obr.. 2,
lit. 47.)

Klicova slova: proteiny sklovinné matrix, amelogenin, amelob-
lastin, enamelin, tuftelin, sekvence.

jako je tomu v ptipad¢ dentinu (Eisenmann, 1994). Je proto ob-
tizné studovat proteinové ,,leSeni” emailu, které poskytuje oporu
rostoucim apatitovym krystalim a které zahajuje proces minera-
lizace. Navzdory tomu je dnes jiz dost informaci ohledné slozek
mezibunécné hmoty, i kdyz ptesna role téchto komponent zlistava
nejasna. Az doposud byly identifikovany nasledujici proteiny
emailové matrix.

Amelogenin

Amelogeniny piedstavuji hlavni objem organické matrix
(90 %) produkované ameloblasty v sekreéni fazi vyvoje skloviny
(Termine a spol., 1980). Amelogenin je nejprve secernovan ja-
kozto nascentni protein o hmotnosti 25 kd (Fukae a spol., 1980),
avSak jeho distribuce se omezuje na nové secernovanou sklovinu
na vné&jsim povrchu vrstvy ameloblasti. Je pfeménovan relativné
rychle na 20 kd amelogenin, ktery dominuje vnitini skloving (Bro-
okes a spol., 1995; Fincham a Moradian-Oldak, 1995). 1 jeho pte-
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ména vSak pokracuje, aby se vytvofily vysoce rozpustné 11—13
kD fragmenty (Aoba a spol., 1987a) a nerozpustny ,,tyrosinem
bohaty amelogeninovy peptid“ (TRAP) (Aoba a spol., 1987 a;
Fincham a spol., 1982). Koneéna uprava patrné spociva v tvorbé
velmi malych peptidl a volnych aminokyselin, které se postupné
z tkané ztraceji. Heterogenni charakter amelogenintl je zdiraznén
alternativnim sestithem mRNA (Gibson a spol., 1991; Lau a spol.,
1992; Simmer a spol., 1994) a pohlavnim dimorfismem u ¢loveé-
ka a dalsich druhti (Fincham a spol., 1991; Nakahori a spol., 1991;
Gibson a spol., 1992).

Aminokyselinova sekvence amelogeninii vykazuje znacny stu-
peni evolucni konservace (Hu a spol., 1996), pficemz nejdelsi iden-
tifikovana sekvence byla nalezena u moréete (Cerny a Hammar-
strom, 1998). Uplny otevieny &teci ramec nukleotidové sekvence
u tohoto druhu kéduje 226 aminokyselin véetné signalniho pepti-
du, nejkratsi sestiihova varianta je pak dlouha pouhych 59 amino-
kyselin (tab. 1). Vyjimeéné vlastnosti s nizkym stupném evoluéni
konservace vykazuje amelogeninovy exon 4 (Hu a spol., 1997a).
Dosud znamé aminokyselinové sekvence amelogeninu jsou pre-
zentovany na obrazku 1.

Néazory na predpokladanou funkci amelogenini se ménily od
kalciovych chelatorti (Glimscher, 1979) ptes inhibitory rastu krys-
talti (Doi a spol., 1984; Aoba spol., 1987 b) po regulatory krysta-
lového rustu a jejich orientace (Fearnhead, 1979; Aoba a spol.,
1989; Robinson a spol., 1989). Posledni predpokladana funkce je
podpoiena experimenty s “antisense* oligonukleotidy (Diekwisch
a spol., 1993) a s ribozymy (Lyngstadaas a spol., 1996), s jejichz
pomoci byla zablokovana translace amelogeninové mRNA. Dtile-
zitost amelogeninu je demonstrovana onemocnénim amelogene-
sis imperfecta, u néjz byly identifikovany mutace uvnitt ameloge-
ninového genu na X-chromozomu (Lagerstrom-Fermer a spol.,
1995).

Enamelin

Enamelin byl dfive ndzvem pro vSechny neamelogeninové
komponenty vyvijejici se emailové matrix (Termine a spol., 1980),
avSak nyni byl klonovan specificky genovy produkt, byl izolovan
a rovnéz sekvenovan jako protein (Fukae a spol., 1996). Ename-
liny byly lokalizovany imunohistochemicky v jadrech prizmat
spole¢né s amelogeniny (Uchida a spol., 1991), jsou fosforylova-
ny a glykosylovany (Fukae a spol., 1996). Vzhledem k ameloge-
nintim jsou enameliny podstatné vétsi, kyselejsi a vice hydrofilni.
Enameliny jsou rovnéz procesované bilkoviny. Nascentni 150 kD
prekursor je pieménovan na 89 kD a 65 kD druhy a konec¢né na
32 kD molekuly se silnou afinitou k apatitu (Tanabe a spol., 1990).
Detailni role enamelintl neni jasna.

Ameloblastin/amelin/sheathlin

Jde o trojici nazvi pro nepochybné tentyz protein. Byl obje-
ven simultanné dvéma vyzkumnymi skupinami v ¢cDNA knihov-
néch, pripravenych ze zubt potkanich mladat (Cerny a spol., 1996;
Krebsbach a spol., 1996). Tieti skupina popsala odpovidajici pro-
tein v praseci skloviné (Hu a spol., 1997 b). Nyni je rovnéz k dis-
pozici mysi cDNA sekvence (v databdzi) a morceci sekvence (Cer-
ny a spol., 1998). Tento protein je produkovan v ameloblastech,
avSak ve srovnani s amelogeninem je ameloblastin exprimovan

Tab. 1. Composition of individual splicing variants of guinea-pig ame-
logenin.

Tab. 1. SloZeni jednotlivych sestfihovych variant moréeciho ame-
logeninu.

Exon  Pocet Pocet AG226 AG212 AGI87 AG65
nukleotidi 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).

Ctyfi varianty jsou oznaeny symbolem AG (amelogenin) a &islem
udavajicim pocet aminokyselin (AG 65 — AG 226). Uvedené délky jsou
véetné signalniho peptidu (16 aminokyselin).

v ¢asove delsim rozsahu, tj. od presekrecni faze do pozdni matu-
racni fdze vyvoje ameloblasti (Lee a spol., 1996; Fong a spol.,
1996). Navic, vedle exprese v ameloblastech je ameloblastinova
mRNA detegovana i v epitelialnich kofenovych pochvach (Fong
a spol., 1996) a dokonce v preodontoblastech a ¢asnych odontob-
lastech jeste pted tim, nez nastane masivni produkce v ameloblas-
tech (Fong a spol., 1998). Tento nalez naznacuje moznou ulohu
ameloblastinu v epitelidlné-mesenchymovych interakcich, zvlas-
té kdyz v aminokyselinové sekvenci ameloblastinu potkana byly
identifikovany domény pro vazbu na bunéény povrch (Cerny
a spol., 1996). Na druhé stran¢ absence stejnych domén u jinych
druhti (Hu a spol., 1997 b; Cerny a spol., 1998) zpochybituje tuto
hypotézu. Rovnéz ameloblastin prochazi ,,processingem® v emai-
lové matrix. Pii sledovani vyvoje potkaniho fezaku byly detego-
vany komponenty o velikostech od 65 kD az po 25 kD (Uchida
a spol., 1997). Kazda z popsanych sekvenci ameloblastinu vyka-
zuje 2 splicingové varianty (Cerny a spol., 1996; Hu a spol., 1997
b; Cerny a spol., 1998), i kdyzne u vech druhi jde o totéZ misto
v sekvenci (Cerny a spol., 1998). Piehled dosud stanovenych
ameloblastinovych sekvenci a mist jejich alternativniho splicingu
je na obrazku 2.

Vedle toho se dalsi skupiné autorti podafilo izolovat lidsky
genomovy klonus, ktery byl mapovan a vysledek naznacuje moz-
nou ucast poruch i tohoto proteinu v etiologii amelogenesis im-
perfecta (MacDougall a spol., 1997).

Tuftelin

Tuftelin je dalsi specificky protein produkovany v raném sta-
diu vyvoje skloviny. Byl nejprve detegovan jako cDNA klonus
isolovany z bovinniho emailu (Deutsch a spol., 1991) a pozdéji
také nalezen v mySim embryu (Zeichner-David a spol., 1997).
Tuftelinové transkripty byly detegovany v proliferujicim vnitinim
epitelu po 13 dnech embryonalniho vyvoje mysi, coz je ve stadiu
pupenu vyvoje zubu. Pfedpokladana funkce tuftelinu a dalSich
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1

MGTWILFACL
MGTWILFACL
MGTWILFACL
MGTWILFACL
MGTWILFACL
MGTWILFACL
MGTWILFACL

A~

51

TPLKWYQS.I
TPLKWYQSMI
TPLKWYQSMI
TPLKWYQNML
TPLKWYQNMI
TPLKWYQSMI
TPLKWYQSMI
TPLKWYQSMI
TPLKWYQSMM

101

IPVVPAQQPV
IPVVPAQQPR
IPMVPAQQPV
NPMVPAQQPV
IPMVPRQQPG
LPVVPAQQPV
LPVVPAQQPV
IPVGPAQQPV
IPIMARQQPA

151

POP.ISPQSH
PQA.IPPQSH
TQP.VQPQHH
PQPHQPIQPI

201

PLPPMFPMQP
PLPPMFPLRP
PLPPIFPMQP
PLPPIFPMQP
PLPPMFSMQS
PLPPLFSMQP
PLPPLEFSMQP
ALPPMFSMQP
PLPPMFPMQP

50
LGAAFAMP LP PHPGHPGYIN FSYE NSHSQA INVDRTAL VL
VGAAFAMP LP PHPGHPGYIN FSYE NSHSQA INVDRTAL VL
LGAAFSMP LP PHPGHPGYIN FSYE ...... ........ VL
LGAAYSMP LP PHPGHPGYIN FSYE ...... «¢.ceon.. VL
LGAAFSMP LP PHPGHPGYIN FSYE ...... ........ VL
N MP LP PHPGSPGYIN LSYE KSHSQA INTDRTAL VL
LGAAFAMP LP PHPGSPGYIN LSYE KSHSQA INTDRTAL VL
LGTAFAMP LP PHPGHPGYIN FSYE KSHSNA INIDRTAL VL
~~~nn~IP LP PHPGHPGYIN FSYE ..vvvn vvnn.... VL
213 31la 4als
100
RPP YPSYGYE PMGGWLHHQI IPVLSQQHPP TH.TLQPHHH
RPP YSSYGYE PMGGWLHHQI IPVVSQQHPL TH.TLQSHHH
RHP YPSYGYE PMGGWLHHQI IPVVSQQTPQ NH.ALQPHHH
RYP YPSYGYE PVGGWLHHQI IPVVSQQSPQ NH.ALQPHHH
RHP YTSYGYE PMGGWLHHQI IPVVSQQTPQ SH.ALQPHHH
RQP YPSYGYE PMGGWLHHQI IPVLSQQHPQ SH.TLQPHHH
RQP YPSYGYE PMGGWLHHQI IPVLSQQHPP SH.TLQPHHH
RQP YPSYGYE SMGGWVHHQV IPVLSQQHPP SHTTLPPHHH
RQQ YPSYGYE PMGGWLHHQI IPVLSQQHSP SH.SLPPQHH
51eg
150
IPQQPMMPVP GQHSMTPIQH HQPNLPPPAQ QPYQPQPV.Q
VRQQALMPVP GQQSMTPTQH HQPNLPLPAQ QPFQPQPV.Q
VPQQPMMPVP GQHSMTPTQH HQPNLPLPAQ QPFQPQSI.Q
VPQQPMMPVP GQHSMTPIQH HQPNLPLPAQ QSFQPQPT.Q
IPQQPMMPLP GQHSMTPTQH HQPNLPLPAQ QPFQPQPV.Q
APQQPMMPVP GHHSMTPTQH HQPNIPPSAQ QPFQ.QPF.Q
APQQPMMPVP GHHSMTPTQH HQPNIPPSAQ QPFQ.QPF.Q
VPQQPLMPVP GHHSMTPNQH HQPNLPPTSQ QPFQ.QPF.P
PPQOQPVMPVP GQHPMAPTQH HQPNLPQPGQ QPYQPQPAQQ
200
.................... .QPMQPQPPV HPMQPLPPQP
.................... .QPMOPQPPV QPMQPLLPQP
QPL...... Q PMQPMQPLQP LQPLQPQPPV HPIQPLPPQP
.................... .QPLQPQPPV HPIQRLPPQP
.................... .QPLQPQSPM HPIQPLLPQP
.................... .QPMOPQSPL HPMQPLAPQP
.................... . QPMQPQSPL HPMQPLAPQP
QPI...... Q PIQPIQPIQP IQPIQPQSPL HPIQPLPPQQ
QPIQPIQPMQ PMQPMQPMQOP MQPMQPQTPV HAVLPLPPQP
235
LPPMLPDLTL EAWPSTDKTK REEV D
LPPILPDLHL EAWPATDKTK QEEV D
LPPMLPDLPL EAWPATDKTK REEV D
LPPVLPDLPL EAWPATDKTK REEV D
L...LPDLPL EAWPATDKTK REEV D
LSPILPELPL EAWPATDKTK REEV D
LSPILPELPL EAWPATDKTK REEV D
IAPLLPDLPL EAWPATDKTK REEV D
MSPMLPD. .M EAWPATDKTK REEV D
6 L7

Fig. 1. Amino acid alignment of amelogenins. The exon junctions are indicated with spacers and numbers.
Obr. 1. Porovnani aminokyselinovych sekvenci amelogeninii. Rozhrani jednotlivych exonii jsou oznacena znackami a Cisly.
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PPMHPGQLPL
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201

ARSISRGPMA
AHSLSRGPMA
ARFVSRVPVP
ARLISQGPVP

251

GSPMAYGTLF
GSPMAYGTLF
VAPVTYGGLL
GGPLAYGAMF

301

E.GPEGSPLQ
E.GPEGSPLQ
EGGAQGSPLH
EGGAEGSPVA

351

G..QRLLGVT
G..QRLLGVT
GHRNRPLEVT
GRSRGPPGVT

401

PDTQQPLLPG
PDTQQPPMPG
PDTPQTPMPG
PYSEHTSMPG

QEGELIAPDE
QEGELIAPDE
KDAELPEAHE
QQVEGPMVQQ

HNKASAFYPG
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PRFGGFRQTL
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PQVAPSENPP
.QVAPTEMPL
.QVAPSEKPP

MFYMSYGANQ
MFYMSYGANQ
MVYMSYGTNQ
MFYMSYGANQ

RRLNQNSPKG
RGLNQNSPKG
RRVPQDPTMA
GGMPPNSAKG

ALLSQMAPGA
ALLSQMAPGA
ALLSQIAPGA
ALFSEVASGV

ELAEVYETYG
ELAEVYETYG
ELAEIYETYG
GLADAYETYG

428
NAWRFQEP
NAWRFQEP
EPWHFQEP
DAWRFQEP

PQQPGAQGMA
PQQPGAQGMA
PQQPGAPNMA
PRQPGT. ...

LHGLLPPHNS
LHGLLPPHNS
LQGLLPPPSS
MHGLLPPHSS

FLQPTAATGV
FLOQPTAATGV
FQQPTATPAI
FLQPTVVTSI

TPEVPIMDFA
TPEVPIMDFA
NPELPVLDFA
EAELPGLDFA

LNAP.ARIGF
LNAP.ARIGF
LSAPAARLGF

50
PPGMASLSLE
PPGMASLSLE
PPGMASLSLE

.PGVASLSLE

100
FPWIGPREHE
FPWIGPREHE
FPWLRPREHE
FQWMRPREHE

150
QVTPQKPGPQ
QVTPQKPGPH
QODTPQKAGPQ
QNPVQKGVPQ

200
DPQFPTVFQI
DPQFPTVFQI
DPQIPSVFQI
DPQDPSMFPI

250
MSSEEMPGER
MSSEEMPGER
MSSEEMPGGR

LNSPA.RLGI

GDFTVEVDSP
GDFTVEVDSP
GDFTLEFDTP
GDFTLEFDSP

HAGLLAFPND
HAGLLAFPND
HTGLFGFPND
LGGLLANPKG

ADVTTPLG.D
ADVTTPLG.D
GDVTTPL...
ADETTTLGLQ

Fig. 2. Amino acid alignment of ameloblastins. Alternatively spliced sequences are underlined.
Obr. 2. Porovnani aminokyselinovych sekvenci ameloblastini. PodtrZeny jsou sekvence vykazujici alternativni splicing.

LSSEEMAGGR

300
VSVTKGPEKG
VSVTKGPEKG
.AATKGPEKG
AAGTKGPEKG

350
HIPSMARGPA
HIPNMARGPA
NVPSMARGPS
KIPNLARGPA

400
GEATMDITMS
GEATMDITMS
GEATMETTMT
EEMTMDSTAT

(407 aminokyselin)

(422/407 aminokyselin)
(423/407 aminokyselin)
(421/406 aminokyselin)



292

BRATISL LEK LISTY 2000; 101 (5): 288-293

anionickych proteinii je moznéa nukleace pii tvorbé apatitovych
krystali, avSak ptimy dikaz zatim neexistuje.

Ostatni proteiny sklovinné matrix

Ve vznikajici sklovinné matrix byl detegovan dentinovy sialofos-
foprotein (McDougall a spol., v tisku), ktery byl dosud povazovan za
vyhradné specificky pro dentin. Vedle toho byly v emailové matrix
detegovany ptedevsim sérové proteiny, jako albumin, fetuin, alfa,-HS
glykoprotein a gama-globuliny, pfi¢emz neni rozhodnuto, zda jde
skute¢né o normalni soucasti matrix, nicmén¢ alespon albumin je
odstranén v prib&hu maturaéni faze (Robinson a spol., 1994)

Proteolytické enzymy emailové matrix jsou nepochybnou
soucasti matrix a patii jednak k metaloendoproteasam, jednak k se-
rinovym proteasam (Woessner, 1997). Metaloproteasova aktivita
se zda byt ve volné rozpustné formé a je omezena na sekre¢ni
stadium vyvoje emailové matrix a patrné zabezpecuje specific-
kou upravu proteinit (processing), kdezto serinové proteasy jsou
aktivni béhem pozdni matura¢ni faze a mohou mit roli spise v od-
straiovani vSech zbyvajicich proteint, které eventuelné brani ris-
tu anorganickych krystalt. Zda se, Ze dokonce existuji proteasy
specifické pro sklovinnou matrix, nebot se podatilo klonovat tzv.
enamelysin (Bartlett a spol., 1996) a tzv. ,,enamel matrix serine
protease-1° (Simmer a spol., 1998).

Uloha proteini p¥i mineralizaci

Dnes je bez jakychkoliv vyhrad vSeobecné ptijat nazor, ze jsou
to prave proteiny extracelularni matrix, které rozhodnou o rozsa-
hu a zptisobu mineralizace pfislusné tkané. V piipadé zubni sklo-
viny nachazime proteinové spektrum zcela odlisné od dentinu nebo
kosti, rovnéz tak i sklovinny mineral je odli$ny, podstatné pevnéj-
$1, s mimotadnou délkou prismat a velmi nizkym organickym
obsahem. Jak ov§em tento mineral vznika, neni zcela jednozna¢né
vyjasnéno. Pfedpoklada se, ze nukleace mineralnich krystalti pro-
biha v blizkosti dentino-emailového spojeni, pfi¢emz fada autorl
doporucuje prave ,,svij* protein pro tuto funkei — napt. dentino-
vy sialofosfoprotein, tuftelin, v minulosti i amelogenin. Tato otdzka
neni dosud rozhodnuta. Ponékud ptesnéjsi predstava je o dalSich
fazich vyvoje skloviny. Procesované proteiny (s pfevahou amelo-
geninu) vytvafeji agregaty s urCitym obsahem kalcia a fosfatu
a svoji pfitomnosti omezuji rist mineralnich krystalai do stran, tj.
usmérnuji riust ve sméru podélné osy. Jakmile vSak zasdhnou ne-
specifické serinové proteasy, vétsina proteinu je likvidovana, kon-
¢i jeho inhibicni role a krystaly nyni dokonci sviyj rist bez ome-
zeni, tj. vyplni uvolnény prostor ve vSech smérech. Podrobné;si
informace o tomto procesu shrnuji pfehledné ¢lanky ( Robinson
a spol., 1998; Smith, 1998).

Zavérem je nutno pfipomenout, Ze je nanejvys pravdépodob-
né, Ze vycet proteinli matrix zubni skloviny, ale i jinych minerali-
zovanych tkani, neni jesté¢ zdaleka uplny, stejné jako funkce jiz
znamych proteint neni presné zjiSténa. Proto lze dalsi pokrok v té-
matice mineralizované tkan¢ o¢ekavat pfedev$im od nalezu dosud
neznamych proteinovych struktur a od vynalézavych experimen-
th, jimiZ se objasni jejich funkce.”

“Experimentélni ¢ast této prace byla podpofena grantem ¢. 3735-3 OK10
IGA Ministerstva zdravotnictvi CR.
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