Aus dem Lehrstuhl fir Bioinformatik
des Theodor-Boveri-Instituts
der Universitat Wirzburg

Vorstand: Prof. Dr. med. Thomas Dandekar

Erstellung eines genregulatorischen
Netzwerkes zur Simulation der Entstehung

von Zahnhartsubstanz

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg
vorgelegt von
David Thelen

aus Kempen

Wirzburg, Mai 2019







Referent: Prof. Dr. med. Thomas Dandekar

Korreferent: Prof. Dr. Jirgen Groll

Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Priifung: 6. Mai 2020

Der Promovend ist Zahnarzt.






Meinen Eltern gewidmet.



Vi



Inhaltsverzeichnis

INhAItSVErzeichNis .......cciiieueiiiiiiiiiiiiiiicnrrr e rese s s e sasssssennnsssns Vil
AbKUrzungsverzeichnis......ccccciiiieeeiiiiiieniiiiiieiiiiiiiiessrenssssneessssseassns IX
1 1] Y=Y o 7l 1
2 Einfiihrung in die Genregulation und Netzwerke der Odontogenese................ 3
2.1  Grundlegende Signaltransduktionswege des Netzwerkes.........ccccceevvciveeeeniinennn. 3
2 8 RV Yo Yo T 1 Xo XY K 1Y Jo ] o] {0 1Y =) 1SRRI 4
2.1.2  Cell Cycle (ZEIIZYKIUS) ...eeoueeeeeiee ettt ettt et tae e s aa e e e e e e ennes 4
2.1.3 Hedgehog signaling pathway (Hedgehog-Signalweg) .......cccccceeevveeeieciveeeeccineennn, 5
2.1.4 MAPK signaling pathway (MAP-KiNase-WEeg) .........ccccurreerirereeeiirreeeeeerreeeeeciveeeen 5
2.1.5 mTOR signaling pathway (MTOR-SIZNAIWEE).......ceeereiiiiiiriiiie e 6
2.1.6 Notch signaling pathway (Notch-Signalweg) ........cccoovveeeeiiiiee e 7
2.1.7 TGFbeta signaling pathway (TGF-B-SigNalWEE) .....ccocvveeeiriiiieeiiieee e 7
2.1.8 Whnt signaling pathway (Wnt-SignalWeg).........ccceveieiiiieieiiiiee e 8
2.2 Das zahnspezifische NetZWErK .......ccuveiiioiiee e 9
. T B 11l 0o [oY g} o= =] o 1= PP 10
D20 70 R Yo 4 1= (o] o] - 1 o =T 1SRRI 14
2.3.2 Zahnspezifische Gene/Proteine allgemein........ccooeeeiveecieeciiee e 15
2.3.3 Zahnspezifische Gene/Proteine im NetzZwerk .........cccceecveerieiiieenieeieecre e, 20
2.3.4 Secretory Calcium-binding Phosphoproteins............cccccceeecevvveeeeeeesiecccciireeeeeeenns 22
2.3.5 Weitere SchmelzmatriXprot@ine .......ccveeeeeeeeieeiiiiiieeiee e 25
2.3.6 DentinmatriXProt@IiNe ... .o cci i ieieiiiciricc e e s 26
3 Material und Methoden .........coivvueiiiiiiiniiiiiiiiiiiiii s eaeaes 28
2 N | 1 111 To (RO PPP 28
3,11 FUNKEIONSWEISE ..cciiiiiieeeeitiee ettt ettt ettt s e et e e s s e e e s s aba e e s sbseee s sasees 28
3.2 SIMUIATION et s s e e s e e e e nraes 31
3.3 Graphische DarstellUNg .......ceeeiee i e e e 32
4 Etablierung eines Netzwerkes der Odontogenese ........ccccoeveririmecreneicreancnennn. 33
4.1  Erstellung des StammnetzZWerkes ........coooviiieiiiiiieeeniiiee e 33
4.2 Implementierung der zahnspezifischen Gene...........cccceeeeeieccciiieeeee e, 40
B O [0V = D Y - | o ¥- 1Y YRS RUPRRRRPPP 41
4.2.2 Proteinspezifische DOMENEN.......cciii i 41
B.2.3 ENFICAE oottt ettt ettt ettt e st e st e e st e e s b e e naree s 42

Vil



4.3 Das genregulatorische NEtZWErkK.......ccueviieiiiieiiiiiieeeciiee e 54

4.3.1 Bestimmung zentraler GENE.. ..ot 54
4.4 Netzwerksimulation ... 57
4.4.1 Berechnung der stabilen Zustande.......ccccocvuveeiiiiiieeiniiiee e 57
4.4.2 Betrachtung der healthy StALeS ..........ccccvvvieeiiiiieicceee e 59
4.5  Genaktivitat im GEO-Datensatz.......ccccccuiiiieeiii i 61
4.6 AUSWEITUNG o eieiiiiiiiieie ettt e eeertetiase s e s e e ereeeraaaasssesesaesssssassssesasensesssnnnssssannes 65
5 [ T LU Y (o] o I 68
LT Y =Y o Yo e [T oY - SRR 68
5.2 Maedizinische Implikationen und zukinftige Entwicklung.........cccoveeeevineennnnen. 70
TR T - 4 | SRS 74
AbbilduNngsverzeiChnis.........cccceieeiiieeiiiieiiieierriereeeeereeneereaseernsesrensesenssesensessensessnnes 77
Tabellenverzeichnis.........cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinirrrr s saaes 79
Literaturverzeichnis ......ccoovvireeeeeiiiiiiiiiiirincnn e 82
731 -1 - 2N 101
0 F 1] (3= = { U] 1 - S Xl

Vil



Abkiirzungsverzeichnis

AMBN
AMELX
AMELY
AMTN
BMP

ChEA

CPU
CTNNB1
DGP
DGZMK

DNA
DNase
DSPP
EC

ECPA
ECSA

EKR 1/2
EMBL
ENAM
engl.
etal.
ExpAkt
ExpHem
Fa.

GB
GEO

GF

Ameloblastin
Amelogenin X
Amelogenin Y
Amelotin

bone morphogenetic protein =
knochenmorphogenetisches Protein

ChIP [Chromatin Immunoprecipitation]
Enrichment Analysis

Central Processing Unit
B-Catenin
Deutsche Gesellschaft fiir Parodontologie

Deutsche Gesellschaft fir Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde

Desoxyribonucleinsaure
Desoxyribonuclease
Dentinsialophosphoprotein

aus embryonalen Stammzellen ausdifferen-
zierte Epithelzellen

Vergleich Epithelzellen — prasekretorische
Ameloblasten

Vergleich Epithelzellen — sekretorische Amelo-
blasten

Extracellular signal-regulated kinases 1/2
European Molecular Biology Laboratory
Enamelin

englisch

et alii

Expressions-Aktivierung
Expressions-Hemmung

Firma

Gigabyte

Gene Expression Omnibus

Growth Factor = Wachstumsfaktor



GHz
GLA
GRN

GSEA

GSK-3
HE-Farbung
IniAkt
IniHem

JNK

kDa

KEGG

logFC
MAP(-Kinase)
MIH
MMP20
mTOR
mTORC1
mTORC2
nm

NCPs

NGF

NICD
p.value

PA

PASA

PC
PCP
PIKK
RAM
RhoA

Gigahertz

y-Carboxyglutaminsaure

Gene Regulatory Network = Genregulatorisches

Netzwerk

Gene set enrichment analysis
Glycogensynthase-Kinase 3
Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Initiale Aktivierung

Initiale Hemmung

C-Jun-N-terminale Kinase

Kilodalton

Kyoto Encyclopedia Of Genes And Genomes
Logarithmic Fold Change

Mitogen-Activated Protein(-Kinase)
Molaren-Incisiven-Hypomineralisation
Matrix Metallopeptidase 20, Enamelysin
Mechanistic Target Of Rapamycin
Mechanistic Target Of Rapamycin Complex 1
Mechanistic Target Of Rapamycin Complex 2
Nanometer

noncollagenous proteins

Nerve Growth Factor =
Nervenwachstumsfaktor

Notch Intracellular Domain

probability value = p-Wert, Signifikanzwert
Fetale prasekretorische Ameloblasten aus
Incisivi

Vergleich prasekretorische Ameloblasten —
sekretorische Ameloblasten

Personal Computer

Planar Cell Polarity

Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase
Random Access Memory

Ras homolog gene family, member A



S
SA
SCPPs
SekAkt
SekHem
SMART
SQUAD

SS
STRING

syn.
t

TGF-B / TGFbeta
TF

TNF

TOR

TRANSFAC

um

Sekunde

Fetale sekretorische Ameloblasten aus Incisivi
Secretory Calcium-binding Phosphoproteins
Aktivierung Sekretion

Hemmung Sekretion

Simple Modular Architecture Research Tool

Spectrum-based Quality Adaptation for
Dynamic Adaptive Streaming over HTTP

stable state

Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins

synonym
Zeit

Transforming Growth Factor Beta
Transkriptionsfaktor
Tumornekrosefaktor

Target of Rapamycin
TRANScription FACtor database

Mikrometer

Xl



Xl



1 Uberblick

1 Uberblick

Die Zahnentwicklung (Odontogenese) beim Menschen stellt einen hochkomplexen Pro-
zess dar, der eine genaue Abstimmung der beteiligten Zellgewebe untereinander und
eine prazise Regulation der Gene und Genprodukte innerhalb der Zellen selbst einfor-
dert.l!l Das besondere Merkmal der Zihne sind die beiden Zahnhartsubstanzen, welche
die Zahne zu einem so effektiven Teil unseres Kauapparates machen: Das innen gele-
gene, die Zahnpulpa umgebende, in seiner Zusammensetzung knochenahnliche Dentin
sowie der Zahnschmelz, der die dulRere Ummantelung des sichtbaren Zahnanteils bildet
und die hirteste Substanz des menschlichen Kérpers darstellt.>=* Auch wenn uber die
genaue Entstehungsgeschichte der Odontogenese noch Uneinigkeit in der Forschung
herrscht, ist der Erfolg des ,Konzeptes Zahn“ liber einen Zeitraum von mehr als 400 Mil-

lionen Jahren evolutionirer Entwicklung unbestritten.>®!

Aus diesem Grund lohnen sich auch die genauere Betrachtung und die Erlangung eines
tiefer greifenden Verstandnisses der Mechanismen, die der Ausformung der Zahne zu-
grunde liegen. In der vorliegenden Arbeit soll dieses Verstandnis durch einen bioinfor-
matischen Ansatz ausgeweitet werden: Durch die Erstellung eines genregulatorischen
Netzwerkes (GRN) sollen die intrazellularen Vorgange wahrend der Entstehung von
Zahnhartsubstanz, wie sie in den darauf spezialisierten Zellen ablaufen, nachempfunden
werden. Durch die Simulation verschiedener Szenarien sollen Hinweise darauf geliefert
werden, welche intrazellularen Signalketten besonderen Einfluss auf die Odontogenese

besitzen.

Zunachst wird hierfiir ein ganz basales Modell fiir allgemeingililtige zelluldre Vorgange
beim Menschen entwickelt. Als erster Schritt soll also ein genregulatorisches Netzwerk
erstellt werden, welches dazu befahigt ist, ,Grundmechanismen” einer funktionsfahigen
menschlichen Kérperzelle darzustellen. Aufbauend darauf soll dann eine Verknlipfung
dieses Netzwerkes mit zahnspezifischen Proteinen realisiert werden. Hierfiir sollen In-
teraktionen ausgesuchter zahnspezifischer Proteine mit Proteinen des ,, Stammnetzwer-
kes“ recherchiert und die Verbindungen (Aktivierung/Hemmung der letztendlichen Ex-
pression der zahnspezifischen Proteine) in das Netzwerk implementiert werden. Bei den

zahnspezifischen Proteinen handelt es sich um solche Proteine, bei denen eine Aktivitat
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direkt mit der Bildung von Zahnhartsubstanz konnotiert ist. Dieses Gesamtnetzwerk
kann dann bei einer Simulation mithilfe des Simulationstools Jimena auf seine stabilen
Zustande (= stable states) hin untersucht werden.”:8l Dies soll erméglichen, fiir verschie-
dene Zustande eine Aussage darlber treffen zu kdnnen, ob es zu einer Aktivierung bzw.
Expression der fur die Zahnentwicklung essentiellen Proteine und damit zu einer poten-
ziellen Zahnbildung kommt oder nicht. Ableitend daraus soll dann das Mal3 des Einflus-

ses einzelner Signalwege auf die Zahnentwicklung diskutiert und beurteilt werden.

Im abschlieRenden Teil soll neben einer Einordung der Arbeitsergebnisse im Kontext des
aktuellen Forschungsstandes bewertet werden, welchen Stellenwert biochemische Er-
kenntnisse liber Proteininteraktionen zum heutigen Zeitpunkt bereits in der Zahnmedi-
zin besitzen. AulRerdem soll erértert werden, ob und in wieweit durch gezielte Forschung
das zukilinftige Verstandnis physiologischer und pathologischer Vorgange bei der Odon-
togenese auch im Hinblick auf Therapiemoglichkeiten im Bereich regenerativer Zahnme-

dizin verbessert werden kann.
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2  Einfiihrung in die Genregulation und Netzwerke der

Odontogenese

Um ein grundlegendes Netzwerk zu generieren, welches die wichtigsten Signalwege ei-
ner undifferenzierten Zelle miteinschlieBt, wurden zunachst acht Signalwege ausge-
wahlt, die auf sich verschiedene Kriterien miteinander vereinen:
e Essentiell fiir die regelhafte Funktion und/oder Entwicklung der Zelle,
e ubiquitdres Vorkommen in menschlichen Stammzellen,
e hoher Konservierungsgrad der beteiligten Proteine (iber viele Spezies hinweg als
Hinweis auf hohen Bedeutungsgrad fiir Zellfunktionalitat
e anerkannt liickenlos erforschte Signalkaskade,
e Uberschneiden der beteiligten Proteine mit anderen Signalwegen bzw. Interak-
tion dieser,
e Proteininteraktionen finden vornehmlich im gleichen Zellkompartiment (Cyto-

sol) statt

Signalweg ist durch duRere Faktoren (z. B. Botenstoffe) steuerbar

Als Quelle fir die verwendeten Signalwege diente in erster Linie die Online-Datenbank
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), welcher detaillierte und verifizierte
Proteininteraktionsnetzwerke zu entnehmen sind, zusatzlich wurde externe Literatur

zur Ergdnzung der Daten genutzt.[!

2.1 Grundlegende Signaltransduktionswege des Netzwerkes

Nach den oben genannten Kriterien wurden acht Signaltransduktionswege als Grund-
lage fir die Erstellung des Netzwerkes ausgewahlt, welche an dieser Stelle kurz vorge-

stellt werden sollen:
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2.1.1 Apoptosis (Apoptose)

Die einzelnen Zellen vielzelliger Organismen miissen, um ein koordiniertes Zusammen-
spiel zur Funktionserhaltung des Gesamtorganismus zu garantieren, einer strengen Re-
gulierung unterliegen. Dies beinhaltet nicht nur die genaue Steuerung einer moglichen
Zellteilung, sondern beinhaltet auch die Einleitung eines gezielten Zellsterbens von bei-
spielsweise vorgeschadigten Zellen. Die damit verbundene Signalkaskade, die im Gegen-
satz zum Zelltod durch Nekrose einen ,geordneten” Untergang der Zelle zur Folge hat,
ist in jeder Koérperzelle abrufbar und wird Apoptose genannt.[*%! Der apoptotische Vor-
gang kann dabei auf zwei verschiedene Wege ausgeldst werden, welche auch Differen-
zen in den mit ihnen verbundenen Signalkaskaden aufweisen: Zum einen kann die
Apoptose Uber den sogenannten intrinsischen Weg erfolgen, der durch interne Signale
der Zelle selbst, beispielsweise bei irreparabler DNA-Schadigung oder zu starkem oxida-
tiven Stress ausgeldst wird. Zum anderen kann die Einleitung der Apoptose mittels des
extrinsischen, das heiBt durch duRere Signale herbeigefiihrten Weges hervorgerufen
werden. Dieser wird durch Ligandenbindung an sogenannte ,Todesrezeptoren” der
TNF-Rezeptorfamilie in der Zellmembran verursacht.l'! Beide Wege fiihren letztendlich
zur Aktivierung von proteolytischen und DNA-abbauenden Enzymen (Caspasen und
DNasen), welche lebenswichtige zelluldre Bestandteile abbauen und die anschlieRende

Phagocytose der Zellreste durch kérpereigene Fresszellen erleichtern.!1%12]

2.1.2 Cell Cycle (Zellzyklus)

Die Signalkaskade, die der moglichen Teilung einer dazu befahigten Zelle in zwei identi-
sche Tochterzellen zugrunde liegt, ist der sogenannte Zellzyklus. Bei h6heren Lebewesen
sind unter anderem adulte Stammzellen zu einer solchen Teilung in der Lage - aus den
entstehenden Tochterzellen entwickeln sich schlieBlich durch Ausdifferenzierung die auf
bestimmte physiologische Funktionen spezialisierten Zellen, wie beispielsweise Epithel-
oder Nervenzellen. Auch bei dem in vier Phasen eingeteilten Zellzyklus handelt es sich
um ein streng reguliertes System, da es bei unkontrollierten Zellteilungen zur Uberwu-

cherung des betroffenen Zelltyps und damit zu einer Tumorentstehung kommen
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kénnte.l1%13] Die vier Phasen, Gi1-Phase (Zellwachstum, Protein- und Nucleotidsynthese),
S-Phase (DNA-Replikation), Gz-Phase (Vorbereitung auf Zellteilung) und Mitose (Zelltei-
lung), laufen also nur bei einer gesunden Zelle kontrolliert ab, stimuliert durch Wachs-
tumsfaktoren. Bei Zellen, bei denen keine weitere Teilung mehr vorgesehen ist, folgt
nach der Synthetisierung der benétigten Zellbestandteile in der Gi-Phase die Go-Phase
(Ruhephase), die nicht mehr Bestandteil des Zellzyklus ist. Wichtig ist auBerdem zu er-
wahnen, dass bei registrierten Fehlfunktionen im Ablauf des Zellzyklus dessen Anhalten
erzwungen (sog. Arrest) und bei Unumkehrbarkeit dieser Schadigung die Apoptose der

betroffenen Zelle eingeleitet wird.[*0

2.1.3 Hedgehog signaling pathway (Hedgehog-Signalweg)

Der Hedgehog-Signalweg ist ein Zelloberflachenrezeptor-verbundener Signalweg, der
fir die Steuerung von Zellstrukturierung und Zellproliferation zustindig ist.['* Der
Hedgehog-Signalweg spielt dabei vor allem in der Embryonalentwicklung eine herausra-
gende Rolle, reguliert aber auch die Homdostase in adulten Stammzellen. Uberfunktio-
nen werden als Risiko fiir Tumorerkrankungen angesehen, angeborene Mutationen fiih-
ren zum Auftreten schwerer Krankheitsbilder.[*>] Neuere Forschungen ergeben aber
auch Hinweise auf direkte Einfliisse der Signalkaskade auf den Zellstoffwechsel.['®! Das
Hedgehog-Gen ist hochkonserviert und tritt bei Wirbeltieren in drei orthologen Varian-
ten auf - sonic, indian und desert hedgehog -, wobei im Rahmen dieser Arbeit nur die
vereinfachte Version des Sonic-Hedgehog-Signalweges betrachtet werden soll, da dieser

auch die wichtigste Rolle in der Zellentwicklung einnimmt.[17]

2.1.4 MAPK signaling pathway (MAP-Kinase-Weg)

Bei Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) handelt es sich um eine Reihe hochkon-
servierter Serin/Threonin-Kinasen, welche namensgebender Bestandteil mehrstufiger

Signaltransduktionskaskaden sind, die an einer Vielzahl grundlegender wie unterschied-
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licher zelluldrer Prozesse direkt oder indirekt beteiligt sind. Dazu zahlen etwa Zellprolife-
ration, Zelldifferenzierung, Reaktionen auf biochemischen Stress, Einleitung apoptoti-
scher Vorginge oder auch die Steuerung von Zellwanderungen.'¥ Dabei gelten vor al-
lem die Familien der durch extrazellulare Signale regulierten MAPK (ERK1/2), sowie die
C-Jun-N-terminalen Kinasen 1 bis 3 (JNK1-3) und p38 (a, B, vy, und 6) als die am besten

erforschten und finden Eingang in das Netzwerk.[!8]

Grundsatzlich handelt es sich bei den MAP-Kinase-Wegen um dreistufige Phosphorylie-
rungskaskaden, die es unter anderem ermaoglichen, gleichzeitig eintreffende Signale aus
verschiedenen Quellen verstarkend zu verarbeiten und an verschiedenen subzelluldren
Orten wirksam zu werden — es handelt sich also praktisch nicht um unabhédngige Sys-

teme, sondern um ein einziges unter sich abgestimmtes Netzwerk.[1%:20]

2.1.5 mTOR signaling pathway (mTOR-Signalweg)

Bei mTOR (fir mechanistic [friiher: mammalian] Target of Rapamycin) handelt es sich
um eine atypische Serin/Threonin-Kinase aus der Familie der PIKKs (Phosphatidylinositol
3-kinase-related kinases).l'%2%221 Sje hat unter anderem Einfluss auf Vorginge beim Zell-
wachstum, der Proliferation und Motilitdt, sowie auf Gentranskription und Proteinsyn-
these;[231 Versuche an Mausen konnten zeigen, dass ein Knockout des mTOR-Gens einen
intrauterinen Tod zur Folge hat.[?*] Dabei stellt mTOR die Siugetier-spezifische Variante
des in allen Eukaryonten vorkommenden TOR-Proteins dar, welches beim Menschen in
zwei verschiedenen Komplexen vorliegt: mTORC1 und mTORC2 (mechanistic Target of

Rapamycin Complex 1 bzw. 2).[11.25]

mTORC1 féllt dabei die Rolle eines Wachstumsregulators zu, der sensibel ist fiir die Ein-
flisse von Wachstumsfaktoren, verfligbaren Ressourcen sowie zellularem Stress und
entsprechend Uber darauf vermittelte Signale anabole Prozesse wie mRNA-Translation
oder Lipidsynthese anstdRt.'Y mTORC2, das deutlich weniger auf die Wirkung von Ra-
pamycin anspricht als mTORC2, ist in der Lage, zelluldres Uberleben (durch Akt-Aktivie-

rung) ebenso zu steuern wie lonentransporte und cytoskelettale Prozesse.[11:26]
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2.1.6 Notch signaling pathway (Notch-Signalweg)

Auch beim Notch-Signalweg handelt es sich um einen hoch konservierten Signaltrans-
duktionsweg in Vielzellern. Er ist sowohl in embryonalem als auch in adultem Gewebe
in wichtige Zellfunktionen wie Proliferation und Differenzierung involviert und Stérun-
gen seines reguldren Ablaufes kdnnen eine Schlisselrolle bei der Entstehung von Tumo-
ren und anderen Krankheiten einnehmen.!*127.28 Beim Menschen sind vier transmemb-
ranare Notch-Rezeptoren bekannt, deren Aktivierung eine Abspaltung einer intrazellu-
laren Domaéne (Notch intracellular domain = NICD) und deren Weitertransport in den
Nucleus bewirkt. Dort interagiert diese dann mit Transkriptionsfaktoren und nimmt
dadurch Einfluss auf die Genexpression und reguliert so zum Beispiel nachgeschaltete

Signalwege_[27,29,3o]

2.1.7 TGFbeta signaling pathway (TGF-B-Signalweg)

Das im Folgenden als TGF-B (Transforming growth factor beta) bezeichnete Protein steht
fir die drei humanen Isoformen TGF-B1, TGF-$2 und TGF-B3, welche wiederum Mitglie-
der der nach ihnen benannten TGF-B-Superfamilie darstellen. Zu dieser Superfamilie ge-
horen unter anderem Aktivine, Inhibine und die knochenmorphogenetischen Proteine
(BMPs), die zum GroRteil durch charakteristische Cystein-Reste gekennzeichnet
sind.1321 Die mit ihnen konnotierten, hoch konservierten Signalkaskaden wirken auf
Zellwachstum, -differenzierung und -entwicklung sowie eine Reihe weiterer biologischer
Systeme ein.['%331 Auch beim TGF-B-Signalweg spielen Serin/Threonin-Kinasen als Ligan-
denakzeptoren in der Zellmembran und damit als Ausgangspunkte fir die intrazellulare
Kaskade eine zentrale Rolle. Eine Weiterleitung der Informationen zu schlussendlich re-
gulatorischen Vorgangen im Zellkern findet in hohem Malie iber die SMAD-Proteine
statt, wobei SMAD2 und SMAD3 fiir die Transduktionen im TGF-B/Aktivin-Signalweg zu-
standig sind und SMAD1/5/9! fiir jene des BMP-Signalweges.[®:113435] Das Tumorsupp-

1 Bei SMADS8 und SMAD9 handelt es sich um dasselbe Protein. Im Rahmen dieser Arbeit wird stets SMAD9
verwandt, da seine Verwendung gebrauchlicher scheint.23%
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ressoren SMADA4 ist in der Lage, andere SMAD-Proteine komplexartig zu binden und ih-
ren Transport in den Zellkern zu ermdéglichen, SMAD6 und SMAD7 wirken wiederum in-

hibitorisch auf die Signalkaskaden.[11:36]

Uber den TGF-beta receptor type 2 finden auRerdem im Rahmen des TGF-B-Signalweges
auch SMAD-unabhangige Signaltransduktionen statt, diese finden dann direkten Einfluss

auf den MAP-Kinase-Weg.[11:34]

2.1.8 Wnt signaling pathway (Wnt-Signalweg)

Dem ebenfalls hoch konservierten Wnt-Signalweg wird eine entscheidende Bedeutung
bei der Vermittlung kontinuierlicher Erneuerungsvorgdange in menschlichen Geweben
wie Epithelien der Haut und des Darms oder im Rahmen der Himatopoese zugeschrie-
ben. Die Aktivierung der hydrophoben WNT-Proteine, die zu einer derzeit 19 bekannte
Mitglieder zahlenden Familie von Glykoproteinen gehdoren, findet dabei in der Mikro-
umgebung von Zellen, also durch direkte Zellnachbarn statt.[3337-3% Dje WNT-vermittel-
ten Signale nehmen maRgeblichen Einfluss auf die Zellanordnung und damit auf die
raumliche Ausformung des Gesamtorganismus, spielen also auch wahrend der gesam-

ten Embryonalentwicklung eine zentrale Rolle.*"

Es existieren mehrere Varianten des Wnt-Signalweges, die grofStenteils unabhdngig von-
einander ablaufen: Die Bindung der WNT-Liganden an die transmembranadren
Frizzled (FZD)- und LRP-Rezeptoren fihrt beim sogenannten , kanonischen” Wnt-Signal-
weg zu einer Reihe von Komplexbildungen, an deren Ende zunachst die Stabilisierung
von B-Catenin (CTNNB1) — das im Ruhezustand einer Ubiquitinierung und damit steti-
gem Abbau unterliegt — und dessen Translokation in den Zellkern stehen. Hier finden
dann die Bindung an Transkriptionsfaktoren der LEF1-/TCF-Familie und die darauffol-

gende Aktivierung entsprechender Zielgene statt.3741]

Die alternativen oder auch ,nichtkanonischen”, B-Catenin-unabhangigen Wnt-Signal-

wege zielen neben der Genregulierung auch auf Modifikationen des Cytoskeletts ab.
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Hierbei erforscht sind der Planar Cell Polarity (PCP) Pathway sowie der WNT/Ca?*-Pa-
thway, der von WNT5 angesteuert wird und die Calciumfreisetzung am endoplasmati-

schen Retikulum mitreguliert.[37:42:431

2.2 Das zahnspezifische Netzwerk

Die in Kapitel Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. aufgefiihrten Sig-
nalkaskaden dienen als Grundbausteine einer funktionierenden Zelle und kénnen zum
einen miteinander verkniipft und zum anderen einfach durch weitere bekannte und ve-

rifizierte Proteininteraktionen erganzt werden.

Die Signalkaskaden wurden zum Teil gekiirzt, um zunachst nur die grundlegenden Ab-
ldufe im Hauptnetzwerk darzustellen, was vor allem der Ubersicht dienen und zudem
die Rechenzeiten bei Simulationen verringern soll. Die Verknipfung der einzelnen Sig-
nalwege zu einem groRen Netzwerk entsteht somit tGber ihre gemeinsam beteiligten

Proteine.

Das so generierte Grundnetzwerk stellt somit also den ,Rohbau” einer Zelle dar, noch
ohne expliziten Bezug zu einer zahnspezifischen Zelle. Es entsteht hierbei also ein soge-
nanntes genregulatorisches Netzwerk (GRN, gene regulatory network), eine informati-
sche Anndherung an die hochkomplexen biologischen Vorgange innerhalb einer Zelle.
Ein solches Modell kann mit den zum heutigen Zeitpunkt verfligbaren Mitteln immer nur
eine Annaherung an die tatsachlichen Abldufe sein, da es entweder nicht alle beeinflus-
senden Faktoren in Betracht ziehen kann — dies reicht beispielsweise von Umweltein-
fllissen und Krankheiten Gber Prozessierungsvorgange bis hin zu zellindividuellen Unter-
schieden — oder die genauen Zusammenhange zu komplex oder schlicht noch nicht ge-

nau genug erforscht sind.[44-47]

Als Fernziel soll dann spater Gberpriift werden, an welcher Stelle zahnspezifische Prote-
ine mit den an diesen Grundmechanismen beteiligten Proteinen wechselwirken. In die-
sem Fall soll das Netzwerk die Entstehung von Zahnhartsubstanz simulieren kénnen, was
im menschlichen Kérper nur durch zwei Zelltypen bewerkstelligt werden kann: Amelo-
blasten (syn.: Adamantoblasten, Enameloblasten), die fiir die Bildung des Zahnschmel-

zes (Enamelum) zustandig sind, und Odontoblasten, die das Dentin produzieren. Um die
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im Folgenden erwdhnten Stadien der Zahnausreifung nachvollziehen zu kénnen, soll an
dieser Stelle ein kurzer Uberblick tiber die Zahnentwicklung (Odontogenese) gegeben
werden.*8 Da in dieser Arbeit ein Hauptaugenmerk auf die Schmelzbildung durch Ame-
loblasten gelegt ist und um der Thematik nicht zu ausfiihrlich zu begegnen, wird im Fol-

genden vor allem die Entwicklung dieses Zelltypus betrachtet.

2.3 Die Odontogenese

Uber alle Wirbeltiere hinweg sind Zdhne stets nach dem gleichen Grundprinzip aufge-
baut: Eine innere Pulpa, die BlutgefalRe und Nervenfasern enthalt, wird nach auBen hin
von zwei weiteren Schichten umschlossen. Die innere, direkt an die Pulpa grenzende
Schicht besteht aus mineralisiertem, jedoch von Zellauslaufern durchzogenem Hartge-
webe, sogenanntem Dentin. Diesem liegt im Bereich der Zahnkrone der duRere Zahn-
schmelz (Enamelum) auf, der nahezu vollstandig mineralisiert (und somit anorganisch)

ist und beim Menschen die hirteste Kérpersubstanz darstellt.[*°]

Der Mensch ist diphyopdont, bildet also zwei Zahngenerationen aus, wobei die Entwick-
lung der Zahne mit dem Entstehen der Milchzdahne bereits im zweiten Embryonalmonat
einsetzt und mit der vollstandigen Ausreifung und anschlieffenden Eruption des dritten
Molars im Alter von bis zu 25 Jahren endet. Die im Folgenden getatigten Aussagen zu
den Zeitpunkten der Zahnentwicklung beziehen sich auf die Milchzahne, die embryolo-

gischen Vorgange sind jedoch auf die Zdhne der permanenten Dentition (ibertrag-

bar.[5051]

Aus der anfanglich entstehenden Zahnleiste bilden sich ab der sechsten Embryonalwo-
che Schmelzknospen aus, die aus Zellen des Ektoderms des ersten Pharyngealbogens
und dem Neuralleistenmesenchym hervorgehen. Der ektomesenchymale Anteil bildet
im weiteren Verlauf die Zahnpapille, aus der spater Dentin und Pulpa hervorgehen sowie
das Zahnsackchen, den Vorlaufer des Zahnhalteapparats. Aus dem ektodermalen

Schmelzorgan entwickeln sich die Ameloblasten.[52-34

10
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Auf die Ausbildung der Schmelzknospen folgen mit der zunehmenden Organisation der
beteiligten Zellen weitere histologisch gut abgrenzbare Stadien: Zunachst das Kappen-
stadium (9. - 14. Embryonalwoche), das von einer starken Proliferation der ektomesen-
chymalen Zellen gekennzeichnet ist, bei der sich eine aus zwei Blattern bestehende
Zahnkappe herausbildet, die zunehmend von fibrésem Bindegewebe — dem Zahnsack-
chen — eingeschlossen wird. Es folgt von der 14. bis 21. Woche das Glockenstadium, in
dem auch hauptsachlich die Ausdifferenzierung der Ameloblasten und Odontoblasten

stattfindet.[5153]

Das nun glockenformige Schmelzorgan beinhaltet die Schmelzpulpa und ist an seiner
konkaven Unterseite durch die Zellen des inneren Schmelzepithels begrenzt, den spate-
ren (Pra-)Ameloblasten. Die Form des inneren Schmelzepithels gibt auch die spatere
Morphologie des jeweiligen Zahnes vor. Im Hohlraum der ,,Glocke” bildet sich wahrend-
dessen die Zahnpapille aus. Aus ihr entstehen in unmittelbarer Nachbarschaft zum inne-
ren Schmelzepithel aus einem Band mesenchymaler Zellen die Pra-Odontoblasten (so-
lange Amelo- und Odontoblasten nicht mit der Produktion von Schmelz beziehungs-
weise Dentin begonnen und ihre hochprismatische Endform eingenommen haben, wird

ihnen noch der Zusatz ,Pra-“ vorangestellt).[53>6!

Im aus histologischer Sicht letzten Stadium, dem Kronen- oder Reifestadium, wird nun
in einem von wechselseitigen Induktionen bestimmten Prozess auch Zahnhartsubstanz
gebildet. Die Basalmembran des Schmelzorgans, die (Pra-)Ameloblasten und (Pra-)O-
dontoblasten voneinander trennt, verdickt sich zunachst durch retikuldre Fasern (dann
Membrana praeformativa genannt) und bildet sich im vierten Entwicklungsmonat wie-
der zuriick, was den Beginn der Bildung von Kollagenfibrillen durch die Odontoblasten
provoziert, des sogenannten Pradentins. Obwohl der Beginn der Differenzierung der A-
meloblasten derer der Odontoblasten zeitlich zunachst vorausgeht, induziert erst die
vorige Pradentinbildung und dessen anschlielende Verkalkung die Sezernierung von

Schmelzmatrix.[>3:5556]

Durch die fortwahrende Sezernierung von Schmelz und Dentin zwischen den jeweiligen
Zelllagen kommt es zu einer immer weiteren Entfernung der Zellkérper der Odonto- und

Ameloblasten voneinander. Wahrend der Schmelz dabei zellfrei verbleibt, hinterlassen

11
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die Odontoblasten in den von ihnen produzierten Dentinregionen diinne Zellauslaufer,
die sogenannten Tomes-Fasern, die in Dentinkandlchen eingeschlossen und zeitlebens
in der Lage sind, weiteres Dentin zu produzieren.>3°5%6] Streng genommen nehmen die
Zellkorper der Odontoblasten dabei die duBerste Schicht der Pulpa ein, wahrend das von

ihnen sezernierte Priadentin die innerste Schicht der Dentinummantelung darstellt.!!

Das Ende des Schmelzorgans bildet die zervikale Schlinge, von der an die Hertwigsche
Epithelscheide die ,,Gussform“ flir das Dentin apikal der Krone, das Wurzeldentin, bildet.
Sie erzeugt hier entsprechend zum Schmelzorgan den Induktionsreiz zur Dentinbildung,
ist aber lickenhaft und ermdglicht so den Kontakt von Wurzeldentin zu den Mesen-
chymzellen des Zahnsackchens, was wiederum fiir diese den Induktionsreiz fiir die Bil-
dung von Teilen des Zahnhalteapparates — Zement und Desmodont — darstellt. Die ge-
samte Mineralisierung der Zahne beginnt stets an deren koronalsten Punkt, endet also
an der Wurzelspitze und ist erst zwei bis drei Jahre nach der Zahneruption in die Mund-

héhle abgeschlossen.>355]

12
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V. S T S T
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I

Abbildung 1: Histologisches Schnittpréparat eines fetalen Ratten-Incisivus, Kronenstadium (HE-Fdrbung). Le-
gende: A — Mundhéhle; B — Mundhéhlenepithel; C — Knochen; D — Schmelzorgan; E — Zahnschmelz; F — Dentin;
G — (friihe) Pulpa; H — skelettaler Muskel. Die im Bereich des Rechtecks befindlichen Strukturen werden in Abbil-
dung 2 genauer betrachtet.l”!

[,

Abbildung 2: VergréfSerter Ausschnitt eines histologischen Prédparates entsprechend des rechteckigen Abschnit-
tes in Abbildung 1. Legende: A — Stratum reticulare; B — Stratum intermedium,; C—Ameloblasten; D — Zahn-
schmelz; E — Dentin; F — Odontoblasten; G — (friihe) Pulpa.”%8 Histologisches Bildmaterial mit freundlicher Ge-
nehmigung durch D. W. Vaughan, PhD, Boston University School of Medicine.'>
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2.3.1 Ameloblasten

Die Ameloblasten zeigen im Laufe ihres Lebens verschiedene Reifezustande: Zunachst
liegen sie als kuboide, noch teilungsfahige Zellen im inneren Schmelzepithel vor, bevor
sie als Reaktion auf den distalen Kontakt zum Ektomesenchym der Zahnpapille und des
Pradentins zu Pra-Ameloblasten differenzieren. Auf der anderen, proximalen Seite der
Ameloblasten liegt das drei bis vier Zellreihen diinne Stratum intermedium, dessen Zel-
len reich an alkalischer Phosphatase sind. Wahrend Mitochondrien und Zellkern in die-
ser Phase der Zellverlangerung zur proximalen Zellseite wandern, kann anhand des stark
vergroRerten rauen endoplasmatischen Retikulums auf eine gesteigerte Proteinbiosyn-

these geschlossen werden.[60

Es folgt das Zwischenstadium als prasekretorische Ameloblasten, wahrenddessen sich
auch die distal gelegene Basallamina auflost. Die Ameloblasten sind dabei untereinan-
der anihren Polen durch dichte Schlussleistennetze verbunden. Einige cytoplasmatische
Auslaufer stellen den Kontakt zu Odontoblastenfortsdtzen oder bereits sezerniertem
Pradentin her, was als auslésender Faktor fiir die weitere Differenzierung angesehen

wird.l!

Die sezernierenden oder sekretorischen Ameloblasten transportieren schlieBlich die am
rauen endoplasmatischen Retikulum produzierten Schmelzmatrixproteine in abge-
schnirten, bis zu 1,5 um groRen Vesikeln zum distalen Ende der Zellen. Wahrend in der
allerersten Phase der Sekretion der auch mit hohen Ca%*-Konzentrationen ausgestatte-
ten Granula diese auf der gesamten distalen Oberflaiche der Ameloblasten stattfindet,
bilden die Zellen darauffolgend einen einseitig mit Membranen durchsetzen Tomes-
Fortsatz aus. Durch diese Einstiilpungen findet im reifen sekretorischen Ameloblast
dann die ekkrine Vesikelsekretion statt. Dabei werden nicht nur aufbauende Schmelz-
matrixproteine ausgeschieden, die Tomes-Fortsatze steuern unter anderem durch re-

sorptive Vorgédnge auch Form, GréRe und Anordnung der Schmelzprismen.[>61

Im Laufe der Zeit kommt es neben einer Verkiirzung der Ameloblasten auch zu einem
Funktionswandel: Wahrend etwa die Halfte der Ameloblasten durch Apoptose zugrunde

geht, fihren die verbliebenen Zellen zur weiteren Schmelzreifung eine Riickresorption
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fast der gesamten organischen Matrix durch. Dabei sinkt deren Anteil am Gesamtge-
wicht schlieBlich von 30 Prozent zu Beginn auf nur noch ein Prozent zum Abschluss der
Schmelzreifung. Es kommt zu einer Riickbildung der Tomes-Fortsatze und einer Verkiir-
zung der Zellkorper sowie rhythmischen Wechseln zwischen resorptiven Phasen und sol-

chen, in denen Phosphat- und Calciumionen sezerniert werden.[>>662]

Zuletzt erreichen die dann inaktiven Ameloblasten wieder ihre kuboide Form, vom
Schmelz trennt sie eine amorphe Proteinschicht. Nach der drei bis sechs Jahre andau-
ernden Schmelzreifungsphase, in der der Schmelz seine endgiiltige Harte verliehen be-
kommt, bedeckt nur noch ein reduziertes Schmelzepithel als Rest des Schmelzorgans die
Zahnkrone. Beim Durchbruch des Zahnes geht es nahezu vollstandig unter, aus seinen

Randbereichen geht jedoch das Saumepithel der Gingiva hervor.[>>3]

2.3.2 Zahnspezifische Gene/Proteine allgemein

Die Bildung der Zahnhartsubstanz durch Amelo- und Odontoblasten ist mit verschiede-
nen Proteinen assoziiert, die als mehr oder weniger zahnspezifisch gelten. Um eine mog-
lichst genaue Anndherung des Netzwerkes an die zelluldaren Vorgange bei der Entwick-
lung eines Zahnhartsubstanz-produzierenden Zelltyps herzustellen, sollte zunachst ein-
mal festgestellt werden, welche der in der Literatur beschriebenen Proteine als geeignet

fir eine Implementierung in das Netzwerk angesehen werden kénnen.

Auch hier gilt es, verschieden Kriterien zu beachten: Zunachst sollte das Protein eine
moglichst hohe Spezifitdt zu Amelo- bzw. Odontoblasten besitzen, um so sicher zu ge-
hen, dass eine Expression des Proteins auch mit einer hohen Wahrscheinlichkeit die Aus-
reifung der Zelle mit Bildung von Schmelz bzw. Dentin widerspiegelt. So kdnnte anhand
eines Proteins, das zwar bei der Ausreifung von dentalen Zellen aber eben auch in an-
deren Zelltypen, wie Osteoblasten oder gar ubiquitar vorkommt, keine verlassliche Aus-
sage Uber dessen Rolle bei der Ausreifung der Zellen und Bildung von Zahnhartsubstanz

getatigt werden.
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Im besten Falle ist das entsprechende Protein auch messbarer Bestandteil der organi-
schen Extrazellularmatrix des Zahnes. Zuletzt sollte eine bestatigte Interaktion der ge-
suchten Proteine zu den im Ursprungsnetzwerk verwendeten Proteinen herstellbar sein,
um auch die entsprechende Verbindung und mogliche Simulation der zellularen Vor-
gange mit dem , Endergebnis” einer Zahnhartsubstanzbildung zu garantieren. Allerdings
konnte auch ein — sofern ausreichend in der Literatur bestatigter — negativer oder posi-

tiver Regulator der Zahnentwicklung sinnvoll in das Netzwerk eingebaut werden.

Um die geeigneten Proteine zu finden, wurde zundchst eine Liste von Proteinen erstellt,
die als mogliche Kandidaten in Frage kommen. Aus dieser Liste sollte dann eine Auswahl
derjenigen Proteine erfolgen, welche den oben genannten Kriterien am besten entspre-
chen. Um diese Liste zu erstellen und geeignete Proteine identifizierbar zu machen, wur-

den verschiedene Ansatzpunkte gewahlt, die im Folgenden beschrieben sind.

2.3.2.1 Gene Ontology Project

Der erste Ansatzpunkt fiir die Vorauswabhl stiitzte sich auf Online-Datenbanken, aus de-
nen Annotationen der humanen Proteine zu entnehmen sind. Hier wurde gezielt nach
Proteinen mit explizit zahnspezifischem Bezug gesucht. Als umfangreiche Quelle diente
hier die Datenbank des Gene Ontology (GO) projects, in der auch Annotationen verschie-
dener anderer Datenbanken gepriift und zusammengefiihrt werden.[®364 Die Daten-
bank stellt dabei gewisse ontologische Klassen (,terms“) zur Verfiigung, die biologische
Vorgdnge bezeichnen und denen die jeweils daran beteiligten Gene bzw. Genprodukte
zugeordnet werden. Dies erleichtert die Suche nach an der Zahnentwicklung beteiligten

Proteinen.

Dabei wurden nur menschlichen Proteine aus solchen terms betrachtet, die nicht allein
mit der Zahnentwicklung im Allgemeinen, sondern im Speziellen mit der Ausbildung von
Zahnhartsubstanz konnotiert sind: amelogenesis, dentinogenesis, enamel mineraliza-
tion, positive regulation of enamel mineralization, regulation of enamel mineralization
und structural constituent of tooth enamel. Diese Auswahl schlieRt 29 verschiedene Gene
ein, die in der folgenden Tabelle mit dazugehorigem Genprodukt und den ihnen zuge-

ordneten ontologischen Klassen kurz vorgestellt werden.
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Gen Genprodukt Ontologische Klasse [AmiGo]

AMBN Ameloblastin structural constituent of tooth enamel

enamel mineralization
AMELX Amelogenin, X-linked structural constituent of tooth enamel

tooth mineralization

) ) structural constituent of tooth enamel
AMELY Amelogenin, Y-linked
tooth mineralization

AMTN Amelotin positive regulation of enamel mineralization
ATF2 Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-2 amelogenesis

CNNM4 | Metal transporter CNNM4 enamel mineralization

COL1A1 |Kollagen Typ |, alphal tooth mineralization

CSE3R Rezeptor des Granulocyten-Kolonie- ’ .
amelogenesis
stimulierenden Faktors (G-CSF) g !

DMP1 Dentin matrix acidic phosphoprotein 1 regulation of enamel mineralization

amelogenesis
ENAM Enamelin positive regulation of enamel mineralization

structural constituent of tooth enamel

FAM20A |Pseudokinase FAM20A enamel mineralization
FAM20C Extrazelluldre Serin/Threonin-Proteinkinase enamel mineralization
FAM20C dentinogenesis
FOXO01 Forkhead box protein O1 enamel mineralization
HTRA1 Serinprotease HTRA1 dentinogenesis
ITGA6 Integrin a-6 = CD49f amelogenesis
ITGB4 Integrin B-4 amelogenesis
KLK4 Kallikrein-related peptidase 4 amelogenesis
amelogenesis

MMP20 [Matrix-Metalloprotease 20
regulation of enamel mineralization

MSX2 Homeobox protein MSX-2 enamel mineralization

NECTIN1 |Nectin-1 enamel mineralization

PERP p53 apoptosis effector related to PMP-22 amelogenesis

PPARA Peroxisome proliferator-activated receptor alpha enamel mineralization
(PPAR-alpha) = NR1C1

SLC24A4 |Sodium/potassium/calcium exchanger 4 amelogenesis

SLC34A1 |Sodium-dependent phosphate transport protein 2A |dentinogenesis

STATH Statherin structural constituent of tooth enamel
STIM1 Stromal interaction molecule 1 enamel mineralization
TBX1 T-box transcription factor TBX1 enamel mineralization
TUFT1 Tuftelin structural constituent of tooth enamel
WDR72 WD repeat-containing protein 72 enamel mineralization

Tabelle 1: Auswahl der fiir die Ausbildung von Zahnhartsubstanz zustdndigen Gene, mit Genprodukt und
der ontologischen Klasse (nach: AmiGo 2, 27.07.2017).1* Im Deutschen gebréuchliche Genprodukt-Be-
zeichnungen wurden entsprechend eingesetzt.
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2.3.2.2 Dentalpathologisch assoziierte Genmutationen

Ein weiterer Weg, die Relevanz von Genen bzw. Proteinen fiir eine gesunde Zahnent-
wicklung zu beurteilen, besteht darin, die Folgen auftretender Mutationen innerhalb der
entsprechenden Sequenzen zu betrachten. Treten nachfolgend Stérungen der Zahnhart-
substanzbildung, insbesondere Formen von Amelogenesis imperfecta oder Dentinoge-
nesis imperfecta, auf, kann dies ein starker Hinweis fiir eine Involvierung der in der mu-
tierten Gensequenz codierten Proteine in die Entstehung der Zahnhartsubstanz sein. In
der folgenden Tabelle sind daher durch Forschergruppen identifizierte Genmutationen
und die daraus resultierenden phanotypischen Krankheitsbilder aufgezeigt. Bei den viel-
fach in den Quellen angegebenen Website OMIM.org (Online Mendelian Inheritance in
Man) handelt es sich um eine Webprasenz der Johns-Hopkins-Universitat in Baltimore,
Maryland. OMIM.org katalogisiert humane Gene und mit diesen assoziierte phanotypi-

sche Auspragungen infolge monogenetischer Erkrankungen. (6l
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Gen Genprodukt UniProt [hsa]'®! Folge bei Mutation Quelle
: . [67]
ACPT Testicular acid Q9BzG2 Amelogenesis imperfecta Typ |J Seymen et al. 2016
phosphatase OMIM.org
MacDougall et al.
199718
AMBN Ameloblastin QI9NP70 Amelogenesis imperfecta Typ IF (69]
Poulter et al 2014
OMIM.org
Lagerstrom et al.
AmE  |Amelogenin X- Q99217 Amelogenesis imperfecta Typ IE 19917
linked clopenests impertecta Tvp Hu et al. 201271
OMIM.org
f [72]
AMTN Amelotin F1TOL8 Amelogenesis imperfecta (bei Exondeletion) Iwasaki et al. 200753
Smith et al. 2016
. [74]
C4orf26 Uncht.Jracterlzed Q17RF5 Amelogenesis imperfecta Typ |1A4 Parry etal. 2012
protein C4orf26 OMIM.org
DLX3 Homeobox protein 060479 Hypoplasien und Taurodontismen im Rahmen |Price et al. 1998173
DLX-3 des TDO (Tricho-Dento-Osseous Syndrome ) OMIM.org
Dentin- Xiao et al. 200117
DSPP Sialophospho- QINZW4 Dentinogenesis imperfecta Zhang et al. 2001177
protein Li etal. 201778
Méardh et al. 200277
- (80]
ENAM Enamelin QINRM1 Amelogenes!s !mperfecta Typ IB Hartetal. 2003
Amelogenesis imperfecta Typ IC Rajpar et al. 20018
OMIM.org
; L C Ger. ; 182]
FAMS3H Unchqracterlzed Q6ZRV2 Amelogenesis imperfecta Typ Il (bei Gen Kim et al. 2008
protein FAM83H Knockout Mus musculus) Wang et al. 2016/5%!
Ovarl.an cancer G- o Parry et al. 2016/
GPR68 protein coupled Q15743 Amelogenesis imperfecta Typ |I1A6
receptor 1 OMIM.org
[85]
ITGB6 Integrin B-6 P18564 Amelogenesis imperfecta Typ IH Poulter et al. 2014
OMIM.org
Kallikrein-rel H 1. 200488
KLK4 a l.rem related Q9Y5K2 Amelogenesis imperfecta Typ IIA1 artetal. 200
peptidase 4 OMIM.org
A [87]
LAMB3 Laminin B-3 Q13751 Arrjnelogenem's imperfecta Typ IA Poulter et al. 2014
Epidermolysis bullosa OMIM.org
Matrix- Kim et al. 2005
MMP20 Metalloprotease 20 |060882 Amelogenesis imperfecta Typ II1A1 Tanimoto et al. 2008!8°!
=Enamelysin OMIM.org
sicaang | Sodium/potassium/ oy pe) Amelogenesis imperfecta Typ [1A5 Wang et al. 2014!°1
calcium exchanger 4
WD repeat. . El-Sayed et al. 20111%)
WDR72 containing protein  |Q3MJ13 Amelogenesis imperfecta Typ IC
72 OMIM.org

Tabelle 2: Tabellarische Auflistung solcher Gene, bei denen im Falle einer Genmutation pathologische Ver-
dnderungen der Zahnhartsubstanz nachweisbar sind. Die Namen der Genprodukte sind den genannten
Quellen oder UniProt.org entnommen[67.6877-86,69,87-91,70-76]
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2.3.3 Zahnspezifische Gene/Proteine im Netzwerk

Die in den beiden Tabellen in 2.3.2 aufgefiihrten Gene stellen somit eine Vorauswahl
dar, aus der fiinf bis zehn geeignete Proteine fiir den Einbau in das Netzwerk ausgewahlt

werden sollen.

Die Auswahl der in das Netzwerk zu integrierenden zahnspezifischen Gene/Genpro-
dukte unterlag hierbei bestimmten Kriterien, denen diese moglichst umfangreich ent-
sprechen sollten. Zu diesen Kriterien zdhlen:
e Exprimierung des Gens ist auf den Zahnapparat/die Zahnentwicklung begrenzt
oder umfasst nur wenige andere Gewebe
e Hinreichende Forschungsergebnisse belegen stimmig die Rolle des Gens und sei-
nes Produktes bei der Zahnentwicklung
e Das Gen bzw. sein Genprodukt haben eine férdernde Wirkung auf die Zahnent-
wicklung
e Das Genprodukt ist wahrend oder nach der Zahnentwicklung in der Zahnhart-

substanz nachweisbar

Um beurteilen zu kénnen, welche der in Frage kommenden Gene/Proteine diesen Krite-
rien am ehesten entsprechen, soll im Folgenden deren Rolle in der Zahnentwicklung

nach aktuellem Stand der Forschung betrachtet werden.

Der Anteil des organischen Materials an der Gesamtmasse des Schmelzes verandert sich
im Laufe der Zahnentwicklung stark. Da am Ende der Zahnentwicklung der Zahnschmelz
zellfrei verbleibt, bildet die extrazellulare Proteinmatrix dessen noch verbleibenden or-
ganischen Anteil. Dieser vermindert sich von 30 Gewichtsprozent zu Beginn der Zahn-
entwicklung zu nur noch einem Gewichtsprozent beim ausgereiften Zahn, wahrend der
mineralisierte Anteil von 32 auf 95 Gewichtsprozent ansteigt (der restliche Gewichtsan-

teil wird durch Wasser gebildet).[53-62]

Die extrazelluldare Proteinmatrix enthalt sogenannte Schmelzmatrixproteine und Pro-

teasen, die maRgeblich fiir die Strukturierung des Schmelzes zustindig sind.!®? Die bis-
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her am besten erforschten Vertreter der Proteasen sind dabei die Matrix-Metallopro-
tease 20 (MMP20), auch Enamelysin genannt, und die Serinprotease Kallikrein-related
peptidase 4 (KLK4). Sie werden zu verschiedenen Zeiten der Zahnentwicklung unter-
schiedlich stark exprimiert und bewirken die Ausreifung (MMP20) oder Degradation
(KLK4) der Schmelzmatrixproteine auf dem Weg zum vollentwickelten Zahn.[®3 Die mit
den bei der Mutation der entsprechenden Gene assoziiert auftretenden Schmelzfehlbil-
dungen (siehe Tabelle 2) sind also vermutlich auf Porositdaten aufgrund der mangelhaf-
ten Schmelzausreifung z. B. durch Prozessierung oder dem Fehlen eines koordinierten
Abbaus der eigentlich regelhaft gebildeten Schmelzmatrixproteine zuriickzufiihren.[?4%I
Diese Eigenschaften der Proteasen als quasi ,,sekundare” Strukturproteine sprechen ge-

gen eine Einbeziehung dieser beiden Gene in das Netzwerk.

Betrachtet man die Gene und deren Produkte aus der Vorauswahl weiter unter den
oben genannten Aspekten, kristallisieren sich vor allem die Schmelzmatrixproteine als
besonders geeignet heraus. Das Verhalten vieler anderer ,Kandidaten” ist zum jetzigen
Zeitpunkt haufig noch nicht gut genug untersucht (z. B. C4orf26, FAM83H, WDR72) oder
es handelt sich um Proteine, die auch an anderen Stellen des Koérpers wichtige Rollen
einnehmen und damit dem Kriterium der Zahnspezifitat widersprechen (z. B. der Rezep-
tor des Granulocyten-Kolonie-stimulierenden Faktors [CSF3R] oder die Integrine).[?6-%8
Dies zeigt sich beispielsweise auch an den durch Mutationen verursachten Erkrankun-
gen, die dann wie im Falle von DLX3 (Tricho-Dento-Osseous Syndrome) oder bei Lami-
nin B-3 (Epidermolysis bullosa) nicht nur die Zahnbildung, sondern auch andere Kor-
perstrukturen erfassen.l’>?° Die Griinde zur Auswahl oder dem Verzicht einiger Proteine

sind auBerdem Teil weiterer Abschnitte dieses Kapitels.

Somit sind jene Proteine in den Fokus gerickt, die auch im ausgereiften Zahn noch in
der Zahnhartsubstanz nachweisbar sind und als extrazellulare Proteine nach bisherigen
Erkenntnissen direkt und maligeblich an der Steuerung des Wachstums des anorgani-
schen Anteils beteiligt sind. Zu diesen Schmelzmatrixproteinen wird an dieser Stelle
nicht das im Speichel vorkommende Statherin gezahlt, welches in der Datenbank des

Gene Ontology Consortiums zwar als Schmelzbestandteil (Structural constituent of tooth
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enamel) gefuihrt wird, wohl aber nur einen untergeordneten Einfluss auf die Schmelzbil-
dung besitzt. Durch Aufrechterhaltung einer hohen Ca?*-Konzentration im Speichel be-
wirkt es eine erleichterte Remineralisation von bereits durchgebrochenen Zahnen in der
Mundhohle, eine Beteiligung an der embryonalen Zahnbildung ist jedoch bisher nicht

nachgewiesen6>100,101]

2.3.4 Secretory Calcium-binding Phosphoproteins

Die Schmelzmatrixproteine, die der Familie der SCPPs (Secretory Calcium-binding Phos-
phoproteins) angehoéren, kdnnen wiederum in zwei Gruppen eingeteilt werden: Die A-
melogenine, die etwa 90 Prozent des organischen Schmelzanteils bilden und die hete-
rogene Gruppe der Nicht-Amelogenine, die den restlichen Anteil ausmachen.[1021031 Ap
dieser Stelle will jedoch erwahnt sein, dass zumindest fiir Amelogenin, Ameloblastin und
Enamelin Hinweise auf einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung auszumachen

sind.[104]

2.3.4.1 Amelogenine

Amelogenin stellt das Genprodukt der homologen Gene AMELX und AMELY dar.[1%] Sje
befinden sich je auf den Geschlechtschromosomen X und Y, was etwa in der Kriminolo-
gie auch erfolgreich bei einer Geschlechteridentifikation nutzbar gemacht werden kann,
da nur Manner das entsprechende Allel fiir AMELY besitzen.!1%6-108] Djes erklart aller-
dings vermutlich auch eine héhere Anfalligkeit von Jungen und Mannern fir starkere
Auspragungen der Amelogenesis imperfecta, da bei einer Schadigung des bei ihnen nur
einfach vorhandenen AMELX-Gens die Amelogenin-Produktion lber das dafiir weniger
potente AMELY-Gen nicht adaquat aufrechterhalten werden kann, wahrend bei Frauen
eine X-Chromosom-Inaktivierung betroffener Allele das AusmaR der Zahnschadigung
starker begrenzt werden kann.[2%-111 Dyrch das zweifache Vorhandensein des AMELX-
Gens bei Frauen konnte auBerdem eine Erklarung fir deren geringere Anfalligkeit fir
erosive Schmelzdefekte gefunden sein.['12! Die Heterogenitit der Amelogenine riihrt je-

doch nicht nur von deren Ursprung aus zwei verschiedenen Genen, sondern auch von
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der variantenreichen Prozessierung des Genproduktes, unter anderem durch alternati-

ves SpleiRen. 113114

Amelogenine aggregieren zu sogenannten Nanospharen, im Durchmesser 15-20 nm gro-
Ren molekularen Superstrukturen, und sind so in der Lage, an das hydrophile Hydroxyla-
patit zu binden, wodurch sie im Laufe der Schmelzreifung auf unterschiedliche Weisen
das Kristallwachstum beeinflussen. Bisherigen Erkenntnissen zufolge steuert beispiels-
weise zu Beginn der Schmelzbildung der C-Terminus die Wachstumsrichtung der Hydro-
xylapatitkristalle, wird dann aber proteolytisch abgebaut und das Dicken- und Langen-
wachstum der Kristalle wird mehr und mehr geférdert.[11>-117] Djes wird durch Untersu-
chungen an AMELX-Knockout-Mdausen durch Gibson et al. (2001) unterstitzt, bei denen
die gemessene Schmelzdicke nur noch weniger als zehn Prozent derer des Wildtyps be-

trug.[118l

2.3.4.2 Nicht-Amelogenine

Die Mitglieder der Familie der Nicht-Amelogenine, friiher auch allgemein als Enameline
bezeichnet, sind bisher nicht einheitlich festgeschrieben. An dieser Stelle sollen somit
nur die fiir diese Arbeit relevanten Proteine vorgestellt werden 21921191 D3 die Amelo-
genine wie erwahnt zwar den GrolSteil der Gesamtmasse der Schmelzmatrixproteine
ausmachen, gleichzeitig aber nur fiir finf bis zehn Prozent aller Falle von Amelogenesis
imperfecta verantwortlich sind, ist die Bedeutung der Nicht-Amelogenine fiir eine regel-

hafte Zahnentwicklung nicht zu unterschitzen 120

2.3.4.2.1 Enamelin

Enamelin nimmt etwa einen Anteil von einem bis flinf Prozent der Gesamtmenge der

Schmelzproteine ein und ist ebenfalls essentiell fiir eine regelrechte Zahnentwicklung.

2 Mittlerweile ist mit Enamelin beim Menschen nur noch das Genprodukt des ENAM-Gens gemeint.[*74
Durch die Entdeckung von immer weiteren an der Schmelzbildung beteiligten Proteinen in den letzten
Jahrzehnten ist die Gruppe der Nicht-Amelogenine stetig angewachsen und entsprechend unscharf
umrissen.
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So sind nicht nur diverse Falle von autosomal-dominanter Amelogenesis imperfecta mit
assoziiertem Auftreten von ENAM-Mutationen beim Menschen dokumentiert, in Labor-
versuchen an entsprechenden Knockout-Mausen blieb die Schmelzbildung bei den Tie-
ren sogar nahezu vollstandig aus.[192121.122] Weitere Studien an M&usen zeigten beson-
ders groRe AusmaRe der Schidigungen im Bereich der Schmelz-Dentin-Grenze.['23] An
porkinen Proben konnte gezeigt werden, dass die verhaltnismaRig grofen Enamelin-
Molekile kurz nach ihrer Sezernierung durch die Matrix-Metalloprotease 20 gespalten
werden. Der abgespaltene C-Terminus reichert sich daraufhin an der Mineralisations-
front des Schmelzes an, wahrend sich das mit 32 kDa grofSte Spaltprodukt des Enamelins

in der gesamten Schmelzmatrix verteilt.[121.124]

2.3.4.2.2 Ameloblastin

Ameloblastin stellt den verbreitetsten Vertreter der Gruppe der Nicht-Amelogenine. Es
findet sich vor allem in der zellnahen AuRenschicht des Schmelzes und weniger in dessen
tieferen Bereichen und wird in hohem MaRe in der sekretorischen Phase der Ameloblas-
ten exprimiert.[1251261 Fykumuto et al. (2004, 2006) konnten beobachten, dass es bei
AMBN-Null-Méausen zu erheblichen Stérungen der Ameloblasten-Interaktion mit der
umgebenden Extrazellularmatrix sowie zu unkontrollierten Teilungen der Zellen mit Tu-
morausbildungen kommt.[1261271 Umgekehrt konnte Ameloblastin auch eine proliferati-
onshemmende Wirkung auf Epithelzellen der Gingiva nachgewiesen werden.[128129] Op
die vielfiltig dokumentierten Falle von AMBN-assoziierter Amelogenesis imperfecta ihre
Ursache in der Beeintrachtigung der Ameloblasten-Adhasion haben oder Ameloblastin
auch direkt die Schmelzkristallbildung beeinflusst, konnte bisher nicht wissenschaftlich

geklart werden.[68,69,102,130]

2.3.4.2.3 Amelotin

Amelotin wurde erstmals 2005 von einer kanadischen Forschergruppe als Ameloblas-
ten-spezifisches Protein identifiziert und wird in erster Linie wiahrend der Reifungsphase

exprimiert.[’?l Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass der untersuchte Schmelz
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beim Gen-Knockout von AMTN im Mausmodell eine erhéhte Anfalligkeit fir Schmelz-
spriinge und -chipping aufwies.['31 Des Weiteren wiesen Lacruz et al. (2012) nach, dass
eine forcierte AMTN-Uberexpression keinen signifikanten Einfluss auf die Expressions-
muster anderer wichtiger Schmelzmatrixproteine wie Amelogenin oder Ameloblastin
zeigte, in dieser Versuchsreihe wurden aulerdem eine Ausdiinnung der Schmelzschicht
und deutliche UnregelmaRigkeiten in der Kristallstruktur nachgewiesen. Die Bestim-
mung der genauen Rolle von Amelotin in der Zahnentwicklung bedarf jedoch noch wei-

terer Forschungen.[32

2.3.5 Weitere Schmelzmatrixproteine

Einige weitere Molekiile wurden bei der Auswahl der Gene bzw. Genprodukte im Rah-
men dieser Arbeit auf ihre Eignung untersucht, haben aber aus verschiedenen Griinden
zunachst keinen Eingang in das endgliltige Netzwerk gefunden. So ist beispielsweise die
fordernde Wirkung von FAM20A und FAM20C auf Mineralisation und die Differenzie-
rung von Amelo- und Odontoblasten hinreichend belegt, jedoch herrscht noch weitest-
gehend Unklarheit tiber ihre Regulationsweisen.[!33-135] AuRerdem deuten die schwer-
wiegenden Auswirkungen auf den Gesamtorganismus bei Mutationen des entsprechen-
den Gens (Raine-Syndrom) sowie Tierversuche auf eine die Grenzen der Zahnentwick-
lung liberschreitende Bedeutung von FAM20C hin, die groBe Teile der Knochenentwick-

lung miteinschlieRt.[136:137]

Auch Uber die genaue Funktionsweise des hoch konservierten Glykoproteins Tuftelin,
welches schon im Friihstadium der Schmelzbildung von den Ameloblasten exprimiert
wird und bis Giber die Reifungsphase hinaus im Schmelz verbleibt, herrscht noch weitest-
gehend Unklarheit.[38-141] Sein entscheidender Einfluss auf eine geregelte Zahnbildung
gilt als gesichert, Expressionsdaten aus Weichgeweben und aus Tumorzellen beispiels-
weise des Pankreas lassen aber ebenfalls auf Regulationsmechanismen auRerhalb der

Odontogenese schlieRen.[13%142]
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2.3.6 Dentinmatrixproteine

Dadurch, dass das Dentin nach Abschluss der Zahnentwicklung von Odontoblastenfort-
satzen durchzogen und zu lebenslanger reizbedingter Neubildung durch diese befahigt
ist, stellt sich dessen Proteinstruktur deutlich komplexer dar. 90 Prozent der Protein-
matrix ausgereiften Dentins werden durch kollagene Fasern der Typen |, V und VI gebil-
det, die Gruppe der nichtkollagenen Proteine (noncollagenous proteins, NCPs) setzt sich
unter anderem aus Phosphoproteinen, Matrix-Gla-Proteinen (u. a. Osteopontin) und
Proteoglykanen zusammen.[>143] Dabei muss erwdhnt werden, dass hier primires, also
urspriinglich und regelhaft gebildetes Dentin gemeint ist, dessen Zusammensetzung sich
von der des reaktiv auf duRere Reize gebildeten Tertidrdentins noch einmal unterschei-
det.[**4 Dje im Vergleich zur Schmelzbildung deutlich komplexeren Wechselwirkungen,
die die Bildung von Dentin durch Odontoblasten bedingen und somit eine Darstellbar-
keit in einem Netzwerk erschweren, fihren dazu, dass im Rahmen dieser Arbeit das
Hauptaugenmerk auf Ameloblasten und ihre Entwicklung und Fahigkeit zur Schmelzbil-

dung gelegt wird.

2.3.6.1 DSPP (dentin sialophosphoprotein)

Beim dentin sialophosphoprotein handelt es sich um ein Protein, dessen Relevanz vor
allem bei der Entwicklung der anderen Zahnhartsubstanz der Saugetiere, des Dentins,
untersucht ist. So sind diverse Fille von Mutationen des DSPP-Gens dokumentiert, die
mit dem Auftreten von Dentinogenesis imperfecta korrelieren.[!4>! Das DSPP-Protein
wird als Propeptid exprimiert und von BMP1 in DSP (=[mature] dentin sialoprotein) und
DPP (=dentin phosphoprotein) gespalten 3146148l \Versuche an M&usen weisen darauf
hin, dass es bei Schadigungen des DSPP-Gens zu Stérungen in der Differenzierung der
dentinbildenden Odontoblasten kommt.[**”l DPP, auch Phosphophoryn genannt, ist
stark sauer und dient als Phosphat-Tragermolekil, was ihm eine hohe Fahigkeit zur Bin-

dung von Calciumionen verleiht, die in Form von Hydroxylapatit den Hauptbestandteil

3 Yamakoshi et al. (2005) konnten auRerdem Dentin Glycoprotein (DGP) als Spaltprodukt des DSPP-Pro-
peptids nachweisen, tber dessen genauere Rolle in der Zahnentwicklung existieren jedoch zum jetzi-
gen Zeitpunkt keine Ergebnisse.?3!
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der Zahnhartsubstanzen bilden.[4°-151 Diese Bindungsfahigkeit legt eine Mediatorfunk-
tion von Phosphophoryn bei der Biomineralisation nahe und damit dessen Haupteinfluss
in der Reifungsphase des Dentins, wahrend DSP wohl besonders in der Initiationsphase
der Dentinausbildung eine Rolle spielt.[>2153 Hypothesen (iber eine mdgliche Fihigkeit
des Proteins zur Interaktion mit Integrinen und interzellularer Signalweiterleitung tber
eine RGD-Sequenz des Phosphophroyn-Molekils bediirfen noch genauer Erfor-
schung.l>¥ Ritchie et al. (1997) sowie MacDougall et al. (1998) konnten zeigen, dass
DSPP auch in Pra-Ameloblasten exprimiert wird und schreiben ihm eine mogliche Rolle

bei der initialen Schmelzkristallbildung zu.[155156]
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3.1 Jimena

Bei Jimena (Karl et Dandekar 2013, 2015) handelt es sich um ein Java-basiertes Frame-
work, welches die Moglichkeit bietet, Simulationen von Genregulationsnetzwerken
durchzufiihren. Jimena ist in der Lage, eingespeiste .graphml-Dateien als boolesche
Netzwerke zu interpretieren und das mogliche Verhalten der beteiligten Knoten in ei-
nem Aktivator-Inhibitor-Modell zu simulieren.”:#1571 Die .graphmi-Dateiformen der Dia-
gramme werden zuvor Uber das Visualisierungsprogramm yEd (Version 3.17.2,
© yWorks GmbH) erstellt.[**8 Verwendet wurde Java Version 8, Update 151, © Oracle
2017.

3.1.1 Funktionsweise

Jimena ist unter anderem dazu entwickelt worden, Netzwerke auf ihre méglichen stabi-
len Zustande hin zu untersuchen, bietet aber auch weitere Moglichkeiten, wie dynami-
sche Netzwerksimulationen. Dazu libernimmt Jimena im .graphml-Format dargestellte
boolesche Netzwerke, indem es die in yEd dargestellten Knoten mit den ihnen zugeord-
neten Beschriftungen als Netzwerkknoten Ubertragt. Der yEd-Standardpfeil (,,standard
arrow tip*“) wird als Aktivierung zwischen zwei Knoten in Pfeilrichtung libersetzt, jegliche
andere Pfeilform entsprechend als Inhibierung interpretiert. Somit entsprechen die im
Rahmen dieser Arbeit erstellten Netzwerke den von Jimena gestellten Anforderungen

(siehe Kapitel 4.1).1157]

Jimena ist dabei in der Lage, schnell und effektiv Simulationen auch an groReren, beson-
ders an skalenfreien Netzwerken —zu denen biologische Netzwerke in der Regel zahlen —
durchzufiihren.[7:159.160] Djes geschieht unter der Verwendung sogenannter boolescher
Bdume (,Boolean trees”), wobei Knoten ohne eingehende Verbindung die ,Blatter”
(,/leaves”), solche ohne Ausgang die ,,Wurzeln” (,,roots”) dieser Baume darstellen. Die
dazwischenliegenden Knoten werden als gates bezeichnet und stellen jeweils die Ge-

samtheit der auf sie eingehenden Werte dar. Die Werte der roots als Endpunkte der
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Ketten geben schlieRlich den Wert der booleschen Funktion des jeweiligen Baumes wie-

der.l’]

leave 1 leave 2 leave 3

gate 1 gate 2

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines booleschen Baumes (nach Karl et Dandekar, 2013).”!

3.1.1.1 Berechnung stabiler Zustande

Die Verwendung der booleschen Baume erleichtert auRerdem die Nutzung binarer Ent-
scheidungsdiagramme, auf deren Grundlage das Netzwerk auf sogenannte stabile Zu-
stande (stable [steady] states, SS) hin untersucht werden kann. Beim stable state han-
delt es sich um einen Zustand, bei dem sich die Knotenvariablen eines Systems im Rah-
men einer Simulation nach einer Zeit t (transient state) auf jeweils feste Werte einge-
pendelt haben. Ein System kann nach der Zeit t (in Jimena: simulated time) einen oder
mehrere mogliche stabile Zustande besitzen oder aber auch keinen stabilen Zustand er-

reichen (das Gesamtsystem befinde sich in einem unstable state).l’-161]

Es existieren dabei zwei Méglichkeiten, stable states zu berechnen: Uber diskrete oder
kontinuierliche Modellierung. Bei der diskret oder auch Logik-basiert genannten Model-
lierung werden fir die Variablen allgemein nur Werte einer begrenzten Zahlenmenge

angenommen. Im konkreten Fall eines genregulatorischen Netzwerkes waren diese
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etwa die Werte 0 und 1, wobei ,0” einer Abwesenheit oder Inaktivitdt des Gens/Gen-
produkts entsprache und ,1“ seiner Expression bzw. Aktivitat. Hierbei ergibt sich das
Problem, dass die Betrachtung der Gene/Genprodukte als entweder vollstandig aktiv
oder komplett inaktiv die biologische Wirklichkeit nur mangelhaft wiedergibt und somit
leicht zu einem Informationsverlust fihren kann. Diskrete Modelle erlauben somit zwar
vor allem bei kleineren Netzwerken haufig grundsatzliche qualitative Aussagen, spiegeln
aber mitunter nur unzureichend die biologischen Verhaltensweisen komplexer Netz-

werke mit abgestuften molekularen Konzentrationen wider.[44162-164]

Diese durch den Einsatz von diskreten Modellierungen entstehenden Ungenauigkeiten,
die wie im vorliegenden Fall minimiert werden sollten, umgehen die kontinuierlichen
Modelle. Bei diesen kdnnen die Knoten Werte innerhalb eines bestimmten Inter-
valls [x,y] einnehmen, was auch eine abgestufte Betrachtung der Ausgabewerte er-
laubt.[62 Dazu werden im Falle der genregulatorischen Netzwerke initiale Zufallsvariab-
len aus dem Intervall [0,1] verwendet, die dann als Ausgangspunkte fir eine Bestim-
mung moglichst vieler stable states (dann ebenfalls mit Werten zwischen 0 und 1) die-
nen. Die Moglichkeit zu interpolieren, das heif3t fir die einzelnen Knoten des Netzwer-
kes Werte auch zwischen 0 und 1 anzunehmen, macht Jimena zu einem besonders ge-

eigneten Werkzeug fiir die Simulation semiquantitativer Modelle.!/165]

Jimena nutzt bei der Berechnung solcher Netzwerksimulationen Methoden der diskre-
ten und kontinuierlichen Modellierung als Grundlage und erreicht so wesentlich kiirzere
Rechenzeiten als vorgehende vergleichbare Anwendungen.* Da eine gréRere Anzahl ini-
tialer Variablen bzw. ablaufender Rechenprozesse auch eine héhere Wahrscheinlichkeit
des Auffindens von stabilen Zustanden bergen, ziehen ausgiebigere Rechenleistungen
und -zeiten auch effizientere ldentifikationen der moglichen stabilen Zustdnde nach

sich.[’]

4 Jimena bietet eine Auswahl verschiedener Simulationsmethoden, bei der verwendeten Methode han-
delt es sich um die dynamische Simulation auf der Grundlage von SQUAD, bei der eine diskrete Simu-
lation einer kontinuierlichen Simulation vorgeschaltet ist.[*6”]
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3.1.1.2 Berechnung von centralities

Eine weitere Funktion des Programmes, das im Rahmen dieser Arbeit Anwendung fin-
det, ist die Moglichkeit zur Berechnung sogenannter node centralities. Die centrality
wird durch einen Zahlenwert wiedergegeben und bezieht sich auf einzelne Knoten. Der
Wert gibt Auskunft dariliber, welche Wertigkeit der entsprechende Knoten im Kontext
des Gesamtnetzwerkes hat. Allgemein ist es so, dass ein groBerer Wert einer node cent-
rality mit einer gewichtigeren Rolle des einzelnen Knotens im Gesamtnetzwerk korre-
liert. Das heiRt also, dass im Falle von Knoten, die eine besonders hohe centrality besit-
zen, eine Aktivitat bzw. Inaktivitat entsprechend groRRen Einfluss auf die Aktivitatsmuster

anderer Knoten und damit auf das Gesamtnetzwerk besitzt.[8166]

In Jimena wird die centrality der Einzelknoten auf drei Arten bestimmt: Die total control
centrality quantifiziert den Einfluss moglicher Mutationen einzelner Knoten und soll
dazu dienen, mogliche pharmakologische Angriffspunkte oder Gene mit onkogenem Po-
tenzial zu identifizieren. Bei der dynamic control centrality werden solchen Knoten hohe
Werte zugerechnet, die als Schaltstellen bei der Weiterleitung von Signalen in Signal-
kaskaden dienen. Die value control centrality misst hingegen den direkten Einfluss des

Knotenwertes auf das Gesamtnetzwerk. (8!

Indem in dieser Arbeit analysierten Netzwerk werden ebenfalls Berechnungen der value
control centrality sowie der dynamic control centrality als qualitative Parameter vorge-
nommen. Sie sollen der Bestimmung von denjenigen Knoten dienen, deren Einzelbe-
trachtung eine moglichst groRe Aussagekraft fiir das Verhalten des Gesamtnetzwerkes

wahrend eines stabilen Zustandes zulasst.

3.2 Simulation

Das fertiggestellte Netzwerk kann als .graphml-Datei in Jimena hochgeladen werden.
Uber die Analyse-Funktion des Tools kann man das Programm dann dazu nutzen, stabile

Zustdnde des Systems zu berechnen. Dabei ist es moglich, die Dauer der Rechenzeit in
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Sekunden zu bestimmen. Fir das vorliegende Netzwerk reicht eine Simulationszeit von
1000 Sekunden aus, um ein zuverlassiges Ergebnis flr die Ermittlung der moglichen
stabilen Zustande zu generieren. Die gewahlte Simulationsmethode basiert auf der
SQUAD-Software. Nach Abschluss der Berechnung gibt das Programm eine Tabelle der
errechneten stabilen Zustande aus, bei der jedem beteiligten Knoten ein Wert zwischen
0 und 1 zugeordnet ist. Dieser reprasentiert die Aktivitat des jeweiligen Knotens im ent-
sprechenden stable state, wobei 1 fiir eine Aktivitit steht und O fiir Inaktivitit.!['6”] Die

vollstandige Tabelle aller errechneten stabilen Zustande ist dem Anhang zu entnehmen.

Betriebssystem Windows 10 Enterprise, Microsoft Corporation 2017
Prozessor Intel® Core™ i5-4570 CPU @ 3.20 GHz

Installierter Arbeitsspeicher (RAM) 8,00 GB

Systemtyp 64-Bit-Betriebssystem, x64-basierter Prozessor

Tabelle 3: Grundlegende Systeminformationen des verwendeten PCs.

3.3 Graphische Darstellung

Zur besseren Visualisierung groRerer Datenmengen wurden im Verlauf der Arbeit zwei
Heatmaps erstellt, die einen schnellen Uberblick iber die Auspragungen der erhobenen
Daten erméglichen sollen. Dies wurde unter Verwendung entsprechender R-Scripte er-
moglicht, die dem Anhang zu entnehmen sind. Durch Einspeisung der Daten in Textform
erstellte Heatmaps kénnen mithilfe dieser Programme zunachst in RStudio visualisiert

und anschlieRend als Grafikdatei (.png-Format) gespeichert werden.[168]
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4  Etablierung eines Netzwerkes der Odontogenese

Ziel der Arbeit soll es nun also sein, ein Gesamtnetzwerk zu erstellen, welches auf Grund-
lage der acht beschriebenen Signaltransduktionswege Apoptose, Zellzyklus, Hedgehog-
Signalweg, MAP-Kinase-Weg, mTOR-Signalweg, Notch-Signalweg, TGF-B-Signalweg und
Whnt-Signalweg eine Art ,Grundzustand” einer gesunden Zelle widerspiegeln soll. Durch
die Erganzung dieses Netzwerkes mit den zahnspezifischen Proteinen AMBN, AMELX,
AMELY, DSPP und ENAM soll nun in starker Vereinfachung die Simulation der zellularen
Interaktionen im Sinne eines genregulatorischen Netzwerkes bei der Schmelzbildung

durch Ameloblasten ermdéglicht werden.

4.1 Erstellung des Stammnetzwerkes

Zur Erstellung des Stammnetzwerkes wurden in erster Linie zundchst die jeweiligen
Netzwerke der KEGG-Datenbank Ubernommen, die dort der Unterkategorie KEGG
PATHWAYS zu entnehmen sind.[**®! Zur Vermeidung einer miihseligeren manuellen
Ubertragung der Netzwerke von der KEGG-Datenbank in das fiir die spateren Simulatio-
nen benotigte Format diente hier das von Wrodzek et al. (2011) entwickelte und durch
die Universitat Tibingen zur Verfligung gestellte Tool KEGGtranslator. Es erlaubt die ein-
fache Extrahierung eines in KEGG PATHWAYS dargestellten Signalweges in einem ge-
wiinschten Ausgabeformat, in diesem Falle die Ausgabe im .graphml-Format.[170171 Dje
Wiedergabe des Netzwerkes im .graphml-Format ist notwendig, da eine spatere Netz-
werksimulation durch das Java-basierte Tool Jimena vorgesehen ist, worauf genauer im

Abschnitt 3.1 ,Jimena“ eingegangen wird.

Nach erfolgreicher Ubertragung der einzelnen Netzwerke stehen diese nun fiir die ge-
forderten Anspriiche offen. Da am Ende eine Zusammenfiihrung zu einem groRen Ge-
samtnetzwerk vorgesehen ist, welches eine gewisse Ubersichtlichkeit behalten soll (zu-
dem steigt mit der Anzahl der verwendeten Knoten auch die bendtigte Rechenlaufzeit
bei der Simulation) sind diverse Anpassungen der Einzelnetzwerke notig. Beispiele fir

Anpassungen dieser Art sind in Abbildung 4 und Abbildung 5 dargestellt. So wurden etwa
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fir den Simulationsablauf nicht relevante Knoten beziehungsweise Interaktionen aus
den Netzwerken entfernt. Im Falle der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Netz-
werke fand eine erste Reduzierung der NetzwerkgroRe zunachst an den Einzelnetzwer-
ken statt. Nach der Zusammenfiihrung der aus KEGG gewonnenen Einzelnetzwerke zum
vorlaufigen Gesamtnetzwerk wurden nachfolgend an diesem nochmals erhebliche Re-
duzierungen vorgenommen. Im Zuge dessen wurden auBerdem nach Zusammentragung
aller Netzwerke die auftretenden Doppelungen durch gleiche, in mehreren Signalwegen
vorkommende Verbindungen entfernt beziehungsweise sich tGberschneidende Knoten
zusammengefihrt. So ist beispielsweise im MAP-Kinase-Weg zu Beginn der Signal-
kaskade der Knoten ,GF“ (growth factors = Wachstumsfaktoren) aufgefihrt, der also
nicht nur fir ein bestimmtes Protein steht, sondern eine ganze Proteingruppe mitein-
schlief3t. In diesem Fall wurde dieser Knoten mit dem Knoten ,,NGF“ (nerve growth factor
= Nervenwachstumsfaktor), der als surivival factor auf die Apoptose Einfluss nimmt, zu-

sammengefiihrt, da er explizit als Teil des GF-Knotens verstanden wird.
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Abbildung 4: Ausschnitte des MAP-Kinase-Weges (A) sowie Wnt-Signalweges (B) aus der KEGG Database.
Die Verbindung von Rac zu JNK (rot markiert) ist in beiden Signalwegen vorhanden, jedoch im Wnt-Signal-
weg nur verkiirzt aufgefiihrt. Um Komplikationen bei der Erstellung des Stammnetzwerkes im Zuge der
Zusammenfiihrung der Netzwerke zu vermeiden, wird bei der endgiiltigen Version die Verbindung zwi-
schen Rac und JNK im Wnt-Signalweg gekappt, da sie durch die (ausfiihrlichere) Verbindung im MAP-
Kinase-Weg erhalten bleibt."!

Weitere Anpassungen sind der Darstellungsweise bei KEGG geschuldet. Abbildung 5
zeigt beispielsweise einen Ausschnitt aus dem KEGG-Signalweg Apoptosis. Die unter
Cleavage of substrates aufgefiihrten Knoten sind fir die Aufrechterhaltung regularer
Zellfunktionen zustandig, ihre im Apoptose-Signalweg beschriebene Hemmung durch
GZMB, CASP3, CASP6 und CASP7 fiihrt jedoch zu den durch gestrichelte Pfeile zugeord-
neten Effekten auf die Zellen und somit zum (programmierten) Zelltod. In diesem Fall
wiirde also der gestrichelte Pfeil in der Ubertragung auf das letztlich verwendete Netz-

werk als hemmende Interaktion Gbertragen werden.
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Abbildung 5: Ausschnitt des Apoptose-Signalweges aus der KEGG Database.™ Die ,,hemmenden“ Verkniip-
fungen zu den beteiligten Genen in Richtung jener der Apoptose vorgeschalteten Knoten wurden fiir das
Netzwerk als ,,aktivierende” Interaktion auf den Knoten ,,apoptosis“ (ibertragen. Im endgiiltigen Netzwerk
sind die Caspasen aufSerdem unter dem Knoten CASPs zusammengefiihrt. Die in der Grafik gezeigten Ver-
knlipfungen stellen sich im endgdiiltigen Netzwerk also als [CASPs] - [activation] - [apotosis] dar.

Ziel ist es, ein auf wesentliche Zusammenhange konzentriertes Gesamtnetzwerk unter
Erhalt der wichtigsten Interaktionen zu schaffen. Dabei wird das Zusammenwirken zwi-
schen den beteiligten Proteinen auf die Varianten activation (Aktivierung) und inhibition
(Hemmung) reduziert. Das Aufbauprinzip des Netzwerkes ist einfach: Die einzelnen Mo-
lekiile, zumeist Gene/Genprodukte, stellen die Knoten (nodes) des Netzwerkes dar. Nur
in der Endstrecke des Netzwerkes reprasentieren Knoten in vier Fallen nicht eines oder
mehrere Gene/Genprodukte, sondern stehen fir zellulare Vorgénge (apoptosis, ecm-
mineralisation, G1 phase, S phase). Die Interaktionen zwischen zwei Knoten werden
durch zwei unterschiedliche verbindende Elemente dargestellt: Ein griiner, spitzer Pfeil
steht fiir eine Aktivierung in Pfeilrichtung, eine rote Verbindung mit abgeplatteter Spitze

fiir eine Hemmung (siehe Abbildung 6Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung aktivierender und hemmender Interaktionen zwischen zwei Kno-
ten. Der griine Pfeil steht fiir eine aktivierende Wirkung von Knoten 1 auf Knoten 2, der rote Pfeil markiert
eine hemmende Wirkung von Knoten 3 auf Knoten 4.

Um eine Grundlage fiir eine spatere automatisierte Netzwerkgenerierung zu schaffen,
erfolgten eine Ubertragung der also zunichst im .graphml-Format vorliegenden Signal-
wege bzw. Einzelnetzwerke in ein Textformat und die Zusammenfiihrung zu einer Inter-
aktionsliste. Die Interaktionsliste der beteiligten Proteine, geordnet nach dem jeweiligen
urspriinglichen Netzwerk sowie die zugrundeliegenden KEGG-Einzelnetzwerke sind dem
Anhang zu entnehmen. Als Beispiele sind in Abbildung 7 die bereits stark vereinfachte
Version des Wnt-Signalweges zu sehen sowie in Tabelle 4 die daraus abzuleitende Inter-

aktionsliste.
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Abbildung 7: Wnt-Signalweg nach primdrer Entfernung nicht relevanter Knoten und Interaktionen. Der
vollstdndige, urspriingliche Signalweg ist der KEGG-Datenbank zu entnehmen (http://www.ge-
nome.jp/kegg/pathway.htmi).l®! Weitere Reduktionen erfolgten nach Abgleich mit den anderen Netzwer-
ken und insbesondere nach der Zusammenfiihrung der Knoten zum Gesamtnetzwerk.
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node 1 interaction node 2 node 1 interaction node 2
BAMBI activation DVL LEF1 activation PPARD
BAMBI activation FZD/LRP MAP3K7 activation NLK
Ca2+ activation CAMK?2 NKD inhibition DVL
Ca2+ activation PPP3 NKD activation DVLnc
Ca2+ activation PRKC NLK inhibition LEF1
CER1 inhibition WNT NOTUM inhibition WNT
CHDS8 inhibition CTNNB1 PAR1 activation DVL
CTBP/HDAC |inhibition LEF1 PAR1 inhibition DVLnc
CTNNB1 activation LEF1 PLCB activation Ca2+
CTNNBIP1 inhibition CTNNB1 PORCN activation WNT
CXXC4 inhibition DVL PPP3 activation NFATC1
DAAM activation RHOA PRKAC inhibition GSK3B
DKK inhibition FZD/LRP RAC1 activation JNK
DVL inhibition GSK3B RHOA activation INK
DVLnc activation DAAM RHOA activation ROCK2
DVLnc activation RAC1 SENP2 inhibition DVL
FzZD activation DVLnc SERPINF1 inhibition FZD/LRP
FzD activation PLCB SFRP inhibition FZD/LRP
FZD/LRP activation DVL SFRP inhibition WNT
GSK3B inhibition CTNNB1 SOST inhibition FZD/LRP
LEF1 activation CCND SOX17 inhibition LEF1
LEF1 activation FOSL1 WIF1 inhibition WNT
LEF1 activation JUN WNT activation FZD/LRP
LEF1 activation MMP7 WNT5 activation FzD
LEF1 activation MYC WNT11 activation FZD

Tabelle 4: Interaktionsliste des vereinfachten Wnt-Signalweges in Abbildung 7. Der ersten Spalte
(,node 1") ist das jeweils vorgeschaltete Gen zu entnehmen, die dritte Spalte gibt das von diesem Gen bzw.
dessen Genprodukt angesteuerte Ziel an. Spalte 2 (, interaction") gibt Auskunft, ob es sich um eine Aktivie-
rung (activation) oder Hemmung (inhibition) handelt.

Die so gewonnenen Interaktionslisten der einzelnen Netzwerke kénnen nun als Aus-
gangspunkte fur die Zusammenfiihrung der Einzelnetzwerke zu einem Gesamtnetzwerk
genutzt werden: Mithilfe eines in Kooperation mit Martin Kaltdorf entwickelten Perl-
Scripts (txt_to_graphml.pl, siehe Anhang) ist es nun moglich, aus der als .txt-Datei vor-
liegenden Aufstellung ein im .graphml-Format dargestelltes Knotennetzwerk zu gene-
rieren. Somit konnen Veranderungen in der Interaktionsliste sofort auf ein durch Jimena
auslesbares Format (ibertragen werden. Dies ertffnet die Mdéglichkeit, in einer Art Bau-

kastenprinzip beliebige Kombinationen der Einzelnetzwerke zu gréReren Netzwerken
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zusammenzufiihren oder zusatzliche Netzwerke in ein bereits bestehendes Gesamtnetz-
werk zu implementieren. Auch ist es natirlich moglich, weitere relevante Verbindungen,
zum Beispiel aus neuen wissenschaftlichen Veroffentlichungen auf diese Weise einfach
in das Netzwerk zu integrieren, wie es auch in dem in dieser Arbeit verwendeten Ge-

samtnetzwerk geschehen ist. Die gesamte Interaktionsliste inklusive der zugrundelie-

genden Quellen ist dem Anhang zu entnehmen.

node 1 interaction node 2 source 1 source 2 source 3
MAP3K5 activation MAP2K3,6 Apoptosis
MAP3K7 activation IKBKB MAPKinase
MAP3K7 activation NLK MAPKinase |Wnt
MDM2 inhibition TP53 Cell Cycle
MDM2 inhibition RB1 Cell Cycle
MEF2C activation Smad/DIx5
MEF2C activation RUNX2

Tabelle 5: Beispielhafter Ausschnitt aus der Interaktionsliste des Gesamtnetzwerkes. Ist die jeweilige Inter-
aktion der KEGG-Datenbank und damit einem oder mehrerer ihrer Signalwege entnommen, ist die Quel-
lenangabe orange unterlegt, externe Quellen sind blau unterlegt.

4.2 Implementierung der zahnspezifischen Gene

Nach genauer Betrachtung der in Kapitel 2.3 vorgestellten Gene wird es als sinnvoll
angesehen, diejenigen Gene in das Netzwerk zu implementieren, die den in 2.3.3
genannten Kriterien am umfassendsten entsprechen. Dies gilt fir die Gene AMBN,
AMELX, AMELY, AMTN, DSPP und ENAM. Fiir diese sechs Gene soll im Folgenden eine
eine in das bestehende

geeignete Moglichkeit gefunden werden, Integration

Stammnetzwerk zu realisieren.
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4.2.1 String Database

Als letzter Schritt zur Vervollstandigung des Netzwerkes muss abschliefend noch eine
Verbindung der ausgewahlten zahnspezifischen Gene zu den bereits im Grundnetzwerk
vorkommenden Elementen hergestellt werden. Als am nachsten liegender Ansatz diente
hier die Recherche in bioinformatischen Interaktionsdatenbanken. Hier bietet sich die
umfangreiche STRING-Datenbank (Search Tool for the Retrieval of Interacting Ge-
nes/Proteins; https://string-db.org/) an, in der Informationen der Datenbanken Bio-
carta, BioCyc, Gene Ontology, KEGG und Reactome zusammengefiihrt sind. Das Prinzip
der STRING database, die vom European Molecular Biology Laboratory (EMBL) und der
Universitat Zurich betrieben wird, ist einfach: Man gibt eines oder mehrere Gene/Pro-
teine und den dazugehdrigen Organismus an, worauf STRING aus den Informationen der
oben genannten Datenbanken die Interaktionen des ausgewahlten Genes/Proteins mit
anderen Genen/Proteinen extrahiert und diese in Form eines Knotennetzwerkes dar-
stellt. Die farblich markierten Verbindungen zwischen zwei Genen/Proteinen stehen fir
deren Zusammenwirken, dessen Art und Qualitdt durch die jeweilige Farbe und einen
individuell errechneten Score angegeben werden. Diverse Kriterien sind hier durch den
User selbst modifizierbar. Zudem liefert STRING die zu einer Proteininteraktion gehorige

Literaturquelle und somit eine Uberpriifungsmoglichkeit der grafischen Darstellung.[17?!

Die Suche nach verwendbaren Interaktionen, die einen Zusammenhang zwischen den
zahnspezifischen Proteinen und dem Netzwerk herstellen kénnten, fihrte jedoch zu kei-
nem zufriedenstellenden Ergebnis, was wohl vor allem der zum jetzigen Zeitpunkt noch
wenig ausgepragten experimentellen Forschungsarbeit zu den betroffenen Proteinen

geschuldet ist.

4.2.2 Proteinspezifische Domédnen

Als zweiter Ansatz wurde versucht, Uber die proteinspezifischen Domanen Riickschlisse
auf mogliche Interaktionen zu ziehen. Proteindomanen sind spezifische Teilbereiche der

Aminosauresequenz eines Proteins mit stabiler Faltungsstruktur, die charakteristisch fir
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Proteine oder Proteinfamilien sind und Hinweise auf deren Funktion und Gesamtstruk-
tur geben kdnnen.['73! Die Untersuchung der entsprechenden Doménen erfolgte in zwei
Schritten: Da die Domanen eines Proteins wie erwdhnt aus ihrer Aminosdauresequenz
ablesbar sind, wurden diese zur Uberpriifung auf Doménen aus der Uniprot-Datenbank
(http://www.uniprot.org/) entnommen und durch das vom EMBL in Heidelberg zur Ver-
fligung gestellte Online-Tool SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) einge-
lesen. Es analysiert gegebene Nucleotid- oder Aminosauresequenzen hinsichtlich des
Vorkommens bekannter Domanen.741751 Auch hier konnten jedoch keine weiterfiih-
renden Erkenntnisse gewonnen werden, da in den untersuchten Proteinen keine Se-
guenzen ausfindig gemacht werden konnten, die Hinweise auf ein eventuelles Bindungs-

verhalten ergaben.

4.2.3 Enrichr

Eine dritte Moglichkeit, Verbindungen von AMBN, AMELX, AMELY, AMTN, DSPP und
ENAM zum Grundnetzwerk zu finden, bietet die Datenbank Enrichr. Sie wird vom
Ma’ayan Laboratory der New Yorker Icahn School of Medicine at Mount Sinai betrieben
und stellt durch Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) gewonnene Daten zur Verfi-

gung.l176]

Die Gene Set Enrichment Analysis stellt eine Methode dar, die urspriinglich dazu entwi-
ckelt wurde, anhand des Vergleichens von Expressionsprofilen gesunder und kranker In-
dividuen dort Gberreprasentierte Gen- oder Proteinklassen zu identifizieren und somit
Rickschllsse auf die Urspriinge von Erkrankungen zu ziehen: Da davon ausgegangen
wird, dass haufig nicht Funktionsanderungen einzelner Gene, sondern ganzer Gruppen
von Genen beziehungsweise Proteinen ein erhdhtes Risiko fiir die Entstehung bestimm-
ter Krankheiten (oder zumindest eine Pradisposition fiir die Ausprdagung dieser Krank-
heiten) darstellen, werden beim Vergleich der Expressionsprofile besonders solche
Gene betrachtet, die bei der Analyse der Microarrays die starkste Veranderung im Ver-

gleich zum gesunden Phanotyp aufweisen. Relativ gesehen erhohte Werte bezogen zur
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Kontrollgruppe weisen dann auf eine Uberexprimierung der Gengruppe im Krankheits-
fall hin, niedrigere Werte hingegen auf eine verminderte Expression, wobei nicht nur die
Richtung, sondern auch die Dimension der Veranderung Berlicksichtigung finden sollte.
Auch die Effekte kiinstlich herbeigefiihrter Gene-Knockouts auf das Expressionsprofil
konnen auf diese Weise betrachtet und ausgewertet werden. Ein ,anrei-
chern” (engl.: enrich) verschiedener Gene in einer Gruppe kann dann als Hinweis auf de-

ren funktionelle Zusammenhinge dienen.[176:177]

Enrichr bietet nun eine Plattform, von welcher, direkt oder ausgehend von einzelnen
Genen, Zugriff auf verschiedene Zusammenstellungen, sogenannte gene set libraries,
erfolgen kann. Diese gene set libraries werden Uber die GSEA oder Weiterentwicklungen
dieser erstellt und dienen dazu, die Funktion der zusammengehérigen Gengruppen dar-
zustellen. Als Grundlage dienen hierbei externe Sequenzdaten. So kdnnen mit ihrer Hilfe
einem Gen die dazugehorigen Signalwege oder seine regulierenden Transkriptionsfak-

toren zugeordnet werden.[176]
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Bei Enrichr sind die gene set libraries dabei in insgesamt acht Kategorien eingeteilt:

e Transcription: Zielgene kdnnen ihren zugehorigen (enriched) Transkriptionsfaktoren
zugeordnet werden

e Pathways: Gene kénnen den Signalwegen zugeordnet werden, an denen sie beteiligt
sind

e Ontologies: Enthalt Datenbanken fiir die Zuordnung der Gene u. a. zu entsprechen-
den Zellkompartimenten und Geweben

e Disease/Drugs: Enthalt gene set libraries, die die veranderte Expression der Gene bei
Erkrankungen oder bei der Behandlung der Gewebe mit Wirkstoffen beschreiben

e Cell Types: Enthélt gene set libraries, die die veranderte Expression der Gene in ver-
schiedenen Zelltypen (auch Krebszellen) beschreiben

e Misc[ellaneous]: zusatzliche gene set libraries, u. a. zur Zuordnung der entsprechen-
den Genloci

e Crowd: diverse, durch Crowdsourcing generierte gene set libraries

e Legacy: Erméglicht den Zugriff auf frilhere Versionen von gene set libraries!*76178]

Von diesen Kategorien bieten die gene set libraries, die in der Kategorie Transcription
eingeordnet sind, den vielversprechendsten Ansatz, um eine Verbindung zwischen den
zahnspezifischen Proteinen und dem Rest des Netzwerkes herstellen zu kdnnen. Dabei
sollen Transkriptionsfaktoren, die bereits Bestandteil des Netzwerkes sind, betrachtet
werden. Deren in den Enrichr-Datenbanken dokumentierten aktivierenden oder hem-
menden Einflisse sollen dann dazu dienen, entsprechende Querverbindungen zu zahn-
spezifischen Proteinen herauszustellen und somit einen Einbau der entsprechenden

Gene in das Netzwerk zu ermoglichen.

Besonders geeignet zeigen sich hierbei zwei Datenbanken: ChEA 2016 sowie TRANSFAC
and JASPAR PWMis, die sowohl jeweils einen groBen Umfang aufweisen (ChEA 2016: 645
Transkriptionsfaktoren, 49238 Gene; TRANSFAC and JASPAR PWMis: 326 Transkriptions-
faktoren, 27884 Gene, Stand 13.07.2017) als auch die gleiche Form der Information zur
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Verfliigung stellen, namlich die Fahigkeit der Bindung eines Transkriptionsfaktors an die

Promotorregion eines gesuchten Gens.

Die ChEA 2016-Datenbank wird dabei vom Ma’ayan Laboratory selbst, aufbauend auf
Daten von Lachmann et al. (2010) kuratiert und in regelmaRigen Abstanden mit neuen

Updates tiber die Enrichr-Plattform zur Verfiigung gestellt.!178.179]

Bei TRANSFAC und JASPAR PWM handelt es sich um zwei unabhangige externe Daten-
banken, auf die mittels Enrichr zugegriffen werden kann und deren Daten zu einer gene

set library zusammengefasst sind.[176:180,181]

Somit kann Uber Enrichr eine Riickwartssuche der in Frage kommenden Transkriptions-
faktoren der vorliegenden Gene durchgefiihrt werden. Da die reine Information einer
Bindung an die Promotorregion eines Gens jedoch noch nichts tber den Einfluss des
Transkriptionsfaktors auf dessen Expression aussagt, bedarf es einer weiteren Quelle,

von welcher man auf die Art des Bindungsverhaltens schlieSen kann.

An dieser Stelle eignet sich ein gene expression omnibus data set, kurz GEO-Datensatz,
der Genexpressionsdaten von zahnspezifischen Zellen (idealerweise Ameloblasten) und
aus embryonalen Stammzellen ausdifferenzierter, nicht-dentaler Epithelzellen zur Ver-
figung stellt, um anhand dieser das Bindungsverhalten, das sich von den Enrichr-Daten
ableiten lasst, noch einmal zu tGberpriifen. Aus dem Abgleich des Expressionsverhaltens
der in Frage kommenden zahnspezifischen Gene mit dem Verhalten der jeweils in den
gene set libraries zugeordneten Transkriptionsfaktoren kann man auf deren vermutliche

Interaktion folgern.
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Bei GEO-Datensatzen handelt es sich vornehmlich um frei online zugadngliche Gense-
quenzierungsdaten.!*8?] |n der fiir die Katalogisierung der GEO-Datensitze verantwortli-
chen Datenbank des US-amerikanischen National Center for Biotechnology Information
(NCBI) steht derzeit nur ein geeigneter Datensatz zur Verfligung. In den von Zhang et
Zheng (2016) erhobenen Daten (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; GEO accession:
GSE75954) werden vier verschiedene menschliche Zelltypen in je drei Zelllinien betrach-
tet:

e Aus embryonalen Stammzellen ausdifferenzierte Epithelzellen (EC)

e Fetale prasekretorische Ameloblasten aus Incisivi (PA)

e Fetale sekretorische Ameloblasten aus Incisivi (SA)

e Fetale orale Epithelzellen!183184]

Fiir die Auswertung sind in diesem Falle nur die Expressionsdaten der zahnbildenden
Zellen, also der Ameloblasten, sowie die der aus embryonalen Stammzellen hervorge-
gangenen Epithelzellen vonnoten, die Daten der fetalen oralen Epithelzellen sind nicht
von Bedeutung. Die Expressionsdaten der Epithelzellen aus embryonalen Stammzellen
sollen die ,Ausgangswerte” zu den Werten der fetalen Ameloblasten darstellen. Diese
dienen dann als Referenz zu den in den Expressionsprofilen der Ameloblasten auftre-
tenden Unterschiede. Nur der Vergleich zu einer nicht-zahnspezifischen Zelle erméglicht
es, aus den Expressionsdaten Informationen Uber das mogliche Zusammenspiel der
Gene bei der Zahnentwicklung zu ziehen. In diesem Fall ist sogar eine zweizeitige Unter-
suchung des Verlaufs der Genexpression moglich, da von einem Zelltyp, den Ameloblas-

ten, Expressionsdaten zu verschiedenen Zeitpunkten seiner Entwicklung abrufbar sind.

Um nun eine Aussage darlber treffen zu kdnnen, ob die ausgewahlten Transkriptions-
faktoren einen Einfluss auf die entsprechenden Gene haben, vergleicht man deren Ver-
halten: Uber die Website des NCBI lassen sich (iber das Tool GEO2R individuelle Analy-
sen der GEO-Datensatze durchfiihren. Die untersuchten Zelllinien werden durch NCBI

als Rohdaten zur Verfligung gestellt, GEO2R ermdoglicht es, mehrere Zelllinien bzw. Grup-
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pen von Zelllinien miteinander zu vergleichen. Man erhadlt unter anderem einen loga-
rithmischen Fold Change (logFC), der angibt, wie sich die Expression der untersuchten
Gene zueinander verhélt (Logarithmus zur Basis 2) — es ergeben sich also immer relative
und keine absoluten Werte, was die Notwendigkeit erklart, die Epithelzellen aus Stamm-
zellen als Vergleichsgruppe zu nutzen, da nur so eine sinngebende Betrachtung der ver-

schiedenen Zelltypen vorgenommen werden kann.[184185]

Fiir die vorliegende Arbeit erfolgte eine Analyse der GEO-Datensatze demnach auf drei
Weisen:

e Vergleich Epithelzellen — prasekretorische Ameloblasten (ECPA)

e Vergleich Epithelzellen — sekretorische Ameloblasten (ECSA)

e Vergleich prasekretorische Ameloblasten — sekretorische Ameloblasten (PASA)

Hierbei wurden jeweils alle drei Zelllinien eines Typs mit denen des anderen Typs ge-
meinsam verglichen, um eventuellen statistischen Schwankungen innerhalb einer Zellli-
nie entgegenzuwirken bzw. zu minimieren. Im weiteren Verlauf dient auch der Vergleich
der prasekretorischen zu den sekretorischen Ameloblasten nur noch als Kontrollwert,
da er sich aus den ersten beiden Werten herleiten lasst und somit keinen zusatzlichen

Erkenntnisgewinn verspricht.

Die Datenausgabe der GEO-Analyse erfolgt im .txt-Format. Mithilfe eines speziell fir die-
sen Zweck konzipierten Programmes (parseGEOZ2R.pl, dem Anhang zu entnehmen), ist
es moglich, aus den Genexpressionsdaten (> 30.000 Gene) nur gewlinschte Werte aus-
gesuchter Gene zu extrahieren.['83] Fiir die Auswertung im Rahmen dieser Arbeit ist dies
neben dem bereits erwdhnten ,,logFC” die Angabe ,p.value”, welche Auskunft Gber die
Signifikanz der erhaltenen Werte gibt.[*®* Die jeweiligen Gene, deren Expressionsdaten
ausgegeben werden sollen, werden hierzu ebenfalls im .txt-Format aufgelistet (in par-
seGEO2R.pl als ,,protlist” bezeichnet). Diese Liste wird durch parseGEO2R.pl ausgelesen,
anschlielend gibt das Programm die gesuchten Gene und ihre jeweiligen logFC- und
p.value-Werte aus. Dies erspart ein miihseliges manuelles Auslesen der Expressionsda-

ten.
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Die durch die Recherche in Enrichr erstellten Aufstellungen der Transkriptionsfaktoren
fir jedes der zahnspezifischen Gene (s. Anhang) und das dazugehorige zahnspezifische
Protein selbst dienen schlieRlich als Vorlagen fiir die verschiedenen protlists. Als Ergeb-
nis erhalt man dann die eben diesen zugeordneten Werte aus dem GEO-Datensatz. Der
fir die Auswertung maligebliche Wert ist der logarithmische Fold Change. Dieser muss,
um aus ihm eine signifikante Aussage ableiten zu kdnnen, mindestens 1 betragen (be-
ziehungsweise im negativen Bereich unter -1 liegen) sollte. So verkleinert sich die Anzahl

der in Frage kommenden Transkriptionsfaktoren auf 5-9 pro zahnspezifischem Protein.

Betrachtet man die lber Enrichr vorausgewahlten Transkriptionsfaktoren parallel zu den
ihnen zugeordneten Genen, kann man von deren Verhalten auf die Art ihrer Beeinflus-

sung der Zielgene schlieRen:
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Richtwerte logFC

Interpretation / Funktion Transkriptionsfaktor

Kiirzel

ECPA>1 (0.6), ECSA>1 (0.6)

TF bedingt dauerhafte Aktivierung der Expression
des zahnspezifischen Proteins

- Expressions-Aktivierung

ExpAkt

ECPA<-1 (-0.6), ECSA< -1 (-0.6)

TF bedingt dauerhafte Hemmung der Expression
des zahnspezifischen Proteins (Expression findet
in Datenset statt, da TF niedrig exprimiert)

- Expressions-Hemmung

ExpHem

ECPA>1,ECSA<0.6

TF ist bei Initiation der Differenzierung zum
Prdaameloblasten beteiligt, jedoch nicht bei
Initiation/Aufrechterhaltung der sekretorischen
Phase

- Initiale Aktivierung

Ini Akt

ECPA<-1, ECSA>-0.6

TF hat hemmenden Einfluss auf Differenzierung
zum Praameloblasten, beeinflusst sekretorische
Phase jedoch nicht

- Initiale Hemmung

IniHem

ECPA<0.6, ECSA>1

TF ist fur die Initiation/Aufrechterhaltung der
sekretorischen Phase nétig, jedoch nicht fiir die
Differenzierung zum Praameloblasten

—>Aktivierung Sekretion

SekAkt

ECPA>-0.6, ECSA<-1

TF hat keinen Einfluss auf Differenzierung zum
Praameloblasten, hemmt jedoch sekretorische
Phase

- Hemmung Sekretion

SekHem

Tabelle 6: Kategorisierungsschema der Transkriptionsfaktoren. Die Werte in Klammern besagen, dass, falls
einer der beiden Werte 1/-1 iiber- bzw. unterschreitet, auch eine Uber- bzw. Unterschreitung von 0.6/-0.6
eine entsprechende Einordnung in die zugeordnete Kategorie zuldsst, um eine gréfSere Zahl an Genen in

eine der Kategorien einordnen zu kénnen.

Tabelle 6 sind die Kategorien zu entnehmen, nach denen die Einordnung der Transkrip-
tionsfaktoren entsprechend ihrer Art der Beeinflussung erfolgt. Sollte ein Transkripti-
onsfaktor in keinem der beiden Messbereiche einen Wert > 1 bzw. < -1 aufweisen, wer-
den die Hinweise auf eine regulierende Wirkung auf das Zielgen als zu schwach angese-
hen und er kommt nicht mehr fir einen Einbau in das Netzwerk in Frage. In der nachfol-

genden Tabelle sind die so gefilterten und kategorisierten Gene aufgefiihrt:
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zah':‘ep:z'f‘ Gen/TF | ECPA [logFC] | ECSA [logFc] | Wirkung
AMBN 6,867417 9,130868| ExpAkt
ETS1 ExpHem
TP63 2,739219 3,320679| ExpAkt
E ExpHem
GATA3 ExpHem
CTCF -0,6331573 ExpHem
PBX1 ExpHem
ExpHem
AMELX 7,0270053 7,775412 | ExpAkt
HMGA1_1 IniHem
HMGA1_2 -0,2570093|ExpHem
HMGA1_3 -0,4621283 SekHem
AMELX JUN 1,2199753 0,8543783|ExpAkt
LEF1 -0,9512787 ExpHem
PITX2 1,688759 0,8022063 ] ExpAkt
RUNX2 0,295757 1,041942|SekAkt
SMAD2_1 0,017969]IniHem
AMELY 0,740464 1,1789993| ExpAkt
BRCA1 -0,635205
AMELY LEF1 -0,9512787
SMARCA2 1,2988947 0,549414]IniAkt
TP63 2,739219 3,320679| ExpAkt
AMTN 0,0257487 1,8440153]SekAkt
PITX2 1,688759 0,8022063 | ExpAkt
AMIN Treapoc |BRRMIBRIBH|  -0,5504063|ExpHem
TP63 2,739219 3,320679| ExpAkt
DSPP 2,4433087 5,663729] ExpAkt
JUN 1,2199753 0,8543783| ExpAkt
DSPP
0,295757 1,041942
5,0076963 8,4382103
-0,68146
ENAM
SMARCA2 1,2988947

zahnspezif. Gen
logFC >1

Tabelle 7: Zahnspezifische Gene (gelb) und potenziell assoziierte Transkriptionsfaktoren (TF), bei denen
eine Interaktion vermutet werden kann. Zugeordnet findet sich jeweils die aus den Expressionsdaten ab-
geleitete Art der Interaktion (siehe Tabelle 6). Werte > 1 sind griin markiert, Werte < -1 rot. Transkripti-
onsfaktoren, deren experimentelle Grundlage der Enrichr-Daten durch Versuche an Mdusen erstellt wur-
den, sind blau markiert (Zugriff Enrichr: 13.07.2017).
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Um nun mithilfe der ausgewahlten Transkriptionsfaktoren eine sinnvolle Ergdnzung des
Netzwerkes herzustellen, missen diese zunachst selbst in das Netzwerk integriert wer-
den, um wiederum ihre Interaktion mit dem zahnspezifischen Gen im Netzwerk einzu-
bauen. Diejenigen Interaktionen, bei denen in den Enrichr-Datenbanken der Nachweis
eines Zusammenwirkens bisher lediglich bei Mausen erbracht worden ist, werden im

Verlauf dieser Arbeit zunachst ausgeklammert.

Problemlos ist die Implementierung der Interaktionen bei solchen Transkriptionsfakto-
ren moglich, die bereits Bestandteil der zugrundeliegenden Signaltransduktionskaska-
den und damit des Ursprungsnetzwerkes sind. Hier muss nur der aktivierende bzw. hem-
mende Einfluss des Transkriptionsfaktors auf die Expression des entsprechenden Zielge-
nes erganzt werden. Dies gilt fiir JUN (bei AMELX, DSPP und ENAM) und LEF1 (bei
AMELX, AMELY und ENAM).

Grundnetzwerk

/\

Transkriptionsfaktor zahnspezifisches Protein

Abbildung 8: Implementierung in das Grundnetzwerk, Mdglichkeit 1 — der Transkriptionsfaktor, welcher
die Verkniipfung zum zahnspezifischen Protein ermdéglicht, ist bereits Bestandteil des urspriinglichen Netz-
werkes. Somit muss nur das zahnspezifische Gen selbst entsprechend integriert werden.
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Transkriptions- Interaktion Zielgen
faktor

JUN aktiviert AMELX

JUN aktiviert DSPP

JUN aktiviert ENAM

LEF1 hemmt AMELX

LEF1 hemmt AMELY

LEF1 hemmt ENAM

Tabelle 8: Transkriptionsfaktor-Zielgen—Interaktionen, die direkt aus den Enrichr-Datenbanken und dem
Grundnetzwerk ableitbar sind (Zugriff Enrichr: 13.07.2017).

Bei den anderen Transkriptionsfaktoren wurde untersucht, ob sich Gber die ,Zwischen-
station” einer weiteren wissenschaftlich belegten Proteininteraktion ebenfalls eine Im-
plementierung der Transkriptionsfaktor-Zielgen-Interaktionen in das Netzwerk errei-
chen lassen. Der Transkriptionsfaktor ware in diesem Falle also nicht urspriinglicher Be-
standteil des Grundnetzwerkes, jedoch direkt mit einem der daran beteiligten Proteine

verbunden.

Grundnetzwerk

/

I

Metzwerkprotein X Transkriptionsfaktor zahnspezifisches Protein

Abbildung 9: Implementierung in das Grundnetzwerk, Mdglichkeit 2 — der Transkriptionsfaktor, welcher
die Verkniipfung zum zahnspezifischen Protein erméglicht, ist nicht direkter Bestandteil des urspriinglichen
Netzwerkes. Er interagiert jedoch wiederum mit einem Protein X des Netzwerkes, was eine Verkniipfung
des zahnspezifischen Proteins méglich macht.
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Als Bezugsquelle fur die Knlipfung einer solchen Bindung diente auch an dieser Stelle die
Datenbank der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Eine dort belegte In-
teraktion konnte ausschlieRlich fiir ETS1 (AMBN) bestimmt werden, welches einer Akti-

vierung durch ERK1/2 unterliegt und beispielsweise im Ras-Signalweg von Bedeutung

ist.[186]

Genin
Grundnetzwerk

Interaktion 1

Transkriptions-

faktor

Interaktion 2

Zielgen

ERK1/2

aktiviert

ETS1

aktiviert

AMBN

Tabelle 9: Der Transkriptionsfaktor ETS1 wird durch ERK1/2 aktiviert und aktiviert wiederum AMBN (Zugriff
Enrichr: 13.07.2017).

Im Falle von AMTN (Amelotin) konnte nach derzeitigem Forschungsstand und den ge-
nutzten Methoden keine Interaktion identifiziert werden, die zum jetzigen Zeitpunkt
eine Implementierung in das Netzwerk ermdoglichen wirde. Die letztendlich als Knoten
in das Netzwerk integrierten zahnspezifischen Proteine sind also AMBN, AMELX, AMELY,
ENAM und DSPP.

i Datenbank
Zielgen Uniprot ID |Transkriptions- TraL:12I|<prri::i:)E:15- e
Zielgen faktor faktor ChEA 2016 R
AMBN Q9NP70 ETS1 P14921 + +
AMELX Q99217 JUN P05412 + -
AMELX Q99217 LEF1 QouJu2 - +
AMELY Q99218 LEF1 QouJu2 - +
DSPP QI9NZW4 JUN P97474 + -
ENAM Q9NRM1 JUN P97474 + -
ENAM Q9NRM1 LEF1 Qoulu2 - +

Tabelle 10: Die miteinander im Gesamtnetzwerk (iber ihre Interaktionen assoziierten Transkriptionsfakto-
ren und zahnspezifischen Zielgene mit Zuordnung der entsprechenden Datenbank. Zur erleichterten Zuord-
nung sind den Zielgenen und Transkriptionsfaktoren noch ihre jeweiligen Uniprot-ldentifikationsnummern

angefiigt (Zugriff Enrichr: 13.07.2017).1174178-181]
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4.3 Das genregulatorische Netzwerk

Die in Kapitel 4.2.3 beschriebenen Interaktionen konnen nun also mit dem in Kapitel 4.1
beschriebenen Stammnetzwerk verknipft werden. Insgesamt besteht das vollstandige
Netzwerk nun aus 155 Knoten, die durch 322 Interaktionen miteinander verkniipft sind.
233 der Interaktionen sind dabei der KEGG-Datenbank entnommen (zum Teil durch wei-
tere Quellen gestiitzt), 82 Gber weiterfihrende Literatur, sieben der Verknipfungen er-
geben sich aus den Erkenntnissen durch Enrichr und dem GEO-Datensatz. Die gesamte
Interaktionsliste mit detaillierter Aufflihrung der jeweiligen Quellen sowie das vollstan-

dige genregulatorische Netzwerk im .graphm/-Format sind im Anhang zu finden.

4.3.1 Bestimmung zentraler Gene

Da das Netzwerk aus 155 Einzelknoten besteht, erscheint eine ausfiihrliche Auswertung
jedes einzelnen Knotens wenig sinnvoll. Es sollen im Rahmen der Auswertung deshalb
nur einige wenige Knoten ausgewahlt werden, iber deren Ausgabewerte wiederum
eine moglichst exakte Aussage Uiber den Zustand des Gesamtnetzwerkes gemacht wer-
den kann. Diese reprasentativen Knoten sollen hier jeweils das Aktivitatsniveau von sie-
ben der acht beschriebenen Signalwege wiedergeben. Da die beteiligten Proteine des
Notch-Signalweges im Gesamtnetzwerk eine untergeordnete Rolle spielen, kann dieser
im Folgenden fiir die weitere Analyse vernachldssigt werden. Durch die Bestimmung
zentraler Gene soll eine Moglichkeit geschaffen werden, durch Betrachtung eines aus-
gewihlten Teiles der Daten eine gute Ubersicht (iber den gesamten simulierten Netz-

werkzustand zu erhalten.

Die Bestimmung der geeigneten reprasentativen Knoten wird lber die in Jimena imple-
mentierte centrality-Funktion (siehe Abschnitt 3.1.1.2) erleichtert. In Tabelle 11 sind die
fir die jeweiligen Signalwege reprasentativen Gene mit ihrem jeweiligen Wert der dy-
namic centrality aufgefiihrt. Des Weiteren sind dort die diesen als dquivalent zuzuord-

nenden Gene aus dem GEO-Datensatz von Zhang et Zheng (2016) eingefiigt.[83!
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Gen Dynamic Signalweg ) Gen

(in Netzwerk) Centrality (Aquivalent in GEO-Datensatz)
ACVR1/BMPR2 0,1070055| TGFBeta ACVR1 = activin A receptor type 1
CCNE/CDK2 0,112205209| Cell Cycle CCNE1 = cyclin E1
CTNNB1 0,041510111|WNT CTNNB1 = catenin beta 1
ERK1/2 0,133020481| MAPKinase MAPK1 = mitogen-activated protein kinase 1
INK 0,057356517| MAPKinase MAPK8 = mitogen-activated protein kinase 8
mTORC1 0,153697691| mTor MTOR = mechanistic target of rapamycin
SHH 2,22E-23|Hedgehog SHH = sonic hedgehog
TP53 0,079482917|Apoptosis TP53 =tumor protein p53

Tabelle 11: Zentrale Gene der einzelnen Signalkaskaden und der Wert ihrer dynamic centrality. Die Be-
zeichnungen der Gene im Netzwerk stimmen nicht immer vollsténdig mit jenen im GEO-Datensatz iberein,

daher wird zusdtzlich das jeweilige Aquivalent aufgefiihrt.
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Abbildung 10: Das genregulatorische Netzwerk der Odontogenese in der Gesamtiibersicht. Die Knoten der
zahnspezifischen Proteine sind gelb, die Knoten der zentralen Gene rot markiert. Griine Verbindungspfeile
repréisentieren eine Aktivierung in Pfeilrichtung, rote Verbindungspfeile eine entsprechende Hemmung.
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4.4 Netzwerksimulation

4.4.1 Berechnung der stabilen Zustiande

Die Berechnung der stabilen Zustande flir das Gesamtnetzwerk durch Jimena bei einer
Rechenzeit von 1000 Sekunden konnte insgesamt sechs stable states liefern. Eine ge-
naue Auflistung der errechneten stabilen Zustande mit allen beteiligten Knoten befindet
sich im Anhang. Wie bereits erwdhnt, sollen zur Analyse der stabilen Zustéande nur einige
ausgewahlte Gene betrachtet werden. Neben den zentralen Genen sind dies auch die in
das Netzwerk implementierten zahnspezifischen Proteine Ameloblastin, Amelogenin X
und Y, Enamelin sowie DSPP. Zusatzlich werden auch die Transkriptionsfaktoren RUNX2
und SOX9 hervorgehoben, denen jeweils eine tragende Rolle bei der Knochenbildung

zugeschrieben wird.[187-189]

zahnspezifische Gene $S001 $5002 SS003 5004 SS005 S$S006
AMBN 0,99997142] 0,99992759 5,469E-07] 0,99992758] 1,0287E-07] 1,2613E-07
AMELX 0,9933617| 0,99315868] 1,2109E-06] 0,99315861] 3,7203E-07 5,923E-07
AMELY 1 1 1 1 1 1
DSPP 0,9933617| 0,99315868] 1,2109E-06] 0,99315861| 3,7204E-07 5,923E-07
ENAM 0,9933617| 0,99315868] 1,2109E-06] 0,99315861| 3,7203E-07 5,923E-07

zentrale Gene SS001 S$S002 SS003 SS004 SS005 SS006
ACVR1/BMPR2 1,5198E-17| 8,7674E-18] 7,5918E-14 5,065E-18] 6,8463E-14] 2,8298E-16
CCNE/CDK2 3,2421E-06] 0,94595196| 0,94595234] 0,94595195] 0,94595234]| 0,94595234
CTNNB1 4,9885E-18] 4,8079E-17| 9,0601E-13] 2,0103E-17| 1,8636E-12] 1,1528E-14
ERK1/2 0,97659982] 0,94633963] 2,0023E-06] 0,94633793] 1,4058E-07| 1,8608E-07
JUN 0,87108399| 0,86842542) 1,3847E-06] 0,86842507] 3,1511E-07 4,372E-07
mTORC1 2,1159E-14] 2,9983E-14| 8,3352E-11| 1,6175E-14] 2,8488E-10| 2,1438E-13
RUNX2 0,01898828] 0,01899241) 2,7663E-07|] 0,01899261] 3,1732E-08] 9,4451E-08
SHH 2,0514E-18] 1,6942E-18] 5,8366E-15| 1,4203E-18] 6,3163E-15] 6,1599E-17
SOX9 0,73608262 0,7166972 2,677E-07] 0,71669335] 3,2012E-08] 1,2226E-07
TP53 0,97779653] 9,1602E-06] 5,8148E-06] 9,1602E-06] 5,8148E-06] 5,8148E-06

Tabelle 12: Die sechs stabilen Zustdnde des Netzwerkes, berechnet durch Jimena (t = 1000 s). Zur besseren
Ubersicht sind nur die Werte der zahnspezifischen Gene sowie der zentralen Gene aufgefiihrt. Alle Werte
liegen zwischen 0 und 1, hohe Werte reprdsentieren entsprechend hohe Aktivitditsniveaus.

Zur Ubersichtlichen Darstellung der Daten ist auBerdem eine Heatmap erstellt worden
(Abbildung 11), die eine Bewertung der Aktivitatsniveaus der Gene in den einzelnen

stable states erleichtert.
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Stable states with tooth-specific and central genes

AMBN - —
AMELX -

AMELY -

DSPP -

ENAM -

ACVR1/BMPR2
CCNE/CDEZ
CTHNNB1
ERK1/2
INK

mTORC1 -

RLUINX2 -

SHH -

S0X9 -

TP53 -

55001 55002 55003 55004 55005 55006

stable states

Abbildung 11: Heatmap zur Darstellung der sechs stable states und der jeweiligen Aktivitdt ausgewdhlter
Gene. Der Farbskala rechts ist das Aktivitdtsniveau des jeweiligen Gens abzuleiten, wobei griine und gelbe
Felder fiir ein hohes bzw. sehr hohes Aktivitdtsniveau stehen. Bei SS001, SS002 und SS004 handelt es sich
demnach um healthy states.

Nun kénnen diese sechs stabilen Zustdnde einzeln betrachtet und das Verhalten der je-
weiligen Aktivitatsniveaus der entsprechenden Gene ausgewertet werden. Wie Abbil-
dung 11 zu entnehmen ist, weisen von den sechs errechneten stable states drei Zu-
stande sehr hohe Aktivitatsniveaus fiir alle fiinf zahnspezifischen Gene aus (SS001,
SS002 und SS004). In der anderen Halfte zeigt nur AMELY einen hohen Wert. Da fiir eine
Produktion von Zahnhartsubstanz durch einen gesunden Ameloblasten die Aktivitat al-
ler finf zahnspezifischen Gene als notwendig angenommen wird, kénnen SS001, SS002

und SS004 als healthy states bezeichnet werden.
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4.4.2 Betrachtung der healthy states

Die stable states SS001, SS002 und SS004 entsprechen im Rahmen der Simulation dem-
nach denjenigen Zustdnden, bei denen die Aktivitat der ,vorgeschalteten” Gene (und
damit Signalwege) im Netzwerk die passenden Voraussetzungen fiir die Aktivierung der
zahnspezifischen Gene bilden. Bei diesen, als healthy states bezeichneten Zustdanden soll

nun eine genauere Betrachtung vorgenommen werden.

Vergleicht man zunachst die aufgeflihrten Ausgabewerte der healthy states untereinan-
der, fallt auf, dass innerhalb der betrachteten Gene nur minimale Unterschiede zwi-
schen den stabilen Zustanden SS002 und SS004 bestehen. Weitet man nun die Analyse
dieser beiden stabilen Zustdande auf alle berechneten Werte aus, stellt man fest, dass
sich die beiden Zustande nur in wenigen Werten so stark unterscheiden, dass sich daraus
verschiedene Aktivitdtsmuster der betreffenden Gene ableiten lieRen. Bei allen diesen
Werten hélt es sich zudem um Gene, die ausschlieflich innerhalb des Zellzyklus eine
Rolle spielen und nur wenig Einfluss auf das Gesamtnetzwerk haben. Letzteres spiegelt
sich durch niedrige Werte bei der Berechnung der entsprechenden centralities durch
Jimena wider. Aufgrund dieser Faktoren werden die stabilen Zustande SS002 und SS004

im Folgenden gemeinschaftlich betrachtet.

Knoten $S002 S$S004 Value. Dynam.ic Quelle
Centrality Centrality

CCNA/CDK1 8,3157E-17] 0,999999958 4,17E-21] 0,01082727|Cell Cycle
CCNB/CDK1 6,5165E-17] 0,999999875| 7,75731E-23 6,25E-25] Cell Cycle
CDC25 1,6332E-16 1| 9,51959E-24 3,85E-06] Cell Cycle
PKMYT1 1 1,41663E-10 2,26E-22 6,97E-11]Cell Cycle
PLK1 1,0294E-16] 0,999999996 1,61E-03] 0,00713073]Cell Cycle
RB1 5,5576E-18 9,97123E-06 4,52E-19 9,11E-11|Cell Cycle

Tabelle 13: Gegeniiberstellung derjenigen Knoten, bei denen innerhalb von SS002 und SS004 mafgebliche
Unterschiede bestehen. Sdmtliche Knoten spielen ausschlieflich innerhalb des Zellzyklus eine Rolle und
weisen niedrige centrality-Werte auf.

Stellt man nun die healthy states SS001 und SS002/SS004 gegentiber, zeigen sich dort

viele Ahnlichkeiten im Bereich der jeweiligen Aktivititsniveaus, bei einigen zentralen
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Genen lassen sich wiederum Abweichungen beobachten. Niedrige Aktivitat zeigen so-
wohl in SS001 als auch $5002/55004 die Knoten ACVR1/BMPR2 (zentrales Gen des TGF-
B-Signalweges), CTNNB [WNT], mTORC1 [mTOR], RUNX2 und SHH [Hedgehog].

Hohe Aktivitaten werden in der Simulation den zentralen Genen des MAP-Kinase-We-
ges, ERK1/2 und JNK, sowie SOX9 zugeschrieben. In SS001 liegen im Falle von ERK1/2
und JNK die Werte jeweils ein wenig hoher als in S5002/SS004.

GroRere Unterschiede zwischen den errechneten healthy states zeigen sich bei zwei der
wichtigen Knoten: TP53 [Apoptose] weist in SS001 einen Wert von = 0.9778 auf (TP53 in
SS002/5S004 = 9,1602*10°). Demgegenuber betrigt in $S002/5S004 der Wert fur
CCNE/CDK2 [Zellzyklus] = 0,9460, wahrend in SS001 dieser Knoten einen deutlich nied-
rigeren Wert aufweist (CCNE/CDK2 = 3,2420*10°).

Betrachtet man die Aktivitat der zentralen und zahnspezifischen Gene bei den simulier-
ten healthy states also im Gesamten, konnen daraus fiir das Netzwerk verschiedene Aus-

sagen abgeleitet werden:

1. Eine Aktivitat von ERK1/2 und JNK ist fir die Entstehung eines healthy states
unabdingbar. Dem MAP-Kinase-Signalweg, in den ERK1/2 und JNK eingebettet
sind, ware also eine besondere Bedeutung fiir die Entstehung von Zahnhartsub-
stanz zuzuschreiben.

2. ACVR1/BMPR2, CTNNB, mTORC1 und SHH spielen im Netzwerk bei der Bildung
eines healthy states eine untergeordnete Rolle. Dies wiirde damit auch fir die
korrespondierenden Signalwege TGF-B, WNT, mTOR und den Hedgehog-Signal-
weg gelten.

3. Die Aktivitat von SOX9 ist zentraler Bestandteil der Schmelzbildung, wahrend
die Aktivitat von RUNX2 zu vernachlassigen ist.

4. Sowohl flr eine Aktivitat des Zellzyklus (CCNE/CDK2) bei Inaktivitat des apopto-
tischen Signalweges (TP53) als auch fiir das umgekehrte Szenario lassen sich

healthy states simulieren.
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4.5 Genaktivitat im GEO-Datensatz

Zur Einordnung der Ergebnisse der Simulation ist es sinnvoll, den Ergebnissen der Netz-
werksimulation Daten aus empirischen Erhebungen aus der Praxis entgegenzusetzen.
Somit kann eine Referenz fiir die errechneten Aktivitatsniveaus einzelner Genprodukte
durch bereits experimentell nachweisbare Daten geschaffen werden. Dazu soll die Akti-
vitat der zahnspezifischen Proteine und der zentralen Gene im GEO-Datensatz von
Zhang et Zheng (2016) betrachtet werden. Mithilfe einer Heatmap kann hier jeweils die
relative Aktivitdt dieser Gene von prasekretorischen (PA) und sekretorischen (SA) Ame-
loblasten im Vergleich zu aus Stammzellen differenzierten Epithelzellen (EC) sichtbar ge-
macht und gegeniibergestellt werden. Zu beachten ist dabei, dass es sich, bedingt durch
die Auswertungsmethodik, um relative Werte handelt — ein negativer [positiver] Zahlen-
wert lasst also nicht unbedingt auf eine niedrige [erh6hte] Gesamtaktivitdt des Gens
schlieBen, sondern nur auf eine im Vergleich zur Genaktivitat der Epithelzelle reduzierte
[gesteigerte] Aktivitat. Die im Netzwerk vertretenen Knoten ACVR1/BMPR2, CCNE/CDK2
und mTORC1 sind nicht in dieser Form im Rahmen des GEO-Datensatzes aufgezeichnet.
In diesen Fallen wurden aus dem GEO-Datensatz die Zahlen der Gene mit der jeweils
groBten Entsprechung tbernommen: ACVR1 fur ACVR1/BMPR2, CCNE1 fur CCNE/CDK2,
MAPK1 fiir ERK1/2 und MTOR fur mTORC1 (siehe Tabelle 11).
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epithelial cells - L
tooth-specific genes presecretory ameloblasts epithelial cells -

[logFC] secretory ameloblasts [logFC]
AMBN 9,130868 6,867417
AMELX 7,775412 7,0270053
AMELY 1,1789993 0,740464
DSPP 5,663729 2,4433087
ENAM 8,4382103 5,0076963

ithelial cells -
central genes presef:‘:eioiyaar;eelf)blasts epithelial cells -

[logFC] secretory ameloblasts [logFC]
ACVR1 0,5172663 0,7718303
CCNE1 -1,712674 -2,173896
CTNNB1 0,4648633 0,6017833
JNK 0,164295 -0,078636
MAPK1 -0,4825417 -0,189367
MTOR -1,264537 -1,1698367
RUNX2 0,295757 1,041942
SHH 1,1265167 1,2238327
SOX9 0,097826 0,2215513
TP53 -0,8807553 -1,2729863

Tabelle 14: Ausgewdhlte Gene des GEO-Datensatzes von Zhang et Zheng (2016).183! Ein Wert von 0
wiirde bedeuten, dass im Vergleich zur epithelialen Zelle keine Verdnderung der Genexpression des ent-
sprechenden Genes stattgefunden hdtte. Negative Werte bedeuten eine verringerte Expression, positive
Werte reprdsentieren einen Anstieg.

Setzt man die berechneten Werte grafisch um, ergibt sich das in Abbildung 12 gezeigte

Bild. Zur besseren Ubersicht werden die Daten dort in einer Heatmap darstellbar ge-

macht.
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Gene expression of tooth-specific and central genes

AMBN - 1
AMELX -
AMELY -

DSPP -
ENAM -
ACVR1
CCNE1
CTNNBI1

TNK
MAPK1
MTOR
RUNX2

1 1
ECPA ECEA

GEOQ Data sets

Abbildung 12: Heatmap zur Darstellung der Genaktivitét der zahnspezifischen Gene und der zentralen
Gene. Werte >1 und <-1 wurden zur besseren Ubersicht auf die Werte 1 bzw. -1 nivelliert. ECPA = Vergleich
Epithelzellen — préisekretorische Ameloblasten; ECSA = Vergleich Epithelzellen — sekretorische Ameloblas-
ten.

Mithilfe von Tabelle 14 und

Abbildung 12 lassen sich verschiedene Aussagen (iber das Verhalten der Ameloblasten
in der prasekretorischen und sekretorischen Phase ableiten. Zunachst ist bei allen im
Vorfeld als fiir die regelhafte Schmelzbildung unabdingbar identifizierten Proteine des
Netzwerkes ein Anstieg fiir beide Stadien der Ameloblasten zu verzeichnen und unter-
streicht somit die Bedeutung der ausgewahlten Gene in der Zahnreifung. Dieser Anstieg
fallt fir AMBN, AMELX, DSPP und ENAM mit einem logFC-Wert > 5 in der prasekretori-
schen Phase besonders deutlich aus. Im Falle von AMELY ist ein weniger ausgepragter
Anstieg zu beobachten. Bei allen zahnspezifischen Genen ist festzustellen, dass ihre Ex-

pression zur sekretorischen Phase wieder etwas abfillt, jedoch im deutlich positiven Be-
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reich verbleibt. Dies konnte dadurch zu erklaren sein, dass bis dorthin schon eine wirk-
same Menge der entsprechenden Proteine gebildet wurde und diese nun ihren extra-
zellularen Bestimmungsort bei gedrosselter Nachproduktion finden kénnen. Der ver-
gleichsweise geringe Anstieg der AMELY-Expression konnte durch seine im Vergleich zu
AMELX untergeordnete Rolle erklart werden — zum einen ist AMELY nur im Genom
mannlicher Probanden aufzuweisen, zum anderen nimmt AMELX bei der Entstehung ge-
sunden Schmelzes vermutlich die dominierende Funktion ein.

Bei den anderen betrachteten Genen des GEO-Datensatzes fallen die Anderungen we-
niger deutlich aus. Gesteigerte Aktivitat lasst sich bei ACVR1, CTNNB1, RUNX2, SHH und
SOX9 feststellen, bei CCNE1, MTOR und TP53 werden fiir die Ameloblasten in beiden
Reifestadien verringerte Werte verzeichnet. Im Falle von JNK zeigt sich fir den prasek-
retorischen Ameloblasten ein geringfligiger Anstieg, in der sekretorischen Phase ist der

Wert dann verringert.
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4.6 Auswertung

Im Folgenden sollen nun eine Auswertung und Gegenuberstellung der Daten aus der
Netzwerksimulation und jenen des GEO-Datensatzes erfolgen. Um dies zu erleichtern,
ist in Tabelle 15 das Verhalten der beteiligten zentralen und zahnspezifischen Gene ver-

einfacht dargestellt.

Netzwerksimulation GEO Data Set
Signalweg Knoten
SS001 $S002/5S004 ECPA ECSA

Apoptose TP53 ++ o N J
Cell Cycle CCNE/CDK2 (CCNE1) o ++ J N
Hedgehog SHH o o ™ ™

ERK1/2 (MAPK1 ++ ++ N
MAPKinase /2 ) 2

JNK ++ ++ > >
mTor mTORC1 (MTOR) o o NE NE
RUNX2 RUNX2 + + - T
SOX9 SOX9 ++ ++ > >
TGFbeta ACVR1(/BMPR2) o o A A
WNT CTNNB1 o o A A

AMBN ++ ++ ™ ™

AMELX ++ ++ ™ ™

zahnspez.
AMELY ++ ++ P A
Gene
DSPP ++ ++ ™ ™
ENAM ++ ++ /[\ /[\

Tabelle 15: Gegendiiberstellung der Ergebnisse der Netzwerk-Simulation und der Werte aus dem GEO-Da-
tensatz von Zhang et Zheng (2016).1*33 Die ausgewdhlten Gene sind ihren Signalwegen zugeordnet. Die
Symbole reprdsentieren das Verhalten der jeweiligen Gene in den Systemen: ,,++“ steht fiir eine hohe Ak-
tivitat (>0,5), ,+“ fiir eine geringe Aktivitdt (>0,01), ,,0” fiir eine Aktivitdt vernachldssigbarer Gréfse (<0,01).
Den Pfeilsymbolen sind folgende Werte zuzuordnen: ,™“ logfFC > 1; ,, 2 “ logFC 0,3-1,; ,,~>“ logFC (-0,3) —
0,3, ,N"“logFC(-0,3) - (-1); ,\ “logFC < (-1).

Zunachst soll hier jedoch nochmal auf die gegensatzlichen Verhaltensweisen der errech-
neten healthy states eingegangen werden. Wahrend die starke Aktivitat von TP53 in
SS001 bei gleichzeitig verminderter Aktivitait von CCNE/CDK2 fur eine vermehrte
Apoptose bei gedrosseltem Ablauf des Zellzyklus sprechen wirde, zeigt $5002/55004 fiir

diese beiden Gene ein genau umgekehrtes Muster.
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Bei diesen zundchst widersprichlich erscheinenden Ergebnissen ist zu bedenken, dass
Ameloblasten im Gegensatz zu Odontoblasten vom Beginn ihrer Differenzierung bis zum
Zahndurchbruch diverse phanotypische und funktionelle Stadien durchlaufen. Diese
Komplexitat der damit verbundenen intrazellularen Vorgange erschwert die Analyse ei-
nes Genexpressionsprofiles. Des Weiteren konnte im Tierversuch unter anderem nach-
gewiesen werden, dass etwa ein Viertel der Ameloblasten im Zuge dieser Ubergangs-
phasen durch Apoptose zugrunde geht.%l Die apoptotischen Vorginge wihrend der
Reifungsphase lassen sich jedoch mit den Ergebnissen der Simulation in Einklang brin-
gen, bei der mit SS001 ebenfalls ein stabiler Zustand errechnet werden konnte, welcher
apoptotische Vorgange miteinschliel3t. Dies kdnnte also bedeuten, dass sowohl SS001
als auch SS002/SS004 in der Natur parallel innerhalb des gleichen Zelltypus vorkom-
mende Verhaltensweisen widerspiegeln und SS001 damit jenen Anteil der Ameloblasten

reprasentiert, der den kontrollierten Zelltod durchlauft.

Betrachtet man nun die Expressionsdaten des GEO-Datensatzes von Zhang et
Zheng (2016) gegenliber den Daten der Simulation, lassen sich im Verhalten der einzel-

nen Gene einige Gemeinsamkeiten, jedoch auch Unterscheide feststellen. 183l

Zunachst einmal zeigen sich wie erwartet in den Expressionsdaten analog zu den healthy
states fur alle finf zahnspezifischen Gene stark erhohte Werte. In den Expressionsdaten
lassen sich aulRerdem drei zentrale Gene festmachen, deren Expressionsrate im Ver-
gleich zur epithelialen Zelle in den (pra-)sekretorischen Ameloblasten signifikant abfallt:
TP53, CCNE1 und MTOR. Dies wirde fiir ein herunterreguliertes Ablaufen der Signal-
wege Apoptose, Zellzyklus und mTor-Signalweg sprechen. Wahrend Apoptose und Zell-
zyklus in SS001 und SS002/SS004 wie bereits erwahnt verschieden starke Aktivitat zei-

gen, ist die Aktivitdt des mTORC1-Knotens in allen healthy states sehr niedrig.

SOX9 sowie die MAP-Kinase-assoziierten Gene MAPK1 und JNK weisen im GEO-Daten-
satz keine ausgepragte Veranderung ihres Expressionsverhaltens auf. Demgegeniiber
steht eine starke Aktivitat der dazu dquivalenten Knoten SOX9, ERK1/2 und JNK im Netz-
werk. An dieser Stelle sei jedoch noch einmal erwahnt, dass die Expressionsdaten des

GEO-Datensatzes keine Absolutwerte darstellen, sondern nur die verhaltnismaRige Ak-
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tivitat der Ameloblastenzellen gegeniiber der als ,,Richtwert” genutzten Epithelzelle die-
nen. Demnach kénnte also eine bereits hohe Aktivitat des MAP-Kinase-Signalweges in
der Epithelzelle eine ebenfalls hohe Aktivitat in den Ameloblasten verschleiern. Dieser
Effekt gilt —auch in umgekehrter Form — selbstverstandlich auch fir alle anderen Expres-

sionsdaten des Datensatzes.

Der Transkriptionsfaktor RUNX2 weist in der Netzwerksimulation eine moderate Aktivi-
tat auf, in den Expressionsdaten ist fiir die prasekretorische Phase ein leicht positiver,
fir die sekretorische Phase ein ausgepragter Anstieg zu verzeichnen. RUNX2 ist ein mal3-
geblicher regulativer Faktor bei der Knochenbildung und steuert die Expression der Kno-
chenmatrixproteine.[®!l Die vorgenannten Beobachtungen kdnnten daneben also ein

Hinweis auf eine Rolle bei der Zahnentwicklung darstellen.

Die Aktivitat des Hedgehog-Signalweges wird im Netzwerk wie im GEO-Datensatz durch
SHH reprasentiert. Wahrend bei den healthy states keine hohen Werte fir diesen Kno-
ten berechnet wurden, verzeichnet SHH im GEO-Datensatz den hochsten Anstieg aller
zentralen Gene. Auch im Falle des TGF-B- und WNT-Signalweges stehen den niedrigen
Werten der Knoten im Netzwerk ansteigende Aktivitdaten der korrespondierenden Gene

im Datensatz gegenliber.
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5 Diskussion

5.1 Einordnung

Mit der vorliegenden Arbeit ist es — unter Bericksichtigung der zu erwahnenden Hiir-
den — erstmalig gelungen, ein grundlegendes bioinformatisches Modell der humanen
Schmelzreifung zu erstellen. Die Erarbeitung des genregulatorischen Netzwerkes mit-
hilfe der Datenbanken, ausgewahlter wissenschaftlicher Publikationen sowie durch die
Validierung der resultierenden Netzwerke anhand des GEO-Datensatzes von Zhang et
Zheng (2016) stellen ein Novum in der Zahnmedizin dar. Aufbauend darauf wird es in
Zukunft durch weitere Hinzuziehung valider Daten moglich sein, ein zunehmend exak-
teres Abbild der intrazelluldaren Vorgange bei der menschlichen Zahnbildung zu erschaf-

fen.

Natdrlich ist es nur zu einem gewissen Grad moglich, die Netzwerksimulation dafiir zu
nutzen, um aus ihr direkte Erkenntnisse fur die realen Abldufe wahrend der Schmelzbil-
dung abzuleiten. Dies liegt zum einen daran, dass in Ermangelung weitergehender ex-
perimentalbiologischer Nachweise zum heutigen Zeitpunkt noch nicht davon ausgegan-
gen werden kann, dass alle im Organismus stattfindenden Proteininteraktionen (und da-
mit Verschaltungen der Knoten) nachgewiesen werden konnten. Zudem miissen einige
Interaktionen, welche bereits im Tiermodell beobachtet werden konnten, noch fiir hu-
mane Zellen verifiziert werden. So konnte etwa, wie dargestellt, im Falle des Schmelz-
matrixproteins Amelotin zum jetzigen Zeitpunkt die Eingliederung eines entsprechen-
den Knotens in das Netzwerk aufgrund mangelnder Anhaltspunkte durch wissenschaft-
liche Vorarbeiten noch nicht erreicht werden. Nachdem die erstmalige Implementierung
zahnspezifischer Gene in ein tragbares Grundnetzwerk erfolgreich gestaltet werden
konnte, kdnnen in einem nachsten Schritt die geschaffenen Interaktionen in Laborver-
suchen nachvollziehbar ergriindet werden. Auf diese Weise kdnnen sich der bioinforma-

tische und der empirische Ansatz gegenseitig Auftrieb geben.

Zu beachten ist, dass das genregulatorische Netzwerkes, so wie es in dieser Arbeit ver-

wendet wird, keine externen Einfllisse auf die Zelle berilcksichtigt: Wahrend der
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Schmelzreifung kommt es im menschlichen Koérper zu einer standigen dulReren Beein-
flussung des Systems, beispielsweise durch interzelluldre Signale oder Umweltfaktoren.
Das nun vorliegende genregulatorische Netzwerk ist gegen diese durch seine Abge-
schlossenheit geschiitzt — das bedeutet einerseits zwar, dass das stabile Netzwerk nach-
vollziehbare Simulationen durchlaufen kann, es kann andererseits nicht ausgeschlossen
werden, dass ein moglicherweise mitentscheidender Faktor der Schmelzreifung ausge-
klammert wird. Dies ist jedoch ausdricklich kein Nachteil des Netzwerkes. Im Gegen-
teil — kennt man die Ansatzpunkte exogener Faktoren auf die Proteine innerhalb der
Zelle, kann man sie mit wenig Aufwand in das bestehende Netzwerk integrieren und
durch einen erneuten Durchlauf der Simulation mit Jimena nach wenigen Minuten er-
fahren, wie sich das Outcome beispielsweise hinsichtlich der Entstehung stabiler Zu-
stande verandert. Dies ist ein maligeblicher Vorteil gegeniliber dem Vorgehen im Labor,
wo Versuchsreihen deutlich langere Arbeitszeiten erfordern. Auch hier gilt natirlich,
dass ideale Ergebnisse in einer Zusammenarbeit zwischen beiden Forschungsbereichen
zu erwarten sind: Durch ,Vorsimulationen” in silico konnen spatere Ergebnisse in vitro
und in vivo besser prognostizierbar gemacht und umgekehrt Resultate aus dem Labor
wiederum in das genregulatorische Netzwerk eingepflegt werden. Eine Kooperation die-
ser Art, hier zwischen den Lehrstiihlen fur Tissue Engineering und Bioinformatik der Uni-
versitat Wirzburg, konnte durch eine Arbeitsgruppe um Gottlich et al. (2018) bereits
erfolgreich realisiert werden. Das in diesem Rahmen geschaffene in-vitro-Tumorgewe-
bemodell in Kombination mit einem in-silico-Tool war in der Lage, die Vorhersage von
Arzneimittelwirkungen und die Stratifikation von Patienten bei Lungenkrebs signifikant

zu verbessern.[192]

Die Forschung der letzten Jahre zeigt dariiber hinaus in verschiedenen Feldern in vielfal-
tiger Weise, dass durch die Analyse genregulatorischer Netzwerke entscheidende Er-
kenntnisse gewonnen werden kdnnen. Dies gilt beispielsweise fiir die Ergriindung der
Prozesse wahrend des Zellwachstums oder auch der Untersuchung intrazellularer Reak-
tionsmechanismen auf Umweltreize.[1%3! |hr potenzieller Nutzen geht aber weit dariiber
hinaus: Etwa die Moglichkeit, mithilfe der bioinformatischen Modelle , Minimalzu-
stande” zu definieren, also zu berechnen, welche Voraussetzungen (z. B. eine Menge an

Ausgangsprodukten) ein Netzwerk bendtigt, um eine gewisse , Ausbeute” zu erzielen.
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Diese Art von Optimierung ware moglicherweise fiir die Agrarforschung im Bereich der
Ertragssteigerung in der Ernte von Interesse.!165193.194] Ein weiteres Beispiel erfolgreicher
Anwendung von Netzwerksimulationen zeigten Naseem et al. (2012). In ihrer Arbeit
konnten auf Grundlage boolescher Netzwerke Vorhersagen lber die molekularen Ab-
wehrmechanismen von Arabidopsis gegeniiber Pflanzenpathogenen (Pseudomonas sy-
ringae) getroffen werden.['®! Stratmann et al. (2014) konnten erfolgreich Tumormo-
delle etablieren, in denen Netzwerke fiir gezielte Therapien nutzbar gemacht wurden
(targeted therapy).[**®! Auch die (ber die dynamische Simulation genregulatorischer
Netzwerke erreichbare Identifikation genutzter Stoffwechselwege, beispielsweise be-
stimmter Bakterien in Abgrenzung zum menschlichen Organismus, konnte dazu in der
Lage sein, neue AnstolRe bei der Produktion antibiotischer Medikamente zu geben, wie
bereits Cecil et al. (2015) anhand multiresistenter Staphylokokken-Stamme zeigen konn-

ten.[197]

Um eine wissenschaftliche Wertschopfung aus den Netzwerken zu ziehen, ist es unab-
dingbar, die Qualitat der genregulatorischen Netzwerke zu maximieren. Dafiir ist eine
stetige Angleichung der implementierten Netzwerkelemente an experimentalbiologisch
gewonnene Erkenntnisse erforderlich. Nur so kann erreicht werden, dass sich die Simu-
lation nach und nach immer naher an die tatsachlichen zelluldren Vorgange angleicht.
Durch diese, als iterativ bezeichnete Methodik kann die Wertigkeit des Netzwerkes im-
mer weiter erhéht und der daraus ableitbare Erkenntnisgewinn gesteigert werden. Ji-
mena bietet dem Benutzer hier das ideale Werkzeug, da es die Moglichkeit bietet, die
Auswirkungen auch kleinerer Veranderungen im Netzwerk in kurzer Zeit darstellbar zu

machen.[165]

5.2 Maedizinische Implikationen und zukiinftige Entwicklung

Dentaler Karies in bleibenden Zahnen gilt mit geschatzt rund 2,4 Milliarden Betroffenen
als die meistverbreitete Krankheit weltweit.[*°8 Die Pravalenz der hereditdren Schmelz-

bildungsstérung Amelogenesis imperfecta wird mit bis zu 1:700 (Sundell et al., 1985)
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angegeben.[** Allein aus diesen Griinden ist es sinnvoll, sich sowohl mit der Morpho-
genese natlrlicher Zahnhartsubstanz als auch mit der Pravention ihrer Schadigung und
dem moglichen Ersatz von bereits verloren gegangenem Zahnmaterial zu beschaftigen.
Wahrend sich diese Arbeit insbesondere auf die Entstehung von Zahnhartsubstanz —
speziell von Schmelz durch Ameloblasten — fokussiert, konnten durch ein tiefergreifen-
des Verstandnis der Vorgange, die der Zahnentwicklung zugrunde liegen, auch Erkennt-
nisse hervorgebracht werden, die dem Schutz angegriffener Zahnhartsubstanz im Mund

eines Patienten dienen konnten.

Gerade im Hinblick auf die vorliegende Arbeit hervorzuheben sind die Erkenntnisse der
Arbeitsgruppe von Jarvinen et al. (2006), die die Genexpression von Mause-Incisivi un-
tersuchte, welche ein Nager-typisches lebenslanges Wachstum aufweisen (Hypselodon-
tie). In den Untersuchungen konnten Hinweise gefunden werden, dass eine Aktivierung
des Wnt-/B-Catenin-Signalweges zu einer gesteigerten Induktion des regenerativen
Zahnwachstums fiihren kénnte.[290201 Andere Studien bei Mdusen konnten auRerdem
zeigen, dass durch eine Herunterregulierung der Wnt-Signalkaskade etwa durch Uber-
expression des Inhibitors Dkk1 oder Hemmung des Aktivators Lef1 die Ausbildung von
Zshnen schon in friihen Stadien unterbrochen wird.[2022031 Dijese und weitere For-
schungsergebnisse legen die erhéhte Wichtigkeit einzelner Gene beziehungsweise Sig-
nalwege bei der Odontogenese nahe, wie sie im Rahmen eines Netzwerkes darstellbar

und durch experimentelle Uberpriifung nachweisbar gemacht werden kénnen.

Bereits 2011 konnte durch eine Gruppe japanischer Wissenschaftler (Oshima et al. 2011)
von der erfolgreichen Transplantation eines biotechnisch aus Stammzellen erzeugten
Zahnes bei der Maus berichtet werden. Die Forscher trennten Zahnkeime in ihre epithe-
lialen und mesenchymalen Bestandteile auf und fligten sie in vitro zusammen. Die ge-
zliichteten Zahnkeime wurden zunachst in die subrenale Kapsel der Maus Ubertragen.
Der dort entstehende Zahn wurde nach 60 Tagen in eine Extraktionsalveole der Maus
transplantiert, woraufhin sich der Zahn funktionsfahig in das umgebende Gewebe inte-
grierte.2%4 Ono et al. (2017) konnten ebenfalls erfolgreich funktionsfihiges Zahnge-

webe etablieren, sie platzierten die nach gleicher Methode geschaffenen Zahnkeime di-
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rekt in den Unterkieferknochen der Tiere.[?%%] Der Vision eines vollstandig funktionsfahi-
gen und transplantierbaren menschlichen Zahnes ,, aus dem Labor” ist auf diese Weise
ein Stlick naher geriickt worden; der Weg dahin ist aufgrund des komplexen Aufbau ei-
nes menschlichen Zahnes sowie des umgebenden Zahnhalteapparates und nicht zuletzt
der medizinischen Risiken und des hohen technischen Aufwands eine mit heutigen Mit-

teln noch nicht zu bewerkstelligende Aufgabe.[206:207]

Neben dem Prinzip, Zahne vollig neu zu erschaffen, existieren weitere Ansatze, die die
Stimulation von Regenerationsmechanismen am bereits vorhandenen Zahn verspre-
chen. Neves et al. konnten 2017 in einer Studie zeigen, dass durch die Implantation von
mit Tideglusib getrankten Kollagenschwammen in Dentinkavitdaten bei Mausen selbst-
standig ein erneuter Verschluss des Loches mit neugebildetem Dentin nach sechs Wo-
chen erreicht werden konnte.[?81 Bei Tideglusib handelt es sich um einen GSK-3-Anta-
gonisten, der zunachst in mehreren Medikamentenversuchen in der Alzheimertherapie
(Phase Il) Anwendung gefunden hatte, dort jedoch keine signifikante Effekte aufweisen
konnte.[209-2111 GSK-3 (Glykogensynthase-Kinase 3) selbst hemmt im Organismus regel-
haft durch seine Aktivitat unter anderem den Ablauf des Wnt-Signalweges durch fort-

laufende Phosphorylierung von B-Catenin.[212:213]

Auch an diesen Beispielen lasst sich somit zeigen, dass die Erforschung der molekularen
Grundlagen der Zahnentstehung und der beteiligten Proteine langfristig auf Moglichkei-
ten klinischer Therapien weisen kénnen. Hier ist zu erwahnen, dass die urspriingliche
Zielsetzung der vorliegenden Dissertationsarbeit darin bestand, Gber eine bioinformati-
sche Herangehensweise die strukturellen und molekularen Grundlagen der Zahnbildung
des Menschen im Kontrast zur Zahnbildung der Haifische darzulegen. Angeregt wurde
dieser Forschungsansatz durch die zeitgleich von Mercedes Hof am Institut fir Bioinfor-
matik durchgefiihrten Projekte zur Entwicklung der Haifische.?24 Wihrend der Mensch
(durch den Ersatz des Milchgebisses im Kindesalter) nur einen Zahnwechsel durchlauft
(Diphyodontie), bilden die als polyphyodont bezeichneten Haifische zeitlebens nach-
wachsende Zahngenerationen aus, wobei ausgefallene Zdhne stetig durch entspre-

chende Nachfolger ersetzt werden kénnen (ugs. ,,Revolvergebiss®).[215216]
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Der Zielpunkt des Arbeitsansatzes lautete, herauszufinden, ob unter gewissen Umstan-
den eine Ubertragbarkeit des Regenerationspotenzials der Haifischzihne auf die
menschliche Dentition zu erwarten sei. Die Erforschung der Odontogenese der Haifische
und die damit verbundene Identifikation der fiir diese Art der Zahnbildung verantwort-
lichen genetischen Grundvoraussetzungen stecken jedoch noch in den Anfingen.[?7l |Im
Verlaufe einer vergleichenden Erarbeitung eines aktuellen wissenschaftlichen Kenntnis-
standes der Zahnentwicklung des Menschen und der Haifische konnten wir auBerdem
feststellen, dass die molekulargenetischen und letztendlich morphologisch-strukturel-
len Unterschiede der Zahne zwischen den Spezies bedeutend sind. Obwohl sich das
»,Grundkonzept Zahn” erfolgreich lber die Jahrmillionen der Evolution bewahrt hat, hat
die Spezialisierung des Kauorgans auf die Anspriiche seiner Anwender tiefe Spuren in
deren genetischen Profil hinterlassen. Somit wurde von einer weiteren Vertiefung dieser
Thematik zunadchst abgesehen, da eine Betrachtung dieses grundsatzlich sehr interes-

santen Ansatzes zum heutigen Stand der Forschung noch nicht sinnvoll erschien. 8]

Im Forschungsfeld der regenerativen Zahnheilkunde gibt es jedoch schon einige erfolg-
reiche Anwendungsbeispiele aus der Praxis zu berichten: In einer vielbeachteten Studie
konnten Hammarstrom et al. 1997 nach langjahrigen Forschungsarbeiten erstmals nach-
weisen, dass das externe Auftragen von Schmelzmatrixproteinen regenerative Auswir-
kungen auf dentales Gewebe haben kann.?1%2201 Das auf dieser Grundlage entwickelte
Gel-Praparat Emdogain® (Fa. Straumann) findet bereits seit den 1990er Jahren im Rah-
men der chirurgischen Parodontaltherapie erfolgreich Anwendung. Es enthélt gereinigte
und gefriergetrocknete Schmelzmatrixproteine (v. a. Amelogenin), die aus porkinen
Schmelzorganen extrahiert werden und soll die Regeneration des Wurzelzements bei
der Behandlung vertikaler Knochendefekte unterstiitzen.[?21.222] Dje Wirksamkeit von
Emdogain® bei entsprechender Indikation ist durch Studien belegt und seine Anwen-
dung wird durch eine gemeinsame Stellungnahme der Deutschen Gesellschaft fir Paro-
dontologie (DGP) und der Deutschen Gesellschaft fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
(DGZMK) empfohlen.[?222231 Untersuchungen weisen in diesem Zusammenhang auf
wundheilungsfordernde Effekte der enthaltenen Schmelzmatrixproteine infolge einer
durch diese ausgeldsten Stimulierung von Osteo-, Zemento- und Fibroblasten hin, wobei

die genauen Mechanismen dahinter noch weiterer Forschung bediirfen.[224-226]
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Eine exaktere Identifizierung der an der Zahnentstehung beteiligten Gene kdnnte nicht
zuletzt auch die Vorhersage und Zuordnung hereditarer Bildungsstérungen von Zahn-
hartsubstanz erleichtern. Die Atiologie etwa der Amelogenesis imperfecta oder der Den-
tinogenesis imperfecta konnte genauer entschliisselt werden, vor allem da bisherige Er-
kenntnisse ein vielfaltiges Ursachenbild fur die entsprechenden Fehlbildungen zeichnen
(vgl. Tabelle 2, Kapitel 2.3.2.2). Auch bei der in den letzten Jahren immer haufiger auf-
tretenden Molaren-Incisiven-Hypomineralisation (MIH), einer schwerwiegenden Sto-
rung der Zahnhartsubstanzbildung, wird zumindest eine genetische Pradisposition im
Entstehungsprozess der vermutet.l?272281 |n der Zukunft wiren solche Erkenntnisse au-

Rerdem auch im Hinblick auf mogliche Gentherapien von Bedeutung.

5.3 Fazit

Das im Rahmen dieser Arbeit erstellte genregulatorische Netzwerk kann naturgemald
nur eine Anndherung an die Komplexitat der tatsachlichen zelluldaren Vorgange hervor-
bringen. Dies liegt zum einen darin begriindet, dass die Simulation vom gewdhlten Mo-
dellansatz her nur die Vorgange innerhalb einer einzigen Zelle darstellen kann. Interak-
tionen mit direkten Zellnachbarn und extrazelluldre Signale durch Botenstoffe, sowie
Umweltfaktoren und schwankende Nahrstoffversorgung, wie sie im echten Organismus

eine Rolle spielen, fanden im Modell (noch) keine Bertlicksichtigung.

Als wichtigster Beitrag der vorliegenden Arbeit ist in erster Linie anzusehen, dass es
erstmalig Uberhaupt gelungen ist, ein genregulatorisches Netzwerk zu erschaffen,
welches der Nachbildung der intrazellularen Vorgange wahrend der Zahnreifung dient.
Als zentrale Schritte auf dem Weg der Netzwerkgenerierung stehen hier in erster Linie
die Identifikation und Implementierung von AMELX, AMELY, AMBN, DSPP und ENAM.
Die Konstruktion eines Netzwerkes, die Herleitung von Interaktionspartnern fiir diese
flunf zahnspezifischen Proteine und die damit ermdglichte Simulation der Bildung von

Zahnhartsubstanz konnten somit nachvollziehbar realisiert werden.
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Die Entschliisselung der zugrundeliegenden Signalkaskaden und der direkt oder indirekt
beteiligten Interaktionspartner ist die essentielle Voraussetzung jedweder therapeuti-
schen Strategien. Es ist wiinschenswert, dass die Herausarbeitung dieser fiinf Gene als
Grundpfeiler der Zahnhartsubstanzbildung dazu beitragen kann, solche therapeutischen

Strategien erfolgreich zu entwickeln.

Es konnten in der Simulation des Netzwerkes sechs stabile Zustdnde identifiziert wer-
den, von denen drei aktivierte Zustande fiir die Bildung von Zahnhartsubstanz darstell-
ten. Bei der Gegenuberstellung des Verhaltens der Netzwerkknoten der errechneten
healthy states mit den Genaktivitaten des einzigen zurzeit zur Amelogenese verfligbaren
GEO-Datensatzes von Zhang et Zheng (2016) beschrinken sich die Ubereinstimmungen
vor allem auf die zahnspezifischen Gene. Das Ziel einer Erweiterung des Netzwerkes
muss sein, dass die simulierten Zustande auch weitere komplexe Prozesse in der Zelle
noch besser nachbilden kénnen, wie Differenzierung, Apoptose oder metabolische Zu-

stande.

Um ein tiefer greifendes Verstandnis der intrazellularen Vorgange bei der Entstehung
von Zahnhartsubstanz zu erreichen, sind dabei in jedem Falle solide wissenschaftliche
Daten wichtig. Dies schlief3t nicht nur die Interaktionen bereits bekannter Molekiile und
Transkriptionsfaktoren mit ein, sondern erfordert auch das Aufspiiren und die Einord-
nung bisher wenig erforschter beteiligter Gene. Beispielsweise sind im Falle von ODAM
und FAM20C regulatorische Funktionen bei der Schmelzbildung bekannt, (iber deren ge-

naue Rolle aber kann bisher nur spekuliert werden.[134.229]

Auch wenn noch nicht alle Komponenten der Zahnentwicklung Berlicksichtigung im Mo-
dell finden kénnen, bietet diese Arbeit dabei einen Ansatzpunkt, sich erstmals mittels
eines bioinformatischen Ansatzes den molekularen Vorgangen wahrend der menschli-
chen Odontogenese anzundhern. Somit ist dies ein weiterer Schritt zur Ergriindung der
hochkomplexen menschlichen Entwicklungsbiologie mithilfe eines genregulatorischen

Netzwerkes.

Mehr Daten aus der experimentellen Biologie bilden dabei der Grundstein fir die Erstel-
lung komplexerer (und damit qualitativ hochwertiger) genregulatorischer Netzwerke.

Nur durch ein enges kooperatives Wechselspiel zwischen bioinformatischer Simulation
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und empirischem Nachweis im Labor kdnnen Synergien entstehen, die im Ergebnis bei-
den Seiten nitzen — zu Netzwerken, die zunehmend prazise die zellulare Wirklichkeit

wiedergeben kdnnen.

Hierbei bietet nicht nur das Gebiet der Zahnentwicklung noch grolRes Forschungspoten-
zial — die Fortschritte, die in diesem Bereich in den letzten Jahren gemacht wurden, las-
sen darauf hoffen, dass mithilfe bereits gewonnener und zukiinftiger Erkenntnisse die
Moglichkeiten (zahn-)medizinischer Behandlungsstrategien umfassend erweitert wer-

den koénnen.
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Abbildung 1: Histologisches Schnittpraparat eines fetalen Ratten-Incisivus,
Kronenstadium (HE-Farbung). Legende: A — Mundhdhle; B —
Mundhohlenepithel; C— Knochen; D — Schmelzorgan; E — Zahnschmelz; F -
Dentin; G — (frihe) Pulpa; H — skelettaler Muskel. Die im Bereich des
Rechtecks befindlichen Strukturen werden in Abbildung 2 genauer
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Abbildung 2: VergroRerter Ausschnitt eines histologischen Prdparates
entsprechend des rechteckigen Abschnittes in Abbildung 1. Legende: A —
stratum reticulare; B — stratum intermedium; C — Ameloblasten; D —
Zahnschmelz; E — Dentin; F — Odontoblasten; G — (frithe) Pulpa.l>”%8l
Histologisches Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung durch D. W.

Vaughan, PhD, Boston University School of Medicine.!®............cc.cccevevuvvveennns 13
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Abbildung 6: Schematische Darstellung aktivierender und hemmender
Interaktionen zwischen zwei Knoten. Der griine Pfeil steht fir eine
aktivierende Wirkung von Knoten 1 auf Knoten 2, der rote Pfeil markiert
eine hemmende Wirkung von Knoten 3 auf Knoten 4. .......cccceeeevveeeevcieee e, 37

Abbildung 7: Wnt-Signalweg nach primarer Entfernung nicht relevanter Knoten
und Interaktionen. Der vollstandige, urspriingliche Signalweg ist der KEGG-
Datenbank zu entnehmen (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html).l°!
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Abbildung 8: Implementierung in das Grundnetzwerk, Moglichkeit 1 — der
Transkriptionsfaktor, welcher die Verknipfung zum zahnspezifischen
Protein ermdglicht, ist bereits Bestandteil des urspriinglichen Netzwerkes.
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Somit muss nur das zahnspezifische Gen selbst entsprechend integriert
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Abbildung 9: Implementierung in das Grundnetzwerk, Moglichkeit 2 — der
Transkriptionsfaktor, welcher die Verknlpfung zum zahnspezifischen
Protein ermoglicht, ist nicht direkter Bestandteil des urspringlichen
Netzwerkes. Er interagiert jedoch wiederum mit einem Protein X des
Netzwerkes, was eine Verknipfung des zahnspezifischen Proteins moglich
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Abbildung 10: Das genregulatorische Netzwerk der Odontogenese in der
Gesamtibersicht. Die Knoten der zahnspezifischen Proteine sind gelb, die
Knoten der zentralen Gene rot markiert. Griine Verbindungspfeile
reprasentieren eine Aktivierung in Pfeilrichtung, rote Verbindungspfeile

eine entsprechende HEMMUNEG. .coooiiiiiiiiiiiiee e e

Abbildung 11: Heatmap zur Darstellung der sechs stable states und der jeweiligen
Aktivitat ausgewadhlter Gene. Der Farbskala rechts ist das Aktivitatsniveau
des jeweiligen Gens abzuleiten, wobei griine und gelbe Felder fiir ein hohes
bzw. sehr hohes Aktivitatsniveau stehen. Bei SS001, SS002 und SS004

handelt es sich demnach um healthy States..........ccccevvcueeeeiiiieeeciciieeeeeieee e

Abbildung 12: Heatmap zur Darstellung der Genaktivitat der zahnspezifischen
Gene und der zentralen Gene. Werte >1 und <-1 wurden zur besseren
Ubersicht auf die Werte 1 bzw. -1 nivelliert. ECPA = Vergleich Epithelzellen
— prasekretorische Ameloblasten; ECSA = Vergleich Epithelzellen —
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Anhang

Anhang

Der Anhang befindet sich in digitaler Form auf dem beiliegenden Datentrdger. Im Fol-
genden sind die (ibergreifenden Ordner und ihre Inhalte in tabellarischer Form kurz dar-

gestellt:

Abbildungen und Tabellen
o Abbildungen und Tabellen, die in der Dissertation dargestellt sind
e Enrichr
o Fur die Recherche in Enrichr verwendete Dateien
e GEOData
o Vollstandiger GEO-Datensatz von Zhang et Zheng sowie reduzierte Ver-
sion der netzwerkrelevanten Gene
e Grafiken
o .graphml-Dateien als Grundlage fiir selbst erstellte Abbildungen sowie
Originalbilder zu den Abbildungen 1 und 2
e Heatmap GEOData
o Zugrundeliegende Daten und Programme zur Erstellung von Abbil-
dung 12
e Heatmap stable states
o Zugrundeliegende Daten und Programme zur Erstellung von Abbil-
dung 11
e Netzwerk
o Zugrundeliegende Daten und Programme zur Generierung des genregu-

latorischen Netzwerkes
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