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Изучен механизм участия генов Msx1 и Pax9 в развитии зубов у мыши. Данные микрочипов
GSE32321, которые содержали образцы орального эпителия (Epi) и зубных мезенхимальных клеток
(Mes) мышей, экспрессирующих Msx1 и Pax9 и нокаутных по данным генам, были использованы
для идентификации дифференциально экспрессируемых генов (DEGs). Затем наиболее значимые
генные модули были исследованы в группах Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax с помощью ана-
лиза взвешенных сетей ко-экспрессии генов (WGCNA). Анализ базы данных Gene Ontology (GO) и
скрининг генов-центральных узлов регуляторной сети были выполнены на модулях с наибольшей
релевантностью. Всего выявлено 1467, 986, 1212, и 1293 DEGs соответственно в группах Epi-Msx,
Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax. Были идентифицированы четыре ассоциированных генных модуля.
Применение метода анализа обогащения по функциональной принадлежности (база данных GO)
позволило показать, что эти гены оказывают негативное регуляторное воздействие на пролифера-
цию клеток, клеточную адгезию, развитие кровеносных сосудов и морфогенез кровеносных сосу-
дов. В качестве основных генов определены IDH3A, SSPN, F13A1 и CBLN1, уровень экспрессии ко-
торых варьировал в разные моменты времени. Более того, показано, что IDH3A и CBLN1 вовлечены
в окислительно-восстановительные метаболические процессы с участием коэнзимов, а также в
межклеточную адгезию. Мы предполагаем, что Msx1 и Pax9 являются ключевыми, но не единствен-
ными регуляторами процесса формирования зубов у мышей. В этот процесс также могут быть во-
влечены гены IDH3A, SSPN, F13A1 и CBLN1.
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие зубов, начиная с пролиферации и

дифференцировки клеток и до формирования зу-
ба на макроморфологическом уровне, регулиру-
ется серией точно скоординированных сигналов
(Jheon et al., 2013; Li et al., 2013). Развитие зубов
млекопитающих происходит в результате взаи-
модействия клеток эпителия эктодермы челю-
сти (Epi) и клеток одонтогенной мезенхимы
(Mes), производных нервного гребня (Thesleff,

2003). Важную роль в регуляции морфогенеза и
взаимного расположения зубов играют взаимо-
действия между эпителием зачатка зуба и клетка-
ми одонтогенной мезенхимы, формирование эк-
тодермального эпителия челюсти, дифференци-
альная экспрессия генов в мезенхимальных
клетках, а также локальные сигналы, регулирую-
щие морфогенетические движения клеток зачатка
зуба (Bei, 2009; Jussila, Thesleff, 2012). Исследова-
ния молекулярных механизмов развития диспла-
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зии зубов у мышей подтвердили, что формирова-
ние зубов строго контролируется генетически. На
сегодняшний день известно не менее 200 генов,
которые детерминируют расположение, количе-
ство, размер и форму каждого зуба (Thesleff, 1998;
Arte, 2001).

Мутантная форма Paired Box Gene 9 (Pax9) вы-
явлена в локусе 14q12-13 генома, длина мРНК
этого гена составляет 1630 п.о. Гомозиготные мы-
ши с дефицитом Pax9 умирают вскоре после рож-
дения (Peters et al., 1998). У таких мышей наблю-
дается полная потеря зубов и дефекты развития,
такие как расщелина верхнего неба и деформация
хрящевых структур. Эмбриональное развитие зу-
бов при нокауте Pax9 оказывается заблокировано
на стадии почки. Это указывает на то, что Pax9
необходим для развития зубов на более поздних
стадиях, чем стадия почки (Peters et al., 1998). От-
сутствие Msx1 приводило к краниофациальным
дефектам развития, включая расщелину неба, на-
рушение развития резцов, недоразвитие альвео-
лярной кости нижней челюсти и окончание эм-
брионального развития зубов на стадии почки
(Satokata, Maas, 1994). На основании этих данных
можно сделать вывод о том, что Pax9 и Msx1 игра-
ют важную роль в регуляции развитии зубов, од-
нако механизм их действия неизвестен.

Метод анализа взвешенных сетей ко-экспрес-
сии (Weighted gene co-expression network analysis,
WGNCA) – это мощный метод системной биоло-
гии для анализа молекулярных механизмов регу-
ляции развития и взаимодействий компонентов
генетических регуляторных сетей (Langfelder,
Horvath, 2008). Этот метод позволяет выделить
модули ко-экспрессирующихся генов на основе
матрицы попарных корреляций между экспрес-
сией генов, а затем идентифицировать клиниче-
ски значимые модули, выявить ключевые регуля-
торные гены в сигнальном пути и оценить внут-
римодульные связи и роли генов (Oldham et al.,
2008). Благодаря использованию метода WGNCA,
Канг и соавторы (Kang et al., 2016) успешно иден-
тифицировали гены TMEM229A, LEPREL1, and
GAD1 как узловые гены (hub-гены), продукты ко-
торых необходимы для онтогенетического пере-
хода от молочных к постоянным зубам. Они сде-
лали вывод о ключевой роли в регуляции этого
процесса следующих модулей: кальциевого сиг-
нального пути (calcium signaling pathway), взаимо-
действий рецепторных белков клетки с внекле-
точным матриксом (ECM-receptor interactions) и
нейроактивных взаимодействий лиганд-рецептор
(neuroactive ligand-receptor interactions). Другой кол-
лектив авторов (Jia et al., 2016), используя WGNCA,
показали, что hsa-miR-376a-2, hsa-miR-376a-1, hsa-
miR-15a и hsa-miR-424 могут быть ассоциированы
с болезнью Альцгеймера. Использование метода
WGCNA в комбинации с данными по генетиче-
ским маркерам позволило идентифицировать USIF

и EADs3 как гены, участвующие в возникновении
семейной комплексной гиперлипидемии (Plaisier
et al., 2009).

Ранее О’Коннелл и соавторы (O’Connell et al.,
2012) применили подход системной биологии для
реконструкции развития зуба как сложного орга-
на, состоящего из нескольких тканей. Авторы ис-
пользовали данные, полученные с помощью мик-
рочипов (GEO accession: GSE32321), анализ про-
филя экспрессии для генома в целом, данные из
литературы, интегративный биоинформатический
анализ и генетические модели in vivo. В результате
были выявлены ключевые взаимодействия между
эпителиальным и мезенхимальным компартмента-
ми формирующегося зуба, основанные на обрат-
ной связи между сигнальными путями Wnt и Bmp.

В настоящем исследовании мы использовали
данные GSE32321 из базы данных Gene Expres-
sion Omnibus (GEO) и применили метод WGNCA
для всестороннего изучения механизма взаимодей-
ствия Pax9 и Msx1 в процессе развития зубов. Цель
нашего исследования была следующая: выявить, с
использованием различных биоинформатических
методов анализа, возможные механизмы взаимо-
действия Pax9 и Msx1 в развитии зубов мыши.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение данных

Данные микрочипов GSE32321 (O’Connell et al.,
2012), были загружены из GEO (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/). Данные представляли собой
105 связанных образцов эпителия ротовой поло-
сти и дентальных мезенхимальных клеток мыши,
собранных на E10.0, E11, E11.5, E12.0, E12.5,
E13.0, E13.5, и E14.5 дни развития. Мы сконцен-
трировались на роли Msx1 и Pax9 в развитии зубов
мыши на E13.5 день онтогенеза. Были проведены
следующие сравнения: эпителий, Msx1 wildtype
(n = 3) vs. knockout (n = 3); мезенхима, Msx1 wild-
type (n = 3) vs. knockout (n = 3); эпителий Pax9
wildtype (n = 3) vs. knockout (n = 3); мезенхима,
Pax9 wildtype (n = 3) vs. knockout (n = 3). Кроме то-
го, образцы, собранные на других стадиях разви-
тия, использовались для проведения анализа ди-
намики экспрессии ключевых генов (табл. 1).

Предварительная обработка данных

Файлы аннотаций зондов использовались для
сопоставления зондов с соответствующими гена-
ми. Те зонды, для которых было выявлено более
одного гена, были отброшены, но за начальное
значение экспрессии гена, соответствующего не-
скольким зондам, было взято среднее значение
по всем соответствующим зондам. Чтобы при-
близить смещенное распределение данных к нор-
мальному, данные были log2-трансформирова-
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ны, а затем нормализованы методом среднеквад-
ратичной нормализации (Troyanskaya et al., 2001;
Fujita et al., 2006).

Скрининг дифференциально
экспрессирующихся генов (DEGs)

Пакет limma (Gentleman et al., 2006) в R 3.1.3
был использован для определения дифференци-
ально экспрессирующихся генов и соответствую-
щих уровней значимости (p-value) в группах срав-
нения: эпителий, Msx1 wildtype vs. knockout; ме-
зенхима, Msx1 wildtype vs. knockout; эпителий
Pax9 wildtype vs. knockout; мезенхима, Pax9 wild-
type vs. knockout. Метод Benjamini–Hochberg (BH)
(Benjamini, Hochberg, 1995) использовался для
оценки уровня ложноположительных результа-
тов (false discovery rate, FDR) (Benjamini, 2010) и
поправки на множественное тестирование.

Гены с FDR <0.05 и |lgFC| > 1 считались диф-
ференциально экспрессирующимися.

С помощью R-пакета pheatmap для генов, диф-
ференциально экспрессирующихся в группах Epi-
Msx, Epi-Pax, Mes-Msx, и Mes-Pax, был проведен
иерархический кластеринг (Szekely, Rizzo, 2005;
Press et al., 2007) и построены тепловые карты на
основе Евклидовых расстояний (Deza, Deza, 2009).

Построение сети ко-экспрессии и идентификация 
клинически значимых модулей

Пакет R программы WGCNA (https://labs.genetics.
ucla.edu/horvath/CoexpressionNetwork/Rpackages/
WGCNA/) был использован для построения сети
ко-экспрессии для дифференциально экспресси-
рующихся генов в 4 группах. Сначала была ис-
пользована функция WGCNA pickSoftThreshold
для вычисления мягкого порогового значения β
с учетом критерия безмасштабности сети. Затем
была построена взвешенная матрица смежности
по формуле amn = |cmn|β (cmn = корреляция Пирсо-
на для гена m и гена n; amn = значение функции
смежности для пары генов m и n, параметр сход-
ства). Затем матрица смежности была заменена
на матрицу топологического сходства (TOM). То-
пологическое перекрытие проведено с учетом
степени несходства. Для идентификации модулей
генов использовался гибридный метод динамиче-
ского обрезания дендрограммы. Минимальный
размер для полученных дендрограмм составлял 30.

Идентификация клинически значимых модулей

Для того, чтобы определить, какие модули
имеют отношение к развитию зубов, был исполь-
зован T test для определения уровня значимости
(P-value) для мРНК-кандидатов в группах Epi-
Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax. Значимость

для каждого гена (GS) определялась как lg10 от
P-value. В качестве значения модуля (MS) ис-
пользовали среднее значение GS данного модуля.
Как правило, модуль с самым высоким значением
MS оценивался как связанный с заболеванием, а
наиболее релевантный в отношении заболевания
модуль в 4 группах был построен при помощи
программы Cytoscape 2.8.2 (Smoot et al., 2010).

Анализ функционального обогащения

Гены, входящие в генетическую регуляторную
сеть, были сопоставлены с функциональными уз-
лами в GO, а для анализа биологических процес-
сов использовался програмный пакет GOstat
(Falcon and Gentleman, 2006). P-value < 0.05 был
принят как пороговое значение.

Поиск узловых (hub) генов и горизонтальное 
сравнение значений экспрессии hub-генов

Степень связности узла – это количество меж-
генных связей, сходящихся в нем (Estrada, 2006).
Узлы с более высокой степенью связности игра-
ют значительную роль в построенной сети (Jeong
et al., 2001) и рассматриваются в качестве hub-ге-
нов. При подсчете степеней узлов были выбраны
hub-гены из сетей Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и

Таблица 1. Информационная таблица GSE32321

Мезенхима Эпителий

E10 2 2
E10_Bmp4 3 –
E10_FGF8 3 –
E10-Gsk3b 3 –
E10-SSH 3 –
E11 2 2
E11.5 3 3
E12 3 3
E12.5 3 3
E13 5 5
E13_Bmp4 – 3
E13_FGF8 – 3
E13-Gsk3b – 3
E13-SSH – 3
E13.5 3 3
E13.5_Msx1_null 3 3
E13.5_wildtype_Msx1_Epi_1 3 3
E13.5_Pax9_null_Epi_1 3 3
E13.5_wildtpye_Pax9_Epi1 3 3
E14 – 2
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Mes-Pax соответственно. Кроме того, значения
экспрессии hub-генов выбирались и сравнивались в
разных временных точках. Анализ обогащения GO
для 10 ведущих hub-генов также проводился с ис-
пользованием GOstat (Falcon, Gentleman, 2006) с
P-value < 0.05 в качестве порогового значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Скрининг дифференциально

экспрессирующихся генов
В результате скрининга в общей сложности

1467 дифференциально экспрессирующихся ге-
нов (DEGs) были обнаружены в группе Epi-Msx,
986 DEGs – в Epi-Pax, 1212 – в Mes-Msx, и 1293 –
в Mes-Pax. Иерархическая кластеризация DEGs в
четырех группах показана на рис. 1. Значения экс-
прессии DEGs значительно различались между
контрольными и нокаутными образцами в каждой
группе. Поэтому все образцы были надежно диф-
ференцированы на основании экспрессии DEGs.

Построение сети ко-экспрессии
и идентификация ее ключевых модулей

Для того, чтобы проверить, содержались ли в
образцах “выпадающие” значения, были проана-
лизированы графики кластеризации DEGs в груп-
пах Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax (рис. 2).
Анализ показал, что образцы всех четырех групп
не содержали существенных “выбросов”. В целях
соответствия требованию безмасштабности сети,
было проанализировано значение “мягкого” по-
рога β. Значение β при достижении R2 0.9 состав-
ляло 16 для Epi-Msx, 14 – для Epi-Pax, 18 – для
Mes-Msx и 16 – для Mes-Pax (рис. 3).

В соответствии с кластеризацией после динами-
ческого обрезания дендрограммы, высоко коррели-

рованные гены были сгруппированы в модули.
Всего в Epi-Msx было 6 модулей, в Epi-Pax – 5, в
Mes-Msx – 6, в Mes-Pax – 8 (табл. 2). Кроме того,
количество генов, соответствующих собствен-
ным цветовым модулям, несколько отличалось
друг от друга (рис. 4).

Далее был проведен анализ модулей, которые
наиболее значимо ассоциировались с клиниче-
скими признаками, и, следовательно, имели био-
логическое значение. Группы Epi-Msx, Epi-Pax,
Mes-Msx и Mes-Pax содержали многочисленные
модули генов, которые были достоверно связаны
с заболеваниями. Кроме того, было установлено,
что коричневый (рис. 5а), коричневый (рис. 5б),
синий (рис. 5в) и коричневый модули (рис. 5г) яв-
ляются наиболее релевантными модулями генов,
имеют наибольшую значимость (с коэффициентом
корреляции >0.9) в группах Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-
Msx и Mes-Pax соответственно (табл. 3). Модули,
обладающие высокой ассоциативностью с опре-
деленными клиническими признаками в различ-
ных группах, показаны в ко-экспрессионной сети
(рис. 6).

GO-анализ обогащения

Основные DEGs в ключевых модулях были
проанализированы с помощью анализа оверпред-
ставленных терминов GO. В частности, в “корич-
невом” модуле группы Epi-Msx было выявлено
обогащение термина “отрицательная регуляция
пролиферации клеток” (GO:0008285). В “корич-
невом” модуле группы Epi-Pax был обогащен тер-
мин “цитозоль” (GO:0005829). В “синем” модуле
группы Mex-Msx был в значительной степени обо-
гащен термин “клеточная адгезия” (GO:0007155).
В “коричневом” модуле группы Mex-Pax были
достоверно обогащены термины “клеточная ад-
гезия” (GO:0007155), “развитие кровеносных со-

Таблица 2. Количество модулей и количество генов в четырех выделенных группах

№ модуля Черный Синий Коричневый Зеленый Серый Красный Бирюзовый Желтый

EPI-13.5-Msx 6 – 237 198 79 265 – 588 100
EPI-13.5-Pax 5 – 206 157 – 205 – 295 123
MES-13.5-Msx 6 – 173 84 58 221 – 615 61
MES-13.5-Pax 8 54 308 152 61 192 58 406 62

Таблица 3. Коэффициенты корреляции между каждым цветовым модулем и заболеваниями в четырех исследо-
ванных группах

№ модуля Черный Синий Коричневый Зеленый Серый Красный Бирюзовый Желтый

EPI-13.5-Msx 6 – 0.86 0.92 0.71 0.28 – 0.78 0.8
EPI-13.5-Pax 5 – 0.87 0.91 – 0.3 – 0.9 0.82
MES-13.5-Msx 6 – 0.93 0.79 0.8 0.25 – 0.9 0.81
MES-13.5-Pax 8 0.81 0.89 0.92 0.82 0.27 0.63 0.83 0.71
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судов” (GO:0001568) и “морфогенез кровенос-
ных сосудов” (GO:0048514) (рис. 7).

Уровни экспрессии hub-генов
на различных стадиях развития зубов t

На основе сети, показанной на рис. 6, были
выявлены hub-гены с наиболее высокой степе-
нью достоверности. Такими hub-генами в сетях
Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax групп бы-
ли, соответственно, каталитическая субъедини-
ца 3-альфа (IDH3A) изоцитрат-дегидрогеназы

(NAD(+)), саркоспан (SSPN), альфа цепь коагу-
ляционного фактора XIII (F13A1) и предшествен-
ник Cerebellin 1 (CBLN1). На рис. 8 показаны
уровни экспрессии вышеупомянутых hub-генов
на разных стадиях развития зуба. Экспрессия гена
IDH3 была самой высокой на начальной стадии
Е10, но постепенно снижалась с течением време-
ни и снова увеличивалась со стадии Е11.5. Экс-
прессия гена F13A1 поднялась до самого высоко-
го уровня на стадии E11, затем постепенно снижа-
лась и достигла самого низкого уровня на стадии
E13. На стадии Е13.5 экспрессия гена F13A1 вне-

Рис. 1. Цветовая карта значений экспрессии генов в группах: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax.
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запно значительно увеличилась. Экспрессия гена
SSPN была самой высокой на начальной стадии
E11 по сравнению с другими временными точка-
ми. С течением времени экспрессия постепенно
снижалась, а затем усиливалась, начиная со ста-
дии Е12.5. После этого уровень экспрессии вы-
равнивался, оставаясь в пределах небольшого диа-
пазона изменений. Показатели экспрессии гена
CBLN1 медленно снижались со стадии Е10–Е11.5 и
внезапно резко возросли на стадии Е12, после че-
го тенденция к быстрому росту продолжилась до

конца изученного временного интервала. Кроме
того, был проведен анализ оверпредставленных
терминов GO для 10 ведущих hub-генов (рис. 9).
Было обнаружено, что в hub-узлах группы Epi-Msx
обогащены такие ключевые функции как “окисли-
тельно-восстановительный метаболический про-
цесс коферментов” (GO:0006733). Примечательно,
что ген IDH3A также был вовлечен в реализацию
этих функций. Для hub-узлов в группе Epi-Pax бы-
ла в основном характерна “клеточная адгезия через
молекулы адгезии, ассоциированные с цитоплазма-

Рис. 2. Анализ кластеризации генов по группам: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax. Красным
выделены образцы от нокаутных особей, черным – норма, контрольные образцы.
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тической мембраной” (GO:0098742). Hub-узлы в
группе Mex-Msx были значительно обогащены тер-
мином “дифференцировка шванновских клеток”
(GO:0014037), а в группе Mex-Pax – термином
“клеточная адгезия через молекулы адгезии, ас-
социированные с цитоплазматической мембра-
ной” (GO:0098742), как и hub-узел CBLN1. В то
же время SSPN и F13A1 не получили какого-либо
обогащения ни по одной из функций.

ОБСУЖДЕНИЕ

Зубы млекопитающих формируются в процес-
се органогенеза, основанного на саморегулирую-
щихся взаимодействиях между эпителием и мезен-
химой (Saxen, Thesleff, 1998). У мышей наблюдает-
ся несколько стадий развития зуба. Во-первых, на

месте будущего зуба формируется эпителиальная
плакода (локальное утолщение эпителия челюст-
ной эктодермы) (день E11.5). Затем утолщенный
зубной эпителий начинает вторгаться в лежа-
щую под ним одонтогенную мезенхиму, которая
затем конденсируется вокруг него (день Е12).
Этот процесс приводит к формированию почки
зуба (день Е13). Недавние исследования показа-
ли, что диффундирующие факторы роста могут
служить сигнальными молекулами, обеспечива-
ющими взаимодействие эпителия и мезенхи-
мальных клеток в органогенезе зуба, а также в ак-
тивацию или ингибирование экспрессии генов,
связанных с развитием зуба. В процессе развития
зуба транскрипционный фактор Msx в основном
играет роль медиатора передачи сигнала (Chen
et al., 1996). Кроме того, Pax9, который непрерывно

Рис. 3. Определение мягкого порогового значения для взвешенного анализа генетической регуляторной сети ко-экс-
прессии для групп: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax.
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Рис. 4. Кластерная дендрограмма (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax.
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Рис. 5. Распределение среднего GS и ошибок в модулях групп: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax.
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экспрессируется в одонтогенной мезенхиме, явля-
ется важным регулятором морфогенеза именно ме-
зенхимальной, а не эпителиальной ткани зуба.
Этот ген может быть использован в качестве мар-
кера одонтогенной мезенхимы. Пониженная экс-
прессия Pax9 может привести к апоптозу зачатка
зуба. Более того, экспрессия Pax9 также позволя-
ет мезенхимальному зачатку на стадии почки зуба
приобрести способность индуцировать эктопиче-
ский эпителий к формированию зуба (Tucker et al.,
1998).

При сравнении профилей экспрессии генов
Msx1 и Pax9, были показаны значительные разли-
чия между образцами дикого типа и нокаут-об-
разцами эпителия и мезенхимы. Таким образом,
мы подтвердили, что Msx1 и Pax9 играют важную
роль в развитии зуба. Анализ оверпредставленных
терминов GO позволил установить, что DEGs

участвуют в негативной регуляции клеточной про-
лиферации, адгезии клеток, развитии кровеносных
сосудов и морфогенезе кровеносных сосудов.
Hub-генами групп Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и
Mes-Pax были, соответственно, IDH3A, SSPN,
F13A1 и CBLN1. При сравнении экспрессии этих
генов в каждой временной точке можно убедить-
ся, что средние значения экспрессии IDH3A,
F13A1, SSPN и CBLN1 в разных временных точках
были разными. Кроме того, IDH3A был значи-
тельно обогащен термином GO, связанным с ме-
таболическим процессом окисления кофермента,
а CBLN1 – термином GO, связанным с клеточной
адгезией.

Сравнение профиля экспрессии генов здоро-
вых и патологических тканей десны выявило 61
группу дифференциально экспрессирующихся ге-
нов (TOP 2). Гены этих групп негативным образом

Рис. 6. Сети ко-экспрессии: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx, (г) – Mes-Pax. Розовым и красным обозначе-
ны узлы с повышенным уровнем экспрессии, зеленым и желтым – узлы со сниженной экспрессией. Красные и зеленые
узлы являются hub-узлами, которые имеют более высокий ранг в сети и являются предметом данного исследования.
Размер круга соответствует уровню узла в сети. Линиями обозначены взаимодействия между узлами.

(а) (б)
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регулируют клеточную пролиферацию (Demmer
et al., 2008). Аналогичным образом, негативная ре-
гуляция клеточной пролиферация достоверно кор-
релировала с процессами развития зубов в группе
Epi-Msx. Предыдущее исследование выявило из-
менения ранней экспрессии генов в клетках пуль-
пы зуба человека (HDPC), обработанных димета-
крилатом триэтиленгликоля (TEGDMA) (исполь-
зовалась концентрация с низкой токсичностью).
Кластерный анализ обогащения групп GO выявил,
что DEGs были связаны с адгезией клеток, разви-

тием кровеносных сосудов и морфогенезом кро-
веносных сосудов (Cho et al., 2014). Это объясня-
ется тем, что изменения в тканях пульпы влияют
на рост зубов. Аналогичным образом, анализ обо-
гащения терминами GO для группы Mes-Pax по-
казал связь с клеточной адгезией, морфогенезом
кровеносных сосудов, развитием кровеносных
сосудов. Анализ обогащения для группы Mes-Msx
выявил связь с адгезией клеток. По результатам
этих исследований, регуляция развития зубов мо-
жет быть связана с негативной регуляцией кле-
точной пролиферации, адгезии клеток, развития
кровеносных сосудов и морфогенеза кровенос-
ных сосудов.

CBLN1 (cerebellin 1 precursor) является одним
из компонентов генетической регуляторной сети
гена TP63. Он участвует в регуляции одонтогенеза
и ранних стадий развития зуба через модуляцию
клеточной адгезии, клеточной сигнализации и
эпителиально-мезенхимных взаимодействий (Ro-
stampour, 2018). Предыдущие исследования пока-
зали, что CBLN1 необходим для регуляции разви-
тия первичного тройничного нерва на ранней ста-
дии формирования зуба. Нерв мог достигать
эпителиальных клеток зуба примерно на E10 день,
и аксон начинал расти до зуба на стадии прораста-
ния (Lumsden, 1988; Kettunen et al., 2005). CBLN1
был охарактеризован в этом исследовании как
hub-ген и участник ко-экспрессионной сети. Бы-
ло показано, что уровень экспрессии гена CBLN1
был максимален в начале стадии Е10. Примеча-

Рис. 7. Gene Ontology (GO) анализ обогащения для модулей групп (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) –
Mes-Pax.

–log 10 (PValue)

3.5

GO:0045596~negative regulation of cell differentiation

0 5 10 15 20

(а)

3.0
2.5
2.0
1.5

–log 10 (PValue)

0 2 4 6 8

(в)

2.2

2.0

1.8

1.6

–log 10 (PValue)

1.8

0 2.5 5.0 7.5 10.0

(б)

1.7
1.6
1.5
1.4

–log 10 (PValue)

3.2

0 2.5 5.0 7.5 10.0

(г)

2.8

2.4

2.0

GO:0045449~regulation of transcription

GO:0043009~chordate embryonic development

GO:0010648~negative regulation of cell communication

GO:0008285~negative regulation of cell proliferation

GO:0007000~nucleolus organization

GO:0006997~nuclеus organization

GO:0006350~transcription

GO:0001824~blastocyst development

GO:0051674~locatization of cell

GO:0048878~chemical homeostasis

GO:0045596~negative regulation of cell differentiation

GO:0048870~cell motility

GO:0042592~homeostatic process

GO:0022610~biological adhesion

GO:0007155~cell adhesion

GO:0006955~immune response

GO:0006928~cell motion

GO:0001501~skeletal system development

GO:0016477~cell migration

GO:0009968~negative regulation of signal transduction

GO:0009792~embryonic development ending in birh or egg hatching

GO:00446906~tetrapyrrole binding

GO:0043232~intracellular non-membrane-bounded organelle

GO:0043228~non-membrane-bounded organelle

GO:0030054~cell junction

GO:0006508~proteolysis

GO:0005911~cell-cell junction

GO:0005829~cytosol

GO:0000139~Golgi membrane

GO:0060429~epithelium development

GO:0048729~tissue morphogenesis

GO:0048598~embryonic morphogenesis

GO:0048514~blood vessel morphogenesis

GO:0035239~tube morphogenesis

GO:0022610~biological adhesion

GO:0007155~cell adhesion

GO:0006928~cell motion

GO:0002009~morphogenesis of an epithelium

GO:0001944~vasculature development

GO:0001568~blood vessel development

GO:0000902~cell morphogenesis

GO:0001763~morphogenesis of a branching structure

GO:0032989~cellar component morphogenesis

GO:0035295~tube development 

GO:0020037~heme binding

GO:0006631~fatty acid metabolic process
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тельно, что CBLN1 был значительно обогащен
GO термином “адгезия клеток”. Действительно,
взаимодействия клетка-клетка и клетка-внекле-
точный матрикс играют ключевую роль в модуля-
ции пластичности/жесткости определенных участ-
ков эмалевого органа, что влияет на морфогенез зу-
ба (Lesot, Brook, 2009). Основываясь на наших
результатах, можно предположить, что в случае
снижения уровня экспрессии Msx1 и Pax9, CBLN1
может играть важную роль на стадии развития зу-
ба Е10 посредством регуляции адгезии клеток.

Кроме того, показано, что коэнзим Q10
(rCoQ10) оказывает ранозаживляющее действие
на мягкие ткани после удаления зуба у крыс путем
регуляции окислительного стресса и эффектив-
ности работы митохондрий (Yoneda et al., 2014).
Эти данные позволяют предположить, что в раз-
витии зуба может быть задействован процесс мета-
болизма этого коэнзима. В данном исследовании
функция IDH3A оказалась значительно обогащена
именно для процесса метаболизма данного кофер-
мента. Это позволяет предположить, что IDH3A
может быть вовлечен в развитие зуба при снижении
регуляции Msx1 и Pax9 путем участия в метаболи-
ческом процессе кофермента. У мышей-мутантов
по IDH3A была исследована роль IDH3 в развитии
дегенеративного фенотипа сетчатки, но данных
об изменении фенотипа зубов у этих мышей нет
(Findlay et al., 2018). В настоящее время практиче-
ски не имеется данных о роли IDH3A, SSPN, F13A1

в развитии зубов. Однако на основании наших
данных может быть сделано предположение, что
IDH3A, SSPN, F13A1 действительно могут прини-
мать участие в регуляции развития зубов.

Вместе с тем, профиль экспрессии CBLN1,
IDH3A, SSPN и F13A1 не был проверен с исполь-
зованием таких экспериментальных подходов,
как количественный ПЦР анализ, иммуногисто-
химия или гибридизация in situ. Более того, взаи-
модействия между Msx1 и IDH3A или SSPN, а так-
же Pax9 и F13A1 или CBLN1 не были доказаны в
исследованиях in vivo или in vitro. Наконец, потен-
циальная роль IDH3A, F13A1, SSPN и CBLN1 в
развитии зуба была показана с помощью биоин-
форматических методов, но не была эксперимен-
тально установлена. Для подтверждения наших ре-
зультатов необходимы дальнейшие исследования.
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(в) – Mes-Msx, (г) – Mes-Pax.
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The mechanism of involvement of Msx1 and Pax9 in tooth development in mice was studied. The microarray
data GSE32321 which contained the Msx1 and Pax9 wildtype and knockout samples from mice oral epithe-
lium (Epi) and dental mesenchymal (Mes) cells were used to identify the differentially expressed genes
(DEGs). Then the highest associated gene modules were explored in an Epi-Msx group, an Epi-Pax group,
a Mes-Msx group, and a Mes-Pax group by weighted gene co-expression network analysis (WGCNA). Gene
Ontology (GO) database analysis and hub genes screening were performed on the modules with the highest
relevance. A total of 1467, 986, 1212, and 1293 DEGs were identified in Epi-Msx group, Epi-Pax group, Mes-Msx
group, and Mes-Pax group, respectively. Four highest associated gene modules were identified. GO enrichment
analysis showed that these genes were enriched in the following terms: negatively regulated cell proliferation, cell
adhesion, blood vessel development and blood vessel morphogenesis nvolved in tooth development. The hub
genes were IDH3A, SSPN, F13A1 and CBLN1; their gene expression values varied at different time points during
tooth development. Moreover, IDH3A and CBLN1 were significantly enriched in oxidoreduction coenzyme
metabolic process and cell-cell adhesion terms. Msx1 and Pax9 play an important role in tooth development
in mice. These genes are probably associated with IDH3A, SSPN, F13A1 and CBLN1.
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