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Irodalmi attekintés

A fogcsira fejlddése folyamatos és reciprok kolesonhatasokon alapul a stomédeum hamsejtjei és
crista neurdlis eredetii ektomezenhimalis sejtek kozott. Az odontogenesis soran fogcsira
szovetei kozti kolcsonhatasokat jelatviteli utvonalak altal kialakitott ,,parbeszéd” biztositja
(hasonloéan egyéb ektodermalis fiiggelékekhez (pl.: haj, korom)). Habar a fogfejlédés soran tobb
mint egy tucat jelatviteli utvonalat azonositottak, kiemelked6 jelent6séggel az alabbi utvonalak
birnak: TGF (transzformalo névekedési faktor), Notch, WNT, FGF (fibroblaszt novekedési
faktor), TNF (tumor nekrézis faktor) és SHH (sonic hedgehog). Az irodalom 3 {6 részre osztja a

fogfejlédést, melyek: kezdeti szakasz, morfoldgiai fejlédés és a szoveti differenciacio.

= A kezdeti szakasz soran (11. embrionalis napon torténik a ragcsalokban) az
ektomezenhimalis sejtek FGF és BMP molekulakat szekretalnak, melyek a felettiik
elhelyezkedd ham osztodasat indukaljak. Ez a teriilet hdm megvastagodasként tlinik
fel a lednysejtek nagy szdma miatt. Kés6bb a fiatal sejtek benyomulnak az

mezenhimaba.

- A morfogenesis soran a fogcsira elnyeri végleges alakjat (12.5-E18.5 embrionalis nap
kozott). Az irodalom harom szakaszra osztja: bimbd, sapka és harang stadium. A
morfogenesis soran a ham eredetii sejtek kialakitjak a zomancszervet. A késébbiekben
a zomancszerv a kovetkezd részekre szeparalodik: kiils6 és bels6 zomancham,
sztratum intermédium ¢és reticulum sztellitum. A zomadancszerv létrehozza a
gyokérnyulvanyokat, melyek pluripotens sejteket tartalmaznak ragesaloban. Ezen
pluripotens sejtek feleldsek a fog folyamatos ndvekedéséért. A zomancszerv

ektomezehimalis szovetet is kozrezar novekedése soran, mely a dentalis papillat



hozza létre. A zomancszervet a dentalis folliculus boritja be, mely mezodermalis

eredetil.

- A szoveti differencialodas (15.5. embrionalis naptol) soran a zomancszerv és dentalis
papilla éretlen sejtjei specializalédnak és a fog keményszoveteit hozzak létre. A
morfologiai fejlédése a fogesiranak idoben atfed a szoveti differencialodassal. A
specializalodott sejtek csak egy funkciot képesek a tovabbiakban ellatni. Az
ameloblasztok, melyek a zomancmatrix szintéziséért feleldsek, a belsé zomanchambol
alakulnak ki. A differencialodasuk soran tobb szakaszt tudunk elkiiloniteni:
morfogenetikus, hisztodifferenciacios, preszekretoros, szekretoros, posztszekretoros
és protektiv szakaszokat. A zomancmatrix szintézise a szekretoros fazisban zajlik. A
szekretoros ameloblasztok érésének markere az ameloblasztin zoméanc matrix fehérje
megjelenése. A zomanc csomd is a belsd zomancham szarmazéka, mely mint
szignalizacids center mitkodik a fogfejlédés soran. A dentalis papilla legkiilsé rétege
odontoblasztokka alakul, melyek a dentin alapallomanyat termelik. Az Aallatok

sziiletése utan is aktiv marad a hisztodifferenciacios szakasz az éllat élete végéig.

Fontos kiemelni, hogy a fogesirak intakt szervek- jollehet kiillonboz6 csiralemezek interakcioja
kapcsan alakulnak ki-, mely tulajdonsaguk jo lehet6séget kinal jelatviteli Gitvonalak vizsgalatara,

melyek a morfogenesist befolyasolhatjak.

A Toll-like receptorok odontologiai vonatkozasai

A Toll-like receptorokat kizel 40 éve azonositottak a Drosophila melanogaster dorso-ventralis
tengelyének fejlodés kapcsan. A klinikai gyakorlatban azonban napjainkban a fejlddéstani
szerep hattérbe szorult, és elsdsorban a pathogének detektalasa kapcsan kutatjak ezen receptor

csalad tagjait. A baktériumok, virusok specifikus komponenseit kiilonb6z6 TLR-ek ismerik fel



az antigén prezentald sejteken. Minden TLR egy -csak ra jellemzd- specifikus agonistaval bir,
jollehet szamos nem specifikus agonista képes egyszerre tobb TLR receptor aktivalasara. A
fogszuvasodas soran az odontoblasztok képezik az elsé védelmi vonalat, melyek detektalni
pathogéneket, ennek megfeleléen az odontoblasztok szamos Toll-like receport expresszalnak
(TLR2, 4, 7, 8, 9). Ezen talmenden a Toll-like receptorok altal kozvetitett jelatviteli kaszkad az
odontoblasztok altal termelt matrix proteinek mennyiségét is képesek novelni, ezaltal a tercier
dentin képz6dését elésegiteni.  Szintén jOl ismert funkcidja a Toll-like receptornak a

mineralizacios folyamatok befolyasolasa a kemény szdvetek érése kapcsan (dentin, csont).

Kisérleteink soran a Toll-like receptor 4 (TLR4) esetleges szerepére kivantuk vizsgéalni a
fogfejlodés soran. A TLR4 egy régota ismert és kutatott fehérje az odontoblaszt sejtvonalakon,
mely hatasara a dentin matrix mennyisége novekszik, illetve az odontoblasztok érését és
proliferaciojat is pozitivan szabalyozza. A TLR4 széles korben elfogadott specifikus agonistaja
a lipopoliszacharid (LPS) a Gramm negativ baktériumok sejtfalanak komponense. A TLR4
komplex aktivizacidgja (MD2, CD14 és TLR4) az IkB lebomlasat okozza, mellyel az NF-xB
jelatviteli Gtvonal felszabadul a gatlas aldl, igy gyulladasos faktorok transzkripcioja lehetévé
valik. Mindazonaltal nemcsak exogén (pathogén) partikulumok, hanem szamos endogén
(fiziologias) ligand is képes aktivalni a Toll-like receptorokat (szamos hdsokk fehérje,
proteoglikanok). Ezek koziil a hésokk fehérje 60 egy széles korben ismert agonistaja a TLR4-

nek mely a fejlédd fogesiraban kifejezddik.

Hosokk fehérjék szerepe a fogfejlodésben

A hésokk fehérjék (Hsp) nélkiilozhetetlen elemei minden él61énynek, hianyuk életképtelenséget
okoz mar az egyedfejlodés korai szakaszaban. A hésokk fehérjék rapid kifejez6dése és
mennyisége jelen kutatdsi adatok alapjan kiemelked6 a sejtosztodéas és az apoptozis kozotti

egyensuly kialakitasaban patholdgids kornyezetben. A hésokk fehérjéket a molekulasulyuk és



sejten belilli elhelyezkedés alapjan kiilonithetjik el. A fogfejlodés soran az expresszids
mintazata, valamint a feltételezett funkcidja mar ismert tobbek kozott a Hsp 25, 27, 86, Hsc73
¢és Hs;j2 fehérjéknek. A Hsp 25 a leginkabb vizsgalt ezen csoportbdl a fejlodé egér fogesirakon,
vizsgalatok szerint emelik a sejtosztodas gyakorisigat a zomancszervben, illetve az
odontoblasztok er6sen expresszaljak az szekrécios fazisuk soran. A preodontoblasztok ¢és
ameloblasztok atmenetileg szintén expresszaljak a Hsp25 fehérjét. A Hsp27 a fogfejlédés korai

stadiumaiban fejezdik ki, és alapvetden a morfologiai fejlodését befolyasolja a fogesiranak.

Online in situ hibridizacios adatbazis alapjan a Hsp 60 kifejez6dési mintdzata dramaian
megvaltozott a fogfejlodés soran, mely utalhat fejlddéstani szerepre is. A Hsp 60 egy
konzervativ fehérje, mely minden pro- és eukaridta sejtben kifejez6dik. A dontd tobbsége a Hsp
60 fehérjének a mitokondriumokban talalhato, koriilbeliil 20 % a citoszolban mig egészséges
koriilmények kozott kis mennyiségben az extracellularis térben is megtalalhatd. Hypoxia, 14z
perceken beliil képes jelentGsen megemelni a hésokk fehérjék szintjét mind intra-, mind
extracellularisan. A magas extracellularis Hsp 60 mennyiség, mint veszély szignal miikodik
funkcional a kornyezé sejteknek. A mitokondrialis Hsp 60 a mitokondriumba frissen
transzlokalodott fehérjék refoldingjat képes segiteni, lehetéséget adva azoknak a nativ
konformacié ismételt felvételére. A citoszolban taldlhaté Hsp 60 a frissen szintetizalodott
fehérjék foldingjat segiti, illetve az NF-kB jelatviteli utvonal befolyasolasaban jatszik szerepet,
mely soran az IKK komplexhez csatlakozik. Az IKK-nak harom alegysége van: IKKa, IKKp és
IKKy. Irodalmi adatok alapjan az IKKo —hoz és IKKp-hoz is képes csatlakozni a szabad
citoszolikus Hsp 60, ezzel az IKK komplex funkcidovesztést okozva. Az IKKa habar
klasszikusan az NF-xB jelatieli utvonalat befolyasolja, 6nallo fejlédéstani szereppel is bir. Az
IKKo az ektodermalis eredetli szervek (fog, szOrtlisz6) invaginacidjat koordindlja a

mezenhimaba, hianya tobbek ko6zott a fogesira abnormalis morfologidjat  okozza.



Célkitlizéseink:

- Az irodalomban elsdként tiiztiik ki célul Toll-like receptor 4 esetleges expresszios

mintazatanak és funkcidjanak a vizsgalatat a fogfejlédés soran.

- Masodik célként pedig egy olyan természetes endogén ligandot (Hsp 60) kivantunk
detektalni, mely fiziologias koriilmények kozott képes a TLR-4 segitségével

befolyasolni az odontogenezist.



Anyag ¢és modszer

Kisérleti allatok

Kisérleteinket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjéléti Bizottsandnak ajanldsa alapjin
végerztiik, engedély szam: DE FSZ/2010/10. A terhes ndstényeket cervikalis diszlokacioval

eutanizaltuk, az embridkat pedig dekapacitalassal. Az embrionalis kort a vaginalis plugbol,

illetve az embridk kiilsé morfologiai jegyeibdl allapitottuk meg.

In situ hibridizacié, RT-gPCR

A mintavételezéshez a terhes NMRI ndstényeket sodiumpentobarbitalal altattuk, majd a
kipreparalt embriokat PBS-ben jégre helyeztik Hsp 60 mRNS detektalasa esetén. Az
ameloblasztin mRNS detektalasa soran pedig tenyésztett 16.5 napos fogesirdkat hasznaltunk.

A probéakat a gyartd ajanlott protokolljanak megfelelden terveztiik és hasznéltuk (Integrated

DNA Technologies Inc., Coralville, 10, USA). A probak szekvenciaja:

Hésokk fehérje 60 (GenBank accession No: NM_010477.4)
T3 flanked sense: 5’-ATTAACCCTCACTAAAGGTCCCTGCTCTTGAAATTGCT,

T7 flanked antisense: 5’- AATACGACTCACTATAGGCTCCACAGAAAGGCTGCTTC,;

Ameloblasztin (GenBank accession No: NM_016519.5)
T3 flanked sense: 5°-AATTAACCCTCACTAAAGGCAGAAGGCTCTCCACTGCAA,

T7 flanked antisense: 5’-TAATACGACTCACTATAGGAGCAGTCAGGGTTTTCCACC.

A mintikat RNAze mentes friss 4 %-os paraformaldehiddel fixaltuk 4°C-on egy éjszakan at. A
fixalast kovetéen 3X10 percig PBS-ben, majd 15 percig 0.1 m-os PBST-ben inkubaltuk a
mintakat, melyet ismételt PBS-es mosas kovetett. Proteinaz K enzimet hasznaltunk (4 pg/mL

koncentracioban) a proteinek emésztésére TE pufferben 20 percig 37 °C-on. A mintat




prehibridizaltuk formamiddal 30 percig 60 °C-on, majd a probakat egy éjszakan at 70 °C-on
hagytuk a mintadkon. A hibridizacios puffer 50 % formamidot, 5x SSC, 10 % dextran szulfétot,
Denhardt’s solution-t és2.5 mg/mL probat tartalmazott. Inkub4cié utan a mintakat 2x SSC, SSC
és 0.2x SSC, mostuk 20-20 percig. A nem kotédott probakat RNAze A-val bontottuk (20
png/mL) 30 percig 37 °C-on. Végiil a mintakat 3-szor TBS-ben mostuk. A hivas soran 1 %
Bochringer Blocking Reagenst, 10 % kecske szérumot tartalmazé TBS-t hasznaltunk. Az
alkalikus foszfatdz konjugalt anti-digoxygenin antitestet (Roche, Mannheim, Germany) 8 6ran
at 4 °C-on alkalmaztunk a mintdinkon. A nem ko6t6dott antitestet TBS-el mostuk ki a mintakbol
3X10 percig. A szinreakcidhoz 20 pL. NBT/BCIP (Roche, Mannheim, Germany) reagens

hasznaltunk 1 mL TRIS-ben. A reakcio leéllitasa utan a mintakat Scale A2 oldatban taroltuk.

A RT-qPCR kisérleteket soran a teljes RNS mennyiséget Trizolban preparaltuk a
gyartd utasitdsanak megfeleléen (7 kezelt és 7 kontrol mintabol). A cDNS 200 ng RNS
felhasznalasaval volt szintetizalva High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-tel (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A (-PCR reakcio soran 10 ng cDNS-t hasznaltuk.fel. A
reakcio LightCycler 480 késziilékben (Roche, Basel, Switzerland) gPCR supermix
(PCRBiosystems) hozzaadasaval keriilt kivitelezésre a kovetkezé primerekkel: ameloblasztin
(fwd: 5°>- CATGCAGGACTTCTTGCTTTC; rev: 5’-GGTGCACTTTGTTTCCAGGTA) és
cyclophilin -~ mint kontroll (fwd: 5-TGGAGAGCACCAAGACAGACA; rev: 5’-
TGCCGGAGTCGACAATGAT) Az ameloblasztin expressiot a cyclophilin szintjé¢hez

normalizaltuk a kisérleteink soran.

Organoid szovetkultara

A korabbi cikkeknek megfeleléen Trowel tipust szovettenyészetet készitettiink 16.5 napos
fogcesirakbol. A fogesirdk szeparaldsa soran mindkét alsé metszéfogat kipreparaltuk NIKON

SMZ 1000 sztereomikroszkop segitségével (Nikon, Tokyo, Japan). A fogesirdkat 0.1 pm porus



atmérdjii Nucleopore filterre (Sigma, St. Louis, MO, USA) helyeztiik. A tenyésztés soran a
mintakat inkubatorba (37 °C és 5% CO, helyeztik. A parok koziil egyet kezelésben
részesitettiink, melynek az egyedi parja volt a kontrollja. A kezelt és kontroll fogesirak igy
azonos allatbdl szarmaztak, mely biztositja a lehet§ legnagyobb hasonldosagot a mintak kozott.
A DMEM (Gibco Brl, Gaithersburg, MD USA) médiumhoz 15% FBS-t (Gibco Brl,
Gaithersburg, MD, USA) adtunk, melybe a kezelés soran 1 pg/mL LPS-t (InvivoGen, San
Diego, USA) vagy 1 pg/mL Hsp 60-t (Abcam, Cambridge, UK) adagoltunk. A tenyészetek
médiumat minden 48 ordban cseréltiik, és a kisérleteket az 6todik napon fejeztiik be. A mintakat

az els6, harmadik és utolso tenyésztési napon fotddokumentaltuk.

Morfolégiai analizis

A morfologiai elvaltozas pontos megitélésért morfologiai analizist végeziink a tenyésztett
mintakon, mely soran a lingudlis és labialis gyokérnyllvany, valamint a zomanccsomé kozotti
szoget mértiik le. A morfologiai elemzés soran Image] 1.46 (National Institutes of Health,
Maryland, USA) szoftvert hasznaltunk, mely soran 7-7 kezelt és kontroll mintat vizsgaltunk
legalabb 3 kiilonboz6 tenyésztésb6l. A méréseket az in vitro tenyésztés adati alapjan végeztiik,

mellyel elkeriilhetd a szovetek zsugorodasabol (pl. dehidralas soran) eredé torzitd hatas.

ALP aktivitast mér6 esszé

A mineralizacios folyamatok vizsgélata soran alkalikus foszfataz aktivitasat mérd kisérletet
végeztiink 16.5 napos fogesirakon a tenyésztést kovetden. A kezelt és kontroll mintakat -70 °C
taroltuk pufferben a felhasznalasig. A mintdkat 30 masodpercig 40 A-mal tartuk fel (Cole-
Parmer, Illinois, USA). Majd 10.000g-vel 10 percig centrifugaltuk, a feliiluszobdl végeztiik el a

kisérletiinket, mely soran a gyarté utasitasait kovettiik (Abcam, Cambridge, UK).



Western Blot

A monoklonalis Hsp 60antitest tesztelését (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) a tenyésztés
soran alkalmazott exogén Hsp 60 fehérjén végeztiik el (Abcam, Cambridge, UK). A Hsp 60 és
TLR4 kimutatasara iranyuld Western blot kisérleteket 13.5-18,5 napos fogcsirakon keriiltek
kivitelezésre. A szeparalt fogcsirak sériilésmentesek voltak, felsziniik nem tartalmazott
kotészovetet. A fogesirakat homogenizalod pufferbe helyeztiik (50 pL homogenisation buffer
containing 50 mM Tris—HCI buffer (pH 7.0), 10 pg/mL Gordox, 10 pg/mL leupeptin, | mM
phenylmethylsulphonyl-fluoride, 5 mM benzamidine, and 10 pg/mL trypsin inhibitor).
Kovetkezd 1épésben szonikalassal feltartuk a mintakat (Cole-Parmer, East Bunker Court Vernon
Hills, IL, USA) a késdbbiekben a teljes lizatumot hasznaltuk a kisérleteink soran. A 7.5% SDS-
PAGE gélre 10-20 pg protein mintat vittiik fel, a Hsp 60, TLR4 és aktin detektalasa céljabol. A
fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk. A  blokkolast kdvetéen 1:200-as
koncentracioban monoklonalis anti Hsp 60 (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) vagy anti-
TLR4 egérellenes antitestet (Abcam, Cambridge, UK) és 1:10000 koncentracioban aktin ellenes
antitesttel (Sigma, St. Louis, MO, USA) inkubaltuk a mintdkat 4 °C egy éjszakan at. PBST-t
mosast kovetden (3X10 perc) egér ellenes IgG szekunder antitestet hasznaltunk 1:1500-as
koncentracioban 16ran at szobahdmérsékleten. Az el6hivas soran kapott jelet rontgenfilmen

detektaltuk.

Immunhisztokémia detektalasa a TLR4-nek

A mintékat a tenyésztést kovetden 30 percig 4 °C Sainte-Marie fixaloban helyeztiik, majd PBS-
ben mostuk. A tenyésztés soran hasznalt biotin jelolt LPS detektalasara 1:100-as higitasban
Vectastain Elite ABC Kit-et (Vector Laboratories Ltd., Peterborough, UK) alkalmaztunk. A

kontroll fogesirakon az ABC Kit-et PBS-sel helyettesitettiik. A reakcié detektalasat



tormaperoxidaz reakcioval tettiik lathatova. A kifejlddott DAB csapadékot 3 fliggetlen kutatd

értékelte. A kontroll mintak specifikus jelet nem adtak.

Hsp 60 immunhisztokémiai detektalasa

A mintéinkat (E10.5-E18.5) Sainte-Marie fixaloban 30 percig 4 °C fixaltuk, majd 16.5 napos
stadiumtol 10 %-0s EDTA-ban taroltuk 2 hétig a mintakat. A dehidracio soran felszallo alkohol
sort alkalmaztunk, majd xilolt, mely utdan végiil paraffinba agyaztuk a mintakat. Az
immunhisztokémiai reakcié soran deparaffinaltunk, majd rehidraltuk a metszeteket. A
metszeteket 1% 16 szérummal blokkoltunk, majd 3%-0s H,0,-al gatoltuk az endogén peroxidaz
aktivitast. A monoklonalis anti-Hsp 60-as antitestet (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)
1:200-as higitasban alkalmaztuk PBS-ben egy éjszakan at 4 °C-on. A mosasokat koveten a
masodlagos anti egér IgG antitestet (Vector Laboratories Ltd., Peterborough, UK) 1:400-as
higitasban 2 o6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk a metszeteken. A mosasokat kovetden a
Vectastain ABC Kit-et (VVector Laboratories Ltd., Peterborough, UK) alkalmaztunk a szekunder
antitesteket konjugalasara, melyet tormaperoxiddz modszerrel vizualizaltunk. A kontroll mintak
sordn a primer antitestet vizzel helyettesitettilk, melyek specifikus jelet nem adtak. A

hisztologiai festést picrosirius F3B-vel végeztiik, a korabbi protokolloknak megfelelden.

BrdU inkorporacios teszt

A fogesirak tenyésztésének befejezése el6tt 2 oraval 10 pL BrdU jel6lé reagenst (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) adtunk a mintdk médiuméhoz. A tenyésztést kdvetden a
fogcesirakat Sainte-Marie oldatban fixaltuk 4 °C-on 30 percig, majd dehidraltuk a mintakat
felszallo alkoholsorban és xilolban, végiil paraffinba agyaztuk 6ket. A szovettani feldolgozas
soran 5 pum vastag szdvettani metszeteket készitettiink, majd a BrdU Detection Kit (Zymed,

Carlsbad, CA, USA) gyartdi protokolljanak alapjan elvégeztiik a BrdU jelolt sejtek el6hivasat.



A pozitiv kontroll a gyartd altal volt biztositva.

ELISA

A tenyésztett fogesirakat a tenyésztést kdvetéen -70 °C taroltuk a felhasznalasig. A mintakat a
feldolgozasa soran mechanikailag homogenizaltuk TRIS-glicerinbe mely 1%SDS-t és proteaz
inhibitorokat tartalmazott. NUNC Maxisorp plate lyukaiba 10 pg proteint tartalmazo fedd puffer
volt téltve (15mM Na,COjz, 35 mM NaHCOs, 0.02% NaNj, pH=9,6). A szabad kotShelyeken
blokkolasara 1%-0s BSA-t hasznaltunk, majd a mosasokat kdvet6en 10-es tipusu kollagén elleni
antitestet alkalmaztunk a felszineken (Abcam, Cambridge, UK). Az inkubalés és mosasok utan
a kotédott primer antitestek detektalasa tormaperoxidaz enzimmel konjugalt nyul ellenes IgG-t
alkalmaztunk (DAKO, Glostrup, Denmark). A szinreakciéo o-phenylene-diamine szubsztrat
mellett fejlodott ki melynek abszorbanciajat 492 nm-en mértiik. A pozitiv kontroll soran szintén

ezeket a 1épéseket alkalmaztuk, de a minta epiphysis porc volt.

Alizarin-voros hisztokémiai festés

A tenyésztett fogesirakat paraformaldehidbe fixaltuk 2 6ran at szobahdmérsékleten kozvetleniil
a tenyésztés utan, majd desztillalt vizben Oblitettiik a mintakat. Az alizarin-voros festéket 10
percig szobahdmérsékleten alkalmaztuk a mintakon. A felesleges festéket desztillalt vizes
mosassal majd 20 % glicerollal tavolitottuk el. A mintékat a dokumentalas el6tt 10 percig Scale

A2 oldatban deritettiik.

Dokumentacié és statisztika

A szovettani metszeteket Nikon Eclipse 800 (Tokyo, Japan) fénymikroszkopra szerelt Olympus
DP 70 digitalis kameraval (Olympus, Tokyo, Japan) dokumentaltuk. A képeket Adobe

PhotoShop Software CS4 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) segitségével



szerkesztettik. A morfologiai elemzés soran Image) 1.46 (National Institutes of Health,
Maryland, USA) szoftvert hasznaltunk, mely soran 7-7 kezelt és kontroll mintat vizsgaltunk
legalabb 3 kiilonb6z6 tenyésztésbol. A paneleken feltiintetett adatok az atlagot + SEM-et
abrazoljak. A BrdU inkorporacios teszt soran Mann-Whitney statisztika proba alkalmaztunk. Az

ELISA és WB kisérleteknél Student’s tesztet hasznaltunk.



Eredmények

Funkcionalisan aktiv TLR4 detektalhat6 a fogfejlodés soran

WB modszerrel detektaltuk TLR4 kifejezédését a fogfejlédés sapka stadiumatol, mely
id6ponttol folyamatosan megtalalhato a fejlédé fogesirban. In vitro tenyésztése a 16.5 napos
fogesiranak szignifikdns mértékben csokkentette az IkB mennyiségét a LPS-sel kezelt
fogesirakban. A tenyésztés soran kotédott biotin jelolt LPS-t immunhisztokémiai modszerrel
detektaltuk, mellyel az aktiv TLR4 receptorokat tettilk lathatova. Elmondhatjuk, hogy a
kovetkezé részei tartalmaztak aktiv TLR4 receptorokat a fogcsiranak: preszekretoros,
szekretoros ameloblasztok, sztratum intermédium és preodonblasztok. Erdekesség, hogy a

posztszekretoros ameloblasztok nem jel6lddtek.

nem valtoztatta meg.

A tenyésztés Ot napja soran nem valtozott meg az LPS kezelt fogesirak morfoldgiaja. Alizarin
vorossel torténd hisztokémiai festés alapjan viszont nagymértékben csokkent a fogesira
mineralizaci6ja az LPS kezelés hatasara. A kontroll mintakban jelentés mennyiségben jelenlévo
Ca ion mennyisége nagymértékben csokken a kezelés hatdsara mind a lingudlis mind a labialis
oldalan a kezelt fogcsirdknak. Tovabbiakban ELISA modszerrel vizsgaltuk a 10-es tipust
kollagén mennyiségét a mintakban és szignifikansan csokkent szintet detektaltunk a kezelt
fogesirak esetén. Tovabbi vizsgalattal az alkalikus foszfatdz enzim csokkent aktivitdsat

detektaltuk a kezelt fogesirakban.



LPS kezelés elosegiti az ameloblasztok érését

In situ hibridizacioval vizsgaltuk az ameloblasztin mRNS kifejez6dését, mely csak a fogesirak
zomancszervében a labialis oldalan volt detektalhato. A kezelt mintdkban egyértelmiien
megemelkedett a kifejez6dés szintje, melyet RT-QPCR-el szamszerisitettiik, mely

szignifikansan emelkedett expressziot igazolt.

A hésokk fehérje 60 nagy mennyiségben fejezddik ki a zomancszervben

A Hsp 60 els6ként a fogfejlodés iniciacids szakaban volt megfigyelhetd (E11.5), majd a bimbo
¢és sapka stddiumokban egyértelmiien a zomancszerv teriiletén fejez6dott ki. A kovetkezd
rétegei a zomancszervnek tartalmaztak nagy mennyiségben Hsp 60 fehérjét: belsé zomancham,
kiils6 zomancham, zomanccsomo. A fogesirat koriiloleld fogzacskd csak bazalis expressziot
mutatott, mely minden szovetben detektilhatd volt. A harang stddium sordn frissen
differencialodott struktarak is immunpozitivitdst mutattak, melyek: sztratum intermédium,
preszekretoros, szekretoros ameloblasztok a fent emlitett szOvetrészek mellett. A dentalis
papilla sejtejeibdl differencialodd preodontoblasztok, odontoblasztok szintén immunpozitivitast
mutattak. A sztratum intermédiumban extracellularis Hsp 60 is detektalhato volt. Western blot

modszerrel a Hsp 60 kifejezodését E13.5-E18.5 kor kdzott megerdsitettiik.

In situ hibridizacioval detektaltuk a Hsp 60 mRNS expresszios mintazatat

Az in situ hibridizacioval elsdsorban az extracellularisan a sztratum intermédiumban 1évé Hsp
60 eredetét vizsgaltuk. Kisérleteinkhez 16.5 napos fogcsirat hasznaltunk, mellyel kés6bb in
vitro tenyészeteink soran feldolgozasra keriiltek. Az egész minta attekintése alapjan a Hsp 60
MRNS-¢ elsGsorban a labialis részén talalhato a fogcsiranak, ezzel szemben a lingualis és
kozépsd teriiletek gyengén jelolddtek. Elmondhatjuk, hogy az immunhisztokémiai

eredményeink megerdsitést nyertek, hiszen a kiils6, belsé6 zomancham, sztratum intermédium,



szekretoros ameloblasztok, preszekretoros ameloblasztok, preodontoblasztok és odontoblasztok
tartalmaztak nagy mennyiségben a Hsp 60 mRNS-t. Valoszintisithetéen az extracellularis Hsp

60 fehérje a sztratum intermédium sejteibdl szarmazik.

Az exogén Hsp 60 alaktani elvaltozast okozott a tenyésztés soran

Kisérleteinkhez 16.5 mnapos fogcsirdkat hasznaltunk, mert ez a morfogenezis ¢és
hisztodifferencios fejlédéstani stadiumokkal is atfed a fogfejlédés soran. llletve a késébbiekben
kialakulé fogzomanc gatolni képes a Hsp 60 felvételét a fogesira centrumanak iranyaba, ez 16.5
napos fogcsirak esetén nem all fent. A tenyésztés els6 napja sordn nem volt alaktani eltérés a
mintak morfoldgidja kozott. A harmadik napon a Hsp 60 kezelt fogesirdk csucsi része kissé
tompabba valt, a proximalis része a fogesirdknak viszont azonos morfologiat mutat kontroll
mintakhoz viszonyitva. Egyértelmii eltérés a kezelés 6todik napjan alakult ki. A kezelt fogesirak
cstcsi része egyértelmiien megnagyobbodott, tompa a kontroll mintdkhoz képest, a proximalis
részek azonosak. A statisztikai elemzés szerint szignifikans kiilonbség alakul ki a
gyokérnyulvanyok €s a zomanccsomo kozott mérhetd szogben kezelt mintak esetén (21,01°;
SD:3,77; SEM:1,68) kontroll mintak esetén (11,88°; SD:2,94; SEM:1,31). A megfigyelt

morfoldgiat picrosirius festéssel tettiik jo1 dokumentalhatova.

Sejtciklus analizis

A csucsi része a kezelt és kontroll mintak esetén sem tartalmazott 0sztodo sejteket. Szamos sejt
jelolédott azonban a fogesirak labialis gyokérnytlvanyanak a teriiletén. Habar kis kiilonbség
kialakult a kezelt és kontroll csoportban a sejtek szamat €s eloszlasanak a tekintetében, ezen

eltérés nem szignifikans Mann-Whitney test, p>0.84.



Megbesz¢lés

A TLRA4 kifejez6dése a fejlodé fogesiraban, mely zomanc mineralizaciot befolyasolja.

Kisérletink alapjan elmondhatjuk, hogy a TLR 4 receptor 14.5 napos embrionalis kortol
folyamatosan expresszalodik egerek alsd metszéfogaban, mely alapjan vélhetéen fejlédéstani
szerepet is betdlt az odontogenezis soran. A kisérleteink alapjaul szolgalé mintakat 16.5 napos
als6 incisorok TLR4 specifikus agonistajaval torténd kezelése soran nyertiik. Specifikus
agonistaval (LPS) tortén6 kezelése a fogesiraknak, szignifikdnsan csokkentette az IxB
mennyiségét, mely az NF-kB jelatviteli utvonal negativ regulatora és a TLR4 szignalizaciod
egyik effektora. Ezek alapjan valdsziniisithets, hogy a TLR4 funkcionalisan mar aktiv 16.5
napos fogesirak esetén, tehat az esetleges hatésait ebben a stidiumban mar vizsgalhat6. A TLR4
egyik jol ismert hatidsa a keményszovetek mineralizaciojanak befolyasolasa. Alizarin voros
festéssel Osszehasonlitva az LPS kezelt és kontroll fogcsirakat elmondhatjuk, hogy a kezelt
mintakban dramain kevesebb a Ca ion mennyiség a zomanc matrixban a tenyésztés 5. napjan.
Irodalmi adatok alapjan a TLR4 ezen hatasat az alkalikus foszfataz enzim gatlasan keresztiil
fejti ki, ezt megerdsitendd a kezelt mintainkban nagymértékben lecsdkkent az enzim aktivitast
talaltunk. ELISA mddszerrel csokkent mennyiségli 10-es tipusu kollagént detektaltunk, mely
csak a zomanc matrixban talalhato a fogfejlédés soran, ezen adat szintén csokkent
mineralizaciora enged kovetkeztetni. A 10-es tipust kollagének kiemelked$ szerepe van az
enchondralis csontosodasban, mely soran a hidroxi-apatit kristalyok optimalis kornyezetét
alakitja ki. Két megfontolassal tudjuk ezen eredményeket magyardzni, elsGsorban az
irodalomban mar jol ismert szerepével a TLR4-nek mely az ALP enzim gatlasat okozza
odontoblasztokon igy a biomineralizacios folyamatokat gatolja. Masrészt a szabad LPS képes
szabad Ca ionokat kotni, mely kozvetve szintén géatolja a zoméanc és dentin matrix
mineralizacidjat az ameloblasztok és odontoblasztok érésének a gatlasa miatt. Az ameloblasztok

érésének gatlasat az in situ hibridacio és RT-qPCR kisérletek cafoljak, ahol éppen ellenkezdleg



felgyorsult érést detektaltunk, tehat a LPS Ca®" kotd hatasa kevéssé valdszinii. Az in situ
hibridizacioval és RT-QPCR-el vizsgalt ameloblasztin MRNS egy zomanc matrix fehérjét kodol,
melyet szekretoros ameloblasztok szintetizalnak, habar kis mennyiségben idészakosan a dentin
matrixban is megtalalhato. In situ hibridizacié vizsgaltuk a kifejez8dési mintdzatat az
ameloblasztinnak E16.5 stadiumban, mely kisérleteink alapjan ezen stadiumban az AMBN csak
a zomancmatrixban volt megtalalhatd. RT-gqPCR-el vizsgalva elmondhatjuk, hogy
szignifkansabb magasabb volt az AMBN szintje a kezelt mintakban, mely mennyiség csak a
zomanc matrixbdl szarmazott. A felgyorsult matrix szekréciot mar korabban ismertették kutatok
az odontoblasztok végzett kisérletek soran. Fontos megjegyezni, habar mi direkt TLR4 hatasnak
tulajdonitjuk a felgyorsult ameloblaszt , felvetend6 a MAPK jelatviteli Gtvonal szerepe ezen

folyamatban, melyet ez idaig sem csoportunk, sem pedig mas szerz6k nem vizsgaltak.

Kifejez6dési mintazata és feltételezett szerepe a Hsp 60 fehérjének

Masodik célként egy olyan endogén ligand detekciojat tiiztiik ki, mely aktivalhatja a TLR4-et az
egyedfejlédés soran. Az irodalom alapjan szamos ilyen fehérje felleheté példaul: hdsokk
fehérjék, HMPG, proteoglikdnok. Ezen jeloltek koziil a Hsp 60 fehérje vizsgalatat végeztiik el,
hiszen ez direkten a TLR4-et is képes aktivalni, illetve TLR4 medialt endocitdzis utjan is képes
bekeriilni a citoszolba ahol az NF- kB jelatviteli utvonalat képes modositani. Korabbi cikkek
mar ismertették a Hsp 25, 27, 28, Hsc73, Hsj2 kifejez6dését és szerepét a fogfejlddés soran,
melyek szintén a hésokk fehérje csaladba tartoznak. Elmondhatjuk, hogy a Hsp 25 els6sorban a
morfologiai fejlodését, illetve a hisztodifferenciaciot szabalyozza 6rlé fogakon végzett
kisérletek alapjan. A Hsp 25 kifejezédése folyamatos a fogfejlddés soran odontoblasztokban és
a pulpa sejtjeiben, mig a preodontoblasztok, ameloblasztok id6legesen fejezik ki. A Hsp 27
szintén elsGsorban a morfoldgiai fejlodését hatarozza meg a fejlédé fognak, és a harang

stadiumtol fejezddnek ki elsésorban a zomancszervben. Hsc73, Hsj2 elsdsorban a belsd



zomanchamban és a zomanccsomoban expresszalodik a harang stadium soran. Elmondhatjuk,
hogy a Hsp 60 hasonlé mintazatot mutat, mint a fent felsorolt rokon fehérjék. A zomancham,
odontoblasztok fejezték ki leger6sebben a Hsp 60-at a fogfejlédés soran, jollehet bazalis
expresszi6 minden szovetben megfigyelhetd volt, mely a Hsp 60 kardinalis szerepével
magyarazhat6. Az in situ hibridizacié megerdsitettiik az immunhisztokémiai eredményeinket.
Ezzel az érzékenyebb modszerrel is eltéré expresszios mintazatot talaltunk a fogesira kiillonb6z6
szdveteiben. Fontos megjegyezni, hogy az in situ hibridizacio soran felhasznalt mintakat kozel
fiziologias korilmények kozott végeztiik, tehat az emelkedett Hsp 60 mRNS szint nem

pathologiai folyamatok kévetkezménye.

Ismert, hogy patoldgias koriilmények pl. laz, hypoxia, acidozis, percek alatt képes a Hsp 60
szintjét megemelni. Mivel K.O. nem elérhetd, ezért az emelkedett Hsp 60 koncentraciot
vizsgaltuk ex vivo szdvettenyészés soran 16.5 napos fogcesirdk esetében. Az alkalmazott
mennyiségi Hsp 60 abnormalis, tompa cstcsi részt okozott a kezelt fogesirakon. Ezen alaktani
elvaltozas lehet az NF-kB jelatviteli ttvonal befolyasolasa révén létrejott valtozas.
Kozelmultban felmeriilt adatok alapjan, a Hsp 60 képes a citoszolban az IKK komplexhez
kotddni, mely a centralis regulatora az NF-kB utvonalnak. Az IKK komplex 3 alegysége: IKKa,
IKKp és IKKy. Régota ismert, hogy az IKKa KO allatoknak tompa csticsi résszel fejlodik ki az
elsé metszéfoguk, mig az IKKP, IKKy funkcidvesztése nem okoz fogfejlodési anomaliat. Ezek
alapjan feltételezheté, hogy a metsz6fogak morfologiai elvaltozasa az IKK komplex
befolyasolasa révén jon 1étre. Egy masik lehetséges valasz az abnormadlis tompa csucsi részi
metsz6fogakra az ektodysplasin/TNF jelatviteli Gtvonal, mely az ektodermalis fliggelékek
morfologiai fejlédéséért felelés. Az effektor molekula ebben az estben is az NF-xB
transzkripcios faktor. Az ektodysplasin génkiiitott egerek szintén az altalunk megfigyelt
fogfejlédési anomaliaval sziiletnek. Erdekesség, hogy az IKK komplex altal szabalyozott IkB

elvesztése miért nem okoz fogfejlédési rendellenességet. A BrdU inkorporacids teszt soran,



nem talaltunk lényegi eltérést sem a dentalis sejtek osztddasi gyakorisdgaban, sem pedig

azoknak a szamaban.

A hosokk fehérje 60 kapcsolata valdszintisithetd a TLR4 receptorral

Adataink alapjan a TLR4 a hisztodifferenciacioban és a mineralizacios folyamatok kapcsan
vesz rész a fogfejlédés soran. A TLR4 folyamatosan jelen van a fejlodé fogesirakban a sapka
stadiumtol. Eredményeink szerint elsésorban a zomancszervben és preodontoblasztokban
talalhatoak meg. A TLR4 aktivacidja 16.5 napos fogcesiran csdkkentette a mineralizaciot a fog
keményszoveteiben. Az LPS kezelés masik szignifikans elvaltozasa pedig az ameloblasztok
érésének eldsegitése volt. Az altalunk hasznalt LPS egy exogén ligand volt, habar szdmunkra
kardinalis kérdés volt, hogy milyen estleges endogén ligand tudja aktivdlni a TLR4-et. A
kiséreteinkhez a Hsp 60 fehérje vizsgalatat tliztik ki, mely alkalmas lehet a fenti funkcid
betoltésére. Az immunhisztokémia alapjan elmondhatjuk, hogy a Hsp 60 elsésorban a
zomancszervben, illetve odontoblasztokban fejez6dik ki  nagyobb  mennyiségben.
Eredményeinket in situ hibridizacioval erdsitettiik meg. Ha Gsszehasonlitjuk az TLR4 (exogén)
és Hsp 60 (endogén) ligand kozotti eredményeket, elmondhatjuk, hogy mindkét fehérje
elsésorban a zomancszerben fejezédik ki. A jelatviteli utvonal mindkét esetben az NF-xB
utvonal, habar a TLR4 a MAPK utvonalat is képes aktivalni. Masrészt az eredményeink nem
tdmogatjak azt a hipotézist, hogy a Hsp 60 aktivizalnd a TLR4 receptort. Az LPS kezelés nem
okozott alaktani elvaltozast, mint a Hsp 60 exogén adagoléasa. Ezek alapjan valdszintisithetden a
Hsp 60 endocitézis kapcsan keriil be a sejtekbe pl. TLR4 altal, ahol a citoplazmaban az IKK
komplexen keresztiil fejti ki hatasat. Fontos megjegyezni, hogy a Hsp 60 szamos TLR receptort

képes aktivalni, mint tipikus endogén ligand, igy tovabb boviil nyitott kérdéseink kore.



Osszefoglalas

Célként tiiztiik ki, hogy kimutassuk a feltételezett jelenlétét és szerepét a Toll-like receptor 4-
nek a fogfejlodés soran, illetve egy feltételezett ligandjanak a mintazatat és funkciojat (Hsp 60)
kivantuk monitorozni a fogfejlédés alatt.

Az adataink a kovetkez6 kovetkeztetéseket vontuk le.

- A TLR4 a sapka stadiumtol folyamatosan kifejezodik a ragesald fogesiraban

elsésorban a zomancszerv struktaraiban.

- A TLR4 aktivacidja ne okozott morfologiai elvaltozast, azonban csdkkentette a

fogcsirak mineralizaciojat és gyorsitotta az ameloblasztok érését.

- Egy lehetséges endogén ligand a Hsp 60 folyamatosan kifejezédik a fogfejlodés alatt,

elsésorban szintén a zomancszervben talalhatéo meg nagy mennyiségben.

- A Hsp 60 abnormalis morfol6giat okozott a fejlodé fogesirdkon, azonban nem

valtoztatta meg a sejtek osztodasi aktivitasat.

- Osszességében elmondhatjuk, hogy sikeriilt a Hsp 60 és TLR4 expresszios mintézatat
leirni, azonban nagy valoszinliséggel az eltér6 hatasaik miatt egyéb jelatviteli

utvonalakat is befolyasolhatnak.
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