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1. Bevezetés

A fogat alkotd szovetek az orélis ektodermabol, valamint a kriszta neurdlis eredetii
mezenchimalis sejtekbdl fejlddnek. A fog morfogenezise az oralis epitélium bazalis sejtjeinek
foglécet. A foglécen, a késObbi fogcsiradknak megfeleld helyen, a kezdetben gomb alaka
sejtszaporulatbol, a széli részek fokozott proliferacidés aktivitasanak, valamint az
ektomezenchimdnak a fogcsira kozépso teriileteire vald benyomuldsdnak eredményeképpen
kialakul a zomancszerv. Az epitelidlis-ektomezenchimalis eredetii fogcsira kiilonb6zo sejtjei
iddben, térben eltérd sejt, valamint sejt-extracellularis matrix (ECM) kolecsonhatasok indukéalod
hatasara differencidlodnak és 1étrehozzak a fog kiilonb6zo szoveteit.

Az ektomezenchimalis eredetli odontoblasztok termelik a dentin matrixat. Az
odontoblasztok nytlvanyai koriil megjelend dentin szigndlként szolgalhat ahhoz, hogy a belsd
zomancham sejtjei szekretoros ameloblasztokkd alakuljanak. A szekretoros ameloblasztok
pedig a zomanc alapallomanyanak a szintéziséért feleldsek. Mig a csontszovetképzodés soran
egy nem mineralizalédott matrixtemplat kialakuldsat kovetéen indulnak el a mineralizacids
folyamatok, addig a zomanc alapallomanyban gyakorlatilag a szintézist kdvetéen azonnal
elkezdédik a mineralizaci6. Igy a szekretoros ameloblasztok altal termelt speciélis
zomancfehérjéknek (amelogenin, enamelin, tuftelin, ameloblasztin/amelin) alapvetd szerepe
lehet a kristalyszerkezet kialakuldsanak befolyasolasdban. Annak ellenére, hogy egyre tobb
kisérletes munka foglalkozik ezen bonyolult szerkezet kialakuldsdhoz vezetd folyamatokkal, a
zomancra jellemz0 kristalyszerkezet kialakuldsanak pontos mechanizmusa maig nem ismert.

A fejlodo fogesira ECM-re vonatkozé irodalmi adatok tobbsége ragcesalokon végzett
tanulmanyokbol szarmazik. A hialuronsavnak, valamint receptoranak, a CD44-nek huméan
fogfejlodésben jatszott szerepérdl a rendelkezésre allo kevés irodalmi adat miatt nem sokat
tudunk. A X-es tipust kollagén fog keményszdveteiben valo eléfordulasardl irodalmi adatokat
nem talaltunk.

A hialuronsav (HA) az ECM egyik poliszacharidja. A HA ismétlddé diszacharid
egységekbdl (D-gliikuronsav és N-acetilglukdzamin) felépiild orids méretli nem szulfatalt
gliilkozaminoglikan, melyben a monoszaharidok egymashoz béta-1,4- és béta-1,3-gliikkozidos
kotésekkel kapcsolodnak.

Az er6sen hidratalt hialuronsavnak a viszkoelasztikus sajatsagabol adodo térkitoltdé funkcioja

mellett jelentds szerepet tulajdonitanak a kiillonbozd fejlédésbiologiai folyamatokban: szerepe
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Természetesen ezen folyamatokban nemcsak a HA passziv térkitoltd hatdsanak lehet szerepe,
hanem a hialuronsav kiilonb6z6 sejtfelszini receptorain keresztiil (CD44, RHAMM), hathat az
intracellularis folyamatokra is.

A legtobbet tanulmanyozott és a legtobb hialuronsav medidlt effektus tovabbitasaért
felelds receptor a CD44. A CD44 transzmembran fehérje, melynek extracelluldris doménjének
a disztalis része az aggrekdn molekula link proteinjének szerkezetéhez hasonld, és a
hialuronsav molekula kotéséért felelds. Az extracellularis rész sejtmembranhoz kozelebbi,
proximalis szakasza eltérd lehet a kiilonb6zd izoformdkndl. A sejt belsejébe torténd HA-
effektus tovabbitdsért a transzmembran domén mellett a CD44 intracellularis doménje is
felelés, mely a citoszkeleton kiilonb6zé6 molekuldival, az ankirinnel és ERM
(ezrin/radixin/moezin) csalad tagjaival kapcsolodhat.

A X-es tipusu nem fibrillaris kollagén, melynek jelenlétét eldszor az epifizis
porckorong hipertrofids zondjaban, illetve az iziileti porc kalcifikécios zondjaban irtak le,
harom kiilonb6z6 szakaszbdl épiil fel: az N terminalis végen kis molekulasulyu nonhelikalis, a
C terminalis végen egy 17-20 kD-os globularis doménbdl, valamint a 45 kD-os kdzépso
helikalis szakaszbol. A molekula C termindalisan 1évé nonhelikdlis szakasz szerkezete
rendkiviil konzervativ, s ennek a doménnek tulajdonitanak szerepet a X-es kollagén
kollagén szerepet jatszik a porc ECM mineralizaciojaban.

Az értekezésben 0sszegzett kisérletes munkaval a fentebb vazolt okok miatt, kvalitativ
¢és kvantitativ hisztokémiai modszerrel vizsgalni kivantuk a hialuronsav, CD44 és X-es tipusu
kollagén expresszalodasat fejlodd human fogcsirdkban. Ezen tul, a X-es kollagén
expresziojanak tanulmanyozéasakor tapasztalt eredményeink alatdmasztisa végett ELISA ¢és

Western immunoblot kisérleteket is végeztiink.



2. Célkitiizések

A fejlédd fogtelep extracelluldris matrixdra vonatkoz6 ismereteink elsGsorban
allatokon, f6leg ragcsalokon végzett kisérletes tanulmanyokbol ismeretesek. Ezért dontottiink
ugy, hogy a fejlédés kiillonbozé stadiumaibol szarmazoé human fogcesirdkon tanulméanyozzuk
az ECM-komponensek koziil a hialuronsav (1) illetve receptoranak CD44 (I1) idébeli és térbeli
expresszalodasat kvalitativ és kvantitativ hisztokémiai modszerekkel. Célul tliztiik ki, tovabba
azt is, hogy adatokat gy(ijtsiink annak leirdsara, hogy az irodalomban eddig nem emlitett
human fogcsira zomancanak extracellularis matrixaban altalunk detektalt X-es tipusu kollagén

milyen szerepet jatszhat a fejlédé zomancmatrix kialakitasaban (III).



3. Anyagok és Médszerek

3.1 Anyaggyiijtés, Mintaelokészités

Vizsgalatainkat a DEOEC Sziilészeti ¢és Nogyogyaszati Klinikarol kapott
abortumokbol, valamint a Patologia Intézetben gyljtott foetusokbdl, illetve elhalt
ujsziilottekbol szarmazd mintakon végeztiik.

3.1.1 Szbvettani metszeteink készitésekor a vizsgalati anyagokbdl az incizalis régiobol
kivett fogcsirakat tartalmazé 1-1,5 cm-es mandibula részleteket Sainte-Marie oldatban
fixaltuk, azutan dekalcinaltuk EDTA-ban, mostuk majd dehidraltuk és beagyaztuk alacsony
olvadasponti paraffinba. Ezutdn 7-8um vastagsagii metszeteket készitettlink a fogcsira
hossztengelyével parhuzamosan. Minden egyes alkalmazott reakcio el6tt xilolban
deparaffinalast, leszall6 alkoholsorban és deszt. vizben hidratalast végeztiink.

3.1.2 ELISA ¢és Western immunoblot kisérleteinkhez mintdink az elézdekben
ismertetett helyekrdl szarmaztak. Az eltavolitott mandibula darabokbdl a még 4t nem tort
fogcsirakat szeparaltuk, majd gondos preparalassal szétvalasztottuk a fogat alkotod szoveteket.
Pozitiv kontrollként eltavolitottuk a human mintdink tibiajanak epifizis porcat is, ugyanis az
epifizis porcban megtalalhato hipertrofias porcsejtekrdl és az ket koriilvevéd ECM-rdl ismert,
hogy X-es tipusu kollagént tartalmaznak. A fog kemény szoveteit (dentin, zomanc) TRIS-t,
valamint SDS tartalmu glicin pufferbe tettik és dorzsmozsarban allandé hités mellett
homogenizaltuk. Az igy kapott dentin- €s zomanc-masszat centrifugaltuk, majd a feliiliszot
szeparaltuk. Az eltavolitott és aprora vagott epifizisporc-darabkékat guanidin HCl-vel
homogenizaltuk. Ezt kdvetd ecetsavas mosas utan mintdinkat ismét centrifugéaltuk, majd az
eltavolitott feliiluszot pepszinnel (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA)
emésztettiik. Az emésztést és ismételt centrifugalast kovetéen a feliiluszot ecetsavban

dializaltuk, majd lefagyasztottuk ¢és liofileztiik.

3.2. HA, CD44 valamint a X-es tipust kollagén detektasasa
3.2.1 Hialuronsav kimutatasa

A HA reagens (bHABC), a porcmatrixban el6fordulé nagyméreti PG aggrekan
molekula N-termindlisdn 1év6 G1 doménbdl izolalt szakasz, mely specifikusan kotodik a
hialuronsav dekaszaharidnyi részéhez, hozza biotint kdtnek, ez a komplex lesz a reagens A
bHABC-t Dr. Tammi, R. és Dr. Tammi, M. (Department of Anatomy, University of Kuopio,

Kuopio, Finland) bocsatottak rendelkezéslinkre. A reakcid elsé Iépése a szovetmintaban



jelenlévé HA detektalasa a bHABC probaval. A tovabbiakban a kotddott reagens biotinjat
detektaljuk, amire mi avidin-biotin peroxidaz komplexet (ABC) hasznaltunk, a rendszerben
1évé enzimet (peroxiddz) pedig H202 valamint diaminobenzidin (DAB)-kromogén
segitségével tettiik lathatova. A bHABC reagens specificitasat két kiilonb6z6 modon
ellendriztiik. A HA reakciot megel6zéen (a) Streptomices hialuroniddz enzimemésztést
hajtottunk végre, melyrdl ismert, hogy specifikusan csak a hialuronsavat depolimerizalja tetra
¢s hexaszaharidokra vagy (b) metszeteinken HA-oligoszaharidokkal torténd eldinkubalast
végeztiink. Ezt kdvetden a fentebb ismertetett moédon hajtottuk végre bHABC probaval az
inkubalast majd a HA-reakcid tovabbi [épéseit.

3.2.2 CD44 Immunohisztokémia

A molekula detektalasahoz a CD44 0sszes izoformdjat felismerd monoklonalis
antitestet (Hermes 3, H3) hasznaltunk, melyet Dr. Sirpa Jalkanen (University of Turku, Turku,
Finland) bocsatott rendelkezésiinkre. A H3-mal inkubalt metszeteket biotinilalt anti-egér
antitesttel kezeltiik, majd a 2. antitest biotinjat detektaltuk ABC segitségével. A reakciot
H202 valamint DAB segitségével tettilk lathatova. Negativ kontrollként metszeteinket
nonimmun IgG2-vel inkubaltuk, majd a fentebb ismertetett modon hajtottuk végre a CD44

immunohisztokémiai reakcid tovabbi Iépéseit.

3.2.3 X-es tipusu kollagén Immunohisztokémia

A metszeteink deparaffinalasat kovetden tesztikuldris hialuronidaz enzimemésztést
végeztiink a X-es tipusi kollagén epitopjainak feltarasa érdekében. A X-es kollagén
detektalasara monoklonalis ellenanyagot (X53, Dr. von der Mark, K. /University of Erlangen-
Nurenberg, Germany/ ajandéka) hasznaltunk. A kotodott antitestet biotinilalt anti-egér
antitesttel, majd streptavidin-alkalikus foszfatdz komplex-szel konjugaltuk. A reakcio
vizualizésasara naftol AS-MX foszfatot és Fast Red-et alkalmaztunk. A reakcio elvégzése
utin a X-es kollagént tartalmazé struktirdk vords szinben jelennek meg. Az X53-as

ellenanyag specificitasanak ellendrzésére a X53 pufferét hasznaltuk.

3.2.4 A X-es tipusu kollagén kimutatdsa Western immunoblot technikéaval

A fogtelepb6l és a hipertrofids porcbol szarmazé mintdinkat 8 %-os SDS-
poliakrilamid minigelekre vittiik fel. A gélek zsebeibe egyenként 20-20 pl mintét, valamint
molekulasuly-standardokat helyeztiink. A membran blokkolasat 2 %-os BSA/SDS pufferrel



végeztiik, majd a kovetkezd 1épésben a X53 felvitelére keriilt sor. A gélhez kotodott X53-at a
biotinilalt anti-egér ellenanyaggal ABC-vel, majd H202 DAB-os hivooldattal detektaltuk.

3.2.5 A X-es tipusu kollagén kimutatdsa ELISA technikaval

A X-es tipusi kollagén ELISA-val torténd kimutatdsdhoz Nunc-Immuno Plate-et
hasznaltunk. A plate-re a szovetmintakat -5pg/lyuk koncentracioban- vittiink fel.
A coatingolds utdn 1 %-os zselatin PBS-ben blokkolast végeztiink. Ezek utdn a X53-as
antitesttel inkubaltunk majd peroxidazzal konjugalt anti-egér ellenanyaggal torténd inkubalas
kovetett. A vizualizalasra orto-fenilén-diamint és H202-ot hasznaltunk, mellyel a szinreakcio
megjelenéséig inkubdltunk. A kapott szinreakciokat A=492 hullamhosszon fotometraltuk. A
fotométert (Titertek Uniskan®Labsystem, Finland) az 1 %-o0s zselatin PBS-t tartalmaz6 lyuk
abszorpcids értékéhez kalibraltuk. A negativ kontrollokndl a X53 monoklonalis ellenanyaggal

torténd inkubacios 1épést hagytuk ki.

3.3 Hialuronsav expressziojanak kvanitativ Meghatarozasa Szamitogépes Képanalizissel

A bHABC-vel kapott hisztokémiai reakcionk kvantitativ §sszehasonlitasat kozonséges
fénymikroszkophoz illesztett CCD kamera (Kodak, Rochester, NY, USA), valamint egy
Macintosh PC-n fut6 IP Lab nevii képanalizal6 program (Signal Analytics, Vienna, VA, USA)
segitségével végeztik. Méréseinket megeldzden, a képanalizalé rendszer altal detektalt
intenzitds -grey level- értékeket az IPLab program, valamint neutrdlis filterek segitségével
optikai denzitds értékekké alakitottuk és mintdink vizsgélatakor ezen optikai denzitas értékek
segitségével, jellemeztiik az egyes strukturdk relativ hialuronsav tartalmat. Minden egyes
kivalasztott strukturabol 120 mérést végeztiink, méréseinket atlagoltuk és a kapott értékeket
terlilet integralt optikai denzitasként tiintettiik fel. A mérések sordn a rendszer paramétereit

nem valtoztattuk.

3.4 Statisztikai modszer
A szamitogépes képanalizis soran kapott eredményeink elemzésére Mann-Whitney U
statisztikai tesztet hasznaltunk. A statisztikai probat az SPSS szoftver (SPSS Inc., Chicago, Il,

USA) felhasznalasaval végeztiik el.



4. Eredmények és Kovetkeztetések

4.1 A hialuronsav és receptoranak (CD44) expressziojanak a vizsgalata

A fejlédés korai harang stddiuméban 1évé mintainknal az oralis epitélium, valamint az
ebbdl kiinduldé fogléc sejtjei intenziven jelolodtek a bHABC-vel. A zomancszerv
fogpapillajaban mérsékelt bHABC reakcidt tapasztaltunk. A preszekretoros ameloblasztok
vizsgalatakor a sejtek apikélis és bazalis része kozott optikai denzitaskiilonbség mutatkozott.
A preszekretoros ameloblasztoknak a fogpapilla felé nézd apikalis része intenziv a sejtek
bazalis része gyengébb jelolodést mutatott. A preszekretoros ameloblasztokat a fogpapilla
legkiilsé sejtsoratol elvalasztd membrana bazélis (Gn. lamina ameloblasztika), intenziven
jelolédott a hialuronsav reagenssel. Hasonldan mas munkacsoportok ragcsalokon tapasztalt
eredményeihez, human mintiink esetében is megfigyelhetd volt a kiils6 zoménchdmsejtek
altal hatarolt zomancpulpa csillag alaku sejtjeinek intenziv HA reakcidja. A fogfejlédés korai
harang stadiumaban 1évo fogtelepek esetében a CD44 expresszid nagyjabol megfelelt ezen
fogcsirdk esetében tapasztalt hialuronsav mintazattal: az ordlis epitélium bazalis sejtsora,
valamint az ebbdl kiinduld fogléc sejtjei intenziven jelolddtek H3 ellenanyaggal, a kiilsd
zomanchamsejtek valamint a preszekretoros ameloblasztok altal hatarolt zomancpulpa csillag
alaki sejtjei moderalt CD44-reakciot mutattak. A fogtelep apikalis régidjaban a
preszekretoros ameloblasztok lateralis €s bazalis sejtmembranja intenziv jel6l6dést mutatott.
Erdekes volt az a megfigyelésiink, hogy mig a harang alaka fogtelep homorulatdban 16v6
preszekretoros ameloblasztok pozitivitasat tapasztaltuk, addig a gyokérnyulvany teriiletén
ezen sejtek negativak maradtak, hasonldan a kiilsé zomancham sejtjeihez.

Szamos, sejttenyészeten végzett tanulmany szerint a hialuronsavban gazdag pericellularis
matrixnak szerepe lehet a kiilonbozd tipust sejtek osztédasanak és véandorlasanak
elosegitésében. A pericellularis HA-hdlozat sejtfelszinhez vald rogzitésében a sejtek
membranjaban jelenlévé CD44-nek tulajdonitanak alapvetd szerepet. Mindezek alapjan
feltételezziik, hogy az ektoderma eredetli foglemez burjanzo, az ektomezenchimalis szévetbe
invaginalodo sejtjein altalunk detektalt hialuronsavnak és CD44-nek feltehetden fontos
szerepe lehet a foglécet alkotod sejtek osztddasanak és vandorlasanak eldsegitésében.

A fogfejlodés korai fazisaiban huméan fogcesirdink zomdancpulpédjaban jelenlévd
hialuronsav a CD44-hez illetve egyéb hialuronsav-kotd képességgel rendelkezd proteoglikan
molekuldhoz kotddve fontos strukturdlis komponense lehet a fogesira ezen részének. A

zomancpulpéaban jelenlévé HA, viszkoelasztikus tulajdonsagdbol adoddan, magasan hidratalt



extracellularis matrix létrehozdsa altal véddburkot biztosithat a fogtelep egyéb fejlodo,
differencidlodo részei felett, biztositva ezaltal a fogcsira normalis alakfejlédését, mint
ahogyan ezt mar korabbi tanulmanyokban is feltételezték. Egyre tobb kisérletes adat sugallja
azt, hogy a magas hialuronsav tartalmi ECM-el rendelkez6 fejlddd szovetekben a hialuronsav
altal kialakitott “pordzus” extracellularis matrixnak szerepe lehet a sejtek és a vér kozotti
térben a kismolekulatdmegii anyagok transzportjaban. Ugy gondoljuk, hogy a fogpapilla
ektomezenchimalis sejtjei kozott megfigyelhetd hialuronsavban gazdag ECM hasonlo
szereppel bir. Ezt a feltételezést tdmasztja ald az a megfigyelésiink is, hogy a fogpapilla
kapillaris halozatanak kialakulasat kovetden fokozatosan csdkken a hialuronsav expresszio
mértéke a dentalis papillaban, illetve a késdbbiekben az abbdl differencidlodo pulpaban.

A fogfejlodés késobbi stadiumaibodl szarmazoé mintainknal, ahol mar megfigyelhetd volt a
fog kemény szoveteinek szintézise, alacsony volt a HA relativ koncentracioja a pulpaban és az
odontoblasztokban. A dentin alapallomanyaban csak a dentincsatornacskak falaiban lattunk
mérsékelt pozitivitast, egyéb teriileteken jelolddést nem tapasztaltunk. A zomdancképzés
meginduldsakor, a 21- illetve 31-hetes human fogcsiraknal eddig az irodalomban nem emlitett
érdekes jelenséget tapasztaltunk, nevezetesen a zomanc alapéallomanyanak intenziv
jelolédését. Ugyanezen stadiumokban a zomanc szintéziséért felelds szekretoros
ameloblasztok apikélis része jelentds, mig ezen sejtek bazalis része igen kevés HA-t
tartalmazott. Az idGsebb, posztnatdlis mintabdl szarmazé fogcsira tanulméanyozasakor ujabb
jelenségre lettliink figyelmesek. Alapvet6 kiilonbség a fiatalabb kort, a zomancképzés kezdeti
stddiumaban 1év6 fogesirdkhoz képest, hogy itt megsziint a zomanc matrixdnak intenziv
pozitivitasa, csak a szekretoros ameloblasztok és a zomanc felszin kozott tapasztaltunk
halvany jelolédést, valamint a szekretoros ameloblasztok HA expresszioja is jelentdsen
csokkent. Szignifikdnsan gyengébb HA-reakcid volt megfigyelheté a fog pulpajaban és az
odontoblasztokban is. Mindazon humén fogcsirdk esetében, ahol mar megfigyelhetd volt a fog
kemény szoveteinek szintézise, a CD44 intenziven expresszalodott az odontoblasztok
rétegében. A dentin alapalloméanyaban csak a dentincsatornacskakban 1évé Tomes nyulvanyok
jelolédtek a H3-al. A zomanc szintéziséért felelds szekretoros ameloblasztok apikalis, lateralis
valamint bazélis sejtmembranjadn is kifejezett pozitiv reakciot tapasztaltunk. A stratum
intermedium sejtjeiben valamivel gyengébb reakcié mutatkozott.

Az a megfigyelés, hogy az odontoblasztok illetve azok nytlvanyai HA valamint CD44 és
a kortlottik kialakulé dentintubulusok falai HA-pozitivitast mutatnak, arra utal, hogy a
Tomes rostok koriil kialakulé HA gazdag extracellularis térségnek is fontos szerepe lehet ezen

strukturdk fejlédésében.
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Talan a legérdekesebb, az irodalomban eddig nem emlitett jelenség az, hogy a zomanc
alapallomany szintézisének meginduldsakor a szekretoros ameloblasztokban, valamint az
altaluk szintetizalt éretlen zoménc alapéallomanyban jelentds hialuronsav tartalom
detektalhat6. A zomancmatrix optikai denzitas értéke szignifikansan emelkedett a korai
szekrécios fazisban, majd drasztikusan csokkent a posztnatalis korban.

Az irodalmi adatokbol ismert, hogy a zomanc alapallomany szintézisének
megindulasakor a jelenlévé zomancproteinek (amelogenin, enamelin, tuftelin, ameloblasztin)
novekedésiik, térbeli orientdloddsuk iranyitdsdban. Azt, hogy a zomdncmatrixban jelenlévo
hialuronsav ezen fehérjékkel kapcsolatba 1épve befolyasolja-e a zomdnc szerkezetének
kialakulasat, vagy kozvetleniil hathat a kristalyképzodés kezdeti folyamataira, egyértelmiien
nem lehet megvélaszolni. A rendelkezésre 4llo irodalmi adatokat figyelembe véve ugy
gondoljuk, hogy a hialuronsav szerkezeti sajatsagabol adodoan feltehetden térkitoltd szerepet
jatszhat a zomanckristalyok kialakulasakor, melynek stabilizal6 hatasa lehet a kristalykotegek
szintézisekor. A posztnatalis mintdk zomanc alapallomanyéaban tapasztalt HA- expresszio
csokkenését valdsziniileg az a tény magyarazhatja, hogy a mineralizacié elérehaladasaval, a
zomancproteinekhez hasonléan, valoszinlileg a hialuronsavat is hasitjdk az ekkor

expresszalodo enzimek.

4.2 A X-es collagén expresszidjanak vizsgalata

A fogfejlddés korai harang stddiuméban 1évé human fogcesirdk esetében az anti-human
monoklonalis X53-as ellenanyaggal nem tapasztaltunk jelolddést a fogtelep kiilonbozo
struktaraiban. Azon fogcsirdknal, amelyeknél mar megfigyelheté volt a fog kemény
szoveteinek szintézise, a X53-as ellenanyaggal intenziv reakciot figyeltiink meg a zomanc
alapallomanyaban, amihez a zomanc szintéziséért felelds szekretoros ameloblasztok apikalis
részének pozitivitasa is tarsult, mig ezen sejtek bazalis részében reakciot nem tapasztaltunk.
Idésebb posztnatalis mintabol szarmazd fogesira tanulmanyozasakor alapvetd kiillonbség
mutatkozott a fiatalabb kort, a zomancképzés kezdeti stadiumaban 1évo fogesirakhoz képest.
A zoménc matrixanak és a szekretoros ameloblasztoknak csokkent a pozitivitasa.

A reagensiink specifikus kotddését a negativ kontroll mellett, az a - X-es kollagénre
jellemz6 - fest6dési mintazat is aldtdmasztotta, amelyet a 31 hetes foetus Meckel porcaban
jelenlévo hipertrofids porcsejtekben, valamint az azok koriili extracelluldris matrixban

észleltiink.
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Mivel a zomancképzés megindulasakor tapasztalt érdekes és meglepd jelenségrdl az
irodalom eddig nem tett emlitést ezért az eredményeink alatamasztasa végett ELISA, illetve
Western immunoblot-kisérleteket is végeztiink. A zomancképzés kezdeti stadiumaban 1évo
fogesira zomanc fehérjéinek Western blot analizisét kdvetden a X-es kollagénre jellemzd
molekulasuly tartomanyban (60 kDa) hatarozott savot kaptunk, ami alatdmasztja reagensiink
specificitasat. Az ELISA kisérleteinkhez 22, illetve 26 hetes foetus fogcsira zomancat és
dentinét, valamint pozitiv kontrollként az elobb emlitett foetusok tibidinak hipertrofids
porcsejteket tartalmazo epifizis porcdarabjait hasznaltuk.

Az ELISA-val kapott eredményeink is aldtdmasztottak el6z6z6 megfigyeléseinket,
ugyanis pozitiv reakciot detektaltunk a zomanc, illetve a hipertrofias porcsejteket tartalmazéd
extraktumokban, azonban a dentinbdl késziilt mintdkon ELISA-val nem tapasztaltunk
reakciot.

Mint ahogyan azt kordbban emlitettilk, a fejlddd zomanc matrixdban jelenlévd
zomancproteineknek  szerepet  tulajdonitanak a  kristdlyszerkezet  kialakuladsanak
befolyasolasaban. Jelenlegi eredményeink alapjan nem tartjuk kizartnak, hogy a X-es tipusu
kollagén kozremiikddhet a zomanc alapallomanyanak mineralizdcids folyamataiban. Azt,
hogy ez az effektus a zomancproteinekkel vald kolcsonhatds vagy egyéb mechanizmusok
révén valdsul-e meg, a jelenlegi ismereteinket figyelembe véve egyértelmiien nem lehet
megvalaszolni. Nem tartjuk kizartnak, hogy a X-es kollagén molekuldk —melyek irodalmi
adatok szerint szupramolekularis hexagonalis aggregatumokat alkotnak egymaéssal- szerepet
jatszhatnak a zomdnc mineralizicids folyamatainak megindulasakor. Ez a kollagénhalézat,
hasonldéan mas mineralizalodd szovetek eltérd dsszetétellt ECM-jéhez, templatként szolgalhat

az aggregatumhoz kotddo kalciumionok szdmara a nukleéacios folyamatok meginduldsakor.
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5. Osszefoglalas

Vizsgalatainkat kiillonbozé fejlodési stadiumbol szarmazdé human fogcesirdkon
végeztiik. A hialuronsavat (HA) biotinilalt aggrekan G1-doménnel (bHABC) mutattuk ki,
mely specifikusan kotédik a HA dekaszacharidnyi részéhez. A kotédott bLHABC-hez avidin-
biotin peroxidaz (ABC) komplex-et kotottiink a rendszerben 1évo szubsztratot pedig H202
valamint diaminobenzidin (DAB) kromogén segitségével tettiik lathatova. A HA-reakcid
intenzitasat szamitégépes képanalizissel értékeltiik. A CD44-et monoklonalis, az Gsszes
izoformat felismerd ellenanyaggal (H3) mutattuk ki. A H3-at, masodik biotinilalt anti-egér
antitesttel reagaltattuk. A kotddott reagenst, hasonldan a hialuronsav reakcidhoz, ABC
komplex-el, valamint H202-vel és DAB-al detektaltuk. A X-es tipusu kollagént monoklonalis
ellenanyaggal detektaltuk. A X-es kollagén ellenes reagenssel kapott immunohisztokémiai
eredményeink ellendrzése céljabol ELISA és Western immunoblot kisérleteket is végeztiink.

Eredményeink: (1) A HA-t expresszaljak a fogcsira sejtjei. Uj eredmény az a megfigyelés,

hogy a HA tranziens modon megjelenik a zomdncmatrixban is, legnagyobb mennyiségben a
31 hetes foetusban, idésebb kort fogcsira zomancaban azonban nem detektaltuk. (2) Human
fogesirdk esetében a CD44 expresszidja szoros Osszefliggést mutatott az adott sejtek
hialuronsav termelésével. (3) A X. tipusi kollagén kimutathatdo a szekretoros
ameloblasztokban ¢és az altaluk szintetizalt zomanc alapallomanyaban. A fogtelep egyéb
részeiben nem észleltlink reakcidt. Az immunohisztokémiaval kapott eredményeinket ELISA
valamint Western immunoblot kisérleteink is alatamasztottak.
Eredményeink alapjan feltételezziik:
I. A HA a fogfejlddés soran szerepet jatszhat tobb folyamatban:

(a) Szerepe lehet a fogléc sejtjeinek osztodasanak és vandorlasanak eldsegitésében. (b)
A dentalis papilldban jelenlévd, a fejlodés eldrehaladdasaval fokozatosan csokkend
mennyiségben jelenlévd HA nemcsak strukturdlis komponense lehet a fogpapillanak, hanem
kozremiikddhet ezen szdvet sejtjei kozotti kismolekulatomegii anyagok transzportjaban. (¢) A
HA feltehetden térkitoltd szerepet jatszhat a zomanckristalyok kialakuldsakor, stabilizald
hatasa lehet a kristalykotegek iranyitott lerakddasaban. (d) A Tomes-rostok koril kialakulo,
HA-gazdag extracelluldris térségnek fontos szerepe lehet ezen struktirak fejlddésében. (e)
Mivel a CD44 expresszid hasonld volt a fogcsiraknal tapasztalt hialuronsav mintazattal,
feltételezhetjiik, hogy a hialuronsav altal medialt effektusok kozvetitésében a CD44-nek
kozponti szerepe lehet a huméan fogfejlodés soran.
II. A X-es tipusu kollagén feltehetéen szerepet jatszhat a zomdanc alapallomanyanak

mineralizacidjaban a zomanckristalykotegek térbeli orientdloddsanak eldsegitése altal.
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