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1.1 A FOGCSÍRA KIALAKULÁSA, FEJLPDÉSE ÉS A ZOMÁNCKÉPZPDÉS 

MEGINDULÁSA 

  

1.1.1 A FOGCSÍRA KIALAKULÁSA ÉS FEJLPDÉSE  

 
  A fogat alkotó szövetek az orális ektodermából, valamint a 

crista neurális eredet_ mezenchimális sejtekbQl fejlQdnek. A fog 

morfogenezise az orális epitélium bazális sejtjeinek az ektoderma alatti 

mezenchimába történQ proliferációjával kezdQdik, kialakítva ezzel a foglécet. 

A foglécen, a késQbbi fogcsíráknak megfelelQ helyen, a kezdetben gömb alakú 

sejtszaporulatból, a széli részek fokozott proliferációs aktivitásának, valamint 

az ektomezenchimának a fogcsíra középsQ területeire való benyomulásának 

eredményeképpen kialakul a zománcszerv (Sadler, 1985). A harang alakú 

zománcszerv homorulatában lévQ ektomezenchimális eredet_ szövet alkotja a 

késQbbiekben a pulpa alapállományává differenciálódó fogpapillát, míg a 

harang körülötti mezenchimális szövet sejtjei a fogat rögzítQ szalagrendszer és 

a cement alapállományának kialakításáért felelQs fogzacskót képezik. A 

harang alakú zománcszerv homorulatában lévQ, ektodermális eredet_ belsQ 

zománchámsejtekbQl a további differenciációs folyamatok során alakulnak ki 

azon ameloblaszt sejtek, melyek felelQsek a zománc alapállományának 

szintéziséért. A belsQ zománchámsejtektQl egy alaphártya által az ún. lamina 

ameloblastica választja el azon ektomezenchimális sejtcsoportosulást, amelyek 

a késQbbiekben odontoblasztokká fejlQdve a dentin szintézisét végzik. A 

harang legkülsQ részén helyezkednek el a külsQ zománchámot alkotó sejtek. 

Ezen sejtsor és a belsQ zománchám között található sejtek a zománcpulpát 
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alkotják, melynek fontos szerepet tulajdonítanak a fejlQdQ fogcsíra 

helyigényének biztosításában. 

 A zománcszerv további fejlQdése során a belsQ zománchám pre-

ameloblasztokká, majd ameloblasztokká történQ differenciálódása során a 

harangot alkotó zománcpulpa mennyiségi csökkenése figyelhetQ meg, ami a 

harang alakú fogcsíra széli részein a belsQ és külsQ zománchámrétegek 

közelebb kerülését eredményezi, kialakítva ezzel a nyaki áthajlást, az ún. 

Hertwig-féle gyökérhüvelyt. A gyökérhüvely belsQ sejtjei azon indukciós 

folyamatokat indítják be, amelyek hatására a fogpapilla perifériáján 

elhelyezkedQ sejtek odontoblasztokká differenciálódva megkezdik a gyökér 

dentinállományának szintézisét. A dentin alapállományának megjelenése 

fogzacskó belsQ sejtjeinek cementoblasztokká történQ morfológiai változásait 

triggerelik.  

 A fogfejlQdés során a sejtek differenciálódását számos sejt-sejt közötti 

interakció befolyásolja (Tucker és mtsai, 1999). Bimbó állapotában az 

ektomesenhimális sejtek indukciós hatásának eredményeképpen az ektoderma 

legbelsQ sejtrétege belsQ zománchámsejtekké differenciálódik. Az 

ektomezenchimának a fogbimbó belsejébe történQ beékelQdése során a belsQ 

zománchám sejtjeinek indukciós hatására a fogpapilla legkülsQ, zománchám 

felé esQ sejtjei preodontoblasztokká alakulnak. Ezen sejtek indukciós hatására 

a belsQ zománchám bazális sejtjei preameloblasztokká differenciálódnak. A 

harangstádium kezdetén, a preameloblasztok induktív hatására a fogpapilla 

preodontoblasztjanak morfológiája megváltozik, odontoblasztokká 

diferenciálódnak és megkezdik a dentin szintézisét. Az odontoblasztok 

nyúlványai körül megjelenQ dentin szignálként szolgálhat ahhoz, hogy a belsQ 
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zománchám preameloblasztjai polaritásukat megváltoztatva szekretoros 

ameloblasztokká alakuljanak. Az orális ektoderma és ektomezenchima között 

eddig jelenlévQ, minden bizonnyal indukciós hatások közvetítésében is 

szerepet játszó bazális membrán az ún. lamina ameloblastica feltöredezik.  

 

1.1.2 A ZOMÁNC KIALAKULÁSÁNAK FPBB MOZZANATAI 

 

A zománc alapállományának létrejöttéhez szükség van azon sejtekre, 

melyek a zománcmátrix organikus anyagainak szintézisét biztosítják, a 

szekretoros ameloblasztokra. Míg a csöntszövetképzQdés során, ahol is egy 

nem mineralizálódott mátrixtemplát kialakulását követQen indulnak csak el a 

mineralizációs folyamatok, addig a zománcmátrix alapállományban 

gyakorlatilag a szintézist követQen azonnal elkezdQdnek a mineralizációs 

folyamatok, így a sejtek által termelt speciális zománcfehérjéknek 

(amelogenin, enamelin, tuftelin, ameloblasztin/amelin) alapvetQ szerepe lehet 

a kristályszerkezet kialakulásának befolyásolásában. 

A zománcfehérjék szintézisük során membránnal burkolt szekréciós 

granulumokba, majd a szekretoros ameloblasztok nyúlványaival történQ fúziót 

követQen exocitozissal az extracelluláris térbe kerülnek. Ezek a fehérjék kötik 

a zománc szervetlen alapállományát alkotó hidroxiapatit kristályokat, ezért 

fontos szerepet játszanak a zománc jellegzetes szerkezetének kialakításában a 

kristályok kialakulásának modulálása, növekedésüknek, térbeli 

orientációjuknak befolyásolása révén (Robinson és mtsai, 1988; Fincham és 

mtsai, 1999). A zománcmátrix kialakulása során a kristályok elQször 

egymástól szeparáltan, vég a vég találkozásban, szalagszer_en növekednek. A 
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szekretoros ameloblasztok nyúlványai, a parallel módon növekedQ 

kristálykötegek közepén helyezkednek el. A nyúlványok disztális részén 

leváló mátrixvezikulumok felelQsek a kristályköteg hosszanti növekedéséért, 

kialakítva a hosszanti rendezQdést mutató zománcprizmákat „rod enamel”,  

míg a sejtnyúlványok laterális, oldalsó felszínérQl leváló mátrixvezikulumok 

az interprizmatikus zománc „interrod enamel” kialakításában játszanak 

szerepet. Az interprizmatikus zománc szerepet játszhat a rendezett 

zománcprizmák szerkezetének kialakításában (Boyde, 1989). A 

zománcprizmák majdnem szabályos hengereket alkotnak, a körülvevQ 

„interrod enamel” pedig kitölti a hengerek között kialakuló térséget, kialakítva 

ezzel az érett zománcmátrixra jellegzetes “kulcslyukszer_” átmetszetet 

(Daculsi és Kerebel, 1978; Boyde és Martin, 1982).  
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1.2 HIALURONSAV 

 

1.2.1 SZERKEZETE, SZINTÉZISE, METABOLIZMUSA 

 

  A sejtek közötti teret, az ún. extracelluláris mátrixot különbözQ 

makromolekulákból (kollagének, glücoproteinek (GP), glükózaminoglikánok 

(GAG), proteoglikánok (PG)) felépülQ vázrendszer alkotja. A hialuronsav 

(hyaluronan, HA) elsQsorban differenciálódó szövetek sejtjeiben és 

extracelluláris mátrixában (ECM) elQforduló, nagy molekulatömeg_, nem 

szulfatált GAG (Fraser és mtsai, 1997). 

ElQször 1934-ben, sikerült izolálni ezen rendkívül konzervatív 

szerkezet_ molekulát szarvasmarha corpus vitreumából. A ma használatos név 

is erre utal: Hialuronsav?Hyaloid (Vitreous) + uronsav (Meyer és Palmer, 

1934). A molekula pontos kémiai szerkezete mintegy 20 évvel késQbb vált 

csak ismertté: a hialuronsav ismétlQdQ diszacharid egységekbQl felépülQ óriás 

méret_ poliszacharid, melynek molekulatömege megközelíti a 10 millió 

Daltont. A diszacharid egységeket D glükuronsav (GlcA) és N-

acetilglukózamin (GlcNAc) cukrok alkotják, amelyek egymáshoz béta-1,4- és 

béta-1,3-glükozidos kötésekkel kapcsolódnak (Meyer és mtsai, 1954). A HA 

molekulák diméreket alkothatnak, melyekben a szálak egymással ellentétes 

lefutásúak, s ahol a szálakat harmadlagos kötések stabilizálják (Scott, 1992). 

Oldatban a dimérek hálózattá szervezQdnek. Mivel a hálózatot alkotó HA 

molekulákat harmadlagos kötések stabilizálják, a kialakuló hialuronsav-

hálózat rendkívül dinamikus, a kialakuló aggregátumok nagysága és denzitása 
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számos paramétertQl függ, így a hialuronsav molekulasúlyától, az 

ionerQsségtQl, a hQmérséklettQl stb. (1. ábra) (Scott, 1998).  

 

1. ábra 

A hialuronsav szerkezete 

Az alternáló sötét és világos egységek reprezentálják a molekulát felépítQ 

monoszacharid alegységeket (a), melyek szerkezetét, valamint a köztük 

kialakuló kémiai kötések típusát az ábra jobb oldali részén tüntettük fel (b). 

 

 Ennek a harmadlagos szerkezetnek nemcsak a hialuronsav biomechanikai 

tulajdonságainak biztosításában van szerepe, hanem a hialuronsav különbözQ 

fejlQdésbiológiai folyamatokban betöltött szerepét is befolyásolja: a HA 

szerepet játszik a fejlQdQ sejtek osztódásának (Toole és mtsai, 1984), 

vándorlásának (Nehls és mtsai, 2000) és differenciálódásának szabályozásában 

(Pohl és mtsai, 2000).  

Ellentétben a legtöbb glükózaminoglikán molekulát szintetizáló 

enzimtQl, a hialuronsav szintéziséért felelQs enzim, a HAS (hyaluronan 

synthase), nem a Golgi apparátushoz, hanem a sejt felszíni membránjához 

kötött. A különbözQ HAS-okra általánosan jellemzQ, hogy 2-3 transzmembrán 

(TMD), egy membránasszociált (MAD) doménnel és egy centrális doménnel 

rendelkeznek. (Weigel és mtsai, 1997) (2. ábra). 
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2. ábra  

Az HAS szerkezetének vázlatos rajza 

Az ábrán látható, hogy a HAS N és C terminális vége, valamint az enzim 

centrális doménje is, mely feltehetQlen a különbözQ katalitikus aktivitással 

rendelkezQ alegységeket tartalmazza (DeAngelis és mtsai, 1993), 

intracellulárisan találhatók. 

 

Ezen enzimnek azonban nemcsak lokalizációja és szerkezete egyedi, 

hanem az is, ahogyan a több tízezer bázispárból felépülQ hialuronsavat 

szintetizálja. Ehhez legalább öt-hat különbözQ aktivitással rendelkezQ 

alegységre van szükség, melyek közül kettQ az aktivált monoszacharidok 

(UDP-GlcNAc és UDP-GlcA) kötéséért felelQs, kettQ az aktivált cukrok 

közötti béta-glikozidos keresztkötések létrehozásáért, egy vagy több 

katalitikus alegység pedig a folyamatosan hosszabbodó polimer membránon 

keresztül történQ átjuttatásáért felelQs (Weigel és mtsai, 1997).  

A hialuronsav felvétele különbözQ típusú receptorok receptor mediált 

endocitozisa révén valósul meg (3. ábra) (Culty és mtsai, 1992; Aguiar és 

mtsai, 1999; McCourt, 1999; Zhou B és mtsai, 2000). 
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A hialuronsav receptor 

mediált endocitozisát és 

lebontását sematikusan 

bemutató rajz 

      3. ábra 

A hialuronsav (HA) felvétele memránasszociált recetorokkal (HAR) valósul 

meg. Az internalizálódott molekulát a lizoszómális (L) lokalizációjú 

hialuronidáz és exoglikozidáz enzimek hasítják (Greiling és mtsai, 1975; Frost 

és mtsai, 1996). Az elQbbi a hialuronsavat tetra- és hexaszacharidokra hasítja, 

míg az utóbbi a feltöredezett szakaszok nem-redukáló végeirQl hasítja le a 

monoszacharid egységeket. 

 

1.2.2 A HIALURONSAV RECEPTORAI 

 

 Azon molekulákat, amelyek képesek a hialuronsav megkötésére, 

összefoglaló néven hialadherineknek nevezzük (Aruffo és mtsai, 1990; Hall és 

mtsai, 1994; Knudson és mtsai, 1996). Ezeket a receptorokat három csoportra 

oszthatjuk: intracellularis proteinek: RHAMM, cdc37; membrán lokalizált 

receptorok: CD44 receptorcsalád,  LEC IVd4, RHAMM= extracelluláris 

fehérjék, melyek hialuronsav kötQ tulajdonsággal rendelkeznek: aggrekán, 

brevikán, neurokán, verzikán (1. táblázat). 
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1. táblázat 

A hialuronsav receptorai 

 
A legtöbbet tanulmányozott és a legtöbb hialuronsav mediált effektus 

továbbításáért felelQs receptor a CD44. Korábban e 85 kD súlyú receptort 

számos egyéb névvel illették, úgymint Pgp-1 (phagocytic glycoprotein-1), 

ECMR III (extracellular matrix receptor type III), Hermes antigen, H-CAM 

(Entwistle és mtsai, 1996). A ma általánosan elfogadott nevét Underhill és 

munkatársainak azon megfigyelésébQl származik, hogy a hialuronsav 

megkötéséért felelQs transzmembrán fehérje ellenes antitest (K3), ugyancsak 

reagál a lymphocyták homingjáért felelQs, korábbról már jól ismert 

receptorral, a CD44-el (Underhill és mtsai, 1987). 

A CD44-et a 11-es kromoszóma rövid karján található gén kódolja. A 

sejtek felszínén mégis számos CD44 izoformát írtak le, ami az alternatív 

splicing eredménye, azonban minden különbözQ variánsra érvényes, hogy ez a 

glikoprotein molekula egy extracelluláris, egy transzmembrán valamint, egy 

intracelluláris doménnal rendelkezik (4. ábra) (Underhill, 1992).  
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4. ábra 
A CD44 szerkezetét bemutató vázlatos rajz 

 

A CD44 extracelluláris doménjének a disztális (D) része az aggrekán 

molekula link proteinjének szerkezetéhez hasonló és a hialuronsav molekula 

kötéséért felelQs. Az extracelluláris rész sejtmembránhoz közelebbi, proximális 

(P) szakasza eltérQ lehet a különbözQ izoformáknál. A sejt belsejébe történQ 

HA-effektus továbbításért a transzmembrán domén mellett a CD44 

intracelluláris doménje felelQs, mely a citoplazma különbözQ molekuláival, az 

ankirinnel (Lokeshwar és mtsai, 1994) és ERM (ezrin/radixin/moezin) család 

tagjaival kapcsolódhat (Yonemura és mtsai, 1998).  

 

1.2.3 HIALURONSAV SZEREPE A FEJLPDÉSBIOLÓGIAI FOLYAMATOKBAN 

 

Az 1970-es évek óta tudjuk, hogy a hialuronsavnak jelentQs szerepe 

lehet a különbözQ típusú sejtek proliferációjának, migrációjának és 

differenciálódásának szabályozásában. Hogyan befolyásolhatja a sejtek 

osztódását és vándorlását ez a rendkívül egyszer_ szerkezet_ molekula? Ebben 

a HA viszkoelasztikus sajátságából adódó térkitöltQ hatásának tulajdonítanak 

alapvetQ szerepet. A kialakuló pericelluláris hialuronsav burok a sejtek 
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egymástól való szétválását elQsegítve megteremti a mitózis egyik feltételét. 

Természetesen itt nemcsak a passzív térkitöltQ hatásnak lehet szerepe, hanem a 

hialuronsav különbözQ sejtfelszíni receptorain keresztül (CD44, RHAMM), 

hathat az intracelluláris folyamatokra is (Entwistle és mtsai, 1996). 

A hialuronsavban gazdag extracelluláris mátrixban azonban nemcsak a 

sejtek osztódása válik lehetQvé, hanem a sejtek vándorlása is. Kísérletes 

megfigyelésekbQl tudjuk, hogy a vándorló sejtek más HAS enzimaktivitással 

rendelkeznek, mint a differenciálódó sejtek, így a sejtek körül kialakuló 

pericellularis mátrix hialuronsav összetétele eltérQ, ami a szabályzás egyik 

fontos lépcsQje lehet. A 2-es típusú HAS által szintetizált kisebb 

molekulasúlyú, rövidebb HA molekulák képtelenek egymással kapcsolódva 

hálózat létrehozására, de a kialakuló hidratált környezetben lehetQvé válik a 

sejtek migrációja. Természetesen ez a laza „átjárható HA pericelluláris burok” 

lehetQséget teremt arra is, hogy a sejtm_ködést szabályzó különbözQ 

makromolekulák könnyebben kapcsolatba kerüljenek a vándorló sejtekkel. Az 

1-es típusú, HAS által szintetizált nagyobb molekulatömeg_ hialuronsav 

molekulák képesek egymással hálózatot kialakítva az addig vándorló sejtek 

között idQleges kapcsolatokat létrehozni. Ezen kialakuló idQleges 

kapcsolatoknak szerepet tulajdonítanak a differenciálódás kezdeti 

folyamataiban. Ebben a sejtek felszínen jelenlévQ HA receptoroknak (CD44, 

RHAMM) is jelentQs szerepe lehet, mert a HA kötést követQen a 

sejdifferenciáció különbözQ szintjeire (ras/erk1, Src signál útvonal) hatva 

elindíthatják a sejtek megfelelQ irányba való differenciálódását. 
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1.3 X-ES TÍPUSÚ KOLLAGÉN 

 

1.3.1 A X-ES TÍPUSÚ KOLLAGÉN SZERKEZETE 

Az extracelluláris mátrix (ECM) gélszer_ állományát struktúrfehérjék, 

adhéziós molekulák, valamint proteoglikánok és glukózaminoglikánok 

alkotják. Az elsQ csoportba tartoznak a kollagének, a második csoportba azon 

makromolekulákat soroljuk, melyek egyrészt a különbözQ ECM komponensek 

között hozhatnak létre kapcsolatot (pl. fibronektin), másrészt a sejtmembrán 

specifikus integráns fehérjéihez kötQdve továbbíthatják az ECM felQl érkezQ 

szignálokat a sejt belsejébe, befolyásolva ezáltal azok m_ködését. A harmadik 

csoportot alkotó molekuláknak mind a ECM struktúrájának kialakításában (pl. 

aggrekán, hialuronsav), mind az ECM és sejtmembrán közötti kapcsolat 

fenntartásában (pl. szindekán) szerepet tulajdonítanak. 

Eddig mintegy 19 különbözQ kollagéntípust írtak le. Ezen alapvetQen 

molekulák három nagyobb csoportot alkotnak. Bizonyos kollagének 

fibrillumokat képeznek (pl. I.,  II., III., V.), a kollagéntípusok második 

csoportjába azon molekulák tartoznak, melyek az elQzQ csoport valamelyik 

tagjához kapcsolódva találhatók meg (pl. IX.: II.-hez porcban, XII.: I.-hez 

inakban), míg az utolsó csoportot alkotó kollagének, nem képeznek 

fibrillumokat (pl. IV., VII.), és struktúrfehérjékként jól meghatározható az 

elQfordulási helyük (pl. IV.: bazális membrán) (Linsenmayer, 1991). A 

harmadik csoporthoz tartozik a X-es típusú kollagén is, melynek jelenlétét az 

epipfizis porckorong hipertrófiás zónájában, illetve az ízületi porc 

kalcifikációs zónájában írták le (Schmid és Linsenmayer, 1985). Azóta más 
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helyeken is sikerült kimutatni, így az diszkuszokban (Boos és mtsai, 1997; 

Lammi és mtsai, 1998) vagy az Achilles ínban, annak tapadásánál 

sarokcsonton (Niyibizi és mtsai, 1996; Fukuta és mtsai, 1998).  

A X-es kollagén három különbözQ doménbQl épül fel: az N terminális 

végen kis molekulasúlyú nonhelikális, a C terminális végen egy 17-20 kD-os 

globuláris doménbQl, valamint a 45 kD-os középsQ helikális szakaszból. A 

molekula C terminálisán lévQ nonhelikális szakasz rendkívül konzervatív, s 

ennek a doménnek tulajdonítanak szerepet a X-es kollagén szupramolekuláris 

szerkezetének kialakításában, nevezetesen abban, hogy ezen doménen 

keresztül a molekulák egymással aggregálódni képesek (1. ábra) (Kwan és 

mtsai, 1991).   

 

1. ábra 

A X-es típusú kollagén szerkezetének sematikus rajza 

A X-es kollagén három különbözQ doménbQl épül fel: az N terminális végen kis 

molekulasúlyú nonhelikális szakasz található, ellentétben a molekula C 

terminális végének 17-20 kD-os globuláris doménjével, valamint a 45 kD-os 

középsQ helikális szakasz. A molekula C terminálisán keresztül homofil 

aggregációra képes. 

A kialakuló aggregátum egyrészt a hipertrófiás porcsejteket veheti körül 

(Schmid és Linsenmayer, 1990), másrészt a kalcifikációs zóna interterritoriális 
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mátrixában kapcsolatba kerülhet egyéb struktúrproteinekkel (Chen és mtsai, 

1990). 

 

1.3.2 A X-ES KOLLAGÉN SZEREPE MINERALIZÁCIÓS FOLYAMATOKBAN 

 

 Mivel a X-es típusú kollagént a mineralizálódó porcszövet 

kalcifikációs zónájában mind immunohisztokémiai, mind biokémiai 

módszerekkel sikerült detektálni, felvetQdött a kérdés, hogy milyen szerepet 

játszhat ezen molekula a porszövet kalcifikációs folyamataiban. A kérdés máig 

tisztázatlan, de egyre több meggyQzQ tanulmány szól a molekula 

mineralizációs folyamatokban betöltött pozitív (Schmid és mtsai, 1990; 

Gerstenfeld és mtsai, 1991; Kirsh és von der Mark, 1991; Coe és mtsai, 1992) 

szerepérQl. Azonban meg kell említenünk, hogy születtek ezzel ellentétes, a X-

es kollagén gátló (Poole és Pidoux, 1989; Arias és mtsai, 1991, 1997) 

szerepérQl szóló tanulmányok is, sQt egyes munkacsoportok egyáltalán nem 

tulajdonítanak szerepet ezen molekulának (Boskey és mtsai, 1989) a 

mineralizációs folyamatokban.  

Kirsh és von der Mark munkájából ismeretes, hogy a X-es típusú 

kollagén képes kálciumiont kötni, és ez a kölcsönhatás mediálhatja a molekula 

a mátrix vezikulumokkal történQ kölcsönhatását az interterritoriális térségben, 

aminek szerepe lehet a mineralizáció beinditásában (Bonucci, 1989). A matrix 

vezikulumokat meszesedQ szövetekben, pericellulárisan mutatták ki. Ezeket 

extracelluláris lizoszomáknak, és a mineralizáció indikációs helyének tartják. 

Ezt a hipotézist támasztja alá az a kondrocita sejttenyészeteken végzett 

megfigyelés is, hogy az exogén Ca2+ koncentráció növekedése fokozza a X-es 
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típusú kollagén szintézisét (Bonen és Schmid, 1991). Ez a kálciumionokkal 

kölcsönhatásba lépet X-es kollagén aggregátum feltehetQleg templátként 

szolgálhat a mátrixvezikulumoknak, írányítva azok térbeli orientációját. Chen 

és munkatársainak kísérleteibQl ismeretes, hogy a molekula C terminális 

doménje képes aggrekán kötésére is, így ez az interterritoriális térségben 

kialakuló struktúra megfelelQ környezetet teremthet a kalcifikációs folyamatok 

beinduláshoz (Chen és mtsai, 1992). 
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2. CÉLKIT^ZÉSEK 

 
 

A fejlQdQ fogtelep extracelluláris mátrixára vonatkozó ismereteink 

elsQsorban állatokon, fQleg rágcsálókon végzett kísérletes tanulmányokból 

származnak. Ezért döntöttünk úgy, hogy a fejlQdés különbözQ stádiumaiból 

származó humán fogcsírákon tanulmányozzuk az ECM-komponensek közül a 

hialuronsav (I) illetve receptorának CD44 (II) idQbeli és térbeli 

expresszálódását kvalitativ és kvantitatív hisztokémiai módszerekkel. Célul 

t_ztük ki, továbbá azt is, hogy az irodalomban elsQként megvizsgáljuk a fog 

kemény szöveteiben a mineralizációban feltehetQleg szerepet játszó X. típusú 

kollagén elQfordulását (III). 
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3. ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

3.1 ANYAGGY^JTÉS, FIXÁLÁS, DEKALCINÁLÁS, DEHIDRÁLÁS 

 

Vizsgálatainkat a DEOEC Szülészeti és NQgyógyászati Klinikáról 

kapott abortumokból, valamint a Patológia Intézetben gy_jtött foetusokból 

illetve elhalt újszülöttekbQl származó mintákon végeztük A vizsgálati 

anyagokból az incizális régióból kivett fogcsírákat tartalmazó 1-1,5 cm-es 

mandibula részleteket Sainte-Maire fixálóba (Sainte-Marie, 1962, Turckett és 

Morris-Kay, 1988) helyeztük 24 órára. A 70 %-os etanolos öblítést követQen 

mintáinkat EDTA (pH: 7,4) oldatban dekalcináltuk 18-21 napig. Ezek után 

deszt. vizes mosás következett, majd a mandibula részleteket 70 %-os etanolba 

helyeztük. Mintáinkat felszálló etanolsorban ( 30, 50, 70, 90, 96 %-os, absz. 

etanol), majd xilolban kezeltük és alacsony olvadáspontú (54C0) paraffinba 

ágyaztuk.  

 

 

3.2 BEÁGYAZÁS, METSZETKÉSZÍTÉS 

  

A paraffinos blokkokból speciális D profilú mikrotómkéssel (Leica 

Instruments, Nussloch, Germany) felszerelt szánkás mikrotóm (Reichert, 

Wien, Austria) használatával 7-8 om vastagságú, a fogcsíra hosztengelyével 

párhuzamos síkban metszeteket készítettünk. A metszeteket zselatinnal bevont 

tárgylemezekre helyeztük, majd megszárítottuk.  
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3.3 A HIALURONSAV MOLEKULA VALAMINT A RECEPTORÁNAK (CD44) DETEKTÁLÁSA 

A FOGTELEP KÜLÖNBÖZP STRUKTÚRÁIBAN 

 

3.3.1 HIALURONSAV KIMUTATÁSA 

 

A HA reagens (bHABC), a porcmátrixban elQforduló nagyméret_ PG -

aggrekán- molekula N terminálisán lévQ G1 doménbQl izolált szakasz, mely 

specifikusan kötQdik a hialuronsav dekaszacharidnyi részéhez (Ripellino és 

mtsai, 1985; Tammi és mtsai, 1988), hozzá biotint kötnek, ez a komplex lesz a 

reagens. A bHABC-t Dr. Tammi, R. és Dr. Tammi, M. (Department of 

Anatomy, University of Kuopio, Kuopio, Finland) bocsátották 

rendelkezésünkre. A reakció elsQ lépése a szövetmintában jelenlévQ HA 

detektálása a bHABC próbával. A továbbiakban a kötQdött reagens biotinját 

detektáljuk, amire mi avidin-biotin peroxidáz komplexet (ABC) használtunk, a 

rendszerben lévQ enzimet (peroxidáz) pedig szubsztrátjával (H2O2) valamint 

diaminobenzidin (DAB)-kromogén segítségével tettük láthatóvá. A reakció 

elvégzése után a HA-tartalmú struktúrák barna színben jelennek meg. 

A metszetek deparaffinálását és hidratálását 3x10 perces 0,1 mol/l 

PBS-es (pH 7,4) mosás követte. A nem specifikus reagens-kötés gátlásához a 

metszeteinket a HA-reakció elQtt 2 %-os BSA PBS-ben (pH 7,4) 

nedveskamrában 37 Co-on 30 percen keresztül inkubáltuk.  

A HA reagenssel (munkahígítás: 5 µg/ml 1 % BSA PBS-ben) az 

inkubálás 1 éjszakán át 4 Co-on történt. Negatív kontrollként metszeteinkre a 

bHABC pufferét (PBS) használtuk. 
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A reakció leállítása végett metszeteinket 3x10 percig mostuk 0,1 mol/l PBS-

ben (pH 7,4), majd az ABC komplex-szel (Vectastain ABC Elite Kit (Vector 

Laboratories, Burlingame, California, USA) történQ inkubálás következet 

szobahQn 30 percig. Ezután 3x5 perces PBS-mosást hajtottunk végre, majd a 

DAB (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) oldattal (5 ml 54 %-os 

vizes DAB törzsoldat, 45 ml deszt. víz, 50 ml 1 mol/l Tris-HCl puffer) 

végeztük az elQhívást. A hívást mikroszkópos kontroll mellet végeztük 10 

percig. A reakciót 2x3 perces deszt. vizes mosással állítottuk le, majd felszálló 

alkoholsorban dehidráltunk és xilolban derítettünk. Metszeteinket DePeX-el 

(BDH Laboratory Supplies, Poole, UK) és fedQlemezzel fedtük. 

A bHABC reagens specificitását két különbözQ módon ellenQriztük. I. 

A HA reakciót megelQzQen Streptomyces hialuronidáz (ICN Biomedicals, 

Inc., Aurora, Ohio, USA) enzimemésztést végeztünk, melyrQl ismert, hogy 

specifikusan csak a hialuronsavat depolimerizálja tetra és hexaszacharidokra 

(Yamada és mtsai, 1973). A deparaffinált, hidratált metszeteken 3x10 perces 

0,02 mol/l Tris-HCl pufferes (pH 6) mosást hajtottunk végre. Ezt követQen 

végeztük a Streptomices hialuroliticusból extrahált enzimmel az emésztést 

(enzimaktívítás: 100U/ml PBS-ben) nedveskamrában 60 Co-on 30 percig. 

Inkubálás után 3x5 perces mosás következett az enzim pufferében (0,02 mol/l 

Tris-HCl puffer (pH 6)), majd a HA próba pufferében (PBS) 3x5 percig 

öblítettünk. Ezután az elQzQekben ismertetett módón elvégeztük a HA reakció 

további lépéseit.  

II. További kontrollként hialuronsav oligoszacharidokkal történQ 

elQinkubálást is végeztünk reagensünk specifikus kötödésének tesztelésére 

(Tammi és mtsai, 1994). A metszeteinket deparaffinálást és hidratálást 
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követQen az PBS-ben öblítettük 3x10 percig. Ezek után következett az 

oligoszacharidokkal (Tammi, R. és Tammi, M. (Department of Anatomy, 

University of Kuopio, Kuopio, Finland) ajándéka) az inkubálás 

nedveskamrában 37 Co 30 percig. A 3x5 perces PBS-es öblítést követQen a 

fentebb ismertetett módón hajtottuk végre bHABC próbával az inkubálást 

majd a HA-reakció további lépéseit.   

 

3.3.2 TERÜLET INTEGRÁLT OPTIKAI DENZITÁS MEGHATÁROZÁS SZÁMÍTÓGÉPES 

KÉPANALÍZISSEL 

 

A kapott hisztokémiai reakciónk kvantitatív összehasonlítását 

közönséges fénymikroszkóphoz (Leitz Ortholux® II BK, PL Floutar 50x/0.85-

N.A. objektív) illesztett CCD kamera (Kodak, Rochester, NY, USA), valamint 

egy Macintosh PC-n futó IP Lab nev_ képanalizáló program (Signal Analytics, 

Vienna, VA, USA) segítségével végeztük. 

Az optimális, monokromatikus hullámhossz elQállítása végett 543 nm-

es interferencia filtert használtunk (Schott, Wiesbaden, Germany). 

Méréseinket megelQzQen, a képanalizáló rendszer által detektált intenzitás-

grey level- értékeket az IPLab program, valamint neutrális filterek 

segítségével optikai denzitás értékekké alakítottuk és mintáink vizsgálatakor 

ezen optikai denzitás értékek segítségével jellemeztük az egyes struktúrák 

hialuronsav tartalmát. A rendelkezésre álló metszeteinkbQl minden egyes 

fejlQdési stádiumnak megfelelQen, random módon 2 darab metszetet 

választottuk ki. Minden egyes struktúrából 120 mérést végeztünk, méréseinket 
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átlagoltuk és a kapott értékeket terület integrált optikai denzitásként tüntettük 

fel. A mérések során a rendszer paramétereit nem változtattuk. 

 

3.3.3 STATISZTIKAI MÓDSZER  

 

A számítógépes képanalízis során kapott eredményeink elemzésére 

Mann-Whitney U statisztikai tesztet használtunk. A statisztikai próbát az SPSS 

szoftver (SPSS Inc., Chicago, Il, USA) felhasználásával végeztük el. 

 

3.3.4 CD44, A HA REPECPTORÁNAK KIMUTATÁSA 

 

A HA egyik receptora a CD 44, transzmembrán proteoglikán, melynek 

extracelluláris doménje specifikusan kötQdik a hialuronsav dekaszacharidnyi 

részéhez. A CD 44 összes izoformáját felismerõ monoklonális antitestet 

(Hermes 3, H3) (Goldstein és mtsai, 1989)) Dr. Sirpa Jalkanen (University of 

Turku, Turku, Finland) bocsátott rendelkezésünkre. A H3-al inkubált 

metszeteket biotinált anti-egér antitesttel kezeltük, majd a 2. antitest biotinját 

detektáltuk ABC segítségével. A reakcót H2O2 valamint DAB-kromogén 

segítségével tettük láthatóvá. A reakció elvégzése után a CD44 tartalmú 

struktúrák barna színben jelennek meg. 

A metszetek deparaffinálását és hidratálását 3x10 perces 0,1 mol/l 

PBS-es (pH 7,4) mosás követte. A nem specifikus reagens-kötés gátlásához a 

metszeteinket 2 %-os BSA PBS-ben (pH 7,4) nedveskamrában 37 Co-on 30 

percen keresztül inkubáltuk.  
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A Hermes 3 antitesttel (munkahígítás: 1:100 1% BSA PBS-ben) az 

inkubálás 1 éjszakán át 4 Co-on történt. Negatív kontrollként metszeteinkre a 

nonimmun IgG2-t (Sigma) (munkahígítás: 1:100 PBS) használtuk. Az elsQ 

antitesttel történQ inkubálást 3x10 perces PBS-es öblítéssel állítottuk le. A II. 

biotinált antitesttel (munkahígítás: 1/50 1 %-os BSA PBS-ben pH 7,4) 

szobahQn 60 perces inkubálást hajtottunk végre. Ezt követQen ismét PBS-ben 

mostuk metszeteinket 3x5 percig. 

A reakció leállítása végett metszeteinket 3x10 percig mostuk 0,1 mol/l PBS-

ben (pH 7,4), majd az ABC komplex-szel (Vectastain ABC Elite Kit (Vector 

Laboratories, Burlingame, California, USA) történQ inkubálás következett 

szobahQn 30 percig. Ezután 3x5 perces PBS-mosást hajtottunk végre, majd a 

H2O2-t DAB (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) oldattal (5 ml 

54 %-os vizes DAB törzsoldat, 45 ml deszt. víz, 50 ml 1 mol/l Tris-HCl 

puffer) végeztük az elQhívást. A hívás, mely alufóliával bevont küvettában 

történt, mikroszkópos kontroll mellett 5 percig tartott. A reakciót 2x3 perces 

deszt. vizes mosással állítottuk le, majd felszálló alkoholsorban dehidráltunk 

és xilolban derítettünk. Metszeteinket DePeX-szel és fedQlemezzel fedtük. 

  

3.4 X-ES TÍPUSÚ KOLLAGÉN KIMUTATÁSA HUMÁN FOGCSÍRÁKBAN 

 

3.4.1 X-ES KOLLAGÉN IMMUNHISZTOKÉMIA 

 

Monoklonális ellenanyagot (von der Mark, K. -University of Erlangen-

Nurenberg, Germany- ajándéka) használtunk a X-es típusú kollagén 

kimutatására (Eerola és mtsai, 1998). A kötQdött antitestet, biotinált anti-egér 
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antitesttel, majd Streptavidin-alkalikus foszfatáz komplex-szel konjugáltuk. A 

reakció vizualizásására naphtol AS-MX foszfátot és Fast Red-et alkalmaztunk 

(Aigner és mtsai, 1993). A reakció elvégzése után a X-es kollagént tartalmazó 

struktúrák vörös színben jelennek meg. 

 A metszetek deparaffinálását és hidratálását 3x10 perces 0,02mol/l 

Tris-HCl pufferes (pH 7,4) mosás követte. A következQ lépésként tesztikuláris 

hialuronidáz (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) enzimemésztést 

(munkahígítás: 2mg/ml TBS, pH 5) végeztünk nedveskamrában 37 Co-on 1 

óráig az X-es típusú kollagén epitópjainak feltárása érdekében. Ezt 3x5 perces 

TBS-es öblítés követte. A nem specifikus reagens-kötés gátlásához az 

immunreakció elQtt a metszeteinket normál kecske szérummal (munkahígítás 

1:20 0,02mol/l TBS-ben pH 7,4) nedveskamrában 37 Co-on 20 percig 

inkubáltuk, melyet 3x5 perces TBS-es mosás követett. 

A X 53 antitesttel (munkahígítás: 100 µg/ml 1 % BSA 0,02mol/l TBS-

ben) az inkubálás 1 éjszakán át 4 Co-on történt. Negatív kontrollként 

metszeteinkre a X 53 pufferét (0,02 mol/l TBS pH 7,4) használtuk. 

 A reakció leállítása végett metszeteinket 3x10 percig mostuk 0,02mol/l 

Tris-HCl pufferben (pH 7,4), majd a II. biotinált antitesttel (munkahígítás: 

1/100 1 %-os BSA TBS-ben pH 7,4) történQ inkubálás következet szobahQn 

20 percig. Ezután ismét TBS-ben mostuk metszeteinket 3x5 percig, majd a 

streptavidinnel konjugált alkalikus foszfatázt (Sigma Chemical Co., St. Louis, 

Missouri, USA) tartalmazó oldattal (munkahígítás: 1/100 1 %-os BSA 

0,02mol/l TBS-ben) kezeltük szövetmintáinkat. A 3x5 perces mosás elvégzése 

után a reakció elQhívása következett, melyhez 0.2 mg/ml naftol AS-MX 

foszfátot, 1mg/ml Fast Red-et (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, 
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USA) valamint 0,05 ml/ml N|N dimetilformamidot (Merck, Darmstadt, 

Germany) tartalmazó 50 mmol/l-es, 0.9 % NaCl-t tartalmazó Tris HCl puffert 

(pH 8,2) alkalmaztunk hívó oldatként szobahQn 30 percen keresztül. A 

reakciót 2x3 perces deszt. vizes mosással állítottuk le, ezt követQen 

metszeteinket aquatex-szel (Merck, Darmstadt, Germany) és fedQlemezzel 

fedtük. 

 

3.4.2 A X-ES TÍPUSÚ KOLLAGÉN KIMUTATÁSA WESTERN IMMUNOBLOT 

TECHNIKÁVAL 

 

Mintáink az elQzQekben ismertetett helyekrQl (Anyag és Módszer 3.1) 

származtak. Az eltávolított mandibula darabokból a még át nem tört 

fogcsírákat sztereomikroszkóp (Carl Zeiss, Jena, Germany) segítségével 

szeparáltuk, majd gondos preparálással szétválasztottuk a fogat alkotó 

szöveteket. Pozitív kontrollként eltávolítottuk a humán mintáink tibiajának 

epifízis porcát, ugyanis az epifízis porcban megtalálható hipertrófiás 

porcsejtekrQl és az Qket körülvevQ ECM-ról ismert, hogy X-es típusú kollagént 

tartalmaznak (Lisenmayer és mtsai, 1988).  

A fog kemény szöveteit (dentin, zománc) 3mg/ml TRIS-t valamint 

14,4 mg/ml glicint (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) 

tartalmazó 1% SDS (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) pufferbe tettük 

és dörzsmozsárban állandó h_tés mellett homogenizáltuk 30 percen keresztül. 

Az így kapott dentin- és zománc-masszát 10 percig 4000 Rpm-en 

centrifugáltuk, majd a felülúszót szeparáltuk (Wright és mtsai, 1996). 
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Az eltávolított és apróra vágott epifizisporc-darabkákat 4 mol/l-es 

guanidin HCl-vel (Reanal, Budapest, Hungary) homogenizáltuk 48 órán 

keresztül. Ezt követQen a pellet-et háromszor mostuk 0,5 M-os ecetsav-ban, 

melyek között 20 perces centrifugálásokat végeztünk 6000 rpm-en. Az így 

kapott felülúszót 4 Co-on 24 óráig pepszinnel (munkahígítás: 0,5 g/100 g porc 

0,5 M-os ecetsavban (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA)) 

emésztettük. Az emésztést követQ 20 perces 9000 Rpm-es centrifugálás után a 

felülúszót 0,1 M-os ecetsavban dializáltuk, majd lefagyasztottuk s liofileztük. 

A fogtelepbQl és a hipertrófiás porcból származó mintáinkat 8 %-os SDS-

poliakrilamid minigélekre vittük fel. A gélek zsebeibe egyenként 20-20 ol 

mintát, valamint molekulasúly-standardokat (BioRad Laboratories, Richmond, 

CA, USA) vittünk fel.  A géleket ezután 60 mA-en elektroforézisnek vetettük 

alá.  Eltávolításukat követQen Coomassie kékkel (Brilliant Blue R 250 

Coomassieł, BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) inkubáltunk 1 órán 

keresztül.  

A másik SDS-minigélen az elQzQekben az elektroforézissel 

szétválasztott fehérjék blottolását végeztük el. A blottolást 3mg/ml TRIS-t 

valamint 14,4 mg/ml glicint tartalmazó 1% SDS pufferben (pH 8,3) 80 V-on 

jégakkus h_tés mellett 1 óráig végeztük. Ezt követte a membrán blokkolása 2 

%-os BSA/SDS pufferben szobahQn 1 óráig, melyet a blot 3x10 perces 

öblítése követett TWB oldattal (2.42 g TRIS, 8 g NaCl, 3,8 ml 1M HCl 1 l 

bideszt. vízre, pH 7,4). A következQ lépésben a X53 ellenanyag felvitelére 

került sor, mellyel 1 éjszakán keresztül inkubáltunk. A reakciót 3x10 perces 

TWB-és öblítéssel állítottuk le, miután a gélhez kötQdött X53 detektáltuk a II. 

biotinált anti-egér ellenanyaggal, melyet 1 óra hosszat hagytunk a minigélen. 
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Az ezt követQ 3x10 perces TWB-és mosás után a reakciót DAB-os 

hívóoldattal (0,25 mg/ml DAB, 0,1 ol/ml H2O2 TRIS pufferben) vizualizáltuk. 

A 30 perces hívást 3x10 perces TWB öblítéssel állítottuk le, mely után a gélt 

megszárítottuk.   

 

3.4.3 A X-ES TÍPUSÚ KOLLAGÉN KIMUTATÁSA ELISA TECHNIKÁVAL 

 

   A X-es típusú kollagén ELISA-val történQ kimutatásához Nunc- Immuno 

Plate-et (MaxiSorp, Nunc Itermed LTD., Copenhagen, Denmark) használtunk. A 

Plate-re a szövetmintákat (elkészítésüket l.: 3.4.2-ben) coating pufferrel (1,59 g 

Na2CO3, NaHCO3, 0,2 g NaN3 1l deszt. vízre pH 9,6)  -5og/lyuk koncentrációban- 

vittünk fel.  A coatingolás után 1 %-os zselatin (Reanal, Budapest, Hungary) 0,1 

mol/l PBS (pH 7,4) blokkolást végeztünk 37 Co-on 2 órán keresztül, melyet 2x5 

perces deszt. vizes öblítés követett. Ezek után a X 53-as antitesttel (munkahígítás 

1:1000 PBS-ben) 1 éjszakán át inkubáltunk 4 Co-on. A reakciót 4x5 perces PBS-es 

mosással állítottuk le, melyet a peroxidázzal konjugált második anti-egér 

ellenanyaggal történQ inkubálás követett 37 Co-on 2 órán át.  A vizualizálásra 60 

ml citromsavas pufferben oldott 20 mg orto-fenilén-diamint (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, Missouri, USA) és 10ol cc. H2O2-ot használtunk, mellyel a színreakció 

megjelenéséig inkubáltunk szobahQn.  A hívást 4 N kénsavval állítottuk le (Búzás 

és mtsai, 1993). A kapott színreakciókat n=492 hullámhosszon fotometráltuk. A 

Fotométert (Titertek Uniskanł Labsystem,  Helsinki, Finland) az 1 %-os zselatin 

PBS-t tartalmazó lyuk abszorpciós értékéhez kalibráltuk. A negatív kontrolloknál 

a X53 monoklonális antitesttel történQ inkubációs lépést hagytuk ki.  
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4. EREDMÉNYEK 

 

4.1 A FOGTELEP HA MINTÁZATÁNAK VIZSGÁLATA 

 

A fogfejlQdés különbözQ stádiumában lévQ fogcsírákat önkényesen két 

vizsgálati csoportba osztottuk. Az I. csoportba a fejlQdés korai harang 

stádiumában lévQ fogcsírák kerültek. Ezen fogtelepek fogpapillájában 

moderált bHABC jelölQdést detektáltunk. A preszekretoros ameloblasztok 

vizsgálatakor a sejtek apikális és bazális része között optikai 

denzitáskülönbség mutatkozott. Míg a preszekretoros ameloblasztoknak a 

fogpapilla felé nézQ apikális része intenzív jelölQdést mutatott, addig a sejtek 

bazális részében a HA reakciót gyengébbnek tapasztaltuk. A preszekretoros 

ameloblasztokat a fogpapilla legkülsQ sejtsorától elválasztó membrana bazális 

(ún. lamina ameloblastica), intenzíven jelölQdött a hialuronsav reagenssel. A 

külsQ zománchámsejtek által határolt zománcpulpa csillag alakú sejtjei szintén 

intenzív HA reakciót mutattak. (1. ábra). 

 

 

1. ábra 

Hialuronsav reakció 19 hetes 

humán fogcsírában 
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Látható, a fogpapilla (DP) és a preszekrotoros ameloblasztok bazális részének 

(BpPreA) moderált intenzitása. A preszekretoros ameloblasztok apikális része 

(ApPreA), a lamina ameloblastica (DBM) a külsQ zománchám (EEE), 

valamint a stratum reticulare (SR) sejtjei kifejezett HA reakciót mutatnak. 

 
A fentebb említett struktúráknak a számítógépes képanalízis során kapott 

optikai denzitás értékeit a következQ ábrán illusztráltuk (2. ábra.).  

 
 
2. ábra 

A harang stádiumú fogcsírák 

Terület Integrált Optikai 

Denzitása  

(Area Integrated Optical Density)

Az ektomezenchimális eredet_ 

fogpapilla, melybQl a 

késQbbiekben a fog pulpája 

differenciálódik, az életkor függ- 

vényében fokozatosan csökkenQ intenzitást mutat. A preszekretoros 

ameloblasztok apikális részének OD növekedése pedig feltehetQen a 

szekretoros ameloblasztokká való differenciálódás egyik velejárója, a sejtek 

fokozott hialuronsav termelésére utalhat.  

A II. vizsgálati csoportba azon fogtelepek kerültek, amelyeknél már 

megfigyelhetQ a fog kemény szöveteinek szintézise. A HA reakció elvégzését 

követQen a 21, illetve 31 hetes humán fogcsíráknál a pulpa és az 

odontoblasztok rétegének mérsékelt intenzitását tapasztaltuk. A dentin 

alapállományában csak a dentincsatornácskák falaiban láttunk mérsékelt 

pozitivitást, egyéb területeken jelölQdést nem tapasztaltunk. A zománcképzés 

megindulásakor eddig az irodalomban nem közölt érdekes jelenségeket 
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tapasztaltunk, nevezetesen a zománc alapállományának intenzív jelölQdését, 

amihez a zománc szintéziséért felelQs szekretoros ameloblasztok apikális 

részének pozitivitása is társult, míg ezen sejtek bazális részében kifejezetten 

gyengébb reakció mutatkozott (3.a., b. ábra).  

 
 
3.a ábra. 

Hialuronsav reakció 31 hetes humán 

fogtelep különbözQ szöveteiben  

A felvételeken a pulpa (P), az 

odontoblasztok moderált HA reakciója jól 

látható. MegfigyelhetQ a zománc (E) mátrix 

intenzív jelölQdése, valamint a zománc (E) 

alapállományának szintéziséért felelQs szekretoros ameloblasztok (SecA) 

inhomogén pozitivitása.  

 
 
                 3.b. ábra 

Hialuronsav reakció 31 hetes humán fogtelep különbözQ szöveteiben 

A két nagyobb nagyítású felvételen jól látható a zománcmátrix(E) jelölQdése a 

szekretoros ameloblasztok inhomogén pozitívitása(ApSecA, BpSecA), valamint 

–jobboldalon- az odontoblasztok (O) és a dentin csatornák falainak (DT) 

mérsékelt jelölQdése (3.b.). A baloldali ábrán a zománc és a szekretoros 

ameloblasztok között zsugorodási mütermék (üres tér) látható. 

A 9 hetes posztnatális mintából származó fogcsíra tanulmányozásakor 

azonban újabb jelenségre lettünk figyelmesek. AlapvetQ különbség a fiatalabb 
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korú, a zománcképzés kezdeti stádiumában lévQ fogcsírákhoz képest, hogy itt 

megsz_nt a zománc mátrixának intenzív pozitivitása, csak a szekretoros 

ameloblasztok és a zománc felszín között tapasztaltunk némi jelölQdést, 

valamint ehhez társultan a szekretoros ameloblasztok HA tartalom is 

jelentQsen csökkent. Kifejezetten gyengébb HA reakció volt megfigyelhetQ a 

fog pulpájában és az odontoblasztokban is (4. ábra).  

 
 
 
 
 

 
 
4. ábra 

A 9 hetes posztnatális fogcsíra  

HA reakciót követQen 

 

A HA reakció után az 

odontoblasztok (O) moderáltan 

jelölQdnek. Jól látható, hogy a 

dentin (D), illetve a zománc (E) 

mátrix negatív, a szekretoros 

ameloblasztok (SecA) csökkent 

jelölQdése. 

 

A II. csoportba tartozó fogcsírák különbözQ struktúráinak optikai 

denzitás értékeit az 5. ábrán tüntettük fel. 

 
 
5. ábra 

A II. Csoportba tartozó 

fogcsírák struktúráinak  

Terület Integrált Optikai 

Denzitása (Area Integrated 

Optical Density) 

A zománc OD értéke szignifi-

kánsan emelkedik a kezdeti 

szekréciós stádiumban, majd 

drasztikusan csökken a korai 

posztnatalis korban. 
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A reagensünk specifikus kötQdésének ellenQrzésére a negatív kontroll 

mellett Streptomyces hialuronidáz enzimemésztést -melyrQl ismert, hogy 

specifikusan csak a hialuronsavat depolimerizálja-, valamint hialuronsav 

oligoszacharidokkal történQ elQinkubálást végeztünk. Egyik kontroll esetében 

sem tapasztaltunk jelölQdést, ami reagensünk specificitását támasztja alá (6. 

ábra).  

 

 

 

 

HA-oligoszachariddal inkubált 31 hetes 

humán fogcsíra HA reakciót követQen 

Jól látható, a zománc, a szekretoros 

ameloblasztok (SecA), az odontoblasztok 

(O), illetve azok nyúlványainak (TP) 

negatív reakciója. 

6. ábra 

 

 

4.2. A HIALURONSAV RECEPTOR, A CD44 EXPRESSZIÓJÁNAK VIZSGÁLATA 

 

A fejlQdés korai stádiumában az orális epithelium bazális sejtsora, 

valamint az ebbQl kiinduló fogléc sejtjei intenzíven jelölQdtek az anti-humán 

CD44 monoklonális antitesttel (1. ábra). 
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A 17 hetes foetus orális epitheliumának, 

illetve foglécének CD44 expressziója 

 

Az orális epithelium (OE) bazális sejtsora, 

valamint az ebbQl kiinduló fogléc (DL) 

osztódó sejtjei intenzív CD44 reakciót 

mutattak.  

1. ábra 

 

A fogfejlQdés harang stádiumában lévQ telepek esetében a CD44 

expresszió a gyökérnyúlvány kivételével megfelelt e fogcsírák esetében 

tapasztalt hialuronsav mintázattal. (2. a., b ábra). 

 

 

2.a. ábra 
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2.b. ábra  

CD44 reakció 17 hetes humán fogtelepben 

 

A fogtelep apikális régiójában a preszekretoros ameloblasztok (PreA) laterális 

és bazális sejtmembránja intenzív jelölQdést mutatott (2.a. ábra). Azonban míg 

a fogtelep apikális régiójában a preszekretoros ameloblasztok pozitívitását 

tapasztaltuk, addig a gyökérnyúlvány területén ezen sejtek negatívak 

maradtak. Ugyancsak nem tapasztaltunk jelölQdést a külsQ zománchám sejtek 

(EEE) esetében (2.b. ábra). A külsQ zománchámsejtek és a preszekretoros 

ameloblasztok által határolt stratum reticulare (SR) csillag alakú sejtjei 

moderált CD44 reakciót mutattak (2.b. ábra). 

 

Azon humán fogcsírák esetében, ahol már megfigyelhetQ volt a fog 

kemény szöveteinek szintézise, a CD44 intenzíven expresszálódott az 

odontoblasztok rétegében. A dentin alapállományában csak a 

dentincsatornácskákban lévQ Tomes nyúlványok jelölQdtek a Hermes 3-al. A 

zománc szintéziséért felelQs szekretoros ameloblasztok apikális, laterális 

valamint bazális sejtmembránján is kifejezett pozitív reakciót tapasztaltunk. A 
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stratum intermedium sejtjeiben valamivel gyengébb reakció mutatkozott (3.a., 

b. ábra). 

 

 

 
 
 
 
 
3.a. ábra 

CD44 reakció 3 hetes 

posztnatális humán fogcsírában

A felvételen az odontoblasztok 

(O), szekretoros ameloblasztok 

(SecA) és a stratum intermedium 

(SI) sejtjeinek intenzív reakciója 

látható. Az odontoblasztok 

Tomes nyúlványai (TP) is pozi-

tívan jelölQdtek. MegfigyelhetQ 

még a pulpában a kapillárisok  

endotheliumának (ESV) moderált CD44 reakciója. 

Az alábbi nagyobb nagyítású felvételeken (3.b. ábra) az elQbb ismertetett 

struktúrák pozitív CD 44 jelölQdését tüntettük fel. 

3.b. ábra 

CD44 reakció 3 hetes posztnatális humán fogcsírában 
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4.3. A X-ES COLLAGÉN VIZSGÁLATA  

 

A fogfejlQdés korai harang stádiumában lévQ humán fogcsírák 

esetében az anti-humán monoklonális X53-as antitesttel nem tapasztaltunk 

jelölQdést a fogtelep különbözQ struktúráiban. 

Azon fogcsíráknál, amelyeknél már megfigyelhetQ volt a fog kemény 

szöveteinek szintézise (25, 31, 33 foetus) a X-es kollagén ellenes antitest 

intenzív reakciót mutatott a zománc alapállományában (1.a ábra), amihez a 

zománc szintéziséért felelQs szekretoros ameloblasztok apikális részének 

pozitivitása is társult, míg ezen sejtek bazális részében reakciót nem 

tapasztaltunk (1.b ábra). 

 

 

1.a.  ábra 

X-es kollagén expresszió a 31 illetve 33 hetes fogtelep különbözQ szöveteiben 
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1.b. ábra 
A 31 hetes fogcsíra X53-al pozitívan jelölQdött struktúrái 

Az 1.a. valamint az 1.b ábrákon megfigyelhetQ a zománc (E) mátrix intenzív 

jelölQdése, illetve a zománc (E) alapállományának szintéziséért felelQs 

szekretoros ameloblasztok (ApSecA, BpSecA) inhomogén pozitivitása. 

IdQsebb posztnatális mintából származó fogcsíra tanulmányozásakor 

alapvetQ különbség mutatkozott a fiatalabb korú, a zománcképzés kezdeti 

stádiumában lévQ fogcsírákhoz képest. A zománc mátrixának pozitivitása 

csökkent, valamint ehhez társultan a szekretoros ameloblasztoknak csökkent 

jelölQdését tapasztaltuk (2. ábra). 

 

2. ábra  

X-es kollagén expresszió 9 hetes posztnatális fogcsírában 

A felvételeken látható a zománc alapállományának csökkent pozítivitása, 

valmint a szekretoros ameloblasztoknak a minimimális jelölQdése. 
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A reagensünk specifikus kötQdését a negatív kontroll mellett, az a - X-

es kollagénre jellemzQ - festQdési mintázat is alátámasztotta, amelyet a 31 

hetes foetus Meckel porcában tapasztaltunk. A Meckel porcot alkotó 

hipertrofiás porcsejtek, valamint azok extracelluláris mátrixa pozitív jelölQdést 

mutatott ugyanazon antitesttel (X53) történQ reakció elvégzését követQen (3. 

ábra). 

 
 
 
 
 

 
 
 
3. ábra 

X-es kollagén expresszió a 31 

hetes foetus Meckel porcában 

 

 Az ábrán jól látható, a X-es 

kollagén expressziójára jellem-

zQ pericelluláris illeteve inter-

territoriális jelölQdés. 

 

 
Mivel a zománcképzés megindulásakor tapasztalt érdekes és meglepQ 

jelenségrQl az irodalom eddig nem tett említést ezért az eredményeink 

alátámasztása végett ELISA, illetve Western immunoblot kísérleteket is 

végrehajtottunk.    

A 22 hetes fogcsíra zománc fehérjéinek Western immunoblot analízisét 

követQen a X-es kollagénre jellemzQ molekulasúly tartományban (60 kDa) 

határozott sávot kaptunk, ami alátámasztja reagensünk specificitását (4. ábra).  
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4. ábra 

A 22 hetes humán fogcsíra zománcának 

Western immunoblot analízise 

 

Az ábrán látható, hogy a X 53-as antitesttel 

detektált sáv a X-es típusú kollagénre 

jellemzQ molekulasúlytartományba (60 kD) 

esik. 

 

Az ELISA kísérleteinkhez 22, illetve 26 hetes foetus fogcsíra zománcát 

és dentinét, valamint pozitív önkontrollként az elQbb említett foetusok 

tibiáinak eltávolított epifizis porcdarabjait használtuk, melyek hipertrófiás 

porcsejteket tartalmaznak. Az ELISA-val kapott eredményeink is 

alátámasztották elQzQzQ megfigyeléseinket, ugyanis pozitív reakciót 

detektáltunk a zománc, illetve a hipertrófiás porcsejteket tartalmazó 

extraktumokban, azonban a dentinbQl készült mintákon ELISA-val nem 

tapasztaltunk reakciót (5. ábra). 

 

5. ábra 
 

A 22, illetve 26 hetes foetus különbözQ szöveteinek ELISA reakciója 

A diagramon látható, hogy a zománc  valamint az epifizisbQl származó 

extraktumok pozitív jelet adtak, addig a dentinbQl izolált minta esetén az X 53-
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as antitesstel történt inkubálást követQen ELISA-val nem tapasztaltunk pozitív, 

reakciót.   
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5. MEGBESZÉLÉS 

 

5.1 A HIALURONSAV ÉS RECEPTORÁNAK, A CD44-NEK FELTÉTELEZETT SZEREPE A 

FOGCSÍRA FEJLPDÉSÉBEN 

 

A hialuronsav (HA) elsQsorban a differenciálódó szövetek sejtjeiben és 

extracelluláris mátrixában (ECM) elQforduló, nagy molekulatömeg_, lineáris 

konfigurációjú, negatív töltés_ glükózaminoglikán (Scott, 1998). A látszólag 

egyszer_ szerkezet ellenére -mely alternáló N-acetil-D-glukózamin és D-

glukuronsav molekulákból áll- a hialuronsav más ECM komponensekhez 

hasonlóan nem csupán az alapállomány alkotásában veszt részt (Heinegård és 

Oldberg, 1989), hanem specifikus interakciók révén szerepet játszat a sejtek 

proliferációjának, migrációjának és differenciálódásának irányításában is 

(Toole, 1997). Ezeknek a hialuronsav által mediált effektusoknak a  

továbbításáért legtöbbször a HA transzmembrán receptora, a CD44 felelQs. A 

hialuronsav, valamint receptorának a fogfejlQdésben játszott szerepeirQl 

azonban nincsenek egyértelm_ adatok. 

Az ektoderma eredet_ foglemez burjánzó, az ektomezenchimális 

szövetbe invaginálódó sejtjein detektált hialuronsavnak és CD44-nek 

feltehetQleg szerepe van a sejtek körüli pericelluláris mátrix kialakításában. 

Ennek a hidratált buroknak fontos szerepe lehet a fogléc sejtjeinek 

osztódásának és vándorlásának elQsegítésében, hasonlóan más szövetek 

proliferáló, migráló sejtjeihez (Bourguignon és mtsai, 1999; Yamada és mtsai, 

1999). 
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A fogfejlQdés korai fázisaiban a dentális papilla és a zománcpulpa 

hialuronsav mintázata utalhat arra, hogy a HA a dentális papillában jelenlévQ, 

hialuronsav-kötQ képességgel rendelkezQ makromolekulákhoz (verzikán, 

brevikán) (Yamauchi és mtsai, 1997; Knudson 1993), illetve a 

zománcpulpában detektált CD44-hez kötQdve fontos struktúrális komponense 

lehet a fogcsíra ezen részeinek. A zománcpulpában, más munkacsoport által is 

detektált hialuronsav, viszkoelasztikus tulajdonságából adódóan, magasan 

hidratált extracelluláris mátrix létrehozása által mintegy védQburkot biztosíthat 

a fogtelep egyéb fejlQdQ, differenciálódó részei felett, biztosítva ezáltal a 

fogcsíra normális alakfejlQdését (Matthiessen és mtsai, 1997). A fogpapillában 

jelenlévQ hialuronsav a papilla ektomezenchimális sejtjei között kialakuló 

“porózus” extracelluláris mátrix révén - hasonlóan más magas HA-tartalmú 

extracelluláris mátrix-al rendelkezQ fejlQdQ szövetekhez (Tammi és mtsai, 

1998)- támogathatja ezen szövet anyagtranszportját is, szerepe lehet a sejtek és 

a vér közötti térben a kismolekulatömegü anyagok transzportjában. Ezt a 

feltételezést támasztja alá az a megfigyelés is, hogy a dentális papilla kapilláris 

hálózatának kialakulását követQen csökken a HA expresszió mértéke.   

Az a megfigyelés, hogy az odontoblasztok nyúlványai és a körülöttük 

kialakuló dentintubulusok CD44, illetve HA pozitivitást mutatnak, arra utal, 

hogy hasonlóan az oszteocitákhoz (Nakamura és mtsai, 1996), a Tomes rostok 

körül kialakuló extracelluláris térségnek is fontos szerepe lehet ezen struktúrák 

fejlQdésében. 

Az egyik legérdekesebb új megfigyelésünk az, hogy a zománc 

alapállomány szintézisének megindulásakor a szekretoros ameloblasztokban, 

valamint az általuk szintetizált éretlen zománcmátrixban jelentQs hialuronsav 
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mennyiség volt detektálható. Képanalitikai adataink szerint a zománcmátrix 

optikai denzitás értéke szignifikánsan emelkedett a korai szekréciós fázisban, 

majd drasztikusan csökkent a posztnatális korban. Az irodalmi adatokból 

ismert, hogy a zománc alapállomány szintézisének megindulásakor a jelenlévQ 

zománcproteinek (amelogenin, tuftelin ameloblasztin) fontos szerepet 

játszhatnak a hidroxiapatit kristályok nukleációjának megindításában, 

növekedésük, térbeli orientálódásuk irányításában (Robinson és mtsai, 1998). 

Azt, hogy a zománcmátrixban jelenlévQ hialuronsav ezen fehérjékkel 

kapcsolatba lépve befolyásolja-e a zománc szerkezetének kialakulását, vagy 

közvetlenül hathat a kristályképzQdés kezdeti folyamataira, egyértelm_en nem 

lehet megválaszolni. A rendelkezésre álló irodalmi adatokat figyelembe véve 

(Balázs 1998) úgy gondoljuk, hogy a hialuronsav szerkezeti sajátságából 

adódóan feltehetQlen térkitöltQ szerepet játszhat a zománckristályok 

kialakulásakor, melynek stabilizáló hatása lehet a kristálykötegek 

képzQdésében, elrendezQdésében. A posztnatális minták zománc 

alapállományában tapasztalt HA mennyiség csökkenését valószín_leg az a 

tény magyarázhatja, hogy a mineralizáció elQrehaladásával, a 

zománcproteinekhez hasonlóan, valószínüleg a hialuronsavat is hasítják az 

ekkor expresszálódó enzimek (Moe és mtsai, 1979; Moradian-Oldak és mtsai, 

1996).  
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5.2 A X-ES TÍPUSÚ KOLLAGÉN SZEREPE A ZOMÁNCMÁTRIX KIALAKULÁSÁNAK 

KEZDETI FOLYAMATAIBAN 

 

A X-es típusú nem fibrilláris kollagén elQfordulását eddig a 

hipertrófiás porcsejtekben és az Qket körülvevQ porc extracellulárix mátrixban 

írták le (Eerola és mtsai, 1988), és a porc mineralizációs folyamataiban, az 

endokondrális csontosodásban tulajdonítottak neki szerepet (Kirsh és von der 

Mark, 1991). Fogcsírára vonatkozó irodalmi adatokat nem találtunk. 

A humán fogfejlQdés zománcszekréciós stádiumaiból származó 

szövettani metszeteinken a szekretoros ameloblasztokban, valamint a fejlQdQ 

zománc alapállományában tapasztalt pozitivitást mind ELISA, mind Western 

immunoblot technikával sikerült alátámasztani. 

Mint ahogyan azt már a megbeszélés elQzQ fejezetében említettük, a 

fejlQdQ zománc mátrixában jelenlévQ zománcproteineknek (amelogenin, 

enamelin, tuftelin, ameloblasztin) szerepet tulajdonítanak a kristályszerkezet 

kialakításának befolyásolásában. Jelenlegi eredményeink alapján nem tartjuk 

kizártnak, hogy a X-es típusú kollagén, hasonlóan az endokondrális 

csontosodás során megfigyelhetQ mineralizációs folyamatokban játszott 

szerepéhez (Alini és mtsai, 1994; Bruckner és mtsai, 1989), közrem_ködhet a 

zománcmátrix mineralizációs folyamataiban is. Azt, hogy ez az effektus a 

zománcproteinekkel való interakció következtében vagy egyéb 

mechanizmusok révén valósul-e meg, nem tudjuk. Az irodalmi adatok 

tükrében nem tartjuk kizártnak, hogy a X-es kollagén a szupramolekuláris 

hexagonális aggregátumok létrehozása által (Scmid és Linsenmayer, 1990; 

Kwan és mtsai, 1991) fontos szerepet játszhat a zománc mineralizációs 
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folyamatainak megindulásakor. A kollagénfibrillumokból kialakuló hálózat, 

hasonlóan más szövetekhez (Apte és Olsen, 1993; Iwamoto és mtsai, 1994), 

templátként szolgálhat az aggregátumhoz kötQdQ kálciumionok számára a 

nukleációs folyamatok megindulásakor. 
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6. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

Vizsgálatainkat különbözQ fejlQdési stádiumból származó humán fogcsírákon 

végeztük. A hialuronsavat (HA) biotinált aggrekán G1-doménnel  (bHABC), a CD44-

et monoklonális, az összes izoformát felismerQ ellenanyaggal (H3) mutattuk ki. A X-

es típusú kollagént monoklonális ellenanyaggal detektáltuk. A X-es kollagén ellenes 

reagenssel kapott immunohisztokémiai eredményeink ellenQrzése céljából ELISA és 

Western immunoblot kísérleteket is végeztünk. 

Eredményeink: (1) A HA-t expresszálják a fogcsíra sejtjei. Új eredmény az a 

megfigyelés, hogy a HA tranziens módon megjelenik a zománcmátrixban is, 

legnagyobb mennyiségben a 31 hetes foetusban, idQsebb korú fogcsíra zománcában 

azonban nem detektáltuk. (2) Humán fogcsírák esetében a CD44 expressziója szoros 

összefüggést mutatott az adott sejtek hialuronsav termelésével. (3) A X. típusú 

kollagén kimutatható a szekretoros ameloblasztokban és az általuk szintetizált zománc 

alapállományában. A fogtelep egyéb részeiben nem észleltünk reakciót. Az 

immunohisztokémiával kapott eredményeinket ELISA valamint Western immunoblot 

kísérleteink is alátámasztották. Eredményeink alapján feltételezzük: I. A HA a 

fogfejlQdés során szerepet játszhat több folyamatban: (a) Szerepe lehet a fogléc 

sejtjeinek osztódásának és vándorlásának elQsegítésében. (b) A  fogpapillában 

jelenlévQ, a fejlQdés elQrehaladásával fokozatosan csökkenQ mennyiségben jelenlévQ 

HA nemcsak strukturális komponense lehet a fogpapillának, hanem közremüködhet 

ezen szövet sejtjei közötti kismolekulatömeg_ anyagok transzportjában. (c) A HA 

feltehetQen térkitöltQ szerepet játszhat a zománckristályok kialakulásakor, stabilizáló 

hatása lehet a kristálykötegek írányított lerakódásában. (d) A Tomes-rostok körül 

kialakuló, HA-gazdag extracelluláris térségnek fontos szerepe lehet ezen struktúrák 

fejlQdésében. (e) Mivel a CD44 expresszió hasonló volt a fogcsíráknál tapasztalt 

hialuronsav mintázattal, feltételezhetjük, hogy a hialuronsav által mediált effektusok 

közvetítésében a CD44-nek központi szerepe lehet a humán fogfejlQdés során. II.  A 

X-es típusú kollagén feltehetQen szerepet játszhat a zománc alapállományának 

mineralizációjában.
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