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1. A FOGCSIRA KIALAKULASA, FEJLODESE ES A ZOMANCKEPZODES

MEGINDULASA

1.1.1 A FOGCSIRA KIALAKULASA ES FEJLODESE

A fogat alkotd szdvetek az ordlis ektodermabol, valamint a
crista neurdlis eredeti mezenchimalis sejtekbdl fejlodnek. A  fog
morfogenezise az ordlis epitélium bazalis sejtjeinek az ektoderma alatti
A foglécen, a késébbi fogesiraknak megfeleld helyen, a kezdetben gomb alaka
sejtszaporulatbol, a széli részek fokozott proliferacids aktivitasanak, valamint
az ektomezenchimanak a fogcsira kozépso teriileteire valé benyomuldsanak
eredményeképpen kialakul a zomancszerv (Sadler, 1985). A harang alaku
zomancszerv homorulatdban 1évé ektomezenchimalis eredetli szovet alkotja a
késébbiekben a pulpa alapallomanyava differencialodo fogpapillat, mig a
harang koriilotti mezenchimalis szovet sejtjei a fogat rogzitd szalagrendszer és
a cement alapallomanyéanak kialakitasaért felelés fogzacskot képezik. A
harang alaki zomancszerv homorulataban 1évd, ektodermalis eredetii belsd
zomanchamsejtekbdl a tovabbi differenciacios folyamatok soran alakulnak ki
azon ameloblaszt sejtek, melyek felelések a zomanc alapallomanyanak
szintéziséért. A belsé zomanchamsejtektdl egy alaphartya éltal az Gn. lamina
ameloblastica valasztja el azon ektomezenchimalis sejtcsoportosulast, amelyek
a késobbiekben odontoblasztokkd fejlddve a dentin szintézisét végzik. A
harang legkiilsé részén helyezkednek el a kiilsé zomanchamot alkotd sejtek.

Ezen sejtsor és a belsd zomancham kozott taldlhatd sejtek a zomancpulpat



alkotjdk, melynek fontos szerepet tulajdonitanak a fejlédé fogcsira
helyigényének biztositasaban.

A zomancszerv tovabbi fejlédése sordn a belsé zomanchdm pre-
ameloblasztokka, majd ameloblasztokka torténd differencidloddsa soran a
harangot alkotdé zomancpulpa mennyiségi csokkenése figyelhetd meg, ami a
harang alakt fogcesira széli részein a belsé és kiilsé zoméanchamrétegek
kozelebb keriilését eredményezi, kialakitva ezzel a nyaki 4athajlast, az Gn.
Hertwig-féle gyokérhiivelyt. A gyokérhiively belsd sejtjei azon indukcids
folyamatokat inditjdk be, amelyek hatasara a fogpapilla periféridjan
elhelyezkedd sejtek odontoblasztokkd differencidlodva megkezdik a gyokér
dentindllomanyanak szintézisét. A dentin alapallomanyanak megjelenése
fogzacskd belsd sejtjeinek cementoblasztokkd torténd morfologiai valtozésait
triggerelik.

A fogfejlddés soran a sejtek differencialddasat szamos sejt-sejt kozotti
interakci6 befolyasolja (Tucker ¢és mtsai, 1999). Bimbo allapotaban az
ektomesenhimalis sejtek indukcids hatdsanak eredményeképpen az ektoderma
legbelsd  sejtrétege  bels§ zomanchamsejtekké — differencidlodik. Az
ektomezenchiménak a fogbimbo belsejébe torténd beékelddése soran a belsd
zomanchdm sejtjeinek indukcids hatasara a fogpapilla legkiilsd, zomancham
felé esd sejtjei preodontoblasztokka alakulnak. Ezen sejtek indukcids hatasara
a bels6 zomanchdm bazilis sejtjei preameloblasztokka differencialédnak. A
harangstadium kezdetén, a preameloblasztok induktiv hatdsara a fogpapilla
preodontoblasztjanak morfologiaja megvaltozik, odontoblasztokka
diferencidlédnak ¢és megkezdik a dentin szintézisét. Az odontoblasztok

nyulvanyai koriil megjelend dentin szignalként szolgalhat ahhoz, hogy a belsd



zomancham preameloblasztjai polaritasukat megvaltoztatva szekretoros
ameloblasztokka alakuljanak. Az oralis ektoderma ¢és ektomezenchima kozott
eddig jelenlévd, minden bizonnyal indukcids hatasok kozvetitésében is

szerepet jatszo bazalis membran az Gn. lamina ameloblastica feltéredezik.

1.1.2 A ZOMANC KIALAKULASANAK FOBB MOZZANATAI

A zomanc alapalloméanyénak létrejottéhez sziikség van azon sejtekre,
melyek a zomancmatrix organikus anyagainak szintézisét biztositjak, a
szekretoros ameloblasztokra. Mig a csontszovetképzddés soran, ahol is egy
nem mineralizalédott matrixtemplat kialakulasat kdvetden indulnak csak el a
mineralizaciés folyamatok, addig a zoméancmatrix alapallomanyban
gyakorlatilag a szintézist kdvetden azonnal elkezdddnek a mineralizacios
folyamatok, igy a sejtek 4ltal termelt specidlis zomancfehérjéknek
(amelogenin, enamelin, tuftelin, ameloblasztin/amelin) alapvetd szerepe lehet
a kristalyszerkezet kialakulasdnak befolyasolasaban.

A zomancfehérjék szintézisiik sordn membrannal burkolt szekrécids
granulumokba, majd a szekretoros ameloblasztok nytlvanyaival torténd fuziot
kovetden exocitozissal az extracelluléris térbe keriilnek. Ezek a fehérjék kotik
a zomanc szervetlen alapéallomanyat alkoté hidroxiapatit kristdlyokat, ezért
fontos szerepet jatszanak a zomanc jellegzetes szerkezetének kialakitasaban a
kristalyok kialakulasanak modulalasa, novekedésiiknek, térbeli
orientacidjuknak befolyasoldsa révén (Robinson ¢és mtsai, 1988; Fincham és
mtsai, 1999). A zomancmatrix kialakulasa sordn a kristdlyok elészor

egymastol szeparaltan, vég a vég taldlkozasban, szalagszeriien ndvekednek. A



szekretoros ameloblasztok nyulvanyai, a parallel médon nodvekedd
kristalykotegek kozepén helyezkednek el. A nyulvanyok disztalis részén
levalé matrixvezikulumok felelések a kristalykoteg hosszanti ndvekedéséért,
kialakitva a hosszanti rendez6dést mutatd zoméncprizmakat ,,rod enamel”,
mig a sejtnyulvanyok lateralis, oldalso felszinérdl levaldo matrixvezikulumok
az interprizmatikus zomadanc ,interrod enamel” kialakitdsdban jatszanak
szerepet. Az interprizmatikus zomdnc szerepet jatszhat a rendezett
zomancprizmak  szerkezetének  kialakitasdban  (Boyde, 1989). A
zomancprizmak majdnem szabalyos hengereket alkotnak, a koriilvevd
»interrod enamel” pedig kitolti a hengerek kozott kialakulo térséget, kialakitva
ezzel az érett zomancmatrixra jellegzetes “kulcslyukszeri” atmetszetet

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



1.2 HIALURONSAV

1.2.1 SZERKEZETE, SZINTEZISE, METABOLIZMUSA

A sejtek kozotti teret, az un. extracelluldris matrixot kiilonbdzo
makromolekulakbol (kollagének, gliicoproteinek (GP), gliikézaminoglikanok
(GAQG), proteoglikdnok (PG)) felépiild véazrendszer alkotja. A hialuronsav
(hyaluronan, HA) elsdsorban differencialodd szovetek sejtjeiben és
extracellularis matrixaban (ECM) el6forduld, nagy molekulatomegii, nem
szulfatalt GAG (Fraser és mtsai, 1997).

El6szor 1934-ben, sikeriilt izolalni ezen rendkiviil konzervativ
szerkezetli molekulat szarvasmarha corpus vitreumabodl. A ma hasznalatos név
is erre utal: Hialuronsav=Hyaloid (Vitreous) + uronsav (Meyer és Palmer,
1934). A molekula pontos kémiai szerkezete mintegy 20 évvel késobb valt
csak ismertté: a hialuronsav ismétl6dé diszacharid egységekbdl felépiild orids
méretli poliszacharid, melynek molekulatomege megkdzeliti a 10 millio
Daltont. A diszacharid egységeket D glilkuronsav (GlcA) és N-
acetilgluk6zamin (GlcNAc) cukrok alkotjdk, amelyek egymashoz béta-1,4- és
béta-1,3-gliikozidos kotésekkel kapcsolddnak (Meyer és mtsai, 1954). A HA
molekulak diméreket alkothatnak, melyekben a szalak egymadssal ellentétes
lefutastiak, s ahol a szalakat harmadlagos kotések stabilizaljak (Scott, 1992).
Oldatban a dimérek hélozattd szervezddnek. Mivel a hélézatot alkotdé HA
molekuldkat harmadlagos kotések stabilizaljak, a kialakuldé hialuronsav-

halozat rendkiviil dinamikus, a kialakulo aggregatumok nagysaga és denzitasa



szamos paramétertél fligg, igy a hialuronsav molekulasulyatol, az

ionerdsségtol, a hdmérséklettdl stb. (1. abra) (Scott, 1998).
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1. abra

A hialuronsay szerkezete

Az alterndlo sétét és vilagos egységek reprezentaljak a molekulat felépito
monoszacharid alegységeket (a), melyek szerkezetét, valamint a koztiik

kialakulo kémiai kotések tipusat az abra jobb oldali részén tiintettiik fel (b).

Ennek a harmadlagos szerkezetnek nemcsak a hialuronsav biomechanikai
tulajdonsagainak biztositasaban van szerepe, hanem a hialuronsav kiilonb6z6
fejlodésbiologiai folyamatokban betoltott szerepét is befolyasolja: a HA
szerepet jatszik a fejlodd sejtek osztodasanak (Toole és mtsai, 1984),
vandorlasanak (Nehls és mtsai, 2000) ¢s differencialodasanak szabalyozasaban
(Pohl és mtsai, 2000).

Ellentétben a legtobb glikkdozaminoglikan molekulat szintetizalo
enzimtdl, a hialuronsav szintéziséért felelés enzim, a HAS (hyaluronan
synthase), nem a Golgi apparatushoz, hanem a sejt felszini membranjahoz
kotott. A kiilonbozo HAS-okra altalanosan jellemzd, hogy 2-3 transzmembran
(TMD), egy membranasszocidlt (MAD) doménnel és egy centralis doménnel

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



2. abra

Az HAS szerkezetének vazlatos rajza

Az abran lathato, hogy a HAS N és C terminalis vége, valamint az enzim
centralis doménje is, mely feltehetolen a kiilonbozo katalitikus aktivitassal
rendelkezo  alegységeket tartalmazza (DeAngelis és mitsai, 1993),

intracellularisan talalhatok.

Ezen enzimnek azonban nemcsak lokalizacioja és szerkezete egyedi,
hanem az is, ahogyan a tobb tizezer bazisparbol felépiild hialuronsavat
szintetizalja. Ehhez legaldbb 6t-hat kiillonbozd aktivitdssal rendelkezd
alegységre van sziikség, melyek koziil kettd az aktivalt monoszacharidok
(UDP-GIcNAc és UDP-GIcA) kotéséért felelos, ketté az aktivalt cukrok
kozotti  béta-glikozidos keresztkotések 1étrehozéasaért, egy vagy tobb
katalitikus alegység pedig a folyamatosan hosszabbod6 polimer membranon
keresztiil torténd atjuttatasaért felelés (Weigel €s mtsai, 1997).

A hialuronsav felvétele kiillonb6z6 tipusu receptorok receptor medialt
endocitozisa révén valosul meg (3. abra) (Culty és mtsai, 1992; Aguiar és

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

medialt endocitozisdat és

lebontasat sematikusan

bemutato rajz

3. abra
A hialuronsav (HA) felvétele memranasszocialt recetorokkal (HAR) valosul
meg. Az internalizalodott molekulat a lizoszomalis (L) lokalizdacioju
hialuronidaz és exoglikozidaz enzimek hasitjak (Greiling és mtsai, 1975, Frost
és mtsai, 1996). Az el6bbi a hialuronsavat tetra- és hexaszacharidokra hasitja,
mig az utobbi a feltoredezett szakaszok nem-redukalo végeirdl hasitjia le a

monoszacharid egységeket.

1.2.2 A HIALURONSAV RECEPTORAI

Azon molekuldkat, amelyek képesek a hialuronsav megkotésére,
Osszefoglald néven hialadherineknek nevezziik (Aruffo és mtsai, 1990; Hall és
mtsai, 1994; Knudson és mtsai, 1996). Ezeket a receptorokat harom csoportra
oszthatjuk: intracellularis proteinek: RHAMM, cdc37; membran lokalizalt
receptorok: CD44 receptorcsalad, LEC IVd4, RHAMM; extracellularis
fehérjék, melyek hialuronsav koto tulajdonsaggal rendelkeznek: aggrekan,

brevikéan, neurokan, verzikan (1. tablazat).
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1. tablazat

A hialuronsay receptorai

A legtobbet tanulményozott és a legtobb hialuronsav medialt effektus
tovabbitasaért felelds receptor a CD44. Kordbban e 85 kD sulyl receptort
szamos egyéb névvel illették, tigymint Pgp-1 (phagocytic glycoprotein-1),
ECMR III (extracellular matrix receptor type III), Hermes antigen, H-CAM
(Entwistle és mtsai, 1996). A ma altalanosan elfogadott nevét Underhill és
munkatarsainak azon megfigyelésébdl szdrmazik, hogy a hialuronsav
megkotéséért felelds transzmembran fehérje ellenes antitest (K3), ugyancsak
reagal a lymphocytdk homingjaért felelds, kordbbrol mar jol ismert
receptorral, a CD44-el (Underhill és mtsai, 1987).

A CD44-et a 11-es kromoszoéma rovid karjan talalhatd gén kodolja. A
sejtek felszinén mégis szamos CD44 izoformat irtak le, ami az alternativ
splicing eredménye, azonban minden kiilonb6z6 variansra érvényes, hogy ez a
glikoprotein molekula egy extracellularis, egy transzmembran valamint, egy

intracellularis doménnal rendelkezik (4. abra) (Underhill, 1992).
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4. abra
A CD44 szerkezetét bemutato vazlatos rajz

A CD44 extracelluldaris doménjének a disztalis (D) része az aggrekan
molekula link proteinjének szerkezetéhez hasonlo és a hialuronsav molekula
koteséért felelos. Az extracellularis rész sejtmembranhoz kozelebbi, proximalis
(P) szakasza eltérd lehet a kiilonbozo izoformdkndl. A sejt belsejébe torténo
HA-effektus  tovabbitasért a transzmembrdan domén mellett a CD44
intracelluldris doménje felelds, mely a citoplazma kiilonbozo molekuldival, az
ankirinnel (Lokeshwar és mtsai, 1994) és ERM (ezrin/radixin/moezin) csalad

tagjaival kapcsolodhat (Yonemura és mtsai, 1998).

1.2.3 HIALURONSAV SZEREPE A FEJLODESBIOLOGIAI FOLYAMATOKBAN

Az 1970-es évek ota tudjuk, hogy a hialuronsavnak jelentds szerepe
lehet a kiillonboz6 tipusu sejtek proliferacidjanak, migraciojanak és
differencidlodasanak szabalyozasdban. Hogyan befolyasolhatja a sejtek
osztodasat és vandorlasat ez a rendkiviil egyszer( szerkezeti molekula? Ebben

a HA viszkoelasztikus sajatsagabdl adodo térkitoltd hatasanak tulajdonitanak

alapvetd szerepet. A kialakuld pericellularis hialuronsav burok a sejtek
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egymastol vald szétvalasat eldsegitve megteremti a mitdzis egyik feltételét.
Természetesen itt nemcsak a passziv térkitoltd hatasnak lehet szerepe, hanem a
hialuronsav kiilonbozd sejtfelszini receptorain keresztiil (CD44, RHAMM),
hathat az intracelluldris folyamatokra is (Entwistle és mtsai, 1996).

A hialuronsavban gazdag extracellularis matrixban azonban nemcsak a
sejtek osztodasa valik lehetdvé, hanem a sejtek vandorlasa is. Kisérletes
megfigyelésekbdl tudjuk, hogy a vandorlo sejtek mas HAS enzimaktivitassal
rendelkeznek, mint a differencidlodo sejtek, igy a sejtek koril kialakuld
pericellularis matrix hialuronsav Osszetétele eltérd, ami a szabalyzas egyik
fontos Iépcsdje lehet. A 2-es tipusi HAS altal szintetizalt kisebb
molekulastlyt, rovidebb HA molekuldk képtelenek egyméssal kapcsolodva
halozat 1étrehozéséara, de a kialakuld hidratalt kdrnyezetben lehetdvé valik a
sejtek migracidja. Természetesen ez a laza ,,atjarhaté HA pericelluléris burok”
lehetdséget teremt arra is, hogy a sejtmiikddést szabalyzo kiillonbozo
makromolekuldk konnyebben kapcsolatba keriiljenek a vandorlé sejtekkel. Az
l-es tipust, HAS 4ltal szintetizalt nagyobb molekulatomegili hialuronsav
molekulak képesek egymadssal halozatot kialakitva az addig vandorld sejtek
kozott idoleges kapcsolatokat létrehozni. Ezen kialakulo iddleges
kapcsolatoknak  szerepet tulajdonitanak a  differencialédas  kezdeti
folyamataiban. Ebben a sejtek felszinen jelenlévé HA receptoroknak (CDA44,
RHAMM) is jelentds szerepe lehet, mert a HA kotést kovetden a
sejdifferenciacio kiilonb6z6 szintjeire (ras/erkl, Src signal utvonal) hatva

elindithatjak a sejtek megfeleld iranyba valé differencidlodésat.
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1.3 X-ES TiPUSU KOLLAGEN

1.3.1 A X-ES TIPUSU KOLLAGEN SZERKEZETE

Az extracellularis matrix (ECM) gélszerli allomanyat struktirfehérjék,
adhéziés molekuldk, valamint proteoglikanok ¢és glukézaminoglikdnok
alkotjak. Az els6 csoportba tartoznak a kollagének, a méasodik csoportba azon
makromolekulakat soroljuk, melyek egyrészt a kiilonb6z6 ECM komponensek
kozott hozhatnak 1étre kapcsolatot (pl. fibronektin), mésrészt a sejtmembran
specifikus integrans fehérjéihez kotddve tovabbithatjak az ECM feldl érkezd
szignélokat a sejt belsejébe, befolydsolva ezaltal azok miikddését. A harmadik
csoportot alkoté molekulaknak mind a ECM strukttrajanak kialakitasaban (pl.
aggrekan, hialuronsav), mind az ECM és sejtmembran kozotti kapcsolat
fenntartasaban (pl. szindekéan) szerepet tulajdonitanak.

Eddig mintegy 19 kiilonboz6 kollagéntipust irtak le. Ezen alapvetden
molekulak harom nagyobb csoportot alkotnak. Bizonyos kollagének
fibrillumokat képeznek (pl. 1., II., IIl., V.), a kollagéntipusok masodik
csoportjaba azon molekuldk tartoznak, melyek az el6z6 csoport valamelyik
tagjahoz kapcsolodva taldlhatok meg (pl. IX.: Il.-hez porcban, XII.: I.-hez
inakban), mig az utolsd6 csoportot alkoté kollagének, nem képeznek
fibrillumokat (pl. IV., VIL.), és struktarfehérjékként jol meghatarozhaté az
eléfordulasi helyiikk (pl. IV.: bazédlis membran) (Linsenmayer, 1991). A
harmadik csoporthoz tartozik a X-es tipusu kollagén is, melynek jelenlétét az
epipfizis porckorong hipertrofias zonajaban, illetve az iziileti porc

kalcifikacios zéndjaban irtdk le (Schmid és Linsenmayer, 1985). Az6ta mas

15



helyeken is sikeriilt kimutatni, igy az diszkuszokban (Boos és mtsai, 1997;
Lammi ¢és mtsai, 1998) vagy az Achilles inban, annak tapadasanal
sarokcsonton (Niyibizi és mtsai, 1996; Fukuta és mtsai, 1998).

A X-es kollagén harom kiilonb6zé doménbdl épiil fel: az N terminalis
végen kis molekulastulyl nonhelikalis, a C termindlis végen egy 17-20 kD-os
globularis doménbdl, valamint a 45 kD-os kozépsé helikdlis szakaszbol. A
molekula C terminalisan 1évé nonhelikalis szakasz rendkiviil konzervativ, s
ennek a doménnek tulajdonitanak szerepet a X-es kollagén szupramolekularis
szerkezetének kialakitdsdban, nevezetesen abban, hogy ezen doménen
keresztiil a molekuldk egymassal aggregdlodni képesek (1. dbra) (Kwan és

mtsai, 1991).
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1. abra

A X-es tipusu kollagen szerkezetéenek sematikus rajza

A X-es kollagen harom kiilonbozo domeénbdl épiil fel: az N terminalis végen kis
molekulasulyu nonhelikalis szakasz talalhato, ellentétben a molekula C
terminalis végének 17-20 kD-os globularis doménjével, valamint a 45 kD-os
kézépso  helikalis szakasz. A molekula C termindlisan keresztiil homofil
aggregdaciora képes.

A kialakuld aggregatum egyrészt a hipertrofias porcsejteket veheti koriil

(Schmid és Linsenmayer, 1990), masrészt a kalcifikacids zona interterritorialis

16



matrixaban kapcsolatba keriilhet egyéb struktarproteinekkel (Chen és mtsai,

1990).

1.3.2 A X-ES KOLLAGEN SZEREPE MINERALIZACIOS FOLYAMATOKBAN

Mivel a X-es tipusit kollagént a mineralizdlodd porcszdvet
kalcifikacios zondjaban mind immunohisztokémiai, mind biokémiai
modszerekkel sikeriilt detektalni, felvetddott a kérdés, hogy milyen szerepet
jatszhat ezen molekula a porszdvet kalcifikacios folyamataiban. A kérdés maig
tisztazatlan, de egyre tobb meggy6z0 tanulmany sz6l a molekula
mineralizéciés folyamatokban betdltott pozitiv (Schmid és mtsai, 1990;
Gerstenfeld és mtsai, 1991; Kirsh ¢és von der Mark, 1991; Coe és mtsai, 1992)
szerepérdl. Azonban meg kell emliteniink, hogy sziilettek ezzel ellentétes, a X-
es kollagén gétld (Poole és Pidoux, 1989; Arias és mtsai, 1991, 1997)
szerepérdl szolo tanulmanyok is, st egyes munkacsoportok egyaltalan nem
tulajdonitanak szerepet ezen molekuldnak (Boskey ¢és mitsai, 1989) a
mineralizdcios folyamatokban.

Kirsh és von der Mark munk4jabol ismeretes, hogy a X-es tipust
kollagén képes kélciumiont kotni, és ez a kdlcsonhatds medialhatja a molekula
a matrix vezikulumokkal torténd kdlcsonhatasat az interterritoridlis térségben,
aminek szerepe lehet a mineralizaci6 beinditasaban (Bonucci, 1989). A matrix
vezikulumokat meszesedd szovetekben, pericellularisan mutattdk ki. Ezeket
extracellularis lizoszomaknak, és a mineralizacio indikacids helyének tartjak.
Ezt a hipotézist tamasztja ald az a kondrocita sejttenyészeteken végzett

re ; 2+ C i .
megfigyelés is, hogy az exogén Ca” koncentracidé novekedése fokozza a X-es
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tipust kollagén szintézisét (Bonen ¢€s Schmid, 1991). Ez a kalciumionokkal
kolcsonhatasba Iépet X-es kollagén aggregatum feltehetdleg templatként
¢s munkatarsainak kisérleteibdl ismeretes, hogy a molekula C terminalis
doménje képes aggrekan kotésére is, igy ez az interterritoridlis térségben
kialakulo struktira megfeleld kornyezetet teremthet a kalcifikacios folyamatok

beindulashoz (Chen és mtsai, 1992).
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2. CELKITUZESEK

A fejlodé fogtelep extracellularis matrixara vonatkozd ismereteink
elsdsorban allatokon, féleg ragcsalokon végzett kisérletes tanulmanyokbol
szarmaznak. Ezért dontottiink tgy, hogy a fejlédés kiilonbozd stadiumaibol
szarmaz6 human fogcsirakon tanulmanyozzuk az ECM-komponensek koziil a
hialuronsav (I) illetve receptoranak CD44 (II) iddébeli és térbeli
expresszalodasat kvalitativ és kvantitativ hisztokémiai modszerekkel. Célul
tliztiik ki, tovabba azt is, hogy az irodalomban elséként megvizsgaljuk a fog
kemény szoveteiben a mineralizacidban feltehetdleg szerepet jatszo X. tipust

kollagén eléfordulasat (I1I).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 ANYAGGYUIJTES, FIXALAS, DEKALCINALAS, DEHIDRALAS

Vizsgalatainkat a DEOEC Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikarol
kapott abortumokbdl, valamint a Patolégia Intézetben gyiijtott foetusokbol
illetve elhalt 1jsziilottekbdl szarmazd mintdkon végeztik A vizsgalati
anyagokbol az incizalis régiobol kivett fogcsirakat tartalmazo 1-1,5 cm-es
mandibula részleteket Sainte-Maire fixaloba (Sainte-Marie, 1962, Turckett és
Morris-Kay, 1988) helyeztiik 24 ordra. A 70 %-os etanolos oblitést kdvetden
mintainkat EDTA (pH: 7,4) oldatban dekalcinaltuk 18-21 napig. Ezek utan
deszt. vizes mosas kdvetkezett, majd a mandibula részleteket 70 %-os etanolba
helyeztiik. Mintainkat felszallo etanolsorban ( 30, 50, 70, 90, 96 %-os, absz.
etanol), majd xilolban kezeltiik és alacsony olvadaspont (54C°) paraffinba

agyaztuk.

3.2 BEAGYAZAS, METSZETKESZITES

A paraffinos blokkokbol specialis D profild mikrotoémkéssel (Leica
Instruments, Nussloch, Germany) felszerelt szankas mikrotom (Reichert,
Wien, Austria) hasznéalataval 7-8 um vastagsagli, a fogcsira hosztengelyével
parhuzamos sikban metszeteket készitettiink. A metszeteket zselatinnal bevont

targylemezekre helyeztiik, majd megszaritottuk.
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3.3 A HIALURONSAV MOLEKULA VALAMINT A RECEPTORANAK (CD44) DETEKTALASA

A FOGTELEP KULONBOZO STRUKTURAIBAN

3.3.1 HIALURONSAV KIMUTATASA

A HA reagens (bHABC), a porcmatrixban el6forduld nagyméretti PG -
aggrekan- molekula N termindlisan 1évé G1 doménbdl izolalt szakasz, mely
specifikusan kotddik a hialuronsav dekaszacharidnyi részéhez (Ripellino és
mtsai, 1985; Tammi és mtsai, 1988), hozza biotint kitnek, 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
rendelkezésiinkre. A reakcid elsd 1épése a szovetmintaban jelenlévé HA
detektalasa a bBHABC probaval. A tovabbiakban a kotédott reagens biotinjat
detektaljuk, amire mi avidin-biotin peroxidaz komplexet (ABC) hasznaltunk, a
rendszerben 1évé enzimet (peroxidaz) pedig szubsztratjaval (H,O,) valamint
diaminobenzidin (DAB)-kromogén segitségével tettilk lathatova. A reakciod
elvégzése utan a HA-tartalmu strukturak barna szinben jelennek meg.

A metszetek deparaffindlasat és hidratalasat 3x10 perces 0,1 mol/l
PBS-es (pH 7,4) mosas kovette. A nem specifikus reagens-kotés gatlasdhoz a
metszeteinket a HA-reakci6o eldtt 2 %-os BSA PBS-ben (pH 7.,4)
nedveskamraban 37 C°-on 30 percen keresztiil inkubaltuk.

A HA reagenssel (munkahigitds: 5 pg/ml 1 % BSA PBS-ben) az
inkubdlas 1 éjszakan at 4 C°-on tortént. Negativ kontrollként metszeteinkre a

bHABC pufferét (PBS) hasznaltuk.
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A reakcio ledllitdsa 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) torténd inkubélas kovetkezet
szobah6n 30 percig. Ezutan 3x5 perces PBS-mosast hajtottunk végre, majd a
DAB (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) oldattal (5 ml 54 %-os
vizes DAB torzsoldat, 45 ml deszt. viz, 50 ml 1 mol/l Tris-HCI puffer)
végeztik az el6hivast. A hivast mikroszképos kontroll mellet végeztiik 10
percig. A reakciot 2x3 perces deszt. vizes mosassal allitottuk le, majd felszallo
alkoholsorban dehidraltunk és xilolban deritettiink. Metszeteinket DePeX-el
(BDH Laboratory Supplies, Poole, UK) és feddlemezzel fedtiik.

A bHABC reagens specificitasat két kiilonbdz6 moédon ellendriztiik. 1.
A HA reakciot megelézéen Streptomyces hialuroniddz (ICN Biomedicals,
Inc., Aurora, Ohio, USA) enzimemésztést végeztiink, melyrdl ismert, hogy
specifikusan csak a hialuronsavat depolimerizélja tetra és hexaszacharidokra
(Yamada és mtsai, 1973). A deparaffinalt, hidratalt metszeteken 3x10 perces
0,02 mol/l Tris-HCI pufferes (pH 6) mosast hajtottunk végre. Ezt kdvetden
végeztilk a Streptomices hialuroliticusbol extrahdlt enzimmel az emésztést
(enzimaktivitas: 100U/ml PBS-ben) nedveskamraban 60 C°-on 30 percig.
Inkubalas utdn 3x5 perces mosas kovetkezett az enzim pufferében (0,02 mol/l
Tris-HCI puffer (pH 6)), majd a HA proba pufferében (PBS) 3x5 percig
oblitettiink. Ezutan az el6zéekben ismertetett modon elvégeztiik a HA reakcid
tovabbi Iépéseit.

1I. Tovabbi kontrollként hialuronsav oligoszacharidokkal torténd
eldinkubdlast is végeztiink reagensiink specifikus kotodésének tesztelésére

(Tammi ¢és mtsai, 1994). A metszeteinket deparaffindlast és hidratalast
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kovetden az PBS-ben oblitettilk 3x10 percig. Ezek utdn kovetkezett az
oligoszacharidokkal (Tammi, R. és Tammi, M. (Department of Anatomy,
University of Kuopio, Kuopio, Finland) ajandéka) az inkubalas
nedveskamraban 37 C° 30 percig. A 3x5 perces PBS-es 6blitést kovetden a
fentebb ismertetett modon hajtottuk végre bHABC probaval az inkubalast

majd a HA-reakcio tovabbi Iépéseit.

3.3.2 TERULET INTEGRALT OPTIKAI DENZITAS MEGHATAROZAS SZAMITOGEPES

KEPANALIZISSEL

A kapott hisztokémiai reakcionk kvantitativ dsszehasonlitasat
kozonséges fénymikroszkophoz (Leitz Ortholux® II BK, PL Floutar 50x/0.85-
N.A. objektiv) illesztett CCD kamera (Kodak, Rochester, NY, USA), valamint
egy Macintosh PC-n fut6 IP Lab nevii képanalizal6é program (Signal Analytics,
Vienna, VA, USA) segitségével végeztiik.

Az optimélis, monokromatikus hulldmhossz eldéallitasa végett 543 nm-
es interferencia filtert haszndltunk (Schott, Wiesbaden, Germany).
Meéréseinket megeldzden, a képanalizadldo rendszer altal detektalt intenzitas-
grey level- értékeket az IPLab program, valamint neutrdlis filterek
segitségével optikai denzitds értékekké alakitottuk és mintaink vizsgalatakor
ezen optikai denzitas értékek segitségével jellemeztiikk az egyes struktirak
hialuronsav tartalmat. A rendelkezésre all6 metszeteinkbdl minden egyes
fejlodési stddiumnak megfeleléen, random modon 2 darab metszetet

valasztottuk ki. Minden egyes struktirabol 120 mérést végeztiink, méréseinket
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atlagoltuk és a kapott értékeket teriilet integralt optikai denzitasként tiintettiik

fel. A mérések soran a rendszer paramétereit nem valtoztattuk.

3.3.3 STATISZTIKAI MODSZER

A szamitogépes képanalizis sordan kapott eredményeink elemzésére
Mann-Whitney U statisztikai tesztet haszndltunk. A statisztikai probat az SPSS

szoftver (SPSS Inc., Chicago, II, USA) felhasznalasaval végeztiik el.

3.3.4 CD44, A HA REPECPTORANAK KIMUTATASA

A HA egyik receptora a CD 44, transzmembran proteoglikdn, melynek
extracellularis doménje specifikusan kotddik a hialuronsav dekaszacharidnyi
részéhez. A CD 44 0Osszes izoformajat felismerd monoklondlis antitestet
(Hermes 3, H3) (Goldstein és mtsai, 1989)) Dr. Sirpa Jalkanen (University of
Turku, Turku, Finland) bocsatott rendelkezéslinkre. A H3-al inkubalt
metszeteket biotinalt anti-egér antitesttel kezeltiik, majd a 2. antitest biotinjat
detektaltuk ABC segitségével. A reakcot H,O, valamint DAB-kromogén
segitségével tettiik lathatova. A reakcio elvégzése utan a CD44 tartalmu
struktirdk barna szinben jelennek meg.

A metszetek deparaffindlasat és hidratalasat 3x10 perces 0,1 mol/l
PBS-es (pH 7,4) mosas kovette. A nem specifikus reagens-kotés gatlasdhoz a
metszeteinket 2 %-os BSA PBS-ben (pH 7,4) nedveskamraban 37 C°-on 30

percen keresztiil inkubaltuk.
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A Hermes 3 antitesttel (munkahigitas: 1:100 1% BSA PBS-ben) az
inkubalas 1 éjszakan at 4 C°-on tortént. Negativ kontrollként metszeteinkre a
nonimmun IgG-t (Sigma) (munkahigitas: 1:100 PBS) hasznaltuk. Az els6
antitesttel torténd inkubalast 3x10 perces PBS-es oblitéssel allitottuk le. A II.
biotindlt antitesttel (munkahigitds: 1/50 1 %-0os BSA PBS-ben pH 7,4)
szobahdn 60 perces inkubalast hajtottunk végre. Ezt kovetden ismét PBS-ben
mostuk metszeteinket 3x5 percig.

A reakcio ledllitdsa 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) torténd inkubalas kovetkezett
szobah6n 30 percig. Ezutan 3x5 perces PBS-mosast hajtottunk végre, majd a
H,0,-t DAB (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) oldattal (5 ml
54 %-os vizes DAB torzsoldat, 45 ml deszt. viz, 50 ml 1 mol/l Tris-HCI
puffer) végeztiik az el6hivast. A hivds, mely alufdlidval bevont kiivettaban
tortént, mikroszkopos kontroll mellett 5 percig tartott. A reakciot 2x3 perces
deszt. vizes mosdéssal allitottuk le, majd felszallé alkoholsorban dehidraltunk

¢és xilolban deritettiink. Metszeteinket DePeX-szel és feddlemezzel fedtik.

3.4 X-ES TIPUSU KOLLAGEN KIMUTATASA HUMAN FOGCSIRAKBAN

3.4.1 X-ES KOLLAGEN IMMUNHISZTOKEMIA

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

Nurenberg, Germany- ajandéka) hasznaltunk a X-es tipust kollagén

kimutatasara (Eerola és mtsai, 1998). A kotédott antitestet, biotinalt anti-egér
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antitesttel, majd Streptavidin-alkalikus foszfatdz komplex-szel konjugaltuk. A
reakci6 vizualizasdsara naphtol AS-MX foszfatot és Fast Red-et alkalmaztunk
(Aigner és mtsai, 1993). A reakcio elvégzése utan a X-es kollagént tartalmazé
struktirak vords szinben jelennek meg.

A metszetek deparaffinalasat és hidratalasat 3x10 perces 0,02mol/l
Tris-HCI pufferes (pH 7,4) mosas kovette. A kdvetkezd 1€pésként tesztikularis
hialuronidaz (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) enzimemésztést
(munkahigitis: 2mg/ml TBS, pH 5) végeztiink nedveskamraban 37 C°-on 1
oraig az X-es tipusu kollagén epitopjainak feltarasa érdekében. Ezt 3x5 perces
TBS-es oOblités kovette. A nem specifikus reagens-kotés gatlasdhoz az
immunreakcid eldtt a metszeteinket normdl kecske szérummal (munkahigités
1:20 0,02mol/l TBS-ben pH 7,4) nedveskamraban 37 C°-on 20 percig
inkubaltuk, melyet 3x5 perces TBS-es mosas kovetett.

A X 53 antitesttel (munkahigitas: 100 pg/ml 1 % BSA 0,02mol/l TBS-
ben) az inkubalads 1 éjszakdn at 4 C°-on tortént. Negativ kontrollként
metszeteinkre a X 53 pufferét (0,02 mol/l TBS pH 7,4) hasznaltuk.

A reakcio ledllitdsa végett metszeteinket 3x10 percig mostuk 0,02mol/l
Tris-HCI pufferben (pH 7,4), majd a II. biotindlt antitesttel (munkahigitas:
1/100 1 %-os BSA TBS-ben pH 7,4) torténd inkubalas kovetkezet szobahdn
20 percig. Ezutan ismét TBS-ben mostuk metszeteinket 3x5 percig, majd a
streptavidinnel konjugalt alkalikus foszfatazt (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Missouri, USA) tartalmaz6 oldattal (munkahigitds: 1/100 1 %-os BSA
0,02mol/l TBS-ben) kezeltiik szovetmintdinkat. A 3x5 perces mosas elvégzése
utan a reakcid el6hivasa kovetkezett, melyhez 0.2 mg/ml naftol AS-MX

foszfatot, 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) tartalmazé 50 mmol/l-es, 0.9 % NaCl-t tartalmazo Tris HCI puffert
(pH 8,2) alkalmaztunk hivo oldatként szobahdn 30 percen keresztil. A
reakciot 2x3 perces deszt. vizes mosassal allitottuk le, ezt kdvetden

metszeteinket aquatex-szel (Merck, Darmstadt, Germany) ¢és feddlemezzel

fedtiik.

342 A X-ES TIPUSU KOLLAGEN KIMUTATASA WESTERN IMMUNOBLOT

TECHNIKAVAL

Mintdink az elézdekben ismertetett helyekrél (Anyag és Modszer 3.1)
szarmaztak. Az eltavolitott mandibula darabokbol a még at nem tort
fogcsirakat sztereomikroszkép (Carl Zeiss, Jena, Germany) segitségével
szeparaltuk, majd gondos preparalassal szétvalasztottuk a fogat alkoto
szoveteket. Pozitiv kontrollként eltavolitottuk a human mintaink tibiajanak
epifizis porcat, ugyanis az epifizis porcban megtalalhatdo hipertrofias
porcsejtekrol és az dket koriilvevé ECM-rél ismert, hogy X-es tipust kollagént
tartalmaznak (Lisenmayer és mtsai, 1988).

A fog kemény szoveteit (dentin, zoméanc) 3mg/ml TRIS-t valamint
14,4 mg/ml glicint (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA)
tartalmazd 1% SDS (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) pufferbe tettiik
¢s dorzsmozsarban allando hiités mellett homogenizaltuk 30 percen keresztiil.
Az igy kapott dentin- ¢és zomanc-masszat 10 percig 4000 Rpm-en

centrifugaltuk, majd a feliiliszot szeparaltuk (Wright és mtsai, 1996).
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Az eltavolitott és aprora vagott epifizisporc-darabkakat 4 mol/l-es
guanidin HCl-vel (Reanal, Budapest, Hungary) homogenizaltuk 48 o6ran
keresztiil. Ezt kovetden a pellet-et haromszor mostuk 0,5 M-os ecetsav-ban,
melyek kozott 20 perces centrifugalasokat végeztiink 6000 rpm-en. Az igy
kapott felliliszot 4 C®-on 24 6raig pepszinnel (munkahigitas: 0,5 g/100 g porc
0,5 M-os ecetsavban (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA))
emésztettiik. Az emésztést kovetd 20 perces 9000 Rpm-es centrifugdlas utan a
feliiliszot 0,1 M-os ecetsavban dializaltuk, majd lefagyasztottuk s liofileztiik.
A fogtelepbdl és a hipertrofids porcbol szarmazdé mintdinkat 8 %-os SDS-
poliakrilamid minigélekre vittiikk fel. A gélek zsebeibe egyenként 20-20 pl
mintat, valamint molekulasuly-standardokat (BioRad Laboratories, Richmond,
CA, USA) vittiink fel. A géleket ezutan 60 mA-en elektroforézisnek vetettiik
ald.  Eltavolitasukat kovetéen Coomassie kékkel (Brilliant Blue R 250
Coomassie®, BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) inkubaltunk 1 6ran
keresztiil.

A  masik SDS-minigélen az elézéekben az elektroforézissel
szétvalasztott fehérjék blottolasat végeztiik el. A blottolast 3mg/ml TRIS-t
valamint 14,4 mg/ml glicint tartalmaz6 1% SDS pufferben (pH 8,3) 80 V-on
jégakkus hiités mellett 1 oraig végeztiik. Ezt kovette a membran blokkolasa 2
%-0s BSA/SDS pufferben szobahdn 1 oraig, melyet a blot 3x10 perces
oblitése kovetett TWB oldattal (2.42 g TRIS, 8 g NaCl, 3,8 ml 1M HCI 1 1
bideszt. vizre, pH 7,4). A kovetkezd 1épésben a X53 ellenanyag felvitelére
keriilt sor, mellyel 1 ¢jszakan keresztiil inkubdltunk. A reakciot 3x10 perces
TWB-¢s oblitéssel allitottuk le, miutan a gélhez k6tddott X53 detektaltuk a II.

biotindlt anti-egér ellenanyaggal, melyet 1 6ra hosszat hagytunk a minigélen.
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Az ezt kovetd 3x10 perces TWB-és mosas utan a reakciot DAB-os
hivooldattal (0,25 mg/ml DAB, 0,1 pul/ml H,O, TRIS pufferben) vizualizaltuk.
A 30 perces hivast 3x10 perces TWB o6blitéssel allitottuk le, mely utan a gélt

megszaritottuk.

3.4.3 A X-ES TiPUSU KOLLAGEN KIMUTATASA ELISA TECHNIKAVAL

A X-es tipusu kollagén ELISA-val torténd kimutatadsahoz Nunc- Immuno
Plate-et (MaxiSorp, Nunc Itermed LTD., Copenhagen, Denmark) hasznaltunk. A
Plate-re a szovetmintakat (elkészitésiiket 1.: 3.4.2-ben) coating pufferrel (1,59 g
Na,CO3, NaHCOs, 0,2 g NaNj; 11 deszt. vizre pH 9,6) -5ug/lyuk koncentracidoban-
vittiink fel. A coatingoléds utan 1 %-os zselatin (Reanal, Budapest, Hungary) 0,1
mol/l PBS (pH 7,4) blokkolast végeztiink 37 C°-on 2 6ran keresztiil, melyet 2x5
perces deszt. vizes Oblités kovetett. Ezek utdn a X 53-as antitesttel (munkahigitas
1:1000 PBS-ben) 1 éjszakan at inkubaltunk 4 C°-on. A reakciodt 4x5 perces PBS-es
mosassal allitottuk le, melyet a peroxidazzal konjugalt masodik anti-egér
ellenanyaggal torténd inkubalas kovetett 37 C°-on 2 Oran at. A vizualizalasra 60
ml citromsavas pufferben oldott 20 mg orto-fenilén-diamint (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, USA) és 10ul cc. HyO;-ot hasznaltunk, mellyel a szinreakcio
megjelenéséig inkubaltunk szobahdn. A hivast 4 N kénsavval allitottuk le (Buzas
¢s mtsai, 1993). A kapott szinreakciokat A=492 hullamhosszon fotometraltuk. A
Fotométert (Titertek Uniskan® Labsystem, Helsinki, Finland) az 1 %-os zselatin
PBS-t tartalmazé lyuk abszorpcios értékéhez kalibraltuk. A negativ kontrolloknal

a X53 monoklonalis antitesttel torténd inkubacios 1épést hagytuk ki.
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4. EREDMENYEK

4.1 A FOGTELEP HA MINTAZATANAK VIZSGALATA

A fogfejlodés kiilonbozo stadiumaban 1évo fogesirdkat dnkényesen két
vizsgalati csoportba osztottuk. Az I. csoportba a fejlodés korai harang
stadiumaban 1évé fogcesirdk keriiltek. Ezen fogtelepek fogpapilldjaban
moderalt bHABC jelolédést detektaltunk. A preszekretoros ameloblasztok
vizsgalatakor a sejtek apikalis és bazalis része kozott optikai
denzitaskiilonbség mutatkozott. Mig a preszekretoros ameloblasztoknak a
fogpapilla felé néz6 apikalis része intenziv jeldlodést mutatott, addig a sejtek
bazalis részében a HA reakciot gyengébbnek tapasztaltuk. A preszekretoros
ameloblasztokat a fogpapilla legkiilsé sejtsoratdl elvalaszté membrana bazalis
(Gn. lamina ameloblastica), intenziven jel6lddott a hialuronsav reagenssel. A
kiils6 zomanchamsejtek altal hatarolt zomancpulpa csillag alaku sejtjei szintén

intenziv HA reakcidt mutattak. (1. dbra).

1. abra

Hialuronsayv reakcio 19 hetes

human fogcsiraban
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Lathato, a fogpapilla (DP) és a preszekrotoros ameloblasztok bazalis részének
(BpPreA) moderalt intenzitasa. A preszekretoros ameloblasztok apikdlis része
(ApPreA), a lamina ameloblastica (DBM) a kiils6 zomancham (EEE),

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

A fentebb emlitett strukturaknak a szamitdégépes képanalizis sordn kapott
optikai denzitas értékeit a kdvetkezd adbran illusztraltuk (2. dbra.).

A harang stadiumu fogcsirdak

2 18- WHK-OLE HIB AN

it £ TooTH GERM Teriilet I It Ovtikai
£

B o 10 WK-OLD HIKnax erulet Integralt Optikai

§
i
i“‘ : ;': o Tooun GoRM
£

Denzitisa

(Area Integrated Optical Density)

Az ektomezenchimalis  eredetii
2. abra fogpapilla, melybdl a
késobbiekben a fog pulpdja
differencialodik, az életkor fiigg-
vényében fokozatosan csokkené intenzitast mutat. A preszekretoros
ameloblasztok apikalis részének OD névekedése pedig feltehetoen a
szekretoros ameloblasztokka valo differencialodas egyik velejaroja, a sejtek
fokozott hialuronsav termelésére utalhat.

A 1I. vizsgalati csoportba azon fogtelepek keriiltek, amelyeknél mar
megfigyelhetd a fog kemény szoveteinek szintézise. A HA reakcio elvégzését
kovetéen a 21, illetve 31 hetes humdn fogcesirdkndl a pulpa ¢és az
odontoblasztok rétegének mérsékelt intenzitdsat tapasztaltuk. A dentin
alapallomanyaban csak a dentincsatornacskak falaiban lattunk mérsékelt
pozitivitast, egyéb teriileteken jelolodést nem tapasztaltunk. A zomancképzés

meginduldsakor eddig az irodalomban nem kozolt érdekes jelenségeket
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tapasztaltunk, nevezetesen a zomanc alapalloméanyanak intenziv jelolodését,

amihez a zomanc szintéziséért felelds szekretoros ameloblasztok apikalis

részének pozitivitasa is tarsult, mig ezen sejtek bazalis részében kifejezetten

gyengébb reakcio mutatkozott (3.a., b. abra).

3.a abra.

Hialuronsayv reakcio 31 hetes humdan

fogtelep kiilonbozo szoveteiben

A felvételeken a pulpa (P), az
odontoblasztok moderalt HA reakcioja jol
lathato. Megfigyelheté a zomanc (E) matrix

intenziv jelolodése, valamint a zomanc (E)

alapallomanydnak szintéziséért felelos szekretoros ameloblasztok (SecA)

inhomogén pozitivitasa.

- - ———

3.b. abra

Hialuronsav reakcio 31 hetes human fogtelep kiilonbozo szoveteiben

A két nagyobb nagyitasu felvételen jol lathato a zomancmatrix(E) jelolodése a

szekretoros ameloblasztok inhomogén pozitivitasa(ApSecA, BpSecA), valamint

—jobboldalon- az odontoblasztok (O) és a dentin csatorndk falainak (DT)

mérsékelt jelolodése (3.b.). A baloldali dbran a zomdnc és a szekretoros

ameloblasztok kozott zsugorodasi miitermék (iires tér) lathato.

A 9 hetes posztnatalis mintabdl szarmazo6 fogcsira tanulmanyozasakor

azonban Ujabb jelenségre lettiink figyelmesek. Alapveto kiilonbség a fiatalabb
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kort, a zomancképzés kezdeti staidiumaban 1évé fogesirakhoz képest, hogy itt
megsziint a zomanc matrixdnak intenziv pozitivitdsa, csak a szekretoros
ameloblasztok és a zomdanc felszin kozott tapasztaltunk némi jelolodést,
valamint ehhez téarsultan a szekretoros ameloblasztok HA tartalom is
jelentdsen csokkent. Kifejezetten gyengébb HA reakcid volt megfigyelhetd a
fog pulpéjaban és az odontoblasztokban is (4. dbra).

A 9 hetes posztnatdlis fogcsira

HA reakciot kovetden

A HA  reakcio  utan  az
odontoblasztok (O) moderaltan
jelolodnek. Jol lathato, hogy a
dentin (D), illetve a zomanc (E)

mdtrix negativ, a szekretoros

4. 4bra ameloblasztok  (SecA)  csokkent

jelolodese.

A 1I. csoportba tartozd fogcesirdk kiillonboz6 strukturainak optikai

denzitas értékeit az 5. dbran tiintettiik fel.

@ 21 WE-OLD HUpiaN A II. Csoportba tartozo

g |.ii Tacr GEms
3| @3-WH-0LD HuMan : fogcsirdk struktiurdinak
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§ - @ Denzitisa (Area Integrated
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i % g«v | A zomanc OD értéke szignifi-
o %%mﬁ\%ﬁ._— el
L o

itmd kansan emelkedik a kezdeti
o i Apsend  Bagaah

szekrécios stadiumban, majd
5. abra . .. .
drasztikusan csokken a korai

posztnatalis korban.
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A reagensiink specifikus kotddésének ellendrzésére a negativ kontroll
mellett Streptomyces hialuronidaz enzimemésztést -melyrdl ismert, hogy
specifikusan csak a hialuronsavat depolimerizalja-, valamint hialuronsav
oligoszacharidokkal torténd eldinkubalast végeztiink. Egyik kontroll esetében

sem tapasztaltunk jelolodést, ami reagensiink specificitdsat tamasztja ala (6.

abra).
HA-oligoszachariddal inkubdlt 31 hetes
humdn fogcsira HA reakcidt kdvetden
: ___ Jol lathato, a zomanc, a szekretoros
Sec.-A'\: -
e ameloblasztok (SecA), az odontoblasztok
“j‘)m ) d‘ (O), illetve azok nyulvanyainak (TP)
0 negativ reakcioja.
6. abra

4.2. A HIALURONSAV RECEPTOR, A CD44 EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA

A fejlédés korai stddiumaban az oralis epithelium bazalis sejtsora,
valamint az ebbdl kiindul6 fogléc sejtjei intenziven jelolédtek az anti-human

CD44 monoklonalis antitesttel (1. abra).
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A 17 hetes foetus ordlis epitheliumdanak,

illetve foglécének CD44 expresszioja

Az oralis epithelium (OE) bazalis sejtsora,
valamint az ebbdl kiindulo fogléc (DL)

osztodo sejtjei intenziv CD44 reakciot

mutattak.

1. abra

A fogfejlodés harang stadiumaban 1évé telepek esetében a CD44
expresszid a gyokérnyulvany kivételével megfelelt e fogcsirdk esetében

tapasztalt hialuronsav mintazattal. (2. a., b abra).

2.a. abra
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FPreA

2.b. abra

CD44 reakcio 17 hetes humadan fogtelepben

erer

s rer

tapasztaltuk, addig a gyokérnyulvany teriiletén ezen sejtek negativak
maradtak. Ugyancsak nem tapasztaltunk jelolodést a kiilso zomancham sejtek
(EEE) esetében (2.b. dabra). A kiilsé zomdnchamsejtek és a preszekretoros
ameloblasztok altal hatarolt stratum reticulare (SR) csillag alaku sejtjei

moderalt CD44 reakciot mutattak (2.b. abra).

Azon human fogcsirdk esetében, ahol mar megfigyelhetd volt a fog
kemény szoveteinek szintézise, a CD44 intenziven expresszalodott az
odontoblasztok  rétegében. A  dentin  alapallomanyaban csak a
dentincsatornacskakban 1évé Tomes nyulvanyok jelolédtek a Hermes 3-al. A
zomanc szintéziséért felelds szekretoros ameloblasztok apikalis, lateralis

valamint bazalis sejtmembranjan is kifejezett pozitiv reakciot tapasztaltunk. A
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stratum intermedium sejtjeiben valamivel gyengébb reakcié mutatkozott (3.a.,

b. 4bra).

CD44 reakcio 3 hetes

posztnatalis humdn fogcsiraban

A felvételen az odontoblasztok
(0), szekretoros ameloblasztok
(SecA) és a stratum intermedium
(S1) sejtjeinek intenziv reakcioja

lathato. Az odontoblasztok

Tomes nyulvanyai (TP) is pozi-
tivan jelolodtek. Megfigyelheto
3.a. dbra még a pulpaban a kapillarisok
endotheliumanak (ESV) moderalt CD44 reakcioja.
Az alabbi nagyobb nagyitasu felvételeken (3.b. abra) az el6bb ismertetett

struktarak pozitiv CD 44 jelolddését tiintettiik fel.

P e T
.f‘#___l__._,_-p}-’!-\
" i

3.b. abra

CD44 reakcio 3 hetes posztnatalis humadn fogcsiraban
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4.3. A X-ES COLLAGEN VIZSGALATA

A fogfejlédés korai harang stddiumdban 1évO human fogcsirak
esetében az anti-human monoklonalis X53-as antitesttel nem tapasztaltunk
jelolodeést a fogtelep kiilonbozo strukturaiban.

Azon fogcsiraknal, amelyeknél mar megfigyelhetd volt a fog kemény
szoveteinek szintézise (25, 31, 33 foetus) a X-es kollagén ellenes antitest
intenziv reakciot mutatott a zomanc alapallomanyéaban (1.a abra), amihez a
zomanc szintéziséért felelds szekretoros ameloblasztok apikalis részének
pozitivitdsa is tarsult, mig ezen sejtek bazalis részében reakciot nem

tapasztaltunk (1.b abra).

1.a. abra

X-es kollagén expresszio a 31 illetve 33 hetes fogtelep kiilonbozo szoveteiben
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1.b. abra
A 31 hetes fogcsira X53-al pozitivan jelolodott strukturai

Az l.a. valamint az 1.b abrdkon megfigyelheté a zomanc (E) matrix intenziv
jelolodese, illetve a zomanc (E) alapallomanyanak szintéziséért felelos
szekretoros ameloblasztok (ApSecA, BpSecA) inhomogén pozitivitasa.

Id6sebb posztnatdlis mintabol szarmazo fogcesira tanulmanyozasakor
alapvetd kiilonbség mutatkozott a fiatalabb kort, a zomancképzés kezdeti
stadiumaban 1év6é fogcesirdkhoz képest. A zomanc matrixanak pozitivitasa
csOkkent, valamint ehhez tarsultan a szekretoros ameloblasztoknak csokkent

jelolodését tapasztaltuk (2. abra).
..ﬁ-&cfﬁﬁ‘ﬁ
!' =
r..

2. abra

X-es kollagén expresszio 9 hetes posztnatdlis fogcsiraban

A felvételeken lathato a zomanc alapallomanyanak csékkent pozitivitdsa,

valmint a szekretoros ameloblasztoknak a minimimalis jelolodése.
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A reagensiink specifikus kotddését a negativ kontroll mellett, az a - X-
es kollagénre jellemzd - fest6dési mintazat is aldtdmasztotta, amelyet a 31
hetes foetus Meckel porcaban tapasztaltunk. A Meckel porcot alkotod
hipertrofias porcsejtek, valamint azok extracellularis matrixa pozitiv jelolddést
mutatott ugyanazon antitesttel (X53) torténd reakcio elvégzését kovetden (3.
abra).

X-es kollagen expresszio a 31

hetes foetus Meckel porcaban

Az abran jol lathato, a X-es

kollagén expressziojara jellem-

z0 pericellularis illeteve inter-

territorialis jelolodes.

Mivel a zoméncképzés meginduldsakor tapasztalt érdekes ¢és meglepd
jelenségrél az irodalom eddig nem tett emlitést ezért az eredményeink
alatamasztasa végett ELISA, illetve Western immunoblot kisérleteket is
végrehajtottunk.

A 22 hetes fogcsira zomanc fehérjéinek Western immunoblot analizisét
kovetéen a X-es kollagénre jellemzd molekulasily tartomanyban (60 kDa)

hatarozott savot kaptunk, ami alatdmasztja reagensiink specificitasat (4. dbra).
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A 22 hetes human fogcsira zomancanak

Western immunoblot analizise

Az dbran lathato, hogy a X 53-as antitesttel
detektalt sav a X-es tipusu kollagénre

e jellemzo molekulasulytartomanyba (60 kD)

esik.

4. abra

Az ELISA kisérleteinkhez 22, illetve 26 hetes foetus fogcsira zomancat
¢s dentinét, valamint pozitiv Onkontrollként az elobb emlitett foetusok
tibidinak eltavolitott epifizis porcdarabjait hasznaltuk, melyek hipertrofias
porcsejteket  tartalmaznak. Az ELISA-val kapott eredményeink is
alatdmasztottak el6z0z6 megfigyeléseinket, ugyanis pozitiv reakciot
detektaltunk a zomanc, illetve a hipertrofids porcsejteket tartalmazo
extraktumokban, azonban a dentinb6él késziilt mintdkon ELISA-val nem

tapasztaltunk reakciot (5. abra).

5. abra

A 22, illetve 26 hetes foetus kiilonbozo szoveteinek ELISA reakcioja

A diagramon lathato, hogy a zomanc valamint az epifizisbol szarmazo

extraktumok pozitiv jelet adtak, addig a dentinbdl izolalt minta esetén az X 53-
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as antitesstel tortént inkubalast kovetoen ELISA-val nem tapasztaltunk pozitiv,

reakciot.
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5. MEGBESZELES

5.1 A HIALURONSAV ES RECEPTORANAK, A CD44-NEK FELTETELEZETT SZEREPE A

FOGCSIRA FEJLODESEBEN

A hialuronsav (HA) els6sorban a differencidlodo szovetek sejtjeiben és
extracellularis matrixdban (ECM) el6forduld, nagy molekulatomegii, lineéris
egyszerli szerkezet ellenére -mely alterndlé N-acetil-D-glukdézamin és D-
glukuronsav molekuldkbdl 4ll- a hialuronsav mas ECM komponensekhez
hasonldéan nem csupan az alapallomany alkotasaban veszt részt (Heinegard ¢és
Oldberg, 1989), hanem specifikus interakciok révén szerepet jatszat a sejtek
(Toole, 1997). Ezeknek a hialuronsav altal medialt effektusoknak a
tovabbitasaért legtobbszor a HA transzmembran receptora, a CD44 felelds. A
hialuronsav, valamint receptoranak a fogfejlddésben jatszott szerepeirdl
azonban nincsenek egyértelmii adatok.

Az ektoderma eredetli foglemez burjanzo, az ektomezenchimalis
szovetbe invaginalodd sejtjein detektalt hialuronsavnak ¢és CD44-nek
feltehetdleg szerepe van a sejtek koriili pericelluldris matrix kialakitasaban.
Ennek a hidratidlt buroknak fontos szerepe lehet a fogléc sejtjeinek
osztodasdnak ¢és vandorlasanak eldsegitésében, hasonldoan mdas szovetek
proliferal6, migralo sejtjeihez (Bourguignon és mtsai, 1999; Yamada és mtsai,

1999).
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A fogfejlédés korai fazisaiban a dentdlis papilla és a zomancpulpa
hialuronsav mintazata utalhat arra, hogy a HA a dentalis papillaban jelenlévd,
hialuronsav-koté képességgel rendelkez6 makromolekuldkhoz (verzikan,
brevikan) (Yamauchi és mtsai, 1997; Knudson 1993), illetve a
zomancpulpaban detektalt CD44-hez kotddve fontos strukturalis komponense
lehet a fogcsira ezen részeinek. A zomancpulpaban, mas munkacsoport altal is
detektalt hialuronsav, viszkoelasztikus tulajdonsdgabol addéddan, magasan
hidratalt extracellularis matrix 1étrehozésa éltal mintegy véddburkot biztosithat
a fogtelep egyéb fejlodd, differencialodd részei felett, biztositva ezaltal a
fogesira normalis alakfejlédését (Matthiessen és mtsai, 1997). A fogpapilldban
jelenlévd hialuronsav a papilla ektomezenchimalis sejtjei kozott kialakulod
“porozus” extracellularis matrix révén - hasonléan mas magas HA-tartalmu
extracellularis matrix-al rendelkezd fejlédé szovetekhez (Tammi és mitsai,
1998)- tamogathatja ezen szvet anyagtranszportjat is, szerepe lehet a sejtek és
a vér kozotti térben a kismolekulatomegili anyagok transzportjadban. Ezt a
feltételezést timasztja ala az a megfigyelés is, hogy a dentalis papilla kapillaris
halézatanak kialakulasat kovetden csokken a HA expresszid mértéke.

Az a megfigyelés, hogy az odontoblasztok nyulvanyai és a koriilottiik
kialakul6é dentintubulusok CD44, illetve HA pozitivitdst mutatnak, arra utal,
hogy hasonléan az oszteocitdkhoz (Nakamura és mtsai, 1996), a Tomes rostok
kortil kialakuld extracellularis térségnek is fontos szerepe lehet ezen strukturak
fejlodésében.

Az egyik legérdekesebb 1j megfigyelésiink az, hogy a zomanc
alapallomany szintézisének meginduldsakor a szekretoros ameloblasztokban,

valamint az altaluk szintetizalt éretlen zomancmatrixban jelentds hialuronsav
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mennyiség volt detektidlhat6. Képanalitikai adataink szerint a zomancmatrix
optikai denzitas értéke szignifikansan emelkedett a korai szekrécids fazisban,
majd drasztikusan csokkent a posztnatalis korban. Az irodalmi adatokbodl
ismert, hogy a zomanc alapallomany szintézisének meginduldsakor a jelenlévo
zomancproteinek (amelogenin, tuftelin ameloblasztin) fontos szerepet
jatszhatnak a hidroxiapatit kristdlyok nukledciojanak meginditasaban,
novekedésiik, térbeli orientdlodasuk iranyitdsaban (Robinson és mtsai, 1998).
Azt, hogy a zomancmadtrixban jelenlévé hialuronsav ezen fehérjékkel
kapcsolatba 1épve befolydsolja-e a zomanc szerkezetének kialakulasat, vagy
kozvetleniil hathat a kristalyképzddés kezdeti folyamataira, egyértelmiien nem
lehet megvalaszolni. A rendelkezésre allo irodalmi adatokat figyelembe véve
(Balazs 1998) ugy gondoljuk, hogy a hialuronsav szerkezeti sajatsagabol
adodoan feltehetdlen térkitoltd szerepet jatszhat a zomdanckristalyok
kialakuldsakor, melynek stabilizdl6 hatdsa lehet a kristalykotegek
képzddésében, elrendezddésében. A posztnatilis mintdk  zomanc
alapallomanyaban tapasztalt HA mennyiség csokkenését valdsziniileg az a
tény  magyarazhatja, hogy a mineralizdci6 eldrehaladdsaval, a
zomancproteinekhez hasonléan, valdsziniileg a hialuronsavat is hasitjak az

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

1996).
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5.2 A X-ES TIPUSU KOLLAGEN SZEREPE A ZOMANCMATRIX KIALAKULASANAK

KEZDETI FOLYAMATAIBAN

A X-es tipust nem fibrillaris kollagén eléfordulasat eddig a
hipertrofias porcsejtekben és az dket koriilvevd porc extracellularix matrixban
irtdk le (Eerola és mtsai, 1988), és a porc mineralizicios folyamataiban, az
endokondralis csontosoddsban tulajdonitottak neki szerepet (Kirsh és von der
Mark, 1991). Fogcsirara vonatkoz6 irodalmi adatokat nem talaltunk.

A humdn fogfejlddés zomancszekrécids stadiumaibol szarmazo
szOvettani metszeteinken a szekretoros ameloblasztokban, valamint a fejlédo
zomanc alapallomanyaban tapasztalt pozitivitast mind ELISA, mind Western
immunoblot technikaval sikeriilt alatdmasztani.

Mint ahogyan azt mar a megbesz¢lés el6zd fejezetében emlitettiik, a
fejlodé6 zoménc matrixdban jelenlévé zomancproteineknek (amelogenin,
enamelin, tuftelin, ameloblasztin) szerepet tulajdonitanak a kristalyszerkezet
kialakitasanak befolyasolasaban. Jelenlegi eredményeink alapjan nem tartjuk
kizartnak, hogy a X-es tipusi kollagén, hasonléan az endokondrilis
csontosodas soran megfigyelhetd mineralizacidés folyamatokban jatszott
szerepéhez (Alini és mtsai, 1994; Bruckner és mtsai, 1989), kozremiikodhet a
zomancmatrix mineralizacidés folyamataiban is. Azt, hogy ez az effektus a
zomancproteinekkel  valé  interakcio  kovetkeztében  vagy  egyéb
mechanizmusok révén valosul-e meg, nem tudjuk. Az irodalmi adatok
tikrében nem tartjuk kizartnak, hogy a X-es kollagén a szupramolekularis
hexagonalis aggregatumok létrehozéasa altal (Scmid és Linsenmayer, 1990;

Kwan ¢és mtsai, 1991) fontos szerepet jatszhat a zomdanc mineralizacios
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folyamatainak megindulasakor. A kollagénfibrillumokbol kialakul6é halozat,
hasonloan mas szdvetekhez (Apte és Olsen, 1993; Iwamoto és mtsai, 1994),
templatként szolgalhat az aggregdtumhoz ko6tédé kélciumionok szamdra a

nukleédcios folyamatok meginduldsakor.
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6. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatainkat kiilonb6z6 fejlodési stadiumbol szarmazd human fogesirdkon
végeztiik. A hialuronsavat (HA) biotinalt aggrekan G1-doménnel (bHABC), a CD44-
et monoklonalis, az 0sszes izoformat felismerd ellenanyaggal (H3) mutattuk ki. A X-
es tipusu kollagént monoklonalis ellenanyaggal detektaltuk. A X-es kollagén ellenes
reagenssel kapott immunohisztokémiai eredményeink ellenérzése céljabol ELISA és
Western immunoblot kisérleteket is végeztiink.

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

megfigyelés, hogy a HA tranziens mdédon megjelenik a zomancmatrixban is,
legnagyobb mennyiségben a 31 hetes foetusban, idésebb koru fogcsira zoméncaban
azonban nem detektaltuk. (2) Human fogcsirdk esetében a CD44 expresszidja szoros
Osszefliggést mutatott az adott sejtek hialuronsav termelésével. (3) A X. tipusu
kollagén kimutathat6 a szekretoros ameloblasztokban és az altaluk szintetizalt zomanc
alapallomanyaban. A fogtelep egyéb részeiben nem észleltiink reakciot. Az
immunohisztokémidval kapott eredményeinket ELISA valamint Western immunoblot

kisérleteink is alatamasztottak. Eredményeink alapjan feltételezziik: 1. A HA a

fogfejlodés soran szerepet jatszhat tobb folyamatban: (a) Szerepe lehet a fogléc
sejtjeinek osztddasanak ¢és vandorldsanak eldsegitésében. (b) A  fogpapillaban
jelenlévd, a fejlédés elérehaladdsaval fokozatosan csokkend mennyiségben jelenlévd
HA nemcsak strukturalis komponense lehet a fogpapillanak, hanem k&zremiikodhet
ezen szovet sejtjei kozotti kismolekulatomegli anyagok transzportjaban. (c) A HA
feltehetden térkitoltd szerepet jatszhat a zomanckristalyok kialakulasakor, stabilizalo
hatdsa lehet a kristalykotegek iranyitott lerakodasaban. (d) A Tomes-rostok koriil
kialakulo, HA-gazdag extracellularis térségnek fontos szerepe lehet ezen struktirak
fejlédésében. (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 human fogfejlédés soran. II. A
X-es tipusu kollagén feltehetden szerepet jatszhat a zomanc alapallomanydnak

mineralizaciojaban.
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