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ABSTRACT

Expression of Dynamin II in odontoblast during mouse

tooth development

Oh Jong Hwa D.D.S., M.S.D.

Advisor : Prof. Kim Jin-Soo D.D.S., M.S.D., PhD.

Department of Dental Science,

Graduate School of Chosun University

The Dynamin II was known as a GTPase protein and it has been contributed a

variety of vesicular budding events such as endocytotic membrane fission,

caveolae internalization and protein trafficking in the Golgi apparatus. The

tooth development proceeds sequentially bud, cap and bell stage.

Odontobalsts exhibit a tall columnar shape and establish a continuous single

layer with a clear epithelioid appearance. They orchestrate a series of

complex mechanism that result in mineralization of dentin. Odontobalst cells

secrete a collagen-based matrix and release numerous membrane-bound matrix

vesicle. The vesicles surrounding organic matrix initiate the mineral

deposition in dentin. The expression and function of Dynamin II in

odontoblast differentiation has not yet been reported. Therefore, we

investigate the expression and possible role of the Dynamin II in

odontoblast during developing tooth and mineralization.

The Dynamin II mRNA and protein expressed during differentiation in

MDPC-23 cells. The expression level of mRNA and protein were significantly

high at early stage of differentiation and then gradually decreased after

that. Also, the result of immunohistochemisty showed that Dynamin II not

localized embryonic day 17 (E17) and 21 (E21) under early bell stage.
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However, Dynamin II was expressed strongly in the odontoblast layer at

postnatal day 1 (PN1) and gradually decreased at postnatal day 3 (PN3) and 5

(PN5). Also, Dynamin II protein was expressed also in odontoblastic process

as well as in adjacent the nuclear region at postnatal day 15 (PN15) on the

functional stage. The length of odontoblast was increased gradually from PN1

to PN15 and decreased at postnatal day 21 (PN21).

In conclusion, Dynamin II may relate with transport the vesicle containing

collageneous and non-collageneous protein for formation of dentin in

odontoblast.

Key Words: Dynamin II, Tooth development, Odontoblast Differentiation,

MDPC-23 cell
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I.

아 생 크게 싹시 시 종시 단계 나 고 것 순, ,

행 다 에 아 종시 말 에 시 하 아. ,

아 하 수 에 한 아 포라 아

주 특 한 종 포 만들어 게 다 아 포(Nanci, 2008).

포 하고 내 랑 피 접한 역에 비한다.

정 큰 경 가 원 가 포함 어 다 아0.1-0.2 µm .

포 아 포돌 가 아 심 향해 시 한다.

또한 아 포 에 원 비 원 단 비하여 행시

킨다 아 에 착 조절에 여하(Lisi et al., 2003). Dentin

sialophosphoprotein(DSPP), Dentin sialoprotein(DSP), Dentin phosphoprotein

같 단 들 포(DPP), Dentin matrix protein 1, 2, 3(DMP1, DMP2, DMP3)

함 어 다 단 아 포가 비 과정에 착수하(Butler, 1998).

원 탕 과 매 많 결합 탕 포들(collagen-based matrix)

비하고 포 들 주 동(membrane-bound matrix vesicle) ,

하 아 착 행시킨다 게(Arana-Chavez & Massa 2004).

아 피 아 라고 고 보 께 약 정 다, 5-30 µm

또한 아 시 에 라 차 아 차(Linde & Goldberg 1993). ,

아 그 고 차 아 다(Linde, 1992).

단 고Dynamin GTPaes endocytic membrane fission, caveolae

그 고 골 체에 단 수 에 계하 것 알 져 다internalization

또한 주 포 안 물(Obar et al., 1991). Dynamin

수 하 과정 포내 에 여하 것 알 졌다(endocytosis) (Jeong et

종 단 견 었al., 2001; Sever, 2003). Dynamin

그 신경 포나 신경전달물 비하 포에 주 하Dynamin I

고 포에 견(Obar et al., 1990), Dynamin II (Cook et al.,

정 에 주 하 것1994; Sontag et al., 1994), Dynamin III

졌다 근에 포 동에 여하 신 전달 조(Nakata et al., 1993).

절한다 결과 등 포 내 적 다양 보고 고Dynamin II
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다(Jeong et al., 2005; Jeong et al., 2006).

아 포가 하 동안 핵 저 하고 포 과,

내 망 그 고 미 드 아들 많아 고 뚜 해 비단

하게 어난다 라 미 보고 다양한(Couve, 1986). Dynamin II

아 포 내에 합 아 단 포 포 내 동과 포

태 에 여할 것 생각 만 아 생과정 아 포,

에 연 가 보고 가 없었다 라 본 연 에Dynamin II .

생 아 생과정 조 아 포주 과정에 Dynamin II

양 에 해 알아보고 하 다.
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실험 료II.

포 양1. MDPC-23

포 래 포주(dental papilla cell) MDPC-23 2 × 105 수 60 mm

양 접시에 접종하고 5% CO2 농 하 양 에 양하 다 양액.

에Dulbecco's Modified Eagle's medium(DMEM; Gibco BRL, USA) 10 % Fetal Bovin

과Serum(FBS, Gibco BRL) 1X antibiotic-antimycotic solution(Gibco BRL), 1X

첨가하여 하 다non-essential amino acid solution(Gibco BRL) .

해 농 고FBS 5 % -glycerol phosphate(SIGMA, USA) 10 mMβ

과 가 첨가하여 양액 하ascorbic acid(SIGMA) 50 µg/ml

다 시료 포가 양 접시 차 한 태에 간 양. 60 mm 90 % 21

하여 간격 비하 다0 , 4 , 7 , 14 , 21 .

역전 합2. (Reverse Transcription and Polymerase chain reaction)

포들 하여 각각MDPC-23 Tri reagent(MRC Inc, USA) RNA

하 다 합 해 하여. cDNA AccuPower RT Premix(Bioneer, KOR)

하 고RT(reverse-transcription) , Ex Taq polymerase(TaKaRa, KOR)

하여 수행하 다 특 적 프라PCR(polymerase chain reaction) . Dynamin II

F-5’-GCC GAG TCA CTG TCC TGG TA-3’, R-5’-GGT CTG CCG AGG AGT ATA

조 특GGT-3’ GAPDH(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)

적 프라 F-5’-CCA TGG AGA AGG CTG GG-3’, R-5’-CAA AGT TGT CAT GGA

제 하여 하 조건 가TGA CC-3’ PCR , Dynamin II 30

cycles, 94 5 , 94 40 , 55 40 , 72 35 , 72 5 , GAPDH 30℃ ℃ ℃ ℃ ℃

각각 정하cycles, 94 5 , 94 30 , 56 30 , 72 30 , 72 5℃ ℃ ℃ ℃ ℃

다 생 물 에. PCR 0.5 TBE buffer (Tris-Borate-EDTAbuffer)Ⅹ

첨가 농 아가 스겔에 전 동 한ethidium bromide(EtBr) 1.5 %

에 하 다 나타난 드 크Gel-Doc(BIORAD, USA) . PCR Dynamin II

고 었다 각 드 정 정량475 bp GAPDH 199 bp .
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프 그램 하 다Science lab Image Gauge(FUJI FILM, JAP) .

역학적 단 검3. (Western blotting)

포 내에 단 과 조 단Dynamin II -actinβ

하 하여 역학적 단 검 하 다 저 시킨.

포에MDPC-23 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 50 mM Tris-Cl(pH 7.4), 2 mM Na3VO4,

2 mM Na4P2O7 그 고 단 해 억제제, 50 mM NaF, 2 mM EDTA(pH 7.4)

과 첨가한 하여 포 단leupeptin aprotinin NP-40 lysis buffer

하 다 한 단 씩 각각 같 양 정량 하여 실험에 하. 30 µg

고 겔에 전 동 하여 단 해 냈다 단SDS 10 %-polyacrylamide .

동 시킨nitrocellulose , blocking solution(1 phosphateⅩ

에 시간 동안 실 한 에buffered saline, PBS + 5 % skim milk) 1

척 에 차 항체, blocking solution 1 anti-mouse Dynamin II(Upstate,

농 그 고 비 각USA) 1:2,500 anti-mouse- -actin(SIGMA) 1:2,500β

각 넣고 에 시간 동안 시 다 다 척4 16 .℃

가 연결 차 항체HRP(horseradish-peroxidase) goat-anti-mouse 2 (Santa Cruz

비 처 하고 액Biotechnology, USA) 1:10,000 ECL(Amershamphamacia, UK)

하여 시킨 하여chemiluminescence film(Amershamphamacia)

하 다 필 에 나타난 드 크 고. Dynamin II 110 kDa -actinβ

각각 었다 나타난 단 드 정 정42 kDa .

량 프 그램 하 다Science lab Image Gauge (FUJI FILM) .

조 본 제4.

생 아 생 조 본 신 째 암컷 생10 ICR (Damool Science, KOR)

아 생 태아 생15 (Embryo 15 day, E15), 17 (E17) 1

그 고 에(Postnatal 1 day, PN1), 4 (PN4), 10 (PN10), 15 (PN15) 21 (PN21)

생 하여 제 하 다 저 아 그 고 에. 15 , 17 21

생 태아 적 하 해 신한 암컷 생 에 염 타민(Ketamin 0.2 ml/100g,

과 럼 합한 액 근Yuhan, KOR) (Rompun 0.08 ml/100g, Bayerkorea, KOR)
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주 하여 취시 다 적 한 아 생 태아 생. 15 , 17 1 , 4

째 생 악골 절단한 시고정액(4 % paraformaldehyde, 1ml/L DEPC in

에 겼다 생 그 고 생 취1 PBS, pH 7.4) . 10 , 15 21Ⅹ

개복하고 심 들어 정맥 절단한 좌심실에 DEPC-PBS(1ml/L DEPC

천천히 주 하여 순 시 다 액 전히in 1 PBS, pH 7.4) . DEPC-PBSⅩ

제거 순 시킨 동 고정액 주 하여 고정 하 다 고정액.

전히 순 시킨 하악과 포함한 악골 적 하여 다시 동 고정액

에 시간 동안 고정하 다 다 날 액 시간 척하고 탈4 , 16 . 1 PBS 2 ,℃ Ⅹ

액 에 주간 탈 하(10% EDTA, 1 % paraformaldehyde in 1 PBS, pH 7.4) 4Ⅹ

다 탈 에탄. 70 %, 80 %, 90 %, 100 % I, 100 % II, 100 % III, 100 % IV

처 하여 탈수하 고 투 과정 거쳤 파라핀 투시, ,

포매 하 다 파라핀 포매 조. Motorized Rotary MicrotomeMT990(RMC

하여 께 절편 만든products, USA) 5 µm 3-(Trimethoxysilyl)

팅 슬라 드에 고 신전 에propyl methacrylate(SIGMA) 37℃

하루 동안 건조 하 다.

역조 학적 염5. (Immunohistochemistry)

비 조 본 에 순 씩 처 하I, II, III 5

여 탈 파라핀 하고 에탄 에 각각 씩 단계적100 %, 90 %, 80 %, 70 % 5

함수처 하 다 조 본 씩 척 희 한. 1 PBS 5 100Ⅹ

액에 비 첨가Tris-HCl(pH 7.5) 1:1,000 Proteinase K(Invitrogen, USA)

한 다 에 간 조 본 에 처 하 다 그 조 본37 20 . PBS 5℃

씩 척한 차 과 수 수가 포함 액1 blocking (0.6 % H2O2

간 에 조 본 에 처 하 다 다시 조in Methanol) 20 . PBS

본 씩 척 하고5 normal goat serum(Vector Lab, USA) 15 µl 1Ⅹ

에 희 한 액 간 에 처 하 차 수행 하 다PBS 1 ml 20 2 blocking .

희 액 간단히 제거하고 희 액Normal goat serum normal goat serum

에 항체 비 희 하여 에 시간 동안 처Dynamin II (Upstate) 1:100 4 16℃

하 다 다 날 간 척 차 항체. , 1 PBS 10 2Ⅹ

비 동 액에 희 하여 조goat-anti-mouse IgG(Vector Lab) 1:200
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본 에 에 간 처 하 다 다 간 척20 . 1 PBS 10 2 ,Ⅹ

하 전 액에 희 한 시약 조 본 에30 1 PBS ABC (Vector Lab)Ⅹ

간 시 다 다시 간 척 과정 거 고20 . 1 PBS 10 2 0.05 %Ⅹ

하여DAB(Deaminobenzidine Tetrahydrochloride Vector Lab, USA) 1 40

동안 시 다 시킨 조 본 차 수에 간 척. 2 10

간 조염 하 고 다시 차 수Hematoxylin(Samchun Chemical, KOR) 15 2

에 척한 조 에 탈수 투 과정 수행 하 다 염 조, .

본 학 미경 해 찰 하 다 아 포 에(Carl Zeiss, GER) .

단 강 역 나타난 픽 값과 조Dynamin II

픽 값 차 평균값 하여 정하 다 그 고 생 아 생.

아 포 생 생 조 본 하여1 21

정하 다 픽 값 아 포 정. Axiovision LE release 4.6(Carl

프 그램 하 다Zeiss) .

계6.

역학적단 검 역조 학적염 과 아 포 정 시RT-PCR, ,

나타난 각 드 픽 값 그 고 계적 해 프, Excel 2007

그램 하여 편차 정(Microsoft, USA) Student t 수행-test

하 다. Student t 에-test p< 계학적 적 차 가0.05

미한다.
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실험 결과III.

포 과정에 단1. MDPC-23 Dynamin II mRNA

포 양액 체하고 동안 각각MDPC-23 4 , 7 , 21

행 시킨 해 정 알아보았다RT-PCR Dynamin II mRNA .

하 않 포에 하 고Dynamin II mRNA MDPC-23

간 동안 점 적 감 하 경향 나타냈다 전 동 드(Fig. 1a).

정한 결과 째 조 비Dynamin II mRNA 4 16

째에 째에 그 고 째에 감 한 것 나타%, 7 43 %, 14 64 % 21 82 %

났다 역학적단 검 해 단 알아본(Fig. 1b). Dynamin II

결과 과 비슷한 양 나타냈고 째에 조mRNA (Fig. 2a) 4

비 째에 째에 그 고 째에 감 한 것7 %, 7 41 %, 14 51 % 21 91 %

나타났다 특히 단 에 째에 조(Fig. 2b). mRNA 14

에 비해 게 감 하 다(Fig. 1b, 2b).

생 아 생 과정 아 포에 단2. Dynamin II

종시1) (Early bell stage)

아 째 에 랑 아 째 보다17 (E17) 15 (E15)(data not shown)

커졌고 내 엽 간엽 포들 내 아 피 집 어 었다

아 째 에 태 조 단계 종시 가(Fig 3a). 21 (E21)

찰 었고 내 아 피 가 곳에 전 아 포 할 수 었다 하, .

만 시 아 포 에 단 찰 않았다Dynamin II

(Fig. 3a, b).

종시2) (Advanced bell stage)

종시 생 째 아 생조 에 아 찰 었고1 (PN1)
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아 께 생 째에 째 에 걸쳐 점점 워 것 찰1 5 (PN5)

할 수 었다 생 째 단 아 포 전(Fig. 4a-c). 1 Dynamin II

체에 강하게 었다가 생 째 째 감 하 경향 보 고3 5

아 포 포에 한 어 나타(Fig. 4a-c), Dynamin II

났다 생 째 조 에 한 조 역 에 단. 3 Dynamin II

않았다(Fig. 4d).

시3) (Crown stage) (Functional stage)

생 과 에 아 께 종시 보다10 (PN10) 15 (PN15)

워 졌다 생 째 아 포 에 단 생. 10 Dynamin II 5

째 비 하여 포 전 에 걸쳐 하 나 포 내 핵 에 걸쳐

었다 생 조 에 아 과 접한 아 포(Fig. 5a). 15

첨단 아 포 돌 에 단 었다Dynamin II (Fig 5b).

생 에 맹 아 아 포 에 단 한 포21 Dynamin II

에 었다(Fig 5c).

종시 시 아 포 역조 학염 에 한 아4)

포 에 강 정Dynamin II

종시 생 아 포 평균 나1 5 17.2 µm

타냈고 생 과 째에 평균 각각 정 었다3 5 27.4 µm 33.4 µm .

생 과 아 포 각각 고10 15 32.4 µm 34.5 µm

시 생 째에 다 정 아 포 생21 20.3 µm . 1

째에 비해 째에 게 가하 다 아 생 동안 아 포5 (Fig. 6a).

에 단 강 생 째 비 째 째Dynamin II 1 3 12 %, 5 36

째 째 그 고 째 각각 감 하 다 정%, 10 41 %, 15 50 % 21 69 % .

단 강 생 째에 비해 째에 게 감Dynamin II 1 5

하 경향 었다 같 결과 하여(Fig. 6b).

아 포 정과 정 식 간 하 다Dynamin II (Fig. 7).
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고안IV.

접한 내 랑 피 포 포 간에 여러 신 전

달 물 들 여하여 랑 포 아 포 각각 하게 다(Ruch et

포 저 시 에 전 아 포al., 1995). (preodontoblast)

하고 동끝 포 돌 해 내(Ruch, 1984; Ruch, 1985) (leading-edge)

랑 피 저 아래 에 결합하 숙한 아 포 하게 다

종시 에 아 포 가 가 하고(Osman & Ruch, 1981).

종시 에 아 포 아 합 하 시 한다(Butler, 1995). Dynamin II

뼈파 포 주 가 에 해 뼈 포내(ruffled border)

과 뇌하수체피 극 포 내 골 체에 비 포(Mulari et al., 2003)

조절하 것 보고 었다 또한(Yang et al., 2001). Dynamin II

포 내에 포들 에 여하 포골격 에 연 것,

알 졌다 본 실험에 포에(Henley et al, 1999). MDPC-23

하 않 태에 단 강하게 하 미 보고Dynamin II ,

미루어 보아 아 양 포 태Dynamin II (odontoblast like cell)

양 들 포내 포내 포 과 수 그 고 포골격,

에 문 것 생각 다.

아 포주 포 에 시 그 고 등과MDPC-23 MO6-G3 DPP, DSP

같 비 원 단 하고 하 것 알 졌다(Hanks et

아 포 아 합 에 필 한 단 들al., 1998; George et al 1995).

비하 해 골 복합체 비과 들 만들어내 러한 과

들 키네신 과 같 동단 에너 원 하여 아(kinesin) ATP

포 돌 동한 비 다 또한 비 포들 아(Garant, 2003).

포돌 에 다수 한 것 졌다(Nishikawa & Kitamura, 1987).

포에 한 결과 에 강하다가 시간MDPC-23 Dynamin II

날수 어드 경향 보 다 것 아 포 비 에.

단 합 많아 들 포 태 포 비하 Dynamin

가 여할 것 문에 높 것 생각 고 가 행 합II

단 양 감 에 라 포 동 어들 Dynamin II
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어드 것 생각 다.

역 포 학 한 전 미경 찰 결과 아 포 내에 전 원

단 한 과 과 비 원 단 포 내 또 다BSP Osteocalsin

과 에 한다 또한 아 포에 단 과 내(Nanci, 2008). DPP

망 골 체 그 고 주 에 한 포들에 견 었 합cisternae ,

단 포에 러싸 태 아 포 돌 비DPP

다 또한 람 아 생과정 동안 아(Gorter de Vries & Wisse, 1989).

포 역에 그 고 가 하 것 알 졌다Osteocalsin, Osteonectin DSPP

경 라 단 과 복합(Papagerakis et al., 2002). Dynamin II Syndapin II

체 루어 에 포 하 것 보고 었다trans-Golgi network

(Kessels et al., 2006).

아 포 동 태에 라 비 간 단계 행 그 고 휴

나 고 포 태 포가 각각 다 비 아 포 전 아,

포보다 가 어 고 경 커 포 들 매 뚜 해 고

포들과 과 내 망 골 복합체 비과 미 드 아들 달 어, ,

어 단 합 히 어난다고 알 져 다 행 아(Couve, 1986).

포 폭 좁아 고 과 내 망 양 감 하 가포식공포들 나타

나 것 포 정비 다 휴 아 포 고 집.

태 포 에 적 수 큰 공포가 찰 것 제 하고 다 포

찰 않고 비과 거 존 하 않 다 생(Couve, 1986).

에 에 찰 종시 아 만들어 시 하 것1 5

알 져 다 시 아 포 가 신 고 아(Lisi et al., 2003).

점점 워 것 포가 극 님 포 골격

포 에 해 아 합 하게 어남 나타낸다(Garant & Cho,

생 근 첨단 에 전 아1985; Mesgouez et al., 2006).

포가 하 에 비 아 포가 경 에 휴,

태 아 포가 찰 었 본 실험결과 생 째(Couve, 1985), 1

아 포 게 신 어 나열 태 보 가 포Dynamin II

전체에 걸쳐 하 고 생 과 아 포 에 포에, 3 5

한 어 하 다 흰 생과정 생. 10 , 14 , 16

그 고 전한 아 맹 어난 생 아 포 포, 40
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역 넓 내 망 골 체 정한 결과 시간 날수 어들,

었고 경비 감 하 것 나타났다 본, (Romagnoli et al., 1990).

연 에 에 생 과 아 포 생10 15 5

과 차 가 없었 만 시 생 째에 생 째 비슷한21 1

크 어들었고 아 께 가한 것 알 수 었다 또한 생. 10

째 아 포에 핵 포 에 한 어 었다Dynamin II .

생 조 에 핵 포 뿐만 아 라 아 포 돌 에15

었고 시 생 째 에 포 끝 에 만 약하게21

하 다 라 아 포 동 태에 단 들. Dynamin II

비과정에 여할 것 료 다.

결 적 아 포에 아 단 포Dynamin II

함한 비 포 에 여할 것 생각 만 아 포내 원 비,

원 단 포함한 포 미 알 동단 등과 Dynamin II

연 가 필 할 것 보 다.
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결V.

단 포내 과 그Dynamin II GTPase caveolae internalization

고 골 체에 단 수 에 계하 것 알 져 다 아 생 과정.

아 포 엽 간엽 포에 원한 포 원 탕 과 여러 비 원

탕 들 합 하고 결합 포 해 비함 아 한다.

아 포 특 보아 가 아 포Dynamin II Dynamin II

아 에 여할 것 보 만 아 생 과정 아 포에 Dynamin

과 에 해 보고 연 없었다 라 본 연 아 생 시II .

아 포 아 과정에 에 해Dynamin II

알아보고 하 다.

한 아 포주 포에 단MDPC-23 Dynamin II mRNA

하 고 에 강하 양 감 하 다 생 아.

생 본에 아 포에 에 한 역조 학적염Dynamin II

결과 아 과 에 하 않았 만 생 강하게17 21 1

하 시 했고 생 과 감 하 다 또한 생 에3 5 . 10

핵 에 걸쳐 가 하 고 생 째에 아 포 돌Dynamin II 15

에 하 다 생 아 포 신 하 만. 1 15

째 어들었다 라 결과들 종합해보 포 내21 . Dynamin II

에 아 과 단 포함한 비 포들 포내 에 여할

것 생각 다.
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Figure 1. Dynamin II mRNA expression in MDPC-23 cells during

differentiation. (A) Dynamin II mRNA expression in MDPC-23 cells incubated

with differentiation medium for day 4, 7, 14 and day 21, respectively. (B)

The Dynamin II mRNA expression level was analyzed using densitometry. The

Dynamin II mRNA level was normalized to the GAPDH mRNA expression level.

Dynamin II mRNA expression was decreased in MDPC-23 cells during

mineralization. Statistically significant difference (n= 3, *p < 0.05). The

data are expressed as mean ± standard deviation. (M= 100 bp DNA size

marker).

Figure 2. Dynamin II protein expression in MDPC-23 cells during

differentiation. (A) Western blotting results of the Dynamin II protein in

the differentiated MDPC-23 cell lysates. (B) The Dynamin II protein

expression level was analyzed using densitometry. Dynamin II protein was

expressed strongly in control group. The expression pattern of Dynamin II

proteine was decreased in MDPC-23 cells during mineralization. -actin wasβ

used as the internal control for Western blotting. Each experiment was

repeated three times. Statistically significant difference (n= 3, *p <

0.05). The data are expressed as mean ± standard deviation.

Figure 3. Immunohistochemistry for Dynamin II at early bell stage. (a) At

embryonic day 17 (E17) and (b) embryonic day 21 (E21), the Dynamin II

protein was not expressed on dental papilla and inner enamel epithelium (dp:

dental papilla, iee: inner enamel epithelium). Inserted figures represents

a low magnified images. Scales: (a) and (b) 20 µm; Scales bars of inserted

figures are 100 µm respectively.
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Figure 4. Immunohistochemistry for Dynamin II at advanced bell stage. (a)

The expression of Dynamin II protein expressed strongly at postnatal day 1

(PN1) in cytoplasm of odontoblast. (b) Dynamin II protein was observed

similarly in cytoplasm of odontoblast at postnatal day 3 (PN3) (c)

Expression of Dynamin II protein was decreased in odontoblast at postnatal

day 5 (PN5) compared with PN1. (d) Negative control of PN3 was not showed

the immunohistochemical signals of Dynamin II (d: dentin, od: odontoblast,

pd: predentin). Inserted figures represents a low magnified images. Scales:

(a), (b), (c) and (d) 20 µm; Scales bars of inserted figures are 100 µm

respectively.

Figure 5. Immunohistochemistry for Dynamin II at crown and functional stage.

(a) The Dynamin II localized in adjacent the nuclear region at postnatal

day 10 (PN10) (b) Dynamin II protein was expressed also in odontoblastic

process (arrow) as well as in adjacent the nuclear region at postnatal day

15 (PN15). (c) Expression of Dynamin II decreased in a part of odontoblast

layer at postnatal day 21 (PN 21). Inserted figures represents a low

magnified images. Scales: (a), (b) and (c) 20 µm; Scales bars of inserted

figures are 100 µm respectively.

Figure 6. Measurement of length and Dynamin II protein intensity in

odontoblasts during tooth development. (A) Quantitative analysis of the

length of odontoblast from postnatal day1 to 21. The length of odontoblast

was increased at postnatal day 1 to postnatal day 15 and decreased at

postnatal day 21. (B) Immunostainingintensity of Dynamin II protein in

odontoblast area during tooth development. The intensity of Dynamin II

protein expression was decreased in odontoblasts during tooth development.

The average of length and pixel intensity standard deviation was plotted.

(PN: postnatal).
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Figure 7. The diagram for altering length of odontoblast and expression

intensity and localization of Dynamin II in odontoblast during tooth

development. The expression of Dynamin II protein expressed strongly at

advanced bell stage in cytoplasm of odontoblast. Dynamin II protein

localized in adjacent the nuclear region at PN10. Dynamin II protein was

expressed also in odontoblastic process as well as in adjacent the nuclear

region at PN15. At functional stage, Dynamin II was expressed weakly in

apical area in odontoblast.
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Figure 1. Dynamin II mRNA expression in MDPC-23 cells during

differentiation.



- 21 -

Figure 2. Dynamin II protein expression in MDPC-23 cells during

differentiation.
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Figure 3. Immunohistochemistry for Dynamin II at early bell stage.

Figure 4. Immunohistochemistry for Dynamin II at advanced bell stage.
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Figure 5. Immunohistochemistry for Dynamin II at crown and functional stage.
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Figure 6. Measurement of length and Dynamin II protein intensity in

odontoblasts during tooth development.
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Figure 7. The diagram for altering length and expression intensity and

localization of Dynamin II in odontoblast during tooth development.
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