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Roviditések jegyzéke

AC: adenilat-ciklaz

Barx: barH-like homeobox gén

BMP: csont morfogenteikus fehérje (bone morphogenetic protein)

BMPR: BMP receptor

BDNF: agyi neurotrofikus faktor (brain-derived neurotrophic factor)

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CREB: cAMP-reszponziv elem koté fehérje (cAMP response element-binding protein)
DEJ: dentin-zomanc junkci6 (dentin-enamel junction)

DGP: dentin glikoprotein (dentin glycoprotein)

DMP1: dentin matrix protein-1 (dentin matrix protein-1)

DPP: dentin foszfoprotein (phosphoprotein)

DSP: dentin szialoprotein (dentin sialoprotein)

DSPP: dentin szialofoszfoprotein (dentin sialophophoprotein)

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FGF: fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

FSH: follikulus stimulalé hormon (follicle stimulating hormone)

FWHM: félértékszélesség (full width at half maximum)

GHRH: novekedési hormont felszabadito hormon (growth hormone-releasing hormone)
Gli: glioma asszocialt onkogén (glioma-associated oncogene)

GPCR: G-proteinhez kapcsolt receptor (G-protein-coupled receptor)



HAP: hidroxiapatit

HERS: Hertwig-féle hamhiively (Hertwig’s epithelial root sheath)

IP3: inozitol-trifoszfat (inositol trisphosphate)

LEF1: limphoid-enhancer-kot6 faktor 1 (lymphoid enhancer-binding factor 1)
Lhx: lim homeobox gén

Msx: muscle segment box gén

NCP: nem-kollagén fehérjék (non-collagenous protein)

NGF: idegnovekedési faktor (nerve growth factor)

NT: neurotrofin

PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (pituitary adenylate-cyclase activating
polypeptide)

PACAP KO: PACAP-génhianyos (PACAP knockout)
PAC1R: PACAP specifikus transzmembran G-protein receptor
Pax: paired box gén

PBS: foszfat-pufferelt sboldat (phosphate-buffered saline)
PCR: polimeraz-lancreakcid (polymerase chain reaction)
PKA: protein kinaz A (protein kinase A)

PLC: foszfolipaz C (phospholipase C)

PTCHL1: protein patched homoldg 1 (SHH receptor)

SHH: sonic-hedgehog fehérje (shh: sonic-hedgehog gén)
SIBLING: kis integrin k6t N-glikolizalt protein

TMD: asvanyi anyag stirliség (tissue mineral density)
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TNF: tumor nekrozis faktor
VIP: vazoaktiv intesztinalis peptid (vasoactive intestinal peptide)
VPAC: PACAP-ot és VIP-t azonos affinitassal k6té G-protein receptor

WNT: Wingless notch fehérjecsalad



1. Bevezetés

1.1.PACAP (hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid) és receptorai

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptidet (pituitary adenylate-cyclase activating
polypeptide-PACAP) 1989-ben birka hypothalamusbol izolaltak Miyata és munkatarsai ciklikus
adenozin-monofoszfat (CAMP) aktivalo hatasa alapjan (Miyata et al. 1989, 1990; Arimura et al.
1994;  Arimura, 1998, 2007). A PACAP a vazoaktiv intesztinalis peptid
(VIP)/szekretin/novekedési hormont felszabadité hormon (growth hormon releasing hormon-
GHRH)/gliikagon szupercsalad tagja. A szupercsalad tagjai kozil a PACAP nukleotid és
aminosav szekvencija, valamint hossza a legkonzervaltabb. Két bioaktiv variansa ismert: a
rovidebb lancu PACAP-27 és a hosszabb PACAP-38. A PACAP-38 a dominans forma, mig a
PACAP-27 az 6sszmennyiség kevesebb, mint 10%-at teszi ki. A PACAP-27 szekvenciaja 68%-
os homologiat mutat a VIP-vel (Vaudry et al. 2000, 2009; Reglodi et Tamas, 2016). A PACAP
receptorai a G-proteinhez kapcsolt receptorok (G-protein coupled receptor-GPCR) csaladjaba
tartoznak (Stoffel et al. 1994; Laburthe et Couvineau, 2002). Harom, eddig ismert receptora
kozil a PACI receptor (PACAP receptor 1-es tipus, PAC1R) a PACAP-ra nézve nagy
affinitassal és VIP tekintetében alacsony affinitassal rendelkezik. A VPACL (VIP/PACAP
receptor l-es tipus) és a VPAC2 (VIP/PACAP receptor 2-es tipus) receptorok egyforma
affinitassal kotik a PACAP-ot és a VIP-t (Vaudry et al. 2000, 2009). Alapfelépitését tekintve a
GPCR-ok 7 transzmembran doménbdl, harom extracellularis és harom intracellularis hurokbol
allnak. A harmadik intracelluléris hurok, valamint az extracellularis domén alternativ splicing-
ja kovetkeztében a PAC1R-nak szamos variansa ismert, mely hozzajarul a PACAP pleiotrop
hatdsdhoz. Szdmos intracellularis szignaltranszdukcios kaszkdd szabdlyozasaban szerepet
jatszik. A legjobban tanulmanyozott utvonalai az adenilat-ciklaz (AC) és a foszfolipaz C (PLC)
inozitol trifoszfat (IP3) utvonalak. Szertedgazo hatasa e két f6 jelatviteli kaszkadon keresztiil
zajlik, mely neuronalis sejtekben hatassal van tobbek kozott a neurogenezisre, neuronalis
védelemre, migraciora, differenciacidra és a szinaptikus kapcsolatok kialakulasara (1. 4bra)
(Journot et al. 1994; Arimura 1998; Vaudry, 2000; Blechman et Levkowitz, 2013). A PACAP-
ot kezdetben az idegrendszerben, a gasztrointesztinalis traktus teljes hosszaban és az endokrin
mirigyekben vizsgaltak (,brain-gut peptide”). Legnagyobb mennyiségben a kozponti és
periférias idegrendszerben taldlhato, de a PACAP és receptorai jelenlétét kimutattak tobbek kozt
a 1égz0, urogenitalis, kardiovaszkularis szervrendszerben, fiilben valamint a fogak pulpajaban
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¢és a parodonciumban is (Vaudry et al. 2000, 2009; Ichikawa et Sugimoto, 2003; Nonaka et al.
2013; Reglodi et Tamas, 2016).
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‘Transzkripeios aktivaldsy| Szinaptikus fejlodés és

Neurogenezis  Neuronalis védelem Migracié |8 e B e
‘neuronalis differencidcio plaszticitas

1. abra: PACI receptor medidlta jelatviteli kaszkadok és azok kiilonbozo neurondlis hatasai

(Blechman et Levkowitz, 2013)

1.2. APACARP élettani szerepe

A PACAP egy pleiotrop, multifunkcionalis neuropeptid. Szerepet jatszik élettani
folyamatok szabalyozasaban, mint példaul a termoregulaci6, motoros aktivitas, taplalkozas és a
cirkadian ritmus (Mounien et al. 2009; Vaudry et al. 2009; Diane et al. 2014). Neurotrofikus,
neuroprotektiv és altalanos citoprotektiv hatasai mellett antiinflammatorikus és antiapoptotikus
hatasai ismertek. A PACAP a G-proteinhez kapcsolt receptor medialt neurotrofinok
prototipusanak tekinthet6 (Ravni et al. 2006). A PACAP trofikus hatasat kimutattak neuronokon
és gliasejteken a periférias és kozponti idegrendszerben. A PACAP az asztrocitak,

cyey
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kiilonboz6 tipust 6ssejtekben (Lindholm et al. 2016). A PACAP neurotrofikus hatésait elséként
PC12 (patkany mellékvesevelé phaechromocytoma) sejtvonalon figyelték meg. Azdta ezt a
sejtvonalat széles korben alkalmazzak a PACAP indukalt sejtdifferenciacio €s a sejt tulélésben
résztvevo jelatviteli utak karakterizalasdhoz. A fejlodo agy germinativ teriiletein talalhatd nagy
mennyiségli PACAP és PACAP receptor a kdzponti idegrendszer fejlédésében betdltott fontos
szerepére utal. Az idegrendszer fejlodése soran a PACAP neuroblaszt differenciaciot indukal.
Patkany kisagyban megfigyelt PACAP expresszio a Purkinje sejtekben, PAC1, VPACI receptor
expresszid a szemcsejetekben, valamint a PACAP hatasa a szemcsesejtek talélésére,
hisztogenezisében (Vaudry et al 2009; Ravni et al. 2006; Botia et al. 2007). A PACAP védo
hatast fejt ki a neuronokat éré karos behatasokkal szemben iS, mint oxidativ stressz,
neurodegenerativ betegségek vagy traumas agysériilés esetén (Somogyvari-Vigh et Reglodi,
2004; Tamas et al. 2012a; Lee et Seo, 2014; Shioda et Nakamachi, 2015; Reglodi et al. 2015;
Reglodi et Tamas, 2016). Szamos vizsgalat igazolta védo6 hatasat retinakarosodas esetén (Atlasz
et al. 2016; Kvarik et al. 2016; Shioda et al. 2016; Werling et al. 2016). Altalanos citoprotektiv
hatasat igazoltdk az idegrendszeren kiviil is, mely feltételezhetésen antiinflammatorikus és
antiapoptotikus hatasanak koszonhetd. Védo hatasait kimutattak példaul a sziv-ér rendszerben,
a gasztrointesztinalis rendszerben és a vesében is (Gasz et al. 2006; Ferencz et al. 2010; Mori et
al. 2010; Racz et al. 2010; Nedvig et al. 2013; Heimesaat et al. 2014; Sakamoto et al. 2015).

1.3. PACAP-génhianyos egerek

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar Anatomiai Intézetében tbb
éve zajlanak kisérletek homo- és heterozigota PACAP KO egerekkel. A PACAP-génhidnyos
(PACAP KO) egerekkel lehetdséglink van az endogén PACAP szerepének vizsgalatara
fiziologias és patologias koriilmények kozott (Hashimoto et al. 2001).

A vad-tipust, heterozigota ¢€s homozigota PACAP-génhianyos egerek kozott
makroszkdpos morfologiai kiilonbség nem mutatkozik, azonban finomabb modszerekkel
(immunhisztokémia, elektronmikroszkopia) és funkcionalis vizsgalatokkal jelentés eltérések
igazolhatok. Az endogén PACAP hianya biokémiai, magatartasbeli és funkcionalis
elvaltozasokhoz vezet. A hetero- és homozigéta PACAP KO egereket magatartas- és

memoriazavar, fertilitdsi zavar, metabolikus elvaltozasok, fokozott inzulin érzékenység,
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termoregulacios és 1égzési zavarok jellemzik, melyek részben a magasabb mortalitasért is
felelosek (Gray et al. 2002; Cummings et al. 2004; Vaudry et al. 2005; Adams et al. 2008;
Reglodi et al. 2012, Reglodi et Tamas, 2016).

A homozigota PACAP-génhianyos egereket éré karos hatasok esetén nagyobb mértékii
elvaltozast irtak le az idegrendszerben, gasztrointesztinalis rendszerben és a vesében vad-tipusu
tarsaikhoz képest (Ferencz et al. 2010; Laszlo et al. 2014; Reglodi et Tamas, 2016). Bilateralis
carotis communis lekotést kdvetden iszkémids retina degeneracidé nagyobb mértékii a PACAP
KO egerekben a vad-tipusu egerekhez képest (Szabadfi et al. 2012). Stroke-t modellezé
allatkisérletekben a vad-tipust és heterozigota PACAP-génhianyos egerekkel 6sszehasonlitva,
a PACAP KO egerekben nagyobb mértékii karosodas figyelhetd meg, és az ennek
kovetkezményeként Kialakuld neurologiai tiinetek is stlyosabbnak bizonyultak (Chen et al.
2006; Ohtaki et al. 2006).

A PACAP-génhianyos egerekben neuronalis fejlodési zavar és myelinizacios eltérések
figyelhet6ek meg a vad-tipusu egerekhez képest (Vincze et al. 2011; Reglodi et al. 2012; Tajiri
¢és az apoptozis fokozott az ontogenezis soran (Allais et al. 2007). A vad-tipustu és PACAP-
génhidnyos egerek agyanak proteomikai 6sszehasonlitasa is szamos eltérést igazolt (Maasz et
al. 2014). Az endogén PACAP hatasait a bels¢ flilben vizsgalva kutatocsoportunk a
szOrsejtekben emelkedett Ca?*-kotd fehérje expresszidt mutatott ki PACAP KO egerekben,
mely a szérsejtek karosodasara utalhat (Tamas et al. 2012b; Nemeth et al. 2014).

A fogak az els6 garativ ectodermdjabol €s ducléc eredetli ectomesenchymalis sejtekbdl
fejléodnek (Nanci, 2013a, 2013b). Az ektodermalis eredet alapjan feltételeztiik, hogy a PACAP-
génhianyos egerekben a PACAP hianya a neuronalis fejlddés mellett hatassal lehet a fogak

fejlodésére is.
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1.4. Fogak fejlédésének alapjai

Az emberi és ragcesalo fogazat, bar tobb szempontbdl kiilonbozik egymastol, fejlédésiik
hasonl6. Mivel fogfejlodés stadiumai konzervaltak a fogazattal rendelkezd gerincesekben, az
egereken végzett vizsgalatok eredményei mas gerinces allatok fogfejlodésérdl is informaciot
nyljt. A ragesalok fogazata nagymértékben redukalt. Minden kvadransban egy folyamatosan
ndvekvd metszd talalhatod, melyet diasztéma (fogak kozotti rés) valaszt el hdrom moléris fogtol

(2. abra) (Tucker et Sharpe, 2004; Caton et Tucker, 2009).

2. abra: Harom hetes felezett egérfejrol késziilt rontgenfelvétel. Ul: felsé metszofog, LI: also
metszofog, UMI: felso elso orlo fog, UM2: felso masodik orlo fog, UM3: felsé harmadik orlo
fog, LM1: also elso orlo fog, LM2: alsé masodik o6rlo fog, LM3: also harmadik 6rlo fog, D:

diasztema.

A fogfejlodés négy f6 egymast kdvetd részre oszthatd: a fogléc kialakulasa, a fogesira
kialakulasa, sapka stddium ¢€s a harang stadium (3. abra). Az elemi szajobol kettd-harom
sejtréteg vastagsagu epithelialis boritasa alatt ducléc eredetii mesenchymalis sejtek talalhatok
(ectomesenchyma). A fogfejlodés az epithelium és az ectomesenchyma kozotti, szigoruan

szabalyozott egymasra hatas kovetkezménye (Tucker et Sharpe, 2004; Nanci 2013a; He et al.
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2016). Az embrionalis fejlédés soran a ham patko alakban megvastagszik a késébbi mandibula
¢s maxilla teriiletén a fogiv alakjanak megfelelden. A hammegvastagodas ketté valva 1étrehozza
az ajaklécet és a foglécet. A foglécben az ectoderma lokalis megvastagodasa 1étrehozza a
dentalis placodokat. A dentalis placodok funkcidit részletesen eddig csak egerekben
tanulmanyoztak, feltehetéen a fogtipusok kialakitdsdban jatszanak szerepet (egerekben a
metszOk és az elsé molaris fogak teriiletén talalhatd). Az epithelium tovabbi proliferacidja
valamint az ectomesenchymalis sejtek akkumulacidja 1étrehozza a fogcsirakat (3. abra B). A
fogtipusok (pl.: molaris vagy metszéfog) kozotti morfoldgiai kiilonbségek a csira-sapka stadium
kozotti atmenet soran jelennek meg. Az epithelium tovabbi proliferacidja az ectomesenchyma
a foglécrdl. Ebben a korai stadiumaban mar azonosithatoak a fogat és tartoszerkezetét 1étrehozo
elemek (szoveti differenciacid). Az ,,epithelialis kindvést” zomancszervnek nevezziik, mely a
zomanc képzéséért felelés. A kondenzalddott ectomesenchymat a zomancszerv alatt dentalis
papillanak nevezziik, melybdl dentin és a pulpa fejlodik. Az ectomesenchymat, mely koriilveszi
a csirat, folliculusnak nevezziik, és a fogak tartoszerkezetének kialakulasaért felel6s (3. abra C).
A sapka stadiumban megjelené zomanccsomok a zomancszerven beliil talalhato, nem osztddo
sejtek tomoriilése. Szerepe nem teljesen tisztazott, kezdetben minden csiraban megtalalhat6 a
sapka stadiumban (primer zomanccsomo), majd eltlinésiiket kdvetden a fejlodé molaris fogak
cslicskeinek teriiletén megjelenik a masodlagos zomanccsomo. Feltételezhetden a molaris fogak
cslicsokfejlédésének iranyitasaban jatszik szerepet (Nanci, 2013b). A fejléddé fog korondja,
tovabbi novekedés soran, a harang stddiumban éri el végleges formajat (morfodifferenciacio),
valamint tovabbi szoveti differenciacid révén megjelennek az ameloblasztok ¢és az
odontoblasztok. A dentalis lamina és a csira kozotti kapcsolat megsziinik, igy a fogcesira az oralis
epitheliumtol kiilon valik. Kovetkezd 1épésként megkezdddik a fogak keményszoveteinek

kialakulasa.

12



]

e
"°,

Sy
e

3. dbra: Molaris fog fejlodésének negy fo stadiuma egérben. A: fogléc a 12. napon, B: csira
stadium a 13-14. napon; C: sapka stadium a 15-16. napon, D: harang stadium a 17. napon;
DL: dentdlis lamina, OE: ordlis epithelium, PEK: elsédleges zomdanc csomo, ODE: kiilsé
zomancham, IDE: bels6é zomanchdam, SR: zomancpulpa (reticulum stellatum), SI: stratum

intermedium, DP: dentdlis papilla, SEK: masodlagos zomdnc csomo (Lesot et Book, 2009).

Harang stddiumban a kalcifikdci6 megindulésat kdvetéen a dentélis papillat mar dentélis
pulpanak nevezziik. A kiilsd és belsé zomancham a ,,nyaki hurokban” (cervical loop) talalkozik.
Proliferaciojuk soran a két sejtréteg létrehozza a Hertwig-féle hamhiivelyt (HERS). A HERS
koriilvéve a pulpat, odontoblaszt differenciaciot indukal, igy a gyokérfejlodés is kezdetét veszi
(Lesot et Brook, 2009; Nanci, 2013b). A gyokér a fognak a cementtel fedett része. A

gyokérfejlodés soran az odontoblasztok altal termelt nem mineralizalt dentin matrix (predentin)
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feliiletén cementoblaszt differencidcid figyelhetd meg a HERS dezintegralodasat kovetden

(Nanci, 2013b).

1.5. A fogak keményszoveteinek osszetétele

Az érett fogban megkiilonbdztetiink anatomiai koronat és anatdmiai gyokeret. Az anatomiai
korona a fog azon része, ahol dentint normalisan zomanc boritja, az anatomiai gyokeret cement
veszi koriil (Scheid, 2007). A ragcsalok metszéfoga azonban ettdl eltér. A metszOk labialis

felszinét zomanc boritja, mig oralisan cement boritas talalhato (4. abra).

Masodik Els6
molaris molaris
Alveolus Cement
[ Y A /
Q j Metszéfog
Nyaki hurok & a\
(epitelium)
Papilla entin
(mesenhyma)

Mandibula

4. abra: Egy ragcesalo metszdfoganak vazlatos szerkezete Sun et al. (2012) abraja alapjan
modositva. Az abran a fejlédésben 1évé elsd és masodik moldris fogak lathatok, a csontban

fejlodo harmadik molaris nincs feltiintetve.

A fogzomanc az emldsok legmagasabb asvanyi anyag tartalmu szovete. Az érett zomanc
szerves anyag tartalma kevesebb, mint 1%, 96%-a szervetlen anyag és 3%-a viz. Az anorganikus
fazist f6leg hidroxiapatit (HAP-kalcium-foszfat kristaly) alkotja. A kristalyok elrendez6dését a
fejléddés soran az ameloblasztok hatarozzak meg. Ennek megfelelden megkiilonboztetjiik a
zomancprizmat, mely az ameloblasztok Tomes nyutlvanyainak disztalis végén termelddik,
illetve interprizmatikus zomancot, mely a nytlvanyok lateralis felszinén képzédik. Osszetétel
tekintetében nincs kiilonbség, csak a kristalyok orientaciojaban. A kristalyracsba foleg HPO4%,
COs%, Na*, F ionok inkorporalédnak (Simmer et Fincham, 1995; Nanci, 2013c; Dessombz et
al. 2016). A zomanc fejlédésétdl a maturacioig a karbonat tartalom folyamatosan csokken. A
karbonat tartalom befolyasolja a zomanc fizikai €s kémiai tulajdonsagait (Sydney-Zax et al.

1991). A zomanc szerves anyag matrixat nem-kollagén fehérjék alkotjak, melynek 90%
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amelogenin, 10%-a nem-amelogenin fehérjék, mint az enamelin vagy az ameloblastin (Nanci,
2013c). Ezen fehérjéknek fontos szerepe van a zomanc fejlodésében, felelosek a kristalyok
hossz- és vastagsagbeli novekedéséért (Margolis et al. 2006; Mihu et al. 2008). Az amelogenin
két jol elkiiloniilod ,,0nszervez0dd™ részt tartalmaz. Az N-terminalis oldali domén-A hidrofob és
a C-terminalis oldali domén-B hidrofil, mely a hidroxiapatit kristalyhoz kapcsolddni képes. A
domén-B szerepe feltételezhetden a zomancfejlédés korai stddiuméban jelentds (Bansal et al
2012). Tobb hierarchikus 1épésen keresztlil az amelogenin Onszervezddése (self-assembly)
révén 15-20 nm méretli nanogdmbdkkeé (nanosphere) rendezddik, mely Iétfontossagi a zomanc
kristalyszerkezetének kialakulds soran (Beniash et al. 2012). Az amelogenin gének az X és Y
kromoszémakon helyezkednek el. Emberben az Y kromoszoman talalhato ,, AMELY” gén 10%-
ban expresszalodik, mig egérben tisztan az X kromoszoman talalhat6 ,,AMELX” expresszalodik.
A zoménc matrixban az amelogenin szdmos izoformaja ismert. Az izoformak kialakuldsdnak 3
modjat feltételezik: 1. a szex kromoszomakon talalhatd két kiilonbozd génkészlet; 2. az
»alternativ splicing” kovetkeztében alakulnak ki; 3. szekréciot kovetd proteolitikus folyamatok
kovetkeztében alakulnak ki. Ezen izoformék funkcidja még nem tisztazott, a zomanc matrix
kialakitasan kiviil feltételezhet6en jelatviteli szerepiik is van a fogak morfogenezise soran az
odontoblaszt differenciacioban, az amelogenin szekrécid szabdlyozasaban és a parodontalis

hamtapadas kialakitasa soran (Veis, 2003; Gibson, 2011; Bansal et al. 2012; Nanci, 2013c)

A dentin része az ugynevezett ,,pulpa-dentin komplexnek”. Csont jellegii szovet, melyet a
teljes vastagsagaban athaladd szorosan elhelyezkedd dentin tubulusok jellemeznek. A dentin
tubulusokban az odontoblasztok nyulvanyai (Tomes-féle rostok) talalhatéak. Az odontoblasztok
sejttestei a dentin belsé falan helyezkednek el, a pulpa legkiilsé rétegét alkotva. Az
odontoblasztok felelések a dentin folyamatos képzéséért. A zomanccal ellentétben, ahol a
fejlodés soran a kristalynovekedés az ameloblasztok szekrécios felszinén torténik, a dentin
esetén elkiiloniil egy nem kristdlyosodott matrix a dentin és odontoblaszt réteg kozott, melyet

predentinnek neveziink (5. abra) (Nanci, 2013d).
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5. dbra. A dentin-pulpa komplex mikroszkopos képe. A pulpa kiilsé falan elhelyezkedo
odontoblasztok felelések a dentin képzéséért (Nanci, 2013d).

A dentin alkotja a fog mineralizalt szoveteinek f6 tomegét. A zomancnal kevésbé, a
csontszovetnél jobban mineralizalt. Az érett dentinben, tomegszazalék tekintetében koriilbeliil
65-70%-ban anorganikus anyagok, 20%-ban organikus 6sszetevok és 10%-ban viz talalhatd. A
szervetlen allomanyt a zomanchoz hasonl6an foként kélcium-hidroxiapatit és kalcium-karbonat
alkotja. Szerves allomanyanak nagy részét I-es tipusu kollagén teszi ki (90%), emellett szamos
nem-kollagén, csont és dentin specifikus fehérjék talalhatoak, melyek foként a dentin
szialofoszfoprotein (DSPP) szarmazékai. A DSPP szarmazékai proteolizis révén a dentin
szialoprotein (DSP), dentin foszfoprotein (DPP) és a dentin glikoprotein (DGP) (Yamakoshi,
2009). A kollagén a dentin szerkezeti vazat adja, mig a nem-kollagén fehérjék a kristalyosodas
szabalyozasaban jatszanak szerepet (Goldberg et al. 2011; Nanci, 2013d). A DPP a magas
aszparaginsav ¢és foszfoszerin tartalma miatt a legsavasabb, polianionos fehérje, amit valaha
azonositottak. A DPP sok negativ toltésti régidja nagy mennyiségii kalcium megkotésére képes.

A nagyfoku kalcium affinitas alapjan a dentin mineralizacié egyik legfontosabb eleme, mely

crer

Prasad et al. 2010).
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1.6. A fogfejlodés molekularis szabalyozasa

Azon konzervalt jelatviteli utak, melyek az embrionalis fejlédés szabalyozasaért feleldsek,
szlikségesek a fogak fejlodéséhez is (Tummers et Thesleff, 2009). A fogfejlodés kezdeti
iniciaciojat és morfogenezisét ugyanazon molekulak szabalyozzak, mint egyéb ektodermalis
szervek fejlodését, azonban sok mas epithelialis fiiggelékkel szemben, a fogak regeneraciora
nem képesek (Jussila et Thesleff, 2012). Az oralis epithelium és a mesenchyma kozotti
folyamatos és kolcsonos interakcid dontd jelentOségli a fogfejlodés beinditasaban (Thesleff,
2014). Ezidaig tobb mint 300 gént azonositottak fogfejlédésben (Thesleff, 2006). Jelentds
elérelépésnek tekinthetd az epithelialis-mesenchymalis kommunikacioban Kkulcsfontossagt
transzkripcios faktorok és jelatviteli molekulak azonositdsa, mint a csont morfogenetikus
fehérjék (bone morphogenetic protein-BMP), fibroblaszt ndvekedési faktorok (fibroblast
growth factor-FGF), sonic-hedgehog (SHH) ¢s a Notch és Wingless fehérjecsaladok (WNT) (6.
abra). Ezen jelatviteli utak gatlasaval a fogfejlodés késleltethetd, vagy teljesen megallithatod
(Jernvall et Thesleff, 2012). Tovabbi jelentds szerepet tulajdonitanak a TNF (tumor nekrozis
faktor) fehérjecsaladnak és az Ectodysplasin-nak (TNF fehérjecsalad) a fogfejlodés
szabalyozasaban. Az Ectodysplasin jelatviteli titvonal mutacioja a fog csirajanak hianyahoz,
Kisebb fogak és redukalt csiicskok fejlodéséhez vezet. Tulzott expresszidja esetén szamfeletti

csilicskoket és esetenként szamfeletti fogakat figyeltek meg (Tucker et al. 2004).
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6. dbra: Fogak fejlodésének molekularis szabadlyozasa a fogfejlodés kiilonbozo stadiumaiban.
Szekvencialis és reciprok jelatviteli utvonalak (BMP, FGF, SHH, WNT, ACTIVIN, TNF) a
mesenchyma és az epithelium kozott, melyek specifikus transzkripcios faktorok expressziojdat

szabalyozzak. Modositott abra Rufini et al (2011) alapjan.

Az SHH egy széles korben tanulmanyozott agens, melynek jelentds szerepe van a
fogfejlodés iniciacidjaban, novekedési faktorként a fog méretét, mintazatat és morfogenezisét is
befolyasolja (Fisher et Howie, 2006). Egérben az SHH receptoran keresztiil (PTCH]1-Protein
patched homolog 1) a Gli transzkripcios faktorok (Glil, Gli2, Gli3) aktivacidjahoz vezet. Az
SHH jelatviteli at génjeinek expresszidja a fejlodo fogesira teriiletén az utvonal korai
fogfejlodésben betoltott szerepére utal (Hardcastle et al. 1998). Ezen tutvonal szabalyozza
(Gritli-Linde et al. 2002). Szamos BMP faktor, mint a BMP2, BMP3, BMP4 vagy a BMP7,
expresszalodik fogfejlédés soran a mesenchymaban és az epitheliumban. Meghatarozo szerepiik
van fogcesirak helyének ¢és fajtajanak kialakuldsaban, a fejlédés progresszidjaban egészen a
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fogak el6toréséig. Korai fejlédési iniciacios stadiumban BMP4, BMP2 ¢s BMP7 expresszalodik
az epitheliumban. Késébbickben BMP4 expresszio figyelheté meg a mesenchymaban, majd a

.....

aktivitas figyelheté meg (Nie et al. 2006, Wang et al. 2012).

A WNT jelatviteli Gitvonalban megkiilonboztetjiik a f-catenin fliggd kanonikus utvonalat,
illetve a nem-kanonikus B-catenin fiiggetlen, vagy a kanonikus tvonalat gatlo jelatvitelt. Ezek
alapjan két csoportba sorolhatjuk a fehérjéket. A kanonikus B-catenin fiiggdk, mint a WNT1,
WNT2, WNT3, WNT3a és a WNT7a. A nem kanonikus WNT-k, mint a WNT4, WNT5a,
WNT5b, WNT6 és WNT11 (Veeman et al. 2003; Tamura et Nemoto, 2016). A kanonikus
utvonalban a f-catenin transzlokalodik a sejtmagba, ahol LEF1 (Lymphoid enhancer factor 1)
transzkripcids faktorhoz kapcsolodva szabalyozza a WNT célgének expresszidjat (Komiya et
Habas, 2008; Grumolato et al. 2013). LEF1 jelent6ségét a fogfejlodésben igazolja, hogy
hidnyaban nem alakul ki fogcsira, megall a fogfejlodés. LEF1 hidnyos szdvettenyészetben,
exogén rekombinans FGF4 alkalmazésa esetén a fogcsira fejlodik. Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy fogfejlédés soran az FGF4 célfaktora a LEF1 fehérjének (van Genderen et al. 1994;
Kratochwil et al. 2002; Boras-Granic et al. 2006). A nem-kanonikus ttvonalbol a WNT5a
erdsen expresszalodik a dentdlis papillaban és feltehetden a differencidcid szabalyozasaban
jatszik szerepet, hianyaban abnormalis csiicskok fejlddnek. WNT6 feltehetden odontogén

differenciaciot indukal a dentalis papillaban (Wang et al. 2010).

Eddigi ismereteink szerint az FGF csaladbol 12 faktornak van fontos szerepe a
fogfejlodésben. Szabalyozzak a fogcesirak iniciaciodjat, az epithelium invaginaciojat, mely soran
a csira kialakul, a fogak alaki fejlodését, a csiicskok kialakulasat és az odontoblasztok, valamint
faktoroknak a mesenchymalis sejt pool fenntartasaban (proliferaciot és talélést stimulal) a
folyamatosan nové metszéfogak apikalis teriiletén (4. abra, papilla) (Li et al. 2014). A
mesenchymaéban expresszalodo BMP4 ¢és Activin az FGF3 és FGF10 ezen hatdsat modulalja

(Thesleff et Tummers, 2008).

Neurotrofinok, mint az NGF (nerve growth factor), BDNF (brain derived neurotrophic
factor), NT3 (neurotrophin 3) és NT4 (neurotrophin 4) szintén jelen vannak a fogfejlodés soran,

és feltételezhetéen nem csak a fogak beidegzésének fejlodéséért feleldsek, hanem részt vesznek
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az epthelialis-mesenchymalis interakcioban (Nosrat et al. 1998). Eddigi vizsgalatok alapjan arra

lehet kovetkeztetni, hogy az NGF szerepet jatszik az ameloblasztok és odontoblasztok

rrrrrr

1.7. PACAP-pal kapcsolatos kutatasok a fogakkal osszefiiggésben

Korabban PACAP immunoreaktiv rostokat mutattak ki patkany és emberi fog pulpaban az
erek mentén, az odontoblaszt és subodontoblaszt rétegben (Ickikawa et Sugimoto, 2003). Egy
masik korabbi vizsgalat szerint feltételezhetd, hogy a PACAP szerepet jatszik a parodoncium
csak elvétve detektalhatd PACAP-pozitiv idegrost, mig szamuk jelentésen megné a sériilést
kovetden 5-7 nappal. Kettds immunfluoreszcenciaval kapcsolat mutathat6 ki a PACAP pozitiv
idegrostok és PACI pozitiv oszteoblasztok/klasztok kozott (Nonaka et al. 2013).
Kutatocsoportunk a homo- és heterozigota PACAP-génhianyos ¢s vad-tipusu egerek
posztnatalis fejlodését megfigyelve tapasztalta, hogy him allatok esetében a metszéfogak
szignifikdnsan korabban tornek el6 a génhianyos egerek esetén Osszehasonlitva a vad-
tipustiakkal. A ndstény allatokban szintén megfigyelhet6 ez a tendencia, a kiilonbség azonban
nem szignifikans (Farkas et al. 2017). Kutatocsoportunk 5 napos egerekbdl késziilt metszeteken
végzett immunhisztokémiai vizsgalata soran a molaris fogak subodontoblasztikus rétegében
PAC1 receptor expresszot mutatott ki (7. abra) (Tamas et al. 2012b). A PACAP fogfejlédésre
gyakorolt hatasat korabban nem vizsgaltak, ezért kutatasaink soran célul tliztiik ki ezen

folyamatok feltérképezését is.
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Szubodontoblasztikus

réteg
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napos egér also fejlodd molaris foganak szubodontoblasztikus rétegében (Dr. Szabadfi

Krisztina képanyagadbol).
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2. Ceélkitiuzeések

Kutatécsoportunk, az MTA-PTE PACAP Kutatocsoport, a PACAP neuroprotektiv
hatdsainak vizsgalata mellett, a Pécsi Tudomanyegyetem klinikdival egyiittmikodésben

szamtalan egyéb nem neuronalis szervben is vizsgalta a PACAP el6fordulésat és hatasait.

Ismerve a PACAP neurotrofikus hatasat, valamint a fogak részben ectomesenhymalis
eredetét, célul tlztik ki az endogén PACAP hidnyanak fogfejlédésre gyakorolt hatasanak

megismerését.

Kutatasaink els6 szakaszaban hét napos vad-tipust és homozigéta PACAP-génhianyos
egerek fejlodé molaris fogait hasonlitottuk Ossze. Vizsgalataink soran morfometriai és
szerkezeti vizsgalatokat végeztiink szovettani és Raman mikroszkopia segitségével, melyet a
fogfejlodés szabalyozasanak hatterében 4ll6 molekularis biologiai utvonalak feltérképezése

céljabol immunhisztokémiaval is kiegészitettiink.

A munkank masodik szakaszban 1 éves vad-tipusu és homozigota PACAP-génhianyos
egerek folyamatosan fejlédé also metszofogait vizsgaltuk. Micro-CT segitségével morfologiai
¢és denzitometrias méréseket végeztiink, majd a metsz6fogakbol késziilt csiszolatokat Raman

mikroszkopia segitségével elemeztiik.
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3. Anyagok és mdédszerek

Vizsgalatainkat homozigota PACAP-génhianyos és vad-tipusu CD1 egereken végeztiik. A
PACAP-génhianyos egerek japan kollaboracionak koszonhetdéen, Hitoshi Hashimoto
kutatocsoprtjatdl szarmaznak. Szaporitdsuk a kutatocsoport leirdasanak megfelelden tortént
(Hashimoto et al. 2001; 2009). Vizsgalataink soran az allattartas és a kisérletek kivitelezése a
Pécsi  Tudomanyegyetem BA02/2000-15024/2011 szamu ellendrzott  protokolljanak

megfelelden tortént.

3.1. Hét napos vad-tipusi és PACAP-génhianyos egerek fejlodé molaris fogainak

osszehasonlitasa
3.1.1. Metszetkészités morfometriai analizishez és Raman mikroszkopidhoz

Heterozigota egerek paroztatasat kovetden, a fejlddés standard koriilményeinek biztositasa
érdekében a kiillonbozo vizsgalati metddusokban alomtestvéreket hasznaltunk. A genotipus
meghatarozasa PCR (polymerase chain reaction) segitségével tortént.

A fogak keményszoveteinek morfologiai és strukturalis vizsgalatai soran vad-tipust
(PACAP+/+, n=6 morfologiai analizis, n=4 strukturalis analizis) és homozigota PACAP-
génhianyos ((PACAP-/-, n=6 morfoldgiai analizis, n=4 strukturalis analizis) egerek fejlodo
molaris fogait hasonlitottuk O0ssze. A posztnatalis hetedik napon az egereket tulaltattuk
(pentobarbital 50 mg/ml, Nembutal, Sanofi-Phylaxia, Magyarorszag). Az egerek fejeit 4%-0S
paraformaldehidben (0,1M foszfat pufferben oldva) taroltuk tovabbi feldolgozasig. Kovetkezd
1épésként a fejeket 0,1M-os foszfat-pufferben (PB; Sigma) mostuk 24 o6rdn at
oldatokba (foszfat-pufferelt sooldat) helyeztilk. Egy oran at 10%-os oldatban inkubaltuk, a
metszésig 20%-os szachardz-oldatba tettiik. A metszetkészités fagyasztasos technikaval késziilt.
A szovetet szovetfagyasztdo médiumba (Tissue-Tek, OCT Compound, Sakura Finetech, NL)
helyeztiik, majd szagittalis iranyban 10 pm vastag metszeteket készitettiink (Leica Cryostat,
Németorszag). A lemetszett szovetet zselatinozott targylemezre vittikk fel, €s a vizsgalatok
(morfometria, strukturélis vizsgalatok Raman mikroszkopiaval) elvégzéséig -20 °C-on taroltuk
(Tamas et al. 2012b). Minden molaris fogrol 15-20 metszetet készitettiink (felsé elsé molaris,

fels6 masodik molaris, also elsd molaris, als6 masodik molaris).
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3.1.2. Morfometriai analizis

Az egereknek 3 molaris foga van kvadransonként, melyet egy diasztéma valaszt el a két
folyamatosan fejlédé metsz6fogtol (2. abra). A posztnatalis hetedik napon az elsé és masodik
0rl6 fogak a késdi harang stadiumban vannak. A fejlédd zomanc és dentin vastagsagat mértiik
a molaris fogak csiics6kcsucsain a nativ metszeteken. A méréshez a metszetekrdl digitalis
felvételeket készitettiink (Nikon Eclipse 80i, Plan Apo 4X objektiv; Nikon Instruments Inc.). A
felvételeken a fels6 elsé molaris, a fels6 masodik molaris, alsé elsé molaris és az alsé masodik
molaris, zomanc ¢és dentin vastagsagat mértiik Spot Basic szoftver segitségével. A harmadik
molarisokon nem végeztiink méréseket, mivel azok a fejlédés egy sokkal korabbi stadiumaban
voltak. A metszeteken az elsd Orloknek harom, a masodik Orl6knek két csiicske van. Mérésre

csak azon metszeteket hasznaltuk fel, melyeken az 6sszes csiicsok lathatd volt az adott fogbol

(8.a abra).

8. abra: a; Fejlddd felsé masodik moldris reprezentativ képe 7 napos egérben. b; Zomanc és
dentin vastagsaganak mérése a molaris fogak csiicskein. Fehér vonalak a dentin mérését

jelolik, sarga vonalak a zomancot jelolik.

Minden csiicskon 3 mérést végeztiink a mezialis és disztalis csiicsoklejtokon (cstcs alatt,
az alapon és kdzépen) mind a zomancban, mind a dentinben. A mérdvonal irdnya a zomanc
esetén a zomanc dentin hatarra (dentin-zomanc junkcio-DEJ), dentin esetében a dentin pulpalis
falara merdleges (8.b abra). A csiicskokon mért értékek atlagat hasonlitottuk Ossze. Statisztikai

analizisként kétmintas t-probat alkalmaztunk (Microsoft Excel szoftver - Microsoft, USA).
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3.1.3.  Strukturalis analizis Raman mikroszkopiaval

3.1.3.1. Raman spektroszkopia alapjai, mint a fogak szerkezeti dsszetételének

vizsgalati lehetdsége

Kutatasunk mindkét szakaszaban (7 napos egerek fejlédé molaris fogainak vizsgalata és 1
éves egerek folyamatosan novekvd metszofogainak vizsgalata) a szerkezeti Osszehasonlitast

Raman mikroszkopiaval végeztiik.

A Raman spektroszkopia az infravords spektroszkopiaval egyiitt a vibracios
spektroszkopiai modszerekhez tartozik. Ha a fény interakcioba keriil valamilyen anyaggal a
beesd elektromagneses hullam elnyelédhet (ultraibolya-lathatd spektroszkopia, infravoros
spektroszkopia, attol fliggden, hogy milyen fényt nyel el az anyag), szorodhat (rugalmas vagy
rugalmatlan), vagy interakcid nélkiil athaladhat. Egy anyagi rendszer molekuldin a fény
rugalmasan ¢és rugalmatlan moédon szoérddhat. A Raman spektroszkopia a fénynek a
molekuldkon torténd rugalmatlan szorodasan alapul, és a Raman effektus bekovetkezésének
feltétele, hogy a besugarzott molekulak vibracidoja a molekula polarizalhatosaganak
megvaltozasaval jarjon. A Raman spektroszkdpia soran monokromatikus (1ézer) fény hatasara
a molekulék polarizalhat6sagat meghatarozé vibracios modtol, €s a molekula energia allapotatol
fliggden, alacsonyabb energiaji (Stokes), vagy magasabb energiaji (anti-Stokes) szort fényt
detektalunk. Ezt nevezziik Raman szorasnak. Mivel a Stokes sz6rddas intenzitdsa nagyobb az
anti-Stokes szor6dasénal a Raman spektrumokon a Stokes tipusu szorodast abrazoljak. A jobban
polarizalhatd6 molekuldkat (szimmetrikus rezgések) nagyobb Raman szords jellemzi.
Spektroszkopiaban az “x” tengelyen a hullamszamot jel6lik, amely hullamhossz reciprokanak

felel meg, mértékegysége cm™ . Raman spektrumokon, mivel a hullimszdm a gerjeszté fény

crer

(13

melyet Raman eltolédasnak neveziink (Raman shift). Az “y” tengelyen az intenzitast abrazoljuk.
Az intenzitas a fényforrds frekvencidjanak negyedik hatvanyaval ¢€s a molekuldk
lézerfénynek koszonhetden kapcsolhatdé mikroszkophoz, mely lehetévé teszi a vizsgalando
terlilet pontos kivalasztasat (9. dbra). Az adott hullamszamnal jelentkezd savok adatbazisbol

azonosithatéak. A Raman spektrumokon a savok hulldmszdm pozicidja, relativ intenzitasa,
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valamint az intenzitasok felénél vett csucsszélesség érték az un. félértékszelesség (full width a
half maxiumum-FWHM) alapjan kvalitativ és kvantitativ kovetkeztetések vonhatoak le a
vizsgalt anyagrol (10.b abra). Vizsgalataink soran a fogak zomdncaban és dentinjében
hidroxiapatithoz ¢és fehérjékhez kothetd Raman savokat azonositottunk, melyeket

felhasznaltunk a spektralis analizis soran (Smith et Dent, 2005).

9. abra: Thermo Scientific DXR Raman mikroszkop (Szegedi Tudomanyegyetem,

Természettudomanyi és Informatikai Kar, Asvanytani, Geokémiai és Kozettani Tanszék).

3.1.3.2. Strukturalis analizis Raman mikroszkdépiaval 7 napos egerek molarisaiban

Raman mikroszkopia korabbi kutatasokban jol alkalmazhaté modszernek bizonyult a fogak
strukturalis vizsgalatara (Wang et al. 2007b; Matthaus et al. 2008; Xu et al. 2009). A modszer
tovabbi elénye, hogy méréseinket az el6z0 vizsgalatban hasznalt, nativ fagyasztasos technikaval
késziilt  metszeteken — végezhettiik. Meéréseinket Szegedi Tudomanyegyetem,
Természettudomanyi és Informatikai Kar, Asvanytani, Geokémiai és Kozettani Tanszéken
végeztiik. Vad-tipusu és homozigota PACAP-génhianyos egerek molaris fogaiban hasonlitottuk
Ossze a dentin és zomdnc Osszetételét. Vizsgalatunkhoz Thermo Scientific DXR Raman

mikroszkdopot (Olympus BX41 konfokalis mikroszkop, Peltier elemmel hiitétt CCD detektor,
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Nd-Yag lézerforras-532 nm) alkalmaztunk (9. abra). Az alkalmazott mikroszkop depolarizalt
1ézer nyaldbot kibocsatd 1ézer forrassal rendelkezik. A 1ézer depolarizalt tulajdonsaga miatt, a
Raman szo6rodas kristalytani irdny fiiggésének nem volt hatésa a felvett spektrumok mindségére.
A spektrumokat a zomanc és a dentin réteg diszkrét pontjaibol vettiik fel az alabbi
beallitasokkal: 900 vonal/mm optikai racs, 50 um-es ,,pinhole” tipust konfokalis apertara, 50-
3546 cm™ spektralis tartomany, 10mW lézerteljesitmény (10.a 4bra). A vizsgilt pontok a
rétegek kozepén helyezkedtek el, hogy elkeriiljik a DEJ teriiletét. A DEJ egy vékony
hatarfeliilet a zomanc és dentin kozott, mely dsszetételében €s biomechanikai tulajdonsagaiban
eltér a rétegek egyéb teriileteitdl (Walker et Fricke, 2006; Xu et al. 2009). A spektrumok
értekelésére OMNIC Peak Resolve v8 (Thermo Fisher Scientific Inc.) szoftvert hasznaltunk. A

zomanc ¢s a dentin teriiletérdl gylijtott spektrumokat kiilon-kiilon értékeltiik.
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10. dbra: Raman spektrum a zomdnc és a dentin meghatdarozott pontjaibdl (a);
félértékszélesség (full width at half maximum-FWHM) (b).
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Alapvonal korrekciot kovetden az alabbi spektralis paramétereket regisztraltuk: a savok
pozicidja, amplituddja, a savok teriilte és az FWHM értéket. A dentinbdl €s zomancbdl felvett
spektrumokon hidroxiapatit és fehérje csucsokat tudtunk azonositani. A vad-tipusti és PACAP-
génhidnyos egerek dentin és zomancaban talalt kiilonbségek statisztikai kiértékelése kétmintas
t-probaval tortént (IBM SPSS Statistics 17.0.). Az anorganikus komponensek spektrumanak
kiértékelését a kristalyossdgi index meghatarozasival végeztiik, a POs> csicsok FWHM
értékének felhasznalasaval. A kristalyossagi indexet (Clraman) €gy referencia (magmatikus
apatitban mért) POs> FWHM érték (I'ma) és a mintaban mért POs> FWHM érték (T's)
hanyadosaként adhatjuk meg (Clraman= I'ma /T's) (Puceat et al. 2004). A referencia érték (I'ma)
atlagosan 4.9 cm™. A magasabb FWHM (alacsonyabb Clraman) a hidroxiapatit kristalyok
nagyobb rendezetlenségére utal. A kristalyok rendezettségét a relativ karbonat tartalom
befolyasolja, melyet a karbonat csticsok (vi COs? 10721 cm™) és a foszfat csucsok (v POs>
960+1 cm™) hanyadosaként hataroztunk meg. Ez a modszer széles korben alkalmazott bioapatit
kristalyok jellemzésére. A rétegek fehérje spektruménak értékelésére soran az alabbi savokat
vizsgaltuk: amid | (v CO, 1665+2 cm™), amid 111 (§ C-N, 12402 cm™;6 N-H 1272+6 cm™ és
az § CHa, 1346+3 cm™) metil (6 CH3) és metilén (6 CH2). Az amid I és amid III savok a fehérjék
masodlagos konformacidjardl adnak informaciot (Dollish et al. 1974; Penel et al. 1997) (10.

abra).
3.1.4. Immunhisztokémiai vizsgalat

Az immunhisztokémiai vizsgdlatokat kollaboracidban végeztilk a Debreceni Egyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Anatomiai, Szévet- és Fejlddéstani Intézetével. Hét napos
allatok (vad-tipust n=3, homozigota PACAP-génhidnyos n=3) talaltatdsat kovetden
(pentobarbital, Nembutal; Sanofi-Phylaxia, Magyarorszag) az egerek fejeit azonnal 0,1M
foszfat pufferben oldott 4%-os paraformaldehidbe helyeztiik, majd szobahdmérsékleten taroltuk
24 6ran at. Fixaciot kovetden a mintakat 3 hétre 10% (v%) neutralis etilén-diamin-tetraecetsav
(EDTA; Sigma, St. Louis, Missouri, USA) oldatba helyeztiik és szobahdmérsékleten taroltuk
dekalcifikalas céljabol. Dehidralast kovetéen a mintdkat paraffinba adgyaztuk. A mintakbol
szagittalis iranyban sorozatmetszés késziilt, 5 um-es vastagsagban. Az SHH, PTCHI, Glil
expresszidjanak vizsgalatahoz a metszetekre antigén feltard oldatot (antigen-retrieval solution)

helyztiink a gyarto eldirasainak megfeleléen (Vector Laboratories Ltd., Peterborough, Egyesiilt
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Kiralysag). Az antitestek nem-specifikus kotddésének elkertilése érdekében a mintdkat 2%-0S
szarvasmarha szérum albuminnal, PBS-ben taroltuk, szobahémérsékleten, harminc percig. Ezt
kovetden a mintakat poliklonalis SHH (1/100; Cell Signaling, Danvers, MA, USA), PTCH1
(1/100; Cell Signaling) és Glil (1/50; Cell Signaling) antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at,
nedves kamraban, 4°C-on. A kimutatashoz biotinnel konjugalt, masodik, anti-nyul antitestet
(Vector Laboratories Ltd.) alkalmaztunk 1:100 higitasban. A metszeteket PBS-sel mostuk, majd
immunfestés tortént Vectastain Elite ABC (Vector Laboratories Ltd.) kit felhasznalasaval
(Felszeghy et al. 2004). Késziiltek kontroll metszetek hasonld modon, az elsédleges antitest
kihagyasaval, PBS-sel helyettesitve. A kontroll metszeteken jelet nem detektaltunk. A
metszeteken a vad-tipusu és PACAP-génhianyos egerek molaris fogcsirait vizsgaltuk. Digitalis
felvételeket készitettiink Nikon Eclipse ES800 (Nikon Corporation, Tokio, Japan) mikroszkopra
szerelt Olympus DP72 kameraval, cellSense Entry 1.5 szoftver (Olympus, Shinjuku, Tokio,
Japan) segitségével. Harom kutatod egymastol fliggetleniil meghatéarozta a sejtek és az antitestek
lokalizacidjat a fogesirakban a metszetekrdl késziilt digitalis felvételeken. A fotok feldolgozasa
¢s dokumentédldsa Adobe Photoshop szoftverrel tortént (Adobe Systems Inc; San Jose,

Kalifornia).
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3.2. Felnétt (1 éves) PACAP-génhidanyos és vad-tipusu egerek also metszéfogainak

strukturalis és morfometriai 6sszehasonlitasa

A munkank els6 felében a fejlodé molarisok eltéréseit vizsgaltuk a PACAP-génhianyos és
vad-tipusu egerek kozott. Azonban a PACAP hianya mas hatassal van a folyamatosan fejlodo
metsz6fogakra, ugyanis a fogfejlodésben érintett faktorok hidnya a molaris fogak és a
metszéfogak fejlodését és mineralizacidjat eltéré modon befolyasolja (Goldberg et al. 2014).
Ebben a vizsgalatunkban 1 éves PACAP-génhianyos és vad-tipust egerek als6 metsz6fogainak
Osszehasonlitasa tortént morfometriai analizissel, melyet mikro-CT segitségével végeztiink. A
metsz6fogak strukturalis dsszehasonlitasara mikro-CT denzitometriat és Raman mikroszkopot
alkalmaztunk. Vizsgalatainkhoz 1 éves homozigéta PACAP-génhianyos (PACAP -/-; n=6) és
vad-tipusti (PACAP +/+; n=5) egereket hasznaltunk. Az egerek szaporitasa és tartasa a korabban
leirtaknak megfelelGen tortént 6sszhangban az egyetem elbirasaival (BA02/2000-15,024/2011).

3.2.1. Mikro-CT-vel végzett morfometriai és denzitometriai vizsgalat

Az egy éves PACAP-génhianyos és vad-tipust egereket talaltattuk (pentobarbital 50mg/ml,
Nembutal, Sanofi-Phylaxia, Magyarorszag). Az egerek bal illetve jobb oldali mandibulait
disszekaltuk, a lagyszovetektdl megtisztitottuk, majd a mikro-CT gyartdjanak eldirasainak
megfelelden a kiszaradas elkeriilése végett azonnal fiziologids sooldatba helyeztiik. A mikro-
CT vizsgalatokhoz az also allcsontokat fogészati viaszba agyaztuk. A mintak szkennelése nagy
felbontast in vivo mikro-CT rendszerrel késziilt (Skyscan 1176, BrukerMicroCT, Kontich,
Belgium) 9 um-es voxel mérettel. Szoveti asvanyi anyag siiriiség (TMD-tissue mineral density)
mérés¢hez fantom rudat alkalmaztunk kalibracié céljabol (Small BMD phantom set,
Skyscan1176, Bruker MicroCT, Kontich, Belgium). Az asvanyi anyag stirliség meghatarozasa
a kalcium-hidroxiapatit térfogati stirtiségeket hasznaltuk gramm per kdbcentiméterben (g/cm?).

A rontgensugarcsovet S0kV fesziiltséggel, 500 mA aramerdsséggel (0.5 mm aluminium
filter, 1000 ms expozicids id6) mikddtettiik. A szkennelés 180°-ban tortént a vertikalis tengely
koriil 0.55°-0s 1épésenként. A 3D rekonstrukciot NRecon 1.6.6.0 szoftver (Bruker MicroCT,
Kontich, Belgium) segitségével végeztiik, szoftveres, 25%-0s sugarkeményedés korrekciot
alkalmazva. A 3D adatok standardizalasa Dataviewer 1.4.4 (Bruker MicroCT, Kontich,
Belgium) szoftverrel tortént. Analizalasra a CT Analyzer 1.13.2.1 (Bruker MicroCT, Kontich,

crcr
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abra) kivalasztottunk egy térfogatot a metszéfogakon 900 um-re (100 szelet) disztalis iranyban
a fog alveolusanak sz¢€1étol, amely teriiletbdl késziilt felvételeken végeztiik méréseinket (11.d
4bra). Osszehasonlitottuk a dentin, a zomanc és a pulpa térfogatat a homozigota PACAP-
génhianyos és a vad-tipusu egerek kozott. A fog teljes méretét ebben a 900 um-es régidban a
harom térfogat Osszegeként adtuk meg (zomanc térfogat+pulpa térfogat+dentin térfogat). A
pulpa méretének meghatarozasara a relativ értéket haszndlatunk (pulpa volumen/dentin
volumen) a fog méretbeli kiilonbségeinek kizarasa érdekében (1l.e abra). Az analizald
szoftverben a mandibula csont, a zomanc €s a dentin terliletét megjeldltiik a denzitometriai
mérések elvégzéséhez. A mintak el6készitése a denzitometriai mérésekhez a gyarto eldirasainak
megfeleléen tortént (Bruker: bone mineral density (BMD) and tissue mineral trabecular density
(TMD) calibration and measurement bymicro-CT using Bruker-MicroCT CT-analyzer). A
statisztikai analizist kétmintas t-probaval végeztiik Microsoft Excel Szoftver (Microsoft, USA)

segitségével.
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(a, c). Az alveoldris csontszéltol (AC) disztalis iranyba 900 um-t jeloltiink ki a vizsgadlatra

(d). Volumen mérésre kijelolt: zomanc (z6ld vonal, E), dentin (sarga vonal, D) és pulpa

(narancssarga vonal, P) teriiletek (e).

3.2.2.  Strukturalis analizis Raman mikroszkopiaval 1 éves egerek also

metszofogaibol

A mikro-CT-vel torténé vizsgalatokat kovetdéen a kipreparalt mandibulakon végeztiink

Raman mikroszkopos vizsgélatokat. A mandibuldkat epoxi gyantdba agyaztuk standardizalt

pozicidban. A beagyazott mintdkbol frontalis sikban csiszolatokat készitettiink. A vizsgalt

terlilet standardizdldsa érdekében egy metszési pontként az alsd elsd moldrisok mezidlis
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felszinét alkalmaztuk. Az igy késziilt metszeteken végeztiink strukturdlis analizist Thermo
Scientific DXR Raman mikroszképpal (Olympus BX41 konfokalis mikroszkop, Peltier
elemmel hiitott CCD detektor, Nd-Yag lézerforras-532 nm). A mikroszkop beallitasai a korabbi
vizsgalatban hasznaltakkal megegyeztek. A spektrumokat a zomancbdl és a dentinbdl tiz-tiz
diszkrét pontban vettiik fel (12. abra). A spektrumok értékelésére OMNIC Peak Resolve v8
(Thermo Fisher Scientific Inc.) szoftvert hasznaltunk. A zomanc és a dentin teriiletérdl gytjtott
spektrumokat itt is kiilon-kiilon értékeltilk. A zomancban hidroxiapatit savot, a dentinben
hidroxiapatit és fehérje savot (amid III sav) azonositottunk (12.a, b abra). Fehérje savot az adott
terlileten, a zomancban nem detektaltunk, mivel a zoméancban ezen a teriileten a fehérjetartalom
2%-ra esik a maturacio kovetkeztében (Fukae és Shimizu, 1974; Smith és Nanci, 1989; Bartlett,
2013). Alapvonal korrekciot kovetden vizsgaltuk a foszfat csticsok, a karbonat csucsok és az
amid III cstucsok (1240/1270 cm™) alatti teriiletet. A zoméancban azonositott hidroxiapatit
savokat figyelmen kiviil hagytuk a vizsgalat sordn a valtozatos strukturalis Osszetétel miatt,
amely a folyamatosan fejlodé metszéfogakat jellemzi, mind apico-incisalis iranyban, mind a
zomanc vastagsagaban (Smith and Nanci 1989; Xu et al. 2009; Xu és Wang, 2012).

A mérési pontok meghatarozasa soran a DEJ teriiletét elkeriiltiik a korabban emlitett okbol
kifolyolag, mely szerint az Osszetétel ezen a teriileten eltér a dentin tobbi részétdl (Walker és
Fricke 2006; Xu et al. 2009). Ennek megfeleléen a dentinben a mérési pontok a dentin réteg
kozepére estek. A dentin hidroxiapatit savjanak spektralis analizise soran a karbonat és
foszfatcsucsok alatti teriiletek aranyat vizsgaltuk (vi COs*/v1 POs%). Ez az arany a hidroxiapatit
struktara karbonat tartalmara utal (Santos and Clayton, 1995). A dentin protein spektruméanak
vizsgalata soran az amid III savokat (8§ C-N at 1240 + 2 cm™és & N-H at 1270 + 6 cm™)
jellemzésére (Dollish et al. 1974; Penel et al. 1997). Ertékeléshez az amid 11T 1240/1270 cstcsok
alatti teriiletek ardnyat hasonlitottuk 0ssze PACAP-génhidnyos és vad-tipust egerekben. A
statisztikai kiértékeléshez kétmintés t-probat alkalmaztunk, IBM SPSS Statistics 17.0 szoftver

segitségével.
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12. abra: Dentin és zomanc karakterisztikus Raman spektruma vad-tipusu (a) és homozigota
PACAP-génhianyos (b) egerekben. A foszfit (vi PO4*; 958 cm™) és karbondt (vi CO3%; B-
tipusii, 1070 cm™) csiicsok lathatéak mind a zomdnc (enamel), mind a dentin spektrumdan.
Amid III (5C-N at 1240 £ 2 cm™, 6N-H és 1270 + 6 cm™) deformacios csiicsok lathatéak a

dentinben (amid csuicsok a zomancban az alacsony fehérje tartalom miatt nem detektalhatok).
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4. Eredmények

4.1. Hét napos egerek fejlodé molaris fogainak vizsgalata
4.1.1. Morfometriai analizis

A vad-tipust és homozigota PACAP-génhianyos egerek zomanc és dentin
rétegvastagsaganak dsszehasonlitasa soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a felso elso
molaris fogakban. Szignifikansan vékonyabb dentint talaltunk a PACAP-génhianyos egerekben
a felsé masodik molaris fogak els6 (p<0,05), az als6 els6 molarisok els6 (p<0,001) és az also
masodik molaris fogak els6é és masodik (p<0,01) csiicskei esetében (13-16. abra). A zomanc

vastagsagaban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

Felso elso molaris w Vad-tipusu dentin
120 - PACAP-génhianyos dentin
) " Vad-tipust zomanc
£ 100 | | P
g.; ® PACAP-génhianyos zomanc
2 80 [
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g
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£
= 40 4
o
B4
9
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£
=]
N
< 04
1. csiicsék 2. csiicsok 3. csiicsok

13. dbra: Felso elsé molaris fog harom csiicskén mért zomanc és dentin vastagsag atlag

értékei (atlag+SEM) vad-tipusu és PACAP-génhianyos egerekben.
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14. abra: Felso masodik molaris fog két csiicskén mert zomanc és dentin vastagsag atlag

ertékei (atlag+SEM) vad-tipusu és PACAP-génhidnyos egerekben. (*p<0,05)

® Vad-tipusu dentin
Also els6 molaris PACAP-génhianyos dentin
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140 - Kk

120
100

® PACAP-génhianyos zomanc

A zominc és dentin vastagsaga (um)
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15. abra: Also elsé molaris fog harom csiicskén mért zomanc és dentin vastagsag atlag értékei

(atlagtSEM) vad-tipusu és PACAP-génhianyos egerekben. (***p<0,001)
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16. abra: Alsé masodik molaris fog Keét csticskén mért zomanc és dentin vastagsag dtlag

értékei (atlag+SEM) vad-tipusu és PACAP-génhianyos egerekben. (**p<0,01)

4.1.2. Strukturalis analizis Raman mikroszkdépiaval 7 napos egerek molarisaibol

A dentin szervetlen (hidroxiapatit) fazisanak vizsgalata soran szignifikans kiilonbséget
talaltunk a foszfat (vi POs> 960£1 cm™) csticsok FWHM értékében (I's) a vad-tipusu és a
PACAP-génhianyos egerek kozott (p<0,01). Az értékek nagy része 12-16 cm™ kozé esett a vad-
tipusu egerek esetén, mig a PACAP-génhianyos egerekben az értékek szélesebb skalan
helyezkedtek el (14-19 cm™), a kapott értékek féleg a 17-19 cm™ tartomanyban csoportosultak
(17.a abra).

A kristalyossagi indexek (Clraman=4.9/T's) 0sszehasonlitasa soran a vad-tipust egerekben az
értekek 0,33 és 0,4 kozott csoportosultak nagyobb mértékben, a génhidnyos csoportban
alacsonyabb értékek koriil (0,25 és 0,3) rendezddtek, mely kiilonbség itt is szignifikansnak
bizonyult (p<0,05) (17.b abra).

A dentin relativ karbonat tartalmanak (vi COs?/vi PO4>) meghatarozasa soran szintén
kiilonbségeket talaltunk. Bar a vad-tipusu egér fogaiban az értékek 0,12 és 0,29 kozott, mig a
PACAP-génhianyos egerek esetében pedig egy sziikebb skalan (0,13 és 0,23 kozott)
helyezkednek el, a PACAP-génhianyos egerekben az intenzitds hanyadosok magasabb
értékeknél csoportosulnak (17.c dbra).
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A dentin organikus (fehérje) fazisdban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget.

A zomdnc vizsgalata sordan a fehérje spektrumok Osszehasonlitdsa soran taldltunk
szignifikans kiilonbséget (p<0,05). Az 1240+2 cm™és 127246 cm™ amid III csucsok
hanyadosaban talaltunk kiilonbséget. A kapott értékek a vad-tipusu egerek esetében széles
skalan helyezkednek el (0,47-1,3), ezzel szemben a PACAP-génhianyos egerekbdl kapott
értékek sokkal sziikebb skalan (0,6-0,8) talalhatoak (17.d abra). Egyéb fehérje savokban, mint
az amid I11 (6 CHz, 1346+3 cm™), metil (6 CHs), metilén (6 CH2) és amid I (v CO, 1665+2 cm™)

esetén, valamint az anorganikus fazisban szignifikans kiilonbséget nem talaltunk.
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17. abra: A zomanc és dentinbdl felvett karakterisztikus Raman spektralis paraméterek 7
napos vad-tipusu és PACAP-génhianyos egerekbdl. A dentin foszfatcsucsainak FWHM érteékei
(@); Raman kristdlyossdgi index (Clraman) dentinben (b); relativ karbonat tartalom a dentinben

(c); amid III 1240/1270 savok relativ intenzitdsa (d).

38



4.1.3. |Immunhisztokémiai vizsgalat

Hét napos vad-tipust és homozigota PACAP-génhianyos egerek molaris fogcsiraiban
vizsgaltuk a PACAP szerepét a fogfejlodésben résztvevo jelatviteli utvonalak, az SHH, PTCH1,
Glil expressziojanak tanulmanyozasaval. Immunhisztokémiai modszerekkel kiilonbség
mutathato ki az SHH, PTCHI ¢és Glil expresszidjaban a vad-tipust és PACAP-génhianyos
egerek kozott (18. abra). A fogstruktarakban és azok koriil intenzivebb jel lathatdo mind az SHH,
a PTCH1 és Glil esetében a PACAP-génhianyos egerekbdl késziilt metszeteken. Az SHH
expresszio esetén a legkifejezettebb ez a kiilonbség, mely az ér6 dentalis epithelium molekularis
markereként is szolgal. Nevezetesen fokozott SHH immunpozitivitas mutathato ki a szekrécios
ameloblasztok és a stratum intermedium teriiletén a génhianyos egerekben a vad-tipusu
egerekkel Osszehasonlitva (18.c-f abra). Fokozott PTCHI1 expresszio detektalhatd az
odontoblaszt nyulvanyok teriiletén (nem csak az ameloblasztok teriiletén) a PACAP-génhianyos
egerekben (18.g, h abra).

A PACAP-génhianyos csoportban &sszehasonlitva a vad-tipust egerekkel, intenzivebb
intracellularis Glil expresszié figyelheté meg, mely a szekrécidos ameloblasztok apikalis

teriiletére korlatozodik (18.1, j abra).
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18. dbra: Molaris fogcsira hét napos egérben, hematoxilin-eozin festés molaris fogon (a,b);
SHH (c-f), PTCH1 (g, h) és Glil (i, j) immunohisztokémiaval festett metszetek. Az ,,a” és ,,b”
képeken a négyzetek a nagyobb nagyitds teriiletét jelolik. A fejlédad fogesirdk sejtjeit a
kovetkezdképpen jeloltiik: odontoblaszt-odontoblast, belsé zomdnchdam-inner enamel
epithelium, szekretoros ameloblaszt-secretory ameloblast, odontoblaszt nyilvany-
odontoblastic process (Tomes féle rost), stratum intermedium. Az immunhisztokémiai
felvételek a vad-tipusu (c,e,g,i) és a PACAP-génhidanyos (d.f h,j) egerek molaris fogait
mutatjak. Méretardny: 20 um. SHH pozitivitas lathato a szekretoros ameloblasztban (SecA) és
a stratum intermedium (SI) epithelidlis sejtjeiben (c-f). A PACAP-génhianyos egerek molaris
fogaiban fokozott SHH expressziot detektaltunk. Hasonlo eredményt kaptunk a PTCHI és Glil
eseteben is a vad és PACAP-génhianyos egerek osszehasonlitisa soran, melynek hatterében a

fokozott SHH expresszio feltételezhetd.

40



4.2. Felnétt (1 éves) PACAP-génhianyos és vad-tipusu egerek alsé metszéfogainak
strukturalis és morfometriai 6sszehasonlitasa

4.2.1.  Mikro-CT-vel végzett morfometriai és denzitometriai vizsgalat

A fogak méretének (pulpa volumen+zomanc volumen+dentin volumen; 1l.e abra)
Osszehasonlitdsa soran szignifikansan kisebb fogakat taldltunk a PACAP-génhianyos
csoportban a vad-tipusu egerekhez képest (p<0,05) (19.a abra). Kiilon-kiilon a zomanc és a
dentin volumenét 6sszehasonlitva nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott.
Mivel a fogak teljes méretében kiilonbséget talaltunk a pulpa méretének Osszehasonlitasa
félrevezeto lenne, ezért a dentinhez val6 aranyukat hasonlitottuk 6ssze. A pulpa volumen/dentin
volumen §sszehasonlitasa soran a PACAP-génhianyos csoportban szignifikansan alacsonyabb
értékeket kaptunk (p<0,05) a vad-tipusu allatokhoz viszonyitva (19.b; 20.a, b abra).

A denzitometriai méréseink soran dsszehasonlitottuk a fog koriili csont, & zomanc és a
dentin denzitasat. Szignifikansan alacsonyabb denzitast mértiink a PACAP-génhianyos egerek
dentinjében (0,396 = 0,033 g/cm®) Osszehasonlitva a vad-tipusti egerek metszéfogainak
dentinjével (0,542 = 0,062 g/cm?, 21. 4bra) (p<0,05). A zomanc és a CSONt esetén nem talaltunk

szignifikans eltérést.

Pulpa+dentin+zomanc volumen b Pulpa volumen/ dentin volumen
*
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Vad-tipusu PACAP-génhianyos Vad-tipusa  PACAP-génhianyos

19. dbra: Metszdfogak mérete a vizsgalt teriileten a (pulpa+dentin+zomdanc volumen) vad-
tipusu és PACAP-génhianyos egerekben (a); pulpa dentinhez viszonyitott relativ volumene
(pulpa volumen/dentin volumen) vad-tipusu és PACAP-génhidnyos egerekben
(b); (atlag£SEM; *p<0,05).
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20. dabra: Vad-tipusu (a) és PACAP-génhianyos (b) egerek metszéfogainak reprezentativ
keresztmetszeti kepe (mikro-CT felvétel). P: pulpa teriilete (sotét teriilet). A PACAP-

génhianyos csoportban a pulpakamra sziikebb.
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21. dbra: Kalcium-hidroxiapat denzitds (g/cm®) vad-tipusii és PACAP-génhidnyos egerek
metszofogaiban mikro-CT TMD méréssel. A dentin denzitasa PACAP-génhianyos egerek
metszofogaiban szignifikansan alacsonyabb osszehasonlitva a vad tipusu egerekkel

(atlagtSEM; *p<0,05).
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4.2.2. Strukturalis

metszofogaibol

A dentin hidroxiapatit savjanak vizsgalata soran szignifikans eltérést talaltunk a karbonat
és foszfat csticsok aranyaban (vi COs*/vi POs*) a vad-tipust és PACAP-génhianyos egerek
metszéfogai kozott (p<0.05). A vad-tipust egerekben ez az arany 0,1-0,27 kozotti értékeket
mutatott, 0,16-os atlagértékkel, mig a PACAP-génhidnyos csoport esetében az értékek 0.12-
0,26 kozé estek 0,18 atlagértékkel (22., 24. abra). A dentin fehérje struktirajat vizsgalva az amid
I11 deforméciods rezgési savok alatti teriilet aranyanak dsszehasonlitasa soran (1240/1270 cm™)
szintén szignifikans eltérést talaltunk (p<0.05). Vad-tipust egerekben az arany 0,14-1,57
értékek kozé esett 0,77 atlagértékkel, mig a PACAP-génhianyos csoportban az értékek egy
szlikebb intervallumban 0,28-1,24 kozott helyezkedtek el egy alacsonyabb 0,61 atlagértékkel

(23., 24. abra). A zomanc anorganikus fazisanak elemzését a korabban részletezett okok miatt

elvetettik.
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10

Count

NN NS
QA QO O O O QY QY QY QY O

Dentin Vad-tipus

X PP

Count

10

Raman mikroszkopiaval

1 éves

egerek also

Dentin PACAP-
génhianyos

NN

QO O O

v,CO.*/v, PO,

N

I
Q- Q(}Q(}Q@Q‘}

22. abra: Karbonat/foszfat csucsok aranya (vi CO3*/v1 PO4*;1071/958) vad-tipusii és

PACAP-génhianyos egerek dentinjében. Szaggatott vonal az atlagértéket mutatja.
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23. abra: Amid III csucsok alatti teriiletek aranya (1240/1270) vad-tipusu és PACAP-

génhianyos egerek dentinjében. Szaggatott vonal az atlagértéket mutatja.
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24. abra: Karbonat/foszfat csiicsok ardnya (vi CO3%/vi PO4>;1071/958); Amid III csiicsok
alatti teriiletek aranya (1240/1270) vad-tipusu és PACAP-génhidnyos (KO) egerek
dentinjében (atlag £ SEM).
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5. Megbeszélés

Vizsgalataink soran szignifikans kiilonbségeket talaltunk 7 napos vad-tipust ¢s PACAP-
génhidnyos egerek fejlddé molarisainak ¢és felndtt (1 éves) allatok metszéfogainak vizsgalata
soran, mind strukturalisan, mind morfometriai analizissel. A 7 napos allatokban morfoldgiai
Osszehasonlitdssal a homozigota PACAP-génhidnyos egerekben vékonyabb dentin réteget
talaltunk. A vékonyabb dentin réteg a génhidnyos csoportban a fejlodés késésére utalhat, mely
szembetlindbb a masodik molarisok esetében, mivel azok a fejlédés korabbi stadiumaban
vannak. A dentin fejlédése a nem mineralizalt prekurzornak tekinthetd predentin kialakulésaval
kezdddik, mely a késdbbiekben apatit kristalyok lerakddasaval mineralizalodik. A mineralizacio
¢és predentin képzodésének egyensulyaban keletkezd zavar patoldgias elvaltozasokhoz vezethet,
mint a csokkent dentin vastagsag (Butler et Ritchie 1995; Ye et al. 2004; Nanci 2013d). Az egy
éves (felndtt) vad-tipusu és PACAP-génhianyos egerek als6 metszéfogai kozott is morfometriai
kiilonbségeket talaltunk mikro-CT vizsgalattal. A mérések eredményeként a PACAP-
génhidnyos egerek metszéfogai kisebb méretlinek bizonyultak (zoménc, dentin és pulpa
volumen 0Osszege). Az egy éves allatokban taldlt kisebb fogméret Osszhangban van
kutatdcsoportunk korabbi eredményeivel, miszerint a PACAP-génhianyos egerek elmaradnak
novekedésben (csokkent stilyndvekedés) vad-tipusu tarsaikhoz viszonyitva (Farkas et al. 2017).
A pulpa dentinhez viszonyitott relativ mérete kisebb volt az 1 éves PACAP-génhianyos
egerekben. A pulpakamra sziikiilése a kor elérehaladtaval fizioldgiasnak tekintendd, de
el6fordulhat védekezd reakcidként a pulpét érd karos behatdsokkal szemben. Esetenként a pulpa
teljes obliteracigja is eléfordulhat fog fejlédési rendellenességekben, mint példaul a
dentinogenezis imperfecta esetén (Hart et Hart, 2007; Nanci, 2013d; McCabe et Dummer, 2012;
Hargreaves et Berman, 2016). Vizsgalataink soran bizonyitast nyert az, hogy PACAP hidnyaban
a PACAP-génhianyos egerek fogfejlddése elmarad a vad-tipust egerekéhez képest.

Raman mikroszképidval végzett strukturdlis Gsszehasonlitds eredméyneként a 7 napos
egereknél a zomanc réteg fehérjéiben, illetve a dentin hidroxiapatit fazisaban talaltunk
szignifikans eltéréseket. A foszfat savok (vi POs>) FWHM értéke a dentinben szignifikans
kiilonbséget mutatott a vad-tipusti és PACAP-génhidnyos egerek kozott. A felvett Raman
spektrumon ez a sav 959-960 cm™ kozott taldlhatd, mely jellemzd a bioldgiai apatitokra

(Thomas et al. 2011). A foszfat savokban taldlt eltérések a kristdlyok rovidtdva atomos
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rendezettségében vald kiilonbségekre utal. Szignifikansan magasabb FWHM értékeket talaltunk
a foszfat cstucsokban (v1 PO4*) PACAP-génhianyos egerekben, amely a hidroxiapatit kristalyok
magasabb foku rendezetlenségére utal. A rendezetlenség mértéke a kristalyok méretével €s a
hidroxiapatit kristalyok relativ karbonat tartalmaval hozhat6 6sszefiiggésbe. Raman spektrumon
ananométeres mérettartomanyu apatit kristdlyokban a foszfat csicsok FWHM értéke magasabb,
mig a nagyobb méretii kristalyok esetén a vi POs> savok alacsonyabb FWHM értéket mutatnak
(Thomas et al. 2011). A kristalyok rendezettségében és méretében vald eltérés lehet a .,
szubsztitucio” kovetkezménye, mely soran a molekularis strukturaban a foszfat csoportok
(PO4>) karbonat csoportokkal (COs%) helyettesitédnek (de Mul et al. 1986; Penel et al. 1998).
A Kkarbonat (COsz®) vibraciés mod, azon hidroxiapatit kristalyokra jellemzd, ahol a
kristalyracsszerkezetben a foszfat csoportok ,.B szubsztiticioja” eléfordul. Az ionos
szubsztiticio és a kis kristalyméret nem fiiggetlen egymastol, mindkettd a rendezetlenséget
noveli (Wopenka et Pasteris, 2005; Puceat et al. 2004). A ,,p szubsztiticio” mértékének
meghatdrozasara a karbonat és foszfat (v1 CO3?/v1 POs*) savok relativ intenzitasa hasznalhato.
A PACAP-génhianyos egerek dentinjében mért magasabb értékek a 7 napos egerek molaris
fogaiban magasabb ionos szubsztiticiora utal (karbonat foszfat helyére) az apatit kristalyban,
ami Osszefliggésbe hozhaté a dentin csokkent mértékt kristalyossagaval a génhidnyos
csoportban, melyet a kristalyossagi index (Clraman) eredményei is aldtimasztanak. A ,,jo1”
kristalyosodott hidroxiapatit savok keskenyebbek (alacsonyabb FWHM érték), mig csokkent
kristalyosodas esetén a sav kiszélesedik (magasabb FWHM érték). Az eredmények tiikrében
elmondhatjuk, hogy a PACAP-génhianyos egerek dentinjét kevésbé kristalyosodott,
rendezetlenebb, kisebb krisztallit méretli bioapatit jellemzi. A nagyobb mértékii karbonat

szubsztiticio (,,p-szubsztitticid”) a kristalyracsban szerkezeti eltérést okoz.

A 7 napos egerek fejlodd molarisainak zomancaban kimutatott kiilonbség az amid I1I savok
deformacios rezgéseinek (kotésszog valtozas) intenzitas hanyadosaban, a fehérjék masodlagos
szerkezetének eltérésére utal. Ez az eredmény a rendezett és rendezetlen un. ,,random coil” (nem
valds masodlagos konformacio) szakaszok aranyaban valo eltérést jeloli. Vad-tipust egerekben
a rendezett és rendezetlen szakaszok nagyobb fokt diverzitasat észleltiik Gsszehasonlitva a
PACAP-génhianyos egerekkel (az 1,240 és 1270 cm™ hulldmszamu amid I1I csticsok intenzitas
aranya szélesebb skaldn mozog). A legjellemzdbb rendezett konforméciok az un. ,,a-hélix”, ,,p-

red6k” és a B-kanyar (Nelson et Cox, 2008). A kapott kiilonbségek alapjan e rendezett és
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rendezetlen szakaszok aranyaban eltérés mutatkozik. Fehérjék esetén a konformaciok
kialakuldsa az aminosav szekvencia fliggvénye (Berg et al. 2002). Ezek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a kiilonb6z6 zomancfehérjék egymashoz viszonyitott ardnyaban, vagy
adott fehérjék izoformai kozotti aranyban van eltérés a két csoport zomanca kozott. A gytijtott
informécid6 nem elegendé ahhoz, hogy a kiilonb6zd jelentdsebb konforméciok aranyat
meghatarozza, de alkalmas arra, hogy a masodlagos struktirdk heterogenitdsat megmutassa,
kiilonosen a rendezett és rendezetlen (random coil) struktirak tekintetében. Bizonyos zomanc
fejlédési rendellenességekben, mint az amelogenezis imperfecta esetén, az elvaltozas részben
az amelogenin madasodlagos konformdacidjaban bekdvetkezd zavar kovetkezménye

(Lakshminarayanan et al. 2010).

Az egy éves egerek Raman mikroszkopos Vvizsgalata soran is szignifikdns eltéréseket
talaltunk a dentinben, mind a fehérje, mind a hidroxiapatit fazisban. Ezen eredmények szerint a
PACAP-génhianyos egerek dentinjében a karbonat/foszfat ariny magasabb volt, mely nagyobb
fokt B-tipustt szubsztitiicidt jelent, ahol a foszfat csoportok helyén karbonat csoportok
talalhatoak a kristalyszerkezetben. Hasonloan a hét napos egereknél leirtakhoz, ebben az esetben
IS ez az eredmény Kisebb méretii kristalyokra és a kristalyszerkezet nagyobb foku
rendezetlenségére utal (de Mul et al. 1986; Penel et al. 1998; Thomas et al. 2007, 2011). A
dentin magasabb karbonat tartalma Osszhangban van a 7 napos egerekben leirtakkal, és
Osszefliggésben lehet a az 1 éves egerekben talalt denzitometriai eredményeinkkel, mely szerint
a PACAP-génhianyos egerek dentinjének kalcium-hidroxiapatit térfogati stirisége
szignifikansan alacsonyabb volt. Keményszovetek stirliségének mérése soran a rontgensugar
gyengiilése feltételezhetGen fiigg az anyag kalcium-hidroxiapatit tartalmatol. Bar nem talaltunk
adatot arra vonatkozolag, hogy van-e dsszefliggés a karbonat/foszfat arany és a szoveti dsvanyi
anyag denzitds kozott, oszteopordzis esetén a magasabb karbonat/foszfat tartalomhoz

alacsonyabb denzitometriai eredmények tarsulnak (Faibish et al. 2006).

A dentin és csontok extracellularis matrixaban sok a hasonldsag (Opsahl Vital et al. 2012).
A dentin extracellularis matrixanak 6 alkotoeleme az I-es tipusu kollagén, mely a mineralizacio

strukturalis vazat adja. A kollagén specifikus teriileteihez asszocidltan taldlhatéak a nem-

crer

(Seow, 2014). A matrixban taldlhat6 alkalikus-foszfatdz enzim feltehetden az anorganikus
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fosztat biztositasa (defoszforizalas) révén jatszik fontos szerepet a mineralizacioban (Goldberg
etal. 2011). Oszteogeneziben a PACAP fokozta mind az alkalikus foszfataz, mind az I-es tipust
kollagén mennyiségét. Ezen feliil a PACAP feltehetéen indirekt modon befolyasolhatja az
oszteoblasztok Ca®* transzportjat, és fokozza a csont matrix mineralizaciojat is (Juhasz et al.
2014).

A génhianyos csoport dentinjében talalt szerkezeti eltérések mind a 7 napos, mind az 1 éves
csoport esetén (nagyobb mértékii karbonat szubsztitucid, csokkent kristalyossag, nagyobb
rendezetlenség) a dentin csokkent ellendlasra utal, mivel a kisebb krisztallit méret a specifikus
felszin novekedésével jar, ezaltal nagyobb felszint biztositva a savas behatasoknak

(Featherstone et Lussi, 2006). A feln6tt egerek esetében ez lehet oka sziikebb pulpakamranak.

A Raman mikroszkdépia az egy éves egerek metszOfogainak dentinjének fehérje
struktirdjaban is kiilonbségeket mutatott a két csoport dsszehasonlitasa sordn. Az amid III
1240/1270 csucsok aranyai a vad-tipusu egerekben szélesebb skalan helyezkedik el, ami egy
nagyobb foku strukturdlis diverzitdsra (tobb ,random coil”) utal a fehérjék maésodlagos
konformaciogjat illetden. A dentin kialakuldsanak €s mineralizaciojanak pontos mechanizmusa
még nem pontosan ismert. A dentin fehérjék predomindns alkotéeleme az I-es tipust kollagén.
Az egyéb fehérjéket a dentinben a nem-kollagén fehérjék (NCP-non-collagenous protein)
csoportjaba soroljuk. Az NCP és ezen beliil is a kis integrin koté6 N-glikolizalt fehérjék
(SIBLING-small-integrinbindingligand, N-linked glycoproteins) fontos szerepet jatszanak a
kristalynovekedés és a mineralizacio szabalyozasaban (Butler and Ritchie, 1995; Qin et al.
2004; Orsini et al. 2008). Korabbi vizsgalatok igazoltak a SIBLING fehérjecsaladba tartozo
dentin matrix protein-1 (DMP1) fehérje fontos szabalyozd szerepét a biomineralizacio
szabalyozasaban. Teljes hosszisagi DMP1 gatolja a hidroxiapatit kialakulasat és novekedését,
mig N-terminalis fragmentuma (37K) hidroxiapatit képzést indukal. A teljes lancu fehérje
konformacidja valtozik a hidroxiapatithoz valé kotédés soran (Gericke et al. 2010). A fehérje
»random coil” struktirai lehetévé teszik a kdtddést az asvanyi anyagokhoz, a kollagénhez és a

sejtfelszinekhez (Boskey et Robey, 2013).

crer

fogfejlédésben résztvevd jelatviteli itvonalak finom 6sszehangolt egyensulya hatarozza meg. A

teljes mechanizmus nem tisztazott, és fogtipusok kozott is jelentds eltérések vannak a
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molekularis szabalyozasban (Wang et al. 2007a; Tummers et Thesleff, 2009; Jussila et Thesleff,
2012).

Eredményeink, miszerint a PACAP hatassal lehet a fogak fejlodésére, nem meglepd a
szamtalan fejlédésben kimutatott szerepének ismeretében. A PACAP és receptorai szamos
szervben megtalalhato, és fejlodésiikre hatassal van az embrionalis €let soran (Waschek, 2002).
A 7 napos egerek moléris fogain végzett immunhisztokémiai vizsgalatban a PACAP-
génhianyos csoportban a csokkent PAC1 szignaltranszdukcios kaszkad ,,downstream target”
aktivacioja fokozott SHH, PTCH1 és Gli expressziot eredményezett. Kutatasokban igazolodott,
hogy mas szovetekben is befolyasolja a PACAP a fogfejlddésben résztvevd és leggyakrabban
tanulmanyozott faktorok, mint az SHH és a BMP-k expressziojat (Dassule et al. 2000; Jernvall
et Thesleff, 2000; Thesleff, 2006; Bei, 2009). Az Shh gén expresszio szabalyozasaért a Runx2
(Runt-related transcription factor) transzkripcios faktor feleldés, melynek aktivacidja
(foszforilacioja) a PKA-n keresztiil torténik (Juhasz et al. 2015). Az SHH expresszi6 Runx2
transzkripcios faktor altali szabalyozasat fogban is igazoltak, ahol Runx2™ (génhidnyos) egerek
als6 molaris fogaiban hianyzik, a felsé molarisokban csokkent SHH expressziot figyeltek meg
(Wang et al. 2005). A BMP jelatviteli utvonalaknak jelentés szerepe van a szkeletalis
az intracellularis Smad (transzkripcids faktor) aktivaciot eredményez (Zhang et al. 2016). A
BMP receptorok ktivacidja a csontban alkalikus foszfataz, I-es tipust kollagén vagy csont
specifikus gének expresszidjahoz vezet, mint az osterix transzkripcios faktor. A BMP-k
expresszidjat a CREB (CAMP-reszponziv elem kot6 fehérje- CAMP response element-binding
protein) transzkripcios faktor szabalyozza a PKA jelatviteli Gitvonalon keresztiil (Juhasz et al.
2014, 2015).

A PACAP ezen utvonalakra gyakorolt hatasainak vizsgalati eredményei nem
konzekvensek. Osteosarcoma sejtvonalban (UMR-106) az oszteogenezis soran az exogén
PACAP fokozza a BMP-k (2,4,6,7) és az SHH expresszidjat (Juhasz et al. 2014), mig mas
vizsgalatokban a PACAP BMP4 és SHH antagonistajaként viselkedett. A PACAP receptorok
altal szabalyozott protein kinaz A (PKA) aktivacio a Glil transzkripcids funkcidjat gatolja,
kovetkezésképpen a PACAP idegi strukturdkban az SHH jelatvitel szupresszoraként viselkedik
(Otto et al. 2000; Nicot et al 2002; Lelievre et al. 2006; Hirose et al. 2011; Niewiadomski et al.
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2013). Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a PACAP szerepe sejt specifikusan
fiigg bizonyos ndvekedési faktorok jelenlététdl (Lelievre et al. 2006).

A fébb faktorok koziil a BMP4, BMP2 és az FGF8-nak jelentds szerepe van a homeobox
gén expresszio altal vezérelt folyamatok. A test kiilonboz0 teriiletein kialakul6 egyedi struktarak
fejlodésének szabalyozasaban a homeobox gének jatsszak a fo szerepet. A homeobox gének 180
bazispar hosszia DNS szakaszok, melyek a DNS-k6té homeodomén (60 bazispar) fehérjéket
kodoljak, mely mas gének expresszidjat szabalyozzak (transzkripcios faktorok) (Suryadeva et
Khan, 2015). Fogfejlédés (6. abra) soran a legkorabban megjelené mesenhymalis markerek az
Lhx-6 és Lhx-7 (Lim homeobox gén) melyeket az epithelialis eredetii FGF8 indukal. Elsék
kozott jelenik expresszalodik a Pax9 (paired box-9) gén, mely a fogak lokalizaciojat hatarozza
meg. Ennek expressziojat az FGF8 indukalja, mig a BMP2 és BMP4 a gén regresszidjahoz vezet
(Nanci, 2013b). A homeobox gének koziil fokozott Msx1 (muscle segment box) expresszid
figyelhetd meg sapka stddiumban a zomanccsomo €s a belsé zomanchdm teriiletén, és fokozott
Msx2 epxresszid figyelhetd meg az odontoblasztokban. A DIx (distal less box) gének
megfigyelhetéek mind az epitheliumban, mind a mesechymaban. DIx2 és DIx3 szerepet jatszik
az ameloblaszt differenciacioban és az amelogenezisben csirastadiumban (bud stage). DIx1 ¢és
DIx6 expresszio figyelheté meg a sapka stadiumban és korai harang stadiumban, DIx5 pedig a
,»hyaki hurokban” expesszalodik (Rinky et al. 2013). A csirdk kialakulasat megel6z6en Msx1 és
Msx2 csak a metszOk teriiletén, mig DIx1 és DIx2 a tobb csiicskii fogak teriiletén expresszalddik.
A Barxl (BarH-like homeobox 1) gén expresszidja a metszéfog teriiletén molaris fog
fejlédéséhez vezet. Molaris fogak teriiletén a FGF8 indukélja a Barx1 expresszidjat, mig a
metsz6fogak teriiletén BMP4 regresszalja azt. A BMP4 expresszio kisérletes gatlasa
metszofogak teriiletén, Barx1 indukcidjahoz és MSX gén repressziojahoz vezet (Nanci, 2013b).
Fontos azonban megjegyezni, hogy a BMP4 ¢és az SHH utvonal nem fliggetlen egymastol. Az
epitheliumban expresszalodo BMP4, MSX1, MSX2, ¢és LEF1 expressziot indukal a
mesenchymdban. MSX1-en keresztiil indukalt mesenchymadlis BMP4 expresszid, az
eptiheliumra ,,feedback”-ként hatva fenntartja az SHH expressziojat. BMP4 gatlasa az SHH
repressziojahoz vezet. Ezzel szemben az a BMP4 tilzott expresszidja is az SHH és BMP2 szint

regressziojat okozza (Zhang et al. 2000; Nie et al. 2006).
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Az SHH befolyasolja a differenciaciot, a ndvekedést, a sejtek polarizaciojat (ameloblasztok
Zhang et al. 2008), igy SHH jelatvitel fokozott aktivacidja a 7 napos PACAP-génhianyos egerek
fejlédé molarisaiban részben felelés lehet a vizsgalatainkban talalt kiilonbségekért, ugymint a

génhianyos allatokban talalt csiicsok morfoldgiai eltérésekért.

A leirtakon tul, miszerint a csont €s a dentin extracellularis matrixdban sok a hasonlosag,
fejlodésiik is hasonlo, szabalyozasaban ugyanazon molekulak jatszanak szerepet (BMP, SHH,
WNT), feltehetden ugyanazon funkcidval (Goldberg et al. 2011). A csontokhoz hasonldan a
(ectomesenhyma), az epithelialis eredetii belsé zomancham altal termelt névekedési faktorok és
jelatviteli molekuldk hatasara. A dentin fejlodés kovetkezd 1épése az organikus matrix
kialakulasa, melyet a matrix mineralizacioja kovet (Nanci, 2013d). Oszteoblasztokban exogén
PACAP RUNX2 faktor expresszio fokozodast indukal (Juhasz et al. 2015). A RUNX2 faktornak
tobbek kozt a WNT jelatviteli utvonal indukalja (Lim et al. 2014). A WNT-k a B-catenin
fiiggetlen Gtvonalon (nem-kanonikus) (McCarthy és Centrella, 2010), és a B-catenin fliggd
(kanonikus) utvonalon is képes a RUNX2 faktor indukciojara (Gaur et al. 2005). A WNT/B-
catenin Utvonal jelentds szerepet jatszik a fogak morfogenezisében, bar az egyéb jelatviteli
utvonalakkal val6 interakciol még nem tisztazottak (Liu et al. 2008). Mesenchymalis WNT/f-
catenin jelatvitel gatolja az FGF10 antiapoptotikus hatdsdt a metsz6fogak ,,nyaki hurka”
(cervical loop) koriil talalhaté mesenchymaban (apikalis papilla) (Yang et al. 2015). Kimutatték,
hogy a megvaltozott FGF10 expresszio (FGF10 génhidnyos egerek, késéi FGF10 expresszid) a
metsz6fogak csokkent méretéhez vezet (Yokohama-Tamaki et al. 2006; Kyrylkova et al. 2012).
A PACI receptor ligandtol fliggetlen aktivacioja direkt hatassal van a WNT/B-catenin Gtvonalra.
A PACI receptor ligand independens intrinsic/nyugalmi aktivacioja kulcsfontossagu szerepet
jatszik a WNT/B-catenin jelatviteli ut aktivaciojaban és szabalyozasdban, a PAC1 receptor
dimer képzddése révén. Felvetddik a lehetdosége, hogy a PACAP gatolja a PACI receptor
dimerizaciojat, ezaltal blokkolva a ligand fiiggetlen aktivitasat (Yu et al. 2014). Ezek alapjan
feltételezziik, hogy PACAP hianyaban a génhianyos egerekben a ligand independens hatas és
ennek kovetkeztében a WNT/B-catenin jelatviteli Ut serkentddik, mely felelds lehet a PACAP-

génhidnyos egerekben talalt kisebb méretii metszéfogakért. A WNT /B-catenin tul-aktivacidja a
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fogak morfologiai €s mineralizacids eltéréséhez vezet (Zhang et al. 2016). A B-catenin
folyamatos aktivacidja a dentalis papilla mesenchymalis sejtjeiben fokozott dentin képzodéshez
vezet (Kim et al. 2011), mely felelds lehet a sziikebb pulpatirért. A WNT/B-catenin fiiggetlen
jelatviteli utvonalak és a PACAP illetve PACI1 receptor Osszefiiggéseire jelenleg nincs
informaci6é az irodalomban. A WNT jelatvitelben a Wingless saperon fehérje esszencialis.
Ennek delécioja (WIsfl/fl egerek) osteoclastin expresszald sejtekben (oszteoblaszt,
odontoblaszt, cementoblaszt, ameloblaszt) a dentin fejlddés zavardhoz vezet. A
legszembetlinbb morfologiai valtozds a génhidnyos csoportban a pulpakamra sziikiilése,
fokozott dentin vastagsag mellett. Ennek hatterében a Runx2 faktor odontoblaszt differenciaciot
gatlo hatasanak (DSP gatlas, melynek feloldasa sziikséges az odontoblaszt differencidciohoz)
hianyat feltételezik. Lee és munkatarsai vizsgalataban a megndvekedett dentin volumen és
szlikebb pulpakamra mellé¢ fokozott dentin denzitas is tarsult, melyet vizsgéalataik alapjan nem
WNT jelatvitel hianya okoz (Lee et al. 2014). Mivel a PACAP szintén képes a Runx2
transzkripcios faktor indukciojara PKA aktivaciojan keresztiil (25. abra), feltételezhetd, hogy a
PACAP-génhianyos csoportban, a csokkent faktorszint okozza a metsz6fogakban Lee és

munkatarsai vizsgalatdhoz hasonl6 eltéréseket.

A fogak fejlodésének elézéekben leirt komplex szabalyozasa lehet6séget ad a PACAP
interakcidjara a kiilonbozo jelatviteli folyamatokban. Pontos szerepének és inetrakcidinak
megismeréséhez tovabbi molekularis bioldgiai vizsgalatok sziikségesek. A PACAP hatasait
csontban a fogfejlédésben ismert faktorokra korabban leirtak (Juhasz et al. 2015). A csont és
fogak fejlodésében igazolt hasonlosdgok miatt feltételezhetden a PACAP hatésai a fogakban is
ugyanugy érvényesiilnek. A PAC1 receptor aktivacioja intracellularisan PKA aktivaciot
eredményez a megemelkedett cAMP szint eredményeként. Oszteoblaszban a CREB aktivacioja
PKA hatasara nem jelentds. Ugyanakkor PACAP fokozza Runx2 expresszidjat. SHH kotédése

crer

------

al. 2014).
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25. abra: Az dbra a PACAP jelatvitel hatdsait mutatja be oszteogén Sejt differenciacioban
(oszteoblaszt) (Juhasz et al. 2015).

A fogfejlédés teljes molekularis mechanizmusa maig nem tisztazott, és a hét napos egerek
fejlodé molaris fogain végzett vizsgalatok immunhisztokémiai eredményei alapjan
feltételezhetjiik, hogy a PACAP hidnya a faktorok érzékeny egyensulyanak zavarahoz vezet
(Nagatomo et al. 2008). A hét napos PACAP-génhianyos egerekben végzett vizsgalatok a fogon
elsoként mutattak ki, hogy a PACAP szerepet jatszhat a fogfejlédés molekularis

szabalyozéasaban.

Kutatésainkkal sikertilt igazolni, hogy az endogén PACAP hianya eltérésekhez vezet a fogak
fejlddésében, mineralizaciojaban. Megéllapitasunk nem meglepd annak tiikrében, hogy a
PACAP fontos szerepet jatszik az idegrendszer fejlédésében, és a fogak egyes részei (dentin,
cement pulpa, és parodontalis struktirak) is a neuroectodermabol fejlddnek. A mineralizdcidoban
¢s morfologiaban tapasztalt eltérések esetén kérdéses, hogy a fogakban mért kiilonbség a

génhidnyos csoportban a PACAP hidnyanak direkt hatdsa, vagy az egyéb fiziologids
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funkcidkban bekovetkezett valtozadsok kovetkezménye-e. Kutatdocsoportunk PACAP-
génhianyos csoportban lassabb sulyndvekedést figyelt meg. Ugyanebben a vizsgalatban a
metszofogak korabbi el6torését tapasztaltuk a génhianyos csoportban (Farkas et al. 2017). Bar
ezek alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP hianya indirekten befolyasolja a fogak fejlodését, a
7 napos egereken, a fogfejlddésben résztvevd jelatviteli 1utvonalakon végzett
immunhisztokémiai vizsgalatok direkt hatdst igazolnak, hasonléan a csontok és porcok

fejlodésében résztvevo jelatviteli ttvonalakhoz (Juhasz et al. 2015.).

Jovobeli céljaink kozott vizsgdlni steretnénk a PACAP és a fogfejlodésben résztvevod
jelatviteli utvonalak Osszefiiggéseit, illetve a PACAP antiinflammatorikus és antiapoptotikus

hatasait a fogak pulpéjara.

A fogak regenerativ, revitalizacids, illetve a pulpa gyulladasainak kezelési lehetdségei
folyamatos kutatasok célpontja. Mivel a fejlodé fogak gyokéri teriiletén nagy szamban
talalhatoak multipotens mesenchymalis sejtek (SCAP- stem cell apical papilla), melyek nagy
lehetéségeit vizsgalni. A mindennapi klinikai gyakorlatban ezen sejtek differenciacios és
regenerativ potencialjat felhasznaljuk a ,, regenerativ endodonciai” kezeléseink soran. Ismerve
a PACAP antiinflammatorikus valamint az itt bemutatott hatésait a fogak fejlodésére, felmeriil

a lehetésége a PACAP ilyen célu felhasznalasanak, bar ehhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A parodontalis ligamentum multipotens sejtjeiben rejlé lehetéségek a parodoncium
regenerativ kezeléseiben a kutatasokat a novekedési faktorok és citokinek alkalmazéasanak
iranyaba mozditotta el (Chen et al. 2011). Nonaka korabban leirta a parodoncium regeneracioja
soran a PACI1 receptorok aktivaciojat, illetve a PACAP pozitiv idegrostok szamanak

emelkedését (Nonaka et al. 2013). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP szerepet jatszhat

crer

Itt fontos megjegyezni, hogy mas jelatviteli utvonalakhoz hasonléan a PACAP hatasai
eltérhetnek sejt (szovet) specifikusan, ezért e folyamatok molekularis biologiai feltérképezése

munkacsoportunk késébbi célja.
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6. Osszefoglalas

A munkank soran a kovetkezo 0j eredményeket mutattuk ki a PACAP-génhianyos és vad-

tipusu egerek fogfejlodésének dsszehasonlitasa soran:

1. Morfometriai mérés alapjan 7 napos homozigéta PACAP-génhidnyos egerek molaris

fogaiban a dentin fejlédése elmarad a vad-tipust alomtestvérek molaris fogaihoz képest.

2. Strukturalisan eltérés mutatkozott a 7 napos vad-tipusu és PACAP-génhianyos egerek
molaris fogainak zoméancaban és dentinjében. A génhidnyos csoport dentinjében magasabb
karbonat tartalmat, nagyobb fokui rendezetlenséget és alacsonyabb kristalyossagot
igazoltunk (Clraman). A zomanc fehérjék masodlagos struktirajaban nagyobb foku

diverzitast talaltunk a vad-tipusu csoportban.

3. A7 napos egerek immunhisztokémiai vizsgalataval az SHH jelatviteli utvonalban eltérés
mutatkozott. A PACAP-génhianyos csoportban fokozottabb SHH/PTCH1/GIil expressziot
talaltunk, mely az irodalommal 6sszhangban van, miszerinta PACAP antagonizalja az SHH

jelatviteli titvonalat.

4. Felndtt (1 éves) egerek vizsgalata sordn mikro-CT-vel végzett morfometriai
Osszehasonlitassal eltérést talaltunk a fogak méretében, a pulpa méretében, a dentin
denzitasaban. A PACAP-génhianyos egerek als6 metszéfogai szignifikansan kisebbek, a
pulpa a dentinhez viszonyitva kisebb és a dentin denzitdsa alacsonyabb a vad-tipust

egerekhez képest.

5. Strukturalis vizsgalattal a metszéfogak dentinjében magasabb karbonat tartalmat,
nagyobb foku rendezetlenséget talaltunk. A dentin fehérjék sszehasonlitasa soran a vad-

tipust egerekben nagyobb foku diverzitast talaltunk a masodlagos strukturaban.
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