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1. Bevezetés
1.1. PACAP (hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid)

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (pituitary adenylate-cyclase activating
polypeptide-PACAP) egy pleiotrop, multifunkcionalis neuropeptid, melyet elészor 1989-ben
birka hypothalamusbol izolaltak ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) aktivalo hatasa
alapjan. A PACAP a vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP)/szekretin/novekedési hormont
felszabaditdo hormon (growth hormon releasing hormon-GHRH)/gliikagon szupercsalad tagja,
két ismert biologiailag aktiv varianssal, ami a PACAP-27 és a PACAP-38. A szupercsalad tagjai
koziil a PACAP aminosav szekvenciaja €s hossza a legkonzervaltabb, mely alapvetd bioldgiai
funkciok szabalyozasaban betoltott fontos szerepére utal. Harom, eddig ismert receptora koziil
a PAC1 receptor (PACAP receptor 1-es tipus, PAC1R) a PACAP-ra nézve nagy affinitassal és
VIP tekintetében alacsony affinitassal rendelkezik. A VPAC1 (VIP/PACAP receptor 1-es tipus)
és a VPAC2 (VIP/PACAP receptor 2-es tipus) receptorok egyforma affinitassal kotik a PACAP-
ot és a VIP-t. Alternativ splicing kdvetkeztében a PAC1R-nak szamos varidnsa ismert, mely
hozzéjarul a PACAP pleiotrop hatdsahoz. A PACAP és PACI receptor expresszidja mar az
embrionalis fejlddés nagyon korai szakaszaban is megfigyelhetd a neuroepithelialis sejtekben.
Szamos intracellularis szignaltranszdukcios kaszkad szabalyozasaban szerepet jatszik, mely
neuronalis sejtekben hatdssal van tobbek kozott a neurogenezisre, neuronalis védelemre,
migraciora, differenciaciora és a szinaptikus kapcsolatok kialakulasara. Legnagyobb
mennyiségben a kozponti és periférids idegrendszerben taldlhat6, de a PACAP és receptorai
jelenlétét kimutattdk tobbek kozt a 1€gzd, urogenitalis, kardiovaszkularis szervrendszerben,

fiilben valamint a fogak pulpajaban és a parodonciumban is.

A PACAP szerepet jatszik élettani folyamatok szabalyozasdban, mint példaul a
termoregulacio, motoros aktivitas, taplalkozas és a cirkadian ritmus. Neurotrofikus,
neuroprotektiv és daltalanos citoprotektiv hatdsai mellett anti-inflammatorikus ¢€s anti-
apoptotikus hatasai ismertek. Altalanos citoprotektiv hatisit az idegrendszeren kiviil is
kimutattak, mely feltételezhetéen anti-inflammatorikus ¢és anti-apoptotikus hatasanak

k6szonheto.

A PACAP-génhidnyos (PACAP KO) egerekkel lehetdséglink van az endogén PACAP
szerepének vizsgalatara fiziologias és patologias koriilmények kozott. A vad-tipusu,
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heterozigdta és homozigéta PACAP-génhidnyos egerek kozott makroszkopos morfologiai
kiilonbség nem mutatkozik, azonban finomabb moddszerekkel (immunhisztokémia,
elektronmikroszkopia) és funkcionalis vizsgalatokkal jelent6s eltérések igazolhatok. Az
endogén PACAP hianya biokémiai, magatartasbeli és funkciondlis elvaltozdsokhoz vezet, és
emellett neuronalis fejlodési zavar is megfigyelhetd. A homozigota PACAP-génhianyos
egereket ér6 karos hatasok esetén nagyobb mértékii 1éziot irtak le vad-tipusu tarsaikhoz képest,
mint példaul bilateralis arteria carotis communis lekotést kovetden iszkémias retina degeneracio

nagyobb mértékii a génhidnyos csoportban.
1.2.Fogak fejlédésének alapjai

A fogak az elsé garativ ectodermdjabol és ducléc eredetli ectomesenchymalis sejtekbdl
fejlodnek. Az ectodermalis eredet alapjan feltételeztiik, hogy a PACAP-génhianyos egerekben
a PACAP hidnya a neurondlis fejlddés mellett hatassal lehet fogak fejlodésére is.

Az emberi ¢s ragesald fogazat fejlédése hasonld. A fogfejlodés stadiumai a fogazattal
rendelkez6 gerincesekben egy jol konzervalt folyamat. A fogfejlddés négy f6 egymast kovetd
részre oszthatd: a fogléc kialakulasa, a fogesira kialakulasa, sapka stadium és a harang stadium.
Munkénk elsd részében hét napos egerekben vizsgaltuk az elsd és masodik fejlédé molaris

fogakat a kés6i harang stadiumban (1. abra).

A fogfejlodés az epithelium és az alatta elhelyezkedd ectomesenchyma kozotti, szigoraan
szabalyozott egymasra hatds kovetkezménye. Azon konzervélt jelatviteli utak, melyek az
embrionalis fejlédés szabalyozasaért felelosek, sziikségesek a fogak fejlodéséhez is. A
fogfejlodés kezdeti iniciaciojat és morfogenezisét ugyanazon molekuldk szabalyozzak, mint
egyéb ectodermalis szervek fejlodését. Eddig tobb, mint 300 gént azonositottak fogfejlodésben.
Az utdbbi iddben jelentds elorelépés tortént az epithelialis-mesenhymalis ,,parbeszéd”-ben
résztvevo kulcs fontossagu transzkripcios faktorok és jelatviteli molekuldk azonositasa terén,
koztiik olyan peliotrop morfogéneket vizsgaltak, mint a csont-morfogenetikus-fehérjék (bone
morphogenetic protein-BMP), fibroblaszt novekedési faktorok (fibroblast growth factor-FGF),
sonic-hedgehog (SHH) ¢és a Notch és Wingless fehérjecsaladok (WNT). Tobb vizsgalat is
igazolta a PACAP ¢és ezen faktorok interakcidjat. SHH az ameloblaszt differenciacid és matrix
szekrécid egyik kulcs fontossagu regulatora. Neuronalis kisérleti modellekben igazoltak a

PACAP downstream targetjei és az SHH jelatviteli utvonal kozotti interakciot. SHH faktor
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receptorahoz (PTCH1) kapcsolddva Glil transzkripcios faktor aktivaciot eredményez, ezaltal

crer

1.3. A fogak keményszoveteinek osszetétele

Az érett zomanc szerves anyag tartalma kevesebb, mint 1%, 96%-a szervetlen anyag (féleg
hidroxiapatit kristaly-HAP) és 3%-a viz. A zomanc fejlédésétél a maturacidig a karbonat
tartalom folyamatosan csokken, mely befolyasolja a zomanc fizikai és kémiai tulajdonsagait. A
zomanc szerves anyag matrixat amelogenin (90%) és nem-amelogenin fehérjék (enamelin,
ameloblastin) alkotjak. Ezen fehérjéknek fontos szerepe van a zomanc kristalyosodasanak

szabalyozéasaban.

A dentint egy csont jellegli szdvet, melyet a teljes vastagsagaban athaladé szorosan
elhelyezked6 odontoblaszt nyulvanyokkal kit6ltott (Tomes-féle rostok) dentin tubulusok
jellemeznek a pulpatdl a dentin-zomanc junkcioig. A dentin alkotja a fog mineralizalt
szoveteinek f6 tomegét. A dentin a zomancnal kevésbé, a csontszdvetnél jobban mineralizalt.
Az érett dentinben, tomegszazalék tekintetében koriilbeliil 65-70%-ban anorganikus (HAP),
20%-ban organikus elem és 10%-ban viz alkotja. Szerves allomanyanak nagy részét I-es tipusa
kollagén teszi ki (90%), emellett szamos nem-kollagén, csont és dentin specifikus fehérjék
talalhatoak, melyek foként a dentin szialofoszfoprotein (DSPP) szarmazékai. A kollagén a
dentin szerkezeti vazat adja, mig a nem-kollagén fehérjék a kristalyosodas szabalyozasaban

jatszanak szerepet (1. abra).



1. abra: Fejlodo felsé masodik molaris reprezentativ képe hét napos egérben. Fekete nyil a

zomancot, fehér nyil a dentint jeloli.
1.4. 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. Egy masik korabbi vizsgalat szerint
kovetden. Kutatocsoportunk a homo- és heterozigéta PACAP-génhianyos és vad-tipusu egerek
posztnatalis fejlédését megfigyelve tapasztalta, hogy him allatok esetében a metszéfogak
szignifikansan korabban tornek eld a génhianyos egerek esetén Osszehasonlitva a vad-
tipustiakkal. A PACAP fogfejlodésre gyakorolt hatasat korabban nem vizsgaltak, ezért

kutatasaink soran célul tliztiik ki ezen folyamatok feltérképezését.



2. Célkitizések

Célul thztik ki az endogén PACAP hidnyanak fogfejlodésre gyakorolt hatdsdnak
megismerését. Kutatasaink elsd szakaszaban hét napos vad-tipusu és homozigéta PACAP-
génhidnyos egerek fejlodé molaris fogait hasonlitottuk 6ssze. Vizsgalataink soran morfometriai
¢és szerkezeti vizsgalatokat végeztiink szovettani ¢és Raman mikroszkopia segitségével, melyet a
fogfejlodés szabalyozasanak hatterében all6 molekuldris biologiai Gtvonalak feltérképezése

céljabol immunhisztokémidval is kiegészitettiink.

A munkénk masodik szakaszban 1 éves vad-tipusi és homozigéta PACAP-génhidnyos
egerek folyamatosan fejlodo alsé metszéfogait vizsgaltuk. Micro-CT segitségével morfologiai
¢s denzitometrias méréseket végeztiink, majd a metsz6fogakbol késziilt csiszolatokat Raman

mikroszkdpia segitségével elemeztiik.
3. Anyagok és mdédszerek

Vizsgalatainkat homozigota PACAP-génhianyos és vad-tipusi CD1 egereken végeztiik.
Vizsgalataink soran az allattartds és a Kkisérletek kivitelezése a Pécsi Tudomanyegyetem

BA02/2000-15024/2011 szamu ellenérzott protokolljanak megfelelen tortént.

3.1. Hét napos vad-tipusu és homozigota PACAP-génhianyos egerek fejlodé molaris
fogainak osszehasonlitasa

3.1.1. Metszetkészités morfometriai analizishez és Raman mikroszkopiahoz

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

A fogak keményszoveteinek morfologiai és strukturalis vizsgalatai soran vad-tipusu
(PACAP+/+, n=6 morfologiai analizis, n=4 strukturalis analizis) és homozigota PACAP-
génhianyos (PACAP-/-, n=6 morfologiai analizis, n=4 strukturalis analizis) egerek fejlodo
moldaris fogait hasonlitottuk 0ssze. A metszetkészités fagyasztdsos technikdval késziilt. Az

elokeészitett egér fejekbdl szagittdlis iranyban 10 pm vastag metszeteket készitettiink.



3.1.2. Morfometriai analizis

A posztnatalis hetedik napon az egerek els6 és méasodik 6rl6 fogai a késdi harang stadiumban
vannak. A fejlédé zomanc és dentin vastagsagat mértiik a molaris fogak csiicsokcsticsain a nativ
metszeteken. A méréshez a metszetekr6l minden molarisrol kiilon digitalis felvételeket
készitettiink. A felvételeken a fels6 els6é molaris, a fels6 masodik molaris, alsé elsé molaris és
az als6 masodik molaris, zomanc és dentin vastagsdgat mértiik. Statisztikai analizisként

kétmintas t-probat alkalmaztunk.

3.1.3. Strukturalis analizis Raman mikroszképiaval hét napos egerek

molarisaiban

Méréseinket az el6z6 vizsgalatban hasznalt, nativ fagyasztdsos technikaval késziilt
metszeteken végeztiik a Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi és Informatikai Kar,
Asvanytani, Geokémiai és Kozettani Tanszékén. Vad-tipusi és homozigota PACAP-
génhianyos egerek molaris fogaiban hasonlitottuk 6ssze a dentin és zomanc dsszetételét, amihez
Thermo Scientific DXR Raman mikroszkopot alkalmaztunk. A dentinbdl és zomancbdl felvett
spektrumokon HAP és fehérje csucsokat tudtunk azonositani. Az adatok normalitasvizsgalatat
kovetden a statisztikai kiértékelés kétmintas t-probaval tortént. Az anorganikus komponensek
spektrumanak kiértékelését a kristalyossagi index meghatarozasaval végeztiik, a POs> csucsok
félértékszélleség (FWHM) értékeinek és egy referencia (magmatikus apatitban mért) POs*>
FWHM érték felhasznalasaval (Clraman=4.9/T's). A magasabb FWHM (alacsonyabb Clraman) @
hidroxiapatit kristalyok nagyobb rendezetlenségére utal. A kristalyok rendezettségét a relativ
karbonat tartalom befolyasolja, melyet a karbonat csucsok (vi COs? 1072+1 cm™) és a foszfat
csticsok (v1 POs* 960+1 cm™) hanyadosaként hatdroztunk meg. A rétegek fehérje spektruméanak
értékelése soran az alabbi savokat vizsgaltuk: amid | (v CO, 1665+2 cm™), amid 111 (6 C-N,
1240+2 cm™;6 N-H, 127246 cm™ és § CHp, 1346+3 cm'™), metil (6 CH3) és metilén (6 CH,). Az

amid I és amid III savok a fehérjék méasodlagos konformacigjardl adnak informaciot.
3.1.4. Immunhisztokémiai vizsgalat

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat kollabordcioban végeztilkk a Debreceni Egyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézetével. Hét napos

allatok (PACAP+/+, n=3, PACAP—/—, n=3) fejeibdl szagittilis irdnyban sorozatmetszés



késziilt 5 pm-es vastagsagban. A metszeteken immunhisztokémiai festést végeztiink SHH,
PTCH1, Glil expresszidjanak vizsgalatdhoz. A metszeteken a vad-tipusu és homozigéta
PACAP-génhianyos egerek molaris fogcsirait vizsgaltuk. Digitélis felvételeken, harom kutato

egymastol fliggetleniil meghatarozta a sejtek €s az antitestek lokalizaciojat a fogesirakban.

3.2. Felnétt (1 éves) homozigota PACAP-génhidnyos és vad-tipusu egerek alsé

Mmetszofogainak strukturalis és morfometriai 6sszehasonlitasa

A fogfejlédésben érintett faktorok hidnya a molaris fogak és a metszéfogak fejlodését és
mineralizaciojat eltéré modon befolyasolja. Ebben a vizsgalatunkban 1 éves homozigota
PACAP-génhianyos (PACAP -/-; n=6) és vad-tipusi (PACAP +/+; n=5) egerek also
metsz6fogainak Osszehasonlitdsa tortént morfometriai analizissel, melyet mikro-CT
segitségével végeztink. A metszéfogak strukturdlis Osszehasonlitasara mikro-CT

denzitometriat és Raman mikroszkopot alkalmaztunk.
3.2.1. Mikro-CT-vel végzett morfometriai és denzitometriai vizsgalat

A vizsgalathoz mikro-CT gyartdjanak (Skyscan 1176, BrukerMicroCT, Kontich, Belgium)
utasitasainak megfelel6en el6készitettiik az egerek mandibulait. Az alsé allcsontokat fogaszati
viaszba agyaztuk szkenneléshez (9 pum-es voxel mérettel). Szoveti asvanyi anyag strliség
mérésé¢hez fantom rudat alkalmaztunk kalibracié céljabol. Az éasvanyi anyag slriiséget a
kalcium-hidroxiapatit  térfogati  siirliség meghatarozasaval  végeztik gramm  per

kdbcentiméterben (g/cm?).

Osszehasonlitottuk a dentin, a zomanc és a pulpa térfogatat homozigéta PACAP-génhianyos
¢s vad-tipust egerek kozott. A fog teljes méretét egy standardizalt 900 um-es régioban harom
térfogat Osszegeként adtuk meg (zomanc térfogat+pulpa térfogat+dentin térfogat). A pulpa
méretének meghatarozasara a relativ értéket hasznalatunk (pulpa volumen/dentin volumen) a
fog méretbeli kiilonbségeinek kizarasa érdekében. Az analizald szoftverben a mandibula csont,
a zomanc €s a dentin teriiletét megjeloltiik a denzitometriai mérések elvégzéséhez. Statisztikai

kiértékelésként kétmintas t-probat alkalmaztunk.



3.2.2. Strukturilis analizis Raman mikroszképiaval 1 éves egerek also

metszoéfogaiban

A micro-CT vizsgalatban hasznalt mandibulabol standardizalt modon frontalis csiszolatokat
készitettiink. A spektrumokat a zomancbol és a dentinbdl tiz-tiz diszkrét pontban vettiik fel. A
zomancban hidroxiapatit savot, a dentinben hidroxiapatit és fehérje savot (amid III sav)
azonositottunk. A zomancban azonositott hidroxiapatit savokat figyelmen kiviil hagytuk a
vizsgalat soran, a valtozatos strukturalis Osszetétel miatt, amely a folyamatosan fejlodo
metszofogakat jellemzi, mind apico-incisalis irinyban, mind a zomanc vastagsagaban. A dentin
hidroxiapatit savjanak spektralis analizise soran a karbonat és foszfatcsucsok alatti teriiletek
aranyat vizsgaltuk (vl COs*/v1 PO4>), mely a hidroxiapatit struktira karbonat tartalméra utal.

A dentin protein spektrumanak vizsgalata soran az amid III savokat analizaltuk.



4. Eredmények

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

A vad-tipusi és homozigota PACAP-génhianyos egerek zomanc ¢és dentin
rétegvastagsaganak dsszehasonlitdsa soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a felsé elso
molaris fogakban. Szignifikansan vékonyabb dentint talaltunk a PACAP-génhianyos egerekben
a felsé masodik molaris fogak els6 (p<0,05), az also els6 molarisok els6 (p<0,001) és az also

masodik molaris fogak elsé és masodik (p<0,01) csiicskei esetében.

4.1.2. Strukturalis analizis Raman mikroszkopidaval hét napos egerek

molarisaiban

A dentin szervetlen fazisanak vizsgalata soran szignifikans kiilonbséget talaltunk a foszfat
csticsok FWHM értékében a vad-tipusu és a PACAP-génhianyos egerek kozott. A génhianyos
csoportban az értékek szélesebb skalan helyezkedtek el (p<0,01). A kristalyossagi indexek
Osszehasonlitasa soran a vad-tipusu egerekben az értékek 0,33 és 0,4 kozott csoportosultak
nagyobb mértékben, a génhianyos csoportban alacsonyabb értékek koriil (0,25 és 0,3), mely
kiilonbség itt is szignifikansnak bizonyult (p<0,05). A dentin relativ karbonat tartalmanak (v1
COs%/v1 POs*) 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
intenzitas hdnyadosok magasabb értékeknél csoportosulnak. A dentin organikus (fehérje)
fazisdban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. A zomanc vizsgalata soran a fehérje
spektrumok Osszehasonlitasa soran talaltunk szignifikans kiilonbséget (p<0,05). Az
1240+2 cm™és 1272+6 cm™ amid III cstcsok hédnyadoséaban 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.
Egyéb fehérje savokban, valamint az zomanc anorganikus fazisaban szignifikans kiilonbséget

nem talaltunk.



4.1.3. Immunhisztokémiai vizsgalat

Immunhisztokémiai mdodszerekkel a fogstruktarakban és azok koriil intenzivebb jel lathatéd
mind az SHH, a PTCH1 és Glil esetében a PACAP-génhianyos egerekbdl késziilt metszeteken.
Fokozott SHH immunpozitivitds mutathatdé ki a szekrécidos ameloblasztok és a stratum
intermedium teriiletén, fokozott PTCH1 expresszi6 detektalhatd az odontoblaszt nytlvanyok és
az ameloblasztok teriiletén ¢€s intenzivebb intracellularis Glil expresszio figyelhetd meg a
szekrécios ameloblasztok apikalis tertiletén a PACAP-génhidnyos csoportban dsszehasonlitva a

vad-tipust egerekkel.

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) &sszehasonlitasa
soran szignifikansan kisebb fogakat talaltunk a PACAP-génhianyos csoportban a vad-tipust
egerekhez képest (p<0,05). A pulpa volumen/dentin volumen dsszehasonlitasa soran a PACAP-
génhianyos csoportban szignifikansan alacsonyabb értékeket kaptunk (p<0,05) a vad-tipust
allatokhoz viszonyitva. A denzitometriai méréseink soran sszehasonlitottuk a fog kortili csont,
a zomanc €s a dentin denzitdsat. Szignifikansan alacsonyabb denzitast mértiink a PACAP-
génhianyos egerek dentinjében (0,396 + 0,033 g/cm®) &sszehasonlitva a vad-tipusu egerek
metszéfogainak dentinjével (0,542 = 0,062 g/cm?®) (p<0,05).

4.2.2. Strukturalis analizis Raman mikroszkopiaval 1 éves egerek also

metszoéfogaiban

A dentin hidroxiapatit savjanak vizsgalata soran szignifikans eltérést talaltunk a karbonat és
foszfat cstucsok aranyaban (vi COs®/vi PO4>) a vad-tipusa és PACAP-génhianyos egerek
metszofogai kozott (p<0,05). A vad-tipusu egerekben ez az arany 0,1-0,27 kozotti értékeket
mutatott, 0,16-os atlagértékkel, mig a PACAP-génhianyos csoport esetében az értékek 0,12-
0,26 kozé estek 0,18 atlagértekkel. A dentin fehérje strukturjat vizsgilva az amid III
deformacids rezgési savok alatti teriilet aranyanak Osszehasonlitisa soran (1240/1270 cm™)
szintén szignifikans eltérést talaltunk (p<0,05). Vad-tipusu egerekben az arany 0,14-1,57
értekek kozé esett 0,77 atlagértékkel, mig a PACAP-génhianyos csoportban az értékek egy
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szlikebb intervallumban 0,28-1,24 kozott helyezkedtek el egy alacsonyabb 0,61 atlagértékkel.

A zomanc anorganikus fazisat a korabban részletezett okok miatt elvetettiik.

11



5. Megbeszélés

Vizsgalataink soran szignifikans kiilonbségeket talaltunk hét napos vad-tipust és
homozigota PACAP-génhianyos egerek fejlodé moldrisainak és felndtt (1 éves) allatok
metsz6fogainak vizsgalata soran, mind strukturalisan, mind morfometriai analizissel. A hét
napos allatokban morfologiai 6sszehasonlitassal a homozigota PACAP-génhianyos egerekben
vékonyabb dentin réteget talaltunk. A vékonyabb dentin réteg a génhidnyos csoportban a
fejlodés késésére utalhat, mely szembetiindbb a masodik molarisok esetében, mivel azok a
fejlodés korabbi stddiumaban vannak. A dentin fejlddése a nem mineralizalt prekurzornak
tekinthetd predentin kialakuldsdval kezdddik, mely a késObbiekben apatit kristalyok
lerakodéasaval mineralizalédik. A mineralizacié és predentin képzddésének egyenstulyaban
keletkezd zavar patoldgias elvaltozdsokhoz vezethet, mint a csokkent dentin vastagsag. Az egy
éves (felndtt) vad-tipusu és homozigota PACAP-génhidnyos egerek als6 metszéfogai kozott is
morfometriai kiilonbségeket taldltunk mikro-CT vizsgélattal. A mérések eredményeként a
homozigota PACAP-génhianyos egerek metszéfogai kisebb méretlinek bizonyultak (zomanc,
dentin és pulpa volumen Osszege), a pulpa dentinhez viszonyitott relativ mérete kisebb volt az
1 éves PACAP-génhianyos egerekben. Az egy éves allatokban taldlt kisebb fogméret
Osszhangban van kutatocsoportunk korabbi eredményeivel, miszerint a homozigota PACAP-
génhianyos egerek elmaradnak novekedésben (csokkent sulyndvekedés) vad-tipust tarsaikhoz
viszonyitva. A pulpakamra szlikiilése a kor eldrehaladtaval fiziologiasnak tekintendd, de
eléfordulhat védekezd reakcioként a pulpat érd karos behatasokkal szemben. Esetenként a pulpa
teljes obliteracidja is eléfordulhat fogfejlédési rendellenességekben, mint példaul a

dentinogenezis imperfecta.

Raman mikroszkopidval végzett strukturalis 0sszehasonlitas eredményeként a hét 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-tipust és PACAP-génhianyos egerek kozott. A felvett Raman
spektrumon ez a sdv 959-960 cm™ kozott talalhatd, mely jellemzd a bioldgiai apatitokra. A
foszfat savokban talalt eltérések a kristalyok rovidtavi atomos rendezettségében vald
kiilonbségekre utal. Szignifikdnsan magasabb FWHM értékeket talaltunk homozigota PACAP-

génhidnyos egerek dentinjében, mely a hidroxiapatit kristdlyok magasabb foku
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rendezetlenségére utal. A rendezetlenség mértéke a kristadlyok méretével és a hidroxiapatit
kristalyok relativ karbonat tartalmaval hozhatd Osszefiiggésbe. Raman spektrumon a
nanométeres mérettartomanyt apatit kristalyokban a foszfat csuicsok FWHM ¢értéke magasabb,
mig a nagyobb méretii kristalyok esetén a vi PO4s% savok alacsonyabb FWHM értéket mutatnak.
A kristdlyok rendezettségében ¢és méretében vald eltérés lehet a B szubsztitucid”
kovetkezménye, mely soran a molekularis struktiraban a foszfat csoportok (PO4*) karbonét
csoportokkal (CO3?) helyettesitédnek. A karbonat (COs%) vibraciés mod, azon hidroxiapatit
kristalyokra jellemzd, ahol a kristalyracsszerkezetben a foszfat csoportok ., szubsztitiicidja”
eléfordul. Az ionos szubsztiticid és a kis kristalyméret nem fiiggetlen egymastol, mindkettd a
rendezetlenséget noveli. A ,,p szubsztitiicid” mértékének meghatarozasara a karbonat és foszfat
(vi CO3%/v1 PO4>) savok relativ intenzitisa hasznalhato. A homozigota PACAP-génhianyos
egerek dentinjében mért magasabb értékek a hét napos egerek molaris fogaiban magasabb ionos
szubsztiticiora utal (karbonat foszfat helyére) az apatit kristalyban, ami 6sszefiiggésbe hozhato
a dentin csokkent mértékii kristalyossagaval a génhidnyos csoportban, melyet a kristalyossagi
indeX (Clraman) eredményei is alatimasztanak. A ,,jol” kristalyosodott hidroxiapatit savok
keskenyebbek (alacsonyabb FWHM érték), mig csokkent kristalyosodds 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 hét napos egerek fejlodé molarisainak zomancaban kimutatott kiilonbség az amid III
savok deformacids rezgéseinek (kotésszog valtozas) intenzitds hanyadosaban, a fehérjék
masodlagos szerkezetének eltérésére utal. Ez az eredmény a rendezett és rendezetlen Un.
,random coil” (nem valos masodlagos konformacié) szakaszok aranyaban vald eltérést jeloli.
Vad-tipusu egerekben a rendezett és rendezetlen szakaszok nagyobb foka diverzitasat észleltiik
Osszehasonlitva a homozigota PACAP-génhianyos egerekkel. A zomancfehérjék masodlagos
szerkezetének csokkent diverzitdsa a PACAP-génhidnyos csoportban hatdssal lehet a fog
zomanc mineralizacidjara. A zomancfehérjék 90%-at az amelogenin teszi ki, melynek kritikus
szerepe van a zomanc mineralizacid szabalyozasaban. Az amelogenin masodlagos strukturaja
befolyasolja a kristalyok iranyitott novekedését a zomancprizman beliil, ezaltal a normalis
zomancfejlddést. Amelogenenzis imperfecta egy zomancfejlédési rendellenesség, mely az

amelogenin masodlagos struktirajaban bekdvetkezd destabilizacio kovetkezménye.
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Az egy éves egerek Raman mikroszképos vizsgalata sordn is szignifikans eltéréseket
talaltunk a dentinben, mind a fehérje, mind a hidroxiapatit fazisban. Ezen eredmények szerint a
homozigota PACAP-génhidnyos egerek dentinjében a karbonat/foszfat ardny magasabb volt,
mely nagyobb foku B-tipust szubsztituciot jelent. Hasonloan a hét napos egereknél leirtakhoz,
ebben az esetben is ez az eredmény kisebb méretii kristalyokra és a kristalyszerkezet nagyobb
foku rendezetlenségére utal. A dentin magasabb karbonat tartalma 6sszhangban van a hét napos
egerekben leirtakkal, és Osszefliggésben lehet az 1 éves egerekben talalt denzitometriai
eredményeinkkel, mely szerint a homozigoéta PACAP-génhianyos egerek dentinjének kalcium-
hidroxiapatit térfogati stirisége szignifikansan alacsonyabb volt. Keményszovetek stiriségének
mérése soran a rontgensugar gyengiilése feltételezhetden fiigg az anyag kalcium-hidroxiapatit
tartalmatol. Bar nem taldltunk adatot arra vonatkozolag, hogy van-e Osszefiiggés a
karbonat/foszfat ardny €s a szdveti asvanyi anyag denzitds kozott, oszteopordzis esetén a

magasabb karbonat/foszfat tartalomhoz alacsonyabb denzitometriai eredmények tarsulnak.

A Raman mikroszkopia az egy éves egerek metszéfogainak dentinjének fehérje
strukturajaban is kiilonbségeket mutatott a két csoport Osszehasonlitdsa soran. Az amid III
1240/1270 csucsok aranyai a vad-tipusu egerekben szélesebb skalan helyezkedik el, ami egy
nagyobb foku strukturdlis diverzitasra (tobb ,random coil”) utal a fehérjék masodlagos
is hatassal lehet a mineralizaciora. A dentin fehérjék predominans 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 koté N-glikolizalt fehérjék
(SIBLING-small-integrinbindingligand, N-linked glycoproteins) fontos szerepet jatszanak a
kristalyndvekedés és a mineralizacid szabalyozasaban. Bar a dentin fejléddés és mineralizacio
pontos mechanizmusa még nem teljesen ismeret, valtozas mutathato ki a dentin matrix protein-
soran. A SIBLING fehérjék ,,random coil” struktirai lehetové teszik a kotddést az asvanyi

anyagokhoz, a kollagénhez ¢és a sejtfelszinekhez.

A génhianyos csoport dentinjében talalt szerkezeti eltérések mind a hét napos, mind az 1
éves csoport esetén (nagyobb mértékli karbonat szubsztiticio, csokkent kristalyossag, nagyobb

rendezetlenség) a dentin csokkent ellenallasra utal, mivel a kisebb krisztallit méret a specifikus
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felszin novekedésével jar, ezéltal nagyobb felszint biztositva a savas behatasoknak,
megnovekedett szolubilitassal. A feln6tt egerek esetében ez lehet oka a metszéfogakban talalt

sziikebb pulpa kamranak.

crer

fogfejlédésben résztvevd jelatviteli itvonalak finom 6sszehangolt egyensulya hatarozza meg. A
teljes mechanizmus nem tisztazott, és fogtipusok kozott is jelentOs eltérések vannak a
molekuléris szabalyozasban. Korabban mas szovetben igazoltak, hogy a PACAP képes egyes,
a fogfejlédésben szerepet jatszo, faktorok expresszidjat befolyasolni. A legtobb vizsgalatban a
PACAP az SHH és a BPM4 antagonistajaként viselkedett. A PACAP kivaltotta protein kinaz A
(PKA) aktivacio a Glil transzkripcids funkcidjat gatolja, ezért neuronalis szovetekben a
PACAP-ot a SHH jelatvitel szupresszoraként tartjuk nyilvan. Homozigdta PACAP-génhianyos
hét napos egerek moléris fogaiban a csokkent PAC1 szignaltranszdukcios kaszkad ,,downstream
target” aktivacioja fokozott SHH jelatviteli Gitvonal expressziot eredményezett. Mivel az SHH
novekedését, polarizaciojat, a fogak csiicskének morfologidjat a fogfejlédés soran, a PACAP-
génhianyos csoportban az utvonal fokozott expresszioja felelds lehet a Raman mikroszkdpiaval
¢észlelt mineralizacid és fehérjestruktira eltéréseiért. Ezen eredményeink alapjan a PACAP
hianyaban a fogfejlédésben szerepet jatszo faktorok érzékeny egyensulya diszharmonikussa

valhat.

Mesenchymalis WNT/B-catenin jelatvitel gatolja az FGF10 antiapoptotikus hatdsat a
metszéfogak ,,nyaki hurka” (cervical loop) koriil taldlhatdé mesenchymdaban (apikalis papilla).
Kimutattak, hogy a megvaltozott FGF10 expresszio (FGF10 génhidnyos egerek, késéi FGF10
expresszio) a metsz6fogak csokkent méretéhez vezet. A PACI receptor ligand independens
intrinsic/nyugalmi aktivéacidja kulcsfontossagu szerepet jatszik a WNT/B-catenin jelatviteli ut
aktivacigjaban és szabdlyozasdban a PACI receptor dimer képzddése révén. Felvetddik a
lehetdsége, hogy a PACAP gatolja a PACI receptor dimerizacidjat, ezaltal blokkolva a ligand
fliggetlen aktivitdsat. Ezek alapjan feltételezziik, hogy PACAP hidnyaban, a génhianyos
egerekben a ligand independens hatas és ennek kovetkeztében a WNT/B-catenin jelatviteli ut
serkentddik, mely felelds lehet a PACAP-génhidnyos egerekben taldlt kisebb méretii

metszOfogakért.
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A fogfejlodésben szerepet jatszo faktorok koziil a BMP-k szerepe jelentés. A BMP-k

c ey

------

is. Osteosarcoma sejtvonalban (UMR-106) az oszteogenezis soran az exogén PACAP fokozza

a BMP-k és egyik 6 receptoranak (BMPR1) expresszidjat.

A mineralizacioban €s morfologidban tapasztalt eltérések esetén kérdéses, hogy a fogakban
mért kiilonbség a génhianyos csoportban a PACAP hiadnyanak direkt hatasa, vagy az egyéb
fiziologias funkciokban bekovetkezett valtozdsok kovetkezménye-e. Kutatocsoportunk
PACAP-génhianyos csoportban lassabb sulynovekedést figyelt meg. Ugyanebben a
vizsgalatban a metsz6fogak korabbi el6torését tapasztaltuk a génhidnyos csoportban. Bar ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP hidnya indirekten befolyasolja a fogak fejlodését, a hét
napos egereken a fogfejlédésben résztvevo jelatviteli itvonalakon végzett immunhisztokémiai

vizsgalatok eredményei direkt hatast igazolnak.

Kutatasainkkal elsdként sikeriilt igazolni, hogy az endogén PACAP hidnya eltérésekhez
vezet a fogak fejlédésében, mineralizacidjaban. Megallapitasunk, hogy az endogén PACAP
hatassal van a fogfejlodésre, nem meglepd annak tiikrében, hogy a PACAP fontos szerepet
jatszik az idegrendszer fejlédésében, és a fogak egyes részei (dentin, cement pulpa, és

parodontalis strukturdk) is a neuroectodermabdl fejlédnek.

16



Osszefoglalas

Munkank soran a kovetkezo6 0j eredményeket mutattuk ki a homzigota PACAP-génhianyos

¢és vad-tipusu egerek fogfejlédésének dsszehasonlitdsa soran:

1. Morfometriai mérés alapjan hét napos homozigdta PACAP-génhianyos egerek molaris

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

2. Strukturalisan Raman mikroszkopiaval eltérés mutatkozott a hét napos vad-tipusua és

génhianyos egerek molaris fogainak zomancaban €s dentinjében.

3. A hét napos egerek immunhisztokémiai vizsgalataval az SHH jelatviteli ttvonalban
eltérés mutatkozott. A génhianyos csoportban fokozottabb SHH/PTCH1/GIlil expressziot
talaltunk, mely az irodalommal 6sszhangban van, mely szerint a PACAP antagonizalja az

SHH jelatviteli utvonalat.

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 homozigota PACAP-génhianyos egerek also 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 Osszehasonlitasa sordn a
homozigota PACAP-génhidnyos egerekben alacsonyabb foku diverzitast taldltunk a

masodlagos struktirdban.

Tovabbi céljaink vizsgalni a PACAP ¢és a fogfejlodésben résztvevd jelatviteli utvonalak
Osszefiiggéseit, illetve a PACAP anti-inflammatorikus és antiapoptotikus hatésait a fogak

pulpajaban.
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