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Bevezetés

A fogbél (pulpa dentis) €16, er6sen differencialt kotdszovet, amely alapvetd szerepet
valaszok koordinalasaban. Gyulladasos folyamatok soran — mint pulpitisben — a foghél sejtjei
oxidativ és gyulladdsos mediatoroknak vannak kitéve, amelyek szovetkarosodast ¢és
fajdalomérzetet eredményezhetnek. A pulpitis sejtszinti mechanizmusainak feltardsa ezért
kiemelt jelentdségli a diagnosztikai és terapids stratégiak fejlesztésében.

A Tranziens Receptor Potencial (TRP) ioncsatorna-csalad egyik fontostagja, a tranziens
receptor potencial ankyrin 1 (TRPA1), nem-szelektiv kationcsatorna, amely elsésorban Ca?*
bearamlasat kozvetiti. Aktivaciojat kiilonbozo fizikai és kémiai ingerek valthatjak ki, koztiik az
oxidativ stressz soran képzddo reaktiv oxigénszarmazékok (ROS). Bar a TRPAI ismerten
szerepet jatszik az érzdidegek fajdalomkozvetitésében, egyre tobb adat utal arra, hogy a fogbél
nem idegi sejtjeiben — példaul odontoblasztokban és fibroblasztokban — is funkcionalis
jelentoséggel bir.

Az oxidativ stressz a pulpitisz korélettandnak meghatarozé tényezdje: a gyulladéasos
mediatorok ¢és bakteridlis hatasok fokozzak a ROS-termelést, ami sejtkdrosodashoz,
mitokondrialis diszfunkciohoz és apoptézishoz vezethet. A TRPA1 kozvetlen redox-
érzékenysége azt sugallja, hogy a csatorna az oxidativ folyamatok fontos moduldtora, és
aktivacidja pozitiv visszacsatolasi mechanizmus révén tovabb fokozhatja a sejtek oxidativ
terhelését és a gyulladas fennmaradasat. Mindezek alapjan a TRPAT1 szerepének vizsgalata a
fogbélsejtekben alapvetd jelentdségli  lehet, a pulpitis patomechanizmusidnak jobb
megeértéséhez.

Kutatasunk célja ezért a TRPA1 expressziojanak, miikodésének és oxidativ stresszel
valo kapcsolatanak feltardsa egy in vitro pulpitis modellben, valamint annak vizsgalata, hogy a
csatorna gatlasa képes-e mérsékelni a sejtkarosodést ¢és a mitokondridlis diszfunkciot. A
vizsgalatokhoz humdn huméan pulpa eredetli primer sejttenyészeteket alkalmaztunk, a
gyulladasos kornyezetet polinozin-policitidil sav indukcioval modelleztiik, és a TRPA1
expressziojat RNS ¢és fehérjeszinten egyarant elemeztiikk. A funkciondlis aktivitast Ca*'-
imaging, a ROS-termelést fluoreszcens probak, a sejtek életképességét pedig MTT-alapu
vizsgalatok segitségével mértiik.

A génexpresszid pontos térbeli vizsgalatara — kiilonosen komplex, sokféle sejttipust
tartalmazo szovetekben, mint a fogbél — a hagyomanyos RT-qPCR korlatozott, mivel a

homogenizalt mintabdl szarmazé RNS nem hordoz informaciét a szoveti lokalizaciorol. Ezzel
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szemben az in situ hibridizacid6 (ISH) a lokalizalt génexpresszidt mutatja megtartott szoveti
struktura mellett. Ugyanakkor az ISH kivitelezése kalcifikalt szovetekben — példaul fogakban
— kiilonosen nehéz, mivel a dekalcifikdcid savas vagy hosszi ideji eljardsai az RNS
érzékenységli valtozata, amely tobbszoros probak ¢€s erds jelamplifikacio révén a részlegesen
degradalt mRNS detektélasara is alkalmas. Bar a modszer sikeresen alkalmazhato dekalcifikalt
csontmintakban, a fogakon torténd optimalis alkalmazasrol kevés adat all rendelkezésre. A
fogbelet koriilvevd mineralizalt szovetek— dentin és zoméanc — jelentésen megnehezitik a
mintael6készitést és a megfeleld RNS-mindség megdrzését. A szakirodalom arra utal, hogy a
hagyomanyos dekalcifikalo eljarasok jelentés mRNS-veszteséggel jarhatnak, ezért a technika
alkalmazasa gondos optimalizaciot igényel.

Annak érdekében, hogy a késébbiekben in vivo vizsgalataink sordan az RNAscope
technikat is alkalmazhassuk, tanulmanyunk mésodik részében 6t kiillonbozd dekalcifikacios
modszert értékeltiink egér metszéfog-mintakon, vizsgalva a szovettani struktiira megdérzését €s
az mRNS integritasat. A cél egy olyan mintaelokészitési protokoll meghatarozasa volt, amely

a legjobban tamogatja az RN Ascope alkalmazasat fogszovetekben.



Célkitiizés

1. A TRPAI1 szerepének vizsgalata pulpitis modellben

e A TRPAI ioncsatorna expresszidjanak meghatarozdsa human dentalis pulpasejtekben
normal és gyulladasos koriilmények kozott.

e Annak vizsgalata, hogy gyulladasos stimulus hat4sara bekovetkezik-e a TRPA1
expresszidjanak és funkcionadlis aktivitdsanak megvaltozasa.

e A TRPA1l-medialt Ca**-jelatvitel jellemzése gyulladasos kdrnyezetben.

2. Oxidativ stressz és TRPA1 kolcsonhatasanak elemzése

e Az oxidativ stressz kialakuldsanak vizsgalata in vitro pulpitis modellben.

e Annak meghatarozasa, hogy a TRPA1 aktivéacidja hogyan jarul hozza a reaktiv
oxigéngyokok termelddéséhez.

o A TRPAI farmakologiai és genetikai gatlasanak hatasa az oxidativ karosodas

meértékére.

3. Modszertani optimalizalais RNAscope ISH vizsgalatokhoz

o Kiilonboz6 dekalcifikéacios eljarasok dsszehasonlitasa ragesaldo fogmintdkon a
szdvettani szerkezet megdrzése szempontjabol.

e Az egyes dekalcifikacios modszerek hatasanak vizsgéalata az mRNS integritasara
RNAscope in situ hibridizaci6 alkalmazasaval.

e Olyan mintapreparalasi protokollok azonositasa, amelyek egyidejiileg biztositjak a

megfelelé morfologiat és a molekularis érzékenységet.

4. Transzlacios jelentoség

e Olyan kisérletes alap megteremtése, amely hozzajarulhat a fogbélgyulladés sejtszintii
patomechanizmusainak jobb megértéséhez.
e A TRPAI mint potencialis terapids célpont szerepének alatamasztasa gyulladasos

eredetli dentalis korképekben.



Anyagok és modszerek

Primer human fogbélsejt (hDPC) kulturak létrehozasa

A primer hDPC-ket ép, harmadik molarisokbol izolaltuk, amelyeket egyébként
egészséges paciensektdl tavolitottunk el helyi érzéstelenités mellett ortodonciai okbol a
Debreceni Egyetem Fogorvostudomanyi Karan. A paciensek irdsos beleegyezd nyilatkozatot
adtak, és az eljarast a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsaga hagyta
jovéa az alabbi azonositészdmmal: ETT TUKEB 49849-3/2016/EKU. Az extrakciot kdvetden a
fogakat 3% natrium-hipoklorit oldattal fertétlenitettiik 2 percig, majd foszfatpufferelt sooldattal
(PBS; 115 mM NaCl, 20 mM Na.PO.a, pH 7,4; valamennyi Sigma-Aldrich/Merck, St. Louis,
MO, USA) oblitettiik és pamutgézzel szaritottuk. Korono-apikalis irdnyban bemetszést
végeztiink sterilizalt fogaszati gyémant fissura fardval (Hager & Meisinger GmbH, Neuss,
Németorszag), nagysebességli kézidarab (W&H Dentalwerk Biirmoos GmbH, Biirmoos,
Ausztria) hasznalataval, folyamatos bd vizhiités mellett, egészen addig, amig a pulpakamrat
koriilvevd dentinfal vékony, de még folytonos maradt. A metszett fogakat transzport médiumba
(DMEM-F12 tenyésztoldat kiegészitve 10% magzati marhaszérummal (FBS) (mindkettd
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), penicillinnel (500 U/ml), streptomicinnel (500
ug/ml) és amfotericinnel (1,25 pg/ml) (valamennyi Sigma-Aldrich)). helyeztiik és jégen tartva
a sejttenyésztd laboratoriumba szallitottuk tovabbi feldolgozasra. Steril laminéris aramlast
filke alatt a fogakat steril Bein gyokéremeldvel (MEDICOR Kézimiiszer Zrt., Debrecen,
Magyarorszag) feltortiik, majd a koronalis és a radikularis pulpaszovetet steril endodonciai Kerr
reszelével (#30; Dentsply Sirona, Charlotte, USA) és fogaszati csipesszel (MEDICOR
Kézimiiszer Zrt., Debrecen, Magyarorszag) tavolitottuk el.

A pulpaszovetet j Petri-csészébe helyeztiik azonos Gsszetételit médiumba, és sebészi
szike #20 (Feather, WPI, Sarasota, FL, USA) segitségével 1-2 mm-es darabokra apritottuk. A
pulpaszovetet ezt kdvetden kollagenaz I (3 mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és
dispaz (4 mg/ml; Gibco, Waltham, MA, USA) oldataban emésztettiik 1 6ran at 37°C-on. A
kapott sejtszuszpenzidt 6-lyukt tenyésztéedénybe (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) oltottuk és tenyésztettiik azonos dsszetételi médiumban 37°C-on, paras inkubatorban,
5% COs: jelenlétében. A kultarakat naponta ellendriztiik invertalt mikroszkdppal (Olympus
Corp., Center Valley, PA, USA) esetleges kontaminacio és sejtnovekedés szempontjabol.
Amikor a kultardk elérték a 70-80%-os konfluenciat, vagy tovabbpasszaltuk Oket tovabbi

vizsgalatokhoz, vagy krioprezervaltuk késobbi felhasznalasra folyékony nitrogénben. A



passzalas soran a sejteket kétszer alaposan PBS-sel mostuk, majd 0,05% Trypsin-EDTA-val
(Sigma-Aldrich) 10 percig tripszineztiik, a tripszint tenyésztémédium hozzaadasaval
semlegesitettiikk, a sejteket centrifugaltuk (125 x g, 8 perc, szobahdmérsékleten), majd
tenyésztdoldatban (DMEM-F12 + 10% FBS) reszuszpendaltuk. A kisérletekhez csak legfeljebb
5-sz0r passzalt hDPC-ket hasznaltunk fel.

Génexpresszios vizsgadlatok

Az MRNS-transzkriptumok expressziojat reverz transzkripciot kovetd kvantitativ
valoésidejiit PCR-rel (RT-qPCR) hataroztuk meg. A teljes RNS izolalasa TRIzol reagenssel
(Thermo Fisher Scientific) tortént a gyarté utasitasai szerint, majd a kinyert RNS
mindségellendrzését Nanodrop-1000 spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA) végeztiik, a nukleinsavtartalmat 260 nm-en, a fehérjeszennyezddést 280 nm-en mért
abszorbancia segitségével jellemeztiik. Ezt kdvetden 2 pg teljes RNS-t cDNS-sé irtunk at a
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval, a
gyart6 protokollja szerint. A PCR-amplifikacio a TagMan universal PCR master mix protokoll
(Thermo Fisher Scientific) és TagMan génexpresszids assay-k felhasznalasaval tortént (assay
ID-k: Hs00175798 m1 a TRPAl-hez, Hs00202960_ml1 a TRPC5-h6z, Hs01066091 ml a
TRPM2-h6z, Hs00257553 ml a TRPM3-hoz, Hs01066596 ml1 a TRPMS8-hoz,
Hs00218912_m1 a TRPV1-hez, Hs00275032_m1 a TRPV2-hoz, Hs00376854 ml a TRPV3-
hoz, Hs00222101_m1l a TRPV4-hez, Hs00985639 ml az IL-6-hoz, Hs00174103 ml az IL-
8/CXCL8-hoz, Hs01551078-m1 a TLR3-hoz, Hs00533490 ml1 a SOD1-hez [szuperoxid-
diszmutaz 1], Hs00167309 ml a SOD2-héz, Hs00156308 m1 a CAT-hoz [katalaz], és
Hs00829989 gH a GPX1-hez [glutation-peroxidaz 1]). Belsé kontrollként a peptidil-prolil
izomeraz A (PPIA), a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) és a B-aktin (ACTB)
transzkriptumait hataroztuk meg (assay ID-k rendre: Hs99999904 m1, Hs99999905 m1,
Hs99999903 ml). A génexpresszio (CT-értékek) megbizhatosaganak biztositasa érdekében
harom technikai ismétlést alkalmaztunk. A transzkriptek mennyiséget a haztartasi gének
expressziojara normalizaltuk a ACT moédszerrel, referenciaként a haztartasi gének geometriai

atlag CT-értéke szolgalt.



erer

A kiilonbozd kezeléseknek 24 oran 4t kitett hDPC-kultarak feliiluszoit (100 000 sejt
kultaranként) Osszegytyjtottiik, és human IL-6 és IL-8 jelenlétének meghatarozasara
kereskedelmi forgalomban kaphatdo ELISA készlettel vizsgaltuk (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA) a gyarto protokolljai szerint. A mikrotiter lemezeket befog6 antitesttel vontuk
be, amelyet bevonopufterben (0,1 M Na.COs, pH 9,5, 10 N NaOH -val beallitva) higitottunk, és
4°C-on inkubaltuk egy ¢éjszakan at. Ezutan a lemezeket assay higitoval (10% magzati
marhaszérum PBS-ben) inkubaltuk szobahdmérsékleten 1 o6ran keresztiil, mikozben
elkészitettlik a standard- €s minta-higitasokat, szintén assay higitoban. A koncentracios
standardokat és a mintdkat a megfeleld lyukakba adagoltuk, és 2 6ran keresztiil inkubaltuk
szobahomérsékleten. Két ora elteltével minden lyukhoz hozzdadtuk a detektor munkaoldatot
(detektalo antitest + SAv-HRP reagens), €s 1 6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten. A 1épések
kozott a lemezeket mosopufferrel (0,05% Tween-20 PBS-ben oldva) mostuk. A mosast
kovetéen minden lyukhoz szubsztratoldatot (tetrametil-benzidin és hidrogén-peroxid
citratpufferben, pH 5,0) adtunk 30 percre, sotétben, majd stop oldatot (2 N H2SOa). Az
abszorbanciat 405 nm-en mértiik a reakcid ledllitasat kovetd 30 percen beliil. A citokinek
mennyiségét (pg/ml) az IL-6 és IL-8 standardok sorozathigitasaval készitett kalibracios gorbe

alapjan szamitottuk ki.

Az intracellularis Ca?*-koncentracio fluoreszcens mérései

A citoplazmatikus Ca?*"-koncentracié ([Ca*']ic) valtozéasait a fluoreszcens, Ca?'-
érzékeny Fura-2 festékkel mértiik. A méréseket korabban optimalizalt protokollunk szerint
végeztik (53). A hDPC-ket 96-lyukq, fekete falti/atlatszo alji lemezekbe (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Ausztria) szélesztettiik 20 000 sejt/lyuk sejtsiirliséggel tenyésztd médiumban,
¢és 1 napig tenyésztettiik. Masnap a sejteket poly(I:C)-vel vagy vivoanyaggal kezeltiik tovabbi
24 o6ran keresztiil. A kezelést kovetéen a sejteket 2 uM Fura-2 AM-mel (Thermo Fisher
Scientific), tenyésztémédiumban oldva, 37°C-on 30 percig toltottiikk. A sejteket haromszor
mostuk, majd Ca?"-pufferben (150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl.-6H.0O, 2 mM
CaCl.-2H-0, 10 mM gliik6z-xH20, 10 mM HEPES, pH 7,4; mind Sigma-Aldrich) inkubaltuk
(100 pl/lyuk). A plate-eket ezutan FlexStation 3 multimodalis mikroplate-olvasoba (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) helyeztiik, és a [Ca?"]ic-t a folyamatosan mért fluoreszcencia

segitségével kovettok nyomon, mikdzben a sejteket kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazott
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vegyliletekkel kezeltik. A mérés soran egy lyukban egy anyagnak csak egy adott
ahol az F340 a 340 nm-es gerjesztés és 510 nm-es emisszio mellett mért fluoreszcencia, mig az
F380 a 380 nm-es gerjesztés és 510 nm-es emisszid mellett mért fluoreszcencia. A kisérleteket
tobb lyukban megismételve végeztikk, és az egyes lyukakban 1évé sejteket egymastol
fuggetleniil szélesztettiik, tenyésztettiik és kezeltik. Az adatelemzés soran az N ezeket a
fliggetlen lyukakban zajlott kisérleteket jeloli. A kisérleti terv szerint N = 6, azonban néhany
mintat kizartunk az elemzésbdl nyilvanvald pipettazasi hiba és/vagy a pozitiv kontrollként a
kisérletek végén alkalmazott ionomicinre adott valasz hidnya miatt.

A valaszad6 sejtek eloszlasdnak vizsgdlatdhoz a [Ca*']ic-t egyedi sejtekben mértiik
fluoreszcens mikroszkoppal. Ezekhez a mérésekhez a sejteket fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalatra alkalmas, liveg aljii Petri-csészékbe (Ibidi, Gréifelfing, Németorszag) szélesztettiik,
€s 24 oran at poly(I:C)-vel vagy vivo kontrollal kezeltiik. Ezt kovetden a sejteket 2 uM Fluo-4
AM-mel (Thermo Fisher Scientific) toltottiik fel, majd a Zeiss LSM 5 Live konfokalis
fluoreszcens mikroszkop (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) targyasztalara helyeztiik
a fluoreszcencia mérésére. A Ca**-pufferben oldott vegyiileteket gravitacios elven miikodd
lokalis perfuzios rendszerrel juttattuk a vizsgalt sejtek kdzelébe, mikdzben a puffer folyamatos
eltavolitasat perfuzids pumpdval mikddtetett szivorendszer biztositotta, fenntartva a
folyamatos aramlast a mérések soran. A fluoreszcenciat 490 nm-es gerjesztési €s 520 nm-es
emisszios hullamhossz mellett monitoroztuk. A [Ca?']ic valtozasait F1/FO formaban
jellemeztiik, ahol az F1 az aktudlis fluoreszcenciat, mig az FO a mérés kezdetén, barmilyen

vegylilet alkalmazésa el6tti bazalis fluoreszcencia atlagat jelenti.

A mitokondrialis szuperoxid-termelédés mérese

A mitokondrialis szuperoxid-termelédést a MitoSOX™ Red assay (Thermo Fisher
Scientific) alkalmazéasaval vizsgaltuk, amely egy specifikusan a mitokondriumokba targetalt,
szuperoxid-érzékeny fluoreszcens festéken alapul. A festék a mitokondriumban keletkezd
szuperoxidgyokok hatasara oxidalodik, mas reaktiv oxigén- vagy nitrogéngyokokkel nem
reagal. Az oxidalt forma a mitokondridlis nukleinsavakhoz kotddve hozza 1étre a fluoreszcens
jelet, amelynek intenzitasa aranyos a mitokondridlis szuperoxid-termelés mértékével, ezaltal
lehetové téve az egyes kezelések oxidativ hatdsdnak kvantitativ 6sszehasonlitasat. A kisérletek
soran 2 x 10* sejtet szélesztettiink 200 ul DMEM-F12 médiumban 96-lyuku, fekete fald,

atlatsz6 alji mikrolemezekbe (Greiner Bio-One), majd a sejteket 24 oran Kkeresztiil

9



tenyésztettiik. A kdvetkezé napon minden lyukhoz 50 pl MitoSOX Red fluorogén festékoldatot
adtunk és a sejteket 20 percig inkubaltuk 37 °C-on. Ezt kovetden a sejteket poliinozin:policitid il
savval (poly(1:C); InvivoGen, San Diego, CA, USA), valamint TRPAL csatorna agonistakkal
¢s antagonistakkal kezeltiikk kiilonb6zé koncentraciokban. Pozitiv kontrollként 10 pg/ml
Antimycin A-t alkalmaztunk. A fluoreszcens jelet FlexStation 3 mikrolemez-olvasoval
(Molecular Devices) mértiik 510 nm gerjesztési €s 580 nm emisszids hullamhosszak mellett, a
kezeléseket kovetden 60 perccel. Az adatelemzés sordn az N az egymastol fiiggetleniil

szélesztett, tenyésztett, kezelt és mért sejteket tartalmazé lyukakat jeldlte.

A sejtek életképességének vizsgalata

A sejtek életképességét két modszerrel értékeltiik, amelyek a mitokondridlis és a
citoplazmatikus enzimaktivitdst mérik. A mitokondrialis aktivitast egy nem toxikus tetrazélium
vegylilet oldhat6 formazan festékké torténd atalakulasan keresztiil vizsgaltuk, amelyet
mitokondrialis dehidrogenazok katalizalnak, az EZ4U (Biomedica, Wien, Ausztria) assay
alkalmazasaval, a gyartd protokollja szerint. A sejteket 96-lyukt sejttenyésztd lemezekre
szélesztettiik (2 x 10* sejt/lyuk), 24 6rdn at tenyésztettiik, majd tovabbi 24 6ran at kiilonbozo
vegyiiletekkel kezeltiik. A kezelést kovetden minden lyukhoz 20 pl tetrazélium szubsztratot
tartalmaz6 munkaoldatot adtunk 180 pl fenolvérds-mentes tenyésztémédiumhoz, majd tovabbi
egy oOran at inkubaltuk. Az inkubaciot kdvetden a formazantermék abszorbancigjat 450 nm-en
mértiik, mig a referenciamérést 620 nm-en végeztiik FlexStation 3 mikroplate-olvasdval
(Molecular Devices). Az abszorbanciaértékeket a kontrollcsoport atlagos optikai stiriségére
normalizéltuk.

A citoplazmatikus enzimaktivitast a membranon atjutd calcein-acetoximetil-észter
(calcein-AM) citoplazmaban felhalmoz6dd, fluoreszcens, membranon nem atjutd calceinné
torténd atalakulasa alapjan értékeltiik. A sejteket ugyanugy szélesztettiik €s kezeltiik, mint az
EZA4U assay esetében, majd 2 pM calcein-AM-mel toltottiik fel 30 perc alatt. Az inkubéciot és
a mosast kovetden a calcein fluoreszcencigjat 490 nm-es gerjesztés és 520 nm-es emisszio
mellett mértiik FlexStation 3 mikroplate-olvasoval. A kisérleteket tobb lyukban végeztiik, és az

egyes lyukakban 1évd sejteket kiilon-kiilon szélesztettiik, tenyésztettiik és kezeltiik.
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Géncsendesiteés

A TRPA1 expresszio csendesitéséhez hDPC-kben RNS-interferencia technikakat
alkalmaztunk, TRPA1 kddolo mRNS-transzkriptumokat célz6 kis interferaldo RNS-ek (SIRNS)
felhasznalasaval. A sejteket hatlyukt vagy 96-lyuku lemezekbe szélesztettiik, és 24 oOraval
késobb SIRNS-probakkal transzfektaltuk éket a Lipofectamine RNAIMA X reagenssel (Thermo
Fisher Scientific) a gyarto6 protokollja szerint. AZRNAIMAX-ot és a siRNS-probdkat gondosan
osszekevertiik Opti-MEM médiumban (Thermo Fisher Scientific), 5 percig inkubaltuk, majd
6vatosan hozzaadtuk a kulturakhoz. Végsé koncentracioban 100 pmol/ml siRNS-t adtunk a
sejtekhez, a Lipofectamine RNAIMAX pedig 3:1000 ardnyban keriilt alkalmazasra. A sejteket
a transzfekciot kovetd 24 oraval kezeltiik poly(I:C)-vel, TRPA1 antagonistakkal vagy vivéoldat
kontrollokkal, és tovabbi 24 o6ra elteltével vizsgaltuk (azaz a transzfekcio utan 48 oraval). A
harom TRPAI1-t célz6 szekvencia hatékonysagat (Silencer® Select siRNA, Thermo Fisher
Scientific, Assay 1D-k:s17147, s17148, s17149) el6zetes kisérletekben teszteltiik a transzfekcio
utani 48. oraban, és a leghatékonyabbat (Assay ID: s17148) hasznaltuk a kisérletekben. Nem
célzo negativ kontroll siRNS-t (Thermo Fisher Scientific) alkalmaztunk a transzfekci6 nem

specifikus hatdsainak kontrollalasara.

Anyagok

A gyulladasos koriilmények kialakitasahoz poliinozin:policitidil savat (poly(I:C),
InvivoGen, San Diego, CA, USA) alkalmaztunk 24 6ran keresztiill. A TRPA1 agonistdk, az
allil-izotiocianat (AITC) és a cinnamaldehyde (CA), a Sigma-Aldrichtol, illetve a Santa Cruz-
tol (Santa Cruz, CA, USA)szarmaztak. A TRPA1 antagonista A967079 a Med ChemExpresstol
keriilt beszerzésre, mig a HC030031 a Sigma-Aldrichtol, ugyanigy, mint a hidrogén-peroxid
(H202) és a glutation. Bizonyos mérésekben az ionomycin (Abcam, Cambridge, Egyesiilt

Kiralysag) vagy az antimycin A (Sigma-Aldrich) szolgalt pozitiv kontrollként.

Allatok

A kutatast 12 és 16 hetes, ép, him C57BL6/J egerekbdl szarmazdé mintakon végeztiik.
Az éllatokat standard polikarbonat ketrecekben (330 mm x 100 mm % 130 mm, 2—5 egér/ketrec)
tartottak a Pécsi Tudomanyegyetem Farmakoldgiai és Farmakoterapias Intézetében, és standard
ragcsald tapot (LT/n, Szinbad Kft., G6dollé, Magyarorszag) valamint csapvizet kaptak ad
libitum, 2024 °C hémérsékleten, 50-60% relativ paratartalom mellett, 12—12 o6ras sotét—

vilagos ciklusban. Az egészséges, kezeletlen egereket eutandziat kovetden szervek €s szovetek
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eltavolitasara hasznaltuk. Minden eljarast jovahagyott a Pécsi Tudoméanyegyetem Allatjolléti
Bizottsaga, valamint a Nemzeti Tudoméanyos Allatkisérleti Etikai Bizottsag (BA/73/00064-
4/2025), oOsszhangban az Europai Kozosségek Tanacsanak 1986-os iranyelvével és a
magyarorszagi XXCIII torvénnyel (1998) az allatok gondozéasardl és felhasznalasarol.
Folyamatosan arra torekedtiink, hogy a felhasznalt allatok szamat a Iehetd legkisebbre

csOkkentsiik, és szenvedésiiket a lehetd legnagyobb mértékben minimalizaljuk.

Mintagyiijtés

Osszesen 20 felsd és als metsz6- illetve Srléfogat gyljtottiink 20 darab, 12 és 16 hetes
kor kozotti him C57BL/6J egértdl. Eloszor mély anesztéziat indukéltunk intraperitoneélisan
beadott urethannal (2,4 g/kg) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; Cikkszdm: 501838936).
Ezt kovetéen az egereket transzkardidlisan perfundaltuk 20 ml jéghideg, 0,1 mol/l
foszfatpufferolt sdoldattal (PBS, pH 7,4), majd 150 ml 4%-0s paraformaldehid (PFA) oldattal
(Sigma-Aldrich; Cikkszam: 158127). A felsé és als6 metszéfogakat a kdrnyezé alveolaris
szovettel és innyel egylitt ezt kovetden 4 °C-on, PFA-oldatban posztfixaltuk harom napon
keresztiil. Ezt kovetden a mintakat véletlenszerien 6t csoportba osztottuk (n=4 csoportonként),

¢s mindegyik csoport kiilonb6z6 dekalcifikacios eljarason esett at.

Dekalcifikacios eljarasok

Ot kiilonbozé dekalcifikacios modszer hatékonysigat értékeltiik. Az alkalmazott
oldatok részletes Osszetételét és az inkubacios koriilményeket az 1. tablazat tartalmazza.
Minden komponens a Sigma-Aldrich cégtdl szarmazott. Minden mintahoz 50 ml dekalcifikalo

oldatot adtunk. Minden esetben a dekalcifikacid hatékonysagat manudlisan ellendriztiik, és a

mintak rugalmas tulajdonsagainak elérésekor megkezdtiik a dehidrataldsi folyamatot.
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Dek‘:ilaflkalo Dekalcifikalo oldat osszetétele De"k z:lclf}kala.s
agens koriilményei
8,5 mL sosav (Kat. sz.: 320331), 5 mL hangyasav, 7 g
Plank-Rychlo oldat aluminium-klorid (Kat. sz.: 237051), 100 mL 6 6ra 4 °C-on
desztillalt viz
10% natrium-citrat (Kat. sz.: S4641), 20% hangyasav
desztillalt vizben

Morse-oldat 12 6ra 4 °C-on

5%-0s hangyasav
(Kat. sz.: FO507

EDTA (Kat. sz.:

5% hangyasav desztillalt vizben 1 hét 4 °C-on

150 g EDTA felmelegitve 1000 mL desztillalt vizben
tisztulasig, majd 15 g natrium-hidroxid (Kat. sz.: 1 hét 56 °C-on

E9884) 221465) hozzaadésa (pH 7—7,4)
ACD csont-
dekalcifikalé Hasznalatra kész formulacio. A vallalat a megoldas 2 hét4
puffer (Kat. sz.: Osszetételét lizleti titokként kezeli °C-on
321918)

Dekalcifikalo oldatok €s protokollok

Mikro-CT

Az alkalmazott dekalcifikacidés protokollokat egérfog-mintdkon végeztiik, ¢és azok
hatékonysagat kvantitativan értékeltiik a molaris fogak asvanyianyag-stiriségének mérése
alapjan mikro-CT segitségével, ugyanazon allatokbol szarmazd mintdkon, amelyekbdl a
metszéfogakban az RNS integritasat is meghataroztuk. A felvételeket egy Skyscan 1176 mikro-
CT késziilekkel készitettiik (Bruker, Billerica, MA, USA). A fesziiltség 30 kV volt, az
aramerdsség 360 pA, és minden felvételnél az expozicios id6 3500 ms volt, 0,5 mm-€s
aluminium sz{iré hasznalataval és 0,7 fokos 1épéskozzel 180 fokos elforgatas soran. Egy felvétel
koriilbeliil 36 percet vett igénybe. Egy pixel oldalmérete a valdosagban 8,74355 um-nek felelt
meg. A nyers képeket NRecon (v.: 1.7.4.2) szoftverrel rekonstrualtuk. A kivalasztott teriileteket
CTan (v.: 1.20.8.0+) ¢és Imagel (1.52a verzi6, NIH, USA) szoftverekkel elemeztiik. Az

értekelés elott a szoftvereket fogaszati stirliség mérésére kalibraltuk.

Mintak elokészitése és metszése

A dehidratéalast kovetden a mintakat orientaltuk €s paraffinba dgyaztuk. A fogakrol 5
um vastagsagu keresztmetszeti metszeteket készitettlink egy mikrotommal (HM 430, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A metszeteket SuperFrost Ultra Plus targylemezekre
helyeztiikk (Thermo Fisher Scientific; Cat. No.: 1014356190). Egyetlen minta sem sériilt a

beagyazas vagy az RN Ascope feldolgozas soran.

13



Hematoxilin-eozin festés

Hematoxilin-ecozin (HE) festést végeztiink a fogmetszeteken, hogy megallapitsuk a
dekalcifikacios eljarasok hatékonysagat és értékeljiik a hisztologiai mikroszerkezet integritasat.
A festés soran a metszeteket haromszor 5 percig xilollal (Sigma-Aldrich; Cat. No.: X4126),
majd kétszer 3 percig izopropil-alkohollal (Sigma-Aldrich; Cat. No.: 19516) kezeltiik. Ezt
kdvetden a mintdkat Mayer-féle hematoxilinnel (BioGnost, Zagreb, Horvatorszag; Cat. No.:
HEMM-OT-X) 5 percig kezeltiik, majd tovabbi 5 percig csapvizben aztattuk. Ezutan a
metszeteket 2 percig eozinnal (BioGnost; Cat. No.: EOY-10-OT-X) kezeltiik, desztillalt vizzel
ledblitettiik, majd kétszer ijabb harom percig izopropil-alkohollal kezeltiik. A targylemezeket
2 percig xilolba helyeztiik, majd DPX fed6anyaggal (Fluka/Honeywell, Seelze, Németorszag)
fedtiik.

RNAscope in situ hibridizacio

RNAscope in situ hibridizaciot (ISH) alkalmaztunk a paraffinba agyazott egér fogmintak
RNS-integritasanak vizsgalatara. Az elokezelést az RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent
Kit v2 felhasznaloi kézikonyv (ACD, Hayward, CA, USA; Cat. No. 323100) szerint végeztiik.
A metszeteket 60 °C-on 1 6ran at inkubaltuk, majd 2 x 5 percig xilolban paraffinmentesitettiik,
ezt kovetden pedig 2 x 2 percig abszolut etanollal kezeltiik. A metszeteket ezutdn 60 °C-on 5
percig szaritottuk, majd 10 percig hidrogén-peroxiddal kezeltiik az endogén peroxidaz gatlasa
érdekében, ezt kovetden Milli-Q (MQ) vizes mosas kovetkezett.

Ezutan harom kiilonb6zé permeabilizacios modszert teszteltink az optimalizalas
érdekében: Permeabilizacios modszer 1. A metszeteket 20 mg/mL  koncentracioju,
elémelegitett proteinaz K (Sigma-Aldrich; Cat. No.: P2308) oldatban inkubaltuk 37 °C-on 20
percig. Permeabilizacios modszer 2. A metszeteket mikrohullimi siitében 700 W
teljesitményen 10 percig kezeltiik 100 mL, pH 6-os citratpufferben (Sigma-Aldrich; Cat. No.:
C9999). MQ vizzel torténd mosas utdn 3 perc abszolut etanolkezelés kovetkezett, majd 60 °C-
on 5 perc szaritas. A metszetek hidroféb tollal vald korberajzolasat (Vector Immedge Pen,
Vector Laboratories, Newark, CA, USA)kdvetoen a metszeteket Protease Plus (ACD; Cat. No.:
322331) oldattal kezeltiik 30 percig 40 °C-on, parasitott gézkamrdban. Permeabilizacids
modszer 3. A metszeteket nagy nyomdason forraltuk 10 percig Target Retrieval oldatban (ACD;
Cat. No.: 322000). MQ vizzel torténd mosas utan 3 perc abszolut etanolkezelés kovetkezett,

majd 60 °C-on 5 perc szaritas. A metszetek hidrofob tollal vald korberajzolasat kovetden
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Protease Plus (ACD; Cat. No.: 322331) kezelést alkalmaztunk 30 percig 40 °C-on, parasitott
gbézkamraban.

A kisérletek befejezését kdvetden a tovabbi lépések minden minta esetében azonosak
voltak, és a gyarté6 (ACD) felhasznaloi kézikonyvében leirtakat kovették. A permeabilizaciod
utan a metszeteket MQ vizzel mostuk, majd két oran at hibridizaltuk az egér 3-plex pozitiv
kontrollprobaival (ACD, Cat. No.: 320881). Ez a reagens harom kiilonb6zd szinten
expresszalodo, eltérd fluorokrommal jelolt egér haztartasi génspecifikus szekvenciat céloz meg.
Az alacsony expresszioji RNS polimeraz 11 A alegység (Polr2a) mRNS fluoreszceinnel, a
kozepesen expresszalodo peptidil-prolil cis-trans izomeraz B (Ppib) mRNS cianin 3-mal (Cy3),
mig a magas expresszioji ubiquitin C (Ubc) mRNS cianin 5-tel (CyS5) keriilt megjelolésre.
Negativ kontrollként a bakterialis L-2,3-dihidrodipikolat-reduktazmRNS-t (dabP) célzo 3-plex
negativ kontrollprobat alkalmaztuk. A hibridizaciot kovetéen a jelamplifikacio és a
csatornafejlesztési 1épések a gyartd (ACD) utasitasai szerint torténtek. Végiil a mintdkat 2 x 15
percig PBS-ben mostuk, majd 4',6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) (ACD; Cat. No.: 320858)
festettiik a sejtmagok megjelolése érdekében. A mosast kdvetden a metszeteket ProLong Gold
Antifade (Thermo Fisher Scientific; Cat. No.: P36930) feddkdzeggel fedtiik le, és -20 °C-on
taroltuk képalkotasig.

Mikroszkopia, morfometria

A HE-metszeteket Nikon Microphot FXA mikroszkoppal vizsgaltuk és Spot RT szines
digitalis kameraval (Nikon, Tokyo, Japan) rogzitettiik. Az RNAscope ISH festett mintakat
Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszképpal (Olympus, Hamburg, Németorszag)
digitalizaltuk analég modban, szekvencidlis pasztazassal. A fluoreszcens képalkotast a
kovetkezo beallitasokkal végeztiik: 80 pm konfokalis aperttra, 3,5 um optikai vastagsag, 1024
x 1024 pixeles felbontas, 40% és 60x objektivek hasznalataval. A fluoreszcens festékek
gerjesztési és emisszios spektrumait a FluoView szoftverrel (FV10-ASW; Version 0102,
Olympus) valasztottuk ki, és a 405, 488, 550 és 647 nm lézernyalabokkal vilagitottuk meg a
DAPI, fluoreszcein, Cy3 és Cy5 festékeket. A metszeteket négy csatornaban pasztaztuk és ezt
kovetden digitalisan egyesitettiik. A digitalis képeken a kék (DAPT), zold (fluoreszcein), piros
(Cy3) és fehér (Cy5) szinek a négy kiilonbozé csatornat jelolik. A denzitometriat Imagel
szoftverrel (version 1.52a, NIH, USA) végeztiik szerkesztetlen képeken, hogy kvantifikaljuk az
RNAscope jeleket minden haztartasi gén esetében a kiilonbozé dekalcifikéciés modszerek
kozott. A fluoreszeencia intenzitasat négy manudlisan kivalasztott felszini teriileten mértiik a

pulpaban, szerkesztetlen képeket hasznalva. A jel denzitdsit a hattérjelhez viszonyitva
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korrigaltuk. Az adott teriiletek specifikus jeldenzitasanak (SSD) atlagat allatonként négy
metszet alapjan hatdroztuk meg. E négy érték atlaga adta egy egér SSD értékét. Az SSD-t
arbitralis egységekben fejeztiik ki.

Adat- és statisztikai elemzés

A sejtkultirakon végzett kisérletek soran a kezelt és nem kezelt mintdkat ugyanabbdl a
primer kultirabol szdrmazdé mintdkkal hasonlitottuk 0Ossze; ezért randomizalast nem
alkalmaztunk. A statisztikai elemzést végzd személy vak volt a kisérleti koriilmények
tekintetében. Az adatok és a statisztikai elemzeés megfelelnek a farmakologiai kisérlettervezésre
¢és adatértékelésre vonatkozo ajanlasoknak. Az adatelemzéshez és az adatok megjelenitéséhez
Origin 2018 szoftvert (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) hasznaltunk. Ha
masképp nem jelezziik, az egyedi adatokat szordsdiagramokon abrazoltuk, az atlag = SD
megjelolésével. A logisztikus koncentracio—valasz gorbéket az y = A2 + (Al — A2)/(1 +
(x/x0)"*p) egyenlet alkalmazasaval illesztettiik, ahol a szamitott paraméterek a kovetkezok: Al:
kezdeti érték (ymin), A2: végso érték (ymax), x0: kozéppont (EC50), p: szdmitott hatvany. A
statisztikai elemzést IBM SPSS Statistics 22 szoftverrel (IBM, Armonk, NY, USA) végeztiik.
A génexpresszios vizsgalatokban az expresszios értékeket logl0 transzformacionak vetettik
ala, ezt kovetden végeztiink statisztikai elemzést. A paraméteres statisztikai tesztek alkalmazasa
elott megvizsgaltuk az adatok alkalmassagat. Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk teszttel
ellendriztiik, a variancidk homogenitdsat pedig Levene-teszttel vizsgaltuk. Két csoport
Osszehasonlitasara fiiggetlen mintas Student-féle t-probat alkalmaztunk. Ugyanazon donoroktol
szarmaz6 két minta génexpresszidjanak osszehasonlitasara parositott t-probat hajtottunk végre.
Tobb csoport Osszehasonlitasara egyutas varianciaanalizist (one-way ANOVA) alkalmaztunk.
Ha az F érték szignifikdns volt, paronkénti 6sszehasonlitast végeztiink Tukey HSD post hoc
teszttel. Ha tobb csoportot hasonlitottunk egyetlen kontrollcsoporthoz, Dunnett post hoc tesztet
alkalmaztunk paronkénti Osszehasonlitasra. Két kezelés kozotti kdlecsonhatas vizsgélatdhoz
kétutas varianciaanalizist (two-way ANOV A) alkalmaztunk. Minden esetben *P < 0.01 értéket

tekintettiink szignifikdnsnak.

A szovettani mintdkbol nyert adatok statisztikai elemzését Statistica 13.5.0 szoftverrel
végeztilk. Az adatokat atlag =+ SEM formdjaban adtuk meg. Minden adatsort teszteltiink
normaleloszlasra (Kolmogorov—Smirnov) és varianciahomogenitasra (Levene). A féhatasokat
egyutas varianciaanalizissel (ANOVA, valtozo: dekalcifikacios eljards) vizsgaltuk, majd

Tukey-féle post hoc tesztet alkalmaztunk. A 0,05 alatti p-értéket statisztikailag szignifikansnak
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tekintettiik. A csoporton beliil kisebb variabilitas eldfordult az allatok kozott, de egyértelmii

kiugré érték nélkiil.
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Eredmények
[.TRPA1 in vitro vizsgalatok eredményei

A hémérséklet-érzékeny TRP csatorndk expresszalodnak hDPC-kben

A primer hDPC-kben a hémérséklet-érzékeny TRP ioncsatornak expresszidjanak
vizsgalatdhoz teljes RNS-t izolaltunk tobb donor hDPC-kulttiraibol, majd reverz transzkripciot
kovetéen Q-PCR-nek vetettiik ald. A hDPC-k nagy mennyiségben expresszaltdk a meleg-
érzékeny TRPV2 és TRPV4 csatorndkat. A TRPV1 transzkriptumok expresszidja koriilbeliil
egy nagysagrenddel alacsonyabb volt, mig a TRPV3, TRPM2 és TRPM3 alacsony szinten ¢és
csak néhany donorban volt kimutathatdé. A hideg-érzékeny TRP-k vizsgalatakor a legtobb

donorban magas TRPA1 expressziot detektaltunk, és a TRPC5 transzkriptumok valamivel

alacsonyabb expressziot mutattak. Fontos megjegyezni, hogy a TRPM8 — amely a
szomatoszenzoros neuronok f6é hidegérzékeld receptora — egyik mintadban sem volt
kimutathato.

A poly(I:C) gyulladasos valaszokat indukdl és fokozza a TRPAI csatornak expressziojat

Annak vizsgalatdra, hogy a fenti TRP csatorndk expresszidja valtozik-e gyulladasos
koriilmények kozott, megvizsgaltuk expresszidjukat egy poly(I:C) altal kivaltott gyulladésos
modellben is. Ennek érdekében a primer kultarainkban a hDPC-ket 24 6ran at poly(I:C)-vel
kezeltilk gyulladasos koriilmények kialakitdsa céljabol. A poly(I:C) markénsan és
koncentraciofiiggéen emelte a proinflammatorikus citokin-transzkriptumok, az IL-6 és az IL-
8/CXCLS expresszidjat, és novelte ezen citokinek felszabadulasat is. A poly(I:C) emellett
jelentdsen fokozta a TLR3 expressziojat, amely a receptor aktivacidjanak jol ismert markere.
A fenti TRP csatornak expressziojat ebben a gyulladasos modellben is elemeztiik, amelyben a
hDPC-ket 20 pg/ml poly(I:C)-vel kezeltiik. Azt talaltuk, hogy ez csekély hatassal volt a melegre
érzékeny TRP csatorndk expresszidjara. A hidegre érzékeny csatornakat illetben a TRPMS
expresszidja gyulladésos koriilmények kozott sem indukalodott, és a kontroll esetekhez
hasonléan a poly(I:C)-kezelt mintakban sem volt kimutathato. Erdekes médon a TRPCS5
expresszidja minden vizsgalt donor esetében jelentdsen lecsokkent (a kontroll érték ~14%-ara).
Ezzel szemben a TRPAI1 expresszidja jelentdsen megndvekedett, atlagosan koriilbeliil 37-

szeresére hét donor mintdiban. Egy tovabbi donor esetében a ndvekmény meghaladtaa 10 000-
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szeres értéket, jollehet a kontroll mintdban ennek a donornak nagyon alacsony volt a kiindulasi

expresszioja.

Tovéabb vizsgaltuk a fokozott TRPA1 génexpresszid funkcionalis kdvetkezményeit, és
monitoroztuk az [Ca*'|ic valtozasait a TRPA1 csatorna agonistdk alkalmazisa soran. Azt
talaltuk, hogy az AITC és a CA gyors, koncentraciofiiggdé novekedést valtottki az [Ca?*]IC-ben
a kontroll hDPC-kben. Ezek a Ca*' jelek a poly(I:C)-vel eldkezelt sejtekben jelentdsen
fokozddtak, ami jol 6sszhangban allt a TRPA1 csatorndk emelkedett expresszidjaval. Fontos,
hogy mind az AITC-, mind a CA altal kivaltott valaszokat szinte teljesen gatoltak a TRPAI-
antagonistak, a HC030031 és az A 967079, ami alatdmasztja az alkalmazott agonistak TRPA1-
specifikus hatasat. Az egyedi sejtszinten végzett mérések azt mutattak, hogy a poly(I:C)-
elokezelés novelte az AITC altal kivaltott Ca?" valaszok atlagos amplituddjat az egyes
sejtekben, de nem befolyasolta a valaszadé sejtek aranyat, amely mind a kontroll, mind a
gyulladasos koriilmények kozott hasonldan magas volt. A CA farmakologiai tulajdonsagainak
vizsgalata feltarta, hogy mind a hatdsossag (maximalis valasz, A(F340/F380): 1,94 £ 0,05 vs.
1,06 = 0,07), mind a potencia (EC50, uM: 19,3 £ 1,6 vs. 62,6 = 13,9) magasabb volt a
gyulladésos csoportban a kontroll értékekhez képest.

A hDPC-k érzékenyebbé vailnak az exogén H:0:-re gyulladasos kériilmények kézott a TRPAI
expresszio novekedése miatt

A TRPAI csatornat altalaban a karos ingerek sejtes szenzoranak tekintik, és tobbek
kozott a reaktiv oxigéngyokok (ROS) aktivaljak. Ezért azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a
TRPA1 gyulladasos koriilmények kozottifelregulacidja fokozott érzékenységet eredményezhet
a reaktiv oxigéngyokokkel szemben. Ennek tesztelésére a hDPC-ket H202-vel kezeltiik, és
mértiik annak akut hatdsat a [Ca*"ic-re. A kontroll sejtek csak mérsékelt Ca**-valaszt mutattak
1 mM feletti H.O- alkalmazasara. Ezzel szemben a poly(I:C)-vel elékezelt hDPC-ket mar
alacsonyabb H.O-koncentracié is aktivalta, és Iényegesen nagyobb valaszokat produkaltak.
Fontos médon a H:0. altal kivaltott Ca**-jelek megsziintek HC030031 jelenlétében, ami
egyértelmiien jelzi, hogy a H.0: altal indukalt [Ca?*]ic-n6vekedésta TRPA 1 csatorna aktivalasa
valtja ki.
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A poly(I:C) oxidativ stresszt indukal és fokozza a mitokondrialis szuperoxid-termelést

A mitokondriumok a sejten beliili ROS-termelés elsdédleges helyei, amelyeket az
antioxidans védelmi rendszer semlegesit. A ROS-termelés €s az antioxidans védelem kozotti
egyensuly felboruldsa oxidativ stresszhez és a sejten beliili ROS-koncentracié ndvekedéséhez
vezet. Mivel a ROS fontos jelatvivé molekuldk a gyulladasban, és sulyosbithatjak a gyulladas
okozta szovetkarosodast, megvizsgaltuk, hogy a poly(I:C) indukal-e oxidativ stresszt és ROS-
termelést a gyulladdsos modelliinkben. Azt talaltuk, hogy a mitokondridlis szuperoxid -
diszmutaz 2 (SOD2) expresszidja, amely enzim felelés a mitokondridlis szuperoxidgyokok
H20:-v¢ torténd atalakitasaért, jelentdsen megemelkedett, ugyanakkor a citoplazmatikus SOD1
¢s a H20:-t semlegesitd katalaz és glutation-peroxidaz 1 (GPX1) expresszidja nem valtozott.
Ezek az eredmények sulyos zavarokra utaltak a sejtes redox-homeosztazisban, ¢és
mitokondrialis oxidativ stresszt jeleztek. Valoban megallapitottuk, hogy a poly(I:C) gyorsan
(60 percen beliil) indukalta a mitokondrialis szuperoxid-termelést koncentraciofiiggd modon.
A poly(I:C)-tol eltéréen a TRPA1 agonistak nem stimulaltak a szuperoxid -termelést, ami arra
utal, hogy a TRPA1 szelektiv aktivadlasa nem indukal oxidativ stresszt. Tovabba a TRPA1
antagonistak csak részleges hatast fejtettek ki a poly(I:C) altal indukalt szuperoxid -termelésre.
Bar a 10 pg/ml poly(I:C) altal kivaltott szuperoxid-termelést a HC-030031 és az A967079
részben csokkentette, az még ezek jelenlétében is jelentdsen emelkedett maradt, 20 pg/ml
poly(I:C) hatasat pedig a TRPA1 gatlasa nem befolyésolta. Ezek az eredmények arra utaltak,
hogy a TRPA1l csupan részleges szerepet jatszik a mitokondridlis ROS-termelés
szabalyozasaban poly(I:C) altal indukalt gyulladdsos koriilmények kozott. A TRPA1
antagonistak nem forditottak vissza a poly(I:C)-indukalta gyulladast, és nem gatoltak a

gyulladasos IL-6 és IL-8/CXCLS termelését.

A poly(1:C) altal kivaltott gyulladas csokkenti a mitokondridlis aktivitast, amit a ROS-
termelés és részben a TRPAI kézvetit

Bar a TRPA1 csak csekély mértékben befolyasolta a mitokondridlis ROS-termelést
gyulladéasos koriilmények kozott, feltételeztiik, hogy az upregulalt ioncsatorna célpontja lehet
az endogén moddon termelddd reaktiv gyokoknek, és hozzajarulhat az oxidativ stressz
kovetkezményeihez gyulladdsos koriilmények kozott. Ezért megvizsgaltuk a poly(I:C) altal
kivaltott gyulladas hatasat a sejtek ¢letképességére ¢s a TRPA1 lehetséges szerepét a hatasban.

A sejtek életképességének felméréséhez a mitokondridlis enzimaktivitast és a citoplazmatikus
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észterazok aktivitadsat mértiik. Azt talaltuk, hogy a poly(I:C) jelentds csokkenést eredményezett
a mitokondridlis funkciokban, de alig befolydsolta a citoplazmatikus enzimaktivitast. A
mitokondrilis zavarokat a ROS eltavolitd glutation koncentraciofiiggé moédon mérsékelte, ami
arra utal, hogy az oxidativ stressz jelentds szerepet jatszik a poly(I:C) negativ hatdsédban a
mitokondrialis miikodésre. A citoplazmatikus enzimaktivitas azonban nem allt helyre glutation
hatdsara, ami arra utal, hogy a poly(I:C) egyes hatdsaiban nem oxidativ mechanizmusok is

szerepet jatszhatnak.

Mivel a TRPA1 expresszidja szintén jelentésen emelkedett ezekben a koriilményekben,
felvetettiik, hogy ez a ROS-érzékeny ioncsatorna szerepet jatszhat-e a gyulladas altal kivaltott
mitokondridlis életképességi karosodasban. Megallapitottuk, hogy a poly(I:C) altal kivaltott
mitokondrialis karosodast részben megelézte a TRPAT1 antagonistak, a HC-030031 és az A
967079 alkalmazasa, de ezek az inhibitorok alig befolyasoltdk a citoplazmatikus
enzimaktivitast. Ezenkiviil a poly(I:C) hatasa jelentésen csokkent a TRPA1 RNAi-alapt
csendesitését kovetden is. Emellett jelentds kdlcsonhatast talaltunk a poly(I1:C) kezelés és az A
967079 vagy a siRNS transzfekcid kozott (kétiranya ANOVA). Ezek az eredmények
alatdmasztjak azt a kovetkeztetést, hogy a megemelkedett TRPA1 expresszio szerepet jatszik a

gyulladéssal 6sszefiiggd pulpaszdvet-karosodasban, bar TRPA1-tdl fiiggetlen mechanizmusok

1S érintettek.
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Il. Az optimalis dekalcifikacios modszer és szovetelokészitési
protokoll kidolgozasa

Eddigi eredményeink alapjan a tovabbi vizsgélati terveink kozott szerepel a TRPAI
expresszio in Situ vizsgalata is a pulpaban. Mivel a TRPA1 ellen nem allnak rendelkezésre
szelektiv, megbizhato antitestek, ezért ezeket a vizsgalatokat RNS in situ hibridizacid
segitségével tervezziik végrehajtani. A vizsgalatokat neheziti a pulpat koriilvevd magas asvanyi
anyag tartalmu kemény szovet, melynek dekacifikdlasa jelentésen befolyasolhatja az RNS
eljards optimalizaldsa a fogak hisztologiai vizsgalatdhoz, amely lehetdvé teszi a fogak
megfeleld metszését az mRNS karositasa nélkiil, és igy alkalmas az RNAscope ISH-ra. Ehhez
ot kiilonboz6 dekalcifikacios modszert teszteltiink, majd a dekalcifikacio ellendrzésére mikro-
CT vizsgélatot, a mintak mikroszerkezetének értékelésére pedig HE festést végeztiink. Az RNS
integritasat egér 3-plex pozitiv kontroll probak alkalmazasaval vizsgaltuk, amelyek egyidejiileg

képesek kimutatni magas, kozepes €s alacsony expresszioju géneket.

A dekalcifikacio hatasa a fogak denzitasara

Ot kiilonbozé dekalcifikdcidés protokollt alkalmaztunk egér fogmintdkon, és
hatékonysagukat kvantitativ modon értékeltiik mikro-CT vizsgalat sordn. Az asvanyianyag-
denzitads mérések minden dekalcifikalt mintaban jelentds csokkenést mutattak a kezeletlen, ép
kontrollcsoporthoz képest. Az egyutas varianciaanalizis (one-way ANOVA) erésen
szignifikans kiilonbséget igazolt a csoportok kozott (p = 3.06 x 107''), és a poszt hoc
Osszehasonlitdsok azt mutattak, hogy valamennyi dekalcifikdcios kezelés szignifikansan
alacsonyabb denzitasértéket eredményezett, mint a kontroll (p < 0.0001). Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy mind az 6t dekalcifikacios protokoll hatékonyan eltavolitotta a kalciumot a

fogszovetekbol.

A dekalcifikacio hatasa a fogak hisztologiai szerkezetére

Altalanossagban elmondhaté, hogy mind az 6t moédszer kielégitd dekalcifikaciot
eredményezett, ¢s a mintak metszése nyilvanvald nehézségek nélkiil kivitelezhetd volt.
Ugyanakkor mérsékelt kiilonbségek voltak megfigyelheték a hisztologiai szerkezet

mindségében, és a modszerek hossza is jelentdsen eltért egymastol. A Plank—Rychlo
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dekalcifikalod oldat erds szervetlen savat (sésavat), valamint szerves hangyasavat tartalmaz.
Ebben az oldatban torténd dekalcifikacio utan a fogmintdk jol metszhetdk voltak, és a HE festés

megorzott pulpaszerkezetet mutatott.

A modszer elénye a viszonylag rovid inkubacios id6, minddssze 6 ora 4 °C-on. Amennyiben
csak szerves hangyasavat alkalmaztunk 5%-os koncentracioban, az elérni kivant
metszhetdségi allapothoz sziikséges dekalcifikacids id6 sokkal hosszabb volt, mivel egy hét 4
°C-on volt sziikséges a megfeleld konzisztencia eléréséhez. A fogak hisztologiai szerkezete
j61 megdrzott volt, amit a HE festés is jelzett. Ugyanakkor némi pulpaszovet-zsugorodast
figyeltiink meg. Az EDTA-oldat alkalmazasa altalanosan javasolt mddszer a dekalcifikaciora,
ha a roncsol6 savak hasznalatat keriilni kell. Eredményeink szerint a 15%-0s EDTA-oldatban,
56 °C-on, egy héten at torténd inkubaci6 puha, rugalmas és kivaléan metszhetd mintakat
eredményezett. A megfeleld dekalcifikaciot a dentincsatornak jo megdrzése is jelezte, amint
azt a HE festés mutatta. Bar a keményszdvet megfeleléen volt feldolgozva, a pulpavolumen
csOkkenését tapasztaltuk, és az elvalt a dentintdl, ahogyan ez a hangyasavas dekalcifikacid
esetében is megfigyelhetd volt. A Morse-oldat alkalmazasa optimalisnak bizonyult a gyors
fogaszati dekalcifikacidhoz. A 10%-os citrat és 20%-os hangyasav keverékének 12 oras
alkalmazasa gyors és megfeleld dekalcifikaciot, valamint kivaloan metszhetd szoveteket
eredményezett. A fogak hisztologiai szerkezete j0l megdrzitt volt mind a keményszovetben
(dentin), mind a pulpaban. Végiil alkalmaztunk egy olyan dekalcifikalo oldatot is, amelyet az
ACD ajanl csontmintdk RN Ascope eldtti dekalcifikaciojahoz. Fogmintainkat ennek
megfelelden két hétig inkubaltuk 4 °C-on, hogy elérjék a puha, jol metszhetd allagot. A

hisztologiai szerkezet a dekalcifikaciot kovetden €p volt.

A permeabilizacio optimalizaldasa és a kiilonbozo dekalcifikdacios modszerek hatasa az RNS
integritdsara

Miutan meggy6zodtiink arrol, hogy valamennyi dekalcifikacids eljaras sikeres volt
metszhetdség ¢és mikroszerkezet szempontjabol, RNAscope ISH-t végeztink az RNS
integritasanak vizsgalatara. El0szor harom kiilonb6z6 permeabilizaciés modszert teszteltiink az
RNS visszanyerésére. A proteindz K-val torténd emésztés (1. permeabilizacidos modszer)
hatastalannak bizonyult, mivel az ISH probak nem hatoltak be megfeleléen a mintékba, és
gyenge, bizonytalan jelolést eredményeztek. A citratoldatban, mikrohullamua siitében torténd
inkubacié (2. permeabilizdciés moddszer) gyengitette a tapadast, ezért tobb minta levalt a

targylemezrdl a kezelés utan. A legoptimalisabb emésztési modszer a Target Retrieval oldatban
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(ACD) torténd kezelés volt 10 percen at gézdloben, majd Protease Plus (ACD) kezeléssel 30
percig 40 °C-on (3. permeabilizacidos modszer). Az ISH sordn hdrom, egér haztartasi génre
specifikus, egér 3-plex pozitiv kontrollprébakat alkalmaztunk, amelyek megfeleld informaciot
szolgaltattak az RNS integritasarol. Azon mintak keriiltek tesztelésre, amelyeket az elozéekben
ismertetett 6t kiilonb6z6 dekalcifikacios eljarassal készitettiink elé. A Plank—Rychlo oldatban
haztartasi gén mindegyike alig volt kimutathato, bar a véarhato jelintenzitds-kiilonbség még

felismerhetd maradt a harom haztartasi gén kozott.

Az 5%-os hangyasavval végzett egyhetes kezelés valamivel jobb RNS integritast
eredményezett. Valamennyi haztartasi gén egyértelmiien detektalhato volt RN Ascope ISH -val,
bar szintjiik alacsonyabb volt a vartnal, ami részleges RNS-degradaciora utalt a mintakban. Az
EDTA-oldat, amely a leggyakrabban ajanlott dekalcifikacios modszer az érzékeny, lebomlasra
hajlamos fehérjeantigének meg0rzésére, stilyos mRNS-karosodést okozott, és a legrosszabb
RNAscope jelet eredményezte a vizsgalt modszerek kozott. Ennek kovetkeztében az alacsony
expresszioji  Polr2a transzkriptumok kimutathatatlannd véltak. A kozepes szinten
expresszalodo Ppib transzkriptumok szintén alig voltak detektalhatok. Még a nagy kopiaszamu
Ubc transzkriptumokat célzd probdk is csak nagyon gyenge ISH jelet adtak. Az el6zd
modszerekkel ellentétben a Morse-oldatban torténd dekalcifikacio, illetve az ACD csont
dekalcifikal6 puffer alkalmazasa kivalo mindségii ISH jeleket eredményezett. Még az alacsony
kopiaszdmia  Polr2a  transzkriptumok is egyértelmiien kimutathaték voltak nagy
megbizhatosaggal, mig a Ppib-t és Ubc-t célzd probak az elvart expresszids szintjiiknek
megfelelden erds, pontszerli €s dsszefliggo jeleket mutattak. A fenti eredmények azt mutattak,
hogy az ACD Bone Decalcification Bufferrel vagy Morse-oldattal végzett dekalcifikacio
megOrzi az RNS integritasat, és kivaldoan alkalmas a késobbi RNAscope ISH eljarashoz. Az
RNS integritdsat az ot kiilonbozé dekalcifikacios protokollt kovetéen RNAscope ISH
segitségével, harom kiilonb6z6 expresszids szintet mutatd haztartasi gén denzitometriai
kvantifikaciojaval értékeltiik. Ez az elemzés azt a célt szolgélta, hogy meghatarozzuk, melyik
dekalcifikaciés modszer Orzi meg legjobban az RNS mindségét. Az egyutas ANOVA
statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutatott a csoportok kozott (p = 6,25 x 107'3). A post
hoc Osszehasonlitdsok azt mutattak, hogy a Morse-oldattal és az ACD-oldattal dekalcifikalt

mintdk Orizték meg a legmagasabb RNS-integritast, és e két kezelés kozott nem volt
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szignifikdns kiilonbség. Ezzel szemben minden mas dekalcifikacios protokoll szignifikansan
csokkentette az RNS jelintenzitasat mind a Morse-, mind az ACD-csoporthoz képest (p <
0,0001). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a Morse- és az ACD-oldat biztositja leginkabb

az RNS integritasanak megdrzését a fogmintak dekalcifikacidja soran.
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Megbeszélés

A dentalis pulpa érzékenysége elsdésorban az azt beidegzd trigeminalis rostokhoz
kapcsolodik, de a nem-neuralis pulpaszoveti sejtek is jelentdsen hozzajarulhatnak az érzékelési

transzdukciohoz. A sejtek érzékenységét kiilonbozo receptorok hatarozzak meg, amelyek koziil

kiemelkednek a TRP csatornak.

Eddig a TRP ioncsatorndk tobb tagjat is kimutattak a dentalis pulpaban és az azt
beidegz6 trigemindlis rostokban, azonban pontos szerepiik a pulpa gyulladasiban még nem
teljesen tisztazott. Vizsgalatunkban az emberi pulpa nem-neurdlis elemeire fokuszaltunk, és
szisztematikusan elemeztiik a TRP csalad héérzékeny tagjainak expresszidjat primer human
pulpaszoveti sejtekben (hDPC) normal és gyulladésos koriilmények kozott, amely utdbbit
poly(I:C) alkalmazasaval idéztiink el6 — ez az anyag a TLR3 mintazatfelismerd receptor
erdteljes aktivatora. Kontroll koriilmények kozott jelentds expressziot talaltunk a meleg-
érzékeny TRPV1, TRPV2 és TRPV4 csatorndk, a hideg-érzékeny TRPCS, valamint a TRPA1
csatorna esetében, amely a karositdo hideg ¢és meleg ingerekre egyarant érzékeny lehet. A
TRPM2 és TRPM3 csatorndk csak néhany donor mint4jaban voltak kimutathatok, és ott is
viszonylag alacsony szinten, mig a TRPV3 csatorna csak néhdny mintdban, nagyon kis
mennyiségben volt jelen. Erdekes médon a TRPMS csatorna — amely a Szomatoszenzoros

rostok {6 hidegérzékeldje — egyaltalan nem volt kimutathat6 egyik hDPC mintaban sem.

A korabbi vizsgalatok egyszerre csak néhany TRP csatornat elemeztek, ezért a
kiilonb6zé modellek eredményei néhol eltértek. Ugyanakkor eredményeinkkel 6sszhangban
tobb tanulmany is megerdsitette a TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPCS5 és TRPA1 csatorndk
expresszidjat nem-neurdlis pulpasejtekben, mind ragcsalokban, mind emberben. Hasonlbéan
ahhoz, amit mi is tapasztaltunk, a TRPMS8 csatorna nem volt kimutathaté ragcsalo
odontoblasztokban és human odontoblasztokban, bar egy vizsgalat funkcionalis expressziot
mutatott ki human odontoblasztokban és pulpa fibroblasztokban. Immunhisztokémiai adatok
szerint a TRPMS csatorna jelen van az odontoblaszt rétegben, de szinte egyaltalan nem az
emberi fog belsé pulpajaban. Ertelmezhetd, hogy ez az eltérés abbol adodik, hogy a TRPMS
expresszioja esetleg kizardlag a differencialt odontoblasztokra korladtozodik, igy proliferald
sejtkultirdkban mar nem kimutathato. Emellett a fajok kozotti kiilonbségek és a TRP csatornak
ellen elérhetd kereskedelmi antitestek mindségének gyakran kérdéses volta tovabb
bonyolithatjak az értelmezést. A helyzetet tovabb neheziti, hogy a TRPMS8 csatorna agonistai,

az icilin és a mentol nagyobb koncentracidban a TRPA1 csatorndkat is aktivalhatjak, ami
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megneheziti a két csatorna farmakoldgiai elkiilonitését. Egy elegans, friss vizsgéalatban
Zimmermann csoportja kimutatta, hogy a TRPMS szerepe a hidegérzékelésben inkabb a fogat

beidegzd elsédleges afferens rostokra korlatozodik, mig az odontoblasztok elsdédleges

hidegérzékeldje a TRPCS csatorna, de mellette a TRPA 1 hozz4jarulasat is igazoltak.

A TRPA1 csatorna multimodalis nociceptorként ismert, amely mind hd-, mind kémiai
ingerekre érzékeny. Szamos tanulmany kimutatta, hogy altalanosan expresszalodik a pulpaban,
és mi is jelentds expressziot talaltunk hDPC sejtekben. A poly(I:C)-indukélta gyulladéasos
koriilmények kozott a TRPA transzkriptumok expresszidja dramaian — koriilbeliil 40-szeresére
— megnovekedett mintainkban. A TRPCS expresszidja csokkent, mig a tobbi héérzékeny TRP
csatorna expresszioja érdemben nem valtozott. A TRPA 1-csatornak ugy tlinik, altalanosan részt
vesznek a pulpa gyulladasos jelatviteli folyamataiban, mivel mas vizsgélatok is leirtak, hogy a
TNFa és a bakterialis lipopoliszacharid fokozza az expresszidjat pulpa eredetii sejtekben. Bar
a TRPA1-csatorndk expressziojat fokozo jelatviteli Gtvonal részletesen nem ismert, korabbi
eredmények arra utalnak, hogy az NF-kB aktivacioja — amely a TLR3 ismert downstream
NF-xB aktivacioja kiilonféle ingerek hatdsira a TRPA1-csatorna expresszidjat fokozta
tiidoraksejtekben, HaCaT keratinocitdkban, allergids kontakt dermatitiszben és szenzoros
neuronokban is. Fibroblaszt-szeri szinoviocitakban a gyulladasos citokinek NF-kB-hez
kapcsolodo jelatviteli tutvonalon keresztiill a hypoxia-indukalhato faktor-la (HIF1a)
transzkripcios faktor aktivalasdhoz vezetett, ami fokozta a TRPA1-expressziojat. A TRPA1-
csatorndk klinikai jelentdségét pulpitisben az is alatdmasztja, hogy human carieses fogakban
fokozott TRPAL-immunreaktivitast irtak le. Tovabba a H2O2-t tartalmazo6 fogfehéritd gélek is

fokozzédk a TRPA1-csatorndk expresszidjat fogbél-eredetli dssejtekben.

Fontos, hogy eredményeink szerint nemcsak az expresszid, hanem a TRPA1-csatorna-
agonistakra adott specifikus funkcionalis valaszok is nagymértékben fokozottak voltak
gyulladésos koriilmények kozott tenyésztett hDPC-kben. Gyulladasos koriilmények kozott a
TRPA1-agonistak altal kivaltott maximalis valaszok nagyobbak voltak, ami jol korreldl a
csatorna megndvekedett expresszidjaval. Ezen feliil a fahéjaldehid hatékonyséaga is fokozodott,
amelyet az EC50 érték csokkenése jelzett, ami a TRPA1-csatornak fokozott érzékenységére
utal. A gyulladds sordn endogén moédon termelddé ROS hozzdjarulhat ehhez az
érzékenyitddéshez azaltal, hogy a csatorna intracellularis ciszteinmaradékaival reagal. Ezek a

reaktiv maradékok tovabbi gyulladdsos mediatorok célpontjai lehetnek, példaul az elektrofil

27



arachidonsav-szarmazékoké. Ezen kiviil kimutattak, hogy a PGE2 PKA- és PKCe-medialt
utvonalakon keresztiil érzékenyiti a TRPAI-csatornakat. Ezek az eredmények tobb
kapcsolodasi pontot jeleznek a gyulladasos jelatviteli utak és a TRPA1-csatorndk kozott,

amelyek valoszintileg jelen vannak hDPC-kben is.

A TRPAl-csatornakat aktivaljak a reaktiv oxigéngyokok (ROS), és eredményeink
egyértelmiien kimutattak, hogy gyulladasos koriilmények kozott fokozodik a hDPC-K
érzékenysége az oxidativ stresszel szemben, amelyet akut H202-alkalmazassal modelleztiink.
A TRPAl-antagonista egyiittes alkalmazéasa szinte teljesen megsziintette a H202 altal kivaltott
Ca?*-valaszokat, ami megerOsiti, hogy ezek az oxidativ stressz altal indukalt Ca?*-jelzések
TRPAL-csatorna-aktivitason keresztiil jonnek Iétre. A H202-t széles korben alkalmazzak
fogfehéritd eljarasokban, és ismert, hogy karositja a pulpa sejtjeit, valamint gyullad4sos
mediatorok és TRPA 1-csatornak expresszidjat indukalja. A fogészati restauraciokban hasznalt
2-hidroxietil-metakrilatrol azt feltételezik, hogy ROS kozvetitésével aktivalja a TRPAI1
csatornadkat hDPC sejtvonalban. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a gyulladt pulpa még
érzékenyebb lehet a ROS-ra a TRPA1 fokozott expresszidja miatt. A ROS magas
koncentracioban szabadul fel és fontos szerepet jatszik a gyulladasban. Pulpitisben a ROS-t az
infiltrdld immunsejtek termelik, hogy elpusztitsak a patogén baktériumokat, de ez egyben
karosithatja a kornyezd szoveteket is. Emellett a dentélis pulpa sejtjei is képesek ROS-t
termelni. Megallapitottuk, hogy a poly(I:C) stimulaci6 fokozza a hDPC-k mitokondrialis
szuperoxid-termelését, amelyet csokkent mitokondrialis aktivitas és 24 oran beliil romlo
sejttulélés kisért. Korabbi tanulmanyok azt sugalltdk, hogy a pulpa ROS jelatvitelének
befolyasolasa igéretes terapias célpont lehet a gyulladas okozta szovetkarosodas megeldzésére.
ROS-fogdk gatoltak a gyulladésos jelzéseket €s megakadalyoztak pulpasejtek karosodasat
kiilonb6z6 modellekben. Vizsgéalatunkban a glutation szintén gatolta a gyulladassal 6sszefiiggd
mitokondrialis diszfunkcidkat, ami arra utal, hogy az oxidativ stressz fontos szerepet jatszik a
poly(I:C) altal kivaltott karosodésokban. Ezenkiviil a ROS-érzékeny TRPA 1-csatorndk gatlasa
vagy a TRPA1 expressziojanak csokkentése részben megakadalyozta a gyulladassal 6sszefiiggd
sejtkarosodast hDPC-kben. Ezek az eredmények egyértelmiien jelzik, hogy a TRPA 1-csatornak
gatlasa igéretes terapias megkozelitést jelenthet a gyulladas és oxidativ stressz altal kivaltott

pulpakarosodas csokkentésére.

Korabban az irreverzibilis pulpitis egyetlen lehetséges kezelése a gyokérkezelés volt a

pulpa teljes eltavolitasaval. Ez volt az egyetlen lehetdség a fog megtartdsara az extrakcid
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elkeriilése érdekében. Ennek ellenére negativ hatast gyakorolt a megmarad6 fogszerkezet
biomechanikai tulajdonséagaira, és rontottaa fog hosszu tava élettartamat. Az elmult évtizedben
az ¢letképes pulpakezelések egyre elterjedtebbé valtak, és ezeket kezdetben csak akkor tartottak
kivitelezhetonek, ha a pulpa gyulladasat megelézOen reverzibilis pulpitis diagnozisa volt
felallithatd. Ricucci hisztologiai vizsgdlatai azonban igazoltdk, hogy a klinikai diagnézis nem
feltétlentil 1l 6sszhangban a pulpa hisztologiai allapotaval. Sok esetben az irreverzibilis pulpitis
klasszikus klinikai jelei és tiinetei ellenére a bakterialis invazié €s a gyulladasos infiltracié csak
a pulpaszarvak terliletére korlatozodik, és ilyen esetekben a részleges vagy teljes pulpotomia
kedvezébb alternativat jelenthet a gyokérkezeléssel szemben. Ugyanakkor az életképes
pulpaterapiak sikerességi aranya széles tartomanyban mozog, 31,8%-t6l 100%-ig, kiillonb6zd
koriilmények kozott. Ugy véljiik, hogy olyan hatékony anyagok alkalmazisa, amelyek
jelentésen csokkentik a pulpa gyulladasat a resectalt pulpa felszinén, javithatja ezeknek a
beavatkozasoknak a kimenetelét. Eredményeink azt sugalljdk, hogy a TRPA1 csatorna
antagonistai és a ROS jelatvitel gatloi igéretes jeloltek lehetnek a pulpa gyulladasanak

csokkentésére. gy eredményeink hozzajarulhatnak hatékonyabb kezelések kifejlesztéséhez a

pulpa gyulladasanak mérséklésére, €s ezaltal bovithetik a regenerativ endodoncia eszkoztarat.

A munkank masodik része nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy a TRPA1-hez hasonlo
gyulladasban szerepet jatszd ioncsatorndk és egyéb molekuldk expressziojat nagy térbeli
felbontéssal, szovetspecifikusan vizsgalhassuk. A dekalcifikaciés ¢és mintapreparalasi
protokollok Gsszehasonlitasa lehetévé tette, hogy azonositsuk azokat az eljarasokat, amelyek a
fogszovet morfologiai épségének megdrzése mellett az mRNS integritasat is megovjak, igy
megbizhaté alapot teremtenek a TRPA1 expresszios mintazatanak ¢és gyulladas-
indukaltsaganak vizsgalatdhoz allatkisérletes modellben. Bér szdmos protokoll 1étezik a
dekalcifikalasra és a megfelel6 szovettani elokészitésre — kiilondsen csontok esetében —, ezek
RNS ISH-hoz val6 alkalmassagat joval kevésbé vizsgaltak, és kiilonosen a fogak szovettani

mintaként torténd vizsgalatardl csak korlatozott informacio all rendelkezésre.

Vizsgélatainkban 6t kiilonb6zo dekalcifikacios modszert teszteltiink és értékeltiink
szisztematikusan RNAscope ISH alkalmazédsaval egérmetsz6fog-mintdkon. A vizsgalatban
alkalmazott technikakat eredetileg csontszovetre optimalizaltak, ezért jelen célunk az volt, hogy
tisztazzuk, hogyan befolyasoljak ezek a kiilonb6zd dekalcifikacios eljarasok az mRNS
kimutathatosagat az egér fogpulpa szoveteiben. Az RNAscope egy 0j tipusit RNS ISH modszer,

amely 0j lehetOségeket nyit a kvalitativ és kvantitativ in situ génexpresszios vizsgalatokban.
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Gyakorlatilag barmilyen transzkript kimutatdsara alkalmas, még meszesedett szovetekben is,
nagyfok specificitassal és kiemelkedd érzékenységgel ezért szamos esetben igen versenyképes
alternativat nyjt az immunhisztokémiaval szemben. Ugyanakkor alkalmazésa jelentds kihivast
jelent a fogszovetben. A fogszovet dekalcifikalasa elengedhetetlen 1épés a szovettani
vizsgalatokhoz. A fluor- és hidroxiapatit-kristalyok, illetve mas kalciumsok eltavolitasa nélkiil
a mikrotdm pengéi nem tudjik atvagni a szdvetet, a pengék megsériilnének, a minta pedig
széttoredezne. A dekalcifikacio sordn a szovet kellden meglagyul ahhoz, hogy vékony,
egyenletes metszetek késziilhessenek mikroszkdpos vizsgélatra. A megfeleld dekalcifikacio
eltavolitja az 4svanyi anyagokat anélkiil, hogy karositana a lagyszdveti elemeket, igy lehetové
teszi a sejtek, rostok €s extracelluldris matrixstrukturdk tiszta mikroszkopos megjelenitését, €s
e vizsgalat szempontjabol kiilondsen fontos modon megdrzi az RNS integritasat. A
kalciumlerakodasok a rutinszerli szovettani festéseket (pl. HE, trikrom) is zavarjdk, mig a
dekalcifikaci6 ezeket az 4asvanyi akadalyokat eltavolitva biztositja az egyenletes
festékpenetraciot és a megfeleld festodést. Az elégtelen vagy egyenetlen dekalcifikacid
szakadasokat, gytirdédéseket vagy gyenge festddést okozhat a metszeteken. Ezzel szemben a
talzott dekalcifikalas karosithatja a fehérjéket, mRNS-eket és torzithatja a morfologiat, ezért az

1dOzités és a reagens megvalasztasa kritikus.

Szamos modszer all rendelkezésre a dekalcifikalasra, és ezek tilnyomo tobbsége harom
nagy csoportba sorolhaté a felhasznalt asvanyianyag-eltavolitd szer alapjan. Az asvanyi
anyagok eltavolitasa torténhet erds szervetlen savakkal, amelyek altalaban kivaloan oldjak az
asvanyi komponenseket, de nagyon korrozivak ¢és konnyen Kkarositjdk az érzékeny
biomolekulakat, példaul a fehérjeantigéneket vagy az RNS-t. Gyengébb szerves savak, mint a
hangyasav, kiméletesebb alternativat jelentenek, és hatékonyabban oOrizhetik meg az érzékeny
makromolekulakat, mikozben hasonld hatékonysaggal tavolitjdk el az extracellularisan
lerakodott asvanyi sokat. Alternativ megoldasként kelatképzo szerek, példaul az EDTA
alkalmazasa ajanlott az immunhisztologiai kimutatds soran kiilondsen érzékeny antigének
megoOrzesére.

Ebben a tanulméanyban 6t dekalcifikacios modszert vizsgaltunk egérmetszéfog-mintakon, és
Osszehasonlitottuk azok hatdsat a szOvettani mikrostruktirara és az RNAscope ISH

alkalmassagara.
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Dekalcifikalo szer Hisztologiai struktura mRNS integritas
Plank—Rychlo oldat Jol megOrzott Erds degradacio
szovetszerkezet a

dentinben ¢és a pulpaban

5% hangyasav Jol megorzott Részleges degradacio
dentinstruktura, enyhe
pulpazsugorodassal
EDTA Jol megorzott Szinte teljes degradacio
dentinstruktura, enyhe
pulpazsugorodassal
Morse oldat Jol megOrzott Meg6rzott mRNS
szovetszerkezet a integritas
dentinben és a pulpaban
ACD csontdekalcifikalo Ep szovetszerkezet a Megdrzott mRNS
puffer dentinben és a pulpaban integritas

A Plank—Rychlo-oldat erés szervetlen (sdsav) és szerves (hangyasav) savat is tartalmaz,
valamint aluminium-kloridot. Gyors csontdekalcifikdciora ajanlott. Mintdinkban rovid
inkubacios 1d6 mellett valoban kivald dekalcifikaciot eredményezett; ugyanakkor kivaldéan
megorizte a morfoldgiai strukturat is. Azonban rontotta az RNS integritasat, amit a nagyon
gyenge RNAscope jelek mutattak. Ezek az eredmények jol Osszhangban vannak a
csontdekalcifikaciorél szoldé korabbi adatokkal. Shibata és munkatarsai kimutattdk egér
allkapocsban, hogy a Plank—Rychlo-oldat és mas szervetlen savalapu dekalcifikald agensek,

e ey

rRNS, mind az oszteoblaszt-specifikus mRNS jeleit a hagyomanyos ISH soran.

A hangyasavat gyakran hasznaljak csontszovet dekalcifikalasara, és a szervetlen
savakhoz képest kiméletesebb modszernek tekintik, amely jobban megérzi az antigéneket
immunhisztokémidhoz. Eredményeink szerint a hangyasav ideédlis modon drizte meg a fog
Rychlo-oldathoz képest hosszabb inkubacios id6 volt. Megjegyzendd, hogy az RNS integritasa
jobb volt, mint a szervetlen savval kezelt mintakban; a viszonylag gyenge ISH jel azonban
részleges mRNS degradécidra utalt. Hasonld eredményeket irtak le kordbban patkany- és
egérallkapocsban: a hangyasavas dekalcifikacio kissé rontotta a histomorfolégia mindségét

némi vakuolizaci6 miatt. Ugyanakkor a 28S rRNS integritasa viszonylag jol megmaradt.

Az EDTA-t a dekalcifikacio arany standardjanak tekintik, ha kiméletes eljarasra van

sziikség. Idealis példaul akkor, ha a kimutatand6 antigének érzékenyek a savas degradaciora.
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Kisérletiinkben valoban idedlisan Orizte meg a histomorfologiat. Ennek ellenére az EDTA
alkalmazasa stlyos mRNS degradéacidhoz vezetett, mivel alig figyeltiink meg RNAscope [SH
jelet. Fontos megjegyezni, hogy az er0sen eltérd inkubacidos koriilmények jelentdsen
befolyasoljak az mRNS mindségét. JOl ismert példaul, hogy a magas homérséklet vagy a
hosszabb inkubaci6 rontja az RNS integritasat. A protokollunkban az EDTA -oldatban 56 °C-
on inkubdltuk a mintékat, hogy felgyorsitsuk a dekalcifikaciot. Ennek ellenére egy hétre volt
szilkség ahhoz, hogy az egérmetszetek megfeleléen vaghato allapotba keriiljenek. Korabbi
vizsgalatokban a dekalcifikalo EDTA -oldat hdmérsékletének emelése szobahdmérsékletrdl 37
°C-ra a felére csokkentette a dekalcifikacidhoz sziikséges 1d Ot patkany allkapocs esetében. Ez
a magasabb homérséklet azonban — a rovidebb inkubécid ellenére — rontotta a sejtmorfologiat.
Ezzel szemben egy masik tanulmany azt talalta, hogy az egér allkapocsban mind az rRNS-ek,
mind az mRNS-ek megmaradtak EDTA-s dekalcifikacié utan az inkubaciés homérsékletet
azonban nem kozolték. A hémérsékleten €és az idon tul az EDTA -dekalcifikacidé hatékonysagat
kritikus mdédon befolyasolja az oldat pH-ja. Savas kozegben az EDTA nem okozott
dekalcifikéaciot, mig semleges pH-n idedlis hatast biztositott, az alkalikus pH pedig tovabb

roviditette az inkubdcid idejét.

Eredményeink szerint az ACD altal javasolt csontdekalcifikalo puffer két héten at 4 °C-
on alkalmazva kivalé dekalcifikaciot biztositott anélkiil, hogy rontotta volna a szovetek
szerkezeti mindségét, ¢és emellett kiemelkedden j6 RNS-megOrzést tett lehetévé a
fogmintakban. A Morse-oldat hasonloan kivald6 mindségti eredményeket adott. Megjegyzendd,
hogy mindez joval rovidebb, minddssze 12 oOras inkubacios id6 utan volt elérhetd. Ez
Osszhangban van korabbi tanulméanyokkal, amelyek szerint a Morse-oldat kivalo dekalcifikalo
szer, €¢s az EDTA-val 6sszehasonlithatd mind ragesalo-, mind human fogszovet esetében. A
Morse-oldatot dekalcifikalt cochlearis mintdk esetén is hatékonynak talaltdk, megorzott
szovettani morfoldgiaval és kivald mRNS-mindséggel qPCR vizsgalatok alapjan. Jelen
eredményeink és korabbi megfigyelések alapjan tehat az ACD pufferés a Morse-oldat egyarant
ajanlhaté RN Ascope ISH-re szant fogmintak dekalcifikalasahoz.

Klinikai esetekben az immunhisztokémiai vizsgalatokat leggyakrabban a fogbdl
eltavolitott pulpaszdveten végzik. Jelenleg az RN Ascope ISH alkalmazasa emberi pulpan még
nem rutinszer(i vizsgalati modszer, de elényei miatt varhatéan egyre elterjedtebbé valik. Eddig
csak néhany tanulmany szamolt be az RN Ascope alkalmazéasarol hosszii nem-kodoldo RNS vagy

virdlis RNS kimutatdsara human pulpaszdvetben. Fontos, hogy ezekben a vizsgélatokban
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eltavolitott pulpat vontak be az RNAscope ISH-be, ami jelentésen korlatozza a szdvet
komponenseinek mindségét és megbizhato értékelhetdségét. A teljes fog metszése — a kemény
szovetekkel és a pulpakamra lagy tartalmaval egyiitt — lehetové teheti az mRNS-ek pontosabb

lokalizalasat a fogban.

Osszefoglalva, jelen vizsgalat célja az volt, hogy azonositsuk az optimélis modszert,
amely kovetkezetes Osszehasonlitast tesz lehetové tobb dekalcifikacios protokoll kozott, és
alkalmas az RNAscope technikédra egérmetszetek pulpaszovetében. Korlatként megjegyzendd,
hogy a kiilonboz6 protokollokban alkalmazott hdomérséklet- ¢és idobeli eltérések
hozzajarulhatnak a morfologiai struktirdban ¢és az RNS-integritdsban megfigyelt
variabilitashoz, valamint az egérmetszetekre ¢és a vizsgalt egyetlen dallatmodellre valo
korlatozottsag csokkenti a kutatas altalanosithatosagat. A jovobeni tanulmanyoknak ezért ki

kell terjedniiik a molaris fogak vizsgalatara és mas allatfajokra is.
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Uj megallapitasok

Igazoltuk, hogy a poly(I:C) altal kivaltott gyulladas jelentésen megvaltoztatja a TRP
ioncsatornak expressziojat human dentalis pulpasejtekben.

. Bizonyitottuk, hogy a gyulladés sordn fokoz6dé TRPA1 expresszido funkcionalisan
aktiv ioncsatornak megjelenésével jar.

. Megaéllapitottuk, hogy a fokozott TRPAIl-medidlt Ca**-vilasz az egyedi sejtek
valaszerdsségének novekedeésébdl ered, nem pedig a valaszado sejtek aranyanak
emelkedésébol.

. Els6kent igazoltuk, hogy gyulladéasos koriilmények k6zott a human dentalis pulpasejtek
TRPA1-fliggd érzékenysége reaktiv oxigéngyokokkel szemben fokozodik.

. Kimutattuk, hogy a poly(I:C) mitokondrialis oxidativ stresszt és funkcidcsokkenést
indukdl humén dentalis pulpasejtekben, amely folyamatban az oxidativ stressz
dominéans, a TRPA1 pedig részleges szerepet jatszik.

Optimalizaltunk egy olyan fogdekalcifikacios és mintapreparalasi protokollt, amely
megolrzi az mRNS integritasat, ¢s alkalmassa teszi a fogmintdkat RNAscope in situ

hibridizaciés vizsgalatokra.
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Osszefoglalas

A fogbél gyulladasos folyamatai (pulpitis) komplex sejtes és molekularis mechanizmusok
eredményeként jonnek létre, amelyekben az oxidativ stressz, a kalciumhoz kapcsolodod
jelatviteli Gtvonalak és a redoxérzékeny ioncsatornak kodzponti szerepet jatszanak. A jelen
kutatas célja a TRPAT1 ioncsatorna szerepének feltarasa volt a poly(I:C)-vel kivaltott oxidativ
stressz ¢és gyulladasos sejtvalasz mechanizmusaiban, human fogbélsejtek in vitro modelljében.
A kisérletek kimutattak, hogy a poly(I1:C)-kezelés szignifikdnsan noveli a TRPAT mRNS- és
fehérjeszintjét, ami a TLR3-medialt jelatviteli Utvonal aktivaciojara vezethetd vissza. A
csatorna expresszidjanak fokozodasa egyiitt jart a TRPAT1 aktivaciohoz kapcsolodo fokozott
intracellularis kalcium-szint és a ROS termelés emelkedésével. A TRPA1-gatlas (HC-030031
antagonista vagy siTRPA1 transzfekcio) véd6 hatast fejtett ki: csokkentette az oxidativ stressz
mértékét, javitotta a mitokondridlis funkcidkat és a sejtek életképességét. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a TRPAL fontos tényez6 lehet a poly(I:C) altal kivaltott oxidativ karosodas
kialakulasdban. A TRPA1 aktivacid szerepének feltardsa 0j perspektivat nyit a fogbél
gyulladasos folyamataiban részt vevd oxidativ mechanizmusok megértésében. A csatorna
modulalasa a jovében potencidlis terdpids stratégiat kinalhat gyalladashoz kapcsolodd és

oxidativ stresszel jard oralis korképek — kiilondsen a pulpitis — célzott kezelésére.

Munkank masodik részében azt vizsgaltuk, hogy milyen dekalcifikacidés ¢és
mintapreparalasi eljarasok alkalmasak leginkdbb a ragcsaldo metszéfogak RNAscope in situ
hibridizaciés (ISH) vizsgalatara. Ot kiilonbozé dekalcifikacios modszert hasonlitottunk dssze a
fogszovetek morfologiai épsége, metszhetdsége és az mRNS megdrzése szempontjabol. A
mikro-CT, HE-festés és RNAscope pozitiv kontroll probak alapjan arra jutottunk, hogy az
egyes modszerek altalaban jol megdrzik a szovetszerkezetet, de némelyek jelentés mRNS
degradacioval jarnak. RN Ascope ISH-hoz két optimalisnak tekinthetd eljarast (dekalcifikacio
Morse oldattal vagy ACD csont dekalcifikalo pufferrel) azonositottunk, amelyek egyidejuleg
megOrzik a fogak szovettani szerkezetét és nem karositjak jelentés mértékben a minta RNS
tartalmat, igy megbizhatdé alapot nyuUjtanak a fogpulpdban végzett génexpresszids

elemzésekhez.
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