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ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-HT: 5-hidroxi-triptamin

15d-PGJ2: 15d-PGJ2 [15-deoxy-delta (12,14)-Prostaglanin J(2)]

AA: arachidonic acid/arachidonsav

AITC: allil-izotiocianat

ATP: adenozin-trifoszfat

B2: bradikinin 2 receptor

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CGRP: calcitonin gene-related peptide/kalcitonin gén-rokon peptid

COX: ciklooxigenaz

DMTS: dimetil-triszulfid

DRG: dorsal root ganglion/hatsé gydki ganglion

DTNB: 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)/ 5,5 -ditio-bis(2-nitro-benzoat)
ECS: extracellular solution/ extracelluléris oldat

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

Erk1/2: extracellular signal-regulated kinase/extracellularis szignal-regulalt kinaz
fura-4 AM: fura-4 acetoxi-metilészter

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

HNO: nitroxil

IASP: International Association for the Study of Pain/Nemzetkozi Féjdalom Térsasag
IC: intracellularis

ICAM-1: intracellular adhesion molecule-1/intracellularis adhézidés molekula-1
IL: interleukin

1.p.: intraperitonealis

i.pl.: intraplantaris

1.v.: intravénas

KC: keratinocyte chemoattractant/keratinocita kemoattraktans

KIR: kdzponti idegrendszer



KO: knock out/ gén kititott

MIP-2: macrophage inflammatory protein-2/makrofag gyulladasos protein-2
MPO: mieloperoxidaz

NKA: neurokinin A

NO: nitrogén-monoxid

PACAP: pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide/hipofizis adenilat ciklaz aktivalo
polipeptid

PBS: phosphate buffered saline/foszfat pufferes s6oldat
PKC: protein-kinaz C

PLC: foszfolipaz C

POLY: polysulfide/poliszulfid

RA: reumatoid artritisz

RIA: radioimmunoassay/ radioimmunoesszé

ROI: region of interest

ROS: reactive oxygen species/reaktiv oxigén gyokok
S.E.M.: standard error of mean/atlag standard hibaja
SSNO: nitrosopersulfide/nitrozoperszulfid

SP: substance P/P-anyag

SOM-LI: szomatosztatinszerli immunreaktiv vegyiilet
SST: somatostatin/szomatosztatin

sst4: somatostatin receptor 4/szomatosztatin receptor 4
Th: T-helper sejt

TNF-a: tumor nekrézis faktor-o

TRP: tranziens receptor potencial

TRPAT1: tranziens receptor potencial ankyrin 1
TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1

TXA;: tromboxan A»

VIP: vazoaktiv intesztinalis peptid

WT: wild type/vad tipusu



BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

1. H2S, mint gazotranszmitter

Az 1990-es években az, NO és CO mellett felfedeztek egy harmadik gazotranszmittert, a HaS-
t. A korabban csak toxikus gaznak tartott molekularél hamar kideriilt, hogy pleiotrop biologiai
hatasokkal rendelkezik, tobbek kozott részt vesz a nocicepcid, inflammacié és vaszkularis
tonus szabalyozasaban is. Kapcsolatat a kapszaicin szenzitiv idegrostokkal legeldszor Prior et
al. vetették fel a patkanyokban HaS-sel kivaltott tiiddsériilés modelljében (Prior et al., 1990).
Erdekes modon a HoS és a kapszaicin érzékeny idegek kapcsolatdnak ujabb részleteire
urologiai vonatkozasban dertilt fény. Patachinni et al megfigyeléseit, miszerint a HoS aktivalja
a holyag szenzoros idegvégzddéseinek TRPV1 vagy TRP-szeri receptorait Streng kutatdsai
kovették, amely soran leirtdk, hogy a H2S valgjaban TRPAI receptorokon keresztiil valtja ki a
detruzor izomzat kontrakciojat (Patacchini et al., 2004; Streng et al., 2008). Igaz, hogy in vitro
TRPA1 receptort expresszal6 CHO sejteken mar folytattak vizsgalatokat, ugyanakkor
Myamoto kutatd csoportja vizsgalta elészor nativan TRPAI1 receptort expresszalo DRG
neuronokon a HyS hatésait, amelynek soran Ca?* jeleket regisztralva megteremtették a
kapcsolatot a HzS és a nociceptiv palyak kozott. Kisérleteik soran a TRPAI szerepét Ca?*
mentes extracellularis oldat és a TRPA1 specifikus antagonista HC030031 alkalmazasaval
bizonyitottdk (Miyamoto et al., 2011). A H2S hatdsara keletkezé Ca?* jeleket el8szor
asztrocitakon figyelték meg, viszont vizsgalataik soran nem vetették fel, hogy a Ca?*
bearamlasaért a TRPA1 receptor lehet felelds (Nagai et al., 2004). A H.S vaszkularis
hatasainak kozvetitésében a Katp csatornén kiviil fontos szerepe van a TRPAI1 csatorndknak
is (Bhatia, 2005). TRPA1 KO egerekben, illetve HC030031 hatasara csokken a vazodilatacio
mértéke és kisebb mennyiségben szabadul fel a vazodilatator hatassal bir6 kalcitonin gén-
rokon peptid (calcitonin gene-related peptide, CGRP) (Pozsgai et al., 2012; Eberhardt et al.,
2014; Hajna et al., 2016).



2. H2S, NO és a poliszulfid kémiai és bioldgiai interakcioi

Murad ¢és Ignarro uttoré munkassaganak koszonhetden sziiletett a dobbenetet kivalto
felismerés, miszerint az NO fizikai és kémiai tulajdonsagai ellenére endogénen szintetizalodik
és jelatviteli funkciot tolt be bioldgiai rendszerekben (Arnold et al., 1977; Rapoport et al.,
1983; Ignarro et al., 1987). Ezt kovetden kirobband fejlédést vett a gazotranszmitterek
kutatasa. Kimura kutatocsoportja fedezte fel, hogy az NO és HoS interakcioban allnak
egymassal, amikor izolalt mellkasi aorta szegmenseken figyelték meg egymasra gyakorolt
kolcsonosen szinergista vazodilatativ hatasukat (Hosoki et al., 1997). A felfedezés o6ta komoly
eréfeszitések zajlanak az NO és H,S szignalizacid kapcsolodasi pontjainak feltérképezésére
(Takahashi et al., 2012). Azonban a kérdés tanulmanyozasat bonyolitja a tény, hogy a két
gazotranszmitter farmakodinamiai kdlcsonhatdsai mellett kémiai reakcidba is képes 1épni
egymassal (Cortese-Krott et al., 2015). A H2S és NO kozott 1étrejové kémiai reakciok
termékei szovevényes halozatot alkotnak, amely feltérképezése komoly nehézségeket okoz,
amelynek kovetkezményeként szamos egymasnak ellentmondé publikacié sziiletett (Filipovic
et al., 2013; Cortese-Krott et al., 2015). A reakciok gyors kinetikaja és reverzibilitisa miatt
sokszor nem egyértelmii, hogy a keletkezd anyagok csak intermedier termékek vagy esetleg
biologiai hatdssal is rendelkeznek. A reakciok soran keletkezd anyagok kozé tartozik a
legegyszeriibb kén-nitrogénmonoxid vegyiilet, a nitrozo-szulfid (HSNO), a nitrozo-perszulfid
(SSNO), poliszulfidok (H2Sn), nitratok, szulfitok, szulfatok, dinitrozo-szulfit (SULFI/NO) és
a nitroxil (HNO) (Eberhardt et al., 2014; Cortese-Krott et al., 2015; Kimura, 2017; Miyamoto
et al., 2017). Cortese kutatocsoportja a SSNO potencialis biologiai jelentdségét hangsulyozza,
ugyanis az SSNO ellenall a poliszulfidokat bont6 rendszereknek €s a hideg cianolizisnek is,
tovabba bomlasa soran NO és poliszulfid keletkezik. Filipovic és Eberhardt kutatocsoportja a
HNO szerepét hangsulyozza, és kisérleteikben bizonyitottdk a vaszkuldris tonus
szabalyozasaban betoltott szerepét (Filipovic et al., 2013; Eberhardt et al., 2014). Kimura et
nem pedig a HNO-t mutattak ki a biogialag aktiv vegyiiletekként. (Kimura, 2017; Miyamoto
et al.,, 2017). Tovabba Kimura munkacsoportja leirta, hogy az endogén poliszulfid
szintézisben kodzvetleniil részt vesz a 3-merkaptopiruvat-szulfurtraszferaz utvonal (Kimura et
szamos célponttal rendelkeznek az ideg-, immun- és kardiovaszkularis rendszerben, amelyrol

bar szamos tanulmany sziiletett, még messze allunk a teljes feltérképezésétol.



3. TRPAI1 csatorna szerkezete és funkcioja

A TRPALI csatorna torténete alig harom évtizedre tekint vissza. Schenker és Trueb humén
fibroblasztok és transzformalt tumor sejtek mRNS profiljainak Gsszehasonlitdsa soran
fedeztek fel, tobb addig ismeretlen mRNS-t, amelyek kozt szerepelt a TRPAIT is. A TRPAL
mRNS expresszidja csokkent volt az altaluk vizsgélt tumor sejtekben egy liposzarkoma
sejtvonal kivételével. A szekvencia homoldgia alapjan mar ekkor kideriilt a nagyfoku
hasonlésag az ankyrin B szekvencidjaval (Schenker and Trueb, 1998). Kutatasaik folytatasa
soran tovabbi karakterizdldsnak vetették ald az altaluk felfedezett Anykrin B szekvenciat
tartalmazé mRNS-t. A vizsgélatok soran egyértelmiivé valt, hogy a mRNS szekvenciat kodolod
ANKTMI gén a 8ql3 lokuszon helyezkedik el, és mintegy 1119 aminosavbol felépiild
fehérjét kodol, amelynek N termindlis végén helyezkedik el a 18 db ankyrin homolog
ismétlédés, tovabba nagyfok hasonlosag all fenn mas TRP csatornakkal (Jaquemar et al.,
1999). Ezt kovetéen a korabban csak ANKTMI1-ként (az ankyrin ismétlédésekre utald név)
ismert gén altal kodolt fehérje mar elfoglalhatta helyét a TRP csatorndk kozott. Sajat
alcsoportot is kapott, amely a mai napig csak egyetlen taggal (TRPA1) rendelkezik.

Az eddigi legrészletesebb 4 A felbontasu cryoelektronmikroszkopos felvételeket a
TRPA1 csatornar6l Paulsen kutatocsoportja publikalta 2015-ben (Paulsen et al., 2015). A
TRPAI1 csatorna a tobbi TRP csatornahoz hasonldéan 4 alegységbdl épiil fel. Az egyes
alegységeket 6 transzmembran szegmens (S1-S6), extra- és intracellularis linkerek és az
intracellularisan elhelyezkedd ankyrin ismétlddések alkotjdk. Az extracellularis felszintdl
intracellularis irdnyba haladva a kovetkezd struktirdknak tulajdonitanak fontos szerepet a
csatorna porusanak szabalyozasaban (Logashina et al., 2019). A S5 és S6 transzmembran
szegmenset 0sszekotd negativan toltott szakasz felelds a kation szelektivitasért. A porus kiilsd
felszine topologiai hasonlosagot mutat a fesziiltség fiiggd K csatornakkal (Long et al., 2005).
A porus kapuzasat egy felsd és egy alsd régid valdsitja meg. A felsé régioban az Asp915
teremt egy 7 A sziikiiletet, amely feltételezhetéen kevésbé fontos a csatorna kapuzéasiban az
als6 116957 és Val961 alkotta 6 A sziikiilethez képest (Voets et al., 2004). A TRPAL csatorna
szabalyozasaban fontos kiemelni az extracelluldrisan elhelyezkedd S1 és S2 szegmenseket
0sszekotd szakaszt, mivel fontos szerepe lehet a fajok kozt fennalld eltérd szelektivitasért
(Marsakova et al., 2017). Intracellularisan a csatorna C-terminalis vége felé az S6 szegmens

utan a TRP-szerti domént kovetden helyezkedik el egy kalmodulin koté domén (Paulsen et al.,
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2015). Brewster és Gaudet a C-terminalis kozelében leirt egy myoinozitol 1,2,3,4,5.6
hexakisfoszfat (IP6) ligand koté domént, amely fontos szerepet tolthet be a csatorna
szabalyozasaban. A fehérje intracellularisan elhelyezkedd N termindlis vége ad otthont a
speciestdl fliggd valtozd szamu ankyrin ismétlddésnek, amely biztositja az interakciot mas
fehérjékkel. Az S1 szegmens ¢€s az elsé ankyrin domén kozott elteriilé szakaszban talalhatéd
Cys622, Cys642 és Lys711 aminosavak oldallancai kitiintetett szerepet jatszanak a TRPAI
elektrofil ligandok altali aktivacidjaban (Viana, 2016). Tovabba feltételezik, hogy az
intracellularis diszulfid hidak ugyancsak fontos szerepet jatszhatnak a TRPAI1 csatorna

aktivaciojaban (Macpherson et al., 2007; Hatakeyama et al., 2015, 1. abra)
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1. abra: A TRPAI1 csatorna felépitése. A TRPAI1 receptor 4 alegységbdl feléptild harom

dimenzids rekonstrukcioja (A). A TRPAL1 csatorna egy alegységének vazlatos szerkezete (B).
A TRPAI csatorna keresztmetszeti képének rekonstrukcidja (C). A TRPAI1 csatrona
szekvenciaja (D). Forrds: Pozsgai G, Batai IZ, Pintér E. Effects of sulfide and polysulfides
transmitted by direct or signal transduction-mediated activation of TRPA1 channels. Br J
Pharmacol. 2019;176(4):628-645.



A TRPAI egy nem szelektiv kation csatorna, amely meglehetdsen nagy permeabilitassal
rendelkezik a Ca?* ionokkal szemben. A pontos fizioldgiai és pathofiziologiai folyamatokban
betoltott szerepe szdmos kutatds targyat képezi. Struktirajabol adodoan szdmos stimulus
aktivalhatja: alacsony homérséklet, mechanikai hatéas, valamint szdmtalan elektrofil- és nem
elektrofil kémiai ligand is. Eddig a legtobb vitat a homérséklet érzékelésében betdltott
funkcioja keltette, szamos ellentétes tanulmany sziiletett e tekintetben. Most mar tudjuk, hogy
a hiillékben és kétéltiiekben a magasabb homérsékletek aktivaljak, sét a kigyok infravoros
,latasaért” is a TRPAI1 receptor felelés (Cordero-Morales et al., 2011; Laursen et al., 2014;
Kang, 2016). EmlGsok esetében csak ragesaloknal lehetett hideg hatasara aktivaciot kivaltani,
féemldsokben ez az inger gatld hatassal volt a TRPA1-re. Ezzel reciprokhatast figyeltek meg
a mentolra adott valasz tekintetében. Mindkét jelenség hatterében egyetlen aminosav eltérés
all (Chen et al., 2013). Ugyanakkor a hdmérséklet csokkentése fokozza az agonistakra adott
valaszt és forditva, agonistak jelenlétében csokken az aktivacids kiiszobhémérséklet (del
Camino et al., 2010). A kutatasok eredményei alapjan valosziniileg a TRPA1 nem kozvetleniil
a hidegérzékelésért felelds, ellenben fontos szerepet tolthet be a kiilonb6z6 betegségekhez
tarsuld hideg allodinia kialakuldsdban. A TRPA1 mechanoszenzor szerepe a homérséklet
érzékeléshez hasonléan egy ellentmondasos teriilete a kutatdsoknak. A TRPA1 csatorna
intracellularisan elhelyezkedd ankyrin ismétlodései tekercs/rugoszeri struktirat alkotnak,
amely sejtetni enged bizonyos érzékenységet a mechanikai stimulusok irant (Gaudet, 2008;
Paulsen et al., 2015). A TRPAL receptor megtalalhato a belsofiil szamos sejttipusan, azonban
TRPA1 KO egerek halldsa nem tér el a vad tipust egerekétdl (Kwan et al., 2006; Garcia-
Anoveros and Duggan, 2007; Wu et al., 2016). Tobb tanulmany sziiletett, amely eltérést talalt
egészséges TRPA1 WT ¢és KO egerek mechanoszenzitvitasat illetden, azonban sajat
torzseinknél ezt nem figyeltiik meg (Kerstein et al., 2009; Kwan et al., 2009; Zappia et al.,
2017). Ellenben TRPA1 KO egerek, illetve a specifikus antagonistaknak koszonhetéen, — a
hidegérzékeléshez hasonléan — a TRPAI bizonyosan szerepet jatszhat a mechanikai
hiperalgézia kozvetitésében (McGaraughty et al., 2010; Lennertz et al., 2012; Horvath et al.,
2016).

4. Neuronalis és nem neuronalis TRPA1 csatornak.

A szomatikus és viszceralis primér szenzoros neuronok TRPA1 expresszidja jol ismert. A

peptiderg, kapszaicin szenzitiv neuronok egy szubpopulacidja a TRPV1 mellett TRPAI-t is
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koexpresszal (Story et al., 2003). A TRPV1 és a TRPA1 egyarant nem szelektiv kation
csatornak, amelyeknek aktivacioja az idegvégzédésekben Na* és Ca®* bedramlashoz vezet. A
Na* influx hatasira akcidspotencial jon létre, a megndvekedett intracellularis Ca?* ion
koncentraci6 proinflammatorikus mediatorok (CGRP, substance P neurokinin A)
felszabadulasahoz vezet (Kadkova et al., 2017). A felszabadul6 proinflammatorikus
medidtorok neurogén gyulladast valtanak ki. A neurogén gyulladas kisérdjelenségei a
vazodilatacid, a megnovekedett vaszkuldris permeabilitds és a gyulladdsos sejtek toborzasa.
Ezen valtozasok felelnek meg a kapszaicin szenzitiv idegvégzdodések lokalis efferens
funkcidjanak (Pintér et al., 2006; Bodkin and Brain, 2011; Szolcsanyi, 2014; Lopez-Requena
etal., 2017). A TRPA1 csatorna tovabbi mechanizmusok révén fontos szerepet tolt be szamos
gyulladassal ¢és kronikus fajdalommal jard koérképben. A sériilt, illetve gyulladt szévetbol
felszabaduld proinflammatorikus és algogén mediatorok (prosztaglandinok, szerotonin,
bradykininek, protedzok) képesek szabalyozni a TRPA1 csatorna miitkodését GPCR ¢és a
foszfolipaz C jelatviteli uitvonalakon keresztiil. Tovabba lipidperoxidécios termékek (4-0xo-
nonenal, 4-hidroxi-2-nonenal, 4 hidroxi-hexanal) és a 15-deoxi-12,14-prosztaglandin Jo is
stimuldlja a PKA, PKC ¢s foszfolipdz c¢ ttvonalakat, amelyek hatasara a TRPAI1
foszforilacion esik at (Chen and Hackos, 2015; Viana, 2016; Kadkova et al., 2017). A PKA-
¢s a foszfolipaz dependens szignalizacids utvonalaknak a TRPAI1 csatornara gyakorolt
hatasait két tanulmany is részletesen targyalja (Zygmunt and Hogestétt, 2014; Viana, 2016). A
TRPA1 aktivacié hatasara a proinflammatorikus medidtorok mellett antiinflammatorikus
peptidek is felszabadulnak a kapszaicin szenzitiv idegvégzddésekbdl és szisztémas efferens
hatassal rendelkezhetnek. Az egyik ilyen peptid a szomatosztatin (Pozsgai et al., 2017a). A
szomatosztatin egy ciklikus peptid, amely egyarant megtalalhato a kdzponti idegrendszerben
és a periférids szovetekben is. A neurondlis eredetli szomatosztatin fajdalom- és
gyulladasgatld hatasokkal rendelkezik, amelyeket elsdsorban az sst4 receptor kozvetit (Helyes
et al., 2000; Pintér et al., 2002, 2006). Ezen megfigyelésekkel 6sszhangban a DMTS TRPAI
¢s sst4 receptor jelenlétében képes volt csokkenteni a hdsériilést kovetd gyulladast és

hiperalgézia mértékét egerekben (Pozsgai et al., 20173, 2. abra).
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I. Szenzoros afferens
funkcio: nocicepcio

IIL. Szisztémas efferens
funkcio:

fajdalom- és gyulladas
csokkento

Kapszaicin szenzitiv érzdideg periférias végzédése

2. abra: A kapszaicin szenzitiv nociceptiv érzdideg harmas funkciéja. (Forras: Pintér Erika

hozzajéarulasaval, modositva.)

A TRPA1l-et szamos nem neurondlis sejttipus is expresszalja. A human, egér és
patkany tiidében leirtdk jelenlétét alveolaris epithél sejteken, fibroblasztokon és simaizom
sejteken is. A bOrben sikeriilt kimutatni melanocitdkon, keratinocitakon és fibroblasztokon is,
illetve vizsgaltak szerepét a bor gyulladasos betegségeiben. Tovabba igazolt az expresszidja
az urothélium felszinén is, amely altal szerepe lehet a hugyholyag gyulladasos és koros vizelet
tiritéssel jard korképeiben. (Khalil et al., 2018). A hasnyalmirigy B-sejtjein talalhato TRPA1
receptor aktivacioja inzulinszekréciot valt ki (Cao et al., 2012). Asztrocitakon a TRPAI1
fontos szerepet tolthet be a Ca?* homeosztazis kialakitisaban, amelyen keresztiil képes gatolni
a GABA transzporter GAT3-t, ezaltal fokozodik az inhibicids tonus patkdnyok
hippocampusaban (Shigetomi et al., 2012). A poliszulfid a hidrogén-szulfidnal kisebb
koncentracioban képes volt aktivalni az asztrocitakon expresszaloddo TRPA1-t (Kimura et al.,
2013). Az immunsejtek TRPA1 expressziojat illeten 1ényegesen kevesebb publikacio latott
napvilagot. ApoE”" egerekbdl szarmazé atherosclerotikus plakkokban sikeresen kimutattdk a
TRPAI receptor jelenlétét a habos citoplazmdjii makrofag sejteken. TRPA1 gén kiiitése az
ApPOE" egerekben, illetve HC030031 hatasara sulyosbodtak az atherosclerotikus elvaltozasok,

romlott az egerek lipid profilja és fokozodott a szisztémas gyulladas mértéke (Zhao et al.,

12



2016). Human mintakon TRPA1 pozitiv makrofagokat mutattak ki az oralis submucosa
teriiletén (Kun et al., 2017). Jurkat T sejteken és human szplenocitakon is sikeresen
kimutattdk a TRPA1 receptor jelenlétét, amelyet Northern blottal, Western blottal és
immunhisztokémiaval is igazoltak. Tovabba ragcsalokbol szarmazéd- és human T sejteken is
verifikaltak a receptor jelenlétét az mRNS és a fehérje szintjén is. (Bertin et al., 2017). A
TRPAI proinflammatorikus hatasait dokumentalé publikaciok mellett egyre né azoknak a
tanulmanyoknak a szdma, amelyek a gyulladasgatld szerepére hivjak fel a figyelmiinket.
Szamos kolitisz modell esetén erdteljesebb gyulladas figyelhetd meg a TRPAI KO
egerekben. (Kun et al., 2014; Bertin et al., 2017). Az imiquimod altal keltett pszoriaziform
boérgyulladds modelljében a TRPA1 gén hidnya, illetve az AP967079 TRPAI1 specifikus
antagonista kezelés sulyosbitotta a patologias elvaltozasok mértékét. Kemény et al. kisérleteik
soran immunhisztoldgiaval igazoltak a CD4+ T helper sejteken a TRPA1 jelenlétét a bérben
(Kemény et al., 2018). A nociceptiv primér afferenseken expresszalédd6 TRPAI receptorok
szerepét ¢€s funkciojat részletesen vizsgaltak, azonban amikor uj TRPAI1 agonistak, illetve
antagonistak elsddlegesen fajdalom és gyulladasgatld hatdsait vizsgaljuk, fontos szem el6tt

tartanunk az esetleges nem neuronalis TRPA1 expressziobol adodo mellékhatasokat is.

5. TRPAI1 csatorna aktivatorai

Mas kemoszenzor receptorokkal ellentétben a TRPA1 receptort szamos egymastdl nagyban

kiilonbozo strukturaji vegyiiletet képes aktivalni.

5.1. Exogén aktivatorok, novénvi eredetii szerves, kéntartalmu agonistak

Az Allium sativum, kozismertebb nevén a fokhagyma, szamos aktiv, tioszulfinat vegyiilet
forrdsa. FO komponense az allicin, amely az alliinbdl keletkezik a fokhagyma Osszetorése
soran a vakuolaris alliindz enzim hatdsara. Az allicin egy instabil vegyiilet és beldle
kiilonbozo diallil-szulfidok (DAS), diallil-diszulfidok (DADS) és diallil-triszulfidok (DATS)
keletkeznek. Az alliin egy szagtalan vegyiilet, ellenben a beldle keletkezd vegyiiletek
felelosek a fokhagyma jellegzetes és atiito illat és iz vilagaért. A tioszulfinatok strukturalisan
nagyban hasonlitanak az allil-izotiocianathoz (AITC). Az AITC az aktiv komponense tobbek

kozott a wasabinak, a torméanak és a mustarolajnak is. Ezen vegyiiletek a TRPA1 csatorna
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aktivacioja soran a receptor cisztein oldallancaival diszulfid hidakat hoznak létre (Baraldi et
al., 2010). Az AITC-on kiviil aktivaciot valtanak ki egyéb erbteljesen reaktiv izotiocianat
vegyiiletek is (propargil-izotiocianat, benzil-izotiocianat, fenetil-izotiocianat) ellenben az
experimentalis felhasznalasukat er6sen korlatozza a toxicitasuk (Baraldi et al., 2010; Viana,

2016).

5.2. Exogén aktivatorok, légszennyezodés illetve cigaretta fiist eredetii kémiai irritansok

A TRPA1-t majdnem az Gsszes ipari elektrofil oxidaloszer aktivalja, beleértve az aldehideket
(formaldehid, acetaldehid) alkenalokat (akrolein és krotonaldehid), a hipokloritokat, toluén-
diizocianatot is. Feltételezhetéen a TRPAI aktivaciot Michael adduktot képezve cisztein

oldalancok tiol csoportjahoz kovalensen kapcsolodva- valtjak ki (Bessac and Jordt, 2008).

5.3. Endogén agonistak

A szervezetben a TRPAI1 csatorna képes érzékelni a koéros folyamatok és a cellularis stressz
soran keletkezd karos mediatorokat, beleértve a reaktiv oxigén szabadgyokoket is. A sériilt,
illetve gyulladt szovetekbdl e mediatorok a TRPA1 receptoron keresztiil fajdalomérzetet
valtanak ki. A mediatorok egy csoportjat alkotjak a lipidperoxidaciods termékek, mint a 4-0xo-
2-nonenal, 4-hidroxi-2-nonenal, és a 4-hidroxi-hexenal, és az oxidalt lipidek csoportjaba
tartozo ciklopentenon-prosztaglandinok (PGA1, PGA2, 8-isoPGA2, 15-deoxi-A214-PGJ; és
A?-PGJy), amelyek kozvetlen aktivaljadk a TRPAI1 csatornat (Chen and Hackos, 2015). Az
inflammoszoma alkotdelemei H2O2-n keresztiil kdzvetetten képesek aktivalni a csatornat

(Trevisan et al., 2014).

A TRPAI receptor széleskorli neurondlis és nem neuronalis expresszids mintazatdnak és
bdséges aktivacios profiljanak koszonhetden alkalmas a szervezetben lezajld sériilések és
gyulladas detektalasara. Az inflammacio soran keletkezd reaktiv elektrofil mediatorok
karosak a sejtre nézve, mivel Michael adduktot képezve szdmos struktirat képesek karositani.
Azonban ugyanezzel a mechanizmussal képesek aktivalni a TRPAI receptort is. Gyulladas
soran az NO és foszfolipidek kdlcsonhatasabol keletkezd nitratalt zsirsavak érzékelésére is
alkalmas a TRPAI receptor. Tovabba felmeriilt, hogy TRPAI1 felelds a bradykinin altal
kivaltott fajdalom érzetért. A bradykinin B2 receptor aktivacidja a PLA2 és PLC utvonalon
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keresztil DAG ¢és arachidonsav produkcidjahoz vezet, amelyek ugyancsak a TRPAL

aktivaciohoz vezethetnek (Brewster and Gaudet, 2015).

6. A kénvegviiletek TRPA1 medialta hatasai

A TRPAI1 expressziés mintdzatdnak megfeleléen szamos tanulmany sziiletett a hidrogén-
szulfid hatdsair6l neuronalis sejteken vizsgalva (Kimura, 2013). In vitro, TRPAL-t
expresszalo CHO, HEK293, Xenopus oocitak és RINB14 sejtek felhasznalasaval végeztek
kisérleteket a hidrogén-szulfid vegyiiletekkel. Tovabba kitlind vizsgalati rendszereknek
bizonyultak a TRPAL receptort nativan is expresszald TRG és DRG neuronok, illetve a vagus
szenzoros afferensei. Kezdetben a vizsgalatok soran NaHS és NaoS oldatok szolgaltak
hidrogén-szulfid donorként. A TRPA1 aktivacié kimutatasara kélcium szenzitiv fluoreszcens
festékek, elektrofiziologiai mérések, patch-clamp vizsgalatok, illetve medidtorok (szerotonin)
felszabadulasa szolgaltak. A hidrogén- szulfid TRPALl-hez kothetd hatasainak verifikalasa
leggyakrabban specifikus antagonistak (AP18, HC030031) ¢és TRPAl KO egerek
felhasznalasaval tortént. (Miyamoto et al., 2011; Ujike et al., 2015; Hajna et al., 2016).
Bizonyos tanulmanyok alapjan a savas pH fokozta a hidrogén-szulfid hatasait (Andersson et
al., 2012; Ogawa et al., 2012; Takahashi and Ohta, 2013). Beazonositasra keriiltek a TRPA1
receptor aktivaciojahoz sziikséges cisztein aminosavak is (Ogawa et al., 2012). Napvilagot
latott egy publikacio, amely szerint a NaHS képes aktivalni a patkany TRG neuronokon
talalhatdé TRPV1 receptorokat is, azonban 0sszességében mas forrasokat is egybevetve kevés
adat all rendelkezésre, amely igazolna ezen allitast (Trevisani et al., 2005; Ang et al., 2010;
Medeiros et al., 2012; Lu et al., 2014; Koroleva et al., 2017; Yu et al., 2017). Az izolalt
patkany vagus idegen nem valtott ki aktivaciot a NaHS, azonban fokozta a kapszaicinre adott
valaszt. In vivo a légzésre gyakorolt hatasit viszont teljes egészében gatolhatok voltak
HO030031 jelenlétében. Ex vivo patkany trachea preparatumon végzett kisérleteken az NaHS
fokozta a CGRP felszabadulast, amely blokkolhato volt TRPA1 antagonista hozzaadasaval
(Pozsgai et al., 2012).

A hidrogén-szulfid TRPA1 receptoron keresztiil hatva simaizomrelaxaciot valtott ki patkany
mesenterialis ereken, malac bronchiolusokon, az uréter intravezikalis szakaszan, illetve
human uréter €s prosztata preparatumokon. A hidrogén-szulfid mesenteriélis erekre gyakorolt

hatasat a konvencionalis antagonistdk és a peptiderg neuronok defunkcionalasan tul géatolni
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lehetett CGRP receptor antagonistaval és egy Cl™ ion csatorna blokkoldval is (White et al.,
2013). Prekontrakciot kovetéen a GYY4137 lassu felszabadulasu hidrogén-szulfid donor
effektiven relaxalta a kipreparalt malac bronchiolus szegmenseket. A relaxacio mértéke
csokkent az extracellularis K* koncentracio novelésével, illetve a Ca?* fiiggd K* csatorna
gatlasaval. Ugyanebben a tanulmanyban kimutattak, hogy az endogénen termel6dé hidrogén-
szulfid és a TRPAI is szerepet jatszik az elektromos stimulacioval keltett simaizmom
relaxacioban (Fernandes et al., 2016). A GY'Y4137 relaxal6 hatasa szintén megfigyelhetd volt
a TXA2-vel prekontrahalt intravezikalis uréter ex vivo vizsgalata soran. A TRPA1, a PACAP
¢s CGRP receptor antagonistak effektiven blokkoltak a hidrogén-szulfid indukalta relaxaciot.
Erdekesség, hogy a vizsgalt rendszerben a TRPV1 blokkolasa is hatasosnak bizonyult a
relaxacio gatlasaban (Fernandes et al., 2014). Human uréter és prosztata preparatumokon
végzett kisérletek tapasztalatai alapjan az NaHS gatolta az elektromos stimulacioval kivaltott
relaxacid6 mértékét (Weinhold et al.,, 2017). Az in vivo végzett kisérletek elsdsorban a
hidrogén-szulfid vaszkularis, szenzoros nociceptiv €s uroldgiai vonatkozésait vizsgaltak. A
NaHS vazodilatativ hatasait egérfiilon tanulmanyoztak. A topikalisan alkalmazott NaHS
vazodilataciét hozott létre, ami fokozta a fiillek vérataramlasat. A peptiderg neuronok
defunkcionalizldsa resiniferatoxinnal hatdsosan blokkolta a vérataramlas fokozodasat. A
TRPAI1 antagonista HC030031 jelenlétében, illetve a TRPA1 gén hianyaban nem jott 1étre
vazodilataci6. A peptiderg neuronokbodl felszabadul6 CGRP, illetve SP specifikus
antagonistakkal kezelve az egereket ugyancsak hatasosan blokkolni lehetett a hidrogén-szulfid
hatasat. Végiil a kisérletek soran az ATP fliggé K* csatorna blokkolasa is gatolta a jelenséget
(Pozsgai et al., 2012; Hajna et al., 2016). Az intraplantarisan beadott NaHS TRPAI1
receptoron hatva mechanikai hiperalgéziat valtott ki (Okubo et al., 2012). Szamos tanulmany
felveti a T tipusu fesziiltségfiiggd Ca?* csatorndk szerepét a hidrogén-szulfid nociceptiv
hatasainak kozvetitésében hangsulyozva CaV3.2 fontossagat. Az egér talpaba fecskendezett
LPS-t kovetd hiperalgézia mértéke csokkenthetd volt TRPA1 antagonistaval és az endogén
hidrogén-szulfid szintézis gatlasaval. Tovabba megfigyelték, hogy az alacsony pH fokozza az
NaHS altal kivaltott nocifenziv viselkedési mintazatot (Andersson et al., 2012; Ogawa et al.,
2012; Okubo et al., 2012). Az NaHS fokozta a viszceralis nocicepciot, a cerulein indukalta
akut pankreatitisz egérmodelljében, amely hatds gatolhaté volt TRPA1 ¢és Cav3.2
antagonistak beadasaval (Terada et al., 2015). Ugyancsak hasonlé megfigyeléseket végeztek a
vastagbélbe intraluminalisan bejutatott NaHS oldattal (Tsubota-Matsunami et al., 2012).
Anderson et al. azonban TRPA1 KO egerekben is algogénnek taldltdk az intrakolonalis
NaHS-t (Andersson et al., 2012). Patkanyokon az intravezikalisan alkalmazott NaHS mas
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TRPA1 agonistdkhoz hasonléan egyidejileg fokozza a holyagiirités gyakorisagat ¢&s
csokkentette annak volumenét. Tovabba immunhisztokémiaval sikeresen igazoltdk a TRPAL

jelenlétét az urothéliumon (Streng et al., 2008).

Ahogy mar korabban targyaltuk, szamos biologiailag aktiv vegyiilet keletkezhet a H2S és NO
reakcioja soran (Cortese-Krott et al., 2015). H2S és NO donor egyiittes alkalmazasanak
hatasait vizsgaltdk mar patkany TRG ¢s DRG neuronokon, asztrocitakon, agytorzs szeleteken
¢s egér DRG neuronokon is. Az altaluk kivaltott valaszok gatolhatok voltak TRPA1 receptor
antagonista jelenlétében, illetve csokkenthetd volt a gazotranszmitterek endogén szintézisének
gatlasaval. A H>S/NO hatasara keletkezé niroxyl TRPAL receptoron hatva CGRP
felszabadulast kovetden vazodilataciot valtott ki a patkany dura ereiben. HNO hatasara CGRP
felszabadulast mértek, tobbek kozott a sziv, a n. ischiadicus és mesenterialis erek esetében is
(Eberhardt et al., 2014; Wild et al.,, 2015; Dux et al., 2016; Teicher et al., 2017). A
poliszulfiddal kivaltott TRPA1 aktivacio hatasait figyelték meg RIN14B sejteken, gallus
domesticus mellkasi aorta kemoszenzitiv epitheloid sejtjein és egér DRG neuronokon
(Hatakeyama et al., 2015; Ujike et al., 2015; Delgermurun et al., 2016). A poliszulfid hatasara
keletkezd Ca?* jelek gatolhatok voltak TRPAI antagonista alkalmazasaval. Bizonyos
esetekben az N és L- tipust Ca?* csatornik és az endogénen termelédd NO is szerepet jatszott
a poliszulfid TRPA1 mediélta hatasainak kozvetitésében. Pontmutéaciok kivaltasaval sikeresen
beazonositottak azokat a cisztein aminosavakat, amelyek nélkiilozhetetlenek a poliszulfid
altali TRPALI aktivacidhoz (Hatakeyama et al., 2015; Delgermurun et al., 2016; Ujike et al.,
2018). Intraplantarisan beadott natrium poliszulfid a TRPA1 receptoron keresztiil hatva

0démat és hiperalgéziat valtott ki (Hatakeyama et al., 2015).

Szadmos novényi eredetli szulfid vegylilet hatasat vizsgaltdk a TRPAI1 receptoron. Az
asadiszulfid Ca®* jeleket valtott ki TRPA1 expresszalo HEK293 sejtekben. A fokhagymabol
izolalhat6 ajoén 6onmagéaban nem aktivalta a TRPAI receptort, azonban képes volt fokozni az
agonistak hatasat Xenopus oocita expresszidos rendszerben (Yassaka et al., 2010). A
fokhagymabol szarmazé DAS, DADS, DATS és DMTS mind agonistanak bizonyult a
TRPAI1 expresszalo CHO sejtek vizsgalata soran (Koizumi et al., 2009; Pozsgai et al., 2017Db).
A diallil vegytleteket hatasat TRPA1 specifikus antagonistadkon tal gatolni Ilehetett
kapszazepinnel is. A TRPAL receptort nativan is expresszalé patkany TRG neuronokon
igazolni lehetett az allicin és a DADS aktivald képességét. Az allicin és a DADS
kapszaicinnel végzett deszenzitizaciot kdvetden illetve CGRP antagonista jelenlétében kisebb

mértékben dilatalta a patkany mesenteridlis ercket. (Bautista et al., 2005). A DMTS
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specifikusan aktivalta a TRPAI receptort kifejezd egér TRG neuronokat, tovabba izolalt
borlebenyekbdl szomatosztatint szabaditott fel, ami gatolhatdo volt HC030031-gyel, illetve
elmaradt TRPA1 KO egerekbdl szarmaz6 mintak esetén. In vivo a DMTS csokkentette a
hosériilést kovetd hiperalgéziat. A DMTS antinociceptiv hatdsa nem volt megfigyelhetd

TRPAL- illetve sst4 KO egerekben (Pozsgai et al., 2017a).

Osszességében elmondhatd, hogy szadmos publikicio sziiletett a TRPV1- és TRPAI

crer

tovabba a TRPA1 és a hidrogén-szulfid kapcsolatardl, ennek ellenére, mégis a mai napig
szamtalan megvalaszolatlan kérdés all fenn a témaval kapcsolatban, amelyek tovabbi részletes

vizsgalatokra adnak lehetdséget.
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CELKITUZESK

Amiota ismert, hogy a H2S endogén uton is termelddik a szervezetinkben ¢és
gazotranszmitterként  funkciénal élénk  kutatdsok  folynak  bioldgiai  hatasainak
feltérképezésére. Azonban hamar kideriilt, hogy a H>S komplex szereppel bir a redox
rendszerekben €s szdmos tovabbi mediator keletkezhet beldle. Jelenleg egy olyan latszolag
egyszerli kérdés, mint a hidrogén-szulfid pontos kvantitativ meghatarozasa a biologiai
rendszerekben is heves vitakat tud kelteni tudomanyos korokben. Kisérleteink soran harom
kiilonb6zo hidrogén-szulfid donor vegytilet hatasait kivantuk vizsgalni két kiilonb6zo jellegti,

egy akut- és egy kronikus gyulladasos modellt alkalmazva.
A K/BxN szérum transzfer artritisz modell soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A GYY4137 HS donor befolyasolja-e az egerekben kifejlédo artritisz sulyossagat?

2. A TRPAL illetve sst4 génkiiitott egerekben megfigyelhet6-e kiilonbség az artritisz
lefolyasaban?

3. A GYY4137 képes-e aktivalni a TRPAI receptort in vitro, ha igen, milyen
mechanizmuson keresztiil?

4. A GYY4137 hatasara felszabadulnak-e gyulladas gatldé neuropeptidek a bor

idegvégzodéseibdl ex vivo?

A karrageninnel kivaltott akut gyulladds modelljében az inorganikus poliszulfid és az
organikus poliszulfid, a dimetil-triszulfid fajdalomcsillapitd ¢és gyulladasgatlo hatésait

terveztiik vizsgalni az alabbi paraméterek mentén:

1. Megfigyelhet6-e a mechanikai fajdalomkiiszob emelkedése a DMTS illetve POLY
hatasara?

2. Befolyasolja-e a DMTS és a POLY az 6déma képzddés nagysagat?

3. Hatéssal van-e a DMTS ¢és a POLY kezelés az in vivo képalkotdé modszerrekkel
meghatarozott neutrofil specifikus mieloperoxiddz aktivitisra és az extravazacio
mértékére?

4. A TRPALI és az sst4 génhidnyos egerekben valtoznak-e a DMTS és a POLY kezelés

hatasai?
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KIiISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI
MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Allatkisérleteinket 2-4 honapos kora, 20-25 grammos funkcionalis TRPA1 (TRPA17) és
SST4 () génhianyos him egereken illetve vad tipust parjaikon végeztiik (TRPA1** és
sst4*'*) Mindkét génmodositott egértorzs CS7BL/6 alapt. Az altalunk hasznalt egértdrzsek
kozforgalomban nem kaphatok, a TRPA1 génhidnyos torzset Bautista munkacsoportja hozta
létre (Bautista et al., 2006). Az els6 TRPAT1 heterozigéta tenyészéparokat Pierangelo Geppetti
(Firenzei Egyetem, Firenze, Olasz orszag) ajandékozta intézetiinknek. Az sst4 egereket
eredetileg Jeremy P. Allen és Prof. Dr. Pierce C. Empson generalta illetve bocsatotta
rendelkezésiinkre (Helyes et al., 2009). A TRPAL- illetve a sst4 WT ¢és KO torzseket
heterozigéta sziilok paroztatasaval hoztuk létre. Az utdodok genotipizalast kovetden lettek
szétvalasztva vad illetve génhidnyos csoportokra. Ezekbdl az utdédokbdl lettek Gsszeallitva a
WT ¢és KO tenyészcsaladok amelyeket tovabbi 6t generacion keresztiil szaporitottunk és
minden egyedét genotipizaltuk. Az 6todik generdciot kovetden nyert utddokat ,,tisztan” WT
illetve KO egereknek tekintettiik €s ezeket vontuk be vizsgdlatainkba. Ezt kovetden a
genotipizalasokat csak szurdproba szerlien végeztiik el tenyészetiink ellendrzése végett. Az
egereket a Pécsi Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar Farmakoldgiai és
Farmakoterdpiai  Intézetének  Allathdzdban  tenyésztettiik.  Tartasuk  24-25°C-0s
szobahémérsékleten 12 6ras vilagos-sotét ciklus mellett faforgaccsal ellatott 330 cm?-es és 12
cm magas polikarbonat ketrecekben, a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi
Kar Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetének Allathdzaban és a Szentagothai Janos
Kutatokézpont Kozponti Allathdzaban tortént. Az allatok szamara ad libium standard egér tap
¢s csapviz allt rendelkezésre. A szocialis deprivaci6 illetve a tulzsufoltsag elkeriilése végett
ketrecenként 5-10 egyedet tartottunk egyiitt. A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetének Allathazanak és a
Szentagothai Janos Kutatokozpont Kozponti Allathdzanak miikodési azonositd szamai:

ZOHUO0104L09 és ZOHUO104L03.
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2. Etikai engedélyek

Kisérleteink soran eleget tettlink a hazai, 1998. évi XXVIII. az allatok védelmérdl és
kiméletérdl szold torvénynek és az allatkisérletek végzésérdl szold 40/2013 (II. 14.) szamu
kormanyrendeletnek, tovabba az Eurdpai Parlament és Tanacs 2010/63/EU iranyelvének ¢és a
Nemzetkozi Fajdalom Tarsasag (IASP) ajanlasait is kovettiik. Kisérleteinket a Pécsi
Tudomanyegyetem Allat Etikai Bizottsig engedélyével végeztik (BA02/2000-47/2017 és
PE/EA/3895-6/2016)

3. Kisérleti modellek

3.1. Karragenin indukalta akut labgyulladas

Az akut gyulladast intraplantarisan injektalt karragenin (20 pl 3% fizioldgias séldatban)
beadasaval valtottuk ki. A modell soran randomizaltan csak az egyik oldali labat kezeltiik
karrageninnel, az ellenkez6 oldalt azonos térfogatu fiziologias sooldattal kezeltiik (Horvath et
al., 2016). A POLY (17 pmol/ttkg) és DMTS (250 pmol/ttkg) kezeléseket intraperitonealisan
(i..p.) végeztik. A kezeléseket a gyulladas kivaltasa elott 30 perccel megel6zéen kezdtiik el,
és ezt kovetoen oranként ismételtiik, 0sszesen hét alkalommal kezeltikk az allatokat. A

DMTS-t naponta-, a POLY-t minden egyes kezelés el6tt frissen készitettiik el.

3.2. K/BxN szérum transzfer artritisz modell

Kouskoff et al. 1996-ban Kkitenyésztette a spontan artritiszes K/BxXN egértorzset.
Megfigyeléseik soran fény deriilt az egerek patoldgiai elvaltozasai és a human reumatoid
artritisz kozott fennallé nagymértékii hasonlosagra (Kouskoff et al., 1996). A K/BxN szérum
transzfer artritisz paradigma elényei kozé tartozik, hogy K/BxN egerek szérumjat, egy masik
egértdrzsbe beoltva ki lehet valtani a spontan artritiszes egerekkel megegyez0 tiinetegyiittest.
Christensen et al. 6sszefoglalojaban részletesen targyalja a K/BxN szérum transzfer artritisz
jellemzodit (Christensen et al., 2016). Kisérleti elrendezésiinkben az alabbi paradigmat

valasztottuk: az egerek iziileti gyulladasanak kivaltasdhoz egyszeri i.p K/BxN (300 pl szérum
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1 ml-re PBS-ben felhigitva) szérum beadasaval valtottuk ki. Az egereket a szérum beadasat
megelézden, i.p. GYY4137 (50 mg ttkg™?) kezeltiik és a kezelést naponta ismételtiik. Kontroll
csoportok soran, BxN egerekbdl nem artritogén szérumot és PBS-t alkalmaztunk. A
kisérleteinkben felhasznalt TRPA1 WT és KO egerek két f6 csoportra bontottuk. Az egerek
egyik csoportjat a gyulladds harmadik napjan felaldoztuk, és a labaikbdl citokin méréseket
végeztiink. A masik f6 csoportban 1évé egereken képalkotd, funkcionalis és szovettani
analiziseket hajtottunk végre. Az sst4 egerek esetében nem végeztiink citokin

meghatarozasokat (3. abra).

Egér térzs TRPA1WT TRPA1 WT
Artritisz modell BxN kontroll K/BxN artritisz BxN kontroll K/BxN artritisz

Kezelés Vehikulum GYY4137 Vehikulum GYY4137 Vehikulum GYY4137 Vehikulum GYY4137

ST AN 2 WY 2 W 2 W 2 WY 2 W 2

Mérések
Egér torzs sst4 WT sst4 KO
Artritisz modell BxN kontroll K/BXN artritisz BxN kontroll K/BXN artritisz

Kezelés Vehikulum GYY4137 Vehikulum GYY4137 Vehikulum GYY4137 Vehikulum GYY4137

Mérések

Dinamikus plantaris eszteziometria, fliggeszkedési ido, pletizmografia, klinikai
pontozas, lumineszcens/fluoreszcens képalkotas, hisztologia

Citokin/Kemokinek meghatarozasa hatso végtagokbol

3. abra: A K/BxN szérum transzfer artritisz modell soran felhasznalt egerek csoportositasa

4. Vizsgalati modszerek

4.1. Az inorganikus poliszulfid és a dimetil-triszulfid oldatok elkészitése

Nagy et al. altal publikalt metodika alapjan allitottuk elé a poliszulfid oldatot (Nagy and
Winterbourn, 2010). Az oldatok exogén eredetii oxidacioja elleni védekezésképpen N2 gazzal
kifajatott polipropilén csévekkel dolgoztunk. A reagenseket jégen, fénytdl védetten tartottuk,

ezaltal csokkentve a bomlasukat. A hipoklorossav térzsoldatunk koncentracidjat 292 nm-en
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mért fényelnyelésével hataroztuk meg (E292= 350 M cm-1). A HzS torzsoldatot desztillalt
(E230 = 7700 Mt cm™?) és 5,5 -ditio-bis (2-nitrobenzoesav) (DTNB) hozzdadasat kovetden
412 nm (E412 = 28200 M cm?)-en mért abszorbancia értékekkel hataroztuk meg. A két
torzsoldatokat minden nap frissen készizitettiik el. A toérzsoldatokbol 60 mmol L hidrogén-
szulfid- és 20 mmol L hipoklorossav oldatokat készitettiink. A poliszulfid el8allitisahoz a
hidrogén-szulfidhoz folyamatos razas mellett cseppenként adagoltuk a hipokloros savat
azonos térfogatban. Az igy kapott POLY oldatot desztillalt viz és 4.17% v/v 10-szeres
toménységli PBS (pH 7.4) hozzdadasaval kétszeresére higitottuk. Utolsd 1épésben az
oldatunkhoz megkdzelitdleg 25-30 ul tdmény sdésavat adtunk. Az igy keletkezett POLY oldat
izotonias ¢és izohidrids volt. A DMTS vizben nehezen oldodik, ezért tobb 1épésben kellett
eldallitanunk az allatok kezelésére szolgald oldatot. E16szor a tomény gyari DMTS-t (Sigma
Aldrich) DMSO-ban 1 mol L*-re higitottuk. Ezt az oldatot tizszeresére higitottuk 2% v/v
Tween 80-t tartalmazo fizioldgias soéoldattal. Végiil egy lépésben négyszeresére tovabb
higitottuk az oldatot fiziologias sooldattal. A végsé oldat DMTS koncentracioja 25 mmol L*
volt, tovabba 2.24% v/v-ban DMSO-t és 0.45% v/v-ban Tween 80-t is tartalmazott. A kontroll
oldat készitése soran az 1 M DMTS helyett DMSO-t adtunk az oldathoz kdvetkezésképpen a
vehikulum DMSO tartalma némileg magasabb volt (2.5% v/v).

4.2. A poliszulfid kvantitativ meghatarozasa hideg cianolizissel

A karragenin 4ltal kivaltott gyulladasos modellben hasznalt izotoniés €s izohidrias POLY és a
hataroztuk meg. A GYY4137 elkészitése esetén az aramlasi citométeres mérésektdl némileg
eltérd modon jartunk el. Sosav helyett citrat pufferrel (100 mmol L2, pH 3) 1:1 térfogat
aranyban kevertiik 6ssze a GYY4137-t (3mg ml?, 7.95 mmol L?) és az inkubacios id6 90
perc volt. Az inkubaciot kdvetden azonos térfogatban hipokldros savat (200 pmol L) adtunk
az oldathoz. A hideg cianolizis soran a mintékat el6sz6r NH4OH-val alkalizaltuk, majd 25
percen keresztiil KCN-dal szobahémérsékleten inkubaltuk. A mintdkhoz ezt kovetéen
formalint és Goldberg reagenst (FeCls 18.38%-0s HNOs-ban FeCls feloldva) adtunk és
tovabbi 15 percig allni hagytuk végiil 460 nm hulldmhosszon megmeértiik a fényelnyelését
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spektrofotométerrel. A standard gorbét ismét koncentraci6jt KSCN oldatok hideg
cianolizisével alkottuk meg (Wood, 1987).

4.3. Ca®* bearamlas mérése aramlasi citométerrel TRPA1 expresszalo CHO sejteken.

A Ca?* bearamlasi méréseket nativ- és human TRPA1-et expresszalo kinai horcség ovarium
sejteken (chinese hamster ovary, CHO) végeztiik. A transzfekci6 végrehajtasdhoz human
TRPAL1 cDNS-t (Life Technologies CloneRanger, clone ID: 100016279) és neomycin
rezisztencia gént is tartalmazo pT3CMV- (Addgene, ID: 26556) és pCMVSB100x (prof. Ivics
Zoltan ajandéka) transzpozazt tartalmazé plazmid vektort hasznaltunk. A plazmidon a TRPAI
cDNS inszercios helyét a cytomegalovirus (CMV) promoter €s a szarvasmarha novekedés
hormon polyA régioja hatarolta. A sikeresen transzfektalt klonokat tenyésztéssel, G418 (500
pg mL?) tartalmid médiumban szelektaltuk ki. Ezt kovetben a TRPA1* CHO sejt
tenyészetekrél Ovatosan eltavolitottuk a tdpmédiumot (500 ml Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, (DMEM) 50 ml fetalis marha szérum, 10 ml L-glutamin (200 mmol L) 10 ml
MEM nem esszencialis aminosavak, 500 ul penicillin és sztreptomicin) és a letapadt sejteket
tripszinnel (250 pl, 0.1% PBS-ben oldva) szabaditottuk fel. Az egyes mérési pontokhoz
megkozelitéleg 10* sejtet 100 pl ECS-ben reszuszpendaltuk (Osszetétel mmol L-I-ben
megadva: NaCl, 160; KClI, 2,5; CaCl, 1; MgCl», 2; HEPES, 10; gliikoz, 10; pH 7.3) és Fluo-4
AM (Invitrogen, 0.4 pL, lug pL' DMSO-ban oldva; excitacios hullimhossz 488 nm;
fluoreszcens emissziés hullimhossz 504 nm ) festékkel 37 °C-on 30 percen keresztiil
inkubdltuk. Ezt kovetden tovabbi 400 pl ECS adtunk a sejtekhez. A sejt szuszpenzid
oldott vizsgalt anyagokkal. A sejtek zold fluoreszcens jelét, kontroll csak Fluo-4 festett sejtek
jelére normalizaltuk. Bizonyos mérések esetén 5 perces preinkubaciot végeztiink a TRPA1
antagonista HC030031 (50 umol Lt ECS-ben oldva). A H2S dozis hatas gorbe felvételéhez a
natrium-szulfid-nonahidrat (Na2S. 9 H20) kristalyokat desztillalt vizzel mostunk, majd N>
gazzal kiftjatott centrifuga csében desztillalt vizzel oldottuk. A hidrogén-szulfid t6érzs oldat
mintdkat empirikusan kihigitottuk és megmeértiik az abszorbanciajat 230 nm hulldmhosszon
(extinkcids koefficiens 230 nm-en, Ezzo = 7.7000 mol? L cm?), és 412 nm-en (E412 = 28200
mol L cm™?) 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesav) hozzaadasat kovetden (Batai et al., 2018). A két

abszorbancia értékbdl szamitott koncentracid atlagat tekintettilk a torzsoldatunk valds
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crer

ml-1, 7.95 mmol L), a tovabbi higitasi sorozatot a dézis-hatas gérbéhez ECS-ben végeztiik. A
POLY-t a fentebb leirt metodika alapjan készitettiik el (10 pmol Lt ECS-ben) Vizsgaltuk, a
GYY4137 felszabadulo H2S ¢és hipoklérossav (OCL") reakcidjabol keletkezé poliszulfid
TRPAI aktivacios képességét. Azonos térfogatban egymashoz adtunk GYY4137 (3mg ml™,
7.95 mmol L) és sosav (1 mmol L) oldatokat és ezt kdvetden 120 percen keresztiil fénytl
védetten szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az inkubécids id6 lejarta utan meghataroztuk az
szerint és a poliszulfid eldallitasa végett az oldat hidrogén-szulfid tartalmanak megfeleld
aranyban hipoklérossavat adtunk hozza. Az igy kapott oldatban a hipokléros sav
végkoncentracidja nem haladta meg 616 pumol L1-t. Az egyes Osszetevok aktivacios
képességét oOnmagukban is vizsgaltuk a végoldattal megegyez6 koncentraciokban.
Kontrollként és a specificitds igazoldsanak céljabol a méréseket nativ, humédn TRPA1-t nem

expresszalo CHO sejteken is megismételtiik.

4.4. Szomatosztatin felszabadulas mérése radioimmunoassay (RIA) médszerrel izolalt
egér labbor idegvégzodésekbol.

A TRPAI WT ¢és KO egereket nyakcsigolya diszlokacioval felaldoztuk, majd a
hatsovégtagokat finom nyirogéppel szortelenitettiik. A 1abboroket preparalast kovetden
azonnal oxigenizalt, szobahdmérsékletli szintetikus intersticidlis folyadékba (SIF; Osszetétele
mmol Lt megadva: NaCl 107.8, NaHCO3 26.2, natrium-gliikonat 9.64, szukréz 7.6g, gliikoz
5.05, KCI 3.48, NaH:PO; 1.67., CaCl; 1.53, MgSOs 0.69) helyeztiik. Az bérmintakat
egyesével kiforditva akril rudakra rogzitettiik sebészi fonal segitségével és 37 °C oxigenizalt
SIF-et tartalmazé razé firdébe helyeztiik at és 30 percen keresztiil inkubaltuk benne. Ezt
kovetden a mintdinkat a razofiirdében egyesével liveg kémcsdvekbe helyeztiik at amely 800
ul SIF-oxigenizalt SIF-t tartalmazott és 5 percig inkubaltuk. Az inkubacio lejartaval a
mintakat a kdvetkezd sorozat iiveg kémcsObe helyeztiik, amely a 800 ul oxigenizalt SIF-t
mellett tovabbi 10 pmol Lt POLY-t vagy vehikulumot tartalmazott és ismételten 5 perces
inkubacios 1d6t alkalmaztunk. A kovetkezd fazisban ismételten egy 1) sorozat oxigenizalt
SIF-t tartalmazd kémcsdbe helyeztiik at €s 5 percen keresztiil inkubaltuk a mintainkat. Az elsd
5 perces inkubaciobdl szarmazd oldatok szolgaltak a bazélis-, a masodik 5 perces inkubécio

oldatai a stimulalt- és a harmadik 5 perces inkubacié oldatai poszt stimulalt szomatosztatin
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felszabadulds meghatarozasara. A megfelel csoportok esetén a SIF 50 pmol L*THC030031 is
tartalmazott (Pozsgai et al., 2017a). Ezt kdvetéen meghataroztuk a mintak nedves tomegét. A
szomatosztatin felszabadulas kvantifikalasat radioimmunoassay (RIA) modszerrel végeztiik
(Pozsgai et al., 2017a). Az assay soran felhasznalt PBS (pH 7.4 50 mmol L) hozzaadott
NaCl-t (100 mmol L) natrium-azidot (0.05% w/v) és marha szérum albumint (0.25% w/v)
tartalmazott. Az assay kivitelezéséhez az ismeretlen szomatosztatin tartalmi mintankat,
standard szomatosztain-14 peptidet, jelolt (Tyrl)-szomatosztatin-14-t, és antiszérumot
hasznaltunk. A szomatosztatin radioaktiv jelolésé Na'?®l-dal tortént katalizator jelenlétében
(1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a-difenil-glikouril) tortént. Az antiszérum baranybol szarmazo,
szarvasmarha eredetli szomatosztatin-14 thyroglobulin ellentermelt antitestek képezték,
amelyet 1:260000 higitasban alkalmaztunk. A szabad- és immunkomplexben jelenlevd peptid
szeparalasdhoz a desztillalt vizben oldott Norit-A (10% w/v), dextrdn (molekulasuly: 65-
73kDa, 1% w/v) és zsirmentes tejpor (0.2% w/v) szolgalt. A folyamat sordn egyarant
meghataroztuk a kotott- és szabad peptidek radioaktivitasat (Gamma NZ-310, Magyarorszag).
A standard gorbét ismert szomatosztatin tartalmu mintdk tledékének és feliiluszojanak
radioaktiv sugéirzasdnak Osszehasonlitdsdval alkottuk meg. Eredményeinket immunreaktiv
szomatosztatinszer(i peptid (fmol SOM-LI) és a bérmintak milligrammban kifejezett nedves

tomegének hanyadosaval fejeztiik ki.

4.5. Gyulladasos markerek detektalasa a K/BxN modellben

A szérum transzfer artritisz indukcidjat kovetden az egereket a 3. napon ketamin/xylazin
(100/10 mg ttkg™') altatas alatt nyaki diszlokacioval terminaltuk. Az egerek talpait 1 ml
jéghideg mosofolyadékkal (PBS pH 7,5; EDTA, 10 mmol L*; HEPES, 20 mmol L%)
atoblitettiik, a mintakat folyékony nitrogénben gyors fagyasztottuk, végiil -80 °C-on taroltuk.
Mocsai et al. korabbi eredményei alapjan egy citokint és harom kemokint valasztottunk ki
(IL-1B, KC, MIP-1a és MIP-2) és vetettiik ala kvantitativ analizisnek (Kovacs et al., 2014). A
méréseket egyetlen mintabdl magneses gyongyokhoz kotott antitesteteket utilizalé Millipex
MAP Mouse Cytokine/ Chemokine Magnetic Bead Panel — Immunology Multiplex Assay
(Merck Millipore, Billercia, MA, Amerikai Egyesolt Allamok) segitségével végeztiik

Luminex 100 miszer és Luminex 100 IS szoftver felhasznalasaval.
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4.6. Mechanikai fajdalomkiiszob meghatarozasa

A kiilonb6z0 kisérleti modellek soran kialakuld gyulladas hatdsara bekdvetkezd hiperalgézia
kvantitativ mérését dinamikus plantaris eszteziométerrel (DPA, Ugo Basile 37400, Comerio,
Olaszorszag) végeztiik. A mérések soran az egerek kiilon erre a célra kifejlesztett 15x15 cm-
es plexi cellakban foglaltak helyet és a cellak maguk egy magasitott fém racsra voltak
helyezve. Ez az elrendezés lehetové tette, hogy a vizsgalt allatok ald helyezik a
mérdapparatus stimulatorat, amelyet egy tompa végi, fiiggblegses allasu fém szonda alkot. A
DPA {6 karakterisztikdja, hogy a szonda altal az egerek hatso labanak talpi felszinére kifejtett
nyomoéerd maximalis értéke €és az erd ndvekedésének linearis gradiense szabalyozhato.
Kisérleteink soran az elébbi értékek 10 grammnak megfeleld suly volt, amelyet fokozatosan,
4 szekundom alatt ért el. Az egerek a cellak altal lehatarolt terek keretein beliil szabadon
mozoghattak, ezaltal amikor az inger nagysaga elérte a mechanikus fajdalomkiiszob hatérat,
az nocifenziv reakcidt valtott ki az allatbol és elemelte az aktudlisan ingerelt végtagjat a
szondarol, mikdzben a stimulus nagysadgat a DPA automatikusan rogzitette. Az ingerlés
megkezdése elott az egerek 15 perc szoktatasi idot toltdttek a cellakban, tovabba a mérések
sordn egyarant a szenzitizacid és a deszenzitizdcid prevencidja végett a hatsd végtagok
stimulalasat felvaltva végeztiik minimum 5-5 szekundum nyugalmi intervallumot alkalmazva.
Az 0Osszes kisérleti modellben az inzultus kivaltasa elétt harom kiilonb6zé napon mindkét
végtagon harom-harom mérés atlagolasdval meghataroztuk a mechanikai fajdalomkiiszob
kontroll értékét, majd az inzultust kdvetden az egyes mérési idépontokban 5-5 mérés atlaga
szolgalt a hiperalgézia mértékének megallapitasira (Bolcskei et al., 2005; Pozsgai et al.,
2017a).

4.7. Hatulso6 végtagok térfogatanak mérése

Az egerek hatso labain a gyulladas okozta térfogatnovekedést pletizmométerrel (Ugo Basile
Plethysmometer 7140, Comerio, Olaszorszag) hatdroztuk meg. A pletizmométer alkotorésze
egy ,,u” alaku elektrolittal to1tott edény. A két tartaly kozott az elektrolit akadalytalanul képes
kozlekedni: a ,,minta” tartdlyba martott 14b Archimédesz térvényének megfeleléen megemeli
a folyadékoszlop magassagat a detektort tartalmazo tartdlyban is. A ldbak térfogatat szazad

kdbcentiméter pontossaggal hatdroztuk meg. A labtérfogat mérése soran az allatok fokozott
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stressznek vannak kitéve, ezért a méréseket kizarolag a fijdalomkiisz6b meghatarozasa utan
hajtottuk végre. A fajdalomkiiszob meghatarozasahoz hasonldan, a labtérfogatok esetén is

harom kiilonb6zé napon mért eredmények atlaga képezte a kontroll értékeket (Horvath et al.,

2016).
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4.8. Fiiggeszkedési teszt

A fliggeszkedési teszt soran az allatokat egy fémracsra helyezziik, amelyet felemelve és
tengelye kortil 180°-kal elforgatva kényszeritjiik az egereket fiiggeszkedési pozicioba a
gravitacidval szemben. A vizsgalat soran a fliggeszkedéssel toltott id6 hosszat mérjiikk meg.
Az egerek testi épségét a racs ala helyezett vastag vattadgy biztositja. A fliggeszkedési ido
informaciot szolgaltat az allatok erdnlétérdl ¢és a végtagok altalanos allapotarol. Egy
egészséges egér fliggeszkedési ideje meghaladja a 20 szekundumot ezért a méréseket,
amennyiben elérték a 60 masodpercet, felfliggesztettiikk. A méréseket a fajdalomkiiszéb és a

labtérfogat meghatarozasaval azonos napokon hajtottuk végre (Borbély et al., 2018).

4.9. Az iziileti gyulladas pontozasa

A K/BxN szérum-transzfer artritiszes egerek iziileti érintettségét szemikvantitativ pontozéssal
is értékeltiik. A pontozas soran mind a négy végtag érintettségét figyelembe vettiik. A
pontrendszer alapjat a gyulladas és iziileti funkci6 altalanos jelei alkottak (hiperémia, 6déma,
az iziileti passziv mozgastartomany besziikiilése). Az egyes végtagok allapotat 0-10-ig terjedd
skalan értékeltiik (0-1.5, egészséges; 1.5-2.5: kezdddd gyulladas jelei; 2.5-4 enyhe gyulladas,
4-7, kozepesen sulyos gyulladas; 8-10 sulyos gyulladds, az iziilet passziv mozgatdssal
szemben vald elmerevedése) ¢s egyedenként a hatso labak értékeit atlagoltuk. A méréseket a

3, 5 és 7 napon veégeztiik (Jakus et al., 2010; Horvath et al., 2017).

4.10. In vivo lumineszcens neutrofil mieloperoxidaz aktivitas képalkoté mérése

A képalkoto vizsgalatokat ketamin és xylazin (Calypsol/Sedaxylan, 120/12 mg ttkg™, i.p.)
narkézis alatt végeztiik. Az egereket a neutrofil mieloperoxidaz altal termelt reaktiv oxigén
szabadgyokok mennyiségével szorosan korreldlo, kemilumineszcens festékkel, steril foszfat
pufferes séoldatban oldott (20mg ml?) luminollal (5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalazidindion)
kezeltiik i.p. (150 mg ttkg™t) (Botz et al., 2014a). A felvételeket IVIS Lumina II (PerkinElmer,
Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok; 120 s akviziciés id6, F/stop = 1, Binning = 8)
késziilékkel készitettiik a luminol beaddsat kovetden a 10. percben. A kiértékelés soran Living

Image® szoftver II (PerkinElmer, Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével,
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kijeloltiik az egerek hats6 végtagjain a tibiotarzédlis iziilet magassagaig az identikus
kiértékelend6 mezdket (ROI: Regions of interest) és a kemilumineszcens jelet a teljes

sugarzas mértékegységében adtuk meg (total radiance/s = total flux/s)

4.11. A plazmaextrvazacio in vivo fluoreszcens képalkoto mérése.

A plazmafehérje extravazacid6 meghatarozasa sordn a neutrofil mieloperoxiddz méréséhez
sziikséges eszkozparkot hasznéltuk (IVIS II és Living Image), ebbdl kifolyolag lehetdségiink
volt a méréseket egybekotve végezni. Az IR-676 fluoreszcens festék (5% v/v Kolliphor HS
15) oldat 0.5 mg ttkg™? dozisban 5% v/v alkalmas volt az extravazicié vizualizaldsara és
kvantifikalasra kisérleteink sordn. Tovabbi eldnyei, hogy a Iuminollal ellentétben i.v.
alkalmaztuk, a felvételeket a beadast kovetd 20. percben készitettiikk el, és abszorpcids és
emisszios spektrumaik csucsai nem voltak fedésben, ezaltal egyetlen altatds alatt mindkét
paraméter mérését el tudtuk végezni. A kiértékelés sordn ugyancsak a hatsé végtagokra
fokuszaltunk és az identikus kijelolt mezdk nem haladtdk meg proximalisan a tibiotarzalis
izliletet. A regisztralt jel nagysagat a teljes sugarzo hatékonysagként fejeztiik ki. (total radiant

efficiency = [photons/s/cm?/sr]/[uW/cm?]) (Borbély et al., 2015).

4.12. Szovettani vizsgalat

A krénikus modellben felhasznalt egereket a kisérlet 7. napjan feladldoztuk, a tibiotarzalis
iziileteiket eltavolitottuk és 4%-os pufferelt paraformaldehiddel fixaltuk. A fixalt iziileteket
dekalcifikalo oldatba helyeztiikk at 2-3 hétre és ezt kovetden axidlis sikban 3-5 um vastag
paraffinos hematoxilin-ecozin festett metszetek készitettiink beldliik. A szovettani
preparatumokat értékeld fliggetlen szakértd vak kisérleti elrendezésben dolgozott, mert nem
kapott informaciét a preparatumokat jel6lé szdmkodok jelentésérdl. A hisztopatoldgiai
elvaltozasok alapjan (porckarosodas, infiltralé mononuklearis sejtek mennyisége, szinovialis
hiperplazia és fibroblaszt aktivitas és kollagén lerakodas) 0-3-ig terjedé skalan pontozott. Az
egyes paraméterek részpontjainak Osszegzésével alkotott 0-12-ig terjedd kompozit
pontrendszer segitségével hasonlitottuk Gssze az egyes csoportokat (Szabo et al., 2005; Botz
et al., 2014b; Horvath et al., 2017).
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4.13. Felhasznalt anyagok

A ketamint (Calypsol, Richter Gedeon Nyrt.,, Budapest, Magyarorszag), a xylazint
(Sedaxylan, Eurovet Animal Health B.V., Bladel, Hollandia), a formalint (Formaldehydum
solutum 37%; Ph. Hg. VIL.), a PTE Klinikai K6zponti Gyogyszertarabol szereztiik be. a
képalkotd vizsgalatokhoz felhasznalt festékeket, a natrium-luminolt a Gold Biotechnology-t6l
(Olivette, MO, Egyesiilt Amerikai Allamok) és az IR-676-ot a Spectrum-Info-tol (Kijev,
Ukrajna) rendeltiik. A DMTS, NaHS . 9H-0, hipoklorossav, DTNB, karragenin Tween 80 és
Kolliphor HS 15 a Sigma Aldrich-t61 (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok) vasaroltuk. A
citokin méréshez sziikséges MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Panel—Immunology Multiplex Assay Merck Millipore-tol rendeltiik (Billerica, MA, Egyesiilt
Amerikai Allamok).

4.14. Statisztika

Az eredményeink prezenticidja soran az egyes csoportok atlagit, a standard hibaval
feltiintetve abrazoltuk, kivéve a szovetani eredmények esetében. Utdbbi abra esetén a
dobozok a median és 25--75 percentilis érték tartomanyt, a bajuszok a legnagyobb és
legkisebb értékeket abrazoljak. A K/BxN modell esetén statisztikai analiziseinkhez egy- ¢€s
két utas variancia analizist hasznaltunk, Turkey-, Dunnett- vagy Bonferroni poszt hoc teszttel
kiegészitve. A szomatosztatin felszabadulds elemzése soran az adataink nem tanusitottak
normal eloszlast, ezért Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk. A szodvettani eredmények
vizsgalata soran alkalmazott Kruskal-Wallis tesztet Dunn teszttel egészitettiik ki. Az akut
gyullad4ds modelljében a képalkotd vizsgalat elemzéséhez egy utas ANOVA-t hasznaltunk, a
tobbi eredmény analizisét két utas ANOVA-val Bonferroni post teszttel kiegészitve
vegeztiink. Az Osszes statisztikal analizist és az abrak szerkesztését GraphPad Prism 5
szoftver segitségével végeztiik. Szignifikdnsnak tekintettiik az eltérést két csoport kozott

amennyiben az adott p értékre igaz volt a kovetkezd: p <0.05.

31



EREDMENYEK

1. Az GYY4137 lassu felszabadulasi hidrogén-szulfid donor hatasai a K/BxN szérum
transzfer artritisz modelljében TRPA1 és sst4 KO egerekben.

1.1. Eredménvek

1.1.1. A GYY4137-bél felszabadulé hidrogén-szulfid hipoklérossavval reagalva
poliszulfidot hoz létre és Ca?* bearamlast valt ki a TRPA1-et expresszalo CHO sejteken.

A GYY4137 hidrogén-szulfid leado képességét két kiilonbozd savval acidifikalt oldatban is
vizsgaltuk. Citrat pufferben (pH 3,0) szobahOmérsékleten, fényt6l védetten, 90 perces
inkubaciot kovetéen 328.1 +39.33 umol (n =18, hat kisérlet eredménye) hidrogén-szulfid
szabadult fel. Ez az érték kisebb volt, amennyiben a GY'Y4137-t azonos térfogati 1 mmol L
sosavval 120 percen keresztiil inkubaltuk (147.3 £+ 15.29 pmol L, n=19 négy kisérlet
eredménye). A GYY4137-hez a 90 perces inkubaciot kovetden, azonos térfogata 100 pmol
hipoklérossavat hozzdadva hideg cianolizissel mérve 77.15 + 15.29 umol poliszulfid
keletkezett (n =18, hat kisérlet eredménye). Amennyiben a CHO sejteket tisztan a natrium-
szulfid-nonahidrat oldattal kezeltiik, csak extrém magas hidrogén-szulfid koncentraciok
esetén figyeltiink meg egy dozisfiiggd Ca?* bearamlast TRPAI expresszald és nativ sejteken
egyarant (CHO TRPA1*: ECso= 6.14 mmol L-!; CHO TRPAL": ECso = 9.77 mmol L n=5-7
mérési pontonként dsszesen 4 kisérlet eredményeit egyesitve; 4.A abra). A hidrogén-szulfid 1
mmol L7-es koncentracio alatt egyaltalan nem okozott Ca?* bedramlast egyik sejtvonal
esetében sem. Vizsgaltuk a GYY4137 dozis hatas gorbéjét a nano molostol a milli molosig
terjedd tartomanyban, azonban nem figyeltiink meg semmilyen Ca®* be4ramlasbol fakado
fluoreszencia jelet (n = 5 mérési pontonként, dsszesen négy kisérlet sorozat eredményei; 4.B
abra). A poliszulfid 10 pmol L' koncentracioban TRPA1 expresszalo sejteken Ca?*
bearamlast valtott ki. A poliszulfid hatasa gatolhaté volt a TRPAI1 specifikus antagonista
HC030031 (50 pmol L1) jelenlétében és hidnyzott a nativ, TRPAI expresszioval nem
rendelkez0 sejteken (n = 12; 4.C abra). Ezt kovetden vizsgaltuk, hogy a GYY4137 sosav és
hipoklorossav hozzaadast kovetéen mekkora Ca?* bearamlast képes kivaltani a pozitiv
kontrollként alkalmazott, 100 pmol allil-izotiocianathoz képest. A soésavval inkubalt

GYY4137 illetve dnmagaban a hipoklérossav nem volt képes Ca?* bedramlast kivaltani
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ellenben az acidifikalt majd hipoklorossavval reakcidba 1épé GYY4137 oldat az allil-
izotiocianathoz mérheté Ca?* influxot valtott ki a TRPA1 receptor jelenlétében. A nativ CHO

sejtek esetében a Ca?* bedramlds nem jott létre (n= 5-8; 4.D 4bra).
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4. abra: Az alacsony pH-n inkubalt GYY4137-b6l felszabadulo H>S hipoklorossavval reagalva
poliszulfid keletkezik. TRPAI receptort expresszald sejteken a poliszulfid Ca?* bedramlast valt ki. A
Ca®* bedramlast a Fluo-4 AM kalcium specifikus festék fluoreszcens jelének regisztralasaval
hataroztuk  meg. (A) A  natrium-Szulfid-nonahidratbol ~ szarmazé  HoS  fiziologias
koncentraciotartomanyban nem aktivalta a TRPA1 receptort. A natrium-szulfid-nonahidrat ECsp
értékei 6.14 mmol L* és 9.77-nek bizonyultak TRPA1* és TRPA1" CHO sejtek esetén. (n= 5-7
kisérlet/mérési pont). (B) A GYY4137 hatasara nem jott létre kalcium bearamlas a TRPAI1
expresszald CHO sejteken (n = 5) (C) Az intracellularis kalcium koncentracio valtozasa nativ CHO

sejtekben, és TRPA 17 sejtekben poliszulfid hatasara illetve HC03003 1 preinkubaciot kdvetéen. (n =12,
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“p < 0.05 vs. 10 umol L poliszulfid kezelt TRPAL* CHO sejtek). (D) Az acidifikalt GYY4137-hez

crcr

poliszulfid kalcium bedramlast valt ki a TRPA1 expresszalo CHO sejteken. A hipoklérossav és az
acidifikalt GYY4137 6nmagukban nem aktivaltdk a TRPAI1 receptort. n=5-8; % < 0.05 vs. allil-
izotiocianat; Pp < 0.05 vs. az acidifikalt GYY4137 ¢és hipoklorossav reakciojaval eléallitott poliszulfid

(Bonferroni modositott poszt-teszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).

1.1.2. Ex vivo bérlebenyekben TRPA1 Kkozvetiti a poliszulfid ingerlést kovetd

szomatosztain felszabuldast

Az izolalt szervfiirddkbe helyezett bérlebenyekbdl 10 umol L poliszulfid hatasara 0.1407 +
0.044 fmol mg? szomatosztatinszerti (SOM-LI) immunreaktiv vegyiilet szabadult fel. A
felszabadulas mértéke a TRPAI antagonista, HC030031 50 pmol L jelenlétében
szignifikdnsan lecsokkent. A SOM-LI felszabadulasanak mértéke ugyancsak kisebb volt
TRPA1 KO egerekbdl szarmazo mintak esetében (n =12, harom kisérlet sorozatbol; 5. abra).

A natrium-szulfid-nonahidrat stimulacié 1 mmol L koncentracidig nem okozott szignifikans

SOM-LI felszabadulast (nem abrazolt adatok).

0207 B TRPATWT
TRPA1 WT + HC030031
0.15- BB TRPA1KO

| i
5. &bra: Az inorganikus poliszulfid (10 umol L) hat4sdra szomatosztatin szabadul fel ex vivo az

izolalt 1abbor preparatumokbol. HC-030031 és a TRPAI1 receptor hianya gatolta a szomatosztatin
felszabadulast. n = 12; "p < 0.05 vs. poliszulfid (10 pmol L?) kezelt TRPA1 WT egerekbdl szarmazd

mintak (Kruskal Wallis teszt).
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o
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1.1.3.A GYY4137 ellentétes hatasa a mechanikai hiperalgéziara TRPA1 jelenlétében és

hianyaban.

A K/BxN szérum beadésat kovetéen TRPA1 WT és KO egerekben egyarant kialakult a
mechanikai hyperalgézia GYY4137 ¢s vehikulum kezelés mellett a BXN szérummal kezelt
kontroll egyedekhez képest. (WT, BxN, vehikulum kezelt, n = 7; WT, BxN, GY'Y4137 kezelt
n=7; WT, K/BxN, vehikulum kezelt n = 9; WT, K/BxN, GYY4137 kezelt n =9; KO, BxN,
vehikulum kezelt n = 9; KO, BxN, GYY4137 kezelt n = 6 ; KO K/BxN vehikulum kezelt n =
9, KO, K/BxN, GYY4137 kezelt n = 10; 6.B, C abrak). A 3. napon a GYY4137 kezelt
artritiszes TRPA1 KO egerek mechanikai fajdalomkiiszobe szignifikansan kisebb volt a
vehikulummal kezelt KO tarsaikhoz, illetve a WT GYY4137 kezelésben részesiilo
egyedekhez képest (6.43 £ 0.33 vs. 7.43 = 0.29 g TRPA1 KO vehikulum kezelés esetében;
6.43 £ 0.33 vs. 7.59 £ 0.25 g TRPA1 WT GYY4137 kezelés esetében; 6.A abra). A 7. napon
a GYY4137 kezelés hatasara csokkent a hyperalgézia mértéke a TRPA1 WT egerekben az
ugyancsak GYY4137 kezelésben részesiil6 TRPA1 KO egerekhez képest (6.15 £ 0.36 vs.
4,52 + 0.15 g; 6.C abra). A nem artritogén, BxN szérummal kezelt egerek mechanikai
fajdalomkiiszobét nem befolyasolta a TRPA1 gén jelenléte vagy hidnya illetve a szulfid

donorral vagy vehikulumaval torténé kezelés (6.A-C abrak).

1.1.4. AGYY4137 TRPAL WT egerekben csokkentette az artritisz score-t

Az artritisz sulyossaganak megitélésére valasztott pontrendszer hasznélataval egyértelmiien
megallapithato a K/BxN szérum beadasat kovetd szignifikans allapotromlas a nem artritogén
BXN kezeléshez képest (6.D-F abrak). Az 5. napon a GYY4137 mérsékelte az artritisz
kiilséleg megfigyelhetd jeleit a TRPA1 WT egerekben a vehikulummal kezelt WT és a
GYY4137 kezelt KO artritiszes tarsaikhoz képest (5.58 £ 0.67 vs. 7.97 £ 0.66 artritiszes
TRPA1 WT, vehikulum kezelt; vs. 8.43 + 0.51 artritiszes TRPA1 KO, GYY4137 kezelt; 6.E
abra). A nem artritogén BxN szérumban részesiil egerek pontjai kozott nem tapasztaltunk

kiilonbséget (6.D-F abrak).
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1.1.5. A nem artritiszes egerek fiiggeszkedési képessége romlott a TRPA1 gén

hianyaban.

Az artritiszes TRPA1 WT ¢és KO egerek kezeléstdl fliggetleniil szignifikdnsan rosszabbul
teljesitettek a fliggeszkedési tesztek soran a BxN tarsaikhoz képest (6.H és I abrak). Ez a
kiilonbség 5. napon még csak a WT egereknél jelentkezett, ellenben 7. napra mindkét torzsnél
megfigyelhetd volt. Ez az eltérés egyarant megfigyelhetd volt GYY4137 és vehikulum
kezelés mellett is (5.nap: 58.89 £ 1.11 vs. 20.3 +4.2 s és 58.57 £ 1.43 vs. 21.33 +£ 3.93 s nem
artritiszes vehikulum, illetve GYY4137 kezelt TRPA1 WT vs. nem artritiszes vehikulum,
illetve GYY4137 kezelt TRPA1 KO egerek; 7. nap 59.89 £ 0.11 vs. 25.74 +4.71 s és 59.86 +
0.14 vs. 22.83 + 7.45 s nem artritiszes vehikulum, illetve GYY4137 kezelt TRPA1 WT vs.
nem artritiszes vehikulum- és GYY4137 kezelt TRPA1 KO egerek; 6.H és I abrak)

1.16. A GYY4137 és a TRPA1 gén nincs hatiassal a pletizmografiaval mért
labtérfogatokra.

A K/BxN kezelést kovetden a 3. naptdl a kisérlet végéig szignifikansan megduzzadt az
érintett egerek labai a kontroll, inaktiv BXxN szérumot kapott tarsaikhoz képest (6.J-L abrak).
A GYY4137 illetve a TRPA1 gén nem toltott be szignifikans szerepet az artritiszes K/BxN
egerek labtérfogatanak valtozdsdban. ElObbi megéllapitdsunk igaznak bizonyult a nem

artritiszes BxN egerek esetében is (6.J-L abrak).

1.1.7. A GYY4137 kezelés nem volt hatassal a teststilyvaltozasra.

Az artritiszes egerek allapotromldsa nyomon kdvethetd volt a teststilyuk csokkenésével is,
azonban a GYY kezelés, illetve a genotipus nem befolyasolta e valtozasokat. Ugyancsak nem

talaltunk bizonyitékot arra vonatkozolag, hogy a GYY4137 illetve a vehikulum kezelés
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befolyasolnd a nem artritiszes TRPA1 WT ¢és KO egerek testtomegét (nem abrazolt

eredmények).
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6. abra: A GYY4137 fokozta a TRPA1 KO egerekben a hiperalgézia mértékét és javitotta a TRPA1
WT egerek végtagjainak altalanos allapotat. A mechanikai fajdalomkiiszob grammban kifejezve
artritiszes és egészéges TRPA1 WT és KO GYY4137 (50 mg ttkg? nap™?) illetve azonos térfogati
vehikulum kezelés soran a 3. (A), 5. (B), és 7. (C) napokon. A végtagok allapotanak szemikvantitativ
pontozasa a 3. (D), 5. (E), és 7. (F) napokon. Az egerek fiiggeszkedéssel eltdltdtt ideje 3. (G), 5. (H),
és 7. (1) napokon. Az egerek hatso végtagjainak térfogatanak atlaga cm3-ben kifejezve a 3. (J), 5. (K),
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és 7. (L) napokon. n=9-10 K/BxN kezelt csoportoknal és n = 6-9 a BxN kezelt csoportoknal. “p < 0.05
vs. a jelzett csoport; *p < 0.05 vs. BxN kezelt kontroll csoport. (Bonferroni modositott poszt-teszttel
kiegészitett 2-utas ANOVA).

1.1.8. A GYY4137 protektiv hatasait nem az sst4 receptor kozvetiti

A fenti kisérleteket elvégeztiik sst4 WT és KO egerekkel is, azonban sem az sst4 gén, sem a
GYY kezelés nem produkalt szignifikans kiillonbséget a mechanikai fajdalomkiiszobre, az
artritisz stlyossagara, a fuggeszkedési idére és a labtérfogatra vonatkozolag (WT, BxN,
vehikulum kezelt, n = 5; WT, BxN, GYY4137 kezelt n = 5; WT, K/BxN, vehikulum kezelt n
= 5; WT, K/BxN, GYY4137 kezelt n =6; KO, BxN, vehikulum kezelt n = 5; KO, BxN,
GYY4137 kezelt n =5 ; KO K/BxN vehikulum kezelt n = 7, KO, K/BxN, GYY4137 kezelt n

= 9; nem abrazolt eredmények; 7.A-L abrak).
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7. abra: A GYY4137 nem befolyasolta a SSt4 WT és KO egerekben a mechanikai fajdalomkiiszobét, a
veégtagok allapotat, a fiiggeszkedési idot és a 0déma képzdodést. A mechanikai fajdalomkiiszob
grammban kifejezve artritiszes és egészéges TRPA1 WT és KO egereknél GYY4137- (50mg ttkg™
nap?), és azonos térfogata vehikulum kezelés mellett a 3. (A), 5. (B), és 7. (C) napokon. A végtagok
allapotanak szemikvantitativ pontszama 3. (D), 5. (E), és 7. (F) napokon. Az egerek fiiggeszkedési
ideje a 3. (G), 5. (H), és 7. (1) napokon. Az egerek hats6 végtagjai térfogatianak atlaga cm3-ben
kifejezve a 3. (J), 5. (K), és 7. (L) napokon. n=5-9 K/BxN kezelt csoportoknal és n = 5-5 a BXN kezelt
csoportoknal. *p < 0.05 vs. BxN kezelt kontroll csoport. (Bonferroni modositott poszt-teszttel
kiegészitett 2-utas ANOVA).
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1.1.9. GYY4137 Kkezelés hatasiara fokozodott a neutrofil granulocita specifikus MPO

aktivitas és a plazmafehérje extravazacié mértéke artritiszes TRPA1 KO egerekben

A neutrofil granulocita akkumulacioval jaro MPO aktivitast kemilumineszcenciaval kimutato
méréseinket a K/BxN szérum beadasat kovetd 2. és 6, napon luminol segitségével végeztiik.
A GYY4137 kezelés hatasara 2. napon fokozodott az MPO aktivitas az artritiszes TRPA1 KO
egerek tibiotarzalis iziileteiben, a vehikulummal kezelt tarsaikhoz képest (n=9-10; 8.79 10° .
8.03 10% vs. 4.94 10° + 6.74 10* fotonok s?; 8.A és B abrak). Tovabba szignifikansan
magasabb értékeket regisztraltunk, az artritiszes GYY4137 kezelt TRPA1 WT egerek
értékeivel dsszehasonlitva is (n=9-10; 8.79 10° +. 8.03 10* vs. 5.19 10° + 6.04 10* fotonok s;
6.A és B abrak) A GYY4137 hatasara szignifikansan fokozodott a fluoreszcens IR-676
festékkel meghatarozott extravazacio mértéke a 2 és 6. napokon az artritiszes TRPA1 KO
egerekben a TRPA1 KO vehikulummal kezelt és a WT GYY4137-t kezelt artritiszes
csoportokhoz viszonyitva (n = 9-10; 2 napon: 4.87 10° = 2.73 102 vs. 3.65 10° = 2.0 102 és
3.37 10° + 2.3 108 (fotonok s1)(uW cm 2), (9.A és B abrak); 6 napon: 7.89 10° + 4.58 108 vs.
6.16 10°+3.91 108 és 4.76 10° = 3.89 108 (fotonok s*)(uW cm 2)7, (9.A és B abrak).

z ,
A 14108, . B g
- ~ =2
T 1:2x108- 3 %
2 =
S 1.0x108- g 0. nap 2. nap 6. nap
2 8.0x105 o
s 5 ¥ & )
x  6.0x10°% o i pe o ll »° w L
= 4.0x1054 ;
8
2 2.0x10%
£
0 =
=
2. nap 6. nap ;—‘
3 TRPA1 WT K/BxN PBS 2

TRPA1"‘

@ TRPATWT K/BxN GYY4137 50 mglkg O.n0p 2. Rap 9-Rap

3 TRPA1 KO K/BxN PBS
Bl TRPA1 KO K/BxN GYY4137 50 mg/k 5 ) k ()\ % o\ R
i r ey ST 2N

8. abra: A GYY4137 fokozta tibiotarzalis iziilet felett regisztralt MPO aktivitast a TRPA1 KO
egerekben. (A) A GYY4137 (50 mg ttkg? nap™?) és vehikulum kezelt TRPA1 WT és KO egerek
tibiotarzalis iziiletébdl szarmazo neutrofil granulocita MPO aktivitasra specifikus kemilumineszcens
jel a 2. és 6. napokon az egy masodperc alatt emittalt fotonok szamaban kifejezve. (B) Az egyes

csoportokrol késziilt reprezentativ képek az artritisz indukcidjat megel6zéen (0. nap) és az azt kdvetd

40



2. és 6. napokon. n = 9-10 “p <0.05 vs. GYY4137 kezelt TRPA1 WT egerek *p < 0.05 vehikulum
kezelt TRPA1 KO egerek. (Bonferroni modositott poszt-teszttel kiegészitett 2 utas ANOVA).
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9. abra: A GYY4137 fokozta az extravazacié mértékét artritiszes TRPA1 KO egerekben. (A) Az
extravazacio mértékének meghatarozasa a tibiotarzalis iziiletek felett az érpalyabol kilépé IR-676
fluoreszcens festék emisszids jele alapjan GY'Y4137 (50 mg ttkg? nap™) és vehikulum kezelt TRPA1
WT és KO egerekben a 2. és a 6. napokon a sugarzas teljes hatékonysagaként kifejezve. (total radiant
efficiency = (fotonok s1)(uW cm 2)1. (B) Az egyes csoportokrol késziilt reprezentativ képek az
artritisz indukciojat megel6z6en (0. nap) és az azt kovetd 2. és 6. napokon. n = 9-10 “p <0.05 vs.
GYY4137 kezelt TRPAL WT egerek “p < 0.05 vehikulum kezelt TRPA1 KO egerek. (Bonferroni
modositott poszt-teszttel kiegészitett 2 utas ANOVA).

1.1.10. Az sst4 gén nincs hatassal az artritiszes egerekben mért MPO aktivitasra és

extravazaciora.

A kemilumineszcens MPO aktivitasra specifikus- és az extravazaciot jellemzd fluoreszcens
képalkotd vizsgalatokat elvégeztiik sst4 WT és KO artritiszes egereken is. Megfigyeléseink
alapjan nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az MPO aktivitasban €s az extravazacioban a

vizsgalt csoportok kozott (10.A és B abra).
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10. abra: A GY'Y4137 nem befolyasolta a tibiotarzalis iziilet felett regisztralt MPO aktivitast a SSt4
WT és KO egerekben. A GYY4137 (50mg ttkg™ nap™?) és vehikulum kezelt Sst4 WT és KO egerek
tibiotarzalis iziiletébdl szarmazo neutrofil granulocita MPO aktivitasra specifikus kemilumineszcens
jel a 2. és 6. napokon az egy masodperc alatt emittalt fotonok szamaban kifejezve. (A. abra) A
GYY4137 az extravazacio mértékére, szintén nem volt hatdssal Az extravazacio mértékének
meghatarozasa a tibiotarzalis iziiletek felett az érpalyabol kilépo IR-676 fluoreszcens festék emisszios
jele alapjan GYY4137 (50mg ttkg™ nap™) és vehikulum kezelt Sst4 WT és KO egerekben a 2. és a 6.

napokon a teljes sugarzo hatékonysagaként kifejezve (B. abra). n=5-9 K/BxN kezelt csoport.

1.1.11. Emelkedett a MIP 2 szintje a GYY4137 kezelés hatasara az artritiszes TRPA1
KO egerek hatsévégtagjaiban.

A szérum transzfer artritiszes egerek labainak dtmosdasa altal nyert iziileti folyadék mintdkban

crer

GYY4137 kezelt TRPA1 KO egerekbdl szarmazd mintdk esetén a MIP-2 szignifikdnsan
magasabbnak mutatkozott a WT parjaikhoz képest az értékek jelentds szorasa ellenére (16.31

+9.14 vs. 151.8 £50.93 pg mL!; 11. 4bra).
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2254

IL-1B KC MIP-1a MIP-2
[ TRPA1 WT K/BxN PBS
Bl TRPA1 WT K/BxN GYY4137
] TRPA1 KO K/BxN PBS
@ TRPA1 KO K/BxN GYY4137

11. abra: A MIP-2 szintje megemelkedett a GYY4137 kezelt TRPA1 KO egerek 14baibdl szarmazo
mintakban. Az IL-1B, KC, MIP-1a és MIP-2 koncentracidja pg ml*-ben kifejezve artritiszes TRPA1
WT és KO GYY4137 (50mg ttkg™ nap™) illetve vehikulum kezelt egerek talpainak 3. napon torténnd
4tmoséasabol szarmazo mintakban. n= 6-8 egér/csoport; ‘P <0.05 vs. GYY4137 kezelt TRPAL1 WT

egerek mintai.

1.1.12. Artritiszes TRPA1 WT egerekben a GYY4137 enyhiti a szovettani elvaltozasok
sulyossagat és az sst4 WT egerekben novelte a fibroblasztok szamat és fokozta a

kollagén lerakodas mértékét

A tibiotarzalis iziiletekbol készitett, HE festett szovettani metszeteken az iziileti felszin kisebb
mértékli destrukcidja volt megfigyelhetd a GYY4137-tel kezelt TRPA1 WT egereknél a
vehikulummal kezelt kontroll WT egerekkel szemben (n = 8-8, 0.3125 + 0.13 vs. 1.063 +
0.22; 12.A és B abrak). A GYY4137 porcvédd hatdsa hianyzott a TRPAI KO egerek
esetében. A tobbi vizsgalt paraméterre Vonatkozolag (mononuklearis sejtinfiltracio,
szinovialis hiperplazia, fibroblaszt akkumulaci6 €s kollagén depozicid és kompozit pontozas)
nem talaltunk eltérést a kisérleti csoportok kozott. A sst4 egerek esetében fokozott mértékii
kollagén lerakodas és a fibroblasztok megndvekedett szama volt megfigyelhetd (nerm

abrazolt adatok).
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12. abra: A GYY4137 hatasara csokkent a porcdestrukcid6 a TRPA1 WT egerek tibiotarzalis
iziileteiben. (A) A K/BxN szérumban részesiilt TRPA1 WT és KO GYY4137 (50mg ttkg™? nap™)
illetve vehikulum kezelt egerek iziileti porcdestrukcidjanak szemikvantitativ pontozasa. Az iziiletek a
7. naprol szarmaznak, dekalcifikaciot kovetéen hematoxilin eozin festett metszetek késziiltek beldlik.
n = 7-8 egér/csoport “p < vs. vehikulum kezelt TRPA1 WT egerek Dunn-féle poszt-teszttel kiegészitett
Kruskal-Wallis teszt. (B) Reprezentativ mikroszkopos felvételek az egyes csoportok iziileteirél 200-

szoros nagyitas mellett.
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1.2. Uj eredménvek osszefoglalisa

In vitro igazoltuk, hogy a GY'Y4137-b6l felszabaduloé HzS poliszulfidda konvertalhato. Az igy
keletkezett poliszulfid képes aktivalni a CHO sejtek felszinén expresszalt TRPAI receptort.
Tovabba ex vivo a poliszulfid hatasara a TRPA1 receptoron hatva szomatosztatin szabadult fel
borlebeny preparatumokbol. A GYY4137 protektiv vagy karositd hatasat a TRPA1 receptor
megléte vagy hianya hatdrozza meg. A TRPAI WT egerekben antinociceptiv ¢és
antiinflammatorikus hatdssal birt. Ezzel szemben a TRPA1 KO egerekben sulyosbitotta az
artritisz tiineteit. Vizsgalataink fényt deritettek a TRPA1 kiemelt szerepére a hidrogén-szulfid
¢s inorganikus poliszulfid biologiai hatédsait illetden. Az sst4 receptor szerepét azonban nem

sikeriilt igazolnunk a GYY4137 hatdsainak kozvetitésében gén kilitott egerek segitségével (1.

tablazat).
GYY4137
TRPA1IWT TIT(PéAl sst4 WT sst4 KO

Mechanikai | ) _ _

hiperalgézia
Labduzzadas — — — —
Fiiggeszkedési ido — — —_ —
Artritisz score ! — — —
Neutrofil MPO aktivitas — 1 — _
Plazmafehérje extravazacio - 0 — -
MIP2a. — 1 n.v. n.v.
Szovettani elvaltozasok ! — 0 —

1. tablazat A TRPAI1 és az sst4 gén szerepe a GYY4137 kezelés mellett a K/BxN szérum
transzfer artritisz modell vizsgélt paramétereire. Jelmagyarazat: |: szignifikansan csokkent S

vehikulummal kezelt csoprothoz képest; —: nem valtozott vehikulummal kezelt csoprothoz
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képest; 1: szignifikansan emelkedett vehikulummal kezelt csoprothoz képest; n.v.: nem

vizsgalt paraméter.
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2. Az inorganikus poliszulfid és a DMTS hatasai a karragenin indukalta akut gvulladas
modelljében TRPA1 és sst4 KO egerekben

2.1. Eredmények

2.1.1 Akut gyulladasban a POLY mechanikai fajdalmat csokkenté hatasat a TRPAI1 és
sst4 kozvetiti

A vehikulummal kezelt TRPA1 WT és KO egerekben karragenin hatisara egyarant
szignifikdnsan csdkkent a mechanikai fajdalomkiiszob nagysaga a kontralateralis, fiziologiés
sooldattal kezelt ldbhoz képest (13.A és B abra) . A POLY kezelés TRPA1 WT egerekben
szignifikansan csOkkentette a karragenin okozta mechanikai hiperalgézia nagysagat a
vehikulummal kezelt egerekhez képest (4.89 + 0.36 vs. 6.22 = 0.81 a 4. 6rdban; n = 6-7,
13.4bra). Ezzel szemben a POLY f4jdalomcsillapitdo hatdsa nem érvényesiilt a TRPA1 KO
kiilonbség mutatkozott a POLY kezelt TRPAT WT ¢és KO egerek fajdalomkiiszob értékei
kozott(7.12 £ 0.6 vs. 5.16 £0.44 g, 6.22 £ 0.81 vs. 4.64 + 0.4 g, 5.97 £ 0.37 vs. 446 £ 0.26 g
értelemszertien a 2., 4. és 6. 6rdban mérve; n = 6-7; 13.B dbra). A POLY vehikulumaval
kezelt sst4 WT és KO egerekben — a TRPAI egerekhez hasonléoan — szignifikans
fajdalomkiiszob esést valtott ki a karragenin a fizioldgids soéoldattal kezelt ellenoldallal
szemben (n = 6-8; 13.C és D abrak). sst4 WT egerekben a POLY a vehikulum kezeléshez
képest hatasosan emelte a fajdalomkiiszobot a hatodik orara a karragenin stimulalt oldalon
(3.85£0.27 vs. 5.35 £0.45 g, 6. 6raban mérve; n = 7-8; 13.C abra). A POLY hatastalannak
bizonyult sst4 KO egerekben a mechanikai fajdalmat illetéen. Genotipustol fiiggetleniil a
POLY kezelés indifferens volt a fiziologias sdoldattal kezelt 1abak fajdalomkiiszob-értékeire,

azaz a kontroll oldalon végzett méréseket nem befolyasolta (13.A-D abrak).
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13. abra: Az inorganikus poliszulfid (POLY, 17 pmol ttkg™?) antinociceptiv hatasait a TRPA1 és sst4
receptorok kozvetitik a karragenin altal kivaltott akut gyulladas modelljében. A hats6 végtagok
mechanikai fajdalomkiiszobe grammban kifejezve a fiziologias sooldat, vagy karragenin (3 m/v% 20
ul fiziologias sooldatban) beadasat kdvetéen az i.p. POLY vagy vehikulum kezelés mellett (A) TRPA1
WT, (B) TRPA1 KO (C) sst4 receptor WT és (D) sst4 receptor KO egerekben. n=6-8 egér/csoport; °p
< 0.05 vs. fiziologias sooldattal kezelt 1ab; Pp < 0.05 vs. vehikulum kezelés; 9 < 0.05 vs. TRPAL WT
egerek azonos laba (Bonferroni mddositott poszt-teszttel kiegészitett 2-utas ANOVA).
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2.1.2. A DMTS fajdalomcsillapité hatasaban a TRPA1 csatorna nem tolt be kizardlagos

szerepet tolt be, ellenben sst4 jelenléte nélkiilozhetetlen a hatas kialakulasahoz

TRPA1 WT ¢és KO egerekben a DMTS oldoszerre nem befolyasolta a hiperalgézia
kialakulasanak mértékét, a szignifikans kiilonbség mindharom mérési idépontban fennallt a
fiziologias, illetve karrageninnel kezelt oldal k6zott (n = 6-7; 14.A és B abrak) A DMTS
kezelés TRPA1 WT egerekben a karragenin okozta hiperalgéziat nagymértékben
csokkentette. A DMTS fajdalomcsillapité hatasa jelentdsen kisebb mértékben érvényesiilt a
TRPA1 KO egerekben Osszehasonlitva vad tipusu parjaikkal (n = 6-7; 14.A abra). Ennek
ellenére a DMTS kezelés TRPA1 KO egerekben is hatékonynak bizonyult a 2. és 4. 6raban a
vehikulummal kezelt csoporttal Osszehasonlitva (n = 7; 14.B abra). A DMTS illetve
vehikulummal kezelt TRPAI WT és KO egerek fiziologias sooldattal kezelt labainak
fajdalomkiiszobei nem tértek el egymastol (14.A és B abrak)

A karragenin okozta mechanikai hiperalgézia ugyancsak kialakult sst4 WT és KO egerekben
vehikulum kezelés mellett, a kontralateralis, fiziologids sooldattal kezelt oldalhoz képest (n =
7-8; 14.C és D abrak). sst4 WT egerekben karrageninnel kezelt oldal esetén a DMTS kezelés
a vehikulummal szemben kicsi, de szignifikans mértékben emelte a fajdalomkiiszob értékét (n
=7; 14.C abra). Nem volt kiilonbség az sst4 WT egerek fiziologias sooldattal kezelt labain
mért a mechanikai fajdalomkiiszob nagysagaban fiiggetlen az alkalmazott kezeléstdl (14.C
abra). A DMTS alkalmazasa nem gatolta a karragenin altal kivaltott mechanikai hiperalgézia
kifejlddését sst4 KO egerekben (14.D abra). Erdekesség, hogy a DMTS kezelés hatasara a
fajdalomkiiszob szignifikansan alacsonyabb értéken maradt a 6. 6rdban a fiziologias sooldattal
kezelt sst4 KO egerek labait illetden Osszehasonlitva az azonos, de vehikulum kezelésben

részesiil csoporttal szemben (n =7-8; 14.D abra).
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A TRPA1 WT DMTS B TRPA1 KO DMTS
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14. abra: A DMTS (250 umol ttkg™?) csokkentette a karragenin hatdsara kialakuld hiperalgéziat. A
hatas kialakitdsdhoz, hozzajarult a TRPA1 receptor, azonban az sst4 receptor jelenléte
nélkiilozhetetlen volt. A hatsd végtagok mechanikai fijdalomkiiszob értéke grammban kifejezve a
fiziologias soéoldat, vagy karragenin (3 m/v% 20 pl fiziologias sdoldatban) beadasat kdvetden az i.p.
DMTS vagy vehikulum kezelés mellett. . n=6-8 egér/csoport; °p < 0.05 vs. fiziologias sooldattal kezelt
lab; Pp < 0.05 vs. vehikulum; % < 0.05 vs. TRPA1 WT egerek (Bonferroni modositott poszt-teszttel
kiegészitett 2 utas ANOVA).

2.1.3. A POLY nincs hatassal a karragenin okozta akut gyulladassal jaré labtérfogat

novekedésre

TRPA1 WT és KO egerekben a vehikulum illetve a POLY kezelés ellenére is szignifikans
labduzzadas fejlédott ki a karragenin intraplantaris beadasat kovetden az Osszes mérési
idépontban (n = 6-7; 15.A és B abrak). Igaz, hogy szignifikdns kiilonbséget nem
regisztraltunk a labtérfogat novekedését illetden, mégis megfigyelheté a TRPA1 KO
egereknél a POLY kedvez6 hatasa a vehikulummal kezelt tarsaikkal szemben (n = 6-7; 15.B

abra).

sst4 WT és KO egereknél szintén minden esetben kialakult a szignifikans 6déma képzddés a

karragenin kezelés hatdsara. Adott sst4 WT és KO egereknél a POLY Osszehasonlitva a
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vehikulum kezeléssel nem volt hatassal a labtérfogat valtozasara (n = 6-8; 15.C és D abrak).
Ugyanakkor jelentds kiilonbséget mutatkozott a POLY-val kezelt sst4 WT ¢és KO egerek
karrageninnek kitett 1abai kozott a 4. és a 6. ordban (n = §; 15.D abra). A fizioldgias

sdoldattal kezelt 1ab térfogatara egyik valtozo sem gyakorolt hatast (15.C és D abrak).
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Karragenin beadasa utan eltelt id6 (6ra) Karragenin beadasa utan eltelt id6 (6ra)

15. abra: Az inorganikus poliszulfid (POLY, 17umol ttkg™?) nem befolyésolta a végtagok duzzadasat a
karragenin beaddsat kovetéen. A hatsé végtagok térfogata cm3-ben kifejezve a fiziologids séoldat,
vagy karragenin (3 m/v% 20 ul fizioldgias sodoldatban) beadasat kovetéen az i.p. POLY vagy
vehikulum kezelés mellett (A) TRPA1 WT, (B) TRPA1 KO (C) sst4 receptor WT és (D) sst4 receptor
KO egerekben. n=6-8 egér/csoport; °p < 0.05 vs. fiziologias sooldattal kezelt 1ab. (Bonferroni
modositott poszt-teszttel kiegészitett 2 utas ANOVA).
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214. A DMTS TRPAI1 fiiggetlen és sst4 fiigg6 moédon képes csokkenteni az

o0démaképzodést.

A karragenin beadédsat kovetden a fiziologids soéoldathoz képest szignifikdns mértékii
labduzzadas jott 1étre a valasztott kezeléstol fiiggetlentil, TRPA1 WT és KO egerekben
egyarant (n =6-7; 16.A és B abra). TRPA1 WT egerekben a DMTS hatasara a vehikulum
kezeléssel szemben csokkent 6démaképzddés volt megfigyelhetd a 6. ordra (n = 6-7; 16.A
abra). Ez a hatds TRPA1 KO egerekben még kifejezettebben érvényesiilt, szignifikdnsan
kisebb értékeket mértiink a DMTS kezelés hatdsara, mar a 4. és 6. 6radban is (n = 7; 16.B
abra). Tovabb erdsiti ezen megfigyelést a DMTS kezelt TRPA1 KO egereknél a 4. draban
regisztralt jelentdsen kisebb labtérfogat WT tarsaikkal szemben (n =.7; 16.B abra)

Az sst4 gén jelenléte vagy hidnya, illetve mindkét fajta beavatkozas esetén is szignifikdns
0démaképzidés tortént a karrageninnel stimulalt oldalon (n = 7-8; 16.C és D abrak). sst4 WT
egerekben a DMTS mérsékelte a labduzzadas mértékét a vehikulum kezeléshez képest (n = 7,
16.C abra). A DMTS nem befolyasolta a pletizmografias eredményeket sst4 KO egerekben
(n = 8; 16.D abra). A DMTS kezelés egyik torzs esetén sem volt hatassal a kontroll 1ab
térfogatara (n = 7-8; 16.C és D abrak).
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16. abra: A DMTS (250 pmol ttkg?) a TRPA1 receptortol fiiggetleniil gatolja az ddémaképzédést az
Sst4 receptor meglétekor. A hatsd végtagok térfogata cm3-ben kifejezve a fiziologias sdoldat, vagy
karragenin beadasat kovetéen az i.p. DMTS vagy vehikulum kezelés mellett (A) TRPAL WT, (B)
TRPA1 KO (C) sst4 receptor WT és (D) sst4 receptor KO egerekben. n=6-8 egér/csoport; °p < 0.05 vs.
fiziologias sooldattal kezelt 1ab; 9p < 0.05 vs. vehikulum kezelés; 9 < 0.05 vs. TRPAL1 WT egerek
azonos laba (Bonferroni modositott poszt-teszttel kiegészitett 2 utas ANOVA).

2.1.5. A POLY nem volt hatassal a neutrofil specifikus MPO aktivasra karrageninnel

kivaltott akut gyulladas soran

Az MPO aktivitas egyarant fokozodott a karrageninnel kezelt TRPA1 WT ¢és KO egerek hatso
végtagjaiban. A POLY nem volt 1ényeges hatdssal a karrageninnel kezelt labak értékeire,

tovabba nem okozott valtozast a kontroll végtagokban vehikulummal kezelt alltokhoz képest

sem (17.A és B abrak).

sst4 WT és KO egereknél ugyancsak kialakult a fokozott MPO aktivitas a karragenin beadasat
kovetden €s a gén megléte vagy hianya nem okozott kiilonbséget (17.C és D abrak). Torzstol
fliggetlentil a POLY vagy vehikulum kezelés nem befolyasolta az ipszi- illetve kontralateralis
oldalon regisztralt értékek nagysagat (17.A-D abrak).
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2.1.6. ADMTS sst4 WT és KO egerekben egyarant csokkentette a neutrofil granulocitak
MPO aktivitasat a karrageninnel kezelt labakban

TRPA1 WT ¢és KO egerekben a DMTS illetve vehikulum kezelés mellett is szignifikdnsan
emelkedett az MPO aktivitds a karragenin beadasat kovetden ipszilateralisan, a
kontralateralis, fizioldgids sdoldatottal kezelt 1abakhoz képest. Annak ellenére, hogy ne volt
kifejezett kiilonbség a csoportok kdzott, mégis mindkét térzsben egyarant megfigyelhetd volt
a DMTS MPO aktivitascsokkentd hatasa a gyulladt 1abakban a vehikulum kezeltekhez képest.
sst4 WT és KO egerekben a TRPA1 WT és KO egerekhez hasonloan szignifikdnsan emelte az
MPO aktivitast a karragenin beadédsaval kivaltott gyulladas a fiziologias sooldattal kezelt
labakkal szemben (18.A és B abrak).

Ellenben, ameddig a DMTS a TRPAI torzsek esetében csak mérsékelt kiilonbséget okozott,
addig az sst4 WT ¢és KO egerek karrageninnel kezelt labaiban szignifikansan kisebb MPO
aktivitast mértiink, mint a vehikulummal kezelt egerek esetében (18.C és D abrak). A
fiziologias sooldattal kezelt oldalon a DMTS vagy vehikulum kezelés indifferens hatéssal birt

a regisztralt értékekre az Gsszes torzs esetén (18.A és D abrak).
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17. abra: Az inorganikus poliszulfid (POLY, 17umol ttkg?) nem csokkentette a Iuminollal
meghatarozott MPO aktivitast a karrageninnel kivaltott akut gyulladds modellben. (A) TRPA1 WT és
KO POLY kezelt egerek egészséges és gyulladt (karragenin 3 m/v% 20 pl fizioldgias sdoldatban)
labaibol szarmazé kemilumineszcencia és a (B) hozzajuk tartozo reprezentativ képek. (C) sst4 WT és
KO POLY kezelt egerek egészséges és karrageninnel (3 m/v% 20 pl fiziologias sdéoldatban) kezelt
labaibol szarmazé kemilumineszcencia és a (D) hozzajuk tartozd reprezentativ képek. n=7-8
egér/csoport; °p < 0.05 vs. fiziologias sooldattal kezelt 1ab (Bonferroni modositott poszt-teszttel
kiegészitett 1 utas ANOVA).
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18. abra: A DMTS (250 pmol ttkg?t) sst4 WT és KO egerekben szignifikdnsan csokkentette a
luminollal meghatarozott MPO aktivitast a karragenin beadasat kovet6 6. éraban. (A) TRPA1 WT és
KO POLY kezelt egerek egészséges és karragenin (3 m/v% 20 pl fiziologias séoldatban) altal
gyulladasba hozott 1abaib6l szarmazé kemilumineszcencia és a (B) hozzajuk tartozd reprezentativ
képek. (C) sstd WT és KO POLY kezelt egerek egészséges €s karragenin (3 m/v% 20 pl fiziologias
sooldatban) kezelt labaibol szarmazo kemilumineszcencia és a (D) hozzajuk tartozod reprezentativ
képek. n=6-9 egér/csoport; °p < 0.05 vs. fizioldgias sooldattal kezelt 1ab; °p < 0.05 vs. vehikulum
kezelésben részesiilt egér karrageninnel kezelt 1aba (Bonferroni modositott poszt-teszttel kiegészitett 1
utas ANOVA).
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2.2. Uj eredmények dsszefoglalisa

A poliszulfid antinociceptiv hatasa a TRPA1-szomatosztatin- sst4 jelatviteli Gton keresztiil
érvényesiil. A poliszulfid aktivdlja a peptiderg szenzoros receptorok TRPA1 receptorait,
amelynek hatasara szomatosztatin szabadul fel. A szomatosztatin sst4 receptorokon hatva
fajdalomcsillapito hatassal bir. A jelenséget igazolja, hogy TRPA1 KO és sst4 KO egerekben

nem volt kimutathaté a poliszulfid hiperalgézia csokkentd hatésa.

A DMTS fijdalomcsillapité hatasait részben TRPAI ¢és sst4 receptorok kozvetitik, mivel
TRPA1 KO egerekben is kimutathatdé volt egy csekélyebb, de szignifikdns antinociceptiv
hatas. Azonban a DMTS sst4 KO egerekben nem emelte a fajdalomkiiszobot, ezért
feltételezziik, hogy a DMTS TRPAI1 filiggetlen modon is képes a peptiderg neuronokbol

szomatosztatin felszabadulast kivaltani.

A poliszulfid nem volt hatassal a karragenin beadasat kovetd 6démaképzddés mértékére.
Ellenben a DMTS csokkentette a gyulladt végtagok térfogatnovekedését TRPA1 WT és KO,
illetve sst4 WT egerekben is. A megfigyeltek arra engednek kovetkeztetni, hogy a DMTS
antiinflammatorikus hatdsahoz nem feltétlen sziikséges a TRPA1 receptor. Ugyanakkor a sst4
receptor jelenléte elengedhetetlen, ezért feltételezziik, hogy a DMTS a TRPAI receptoron
kiviil mas molekularis célpontokkal is rendelkezik, amin keresztiil hatva szomatosztatin

felszabadulast valt ki.

A poliszulfid nem volt hatdssal a neutrofil granulocita specifikus MPO aktivitdsra. A DMTS
csokkentette az MPO aktivitast az Osszes egértorzsben, amelynek mértéke sst4 WT és KO
egerek esetében statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult. Az eredményekbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a DMTS MPO aktivitast csokkentd hatdsanak hatterében eltérd
mechanizmusok 4llhatnak, mint amelyek feleldsek a fajdalom- ¢és gyulladascsokkentd

hatasaiért (2. tablazat).

TRPA1 WT TRPA1 KO sst4 WT sst4 KO
DMTS | POLY | DMTS | POLY | DMTS | POLY | DMTS | POLY
Mechanikai
hiperalgézia l l l B ! ! B B
Labduzzadas ! - ! - ! - - -
Neutrofil MPO
aktivitas 1) - 1) - ! - l -
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2. tablazat A TRPAI1 ¢és az sst4 gén szerepe a DMTS és a POLY kezelés mellett a
karrageninnel kivaltott akut gyulladas vizsgalt paramétereire. Jelmagyarazat: |: szignifikdnsan

csokkent a vad tipusa vehikulummal kezelt csoporthoz képest; — : nem valtozott
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MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

A K/BxN szérum transzfer artritisz modellel végzett Kkisérleteink soran szamos (j
eredményhez jutottunk. Sikeresen kimutattuk, hogy a valasztott allatmodellben a GYY4137
kettds, egymassal ellentétes hatast fejthet ki a TRPA1 receptor meglététdl vagy hidnyatol
fiiggden. Artritiszes TRPA1 WT egereknél a GYY4137 kezelés mellett az antinociceptiv és
antiinflammatorikus hatas dominalt, ezzel szemben TRPA1 KO egerekben pronociceptiv és
proinflammatorikus hatdsokat fejtett ki a lassu leadast H>S donor. Részletesebben
megvizsgalva, a TRPA1 WT egerekben mérséklodott a hiperalgézia, csokkent a gyulladas
kiils6 jeleit értékeld pontszam €s mérséklodott a porcdestrukcié mértéke az iziiletek felszine
mentén. Ezzel szemben a TRPA1 KO egerekben fokozddott a hiperalgézia, emelkedett az
MPO aktivitas és extravazacid mértéke, tovabba emelkedett a MIP-2 proinflammatorikus
citokin koncentracioja az artritiszes hatsd végtagokban. Mérési eredményeink alapjan erds
bizonyitékot taldltunk arra vonatkozdlag, hogy paradigmank sordn nem a kozvetleniil
felszabadulo H.S a feleldos a megfigyelt biologiai jelenségekért, hanem a bel6le in vivo

képz6do poliszulfid.

A TRPAI1 receptor dontdé fontossdgii szerepe a GYY4137 hatdsainak meghatarozasdban
legtisztabban a mechanikai fajdalomkiiszob mérések soran kristalyosodott ki. Azonos mérési
paraméteren keresztiil (mechanikai fajdalomkiiszob), figyelhetjik meg a GYY4137
nocicepciora kifejtett enyhitd (TRPA1 WT) ¢és stlyosbito (TRPA1 KO) hatasait. A K/BxN
szérum transzfer artritisz az Osszes vizsgalati torzsben kialakult, és a TRPA1 WT egerekben
GYY4137 kezelés mellett csokkent a betegség kiilsdleg megitélhetd manifesztacioja az 5.
napon értékelve. Eredetileg nem anticipalt, varatlan eredmények sziilettek a fliggeszkedési
idok tekintetében. A nem artritogén BxN szérummal kezelt kontroll allatok kozott a TRPA1
KO egerek teljesitménye konzekvensen alulmaradt a WT egerekhez viszonyitva. A kiilonbség
egyarant jelentkezett a GYY4137- és vehikulum kezelés mellett is. A teszt soran az allatok
tobbnyire izometrikus izommunkat végeznek. Ez némileg parhuzamba éllithat6 Craighead et
al eredményeivel, amely soran atlétadknal TRPA1 és TRPV1 agonistak segitségével késleltetni
lehetett a izometrias terhelés soran jelentkez6 izomgores jelentkezését (Craighead et al.,
2017). TRPA1 KO egerek WT tarsaikhoz képes jelentsen rosszabbul teljesitettek a rotarod-

dal végzett a motoros funkciokra iranyulé komplex vizsgalati teszteken (Lee et al., 2017).
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Régebbi kisérletek mar korabban felvetették a GYY4137 gyulladascsokkentd potencialjat. A
GYY4137 in vitro lényegesen csokkentette a proinflammatorikus mediatorok termelddését
stimulalt human szinovialis- és kondrocita sejtek esetén (Fox et al., 2012). In vivo, egerek térd
iziiletébe CFA beadasaval kivaltott akut gyulladas modelljében is igazolddott a GYY4137
protektiv hatasa (Li et al., 2013). Ezen korabbi publikaciokkal dsszhangban, a TRPA1 WT
egerektdl szarmazo eredményeink (csokkent mechanikai hiperalgézia, enyhébb betegség
prezentacio, megkiméltebb porcfelszinek) is alatamasztottdk a GYY4137 elényds profiljat.
Els6 ranézésre éles kontrasztban allnak egymassal a pletizmografiaval mért 6déma képzdodés
¢s a fluoreszcens IR-676-tal meghatarozott extravazacié eredményei Az artritiszes TRPAL
KO egerek labtérfogataiban nem okozott eltérést a GYY4137 kezelés, ellenben markansan
emelte a képalkotd vizsgalatok sordn az extravazacido mértékét. A jelenség hatterében tobb
lehetséges magyarazat allhat. Egyrészt a méréseket nem azonos iddpontokban végeztiik
(pletizmografia: 3., 5. és 7. napokon, extravazacio: 2. és 6. napokon), ezért kozvetlen
Osszehasonlitdsuk bizonyos szempontbdl onkényesnek bizonyulhat. Tovabba a két mddszer,
egymassal 0sszefliggd, azonban semmi esetre sem megegyez0 paramétert hataroz meg. Az
extravazacio kvantifikalasra tett torekvés soran egy rovid idéegységre vonatkozolag (a festék
beadésa ¢és a felvételek elkészitéséig eltelt idd, 20 perc) hatarozzuk meg az érpalyabol kilépd
festék fluoreszcens jelét. A labtérfogat mérése ezzel ellentétben az 6déma képzddésének és
oldodasanak kumulativ mértékérdl ad tdjékoztatdst. Hasonloan szemlatomast provokativ
eredménynek tlinhet az MPO aktivitds, MIP-2a koncentraci6 és a szOvettanilag értékelt
mononukledris sejt infiltracid kozott fennalld latszolagos diszkrepancia. Ismételten,
figyelembe kell venniink az egyes mérések tempordlis eloszldsat, miszerint a neutrofil
granulocita MPO aktivitdsara specifikus méréseinket a 2. nap végeztiikk, a gyulladt labak
atmosasabol szarmaz6 mintak citokin meghatarozasat az artritogén K/BxN szérum beadésat
kovetd 3. napon értékeltiik és a szdvettani analizis a 7. napon terminalt allatok tibiotarzalis
izliletébdl szarmazik. A K/BxN szérum transzfer modell tobb fazisra oszthatd és a kezdeti
napokban jelentkezd neutrofil akkumuliciot az 1d6 elére haladasaval egyre inkabb

mononuklearis sejtek infiltracidja valtja fel.

Hogyan lehetséges, hogy egy nocicepcioért felelds receptor aktivaloddsa gyulladas- és
fajdalomcsillapitd hatdssal is birjon? Az egyik lehetséges magyardzat szerint, a
nociceptorokbol aktivacié soran a fajdalmas inger kozvetitése mellett, gatldo neuropeptidek is
felszabadulnak (szomatosztatin, endogén opioid agonistak). Korabbi kutatdsok kimutattak,

hogy a nociceptorokon expresszalodo TRPV1 illetve TRPAI receptorok aktivacidja soran a
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Ca?* influx hatdsdra szomatosztatin szabadul fel az idegvégz8désekbdl (Pethd et al., 2017;
Pozsgai et al., 2017a). A jelenségrél, miszerint fajdalmas ingerek hatasara megemelkedik a
keringésben a szomatosztatin szintje, allatkisérletek mellett human adatok is rendelkezésre
allnak (Helyes et al., 2004; Antal et al., 2008; Suto et al., 2010). A szomatosztatin fajdalom-
¢és gyulladascsokkentd hatast fejt ki a sst4 receptoron keresztiil. Szamos helyen expresszalodik
az sst4 receptor, tobbek kozott neuronokon, limfocitakon €s vaszkularis endotél sejteken is
(Pintér et al., 2006; Sandor et al., 2006). Jelen kisérletsorozatban a sst4 WT és KO egerek
nem reprodukaltak GYY4137 kezelés hatasira a TRPAIl egértorzsekhez foghato
eredményeket. Feltételezziik, hogy az sst4 KO egerekben miikodd, a kiiitott génre iranyalo
kompenzacios mechanizmusok esetleg gatolhattak, a GYY4137 kezelés mellett kialakulo
TRPA1 KO egerekben korabban megfigyelt negativ kovetkezményeket. Tovabba a sst4 ¢s a
TRPA1 torzsek kozott szamos egyéb genetikai kiilonbség is létezhet, amelyrél nem
rendelkeziink adatokkal. A szomatosztatin nem kizarolag az sst4 receptoron fejti Ki
gyulladasgatld hatdsait. Tobbek kozott monocitdk, makrofagok és szinoviocitdk is
expresszalnak sst2 receptorokat (Dalm et al., 2003). Ismert a makrofagok kulcsfontossagu
szerepe a K/BxN szérum transzfer artritisz modell patogenezisében (Christensen et al., 2016).
Casnici és munkatarsai in vitro kimutattak, hogy a sst2 agonista octreotid gatolta a reumatoid
artritiszes betegekbdl szarmazo stimuldlt primér szinoviocitdk proinflammatorikus citokin
termelését (Casnici et al., 2018). Az eredményeink értelmezése soran, az SSt4-n keresztiil
érvényesiild  antiinflammatorikus  hatdsok mellett, érdemes Ujra kiemelniink a

szomatosztatinnal egyidejiileg felszabadulo opioid peptidek jelenlétét is (Pethd et al., 2017).

Nem kizarhatdo, hogy a GYY4137 kedvezd hatdsa szarmazhat a nem neurondlis,
immunsejteken elhelyezked6 TRPA1L receptorok aktivaciojabol is. A K/BxN szérum transzfer
artritisz patomechanizmusaban — a korabban mar emlitett makorfagokon kiviil — 1ényeges
szerepet jatszanak a T-sejtek és a neutrofil granulocitak is (Christensen et al., 2016). CD4+ T
sejteken mRNS és fehérje szinten is sikeriilt validalni a TRPAI receptor jelenlétét, amelyek
elektrofiziologiailag is funkcioképesnek bizonyultak (Bertin and Raz, 2016). In vivo az
autoimmun kolitisz egérmodelljében a TRPA1 KO egerek betegsége sulyosabb volt a WT
tarsaikhoz képest és a TRPAI aktivacié képes volt csokkenteni a Thl sejtek medialta
immunvalaszt (Bertin et al., 2017). TRPAI pozitiv CD4+ T sejtek jelenlétét irtak le a
pszoridzis allatmodelljében, ahol ugyancsak protektiv, immunszuppressziot valtott ki a
TRPA1 aktivacio (Kemény et al., 2018). Fokozdodott a TRPA1 expresszi6 a RA betegek

vérmintaibol szarmazé leukocitakon (Pereira et al., 2017). A makrofagokon is leirasra keriilt a

62



TRPAI1 receptor jelenléte. Allil-izotiocianat hatasara csokkent az ApoE-/- egerekben az
arterioszklerozis sulyossaga, ezzel forditottan, a betegség fokozodasat figyelték még TRPAI
receptor hidnya vagy gatlisa esetén (Zhao et al., 2016). Osszeségében az irodalomban
fellelhetd bizonyitékok alapjan, feltételezhetd, a poliszulfid kozvetlen immunsejteken

jelentkez6 TRPA1 medialta gatlasa.

Szamos mechanizmus allhat a GY'Y4137 gyulladast és fajdalmat fokoz6 hatasa hatterében. A
hidrogén-szulfid illetve, poliszulfid nem specifikus aktivatora a TRPA1 csatornanak, szamos
mas szignalizacios utvonalon is képes potens valtozdsokat kivaltani. A NaHS képes volt
tartosan aktivalni az egészséges Onkéntesekbdl szarmazd periférias makrofagokban a pro- €s
antiinflammatorikus jellemzokkel is rendelkezé ap38/Akt és CREB utvonalakat in vitro
(Sulen et al., 2016). Kiilonbozé gyulladassal jaro allatmodellben stlyosbodott a betegség
hidrogén-szulfid kezelés hatasara, illetve az endogén hidrogén-szulfid termel6dés gatlasa
elénydsnek bizonyult. A publikaciok alapjan a hidrogén-szulfid PI3K/Akt/Spl, COX2 és NF-
kB utvonalakon keresztiil fejtette ki proinflammatorikus hatasait. Jelen kisérleteinkben
megfigyeltek alapjan a TRPA1 medidlta antiinflammatorikus hatdsok dominaltak a
proinflammatorikus hatasokkal szemben (Ang et al., 2011; Badiei et al., 2013; Gaddam et al.,
2016; George et al., 2016; Liu et al., 2016, 2017; Ahmad et al., 2017). Ellenben a TRPA1
receptor hianyaban el6térbe keriilhettek a hidrogén-szulfid medialta proinflammatorikus

elvaltozasok is.

A GYY4137-tel kezelt TRPA1 KO egerek lababol szarmazo mintak MIP-2 koncentracioja
szignifikansan magasabb volt a 3. napon. Az emelkedett MIP-2-vel 6sszhangban, ugyanebben
a kezelési csoportban a 2. napon mért neutrofil granulocita akkumulacioval korrelald6 MPO
aktivitas is szignifikansan magasabb volt a TRPA1 WT egerekhez képest. A MIP-2 kemokin
egy potens kemoattraktdns neutrofil granulocitdk szdmara, amely gyulladds hatdsara
els6sorban monocitak, makrofagok, vaszkularis endotelialis sejtek, hepatocitak és aktivalt
neutrofilek termelnek (Qin et al., 2017). A MIP-2 hatasat a neutrofileken kifejez6d6 CXCR2
receptor kozvetiti. A K/BxN szérum transzfer artritisz modellben a MIP-2 f§ forrasa az
aktivalt makrofagok, amit tovabb bizonyit a makrofadg depletalt egerek relativ védettsége az
artritisz kifejlodésével szemben (Christensen et al., 2016). A TRPA1 receptor hatassal lehet a

crer

szintben volt kimutathat6 (Moilanen et al., 2015).
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A kisérleteink soran feltételezziik, hogy az elnyujtott hatast hidrogén-szulfid donor
GYY4137, valdjaban a gyulladt szovetekre specifikus, nagy affinitast poliszulfid donorként
viselkedhet. A GYY4137 bomlasi kinetikdja er6sen homérséklet és pH-fliggd; magasabb
hémérsékleten és alacsonyabb pH-n fokozddik a donor a HoS leadasa (Li et al., 2008).
Altalanosan elfogadott, hogy a gyulladas hatasara csokkenhet a szoveti pH, tovabba RA-es
beteg szinovialis folyadékjanak pH-ja is alacsonyabbnak bizonyult a kontroll csoportokhoz
képest (Ward and Steigbigel, 1978; Farr et al., 1985). Nagy és Winterbourne kisérletesen
bizonyitotta, hogy a hidrogén-szulfid a neutrofil granulocitdk MPO enzimje altal termelt
hipoklérossavval reakcidba lépve poliszulfidda alakul at (Nagy and Winterbourn, 2010).
Eredményeink egyik lehetséges magyarazata, hogy a gyulladt szovetekben fokozottan
felszabaduld hidrogén-szulfid reakcioba [ép a neutrofil granulocitdkbol szarmazo
hipoklérossavval. A hipoklorossav csokkent szintje értheté modon képes fokozni a neutrofilek
MIP-2 termelését, ami ezaltal tovabbi neutrofileket lesz képes toborozni (Martinez et al.,
2006; Tateno et al., 2013). Ezzel egyidoben a keletkezé poliszulfid képes aktivalni a
nociceptiv  idegvégzddések TRPA1l receptorait ¢és protektiv, antiinflammatorikus
mechanizmusokat indukélni. A neutrofil granulocitdk hipoklérossav termelése az MPO
enzimen keresztiil valosul meg (Albrett et al., 2018). A TRPA1 KO egerekben mért magasabb
MPO aktivitdas hatdsara, a keletkezd poliszulfid mennyisége is megnovekedhet, ami a
hidrogén-szulfid és poliszulfid TRPA1 fiiggetlen proinflammatorikus hatasainak fokozott

érvényesiiléséhez vezethetett.

A hidrogén-szulfid bioldgiai hatdsainak kutatsat tobb mint egy évtizede tart6 felviragzasa ota
folyamatosan ellentmondésok ovezik. Jelen eredményeink alataimasztjak a hidrogén-szulfid
kettds szerpét. A protektiv hatasok a TRPA1 aktivacidt kovetden alakulnak ki, az ezzel
ellentétes proinflammatorikus mechanizmusok hatterében a hidrogénszulfid egyéb pleiotrop
hatasai felelhetnek. Kisérleti elrendezésiink, lehetové tette, hogy vizsgaljuk a hosszu hatasu
hidrogén-szulfid donor GYY4137 és a TRPAI receptor szerepét a K/BxN szérum transzfer
artritisz modelljében. Ennek soran ravilagitottunk, hogy a hidrogén-szulfid komplex

hatésainak feltérképezése soran kritikus szerepet tolthet be a TPRAL receptor.

A K/BxN szérum transzfer artritisz modellen végzett kisérleteink soran vilagossa valt, hogy a
hidrogén-szulfidbodl keletkezd poliszulfid, nagysagrendekkel potensebb aktivatora a TRPA1
receptornak. Tovabbd mas kutatdcsoportok is felvetették, hogy a hidrogén-szulfid szamos
hatasaért esetleg a beldle keletkezd vagy szennyezddésként jelenlévd poliszulfid tehetd

feleléssé (Nagy and Winterbourn, 2010; Kimura, 2017; Miyamoto et al., 2017). Ezen adatok
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fényében indokoltnak tlint szamunkra a poliszulfid gyulladasban betdltétt szerepének tovabbi
vizsgalata. Kordbban Pozsgai et al. mar igazoltdk a DMTS TRPAI fiiggd és sst4 medialta
fajdalomcsokkentd hatasat az egerek enyhe forrazas altal kivaltott sériilést kovetden (Pozsgali
et al., 2017a). Jelen kisérleteinkben béviteni szandékoztuk a rendelkezésre allo tudasunkat,
ezért a forrazast kovetd gyulladas helyett egy masik modellt, a karragenin bedasaval kivaltott
akut gyulladas paradigmajat alkalmaztuk, illetve a szerves vegyiiletek kozé tartoz6 DMTS

mellett vizsgaltuk az inorganikus poliszulfid nocicepciora és gyulladésra gyakorolt hatasait is.

Megfigyeléseink alapjan a karragenin beadasat kovetéen a DMTS antinociceptiv és 6déma
képzbédésre kifejtett hatasat nem kizdrdlag a TRPA1 receptor kdzvetiti, ellenben feltétlen
sziikséges a sst4 receptor jelenléte, ami a DMTS altal kivaltott, azonban nem TRPAI fliggd
szomatosztatin felszabaduldsra enged kovetkeztetni. A POLY a TRPAI KO egerekben
kovetkezetesen enyhitette az 6démaképzddés mértékét, amely jelenség hatterében szintén a
neuro-szomatosztatin tengely alternativ, TRPA1 fiiggetlen aktivacidja allhat. Szamos
lehetséges magyardzat létezhet a nem TRPA1 medialta neurondlis eredetli szomatosztatin
felszabadulasra. A H2S koncentraciotol fliggden ellentétes hatast fejt ki a nociceptorokon
taldlhatd T tipust fesziiltségfiiggd Casz> csatorndkra. Alacsonyabb koncentracidkban gatlo,
szuprafiziologias koncentraciokban serkenté hatasat irtak le (Todorovic and Jevtovic-
Todorovic, 2011; Elies et al., 2016; Fukami et al., 2017). Tovabba ismert, hogy a H>S gatolni
képes a fesziiltségfiiggd Kvao csatorndkat, amely hatdsaért a csatorna kritikus ciszteinein
bekovetkez6 perszulfidacioja tehetd felelossé. Ex vivo a HoS Kuaz csatornakon keresztiil
kontrakciot valtott ki az izolalt gyomor simaizom preparatumokban. A H>S gitlé hatasa
érvényesiilt a H293 sejteken expresszalodo Kuaz esetében is, illetve felfiiggeszthetd volt
redukalo reagensekkel és a tiol csoportok blokkolasaval (Liu et al., 2014). Jelen eredményeink
értékelése soran fontos figyelembe venni, hogy a Kvas csatorna is expresszalodik a DRG
neuronokon ezért potencidlisan hozzajarulhatott a szenzoros neuronokbodl torténd
szomatosztatin felszabadulashoz (Yunoki et al., 2014). Az el6bb emlitett publikaciokban HoS-
t alkalmaztak, ellenben nem kizarhato, hogy a hatdsokat valdjaban a poliszulfid hozta 1étre az
ioncsatorndkon. Mindenestre a hidrogén-szulfid és poliszulfid rendkiviil komplex redox
rendszerekben vesznek részt és a DMTS, illetve POLY oOnmaguk is szolgalhattak H»S

donorként.

A POLY ¢és a DMTS kozotti farmakokinetikai kiilonbségek is hozzajarulhattak az
eredményeik kozott fennalld diszkrepancia kialakitdsahoz. Az inorganikus POLY vizes

oldatokban konnyedén deprotondlodik é€s anionként van jelen. Greiner et al. munkassaga
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alapjan tudjuk, hogy a kalium-poliszulfid képes az intakt HEK293T sejtekbe bejutni és
perszulfidaciot létrehozni, azonban nem tartjuk valdsziniinek, hogy az inorganikus
poliszulfidok effektiven atjutnanak a vér agy gaton (Greiner et al., 2013). Az organikus
triszulfidok (tobbek kozott a DMTS is) erdsen lipofil vegyiiletek és képesek penetralni a vér
agy gaton. A DMTS esetében facilitalt diffuzid vagy esetleg aktiv transzport is hozzajarulhat
a KIR-be valo bejutashoz (Kiss et al., 2017). A DMTS a gerincvelében és az agyban is
létrehozhat protein perszulfidaciot €s ezen keresztiil az antinociceptiv és antiinflammatorikus
hatasainak kozponti idegrendszeri komponensei is lehetnek, ellenben a POLY esetében

elsésorban csak perifiérias mechanizmusokat feltételeziink.

Paradox modon kisebb mértéki labduzzadast regisztraltunk a POLY kezelt sst4 egerekben a
vad tarsaikhoz képest. Elsd vizsgalatra ellentmondasos a szomatosztatin protektiv hatasaért
felelds sst4 gén hidnyaban tapasztalt enyhébb 6démaképzddés a POLY kezelés mellett, mégis
irodalmi adatok alapjan nem teljesen egyediilalld. Ezt megfigyelték a pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP) és receptora VPACI esetében is. A PACAP a
szomatosztatinhoz hasonldéan egy protektiv attributumokkal felruhdzott neuropeptid. Az
experimentalis autoimmun enkefalitisz (EAE) modell a PACAP KO egerekben sulyosabb
elvaltozasokat generalt (Tan et al., 2009). Azonban, a VPACI gén hianya, ezzel szemben
javulast hozott 1étre az érintett egerekben. A VPACI1 gén hianya protektivnak bizonyult a
dextran-szulfat indukalt kolitisz modelljében is. Részletesebb vizsgalatok igazoltdk, hogy a
VPACI1 KO egerek Th2 sejtjeiben csokkent a proinflammatorikus citokinek és kemokinek
mRNS expresszidja (Abad et al., 2016). Parallel a VPAC1 KO egerekkel, nem kizarhato az
sst4 gén hidnydban a proinflammatorikus gének csokkent expresszidja a karragenin

modellben szerepet jatsz6 immunsejtek esetében sem (neutrofilek, makrofagok) (Yadav et al.,
2011).

A DMTS hatasara csokkent a neutrofil specifikus MPO aktivitds, amely az sst4 torzsek
esetében hangsulyosabb volt és a szignifikdns mértéket is elérte. Egyik lehetséges és egyben
legegyszeriibb magyarazat, hogy a DMTS-bdl szarmazé HoS kozvetlen gatlo hatast fejtett ki
az MPO enzimre (Benavides et al., 2007; Palinkas et al., 2015). Ugyanakkor komplexebb
mechanizmusok is allhatnak a csokkent neutrofil specifikus MPO aktivitas hatterében. A H»S
csOkkentette a neutrofil akkumulaciét és ROS termelddését a ventillacidval kivaltott
tiidosériilés egérmodelljében (Spassov et al.,, 2017). Human neutrofil sejtek esetében

karosodott kemotaxist és csokkent degranuldciot irtak le H2S kezelés hatdsara (Mariggio et
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al., 1997). Tovabba a Katp CSatorna gatlasan keresztiil a HoS képes volt gatolni a neutrofilek

adherencidjat patkany mesenteridlis erekben.

A H>S hatasara fokozodott a TNFa konvertdldo enzim (ADAM-17) aktivitasa amelynek
kovetkeztében csokkent a neutrofilek kitapadasahoz sziikséges L-Selectin mennyisége (Ball et
al., 2013). A rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan, egyarant lehetséges, hogy a DMTS
direkten gatolta a neutrofil specifikus MPO aktivitast, illetve, hogy a regisztralt csokkent

MPO aktivitasért indirekten a csokkent neutrofil akkumulacid tehetd feleldssé.

A POLY ¢és a DMTS antinociceptiv hatasainak kdzvetitésében meghatarozo szerepet tolt be a
peptiderg szenzoros neuronokbdl felszabaduld szomatosztatin. A DMTS a POLY-hoz képest
antiinflammatorikus hatassal is bir, mivel Sst4 receptor jelenlétében csokkent az 6déma
képzddés mértéke. A DMTS ezt a hatast TRPAI receptortdl fliggetleniil fejtette ki, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy egyéb molekularis célpontokon is hatva képes volt szomatosztatin
felszabadulast el6idézni. A DMTS ,.dirty drug” jellegét tovabb bizonyitja, hogy a TRPAI-
szomatosztatin tengelytdl fiiggetleniil gatolta a mért MPO aktivitast. Osszeségében a DMTS
elénydsebb jeloltnek tlinik gyogyszerfejlesztés céljabol, mivel a hatasai kifejzetebbek a
POLY-hoz képest, kémiailag stabilabb, szdmos élelmiszerben kis mennyiségben fellelhetd,
tovabba jelentds torekvések folynak, hogy hivatalosan is forgalomba keriiljon, mint antidétum

cidn mérgezeés esetére.
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Role of Transient Receptor

Potential Ankyrin 1 lon Channel

and Somatostatin sst4 Receptor

in the Antinociceptive and
Anti-inflammatory Effects of Sodium
Polysulfide and Dimethyl Trisulfide

Istvan Z. Batai, Adam Horvath, Erika Pintér, Zsuzsanna Helyes and Gabor Pozsgai*

Department of Pharmacology and Pharmacotherapy, Medical School, University of Pécs, Pécs, Hungary

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) non-selective ligand-gated cation chan-
nels are mostly expressed in primary sensory neurons. Polysulfides (POLYs) are Janus-
faced substances interacting with numerous target proteins and associated with
both protective and detrimental processes. Activation of TRPA1 in sensory neurons,
consequent somatostatin (SOM) liberation and action on sst4 receptors have recently
emerged as mediators of the antinociceptive effect of organic trisulfide dimethyl trisulfide
(DMTS). In the frame of the present study, we set out to compare the participation of this
mechanism in antinociceptive and anti-inflammatory effects of inorganic sodium POLY
and DMTS in carrageenan-evoked hind-paw inflammation. Inflammation of murine hind
paws was induced by intraplantar injection of carrageenan (3% in 30 pL saline). Animals
were treated intraperitoneally with POLY (17 pmol/kg) or DMTS (250 pmol/kg) or their
respective vehicles 30 min prior paw challenge and six times afterward every 60 min.
Mechanical pain threshold and swelling of the paws were measured by dynamic plantar
aesthesiometry and plethysmometry at 2, 4, and 6 h after initiation of inflasnmation.
Myeloperoxidase (MPO) activity in the hind paws were detected 6 h after challenge by
luminescent imaging. Mice genetically lacking TRPA1 ion channels, sst4 receptors and
their wild-type counterparts were used to examine the participation of these proteins in
POLY and DMTS effects. POLY counteracted carrageenan-evoked mechanical hyper-
algesia in a TRPA1 and sst4 receptor-dependent manner. POLY did not influence paw
swelling and MPO activity. DMTS ameliorated all examined inflammatory parameters.
Mitigation of mechanical hyperalgesia and paw swelling by DMTS were mediated
through sst4 receptors. These effects were present in TRPA1 knockout animals, too.
DMTS inhibited MPO activity with no participation of the sensory neuron-SOM axis.
While antinociceptive effects of POLY are transmitted by activation of peptidergic nerves
via TRPA1, release of SOM and its effect on sst4 receptors, those of DMTS partially rely
on SOM release triggered by other routes. SOM is responsible for the inhibition of paw
swelling by DMTS, but TRPA1 does not contribute to its release. Modulation of MPO
activity by DMTS is independent of TRPA1 and sst4.

Keywords: transient receptor potential ankyrin 1, sst4, somatostatin, dimethyl trisulfide, polysulfide, carrageenan,
luminol, IR-676
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Bétai et al.

Somatostatin Mediates Effects of Polysulfides

INTRODUCTION

Inorganic polysulfides (POLYs; hydrogen polysulfide) have been
demonstrated to be synthesized in the human body (1). These
species possess antioxidant and radical scavenging properties.
Beside in vitro systems, these findings were confirmed in lung tis-
sue from patients suffering from chronic obstructive pulmonary
disease too (2-5). According to some opinions inorganic POLYs
might mediate persulfidation of cysteine residues of proteins, a
process traditionally attributed to hydrogen sulfide (H.S) (6).
Dimethyl trisulfide (DMTS) is an organic trisulfide compound
naturally occurring in garlic. It is used widely as a food additive
(7). Recently, DMTS has been patented in the US as a parenteral
antidote of cyanide poisoning (8). This adds vastly to the transla-
tion potential of the drug. We have reported lately antinociceptive
properties of DMTS against mechanical hyperalgesia evoked by
heat injury in mice. Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)
ion channels and somatostatin (SOM) sst4 receptors contribute
pivotally to these effects (9). Chemically, alkyl trisulfides (such as
DMTS) produce tri/disulfide metabolites with the thiol groups of
cysteine amino acids (unlike inorganic POLYs leading to protein
persulfidation). Others propose organic trisulfides to be sources
of hydrogen sulfide (H,S) (10). Based on the latest findings, H,S
in concert with nitric oxide reacts with thiol residues of proteins
(11, 12). H,S released from organic trisulfides might influence
protein-associated metal atoms too (13). Organic trisulfides
were reported to exert antioxidant and anti-inflammatory effects
mostly studied in animal models of inflammatory bowel disease
(14-16). Inorganic POLYs are known to interact with functional
cysteines of the TRPA1 ion channel (17). As mentioned above our
previous work suggests that one of the targets of DMTS is the ion
channel TRPAL1 as well (9).

Transient receptor potential ankyrin 1 is a non-selective
cation channel permeable to Ca** and Na*. TRPALI is a member
of transient receptor potential ankyrin subfamily of ion chan-
nels, itself being a subdivision of the transient receptor potential
family. TRPA1 is the only ankyrin-type TRP channel to be found
in mammals. Polymodal TRPA1 channels might be opened by
chemical substances, temperature, mechanical stimuli, potential
difference, or changes of pH. Electrophilic agents—most prob-
ably including organic trisulfide compounds—excite TRPA1
by forming covalent bonds with cysteine residues (18). TRPA1
is mostly expressed in primary nociceptor neurons, but it was
evinced in the cornea, skin, pancreas, spleen, lung, kidney,
testis, and the human endometrium (19). Expression of TRPA1
channels in polymorphonuclear granulocytes of patients suffer-
ing from chronic inflammatory disease was shown to correlate
with nociception (20). The role of TRPA1 is known in complete
Freund’s adjuvant-induced inflammation. However, no involve-
ment was detected in carrageenan-evoked paw inflammation
(21, 22). TRPA1 channels are typically expressed by sensory
neurons containing neuropeptides (e.g., SOM). Activation of the
channel leads to Ca** influx into the nerve endings and release of
peptides. Earlier we found SOM liberation from murine sensory
neurons upon stimulation with DMTS (9).

Somatostatin is a cyclic peptide with important endocrine
function besides its presence in the sensory nervous system

(23). SOM is expressed in 17.8% of human dorsal root ganglion
neurons. The peptide might be liberated by TRPA1 agonists
(24). Unlike most neuropeptides, SOM is distributed by the
bloodstream and exerts antinociceptive and anti-inflammatory
effects distant from the release site in numerous animal models of
inflammatory disease (25). These could be ameliorated by deple-
tion of peptides from sensory nerves, administration of anti-SOM
antibody or SOM receptor antagonist (24). According to previous
data, these effects are mediated by one of five SOM receptors:
sst4 (9, 26-29). Antinociceptive and anti-inflammatory effects
could be mimicked by two different agonists (TT-232, J-2156)
of sst4 receptors. The agonists were ineffective in animals lacking
the corresponding functional receptor (24, 30). Sst4 is present
in sensory neurons, lymphocytes, and vascular endothelial cells
enabling the transmission of the aforementioned beneficial effects
of SOM (25).

In the present study, we set out to investigate the effect of inor-
ganic sodium POLY and DMTS on the sensory-SOM-sst4 system
in carrageenan-induced hind paw inflammation in genetically
engineered mice lacking either functional TRPA1 or sst4. Both
mechanical nociception and inflammatory parameters, such as
paw swelling and myeloperoxidase (MPO) activity of accumu-
lated neutrophil granulocytes, were assessed.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Experiments were conducted on genetically modified male
mice lacking functional TRPA1 or sst4 receptors (KO) and their
wild-type counterparts (WT; 2-4 months, 20-25 g) (27, 31).
Age-matched animals were used in the study. The original
heterozygous TRPA1 breeding pair was a generous gift from
Pierangelo Geppetti (University of Florence, Italy). These mice
were originally generated and characterized by Bautista and
colleagues (31). Neither the strain with genetic modification of
TRPA1 nor that with modified sst4 gene is available commer-
cially. TRPA1 and sst4 WT and KO breeding lines were produced
by crossing respective heterozygote animals. WT and KO animals
were chosen from the resulting litter and used for further breeding
(i.e., WT mice were mated with WT ones and KO mice with KO
ones). For the fifth-generation clean WT and KO breeding lines
were established and maintained by inbreeding. All animals were
genotyped until generation 5 and random sentinel litters of the
WT and KO lines afterward. Due to poor breeding performance
of the sst4 colony, heterozygotes were used in the breeding even
after the fifth generation and all offspring were genotyped for
an extended period of time. Animals were bred and kept in the
Laboratory Animal Centre of University of Pécs under standard
pathogen free conditions at 24-25°C, 12 h light/dark cycles. Mice
were housed in groups of 5-10 in polycarbonate cages (330 cm?
floor space, 12 cm height) on wood shavings bedding. Animals
were provided standard diet and water ad libitum. All experi-
mental procedures were carried out according to the European
Communities Council Directive of 2010/63/EU. The studies
were approved by the Ethics Committee on Animal Research,
University of Pécs (license number: BA02/2000-47/2017).
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Carrageenan-Induced Hind Paw

Inflammation

Inflammation of one hind paw was triggered by intraplantar
injection of carrageenan (20 pL, 3% in saline). The contralateral
paw received saline. The side of carrageenan injection was ran-
domized. Animals were treated with either POLY (17 pmol/kg,
i.p.) or DMTS (250 umol/kg, i.p.) or the respective vehicle 30 min
before challenge of the paws and every 60 min afterward (seven
times altogether). POLY was prepared freshly before each app-
lication. DMTS was prepared daily.

Preparation of POLY and DMTS Solutions

Polysulfide was prepared as described earlier (32). Stock solu-
tions of hypochlorous acid and sodium sulfide nonahydrate
were prepared in distilled water using polypropylene tubes
blown with nitrogen gas beforehand. All later dilutions and
reactions were performed in similar tubes. Reagents were kept
on ice. Concentration of hypochlorous acid was calculated
from the light extinction of the solution at 292 nm wavelength
(Ea92 = 350 M~'cm™). Concentration of sulfide was derived from
the extinction at 230 nm (E,; = 7700 M~'cm™') and the reaction
with 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). Extinction of
the reaction product of sulfide and DTNB was measured at 412 nm
(Eq12 = 28,200 M~'cm™!). Sulfide concentration was calculated as
the mean of the two values yielded by direct spectrophotometry
and reaction with DTNB. Stock solutions of hypochlorous acid
and sulfide were prepared daily. Sulfide stock solution was diluted
further in distilled water to 60 mM. Hypochlorous acid solution
was added slowly under stirring to produce 20 mM in the final
volume. The reaction of sulfide and hypochlorous acid produces
POLY. This POLY solution was diluted to twofold in distilled
water containing 4.17% v/v 10x concentrated phosphate-buffered
saline (PBS, pH 7.4). This amount of PBS renders the POLY solu-
tion isosmotic. Concentrated hydrochloric acid was then added
by 5 pL under stirring to set the pH to 7.4 (app. 25-30 pL, as
required). Concentration of the resulting POLY solution was
measured by cold cyanolysis, as described earlier (33). Shortly,
the isosmotic and isohydric POLY solution was alkalized by the
addition of NH,OH and reacted with KCN. After 25 min incuba-
tion at room temperature formaldehyde and Goldstein reagent
(FeCl; dissolved in 18.38% HNO;) were added. Absorbance of
the formed orange product was detected after 15 min reaction
time at room temperature at 460 nm. POLY concentration was
calculated using a standard curve constructed with KSCN. The
buffered solution was found to contain 3.3 mM POLY, yielding
a dose of 17 pmol/kg at 5 mL/kg. Isosmotic and isohydric POLY
solution was injected into the mice immediately after production.
PBS was used as vehicle control.

A DMTS solution of 1 M was prepared in dimethyl sulfoxide
(DMSO). This solution was diluted to 100 mM in saline con-
taining 2% v/v polysorbate 80. After slow dissolution, a further
dilution commenced in saline to 25 mM. The 25 mM solution
was injected at 10 mL/kg i.p. resulting in a dose of 250 pmol/kg.
In vehicle, DMSO was applied instead of 1 M DMTS solution.
Final DMTS solutions contained 2.24% v/v DMSO and 0.45% v/v
polysorbate 80. Vehicle had 2.5% v/v DMSO.

Measurement of Mechanical Pain
Threshold of the Hind Paws

Mechanical hyperalgesia evoked by carrageenan was assessed by
dynamic plantar aesthesiometry (DPA, Hugo Basile, Italy) 2, 4,
and 6 h after the initiation of inflammation. Baseline values were
taken on three separate days before paw challenge. Stimulator of
the instrument reached 10 g “force” in 4 s.

Detection of Paw Swelling
by Plethysmometry

Swelling of inflamed and control hind paws was measured by
plethysmometry (Hugo Basile, Italy). These measurements were
performed following DPA experiments to prevent stressing the
animals before aesthesiometry. Control measurements were con-
ducted right after control DPA experiments on three separate days
preceding paw challenge. Paw volumes were measured in cm’.

Detection of MPO Activity in the Hind
Paws by Luminescent Imaging

Animals were anesthetized with ketamine and xylazine (120 and
12 mg/kg) 6 h after hind paw challenge. Mice were injected i.p. with
sodium luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazine-dione;
150 mg/kg) dissolved in sterile PBS. Luminol signals reactive
oxygen species correlated with MPO activity of neutrophil
granulocytes via luminescence (34). Bioluminescence of luminol
was captured 10 min after administration. Measurements were
conducted in an IVIS Lumina II (PerkinElmer, Waltham, USA;
120 s acquisition, F/stop = 1, Binning = 8) instrument and
Living Image® software (Perkin-Elmer, Waltham, USA). Identical
regions of interest (ROIs) were applied to both hind paws and
calibrated units of luminescence (total radiance = total photon
flux/s) originating from the ROIs were detected (35).

Chemicals

All chemicals were purchased from Sigma Aldrich, Hungary
unless otherwise stated. DMSO was from Reanal, Hungary.
Ketamine was from Richter Gedeon, Hungary. Xylazine was from
Eurovet Animal Health BV, Netherlands.

Statistics

Data are presented as mean + SEM. Two-way repeated-measure
ANOVA followed by Bonferroni’s test was used for mecha-
nonociceptive threshold and paw volume data. Some data on
mechanonociceptive threshold were analyzed by plain one-way
ANOVA followed by Tukey’s test. Results on MPO activity
were analyzed by plain one-way ANOVA and Bonferroni’s test.
Statistical analysis was performed by GraphPad Prism 5 software.

RESULTS

Inhibition of Carrageenan-Evoked
Mechanical Pain by POLY Is TRPA1

and sst; Receptor-Dependent

Carrageenan-injected paws of TRPA1 WT and KO mice under-
going vehicle administration developed significantly lowered
mechanical pain threshold compared to saline-treated ones
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(n = 6-7; Figures 1A,B). POLY significantly reduced mechanical
hyperalgesia in carrageenan-injected feet of TRPA1 WT animals
in comparison with those of vehicle-treated ones (4.89 + 0.36 vs.
6.22 4 0.81 g at 4 h after challenge; n = 6-7; Figure 1A). Inhibitory
effect of POLY on mechanical nociception in carrageenan-treated
hind paws waslacking in TRPA1 KO animals compared to WT ones
(7.124+0.6vs.5.16 +0.44 g,6.22 + 0.81 vs. 4.64 + 0.4 g, 5.97 + 0.37
vs.4.46 vs. 0.26 g at 2,4 and 6 h after challenge; n = 6-7; Figure 1B).
POLY had no effect on the mechanical pain thresholds of saline-
injected feet of TRPA1 WT and KO animals (Figures 1A,B).
Similar to the above, both sst4 receptor WT and KO animals
treated with the vehicle of POLY responded with reduced
mechanical pain threshold to carrageenan administration
(n = 6-8; Figures 1C,D). POLY significantly relieved mechani-
cal nociception 6 h after challenge in carrageenan-injected feet
of sst4 WT animals compared to those of vehicle-treated ones
(3.85 &+ 0.27 vs. 5.35 + 0.45 g at 6 h after challenge; n = 7-8;
Figure 1C). No effect of POLY was observed in sst4 KO mice.
POLY did not affect mechanical pain thresholds of saline-treated
paws of sst4 receptor WT and KO animals (Figures 1C,D).

No Exclusive Role of TRPA1 lon
Channel in the Protective Effect
of DMTS in Carrageenan-Induced

Mechanical Hyperalgesia
Carrageenan-injected hind paws of TRPA1 WT and KO
animals treated with vehicle of DMTS developed mechanical

hyperalgesia compared to saline-injected contralateral paws
(n = 6-7; Figures 2A,B). Carrageenan-treated hind paws of
TRPA1 WT mice undergoing DMTS administration showed
significantly less hyperalgesia than those administered
vehicle (n = 6-7; Figure 2A). Protective effect of DMTS was
reduced in carrageenan-injected feet of TRPA1 KO animals
compared to those of TRPA1 WT ones (n = 6-7; Figure 2B).
However, DMTS still alleviated mechanical hyperalgesia in
carrageenan-treated feet of TRPA1 KO mice at 2 and 4 h after
challenge in comparison with vehicle-treated animals (n = 7;
Figure 2B). Saline-injected paws of DMTS and vehicle-treated
TRPA1 WT and KO animals did not differ from one another
(Figures 2A,B).

Carrageenan-injected hind paws of sst4 receptor WT and
KO animals being administered vehicle of DMTS exhibited
mechanical hyperalgesia compared to saline-injected control
feet (n = 7-8; Figures 2C,D). Carrageenan-treated hind paws
of sst4 receptor WT mice injected with DMTS developed
significantly smaller hyperalgesia than those of vehicle-treated
control animals (n = 7; Figure 2C). Mechanical pain threshold
of saline-treated paws of DMTS and vehicle-injected sst4 recep-
tor WT animals did not differ statistically (Figure 1C). DMTS
did not inhibit nociception in carrageenan-treated feet of sst4
receptor KO animals compared to those of their WT counter-
parts (Figure 2D). Saline-treated feet of vehicle-injected sst4
receptor KO animals developed significantly larger mechanical
pain threshold at 6 h than those of DMTS-treated ones (n = 7-8;
Figure 1D).
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FIGURE 1 | Antinociceptive effect of sodium polysulfide (POLY, 17 pmol/kg) in carrageenan-induced paw inflammation is mediated by transient receptor potential
ankyrin 1 (TRPA1) and sst4 receptors. Mechanical pain threshold of saline or carrageenan-injected (3% in 20 plL saline) hind paws of (A) TRPA1 WT, (B) TRPA1 KO, (C)
sst4 receptor WT, and (D) sst4 receptor KO animals in response to POLY or vehicle treatment. Data are shown as mean + SEM. n = 6-8. °p < 0.05 vs. saline-injected
paws. Pp < 0.05 vs. vehicle of POLY. 9o < 0.05 vs. TRPA1 WT animals. Two-way repeated-measure ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test.
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FIGURE 2 | Antinociceptive effect of dimethyl trisulfide (DMTS, 250 pmol/kg) in carrageenan-evoked paw inflammation is independent of the transient receptor
potential ankyrin 1 (TRPAT1) ion channel, but is mediated by somatostatin (SOM) sst4 receptors. Effect of DMTS or vehicle treatment on mechanical pain threshold of
either saline or carrageenan-treated (3% in 20 pL saline) hind paws of (A) TRPA1 WT, (B) TRPA1 KO, (C) sst4 receptor WT, and (D) sst4 receptor KO mice. Data are
shown as mean + SEM. n = 6-8. °p < 0.05 vs. saline-injected paws. %o < 0.05 vs. vehicle of DMTS. 90 < 0.05 vs. TRPA1 WT animals. Two-way repeated-measure
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POLY Does Not Affect Paw Swelling

Evoked by Carrageenan

Both vehicle and POLY-treated TRPA1 WT and KO mice
exhibited significant paw swelling upon carrageenan stimula-
tion of the hind paws. POLY had no statistically significant
inhibitory effect on the swelling of the feet in TRPA1 WT
or KO animals. T-values of two-way ANOVA followed by
Bonferroni’s test for the comparison of POLY- and vehicle-
treated carrageenan-injected paws of TRPA1 KO animals
are the following: 0 h, 0.04846; 2 h, 0.8061; 4 h, 1.573; and
6 h, 1.018. A trend for inhibition by POLY can be seen in
carrageenan-injected feet of TRPA1 KO mice in comparison
to those of vehicle-treated ones that does not reach the level of
statistical significance (n = 6-7; Figures 3A,B). POLY or vehi-
cle treatment did not change paw volumes of saline-injected
control paws. Similar results were obtained in sst4 receptor
WT and KO mice regarding lack of statistically significant
effect of POLY in either saline or carrageenan-injected paws
compared to vehicle (n = 6-8). Volume of carrageenan-
injected hind feet of sst4 KO mice was significantly smaller
at 4 and 6 h post challenge than those of WT ones (n = 8;
Figures 3C,D).

Protective Effect of DMTS in
Carrageenan-Evoked Paw Swelling
Is Independent of TRPA1, but Is
Mediated Through sst4 Receptors

Transient receptor potential ankyrin 1 WT and KO mice devel-
oped significant swelling of the hind feet irrespectively of DMTS
or vehicle treatment (n = 6-7). DMTS ameliorated swelling at
6 h in carrageenan-injected feet of TRPA1 WT mice compared
to those of vehicle-treated ones (n = 6-7; Figure 4A). DMTS
significantly relieved swelling in carrageenan-treated paws of
TRPA1 KO mice at 4 and 6 h after challenge in comparison with
those of vehicle-treated ones (n = 7; Figure 4B). DMTS produced
a stronger inhibition of swelling in the carrageenan-injected feet of
TRPA1 KO animals at 4 h than in those of TRPA1 WT mice (n=7;
Figure 4B). Edema formation in saline-injected feet of TRPA1
WT and KO mice was not affected by DMTS or vehicle treatment.

Carrageenan challenge lead to significant paw swelling in sst4
receptor WT and KO mice irrespectively of vehicle or DM TS treat-
ment (n=7-8). DMTS relieved edema formation in carrageenan-
treated paws of sst4 WT animals at 6 h in comparison with those
of vehicle-treated ones (n = 7; Figure 4C). DMTS did not show
any protective effect in sst4 receptor KO mice (Figure 4D).
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FIGURE 3 | Sodium polysulfide (POLY; 17 umol/kg, i.p.) does not affect paw swelling detected by plethysmometry in carrageenan-induced hind paw inflammation.
Effect of POLY or vehicle treatment on paw swelling of either saline or carrageenan-treated (3% in 20 pL saline) hind paws of (A) transient receptor potential ankyrin
1 (TRPA1) WT, (B) TRPA1 KO, (C) sst4 receptor WT, and (D) sst4 receptor KO mice. Data are shown as mean + SEM. n = 6-8. °p < 0.05 vs. saline-injected paws.
Two-way repeated-measure ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test.
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FIGURE 4 | Alleviating effect of dimethy! trisulfide (DMTS, 250 pmol/kg, i.p.) on edema formation in carrageenan-induced hind paw inflammation is independent

of the transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) ion channel, but is mediated by somatostatin (SOM) sst4 receptors. Effect of DMTS or vehicle treatment on
hind paw edema detected by plethysmometry in saline or carrageenan-treated (3% in 20 pL saline) feet of (A) TRPA1 WT, (B) TRPA1 KO, (C) sst4 receptor WT, and
(D) sst4 receptor KO mice. Data are shown as mean + SEM. n = 6-8. °p < 0.05 vs. saline-injected paws. 9o < 0.05 vs. vehicle of DMTS. 9 < 0.05 vs. TRPA1 WT
animals. Two-way repeated-measure ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test.
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FIGURE 5 | Polysulfide (POLY) treatment (17 pmol/kg, i.p.) does not alter myeloperoxidase (MPO) activity shown by luminol bioluminescence in murine hind paws
with carrageenan-induced inflammation. (A) Bioluminescence in saline and carrageenan-injected (3% in 20 pL saline) hind feet of transient receptor potential ankyrin
1 (TRPA1) WT and KO animals. (B) Representative bioluminescent images of saline and carrageenan-treated (3% in 20 L saline) hind paws of TRPA1 WT and

KO mice illustrating MPO activity. (C) Luminol bioluminescence in saline and carrageenan-treated (3% in 20 pL saline) hind feet of sst4 receptor WT and KO mice.
(D) Representative bioluminescent images of saline and carrageenan-treated (3% in 20 pL saline) hind paws of sst4 WT and KO animals. Data are shown as

mean + SEM. n = 7-8. °p < 0.05 vs. saline-injected paws. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test.

Carrageenan-Evoked MPO Activity
of Accumulated Neutrophil Cells Is

Unaffected by Administration of POLY

Both TRPA1 WT and KO animals developed significantly elevated
MPO activity in carrageenan-injected hind paws independently
from vehicle or POLY administration (n = 7). POLY did not
ameliorate MPO activity in any animal groups nor did it affect
the values of saline-injected control paws (Figures 5A,B). Similar
data were produced in sst4 receptor WT and KO mice (n = 7-8;
Figures 5C,D). Fluorescent determination of plasma extravasa-
tion following measurement of MPO activity produced no sig-
nificant difference in either POLY or DMTS treated groups of any
genetic background. (Datasheet 1 in Supplementary Material).

DMTS Inhibits MPO Activity of
Accumulated Neutrophil Granulocytes
Independently of sst4 Receptors
Carrageenan-injected feet of TRPA1 WT and KO animals
developed significantly increased MPO activity irrespectively
of vehicle or DMTS administration (n = 6-7). MPO activity in
carrageenan-injected hind paws of DMTS-treated TRPA1 WT
and KO mice tends to be smaller than in those of vehicle-treated

ones (Figures 6A,B). Sst4 WT and KO mice showed significantly
elevated MPO activity upon carrageenan injection independently
of vehicle or DMTS treatment (n = 7-9). DMTS did not alter
MPO activity of saline-injected control paws. DMTS ameliorated
MPO activity in carrageenan-treated feet of both sst4 WT and
KO mice compared to those of vehicle-treated ones (n = 7-9;
Figures 6C,D).

DISCUSSION

The main novel findings of the current study are the following:

i. Antinociceptive effect of POLY in carrageenan-evoked paw
inflammation depends on TRPA1 ion channel opening by the
drug, release of SOM from the activated peptidergic sensory
nerve fibers and subsequent activation of sst4 receptors, as
the antihyperalgesic effect of POLY was absent in TRPA1 and
sst4 KO mice.

ii. Organic trisulfide DMTS possessed an antinociceptive effect
not only in TRPA1 and sst4 receptor WT animals, but also in
TRPA1 KO ones. Protective activity was significantly weaker
in TRPA1 KO mice than in WT ones. These findings imply tar-
get molecules of DMTS on sensory nerve endings other than
TRPAL leading to activation of the fibers and SOM release.
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FIGURE 6 | Dimethy! trisulfide (DMTS) administration (250 pmol/kg, i.p.) decreases myeloperoxidase (MPO) activity indicated by luminol bioluminescence in sst4
receptor WT and KO mice undergoing carrageenan-induced inflammation of the hind foot. (A) Bioluminescence in saline and carrageenan-treated (3% in 20 pL
saline) hind paws of transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) WT and KO animals. (B) Representative bioluminescent images of saline and carrageenan-treated
(8% in 20 pL saline) hind paws of TRPA1 WT and KO mice depicting MPO activity. (C) Luminol bioluminescence in saline and carrageenan-treated (3% in 20 pL
saline) hind paws of sst4 receptor WT and KO mice. (D) Representative bioluminescent images of saline and carrageenan-injected (3% in 20 pL saline) hind paws

of sst4 WT and KO animals. Data are shown as mean + SEM. n = 6-9. °p < 0.05 vs. saline-injected paws. 90 < 0.05 vs. carrageenan-injected paws of mice

treated with the vehicle of DMTS. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test.

DMTS

iii. Polysulfide administration exhibited no statistically sig-
nificant effect on carrageenan-induced paw edema, unlike
DMTS that ameliorated swelling in TRPA1 WT, KO, and
sst4 receptor WT mice. These data point toward other
mediators of DMTS effect than TRPA1 on peptidergic
nociceptors.

iv. Polysulfide had no effect on MPO activity of the inflamed
hind paws. Interestingly, DMTS significantly lowered MPO
activity characterizing neutrophil accumulation in sst4 recep-
tor WT and KO animals. A similar trend emerged in TRPA1
WT and KO animals not bestriding the limit of statistical
significance. Our results indicate a mechanism of action of
DMTS regarding MPO activity differing completely from the
one suggested by data on mechanical nociception and paw
swelling. Activation of TRPALI, release of SOM and its effect
on sst4 receptors do not contribute to the inhibition of MPO
activity by DMTS.

Most authors familiar with the area agree that activation of
TRPA1 ion channels on nociceptor sensory nerve endings by HsS,
POLYs, or other agonists is painful due to activation of the ascend-
ing pain pathway (17, 36, 37). We do not debate that TRPA1 recep-
tor activation is acutely painful. Intraperitoneal administration
of POLY and DMTS surely evoked abdominal discomfort in our
experimental animals. However, it is not only well documented
scientifically, but exploited clinically that activation of peptidergic
primary sensory neurons mediates a later onset antinociceptive
effect (we refer to the dermal patch Qutenza® with high capsaicin
content used in the therapy of neuropathic pain and relying on a
different mechanism of action than that suggested for POLY and
DMTS by the present work).

It was reported earlier that peptidergic sensory nerve endings
release neuropeptides upon activation, among them SOM. Beside
a population of nociceptors SOM is expressed in the central
nervous system and peripheral tissues, too (23, 38). Treatment
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with TRPA1 receptor agonists or nociceptor activation by other
means leads to SOM release from primary sensory neurons and
the peptide reaches significant concentration in the bloodstream
(9, 39-42). SOM exerts antinociceptive and anti-inflammatory
effects at parts of the body distant from the site of release. These
effects were shown to be mediated by somatostatin sst4 receptors
(9,25,28,40). Antinociceptiveand anti-inflammatory SOM effects
are obviated by somatostatin receptor antagonist, depletion of
SOM from sensory nerves, an antibody catching the peptide and
genetic lack of the sst4 receptor. On the other hand, sst4 receptor
agonists induce similar beneficial effects to those of SOM (24,
30). Sst4 receptors expressed in sensory neurons, lymphocytes,
and vascular endothelial cells might contribute to the protective
effect (25). Non-neuronal sources of TRPA1 activation-induced
surge of SOM in the circulation shall not be taken into account,
hence denervation or defunctionalization of the area exposed to
TRPA1 agonist prevented such effects (39, 43).

Somatostatin is a prerequisite of antihyperalgesic and anti-
inflammatory effects mediated by peptidergic nerve endings.
It is known that other mediators contribute too. The sensory
neuron-dependent antinociceptive effect was abolished by
antagonism of opioid receptors. Opioid peptides might be
released from sensory neurons and leukocytes (39).

According to our data activation routes of the sensory neuron-
somatostatin axis other than TRPA1 ion channels are in play in
case of DMTS, as the organic trisulfide elicited antinociceptive
effect and inhibited paw swelling independently of TRPA1, but
still via sst4 receptors. Similar mechanisms might have been
in play leading to the trend of inhibition of hind paw edema
detected by plethysmometry in TRPA1 KO mice treated with
POLY (Figure 3B). Several such mechanisms were suggested for
H.S. TRPV1 channels co-expressed with TRPA1 can be ruled
out because DMTS failed to produce Ca?* signals in CHO cells
expressing the channel (9). Taken into account that organic tri-
sulfides are donors of H.S, these mechanisms might be valid for
DMTS as well (10). Conversion of inorganic POLY into sulfide
in living cells is an active field of research and remains to be
elucidated. HS was reported to activate T-type CaV 3.2 channels
of sensory neurons (36). These ion channels modulate pain sensa-
tion by regulating the activity of sensory neurons (44). It has to
be noted that inhibition of CaV 3.2 channels by H,S was detected,
too. Supraphysiological concentration of H,S behaves rather as
an activator, while normal concentration leads to inhibition of
T-type Ca** channels (45). Voltage-gated K* channels are poten-
tial mediators of the effects of DM TS too. KV 4.3 voltage-gated K*
channels are expressed in DRG neurons (46). H,S was reported
to contract murine gastric smooth muscle by persulfidation of
KV 4.3 channels. Inhibition of KV 4.3 channels was reproducible
in H293 cells and could be diminished by a reducing agent and
a blocker of free thiol groups that prevent protein persulfidation
(47). Ability of the organic trisulfide DMTS to inhibit voltage-
gated K* channels could contribute to depolarization of peptider-
gic sensory neurons and SOM release from these cells.

Sodium POLY is an anionic compound, thus it most probably
cannot penetrate into the central nervous system. It reacts read-
ily with cysteine amino acids of proteins and loses its negative
charge. However, proteins are excluded from the brain and cannot

transport POLY there. This way the effects of POLY described in
the present study might rely on a peripheral mechanism (even
SOM released from the sensory nerves is excluded from the cen-
tral nervous system). Potassium POLY was found to enter intact
HEK293T cells and produce protein persulfidation (6). Organic
trisulfides such as DMTS are highly lipophilic and penetrate the
blood-brain barrier freely. An uptake via facilitated diffusion or
active transport has been proposed in case of DMTS too (48).
Target proteins in the spinal cord and brain available for DMTS
might contribute to its differing effect on nociception from that
of POLY.

Mechanical pain threshold data of carrageenan-injected feet
of TRPALI and sst4 WT and KO animals treated with vehicle of
POLY or DMTS were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey’s test. Statistically significant difference was found between
POLY- and DMTS-treated TRPA1 WT mice at 2 h (p < 0.05),
POLY- and DMTS-treated sst4 WT animals at 0 (p < 0.05) and 6 h
(p <0.01), POLY- and DMTS-treated sst4 KO mice at 0 (p < 0.05)
and 6 h (p < 0.01). It is needless to state that it makes no sense
to compare TRPA1 and sst4 strains. The above differences do not
influence the power of conclusions on the mechanism of either
DMTS or POLY action because conclusions were drawn from
within either POLY- or DMTS-treated groups, where influencing
factors were homogeneous.

Interestingly, a smaller paw volume was detected at 4 and 6 h
in the carrageenan-injected hind paws of POLY-treated sst4 KO
mice compared to the WT ones. This might conflict with pro-
tective nature of SOM discussed above. Compensatory changes
in the expression of inflammatory genes in knockout animals
might be responsible. Unfortunately, the sst4 receptor gene-
modified mouse strain utilized in the present study has not been
characterized yet in that regard. However, similar results were
published on another protective neuropeptide and its receptor:
pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) and
VPACI receptor. PACAP is usually known as a protective peptide.
Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) was found to
be more severe in PACAP peptide knockout mice (49). Mirroring
our findings on sst4 SOM receptors, animals genetically lacking
VPAC1 PACAP receptors exhibited ameliorated responses in the
same EAE model and in dextran sulfate-evoked colonic inflam-
mation too (50, 51). VPACI KO mice had decreased mRNA levels
of Trz cytokines and chemokines (50). A similar compensatory
mechanism in sst4 KO animals might influence the activation of
neutrophils and macrophages—the dominant cells involved in
carrageenan-induced paw edema inflammation—and decrease
edema formation (52).

An inhibitory effect of DMTS on MPO activity was found that
is mediated by neither TRPA1 nor SOM. Sulfide potentially being
released from DMTS directly inhibits MPO activity of neutrophil
granulocytes offering a straightforward mechanism (10, 53).
Sulfide was documented to inhibit neutrophil cell accumulation
and formation of reactive oxygen species in murine ventilator-
induced lung injury, as well as to interfere with Ca’*-dependent
cytoskeletal activities (chemotaxis and release of azurophilic
granules) of human neutrophils (54, 55). H,S suppressed adher-
ence of rat neutrophil granulocytes in the mesenteric blood
vessels detected by intravital microscopy. The effect was found
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to be mediated by the inhibition of Kare ion channels (56, 57).
Similarly, recruitment of human neutrophil cells was reduced by
sulfide by the stimulation of L-selectin shedding. L-selectin is
necessary for the adhesion of the inflammatory cells to endothe-
lium. Activation of TNF-a-converting enzyme (ADAM-17) is
supposed to be responsible (58).

We conclude that activation of peptidergic sensory neurons,
release of SOM and subsequent activation of sst4 receptors are
important mediators of antihyperalgesic effect of both POLY
and DMTS. Unlike POLY, DMTS possesses anti-inflammatory
activity too. The aforementioned mechanism contributes to the
amelioration of edema formation by DMTS complemented by
other means of peptidergic-nerve activation as the effect depends
on the presence of functional sst4 receptors. DMTS is able to
suppress MPO activity of neutrophil granulocytes at the site of
inflammation without the involvement of the sensory neuron-
SOM axis. Superior chemical stability, favorable pharmacokinetic
properties, and significant translational potential—due to being
a recognized food additive and having been patented as cyanide
antidote—set DMTS in front of sodium POLY as a candidate of
drug development which is only set back by the characteristic
odor of the substance.
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Modulation of nociception and inflammation by sulfide in rheumatoid arthritis and activation
of transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) ion channels by sulfide compounds are
well documented. The present study aims to investigate TRPA1-mediated effects of sulfide
donor GYY4137 in K/BxN serum-transfer arthritis, a rodent model of rheumatoid arthritis.
TRPA1 and somatostatin sst4 receptor wild-type (WT) and knockout mice underwent K/
BXxN serum transfer and were treated daily with GYY4137. Functional and biochemical
signs of inflammation were recorded, together with histological characterization. These
included detection of hind paw mechanical hyperalgesia by dynamic plantar esthesiometry,
hind paw volume by plethysmometry, and upside-down hanging time to failure. Hind
paw erythema, edema, and passive movement range of tibiotarsal joints were scored.
Somatostatin release from sensory nerve endings of TRPA1 wild-type and knockout mice
in response to polysulfide was detected by radioimmunoassay. Polysulfide formation
from GYY4137 was uncovered by cold cyanolysis. GYY4137 aggravated mechanical
hyperalgesia in TRPA1 knockout mice but ameliorated it in wild-type ones. Arthritis score
was lowered by GYY4137 in TRPA1 wild-type animals. Increased myeloperoxidase
activity, plasma extravasation, and subcutaneous MIP-2 levels of hind paws were detected
in TRPA1 knockout mice upon GYY4137 treatment. Genetic lack of sst4 receptors did
not alter mechanical hyperalgesia, edema formation, hanging performance, arthritis
score, plasma extravasation, or myeloperoxidase activity. TRPA1 WT animals exhibited
smaller cartilage destruction upon GYY4137 administration. Sodium polysulfide caused
TRPA1-dependent somatostatin release from murine nerve endings. Sulfide released
from GYY4137 is readily converted into polysulfide by hypochlorite. Polysulfide potently
activates human TRPA1 receptors expressed in Chinese hamster ovary (CHO) cells.
According to our data, the protective effect of GYY4137 is mediated by TRPA1, while
detrimental actions are independent of the ion channel in the K/BxN serum-transfer
arthritis model in mice. At acidic pH in inflamed tissue sulfide is released from GYY4137
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Bétai et al. GYY4137 Modulates Arthritis via TRPA1
and reacts with neutrophil-derived hypochlorite. Resulting polysulfide might be responsible
for TRPA1-mediated antinociceptive and anti-inflammatory as well as TRPA1-independent
pro-inflammatory effects.

Keywords: GYY4137, TRPA1, K/BxN serum-transfer model, arthritis, hydrogen sulphide, polysulfide,
hypochlorite, MIP-2

INTRODUCTION receptor subfamily of transient receptor potential ion channels.

Despite a heavy improvement in remissions and disease activity
due to emerging targeted disease-modifying biologic treatment
options, adverse drug reactions still make the pharmacotherapy
of rheumatoid arthritis (RA) a challenging quest for patient and
physician (Chatzidionysiou et al., 2017; Edwards et al., 2017).
Animal models of the disease are valuable tools in the search
for therapeutic targets. The murine K/BxN serum-transfer
arthritis is a much-preferred model of RA because it is suitable
for a variety of gene-deficient mouse strains and is extremely
reliable. Arthritis is induced by intraperitoneal administration of
serum from genetically arthritic K/BxN animals. Development
of inflammatory response involves autoantibody formation
against the enzyme glucose-6-phosphate isomerase and immune
complex-driven activation of neutrophil granulocytes and
macrophages. Several cytokines, chemokines, the complement
system, adhesion molecules, and receptors contribute to the
molecular pathology. Although glucose-6-phosphate isomerase
is surely not the major autoantigen in human RA, the K/BxN
serum-transfer arthritis model is very useful in the investigation
of the interaction between autoantibodies and the innate immune
system, as well as inflammatory pain (Christensen et al., 2016).

The gaseous mediator hydrogen sulfide (in the following
text, the term sulfide denotes H,S, HS-, and S$?°) is known to
play a regulatory role in inflammation. Some authors report
anti-inflammatory effects of H,S, while others have found
pro-inflammatory action (Burguera et al, 2017; Muniraj
et al,, 2017). The two kinds of findings might be both true and
complementary. Inflammation might induce the H,S-producing
enzyme cystathionine-y-lyase (CSE) resulting in elevated
H,S concentration. H,S might contribute to inflammatory
vasodilatation and might compromise mitochondrial function
by inhibiting complex IV of the electron transport chain. On the
other hand, smaller H,S concentration in the mitochondria can
actually fuel oxidative phosphorylation and mitigate oxidative
stress (Ahmad and Szabo, 2016). Today, slow-releasing donors
of sulfide are preferred over inorganic sulfide sources (e.g.,
NaHS and Na,S-nonahydrate). Inorganic salts produce a swift
but short-lived elevation of sulfide concentration not necessarily
representing physiological conditions. Slow-releasing donors
might better mimic the endogenous situation. The two most
studied donorsare GYY4137 and AP39. GYY4137 releases sulfide
in every tissue, while AP39 is selective to mitochondria, enabling
the investigation of the protective effects of the gasotransmitter
(Li et al., 2008; Szczesny et al., 2014).

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) non-selective
cation channel belongs to transient receptor potential ankyrin

It is the sole ankyrin-type TRP channel in mammals. TRPA1 is
expressed in primary nociceptor neurons and non-neuronal cells
including joint-related cells (e.g., chondrocytes and synoviocytes)
and immune cells (Zygmunt and Hogestatt, 2014). TRPAL1 is
known to contribute to inflammatory hyperalgesia in murine
complete Freund’s adjuvant-induced (CFA) arthritis—another
animal model of human RA (Fernandes et al., 2016; Horvath
et al., 2016). Expression of TRPAl channels in peripheral
blood leukocytes of RA patients was shown to correlate with
the perceived pain (Pereira et al., 2017). TRPAI receptors
can be activated by various stimuli ranging from temperature
to chemicals. Electrophilic agents excite TRPA1 by forming
covalent bonds with cysteine residues of the receptor (Zygmunt
and Hogestitt, 2014). Sulfide is able to activate TRPA1 receptors
(Hajna et al., 2016). This interaction is most probably transmitted
by polysulfides—originating from sulfide—in concert with
hypochlorite or nitric oxide (Greiner et al., 2013; Cortese-Krott
et al., 2015). These characteristics set sulfide in the focus point
of the modulation of the inflammatory process in RA, marking
it as a promising drug target. A well-characterized potential
downstream mechanism of activation of peptidergic nociceptors
via TRPA1 opening is a consequent release of somatostatin
(SOM) from the nerve fibers and signaling of sst4 receptors on
nociceptors and other cell types (Pintér et al., 2006).

The present study was intended to investigate the role of
sulfide and TRPA1 channels in the murine K/BxN arthritis
model. The slow-releasing donor of sulfide, GYY4137, was
administered to TRPA1 wild-type (WT) and knockout (KO)
animals undergoing serum-evoked polyarthritis. Functional
parameters of the arthritic changes (e.g., mechanical
hyperalgesia and grip strength) were evaluated alongside
with markers of inflammation (e.g., clinical score, plasma
extravasation, myeloperoxidase (MPO) activity, and cytokine
concentrations in the affected joints). Similar experiments were
conducted with mice lacking somatostatin sst4 receptor gene.
Release of SOM from the isolated skin pieces of TRPA1 WT
and KO animals due to stimulation with polysulfide (POLY)
was detected by radioimmunoassay. Formation of POLY from
GYY4137 upon reaction with hypochlorite was characterized
by cold cyanolysis.

MATERIALS AND METHODS

Animals
Experiments were carried out on male TRPA1l or sst4
deficient mice (KO) and on their wild-type counterparts
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(WT). Both strains were generated on C57BL/6] background.
The experimental animals were offspring of heterozygous
parents, and their genotype was determined using real-time
polymerase chain reaction (PCR) technique. The original
heterozygous TRPA1 breeding pair was a generous gift from
Pierangelo Geppetti (University of Florence, Italy). These
mice were originally generated and characterized by Bautista
and colleagues (Bautista et al., 2006). Sst4 KO animals were
generated by Jeremy P. Allen and Piers C. Emson (Helyes et
al., 2009). The mice were kept and bred in the Laboratory
Animal House of the Department of Pharmacology and
Pharmacotherapy at the University of Pécs under standard
pathogen-free conditions. Standard mouse chow and water
were provided ad [libitum. Temperature was maintained
between 24°C and 25°C, and the light-dark cycle was set to
12 h. Mice were housed in groups of 5-10 in polycarbonate
cages (330-cm? floor space, 12-cm height) on wood shavings
bedding. Certificate numbers of the animal breeding
facilities (Department of Pharmacology and Pharmacotherapy
and Szentdgothai Research Centre, University of Pécs) are
ZOHUO0104L09 and ZOHUO0104L03.

Drugs and Chemicals

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, except
for the following: ketamine (Calypsol, Gedeon Richter Plc.,
Budapest, Hungary), xylazine (Sedaxylan, Eurovet Animal
Health B.V,, Bladel, the Netherlands), luminol sodium salt (Gold
Biotechnology, Olivette, MO, USA), and IR-676 (Spectrum-Info
Ltd., Kyiv, Ukraine). GYY4137 was synthetized at the Department
of Organic Chemistry, Medical School, University of Pécs, Pécs,
Hungary, as previously described (Li et al., 2008).

Detection of Polysulfide Formation From
GYY4137 by Cold Cyanolysis

GYY4137 was dissolved in distilled water (7.95 mmol L), and
equal volume of citrate buffer (100 mmol L}, pH 3.0) was added.
The mixture was incubated for 90 min, and equal volume of
hypochlorous acid (200 pmol L) was added. Cold cyanolysis
was performed as described earlier (Wood, 1987). The mixture
of hypochlorous acid and GYY4137 was alkalized and reacted
with KCN. Formaldehyde and Goldstein reagent (Batai et al,
2018) were added, and absorbance was detected at 460 nm. POLY
concentration was calculated according to a standard curve
constructed with KSCN.

Measurement of Ca?* Influx Into CHO Cells
Expressing Human TRPA1 in Response

to GYY4137 and Hypochlorous Acid by
Flow Cytometry

Chinese hamster ovary (CHO) cells were transfected with
human TRPAI, as described earlier (Pozsgai et al., 2017).
Human TRPA1 cDNA clone was purchased from Life
Technologies CloneRanger collection (clone ID: 100016279).

The cDNA was inserted between the cytomegalovirus (CMV)
promoter and the bovine growth hormone polyA region
in pT3CMV vector. pT3CMV originates from the pT2/BH
Sleeping Beauty transposon vector (Addgene, ID: 26556) with
neomycin expression cassette. CHO cells were co-transfected
with vectors containing human TRPA1 and the pCMVSB100x
vector carrying the transposase. Successful clones were selected
in medium containing G418 (500 pug mL™'). After trypsin
treatment, cells were loaded with Fluo-4 AM (Invitrogen)
for 30 min at 37°C. Extracellular solution (ECS) was added
(400 pL, containing in mmol L~": NaCl, 160; KCl, 2.5; CaCl,,
1; MgCl,, 2; HEPES, 10; glucose, 10; pH 7.3). Sodium sulfide
nonahydrate (Na,S-9H,0) was dissolved in Millipore water.
Tubes used were previously filled with nitrogen. Concentration
of the solution was measured by detecting light absorption
at 230 nm (based on E,;, = 7,700 L mol™! cm™), as well as
adding 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) and measuring
light absorption at 412 nm. A concentration response curve
was constructed using various concentrations of sodium
sulfide nonahydrate. GYY4137 was dissolved in distilled water
(3 mg mL™, 7.95 mmol L!). GYY4137 was diluted further in
ECS buffer, and a concentration-response curve was produced.
POLY (10 pmol L' in ECS) was added to the cell suspensions,
too. POLY was prepared as described earlier (Batai et al,
2018). Stock solutions of hypochlorous acid and sodium
sulfide nonahydrate were prepared in distilled water using
polypropylene tubes blown with nitrogen gas. Stock solutions
were aliquoted and stored at —20°C. Sulfide stock solution
was diluted in distilled water to 60 mmol L. Hypochlorous
acid solution was added slowly to produce 20 mmol L-!
concentration. The resulting POLY solution was diluted two-
fold in distilled water containing 4.17% v/v 10x concentrated
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). Concentrated
hydrochloric acid was then added gradually to set the pH to
7.4. This POLY solution was diluted further in ECS buffer.
Sulfide and POLY solutions were kept on ice and were protected
from direct light. We examined if polysulfide resulting from
the reaction GYY4137-released sulfide and hypochlorous acid
activates TRPA1ion channelsin CHO cells. Allylisothiocyanate
(100 pumol L-!) was used as positive control. GYY4137 was
dissolved in distilled water (3 mg mL"!, 7.95 mmol L-!). Equal
volume of hydrochloric acid (1 mmol L) was added, and
the mixture was incubated at room temperature in the dark
for 120 min. Sulfide released from GYY4137 was determined
with 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) as described above.
Hypochlorous acid (616 pmol L' final concentration in the
mixture) was added to convert sulfide into POLY. Respective
concentrations of hypochlorous acid and GYY4137 were
tested separately in TRPA1-expressing CHO cells. The mixture
of acidified GYY4137 and hypochlorous acid was examined
using CHO cells expressing human TRPAI ion channels and
untransfected ones. Cell suspensions were analyzed by flow
cytometry. Fluo-4 AM was excited at 488 nm, and fluorescence
was detected at 504 nm. Mean green fluorescence of the
samples was compared with base fluorescence of dye-loaded
control cells, resulting in a baseline value of 1. Some cell groups
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were pre-incubated with selective TRPA1 receptor antagonist
HC-030031 (50 umol L' in ECS) for 5 min. Flow cytometry
experiments were performed at room temperature.

Detection of Somatostatin Release

From Murine Nerve Endings by
Radioimmunoassay

POLY was prepared as described above (Nagy and Winterbourn,
2010; Batai et al., 2018). POLY solution was diluted in distilled
water to yield 10 umol L~! in the organ bath.

TRPA1 WT and KO mice were sacrificed by cervical
dislocation. Hind legs were shaved by a fine clipper. The skin
was removed and placed in oxygenated synthetic interstitial
fluid (SIF; composition in mmol L~': NaCl 107.8, NaHCO3
26.2, sodium gluconate 9.64, sucrose 7.6, glucose 5.05, KCl
3.48, NaH,PO, 1.67, CaCl, 1.53, and MgSO, 0.69) at room
temperature. Skin samples were fixed inside-out on acrylic
rods by sutures and were transferred to 37°C oxygenated SIF
solution in a shaking bath. After being shaken for 30 min,
samples were transferred into glass test tubes containing 800 uL
of SIF for 5 min. Then samples were forwarded into a new
series of similar tubes containing 10 umol L-! of POLY in SIF
for 5 min, and previous incubating solutions were harvested.
Finally, the samples were placed into other tubes containing
800 pL of SIF for another 5 min. POLY-containing and final
incubating solutions were harvested, too. The solutions of the
first series were evaluated for basal, the ones from the second
series for stimulated, and the ones of the third series for post-
stimulated SOM release. In some experiments, stimulated and
post-stimulated fractions contained 50 umol L~! of HC-030031
(Pozsgai et al., 2017). Wet weight of skin samples was taken
after experiments. Radioimmunoassay was performed to
detect somatostatin-like immunoreactivity in the incubating
solutions as described earlier (Pozsgai et al., 2017). Shortly,
phosphate buffer (pH 7.4, 50 mmol L!) containing sodium
chloride (100 mmol L!), sodium azide (0.05% w/v), and bovine
serum albumin (0.25% w/v) was used for the assay. The assay
includes samples or standard peptides, tracer, and antiserum.
Somatostatin-14 was used as standard. Tracer was produced
from (Tyrl)-somatostatin-14 by iodinating the peptide with
Na'?’I. Todination is catalyzed by 1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-
diphenylglycouril. Antiserum has been raised in sheep against
somatostatin-14-bovine thyroglobulin. Antiserum was
diluted 1:260,000. Immune complexes and free peptides were
separated by Norit-A (10% w/v), dextran (molecular weight
[MW]: 65-73 kDa, 1% w/v), and commercial fat-free milk
powder (0.2% w/v) in distilled water. Radioactivity of both
free peptides and immune complexes were detected (Gamma
NZ-310, Hungary). Standard curve was generated by plotting
the ratio of the activity of pellets and activity of supernatants
of standard samples. Results are expressed as total SOM-like
immunoreactivity (fmol SOM-LI) per milligram wet skin.
Total SOM-LI is made up of the sum of stimulated and post-
stimulated values with basal release values subtracted from
each value.

In Vivo Luminescence and Fluorescence
Imaging

In the K/BxN serum-transfer arthritis model, i.p. luminol sodium
salt (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazine-dione; 150 mg kg™)
dissolved in sterile PBS (30 mg mL-!) was used to detect production
of reactive oxygen species (ROS) correlated with neutrophil MPO
activity. Furthermore, iv. IR-676 (0.5 mg kg™!) fluorescent dye
dissolved in aqueous solution of Kolliphor HS 15 (5% v/v) was used
to assess plasma protein extravasation 0, 2, and 6 days following
serum administration (Botz et al., 2014). Mice were anesthetized
by ketamine/xylazine (120/12 mg kg™ i.p.). Bioluminescence was
measured for 10 min and fluorescence 20 min postinjection using
the IVIS Lumina IT (PerkinElmer, Waltham, USA; 120-sacquisition,
F/stop = 1, binning = 8 in bioluminescence; auto acquisition time,
F/stop = 1, binning = 2, excitation/emission filter 640/700 nm in
fluorescence). Living Image® software (PerkinElmer, Waltham,
USA) was used. Identical region of interests (ROIs) were drawn
around both ankle joints; then calibrated units of luminescence
(total radiance = total photon flux s!) and fluorescence (total
radiant efficiency = (photons s™)(u4W cm=2)7!) originating from
the ROIs were analyzed (Borbély et al., 2015).

K/BxN Serum-Transfer Model of
Autoimmune Arthritis

Kouskoff et al. generated the K/BxN spontaneously arthritic
mouse strain with distinct features representing human
rheumatoid arthritis (Kouskoff et al., 1996). Transferring sera
from K/BxN mice into non-arthritic mouse strains results
in a similar arthritic condition as described in the donor K/
BxN strain. In a comprehensive review, Christensen et al.
summarized the underlying pathogenesis and distinct features
of the K/BxN serum-transfer arthritis model (Christensen et
al., 2016). Briefly, in our protocol, serum-transfer arthritis was
induced by a single intraperitoneal injection of 300 uL of serum
acquired from K/BxN mice. The non-arthritogenic control
serum was obtained from BxN mice. Prior to the induction
of arthritis, mice received a single treatment of slow-releasing
sulfide donor GYY4137 or PBS. The treatment with GYY4137
(50 mg kg™! day™!) or PBS was continued daily for 7 days after
serum transfer. Theintraperitonealadministration of GYY4137
or vehicle always preceded the scoring, functional tests, and
in vivo imaging by 1 h. The following experimental animal
groups were examined: 1) K/BxN serum-treated arthritic
TRPA1 WT mice injected daily with vehicle of GYY4137
(PBS) participating in dynamic plantar esthesiometry, drop
latency testing, plethysmometry, scoring, and luminescence
and fluorescence imaging to detect myeloperoxidase activity
and plasma extravasation, as well as histological processing
of tibiotarsal joints; 2) TRPA1 KO mice receiving K/BxN
serum, identical vehicle treatment, and evaluation; 3) K/
BxN serum-injected sst4 receptor WT animals administered
vehicle undergoing the above experimental processes; 4)
sst4 KO mice treated with K/BxN serum and vehicle used in
similar experiments; 5) K/BxN serum-treated arthritic TRPA1
WT mice injected daily with GYY4137 (50 mg kg! day!)
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undergoing dynamic plantar esthesiometry, drop latency
testing, plethysmometry, scoring, and luminescence and
fluorescence imaging to detect myeloperoxidase activity and
plasma extravasation, as well as histological processing of
tibiotarsal joints; 6) TRPA1 KO animals treated with K/BxN
serum and GYY4137 (50 mg kg™! day™') participating in the
above experiments; 7) K/BxN serum-injected sst4 receptor
WT mice receiving GYY4137 (50 mg kg™ day!) and used
in the above experimental settings; 8) K/BxN serum-treated
sst4 KO animals injected with GYY4137 (50 mg kg™ day?)
undergoing identical processes; 9) K/BxN serum-injected
TRPA1 WT mice administered vehicle of GYY4137 (PBS) daily
utilized to collect subcutaneous lavage fluid from inflamed
hind paws for cytokine detection; 10) TRPA1 KO mice treated
with K/BxN serum and vehicle used to collect lavage fluid;
11) K/BxN serum-injected TRPA1 WT mice administered
GYY4137 (50 mg kg™' day™') used to collect subcutaneous
lavage fluid from inflamed hind paws for cytokine detection;
12) K/BxN serum-treated TRPA1 KO mice administered
GYY4137 used to collect lavage samples of the hind paws;
and 13-24) the above treatments were performed on non-
arthritic control animals injected with BxN serum to validate
the serum-transfer arthritis model. Figure 1 gives a schematic
representation of the treatment groups.

Dynamic Plantar Esthesiometry

Mechanical hyperalgesia of the hind paws was determined
by dynamic plantar aesthesiometry (DPA, Ugo Basile 37400,
Comerio, Italy). The measurements were performed on
three separate days prior to induction of serum-transfer
arthritis and thereafter on days 3, 5, and 7. A maximum force
equivalent to 10 g with a 4-s latency was applied to the hind
paws. Mechanical hyperalgesia was defined as decrease of
mechanical pain threshold compared with baseline (average of
the three measurements before induction of arthritis) and was
expressed in grams.

Drop Latency/Grip Test

To assess the function of the joints and the overall stamina of
the animals, a simple grip test was performed on days 3, 5, and
7. Mice were placed on a wire grid, which was then lifted up in
horizontal position and rotated 180° around its horizontal axis,
leaving the animal in an upside-down position and forcing it to
hold onto the grid against its bodyweight. Healthy mice are able
to cling to the grid for at least 20 s. The test was stopped at 60 s.
Baseline was acquired during three measurements performed on
separate days prior to the induction of serum-transfer arthritis.

Detection of Hind Paw Volume by
Plethysmometry

Volumes of the hind paws were measured by plethysmometry
(Ugo Basile Plethysmometer 7140, Comerio, Italy). Both
mechanical pain threshold and paw volume measurements were
carried out on the same days: three times prior to the induction
of arthritis and on days 3, 5, and 7 thereafter. Esthesiometry was
always performed first followed by plethysmometry. Baseline
volume is the average of three measurements from before the
induction of arthritis. Data are expressed in cubic centimeters.

Arthritis Score

The extent of edema formation and hyperemia of the hind limbs
were evaluated on days 3, 5, and 7 according to a semiquantitative
clinical score system (0-1.5, healthy condition; 1.5-2.5, minimal
signs of disease; 2.5-4, mild inflammation; 4-7, moderate
inflammation; and 7-10, severe inflammation) (Jakus et al., 2010;
Botz et al., 2014).

Detection of Inflammatory Cytokines

Cytokine measurements were performed on samples of
subcutaneous flush fluid acquired from hind paws as described
by Kovacs et al. (2014). Briefly, after induction of arthritis,
on day 3, mice were anesthetized with ketamine/xylazine

Mouse strain TRPA1WT TRPA1WT
Arthritis model BxN control K/BxN arthritis BxN control K/BxN arthritis
Treatment Vehicle GYY4137 Vehicle GYY4137 Vehicle GYY4137 Vehicle GYY4137
Evaluation
Mouse strain sst4 WT sst4 KO
Arthritis model BxN control K/BxN arthritis BxN control K/BxN arthritis
Treatment Vehicle GYY4137 Vehicle GYY4137 Vehicle GYY4137 Vehicle GYY4137
Evaluation
Dynamic plantar aesthesiometry, drop latency, plethysmometry, scoring,
luminescent/fluorescent imaging, histology
Cytokine measurement from subcutaneous lavage fluid
FIGURE 1 | Schematic representation of experimental animal groups and treatments of the study.
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(100/10 mg kg!) and were sacrificed via cervical dislocation.
Subcutaneous tissue of the hind paws was flushed immediately
with 1 mL of ice-cold PBS solution supplemented with
10 mmol L-! of EDTA (pH 7.5) and 20 mmol L' of HEPES
(pH 7.4). Samples were then snap frozen in liquid nitrogen
and were stored at —80°C. Quantitative determination of IL-18,
KC, MIP-1a, and MIP-2 concentrations from the samples
were performed using MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine/
Chemokine Magnetic Bead Panel—Immunology Multiplex
Assay (Merck Millipore, Billerica, MA, USA). A Luminex 100
device was used for the measurement, and the interpretation of
data was performed with the Luminex 100 IS software.

Histological Evaluation

Tibiotarsal joints were harvested on day 7. Samples were fixed
in 4% buffered paraformaldehyde and then decalcified and
embedded in paraffin. Sections of 3-5 pm were produced
and stained with hematoxylin and eosin (Szabo et al., 2005).
Histopathological changes were scored (0-3) by a blinded
independent expert. Factors taken into consideration were the
following: cartilage destruction, mononuclear cell infiltration,
synovial cell proliferation, fibroblast number, and collagen
deposition. A composite arthritis score (ranging 0-12) was
created (Botz et al., 2014).

Statistical Analysis

Data are presented as mean + standard error of the mean.
Results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s, Dunnett’s, or Bonferroni’s test. Data of SOM
release were analyzed by Kruskal-Wallis test due to deviation
from normal distribution in various tests. Scatterplots of data
on mechanical pain threshold, arthritis score, suspension time,
and hind paw volume show all individual data points. Box plots
on histological scores show median values (horizontal line),
minimal and maximal values (whiskers), and the 25th and 75th
percentiles (box). Histological score values were analyzed by
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test. Concentration-
response curves were fitted with GraphPad Prism 5.0 using a
four-parameter equation.

RESULTS

Addition of Hypochlorous Acid to GYY4137
Leads to Formation of Polysulfide

Sulfide was released from acidified solution of GYY4137. The
GYY4137 solution released 328.1 + 39.33 umol L' of sulfide
after 90-min incubation with citrate buffer (pH 3.0). Addition
of 100 pmol L' of hypochlorous acid resulted in the formation
of 77.15 + 9.85 pmol L' of POLY (n = 18, data of six different
experiments). Incubation of GYY4137 solution with equal
volume of hydrochloric acid (1 mmol L!) for 120 min resulted
in the release of 147.3 + 15.29 pumol L! of sulfide (n = 19, data
of four different experiments). Treatment of CHO cells with
sodium sulfide nonahydrate solution elicited calcium responses

only at extremely supraphysiological concentrations. ECy, values
in CHO cells expressing human TRPA1 ion channels and in ones
lacking the channel were 6.14 and 9.77 mmol L, respectively
(n = 5-7, data from four experiments; Figure 2A). No calcium
influx was detected below 1 mmol L~'. Addition of GYY4137
to CHO cells with human TRPA1 up to 1 mmol L' did not
induce any calcium signals (n = 5, data from four experiments;
Figure 2B). POLY (10 umol L) activated CHO cells expressing
human TRPA1. TRPA1 activation by POLY was prevented by
HC-030031 (50 umol L™!) and was absent in cells not expressing
the ion channel (n = 12, each data point represents x10* cells,
Figure 2C). We investigated if POLY produced in GYY4137
solution acidified with hydrochloric acid (see above) by the
addition of hypochlorous acid activates TRPA1 in CHO cells.
Responses to TRPA1 agonist allyl isothiocyanate (100 umol L)
were used as positive control. Neither GYY4137 solution
acidified with hydrochloric acid nor hypochlorous acid produced
calcium influx compared with allyl isothiocyanate. On the other
hand, the combination of acidified GYY4137 and hypochlorous
acid induced a similar calcium response to that seen with allyl
isothiocyanate. The calcium signal was absent if CHO cells not
expressing TRPA1 ion channel were used (n = 5-8, Figure 2D).

Sodium Polysulfide Stimulates Somatostatin
Release From Nociceptor Nerve Endings in
a TRPA1-Dependent Manner

Skin flaps of TRPA1 WT mice responded to stimulation with
10 pmol L' of POLY by releasing 0.1407 + 0.044 fmol mg™!
of somatostatin-like immunoreactivity (SOM-LI). Treatment
of the samples with 50 pmol L' of HC-030031 and genetic
lack of TRPA1 ameliorated SOM liberation (0.1407 + 0.044 vs.
0.0279 +0.017 and 0.0386 + 0.012 fmol mg~!, n = 12, data from
three separate experiments, Figure 3). Stimulation of skin
samples with sodium sulfide nonahydrate up to 1 mmol L~! did
not provoke comparable SOM secretion (data are not shown).

GYY4137 Aggravates Mechanical
Hyperalgesia in Arthritic TRPA1 KO Animals
and Ameliorates It in TRPA1 WT Animals
K/BxN serum decreased the mechanical pain threshold in
vehicle- or GYY4137-treated TRPA1 WT and KO mice (WT,
BxN, vehicle treated, n = 7; WT, BxN, GYY4137 treated, n = 7;
WT, K/BxN, vehicle treated, n = 9; WT, K/BxN, GYY4137
treated, n = 9; KO, BxN, vehicle treated, #n = 9; KO, BxN, GY Y4137
treated, n = 6; KO, K/BxN, vehicle treated, n = 9; WT, K/BxN,
GYY4137 treated, n = 10) compared with the non-arthritogenic
control mice (Figures 4B, C). On day 3, GYY4137 aggravated
mechanical nociception in arthritic TRPA1 KO animals than did
both vehicles of GYY4137 in TRPA1 KO animals and TRPA1 WT
GYY4137-treated ones (6.43 + 0.33 vs. 7.43 + 0.29 g in TRPA1
KO vehicle treated and vs. 7.59 + 0.25 g in TRPA1 WT GYY4137
treated; Figure 4A). On day 7, GYY4137 treatment ameliorated
mechanical pain in TRPA1 WT animals compared with KO ones
(6.15 + 0.36 and 4.52 + 0.15 g in GYY4137-treated TRPA1 WT
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FIGURE 2 | Polysulfide produced by hypochlorous acid out of sulfide released from acidified GYY4137 activates TRPA1 ion channels in CHO cells. (A) Sodium
sulfide nonahydrate did not activate human TRPA1 ion channels expressed in CHO cells at physiological concentrations indicated by Fluo-4 AM fluorescence.

ECs, values of TRPA1-expressing and non-expressing cells were 7.68 and 9.87 mmol L, respectively (n = 57, dotted lines show ECs, values). (B) GYY4137

did not elicit calcium influx in TRPA1-expressing CHO cells (n = 5). (C) Changes of [Ca?*]; of Fluo-4 AM-loaded CHO cells expressing human TRPAT ion channels
upon addition of sodium polysulfide (10 umol L-"). Ca?* concentration is characterized by increased fluorescence compared with dye-loaded unstimulated cells.
Cell expressing human TRPA1 showed increased Ca?* concentration in response to polysulfide. The reaction was prevented by treatment with HC-030031

(50 pmol L") and lack of TRPA1 channels (n = 12, each data point represents -10* cells. *p < 0.05 vs. 10 pmol L~ of sodium polysulfide in TRPA1-expressing CHO
cells). (D) Polysulfide produced by adding hypochlorous acid (616 pmol L") to acidified GYY4137 (7.95 mmol L-' of GYY4137 plus equal volume of 1 mmol L'

of hydrochloric acid) activates human TRPA1 ion channels expressed in CHO cells similarly to allyl isothiocyanate (100 pmol L-"). Calcium influx was not detected

in cells lacking the ion channel. Neither acidified GYY4137 nor hypochlorous acid alone induced calcium signals (n = 5-8, 2o < 0.05 vs. 100 umol L~ of allyl

and KO mice; Figure 4C). Neither GYY4137 nor genetic lack of
TRPALI altered mechanical pain threshold in animals injected
with non-arthritogenic BxN serum (Figures 4A-C).

GYY4137 Lowers Arthritis Score in TRPA1
WT Animals

Condition of the hind limbs was assessed based on a
semiquantitative clinical scoring system (0-1.5, healthy; 1.5-
2.5, minimal signs of disease; 2.5-4, mild inflammation; 4-7,
moderate inflammation; 7-10, severe inflammation) described
earlier by Jakus et al. (Jakus et al., 2010; Horvath et al., 2017).
The condition of the hind limbs deteriorated in all K/BxN

serum-treated mice (WT, BxN, vehicle treated, n = 7; WT, BxN,
GYY4137 treated, n = 7; WT, K/BxN, vehicle treated, n = 9; WT,
K/BxN, GYY4137 treated, n = 9; KO, BxN, vehicle treated, n = 9;
KO, BxN, GYY4137 treated, n = 6; KO, K/BxN, vehicle treated,
n=9; WT, K/BxN, GYY4137 treated, n = 10; Figures 4D-F). The
score of TRPA1 WT vehicle-treated mice undergoing arthritis was
higher on day 5 than that of their GYY4137-treated counterparts
(7.97 + 0.66 vs. 5.58 + 0.67; Figure 4E). The difference between
GYY4137-treated TRPA1 WT and KO animals with serum-
transfer arthritis stresses the beneficial effect of the drug in WT
mice (5.58 + 0.67 vs. 8.43 £ 0.51; Figure 4E). Neither GYY4137
nor TRPA1 KO genotype influenced arthritis score in mice
injected with control BxN serum (Figures 4D-F).
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FIGURE 3 | Sodium polysulfide (10 pmol L-1) releases somatostatin
from sensory nerve endings of isolated skin flaps of TRPA1T WT mice.
Somatostatin release is inhibited by HC-030031 (50 umol L-') and genetic
lack of the ion channel (n = 12, *p < 0.05 vs. 10 ymol L' of sodium
polysulfide in TRPA1T WT samples).

Genetic Lack of TRPA1 Impairs Hanging
Performance in Mice Injected With

BxN Serum Irrespective of GYY4137
Administration

The ability of arthritic mice to keep their suspended position
was severely impaired in all groups regardless of genotype or
treatment on day 7 and in TRPA1 WT animals on day 5 (WT,
BxN, vehicle treated, n = 9; WT, BxN, GYY4137 treated, n = 7;
WT, K/BxN, vehicle treated, n = 9; WT, K/BxN, GYY4137
treated, n = 9; KO, BxN, vehicle treated, n = 9; KO, BxN, GYY4137
treated, n = 6; KO, K/BxN, vehicle treated, n = 9; WT, K/BxN,
GYY4137 treated, n = 10; Figures 4H, I). TRPA1 KO mice
injected with inactive BxN serum exhibited statistically shorter
suspension on days 5 and 7 when treated with vehicle than the
respective TRPA1 WT groups (58.89 + 1.11 vs. 20.3 + 4.2 s and
58.57 +1.43 vs.21.33 + 3.93 s in non-arthritic TRPA1 WT vs. KO
animals treated with vehicle on day 5; p < 0.001; 59.89 + 0.11 vs.
25.74 +4.71 s and 59.86 + 0.14 vs. 22.83 + 7.45 s in BxN serum-
injected TRPA1 WT vs. KO mice treated with vehicle on day 7;
Figures 4H, I).

GYY4137 Does Not Influence Body

Weight and Hind Paw Volume Detected

by Plethysmometry

Arthritis led to weight loss in all animal groups until day 7 (data
are not shown). Neither differences of treatment nor those of
genotype revealed any influence on the course of body weight
changes. This was true as well in non-arthritic animals treated
with BxN serum.

Swelling developed in the hind paws of all groups of arthritic
mice (TRPA1 WT, BxN, vehicle treated, n = 7; TRPA1 WT, BxN,
GYY4137 treated, n = 7; TRPA1 WT, K/BxN, vehicle treated,
n=9; TRPA1 WT, K/BxN, GYY4137 treated, n = 9; TRPA1 KO,
BxN, vehicle treated, n = 9; TRPA1 KO, BxN, GYY4137 treated,
n = 6; TRPA1 KO, K/BxN, vehicle treated, n = 9; TRPA1 WT,
K/BxN, GYY4137 treated, n = 10; Figures 4J-L). Neither genetic

constitution nor treatment with GYY4137 influenced paw
swelling in K/BxN serum-injected arthritic and BxN-injected
control mice (Figures 4J-L).

Sst4 Receptors Do Not Mediate Protective
Effects of GYY4137 in Serum-Transfer
Arthritis

No differences in mechanical pain threshold, hanging
performance, arthritis score, or body weight were found between
GYY4137-treated sst4 WT and KO mice undergoing K/BxN
arthritis. Similarly, no influence of the genetic lack of sst4 receptor
was detected in arthritic mice receiving vehicle of GYY4137
(Supplementary Figure 1; WT, BxN, vehicle treated, n = 5; WT,
BxN, GYY4137 treated, n = 5; WT, K/BxN, vehicle treated, n = 5;
WT, K/BxN, GYY4137 treated, n = 6; KO, BxN, vehicle treated,
n = 5; KO, BxN, GYY4137 treated, n = 5; KO, K/BxN, vehicle
treated, n = 7; WT, K/BxN, GYY4137 treated, n = 9).

GYY4137 Treatment Increases Neutrophil
Granulocyte Accumulation and Plasma
Extravasation in Arthritic TRPA1 KO Mice
Neutrophil cell accumulation characterized by luminol
bioluminescence indicating MPO activity was measured
before serum transfer and then 2 and 6 days later. Daily
treatment with GYY4137 elevated bioluminescence at day 2
in TRPA1 KO animals compared with TRPA1 WT GYY4137-
treated mice and with TRPA1 KO vehicle-treated ones as well
(n = 9-10 mice; 8.79 - 10° + 8.03 - 10* vs. 4.94 - 10° + 6.74 - 10*
and 5.19 - 10° + 6.04 - 10* photons s7!; Figures 5A, B). These
data suggest that H,S aggravates accumulation of neutrophil
granulocytes in TRPA1 KO animals at day 2—when the
involvement of these cells is maximal in the arthritic reaction—
but does not influence cellular inflammation in WT mice. At
day 6, there is no more participation of neutrophil cells in the
foreground of serum-transfer arthritis. Plasma extravasation
detected as IR-676 fluorescence in tissues was aggravated by
GYY4137 injections in TRPA1 KO animals in relation to TRPA1
WT GYY4137-treated mice and to TRPA1 KO vehicle-treated
animals at both 2 days (n = 9-10 mice; 4.87 - 10° = 2.73 - 108
vs. 3.37 - 10° £ 2.3 - 10% and 3.65 - 10° £+ 2 - 10 (photons s!)
(kW cm™)"Y; Figures 6A, B) and 6 days (p < 0.001 and
p < 0.01; 7.89 - 10° + 4.58 - 108 vs. 4.76 - 10° + 3.89 - 10® and
6.16 - 10° £ 3.91 - 10°® (photons s7!)(uW cm~2)"}; Figures 6A, B).
According to our findings, the rate of ongoing plasma
extravasation—detected by fluorescence imaging—was elevated
by H,S in TRPA1 KO animals at both days 2 and 6 but was left
unaffected in WT ones.

Genetic Lack of sst4 Somatostatin
Receptor Does Not Influence
Myeloperoxidase Enzyme Activity and
Plasma Extravasation in Arthritic Mice

No difference in MPO activity detected by luminescence
imaging was recorded between arthritic sst4 receptor WT and
KO GYY4137-treated animals. No participation of the receptor
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FIGURE 4 | GYY4137 aggravates mechanical hyperalgesia of TRPAT KO mice and ameliorates arthritis score of TRPA1 WT animals with K/BxN serum-transfer
arthritis. Mechanical pain threshold of the hind paws (expressed in g) of GYY4137-treated (50 mg kg~' day-') and vehicle-treated TRPA1 WT and KO mice
undergoing K/BxN arthritis on days (A) 3, (B) 5, and (C) 7. Semiquantitative clinical scores of GYY4137- and vehicle-treated TRPAT WT and KO animals affected
by serum-transfer arthritis on days (D) 3, (E) 5, and (F) 7. Time to failure of GYY4137- and vehicle-treated TRPAT WT and KO mice having K/BxN arthritis in
suspension test expressed in seconds on days (G) 3, (H) 5, and (I) 7. Hind paw volume detected by plethysmometry expressed in cm? in GYY4137- and vehicle-
treated TRPA1 WT and KO mice undergoing K/BxN arthritis on days (J) 3, (K) 5, and (L) 7. Whiskers show SEM; lines denote mean values, n = 9-10 arthritic mice
per group and n = 6-9 non-arthritic mice per group. “p < 0.05 vs. indicated group. *p < 0.05 vs. BxN serum-treated animals.

showed up when comparing sst4 WT and KO mice receiving  treated, n = 5; WT, K/BxN, vehicle treated, n = 5; WT, K/BxN,

vehicle of GYY4137. Similar data were generated when detecting
plasma extravasation by fluorescence imaging (Supplementary
Figure 2; WT, BxN, vehicle treated, n = 5; WT, BxN, GYY4137

GYY4137 treated, n = 6; KO, BxN, vehicle treated, n = 5; KO, BxN,
GYY4137 treated, n = 5; KO, K/BxN, vehicle treated, n = 7; WT,
K/BxN, GYY4137 treated, n = 9).
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FIGURE 5 | GYY4137 increases MPO activity in arthritic tibiotarsal joints of TRPA1 KO mice. (A) MPO activity in inflamed tibiotarsal joints of GYY4137-

treated (50 mg kg~' day-" i.p.) and vehicle-treated TRPA1 WT and KO animals undergoing K/BxN arthritis on days 2 and 6 shown as emitted photons s'.

(B) Representative bioluminescence images illustrating MPO activity characterized by luminol bioluminescence in tibiotarsal joints of GYY4137- and vehicle-treated
TRPA1T WT and KO animals undergoing K/BxN arthritis. Data are shown as mean + SEM of n = 9-10 mice per group. *p < 0.05 vs. GYY4137-treated TRPA1 WT
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FIGURE 6 | GYY4137 exacerbates plasma extravasation in arthritic tibiotarsal joints of TRPA1 KO mice. (A) Edema formation characterized by extravasation of
micellar fluorescent IR-676 dye in tibiotarsal joints of GYY4137-treated (50 mg kg~' day-" i.p.) and vehicle-treated TRPA1 WT and KO mice undergoing K/BxN
arthritis on days 2 and 6 expressed as (photons s~')(UW cm~2)~". (B) Representative fluorescence images showing plasma protein extravasation characterized
by extravasation of micellar IR-676 dye in tibiotarsal joints of GYY4137- and vehicle-treated TRPA1 WT and KO mice undergoing K/BxN arthritis. Data are
shown as mean + SEM of n = 9-10 mice per group. *p < 0.05 vs. GYY4137-treated TRPA1T WT mice. *p < 0.05 vs. TRPA1 KO animals treated with vehicle

of GYY4137.

GYY4137 Elevates MIP-2 Level in Inflamed
Hind Paws of TRPA1 KO Mice

Serum-transfer arthritis did not affect concentrations of IL-1p,
KC and MIP-1a in the subcutaneous flushing fluid of the hind
paws (n = 12-16). In case of MIP-2, larger concentrations were
measured in TRPA1 KO GYY4137-treated animals compared
with WT GYY4137-treated ones—despite remarkably large
standard deviation of data (16.31 +£9.14 vs. 151.8 £ 50.93 pg mL~!
in TRPA1 WT and KO GYY4137-treated mice; Figure 7).

GYY4137 Ameliorates Histological
Cartilage Destruction in TRPA1

Wild-Type Animals

Cartilage destruction score was lowered by GYY4137
(50 mg kg™ day! i.p.) in TRPA1 WT arthritic mice compared
with vehicle-treated ones (1.063 + 0.22 vs. 0.3125 + 0.13,
n = 8, Figures 8A, B). No difference of cartilage damage was
noted in TRPA1 KO animals. Other histological parameters
(mononuclear cell infiltration, synovial hyperplasia, fibroblast
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FIGURE 7 | GYY4137 elevates MIP-2 concentration in inflamed paws of
TRPA1 KO mice. Concentrations of IL-1p, KC, MIP-1a, and MIP-2 in lavage
fluid of the subcutaneous tissue of the inflamed hind paws of GYY4137-
treated (50 mg kg~' day-" i.p.) and vehicle-treated TRPA1 WT and KO mice

undergoing K/BxN arthritis measured at day 3. Data are mean + SEM of
n = 6-8 mice per group, *p < 0.05 vs. GYY4137-treated TRPA1 WT animals.

accumulation and collagen deposition, and the composite
score) did not change in vehicle- or GYY4137-treated or
animals of any genotype. Sst4 receptor WT animals treated
with GYY4137 exhibited elevated fibroblast cell count and
collagen deposition in comparison to vehicle-treated ones
(Supplementary Figure 3).

DISCUSSION

The main novel finding of this study is that the presence or absence
of functional TRPA1 channels determines pronociceptive, pro-
inflammatory, or, conversely, analgesic and anti-inflammatory
effects of sulfide. Mice undergoing K/BxN serum-transfer arthritis
and lacking functional TRPA1 receptors showed more severe
mechanical hyperalgesia, more expressed plasma extravasation,
and MPO activity in the inflamed limb, as well as increased MIP-2
concentration in the affected paws when administered GYY4137.
Alternatively, the slow-releasing sulfide donor ameliorated
hyperalgesia, arthritis score, and histological cartilage destruction
in TRPA1 WT animals. Another interesting point is that the
protective effect was not mediated directly by sulfide itself but by
polysulfides being formed out of it.

The protective role of TRPAl-mediated GYY4137 effect is
pronounced by DPA measurement. WT animals showed elevated
mechanical pain threshold, but we detected aggravated reaction in
KO mice. K/BxN serum proved to be arthritogenic in all examined
genotypes. GYY4137 caused significant reduction of the arthritis on
day 5 in TRPA1 W'Ts. Interestingly, in our study, TRPA1 KO animals
injected with non-arthritogenic BxN serum exhibited shorter
time to failure than did their WT counterparts when suspended
upside-down irrespective of GYY4137 or vehicle administration.
Muscle cramps of athletes upon isometric strain might resemble a
similar situation. TRPA1 and transient receptor potential vanilloid
1 (TRPV1) agonists prevent such cramps, supporting our findings
(Craighead etal., 2017). Lee and colleagues reported on deteriorated
motor performance of TRPA1 KO mice (Lee et al., 2017).

In the hands of other authors, GYY4137 had an anti-
inflammatory action in CFA-induced murine arthritis. GYY4137
inhibited mediator release from activated human synoviocytes
and articular chondrocytes as well (Fox et al., 2012; Lietal., 2013).

>
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FIGURE 8 | GYY4137 decreases cartilage destruction in tibiotarsal joints of arthritic TRPA1 WT mice. (A) Cartilage destruction score of tibiotarsal joints of GYY4137-
treated (50 mg kg~' day-" i.p.) and vehicle-treated TRPA1 WT and KO mice undergoing K/BxN arthritis. Samples were taken on day 7. Boxes range between the
25th and 75th percentiles, horizontal lines denote medians, and whiskers extend from minimal to maximal values. n = 8, *p < 0.05 vs. TRPA1 WT animals treated
with vehicle of GYY4137. Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test. (B) Representative histological images illustrating damage of cartilage in hematoxylin and
eosin-stained slides of vehicle- or GYY4137-treated TRPA1 WT and KO animals injected with K/BxN serum. Images were taken at a 20x magnification.
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These previous data are in concordance with our present results:
TRPA1 WT mice showed milder mechanical hyperalgesia,
arthritis score, and cartilage damage in response to GYY4137.

Surprisingly, GYY4137 did not affect paw swelling measured
by plethysmometry but increased plasma extravasation detected
by fluorescence imaging of IR-676 in TRPA1 KO animals.
Plethysmometry was executed on days 3, 5, and 7; fluorescence
imaging was performed on days 2 and 6. The two methods detect
different parameters. Plethysmometry provides information about
the cumulative swelling—which means the equilibrium of edema
formation and resolution—since the initiation of inflammation.
Fluorescence imaging characterizes the actual rate or velocity of
plasma extravasation since the administration of the fluorescent
dye (20 min). The other seemingly conflicting data are the elevated
MPO activity and MIP-2 content of inflamed paws despite no
change in histological mononuclear cell accumulation score. MPO
activity and cytokine measurements were performed on days 2 and
3, while histological evaluation took place at a different stage of the
inflammatory process on day 7. At this time, rather, mononuclear
cells dominate, and neutrophil accumulation together with
MPO activity ceases.

It might seem also contradictory how the activation of TRPA1
channels and an increase of [Ca?*]; in nociceptors could lead
to an opposite effect than nociception and inflammation. One
proposed mechanism is the release of inhibitory neuropeptides
(e.g., somatostatin). SOM release might be due to opening of
TRPA1 or TRPV1 channels (Pethé et al., 2017; Pozsgai et al.,
2017). Elevated SOM plasma concentration in response to painful
disease was detected in rodents and patients (Helyes et al., 2004;
Antal et al,, 2008; Suto et al., 2010). SOM possesses systemic
antinociceptive and anti-inflammatory properties mediated by
sst, receptors (Helyes et al., 2004; Pintér et al., 2006; Schuelert
et al., 2015; Pozsgai et al., 2017). Sst4 receptors expressed in
sensory neurons, lymphocytes, and vascular endothelial cells
might contribute to the protective effect (Pintér et al., 2006).
However, in the present model of arthritis, genetic lack of sst4
receptors did not diminish protective effect of GYY4137. It has
to be noted that protective effect of GYY4137 on mechanical pain
threshold was also not detected in sst4 WT mice. This might be
explained by minor genetic differences between TRPA1 and sst4
genetically modified mouse strains together with compensatory
changes of gene expression in genetically modified animals.
Macrophages play a decisive role in the mediation of serum-
transfer arthritis (Christensen et al., 2016). Somatostatin sst2
receptors dominate in human monocytes and macrophages
(Dalm et al., 2003). Sst2 receptor agonist octreotide inhibits
release of inflammatory cytokines (TNF-a, IL-6, and IL-15) from
synoviocytes of RA patients, offering a plausible mechanism
for the anti-inflammatory effect of GYY4137 (Casnici et al.,
2018). Besides, sensory neuron-derived opioid peptides might
contribute to antinociceptive action, too (Pethé et al., 2017).

The protective effect of sulfide in the K/BxN serum-transfer
arthritis model might be mediated by non-neuronal TRPA1
expressed on immune and inflammatory cells. CD4+ T cells have a
majorroleinthedevelopmentofserum-transferarthritis,asmutation
of the T-cell receptor and formation of autoreactive T cells are key
features of the model. Depletion of either neutrophil granulocytes

or macrophages is protective against serum-transfer arthritis
(Christensen et al., 2016). TRPA1 expression in CD4+ T cells was
confirmed on the level of mRNA and by immunohistochemistry.
TRPA1 channels of T lymphocytes were found to be functional
by electrophysiological methods. Genetic abrogation of TRPA1
exacerbated a murine model of autoimmune colitis. TRPA1 was
found to inhibit Th1 immune response (Bertin et al., 2017). TRPA1
was detected in murine CD4+ T cells in a model of psoriasis by
immunohistochemistry (Kemény et al., 2018). Activation of the
ion channel mediates a protective effect in psoriasiform dermatitis.
Increased expression of TRPA1 was reported in peripheral blood
leukocytes of rheumatoid arthritis patients. Antagonism of TRPA1
aggravated inflammation and MIP-2 secretion from macrophages.
TRPA1 agonist allyl isothiocyanate was protective against
atherosclerosis and ameliorated MIP-2 release (Zhao et al., 2016).
All the above findings indicate that activation of TRPA1 by sulfide
on T lymphocytes, neutrophil granulocytes, or macrophages might
have contributed to the anti-inflammatory effect revealed by the
present study.

Several possible mechanisms could be supposed in the
background of TRPAl-independent pro-inflammatory effect of
GYY4137. Sulfide donor NaHS produced non-canonical p38/
Akt and CREB activation in human peripheral blood monocytes
(Sulen et al., 2016). Various inflammatory animal models were
reported to be augmented by sulfide or alleviated by disabled
synthesis of the gasotransmitter. The signaling pathways involved
include PI3K/Akt/Sp1l, COX2, and NF-kB (Anget al., 2011; Badiei
et al,, 2016; Gaddam et al., 2016; George et al., 2016; Liu et al,,
2016; Ahmad et al., 2017; Liu et al., 2017). Our results indicate
that TRPAl-mediated protective effects of H,S “overwrite”
inflammatory and pro-algesic effects mediated via other pathways.
Detrimental effects only manifest in the absence of TRPA1.

According to our data, concentration of the chemoattractant
MIP-2 (CXCL2) was elevated by GYY4137 in inflamed hind
paws of arthritic TRPA1 KO animals on day 3. This finding is
in alignment with increased MPO activity—denoting neutrophil
granulocyte accumulation—in tibiotarsal joints of TRPA1 KO
mice detected on day 2. MIP-2 is a chemoattractant for neutrophil
cells and is released by monocytes, macrophages, epithelial cells,
and hepatocytes (Qin et al., 2017). In the K/BxN serum-transfer
arthritis model, activated neutrophils might express CXCL2
themselves. Recruitment of neutrophil granulocytes depends
on the expression of CXCR2, the receptor of MIP-2. Depletion
of macrophages—an important source of MIP-2—is protective
against serum-transfer arthritis (Christensen et al, 2016).
Activation of TRPA1 is involved in MIP-2 secretion, too. TRPA1
KO mice showed lowered concentration of the chemoattractant
in a subcutaneous air pouch model (Moilanen et al., 2015).

Our data point towards GYY4137 being an “inflammation-
selective” polysulfide donor. As it was described earlier and
confirmed by our data, sulfide release from GYY4137 increases
dramatically at pH 3.0 (Li et al., 2008). Acidic pH was found in RA
synovial fluid (Martinez et al., 2006). Addition of hypochlorous
acid to the liberated sulfide rapidly yields POLY (Nagy and
Winterbourn, 2010). We postulate that excess sulfide released
in acidic inflamed tissues is scavenged by hypochlorite from
neutrophil granulocytes. Lack of hypochlorite was suspected to
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increase MIP-2 production of neutrophil cells (Tateno et al., 2013).
Elevated MIP-2 concentrations were measured in subcutaneous
flushing fluid of arthritic TRPA1 KO mice by the authors. On
the other hand, POLY resulting from the reaction of sulfide and
hypochlorite persulfidates TRPA1 ion channels of nociceptor
nerve endings and might trigger protective effects. Production
of hypochlorite by neutrophils is MPO dependent (Albrett et al.,
2018). Elevated MPO activity in GYY4137-treated TRPA1 KO
animals suggests larger hypochlorite and POLY formation. A
larger amount of POLY could mediate more expressed TRPA1-
independent inflammatory changes.

Inconsistent data on the effect of sulfide in inflammation
and nociception have been published since the advent of
sulfide research a decade ago. According to our present study,
protective actions of the gasotransmitter are associated with
TRPALI receptor activation, while detrimental ones are mediated
by other mechanisms in murine arthritis. In the present study,
slow-releasing sulfide donor GYY4137 is an instrument to study
the role of TRPA1 ion channel in the effects of sulfide in murine
K/BxN serum-transfer arthritis model. Our approach provides
hints on the importance of TRPA1 channels for the development
and application of sulfide therapeutics depending on whether
amelioration of inflammation or cytotoxic effect is desired.
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