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Roviditésjegyzék

Actb: Béta-aktin gén, egy haztartasi gén, amihez elGszeretettel viszonyitjak mas gének
expresszios szintjét az RT-gPCR-ban

Amp: Ampicillin, egy antibiotikum

BITC: Benzil-izotiocianat

BLA: Az amigdala bazolateralis magja

BMA: Az amigdala bazomedialis magja

BO: (Bulbus olfactorius) szaglohagyma

CAL: Hippokampusz Ammon-szarv 1. régidja

CAZ2: Hippokampusz Ammon-szarv 2. régidja

CAG: Citomegalovirus (CMV) korai enhanszer ©, csirke béta-aktin gén promoter, els6 exon
¢s els6é intron (A), és nyul béta-globulin gén splice akceptor (G) genetikai elemekbdl
mesterségesen kialakitott erés promoter

CPM: (Count per minute) radioaktiv bomlasszam percenként, folyadékszcintillacio
szamolasnal a minta atlagos radioaktivitasanak mértékegysége, amely egyenesen aranyos a
radioaktiv izotop mennyiségével

cDNS: Komplementer DNS, az mRNS masolata

CGRP: (Calcitonin gene-related peptide) kalcitonin gén-rokon peptid

CHO: (Chinese hamster ovary) kinai horcsog petefészek epitél sejtvonal

cKO: Kondicionalis knockout

CMYV promoter: Citomegalovirus eredetli promoter, ami erds génexpressziot biztosit emlds
sejtekben

Ct érték: RT-qPCR soran az a ciklusszdm, amikor a minta jeler0ssége eléri a kiiszobértéket
DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol, egy kék fluoreszcens DNS festék sejtmagjeloléshez

DNS: Dezoxiribonukleinsav, 6rokitdanyag

DPA: Dinamikus plantaris észteziométer, mechanikai fajdalomkiisz6bot mérdé miiszer

ECS: (Extracellular solution) extracellularis oldat, egy egyszerii izotonias oldat emlds sejtek
szdmara, eldszeretettel hasznaljak aramlési citometridhoz

FTIR: Fourier-transzformacios infravoros spektroszkop

GABA: (Gamma-aminobutyric acid) Gamma-aminovajsav, egy gatlo neurotranszmitter
Gadl: Egér glutamat dekarboxilaz 1 gén

GC-MS: (Gas Chromatography - Mass Spectrometry) gazkromatografias tomegspektrométer

Gfap: (Glial fibrillar acidic protein) glialis fibrillaris savas protein génje egérben



Gfap-Cre: Egér Gfap gén promotere altal meghajtott Cre rekombinaz transzgén (fels6 indexben
a (+/-) a heterozig6tat, mig a (—/—) a nullzigotat, azaz a WT egeret jeloli)

Hem: Hemizigéta, amely az adott génbdl csak egyetlen allélt tud hordozni az eltéré nemi
kromoszomaparja (heterogaméta) miatt, vagyis az emlOsok esetében a himek X ¢és Y
kromoszoma génjei.

Het: Heterozigéta, amely az adott génbdl kiilonb6zo alléleket hordoz a kromoszémain

Hom: Homozigéta, amely az adott génbdl azonos alléleket hordoz a kromoszémain

hSSTR4: Human szomatosztatin receptor 4 gén

I.p.: (Intraperitoneal) intraperitonealis, hasiiregbe adott injekcio

ISH: In situ hibridizacioé

ITR: (Inverted terminal repeat) forditott terminalis ismétlédé szakasz, a transzpozon végein
egy-egy helyezkedik el egymassal forditott iranyban, melyek a transzpozaz felismerd
szekvenciai,

IVIS: (In Vivo Imaging System) in vivo optikai képalkoto késziilék

KO: Knockout, génhianyos

LM-PCR: Ligalas medialt PCR

MCS: (Multiple cloning site) tobbszoros klonozo hely, olyan mesterséges DNS szekvencia,
amely tobb restrikcids endonukleaz hasito helyét tartalmazza a plazmidon

MQ viz: Milli-Q késziilékkel tisztitott, nagy tisztasagt (0.055 pS/cm) és alacsony iontartalmu
(> 5 MQ*cm) viz

MRNS: (Messenger) hirvivé RNS, fehérjét kodolo transzkriptum

MS: (Mass Spectrometry) tomegspektrum, tomegspektroszkopia

NBF: (Neutral buffered formalin) neutralis pufferelt formalin oldat, egy fixaloszer

NCBI: National Center for Biotechnological Information, Nemzeti Biotechnologiai
Informaciés Kézpont (USA)

NEB: New Englad Biolabs, enzimekre eldallitasara szakosodott cég, gyarto

NSAID: (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug) nem szteroid gyulladascsokkentd

Otoll: Egér otolin 1 gén

PB: PiggyBac, egy transzpozon fajta, illetve annak inszercidjat végzo transzpozaz enzimje
PBS: (Phosphate-buffered saline) foszfattal pufferolt so6oldat, egy egyszerli izotonias oldat
emlOs sejtek szamara, elészeretettel hasznaljak in vitro sejttenyészetek mosasahoz

pcDNA: (Plasmid cloning DNA) plazmid DNS, egy expresszios vektor

PCR: (Polymerase chain reaction) polimeraz-lancreakcié, DNS szakaszt enzimatikusan

amplifikalé modszer (€16 sejtek nélkiil)



Pir: Piriform kéreg

Polr2a: Egér RNS polimeraz 2 A alegység génje

PolyA: Poliadenilacios szignal szekvencia a gén kodold szakasza végén

Ppib: Egér peptidil-prolil izomeraz B génje

PrL: Prelimbikus kéreg

RNS: Ribonukleinsav

ROI: (Range of interest) a mérési tertilet (testfeliilet), amely azonos elhelyezkedésii, méretii és
alaku a vizsgalt egerek kozott

RT-gPCR: Reverz transzkripcioés kvantitativ. PCR, mRNS relativ mennyiségét, azaz a
génexpresszios szintet meghatarozé modszer

S1: Elsédleges szomatoszenzoros kéregben

Sis: Egér szukraz-izomaltaz génje

SM: Szklerozis multiplex, egy neurodegenerativ betegség

SNP: (Single nucleotide polymorphism) egypontos nukleotid polimorfizmus

SP: (Substance P) P anyag, egy neuropeptid

SRIF1: (Somatotropin release inhibiting factor receptor subgroup 1) a szomatotropin
(ndvekedési hormon) felszabadulast gatlo faktor (Szomatosztatin) receptorainak 1-es csoportja,
amelybe az SST, SST3 és SSTs tartozik bele

SRIF2: (Somatotropin release inhibiting factor receptor subgroup 2) a szomatotropin
(ndvekedési hormon) felszabadulast gatlo faktor (Szomatosztatin) receptorainak 1-es csoportja,
amelybe az SST1 és SSTa tartozik bele

SST1-5: Szomatosztatin receptor 1-5 altipusa

Sstrd: Szomatosztatin 4 receptor génje egérben

SSTR4: Szomatosztatin 4 receptor génje emberben

SV: (Seminal vesicle) ondovezeték

TBS: (Tris-buffered saline) Tris pufferelt s6oldat, egy egyszerii izotonias oldat emlés sejtek
szamara, el0szeretettel haszndljdk immunhisztokémiaban a sejt- és szovetmintdk mosasdhoz
tdTomato: Tandem dimer Tomato, egy voros fluoreszcens riporter fehérje

THBD: Human trombomodulin génje

TRG: Trigeminalis ganglion

TRPAL: Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1 fehérje

Trpal™™: Homozigota floxolt egér Trpal gén (ha Fl helyett minuszjel van a felsd indexben,
az a Trpal WT gént jeloli)

TRPV1: Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid 1 fehérje



UATR: (Universal Attenuated Total Reflectance Accessory) univerzalis gyengitett teljes
reflexid spektroszkopidt lehetévé tevo kiegészitdé miiszer

Ubc: Egér ubikvitin C génje

Vglutl: Egér vezikularis glutamat transzporter 1 génje

WT: (wild type) vad tipus



1. Altalanos bevezetés

1.1. Transzgenikus allatok és sejtvonalak 1étrehozasa

Az emberi szervezet molekularis szintli fiziologias és patologias mikodésének alaposabb
megértéséhez (alapkutatashoz) és az j gyogyszerek preklinikai kutatasahoz elengedhetetlen a
megfeleld modellorganizmusok kivalasztasa, amelyek megfeleld6 mértékben utdnozzak a
human fehérjék miikodését. Sok esetben még nem létezik a legalkalmasabb ¢él6lény, de a
rohamosan fejléd6é molekularis biologiai eszk6zok segitségével egyre inkabb elérhetove valik,
hogy a kutatdlaboratoriumok maguknak megalkossak a tervezett modellorganizmust. A
legegyszertiibb ¢€s legelterjedtebb modszer az emlds sejtek transzfekcidja, mint a kinai horcsog
petefészek epitél (CHO) és human embrionalis vese sejt (HEK293), hogy ezek a sejtek
expresszaljak az emberi fehérjét, és igy lehetové tegyék a human fehérje mitkodésének in vitro
vizsgalatat. Azonban az in vitro kisérletek nem adnak teljes képet a fehérjék komplex, é16
szervezetben mutatott miakodésérdl, ezért a kisérleti allatok nélkiilozhetetlenek a
mechanizmusok pontos megismerésében. Az egerek és patkanyok az emberekkel nagyfokt
homologiat mutatnak sok fehérje esetében, igy els6ként gyakran az egerek és patkanyok vad
tipusu fehérjéinek miikodését vizsgaljak, majd ezt dsszehasonlitjak a human eredményekkel.
Gyakori eszkdz a génhianyos (knockout - KO) allatok hasznalata, amelyeknél altalaban
valtozasokat tapasztalhatunk (tilnyomoéan sériilt funkciot) a vad tipusa (WT) allatokkal
szemben, amik alapjan kovetkeztetnek az adott fehérje miikddésére. Viszonylag 0j és még
kevéssé elterjedt modszer az ilyen allatokban helyettesiteni a hianyzo gént a human
homologjaval azért, hogy a human fehérje mitkodését allatokban vizsgalhassuk. Természetesen
ez sem képes tokéletesen tiikkrozni az emberi szervezetben valdo miikodését, hiszen tovabbra is
az allati szervezet kornyezetében milkodik az adott human fehérje. Azonban, ennek ellenére is
értékes informaciokat nyerhetiink az emberi és allati fehérje miikodése kozti faji
kiilonbségekrdl, illetve a gyogyszerkutatasban egy 0 hatdanyag tesztelése soran kdzelebbi
képet kaphatunk arrol, amit az human szervezetben varhatunk a klinikai tesztelések soran.

A Pécsi Tudoményegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Farmakologiai ¢és
Farmakoterapiai Intézetben a kutatécsoportunk érdeklédésének kdzéppontjaban all a fajdalom
Szomatosztatin receptor 4 (SST4) receptorok mechanizmusanak vizsgalata. A PhD kutatasom
soran az ezekhez fiz6d6 aktualis kutatasi projektek szamara hoztam 1étre

modellorganizmusokat, és teszteltem a transzgén expresszidjat és a fehérje mitkodését.
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1.

2.

Az SSTs receptor egy igéretes gyogyszercélpont a fajdalomesillapitds ¢és
gyulladascsokkentésben. Az ) SSTs agonista gyogyszerjelolt molekuldk preklinikai
tesztelésére humanizalt SST4 egerekre volt sziikségiink. Erre a célra szomatosztatin
receptor 4 génhianyos (Sstr4 KO) egerekbe bevittilk @ human homolog gént (hSSTR4).
A projektben az els6 transzgenikus egerek mar 1étrejottek, mire megkezdtem a PhD
munkamat, igy én az egerek mélyrehato és alapos vizsgalataban tudtam részt venni.

A szerves poliszulfidok fajdalomcsillapité és gyulladascsokkentd hatasu TRPAL1
agonistak, és igéretes gyogyszerhatdoanyagok. A hatasmechanizmusuk alaposabb
megértésére azonositani akartuk a kotéhelyiiket a human TRPAL receptoron. Erre a célra
PCR alapu helyspecifikus mutagenezissel szamos TRPA1 valtozatot hoztunk létre,
melyekben bizonyos ciszteineket alaninra cseréltiink. A TRPA1 valtozatokat CHO
sejtekben expresszaltattunk, a funkciojukat in vitro kisérletekkel vizsgaltuk. A szerves
poliszulfidok kotShelyét annal a mutacional azonositottuk, amelyben a szerves
poliszulfidok nem tudtak hatast kivaltani - tgyelve arra, hogy ezt ne globalis
funkcidvesztés okozza, amit pozitiv kontroll agonista hatasaval ellendriztiink.

Az asztrocitdk szerepét vizsgaltuk a TPRA1 medialt kuprizon indukalt
demielinizacioban, egy Szkler6zis multiplex (SM) betegségmodellben. Erre a célra
specifikusan titottiik ki a Trpal gént az asztrocita sejtekb6l Cre-loxP rendszerrel. A loxP
helyek kozotti Trpal génszakasz kivagodott és miikodésképtelenné valt azokban a
sejtekben, amelyekben a Cre-rekombinaz expresszalodott. A Cre-rekombinaz
expresszigjat pedig asztrocita specifikus génhez kotottiik (Gfap), ezzel biztositva, hogy
csak asztrocita sejtekben torténik meg a génkiiités. Az igy létrehozott egerekben

vizsgaltuk a kuprizon kezeléssel kivaltott demielinizacio jellegzetességeit.

1.2. Fajdalom és gyulladas

A Nemzetkozi Fajdalomkutatd Szovetség (International Association for the Study of Pain,

IASP) meghatarozasa szerint a fajdalom a potencialis vagy mar létrejott szoveti sériiléshez
kapcsolodo kellemetlen érzés. Elkiilonithetd a nocicepciotol, mivel a fajdalom nem kizardlag a
szenzoros neuronok miikddésébol adodik, hanem egy komplex szubjektiv élmény, amelyet a
biologiai, pszichikai és szocialis tényezok befolyasolnak. Habar a fajdalomnak elsédlegesen
adaptiv szerepe van, a kronikus fajdalom karos hatassal lehet a testi funkciokra, illetve a

szocialis €s pszichologiai jollétre (1).
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A gyulladas egy fontos védekezési mechanizmus, mely sordan a szervezet felismeri és
eltavolitja a karos és idegen stimulust (elsédlegesen korokozokat), majd megkezdi a gyogyulasi
folyamatot. A tartds gyulladas azonban karos hatassal van a szervezetre, és a legtobb kronikus
degenerativ betegség kulcstényezéje (pl. rak, diabétesz, reumatoid artritisz, allergias asztma,
Alzheimer-kor, szklerozis multiplex) (2). Kiilon figyelmet igényelnek azok az esetek, amikor
maga a gyulladas stulyosabb szoveti karosodast okoz, mint az eredeti stimulus, ilyen példaul a
tuberkulozis, szilikézis, érelmeszesedés, allergia és autoimmun betegségek. Bar szamos
mechanizmus van a gyulladas megsziintetésére, a természeténél fogva hajlamos egy
onfenntarté folyamatot létrehozni, ugyanis a gyulladas szovetkarosodashoz vezethet, a
sejtnekrozis pedig serkenti a gyulladast. Igy a gyulladas képessé valhat az eredeti stimulus
megsziinése utan is fennmaradni, és egy el nem mulo (non-resolving) gyulladast kialakitani (3).
A tartos gyulladés kezelése tehat elsddleges a velejaro tajdalom megsziintetésében, a karosodott
funkciok visszaallitasaban, tovabbi szovodmények megeldzésében vagy mérséklésében, €s a
gyogyulasi folyamatok akadalytalan miikkodésében.

A kronikus fajdalom és a tartds gyulladas kezelésére hasznalt hagyomanyos gyogyszerek
(pl. opioidok, szteroidok, nem szteroid gyulladascsokkentok - NSAID) azonban gyakran nem
elég hatékonyak, vagy sulyos mellékhatasokat okozhatnak a hosszatavu kezelés soran (4-8).
Ezért sziikséges megismerniink alaposabban ezeket a patomechanizmusoknak, hogy jobb
gyogyszercélpontokat azonosithassunk. fgy keriiltek a kutatasunk kozpontjaba a TRPAL és
SST4receptorok, amelyek igéretes gyodgyszercélpontok a kronikus fajdalom és tartos gyulladas

kezelésében.

1.3. TRPA1

A Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1 (TRPAL) receptor egy nem-szelektiv, natrium
¢és kalcium-atereszté kation-csatorna, amely tailnyomoéan a kapszaicin-érzékeny peptiderg
nociceptiv primer szenzoros neuronokon expresszalodik, ezen sejtek tobb, mint 90%-aban ko-
lokalizalodik a Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1 (TRPV1) receptorral (4,9,10). A
TRPAL receptor az irritdciok széles valasztékat képes érzékelni, mint példaul a mechanikai
stimulust, széls6séges hideget és meleget, savas kémbhatast, reaktiv oxidativ gyokoket és a mar
azonositott agonistak ezreit (1.1. abra) (11). A TRPAI1 receptor aktivacidja akut
kalcitonin gén-rokon peptid), amely értagulatot és szdveti duzzanatot okoz, eldsegitve a
neurogén gyulladas kialakuldsat. Azonban a TRPA1 aktivaciét kovetden a nociceptiv idegsejt

ellenszabalyozast is végez azaltal, hogy fajdalomcsillapitdé ¢és gyulladascsokkentd
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neuropeptideket is felszabadit, mint a szomatosztatin (12-15). A szomatosztatin szisztémas
fajdalomcsillapito és gyulladascsokkentd hatasat az SST4 receptor kozvetiti (1.2. abra) (16—
25).

Irritaciok

avsy
7y /

Lokalis akut
/ gyulladaskeltés

SP, CGRP

v Szomatosztatin
Mechanikai \
/ Szisztéméas
. . L fajdalomcsillapitas és
Nociceptor idegvégzédés gyulladascsokkentés
Hideg / Meleg

1.1 abra: A TRPAI1 receptor funkcidi. A TRPAI1 els6dlegesen a nociceptiv szenzoros neuronokon

expresszalodik, igy a neuron aktivalasaval akut fajdalomérzetet valt ki. Tovabba indukalja a

crer

amivel lokalis neurogén gyulladast valt ki. Ugyanakkor kivaltja a szomatosztatin felszabadulasat is, ami

szisztémas fajdalomcsillapitd és gyulladascsokkentd hatast fejt ki az SST4 receptoron keresztiil.

1.4. Szomatosztatin

A szomatosztatin egy ciklikus neuropeptid, melynek két izoformaja van: SST-14 és SST-
glukagon, inzulin, acetilkolin, glutamat és gamma-aminovajsav (GABA) (26). Széleskori
fiziologiai funkciot szabalyoz, mint az alvast, motoros aktivitast, emoéciokat, tanuldst és
memoriat; tovabba szerepe van kiilonbozd patologids allapotok szabalyozésdban, mint a
fajdalom és gyulladas (16-25), neurodegeneracio (27—-30), szorongas és depresszio (31-34). A
kozponti idegrendszerben talalhatéak hosszii nyalvanyu és révid proximalis GABA-erg
interneuronok, melyek szekretaljak a szomatosztatint (35-37). A periférian a kapszaicin-

érzékeny peptiderg szenzoros neuronokon figyelték meg a szomatosztatin szekréciot, valamint
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a szisztémas gyulladascsokkentd és fajdalomesillapitd hatasat, melyet “szenzokrin” hatasnak

neveztek el (1.1. abra) (38,39).

1.5. Szomatosztatin receptor 4 (SSTa) receptor

A szomatosztatin széleskorii hatasait 6t gatlo hatasa (inhibitor) Gi-protein kapcsolt receptor
kozvetiti, melyek az SST1-SSTs jelolést kaptak (1.2. abra). Ezeket a receptorokat két csoportra
oszthatjuk, a SRIF:-be tartozik az SST», SSTs és SSTs, ezeket specifikusan aktivalja az
oktreotid, mig a SRIF2-be tartoz6 SST1 és SST4 receptorokat a CGP 23996 agonista aktivalja
specifikusan (40—42). A kutatocsoportunk korabbi eredményei bizonyitjak, hogy az SSTa
receptor aktivacioja fajdalomcsillapités, gyulladdscsokkentd, szorongascsokkentd és
34,38,39,43,44). Igy valt az SSTa receptor egy igéretes 1j gyogyszercélponttd, és az utobbi
idoben szamos gyogyszercég elinditotta az SST4 agonistak fejlesztését (45-51). Az SST4
receptornak nincs ismert antagonistaja, igy ez idaig in vivo funkcionalis vizsgalataihoz Sstr4
knockout allatokat hasznaltunk negativ kontrollként (15,20-22,45).

S OO @,
! &
| Trp
s p

Y

>

L oy = e 0
o WP W ~ P \)}\-_//
EO-EOEEE

—

szomatosztatin

. v l
l SST, SST, 55'74

@ W JWMM\ m\ /SSTs

*Anti-depresszans
*Szorongascsokkentd
*Gyulladascsokkenté

«Szenzoros és *Tanulas,

motoros funkciok memoria *‘Novekedési

Autoreceptor *Stressz, emdcidk 5 P hormon
T *Fajdalomcsillapito
*Meméria L s felszabadulas
*Antiepileptikus hatas gatlasa

1.2. abra: A szomatosztatin az 5 tagu receptorcsaladon keresztiil fejti ki széleskori hatasait. Ezek
koziil az SST,4 receptor kozvetiti a szomatosztatin fajdalomcesillapito és gyulladascsokkentd hatasait, de

endokrin hatasait nem.
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2. Szomatosztatin receptor 4 (SST4) humanizalt egér létrehozasa és

az expresszio karakterizalasa

2.1. Bevezetés

Szamos kutatas folyik - koztiik az intézetiinkben is - az SST4 funkcidinak vizsgalatara. Mivel
nincs ismert SST4 specifikus antagonista, ezért a korabbi kutatasaink soran Sstr4 knockout és
vad tipust egereket hasznaltunk (15,20-22,45). Az Sstr4 KO egérmodell és a szintetikus SST4
receptor agonista J-2156 vizsgalataval kapcsolatban szamos kutatocsoport, koztik a mi
intézetiink is igazolta, hogy az SST4 receptor egy egyedi és Ujszerii gyogyszercélpont lehet a
kronikus fajdalom és a depresszio kezelésére (16,24,52-56). Ezen korképek kezelésére
hasznalhaté jelenlegi gyogyszerek gyakran nem elég hatasosak és stlyos mellékhatasokat
okoznak a hosszatavi kezelés soran (4-8). Igy keriilt a gyogyszerfejlesztés érdeklédésének
kozéppontjaba az SST4 receptor, és a gyogyszergyarak mar szamos nem-peptid SST4 agonista
fejlesztésébe kezdtek (51,54). Az agonistak tervezését jelentésen segitette a human receptor
szerkezetének in silico 3D modellezése (57,58).

Célunk volt ezeket az 0j agonistakat (J-2156 ¢és pirrolo-pirimidin szarmazékok) SSTa
humanizalt egereken tesztelni. A human receptort expresszald egérmodell kifejezetten hasznos
a transzlacios gyogyszerkutatasban, mivel jobban eléremutaté eredményeket adhat a humén
betegségekkel kapcsolatban és relevansabb modellallat a gydgyszerjeldlt anyagok tesztelésében
(59,60). Humanizalt egereket tilnyomoan human sejtek, szovetek vagy tumorok beiiltetésével
hoznak Iétre, foleg immunoldgiai és onkologiai kutatasi célokra (61-66), de a genetikai
modositas is egyre gyakrabban valasztott modszer (67-70). Genetikai modositassal mar
sikeresen kicserélték az egér bradikinin Bi receptor génjét a human megfeleléjével, hogy az in
vitro eredmények utan az NVP-SAA164 human B receptor specifikus antagonistat in vivo is
teszteljék. Az NVP-SAAL64 anti-hiperalgézias hatast valtott ki a humanizalt egerekben, de a
WT és a KO egerekben nem (71). Egy masik kisérletben kiilonbséget talaltak az egér és a human
melanokortin receptorok kozott az MC1R humanizalt egerek hasznalataval, mint példaul az
erOsen ligandfiiggd eumelanogenezis a humanizalt egérben. Ezzel szemben az egér Mclr
receptor a WT egérben in vivo, tovabba transzfektalt sejtvonalakban az egér és human receptor
is ligandfiiggetlen szignalizaciot mutatott (72). Ezek is bizonyitjak, hogy az in vitro és in vivo
koriilmények kozott a fehérjék eltéré miikddésérdl a humanizalt modellallatok értékes

informaciokkal szolgalhatnak.
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2.2. Célkitiizés

Az SST4 expresszio és funkcid viszonylag jol karakterizalt az egéragyban (73), de a human
receptorrol még keveset tudunk. Ezért a célunk volt, hogy olyan humanizalt egeret hozzunk
létre transzpozon vektorral, mely tartalmazza az human hSSTR4 gént a szabalyozo elemeivel
egyiitt, majd ennek a random inszercids helyeit feltérképezziik, karakterizaljuk az expresszigjat
(mintazatat és szintjét), azonositsuk az expresszald idegsejt tipusokat az agyban, és kivalasszuk

a tovabbi funkcionalis kisérletekre legalkalmasabb transzgenikus egérvonalat.

2.3. Anyag és modszer

2.3.1. PiggyBac transzpozon vektor tervezése és létrehozdsa
Témavezetom, Dr. Sandor Zoltan tervezte meg és hozta létre a pPBC?2 plazmid vektort egy sok
lépcsos molekularis genetikai szerkesztéssel.

Elézetes vizsgalatként 5 kiilonbozd riporter fehérjét kifejez6 plazmid konstrukeiot
készitettliink, melyekben a kiilonallé luciferaz, mCherry, tdTomato fehérjéket és a luciferaz-
mCherry és luciferaz-tdTomato fizids fehérjéket egyforman a citomegalovirus (CMV)
promoter hajtotta meg. 1-1 pg plazmidot kinai horcsdg petefészek epitél sejtekbe (RRID:
CVCL_0213) transzfektaltunk TurboFect (ThermoFisher Scientific, USA) transzfekcios reagens
segitségével 24 lyukt lemezen. A lumineszcens ¢s fluoreszcens jelet In vivo optikai képalkotod
rendszer (In Vivo Imaging System - IVIS) Lumina Il (CLS136334, PerkinElmer) segitségével
detektaltuk (2.1. melléklet abra).

A hSSTR4 vektor 1étrehozasaban els6ként két polimeraz-lancreakcioval (PCR) amplifikaltuk
promotert és feltételezhetden minden mas szabalyozo elemet tartalmaz (2.1.A abra). Minden
PCR-t Tag DNS polimeraz enzimmel (M0273, New England Biolabs) végeztiink. Minden
primer a Mellékletben megtalalhatd (2.1. melléklet tablazat). Az els6, 2082 bp méretii
fragmentet a hSSTR4 Up-1 forward primerrel és a hSSTR4 Up-2 reverse primerrel
amplifikaltuk (2.1.A abra). A masodik, 2580 bp méretli fragment, amely a hSSTR4 kodolo
szakasz elejét és a kozvetlen el6tte elhelyezkedd upstream régiot tartalmazza, a hNSSTR4 Up-3
forward primerrel és a hSSTR4 Up-4 reverse primerrel amplifikaltuk (2.1.A abra). A két PCR
fragmentet az atfed6 szakaszon tartalmazott Sphl restrikcios endonukleaz felismerési helyénél
(GCATGI/C) hasitottuk, majd T4 ligaz enzimmel kapcsoltuk 6ssze ket (2.1.B abra). Az igy
kapott DNS fragmentet a végeinél Xhol és Smal restrikcios endonuklazokkal emésztettiik, mely
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utan az upstream régiobol 3968 bp méretli szakasz és a hSSTR4 gén kodold szakaszanak
tovabbra is az eleje maradt. Ezt a teljes upstream régiot kapcsoltuk a pcDNA3.1(+)/SSTR4
(Cat# SSTR400000; Guthrie Research Institute, Sayre, Pennsylvania, USA) plazmidbol
szarmazo teljes hSSTR4 kodold szakaszahoz, melyet szintén a Xhol és Smal enzimekkel az
egyedi hasitohelyeiknél emésztettiik elézetesen (2.1.C abra). A kodolo szakaszt kovetd
(downstream) 2645 bp hosszusagi genomi régiot a hSSTR4 Down-1 forward primerrel és a
hSSTR4 Down-2 reverse primerrel amplifikaltuk PCR technikéaval (2.1.A abra), majd Cpol és
Mph11031 emésztést kovetden ligaltuk a hSSTR4 kodolod szakasza végére (2.1.C abra). A
poliadenilacidés szignal szekvenciat (polyA) kodolo DNS szakaszt mesterséges
oligonukleotidként szintetizaltattuk, majd Mlul és Xbal emésztést kovetden ligaltuk a hNSSTR4
gén végére a pPcCDNA3.1(+)/SSTR4 plazmidon (2.1.D abra). A P2A 6nhasito peptid szekvenciat
kodoldé DNS szakaszt hordozo szintetikus oligonukleotidot az ECORI és Xbal emésztést
kovetden a luciferaz-tdTomato fizios riporter fehérjét kodolo DNS szakasz elé illesztettiik a
pcDNA(+)/Luc2=tdT (Cat#32904; Addgene, Watertown, Massachusetts, USA) plazmidon
(2.1.E abra). A P2A-Luciferaz-tdTomato konstruktot Kpnl és Notl emésztést koveten ligaltuk
a hSSTR4 kodol6 szakasz végére a pcDNAS3.1(+)/SSTR4 plazmidon (2.1.F abra). A Lox2272
helyeket (Cre rekombinaz felismer6helyek) kodolé DNS  szakaszt mesterséges
oligonukleotidként szintetizaltattuk, majd a hSSTR4 transzgén mindkét végére illesztettiik
azonos iranyba (azért, hogy a Cre iranyitott rekombinaci6 deléciot eredményezzen, ha késdbb
kondicionalis knockout (cKO) egérvonalat szeretnénk l1étrehozni). A Lox2272 linkert a hSSTR4
transzgén 5’ végére Aatl és Xhol, a 3’ végére pedig Bspl1191 és Xbal emésztést kdvetden
ligaltuk (2.1.G abra). Végiil, a teljes transzgén konstruktot Aatl és Bsp1191 emésztést kovetden
ligaltuk a pB007 PiggyBac vektor (Ref# SPB-007; Transposagen, Lexington, Kentucky, USA)
multiple cloning site (MSC) szakaszaba, amelyet mindkét oldalrol inszulatorok és a
transzpozon specifikus inverz terminalis ismétlodé szakaszai (ITR) vettek kozre (2.1.H abra).
Az eredményiil kapott plazmid a pPBC2 nevet kapta, ezt hasznaltuk a transzgenezishez (2.1.H
és 2.2.B abra, utébbit lasd a 2.4.1. eredményeknél). A végso termék a kodold szakaszon 4
darab nagyon gyakori SNP-t tartalmazott a human SSTR4 referencia szekvenciahoz képest (74),
ezek az rs3746726 850T>G, rs2567609 897T>C, rs3746728 924C>T és rs2567608 962T>C

voltak.
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2.1. abra: A hSSTR4 transzgént hordozo6 PiggyBac transzpozon vektor dsszeallitasa. A human hSSTR4
gén szabalyozo elemeit tartalmaz6 upstream és downstream szakaszait PCR-ral amplifikaltuk
kromoszomalis DNS-r6l (A). Az upstream szakasz két fragmentjét Sphl enzimmel emésztettiik, majd
T4 ligazzal osszekapcsoltuk (B). A PCR termékeket a hSSTR4 kodold szakaszat tartalmazd
pcDNA3.1(+)/SSTR4 plazmidba illesztettiik (C). A poliadenilaciés szignal szekvenciat (polyA) a
hSSTR4 gén végére illesztettiik (D). A P2A Onhasitd peptid szekvenciat kodol6 DNS szakaszt a
luciferaz-tdTomato fazids riporter fehérjét kodold pcDNA(+)/Luc2=tdT plazmidba illesztettiik, a
kodold szakasz elejére (E). A P2A-luciferdz-tdTomato kodold szakaszt a hSSTR4 kodolo szakaszanak
végére illesztettiik (F). A hSSTR4 végeire egy-egy Lox2272 helyet illesztettiink azonos orientacidban
(G). Végiil a hSSTR4 transzgén konstruktot beillesztettiik a pB007 transzpozon plazmid multiple cloning
site (MCS) szakaszaba, igy a transzgén végeire inszulatorok és a transzpozon forditott terminalis
ismétl6d6 szakaszai (ITR) keriiltek (H). Az abran a szaggatott vonalak a meghatarozott PCR
primerekkel amplifikalt szakaszok hatarait jeloltiik. Piros betiikkel az adott 1épésben hasznalt restrikcids
endonukleaz enzimeket jeloltiik. A sarga nyilakkal jeloltik azokat a lépéseket, ahol a megnevezett
enzimekkel hasitottuk mind a donor, mind az akceptor DNS-t, ezt kovetden pedig T4 ligaz enzimmel

Osszekapcsoltuk oket. Kék nyilakkal jeldltiik az adott [épéseket kovetden 1étrejott DNS konstruktokat.

2.3.2. Kisérleti dallatok és etikai engedély
A transzgenezist az altalunk biztositott pPBC2 vektorral és PiggyBac fehérjét kodolo
MRNS-el a Biotalentum Kft. (Godolls, Magyarorszag) végezte. A transzgenezishez hasznalt
kiindulasi egerek Sstr4 KO (B6.129P2-Sstr4™mS2. RRID: MGI:4355995) voltak, amelyek

eredetileg Prof. Dr. Pierce C. Empson kutatocsoportjatol (Laboratory of Molecular
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Neuroscience, The Babraham Institute, Babraham Research Campus, Babraham, Cambridge
CB22 3AT, Egyesiilt Kirdlysag) szarmaztak (16,20,21). Ezeknek az Sstr4 KO genotipust
egereknek a zigoétait és alterhes ndstényeit hasznaltak a transzgenezishez, majd ugyanilyen
himeket a létrejott transzgenikus egerek korai tenyésztéséhez. A transzgenezist kdvetden

kiilonbozo egérvonalakat hoztunk 1étre, amelyek a genomjukban kiilonb6z6 helyen hordozzak

crer

B6.129P2-Sstr4™S20-TgTn(pb-SSTR4-P2A-luc-tdTomato)1Sazo nevet kapta, amely a
transzgént a harmas kromoszoman hordozza (Chr3 jel6lés). Az allatkisérletekhez a 1étrehozott
transzgenikus egerek mellett az Sstr4 KO és Sstr4 WT (C57BL/6J, RRID: IMSR_JAX:000664,
The Jackson Laboratory, USA) him egyedeit hasznaltunk kontrollként.

Az allatok a Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézet allathazadban tenyésztettiik és tartottuk, 22+2 °C hémérsékleten és 12
orés vilagos-sotét napi ciklusban (vilagitast 6:00-t6l 18:00-ig kaptak). Az allatokat 3-7 fOs
csoportokban, standard polikarbonat ketrecekben tartottuk faforgacs almon. Standard kemény
tapot és vizet kaptak ad libitum.

A tanulmany a tudomanyos célokra hasznalt allatok védelmérdl szold eurdpai jogszabalyok
(2010/63 / EU iranyelv) és a Magyar Kormanyrendelet (40/2013., II. 14.) szerint késziilt. A
projektet a Pécsi Tudomanyegyetem Allatvédelmi Bizottsdga, az Orszagos Allatkisérleti
Tudomanyos Etikai Bizottsag ¢s a Baranya Megyei Kormanyhivatal engedélyével végeztiik
(engedélyszam: BA02/2000-10/2019). Igyekeztink a kisérlet elvégzéséhez sziikséges
legkisebb allatszdmot haszndlni, és a kisérletbe bevont éllatok szenvedését minimalisra

csOkkenteni.

2.3.3. Transzgenezis
A transzgenezist a BioTalentum Kft. (Gédollo, Magyarorszag) végezte a Kutatdbcsoportunk
megbizasabol. A hSSTR4 transzgén vektort (pPBC2) és a szuper PiggyBac transzpozaz mRNS-
t (Ref# SPB-003; Transposagen, Lexington, Kentucky, USA) egyiitt mikroinjektaltak Sstr4 KO
egér eredetii 56 darab zigota sejtmagjaba (2.2.A abra, lasd a 2.4.1. eredményeknél), amiket
utana alterhes Sstr4 KO egerekbe iiltettek (2.2.B abra). Harom alombdl Gsszesen 16 egér
sziiletett (2.2.C abra), amiket els6ként PCR technikaval genotipizaltak, hogy hordozzak-e a

hSSTR4 transzgént, de ne hordozzdk a vektor beépiilésre nem kivanatos maradék részt, a

crer

ami 883 bp méretii PCR terméket eredményezhetett. A hSSTR4 5’ régidjahoz a TR ST4 3
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forward primert és a TR ST4 4 reverse primert hasznaltak, ami 717 bp méretli terméket
eredményezhetett. A plazmid replikacids origojahoz (1. vektor backbone) a ColelOri-F
forward primert és a ColelOri-R reverse primert hasznaltak, ami 475 bp PCR terméket
eredményezhetett. Az ampicillin rezisztencia génhez (2. vektor backbone) a Backbone ctrl Fwd
forward primert és a Backbone ctrl Rvs reverse primert hasznaltak, ami 623 bp PCR terméket
eredményezhetett. Minden primer megtalalhato a Mellékletben (2.1. melléklet tablazat).
Standard genotipizalé program a Mellékletben (2.2. melléklet tablazat). A hSSTR4 transzgén
a vektor backbone nélkiil 6sszesen 3 egér genomjaba épiilt be, mindharom ndstény volt (2.2.C
himekkel parositva szaporitottunk (2.2.D abra).

Megjegyzés: PhD képzésem az FO egerek megsziiletése utan kezdddott meg, igy a projektnek a

tovabbi reszében tudtam reészt venni a munkammal.

2.3.4. Ligdlds-medidlt PCR (LM-PCR)
En végeztem a ligdlds medidlt PCR technikdt, Dr. Sandor Zoltdn ellendrzésével.

Bryda és mtsai. (75) éltal leirt protokollt és az Y-linker szekvenciat hasznaltuk. A genomi
DNS-t az egerek farok szovetmintaibol vontuk ki a Phire Tissue Direct PCR Master Mix kit (F-
170, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) készlet hasznalataval. Az LM-PCR els6
1épéseként 3’ talnyuald véget eredményezd emésztést végeztiink a DNS mintakon kiilon
reakcioban egy-egy restrikcios endonukleazzal: Tail, Pstl és Hhal (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) a gyartoi eléirasoknak megfeleléen. A hSSTR4 transzgén mindkét végére
3-3 nested PCR primert terveztiink PrimerBLAST (RRID: SCR_003095, (76)) program
segitségével. Minden primer megtalalhato a Mellékletben (2.1. melléklet tablazat). A nested
PCR primerek a transzgénbdl kifelé iranyl szintézist tesznek lehetévé, hogy lehetdleg a
kornyez6 kromoszomalis szekvenciabdl is tartalmazzon az emésztésbdl keletkezd fragment,
majd a masik végére kapcsolhassuk a Y-linkert, ami a forditott irdnyu primerek felismerd
helyeit hordozza. A primerek sorrendje (a nested PCR-nak megfeleléen) a transzgén megfeleld
végétdl legtavolabbi primer volt az elsd, mig a legkdzelebbi volt a harmadik. Az 5° vég
specifikus primerek: az LM-V1B, LM-V2B ¢és LM-V3B, mig a 3’ vég specifikus primerek:
LM-V1, LM-V2 és LM-V3 voltak. Az Y-linkert két, részben komplementer, mesterségesen
szintetizalt oligomer DNS fragment alkotja: az Y-linker A és az Y-linker E (75). Az Y-linker
specifikus nested PCR primerek az Y-linker primer D és az Y-linker primer G voltak. Minden
primert s az Y-linkert az Integrated DNA Technologies (IDT; Coralville, 1A, USA) szintetizalt
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meg nekiink. Az Y-linker A és az Y-linker E fragmentek annealing-jével lett mindig frissen
létrehozva az Y-linker az LM-PCR-hoz. Az elsd, egy ciklusos LM-PCR programot (2.3.
melléklet tablazat) az egy-egy enzimmel (Tail, Pstl vagy Hhal) emésztett DNS-en végeztiik
el, kiilon reakcioban az 5° végen az LM-V1B primerrel (annealing: 45 °C), és kiilon a 3° végen
az LM-V1 primerrel (annealing: 60 °C). Els6 PCR program: denaturacié 98 °C 10 perc;
annealing primerfiiggd homérsékleten 1 perc, elongacié 72 °C 10 perc. Ezt az els6 PCR
programot Taq DNS polimeraz enzimmel (M0273, New England Biolabs) végeztiik, hogy 5’
tulnyulo véget adjon a primerek altal felismert DNS fragmenteken, amihez képes kapcsolddni
az Y-linker (szemben az emésztés utan valtozatlanul maradt 3° talnyuld végli DNS
fragmentekkel). Az elsé PCR termékhez ligaltuk az Y-linkert T4 DNS ligdz enzimmel, majd
ezt a ligatumot hasznaltuk a két 1épcsds nested PCR-hoz. A masodik és harmadik LM-PCR
program megtalalhaté a Mellékletben (2.4. melléklet tablazat). A masodik PCR reakciot az Y-
linker primer D és a transzgén végének megfeleld masodik primert hasznaltuk (5 végez LM-
V2B annealing: 50 °C, 3’ véghez LM-V2 annealing: 60 °C). A masodik PCR termékét
hasznaltuk a harmadik PCR reakciohoz, amihez az Y-linker primer G ¢€s és a transzgén végének
megfelelé harmadik primert hasznaltuk (5° végez LM-V3B annealing: 50 °C, 3’ véghez LM-
V3 annealing: 60 °C). A masodik és harmadik PCR-hoz a Phire Tissue Direct PCR Master Mix
kit (F-170, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) készletet hasznaltuk. A harmadik
PCR végére minden egyes egér DNS mintdbol 6 darab PCR terméket kaptunk (kiilon
mindharom enzimnek, és minden enzimnek kiilon az 5° és 3’ vég alapjan), melyeket 1% agaroz
gélen szeparaltunk elektroforézissel, és minden megjelent savbol izolaltuk a DNS-t GeneJET
Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) készlet segitségével. Az izolalt DNS fragmentek
szekvenalasat a BIOMI Kft. (Godolls, Magyarorszag) végezte. A kapott szekvenciakat
PrimerBLAST (RRID: SCR_003095, (76)) segitségével elemeztiik. Az igy azonositott 16kuszok
ellendrzésére kromoszdmaspecifikus (a transzgén inszercids helyének kdzelében) primereket
terveztiink az LM-V3 primerrel szemben: ChrXprl az X kromoszémahoz; Chr3pr2 a 3-as
kromoszomahoz; Chr10pr2 a 10-es kromoszomahoz. A Chr3 hSSTR4 transzgenikus egereket
mar rutinszertien genotipizaljuk az LM-V3 forward primerrel, a Chr3pr2 reverse primerrel, és
egy masodik, a Chr3pr3 forward primerrel. A reakcié 527 bp méretii PCR terméket eredményez
a vad tipusu 3-as kromoszoma esetén, €s 683 bp méretii PCR terméket eredményez a hSSTR4
transzgén inszercidja esetén, ami lehetévé teszi a Chr3 hSSTR4 homozigota és heterozigota
egerek konnyli megkiilonboztetését (2.2.D abra, lasd a 2.4.1. eredményeknél). Mindharom
PCR program: kezdeti denaturaci6 98 °C 5 perc; majd 20 ciklus: (1.) denaturaci6 98 °C 30 mp,
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(2.) annealing primerfiiggé hémérsékleten 30 mp, (3.) elongacié 72 °C 1,5 perc; a 20 ciklus
utan egy végso elongécio 72 °C 10 perc.

Az azonositatlan Ul és U2 egerek LM-PCR alapu genotipizalasat megismételtiik kiilon-
kiilon Aatll, Bbsl, Dralll, Eam1105I, Hhal, Kpnl, Pstl, Sacl, Sfil, Tail és Xcml (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) emésztéssel.

2.3.5. Inverz PCR

En végeztem az inverz PCR technikat, Dr. Sandor Zoltan ellendrzésével.

A genomi DNS az Ul és U2 egerek farok szovetmintaibol vontuk ki a Phire Tissue Direct
PCR Master Mix kit (F-170, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) készlet
hasznalataval. A DNS mintakat Psil és SnaBI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
tompa végekkel hasitd restrikcids endonukledz enzimekkel emésztettik kiilon-kiilon és
egylittesen is. Az emésztett mintdkat 1x, 10x, 100x és 1000x-es higitasokban hasznaltuk
ligalasra, amit T4 ligazzal (EL0012,Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) végeztiink.
A higitas és a tompa DNS végek ugyanis csokkentik az intermolekularis kapcsolodast. A
ligatumot 3 1épéses nested PCR-nak vetettiik ala, melyhez a Phire Tissue Direct PCR Master
Mix kit (F170L, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) készletet hasznaltuk. Minden
primer megtalalhaté a Mellékletben (2.1. melléklet tablazat). Az elsé PCR 1épéshez az LM-
V1 és LM-V1B primereket hasznaltuk (annealing: 45 °C). Az els6 PCR termékeit hasznaltuk
a masodik PCR 1épéshez az LM-V2 és LM-V2B primerekkel (annealing: 52 °C). A masodik
PCR termékeit hasznaltuk fel a harmadik PCR Iépéshez az LM-V3 és LM-V3B primerekkel
(annealing: 52 °C). Minden PCR terméket 1% agardz gélen szeparaltunk elektroforézissel, és
minden megjelent savbol izolaltuk a DNS-t GeneJET Gel Extraction Kit (K0692, Thermo
Scientific) készlet segitségével. Az izolalt DNS fragmentek szekvenalasat a BIOMI Kift.
(Godollé, Magyarorszag) végezte. A Kkapott szekvencidkat PrimerBLAST (RRID:
SCR_003095, (76)) segitségével elemeztiik.

2.3.6. Luciferaz és tdTomato in vivo képalkotds
Az VIS méréseket Dr. Bolcskei Kata végezte, Dr. Sandor Zoltan és az én segitségemmel.

A luciferaz in vivo képalkotasahoz 6-8 hetes him és ndstény Sstr4 WT és KO, hSSTR4
transzgenikus Chr3, ChrX, Ul ¢és U2 egereket hasznaltunk. Az allatokat 300 mg/kg i.p. D-
luciferin natriumos séval (Goldbio, St. Loius, MO, USA) kezeltiik és ketamin-xylazin (100 és 5
mg/kg) keverékkel altattuk. Az allatok pigmentalt bundajat egy elektromos borotvaval nyirtuk
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le, hogy ne akadalyozza a képalkotast. A biolumineszcens képalkotas 30 perccel a D-luciferin
injektalasa utan végeztiik IVIS Lumina 111 (CLS136334, PerkinElmer) képalkot6 rendszerben
a kovetkezo6 beallitasokkal: expozicids id6: 5 perc; 4-es binning. A biolumineszcens jel mérése
a totdl fluxus (fotonszam/s) egyenld méretli teriileten (ROI) a fejteton, ami teljesen magéba
foglalta az agyat. A tdTomato nativ fluoreszcenciajanak mérésére szintén az VIS Lumina Il
(CLS136334, PerkinElmer) képalkotd rendszert hasznaltuk. A tdTomato detekcidjahoz 500,
520, 540 és 560 nm-es filtereket hasznaltunk spektrum szétvalasztasra (spectral unmixing) és
egy 620 nm-es emisszios filtert, tovabba automatikus expoziciot és 2-es binning-et hasznaltunk.
A képalkotds utan az allatokat egy alulrdl melegitett dobozba helyeztiik és feliigyeltiik az

¢letfunkciodikat az ébredésig.

2.3.7. tdTomato mikroszkopia
Timea, a mikroszkopos képek kiértékelését Dr. Bolcskei Kata végezte.

Az in vivo képalkotasban hasznalt egerekbdl genotipusonként (WT, KO, Chr3, ChrX, Ul és
U2) két-két allatot a képalkotast kovetden mélyaltattunk uretdnnal (2,4 g/kg i.p.) és
transzkardialisan perfundaltuk 4%-os paraformaldehiddel (Millonig-féle foszfat pufferben
oldva). Az izolalt agymintakat 24 oraig posztfixaltuk 30%-os szukréz oldatban (1x PBS
pufferben) szobahdmérsékleten, majd kimostuk 1x foszfattal pufferelt séoldattal (phosphate-
buffered saline - PBS) és VT1000S (Leica Biosystems, Németorszdg) vibracios mikrotommal
lemetszettiik 30 um-es rétegvastagsagi metszetekre. A metszeteket Superfrost Ultra Plus
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) targylemezekre vittiik fel, szobahdmérsékleten,
levegdn szaritottuk 3 oran keresztiil. Ezt kovet6en a metszeteket 4',6-diamidino-2-fenilindollal
(DAPI) festettik és ProLong Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific)
hasznélataval fixaltuk konfokalis mikroszkopozashoz.

Paxinos és Franklin (77) térképe alapjan hataroztuk meg az agyteriileteket, és fluoreszcens
képeket készitettiink a prelimbikus kéregr6l (PrL), bazolateralis amigdalarol (BLA), primer
szomatoszenzoros kéregrél (S1), a hippotalamusz ammon-szarv 1. és 2. régidjardl (CAL és
CAZ2) és a piriform kéregrdl (Pir)az Olympus Fluoview FV-1000 Iézeres beolvasd konfokalis
mikroszkoppal és a FluoView FV-1000S-1X81 képalkotd szoftverrel (Olympus, Tokio, Japadn).
A konfokalis apertiira 80 um-re volt allitva. Az analog szekvencidlis szkennelést 40x nagyitasa
objektiv lencsékkel végeztiik. Az optikai rétegvastagsag 1 um-re, a képfelbontas 1024 x 1024

pixelre volt bedllitva. Az excitacios id6 4 ps / pixelre volt bedllitva. Virtualis szineket
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valasztottunk a fluoreszcens szignal megjelenitésére: kék a DAPI és piros a tdTomato. A
képeket elmentettiik a két csatornar6l kiilon is és egyesitett szuperimpozicidjukat is a

fluoreszcens jelek kolokalizaciojanak kiértékeléséhez.

2.3.8. RNAscope
Az RNAscope in situ hibridizaciot (ISH) Dr. Kecskés Angéla, Dr. Kormos Viktoria és Hegediis
Daniel végezte a segitségemmel. A konfokalis mikroszkopos képalkotdast Dr. Gaszner Baldzs
segitségével végeztiik. En végeztem a nyers képek feldolgozasdt és kiértékelését.

Az RNAscope ISH-t 3-4 honapos him Sstr4 KO és hSSTR4 Chr3 homozigéta egereken
végeztik (n=4). Az allatokat mélyaltattuk uretannal (2,4 g/kg), majd transzkardidlisan
perfundaltuk 4%-os paraformaldehiddel (Millonig-féle foszfat pufferben oldva). Az izolalt
agymintdkat 72 O6rdig posztfixdltuk 30%-o0s szukroz oldatban (1x PBS pufferben)
szobahémérsékleten, majd kimostuk 1x PBS pufferrel és VT1000S (Leica Biosystems,
Németorszag) vibracidos mikrotdommal lemetszettiik 30 pm-es rétegvastagsagu metszetekre. A
metszeteket 0,01% Na-azid (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) tartalmt 1x PBS pufferben
taroltuk felhasznalasig. A metszeteket az RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2
(Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, USA) készlettel preparaltuk a gyart6 altal megadott
protokoll szerint. A szdveteket eldkezeltiik 1 v/v% H20. oldattal (1x PBS-ben) 30 percig, majd
mostuk 1x PBS pufferrel. Ezt kovetéen a metszeteket Superfrost Ultra Plus (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) targylemezekre vittiik fel. E16sz6r szobahémérsékleten, levegon
szaritottuk 3 oran keresztiil, majd inkubaltuk 60 °C-on 60 percig. Kétszer 10 perc Milli-Q (MQ)
vizben mosas utan 4 °C-on inkubaltuk 2 percig 10% semlegesen pufferelt formalin oldatban
(NBF, Merck KgaA, Darmstadt, Németorszag). Tovabbi haromszor 10 perces MQ vizben valo
mosas utan a metszeteket 37 °C-on 15 percig emésztettik 100 pl 20 mg/ml proteinaz K
(EO0491, Thermo Fisher Scientific) oldatban 200 ml pufferben (0,1 M Tris/HCI, pH=8; 50 mM
EDTA, pH=8). MQ vizzel mostuk, majd a metszeteket 10% NBF oldattal kezeltiik 4 °C-on 2
percig, majd Gjra mostuk haromszor 10 percig MQ vizben. A metszeteket hibridizaltuk human
SSTR4 vagy egér Sstrd, tovabba egér vezikularis glutamat transzporter 1 (Vglutl) és glutamat-
dekarboxilaz 1 (Gadl) mRNS specifikus RNAscope probe-okkal. A kontroll metszeteket az
egér 3-plex pozitiv vagy negativ RNAscope probe-okkal hibridizaltuk. A szignal amplifikaciot,
a csatorna kialakitasat és a fixalast a gyart6 altal megadott protokoll szerint végeztiik. A
metszeteket DAPI-val is megfestettiik, majd ProLong Diamond Antifade Mountant (Thermo

Fisher Scientific) hasznalataval fixaltuk a konfokalis mikroszkopos képalkotashoz. Paxinos és
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Franklin (77) térképe alapjan hataroztuk meg az agyteriileteket, és fluoreszcens képeket
készitettiink a PrL, BLA, S1, CA1l, CA2, Pir agyteriiletekrél az Olympus Fluoview FV-1000
lézeres beolvasd konfokalis mikroszkoppal és a FluoView FV-1000S-1X81 képalkotd
szoftverrel (Olympus, Tokio, Japdn). A konfokalis apertira 80 pm-re volt allitva. Az analog
szekvencialis szkennelést 40x nagyitasu objektiv lencsékkel végeztiik (NA: 0,75). Az optikai
rétegvastagsag 1 pm-re, a képfelbontas 1024 x 1024 pixelre volt bedllitva. Az excitacids id6 4
pus / pixelre volt bedllitva. Virtudlis szineket valasztottunk a fluoreszcens szignal
megjelenitésére: kék a DAPI, zold a fluorescein (Vglutl mRNS), piros a Cyanine 3 (hSSTR4
vagy mSstr4 mRNS), és a fehér a Cyanine 5 (Gadl mRNS). Képeket elmentettiik a két
csatornardl kiilon is és egyesitett szuperimpozicidjukat is a fluoreszcens jelek

kolokalizaciojanak kiértékeléséhez.

2.3.9. Reverz transzkripcios kvantitativ PCR (RT-QPCR) szerv és agyteriilet
specifikus expresszio mérésére
Az egerek szervmintdainak izoldldsat Dr. Bélcskei Kata, Dr. Sandor Zoltan és Dr. Szentes
Nikolett végezte a segitsegemmel. Az RNS izolaciot én végeztem Dr. Szentes Nikolett és
Draskoczi Lilla Gréta segitségével. Az RT-QPCR-t és az eredmények kiértékelését én végeztem
Dr. Sandor Zoltan és Dr. Bélcskei Kata ellendrzésével.

A teljes RNS tartalmat vontuk ki egér Sstr4 WT és KO, tovabba human SSTR4 Chr3, Ul és
U2 him egerek kovetkezd szerveibdl: bulbus olfactorius (BO, szaglohagyma), agy, bél, maj,
1ép, tiid6, vese, sziv, ondovezeték, gyomor ¢€s trigeminalis ganglionok (TRG). A total RNS
izolalast TRI Reagens és Direct-Zol RNA isolation kit (R2053, Zymo Research, Irvine, CA,
(ND-2000, NanoDrop Technologies. Wilmington, Delaware USA) spektrofotométerrel mértiik
meg. A mintak DNS tartalmat a DNaz I (R2053, Zymo Research, Irvine, CA, USA) enzimmel
teljesen lebontottuk. Az RNS mintak reverz transzkripciojat a Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR (K1642, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) készlet
hasznalataval végeztiik. A DNaz I emésztéshez sziikséges inkubalast, majd a DNaz I enzim
inaktivalasat, és az egy ciklusos reverz transzkripcios PCR reakciot a Biometra TAdvanced
Twin 48/48 G2 (846-2-070-2xx, Analytik Jena, Németorszdg) hasznalataval végeztiik.
Kvantitativ. PCR-t az Applied Biosystems Quantstudio5 (RRID:SCR_020240, Applied
Biosystems, USA) kvantitativ PCR gép hasznalataval végeztik. Minden reakcié 20 ng
komplementer DNS (cCDNS) mintat, 1 uM-t mindkét primerb6l, 1x Luminaris Color HiGreen
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Low ROX gPCR Master Mix (K0374, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) reakciokeveréket
tartalmazott, tovdbba mindegyik mintat 20 pl reakcidtérfogatra egészitettik ki megfeleld
mennyiségli nukledzmentes desztillalt viz hozzdadasaval. A hSSTR4 mRNS amplifikalasat a
hSSTR4 vj F forward primerrel: TGG AAG GTG CTG GAG GT; és a hSSTR4 1Gj R reverse
primerrel: GTT CTG GTT GCA GGG CTT végeztikk. A kvantitativ PCR soran referencia
génnek a kutato csoportunk altal hossza ideje hasznalt (14), az egér szovetmintakban stabilan
expresszalodo béta-aktin (Actb) haztartasi gént valasztottuk, amely amplifikalasdhoz az
Mm.PT.53. 31778008 (PCR assay primereket hasznaltuk. A mintdk szennyez6dés
mentességének ellendrzésére vizes kontrollt hasznaltunk, amely nem tartalmazott cDNS mintat.
A valos idejii qQPCR a kdvetkezo kondiciokkal volt végrehajtva: 95 °C 10 percig, majd 40 ciklus
soran 95 °C 30 masodpercig, 60 °C 30 masodpercig ¢s 72 °C Ipercig (ezutan kezdddott ujra a
ciklus). Minden reakciot duplan végeztiink el. A szignal specificitdst az olvadasi gorbe
analizissel ellendriztiik. A relativ expresszids aranyt a ACt modszerrel szamoltunk ki, amit 2-
ACt képlettel linearizaltunk, mely szamitasokban a hSSTR4 gén expressziojat az Actb referencia
génhez viszonyitottunk. Az igy kapott normalizalt eredményeket GraphPad Prism 8 (RRID:
SCR_002798) szoftverrel értékeltiik Ki.

2.4. Eredmények

2.4.1. Vektorkészités és transzgenezis

A végs6 pPBC2 plazmid tartalmazta a teljes hSSTR4 gént 4 kb upstream és 2,7 kb
downstream régioval egyiitt a 20. human kromoszoémarol, hogy minden ismert szabalyozo
elemet magaba foglaljon (2.2.A abra). A hSSTR4 kodold szakaszanak végére a luciferaz és
tdTomato riporter fehérjék kodold szekvenciajat illesztettik, amelyek a P2A 0Onhasito
szekvenciaval vannak elvalasztva, igy a receptortol kiilon, fuzids fehérjeként transzlaldédnak,
ezaltal a receptor funkcidjat nem zavarjak. A downstream régio végére egy poliadenilacios
szignal szekvenciat (polyA) inszertaltunk a transzkripcid terminédlésara. Az egész transzgén
kazetta mindkét végén hordoz Lox2272 Cre rekombinaz felismeréhelyeket a kondicionalis KO
kialakitdsanak lehetdségére; inszulator szekvencidkat a pozicio effektus inhibicigjaért; és a
PiggyBac (PB) transzpozon inverz terminalis ismétlodé szekvenciait (ITR), amelyek a PB
transzpozaz enzim specifikus felismero helyei (2.2.B abra).

A vektort szekvenalassal ellenériztiik, majd 56 darab Sstr4 KO egér zigdtaba injektaltuk a
PB transzpozaz enzim mRNS-ével egyiitt (2.3.A abra). Az injektalast kovet6en a zigotakat 3
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darab alterhes Sstr4 KO egérbe iiltettiik (2.3.B abra). Az FO generacioban 16 egér sziiletett,
melyek koziil 3 ndstény hordozta a hSSTR4 transzgént a vektor backbone nélkiil (2.3.C abra).
Ezeket a ndstényeket visszakereszteztiik Sstr4 KO him egerekkel (2.3.D abra). Két ndstény
elpusztult a vemhesség késdi szakaszaban. A harmadik ndstény sikeresen létrehozott 8 utdédot
(F1 generacid), am a masodik vemhességben 6 is elpusztult (2.3.D abra). Az alapit6 egérben a
PB transzpozon inszerciés helyeit ligalas-medidlt polimeraz lancreakcio (LM-PCR)
technikaval allapitottuk meg (2.3.E abra). Az F1 generaciotol kezdve az egérvonalak mar
csupan egy-egy kopiat hordoztak a transzgénbol, amelyek az életképesek, fertilitasuk és
viselkedésiik alapjan mar nem mutattak a valdsziniileg tobbszords transzgén altal okozott koros

fenotipust, amely az FO generaci6 terhességi elhalalozasat okozta.
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2.2. abra: A hSSTR4 transzgén Kkialakitasa a PiggyBac (PB) transzpozonban. A 20. human
kromoszoma a teljes SSTR4 gén kodold szekvencidjaval €s a szabalyozé elemeket tartalmazo upstream
és downstream szakaszokkal (6sszesen 7,8 kb), amelyekbdl a transzgént 6sszeallitottuk, tovabba jeloltiik
a legk6zelebbi szomszédos géneket (FOXA2 és THBD) a kromoszéman (A). A PB transzpozon vektor
hordozza az upstream szabalyozé elemeket (4 kb), ezt kovetéen az huméan SSTR4 gén promoterét és

kodold szekvenciajat, majd a P2A 6nhasito szekvenciat, a luciferaz és tdTomato kddold szekvencigjat,
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az human SSTR4 downstream szabalyozo elemeit (2,7 kb), és végiil a poliadenilacios szignal szekvenciat
(polyA). Az egész transzgén kazetta (12,7 kb) mindkét végén hatarolva van (bentrdl kifelé haladva)
Lox2272 Cre rekombinaz felismerdhellyel, inszulédtorral, és végiil PB transzpozon inverz terminalis
ismétlédo szekvenciaval (ITR), mindezt a pPBC2 plazmid tartalmazza (B). A transzgén tobb kopiaban
épiilt be az egér genomba, ezek koziil az egér 3. kromoszoémajan demonstraljuk a transzgén inszercids
helyét a TTAA PB transzpozaz felismerési helyénél, aminek az eredeti pozicidja a 70,039,120. bazispar
(*), amely az Otoll ¢és Sis gének kozott helyezkedik el (C-D). A kromoszoéma konvencionalis olvasasi
iranyahoz (pter—qter) viszonyitva a transzgén forditottan inszertalodott (reverz orientacioban) (D). A
primerek helyzetét és iranyat jeloltiik az abran, amelyeket az FO generacid genotipizalasara (TR1-4), a
hSSTR4 kodold szakasz azonositasara (TR ST4 1-2), a ligalas-medialt PCR-hoz (LM-V primerek),
illetve a rutinszerii genotipizalé6 PCR-hoz hasznaltunk (Chr3pr2-3 és LM-V3, kékkel jelolve) (D).
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2.3. abra: A transzgenezis lépései PB transzpozonnal. A hSSTR4 transzgenikus egér

létrehozasanak vazlatos abrazolasa

(A-E). A fehér egerek szimbolizaljak a hSSTR4 transzgén

nélkiili Sstr4 KO egereket, mig a megfelelden inszertalodott hSSTR4 transzgén hordozé egereket

z06lden jeloltik. A transzgén kopiak a Chr3, Chr10, ChrX nevet kaptak annak megfeleléen, hogy a

3., 10. vagy X kromoszoman azonositottuk az inszercios helyeiket; illetve Ul és U2 nevet kaptak

az ismeretlen helyzetl kopiak.
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2.4.2. A hSSTR4 transzgén inszercios helyei

LM-PCR segitségével a hSSTR4 transzgén tobb inszercids helyét fedeztik fel az FO
generaciot alkotd egérben. Az LM-PCR termékeket szekvenaltatva 3 inszercios helyet sikertilt
azonositanunk: egyet a 3., egyet a 10. és egyet az X egér kromoszoman, amely alapjan a kopiak
az Chr3, Chr10 és ChrX jelolést kaptak. A Chr10 kopia nem jutott at az F1 generacioba, igy az
alapitd anyaval egyiitt kihalt (2.3.D-E abra). A transzgén a 3. kromoszoéman a szukraz-
izomaltaz (Sis) és otolin 1 (Otoll) gének kozé, a kromoszoma konvencionalis olvasasi
iranyahoz (pter—qter) viszonyitva forditottan inszertalodott (reverz orientacioban) (2.2.C-D
abra). A PB transzpozdz a kromoszoman TTAA felismerési szekvencidba inszertalta a
transzpozont, mikdzben a TTAA szekvenciat megkettdzte, igy a transzgén mindkét végére
keriilt egy. Az eredeti TTAA inszercios hely pozicidja: 70,039,120 (78) (2.2.C-D abra). A 10.
kromoszéman a transzgén a 67,335,940 (79) pozicioba inszertalodott forward orientacidoban.
Az X kromoszoman a transzgén a 32,102,395 (80) pozicidba inszertalodott forward
orientacioban. Az F1 generacioban 2 egér hordozta a hSSTR4 transzgént, melyek helyzetét nem
sikeriilt azonositani sem LM-PCR, sem inverz PCR technikaval, ezek a kopiak az Ul és U2
jelolést kaptak (2.3.D-E abra).

Az ismert kopiakat hordozo egérvonalakban helyspecifikus PCR primereket terveztiink rutin
genotipizalds céljara, amelyek segitségével a hetero- €s homozigota egerek kozott is
kiilonbséget tudunk tenni. Az Ul és U2 ismeretlen helyzetii kopiak esetében csak a hSSTR4

jelenlétét vagy hianyat tudtuk kimutatni rutin genotipizalassal.

2.4.3. A kopia specifikus expresszios mintdazat kimutatisa a hSSTR4 génhez

kapcsolt luciferdz enzim lumineszcencidja dltal, in vivo képalkotdssal

A transzgén expresszidjat els6ként kdzvetetten sikeriilt mérniink, a ko-expresszalt riporter
fuzids fehérje szignaljan keresztlil: a luciferdz lumineszcencidjat és a tdTomato vOrds
fluoreszcenciajat mértiik. A luciferaz aktivitasat in vivo mértiik a transzgenikus egerek teljes
testfeliiletén (2.4.A abra), és a jeler6sséget kvantifikaltuk az agy teriiletén (2.4.B abra). Nem
tapasztaltunk luciferaz aktivitast az Sstr4 KO egerekben, tovabba sem a hemizigota him, sem a
homozigdta ndstény ChrX hSSTR4 egerekben (2.4.A abra). Mivel a ChrX egérvonal nem
mutatott transzgén expressziot, ezért kivontuk a tovabbi kisérletekbdl. Az ismeretlen helyzetli
kopidk (U1 és U2) hasonlod expresszidos mintazatot mutattak: gyenge jel a végtagokon és a
farkon, kozepes er6sségii jel a nagyagy ¢és kisagy teriiletén, és kiemelked6en erds jel a bulbus

olfactorius teriiletén. A Chr3 egerekben a legerésebb jelet a nagyagy teriiletén mértiik. A Chr3
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homozigdta egérben a jelerésség a Chr3 heterozigota dupldja volt. A Chr3 heterozigota
egerekben szignifikansan erésebb jelet kaptunk, mint a szintén heterozigota Ul és U2
egerekben (2.4.B abra). A periférian a lumineszcens jel gyengébb ¢és egyedenként valtozo volt,
a transzgén elhelyezkedésétol fliggetleniil, de jellemzOen az alhas és medence teriiletén
tapasztaltuk a legerésebb jelet. A tdTomato nem mutatott detektalhatd, az autofluoreszcenciatol
elkiilonithetd jelet (2.2-3. melléklet abrak).

A Luciferaz lumineszcencia (p/sec/cm?/sr)
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2.4. abra: In vivo biolumineszcens képalkotas a hSSTR4 transzgénnel ko-expresszalodo
luciferaz riporter fehérje aktivitasarol. Reprezentativ képek mutatjak az eltéré expresszios

mintazatot és lumineszcens jel intenzitasat az egyes hSSTR4 kopiakat hordozd egérvonalak kozott
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(A). Szoras- és oszlopdiagram mutatja a biolumineszcencia intenzitasat az agyhoz tartoz6 azonos
méretli teriileten (ROI) a kiilonb6z6 hSSTR4 transzgén kopiakat hordozd egérvonalakban (B).
Atlag+SEM, egyutas ANOVA Bonferroni ésszehasonlité teszt, *p < 0,0001; n = 6-19.

2.4.4. A hSSTR4 génexpresszio mennyiségi vizsgdalata RT-gPCR technikaval

A hSSTR4 transzgén expresszidja az RT-qPCR technikaval mért szervek koziil négyben volt
a legmagasabb: a cerebrumban, a bulbus olfactorius-ban, a trigeminalis ganglionokban,
valamint a him egerek esetében az onddvezetékben; mig a maradék nyolc szervben egészen
alacsony expressziot mértiink az Actb haztartasi génhez viszonyitva (2.5. abra).
A tiid6 kivételével minden vizsgalt szervben a Chr3 magasabb hSSTR4 expresszios szintet
mutatott, mint az egér Sstr4 expresszi6 a WT egerekben. A Chr3 a legmagasabb hSSTR4
expresszios szintet mutatta az idegrendszerben: az agykéregben, a bulbus olfactorius-ban, a
trigeminalis ganglionokban, a kisagyban és az agytdrzsben; tovabba viszonylag magas
expressziot mutatott az ondovezetékben. Ezzel 6sszehasonlitva, a WT egerekben az egér Sstr4
expresszio a legmagasabb az agykéregben, a tiidoben, az BO-ban, az ondovezetékben és a TRG-
ben volt; de sokkal alacsonyabb volt az agytérzsben és a kisagyban, mint a humanizalt
egerekben a hSSTR4 expresszid. Az Ul és U2 kopia a Chr3-nal altalanosan alacsonyabb

hSSTR4 expressziot mutatott minden szervben a tiid6 kivételével (2.5. abra).
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2.5. abra: Relativ egér Sstr4 és human SSTR4 mMRNS expresszios szint a WT és humanizalt
(Chr3, Ul and U2) egerekben. A diagram a RT-qPCR eredmények normalizalt értékét (2°-ACt)
mutatja a béta-aktin (Actb) mMRNS-éhez viszonyitva a vizsgalt szervekben. A BO a bulbus
olfactorius, a TRG pedig a trigeminalis ganglion roviditése. Aflag+SEM. A WT és Chr3 egerek
kozotti expresszios kiilonbségeket csillaggal jeloltiik. Kruskal-Wallis-préba Dunn-féle post hoc
teszttel kiegészitve; *pp < 0,01; N = 3-7 / genotipus.

2.4.5. A hSSTR4 transzgén expresszidja kiilonbozo agyi idegsejt tipusokban
Mivel hSSTR4-kapcsolt tdTomato fluoreszcencidgja nem volt detektalhatdé a nativ
agymetszeteken (2.3. melléklet abra), és nincs forgalomban megbizhatéan specifikus human
SST4 elleni antitest (elsésorban az egér és ember kozotti, masrészt az SST receptorcsaladon
beliili nagyfoku homologia miatt), ezért mRNS in situ hibridizaciot hasznaltunk a hSSTR4
expresszios mintazatdnak mikroszkopos feltarasara. A Chr3 hSSTR4 homozigdta egerek

agymintaiban a hSSTR4 mRNS mérsékelt expresszios szintet mutatott. Az elsddleges
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szomatoszenzoros kéregben (S1) a legmagasabb expresszios szintet a 1I-111. rétegben talaltuk
piriform kéreghen (elsddleges szaglokéreg) volt (2.7. abra). Az agy mas teriiletein, mint a
bulbus olfactorius granularis rétegében, a prelimbikus kéregben, az amigdala bazolateralis
(BLA) ¢és bazomedialis (BMA) magvakban alacsony, de szamottevé hSSTR4 expresszios
szintet talaltunk (2.8. abra). A hSSTR4 tilnyomoan a glutamaterg excitacios neuronokban
(Vglutl) expresszalodot, tovabba inkonzisztensen a GABA-erg neuronokban (Gadl) is az
elsédleges szomatoszenzoros kéreg (2.6. abra), piriform kéreg (2.7.C abra), prelimbikus kéreg
(2.8.B abra), BLA (2.8.C abra) és BMA (2.8.D abra) agyteriileteken. A hippokampusz CA1
¢s CA2 régidiban a hSSTR4 transzgén csak a glutamaterg excitacios neuronokban
expresszalodott (2.7.A-B abra). A bulbus olfactorius granularis rétegében nincsenek
glutamaterg excitacios neuronok, de a GABA-erg neuronokban expresszalodott a hSSTR4
(2.8.A abra). A kontroll mintak a Mellékletben talalhatoak (2.4. melléklet abra).
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2.6. abra: A hSSTR4 mRNS expresszioja az egér elsodleges szomatoszenzoros kéregben.
Reprezentativ konfokalis fluoreszcens mikroszkopos képek a Chr3 homozigota egérb6l. Human SSTR4
(piros), egér Vglutl (zold) és egér Gadl (fehér) mRNS-ek az elsédleges szomatoszenzoros kéregben
(S1, Bregma -1,46 mm). A szovetmintakon a sejtmagokat DAPI (kék) festéssel jeloltiik. A bal felsé
vonalas aranymérték 50 um-t jelol, mig a kinagyitott képberakasokban a jobb fels6é vonalas aranymérték

10 pm-t jelol.

36



/ /Vglut1/Gad1

>

Hippokampusz
CA1-CA2
-1.49 mm

o

Hippokampusz
CA1
-1.49 mm

Piriform kéreg
-1.49 mm

N
d *
5
’ d -
» Ny 3 - -
. o -~ -
» s !
- 3 -
5 - . b
% " . R )
~ ) I3 .
. : . 5
1 e y ‘e X

2.7. abra: A hSSTR4 mRNS expresszioja az egér hippokampuszban és piriform kéregben.
Reprezentativ konfokalis fluoreszcens mikroszkopos képek a Chr3 homozigéta egérbdl. Human SSTR4
(piros), egér Vglutl (zold) és egér Gadl (fehér) mRNS-ek a hippokampusz Ammon-szarv 1. és 2.
régioiban (CA1-CA2, Bregma -1,46 mm), tovabba a piriform kéregben (Pir, Bregma -1,46 mm). A
szovetmintakon a sejtmagokat DAPI (kék) festéssel jeloltiik. A bal felsé vonalas aranymérték 50 pm-t

jeldl, mig a kinagyitott képberakasokban a jobb felsd vonalas aranymérték 10 pm-t jelol.
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2.8. abra: A hSSTR4 mRNS expresszioja az egér bulbus olfactorius-ban, prelimbikus kéregben és
az amigdalaban. Reprezentativ konfokalis fluoreszcens mikroszkopos képek a Chr3 homozigota
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egérb6l. Human SSTR4 (piros), egér Vglutl (z61d) és egér Gadl (fehér) mRNS-ek a bulbus olfactorius
granularis rétegében (BO, Bregma +3.92 mm), a prelimbikus kéregben (PrL, Bregma +1.54 mm), az
amigdala bazolateralis és bazomedialis magjaiban (BLA ¢és BMA, Bregma -1.46 mm). A
szovetmintakon a sejtmagokat DAPI (kék) festéssel jeloltiik. A bal felsd vonalas aranymérték 50 pm-t

jelol, mig a kinagyitott képberakasokban a jobb fels6 vonalas aranymérték 10 pm-t jelol.

2.4.6. Ul és U2 keresztezés
A hSSTR4 Ul és U2 homozigéta egereket kereszteztilk, majd az F1 generaciot

beltenyésztettiik, hogy az F2 generacid genotipizalasaval megallapithassuk, hogy a transzgén
azonos, vagy kiilonboz6 16kuszon helyezkedik el. Ha kiilonb6z6 kopiarol van szd, akkor az F1
generacioban minden egér heterozigdta mindkét génre, és 1/16 eséllyel SSTR4 KO egeret kell
talalnunk az F2 generacioban. Ezzel szemben 100 egérbdl mind pozitiv volt a hSSTR4 génre (p
= 0,0127, kétoldalas Fischer-féle egzakt teszt, N = 100), ami azt mutatja, hogy a két vonalban
a transzgén azonos kromoszoman helyezkedik el. Az expresszios mintazat, a keresztezés
eredménye ¢és az, hogy egyik vonalban sem sikeriilt meghatarozni az integracios helyet, mind

abba az irdnyba mutat, hogy az U1 és U2 vonal ugyanazt a transzgént hordozza.

2.5. Megbeszélés

A projekt legfontosabb eredménye, hogy sikeresen létrehoztunk SSTR4 humanizalt
egérvonalakat a PB transzpozon vektor random inszerciojaval, és karakterizaltuk a human
receptort expresszaldé neuronokat a fajdalom- és hangulatszabdlyozashoz kapcsolodo
agyteriileteken. Ezek az egerek hasznos modellallatok lehetnek az SST4 receptor preklinikai
kutatasaban, ami egy Uj célpont a fajdalomcsillapitd, gyulladascsokkentd és antidepresszans
gyogyszerek fejlesztésében (16,20,21).

A népszerii knock-in technika helyett azért valasztottuk a random inszerciot, hogy elkeriiljiik
az egér Sstr4 gén szabalyozo elemeinek a befolyasat a transzgénen. A transzpozon vektorba az
huméan gén kodold szakaszan kiviil az human szabalyoz6 elemeket is beillesztettiik, és a
transzgén végein inszulatorokkal gatoltuk a pozicio effektust, hogy remélhetdleg a transzgén
minél inkdbb az huméanhoz hasonld expresszids mintdzatot mutasson. A modszer hatranya
viszont, hogy a létrehozott transzgenikus egerekben az integracios hely feltérképezése
problémas lehet, tovabba az inszercid félbeszakithat egér géneket (81,82).

A PB transzpozon random inszercidja a mi esetiinkben tobb integraciés helyet
eredményezett az FO egér generacidban. Ezek koziil harom kopianak a helyét sikeresen
meghataroztuk LM-PCR technika (75) segitségével (Chr3, Chrl0 és ChrX), de két kopia
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elhelyezkedése még tovabbra is ismeretlen (U1 és U2). Az, hogy sikertelen volt az Ul és U2
integracios helyének meghatarozasa, arra enged kdvetkeztetni minket, hogy a transzgének a
genom ismétlédé szakaszaiba integralodhattak, ami jelentésen neheziti a géntérképezést. A
Chr3 kopia helyének pontos ismeretében helyspecifikus PCR probat tudtunk tervezni, aminek
a segitségével nemcsak a transzgén jelenlétét tudjuk meghatdrozni, hanem a hetero- ¢és
homozigota egereket is meg tudjuk kiilonboztetni.

Az FO generdcidban mindharom transzgenikus ndstény egér vemhességében és sziilésében
komplikaciok 1éptek fel, amibe végiil elpusztultak. Ez arra enged kovetkeztetni minket, hogy
mindharom esetben a transzgén tobbszordsen inszertalddhatott a genomba, és az ebbdl
kovetkezO SST4 overexpresszid okozhatta a problémat, mivel az egy-egy kopiat hordozéd
utédokban ez nem fordult el6 tobbszor. Ez a megfigyelés alatamasztja, hogy az SST4 szerepet
jatszik terhességben, ugyanis a human placentaban tilnyomoan ezt a szomatosztatin receptort
talaltak meg (83,84).

A Dbiolumineszcens in vivo képalkotas a hSSTR4-kapcsolt luciferaz enzim expresszidjat
mutatta a kiilonb6z6 szervek tertiletén, a legerdsebb lumineszcens jelet az agy teriiletén mutatta.
A Chr3 egerek a legerdsebb expressziot a nagyagy teriiletén mutattak, mig az U1 és U2 kopiak
gyengébbet mutattak itt, de er6sebbet a bulbus olfactorius és az agy hatso teriiletén. Az RT-
qPCR alatamasztotta ezeket az eredményeket, mivel ebben az esetben is az agykéregben és a
BO-ban mértiik a legmagasabb hSSTR4 expresszids szintet. Az egér Sstrd gén expresszidja
valamivel gyengébb volt, mint a hSSTR4 a Chr3 egérben, a tiid6 kivételével, ami a WT egérben
sokkal magasabb volt, tovabba a kisagyban és az agytorzsben joval alacsonyabb volt. Ezek az
eredményeink megegyeznek a korabbi atfogd expresszios vizsgalatok adatbazisaival az egér €s
human receptor Osszehasonlitasaban (73,84-86). Ul és U2 kopiak expresszidja egymassal
hasonlosagot mutattak mind a luciferaz IVIS-ban, mint RT-qPCR eredményeiben, ami arra
enged kovetkeztetni minket, hogy esetleg ez a két kopia valdjaban azonos. Tovabb erdsiti ezt a
feltevést, hogy az Ul és U2 egérvonalak 6sszekeresztezésében genotipizaltunk 100 utoédot az
F2 generacioban, és nem talaltunk hSSTR4 KO egyedet. A transzgén integracios helyétél
fiiggetleniil, a hSSTR4 expresszios szint és mintazat is egyedenként valtozo volt a has és
medence teriiletén. Az adatbazisok szintén valtoz6 SSTs4 expresszios szintet (a nem
detektalhatotol a mérsékeltig) dokumentaltak mind az ember, mind az egér gasztrointesztinalis
¢és reproduktiv szervrendszerében (87-91). Ezeket az adatokat alatamasztja a Chr3 egerekben
RT-gPCR-ral mért viszonylag magas hSSTR4 expresszios szint iS. Az adatbazissal szemben
viszont a gyomorban és bélben alacsony hSSTR4 expressziot mértiink. Az agy teriiletén a Chr3-

ban volt a legerésebb luciferaz lumineszcens jel, kozel haromszor erésebb, mint az U1 és U2
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egerekben. Tovabba, az Ul ¢és U2 egerekkel ellentétben, a Chr3 egerek esetében
genotipizalassal meg tudtuk kiilonboztetni a hetero- és homozigdta egyedeket, amelyeket in
vivo képalkotasban Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a homozigotakban a lumineszcens
jelerdsség kétszer akkora, mint a heterozigotakban.

A tdTomato nem mutatott detektalhatd jelet semelyik egérvonalban, sem az in vivo
képalkotasnal, sem a fluoreszcens mikroszkopianal, valdszinilleg a transzgén altalanosan
alacsony expresszioja miatt. A fluoreszcens riporterfehérjéket altalaban valamilyen nagyon
erés viruspromoter (pl. citomegalovirus) vagy egy emlds haztartdsi gén promotere (pl.
elongacios faktor 1 alfa) hajtja meg, hogy megfelel6 mennyiségben expresszalodjanak, és erds
jelet adjanak (92). Tovabba, bar a tdTomato toleransabb az N-terminalis fehérjemodositasokra,
mint az mRFP1 elédje (93), mégis azt tapasztaltuk, hogy a tdTomato fluoreszcenciaja
jelent6sen gyengiil a fizidsfehérje formaban a nativ tdTomato proteinhez képest (2.1. melléklet
abra), valosziniileg azért, mert a luciferaz kapcsolodasa akadalyozza a tdTomato fehérje
folding-ot vagy a tetramerizaciot (94,95).

A fajok kozotti és az SST receptorcsaladon beliili erds homoldgia miatt nincs megbizhatéan
hSSTR4-specifikus antitest, ezért immunhisztokémia helyett az RNS in situ hibridizacios
technikat, az RNAscope-ot valasztottuk. A korabbi eredmények alapjan a Chr3 kopiat talaltuk
a legmegfelelobbnek a tovabbi kisérletekre, ezért ezekben karakterizaltuk a hSSTR4 expressziot
RNAscope technikaval. A hSSTR4 a legerésebb jelet a hippokampuszban (CA1l és CA2
régioiban) és az agykéregben (Pir, S1, PrL) mutatta, ami 6sszhangban van az egér és ember
expresszios adatbazisaval (87-91). A Chr3 egerekben a hSSTR4 foleg a Vglutl-pozitiv
glutamaterg excitacios neuronokban expresszalodik, hasonldan az Sstr4-hez a WT egerekben,
de annal lathatéan gyengébb expresszios szinten. A hSSTR4 a GABA-erg interneuronokban is
expresszalodott ugyanezeken az agyteriileteken, mig az egér Sstr4 expresszidja a centralis
amigdala magjaban talalhato GABA-erg sejtekben volt megfigyelhetd. Az elsddleges
szomatoszenzoros kéreghen a hSSTR4 leger6sebb expresszioja II-11l. rétegekben volt, ami
jelent6sen kiilonbozik az egér Sstrd expresszioval WT egerekben, mely legerésebben az V.
rétegben expresszalodik (73). Egy korabbi tanulmanyban az Sstr4 a WT egerek BO
glomerularis rétegében expresszalodtak, de a granularis rétegében nem (96), mig a
transzgenikus egerekben a hSSTR4 féleg a BO granularis rétegében expresszalodott.

Ezek az expresszios kiilonbségek az human SSTR4 és egér Sstr4 kozott adodhatnak a fajok
kozotti kiilonbségbdl, de adédhatnak a humanizalt egérmodell limitacioibdl is, mint a pozicid

effektus (82). Ezért ezeket a kiilonbségeket érdemes még tovabb vizsgalni.
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Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Chr3 hSSTR4 egérvonalban a transzgén elsésorban
a fajdalom- és hangulatszabalyozasért felelGs agyrégiok excitatorikus glutamaterg neuronjaiban
expresszalodik, szamos hasonlosagot és néhany kiilonbséget mutatva az Sstrd expressziohoz
képest WT egerekben. A human receptor funkcidjanak tovabbi alapos vizsgalatat kdvetden a
Chr3 egérvonal alkalmas transzlacios kutatasi eszkoz lehet az SSTa4 receptor, mint analgetikus,
antidepresszans ¢és gyulladascsokkentd gyogyszercélpont lehetdségeinek feltarasaban, tovabba

az uj SST4 agonista gydgyszerjeloltek preklinikai tesztelésében.

2.6. Kovetkeztetés

Kutatdcsoportunk korabban mar bizonyitotta, hogy a szomatosztatin 4-es receptor kozvetiti
a szomatosztatin fajdalomesillapitd és gyulladascsokkentd, tovabba antidepresszans hatasat
endokrin hatasok nélkiil, ezért ez egy igéretes gyogyszercélpontta valt jfajta gyogyszer
hatdéanyagok fejlesztésében. Az SST4 receptor expresszidjaban és funkcidjaban az egér ¢€s
ember kozotti faji kiilonbségek legydzésére létrehoztunk SST4 humanizalt egérvonalat, mely
hasznalhat6 lehet transzlacios allatmodellként a preklinikai kutatasban. Egy olyan transzpozon
vektort készitettiink, amely hordozza az human hSSTR4 gént az Osszes expresszios
szabalyozoelemével egyiitt. Ezt a transzgént véletlenszerii helyre inszertaltuk Sstr4 génhianyos
egerekbe, majd ligalas medialt PCR-ral azonositottuk az elhelyezkedésiiket. A luciferaz riporter
fehérje lumineszcenciaja alapjan in vivo képalkotassal kimutattuk, hogy a hSSTR4 transzgén
legféképp az agy teriiletén expresszalodik. RT-gPCR technikaval megerdsitettiik, hogy az
agyban és még néhany periférias szervben expresszaldodik a hSSTR4 transzgén, ami
megegyezett az in vivo képalkotasban kapott eredményekkel. RNAscope in situ hibridizacioval
kimutattuk, hogy a hSSTR4 transzgén expresszalodik a glutamaterg excitacios neuronokban a
hippokampusz CA1 és CA2 teriiletén, a GABA-erg interneuronokban a bulbus olfactorius
szemcsés rétegében, illetve mindkét fajta neuronban az elsddleges szomatoszenzoros kéregben,
a piriform kéregben, prelimbikus kéregben és az amigdalaban. Ez az SSTs4 humanizalt
egérvonal segithet nekiink alaposabban kivizsgalni az egér és ember kozti faji kiilonbségeket
az SST4 receptor expresszidjaban és funkcidjaban, tovabba segithet kivizsgalni az SSTs
agonista gyogyszerjellt molekulak hatasait.

A kutatdsunk kovetkezd 1épése az SSTs funkciondlis kivizsgalasa. Egy most indulo 1j
projekt keretében az human SST4 funkciojat tervezziik kivizsgalni ugy, hogy osszehasonlitjuk
a humanizalt SSTR4 egereket az Sstr4 WT és KO egerekkel az enyhe hésériilést kovetd
mechanikai hiperalgézia tesztben. A kisérletet Dr. Pozsgai Gabor dolgozta ki (12), melyben a
TRPAL agonista dimetil-triszulfid (DMTS) fajdalomcsillapito és gyulladascsokkenté hatasat
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vizsgalta, mi ezt a J-2156 és TT-232 SST4 agonistakkal akarjuk Gsszehasonlitani. Az eredeti
kisérlet ugyanis kimutatta, hogy ugyan a DMTS kozvetleniil a TRPAT receptort aktivalja, de a

fajdalomcsillapito és gyulladascsokkentd hatdsa SSTs receptor hidnyaban teljesen megsziinik.

2.7. Mellékletek
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2.1. melléklet abra: A riporter fehérjék jelerosségének dsszehasonlité diagramja. A luciferaz
enzim, mCherry és tdTomato vords fluoreszcens fehérjék, tovabba ezek fizids kombinacioi, ahol
a luciferaz enzim van az N-terminalison, az mCherry vagy a tdTomato pedig a C-terminalison. A
riporter fehérjék expresszios plazmidjait transzfektaltuk a CHO sejtekbe, majd IVIS-ban mértiik a
jelerdsségiiket. A fuziods fehérje forma mindkét vorods fluoreszeens fehérje szignaljat csokkenti, de
a tdTomato jelerdssége még mindig magasabb. A luciferaz enzimnek kedvez a fuzids fehérje forma,

¢s er0sebb lumineszcens jelet ad, mint 6nallo fehérjeként.
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Min= 84
Max= 1603

2.2. melléklet abra: A tdTomato fluoreszcens és luciferaz lumineszcens jel 6sszehasonlitasa
IVIS-ban. A tdTomato fluoreszcenciaja 1V1S-ban kiilonb6z6 filterekkel (Ai-4). Ugyanazoknak az
egereknek a luciferaz lumineszcencigja IVIS-ban (B). Mindegyik képen a bal oldali egér hSSTR4
U2 heterozigota, a jobb oldali egér pedig Sstr4 KO egér. A tdTomato nem adott az

autofluoreszcencianal erdsebb, jol elkiilonithetd jelet.
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Sstr4 KO bulbus olfactorius hSSTR4 Chr3 bulbus olfactorius

Sstr4 KO hippokampusz hSSTR4 Chr3 hippokampusz

2.3. melléklet abra: A tdTomato nativ fluoreszcens mikroszkopos képek Sstr4d KO és hSSTR4
Chr3 egerek szovetmintaiban. A tdTomato nem adott az autofluoreszcencianal erdsebb, jol

elkiilonithetd jelet.
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RNAscope szingleplex
Hippokampusz CA2
-1.46 mm

2.4. melléklet abra: Reprezentativ RNAscope kontroll festések. Az RNAscope 3-plex negativ
kontroll a bakterialis dabP mRNS-re specifikus, a mintak a hSSTR4 homozigéta egér CA1 (Bregma

egér Polr2a (zold), Ppib (piros) és Ubc (fehér) mRNS-re specifikus, a mintak a hSSTR4 homozigéta
egér CA1 (Bregma -1.46 mm) régidjat mutatjak (B). A hSSTR4 szimplex kontroll minta a hSSTR4
kontrollként hSSTR4 mRNS-specifikus probat hasznaltunk az Sstr4 egér mintan (C, k6zépso kép),
illetve mSstr4 mRNS-specifikus probat hasznaltunk a hSSTR4 egér mintan (C, jobb oldali kép), a
CA2 (Bregma -1.46 mm) régidban. A szévetmintikon a sejtmagokat DAPI (kék) festéssel jeloltiik.
A bal fels6 vonalas aranymérték 50 pm-t jel6l, mig a kinagyitott képberakasokban a jobb felsé

vonalas aranymérték 10 pm-t jeldl.
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Név

hSSTR4 Up-1
hSSTR4 Up-2
hSSTR4 Up-3
hSSTR4 Up-4
hSSTR4 Down-1
hSSTR4 Down-2
LM-V1

LM-V2

LM-V3
LM-V1B
LM-V2B
LM-V3B
Chr3pr2
Chr3pr3
Chr10pr2
ChrXprl
ColelOri-F
ColelOri-R
Backbone ctrl Fwd
Backbone ctrl Rvs
TR1

TR2

TR ST43

TR ST44

Szekvencia

ATCCTCATT CACTATCCTGGG AAGT
CCTGGAATCTTTCCTGTGCCTACTT
TCC TGG AAG CACTAGCTGTTTATCA
TTC ACCAGCGTCTTC TGT CTC ACC
GGA GCCCTTCCCCTACCCA

TGG GTA GGG GAA GGG CTC C-

AGC TCCAGCTTTTGT TCCCTT

ACG ACT CAC TAT AGG GCG AAT

GGC GAATTG GGT ACC GGG

CTATTC AAATTA ATA AAT AAA CCT CG
TAA ACC TCG ATATAC AGA CCG
CGATAA AACACATGCGTC AA

CTG GTT CCG AGT CTC TGA GG

TCA GGA GCA AGA GAG GAA GA

ATA ATG CCCCTGGCATAGCTTTC
AAC TCCTTT ACCCGCTTGCTC

ATC GAC GCT CAAGTC AGA GG

CCG GAT CAAGAG CTACCAAC
GTGTCGCCCTTATTCCCTTT

AAC TTT ATC CGC CTC CAT CC
CTTTGC TCATCCCTCCATCT

GTC GCTGTG CATTTAGGACA
TTGACG CATGTGTTT TAT CG

ATC CTG GTACCC ACCCAGAC

2.1. melléklet tablazat: Felhasznalt primerek listaja.

Az egerek farkarol levagtunk egy 1-2 mm-es szovetmintat, amibdl a DNS-t tisztitasat, majd a
PCR reakciokeverék osszeallitasat a Phire Tissue Direct PCR Master Mix kit (F170L, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) készlet segitségével végeztiik a gyartoi protokoll szerint.
A PCR-t a Standard PCR programon végeztiik Biometra TAdvanced Twin 48/48 G (846-2-070-
2xx, Analytik Jena) gépben. A PCR termékek és az 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs
Inc., USA) DNS Iétra kontroll gélelektroforézisét 70 V-on, 1% agardz gélen és 1x TAE
pufferben végeztiik. 30-45 perc utan a gélt kivettiik, és ultraibolya hattérfénnyel megvilagitva

okostelefonnal lefényképeztiik.

Lépés
Kezdeti denaturacié
30 ciklus denaturacio
kapcsolodas
meghosszabbitas

Végs6 meghosszabbitas

Homérséklet (°C) Idotartam
98 5 perc
98 30s
60 30s
72 2 perc
72 10 perc

2.2. melléklet tablazat: Standard PCR program genotipizalashoz.



5 perc
denaturacio 30s
kapcsolodas LM primer fiiggd 30s
meghosszabbitas 72 2 perc

72 10 perc

2.4. melléklet tablazat: Ligalas medialt PCR masodik és harmadik programja, tovabba az inverz PCR

programjai.

| Kesdotidenaturicis o5 3 perc
denaturacio 95 30s
kapcsolodas 62 30s
meghosszabbitas 72 1 perc

2.5. melléklet tablazat: Kvantitativ PCR program
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3. Szerves poliszulfidok kotohelyének azonositasa a human TRPAL

receptoron

3.1. Bevezetés

A kronikus fajdalom és tartds gyulladas komoly problémat jelentenek a modern
tarsadalomban, vilag szinten az emberek 20-45%-at érintik (3,97-101). A kronikus fajdalom
kozvetlen hatasa az életmindség csokkenése és akar testi funkciok kiesése (1,102-104). Ha a
tartds gyulladast nem kiséri fajdalom, akkor konnyen rejtve maradhat, de még ugy is
hozzajarulhat sok maés kronikus betegség kialakuldsdhoz, mint példaul a 2-es tipusu
cukorbetegséghez, allergiakhoz, sziv- és érrendszerei betegségekhez és a rak tobb tipusahoz is
(2,105,106). A hagyomanyos fajdalomcsillapitd és gyulladascsokkentd gyogyszerek, mint a
szteroidok, az NSAID-ok ¢és az opioidok nem alkalmasak hosszutavli kezelésre, mert
fokozatosan a mellékhatasaik Kkeriilnek tulstlyba (4-8). Emiatt oridsi az igény Uj
hatdsmechanizmusu gyogyszerek fejlesztésére a kronikus fajdalom és tartds gyulladés
kezeléséhez. A poliszulfidok igéretes hatoanyagok erre a célra, és a gyogyszerkutatasban egyre
tobbet tanulmanyozzak a hatasaikat. Korabban hidrogén-szulfidnak (H.S) tulajdonitottak a
fajdalomcsillapitod és gyulladascsokkentd hatasokat, amely egy gaz halmazallapotu endogén
jelatvivé anyag. Ma mar tisztazott, hogy a gyulladaskor lokalisan felszabadulé H»S spontan
oxidalodik natrium-hidrogén-szulfidda (NaSH) és natrium-szulfidda (NazS), és spontan
polimerizalodik szervetlen poliszulfidokka (pl. Na2Ss). Ezek a hatéanyagok elég reaktivak
ahhoz, hogy a Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1 (TRPAL) receptor ciszteinjeihez
kovalensen kotédjenek és aktivaljak azt (12,107-109). A TRPAI1 aktivaci6 hatasara
szomatosztatin szabadul fel, ami az SST4 receptoron keresztiil szisztémas fajdalomcsillapitast
¢és gyulladascsokkentést valt ki (16-25). A poliszulfidok ezen a hatasait megsziinteti a Trpal
vagy Sstr4 gén kiiitése (12). Ezek alapjan feltételezhetjiikk, hogy a poliszulfidok
fajdalomesillapitd és gyulladascsokkentd hatasat legalabb részben a TRPAI1 receptor
aktivalasaval fejtik ki. A jotékony hatdsaik ellenére a szervetlen poliszulfidok nem alkalmasak
gyogyszernek, mivel nagyon reaktiv és instabil molekuldk. Adagolasuk nagyon nehéz akar
kozvetlen bejuttatassal, akar endogén szintézis altal H2S donor bejuttatasaval (pl. GY'Y4137).
fgy fordult a figyelmiink a biologiailag hasonlé hatasti, de sokkal stabilabb szerves
poliszulfidok felé, mint a dimetil-triszulfid (DMTS), a diallil-triszulfid (DATS) és a diallil-
diszulfid (DADS) felé, amelyek a fokhagymaban természetes méodon megtalalhatoak
(12,15,110-114).
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A szervetlen poliszulfidok molekularis hatasmechanizmusat mar széleskorben kutatjak, a
szervesekér6l azonban még nagyon keveset tudunk. Ezért a kutatdbmunkank soran az els6
1épésként azt tlztiik ki célul, hogy azonositsuk a szerves poliszulfidok kotohelyét a TRPA1
receptoron helyspecifikus mutagenezis segitségével. A human TRPA1 28 ciszteinje koziil
megvizsgaltuk az elektrofil agonistak konvencionalis kotéhelyét alkotokat az N-terminalis
doménen (C621, C641 és C665) (115-118), illetve a transzmembran régioban elhelyezkedd
fehérjefelszini ciszteineket, amelyek feltételezhetden kotdhelyiil szolgdlnak az erésen hidrofob
agonistaknak (C727 és C834) (3.1. abra) (119,120). Sikeresen létrehoztunk olyan TRPAI1
mutans valtozatokat, amelyeknek csokkent vagy teljesen megsziint a szenzitivitdsa a szerves
poliszulfidokkal szemben, de mas funkciok sértetlenek maradtak (pl. a nem-elektrofil agonistak
¢s antagonistak hatdsa). A mutans receptorok kotési tulajdonsagait elézetesen in silico
molekularis dokkolasi technikaval vizsgaltuk. A funkcionalis valtozasokat in vitro
modszerekkel vizsgaltuk: kalcium-érzékeny fluoreszcens aramlasi citometriaval, radioaktiv

#5Ca folyadék szcintillacié szamolassal és whole-cell patch-clamp technikaval.
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A TRPA1 receptor szerkezete
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3.1. abra: A TRPA1 receptor homotetramer fehérje egy alegységének a szerkezete. A
transzmembran doméneket (TM), az intracellularis teret (Intra), az extracellularis teret (Extra), a
peptid N-terminalisat (N), és a peptid C-terminalisat (C) jeldltiik az abran. A jelolt aminosav

roviditések: C= cisztein, G = glutamin, | = izoleucin, K = lizin, S = szerin, T = treonin, Y = tirozin.

3.2. Célkitiizés

Az endogén, tulnyomodan szervetlen poliszulfidok (pl. Na-szulfid) kétOhelye mar ismert a
TRPAL receptoron (121), de az exogén szerves poliszulfidok kot6helye még feltérképezésre
szorul. Ehhez olyan mutans TRPAL receptor valtozatot szeretnénk létrehozni, amelyet nem
aktivalnak a szerves poliszulfidok, de mas kotohelyii agonistak (pl. karvakrol, timol, mentol)
igen.
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3.3.  Anyag és médszer

3.3.1. ADMTS, DADS és DATS szamitogépes dokkoldasa a TRPAL receptorra

A szamitogépes modellezést és kalkulaciokat Dr. Zsido Balazs Zoltan és Dr. Hetényi Csaba
vegeztek.

A dimetil-triszulfidot (DMTS), diallil-diszulfidot (DADS) ¢s diallil-triszulfidot (DATS) a
FITTED szoftver Sketcher 2D eszk6zével szerkesztettik meg és a CONVERT eszkozzel
konvertaltuk mol2 fajlformatumba. A ligandok tovabbi eldkészitését a FITTED szoftver
SMART eszkozével végeztik (122-124). A torziét minden forgasra képes kotés esetén
engedélyeztiik, hozzarendeltiik az AMBER (125) atomtipusokat és hozzaadtuk a Gasteiger-
Hiickel (126) részleges toltéseket. Ugyanezeket a ligandokat elokészitettiik AutoDock
(RRID:SCR_012746, (127)) kalkulaciokra is, ahogyan azt a korabbi publikacidinkban mar
kifejtettik (128-131). Roviden: a struktirakat Maestro (132) szoftverben készitettiik, az
energia-minimalizalast és a Gasteiger-Marsilli részleges toltések hozzaadasat OpenBabel
(RRID: SCR_014920) szoftverrel végeztiik (133).

A ligandmentes TRPAL receptorban az atomok elhelyezkedését (koordinacidjat) a the
Worldwide Protein Data Bank (wwPDB, RRID:SCR_006555 (134)) adattarabol szereztiik meg,
a 6VIOW hozzaférési koddal azonositott fajlként (135). Mivel a fehérje négy azonos
peptidlancbol szimmetrikusan all 6ssze (homotetramer), ezért csak egy ilyen alegységet
hasznaltunk a szamitasokhoz, hogy csokkentsiik a szamitogépek igénybevételét. A ligandok
ugy kotédnek egy-egy alegységhez, hogy azt a tobbi alegység nem befolyasolja. A hianyzo
atomokat és csoportokat a SWISS MODEL (136) segitségével épitettiik fel, az energia-
minimalizalast pedig GROMACS (137) szoftverrel végeztik. A legmeredekebb siillyedés
optimalizalas konvergencia kiiszobét 103 kJ mol-1 nm-1l-re, a konjugalt gradiens
optimalizalasat pedig 10 kJ mol-1 nm-1-re allitottuk be. AMBER99SB-ILDN er6teret (125)
hasznaltunk a kalkulaciokhoz, és a nehézatomokra pozicido megkotésére a 103 kJ mol-1 nm-2
erd allandot hasznéltuk. Ugyanezt az eldkészitést végeztiikk a C621S mutans (6PQQ) és holo
(6PQP) receptor esetében, amiket a PDB adatbazisbdl szereztiink (138). A holo receptor olyan
formaban volt elérhetd, ahol a benzil-izotiocianat (BITC) a C621 aminosavhoz kovalensen
kotodott, igy errdl eltavolitottuk a BITC-t majd a hidrogén atomot visszaallitottuk a TRPA1L
ciszteinen a kalkulaciok elétt. A FITTED szoftver ProCESS eszkozével tovabb optimalizaltuk
a célmolekulakat, ehhez az eredeti beallitasokat hasznaltuk (122). Az AutoDock esetében a
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hozzaadott hidrogén atomokat és részleges toltéseket kihagytuk az energia-minimalizalasbol.
A 6PQQ apo receptor S621A tovabb mutalasat a PyMol (139) szoftverrel végeztiik.

A kovalens dokkolasi kalkulaciokat a FITTED szoftverrel végeztiik. A kovalensen k&t6do
aminosav oldallanc (C621 vagy S621) és a szomszédos lagos oldallanc (P622) a program
grafikai felhasznaloi feliileten illesztettiik helyre. A négyzetes kozépérték (RMSD) szamitasat
a krisztallografias és reprezentativ ligandum konformaciok kozott végeztiik, ha elérhetdek
voltak ezek az értékek. Minden mast az eredeti beallitason végeztiink. Minden ligandumot 10
dokkolason futtattunk végig, és az igy késziilt ligandum konformacidkat a kalkulalt kotési

szabad entalpia értéke (AGukaik) alapjan rangsoroltuk.

3.3.2. Szerves poliszulfid szintézis
LaszIlo Szabolcs végezte a DADS és DATS szerves poliszulfidok szintézisét, amelyek a DMTS-

sel ellentétben nem konnyen beszerezhetoek.

3.3.2.1.  Anyagok

A dimetil-triszulfidot, ként, natrium-szulfidot, ammoénium-hidroxidot, etanolt és aktiv szenet
a magyarorszagi Reanal Zrt.-t6l szereztiik be. A Sigma-Aldrich-t6l vasaroltuk a ciszteint
(168149), tetrabutil-ammonium-jodidot (140775) és allil-bromidot (337528). A vasarolt

anyagokat el6zetes tisztitasi 1épések nélkiil hasznaltuk.

3.3.2.2.  Miiszerek

A két szerves poliszulfid szintetizalasahoz Yuan és mstai. (140) protokolljanak modositott
valtozatat hasznaltuk. A publikacidban szerepld fazis transzfer katalizatornal mi hatékonyabbat
tudtunk hasznélni, igy egyszeriibb eszkozokkel és energiatakarékosabb mddon vittiik végbe a
reakciot a termék tisztasaganak megtartasa mellett. Az olvadaspontot Buchi B-535 miiszerrel
mértikk. Az infravords fényelnyelési spektrumot a Perkin Elmer Spectrum Two Fourier-
transzformacios infravoros spektroszkoppal (FTIR) mértiik, amit Universal Attenuated Total
Reflectance Accessory (UATR) fejjel egészitettiink ki. A tomegspektrumot (MS) GC/MS és a
szintetizalt anyagok Osszetételének analizisét QP-2010 spektrométerrel (El, 70 eV) mértiik.
ZB5-MSI kapillaris csoveket hasznaltunk, ami 30 m hosszt és 0,25 mm atméréji. A kovetkezd
beallitdsokat hasznaltuk: a kapilléris csé 80 °C hdmérsékletrdl indult, majd 250 °C-ig emeltiik.

Héliumot hasznaltunk hordozdgazként, amit 1 ml/perc linearis aramoltatason tartottunk.
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3.3.2.3.  Diallil-diszulfid és diallil-triszulfid

Mindkét vegyiilet a Yuan és mtsai. (140) altal publikalt protokoll modositott valtozata szerint
késziiltek. Els6 1épésként a natrium-diszulfid és a natrium-triszulfid oldatokat készitettiik eld
kénnel és natrium-szulfiddal a kovetkez6 képpen: diallil-diszulfidhoz: 6,4 g (0,2 mél) kén, 48
g (0,2 mol) natrium-szulfid; diallil-triszulfidhoz pedig: 6,4 g (0,2 mol) kén, 24 g (0,1 mol)
natrium-szulfid; és ezeket feloldottuk 100 ml desztillalt vizben egy kerek alju f6z6lombikban.
Az oldatot folyamatos keverés alatt tartottuk egy napig szobahdmérsékleten, majd sziir6papiron
atsztirtik. Hozzaadtunk 0,3 g tetrabutil-ammoénium-jodidot a vordsesbarna oldathoz
fazistranszfer-katalizatornak. Diallil-diszulfidhoz 363 g (0,3 mol) allil-bromidot adtunk az
oldathoz; diallil-triszulfidhoz pedig 18,2 g (0,15 mol) allil-bromidot adtunk az oldathoz
cseppenként 20 perc alatt, €s kdzben a reakcidelegy hdmérséklete nétt. A hozzaadast kvetden
jégen hitottiik a keveréket. A keletkezett keveréket 300 ml éterrel vontuk ki. A szerves fazist
vizmentes MgSOs segitségével szaritottuk egy ¢éjszakan keresztil. Ezt egy forgd
parologtatoban, nyomas alatt, keringetett levegével végeztiik, hogy eltavolitsuk az olddszert. A
megmaradt fazist végiil gyenge vakuumban desztillaltuk.
Diallil-diszulfid: a frakciot 45-60 °C-on és 0,8 torron gyijtottiik. 25,8 g olajat kaptunk, aminek
vilagos sarga szine és erds fokhagyma szaga volt. A diallil-diszulfid hozama 88%, tisztasaga
(gazkromatografias tomegspektrométer, GC-MS) 90% volt (3.1. melléklet abra). A
funkcidcsoportokat FTIR segitségével azonositottuk (3.2. melléklet abra): (UATR, cm-1):
3081 (=C-H); 3009 (-CH2); 2979 (-CH2); 1634 (C=C); 1422 (C-S);
Diallil-triszulfid: a frakciot 90-110 °C-on és 1,0 torron gytjtottiik. 5,1 g olajat kaptunk, aminek
vilagos sarga szine és erés fokhagyma szaga volt. A diallil-triszulfid hozama 37%, tisztasaga
(GC-MS) 63,5% volt (3.3. melléklet abra). A funkciocsoportokat FTIR segitségével
azonositottuk (3.4. melléklet abra): (UATR, cm-1): 3081 (=C-H); 3009 (-CH2); 2979 (-CH2);
1634 (C=C); 1422 (C-S);
A 90% DADS 10% DATS-ot tartalmazott, a 63,5% DATS pedig 36,5% DADS-ot tartalmazott.

Nem volt mas kontaminacid a szintetizalt vegyiiletekben.

3.3.3. A TRPAI helyspecifikus mutagenezise PCR technikdaval
A helyspecifikus mutagenezis tervezését és kivitelezését én végeztem.
Kutatocsoportunk mar egy korabbi munka soran elkészitette a human TRPAL1 cDNS-t
hordozo pT31-hTRPAL expresszids plazmidot (12). Ezt a vektort hasznaltuk a kisérleteink

soran a WT TRPA1 expresszalo sejtvonalak és a mutans TRPA1 véltozatok 1étrehozasahoz. Ez
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a plazmid egy Sleeping Beauty 100 transzpozonon beliil hordozza a human WT TRPAL
receptort kodoldo cDNS-t, ami az 5’ végén egy citomegalovirus (CMV) prométer hajt meg, 3’
végén pedig egy polyA termindcios szekvencia zarja le. Szelektiv markereknek ampicillin,
kanamycin/neomycin/geneticin (G418) rezisztencia géneket hasznaltunk.

Az egyszeresen mutans TRPAT1 valtozatokat a pT31-hTRPA1 plazmidbdl kétlépéses mutagén
PCR reakcioval hoztuk létre. Ezekhez TAdvanced Twin (846-2-070-2xx, Analytik Jena) PCR
késziiléket és Q5 Hot Start High-Fidelity DNS polimeraz enzimet (M0493, New England
Biolabs) hasznaltunk a gyartdé elbirasainak megfeleléen. Minden primert a PrimerBLAST
(RRID: SCR_003095, (76)) és Integrated DNA Technologies (IDT) OligoAnalyzer Tool
(RRID:SCR_001363, (141)) web-es eszkozok segitségével terveztik meg, és az IDT
szintetizalta nekiink. A mutaciokat hordozo primereket tgy terveztilk meg és készittettiik el,
hogy az adott cisztein kodonjat kicseréltiik alaninéra. Ezt elvégeztiik minden célzott cisztein
aminosav (C621, C641, C665, C727, C834) esetében, mind forward, mind reverse iranyu
primereket 1étrehozva (3.1. melléklet tablazat). A CysF2 és CysR2 terminalis primereket (3.1.
melléklet tablazat) ugy terveztilk meg, hogy a PCR termék a végeinél majd egy-egy egyedi
restrikcios endonukleaz hasitohely (BStEIL az 5° végéhez kozel és BbvCl a 3’ végéhez kozel)
foglaljon magaba. Az els6 PCR (3.2.A melléklet tablazat) soran a mutacios primereket a
terminalis primerekkel parositottuk két kiilon reakcioban (pl. CysF2 és C621A-R; C621A-F és
CysR2), igy a tervezett PCR terméket nem egészben, hanem két darabban kaptuk meg (3.4.A
abra, lasd a 3.4.3. eredményeknél). A masodik PCR (3.2.B melléklet tablazat) soran ezt a
két PCR termék darabot egyesitettilk a terminalis primerek (CysF2 és CysR2) segitségével
(3.4.B abra). Ezt a végs6 PCR terméket és az intakt pT31-hTRPAL plazmidot egymas utan
emésztettiik a BstEII-HF (R3162, New England Biolabs) és BbvCI (R0601, New England
Biolabs) restrikcidos endonukledaz enzimekkel (3.4.C abra), majd agardz gélelektroforézis
segitségével elvalasztottuk a DNS fragmenteket, és ezeket NucleoSpin DNA Gel and PCR
Clean-up kit (740609.50, Macherey-Nagel) segitségével tisztitottuk meg. Az ,,iires” plazmidba
(8192 bp), amelybdl mar hidnyzott a TRPA1 kodolo szakaszanak egy része, beillesztettiik az
elkésziilt 0j, immar mutaciot hordozé megfeleld6 TRPA1 kodold szakaszt, és T4 DNS ligaz
(M0202L, New England Biolabs) segitségével ligaltuk (3.4.D abra).

Dupla és tripla mutdnsokat ugyanigy készitettiik, csak nem a WT TRPA1 gént hordozo
plazmidbdl indultunk ki, hanem mar egyszeres vagy kétszeres mutansbol. Minden mutéans
TRPAT1 valtozatot Cys-F és Cys-R primerekkel Sanger szekvendltattunk ellenérzés céljara
(Pécsi Tudomanyegyetem Szentagothai Janos Kutatokozpont), hogy meggy6zodjiink roéla,

hogy csak a tervezett muticiokat hordozzak az 0j plazmidok.
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3.3.4. Plazmid amplifikdcio Escherichia coli baktériumban
A plazmid felszaporitasat és tisztitdsat én végeztem.

Kémiailag kompetens DH5a E. coli baktérium sejteket a kalcium-klorid modszerrel hoztuk
1étre (142). 10 pl ligalasbol szarmazo plazmidot adtunk 100 pl kompetens sejthez és 30 percig
inkubaltuk jégen. A sejteket hdsokkal transzformaltuk 42 °C-on 60 masodpercig, majd
hozzaadtunk 1 ml LB tapoldatot és 1 6raig 37 °C-on inkubaltuk folyamatos razatas mellett (200
rpm). Ezt kdvetéen 200 ul-t szélesztettiink 100 pg/ml Ampicillin (Amp) szelekciés LB-agar
taptalajra, és egy napig inkubaltuk 37 °C-on. A kinétt telepeket (TRPA1 variacionként
legfeljebb 6-ot) 4j Amp-LB lemezekre oltottuk és egy ujabb napig inkubaltuk 37 °C-on. A
plazmidokat GeneJET Plasmid Miniprep Kit (K0503, Thermofisher Scientific) segitségével
izolaltuk. A mintdk DNS koncentracidjat Jenway 7310 UV/Vis spektrofotométerrel mértiik. A
plazmidokat eldszor ellendrzé emésztéssel teszteltiik, amelyekhez kiilon-kiilén Spel (R0133),
Pvul (R0150), Pstl (R0140) és EcoRI (R0101) restrikcios endonukleazokat hasznaltunk (New
England Biolabs). A megfelel6 plazmidokat a Cys-F és Cys-R primerek (3.1. melléklet
tablazat) hasznalataval Sanger szekvenalassal is ellenériztiik (Pécsi Tudomanyegyetem
Szentagothai Janos Kutatokozpont). A szekvenalasi nyers adatokat ApE A plasmid Editor
(RRID: SCR_014266) szoftverrel és Nucleotide-BLAST (RRID: SCR_001598, NIH, NCBI)
webes eszkozzel elemeztiik, és az eredeti pT31-hTRPA1 plazmiddal vetettiik dssze. Azok a
plazmidok feleltek meg, amelyek csak a tervezett mutaciot hordoztak. Az igy kivalasztott
plazmidokat hordozo baktériumokat nagy mennyiségben novesztettik: 200 ml Amp-LB
tapoldatban 1 napig folyamatos razatas mellett (200 rpm). A nagy mennyiségii plazmid DNS-t
NucleoBond Xtra Maxi Plus EF Kit (740426.50, Macherey-Nagel) segitségével izolaltuk, majd
a DNS koncentraciot Jenway 7310 UV/Vis spektrofotométerrel mértiik. Végiil a plazmidok

crer

crer

A CHO sejtekbe (RRID: CVCL_0213) TurboFect (R0532, ThermoFisher Scientific)
transzfekcids reagens segitségével transzfektaltuk a létrehozott TRPA1 valtozatokat hordozo
plazmidokkal. A TurboFect-DNS-tapoldat aranyat illetden sziikség volt egy kis valtoztatasra a
gyartoi utmutatohoz képest. Az optimalis arany bedllitdsdhoz zold fluoreszcens proteint (GFP)
expresszalo pZS5 vektort hasznaltuk. Az igy tapasztalt optimalis ardny a 10 pl TurboFect és 10
ul plazmid (2,5 ng DNS) volt 1 ml CHO sejthez, amik a 24 lyukt lemezen 50%-ban nétték be
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a lemez aljat (~100 000 sejt lyukanként); a gyarto altal ajanlott 2 pl TurboFect és 1 ug plazmid
helyett. A TurboFect-et és a plazmidot 90 ul OptiMEM (ThermoFisher Scientific 31985062)
tapoldathoz kevertiik alapos vortex-szel és 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd 1
ml DMEM teljes tdpoldatban ndvesztett CHO sejthez adtuk, és inkubaltuk egy éjszakan at 37
°C-on 5% széndioxid jelenlétében. Mivel ez csak egy tranziens transzfekcio, ezért a sejtek csak
a kovetkezd 24-48 oraban expresszaltdk optimalisan a TRPA1 receptort, ezt kdvetden
drasztikusan csokkenni kezdett a receptor szintje és a sejtek alkalmatlanna valtak a kisérletek

elvégzésére. Minden kisérlethez ¢l6z6 nap frissen transzfektalt CHO sejteket hasznaltunk.

3.3.6. Immuncitokémia

A sejtek tdargylemezekre centrifugdldsat én, Dr. Sandor Zoltan és Dr. Kemény Agnes végeztiik.
A sejtek fixaldasat és az immuncitokémidat Hirné Perkecz Aniko és Ordonicsné Szombati
Veronika asszisztensek végezték. Az eredmények kiértékelését én végeztem.

A 24 lyukt lemezen 1 ml teljes DMEM-ben novesztett transzfektalt (pT31-hTRPAL: WT,
C621A, C641A és C834A) és nem transzfektalt CHO sejteket 5 percig emésztettiik 200 pl
0,05% tripszin-EDTA (15400054, ThermoFisher Scientific) oldatban emésztettiik. Szigoruan
minden sejtvonalat pontosan 5 percig tripszineztiik, hogy a sejtfelszini TRPAL receptor
lebomlasat minimalizaljuk, és a sejtvonalak kozotti kiilonbségeket ne befolyasoljuk. Ezt
kovetden 1 ml DMEM tapoldatban felszuszpendaltuk a sejteket, majd CytoSpin 4 (A78310250,
ThermoFisher Scientific) centrifugaban felvittiik a sejteket egy-egy targylemezre. A mintakat
haromszor mostuk 1x PBS-ben, majd az endogén peroxidaz aktivitast 0,3% H202-vel
blokkoltuk. A blokkolé puffer 2% BSA-t (bovine serum albumin, A7030, Sigma-Aldrich, Merck
KGaA) és 0,3% Triton X-100-at (X100, Sigma-Aldrich, Merck KGaA) tartalmazott. A mintakat
szobahdmérsékleten inkubaltuk egy éjszakan at poliklonalis human TRPAL elleni nyual IgG
antitesttel (OST00061W, ThermoFisher, USA), 1:6000 aranyban higitva a blokkolo pufferben.
Tris pufferelt sooldat (tris-buffered saline - TBS) mosasokat kdvetden a mintakat 2 o6ran
keresztiil inkubaltuk szobahémérsékleten peroxidaz kapcsolt poliklonalis nyul IgG elleni
kecske 1gG antitesttel (31460, ThermoFisher Scientific, USA), 1:5000 aranyban higitva a
blokkoldé pufferben. Az eldhivast nikkel (I1)-szulfat-hexahidrat/3,3’-diaminobenzidin-
tetrahidroklorid (Sigma-Aldrich, USA) Tris-HCI oldataval végeztik. A mintakat hagytuk
kiszaradni egy €jszakan at szobahdmérsékleten. Ezt kdvetden novekvd etanol-koncentracidval
(50%, 70%, 96% és abszolut etanol, 5-5 percig) dehidrataltuk, majd lefedtik DPX-szel (Sigma-
Aldrich, USA), és hagytuk ujra megszaradni. A képeket Nikon Microphot-FXA (Nikon, Japan),

S7



mikroszkoppal készitettiik. A képeket GIMP 2.10.30 (143) szoftverrel elemeztiik ki Ggy, hogy
elosztottuk a 186-nal alacsonyabb fényességértékii pixelek szamat (Osszes sejtet lefedd
képteriilet) a 131-nél kisebb fényesség értékii pixelek szaméaval (a jol festddott, sotét sejtek,
amelyeket sikeresen transzfektaltnak tekintiink), majd az igy kapott adatokat GraphPad Prism
8 (RRID: SCR_002798) szoftverrel elemeztiik. A TRPA1 valtozatokat expresszalo sejtvonalak

eredményeit a negativ kontrollhoz, azaz a nem transzfektalt sejtekhez viszonyitottuk.

3.3.7. Kalcium érzékeny fluoreszcencia mérés aramldsi citometriaval
Az dramldasi citometridat én és Dr. Sandor Zoltan végeztiik. Az eredményeket én értékeltem ki.
Minden transzfektalt CHO sejtvonalbdl 1 ml-t (~100 000 sejtet) 4 ul Invitrogen Fluo-4, AM
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific F14201) sejtmembran permeabilis kalcium érzékeny zold
fluoreszcens festékkel festettiik 1 ora alatt 37 °C-on inkubalva. A mérések soran mintanként
100 pul CHO sejtet ) csObe tettiink és 900 ul hatdéanyagot adtunk. A hatdanyagokat
extracellularis folyadék (ECS) pufferben oldottuk, a kontroll mintahoz csak ECS-t adtunk. A
hatbanyagok szerves poliszulfidok (DMTS, DADS ¢és DATS) és mas elektrofil agonistak
(AITC, JTO10 és fahéjaldehid), nem elektrofil agonistak (karvakrol, mentol és timol) és
antagonistak (HC-030031 és A-967079) voltak. A hatéanyagokat tobb koncentracioban is
kiprobaltuk, de a legtobb esetben a 100 uM-ban hasznaltuk, kivéve a rendkiviil erés hatast
irreverzibilis agonista JT010-et, amit a tobbi agonistahoz képest mindig 1000x kisebb
koncentracidban hasznaltunk (altalaban 100 nM-ban).
A hatéanyagok hozzdadasat kovetden azonnal mértiik a sejtek zold fluoreszcencidjanak
(excitacio: 488nm, emisszio: 516 nm, filter: 527/30) CyFlow Space Flow Cytometer (05-50086,
Sysmex Partec, Germany) aramlasi citométerrel. Az eredményeket FloMax (RRID:
SCR_014437) és GraphPad Prism 8 (RRID: SCR_002798) szoftverekkel elemeztiik ki. Az igy
kapott eredmények a karvakrolhoz viszonyitva normalizaltuk a kovetkezd féleképpen:

Ielektrofil agonista — Ikontroll

relativ TRPA1 aktival6 hatas =

Ikarvakrol - Ikontroll

ahol az | a sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitasa (512-532 nm) mintaként. Elektrofil
agonistaa DMTS, 90% DADS, 63,5% DATS, AITC és JT010 voltak. A kontroll puffer az ECS

volt.
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3.3.8. A TRPAI viltozatokat expresszdalo CHO sejtek radioaktiv kalcium-45
felvételének mérése folyadék szcintillacio szamoldssal
A folyadék szcintillicié mérést én, Dr. Széke Eva és Dr. Sandor Zoltin végeztiik. Az
eredményeket én értékeltem Ki.

A TRPA1 valtozatokkal tranziensen transzfektalt CHO sejteket addig novesztettiik 24 lyuka
lemezen, hogy 70%-ban fedjék a lemez aljat, majd 5 percig emésztettiik 6ket 200 pl tripszinben.
A tripszin dvatos leszivasa utan a sejteket felszuszpendaltuk 300 ul DMEM teljes tapoldatban
¢s 15 ul-enként 18 10 lyukba tettiik 72 lyuka microbatch lemezre, majd egy éjszakan at
inkubaltuk 37 °C-on 5% széndioxidban, hogy legyen elég idejiik letapadni az 0j lemezre. A
sejteket az inkubatoron beliil kiilon parologtatd dobozban tartottuk, nehogy kiszaradjanak.
Masnap a sejteket 5-szor mostuk kalcium mentes Hank’s oldatban (pH 7,4), majd ugyanebben
a pufferben oldott 10 pL 200 pCi/mL **Ca izotép (1.3Ci/mmole, NEZ013001MC, PerkinElmer)
¢s hatéanyag keverékében inkubaltuk 2 percig szobahdmérsékleten. A hatéanyagok 100 uM
DMTS (Sigma-Aldrich W327506), 90% DADS, 63,5% DATS, AITC (377430, Sigma-Aldrich)
és karvakrol (282197, Sigma-Aldrich) voltak. Kontrollnak 10 puL 200 uCi/mL *Ca izotopot
tartalmazo Hank’s oldatot hasznaltunk. Ezt kovetden a mintakat 5-szor mostuk jéghideg ECS
pufferrel, majd ezt leitattuk, és a sejteket teljesen megszaritottuk 15 perc alatt 37 °C-on
inkubalva. A sejtek altal megtartott izotopot mintanként 15 ul 0,1% SDS-sel nyertiik ki, és 2
ml Ultima Gold XR scintillation liquid (6013119, Packard BioScience) szcintillacios
folyadékhoz kevertiik. A radioaktiv bomlasok szamat Packard Tri-Carb 2800 TR szcintillacio
szamlaloval mértiik. Az igy kapott eredményeket a karvakrolhoz viszonyitva a normalizaltuk a
kovetkez6 féleképpen:

CPMelektrofil agonista — CPMkontroll

relativ TRPA1 aktivalo hatas =
CPMkarvakrol - CPlv[kontroll

ahol a CPM (count per minute) a percenkénti radioaktiv bomlasok szamat jelenti. Az
elektrofil agonistak a DMTS, 63,5% DATS, 90% DADS és AITC voltak. 200 pCi/mL “Ca

1zotopot tartalmazo Hank’s oldatot hasznaltunk kontrollnak.

3.3.9. Whole-cell patch-clamp (egész sejtes folt-fesziiltségzdr)
Az egész sejtes folt-fesziiltségzar (whole-cell patch-clamp, WCPC) méréseket Fehér Adam, Dr.
Papp Ferenc és Dr. Varga Zoltdn végezték, a Debreceni Egyetem, Alatdnos Orvostudomdnyi

Kar, Biofiziologiai és Sejtbiologiai Intézetben.
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Fesziiltségzarba (voltage-clamp) szoritott sejtek egész sejtes ionaramat kézi patch-clamp
elektrofiziologiai modszerrel, a standard protokoll szerint mértilk Axopatch 200B erdsitdvel.
Az igy kapott jeleket Digidata 1550B (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) alacsony
zajszintli adatgy(ijté rendszerrel digitalizaltuk, majd az adatokat pClampl10.7 (Molecular
Devices, San Jose, CA, USA) szoftverrel dolgoztuk fel. Az ionaramot az erdsit6 beépitett analdog
4-polusu Bessel alacsony-atereszt6 (low-pass) filterével szirtiik, és mintat 5 kHz-en vettiink.
Analizis el6tt az adatokat tovabb szirtiik digitalisan otpontos boxcar simitassal (five-point
boxcar smoothing). A GFP-pozitiv TRPA1 ko-transzfektalt CHO sejteket (kinai horcsog
petefészek epitél sejtek) egy Nikon Eclipse TE2000-U (Auro-science Kft.,, Budapest,
Magyarorszag) fluoreszcens mikroszkdppal azonositottuk. A pipettdkat GC 150F-15
boroszilikat tivegkapillarisokban (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) vezettiik 6t
szakaszban, 4-10 MQ ellenallassal. Mérések elott a sejteket petricsészében tartottuk a
kovetkez6 pufferben: 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCly, 2,5 mM CaCly, 5,5 mM gliikoz,
and 10 mM HEPES (pH 7,35; 302-308 mOsmol/kg). A mérések soran a patch pipettaban a
belsé puffer (internal solution) a kovetkezo volt: 150 mM NaCl, 10 mM HEPES, and 2 mM
EDTA-Na (Ca?"-mentes oldat; pH 7,35; ~300 mOsmol/kg). A mérések soran a kiilsé puffer
(external solution) ugyanaz volt, mint a belsd, annyi eltéréssel, hogy 1 V/V% DMSO-t
tartalmazott, mivel a karvakrolt is DMSO-ban oldottuk fel a torzsoldathoz. A mérések soran a
folyadékcsere gravitacio elvén miikodd perfuzios rendszerrel tortént, a folyadéktobblet
folyamatos eltavolitdsa mellett. Az iondram csucsokat 5 masodpercenként mértiik 20 ms hosszu
szakaszokban +50mV fesziiltségen, miutan végrehajtottunk egy-egy 100 ms-os fesziiltség
emelést (voltage ramp) 0 mV-t6l +50 mV-ig, a holding potencialt 0 mV-ra allitottuk. Az
agonistak ionaram indit6 hatasanak mérésére megkerestiik azt a fesziiltségcesucsot, ami f61é mar
nem emelkedett tovabbi 20 ms alatt. Ha mérhet6 volt az ionaram emelkedés 100 ms-en beliil,
akkor telitddésig vizsgaltuk az adott sejtet. Kizardlag azokat az eredményeket fogadtuk el és
analizaltuk, amelyeknél megfeleld hatast valtott ki a pozitiv kontroll agonista (100 uM
karvakrol) és az antagonista (50 uM HC-030031), ugyanis ez bizonyitotta, hogy a transzfekcio
sikeres volt.

Az adatok megjelenitésére és elemzésére a Clampfit 10.7 (Molecular Devices, San Jose, CA,
USA) and GraphPad Prism 7 (Graphpad, San Diego, CA, USA) szoftvert hasznaltunk. Az

ionaram aktivaciot a kovetkezd képlettel tudtuk szamszertisiteni:

Ipmrs _ IpMTS cstcs — Ikontron

Ikar‘vakrol Ikarvakrol csucs Ikontroll
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Ahol az lpmTs és Ikarvakrol @ DMTS vagy karvakrol altal aktivalt TRPA1 mért ionaramai. A
kontroll &ram (Ikontronn) @ DMTS hozzaadésa eldtt mérhetd iondram volt, az Ipmts csucs @ 100 pM
DMTS jelenlétében mérhetd ionaram csucs volt, a Ikarvakrol csues pedig a 100 pM karvakrol
jelenlétében mérhetd iondram csucs volt. Ugyanezt a szamitdst hasznaltuk a tobbi szerves
poliszulfid eredményeinek kiértékelésére is, ahol a DMTS helyett a DADS vagy DATS adatait
hasznaltuk. A mutdns TRPA1 varidciok igy kapott normalizalt eredményeit a TRPA1 WT
eredményeivel hasonlitottuk 6ssze, ehhez egyutas ANOVA-t hasznaltunk Dunnet’s tobbszoros

osszehasonlito teszttel. A szignifikans kiilonbségeket jeloltiik, ha *p < 0,05.

3.4. Eredmények

3.4.1. DMTS, DADS és DATS szamitogépes dokkoldsa a TRPAL receptorhoz
A TRPAL receptor DMTS, DADS és DATS ligandum koté konformacidjat a ligandum
mentes TRPAL receptor konformacio (6VOW) modelljének célzasaval kalkulaltuk ki. A
dokkolasi szdmitasokat még két mutans receptoron (6PQQ: a C621S mutans, és az ebbdl
kialakitott C621A), illetve a BITC koté holo receptoron (6PQP) is elvégeztiik, hogy
alaposabban megvizsgaljuk a mutaciok hatasat a ligandum kotésre az atomok szintjén.
A szerves poliszulfid DMTS, DADS és DATS (3.2. abra) képesek diszulfid kotéseket
kialakitani a TRPAI1 ciszteinjeinek kén atomjaival (3.3. abra), de hogy pontosan mely
ciszteinek vesznek részt a TRPA1 aktivacidjaban, az korabban nem volt ismert (144). A
ligandum kotés soran egy N-terminalis hurok (A-hurok, 666-680 aminosav szakasz) elmozdul
felfelé (135,145). A jelenlegi munkank soran azt talaltuk, hogy ez a hurok elfedi a nukleofil
kotdzsebet az apo strukturaban, illetve a P666 és F669 aminosavaknak segitd szerepe van a
DMTS, DADS és DATS kotésében. Ezek az interakciok fontos szerepet jatszhatnak az A-hurok
felemelkedésének elinditasaban. A holo strukturaban a ligandumoknak az A-hurokkal mar

nincs interakciojuk (3.1. tablazat).
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3.2. abra: A hasznalt TRPAI1 agonistak szerkezete. A szerves poliszulfid dimetil-triszulfid (DMTS),
diallil-diszulfid (DAD) és diallil-triszulfid (DATYS) reverzibilis elektrofil agonistak. JTO10 egy nagyon
potens és szelektiv, irreverzibilis elektrofil TRPA1 agonista. Allil-izotiocianat (AITC), vagy kozismert
nevén a mustarolaj egy potens, reverzibilis elektrofil TRPAL agonista. A karvakrol egy nem elektrofil
TRPALI agonista egy masik kot6hellyel, igy mutaciok nem befolyasolhatjak a hatasat, ezért hasznaltuk
pozitiv kontroll aktivatorként. A szerkezeti abrakat ChemDraw Direct (RRID: SCR_016768) webes

eszkozzel készitettiik.

A kiszamitott kotési szabad entalpiakat (AGkak, 3.2. tablazat) illetéen fontos
megjegyezniink, hogy a receptor aktivacidja szempontjabol nem a ligandum koétési affinitas
értéke a fontos, hanem a kovalens kotések kialakulasanak gyakorisaga. (144). Tovabba, a
receptor zart (ligandum mentes) konformacioja nem alkalmas a ligandumok kotésére, mivel a
melléklet tablazat), és a molekulaknak valahogyan meg kell talalniuk az utat, hogy az A-hurok
alatt bejussanak a kovalensen koté pozicidba. A AGkaik mindharom szerves poliszulfid esetében
hasonldan erds kotéseket mutat a kiilonb6z6 ciszteinekhez (3.2. tablazat), amik koziil a DATS-
nak vannak a legnagyobb negativ értékei a nagy molekulamérete miatt. Ahogy varhato volt,
jelentds csokkenést tapasztaltunk AGyak-ban a C621A mutacié esetében a hianyzo kovalens
kotés hatasara (3.2. tablazat), ha a vad tipust holo és apo receptorokhoz viszonyitjuk (3.2.

tablazat és 3.4. melléklet tablazat). Tovabba, az 3.1. tablazatban listazott interakciok azt
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mutatjak a C621A esetében, hogy a DMTS a C621-tdl tavol foglal helyet egy kotézsebben.
Ugyanakkor C641 és C665 (gyakori interakcidos aminosavak az 3.1. tablazatban) lehetséget

mutatnak a DMTS-sel torténd interakciora, ha a C621 nem érhet6 el.

DMTS dokkolasa
C621A mutanson

2 \ %.. DMTS kovalensen
; ; 7"" | kétédik a C621-hez

C621 / —
\ N

X

\.

3.3. abra: A DMTS kovalensen dokkolt kotési pozicioja a nativ holo TRPA1-hez (kovalensen kotott
a C621-hez) és a DMTS nem kovalensen dokkolt kotési pozicidja a C621A mutans TRPA1-hez
(tavolabb helyezkedik el). A DMTS molekulait palcikas szerkezettel (teal), a fehérjét pedig sziirke
rajzzal jeloltiik.
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Tablazatok

]
L609
F612
K620
C621
P622
1623
T624
L638
D639
F640
C641
M642
L643
N659
K661
Y662
L663
Q664
C665
P666
T684 X

X X X X X X X

X X X X X X X X X

X X X X

X X X

3.1. tablazat: Az aminosavak interakcioja a DMTS kotésében a ciszteinekhez és a C621A mutans

receptorhoz. Csak 3,5 A tavolsagon beliil elhelyezkedé aminosavakat foglaltunk bele.

DMTS -44.51 -47.01 -44.56 -34.59
DADS -44.82 -46.01 -44.63 -38.93
DATS -49.83 -49.86 -52.22 -46.02

3.2. tablazat: ADMTS, DADS és DATS kovalens dokkolasa a FITTED szoftverrel a harom ciszteinhez,
amelyek a TRPAL (6PQP holo strukttira) intracellularis nukleofil kotézsebet alkotjak. Ugyanezek nem
kovalens dokkolasa a C621A mutans receptorhoz. Minden kotési szabad entalpiat kcal/mol

mértékegységben adtuk meg.

64



3.4.2. Szerves poliszulfid szintetizdlas

A DADS és DATS szerves poliszulfidok szintetizalasara az irodalomban leirt modszer egy
modositott valtozatat hasznaltuk (140). Mi a reakcidohoz egy sokkal hatékonyabb fazis transzfer
katalizatort hasznaltunk, igy energiatakarékosabban és egyszeriibben tudtuk végrehajtani, de
emellett meg tudtuk tartani a termékek tisztasagat is. A GC-MS-el ellendriztiik (3.1. és 3.3.
melléklet abrak), a vegyiiletek funkcios csoportjait pedig FTIR spektroszkdppal azonositottuk
(3.2 és 3.4. melléklet abrak). A DADS 90% tisztasagt lett 10% DATS szennyezéssel, a DATS
tisztasaga pedig 63,5% lett 36,5% DADS szennyezéssel. A termékekben nem volt mas
szennyezés. Ez a két vegylilet azonban nagyon hasonlit egymasra fizikailag és kémiailag, és

ezek a természetes forrdsukban, a fokhagymaolajban is allando kisérdi egymasnak.

3.4.3. TRPAL helyspecifikus mutagenezise

Kutatocsoportunk mar egy korabbi munka soran elkészitette az human TRPA1 cDNS-t
hordozo pT31-hTRPAI1 expresszios plazmidot (12). Ezt a vektort hasznaltuk a kisérleteink
soran a WT TRPAT1 expresszalo sejtvonalak és a mutdns TRPAT1 valtozatok 1étrehozasahoz. Ez
a plazmid egy Sleeping Beauty 100 transzpozonon beliil hordozza az humédn WT TRPAl
receptor kodolo ¢cDNS-t, amit kifejezetten arra terveztiik, hogy a kisérletben hasznalt sejtek
genomjaba inszertalhassuk a TRPA1 gént, és stabilan expresszald sejtvonalat hozzunk létre.
Ennek ellenére mi csupan tranziens transzfekciora hasznaltuk, ugyanis igy sokkal gyorsabban
tudtunk letesztelni a szamos TRPA1 valtozatot, mint ha mindegyikb6l stabil sejtvonalat
készitettiink volna.

A TRPAL muténs valtozatokat ebbdl a pT31-hTRPA1 vektorbol hoztuk létre PCR alapt
helyspecifikus mutagenezissel. A klonozott szakaszt ugy terveztik meg, hogy nagyjabol
kozépen helyezkedjen el minden célzott cisztein kodonja, a végeihez kozel pedig tartalmazzon
egy-egy egyedi restrikcids endonukleaz hasitohelyet (BstEIl az 5° végéhez kozel és BbvCl a 3°
végéhez kozel), hogy az alapjan kdnnyen beilleszthetd legyen a klonozott szakasz a plazmidba.
Az elsé PCR soran a klonozott szakaszt két részben kiilon amplifikaltuk fel ugy, hogy a
terminalis és mutacios primereket parositottuk (pl. Cys-F2 és C621A-R, illetve C621A-F és
Cys-R2) (3.4.A abra). A masodik PCR soran ezeket a szakaszokat egyesitettiik a terminalis
primerek segitségével (Cys-F2 és Cys-R2) (3.4.B abra). A teljes klonozott szakaszt és az
eredeti pT31-hTRPA1 plazmidot emésztettiik BstEII és BbvCI enzimekkel (3.4.C abra), majd
a klonozott, immar mutaciot hordozé szakaszt az ,,iires” vektorba ligaltuk (3.4.D abra). A

tobbszords mutans valtozatok ugyanigy lettek 1étrehozva annyi kiilonbséggel, hogy nem a WT
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TRPAZI1-et hordozo6 plazmidbdl indultunk ki, hanem mar egyszeres vagy kétszeres mutansbol.
Minden TRPAT1 valtozatot Sanger szekvenalassal ellendriztiink, és csak azokat hasznaltuk a

kisérletezésre, amelyek kizardlag a tervezett mutaciot tartalmaztak.

Kan/NeoR AmpR
CMV < B G
o)/ :
pT31-hTRPA1 o
I . J)
A ACA
/ coz \
Cys-F2 primer
C621A-F primer
I | TGT GeT
CGA ACA[ I
C621A-R primer Cys-R2 primer
GCT GCT
I . cea I
I | GCT
CGA II——
Cys-F2 primer l
I . S
CGA
C i Cys-R2 primer
BstEIl BbvCl
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3.4. abra: A TRPAI helyspecifikus mutagenezisének folyamata a C621A mutacio példajaval
szemléltetve. A vad tipusi TRPA1 kédolo pT31-hTRPAI1 plazmidbol kiindulva az elsé PCR-ral

az érintett kodold szakaszt két darabban kiilon amplifikaltuk fel a vegyesen Osszeparositott
mutacios és terminalis primerekkel (ebben az esetben: Cys-F2 és C621A-R, illetve C621A-F és
Cys-R2) (A). A masodik PCR soran ezt a két darabot egyesitettiik a terminalis primerek (Cys-F2

¢és Cys-R2) segitségével (B). A mutaciot hordozo teljes PCR terméket és az eredeti pT31-hTRPA1L
plazmidot a BstEIl és BbvClI restrikcios endonukledzzal hasitottuk, amelyeknek egyedi hasito
helyei vannak a plazmidon (C). A mutaciot hordozé PCR terméket az ,,lires” plazmidba ligaltuk,

igy létrehozva a mutans TRPA receptort hordozo expresszios vektort (D).

CMV - citomegalovirus promoéter; AmpR - ampicillin rezisztencia kazetta; Kan/NeoR - kanamicin és
neomicin rezisztencia kazetta; ColE\Ori - Escherichia coli (E. coli) specifikus replikacios origd; kék
DNS szakasz - TRPAL cDNS; narancs - primer kotéhelyek; fekete betiis nukleotidok - a 621. cisztein
kodonja; piros betiis nukleotidok - a ciszteinr6l megvaltoztatott alanin kodonja (C621A mutacio); lila
betiis nukleotidok - a BstEII hasitast kovet6en 1étrejott tapados DNS vég; rozsaszin betiis nukleotidok -
a BbvCl hasitast kovetden 1étrejott tapados DNS vég.

3.4.4. hTRPAI expresszio vizsgalata immuncitokémiai modszerrel

A mutaciok gatolhatjak a fehérje expressziojat. Ennek ellendrzésére a TRPA1 WT és mutans
receptorok expressziojat a transzfektalt CHO sejtekben human TRPAL elleni antitest alapu
immuncitokémidval, DAB barna festéssel vizualizaltuk. Az igy kapott mikroszkopos képeket
(3.5.A abra) GIMP szoftverrel elemeztiink, ahol a sotét sejteket alkotd képpontok szamat
elosztottuk az Gsszes sejtet alkotd képpontok szamaval (3.5.B abra). A TRPA1 valtozatokat
expresszald sejtvonalak eredményeit a negativ kontrollhoz, a nem transzfektalt CHO
sejtvonalhoz viszonyitottuk. Azt tapasztaltuk, hogy az human TRPAT1 elleni els6dleges antitest
megfelelden specifikus volt, és a nem transzfektalt CHO sejtek csak minimalisan festédtek. A
hTRPA1 receptor valtozatok expresszidja a WT-hez képest sem szemmel lathatoan, sem
statisztikailag nem volt szignifikdnsan gyengébb a mutdns. A mutaciok tehat nem gatoljak a
fehérje expressziojat a transzfektalt sejtekben, igy a vektorok alkalmasak a tovabbi kisérletekre.
A tranziens transzfekciotol azonban nem varhatunk alland6 expresszios szintet, igy a tovabbi
immuncitokémiai expresszios szint vizsgalat helyett inkabb egy tavoli kotéhelyli, nem elektrofil
TRPAI1 agonistahoz, a karvakrolhoz viszonyitottuk a szerves poliszulfidok hatasat a tovabbi

kisérleteinkben.
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3.5. abra: CHO sejtek human TRPAL elleni immuncitokémiai festése. Reprezentativ
mikroszkopos képek a WT és mutans hTRPA1 valtozatokat hordoz6 és nem transzfektalt (nt) CHO
sejtek human TRPA1 elleni immuncitokémiai festésével (A). A mikroszkopos képek szoftveres
elemzésével megallapitott s6tét sejtek aranya, amely a hTRPA1 expresszioval egyenesen aranyos
(B). A WT és mutans hTRPA1 valtozatokat expresszios szintje kdzott nincs szignifikans kiilonbség,
mig a nem transzfektal (nt) CHO sejtek sokkal halvanyabban festddtek meg. Atlag+=SEM, egyutas
ANOVA, *p < 0,0001; n =5 kép/genotipus.

3.4.5. A mutdciok hatdasdra bekovetkezett TRPAI funkcio valtozdsok

TRPAT1 receptor egy nem szelektiv kation csatorna, ezért az aktivitasat kovethetjiilk az
intracellularis Ca?* koncentracié valtozas alapjan. Erre a célra hasznaltuk a Fluo-4 kalcium
érzékeny fluoreszcens aramlési citometriat és a radioaktiv Ca-45 folyadék szcintillacid
szamolast. A whole-cell patch-clamp technikaval az agonistak altal aktivalt ionaramot tudtuk
mérni. A legtobb kisérletben az agonistakat 100 uM koncentraciéban hasznaltuk: DMTS, 90%
DADS és 63,5% DATS, AITC és a karvakrolt (3.4. abra). Kivétel a JTO10 volt, ami a tobbinél
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sokkal potensebb agonista, ezért mindig 1000x kisebb koncentracidban hasznaltuk, mint a
tobbit (altalaban 100 nM) (3.4. abra). A karvakrol egy nem elektrofil agonista, aminek tavoli
kotohelye van, igy a hatasat nem befolyasolhatjak az altalunk 1étrehozott mutaciok, igy kivaléan
alkalmas volt kontroll agonistdnak, amihez a tobbi agonista hatasat lehetett viszonyitani,
normalizélni az eredményeket. Ez azért fontos, mert a tranziensen transzfektalt sejteknek
valtoz6 lehet az expresszids szintjiik, ezt a normalizalas képes ellenstilyozni. Ha egy mutanst
TRPA1 egyaltalan nem reagalt a karvakrolra, akkor azt globalisan funkcidvesztett receptornak,
azaz hibas vektornak tekintettiik, és az adott mutacid 1étrehozasat elolrdl kezdtiik. Ha egy mar
igazoltan miikodé mutans az egyik mérésnél nem reagélt a karvakrolra, akkor ott a transzfekciot

tekintettiik sikertelennek, és a transzfekciotol ismételtiik meg a mérést.

3.4.6. Szerves poliszulfidokkal indukdlt tranziens intracelluldris Kalcium

koncentracio valtozas mérése mutans TRPAI valtozatokban

A TRPA1 valtozatokat expresszaldo CHO sejteket Fluo-4 sejtmemban permeabilis kalcium
érzékeny fluoreszcens festékkel festettilk, majd az agonistdk hatdsat aramldsi citometriaban
mértiik és karvakrolhoz viszonyitottuk.

Elészor a DMTS doézis-hatas Osszefliggését mértiik a TRPA1 valtozatokon, amit 1 mM
karvakrolhoz viszonyitottunk (3.6. abra). A C621A, C641A és C665A egyszeres mutansokban
csokkent a DMTS hatdsa. Az egyszeres mutansok kozott nem volt szignifikans kiilonbség,
kivéve a C621A és C665A kozott 100 uM DMTS koncentracional (p > 0,05; kétutas ANOVA
Bonferroni osszehasonlito teszttel). C621A/C641A dupla mutans és a C621A/C641A/C665A
tripla mutans inszenzitivitdst mutatott a DMTS-re. A transzmembran doménen a feltételezett
kotohelyet alkoté C727 és C834 sem az egyszeres, sem az egyiittes dupla mutacidja nem
mutatott valtozast a DMTS hatasaban (3.6. abra). Igy elvethetjiik, hogy a C727 és C834
aminosavak részt vesznek a receptor aktivalasdban az erdsen hidrofob szerves poliszulfidok
kotésével. Ezeket a mutaciokat kizartuk a tovabbi kisérleteinkbdl. Az 1 mM karvakrolt tal
magas koncentracionak talaltuk, és félve attol, hogy esetleg aspecifikusan is okoz kalcium
bedramlast, a tobbi kisérletnél lecsokkentettiik 100 pM-ra, bar ez a koncentracid6 nem tudta
teljesen aktivalni a receptort, de specifikus hatast valtott ki.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a szerves poliszulfid DMTS, 90% DADS és 63,5% DATS, tovabba
az AITC és JT010 hatasat, és 6sszehasonlitottuk 100 uM karvakrollal (3.7. abra). Mivel ekkora
koncentracioban a karvakrol nem tudta teljesen aktivalni a receptort, ezért megfigyelheté a WT

¢s egyszeres mutans TRPA1 esetében, hogy az AITC magasabb hatast valtott ki 100%-nal. Az
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egyszeres mutaciok nem mutattak valtozast a szerves poliszulfidok és AITC hatasaban,
valosziniileg, mert a Fluo-4 telitédhetett kalciummal. A JT010 ezzel szemben nem tudott
kifejteni hatast a C621A egyszeres mutansban sem, és ebbdl kovetkezdleg a tripla mutansban
sem. A JTO10 hatasat a C641A és C665A egyszeres mutaciok csokkentették. A tripla mutans a
DMTS, DADS, DATS és JT010 elektrofil agonistakra inszenzitivitast mutatott, de az AITC-
nek maradt egy minimalis hatasa ra. A harom szerves poliszulfid hatasa kozott nem volt

szignifikans kiilonbség.

1 BWT
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1 & C641A

4 CB65A

% C621A/C641A/CB65A
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n=2-4

n
it

Relativ hatas 1 mM karvakrolhoz viszonyitva (%)

0,01 0.1 1 10 100 1000
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3.6. abra: A DMTS dozis-hatas gorbéje a TRPA1 valtozatokon, 1 mM Kkarvakrolhoz
viszonyitva. Fluo-4 kalcium érzékeny fluoreszcenciat mértiink a TRPA1 valtozatokban a DMTS
kiilonb6z6 koncentraciodiban aramlasi citometriaval, majd ezt viszonyitottuk a kontroll agonista 1
mM karvakrol hatasahoz (100%). Az egyszeres mutaciok csokkentették a DMTS hatasat, mig a
C621A/C641A dupla és C621A/C641A/C665A tripla mutansok teljes inszenzitivitast mutattak a
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DMTS-re. Ez bizonyitja, hogy ezek a ciszteinek részt vesznek a DMTS kotésében. A
transzmembran régioban elhelyezked6 ciszteinek dupla mutacidja (C727A/C834A) nem okozott
szignifikans eltérést a WT receptortdl, ami cafolja a C727 és C834 szerepét a TRPA1 aktivacioban
az er6sen hidrofob agonistak kotése altal. Atlag + SEM, N = 2-4 (mérések szima TRPAI

valtozatonként), n > 2000 (a sejtek szama mintanként).
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3.7. abra: TRPAL valtozatok aktivitasa kiilonb6zé agonistik hatasara kalcium érzékeny
fluoreszcens aramlasi citometriaval mérve. A TRPA1 valtozatokat expresszalo CHO sejteket Fluo-4
kalcium érzékeny fluoreszcens festékkel festettilk. A TRPA1 aktivacio kalcium bearamlashoz vezet,
ami noveli a Fluo-4 festék fluoreszcenciajat, és ezt a fluoreszcenciat mérjitk. Az igy mért jelerGsséget
100 uM karvakrolhoz viszonyitottuk (100%), amit pozitiv kontrollként hasznaltunk. A C621A, C641A
€s C665A egyszeres mutaciok nem csokkentették szignifikdnsan a 100 uM DMTS, 90% DADS, 63,5%
DATS és AITC hatasat, bar a C665A esetében lathatd egy tendencia a DMTS hatasanak csokkenésére.
A C621A egyszere mutacid mar onmagaban is inszenzitivitast okozott a JT010-zel szemben, nemcsak
a tripla mutaci6. A masik két egyszeres mutans (C641A és C665A) esetében megfigyelhetd a tendencia
a JTO10 hatasanak csokkenésére. A tripla mutans inszenzitivitist mutatott a DMTS, DADS, DATS és
JT010-zel szemben, azonban az AITC megtartott egy minimalis hatast. Kétutas ANOVA Bonferroni
osszehasonlitas teszttel, atlag + SEM; szignifikans kiilonbség a WT TRPA1-hoz képest: *p < 0,0001, n
=4-19.
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3.4.7. A TRPAI valtozatokat expresszalo CHO sejtek radioaktiv kalcium-45
felvételének mérése folyadék szcintillacio szamoldssal

Az eddigi eredmények megerdsitésére €s a szerves poliszulfidok kotésében a C621, C641 és
C665 kozotti prioritas felderitésére a TRPA1 valtozatokat expresszald6 CHO sejteken DMTS,
90% DADS, 63,5% DATS és AITC agonistak hatasara torténd radioaktiv Ca-45 felvételi
vizsgalatot végeztink (3.8. abra). A radioaktiv Ca-45 felvételt folyadék szcintillacio
szamolassal mértiikk. Az eredményeket 100 uM karvakrol hatasahoz viszonyitva normalizaltuk.
A C621A egyszeres és a C621A/C641A/C665A tripla mutansban szignifikdnsan csékkent a
DMTS, 90% DADS, 63,5% DATS ¢és AITC hatasa, kivéve a DADS hatasa a tripla mutansban
egy kiugro érték miatt. A hirom szerves poliszulfid hatdsa kozott nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget.
A kalcium érzékeny fluoreszcens aramlési citometridhoz képest a folyadék szcintillacid mérés
inkabb a sejt kompartmentekben tarolt kalcium mennyiségét méri, nem pedig az atmeneti
intracellularis kalcium koncentraciot, igy ez nem igazan idéérzékeny mérési modszer. Tovabba,
amig a Fluo-4 festék jelerdsége képes telitddni egy bizonyos kalcium koncentracio folott, addig
aradioaktiv Ca-45 jele nem. Ezen tulajdonsagainal fogva a folyadék szcintillaci6 egy pontosabb

¢s megbizhatobb mérési modszer volt a kalcium érzékeny fluoreszcens aramlasi citometrianal.
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3.8. abra: A TRPAI1 valtozatok aktivitasa radioaktiv Ca-45 folyadék szcintillacidval mérve. Az
elektrofil agonista AITC, DMTS, DADS és DATS altali TRPA1 aktivacio hatasara torténd radioaktiv
Ca-45 felvételt folyadék szcintillacio szamlaloval mértik, és 100 pM karvakrol hatdsdhoz
viszonyitottuk. Az egyszeres mutansok koziil egyedil a C621A mutatott szignifikansan csokkent
aktivaciot az elektrofil agonistak hatasara, ami C621 kulcsszerepére utal az agonistak kdtésében. A tripla
mutans inszenzitivitast mutatott az elektrofil agonistakra. Kétutas ANOVA és Bonferroni dsszehasonlito

teszt, atlag + SEM, szignifikans kiilonbség a WT TRPAI-hez képest: *p < 0,005, **p < 0,0001, n = 3-6.

3.4.8. Iondram aktivalo hatdisa a szerves poliszulfidoknak mutins TRPAI
receptort expresszalo sejtekben

A C621, C641 és C665 ciszteinek szerves poliszulfid kotésének tovabbi vizsgalatara whole-cell

patch-clamp technikaval a DMTS, 90% DADS és 63,5% DATS ionaram aktivalo hatasat

mértiik, és viszonyitottuk karvakrolhoz. A 3.9.A-B abrak mutatjak be a DMTS mérési nyers

eredményeket, mig a 3.9.C-E abrak a normalizalt ionaram aktivalasi 6sszesitett eredményeket.
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A C621 mutacidja alaninra szignifikansan csokkentette a szerves poliszulfidok hatasat a vad
tipusu receptorhoz képest. A C665 mutécidja szintén szignifikansan csokkentette a DADS ¢és
DATS hatasat, de a DMTS hatasat nem. A C641 mutacidja azonban csak a DADS hatasat
csokkentette szignifikansan, a DMTS és DATS hatasat nem. A DMTS hatasa C621A/C641A
dupla mutansban minimalisra cs6kkent, mig a C621A/C641A/C665A tripla mutans teljes
inszenzitivitast mutatott a DMTS-re (3.9.A és 3.9.B abra). A DADS hatasa erésebbnek
mutatkozott a vad tipusu TRPA1 receptorban, mint a masik két szerves poliszulfidé.
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3.9. abra: A szerves poliszulfidok hatasa a TRPA1 variansokon whole-cell patch-clamp technikaval
vizsgalva. Egy demonstraciés abra a WT TRPAI receptort expresszaldé CHO sejtek whole-cell patch
clamp mérésérél. A fiiggbleges folytonos vonal jel6lés elétt a sejteket kalcium mentes oldatban tartottuk,
majd ezt kicseréltiik szerves poliszulfid DMTS (100 uM) tartalmu pufferre, majd a pozitiv kontroll nem
elektrofil agonista karvakrolra (100 uM), végiil az antagonista HC-030031-re (50 uM) (A). A piros
pontok az ionaram csucsokat jelolik +50 mV-on, mig a kék pontok az iondramokat -50 mV
egyenfesziiltségen (A). Demonstracidés abrak a WT, C621A, C641A, C665A, C621A/C641A és
C621A/C641A/C665A TRPAI1 valtozatok whole-cell patch-clamp mérési eredményekrél (telitett
ionaram jelek). Kék vonal jel6li a 100 uM DMTS, zold a 100 uM karvakrol, lila vonal az 50 uM HC-
030031, fekete vonal pedig a kalcium mentes kontroll mérési eredményeket mutatja. A vizszintes

pontozott vonal jeldli a 0 pA ionaramot. A fesziiltség protokoll a bal fels6 kis panelen lathato, piros
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folytonos vonallal jelélve (B). Oszlop diagramok és pontokkal jeldlt egyedi mérési értékek mutatjak a
TRPAI valtozatokban a szerves poliszulfidok (C-E): 100 uM DMTS (C), 100 uM 90% DADS (D) és
100 uM 63,5% DATS (E) hatasat a 100 uM karvakrolhoz viszonyitva. Egyutas ANOVA-¢ hasznaltunk
Dunnet’s tobbszoros osszehasonlité teszttel. Atlag + SEM. Szignifikdns kiilonbségek a WT TRPAI-hez

képest: *p<0,001, **p<0,0001. Nyanszpercis=2 €S nsej=>5 minden kisérleti csoportban.

3.5. Megbeszélés

A fokhagyma eredetli szerves poliszulfidok TPRA1 receptor aktivalo hatasa jol ismert
(12,15,110,111,144,146-148), azonban kisérleteinkkel mi igazoltuk elséként a helyspecifikus
TRPA1 mutans véltozatokat a szerves poliszulfidok kotohelyének azonositasdra. Az
eredményeinket a mutans TRPA1 véltozatok szamitogépes modellezése és harom funkcionalis
tesztje alapjan kaptuk: kalcium érzékeny fluoreszcens aramlasi citometria, radioaktiv Ca-45
folyadék szcintillacio szamlalas és whole-cell patch-clamp. Az eredményeink jelentdsen
atfednek egymassal és alatamasztjak egymast. Ebben a tanulmanyban bebizonyitottuk, hogy a
szerves poliszulfid DMTS, DADS és DATS kovalensen kotédik a C621, C641 és C665
aminosavakhoz, amivel aktivaljak a TRPA1 receptort. Ezek koziil a legfontosabb szerepe a
C621-nek van, de a masik két cisztein is hozzajarul az elektrofil agonistak kotéséhez. Csak a
harom cisztein egyiittes mutdcidja vezetett a TRPA1 inszenzitivitdsdhoz a szerves
poliszulfidokkal szemben.

A harom szerves poliszulfid koziil a legnagyobb molekula, a DATS mutatta a legkedvezdbb
kalkulalt kotési szabad entalpiat, de —ahogyan a kisérleti eredmények is kiemelték — az a fontos,
hogy kialakuljon kovalens kotés a C621-gyel, és nem a kotés erdssége. Megjegyzendd, hogy a
TRPA1 apo konformacioja nem kedvezd az elektrofil agonistak kotésére, ahogyan azt az
elézetesen sziikséges dokkolasi kalkulacioknal lattuk. Az eldzetes dokkolas soran a holo
szerkezeten a kovalens kotésben résztvevé atomok kozott kisebb volt a tavolsag. Ezt a
megfigyelést azzal tudjuk magyarazni, hogy az A-hurok fedi el a kotéhelyet a ligandok eldl az
apo struktardban, de a holo struktardban nem. Ahogyan azt mar korabbi cikkek bemutattak
(135,145), az A-hurok felemelkedik az elézetesen sziikséges agonista kotés hatasara, amiben a
P666 és F669 aminosavak vesznek részt, és majd csak ezutan lesz elérhetd a kotOhely.

A C621, C641 és C665 alkotjak az ismert kothelyét a legtobb elektrofil agonistanak, kivéve a
az AITC-nek, ami még a K710-es lizinhez is kotddik az aktivalashoz, illetve a JTO10-nek, ami
egyediil a C621-hez kétédik a TRPA1 aktivacidjahoz (115-118,138).

A radioaktiv Ca-45 folyadék szcintillacios és whole-cell patch-clamp mérésekkel szemben a

Fluo-4 kalcium érzékeny fluoreszcens aramlasi citometria nem mutatott kiilonbséget az
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egyszeres TRPA1 mutansok kozott. Ennek valosziniileg az volt az oka, hogy a Fluo-4 festék
képes telitddni magas kalcium koncentracional, amit a szerves poliszulfidok viszonylag magas
koncentracidja (100 uM) eredményezhetett. Ezért a Ca-45 folyadék szcintillacid szdmolast és
whole-cell patch-clamp technikat pontosabb és megbizhatobb méddszereknek itéltiik, és ezeket
tudtuk hasznalni a harom cisztein funkciobeli kiilonbségeinek feltarasara.

A harom cisztein koziil a C621 fontos szerepét a szerves poliszulfidok kotésében a
szamitogépes modellezés eldrevetitette a szamunkra, majd ezt a radioaktiv Ca-45 folyadék
szcintillacid szamolas és whole-cell patch-clamp eredményei megerdsitették. A C621
kulcsszerepe ismert szamos elektrofil TRPAL agonista, mint a JT010, jodacetamid, BODIPY -
jodacetamid, AITC és BITC kotésében (116,138,149-151).

A whole-cell patch-clamp kimutatta, hogy a C665 a masodik legfontosabb cisztein a szerves
poliszulfidok kotésében, mig a C641-nek van a legkisebb szerepe. A C665 szerepe mar
bebizonyosodott mas elektrofil agonistak esetében is, mint a jodacetamid, BODIPY-
jodacetamid, N-etilmaleimid és BITC (125,138,150,151).

Habér az egyszeres cisztein mutaciok csak csokkentették a szerves poliszulfidok hatasat a
TRPA1-ben, addig a JTO10 hatasa teljesen elveszett a C621A egyediili mutacio esetében. Tobb
bizonyiték is arra mutat, hogy a JT010 nem ko6tddik kovalensen a tobbi ciszteinhez, csak a
C621-hez (138,152,153). A mi kalcium érzékeny fluoreszcens 4aramlasi citometria
eredményeink mégis azt mutattak, hogy a C641A és C665A egyszeres mutaciok csokkentették
a JTO10 hatasat, ami arra enged kovetkeztetni benniinket, hogy ezeknek az agonista kovalens
kotése helyett mas szerepiik van. Feltételezhetéen a C641 és C665 segitenek fenntartani a
kotézseb miikodoképes struktirajat vagy segitenek kialakitani egy attraktiv kornyezetet az
elektrofil agonistak szamara, esetleg mindkettdben részt vesznek.

Mivel a C621 egyszeres mutacidja nem volt elég, hogy teljesen megsziintesse a szerves
poliszulfidok hatasat, ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a C641 és C665 is részt vesznek
ezeknek a hatdanyagoknak a kovalens kotésében. A szerves poliszulfidok hatasat csak a harom
cisztein egyiittes tripla mutacidja volt képes teljesen megsziintetni. Mas elektrofil agonistakrol
is ismert, hogy ennek a harom ciszteinnek a tripla mutansaban elveszitik a hatasukat, kivéve az
AITC, ami intakt K710 lizin mellett képes egy minimalis hatdst megtartani (115-118). A
kalcium érzékeny fluoreszcens aramlasi citometriai eredményeink sordn az AITC erdsebb
hatast mutatott a WT és egyszeres mutans TRPAL valtozatokban, mint a karvakrol. Ezzel
szemben a tripla mutansban mar csak minimalis hatasa volt az AITC-nem, mig a karvakrol

hatdsa megmaradt.
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A C727 és C834 aminosavaknak sem az egyszeres, sem az egylittes dupla mutacidja nem
okozott valtozast a DMTS hatasaban a WT TRPA1-hez képest. Ez az eredményiink cafolja azt
a feltevést, hogy a C727 és C834 alkotna az erdsen hidrofob elektrofil agonistak kotohelyét a
transzmembran doménen (119,120).

Az egér Trpal receptort expresszald6 HEK293 sejtekben kimutattak, hogy a C415 és C422
aminosavak részt vesznek a szervetlen poliszulfidok (dinatrium-triszulfid) és mas elektrofil
agonistak kotésében (108,149,154). Az, hogy ezeknek a human megfelel6i (C414 és C421)
vagy esetleg a maradék 21 cisztein a 28-bdl jatszik-e szerepet a szerves poliszulfidok kotésében,
még tovabbi vizsgalatra szorul.

Az altalunk hasznalt szerves poliszulfidok koziil a gyarilag késziilt DMTS majdnem teljesen
tiszta volt (>98%), de az altalunk szintetizalt DADS és DATS elvalaszthatatlan kisér6i voltak
egymasnak, a DADS 90%-o0s volt, a DATS pedig 63,5%-0s. Ezek a természetes forrasukban, a
fokhagymaolajban is alland6 szennyezései egymasnak. A whole-cell patch-clamp
eredményeiben a DADS hatasa erésebbnek mutatkozott a masik két szerves poliszulfidnal a
WT TRPAI1-ben, ugyanakkor ezt befolyasoltak legjobban az egyszeres cisztein mutaciok.
Ameddig a C621A és C665A egyszeres mutaciokban csokkent a DMTS és DATS hatasa, addig
a DADS hatésa teljesen megsziint. A C641A egyszeres mutacio csokkentette a DADS hatésat,
de a DMTS és DATS hatasat nem. Ezek a felfedezések azt sugalljak, hogy a harom szerves
poliszulfid koziil a DADS a leghatékonyabb TRPA1 agonista, &m ezt nem tdmasztottak ala a
tobbi mérési modszereink eredményei, amelyek esetében a harom szerves poliszulfid azonos
hatast mutatott, igy ez még tovabbi kivizsgalasra szorul.

A whole-cell patch-clamp kimutatta tovabba, hogy a C621A/C641A/C665A tripla mutans
inszenzitiv volt a HC-030031 antagonistara, aminek az okat még tisztazni kellene, hogy a tripla
cisztein mutacid okozta, vagy esetleg egy rejtett véletlen mutdcid. A tripla mutans
inszenzitivitasa a szerves poliszulfidokra és a HC-030031 antagonistara a mutaciok hatasara
kialakult globalis funkciovesztés kovetkeztében is létrejohetett volna, de a karvakrol hatasa
intakt maradt, ami bizonyitja, hogy a receptor megfeleléen mitkkodoképes maradt, és alkalmas
volt a kisérleteink elvégzésére.

Harom kiilonb6zé funkciondlis teszt segitségével bizonyitottuk, hogy a TRPAl
aktivalasdhoz a szerves poliszulfidok a C621, C641 és C665 ciszteinekhez kotddnek
kovalensen, és ezeknek kizardlag az egyiittes tripla mutacidja volt képes teljesen megsziintetni
a szerves poliszulfidok hatasat. Azonositottuk tovabba ebben a C621 kulcsszerepét, illetve,

hogy a C655 a masodik legfontosabb cisztein. Ez jelentdsen atfed mas elektrofil agonistak
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ismert kotéhelyével, igy az eredményeik mas elektrofil agonistak kotési mechanizmusanak
megértését is jobban eldsegitheti.

Ebben a tanulmanyunkban nemcsak bemutattuk, hogy a TRPA1 egy fontos célpontja a
szerves poliszulfidoknak, hanem azonositottuk a pontos kot6helyiiket is mutans receptor
valtozatok segitségével.

3.6. Kovetkeztetés

Korabbi kutatdsok bizonyitottak, hogy az endogén szervetlen poliszulfidoknak jelentds
biologiai hatasuk van a Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1 receptor aktivalasaval. A
szerves poliszulfidoknak hasonldé hatasuk van, de sokkal stabilabb molekuldk, igy
alkalmasabbak gydgyszer hatdéanyagnak. Ezzel a tanulmannyal az volt a célunk, hogy a
kotdhelylik azonositdsaval jobban megismerjiik a szerves poliszulfidok hatdsmechanizmuséat a
TRPAL receptoron.

A poliszulfidok kdnnyen reagalnak a fehérje cisztein aminosavainak kén tartalmi tiol
oldallancaval. Hogy jobban megismerjiik ezek szerepét a TRPAT1 aktivacioban, tobb ciszteint
is kicseréltliink alaninra helyspecifikus mutagenezissel. Olyan TRPA1 mutans véltozatokat
kerestiink, amelyeknek csokkent vagy teljesen megsziint az érzékenysége a szerves
poliszulfidokkal szemben, de mas funkcioik sértetlenek maradtak (mint példaul a nem-
elektrofil agonistdk ¢€s antagonistdk hatdsai). A mutins receptorok kotési tulajdonsagait
elézetesen in silico molekularis dokkolasi technikaval vizsgaltuk. A funkcionalis valtozasokat
in vitro modszerekkel vizsgaltuk: kalcium-érzékeny fluoreszcens aramlasi citometriaval,
radioaktiv *°Ca folyadék szcintillicio szamolassal és whole-cell patch-clamp technikéval. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a TRPAT1 aktivacidhoz a szerves poliszulfidok a C621, C641
és C665 kotddnek kovalensen, melyek koziil a C621-nek van kulcsszerepe. Ugyanez a harom
cisztein alkotja az elektrofil agonistak altalanos kotohelyét. A szerves poliszulfidok TRPA1
receptor aktivalo hatasat azonban kizarolag a harom cisztein egyiittes mutacidja tudta teljesen

megsziintetni.
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3.7. Mellékletek

CAG TGA CCA CAA TGG CTG GAC
‘CysR  GCATCATGC TGA AGG TCT GG

‘CysF2  GTC AGA GGC TCC TAC AAG ACA
'CysR2  TGA AGT TCC ACC TGC ATAGC 20 50.0 55.0

CAG GCA ATA AAG CTC CAATTA CAG A 25 40.0 55.4
TCT GTAATT GGA GCT TTATTG CCT G 25 40.0 55.4
TTT TAG ATT TCG CTATGT TGC ATT C 25 32.0 525
GAA TGC AAC ATA GCG AAA TCT AAA A 25 32.0 52.5
- AAT ATC TTC AAG CTC CAT TAG AAT T 25 28.0 50.5
- AAT TCT AAT GGA GCT TGA AGATAT T 25 28.0 50.5
TAG GATCTTACG CTC TTGGTC TCAT 25 44.0 56.9
ATG AGA CCA AGA GCG TAAGAT CCT A 25 44.0 56.9
TGC AGT GGC AAG CTG GAG CAATTG C 25 56.0 64.6
GCA ATT GCT CCA GCT TGC CAC TGC A 25 56.0 64.6

3.1. melléklet tablazat: A helyspecifikus mutagenezishez és ellendrzd szekvenalashoz hasznalt

primerek listaja.



Lépés Homérséklet (°C) Idotartam

Kezdeti denaturacio 98 5 perc
5 ciklus | denaturacio 98 30s
kapcsolodas 40 30s
meghosszabbitas 72 90s
5 ciklus  denaturacio 98 30s
kapcsolodas 45 30s
meghosszabbitas 72 90s
30 ciklus  denaturacio 98 30s
kapcsolodas 50 30s
meghosszabbitas 72 90s

Végs6 meghosszabbitas 72 10 perc

3.2.A melléklet tablazat: A helyspecifikus mutagenezis els6 PCR programja. A kapcsolodasi
(annealing) hémérséklet alacsonyan kezddédik a ciszteint alaninra cseréld mutans kodonok miatti

bazisparosodasi hibak miatt, de a kapcsolodasi hdmérséklet fokozatos emelése optimalis specifitashoz

vezet.
Lépés Hoémérséklet (°C) Idétartam
Kezdeti denaturacio 98 5 perc
5 ciklus denaturacio 98 30s
kapcsolodas 50 30s
meghosszabbitas 72 2 perc
30 ciklus denaturacio 98 30s
kapcsolodas 55 30s
meghosszabbitas 72 2 perc
Végs6 meghosszabbitas 72 10 perc

3.2.B melléklet tablazat: A helyspecifikus mutagenezis masodik PCR programja.

Szamitogépes dokkolasi modszer

Elozetesen sziikséges kotési kalkulaciokat az AutoDock (RRID: SCR_012746, (155))
szoftverrel végeztiik. A racspontok szamat 60x60x60-ra allitottuk 0,375 A racspont kozokkel.
Lamarck-féle genetikai algoritmust hasznaltunk, amelyben a flexibilitast engedélyeztiik minden
forgasra képes kotés kozott az Osszes ligandum esetében. Minden ligandum esetében 10
dokkolasi kalkulaciot végeztiink, az igy kapott ligandum konformacios eredményeket pedig a

kalkulalt kotési szabad entalpiajuk (AGgkaik) alapjan.

Szamitogépes dokkolasi eredmények

A DMTS és a DATS kotési modja a C621S mutans TRPA1 receptorhoz.
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Az adatbazisban elérhetd C621 mutans TRPA1 szerkezetben a ciszteint szerinre cserélték
(C621S). Ebben az esetben a receptor C621S szerinje nem volt képes diszulfid kotést kialakitani
a DMTS-sel és DATS-sel, igy kovalens interakcié nem tudott kialakulni. Suo és mtsai. (138)
bemutattak, hogy JT010 és N-benziltioformamid (9BE) hatasa teljesen megsziint a C621S
mutéansban, de egy masik cisztein egyszeres mutacigja (pl. C665S) nem befolyésolta jelentdsen
a hatasukat, és tovabbra is erds aktivacids jelet figyeltek meg. Ez alapjan azt feltételezhetjiik,
hogy a nem poliszulfidok esetében sem torténik C621S mutans receptor aktivacio a C621
cisztein hianyaban, még ha a kozeli C641 és C665 ciszteinekhez képes is kovalensen kot6dni
az agonista. A C621S receptorban a DMTS szignifikansan kisebb AGxaik értékkel kotédik nem
kovalensen az eredeti kdtézsebhez, mint a WT receptor esetében (3.3. melléklet tablazat).

Erdekes médon a DATS hasonld AGraik értékkel kétddik nem kovalensen a mutans receptorhoz,

mint amekkoréaval kovalensen a WT receptorhoz.

-2,32 -2,98
1/3 1/3
7,2 10,8

3.3.A melléklet tablazat: AutoDock 4.2 (156) szoftverrel végzett elézetes sziikséges kalkulaciok a
szerves poliszulfidok dokkolasahoz a nativ apo (6VOW) TRPA1 receptor struktirahoz.

212 72

5,2 5,4

3.3.B melléklet tablazat: AutoDock 4.2 (156) szoftverrel végzett elzetes sziikséges kalkulaciok a
szerves poliszulfidok dokkolasahoz a nativ holo (6PQP) TRPA1 receptor struktirahoz.
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_ 3'7 3’7

3.3.C melléklet tablazat: FITTED szoftverrel végzett eldzetes sziikséges kalkulaciok a szerves
poliszulfidok dokkolasahoz a nativ holo (6PQP) TRPA1 receptor strukturahoz.

[ ] APO
‘Rang 15 1/5
- diszulfid diszulfid
 C621S muténs
‘Rang 15 1/5
nem nem
kovalens kovalens
I C621A muténs
‘Rang 13 /3
nem nem
kovalens kovalens
3.4.A melléklet tablazat: A DMTS és DATS kovalens és nem kovalens dokkolasa az apo szerkezetii
WT, C621S és C621A egyszeres mutans TRPA1 receptor valtozatokhoz a FITTED szoftverrel

AGiai (keal/m) -44,641 50,167
Rang 1/10 1/10
Kovalens kités tipusa diszulfid diszulfid

3.4.B melléklet tablazat: FITTED szoftverrel a szerves poliszulfidok kovalens dokkolasa a nativ holo
szerkezetli (6PQP) TRPA1 receptor C621 ciszteinjéhez.
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3.1. melléklet abra: A DADS gazkromatografids tomegspektrometriai (GC-MS) mérési eredményei.
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Szintetizalt DADS kromatografias eredményeli

Cstics Retenciés idé6  Teriilet Teriilet% Magassag%

sorszama

3.01 perc 62049046
4.26 perc 6756556 9.82 9.84 DATS

68805602 100.00 100.00

%T
»
‘.P

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450

3.2. melléklet abra: A DADS Fourier-transzformacios infravorés (FTIR) spektroszkopiai mérési

eredménye.
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Melléklet abra: A DATS gazkromatografias tomegspektrometriai (GC-MS) mérési eredményei.
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Szintetizalt DATS kromatografias eredményei

Cstcs Retencids Teriilet Teriilet% Magassag%o

sorszama ido

3.58 perc 654538
5.52 perc 1140124 63.53 66.82 DATS

1794662 100.00 100.00

FEgs2 R

%T

8285555883
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3.4. Melléklet abra: A DATS Fourier-transzformacios infravorés (FTIR) spektroszkopiai mérési

eredménye.
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4. Asztrocita specifikus TRPA1l kondicionalis knockout egér

létrehozasa és az expresszio vizsgalata

4.1. Bevezetés

A szklerdzis multiplex (SM) egy kozponti idegrendszeri, stlyos neurodegenerativ
autoimmun betegség, amely soran a tartds gyulladas és tomeges sejtpusztulas kovetkeztében a
neuronok axonjait burkolé mielinhiively szétesik, ezaltal romlik az idegi miikodés (157,158).
Az SM modellezésére széleskoriien alkalmazott mddszer az egerek kuprizonnal torténd tartos
kezelése, amely egy oligodendrocita specifikus sejttoxikus szer, és hatisara demielinizacid
alakul ki elsésorban a corpus callosum teriiletén, amely makrofag invazioval és asztrocita
reakcioval tarsul (159,160). Korabbi kutatasok kimutattak, hogy a kuprizon-indukalt
demielinizacioval szemben sokkal ellenallobbak a TRPA1 KO egerek (160,161). Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TRPA1 szabalyozza a mitogén-aktivalt protein kindz
utvonalat, ami a sejtek apoptozisdhoz vezet, ezért a TRPA1 hianyaban sokkal kisebb a kifejlett
oligodendroglia pusztulds kuprizon hatasara. TRPA1 gatlas egy 0j gydgyszermechanizmus
lehetdségét jelenti a SM kezelésében.

A TRPAI receptor elsdsorban a kapszaicin érzékeny nociceptiv szenzoros neuronokban
expresszalodik (4,9,10), de alacsonyabb szinten expresszalodik nem neuron sejtekben is, mint
a keratinocitakban, endotél sejtekben és a gasztrointesztinalis mukoza sejtekben (162—165),
tovabba az agy teriiletén az oligodendrogliakban (166) és asztrocitakban (167-169). Az egér
agykéregben kimutattdk az alacsony szintli TRPA1 expressziot a neuronokban, asztrocitdkban,
oligodendrogliakban és mikrogliakban (170). Kisérleteinkben az asztrocitak szerepét vizsgaltuk
az SM patomechanizmusaban, ugyanis a reakiv asztrocitakrol mar ismert, hogy hozzéjarulnak

a neurodegenerativ betegségek neuroinflammacios folyamataihoz (171,172).

4.2. Célkitilizés

Jelen kutatasunk soran szeretnénk igazolni a kuprizon indukalt oligodendrocita apoptézishoz
vezetd TRPA1 medialt folyamatokban az asztrocita sejtek kulcsszerepét. Erre a célra olyan
egérmodell 1étrehozasat céloztuk meg a Cre-Lox rekombinacios rendszer segitségével, melynek
az asztrocita sejtjeibol specifikusan titjiik ki a Trpal gént (kondicionalis knockout - cKO). Az
igy létrehozott egerekben vizsgaljuk majd a kuprizon demielinizal6 hatasat, és Trpal WT és

globalis KO egerekhez viszonyitjuk kapott eredményeket.
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4.3. Anyag és modszer

4.3.1. Kisérleti dallatok és etikai engedély

Az egerek keresztezését Dr. Bélcskei Kata és Dr. Sandor Zoltan tervezték. Az egerek

Az Gfap promoter altal meghajtott Trpal kondicionalis knockout egereket a floxolt Trpal
egerek (B6.129S-Trpaltm2Kykw/J; RRID: IMSR_JAX:008650, The Jackson Laboratory,
USA) ¢és a Gfap promoter altal meghajtott Cre rekombinaz gént expresszald egerek (B6.Cg-
Tg(Gfap-cre) 77.6Mvs/2), RRID: IMSR_JAX:012887; The Jackson Laboratory, USA)
keresztezésével hoztuk létre. A spermatogenezis soran végbemend nem-specifikus Cre
aktivacio lehet6sége miatt a keresztezésben csak Gfap-Cre transzgént hordozo ndstény egereket
hasznaltunk (anyai agrél orokités). A nem-specifikus aktivacid és rekombinécio esélyének
tovabbi csokkentésére az Gfap-Cre gént a kizarolag heterozigdta formaban tartottuk fenn és
hasznaltuk a keresztezéshez.

Elozetes tajékozodas céljara a Gfap-Cre expressziot, és igy a varhato floxolt Trpal
kondicionalis KO kialakulasat ugy vizsgaltuk meg, hogy a Gfap-Cre heterozigota egeret egy
STOP-floxolt tdTomato gént hordoz6 homozigéta (tdTomato riporter) egérrel (B6;129S6-
Gt(ROSA)26Sormi(CAC-dTomato)Hze 3 - RRID: [MSR_JAX:007905, The Jackson Laboratory,
USA) kereszteztilk. A tdTomato riporter egereket Dr. Kovics Gergelytl kaptuk, a Pécsi
Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar Elettani Intézet allathazabol. A
keresztezésbol 1étrejott utdodok koziil a mindkét transzgénre heterozigota (Cre™ tdTomato™")
egerek expresszios mintazatat vizsgaltuk a tdTomato vords fluoreszcenciaja alapjan.

Elsé 1épéseként az Gfap-Cre heterozigdta ndstény és floxolt Trpal homozigota him egereket
kereszteztiik. A létrejott utodok koziil a mindkét transzgénre heterozigota (Cre™™ Trpal™")
nostény egereket kereszteztiik jra floxolt Trpal homozigéta him egerekkel. A mésodik

= TRPAL™™ him egerek voltak a vizsgalataink f6 célpontjai,

utddgeneracioban létrejott Cre
mig az alomtestvéreik koziil a Cre”” Trpal™~ and Cre™ Trpal™F him egereket hasznaltuk
floxolt Trpal hetero és Cre negativ kontrollnak. Minden tenyésztésre vagy kisérletre szant
egeret alaposan sziirtiink globalis Trpal KO genotipusra farokminta genotipizalassal, és ezeket
kizartuk a tovabbi kisérletekbdl (a Cre™~ egerek mintegy 10%-at).

Az allatok a Pécsi Tudoméanyegyetem Altaldnos Orvostudoméanyi Kar Farmakologiai és
Farmakoterépiai Intézet allathdzaban voltak tenyésztve, és a Szentagothai Janos Kutatokdzpont

allathazaban voltak tartva, 22+2 °C homérsékleten és 12 6rds vildgos-sotét napi ciklusban
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(vilagitast 6:00-tol 18:00-1g kaptak). Az allatok 3-7 fés csoportokban standard polikarbonat
ketrecekben voltak tartva faforgacs almon. Standard kemény tapot és vizet kaptak ad libitum.
A tanulmény az eurdpai jogszabalyok (2010/63 / EU iranyelv) és a Magyar Kormanyrendelet
(40/2013., I1. 14.) szerint késziilt a tudomanyos célokra hasznalt allatok védelmérol. A projektet
a Pécsi Tudomanyegyetem Allatvédelmi Bizottsaga, az Orszagos Allatkisérleti Tudoméanyos
Etikai Bizottsag és a Baranya Megyei Kormanyhivatal engedélyével végeztiik (engedélyszam:
BA02/2000-82/2017). Igyekeztiink a kisérlet elvégzéséhez sziikséges legkisebb allatszamot

hasznalni, és a kisérletbe bevont allatok szenvedését minimalisra csokkenteni.

4.3.2. Kiindulasi egérvonalak genotipizdlasa

A floxolt mTrpal egerek rutinszer(i genotipizalasa a tenyésztés soran a szolgaltato altal
javasolt 0IMR9168 forward primer és oIMR9169 reverse primer segitségével tortént, melyek
floxolt gén esetében 359 bp, vad tipust gén esetében pedig 472 bp méretii PCR termékeket
eredményeztek. A Gfap-Cre egerek rutinszerli genotipizalasa a tenyésztés soran szintén a
szolgaltato altal javasolt 15831 forward primer és 15832 reverse primer segitségével tortént,
melyek a transzgén jelenlétében ~400 bp méretli PCR terméket eredményeztek, tovabba belsd
kontroll céljara az oIMR8744 forward primert és oIMR8745 reverse primert hasznaltuk,

melyek 200 bp méretli PCR terméket eredményeztek.

4.3.3. tdTomato in vivo képalkotds
Az VIS méréseket én, Dr. Bolcskei Kata és Dr. Sandor Zoltan végeztiik.

A tdTomato in vivo képalkotasahoz Cre"”~ tdTomato™ "~ egereket hasznaltunk. Az allatokat
ketamin-xylazin (100 és 5 mg/kg) keverékkel altattuk. Az allatok pigmentalt bundajat egy
elektromos borotvaval nyirtuk le, hogy ne akadalyozza a képalkotast. A tdTomato nativ
fluoreszcenciajanak mérésére az IVIS Lumina IIT (CLS136334, PerkinElmer) képalkotd
rendszert hasznaltuk. A tdTomato detekcidjahoz 500, 520, 540 és 560 nm-es filtereket
hasznaltunk spektrum szétvalasztasra (spectral unmixing) és egy 620 nm-es emisszios filtert,
tovabba automatikus expozicidt és 2-es binning-et hasznaltunk. A fluoreszcens jel mérése a
total fluxus (fotonszam/s) egyenld méretli teriileten (ROI), ami teljesen magaba foglalta az
agyat. A képalkotas utan az allatokat egy alulrol melegitett dobozba helyeztiik és feliigyeltiik

az ¢letfunkcioikat az altatas elmulasaig.
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4.3.4. Gfap-Cre feltérképezése LM-PCR technikdval

A primerek tervezését, az LM-PCR technikat és a szekvenalasi eredmények kiértékelését én
végeztem.

A Gfap-Cre gén helyének azonositasara ugyanazt az LM-PCR protokollt kovettiik, amit a
2.3.4. fejezetben korabban kifejtettem. A teljes genomi DNS emésztéséhez Tail (NEB ER1142),
Hhal (NEB ER1851), Pstl (NEB ER0615) restrikcios endonukledzokat hasznaltunk kiilon
reakciokban. A nested PCR-hoz az LM-V A1-3 primereket hasznaltuk a transzgén 5’ végéhez,
¢s LM-V B1-3 primereket a 3° végéhez.

4.3.5. Gfap-Cre feltérképezése inverz PCR technikdval

A primerek tervezését, az inverz PCR technikat és a szekvendlasi eredmények kiertékelését
én végeztem.

A Gfap-Cre gén helyének azonositasara ugyanazt az inverz PCR protokollt kovettiik, amit a
2.3.5. fejezetben korabban kifejtettem. A teljes genomi DNS emésztéséhez Psil (NEB ER2061)
¢és Fspl (NEB ER1221) restrikcios endonukleazokat hasznaltunk kiilon-kiilon és egyiitt is. Az
els6 PCR 1épéshez az LM-A1 és LM-B1 primereket hasznaltuk (annealing: 55 °C). Az els6
PCR termékeit hasznaltuk a masodik PCR programhoz az LM-A2 és LM-B2 primerekkel
(annealing: 60 °C). A masodik PCR termékeit hasznaltuk fel a harmadik PCR programban az
LM-A3 és LM-B3 primerekkel (annealing: 60 °C).

4.3.6. Gfap-Cre hetero- és homozigota megkiilonboztetése gPCR technikdval
En végeztem a kvantitativ PCR technikat, Dr. Sandor Zoltan ellenorzésével.

Az Gfap-Cre transzgén homo- és heterozigota tovabbra sem volt megkiilonboztethetd
genotipizald PCR technikaval, ugyanis az ismeretlen elhelyezkedése miatt nem lehetett erre
alkalmas primereket késziteni. Ezt a problémat kromoszomalis DNS alapti qPCR technikaval
igyekeztiink megkertilni.

Gfap-Cre egerek farokmintaibdl tisztitottuk a DNS-t 350 pul Farok pufferrel (50 mM TRIS
pH 7.5; 50 mM Na-EDTA pH 8,0; 100 mM NaCl; 5 mM ditiotreitol; 0,5 mM spermicid) és 20
pl 10 mg/ml proteinaz K enzimmel (EO0491, ThermoFisher Scientific, USA) 55 °C-on egy
¢jszakan at. Masnap a mintdkat lecentrifugaltuk (13000 rpm, 2 perc) és a feliiliszot
atpipettaztuk 0j csébe. Hozzaadtunk 700 pl izopropanolt, majd alapos keverés (nem vortex-
szel, hanem csak kézzel razogatas) utan lecentrifugaltuk (13000 rpm, 5 perc), és dvatosan

leszivtuk (eltavolitottuk) a feliiliszot. A csapadékhoz 500 pul 70% etanolt adtunk, majd alapos
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keverés utan lecentrifugaltuk (13000 rpm, 2 perc), €s Ovatosan leszivtuk (eltavolitottuk) a
feliiluszot és szaritottuk szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil. A kiszaradt csapadékhoz 100 pl
Tris-EDTA (TE) puffert adtunk, és 20 percig inkubaltuk 55 °C-on. Alapos keverés utan
megmértiilk a koncentraciojukat, majd egyforméan 10 ng/ul koncentraciéra higitottuk a DNS
mintakat.

Az RT-gPCR reakciohoz Luminaris Color HiGreen Low ROX gPCR Master Mix (K0374,
ThermoFisher Scientific, USA) kit-et és a genotipizalasban alkalmazott primereket hasznaltuk:
15831 forward primer és 15832 reverse primer a Gfap-Cre transzgénhez, oIMR8744 forward
primer és 0IMR8745 reverse primer a belsé pozitiv kontrollhoz. Az RT-qPCR-t a Quantstudio5
(RRID:SCR_020240, Applied Biosystems, USA) kvantitativ PCR gépben végeztiik az RT-gPCR
programon (2.5. melléklet tablazat). Minden mintat kétszer mértiink a qPCR soran, és
meghataroztuk a Ct értékiiket (az a ciklusszam, amikor a minta jelerGssége eléri a
kiiszobértéket). A ACt értéket ugy kaptuk, hogy a Gfap-Cre Ct értékébol kivontuk a belsd
pozitiv kontroll Ct értékét. A homozigétak esetében 0 ACt értéket vartunk, a heterozigotak
esetében pedig 1 ACt értket.

4.3.7. LoxP hely feltérképezése

A primerek tervezését, a PCR-t és a szekvenaldsi eredmények kiértékelését én végeztem.

A floxolt TRPA1 egerekben 24. intronban elhelyezked6 loxP szekvencianak mar ismertiik a
pontos helyét (ugyanis ezt veszik kozre a szolgaltato altal megadott oIMR9168 ¢s 0IMR9169
primerek), a 21. intronban 1évé azonban még feltérképezésre vart. Erre a célra terveztiik az
exon21 primer 1 és intron21 primer 2-5 forward primereket, tovabba az 0IMR9169, tovabba a
LoxP fwd forward és LoxP rev reverse primereket. A tervezést PrimerBLAST (RRID:
SCR_003095, (76)) webes eszkodzzel végeztiik, az igy kapott primereket pedig Integrated DNA
Technologies (IDT) OligoAnalyzer Tool (RRID:SCR_001363, (141)) segitségével ellendriztiik.
A TRPAI1 kondicionalis KO egerek mintain a 4 forward primert és 3 reverse primert minden
kombinacioban hasznaltuk a standard PCR program (2.2. melléklet tablazat) soran. Az exon21
forward primer és az oIMR9169 reverse primer eredményezett egy ~600 bp hosszi PCR
terméket, amit ugyanezekkel a primerekkel szekvenalt meg a BIOMI Kft. A szekvenalasi
eredményeket PrimerBLAST (RRID: SCR_003095, (76)) segitségével elemeztiik, és ApE A
plasmid Editor (RRID: SCR_014266) szoftverrel allitottuk Ossze a floxolt mMTRPAL

szekvenciat.
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4.3.8. TRPAL kondicionadlis KO genotipizdlds

A primerek tervezéset, mRNS izoladlast és a genotipizalo RT-PCR technikat én végeztem.
¢s 0IMR9169 reverse primerrel genotipizaltuk. Ez intakt Trpal WT esetén 472 bp, intakt
floxolt TRPAT1 esetén 359 bp, kondicionalis Trpal knockout esetén pedig 609 bp hosszi PCR
terméket eredményezett. RT-PCR tesztet végeztink az RNS mintakon az exon2l forward
primer és exon25 reverse primer hasznalataval, ami az intakt Trpal mRNS esetén 573 bp,
TRPA1 knockout esetén 191 bp hossza RT-PCR terméket eredményezett. Tovabbi ellen6rzd
RT-PCR vizsgalatokat végeztiink a cKO mRNA primer 1 forward primer (18. exonon) és cKO
MRNA primer 2 reverse primer (21. és 25. exonok atfedésén), illetve a cKO mRNA primer 3
forward primer (21. és 25. exonok atfedésén) és cKO mRNA primer 4 reverse primer (27.
exonon), amik csak MTRPA1 KO esetén eredményeznek terméket: az 1-2 primerek 491 bp, a
3-4 primerek pedig 378 bp hosszu terméket.

A primerek tervezését ApE A plasmid Editor (RRID: SCR_014266) szoftverrel végeztiik és
Integrated DNA Technologies (IDT) OligoAnalyzer Tool (RRID:SCR_001363, (141))

segitségével ellendriztiik.

4.3.9. Reverz transzkripcios kvantitativ PCR
Az RT-gPCR-t és az eredmények kiértékelését én és Dr. Sandor Zoltan végeztiik.

A teljes mMRNS-t izolaltuk a homogenizalt agymintakbol TRI Reagens és Direct-Zol RNA
izolacios kit (R2053, Zymo Research, Irvine, CA, USA) hasznalataval a gyartoi protokoll
szerint. A tisztitott RNS koncentraciojat NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, USA)
spektrofotométerrel hataroztuk meg, majd 1 pg totdl RNS-t kezeltink DNaz | (EN0525,
ThermoFisher Scientific, USA) emésztéssel, hogy eltavolitsuk a genomi DNS szennyezést a
mintadkbol. Mintanként 0,5 pg totdl RNS-bdl készitettlink cDNS-t reverz transzkripcidval a
Maxima™ First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (K1642, ThermoFisher Scientific,
USA) hasznalataval. A PCR reakciohoz SensiFast Probe Lo-ROX Kit-et (BIO-84050, Bioline
Inc., UK), az exon23 jeldlt probat, ex23F foward primert (23. exonon) és ex24R reverse primert
(24. exonon) hasznaltunk. Az RT-gPCR-t a Quantstudio5 (RRID:SCR_020240, Applied
Biosystems, USA) kvantitativ PCR gépben végeztiik az RT-gPCR programon (2.5. melléklet
tablazat). Mivel a primerek és a jelolt proba kotohelyei a Cre-Lox rekombinacié soran
deletalodnak, és igy hianyoznak a mTRPA1 mRNS-érél, ezért ezzel az RT-qPCR vizsgalattal

csak az intakt mTrpal mMRNS mennyiségét tudtuk mérni. A referenciagén a béta-aktin (Actb)
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haztartasi gén volt, amit a Prime Time Std qPCR Assay Mm.PT.58.33540333 (Integrated DNA
Technologies, USA) probaval hataroztunk meg ugyanabban a PCR programban. Minden mintat
kétszer mértiink az RT-qPCR soran, és meghataroztuk a Ct értékiiket. A ACt értéket gy kaptuk,
hogy az mTrpal mRNS Ct értékébdl kivontuk a béta-aktin mRNS Ct értékét. A AACt értéket
ugy kaptuk, hogy minden egyes minta ACt értékébél kivontuk a Cre™~ csoport atlagos ACt
értékét (ez reprezentalja a 100% mTrpal expresszios szintet). Végiil a 100/(222<Y) képlettel

megkaptuk a mintak linearizalt expresszids aranyértékét.

4.4. Eredmények

4.4.1. A Cre-loxP rendszer megtervezése és a Gfap-Cre géb asztrocita
specifikus expresszidjanak ellenorzése

A Cre-lox rekombinacié egy széleskorben hasznalt mdodszer kondicionalis KO allatok

létrehozasara (173-175). A loxP szekvencidk a Cre rekombinaz felismerési €s rekombinacios

helyei, ezért, ha két loxP szekvencia ugyanazon a DNS szalon helyezkedik el azonos

orientacioban, akkor a rekombinacié a kozottiik 1év6 szakasz lehurkolodasaval jar (4.1. abra).

A kivagodott szakasz extrakromoszomalis DNS-sé valik, és a gyakorlatban teljesen elveszik a

sejtbol.
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4.1. abra: A Cre rekombinacio altal végzett géndelécid, ha a loxP szekvenciak azonos DNS szalon
helyezkednek el és azonos orientacioban. Ekkor a loxP szekvenciak kozotti szakasz lehurkolodik, és
gyakorlatilag elveszik a sejtb6l. A Trpal™™ génbdl ez csupan a 22-24. exonokat magaba foglald
génszakaszt vagja ki, de ez elég ahhoz, hogy a deletalt génrél ne expresszaldodhasson funkcionalis

fehérje.

A Cre rekombindaz gén expresszidja feltételekhez kothetd, mint Sejtspecifikus gének
promoteréhez (pl. Gfap gén promoteréhez), indukatorok (pl. tamoxifen, tavoli vords fény) vagy
inhibitorok (pl. doxociklin) jelenlétéhez. A mi célunk asztrocita specifikus kondicionalis Trpal
KO egerek létrehozasa volt, igy az asztrocita progenitor sejt specifikus Gfap gén promoteréhez
kotott Cre rekombindz transzgént hordozd egeret valasztottuk, amelyet nem nekiink kellett
létrehoznunk, hanem készen vettik a The Jackson Laboratory kisérleti allatokra
specializalodott cégtdl. A Gfap-Cre gén asztrocita specifikus expresszidjat mi magunk is
tesztelni akartuk, amihez tdTomato riporter egerekkel kereszteztiik 6ket. A tdTomato riporter
egér egy olyan tdTomato vords fluoreszceens riporter gént hordoz, ami elétt van egy CAG erds
promoter és egy loxP szekvenciakkal kozrefogott STOP kazetta. A floxolt STOP kazetta Cre

rekombinacié hidnyaban teljesen megakadalyozza a gén expressziot. A Cre rekombinacio
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hatasara kivagodik a floxolt STOP kazetta, és az CAG promoter nagy mennyiségben
expresszalja a tdTomato riporter fehérjét, igy a Cre rekombinazt expresszalo sejtek erds voros
fluoreszcens jelet fognak mutatni (4.2. abra). Ez alapjan a keresztezéssel 1étrejott F1 utodokban
(Gfap-Cre™ tdTomato™ ") varhatéan azokban a sejtekben kapunk vords fluoreszcens jelet,
amelyekben a Gfap-Cre gén expresszalodik, tehat remélhetéleg csak az asztrocitakban, de

minden asztrocitaban.

Nincs fluoreszcencia

Cre rekombinacio

LoxP

Van voros fluoreszcencia

4.2. abra: A tdTomato riporter egér miikodési modellje. Cre rekombindz hianyaban a floxolt STOP
kazetta nem engedni expresszalodni a tdTomato gént, igy nincs vords fluoreszcencia az egérben. A Cre
rekombinacio hatasara kivagodik a STOP kazetta, és a CAG promoter nagy mennyiségben expresszalja
a tdTomato riporter fehérjét, ezzel a Cre rekombinaz expresszioval megegyez6 mintazatban megjelenik

a voros fluoreszcencia az egerekben.
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A Gfap-Cre™" tdTomato""~ egerekben in vivo képalkotassal és szovetmetszeti fluoreszcens
mikroszkopiaval mértiik a tdTomato vords fluoreszcenciajat. Az in vivo képalkotas alapjan a
Gfap promoter altal meghajtott Cre gén elsdsorban az agy teriiletén és a szemben (varhatdan a
retindban) expresszalddott, tovabba kis mértékben a gerincveld teriiletén, a periféridan pedig
elhanyagolhatd6 mértékben (4.3. abra). A voros fluoreszcens mikroszkopia az idegrendszer
terliletén azt mutatta, hogy az asztrocitdk és néhany jol azonosithatd neuron expresszaljak a
tdTomato riporter fehérjét (4.4. abra). A kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk mas kutatasi
eredményekkel (176), és arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az asztrocitdk nagy része
expresszalja a Gfap-Cre gént, a neuronoknak pedig csak kis része, igy Gfap-Cre gén
megfeleléen specifikus volt. Vérhatan a kisérletre tervezett Gfap-Cre*” tdTomato™™
egerekben is ugyanilyen mintazatban fog kivagodni a Trpal gén.

GFAP-Cre +/- GFAP-Cre /- s

ROI 2=6.5002+08 1.5

gl0

xl

Radiant Efficiency
¢ plsecfcm 7[sr)

uWjicm?

Color Scale
Min = 8.80e8
Max = 1.67e10

4.3. abra: Reprezentativ eredmény a Cre rekombindz expresszidos mintazatarél a tdTomato vOrds
fluoreszcencia alapjan in vivo képalkotassal. A bal oldali egér Cre”~ tdTomato™ " genotipust, mig a jobb

oldali Cre”~ tdTomato™" genotipust kontroll 4llat. A fluoreszcencia erdssége alapjan a Gfap promoter
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altal meghajtott Cre gén els6sorban az agy teriiletén és a szemben expresszalodott, tovabba kis
mértékben a gerincveld teriiletén, a periférian pedig elhanyagolhaté mértékben. Az agy teriiletén kijelolt
egyenld teriileten (ROI) lathato az atlagos fluoreszcencia jelerdssége: a Cre™ egérnek ROI 1 = 8,842 x
10 p (sec cm? sr)t / uW (cm?)%, mig a kontroll a Cre” egémek ROI 2 = 6,5 x 108 p (sec cm? sr)* /
uW (cm?)?,

4.4. abra: Reprezentativ voros fluoreszcens mikroszkopias szovetmetszeti képek a kozponti
idegrendszerbdl. Lumbalis gerincvelé atfogd keresztmetszeti képe (A). Hippokampusz atfogd
keresztmetszeti képe (B). Szemcsesejtek (neuronok) a hippokampuszban, dentate gyrus (C).
Piramissejtek a hippokampuszban, CAl (D). Asztrocitak a sziirkeallomanyban (E). Hajszalereket

korvonalazo asztrocitak a sziirkeadllomanyban (F).
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4.4.2. Nehézségek a Gfap-Cre gén feltérképezésében

A Gfap-Cre gén elhelyezkedésérdl a 1étrehozo cég sem tudott informacidval szolgalni (88).
Ennek az egyik nagy hatranya, hogy a jelenlegi genotipizal6 primerek csak azt tudjak kimutatni,
hogy a transzgént hordozza-e az egér vagy nem, de pozitiv egerek esetében nem tud
kiilonbséget tenni hetero- €s homozigotak kozott. A Cre rekombinaz esetében azonban fontos
volt, hogy minden Kkisérleti allatban hasonlé mennyiségben expresszalddjon, ugyanis ez
varhatoan hatassal lesz a hatékonysagara és specificitasara.

Korabban a ligalas-medialt és inverz PCR technikaval sikeresen azonositottunk az
ismeretlen elhelyezkedésii (human SSTR4) transzgéneket egerekben, igy a Gfap-Cre génhez is
ezeket a modszereket valasztottuk. Terveztiink primereket nested PCR-hoz, amelyeket egyarant
hasznaltunk a ligalas-medialt és inverz PCR-hoz is. Tobbnyire azonban nem eredményeztek
terméket a harmadik PCR program végére, de ha mégis, azok a szekvenalas soran hoztak
értékelhetetlen eredményeket. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Gfap-Cre transzgén
valdsziniileg hosszi ismétlédé szekvenciaba inszertalodhatott (hasonloan a hSSTR4 transzgén
Ul ¢és U2 kopiaihoz a humanizalt egerekben).

fgy nem voltunk képesek optimélis primereket tervezni a Gfap-Cre hetero- és homozigéta
egerek megkiilonboztetésére. Ezt a problémat genomi DNS alapu kvantitativ PCR technikaval
kertiltilk meg. Mivel a homozigdta egér dupla annyi Gfap-Cre transzgént hordoz, mint a hetero,
ezért két jol elkiilonithetd csoportra szamitottunk az eredményeknél, ahol a két csoport kozott
a ACt = 1. Ezzel szemben a pontosan beallitott DNS mennyiségek ellenére is rendkiviil nagy
varianciat tapasztaltunk, igy a Tagman-proba mentes, SYBR Green | DNS festék alapti qPCR
modszert nem talaltuk megbizhatdéan pontosnak.

Végiil tigy hataroztunk, hogy a Gfap-Cre gént mindig hetero formaban tartjuk a tenyésztés
soran, hogy biztositsuk a kisérleti egerekben az azonos expresszios szintet. Ugy véltiik, hogy
az alacsonyabb Cre rekombinaz expresszid csokkenti a nem specifikus rekombinaciok esélyét,

igy ezt még eldnyosnek is talaltuk a kisérlet szempontjabol.

4.4.3. A loxP szekvenciak elhelyezkedése a Trpal génben
A Trpal™" egerekben nem volt ismert a loxP szekvencidk (a Cre rekombinaz specifikus
felismerési €s rekombinacios szekvenciai) pontos elhelyezkedése az egér Trpal génben. A 3’
véghez kozelebbi loxP szekvencia pontos helyét mar ismertiik, mert ezt fogja kozre az egereket
létrehoz6 cég altal megadott genotipizald primerek (0IMR9168 és oIMR9169). A masik loxP

szekvenciarol annyi informaciot kaptunk, hogy a 21. intronban helyezkedik el, igy erre a
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szakaszra 4 forward primert terveztiink, illetve még egyet a 21. exonra, majd ezeket parositottuk

a loxP szekvenciara illeszkedd primerrel. A kapott PCR terméket szintén szekvenaltattuk, és az

1FI/FI

eredmények alapjan 6sszedllitottuk a Trpa gén pontos szekvenciajat (4.5. abra).

Trpat gén, DNS

B »
LoxP LoxP
sel sel
< <
Ascl Ascl
n m_ a1 A_A__im n 1 R_A_§ A& 5 - 1 A__a_Ep
1. transzkruptum varians, mRNS I $
n m_Aa_ 1 AR M A ] B_A R ! B_ A B
2_transzknptum vanans, mRNS
> <
21. exon forward primer olMRY169
intron 21 primer 1 0IMR9168
; <
intron 21 primer 2 25. exon reverse primer
intron 21 primer 3 primer A1 cKO mRNA 4

intron 21 primer 4
| 3
pnmer A1 cKO mRNA1
primer ATCKO mRNA 2
primer ATCRO mRNA 3

4.5, abra: Géntérkép. A rozsaszin sav a teljes egér Trpal gén kodolo szakaszat szemléltetik, jobb végén
(transzkriptum varians 1) és sarga (transzkriptum varians 2) jelolik, azon beliil a fiiggéleges savok az
exonok, mig az als6 ives atkotd vonalak a kivagddo intronok. A transzkriptum varidnsok kozott a
kiilonbségeket fekete kettGs nyilak jelolik, az 1. transzkriptum variansban eggyel tobb exon van (20.
exon), €s az utolsd exon hosszabb. Itt kiemelnénk, hogy az exonok szamozasat az 1. transzkriptum

varians szerint vezettiik. Piros nyilak mutatjadk az azonositott loxP szekvenciak elhelyezkedését és

crcr

crcr

jobbra mutaté kék nyilak a forward primereket, mig a balra mutaté vilagoskék nyilak a reverse
primereket jelolik. A primer A1 cKO mRNA 2 és 3 primerek csak a 21. és 25. exonok talalkozasakor
tudnak az mRNS-hez kapcsolodni, azaz akkor, ha a loxP szekvenciak k6zotti szakasz kivagodasaval

1étrejott a Trpal kondicionalis KO.

Erre terveztiink olyan PCR primereket, amikkel rutinszerlien azonosithattuk a Cre
rekombinacié hatasara kivagodott Trpal szakaszt mind a DNS-ben (exon 21 forward,
0IMR9168 forward és oIMR9169 reverse primerek), mind az RNS-ben (primer Al cKO
MRNA 1-2 és 3-4 primer parok), igy azonosithatokké valtak a kondicionalis és globalis KO
egerek (4.5. és 4.6. abra). Az aspecifikus Cre expresszid hatasara véletleniil 1étrejott globalis

KO egereket kizartuk a tovabbi tenyésztésbdl és a kisérletekbol.
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l Reverz transzkripcios PCR
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— o —
primer A1 cKO mRNA 2 Primer A1 cKO mRNA 4
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=

Reverz transzkripcios PCR

h

Vannak PCR termékek

4.6. abra: Az mRNS alapi PCR tesztek a Trpal cKO egerek genotipizalasara. A primer Al cKO
2-3 primerek atfedoek azzal a szekvenciaval, ami a 21. és 25. exon dsszekapcsolodasakor jon létre, igy
csak a Trpal cKO génekrol késziilt mRNS eredményez PCR terméket. A narancs és lila szinnel jelolt

primer parokat kiilon PCR reakcidokban hasznaltuk.
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4.4.4. Gfap-Cre és Trpal-floxolt egerek keresztezése

A Kkisérletre tervezett asztrocita specifikus Trpal cKO egereket tigy hoztuk létre, hogy
kereszteztiik a Gfap-Cre"~ és Trpal™" egereket (4.7. abra). Az F1 generacidban kapott
mindkét génre heterozigota Gfap-Cre”” Trpal™~ egereket visszakereszteztik egyszer
Trpal™ egerekkel. Az igy kapott Gfap-Cre*~ Trpal™ egerek asztrocita specifikus Trpal
cKO egerek voltak, mig az alomtestvéreik koziil kontrollnak hasznaltuk a Gfap-Cre™™ Trpalf/~
(hetero kontroll, fele mennyiségben deletalt Trpal gén), Gfap-Cre™~ Trpal™" (loxP kontroll,
Cre rekombinaz mentes, gyakorlatilag Trpal WT fenotipust) és Gfap-Cre*”~ Trpal™ (Cre
kontroll, 1oxP mentes, csak aspecifikus Cre rekombinaciok vizsgalatahoz). A tenyésztéshez és
kisérletekhez minden egeret genotipizaltunk, hogy hordozzak-e a Gfap-Cre, floxolt Trpal és
Trpal cKO géneket. Ha egy egérnek a farokbol vett mintdjaban kimutattuk a Trpal cKO gén
jelenlétét, akkor véletlen kialakult Trpal globalis KO-nak itéltiik, és kivontuk a tenyésztésbol

és kisérletekbdl.

Trpat floxolt Gfap-Cre
-/- Crel- Cre
AtTA1T O =T O 1A kontrol

! |

-I- Crel- S -l-
A1/ATT A1/A1 9 6\A1flA1f
-/- -f- Cre/- 6\ Crel- 6\
A1/A1T A1TA1S A1TA1T A1/A1f
d \—/

LoxP Crel- Crel-

kontroll del/del A1l/del
TRPA1 cKO Cre hetero kontroll

4.7. abra: A Gfap-Cre*~ és Trpal™" egerek keresztezési sémaja. Az Al a WT Trpal gént jeloli,
az A1f a floxolt Trpal gént, a Cre a Gfap prométer altal meghajtott Cre rekombinaz gént, minusz jel (-)
a Cre transzgén hianyat, a del pedig a Cre rekombinacié hatasara az asztrocita sejtekben (az agyban)

kivagott (deletalt) Trpal gént jeloli.

A Kkisérletben hasznalt egereknek megmértiik az egész agyban expresszalt intakt Trpal

mRNS szintjét, és azt tapasztaltuk, hogy a Trpal WT fenotipust loxP kontroll egerekhez képest
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(Gfap-Cre™ Trpal™") szignifikansan csokkent az asztrocita specifikus Trpal cKO egerekben
(Gfap-Cre*~ Trpal™™), tovabba mar a heterozigota egerekben is (Gfap-Cre"~ Trpalf’"),
amelyekben csak az egyik kromoszomardl tudott kivagédni a Trpal gén (4.8. abra).
Természetesen azt vartuk, hogy minden egérben maradjon intakt Trpal mRNS expresszio,
hiszen az asztrocitakon kiviil a tobbi sejtbél nem deletalodhatott a Trpal gén, kiilonben azt

jelezte volna, hogy Trpal globalis KO egér jutott a kisérleti allatok kozé.
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4.8. abra: Az intakt Trpal mRNS relativ expresszios szintje az asztrocita specifikus Trpal cKO
egerekben (Gfap-Cre*~ Trpal™) és kontroll alomtestvéreikben (Gfap-Cre” Trpal™" és Gfap-Cre ™~
Trpal™). Atlag+SEM, egyutas ANOVA, Tukey osszehasonlito teszt. Szignifikéns kiilonbségek: *p <
0,05, **p < 0,01, n=7-9.
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4.5. Megbeszélés

A TRPAL receptor hozzajarul a neurodegeneracidos betegségek neuroinflammacios
folyamataihoz. Korabbi kutatasunk kimutatta az SM betegségmodellben, hogy a Trpal globalis
KO egerek ellenallobbak a kuprizon indukalt demielinizaciéval szemben (160,161). Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TRPA1 szabalyozza a mitogén-aktivalt protein kinaz
utvonalat, ami a sejtek apoptozisahoz vezet, ezért a TRPA1 hidnyaban sokkal kisebb a kifejlett
oligodendroglia pusztulds kuprizon hatdsara. TRPA1 gatlas egy Uj gyogyszermechanizmus
lehetdségét jelenti a SM kezelésében.

Mivel a reaktiv asztrocitakrol ismert, hogy hozzajarulnak a neurodegenerativ betegségek
neuroinflammacios folyamataihoz (171,172), ezért az asztrocitak szerepét akartuk vizsgalni az
SM patomechanizmusaban részt vevd TRPA1 medialt folyamatokban, a kuprizon indukalt
demielinizacios SM betegségmodelljében. Erre a célra asztrocita specifikus TRPAL1 cKO
egereket terveztiink, amit Cre-loxP rendszerrel akartunk létrehozni. A legszéleskoriibben
alkalmazott asztrocita marker a Gfap gén, igy olyan egeret valasztottunk, amelyben a Cre

7~ egereket elbzetesen ugy

rekombinaz génjét a Gfap promoter hajtja meg. A Gfap-Cre
teszteltiik, hogy kereszteztiik tdTomato riporter egerekkel. Az igy kapott utdédokban a tdTomato
voros fluoreszcens fehérje azokban a sejtekben expresszalddott, ahol a Cre rekombinéz is. A
tdTomato fluoreszcenciat egész testen in vivo képalkotassal, az agy teriiletén pedig fluoreszcens
mikroszkopiaval vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy elsdsorban az agy teriiletén, az asztrocita
sejtekben expresszalddik a Cre rekombindz, de kis részben aktivitdst mutatott neuronokban is.
Ezt megfelelden specifikus expresszionak itéltiik, és ha ennek megfelelden deletalodik a Trpal
a kisérletre szant Gfap-Cre™~ Trpal™ egerekben, akkor a varhaté funkcié kiesést valoban az
asztrocitakhoz kothetjikk. Mas kutatocsoportok is tapasztaltak a Gfap-Cre egerekben, hogy az
asztrocitak tilnyomo tobbségében végbemegy a rekombinacio, de kis aranyban a neuronokban
¢és oligodendrogliakban is megfigyelheté volt (176—178). Feltételezhetden ez a sejtek kozotti
anyagtranszfernek és a kis mértékii aspecifikus génexpresszionak koszonheté. A Gfap-Cre
transzgén ismeretlen inszercios helyét az egér genomban ligalas medialt és inverz PCR
technikakkal igyekeztiink azonositani, de sajnos sikerteleniil. Arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy val6szinilileg hosszl ismétlddd szekvenciaba épiilt be.

A kisérletre szant egereket Gfap-Cre™~ és Trpal™" egerek keresztezésével hoztuk létre. A
Trpal™H egerekben a loxP helyeket PCR technikaval és szekvenalassal azonositottuk. Ezt
kovetden  olyan  genotipizalo  primereket  tudtunk tervezni ra, amelyekkel

megkiilonboztethetokké valtak a sejtek csak egy részébdl (kondicionalis), és az Gsszes sejtbol
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(globalis) kiiitott Trpal gént hordozo egerek. Igy a kisérletre keresztezett allatokat mar tudtuk
szlirni a Cre rekombinaz véletlen aspecifikus miikodése kovetkeztében létrejott Trpal globalis
KO genotipusra. A keresztezés végén létrehozott Gfap-Cre”™ Trpal™" egerekben RT-qgPCR
segitségével mértiik az intakt Trpal csokkent expresszids szintjét. A vizsgalatokat Osszesitve a
létrehozott Gfap-Cre”~ Trpal™" egereket megfelelének talaltuk a kuprizon indukalt
demielinizacios kisérletre. Kontroll csoportoknak, Gfap-Cre™™ Trpal™H (loxP kontroll, ami
gyakorlatilag Trpal WT fenotipust mutat) és Gfap-Cre™ Trpal™" egereket (hetero kontroll)
biztositottunk.

Dr. Kriszta Gabor vezette funkcionalis kisérletekben az asztrocita specifikus Trpal cKO
egerek a Trpal WT egerekhez képest szignifikansan ellenallobbak voltak a kuprizon indukalt
demielinizacidval szemben a legintenzivebb patofizioldgias elvaltozasok iddszaka alatt, azaz a
kezelés 3-5. heteiben, majd a 6. hétre mindkét csoportban mérséklddtek a tiinetek és a csoportok
kozott tapasztalhato kiilonbségek. A korabban vizsgalt globalis Trpal KO egerekhez képest az
asztrocita specifikus Trpal cKO egerek kevésbé voltak ellenallobbak a kuprizon indukalt
demielinizacidval szemben, ami arra utal, hogy az asztrocitaknak nem egyediili Szerepe van a
szkler6zis multiplex soran a TRPA1 medialt demielinizacioban (179). A TRPAL receptorok
expresszioja és milkodése az agy mads sejtjeiben (oligodendrocitak, mikroglia, neuronok)

tovabbi vizsgalatot igényel (166,180).

4.6. Kovetkeztetés

A TRPA1 receptort elsdsorban primer szenzoros neuronok expresszaljak; azonban
nemrégiben egér agykéregben kimutattak asztrocitdkban és  oligodendrocitakban.
Kutatocsoportunk mar korabban bizonyitotta egerekben, hogy a Trpal gén delécidja enyhiti a
kuprizon altal kivaltott oligodendrocita apoptozist, és ezaltal a demielinizacidt. Jelen
tanulmanyban asztrocita specifikus Trpal kondicionalis knockout egerek 1étrehozasat tiiztiik ki
célul, amelyekben az asztrocitak szerepét vizsgaltuk a kuprizon indukalt demielinizacios SM
betegségmodellben. Ezeket az allatokat Gfap-Cre™™ és Trpal™ egerek keresztezésével hoztuk
létre. Az asztrocita sejtspecifikus Gfap promoéter altal meghajtott Cre rekombindz gén
expresszios mintazatat tdTomato riporter egér segitségével térképeztiik fel. Kimutattuk, hogy
elsésorban az agy teriiletén, az asztrocita sejtekben expresszalddik a Cre rekombinaz, de kis
részben aktivitast mutatott neuronokban is. A Gfap-Cre transzgén elhelyezkedését nem sikerdilt
azonositanunk az egér genomjaban. A Trpal™™ egerekben azonositottuk a loxP szekvenciak
clhelyezkedését, és rutin genotipizalasi modszert alakitottunk ki hozza, ezaltal a kuprizon

indukalt demielinizacios kisérletre létrehozott Gfap-Cre”~ Trpal™" egereket tudtuk
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ellendrizni, hogy ne alakuljanak ki Trpal globalis KO egerek a Cre rekombinaz nem asztrocita
specifikus miikodésének kovetkeztében. A Gfap-Cre”™ Trpal™" egerek agydban mértiik az
intakt Trpal gén expresszios szintjének valtozasat. Megerésitettiik, hogy a kisérletre szant
asztrocita specifikus Trpal cKO egerek 1étrehozasa sikeres volt.

Az asztrocita specifikus Trpal kondicionalis knockout egerek a Trpal globalis knockout
egerekhez képest kevésbé voltak ellendllobbak a kuprizon indukélt demielinizacidéval szemben,
ami arra utal, hogy az asztrocitdknak nem egyediili Szerepe van a szklerdzis multiplex sordn a

TRPA1 medialt demielinizacioban.
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4.7. Mellékletek
Név

15831

15832

0IMR8744

0IMR8745

0IMR9168

0IMR9169

exon 21

exon 25

intron 21-2

intron 21-3

intron 21-4

intron 21-5

mAlseqprimer

ex23F

ex24R

exon23 jelolt proba

LM-Al

LM-A2

LM-A3

LM-B1

LM-B2

LM-B3

Szekvencia

TCC ATA AAG GCCCTG ACATC
TGC GAACCTCATCACTCGT
CAAATGTTGCTTGTCTGG TG

GTC AGT CGAGTGCACAGTTT
AGC AGG AGC AGA AGT ATG GAA
GAA GGC CAT GGC ATCTTAAC
TGT TCC TCA ACA TCC CAG CG

CGT GCC TGG GTC TATTTG GA

CAC CAG CTG CAG ATAACC ATC
TGA GAG CAC TGG GAATGT ACT G
AGA GGA CAG AGG TAG CACTTG
ACACTC TAT TCA GGG TTA CAC AG
ATATCT CCT TCAATG TCC AC

ATG CCT TCAGCACCCCATTG

GAC CTC AGC AAT GTC CCC AA
56FAM/tgggcagct/ZEN/tattgecttcacaat/3IABKFQ
CCT GTC ATA GCA ACA GCC TAT ACT
AGC CTATACTCC ATACCAGCGA
GCGACATGGTATTTGTTT GAG CT
TCT CCG GGT CTG AGA GTG AG

CTG AGA GTG AGG CTG GGT AG
GGT TAT TAC GCC CAA CCG GA

4.1. melléklet tablazat: Felhasznalt primerek és a qPCR-hoz hasznalt jel6lt proba
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5. Osszefoglalas

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Farmakologiai ¢és
Farmakoterapiai Intézetben a kutatocsoportunk érdeklédésének kdzéppontjaban all a fajdalom
vizsgalata. A PhD kutatdsom sordn az ezekhez fiiz6d6 aktualis kutatasi projektek szdmara
hoztam Iétre modellorganizmusokat, ¢és teszteltem a transzgén expresszidjat és a fehérje
mikodését.

Sikeresen 1étrehoztuk a humanizalt SSTR4 egereket, melyek alkalmasak lesznek a human és
egér homolog SST4 receptorok kozotti faji kiilonbségek alaposabb feltarasara, a human SSTy
receptor fiziologids és patologids miitkodésének alaposabb vizsgélatara, tovabba az SSTs
agonista 0j gyogyszerjeloltek preklinikai vizsgalatara. Ezeket az egereket ugy hoztuk Iétre,
hogy készitettiink egy olyan transzpozon vektort, amely hordozza a human hSSTR4 gént az
Osszes expresszios szabalyozoelemével egyiitt, majd a transzgént véletlenszerii helyre
inszertaltuk Sstr4 génhianyos egerekbe. Ezeknek a képidknak az elhelyezkedését az egér
genomban ligalas medialt PCR-ral azonositottuk. A luciferaz riporter fehérje lumineszcenciaja
alapjan in vivo képalkotassal kimutattuk, hogy a hSSTR4 transzgén legfoképp az agy teriiletén
expresszalodik. RT-qPCR technikaval megerdsitettilk, hogy az agyban és még néhany
periféridas szervben expresszalodik a hSSTR4 transzgén, ami megegyezett az in vivo
képalkotasban kapott eredményekkel. RNAscope in situ hibridizacioval kimutattuk, hogy a
hSSTR4 transzgén expresszalodik a glutamaterg excitacios neuronokban a hippokampusz CA1
¢s CA2 teriiletén, a GABA-erg interneuronokban a bulbus olfactorius szemcsés rétegében,
illetve mindkét fajta neuronban az elsddleges szomatoszenzoros kéregben, a piriform kéregben,
prelimbikus kéregben és az amigdalaban.

Sikeresen létrehoztunk humén TRPA1 egyszeres és tobbszords mutans valtozatokat, mellyel
sikeriilt azonositanunk, hogy a szerves poliszulfidok a C621, C641 és C665 ciszteinekhez
kovalensen kapcsolodva aktivaljdk a receptort. Csak ezek egyiittes tripla mutacioja okozza a
TRPAL inszenzitivitasat a szerves poliszulfidok irant, mely megegyezik az elektrofil agonistak
altalanos kotéhelyével. A transzmembran régioban a C727 és C834 ciszteinek, melyek
feltételezett kotOhelyei az erdsen hidrofob elektrofil agonistdknak, nem vesznek részt a szerves
poliszulfidok indukalta TRPA1 aktivacioban. A kisérletekhez hasznalt TRPA1 mutans
valtozatokat human TRPA1 cDNS-t expresszald plazmid vektor PCR alapu helyspecifikus
mutagenezisével hoztuk 1étre. A mutans receptorok kotési tulajdonsagait elézetesen in silico

molekularis dokkolasi technikaval vizsgaltuk. A funkcionalis valtozasokat in vitro
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modszerekkel vizsgaltuk: kalcium-érzékeny fluoreszcens aramlasi citometriaval, radioaktiv
#5Ca folyadék szcintillacié szdmolassal és whole-cell patch-clamp technikaval.

Sikeresen létrehoztuk az asztrocita specifikus Trpal cKO egereket az asztrocitak szerepének
vizsgalatara a TRPAI medialt kuprizon indukalt demiclinizacioban, egy SM
betegségmodellben. Ezeket az allatokat Gfap-Cre™ " és Trpal™™ egerek keresztezésével hoztuk
létre. Elézetes vizsgalat soran tdTomato riporter egér segitségével Kimutattuk, hogy a Gfap
promoter altal meghajtott Cre rekombindz gén elsdsorban az agy teriiletén, az asztrocita
sejtekben expresszalodik, de kis részben aktivitdst mutatott neuronokban is. A Gfap-Cre
transzgén elhelyezkedését nem sikeriilt kimutatnunk az egér genomjaban. A Trpal™™
egerekben azonositottuk a loxP szekvenciak elhelyezkedését, melyhez rutin genotipizalasi
modszert alakitottunk ki. Ezaltal a kuprizon indukélt demielinizacids kisérletre 1étrehozott
Gfap-Cre” Trpal™" egereket tudtuk ellendrizni, hogy ne alakuljanak ki Trpal globalis KO
egerek a Cre rekombinaz nem asztrocita specifikus mitkodésének kovetkeztében. A Gfap-Cre*~
Trpal™H egerek agyaban mértiik az intakt Trpal gén expresszios szintjének véltozasat.

Funkcionalis allatkisérletek soran kimutattdk, hogy az asztrocita specifikus Trpal
kondicionalis KO egerek a Trpal globalis KO egerekhez képest kevésbé voltak ellenallobbak
a kuprizon indukalt demielinizdcidval szemben. Ezaltal arra kovetkeztethetiink, hogy a
szklerozis multiplexben az asztrocitdknak nem egyediili szerepe van a TRPA1 medialt
demielinizacioban, hanem feltételezhetéen az agyban mas TRPAI1 expresszald sejtjeinek
(oligodendrocitak, mikroglia, neuronok) (166,180). Ez tovabbi vizsgalatot igényel.

Kijelenthetjiikk, hogy a jelenleg elérheté molekularis biologiai ¢és genetikai eszkdzoknek
koszonhetden képesek voltunk 1étrehozni a kutatasunkhoz sziikséges minden tervezett egyedi
modellorganizmust. Szerencsére a molekularis technoldgia tovabbra is folyamatosan és

rohamosan fejlédik, ami egyre tobb lehetdséget biztosit az gyogyaszati célu kutatasok szamara.
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6. Uj eredmények

Sikeresen létrehoztuk az SSTR4 humanizalt egereket.

Azonositottuk a létrehozott SSTR4 humanizalt egerekben a véletlenszeriien
inszertalodott 3 transzgén elhelyezkedését. Ezekre rutin genotipizalasi modszert
alakitottunk ki.

Meghataroztuk a hSSTR4 transzgének expresszios szintjét a humanizalt egerek
agyaban és a bels6 szerveiben.

egér agyaban. Kiilonbségeket talaltunk a WT egerek Sstr4 expressziojahoz

képest, ami a homolog gének kozotti faji kiillonbségekre utalnak.

A szerves poliszulfidok kovalens kotésében részt vesznek a C621, C641 és C665
ciszteinek a TRPA1 receptor aktivalasdhoz. Csak ezek egyiittes, tripla mutacidja
okoz teljes inszenzitivitast a TRPA1 receptorban a szerves poliszulfidok irant.
A szerves poliszulfidok kotdhelye megegyezik az elektrofil agonistak altalanos
kotohelyével.

A transzmembran régioban elhelyezkedé C727 és C834 ciszteinek nem részei a

szerves poliszulfidok kotohelyének.

Gfap-Cre és STOP-loxP egerek keresztezésével sikeresen szemléltettiik a Cre
rekombinaz asztrocita specifikus expresszidjat, és kis részben az atjutasat ¢s
mitkddését neuronokban is.

Gfap-Cre ¢és Trpal-loxP egerek keresztezésével létrehoztunk olyan
transzgenikus egereket, amelyeknek az asztrocitaikbol specifikusan iitottik ki
az egér Trpal gént.

Bizonyitottuk az intakt Trpal gén expresszids szintjének csokkenését a
humanizalt egerek agyaban.

A Trpal globalis KO egerekhez képest az asztrocita specifikus Trpal cKO
egerek kevésbé voltak ellenallobak a kuprizon indukalt demielinizacioval
szemben, ami arra utal, hogy ebben a patomechanizmusban az asztrocitaknak

nem egyediili szerepe van.
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Abstract: Somatostatin receptor subtype 4 (55T,) has been shown to mediate analgesic, antidepres-
sant and anti-inflammatory functions without endocrine actions; therefore, it is proposed to be a
novel target for drug development. To overcome the species differences of SST4 receptor expression
and function between humans and mice, we generated an SST4 humanized mouse line to serve as
a translational animal model for preclinical research. A transposon vector containing the h1SSTR4
and reporter gene construct driven by the hSSTR4 regulatory elements were created. The vector was
randomly inserted in Sstr4-deficient mice. hSSTR4 expression was detected by bioluminescent in vivo
imaging of the luciferase reporter predominantly in the brain. RT-qPCR confirmed the expression
of the human gene in the brain and various peripheral tissues consistent with the in vivo imaging.
RNAscope in situ hybridization revealed the presence of hSSTR4 transcripts in glutamatergic excita-
tory neurons in the CA1 and CA2 regions of the hippocampus; in the GABAergic interneurons in
the granular layer of the olfactory bulb and in both types of neurons in the primary somatosensory
cortex, piriform cortex, prelimbic cortex and amygdala. This novel SST4 humanized mouse line
might enable us to investigate the differences of human and mouse SST4 receptor expression and
function and assess the effects of SST, receptor agonist drug candidates.

Keywords: somatostatin; Sstr4 KO mice; SSTR4 humanized mice; PiggyBac (PB) transposon vector;
ligation-mediated PCR; RNAscope in situ hybridization

1. Introduction

Somatostatin is a cyclic neuropeptide, which inhibits the secretion of several excitatory
and inhibitory mediators, such as somatotropin, glucagon, insulin, acetylcholine, glutamate
and gamma-aminobutyric acid (GABA) [1]. It regulates a range of physiological functions
like sleep, motor activity, sensory functions, emotions, learning and memory, as well as
different pathological conditions like pain, inflammation [2-5], neurodegeneration [6-9],
anxiety and depression [10-13]. In the central nervous system, there are long protruding
and short proximal somatostatin-containing GABAergic interneurons [14-16]. In the
periphery, activated capsaicin-sensitive peptidergic sensory nerves were observed to release
somatostatin and induce systemic anti-inflammatory and analgesic effects, which was
termed “sensocrine” action [17,18]. Five Gj-protein-coupled receptors, designated SST1-
SSTs, mediate the actions of somatostatin. Previous work provided evidence that the SST,
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receptor activation produces analgesic, anti-inflammatory, anti-amyloid, anti-anxiety and
antidepressant effects without influencing hormone secretion [2,19-23].

Previous studies used Sstr4 knockout (KO) and wild-type (WT) mice, since no SST4
receptor specific antagonist is commercially available. Investigating Sstr4 KO mouse
models and the synthetic SST4 receptor agonist J-2156, we and other workgroups provided
evidence that the SST, receptor is a unique novel drug target for the treatment of chronic
pain and depression [2,4,20,24-27].

The presently available drugs for these conditions are often not efficacious enough
and cause serious side effects upon long-term use [28]. Thus, the SST4 receptor has recently
come into the focus of interest of drug development, and pharmaceutical companies have
started to develop non-peptide SST, agonists [29]. The agonist design has been greatly
enhanced by the in silico 3D modeling of the human receptor structure [30,31].

Humanized mice are predominantly generated by engrafting human cells, tissues
and tumors and used extensively for immunological and oncological research [32-37],
but genetic modification is also an increasingly applied method [38—41]. Human receptor
expressing mouse models are useful in translational drug research, providing more pre-
dictive results relevant for the human diseases and more relevant platforms for testing
drug candidates [42,43]. For example, Fox et al. replaced the native bradykinin B; receptor
gene in mouse with its human B; receptor gene to investigate the human B; receptor-
specific antagonist NVP-SAA164 in vivo after the successful in vitro results. NVP-SAA164
showed an anti-hyperalgesic function in these humanized mice, but not in WT nor in
KO mice [44]. Jackson et al. found functional differences between mouse and human
melanocortin receptor using MC1IR humanized mice, such as the high ligand dependent
eumelanogenesis in humanized mice. Mouse Mclr receptor in WT mice in vivo, and both
mouse and human melanocortin receptors in transfected cell lines in vitro showed ligand
independent signaling [45].

The mouse SST4 expression and function is relatively well-characterized in the brain [46],
but little is known about the human receptor.

Therefore, our aims were to produce humanized mice by using a transposon vector
containing the h'SSTR4 gene with its regulatory elements, locate the random insertion
sites and characterize the distribution pattern and the neuron populations expressing the
transgene in the brain, as well as select the most useful mouse line for further functional
research.

2. Results
2.1. Vector Construction and Transgenesis

The final construct pPBC2 plasmid contained the full-length hSSTR4 gene with a
4-kb upstream and 2.7-kb downstream region of the human chromosome 20 to include
every known regulatory element (Figure 1A). At the end of the hSSTR4 coding sequence,
luciferase and the tandem dimer Tomato (tdTomato) coding sequence were inserted, sepa-
rated from the receptor by the P2A self-cleaving site, but the reporters were expected to
be translated as a fusion protein. At the end of the downstream chromosomal region, a
polyadenylation signal (polyA) sequence was added for transcription termination. The
entire transgene cassette was flanked at both ends by Lox2272 Cre recombinase recognition
sites as an option for conditional KO by insulators to inhibit position effects and by Piggy-
Bac (PB) transposon inverted terminal repeats (ITR) as specific recognition sites for the PB
transposase enzyme (Figure 1B).
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Figure 1. The structure of the PiggyBac (PB) transposon. Human chromosome 20 showing the full-length h'SSTR4 coding

sequence with up- and downstream regulatory elements (7.8 kb) as copied fragments and the neighboring genes (FOXA2

and THBD) (A). PB transposon vector carrying the upstream regulatory elements (4 kb) and human SSTR4 coding sequence

followed by the P2A self-cleaving peptide sequence, luciferase and tdTomato coding sequences downstream SSTR4

regulatory elements (2.7 kb) and polyadenylation signal sequence (poly A). The entire transgenic cassette (12.7 kb) was

flanked by the PB transposon inverted terminal repeats (ITR), insulators and Lox2272 Cre recombinase recognition sites (B).

The vector was verified by sequencing as successfully constructed before it was
injected into 56 Sstr4 KO zygotes, along with the PB transposase mRNA (Figure 2A). After
injection, the intact zygotes were implanted into three pseudo-pregnant Sstr4 KO mice
(Figure 2B). Sixteen mice were born in the FO generation, out of which three female mice
were verified by PCR carrying the PB transposon without the plasmid backbone (Figure 2C).
These transgene positive mice were crossbred with Sstr4 KO mice. Two females died in late
pregnancy. The third female produced 8 offspring (F1 generation), but it also died during
its second pregnancy (Figure 2D). In this founder mouse, the PB transposon integration
sites were located by ligation-mediated polymerase chain reaction (LM-PCR) (Figure 2E).
From the F1 generation onwards, all mouse lines carried a single copy of the transgene, and
none of those lines manifest a harmful phenotype based on viability, fertility and behavior.
There were no differences between the litter sizes of the mouse lines (WT: 6.2 &+ 0.4, KO:
5.8 £0.3, Chr3: 6.5 + 0.4, U1: 6.0 + 0.4, and U2: 5.9 £+ 0.4).

2.2. Integration Sites of the hSSTR4 Transgene

The LM-PCR detected multiple insertion loci of the transgene in the FO founder female.
By sequencing of the LM-PCR products, three distinct integration sites were identified in
chromosomes 3, 10 and X (copies were named Chr3, Chr10 and ChrX, respectively). The
transgene inserted in the chromosome 10 did not pass onto the F1 generation (Figure 2).
The transgene in the chromosome 3 was inserted between the Sis and Otol1 genes, coding
on the negative strand of the chromosome (Figure 3). The PB transposase inserted the
transposon while duplicating the TTAA recognition site, which started in the original
position of 70,039,120 [47] (Figure 3). The transgene inserted in the chromosome 10 in
the position of 67,335,940 [48], coding on the positive strand. The transgene inserted in
the chromosome X at the position of 32,102,395 [49], coding on the positive strand. There
were two mouse lines in which we were unable to locate the insertion site of the transgene
(named U1 and U2) (Figure 2).



Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 3758

4 0f 21

O

B transposon vector
and PB transposase
enzyme mRNA were
microinjected into the
pronuclei of the zygotes
from Sstr4 KO mice.

®Microinjected
zygotes were
implanted into
pseudo-pregnant
Sstr4 KO mice.

PB transposase
enzyme mRNA

AP
)

!

FO generation were FO ) . i~
WAL A\ AW WAWA A WA
genotyped for the ,V/\Cf’ y .5/\\"/\?([\ , ‘Bh  ABL }?"g}"% )
transgene_ \/ >/ 7 > y .;J \7 7/ >/ >/
X X X XX XX X XXL XX
D Transgene
Transgene positive copies:
FO founders were % E::io
bred with Sstr4 KO chox T ¥
mice. B; Died in pregnancy
E .
ransgene integration
sites were identified by ,-;i / \
ligation mediated PCR.
Chr3 U1l ChrX U2 ChrX ChrX

Figure 2. Steps of transgenesis by PB transposon vector. Schematic generation of hSSTR4 transgenic mice (A-E). White
mice symbolize Sstr4 knockout (KO) mice lacking hSSTR4 transgene, green mice symbolize the correctly inserted 1SSTR4
transgene. The transgene copies are named Chr3, Chr10 and ChrX (located in chromosomes 3, 10 and X, respectively) and
Ul and U2 (the two copies in an unknown location).

To keep track of the transgene in the mouse lines, we designed site-specific geno-
typing assays for each copy in a known location, and we could differentiate hetero- and
homozygotes. In the case of Ul and U2, we could only detect the presence of the transgene,
but we could not distinguish the hetero- and homozygotes; therefore, we bred them strictly
with Sstr4 KO mice to obtain only heterozygous mice for testing.
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Figure 3. The insertion site of the PB transposon in chromosome 3 of the Sstr4 KO mouse genome, along with the primers
used for genotyping. Mouse chromosome 3 showing the location of the transgene insertion in the PB transposase recognition
site (TTAA) at the original position of 70,039,120th base pair (*), which was located between the neighboring genes (Otol1
and Sis). Primer sites are shown in the transgene, which integrated in the chromosome 3 used for the first genotyping test of
the FO generation (TR1-4), for verifying the sequencing of the h1SSTR4 coding sequence (TR ST4 1-2), for ligation-mediated
PCR (LM-V primers) and for present routine genotyping PCR (LM-V3 and Chr3pr2-3, marked with blue).

2.3. Distinct Expression Pattern of the hSSTR4-Related Luciferase by Luminescent In Vivo Optical
Imaging in Various Mouse Lines

First, we characterized the expression of the transgene by measuring the signals of the
co-expressed reporter fusion protein: the luminescence of the luciferase and the fluores-
cence of the tdTomato. Luciferase activity was visualized in the whole body (Figure 4A)
and quantified in regions of interest (ROI) in the area of the brain (Figure 4B) by IVIS
Lumina III. No luciferase activity was detected either in Sstr4 KO mice or in hemizygote
male or homozygote female ChrX h1SSTR4-positive mice. Therefore, we excluded the ChrX
line from later research, since the transgene was not expressed. Copies in unknown loci
(Ul and U2) showed similar expression patterns: weak signal in the extremities and tail,
medium signal strength in the area of cerebrum and the caudal part of the brain and
strongest signal in the area of olfactory bulb (OB). Chr3 mice showed the strongest signal
in the area corresponding to the cerebral hemispheres. Chr3 homozygous mice had nearly
exactly double the signal intensity compared to Chr3 heterozygous mice. Chr3 Het mice
had significantly stronger signal than Ul and U2 (also heterozygous) mice (Figure 4B). In
the periphery, the luminescent signal was weaker and variable, with the highest levels
in the lower abdomen and pelvis, regardless of the chromosomal location of the copy of
the transgene. Fluorescence of tdTomato linked to hSSTR4 was not detectable in vivo by
optical imaging (image is not shown).
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Figure 4. In vivo bioluminescent imaging of the luciferase reporter protein co-expressed with the h1SSTR4 gene. Representa-
tive images show the differences of expression pattern and luminescence intensity of luciferase in the different mouse lines
(A). Scatter plot with bars show the means = SEM with the individual data points of the luminescence intensity in equal
size areas of the head corresponding to the brain (B). One-way ANOVA, * p < 0.0001, N = 6-19/genotype.

2.4. hSSTR4 Expression Level Assessed by RT-gPCR

In every inspected organ, with the exception of the lungs, Chr3 showed a higher
expression of h1SSTR4 than the mouse Sstr4 expression in the WT mice. Chr3 showed the
highest h1SSTR4 expression in the nervous system: cerebral cortex, olfactory bulb (OB),
trigeminal ganglia (TG), cerebellum and brain stem, and also a relatively high expression in
the epididymis. In comparison, the mouse Sstr4 expression in the WT mice was the highest
in the cerebral cortex, lungs, OB, epididymis and TG but much lower in the brain stem
and cerebellum than the humanized mice. Generally, Ul and U2 showed lower expression
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levels of hSSTR4 in every organ, with the exception of the lungs, compared to Chr3 mice.

(Figure 5).
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Figure 5. Relative mouse Sstr4 and human SSTR4 mRNA expression levels in wild-type (WT) and humanized (Chr3, Ul
and U2) mice, respectively. The diagram shows RT-qPCR results (2~*C!) relative to the beta actin (Actb) mRNA reference
gene in the tested organs. Cortex, OB and TG stand for cerebral cortex, olfactory bulb and trigeminal ganglion, respectively.
Each column shows the mean + SEM. The significant differences between the WT and Chr3 mice are indicated with an
asterisk above the Chr3 column. Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-test; * p < 0.01; N = 3-7/genotype.

2.5. Expression of hSSTR4 mRNA in Different Types of Neurons in the Brain

Since the hSSTR4-related tdTomato fluorescence was not detectable in native brain
sections either (data not shown), and there is no reliably specific anti-SST4 antibody on
the market, in situ hybridization of the hKSSTR4 mRNA was performed to explore its
expression pattern. In brain samples of the 1SSTR4 Chr3 homozygous mice, the hSSTR4
transcript showed a moderate expression level. Within the primary somatosensory cortex
(51), the highest level of expression was found in layers II and III (Figure 6A,B). The
highest h'SSTR4 expression was detected in the CA2 field of the hippocampus and in
the piriform cortex (Figure 7). Other areas of the brain, such as the granular layer of
the OB, the prelimbic cortex, the basolateral (BLA) and the basomedial (BMA) nucleus
of the amygdala, showed low, but still considerable h1SSTR4 expression levels (Figure 8).
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hSSTR4 was predominantly localized on glutamatergic excitatory neurons (Vglut1) with
inconsistent cases in the GABAergic interneurons (Gad1) in the primary somatosensory
cortex (Figure 6), piriform cortex (Figure 7C), prelimbic cortex (Figure 8B), BLA (Figure 8C)
and BMA (Figure 8D). In the hippocampus, CA1 and CA2 hSSTR4 were localized in the
glutamatergic excitatory neurons (Figure 7A,B). In the granular layer of the OB, hSSTR4
transcripts were detected in the GABAergic interneurons (Figure 8A). See the control
samples in Appendix A (Figure Al).

Primary somatosensory
cortex L I-VI
-1.46 mm

-2
L
o
vy
5y
g =
o= &
Jg_lE
X \0
U <
e
>89
[g+]
E
S
(w8
Cx
S
o
v
c
&
o~ €
e R |
2% o
U O
ot <
N O -
> O
| -
o]
£
-
(7

Figure 6. Expression of the hSSTR4 mRNA in the mouse primary somatosensory cortex. Representative confocal images
from Chr3 homozygote mice. Human SSTR4 (red), mouse Vglutl (green) and mouse Gadl (white) mRNA expressions
counterstained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue) were shown in the layer I-VI (A), the layer II-1II (B) and
the layer V (C) of the primary somatosensory cortex (51, Bregma —1.46 mm). Scale bar: 50 um, and inset scale bar: 10 um.
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Figure 7. Expression of the 1SSTR4 mRNA in the mouse hippocampus and piriform cortex. Representative confocal images
from Chr3 homozygote mice. Human SSTR4 (red), mouse Vglut1 (green) and mouse Gadl (white) mRNA expressions coun-
terstained with DAPI (blue) were shown in the CA1-CA2 region (Bregma —1.46 mm, (A)), CAl region of the hippocampus
(Bregma —1.46 mm, (B)) and the piriform cortex (Pir, Bregma —1.46 mm, (C)). Scale bar: 50 pum, and inset scale bar: 10 um.
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Figure 8. Expression of the 1SSTR4 mRNA in the mouse olfactory bulb, prelimbic cortex and amygdala. Representative
confocal images from Chr3 homozygote mice. Human SSTR4 (red), mouse Vglutl (green) and mouse Gadl (white) mRNA
expressions counterstained with DAPI (blue) were shown in the granular layer of the olfactory bulb (OB, Bregma +3.92 mm,
(A)), prelimbic cortex (PrL, Bregma +1.54 mm, (B)), basolateral (BLA, (C)) and basomedial (BMA, (D)) nucleus of the
amygdala (Bregma —1.46 mm). Scale bar: 50 um, and inset scale bar: 10 um.
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3. Discussion

The main impacts of the present work are that we successfully generated the first
hSSTR4 transgenic mouse line via random insertion of a PB transposon vector and charac-
terized the receptor-expressing neurons in pain and mood regulation-related brain regions.
These mice can be useful tools for preclinical research of the SST4 receptor, which is a
promising novel target for analgesic and antidepressant drug development [2,22,23].

We chose random insertion instead of the popular knock-in approach, because we
aimed to avoid the influence of mouse regulatory elements of the Sstr4 gene on the trans-
gene. We used a transposon vector with the intact human regulatory elements flanked by
insulator regions to resemble the human receptor expression pattern. However, the disad-
vantage of this technique is that the mapping of the integration sites can be problematic,
and the insert may disrupt mouse genes [50,51].

The random insertion of the PB transposon resulted in multiple integration sites in
the FO mouse generation. We successfully located three copies of the transgene by LM-
PCR [52]: Chr3, Chr10 and ChrX, but the insertion sites of two copies (Ul and U2) are
still unknown. The unsuccessful attempts to locate the integration sites of Ul and U2
suggest that they were inserted in repeat regions of the genome that makes mapping of the
transgene difficult. Due to the known location of the transgene in the Chr3 mouse line, we
could design site-specific genotyping assay to distinguish hetero- and homozygous mice.

All three transgenic mice in the FO generation experienced complications during
pregnancy and delivery and eventually died. This might have been due to the multicopy
insertion of the transgene and the consequent overexpression of SST4, because this prob-
lem never occurred again in the offspring carrying a single copy. This observation also
supports a role of SST4 in embryonal growth regulation, since it was demonstrated to be
the predominant somatostatin receptor in the human placenta [53,54].

Bioluminescent in vivo optical imaging showed hSSTR4-linked luciferase expression
pattern in different organs, and quantification showed that the luminescent signal was
the strongest in the area corresponding to the brain. Chr3 mice showed a high expression
in the area of the cerebrum, whereas Ul and U2 showed a lower expression here but
a higher expression in the area of the OB and the caudal part of the brain. RT-qPCR
supported these results, as it also showed the highest 1SSTR4 expressions in the cerebral
cortex and the OB. The mouse Sstr4 expression was somewhat lower but similar to the
hSSTR4 expression in Chr3 mice, with the exception of the lungs, where it was much
higher, and the cerebellum and brain stem, where it was much lower. These findings are
in agreement with previous data obtained in large-scale expression studies of both the
human and mouse receptors [46,54-56]. In both luciferase IVIS and RT-qPCR, U1 and U2
showed some similarities in 'SSTR4 expression for both the pattern and level, suggesting
that these two mouse lines carry a copy in the same integration site, but this needs further
investigation. Each mouse showed individually different luciferase activity for both the
intensity and pattern in the areas of the abdomen and the pelvis. The databases demonstrate
variable SST4 expression levels (from not detected to moderate) in both human and mouse
gastrointestinal and reproductive systems [57-61]. The Chr3 RT-qPCR results showing
the relatively high hSSTR4 expression in the epididymis support this data, but the lower
expression in the stomach and the intestine does not. Chr3 had the strongest luciferase
signal in the area of the brain (roughly three times as much as observed in U1 and U2),
and unlike Ul and U2, we could distinguish and compare the hetero- and homozygous
mice. This showed a strong positive association: the double the gene, the double the signal
intensity. Therefore, we selected Chr3 as the most useful mouse line and characterized the
hSSTR4 expression by RNAscope.

The tdTomato fluorescence was not detectable in any of the mouse lines either in vivo
or in the histological sections, probably due to the low expression level of the hSSTR4
transgene. TdTomato is usually driven by a strong viral promoter like the human cy-
tomegalovirus or the promoter of a mammalian housekeeping gene like elongation factor-1
alpha, to be expressed at high level for a strong fluorescent signal [62]. Furthermore, while
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the tdTomato has been considered more tolerant of N-terminal fusion than the mRFP1
it was derived from [63], we observed its fluorescence to be greatly diminished in the
luciferase-tdTomato fusion protein compared to the native tdTomato protein (data not
shown), probably due to the disrupted folding or tetramerization of the tdTomato [64,65].

The hSSTR4 had the most prominent signal in the hippocampus (CA1 and CA2)
and the cerebral cortex (Pir, S1 and PrL), which corresponds to the mouse and human
databases [57-61]. RNAscope in the brain of the Chr3 mice shows hSSTR4 predominantly
to be expressed in Vglutl-positive glutamatergic excitatory neurons similarly to the Sstr4
receptor in wild-type mice, although at a visibly lower expression level. 1SSTR4 was also
expressed in GABAergic interneurons in the same regions, whereas, previously, the mouse
Sstr4 mRNA was detected in GABAergic neurons only in the core of the central amygdala.
In S1, hSSTR4 had a higher expression in layer V than in layers II-IV, as opposed to the
mouse Sstr4 expression [46]. In a previous study, in the OB of the wild-type mice, Sstr4
was expressed in the glomerular layer but not in the granular cell layer [66], whereas, in
transgenic mice, the hSSTR4 was expressed mostly in the granular layer of the OB.

Differences in the expression pattern between human SSTR4 and mouse Sstr4 might
be due to species differences but can also result from limitations of the humanized mouse
model, such as the positional effect of the integration site [51]. Therefore, these differences
need to be further investigated.

We concluded that the Chr3 hSSTR4 mouse line showed measurable h1SSTR4 expres-
sion, mainly in excitatory glutamatergic neurons of pain- and mood regulation-related
brain regions, with several similarities and, also, some differences compared to the mouse
Sstr4 expression. Therefore, after confirming the receptor function, this transgenic mouse
line can be a suitable translational research tool to determine the potential of SST4 as an
analgesic, antidepressant and anti-inflammatory drug target and to test the SST, agonist
candidates during preclinical development.

4. Materials and Methods
4.1. PiggyBac Transposon Vector

Vector pPBC2 was constructed as follows: The 4 kb sequence upstream of the 1SSTR4
coding region containing the promoter and putative regulatory sequences was obtained
in two PCR reactions on human genomic DNA. The first segment was amplified by the
forward primer 5-ATC CTC ATT CAC TAT CCT GGG AAG T-3' and reverse primer
5'-CCT GGA ATC TTT CCT GTG CCT ACT T-3' resulting in a 2082-bp-long fragment. The
second segment containing the beginning of the 1SSTR4 coding region, and the immediate
upstream sequence was amplified by using forward primer 5 TCC TGG AAG CAC TAG
CTG TTT ATC A-3’ and reverse primer 5-TTC ACC AGC GTC TTC TGT CTC ACC-3/,
producing a 2580-bp-long fragment. The two PCR fragments were cloned together at
the Sphl restriction site in the overlapping section, and a Xhol-Smal fragment of it was
incorporated into the construct containing the beginning of the SSTR4 coding region
and 3968 bp upstream sequence. The rest of the hSSTR4 coding sequence was cloned
from vector pcDNA3.1(+)/SSTR4 (Cat# SSTR400000; Guthrie Research Institute, Sayre,
PA, USA) and fused to the previously described fragment at the unique Smal site in the
hSSTR4 coding sequence. In the final construct, the coding region contains four single-
nucleotide polymorphisms (SNP) compared to the human SSTR4 reference sequence [67].
These high-frequency SNPs are rs3746726 850T > G, rs2567609 897T > C, rs3746728 924C
> T and rs2567608 962T > C. The 2645-bp-long downstream genomic region behind the
hSSTR4 coding sequence was obtained by genomic PCR using forward primer 5-GGA
GCC CTT CCC CTA CCC A-3' and reverse primer 5'-TGG GTA GGG GAA GGG CTC
C-3'. The fragment coding the luciferase-tdTomato marker protein was cloned from vector
pcDNA(+)/Luc2 = tdT (Cat#32904; Addgene, Watertown, MA, USA). The sequence coding
the P2A peptide was constructed from oligonucleotides and inserted between the h1SSTR4
and luciferase-td Tomato sequences. Lox2273 sites and the artificial polyA site was also
assembled from oligonucleotides and inserted into the appropriate positions. Finally, the
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whole construct was inserted into the pB007 PiggyBac vector (Ref# SPB-007; Transposagen,
Lexington, KY, USA) to obtain the pPBC2 vector that was used for transgenesis.

4.2. Animals

B6.129P2-Sstr4t™1520 (Sstr4 KO) mice [2,22,23] were used for the transgenesis (both the
zygotes and the pseudo-pregnant females), for the early breeding of transgenic mice and,
later, as control animals in experiments. Distinct mouse lines were created by breeding, each
containing a single copy of the transgene. The proposed name of the humanized SSTR4
expressing mouse strain is B6.l29P2—Sstr4tmlszo—Tng(pb—SSTR4—P2A—luC—thomato)lSazo.

Animals were bred and kept in the animal house of the Department of Pharmacology
and Pharmacotherapy, University of Pécs Medical School at a temperature of 22 + 2 °C
and a 12-h light-dark cycle. Standard rodent chow and water were provided ad libitum.

4.3. Transgenesis

The transgenesis was made in commission by BioTalentum Ltd. (Godoll6, Hungary).
The hSSTR4 transgene vector (pPBC2) and the super piggyBac transposase mRNA (Ref#
SPB-003; Transposagen, Lexington, KY, USA) were microinjected into the pronuclei of 56
zygotes from Sstr4 KO mice, and the transfected zygotes were implanted into pseudo-
pregnant Sstr4 KO mice that resulted in 16 transfected mice (FO generation). These mice
were genotyped by PCR for both the hSSTR4 transgene and the vector backbone. Primers
for the hSSTR4 3’ region: primer TR1: CTT TGC TCA TCC CTC CAT CT and primer TR2:
GTC GCT GTG CAT TTA GGA CA (product size: 883 bp). For the h1SSTR4 5’ region: TR
ST4 3: TTG ACG CAT GTG TTT TAT CG and TR ST4 4: ATC CTG GTA CCC ACC CAG
AC (product size: 717 bp). For the plasmid origin (vector backbone 1): ColelOri-F: ATC
GAC GCT CAA GTC AGA GG and ColelOri-R: CCG GAT CAA GAG CTA CCA AC
(product size: 475 bp). For the Ampicillin resistance gene (vector backbone 2): Backbone
ctrl Forward: GTG TCG CCC TTA TTC CCT TT and Backbone ctrl Reverse: AAC TTT ATC
CGC CTC CAT CC (product size: 623 bp).

The hSSTR4 transgene without the plasmid backbone integrated into only 3 female
mice from the FO generation, and all of them were backcrossed with Sstr4 KO males.

4.4. Ligation-Mediated PCR

We followed the protocol and Y-linker sequences from Bryda et al. [52]. Genomic
DNA was extracted from tail biopsies using the Thermo Scientific Phire Tissue Direct PCR
Master Mix kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Digestion was performed
with different 3’ overhang creator restriction endonucleases separately: Tail, PstI and Hhal.
Three transgene specific nested primers were designed to both 5" and 3’ end regions of the
transgene using Primer-BLAST (NCBI, Rockville Pike, Bethesda MD, USA). The nested
primers were oriented to the outward of the transgene, where the Y-linker is expected to be
attached, and the primers were arranged accordingly (primer 1 is furthest from the end of
the transgene, and primer 3 is the closest). 5" end specific primers: LM-V1B: CTA TTC AAA
TTA ATA AAT AAA CCT CG, LM-V2B: TAA ACC TCG ATA TAC AGA CCG and LM-V3B:
CGA TAA AAC ACA TGC GTC AA. 3’ end specific primers: LM-V1: AGC TCC AGC TTT
TGT TCC CTT, LM-V2: ACG ACT CAC TAT AGG GCG AAT and LM-V3: GGC GAA TTG
GGT ACC GGG. The Y-linker consists of 2 partially complementary oligo DNA fragments:
Y-linker A: GTG CAG CCT TGG GTC GCC GTG T/3InvdT/(nonexpendable base end) and
Y-linker E: GCA AAC GAT AAA TGC GAG GAC GGT ACA GGC CGA CCC AAG GCT
GCA CT [52]. The Y-linker-specific nested PCR primers: Y-linker primer D: GCA AAC GAT
AAA TGC GAG GAC GGT and Y-linker primer G: ATG CGA GGA CGG TAC AGG CCG
ACC. All primers and the Y-linker were synthesized by Integrated DNA Technologies (IDT;
Coralville, IA, USA). The Y-linker was prepared by the annealing of Y-linker A and Y-linker
E. The first (single round) PCR was performed with digested DNA, Tag DNA polymerase
enzyme (5 overhang synthesizing tendency) and transgene specific primer 1 (LM-V1 and
LM-V1B in separate reactions). The Y-linker was ligated with the product of the first PCR



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 3758

14 of 21

by T4 DNA ligase and then was amplified by 2 consecutive PCRs with nested primer pairs.
The second PCR was made with the product of ligation, Y-linker primer D and transgene
specific primer 2 (LM-V2 or LM-V2B, matching to the primer 1 used in the first PCR)
and the third PCR was made with the product of the second PCR, Y-linker primer G and
transgene specific primer 3 (LM-V3 or LM-V3B, matching to the primer 1 and 2 used in the
previous PCRs). Each was made with Phire Tissue Direct PCR Master Mix. Products of
the third PCR were separated by gel electrophoresis, and all detected bands were isolated
using the GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The
nucleotide sequence of each product of the third PCR was acquired by Sanger sequencing
in the commissioned BIOMI Ltd. (Godolls, Hungary). The acquired sequences were
analyzed by National Center for Biotechnology Information (NCBI) Nucleotide-BLAST.
For verification of the identified loci, mouse chromosome specific (near the insertion site
of the transgene) primers were designed to be paired with a LM-V3 transgene specific
primer: ChrXprl: AAC TCC TTT ACC CGC TTG CTC for chromosome X, Chr3pr2: CTG
GTT CCG AGT CTC TGA GG for chromosome 3 and Chr10pr2: ATA ATG CCC CTG GCA
TAG CTT TC for chromosome 10. Chr3 hSSTR4 mice are since genotyped routinely by
LM-V3 forward primer, Chr3pr2 reverse primer and a secondary forward primer Chr3pr3:
TCA GGA GCA AGA GAG GAA GA, resulting in PCR products in the size of 527 bp
for wild-type chromosomes and 683 bp for the inserted hSSTR4 transgene, allowing the
identification of Chr3 homozygotes and heterozygotes (Figure 3).

4.5. Detecting hSSTR4 Expression by In Vivo Optical Imaging of the Luciferase Enzyme
and tdTomato

For the in vivo imaging of luciferase, 8-10-week-old male animals were injected with
300 mg/kg D-luciferin sodium salt (Goldbio, St. Louis, MO, USA) intraperitoneally (i.p.)
and then anaesthetized with ketamine-xylazine (100 and 5 mg/kg i.p.). The fur was
removed with a fine electrical shaver. Bioluminescent imaging was performed 30 min
after D-luciferin administration with the IVIS Lumina III imaging system (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) with the following settings: exposure time 5 min and, binning 4. The
bioluminescent signal of the brain was quantified as a total flux (photons/s) in equal-size
regions of interest (ROI) corresponding to the top of the skull. Fluorescent optical imaging
of tdTomato expression was also performed with the IVIS Lumina IIl imaging system. For
tdTomato detection, excitation filters of 500, 520, 540 and 560 nm for spectral unmixing
and an emission filter of 620 nm, auto exposure and a binning of 2 were used. After
imaging, animals were placed onto a heating pad and monitored until they recovered
from anesthesia.

4.6. Investigating hSSTR4-Linked tdTomato Expression in the Mouse Brain by Confocal
Microscopy

After luminescent optical imaging, the animals were deeply anesthetized with an over-
dose of urethane (2.4 g/kgi.p.) and perfused transcardially with 30 mL of 4% paraformalde-
hyde in Millonig’s phosphate buffer. Dissected brains were postfixed for 24 h at room
temperature (RT), rinsed in 1x phosphate-buffered saline (PBS) and sectioned (by 30 um)
using a vibrating microtome (VT1000S, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Sections
were mounted on Superfrost Ultra Plus slides (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), air-dried for 3 h at RT and the sections were counterstained with 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) and mounted with ProLong Diamond Antifade Mountant (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for confocal imaging.

Fluorescent images of PrL, BLA, S1, CA1, CA2 and Pir, according to Paxinos and
Franklin [48], were acquired using an Olympus Fluoview FV-1000 laser scanning confocal
microscope and FluoView FV-1000S-IX81 image acquisition software system (Olympus,
Tokyo, Japan). The confocal aperture was set to 80 um. The analog sequential scanning was
performed using a 40x objective lens (NA: 0.75). The optical thickness was set to 1 um, and
the resolution was 1024 x 1024 pixels. The excitation time was set to 4 us per pixel. Virtual
colors were selected to depict fluorescent signals: blue for DAPI and red for tdTomato).
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Images of the two respective channels were stored both individually and superimposed to
evaluate the colocalization of fluorescent signals.

4.7. Measuring Organ-Specific hSSTR4 Expression by RT-gPCR

Total RNA was extracted from WT (C57BL/6), Sstr4 KO, Chr3, Ul and U2 8-10-
week-old male mice from the following 14 mouse organs: bladder, brain stem, cerebellum,
cerebral cortex, epididymis, heart, ileum, kidney, liver, lungs, OB, spleen, stomach and
TG. TRI Reagent (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA) and Direct-Zol
RNA isolation kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) were used for total RNA extrac-
tion. The concentration of the RNA samples was measured by a NanoDrop ND-2000
spectrophotometer (NanoDrop Technologies. Wilmington, DE, USA). Genomic DNA con-
tamination in the RNA samples was fully digested by DNase I (Zymo Research, Irvine,
CA, USA). Reverse transcription of the RNA samples was made by Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Incubation for
DNA digestion, DNase I heat inactivation and reverse transcription PCR were performed
in a Biometra TAdvanced Twin 48/48 G® (Analitik Jena, Jena, Germany). Quantitative PCR
was performed in an Applied Biosystems QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Each reaction contained 20 ng of cDNA sample, 1X
Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA), 1 uM of each primers and additional nuclease-free water to a total reaction volume
of 20 uL. The following primer pairs were used: for the 1SSTR4 cDNA: hSSTR4 new F:
TGG AAG GTG CTG GAG GT and hSSTR4 new R: GTT CTG GTT GCA GGG CTT; for the
mouse Sstr4 cDNA: mSSTR4gfor: GCC CTG GTC ATC TTC GTG AT and mSSTR4grev:
ATG AAG AGC TCA TCG GCG AC and for the reference gene beta actin (Actb) cDNA:
mBACTIN F: GTC GAG TCG CGT CCA CC and mBACTIN R: GTC ATC CAT GGC GAA
CTG for endogenous control. These primers were tested on KO mice (data not shown)
and RT-qPCR amplification and the melting curve analysis indicated that both the human
SSTR4 and mouse Sstr4 primers are specific to their respective genes. Water control was
used to check the reactions for contamination. Real-time qPCR was performed under the
following conditions: 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 30s, 60 °C for 30's
and 72 °C for 1 min. Each reaction was carried out in a duplicate. Signal specificity was
ensured by melt curve analysis. Relative expression ratios were calculated using the ACt
method and linearized by 2"-ACt, in which the h1SSTR4 expression level was compared to
the Actb reference gene.

4.8. Characterizing hSSTR4 Expressing Neurons in the Mouse Brain by RNAscope In Situ
Hybridization

RNAscope ISH were performed on 3 to 4-month-old male Sstr4 KO and hSSTR4
Chr3 Hom mice (1 = 4). Animals were deeply anesthetized with an overdose of urethan
(2.4 g/kg) and perfused transcardially with 30 mL of 4% paraformaldehyde in Millonig’s
phosphate buffer. Dissected brains were postfixed for 72 h at 4 °C, rinsed in 1x PBS and
sectioned (by 30 pm) using a vibrating microtome (VT1000S, Leica Biosystems, Wetzlar,
Germany). Sections were stored in 1x PBS with 0.01% Na-azide (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany).

RNAscope assay was performed on 30-pum-thick vibratome-sliced brain sections using
RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2 (Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA), according to the manufacturer’s protocols. Tissue pretreatment was performed
by treatment with 1 v/v% HpO; solution in PBS for 30 min. After PBS washes, sections
were mounted on Superfrost Ultra Plus slides (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Sections were air-dried for 3 h at RT and incubated at 60 °C for 60 min. After
2 x 10-min washes in Milli-Q (MQ) water, slides were incubated in 10% neutral buffered
formalin solution (NBF, Merck KGaA) at 4 °C for 2 min. After 3 x 10 min MQ water rinses,
sections were digested in proteinase K solution at 37 °C for 15 min (0.01 mg/ml proteinase
K (EO0491, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in 0.1 M Tris/HCI, pH = 8 and
0.05M EDTA, pH = 8 buffer. After rinsing in MQ water, slides were treated with 10% NBF
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at 4 °C for 2 min, followed by 3 x 10-min washes in MQ water. Sections were hybridized
with probes specific to human SSTR4 and mouse Sstr4, Vglutl and Gadl, in parallel with
RNAscope 3-plex mouse positive and negative control probes. Signal amplification, channel
development and mounting were performed according to the manufacturer’s protocols.
Sections were counterstained with 4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and mounted
with ProLong Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
for confocal imaging. Fluorescent images of PrL, BLA, S1, CA1, CA2 and Pir, according
to Paxinos and Franklin [68], were acquired using an Olympus Fluoview FV-1000 laser
scanning confocal microscope and FluoView FV-1000S-IX81 image acquisition software
system (Olympus, Tokyo, Japan). The confocal aperture was set to 80 um. The analog
sequential scanning was performed using a 40x objective lens (NA: 0.75). The optical
thickness was set to 1 um, and the resolution was 1024 x 1024 pixels. The excitation time
was set to 4 ps per pixel. Virtual colors were selected to depict the fluorescent signals:
blue for DAPI, green for fluorescein (Vglutl mRNA), red for Cyanine 3 (hSSTR4 and
mSstr4 mRNA) and white for Cyanine 5 (Gadl mRNA). Images of the respective four
channels were stored both individually and superimposed to evaluate the co-localization
of fluorescent signals.
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BLA basolateral nucleus of the amygdala

BMA basomedial nucleus of the amygdala

CA1l Cornu Ammonis 1 region of the hippocampus

CA2 Cornu Ammonis 2 region of the hippocampus

Ctvalue  threshold cycle value (in RT-qPCR)

dabP gene of the bacterial D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein
DAPI 4/ 6-diamidino-2-phenylindole, a blue-fluorescent DNA stain
DNA deoxyribonucleic acid

FOXA2 gene of the human forkhead box A2

GABA gamma-aminobutyric acid

Gadl gene of the mouse glutamate decarboxylase 1

Het heterozygote/heterozygous, carrying different alleles of the gene
Hom homozygote/homozygous, carrying identical alleles of the gene
hSSTR4 gene of human somatostatin receptor subtype 4

ip. intraperitoneally

KO knock-out, an artificially created nonfunctional variant of the gene
LM-PCR  ligation-mediated polymerase chain reaction

mRNA messenger ribonucleic acid

NCBI National Center for Biotechnology Information

OB olfactory bulb

Otoll gene of the mouse otolin 1

PB piggyBac, a type of transposon system

PBS phosphate-buffered saline

pcDNA plasmid cloning DNA

PCR polymerase chain reaction

Pir piriform cortex

Polr2a gene of the mouse RNA polymerase II subunit A

polyA polyadenylation signal sequence

Ppib gene of the mouse peptidylprolyl isomerase B

PrL prelimbic cortex

RT room temperature

RT-gPCR  reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
S1 primary somatosensory cortex

Sis gene of the mouse sucrase-isomaltase

SNP single-nucleotide polymorphism

SST15 somatostatin receptor subtype 1-5

Sstrd gene of mouse somatostatin receptor subtype 4

SV seminal vesicle

tdTomato tandem dimer Tomato, a red fluorescent reporter protein

TG trigeminal ganglion

THBD gene of the human thrombomodulin

Ubc gene of the mouse ubiquitin C

Vglutl gene of the mouse vesicular glutamate transporter 1

WT wild type
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Figure A1. Representative control conditions for the RNAscope (counterstained with DAPI). RN Ascope 3-plex-negative
control specific to the bacterial dabP gene shown in the CA1 of hSSTR4 homozygote mice (A). RNAscope 3-plex-positive
control probes specific to mouse Polr2a, Ppib and Ubc mRNA targets shown in green, red and white, respectively, in the
CA1 (Bregma —1.46 mm) of hSSTR4 Chr3 homozygous animals (B). Human SSTR4 singleplex control shown in the CA2
(Bregma —1.46 mm) of hSSTR4 homozygous mice ((C), left panel). As negative tissue controls (no human SSTR4 transcript
was detected in Sstr4 KO mice ((C), middle panel). Additionally, no mouse Sstr4 signal was shown in hSSTR4 homozygote
mice ((C), right panel). Scale bar: 50 um, and inset scale: 10 pm.

RNAscope singleplex
Hippocampus CA2
1.46 mm
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Introduction: Previous studies have established that endogenous inorganic
polysulfides have significant biological actions activating the Transient
Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) receptor. Organic polysulfides exert
similar effects, but they are much more stable molecules, therefore these
compounds are more suitable as drugs. In this study, we aimed to better
understand the mechanism of action of organic polysulfides by identification
of their binding site on the TRPAL receptor.

Methods: Polysulfides can readily interact with the thiol side chain of the cysteine
residues of the protein. To investigate their role in the TRPAL activation, we
replaced several cysteine residues by alanine via site-directed mutagenesis. We
searched for TRPAL mutant variants with decreased or lost activating effect of the
polysulfides, but with other functions remaining intact (such as the effects of non-
electrophilic agonists and antagonists). The binding properties of the mutant
receptors were analyzed by in silico molecular docking. Functional changes
were tested by in vitro methods: calcium sensitive fluorescent flow cytometry,
whole-cell patch-clamp and radioactive calcium-45 liquid scintillation counting.

Results: The cysteines forming the conventional binding site of electrophilic
agonists, namely C621, C641 and C665 also bind the organic polysulfides, with
the key role of C621. However, only their combined mutation abolished
completely the organic polysulfide-induced activation of the receptor.

Discussion: Since previous papers provided evidence that organic polysulfides
exert analgesic and anti-inflammatory actions in different in vivo animal models,
we anticipate that the development of TRPAl-targeted, organic polysulfide-based
drugs will be promoted by this identification of the binding site.

KEYWORDS

human TRPA1, site-directed mutagenesis, DMTS, DATS, DADS, binding site, organic
polysulfide, electrophilic TRPA1 agonist
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1 Introduction

Chronic pain and persistent inflammation are major problems
in the modern population (Mha et al., 2008; Apkarian et al., 2009;
Harden et al.,, 2010; Nathan and Ding, 2010). Chronic pain is a direct
cause of diminishing quality of life or even loss of body functions
(Niv and Kreitler, 2001; Keeley et al., 2008; Helyes et al., 2019; Raja
et al,, 2020). Persistent inflammation without pain sensation may
stay latent, but can contribute to a wide variety of other chronic
diseases, such as type II diabetes, allergies, cardiovascular diseases,
and several types of cancer (Medzhitov, 2021; Pahwa et al., 2021;
Nathan, 2022). Conventional analgesic and anti-inflammatory
drugs, such as steroids, NSAIDs, and opioids are, commonly
unsuitable for long-term treatments because of their gradually
overwhelming adverse effects (Alarcén, 2000; Schett and
Gravallese, 2012; Schuelert and McDougall, 2012; Horvath et al.,
2016; Cavalli et al., 2019). Therefore, there is a great demand for new
drugs against chronic pain and persistent inflammation. Polysulfides
could be promising drug candidates and became increasingly well-
studied compounds in pharmacological research. Formerly, the
gaseous regulator hydrogen sulfide (H,S) was thought to have
analgesic and anti-inflammatory effects. Now, it is well-
understood that H,S released in the location of inflammation is
spontaneously oxidized into sodium hydrosulfide (NaSH) and
sulfide (Na,S)
polysulfides (e.g. Na,S;). These compounds are reactive enough

sodium and polymerized into inorganic
to bind covalently to the cysteine residues of the transient receptor
potential ankyrin 1 (TRPA1) receptor and activate it (Ogawa et al.,
2012; Hatakeyama et al., 2015; Pozsgai et al., 2017; Batai et al., 2019).

TRPALI is a non-selective cation channel sensing a wide variety
of irritations such as mechanical stimuli, extreme heat and cold,
acids, reactive oxidative species, and thousands of identified agonists
(Liu et al, 2021). TRPAI is mainly expressed in the capsaicin-
primary
therefore, receptor activation leads to local acute pain and to the

sensitive peptidergic nociceptive Sensory neurons;
secretion of pro-inflammatory neuropeptides (e.g., substance P and
calcitonin gene-related peptide), which contribute to neurogenic
inflammation by prompting vasodilation and plasma leakage.
However, as a counter-regulation, these peptidergic neurons also
release analgesic and anti-inflammatory neuropeptides such as
somatostatin upon TRPALI activation (Kun et al.,, 2014; Zygmunt
and Hogestdtt, 2014; Pozsgai et al, 2017; Dombi et al, 2021).
Somatostatin  has systemic analgesic and anti-inflammatory
effects mediated by the SST, receptor (Matsuoka et al., 1994;
Helyes et al., 2006; 2009; Sandor et al., 2006; Qiu et al., 2008;
Markovics et al., 2012; Pintér et al., 2014; Scheich et al., 2016; 2017;
Nemes et al., 2021). Gene knockout in mice of either Trpal or Sstr4
significantly attenuates these effects of polysulfides (Pozsgai et al.,
2017). Based on the previous data listed previously, we assume that
polysulfides exert their anti-inflammatory and pain-relieving effects,
at least in part, through the activation of the TRPA1 receptor.
Despite the advantageous effects of inorganic polysulfides, they
are highly unstable molecules; therefore, their delivery to the target
cells or endogenous synthesis from added H,S donors is extremely
challenging, which makes them unsuitable as drugs. So, our
attention turned to the much more stable organic polysulfides
such as dimethyl trisulfide (DMTS), diallyl disulfide (DADS), and
diallyl trisulfide (DATS), which have similar biological effects (Bai
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et al., 2005; Bautista et al., 2005; Koizumi et al., 2009; Lee et al., 2013;
Pozsgai et al., 2017; Batai et al., 2018; Dombi et al., 2021).
Although the molecular mechanism of action of inorganic
polysulfides has been better studied, little is known about organic
polysulfides. In the first step, we aimed to identify the binding site of
organic polysulfides on the TRPA1 receptor via site-directed
mutagenesis. Therefore, out of the 28 cysteine residues in the
human TRPAI, we investigated those within the conventional
binding site of electrophilic agonists on the N-terminal domain
(C621, C641, and C665) (Hinman et al., 2006; Deering-Rice et al.,
2011; Eberhardt et al., 2012; Shapiro et al., 2013) and the theoretical
binding site of the strongly hydrophobic agonists in the
transmembrane domains (C727 and C834) (Figure 1) (Paulsen
2015; Alvarado et al, 2021).
TRPALI variants, which lost the sensitivity to the tested organic

et al, We created mutant
polysulfides, but their other functions remained intact (e.g.,
sensitivity to non-electrophilic agonists and antagonists). The
binding properties were calculated in silico, and the receptor
functions were tested in vitro by calcium-sensitive fluorescent
cytometry, calcium-45
counting, and whole-cell patch clamp.

flow radioactive liquid  scintillation

2 Materials and methods

2.1 Computational docking of DMTS, DADS,
and DATS

Dimethyl trisulfide (DMTS), diallyl disulfide (DADS), and diallyl
trisulfide (DATS) were prepared by the Sketcher 2D tool of FITTED,
and the CONVERT tool performed the conversion into a mol2 file.
The ligands were further prepared by the SMART tool of FITTED
(Corbeil et al., 2007; Therrien et al., 2012; Pottel et al., 2014). The
torsion around all rotatable bonds was allowed, AMBER (Wang et al.,
2004) atom types were assigned, and Gasteiger—Hiickel (Gasteiger and
Marsili, 1980) partial charges were added. The same ligands were
prepared for AutoDock (RRID:SCR_012746 (Morris et al., 1998))
calculations, as described before (Mohos et al., 2020a; 2020b; Zsido
et al,, 2020; Fliszar-Nyul et al., 2021); briefly, the structures were built
by Maestro (Schrodinger, 2022), energy was minimized by OpenBabel
(RRID: SCR_014920), and Gasteiger-Marsili partial charges were
added with OpenBabel (O’Boyle et al., 2011).

The atomic coordinate file of the ligand-free TRPA1 receptor was
obtained from the Worldwide Protein Data Bank (wwPDB, RRID:
SCR_006555 (Berman et al., 2002)), under the accession code 6VOW
(Zhao et al,, 2020). As the four chains of the target are symmetrical
(homotetramer), only one chain was used to reduce computational
costs. The amino acids of a chain do not interfere with the binding of the
ligand to another chain. The missing atoms and residues were rebuilt
using SWISS-MODEL (Waterhouse et al, 2018), and energy was
minimized with GROMACS (Van Der Spoel et al, 2005). The
convergence threshold of the steepest descent optimization was set
to 103 k] mol-1 nm-1, and that of the conjugate gradient optimization
to 10 k] mol-1 nm-1. The AMBER99SB-ILDN force field (Wang et al.,
2004) was used for calculation, and a position restraint at a force
constant of 103 kJ mol-1 nm-2 was applied on heavy atoms. The same
preparation process was carried out for the mutant (C621S) receptor,
accessible under the PDB code 6PQQ (Suo et al., 2020), and the holo
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FIGURE 1

Structure of a subunit of the homotetrameric TRPAL receptor. TM = transmembrane domain; intra = intracellular space; extra = extracellular space;
N = N-terminus of the peptide, C = C-terminus of the peptide. Symbols of the highlighted amino acids: C = cysteine; G = glutamine; | = isoleucine; K =

lysine; S = serine; T = threonine; Y = tyrosine.

(6PQP) receptor. The holo receptor contains benzyl isothiocyanate
(BITC) covalently bound to the C621 amino acid, BITC was removed,
and the hydrogen atom was restored on the target side before
calculations. The targets were further optimized by the ProCESS tool
of FITTED, with the original settings (Corbeil et al., 2007). In the case of
AutoDock, the added H atoms and partial charges were kept from
energy minimization. The mutation of the 6PQQ apo receptor S621A
was performed by PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System,
2022).

Covalent docking calculations were carried out using FITTED.
The covalent residue (C621 or S621) and adjacent basic residue
(P622) were adjusted in the graphical user interface of the program.
Root mean square deviation (RMSD) values were calculated between
the crystallographic and representative ligand conformations, if
available. All other settings were used as the default of the
program. Ten docking runs were performed for all ligands, and
the resulting ligand conformations were ranked based on their
calculated free energy of binding (AG,.) values.

2.2 Organic polysulfide synthesis

2.2.1 Chemicals
Dimethyl trisulfide, sulfur, sulfide,
hydroxide, ethanol, and activated charcoal were purchased from

sodium ammonium

Reanal, Hungary. Cysteine (168149), tetrabutyl ammonium iodide

(140775), and allyl bromide (337528) were purchased from Sigma-
Aldrich.

Frontiers in Physiology

All reagents and materials were used without purification.

2.2.2 Instruments

For the synthesis of the two sulfides we prepared, we used a
modified version of the method found in the literature (Yuan et al.,
2006). In our reaction, by using a more efficient phase transfer
catalyst than the published one, the reaction could be carried out in a
more energy-efficient way and with simpler tools, while maintaining
the original production and purity. Infrared spectra were recorded
on a PerkinElmer Spectrum Two Fourier-transform infrared
spectrometer (FTIR) with a universal attenuated total reflectance
accessory (UATR) head. Mass spectra (MS) and the analysis of the
product compounds were obtained by a GC/MS QP-2010
spectrometer (EI, 70 eV). The capillary column used was ZB5-
MSI, 30m in length and 0.25 mm in diameter. The conditions
were as follows: column temperature was set at 80°C and then
increased to 250°C; helium was used as carrier gas at a linear flow of
1 ml/min.

2.2.3 Diallyl disulfide and diallyl trisulfide

Both compounds were prepared by a modified version of the
method published by Yuan et al. (2006). In the first step, sodium
disulfide and sodium trisulfide solutions were prepared by sulfur and
sodium sulfide as follows: for diallyl disulfide: 6.4 g (0.2 mol) sulfur
and 48 g (0.2 mol) sodium sulfide, and for diallyl trisulfide: 6.4 g
(0.2 mol) sulfur and 24 g (0.1 mol) sodium sulfide, and the solution
was dissolved in 100 ml distilled water in a round-bottom flask. The
solutions were stirred at RT for 1 day and then filtrated using a paper
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FIGURE 2

Process of the TRPA1 PCR-based site-directed mutagenesis,

with the example of C621A mutation. (A) Starting from the wild-type
TRPA1 coding pT31-hTRPAL plasmid, in the first PCR, the two halves of
the cloning region were separately amplified by a mixed pair of
mutation primer and cloning primer (in this case: Cys-F2 with C621A-
R, and C621A-F with Cys-R2). (B) In the second PCR, the two halves
were joined and amplified by Cys-F2 and Cys-R2 cloning primers. (C)
Mutation-carrying complete PCR product and the original pT31-
hTRPA1 plasmid were sequentially digested by BstEll and BbvCl unique
restriction endonucleases. (D) Mutation-carrying PCR product was
ligated into the "empty” plasmid, creating the mutant TRPA1 coding
expression vector. CMV-cytomegalovirus promoter;
AmpR—-ampicillin resistance cassette; Kan/NeoR-kanamycin and
neomycin resistance cassette; ColE\Ori—E. coli specific origin of
replication; blue region—-TRPAL cDNA; orange—primer sites; black-
lettered bases—codon of the 621st cysteine; red-lettered
bases—codon of alanine (C621A mutation); purple-lettered
bases—DNA sticky end after BstEll cleaving; pink-lettered bases—DNA
sticky end after BbvCl cleaving.

"A)

oot

filter. About 0.3 g tetrabutyl-ammonium iodide was added to the
brownish red solutions as a phase transfer catalyst. For diallyl
disulfide and diallyl trisulfide, 36.3 g (0.3 mol) allyl bromide and
18.2 g (0.15mol) allyl bromide were added dropwise in 20 min,
respectively, and the temperature of the reaction mixture was
increased. After addition, the reaction mixtures were cooled with
ice. The resulting mixtures were extracted with 300 ml ether. The
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organic phase was dried over anhydrous MgSO, overnight. The
organic phase was placed on a rotary evaporator under aspirator
pressure to eliminate the solvent. Then, the residual phase was
distilled in low vacuum.

Diallyl disulfide: the fraction at 45°C-60°C and 0.8 torr. was
obtained. In addition, 25.8 g diallyl disulfide oil with light yellow
color and intensive garlic smell was obtained with the yield of 88%,
purity (GC-MS): 90% (Supplementary Figure SI).

The functional group was identified by FT-IR (UATR, cm-1):
3,081 (=C-H); 3,009 (-CH2); 2,979 (-CH2); 1,634 (C=C); 1,422
(C-S). (Supplementary Figure S2).

Diallyl trisulfide: the fraction at 90°C-110°C and 1.0 torr. was
obtained . In addition, 5.1 g diallyl trisulfide oil with yellow color and
intensive garlic smell was obtained with the yield of 37%, purity
(GC-MS): 63.5% (Supplementary Figure S3).

The functional group was identified by FT-IR (UATR, cm-1):
3,081 (=C-H); 3,009 (-CH2); 2,979 (-CH2); 1,634 (C=C); 1,422
(C-S). (Supplementary Figure S4).

The impurity of DADS was DATS, and the impurity of DATS
was DADS. No other contaminant was found in either compound.
The difference in retention times for GC-MS measurements is due to
instrument

between the two measurements

(Supplementary Figures S1, 3).

maintenance

2.3 Site-directed mutagenesis via PCR

Our research group has already created an expression vector
containing the wild-type human TRPA1 cDNA, which is now called
pT31-hTRPAI1, and its creation was described by Pozsgai et al.
(2017). This plasmid contains the TRPA1 coding sequence within a
Sleeping Beauty 100 transposon, flanked by a cytomegalovirus
(CMV) promoter at the 5' end and the bovine growth hormone
polyA at the 3’ end. Selective markers were ampicillin, kanamycin/
neomycin, and geneticin (G418) resistance genes. Although this
vector was originally prepared for integrating the transgene into the
chromosome of the CHO cells, we only used it for transient
transfection, without the SB100 transposase enzyme.

The single mutant TRPA1 variants were created in two
consecutive PCR reactions (Supplementary Tables S1A, B).
TAdvanced Twin (Analytik Jena 846-2-070-2xx) PCR machine
and Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polymerase (New England
Biolabs M0493) were used for all PCR reactions, following the
manufacturer’s manuals. All primers were designed by Primer-
BLAST (RRID: SCR_003095 (Ye et al, 2012)) and Integrated
DNA Technologies (IDT) OligoAnalyzer Tool (RRID:SCR_
001363 (Owczarzy et al., 2008)), synthesized by IDT. Mutation-
carrying primers were designed for each codon of the targeted amino
acids (C621, C641, C665, C727, and C834), both in forward and
reverse orientation (Supplementary Table S2). Terminal primers
CysF2 and CysR2 (Supplementary Table S2) were designed to
include unique restriction endonuclease cutting sites (BstEII near
the 5" end and BbvCI near the 3’ end) in the PCR product. In the first
PCR (Supplementary Table SIA), the mutation-carrying primers
were paired with their opposing terminal primer, each orientation in
a separate reaction (e.g., CysF2 and C621A-R; C621A-F and CysR2)
creating two halves of the intended final mutation-carrying PCR
product (Figure 2A). These halves were combined in the second

frontiersin.org


https://www.frontiersin.org/journals/physiology
https://www.frontiersin.org
https://doi.org/10.3389/fphys.2023.1180896

Nemes et al.

PCR by the terminal primers (Figure 2B; Supplementary Table S1B).
The final PCR products and intact pT31-hTRPA1 plasmid were
digested by BstEII-HF (New England Biolabs R3162) and BbvCI
(New England Biolabs R0601) enzymes (Figure 2C), then isolated by
agarose gel electrophoresis, and extracted by NucleoSpin DNA Gel
and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel 740609.50). The vector
fragment without the intact TRPA1 coding fragment (8,192 bp) and
the new mutation-carrying fragment (1,461 bp) were ligated by
T4 DNA ligase (New England Biolabs M0202L) (Figure 2D).

Double- and triple-mutant TRPA1 variants were created the
same way, except they were produced from single- and double-
mutant pT31-hTRPA1 variants, respectively, rather than from the
WT. All TRPA1 mutant variants were examined by Cys-F and Cys-R
sequencing primers in Sanger sequencing (Szentdgothai Research
Centre, University of Pécs, Hungary) for carrying the intended
mutations but lacking any unintended mutation.

2.4 Plasmid amplification in E. coli

Chemically competent DH5a E. coli cells were prepared by the
calcium chloride method (Chang et al., 2017). About 10 pl ligated
vector was added to 100 ul competent cells, and then the cells
were incubated for 30 min on ice. The cells were transformed by
heat-shock (42°C for 60s), then 1 ml LB medium was added,
and the cells were incubated at 37 °C for 1 h. Then, 200 pl cells
was spread on 100 pg/ml ampicillin (Amp) selective LB-agar
plates and incubated at 37°C overnight. The grown colonies
were streaked on new Amp plates (max. six colonies per
TRPA1 mutant variant) and incubated at 37 °C overnight. One
colony of each cell line was transferred to 1ml 100 ug/ml
ampicillin selective LB medium and incubated with continuous
shaking at 200 rpm at 37 °C overnight. The plasmids were isolated
by the GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific
K0503). The plasmid concentration was measured by the Jenway
7310 UV/Vis spectrophotometer. First, the plasmids were
tested by a diagnostic digest by Spel (R0133), Pvul (R0150),
Pstl (R0140), and EcoRI (R0101) DNA restriction
endonucleases from New England Biolabs. Second, intact
plasmids were tested by Sanger sequencing (Bioinformatical
Research Group, Szentdgothai Research Centre, University of
Pécs) using the CysF and CysR primers (Supplementary Table
S2). The raw sequencing data were analyzed by the ApE A
plasmid Editor (RRID: SCR_014266) and Nucleotide-BLAST
(NIH, NCBI RRID: SCR_001598) and compared to those of
the TRPA1 WT in pT31-hTRPA1 plasmid. Only those plasmids
were suitable and used for later research, which contained
These
were amplified by transferring the carrying bacterium cells

only the intended mutation. selected  plasmids
from the streaking plate to 200 ml and 100 pg/ml ampicillin
selective LB medium, and these cells were incubated with
continuous shaking at 200 rpm at 37°C overnight. A high
amount of plasmid DNA was isolated by the NucleoBond Xtra
Maxi Plus EF Kit (Macherey-Nagel 740426.50), and their
concentration was measured by the Jenway 7310 UV/Vis
spectrophotometer. The final concentration of each plasmid was

set to 250 ng/pl.
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2.5 CHO transfection

The Chinese hamster ovary (CHO, RRID: CVCL_0213) cells
were transfected by TurboFect (Thermo Fisher Scientific R0532).
Regarding the TurboFect-DNA-medium ratio, some alterations
from the manufacturer’s recommendation were needed to achieve
an optimal transfection rate. The empirical data showed best results
with 10 pl TurboFect and 10 pl plasmid (2.5 pg DNA) for 1 ml CHO
cells at 50% confluency in a 24-well plate (~100,000 cells per well)
instead of 2 ul TurboFect and 1 pg plasmid recommended by the
manufacturer. TurboFect and the plasmid were mixed in 90 pl Opti-
MEM (Thermo Fisher Scientific 31985062) and were incubated at
room temperature (RT) for 30 min before adding to 1 ml CHO cells.
The CHO cells were incubated at 37°C for 24h before the
experiment. Since this method is a transient transfection, the
TRPA1 expression was drastically decreased after 48 h, and the
cells became unsuitable for experimentation.

The expression of TRPAl variants was tested by
immunohistochemistry, using polyclonal anti-human
TRPA1 rabbit IgG primary antibody (Thermo Fisher

OST00061W, RRID: AB_2207890)
polyclonal anti-rabbit IgG goat IgG secondary antibody (Thermo
Fisher Scientific 31460, RRID: AB_228341), and stained by the 33/
diaminobenzidine (DAB) Liquid Substrate System (Sigma-Aldrich
D7304). Non-transfected CHO cells were used as negative control.

and peroxidase-linked

The resulting microscopic images were measured by pixel darkness
analysis. Immunohistochemistry showed no inhibition in the
TRPALI expression due to the mutations (data not shown).

2.6. Fluo-4 flow cytometry

In total, 1 ml (~100,000 cells) of each transfected CHO cell
line was stained by 4 ul Invitrogen Fluo-4, AM (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific F14201) cell permeant calcium
indicator fluorescent dye at 37°C for 1h in non-adhesive
tubes. For each sample condition, 100 ul of CHO cells was
transferred to a fresh tube and 900 ul reagent was added. The
reagents were organic polysulfides (DMTS, 90% DADS, 63.5%
DATS), other electrophilic agonists (allyl isothiocyanate (AITC)
JT010),
(carvacrol, menthol, and thymol), and antagonists (HC-
030031 and A-967079). The vehicle and control solutions
were the extracellular solution (ECS) buffer containing 1 mM

and cinnamaldehyde, non-electrophilic agonists

CaCl,. The final concentration of reagents was mostly 100 uM,
except for the much more competent JT010, which needed to be
used always in 1,000 x dilution compared to other agonists
(usually in 100 nM).

Right after adding the agonist, each sample was measured for
green fluorescence (excitation: 488 nm, emission: 516 nm, filter:
527/30) by the CyFlow Space Flow Cytometer (Sysmex Partec,
Germany). The results were analyzed by FloMax (RRID: SCR_
014437) and GraphPad Prism 8 (RRID: SCR_002798) software.
The data were analyzed by the following equation:

Ielectrcphilic agonist — Icontrol

relative TRPAL1 activating effect =

>
ICarvacrol - Icontrol
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where I is the average fluorescence (512-542 nm) intensity of the
cells per sample. Electrophilic agonists were the DMTS, 63.5%
DATS, 90% DADS, AITC, and JT010. ECS buffer was the control.

2.7 Radioactive calcium-45 uptake
experiments in CHO cells expressing mutant
TRPAL receptor variants

Transiently transfected CHO cells expressing TRPA1 WT,
C621A, C641A, C665A, and C621A/C641A/C665A mutants were
grown to approximately 70% confluency in a 24-well plate, then
digested in trypsin for 5 min, and suspended in 300 pl complete
DMEM per well. The suspended cells were transferred to 72-well
microbatch plates (15 pl suspended cells per well) and incubated
overnight to adhere properly to the bottom of the well. The following
day, the cells were washed five times with calcium-free Hank’s
solution (pH 7.4) and incubated in 10 uL of the same buffer
containing 200 uCi/ml *Ca isotope (1.3 Ci/mmol, PerkinElmer
NEZ013001MC) and 100 uM of either carvacrol (Sigma-Aldrich
282197), AITC (Sigma-Aldrich 377430), DMTS (Sigma-Aldrich
W327506), 63.5% DATS, or 90% DADS (and control sample
without the TRPAI agonist) for 2min at room temperature.
After washing five times with ice-cold ECS, the residual buffer
was evaporated in 10 min at 37°C. Then, the retained isotope in
the cells was collected in 15 pL of 0.1% SDS, and the radioactivity
was measured in 2 ml Ultima Gold XR scintillation liquid (Packard
BioScience 6013119) in a Packard Tri-Carb 2800 TR scintillation
counter. The data were analyzed by the following equation:

CPMelectrophilicagoniSt - CP Mcomrol

relative TRPA1 activating effect =
CPMCarvacrol - CPMcontml

>

where CPM means “count per minute”, the number of radioactive
decays per sample measured during 2 min and averaged for 1 min.
The electrophilic agonists were the DMTS, 63.5% DATS, 90%
DADS, and AITC. The calcium-free Hank’s solution was the
control.

2.8 Whole-cell patch clamp

Whole-cell currents of voltage-clamped cells were recorded
through manual patch-clamp electrophysiology according to
standard protocols using Axopatch 200B amplifiers connected to
a computer and digitized with Digidata 1550B (Molecular Devices,
San Jose, CA, United States). Data were acquired with pClamp10.7
(Molecular Devices, San Jose, CA, United States). In general,
currents were low-pass-filtered using the built-in analog four-pole
Bessel filters of the amplifiers and sampled at 5 kHz. Before analysis,
whole-cell current traces were digitally filtered (five-point boxcar
smoothing). GFP-positive TRPA1 co-transfected CHO (Chinese
hamster ovary) cells were identified using a Nikon Eclipse
TE2000-U fluorescence microscope (Auro-science LLC, Budapest,
Hungary). Pipettes were pulled from GC 150F-15 borosilicate glass
capillaries (Harvard Apparatus, Holliston, MA, United States) in five
stages with 4-10 MQ resistance. Before the measurement, the cells
were maintained in the recording Petri dish in a bath solution that
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consisted of 145 mM NaCl, 5mM KCl, 1 mM MgCl,, 2.5 mM
CaCl,, 5.5mM 10mM HEPES (pH 7.35;
302-308 mOsmol/kg). For the recordings, the composition of the

glucose, and

solution used in the patch pipette (internal solution) was 150 mM
NaCl, 10 mM HEPES, and 2 mM EDTA-Na (Ca**-free solution;
pH 7.35; ~300 mOsmol/kg). The composition of the external
(control) solution was the same as that of the pipette solution,
with the addition of 1 V/V% DMSO as carvacrol was dissolved in
DMSO. The solution exchange was achieved by a gravity-driven
perfusion system with continuous excess fluid removal. Peak
currents were measured every 5s during 20 m steps at +50 mV
after 100-m voltage ramps from 0 mV to +50 mV using a holding
potential of 0 mV. To quantify the current activating effect of the
activators, if the current increase was detected within 100s, we
waited for its saturation, defined by no further current increase in a
20-s-long period. Only measurements where the positive control
agonist (100 uM carvacrol) and antagonist (50 uM HC-030031)
showed the desired effect were included in the analysis.

2.8.1 Data analysis

Clampfit 10.7 (Molecular Devices, San Jose, CA, United States of
America) and GraphPad Prism 7 (Graphpad, San Diego, CA,
United States of America) were used for data display and
analysis. The current activation ratio was quantified by the
following equation:

Ipmrs  Ipmrspeak = Leontrol

- >
Lcarvacrol  Icarvacrol peak — Leontrol

where Ipyrs and Icarvacrol are the activated TRPA1 currents by
DMTS and carvacrol, respectively. The control current (I.oneror) 1S
the peak current measured before the addition of the DMTS, Ippnrs
peak is the peak current measured in the presence of 100 uM DMTS,
and Icarvacrol peak 18 the peak current measured in the presence of
100 uM carvacrol, a known activator of TRPA1. This calculation was
used for the other polysulfides (90% DADS, 63.5% DATS in 100 pM)
as well.

To investigate whether point mutations altered the response to
the application of the tested agonists, we used one-way ANOVA
with Dunnett’s multiple comparison post-hoc test. Differences were
labeled as significant if p < 0.05.

3 Results

3.1 Computational docking of DMTS, DADS,
and DATS

The ligand-binding conformation of DMTS, DADS, and DATS
was calculated targeting the ligand-free conformation of the
TRPAI receptor (6VOW) as described in the Methods section.
The docking calculations were also performed on two mutant
receptors (6PQQ: C621S and a modeled C621A receptor) and the
holo receptor (6PQP) to analyze the effect of the mutation on ligand
binding at an atomic resolution level.

DMTS, DADS, and DATS are polysulfide compounds (Figure 3)
that presumably form a disulfide bond with previously unknown
active site cysteine residues of the TRPA1 receptor (Pozsgai et al.,
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FIGURE 3

Structure of tested TRPAL agonists. Organic polysulfides, dimethyl trisulfide (DMTS), diallyl trisulfide (DATS), and diallyl disulfide (DADS), are reversible
electrophile agonists. JTO10 is a very potent and selective irreversible electrophile TRPAL agonist. Allyl isothiocyanate (AITC) or mustard oil is a potent
natural reversible electrophile TRPA1 agonist. Carvacrol is a non-electrophile TRPAL agonist with different binding sites on TRPAL, and we used it as a
control activator. Illustration is made by ChemDraw Direct (RRID: SCR_016768).

FIGURE 4

DMTS docked
on C621A

Covalently docked binding position of DMTS to the native holo TRPA1 (attached covalently to C621) and the non-covalently docked binding position
of DMTS to the alanine mutant TRPA1 (located further to the left). DMTS is shown as all atom representation sticks (teal). The protein is shown as gray

cartoon. A-loop (see Results) is labeled.

2019) (Figure 4), which are important in receptor activation. During
ligand binding, an intracellular N-terminal loop (A-loop), defined
by amino acid residues 666-680, elicits an upward motion (Zhao
etal, 2020; Zsid6 et al., 2021). In the present study, we found that in
the apo structure, this loop overlays the nucleophilic binding cavity,
and the amino acids P666 and F669 play a role in the binding of
DMTS, DADS, and DATS. These interactions might play an
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important role in the beginning of the upward motion of the
A-loop. In the holo structures, the ligands do not interact with
the A-loop (Table 1).

Regarding the calculated free energies of binding (AGe
Table 2), it is important to note that from the perspective of
receptor activation, only the occurrence of the covalent binding
is significant, and not the actual value of binding affinity (Pozsgai
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TABLE 1 Interacting amino acids in the binding of DMTS to the binding site
cysteines and to the alanine mutant receptor. Amino acids within 3.5 A
distance are included.

C621 C621A C641 (@)

L609 X X

F612 X

K620 X

c621 X

P622 X

1623 X X

T624 X

L1638 X

D639 X

F640 X

Co41 X
Mé642 X

L643 X

N659 X

K661 X X

Y662 X X X
L663 X

Q664 X X
C665 X
P666 X
T684 X

TABLE 2 Covalent docking of DMTS, DADS, and DATS with FITTED to the three
cysteines forming the nucleophilic binding cavity in the intracellular TRPA1
(6pgp holo structure) agonist binding site. Non-covalent docking of the same
ligand to the C621A mutant receptor. All calculated binding free energy values
are in kcal/mol.

C621 C641 C665 C621A
DMTS -44.51 -47.01 -44.56 -34.59
DADS ‘ -44.82 -46.01 -44.63 -38.93
DATS ‘ -49.83 -49.86 -52.22 -46.02

et al,, 2019). Furthermore, as the closed (ligand-free) conformation
of TRPA1 is not appropriate for ligand binding, the prerequisite
binding position of DMTS and DATS is far from the S atom of C621
(Supplementary Table S3), and the molecules have to find their way
under the A-loop to reach their covalent binding positions. The
AGg,c of all three compounds similarly reflects strong binding to the
different cysteine residues (Table 2), with DATS having the largest
negative values due to its larger size. As it was expected, a
considerable decrease of AG.,. can be observed in the case of the
C621A mutant due to the missing covalent bond (Table 2), if
compared with the wild-type holo and the apo receptors
(Table 2; Supplementary Table S4). Furthermore, the interaction
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FIGURE 5

DMTS dose—effect curves in TRPAL mutant variants, compared

to the effect of 1 mM carvacrol. Fluo-4 calcium-sensitive fluorescence
was measured by flow cytometry in different TRPAL variants, using
increasing DMTS concentration, compared to the fluorescent
signal of 1 mM carvacrol (100%). The single mutation of C621, C641,
and C834 decreased the effect of DMTS in TRPAL, but C621A/C641A
double mutant and C621A/C641A/C665A triple mutant showed
insensitivity to DMTS, indicating that these amino acids are involved in
the binding site of the organic polysulfides. The combined double
mutation of C727 and C834 (C727A/C834A) made no significant
difference from the wild-type TRPAL, suggesting that they are not
parts of the binding site of the organic polysulfides. Mean + SEM, N =
2-4 (number of measurements per TRPA1 variation), n > 10000
(number of cells per measurement).

list in Table 1 reflects that in the case of C621A, and DMTS occupies
a binding pocket far from C621. At the same time, approaching
C641 and C665 (common interacting residues in Table 1) shows the
possibility of the interaction between the DMTS and these cysteines,
if C621 is not available for covalent bonding.

3.2 The changes in TRPA1 function due to
the mutations

Since the TRPA1 receptor is a non-selective cation channel, its
activity is trackable by the intracellular Ca** concentration changes.
For this purpose, we used the Fluo-4 calcium-sensitive fluorescent
flow cytometry and radioactive Ca-45 liquid scintillation counting.
The whole-cell patch clamp was used to measure the agonist-
activated cation current. For most measurement, we used each
agonist in 100 pM concentration: organic polysulfides DMTS,
DADS, and DATS; AITC and carvacrol; except JT010, which is
much more potent than the others, and it was used in 100 nM
concentration (Figure 2). The purity of the factory-made DMTS
was >98%. The purity of our own synthesized DADS was 90% with
10% DATS, and the purity of DATS was 63.5%, with 36.5% DADS as
a contaminant. No other contaminant was found in either
synthesized compound; only these two compounds, which are
chemically and physically very similar and are also contaminants
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TRPA1 activity measured by calcium-sensitive fluorescence flow cytometry. The different TRPA1 variant-expressing CHO cells were stained by Fluo-

4 calcium-sensitive fluorophore. TRPA1 activation causes calcium influx, and therefore increases the intensity of fluorescence, which was measured by
flow cytometry. The signal intensity was compared to the effect of 100 uM carvacrol, which was used as a non-electrophilic control agonist. Relatively
high concentration (100 pM) of organic polysulfides (DMTS, 90% DADS and 63.5% DATS) showed only slight changes in their receptor-activating

effect in the case of TRPAL single mutants (C621A, C641A, and C665A), but their effect was completely eliminated in the triple-mutant TRPAL variant
(C621A/C641A/C665A). The effect of JTO10 was eliminated even in the C621A single mutant, and the other two single mutants also showed a tendency
for decreased JT010 sensitivity. Diagram shows the means + SEM, two-way ANOVA with Bonferroni’'s multiple comparison test, significance compared to
WT TRPAL: *p < 0.0001, WT TRPAL replication experiments (N = 4-12), mutant TRPAL replication experiments (N = 2-5), sample size (n = 4-19), cell

number per sample (n > 2000).

in their natural source, garlic oil, were found. The purity of DADS
and DATS was measured by GC-MS (Supplementary Figures S1, 3),
and their functional groups were identified by FTIR (Supplementary
Figures S2, 4).

Transient transfection was a good method to test the numerous
TRPAI variants much faster than creating stable expressing cell lines
before measurements. However, this method needs the cells
transfected each time before the experiment, resulting in
fluctuating transfection efficiency, and therefore, fluctuating
expression levels of TRPA1 regardless of the mutations. The
expression level differences have been compensated by
normalizing the results to the effect of the non-electrophile
agonist carvacrol (Figure 2), which has a different binding site on
the TRPAIL, and its effect should be unaffected by the mutations we
created. Only carvacrol-sensitive TRPA1 variants were adequate for
examining the effects of organic polysulfides because they proved to

retain other receptor functions.

3.2.1 Transient intracellular calcium concentration
changes in mutant TRPA1-expressing cells induced
by organic polysulfides

Each mutant TRPA1 variant expressing CHO cells was stained
by Fluo-4 calcium-sensitive fluorescent dye, and then the activating
effect of agonists was measured by flow cytometry and compared to
that of carvacrol.

First, we measured the dose-dependent effect of DMTS on each
TRPA1 mutant variant and compared it to that of 1 mM carvacrol
(Figure 5). The single mutation of C621, C641, and C665 showed

Frontiers in Physiology

09

decreased sensitivity to DMTS. Except between C621A and C665A
at 100 pM DMTS (p = 0.0024), there were no significant differences
between the single mutants (p > 0.05, two-way ANOVA with
Bonferroni multiple comparison test). The C621A/C641A double
and C621A/C641A/C665A
insensitivity to DMTS.

In the transmembrane domain, the theoretical binding sites
C727 and C834 showed no contribution to the DMTS binding
because neither their single (not shown) nor double mutation caused
any difference in the effect of DMTS on the TRPAI receptor,
compared to wild-type TRPAI. Therefore, we can reject the idea
of C727 and C834 to be parts of the binding site of the strongly
hydrophobic organic polysulfides. These mutations were excluded

mutant triple mutant showed

from further experiments.

Next, we measured the effect of organic polysulfides DMTS, 90%
DADS and 63.5% DATS, as well as AITC and JT010, and compared
to that of 100 uM carvacrol (Figure 6). It is important to note that
100 uM carvacrol could not fully activate the TRPAL, in contrast to
1 mM in the previous measurement. This was also the reason why
AITC had a consistently higher effect than 100%, except in the triple
mutant. The single-mutant TRPA1 variants did not show significant
changes, probably due to the limitation of Fluo-4 dye, which was
easily saturated by calcium at the relatively high organic polysulfide
concentration (100 uM). However, C621A had completely lost
sensitivity to JT010, which is strong evidence that C621 binds to
this agonist covalently. JT010 showed decreased efficacy in C641A
and C665A mutations, which suggests their assisting role in binding
JT010 to C621. The triple mutation of C621, C641, and
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FIGURE 7

TRPA1 activity measured by radioactive Ca-45 liquid scintillation counting. The radioactive Ca-45 uptake due to TRPAL activation was measured by
liquid scintillation counting and compared to the effect of 100 pM carvacrol. Out of the three TRPAL single mutants, C612A shows the highest decrease in
sensitivity to electrophilic agonists, indicating its key role in agonist binding. Triple mutation eliminated the effect of electrophilic agonists. Diagram shows
the individual values and means + SEM, two-way ANOVA with Bonferroni's multiple comparison test, significance compared to WT TRPAL: *p <

0.005, **p < 0.0001, n = 3-6

C665 resulted in complete insensitivity to DMTS, DATS, DADS,
and JTO010, but only minimized the effect of AITC. There was no
significant difference between the effects of the three organic
polysulfides.

3.2.2 Radioactive Ca-45 uptake in mutant TRPA1-
expressing cells induced by organic polysulfides

To confirm the results with an alternative method and to better
understand the priorities between C621, C641, and C665 cysteines
in binding the organic polysulfides, we tested the effect of DMTS,
90% DADS, 63.5% DATS, and AITC on each mutant TRPA1 variant
in the radioactive Ca-45 uptake assay (Figure 7). The radioactive Ca-
45 uptake due to TRPAI activation was measured by liquid
scintillation counting. The results were compared to those of
100 uM carvacrol. C641A and C665A single mutations showed
no significant changes, suggesting the secondary role of these
cysteines in binding organic polysulfides. C621A and the triple
mutant had significantly reduced sensitivity to all measured
electrophilic agonists, except for the triple mutant to DADS due
to an outlier. There was no significant difference between the effects
of the three organic polysulfides.

3.2.3 Current-activating effect of organic
polysulfides in mutant TRPAl-expressing cells

To further confirm the possible binding sites of the tested
sulfide-containing agonists, we used the patch-clamp technique
and determined the current-activating ability of DMTS, 90%
DADS, and 63.5% DATS relative to carvacrol. Using the formula
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described in the Materials and methods section, a ratio was
calculated, which shows the relative channel-opening ability of
the tested agonists normalized to the current-activating effect of
the known non-electrophilic agonist carvacrol. Figures 8A,B show
the representative measurements of DMTS, while in Figures 8C-E,
the current activation ratios are plotted. Mutating C621 to alanine
significantly decreased the effect of the polysulfides compared to the
WT. The mutation in C665 also affected the current-activating
ability of DADS and DATS, but failed to significantly alter the
effect of DMTS. Mutation C641A did not influence the agonist effect
of DMTS and DATS, but only modified the effect of DADS. We also
have checked the effect of DMTS on the double (C621A/C641A) and
triple (C621A/C641A/C665A) mutants (Figures 8B, C). The
TRPALI currents of the double- and triple-mutant channels in the
presence of DMTS were significantly reduced compared to the WT
(p <0.0001 for both) and also compared to the C621A mutant (p =
0.01 and 0.0006, respectively, data not shown). DADS showed a
stronger effect on WT TRPALI than the other organic polysulfides,
compared to 100 uM carvacrol. The C621A/C641A/C665A triple
mutant showed insensitivity to HC-030031 antagonist.

4 Discussion

The activating effect of garlic-derived organic polysulfides on
the TRPAI receptor is well-established (Koizumi et al., 2009;
Terada et al., 2014; Pozsgai et al., 2017; 2019; Batai et al., 2018;
2022; Dombi et al., 2021; Mahajan et al., 2021), but we are the first

frontiersin.org


https://www.frontiersin.org/journals/physiology
https://www.frontiersin.org
https://doi.org/10.3389/fphys.2023.1180896

Nemes et al.

10.3389/fphys.2023.1180896

+50 mV,
A Carvacrol 100 pM B WT ) Carvaerol 10C M CB21A
Control  DMTS 100 uM omv i ;_,nm‘rsmuu /_
o H 100+20 ms HC-030031 80 /
HC-030031 50pM ’,_f_ /
g 500 1 “"I_ ....... oph
= 2B ms
E ’ 400
© s00 C641A
r'/_
-1000 Time (sec) o e
c s i
1.0 ek ddedkk Sk ms
g i C621A/CEMA CB21A/CE41A/CEBE5A
g0
o~
£ 0o
el sopa
Wme
.DI' T - . . - T 26 ms
OB N o
& & o@br vg:P’ ?‘?@J
o X
D IS, 2 ﬁcﬁh E
49 d 1.5+
f B B
2. 3
Al e I S —
A \a s ¥ o
é‘ 0‘;‘\ d‘? oﬁ € c?ﬂ:\ (?P &

FIGURE 8

Effect of the polysulfides on the WT and on the cysteine mutant TRPAL using the whole -cell patch-clamp technique. (A) Representative whole-cell

patch-clamp measurement of a WT TRPAL-expressing CHO cell. Until the continuous line, Ca2+ free control solution was applied, and between the
continuous and the first dotted line, the effect of 100 yM DMTS is shown. Between the two dotted lines, and after the second dotted line, we can see the
effects of the two positive controls (carvacrol and HC-030031, respectively). The red symbols represent the peak currents at +50 mV, while the blue

ones are the peak currents at -50 mV command voltage. (B) Representative whole-cell measurements regarding the WT, C621A, C641A, C665A, C621A/
C641A, and C621A/C641A/C665A populations (saturated traces). The green, blue, purple, and black solid lines were measured in the presence of 100 uM
carvacrol, 100 uM DMTS, 50 pM HC-030031, and Ca2+-free control solution, respectively. The horizontal dashed line represents O pA current. The
voltage protocol is shown with a solid red line as an inset on the top left panel. The fluctuation of the effect of carvacrol correlated to and indicated the
overall TRPAl response rate. (C—E) Bar charts of the activated current ratios by the application of 100 uM DMTS, 90% DADS, and 63.5% DATS, respectively.
The colored bars represent the WT and the C621A, C641A, C665A, C621A/C641A, and C621A/C641A/C665A mutant TRPAL (Nyansfection=2 and Nee>5 for
each population). Black dots indicate individual measurements, and bar chart height and error bars show mean + SEM. Asterisks represent significant

difference (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001).

to create site-directed mutant variants of TRPALI to identify the
binding site of organic polysulfides. Our data were acquired on
these mutant TRPA1 variants by in silico modeling and three
different functional methods: whole-cell patch clamp, radioactive
calcium-45 liquid scintillation counting, and calcium-sensitive
fluorescent flow cytometry. The results are overlapping and
strongly support each other. In the present study, we have
proven that organic polysulfides DMTS, DADS, and DATS
bind covalently to the C621, C641, and C665 amino acids
activating the human TRPA1 receptor, respectively. C621 had
the most important role, but C641 and C665 also contributed to
binding the electrophilic agonists. Only their combined triple
mutation led the TRPAI to become completely insensitive to
organic polysulfides.

Out of the three polysulfides, DATS, the largest ligand, showed
the most favorable calculated free energy of binding; however, as it
was highlighted by experimental results, the formation of a
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covalent bond with C621 is more important than the strength
of the binding interactions. Notably, the apo TRPA1 conformation
is not favorable for binding the electrophilic agonists, as seen in the
prerequisite docking calculations. Prerequisite docking on the holo
target protein resulted in smaller distances between the covalently
binding atoms. This observation is explained by the overlapping
A-loop in the binding site that hinders ligand accessibility in the
apo structure, but not in the holo structure. As shown in our
previous paper (Zhao et al., 2020; Zsid¢ et al., 2021), the upward
motion of the A-loop after the prerequisite binding of the agonist
to P666 and F669 is necessary for the accessibility of the actual
binding site.

These three cysteine residues have been known to conform the
binding site of most electrophilic agonists, with the exception of
AITC, which additionally binds to the K710 lysine, and the
irreversible agonist JT010, whose activating effect can be
abolished entirely by the mutation of C621 alone (Hinman et al.,
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2006; Deering-Rice et al., 2011; Eberhardt et al., 2012; Shapiro et al.,
2013; Suo et al., 2020).

In contrast to the patch clamp and calcium-45 liquid
scintillation measurements, the calcium-sensitive fluorescent flow
cytometry did not show distinction between the single-mutant
TRPA1 variants. This was probably due to the limitation of Fluo-
4 dye, which could be easily saturated by calcium at the relatively
high concentration (100 uM) of organic polysulfides. Therefore,
radioactive calcium-45 liquid scintillation counting and whole-
cell patch clamp are more precise and more reliable methods,
and we could use them to find the differences between the three
cysteine residues.

Out of these three cysteine residues, the key role of C621 in
organic polysulfide binding has been predicted by our in silico model
and supported by the results of calcium-45 liquid scintillation
counting and whole-cell patch clamp. The key role of C621 is
well-known for numerous electrophilic agonists, such as JT010,
BODIPY-iodoacetamide, AITC,
N-benzylthioformamide (9BE), and benzyl isothiocyanate
(Macpherson et al,, 2007; Eberhardt et al, 2012; Bahia et al,
2016; Suo et al.,, 2020; Habgood et al., 2022). Whole-cell patch
clamp showed C665 as the second-most important cysteine in

iodoacetamide,

organic polysulfide binding. The secondary role of C665 has also
been shown in cases of some other electrophilic agonists, such as
iodoacetamide, BODIPY-iodoacetamide, N-ethylmaleimide, and
benzyl isothiocyanate (Wang et al., 2004; Bahia et al., 2016; Suo
et al., 2020; Habgood et al., 2022).

Although a single mutation of either cysteine only reduces the
efficacy of organic polysulfides, the activating effect of JT010 was
completely eliminated by the single mutation of C621. Several pieces
of evidence have shown that JT010 only binds to C621 covalently,
and not to other cysteines (Takaya et al., 2015; Suo et al., 2020;
Matsubara et al., 2022). According to this fact, the reduced effect of
JT010 on TRPA1 with the single mutation of C641 or C665 suggests
other roles of these cysteines instead of directly binding the
electrophilic agonist, which has been shown in our calcium-
sensitive fluorescent flow cytometry. Presumably, C641 and
C665 amino acids maintain the structure of the binding pocket
or create an attracting environment for the electrophilic agonists or
both. Since the single mutation of C621 was not enough for the
complete inhibition of polysulfides, we conclude that C641 and
C665 also bind covalently to these compounds. Only the combined
triple mutation of these cysteines completely abolished the activating
effect of organic polysulfides. Other electrophilic agonists have also
been reported to lose effects on the triple cysteine mutant
TRPAI variant, except for the AITC, which retains a minimal
effect in the presence of intact K710 lysine (Hinman et al., 2006;
Deering-Rice et al., 2011; Eberhardt et al., 2012; Shapiro et al., 2013).
According to our calcium-sensitive fluorescent flow cytometry data,
AITC showed higher efficacy than the control agonist non-
electrophilic carvacrol both in wild-type TRPA1 and single-
mutant variants. In contrast with the total insensitivity to the
organic polysulfides, triple-mutant TRPA1 showed a minimal
sensitivity to AITC.

Neither the single nor the combined double mutation of
C727 and C834 made any difference in the effect of DMTS,
compared to wild-type TRPA1. Therefore, we have to reject the
idea that C727 and C834 are parts of the binding site for highly
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hydrophobic organic polysulfides, and possibly other electrophilic
agonists.

In HEK293 cells expressing mouse Trpal, C415, and C422,
cysteine residues have been shown to bind inorganic polysulfide
(disodium trisulfide) and other electrophilic agonists (Macpherson
et al., 2007; Fujita et al., 2008; Hatakeyama et al., 2015). Whether the
human homologous cysteine residues (C414 and C421) or the
remaining 21 out of 28 cysteine residues have any role in
binding organic polysulfides and other electrophilic agonists has
to be clarified.

Out of the organic polysulfides we used, the factory-made
DMTS was almost pure (>98%), but the synthesized DADS and
DATS were inseparable, as our DADS was 90% and the DATS was
63.5%, accompanying each other much like in their natural source,
garlic oil. The whole-cell patch clamp showed the effect of DADS to
be higher on WT TRPAL, but more affected by single mutations
than the effect of other organic polysulfides. C621A and C665A
single mutants showed decreased sensitivity to DMTS and DATS,
and they were completely insensitive to DADS. The C641A single
mutant showed decreased sensitivity to DADS, but not to DMTS
and DATS. This finding may suggest a higher efficacy of DADS, but
this needs to be further investigated as it is not supported by our data
from other measurement methods, in which the three organic
polysulfides showed equivalent effects. In the whole-cell patch
clamp technique, the C621A/C641A/C665A triple mutant showed
insensitivity to antagonist HC-030031, which needs further
investigation. The triple-mutant receptors were completely
insensitive to polysulfides, but their remained functional ability
was proven by the fact that they still showed well-measurable
activity in response to carvacrol.

We have to mention that the main limitation of the present
study is that the overall TRPAI response rate fluctuated from
transfection to transfection in cell lines, which was the drawback
of the applied transient transfection method. The transient
transfection efficiency is highly dependent on a wide range of
conditions, and even slight changes may lead to different results,
and therefore, practically, it has intrinsic variability. The complexity
of expression from transiently transfected plasmids highlights the
importance of appropriate experimental controls (Bollin et al., 2011;
Nejepinska et al., 2012; Di Blasi et al., 2021; Fus-Kujawa et al., 2021).
The fluctuation of the effect of carvacrol correlated to and indicated
the overall TRPAI response rate. After a detailed analysis of our
data, we are confident that the sensitivity of the TRPA1 variants did
not change in response to carvacrol. This has been demonstrated by
the consistent [electrophilic agonist/carvacrol] effect ratio in our
repeated experiments. For the equivalent C621S/C641S/C665S
triple-mutant human TRPA1, carvacrol has been used commonly
as a positive control agonist and shown to retain its complete effect
(Babes et al., 2013; Ibarra and Blair, 2013; Meents et al., 2016; Schenk
et al.,, 2019).

Using three functional tests, we have proven that organic
polysulfides covalently bind to C621, C641, and C665 cysteine
residues activating the TRPA1 receptor, and only their combined
triple mutation is able to abolish the effect of organic polysulfides.
We also identified C621 as the most important and C665 as the
second most important cysteine in the binding of organic
polysulfides. This highly overlaps with the binding site of most
electrophilic agonists on the TRPA1 receptor, which, in turn, may
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further clarify the binding mechanism of the other electrophilic
agonists.

Our present study has not only demonstrated that TRPA1 can
be an important target molecule for organic polysulfides but also
determined their precise binding sites using mutant receptors.

Data availability statement

The original contributions presented in the study are included in
the article/Supplementary Material; further inquiries can be directed
to the corresponding authors.

Author contributions

EP, ZS, and CH guided the scope of the research. BZ and CH
performed the in silico docking. SL synthesized and purified the
polysulfides. BN and ZS created the mutant TRPA1 variants and
tested their expression level by immunohistochemistry and their
function by fluorescent flow cytometry. ES, BN and ZS tested the
function of mutant TRPAI variants by radioactive Ca-45 liquid
scintillation counting. AF, FP, and ZV tested the function of mutant
TRPA1 variants with the whole-cell patch-clamp technique. BN
researched the background and wrote the first manuscript. EP, ZS,
and CH revised it critically to meet the standard for publication. All
authors contributed to the article and approved the submitted
version.

Funding

EP, ZS, and BN were funded by National Brain Research
Program 3.0 (NAP 3.0); RRF-2.3.1-21-2022-00015 National
Laboratory for Drug Research and Development; TKP2021-
EGA-16 National Research, Development, and Innovation
Fund of Hungary and the ELKH Network. BZ and CH were
supported by the Medical School, University of Pécs (PTE AOK
KA-2022-26), and by the European Union, co-financed by the
European Social Fund (project name and code: Comprehensive
Development for Implementing Smart Specialization Strategies
at the University of Pécs, EFOP-3.6.1-16-2016-00004). SL was
funded by OTKA_NKFI-K-134214. Project no. TKP2021-EGA-
13 was implemented with the support provided from the
National Research, Development, and Innovation Fund of

References

Alarcon, G. S. (2000). Methotrexate use in rheumatoid arthritis. A Clinician’s
perspective. Immunopharmacology 47, 259-271. doi:10.1016/50162-3109(00)00184-3

Alvarado, M. G., Thakore, P., and Earley, S. (2021). Transient receptor potential
channel ankyrin 1: A unique regulator of vascular function. Cells 10, 1167. doi:10.3390/
cells10051167

Apkarian, A. V., Baliki, M. N, and Geha, P. Y. (2009). Towards a theory of chronic
pain. Prog. Neurobiol. 87, 81-97. doi:10.1016/j.pneurobio.2008.09.018

Babes, A., Fischer, M. J. M., Filipovic, M., Engel, M. A., Flonta, M. -L., and Reeh, P. W.
(2013). The anti-diabetic drug glibenclamide is an agonist of the transient receptor
potential Ankyrin 1 (TRPA1) ion channel. Eur. J. Pharmacol. 704, 15-22. doi:10.1016/j.
ejphar.2013.02.018

Frontiers in Physiology

13

10.3389/fphys.2023.1180896

Hungary, financed under the EGA-13 funding scheme;
National Research, Development and Innovation Office
(Pharma-Lab, RRF-2.3.1-21-2022-00015). ZV was funded by
OTKA_NKFI-K-132906, and AF was supported by the UNKP-
22-3-1I-DE-38 New National Excellence Program of the Ministry
for Culture and Innovation from the source of the National

Research, Development and Innovation Fund.

Acknowledgments

The authors are thankful to Gabor Pozsgai for his expertise in
polysulfides and his helpfulness with regular consultations. The research
was performed in collaboration with Genomics and Bioinformatics
Core Facility at the Szentdgothai Research Centre of the University of
Pécs. They acknowledge the support from the Governmental
Information Technology Development Agency, Hungary. They also
acknowledge that the results of this research have been achieved using
the DECI resource Archer2 based in the United Kingdom at the
National Supercomputing Service with support from the PRACE
aisbl. They are grateful to the referees and editors of the journal for
their thorough work and valuable suggestions.

Conflict of interest

The authors declare that the research was conducted in the
absence of any commercial or financial relationships that could be
construed as a potential conflict of interest.

Publisher’'s note

All claims expressed in this article are solely those of the authors and
do not necessarily represent those of their affiliated organizations, or
those of the publisher, the editors, and the reviewers. Any product that
may be evaluated in this article, or claim that may be made by its
manufacturer, is not guaranteed or endorsed by the publisher.

Supplementary material

The Supplementary Material for this article can be found online
at: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2023.1180896/
full#supplementary-material

Bahia, P. K., Parks, T. A., Stanford, K. R., Mitchell, D. A., Varma, S., Stevens, S. M.,
et al. (2016). The exceptionally high reactivity of Cys 621 is critical for electrophilic
activation of the sensory nerve ion channel TRPAL. J. General Physiology 147, 451-465.
doi:10.1085/jgp.201611581

Bai, A.-P., Ouyang, Q., and Hu, R.-W. (2005). Diallyl trisulfide inhibits tumor necrosis
factor-alpha expression in inflammed mucosa of ulcerative colitis. Dig. Dis. Sci. 50,
1426-1431. doi:10.1007/s10620-005-2857-5

Bétai, I. Z., Dombi, A., Borbély, E., Fehér, A., Papp, F., Varga, Z., et al. (2022).
Investigation of the role of the TRPA1 ion channel in conveying the effect of dimethyl

trisulfide on vascular and histological changes in serum-transfer arthritis.
Pharmaceuticals 15, 671. doi:10.3390/ph15060671

frontiersin.org


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2023.1180896/full#supplementary-material
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2023.1180896/full#supplementary-material
https://doi.org/10.1016/s0162-3109(00)00184-3
https://doi.org/10.3390/cells10051167
https://doi.org/10.3390/cells10051167
https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2008.09.018
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2013.02.018
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2013.02.018
https://doi.org/10.1085/jgp.201611581
https://doi.org/10.1007/s10620-005-2857-5
https://doi.org/10.3390/ph15060671
https://www.frontiersin.org/journals/physiology
https://www.frontiersin.org
https://doi.org/10.3389/fphys.2023.1180896

Nemes et al.

Bitai, I. Z., Horvith, A., Pintér, E., Helyes, Z., and Pozsgai, G. (2018). Role of transient
receptor potential ankyrin 1 ion channel and somatostatin sst4 receptor in the
antinociceptive and anti-inflammatory effects of sodium polysulfide and dimethyl
trisulfide. Frontiers in Endocrinology 9. Available at: https://www.frontiersin.org/
article/10.3389/fendo.2018.00055 (Accessed May 21, 2022).

Bitai, L. Z., Sér, C. P., Horvath, A., Borbély, E., Bélcskei, K., Kemény, A., et al. (2019).
TRPALI ion channel determines beneficial and detrimental effects of GYY4137 in
murine serum-transfer arthritis. Front. Pharmacol. 10, 964. doi:10.3389/fphar.2019.
00964

Bautista, D. M., Movahed, P., Hinman, A., Axelsson, H. E., Sterner, O., Hogestitt, E.
D., et al. (2005). Pungent products from garlic activate the sensory ion channel TRPA1.
Proc. Natl. Acad. Sci. 102, 12248-12252. doi:10.1073/pnas.0505356102

Berman, H. M., Battistuz, T., Bhat, T. N., Bluhm, W. E., Bourne, P. E., Burkhardt, K.,
et al. (2002). The protein Data Bank. Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 58, 899-907.
doi:10.1107/50907444902003451

Bollin, F., Dechavanne, V., and Chevalet, L. (2011). Design of Experiment in CHO
and HEK transient transfection condition optimization. Protein Expr. Purif. 78, 61-68.
doi:10.1016/j.pep.2011.02.008

Cavalli, E., Mammana, S., Nicoletti, F., Bramanti, P., and Mazzon, E. (2019). The
neuropathic pain: An overview of the current treatment and future therapeutic
approaches. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 33, 2058738419838383. doi:10.1177/
2058738419838383

Chang, A. Y., Chau, V. W. Y,, Landas, J. A,, and Pang, Y. (2017). Preparation of
calcium competent Escherichia coli and heat-shock transformation. Available at: https://
ujemi.microbiology.ubc.ca/node/127 (Accessed October 13, 2022).

Corbeil, C. R., Englebienne, P., and Moitessier, N. (2007). Docking ligands into
flexible and solvated macromolecules. 1. Development and validation of FITTED 1.0.
J. Chem. Inf. Model. 47, 435-449. doi:10.1021/ci6002637

Deering-Rice, C. E., Romero, E. G., Shapiro, D., Hughen, R. W,, Light, A. R,, Yost, G.
S., et al. (2011). Electrophilic components of diesel exhaust particles (dep) activate
transient receptor potential ankyrin-1 (TRPA1): A probable mechanism of acute
pulmonary toxicity for dep. Chem. Res. Toxicol. 24, 950-959. doi:10.1021/tx200123z

Di Blasi, R., Marbiah, M. M., Siciliano, V., Polizzi, K., and Ceroni, F. (2021). A call for
caution in analysing mammalian co-transfection experiments and implications of
resource competition in data misinterpretation. Nat. Commun. 12, 2545. doi:10.
1038/541467-021-22795-9

Dombi, A., Santa, C., Batai, I. Z., Kormos, V., Kecskés, A., Tékus, V., et al. (2021).
Dimethyl trisulfide diminishes traumatic neuropathic pain acting on TRPA1 receptors
in mice. Int. J. Mol. Sci. 22, 3363. d0i:10.3390/ijms22073363

Eberhardt, M. ], Filipovic, M. R,, Leffler, A., de la Roche, J., Kistner, K., Fischer, M. J.,
et al. (2012). Methylglyoxal activates nociceptors through transient receptor potential
channel A1 (TRPAIL): A possible mechanism of metabolic neuropathies. J. Biol. Chem.
287, 28291-28306. doi:10.1074/jbc.M111.328674

Fliszar-Nyul, E., Faisal, Z., Mohos, V., Derdak, D., Lemli, B., Kélai, T, et al. (2021).
Interaction of SZV 1287, a novel oxime analgesic drug candidate, and its metabolites
with serum albumin. J. Mol. Lig. 333, 115945. doi:10.1016/j.molliq.2021.115945

Fujita, F., Uchida, K., Moriyama, T., Shima, A., Shibasaki, K., Inada, H., et al. (2008).
Intracellular alkalization causes pain sensation through activation of TRPA1 in mice.
J. Clin. Invest. 118, 4049-4057. doi:10.1172/JCI35957

Fus-Kujawa, A., Prus, P., Bajdak-Rusinek, K., Teper, P., Gawron, K., and Kowalczuk,
A. (2021). An Overview of Methods and Tools for Transfection of Eukaryotic Cells in
vitro. Front. Bioeng. Biotechnol. 9, Available at: https://www.frontiersin.org/articles/10.
3389/fbioe.2021.701031 (Accessed May 2, 2023)

Gasteiger, J., and Marsili, M. (1980). Iterative partial equalization of orbital
electronegativity—A rapid access to atomic charges. Tetrahedron 36, 3219-3228.
doi:10.1016/0040-4020(80)80168-2

Ibarra, Y., and Blair, N. T. (2013). Benzoquinone Reveals a Cysteine-Dependent
Desensitization Mechanism of TRPA1. Mol. Pharmacol. 83, 1120-1132. doi:10.1124/
mol.112.084194

Habgood, M., Seiferth, D., Zaki, A.-M., Alibay, L, and Biggin, P. C. (2022). Atomistic
mechanisms of human TRPAI activation by electrophile irritants through molecular

dynamics simulation and mutual information analysis. Sci. Rep. 12, 4929. doi:10.1038/
541598-022-08824-7

Harden, R. N, Bruehl, S., Perez, R. S. G. M., Birklein, F., Marinus, J., Maihofner, C.,
et al. (2010). Validation of proposed diagnostic criteria (the “budapest criteria”) for
complex regional pain syndrome. Pain 150, 268-274. doi:10.1016/j.pain.2010.04.030

Hatakeyama, Y., Takahashi, K., Tominaga, M., Kimura, H., and Ohta, T. (2015).
Polysulfide evokes acute pain through the activation of nociceptive TRPA1 in mouse
sensory neurons. Mol. Pain 11, 24-015. doi:10.1186/5s12990-015-0023-4

Helyes, Z., Pintér, E., Németh, J., Sindor, K., Elekes, K., Szabd, A., et al. (2006). Effects
of the somatostatin receptor subtype 4 selective agonist J-2156 on sensory neuropeptide
release and inflammatory reactions in rodents. Br. J. Pharmacol. 149, 405-415. doi:10.
1038/s).bjp.0706876

Helyes, Z., Pinter, E., Sandor, K., Elekes, K., Banvolgyi, A., Keszthelyi, D., et al. (2009).
Impaired defense mechanism against inflammation, hyperalgesia, and airway

Frontiers in Physiology

14

10.3389/fphys.2023.1180896

hyperreactivity in somatostatin 4 receptor gene-deleted mice. Proc. Natl. Acad. Sci.
106, 13088-13093. doi:10.1073/pnas.0900681106

Helyes, Z., Tékus, V., Szentes, N., Pohdczky, K., Botz, B., Kiss, T., et al. (2019).
Transfer of complex regional pain syndrome to mice via human autoantibodies is
mediated by interleukin-1-induced mechanisms. Proc. Natl. Acad. Sci. 116,
13067-13076. doi:10.1073/pnas.1820168116

Hinman, A., Chuang, H., Bautista, D. M., and Julius, D. (2006). TRP channel
activation by reversible covalent modification. PNAS 103, 19564-19568. doi:10.1073/
pnas.0609598103

Horvath, A., Tékus, V., Boros, M., Pozsgai, G., Botz, B., Borbély, E., et al. (2016).
Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) receptor is involved in chronic arthritis:
In vivo study using TRPAIl-deficient mice. Arthritis Res. Ther. 18, 6. doi:10.1186/
$13075-015-0904-y

Keeley, P., Creed, F., Tomenson, B., Todd, C., Borglin, G., and Dickens, C. (2008).
Psychosocial predictors of health-related quality of life and health service utilisation in
people with chronic low back pain. PAIN® 135, 142-150. doi:10.1016/j.pain.2007.
05.015

Koizumi, K., Iwasaki, Y., Narukawa, M., litsuka, Y., Fukao, T., Seki, T., et al. (2009).
Diallyl sulfides in garlic activate both TRPA1 and TRPV1. Biochem. Biophysical Res.
Commun. 382, 545-548. doi:10.1016/j.bbrc.2009.03.066

Kun, J., Szitter, I., Kemény, A., Perkecz, A., Kereskai, L., Pohéczky, K., et al. (2014).
Upregulation of the transient receptor potential ankyrin 1 ion channel in the inflamed
human and mouse colon and its protective roles. PLOS ONE 9, €108164. doi:10.1371/
journal.pone.0108164

Lee, H.-J., Lee, H. G., Choi, K.-S., Surh, Y.-J., and Na, H.-K. (2013). Diallyl trisulfide
suppresses dextran sodium sulfate-induced mouse colitis: NF-kB and STAT3 as
potential targets. Biochem. Biophys. Res. Commun. 437, 267-273. doi:10.1016/j.bbrc.
2013.06.064

Liu, C,, Reese, R, Vu, S., Rougé, L., Shields, S. D., Kakiuchi-Kiyota, S., et al. (2021). A
non-covalent ligand reveals biased agonism of the TRPA1 ion channel. Neuron 109,
273-284.e4. doi:10.1016/j.neuron.2020.10.014

Macpherson, L. J., Dubin, A. E., Evans, M. J., Marr, F., Schultz, P. G, Cravatt, B. F,,
et al. (2007). Noxious compounds activate TRPA1 ion channels through covalent
modification of cysteines. Nature 445, 541-545. doi:10.1038/nature05544

Mabhajan, N., Khare, P., Kondepudi, K. K, and Bishnoi, M. (2021). TRPAI:
Pharmacology, natural activators and role in obesity prevention. Eur. J. Pharmacol.
912, 174553. doi:10.1016/j.ejphar.2021.174553

Markovics, A., Sz8ke, E., Sandor, K., Borzsei, R., Bagoly, T., Kemény, A., et al. (2012).
Comparison of the anti-inflammatory and anti-nociceptive effects of cortistatin-14 and
somatostatin-14 in distinct in vitro and in vivo model systems. J. Mol. Neurosci. 46,
40-50. doi:10.1007/s12031-011-9577-4

Matsubara, M., Muraki, Y., Hatano, N., Suzuki, H., and Muraki, K. (2022). Potent
activation of human but not mouse TRPA1 by JT010. Int. J. Mol. Sci. 23, 14297. doi:10.
3390/ijms232214297

Matsuoka, N., Maeda, N., Yamaguchi, I., and Satoh, M. (1994). Possible involvement
of brain somatostatin in the memory formation of rats and the cognitive enhancing
action of FR121196 in passive avoidance task. Brain Res. 642, 11-19. doi:10.1016/0006-
8993(94)90900-8

Medzhitov, R. (2021). The spectrum of inflammatory responses. Science 374,
1070-1075. doi:10.1126/science.abi5200

Meents, J. E., Fischer, M. J. M., and McNaughton, P. A. (2016). Agonist-induced
sensitisation of the irritant receptor ion channel TRPA1. The Journal of Physiology 594,
6643-6660. doi:10.1113/JP272237

Mha, A. N,, Peleg, R,, Singer, Y., Sherf, M., and Shvartzman, P. (2008). Chronic pain.
A Population-Based Study 10, 5.

Mohos, V., Fliszar-Nyul, E., Lemli, B., Zsido, B. Z., Hetényi, C., Mladénka, P., et al.
(2020a). Testing the pharmacokinetic interactions of 24 colonic flavonoid metabolites
with human serum albumin and cytochrome P450 enzymes. Biomolecules 10, 409.
doi:10.3390/biom10030409

Mohos, V., Fliszdr-Nyul, E., Ungvari, O., Bakos, E., Kuffa, K., Bencsik, T., et al.
(2020b). Effects of chrysin and its major conjugated metabolites chrysin-7-sulfate
and chrysin-7-glucuronide on cytochrome P450 enzymes and on OATP, P-gp, BCRP,
and MRP2 transporters. Drug Metab. Dispos. 48, 1064-1073. doi:10.1124/dmd.120.
000085

Morris, G. M., Goodsell, D. S., Halliday, R. S., Huey, R., Hart, W. E., Belew, R. K,, et al.
(1998). Automated docking using a Lamarckian genetic algorithm and an empirical

binding free energy function. . Comput. Chem. 19, 1639-1662. doi:10.1002/(SICI)1096-
987X(19981115)19:14<1639:AID-JCC10>3.0.CO;2-B

Nathan, C., and Ding, A. (2010). Nonresolving inflammation. Nonresolving Inflamm.
Cell 140, 871-882. doi:10.1016/j.cell.2010.02.029

Nathan, C. (2022). Nonresolving inflammation redux. Immunity 55, 592-605. doi:10.
1016/j.immuni.2022.03.016

Nejepinska, J., Malik, R., Moravec, M., and Svoboda, P. (2012). Deep Sequencing
Reveals Complex Spurious Transcription from Transiently Transfected Plasmids. PLOS
ONE 7, ¢43283. doi:10.1371/journal.pone.0043283

frontiersin.org


https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fendo.2018.00055
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fendo.2018.00055
https://doi.org/10.3389/fphar.2019.00964
https://doi.org/10.3389/fphar.2019.00964
https://doi.org/10.1073/pnas.0505356102
https://doi.org/10.1107/s0907444902003451
https://doi.org/10.1016/j.pep.2011.02.008
https://doi.org/10.1177/2058738419838383
https://doi.org/10.1177/2058738419838383
https://ujemi.microbiology.ubc.ca/node/127
https://ujemi.microbiology.ubc.ca/node/127
https://doi.org/10.1021/ci6002637
https://doi.org/10.1021/tx200123z
https://doi.org/10.1038/s41467-021-22795-9
https://doi.org/10.1038/s41467-021-22795-9
https://doi.org/10.3390/ijms22073363
https://doi.org/10.1074/jbc.M111.328674
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2021.115945
https://doi.org/10.1172/JCI35957
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fbioe.2021.701031
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fbioe.2021.701031
https://doi.org/10.1016/0040-4020(80)80168-2
https://doi.org/10.1124/mol.112.084194
https://doi.org/10.1124/mol.112.084194
https://doi.org/10.1038/s41598-022-08824-7
https://doi.org/10.1038/s41598-022-08824-7
https://doi.org/10.1016/j.pain.2010.04.030
https://doi.org/10.1186/s12990-015-0023-4
https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0706876
https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0706876
https://doi.org/10.1073/pnas.0900681106
https://doi.org/10.1073/pnas.1820168116
https://doi.org/10.1073/pnas.0609598103
https://doi.org/10.1073/pnas.0609598103
https://doi.org/10.1186/s13075-015-0904-y
https://doi.org/10.1186/s13075-015-0904-y
https://doi.org/10.1016/j.pain.2007.05.015
https://doi.org/10.1016/j.pain.2007.05.015
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2009.03.066
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0108164
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0108164
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.06.064
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.06.064
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2020.10.014
https://doi.org/10.1038/nature05544
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2021.174553
https://doi.org/10.1007/s12031-011-9577-4
https://doi.org/10.3390/ijms232214297
https://doi.org/10.3390/ijms232214297
https://doi.org/10.1016/0006-8993(94)90900-8
https://doi.org/10.1016/0006-8993(94)90900-8
https://doi.org/10.1126/science.abi5200
https://doi.org/10.1113/JP272237
https://doi.org/10.3390/biom10030409
https://doi.org/10.1124/dmd.120.000085
https://doi.org/10.1124/dmd.120.000085
https://doi.org/10.1002/(SICI)1096-987X(19981115)19:14<1639:AID-JCC10>3.0.CO;2-B
https://doi.org/10.1002/(SICI)1096-987X(19981115)19:14<1639:AID-JCC10>3.0.CO;2-B
https://doi.org/10.1016/j.cell.2010.02.029
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2022.03.016
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2022.03.016
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0043283
https://www.frontiersin.org/journals/physiology
https://www.frontiersin.org
https://doi.org/10.3389/fphys.2023.1180896

Nemes et al.

Nemes, B., Bolcskei, K., Kecskés, A., Kormos, V., Gaszner, B., Aczél, T., et al. (2021).
Human somatostatin SST4 receptor transgenic mice: Construction and brain
expression pattern characterization. Int. . Mol. Sci. 22, 3758. doi:10.3390/ijms22073758

Niv, D., and Kreitler, S. (2001). Pain and quality of life. Pain Pract. 1, 150-161. doi:10.
1046/j.1533-2500.2001.01016.x

O’Boyle, N. M., Banck, M., James, C. A., Morley, C., Vandermeersch, T., and
Hutchison, G. R. (2011). Open Babel: An open chemical toolbox.
J. Cheminformatics 3, 33. doi:10.1186/1758-2946-3-33

Ogawa, H., Takahashi, K., Miura, S., Imagawa, T., Saito, S., Tominaga, M., et al.
(2012). H(2)S functions as a nociceptive messenger through transient receptor potential
ankyrin 1 (TRPA1) activation. Neuroscience 218, 335-343. doi:10.1016/j.neuroscience.
2012.05.044

Owczarzy, R., Tataurov, A. V., Wu, Y., Manthey, J. A., McQuisten, K. A., Almabrazi,
H. G, et al. (2008). IDT SciTools: A suite for analysis and design of nucleic acid
oligomers. Nucleic Acids Res. 36, W163-W169. doi:10.1093/nar/gkn198

Pahwa, R, Goyal, A., Bansal, P., and Jialal, I. (2021). Chronic inflammatio. Available
at: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK493173 (Accessed May 16, 2022).

Paulsen, C. E,, Armache, J.-P., Gao, Y., Cheng, Y., and Julius, D. (2015). Structure of
the TRPA1 ion channel suggests regulatory mechanisms. Nature 520, 511-517. doi:10.
1038/naturel14367

Pintér, E., Pozsgai, G., Hajna, Z., Helyes, Z., and Szolcsanyi, J. (2014). Neuropeptide
receptors as potential drug targets in the treatment of inflammatory conditions. Br.
J. Clin. Pharmacol. 77, 5-20. doi:10.1111/bcp.12097

Pottel, J., Therrien, E., Gleason, J. L., and Moitessier, N. (2014). Docking ligands into
flexible and solvated macromolecules. 6. Development and application to the docking of
HDAGCs and other zinc metalloenzymes inhibitors. J. Chem. Inf. Model. 54, 254-265.
doi:10.1021/¢i400550m

Pozsgai, G., Batai, I. Z., and Pintér, E. (2019). Effects of sulfide and polysulfides
transmitted by direct or signal transduction-mediated activation of TRPA1 channels.
Br. J. Pharmacol. 176, 628-645. doi:10.1111/bph.14514

Pozsgai, G., Payrits, M., Saghy, E., Sebestyén-Bitai, R., Steen, E., Sz6ke, E., et al.
(2017). Analgesic effect of dimethyl trisulfide in mice is mediated by TRPA1 and
sst4 receptors. Nitric Oxide 65, 10-21. doi:10.1016/j.ni0ox.2017.01.012

Qiu, C,, Zeyda, T., Johnson, B., Hochgeschwender, U., Lecea, L., and Tallent, M. K.
(2008). Somatostatin receptor subtype 4 couples to the M-current to regulate seizures.
J. Neurosci. 28, 3567-3576. doi:10.1523/JNEUROSCI.4679-07.2008

Raja, S. N,, Carr, D. B., Cohen, M., Finnerup, N. B., Flor, H., Gibson, S., et al. (2020).
The revised international association for the study of pain definition of pain:
Concepts, challenges, and compromises. Pain 161, 1976-1982. doi:10.1097/j.pain.
0000000000001939

Sandor, K., Elekes, K., Szabo, A., Pintér, E., Engstrom, M., Wurster, S., et al. (2006).
Analgesic effects of the somatostatin sst4 receptor selective agonist J-2156 in acute
and chronic pain models. Eur. J. Pharmacol. 539, 71-75. doi:10.1016/j.ejphar.2006.
03.082

Scheich, B., Csekd, K., Borbély, E., Abraham, I, Csernus, V., Gaszner, B., et al. (2017).
Higher susceptibility of somatostatin 4 receptor gene-deleted mice to chronic stress-
induced behavioral and neuroendocrine alterations. Neuroscience 346, 320-336. doi:10.
1016/j.neuroscience.2017.01.039

Scheich, B., Gaszner, B., Kormos, V., Laszl6, K., Adori, C., Borbély, E., et al. (2016).
Somatostatin receptor subtype 4 activation is involved in anxiety and depression-like
behavior in mouse models. Neuropharmacology 101, 204-215. doi:10.1016/j.
neuropharm.2015.09.021

Schenk, S. A., Dick, F.,, Herzog, C., Eberhardt, M. J., and Leffler, A. (2019). Active
metabolites of dipyrone induce a redox-dependent activation of the ion channels
TRPA1 and TRPVI. Pain Rep 4, ¢720. doi:10.1097/PR9.0000000000000720

Frontiers in Physiology

15

10.3389/fphys.2023.1180896

Schett, G., and Gravallese, E. (2012). Bone erosion in rheumatoid arthritis:
Mechanisms, diagnosis and treatment. Nat. Rev. Rheumatol. 8, 656-664. doi:10.
1038/nrrheum.2012.153

Schrédinger (2022). Schrodinger Release 2022-4. Maestro.

Schuelert, N., and McDougall, J. J. (2012). Involvement of Nav 1.8 sodium ion
channels in the transduction of mechanical pain in a rodent model of osteoarthritis.
Arthritis Res. Ther. 14, R5. doi:10.1186/ar3553

Shapiro, D., Deering-Rice, C. E., Romero, E. G., Hughen, R. W, Light, A. R,, Veranth,
J. ML, et al. (2013). Activation of transient receptor potential ankyrin-1 (TRPA1) in lung
cells by wood smoke particulate material. Chem. Res. Toxicol. 26, 750-758. doi:10.1021/
tx400024h

Suo, Y., Wang, Z., Zubcevic, L., Hsu, A. L., He, Q., Borgnia, M. ], et al. (2020).
Structural insights into electrophile irritant sensing by the human TRPA1 channel.
Neuron 105, 882-894. doi:10.1016/j.neur0n.2019.11.023

Takaya, J., Mio, K., Shiraishi, T., Kurokawa, T., Otsuka, S., Mori, Y., et al. (2015). A
potent and site-selective agonist of TRPAL. J. Am. Chem. Soc. 137, 15859-15864. doi:10.
1021/jacs.5b10162

Terada, Y., Hosono, T, Seki, T., Ariga, T., Ito, S., Narukawa, M., et al. (2014). Sulphur-
containing compounds of durian activate the thermogenesis-inducing receptors
TRPA1 and TRPV1. Food Chem. 157, 213-220. doi:10.1016/j.foodchem.2014.02.031

The PyMOL Molecular Graphics System (2022). The PyMOL molecular Graphics
system, version 2.0. New York: Schr(‘jdinger, LLC.

Therrien, E., Englebienne, P., Arrowsmith, A. G., Mendoza-Sanchez, R., Corbeil, C.
R, Weill, N,, et al. (2012). Integrating medicinal chemistry, organic/combinatorial
chemistry, and computational chemistry for the discovery of selective estrogen receptor
modulators with forecaster, a novel platform for drug discovery. . Chem. Inf. Model. 52,
210-224. doi:10.1021/¢i2004779

Van Der Spoel, D., Lindahl, E., Hess, B., Groenhof, G., Mark, A. E., and Berendsen, H.
J. C. (2005). Gromacs: Fast, flexible, and free. J. Comput. Chem. 26, 1701-1718. doi:10.
1002/jcc.20291

Wang, J., Wolf, R. M., Caldwell, J. W., Kollman, P. A, and Case, D. A. (2004).
Development and testing of a general amber force field. J. Comput. Chem. 25,
1157-1174. doi:10.1002/jcc.20035

Waterhouse, A., Bertoni, M., Bienert, S., Studer, G., Tauriello, G., Gumienny, R., et al.
(2018). SWISS-MODEL: Homology modelling of protein structures and complexes.
Nucleic Acids Res. 46, W296-W303. doi:10.1093/nar/gky427

Ye, J., Coulouris, G., Zaretskaya, I, Cutcutache, I, Rozen, S., and Madden, T. L.
(2012). Primer-BLAST: A tool to design target-specific primers for polymerase chain
reaction. BMC Bioinforma. 13, 134. doi:10.1186/1471-2105-13-134

Yuan, X, Chen, X,, Jiang, X., and Nie, Y. (2006). Synthesis, characterization and
bioactivity evaluation of diallyl disulfide. J. Cent. South Univ. Technol. 13, 515-518.
doi:10.1007/s11771-006-0079-4

Zhao, J., Lin King, J. V., Paulsen, C. E., Cheng, Y., and Julius, D. (2020). Irritant-
evoked activation and calcium modulation of the TRPA1 receptor. Nature 585,
141-145. doi:10.1038/s41586-020-2480-9

Zsido, B. Z., Balog, M., Erés, N., Poor, M., Mohos, V., Fliszar-Nydl, E., et al. (2020).
Synthesis of spin-labelled bergamottin: A potent CYP3A4 inhibitor with
antiproliferative activity. Int. J. Mol. Sci. 21, 508. doi:10.3390/ijms21020508

Zsido, B. Z., Borzsei, R., Pintér, E., and Hetényi, C. (2021). Prerequisite binding modes
determine the dynamics of action of covalent agonists of ion channel TRPAI.
Pharmaceuticals 14, 988. doi:10.3390/ph14100988

Zygmunt, P. M., and Hogestitt, E. D. (2014). “TRPA1,” in Mammalian transient
receptor potential (TRP) cation channels: Volume I handbook of experimental
pharmacology. Editors B. Nilius and V. Flockerzi (Berlin, Heidelberg: Springer),
583-630. doi:10.1007/978-3-642-54215-2_23

frontiersin.org


https://doi.org/10.3390/ijms22073758
https://doi.org/10.1046/j.1533-2500.2001.01016.x
https://doi.org/10.1046/j.1533-2500.2001.01016.x
https://doi.org/10.1186/1758-2946-3-33
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2012.05.044
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2012.05.044
https://doi.org/10.1093/nar/gkn198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK493173
https://doi.org/10.1038/nature14367
https://doi.org/10.1038/nature14367
https://doi.org/10.1111/bcp.12097
https://doi.org/10.1021/ci400550m
https://doi.org/10.1111/bph.14514
https://doi.org/10.1016/j.niox.2017.01.012
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.4679-07.2008
https://doi.org/10.1097/j.pain.0000000000001939
https://doi.org/10.1097/j.pain.0000000000001939
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2006.03.082
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2006.03.082
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2017.01.039
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2017.01.039
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2015.09.021
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2015.09.021
https://doi.org/10.1097/PR9.0000000000000720
https://doi.org/10.1038/nrrheum.2012.153
https://doi.org/10.1038/nrrheum.2012.153
https://doi.org/10.1186/ar3553
https://doi.org/10.1021/tx400024h
https://doi.org/10.1021/tx400024h
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2019.11.023
https://doi.org/10.1021/jacs.5b10162
https://doi.org/10.1021/jacs.5b10162
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.02.031
https://doi.org/10.1021/ci2004779
https://doi.org/10.1002/jcc.20291
https://doi.org/10.1002/jcc.20291
https://doi.org/10.1002/jcc.20035
https://doi.org/10.1093/nar/gky427
https://doi.org/10.1186/1471-2105-13-134
https://doi.org/10.1007/s11771-006-0079-4
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2480-9
https://doi.org/10.3390/ijms21020508
https://doi.org/10.3390/ph14100988
https://doi.org/10.1007/978-3-642-54215-2_23
https://www.frontiersin.org/journals/physiology
https://www.frontiersin.org
https://doi.org/10.3389/fphys.2023.1180896

Nemes et al.

Glossary

AITC
Amp

BODIPY-iodoacetamide

C422
C621
C621A
C6218
C641
C641A
C641S8
C665
C665A
C665S
C727
C834
CHO
DADS
DATS
DMEM
DMSO
DMTS
GC-MS
GFP
HEK293 cells
JT010
K710
LB medium
PCR
SDS
TRPA1
Trpal

WT
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Ally isothiocyanate (mustard oil)

Ampicillin, an antibiotic used for selective bacterium growth

4,4-Difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-yl)methyl)iodoacetamide, a fluorescent dye-conjugated iodoacetamide

Cysteine in the 424th position in the human TRPAL1 peptide sequence

Cysteine in the 415th position in the mouse Trpal peptide sequence

Cysteine in the 421st position in the human TRPA1 peptide sequence

Cysteine in the 422nd position in the mouse Trpal peptide sequence

Cysteine in the 621st position in the human TRPA1 peptide sequence

Mutation, in which the cysteine is replaced by alanine in the 621st position in the human TRPA1 peptide sequence
Mutation, in which the cysteine is replaced by serine in the 621st position in the human TRPA1 peptide sequence
Cysteine in the 641st position in the human TRPA1 peptide sequence

Mutation, in which the cysteine is replaced by alanine in the 641st position in the human TRPA1 peptide sequence
Mutation, in which the cysteine is replaced by serine in the 641st position in the human TRPA1 peptide sequence
Cysteine in the 665th position in the human TRPA1 peptide sequence

Mutation, in which the cysteine is replaced by alanine in the 665th position in the human TRPA1 peptide sequence
Mutation, in which the cysteine is replaced by serine in the 665th position in the human TRPA1 peptide sequence
Cysteine in the 727th position in the human TRPA1 peptide sequence

Cysteine in the 834th position in the human TRPA1 peptide sequence

Chinese hamster ovary cells, mammalian model cells excellent for recombinant protein expression

Diallyl disulfide

Diallyl trisulfide

Dulbecco’s modified Eagle’s medium, a minimal essential medium for mammalian cell growth

Dimethyl sulfoxide, an organic solvent miscible with both polar and apolar compounds

Dimethyl trisulfide

Gas chromatography mass spectrometry

Green fluorescent protein, a reporter protein

Human embryotic kidney 293 cells, human model cells excellent for human protein expression
2-Chloro-N-[4-(4-methoxyphenyl)-2-thiazolyl]-N-(3-methoxypropyl)acetamide

Lysine in the 710th position in the human TRPA1 peptide sequence

Lysogeny broth medium, a simple medium for bacterium growth

Polymerase chain reaction, a DNA fragment amplifying technique

Sodium dodecyl sulfate, a strong organic detergent used for lysing cells

Human transient receptor potential ankyrin 1 receptor

Mouse transient receptor potential ankyrin 1 receptor

Wild type, not mutated, intact (gene; protein)
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Abstract: Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) receptors are non-selective cation channels
responsive to a variety of exogenous irritants and endogenous stimuli including products of oxidative
stress. It is mainly expressed by primary sensory neurons; however, expression of TRPA1 by astrocytes
and oligodendrocytes has recently been detected in the mouse brain. Genetic deletion of TRPA1
was shown to attenuate cuprizone-induced oligodendrocyte apoptosis and myelin loss in mice.
In the present study we aimed at investigating mGFAP-Cre conditional TRPA1 knockout mice in the
cuprizone model. These animals were generated by crossbreeding GFAP-Cre*/~ and floxed TRPA1
(TRPA1/!) mice. Cuprizone was administered for 6 weeks and demyelination was followed by
magnetic resonance imaging (MRI). At the end of the treatment, demyelination and glial activation
was also investigated by histological methods. The results of the MRI showed that demyelination
was milder at weeks 3 and 4 in both homozygous (GFAP-Cre*/~ TRPA1F/f) and heterozygous
(GFAP-Cre*/~ TRPA1Y~) conditional knockout animals compared to Cre™~ control mice. However,
by week 6 of the treatment the difference was not detectable by either MRI or histological methods.
In conclusion, TRPA1 receptors on astrocytes may transiently contribute to the demyelination induced
by cuprizone, however, expression and function of TRPA1 receptors by other cells in the brain
(oligodendrocytes, microglia, neurons) warrant further investigation.

Keywords: transient receptor potential ankyrin 1; cuprizone; demyelination; astrocyte; conditional
knockout; magnetic resonance imaging

1. Introduction

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) receptors are non-selective cation channels
which are responsive to a variety of exogenous and endogenous stimuli including mustard oil,
cinnamaldehyde, irritant chemicals such as formalin or acrolein, as well as reactive oxygen species
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and oxidized lipid molecules [1-3]. Apart from being a nocisensor for exogenous irritant compounds,
it has been suggested to work as a sensor for oxidative stress [4]. Originally described to be localized
on a subgroup of nociceptive primary afferent neurons [5,6], it was later revealed that TRPA1 is also
expressed at lower levels by various non-neuronal cells including keratinocytes, endothelial cells
and cells of the gastrointestinal mucosa [1-3,7]. More importantly, several studies have supported
the presence of TRPA1 receptors in the brain on astrocytes [8-10], as well as oligodendrocytes [11].
A recent cell-specific transcriptome analysis of the mouse cortex revealed low level expression of
TRPA1 on neurons, astrocytes, oligodendrocytes and microglia, as well [12].

In astrocytes, TRPA1 receptors were implicated in both physiological and pathophysiological
processes. Astrocyte TRPA1 receptors were shown to regulate resting Ca* levels and modulate
GABA-ergic inhibitory transmission by reducing GABA transport [8]. TRPA1 receptors on astrocytes
were also suggested to play a role in long-term potentiation in the mouse hippocampus [9]. Since reactive
astrocytes can contribute to the progression of neuroinflammation in neurodegenerative diseases [13,14],
several workgroups, including ours, had started to investigate the role of TRPA1 in animal models
of neurodegenerative diseases. Our previous study aimed at examining the role of TRPA1 in the
cuprizone-induced demyelination model in mice. Cuprizone treatment constitutes an accepted
non-immune animal model of multiple sclerosis [15,16] which produces lesions resembling type III
lesions seen in patients [17]. Feeding mice with cuprizone leads to a well-reproducible demyelination
of the corpus callosum as well as other subcortical and cortical brain areas by inducing oligodendrocyte
apoptosis and a secondary activation of astrocytes and microglia [15,16,18-21]. We have revealed
that demyelination of the corpus callosum was significantly reduced in TRPA1 receptor gene-deleted
mice [22,23]. Based on our data we have assumed that TRPA1 receptors localized on astrocytes may
influence the astrocyte-oligodendrocyte crosstalk. Activation of these receptors on the astrocytes
increases the intracellular Ca?* concentration and subsequent release of mediators. Astrocyte-derived
signaling molecules may contribute to the apoptosis of oligodendrocytes by promoting the proapoptotic
p38-MAPK pathway resulting in c-Jun activation [22]. We have also shown that TRPA1 deficiency did
not affect the number of oligodendrocyte precursor cells (OPCs) during cuprizone treatment. In TRPA1
KO mice, there was no increase or a less pronounced increase of growth factors promoting OPC
proliferation (FGF-2, IGF-1). The level of Bak mRNA, a marker of apoptosis and levels of pro-apoptotic
signalling proteins were significantly lower in cuprizone-treated TRPA1 KO animals. All these data
suggest that TRPA1 deficiency did not affect oligodendrocyte development but reduced the apoptosis
of mature oligodendrocytes [22]. In contrast with our theory, Hamilton and coworkers assumed a
direct action of TRPA1 activation on myelination. They detected the functional expression of TRPA1
on oligodendrocytes and showed that ischemia-induced demyelination was diminished in the lack
of TRPA1 receptors [11]. Likewise, another group showed that in TRPA1 receptor gene-deleted mice
behavioral deficits and neuroinflammation were less severe in a transgenic mouse model of Alzheimer’s
disease [24]. The same group also later demonstrated that the loss of TRPA1 is associated with decreased
anxiety-like behavior and improved performance in spatial memory and social discrimination tests [25].

Based on these prior data we focused on further elucidating the role of TRPA1 receptors in the
cuprizone model. In the present study, the effects of cuprizone in the corpus callosum were studied in
mGFAP-driven conditional TRPA1 knockout mice.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics

The study was designed and conducted according to European legislation (Directive 2010/63/EU)
and Hungarian Government regulation (40/2013., II. 14.) on the protection of animals used for scientific
purposes. The project was approved by the Animal Welfare Committee of the University of Pécs and
the National Scientific Ethical Committee on Animal Experimentation of Hungary and licensed by the
Government Office of Baranya County (license No. BA02/2000-82/2017).
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2.2. Animals

Animals were bred in the Animal House of the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy
of the University of Pécs and kept in the Animal House of the Szentagothai Research Center during the
experiments. Mice were housed in groups of 3-7 in standard polycarbonate cages on wood shavings
bedding. Food and water were provided ad libitum. The temperature was maintained at 24 °C and the
lighting was set to a 12 h light-dark cycle (lights on from 6:00 a.m. to 6:00 p.m.).

The mGFAP-driven conditional TRPA1 receptor knockout mice were produced via crossbreeding
floxed TRPA1 carrying mice (B6.129S-Trpaltm2Kykw/J) by GFAP promoter directed Cre recombinase
gene expressing mice (B6.Cg-Tg(Gfap-cre) 77.6Mvs/2]) both obtained from The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, USA), stock numbers #008650 and #024098, respectively. Only female mice carrying
the GFAP-Cre transgene were used to prevent non-specific Cre activation during spermatogenesis.
The GFAP-Cre transgene was also maintained in heterozygote form, to minimize the chance of
non-specific recombination. As the first step, GFAP-Cre heterozygote females were crossbred by
floxed TRPA1 homozygote males. Next, female mice heterozygote for both genes were backcrossed by
floxed TRPA1 homozygote males. The obtained male Cre*/~ TRPAT*/F! mice were the main subjects of
the experiments, whereas their male siblings (Cre™/~ TRPA1*/~ and Cre™/~ TRPA17/F!) were used as
hetero controls and Cre negative controls, respectively. Animals showing a global KO genotype by tail
analysis were excluded from the experiments (approximately 10% of all genotyped Cre*/~ animals).

Genotyping of floxed TRPA1 was done according to the protocol suggested by the provider,
using forward primer oIMR9168 (AGC AGG AGC AGA AGT ATG GAA) and reverse primer oIMR9169
(GAA GGC CAT GGC ATC TTA AC) producing 359 bp (floxed) and/or 472 bp (wild type) PCR products.

Genotyping of GFAP-Cre was done by forward primer 15831 (TCC ATA AAG GCC CTG ACATC)
and reverse primer 15832 (TGC GAA CCT CAT CAC TCGT) also using internal positive control forward
primer oIMR8744 (CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG) and reverse primer oIMR8745 (GTC AGT
CGA GTG CAC AGT TT) which produced 200 bp (internal positive control) and ~400 bp (GFAP-Cre
positive) PCR products. Genotyping of conditional TRPA1 receptor knockout was carried out by using
forward primer exon 21 (TGT TCC TCA ACA TCC CAG CG), second forward primer oIMR9168 (AGC
AGG AGC AGA AGT ATG GAA) and reverse primer oIMR9169 (GAA GGC CAT GGC ATC TTA AC)
producing 609 bp (knockout), 359 bp (intact floxed) and/or 472 bp (intact wild type) PCR products,
respectively. RT-PCR analysis of conditional TRPA1 receptor knockout messenger RNA was done by
forward primer exon 21 (TGT TCC TCA ACA TCC CAG CG) and reverse primer exon 25 (CGT GCC
TGG GTC TAT TTG GA) which produce 573 bp (intact) or 191 bp (knockout) RT-PCR products.

2.3. Mouse TRPA1 Quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated from homogenized brain samples by using TRI Reagent (Molecular
Research Centre Inc., Cincinnati, OH, USA) and Direct-Zol RNA isolation kit (Zymo Research, Irvine,
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Purified RNA was quantified by a NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer and 1 pug total RNA was treated with DN Ase I (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) to remove genomic DNA contamination from the samples. First strand cDNA synthesis
was carried out with 0.5 ug of total RNA/sample using Maxima™ First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). In the PCR reaction we used SensiFast
Probe Lo-ROX Kit (Bioline Inc., London, UK) and forward primer 5 atgccttcagcaccccattg (binding
site in exon 23), reverse primer 5 gacctcagcaatgtccccaa (binding site in exon 24) and labeled probe
56FAM/tgggcagct/ZEN/tattgccttcacaat/3IABKFQ (binding site in exon 23), 1 uM each, all obtained
from Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA). The following PCR protocol was used on
an Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) Quantstudio5 quantitative PCR machine: 3 min 95 °C
original denaturation, followed by 40 cycles of 30 s 95 °C denaturation, 30 s 62 °C annealing, 1 min
72 °C extension. The sites of the primers and probe are missing from the Cre-Lox recombined mRNA
therefore this assay measures only the amount of intact TRPA1 mRNA. Mouse beta-actin mRNA
was used as reference and the expression was determined by using Prime Time Std qPCR Assay
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Mm.PT.58.33540333 obtained from Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA) under the same
PCR conditions. All qRT-PCR assays were done in duplicates in each sample and Ct values were
determined. dCt values were obtained by subtracting the corresponding beta-actin Ct values from the
TRPA1 Ct values. ddCt values were calculated for each sample by subtracting the average dCt value
of the Cre™/~ group (representing the 100% expression level) from each dCt value. Finally, for each
sample the obtained ddCt were converted to relative expression level by the 100/(299¢) formula.

2.4. Cuprizone Treatment

Cuprizone was administered orally for 6 weeks as previously described [22,23]. Briefly,
standard rodent chow was ground and 0.2% cuprizone was thoroughly mixed into ground chow
which was placed into the cages in small ceramic bowls. Control mice were fed the milled chow
without the addition of cuprizone. The chow was provided ad libitum to all groups and it was changed
to a fresh batch each day. The general health status of animals was also monitored daily and body
weights were measured every 2 days.

2.5. Magnetic Resonance Imaging (MRI)

The timeline of demyelination was monitored by T2-weighted MRI measurements on 4 mice
from each group. Animals were scanned once before cuprizone administration and later once per
week starting from week 2 of the treatment. The measurements were performed using a Bruker®
PharmaScan® (4.7 T) small animal MRI instrument (Bruker, Billerica, MA, USA).

Anesthesia was induced by 3.5% v/v of isoflurane in a gas mixture of 33% O, and 66% N,O
via induction chamber and maintained with 1-2% isoflurane in a rodent face mask controlled by
respiratory monitoring and gating system.

The imaging protocol was performed on the same day and same time each week. After By
mapping a multislice T2 Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement (RARE) experiment was
performed (TR/TE: 3000/50 ms, FOV: 16 x 16 mm, Thk: 0.8 mm, Gap: 0.2 mm, matrix: 160 x 160,
4 averages, RARE factor: 4) on seven coronal slices positioned to cover the whole corpus callosum.
The total imaging time was roughly 12 min per animal.

Before the analysis, all imaging data were converted first into a Digital Imaging Communications
in Medicines (DICOM) format and stored in an isolated hardware in a local system. Any further
processing was performed via DICOM-handling software packages. (3D-Slicer v4.6 NA-MIC and Onis
v2.5, Digitalcore, Tokyo, Japan) [26]. For the quantification of the damage, regions of interests (ROI)
were manually circumscribed, fitted by anatomical structures in the medial corpus callosum and the
signal intensities (as mean + SEM) of ROIs have been recorded. Results were expressed in percentage of
intensity ratio, compared to the pre-treatment intensity (considered as 100%) measured in the identical
brain area of the same individual animal. The evaluation was performed in a blinded manner.

2.6. Histological Assessment of Cuprizone-Induced Changes in the Corpus Callosum

Animals were anesthetized with pentobarbital (70 mg/kg i.p.) at the end of the cuprizone treatment
(week 6) and perfused transcardially in two steps, first with phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)
and then with 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer. Brains were postfixed over one night in
the same fixative. 5 um thin coronal sections from paraffin embedded brains were made and mounted
onto a silane-coated slides.

2.6.1. Luxol Fast Blue-cresyl Violet (LFB/CV) Staining

LEFB/CV staining was used to evaluate the severity of demyelination as described previously [20,22]
on coronal sections obtained from different regions (0.14, —0.22,—-1.06, and —1.94 mm) according to the
mouse brain atlas of Paxinos and Franklin [27]. Brain sections on silane-coated slides were rehydrated
in graded series of alcohol and incubated at 60 °C in LFB solution (0.01%), overnight. Thereafter,
sections were differentiated in a solution of Li,COj3 (0.05%) and counterstained with CV. Four sections
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of each animal were scored by a semiquantitative four-tiered scoring system (0-3) in a blinded manner.
Intact myelin was scored with 0 and the totally damaged myelin was labeled with score 3.

2.6.2. Immunohistochemical Detection of Myelin Basic Protein (MBP) and Astrocyte and Microglia
Markers

In addition to the LFB/CV staining, immunohistochemical detection of myelin basic protein (MBP)
was also performed to evaluate demyelination. Furthermore, astrocyte and microglia activation in
the corpus callosum was detected with immunohistochemical staining of glial fibrillary acidic protein
(GFAP) and ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (Ibal), respectively. Briefly, 8 um-thick paraffin
sections were deparaffinized and heat-unmasked in citrate buffer. Sections were treated with 3%
hydrogen peroxide to block endogenous peroxidase activity, treated with BSA and incubated for 1 h with
the following primary antibodies: anti-MBP (1:100, mouse monoclonal antibody from Novocastra/Leica
Biosystems (Nussloch, Germany, catalogue No. NCL-MBP; Antibody Registry No AB_563893),
anti-GFAP (1:1000, rabbit polyclonal antibody from Dako, Glostrup, Denmark; catalogue No. Z0334;
Antibody Registry No AB_10013382) to visualize astrocytes, anti-Ibal, (1:500, rabbit polyclonal antibody
from Wako Chemicals, Neuss, Germany; catalogue No. 019-19741; Antibody Registry No AB_839504)
as a marker for microglia/macrophages. Incubation was performed with the HISTO-Labeling System,
the reaction was visualized using 3,3’-diaminobenzidine reaction. Sections were photographed with
an Olympus DP50 camera attached to an Olympus BX51 microscope (Olympus, Tokyo, Japan) under
200x magnification. Quantification was performed by determining the mean density of equal-sized
regions of interest of the medial corpus callosum with the Image-ProPlus software (Media Cybernetics,
Rockville, MD, USA). The experimenter evaluating the slides was blinded to the group allocation.

2.7. Materials

Cuprizone and all other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
unless otherwise previously indicated. Pentobarbital (Euthanimal 20% injection ad us. vet.) was
obtained from Alfasan Nederland B.V. (Woerden, The Netherlands) while isoflurane was purchased
from Medicus Partner Ltd. (Biatorbagy, Hungary).

2.8. Statistics

In each group, means + S.E.M. of parameters were calculated. Statistical analysis was carried out
with the GraphPad Prism 8.0.1 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). For comparison
of qPCR relative expression values and MRI relative intensity values, one-way ANOVA followed by
Tukey’s multiple comparisons test was used. Paired t-test was used to compare density values of LFB/CV
and immunohistological staining, *p < 0.05 or **p < 0.01 was considered as statistically significant.

3. Results

3.1. Determination of TRPA1 mRNA Levels in the Mouse Brain

Intact TRPA1 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR in brain samples of
GFAP-Cre”” TRPA1"/F! compared to GFAP-Cre*” TRPA1™/- and GFAP-Cre* TRPA1F/F! mice.
The obtained relative expression levels, means and standard deviations are presented in Figure 1 for
each group. Compared to GFAP-Cre™/~ control mice where TRPA1 expression level was 102 + 22%,
both the GFAP-Cre*/~ TRPA1F/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1™/Fl mouse groups had lower expression
levels, 68 + 28% and 77 + 23%, respectively. These results indicate that some of the TRPA1T mRNA was
lost due to Cre-LoxP recombination in both GFAP-Cre*/~ groups. ANOVA statistical analysis showed
that there was a significant difference between the groups (p=0.0017). The post hoc test demonstrated
that the differences were significant when both the GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F!
group were compared to the GFAP-Cre™~ TRPA1/F! control group (p < 0.01 and p < 0.05 respectively),
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but there was no significant difference in TRPA1 mRNA expression between the GFAP-Cre*/~ groups
(Figure 1).

TRPA1 expression in mouse brain
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Figure 1. Relative expression levels of TRPAT mRNA in the brain in GFAP-Cre ™/~ TRPA1"/F! (n = 7),
GFAP-Cre*/~ TRPA1YY/~ (1 = 5) and GFAP-Cre*/~ TRPAT*/Fl mice (1 = 9). Asterisks show statistically
significant differences between the indicated groups (*p < 0.05, **p < 0.01).

3.2. Magnetic Resonance Imaging (MRI)

The timeline of damage was followed by the evaluation of signal intensity changes of T2 weighted
MRI (Figure 2) in the medial part of the corpus callosum between week 2 and 6.

&mm

CTRL — Cre”/- TRPA1F/F! CTRL - Cre*/- TRPA1F/- CTRL - Cre*/- TRPA1F/F

Figure 2. Representative MR images, constructed on fourth week. The medial corpus callosum is
highlighted by a white ellipse.

The intensities in the untreated control groups were not significantly different and no changes
were detected in any of the control animals throughout the whole experiment. (Figure 3a). In contrast,
the signal intensity was significantly increased in cuprizone-treated GFAP-Cre”" TRPA1"/F! mice
compared to GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F! animals on week 3 and week 4 (*p <
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0.05, **p < 0.01; Figure 3b). The most pronounced increase was detected on the fourth week, 179.75% in
GFAP-Cre™/~ TRPA1™/F! group versus 134.25% (GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~) and 134.75% (GFAP Cre*/~
TRPA1F/Fl), These results indicate that the myelin damage was less severe in the corpus callosum of
both heterozygous and homozygous mGFAP-Cre conditional TRPA1 knockout mice on weeks 3 and 4.
The difference between genotypes decreased at later time points. At the end of the treatment we did
not detect significant differences between the cuprizone-treated GFAP-Cre™/~ TRPA1/F!, GFAP-Cre*/~
TRPA1"~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F! animals. Each cuprizone-treated group showed a significantly
elevated intensity from the third to sixth weeks compared to their respective control groups (Figure 3a,b;
significance not shown).
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Figure 3. Changes of signal intensity in the medial corpus callosum measured by magnetic resonance
imaging between week 2 and 6 of cuprizone treatment in (a) control (CTRL) and (b) cuprizone-treated
(CU) groups of GFAP-Cre™~ TRPA1F/F!, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPAT*/F! mice.
Data are means + S.E.M. of images obtained from animals (n = 4/group). The signal intensities were
normalized to the baseline values (100%) for each animal and indicated by percentages of relative
intensity. Asterisks show statistically significant differences between respective CU and CTRL groups
(*p <0.05,* p < 0.01).

3.3. Cuprizone-Induced Demyelination Determined by LFB/CV Staining and MBP Immunohistochemistry

After the six weeks of the treatment, significant demyelination was detected in all three
cuprizone-treated groups with the LFB/CV staining, compared to their respective control groups
(Figure 4a,b). No statistically significant differences were found between the demyelination scores
of the three genotypes. Likewise, immunohistochemical staining of MBP revealed a significant
reduction in all cuprizone-fed animals compared to controls, but no difference was detected between
the MBP content of GFAP-Cre™~ TRPA1"/H, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/H
mice (Figure 5a,b). The results show that the attenuating effect of mGFAP-driven conditional deletion

of the TRPA1 receptor on the severity of cuprizone-induced demyelination was diminished by week 6
of treatment.
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Figure 4. Evaluation of myelin content with Luxol Fast Blue/cresyl violet (LFB/CV) staining after 6
weeks of cuprizone treatment (a). Representative images of control (CTRL) and cuprizone-treated
(CU) groups in GFAP-Cre™/~ TRPA1F/Fl, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F mice.;
(b) Semiquantitative demyelination scores of LFB/CV staining, *p < 0.05, n = 3-5/group, Scale bar =
100 pum.

Figure 5. Evaluation of myelin content with myelin basic protein (MBP) immunohistochemistry after 6
weeks of cuprizone treatment (a). Representative images of control (CTRL) and cuprizone-treated (CU)
groups in GFAP-Cre™/~ TRPA1F/Fl, GFAP-Cre*/~ TRPA1"Y~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F! mice.; (b)
Pixel intensities of diaminobenzidine staining in the middle part of the corpus callosum in each group,
*p < 0.05, n = 3-5/group, Scale bar = 100 um.

3.4. Cuprizone-Induced Astrocyte and Microglia Activation

At the end of the 6-week treatment, a significant increase of GFAP and Ibal immunostaining was
detected in all three cuprizone-treated groups, compared to their respective control groups (Figures 6a
and 7a). Quantifying the intensity of the staining, no statistically significant differences were found in
the DAB staining intensities between the three genotypes (Figures 6b and 7b). Therefore, by the end of
the 6-week treatment the mGFAP-driven conditional deletion of the TRPA1 receptor had no effect on
the astrocyte and microglia accumulation induced by cuprizone.
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Figure 6. Evaluation of astrocyte activation by GFAP immunohistochemistry after 6 weeks of
cuprizone treatment (a) Representative images of control (CTRL) and cuprizone-treated (CU) groups
in GFAP-Cre™/~ TRPA1"/F, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F! mice.; (b) Pixel
intensities of diaminobenzidine staining in the middle part of the corpus callosum in each group; *p <
0.05, n = 3-5/group, Scale bar = 100 pm.
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Figure 7. Evaluation of microglia activation by Ibal immunohistochemistry after 6 weeks of
cuprizone treatment (a) Representative images of control (CTRL) and cuprizone-treated (CU) groups
in GFAP-Cre™/~ TRPA1/F, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/H! mice.; (b) Pixel
intensities of diaminobenzidine staining in the middle part of the corpus callosum in each group *p <
0.05, n = 3-5/group, Scale bar = 100 pm.

4. Discussion

In the present study we have investigated the modulatory role of TRPA1 receptors expressed by
GFAP positive cells in the cuprizone-induced demyelination model using mGFAP-driven conditional
TRPA1 receptor knockout mice. The glial fibrillary acidic protein (GFAP) is a generally accepted marker
of astrocytes. Brain diseases are characterized by the active inflammatory state of astrocytes, which is
usually manifested as up-regulation of GFAP [28].

Our results show that the genetic lack of TRPA1 receptors in GFAP positive cells influences the
demyelination process induced by cuprizone feeding in mice. Reduced pathological changes were
detected in the corpus callosum by MRI between the 3rd and 5th weeks of the treatment. In contrast,
at the end of week 6, no significant differences were found in the demyelination evaluated either by
MRI or histology.
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In a previous study using embryonic global TRPA1 KO animals we demonstrated that TRPA1
receptor deficiency attenuated the cuprizone-induced demyelination by reduction of apoptosis of
mature oligodendrocytes [22]. Additionally, it was recently published that oligodendrocytes express
TRPAI1 receptors [11]. Therefore, a direct effect of TRPA1 activation on oligodendrocyte apoptosis in the
cuprizone model could be hypothesized. Since our investigations have not provided sufficient evidence
for TRPA1 expression in oligodendrocytes, it was presumed that TRPA1 receptor deficiency might
alleviate the cuprizone-induced loss of mature oligodendrocytes by altering the release of mediators by
astrocytes. TRPA1 receptors localized on astrocytes may participate in the astrocyte-oligodendrocyte
crosstalk. Since TRPA1 can be triggered by several noxious stimuli, including inflammation,
tissue damage or oxidative stress on one hand, and astrocytes influence the extent of this toxin-induced
demyelination on the other [29], we assumed that this receptor might modulate the demyelination
process. Numerous earlier studies have provided substantial morphological and functional evidence
that astrocytes express the TRPA1 receptor, functioning as a regulator of resting Ca®* levels [8,9,24,30,31].
Inavery recentstudy, Oh et al., using the cell-type-specific gene-silencing and ultrasensitive sniffer-patch
techniques, identified astrocytes as the cellular target and TRPA1 as the molecular sensor for the low
intensity, low frequency ultrasound (LILFU). They demonstrated that LILFU-induced neuromodulation
was initiated by opening of TRPA1 channels in astrocytes. The Ca?* entry through TRPA1 caused
a release of gliotransmitters including glutamate from the astrocytes activating NMDA receptors in
neighboring neurons [32]. In another newly-published paper, Xia et al. raised the involvement of
TRPA1 in myelin damage and oxidative stress injury in a mouse intracerebral hemorrhage (ICH) model.
They showed that TRPA1 was activated by the increased reactive oxygen species (ROS) after ICH,
leading to an increase of Ca?* influx. The increased Ca®* further contributed to the rise in NOX1 and
Calpainl, causing oxidative stress damage and myelin degradation. [33].

Since our previous data also supported the TRPA1 immunopositivity of astrocytes in the corpus
callosum and astrocytic reactions were less prominent in cuprizone-treated TRPA1 receptor deficient
mice compared to wild-type counterparts, we have supposed a pivotal role of TRPA1 receptors expressed
by astrocytes [22]. For our further investigations, mGFAP-driven conditional TRPA1 knockout
mice were bred by our laboratory in order to reveal the precise role of astrocytic TRPA1 receptors.
These mice were created via crossbreeding floxed TRPA1 carrying mice (B6.129S-Trpaltm2Kykw/])
by GFAP promoter-directed Cre recombinase gene expressing mice (B6.Cg-Tg(Gfap-cre) 77.6Mvs/2].
This technique allows the selective cutout of the Trpal gene only from the GFAP-positive cells and the
examination of cuprizone-induced demyelination in the lack of astrocyte-specific TRPA1 receptors.

Cuprizone-treatment significantly increased T2-weighted MRI signal intensities measured on
the 3rd and 4th weeks in all three animal groups compared to the baseline, proving the reliability
of the model. Myelin loss with the concomitant water accumulation enhances the signal intensity
on T2-weighted MR images [34]. The intensity of T2-weighted images of ROIs corresponding to
the medial corpus callosum was reproducible. Remarkably, the MRI was sensitive enough to notice
the milder severity of myelin loss in GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1™/F! animals
compared to the GFAP-Cre™~ TRPA1"/F! group. The most pronounced difference was detected on
the 4th week, but the disparity decreased at later time points. In our previous study in the cuprizone
model with embryonic global TRPA1 KO mice, we provided MRI-based evidence that the severity of
myelin loss in the gene-deleted animals was significantly lower at all measurement points during the
six-week experiment compared to the wild-type controls [23]. In accordance with the present results,
the largest differences in signal intensities were detected on the 3rd and 4th weeks. Considering the
data of the follow-up in vivo imaging, we conclude that genetic loss of the astrocyte-specific TRPA1
receptors attenuates the progress of demyelination in the corpus callosum, but these effects can
be noticed only at the time of the most intensive pathological changes. The homozygote (Cre*/~
TRPA1/F!) and heterozygote (Cre*/~ TRPA1F/~) mice showed similar alterations which is explained
by a similar reduction of mRNA levels in both genotypes. However, by the 6th week these disparities
had disappeared, as we could not detect any differences with histological examinations at the end of
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the study. Neither the semiquantitative scoring of demyelination, based on Luxol fast blue staining
technique, nor the MBP immunohistochemistry showed significant differences in the mGFAP-driven
conditional TRPA1 knockout mice compared to the Cre”" controls. Similarly to the demyelination,
the cuprizone-induced accumulation of the astrocytes and microglial cells in the corpus callosum
was not influenced by the genetic loss of TRPA1 in the GFAP positive cells. In contrast to the results
obtained with embryonic global TRPA1 KO mice, these results suggest that deletion of the receptor
in the astrocytes does not exert substantial inhibitory effect eventually on the six-week cuprizone
treatment-induced demyelination of the corpus callosum.

5. Conclusions

According to the currently available data, we presume that TRPA1 receptors localized on astrocytes
can be activated by electrophilic ligands, reactive oxygen species in response to cuprizone challenge and
the consequent release of pro-inflammatory mediators contributes to the progression of oligodendrocyte
apoptosis. However, since the global TRPA1 KO mice presented a more attenuated demyelination
compared to the conditional KO mice, it can be concluded that TRPA1 receptors on astrocytes contribute
to the demyelination induced by cuprizone only transiently and TRPA1 receptors expressed by other
cell types in the brain (e. g. oligodendrocytes, microglia, neurons) may participate in the demyelination
process [11,33]. The expression and function of TRPA1 receptors by other cells in the brain warrant
further investigation.
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