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1. BEVEZETES ES IRODALMI HATTER

1.1 A tranziens receptor potencial ankyrin 1 (TRPA1) ioncsatorna
1.1.1 A TRPAI receptor szerkezete és agonistai

A TRPA1 egy nem szelektiv kationcsatorna, mely szdmos gerinces ¢és gerinctelen allatfajban
kifejezddik. Szerkezetét tekintve a TRPAI1 receptor négy alegységbdl épiil fel, melyek
mindegyike 6 transzmembran a-helikalis szakaszt tartalmaz (S1-S6) (Logashina és mtsai. 2019;
Meents és mtsai. 2019; Talavera és mtsai. 2020). Az S5 és S6-o0s szegmensek athajlasa kozott
talalhato hidrofil hurok alkotja a csatorna kiilonbozd kationokra (pl.: Ca?*, Na*) permeabilis
pérusat, lehetévé téve az emlitett kationok bedramldsat az extracelluldris térbdl a sejtek
belsejébe (Logashina és mtsai. 2019; Talavera és mtsai. 2020). A TRP receptorok neve arra
utal, hogy az S6 transzmembran szegmens intracellularis részén a sejtmembran felszinével
parhuzamosan egy ugynevezett TRP-szerti a-helikalis szerkezetli domén helyezkedik el, mely
az egyes alegységek Osszeszereléséhez, illetve a csatorna mikddésének szabalyozasahoz jarul
hozza. A TRPAI receptorok az N-termindlis citoplazmatikus rész kdzelében egy hosszabb (14-
18 ismétlddésbdl felépiild) ankyrin domént is tartalmaznak, mely a kozte és az elsd
transzmembran szegmens (S1) kozott elhelyezkedd linker doménnel kdzdsen teszi lehetove a
receptor termo- ¢és kemoszenzitivitasat (Corey és mtsai. 2004; Logashina és mtsai. 2019). A
aminosav oldallancok felelések az agonistanak tekinthetd elektrofil dgensek megkdtéséért,
melyek végsé soron az ioncsatorna megnyilasat eredményezik (Hinman és mtsai. 2006;
Deering-Rice és mtsai. 2011; Eberhardt és mtsai. 2012; Shapiro és mtsai. 2013; Logashina és
mtsai. 2019; Meents és mtsai. 2019; Talavera és mtsai. 2020) (1. abra).

Szamos kiilonbozd szerkezeti vegylilet képes a TRPA1 receptorokon agonistaként hatni,
melyek az ioncsatorna megnyilasdhoz és ezaltal fokozott befelé iranyuld kalcium aramhoz
vezetnek az érintett sejtekben. A TRPA1 agonistdk egy jelentds csoportjanak kozos jellemzdje
az elektrofil szerkezet, mely révén a korabban részletezett cisztein aminosavakkal kovalens
kotést képezve az elektrofil vegyiiletek a TRPA1 receptorok konformdaciovaltozasat és
csatornanyitasat idézik eldé (Logashina és mtsai. 2019; Talavera és mtsai. 2020). Az exogén
elektrofil TRPAT1 agonistak kozé tartoznak a csipds ételekben is megtalalhaté anyagok (pl.:
mustarban az allil-izotiocianat, fokhagymaban az allicin), illetve mds szintén erdsen irritald
hatasu szerves vegyiiletek (akrolein, a,B-telitetlen aldehidek és karbonil vegyiiletek), mig az
endogén aktivatorok kozé sorolhatéoak a proinflammatorikus mediatorok (15-deoxy-Al%!4-

prosztaglandin J2, 9-nitro-olajsav, telitetlen zsirsavak), valamint az oxidativ stressz és a lipid
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peroxidacio kiilonb6zé termékei (Logashina és mtsai. 2019; Meents és mtsai. 2019; Talavera
¢s mtsai. 2020). Ugyanakkor a TRPA1 agonistak masik jelentds csoportjahoz a nem-elektrofil
szerkezetli tipusosan lipofil tulajdonsagu vegyiiletek tartoznak, melyek feltehetéen TRPAI
receptornak egy a membranban talalhaté kotohelyéhez kapcsolodva idéznek eld ioncsatorna
aktivaciot (Talavera és mtsai. 2020). Ilyen lipofil szerkezetii exogén TRPA1 agonistak a
mentol, a karvakrol és a A%-tetrahydrocannabinol, mig a parakrin mediatorok (arachidonsav és
dokozahexénsav), illetve egyes endogén gaz transzmitterek (H2S és NO) tipusosan endogén
eredetli nem-elektrofil ligandumoknak tekinthetok (Logashina és mtsai. 2019; Talavera és

mtsai. 2020).
®
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1. abra: A tranziens receptor potencial (TRP) ankyrin 1 ioncsatorna szerkezetének sematikus
abrazolasa. S1-S6: 1-6 transzmembran szegmensek. (Meents és mtsai. alapjan modositva)

1.1.2 A TRPALI receptor szerepe a periférian és a kozponti idegrendszerben
A TRPAI receptorok aktivalasat egyfeldl meghatarozott termalis ingerek idézik eld, bar a
héhatas altal kivaltott aktivacidos kiiszob fajonként jelentdsen eltérhet (Logashina és mtsai.
2019), masfeldl kiilonb6z6 szovetekben expresszalodva felmeriil a lehetdsége, hogy a TRPA1-

nek szerepe lehet az exogén és endogén kémiai vegyiiletek altal kivaltott fiziologias és
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patologias folyamtokban is. A TRPA1 receptor fajdalomvalasz kialakulasdban betoltott
szerepét bizonyitja, hogy az ioncsatornat érinté mutacié csecsemdknél a familiaris epizodikus
fajdalom szindroma fellépéséhez vezet (Kremeyer és mitsai. 2010). TRPAL receptorok
talalhatok a hatsogyoki, valamint a nervus trigeminus ganglionokhoz tartozd polimodalis
nociceptiv afferensek végzddésein (Talavera és mtsai. 2020), igy hozzajarulva a bizonyos
koérképekhez (pl.: neuropatias fajdalom) tarsuld fajdalom szignél, valamint gyulladasos ¢és
immunvalaszok kialakulasahoz (Obata és mtsai. 2005; Eid és mtsai. 2008; Wei és mtsai. 2009;
Koivisto és mtsai. 2012; Julius 2013; Pinheiro és mtsai. 2015; Moore és mtsai. 2018; de Araujo
¢s mtsai. 2020). Korabbi allatkisérletes vizsgalatok igazoltadk tovabba, hogy a trigeminalis
nociceptorokon megtalalhat6 TRPA1 receptoroknak szerepe lehet a gliceril-trinitrat altal
kivaltott, els6sorban a periorbitalis régiot érintd, késéi mechanikai allodynia kialakulasaban,
mely koros érzéskvalitas bizonyitottan kivédhetd TRPA1 antagonista egyidejii alkalmazasaval,
illetve kialakulasa elmarad Trpal génhidnyos egerekben (Marone ¢és mtsai. 2018). A
trigeminalis nociceptiv végzddéseken expresszaldoddé TRPA 1-receptorok hozzajarulhatnak még
egyes illékony, irritalo/averziv szagh anyagok észleléséhez is. Allatkisérletes vizsgalatok soran
egy aroka szagat imitalo vegyiiletet (2-metil-2-tiazolint; 2-MT) alkalmazva a receptor genetikai
delécioja a Trpal génhianyos (knockout; KO) egerekben a velesziiletett félelem valasz
kialakulasanak jelentds csokkenéséhez vezetett a vad tipustu (WT) allatokhoz képest (Wang és
mtsai. 2018). Ugyanezen tanulmanyban elvégzett c-Fos immunhisztokémia soran a 2-MT
kisebb mértékii neuronalis aktivaciot valtott ki a Trpal KO allatok trigeminalis ganglionjaiban
(TG), valamint bizonyos - elsdsorban a stressz és félelem valasz kialakulasaban szerepet jatszo
- agyi teriileteken (amygdala centralis magcsoportja (CeA), periaqueductalis sziirkeallomany
(PAG) és nucleus paraventricularis hypothalami (PVN)), felvetve a receptor lehetséges

jelentdségét a stressz valaszban.

Az irodalomi adatok ellentmondésosak a centralis lokalizaci6ja TRPA1 receptor expressziojat
tekintve. Tobb tanulmény leirja a TRPA1 eléfordulasat kiillonb6zé kozponti idegrendszeri
terlileteken (hippokampusz (Shigetomi és mtsai. 2011; 2013; Tong és mtsai. 2013; Verkhratsky
¢és mtsai. 2014; Bosson és mtsai. 2017), szomatoszenzoros kéreg (Kheradpezhouh ¢és mtsai.
2017; Jiang és mtsai. 2019), cerebellum (Hamilton és mtsai. 2016), nucleus spinalis nervi
trigemini (Lee és mtsai. 2012)), azonban hangsulyozni kell, hogy ezen vizsgalatok jelent6s
része immunhisztokémiai modszereken alapszik. Jelen tudasunk szerint ugyanakkor nincs
forgalomban olyan antitest, mely kelléen specifikus lenne a TRPAl-re, ezért ezek az

eredmények nem megbizhatdéak. Ezt erdsiti meg, hogy kutatécsoportunk mar tobb ilyen
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kereskedelmi forgalomban 1évé TRPATI antitestet is tesztelt, tovabba kollaboraci6 keretében a
Pécsi Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar Immunolégiai és Biotechnologiai
Intézetével magunk is probaltunk specifikus antitestet fejleszteni, idaig eredményteleniil. Ennek
tilkrében a TRPA1 kimutatdsara iranyuld vizsgélatok eredményei koziil azok tekinthetok
megbizhatonak, melyeknél az ioncsatorna expressziojat a vizsgalt agyteriileten mRNS szinten

igazoltak, ezért a tovabbiakban kizarolag ezeket az agyteriileteket targyaljuk.

Munkacsoportunk a Trpal mRNS kozponti idegrendszeri expresszidjat RNAscope in situ
hibridizacids (ISH) technikéval vizsgalta egerekben, mely soran legnagyobb kopiaszamban a
centralis projekcioji Edinger-Westphal mag (EWcp) urocortin 1 (UCN1) tartalmu neuronjain
(Kormos és mtsai. 2022), mig kisebb mértékben a nucleus raphe dorsalis (DRN) glutamaterg
idegsejtjein  (Milicic és mtsai.,, kozlés alatt), illetve igen alacsony kopiaszamban a
hipotalamuszban tudtuk igazolni (Olah és mtsai. 2021). A fenticken tal, a Trpal mRNS
EWcp/UCNI neuronjain vald expressziojat post mortem human agymintakon elvégzett PCR ¢és
RNAscope ISH vizsgélatok is megerdsitettek (Kormos és mtsai. 2022, Al-Omari és mtsai.,
kozlés alatt). Ugyanakkor az mRNS szintli detektalas limitaciojaként meg kell emliteni, hogy
annak kimutatdsa még nem minden esetben jelenti a TRPA1 fehérje szintili expressziojat, illetve
egy esetleges fehérje transzlacio soran a képzddott fehérje mennyisége egyrészt nem feltétlentil
korrelal az mRNS expresszigjdnak mértékével, masrészt mRNS alapt moddszerek
alkalmazasaval Onmagaban nem allapithat6 meg, hogy a fehérje az axonalis

transzportfolyamatok soran pontosan mely idegrendszeri teriiletekhez juthat el.

Bar a TRPAT1 receptor fehérje szintii vizsgalata - specifikus antitest hianyaban - jelenleg nem
lehetséges, funkcionalis aktivitdisait az EWcp urocortinerg sejtjein kutatocsoportunk
elektrofiziologiai vizsgalatokkal bizonyitotta (Al-Omari és mtsai. 2023). Korabbi kisérleteink
soran kimutattuk tovabba, hogy a Trpal génhianyos egerek stressz adaptacidja eltér vad tipust
tarsaikétol, illetve, hogy az EWcp/UCNL1 neuronjain a Trpal mRNS expresszidja csokken mind
a kronikus varidbilis enyhe stressz (CVMS) egér modelljében, mind pedig ongyilkos
személyekbdl szarmazé EWcp mintdkban. Ez utobbi megfigyelés felhivja a figyelmet az
EWcp/UCNL1 neuronjain expresszaloddo TRPA1 ioncsatorna stressz adaptacioban betoltott

szerepének human transzlacios relevancidjara (Kormos €s mtsai. 2022).



1.2 Az EWcp és az UCNI szerepe a stressz adaptacioban
1.2.1 A stressz adaptacids valaszok szabalyozasa
A Selye Janos és Walter Cannon munkajan alapuld stresszelmélet szerint a szervezetet érd
fiziologiai, illetve pszichologiai stresszorok neuroendokrin valtozasokat idéznek eld, melyek 6
célja a stresszre adott adaptiv valaszreakciok kialakitasa. Ennek els6 Iépése a Cannon-féle
vészreakcid, mely soran a szimpatikus végzddésekbdl, valamint a mellékvesevel6bol mobilizalt
katekolaminok  vegetativ  valtozasokat  (ndvekvé  vércukorszint,  pulzus-  és
vérnyomasemelkedés, fokozott vérataramlas a vazizmok teriiletén, fokoz6do éberség, félelem
fellépése stb.) 1étrehozva felkészitik a szervezetet a stresszel valdo megkiizdésre (,.kiizdj vagy

menekiilj”’) (Adams és Hempelmann 1991).

Ezzel egyidejiileg megkezdddik a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (HPA) tengely
aktivacioja is, melynek elsé 1épése a hipotalamusz PVN magjabol torténd kortikotropin
releasing hormon (CRH) elvalasztasa, ami a portalis keringés kozvetitésével éri el az
adenohipofizis kortikotrop sejtjeit. Ezt kdvetéen a CRH a kortikotrop sejteken talalhato
receptorok (kortikotropin releasing hormon receptor 1; CRHR1) stimulalasa révén fokozza a
pro-opiomelanokortin peptid szintézisét, melybdl poszttranszlacios hasitas soran szabadul fel -
egyéb peptid jellegii hormonok mellett - az adrenokortikotrop hormon (ACTH). Az ACTH a
szisztémas keringéssel éri el a mellékvesekéreg zona fasciculata rétegét, ahol a melanokortin-
receptor 2 aktivalasa révén serkenti a mellékvesekéreg szteroidhormon bioszintézisét, igy
fokozva a keringésben a gliikkokortikoid szintet. A gliikkokortikoidok ezt kovetden kiilonboz6
célszerveken hatva segitik el6 a stresszhelyzethez valé adaptaciot (diabetogén hatés, fokozott
metabolizmus, kognitiv funkciok befolyéasolasa stb.), illetve negativ visszacsatolassal fékezik a
HPA tengely tovabbi aktivaciojat, igy megeldzve a tiilzott stresszvalasz kialakulasat (Adams és

Hempelmann 1991; Smith és Vale 2006) (2. abra).



Hipofizis

ACTH

Mellékvesekéreg

|

Gliikokortikoidok

2. abra: A hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (HPA) tengely szabalyozasanak sematikus
abrazolasa. A piros nyilak stimulald, mig a fekete vonalak gatlo hatast jeleznek. vmPFC:
ventromedialis prefrontalis kéreg, PVN: nucleus paraventricularis hypothalami GRs:
gliikkokortikoid receptorok, CRH: kortikotropin releasing hormon, ACTH: adrenokortikotrop
hormon.

A HPA tengely mellett szamos tovabbi idegrendszeri struktara is hozz4jarul a stressz adaptacios
véalaszok szabalyozasahoz, ideértve bizonyos agytdrzsi katekolaminerg magokat, limbikus
struktarakat, a paraszimpatikus idegrendszert, illetve a fent emlitett szimpato-adrenomedullaris

rendszert (Smith és Vale 2006). Az agytorzsi magok koziil a nucleus tractus solitarii
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katekolaminerg (adrenalin és noradrenalin tartalmtl) neuroncsoportjai viszceralis (hasi és
mellkasi), valamint limbikus (prefrontalis kéreg (PFC), CeA) teriiletekr6l kapnak innervaciot
(Smith és Vale 2006), és a PVN irdnyaba projicidlva a CRH szekrécié fokozasaval facilitaljak
a HPA tengely miikodését (Plotsky 1987; Plotsky és mtsai.1989). Masfeldl a szintén agytorzsi
lokalizacioju locus coeruleus (LC) teriiletén talalhatd noradrenerg neuronok a HPA tengelyre
hatva fokozott ACTH szekrécidt, illetve szamos stressz-fiiggd fizioldgiai és viselkedési
valtozast (félelem, csokkent immunfunkciok stb.) okozhatnak (Plotsky és mtsai. 1989; Rassnick
¢s mtsai. 1994). Tovabbi agytorzsi struktura a - tobbféle neuropeptidet expresszald - centralis
projekcioju Edinger-Westphal mag, melynek urocortin 1 tartalmu rostjai a PVN neuronjain
végzOdve szabalyozzak a HPA miikodését (Dos Santos Junior és mtsai. 2015; Zuniga ¢és
Ryabinin 2020). A limbikus rendszer teriiletei koziil féként az amygdala, a PFC, illetve a
hippokampusz van hatassal a stressz adaptaciora (Smith és Vale 2006). Ezen struktarak
iranyabol szarmaznak ugyan korlatozott szamban projekciok, melyek kozvetleniil a PVN
hipofiziotrop neuronjain végzddnek, azonban a HPA tengely aktivitasat feltehetéen inkdbb a
BNST, a hipotalamusz, valamint az agytorzs teriiletén 1évé intermedier neuronok
kozvetitésével képesek befolyasolni (Herman és mtsai. 2004; 2005). Az amygdala medialis és
centralis magcsoportjai (MeA, CeA) emocionalis/pszichologiai (predator jelenléte, restraint
stressz) €s fiziologiai stresszorok (vérzeés, tulzott immunvalasz) hatasara képesek aktivalni a
HPA tengelyt, igy fokozva a keringd gliikokortikoid szintet a szisztémas keringésben, mig a
gliikokortikoidok a CeA teriiletén taladlhatd receptoraik révén képesek novelni a CRH
szekréciot, ezaltal fokozva a kronikus stresszre adott autondm valaszokat (Smith és Vale 2006).
Ezzel szemben a hippokampusz és a PFC egyes teriiletei a — jellegzetesen pszicholdgiai
stresszorok altal kivaltott — HPA tengely aktivaciot képesek (részben a gliikokortikoidok
negativ feedback hatasanak kozvetitésével) mérsékelni, igy csokkentve az ACTH, valamint a

gliikokortikoidok szekréciojat (Smith és Vale 2006).

1.2.2 Az urocortinok receptorialis hatasa és szerepe a stressz valasz
szabalyozasaban

A stresszhatasra termelddé CRH-nak a HPA tengely szabalyozasaban betoltott szerepe mar

régota ismert. A CRH csalad késobb felfedezett tagjai az urocortinok (UCNI, 2 és 3), melyek

szintén hozzajarulnak a stressz adaptaciohoz (Vaughan és mtsai. 1995; Hsu és Hsueh 2001;

Gaszner és mtsai. 2004). Az UCN1 az agyban legnagyobb mennyiségben az EWcp urocortinerg

sejtjeiben szintetizalodik, mely neuronok rostokat kiildenek a hipotalamusz bizonyos
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magcsoportjaihoz (PVN, nucleus supraopticus (SON), lateralis hipotalamusz (LH)), valamint
kiilonboz6 limbikus (PFC, BNST, amygdala) és agytorzsi (DRN) struktardkhoz, igy
szabalyozva tobbek kozott a stressz adaptaciot, hohaztartast, taplalékfelvételt, illetve a
hangulatot (Fekete és Zorrilla 2007; Zuniga és Ryabinin 2020). Az EWcp-n kiviil UCN1-et
tartalmaz6 neuronok talalhatok még a SON, a LH, illetve a nucleus olivaris superior (SOC)
terliletén is (Fekete és Zorrilla 2007; Fox és Lowry 2013). Az UCN2-t termel6 neuronokat foleg
a hipotalamusz magjaiban (PVN, SON, nucleus arcuatus), illetve az agytorzsi DRN
neuronjaiban sikeriilt igazolni, mig az UCN3 tartalmu sejtek a dorzomedialis amygdala
teriiletén, illetve a hipotalamusz azon részén talalhatok, melyet lateralisan a fornix, medialisan
a PVN, rosztralisan pedig a BNST hatuls6 része hatarol, bar az UCNI1-el szemben, ezen
neuropeptidek projekcioi még kevésbé ismertek (Fekete és Zorrilla 2007; Fox és Lowry 2013).
A CRH csalad tagjainak hatasat a CRH receptorok (CRHR) kozvetitik, melynek 1-es (CRHR1)
és 2-es (CRHR2) altipusat azonositottak (Hsu és Hsueh 2001; Bale és mtsai. 2002, Bale, Lee
¢s Vale 2002;). Az UCNI mindkét CRHR izoforméahoz képes kotddni, kivaltva azok
aktivaciojat, azonban a CRHR2 altipushoz mintegy 40-szer nagyobb kotédési affinitast mutat
a CRH-hoz képest (Bale ¢és mtsai. 2002; Bale, Lee és Vale 2002; Kozicz 2007; Im és mtsai.
2015). Ezzel szemben az UCN2 és UCN3 peptidek a CRHR2 szelektiv agonistainak tekinthet6k
(Kozicz 2007), mely adatok alapjan felmeriil a lehetdsége, hogy az UCN peptidek a CRHR2
legjelentdsebb endogén ligandumai (Vaughan és mtsai. 1995; Bale és mtsai. 2002; Bale, Lee és
Vale 2002; Deussing és Chen 2018) (3. abra).
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3. abra: Az urocortin (UCNI1, 2 és 3) peptidek affinitasa a receptoraikhoz. CRHR1/CRHR2:
kortikotropin releasing hormon receptor 1-es és 2-es altipusa (Im és mtsai. 2015 alapjan
modositva).

Szakirodalmi adatok szerint a CRHR két altipusa egymassal ellentétes hatasokat kozvetit: mig
a CRHR1 aktivacidja szorongaskeltd (anxiogén) hatasu, addig a CRHR2-n keresztiil elsésorban
szorongasoldo (anxiolitikus) hatasok érvényesiilnek (Bale és mtsai. 2000; Bale, Lee és Vale
2002; Gaszner €s mtsai. 2004). A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy mig Cannon-féle
vészreakcid soran bekovetkezd szimpato-adrenomedullaris katekolamin mobilizalas, és az azt
kovetd, CRH altal kivaltott, CRHR 1-medialt HPA tengely aktivacid els@sorban a stresszre adott
akut adaptiv (kiizdj vagy menekiilj) valaszok kialakuldsédban jatszik szerepet, addig az UCN
peptidek altal kozvetitett, foként CRHR2-fliggd reakciok a stressz adaptacié késoi fazisaban a
normalis homeosztazis helyreéllitidsdhoz és a stresszvalasz megsziinéséhez jarulhatnak hozza

(Adams és Hempelmann 1991; Hsu és Hsueh 2001; Gaszner, és mtsai. 2004).

1.2.3 Az Edinger-Westphal mag anatéomiaja és szerepe a stressz valasz
szabalyozasaban
Az Edinger-Westphal mag (EW) a kozépagy teriiletén talalhaté kompakt agyi struktira,

melynek széles korben ismert funkcidja, hogy a nervus oculomotorius paraszimpatikus
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autonOm rostjait biztositva szabdlyozza a pupilla fényreflex reakcidjat, valamint az
akkomodaciot (Westphal 1887; Burde ¢és mtsai. 1989; Sonne és Lopez-Ojeda 2022; Hogan ¢€s
mtsai. 2022). Ugyanakkor kevésbé ismert tény, hogy az EW strukturalis és funkcionalis
szempontbodl is két részre oszthatd. A kolin-acetil-transzferaz (CHAT) enzimet expresszalo
sejtpopulécid képezi a mag preganglionaris részét (EWpg), ami a perifériara vetiil, és a III.
agyideg kolinerg beidegzését adva biztositja annak fent emlitett paraszimpatikus autoném
funkcioit (May €s mtsai. 2008; Kozicz és mtsai. 2011; Zuniga és Ryabinin 2020; Hogan és
mtsai.2022; Sonne és Lopez-Ojeda 2022). Masik része az ugynevezett centralis-projekcioji
divizio (EWcp), mely elsésorban peptiderg neuronokat tartalmaz, és kdzponti idegrendszeri
teriiletekre vetiil. Ezen sejtcsoport k6zos jellemzdje, hogy neuropeptideket (kolecisztokinin, P-
anyag, UCN1, kokain- és amfetamin-regulalt transzkript (CART)) termelnek, és tobbségiik
jellemzéen nem expresszalja a CHAT enzimet (May és mtsai. 2008; Kozicz és mtsai. 2011;

Zuniga és Ryabinin 2020) (4. abra).
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4. abra: Az Edinger-Westphal mag (EW) teriiletén talalhaté neuronok tipusai (A). A centralis
projekciojo Edinger-Westphal mag (EWcp) kapcsolatai mas agyteriiletekkel. CHAT: kolin-
acetil-transzferaz, SP: P-anyag, TH: tirozin-hidroxilaz, UCNI: urocortin 1, CART: kokain- és
amfetamin-regulalt transzkript, CCK: kolecisztokinin, mPFC: medialis prefrontalis kéreg,
ACC: anterior cingularis kéreg, CeA: amygdala centralis magcsoportja, BNST: nucleus
interstitialis striae terminalis, DRN: nucleus raphe dorsalis, LH: lateralis hipotalamusz, LS:
septum laterale, POA: area praeoptica; PVT: a talamusz paraventrikularis magja, SC:
gerincveld, SpV: nuclei trigemini, VTA: area tegmentalis ventralis (Zuniga és Ryabinin 2020
alapjan modositva).

Az egér, patkany, illetve egyéb emldsok EWcp/UCNI neuronjai hozzdjarulnak a HPA tengely
szabalyozasahoz (Gaszner és mtsai. 2004; 2007; Kozicz és mtsai. 2008; Kormos és mitsai.
2022), ezaltal szerepet jatszanak a stresszadaptacioban (Kozicz 2007). Az EWcp urocortinerg
sejtjei akut stressz (akut fajdalom, restraint) hatasara aktivalodnak (Weninger és mtsai. 2000;

Kozicz és mtsai. 2001), ugyanakkor szemben a hipofiziotrop PVN neuronokkal - melyek egy
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azonnali (30 percen beliili), am rovid idejii (néhany 6raig tartd) aktivaciot mutatnak (Viau és
Sawchenko 2002) - az EWcp/UCNI1 neuronoknal a stressz-fliggd valaszok lassabban
kezdddnek (1-2 o6ra) €s joval elnyujtottabb (18-24 6ra) az idébeli lefolyasuk (Weninger és mtsai.
2000; Kozicz, és mtsai. 2001; Kozicz 2007). Tovabbi Iényeges kiilonbség, hogy mig a HPA
tengely aktivacioja ismételt stressz esetén egyre csokkend stressz-fliggd valaszt mutat (Viau és
Sawchenko 2002), addig az EWcp urocortinerg sejtjeinél ehhez hasonlo habituacios valasz nem
detektalhat6 (Korosi és mtsai. 2005). Ezen eredmények alapjan egyrészt felmeriil, hogy a HPA
tengely, valamint az EWcp/UCNI neuronok altal szabalyozott mechanizmusok két kiilonallo,
azonban egymassal szoros funkciondlis kapcsolatban 1évé rendszert képviselnek, melyek az
akut stresszorok fellépése soran dsszehangoltan valaszolnak, mig kronikus stresszre eltéréen
reagalnak, igy biztositva egyiittes mikodésiikkel az adekvat stresszadaptaciot, beleértve a
stressz valasz megfeleld leallitasat is (Kozicz 2007). Az UCNI1 ugyan kozvetlenil is
hozzajarulhat a HPA tengely szabalyozasahoz, azonban ezen hatdsat csak kronikus/ismételt
stresszor alkalmazasa soran sikeriilt igazolni, akut esetekben a HPA tengelyre kozvetleniil
kifejtett jelentds szabalyozd hatas nem volt kimutathaté (Kozicz és mtsai. 2011). Masrészt
figyelembe véve az EWcp/UCNI1 neuronok stressz-fliggd aktivacidjanak elnyujtottabb
dinamik4jat felvetddik, hogy ezen sejtek akut stresszre adott tartds valasza eldsegiti a
hosszutava adaptacidt az Gjonnan fellépd stressz esetén (Gaszner és mtsai. 2004). Tovabbi
érdekes megfigyelés, hogy az alkalmazott akut stresszor tipusatdl fiiggden, az EWcp/UCNI1
neuronjai eltérd mértékli aktivaciot mutatnak, mely alapjan feltételezhetd, hogy az érintett
agyteriiletek stressztipus-specifikus utvonalakat hasznalva teszik lehetdvé a stresszor
kategorizalasat (Gaszner és mtsai. 2004). A fentiek alapjdn nem meglepd, hogy az elmult
években egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak az EWcp urocortinerg neuronjainak a stressz-
fliggd maladaptiv zavarok (pl.: szorongas, depresszio, kabitdszer abuzus) kialakuldsaban
(Kozicz 2007; Kozicz és mtsai. 2011; Hupalo €s mtsai. 2019; Zuniga és Ryabinin 2020; Kormos
€s mtsai. 2022; Ujvari és mtsai. 2022). Munkacsoportunk évek 6ta foglalkozik az EWc¢p stressz
adaptacioban, valamint hangulat szabalyozasban betoltott szerepével (Kozicz és mtsai. 2001;
Gaszner és Kozicz 2003; Gaszner és mtsai. 2004; Gaszner és mtsai. 2007; Rouwette és mtsai.
2011; Gaszner és mtsai. 2012; Kormos és Gaszner 2013; Kormos és mtsai. 2022; Ujvari és
mtsai. 2022). Korabbi kisérleteink soran a kronikus stressz egér modelljében, valamint
ongyilkos személyekbdl szarmazo human mintakban a Trpal mRNS expresszi6 csokkenését
detektaltuk az EWcp/UCNI neuronjaiban (Kormos és mtsai. 2022). Ez a megfigyelés a
tovabbiakban felveti, hogy az UCNI1 neuronokon expresszalodd6 TRPA1 receptorok
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hozzajarulhatnak az urocortinerg sejtek stressz adaptacioban betdltott szerepéhez, és ezaltal

érintettek lehetnek bizonyos stressz-fliggé maladaptiv zavarok pathomechanizmusaban.

Az EWcp peptiderg neuronjai - a fentiekben részletezett, stressz valaszban jatszott szerepiikon
tal - még szdmos mas élettani/korélettani folyamathoz jarulhatnak hozzé, ideértve a
taplalékfelvételt, a hoszabalyozast, az addikciot, valamint a hangulatszabalyozast (Fekete és
Zorrilla 2007; Valentino és mtsai. 2010; Kozicz és mtsai. 2011; Fox és Lowry 2013; Schreiber
¢és Gilpin 2018; Hupalo és mtsai. 2019; Zuniga és Ryabinin 2020; Ong és McNally 2020; Al-
Omari és mtsai. 2023).

1.3 A poszttraumas stressz betegség (PTSD)
1.3.1 A PTSD epidemioldgidja és tiinettana
A PTSD a stressz adaptacids zavarok koz¢é tartozé korkép, mely intenziv érzelmi/fizika trauma
(pL.: baleset, gyermekkori abuzus, szexualis erdszak, héboris trauma) hatisara alakul ki.
Epidemiologiai felmérések szerint az Amerikai Egyesiilt Allamok és a nyugat-eurdpai orszagok
felndtt népességének kb. 90%-a €l at ¢€lete soran legalabb egy alkalommal sulyos mértékii
traumatikus ¢élményt. A betegség teljes élettartamra vonatkoztatott prevalencidja 1-9%
(Schrader és Ross 2021; Oakley és mtsai. 2021; Maercker és mtsai. 2022). A korkép
gyakorisaganak pontos megallapitdsat neheziti, hogy jelentds eltérések mutatkoznak a
kiilonb6zé munkakorokben dolgozd személyek, bizonyos tarsadalmi €s kulturalis csoportok
tagjai, illetve az egyes nemzetek allampolgarai k6zott (Oakley és mtsai. 2021; Maercker €s
mtsai. 2022). A PTSD nagyjabol kétszer gyakrabban fordul elé néknél (Christiansen és Berke
2020), valamint olyan kozosségek tagjainal, akik életveszélyes eseményt éltek at (pl.: haborus
veteranok, természeti katasztrofak taleéldi, politikai elitéltek) vagy rossz kozbiztonsaggal
rendelkez6 orszagokbdl szarmaznak (pl.: Kenya, Nigéria) (Schrader és Ross 2021; Oakley és
mtsai. 2021; Maercker és mtsai. 2022). A korkép élettartam prevalenciaja joval magasabb és
kimenetele sokkal kedvezétlenebb azon személyek esetén, akik gyermekkorukban erdszakos
blincselekmény aldozatai voltak (Schrader €s Ross 2021; Maercker és mtsai. 2022). A kivalto
trauma tartos fennallasa, illetve annak esetleges ismétlddése vagy kontrollalhatatlan kimenetele

szintén jelentdsen noveli a korkép kialakulasanak valosziniiségét (Oakley €s mtsai. 2021).

A Dbetegségre jellemzé a traumatikus €élményre emlékezteté kulcsinger altal kivaltott,
epizodikusan visszatér6 stlyos szorongas €és pszichomotoros nyugtalansag (hyperarousal), a

trauma emlékképeinek éber allapotban (spontan flashback, illetve intruziv emlékképek) vagy
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rémalmok formdjadban torténd ismételt atélése, valamint az ehhez kapcsolodo elkeriild
viselkedés. Sulyos esetekben a beteg hangulatat és kognitiv viselkedését érintd negativ
véltozasok az érintett személy szocidlis deprivacidjahoz, munkahelyi, valamint magéanéleti

problémak fellépéséhez vezetnek (Auxéméry 2018).

1.3.2 A PTSD pathomechanizmusa
Az PTSD pathogenezisében szerepet jatszo, egyik legrészletesebben vizsgalt neurobioldgiai
mechanizmus a neuroinflammaci6, mely kialakuldsahoz a tilzott mértékii vagy kronikusan
fennallo stressz jarulhat hozza (Hori és Kim 2019) (5. abra). Ezen kronikus stressz altal
eldidézett immunoldgiai €s gyulladasos valaszokat tdmasztjak ald a korkép tanulméanyozasara
hasznalt allatkisérletes modellek is (Powell és mtsai. 2009; Wei és mtsai. 2012). A stressz hatas
egyrészt a PVN fokozott CRH termelése miatt bekdvetkez6 szimpatikus idegrendszeri (SNS)
aktivacio és kovetkezményes katekolamin mobilizalas révén képes - kozvetett iton - fokozni
az immunsejtek proinflammatorikus citokin (interleukin 1 (IL-1); interleukin 6 (IL-6) és tumor
nekrozis faktor-o (TNF-a)) termelését (Bierhaus és mtsai. 2003; Tan és mtsai. 2007). Masrészt
stressz hatasdra a kozponti idegrendszer gliasejtjei (mikroglia, asztroglia) kozvetleniil is
képesek termelni a fent emlitett citokineket, igy hozzajarulva a neuroinflammacio
kialakuldsdhoz (Hori és Kim 2019). Lényeges tovabba, hogy az IL-1, IL-6 és TNF-a szint
emelkedés a CRH szekrécié fokozasaval szerepet jatszik a stressz valasz fenntartasaban (Hori
¢s Kim 2019). A PTSD-re jellemz0 - stressz valasszal 0Osszefliggésben 4allo -
proinflammatorikus allapot a HPA tengely, illetve a szimpato-adrenomedullaris rendszer
megvaltozott mitkodésével jarhat egyiitt (Hori és Kim 2019). Ennek soran Kkarakterisztikus
eltérésnek tekinthetd a HPA tengely csokkent és az SNS fokozott miikodése (Daskalakis és
mtsai. 2016; Hendrickson és mtsai. 2016), vagyis az emelkedett CRH és citokin szintek,
valamint a megnovekedett szimpato-adrenomedullaris katekolamin mobilizacié jellemzden
csokkent gliikokortikoid szintekkel jarnak egyiitt (Hori és Kim 2019). Ezek egyfeldl a
neuroinflammacio kialakulasaban és fenntartasaiban (CRH, IL-1, IL-6 és TNF-a), illetve a
PTSD-re jellemz6 vegetativ tiinetek és hipervigilancia (adrenalin, noradrenalin) 1étrej6ttében
jatszhatnak szerepet (Hori és Kim 2019). Masfeldl tekintettel a gliikokortikoidok gyulladésos
valaszokra kifejtett gatlo hatasara, a PTSD-re jellemzd alacsony Kortizol szint szintén
hozz4jarulhat a betegségben megfigyelhetd neuroinflammacié feler6sddéséhez, €s igy a tiinetek
progresszidjahoz. Ezt bizonyitjak korabbi tanulményok eredményei is, melyek szerint az

alacsony kortizol szint fokozza a PTSD kialakulasanak rizik6jat traumas események atélését

-18-



kovetden (Yehuda és mtsai. 1998; 2000). A neuroinflammacié soran felszabadulo IL-1, IL-6 és
TNF-o ugyanakkor a proinflammatorikus allapot kialakitasa, és stressz valasz fenntartdsa
mellett - a kdzponti idegrendszerre kifejtett morfologiai és funkcionalis hatasaik révén -
befolyéasolhatjak a neurogenezis, a szinaptikus plaszticitas, valamint a memoria ¢és tanulési
folyamatokat is (Levin €s mtsai. 2017). Irodalmi adatok szerint a fent emlitett citokinek altal
eldidézett neuroinflammacié az amygdala tilmikodését eredményezi, igy gatolva a PTSD-re
jellemzd abnormalis félelemvalasz kioltasat (Inagaki és mtsai. 2011; Yu és mtsai. 2017; Young
¢és mtsai. 2018). Ezzel szemben a gliikokortikoidok megvaltoztathatjak az amygdala félelmet
kivalté ingerekre adott vélaszait, igy hozzdjarulva az averziv emlékképek és a fokozott
félelemvalasz kioltasdhoz (Henckens és mtsai. 2010; de Quervain és mtsai. 2017). Ezen
eredmények tovabbi bizonyitékot nytjtanak azon feltételezéshez, mely szerint a PTSD soran

kialakul6 neuroinflammacio és alacsony Kkortizol szint egylittesen vezetnek a betegség

tinettananak kialakulasahoz.
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5. abra: A stressz hatasara kialakul6 neuroinflammacié soran felszabaduld citokinek
(interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), tumor nekrézis faktor-o (TNF-a)), és a kapcsolodod
neuroendokrin valtozasok. CRH: kortikotropin releasing hormon, ACTH: adrenokortikotrop
hormon, E: adrenalin, NE: noradrenalin, GR: gliikokortikoid receptor, PTSD: poszttraumas
stressz betegség (Hori és Kim 2019 alapjan modositva).
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A korkép kialakuldsaban szerepet jatszo tovabbi Iényeges neurobildgiai tényez0 az oxidativ
stressz. Ennek 1étrejottéhez egyrészt a proinflammatorikus allapot soran aktivalt gliasejtek
jérulhatnak hozza, masrészt a mikroglia és asztrocita eredett reaktiv szabadgyokok maguk is
képesek gliasejtaktivaciot kivaltani, igy erdsitve a neuroinflammacié folyamatat (Miller és
mtsai. 2015; Oroian és mtsai. 2021). Ezt tamasztjak ala korabbi kozlemények eredményei is,
melyek szerint az oxidativ stressz sordn felszaporodé reaktiv szabad gyokok - ideértve egyes
prosztanoidokat és lipidperoxidacidos termékeket is - szerepet jatszhatnak a PTSD
pathomechanizmusaban (Ozdemir és mtsai. 2012; Aschbacher és mtsai. 2013; Bulut és mtsai.

2013; Miller és mtsai. 2015; Atli és mtsai. 2016; Miller és mtsai. 2018).

Morfologiai szempontbol a PTSD kialakuldsa soran érintett legfontosabb agyteriiletek a
medialis prefrontalis kéreg (mPFC - anterior cingularis kéreg (ACC) és ventromedialis
prefrontalis kéreg (vmPFC)), az amygdala bazolateralis (BLA) ¢és centralis (CeA)
magcsoportjai, valamint a limbikus teriiletek koziil a hippokampusz (Ammon-szarv (CA) és
gyrus dentatus (DG)) illetve a nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) (Miller és mtsai.
2018; Harnett és mtsai. 2020; Kamiya és Abe 2020). Korabbi neuromorfoldgiai vizsgalatok a
hippokampusz CA és DG teriileteinek térfogatcsokkenését irtdk le, ami tinédzserekben és
felndttekben egyarant negativ korrelaciot mutatott a PTSD-re jellemzd intruziv tiinetek
megjelenésével (Kitayama €s mtsai. 2005; Smith 2005; Wang és mtsai. 2010; Postel és mtsai.
2019). A félelemvalasz kialakulasaban és kioltasaban kulcsszerepet bet6lté BLA, valamint az
innen afferenseket kapo, és a félelemre adott pszicholdgiai és viselkedési valaszok
kialakitasaért felelos CeA teriiletein megvaltozott neuronalis aktivitast, illetve térfogatokat irtak
le PTSD-s betegeknél funkcionalis MRI, valamint MRI volumetriai vizsgalatok soran (Kamiya
¢s Abe 2020). Az amygdala magcsoportjain kiviil a ACC és vmPFC szintén hozzajarul a
félelemvalasz szabalyozasdhoz és ezaltal a PTSD-ben fellépd tiinetek kialakuldsdhoz, amit a
volumetrias és funkciondlis képalkotd vizsgalatok sordn a mPFC teriiletén detektalhato
térfogatcsokkenés, illetve megvaltozott funkcionalis aktivitas is megerdsitett (Karl és mtsai.
2006; Bromis ¢és mtsai. 2018; Kamiya és Abe 2020). A fent ismertetett neuromorfoldgiai
véltozasok felvetik ugyan ezen agyteriiletek szerepét a betegség pathomechanizmusaban,
azonban a PTSD-re jellemz6 pszichopatologiai/neurobiologiai folyamatokkal vald
kapcsolatukat még mindig nem ismerjiik teljes egészében, ami indokoltta teszi tovabbi - a

korkép kialakuldsanak kutatdséara irdnyulo - vizsgalatok elvégzését.
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1.3.3  Terapias lehetéségek a PTSD kezelésében
A betegség kezelésében az ugynevezett manualizalt pszichoterapids eljarasok az elséként
valasztandok (Lee és mtsai. 2016; Goodnight és mtsai. 2019; Schrader ¢s Ross 2021). Az ebbe
a csoportba tartozo viselkedésterapids modszerek koziil (pl.: egyéni trauma fokuszi
viselkedésterapia, szemmozgasokkal torténd deszenzitizalas ¢és ujrafeldolgozas, kognitiv
viselkedésterapia), egyénre szabottan - a PTSD hatterében allo6 kivalto trauma, az expozicio 6ta
eltelt idd, illetve a betegnél megfigyelhetd tiinettan figyelembevételével - torténik a vélasztas
(Goodnight és mtsai. 2019; Perczel-Forintos és Lisincki 2020). Lényeges, hogy a PTSD-s
betegeknél az egyéni pszichoterdpias kezelés részesitendd eldnyben, mely a csoportterapiaval
szemben joval nagyobb hatékonysagot mutat (Schrader és Ross 2021). A kezelés tobbnyire heti
egy alkalommal elvégzett 60 perces lilés formajaban zajlik, a pszichoterapia teljes idétartama
altalaban 10-16 hét, és f6 célja a traumatikus emlékek, illetve az ehhez kot6do érzelmek
feldolgozasa, a traumdhoz kapcsolddo jelentésadasok atértékelése, az elkeriild viselkedés
csOkkentése, valamint az adaptiv funkciok helyredllitasa (Lee és mtsai. 2016; Goodnight és

mtsai. 2019; Perczel-Forintos és Lisincki 2020).

Szakirodalmi adatok szerint a PTSD kezelésében rendelkezésre 4allo farmakoterapids
lehetdségek hosszl tav hatékonysdga jelentdsen elmarad a pszichoterdpids modszerekétol,
illetve a tartés remisszid fenntartdsa folyamatos gydgyszeres terdpiat igényel, mely a
mellékhatasok fellépésének fokozott kockéazataval jar egyiitt (Lee és mtsai. 2016; Schrader és
Ross 2021). A PTSD kezelésére hasznalt gyogyszerek minddssze a betegség tiineteinek
(depressziv hangulat, szorongas) tompitasaval javitanak a betegek allapotan, mig a korkép
hatterében all6 neurobioldgiai mechanizmusokat (pl.: a kondiciondlis félelem valasz nem
megfeleld kioltdsa), melyek a trauma fokuszu viselkedésterapias eljarasok elsddleges
célpontjai, érdemben nem befolydsoljak (Lee és mtsai. 2016). Ugyanakkor a pszichoterdpias
modszerek a beteg részérdl jelentds kozremiikodeést, illetve a beteg €s a terapeuta kdzotti szoros
bizalmi viszonyt igényelnek, mely tényezdk hianya a terdpiardl vald lemorzsolddast
eredményezheti (Lee és mtsai. 2016; Goodnight és mtsai. 2019; Schrader és Ross 2021). A
fentiek alapjan a PTSD farmakoterapidja csupan palliativ megoldast jelent, és elsdsorban akkor
indokolt, ha a beteg a viselkedésterapias eljarasokkal szemben inkabb a gyogyszeres kezelést
részesiti eldnyben, illetve amennyiben a fennallo stilyos komorbid depresszié miatt jelentds az
auto- és heteroagressziv cselekedetek kockazata (Lee és mtsai. 2016; Perczel-Forintos és
Lisincki 2020). A jelenleg forgalomban 1év6 gyodgyszerek koziil a venlafaxin és a sertralin

hatékonysagardl all rendelkezésre a legtobb klinikai adat (Lee és mtsai. 2016; Goodnight és
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mtsai. 2019; Perczel-Forintos és Lisincki 2020; Schrader és Ross 2021). Ezzel szemben a
betegség kezelésében kordbban viszonylag gyakran hasznalt benzodiazepinek ¢s
antipszichotikumok alkalmazasat az ajanldsok napjainkban egyre inkabb elutasitjak (Lee és
mtsai. 2016; Schrader és Ross 2021), illetve az utobbiakat csak stlyos mértékii - mas
gyogyszerekre vagy pszichoterapiara nem reagalé - fokozott izgalmi allapot (hyperarousal) és
pszichotikus tiinetek fennallasa esetén javasoljak (Perczel-Forintos és Lisincki 2020). A
felsorolt gyogyszereken kiviil a szakirodalom mésodvonalbeli szerekként emlit még néhany
tovabbi szelektiv szerotonin visszavétel gatlot (pl.: fluoxetin, paroxetin), illetve a rémalmok, a
hyperarousal és a szorongasos zavarok kezelésére adjuvans gyogyszerekként tartja szamon az
ai-receptor antagonistakat (pl.: prazozin), valamint egyes aspecifikus antidepresszansokat (pl.:
mirtazapin) (Lee és mtsai. 2016; Schrader és Ross 2021). Osszegzésként elmondhaté, hogy a
PTSD kezelése napjainkban még nem tokéletesen megoldott, a pszichoterapidban részt vevo
betegeknél elsésorban a lemorzsolodas, mig a gyogyszeres kezelésben részesiiloknél a kisebb
hatékonysag, illetve a tartdés kezelésbol adodd mellékhatasok jelentik a legfébb problémat.
Ennek tiikkrében érdemes hangsulyt fektetni a betegség kezelésében nagyobb hatékonysagot ¢s

kedvezdbb mellékhatas profilt mutatd gydgyszerek kifejlesztésére.

1.4 A szaglopalya felépitése, kapcsolatai és élettani jelentésége
141 A szaglopalya felépitése
A szaglopalya egyike a legdsibb f6 szenzoros rendszereinknek, mely lehetévé teszi az illekony
kémiai anyagok jelenlétének érzékelését. A szaglds folyamata az orriiregben talalhato
szaglohamban (OE) kezdddik, mely szenzoros bipolaris neuronjai (OSN) egy az illékony
szaganyagok észleléséért felelds periférias, valamint egy az ingert a bulbus olfactorius (BO)
glutamaterg sejtjeinek irdnyaba tovabbité centralis nyulvannyal rendelkeznek (Smith és
Bhatnagar 2019; Mueller és Egger 2020; Lage-Rupprecht és mtsai. 2020). A BO-ban talalhato
tovabbi jelentds sejttipus a glutamaterg sejtek neurotranszmissziojat befolyasolo, gatld hatast
gamma-amino-vajsav neurotranszmittert (GABA) termeld6 GABAerg neuronok csoportja
(Lage-Rupprecht és mtsai. 2020). A glutamaterg neuronokbol eredé axonok kotegekbe
rendezddve palyakat alkotnak, amik a primer és szekunder szaglokdzpontokban végzddnek (pl.:
nucleus olfactorius anterior (AON), tuberculum olfactorium (OT), piriform kéreg (PC) és
entorhinalis kéreg (EC)) (6. abra). A legjelent6sebb elsédleges szaglomezé a PC, ami az
informacio-feldolgozast kovetéen azt a masodlagos, illetve asszociacidos kozpontokba

tovabbitja (Truex és Carpenter 1969). A fent leirt {6 szaglopalyan tal szamos emldsfajban
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megtalalhat6 az un. jarulékos szagloérendszer, mely magasabb rendii kozpontokhoz szallitva az

ingereket szintén befolyasolhatja a viselkedési valaszokat (Mohrhardt és mtsai. 2018).

6. abra: A szaglopalya sematikus abrazolasa egérben. OE: szagloham, BO: bulbus olfactorius,
AON: nucleus olfactorius anterior, OT: tuberculum olfactorium, PC: piriform kéreg, EC:
entorhinalis kéreg, A: amygdala (Rotermund és mtsai. 2019 alapjan modositva).

Az emberi szaglopalya anatomiai felépitése hasonlit a ragesalokéhoz, azonban a szagérzékelés
tulélésben, valamint mindennapi életben betdltott szerepe humanban kevésbé hangstlyos ezért
az emberi szaglorendszer szamos mas emlésfajhoz (pl.: ragesalok) képest kevésbé fejlett (Smith
¢s Bhatnagar 2019). Ugyanakkor a szagingerek hatdssal vannak a szocialis viselkedésilinkre
(Boesveldt ¢s Parma 2021), valamint a legtobb emlds esetében szerepet jatszanak a szocialis
hierarchia kialakitasaban, a szexualis partner kivalasztasaban, illetve az utédgondozasban
(Vosshall 2005; Wesson 2013; Zou és mtsai. 2015; Stoop 2016; Oettl és Kelsch 2018), és ezen
folyamatokat feltehetéen a limbikus rendszer kozvetitésével képesek befolyasolni, mivel a
szaglasnak mind a rovid, mind pedig a hosszl tavl szocialis memoria kialakitasaban szerepe

van (Perna és Engelmann 2017).

142 A szagingerek altal kivaltott velesziiletett félelemvalasz és szabalyozasa
A szocialis viselkedésre gyakorolt hatasain tal a szaglorendszer funkcionalis integritasa

sziikséges az ¢lelem forrasdnak azonositdsdhoz, valamint a ragadozok elkeriiléséhez (Zou és
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mtsai. 2015), igy hozzajarulva a velesziiletett félelem valasz és az ahhoz kapcsolodo szorongas
kialakulasdhoz. Az elkertiil6 viselkedést kivaltd predator eredetli kémiai ingerek tovabbitasdban
a f6 és a jarulékos szaglorendszer aktivacioja egyarant szerepet jatszik, melyek egyes limbikus
teriiletekkel (amygdala, ventromedialis hipotalamusz, BNST, PAG, PVN) kapcsolatban allva,
azok fokozott neuronalis aktivaciojat idézik eld, igy kialakitva a velesziiletett félelem valaszt
¢és szorongast (Pérez-Gomez és mtsai. 2015; Janitzky és mtsai. 2015). A ragcsalok szamara
predator vords roka szagat imitald 2,5-dihidro-2,4,5-trimetiltiazolin (TMT) az egyik
leggyakoribb félelem és stressz valasz kivaltasara alkalmazott illékony vegyiilet, melyet tobbek
kozott a PTSD ragcesaldé modelljében is hasznalnak (Janitzky és mtsai. 2015; Matsukawa és
mtsai. 2016; Torok és mtsai. 2019). Szakirodalmi adatok szerint TMT expozicidt kdvetéen
fokozott neuronalis aktivacid6 mutathatd ki a BNST (Janitzky és mtsai. 2015; Matsukawa ¢és
mtsai. 2016), az eliils6 piriform kéreg (aPC) (Matsukawa és mtsai. 2016), a PAG, valamint a
PVN (Janitzky ¢és mtsai. 2015) teriiletén. A predator szaghoz tarsuld stresszvalasz
kialakulasaban kulcsszerepet tolthet be a BNST, mely egyrészt kozvetlen afferentaciot kap a
szaginger elsddleges feldolgozasaban részt vevé BO ¢és aPC teriiletérdl, masrészt efferenseket
biztosit a PAG, valamint a PVN irdnyaba, igy hozzdjarulva a velesziiletett félelem valasz,
valamint a stressz tengely szabalyozdsdhoz (Janitzky és mtsai. 2015). TMT alkalmazasat
kovetden raadasul a - PTSD kialakuldsa soran érintett leglényegesebb limbikus agyteriiletek
(hippokampusz és PFC) noradrenerg beidegzését is biztosito - locus coeruleus teriiletén szintén
fokozott stressz-fliggd neuronalis aktivacio volt kimutathatd, bizonyitva ezen struktura
jelentdségét a stressz adaptacidohoz tarsuld félelem vélasz kialakuldsdban (Janitzky és mtsai.
2015). Ezzel 6sszhangban tovabbi kézlemények szerint predator szag hatasara megvaltozott
monoamin szintek igazolhatok a hippokampusz, illetve a PFC teriiletén (Wilson és mtsai. 2014;
Janitzky és mtsai. 2015; Matsukawa €s mtsai. 2016). A fent ismertetett szakirodalmi adatok
alapjan feltételezhetd, hogy egyes limbikus rendszeri struktirdk és a kapcsolddod
neurotranszmitter rendszerek, illetve azok esetlegesen zavart mikodése a velesziiletett félelem
valasz szabalyozasa mellett hozzajarulhat bizonyos stressz-fiiggé adaptacios zavarok (pl.:
PTSD) kialakulasahoz is.
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2. HIPOTEZIS ES CELKITUZESEK

2.1 A TRPALI1 expresszio feltérképezése és karakterizalasa a szaglopalya teriiletén
Irodalmi adatok alapjan allitottuk fel azon hipotézisiinket, hogy a szaglopalya teriiletén
elhelyezkedd TRPA1 receptoroknak szerepe lehet a szaginformécio6 feldolgozasaban, illetve
a szagokra adott viselkedési valaszok alakitasaban. Mivel az irodalomban csak igen
korlatozott szamban talaltunk morfoldgiai eredményeket a TRPA1 receptor szaglopalya
teriiletein valo lokalizaciojarol, ezért els6 célkitlizésiink volt a Trpal mRNS expresszidjanak
feltérképezése a szaglohamban, valamint a szaginformacio feldolgozasaban szerepet jatszo
lényegesebb primer szaglokdzpontokban (BO, PC). Ennek meghatdrozdsdhoz RNAscope
ISH-t végeztiink, mely technika - 6nmagaban vagy immunfluoreszcenciaval kombinalva - a
Trpal esetleges expressziojanak megallapitasa mellett lehetdveé teszi az egyéb sejtspecifikus
markerekkel valé kolokalizacid vizsgalatat, igy biztositva a TRPAl-et tartalmazd sejtek

pontos karakterizalasat.

2.2 A TRPA1 szerepének vizsgilata a predator szag hatasara kialakulo
félelemvalaszban

Mivel korabbi eredmények alapjan felmeriilt a TRPA1 receptor szerepe a predator szagra
adott félelemvalasz létrejottében, ezért tovabbi célként tliztik ki, hogy Trpal génhidnyos
allatok bevonasaval vizsgaljuk két kiilonb6zd predator (roka és macska) szagat imitalo
vegyiilet hatdsat az allatok velesziiletett félelemvalaszara. Ennek soran elséként viselkedés
vizsgalatokat végezve hatidroztuk meg és hasonlitottuk dssze a kiillonb6zd predator szagok
viselkedésre kifejtett hatasait, majd hormonszint mérések segitségével vizsgaltuk a HPA
tengely szagtesztekre adott valaszat. Végiil TRPAT1 ioncsatornat overexpresszalo sejtvonalak
felhasznalasaval meghataroztuk, hogy ezen receptorok kozvetleniil aktivalhatok-e a fent
emlitett szagokkal, vagy csak indirekt modon jarulnak hozza a velesziiletett félelemvalasz

kialakulasahoz.

2.3 A TRPAI szerepének vizsgalata a PTSD kialakuldsaban
Figyelembe véve, hogy a ragcsalokon elvégzett predator szagtesztek a PTSD kivaltasara is
alkalmazott allatkisérletes modellek, valamint, hogy koradbbi eredményeink szerint az
EWcp/UCNI neuronjain talalhato TRPA1 befolyasolhatja a stressz adaptacio szabalyozasat,
feltételezziik, hogy az EWcp/TRPA1/UCNI neuronok hozzdjarulhatnak a stresszadaptacio

-25-



zavara altal okozott PTSD pathomechanizmusahoz. Ennek megallapitasahoz két kiilonbozo
PTSD modellt (single prolonged stressz (SPS) és elektromos labsokk) alkalmazva vizsgaltuk a
Trpal WT és KO allatok viselkedésében tapasztalhato kiilonbségeket, illetve az EWcp teriiletén
végzett RNAscope technika és immunfluoreszcens vizsgalatok segitségével hataroztuk meg a

EWcp/TRPAL/UCNLI neuronok PTSD modell soran kialakul6 valaszait.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Allatok

A centralis lokalizacioja  TRPAT1 receptorok azonositasahoz, valamint az ioncsatornat
expresszalo sejtek karakterizadldsdhoz naiv 9 hetes him C57BL/6 egereket vizsgaltunk. A
kisérleti modelleket és a viselkedés vizsgalatokat 3-4 honapos him Trpal** (WT) és Trpal”
(KO) egereken hajtottuk végre. A Trpal WT és KO egerek szaporitdsdhoz sziikséges
heterozigota Trpal*” tenyész parokhoz Prof. P. Geppetti, (Firenzei Egyetem, Olaszorszag)
szivességébol jutottunk hozza, melyeket eredetileg Bautista és mtsai. (Bautista és mtsai. 20006)
hoztak létre. Roviden Osszefoglalva a genetikai modositast a CS7BL/6J torzshoz tartozo
allatokban alakitottak ki, melyeket 10 generdcid utdn visszakereszteztek. Az utddok
genotipusanak ellenérzése PCR segitségével tortént (primerek szekvenciai: ASM2: ATC ACC
TAC CAG TAA GTT CAT; ASP2: AGC TGC ATG TGT GAA TTA AAT). Kisérleteinket a
Pécsi Tudomanyegyetem Allat Etikai Bizottsaganak engedélyével végeztiik (BA02/2000-
25/2019), figyelembe véve és betartva az Eurdpai Kozosség 1986. november 24-én kelt
ajanlasait, tovabba az allatok tartasardl és felhasznalasarol szolo 1998. évi XXCIII torvényt. A
kisérletek sordan mindent elkdvettiink annak érdekében, hogy a felhasznalt allatok szama és
szenvedése a lehetd legkisebb mértéki legyen.

Az allatokat a PTE AOK Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézetében standard polikarbonat
ketrecekben (330 x 160 x 130 mm, 5-7 egér/ketrec vagy 330 x 100 x 130 mm, 2-5 egér/ketrec)
helyeztiik el, és standard ragcsalotappal (LT/n, Szinbad Kft., G6d6116), valamint csapvizzel ad
libitum lattuk el. Az allattartas 20-24 °C-on, 50-60% relativ paratartalommal, 12-12 dras sotét-
vilagos ciklusban tortént. A kornyezetgazdagitas érdekében az alomtestvérek jelenléte mellett
a ketrecekbe papirgurigat helyeztiink. Mikrobioldgiai monitorozast évente végziink (FELASA
»S"). A PTSD modelleket, illetve az azokhoz kapcsolddo viselkedés teszteket a korai sotét
fazisban, 18 és 22 ora kozott hajtottuk végre, mig az akut szagaverzids vizsgalatot a reggeli

orékban végeztiik.

3.2 Kisérleti elrendezés
3.21 A Trpal mRNS expresszio vizsgalata egér szaglopalya teriiletén
A Trpal szaglopalya teriiletén vald expresszidjanak vizsgéalatat naiv 9 hetes him C57BL/6
egerekbdl szarmazo6 szagloham, BO ¢és PC mintakon végeztiik. A Trpal expresszald sejtek
karakterizalasa céljabol a szaglohamon, az OSN identifikalasara alkalmas anti-p-tubulin 111

immunmarkert hasznalva, immunfluoreszcencidval kombindlt RNAscope ISH-t végeztiink,
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mig a BO-t, valamint PC-t tartalmaz6 agymintakon, neuronalis nuklearis fehérje (NeuN),
vezikularis glutamat transzporter 1 (Vglutl), valamint glutamat dekarboxilaz 1 (Gadl) mRNS-

re specifikus probak alkalmazasaval multiplex RNAscope ISH-t hajtottunk végre.

3.22 A TRPA1 szerepének vizsgilata a predator szaggal Kkivaltott
félelemvalaszban

A predator szaggal kivaltott velesziiletett félelemvalasz vizsgalatahoz roka (2-MT), illetve

macska (valeriansav) szagat imitalo vegyiileteket hasznaltunk. Ennek soran Trpal WT ¢és KO

egereknél, elsdsorban a predator szag altal eldidézett lefagyasi reakciot értékeltiik, illetve a

kisérletet kovetden stressz hormon szint (ACTH és kortikoszteron) meghatarozas céljabol

vérmintat gyujtottiink.

3.2.3 A valeriansav és a 2-MT TRPALl-aktivaloképességének vizsgalata
A szagaverzios tesztekben alkalmazott 2-MT és valeriansav felhasznaldsaval - egér és human
TRPA1 receptorokat expresszald Chinese Hamster Ovary (CHO) sejtvonalakon - Ca?*
bearamlas mérést végeztiink annak megallapitasara, hogy képesek-e a fent emlitett vegyiiletek

agonistaként hatni a TRPAT receptorokon.

3.24 A TRPAI szerepének vizsgalata PTSD egérmodellekben
A PTSD kivaltasahoz Trpal KO és WT allatokon két kiilonb6z6 kisérleti modellt alkalmaztunk,
melyek lehetové teszik a betegség egyes jellegzetességeinek szeparalt vizsgalatat. Az egyik
modell a single prolonged stressz (SPS) volt, mely soran az allatokat elészor restraint
stressznek, ezt kovetden forced swim tesztnek (FST), végiil pedig éter narkdzisnak vetettiik ala,
majd vizsgaltuk az allatok immobilitdsat. A masik modell soran, a stressznek kitett egerekben
hanghatassal kombinalt ismétl6dd labsokkot alkalmaztunk, majd értékeltiik az allatok lefagyasi
reakcigjat, valamint ugralasat. Mindkét modellnél a viselkedés tesztek elvégzését kovetden 36
oraval az allatokat termindltuk, és tovabbi szOvettani vizsgalatok céljabol agymintat
gyljtottiink. A morfologiai vizsgalatokat az EWcp/UCNI1 neuronjain végeztiik. Ezek sordn a
Trpal és Ucnl mRNS expresszidjat RNAscope ISH, mig az UCNI1 peptid tartalom valtozasat

immunfluoreszcencia segitségével vizsgaltuk.
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3.3 Perfazié és mintagytijtés

Az egereket intraperitonedlisan beadott uretan injekcidval (2,4 g/kg) kivaltott mély anesztézia
soran transzkardidlisan perfundaltuk 20 ml jéghideg 0,1 mol/l-es foszfatpufferelt s6oldattal
(PBS, pH: 7,4), melyet fixalas kovetett 150 ml 4%-o0s paraformaldehid oldattal (PFA). A
perfuzid utdn az agyakat eltavolitottuk, és 72 6ran at PFA-ban 4 °C-on posztfixaltuk. Az OE-
kat szintén eltavolitottuk, és a krioprotekcid biztositasa érdekében 30% szacharozt tartalmazo
4%-0s PFA-ba gytijtottik 24 o6ras posztfixalasra. Az agyakat Leica VT1000 S vibratommal
(Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszadg) koronalisan metszettiik. Ennek soran 30 um-es
szeleteket készitettiink, melyet 6t sorozatra osztottunk, és fagyallo oldatban taroltunk (20%
etilénglikol, 30% glicerin és 0,1 mol/l-es natrium-foszfat puffer) -20 °C-on. Tovabbi
morfologiai vizsgalatok elvégzése céljabol a BO-t (Bregma 3 mm), a PC-t (Bregma -1,46 mm)
¢s az EWcp-t (Bregma -2,92 mm-t61 -4,04 mm-ig) tartalmazo metszeteket a Paxions és Franklin
egér agy sztereotaxias koordindtdkat tartalmaz6 egér agyi anatomia atlasz segitségével
valogattuk ki (Paxinos és Franklin 2001). Az OE mintdkat OCT médiumba (Leica) agyaztuk
be, és 17 um vastagsagu transzverzalis metszeteket Készitettiink kriosztat (Leica CM 1950,
Nussloch, Németorszag) alkalmazasaval. Ezutan a metszeteket SuperFrost Ultra Plus adhézios
targylemezekre (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Németorszag, kat.sz.: 10417002)
rogzitettiik és festésig -20 °C-on taroltuk.

3.4 RNAscope in situ hibridizacié (ISH) immunfluoreszcenciaval kombinalva
A koronalis BO, PC és EWcp metszeteken RNAscope Multiplex Fluoreszcens Reagens Kit v.2
(Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval, 30 pm-es
vibratomos mintakra optimalizalt modositott elokezeléssel (Nemes és mtsai. 2021), egyebekben
a gyarto altal megadott protokoll szerint RNAscope ISH vizsgalatot végeztiink. Ennek soran a
szoveti elékezelést kovetéen a mintak célgénjeit egér Trpal, NeuN, Vglutl, Gadl és Ucnl
specifikus probakkal hibridizaltuk (I1d. 1. tablazat). A szekvencialis jelerdsitést és
csatornahivast a gyartoi protokollban leirtak szerint végeztiik. A sejtmagok identifikalasa 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI; Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, Egyesiilt Allamok,
kat.sz.: 323108) alkalmazasaval tortént. A metszetek fedéséhez ProLong Diamond Antifade
Mountant (Thermo Fisher Scientific) médiumot hasznaltunk. A megbizhatdé eredmények
biztositasa érdekében technikai kontrollként egyrészt RNAscope 3-plex egér pozitiv kontroll
probat hasznaltunk (Id. 1. tablazat), amely az RNS-polimeraz II A alegység (Polr2a;
fluoreszcein), a peptidilprolil izomeraz B (Ppib; Cyanine 3 (Cy3)), illetve az ubikvitin C (Ubc;
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Cyanine 5 (Cy5)) mRNS-ekre specifikus. Masrészt 3-plex negativ kontrollként a bakterialis D-
box koté PAR BZIP transzkripcios faktor (dabP) mRNS-re specifikus probat hasznaltunk (1d.
1. tablazat).

A EWcp metszetein UCN1 immunfluoreszcenciat is végeztiink. Ennek soran, az RNAscope-ot
kovetden, a metszeteket 2 x 15 percig mostuk PBS-ben, majd 2%-0s NDS-t tartalmazé PBS-el
1:10.000 aranyban higitott, rekombinans nyul anti-urocortin 1 antitesttel (Id. 2. tablazat)
inkubaltuk egy éjszakan at szobahOmérsékleten. Masnap a metszeteket 2 x 15 percig mostuk
PBS-ben, majd 2 %-0s NDS-t tartalmaz6 PBS-el 1:500 aranyban higitott, Alexa Fluor 488-al
konjugélt szamar anti-nyl szekunder antitesttel (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.,
Cambridgeshire, Egyesiilt Kiralysag; 1d. 2. tablazat) inkubaltuk harom o6ran at
szobahdmérsekleten. PBS-es mosast kdvetden a sejtmagok vizualizalasat, illetve a lemezek

fedését a fent leirtakhoz hasonldan végeztiik.

A szagloham mintdkon a fent részletezett protokoll szerint Trpal specifikus probat (1d. 1.
tablazat) hasznalva szintén RNAscope ISH-t hajtottunk végre, melyet B-tubulin Ill
immunfluoreszcencia kovetett, a szaglohamban talalhaté érzéidegsejtek (OSN) identifikalasa
céljabol. Ennek soran az EWcp immunfluoreszcens vizsgalatanal is leirt protokollt alkalmaztuk
a kovetkezé antitestekkel: poliklonalis nyul anti-B-tubulin 111 primer antitest (1:200-as
higitasban; Merck, Sigma Aldrich GmbH; Schnelldorf, Németorszag; Id. 2. tablazat) és Alexa
Fluor 488-al konjugalt szamar anti-nyul szekunder antitest (1:500 aranyban higitott; Thermo
Fisher Scientific; Id. 2. tablazat).
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Proba Katalogusszam Fluoroforok Higitas
Mm-Trpal 400211-C2 TSA Plus Cy3 1:750
Mm-NeuN 313311-C3 TSA Plus Cy5 1:750
Mm-Vglutl 416631 TSA Plus Fluorescein 1:3000
Mm-Gad1l 400951-C3 TSA Plus Cy5 1:3000
Mm-Ucnl 466261 TSA Plus Cy3 1:3000

Mm-3-plex pozitiv 320881 TSA Plus Fluorescein, Cy3, 1:750
kontroll Cy5

3-plex negativ kontroll 320871 TSA Plus Fluorescein, Cy3, 1:750
Cy5

1. tablazat: Az RNAscope in situ hibridizacié soran alkalmazott probak adatai. Trpal:
tranziens receptor potencial ankyrin 1 MRNS; NeuN: neurondlis nukledris fehérje mRNS;
Volutl: vezikularis glutamat transzporter 1 mMRNS; Gadl: glutamat dekarboxildz 1 MRNS;
Ucnl: urocortin 1; Mm: Mus musculus; TSA: tiramid szignal amplifikacié; Cy3: Cyanine 3;

Cyb5: Cyanine 5.

Primer antitest Katalégusszam Szekunder antitest Katalogusszam
(higitas) (higitas)
nyul anti-B-tubulin 111 T2200 Alexa 488 konjugalt A-11012
(1:200) szamar anti-nyul (1:500)
nyul anti-urocortin 1 Abcam Alexa 488 konjugalt 711-545-152
(1:10.000) ab283503 szamar anti-nyul (1:500)

2. tablazat: Az immunfluoreszcencia soran alkalmazott antitestek adatai.

3.5 Mikroszkopia, morfometria
A képalkotashoz Olympus Fluoview FV-1000 lézer pésztazod konfokélis mikroszkdpot és
FluoView FV-1000S-1X81 képelemz6 szoftvert (Olympus Europa, Hamburg, Németorszag)
hasznaltunk. A digitalis képeket az egyes fluoroforoknak megfeleld analdog lizemmoddban
torténd szekvencialis pasztazassal készitettiik annak érdekében, hogy az emisszios spektrumok
atfedésébol adodo fals pozitiv jelet kikiiszoboljiik, illetve, hogy a fluoreszcens szignalt
megbizhatéan szamszerlsiteni tudjuk. A konfokalis aperturat 80 um-re allitottuk. Az analog

szekvencialis szkennelést a BO, PC ¢s OE mintakon 40%-es (NA: 0,75), mig az EWcp mintdkon
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60x%-0s objektivvel végeztiik (NA:1,35). A szaglopalya struktardinak vizsgalatanal szoftveresen
1 um-es, mig az EWcp esetében 3,5 pm-es optikai vastagsaggal szamoltunk. Mindkét esetben
1.024 x 1.024 pixeles felbontast, valamint 4 ps-os pixelenkénti gerjesztési id6t alkalmaztunk.
A DAPI-t 405, a fluoreszceint és az Alexa Fluor 488-at 488, a Cy3-at 543, a Cy5-6t pedig 647
nm-en gerjesztettiik. A kiilonbozo célpontok vizualizalasa soran a kdvetkezo virtualis szineket
rendeltiik a fluoreszkalo jelekhez: kék a DAPI, zdld a fluoreszcein és az Alexa 488, piros a

Cyanine 3 ¢és fehér a Cyanine 5 esetében.

Az EWcp-t tartalmazo szeletekbdl a fotdzas soran nyert nyers képeken az Imagel] szoftver
(1.52a verzid, NIH, Egyesiilt Allamok) segitségével morfometriat végeztiink. Az Ucnl mRNS
¢s az UCNI peptid esetében allatonként négy EWcp szeletrdl késziilt nem szerkesztett kép
alapjan, szeletenként 5-10 sejttestben hataroztuk meg a fluoreszcens jelintenzitast. A vizsgalt
régiot a neuronok citoplazmatikus teriiletein manualisan hataroztuk meg. A specifikus
jeldenzitast (SSD) onkényes egységben (au) fejeztilk ki. Metszetenként 5-10 neuronban
hataroztuk meg az SSD értékét, melyeket minden egyes szeletben atlagoltunk, és az igy kapott
atlagolt jeldenzitasabol az adott metszet hattér denzitasanak atlagat minden alkalommal
levontuk. A fent részletezett méréseket és szamitasokat allatonként négy szeletben végeztiik el,
majd az igy kapott metszetenkénti értékeket is atlagoltuk. E négy érték atlaga egy egér hattér
denzitassal korrigalt SSD-értékét jelentette. A Trpal mRNS jel esetében szintén manualisan,
szeletenként 5-10 neuronban szamoltuk meg a sejtenkénti kopidk szamat, allatonként négy
szeletben. A szamolas soran az egyes sejtek hataranak megallapitasahoz az UCNI1
immunfluoreszcencia citoplazmatikus jelét hasznaltuk. Az igy kapott értékeket a fentiekhez

hasonlé modon atlagoltuk, majd statisztikai vizsgalatot végeztiink.

3.6 Predator tesztek
A predator szaggal kivaltott kisérleteket elszivofiilke alatt végeztiik két egymastol (kontroll vs.
predator szagnak kitett csoport) elkiilonitett hangszigetelt helyiségben Trpal WT és KO
allatokon. A modell soran a dobozok sarkaba egy sziirépapirkorongot helyeztiink, melyet a
kontroll allatoknal fizioldgias sooldattal itattunk at, mig a predator szagnak Kkitett egereknél
rokaszagot imitaldo 2-metil-2-tiazolinnal (Sigma-Aldrich, Kkat.sz.: 2346-00-1), vagy a
macskaszagra jellemzé valeriansavval (Merck, Sigma-Aldrich GmbH, Schnelldorf,
Németorszag, kat.sz.: 800821) kezeltiink. A szaganyagokat séoldattal higitottuk (50 ul
vegyiiletet 2 ml-re), és minden egyes kisérleti allatnal 50 pl-t hasznaltunk az igy készitett

oldatokbol. Az egyes vizsgalatok kozott 70%-0s etil-alkohol oldattal tisztitottuk ki a dobozokat,
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valamint frissen atitatott sziir6papirt helyeztiink a dobozokba. A kisérlet soran a dobozok felett
elhelyezett videokamerakkal rogzitettiik az egerek viselkedését, melyet késébb szamitogépes
szoftver (Solomon coder, https://solomon.andraspeter.com/, 2019) segitségével értékeltiink ki
ugy, hogy a vizsgald személy az egerek csoportbeosztasat nem ismerte. Ennek soran az alabbi
viselkedési mintazatokat vizsgaltuk: ledermedés/freezing (nincs nyilvanvald aktivitas (a
velesziiletett félelemvalaszt reprezentalja)), szimatolas (a szagot tartalmazd korong
szaglaszasa), valamint exploracié (minden egyéb mozgassal jard tevékenység). A kiértékelés
soran mind az egyes viselkedési mintazatok szazalékban kifejezett id6tartamat, mind pedig

azok gyakorisagat (frekvenciajat) regisztraltuk.

3.7 Radioimmun-assay
A predator teszteket kovetden az allatokat azonnal dekapitaltuk, majd vért gytijtottiink toliik. A
vérmintakat 3000 rpm fordulatszdmon 5 percig centrifugaltuk 4 °C fokon. Az igy nyert
szérummintéakat, tovabbi ACTH ¢és kortikoszteron szint meghatarozasig, -20 °C-on taroltuk. A
hormonszinteket radioimmun-assay segitségével hataroztuk meg a szagaverzids teszteket
kovetden nyert szérum mintakban (ACTH: 50 pl; kortikoszteron: 10 pl), mindkét esetben a
Kisérletes Orvostudomanyi Kutatdé Intézet (Budapest, Magyarorszag) altal kifejlesztett
antitestek felhasznalasaval (Zelena és mtsai. 2003). A vizsgélaton beliili variacios koefficiens
7,5%, illetve 4,7% volt. Egy adott kisérletbdl szarmazd 0sszes mintat egy munkamenetben

mértiink le.

3.8 A Ca? bearamlas mérése aramlasi citometridval
Az egér és human TRPAl-et overexpresszalo sejtvonalak a PTE AOK Farmakolégiai és
Farmakoterapiai Intézetéb6l szarmaznak (Pozsgai és mtsai. 2017). A taptalajt (500 ml
Dulbecco's-Modified Eagle Medium (DMEM), 50 ml fotalis szarvasmarha szérum albumin, 10
ml L-glutamin (200 mmol/l), 10 ml MEM nem-esszencialis aminosav oldat, 500 pl penicillin
és streptomicin) ovatosan eltavolitottuk a sejtekrél, majd a sejteket 5 percig tripszin oldatnak
(250 ul, 0,1% PBS-ben oldva) tettiik ki. Minden egyes mintdhoz kériilbeliil 10* TRPA1-
overexpresszalo CHO sejtet reszuszpendaltunk 100 pl sejttenyészté médiumban. Ezt kdvetden
Fluo-4 AM-et (Invitrogen, 0,4 ul, 1 pg/ul DMSO-ban) adtunk az oldathoz, majd a sejteket 30
percig 37 °C-on inkubaltuk. Az inkubéciot kovetden extracellularis oldatot ((ECS) 400 pl,
amely Osszetétele (mmol/l-ben kifejezve): NaCl, 160; KCI, 2,5; CaCly, 1; MgCl,, 2; HEPES,
10; gliikoz, 10; pH 7,3) adtunk a sejtszuszpenzidohoz, majd azt 500 ul ECS-ben szuszpendalt,
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2-MT-t (Sigma-Aldrich, kat.sz.: 2346-00-1) vagy valeriansavat (Merck, Sigma-Aldrich GmbH,
Schnelldorf, Németorszag, kat.sz.: 800821) harom kiilonb6zé koncentraciéban (100; 1.000
vagy 10.000 pmol/l) tartalmaz6 oldattal inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejtszuszpenzidkon
aramlasi citometriat végeztiink, mely soran a Fluo-4 AM-et 488 nm-es 1ézerrel gerjesztettiik. A
fluoreszcenciat 504 nm-en detektaltuk. A mintak atlagos zold fluoreszcenciajat festékkel toltott
kontrollsejtek alapfluoreszcencidjaval, valamint 100 umol/l-es TRPAL agonista oldattal (allil-
izotiocianat) aktivalt sejtek fluoreszcenciajaval hasonlitottuk dssze, ami 100%-o0s aktivacionak

tekinthet6 (Pozsgai és mtsai. 2017).

3.9 SPS PTSD modell
Vizsgalataink soran a Trpal KO (n=12) és WT (n=9) egerek egy-egy csoportjat single
prolonged stressz tesztnek tettiik ki, mig egy masik csoport KO (n=10) és WT (n=10) allatot
nem stresszelt kontroll csoportokként hasznaltunk. Az SPS modell végrehajtasat kovetden az
allatokat két hétre stresszmentes kornyezetbe helyeztiik, majd ezen id6tartam elteltével, mind a
stressznek kitett, mind pedig az intakt csoportokon viselkedés vizsgalatokat (forced swim teszt
¢s restraint teszt) végeztiink. Az SPS modellt és a kapcsolddo viselkedési teszteket a korai sotét
fazisban (egerek aktiv fazisa) végeztiik 18 és 22 ora kozott. A viselkedés tesztekhez kapcsolodo
akut stressz hatasanak kizardsa érdekében, az allatokat az utolso vizsgélat elvégzését kdvetden

36 oraval terminaltuk, és morfologiai vizsgalatok céljabol mintat gylijtottiink (7. abra).

Single prolonged stressz

A

Forced swim teszt 15 min

Eter narkozis

Dietil-éterrel
atitatott
yvatta

7. abra: Az single prolonged stressz (SPS) modell sémas abrazolasa (A). A kisérletek idébeli
elrendezése (B).
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Az SPS protokoll sordn minden egyes stresszelt allatot el0szor egy 2 oran keresztiil tartd un.
restraint stressznek tettiink ki, mely soran az egereket egy zart 50 ml-es kupos, a falan
szell6zonyilasokkal ellatott, miianyag csObe zartuk, melyben az egerek mozgisa nagy
mértékben korlatozott. Kozvetleniil a restraint-t kovetden az allatok forced swim tesztben
vettek részt, mely soran az egereket 15 percig egy 24 + 1 °C-os vizzel 20 cm-es mélységig
megtoltott 2 literes Pyrex® mérdpohdrba helyeztiik. Ezt kovetden az allatokat torlékenddvel
megszaritottuk, majd 15 percre sajat ketreciikbe helyeztiik. Végiil az egereket dietil-éterrel
atitatott vattat tartalmazo edénybe helyezve éter-narkozist valtottunk ki, melynek bealltat
kovetden azonnal 1j alommal ellatott ketrecekbe helyeztiik az allatokat, ahol két hétig tovabbi

stresszorok alkalmazasa nélkiil tartottuk dket.

Az SPS modell elvégzését kovetd 14. napon az dsszes kisérleti csoporton viselkedés teszteket
hajtottunk végre. A viselkedés vizsgélatok sordn eldszor a fent ismertetett protokoll szerint
restraint stressznek tettiik ki mind a négy kisérleti csoport allatait, azzal az egyetlen 1ényeges
kiilonbséggel, hogy ezuttal mindossze 15 percig alkalmaztuk ezt a stresszort. Mivel a PTSD-re
is jellemzd depresszid-szerli viselkedés jol jellemezhetd a nagyobb mértékii immobilitdssal
(Torok és mtsai. 2019; Kormos és mtsai. 2022), ezért ennek sordn elsdsorban az allatok
mozdulatlan allapotban eltoltott idejét, illetve a helyzetbdl vald aktiv menekiilésre tett

kisérleteket vizsgaltuk.

A restraint stresszt kdvetden az allatokat 60 percig nyugalomba helyeztiik, majd szintén mind
a négy csoporton a korabban leirtaknak megfeleléen FST-t hajtottunk végre, mely ezuttal
azonban csupan 6 percig tartott. Az FST soran vizsgalt harom 1ényegesebb paraméter a lebegés
(nincs nyilvanval6 aktivitas, vagy csak az egyik hatso 1abbal vald egyenstlyozas a vizben), ami
tulajdonképpen az immobilitasnak feleltethetdé meg, az Gszds (mely sordn az allat hatso
végtagjai segitségével korkordsen haladé mozgast végez a vizzel teli edényben), valamint a
kiizdés (ennek soran az egér 0sszes végtagjaval csapkodva intenziven igyekszik menekiilni a
vizbdl). Az utdbbi két paraméter egyiittesen az allat mobilitdsat adja meg, melyek aktiv
megkiizdési stratégidnak felelnek meg. Ezzel szemben a lebegéssel jellemezhetd immobilitas
egyféle passziv belenyugvasnak tekinthet6 (Sabban és mtsai. 2015; Kormos és mtsai. 2022), és
a szakirodalom egy a PTSD-re is jellemz6 depresszio-szerii viselkedési mintazatként tartja
szamon (Torok €s mtsai. 2019). Az egyes viselkedési paraméterek rogzitése videdkameraval
tortént, melyeket késébb egy, a kezelési csoportokat nem ismerd megfigyeld, a szagaverzids

teszteknél is hasznalt szamitogépes szoftver segitségével értékelt ki.
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3.10 Elektrosokk PTSD modell
Az altalunk hasznalt, PTSD kivaltasara szintén alkalmas allatkisérletes modell az elektromos
labsokk alkalmazasa. Ennek sordn az SPS modellben leirtakhoz hasonldan az allatokat négy
csoportra osztottuk. A Trpal KO (n=10), és WT (n=10) egerek egy csoportjat hanghatassal
(akusztikus riaszt6 stimulus; ASS) kombinalt elektromos labsokk altal kivaltott stressznek
tettiik ki (félelem kondiciondlds), mig a nem stresszelt kontroll KO (n=9) és WT (n=11)
csoportok csupan hanghatdsban részesiiltek sokk leadasa nélkiil. Az allatokat négy hétre
nyugalomba helyeztiik a sajat kornyezetiikbe, majd ezt kovetéen minden egyes csoportot a
korabban alkalmazott stresszorhoz kothetdé kornyezetbe helyeztink vissza (kontextusba
helyezés/emlékeztetd szituacid), azonban ezen alkalommal sokk leadasa nélkiil kizarolag ASS-
t hasznaltunk, mind az eredetileg stresszelt, mind pedig a kontroll csoportokban. A PTSD
kivaltasara alkalmazott elektrosokk protokollt, illetve az azt kovetd viselkedési teszteket,
hasonléan az SPS-nél leirtakhoz, az allatok aktiv fazisaban végeztiik. A tesztek akut stresszt
kivaltoé hatasanak elkeriilése érdekében, 36 6raval a viselkedés teszteket kdvetden végeztiik az

allatok terminalasat, valamint a mintagyjtést (8. abra).

A

ASS SOKK ASS sokk nélkiil
7 x 2000 Hz/80 dB + 7x1mA 7 % 2000 Hz/80 dB
10s @ 1ms 10 s§2
4 heét
Félelem Kontextusba
kondicionalas helyezés
10 min 10 min

8. abra: Az elektrosokk modell sémas abrazolasa (A). A kisérletek idébeli elrendezése (B).
ASS: akusztikus riaszto stimulus.
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Az elektromos labsokkal kivaltott PTSD modell soran a stresszhatasnak kitett Trpal WT és KO
tipusu egereket erre a célra kialakitott specidlis plexi ketrecbe (30 cm x 30 cm X 30 cm)
helyeztiik, amely egy elektromos aramiités leadasara alkalmas racsos talapzatot tartalmaz. A
sokkolt csoportok esetében egy 3 percig tartd expoziciomentes Un. habituacids szakaszt
kovetden Osszesen hét, eltérd idokozonként leadott, alkalmanként 1 ms-ig tarté és 1 mA
aramerdsségli elektromos sokkot alkalmaztunk, melyeket minden alkalommal egy 10
masodpercig tartd, 2000 Hz frekvenciaju ¢s 80 dB intenzitasu hanginger (ASS) vezetett be
(kondicionalt félelem kivaltasa). A kontrollként hasznalt nem stresszelt WT és KO allatok
esetében szintén a mar emlitett racsozott alju plexi ketrecet hasznaltuk, azonban ezen egereknél
csupan a fent részletezett hanghatast alkalmaztuk elektromos sokk leaddsa nélkiil. A kisérlet
végeztével az allatokat négy hétre stressz-mentes kornyezetbe, sajat ketreciikbe helyeztik

vissza.

Az elektromos labsokk modellhez kapcsolodd viselkedés vizsgalatokat négy hét elteltével
végeztik el. Ennek sordn mind a négy kisérleti csoport egyedeit visszahelyeztiik a kordbban
hasznalt elektrosokk, illetve hanghatds leaddsara képes plexi ketrecbe, ugyanakkor ezen
vizsgalatok alatt kizardlag az eltéré idokozonként leadott ASS-t alkalmaztuk, elektrosokk
expozici6 nélkiil (kontextusba helyezés/emlékeztetd szituacio). A fent ismertetett elektromos
labsokk 4ltal kivaltott PTSD modell a kondicionalt félelemre koncentral, vagyis arra a
jelenségre, amikor egy averziv/félelmet kivalto inger valamilyen semleges kontextushoz (ebben
az esetben a hanginger, illetve a kornyezet) tarsul (Torok és mtsai. 2019). A viselkedés
vizsgalatok sordn ezen protokollnal elssorban az allatok lefagyasi reakcidjanak (egy
masodpercnél hosszabb immobilitas), illetve a kontextus altal kivaltott (hanghatasra vagy attol
fliggetleniil bekdvetkez6) hyperarousalt jellemz6 ugralasanak vizsgalatara fokuszaltunk. A
viselkedési paraméterek rogzitése, illetve szoftveres kiértékelése hasonlé modon tortént, mint

az SPS modell esetén.

3.11 Statisztikai analizis
A statisztikai értékelést a Statistica 13.5.0 szoftverrel végeztiik. Az adatokat atlag = SEM-ben
adtuk meg. Az adathalmazokat minden esetben normalis eloszlds és homogenités
vizsgalatoknak vetettiik ald. A szagaverzios tesztek soran a WT és KO egerek viselkedését,
valamint a PTSD modellek esetében a nem stresszelt kontroll és a stressznek kitett WT
allatoknal a Trpal mRNS-expresszi6 0sszehasonlitasat kétmintas t-probaval végeztiik. A tobbi

esetben a féhatasokat kétutas varianciaanalizissel (ANOVA, valtozok: stressz és genotipus)
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vizsgaltuk, melyet kovetéen Tukey-féle post hoc tesztet végeztiink. Azon eredményeket

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak, melyeknél a p-érték 0,05-nél kisebb volt.
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4. EREDMENYEK

4.1 A Trpal mRNS expresszio vizsgalata egér szaglopalya teriiletén

A Trpal Iehetséges expresszidjanak meghatarozasahoz a szagloham ¢érzdidegsejtjein
RNAscope ISH-val kombinalt anti-p-tubulin 111 immunfluoreszcenciat végeztiink, ami egy a
szagloham altalunk vizsgalt sejttipusara szelektiv immunmarker (Lee és Pixley 1994; Packard
¢s mtsai. 2016). A vizsgalat soran a Trpal mRNS igen alacsony kdpiaszamban expresszalddott
az OE-ben, és kolokalizacié a B-tubulin Ill-al nem volt detektalhaté (9. abra A). A BO
mintakon elvégzett kettés RNAscope jelolés soran a Trpal mRNS minden esetben a neuronokra
specifikus NeuN mRNS-el kolokalizalt jelezve, hogy ezen receptor kizarolag neuronalis
elemeken talalhatd meg (9. abra B). Tovabba ugyanezen szovetben elvégzett harmas
RNAscope jelolés alkalmazasdval a Trpal mRNS mérsékelt expresszidja volt kimutathato a
Gadl mRNS-t tartalmazo GABAerg gatldo neuronokban, mig a glutamaterg serkentd
neuronokra specifikus Vglutl mRNS-t expresszald sejtekkel kolokalizacio alig volt
detektalhato (9. abra C). A PC-ben a Trpal mRNS-t kizardlag a Vglutl mRNS-t is tartalmazo
serkentd neuronokban detektaltuk, a Gadl pozitiv GABA-erg sejtekkel nem volt kimutathato
kolokalizacio (9. abra D).
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9. abra: A tranziens receptor potencial ankyrin 1 (Trpal) mRNS expresszioja a C57BL/6
egerek szaglopalyajanak kiilonb6z6é régidiban. A Trpal (piros) mRNS expresszidjat a
szagloham teriiletén anti-B-tubulin 111 (z6ld) immunfluoreszcenciaval kombinalt RNAscope
technikaval vizsgaltuk (A). A Trpal mRNS neuronalis elemekkel vald kolokalizaciojanak
kimutatasahoz a bulbus olfactorius teriiletén neuronalis nuklearis fehérje (NeuN; fehér) mMRNS-
re specifikus probaval kettés (B), mig ugyanezen régioban a serkentd, illetve a gatld
idegsejtekkel vald kolokalizacid vizsgalatahoz vezikularis glutamat transzporter 1 (Vglutl;
z0ld) és glutamat dekarboxilaz 1 (Gadl; fehér) mMRNS-re specifikus probakkal harmas (C)
RNAscope jelolést végeztiink. A piriform kéregben a Trpal mRNS kolokalizacigjanak
megallapitasahoz szintén Vglutl és Gadl specifikus probakkal hajtottunk végre RNAscope
vizsgalatot (D). Méretsavok: 10 um. n = 4/agyteriilet. A sejtmagok vizualizalasahoz minden
esetben 4’,6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI) hasznaltunk (kék).
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4.2 A TRPAI szerepének vizsgalata a predator szaggal kivaltott félelemvalaszban

A WT ¢és KO egerek kozott jelentds kiillonbségeket észleltink a 2-MT altal kivaltott
szagaverzids teszt soran. Mind a szagforras szagolgatdsanak iddtartama, mind pedig annak
gyakorisaga szignifikansan nagyobb volt a Trpal KO egereknél a WT allatokhoz képest
(tidstartam (2,23) = - 6,52, p < 0,0001; tgyakorisag (2,23) = - 8,43, p < 0,0001) (10. abra A, B). Ezzel
parhuzamosan a ledermedés 1ényegesen rovidebb ideig tartott, és sokkal ritkabban fordult el6
KO egerekben (tigsaram (2,23) = 11,78, p < 0,0001; teyakorissg (2,23) = 2,81, p < 0,01) (10. abra
C, D).

Szagolgatas

A Idétartam B Gyakorisag E
(%) (alkalom/perc)
L xkkk 20 *kkk
3.
I 16
12 WT
8 n=12
4
WT KO WT KO 0 5 10
B Exploracio Id6 (perc)
Szagolgatas
Ledermedés B Ledermedés
C Idétartam D Gyakorisag F
(%) (alkalom/perc)
e o \ Il Ii 1
S0 ' il
NES 100 || ’\ I
i KO T
10t [ 20t
WT KO WT KO

Id6 (perc)

10. abra: A 2-metil-2-tiazolin (2-MT) hatasa a tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipusu
(WT) és génhianyos (KO) egerek viselkedésére. Az oszlopdiagrammok a két genotipus
szagolgatassal vagy ledermedéssel toltott idejét (A, C), és ezen paraméterek gyakorisagat (B,
D) mutatjak. A Gantt-diagramokon az egyes allatok viselkedésének iddbeli valtozasa lathato
(E, F). Kétmintas t-proba; **p < 0,01; ****p < 0,0001; n = 10-12.
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Valeriansavat alkalmazva hasonld kiilonbségeket figyeltiink meg a genotipusok kozott a
szagolgatas tekintetében (tidstartam (2,19) = - 3,27, p < 0,005; tgyakorisag (2,19) = - 2,40, p < 0,03)
(11. abra A, B), ugyanakkor a ledermedés esetében csak a hasonld tendenciat tudtuk kimutatni

szignifikans kiilonbség nélkiil (pgyakorisag > 0,49, Pidstartam > 0,14) (11. dbra C, D).

Szagolgatas
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i L]
0 WT KO WT KO
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Szagolgatas
Ledermedés B Ledermedés
C Idétartam D Gyakorisag F
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20 [ | HH"l \Hl H‘ ik
16 80} [ALLRTRRI NIt Y
60} }
12 s \{ O A A
8 o ul T R R T
20; I |}|| |1 \\ | [\ (i
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11. abra: A valeriansav altal kivaltott viselkedésbeli kiilonbségek a tranziens receptor potencial
ankyrin 1 vad tipust (WT) és génhianyos (KO) egereknél. Az oszlopdiagrammok a két
genotipus szagolgatassal vagy ledermedéssel toltott idejét (A, C), és ezen paraméterek
gyakorisagat (B, D) mutatjdk. A Gantt-diagramokon az egyes allatok viselkedésének iddbeli
valtozasa lathat6 (E, F). Kétmintas t-proba; *p < 0,05; **p < 0,01; n = 9-10.
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A 10 perces szagexpoziciot kdvetden vett vérmintak vizsgalata soran szignifikdnsan magasabb

ACTH-szintet detektaltunk a KO-egereknél 2-MT hasznalata utan (t (1,19) = - 3,02, p < 0,008)

(12. abra A). Ugyanakkor a szérum kortikoszteronszint mérés soran nem lehetett kiilonbséget
megallapitani a két genotipus kozott (t (1,23) = - 0,85, p > 0,4) (12. abra B). A valeriansavval
elvégzett szagexpoziciot kovetden sem az ACTH (t (1,11) = 1,69, p > 0,11), sem pedig a

kortikoszteronszintek (t (1,13) = - 0,71, p > 0,49) kozott nem volt kimutathatod szignifikans

eltérés (12. abra C, D).
2-MT
A ACTH B Kortikoszteron
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: 460:
60 420}
3807 ‘|}
340;
300}
260,
0 oL

WT

KO

WT KO

12. abra: A tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipust (WT) és génhianyos (KO) egerek
szérum adrenokortikotrop hormon (ACTH) és kortikoszteron szintje 2-metil-2-tiazolin (2-MT)
(A, B) valamint valeriansav (C, D) alkalmazasat kovetden. Kétmintas t-proba; **p < 0,01; n =

10.
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4.3 A valeriansav és a 2-MT TRPA1-aktivaloképességének vizsgalata
A humén és az egér TRPA1-ioncsatornat overexpresszaldé CHO sejteknél (n = 5-6 x 10* sejt
mintanként) a 2-MT hatasara mindkét sejtvonal esetében az atlagos zold fluoreszcencia
koncentraciofiiggd novekedése volt kimutathatd a festékkel toltott, nem stimulalt sejtekhez
képest. A két faj 2-MT altal kivaltott receptoraktivacidja kozott szignifikans kiilonbség nem
volt detektalhato (13. abra A). Az ECsp érték 5010 umol/l volt a human és 4419 umol/l az egér
TRPAl-et expresszalo sejtekben. A negativ kontrollként hasznalt, TRPA1-et nem expresszald
CHO sejtek nem reagaltak egyik vegyiiletre sem, illetve egyik TRPAL-et expresszalo sejtvonal

sem reagalt a valeriansavra (13. abra B).
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©
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Koncentracié (umol/l)

13. abra: A roka (A) és a macskaszag (B) hatasa a Chinese Hamster Ovary (CHO) sejtek
kalcium bedramlasara human és egér tranziens receptor potencial ankyrin 1 (TRPA1)
receptorokat expresszald sejtekben. A fokozott kalciumvalaszt a Fluo-4 AM fluoreszcencidnak
a festékkel toltott, nem stimulalt sejtek fluoreszcenciajahoz viszonyitott megndvekedése
jelezte. n = 5-6 x 10 sejt mindkét sejtvonalndl, minden kisérletet négyszer végeztiink el. 2-MT:
2-metil-2-tiazolin, ECso: 50%-0s hatas kivaltasahoz sziikséges ligandum koncentracio, h:
humén, m: egér.
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4.4 A TRPAI szerepének vizsgalata PTSD egérmodellekben
44.1  SPS modell
Restraint stresszt alkalmazva fokozott immobilitast észleltiink mindkét stressznek Kkitett
csoportban a kontroll (nem stresszelt) allatokhoz képest, szignifikans stressz féhatassal az
ANOVA soran (Fsps (1,36) = 30,34, p < 0,0001, Tukey-féle post hoc 6sszehasonlitassal mind
a PwT kontrolwT sps, Mind pedig a pko kontrolko sps < 0,003). Ugyanakkor a genotipus f6éhatas
tekintetében megfigyelhetd szignifikans kiilonbség (Fgenotipus (1,36) = 11,81, p < 0,002) azt
jelezte, hogy a mozdulatlansag alacsonyabb mértékii volt a KO egerek mindkét csoportjaban a
megfeleld6 WT allatokhoz képest, bar a Tukey-féle post hoc teszt soran ezen csoportok kozott
szignifikans kiilonbség nem igazolodott (PwT kontroll/ko kontrolt = 0,11, mig a pwr sps/ko sps = 0,08),
tovabba a stressz és a genotipus kozott kdlesonhatas nem volt kimutathatd (Finterakeis (1,36) =

0,001, p > 0,97) (14. 4bra).
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Restraint stressz
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14. abra: A viselkedési paraméterek valtozasai tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad
tipusu (WT) és génhianyos (KO) egerekben a restraint stressz soran. A Gantt-diagramokon
megfigyelhet az egyes allatok viselkedésének idObeli valtozasa (A). Az oszlopdiagramm az
egyes csoportoknak a teljes vizsgalati idétartamhoz viszonyitott mozdulatlansaggal toltott
idejét adja meg szazalékban kifejezve (B). Kétutas ANOVA Tukey-féle post-hoc teszttel; **p
<0,01; n=9-12. SPS: single prolonged stressz.
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Az FST soran a stressznek Kitett WT egerek szignifikansan nagyobb mérték{i mozdulatlansagot
mutattak kontroll (nem stresszelt) tarsaikhoz képest, mig hasonlé kiilonbségek a KO allatok
esetén nem voltak detektalhatok. A kétutas ANOVA szignifikans genotipus fohatast igazolt
(Feenotipus (1,37) = 4,57, p < 0,04), melynek hatterében a stresszelt WT egereknek a KO
allatokhoz viszonyitott fokozott immobilitasa allt (p < 0 ,05), tovabba erds tendenciat mutatott
a stressz féhatas (Fsps (1.37) = 4.07, p < 0.06) esetén, ugyanakkor, a két valtozd kozotti
interakcid a restraint-hez hasonloan itt sem volt kimutathatd (Finerakeio (1,37) = 2,37, p > 0,13)
(15. abra).
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Forced swim teszt
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15. abra: A viselkedési paraméterek valtozasai a tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad
tipusu (WT) és génhianyos (KO) egerekben az forced swim teszt soran. A Gantt-diagramokon
megfigyelhetd az egyes allatok viselkedésének idObeli valtozasa (A). Az oszlopdiagramm az
egyes csoportoknak a teljes vizsgalati idétartamhoz viszonyitott mozdulatlansaggal toltott
idejét adja meg szazalékban kifejezve (B). Kétutas ANOVA Tukey-féle post-hoc teszttel; *p <
0,05; n =9-11. SPS: single prolonged stressz.
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A Trpal mRNS expresszi6 vizsgalatahoz WT Aallatokban az EWcp teriiletén UCNI1
immunfluoreszcenciaval kombinalt RNAscope ISH-t hasznaltunk. Ennek soran megerdsitettiik
a Trpal mRNS kopiak kolokalizaciojat az UCN1 peptiddel az EWcp neuronokban (17. abra),
illetve SPS modellt alkalmazva szignifikansan csokkent Trpal mRNS expressziot detektaltunk

a stresszes allatok urocortinerg sejtjeiben a kontroll csoporthoz képest (tkspiassejt (2,14) = 2,65, p
<0,02) (16. abra).
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16. abra: A single prolonged stressz (SPS) hatasara bekdvetkezé sejtenkénti tranziens receptor
potencial ankyrin 1 (Trpal) mRNS kopiaszam valtozas Trpal vad tipusu allatok centralis
projekcidju Edinger-Westphal magjanak neuronjaiban. Kétmintas t-proba; *p < 0,05; n = 8.
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17. abra: A single prolonged stressz (SPS) modell hatasa a centralis projekcioju Edinger-
Westphal mag (EWcp) urocortinerg neuronjain talalhaté tranziens receptor potencial ankyrin 1
(Trpal) mRNS expressziora. Reprezentativ fotok a Trpal mRNS (piros) expressziorol vad
tipusu (WT) egerek EWcp neuronjaiban (A). Az SPS hatasa a Trpal mRNS expressziora (B).
A Trpal mRNS ¢és az urocortinerg sejtek kolokalizacidjanak megallapitasahoz urocortin 1
(UCNI,; z6ld) immunfluoreszcenciat alkalmaztunk (A’, B’). A sejtmagok vizualizalasahoz 4',6-
diamidino-2-fenilindolt (DAPI) hasznaltunk (kék). Méretsavok: 25 um.
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Az Ucnl mRNS expresszio valtozasainak identifikalasdhoz kontroll és SPS-nek kitett WT és
KO egerek EWcp neuronjain RNAscope ISH-t végeztiink (19. abra). Ennek soran mind a
bazalis, mind pedig az SPS indukalta Ucnl mRNS expresszi6 szignifikdnsan emelkedett volt a
KO allatokban a WT tarsaikhoz képest, a genotipust (Fgenotipus (1,22) = 30,70, p < 0,0001,
Tukey-féle post hoc vizsgalatot elvégezve a pwr kontroll/KO kontroll < 0,004, mig a pwT sps/iko sps <
0,005), illetve a stresszt is érintd jelentés fohatassal (Fsps (1,22) = 4,99, p < 0,04), ugyanakkor
a két valtozo kozotti szignifikans kdlesonhatas nélkiil (Finterakcis (1,22) = 0,05, p > 0,82). Bar az
ANOVA soran a stressz fOhatasa kimutathato volt, azonban a post hoc Gsszehasonlitisnal
szignifikans kiilonbség nem volt detektalhatdo (mind a pwrt kontroiwT sps, Mmind pedig a pko

kontrol/ko sps > 0,30) (18. abra).
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18. abra: Az single prolonged stressz (SPS) hatasara bekovetkezd urocortin 1 (Ucnl) mRNS
specifikus jeldenzitas valtozasa tranziens receptor potencidl ankyrin 1 vad tipusa (WT) és
génhidanyos (KO) allatok centralis projekcidju Edinger-Westphal mag neuronjaiban. Kétutas
ANOVA Tukey-féle post-hoc teszttel; **p < 0,01; n = 8. au: arbitrary unit/6nkényes egység.
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19. abra: Az urocortin 1 (Ucnl) mRNS (z6ld) expresszidjanak valtozasa kontroll (A, C) és
single prolonged stressznek (SPS) kitett (B, D) tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipusa
(WT) és génhianyos (KO) egerek centralis projekcioju Edinger-Westphal mag (EWcp)
urocortinerg neuronjaiban. A sejtmagok vizualizalasara 4',6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI)
hasznaltunk (kék). Méretsavok: 25 pm.
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Az UCNI peptid tartalom valtozasainak kimutatdsara immunfluoreszcens festést végeztiink a
WT ¢és KO egerek EWcp neuronjain (21. abra). Az UCN1 mennyiség jelentésen fokozodott a
WT allatokban SPS hatésara (Fsps (1,28) = 10,29, p < 0,004), azonban hasonl6 SPS altal okozott
valtozasok nem voltak megfigyelhetok a KO egerekben (F genotipus (1,28) = 11,36, p < 0,003),
amit a két valtozo kozotti szignifikans kdlcsonhatas tamasztott ald az ANOVA soran (Finterakcio
(1,28) = 8,95, p < 0,006; Tukey-féle post hoc 6sszehasonlitassal mind a pwrt kontrolwT sps, Mmind

pedig a pwt spsiko sps < 0,001) (20. abra).
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20. abra: A single prolonged stressz (SPS) hatasara bekovetkez6 urocortin 1 (UCN1) peptid
specifikus jeldenzitds valtozéasa tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipusa (WT) és
génhidanyos (KO) allatok centralis projekcidju Edinger-Westphal mag neuronjaiban. Kétutas
ANOVA Tukey-féle post-hoc teszttel; ***p < 0,001; n = 8. au: arbitrary unit/onkényes egység.
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21. abra: Az urocortin 1 (UCN1) peptid (z6ld) tartalom valtozasa kontroll (A, C) és single
prolonged stressznek (SPS) kitett (B, D) tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipusa (WT)
és génhianyos (KO) egerek centralis projekcioju Edinger-Westphal magjanak urocortinerg
neuronjaiban. Méretsavok: 25 um.
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4.4.2  Elektrosokk PTSD modell

Az elektromos labsokkal kivaltott PTSD modellben - az emlékeztetd szituacié alkalmazasaval
jelentésen fokozott lefagyas volt detektalhatd mindkét stressznek kitett csoportban a kontroll
(nem sokkolt) allatokhoz képest, szignifikans stressz féhatassal az ANOVA soran (Fsokk (1,36)
= 307,33, p < 0,0001, Tukey-féle post hoc Gsszehasonlitassal mind a PwT kontroll/WT sokk, Mind
pedig a pro kontroll/ko sokk < 0,0002), ugyanakkor a genotipus esetén szignifikans féhatds nem volt
igazolhato (Fgenotipus (1,36) = 0,05, p > 0,81), illetve a genotipus és stressz kozotti szignifikans
kolcsonhatas sem volt kimutathatd Finterakeis (1,36) = 0,05, p > 0,81) (22. abra).

*k%k *kk
80t +
S
&8
> 40
(o))
8
o 20
|
o 1 Il
WT | KO | WT | KO
kontroll sokk

22. abra: A poszttraumas stressz betegség elektrosokk modelljében az emlékeztetd szituacid
alkalmazasa soran megfigyelhetd, kondicionalt félelemvalaszt reprezentalo lefagyas szazalékos
id6tartama tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipust (WT) és génhianyos (KO)
egerekben. Kétutas ANOVA Tukey-féle post-hoc teszttel; ***p < 0,001; n = 9-12.
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Mindemellett a sokkra emlékeztetdé hanghatds hasznalata jelentdsen fokozott ugraléasi
gyakorisdgot eredményezett a stressznek kitett KO allatokban kontroll tarsaikhoz képest (p <
0,0002), mig a WT egereknél hasonl6 eltérés nem volt detektalhatd (p > 0,12), szignifikans
stressz féhatassal az ANOVA soran (Fsokk (1,36) = 42,63, p <0,0001). A genotipus féhatasban
megfigyelhetd kiilonbség hatterében (Fgenotipus (1,36) = 11,63 p < 0,002) a stresszelt KO
allatoknak az emlékeztetd szituacid soran a WT egerekhez viszonyitott fokozott ugralasi
gyakorisaga allt (p <0,0003), ami a két valtozo kozotti szignifikans kdlcsonhatassal egytitt volt
kimutathatd (Finterakeis (1,36) = 11,63, p < 0,002) (23. abra).
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23. abra: A poszttraumas stressz betegség elektrosokk modelljében az emlékeztetd szituacio
alkalmazasa soran megfigyelhetd, kulcsinger (hanghatas) altal kivaltott ugralas gyakorisaga
tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipusa (WT) és génhianyos (KO) egerekben. Kétutas
ANOVA Tukey-féle post-hoc teszttel; ***p < 0,001; n = 9-12.
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Ugyanakkor a sokk leadasa soran (a félelem kondicionalés fazisaban) nem volt kiilonbség a két
sokkolt genotipus ugralasanak gyakorisaga kozott (p > 0,97), vagyis a sokknak kitett KO allatok
csak az emlékeztetd szituacio alkalmazésa alatt ugraltak tobbet WT tarsaikhoz képest (p <
0,002), szignifikans genotipus féhatassal az ANOVA soran (Fgenotipus (1,38) = 9,64 p < 0,004).
Mindemellett a sokkolt KO allatokndl nem volt statisztikailag igazolhat6é kiilonbség az
ugralasban a két alkalom kozott (sokk leadasa, illetve az emlékeztetd szituacid, p > 0,16), mig
a WT egerek ugralasi gyakorisaga az emlékeztetd soran jelentdsen csokkent a sokk leadasanak
szakaszahoz képest (p < 0,0002), az ANOVA soran szignifikans fohatassal az alkalomra
(Faikatom (1,38) = 29,44, p < 0,0001), illetve a két valtozé kozotti kdlesonhatasra (Finterakeis (1,38)
=6,31, p<0,02) (24. abra).
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24. abra: A félelem kondicionalasi, valamint a szituacios emlékeztetd szakaszok soran
detektalt kiillonbségek az ugralas gyakorisagaban az elektrosokknak kitett tranziens receptor
potencial ankyrin 1 vad tipusti (WT) és génhianyos (KO) allatokban. Kétutas ANOVA Tukey-
féle post-hoc teszttel; **p < 0,01; ***p <0,001; n = 9-12.
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A PTSD kivaltasat kovetden szignifikansan alacsonyabb szdmt Trpal mRNS expressziot
detektaltunk a stressznek Kitett WT allatok EWcp urocortinerg neuronjaiban a kontroll
csoporthoz képest (tkopiassejt (2,14) =2.494, p < 0,03) (25. és 26. abra).

Trpal mRNS
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25. abra: Az elektromos labsokk hatasara bekovetkezd sejtenkénti tranziens receptor potencial
ankyrin 1 (Trpal) mRNS kopiaszam valtozasa vad tipusu allatok centralis projekcioji Edinger-
Westphal magjanak neuronjaiban. Kétmintas t-proba; *p < 0,05; n = 8.
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WT kontroll WT sokk

26. abra: Az elektromos labsokk modell hatasa a centralis projekciojia Edinger-Westphal mag
(EWcp) urocortinerg neuronjain talalhato tranziens receptor potencial ankyrin 1 (Trpal) mRNS
expressziora. Reprezentativ fotok a Trpal mRNS (piros) expressziordl vad tipust (WT) egerek
EWcp neuronjaiban (A). A sokk hatasa a Trpal mRNS expressziora (B). A Trpal mRNS és az
urocortinerg sejtek kolokalizacidjanak megallapitasahoz urocortin 1 (UCNI; zo6ld)
immunfluoreszcenciat alkalmaztunk (A’, B’). A sejtmagok vizualizalasahoz 4',6-diamidino-2-
fenilindolt (DAPI) hasznaltunk (kék). Méretsavok: 25 um.
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A tovabbi RNAscope-os vizsgalat sordan szignifikansan magasabb Ucnl mRNS expressziot
észleltiink a WT allatokban az elektromos labsokk alkalmazasat kovetden (Fsokk (1,26) =21,94,
p < 0,0001), mig a KO egerekben hasonl6 sokk-indukalta valtozasok nem voltak
megfigyelhetok (Fgenotipus (1,26) = 7,08, p < 0,02), amit a két valtozd kozott kimutathatd
szignifikans kdlcsonhatas is igazolt (Finterakeio (1,26) = 9,60, p < 0,005; Tukey-féle post hoc

Osszehasonlitassal a pwT kontrolwT sokk < 0,0002, & pw sokk/ko sokk < 0,002 (27. és 28. abra).
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27. abra: Az elektromos labsokk hatasara bekovetkez6 urocortin 1 (Ucnl) mRNS specifikus
jeldenzitas valtozasa tranziens receptor potencidl ankyrin 1 vad tipusi (WT) és génhidnyos
(KO) allatok centralis projekcidju Edinger-Westphal mag neuronjaiban. Kétutas ANOVA
Tukey-féle post-hoc teszttel; **p < 0,01; ***p < 0,001; n = 8. au: arbitrary unit/onkényes

egyseg.
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kontroll sokk

28. abra: Az urocortin 1 (Ucnl) mRNS (piros) expresszidjanak valtozasa kontroll (A, C) és
sokknak kitett (B, D) tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipust (WT) és génhianyos
(KO) egerek centralis projekcidju Edinger-Westphal mag (EWcp) urocortinerg neuronjaiban.
A sejtmagok vizualizalasara 4',6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI) hasznaltunk (kék).
Méretsavok: 25 um.
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Az UCN1 immunfluoreszcencia soran bar a sokk hatdsara az UCN1 mennyisége egyik
genotipusnal sem valtozott szignifikans mértékben (Fsokk (1,26) = 1,59, p > 0,21), ugyanakkor
a peptid tartalom sokk altal kivaltott tendenciozus novekedése, mely csak WT allatokban volt
megfigyelheté (Tukey-féle post hoc Osszehasonlitisnal pwt kontrol/wT sokk = 0,25, mig pko
kontroll/kO sokk > 0,99) a genotipus f6hatas szignifikans kiilonbségével tarsult (Feenotipus (1,26) =
11,87, p < 0,002, a post hoc teszt soran pwr sokk/ko sokk < 0,008), a két valtozo kozotti szignifikans
kolcsonhatas nélkiil (Finterakeis (1,26) = 2,28, p > 0,14) (29. és 30. abra).
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29. abra: Az elektromos labsokk hatasara bekovetkez6 urocortin 1 (UCN1) peptid specifikus
jeldenzitas valtozéasa tranziens receptor potencidl ankyrin 1 vad tipusa (WT) és génhianyos
(KO) allatok centralis projekcioju Edinger-Westphal mag neuronjaiban. Kétutas ANOVA
Tukey-féle post-hoc teszttel; **p < 0,01; n = 8. au: arbitrary unit/6nkényes egység.

-62 -



kontroll

30. abra: Az urocortin 1 (UCNI1) peptid (z61d) tartalom valtozasa kontroll (A, C) és sokknak
kitett (B, D) tranziens receptor potencial ankyrin 1 vad tipusa (WT) és génhianyos (KO) egerek
centralis projekcioji Edinger-Westphal magjanak urocortinerg neuronjaiban. A sejtmagok
vizualizalasara 4',6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI) hasznaltunk (kék). Méretsavok: 25 pm.
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5. DISZKUSSZIO

Els6ként igazoltuk a Trpal mRNS expresszidjat a szaglopalya teriiletén. RNAscope ISH
vizsgalatok segitségével kimutattuk, hogy a Trpal mRNS jelentds kopiaszdmban
expresszalodik a BO GABAerg, illetve kisebb mértékben annak glutamaterg neuronjain,
ugyanakkor a PC teriiletén kizarélag a glutamaterg sejtekkel vald kolokalizaciot sikeriilt
igazolni. A Trpal WT és KO allatokon elvégzett szagaverzios vizsgalatok megerdsitették
tovabba a TRPAT1 ioncsatorna szerepét a predator szaggal kivaltott velesziiletett félelemvalasz
kialakulasaban, melyet mas szakirodalom is alatamaszt (Wang és mtsai. 2018). Az in vitro
vizsgalati eredményeink, melyek soran TRPA 1-overexpresszalo CHO sejtvonalakon vizsgaltuk
a 2-MT ¢és a valeriansav hatasat ugyanakkor megerdsitették, hogy kizardlag a rokaszagot

imitalo 2-MT képes kozvetleniil aktivalni a TRPA1 receptorokat.

A rdkaszag kozvetlen aktivatorként képes hatni a szagloéhamban talalhaté kemoszenzor
tulajdonsagua TRPAI receptorokon (Wang és mtsai. 2018), amit kutatécsoportunk a 2-MT
alkalmazidsa soran a TRPAl-et expresszalo CHO sejtekben mért Ca?*-bearamlds
meghatarozasaval mind egér, mind pedig human receptorok esetében igazolt. Ugyanakkor az
altalunk elvégzett kisérletekben a 2-MT ECsp-el jellemezhetd hatékony koncentracidja egy
nagysagrenddel nagyobb volt a korabban kozolt eredményekhez képest (Wang és mtsai. 2018).
A kiilonbségek hatterében a felhasznalt sejtvonalak kozotti kiilonbségek, valamint az eltérd
kisérleti elrendezés allhat. Masfeldl a macskaszagot imitald valeriansavat alkalmazva egyik
TRPA1-et overexpresszald sejtvonalon sem sikeriilt fokozott Ca?*-bedramlast igazolni. Ennek
magyarazata az lehet, hogy a nyilt lancu, telitett monokarbonsavak homoldg soraba tartozo
valeridnsav szerkezetébdl adoddéan nem rendelkezik elektrofil tulajdonsagokkal, ezért
feltehetéen nem képes kozvetleniil befolyasolni a TRPA1 receptorok miikodését. Erdekes
modon ugyanakkor a WT és a KO egerek viselkedésében kiilonbséget tapasztaltunk valeriansav
alkalmazasa esetén is, bar ezen eltérések joval kevésbé voltak kifejezettek, mint a rékaszag
expozicid sordn. A macskaszag alkalmazasanal bar a két genotipus kozotti kiilonbség
detektalhato volt ugyan, ez az eltérés azonban csak a KO allatoknak a WT tarsaikhoz képest a
szagot tartalmazo csO hosszabb idejii és gyakoribb szagolgatasdban nyilvanult meg, mig a
lefagyasi reakciot egyaltalan nem érintette. A kétféle predator szagra adott kiilonbozd
viselkedési valaszok egyik lehetséges magyarazata, hogy a valeriansav szaga altalanossdgban
kevésbe félelmetes az egerek szamara: rokaszagot alkalmazva a lefagyasi reakcio a teljes
id6tartam mintegy 45%-at tette ki a WT egereknél, mig a KO allatokban minddssze 10% volt,

ezzel szemben a macskaszag alkalmazasa sordn a WT egerekben kb. 10%, mig a KO éllatokban
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mintegy 5% volt ennek a paraméternek a hossza. Bar a korabban részletezett eredmények
alapjan a TRPA1 ioncsatorna hozzajarul ugyan a predator szagra adott viselkedési eltérésekhez,
azonban annak hianya altalanossdgban nem csokkenti a félelemvalasz mértékét. Ezt tdmasztja
ala egy korabbi tanulmany is, mely soran az egerck kondicionalis félelem valaszat vizsgalva
(melynek kialakulasaban az amygdala, a hippokampusz és a PFC k6z6tti interakciok jatszanak
szerepet (Moustafa és mtsai. 2013)) a Trpal KO allatokban fokozott lefagyasi reakcid volt
kimutathatd (Lee és mtsai. 2017). Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a szaginger
iranyaba mutatott érdeklo viselkedés kivaltasaban inkabb a szaglorendszer centralis részein (pl.:
BO vagy PC) talalhato TRPA1 receptorok szerepe lehet hangsulyosabb, nem pedig a OE
teriiletén expresszalddo ioncsatornaké. Ezen hipotézisiinket erdsiti meg, hogy egyrészt az OE
terliletén nagyon alacsony Trpal expresszidt mértiink, masrészt az itt talalhatd receptorok
inkdbb az irritdl6 anyagok szaglasa kapcsan kialakulé fijdalomérzet kozvetitésében jatszanak
szerepet (Talavera ¢és mtsai. 2020). A TRPA1 agonistak (ideértve a rokaszagot is) kdzvetleniil
képesek aktivalni a szaglohdmban 1év0 trigemindlis nociceptorokat, melyek a lokalis
fajdalomvalasz kivaltasaban jatszanak szerepet (Talavera és mtsai. 2020), ezaltal jelentdsen
befolyasolva az allatok viselkedési valaszait. A kialakuld fajdalom, illetve a PC és a PVN
kozotti kozvetlen kapcesolat (Kondoh és mtsai. 2016) fokozhatja a neurondlis aktivitast a
stresszre érzékeny agyteriileteken (pl.: PAG és PVN) (Wang és mtsai. 2018), valamint egyes
limbikus rendszeri struktarakban (pl.: hippokampusz, BNST) (Matsukawa ¢és mtsai. 2016). A
Trpal KO éllatok a 2-MT kezelésre emelkedett ACTH szintekkel reagéltak, mig a
kortikoszteronszintekben genotipus eltérések nem voltak detektalhatok. Az ellentmondasosnak
tind megfigyelést a KO egerek kevésbe kifejezett lefagyasi reakcidjahoz tarsuld fokozott
mozgékonysagaval magyarazhatjuk, melyet egy korabbi tanulméany sordn a lokomotoros
aktivitas és az ACTH szint kozott leirt Osszefiiggés is megerdsit (White-Welkley és mitsai.
1995). Egy masik tanulmanyban, szemben az altalunk kapott eredményekkel, a 2-MT
alkalmazasa soran a KO allatokban kisebb mértékii kortikoszteronszint emelkedést mutattak ki
a WT tarsaikhoz képest (Wang ¢és mtsai. 2018). A kiilonbség hatterében a 2-MT két
vizsgalatban alkalmazott eltéré koncentracidja, valamint a kisérletek eltérd idétartama allhat.
Vizsgalataink sordn a valeridnsav alkalmazasaval egyik fent emlitett stressz hormon szintjében
sem volt detektalhato eltérés a két genotipus kozott. Ez az eredmény tovabbi bizonyitékkal
szolgal arra, hogy a kiilonb6z6 szagok érzékelése eltérd utvonalakat aktivalhat, melyeknél a
TRPAT receptorok kiilonbozé folyamatokat befolyasolhatnak (pl.: rokaszag esetében a TG éaltal
medialt fajdalom stressz tengely aktivaciot idézhet eld, mig macskaszagnal az OB/PC utvonal

az allatok viselkedésének alakitdsaban jatszhat szerepet).
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A TRPA1 szaglasban betoltott jelentdségének igazoldsara, kimutattuk annak jelenlétét a
szaglorendszer egyes kozponti idegrendszeri részein. Ugyanakkor az OE teriiletén elvégzett
immunfluoreszcenciaval kombinalt RNAscope vizsgalat soran a Trpal mRNS csak alacsony
kopiaszamban volt kimutathaté a szagléhamban, €s egyaltalan nem kolokalizalt az OSN-re
specifikus anti-p-tubulin Il immunmarkerrel (Lee és Pixley 1994; Packard és mtsai. 2016),
mely felveti, hogy a receptor mas OE struktirakon (pl.: a trigeminalis neuronok végzddésein
vagy a B-sejteken) expresszalodhat (Koike és mtsai. 2021). A TRPA1 receptorfehérje szintézise
tulnyomorészt a TG neuronok perikarionjaban torténhet, ahol kordbban mar mRNS szinten
igazoltdk a Trpal expresszidjat (Diogenes és mtsai. 2007; Nilius és mtsai. 2007; Marone és
mtsai. 2018), igy hozzajarulva kiilonboz6 élettani-korélettani allapotok kialakulasahoz
(Talavera ¢és mtsai. 2020). A BO kdzponti szerepet tolthet be az averziv szagingerek hatasainak
kialakitasaban, mivel ezen a teriileten a Trpal mMRNS mérsékelt expresszidjat mutattuk ki. Az
RNAscope technika soran alkalmazott harmas jeloléssel a Trpal mRNS-t legnagyobb
képiaszamban a GABAerg gatlo neuronokon tudtuk detektalni, bar a glutamaterg idegsejteken
-ugyan joval kisebb mennyiségben - szintén kimutathat6 volt néhany Trpal transzkript. Az igy
kapott eredményeinket egy korabbi tanulmany is megerdsiti, mely soran valos idejii PCR
technikat alkalmazva BO-bol szdrmaz6 mintdkon a Trpal mRNS jelenlétét sikeriilt igazolni,
tovabba single-cell PCR moédszerrel megerdsitették annak expressziojat a glutamaterg mitralis,
valamint a GABAerg szemcsesejteken is (Dong és mtsai. 2012). Jelen tudasunk szerint
kutatocsoportunk els6ként mutatta ki tovabba, hogy a Trpal mRNS a PC teriiletén is
expresszalodik, kizarolag a Vglutl pozitiv glutamaterg neuronokon. Ezen sejtek tekinthetdk a
PC {6 neuron tipusanak, melyekhez mas szaglorendszeri struktirakbol (pl.: OB), limbikus
tertiletekrdl (pl.: BLAM), valamint az agy szdmos mas részérdl is érkezik ingeriilet. Az itt
talalhato sejtek szertedgazo afferentacidja hatarozza meg az informécié kodolasanak formalasat

(Wang és mtsai. 2020).

A fent részletezett viselkedés vizsgalatok, valamint morfologiai eredmények felvetik a TRPAL
receptornak a szaginformacioé centralis feldolgozasaban, illetve a kiillonbozd szagok altal

kivaltott viselkedési mintdzatok alakitasaban betdltott szerepét.

Munkacsoportunk korabbi kisérletei soran a Trpal mRNS expresszio csokkenését figyeltiik
meg az EWcp/UCN1 neuronjain a depresszio CVMS egérmodelljében, valamint 6ngyilkos
személyekbdl szdrmazd huméan mintdkban (Kormos és mtsai. 2022). Ez a megfigyelés felveti a
lehetdségét, hogy az UCN1 neuronokon expresszaldéddo TRPAT1 receptorok szerepet jatszhatnak

a stresszre adott adaptiv valaszok szabalyozasaban, €s ezaltal érintettek lehetnek bizonyos
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stressz adaptacios zavarok, példaul a PTSD pathomechanizmusaban. Korabbi tanulmanyok
kozvetlen kapcsolatot mutattak ki az EWcp, valamint a PTSD kialakuldsaban érintett
leglényegesebb agyi strukturak (PFC, amygdala és hippokampusz) kozott (Li és mtsai. 2018;
Zuniga és Ryabinin 2020; Priest és mtsai. 2021; Topilko és mtsai. 2022). A kézlemények szerint
egyrészt az EWcp teriiletérdl efferens rostok érkeznek a PFC-hez, valamint az amygdala egyes
magcsoportjainoz (Zuniga ¢s Ryabinin 2020; Priest és mtsai. 2021; Topilko és mtsai. 2022),
masrészt az EWcp kozvetlen afferenseket kap a hippokampusz - szerotonin receptor 2c
izoformat expresszalé - piramis sejtjeitdl (Li és mtsai. 2018). A PTSD pathomechanizmusaban
érintett mindharom agyteriileten (PFC, amygdala, hippokampusz) kimutathato a CRH
receptorok jelenléte (Deussing és Chen 2018), tovabbi Osszefiiggést sugallva ezen stressz

adaptacios zavar és az EWcp kozott.

A fentick alapjan feltételeztiik, hogy az EWcp/TRPA1/UCN1 neuronjainak szerepe lehet a
PTSD kialakulasaban, melynek igazolasahoz két kiilonboz6 PTSD modellben (SPS és
elektromos labsokk) vizsgaltunk Trpal WT és KO allatokat. Az SPS modell transzlacios értékét
az adja, hogy a legtobb human PTSD-s betegnél, a korkép kialakulasdhoz kombinalt stresszorok
vezetnek (Lisieski és mtsai. 2018), melyek a stresszorokra adott fokozott félelemvélaszhoz és
annak csokkent kioltodasdhoz vezetnek (Yamamoto €s mtsai. 2008; Ganon-Elazar és Akirav
2012; Perrine és mtsai. 2016). Ezzel szemben az elektrosokk modell jelentdsége abban all, hogy
jol tiikrozi a félelem asszociaciohoz sziikséges hippokampusz, illetve a félelem-fliggd
memoriahoz sziikséges amygdala funkciokat (Lee és mtsai. 2017), és az igy kialakulo
kondicionalt félelem vélasz modellezni képes egyes PTSD-re jellemzd tiineteket (pl.:
kontextus/kulcsinger hatasara kialakuld lefagyasi reakcié és hyperarousal) (Torok és mtsai.
2019).

A validalas sordn mindkét kisérleti paradigma (SPS és elektromos labsokk) alkalmasnak
bizonyult a PTSD modellezésére, mivel a Trpal WT egerek mind az SPS utan elvégzett FST
¢s restraint stressz, mind pedig a sokkot kdvetden alkalmazott emlékeztetd szitudcid soran a
betegségre jellemz6é fokozott immobilitast/lefagyast mutattak (Yamamoto és mtsai. 2009;
Serova és mtsai. 2013; 2014; Sabban és mtsai. 2015; Bentefour és mtsai. 2015; Verma és mtsai.
2016; Schoner és mtsai. 2017; Lisieski €s mtsai. 2018; Torok €s mtsai. 2019; Verbitsky €s mtsai.
2020). A FST soran igazoltuk tovabba, hogy a TRPA1 ioncsatorndk funkcionalis hianya
megakadalyozhatja egyes stressz-fliggd viselkedési valtozasok kialakuldsat, ami 6sszhangban
van az irodalomban leirt eredményekkel (De Moura és mtsai. 2014; Kormos és mtsai. 2022).

Ugyanakkor szemben egy korabbi kozlemény eredményeivel, mely szerint a Trpal KO allatok
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a labsokkot kovetden alkalmazott emlékeztetd szituacid soran fokozott lefagyasi valaszt
mutatnak WT tarsaikhoz képest (Lee és mtsai. 2017), hasonld eltérést a két genotipus
lefagyasanak iddtartamaban nem detektaltunk. Ezen eltéré eredmények hatterében a sokk
protokollok eltérd kisérleti elrendezése, valamint az alkalmazott 1absokk fizikai paramétereinek
kiilonbozosége allhat. Lényeges azonban, hogy a sokk modellben a KO egerek altalunk
tapasztalt fokozott ugrdlasi gyakorisaga hasonloan a lefagydshoz a kondicionalt
félelemvalasz/félelem-fiiggd memoria jellemzésére hasznalhato paraméter, és mindkét
viselkedési mintazat kialakuldsaban a CeA t6lt be kulcsszerepet (Hitchcock és mtsai. 1989;
Davis 1992; Sonner és mtsai. 1998; Lee és mtsai. 2017). Hangstlyozni kell ugyanakkor, hogy
mig a lefagyési reakcid hatterében - ami feltehetden a predatorral szembeni passziv védekezést
szolgalja - els6sorban a PAG aktivacioja all (Hammer és Kapp 1986; Davis 1992; Kim és mtsai.
1993; Farook ¢és mtsai. 2004; Torok és mtsai. 2019), addig az akusztikus riasztd ingerekkel
(ASS) kivaltott ugralas a locus coeruleus feler6sodott noradrenerg neurotranszmisszidja €s a
kovetkezményes szimpato-adrenomedulldris aktivacid 4altal medidlt - pszichomotoros
nyugtalansagot jelzé - fokozott izgalmi allapotnak (hyperarousal) tekinthetd (Hitchcock és
mtsai. 1989; Davis 1992; Sonner és mtsai. 1998; Kohda és mtsai. 2007; Gresack és Risbrough
2011; Sauerhofer és mtsai. 2012; Fifield és mtsai. 2015; Torok és mtsai. 2019; Stauffer és mtsai.
2022). A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy a TRPA1 receptorok funkcionalis ablacigja a CeA
altal meghatarozott félelem kondicionalast felerdsiti és/vagy annak kioltasat neheziti, ami - az
irodalomban leirt, kifejezettebbé valo passziv elkeriild viselkedés mellett (Lee és mtsai. 2017)
- eleve fokozottabb vagy tartdsabban magas szinten perzisztalo izgalmi allapotot eredményez a
KO éllatoknal. Az SPS ¢s a sokk modell soran detektalt - viselkedési paramétereket érintd -
eltérések tovabbi bizonyitékot szolgaltathatnak arra, hogy a TRPA1 ioncsatornaknak szerepe

lehet a PTSD pathomechanizmusaban.

Mivel a Trpal mRNS legnagyobb kopiaszamban a stressz adaptacid szabalyozasdban is
kulcsszerepet betolt6 EWcp/UCNI neuronjain expresszalodik, ezért a tovabbiakban
morfoldgiai vizsgalatokat végeztiink ezen agyteriileten. Ennek soran mindkét modellnél
sikeriilt reprodukdlnunk munkacsoportunk korabbi eredményeit, melyek szerint a Trpal az
EWcp-ben kizardlag az UCNI tartalmu sejteken mutathatd ki (Kormos és mtsai. 2022; Al-
Omari és mtsai. 2023). Ezt kovetden igazoltuk, hogy WT allatokban mind az SPS, mind pedig
az elektrosokk alkalmazasat kovetden szignifikansan csokkent a 7Trpal mRNS expresszidja,
ami szintén Osszhangban all a CVMS modellben kapott korabbi eredményeinkkel (Kormos és

mtsai. 2022). A TRPAT stressz adaptacios zavarokban bet6ltott human transzlacios jelentdségét
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hangsulyozza tovabba, hogy korabbi eredmények szerint a TRPA! mRNS downregulécidja
figyelheté meg oOngyilkos személyekbdl szarmazé EWcp mintdkban is (Kormos és mtsai.
2022). A Trpal fent ismertetett stressz modellekben bekovetkezd downregulacidja miatt
felmeriil ugyanakkor a kérdés, hogy milyen mechanizmus allhat ezen véaltozéas hatterében.
Farmakologiai szemszogbdl nézve az egyik lehetséges magyarazat a Trpal - agonista-receptor
kolesonhatés altal eldidézett - downregulacidja lehet, mely folyamat a tilzott receptor aktivacio
kovetkeztében 1étrejovo elnyujtott agonista hatast hivatott megelézni (Rang és mtsai. 2018).
Ilyen negativ feedback alapon kialakuld receptorszam csokkenést idézhetnek el6 a kornyezo
gliasejtekbdl szarmazo reaktiv szabad gyokok (Hori és Kim 2019; Oroian és mtsai. 2021),
ideértve egyes prosztanoidokat és lipidperoxidacios termékeket (Logashina és mtsai. 2019;
Talavera és mtsai. 2020), valamint az oxidativ stressz €s a neuroinflammaci6 soran felszabadul6
mediatorok, melyek igazoltan szerepet jatszanak a PTSD pathomechanizmusaban (Yehuda
1998; Kasckow ¢és mtsai. 2001; Rohleder és mtsai. 2010; Ozdemir és mtsai. 2012; Aschbacher
¢s mtsai. 2013; Bulut és mtsai. 2013; Miller és mtsai. 2015; Atli és mtsai. 2016; Stoop 2016;
Miller és mtsai. 2018; Hori és Kim 2019; Oroian és mtsai. 2021). Tovabbi farmakoldgiai
vizsgalatok sziikségesek az emlitett gyulladdsos mediatorok - EWcp teriiletén talalhatd Trpal
expressziojara gyakorolt - feltételezett szabalyozé hatdsainak pontos meghatarozasahoz.
Limitacioként emlitendd, hogy megbizhaté antitest hidnydban a TRPAI1 fehérje szintli
valtozasait nem tudjuk vizsgalni a PTSD modellekben. Fontos azonban, hogy elektrofiziologiai
modszer segitségével igazoltuk funkciondlisan aktiv  TRPA1 ioncsatorndk jelenlétét az
EWcp/UCNI neuronjain (Al-Omari et al 2023), illetve a jovOben tervezziik, hogy fluoreszcens
specifikus TRPA1 ligandum segitségével allapitanank meg a receptorfehérje kdzponti

idegrendszeri lokalizacigjat.

A stressz adaptaciodhoz tarsuld viselkedési valaszokban betoltott szerepe mellett, morfologiai
vizsgalatokkal igazoltuk a TRPA1 receptorok EWcp/UCNI neuronokra kifejtett hatasat. Ezek
soran a WT egereknél egyrészt kimutattuk, hogy mindkét PTSD modellben a 7rpal mRNS
expressziojanak csokkenésével parhuzamosan fokozodott az UCN1 peptid tartalom. Mésrészt
a WT allatokban mind az SPS soran, mind pedig elektromos ldbsokkot alkalmazva fokozott
Ucnl mRNS expresszidt detektaltunk a kontroll csoporthoz képest, bar ezen kiilonbség csak a
sokk paradigma esetén bizonyult szignifikdnsnak, SPS-nél csupan a tendencia volt kimutathato.
Ugyanakkor az ioncsatorna funkcionalis hidnya esetén - KO allatokban - egyik PTSD modell
alkalmazasanak hatasara sem kovetkezett be szignifikdns fokozodas a neuronalis Ucnl mRNS

vagy UCNI peptid tartalomban a kontroll csoporthoz képest.
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Lényeges, hogy az SPS-nek kitett génhidnyos allatoknal észlelt hianyzé Ucnl/UCNI1
expresszio fokozodas Osszhangban van az immobilitas - FST sordn detektalt - valtozatlan
iddtartamaval. Ezen megvaltozott stressz valasz hatterében a KO allatok EWcp/UCNI1
sejtjeinek besziikiilt adaptacios képessége allhat, mely mind a WT egerekhez viszonyitott
magasabb bazalis Ucnl mRNS expresszios szintekben, mind pedig az SPS-re adott hianyzo

viselkedési és urocortinerg valaszokban is megmutatkozik (31. abra).

SPS paradigma ﬁ
r Trpa1 KO ﬂ
SPS

]

r Trpa1 WT

J

Kontroll SPS Kontroll
Bazalis UCN1 Fokozott UCN1 Fokozott UCN1 Valtozatlan UCN1
turnover peptid tartalom turnover turnover
Normalis viselkedési Depresszid-szerii Normalis viselkedési Valtozatlan
valaszok viselkedés valaszok viselkedési valaszok

A TRPA1 befolyasolhatja a stresszadaptaciot
hozzajarulva a PTSD soran a depresszid-szeri viselkedés kialakulasahoz

31. abra: A single prolonged stressz (SPS) modell soran tapasztalt eredmények 6sszefoglalasa.
Trpal: tranziens receptor potencidl ankyrin 1 mRNS, TRPA1: tranziens receptor potencial
ankyrin 1 ioncsatorna, UCN1: urocortin 1 peptid, PTSD: poszttraumas stressz betegség, WT:
vad tipus, KO: Trpal knockout.

Ezzel szemben elektrosokkot alkalmazva a KO allatoknal megfigyelhetd hidnyzé Ucnl mRNS
¢s UCNI1 peptid tartalom fokozodas a WT egerekhez viszonyitott fokozott ugralasi
gyakorisaggal jart egyiitt a szituacids emlékeztetd soran, ami a PTSD-re jellemz0 hyperarousal-
al ekvivalens viselkedési mintdzatnak tekinthet6 (Hitchcock és mtsai. 1989; Gresack és
Risbrough 2011; Torok és mtsai. 2019; Stauffer és mtsai. 2022). Irodalmi adatok szerint az
EWcp/UCNI1 neuronjai a stressz adaptacido késOi fazisdban a normadlis homeosztazis

helyreéllitdsahoz ¢és a stresszvalasz megsziinéséhez jarulhatnak hozza (Adams és Hempelmann
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1991; Hsu ¢és Hsueh 2001; Gaszner ¢és mtsai. 2004), igy felmeriil, hogy a sokk modell
alkalmazasa soran a KO egereknél megfigyelhetd tartdsan fokozott izgalmi allapot az UCN1
neuronok stresszre adott csokkent valaszaval magyarazhatd, ami a stressz tengelyre kifejtett
szabalyozo funkcié zavardhoz, és igy egyes stressz-fiiggd viselkedési valaszok nem megfeleld

kioltasahoz vezethet (32. abra).

r Sokk paradigma ﬂ
r Trpa1 WT j r Trpa1 KO ﬂ
Sokk

Kontroll

l

Kontroll Sokk

| |

Valtozatlan UCN1

Fokozott UCN1
Bazali N ali
azalis UCN1 turnover Bazalis UCN1 turnover
turnover PTSD-re jellemzd turnover PTSD-re jellemzé
Normalis viselkedési . Normalis viselkedési lefagyas
lefagyas
valaszok valaszok és felerésodott

és hyperarousal
hyperarousal

A TRPA1 befolyasolhatja a stresszadaptaciot
hozzajarulva a PTSD soran a hyperarousal kioltasahoz

32. abra: Az elektromos labsokk modell sordn tapasztalt eredmények Osszefoglaldsa. Trpal:
tranziens receptor potencidl ankyrin 1 mRNS, TRPA1: tranziens receptor potencial ankyrin 1
ioncsatorna, UCN1: urocortin 1 peptid, PTSD: poszttraumas stressz betegség, WT: vad tipus,
KO: Trpal knockout.

A szakirodalom a stresszorokat két nagy csoportba sorolja. A szisztémds vagy mas néven
fiziologiai stresszorok - mint példaul a sulyos vérzéses sokk, vagy immunvélasz - azonnali
valaszreakciot igényld, az é€letet akutan veszélyeztetd allapotok. Ezzel szemben a mésodik
csoporthoz tartoz6 neurogén/emocionalis vagy masik neviikon pszichologiai stresszorok - mint
a restraint stressz, vagy a labsokk - dnmagukban nem életveszélyes multimodalis ingerek,

melyek tartds vagy ismételt alkalmazasuk soran valtanak ki stressz valaszokat (Sawchenko és

-71-



mtsai. 2000; Dayas ¢és mtsai. 2001; Gaszner és mtsai. 2004). Az egyes stresszorok eltérd
mértékli neurondlis aktivaciot valthatnak ki a kiilonboz6 stresszre érzékeny agyi teriileteken
(igy az EWcp/UCNI neuronjaiban is), €és ezen neuronalis mintazatok hozzajarulhatnak a
stresszorok kategorizalasahoz, valamint a stresszor-tipusara specifikus ttvonalakon keresztiil
hozzak 1étre a stresszre adott kiilonboz6 valaszokat (Dayas és mtsai. 2001; Gaszner €s mtsai.
2004). A fentiek alapjan feltételezziik, hogy az eltérd stresszorokat alkalmazo PTSD modellek
(SPS vs. labsokk), egymastol eltérd neurondlis aktivaciés mintdzatot, illetve viselkedési
valaszokat valthatnak ki. Ezzel kapcsolatos Iényeges eredményiink, hogy mig az SPS-nél leirt
Ucnl mRNS expresszidjat érinté kiilonbségek mindkét genotipusnal sokban hasonlitanak a
CVMS modellben kapott korabbi eredményekhez (Kormos és mtsai. 2022), addig elektrosokk
modell esetén ezektdl lényegesen eltéré Ucnl mRNS expresszios dinamikat tapasztaltunk.
Ennek magyardzata tehat az lehet, hogy mig az SPS és CVMS paradigmak soran részben
hasonlo stresszorokat (pl.: restraint stressz, FST) alkalmaztunk, addig az elektromos labsokk
altal kivaltott PTSD a nociceptiv hatdson alapul (Sawchenko és mtsai. 2000; Dayas és mtsai.

2001).

Az Ucnl mRNS expresszidjara kifejtett hatasain tal feltételezhetd, hogy a TRPA1 receptor
befolyéasolhatja az UCNI1 felszabadulésat és ezaltal a stressz adaptacio folyamatat (Kozicz és
mtsai. 2001; Gaszner és Kozicz 2003; Gaszner és mtsai. 2007; Rouwette és mtsai. 2011;
Gaszner ¢és mtsai. 2012; Kormos és Gaszner 2013; Kormos €s mtsai. 2022; Ujvari és mtsai.
2022). A TRPA1 kationcsatorna aktivacidja az intracellularis Ca*'-szint emelkedés révén
fokozhatja a neuropeptidek (igy az UCN1) felszabadulasat (Denner €s mtsai. 2017; Casello és
mtsai. 2022). Ezzel kapcsolatban felmeriil, hogy a 7rpal mRNS expresszid stressz altal
kivaltott csokkenése a tulzott mértékii UCNI felszabadulast és a kapcsolodd viselkedési
véalaszokat hivatott kompenzalni, ezen feltételezés igazolasahoz tovabbi vizsgalatokat
terveziink. Ugyanakkor az SPS modellt kivitelezve latszolagos ellentmondas volt a stressznek
kitett TRPA1 KO allatok alacsony EWcp/UCNI1 peptid szintjei, valamint az Ucnl mRNS
expresszio fokozddasa kozott, mely ellentmondas magyarazata az UCN1 peptid felszabadulas
megvaltozott dinamikéja lehet. A TRPA1 ioncsatorna kordbban emlitett intracellularis Ca?'-
homeosztazisban betdltott szerepe, valamint lehetséges hatasa az embrionalis fejlddésre (Asai
¢s mtsai. 2010) tovabbi bizonyitékot szolgaltathat ezen feltételezésiinkre, bar nem zarhat6 ki,
hogy az EWcp/UCNI neuronjain talalhatd egyéb kationcsatornak (Zuniga és Ryabinin 2020)
kompenzalhatjdk a TRPA1 hidnyat a KO egerekben.
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Végezetiil ismert, hogy a PTSD-hez gyakran tarsulé komorbiditasok a fokozott fajdalom
érzékenység (Gibson 2012), illetve egyes szomatoform korképek (Afari és mtsai. 2014; Egle és
mtsai. 2016). Ennek kapcsan érdekes megfigyelés a TRPA1 gén promoterének epigenetikai
modosuldsa az ezen allapotok altal érintett betegek human fehérvérsejtjeiben (Achenbach és
mtsai. 2019). Mivel a gének promoéter régidinak epigenetikai profilja hasonlo lehet a periférian
¢s a kozponti idegrendszerben (Davies és mtsai. 2012), ezért kézenfekvd magyarazatnak tiinik,
hogy az epigenetikai valtozasok érinthetik az EWcp/UCNT1 neuronokban taldlhaté TRPA1 gén
promoterét is. Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint az anyai deprivacio tompithatja az
UCNI1 sejtek valaszkészségét a patkdny EWcp-ben (Gaszner ¢és mtsai. 2009), illetve ezzel
Osszhangban - a CVMS egér modelljének alkalmazasa sordn - az élet korai szakaszaban fellépd
stressz hiszton H3 acetilaciot érintd epigenetikai modosulast okoz az EWcp/UCNI
neuronokban (Gaszner és mtsai. 2022). Az ismertetett eredmények alapjan felmeril a
lehetdsége, hogy az EWcp/UCNI neuronok nem csupan a major depresszid kialakuldsahoz
jarulhatnak hozza (Kormos és Gaszner 2013; Farkas és mtsai. 2017), hanem szerepiik lehet a
PTSD pathomechanizmusaban is, mely betegség hatterében hasonldé epigenetikai-

pathobioldgiai folyamatok allhatnak (Blacker és mtsai. 2019).
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6. KONKLUZIO, EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Eredményeink 0Osszegzésekén elmondhatd, hogy a TRPA1 ioncsatornak expresszidja a
szaglopalya kiilonb6z0 szintjein lényeges szerepet tOlthet be az averziv/irritdlo szagok
érzékelésében. A TRPA1 receptorok - szagldpalya kozponti struktiraiban valo - jelenléte
alapjan felmeriil tovabba, hogy ezen ioncsatornanak szerepe lehet a szagingerek kozponti
feldolgozasaban, igy hozzéajarulva az azokhoz tarsuldo emocionalis valaszok és viselkedési

mintazatok kialakitasahoz.

Az altalunk alkalmazott mindkét PTSD modell soran a Trpal mRNS expresszidjanak
csokkenése fokozott UCN1 peptid tartalommal jart egyiitt a WT allatok EWcp neuronjaiban,
mely eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a TRPA1 ioncsatorndk hatassal lehetnek a stressz
adaptacios valaszokra, ezaltal befolyasolhatjak a PTSD pathomechanizmusat. A KO allatok
SPS modellnél tapasztalt csokkent immmobilitasa, illetve elektrosokk alkalmazasanal detektalt
fokozott ugralasi gyakorisaga felveti a TRPA1 lehetséges szerepét a PTSD sordn fellépd

depresszio-szerli viselkedés kialakulasaban, valamint a hyperarousal kioltasaban.

Végezetiil a TRPA1 receptorok viselkedésben, illetve stressz adaptacios zavarokban betdltott
lehetséges szerepe alapjan felmertil, hogy ezen ioncsatorna a jovében igéretes gyogyszer-
tamadaspont lehet bizonyos - emocionalis és viselkedési zavarokkal tarsuldo - maladaptiv

korképekben.
Uj eredmények:

- Elsoként igazoltuk a Trpal mRNS jelenlétét a PC glutamaterg neuronjain.

- Kimutattuk, hogy a Trpal hianya befolyasolja a predator szag (roka és macska) hatasara
kialakul6 viselkedési valaszokat.

- A Trpal mRNS csokkent expresszidjat detektaltuk PTSD egérmodelljeiben.

- Bizonyitottuk, hogy a Trpal hianya befolyasolja az EWcp urocortinerg neuronjainak
miitkodését, Ucnl mRNS és UCNI1 peptid tartalmat, valamint a viselkedési valaszokat
PTSD egérmodelljeiben.

- Elsoként vetettiik fel az EWcp/TRPA1/UCNL neuronok lehetséges szerepét a PTSD

pathomechanizmusaban.
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7. JOVOBENI TERVEK

Jovobeni kisérleteinket kondicionalis Trpal KO allatok bevonésaval tervezziik kivitelezni.
Tekintettel a WT és a KO allatoknak a fent részletezett betegség modellekben detektalt
kiilonb6z6 viselkedésére, illetve neuromorfologiai eltéréseire, tovabbi célunk az esetlegesen
ezek hattérben allé komplex neuroendokrin valtozasok (ACTH, kortikoszteron, adrenalin,
noradrenalin szintek) 6sszehasonlitdsa a két genotipusban, tovabba a labsokkal kivaltott PTSD
soran vizsgalni szeretnénk, hogy centralis timadaspontu szimpatolitikum addsa milyen hatassal
lehet ezen viselkedési és endokrin valaszokra. Mivel korabbi vizsgalataink soran mindkét
PTSD modellnél mindGssze egy-egy adott idopontban hajtottunk végre viselkedés teszteket,
igy a betegségre jellemzd viselkedési valtozasokrol (depresszid-szerli viselkedés,
hyperarousal) csupan pillanatnyi képet kaptunk, ezért azok pontos id6beli dinamikajanak
feltérképezéséhez a jovobeni kisérleteknél - meghatarozott id6kozonként - egymast kovetd
viselkedés vizsgalatokat végeznénk. A fent ismertetett PTSD modellek segitségével tervezziik
vizsgalni tovabba, hogy az EWcp/TRPAL/UCNI1 neuronok részvétele a neuroinflammacios és
epigenetikai folyamatokban milyen hatdssal lehet a betegség kialakulasara. Tovabbi
célkitlizéseink  kozé tartozik az EWcp uroCortinerg neuronjai ¢és a PTSD
pathomechanizmusaban ¢érintett fobb agyteriiletek (PFC, CeA, hippokampusz) kozotti - a
korkép szempontjabol relevans - interakciok feltérképezése. Ezen kiviil a DRN-nek a PTSD-
hez tarsul6 hangulatzavarokban, valamint a CeA-nak és egyes agytdrzsi struktiraknak a
betegségre jellemzO félelemvalasz kialakulasdban ¢és kioltasaban (lefagyas - PAG;
hyperarousal - locus coeruleus) bet6ltott szerepe alapjan a tovabbiakban fel szeretnénk deriteni
az EWcp/TRPA1/UCNI1 neuronoknak ezen agyteriiletekre kifejtett hatdsait a PTSD egér
modelljeiben. Végezetiil a KO allatok felhasznalasa mellett, a jovében centralisan hatdo TRPA1
antagonista alkalmazasaval is tervezziik vizsgalni, hogy ezen ioncsatorna potencialis gyogyszer

tamadaspontként szoba johet-e a PTSD kezelésében.
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9. ROVIDITESEK JEGYZEKE
2-MT: 2-metil-2-tiazolin
A: amygdala
ACC: anterior cingularis kéreg
ACTH: adrenokortikotrop hormon
AON: nucleus olfactorius anterior
aPC: anterior piriform cortex
ASS: akusztikus riaszto stimulus
au: arbitrary unit/6nkényes egység
BNST: nucleus interstitialis striae terminalis
BLA: amygdala bazolateralis magcsoportja
BO: bulbus olfactorius
CA: Ammon-szarv
CART: kokain- és amfetamin-regulalt transzkript
CCK: kolecisztokinin
CeA: amygdala centralis magcsoportja
CHAT: kolin-acetil-transzferaz
CHO: Chinese Hamster Ovary
CRH: kortikotropin releasing hormon
CRHR: kortikotropin releasing hormon receptor
CVMS: krénikus varidbilis enyhe stressz
Cy3: Cyanine 3
Cy5: Cyanine 5

Cys: cisztein
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dabP: bakterialis D-box k6té PAR BZIP transzkripcios faktor
DAPI: 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol

DG: gyrus dentatus

DIC: differencialis interferencia kontraszt

DMEM: Dulbecco's-Modified Eagle Medium

DRN: nucleus raphe dorsalis

EC: entorhinalis kéreg

ECso: 50%-o0s hatés kivaltasahoz sziikséges ligandum koncentrécio
ECS: extracellularis oldat

EW: Edinger-Westphal mag

EWocp: centralis projekcidju Edinger-Westphal mag

EWpg: preganglionaris Edinger-Westphal mag

FST: forced swim teszt

GABA: gamma-amino-vajsav

Gadl: glutamat dekarboxilaz 1 mMRNS

HPA: hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg

hTRPA1: human tranziens receptor potencial ankyrin 1 ioncsatorna
IL-1: interleukin 1

IL-6: interleukin 6

ISH: in situ hibridizacié

KO: knockout

LC: locus coeruleus

LH: lateralis hipotalamusz

Lys: lizin
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MeA: amygdala medialis magcsoportja
MRI: magneses rezonancia imaging

Mm: Mus musculus

mTRPAT: egér tranziens receptor potencial ankyrin 1 ioncsatorna
NeuN: neuronalis nukledris fehérje MRNS
NDS: normal donkey serum

OE: szagloham

OT: tuberculum olfactorium

OSN: a szaglohdm szenzoros bipolaris neuronjai
PAG: periaqueductalis sziirkeallomany

PBS: foszfat pufferelt s6oldat

PC: piriform kéreg

PCR: polimeraz lancreakcio

PFA: paraformaldehid

PFC: prefrontalis kéreg

Polr2a: RNS-polimeraz II A alegység

Ppib: peptidilprolil izomeraz B

PTSD: poszttraumas stressz betegség

PVN: nucleus paraventricularis hypothalami
S1-S6: transzmembran szegmensek

SEM: standard error of the mean

SNS: szimpatikus idegrendszer

SON: nucleus supraopticus

SOC: nucleus olivaris superior
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SP: P-anyag

SPS: single prolonged stressz

SSD: specifikus jeldenzités

TG: trigeminalis ganglion

TH: tirozin-hidroxilaz

TMT: 2,5-dihidro-2,4,5-trimetiltiazolin

TNF-a: tumor nekrézis faktor-a

Trpal: tranziens receptor potencial ankyrin 1 gén/mRNS
TSA: tiramid szignal amplifikacid

Ubc: ubikvitin C

Ucnl: urocortin 1 mRNS

UCNZ1.: urocortin 1 peptid

Vglutl: vezikularis glutamat transzporter 1 mMRNS
vmMPFC: ventromedialis prefrontalis kéreg

WT: vad tipus
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Abstract: Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1), a nonselective cation channel, contributes
to several (patho)physiological processes. Smell loss is an early sign in several neurodegenerative
disorders, such as multiple sclerosis, Parkinson’s and Alzheimer’s diseases; therefore, we focused
on its role in olfaction and social behaviour with the aim to reveal its potential therapeutic use. The
presence of Trpal mRNA was studied along the olfactory tract of mice by combined RNAscope in situ
hybridisation and immunohistochemistry. The aversive effects of fox and cat odour were examined in
parallel with stress hormone levels. In vitro calcium imaging was applied to test if these substances
can directly activate TRPA1 receptors. The role of TRPA1 in social behaviour was investigated by
comparing Trpal wild-type and knockout mice (KO). Trpal mRNA was detected in the olfactory
bulb and piriform cortex, while its expression was weak in the olfactory epithelium. Fox, but not cat
odour directly activated TRPA1 channels in TRPA1-overexpressing Chinese Hamster Ovary cell lines.
Accordingly, KO animals showed less aversion against fox, but not cat odour. The social interest of
KO mice was reduced during social habituation—dishabituation and social interaction, but not during
resident-intruder tests. TRPA1 may contribute to odour processing at several points of the olfactory
tract and may play an important role in shaping the social behaviour of mice. Thus, TRPA1 may
influence the development of certain social disorders, serving as a potential drug target in the future.

Keywords: TRPA1; social behaviour; innate fear; piriform cortex; olfactory bulb; olfactory epithelium;
2-methyl-2-thiazoline; valeric acid

1. Introduction

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1), a nonselective cation channel, may
contribute to several physiological and pathological processes, including neurodegen-
eration. In our previous studies we provided substantial evidence that the lack of this
ion-channel in Trpal knockout (KO) animals decelerated the progression of diverse neu-
rodegenerative processes (e.g., demyelination, fibre loss [1-3]), while the presence of TRPA1
ameliorated age-related memory decline [4]. Based on the role of TRPA1 receptors in the
abovementioned pathological processes, we presume that this ion channel could be a
promising therapeutic target in the treatment of these disorders. Smell loss is an early sign
of neurodegeneration, therefore our study focused on the role of TRPA1 in olfaction.
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The olfactory tract is one of the oldest among the principal sensory systems allowing
smell. Olfaction begins in the olfactory epithelium (OE) located in the nasal cavity [5]. Its
sensory bipolar neurons (OSN) have a peripheral dendrite which is responsible for odour
sensation, and a central axon transmitting the stimuli—via glomerular synapses—to the
glutamatergic cells of the olfactory bulb (OB) [5-7]. Another important cell type in the OB
is the GABAergic granule cell, interacting with the neurotransmission of glutamatergic
neurones [7]. The axon bundles of the glutamatergic cells form the olfactory tract and
terminate in primary and secondary olfactory areas (i.e., anterior olfactory nucleus (AON),
olfactory tubercle (OT), piriform cortex (PC), amygdala (AM) and entorhinal cortex (EC)) [8]
(Figure 1). The largest primary olfactory area is the PC, which, after processing, transmits
information to the secondary olfactory and association brain areas. Besides the above
detailed main olfactory tract, the accessory olfactory system also conveys signals to higher-
order centres contributing to behavioral responses, such as social interaction, in several
mammalian species [9].

Figure 1. Schematic representation of the mouse olfactory tract. Red colour shows the investigated
brain areas, Reprinted from ref [10]. Abbreviations: OE: olfactory epithelium, OB: olfactory bulb,
AON: accessory olfactory nucleus, OT: olfactory tubercle, PC: piriform cortex, EC: entorhinal cortex,
AM: amygdala.

The anatomical structure of the human olfactory tract resembles that of rodents.
However, olfaction is not essential for human survival and the olfactory system therefore
plays a less important role in our daily life, being less developed compared to animals
(e.g., rodents) [5]. Nevertheless, olfactory stimuli contribute to our social behaviour [11];
furthermore, in most mammals, they are important in establishing social hierarchies,
recognition of mating partners, and caring for offspring [12-15]; although this information
may remain unconscious, acting presumably through the limbic system. In rodents, sniffing
behaviour may contribute to agonistic social behaviour towards the conspecific, conveying
multiple types of information [16]. However, the sniffing behaviour of mice varies with
behavioural context and can also be modulated by nonolfactory signals [17]. Olfactory
signals influence the development of both short- and long-term social memory [18]. In
turn, object recognition by rodents requires only intact vision [19,20].

Moreover, the functional integrity of the olfactory system is necessary for the detection
of food sources and avoiding predators [12], and can therefore contribute to innate fear and
anxiety as well. Predator-derived chemostimuli, leading to avoidance behaviours, can be
driven through the activation of both the main and the accessory olfactory system. Using
these chemostimuli, an increased neuronal activation has been detected within some limbic
structures (e.g., AM), playing an important role in innate fear and anxiety [21]. In line with
the above, an altered activation of PC, and the bed nucleus of the stria terminalis (BST)—
together with increased norepinephrine release in the hippocampus—can be responsible
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for predator odour-evoked stress responses [22]. Interestingly, other authors could not
detect enhanced innate fear using the same predator odour in naive mice [23].

A wide range of neurological diseases can be associated with olfactory disfunction,
such as schizophrenia [24], bipolar disorder, [25] major depression [26], and post-traumatic
stress disorder [27]. Furthermore, anosmia is a typical symptom accompanying various
neurodegenerative disorders [28,29]. The loss of smell may occur years before the onset
of other symptoms of Parkinson and Alzheimer’s disorders, being the first hint for the
development of neurodegenerative processes [30,31].

Several chemoreceptors participate in olfaction, among others, multiple transient
receptor potential (TRP) cation channels [32]. One member of this superfamily is the TRP
subfamily A member 1 (TRPA1), which contains a long ankyrin domain at its N-terminal,
the cytoplasmic region being responsible for its thermal and chemical sensitivity [33].
TRPAL1 is expressed in various tissues and can be activated by different endogenous and ex-
ogenous ligands. TRPA1 channels on the nociceptive afferents participate in the generation
of pain signals under physiological and pathophysiological conditions (e.g., inflammation,
chronic pain) [33]. This is supported by the fact that an autosomal dominant point mutation
of this receptor leads to familial episodic pain syndrome with incapacitating upper body
pain in infants [34]. In addition, the role of this receptor was also confirmed in neuropathic
pain [35-39]. TRPAL1 receptors are expressed on the trigeminal nociceptors contributing
to the detection of irritating volatile agents with an aversive odour. Moreover, the genetic
deletion of Trpal led to a significant decrease in the emergence of innate fear in Trpal knock
out (KO) mice compared to their wild-type (WT) counterparts when using 2-methyl-2-
thiazoline (2-MT), a compound imitating fox odour [40]. In this study, 2-MT induced lower
neuronal activation in Trpal KO animals—measured by c-Fos immunohistochemistry—
in the trigeminal ganglia (TG) and the OB. Subsequently, enhanced neuronal activation
was revealed in some stress-sensitive brain regions (periaqueductal grey matter (PAG)
and paraventricular nucleus (PVN)), suggesting the role of TRPA1 in the activation of
the hypothalamic—pituitary—adrenal axis, triggered by certain irritating compounds and
mediated by TG and OB.

Here we aimed to reveal the expression of mouse Trpal mRNA in the OE, OB and
PC, the major parts of the olfactory tract. These brain areas are affected in the early
stages of neurodegenerative disorders [29,31,41] explaining the emergence of anosmia
even years prior to the onset of other neurological symptoms. To reveal the expression of
Trpal in the OE, OB and PC and determine the exact types of TRPA1-expressing cells, we
performed RNAscope in situ hybridisation (ISH) combined with immunohistochemistry.
To confirm the contribution of TRPA1 in predator odour-induced innate fear, we studied
the receptor sensitivity towards the major components of fox (2-MT [40]) and cat odour
(valeric acid [42,43]) in vitro using TRPA1-overexpressing CHO cells, and examined the
behavioural influence of these two odours in WT and KO animals parallel with changes
in stress hormone levels (adrenocorticotropin (ACTH) and corticosterone). Furthermore,
to confirm the functional importance of TRPA1 channels in the olfactory tract, a detailed
characterisation of the social behaviour of Trpal KO and WT mice was also conducted.

2. Results
2.1. Trpal mRNA Expression and Colocalisation in the Piriform Cortex, Olfactory Bulb, and in the
Olfactory Epithelium by RNAscope ISH

To assess the possible presence of Trpal in OSNs, RNAscope ISH for Trpal mRNA
was combined with anti-f-tubulin III immunohistochemistry, a selective marker of this
cell type in the OE [44,45]. Trpal mRNA was poorly detectable in the OE and did not
colocalise with B-tubulin III (Figure 2a). In the OB, the Trpal mRNA was colocalised in
almost all cases with the neuronal marker, neuronal nuclear protein (NeuN), suggesting
its almost exclusive neuronal presence (Figure 2b). In addition, using double RN Ascope
labelling, Trpal mRNA was moderately expressed in glutamate decarboxylase 1 (Gad1)
mRNA containing GABAergic neurons of the OB, but was poorly detected on glutamatergic
excitatory neurons characterised by vesicular glutamate transporter 1 (Vglutl) (Figure 2c).
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In the PC, the RNAscope technique was sensitive enough to detect considerable amounts
of Trpal mRNA positive cells. In this region, the Trpal mRNA was shown only on the
Vglutl mRNA containing excitatory neurons and did not colocalise with Gad1-positive
cells (Figure 2d).

Figure 2. Expression of Trpal mRNA in the investigated regions of the olfactory system of C57BL/6 mice (n = 4). Trpal
(red) mRNA signal did not colocalise with B-tubulin III (green) immunorective cells in the OE (a). Trpal (red) mRNA signal
colocalised exclusively with NeuN (white) positive neurons in the OB (b). Trpal (red), Gadl (white) and Vglutl (green)
mRNA expression in the OB (Bregma 3 mm), (c) and in the PC (d) (Bregma —1.46 mm). Trpal mRNA signal colocalised both
with Gadl and Vglutl positive neurons in the OB (c), but it colocalised only with Vglutl positive neurons in the PC (d). Cell
nuclei were counterstained with DAPI (blue) in all areas. Abbreviations: NeuN: neuronal nuclear protein, Gad1l: glutamate
decarboxylase 1, Vglutl: vesicular glutamate transporter 1, DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole. In order to highlight the
cell borders, differential interference contrast (DIC) images were merged with the virtual color images. Bars: 10 um.
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2.2. TRPA1 and Predator Olfaction
2.2.1. Fox (2-MT) and Cat Odour (Valeric Acid) Induced Calcium Influx in Mouse and
Human TRPA1-Overexpressing CHO Cells

Human and mouse TRPA1 channel-overexpressing Chinese Hamster Ovary cells
(CHO) (n = 5-6 x 10* cells per data point) showed a concentration-dependent increase
in the green fluorescence ratio compared to dye-loaded unstimulated cells in response to
2-MT (fox odour), both in the case of mouse and human receptor expressing cells, without
significant differences between the receptor activation of the two species (Figure 3a). The
ECs5p value was 5010 umol/L in human and 4419 umol/L in mouse TRPA1-expressing
cells. CHO cells not expressing TRPA1, used as a negative control, did not respond to
2-MT. Similarly, neither TRPA1-expressing cell lines responded to valeric acid (cat odour)
(Figure 3b).

150 -o- 2-MT CHO 1504 —® Valeric acid CHO
J -~ 2MT hTRPA1 -8 Valeric acid hTRPA1

100 -e- 2MT mTRPA1 Valeric acid mTRPA1

Activation (100%)
Activation (100%)

0 9 0 T G %ﬁ
1 30 100 300 1000 3000 10,000 1 30 100 300 1000 3 00

Concentration (uM) Concentration (uM)

(a) (b)

Figure 3. Effect of fox (2-MT) and cat odour (valeric acid) on the calcium response in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells
expressing human and mouse TRPA1 (hTRPA1 and mTRPA1, respectively) receptors. An increased calcium response
was characterised by an enhanced ratio of Fluo-4 AM fluorescence compared to dye-loaded unstimulated cells. 2-MT
resulted in a concentration-dependent elevation of the calcium response with an ECsg value of 5010 pmol/L in human
TRPA1-expressing cells and with an ECsj value of 4419 umol/L in mouse TRPA1l-expressing cells (a). Applying valeric
acid, neither human nor mouse TRPA1-expressing cell lines showed an elevated Ca®* signal (b). No change of the calcium
response was detected in CHO cells not expressing TRPA1 in response to 100, 1000 and 10,000 pmol/L 2-MT or valeric acid.
n=5-6 x 10* cells for all types of cell lines, all experiments were performed four times.

2.2.2. Interest of Trpal WT and KO Animals towards Fox (2-MT) and Cat Odour
(Valeric Acid)

Considerable differences were detected between WT and KO mice during the
2-MT evoked odour aversion test. Both the duration and the frequency of sniffing
the odour holder was significantly higher in Trpal KO mice compared to WT animals
(tduration (2,23) = =6.52, p < 0.01; tgrequency (2,23) = —8.43, p < 0.01) (Figure 4a,b). On the
other hand, freezing lasted for a significantly shorter period and occurred much less
frequently in KO mice (tquration (2,23) = 11.78, p < 0.01; tirequency (2,23) = 2,81, p < 0.01)
(Figure 4c,d).

In the case of valeric acid, similar differences were observed between the genotypes in
sniffing (tquration (2,19) = —3.27, p < 0.01; trequency (2,19) = —2.40, p < 0.03) (Figure 5a,b), while
only a tendentious difference was observed for freezing (pPgrequency > 0-50, Pduration > 0.14)
(Figure 5c,d). During this experiment, we investigated the temporal alterations of the
frequency and duration of sniffing and found that KO animals sniffed the filter paper
more often (Fgenotype (1,18) = 4.44, p < 0.05; Finteraction (9,162) = 2.11, p < 0.04) and for a
longer time (Fgenotype (1,18) = 9.29, p < 0.01; Finteraction (9,162) = 1.96, p < 0.05) predom-
inantly at the beginning and end of the examination (py¢ < 0.04, psg < 0.01, pyg < 0.03,
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pstr < 0.05 and pogur < 0.03, psqur < 0.01, prgur < 0.01, pgqur < 0.01, P1odur < 0.04) com-
pared to their WT mates (Figure 5e,f). However, neither in the case of frequency nor
duration, was any significant effect of time detectable (Fiime frequency (9,162) = 0.49, p > 0.88;
Ftime duration (9,162) =1.02, p> 0'42)-
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3 ; -
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WI KO WT KO  LIExploration g 2.5 5 7.5 10
M Sniffin Time (min

4
[ Freezing
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] AT
[l

Freezing

1 X

s w :
80 .

60

20

0 0
WT KO WT KO 0

Time (min)

Figure 4. Behavioural differences in Trpal wild-type (WT) and knockout (KO) mice triggered by the fox odour, 2-MT.
Remarkable differences were established in the duration and frequency of sniffing the odour holder (a,b) and freezing
behaviour (c¢,d) between the two groups. The Gantt diagram presents the individual animals (e f). 7 = 12 in both (WT
and KO) groups, the symbol # shows a significant difference between the two genotypes, in cases with ### p < 0.001, and
##H#H# p < 0.0001. Blank triangles represent individual values while dark spots show outliers (characterized by a higher or
lower value than mean =+ 2 standard deviation (SD)).

2.2.3. Hormone (ACTH and Corticosterone) Measurements in WT and KO Mice after
Using 2-MT or Valeric Acid

The investigation of blood samples at the end of a 10 min odour exposure revealed signif-
icantly higher ACTH levels in KO mice after using 2-MT (t (1,19) = —3.02, p < 0.01) (Figure 6a).
However, differences in corticosterone levels were not established [t (1,23) = —0.85, p > 0.4]
(Figure 6b). Morever, after the odour aversion test with valeric acid, no differences in either
ACTH (t (1,11) = 1.69, p > 0.11) or in corticosterone levels (t (1,13) = —0.71, p > 0.49) could
be detected (Figure 6¢,d).
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Figure 5. Behavioural differences in Trpal WT and KO mice triggered by the major component of cat odour, valeric acid.
Significant differences were detected in the duration (a) and frequency (b) of sniffing the odour holder between the two
groups. However, differences in innate fear (freezing) were not present in this trial (c,d). Individual values are represented
on a Gantt diagram (e,f). n = 10 in both (WT and KO) groups, the symbol # shows a significant difference between the two
genotypes, in cases with # p < 0.05, and ## p < 0.01. Blank triangles represent individual values while dark spots show
outliers (characterized by a higher or lower value than mean =+ 2 standard deviation (SD)).

2.3. TRPA1 and Social Behaviour

2.3.1. Object Habituation-Dishabituation and Social Habituation-Dishabituation Tests in
WT and KO Mice

No significant differences were detected in the duration or frequency of sniffing
during the object habituation—dishabituation trial within or between the groups (dura-
tion: Fime (4,40) = 1.17, p > 0.33; Fgenotype (1,10) = 0.32, p > 0.58; Finteraction (4,40) = 0.46,
p > 0.76 and frequency: Fyme (4,40) = 2.00, p > 0.11; Fgenotype (1,10) = 0.17, p > 0.68;
Finteraction (4,40) = 0.32, p > 0.86), either when the same object was presented repeatedly, or
when a new object was introduced (Figure 7a,b).
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Figure 6. Serum adrenocorticotropin (ACTH) and corticosterone levels of WT and KO mice after

using 2-MT or valeric acid. Applying 2-MT, KO mice showed significantly higher ACTH levels

than WTs (a), without significant differences in the corticosterone levels (b). Using valeric acid,

no differences in either ACTH (c) or in corticosterone levels (d) were detectable. The symbol #

shows a significant difference between the two genotypes, in cases with ## p < 0.01. n = 10 in both

(WT and KO) groups. Blank triangles represent individual values while dark spots show outliers

(characterized by a higher or lower value than mean =+ 2 standard deviation (SD)).
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Figure 7. Results of object (a—c) and social habituation—dishabituation trials (d—g). There was no difference in the duration
and frequency of sniffing an object between the genotypes during the object habituation test (a,b). During the social
habituation trial, a remarkable decrease in the social behaviour was shown using the first stimulus repeatedly in mice of
both genotypes. However, after adding a novel stimulus for mice, the social interactions were again increased (d—f). The
social behaviour of KO mice was lower than WT mice during the whole examination period, with significant differences in
the 2nd and 5th part of the trial (d). # = 12 in both groups, the symbol # shows a significant difference between KO and WT
mice (p < 0.05); * shows a significant difference between the periods compared to the 1st part of the trial in the same group,
in cases with * p < 0.05; + shows a significant difference between the 4th and the 5th part of the trial in the same group, in
cases with + p < 0.05 and ++ p < 0.01.
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In contrast, the social stimulus was more attractive than the object. Accordingly,
the duration of social interactions was higher in both groups during the first encounter
with the (“old”) stimulus mice but reduced rapidly during subsequent presentations
(Ftime (4,88) = 15.48, p < 0.01) (Figure 7d). This decrease in the social behaviour was signifi-
cant during the third and fourth encounter in the case of KO animals (p < 0.05) and during
the fourth encounter in the case of WT animals (p4 < 0.01). On the other hand, a remarkable
increase in social interest was detectable using novel stimulus mice during the fifth period
of the examination (p < 0.01 in both genotypes). The abovementioned alterations were
present in both genotypes; however, the level of the social behaviours was lower in the KO
mice during the whole experiment (Fgenotype (1,22) = 12.61, p < 0.01; Finteraction (4,88) = 1.04,
p > 0.39). A post hoc comparison revealed a significant genotype difference during the
second and the fifth period of the trial (p < 0.05). Similar temporal alterations were detected
in the case of the frequencies of the social interactions (Fyime (4,88) = 4.49, p < 0.01), and
these differences were significant during the fourth and fifth encounter in both genotypes
(p < 0.05), although significant differences could not be established between WT and KO
animals (Fgenotype (1,22) =2.02, p > 0.16; Finteraction (4,88) = 0.39, p > 0.82) (Figure 7e). On the
other hand, the length of one sniffing period (bout fragmentation; duration/frequency) was
also significantly lower in KO animals (Fgenotype (1,22) = 14.10, p < 0.01; Fijme (4,88) =7.30,
p < 0.01) and this effect was especially visible when new stimulus mice were introduced
(Finteraction (4,88) =2.71, p < 0.05) (Figure 7f). The level of aggression was very low (occurred
an average of one time during the 1 min interaction) and without genotype differences.

2.3.2. “Three Chamber” Sociability Experiment in WT and KO Animals

During the habituation phase of a subsequent sociability test, KO animals investigated
the objects more frequently than their counterparts (Fgenotype (1,10) = 8.9, p < 0.02), without
a significant side preference (Fgqe (1,10) = 3.65, p > 0.08) and there was no genotype effect
detectable on the side preference (Finteraction (1,10) = 0.41, p > 0.53) (Figure 8a). In the case
of the investigation duration, the main significant effects of genotype and side preference
were detected (Fgenotype (1,10) = 7.41, p < 0.03; Fgige (1,10) = 6.32, p < 0.04), although a
post hoc comparison did not reveal significant differences (p > 0.05 in all cases), and the
genotype did not influence the side preference (Finteraction (1,10) = 0.01, p < 0.92) (Figure 8d).

During the sociability (third) phase, all animals showed a higher duration of interest
towards the social stimulus (first stimulus mice) (Fegfect of choice (1,10) = 21.23, p < 0.01],
without significant differences between the two genotypes (Fgenotype (1,10) = 0.07, p > 0.79;
Finteraction (1,10) = 0.65, p < 0.43). Moreover, there was no significant difference in the
frequency of interest between the two genotypes (Fgenotype (1,10) = 0.41, p > 0.53; Finteraction
(1,10) = 0.59, p > 0.45), although the main effect of choice was significant (Feftect of choice
(1,10) = 9.24, p < 0.02; in a post hoc comparison pwt > 0.13 and pxo > 0.08) (Figure 8b,e).
A single sample t-test showed a remarkable social interest in the sociability index of both
groups (twt (1,4) = 6.70, p < 0.01; txo (1,6) = 2.98, p < 0.05) when compared to the 50%
chance level (Figure 8g).
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Figure 8. Results of the sociability test. During the object habituation phase, the KO animals investigated the objects more

times than the WTs (a), but the difference in the duration was not significant (d). During the sociability phase, increased

interest was detected towards the social stimulus in both groups without significant genotype differences (b,e). During the

social discrimination phase, WT animals demonstrated increased interest towards the novel stimulus mice, but this kind

of difference were not detectable in KO mice (c,f). Both genotypes revealed significant social interest as represented by a

sociability index higher than 50% (g). However, only WTs showed intact short-term social memory as represented by a
discrimination index higher than 0 (h). Schematic representation of the sociability trial (i). n =5 in WT and n =7 in KO
groups, the symbol # shows a significant difference between KO and WT mice (p < 0.05); * shows a significant difference

between the two sides with wired cages, in cases with * p < 0.05; $ shows a significant difference in the same group using a

single sample t-test, in cases with $ p < 0.05, and $$ p < 0.01. Blank triangles represent individual values while dark spots

show outliers (characterized by a higher or lower value than mean =+ 2 standard deviation (SD)).
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During the social discrimination phase (last part) WT mice sniffed the novel stim-
ulus animals significantly more often than the old counterparts (Finteraction (1,10) = 7.06,
p < 0.02) (Figure 8c). However, there was no difference in the frequency of interest towards
the new stimulus animals between the two genotypes (Fgenotype (1,10) = 2.77, p > 0.13;
Fetfect of choice (1,10) =4.23, p > 0.06). On the other hand, KO mice showed a significantly
higher interest towards the old stimulus animals compared to the WT genotype (p < 0.04 in
the post hoc comparison). In addition, WT mice dealt with the novel stimulus mice for a
significantly longer time (Feffect of choice (1,10) = 6.21, p < 0.04; in the post hoc comparison
p < 0.05), while a similar tendency in the duration of sniffing could not be detected in KO
animals (p > 0.66) (Figure 8f). With respect to this parameter, there were no differences
between the two groups (Fgenotype (1,10) = 0.65, p > 0.44; Finteraction (1,10) = 3.49, p > 0.09).
No direct differences in the sociability index (preferring the mice containing box above
the empty one during the third phase of the test) and discrimination index (preferring the
new stimulus animal above the old one during the fourth phase of the test) were detectable
between the genotypes (ps; > 0.36 and pp; > 0.12). However, using a single sample f-test,
only the WT mice showed an intact memory (twr (1,4) = 2.78, p < 0.05) (discrimination
index > 0) and such an effect was not shown in KO animals (p > 0.38) (Figure 8g,h).

2.3.3. Social Interaction and Resident-Intruder Trials in WT and KO Mice

During the social interaction test, differences in the sniffing frequency, representing
friendly social interaction, were not detectable between the genotypes (t (2,22) = 1.06,
p > 0.3) (Figure 9a), but we observed a significantly reduced time spent sniffing a conspecific
(t (2,22) = 2.25, p < 0.04) (Figure 9b) and a decreased sniffing bout length (t (2,22) = 3.26,
p <0.01) (Figure 9¢) in KO mice. On the other hand, we could not detect aggressive
interactions during this experiment.

a Sniffing frequency b Sniffing duration c Bout (%/fr)
(count/min) (% time) fragmentation
. ' ' 0.24
120 22 : # . 4
4 4
100, L8, =4
80 1 0.16: v
60 |
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Figure 9. Results of the social interaction test. No differences were detected in the frequency of social
behaviour between the two genotypes (a); however, a decreased duration of sniffing (b) and bout
fragmentation (c) were detected in KO mice. n = 12 in both groups, the symbol # shows a significant
difference, in cases with # p < 0.05, and ## p < 0.01. Blank triangles represent individual values
while dark spots show outliers (characterized by a higher or lower value than mean + 2 standard
deviation (SD)).

During repeated resident-intruder trials one week apart, we evaluated home cage
defence, and no alterations were detected in the frequency of social behaviour within and
between the two genotypes (Fgenotype (1,21) = 0.50, p > 0.48; Fyime (2,42) = 1.07, p > 0.35;
Finteraction (2/42) = 0.36, p > 0.7) (Figure 10a), but the duration of friendly social behaviour
was decreased significantly in both groups by repeating the trials (Fime (2,42) = 2.62,
p > 0.08; in a post hoc comparison pwr and KO 1-2 period < 0.05, pxo2-3 period < 0.01; and
Finteraction (2/42) = 5.14, p < 0.01), although genotype differences could not be detected
(Fgenotype (1,21) = 0.11, p > 0.74] (Figure 10b). In addition, there was no significant temporal
alteration in aggression (Fiime duration (2/42) = 1.18, p > 0.31; Fiime frequency (2/42) = 0.86,
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Figure 10. Results of resident-intruder trials. Numbers 1,2,3 represent 10 min trials 1 week apart. No significant differences
were found in the frequency of social behaviour between the two genotypes (a). The duration of sniffing decreased
significantly in both groups during the subsequent trials, although relevant temporal differences were detectable only
in KOs (b). Neither the frequency nor the duration of aggressive interactions were significantly altered by time or by
genotype (c,d). n = 12 in both groups, * p < 0.05 and ** p < 0.01 show a significant difference between repeated trials in the
same group. Blank triangles represent individual values while dark spots show outliers (characterized by a higher or lower

p > 0.43), as well as no detectable genotype effect (Fgenotype duration (1,21) = 0.002, p > 0.96
and Fgenotype frequency (1,21) = 0.07, p > 0.79) and the genotype did not influence the temporal
Changes (Finteraction duration (2/42) =167, p> 0.2;and Finteraction frequency (2142) =191, p> 0-16)

(Figure 10c,d).
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3. Discussion

Here, we demonstrated the presence of Trpal mRNA in various parts of the olfactory
system with a prominent expression in the OB, colocalised with GABAergic and gluta-
matergic markers, and in the PC, with glutamatergic cells. In accordance with previous
results, we confirmed that the TRPA1 channel is an important player of innate fear induced
by a predator odour [40]. Our in vitro results, using TRPAl-overexpressing CHO cell lines
revealed that only fox, but not cat odour is able to directly activate TRPA1 receptors in
the OE and may contribute to a subsequent triggering of avoidance behaviour. Moreover,
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we also found that TRPAL1 is a significant player in friendly, but not aggressive social
interest and intact social memory, as in its absence, reduced social investigation was found
during social habituation—-dishabituation and social interaction tests and there was a loss
of memory during the social discrimination phase of the sociability test.

It has already been suggested that fox odour is a direct activator of chemosensory
TRPA1 channels in the OE [40]. Indeed, during the evaluation of Ca?* influx in TRPA1-
expressing CHO cells, we found that both the mouse and the human receptors respond
to 2-MT. However, in our case the effective concentration was higher than previously
described [40]. These differences might be explained by the different cell lines, and by the
different experimental conditions. On the other hand, valeric acid could not induce any
responses on either receptor. Indeed, valeric acid is a chemical compound belonging to the
group of carboxylic acids and does not have an electrophilic structure, suggesting that it
cannot directly influence TRPA1 receptors. Interestingly, KO mice showed slightly different
behaviour to cat odour compared to their WT pairs. Although in the case of cat odour
(valeric acid) a genotype difference was detected, but only in the interest towards the odour
holder, not in freezing, and this might be explained by the overall less fearful nature of the
cat odour. (In the case of fox odour this behavioural pattern accounts for around 45% of the
entire time in WT mice and 10% in KO mice, while in case of cat odour around 10% in WT
and 5% in KO animals.) Thus, we cannot exclude the possibility that the freezing reduction
in KOs is masked by this low “basal” level. Despite its contribution to the behavioural
consequences of predator odour, the lack of TRPA1 does not reduce fear responses in
general. For example, in the case of conditioned fear, an amygdala-hippocampal-prefrontal
cortex-dependent paradigm [46], Trpal KO mice showed enhanced rather than reduced
freezing [47]. Thus, we might assume that the interest towards an odour stimulus can be
mediated by TRPA1 receptors through the olfactory system, more specifically in its central
part, e.g., in the OB and PC, as the OE does not contain a considerable amount. As the
chemical particles of the odour cannot directly reach the secondary/tertiary neurones, the
TRPA1-induced alteration in sniffing time and frequency will be independent from the
odour type. However, it must be also considered, that TRPA1 agonists (like fox odour)
may lead to the activation of trigeminal nociceptors in the nasal epithelium, triggering
local pain responses [48], which may also strongly influence the behavioural responses
of the animals. Pain itself as well as a direct connection between the PC and PVN [49]
may enhance the neuronal activity of stress-sensitive brain areas (e.g., PAG, PVN) [40]
and certain limbic structures (e.g., hippocampus, BST) [22]. Controversially, the Trpal
KO animals reacted to 2-MT with higher ACTH levels, without any genotype differences
in the corticosterone levels. This observation may be the consequence of their increased
motility resulting from their less intense innate fear responses. Previous studies confirmed
a connection between locomotion and ACTH levels [50]. In contrast to our findings, in
another study the application of 2-MT induced a lower corticosterone elevation of KO
animals compared to their WT counterparts [40]. This discrepancy can be explained by
the different concentration of 2-MT used as well as by the distinct duration of the trials
which might have covered the previously observed difference. More importantly, after
applying valeric acid, none of the abovementioned stress hormones showed differences
between the genotypes. This fact further confirms that the sensation of different odours
may activate different pathways and that TRPA1 channels might influence this process at
different places (e.g., in the case of fox odour, the trigeminal ganglion (pain) can activate
the stress axis, while in the case of cat odour the OB/PC pathway might be involved in
shaping the behaviour of the animals).

In support of this behavioural role of central TRPA1 receptors, a decreased social
interest of KO mice was detected in the social habituation-dishabituation and social inter-
action trials. In agreement with this, they had a worse social memory (see discrimination
index). Although we might assume that the social behaviour of KO animals might be
impaired due to their higher distress triggered by a novel environment, their more frequent
object approach contradicts this idea. Indeed, KO mice were more interested in a newly
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introduced object (see object habituation phase of sociability as well as the first encounter
of the object in habituation-dishabituation, although this later effect was not significant,
probably due to the short, 1 min observation time), which excludes the general loss of
interest of Trpal KO mice as well. This further supports the less anxious phenotype of KO
mice [47]. However, their social behaviour was more fragmented suggesting an enhanced
arousal [51]. In contrast to our results Lee et al. in 2017 found an enhanced social interest
in Trpal KO mice during an experiment similar to our sociability test. Although in their
case the enhanced interest towards the container might have confused the results as there
was no object habituation phase. Moreover, we used juvenile stimulus mice to avoid any
possible threat from them, which might also influence the quality of the social interac-
tion. Notwithstanding the above, we did not find any remarkable differences between
the genotypes in aggressive behaviour, both during the social interaction as well as the
resident-intruder trials. This implies that TRPA1 participates in the fine tuning of social
behaviour and might regulate only certain aspects, especially friendly social interactions.
We might assume that its role in olfaction might be an important player in its contribution
to social behaviour. In support, although previous results found a better memory function
of KO mice during novel object recognition tasks [47], during the social memory test the
performance of this genotype was worse than its WT counterparts. Furthermore, it must be
underlined that the recognition of objects in rodents is rather reliant on visual cues [19,20].

In support of the importance of TRPA1 in olfaction, we confirmed its presence at
different levels of the olfactory system.

Nevertheless, Trpal mRNA was expressed with only a low number of copies in the
OE, and it was not colocalised with anti-B-tubulin III, a selective marker of OSNs [44,45],
suggesting that the receptor may be expressed in other OE structures (e.g., on the end-
ing of trigeminal neurons or in type B cells) [52]. The synthesis of this TRPA1 receptor
protein may happen predominantly in the perikaryon of TG neurons, where Trpal expres-
sion has been confirmed previously [53-55], contributing to the development of diverse
(patho)physiological conditions [48]. The OB might be a major site of action of aversive
chemostimuli as we detected a considerable amount of Trpal mRNA here by RNAscope
ISH. We detected Trpal predominantly in GABAergic neurones, but some transcripts in
glutamatergic neurons were also seen. In a previous study, Trpal mRNA was also detected
in the OB using RT-PCR, and further investigations confirmed its expression predominantly
in glutamatergic mitral and GABAergic granule cells [56]. We confirmed for the first time
that Trpal is expressed also in the PC. Here, in the PC, Trpal mRNA is expressed only in
Vglutl positive glutamatergic neurons. These cells are known to be principal neurones
receiving signals from other olfactory structures (e.g., OB), certain limbic brain areas (e.g.,
basolateral AM) and from several other parts of the brain. The diverse afferentation of
these cells contributes to shaping information encoding [57]. These results suggest the
relevance of TRPA1 receptors in the central processing of olfactory information.

In the central nervous system, TRPA1 was found on astrocytes [58,59] and oligo-
dendrocytes [60]. The functional inhibition of TRPA1 located on oligodendrocytes may
decrease the myelin damage caused by ischemia [60]. Moreover, the lack of TRPA1 atten-
uates the process of demyelination and oligodendrocyte apoptosis in cuprizone-treated
mice, suggesting its role in the progression of autoimmune multiple sclerosis as well [1,2].
On the other hand, the presence of TRPA1 is necessary for normal neuronal development
and oligodendrocyte maturation, and its functional ablation may lead to impaired emo-
tion, cognition, learning, memory, and social behaviour [47]. TRPA1 is also increasingly
considered as a major participant in the development and progression of certain neu-
rodegenerative disorders [3]. TRPA1 may facilitate the synaptic dysfunction triggered by
oligomeric amyloid-f peptide, implying its role in Alzheimer’s disease [61]. Intracerebral
amyloid beta; 45 injection induced smaller cholinergic fibre loss in the somatosensory cortex
accompanied by normalised memory function in Trpal KO mice [3]. In addition, TRPA1
deficiency resulted in an attenuated memory loss in aged mice, suggesting the importance
of this receptor in age-related memory decline as well [4]. In addition, our experiments
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confirmed the expression of TRPA1 receptors in the OB and the PC, which are brain areas
that are already involved in the early stages of neurodegenerative disorders [29,31,41]. A
possible mechanism of neurodegeneration may be the activation of TRPA1 channels lead-
ing to an increased calcium influx, triggering neuronal activation on one hand and in the
case of excessive function, neuronal apoptosis. This process may occur in the glutamater-
gic excitatory neurons of the OB and PC and—together with consecutive glutamatergic
excitotoxicity—may explain the appearance of anosmia in neurodegenerative diseases (e.g.,
Parkinson’s, Alzheimer’s) [62—-64] 5-10 years prior to the emergence of other neurological
symptoms [30,31].

In summary, our results confirmed the presence of TRPA1 at multiple levels of the
olfactory tract playing an important role in the perception of aversive/irritating as well as
social odours. This receptor, located in the central structures of the olfactory tract, may have
a pivotal role in the central processing of odour information contributing to the association
of emotional responses and behavioural patterns. Therefore, this ion channel could be a
drug target in the treatment of diseases with disturbed emotions and social behaviour. In
addition, TRPA1 receptors, located in the OB and PC, could be a promising target in the
early treatment of certain neurodegenerative conditions by decelerating neuronal apoptosis
in these brain areas.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

RNAscope in situ hybridisation was performed using naive 9-week-old male C57BL/6
mice. Behavioural experiments were carried out on 3-4 months-old male Trpal*/* (wild-
type, WT) and Trpal~/~ (knockout, KO) mice. The original breeding pairs of mice were
acquired from Prof. P. Geppetti, University of Florence, Italy. Mice were generated and
characterised as described earlier [65]. Animals were bred on a C57BL/6] background
and crossed back after 5 generations. The genotype of offspring for the Trpal gene was
verified by PCR. Four-week-old Trpal WT (sociability, social habituation—dishabituation)
or CD1 mice (resident—intruder test) were used as stimulus animals. All efforts were made
to minimise the number of animals used and their suffering.

Animals were kept in a temperature and humidity controlled 12 h light-dark cycle
environment (lights on at 6 a.m.) in standard polycarbonate cages (365 mm x 207 mm x
144 mm) at the animal facility of the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy,
University of Pécs. Ad libitum standard rodent chow and tap water were provided for
the animals. Four to six mice were housed in a cage, and 1 week before the first resident—
intruder test they were separated to have a “homecage”. The social behaviour of the
animals was examined during the early dark phase between 19 and 23 h, while all other
examinations were conducted in the morning.

4.2. RNAscope ISH and Immunohistochemistry
4.2.1. Tissue Sample Collection and Preparation

The intact C57BL/6 male mice were deeply anaesthetised by intraperitoneal urethane
injection (2.4 g/kg) and transcardially perfused with 20 mL of ice-cold 0.1 M phosphate-
buffered saline (PBS, pH: 7.4) followed by 150 mL 4% paraformaldehyde (PFA) solution in
Millonig buffer (pH 7.4) for 15 min. After perfusion, the brains with OBs were removed,
and collected into PFA for 36 h for postfixation at 4 °C. Olfactory epithelia were also
removed and collected into 4% PFA containing 30% sucrose for 36 h postfixation, to ensure
cryoprotection. The brains with the OBs were coronally sectioned using a Leica VT1000
S vibratome (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Five series of 30 pm sections were
gathered and stored in antifreeze solution (20% ethylene glycol, 30% glycerol and 0.1 M
sodium-phosphate buffer) at —20 °C. OE samples were embedded in OCT tissue freezing
medium (Leica), and five series of 17 um transversal sections were obtained using a cryostat
(Leica CM1950, Nussloch, Germany). Then, sections were taken on SuperFrost Ultra Plus
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adhesion slides (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Germany, Cat. No.: 10417002),
and stored at —20 °C.

4.2.2. RNAscope ISH on Mouse Olfactory Bulb and Piriform Cortex

The RNAscope assay was carried out on coronal OB and PC sections, applying
RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v.2 (Advanced Cell Diagnostics, Newark,
CA, USA) according to the protocol of the product with a modified pretreatment [66].
Briefly, after the tissue pretreatment, samples were hybridised with probes specific to
mouse Trpal (Cat. No.: 400211-C2), NeuN (neuronal nuclear protein; Cat. No.: 313311-
C3), Vglutl (vesicular glutamate transporter 1; Cat. No.: 416631) and Gad1 (glutamate
decarboxylase 1; Cat. No.: 400951-C3, Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, USA)
mRNA. We performed sequential signal amplification and channel development according
to the manual. 4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI (Cat. No.: 323108, Advanced Cell
Diagnostics, Newark, CA, USA)) was used to detect cell nuclei. Sections were cover-slipped
with ProLong Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific) for confocal mi-
croscopy. To provide reliable results, we simultaneously applied a RNAscope 3-plex mouse
positive control probe (ACD; Cat. No.: 320881, Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA,
USA) specific to RNA polymerase II subunit A mRNA (Polr2a (fluorescein)), peptidyl-
prolyl isomerase B mRNA (Ppib (cyanine 3, Cy3)) and ubiquitin C mRNA (Ubc (cyanine
5, Cy5)) and 3-plex negative control probes (ACD; Cat. No.: 320871) to bacterial D-box
binding PAR BZIP transcription factor (dabP) mRNA (Supplementary Materials Figure
S1). To obtain fluorescent images of the OB and PC, an Olympus Fluoview FV-1000 laser
scanning confocal microscope and FluoView FV-1000S-IX81 image acquisition software
system (Olympus, Tokyo, Japan) were used. The confocal aperture was set to 80 um. We
conducted the analogue sequential scanning with a 40 x objective lens (NA: 0.75). We
applied an optical thickness of 1 um and the resolution was set to 1024 x 1024 pixels. The
excitation time was set to 4 us per pixel. The following virtual colours were used for the
fluorescent signals: blue for DAPI, green for fluorescein (488 nm) (Vglutl mRNA), red for
Cyanine 3 (550 nm) (Trpal mRNA), and white for Cyanine 5 (647 nm) (Gadl and NeuN
mRNA). Images were contrasted using Image] software (version 1.52a, NIH). To establish
the colocalisation of the Trpal mRNA signal with the NeuN, Gadl and Vglutl mRNA signal
as well as with the immunohistochemistry signal of anti-B-Tubulin III, we performed a
differential interference contrast (DIC) technique combined with the fluorescence signal.

4.2.3. RNAscope ISH Combined with 3-Tubulin III-Immunohistochemistry

We also performed RNAscope ISH on transversal sectioned OE according to the above
detailed protocol. Subsequently, 3-tubulin IIl immunohistochemistry was also conducted
to mark OSNSs. Briefly, after channel development of the RN Ascope assay, sections were
washed for 2 x 15 min in PBS, incubated overnight at RT with polyclonal rabbit anti-3-
tubulin IIT (Merck, Sigma Aldrich GmbH; Cat. No.: T2200, Schnelldorf, Germany), diluted
1:200 with 2% normal donkey serum for blocking aspecific binding. Then, sections were
washed for 2 x 15 min in PBS, and treated in Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-rabbit
secondary antibody (A-11012, Thermo Fisher Scientific), diluted 1:500 in 1 x PBS with
2% normal donkey serum for 3 h at RT. After rinses, cell nuclei were counterstained with
DAPI, and the sections were mounted with ProLong Diamond Antifade Mountant for
confocal microscopy.

4.3. Measurement of Ca>* Influx in TRPA1-Expressing CHO Cells in Response to 2-MT or Valeric
Acid by Flow Cytometry

Cell lines overexpressing mouse and human TRPA1 were constructed according to
the protocol used in the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy, University of
Pécs, Medical School [67]. Culture medium (500 mL Dulbecco’s-Modified Eagle Medium
(DMEM), 50 mL fetal bovine serum albumin, 10 mL L-glutamine (200 mmol/L), 10 mL
MEM non-essential amino acid solution, 500 uL penicillin and streptomycin) was gently
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removed from cells and a trypsin solution (250 uL, 0.1% in PBS) was applied for 5 min. For
each sample approximately 10* TRPA1-expressing CHO cells were resuspended in 100 puL
cell culture medium. Fluo-4 AM (Invitrogen, 0.4 pL, 1 ug/pL in DMSO) was added for
30 min at 37 °C. Extracellular solution (ECS) was added (400 pL, containing (in mmol/L):
NaCl, 160; KCl, 2.5; CaCl,, 1; MgCl,, 2; HEPES, 10; glucose, 10; pH 7.3). An appropriate
amount of 2-MT or valeric acid was added to the cell suspensions in 500 pL ECS. Cell
suspensions were analysed by flow cytometry. Fluo-4 AM was excited by a 488 nm laser.
Fluorescence was detected at 504 nm. The mean green fluorescence of the samples was
compared to the base fluorescence of dye-loaded control cells and to receptor carrying
cells activated with 100 uM of the TRPA1 agonist, allyl-isothiocyanate, representing 100%
activation [67].

4.4. Behavioural Tests

The behaviour of the animals was video recorded and later scored by computer-based
event-recorder software (Solomon coder https://solomon.andraspeter.com/, 8 August
2019) by an experimenter blinded to the treatment groups. The following behavioural
patterns were investigated: inactivity /freezing (no obvious activity), exploration (walking
through the box or sniffing towards the environment), social investigation (sniffing at
partner) and aggression (wrestling with the intruder often accompanied by biting or
pushing down the opponent while it is trying to escape). Both the duration (in percentage)
and frequency of all behaviours were registered. Exploration and sniffing were analysed in
all trials, aggression was investigated in the social interaction and resident—intruder test,
but freezing was only registered in the odour aversion tests.

4.4.1. Odour Aversion Tests and Blood Sample Collection

The experiment was performed in a transparent box located in a sound-attenuated
room within a hood with a camera above the box. In the corner of the box a tube was
fixed, containing a filter paper scented with 2-MT (Sigma-Aldrich, Cat. No.: 2346-00-1)
or valeric acid (Merck, Sigma Aldrich GmbH, Schnelldorf, Germany, Cat. No.: 800821).
The substances were diluted with saline (50 uL to 2 mL) and a 50 uL sample was used
for each animal. The mice were allowed to freely explore the arena for 10 min. The
boxes were cleaned with ethanol between animals and the odour was refreshed using a
new filter paper and odour. Right at the end of this trial, animals were sacrificed, blood
was collected into prechilled tubes, and the samples were centrifuged at 3000 rpm for
5 min. Supernatant serum samples were collected and stored at —20 °C for ACTH and
corticosterone radioimmunoassay experiments (Figure 11).

4.4.2. Test Battery for Social Behaviour
Day 1: Object Habituation-Dishabituation

The animals were put in the test cage with nontransparent walls, filled with fresh
bedding. After a 2 min habituation, an object was added to the box for four 1-min long
trials with an inter-trial interval of 2 min. During the fifth trial a novel object was used
with a different colour and shape. Objects were inserted in the corner of the box in all cases,
but the location of the corner was randomised. The objects were small plastic toys (built
from coloured plastic cubes and having complex shapes). Prior to the experiment all items
were cleaned with ethanol (Figure 7c).

Day 2: Sociability Test

The experiment consisted of four trials, all of them lasted for 5 min. For the first five
minutes the experimental animals were put in the empty box, to acclimatise to the new
environment. During the second phase, two empty wired cages were placed into the corner
of the box for 5 min, to habituate the animals to these objects (habituation). During the
third period a stimulus animal was placed below one of the wired cages (social interest),
and here, we calculated the sociability index (in this index the interest towards the social
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partner is divided by the sum of the interest towards the box and social partner). During
the last five minutes a novel stimulus mouse was inserted below the second wired cage
(social discrimination), and we calculated the discrimination index with the following
formula: (new mouse — old mouse)/(old + new mouse) x 100 (Figure 8i).

a Odour aversion tests
Odour aversion 10 min
tests (with 2-MT or -
valeric acid)
b Social behavioural tests
Object habituation Sociabili Social habituation
dishabitaation | WP SRRy B dishabituation

Resident intruder Social interaction
test

Figure 11. Schematic representation of the process of odour aversion (a) and social behavioural

experiments (b), carried out on Trpal knockout mice and their wild-type siblings.

Day 3: Social Habituation-Dishabituation

The experimental design was similar to that of the object habituation protocol with
the sole difference, that in this trial, 4-week-old Trpal WT stimulus animals were used.
Briefly, a Trpal WT stimulus male mouse was placed into the box for four 1-min long
unrestricted interactions with an inter-trial interval of 2 min. During the intervals, the
stimulus mouse was housed alone in a holding container and the experimental animal
remained in the testing cage. In the fifth phase of the trial, a novel stimulus animal was
used from a different cage (Figure 7g).

Day 4: Social Interaction

This test was also performed during the dark period for the animals; however, the
investigating room was lighted to enhance the anxiety component. Two experimental
animals, belonging to the same group but living in different cages, were placed into the
same box for 10 min, and the interactions between them were registered.

Resident-Intruder Test

Resident-intruder trials were performed on days 25, 32 and 39 after at least 4 days of
single housing to ensure that the test animal considered the cage as its home. On the day of
the trial a smaller 4-week-old CD1 mouse (intruder) was inserted into the cage for 10 min.

4.5. Hormone Measurement

Hormone levels were measured by radioimmunoassay in unextracted serum (ACTH:
50 pL; corticosterone: 10 uL), both using a specific antibody developed at the Institute of
Experimental Medicine (Budapest, Hungary) [68]. The intra-assay coefficients of variation
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were 7.5% and 4.7%, respectively. All samples from a particular experiment were measured
in one session.

4.6. Statistical Analysis

Data are represented as mean 4+ SEM with individual data as dark spots. The com-
parison between WT and KO groups was conducted by paired sample t-test. Main effects
were studied by factorial or repeated-measures ANOVA as shown in the text. A post
hoc analysis was carried out by the Fisher and Tukey test depending on the number of
investigated groups. For social and discrimination indices, the single sample t-test was
used in comparison to 50% (social) or 0% (discrimination). All statistical analyses were
performed using Statistica 13.5.0 software. Datasets were tested for normal distribution
and for homogeneity of variance. If the p-value was lower than 0.05, it was considered
statistically significant.

5. Conclusions

We confirmed the presence and role of the TRPA1 receptor in olfaction and—in this
context—in the regulation of aversive and social behaviour. Thus, TRPA1 might be a
promising drug target for the treatment of certain behavioural disorders. Furthermore,
the location of TRPA1 in the primary olfactory cortex—and the possibility of neuronal
apoptosis induced both by calcium and by glutamatergic excitotoxicity [69,70] due to
the excessive activation of the receptor—may explain the occurrence of anosmia, as an
early marker, in several neurodegenerative disorders. Thus, TRPA1 targeting drugs may
decelerate neuronal apoptosis, and prevent the further development of the disorders at an
early stage.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/ph14121336/s1. Figure S1: Electrophoretograms of RT-PCR products. Six olfactory bulb
samples of C57BL/6 mice were investigated. The housekeeping gene (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (Gapdh), size: 237 bp) and the gene of interest (Trpal, size: 101 bp) were expressed in
all samples (a). Eight piriform cortex samples of C57BL/6 mice were investigated. The housekeeping
gene (Gapdh, size: 237 bp) was expressed in all samples but a detectable level of gene of interest (Trpal,
size: 101 bp) could be found only in three cases (b). NTC: no template control; noRT: no reverse
transciptase controls. Figure S2: RNAscope triplex positive and negative controls in the mouse
piriform cortex. RN Ascope triplex negative control probes would hybridize with the bacterial dabP
gene (a). RNAscope triplex positive control probes specific to mouse Polr2a (b), Ppib (c) and Ubc (d).
mRNA targets are represented in green, red and white, respectively. Abbrevations: dabP: D-box
binding PAR BZIP transcription tactor, Polr2a: RNA polymerase II subunit A, Ppib: peptidylprolyl
isomerase B, Ubc: ubiquitin C.
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The centrally projecting Edinger-Westphal nucleus (EWcp) is involved in
stress adaptation. Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) mRNA was
previously shown to be expressed abundantly in mouse and human EWcp
urocortin 1 (UCN1) positive neurons and reacted to chronic stress. Since
UCN1 neurons are deeply implicated in stress-related disorders, we
hypothesized that TRPA1/UCN1 neurons are also affected in
posttraumatic stress disorder (PTSD). We examined male Trpal wild type
(WT) and gene-deficient (KO) mice in the single prolonged stress (SPS) model
of PTSD. Two weeks later the behavioral changes were monitored by forced
swim test (FST) and restraint. The Trpal and Ucnl mRNA expression and the
UCNL1 peptide content were assessed by RNAscope in situ hybridization
technique combined with immunofluorescence labeling in the EWcp. SPS-
induced immobility was lower in Trpal KO compared to WT animals, both in
the FST and restraint, corresponding to diminished depression-like behavior.
The copy number of Trpal mRNA decreased significantly in EWcp of WT
animals in response to SPS. Higher basal Ucnl mRNA expression was
observed in the EWcp of KO animals, that was not affected by SPS
exposure. EWcp neurons of WT animals responded to SPS with
substantially increased amount of UCN1 peptide content compared to
control animals, whereas such changes were not observable in KO mice.
The decreased Trpal mRNA expression in the SPS model of PTSD associated
with increased neuronal UCNL1 peptide content suggests that this cation
channel might be involved in the regulation of stress adaptation and may
contribute to the pathomechanism of PTSD.
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1 Introduction

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) is a non-
selective cation channel expressed in the primary sensory
neurons of the dorsal root, vagal and trigeminal ganglia
(Talavera et al, 2020). In the peripheral nervous system it is
involved in pain sensation, inflammatory and immune responses
(Julius, 2013; Moore et al., 2018; Souza Monteiro de Araujo et al,
2020). Limited knowledge is available about its location and role in
the central nervous system. Its expression has already been
confirmed by our research group in certain stress-related brain
areas, including olfactory bulb, piriform cortex (Konkoly et al,
2021), hypothalamus (Olah et al., 2021) and dorsal raphe nucleus
(DR) (Milicic et al., unpublished). The highest level of Trpal mRNA
expression was found in the urocortinergic neurons of the centrally
projecting Edinger-Westphal nucleus (EWcp) in mice (Kormos
et al,, 2022). Most recently we found that the TRPA1 ion channel
shows functional activity in patch clamp recordings on acute mouse
EWcp slices (Al-Omari et al., unpublished). Our previous study
revealed that Trpal is downregulated in the EWcp both upon
chronic variable mild stress (CVMS) in mice and in humans who
died by suicide. Moreover, altered stress adaptation response was
observed in the absence of TRPAI in mice (Kormos et al., 2022).
suggested that TRPAl
urocortinergic EWcp neurons

These findings expressed by the

might contribute to stress
response. Considering that a disturbed stress adaptation is
characteristic for posttraumatic stress disorder (PTSD) (Perry
and Pollard, 1998; Yehuda, 1998; Kasckow et al., 2001; Rohleder
et al., 2010; Deppermann et al., 2014; Dunlop and Wong, 2019), we
investigated the role of TRPA1 in this psychopathology.

PTSD is a mental health condition triggered by intense physical
or emotional trauma (e.g.: accident, childhood abuse, sexual violence,
physical assault, combat exposure and other life-threatening events).
Flashbacks, severe anxiety, and nightmares associated with intrusive
memories, negative changes in mood and thinking, and altered
physical and emotional reactions are all possible symptoms
(Auxéméry, 2018). The most important brain areas being involved
in the pathogenesis of PTSD are the prefrontal cortex (PFC),
amygdala, and hippocampus (Miller et al, 2018; Harnett et al,
2020; Kamiya and Abe, 2020). The EWcp and its urocortinergic
neurons have not been studied in relation to PTSD, yet.

Our research team has been investigating the role of the EW¢p in
stress adaptation response and mood control (Kozicz et al., 2001;
Gaszner and Kozicz, 2003; Gaszner et al., 2004; Gaszner et al., 2007,
2012; Rouwette et al., 2011; Kormos and Gaszner, 2013; Kormos et al.,
2022; Ujvari et al, 2022). EWcp expresses urocortin 1 (UCN1)
neuropeptide, which is a member of the corticotropin-releasing
hormone (CRH) family. It binds to the CRH receptor 1 (CRHR1)
and 2 (CRHR2) (Kozicz, 2007), with a 40-fold higher affinity towards
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CRHR2 than CRH itself (Vaughan et al., 1995; Deussing and Chen,
2018). Interestingly, direct connections have been identified between
the EWcp and the most relevant PTSD-related limbic brain areas
(PFC, amygdala and hippocampus). For instance, the EWcp sends
fibers to the PFC and amygdala (Zuniga and Ryabinin, 2020; Priest
et al,, 2021; Topilko et al,, 2022). EWcp cells receive direct synaptic
inputs from hippocampal pyramidal cells that carry serotonin
receptor 2¢ (Li et al,, 2018). Peptidergic EWcp cells send afferent
projections to GABAergic parvalbumin-containing interneurons in
the medial PFC (Bale et al., 2002). Importantly, CRH receptors were
found in all three areas (PFC, amygdala and hippocampus)
implicated in PTSD (Deussing and Chen, 2018).

Here we aimed to test whether TRPAl on the EWcp/
UCNI neurons is important in stress adaptation to PTSD. We
hypothesized that altered TRPA1 and UCN1 dynamics in the EWcp
contribute to the behavioral anomalies induced by PTSD. To test
this hypothesis, we used the single prolonged stress (SPS) model of
PTSD and examined the behavioral alterations 2 weeks later. To
support possible causative role, Trpal KO mice strain was also used.

2 Materials and methods
2.1 Animals

3-4 months-old male Trpal** (wild type, WT) and Trpal™"
(knockout, KO) mice were used. The original breeding pairs were
acquired from Prof. P. Geppetti, University of Florence, Italy),
originally generated by Bautista and co-workers (Bautista et al.,
2006). Mice were generated and characterized as described earlier
(Meza et al., 2006). Animals were bred on a C57BL/6] background
and crossed back after 10 generations. The genotype of offspring for
the Trpal gene was verified by PCR (sequences of primers: ASM2:
ATC ACC TAC CAG TAA GTT CAT; ASP2: AGC TGC ATG
TGT GAA TTA AAT).

Animals were housed in the animal facility of the Department of
Pharmacology and Pharmacotherapy, University of Pécs in a
temperature and humidity controlled 12h light-dark cycle
environment (lights on at 6 am.) in standard polycarbonate
cages (365mm x 207 mm X 144mm). Ad libitum standard
rodent chow and tap water were provided for the animals. Four
to six mice were housed in one cage.

During the experiments all efforts were provided to reduce
the number of animals used and their suffering. All
procedures applied in this protocol were approved by the
Animal Welfare Committee at Pécs University and National
Scientific Ethical Committee on Animal Experimentation in
Hungary (permission No: BA02/2000/33/2018) in agreement
with the directive of the European Communities Council in
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(A) Schematic representation of the single prolonged stress (SPS) experiment. The animals were restrained for 2 h, then forced to swim for
15 min before being exposed to diethyl ether narcosis until loss of consciousness (B) Time course of the behavioral experiments. On the first day, SPS
was performed in the stressed groups of animals, after 2 weeks behavioral tests were performed in all animals. On the 16th day, mice were sacrificed,

and tissue samples were collected for morphological analysis.

1986, and with the Law of XXCIII, in 1998, on Animal Care
and Use in Hungary.

2.2 Experimental design

Animals were divided into four experimental groups: Trpal KO
(n=12) and WT (n = 9) mice were exposed to SPS model of PTSD,
while another set of Trpal KO (n = 10) and WT (n = 10) mice were
used as non-stressed controls. Animals were kept undisturbed in
their home cages for 2 weeks after the SPS exposure then they were
examined in the behavioral tests (forced swim test (FST), restraint).
SPS experiments and the related behavioral tests were carried out
during the early dark phase (ie.: active phase of mice) between
18 and 22 h. To exclude the effect of acute stress caused by the
behavioral tests, all animals were sacrificed for morphological
studies 36 h after the last test (Figure 1).

2.3 Single prolonged stress

The SPS protocol was conducted as described earlier
(Torok et al, 2019). Briefly, each stressed animal was
restrained for 2h in a 50 ml conical tube closed with a
screw on the top and having ventilation holes on the wall.
Immediately after the restraint stress, the mice were forced to
swim for 15 min in a 2 L Pyrex~ graduated beaker filled with
water to a depth of about 20 cm (1.5 L) at 24 + 1°C. Then the
animals were dried with a towel and returned to their own
cages for 15 min. Finally, each mouse was exposed to diethyl
ether until loss of consciousness. At the end of the SPS, mice

Frontiers in Cell and Developmental Biology

03

were placed in new cages with fresh bedding. The translational
value of SPS is based on the phenomenon that most human
PTSD is triggered by combined stressors (Lisieski et al., 2018)
and lead to elevated fear response and impaired fear extinction
(Yamamoto et al.,, 2008; Ganon-Elazar and Akirav, 2012;
Perrine et al., 2016).

2.3.1 Behavioral experiments

Behavioral experiments were carried out 14 days after the
SPS protocol. The behavioral responses of mice were video
recorded and later scored by computer-based event-recorder
software (Solomon coder https://solomon.andraspeter.com)
by an experimenter blinded to the treatment groups. Both the
duration (in percentage) and frequency of all behavioral
parameters were registered upon these tests.

2.3.2 Restraint

We applied the restraint stress again according to the
protocol described above with the sole important difference
that this time it only lasted for 15 min. We investigated the
time spent immobility. Higher immobility time is
characteristic for PTSD-like behavior (Torok et al., 2019).

2.3.3 Forced swim test

After 1 h rest, each animal was exposed to FST similarly to
described above for a total duration of 6 min. The following
behavioral parameters were investigated: floating (no obvious
activity or balancing only with one of the hind paws) as
immobility; swimming (movements to emerge the head
from the water using both hind paws) and struggling
behavior (intense motion with all paws to escape from the
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FIGURE 2
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Alterations of the behavioral parameters in Trpal wild type (WT) and knockout (KO) mice during the restraint stress. Individual values are
represented on a Gantt diagram (A). Columns represent the time of immobility (B) (two-way ANOVA followed by Tukey's post-hoc test; *p < 0.05 and

***p < 0.001; n = 9-12/group). SPS: single prolonged stress.

beaker) as mobility. Immobility reflects passive coping
(Sabban et al., 2015; Kormos et al., 2022) and is considered
a sign of PTSD (Torok et al., 2019).

2.4 Perfusion, tissue collection

Thirty-six hours after the behavioral experiments all
animals were deeply anesthetized by intraperitoneal
urethane injection (2.4 g/kg) and transcardially perfused
with 20 ml of ice-cold 0.1 M phosphate-buffered saline
(PBS, pH: 7.4) followed by 150 ml 4% paraformaldehyde
(PFA) solution in Millonig buffer (pH 7.4) for 15 min. After
this procedure, the brains were removed, and collected into
PFA for 72 h postfixation at 4°C. The brains were coronally
sectioned using a Leica VT1000 S vibratome (Leica
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Biosystems, Wetzlar, Germany), three series of 30 pm
sections were collected and stored in antifreeze solution
(20% ethylene glycol, 30% glycerol and 0.1 M sodium-
phosphate buffer) at -20°C. Sections containing the
EWcp (from Bregma -2.92 mm to -4.04 mm according to
Paxinos and Franklin (Paxinos and Franklin, 2001)) were

selected for morphological studies.

2.5 RNAscope in situ hybridization (ISH)
combined with immunofluorescence

The RNAscope ISH was performed on two different series of
coronal EWcp sections to detect the Ucnl and Trpal mRNA
expression. RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v.2
(Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, United States ) was
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Changes in the behavioral parameters in Trpal wild type (WT) and knockout (KO) mice during the forced swim test. Individual values are
represented on a Gantt diagram (A). Columns depict the duration of immobility (B) (two-way ANOVA followed by Tukey's post-hoc test; *p < 0.05,
**p < 0.01, and ***p < 0.001; n = 9-12/group). SPS: single prolonged stress.

used according to the protocol described earlier by our research group
(Konkoly et al., 2021). Briefly, after the tissue pretreatment, samples
were hybridized with the probe specific to mouse Trpal (ACD, Cat.
No. 400,211-C2) and Ucnl (ACD, Cat. No. 466,261) mRNA. In our
KO animals the major part of exon 23 was replaced, thus, a modified
Trpal mRNA and mutated TRPA1 protein is expressed in KO mice
with loss of function. However, the commercially available RNAscope
probe hybridizes with the non-deleted mRNA sequence of the non-
functioning protein, the RNAscope gives positive signal in knockout
mice also.

Signal amplification and channel development was carried out
according to the manual. In case of RNAscope 3-plex mouse positive
control probes (ACD; Cat. No. 320,881, Advanced Cell Diagnostics,
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Newark, CA, United States ), specific to RNA polymerase II subunit A
mRNA (Polr2a (fluorescein)), peptidylprolyl isomerase B mRNA (Ppib
(cyanine 3, Cy3)) and ubiquitin C mRNA (Ubc (cyanine 5, Cy5)), and
3-plex negative control probes (ACD; Cat. No. 320,871), specific to
bacterial D-box binding PAR BZIP transcription factor (dabP) mRNA,
were also used as technical controls. That series, where the Trpal was
the target, ISH was combined with immunofluorescence to measure the
UCNT1 peptide content of the neurons in the EWcp (Kormos et al,
2022). Briefly, after channel development of the RNAscope ISH,
sections were washed for 2 x 15 min in PBS, incubated overnight at
room temperature (RT) with recombinant anti-urocortin 1 antibody
(Abcam Cat. No. ab283503) diluted (1:10.000) in PBS with 2% normal
donkey serum. Sections were washed for 2 x 15min in PBS and
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expression in the centrally projecting Edinger-Westphal nucleus
(EWcp). Representative image of the Trpal mRNA expression in the
EWcp neurons of wild type (WT) mice (A). Effect of SPS on the
Trpal mRNA expression (B). Red dots represent Trpal mRNA
copies while cell nuclei were counterstained with 4’,6-diamidino-
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visualized by RNAscope in situ hybridization. Sections were
counterstained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue)
ProLong Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific, for nuclei. Scale bars: 25 pm (A). Columns represent the specific
Waltham, MA, United States ) for confocal microscopy. signal density of Ucnl mRNA/neuron (B) (two-way ANOVA
followed by Tukey's post-hoc test; **p < 0.01; n = 8/group). au
arbitrary unit. WT: wild type, KO: knockout.

Newark, CA)) to visualize cell nuclei and sections were mounted with

2.6 Microscopy, digital imaging, and

morphometry
Europa, Hamburg, Germany). Digital images were
For imaging we used the Olympus Fluoview FV-1000 obtained by sequential scanning in analogue mode for the
laser scanning confocal microscope and FluoView FV- respective fluorophores to avoid false positive signal due to
1000S-1X81 image acquisition software system (Olympus the slightly overlapping emission spectra and to detect
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reliably quantifiable fluorescent signal. The confocal
aperture was set to 80 um, and the analogue sequential
scanning was performed using a x60 objective lens (NA:
1.35). An optical thickness of 3.5 um was calculated by the
software and the resolution was set to 1,024 x 1,024 pixel.
The excitation time was set to 4 ps per pixel. DAPI was
excited at 405 nm, Fluorescein as well as Alexa Fluor 488 at
488 nm and Cy3 at 543 nm. To visualize the different targets,
we used the following virtual colors for the fluorescent
signals: blue for DAPI, red for Cyanine 3, green for
Fluorescein and Alexa 488.

The morphometry was performed using Image]
software (version 1.52a, NIH, United States ) on non-
edited pictures. In case of the Ucnl mRNA and
UCN1 peptide the intensity of the fluorescence was
measured in 5-10 cell bodies for Ucnl/UCNL1 using four
non-edited images of the corresponding channel. The
region of interest was manually determined at
cytoplasmic areas of neurons. The signal density was
measured and corrected for the background signal. The
specific signal density (SSD) was expressed in arbitrary
units (au). The average of the SSD of 5-10 neurons was
quantified in four sections. The average of these four values
represented the SSD value of one mouse.

In case of the Trpal mRNA signal we manually counted the
number of copies per cell in 5-10 neurons of a section, in four
representative sections per animal. Finally, these values were
averaged as described above and subjected to the statistical

assessment.

2.7 Statistical analysis

All statistical analyses were carried out applying Statistica
13.5.0 software. Data are represented as mean + SEM. Datasets
were tested for normal distribution and for homogeneity of
variance. The comparison between mRNA expression of
control and stressed WT animals was performed by paired
sample f-test. In the further experiments, the main effects
were studied by two-way analysis of variance (ANOVA,
factors SPS and genotype) followed by Tukey’s post hoc tests.
If the p-value was lower than 0.05, it was considered statistically
significant.

3 Results

3.1 TRPA1 KO mice show blunted SPS-
induced immobility in the restraint stress
compared to the stressed WT animals

In restraint stress, we detected enhanced immobility in both
stressed groups compared to the control, non-stressed mice with
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Effects of single prolonged stress (SPS) on the urocortin 1
(UCN1) peptide content of the centrally projecting Edinger-
Westphal nucleus (EWcp) neurons. Representative confocal
images of the UCN1 (green) immunofluorescence in the

EWcp neurons. Scale bars: 25 um (A). Columns represent the
specific signal density of urocortin 1 peptide/neuron (B) (two-way
ANOVA followed by Tukey's post-hoc test; ***p < 0.001; n = 8/
group). au: arbitrary unit, WT: wild type, KO: knockout.

a significant main effect of stress (Fsps (1.36) = 30.34, p < 0.01).
The determinant influence of the genotype (Fgenotype (1.36) =
11.81, p < 0.01) meant that the degree of immobility was
significantly lower in both groups of KO mice in comparison
with the related WT animals without interaction between stress

and genotype (Figure 2).
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single prolonged stress (SPS) model of PTSD in TRPAL WT and KO mice.

3.1.1 TRPAL KO mice do not show SPS-induced
immobility in forced swim test

During the FST, stressed WT mice showed significantly
increased immobility compared to their control counterparts,
however such differences were not detectable in case of KO
animals with a significant main effect of the genotype in ANOVA
(Fgenotype (1.37) =5.61, p < 0.03), and strong tendency in the main
effect of stress (Fsps (1.37) = 4.07, p < 0.06), but without
interaction between stress and genotype (Figure 3).

3.2 Trpal mRNA expression is
downregulated in the urocortinergic
neurons of the EWcp upon SPS

RNAscope ISH was used to investigate the Trpal
the EWcp with
UCNI1 immunofluorescent signal in WT animals. We have

expression in combined
proven once again the colocalization of Trpal transcripts
with UCNI peptide in the EWcp neurons (Suppl. Figure 1).
We detected significantly lower number of Trpal mRNA
copies in the urocortinergic neurons of stressed animals
compared to the controls (teopy/cen (2.14) = 2.65, p < 0.02)
(Figure 4).

3.3 Increased basal Ucn1 mRNA
expression was detected in the EWcp of
TRPA1 KO mice

RNAscope ISH was used to measure the Ucnl mRNA
expression in the EWcp of WT and KO mice. Both basal and
SPS-induced Ucnl expression was significantly elevated in
the KO animals compared to the WT counterparts with a
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strong main effect of the genotype (Fgenotype (1.22) = 30.70,
p <0.01) and the stress (Fsps (1.22) = 4.99, p < 0.04) without
interaction. Although stress has a main effect in ANOVA
test, upon Tukey’s post hoc comparison there was no
significant difference between controls and SPS-treated
groups (both pwr and pxo > 0.30). (Figure 5).

3.4 TRPA1 KO mice do not show elevated
UCN1 peptide content of EWcp neurons
upon SPS

We performed immunofluorescence staining to detect the
UCNI1 in the EWcp neurons. UCN1 peptide content was
significantly increased in WT animals upon SPS (Fgps (1.28) =
10.29, p < 0.01), however, no SPS-induced changes were observed
in KO mice (Fgenotype (1.28) = 11.36, p < 0.01), which was
supported with a strong interaction in ANOVA (Fipteraction
(1.28) = 8.95, p < 0.01, upon Tukey’s post hoc comparison
both pwr and pxo < 0.01) (Figure 6).

4 Discussion

In mice, the PTSD model SPS diminished the Trpal mRNA
content in the EWcp with a concomitant increase in its
UCN1 content (see also Supplementary Figure SI for
independent Additionally, the SPS-induced
PTSD-like behavioral symptoms were diminished in the lack
of TRPA1, together with a prevention of EWcp/UCN1 protein
increase. Controversially, UCN1 mRNA of the EWcp was higher
in KO than WT, independently from stress.

The behavioral results proved the reliability of the SPS as
PTSD model as the WT mice showed higher immobility during

replication).
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both the FST and restraint tests, characteristic for the PTSD
(Lisieski et al., 2018; Verbitsky et al, 2020). The increased
immobility during both tests were supported by findings of
other research groups (Yamamoto et al., 2009; Serova et al,
2013, 2014; Sabban et al, 2015). Moreover, our present
observation in FST that the lack of TPRA1 prevented stress-
induced behavioral changes is consistent with our previous
findings in the CVMS model (Kormos et al, 2022). These
behavioral observations suggest a functional role of TRPAI in
stress adaptation.

As Trpal mRNA occurred in the EWcp in the greatest
amount, next we focused on this area. First, we replicated our
recent findings (Kormos et al, 2022; Al-Omari et al,
unpublished), that exclusively UCN1 positive cells express
Trpal in the mouse EWcp (Supplementary Figure S2). Trpal
mRNA expression was significantly reduced upon SPS in WT
mice, which is in full agreement with our previous results in the
CVMS model (Kormos et al., 2022). The high translational value
and the relevance of TRPA1 in stress (mal)adaptation is further
supported by our findings in EWcp samples of suicide victims
where the TRPAI mRNA was also downregulated (Kormos et al.,
2022).

As we have observed that the downregulation of Trpal is a
common phenomenon in these stress models, the question arises
as to what might be behind this change. One plausible
explanation from the pharmacological point of view may be
that the action of an agonist may lead to the downregulation of its
target (Rang et al., 2018). TRPA1 ion channels are known to be
activated by glia-derived (Hori and Kim, 2019; Oroian et al,
2021) reactive free radicals including lipid peroxidation products
and prostanoids (Logashina et al., 2019; Talavera et al., 2020),
mediators released during oxidative stress, neuroinflammation
and importantly, in PTSD (Yehuda, 1998; Kasckow et al., 2001;
Rohleder et al., 2010; Ozdemir et al., 2012; Aschbacher et al.,
2013; Bulut et al., 2013; Miller et al., 2015, 2018; Atli et al., 2016;
Stoop, 2016; Hori and Kim, 2019; Oroian et al., 2021). Further
molecular pharmacological studies are required to identify the
exact role of inflammatory mediators in the regulation of Trpal
expression in the EWcp. In the lack of a widely trusted
TRPA1 antibody, our present work provides only findings at
mRNA level regarding TRPA1. Importantly, most recently we
proved the presence of functionally active TRPA1 in EWcp/
UCNI cells by electrophysiological tools (Al-Omari et al
unpublished).

The modulatory role of TRPA1 in the control of UCNT1 cells
is further supported by our findings, that in the absence of the
receptor, the Ucnl mRNA nor the
UCNI1 peptide content of the cells increased in the SPS
model. Interestingly, this was in line with unchanged FST

functional neither

immobility time in SPS-exposed KO mice. This altered stress
response might be explained by the reduced adaptation capacity
of the UCNT1 cells in KO mice as shown both by higher basal
Ucnl mRNA expression level compared to the WT counterparts,
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and by absence of response to SPS. Interestingly, we observed the
same basal difference between the genotypes in CVMS model
(Kormos et al., 2022). We might assume that TRPA1 will also
affect the release of UCNI and thereby stress adaptation (Kozicz
et al., 2001; Gaszner and Kozicz, 2003; Gaszner and Kozicz, 2003;
Gaszner et al., 2007, 2012; Rouwette et al., 2011; Kormos and
Gaszner, 2013; Kormos et al., 2022; Ujvari et al., 2022). Although
we do not provide experimental evidence for this in the present
study, it is already known that activation of the TRPA1 cation
channel may increase the neuropeptide release (e.g., UCN1) via
elevated intracellular calcium level (Denner et al., 2017; Casello
etal, 2022). We might assume that the stress-induced decrease in
Trpal expression is aimed to compensate the exaggerated
UCNT1 release and thereby the behavioral responses. However,
further investigations are needed to confirm this theory.
Moreover, there was a discrepancy between the low EWcp/
UCNI peptide content of the TRPA1 KO mice despite their
high Ucnl mRNA levels, which may be explained by the altered
dynamics of UCN1 peptide release. It is supported by the
previously mentioned role of TRPAI in the intracellular
calcium homeostasis, as well as by its possible developmental
influence (Asai et al., 2010). However, we cannot exclude that
other cation channels expressed in the EWcp (Li and Ryabinin,
2022), may have compensated for the lack of TRPA1 in KO mice.
Finally, it is well-known that PTSD may show co-morbidity
with enhanced pain sensitivity (Gibson, 2012) and somatoform
disorders (Afari et al,, 2014; Egle et al., 2016). Interestingly,
epigenetic modifications on the promoter of TRPAI gene in
human leukocytes were found in these conditions (Achenbach
et al., 2019). Since the epigenetic profile of a gene promoter may
be similar in both the peripheral and central nervous system
(Davies et al., 2012) it is plausible that these epigenetic changes
may also affect TRPA1 on EWcp/UCNI neurons. We earlier
found that maternal deprivation blunts the stress responsivity of
UCNI1 neurons in the rat EWcp (Gaszner et al, 2009).
Consistently, early life stress in mice caused epigenetic
modifications of histone H3 acetylation in EWcp/UCNI cells
if superimposed with CVMS (Gaszner et al., 2022). These data
raise the possibility that the EWcp/UCNI1 neurons may
contribute not only to the development of major depression
(Kormos and Gaszner, 2013; Farkas et al., 2017)) but also may
underlie PTSD, a disease that share similar epigenetic
pathobiological mechanisms (Blacker et al., 2019).

5 Conclusion and future perspectives

Decreased Trpal mRNA expression in the PTSD model
was associated with increased neuronal UCN1 peptide content
in the EWcp. This suggests the involvement of this cation
channel in stress (mal)adaptation contributing to the
pathomechanism of PTSD (Figure 7). In our ongoing
research we examine the recruitment of EWcp/TRPA1/
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