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1. BEVEZETES ES IRODALMI HATTER

1.1 A tranziens receptor potencial ankyrin 1 (TRPA1) ioncsatorna szerkezete,
agonistai, szerepe a periférian és a kozponti idegrendszerben

A TRPAL1 egy nem szelektiv kationcsatorna, mely négy alegységbdl épiil fel, és alegységenként
6 transzmembran a-helikalis szakaszt tartalmaz (S1-S6) (Meents és mtsai. 2019). Az S5 és S6-
os szegmensek athajlasa kozott talalhato hidrofil hurok alkotja a csatorna kationokra (pl.: Ca?*,
Na*) permeabilis porusat, lehetdvé téve azok bearamlasat az extracellularis térbél a sejtek
belsejébe (Talavera és mtsai. 2020). A fehérje N-termindlis citoplazmatikus részének kdzelében
- az ankyrin ismétlédésekbol felépiil6 szakasz és az elsd transzmembran szegmens (S1) kozott
agonistanak tekinthetd elektrofil agensek megkdtéséért (Logashina és mtsai. 2019). A TRPAL
receptorok aktivalasat és az ioncsatorna rész kovetkezményes megnyildsat tehat egyfeldl
kiilonb6z6é exogén és endogén eredetli, elektrofil szerkezettel rendelkezd vegyiiletek (allil-
izotiocianat, lipid peroxidacios termékek) idézhetik eld, masfeldl az agonistak egy tovabbi
csoportjahoz tartoznak a nem-elektrofil szerkezetii, tipusosan lipofil tulajdonsagt vegyiiletek
(mentol, arachidonsav) (Logashina és mtsai. 2019, Talavera és mtsai. 2020).

TRPAI1 receptorok talalhatok a hatsogyoki, valamint a nervus trigeminus ganglionokhoz
tartoz6 polimodalis nociceptiv afferensek végzddésein (Talavera és mtsai. 2020), igy
hozzajarulva a bizonyos koérképekhez (pl.: neuropatids fajdalom) tarsuld fajdalom szignal,
mechanikai allodynia, valamint gyulladasos ¢s immunvalaszok kialakulasahoz (Koivisto és
mtsai. 2012; Julius 2013; Marone és mtsai. 2018). A trigeminalis nociceptiv végzédéseken
expresszalodo TRPA 1-receptorok szerepet jatszhatnak tovabba egyes illékony, irritalo/averziv
szagll anyagok észlelésében is (Wang és mtsai. 2018). Munkacsoportunk a Trpal mRNS
kozponti idegrendszeri expresszidjat RNAscope in situ hibridizacios (ISH) technikaval
vizsgalta egerekben, mely sordn legnagyobb koépiaszamban a centralis projekcidju Edinger-
Westphal mag (EWcp) urocortin 1 (UCN1) tartalmu neuronjain tudtuk kimutatni (Kormos és
mtsai. 2022), tovabba ezen eredményeinket post mortem human agymintakon elvégzett PCR
vizsgalatok is megerdsitettek (Kormos és mtsai. 2022). A TRPAL ioncsatorna funkcionalis
aktivitasat az EWcp urocortinerg sejtjein kutatocsoportunk elektrofiziologiai vizsgalatokkal
bizonyitotta (Al-Omari és mtsai. 2023), valamint kimutattuk, hogy a kronikus varidbilis enyhe
stressz (CVMS) egér modelljében, illetve 6ngyilkos személyekbdl szarmazé EWcp mintakban
az EWcp/UCNL1 neuronjain csokken a Trpal mRNS expresszidja, felvetve a TRPAL receptorok

lehetséges szerepét a stressz adaptacié folyamatdban (Kormos és mtsai. 2022).
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1.2 Az EWcp és az UCNI szerepe a stressz adaptacioban

A Selye Janos és Walter Cannon munkajan alapuld stresszelmélet szerint a szervezetet érd
fiziologiai, illetve pszicholdgiai stresszorok neuroendokrin véaltozasokat idéznek el6, melyek 6
célja a stresszre adott adaptiv valaszreakciok kialakitasa. Ennek els6 és legismertebb 1épései a
szimpato-adrenomedullaris katekolamin mobilizalas, valamint a hipotalamusz-hipofizis-
mellékvesekéreg (HPA) tengely aktivacioja (Adams és Hempelmann 1991). Ezen
folyamatokon kiviil azonban szamos tovabbi idegrendszeri struktura is hozzajarul a stressz
adaptacids valaszok szabdlyozasahoz, ideértve az agytorzsi lokalizacioja - tobbféle
neuropeptidet (kolecisztokinin, P-anyag, UCN1, kokain- és amfetamin-regulalt transzkript)
expresszalo - EWcp-t, melynek UCNI1 tartalmu rostjai a nucleus paraventricularis hypothalami
(PVN) neuronjain végzédve szabalyozzak a HPA tengely mikodését (Zuniga és Ryabinin
2020).

A stresszhatasra termel6dé6 CRH-nak a HPA tengely szabalyozasaban betoltott szerepe mar
régota ismert. A CRH csalad késébb felfedezett tagjai az urocortinok (UCNI1, 2 és 3), melyek
szintén hozzajarulnak a stressz adaptaciohoz (Vaughan és mtsai. 1995; Hsu és Hsueh 2001;
Gaszner és mtsai. 2004). Az UCNL1 az agyban legnagyobb mennyiségben az EWcp urocortinerg
sejtjeiben szintetizalodik, mely neuronok rostokat kiildenek a hipotalamusz bizonyos
magcsoportjaihoz (PVN, nucleus supraopticus, lateralis hipotalamusz), valamint kiilonb6z6
limbikus (prefrontalis kéreg (PFC), nucleus interstitialis striae terminalis (BNST), amygdala)
¢és agytorzsi (nucleus raphe dorsalis) strukturakhoz, igy szabalyozva tobbek kozott a stressz
adaptaciot, héhaztartast, taplalékfelvételt, illetve a hangulatot (Fekete €s Zorrilla 2007; Zuniga
¢s Ryabinin 2020). A CRH csalad tagjainak hatasat a CRH receptorok (CRHR) kozvetitik,
melynek 1-es (CRHR1) és 2-es (CRHR?2) altipusat azonositottak (Hsu és Hsueh 2001; Bale és
mtsai. 2002). Az UCN1 jellegzetessége, hogy a CRHR2 altipushoz mintegy 40-szer nagyobb
kotodési affinitast mutat a CRH-hoz képest (Bale és mtsai. 2002; Im és mtsai. 2015), mely
alapjan felmeriil, hogy az UCN1 a CRHR2 legjelent6sebb endogén liganduma (Vaughan és
mtsai. 1995; Bale és mtsai. 2002). Szakirodalmi adatok szerint a CRHR két altipusa egymassal
ellentétes hatdsokat kozvetit: mig a CRHRI1 aktivacidja szorongaskeltd (anxiogén) hatasu,
addig a CRHR2-n keresztiil els6sorban szorongasoldd (anxiolitikus) hatasok érvényesiilnek
(Bale, Lee és Vale 2002; Gaszner és mtsai. 2004). Ezek alapjan feltételezhet6 EWcp/UCN1
neuronjai altal kozvetitett, foként CRHR2-fliggd reakciok a stressz adaptacio késoi fazisaban a
normalis homeosztazis helyreéllitasdhoz és a stresszvalasz megsziinéséhez jarulhatnak hozza

(Adams ¢és Hempelmann 1991; Hsu és Hsueh 2001; Gaszner, és mtsai. 2004). Korabbi
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kisérleteink soran - a CVMS egér modelljében, illetve 6ngyilkos személyekbdl szarmazdé EWcep
mintakban - az EWcp/UCN1 neuronokon detektalt csokkent Trpal mRNS expresszio felveti,
hogy az UCN1 neuronokon expresszalodo TRPA1 receptorok hozzajarulhatnak az urocortinerg
sejtek stressz adaptacioban betoltott szerepéhez, és ezaltal érintettek lehetnek bizonyos stressz-

fliggd maladaptiv zavarok pathomechanizmuséaban.

1.3 A poszttraumas stressz betegség (PTSD)
A PTSD a stressz adaptacios zavarok kozé tartozo korkép, mely intenziv érzelmi/fizika trauma
(pl.: baleset, gyermekkori abuzus, szexudlis er0szak, haborts trauma) hatasara alakul ki. A
betegségre jellemzd a traumatikus ¢élményre emlékeztetd kulcsinger altal kivaltott,
epizodikusan visszatér6 stlyos szorongas €s pszichomotoros nyugtalansag (hyperarousal), a
trauma emlékképeinek éber allapotban (spontan flashback, illetve intruziv emlékképek) vagy
réméalmok formajaban torténd ismételt atélése, valamint az ehhez kapcsolodo elkeriild

viselkedés (Auxéméry 2018).

Az PTSD pathogenezisében szerepet jatszo, egyik legrészletesebben vizsgalt neurobiologiai
mechanizmus a neuroinflammaci6, mely kialakuldsahoz a tilzott mértékii vagy kronikusan
fennalld stressz jarulhat hozza (Hori és Kim 2019). A stressz hatas egyrészt a PVN fokozott
CRH termelése miatt bekovetkez6 szimpatikus idegrendszeri aktivacid és kovetkezményes
katekolamin mobilizalas révén képes - kozvetett Gton - fokozni az immunsejtek
proinflammatorikus citokin (interleukin 1 (IL-1); interleukin 6 (IL-6) és tumor nekrézis faktor-
o (TNF-a)) termelését (Tan és mtsai. 2007). Masrészt stressz hatasara a kozponti idegrendszer
gliasejtjei (mikroglia, asztroglia) kozvetleniil is képesek termelni a fent emlitett citokineket, igy
hozzajarulva a neuroinflammaci6 kialakuldsdhoz (Hori és Kim 2019). Lényeges tovabba, hogy
az IL-1, IL-6 és TNF-a szint emelkedés a CRH szekrécio fokozasaval szerepet jatszik a stressz
valasz fenntartasaban (Hori és Kim 2019). A korkép kialakulasaban szerepet jatszo tovabbi
lényeges neurobioldgiai tényezd az oxidativ stressz. Ennek létrejottéhez egyrészt a
proinflammatorikus allapot soran aktivalt gliasejtek jarulhatnak hozza, méasrészt a mikroglia és
asztrocita eredetli reaktiv szabadgyokok maguk is képesek gliasejtaktivaciot kivaltani, igy
erdsitve a neuroinflammacio folyamatat (Miller és mtsai. 2015; Oroian és mtsai. 2021). APTSD
kialakuldsa soran érintett legfontosabb agyteriiletek a medialis prefrontalis kéreg (mPFC), az
amygdala bazolateralis (BLA) és centralis (CeA) magcsoportjai, valamint a limbikus teriiletek
koziil a hippokampusz, illetve a BNST (Miller és mtsai. 2018; Kamiya és Abe 2020).

A Dbetegség kezelésében az ugynevezett manualizalt pszichoterapias eljarasok az elséként
valasztandok, melyek f6 célja a traumatikus emlékek, illetve az ehhez ko6t6do érzelmek
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feldolgozasa, a traumahoz kapcsolodo jelentésadasok atértékelése, az elkeriild viselkedés
csokkentése, valamint az adaptiv funkciok helyredllitdsa (Goodnight és mtsai. 2019; Perczel-
Forintos és Lisincki 2020; Schrader és Ross 2021). Ugyanakkor szakirodalmi adatok szerint a
PTSD kezelésében rendelkezésre allo farmakoterapias lehetéségek - amik els6sorban szelektiv
szerotonin visszavétel gatld hatast gyogyszerek alkalmazasat jelentik - hossza tava
hatékonysaga jelentdsen elmarad a pszichoterapids modszerekétdl, illetve a tartds remisszid
fenntartasa folyamatos gyodgyszeres terapiat igényel, mely a mellékhatdsok fellépésének
fokozott kockazataval jar egyiitt (Lee és mtsai. 2016; Schrader és Ross 2021). A korkép
kezelésére hasznalt gyogyszerek mindossze a betegség tiineteinek (depressziv hangulat,
szorongds) tompitasaval javitanak a betegek allapotan, mig a korkép hatterében 4llo
neurobioldgiai mechanizmusokat (pl.: a kondicionalis félelem valasz nem megfeleld kioltasa),
érdemben nem befolyasoljak (Lee és mtsai. 2016). A fent leirtak alapjan a jovében érdemes
lenne nagyobb hangsulyt fektetni a betegség kezelésében nagyobb hatékonysagot és kedvez6bb

mellékhatas profilt mutatd gyogyszerek kifejlesztésére.

1.4 A szaglopalya felépitése, kapcsolatai és élettani jelentésége
A szaglopalya egyike a legdsibb f6 szenzoros rendszereinknek, mely lehetdvé teszi az illékony
kémiai anyagok jelenlétének érzékelését. A szaglds folyamata az orriiregben talalhato
szaglohamban (OE) kezdddik, mely szenzoros bipolaris neuronjai (OSN) az ingert a bulbus
olfactorius (BO) glutamaterg sejtjeinek iranyaba tovabbitjak (Lage-Rupprecht és mtsai. 2020).
A BO-ban talalhatdo tovabbi jelentds sejttipus a gatlo hatasi gamma-amino-vajsav
neurotranszmittert (GABA) termel6 GABAerg neuronok csoportja (Lage-Rupprecht és mtsai.
2020). A glutamaterg neuronokbol eredé axonok kdtegekbe rendezdédve palyakat alkotnak,
amik a primer és szekunder szaglokézpontokban végzddnek (pl.: nucleus olfactorius anterior,
tuberculum olfactorium, piriform kéreg (PC) és entorhinalis kéreg). A legjelentésebb
elsddleges szaglomezd a PC, ami az informacio-feldolgozast kdvetden azt a masodlagos, illetve

asszociacios kozpontokba tovabbitja (Truex és Carpenter 1969).

A szagingerek hatassal vannak a szocialis viselkedésiinkre (Boesveldt és Parma 2021), valamint
a legtobb emlds esetében szerepet jatszanak a szocialis hierarchia kialakitasaban, a szexualis
partner kivalasztasaban, illetve az utddgondozasban (Vosshall 2005; Zou és mtsai. 2015; Oettl
¢és Kelsch 2018). A szocialis viselkedésre gyakorolt hatasain til a szaglorendszer funkcionalis
integritdsa sziikséges a ragadozok elkeriiléséhez (Zou és mtsai. 2015), igy hozzdjarulva a
velesziiletett félelem valasz és az ahhoz kapcsolodo szorongas kialakulasdhoz. Az elkeriild

viselkedést kivaltd predator eredetli kémiai ingerek a szaglorendszer kozvetitésével, egyes
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limbikus teriiletek (amygdala, ventromedialis hipotalamusz, BNST, periaqueductalis
sziirkeallomany (PAG), PVN) aktivacigjat idézik eld, igy kialakitva a velesziiletett félelem
valaszt és szorongast (Pérez-Gomez és mtsai. 2015; Janitzky és mtsai. 2015). Predator szag
alkalmazasat kovetden rdadasul a - PTSD kialakulasa soran érintett leglényegesebb limbikus
agyteriiletek (hippokampusz és PFC) noradrenerg beidegzését is biztositd - locus coeruleus
teriiletén szintén fokozott stressz-fliggd neurondlis aktivaciot taldltak, bizonyitva ezen struktira
jelentdségét a stressz adaptacidohoz tarsuld félelem vélasz kialakuldsdban (Janitzky és mitsai.
2015). A fentiek alapjan felmeriil, hogy ezen limbikus rendszeri strukturak és a kapcsolddo
neurotranszmitter rendszerek esetlegesen zavart mikodése a velesziiletett félelem valasz
szabalyozasa mellett hozzajarulhat egyes Stressz-fiiggd adaptacidés zavarok (pl.: PTSD)

kialakuldsdhoz is.



2. CELKITUZESEK

2.1 A TRPAIL expresszi6 feltérképezése és karakterizalasa a szaglopalya teriiletén
Els6 célkitlizésiink a Trpal mRNS expresszidjanak feltérképezése a szaglbhamban, valamint
a szaginformaci6 feldolgozasaban szerepet jatszo 1ényegesebb primer szaglokdzpontokban
(BO, PC). Ennek meghatarozasdhoz RNAscope ISH-val kombinalt immunfluoreszcenciat
végeztiink, mely modszerek lehetové teszik a Trpal mRNS-t tartalmazo sejtek pontos

karakterizalésat.

2.2 A TRPA1 szerepének vizsgalata a predator szag hatasara Kkialakulo
félelemvalaszban

Trpal génhianyos allatok bevonasaval vizsgaltuk a két kiilonb6z6 predator (roka és macska)

szagat imitdld vegylilet hatasat az allatok velesziiletett félelemvalaszara. Ennek soran

viselkedés vizsgalatokat végezve hataroztuk meg az allatok lefagyasi reakcidjat, majd

hormonszint mérések segitségével vizsgaltuk a HPA tengely szagtesztekre adott valaszat,

végiil TRPAT ioncsatornat overexpresszalod sejtvonalak felhasznalasaval meghataroztuk ezen

szaganyagok esetleges TRPAL receptorokat aktivalo képességét.

2.3 A TRPAI szerepének vizsgalata a PTSD kialakulasaban
Mivel az EWcp/UCNI1 neuronjain talalhato TRPA1 befolyasolhatja a stressz adaptacio
szabalyozasat feltételezziik, hogy az EWcp/TRPA1/UCNI neuronok hozzdjarulhatnak a
stresszadaptacio zavara altal okozott PTSD pathomechanizmusahoz. Ennek megallapitasdhoz
két kiilonbozé PTSD modellt (single prolonged stressz (SPS) és elektromos labsokk)
alkalmazva vizsgaltuk a Trpal vad tipusa (WT) és knockout (KO) allatok viselkedésében
tapasztalhato kiilonbségeket, illetve az EWcp teriiletén végzett RNAscope technika és
immunfluoreszcens vizsgalatok segitségével morfologiai vizsgalatokat végeztiink az

urocortinerg neuronokra fokuszalva.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Allatok
Kisérleteink soran 9-14 hetes him C57BL/6, valamint Trpal WT és KO egereket hasznaltunk.
Az allatokat a PTE AOK Farmakolégiai és Farmakoteréapiai Intézetében standard polikarbonat
ketrecekben 12 6ras nappali-éjszakai ciklusban tartottuk, 24-25 °C fokon, ad libitum ellatva
ivovizzel és ragesalo tappal.
3.2 Kisérleti elrendezés

3.21 A Trpal mRNS expresszio vizsgalata egér szaglopalya teriiletén
A Trpal szaglopalya teriiletén valdo expresszidjanak meghatarozasat C57BL/6 egerekbdl
szarmazo szagloham, BO és PC mintakon végeztiik. A Trpal expresszalo sejtek karakterizalasa
céljabol a szaglbhamon anti-B-tubulin IIT immunfluoreszcenciaval kombinalt RNAscope ISH-
t, 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 alkalmazasdval multiplex RNAscope ISH-t hajtottunk végre.

3.22 A TRPA1l szerepének vizsgalata a predator szaggal Kkivaltott

félelemvalaszban

A predator szaggal kivaltott velesziiletett félelemvalasz vizsgalatahoz roka (2-metil-2 tiazolin
(2-MT)), illetve macska (valeriansav) szagat imitalo vegyiileteket hasznaltunk. Ennek soran
Trpal WT ¢és KO egereknél, elsésorban a predator szag altal eldidézett lefagyasi reakciot
értékeltiik, illetve a Kkisérletet kovetéen meghataroztuk a stressz hormon szinteket
(adrenokortikotrop hormon (ACTH) és kortikoszteron).

3.2.3 A valeriansav és a 2-MT TRPA1-aktivaloképességének vizsgalata
A szagaverzioOs tesztekben alkalmazott 2-MT ¢€s valeriansav felhasznalasaval - egér és human
TRPA1 receptorokat expresszalo Chinese Hamster Ovary (CHO) sejtvonalakon - Ca2*
bearamlas mérést végeztink a szaganyagok TRPAL receptor aktivalo képességének
megallapitasa céljabol.

3.24 A TRPAI szerepének vizsgalata PTSD egérmodellekben
A PTSD kivaltasahoz Trpal KO és WT allatokon két kiilonbozo kisérleti protokollt
alkalmaztunk. Az egyik modell a SPS volt, mely soran az allatokat restraint stressznek, forced
swim tesztnek (FST), valamint éter narkézisnak vetettiik ala, majd vizsgaltuk az allatok
immobilitasat. A masik modell sordn, a stressznek kitett egerekben hanghatassal kombinalt
ismétlodo l1absokkot alkalmaztunk, majd értékeltiik az allatok lefagyasi reakciojat, valamint

ugralasat. A PTSD modelleket, illetve az azokhoz kapcsolodo viselkedés teszteket a korai sotét
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fazisban, 18 ¢és 22 6ra kozott hajtottuk végre. Mindkét paradigma esetén a viselkedés tesztek
elvégzését kovetden 36 oOraval az éllatokat terminaltuk, és tovabbi szdvettani vizsgélatok

céljabol agymintat gytjtottiink.

3.3 RNAscope in situ hibridizacié immunfluoreszcenciaval kombinalva
A koronalis BO, PC és EWcp metszeteken RNAscope ISH vizsgalatot végeztiink. Ennek soran
a mintak célgénjeit egér Trpal, NeuN, Vglutl, Gadl és Ucnl specifikus probakkal
hibridizaltuk. A csatornahivasnal a targetek identifikalasahoz kiilonb6z6 emisszids spektrumi
fluoroforokat alkalmaztunk (Trpal -Cyanine 3 (Cy3), NeuN - Cyanine 5 (Cy5), Vglutl -
fluorescein, Gadl - Cy5, Ucnl - Cy3). Az EWcp metszetein UCN1 immunfluoreszcenciat is
végeztiink, mely soran a festést rekombinans nyul anti-urocortin 1 antitesttel, majd Alexa Fluor
488-al konjugalt szamar anti-nyul szekunder antitesttel végeztiik. A transzverzalisan metszett
szagloham mintakon Trpal-re specifikus RNAscope ISH-t hajtottunk végre, amit B-tubulin I11
immunfluoreszcencia kovetett, mely soran a festést poliklonalis nyal anti-B-tubulin [11

antitesttel, majd Alexa Fluor 488-al konjugalt szamar anti-nyul szekunder antitesttel végeztiik.

3.4 Mikroszkopia, morfometria
A képalkotashoz Olympus Fluoview FV-1000 1ézer pasztazd konfokalis mikroszkdpot és
FluoView FV-1000S-1X81 képelemzé szoftvert hasznaltunk. Az EWcp-t tartalmazo
szeletekbdl nyert nyers képeken az ImagelJ szoftver (1.52a verzio) segitségével morfometriat
végeztiink. Ennek sordn az Ucnl mRNS és az UCNI1 peptid esetében allatonként négy EWcp
szeletr6l késziilt kép alapjan, szeletenként 5-10 sejttestben hataroztuk meg a fluoreszcens
specifikus jelintenzitast (SSD), melyet onkényes egységben (au) fejeztiink ki. A Trpal mRNS
jel esetében szintén manudlisan, szeletenként 5-10 neuronban szdmoltuk meg a sejtenkénti

kopiak szamat, allatonként négy szeletben.

3.5 Predator tesztek
A predator szagokkal kivaltott velesziiletett félelemvalasz vizsgélata soran felnétt him Trpal
WT ¢és KO egereknél (n = 12 mindkét csoportban) vizsgaltuk a 2-MT ¢és valeriansav altal

eldidézett lefagyasi reakciot.

3.6 Radioimmun-assay
A szagaverzios tesztek elvégzése utdn az allatokbol azonnal vért gyljtottiink, majd a
centrifugalast kovetéen nyert szérum mintakban ACTH és kortikoszteron meghatarozast
végeztiink a Kisérletes Orvostudoméanyi Kutatdo Intézet (Budapest, Magyarorszag) altal

kifejlesztett antitestek felhasznalasaval (Zelena és mtsai. 2003).
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3.7 A Ca® bearamlas mérése aramlasi citometriaval
A 2-MT ¢és valeriansav altal kivaltott kalcium valaszokat aramlasi citometria segitségével egér

¢s human TRPA1-et overexpresszaldo CHO sejtvonalakon vizsgaltuk.

3.8 Az SPS PTSD modell és a kapcsolodé viselkedésvizsgalatok
Felndtt him Trpal KO (n=12) és WT (n=9) egerek egy-egy csoportjat SPS tesztnek tettiik ki,
mig egy masik csoport KO (n=10) és WT (n=10) allatot nem stresszelt kontrollokként
hasznaltunk. Két hét elteltével mind a négy csoporton 15 percig restraint és 6 percig FST-et

végeztiink, melyek soran vizsgaltuk az allatok immobilitasat.

3.9 Elektrosokk PTSD modell és a kapcsolédo viselkedésvizsgalatok
Az elektromos labsokk paradigma soran a Trpal KO (n=10), és WT (n=10) egerek egy
csoportjat akusztikus riaszté stimulussal (ASS) kombinalt elektromos labsokknak tettiik ki
(félelem kondicionélds), mig a nem stresszelt kontroll KO (n=9) és WT (n=11) csoportok
csupan az ASS-ban részesiiltek. A félelem kondicionalast kdvetéen négy héttel az allatokat
ebbe az eredeti kontextusba (emlékeztetd szituacio) helyeztiik vissza, azonban ennek soran sokk
leadasa nélkiil kizarélag ASS-t hasznaltunk minden egyes csoportban, és vizsgaltuk az allatok

viselkedését, melynél eldsorban a lefagyasi reakciora, valamint az ugralasra fokuszaltunk.

3.10 Statisztikai analizis
A statisztikai értékelést a Statistica 13.5.0 szoftverrel végeztiik. A szagaverzids tesztek soran a
WT és KO egerek viselkedését, valamint a PTSD modellekben a WT allatoknal a Trpal mRNS-
expresszid Osszehasonlitasat kétmintds t-probaval végeztiik. A tobbi esetben a fohatasokat
kétutas varianciaanalizissel vizsgaltuk, melyet kovetden Tukey-féle post hoc tesztet végeztiink.

Statisztikailag szignifikansnak vettiik az eredményt, ha 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 szagloham teriiletén a Trpal mRNS igen alacsony kdpiaszdmban volt kimutathato, és
kolokalizaciot a B-tubulin 111-al nem detektaltunk. A BO mintakban Trpal mRNS-t kizardlag a
NeuN tartalmi neuronalis elemeken igazoltunk, ezek koziil a Trpal mérsékelt expresszioja volt
kimutathaté a Gadl mRNS-t tartalmazo6 GABAerg gatlo neuronokban, mig a Vglutl pozitiv
serkentd sejtekkel kolokalizaci6 alig volt detektalhato. Ezzel szemben a PC-ben Trpal mRNS-

t kizarolag a glutamaterg serkenté neuronokban igazoltunk.

4.2 A TRPALI szerepének vizsgalata a predator szaggal kivaltott félelemvalaszban
A Trpal KO egereknél 2-MT-t alkalmazva szignifikansan csokkent a ledermedés idGtartama és
ezzel parhuzamosan fokozodott a szagforras szagolgatasanak ideje a WT allatokhoz képest.
Valeriansavat hasznalva hasonl6 szignifikans kiilonbséget észleltiink a genotipusok kozott a
szagolgatas tekintetében, ugyanakkor a ledermedésnél csak a tendencia volt kimutathat6. A
vérmintak vizsgalata soran kizardlag a 2-MT expoziciot kovetden észleltiink szignifikansan
emelkedett ACTH-szintet a KO-egereknél, mig a kortikoszteron szintekben egyik predator szag

alkalmazasat kovetden sem mutatkozott eltérés genotipusok kozott.

4.3 A valeriansav és a 2-MT TRPALl-aktivaloképességének vizsgalata
A 2-MT hatasara mind a human mind pedig az egér sejtvonalnal a fluoreszcens szignal
koncentraciofiiggd novekedése volt kimutathaté a nem stimulalt sejtekhez képest, ugyanakkor

egyik TRPAL-et expresszalo sejtvonal sem reagalt a valeriansavra.

4.4 A TRPALI1 szerepének vizsgalata PTSD egérmodellekben
441  SPS modell
A viselkedés vizsgalatoknal restraint stresszt alkalmazva fokozott immobilitast észleltiink
mindkét stresszelt csoportban a kontroll (nem stresszelt) allatokhoz képest. Az FST soran a
stressznek kitett WT egerek szignifikansan nagyobb mérték{i immobilitast mutattak kontroll

tarsaikhoz képest, mig hasonl6 kiilonbségek a KO allatok esetén nem voltak detektalhatok.

A morfologiai vizsgéalatok sordn a WT egereknél SPS modellt alkalmazva szignifikansan
csokkent Trpal mRNS expressziot detektaltunk a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az Ucnl
MRNS szint valtozasait vizsgalva mind a bazalis, mind pedig az SPS indukalta Ucnl expresszio
szignifikansan emelkedett volt a KO allatokban a WT tarsaikhoz képest, ugyanakkor stressz
hatasra bekovetkez0 szignifikdns expresszid valtozas egyik genotipusnal sem volt kimutathato.

A WT allatokban SPS hatdsara szignifikdnsan fokozott UCNI1 peptid tartalmat talaltunk,
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azonban hasonld SPS altal okozott valtozasok a KO egerekben nem voltak megfigyelhetok,

amit a stressz-genotipus valtozok kozotti szignifikans interakcio is alatamasztott.

442  Elektrosokk PTSD modell
Az elektromos labsokk modellben - az emlékeztetd szituacid soran - jelentésen fokozott
lefagyas volt észlelheté mindkét stressznek Kkitett csoportban a kontroll (nem sokkolt)
allatokhoz képest, mig a genotipus esetén szignifikans féhatas nem volt igazolhat6. Ugyanakkor
a sokkra emlékeztetd hanghatas hasznalata szignifikdnsan fokozott ugralasi gyakorisagot
eredményezett a stressznek kitett KO allatokban kontroll tarsaikhoz képest, mig a WT
egereknél hasonlo eltérés nem volt detektalhatd, amit a stressz-genotipus valtozok kozotti

szignifikans interakcio is megerdsitett.

A morfoldgiai vizsgalatok sordan a WT allatokban - a PTSD kivaltasa utan - szignifikansan
csOkkent Trpal mRNS expressziot észleltiink a kontroll csoporthoz képest. A tovabbi
RNAscope-os vizsgalatokndl - 1absokk alkalmazésat kdvetden - szignifikdnsan magasabb Ucnl
mRNS expressziot észleltiink a WT allatokban, mig a KO egerekben hasonld sokk-indukalta
valtozasok nem voltak megfigyelhetdk, amit a két valtozéd kozott kimutathatd szignifikans
interakcid is igazolt. Raadasul az UCN1 immunfluoreszcencia soran az UCN1 peptid tartalom
sokk altal kivaltott tendencidzus novekedése, mely csak WT allatokban volt megfigyelhetd, a

genotipus fohatés szignifikans kiillonbségével tarsult.
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5. DISZKUSSZIO

Els6ként igazoltuk a Trpal mRNS expressziojat a szaglopalya teriiletén. Ennek soran
kimutattuk, hogy a Trpal kopiak elsésorban a BO GABAerg, illetve a PC glutamaterg sejtjein
talalhatok. A Trpal WT és KO allatokon elvégzett szagaverzids vizsgalatok megerdsitették
tovabba a TRPAT1 ioncsatorna szerepét a predator szaggal kivaltott velesziiletett félelemvalasz

kialakulasaban, melyet mas szakirodalom is alatdmaszt (Wang és mtsai. 2018).

Egy korabbi kdzlemény szerint a rokaszag kozvetlen aktivatorként képes hatni a szagléhamban
talalhat6 TRPA1 receptorokon (Wang és mtsai. 2018), amit kutatocsoportunk a 2-MT
alkalmazasa sordn human és egér TRPAl-et expresszal6 CHO sejtvonalak segitségével
egyarant igazolt. Masfel6l a macskaszagot imitalé valeriansavat alkalmazva egyik CHO
sejtvonalon sem sikeriilt fokozott Ca®*-bearamlast Kimutatni, amit az magyarazhat, hogy a
valeridnsav nem rendelkezik elektrofil tulajdonsagokkal, ezért feltehetben nem képes
kozvetleniil aktivalni a TRPAL receptorokat. Raadasul a macskaszag alkalmazasa soran a két
genotipus viselkedése kozotti eltérés csak a KO allatok WT tarsaikhoz viszonyitott hosszabb
ideju ¢s gyakoribb szagolgatasaban nyilvanult meg, mig a lefagyasi reakciot egyaltalan nem
érintette. A kétféle predator szagra adott kiillonbozd viselkedési valaszok egyik lehetséges
magyarazata, hogy a valeridnsav szaga altalanossadgban kevésbé félelmetes az egerek szdmara.
Ugyanakkor 1ényeges hangsulyozni, hogy a TRPA1 ioncsatorna hidnya éaltaldnossdgban nem
csokkenti a félelemvalasz mértékét, melyet egy korabbi - egerek kondicionalis félelem valaszat
vizsgald -tanulmanyban a Trpal KO allatok fokozott lefagyasi reakcidja is alatamasztott (Lee
¢s mtsai. 2017). Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a szaginger iranyaba mutatott
érdekl6 viselkedés kivaltasaban inkabb a szaglorendszer centralis részein (pl.: BO vagy PC)
talalhat6 TRPAT1 receptorok szerepe lehet hangsulyosabb, mig az OE teriiletén a foként
trigeminalis nociceptiv afferenseken expresszalodo ioncsatorna inkabb az irritalo szagokhoz
tarsulo fajdalomérzet kozvetitésében jatszhat szerepet (Talavera és mtsai. 2020), igy alakitva
az allatok viselkedési valaszait, tovabba a kialakulo fajdalom, illetve a PC és a PVN kozotti
kozvetlen kapcsolat (Kondoh és mtsai. 2016) fokozhatja egyes stresszre érzékeny agyteriiletek
(pL.: PAG és PVN) neurondlis aktivitdsat (Wang és mtsai. 2018). A Trpal KO allatok a 2-MT
kezelésre emelkedett ACTH szintekkel reagaltak, mely ellentmondasosnak tiind megfigyelést
a KO egerek predator teszt soran mért fokozott lokomotoros aktivitisa magyarazhatja (White-
Welkley és mtsai. 1995). Valeriansav alkalmazasanal ugyanakkor egyik vizsgalt stressz

hormon szintjében sem volt detektalhato eltérés a két genotipus kozott, mely eredmény
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lehetséges magyarazata az eltérd szagok érzékelése soran aktivaldédd neuronalis Utvonalak

kiilonbozdsége.

A TRPA1 szaglasban betoltott jelentdségének igazolasdra kimutattuk annak jelenlétét a
szaglorendszer egyes kozponti idegrendszeri részein. Ugyanakkor az OE teriiletén a Trpal
mRNS csak alacsony kopiaszamban volt detektalhato, és egyaltalan nem kolokalizalt az OSN-
re specifikus immunmarkerrel, mely felveti, hogy a receptor mas OE strukturakon (pl.: a
trigeminalis neuronok végzddésein) expresszalodhat (Koike és mtsai. 2021). A BO teriiletén a
Trpal mRNS mérsékelt expressziojat mutattuk ki foként a GABAerg gatlo neuronokon, amit
egy kordbbi tanulmany is megerdsit (Dong és mtsai. 2012). Az itt lokalizaloddé TRPA1
receptorok igy feltehetéen hozzajarulhatnak az averziv szagingerek hatasainak alakitasahoz.
Kutatdcsoportunk elséként igazolta, hogy a Trpal mRNS a PC teriiletének f6 neuron tipusan,
a glutamaterg sejteken is expresszalodik, melyekhez szamos mas szaglorendszeri struktarabol
¢s limbikus teriiletekrél (pl.: BLA) is érkezik ingeriilet, illetve ezen sejtek szerteagazod

afferentacioja hatarozza meg az informacio finomhangoléasat (Wang és mtsai. 2020).

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

kivaltott viselkedési mintazatok alakitasaban betdltott szerepét.

Munkacsoportunk korabbi kisérletei soran a Trpal mRNS expresszio csokkenését figyeltik
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 expresszalodd TRPAT receptorok szerepet jatszhatnak
bizonyos stressz adaptacids zavarok, példadul a PTSD pathomechanizmusaban. Ezen
feltételezéslinket tamasztjak ala korabbi tanulmanyok eredményei is, melyek kozvetlen
kapcsolatot mutattak ki az EWcp, valamint a PTSD kialakuldsaban érintett leglényegesebb agyi
struktirak (PFC, amygdala és hippokampusz) kozott (Zuniga és Ryabinin 2020; Topilko és
mtsai. 2022).

A PTSD kivaltasara alkalmazott modellek validaldsa soran mindkét kisérleti paradigma (SPS
¢és elektromos labsokk) alkalmasnak bizonyult a betegség modellezésére, mivel a Trpal WT
egerek mind az SPS utdn elvégzett FST és restraint stressz, mind pedig a sokkot kovetden
alkalmazott emlékeztetd szitudcio esetén a betegségre jellemzo fokozott immobilitast/lefagyast
mutattak (Tor6k és mtsai. 2019). A FST sordn igazoltuk, hogy a TRPAI1 ioncsatornak

funkciondlis hidnya megakadalyozhatja egyes stressz-fliggd viselkedési valtozasok
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kialakulasat, ami 6sszhangban van az irodalomban leirt eredményekkel (De Moura és mtsai.
2014; Kormos ¢és mtsai. 2022). Ugyanakkor a sokk modellnél alkalmazott emlékeztetd szituacid
soran eltérést a két genotipus lefagyasanak idétartamaban nem detektaltunk. Lényeges azonban,
hogy a sokk modellben a KO egerek fokozott ugralasi gyakorisaga hasonldéan a lefagyashoz a
kondicionalt félelemvalasz jellemzésére hasznalhat6, és elsddlegesen a CeA altal kivaltott
reakcio (Hitchcock és mtsai. 1989; Davis 1992; Lee ¢€s mtsai. 2017), mely végs6 soron a locus
coeruleus aktivacidja altal medialt fokozott izgalmi allapotnak (hyperarousal) tekinthetd
(Hitchcock €és mtsai. 1989; Davis 1992; Gresack ¢és Risbrough 2011). A fentiek alapjan
feltételezhetd, hogy a TRPA1 receptorok funkciondlis ablacioja a CeA altal meghatarozott
félelem kondicionalast felerdsiti és/vagy annak kioltdsat neheziti, ami - az irodalomban leirt,
kifejezettebbé valo passziv elkeriil6 viselkedés mellett (Lee és mtsai. 2017) - eleve fokozottabb
vagy tartosabban magas szinten perzisztalo izgalmi allapotot eredményez a KO allatoknal. A
kétféle modell soran detektalt - viselkedési paramétereket érintd - eltérések igy bizonyitékot

szolgéaltathatnak a TRPA1 ioncsatorndk PTSD pathomechanizmusaban betoltott szerepére.

Az SPS és az elektrosokk paradigmandl elvégzett morfologiai vizsgalatok soran mindkét
modellnél sikeriilt igazolnunk, hogy WT allatokban a stresszorok alkalmazéasat koveten
szignifikansan csokkent a 7rpal mRNS expresszidja, ami 0sszhangban 4ll a CVMS modellben
kapott korabbi eredményeinkkel (Kormos ¢és mtsai. 2022). A Trpal mRNS kopiaszam
csokkenésének hatterében allo egyik lehetséges mechanizmus az ioncsatorna expresszio -
agonista-receptor kolcsonhatas altal eldidézett - downregulacidja lehet, mely folyamat - a
kornyezd gliasejtekbdl szdrmazo reaktiv szabad gyokok, valamint az oxidativ stressz és a
neuroinflammacié soran felszabaduld mediatorok (Hori és Kim 2019; Oroian és mtsai. 2021)
révén eldidézett - elnyljtott agonista hatast hivatott megel6zni (Rang és mtsai. 2018).
Ugyanakkor tovabbi farmakologiai vizsgalatok sziikségesek az emlitett gyulladasos mediatorok
feltételezett szabalyozd hatdsainak pontos meghatarozasdhoz. WT egereknél mindkét PTSD
modellben igazoltuk, hogy a Trpal mRNS expresszidjanak csokkenésével parhuzamosan
fokozodott az UCNI1 peptid tartalom. Masrészt a WT allatokban elektromos labsokkot
alkalmazva fokozott Ucnl mRNS expressziot detektaltunk a kontroll csoporthoz képest. Ezzel
szemben a génhidnyos allatokban - egyik modell alkalmazasanak hatasara sem kovetkezett be
szignifikans fokozodas a neuronalis Ucnl mRNS vagy UCNI1 peptid tartalomban a kontroll

csoporthoz képest.

Lényeges, hogy az SPS-nek kitett KO allatoknal észlelt hidnyzd6 Ucnl/UCNI expresszio

fokozodas Osszhangban van az immobilitas - FST soran detektalt - véaltozatlan idétartamaval.

-15 -



Ezen megvaltozott stressz valasz hatterében a KO allatok EWcp/UCNI sejtjeinek beszikiilt
adaptacios képessége allhat, mely mind a WT egerekhez viszonyitott magasabb bazalis Ucnl
mRNS expresszids szintekben, mind pedig az SPS-re adott hidnyzo viselkedési és urocortinerg
valaszokban is megmutatkozik. Ezzel szemben elektrosokkot alkalmazva a génhianyos
allatoknal megfigyelheté hianyz6 Ucnl mRNS és UCNI1 peptid tartalom fokozodas a WT
egerekhez viszonyitott fokozott ugralasi gyakorisaggal jart egylitt a szituacios emlékeztetd
soran, ami a PTSD-re jellemz0 hyperarousal-al ekvivalens viselkedési mintazatnak tekinthetd
(Hitchcock ¢és mtsai. 1989; Gresack ¢és Risbrough 2011). Irodalmi adatok szerint az
EWcp/UCNI1 neuronjai a stressz adaptacido késOi fazisdban a normadlis homeosztazis
helyreallitdsdhoz és a stresszvalasz megsziinéséhez jarulhatnak hozza (Hsu és Hsueh 2001;
Gaszner és mtsai. 2004), igy felmeriil, hogy a sokk modell alkalmazésa soran a KO egereknél
megfigyelhetd tartosan fokozott izgalmi allapot az UCN1 neuronok stresszre adott csokkent
valaszaval magyardzhatd, ami a stressz tengelyre kifejtett szabalyozo funkcié zavarahoz, és igy
egyes stressz-fliggd viselkedési valaszok nem megfeleld kioltdsdhoz vezethet. Tovabbi érdekes
megfigyelés, hogy mig az SPS-nél leirt Ucnl mRNS expressziojat érintd kiilonbségek mindkét
genotipusnal sokban hasonlitanak a CVMS modellben kapott korabbi eredményekhez (Kormos
és mtsai. 2022), addig elektrosokk modell esetén ezektdl lényegesen eltérd Ucnl mRNS
expresszios dinamikat tapasztaltunk. Ennek magyarazata az lehet, hogy mig az SPS és CVMS
paradigmak soran részben hasonld 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 expressziojara kifejtett hatdsain tul feltételezhetd, hogy a TRPAT receptor
intracelluldris Ca®*-szint emelkedés révén fokozhatja az UCN1 felszabaduldsat és ezaltal a
stressz adaptacio folyamatat (Kormos és mtsai. 2022; Ujvari és mtsai. 2022; Casello és mtsai.
2022). Ezzel kapcsolatban felmeriil, hogy a 7rpal mRNS expressziod stressz altal kivaltott
csokkenése a thlzott mértékli UCN1 felszabadulést €s a kapcsolodd viselkedési valaszokat
hivatott kompenzalni, bar ennek igazoldsa tovabbi vizsgalatokat igényel. Ugyanakkor az SPS
modellt kivitelezve latszolagos ellentmondas volt a stressznek kitett TRPA1 KO allatok
alacsony EWcp/UCNI1 peptid szintjei, valamint az Ucnl mRNS expresszid fokozodasa kozott,
mely ellentmondéas magyarazata az UCNI1 peptid felszabadulds megvaltozott dinamikéja lehet.
Ennek kapcsan ugyanakkor nem zarhat6 ki, hogy az EWcp/UCNI neuronjain talalhaté egyéb
kationcsatornak (Zuniga és Ryabinin 2020) kompenzalhatjak a TRPA 1 hianyat a KO egerekben.
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Az ismertetett eredmények alapjan felmeriil a lehetdsége, hogy az EWcp/UCNI neuronok
hozzajarulhatnak egyes stressz adaptacids zavarok kialakuldsdhoz (Kormos és mtsai. 2022), igy

szerepet jatszhatnak a PTSD pathomechanizmusaban is.
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6. KONKLUZIO, EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A TRPAL1 receptorok szaglopalya kiilonboz6 szintjein vald expresszidja alapjan felmertil, hogy
ezen ioncsatornanak szerepe lehet az averziv/irritalo szagok érzékelésében és a szagingerek
kozponti feldolgozésaban, igy hozzdjarulva az azokhoz tarsuld viselkedési mintdzatok
kialakitasahoz. A PTSD modellek soran a WT allatok EWc¢p neuronjaiban tapasztalt Trpal
mRNS expresszio csokkenés az UCNL peptid tartalom parallel fokozodasaval felveti a
lehetdségét, hogy a TRPA1 ioncsatornak hatéssal lehetnek a stressz adaptacios valaszokra, igy
befolyasolva a PTSD pathomechanizmusat. A KO allatok SPS modellnél tapasztalt csokkent
immobilitasa, illetve elektrosokk alkalmazasanal detektalt fokozott ugralasi gyakorisaga felveti
a TRPA1 lehetséges szerepét a PTSD soran fellépd depresszid-szerii viselkedés kialakuldséban,

valamint a hyperarousal kioltasaban.
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 expressziojat detektaltuk PTSD egérmodelljeiben.

- Bizonyitottuk, hogy a Trpal hianya befolyasolja EWcp urocortinerg neuronjainak
miikodését, Ucnl mRNS és UCNI 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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