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2. Bevezetés és irodalmi hattér

2.1. A testhémérséklet-szabalyozas dltalanos jellemzdi

A termoreguldcid rendszerének alapvetd célja a normal testhdmérséklet fenntartasa.
Szervezetiink kiilonboz6 pontjain hdszabalyozasi szempontbdl kiilonb6zé homérsékleti értékeket
mérhetiink. Lényeges elkiiloniteni két alapvetden kiilonb6zd paramétert, a testmag €s a testfelszin
homérsékletét. A maghomérséklet (Tm) szervezetiink belsd szerveinek hémérsékletét jelenti és
termoregulacié szempontjabol a szabdlyozott tényezének tekintendd, mig a testfelszin (bor)
homérséklete (Tb) a test kdrnyezet felé torténé hévesztésének az indikatora, igy szabalyozo, azaz
termoeffektor, tényezdnek tekinthetd.

A Tm normal (36-37°C) tartomanytol vald, minddssze néhany Celsius fokos eltérése
irreverzibilis, akar halalos kovetkezményekkel jarhat, példaul hdéguta vagy nagyfoku kihtilés
(hipotermia) soran. Ennek a finoman szabalyozott rendszernek a miikédésében tobb olyan alapvetd
élettani mechanizmus (termoeffektor) is szerepet jatszik, amelyek révén a termoregulacid6 maés
homeosztatikus szabalyoz6 rendszerekkel is szoros kapcsolatban all, igy példaul a testtémeg,
vérnyomas és so-vizhaztartas szabalyozasaval. A termoeffektorok két nagy csoportba sorolhatdk:
autonom effektorok (példaul didergéses és nem-didergéses hdtermelés, verejtékezés, bor értonus) és
viselkedési tényezok (példaul hideg/meleg preferencia, 6ltozkodés). A kiilonbozo effektorok
leghatékonyabb miikddése ugy biztosithato, hogy a Tm emelését vagy csokkenését célzo
mechanizmusok 6sszehangoltan aktivaloédnak, vagy kerilnek gatlas ald, ennek alapjan funkcidjuk
szempontjabol elkilonithetink hideg elleni, illetve meleg elleni védekezési mechanizmusokat. A
hideg elleni védekezés legfontosabb tényezdi a meleg iranti preferencia, fokozott hétermelés és a bér
ereinek konstrikcidja (csokkent hdvesztés). A meleg elleni védekezésben a hideget keres6 magatartas,
kiemelt szerepet.

Az 0jabb teoridk szerint testhdmérsékletiink nem egyetlen rendszer éltal, egyetlen iranyitdval
szabalyozott, hanem sokkal inkabb egymastdl fuggetlen, anatomiailag kulonallé termoeffektor
hurkok mukodése altal. Egy-egy termoeffektor hurok nem més, mint egy poliszinaptikus és
tobbrétegli reflexiv, amely afferens €s efferens palyakbol all. Az afferens palyak a termoreceptoroktol
és primer afferens érz6 neuronoktél a homérsékleti szignalokat (kiilonb6z6 idegi kapcsolodasi
pontokon Keresztiil) kozvetitik a rostralisan elhelyezked6 termoeffektor (efferens) neuronokhoz,
amelyek a hipotalamuszban és méas kozponti idegrendszeri struktdrakban talalhatok. A termoeffektor
neuronok tobbszori idegi atkapcsolas révén szabalyozzak a periférian lévé autondom és viselkedési
termoeffektorok aktivitasat. A hurkok afferens és efferens agai kozott is talalunk olyan részeket,
melyek kapcsolatban allhatnak mas, kiilonb6z6 hurkokkal. Miikodésiiket tekintve a termoeffektor
hurkok kiilonb6z6, specifikus aktivalasi kiiszobértekekkel rendelkeznek, azaz a termoeffektor hurkok
mas-mas homérsékleten aktivalodnak. Azok az effektorok, amelyeknek mitkodése kevesebb energiat
igényel (példaul érdsszehzodas) els6ként 1épnek mitkodésbe. A tobb energiat igénylé effektorok
(példaul didergéses hétermelés) csak késébb 1épnek miikodésbe, akkor ha az elsé védelmi vonal nem
volt elegendd. Bizonyos termoeffektor hurkok, ha aktivalt allapotban vannak, csokkentik a Tm-et,
ezek a meleg elleni védekez6 mechanizmusok. Mas termoeffektor hurkok aktivacioja pedig emeli a
Tm-et. Ezek a hideg elleni védekezé mechanizmusok. Amikor a testhémérséklet normal tartomanyban
van, rendszerint nincs termoffektor hurok aktivacio. A termoffektorok kozotti kommunikacio
megvaldsul a kdzos, szabalyozott valtozojukon keresztil, amely nem méas, mint a Tm.

Orvosi vonatkozasban elsGsorban a Tm-nek a normalértékt6l vald eltérései kiemelt
jelent6ségiiek, amelyek szisztémas gyulladas soran leggyakrabban lazként, mas sulyos esetekben
(példaul sokkban) hipotermiaként jelenhetnek meg. El6bbiek mellett, a tarsadalom eléregedése,
illetve a globdlis klimavaltozdsok miatt ugyancsak egyre nagyobb jelentdséggel birnak a kiilsd
hatasok miatt kialakul6d hdszabalyozasi rendellenességek, mint a hdguta és kihtilés. Annak ellenére,
hogy az eldbb emlitett hdszabalyozasi eltérések régota ismertek és konnyen mérhetdk, a
testhémérsékletet fenntartd mechanizmusok részletei napjainkban sem kellen vilagosak. Nem teljes
mértékben ismert példaul, hogy melyik idegpalyakon és kozponti idegrendszeri struktdrakon
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keresztill torténik az egyes hészabalyozo mechanizmusok aktivalasa. Erdekesnek tiinhet, de azt sem
tudjuk kelld bizonyossaggal, hogy milyen molekulak érzékelik a tul hideg vagy tul meleg kornyezetet,
vagyis hogy hdszabalyozasi szempontbol melyik receptorok szervezetiink valodi termoszenzorai. Ez
lehet az oka annak, hogy egyetlen olyan gyogyszerrel sem rendelkeziink, amit emberben
alkalmazhatnank celzottan a Tm csokkentésére vagy novelésére, vagyis a termofarmakologia
alkalmazott felhasznélasa jelenleg megoldatlan.

2.2. Hémérsékleti ingerekkel aktivalhatd tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatornak

Jelenleg is kutatadsok targya, hogy melyek azok a fehérjék (termoreceptorok), amelyeknek
hémérsekleti szignalokkal vald stimulacidja az egyes termoeffektor szabalyozd korok aktivaciojat
eredményezi. Nagy attorést jelentett a termoreceptorok molekularis hatterének felderitésében a TRP
csatornak termoszenzitiv alcsoportjanak, az ugynevezett termo-TRP csatornaknak a felfedezése.

A hémérsékleti hatasokra torténd aktivaciojuk a termo-TRP ioncsatornakat kivaldan alkalmas
jeloltté teszi arra, hogy termoszenzor szerepet toltsenek be szervezetiink hdszabalyozasi
rendszerében. Onmagaban ez a tulajdonsig azonban korantsem elegendd ahhoz, hogy valddi
termoszenzornak nevezziik 6ket termofiziologiai szempontbdl. A hémérsékleti aktivacion kiviil
tovabbi lényeges tulajdonsagok megléte sziilkséges az igazi termoszenzor szerep betoltéséhez:

- aszervezet periférias és/vagy centralis h6érzékel6 idegi strukturaiban megtalalhato;

- legalabb egy termoeffektor szabalyozd hurok valamelyik részéhez kapcsolodik;

- hémérsékleti ingerekkel valo stimuldcioja egy vagy tobb termoeffektor aktivaldsdhoz

vagy gatlasahoz vezet.

Bizonyos termo-TRP ioncsatornak esetében mar igazolddott a fenti feltételeknek megfelel6
termoszenzor szerep, mig mas csatornak hészabalyozasi funkcidja tovabbra is Kutatdsok targyat
képezi. A TRP vanilloid-4 (V4) farmakol6giai modulécidjaval termofizioldgiai kisérletekben arra
lehetett kdvetkeztetni, hogy szerepet jatszik a fajdalmatlan (feltehet6en bort érintd) meleghatasok
érzékelésében és a meleg elleni autonom és viselkedési termoeffektorok aktivalasaban. A hideggel
aktivalhatd TRP ankirin-1 (Al) és M8, valamint a meleggel aktivalhatd TRPV1 hdszabalyozasi
szerepének 0sszefoglalasa az alabbi alfejezetekben talalhatd.

2.2.1. A melegérzékeny TRPV1 ioncsatorna
2.2.1.1. ATRPV1 ioncsatorna aktivacios modjai és szoveti eloszlasa

A TRPV1 — korabbi nevén kapszaicin vagy fajdalom receptor — mar évtizedek 6ta a
fajdalommal kapcsolatos kutatasok egyik kozponti eleme, felfedezésének jelentds magyar
vonatkozasai is vannak. A kapszaicin és mas vanilloidok is képesek aktivalni a TRPV1 ioncsatornat,
ilyen példaul a reziniferatoxin (RTX), amely egyes Euphorbia ndvényfajokban fordul el és a
kapszaicinnél tébb nagysagrenddel potensebb agonista. Az endogén TRPV1 agonistak kdzé tartozik
az anandamid (AEA), az oleoiletanolamid és az N-arachidonoildopamin, amelyek esetében
hdszabalyozasi hatasokat is leirtak. Nemcsak kémiai ligandok, hanem egyéb hatdsok is képesek
aktivalni a TRPV1 ioncsatornat, ezek koziil kiemelend6 a magas (42°C feletti) hdmérséklet és a savi
behatasok (6,1 alatti pH). Gyogyszerfejlesztési szempontbdl a vanilloid, hé és proton aktivacios
modok tekinthetok a TRPV1 ioncsatorna 3 legfobb aktivacids médjanak, a legtobb gatlo anyag
(antagonista) hatasat is leggyakrabban ezekre az aktivacios modokra tesztelik.

A TRPVI ioncsatorna legnagyobb mértékben a hatségyoki és trigemindlis elsddleges
szenzoros neuronokon expresszalodik ragesalokban és emberekben egyarant. Elobbiek kozott
megtalalhaté a vékony mielinhiivelyti Ad és a mielinhiively nélkili C rostok periférias és centralis
végzOdésein, de ugyancsak kimutattdk a nodozus ganglion bizonyos peptiderg neuronjain is. Ezek a
kapszaicin-szenzitiv primer afferens idegvégzodések beidegzik a testfelszint (fej, torzs és végtagok
bére) és a bels6 szerveket egyarant, igy a TRPV1 csatorna eloszlasa szervezetiinkben ezeknek az
idegeknek révén meglehetdsen Kkiterjedt. A felsé gasztrointesztinalis rendszert, vastagbelet és
hugyholyagot beidegz6 spindlis afferensek legaldbb 60%-aban, mig a bért és vazizmot beidegzo
spinalis afferensek 30%-aban mutathatdé ki a TRPV1 ioncsatorna jelenléte. Tovabba, az afferens
vagalis ideg felsé gasztrointesztinalis rendszerhez futo rostjainak legaldbb 20%-a szintén expresszal



TRPV1 ioncsatornat. A TRPV1 ioncsatorna expressziojat kimutattak a kdzponti idegrendszer szamos
strukturgjan is, kozulik kidlonésen nagyszamd Trpvl gén transzkriptumot detektaltak a
hipotalamuszban. A TRPV1 fehérje kismértékli jelenlétét is kimutattdk az anterior hipotalamikus
magokban.

Az idegrendszeri strukturakon kivil, TRPV1 ioncsatorna expresszio kimutathatd volt szamos
nem-neuralis sejt- és szdvettipusban is, amelyek felsoroldsa meghaladna jelen értekezés kereteit.
Hészabalyozasi szempontbol fontos kiemelni, hogy vannak koztik termoeffektor szdvettipusok is,
amely felveti a TRPV1 ligandok kozvetlenil ezeken a nem-neurdlisan expresszalodd6 TRPV1
ioncsatorndkon vald direkt hatdsdnak lehetdségét. Az artéridk falaban kimutatott TRPV1
ioncsatorndk példaul szerepet jatszhatnak a kapszaicin hatdsara bekovetkez6 bor vazodilatacio, igy
fokozott héladas 1étrejottében. A barnazsirszoveti TRPV1 ioncsatornak szerepe felmerlt az elhizas
kialakulasanak eldsegitésében, de a teljesen ellentétes szerep (vagyis a zsirfelhalmozddas
megelozése) szintén felvetddott. A kapszaicin és a TRPV1 ioncsatorna hdszabalyozasi szerepének
tisztadzasara iranyuld kutatasok sorén fontos kérdés maradt, hogy a csatorna melyik aktivacios modja
vagy modjai vesznek részt a normal Tm fenntartasaban emldsokben, illetve, hogy a
termoregulatorikus szereppel rendelkez6 TRPV1 ioncsatornak hol helyezkednek el a szervezetben.

2.2.1.2. ATRPV1 csatorna agonisték és antagonistak termalis hatasai

A TRPV1 ioncsatorna hészabalyozasi szerepének tisztdzasara iranyul6 tudomanyos kutatasok
kezdetben a farmakologiai agonistak, elsésorban a kapszaicin és RTX, termalis hatasainak
vizsgalatara alapultak. Ezek soran fény der(lt arra, hogy a kapszaicin és az RTX akutan hipotermiat
okoz akér szisztémas [intramuszkularis (i.m.), intraperitonedlis (i.p.), intravénas (i.v.), per os és
szubkutan (s.c.)], akar kdzponti idegrendszeri [intracerebroventrikularis (i.c.v.), intrapreoptikus,
intratekalis] anyagadas esetén sokféle allatfajban (egér, patkany, tengerimalac, bizonyos mokusfélék,
nydl, vadaszmenyét, kecske, macska, kutya). Bizonyos allatok (példaul a madarak) azonban
érzéketlenek a kapszaicin hipotermias (és fajdalomkeltd) hatdsaval szemben. A kiilonbozé allatfajok
eltér6 érzékenysége kapszaicinnel szemben felhivja a figyelmet a TRPVI ioncsatorna
termoregulatorikus szerepének fajok kozotti esetleges kiilonbozéségére is.

A TRPVI agonistak testhdmérsékleti hatasaival kapcsolatos irodalmi adatok Osszesitése
alapjan valoszintisithetd, hogy a hipotermia kivéltasanak tdmadaspontja a hipotalamusz median
preoptikus magjaban (MnPO) TRPV1 ioncsatornat expresszald glutaminerg neuronok egy csoportja,
amelyek a meleg elleni védekez6 mechanizmusok termoeffektor hurkainak afferens szaran
helyezkednek el. Normal testhdmérsékleti (bor és mag) tartoméanyban ezek a neuronok nem aktivak,
TRPV1 agonista hatdsara azonban ingeriiletbe jonnek és ezaltal aktivaljak a meleg elleni védekezd
mechanizmusok autondm és viselkedesi termoeffektorait.

A TRPV1 antagonistakra sokan ugy tekintettek, mint a nem opioid tipusu fajdalomcsillapitdk
0j, mellékhatasoktol mentes generacidjara. In vivo tesztelésiik soran szinte azonnal feny dertlt arra,
hogy kozullik tobb is hipertermiat okoz laboratoriumi allatokban, késobb pedig kideriilt, hogy
emberekben is. Ez a hipertermia az antagonistak célmolekulajan keresztil kivaltott (on-target)
mellékhatasnak bizonyult, vagyis a TRPV1 ioncsatorna modulécidja révén jott létre. Feltételezhetd
volt, hogy a TRPV1 antagonistak a hideg elleni autondm termoeffektorok (barnazsirszoveti
hétermelés és bor vazokonstrikcid) tonusos gatlasanak felfiiggesztésével hozzak létre a hipertermiat.
Ez a tonusos gatlas a TRPV1 ioncsatornak hémérséklettdl fiiggetlen folyamatos aktivacidja révén
valosul meg valahol a hasban, talan a hasfal izmaiban vagy a hasiiregi szervekben. Késébb az is
bebizonyosodott, hogy hipertermia csak olyan antagonistak adasa esetén alakul ki, amelyek erésen
gatoljak a TRPV1 ioncsatorna protonok (alacsony pH) altali aktivacios maodjat, vagyis amelyek a
polimodalis (mindharom {6 aktivacios modot gatlo), vagy masnéven elsd generacids antagonistak
kdzé tartoznak. A masodik generacids, vagyis mod-szelektiv antagonistak, amelyek nem (vagy csak
részlegesen) gatoltak a proton aktivaciés modot, nem valtottak ki hipertermiat. Tisztazatlan maradt
azonban, hogy a proton aktivacios mod kizardlagos gatlasa elegendé-e a hipertermia kialakulaséhoz,
vagy sziikséges-e ehhez a vanilloid aktivaciés maod részleges gatlasa is.



Bizonyos TRPV1 antagonistak esetében nem hiper-, hanem hipotermizalé hatast mutattak ki,
példaul JYL1421, 5’-jodo-RTX, AMG7905 és AMGB8562, A-425619, illetve egy polipeptid
antagonista, az APHC3 esetében is. Osszhangban azzal, hogy a TRPV1 agonistak hipotermiat
okoznak, az 5’-jodo-RTX esetén kider(lt parciélis agonista hatds, mig az APHC3 potencirozta kis
irtak le sem agonista sem kapszaicin hatast felerdsit6 aktivitast. Nem kertilt sor tovabba célzottan a
hipotermizald hatdst rendszerezetten vizsgalo tanulmany elvégzésére sem, ezért nem lehetett
megéllapitani, hogy a TRPV1 antagonisték altal okozott hipotermia és hipertermia mechanizmusai
kdzosek vagy egymastol eltérd tamadasponton keresztiil jonnek létre. Felderitetlen maradt tovabba
az is, hogy a hasbol a tonusosan aktivalt TRPV1 ioncsatorndkbdl szarmazo szignalok milyen afferens
idegpalyakon keresztil jutnak el az agyba, hogy ott kifejtsék folyamatos géatlo hatasukat az autoném
termoeffektor hurkok efferens neuronjain.

Fontos hangsulyozni, hogy a fentiekben dsszefoglalt kisérleteket patkanyokban végezték, ami
felveti emberekre valo transzlaciojuk megkérddjelezését. Valoban, fajok kozti kiilonbségekre tobb
esetben is fény deriilt a TRPV1 ioncsatorna farmakologiai tulajdonsagait illetéen. A fajok kozotti
kilonbségek miatt, a TRPV1 antagonistdk hipertermias hatdsanak hatterében allé6 farmakologiai
profil meghatarozasat emberekben gytijtott hémérsékleti adatok felhasznalasaval is el kell végezni
ahhoz, hogy kideruljon, vajon a patkdnyokhoz hasonl6an emberek esetében is a proton aktivacios
mod gatlasa (bnmagaban vagy mas mod gatlassal egyiitt) felel6s-e a Tm emelkedéséert.

2.2.1.3. ATRPV1 csatorna genetikai hidnyanak hészabdlyozdsi hatdsai

A TRPV1 ioncsatorna farmakologiai moduléciojat illetéen tehat dsszefoglalva elmondhato,
hogy a TRPV1 agonistak hipotermiat okoznak, mig a TRPV1 antagonistak tébbsege hipertermiat,
néhany kozilik hipotermiat okoz, mig egyesek nem befolyédsoltdk a Tm-et. A farmakoldgiai
modszerekkel szemben, a genetikailag modositott allatokkal végzett tanulmanyokban nem sikertilt
egyértelmiien tisztazni olyan hészabalyozasi fenotipust, amely jellemezné a Trpvl KO allatokat.
Annak tudataban, hogy egerekben kiilondsen bonyolult a hdészabalyozasi valaszok szakszer(i
tanulmanyozasa, a Trpvl KO egerek termoregulatorikus fenotipusanak felderitéséhez alapos
termofizioldgiai és -farmakoldgiai megkozelitésre van sziikség komplex in vivo kisérletekben.
Tekintettel arra, hogy az egyes termoeffektorok aktivitdsanak szabalyozasa egymastdl fuiggetlen
modon megy vegbe, a kiillonbdz6 autondém és viselkedési effektor mechanizmusok vizsgalatara is
szlikség lenne.

2.2.2. Hidegérzékeny receptorok: TRPM8 és TRPAL csatornak
2.2.2.1. TRPM8 ioncsatorna

A TRPMS csatorna korabbi neve elsoként felfedezett aktivatorai alapjan hideg-, illetve
mentol-1 receptor volt. Késébb szamos mas hidegérzetet kelté ligand aktivatort azonositottak, ugy
mint Cooling Agent 10, geraniol, linalool vagy PMD38, illetve fény derlilt a TRPM8 antagonistaira
is, példaul M8-B, PBMC és BCTC. In vitro kisérletekben kimutattak, hogy mérsékelt hideg (22-27°C
kozotti aktivacios kiiszobérték), valamint exogén, hidegérzetet kelt anyagok, mint példaul a mentol
vagy az icilin, képesek aktivalni a TRPM8 csatornat. Az aktivaciot kivalté hémérsékleti tartomany
alapjan feltételezhetd volt, hogy a TRPMS ioncsatorna els@sorban a fajdalmatlan hidegingerek
érzékeléseben jatszik szerepet, mig a fajdalmas hideg erzékeléséért mas receptorok lehetnek felelések
(példaul az aldbbiakban targyalt TRPAL ioncsatorna). Expresszidjat tekintve, a TRPM8 ioncsatorna
jelen van a hatsogyoki és trigemindlis neuronokban, valamint periféridsan a bor és a szajiireg
elsédleges szenzoros idegrostjaiban. A TRPMS8 megtalalhat6 az Ad- €s C-idegroston, nociceptorokon
és nem fajdalomérzékeld neuronokban egyarant.

In vivo tanulményokban a TRPM8 szerepe igazolddott a preferalt Tk kivalasztasaban, amelyet
mentol i.v. adasat vagy lokalis (epidermalis) alkalmazasat koveté meleg iranti preferencia igazolt
egerekben és patkanyokban, de megvalaszolatlan maradt, hogy a TRPM8 valddi hidegszenzorként
funkcionél-e a Tm fenntartasa szempontjabol. Erre a kérdesre leginkabb a TRPM8 ioncsatorna
genetikai vagy farmakoldgiai gatlasaval lehetne megadni a valaszt.



2.2.2.2. TRPA1 ioncsatorna

A TRPAL ioncsatornat egy csaknem univerzalis kemoszenzornak és polimodalis receptornak
tekintik. Aktivatorai kozott talalhatok ndvényi eredetli anyagok, példaul tioszulfinatok (hagyma), A°-
tertrahidrokannabinol (kannabisz), allil-isotiocianat (AITC; wasabi, mustar), cinammaldehid (fahéj)
és gingerol (gyomber), tovabba kérnyezeti irritansok (példaul kénnygaz, toluén, formalin) és endogén
molekulak, mint példaul hidrogén-peroxid, reaktiv oxigén gyokok és hidrogén-szulfid (H2S).

Emlésokben a TRPA 1 ioncsatorna elsdsorban a periferias idegrendszer struktaraiban talalhato
meg, kiilonosképpen az Ad- €s C-idegrostokon, és expresszidja jelent6s atfedést mutat a TRPV1
ioncsatornaval, ami jol alatdmasztja a TRPA1 és a TRPV1 csatornak, valamint az 6ket expresszald
rostok fajdalomérzeklésben betoltott szerepét.

A termo-TRP csatornak kozott a TRPAL egyedilallonak tekintheté abban az értelemben,
hogy kiterjedt kutatdomunka ellenére hémérséklettel valo aktivacidjanak pontos mibenléte tovabbra is
ellentmondasos maradt. A legtobb emldsokben végzett tanulmanyban a szerzok a TRPA1 csatorna
nocifenziv valaszokban betdltott szerepének vizsgélatara 0sszpontositottak, amely nem annyira
meglepd, tekintvén, hogy az ioncsatorna in vitro aktivacios kiszébe <17°C, amely kozel van a
fajdalmas hokiiszobhoz emberekben. Vizsgaltak, hogy periférias TRPAL csatornédk szerepelhetnek-e
a termoregulacios rendszer valodi hidegszenzoraiként, de nem deriilt fény egyértelmiien a valaszra.
Egy tanulmanyban azt taldltdk, hogy a Trpal gén kiltése egerekben nem vonta maga utan
alacsonyabb Tk vélasztasat, ami arra utalt, hogy a TRPAL csatorna nem jatszik szerepet a
hépreferencia szabalyozasaban. Fontos azonban hozzatenni, hogy a kisérletben hasznalt egerek nem
voltak Kkitéve tartds hideghatasnak, amely sziikséges feltétele lehetett volna a TRPAL ioncsatorna
aktivaciojanak. Tovabb4, az egerek Tm-ét nem merték a kisérletekben, amely nem zarja ki annak a
lehetdségét, hogy alacsonyabb Tm esetén a belsd szervek TRPAI csatornatol kiilonb6zd
hidegszenzorai miikodésbe 1éptek a borbdl szarmazd TRPA altal medialt hideg szignalok kiesésének
kompenzalasara. Egy masik tanulmanyban azt mutattak ki, hogy egy potens és szelektiv TRPAL
antagonista, az A967079, nem befolyasolta patkanyok Tm-ét termoneutralishoz kozeli kornyezeti
koralmények kozott, vagyis olyan Tk-n, amely feltehetben magasan a TRPA1 aktivaciojahoz
szllkséges kuszobb felett van. Az A967079 hatasait hidegben (vagyis amikor a TRPAL csatorna
aktivacioja valosziniisithetd) nem vizsgaltak a szerzok. Kérdéses maradt tehat, hogy a TRPAI
ioncsatorna genetikai vagy farmakoldgiai blokadja, milyen hatassal bir a Tm-re és a termoeffektorok
aktivitasara nagyfoku hideghatasnak kitett egerekben és patkanyokban.

A TRPA1 ioncsatorna termoregulacioban betoltott szerepével kapcsolatos tovabbi
megvalaszolatlan kérdés volt az is, hogy a szervezetben endogén modon is eléforduld ligand agonistai
kozott talalhato-e olyan, amely jol karakterizalhato testhomérsékleti hatassal bir. Ilyen jel6lt a
gaztranszmitter H2S, amelynek hipotermiat és hipometabolizmust kivalto hatasat korabban leirtak. A
lehetséges hatasmechanizmus szempontjabdl fontos kiemelni, hogy a TRPAL csatorna részvételét
kimutattak szdmos szulfid donor és poliszulfid hatasanak kozvetitésében a fajdalom, gyulladas,
vazomotor valaszok, valamint idegi, urolégiai és kardiovaszkularis funkciok kisérleti modelljeiben,
azonban termoregulatdrikus hatasokrol nem esett sz6. Mindazonaltal, a szerteagazo bizonyitékok a
TRPAL csatorna HzS altali aktivacidjara kiillonbozé homeosztatikus szabalyozasi folyamatokban
felvetik annak lehetdségét, hogy a hdszabalyozasi hatdsok medidlasaban is szerepet jatszik.

2.3. Az akut szisztémas gyulladas altalanos jellemzéi és hdszabdlyozasi sajdtossagai: laz és
hipotermia

A szisztémas gyulladas témakore a szervezetet érd fertdzd és nem-fert6z6 faktorok altal
kivaltott teljes testiinket érintd reakcidk egész sorat magéban foglalja, ugymint ,betegség
viselkedés/szindroma” (sickness behavior/syndrome), ,,szisztémas gyulladdsos valasz szindroma”
(systemic inflammatory response syndrome, SIRS), ,szepszis szindroma” (septic syndrome),
szepszis, sulyos szepsis, szeptikus sokk és ,,tobbszervi miikodészavar szindroma” (multiple organ
dysfunction syndrome).



2.3.1. Az akut szisztémas gyulladas klinikai jelentosége és manifesztdcioja

A szepszis mindig mikroorganizmusok invaziojaval, szévetkarosodassal van dsszefliggésben,
felismerése, kezelése alapvetd orvosi feladat. Vilagviszonylatban a tizedik leggyakoribb halalok,
naponta nagyjabol 1400 aldozatot kovetel, az esetek harmadaban a diagnozis felallitasat kovetd egy
honapon beliil. Evek 6ta folyamatosan kutatasok targyat képezi olyan biomarker azonositasa, ami
diagnosztikai szempontbol biztonsédggal alkalmazhaté lenne szepszisben, de ilyen rutinszeriien
mérhetd, nagy szenzitivitasu és specificitasi marker még nem all rendelkezésre. Alkalmas jel6lt lehet
a makrofag migracios inhibitor faktor (MIF), amely szisztéméas gyulladas soran koran felszabaduld
proinflammatorikus citokin, és hészabalyozasi szerepét is bizonyitottuk, azonban diagnosztikai és
prognosztikai szerepe szepszisben ellentmondédsos maradt. Az is tisztazatlan maradt tovabba, hogy
hogyan alakul a MIF szintjeinek kinetikaja szeptikus betegek vérében és vizeletében intenziv
osztalyra kerulésik utan, amely hatraltatja a szepszis prediktiv biomarkereként val6 hasznalatét.

2.3.2. A szisztémés gyulladas kisérletes vizsgélata az alapkutatasban

Az akut szisztémas gyulladas olyan mértékli dsszefliggésben all a Tm valtozasaival, hogy
annak klinikai diagnozisa szinte minden esetben magaban foglalja az abnormalis testhdmérsékleti
elteréseket. A szisztémas gyulladasban szenvedo betegek tobbsége (kb. 90%-a) lazas, a paciensek kb.
10%-anak Tm-e viszont alacsonyabb a normalisnal. Az alapkutatasokban a leginkabb elterjedt modell
a szisztémas gyulladas vizsgalatara az endotoxin hatasokkal rendelkezé bakterialis lipopoliszacharida
(LPS) adésaval hozhato létre. Ezekben a kisérletes modellekben a Tm Valtozasa a Tk-tdl és a beadott
LPS dozisatol fugg. Neutralis vagy szupraneutralis (meleg) Tk-n laz alakul ki, ami kisdozisu LPS
adasa esetén monoféazisos, de polifazisossd valik az LPS doézisanak novelésével. Elébbiekkel
ellentétben szubneutralis (hideg) kornyezeti homérsékleten LPS hatasara hipotermia jon létre,
amelynek meértéke a beadott LPS ddzisatdl fligg.

Mind a laz, mind a hipotermia része az akut szisztémas gyulladas tlinettananak. Az utobbi
évtizedekben a laz bioldgiai jelentdségét illetdéen megallapitasra keriilt, hogy a ldz a szervezet
szempontjabol elényds. A laz szervezetre kifejtett jotékony bioldgiai hatdsaval szemben a szisztémas
gyulladas sordn idonként kialakuld hipotermia szerepe szinte teljesen elhanyagolt maradt. A
hipotermia megléte korantsem feltétlentil karos, amelyet tébb kisérleti eredmény is alatdmaszt. Meg
kell azonban azt is jegyezni, hogy a kisérleti modellekkel szemben, klinikai vizsgalatok ellentétes
eredményekre jutottak a hipotermia mortalitasra kifejtett hatasaval kapcsolatban. Bizonyos human
vizsgalatok a hipotermia jotékony hatasat igazoltdk szisztémas gyulladasban: azoknal a kritikus
allapotu betegeknél, akiknél a megfeleld intenziv terapia mellett hiitést is alkalmaztak a hipotermia
életmentének bizonyult, ezzel ellentétben méas tanulméanyokban a hipotermia kialakuldsa pozitiv
korrelaciot mutatott a halalozasi arannyal. A szeptikus laz és hipotermia mortalitassal valo
Osszefliggésenek megallapitdsa nagy elemszamd betegpopulaciobol szarmazé adatok atfogo
analizisével lenne lehetséges.

2.3.3. Az akut szisztémas gyulladas molekularis mechanizmusai

Fert6zés soran az immunrendszer tobbféle mechanizmuson keresztiil aktivalodik. Tobb
immunsejt rendelkezik gyakori makromolekuldkat felismerd receptorral, igy példaul a CD14 képes
az LPS megkdtésére, ami Toll-like receptor 4 aktivalasan keresztul intracellularis jelatviteli Gtvonalak
¢s immunvalasz kivaltasat eredményezi. Ez a velesziiletett immunvalasz az aktivalt sejtekbdl
hormonok és citokinek felszabadulasat ereményezi, mint példaul interleukin (IL)-18, IL-6, tumor
nekrozis faktor (TNF)-a, illetve a korabban emlitett MIF. Bizonyos citokinek tovabbi immunsejtek
elé. Utobbiak kozé tartoznak a prosztaglandinok (PG) is. A PG-ok az arachidonsav szarmazékai,
amelybdl ciklooxigenaz (COX) hatasara alakul ki a PGH2. A COX-nak két forméja ismert a COX-1,
ami allanddan jelen van tdbb szdvettipusban es a COX-2, ami tébbnyire gyulladas altal indukalhato.
A COX-2 folyamatosan expresszalodik az agy neuronjaiban, de szisztémésan adott LPS hatdséra
elsésorban az agy kis vénainak perivaszkularis €s endotél sejtjeiben indukalhatd. Ezek a venulak
legstiriibben a POA-ban, ventrolateralis medullaban és nukleusz szolitariuszban talalhatok. A PGH:



aztan tovabb metabolizalddik PG-k, prosztaciklin és IL-ek forméjaba, amelyek kozil a szisztémas
gyulladas szempontjabol kuléndsen fontos a PGE2 és a PGD2. A PGE2-t a mikroszomalis PGE-
szintaz-1 hozza 1étre és négy kiilonbozo receptora van EP1-4, amelyek az agy tobb kilénb6z6 részén
expresszalddnak. A PGD: a lipokalin PGD-szintaz terméke és elsdsorban DP1 receptoron keresztiil
hat, amely az agyhartyaban talalhatd, emellett a hipotalamuszt6l ventralisan fekvd régioban. A
betegség szindromaban a PGE: szerepe igazolt a szisztémas gyulladas korai fazisanak Iétrehozasaért
(lasd alabb), mig a PGD:2 els6sorban a késdi fazis tiineteinek kialakitasaért felelds, igy az
aluszékonysag, étvagytalansag, analgézia és feltételezhetden a hipotermia létrejottéért.

A szisztémas gyulladés tiinetei koziil az egyik legfontosabb a testhdmérséklet valtozasa,
leggyakrabban laz. Az, hogy a lazvélasz hidnyzik COX gatlok adasa esetén és olyan egerekben,
amelyekben genetikusan hianyzik a mikroszomalis PGE-szintaz-1, azt mutatja, hogy a lazat PGE2
hozza létre. A laz kiilonboz6é fazisait mediald PGE2 azonban tobb helyrdél is szarmazhat a
szervezetben. Az els6 (korai) fazis 1étrehozasaért példaul a periférian termel6dé PGE2 felelds, amit
az is bizonyit, hogy a vér-agy gaton &t nem jutd PGE: ellenes antitest adasaval a 1az els6 fazisanak
kialakulasa kivédhet6. Az LPS a maj Kuppfer sejtjei és pulmonéris makrofagok altal expresszalt Toll-
like receptor 4-hez kotddve a foszfolipaz Az, COX-2 és mikroszomélis PGE-szintaz-1 enzimek
MRNS- és fehérjeszintli termel6désének fokozodasat valtja ki, ami az artérias és vénas vér PGE:2
szintjének emelkedéséhez vezet. Ez a PGE2 albuminhoz kotédik, ami megvédi az enzimatikus
lebomlastol, majd a vér-agy gathoz jutva az albuminrdl disszocial és a hipotalamuszba jut, ahol kifejti
hatasat. A laz késobbi fazisait (kb. 1 6raval az LPS adast kovetéen) mar az agyi perivaszkularis és
endotél sejtekben fokozott COX-2 aktivitas altal termelt PGE: tartja fenn.

A PGE:2 hatasanak legfébb mediatora az EP3 receptor, amely leginkabb az MnPO
neuronjaiban expresszalodik. Ennek bizonyitéka, hogy az EP3 receptorok MnPO-ra lokalizalt
Kiiktatasa a szisztémasan adott LPS és agykamraba adott PGE2 lazkelt6 hatasat is kivédi. A preoptikus
EP3 receptort expresszalé neuronok gamma-amino-vajsavat (GABA) termelnek, igy gatoljak azokat
az idegi elemeket, amelyek a Tm emelkedését hoznédk létre. Amikor PGE2 kotédik hozzajuk
aktivitasuk csokken, igy a Tm emeléset létrenoz6 mechanizmusok gatlasuk aldl felszabadulnak és laz
alakul ki. A laz 1étrejottében szerepet jatszik egyrészt a borerek konstrikcioja, amelyért az MnPO-bol
a rostralis raphe pallidus magokba (rRPa), majd onnan a szimpatikus preganglionaris neuronokba
futd idegpalya aktivalasa felel6s. Masrészt, az MnPO-ban taladlhatd neuronok masik csoportja a
dorsomedialis hipotalamusszal (DMH) all 6sszekottetesben szintén az rRPa magokon keresztil és a
barnazsirszoveti hotermelés szabalyozasaért felelés. Elébbiek alapjdn tehat PGE: hatasara
ragcsalokban az autonom hideg elleni effektorok (fokozott hékonzervalas és hétermelés) aktivalasa
jon létre a POA GABAerg, EP3 receptort kifejezd neuronjainak csokkent aktivitasan keresztiil,
aminek eredménye a boér vazokonstrikcidra és barnazsirszoveti hétermelésre hatd szimpatikus
aktivitas gatlasanak feloldasa.

A TRPV1 csatornak aktivacidja az idegvégzédéseken (Ggynevezett kapszaicin-szenzitiv
afferens idegrostokon) gyulladasos mediatorok markans felszabaduldsat is eredményezi. A
felszabaduld anyagok kozé tartozik, tobbek kozott, a P anyag (SP), a kolecisztokinin (CCK) és a
hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP). Figyelembe véve, hogy a neurokinin-1 (NK1)
receptor, korabbi neven SP receptor, szintén szerepet jatszik lokalis és szisztémas gyulladasos
folyamatokban, az SP jelatviteli Gtvonal szerepe is felmeril a laz medialasaban. Ragcsalok kezelése
antagonista hatasu SP analogokkal, az LPS-re adott lazvalasz gatlasat okozta, illetve az LPS-indukélta
laz csokkenése patkdnyokban megfigyelhet6 volt NK1 receptor blokkolok adasa esetén is. Ezek a
tanulmanyok erésen altatamasztjak, hogy az SP jelatviteli utvonal hozzajarul az LPS-indukalta laz
kialakulasahoz, de az nagyrészt tisztazatlan maradt, hogy a laz folyamatainak mediatorai kdzul
melyeket befolyasolja az SP és annak NK1 receptora.

A CCK, amely gasztrointesztinalis hormonként és agyi neurotranszmitterként is funkcional,
kétféle receptoron fejti ki a hatasat: a CCKai receptoron, amely féleg a gasztrointesztinalis traktusban
talalhatd meg, és a CCKa receptoron, amely elsésorban a kozponti idegrendszerben lelhet6 fel. A
CCK energetikai szabalyozasban betoltott szerepét mar korabban leirtak: patkanyokon, majmokon és
embereken végzett vizsgalatokban a CCK taplalékfelvétel-csokkentd (anorexigén) hatasat figyelték
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meg. A CCK periféridsan adva a CCKa1 receptoron keresztul hipotermiat idéz el6, mig a kdzponti
idegrendszerbe juttatva a CCK2 receptoron hatva lazszerii hipertermias valaszt hoz létre. Ezek alapjan
a centralis CCK altal indukalt hipertermia szerepet jatszhat a szisztémas gyulladasban megjelend 14z
kialakulasasban. Hasonl6an a PGE-indukalt testhOmérséklet emelkedéshez, az i.c.v. adott CCK-
oktapeptid is bér vazokonstrikcid és barnazsirszoveti termogenezis aktivacidja altal hoz letre
hipertermidt. Azonban az indometacin altali COX géatlas nem volt hatassal a CCK ltal indukalt
hipertermidra és CCK receptor inhibitorok sem gatoltak a PGE-indukalta hipertermiat. Utobbi
eredmények megkérdéjelezik a CCK jelatviteli t termalis hatasai és a COX-PGE Utvonal kozti
kapcsolatot a centralisan adott CCK és PGE altal kivaltott termoregulatérikus hatasok hasonlésaga
ellenére.

A PACAP 38 aminosavbdl allo formaja (PACAP38) kulonos figyelmet érdemel, mert
komplex szerepe erésen megalapozott kiilonbozé gyulladasos folyamatokban. Tovabba, a polipeptid
és receptorai széleskorben megtalalhatok az agy legfontosabb termoregulatérikus teruletein, kdztik
a hipotalamusz POA-ban, amely a lazvalasz kivaltasanak kiemelt fontossagu helye. Elettani
kisérletekben a PACAP38 kozponti idegrendszerbe injektalasa a Tm emelkedését hozta létre, amely
a nem-didergéses hotermelés és a lokomotoros aktivitas fokozasa révén alakult ki, de nem dertlt fény
arra, hogy a PACAP38 kivaltja-e az autonom termoeffektorok egyidejii aktivaciojat is, amely a
lazszerii valaszhoz mutatna hasonlésagot. A kérdés megvalaszoldsahoz szilkség lenne a PACAP38
termoregulatorikus hatasainak karakterizalasara.

3. Célkitiizések

Kutatasaink soran foként allatkisérletek elvégzésével terveztikk feltarni a testhémérséklet
szabalyozasaban szerepet jatszO mechanizmusokat egészseges szervezetben és szisztémas
gyulladasban. Vizsgélatainkat kiterjesztettik a termoregulatérikus folyamatok szabalyozasaban
szerepet jatszo alapvetd élettani mechanizmusok, idegi struktirdk, valamint molekularis és
receptorialis mediatorok tanulmanyozasara. Atfogo céljaink a hészabalyozasi rendszer élettananak
alaposabb megértésén tul, 0j diagnosztikai és prognosztikai markerek azonositasara,
gyogyszertamadaspontok felfedezésére és kisérleti-, valamint gydgyszerfejlesztési iranyvonalak
feltarasara is Kkiterjedtek. Az allatkisérletek soran nyert eredményeink emberekre valo
transzlacidjanak érdekében, néhany vizsgalt témakor esetében human adatok metaanalizisét is
elvégeztik, illetve egy prospektiv Klinikai vizsgalatra is sorkerllt. Specifikus célkittizéseink az
alabbiakban foglalhatok dssze:

3.1. Termo-TRP ioncsatornak szerepének tanulmanyozasa a testhémérséklet

szabalyozdsaban

3.1.1. A TRPV1 ioncsatorna termoregulacidban betoltott szerepének vizsgalata

experimentalis modellekben és human adatok alapjan

I. Experimentalis modellek:

- TRPV1 ioncsatorna genetikai hianyaban fellép6 termoregulatorikus fenotipus tisztazasa

- hipotermizalo TRPV1 antagonistak hatasmechanizmusanak vizsgalata

- a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermia idegi mechanizmusainak vizsgalata

- TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermia farmakologiai kihasznalasanak (repurposing)

vizsgéalata altatas soran kialakuld hipotermia kivédésében

[l. Huméan adatok matematikai modellezése és metaanalizise:

- TRPV1 antagonistak termoregulatérikus hatasanak vizsgalata

3.1.2. A TRPMB8 ioncsatorna fajdalmatlan hidegérzékelésben betoltott szerepének vizsgalata

régcsalokban

3.1.3. ATRPAL ioncsatorna hészabdlyozdasi szerepének vizsgalata allatkisérletekben

- a TRPAL ioncsatorna hidegszenzor szerepének vizsgalata a hdszabalyozasi rendszerben

- a TRPAL ioncsatorna szerepének tisztazasa a HzS &ltal indukalt hipotermia kialakulasaban
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3.2. Termo-TRP ioncsatornak vaszkularis biologiai szerepének experimentalis vizsgalata
3.2.1. ATRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgélata a pH valtozasai &ltal okozott vazomotoros
valaszokban

3.2.2. Uj kisérleti médszer kidolgozdsa vazomotor vdlaszok hémérséklettél fiiggd
valtozasainak ex vivo tanulmanyozasara

3.3. Szisztémas gyulladasos allapotok élettani és molekularis mechanizmusainak
tanulmanyozasa experimentéalis modellekben és human adatok alapjan

|. Experimentalis modellek:

- a TRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgalata szisztémas gyulladasban fiatal és idds
allatokban

- az SP jelatviteli utvonal hozzajarulasanak vizsgalata LPS-indukalta 14z kialakulasahoz NK1
receptor KO egerekben

- a CCK-COX interakcio szerepének vizsgalata LPS-indukalta laz kialakulasaban
patk&nyokban

- a PACAP termoregulatorikus szerepének karakterizalasa patkany és KO eger
allatmodellekben

Il. Metaanalizisek:

- a Tm eltéréseinek (laz és hipotermia) és a halélozas 0sszefliggesének elemzése szeptikus
betegekben

- a MIF diagnosztikai biomarker értékének elemzése szepszisben

[11. Prospektiv klinikai vizsgalat:

- a szérum és vizelet MIF szintek kinetikaja és a szepszis kimenetele kozotti dsszefuiggés
vizsgéalata

4. Anyagok és modszerek

4.1. Experimentalis modellek
4.1.1. Kisérleti allatok és tartasuk

Allatkisérleteinkben felndtt Wistar és Spargue-Dawley patkanyokat, valamint szintén felnétt
C57BL/6, illetve KO és WT egereket tanulmanyoztunk. Vizsgalatainkban a kovetkezé gének
homozigota Iézidjaval rendelkezé KO egértérzseket () és WT tarsaikat (**) hasznaltuk fel: Trpvi,
Trpal, Trpm8, Pacap és Tacrl (amely az NK1 receptort kodolja).

4.1.2. Miiteti beavatkozasok

A miitéteket ketamin + xilazin i.p. adasaval indukalt nark6zisban végeztiik. Stresszmentes
anyagadas érdekében a kovetkez6 miitétek valamelyikére keriilt sor: i.p. katéter implantacio, i.v.
katéter implantacio és lateralis agykamrai (i.c.v.) kanll implantacié. Szabadon mozgé egerekben az
abdominalis homérséklet (a Tm egyik formdja) méréséhez az allatokba egy miniatiir telemetria
transzmittert (Mini Mitter) vagy adatgy(ijtét (Subcue Dataloggers) implantaltunk. A
termoregulatorikus idegpalyak vizsgalatahoz a kovetkezd idegi 1€zidt célzo beavatkozasokat
alkalmaztuk: teljes szubdiafragmatikus vagotomia, bilateralis splanchnicotomia és bilateralis
cervikalis funiculotomia.

4.1.3. TRPV1 ioncsatorna deszenzitizacio

A deszenzitizacio fogalmat altalanossagban kapszaicin vagy RTX hatasara kialakult, exogén
vagy endogeén vanilloidokkal és mas, a TRPV1 csatornat expresszalo idegsejtet aktivalé — peldaul
fajdalmas hoéhatas — stimulusokkal szemben mutatott neurondlis érzéktelenségi allapot leirdséra
hasznaljuk. Egerekben, a teljes szervezetre kiterjedo (szisztémas) TRPV 1 ioncsatorna deszenzitizacio
eléréséhez harom egymast kdvetd napon, altatasban, egyre emelkedd dozistt RTX kezelést (10, 30,
majd 100 pg/kg s.c.) végeztink. Lokalis, hasliregre korlatoz6dé TRPV1 ioncsatorna deszenzitizacio
elérésére patkdnyokban i.p. RTX kezelést alkalmaztunk 20 pg/kg dozisban.
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4.1.4. Termofiziologiai Kisérleti elrendezések
4.1.4.1. Termoelem termometria

Termoelem termometriai kisérleteinkben az allatokat egy hengeralakl szikitoketrecbe
helyeztiik és réz-konstantan termoelemekkel szereltiik fel a farkon a T, a kolonban pedig a Tm mérése
céljabol. A sziikitoketrecekbe helyezett allatokat az adott kisérlethez meghatarozott allandd Tk-t
biztositd inkubator kamraban helyeztik el. A stresszmentes anyagbeadashoz az el6zetesen beiiltetett
i.p. vagy i.v. katéter végéhez, illetve az i.c.v. kanllbe a kisérlet napjan behelyezett injektor végéhez
PE-50 toldalékot csatlakoztattunk, amelynek vegét az inkubator kamra faldnak nyilasan keresztil
Kivezettik.
4.1.4.2. Respirometrias termometria

A sziikit6ketrecbe helyezett allatokat termoelemekkel és PE-50 toldalékkal szereltik fel,
ugyanugy, mint a termoelem termometrias elrendezésben végzett kisérleteknél. Ezutan az allatokat a
ketreccel egyutt indirekt kalorimetria elvén alapulé anyagcsere meghatarozasra szolgalé berendezeés
egyik plexikamrajaba helyeztiik. A kamraba belép6 és a kamrabol kilépd levegdben mértiik az oxigén
allatok oxigénfogyasztasanak (VOz2) mértékét, amely ragcsalokban a nem-didergéses
barnazsirszdveti termogenezis aktivitasanak az indikatora.
4.1.4.3. Telemetrids termometria

Szabadon mozgo allatokon végzett kisérleteinkben az egerek Tm-ét és altalanos lokomotoros
aktivitasat telemetrids mddszerrel folyamatosan monitoroztuk i.p. implantélt radidtelemetriés
transzmitter segitségével. Ez a modszer tette lehet6vé a cirkadian hdmérsékleti valtozasok analizisét.
4.1.4.4. Termogradiens rendszer

A termogradiens berendezés hat, egymassal parhuzamos, 200 cm hossz( aluminium
csatornabdl allt. A ,,meleg” oldalon a csatorndban a Tk-t 30,0°C-on tartottuk a ,hideg” oldalon
20,0°C-on. Ezekkel a beallitasokkal minden csatornaban egy nagyjabdl linearis, hosszanti Tk gradiens
alakult ki 0,05°C/cm valtozéassal. Az egerek pozicidjat a termogradiens apparatus csatornaiban
egymastol egyenldé tavolsagra (3,5 cm) elhelyezett 56 vizszintesen futd infravorés sorompd
segitségével hataroztuk meg.

4.1.5. Lézeres folt interferencian alapuld aramlasmérés (laser speckle contrast imaging)

A vérataramlas mértéket az egerek lumbalis borében és a patkanyok hasizmaban PeriCam PSI
rendszerrel mértik, amely lézer folt interferencian alapulé képalkotast alkalmaz. A vérataramlas
valtozasat (amely mesterséges egységekben keriilt meghatarozésra), az anyagadés el6tti alapvonalhoz
viszonyitott valtozas értékében fejeztik ki.

4.1.6. Izometrias erd mérés izolalt artéria szegmentumokban ex vivo

Az allatokat elaltattuk, majd a karotisz kommunisz artériat vagy a farok bor artéridjanak
kozépso részét izolaltuk. Az érszakaszokat ezutdn 2 mm hosszu gyftirtikre daraboltuk. Az érgyiiriikben
az izometrias er6 valtozasainak mérését négy, 5 ml-es szervfiirdét tartalmazo DMT 610M miograf
rendszerrel végeztilk. Ehhez az érgyiiriiket két volfram drotra fiiztik fel, amelyeket a miogréaf
transzducereihez rogzitettiink. Egyik tanulmanyunkban a szervfiirdé homérsékletét a kisérlet soran
folyamatosan 37°C kordli értéken tartottuk, az oldat pH-jat azonban hidrogén-klorid (HCI) vagy
natrium-hidroxid (NaOH) oldat hozzdadasaval valtoztattuk, mig egy masik tanulméanyunkban
allando, 7,4-es pH érték mellett, egy altalunk erre a célra kifejlesztett hiit6-fiit6 kiegészit6 berendezés
segitségevel az oldat hémérsékletét 13, 16 vagy 37°C-ra allitottuk.

4.1.7. Molekularis biologiai mérések és immunhisztokémia

Vérmintdk gyijtéséhez az LPS beadasat kovetden az adott kisérletben meghatarozott
idépontnal — 40 perc vagy 12 Ora — az egereket elaltattuk, majd a mellkas felnyitasa utan a sziv bal
kamrajabol vért gyijtottink (~0,5 ml). A levett vért azonnal EDTA tartalmd csovekbe tettik,
centrifugaltuk és a plazmat az immunoesszé mérésekig —80°C-on taroltuk. A mintagytijtés végeztével
az éllatokat tulaltattuk.
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Tid6-, maj- és agyszovet gyljtésekor — immunoesszé, Westren blot és kvantitativ valos ideji
polimeraz lancreakcidé mérésekhez — az LPS beadasa utan 40 perccel elaltatott egereket a bal kamran
keresztill foszfattal pufferolt fiziologids sdoldattal (PBS) perfundaltuk. A majbdl és a jobb tiid6bol
vett szovetmintékat folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk. Az egeret ezutan dekapitaltuk, majd
a teljes agyat eltavolitottuk és lefagyasztottuk. Minden szévetmintat —80°C-on taroltunk a méresek
elvégzéseig.

A c-Fos expresszid és TRPAL mRNS in situ hibridizacié vizsgalatdhoz az allatokat elaltattuk,
a mellkast feltartuk, majd a bal kamran keresztil PBS-sel perfundaltuk, amelyet hiitétt, 0,2 mol/I
Az allatokat dekapitaltuk, ezt kovetden agyukat eltavolitottuk, melyeket 12-24 6rén at ugyanilyen
oldatban posztfixaltunk. A c-Fos fehérje a sejtmagban felhalmozddva akut neurondlis aktivacios
markerkent szolgal. Expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgalatahoz az agyakat korondlis sikban
vibratdbmmal 30 pum vastagsagu szeletekre metszettilk, majd fagyallé oldatban —20°C-on taroltuk.
Allatonként 6t killonbozé sikbol szarmaz6 metszeten szamoltuk meg a c-Fos pozitiv idegsejteket
Image J képanalizalé program (NIH) segitségével. A vizsgalt agyteriletek egerek esetén a medilis
preoptikus teriilet (MPO) és az MnPO, patk&dnyoknal az MPO, dorzalis hipotalamikus area (DA),
rRPa és a ventromedialis hipotalamusz (VMH) voltak. RNAscope vizsgalathoz az agyakat
posztfixalas utdn PBS-ben &blitettiik, dehidrataltuk és paraffinba agyaztuk. Paxinos és Franklin
atlaszanak koordinatai alapjan az MPO, a DMH, a lateralis parabrachialis mag (LPB) és az rRPa
régiokrol fluoreszcens képeket készitettiink konfokalis mikroszkop és képgylijté szoftverrendszer
segitségével.

4.1.8. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

A hoéleadasi allapot jelzésére a héladasi indexet (HLI) hasznaltuk, amely index akar gyorsan
valtozo Tk mellett is jol alkalmazhatd: HLI = (To — Tk) / (Tm — Tk). Az egyenlet alapjan belathato,
hogy a HLI értékei mindig 0 és 1 kozott ingadoznak, a nullahoz kozelité HLI értekek csokkent, az
egyhez kozelitéek fokozott hdleadasi allapotra utalnak.

Tobb csoport eredményeinek 6sszehasonlitdsakor a statisztikai értékelés leggyakrabban
varianciaanalizis (ANOVA) segitségevel tortént indokolt esetben post hoc tesztet is lefuttattunk. Keét
csoport dsszehasonlitasa Student t-teszt vagy Mann-Whitney U teszt segitségével tortént az adott
Kisérlet mintajatol fiiggéen.

4.2. Human adatok elemzése (metaanalizis, matematikai modellezés, klinikai vizsgalat)
4.2.1. Metaanalizisek

Metaanaliziseinkben a PubMed, EMBASE és Cochrane Library (CENTRAL) adatbazisokban
végeztink keresést. Mindegyik tanulmanyt a PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analysis Protocols) iranymutatasai szerint végeztik el. A kereséseket sziirék
beallitasaval emberekben végzett tanulmanyokra korlatoztuk. A statisztikai elemzést a metaanalizisek
standard modszereinek megfeleléen végeztiik biostatisztikus kollégak segitsegevel. Az eredmenyeket
legtobbszor erdd-grafikonok (,,forest plot”) formajaban Osszegeztiik. A tanulmanyok kdzotti
heterogenitast Q homogenitasi teszttel és 12 statisztikai teszttel vizsgaltuk (1> > 50% jelentett
szignifikans heterogenitast).

4.2.2. A hipertermias index (H) és matematikai modellezése

A TRPV1 antagonistdk termoregulatorikus hatdsanak elemzésére a human adatok
metaanalizise mellett matematikai modellezést is felhasznaltunk. A matematikai modell alapjaul a
Ph.D. munkam soran allatokban kifejlesztett és alkalmazott modszernek a human adatokhoz valo
modositésa szolgalt. Réviden, a hipertermias indexet (H) egy TRPV1 antagonista esetében a szer
beadasa el6tti (0. oOrai) és a beadast kovetd 3. oranal mért Tm kilonbségeként hataroztuk meg.
Feltételeztlik, hogy a hipertermizélo hatas a harom, egymastol fuiggetlennek tekintett TRPV1 csatorna
aktivacios mod gatlasaként jon létre. A gatlas mértékét minden aktivacios modban az alkalmazott
dozis (D) fliggvenyének tekintettik. A H(D) 6sszefiiggest minden antagonista esetén kilon

14



meghataroztuk az osszegyiijtott adatok alapjan. Sziikséges volt megallapitani, hogy a H mennyire
szenzitiv az egyes TRPV1 csatorna aktivacios médok gatlasanak mértékével szemben, vagyis
meghatarozni a szenzitivitasi koefficienst ki-t. Magas ki érték azt jelenti, hogy az antagonista
hataserdssége az i-edik aktivacios modban erdsen €s pozitivan korrelal a hipertermias valasszal; nulla
érték ilyen korrelacio teljes hianyat jelenti; negativ érték pedig azt, hogy az i-edik aktivacios mod
negativan korrelal a H értékkel.

4.2.3. A MIF kinetikdjanak vizsgélata szeptikus betegek vérében és vizeletében prospektiv klinikai
tanulmanyban

A PTE Klinikai Kdzpont Anesztezioldgiai és Intenziv Terdpids Osztalyan a vizsgalatba olyan
szeptikus betegeket vontunk be, akiknél az intenziv osztalyra valé felvételkor a szérum prokalcitonin
szintje emelkedett volt. Kizértuk azokat a betegeket, akik 18 év alattiak vagy 85 éven fellliek voltak,
illetve akik megtagadtak a vizsgalatban vald részvételt. A halalozast az intenziv osztalyra valo
felvételt6l szamitott 90 napig kovettiik nyomon. A laboratériumi paramétereket, beleértve a C-reaktiv
fehérje, a prokalcitonin, a laktat, a karbamid és a kreatinin szérumkoncentraciojat, valamint a
sejtszdmokat az intenziv osztalyra valé felvételt6l szamitott 0., 2. és 4. napon mértik. Ugyanezeken
a napokon meghataroztuk a kreatinin és az dsszfehérje vizeletkoncentraciojat, valamint a becsult
glomerularis filtracids ratat is. Az intenziv osztalyra valo6 felvételkor kiszamitottuk a klinkai &llapot
sulyossagi pontszamokat. A MIF szintjének méréséhez vizelet- és vénas vérmintakat gy(jtottiink az
intenziv osztalyra vald felvételtdl szamitott 0., 2. és 4. napon. A MIF szintjét a vizeletben ¢és a
szérumban standard immunoesszé modszerekkel (katalogusszam: DY 289; R&D Systems) hataroztuk
meg a gyartd ajanlasainak megfeleléen. Az adatok statisztikai elemzését az R szoftverrel végeztik
(3.6.1 verzio).

5. Eredmények

5.1. Termo-TRP ioncsatornak szerepének tanulmanyozésa a testhémérséklet szabdlyozdsdaban
5.1.1. ATRPV1 ioncsatorna

5.1.1.1. Experimentalis modellek

5.1.1.1.1. 4 TRPV I ioncsatorna genetikai hianyaban fellépo termoregulatorikus fenotipus tisztazasa
egerekben

Nagyszami Trpvl** és Trpvl’” egérben tanulmanyoztuk a Tm és a termoeffektorok
aktivitasanak cirkadian valtozasait termogradiens, telemetria és respirometria rendszereinkben. A
Trpvl” egerek Tm-e mindharom rendszerben kismértékben ugyan, de szignifikansan (p < 0,05)
alacsonyabb volt a kontrollokénal a vilagos fazisban. A sotét (aktiv) fazisban azonban a genotipusok
kozti kilonbség csokkent mértéki volt a respirometria rendszerben és teljesen eltiint telemetriaban.
A termogréadiens rendszerben pedig ellentettjére valtozott a kilénbség, vagyis a KO egerek Tm-€ a
sotét fazisban 0,5°C-kal magasabb volt, mint a kontroll egereké (p < 0,05). Ennek a bifazisos
dinamikanak koszonhetéen, a Trpvl KO egerek teljes napi atlag Tm-e vagy hasonlo volt vagy csak
kissé volt alacsonyabb, mint a WT egereké minden berendezésben. A vilagos-sotét fazis kozti
valtozas amplitiddja azonban szignifikansan kifejezettebb volt KO egerekben kontrollokhoz képest
a termogréadiens rendszerben (0,8 £ 0,2 vs. 0,2 + 0,1°C; p < 0,05) és a telemetria rendszerben (1,0 £
0,1vs. 0,5+ 0,1°C; p < 0,01), mig a respirometria rendszerben tendenciaszerti névekedést mutatott
(0,5+0,1vs. 0,2 +0,2°C; p <0,1). Osszefoglalva, eredményeink alapjan a Trpvl KO egerek Tm-e
kismértékben eltér a kontroll egerekétdl a nap soran, €s ez az eltérés napszakra specifikus, tovabba
bizonyos mértékben a kisérleti berendezéstdl is fligg.

A Tm eltéréseknél sokkal nagyobb kilonbséget talaltunk a genotipusok kozott a Tm
szabalyozasadhoz haszndlt viselkedési és autondm termoeffektorok mintazataban. Viselkedési
szempontbol, A Trpvl KO egerek alacsonyabb Tk-t valasztottak Trpvl*'* tarsaikhoz képest
fliggetlendl a napszaktol (napi atlagok tekintetében 26,3 + 0,2 vs. 27,2 £ 0,2°C; p < 0,05). A Trpvl
KO egereknek emellett a lokomotoros aktivitasa magasabb volt, kiiléndsen a vildgos napszakban. Az
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autonom termoeffektorok aktivitasanak vizsgalata soran a respirometria rendszerben azt talaltuk,
hogy a Trpvl KO egerekre alacsonyabb metabolikus rata és fokozottabb bor vazokonstrikcio volt
jellemz0, mint kontroll tarsaikra, fliggetleniil a s6tét-vilagos napszaktol. Az atlagos VO2 és Ty értekek
a KO egerekben a kontrollokkal szemben sorrendben 18,9 + 1,0 vs. 26,3 £ 1,3 ml/kg/min (p < 0,0001)
és 35,0 £ 0,2 vs. 35,7 £ 0,2°C (p < 0,05) voltak. Tekintve, hogy ezeket a kisérleteket mozgasukban
részlegesen korlatozott egerekben végeztiik (részletekért, lasd 4.1.4.2. fejezet), a VOz-ben talalt
kilonbséget l1ényegesen nem befolyasolhatta a két genotipus lokomotoros aktivitasaban fentiekben
bemutatott kiilénbség. Osszefoglalva, a Trpvl KO egerek hészabalyozasi fenotipusaban egy egyedi
termoeffektor ~ mintazatot  talaltunk:  hiivosebb  kornyezetet kedvelnek, hiperaktivak,
hipometabolikusak és boriikben fokozottabb a vazokonstrikcio.

A nyugalmi allapotban meghatdrozott eltérd termoeffektor mintdzat leirdsa utén,
tanulmanyoztuk a Trpvl KO egerek hdszabalyozasi valaszat hoéterhelés és hidegterhelés soran.
Nagyfoku héterhelésnek (Tk = 39,0°C) valo kitételkor sem a T, sem pedig a Tm valaszban nem volt
kulonbség a genotipusok kozott. Nagyfoku hidegterhelés (Tk = 5,0°C) modellben, mindkeét
genotipushoz tartozO egerek borér vazokonstrikcioval (csokkent Tb) €és hideg-indukalta
termogenezissel (emelkedett VO2) reagaltak, de mindezen hideg elleni védekez6 mechanizmusok
ellenére, Tm-Uk tobb, mint 14°C-kal csokkent. A termoregulatorikus valasz dinamikéja azonban
kiilonboz6 volt a két genotipus kozott. A Trpvl KO egerekben a VO2 60 perccel a hidegexpozicio
kezdetét kovetden mar tetdzott, majd platozott a kisérlet végéig (kb. 150 percig), viszont a kontroll
egerekben a VOz2 elérte ugyan ugyanazt a maximalis szintet, de kb. a 100. perctdl kezdve csokkeni
kezdett (p < 0,0001) és ennek megfeleléen Tm-K is esett (p < 0,0001). Eredményeink arra utalnak,
hogy a Trpvl KO egerek nyugalmi anyagcseréje alacsonyabb ugyan, de a hideg-indukalta
termogenezist mégis valamelyest hosszabb ideig tudjak fenntartani, mint genetikailag nem maodositott
kontroll tarsaik.

A Trpvl KO egerek hiperaktivitdsanak felismerése utan, megvizsgaltuk, hogy RTX
csokkenti-e a lokomotoros aktivitast. Ennek érdekében, i.p. RTX-et adtunk Trpv1” egereknek, illetve
két Trpv1*™* torzshoz tartozd egereknek, C57BL/6x129 és C57BL/6 hattérrel. Az RTX-et bdlusban
injektaltuk az allat rovid ideig tarto felemelésével és akut hasfalon keresztlli megszirasaval. Ennek
az eljarasnak koszonhetben az egér kézbevétele és a tiiszaras (amelyek sziksegesek voltak az anyag
beadasahoz) megemelték az allatok egyébként alacsony aktivitasat, amely a vildgos (inaktiv)
napszakra jellemz6. A vehikulum beadasa mersékelt hiperaktivitast és tipikus stressz-indukalta
hipertermiat valtott ki mindegyik vizsgalt genotipusban. Az RTX (200 ng/kg, i.p.) azonban
meggatolta mind a hiperaktivitas, mind a hipertermia kialakulasat a Trpv1*/* térzsii egerek mindkét
csoportjaban (p < 0,0001 mindkét térzs esetén), annak ellenére, hogy a beadott alacsony RTX do6zis
tényleges hipotermiat nem valtott ki. Kisérleteinkben ugyanaz az RTX dozis, amely anti-
hiperkinetikus és anti-hipertermias hatassal birt a kontroll egerekben, nem befolyasolta ezeket a
stressz-indukalta valaszokat a Trpvl KO egerekben. Eredményeink arra utalnak, hogy periféridsan
adott RTX csokkenti a stressz-indukéalta lokomotoros aktivitast és hipertermiat a TRPV1 ioncsatornan
keresztul.

Ezek utdn megvizsgaltuk, hogy az AEA, egy endokannabinoid, amely a TRPV1 csatorna
teljes értékii agonistaja, hasonld modon befolyasolja-e a stressz-indukalta lokomotoros aktivitast,
mint az RTX. Kisérleteink sordn a vehikulum akut i.p. injektdlasa a lokomotoros aktivitas
emelkedését valtotta ki, de stressz-indukalta hipertermia nem alakult ki ebben az esetben. A
vehikulummal dsszehasonlitva, az AEA (15 mg/kg) szignifikansan csokkentette a Tm-et és erdsen
redukalta a a lokomotoros aktivitast (azaz szuppresszalta a stressz-indukalta hiperkinézist) a Trpv1**
egerek mindkét torzsében. Ezek az eredmények Osszhangban vannak az AEA korabban leirt
hipotermizald és hipokinetikus hatasaval egerekben és patkanyokban nagy dozisok beadasa esetén.
A Trpv1’ egerekben azonban ezek koziil a hatasok kozil egyik sem alakult ki AEA injekcio hatasara.
Az AEA testhdmérsékletet csokkentd és aktivitast redukald hatdsainak teljes hianya a Trpvl KO
egerekben azt jelzi, hogy a kannabinoid receptorok nem vesznek részt ezeknek a hatasoknak a
medialasaban. Tudomasunk szerint ez volt az els6 olyan megfigyelés, amely direkt modon igazolta,
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hogy az AEA a TRPV1 csatornan keresztul fejti ki a Tm-et és a lokomotoros aktivitast csokkentd
hatését.

Kovetkezd 1épésként azt vizsgaltuk, hogy az AMGO0347, egy potens és szelektiv TRPV1
antagonista, milyen hatasokkal bir a Trpvl” és Trpvl1** egerek Tm-ére és lokomotoros aktivitasara.
A TRPV1 agonistakkal kapott eredményeink alapjan, arra szamitottunk, hogy az antagonista fokozni
fogja a lokomotoros aktivitast. Annak érdekében, hogy az emelkedést ki tudjuk mutatni, kivedtik a
stressz-indukalta hiperkinézist olyan mddon, hogy az AMGO0347-et vagy vehikulumat stresszmentes
modon egy kordbban implantalt i.p. katéteren keresztll adtuk be az inkubator kamran kiviilrél. A
vehikulumhoz képest az AMGO0347 (50 pg/kg, i.p.) hipertermiat és hiperkinézist valtott ki a Trpv1*/*
egerekben (p < 0,0001 mindkét paraméter esetén). Amig a TRPV1 antagonista &ltal indukalt
hipertermia kialakuldsa varhaté volt korabbi adatok alapjan, addig a lokomotoros aktivitas
emelkedése Uj eredmény, hiszen patkanyokkal végzett korabbi tanulmanyokban nem irtak le valtozast
a lokomotoros aktivitdsban tobb tesztelt TRPV1 antagonista esetében sem. Az idézett
kdzleményekben azonban minden esetben stresszkelté modon (gyakran i.g. szondaval) keriilt sor a
TRPV1 antagonistak beadasara, igy a kialakuld stressz-indukalta hiperkinézis kdnnyen elfedhette a
rovid id6tartama, mérsékelt lokomotoros aktivitds fokozodast, amelyet mi megfigyeltiink. Az
AMGO0347 ugyanakkorra ddzisa, mint ami hipertermiat és hiperkinézist valtott ki a kontroll
egerekben, semmilyen hatassal nem volt a Trpvl KO egerek Tm-ére és lokomotoros aktivitasara.
Kisérleteink soran el6szor mutattuk ki az AMGO0347 hiperkinetikus hatasat és azt, hogy ez a hatas
célspecifikusan a TRPV1 csatornan keresztil jon létre.

Arra is kerestik a valaszt, hogy RTX i.p. beadasa az agyban vagy azon kivil hatva fejti ki
anti-hiperkinetikus hatasat. Ennek érdekében RTX nagyon alacsony dézisat, 20 ng/kg-ot adtuk be az
egereknek vagy i.p. vagy a lateralis agykamraba (i.c.v.). l.p. anyagadas soran ez a dozis csokkentette
a injekcios stressz altal indukalt hipertermiat és lokomotoros aktivitas fokozodast (p < 0,0001 mindkét
paraméter esetén). Ezzel szemben, ugyanekkora dozist RTX i.c.v. beadasa egyik vizsgalt paraméterre
sem volt hatéssal.

Az egerek termoregulatérikus fenotipusanak vizsgalata soran, tanulmanyukban vératlan
megfigyelésként azt vettiik észre, hogy az életkor elérehaladtaval mindkét nemhez tartoz6 Trpvl KO
egerek sllya nagyobb volt, mint Trpv1** tarsaiké. Nyolc honapos korukban, példaul, a him Trpvl
KO egerek testtomege 14%-kal haladta meg azonos korcsoportd him kontroll tarsaikét: 49 + 1 vs. 43
+ 1 g (p < 0,0001). Elsésorban haskorfogatuk volt nagyobb, illetve visceralis és szubkutan
zsirszovetilk is vastagabbnak latszott a miitéti beavatkozdsok sordn. A kordbban ismertetett
hiperaktivitas (amelyet fiatalkorti egerekben figyeltiink meg) és a talsuly (amely idésebb egerekre
volt jellemzd) egymasnak ellentmondani latszik, de hasonld megfigyelésre mas szerzOk altal
egészséges emberekben is sorkerult: azoknak az egyéneknek, akik fiatalkorukban fizikailag
aktivabbak voltak, testtomegiik az életkor elérehaladtaval jobban nétt. Megfigyeléseink alapjan
feltételezhetd volt, hogy a TRPVI1 csatorna védd szereppel rendelkezik a korfiiggd elhizas
kialakulasaval szemben.

A Trpvl KO egerekben fiatal korukban talalt hiperaktivitas és id6sebb korukban kialakulo
talsuly kodzotti paradoxon feloldasara, tovabbi vizsgalatokat végeztiink mindkét genotipushoz tartozé
oreged6 (tobb, mint 40 hetes) egerekben, amelyek soran 6sszehasonlitottuk lokomotoros aktivitasukat
és testtdmeguket. Kimutattuk, hogy hasonldan a fiatal egerekben talaltakhoz, a napi testhdmérséklet-
ingadozasok amplitiddja idésebb Trpvl KO egerekben is meghaladja kontroll tarsaikeét: a vilagos
fazisban alacsonyabb, a sotét fazisban magasabb volt a KO egerek Tm-e a kontrollokhoz képest. Az
idésebb (42 + 1 hét) koru himeket és néstényeket is tartalmazd egércsoportok testtomegenek
osszehasonlitasakor a Trpvl” egerek ebben a tanulmanyban is tébb, mint 21%-kal nagyobb stlyutak
voltak a Trpv1** egereknél (48 + 1 vs. 43+ 1 g; p =0,001). A megvalaszolandd kérdés szempontjabol
azonban nagyobb jelent6ségii, hogy ellentétben a fiatal egerekben talltakkal, a 40 hétnél id6sebb
egerek eseteben a Trpvl KO egerek lokomotoros aktivitasa alacsonyabb — nem pedig magasabb —
volt az egész nap soran kontroll tarsaikénal (napi atlagok: 9 £ 1 vs. 14 + 1 egység/min; p = 0,001).
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5.1.1.1.2. Hipotermizal6 TRPV1 antagonistak hatdsmechanizmusanak vizsgalata ragcsaldkban

Arra a kérdésre is kerestem a valaszt, hogy a hipertermiat okoz6 TRPV1 antagonistaknal
kisebb szamban elérhetd, hipotermiat kivalté TRPV1 antagonistdk milyen mechanizmusokon
keresztiil fejtik ki testhémérsékleti hatasukat. Ennek érdekében egy szelektiv és potens,
kollaboratoraink &ltal ujonnan szintetizalt TRPV1 antagonista, az A-1165901 termoregulatorikus
hatasait tanulmanyoztuk egerekben és patkanyokban, illetve dsszehasonlitottuk egy kordbbrol mar
ismert hipotermizalé TRPV1 antagonista, az AMG7905 hatasaival.

Az A-1165901 hatdsainak preciz karakterizalasahoz az anyagot stresszmentes mddon adtuk
be az allatoknak, majd vizsgaltuk a Tm-lket és termoeffektor mechanizmusaikat kiilonb6z6
hémérsékleti korilmények kdzott: 26°C-on (amely ebben a rendszerben a termoneutrélis zona also
hatarat jelenti) vagy 17°C-on (hideg kdrnyezetben) hajtottuk végre. Az A-1165901 (3 mg/kg, i.p.)
mindkét Tk-n csokkentette a Tm-et kb. 1,0°C-kal, amelynek nadirja 50-70 perccel anyagadas utan
alakult ki. A 26°C-os kornyezetben mindegyik patkany esetében enyhe farokbdr vazodilatacid és
relative alacsony termogenezis volt jellemz6 az anyagadast megelézéen. Az A-1165901 ezen a Tk-n
a holeadas hirtelen emelkedését valtotta ki, ennek megfeleléen a HLI szignifikdnsan magasabb volt
az A-1165901-gyel kezelt patkanyokban a vivéanyaggal kezeltekhez képest az anyagadast kovetd 10.
és 60. perc kozott (p < 0,05). Annak ellenére, hogy az A-1165901-gyel kezelt allatok VO2-je
alacsonyabbnak tint a kontrollokénal, a kiilonbség nem mutatkozott statisztikailag szignifikansak
ezen a Tk-n. Az elébbiekkel ellentétben, 17°C-on a patkdnyok farokbdrében erds vazokonstrikcio volt
jelen a Kkisérlet teljes idGtartama alatt, viszont anyagadas el6tti VO2-jik magasabb volt a
termoneutralis korilményekhez képest, amely a hideg altal indukalt termogenezis kialakulasara utalt.
Az A-1165901 nem okozott vazodilataciot a farokbdrben ezen a Tk-n, de hagymértékben csdkkentette
a termogenezist a kontrollokhoz képest (p < 0,05).

Annak érdekében, hogy kideritstik, hogy az A-1165901 hipotermizal6 hatdsénak kivaltdsaban
szerepet jatszanak-e a hasi régido szenzoros idegvégzOdései, lokalizalt abdominalis TRPV1
deszenzitizaciot hoztunk létre, majd vizsgaltuk a deszenzitizalt patkanyok termoregulatorikus
reakciojat A-1165901 (vagy vehikulum) adasara enyhén szubneutralis kdrnyezetben (Tk = 27°C). Az
A-1165901 adasa (3 mg/kg, i.p.) a vivoanyaggal elokezelt (kontroll) patkanyokban a Tm nagyfoku
csOkkenéset és a HLI emelkedését valtotta Ki. A testhémérsékleti valasz azonban sokkal kisebb
mértékli volt a deszenzitizalt patkanyokban, és a HLI valtozasa teljes mértékben elmaradt. Az A-
1165901 hatésa szignifikansan kilonbdzott az RTX és vehikulum elékezelést kapott csoportok kozott
mind a Tm, mind a HLI tekintetében (p < 0,001 mindkett6 esetében). Az abdominalis TRPV1
csatornak deszenzitizacidjanak igazolasara ebben és az aladbbiakban ismertett tanulmanyokban is
megvizsgaltuk az RTX kis dozisanak (0,1 pg/kg) i.p. adasaval kivaltott, ugynevezett vonaglasi
reakciot, amely csaknem teljes mértékben hianyzott a deszenzitizalt patkanyokban (p < 0,001). Annak
megerdsitésére, hogy a deszenzitizacid nem terjedt ki a teljes szervezetre, tanulmanyoztuk az allatok
topikalisan alkalmazott RTX-re adott szemtorlési reakciojat, amelynek sordn nem talaltunk
szignifikans kulonbséget a deszenzitizalt és a kontroll patkanyok kozott. Korabbi adatokkal
6sszhangban, ezek az eredmények arra utaltak, hogy a TRPV1 csatornék funkcioja kizardlag a hasban
karosodott a deszenzitizalt patkanyokban.

Ezek utan Trpvl’ és Trpvl** egerek felhasznalasaval arra kerestiik a valaszt, hogy a TRPV1
antagonistak altal kivaltott hipotermia valdéban a célmolekulan, tehat a TRPV1 csatornan keresztil
kivaltott (on-target) hatas-e. A Trpvl** egerekben az A-1165901 és az AMG7905 nagyfoki Tm
csokkenést (>2,0°C) okozott a vivoanyaggal kezelt csoporthoz képest (p < 0,001). A WT egerekkel
ellentétben, sem az A-1165901, sem pedig az AMG7905 nem volt hatassal a Trpvl’ egerek Tm-€re.

Annak ismeretében, hogy a hipertermiat okozo TRPV1 antagonistak erésen gatoljak a TRPV1
csatorna protonok altali aktivacios maodjat (részletekert, lasd 2.2.1.2. fejezet), gyogyszerfejlesztd
kollaboratoraink segitségével megvizsgaltuk a hipotermizalé6 TRPV1 antagonistak hatasat is erre az
aktivacios maédra. A kiserletek soran az A-1165901 és az AMG7905 egyarant potensen gatolta a
TRPV1 csatorna kapszaicin altali aktivaciojat, az ICso értékeik sorrendben 3,7 + 1,4 nmol/l és 29,3 +
12,4 nmol/l voltak. Ellentétben a vanilloid aktivaciés mddban taldltakkal, mindkét anyag
koncentraciofiiggd modon potencirozta a 4°Ca?* felvételt a protonok altali aktivacié soran. Az A-
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1165901 eseteben ez a hatas mar nagyon alacsony, 1 nmol/l alatti koncentraciok alkalmazasa esetén
is kimutathato volt.

5.1.1.1.3. A TRPV1 antagonisték altal indukalt hipertermia idegi mechanizmusainak vizsgélata

Azok utan, hogy fényt deritettink arra, hogy a hipotermizald6 TRPV1 antagonistak is
abdomindlis TRPV1 csatorndkon hatva, de protonok altali aktivaciojuk ellentétes iranyd
modulalasaval fejtik ki testhémérsékleti hatasukat mint a hipertermizald TRPV1 antagonistak,
kivancsi voltam arra is, hogy a hasi régionak pontosabban melyik részén talalhato a termélis hatas
tdmadaspontjakent szolgadlo TRPV1 populécio, illetve, hogy onnan milyen afferens idegi
mechanizmusokon keresztul jut el a termoeffektor hurkok efferens neuronjaihoz az informacio.

Annak megerésitésére, hogy a TRPV1 antagonistak hasi tamadasponton keresztiil okoznak
hipertermiat, abdominalisan deszenzitizalt patkanyokban megvizsgaltuk harom kiilonb6z6 TRPV1
antagonista (AMGO0347, AMG 517 es AMG8163) beadasa utan a kialakulé termoregulatorikus
vélaszt. Osszhangban korabbi eredményekkel, az AMGO0347 (50 pg/kg) i.v. beadasa kontroll
patkdnyokban a Tm Kifejezett emelkedését okozta, mig RTX elékezelésen atesett (abdomindlisan
deszenzitizalt) patkdnyokban ugyanilyen dozisi AMGO0347 nem befolyasolta a Tm-et (p < 0,001).
Ezutan megvizsgaltuk, hogy a hasi TRPV1 csatornak deszenzitizacioja ugyancsak kivédi-e az AMG
517-re és az AMG8163-ra adott hipertermias valaszokat. Vivoanyaggal el6kezelt patkanyokban az
AMG 517 (100 pg/kg) i.v. adésa a Tm jelentds emelkedését véaltotta ki, deszenzitizalt patkanyokban
azonban ugyanez a d6zis nem okozott jelentds valtozast a Tm-ben. Az AMG 517 hatéasa szignifikansan
kilonbdzott a kontroll és deszenzitizalt elékezelési csoportok kézott (p < 0,001). Az AMG0347-hez
és az AMG 517-hez hasonléan az AMG8163-ra (70 pg/kg, i.v.) adott hipertermias valasz sem jott
létre a deszenzitizalt patkanyokban a kontrollokhoz képest (p < 0,001).

Annak tesztelésére, hogy az abdominalis vagus részt vesz-e a TRPV1 antagonistak altal
Kivaltott hipertermia kialakulasaban, megvizsgaltuk az i.v. AMGO0347-re adott hészabalyozasi
valaszokat teljes szubdiafragmatikus vagotomian atesett patkanyokban. A vagotomizalt és a kontroll
patkanyok egyarant a Tm ~0,7°C-0s emelkedésével reagaltak az AMG0347 (50 pg/kg) i.v. beadasara,
és nem volt kilénbség a miitéti csoportok kozott. A vagotomia sikeressegét megerdsitve a Kisérletek
végen a gyomortomeg szignifikansan (p < 0,001) nagyobb volt a vagotomizalt patkdnyokban, mint a
kontrollokban.

Annak vizsgéalatara, hogy a splanchnicus major idegek kozvetitik-e a TRPV1 antagonistak
altal kivaltott hipertermia kialakulasat, bilateralis splanchnicotomian atesett patkdnyok AMG0347
(50 pg/kg) i.v. adasaval kivaltott hoszabalyozasi valaszait vizsgaltuk. Az AMGO0347 hatasara a
splanchnichotomizalt és kontroll patkanyokban is kifejezett (~0,7°C) hipertermia alakult ki, ami nem
kalonbozott a csoportok kozott. A splanchnichotomia sikerességét megerdsitette, hogy a
splanchnichotomizalt patkanyokban a vér kortikoszteronszintjének stresszre adott emelkedése
szignifikansan elmaradt a kontroll allatokétdl (19 + 4 vs 139 + 46 ng/ml; p = 0,01).

Ezutdn megvizsgaltuk, hogy a dorzolateralis funiculusban (DLF) futo gerincvel6i palyak
szilkségesek-e a TRPV1 antagonistakra adott hipertermias véalasz kialakuldsdhoz. Ehhez kétoldali
dorzolateralis funiculotomiat (vagy kontroll beavatkozast) végeztiink, és a patkanyokat AMGO0347-
tel kezeltik. Azt talaltuk, hogy az inkomplett 1ézion vagy kontroll beavatkozason atesett allatokban
az AMGO0347 a Tm ~ 0,6°C emelkedését okozta, amely a beadast kovetd 5-10. percnél kezdddott és a
25-55. percnél tetézott. A kontroll allatokkal ellentétben a komplett dorzolateralis funiculotomién
atesett patkanyokban az AMGO0347-re adott hipertermias valasz mértéke jelentésen csokkent (p <
0,001). A Ilézid teljességét minden egyes allatndl funkcionalisan hideg folyadékbdl valo farok
Kirantasi teszttel és morfoldgiailag szovettannal igazoltuk. A komplett (12 + 2 s; p = 0,013) és
inkomplett (10 £ 1 s; p = 0,019) dorzolateralis funiculotomia csoportban a farok Kkirantasanak
latencidja szignifikansan meghosszabbodott a kontroll patkanyokhoz képest (6 £ 1 s).

A fentiekben ismertetett kisérletek arra utalnak, hogy a TRPV1 antagonistak altal kivaltott
hipertermia mechanizmusaiban szerepet jatszanak a hasi régioban talalhaté TRPV1 csatornat
expresszalo érzéidegek, és hogy az ezen idegek altal kozvetitett szignalok nem a vagus
kozvetitésével, hanem a gerincveldn keresztiil jutnak el az agyba; azonban nem a splanchnicus major
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idegeken keresztil. Feltételeztik, hogy az ilyen spinalisan kozvetitett (de splanchnicus idegekt6l
fliggetlen) szignalok a hasi vazizomzat TRPV1 csatornaibdl szarmazhatnak. Ha ez a hipotézis igaz,
akkor a kisdozist RTX i.p. beadasa utan fellép6 deszenzitizacionak a hasfal izmaiban 1évé TRPV1
csatornat expresszalé afferenseket is érintetnie kell. Ennek tesztelésére, megvizsgaltuk, hogy a kiilsé
ferde hasizom vérataramlasanak lokalisan adott kapszaicin hatasara kialakulo valtozasait
befolyasolja-e a kisddzisu i.p. RTX hatasara kialakuld deszenzitizacié. A kapszaicin lokalis, i.m. (a
kiils6 és a belsé ferde hasizom kozé) beadasa a kontroll patkdnyokban az izom vérataramlasanak
jelent6s csokkenését okozta, azonban ugyanolyan dézist kapszaicinnek nem volt hatdsa az RTX
clokezeléssel deszenzitizalt patkanyokban. A kapszaicin vérataramlasra gyakorolt hatésa
szignifikansan kiilonb6zott az RTX és a vivéanyag elékezelésben részesilt csoportok kozott (p <
0,001). Az alkalmazott dézisban a kapszaicin i.m. injekcioja nem befolyasolta a nyaki ver6érben mért
szisztolés vérnyomast.

5.1.1.1.4. TRPV1 antagonistdk altal indukalt hipertermia farmakologiai Kkihasznélasanak
(repurposing) vizsgalata altatas soran kialakulo hipotermia kivedésében ragcsalokban

A TRPVI1 antagonistak testhdmérsékleti hatdsmechanizmusainak tanulmanyozasa mellett, az
a kérdés is felmerlt, hogy ezt a termalis ,,mellékhatast” Ki lehetne-e hasznalni gydgyszerfejlesztési
szempontbdl speciélis korilmények kozott. Ennek kapcsan teszteltiik azt a hipotézist, miszerint a
hipertermizal6 TRPV1 antagonistak beadasa az altatds indukciojakor felhasznalhaté lehetne az
altalanos anesztézia altal indukalt hipotermia megeldzésére.

Elészor azt vizsgaltuk, hogy TRPV1 antagonistaval kivédhet6-e az i.v. anesztézia altal
indukalt hipotermia Trpv1*™* és Trpvl” egerekben. Az egértorzsek dsszehasonlitasaval tovabba azt
is tisztazni kivantuk, hogy a hatas specifikusan a TRPV1 csatorna gatlasan keresztll alakul-e Ki.
Ennek érdekében, az anesztézia lIétrehozasara ezekben a kisérletekben 50 mg/kg ketamint adtunk be
stresszmentesen az egereknek preimplantalt i.p. katéteren keresztiil. Négy perccel késébb, AMG 517
1 mg/kg-os dézisat (vagy vivéanyagat) adtuk be ugyancsak az i.p. katéteren keresztil. Az AMG 517
vivéanyagaval kezelt Trpv1*/* egerekben a ketamin hipotermiat okozott 35,2 + 0,4°C-os nadirral (p
< 0,001) 20 perccel anyagadas utan. Az egerek Tm-e a kiindulasi értéknél szignifikdnsan alacsonyabb
maradt még 240 perccel a ketamin adasat kdvetden is. Akkor azonban, amikor a Trpv1*/* egereket a
vivéanyag helyett AMG 517-tel kezeltik, a ketamin altal indukalt hipotermia megsziint az injekciot
kovet6 40. percnel, és onnantdl fogva Tm-Uk egyszer sem csokkent a kiindulasi érték ala a kiserlet
soran. Az AMG 517-tel kezelt Trpvl*'* egerek Tm-e szignifikansan (p < 0,05) magasabb volt a
vivéanyaggal kezelt egerekénél 40-240 perccel a ketamin injekcié utan. A Trpvl’ egerekben a
ketamin szintén kifejezett hipotermiat hozott létre 10-240 perccel az injekcid beadasa utan, amelynek
dinamikaja hasonld volt a Trpvl** egerek esetében latottakhoz. Ellentétben azonban a Trpvl*/™*
egerekkel, az AMG 517 adasa a Trpv1l” egerekben nem védte ki a ketamin altal indukalt hipotermiat.
Nem talaltunk szignifikans kilonbséget az AMG 517-tel és vivdanyaggal kezelt Trpvl™ egerek Tm-
e kozott a kisérlet teljes id6tartama alatt.

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy melyik autonom termoeffektor jarul hozzd az AMG 517
ketamin altal indukalt hipotermiara kifejtett hatasahoz. A ketaminnal kezelt patkanyokban, az AMG
517 i.v. beadasa kivedte az altatas altal indukalt hipotermia kialakulasat. Az AMG 517-tel kezelt
patkdnyokban a Tm szignifikansan magasabb volt, mint a kontrollokban 70-240 perccel az anyagadas
utan. A termoeffektor mintazatot illetGen azt talaltuk, hogy a ketamin altal indukalt VO2 csokkenés
sokkal kisebb mértékii volt AMG 517 adasa utan a vehikulum kezeléshez képest (p < 0,05).

Tekintettel arra, hogy bizonyos TRPV1 antagonistak éber (nem anesztetizalt) ragcsalokban és
emberekben hipertermiat okozhatnak, fontosnak tartottuk annak vizsgéalatat is, hogy az altatott
patkanyoknak adott TRPV1 antagonista kivalt-e hipertermiat az anesztézia lecsengése utani
periodusban. Ennek lehetdségét ketaminnal és izoflurdnnal indukalt anesztézia esetében is
megvizsgaltuk. Elészor, AMG 517-tel (vagy vivéanyagaval) kezeltik a ketaminnal elaltatott
allatokat, és mértiik a Tm-Uiket Kiterjesztett, 480 perces idétartamban. Altalanossagban a ketamin &ltal
indukalt altatasbol kb. 60 perc alatt térnek magukhoz az allatok. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az
AMG 517 inflzié kivédte a ketamin altal indukalt hipotermiat, ahogy korabban ismertetett
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eredményeink alapjan varhato is volt. Kiemelend6 azonban, hogy az AMG 517-tel kezelt allatok Tm-
e nem tért el szignifikansan a kiindulasi (anyagadas eldtti) Tm értékt6l még 480 perccel az infuzio
utdn sem. Ehhez hasonloan, az izofluran anesztézia 20 perces fenntartasa, majd a gaz adagolasanak
kikapcsolasa utén, az allatok kb. 15 percen belll tértek magukhoz, mig Tm-Uk az anesztézia
felfliggesztését kovetd 50. percnél tért vissza kiindulasi értékéhez. Hangsulyozni kell, hogy az AMG
517 az izoflurén altal indukalt hipotermiét is kivédte, azonban a ketaminhoz hasonl6an a kiindul&si
értékhez képest nem okozott hipertermiat az anesztézia felfliggesztése utan 20-70 perccel sem.

5.1.1.2. A TRPV1 antagonistak termoregulatérikus hatdsanak vizsgalata emberekben matematikai
modellezéssel és metaanalizissel

A TRPV1 ioncsatorna termofizioldgiai és energetikai szabalyozasban betoltott szerepének
experimentélis modellekben valé tanulményozédsa utan transzlaciés kutatdsi megkozelitéssel
eredményeink human vonatkozéasaira is kivancsi voltam. A TRPV1 antagonistak termoregulatorikus
hatasaval kapcsolatban azt szerettiik volna tisztazni, hogy a ragcsalokban felderitett farmakoldgiai
profil emberekben is érvényesiil-e a testhémérsékleti hatasok kivaltasa soran. Ennek érdekében
Osszegyljtottik az irodalomban fellelhetd relevans human adatokat, majd kiegészitettilk azokat
kordbban még nem publikalt, gydgyszerfejlesztd kollaboratoraink altal gyiijtott adatokkal és két
kiilonbozé megkozelitéssel analizaltuk az Osszedllitott adathalmazt: 1) klasszikus metaanalizis
modszerekkel, és 2) egy korabbi tanulmanyunk soran allatokban kifejlesztett matematikai modell
felhasznalasaval, amelyet human adatok elemzéséhez alkalmassa modositottunk (részletekért, lasd
4.22.)

A TRPV1 antagonistdk emberekben kifejtett termoregulatorikus hatasanak elemzéséhez 87
human vizsgalatot azonositottunk, amelyek kozil 18 tanulmanyban mértek valamilyen modon Tm-et.
A matematikai elemzéshez és a metaanalizishez a priori meghatarozott bevalogatasi és kizarasi
kritériumok ellendrzése utan végul 4 tanulmany adatait tudtuk felhasznalni, egy tovabbi TRPV1
antagonistaval (V116517) szerzett human adatokat pedig szerzétarsaink a fejlesztd gyogyszercégtol
(Purdue Pharma) bocsatottak rendelkezésunkre.

A matematikai modellezéssel végzett elemzésiink azt az eredményt hozta, hogy emberekben
a TRPV1 antagonistak hipertermizald hatasa a huméan TRPV1 csatorna protonok &ltali aktivacios
modjanak gatlasaval szemben mutatja a legnagyobb érzékenységet. A hipertermizal6 hatas
érzékenysegi egyutthatdja a proton aktivaciés médban (atlag = SE) 1,37 + 0,00 volt (p < 0,001).
Ebben az értelemben, a TRPV1 antagonistakra adott hipertermids valasz emberekben hasonl6 a
patkanyokban korabban talaltakhoz: mindkét fajban a proton aktivaciot er6sen gatlo anyagok
okozzak a Tm emelkedését.

Analizisink soran, tovabba, azt is megallapitottuk, hogy a patkanyokban kialakuld
hipertermids valasszal szemben (amely nem mutat érzékenységet a hé altali aktivacios mod
megvaltozasaval), emberekben ez a valasz magasfoku érzékenységet mutat az antagonista ho altali
aktivaciojat gatlo hataserdsségével. Az emberekben kialakuld vélasz esetén, a hd altali aktivacios
modban a hipertermizald hatés érzékenységi egydtthatdja 1,09 £ 0,00 volt (p < 0,001). A kapszaicin
aktivacios modot illet6en, annak gatlasa sem patkanyokban (a JYL1421 adatainak felhasznalasaval),
sem pedig emberekben nem volt lényeges a hipertermizald hatas kifejtése szempontjabol.
Emberekben, a hipertermias valasz érzékenysége a kapszaicin mad gatlasaval szemben negativ volt
és hatszor kisebb mértékii, mint a proton aktivaciés modban. Szam szerint az érzékenységi egyditthatd
az emberekben kialakul6 hipertermia esetén -0,23 + 0,00 volt (p < 0,001).

A fentiekben felsorolt atlagos érzékenységi egyutthatok meghatarozasan kivil, kerestik a
legjobban illeszked6 érzékenységi egyiitthatd adatsort Monte-Carlo technika felhasznalasaval,
melynek soran a modellt véletlenszeriien generalt paraméterckkel futtatuk le. A legjobban illeszked6
adatsor a kovetkez6 érzékenységi egytitthatokbol allt: -0,21 (kapszaicin mad), 1,25 (proton maod) és
1,00 (hé modd). Ezzel az adatsorral a modell lefedi a hipertermizald hatas eloszlasdnak 83%-0s
maximalis részét (r>= 0,83). A legjobban illeszked modell kiegésziti a fentiekben leirt atlagértékeket
annak karakterizalasaban, hogy a TRPV 1 antagonistak hatdserdssége az egyes aktivacios médokban,
hogyan jarul hozza a hipertermias valasz kialakulasdhoz emberekben. A magas r? érték mellett,
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modelliinkben az adatillesztés nagy pontossagat bizonyitja az Ugynevezett ,,pontatlansagi hibak”
alacsony értéke is, vagyis az analizislinkben felhasznalt klinikai vizsgalatokban alkalmazott 16
antagonista dozis kapcsan létrejott hipertermias valasz és a modelliink alapjan hozzajuk tartozo valasz
kdzotti eltérés. Analizisuinkben a bizonytalanségi hiba -0,3°C és 0,4°C kozott volt, 0,2°C négyzetes
kdzéppel.

A TRPV1 antagonistadkra adott hipertermias valasz komplexebb mivolta emberekben a
patkanyokhoz képest (vagyis nem egy, hanem két aktivaciés maodtol valé fuggése), abbol is
nyilvanvald, hogy mennyire valtozé a kiilonb6z6 modokban az antagonista hatdserdsség
hozzajaruldsa a hipertermids valaszhoz. Patkanyokban, a hipertermias valasz statisztikai
valdsziniiségét tobb, mint 81%-ban a proton mod hatdrozza meg; a kapszaicin és ho altali aktivacios
modok hozzajarulasa elhanyagolhat6 (kb. 1-1%); a modell altal nem ismert faktorok hozzajarulasa
pedig 16%. Emberekben, ezek a hozzajarulasi ardnyok a kévetkezok: 35% proton mod, 37% hé mod,
10% kapszaicin mod és 17% ismeretlen faktorok.

A matematikai modellezés mellett klasszikus metaanalizis médszerekkel is elemeztik a
human adatokat. Ennek soran azokat a tanulmanyokat tudtuk felhasznalni, amelyekben leirtak a Tm
értékeket mind TRPV1 antagonistaval, mind pedig placebdval kezelt csoportokban legaldbb két
id6épontban: (i) anyagadaskor vagy kozvetlen azel6tt és (i1) 3 oraval az anyagadast kovetden.
Mindegyik bevélogatott tanulméany esetében kiszamoltuk a Tm valtozast, amelyet a 3 draval anyag
(vagy placebd) adas utani Tm €s a beadaskor (0 oranal) mért Tm kulonbségeként hataroztunk meg.
Matematikai modellezésinkben (lasd fent) ezt az értéket tekintettlik a hipertermids valasz H
értékének. Ezek utan kiszamoltuk az anyag és a placebo altal indukélt Tm valtozasok kozotti
kilonbséget (&tlagértékek kilonbsége), amelyet az anyagok termalis hatdsanak tekintettiink
metaanalizisiinkben. Minden dézis esetében, a kiilonbséget standardizaltuk (variancia alapjan), hogy
megkapjuk az SMD-t. Az SMD-t és a 95%-0s CI-t tekintettiik az els6dleges hataserésségnek
metaanalizisiinkben. Az anyagokat két csoportba osztottuk: nem maéd-szelektiv (ABT-102, AZD1386
és V116517) vagy mod-szelektiv (NEO6860).

A nem mobd-szelektiv csoportban mindharom antagonista hipertermiat okozott, amely
dozisfiiggdnek latszott azoknal az anyagoknal, ahol kiilonb6z6é dozisokat is alkalmaztak, vagyis az
ABT-102 és a V116517 esetében. A legkifejezettebb hipertermias hatas (SMD: 2,5; CI: 1,4, 3,5) az
ABT-102 anyag 86 umol dozisaval kezelt csoportban alakult ki. Mindegyik nem mdéd-szelektiv
TRPV1 antagonista minden dozisanak termalis hatasat osszesitve az SMD értéke 1,2 volt (CI: 0,9,
1,6; p < 0,001). Metaanalizistink eredményei 6sszhangban vannak a matematikai modellezés soran
talaltakkal olyan értelemben, hogy a human TRPV1 csatorna protonok és hd altali aktivacidjanak
gatlasa — ami jellemzéen megfigyelheté a polimodalis TRPV1 antagonistak esetében — hipertermia
kialakulasat eredmenyezi.

A NEO6860, az egyetlen olyan TRPV1 antagonista, amely mdd-szelektiv és be tudtuk vonni
az analizisiinkbe, nem okozott hipertermiat az alkalmazott 1,2 mmol dozisnal, hanem helyette
csokkentette a Tm-et (SMD: -0,7; Cl: -0,3, -1,1; p <0,001). A hipertermia hianya szintén 6sszhangban
van matematikai modellezésiink eredményeivel, hiszen ez az anyag nem géatolja a human TRPV1
csatornanak sem a protonok sem pedig a hd altali aktivacios modjat. A NEO6860 hipotermizalo
hatdsa magyarazhatd ennek az anyagnak a human TRPV1 csatornara kifejtett részleges agonista
hatasaval. A TRPV1 csatorna agonistai jol ismerten hipotermiat okoznak (lasd 2.2.1.2. fejezet). Tobb
olyan TRPV1 antagonista esetén, amelyeknek részleges agonista tulajdonsaguk van, mint példaul az
5’-jodo-RTX, vagy az Abbvie Compound 3 nevii anyaga, szintén leirtak hipotermizal6 hatést.

5.1.2. A TRPMS ioncsatorna fajdalmatlan hidegérzékelésben betdltott szerepének experimentalis
vizsgalata

A hidegre érzékeny receptorok koziil elészor a TRPMS csatorna termoregulatdrikus szerepét
tanulmanyoztuk. Ennek érdekében megvizsgaltuk, hogy egy kollaboratoraink altal kifejlesztett és
szintetizalt TRPM8 antagonista, az M8-B, milyen hatést fejt ki patkanyok Tm-ére szubneutrélis, 19°C-
0s Tk-n a termoelem termometria rendszerben. Az altalunk alkalmazott kornyezeti korilmeények
kozott az M8-B nagy dozisanak (6 mg/kg) 20 percig tartd i.v. infuzidja jelentds (~0,9°C-0S) Tm
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csokkenest okozott a vehikulumhoz képest (p = 0,031). Ezek utadn telemetrias termometriaval
megvizsgaltuk, hogy az M8-B Tm hatésai jelen vannak-e Trpm8” és Trom8** egerekben. Ezeket a
Kisérleteket szintén szubneutralis kortlmények kozott végeztik (Tk = 26°C). A patkanyokhoz
hasonldan, az egereknek is stresszmentes médon, korabban (pre)implantélt katéteren keresztul adtuk
be az M8-B-t (6 mg/kg) vagy vivbanyagat. A Trpm8*'* egerek az M8-B beadasara nagyfoku (~0,8°C-
0s) abdominalis Tm csokkenéssel reagaltak, mig a vehikulumnak nem volt hatsa a Tm-re (p < 0,001).
Ellentétben a WT egerekkel, a Trpm8~- egerek abdominalis Tm-ére az M8-B nem volt hatassal.

Fontos volt azt is megallapitani, hogy a Trpm8~- egerekben az M8-B nem azért volt hatastalan,
mert azok egyaltalan nem képesek hipotermiassa valni. Ennek tisztazasa erdekében tovabbi
Kisérleteket végeztliink. Amikor a KO egereket a TRPV1 agonista RTX-szel (150 ng/kg, i.p.) kezeltlik
ugyancsak 26°C-on, annak érdekeben, hogy TRPM8 csatornatol fuggetlenil valtsunk ki hipotermiat,
akkor azok nagymértékii (2,5°C-0s) Tm csokkenéssel reagéltak a vehikulumhoz képest (p < 0,001),
amely valasz nagyban hasonlitott a Trpm8*'* egerek RTX-re adott hipotermias valaszahoz.

Eredményeink alapjan feltételezheté volt, hogy az MS8-B a periférian, szenzoros
idegvégzOdéseken hatva fejti ki hipotermizald hatasat, ehhez azonban az is sziikséges, hogy eljusson
célpontjaihoz a borben. Annak érdekében, hogy teszteljik ezt a hipotézist, patkanyokban
vegrehajtottunk nyolc fizioldgiai kisérletet az M8-B egy alacsony i.v. dézisaval (1 mg/kg) kiilonb6z6
mértékil bor vérataramlasi és bort érd hideghatas koriilmények kozott. Az els6 két kisérletben a Tk-t
allandé szinten tartottuk: vagy 15°C-on, ami a termoneutralis zona alatt van vagy 32°C-on, ami a
termoneutralis zona fels6 hatarat jelenti. Ezeken a Tk-kon, a kisddzisu M8-B i.v. inf(zidja nem valtott
Ki szignifikans hatast a Tm-re a vehikulumhoz képest. A 32°C-0s Tk-n a patkanyok bdérerei erésen
dilataltak a hasznalt kisérleti berendezésben, igy az antagonista valdsziniileg konnyen eljuthatott a
borbe, annak magas vérataramlasaval. A hidegszenzorok azonban nem valoszinli, hogy aktivaltak
voltak a bérben, amely magas, 32°C-0s Tk-nak volt kitéve, és még melegebb vérrel lett &tdramoltatva,
hiszen a TRPM8 csatorna in vitro aktivacios kiszobe 22-27°C alatt van. Ezzel ellentétben, 15°C-on
a TRPMS csatornak feltehetéen aktivaltak voltak a hideg &ltal, de ilyen koriilmények kozott a bér
vérataramlasa minimalis lehetett, mert patkdnyokban maximalis mértékii bér vazokonstrikcié mar
sokkal magasabb, 27°C-0s, Tk-n bekovetkezik. Kdvetkezésképpen, ezekben a kisérletekben az M8-
B valosziniileg nem jutott el megfelel6 mértékben a bdr szenzoros idegvégzddésein expresszalt
TRPMS8 csatorndkhoz. A fentiekben vazolt elméleti magyarazat bizonyitasa céljabol, a kovetkez6 hat
kisérletben fokozatosan valtoztattuk a Tk-t. El6szor, az M8-B ugyanazon doézisat (vagy a
vivéanyagot) 32°C-on infundaltuk a patkdnyoknak (ezzel elésegitve az anyag eljutasat a bor
receptoraihoz). Ezutan, amint az infuzid véget ért, a patkanyokat athelyeztiik egy masik inkubéator
kamraba, amelyben az els6tol eltérd Tk-t allitottunk be: 28, 24, 21, 19, 14, vagy 11°C-ot. A méasodik
kamraban bedllitott Tk csokkenésével parhuzamosan, az M8-B-vel kezelt patkanyokban a Tm esese
volt megfigyelhet6 a vehikulummal kezelt kontrollokhoz képest. Amikor a Tk 14°C vagy 11°C volt,
a kezelési csoportok kozotti Tm killonbség meghaladta az 1°C-ot, ami statisztikailag is szignifikans
volt (elébbinél p = 0,01, utébbinal p = 0,003). Ezek az eredmények megerésitik azt a hipotézist, hogy
mind az antagonistanak a borbe torténd sikeres eljutasa (magas bor vérataramlas révén), mind pedig
a bér TRPMS csatornainak (hideg altali) aktivacidja szlikséges a hipotermias valasz kialakulasahoz
Kisd6zisi M8-B i.v. inflzioja esetén.

Tovabbi kisérletek soran arra is fény derult, hogy a hipotermia kialakulasa soran az M8-B
minden vizsgalt hideg elleni védekezémechanizmust (melegkeresé magatartas, bor vazokonstrikcio,
barnazsirszdveti termogenezis) gatolt, amely eredmények 6sszességében arra utalnak, hogy a TRPM8
csatorna a termoregulacios rendszer univerzalis hidegszenzorakent funkcional.

5.1.3. ATRPAL ioncsatorna vizsgalata allatkiserletekben

5.1.3.1. A TRPA1I ioncsatorna hidegszenzor szerepének vizsgadlata a hészabalyozasi rendszerben
Annak érdekeben, hogy biztosan elérjik a TRPAL csatorna 17°C-os aktivacios kuszobét, az

egerekben sulyos hidegexpozicids kisérleti modellt (Tk = 8°C 180 percig) alkalmaztunk

respirometrias termometriaban. Ebben a modellben, a Trpal*’* és a Trpal’ egerekben egyarant

kialakult bor vazonkonstrikcié (cs6kkent Tb) és hideg-indukélta termogenezis (emelkedett VO2),
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azonban még ezen kifejezett hideg elleni védekez6 mechanizmusok ellenére is, a Tm (kolonban)
meredeken csdokkent. Sem a Tm valaszban, sem a termoeffektor valaszokban nem volt kiilénbség a
genotipusok kozott. Figyelemre meélto, hogy a farok To mindkét genotipusban 17°C ala esett mar a
hidegexpozicid kezdetén (~10. percnél). A kisérlet végére, mar a kolon Tm is 13°C koruli volt (vagyis
4°C-kal alacsonyabb a TRPAL csatorna aktivacios kiszobénél). A KO egerekben a TRPAL csatorna
funkciondlis kérosodasa igazolhaté volt az intraplantaris mustarolajra adott 56%-kal csokkent
talpnyalogatasi és -razasi idétartammal (12 + 3 vs. 27 + 6 s a Trpal** egerekben; p = 0,036).

Annak érdekében, hogy az esetleges kronikus kompenzacidés mechanizmusokbdl eredd téves
kovetkeztetéseket elkeriljik, genetikailag nem maodositott allatokat is felhasznaltunk, amelyekben a
TRPAL1 csatornat akutan, farmakoldgiailag gatoltuk az A967079 vagy a Compound 43 nevii TRPA1
antagonistaval. Az A967079 (30 mg/kg, i.g.), a Compound 43 (30 mg/kg, i.g.), vagy vivbanyaguk
beadasa utdn megvizsgaltuk patkéanyok termoregulatdrikus valaszreakcidit hidegexpozicid soran
termoelem termometriaval. Az alkalmazott dozisban mindkét TRPA1 antagonista analgetikus hatasa
igazolhat6 volt. Annak ismeretében, hogy a TRPM8 csatorna farmakologiai blokéadja gatolni tudja a
hideg elleni védekezeést (lasd fent), az AMG 2850-et (30 mg/kg, i.g.), egy szelektiv és potens TRPM8
antagonistat, hasznaltuk pozitiv kontrollként. Hideghatasra a patkanyok bérér konstrikcioval, igy a
bor vératdramlasanak drasztikus csokkenésével reagalnak, ami megakadalyozhatja, hogy egy
szisztémasan beadott anyag elérhesse célpontjait, hogyha azok a bérben talalhatok. Annak érdekében,
hogy ezt athidaljuk — hasonl6an a TRPMS8 csatorna kapcsan leirt kisérletekhez — két inkubator kamrat
hasznaltunk. Az anyagokat az els6 (meleg) kamraban adtuk be az allatoknak 30°C-0s Tk-n, amelynél
a bor erei dilataltak. Anyagadas utan a patkanyok még 30 percig ebben a meleg kamraban maradtak,
amely lehetdvé tette, hogy a beadott anyagok a boérbe is eljussanak, majd athelyeztiik 6ket a masodik
kamraba, amelyben a Tk vagy nagyon hideg (3°C) vagy meleg volt (30°C, kontrollként). Amikor az
allatokat 30°C-rél 30°C-ra helyeztik at, nem talaltunk lényeges valtozast a megfigyelt
paraméterekben, €s nem volt szignifikans kiilonbség a kiilonbozd kezelési csoportok Tm vagy To
értékeiben sem. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy termoneutralis kdrnyezetben sem a TRPM8
antagonistak, sem a TRPA1 antagonistak nincsenek hatassal a termoregulaciora. Amikor a
patkanyokat 30°C-rol 3°C-ra helyeztiik at, kiilonboz6 termoregulatorikus valaszok alakultak ki a
kiilonbozo kezelési csoportokban. A vehikulummal kezelt patkanyokban egy kismértékii, atmeneti
Tm emelkedést kdvetden, fokozatos, mérsékelt (~0,9°C) csokkenés alakult ki. Ez nem volt meglepd,
hiszen a patkdnyok a hideggel szemben sokkal jobban ellen tudnak allni, mint az egerek, és
hidegexpoziciéra gyakran reagélnak kezdeti Tm emelkedéssel. Kisérleteinkben a hidegnek Kitett
patkanyokban hirtelen bor vazokonstrikci6 alakult ki, farkukon a Ty percek alatt 4°C-kal esett és a
Kisérlet végéig ezen az értéken maradt. Az A967079 és Compound 43 kezelésben részesult patkanyok
hészabalyozasi valaszai statisztikailag nem kiilonboztek a vehikulummal kezelt allatokétol. Velik
ellentétben, az AMG2850-nel kezelt patkanyok Tm-e jelent6s mértékben lecsokkent (nadir: —1,8°C)
hidegexpozicié hatasara. A Tm csokkenés szignifikans mértéki volt 60-180. percig (p = 0,031), és
kiilonb6zo6tt mindharom masik kezelési csoporttél (p < 0,001). Az AMG2850 kezelésben részesiilt
allatok esetében a Tm csokkenése feltehetden a hotermelési valasz gatlasa miatt alakult ki, ami
magyarazhatja azt is, hogy miért maradt el a hidegexpozicié soran a kezdeti Tm emelkedés. A
kisérleteinkben megfigyelhetd, csokkent mértékii ellenalloképesség hiddeggel szemben az
AMG2850 kezelésben részesiilt patkanyokban, dsszhangban all az M8-B el6zéekben bemutatott Tm
hatasaval hidegnek kitett ragcsalokban. Tekintettel az altalunk vizsgalt mindkét TRPAL antagonista
kapcsan kapott negativ eredmenyre, fontos volt meghatarozni, hogy megfelel6 mennyiségben voltak-
e jelen a szisztéméas keringésben ahhoz, hogy a TRPA1 csatornat gatld hatasukat megfeleléen
kifejtsék vizsgalatainkban. A kisérletek végén, az anyaggal kezelt patkanyok plazméjaban az
A967079 koncentracioja 2,2 + 0,5 umol/l volt, a Compound 43 koncentracioja pedig 468 + 86 nmol/I,
amelyek messze magasabbak, mint ICso értékeik, tehat megerdsitik az alkalmazott d6zisok TRPAL
csatornat gatlo hatasossagat.
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5.1.3.2. ATRPAL1 ioncsatorna szerepének tisztazasa a HzS altal indukalt hipotermia kialakulasaban

Annak ellenére, hogy a TRPAL csatorna hidegszenzor szerepét a termoreguléacios rendszerben
a fentiekben ismertetett kiserletek segitségével elvetettiik, ez még nem zarja ki, hogy a TRPAL mas
maodon, példaul ligandok altali aktivacio Gtjan szerepet jatszik a Tm Szabalyozasaban. Hasonlo példat
a TRPV1 ioncsatorna kapcsan is bemutattam, hiszen ragcsalokban a melegszenzor szerepe a
hészabalyozasi rendszer szdmara elhanyagolhato, ugyanakkor protonok altali tonusos aktivacidja
révén a TRPV1 csatornak abdominalis populéacioja a hideg elleni autoném termoeffektorok
folyamatos szuppresszidja altal Iényeges szerepet jatszik a normal Tm fenntartdsdban (részletekert,
lasd 2.2.1.2. fejezet). A TRPAI csatornat illetéen, endogén gaztranszmitter ligandja, a H2S
termoregulatérikus hatédsait tanulmanyoztuk.

El6szor, respirometrias termometria segitseégével megvizsgaltuk a centralisan beadott NazS,
egy H2S-t gyorsan felszabaditod donor, hészabalyozasi hatdsat C57BL/6 egerekben. Azt talaltuk, hogy
i.c.v. injektalt NaS hatdsara az egereknél a Tm csokkenése alakult ki, amely a nagyobb dozisnal
kifejezettebb volt, mig a fiziologias séoldat nem okozott homérsékleti hatdst. Az Na:S-re adott
hipotermias valasz mindkét alkalmazott dozisnal gyorsan kialakult, és 20 perc alatt érte el a
legnagyobb &tlagos csokkenést: 0,5 mg/kg-nal -0,5 + 0,3°C-ot, 1 mg/kg-nal pedig -0,8 + 0,3°C-ot (p
= 0,045 és 0,005). A hatas mind az alacsonyabb, mind pedig a magasabb NazS dozisok esetében
szignifikans volt a séoldathoz képest (p < 0,001 mindkeét esetben). Ugyanezekben a kisérletekben
mértiik a VOz-t is. Azt talaltuk, hogy az NazS altal kivaltott hipotermia kialakulaséban szerepet
jatszott a VO2 csokkenése, amely a Tm-hez hasonlé dinamikéval valtozott. A VO2 csdkkenése mind
az alacsonyabb, mind a magasabb NazS dozis esetében szignifikans volt a sooldathoz képest (p =
0,024, illetve p < 0,001). Mivel a vart hatds hipotermia volt, ezeket a kisérleteket 22°C-0s
szubtermoneutralis Tk-n végeztik. Mindez nem tette lehetévé, hogy ebben a kisérleti elrendezésben
vizsgéljuk a bér vazodilatacidjanak lehetséges hozzajarulasat a NazS altal kivaltott hipotermidhoz.

Annak megallapitasa érdekében, hogy a bér vérataramlasat befolyasolja-e az NazS centralis
adasa, kovetkez6 1épésként 1ézer speckle kontrasztos képalkotassal mértilk a bér vérataramlas
intenzitdsanak valtozasait altatott egerek hatanak lumbalis régidjaban. Az Na>S (1 mg/kg) i.c.v.
beadasa a bor vérdtaramlasi intenzitdsanak azonnali emelkedését okozta, amely méar 2 perc madlva
elérte a legmagasabb, atlagosan 14 + 6%-os érteket, majd némileg csdkkent, de a kisérlet soran végig
magasabb maradt, mint a s6oldattal kezelt egereknél (p < 0,001).

A centralisan injektalt Na2S-re adott hipotermias és hipometabolikus valaszreakcié gyors,
dozisfiiggd kialakulasa arra utal, hogy a felszabaduld H2S tAmadaspontja a kdzponti idegrendszerben
talalhato. Annak tesztelésére, hogy az NazS hipotermias hatasa kivalthatd-e periferias lokalizaciobol,
megvizsgaltuk a nagydozisu (5 mg/kg) NazS i.p. beadéséra kialakuld hészabalyozasi valaszt. A
varakozasoknak megfelel6en, az i.c.v. adassal ellentétben, amikor az egerek i.p. infuzioban kaptak
NazS-t, Tm-Uk nem kiilonbozott szignifikansan a sooldattal kezelt egerekétdl a kisérlet soran egyetlen
idépontban sem (p > 0,05), annak ellenére, hogy 10-szer nagyobb dozist adtunk be i.p., mint az i.c.v.
adasnal mar hipotermiat okoz6 alacsonyabb (0,5 mg/kg) dézis.

Arra is kivancsiak voltunk, hogy az Na:S esetében megfigyelt hdszabalyozasi hatasokat
kivalthatja-e GYY4137, amely egy H2S-t lassan felszabaditd donor. A GYY4137 (3 mg/kg) i.c.v.
injekcidja a respirometrias termometria rendszerben a sooldatos kezeléshez képest kifejezett
hipotermiat és hipometabolizmust okozott. A kezelés hatasa statisztikailag szignifikans volt mind a
kolon hémérsékletre (p < 0,001), mind pedig a VOz-re (p < 0,001).

Korébban kimutattak, hogy a TRPA1 csatorna kdzvetiti a H2S kiilonb6z6 hatasait, beleértve
a nociceptiv, gyulladasos, vazomotoros és neurofizioldgiai hatasokat, de az ismeretlen maradt, hogy
hozzajarul-e a HzS altal kivaltott hipotermia kialakulasahoz. Ezért a kovetkez6kben azt vizsgaltuk,
hogy a TRPAL csatorna részt vesz-e¢ a kiilonboz6 H2S donorokra adott termoregulatorikus valasz
kialakulasaban. Ehhez @sszehasonlitottuk Trpal” és Trpal** egerek hipotermias valaszait. A
C57BL/6 egerekben végzett kisérleteinknek megfelelden, Na2S (1 mg/kg) i.c.v. beadasa a Trpal*’*
egerekben is hirtelen megjelend, kifejezett mértékii csokkenést okozott a Tm-ben (>1,5°C) és a VOo-
ben (>40 ml/kg/min). A Trpal” egerekben azonban az Na2S ugyanazon dézisara adott hipotermias
¢és hipometabolikus hatas jelent6sen mérséklédott (p < 0,001 mindkét paraméter esetén a genotipusok
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kozott). A GY'Y4137 termoregulacios hatasat is megvizsgaltuk Trpal” és Trpal*’* egerekben. A
GYY4137 (3 mg/kg) i.c.v. beadasa a Trpal*’* egerekben a Tm jelentés mértékii csokkenését okozta;
azonban szignifikansan kisebb mértékii hipotermias valaszt talaltunk az ugyanilyen dozisu GY'Y4137
esetén a Trpal” egerekben (p < 0,001).

Termofiziologiai eredményeink arra utaltak, hogy a kiilonb6z6 H2S donorokra adott termalis
valaszok a kozponti idegrendszerb6l indulnak ki, ezért megvizsgdltuk a TRPAL csatorna
expressziojat a h@szabalyozasban ismerten szerepet jatszé agyi struktarakban. Az egereket gondosan
perfundaltuk az agyszdéveti mintavétel el6tt, hogy a mintdkbdl kimossuk a vért, amelyr6l tébbszor is
leirtdk, hogy kimutathaté mennyiségii TRPA1 csatornat tartalmaz. Tekintettel arra, hogy a TRPA1
fehérje kopasi réatdja a neuronokban nem feltétlendl teszi sziikségessé a nagymértékti mRNS atirast,
ezutdn RNAscope in situ hibridizaciot alkalmaztunk, azaz egy rendkivil érzékeny maodszert, amely
képes a transzkriptumokat egyetlen molekulaként kimutatni. Ezzel a mddszerrel kimutathatd Trpal
MRNS transzkriptumokat talaltunk mindegyik vizsgalt, hdszabalyozassal kapcsolatos magban,
vagyis az MPO, a DMH, az LPB és az rRPa teruletén, bar meg kell jegyezni, hogy a Trpal
transzkriptumok szama alacsony volt.

5.2. Termo-TRP ioncsatornak vaszkularis biologiai szerepének experimentalis vizsgalata
5.2.1. A TRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgalata a pH véltozasai altal okozott vazomotoros
valaszokban

A korébbiakban bemutattam, hogy a TRPV1 ioncsatorna protonok &ltali aktivaciés maddja
fontos szerepet jatszik a termoreguldcidos homeosztazis fenntartasaban, részben a borben futod erek
tonusénak szabalyozasan keresztil (részletekert, lasd 5.1.1.1.1. és 5.1.1.1.2. fejezeteket). Annak
ismeretében, hogy a TRPV1 csatorna a perivaszkularis szenzoros idegvégzddéseken és az érfal nem-
neuronalis elemein is expresszalodik, valamint, hogy ligandok (példaul kapszaicin) altali aktivacidja
szovetspecifikus érvalaszhoz vezet (bérben dilataciod, izomban konstrikcio), arra is kivancsi voltam,
hogy a TRPV1 csatorna szerepet jatszik-e a lokalis pH valtozasai &ltal indukalt vazomotor valaszok
kialakulasdban kiilonboz6 értipusokban. Ennek érdekében megvizsgaltuk, hogy a TRPV1 csatorna
genetikai vagy farmakologiai gatlasa, tovabba deszenzitizacidja befolyasolja-e a savas vagy bazikus
behatasok 4ltal indukalt vazomotor valaszokat egerekbdl izolalt karotisz és farokbdr artéridkon.

El6szor osszehasonlitottuk az izolalt karotisz és farokbor artériak HCl-re és NaOH-ra adott
vazomotoros valaszait Trpvl” és Trpvl*’* egerekben. A Trpvl** egerek karotisz artéridiban HCI
hozzaadasa 102 mol/l koncentraciénal az izometrias erd csokkenését valtotta ki (-1,16 £ 0,23 mN; p
< 0,001 vehikulumhoz képest). A Trpvl” egerek artéridiban a HCI szintén relaxaciot idézett eld,
amely 10° — 102 mol/l koncentracioknal volt szignifikans (p < 0,01) a vehikulumhoz képest, valamint
a Trpvl** egerekhez képest is jelentdsen nagyobb mértékii volt az izometrias eré csdkkenése
ugyanezen koncentracioknal (p < 0,01 a genotipusok kozoétt). A HCI-lel ellentétben NaOH
hozzaadasa a Trpv1*/* egerek karotisz artériaihoz az izometrias eré novekedését eredményezte 103
mol/l (0,41 + 0,10 mN, p < 0,001) és 102 mol/l koncentracioknal (2,48 + 0,28 mN, p < 0,001) a
vehikulumhoz képest. A Trpv1l” egerekben az NaOH éltal kivaltott 6sszeh(izédas 10-5 — 10-2 mol/l
koncentracioknal volt szignifikans (p < 0,01) a vehikulumhoz képest, és jelentésen fokozodott a
Trpvl** egerekhez képest is ugyanezen koncentracioknal (p < 0,05 a genotipusok kozott). A
funkcionéalis TRPV1 csatornak jelenlétének és hidnyanak megerdsitésére a Trpvl** és Trpvl”
egerekben kapszaicint adtunk az artéridk fiirdéoldatdhoz. A Trpvl*’* egerek ereiben a kapszaicin
dozisfiiggd 6sszehlzodast valtott ki, amely 10° — 10° mol/l koncentracioknal szignifikans volt a
vehikulumhoz képest (p < 0,05). Ezzel ellentétben a Trpv1™ egerek karotisz artéridiban a kapszaicin
nem okozott szignifikans vazomotoros hatast egyik alkalmazott dozisban sem, megerésitve a
funkcionalis TRPV1 csatornak hianyat.

Ezutan a perifériasan elhelyezkedd farokbor artériakban is tanulmanyoztuk a sav-bazis
hatasok altal kivaltott vazomotoros valaszokat. A karotisz artériakhoz hasonloan, a vehikulumhoz
képest HCI hozzaadasa a farokbdr artéria esetében is az izometrids erd csokkenését okozta 104 — 10°
2 mol/l koncentracioknal a Trpvl** és a Trpvl”’ egerekben egyarant (p < 0,001 mindegyik
koncentracional mindkeét genotipusban). Ebben az értipusban a HCI-re adott vazomotoros valasz csak
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a legmagasabb (102 mol/l) koncentracional volt kifejezettebb a Trpvl”’ egerekben a WT
kontrollokhoz képest (p < 0,001). Az NaOH alkalmazasa Trpv1** egerek farokbér artéridiban az
izometrias er6 fokozatos emelkedését valtotta ki 10> — 102 mol/l koncentracidknal a vehikulumhoz
képest (p < 0,05). Trpvl” egerekben az NaOH altal kivaltott kontrakci6 ugyancsak kialakult 10-° —
102 mol/l kozott, azonban a WT kontrollokhoz képest 102 mol/l koncentracional szignifikansan
kifejezettebb volt (4,65 £ 0,31 vs. 3,44 + 0,38 mN, p < 0,001). A karotisz artéridkban megfigyelt
kontrakcidval ellentétben, a kapszaicin fokozatosan csdkkentette az izometrids erdt a Trpv1*'* egerek
farokbdr artériaiban, amely 10° — 10 mol/l esetén statisztikailag szignifikans volt a vehikulumhoz
képest (p < 0,001). Trpvl’ egerek ereiben a kapszaicinnek nem volt szignifikans hatasa az izometrias
erére, ezzel megerGsitve a TRPV1 csatornak hianyat. A KO egerek estleges kompenzacios
mechanizmusainak kizarasara masodik megkoézelitésiinkben a TRPV1 antagonista BCTC hatasat
vizsgaltuk a savra és bazisra adott vazomotoros valaszokra C57BL/6 egerekbdl izolalt artéridkban.
Osszességében, a karotisz és farokbér artériak BCTC kezelésével elért eredményeink megfeleltek a
Trpv1l” egerekben latottaknak.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy azok a TRPV1 csatornak, amelyek az érfal neuralis elemeiben
expresszalddnak, hozzdjarulnak-e a sav vagy béazis altal kivaltott vazomotoros véalaszok
kdzvetiteséhez. Ehhez C57BL/6 egereknek nagy ddzisu exogen vanilloidot (RTX) adtunk, amelyrél
mar tobbszor kimutattdk, hogy foként a neuralis strukturdkon 1évé TRPV1 csatorndkat karositja,
anélkul, hogy a TRPV1 csatornakat expresszalo nem-neuralis sejtekre jelent6s hatast gyakorolna.
Ennek megfeleléen, a szisztémésan TRPV1 deszenzitizalt egereknél a kapszaicin altal kivaltott
szemtoOrlések szama (1 £ 1) Iényegesen elmaradt a kontroll egerekétdl (13+ 2), amely igazolta a
TRPV1 ioncsatorna funkcionalis karosodasat az alkalmazott RTX el6kezelés utan. Az egerek RTX-
szel torténd elOkezelése (deszenzitizacidja) nem volt hatassal a nyaki artériak HCI altal kivaltott
relaxacidjara, mivel a HCI 10 és 10 mol/l koncentracioknal mind az RTX-szel, mind annak
vehikulumaval elékezelt egereknél az izometrids eré csokkenését okozta (p < 0,001), anélkil, hogy
az elbkezelési csoportok kozott szignifikans kiilonbség lett volna. NaOH adéasa a vehikulummal
elékezelt (kontroll) egerek karotisz artéridiban az izometrias eré novekedését eredményezte 102 és
102 mol/I koncentraciéban (p < 0,001), de a sav altal kivaltott relaxéacidéval ellentétben, az RTX-szel
deszenzitizalt egerekben az NaOH altal kivaltott kontrakcié mindkét el6bbi koncentracional
jelentésen fokozodott (p < 0,001 a vehikulum el6kezeléshez képest). Kapszaicin hatasara a karotisz
artériakban mindkét el6kezelési csoportban az izometrias erd ndvekedése alakult ki 107 — 107> mol/I
koncentracioknal, amely RTX el6kezelés hatasara mérséklodni latszott, de a kiilonbség nem érte el a
szignifikancia szintjét ebben az érfajtaban. Ezek az eredmények a neurdlis TRPV1 csatorndk
szerepére utalnak a karotisz artériak pH emelkedés altal indukalt kontrakcidjaban.

A farokbér artériakban HCI adasa mind a vivOanyaggal, mind az RTX-szel eldkezelt
egerekben az izometriés eré csokkenését valtotta ki, anélkiil, hogy az el6kezelési csoportok kozott
szignifikans kilonbség lett volna. Az NaOH altal kivaltott 6sszehizodas szintén jelen volt mindkét
el6kezelési csoportban, de fontos kiemelni, hogy a legnagyobb (102 mol/l) NaOH koncentraciénal
az RTX-szel el6kezelt egerekben jelentésen fokozott mértékii volt a vehikulum eldkezeléshez képest
(p < 0,001). A farokbor artériaiban a kapszaicin — a karotiszokkal ellentétben — relaxéciot valtott Ki
mindkét el6kezelési csoportban, azonban az RTX-szel elokezelt egerek ereiben a relaxacio mértéke
szignifikansan csokkent volt a vehikulummal elékezelt egerek artéridihoz képest 106 és 10> mol/l
koncentracioknal (p < 0,05). Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a neurélis TRPV1 csatornak
karosodott mitkodésével a deszenzitizalt egerekben. A farokbdr artéridkban kapott eredmények
alatamasztjdk a neurdlis TRPV1 csatornak szerepet az erek pH emelkedés altal indukalt
0sszehuzddasanak korlatozéaséaban.

5.2.2. Uj kisérleti médszer kidolgozdsa vazomotor vdlaszok hémérséklettdl fiiggd valtozdsainak ex
vivo tanulmanyozaséara

A fentiekben ismertetett eredményeink bizonyitjak az egyik termo-TRP csatorna, a TRPV1,
pH valtozasok altal indukalt vazomotoros valaszokban valé komplex részvételét, arra azonban nem
volt lehetdségiink, hogy a kialakuld valaszokat széles hdmérsékleti tartomdnyban vizsgaljuk. A
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hasznalt kisérleti berendezés (részletekért, lasd 4.1.6. fejezet) ugyanis nem képes aktiv hiitésre, igy
az érvalaszok szobahémérséklet alatti Tk-n vald vizsgalatara. Annak érdekében, hogy ezt a
lehetdséget jovObeni kisérletek szamara biztositsuk, a PTE 3D Nyomtatasi és Vizualizacios
Kozponttal egyiittmiikodve, egy 1j, aktiv hcserét biztositd kiegészitd alkatrészt fejlesztettiink ki a
miograf rendszeriinkhoz.

A miograf késziilék mind a négy szervfiirdéjéhez egy vizzel ataramoltathatd alatétet
terveztlink rezinbdl. A hdcseréld lemez sikeres legyartasa utan elvégeztiik annak tesztelését alapveto
termofiziologiai kisérletekben is. Az uj hiité-fiité eszkdz alkalmazasa hatékonyan csokkentette a
vizfirdé hémérsékletét a miograf rendszer valamennyi kamrajaban és stabilan is tartotta a beallitott
homérsékletet (13 vagy 16°C) a kisérlet vegeig. Ahogy az a korabbi vizsgélataink alapjan varhato6
volt, 60 mmol/l KCI hozzaadasara szignifikans izometrias er6 ndvekedést regisztraltunk, amikor
patkdnyokbdl izolalt farokbér artériak vizfurd6jét 36°C-on tartottuk. Ezzel ellentétben, amikor a
vizfliird6 homérsékletét az Ujonnan kifejlesztett hdcseréld eszkozzel 13°C-ra vagy 16°C-ra
csokkentettilk, ugyanazon KCI koncentracidnak a hozzaadasa nem volt jelentds hatassal az izometrids
erre. Kisérleteinkben a 60 mmol/l KCI hatasara kialakuld izometrias eré novekedés 36°C-on
atlagosan 4,65 mN volt, mig 13°C-on és 16°C-on gyakorlatilag nem jott létre valtozés. Ennek
megfelelden, szignifikdns kiilonbséget talaltunk a KCI altal kivaltott izometrids erd valtozasaban
13°C és 36°C kozott (p = 0,005), valamint 16°C és 36°C kdzott (p = 0,008), mig 13°C és 16°C kozott
rél 90 mmol/l-re ndveltik, 16°C-on szignifikans (p = 0,041) névekedést talaltunk a farokbor artéria
izometrias erejében. Ez utdbbi eredmény tovabb erésiti a kifejlesztett Kisérleti elrendezés
alkalmasséagéat a hidegben torténé vazomotoros valaszok tanulmanyozésara, tovabba, alatdmasztja a
vaszkularis valaszok hdmérsékletfiiggd kiillonbségeinek meglétét.

5.3. Szisztémas gyulladasos allapotok élettani és molekularis mechanizmusainak tanulmanyozésa
5.3.1. Experimentalis modellek

5.3.1.1. A TRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgalata szisztémas gyulladasban fiatal és idés
allatokban

A termo-TRP csatornék fiziologiai szerepének tanulmanyozéasa mellett, arra is kerestem a
valaszt, hogy a TRPV1 csatorna és mas endogén mediatorok szerepet jatszhatnak-e az orvosi
szempontbol legfontosabb testhdmérséklet-szabalyozasi rendellenességek kozé tartozo, szisztémas
gyulladas kapcsan kialakul6 1az vagy hipotermia létrejottében.

El6szor is megvizsgaltuk, hogy az AMG 517-tel torténd elokezelés csokkenti-e fiatal feln6tt
(12 hetes) C57BL/6 egerek mortalitasat nagydozisu LPS altal indukalt SIRS-ben. Az egerek LPS-re
(40 mg/kg, i.p.) kifejezett, gyorsan progredialo SIRS kialakulasaval reagaltak. Az AMG 517
elékezelés (210 pg/kg, s.c.) jelent6sen rontotta a tulélési aranyt tobb vizsgélt idépontban, példaul
50%-rol 5%-ra 26 oranal (p < 0,001), illetve 15%-rdl 5%-ra (p < 0,05) a teljes (48 dras) megfigyelési
idétartam alatt. Az AMG 517 eldkezelés a halalozasig eltelt atlagos idétartamot is lerdviditette 26 +
2 Orarél 19 + 1 6rara (p < 0,01).

Annak vizsgalatara, hogy a TRPV1 antiinflammatorikus szerepe a SIRS soran megmarad-e
az életkor elérehaladtaval, Kisérleteket végeztlink 6reged6 (44 hetes) C57BL/6 egerekkel is. Az LPS
altal kivaltott SIRS kimenetele ezekben az iddsebb egerekben sulyosabb volt, mint a fiatal egerekben:
a vehikulummal el6kezelt csoportban a halalozasig eltelt atlagos id6 16 + 1 6ra volt, és kdzllik egyik
sem élt tovabb 24 orénél. Az 6regedd egerek AMG 517-tel (210 pg/kg, s.c.) torténd eldkezelése
novelte a talelési aranyt (p < 0,05) és késleltette a halalozasig eltelt atlagos id6t (19 £ 1 h) (p < 0,05)
— hatasa tehat pontosan az ellentettje volt annak, mint amit fiatalokban megfigyeltink. Az AMG517-
tel elokezelt 6regedd egerek tulélési aranya 18 ora utan 10-szer nagyobb volt, mint a vehikulummal
elékezelt id6sebb egereké (60% vs. 6%; p < 0,001). Meger6sitve a TRPV1 csatornak szisztémas
blokkolasat, az AMG 517 ebben a kisérletben is megndvelte a Tm-et a vehikulumhoz képest (p <
0,05).

Megvizsgaltuk azt is, hogy a TRPV1 genetikai delécidja ugyanolyan hatassal van-e a SIRS
kialakulasara regedd egerekben, mint a farmakoldgiai gatlas. A kisérleteket 43-44 hetes, Trpvl™ és
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Trpvl*™* egerekkel végeztiik. Nagydodzisi (40 mg/kg i.p.) LPS beadasa mindegyik Trpvl*'* egérnél
halalhoz vezetett, mig a Trpvl” egerek kozll 80%-nal (p < 0,05). A Trpvl” egerek tulélési aranya
21 oran beldl 3,5-sz6r nagyobb volt, mint a WT tarsaiké (70% vs. 20%, p < 0,001). A TRPV1
csatornak genetikai delécidja csokkentette a halalozas kockazatat és késleltette a halalozast (p < 0,1).
Fontos adat az is, hogy a Trpvl”’ egerekben a szérum TNF-a szint 70%-kal alacsonyabb volt 12
oraval az LPS beadasa utan a WT egerekhez képest (p < 0,05). Meg kell jegyezni, hogy — a korabban
leirtakkal 6sszhangban (lasd 5.1.1.1.1. fejezet) — az idésebb Trpvl” egerek ebben a vizsgalatban is
talsulyosak voltak WT tarsaikhoz képest.

5.3.1.2. Az SP. jelatviteli utvonal hozzjarulasanak vizsgalata LPS-indukalta 14z kialakulasdhoz NK1
receptor KO (Tacrl™) és WT (Tacr1**) egerekben

A szisztemas gyulladas sulyos formaihoz tarsulé hipotermia molekuléris mechanizmusainak
vizsgalata mellett, a betegség kevésébe stilyos formaiban megjelend lazban szerepet jatszé endogén
mediatorok lehetseéges szerepére is kivancsi voltam. Els6ként, a TRPV1 csatornat expresszalo
idegvégzodésekbdl is felszabaduld SP jelatviteli utvonalanak szerepével kapcsolatos eredményeinket
ismertetem.

Az SP jelatviteli Ut pirogenezisben betoltott szerepének tanulmanyozasahoz termofizioldgiai
kisérletekben Gsszehasonlitottuk a Tacrl** és a Tacrl” egerek lazvalaszat. Amikor LPS-sel (120
ug/kg, i.p.) kezeltlk az allatokat, mindkét genotipusban 1az alakult ki a fiziologias sdoldat kezeléshez
képest. A Tacrl** egerek LPS hatasara tipikus lazvalasszal reagaltak: Tm-Uk a 20. perctél kezdett
emelkedni, a 40. és 100. perc kozétt tet6zott (~38,5°C), majd fokozatosan csokkent, de a kiserlet
sorén végig emelkedett maradt a sooldat kezeléshez képest (p < 0,05 a 30-360. percig). Ezek az
eredmények Gsszhangban vannak korabbi adatokkal az egerek lazvalaszat illetéen. A Tacrl”
egerekben az LPS hatasara kialakulé lazvalasz kevéshé volt kifejezett, mint a Tacrl** egerekben:
Tm-Uk emelkedése minddssze a 40-110. percig volt szignifikans a sdoldat kezeléshez képest (p <
0,05). Az LPS altal kivaltott Tm emelkedést — legalabbis részben —a VO2 fokozodasa idézte el6, amely
a Tm-mel azonos dinamikaval valtozott mindkét genotipusban.

LPS kezelés hatdséra a VO: szignifikansan magasabb volt a sooldattal kezelt csoporthoz
képest a 40-350. percig a Tacr1** egerekben (p < 0,05), illetve a 40-140. percig a Tacrl” egerekben
(p < 0,05). Fontos, hogy az LPS-sel kezelt Tacrl’” egerek Tm-e jelentésen (0,5-0,7°C-kal)
alacsonyabb volt, mint a Tacrl*’* egereké az LPS inflzidjat kovetd 40. perctdl kezdve a kisérlet
végeig. A Tm-mel parhuzamosan a VO: LPS Altal kivaltott emelkedése is mérsékeltebb volt a
Tacrl” egerekben a Tacrl** tarsaikhoz képest. Mindkét paraméter LPS altal kivaltott emelkedése
szignifikansan csokkent mértékii volt a Tacrl” egerekben a Tacrl*"* egerekhez képest a 40-120.
percig (p < 0,05). Eredményeink azt mutatjak, hogy az LPS éaltal kivaltott 1az a Tacrl’ egerekben
mar a korai szakaszban (a ~40. perct6l kezd6déen) csokkent mértékii. Ezutan arra voltunk kivancsiak,
hogy a "pirogeén citokin — COX-2 — PGE2 tengely™ melyik részének szupresszioja felel6s a lazvalasz
csillapitasaért NK1 receptor hianyaban. Megvizsgaltuk, hogy a PGE:, azaz a laz kulcsfontossagu
mediatora (részletekert, lasd 2.3.3. fejezet), szintén csokkent mértékii termalis hatast hoz-e létre a
Tacrl” egerekben. A PGE: pirogén hatasanak f6 kivaltasi helye a hipotalamuszban (POA) talalhato,
ezért i.c.v. beadas utan hasonlitottuk dssze a PGE2 hdszabalyozasi hatasat a Tacrl** és a Tacrl™
egerek kozott. A PGEz-re valaszul mindkét genotipus egereinél hirtelen kialakuld, nagymértékii Tm
és VO:2 emelkedes jott létre, ellenben a vivéanyag beadasa egyik genotipusnal sem okozott semmilyen
hatast. Fontos kiemelni, hogy a Tacrl” egereknél nem volt elmaradas sem a Tm, sem a VO2 PGE>
altal indukalt emelkedésének mértékében a Tacrl** tarsaikhoz képest. A PGEz-vel kapott
eredményeink kizarjak annak lehetdségét, hogy a Tacrl” egerek nem képesek megfeleléen aktivalni
a termogenezistiket és ndvelni a Tm-Uket LPS-t61 eltér6é behatasok esetén. Ennél is fontosabb talan,
hogy a Tacrl”’ egerekben a PGE: altal kivaltott termoregulatérikus valasz elmaradasanak hianya arra
utal, hogy az LPS-re adott csokkent mértéki lazvalaszuk oka a pirogén molekularis Gtvonal egy, a
centralis PGE2 hatast megel6z6 1épésénél talalhato.
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Kulon kisérletsorozatban igazoltuk a funkcionalis NK1 receptorok hianyat a Tacrl™
egerekben, illetve azok jelenlétét Tacrl** tarsaikban SP (100 ug/kg) vagy vivBanyaganak i.c.v.
injektalasa utan.

Kisérleteinkben a TNF-a és az IL-6 szérumkoncentracidjat is megmértilk a Tacrl*’* és
Tacr1”- egerekben LPS és fizioldgias sooldat kezelés utan 40 perccel, de egyik esetben sem észleltlink
szignifikans kilonbséget a genotipusok kozott. Ezek utan megvizsgaltuk a laz molekularis jelatviteli
Utvonalanak a pirogén citokin termel6dést kovetd, de még a PGE2 hatas el6tti 1épését: a COX-2
expresszidjat mRNS és fehérje szinten. Ismert, hogy a COX-2 mRNS expresszio patkdnyokban mar
a lazvalasz korai fazisaban (~30-40 perccel az LPS infuzié utan) fokozddik a periférias szervekben
(tiid6, maj), illetve — kisebb mértékben — az agyban is. Sajat kisérleteinkben az LPS-sel kivaltott 1az
a Tacrl” egerekben mar ~40 perccel LPS adast kdvetden csillapodott, ezért ennél az idépontnal
gyijtottiink tiidé-, maj- és agymintakat a COX-2 mRNS expressziojanak vizsgalatara. A séoldattal
kezelt egerek expresszios értékeivel 6sszehasonlitva, LPS beadasa a COX-2 mRNS transzkripcio
emelkedését okozta a Tacrl** és Tacrl” egerek tiidejében, majaban és agyaban egyarant (p < 0,001
vs. fizioldgias sooldat mindharom szdvetben). A genotipusok kdzoétt azonban nem volt szignifikans
kulonbség a harom szdvetminta egyikében sem. A COX-2 mRNS expresszio szintjenek LPS altal
Kivaltott novekedése nem volt azonos mértékii a hdrom vizsgalt szervben: a tiidoben 5-sz6ros, a
majban 17-20-szoros, az agyban 2-szeres.

A COX-2 mRNS LPS altal kivaltott fokozott expresszioja mellett korabban a COX-2 fehérje
expresszidjat is emelkedettnek talaltak a periférian (de nem az agyban) mér a lazvélasz korai
szakaszadban. Vizsgalatunkban ezért a COX-2 fehérje expresszidjat is 6sszehasonlitottuk LPS-sel
kezelt Tacr1** és Tacrl” egerek kozott. A Tacr1*'* egerekben LPS beadasa a fizioldgias sdoldathoz
képest a COX-2 fehérje expresszidjanak jelentés novekedését eredményezte a tiidében (p < 0,01) és
a majban (p < 0,05), de az agyban nem volt hatasa (p = 0,264). A Tacrl1*"* egerekkel ellentétben a
COX-2 fehérje expresszidja nem véltozott jelentésen LPS-sel kezelt Tacrl” egereknek sem a
tlidejében, sem a majaban a sdoldatos kezeléshez képest. Az LPS-sel kezelt csoportok esetén, a COX-
2 fehérje expresszidja a Tacrl” egerek tlidejében szignifikansan csokkent a Tacrl** tarsaikhoz
képest (p < 0,01), mig a majban tendencia mutatkozottt a COX-2 expresszio csokkenésére (p = 0,101).

Annak vizsgalatara, hogy a COX-2 fehérje csokkent expresszidja a PGE2 csokkent termelését
eredményezi-e LPS kezelés utan a Tacrl” egerekben, megmértiik a PGE2 koncentracidjat az egerek
tldejében, majaban és agyaban szintén 40 perccel anyagadas utan. Azt talaltuk, hogy az LPS kezelés
hatasara a legnagyobb mértékben (~80%) a tiidében nétt a PGE2 koncentracid, ezt kovette a maj
(~40%), majd az agy (~10%). Az LPS altal kivaltott PGE2 koncentracié ndvekedes szignifikans volt
a Tacr1** egerek tlidejében a sdoldathoz képest (p < 0,05), mig a Tacrl” egerek tiidejében a PGE>
szintje nem emelkedett szignifikansan LPS hatéasara (p = 0,275).

53.1.3. A CCK-COX interakcio szerepének vizsgalata LPS-indukélta laz kialakulasaban
patkanyokban

Az SP jelatviteli Gtvonalon kivul, egy masik, szintén TRPV1 aktivacio kapcsan is
felszabadul6 mediator, a CCK részvételét is karakterizaltuk a lazvalaszban. Els6 1épésként,
megvizsgaltuk az i.c.v. beadott CCK termoregulatorikus hatasat patkanyokban. Amint az korabbi
vizsgalatok alapjan varhat6 volt, CCK hatasara a patkanyokban kifejezett Tm emelkedés alakult ki,
mig a kontrollként hasznalt fiziologias sooldat beadasa nem okozott semmilyen hatast. A CCK altal
indukalt hipertermias valasz szinte azonnal (kevesebb mint 10 perc alatt) kialakult, és a Tm 20 perc
alatt érte el a maximalis, atlagosan 0,4 + 0,1°C emelkedést (p = 0,007), majd fokozatosan cstkkent,
de a kisérlet soran végig magasabb maradt a soldatos kezeléshez képest. Annak érdekében, hogy a
COX enzimek részvetelét tanulmanyozzuk a CCK altal kivaltott hipertermia kialakulasaban, a
patkdnyokat a CCK i.c.v. beadasa el6tt 30 perccel a nem-szelektiv COX gatl6 metamizollal (120
mg/kg; i.p.) kezeltik. A metamizollal i.p. el6kezelt patkanyokban gyakorlatilag egyéaltalan nem
alakult ki hipertermias vélasz a centrélisan beadott CCK hatéséra.

Arra is kivancsiak voltunk, hogy a COX enzimek gatlasa mérsékli-e a CCK anorexias hatasat.
Ezért egy mésik kisérletsorozatban 24 6réan at éheztetett patkdnyokat kezeltunk i.p. metamizollal vagy
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sooldattal a CCK vagy séoldat i.c.v. beadasa el6tt. A varakozasoknak megfeleléen a sdoldattal
elékezelt patkanyoknal a CCK beadasa szignifikansan csokkentette a testtomeg-gyarapodast a 3 oras
visszataplalas soran, 6sszehasonlitva az i.c.v. sooldatos kezeléssel (1,6 + 0,3 vs. 2,6 £0,3%, p <0,05).
Fontos azonban megjegyezni, hogy nem észleltiink szignifikans kiilonbséget a CCK altal kivaltott
anorexia mértékében az i.p. metamizollal és sooldattal kezelt patkanyok kozétt (p = 0,474). Annak
ismeretében, hogy a CCK altal indukalt hipertermia soran aktivalédnak az autoném termoeffektor
valaszok, azaz a barnazsirszoveti hotermelés és a bor vazokonstrikci0, feltételeztik, hogy a CCK
hatasara kialakulé hipertermia blokkolasa COX gatloval megvaltoztatja az ezeket a vélaszokat
befolyasolo hipotalamikus efferens neuronok aktivitasat. Hipotézislink tesztelésere megmeértiik az
indukalhat6 c-Fos transzkripcids faktor expresszidjat, amely a neurondlis aktivacié markere, az MPO-
ban, a DA-ban és az rRPa-ban, vagyis azokon az agyterulteken, amelyek ismerten szerepet jatszanak
a hiitésre és a PGE2-re adott autondm termoregulatérikus valaszok kialakuldsaban. CCK hatéséra,
120 perccel az anyagadés utan, a c-Fos pozitiv sejtek szdmanak szignifikans csokkenését talaltuk az
MPO-ban, 6sszehasonlitva a séoldat i.c.v. beadasaval (8,3 = 0,9 vs. 27,3 £ 1,1; p < 0,001), mig a
CCK novelte a c-Fos immunreaktivitast a DA-ban (69,1 + 1,9 vs. 31,9 £+ 3,2; p < 0,001) és az rRPa-
ban (11,3 £+ 1,6 vs. 5,1 £0,9; p < 0,01) a s6oldathoz képest. A patkdnyok i.p. metamizol el6kezelése
teljesen kivédte a centralis CCK injekcio altal kivaltott valtozasokat a c-Fos pozitiv sejtek szamaban
az MPO-ban (36,1 +5,9; p <0,001), a DA-ban (28,7 £ 3,9; p < 0,001) és az rRPa-ban (5,4 + 1,07; p
< 0,01) az i.p. sooldat el6kezeléshez képest.

Meg akartuk erdsiteni azt is, hogy a CCK altal kivaltott anorexia neuronalis aktivacioval jar
egyitt a VMH terlletén, amely a taplalékfelvétel szabalyozasaban tolt be fontos szerepet, tovabba,
azt is megvizsgaltuk, hogy az ott megfigyelt valtozasok befolyasolhatok-e COX gétlassal. A CCK a
VMH-ban a c-Fos pozitiv sejtek szdmanak emelkedését idézte el6 (91,2 + 6,7 vs. 35,7 = 13,0; p <
0,001) az i.c.v. séoldat beadaséhoz képest. A termoregulatorikus magokban kapott eredményeinkkel
ellentétben, a metamizollal torténd i.p. elékezelés nem volt hatassal a CCK altal kivaltott neuronalis
aktivéacidra a VMH-ban (98,7 + 13,3; p = 0,505) a s6oldatos elékezeléshez képest.

Kimutattuk tehat, hogy a metamizol csékkenti a CCK hatésat, azonban ez a gyogyszer a COX
mindkét izoformjat gatolja. A szisztémas gyulladassal jaré hészabalyozasi rendellenességekben a
két COX izoforma kiilonb6z6 szerepet jatszik: a COX-2 nélkildzhetetlen a 1az kialakulasaban, mig a
COX-1 (és nem a COX-2) az az izoforma, amely a hipotermias valaszt kdzvetiti. Mivel a CCK a Tm
emelkedését idézte elo, feltételeztik, hogy a COX-2 felelos a termdlis hatds kozvetitéséért.
Hipotézisiink tesztelésére két kiilonbozo preferencialis COX-2 gatld, a meloxicam és az etoricoxib,
hatasat vizsgaltuk a CCK altal kivaltott hipertermiara. Amikor a patkanyokat 30 perccel korabban i.p.
meloxicammal vagy etoricoxibbal el6kezeltiik, a CCK i.c.v. injekcioja nem okozott valtozast a
patkanyok Tm-ében.

Miutan kimutattuk, hogy a CCK altal indukalt hipertermias valaszt a COX-2 kdzvetiti, arra is
kivancsiak voltunk, hogy a kdzponti idegrendszerben a CCK jelatvitel hozzajarul-e az LPS altal
kivaltott lazhoz, amelyet ismerten a COX-2 kdzvetit. Korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy a CCK
altal kivaltott hipertermia els6sorban a CCK2 receptorokon keresztul alakul ki, ezért kisérleteinkben
a CCKz receptor LPS altal kivaltott l&zban betoltott szerepére fokuszaltunk. Amikor a patkanyok az
LPS i.v. infuzidja el6tt 30 perccel CCK2 receptor antagonista YMO022-t kaptak i.c.v., az LPS-re adott
lazvalasz els6 két fazisa nem kiilonbozott a vehikulummal elékezelt patkanyoknal megfigyeltektol,
azonban a harmadik fazis jelentOsen csillapodott, elérve a szignifikancia szintjét (p < 0,05) a 280. és
a 300-360. percben.

5.3.1.4. A PACAP termoregulatorikus szerepének karakterizalasa patkany és KO egér
allatmodellekben

A CCK-n kivil egy mésik, TRPV1 csatornat expresszaléd idegvégzédésekbdl is felszabaduld
neuroendokrin mediator, a PACAP termoregulatérikus hatasainak karakterizalasat is elvégeztik.
Tudni szerettik volna, hogy a PACAP dominans, 38 aminosavbdl allé formajanak, a PACAP38-nak
testhomérsekleti hatasai hasonlithatok-e lazszerti hatashoz.
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Ennek érdekében, 10 vagy 100 ng/kg PACAP38-at (vagy kontrollként fiziologias séoldatot)
infundaltunk patkanyok oldals6 agykamrdjaba, mikdzben mértik a Tm, To és VO: értékeiket a
respirometrias termometria rendszerben. A PACAP38 mindkét alkalmazott d6zisa mar az injekciot
kovet6 10. perctél kezddd6en a Tm jelent6s emelkedését valtotta ki (p < 0,001 mindkét dozisnal). A
PACAP38 altal kivaltott hipertermia nagysaga dozisfiiggd volt, a Tm maximalis valtozasa 100 pg/kg
esetén 2,0 + 0,3°C, mig 10 pg/kg esetén 1,4 + 0,3°C volt (p < 0,001 mindkeét esetben a kontrollhoz
képest). Ugyanakkor, a statisztikai elemzés szignifikans kulonbseéget (p < 0,001) mutatott a
PACAP38 10 és 100 pg/kg dozisainak Tm-re gyakorolt hatdsai kozott is. A centrdlisan beadott
PACAP38 hatasara kialakult hipertermias valasz 0sszhangban van mas kutatocsoportok
patk&nyokban talalt korabbi eredményeivel. A 100 pg/kg-os dozis esetében a hipertermia kialakulasat
jelentds farokb6r vazokonstrikcid el6zte meg (amit a csokkent HLI jelzett) (p < 0,05), amely
eredmeny tudomasom szerint els6ként mutatta be az i.c.v. PACAP38-ra adott bér vazomotoros
reakciot éber (nem anesztetizalt) patkanyokban. A PACAP38 termoregulatorikus (érsziikit6) hatasa
eltér a bor ereire gyakorolt kdzvetlen (tagitd) hatasatol, amelyet kordbban mutattak ki ragcsalokban.
A HLI kezdeti csokkenése ~40 percig tartott, majd ezt kdvette a HLI kifejezett emelkedése — a
farokbor vazodilatacioja miatt — amely a Kisérlet végéig szignifikansan (p < 0,05) magasabb maradt,
mint a soéoldattal kezelt patkanyoké, 6sszhangban a PACAP38 korabban kozolt vazodilatator
hatasaval. A 10 pg/kg dozisu PACAP38-cal i.c.v. kezelt patkanyok hdleadasa mar az anyag beadasa
elott alacsony volt, igy a HLI kezdeti csokkenése ebben a csoportban nem volt megfigyelhetd,
azonban ~50 perccel a PACAP38 inflzidja utdn a HLI a kiindulasi szint folé emelkedett és magasabb
volt, mint a kontrolloké (p < 0,05), bar emelkedésénck mértéke és idétartama kisebb volt, mint a 100
ug/kg ddzis esetén.

A Tm-hez hasonldan a VO: is dozisfiiggd modon emelkedett mar 10 perccel a PACAP38 i.c.v.
beadasa utan a sdoldattal kezelt allatokhoz képest. A maximalis emelkedés 100 pg/kg esetén 21 + 6
ml/kg/min, 10 pg/kg dozisnal 14 + 6 ml/kg/min értéket ért el (p < 0,001 mindkét dozisnal a
kontrollhoz képest). Ez az eredmény dsszhangban van a kordbbi vizsgalatokkal, amelyekben a
PACAP38 megemelte az anyagcserét. Ezenkivil eredményeink azt mutatjak, hogy a két autonom
hideg elleni termoeffektor (a bér vazokonstrikcido és a barnazsirszoveti termogenezis) egyidej,
azonnali aktivalasa hozzajarul a centralis PACAP38 altal indukalt hipertermia kialakuldsahoz. A
PACAP38 esetében megfigyelt termoregulatdrikus hatasok tehat nagy mértékben hasonléak a
bakterialis endotoxin altal kivaltott 14z soran leirtakhoz.

A PACAP38 termoregulatorikus hatasa hatterében all6 periférias timadaspont lehetdségének
vizsgalatahoz tanulmanyoztuk, hogy ugyanaz a PACAP38 ddzis (100 pg/kg), amely i.c.v. injekcidban
kifejezett hipertermiat okozott, szisztémas (i.v.) beadas esetén is hasonld hatassal van-e a Tm-re. A
PACAP38 100 pg/kg-os dozisanak i.v. inflzidja a Tm enyhe, de szignifikans (p < 0,05) emelkedését
okozta, azonban mind a Tm maximalis emelkedése (~0,3°C), mind a hipertermias valasz idétartama
(60 perc) jelentdsen kisebb volt, mint amit ugyanezen dozis i.c.v. beadasa valtott Ki (p < 0,05). Fontos,
hogy a PACAP38-ra adott valasz 100 pg/kg-os i.v. dozisnal lényegesen kisebb volt mind
amplitadojaban (~5-sz0r kisebb), mind idétartamaban (~2-szer rovidebb), mint amit az i.c.v. adagolt
10-szer kisebb dozisndl (10 pg/kg) tapasztaltunk. Ugyanakkor, az i.c.v. anyagadasnél
megfigyeltekhez hasonldan, a hipertermia a PACAP38 i.v. infuzidja esetén is a hdleadas csokkenése
és a VO2 emelkedése révén jott Iétre, habar mindkét termoeffektor aktivitasa sokkal kisebb mértékben
valtozott, mint az i.c.v. anyagadas utan. Az az eredmény, hogy a PACAP38 i.v. beadashoz képest 10-
szer kisebb i.c.v. dozisa is sokkal erésebb hipertermiat okozott, egyértelmiien azt mutatja, hogy a
PACAP38 termoregulatorikus hatasanak tamadaspontja a kbzponti idegrendszerben talalhato.

Azok utan, hogy karakterizaltuk az exogén PACAP38 beadasara kialakuld hészabalyozasi
valaszt, tudni szerettiik volna azt is, hogy az endogén PACAP hianya hogyan befolyasolja a Tm-et.
Ennek érdekében eldszor a Tm €s a lokomotoros aktivitas cirkadian valtozasait vizsgaltuk szabadon
mozgd Pacap” és Pacap** egerekben. A ragcsalokra jellemzd cirkadian ritmusnak megfeleléen,
mindkét genotipusba tartozé egerek Tm és aktivitas szintjei alacsonyabbak voltak a vilagos (inaktiv)
fazisban, mint a sotét (aktiv) fazisban. Azt talaltuk, hogy a Pacap’ egerek aktivabbak voltak WT
tarsaiknal mind a vilagos, mind a sotét fazisban (p < 0,001). A vilagos fazis nagy részében (reggel 5
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és délutan 3 ora kozott) a fokozott lokomotoros aktivitas a Pacap” egereknél a WT kontrollokhoz
képest mérsékelten magasabb (hasliregben mért) Tm értéket eredmeényezett (p < 0,05), de éjszaka nem
volt szignifikans kulonbség a Tm értékében a genotipusok kdzott. Hasonld eredményeket kimutattak
koradbban is a hiperaktivitas Tm-re gyakorolt hatasarol csirkékben és egerekben, amelyek szerint az
emelkedett fizikai aktivitas magasabb Tm-et eredményezett az inaktiv fazisban, de az aktiv fazisban
nem. Feltételezhet6, hogy a lokomotoros aktivitas eltéré hatdsa a Tm-re a vildgos-sotét ciklusok

Kovetkezd 1épésként, mozgasukban részlegesen korlatozott Pacap™ és Pacap** egerekben
megmeértik a nyugalmi Tm és VO: értékeit. Ezeket a kisérleteket a respirometrias termometria
rendszerben végez-tik, igy minimalisra tudtuk csdkkenteni a lokomotoros aktivitas hatasat a Tm-re
és a VOz-re. A nyugalmi hdszabalyozasi paramétereket déleldtt 11 oratol kezdve 60 percen keresztiil
rogzitettiik, mivel ez az id6szak esett egybe a legnagyobb Tm kulonbségekkel a szabadon mozg6
Pacap™ és Pacap** egerek esetében. A nyugalmi VO: a Pacap™ egereknél szignifikansan
alacsonyabb volt a kisérlet soran a WT kontrollokhoz képest (p < 0,001). A megfigyelt
hipometabolizmus kovetkezményeként a Pacap” egerek nyugalmi Tm értékei is kissé alacsonyabbak
voltak, mint kontroll tarsaikeé (p < 0,01).

Annak felmérésére, hogy mely kdzponti idegrendszeri neuronok aktivitisiban bekovetkezo
valtozasok lehetnek felelések a Pacap™ egerek csokkent nyugalmi anyagcseréjének fenntartasaért,
megmértik a c-Fos expresszidjat az MnPO-ban és az MPO-ban. Az MnPO-ban nem talaltunk
statisztikai kiilonbséget a c-Fos-pozitiv sejtek szamaban a Pacap” és Pacap** egerek kozott,
azonban az MPO-ban kozel haromszor nagyobb volt a c-Fos expresszié a Pacap™ egerekben mint
WT térsaikban (p < 0,05). Figyelembe véve, hogy az MPO GABAerg neuronjai tonusosan gatoljak a
barnazsirszdveti termogenezist, valamint, hogy ezek a sejtek az autondm termoeffektorok aktivitasat
szabalyozd hurkok elsészaml effektor neuronjainak tekintheték, a Pacap’egerekben talalt
eredményeink arra utalnak, hogy a PACAP hianya a gatlo6 MPO neuronok fokozott aktivacidjat
eredményezi, ami a termogenezis erdteljesebb szuppresszidjahoz vezet.

5.3.2. Metaanalizisek
5.3.2.1. A laz es hipotermia prediktiv jelentéségének vizsgdalata a szepszis sulyossagara és
kimenetelére

A szisztémas gyulladds soran fellépd testhOmérsékleti elvaltozasok jelentOségének és
mechanizmusainak kisérleti modellekben valé tanulmanyozasa mellett, arra is kerestem a valaszt,
hogy a Tm eltérései milyen 6sszefliggesben allnak a betegség kimenetelével szeptikus human
betegekben. Ennek attekint vizsgalatahoz metaanalizist hasznaltam. Negyvenkett6 olyan tanulmanyt
azonositottunk, amelyeket be tudtunk vonni analizisiinkbe, ezek 6sszesen 10834 szeptikus beteg
adatait tartalmaztak.

El6szor megvizsgaltuk a szepszishez tarsuld laz esetén a mortalitdsi ratat: 29 tanulmanyt
talaltunk, amelyekben a szerz6k beszamoltak szepszisben jelentkezé lazrél (Tm >38,0°C). Az
0sszesen 6040 lazas szeptikus beteg adatainak metaanalizise atlagosan 22,2%-os (CI: 19,2, 25,5%)
mortalitasi ratat mutatott. Elemeztik azon betegek haldlozasi aranyat is, akiknél sem laz, sem
hipotermia nem alakult ki a szepszis soran, ezért ez a populacio normotermiésnak tekintheté (Tm =
36,1-38,0°C). A 25 bevalogatott tanulmanybdl kinyert 3904 beteg adatai alapjan azt talaltuk, hogy az
atlagos halalozési arany 31,2% (CI: 25,7, 37,3%) volt, vagyis magasabb, mint a lazas csoportban.
Ezutan megvizsgaltuk a mortalitas el6fordulasat a hipotermias (Tm < 36,0°C) szeptikus betegek
korében. A 11 azonositott tanulmany, 890 hipotermias szeptikus beteg adatait tartalmazta, amelyek
alapjan az atlagos halalozasi arany ezeknél a betegeknél volt a legmagasabb, 47,3% (CI: 38,9, 55,7).
Tovabbi statisztikai megkozelitésként metaregresszios elemzést is végeztiink az Osszegyljtott
adatokkal. Az elemzésbe bevont dsszes (n = 42) tanulméany alapjan szignifikans (p < 0,001) negativ
linearis korrelaciot talaltunk a Tm és a halalozasi arany kozott (regresszios egydtthato: -0,43; Cl:
-0,67, -0,19). Végul a betegeket a mortalitasi rata alapjan kialakitott kvartilisekre (Q1-Q4) osztottuk
(Q1:0-25, Q2: 26-50, Q3: 51-75 és Q4: 76-100%), majd kiszamitottuk az egyes mortalitasi kvartilisek
atlagos Tm értékeit. A sulyozott Tm atlag a Q1 csoportban 38,1°C (Cl: 37,9, 38,4°C), a Q2-ben 37,8°C
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(ClI: 37,5, 38,2°C), a Q3-ban 37,6°C (CI: 36,5, 38,7°C) és a Q4-ben 37,1°C (Cl: 36,7, 37,4°C) volt.
Ezek az eredmények is azt jelzik, hogy szepszisben a magasabb Tm jobb kimenetellel, mig az
alacsonyabb Tm emelkedett halalozasi kockazattal van 6sszefiiggésben. Kiemelendd, hogy a Q1 és
Q4 (azaz a legalacsonyabb, illetve a legmagasabb halalozasi aranyu) csoportok Tm értékei élesen
elkilénulnek egymastol, mivel a 95%-os CI értékeik nem fedik egymast.

5.3.2.2. A MIF diagnosztikai biomarker értékének elemzése szepszisben

A testhdmérséklet prediktiv szerepének vizsgalatan kiviil, azt is tudni szerettem volna, hogy
a MIF, amelynek hészabalyozasi szerepét szisztémas gyulladas egérmodellben kollaborativ kutatas
keretében kimutattuk, hasznalhat6-e diagnosztikus és prognosztikus biomarkerként szeptikus
betegekben. Ennek érdekében, elébb elvégeztik az irodalomban mar fellelhetd human adatok
Osszegylijtését és metaanalizisét, majd pedig kiértékeltik sajat prospektiv klinikai vizsgalatunk soran
gylijtott eredményeinket.

A metaanalizisiink elvégzéséhez hasznalt irodalomkutatasunk soran dsszesen 21 publikaciot
talaltunk alkalmasnak a kvantitativ analizishez. Az azonositott cikkek 6sszesen 1876 beteg adatait
tartalmaztak, akik kdzott 1206 szeptikus, 134 fertézéstol fliggetlen szisztémas gyulladasban szenved6
és 536 kontroll (azaz szisztémas gyulladas nélkuli) alany volt. Elészér megerésitettiik, hogy
szepszisbhen a MIF szintje a vérben megemelkedik egészséges kontrollokhoz képest. Ezutén
megvizsgaltuk, hogy a vérben a MIF szintje hasonld vagy kiilonb6z6 mértékben emelkedik-e
szepszisben és nem fert6zéses eredetii szisztémas gyulladasban. Ennek kvantitativ elemzésébe 6
tanulmanyt tudtunk bevonni, amelyek 257 szeptikus és 134 nem szeptikus szisztémas gyulladasban
szenvedo beteg adatait k6zOIték. A vérben a MIF szintje minden elemzett tanulmanyban magasabb
volt szeptikus betegcsoportokban, mint nem szeptikus eredeti szisztéemas gyulladasban. Az
0sszegzett SMD 0,94 (ClI: 0,51, 1,38) volt a csoportok kozétt (p < 0,001), amely igazolja a MIF
diagnosztikus ertékét a két csoport elkilonitésében.

5.3.3. A szérum és vizelet MIF szintek kinetikaja és a szepszis kimenetele kdzotti 6sszefuiggés elemzése
prospektiv klinikai vizsgalatban

Klinikai vizsgalatunk végs6 elemzésébe 50 beteg adatai kertltek be. A 90 napos halalozasi
arany 58% volt ebben a vizsgalati populacidban, ami megfelel a szakirodalomban a kdzelmultban
kozolt adatoknak. A betegek neme és életkor szerinti megoszlasa hasonlo volt a két csoportban,
ahogyan a vese diszfunkcidban szenved6 betegek szdma is. Fontos, hogy az intenziv osztalyra vald
felvétel napjan nem észleltlink szignifikans kulonbséget a két csoport kdzott egyetlen paraméter
tekintetében sem, bar a klinikai &llapot sulyossagi pontszdmai a nem taléléknél tendencidzusan
magasabbak voltak, mint a tulé¢léknél, ahogy az varhato volt.

A szérum MIF szintek medianja nem kiilonbozott statisztikailag a taléld és elhunyt szeptikus
betegek kozott a 0. és a 2. napon, azonban a 4. napon szignifikansan (p = 0,039) magasabb volt az
elhunyt betegeknél, mint a talélé6knél, a medidn (interkvartilis tartomany) értékei 3348 (2313-5961),
illetve 2430 (1284-3691) pg/ml voltak. Ezek az eredmények a szérum MIF eltérd kinetikajara utaltak
a szepszis talélo és elhunyt betegcsoportjai kdzott a 0. naptdl a 4. napig.

A vizelet MIF tekintetében a medianok nem véltoztak érdemben az id6 mulasaval egyik
alcsoportban sem. A vizelet MIF szintje azonban minden napon alacsonyabb volt elhunyt betegeknél,
mint a tuléléknél, és ez a kiillonbség szignifikans volt a 0. napon (638 vs. 1355 pg/ml; p = 0,046) és a
4. napon (672 vs. 1005 pg/ml; p = 0,032). A vizelet MIF szintjéhez hasonl6an a vizelet MIF/kreatinin
aranyban is kimutathaté volt a szignifikans kilonbség az elhunytak és a tulélok kozott a 0. napon és
a 4. napon, amely eredmények arra utalnak, hogy a vizelet MIF szintjének a talélék és elhunytak
kozott megfigyelt kiilonbségeit feltehetéen a vese MIF kivalasztasara specifikus kilonbségek
okoztak, nem pedig az altalanos vesefunkciokban mutatkozé kilénbsegek.

A szérum MIF kinetikdjdnak kvantitativabb elemzése ¢érdekében a kovetkezo
megkdzelitésben a szérum MIF szintek atlagos valtozasait is 6sszehasonlitottuk a 0. és a 4. nap kdzott
az elhunyt és talélé alcsoportokban. Az elhunyt betegeknél az atlag (= SE) szérum MIF szint a 0. napi
2997 + 373 pg/ml-rél a 4. napra 4394 + 646 pg/ml-re emelkedett, mig a szepszist taléléknél a szérum
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MIF szintje 3137 + 576 pg/ml-rél 2587 + 384 pg/ml-re csdkkent ugyanezen idéintervallum alatt. A
szérum MIF szintjének napi valtozasa szignifikansan kiilonbozott a talélok és elhunytak kdzott akkor,
amikor mindkét nembdl (p = 0,01) vagy csak a ferfiakbdl (p = 0,01) szarmazé adatokat elemeztiik,
azonban a ndk esetében nem volt jelentds kiilonbség az elhunyt és a tilélé csoportok kozott (p =
0,230). Osszességében, a mindkét nemet vagy csak férfiakat tartalmazo betegcsoportok esetén
elhunytakban névekedés, a tulélokben pedig csokkenés volt tapasztalhatd, mig a ndknél mindkét
Kimenetelii csoportban atlagosan névekedés volt tapasztalhato.

A szérum MIF szintjének kinetikdja mellett azt is megvizsgaltuk, hogyan valtozik a MIF
szintje a vizeletben a szeptikus betegek intenziv osztalyra valo felvételét kovetden. Ahogy korabban
bemutattam, a vizelet MIF szintje a 0. és a 4. napon szignifikdnsan alacsonyabb volt az elhunyt
betegeknél, mint a taléléknél. Amikor a kiilonb6z6 kimenetelti alcsoportokon belili kinetikat
vizsgaltuk, mindkét csoportban kismértékii, nem szignifikans novekedést talaltunk a 0. naptol a 4.
napig: 3021 £ 797 pg/ml-r6l 3457 + 1016 pg/ml-re a taléloknél és 1281 + 340-r61 1629 + 654 pg/ml-
re az elhunytakndl. Fontos, hogy a vizelet MIF szintjének napi valtozdsa sem Kkilonbozott
szignifikansan a tulélék és az elhunytak kézott (109 + 192 vs. 87 £ 152 pg/ml; p = 0,940). Akkor sem
talaltunk szignifikans kilonbséget a vizelet MIF szintjének napi valtozasaban, amikor a férfiakat és
a ndket kiilon-kilon hasonlitottuk dssze (p = 0,136 és p = 0,228). Ugyanakkor, mindkét nembél
szarmazo6 adatokat elemezve erds pozitiv korrelaciot (R = 0,64; p < 0,001) talaltunk a 0. és a 4. napon
mért vizelet MIF-szintek koz6tt, ami arra utal, hogy a 0. napon meghatarozott szint elére jelzi a 4.
napon mért értéket.

6. Megbeszélés

6.1. Termo-TRP ioncsatornak szerepe a testhémérséklet szabalyozdsdban
6.1.1. A TRPV1 ioncsatorna

Els6 1épésként, a TRPV1 csatornatol genetikusan megfosztott egerek termoregulatorikus
fenotipuséat tanulmanyoztuk. Korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban, nem talaltunk kifejezett mértéki
eltéréseket a Trpvl KO egerek nyugalmi Tm-ében. Azt is megerdsitettiik, hogy Trpv1** tarsaikhoz
képest a Trpv1’- egereknél a Tm cirkadian ingadozasanak amplitidéja kissé nagyobb. Ugy tiinik, hogy
a Trpvl KO egerek 6 hdszabalyozasi eltérése nem a Tm megvaltozott szintjében talalhatd, hanem a
Tm fenntartdsdra hasznalt termoeffektorok eltéré mintazatdbdl ered a kiilonbozé kisérleti
koralmények kozott. A Trpvl KO egerek hipometabolikusak voltak (alacsonyabb volt a VO2-jik) és
a kontrollokhoz képest alacsonyabb Tk-t preferéltak. Ezek a termoeffektor valtozasok altalaban
csokkentik a Tm-et. Ugyanakkor a KO egerek két, a Tm ndvelését okozo termoeffektor aktivaciot is
mutattak. E16szor is, kifejezettebb volt a farokbdr vazokonstrikcioja, és ezzel 6sszhangban magasabb
volt a termoneutralis zongjuk. Méasodszor, hiperaktivak voltak: atlagos mozgasi sebességuk az inaktiv
fazis masodik felében meghaladta a WT egereknél az aktiv fazisban regisztralt értéket.

A Trpvl KO egerek fokozott lokomotoros aktivitasa ellentmondasosnak latszik tébb olyan
vizsgalathoz képest, amelyek szerint a Trpvl gén delécibja nem okoz valtozast a
mozgasintenzitasban. Mindezek a vizsgalatok azonban sokkal rovidebb megfigyelési periodusokat
hasznaltak, néha csak 15 percet. Tovabba, bar ezek a vizsgalatok nem talaltak statisztikailag
szignifikans eltérést a Trpvl KO egerek lokomotoros aktivitdsdban, némelyikben mégis erds
tendencia mutatkozott, amely 6sszhangban volt eredményeinkkel. Korabban példaul azt talaltak,
hogy a Trpvl KO egerek tébb aktivitasi tesztben is hajlamosak voltak magasabb pontszamokat elérni.
A felfedezé viselkedést vizsgald ,,holeboard” tesztben a Trpvl KO egerek aktivitasa 92%-kal haladta
meg WT tarsaikét (p = 0,12).

Tekintettel arra, hogy a Trpvl KO egerek autondm termoregulatérikus valaszaiban nem volt
lenyeges eltérés sem a mi Kkiserleteinkben, sem korabbi vizsgalatokban, a viselkedési
termoeffektorokra koncentraltunk: egyreszt a Tk preferencidra, ami a viselkedesi termoeffektorok
Klasszikus példaja, masrészt a lokomotoros aktivitasra, amit sok szerz6 hdszabalyozé effektornak
tekint Kis ragcsalokban. A termogradiens rendszerben azt lattuk, hogy a Trpvl KO egerek
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alacsonyabb Tk-t preferéltak es hiperaktivak voltak a kontrollokhoz képest. Hasonldan ahhoz,
ahogyan az emberek is inkabb hiivosebb kornyezetben végeznek fizikai munkat, a kisérleti allatok is
alacsonyabb Tk-t valasztanak, amikor aktivabbak. A preferalt Tk megvaltozasa egyutt jar a patkanyok
és egerek lokomotoros aktivitasdnak novekedésével az inaktiv (vilagos) fazisbol az aktiv (sotét)
fazisba valo atmenetkor. Miutan hideg- és melegterheléssel kozvetleniil kizartuk a két f6 autonom
effektor karosodasat, annak tudataban, hogy a termopreferendum csokkenése gyakran masodlagos
kdvetkezménye a fokozott lokomotoros aktivitasnak, feltételeztik, hogy a fokozott lokomotoros
aktivitas a Trpvl KO fenotipus egyik "elsddleges" tiinete lehet. Vizsgalatunk mésodik részet ezutan
a lokomotoros aktivitasra 6sszpontositottuk.

Megvizsgaltuk, hogy a TRPV1 csatorndk aktivitdsanak farmakologiai moddositasa
befolyésolja-e a lokomotoros aktivitast (és egyuttal a Tm-et). Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az
RTX (egy exogén TRPV1 agonista) és az AEA (egy endogén TRPV1 agonista) egyarant csokkentette
a stressz altal kivaltott hiperaktivitast két kiilonboz6 torzsti Trpv1** egérben. Ez a hatas 6sszhangban
all az &ltalunk is vizsgalt és mas TRPV1 agonistak tobb kiilonboz6 tesztben leirt hipokinetikus
tulajdonsagaval. Amikor Trpvl KO egerekben vizsgaltuk az RTX-re és az AEA-ra adott valaszokat,
azt talaltuk, hogy nem befolyésoltdk a lokomotoros aktivitast, tehat mindkét agonista anti-
hiperkinetikus hatasa a TRPV1 csatornan keresztill érvenyesult. Ez 0sszhangban van azzal a
megallapitassal, hogy a patkdnyok AEA altal kivaltott lokomotoros aktivitdsanak csokkenéset
TRPV1 antagonistak blokkoljak. A kovetkezo kisérletben az AMGO0347-et, egy rendkivil potens és
szelektiv TRPV1 antagonistat hasznaltunk. A hipertermias hatas mellett, az AMG0347 stresszmentes
i.p. beadasa fokozta a Trpv1** egerek lokomotoros aktivitasat is. A Trpvl KO egerekben azonban az
AMGO0347 nem novelte a lokomécidt, ami arra utalt, hogy az AMGO0347 hiperkinetikus hatasa
specifikusan a TRPV1 csatornan keresztul érvenyesil. Az RTX, AEA és AMG0347 beadasaval elért
eredmenyeink aldtdmasztjak azt a hipotézist, hogy a TRPV1 csatorndk tonusosan gatlas alatt tartjak
az altalanos lokomotoros aktivitast.

Ezutén arra kerestik a valaszt, hogy az érintett TRPV1 csatornédk az agyon belll vagy kivil
helyezkednek-e el. E keérdés megvéalaszolasahoz nagyon alacsony dézisi RTX-et adtunk be az
allatoknak i.p. vagy az oldals6 agykamréba (i.c.v.). Az i.p. beadas jelentdsen csokkentette az
injektalasi procedura (mint stresszinger) hatasara kialakulé lokomociot, mig az i.c.v. beadasnak nem
volt ilyen hatasa, ami arra utal, hogy az RTX a vér-agy gaton kivil hatva valtja ki anti-hiperkinetikus
hatasat. Egy ilyen periférids hatas 6sszhangban van a TRPV1 csatorndk hatsogyoki és nodozus
ganglionok polimodalis szenzoros neuronjain valé dominald expresszidjaval. A periférias TRPV1
csatornak tonusos aktivalasa gatolta a termogenezist és a hokonzervalast, egy masik vizsgalatban
pedig befolyassal birt spinalis lokomotoros hal6zatokra, mig a jelen munkaban gatolta az altalanos
lokomotoros aktivitast.

Tanulmanyunk soran véletlen megfigyelésként azt vettik észre, hogy az életkor
elérehaladtaval a Trpvl KO egerek mindkét nemben (normal diétan tartva) nagyobb sulyuak lettek,
mint WT tarsaik. Ez a megfigyelés ellentmondani latszott korabbi eredményeknek, amelyekben nem
talaltak eltérést a Trpvl KO egerek testtomegében a kontrollokhoz képest, ha normal vagy magas
zsirtartalmu étrenden tartottak 6ket. Tovabba, ellentmondott egy vizsgalatanak, amelyben a Trpvl
KO egerek a WT kontrollokhoz képest kevésbé voltak hajlamosak elhizni magas zsirtartalmu diéta
sordn. Fontos tudni azonban, hogy az Osszes elobbiekben emlitett vizsgalathoz fiatal egereket
hasznaltak, amelyek testttmege 10-30 g kozétti tartomanyban volt (normél dietan). Ebben a
testtbmeg-tartomanyban a mi vizsgalatunkban is kicsi volt a genotipusok kdzotti kiilénbség, de az
életkor el6rehaladtaval (az egereket 14 honapos korukig figyeltiik) a kiilonbség nétt. Erdekes modon
a TRPV1 csatornék elhizas elleni védo szerepét kordbban mar felvetették, amit kétféle bizonyiték
tdmaszthat ald. Elészor is, TRPV1 csatornakat mutattak ki preadipocitdkban, valamint egerek ¢és
emberek zsigeri zsirszovetében. A szerzok kimutattak a TRPV 1 szintézis redukcidjat az adipogenezis
soran, valamint a TRPV1 csokkent expresszidjat elhizott egerekbdl ¢és emberekbdl szarmazo
viscerdlis zsirszovetben. Masodszor, a kapszaicin vagy kapszinoidok (nem csip6s, kapszaicinhez
hasonl6 TRPV1 agonistak) diétaszerii fogyasztasa soran tobbszor kimutattdk, hogy csokkenti a

36



visceralis zsir felhnalmozodasat, termogenezist indukal és megakadalyozza a testtétmeg névekedését
laboratdriumi &llatokban és emberekben.

A Trpvl KO egerekben fiatal korukban talalt hiperaktivitas és idésebb korukban kialakuld
talsuly kozotti paradoxon feloldaséra tovabbi vizsgalatokat folytattunk, amelyek sorén azt talaltuk,
hogy amikor a Trpvl” egerek 6regednek, hipoaktivva és tllstlyossa valnak (a WT alomtarsaikhoz
képest). Arra a kérdésre a valasz, hogy miért hiperaktivak a Trpvl” 4llatok fiatalon, mig késébb
kevesebbet mozognak (és talsulyosak lesznek) jelenleg nem vildgos, de hasonlo Gsszefliggésrol
szamoltak be egészséges emberekben is. Ebben a csoportban azok, akik fiatal korban fizikailag
aktivabbak voltak, 11 évvel késébb nagyobb testtomeg-gyarapodast mutattak.

Osszefoglalva, feltételezzilk, hogy bizonyos perifériarol érkez6 TRPV1 csatornak altal
kdzvetitett szignalok tonusosan gatoljak az altalanos lokomotoros aktivitast. Egyre vilagosabb, hogy
a TRPV1 csatornak szoros kapcsolatban allnak mind az altalanos lokomotoros aktivitas, mind pedig
a testtbmeg szabalyozasaval, és hogy a TRPV1 csatornak altali szabalyozas mindkett6 esetében
¢letkorfiiggd.

A TRPV1 csatorna genetikai hianyanak vizsgélata mellett arra is kivancsi voltam, hogy a
csatorna farmakoldgiai gatlasa Ujonnan szintetizalt antagonistdkkal milyen hatassal van a
testhOmérsékletre ragesalokban. Az A-1165901 in vivo tesztelése sordn kimutattuk, hogy az nem
hipertermiat okoz, hanem hipotermiat, ami csak néhany korabbi antagonista esetén fordult el6.

Kimutattuk, hogy Tk-t0l fiiggden a patkanyok A-1165901-re adott hipotermias valaszanak
letrejottében a farokbdr érrendszere €s a termogenezis is részt vehet. Ebben a tekintetben az erre az
anyagra adott hipotermids vélasz hasonlé a hipertermizdld6 TRPV1 antagonistikra, azaz az
AMGO0347-re és az AMG 517-re adott valaszokhoz. Az AMGO0347 és az AMG 517 ugyanis
ugyanezekre a termoeffektorokra (de ellentétes iranyban) hatva noveli a Tm-et patkanyokban:
farokbor vazokonstrikcio es termogenezis aktivacioja revén. A hipertermizal6 antagonistak esetében
termoneutrélis vagy meleg kdrnyezetben szintén a vazomotor hatés jatszik fontos szerepet, mig
hidegben a termogenezisre gyakorolt hatas a f6 mechanizmus. A TRPV1 antagonistakra adott hipo-
és hipertermias valaszok tehat ugyanazokon az autondm termoeffektorokon keresztiil valosulnak
meg, amelyek aktivalasanak modja a hipo- és hipertermias valaszokban ugyanugy fugg a Tk-tol.

Azt is kimutattuk, hogy az A-1165901 altal kivaltott hipotermia nem jelentkezik a korabban
alacsony dozisu i.p. RTX kezelésen atesett patkanyokban, amely deszenzitizalja az abdominalis régid
érzbidegeit, de a hason kivil, igy a mellkasi visceraban, az agyban, a szaruhartyaban vagy a borben
nincs ilyen hatasa. Ugyanez az abdominalis RTX deszenzitizaci6 megakadalyozza a hipertermia
kialakulasat az AMGO0347 vagy az A-889425 valamint az AMG 517 vagy az AMG8163 hatasara.
Maésképp fogalmazva, a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipo- és hipertermids valaszok
ugyanabbol a hasi lokalizaciébdl indulnak Ki.

Fontos volt azt is tisztazni, hogy a TRPV1 antagonistak hipotermias hatasa ténylegesen a
TRPV1 csatornakon keresztil jelentkezik-e. Korabban tébben is feltételezték, hogy a hipotermia nem
TRPV1 csatornan keresztiil megvalosulo ,,on-target” hatas. Ugyanakkor olyan eredmények is
szilettek, amelyek szerint a kiilonboz6 kemotipusu szelektiv TRPV1 antagonistadk hipotermiat
okoznak, ami a hatds TRPV1-specifikus jellegére utal. Vizsgalatunkban vegérvényesen kimutattuk,
hogy az A-1165901 és az AMG7905 hipotermias hatasa kizarélag a TRPV1 csatornak jelenlétében
alakul ki. A két vizsgalt TRPV1 antagonista egyike sem csokkentette a Tm-et Trpv1l’- egerekben i.p.
beadaskor, annak ellenére, hogy mindkét anyag kifejezett hipotermiat valtott ki Trpv1** egerekben.
Osszehasonlitasképpen, a hipertermias hatas specifikus, ,,on-target” jellegét szintén bizonyitottak
tobb TRPV1 antagonista esetében is, szintén Trpvl’ egerek alkalmazasaval.

Azt talaltuk tovabba, hogy mindkét vizsgalt hipotermizal6 TRPV1 antagonista (A-1165901
és AMG7905) gatlas helyett potencirozta a TRPV1 csatorna protonok altali aktivacidjat in vitro,
mikdzben a kapszaicin mddot nagymértékben blokkolta. Tekintettel a TRPV1 farmakologiai
komplexitasara, fontos megjegyezni, hogy sem az AMG7905, sem az A-1165901 nem mutat agonista
aktivitast (azaz ©nmagaban, agonistdk hianyaban, nem aktivalja a TRPV1 csatornat). Uj
eredményeink dsszhangban vannak korabbi adatokkal, melyek szerint az AMG7905 és az AMG8562
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potencirozza a TRPV1 protonok altali aktivacidjat in vitro, amely feltételezhet6en korrelalt a TRPV1
antagonistak hipotermizalé hatasaval. Kovetkezésképpen, mig a TRPV1 csatorna protonok altali
aktivacios maodjat gatlo  TRPV1 antagonistakrol egyértelmiien bizonyitottnak latszik, hogy
hipertermidt okoznak, az is egyre vildgosabba valik, hogy az ugyanezt az aktivaciés maodot
potencirozd anyagok hipotermiat hoznak létre.

A TRPV1 antagonistdk hipo- és hipertermias hatasainak ugyanazon termoeffektorok
ellentétes modulacidja kapcsan vald kialakulasat illetden a kovetkezd 0Osszefoglaldo elméletet
fogalmaztuk meg. A TRPVI1 antagonistdk egy nagyon szokatlan, valoszinilleg egyediilallo
mechanizmusra hathatnak, amely két ellenkez6 irdnyban is modulalhato, hogy a Tm ellentétes iranyu
véltozasait valtsa ki. A hipertermizld6 TRPV1 antagonistdk a TRPV1 csatorna protonok altali
aktivacios maddjanak hatékony gatldszerei. Azaltal okoznak hipertermiat, hogy specifikusan TRPV1
csatornakon hatnak (on-target hatads) a has meghatarozott részén (részleteket lasd alabb), és
blokkoljak e csatornak protonok altali tonusos aktivaciojat. Ez a gatlas az autondm hideg elleni
védekezes szuppresszidjanak megsziinését eredményezi, igy hipertermia kialakulasahoz vezet. Az
Ggynevezett "termalisan neutralis” TRPV1 antagonistak (azok, amelyek nem befolyasoljak a Tm-et)
nem hatnak a TRPV1 csatorna proton aktivacios modjara, igy nem befolyasoljak a hasi TRPV1
csatornak hdszabalyozasi reflexiveit. A hipotermiat kivaltdo TRPV1 antagonistak potencirozzak —
nem pedig géatoljdk — a proton aktivacios modot. A hasi TRPV1 csatorndkra hatva fokozzédk a
protonok altali tonusos aktivaciot, tovabb erbsitve az autondm hideg elleni védekezés tonusos
gatlasat, ami hipotermidhoz vezet. Ez az egységesitd koncepci6 megmagyardzza a TRPV1
antagonistak 6sszes lehetséges hatasat a Tm-re.

Tanulmanyunk soran annak a fontos kérdésnek a tisztazasara is sorkerilt, amely a
hipertermizal6 TRPV1 antagonistak farmakoldgiai profiljaval kapcsolatos: gatoljdk-e a TRPV1
csatorna vanilloid (kapszaicin) modjat a proton aktivaciés méd nagyfokd gatlasa mellett? Az A-
1165901 és az AMGT7905 segitségével végzett vizsgalatunk alapjan most mar tudjuk, hogy a TRPV1
antagonistak hipotermias hatasaban ugyanaz a mechanizmus jatszik szerepet, mint a hipertermiés
hatés létrejotteben. Ezek alapjan matematikai modelliink eredménye szerint a hipertermizaléo TRPV1
antagonistak farmakoldgiai profiljaban sziikségszerti a TRPV1 csatorna proton aktivaciés modjanak
potens gatlasa, viszont egyaltalan nem lényeges a hé altali vagy a kapszaicin aktivaciés mod
gatlasaban kifejtett hatékonysag.

Arra is kerestem a valaszt, hogy mi lehet a TRPV1 antagonistak altal kivaltott hipertermia
létrejottének idegi mechanizmusa. Eziranyu vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy harom TRPV1
antagonistara (AMGO0347, AMG 517 és AMG8163) adott hipertermias valasz nem alakult Ki
lokalizalt hasi TRPV1 deszenzitizacion atesett patkanyokban. A lokalizalt hasi TRPV1
deszenzitizaciorol korabban kimutattak, hogy csillapitja az AMGO0347 és az A889425 altal indukalt
hipertermiat. Az a tény, hogy ez a jelenség igy mar negy kiilonbozé anyag esetében is igazolasra
ker(lt, hatarozottan bizonyitja, hogy a TRPV 1 antagonistak a hasban 1évé TRPV1 csatornakon hatva
valtanak ki hipertermiat.

Ezutén azt vizsgaltuk, hogy a has kiilonbozé részein talalhato afferens idegeken 1évé TRPV1
csatornakbol szarmazo jelek hogyan jutnak el az agyba. A hasi zsigereket a test legnagyobb idegének
szamitd nervus vagus innervalja, amely tainyomorészt szenzoros ideg, és amelynek afferens rostjai
TRPV1 csatornédkat is expresszalnak. Kizartuk a vagus részvételéet a TRPV1 antagonistak altal
Kivaltott hipertermiaban azzal, hogy kimutattuk, hogy a teljes (kétoldali) szubdiafragmatikus
vagotomia nem befolyasolta a Tm i.v. AMG0347 altal okozott emelkedését, annak ellenére, hogy a
vagotomia eredményessegét funkcionalisan igazolta a mitét hatdséra kialakult megnovekedett
gyomortomeg.

A hasi zsigereket a nervus splanchnicus major, minor, minimus, lumbalis és pelvicus agai is
ellatjak. A splanchnicus idegek szintén expresszalnak TRPV1 csatornakat, amelynek expresszios
szintje altaldban magasabb a splanchnicus afferenseken, mint a vagus afferenseken. A nervus
splanchnicus major kétoldali atmetszése azonban nem befolyasolta az AMGO0347 altal kivaltott
hipertermiat, annak ellenére, hogy a splanchnicotomia eredmeényességét funkcionalisan igazoltuk a
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mellékvesék stressz altal indukalt kortikoszteron termelésenek blokkolasaval splanchnicotomiat
kovetoen.

A vagotomiaval és a splanchnicotomiaval ellentétben a DLF kétoldali atvagasa a gerincvel6
C1 szintjén csokkentette az i.v. AMGO0347-re adott hipertermias valasz mertékét, ami arra utal, hogy
az abdominalis TRPV1 csatornakbdl szarmazd, hipertermids valaszt kivalto jelek a gerincvel6n
keresztll jutnak el az agyhoz. A TRPV1 antagonistdkra adott hipertermias valasz gerincvel6i
transzmissziojat tamasztjak ala azok az adatok is, amelyek azt mutatjak, hogy intratekalis kapszaicin
altal okozott TRPV1 deszenzitizacion atesett egerekben nem jott Iétre hipertermia AMG 517 hatéséara.
Szamos allatfajban mind a zsigeri, mind pedig a szomatikus fajdalmas és fajdalmatlan szignalok a
spinothalamicus és spinoparabrachialis idegpalyak laterdlis funiculusaban haladnak. Ezek koze
tartoznak a torzsbél és a végtagokbol érkez6 hémérsékleti jelek is. A nyaki gerincveld6 DLF
sériléseir6l  kimutattdk, hogy macskékban termoszenzoros hianyossagokat eredményez,
patkanyokban pedig karositja a hidegkeriil6 viselkedési valaszokat. Tekintvén, hogy a major
splanchnicus ideg ketoldali &tmetszése nem befolyésolta az AMGO0347-re adott hipertermias valaszt,
tisztaban voltunk azzal, hogy a spinalisan tovabbitott jelek, amelyek a TRPV1 antagonistak altal
kivaltott hipertermiat létrehozzak, nem a major splanchnicus idegen keresztil jutnak el a
gerincvel6be. A priori a minor, minimus, lumbalis és pelvicus splanchnicus idegek is szerepet
jatszhatnanak, de mindegyikik sokkal kisebb, mint a major splanchnicus ideg, és a hasilireg also
részén 1évo szervek viszonylag kis mennyiségii szovetét innervaljak. Tovabba, a splanchnicus idegek
kdzul mind a TRPV1 expresszio szintje, mind pedig a kapszaicin-érzékeny rostok szazalékos aranya
altalaban csokken caudalis iranyban, a major idegtél a pelvicus idegig haladva.

A fentiek fényében meggy6zobbnek latszik az a hipotézis, miszerint a keresett szignalok a
hasfalat alkotd6 vazizmok massziv tomegéb6l szomatikus afferenseken keresztil jutnak el a
gerincvelobe. Ezek a szomatikus afferensek tulnyomorészt metaboszenzitiv C-rostok, amelyek
felszall6 palyai a gerincvel6i DLF-ben futnak. Megerdlteté testmozgas soran az 6sszehuzodod
vazizmok metabolikus acidozist és hipertermiat okoznak, amelyek aktivaljak a TRPV1 csatornékat.
Ha a hasfal izmai valoban a TRPV1 antagonistak hipertermias hatdsanak tdmadaspontjat képezik,
akkor vizsgalatunkban és korabbi vizsgalatokban az RTX alacsony dézisanak i.p. beadasa éltal
okozott deszenzitizacionak a hasfalra is ki kellett terjednie, annak érdekében, hogy a torzs
vazizomzatanak TRPV1 csatornat expresszalo afferenseit karositsa. Ennek Kideritése érdekében
megvizsgaltuk, hogy egy kapszaicinnel kivaltott reflex gatolt-e az RTX elékezeléssel deszenzitizalt
patkanyok kiils6 ferde hasizmaban. Azt talaltuk, hogy kontroll (vehikulummal el6kezelt)
patkanyoknal a kapszaicin lokalisan (hasfalba) tortén6 beadasa jelentésen csokkentette a
vérataramlast a kiilsé ferde izomban azaltal, hogy az arteriolak vazokonstrikciojat valtotta ki. Az
érfali  simaizomsejtekben expresszalodd TRPV1 csatorndk fontos szerepet jatszanak a
rezisztenciaerek konstrikciéjanak létrejottében, de az érvalaszban a perivascularis idegeken, koztik
a C-rostokon jelenlévé TRPV1 csatornak is részt vesznek. A vehikulummal elékezelt patkanyokkal
ellentétben a kapszaicin altal kivaltott vérataramlasbeli csokkenés teljes mértékben hianyzott a
kisdozist i.p. RTX el6kezelésen atesett patkanyoknal. Ez az eredmény arra utal, hogy az afferens
idegek lokalizalt hasi deszenzitizacidja, amely a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermia
kialakulasat gatolja, kiterjed a hasi vazizmokban 1évé TRPV1 csatornakra is. Vizsgalatunk tébbi
eredményével egyitt, mindez ahhoz a kdvetkeztetéshez vezet, hogy a TRPV1 antagonistak
valdsziniileg a torzs izomzatdnak TRPV1 csatornain hatva valtjak ki a hipertermias hatasukat.

Vizsgalatunk tovabbi részében azt is igazoltuk, hogy az LPB-ben van egy olyan
neuronpopulacio, amely szlikséges az i.v. AMG0347-re adott hipertermias valasz kialakulasahoz, és
hogy az rRPa neuronjai szintén szikségesek az AMGO0347 Aaltal indukalt hipertermiahoz.
Osszességében arra kovetkeztethetiink, hogy a TRPV1 csatornat expresszald abdominalis afferensek
az autonom hideg elleni védekezést szabalyoz6 agyi idegpéalyakhoz csatlakoznak. Legval6szintibbnek
az tinik, hogy a gerincveld hatso szarva vagy az LPB az a hely vagy helyek, ahol a TRPV1 csatornat
expresszald afferensek kapcsolddnak a hideg elleni védekezés idegpalyaihoz.

A TRPV1 antagonistdk hipertermias hatasmechanizmusaval kapcsolatos fenti
eredmenyeinket 0sszegezve, arra kdvetkeztethetiink, hogy patkanyokban ezek a farmakologiai szerek
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a torzs vazizomzatat innerval¢ afferens idegek TRPV1 csatornaira hatnak, és blokkoljak e csatornak
tonusos (protonok altali) aktivacidjat, ezaltal felszabaditjdk a gatlas alél a barnazsirszoveti
termogenezist és a bér vazokonstrikciot. E hatas idegi Gtvonala a gerincvel6i DLF-ben aszcendal és
csatlakozik a hideg elleni védekezes LPB-rRPa Gtvonalahoz. Ez az idegi Utvonal tehat egyfajta acido-
antitermogenezis és acido-antivazokonstriktor reflexet alkot. Ezek a reflexek fontos szerepet
jatszhatnak a Tm szabalyozasaban fizikai aktivitds sordn. A meger6ltet6 fizikai aktivitads olyan
hipertermiat okoz, amely korlatozza a teljesitmenyt és halalos lehet, ugyanakkor metabolikus
aciddzist is okoz, ezéltal fokozza a TRPV1 csatorna protonok altali aktivicidjat a nagytomegi
torzsizmokban, amelyek részt vesznek a légzésben is. A TRPV1 csatorna aktivacidjanak fokozodasa
a termogenezis és a bér vazokonstrikcio fokozott gatlasahoz vezet, igy megakadalyozza a Tm tovabbi
emelkedését vagy akar csokkentheti is a Tm-et. El6bbiek révén az acido-antitermogenezis és acido-
antivazokonstriktor reflexek ellensulyozzak a fizikai aktivitassal jard hipertermiat. Vizsgalatunk
ujdonsaga és jelentésége a TRPV1 csatorna altal kozvetitett acido-antitermogenezis és acido-
antivazokonstriktor reflexek idegi Utvonalainak felfedezése.

A TRPV1 antagonisték &ltal indukalt hipertermia molekuléris és idegi mechanizmusainak
tanulmanyozasa mellett az is érdekelt, hogy ez a hatés felhasznalhato lehet-e az altatas soran kialakulo
hipotermia kivédésére ragcsalokban (repurposing). Azt talaltuk, hogy az AMG 517 képes volt
visszaforditani az injekcidval vagy inhalacidval kivaltott altalanos anesztézia soran kialakulo
hipotermiat. Fontos kiemelni, hogy az anyag hatasara per se hipertermia nem alakult ki az altalanos
anesztézia mellett. Azt is Kimutattuk, hogy az altatas altal indukalt hipotermia ilyen jellegii
visszaforditasa specifikus a TRPV1 csatorna gatlasara, mivel Trpvl KO egerekben a hatas nem jott
letre. A TRPV1 antagonistak elsésorban valdsziniileg a barnazsirszéveti termogenezis fokozasa révén
forditjak vissza az altatds okozta hipotermiat. Osszességében ezek a preklinikai eredmények arra
utalnak, hogy a TRPV1 antagonistak hasznosak lehetnek perioperativ fazisban a normotermia
fenntartasaban.

Erdekes modon az AMG 517 hosszl felezési ideje ellenére az alkalmazott dozisok mellett
nem valtott ki hipertermiat az altatas utani idészakban sem. Amennyiben a hipertermias hatés hianya
az altatds utani fazisban emberekben is igazolasra keriil, az nagyban eldsegitheti a TRPV1
antagonistak perioperativ idészakban valé haszndlatdval kapcsolatban felmeriild kétségek
eloszlatasat. Az altatas altal kivaltott hipotermia dinamikaja nem mutatott eltérést Trpvl KO
egerekben WT tarsaikhoz képest, ami arra utal, hogy nem a TRPV1 csatorna az altatas altal kivaltott
hipotermia elsddleges tdmadaspontja. Mindazonaltal az AMG 517 hatasa a TRPV1 csatorna
jelenlététdl fuggott. Mivel az AMG 517 a patkanyok mellett WT egerekben is gatolta az altatds okozta
hipotermiat, eredmenyeink azt mutatjdk, hogy a TRPV1 antagonistidk altatds okozta hipotermiat
kivédé hatasa nem fajspecifikus. Tovabbi vizsgalatokra van szikseg annak megallapitasara, hogy
ezek a megfigyelt hatasok emberekben is jelentkeznek-e. Az altatds okozta hipotermia klinikai
kdvetkezményei kozott szerepelhetnek vérzések, posztoperativ miokardialis infarktus és a miitéti
teriilet fert6z6dése. Fontos lenne megvizsgélni, hogy a normotermia fenntartdsa TRPV1
antagonistakkal kivédi-e ezeket a komplikacidkat. Ezenkivil a TRPV1 antagonistadk a szisztémas
gyulladas egérmodelljeiben befolyasoljak a mortalitast is életkortol fiiggé modon (lasd 5.3.1.1.
fejezet), amely arra utal, hogy alkalmazasuk miitétek soran tovabbi elénydkkel jarhat. Tekintvén,
hogy a vizsgalt anyagot (AMG 517) mar engedélyezték és teszteltek human vizsgalatokban, ez az
,ujracélzasi” (angolban: repurposing) hipotézis relative egyszeriien vizsgalhatd lenne altalanos
anesztézia soran emberekben.

A TRPV1 antagonistak hipertermizald hatasanak molekularis mechanizmusaira vonatkozd
patkanyokban elért eredményeink emberekre vald alkalmazhatosagat illetéen fontos volt azt is
megvizsgalni, hogy a human TRPV1 csatorna esetében is a proton aktivaciés mod gatlasa felelds-e a
hatas kialakulasaért. A fentiekben bemutatott ,,0jracélzasi” lehetdségen kiviil, gyogyszerfejlesztési
szempontbdl talan a legjobb megoldas egy olyan TRPV1 antagonista megtervezése lenne, amely
fajdalomcsillapitoként megfeleld hatékonysaggal rendelkezik, de nem okoz semmilyen nem Kivant
testhOmérsékleti hatast, azaz hipo- vagy kilondsen hipertermiat. Tanulmanyunk alapjan a termalis
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hatasok valoszintileg minimalisak lesznek emberekben azon anyagok esetében, amelyek nem gatoljak
a humén TRPV1 csatorna protonok és hémérséklet altali aktivaciojat, még akkor is, ha ezek az
anyagok a csatorna kapszaicin aktivacios modjanak potens gatloi. Ha a proton és homérséklet altali
aktivaciot gatlo hataserésség elég alacsony, azonban a kapszaicin mddot gétlo potencial kelléen
magas, akkor egy ilyen anyag jo eséllyel megfeleléen hatékony lesz (a human TRPV1 csatorna
vanilloidok altali aktivacidjanak potens blokkolasaval) anélkil, hogy befolyasolna a
testhémérsékletet. Reményteli, hogy tobb TRPV1 antagonistat szintetizaltak mar kiilonb6z6 foka
aktivaciés mad-szelektivitassal (masodik generacids antagonistak), és néhanyat mar embereken is
teszteltek.

6.1.2. A TRPM8 ioncsatorna

A TRPMS8 csatorna hidegszenzor szerepének vizsgalata soran egy szelektiv és er6s TRPM8
antagonista fiziologiai hatasainak felderitésével Kkimutattuk, hogy a Tm fiigg a bér TRPMS
csatorndirol érkez6 hideg szignaloktol. Eredményeink azt sugalljak, hogy a TRPM8 csatorna
univerzalis hidegszenzorkent funkcional a bérben, olyan értelemben, hogy szabalyozza az 6sszes f6
hideg elleni védekezé mechanizmust (legalabbis ragesalokban): a hidegkeriil6 viselkedést, a farokb6r
vazokonstrikciojat és a barnazsirszdveti termogenezist. A TRPMS ilyen univerzalis szerepe a bor
afferenseken 6sszhangban van azokkal a termofizioldgiai és elektrofizioldgiai vizsgalatokkal,
amelyek azt mutattak, hogy a bér legtobb termoreceptora hidegérzékeny, és hogy a Tb-i szignalok
jelent6sen hozzajarulnak a legtobb termoeffektor szabalyozasahoz. Mindezek alapjan egy olyan kép
korvonalazodik, amely szerint az idegek végzddésein és axonjain talalhatd TRPM8 csatornak a
bérben siirii halozatot alkotnak, amely fajdalmatlan hidegingerekre aktivalodik, igy szabalyozza tébb
autonom és viselkedési termoeffektor aktivitasat.

Eredményeink azt is bizonyitjak, hogy a bérbdl érkezé hideg szignalok blokkoldsa TRPMS
antagonistaval inaktivalhatja a hideg elleni védekezést és csokkentheti a Tm-et éber allatokban.
Beszamoltak arrol, hogy egy masik TRPM8 antagonista szintén hipotermiat okozott egerekben.
Mivel a jelen tanulmany azt mutatja, hogy az M8-B-re adott hipotermias valasz erdsen fliggott a Tk-
tol, a TRPM8 antagonistak &ltal indukalt hipotermia az elsé példa arra, hogy egy allat Tm-ének
valtozésa specifikusan homérsékleti szignalok termoreceptorok szintjén valé farmakologiai
gatlasanak eredményekeént alakult ki. Megjegyzendd, hogy a TRPV1 antagonisték is befolyasoljak a
Tm-et (hipo- vagy hipertermiat valthatnak ki), de hatasuk a TRPV1 csatorndknak nem a termalis
(hanem protonok altali) aktivaciojanak modulaciéjabdl ered (lasd fent). A TRPMS8 csatorna kapcsan
bemutatott alapelv — a héérzékelés szelektiv farmakologiai modulacidja — a jovOben felhasznalhato
lehetne arra, hogy terapias hipotermiat idézzenek el altatasban nem részesiilé betegeknél, példaul
stlyos traumas agysériilés esetén, ahol hatasa elonyos lehet a betegség kimenetele szempontjabdl.
Mindezek alapjan egy Uj tudomanyég, a termofarmakoldgia lehet kialakuldban.

6.1.3. A TRPA1 ioncsatorna

A TRPM8 csatorna tanulmanyozasa mellett azt is szerettem volna tisztazni, hogy a TRPAL
csatorna, amely in vitro adatok alapjan szintén hideggel (17°C alatt) aktivalhatd, hozzajarulhat-e a
normal testhémérséklet fenntartasahoz in vivo. Els6ként a TRPA1 csatorna hideg elleni védekezésben
betdltott szerepét vizsgaltuk.

Kisérleteinkben KO egerek alkalmazasaval kimutattuk, hogy a Trpal delécidéja nem
befolyésolja sem a Tm hideggel szembeni védelmét, sem pedig az autoném termoeffektorok hideg
altali aktivaciojat. A hidegexpozicido sulyossaga ebben a kisérletben valdsziniileg elegend6 volt
ahhoz, hogy a szervezet barmely pontjan mért hémérsékletet a TRPA1 aktivacios kiszObe ala
csokkentse (a Tm ~13°C volt a kisérlet végére). Ez arra utal, hogy egerekben a TRPAL csatorndk nem
kontrollaljadk a hideg elleni védekezés autondm termoeffektorait. A KO egerekben lehetséges
kompenzatorikus folyamatok kizarasa érdekében a TRPAL csatorndk gétlasat farmakoldgiai
modszerekkel, a Compound 43 és az A967079 antagonistdk akut beadasaval is elvégeztik
genetikailag nem modositott patkanyokban. Ezekben a Kisérletekben, kimutattuk, hogy sem a
Compound 43, sem az A967079 nem befolyésolta a patkanyok hidegexpoziciora adott Tm vélaszat.
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Ez arra utal, hogy a h6szabalyozasi rendszer nem hasznal TRPAL csatornakrol szarmazo homérsékleti
szignalokat, legaldbbis patkanyokban. Ahhoz, hogy ez a kdvetkeztetés minél megalapozottabb
legyen, mddszertanilag tobb eldvigyazatossagi 1épést is tettiink, amelyek alapjan megalapozottnak
latszik az a kdvetkeztetésunk, hogy ragcsalokban a TRPAL csatorna nem tartozik a termoregulacios
rendszer testfelszini hidegszenzorai k6zé. Még ha patkanyokban vagy egerekben a TRPAL csatorna
aktivalhato is hideggel és kozvetiti a hideg altal indukalt fajdalmat, eredményeink alapjan akkor sem
vesz részt a hdszabalyozasban. Ebb6l a szempontbol a TRPA1 csatorna hasonlit a TRPV1
csatornahoz, amely rendkivil érzékeny a magas hémérsékletre és az arra adott fajdalomvalaszokat
kozvetiti, de termoszenzorként nem vesz részt a Tm Szabalyozasban, legalabbis ragcsalokban. A
TRPV1 és a TRPAL koexpresszalddik a polimodalis nociceptorokon, amelyek valdszinilileg nem
vesznek részt az autonom ¢és viselkedési termoeffektorokat szabalyozo homérsékleti szignalok
kozvetitésében. Osszefoglalva, egerekben és patkanyokban végzett kisérleteink azt mutatjak, hogy a
TRPAL csatorndkat vagy nem aktivalja a hideg in vivo, vagy olyan sejteken expresszalddnak,
amelyek nem csatlakoznak az autondm termoeffektorokhoz, vagy mindkettd, de eredményeink
szerint ragcsalokban a hdszabalyozasi rendszer nem hasznalja ¢ket termoszenzorkeént, még sulyos
hideghatasnak val kitétel soran sem.

A TRPAL csatorna termoregulatorikus hidegszenzor szerepének fentiekben ismertetett
elvetése azonban nem zarta ki annak a lehet0ségét, hogy ligand agonistak altali aktivacidja révén
szerepet jatszik a testhOmérséklet szabdlyozasdban — hasonldan, ahogyan azt a TRPV1 csatorna
protonok altali aktivacidja kapcsan felderitettiik. Kovetkezd vizsgalatunkban ezek alapjan arra
kerestem a vélaszt, hogy a TRPA1 csatorna egyik endogén agonistdja, a H2S milyen
termoregulatorikus hatasokkal bir.

A H:zS donorok injektalasa a lateralis agykamraba hipotermiéat és hipometabolizmust okozott.
Ezek a hatasok Na2S esetében nagyobb dozisoknal kifejezettebbek voltak. Eredmenyeink
dsszhangban vannak H2S inhalécidja és NaHS beadasa esetén kialakul6é hipotermiat leird korabbi
kozleményekkel, ugyanakkor ellentmondanak mas szerzék eredményeinek, amelyek szerint a
centralisan beadott Na2S-nek nincs jelentés hoszabalyozasi hatdsa. Az NazS-sel kapott eredmények
kozotti ellentmondas magyarazata lehet, hogy a korabbi kisérletekben az Na2S-t alacsony dozisban
adtak be. Valdsziniisithet, hogy a koradbbi vizsgalatokban az Naz2S-t a termoregulatérikus hatasok
kivaltasahoz szukséges kuszoberték alatti koncentracioban adtak be.

Ezutan kimutattuk, hogy a hipotermias kisérletekhez hasonlé médon (1 mg/kg i.c.v.) beadott
NazS novelte a vér perfaziojat is a térzs bérében (lumbalis hati régioban). Egereknél a térzs nagyobb
mértékben jarul hozza a teljes test hdleadasahoz, mint patkanyoknal, és valoszinii, hogy egereknél a
bizonyitasa — a csdkkent termogenezis mellett — a H2S altal kivaltott hipotermidban arra utal, hogy a
H2S két kiilonbozo efferens termoeffektor idegpalyara hat, vagy olyan neuronokra, amelyek ezeknek
a termoeffektor palyaknak a kozos afferens vagy efferens részében helyezkednek el. Kisérleteinkben
az NazS nagy dozisu (az i.c.v. hatasos dozisnal tizszer nagyobb) szisztémas (i.p.) beadasa nem volt
hatassal a Tm-re, ami a termoregulatorikus hatasok centrélis (agyban talalhatd) kivaltasi helyére utal.

Megvizsgaltuk a GYY4137, egy nagyon lassu H2S felszabadulashoz vezeté donor,
hdszabalyozasi hatasat is. Ezt az anyagot tobbszor hasznéltdk méar korabban a H2S valodi fiziologiai
funkcidinak tanulméanyozasara kiilonboz6 kisérleti modellekben. A GYY4137 i.c.v. beadasa az Naz2S-
hez hasonléan hipotermiat és hipometabolizmust okozott az egerekben. A vélasz dinamikaja azonban
eltéré volt, mivel mind a VO2, mind pedig a Tm csokkenése lassabban, de kifejezettebb mértékben
alakult ki, mint NazS esetében, ami 6sszhangban van a HzS felszabadulas kiilonbozé mértékével.

Végul a H2S altal indukalt hipotermia molekularis célpontjat is vizsgaltuk. A H2S TRPA1
csatornara gyakorolt hatasat szamos kisérleti modellben igazoltak, de ismeretlen volt, hogy a TRPA1
csatorna szerepet jatszik-e a H2S hipotermizalo hatdsanak kialakulédsadban. Ennek felderitésére,
megvizsgaltuk a H2S donorokra (NazS és GYY4137) adott hdszabalyozasi valaszt Trpal” egerekben
(és WT tarsaikban). Kimutattuk, hogy a hipotermids és a hipometabolikus valaszok egyarant
attenualtak Trpal” egerekben a Trpal*’* tarsaikhoz képest. Ezek az eredmények, ismereteink szerint,
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elészor bizonyitjak egyértelmiien, hogy a H2S-t gyorsan és lassan felszabaditd donorok altal kivaltott
hipotermiat a TRPAL csatorna kozvetiti egerekben.

Kisérleteinkben azt is kimutattuk, hogy a hipotermias valasz a kozponti idegrendszerb6l indul
ki, ezért figyelminket a TRPAL csatorna agyi expressziojara 6sszpontositottuk. RNAscope
segitségével kimutattunk nehany Trpal mRNS transzkriptumot az autondm termoeffektor palyakban
valamennyi vizsgalt agyi magban, de meg kell jegyezniink, hogy az mRNS expresszid nem feltétlen(l
korrelal a fehérje transzlacios rataval, hiszen az alacsony mRNS expresszié magas fehérjeszinthez is
tarsulhat, amint azt kiilonb6z6 vizsgalatokban kimutattak. Fontos, hogy alacsony mRNS expresszidja
ellenére a TRPAL csatornarol ugy gondoljak, hogy kritikus élettani funkciokat tolt be kiilonb6z6
szovetekben, tehat a Trpal mRNS alacsony mennyisége ellenére is funkcionalis TRPAL fehérjék
lehetnek jelen a neuronokban. Kovetkezésképpen lehetséges, hogy a TRPAL csatorna fehérjeszinten
elegend6 mértékben expresszalodik ahhoz, hogy kozvetitse a H2S hatdsat egyenesen a vizsgalt
hészabalyozassal kapcsolatos neuronokbol. Nem zarhaté ki azonban, hogy mas agyi struktirakban
talalhaté TRPA1 csatornak a H2S hatasanak elsddleges tdmadaspontjai, amelyek a termoregulatérikus
palyak neuronjaihoz fut6 6sszekottetéseiken keresztiil modulaljak a termoeffektorok aktivitasat.

Eredményeink ravilagitanak a centralis TRPAL csatorndk altal kozvetitett H2S jelatvitel
fontossagara a termoreguléacioban. A szisztémas gyulladas sulyos formaiban (példaul szeptikus sokk),
amelyek gyakran jarnak hipotermiaval és fokozott HzS termeléssel, a TRPAL és a H2S kozotti
interakcid dont6 szerepet jatszhat a termoregulatorikus valasz kialakulasaban, perspektivaként pedig
terapias célpontként szolgalhat.

6.2. Termo-TRP ioncsatornak szerepe vazomotor valaszok kialakulasaban

Legfobb 0j eredményként kimutattuk, hogy a TRPV1 csatornak modulaljak a centralis
(karotisz) és a periférias (farokbor) artériak pH valtozasok altal kivaltott vazomotoros valaszait. Mig
a neuralis struktarakon talalhaté TRPV1 csatornak jelentds szerepet jatszanak a bazikus pH indukalta
kontrakci6 korlatozéasaban, addig a savas pH indukalta relaxaciot elsésorban a nem-neuralis elemeken
talalhaté TRPV1 csatornak szabalyozzak.

Eredményeinket tobb szempontbdl is aldtdmasztottuk. El6szor is kimutattuk, hogy a savas és
béazikus pH altal indukalt érrendszeri hatasok fokozddnak a Trpvl” egerek karotisz és farokbor
artériaiban Trpv1*/* tarsaikhoz képest. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy egerekben a TRPV1
csatornak limitald szerepet jatszanak a savra és bazisra adott vazomotoros valaszok szabalyozasaban.
A genotipusok kozotti kilonbség mar alacsony sav- és baziskoncentracioknal is szignifikans volt a
karotiszban, de a farokbor artériaban csak a legmagasabb ddzisnal, ami arra utal, hogy a TRPV1
csatorna limitalo szerepe dominansabb centrélis (karotisz) artériakban, mint periférias (farokbér)
artéridkban. Masodik megkdzelitésiinkben farmakologiai gatlast alkalmaztunk a TRPV1 antagonista,
BCTC akut adasaval genetikailag nem maodositott egerekben. A TRPV1 csatorna farmakolégiai
blokkolasaval kapott eredményeink megerésitették a TRPV1 csatorna limitalo szerepét a pH
valtozasok altal indukalt vazomotoros valaszokban.

Bar a sav-bazis valtozasok érrendszeri hatdsait mar korabban is vizsgaltak, és mas
tanulmanyokban a TRPV1 csatorna savas és bazikus ingerek altali aktivacidjat is kimutattak,
tudomasom szerint el6ttiink még nem végeztek olyan vizsgalatokat, amelyekben a TRPV1 csatorna
szerepét vizsgaltdk volna a savi és bazikus ingerek kiilonboz6 értipusokra gyakorolt hatdsaiban. A
TRPV1 csatorna ismerten szerepet jatszik exogén és endogén ligand agonistakra adott vazomotoros
valaszok kozvetitésében, illetve szerepét kimutattdk a hé altal kivaltott érrendszeri valaszok
kozvetitésében is. Elobbieket kiegészitve, mi elséként bizonyitottuk, hogy a TRPV1 csatorna limitalo
szerepet jatszik a sav altali vazorelaxacio és a bazis altali vazokonstrikcid létrejottében.

Harmadik megkdzelitésiinkben RTX deszenzitizaciot alkalmaztunk az egerekben, amely
kezelés elsésorban a neuralis elemeken kérositja a TRPV1 csatornak miikodését, de a nem-neuralis
struktarakban 1évé TRPV1 csatornakra kevés hatassal van. Azt talaltuk, hogy az RTX adasaval
deszenzitizalt egerek karotisz és farokbor artériaiban a bazikus pH indukalta kontrakcié fokozddott,
de a savi pH indukalta relaxacio nem valtozott a kontroll egerekhez képest. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy neurélis TRPV1 csatorndk kozvetitik a bazikus ingerek altal indukalt kontrakcid
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limitalasat, mig a nem-neuralis érstruktirakon 1évé TRPV1 csatornak jarulnak hozza a savi ingerek
altal indukalt relaxacié szabalyozasahoz. Tekintettel arra, hogy az acidodzis csokkenti, mig az
alkalozis fokozza a neuronalis ingerlekenységet, a sav-indukalta relaxacio nem-neuronalis és a bazis-

Azt, hogy a kiilonb6z6 TRPV1 csatorna populéciok aktivacioja eltéré érrendszeri valaszokat
eredmenyezhet, korabban mar kimutattdk ligand agonistdkkal. A simaizomsejteken expresszalodd
TRPV1 csatornak kapszaicin altali aktivacioja vazokonstrikciohoz vezetett, mig a neuralis TRPV1
csatorndké vazodilataciot okozott egerekben és patkdnyokban. Hasonld szdvetspecifikus
kilonbségeket figyeltlink meg a kapszaicinre adott valaszban a sajat vizsgalatunkban is. Karotisz
artéridkban kapszaicin adasa funkciondlis TRPV1 csatorndk jelenlétében konstrikciot okozott,
amelyet nem befolyasolt a neuralis TRPV1 RTX altali deszenzitizacidja. A karotisz artériakkal
ellentétben a farokbdér artériak relaxacidval reagaltak kapszaicinre, ami a neuralis TRPV1 csatornak
RTX elokezeléssel torténd karositasa utan jelentdsen csokkent. Az idegvégzddéseken 1évé TRPV 1
csatornak aktivacidja szenzoros neurotranszmitterek (példaul kalcitonin gén-rokon peptid, SP)
felszabadulasahoz vezet, amelyek stimulaljak az endotelidlis nitrogén-oxid szintézist, ennek
kdvetkeztében vazorelaxaciot okoznak. Meg kell jegyezni, hogy a TRPV1 csatorna az
endotélsejtekben is kifejez6dik, ahol kapszaicin altali direkt aktivacidja vazodilataciot okozhat. A
kapszaicin ilyen kozvetlen hatdsa az endotelidlis TRPV1 csatorndkra lehet az oka annak, hogy
Kisérleteinkben az RTX clékezelésen atesett egerek farokbor artériaiban némi dilatacié megfigyelhetd
volt, bar ez jelent6sen kisebb mértékii volt, mint vivoanyag el6kezelés utan.

A savas és bazikus ingerekre adott vazomotor valaszokat a TRPV1 csatorna mindkét vizsgalt
értipusban limitalta, de korlatoz6 szerepe jelent6sen kifejezettebb volt a karotisz artériakban a farok
artéridkhoz képest mindharom kisérleti megkozelitésiinkben. Ez az eltérés fontos élettani szerepbeli
kilonbségeket tiikrozhet, miszerint a létfontossagu szerveket (példaul az agy) verrel ellato erekben a
TRPV1 csatorna mar kKismértékii sav-bazis eltéréseknél kifejti vazomotoros szabalyozo funkciojat,
ezzel szemben a test periféridjan elhelyezkedd erekben, amelyeknek a szdveti perfiizid biztositdsan
Kivil mas funkcidjuk is lehet — mint példaul termoregulatorikus érvalaszok a bér artéridiban — a
TRPV1 csatorna csak nagyfokl sav-bazis eltéréseknél kezdi limitalni a vazomotor reakciokat.

A fentiekben ismertetett kisérletek elvégzése soran azzal a mddszertani akadallyal
szembesdultink, hogy az altalunk hasznalt miograf rendszer csak korlatozott tartomanyban alkalmas
az érszakaszokat koriilvevé vizfiirdd hdmérsékletének megvaltoztatasara, igy a termo-TRP csatorndk
vaszkularis bioldgiai szerepének széles homérsékleti tartomanyban, kiillondsen szobahdmérséklet
alatti hémérsékleteken valo vizsgalatara. Ezen technikai akadaly athidalasa érdekeben 0j hocseréld
lemezeket fejlesztettink ki 3D nyomtatassal, amelynek segitségével a miograf rendszer alkalmas
lehet hidegben (akar 13°C-os hémérsékleten) is a vazomotor valaszok mérésére.

Az Gjonnan kifejlesztett h6cseréld eszkoziink alkalmazasat ezutan teszteltlik patkanyok izolalt
farokborének artéridin kiilonb6z6 hoémérsékleten. Bizonyitottuk, hogy az 0j eszkdz sikeresen
hasznalhatd a miograf rendszer tartozékaként a vizfiirdé hiitésére és homérsékletének allando szinten
tartdsara. Hidegben is ki tudtuk valtani az artéridk konstrikciojat, ezzel megerésitve az erek
életkepességét, valamint a rendszer alkalmassagat a vazomotor valaszok tanulmanyozasara 13-16°C-
on. A KCI 60 mmol/l koncentracidban 36°C-on érsziikiiletet idézett el, mig 13 és 16°C-on nem volt
hatdsa. A KCI altal kivaltott vazokonstrikcié hianyat korabban is kimutattak hidegben, de nagyobb
eml8sokbol, példaul kutyakbol és sertésekbdl izolalt arteriolakban. Magyarazatként emlithetd, hogy
bizonyos fajoknal kimutattak a Na*/K* ATP pumpa ATP-hez valé csokkent affinitasat 20°C alatt,
ami natrium felhalmozddasahoz vezethet a sejteken bellil. Ennek kovetkeztében a membranpotencial
pozitivabb értékek felé tolodik, ezaltal névelve a sejtek KCI altali depolarizaciojahoz sziikséges
elektromotoros er6t. llyenkor megndvekedett extracellularis KCI koncentracié elegendd
elektromotoros erét hozhat Iétre a sejtek depolarizacidjahoz. Kisérleteinkben ezt a hipotézist
teszteltilk, és azt talaltuk, hogy amikor a KCI koncentraciéjat 60 mM-rél 90 mM-ra emeltik, hidegben
is létrejott a KCI altal kivaltott vazokonstrikcid. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az jonnan
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kifejlesztett eszkdzlnk alkalmas lehet a hideg altal kivaltott vaszkularis fizioldgiai hatasok
mechanizmusainak vizsgalatara, beleértve a termo-TRP csatornak lehetséges szerepének feltarasat.

Tudomasunk szerint mi vagyunk az elsok, akik beszamoltunk a hideg gatl6 hatasarol a KCl
altal kivaltott vazokonstrikciora izolalt patk&ny farokartéridkban. Az ismertetett kisérleti elrendezés
uj, széles korben hozzaférheté és gazdasdgos Kisérleti modszert jelenthet a hiités vazomotor
valaszokra gyakorolt hatdsdnak tanulméanyozasara emlsokben.

6.3. Szisztémas gyulladasos allapotok termoregulacios, élettani és molekularis mechanizmusai
6.3.1. Uj endogén mediatorok (TRPV1, SP, CCK, PACAP) a szisztémas gyulladas soran kialakul6
testhomeérsékleti eltéerések mechanizmusaiban

A TRPV1 ioncsatorna termoregulacioban bet6ltott, fentiekben ismertetett, élettani szerepének
vizsgalata mellett, kéros korulmények kozott, azaz szisztémas gyulladasban jatszott szerepét is
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a TRPV1 csatorna fiatal ragcsalokban bizonyitott gyulladascsokkentd
szerepe az Oregedéssel ellenkez6jére fordul. Mig a farmakoldgiai vagy genetikai TRPV1 csatorna
gatlas csokkenti a tulélési aranyt aszeptikus (LPS-indukalta) SIRS-ben fiatal egerekben, a TRPV1
blokad mindkét tipusa ellenkez6 hatast fejt ki 6reged6 egerekben. A TRPV1 csatorna gyulladasban
betdltott szerepének életkorfiiggd valtozasat eredményez6 mechanizmusok részleteikben ugyan még
nem ismertek, de a TNF-a szinttel kapcsolatos eredményeink arra utalnak, hogy ez a valtozés a SIRS
patogenezisének kezdeti szakaszaban kovetkezik be: vagy a TNF-a termel6désének szintjén vagy
még azt megel6zéen. Az LPS-re adott TNF-o valaszrol kimutattak, hogy az érzdéidegek TRPV1
csatornainak szuppressziv kontrollja alatt all. A TNF-o termelés TRPV1 csatorndk altali
szuppressziojanak elvesztése idésebb allatokban a TRPV1 fehérje csokkent transzlaciojat és a
perifériara torténd kisebb mértékii transzportjat tikrdzheti, valdszintileg a ganglionokat ér6 csokkend
neurotrofikus hatasok miatt. A TNF-o termelésében bekovetkezé valtozasok kozponti szerepet
magasabb TNF-a szintekkel reagalnak fertdzésekre, beleértve a szeptikus sokkot is, tovabbé intenziv
osztalyon apolt szeptikus betegek gyulladasos citokinjeinek termelését befolyasolja a TNF-a
genetikai polimorfizmusa. A TRPV1 csatorna gyulladascsokkentd szerepének életkorfiiggd
proinflammatorikusra valtozasa tehat valoszintileg — legalabbis részben —a TRPV1 csatorna TNF-a
termelésre gyakorolt gatlo hatasanak ellenkez6jére forduldsaval magyarazhato.

A TRPV1 csatorna szisztémas gyulladasban bet6ltott szerepének tanulmanyozasan kivil, azt
is tudni szerettem volna, hogy a TRPV1 csatornat expresszald idegvégzddésekbdl felszabadulod
neuroendokrin mediatorok (SP, CCK és PACAP) jelatviteli utvonalai szerepet jatszhatnak-e a
testhOmérséklet lazszerti emelkedésének kialakulasaban.

Kozullk, az SP jelatviteli utvonal szerepe régota ismert volt gyulladasos folyamatokban, de
az tisztazatlan maradt, hogy az SP-NK1 receptor Utvonal hozzajarul-e a szisztemas gyulladashoz
tarsuld lazvalasz kialakulasahoz. Tanulmanyunkban Tacrl” egerek segitségével elséként mutattuk
ki, hogy az NK1 receptor hidnya az LPS altal indukalt laz csokkenését eredményezi. Kisérleti
modelliink lehetdvé tette, hogy a laz kialakulasanak elmaradasat mar a laz korai fazisaban (~40
perccel az LPS infuzidja utan) kimutassuk, ami szintén uUjdonsagnak szamit. A molekularis
mechanizmus vizsgalata soran, amikor a COX-2 expressziojat fehérjeszinten mértik, azt talaltuk,
hogy az LPS altal kivaltott emelkedés jelentdsen mérséklédott a Tacrl” egerek tiidejében, majukban
pedig tendencidzusan alacsonyabb volt a Tacr1** alomtarsaikhoz képest. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy az NK1 receptor a COX-2 fehérje expresszidjanak fokozasan keresztil részt vesz a l1az
Iétrejottében, méghozza periférids szervekben, mint a tiid6 és a maj.

Korébbi tanulmanyokban is beszdmoltak az SP jelatvitel és az NK1 receptor részvételérol
experimentlis ldzban. Amikor azonban a szerz6k az NK 1 receptor szerepét vizsgaltak a 14z jelatviteli
Utvonalaban, a 1az késébbi (azaz legalabb 2 oraval az LPS infaziot kovetd) fazisaira koncentraltak,
feltehetben azért, mert a korai fazis, a stresszes (tiiszarassal jar0) gyégyszerinjekcio kovetkeztében
fellépd stressz altal indukalt hipertermia miatt, hidnyzott kisérleteikben. Jelen vizsgalatban a
Kisérleteket olyan korilmények kozott végeztuk (alapos habitudcid, mérsékelt LPS dozis,
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stresszmentes anyagadas és kozel termoneutrélis Tk), amelyek lehet6vé tették, hogy az LPS altal
kivaltott lazas allapotot az inf(zié utan a 40.-t61 a 360. percig vizsgalhassuk egerekben, igy a valasz
mértékének csokkenését mar a 40. percben ki tudtuk mutatni a Tacrl gén hianya esetében.

A laz késobbi fazisaiért foként az agyban zajlo fokozott PGE2 termelés a felelds, és jol ismert,
hogy az agybodl szarmazd PGE: fontos mediator az LPS altal indukalt 1az fenntartasaban. A 1az korai
(kialakulési) fazisa azonban periférias szervekbdl indul ki, példaul a tiid6b6l és a majbol. Ezért
eredményeink arra utalnak, hogy az NK1 receptor genetikai hianya az LPS altal indukalt laz korai
fazisdban a laz jelatviteli utvonalat egy periférias tdmadasponton keresztil befolyéasolja. Az NK1
receptor lazra kifejtett periférias tamadaspontjat tamasztottuk ala azon eredménytnkkel is, hogy a
Tacrl” egerek ugyanigy képesek voltak novelni termogenezisiiket és Tm-liket PGE: i.c.v. beadasa
esetén, mint WT tarsaik. Vizsgalatunk méasodik részében annak feltarasara dsszpontositottunk, hogy
a laz jelatviteli utvonalanak melyik Iépése valtozik meg a Tacrl” egerekben. Nem talaltunk
kilonbséget a gyulladasos citokinek (TNF-a és IL-6) szérumszintjében LPS-sel kezelt Tacrl*/* és
Tacrl” egerek kozott, ami arra utal, hogy a makrofagok aktivacioja és citokintermelése nem
karosodik NK1 receptor hidnyaban. Az LPS a gyulladasos citokinekt6l fiiggetleniil is képes a
COX-2 transzkripcids és poszt-transzkripciés modulécidjara a makrofagokban. A COX-2 mRNS
expressziojanak meghatarozasakor azt talaltuk, hogy ebben a korai idépontban (~40 perc) az egerek
tldejében és majaban, valamint kisebb mértékben az agyban szignifikdnsan fokozodott, amely
eredmények 6sszhangban vannak a korabbi eredményekkel. A genotipusok kozotti kiilonbség hianya
arra utal, hogy a COX-2 transzkripci¢janak fokozodasat nem befolyasolja az NK1 receptor. Meg kell
jegyezni azonban, hogy az mRNS és fehérjeszintek korrelacioja bioldgiai mintdkban gyakran gyenge,
rdadasul a COX-2 expresszidja nemcsak a transzkripcid, hanem a poszt-transzkripcio és a transzlacio
és agyszoveteben. A COX-2 fehérje fokozott periférids expressziojat bizonyitd korabbi
eredményekkel dsszhangban, a Tacrl*'* egerek tiidejében és majaban mi is kimutattuk a COX-2
fehérje expressziojanak LPS Altal kivaltott fokozddasat a séoldatos kezeléshez képest, mig az
agyukban nem talaltunk szignifikans novekedest. Lenyeges azonban, hogy a COX-2 fehérje
expresszidjanak LPS altal kivaltott emelkedése a Tacrl” egerek tiidejében szignifikansan, majukban
pedig tendenciézusan mérséklédott Tacrl** alomtarsaikhoz képest. A genotipusok kozotti eltérd
COX-2 fehérje expresszidval 6sszhangban az LPS beadasa a Tacrl** egerek tiidejében jelentés PGE2
koncentracié emelkedést is okozott, ami a Tacrl” egereknél hianyzott. A PGE szarmazékok lazat
Kivaltd hataspontja az organum vasculosum laminae terminalis és az annak kornyezetében 1évé POA
a hipotalamuszban. A periférian termel6dott PGE2 kdnnyedén bejuthat a perivaszkularis térbe a
periventrikularis szervekben (példaul az organum vasculosum laminae terminalisban), és ott
aktivalhat neuronokat és nem-neuralis sejteket egyarant, igy elinditva a lazvalasz kialakulasat.

Eredményeink révén els6 alkalommal mutattuk ki, hogy a lazvalasz kezdetén az NK1 receptor
hozzajarul a COX-2 fehérje expresszidjanak fokozodasahoz a periférias szervekben. Uj
eredmeényeink tovabb bdvitik az SP jelatvitel és a "citokin~-COX-2-PGE2" tengely kdzotti
kdlcsonhatasok megértését lazban. Perspektivaként eredményeink eldsegithetik az NK1 receptor
azonositasat periférias COX-2 aktivitast csokkent6 gyogyszerek tdmadaspontjaként.

Az NK1 receptor mellett a CCK jelatvitel lehetséges szerepét is tisztazni szerettem volna a
lazvélaszban, hiszen ez a neuropeptid szintén felszabadulhat TRPV1 csatornat expresszalo
neuronokbdl és termoregulatdrikus hatésa is régota ismert. Tudomasom szerint eldszor mutattuk ki,
hogy a CCK i.c.v. beadasa kdvetkeztében kialakulo hipertermia a preoptikus (MPQO), a dorzomedialis
hipotalamusz (DA) és a raphe (rRPa) neuronok aktivitasanak valtozasaval jar az autondém
termoeffektorok efferens idegpalyaiban. A COX géatldsa nem-szelektiv és szelektiv COX-2
inhibitorokkal csokkentette a centralis CCK ezen neuronalis hatasait. Azt is kimutattuk, hogy a CCK:z
receptorok farmakoldgiai gatlasa csokkenti az LPS altal kivaltott laz késéi fazisat. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a centralis CCK jelatvitel és a COX utvonal kdzotti kdlcsénhatasok
részt vesznek a CCK altal kivaltott hipertermia és az endotoxin altal kivaltott 1az késébbi fazisaiban.
A termoregulatérikus hatasokkal ellentétben a CCK altal kivaltott jéllakottsagot nem befolyasolta a
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COX ogatlasa, ami azt jelzi, hogy a CCK taplalékfelvételre gyakorolt hatasa fiiggetlen a COX
utvonaltol. Ebbdl a szempontbdl a CCK altal kivaltott jollakottsag kiilonbozik az LPS altal kivaltott
étvagytalansagtol, mivel ez utobbi a COX aktivaciojatol fligg.

A centrélis CCK hipertermizal0 hatasa mar régota ismert. Az is ismert, hogy a két f6 autonom
hideg elleni effektort érinti: a bér vazokonstrikcidjat és a nem-didergéses termogenezist. A CCK
centrélisan indukalt hipertermias hatasat a CCKz receptor kdzvetiti. Vizsgéalatunkban azt mutattuk ki,
hogy a CCK i.c.v. beadasa valtozasokat okozott az MPO, az rRPa és a DA neuronalis aktivaciojaban,
amelyek mind jol ismert agyi strukturak az autondm termoeffektor valaszok efferens idegpalyaiban.
A centralisan beadott CCK csokkentette a c-Fos immunreaktivitast az MPO-ban, de novelte azt a DA-
ban és az rRPa-ban. Az MPO-ban GABAerg neuronok talalhatok, amelyek tonusosan elnyomjék a
barnazsirszovet termogenezisét és a bor vazokonstrikciojat a DA-hoz és rRPa-hoz futd gatlo
projekcidikon keresztiil, amelyek a barnazsirszovet, illetve a bér ereinek szimpatoexcitatorikus
szabalyozasat befolyasoljak. Eredményeink arra utalnak, hogy a CCK csokkenti a GABAerg
neuronok aktivitasat az MPO-ban, ezaltal feloldja az excitatorikus DA és rRPa neuronok géatlasat,
ami a szimpatikus aktivitas ndvekedését eredményezi az autondm hideg elleni effektorokban. A
hipotalamikus neuronalis aktivitas CCK &ltal kivaltott valtozasainak egyik lehetséges magyarézata a
CCK hatasa magukon a neuronokon expresszalt CCK2 receptorokra, de sokkal valosziniibb, hogy a
CCK indirekt médon hat az efferens termoeffektor palyak hipotalamikus neuronjaira.

Korabban megfigyelték, hogy a PGE1 és a CCK Aaltal indukalt hipertermia fiziologiai
mechanizmusai hasonlok, de nem &llt rendelkezésre informécié arrél, hogy a CCK részt vesz-e a laz
medialasaban. Késébb a CCK jelatvitel és az arachidonsav kaszkad kozott tobb kdlcsdnhatast is
felfedeztek. A CCK2 receptor CCK altali aktivalasa kiilonb6z6 sejtkultirakban arachidonsav
termeléshez vezet, és tobb sejtvonalban kimutattak a COX-2 mRNS és fehérje expresszidjanak CCK2
receptor altal kozvetitett névekedését, majd PGE:2 szekrécidjat. Tanulméanyunkban termofizioldgiai
és immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltattunk a CCK és a COX atvonal szoros kdlcsénhatasara.
El6szor is kimutattuk, hogy a centralisan beadott CCK hipertermids hatasa teljesen megsziintethet6 a
COX enzimek nem-szelektiv gatlasa révén metamizollal. Ezutan kimutattuk, hogy ugyanez a gatlas
megakadalyozta a c-Fos expresszi6 CCK altal kivaltott valtozasait is az efferens termoeffektor
palyakon beldli neuronokban (azaz az MPO-ban, a DA-ban és az rRPa-ban). Azt is megallapitottuk,
hogy a COX-2 szelektiv gatlasa két kiilonb6z6 inhibitorral (meloxicammal és etoricoxibbal)
ugyanolyan mértékben kivédte a CCK altal kivaltott hipertermiat, mint a nem-szelektiv COX gatlas.

Az alkalmazott 120 mg/kg dozisban a metamizol feltehetéen mind a COX-1, mind pedig a
COX-2 enzim maximalis gatlasat kifejtette, mivel emberekben mar 14 mg/kg dozisban is 94-97%-0s
COX gaétlést valt ki. A meloxicam és az etoricoxib erésebben gatolja a COX-2-t, mint a COX-1-et: a
COX-2 ICso ertéke (a COX-1-hez képest) 2-szer alacsonyabb a meloxicam esetében és 106-szor
alacsonyabb az etoricoxib esetében. Az a megallapitasunk, hogy ez a két szelektiv COX-2 inhibitor
a metamizollal azonos modon kivedte a CCK altal kivaltott hipertermia kialakulasat arra utal, hogy a
COX-2 izoforma aktivacioja sziikséges a CCK-ra adott hipertermias valasz kialakulasahoz.

Végul kimutattuk, hogy az YMO022, egy szelektiv CCK2 receptor antagonista, i.c.v. beadasa
csillapitotta az endotoxin altal kivaltott lazat. Adataink alatdmasztjak és Ki is terjesztik a korabbi
kutatasok kovetkeztetéseit. Vizsgalatunkban az Y M022-t hasznaltuk, egy rendkiviil szelektiv és erds
CCK: antagonistat, amely a CCK:2 receptorok rendkivil hosszan tartd blokkolasat okozza; egyszeri
adag beadasat kovetden akar hetekig bioldgiailag hatékony marad. Amikor az YM022-t (0,01 mg/kg)
patkdnyok agyaba infundaltuk, a polifazisos LPS laz kés6i fazisat csillapitotta, de a korai fazist nem.
Eredmenyeink kiegészitik mas kutatok munkajat, akik egy masik CCK2 antagonistat, az L-365,260-
at hasznaltak és kimutattak, hogy s.c. beadva ez az antagonista csokkentette az LPS 1az els6 fazisat
(ez a hatas megfelel a periférias beadasi mddnak), de nem volt hatassal a késébbi fazisokra. Meg kell
azonban jegyezni, hogy az L-365,260 rovid élettartaml vegyiilet; oralis beadast kovetéen a plazma
felezési ideje patkanyokban csak néhanyszor tiz perc. Ilyen rovid dinamika mellett nem valdszin,
hogy a vegyiilet befolyasolna a késébbi lazas fazisokat, amelyek néhany oraval az LPS beadésa utan
jelentkeznek. Mivel a CCK:z receptorok gatlasa nem csillapitja az i.c.v. PGE-re adott hipertermias
valaszt, a CCK valoszinlileg a PGE termelését modulalja, nem pedig a PGE-nek a receptoraira
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gyakorolt hatasat. Gyulladasos stimulacio hatasdra PGE2-t az agyban kiilonb6z6 sejttipusok
termelhetnek, beleértve az endotélsejteket, a perivaszkularis makrofagokat és mikrogliakat, az
asztrocitakat és a neuronokat. E sejttipusok koziil a CCK2 receptor nagy mértékben expresszalodik
az asztrocitdkban, amelyek CCK-val torténé stimulacioja diacilglicerin-lipdz és foszfolipaz A:
aktivalasan keresztil arachidonsav felszabadulasahoz vezet. Ez a két enzim a COX-2-medialt PGE2
szintézisben is részt vesz a szisztémas gyulladasra adott lazas valasz soran. Feltételezhetd, hogy a
COX-2-PGE: utvonal a CCK:2 receptor aktivaciot koveté mediatoraként miikodik, valdsziniileg az
asztrocitakban, de talan mas sejttipusokban is.

Azt is meg kell emliteni, hogy a metamizol a jelen vizsgalatban nem befolyasolta a CCK altal
kivaltott jollakottsagot és a VMH-ban a neuronélis aktivaciét. Ez azt jelzi, hogy a hipertermias
hatassal ellentétben a CCK jollakottsagi hatasa fiiggetlen a COX dtvonaltél. A CCK-hoz hasonl6an
maés anyagok esetében is leirtak egymastol eltér6é hatasmechanizmusokat 14z és anorexia hatterében,
példaul a virusfert6zés modellként hasznalt poliinozin:policitidilsav a lazat IL-1-t61 és PG-t6] fiiggd
mechanizmusokon keresztul valtja ki, de az anorexiat nem ezen a médon. Eredményeink elésegitik a
CCK jelatvitel és az agyi COX utvonalak kozotti kdlcsonhatasok megértését, valamint a CCKz2
receptornak, mint a 14z farmakoldgiai timadaspontjanak lehetséges azonositasat.

A kapszaicin-érzékeny idegrostokbol felszabaduld neuromediétorok termoregulatorikus
hatdsaira irdnyul6 vizsgalatsorozat utolsd részeként a PACAP hészabalyozasi szerepét céloztam
karakterizalni. Eredményeink egyértelmiien bizonyitjak, hogy a PACAP38 hipertermids hatasaban
centralis (és nem periférids) mechanizmusok jatszanak szerepet. A PACAP38 altal kivaltott
hipertermiat kordbban mér vizsgaltak ragcsalokban, melyekben a PACAP38-at csak az agyba adtak
be, és ezzel kifejezett termoregulatorikus valaszokat valtottak ki, ami alapjan centralis tamadaspontra
kovetkeztettek. Figyelembe véve azonban a hdszabalyozo rendszer szervezddését, amely egymastol
fliggetleniil miikodé termoeffektor hurkokbdl all, egy anyagnak a kdzponti idegrendszerbe torténd
egyetlen injekcidjaval kapott eredmények értelmezése félrevezetd lehet, mivel nem zarhato ki, hogy
ugyanazon termoregulatorikus idegpalyaban egy feljebb vagy lejjebb elhelyezkedd periférias
struktra aktivalasa is okozhat azonos vagy hasonld hatast. A kérdés megvalaszolasara
vizsgalatunkban ésszehasonlitottuk a centrélis és a szisztémas adagolas hatasait, és kimutattuk, hogy
a PACAP38 azonos vagy akér tizszer kisebb dozisa is kifejezettebb hipertermiat idéz el6, ha i.c.v.
adjuk, mint ha i.v. Ez az eredmény egyértelmiien a centralis tamadaspontu hipotéezist bizonyitja. A
periféridsan infundalt PACAP38-ra kialakulé miniméalis Tm emelkedés az anyag vér-agy gaton vald
atjutasanak tulajdonithatd. Tudoméasunk szerint a miénk az els olyan vizsgalat, amelyben a centralis
és periférias PACAP38 beadasra kialakulo hdszabalyozasi valaszok azonos kisérleti koriilmények
kozott kerultek 6sszehasonlitasra.

Megvizsgaltuk a PACAP38-ra adott termoregulatorikus valasz karakterisztikajat is, és
megallapitottuk, hogy a hipertermia szinte azonnal elkezdett kialakulni: mar 10 perccel az anyag
beadasa utan kimutathatd volt a termoeffektorok aktivalodasa és a Tm emelkedése. Ez is a vizsgalat
Uj eredménye, hiszen a PACAP38 termalis hatasat elemz6 valamennyi kordbbi tanulméanyban
oranként regisztraltak a Tm-et, és az anyag beadasa (akut injekcié miatt) stresszel jart, igy a kialakuld
stressz-indukalt hipertermia elfedte a vizsgalni kivant valasz korai szakaszat. Megallapitottuk, hogy
a PACAP38 a két 6 autonom hideg elleni termoeffektor egyidejti aktivalodasat eredményezte. A
PACAP termoregulatorikus hatdsdnak dinamikaja és termoeffektor mintazata tehat nagymertékben
hasonlitott a szisztémas gyulladashoz kapcsolodé lazvalasz karakterisztikajahoz.

Feltételezhet6, hogy a PACAP38 hipertermias hatdsanak tamadaspontja a POA-ban talalhato
a nem-dideregéses termogenezis és a bor vazokonstrikcio termoregulatérikus idegpalyéinak k6zos
neuronjain, példaul az MnPO-ban. Ezt a hipotézist alatdmasztja, hogy a PAC1 receptor, amelyrdl
kimutattdk, hogy részt vesz a PACAP38 hipertermids hatasanak kozvetitésében, bdségesen
GABAerg neuronok is talalhatdk. Figyelembe véve a PACAP termalis hatasai és a lazvalasz kozti
fentickben emlitett hasonlosdgokat, a feltehetden ugyanazon az agyi neuroncsoporton talalhaté
tdmadaspont tovabb valdsziniisiti a PACAP részvételét a szisztémas gyulladast kiséré laz
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fenntartdsdban. Ennek a szerepnek a kozvetlen, celzott kisérletekben vald bizonyitasa tovabbi
kutatasok targyat képezi.

Ezek utdn megvizsgaltuk Pacap” egerek Tm-ét és lokomotoros aktivitasat, és azt talaltuk,
hogy ezek az egerek az egész nap soran hiperaktivabbak, a vilagos fazisban pedig hipertermiasak is
voltak a kontrollokhoz képest. Vizsgalatunk Ujdonsaga, hogy kisérleteinkben a Pacap™ egerek
fokozott aktivitdsa emelkedett Tm-et eredményezett a nap vilagos fazisaban, amely fazisban a
lokomotoros aktivitds és a Tm egymassal szorosan korreldl. A szabadon mozgo egereknél kapott
eredményeinkkel  ellentétben  mozgasukban  részlegesen  korlatozott  Pacap”  egerek
hipometabolikusak voltak és alacsonyabb Tm értékekkel rendelkeztek, mint a kontrollok. A PACAP
hianydban tapasztalt csokkent metabolikus rata és Tm Osszhangban van a PACAP38 injekcio
hipermetabolikus és hipertermids hatadsaval patkanyokban. A POA c-Fos pozitiv sejtjeinek
meghatarozasakor azt talaltuk, hogy a c-Fos pozitiv sejtek szdma az MPO-ban jelent6sen magasabb
volt a Pacap™ egerekben, mint a kontrollokban, ami arra utal, hogy a PACAP hianya az MPO
neuronjainak fokozott aktivaciojat eredményezi. Mivel az MPO GABAerg neuronjai tonusosan gatlas
alatt tartjak a termogenezist, feltételezzilk, hogy a Pacap™ egerekben a gatl6 MPO neuronok
aktivitasa feler6sodik, ami termogenezisik fokozott szuppresszidjat eredményezi. Ez a hipotézis
6sszhangban van a PACAP38 injekcio GABAerg MnPO neuronokra javasolt hatasaval is (lasd fent),
mivel ezen neuronok aktivalasa a gatld MPO neuronok fokozott gatlasat eredményezi, igy emelkedett
hétermeléshez és hipertermiahoz vezet. Feltételezhet6, hogy a PACAP38 hianya alacsonyabb
hiperkinetikussa valnak a normal (vagy akar magasabb) Tm fenntartasa érdekében. Hasonlo
termoeffektor mintazatot (hipometabolizmus és hiperkinézis) figyeltink meg a Trpvl KO egerekben
is (lasd 6.1.1. fejezet). A PACAP és a TRPV1 hiany hasonlé termoregulatdrikus kdvetkezményeinek
hatterében feltehetéen ugyanazon idegi palyak aktivitasdnak megvéltozasa allhat, hiszen a
kapszaicin-érzékeny (azaz TRPV1 csatornat expresszald) neuronokbol aktivacidjuk hatésara
PACAP38 is felszabadulhat.

6.3.2. A testhomérsékleti eltérések jelentosege szisztemas gyulladasban human betegekben

Alapkutatési vizsgalataim mellett arra is kerestem a valaszt, hogy a termoregulacio
eltéréseinek milyen szerepe lehet szeptikus human paciensekben.

Klinikai vizsgalatok metaanalizisével nagyszamu (>10000) szeptikus beteg adatai alapjan
megallapitottuk, hogy a lazas szeptikus betegeknél a becsilt haldlozasi arany ~22% volt, a
normotermias betegeknél magasabb (~31%), mig a hipotermias betegeknél a legmagasabb (~47%).
Amikor 6sszehasonlitottuk az 6sszes szeptikus beteg testhémérsékleti adatat mortalitasi kvartilisekre
osztva, azt talaltuk, hogy a Tm 1°C-kal magasabb volt a legkisebb (<25%) mortalitasu
betegcsoportban, mint a legmagasabb halalozasi aranyd (>75%) betegeknél. Metaanalizisiink
eredményei egyértelmii negativ korrelaciot mutattak a Tm és a szepszisben bekovetkezé halalozas
kdzott: a 1az kisebb, mig a hipotermia fokozott halalozasi rataval jar egyutt. Ez az 6sszefliggés
azonban nem jelenti automatikusan azt, hogy a laz mindig elényés, a hipotermia pedig karos
szepszisben. A szisztémas gyulladasban kialakuld hészabalyozasi eltérések és a kimenetel kozott az
ok-okozati 6sszefuiggést analizislinkben nem tudtuk felmérni, és ez kiillén megbeszélést érdemel.
gyulladasban. A fert6zés kezdetén megjelend, lazzal kisért, korai fazis a korabban egeészséges
szervezet valaszreakciojat jelenti a kialakuld betegséggel szemben. Tényez6i mind arra iranyulnak,
hogy harcba szélljanak a fert6z6 agenssel szemben. Ez a fajta adaptacio energetikailag megterhel6 a
szervezet szdmara, de a fert6zést megel6zden jO &llapotu, egészséges betegnél a 1az eldrelathatdéan
elény6s. Ezzel szemben a 14z elény6s hatasat veszélyeztetheti egy mar meglévé vagy éppen kialakuld
energiahiany olyan betegek kdzepes vagy sulyos mértéki fert6zései esetén, akik kiilonboz6 (példaul
taplalkozési,  kardiovaszkularis  vagy  1égzészervi)  tarsbetegségeik  miatt  csokkent
ellenalloképességgel rendelkeznek a kiils6 stresszorokkal szemben. Ilyen helyzetekben a 1az eldnyos
hatdsa hattérbe szorul, helyette karos kdvetkezményei érvényesilhetnek.
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A szisztémas gyulladas késoi fazisdban az eldbbiekkel szemben a fert6zé betegség mar
clérehaladott. Ilyenkor a beteg szervezet a fert6z6 agens legy6zésére hasznalt energiaigényes
folyamatok (peldaul 1az) helyett, sokkal inkabb a meglévé energiaraktarak megdorzésére Gsszpontosit
és toleranciara torekszik a fert6z6 agens jelenlétével szemben. Sulyos klinikai esetekben (példaul
szeptikus sokk) a kés6i fazis valik kezdetekt6l uralkoddva, és teljesen felvaltja a korai fazisra jellemz6
képet. Altalanos szabalyként azt mondhatjuk, hogy a hipotermia elényos valasz, ha a karosodas elég
sulyos ahhoz, hogy az energiaraktarak kimerulést okozza vagy elésegitse.

Direkt kisérletekben kimutattak, hogy a spontan hipotermia elénydsebb, mint a laz az
aszeptikus (LPS altal kivaltott) vagy szeptikus (Escherichia coli altal kivaltott) szisztémas gyulladas
sulyos formaiban szenvedé patkanyokban. Arra is fény derilt, hogy a hipotermia talnyomorészt
atmeneti, 6nkorlatozo és nem végzetes valasz, amely spontan is kialakul szeptikus betegekben. Minél
sulyosabb a patogén terhelés, a fertézés elétti korallapot és az aktudlis allapot, annal valdsziniibb,
hogy a hipotermia és annak energiatakarékos hatasai elonydsek a gazdaszervezet Szamara. Azt is meg
kell jegyezni, hogy a szepszis sulyos eseteiben, kiilondsen olyan betegeknél, akiknél mar korébban is
fennallt az energiakészletek kimerulése vagy sulyos tarsbetegségek, a Tm Kritikus szintre csokkenhet,
és az extrém hipotermia kéaros kdvetkezményei (példaul szivritmuszavarok, neuroldgiai zavarok)
felulmulhatjak annak biologiai értékét. Perspektivikus megkdzelitésként a Tm farmakoldgiai
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gyulladasban; példaul hipo- vagy hipertermizalé6 TRPV1 antagonistakkal.

6.3.3. A MIF diagnosztikus és prognosztikus biomarker eértéke szepszisben humén adatok
metaanalizise és prospektiv klinikai vizsgalata alapjan

A 14z és a hipotermia prediktiv értékének szeptikus betegekben valo vizsgalata soran
nyilvanvalova valt, hogy a testhdmérséklet, mint élettani paraméter, biomarker szerepén kiviil nagy
szilkség lenne olyan laboratériumi paraméter felfedezésére is, amely clésegitheti a szisztémas
gyulladas klinikai formainak diagnozisat és kimenetelének elérejelzését. Kollaboracioban végzett
kutatasainkban (amelyek nem képezik értekezesem alapjat) kimutattuk, hogy egy sokoldalu
proinflammatorikus citokin, a MIF szerepet jatszik a stlyos szisztémas gyulladas soran kialakul6
hipotermia kialakuldsaban, hiszen enzimaktivitasdnak gatldsa kiilonbozo szerekkel egerekben a Tm
csokkenés mértékének jelentés fokozOdasahoz vezetett. Ennek ismeretében megvizsgaltuk a MIF
lehetséges biomarker szerepét is szepszisben metaanalizissel, majd egy klinikai tanulmanyban.

Az irodalomban rendelkezésre all6 adatok metaanalizisével els6ként mutattuk be, hogy a vér
MIF szintje hasznos biomarker lehet szepszisben diagnosztikai célokra. F6 0j eredményiink, hogy a
vér MIF szintje nagyobb mértékben emelkedik szepszisben, mint nem fertdzeses eredetii szisztémas
gyulladasban, ami arra utal, hogy a MIF diagnosztikai markerkent hasznalhato a szepszis és mas
szisztémas gyulladdsos betegségek megkiilonboztetésére. Feltételezhetd, hogy a MIF termelddése
erdsebben fokozddik, ha a gyulladasos reakcid kivalté agense mikrobidlis patogén, mint ha az egy
szovetkarosodassal osszefiiggd molekuldris mintazat. Kimutattdk ugyanis, hogy az utébbi és a
korokozohoz kotheté molekularis mintdzat masképp aktivalja az immunrendszert. A patogének
er6sebb veleszlletett immunreakciét valtanak ki, ami a gyulladdsos citokinek Kkifejezettebb
termel6désével is jar. Ezzel 6sszhangban, multiplex trauman atesett betegeknél az eleve magas MIF
szintek tovabb emelkedtek, ha fert6zés alakult ki, tehdt a MIF a masodlagos fertdzés markere is lehet.

Metaanalizislink eredményei alatdmasztottdk a MIF diagnosztikus biomarker szerepét,
azonban az elemzett tanulmanyok tobbségében a vér MIF szintjét csak egyszer, egyetlen napon irtak
le a betegeknél, ami nem tette lehetdvé, hogy kiértékeljik a vér MIF szintjének id6beli kinetikajat a
szepszis elérehaladasa soran, valamint annak a betegség kimenetelével valo 6sszefliggesét. Tovabba,
a MIF vizeletben mért szintjének szepszisben betdltott prediktiv szerepét vizsgéalo tanulmanyt sem
talaltunk. Mindezek sziikségessé tették egy j, prospektiv klinikai vizsgalat elvégzését. Ennek soran
kimutattuk, hogy a szérum MIF kinetikaja kiilonbozik a szepszist tuléld és a szepszisben elhunyt
betegek kozott. Elséként szamoltunk be arrél, hogy a szérum MIF szintje az intenziv osztalyra valo
felvétel utdn megemelkedett azokndl, akik szepszis sordn elhunytak, mig a betegséget taléloknél a
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szint csokkent. Nemek kozotti kilonbséget is megfigyeltink a szérum MIF Kinetikajaban, hiszen a
szepszist taléloknél a csokkend tendencia csak férfiakban volt jelen. Tovabba kimutattuk, hogy a
vizelet MIF szintje értékes prognosztikai markere lehet a halalos kimenetelnek szepszisben, mivel a
betegségben elhunytakndl szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a tuléloknél, ugyanakkor egyik
csoportban sem mutatott szignifikans idobeli valtozast. A vesefunkciok zavaranak megléte vagy
hianya nem befolyéasolta a vizelet MIF szintjét a szeptikus betegekben.

Az eltér6 kinetikara vonatkozé 1j megallapitasunk azt jelzi, hogy ugyanazon betegnél végzett
ismetelt szerum MIF szint mérések pontosabban elére jelezhetik a kKimenetelt, mint az egyszeri mérés.
A MIF prognosztikai biomarker érteke ugyanis nem volt kimutathaté tobb olyan korabbi
tanulményban, amelyben csak egyszeri szérumszint mérést végeztek. A szérum MIF szintjének
emelkedése halalos kimenetel esetén feltehet6en a betegség progressziojaval fligg 6ssze. A MIF egy
proinflammatérikus citokin, amely alapvetden elésegiti a korokozo legy6zésére irdnyuld
immunvalaszt. Ez magyarazatot adhat arra, hogy miért talaltak magasabb szinteket a szisztémas
gyulladasban szenvedd betegeknél egészséges kontrollokhoz képest tobb korabbi vizsgalatban.
Amikor azonban a kdérokozd jelenléte talzott vagy az antiinflammatorikus reakcié kimerdil, akkor a
proinflammatorikus valasz talsdgosan aktivalodhat, ami a gazdaszervezet szamara karos lehet. A
fokozatosan emelkedé szérum MIF szint a tdlsagosan fokozddd proinflammatérikus aktivitas
markereként szolgalhat, ami korai figyelmezteto jel lehet az egészségiigyi személyzet szamara, hogy
agresszivabb kezelést kezdeményezzen, miel6tt végzetes kdvetkezmények alakulnanak Ki.

A szeptikus betegek szérum MIF szintjének nemek kozotti kilénbsége a nemi hormonok
hatadsanak tudhat6 be. Gyulladas kisérleti modelljeiben az 6sztrogen csokkentette a MIF termelését,
ezzel 6sszhangban a plazma MIF szintje alacsonyabb volt ndi, mint férfi egészséges human
alanyokban, de csak az 55 évnél fiatalabb korcsoportban. Vizsgalatunkban a betegek atlagéletkora 66
+ 2 év volt, a legfiatalabb né 47 éves volt. Feltételezhetd, hogy a vizsgalatba bevont n6k tobbsége
mar posztmenopauzaban volt, ezért alacsony 6sztrogen szinttel rendelkezett. Ezt alatdmasztja, hogy
egy korébbi vizsgalatban az dsztradiol plazmaban mért koncentracioja szignifikdnsan magasabb volt
férfiakban, mint posztmenopauzaban 1évé ndékben. A posztmenopauzaban csokkend Osztrogén
szintek tehat hozzajarulhattak ahhoz, hogy vizsgalatunkban a MIF szintek miért emelkedtek nagyobb
mértékben mind a t(1él6, mind az elhunyt szeptikus nékben, mint a férfiakban.

A szepszisben elhunytak alacsonyabb vizelet MIF szintje elére nem latott (j eredmény volt.
A szérum MIF szintjének emelkedése ellentmondani latszik a szepszisben elhunyt betegek
alacsonyabb vizelet MIF szintjének, de ez a MIF gyulladasban betdltott komplex szerepével
magyarazhatd. Az immunsejteken kivul a MIF a vese legtobb sejtjében is termelddik és alacsony
szinten konstitutivan jelen van a veseszdvetekben, de expresszidja jelentdsen fokozodik
vesegyulladasban. A vizelet MIF szintje egy korabbi vizsgalatban csak gyenge korrelaciot mutatott a
kivalasztasa befolyasolja, hanem renalis szintézise is. A MIF szérum- és vizeletszintjei kozotti
korrelacio hianya azt is megmagyarazhatja, hogy a magasabb szérumszintek miért nem jartak egydtt
a vizeletszintek emelkedésével a szepszisben elhunytaknal sajat vizsgalatunkban. A renalis MIF-rél
kimutattak, hogy renoprotektiv funkcidval rendelkezik kiilonb6zd vesebetegségekben, beleértve az
akut vesekarosodast is. Mivel vizsgalatunkban a vizelet MIF szintje a szepszist talél6knél magasabb
volt, mint az elhunyt betegeknél, feltételezhetd, hogy az elhunytakban a renalis MIF endogén
renoprotektiv hatadsa gyengilt, ami a betegség fokozott sulyossagara utal. A renalis MIF pontos
funkciojanak feltarasara szepszishen jovébeni vizsgalatok indokoltak.
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7. Legfontosabb Uj tudoméanyos eredmények

1.1) A Trpvl KO egerek egyedi hészabalyozasi fenotipussal rendelkeznek, amely magaban foglalja
a hipometabolizmust, a bor fokozott vazokonstrikcidjat, az alacsonyabb Tk preferenciat és a fokozott
lokomotoros aktivitast.

1.2) A TRPV1 agonistak csokkentik, az antagonistak pedig novelik a lokomotoros aktivitast. Az
agonistak esetében a lokomdcidra gyakorolt hatas az agyon kivili timadasponton keresztiil valosul
meg.

1.3) Az életkor el6rehaladtaval a Trpvl KO egerek stlya mindkét nemben nagyobb volt, mint WT
tarsaike.

1.4) Amikor a Trpvl KO egerek dregednek, hipoaktivva valnak (a WT alomtarsaikhoz kepest), amely
magyarazhatja talstlyuk kialakulasat.

2.1) A TRPV1 antagonista A-1165901 in vivo hipotermiat okoz régcsalokban, amely TRPV1
csatornakon keresztil jon létre, és kialakuldsaban a farokbor érrendszere és a termogenezis vesz részt.
2.2) Mindkét vizsgalt hipotermizalé TRPV1 antagonista (A-1165901 és AMG7905) gatlas helyett
potencirozta a TRPV1 csatorna protonok altali aktivaciojat in vitro, mikdzben a kapszaicin modot
nagymértékben blokkolta.

2.3) Az A-1165901 altal kivaltott hipotermia, valamint az AMG 517 és AMG8163 altal kivaltott
hipertermia nem jelentkezik abdominalis TRPV1 deszenzitizacion atesett patkanyokban, tehat a
TRPV1 antagonistak altal indukalt hipo- és hipertermias valaszok ugyanabbdl a lokalizaciébdl
indulnak ki: valahonnan a hasbol, feltehetden a hasfali izomzatbol.

2.4) A nervus vagus vagy a nervus splanchnicus major kétoldali dtmetszése nem befolyasolja a
TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermiat, de a lateralis funiculus dorzalis részének kétoldali
atvagéasa a gerincvel6 C1 szintjén csokkentette annak mertékét.

2.5) A vehikulummal elékezelt patkanyokkal ellentétben a kapszaicin altal kivaltott vérataramlasbeli
csokkenés a kiilso ferde izomban teljesen mértékben hianyzott lokalizalt hasi TRPV1 deszenzitizaciot
kovetden.

2.6) A hideg elleni autonom termoeffektorokat szabalyozé idegpélya agyon belili legelsé (LPB) és
legutols6 (rRPa) magjai is sziikségesek a TRPV1 antagonistara adott hipertermias valasz
kialakulasahoz.

2.7) Gyogyszerfejlesztési szempontbol a TRPV1 antagonistdk mind hiper-, mind pedig hipotermizald
mellékhatasa ragcsalokban csokkentheté a TRPV1 csatorna proton aktiviciés mddjara valé hatés
minimalizalasaval.

2.8) Az AMG 517 képes volt visszaforditani az injekcioval vagy inhalacioval Kivaltott altalanos
anesztézia soran kialakuld hipotermiat ragcsalokban, méghozza TRPV1 csatornakon keresztil
elsésorban a barnazsirszoveti termogenezis fokozasa révén. Mindezt anélkil, hogy hipertermiat
valtott volna ki az altatas utani id6szakban, igy ez a hatas felhasznalhaté lehet az altatas soran
kialakuld hipotermia kivédésére (repurposing).

2.9) A ragcsaloktol eltéréen, emberekben a TRPV1 antagonistak termalis hatdsai valosziniileg azon
anyagok esetében lesznek minimalisak, amelyek nem gatoljdk a human TRPV1 csatorna sem
protonok, sem homérséklet altali aktivaciojat, még akkor is, ha ezek az anyagok a csatorna kapszaicin
aktivacids madjanak potens gatloi.

3) A TRPMS8 csatorna univerzalis hidegszenzor a bdrben, mert egy szelektiv és eré6s TRPMS
antagonista fizioldgiai hatasainak felderitésével ragcsalékban kimutattuk, hogy szabalyozza az 6sszes
hideg elleni f6 védekez6 mechanizmust: a hidegkeriilé viselkedést, a farokbér vazokonstrikcidjat és
a barnazsirszoveti termogenezist.

4.1) A TRPAL csatorna genetikai vagy farmakoldgiai géatldsa nem befolyasolja a Tm hideggel
szembeni védelmét, sem pedig az autondm termoeffektorok (farokbér vazokonstrikcio és
termogenezis) hideg &ltali aktivaciojat, tehadt a TRPAL csatorndk nem tdltenek be termoszenzor
szerepet ragcsalok hészabalyozasi rendszerében, még sulyos hideghatasnak valo kitétel soran sem.
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4.2) A H2S-t gyorsan és lassan felszabaditd donorok hipotermiat idéznek eld egerekben
hipometabolizmus és a bér vazodilatacidja révén, amely hatidsokat az agyban — feltehetéen az
autonom termoeffektor idegpalyak hipotalamikus neuronjain — talalhaté TRPA1 csatornak kozvetitik.
Eredményeink ravilagitanak a centralis TRPAL csatornak altal kbzvetitett H2S jelatvitel fontossagara
a hészabalyozasi rendszerben.

5.1) Kimutattuk a TRPV1 csatorna limitalé szerepét savas és bazikus ingerekre adott vazomotor
valaszok kodzvetitésében, ami centralis (karotisz) artériakban kifejezettebb, mint a periférias (farok)
artériakban, jelezvén a vaszkularis tonus finomabb szabélyozasat a pH valtozasokra adott valaszként
a létfontossagu szerveket ellatd erekben. Mig a neuralis struktarakon talalhatdé TRPV1 csatornak
jelent6s szerepet jatszanak a bazikus pH indukélta kontrakcié korlatozasaban, addig a savas pH
indukalta relaxaciot els6sorban a nem-neuralis elemeken talalhato TRPV1 csatornak szabalyozzak.
5.2) 3D nyomtatdssal hécserélé eszkozt fejlesztettink ki, amely a miograf készllék kiegészitd
tartozékakent lehet6vé tette, hogy annak kamrait szobahdmérséklet ala hiitsiik, és hémérsékletfiiggd
kilonbségeket mutassunk ki patkanyok farokartéridinak vazomotor valaszaiban. Bizonyitottuk a
hideg gatl6 hatasat a KCl altal kivaltott vazokonstrikciéban. Mindezek (j, széles kérben hozzaférhet6
és gazdasdgos kisérleti modszert alkotnak a hiités vazomotor valaszokra gyakorolt hatasanak
tanulmanyozasara emlésokben.

6.1) A TRPV1 csatorna fiatal rdgcsalokban tobbszérdsen bizonyitott gyulladascsokkentd szerepe az
oregedéssel ellenkezdjére fordul. Farmakologiai vagy genetikai TRPV1 csatorna gatlas csokkenti a
talélési aranyt aszeptikus szisztémas gyulladésban fiatal egerekben, azonban a TRPV1 blokad
mindket tipusa ellenkezé hatast fejt ki 6reged6 egerekben. Eredményeink arra utalnak, hogy ez a
véltozas a TNF-a termel6édésének szintjén vagy még azt megeldzéen kovetkezik be.

6.2) Az NK1 receptor a COX-2 fehérje expresszidjanak fokozasan keresztil részt vesz a laz
létrejottében, méghozza periférias szervekben, mint a tiid6 és a maj. Uj eredményeink tovabb bévitik
az SP jelatvitel és a "citokin—-COX-2-PGE2" tengely kozotti kdlcsonhatdsok megértését lazban.

6.3) CCK centralis beadasara kialakuld hipertermia COX-2-t61 fiiggd modon az autondém
termoeffektor efferens idegpalyak neuronjainak (MPO, DA és rRPa) aktivitasbeli valtozasaval jar.
Az agyi CCK2 receptorok részt vesznek az LPS altal kivaltott 1az fenntartasaban. Ezek az eredmenyek
elésegitik a CCK jelatvitel és az agyi COX tutvonalak kozo6tti kdlcsonhatdsok megertését.

6.4) A PACAP a kozponti idegrendszeren belili célpontokra hatva lazszert hipertermiat okoz a két
autonom hideg elleni effektor egyidejii aktivalasaval: a nem-didergéses termogenezis és a bor
vazokonstrikcio fokozasaval. Az MnPO-n belili (feltehetéen GABAerg) neuronok valédsziniileg részt
vesznek a PACAP-ra adott hészabalyozasi valasz kialakulasaban.

6.5) A PACAP hianya szabadon mozgd Pacap” egerekben hiperkinézist és nappali hipertermiat
eredmeényez. A hiperkinézis feltehetéen kompenzacios mechanizmusa a PACAP hianyaban nyugalmi
(mozgas nélkili) korilmények kdzott kialakuldé hipometabolizmusnak és hipotermianak, amely az
MPO-ban elhelyezkedé (feltehetben GABAerg) neuronjaik fokozott aktivitasanak lehet az
eredménye.

7.1) Human adatok metaanalizisével kapott eredmeényeink egyértelmii negativ korrelaciét mutattak a
Tm és a szepszisben bekovetkez6 halalozas kozott: a laz Kisebb, mig a hipotermia fokozott halalozasi
rataval jar egyutt.

7.2) Metaanalizis segitségével azt is kimutattuk, hogy a vér kérhazba kertléskor mért MIF szintje
hasznos biomarker lehet szepszisben diagnosztikai célokra. A vér MIF szintje magasabb szepszisben,
mint nem fert6zéses eredetli szisztémas gyulladasban.

7.3) Prospektiv klinikai vizsgalatban kimutattuk, hogy a szérum MIF szintje az intenziv osztalyra
valo felvétel utdn tovabb emelkedett a szepszisben elhunytaknal, mig a taléloknél a szintje csokkent.
Nemek kozotti kiloénbséget is megfigyeltink a szérum MIF Kinetikajaban.

7.4) A vizelet MIF szintje a betegsegben elhunytakndl vizsgalatunkban szignifikansan alacsonyabb
volt, mint a taléloknél, ugyanakkor egyik csoportban sem mutatott szignifikans idébeli valtozast. A
vesefunkcidk zavaranak megléte vagy hianya nem befolyasolta a vizelet MIF szintjét a szeptikus
betegekben.
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9. Sajat kdzlemények jegyzéke

A Kkozleményeket minden kategoridban a megjelenési datum sorrendjében soroltam fel, az
értekezésben hasznélt referenciaszdmot a kézlemeny alatt jel6ltem. Az impakt faktor (IF) a Clarivate
Journal Citation Reports altal meghatarozott értéket jelenti, a kvartilis (Q) és decimalis (D) besorolas
a Scimago Journal Ranking szerint tortént. A hivatkozasok szamat a Magyar Tudomanyos Miivek
Taranak (MTMT) adatai alapjan tintettem fel. Az ebben és a 10. fejezetben feltintetett értékek a
2023. november 27-én elérhet6 adatoknak felelnek meg.
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9.1.1. Eredeti kdzlemények
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AA (2011) Thermoregulatory phenotype of the Trpv1 knockout mouse: thermoeffector dysbalance with
hyperkinesis. J Neurosci 31:1721-1733.
IF: 7,115 Q: D1 Hivatkozasok (ebbdl fiiggetlen): 116 (90) Referenciaszam: 69
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Aging 3:450-454.
IF: 5127 Q: Q1 Hivatkozdsok (ebbdl fiiggetlen): 34 (26) Referenciaszam: 162

3. Wanner SP, Garami A, Pakai E, Oliveira DL, Gavva NR, Coimbra CC and Romanovsky AA (2012) Aging reverses
the role of the transient receptor potential vanilloid-1 channel in systemic inflammation from anti-
inflammatory to proinflammatory. Cell Cycle 11:343-349.
IF: 5,321  Q: D1 Hivatkozdsok (ebbdl fiiggetlen): 40 (28) Referenciaszam: 171

4. Almeida MC, Hew-Butler T, Soriano RN, Rao S, Wang W, Wang J, Tamayo N, Oliveira DL, Nucci TB, Aryal P,
Garami A, Bautista D, Gavva NR and Romanovsky AA (2012) Pharmacological blockade of the cold receptor
TRPMS8 attenuates autonomic and behavioral cold defenses and decreases deep body temperature. J Neurosci
32:2086-2099.
IF: 6,908 Q: D1 Hivatkozasok (ebbdl fiiggetlen): 192 (158)  Referenciaszdm: 166

5. Banki E, Pakai E, Gaszner B, Zsiboras C, Czett A, Bhuddi PR, Hashimoto H, Toth G, Tamas A, Reglédi D and
Garami A (2014) Characterization of the thermoregulatory response to pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide in rodents. J Mol Neurosci 54:543-554.
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6. de Oliveira C*, Garami A*, Lehto SG, Pakai E, Tékus V, Pohdczky K, Youngblood BD, Wang W, Kort ME, Kym
PR, Pintér E, Gavva NR and Romanovsky AA (2014) Transient receptor potential channel ankyrin-1 is not a
cold sensor for autonomic thermoregulation in rodents. J Neurosci 34:4445-4452. *osztott elsGszerzék
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7. lvic I, Solymér M, Pékai E, Rumbus Z, Pintér E, Koller A and Garami A (2016) Transient receptor potential
vanilloid-1 channels contribute to the regulation of acid- and base-induced vasomotor responses. J Vasc Res
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8. Garami A*, Ibrahim M*, Gilbraith K, Khanna R, Pakai E, Mikd A, Pintér E, Romanovsky AA, Porreca F and
Patwardhan AM (2017) Transient receptor potential vanilloid 1 antagonists prevent anesthesia-induced
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