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1. Roviditések jegyzéke

anandamid (N-arachidonoylethanolamine)
varianciaanalizis (analysis of variance)

akut fizioldgiai és kronikus allapotfelmérési pontszam (acute
physiology and chronic health evaluation score)
els6 és a masodik cervikalis csigolya
kolecisztokinin

95%-o0s konfidenciaintervallum

dorzalis hipotalamikus area

dorzolateralis funiculus

dorzomedialis hipotalamusz

dimetil-szulfoxid

enzimhez kotott immunszorbens esszé (enzyme-linked
immunosorbent assay)

gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
hipertermias index

hidrogén-szulfid

hidrogén-klorid

holeadasi index

interleukin

intracerebroventrikularis(an)
intragasztrikus(an)

intramuszkularis(an)

intraperitonealis(an)

intravénas(an)

50%-os inhibitor koncentréacid

interkvartilis tartomany (interquartile range)
genkitott (knock out)

lipopoliszacharida

makrofag migracio inhibitor faktor

median preoptikus nukleusz

medialis preoptikus tertlet

natrium-szulfid

natrium-hidroxid

neurokinin-1
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OR esélyhanyados (odds ratio)
PACAP hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide)

PBS foszfat puffer oldat (posphate buffer solution)
PG prosztaglandin

POA preoptikus terdlet/area

PTE Pécsi Tudomanyegyetem

gRT-PCR  kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcié (quantitative real-time
polymerase chain reaction)

rRPa rostralis raphe pallidus

RTX reziniferatoxin

SAPS egyszerisitett akut fiziologiai pontszdm (simplified acute physiology
score)

s.C. szubkutan

SD standrard deviacio

SE standard hiba (standard error)

SIRS szisztémas gyulladasos valasz szindroma (systemic inflammatory

response syndrome)
SJHMC St. Joseph’s Hospital and Medical Center

SMD standardizalt atlagos kulonbség (standardized mean difference)

SOFA szekvencidlis (szepszissel kapcsolatos) szervi elégtelenség értékelési
pontszam [sequential (sepsis-related) organ failure assessment score]

SP P anyag (substance P)

Tb, Tk €S Tm bér, kornyezeti és testmag hémérséklet

TNF tumor nekrozis faktor

TRP tranziens receptor potencial; A: ankirin, M: melasztatin, V: vanilloid

VMH ventromedialis hipotalamusz

VO2 oxigénfogyasztas

WT vad tipusu (wild type)
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2. Bevezetés és irodalmi hattér

2.1. A testhémérséklet-szabalyozas dltalanos jellemzdi

A termoregulacié rendszerének alapveté célja a normal testhémérséklet
fenntartasa. Szervezetiink kiilonb6z6 pontjain hdszabalyozasi szempontbdl kiilonb6z6
homérsékleti értékeket mérhetiink. Lényeges elkiiloniteni két alapvetéen kiilonbozo
paramétert, a testmag ¢és a testfelszin homérsékletét. A maghdémérséklet (Tm)
szervezetiink belsé szerveinek homérsékletét jelenti és termoregulacié szempontjabol a
szabalyozott tényezbének tekintendd, mig a testfelszin (bér) hémérséklete (Tb) a test
kornyezet felé torténé hovesztésének az indikatora, igy szabalyozo, azaz termoeffektor,

tényezOnek tekinthetd (1. dbra).

Izomaktivitas
Evaporacio
- Hémérsékletfiiggd
Diéta metabolizmus Piloerekcié
Slesy Taplalkozasfiiggd Bor
Etvagy metabolizmus vazodilatacio

Energiabevitel | | Anyagcsere | Hévesztés

Testtémeg Maghoémérséklet

Elettani tényezék
(pl. kor, nem, felszin)

Kornyezeti tényez6k
(pl. id6jaras, patogének, jolét)

Pszicholégiai tényezék Viselkedési termoeffektorok (pl.
(pl. életmod, stressz, szocialis tényezok)| |0ltozkddes, testtartas, hideg/meleg kereseés)

1. dbra: A komplex energetikai egyensuly szabalyoz6 korei és legfontosabb effektorai,
befolyésolo tényez6i. Piros hattérrel elsddlegesen a termoregulacioban, kék hattérrel a testtomeg

fenntartasaban szerepet jatszo tényez6k vannak feltiintetve. Lila hattér jelzi a mindkét szabalyozé
th2,

korre hatéssal bird tényezoke

A Tm normal (36-37°C) tartomanytol vald, minddssze néhany Celsius fokos
eltérése irreverzibilis, akar halalos kovetkezményekkel jarhat, példaul héguta vagy
nagyfokt kihtilés (hipotermia) soran. Ennek a finoman szabélyozott rendszernek a
mikodésében tobb olyan alapvetd élettani mechanizmus (termoeffektor) is szerepet

jatszik, amelyek révén a termoregulacio mas homeosztatikus szabalyozo rendszerekkel is
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szoros kapcsolatban all, igy példaul a testtbmeg, vérnyomas és sb-vizhaztartas
szabalyozésaval. Tagabb értelemben véve, a termoregulacio a komplex energetikai
egyensuly egyik homeosztatikus szabalyozo koére, amely hosszabb tavon szoros
osszefliggéshen all a testtomeg szabalyozasaval®. A két szabalyoz6 kor kozotti kapcsolat
az anyagcsere aktivitasan keresztil valésul meg, aminek szintje révidebb tdvon a Tm-re,
hosszabb tavon ugyanakkor a testtdmegre is hatassal van (1. abra). Hasonlé mddon
vezetheté le a kapcsolat a bor vazodilatacio vagy -konstrikcid, mint héleado, illetve
-konzervald termoeffektor és a vérnyomas szabalyozésa, tovabba a verejtékezés és a so-
viz készletek regulacidja kozott.

A termoeffektorok két nagy csoportba sorolhatdk: autonom effektorok (példaul
didergeses és nem-didergéses hdtermelés, verejtékezés, bor értonus) és viselkedési
tényezok (példaul hideg/meleg preferencia, 61tozkddés) (1. abra). A kiilonbozo effektorok
leghatékonyabb miikodése gy biztosithatd, hogy a Tm emelését vagy csokkenesét célzd
mechanizmusok 0sszehangoltan aktivalédnak, vagy kerllnek gatlas ala, ennek alapjan
funkciojuk szempontjabol elkildnithetink hideg elleni, illetve meleg elleni védekezési
mechanizmusokat. A hideg elleni védekezés legfontosabb tényezdi a meleg irdnti
preferencia, fokozott h6termelés és a bor ereinek konstrikcidja (csokkent hovesztés). A
meleg elleni védekezésben a hideget keres6 magatartds, valamint a bor ereinek
szerepet (2. abra). A termoeffektorok sikeres aktivacidja révén szervezetink ellen tud
allni a testlinkbdl és/vagy kornyezetiinkbdl szarmazd hémérsékleti hatdsoknak, igy
példaul meleghatassal szemben tolerancia vagy hosszabb tavon akar akklimatizacio is
létrejohet, elégtelen miikodésiik esetén azonban hdartalom kovetkezhet be, amely
egyszeriibb h6goresoktol egészen az életveszélyes hogutaig tobb korképet is magéaban
foglal®. Integrativ ideg- és élettudomanyi szempontbdl jelentds kérdés, hogy mi 4ltal
valosul meg a kiilonb6zd termoeftektor csoportok Osszehangolt mozgositasa, ezaltal
testhdmérsékletiink normal tartomdnyban tartasa, akar szélsdséges kornyezeti hatasok
vagy betegségek soran. A klasszikus elmélet szerint (amely a legtdbb tankdnyvben is
megtalalhato), ezt a finom vezérlést kozponti idegrendszeriink, azon beliil elsésorban a
hipotalamusz flit6- és hiitdkdzpontja latja el. Napjainkban azonban a klasszikus dogma
mellett egyre jobban terjed és valik elfogadottd egy modernebb szemlélet, amely a
kdzponti idegrendszer aktiv, integrald szerepét megkérdéjelezi.

A Klasszikus tanok az ugynevezett ,,set point” elméletre épuilnek. Legtobben azt

tanultuk, hogy létezik egy Ugynevezett set point (bedllitasi pont), amely agyunk egy

10
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crer

(POA), ami iranyito kézpontként, kbzponti parancsnokként funkcional. Tovabba, vannak
centrélis és periférids hideg- és melegérzékelé receptoraink, melyek informéljak az
iranyitd kozpontot az aktudlis hdmérsékletrdl. Ezek az informéciok a hipotalamuszban
integralddnak. Ha a mért hdmérséklet megfelel a beallitott értéknek, semmi sem torténik,
viszont abban az esetben, ha az érzékelt homérséklet eltér a bedllitasi ponttol, akkor a
vezérld kozpont 0sszehangolja a megfeleld hdmérsekletet ndveld vagy azt csokkentd

mechanizmusokat, ezaltal a mért hdmérsékletet vissza tudja allitani a set point értékéhez.

Afferens-efferens atkapcsolas:
hipotalamusz és
mas agyi strukturak

L7 N\

Fajdalmatian Autoném Viselkedési
meleg termoeffektorok termoeffektorok

Gerincveld
Fajdalmatlan
hideg \ // l l

Centralis ;
termoszenzorok

Hideg elleni Meleg elleni
vedekezeés: védekezés:
Periférias melegkereses hidegkeresés
termoszenzorok bér vazokonstrikcid bér vazodilatacio
termogenezis evaporacio

2. abra: A testhdmérséklet-szabalyozads folyamatainak Osszefoglalasa a szervezetet érd

fajdalmatlan meleg- (piros) és hideghatasok (kék) soran.

A modern szemléletben a hészabalyozas ,.termosztat” nélkiil valésul meg*®. Az
Ujabb teoridk szerint testhdmérsékletiink nem egyetlen rendszer 4ltal, egyetlen iranyitoval
szabalyozott, hanem sokkal ink&bb egymastol fuggetlen, anatémiailag kilonalld
termoeffektor hurkok miikodése altal. Egy-egy termoeffektor hurok nem mas, mint egy
poliszinaptikus és tobbrétegli reflexiv, amely afferens ¢€s efferens palyakbol all. Az
afferens palyak a termoreceptoroktdl és primer afferens érzé neuronoktol a hémérsékleti
szignalokat (kiilonboz6 idegi kapcsolodasi pontokon keresztll) kdzvetitik a rostralisan

elhelyezked6 termoeffektor (efferens) neuronokhoz, amelyek a hipotalamuszban és mas

11
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kdzponti idegrendszeri struktdrakban taldlhatok (2. abra). A termoeffektor neuronok
tObbszori idegi atkapcsolas réven szabalyozzak a periférian 1évé autonom és viselkedési
termoeffektorok aktivitasat. A hurkok afferens és efferens agai kozott is talalunk olyan
részeket, melyek kapcsolatban allhatnak mas, kiilonb6z6 hurkokkal. Azt is fontos
megjegyezni, hogy egy-egy termoeffektor kiilonb6z6 homeosztatikus szabalyoz6
rendszerek hurkainak is része lehet. A termogenezis (anyagcsere), amely a
hdszabalyozasban hideg elleni autonom effektor szerepet jatszik, a testtomeg-
szabalyozéashan a taplalékfelvétellel tobbszorosen Osszetett, szoros kapcsolatban allo
energetikai effektor funkciét télt be’ (1. abra). Az, hogy éppen melyik hurok
(hészabalyozasi vagy testtomeg-szabalyozasi) részeként funkcional, a szervezetet érd
ingerek (hdmérsékleti és/vagy taplalkozasi) aktudlis egylitthatasanak az eredménye.

Mikddésiiket tekintve a termoeffektor hurkok kiilonbozd, specifikus aktivalasi
kiszobértékekkel rendelkeznek, azaz a termoeffektor hurkok mas-mas hémérsékleten
aktivalodnak. Azok az effektorok, amelyeknek miikddése kevesebb energiat igényel
(példaul érosszehuzddas) elséként Iépnek miikodésbe. A tobb energiat igényld effektorok
(példaul didergéses hétermelés) csak késobb 1épnek mitkodésbe, akkor ha az els6 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 védekez6 mechanizmusok.
Fontos megjegyezni azonban, hogy minden termoeffektor hurok egy-egy adott
hémérsékleti tartomanyt véd, nem pedig egyetlen homérsékleti értéket. Amikor a
testhdmérséklet normal tartomanyban van, rendszerint nincs termoffektor hurok
aktivacio. Egy ilyen rendszerben nincs sziikség integralt testhomérséklet kiszamitasara,
vagy annak dsszehasonlitasara egy beallitott alapértékkel (set point). A termoffektorok
kozotti kommunikacio megvaldsul a kozos, szabalyozott valtozojukon keresztil, amely
nem méas, mint a Tm. Ez a nagyon kifinomult és hatékony szabalyozasi rendszer tehat
képes ,,kozponti irdnyitd” nélkiil mikodni.

A klasszikus elmélet Kkivaléan alkalmas volt a Tm koros eltéeréseinek
magyarazatara, példaul gyulladasos betegségekhez tarsuld 14z esetén. Ezekben az
esetekben a testhOmérséklet szabalyozott emelkedését a set point felfelé tolddasabol
adodo kovetkezményként vezették le. Napjainkban is gyakran talalkozhatunk ezzel a
szemléletes magyarazattal. Ujabb kisérleti eredmények azonban ellene szélnak a set point
szlikségességének a normal Tm fenntartasaban, illetve koros eltéréseinek kialakulasaban.

A mai napig nem sikeriilt azonositani azt az agyi strukturat, amely felelds lenne a set point
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biztositasaért. EllenkezOleg, az ebben legfontosabbnak tartott POA teljes mértéki
roncsolasa esetén, lazkeltok hatasara patkdnyok szokasos lazvalasszal képesek reagélni,
igaz mas termoeffektorok aktivalasa révén, mint kontroll tarsaik®. Ezek az eredmények
cafoljdk a POA kozponti vezérléként betoltott szerepét. A természetben is talalhatunk
példakat arra, hogy egymadstdl fiiggetleniil érvényesiild tényezok (mint a
termoeffektorok), hogyan nyilvanulhatnak meg latszolag kozpontilag vezeérelt jelenség
létrehozasaban (mint példaul a lazvéalasz). Egyszeri példa erre a madarak ,,V” alaka
forméaban val6 vandorlasa, amelyben — kdzponti parancsnok nélkil — az egyes madarak
onalléan ugy szervezOdnek, hogy végiil felvegyék az egész csoport szamara
energetikailag legkedvezObb repiilési alakzatot. Egy friss tanulmanyban pedig leirtak,
hogy egyes kubai boa fajok falkdban vadasznak, igy novelve a zsdkmanyszerzés
hatékonysagat®. Megfigyelték, hogy az egyes kigyok gy helyezkednek el, hogy javitsak
a falka esélyeit a vadaszatra. Az egyes allatok figyelembe veszik tarsaik elhelyezkedését,
hogy maximalizaljak vadaszati sikeruket. A koordinalt vadaszat magasabb viselkedési
komplexitast igényel, mert minden allatnak figyelembe kell vennie a tdbbiek akcidit
anélkiil, hogy sziikséges lenne kigyok kozti kommunikacio, illetve ,,vezérkigy6”
jelenléte. Ez is bizonyitja, hogy a kozos cél, mint szabalyozd tényez6 valdoban
hatékonyabban elérhet tobb, fliggetlen tényez6é Osszehangolt miikodésével, és ehhez
nincs feltétlenll szikség egy kdzponti iranytora.

Orvosi vonatkozasban elsésorban a Tm-nek a normalértéktdl valo eltérései kiemelt
jelentéségiick, amelyek szisztémas gyulladéas soran leggyakrabban l1dzként, mas sulyos
esetekben (példaul sokkban) hipotermiaként jelenhetnek meg. Elébbiek mellett, a
tarsadalom el6regedése, illetve a globalis klimavaltozasok miatt ugyancsak egyre
nagyobb jelentdséggel birnak a kiilsé hatdsok miatt kialakuld hdszabalyozasi
rendellenességek, mint a héguta és kihiilés. Annak ellenére, hogy az elébb emlitett
hdszabalyozasi eltérések régota ismertek és konnyen mérhetdk, a testhomérsékletet
fenntartd mechanizmusok részletei napjainkban sem kelléen vilagosak. Nem teljes
mértékben ismert példaul, hogy melyik idegpalydkon és kdzponti idegrendszeri
strukturdkon keresztll torténik az egyes hészabalyozd mechanizmusok aktivalasa.
Erdekesnek tiinhet, de azt sem tudjuk kell§ bizonyossaggal, hogy milyen molekulék
érzékelik a tal hideg vagy tul meleg kornyezetet, vagyis hogy hdszabalyozasi
szempontbo6l melyik receptorok szervezetiink valddi termoszenzorai. Ez lehet az oka
annak, hogy egyetlen olyan gyogyszerrel sem rendelkeziink, amit emberben

alkalmazhatnank célzottan a Tm csokkentésére vagy noOvelésére, vagyis a
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termofarmakolégia alkalmazott felhasznaldsa jelenleg megoldatlan. A benne rejld
lehet6ségek kiakndzasa az orvosi terapidban (példaul indukalt hipotermia
transzplantacios mitéteknél, stroke-ban) és egyéb téren (példaul hibernacio tirutazasok

soran) is nagy eldrelépést jelenthetne®.

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

Jelenleg is kutatasok targya, hogy melyek azok a fehérjék (termoreceptorok),
amelyeknek homérsékleti szignalokkal valo stimulacidja az egyes termoeffektor
szabalyoz6 korok aktivaciojat eredményezi. Nagy attorést jelentett a termoreceptorok
molekularis hatterének felderitésében a TRP csatornak termoszenzitiv alcsoportjanak, az
Ugynevezett termo-TRP csatornaknak a felfedezésel?. Ezeknek az ioncsatornaknak a Qzo
egyUtthatdja (amely azt mutatja, hogy 10°C hémérséklet-valtozasnal hanyszorosara
valtozik az ioncsatornan Kkeresztuli ionaramlas) 5-nél nagyobb (melegérzékeny
csatornaknal) vagy 0,2-nél kisebb (hidegérzékeny csatornaknal)!l. Annak ellenére, hogy
az egyes termo-TRP csatorndk egy viszonylag sziik homérsékleti tartomanyban
aktivalodnak, k6zosen egy meglehetdsen széles hdmérsékleti tartomanyt fednek le, amely

a fajdalmas hidegt6l a fajdalmas meleg érzékeléséig terjed (3. &bra).

100 -

loncsatorna aktivitas (%)
3

o

Homérséklet (°C)

3. &bra: Termo-TRP ioncsatornak aktivitasanak valtozasa a hémérséklet fliggvényében in vitro.
Lathat6, hogy a TRP ankirin-1 (Al) és melasztatin-8 (M8) csatornak hideggel (kék), mig a
vanilloid, illetve melasztatin csatornak koziil a V1-V4, illetve az M2 és M4-5 meleggel (piros)
aktivalhatok. A hémérsékleti aktivacios kiiszobok egyutt széles (18-50°C) hémérsékleti skalat

foglalnak magukba®®.
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A hémérsékleti hatasokra torténé aktivacidjuk a termo-TRP ioncsatornakat
kivaléan alkalmas jeloltté teszi arra, hogy termoszenzor szerepet toltsenek be
szervezetiink hészabalyozasi rendszerében. Onmagaban ez a tulajdonsag azonban
korantsem elegendd ahhoz, hogy valddi termoszenzornak nevezziik 6ket termofizioldgiai
szempontbol. A homérsékleti aktivacion kiviil tovabbi 1ényeges tulajdonsagok megléte
szilkséges az igazi termoszenzor szerep betOltéséhez. Egy valodi termoszenzor
szervezetiink hdszabalyozasi rendszerében az alabbi kritériumok mindegyikének meg
kell, hogy feleljen:

- hémérsekleti ingerekkel aktivalhato;

- a szervezet periférids és/vagy centralis hoérzékeld idegi strukturaiban

megtalalhato;

- legaldbb egy termoeffektor szabalyozé hurok valamelyik részéhez

kapcsoladik;

- hémérsékleti ingerekkel valo stimulacidja egy vagy tobb termoeffektor

aktivalasahoz vagy gatlasahoz vezet.

Bizonyos termo-TRP ioncsatornak esetében mar igazolodott a fenti feltételeknek
megfeleld termoszenzor szerep, mig mas csatornak hdszabalyozasi funkcidja tovéabbra is
kutatdsok targyat képezi. A TRPM2 esetében nemrég bizonyitottdk, hogy valodi
melegszenzor szereppel bir, amelynek révén korlatozza a laz mértékét, illetve hipotermia
kialakulasat is eldsegiti'?. A TRPV4 farmakol6giai modulacidjaval termofiziolégiai
kisérletekben arra lehetett kovetkeztetni, hogy szerepet jatszik a fajdalmatlan (feltehetéen
bért érinté) meleghatasok érzékelésében és a meleg elleni autondm és viselkedesi
termoeffektorok aktivalasaban'®. Megjegyzendd azonban, hogy tovabbi kisérletek
szilkségesek a koOvetkeztetések megerdsitésére, példaul TRPV4 ioncsatornatol
genetikusan megfosztott (knockout, KO) egerek felhasznalasaval'4. Hasonléan a TRPV4
ioncsatornahoz, a TRPV3 csatorna esetében is felmeriilt fajdalmatlan meleget érzékeld
funkci6 a bérben, amely héhatasra lokalis vazodilataci6 kialakulasat eredményezte!®. A
hideggel aktivalhatd TRPA1l és M8, valamint a meleggel aktivalhat6 TRPV1

hészabalyozasi szerepének Osszefoglaldsa az alabbi alfejezetekben talalhato.

2.2.1. A melegérzékeny TRPV1 ioncsatorna
A TRPV1 — korabbi nevén kapszaicin vagy fajdalom receptor — mar évtizedek Ota
a fajdalommal kapcsolatos kutatasok egyik kozponti eleme volt*, amikor klénozasara

1997-ben sorkerilt!’. A felfedezés jelentdségét és tovabbra is érvényes aktualitasat jelzi,
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hogy 2021-ben fontos szerepet jatszott az élettani és orvostudomanyi Nobel-dij
odaitélésében a kutatasvezetd, David Julius, szamara'®. Fontos azonban megjegyezni,
hogy az ehhez vezetd kutatdsok gyokerei sokkal régebbre nydlnak vissza és jelent6s
magyar vonatkozasaik is vannak6:1°, A kapszaicin élettani, beleértve termoregulatérikus,
hatasait vizsgald kisérletek eredményeit elséként Hégyes Endre publikélta 1878-ban?. A
fajdalomkutatasok terén nagy attorést jelentett, hogy 1949-ben ifjabb Jancsé Miklds és
felesége, Jancs6-Gabor Aranka beszamoltak roéla, hogy kapszaicin megfelelé
alkalmazasaval a szenzoros idegvégzOodések deszenzitizacioja valthato ki, igy azok
bizonyos fajdalmas behatasokkal szemben érzéketlenekké valnak?', amely alapjaul
szolgalt az ioncsatorna farmakoldgiai inaktivacidjat alkalmazé kutatdsoknak?>23,
Munkassagukat késébb fiuk, Jancsdé Gabor és tanitvanyuk Szolcsanyi Janos folytattak,
akik jelentos eldrelépéseket értek el a kapszaicin-Szenzitiv idegvégzddések és a TRPV1
ioncsatorna  élettani és patofiziolégiai  funkcidinak megértésébent®!®.  Kilon
figyelemreméltod, hogy ezen kutatasok eredményei méar joval a TRPV1 ioncsatorna
klonozasa el6tt, az 1970-es években bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy a kapszaicin

hatasai specifikus receptoron keresztiil jonnek létre624,

2.2.1.1. ATRPV1 ioncsatorna aktivacios modjai és szoveti eloszlasa

A kapszaicinen kivil mas vanilloidok is képesek aktivalni a TRPV1 ioncsatornat,
ilyen példaul a reziniferatoxin (RTX), amely egyes Euphorbia novényfajokban fordul elé
és a kapszaicinnél tobb nagyséagrenddel potensebb agonista?®. Az endogén TRPV1
agonistak kozé tartozik az anandamid (AEA), az oleoiletanolamid és az N-
arachidonoildopamin, amelyek esetében hdészabalyozasi hatasokat is leirtak?6-28,
Elébbieken kiviil szamos mas TRPV1 agonista is 1étezik, és listajuk egyre boviil?°.
Tovébba, nemcsak kémiai ligandok, hanem egyéb hatasok is képesek aktivalni a TRPV1
ioncsatornat, ezek koziil kiemelendé a magas (42°C feletti) homérséklet és a savi
behatasok (6,1 alatti pH)3C. Gydgyszerfejlesztési szempontbol a vanilloid, h6 és proton
aktivacios modok tekintheték a TRPV1 ioncsatorna 3 legfébb aktivaciés modjanak, a
legtobb gétl6 anyag (antagonista) hatasat is leggyakrabban ezekre az aktivacios modokra
tesztelik®3L, A kiilonbozé aktivald tényezok egyiittes jelenléte csdkkenti az egyes ingerek
sajat aktivacios kuszobét, tehat a TRPV1 csatornat aktivalé hatasok egymas
szinergistajaként is funkcionalnak®. Ilyen egyiittes jelenlét konnyen eléfordulhat szoveti
gyulladas sordan, ami a TRPV1 csatornat expresszalo idegvégzodések aktivalasaval a

gyulladasos tiinetek kozott szerepld fajdalom (dolor) kialakulasat is magyarazhatja.
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A TRPV1 ioncsatorna legnagyobb mertékben a hatsogyoki és trigeminalis
elsédleges szenzoros neuronokon expresszalodik ragesalokban®334 és emberekben
egyarant®®, Megtalalhat6 a vékony mielinhiively As és a mielinhtively nélkiili C rostok
periférias és centralis végzédésein, de ugyancsak kimutattdk a nodézus ganglion bizonyos
peptiderg neuronjain is®. Ezek a kapszaicin-szenzitiv primer afferens idegvégzédések
beidegzik a testfelszint (fej, torzs és végtagok bére) és a belsd szerveket egyarant, igy a
TRPV1 csatorna eloszlasa szervezetiinkben ezeknek az idegeknek révén meglehetdsen
kiterjedt. A felsé gasztrointesztinalis rendszert, vastagbelet és hugyholyagot beidegzd
spindlis afferensek legaldbb 60%-&ban, mig a bért és vazizmot beidegzd spinalis
afferensek 30%-aban mutathatdé ki a TRPV1 ioncsatorna jelenléte®’%°, Tovabba, az
afferens vagalis ideg felsd gasztrointesztinalis rendszerhez futo rostjainak legalabb 20%-
a szintén expresszal TRPV1 ioncsatornat3®-4L,

A felsorolt periférias idegrendszeri struktirakon kivil, a TRPV1 ioncsatorna
expresszidjat kimutattak a kozponti idegrendszer szamos pontjan*?43, kozulik kilonosen
nagyszaml Trpvl gén transzkriptumot detektaltak a hipotalamuszban®4#°. A TRPV1
fehérje kismértéki jelenlétét is kimutattik az anterior hipotalamikus magokban*. Meg
kell jegyezni azonban azt is, hogy a késObbiekben a TRPV1 kiterjedt mértékli agyi
jelenlétét kétségbe vontak*®. Az idegrendszeri struktirakon kiviil, TRPV1 ioncsatorna
expresszid kimutathaté volt szamos nem-neurdlis sejt- és szévettipusban is*’, amelyek
felsoroldsa meghaladna jelen értekezés kereteit. Hoszabalyozasi szempontbol fontos
kiemelni, hogy vannak koztiik termoeffektor szdvettipusok is, amely felveti a TRPV1
ligandok kozvetleniil ezeken a nem-neurélisan expresszalédo TRPV1 ioncsatornakon
vald direkt hatasanak lehetéségét. Az artériak falaban kimutatott TRPV 1 ioncsatornak*84°
példaul szerepet jatszhatnak a kapszaicin hatasara bekovetkezé bor vazodilatacio, igy
fokozott h6ladas létrejottében. A barnazsirszoveti TRPV 1 ioncsatornak szerepe felmertilt
az elhizas kialakuldsanak elésegitésében®, de a teljesen ellentétes szerep (vagyis a
zsirfelhalmozodas megeldzése) szintén felvet6dott®l. A direkt nem-neuralis termoeffektor
hatasok lehetdségének kapcsan, ugyanakkor fontos hangsulyozni, hogy az afferens
idegrostokon kimutatott TRPV1 csatorna expresszié mértéke legalabb harmincszorosa
volt annak, mint amit barmely mas sejttipusban talaltak®*, amely bizonyos értelemben
megkérddjelezi a nem-neurdlis TRPVI1 ioncsatorndk élettani jelentdségét a
termoregulécioban. A kapszaicin és a TRPV1 ioncsatorna hdszabalyozasi szerepének
tisztazasara irdnyuld kutatasok sordn fontos kerdés maradt, hogy a csatorna melyik

aktivacios médja vagy modjai vesznek részt a normal Tm fenntartasaban emldsokben,
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illetve, hogy a termoregulatorikus szereppel rendelkez6 TRPV1 ioncsatornak hol

helyezkednek el a szervezetben.

2.2.1.2. ATRPV1 csatorna agonistak és antagonistak termalis hatasai

A TRPVI1 ioncsatorna hdszabalyozasi szerepének tisztazasdra iranyuld
tudomanyos kutatasok kezdetben a farmakologiai agonistak, elsésorban a kapszaicin és
RTX, termalis hatasainak vizsgalatara alapultak. Ezek soran fény derilt arra, hogy a
kapszaicin és az RTX akutan hipotermiat okoz akar szisztémas [intramuszkularis (i.m.),
intraperitonedlis (i.p.), intravénas (i.v.), per os és szubkutan (s.c.)], akar kozponti
idegrendszeri [intracerebroventrikularis (i.c.v.), intrapreoptikus, intratekalis] anyagadas
esetén sokféle allatfajban (egér, patkany, tengerimalac, bizonyos mdkusfélek, nyul,
vadaszmenyét, kecske, macska, kutya)®23, Bizonyos allatok (példaul a madarak) azonban
érzéketlenek a kapszaicin hipotermias (és fijdalomkelté) hatasaval szemben®253, aminek
hatterében evollcios bioldgiai magyarazat allhat: a madarak ezaltal képesek csip6s
paprikat fogyasztani és annak magjait terjeszteni®*. Evollcids jelentésége mellett, a
kiilonbozd allatfajok eltérd érzékenysége kapszaicinnel szemben felhivja a figyelmet a
TRPV1 ioncsatorna termoregulatorikus —szerepének fajok  kozotti  esetleges
kiilonbozbségére is. Termoeffektorok tekintetében a TRPV1 agonistak (kapszaicin vagy
RTX) hatasara kialakulé hipotermias valaszban mind autondm mechanizmusok — bor
vazodilatacio, termoregulatérikus nyalelvalasztas, hipometabolizmus®>% —  mind
viselkedési mechanizmusok — példaul hidegpreferencia®®-58 — szerepet jatszanak (4. abra).

A TRPVI1 agonistdk testhdmérsékleti hatasaival kapcsolatos irodalmi adatok
Osszesitése alapjan valoszinilisithetd, hogy a hipotermia kivaltasdnak tdmadaspontja a
hipotalamusz median preoptikus magjaban (MnPQO) TRPV1 ioncsatornat expresszald
glutaminerg neuronok egy csoportja, amelyek a meleg elleni védekez6 mechanizmusok
termoeffektor hurkainak afferens szaran helyezkednek el®?3. Normal testhémérsékleti
(bOr és mag) tartomanyban ezek a neuronok nem aktivak, TRPV1 agonista hatasara
azonban ingeriiletbe jonnek és ezaltal aktivaljak a meleg elleni védekezd mechanizmusok
autonom és viselkedési termoeffektorait.

A TRPVI1 agonistak akut termalis hatasainak tanulmanyozasa mellett az 1dd
mulasaval tovabbi kisérleti moédszerek is elérhetévé valtak a TRPV1 ioncsatorna
hdszabalyozasi szerepének vizsgalatdra. Megjelentek a TRPV1 ioncsatorna gatlasanak

farmakoldgiai és genetikai lehet6ségei.
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4., &bra: A meleg elleni autoném

fajdalomcsillapitok 0j, mellékhatasoktol

g 389 termoeffektor mechanizmusok aktivacioja
% ! RTX hatdsara kialakul6 hipotermidban
2 359 | patkanyokban. 500 ng/kg RTX szisztémas
E E (i.v.) injektalasa kolon hémérséklet (Tm egyik
é 32 E < RTX forméja) csokkenést, azaz hipotermiat valt ki,
¥ i_ 500 ng/kg i.v. ellmelyu bor Vazo'dillatéci(') (folfozott hoéleadas)
< 07] o Vehikulum és csokkent oxigenfogyasztds (alacsonyabb
2 ' ! hétermelés) eredményeképpen jon 1étre. Mas
& 044 kisérletekben hidegpreferencia (meleg elleni
E l viselkedési termoeffektor) is tarsult a
T 0,11 . hipotermia kialakuldsahoz (az abran nincs
284 | feltiintetve)®.
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%% 214 Elobbick koz¢é tartoznak a TRPV1
o3Z |
= | antagonistak, amelyekre sokan ugy
'69‘“; 14 i tekintettek, mint a nem opioid tipusu
I
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. ; .
60 120 180 mentes generécidjara. Ezeknek a
Id& (min)

reményteli elvarasoknak koszonhetden
sok gydgyszercég szamos szelektiv és potens TRPV1 antagonistat fejlesztett ki, amelyek
tesztelésére hamarosan klinikai vizsgalatokban is sorkeriilt a 21. szézad elején>%°,
Parhuzamosan a gyodgyszerfejlesztési torekvésekkel a TRPV1 antagonistdkra egyre
nagyobb figyelem 06sszpontosult alapkutatasi, preklinikai kiserletekben, valamint
Osszefoglalo kozleményekben is. EI0bbiek eredményeként a 2000-es évek elejétdl kezdve
a TRPV1 antagonistidkkal kapcsolatos tudomanyos kozlemények szama ugrasszeriien
megndtt és éves szinten magasan is maradt egészen napjainkig: 2007-t61 2021-ig a
megjelent cikkek szama minden évben meghaladta a 190-et, vagyis atlagban korulbeliil
masnaponta megjelent egy-egy Uj kdzlemény (5. abra).

A TRPV1 antagonistak in vivo tesztelése soran szinte azonnal fény derilt arra,
hogy kozuluk tobb is hipertermiat okoz laboratériumi allatokban®-%3, késébb pedig
kidertilt, hogy emberekben is®%7. Ez a hipertermia az antagonistak célmolekulajan
keresztul Kkivaltott (on-target) mellékhatasnak bizonyult, vagyis a TRPV1 ioncsatorna

modulaci6ja révén jott létre®268-70,
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5. &bra: A TRPVI1 antagonistakkal kapcsolatos publikaciok szdma a kezdetekt6l 2022-ig
évenkeénti bontasban. A keresést a PubMed adatbazisban végeztem 2023. nov. 9-én a kovetkezd
keres6kulccsal: (“capsaicin receptor” OR "vanilloid-1 receptor" OR TRPV1) AND (antagonist
OR inhibitor OR blocker). A 2023-as évben a talalatok szama a keresés napjan 128 volt.

Feltételezheté volt, hogy a TRPVI1 antagonistdk a hideg elleni autonom
termoeffektorok (barnazsirszoveti hdtermelés és bor vazokonstrikcio) tonusos gatlasanak
felfliggesztésével hozzak létre a hipertermiat®264. Ez a toénusos gatlas a TRPV1
ioncsatornak homérséklettol fiiggetlen folyamatos aktivacioja révén valdsul meg valahol
a hashan, talan a hasfal izmaiban vagy a hasiregi szervekben®?. Késébb az is
bebizonyosodott, hogy hipertermia csak olyan antagonistak adasa esetén alakul ki,
amelyek erdsen gatoljak a TRPV1 ioncsatorna protonok (alacsony pH) altali aktivacids
modjat, vagyis amelyek a polimodalis (mindharom f6 aktivaciés modot gatlo), vagy
masnéven elsé generacios antagonistak kozé tartoznak (6. abra). A masodik generéacios,
vagyis mddszelektiv antagonistak, amelyek nem (vagy csak részlegesen) gatoltdk a
proton aktivaciés médot, nem valtottak ki hipertermiat’®*.

Korabbi  (Ph.D. értekezésem alapjaul szolgald) kutatdsaink  soran
allatkisérletekben kimutattuk, hogy az antagonista hataser6ssége a termalis (hé altali)
aktivacios mddban nem volt 6sszefliggésben a hipertermia kialakulasaval, mig a vanilloid
(kapszaicin) aktivacios mod gatlasa vagy csak kismértékben vagy egyéaltalan nem jarult

hozza a hipertermias hatashoz.
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6. dbra: A has valamely részén elhelyezkedé6 TRPV1 ioncsatorna populciot savi behatasok
(protonok) folyamatos aktiv allapotban tartanak, ennek révén ismeretlen idegpalyakon (szaggatott
z6ld vonal) keresztil tonusosan stimuléljak a hipotalamikus MnPO-ban talalhat6 gatl6 efferens
neuronokat, amelyek a hideg elleni autoném termoeffektorok szuppressziojat tartjak fenn (fekete
vonalak). A TRPV1 csatorna proton aktivacidjat gatlé (1. generéacios) TRPV1 antagonistak az
abdominalis TRPV1 ioncsatornak aktivalt allapotat felfuggesztik, igy a tonusos gatlas aldl
felszabaditjak az autoném hokonzervaldo és hétermeld mechanizmusokat, amelynek

kovetkeztében hipertermia jon létre (piros tartalmak).

Tisztazatlan maradt azonban, hogy a proton aktivaciés mod kizardlagos gatlasa
elegendé-e a hipertermia kialakuldsdhoz, vagy szlikséges-e ehhez a vanilloid aktivacios
mod részleges gatldsa is. A kérdést akkoriban nem tudtuk megvalaszolni, mert
kisérleteink soran az egyik TRPV1 antagonista, a JYL1421, hipertermia helyett
hipotermiat okozott, amir6l nem lehetett tudni, hogy mechanizmusa a hipertermiatol
teljesen kiilonbozé (akar TRPVI1 ioncsatornatdl is fiiggetlen), vagy a hipertermiaban
kérdés kovetkezteben analizisiinket annak idején két kiilonb6z6 modon végeztiik el: a
hipotermiat kivalto JYL1421 adatainak felhasznalasaval (feltételezve ugyanazon
mechanizmusok ellentétes modulalasat a hipo- és hipertermiaban), illetve a JYL1421
adatok nélkul (feltételezve két egymastdl teljesen kiilonb6z6 mechanizmust a
testhdméréskleti hatdsok hatterében)’®. Mindkét adathalmaz felhasznalasa esetén azt az
eredményt kaptuk, hogy a proton aktivacios mdd gatlasa a legfontosabb a hipertermia

kialakuldsdban, mig a ho altali aktivacios mod gatlasa jelentéktelen ebbdl a szempontbol.
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A vanilloid aktivaciés mod szerepét illetden azonban eltért egymastol a két analizis
eredménye. A JYL1421 adatok nélkil, modelliink azt mutatta, hogy a proton mod gatlasa
mellett, a TRPV1 antagonistdk hatéser6ssége a vanilloid aktivacios mod gatlasaban
szintén szerepet jatszik a hipertermia kialakuldsdban. A JYL1421 adatainak
felhasznalasaval azonban analizisiink szerint a vanilloid mod gatlasa jelentéktelennek
bizonyult a hipertermia szempontjabol (7. abra).

= e

TRPVA1
antagonistak

o
Protonok o
- 00

. =) Hipertermias
valasz

Hipertermizal6 hatas

k k. NP .
! 2 valészinliség-eloszlasa

JYL1421 adatokkal 0,01 0,65 -0,01

JYL1421 adatok nélkl 0,00 0,43 0,34 e J

[] Ismeretlen faktorok

7. &bra: A TRPV1 csatorna kiilonbozé aktivacios modjainak hozzajarulasa a TRPV1
antagonistak altal kivaltott hipertermidhoz. A TRPV1 csatornat aktivalo ingerek a hé (piros),
proton (kék) és vanilloid (narancssarga) aktivaciés modokban kiilonb6z6é mértékben gatoltak
TRPV1 antagonistak altal (fekete) a hipertermia kialakulasakor. A ki, kz, és ks értékek sorrendben
a ho, proton és vanilloid aktivacios modok gatlasanak relativ érzékenységét jelentik a hipertermia
kialakulasaval szemben. A tortadiagram az egyes modok (és egyéb, a modell szdmara ismeretlen
faktorok) relativ hozzajarulasdt mutatja a hipertermia kialakulasahoz. A JYL1421
hatdsmechanizmusanak ismerete hianyaban a modellt két kiilonbozé adatsorral (JYL1421
adatokkal egytt vagy azok nelkdl) is lefuttattuk, ami két kilénboz6 k érték kombinaciohoz

vezetett’®.

A hipotermizal6 hatast nemcsak a JYL1421 esetében, hanem mas kis molekulaju
TRPV1 antagonistak esetében is kimutattik, mint példaul 5’-jodo-RTX">73 AMG7905
és AMG85627, A-42561974, illetve egy polipeptid antagonista, az APHC3 esetében is’.
Osszhangban azzal, hogy a TRPV1 agonistak hipotermiat okoznak®%, az 5’-jodo-RTX
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esetén kidertlt parcialis agonista hatas’®’®, mig az APHC3 potencirozta Kkis
koncentraciéju kapszaicin hatasat’’. A tobbi hipotermizal6 TRPV1 antagonista esetében
azonban nem irtak le sem agonista sem kapszaicin hatast felerdsit6 aktivitast. Nem kertilt
sor tovdbba célzottan a hipotermizald hatast rendszerezetten vizsgald tanulmény
elvégzésére sem, ezért nem lehetett megéallapitani, hogy a TRPV1 antagonistak altal
okozott hipotermia és hipertermia mechanizmusai koézosek vagy egymastol eltérd
tamadasponton keresztll jonnek létre. Felderitetlen maradt tovabba az is, hogy a hasbdl
a tonusosan aktivalt TRPV1 ioncsatorndkbdl szarmazd szignalok milyen afferens
idegpalyakon keresztil jutnak el az agyba, hogy ott kifejtsék folyamatos gatlé hatasukat
az autonom termoeffektor hurkok efferens neuronjain.

Fontos hangsulyozni, hogy a modellezés alapjaul szolgalé kisérleteket
patkanyokban végeztik, ami felveti eredményeink emberekre val6 transzlacidjanak
megkérddjelezését. Valoban, fajok kozti kiilonbségekre tobb esetben is fény deriilt a
TRPV1 ioncsatorna farmakologiai tulajdonsagait illetéen. Ide tartozik a madarak
esetében korabban mar emlitett érzéketlenség kapszaicin fajdalomkelté hatasaval
szemben®?, de a csupasz vakondpatkanyoknal is beszamoltak hasonlokrol’e.
Hdészabalyozasi szempontbol megemlithetd, hogy a TRPV1 antagonista kapszazepin
tengerimalacokban hipertermiat okozott, azonban patkanyokban nem volt hatédsa a Tm-
re’®, A fentiekben ismertetett JYL1421 pedig amellett, hogy patkanyokban hipotermiat
hozott létre, kutyakban és majmokban hipertermiat valtott ki, A fajok kozotti
kilénbségek miatt, a TRPV1 antagonistdk hipertermias hatasanak héatterében allo
farmakoldgiai  profil meghatarozasat emberekben gyijtott homérsékleti adatok
felhasznalasaval is el kell végezni ahhoz, hogy Kkideriljon, vajon a patkanyokhoz
hasonléan emberek esetében is a proton aktivaciés méd gatlasa (bnmagaban vagy mas

mod gatlassal egyiitt) felelos-e a Tm emelkedéséért.

2.2.1.3. ATRPVI csatorna genetikai hianydnak hészabalyozdsi hatdsai

elmondhato, hogy a TRPV1 agonistak hipotermiat okoznak, mig a TRPV1 antagonistak
tobbsége hipertermiat, néhany kozullk hipotermiat okoz, mig egyesek nem befolyasoltak
a Tm-et®3L, A farmakoldgiai modszerekkel szemben, a genetikailag médositott allatokkal
végzett tanulmanyokban nem sikeriilt egyértelmilien tisztdzni olyan hdszabalyozasi
fenotipust, amely jellemezné a Trpvl KO éllatokat®®7%-81, Szelényi és mtsai.?! azt talaltak,

hogy a Trpvl KO egerekben feler6sodik a sotét és vilagos napszakok kozotti Tm
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ingadozas mértéke, ezzel szemben lida és mtsai.?% nem figyeltek meg ilyen jellegii
felerdsodést. Motter és Ahern® arrdl szamoltak be, hogy a Trpvl KO egereknek fokozott
mértékii a hideg altal indukalt hétermelési kapacitasuk, de lida és mtsai.2% nem talaltak
ilyen jellegli fokozodast. Annak tudataban, hogy egerekben kiilondsen bonyolult a
hészabalyozasi valaszok szakszer(i tanulmanyozasa®?, a Trpvl KO egerek
termoregulatorikus ~ fenotipusanak  felderitésehez, alapos termofizioldgiai és
-farmakoldgiai megkdzelitésre van szilkség komplex in vivo kisérletekben. Tekintettel
arra, hogy az egyes termoeffektorok aktivitdsanak szabalyozasa egymastdl fuggetlen
modon megy véghe®8384 (szintén lasd 2.1. fejezet), a kiilonb6zd autondm és viselkedési
effektor mechanizmusok vizsgalatara is sziikség lenne. Annak érdekében, hogy az erre
iranyuld kisérletek eredményesek legyenek, szigortian szabalyozott hdémérsékleti
korulmények kozott kell elvégezni a vizsgélatokat, hiszen az aktudlis kornyezeti
hémérséklet (Tk) tobb hdszabalyozasi valaszra is hatassal van, illetve gyakran
meghatarozza a Tm szabélyozasaban résztvevd termoeffektorok mintazatat®®. A Trpvl KO
egerek termoregulatérikus fenotipusanak tanulmanyozasa részeként, az éllatok
lokomotoros aktivitdsdnak alapos vizsgalata is sziikségszerti, hiszen ragcsalokban ezt is

termoeffektor mechanizmusként tartjak szamon®6-88,

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

A TRPMBS csatorna korabbi neve elsoként felfedezett aktivatorai alapjan hideg-,
illetve mentol-1 receptor volt. Késdbb szamos mas hidegérzetet kelté ligand aktivatort
azonositottak, igy mint Cooling Agent 10, geraniol, linalool vagy PMD38, illetve feny
derilt a TRPMS8 antagonistaira is, példaul M8-B, PBMC és BCTC®. In vitro
kisérletekben kimutattak, hogy mérsékelt hideg (22-27°C kozotti aktivacids kiiszoberték),
valamint exogén, hidegérzetet kelté anyagok, mint példaul a mentol vagy az icilin,
képesek aktivalni a TRPM8 csatornat®®®, Az aktivaciot kivaltd hdmérsékleti tartomany
alapjan feltételezhetd volt, hogy a TRPMS8 ioncsatorna elsdsorban a fajdalmatlan
hidegingerek érzékeléseben jatszik szerepet, mig a fajdalmas hideg érzékeléséért méas
receptorok lehetnek felelések (példaul az alabbiakban targyalt TRPA1 ioncsatorna).

Expresszidjat tekintve, a TRPMS8 ioncsatorna jelen van a héatsogyoki és
trigeminalis neuronokban, valamint periféridsan a bor és a szajiireg elsddleges szenzoros
idegrostjaiban®-?2, A TRPM8 megtalalhaté az AS- és C-idegroston, nociceptorokon és

nem fajdalomérzékeld neuronokban egyarant. Fontos megjegyezni, hogy a nociceptorok
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esetében a TRPMB8 ioncsatornat expresszald rostok élesen elkilonlltek a TRPA1
ioncsatornat kifejezé idegektdl, utobbiak esetében azonban gyakran volt megfigyelhetd
atfedés a TRPV1 ioncsatorna expresszidjaval®®>. A TRPA1 és TRPV1 ioncsatornak
gyakori egylittes expresszidja ugyanazon szenzoros idegrost felszinén lehetévé teszi a
nociceptor polimodalis funkcidjat, amely biztositja kiilonb6zd tipusu fajdalmas ingerek
(termélis, mechanikai és kémiai) detektalasat. A nociceptor aktivaciojaval pedig
megtorténik a fajdalomérzékelés elsé részfolyamata, a transzdukcid®. Ellentétben a
fajdalomérzékelésben szerepet jatsz6 TRPA1 ¢és TRPVI ioncsatornakat kifejez6
idegrostokkal, a TRPM8 ioncsatorna expressios mintazata alapjan kivaloéan alkalmas
jelolt lehet wvalodi (fajdalmatlan) hideget érzékeld szenzor szerep betdltésére a
termoregulacié szempontjabol.

In vivo tanulményokban a TRPMS8 szerepe igazolodott a preferdlt Tk
kivélasztasaban, amelyet mentol i.v. adasat vagy lokalis (epidermélis) alkalmazasat
kovetd meleg iranti preferencia igazolt egerekben és patkdnyokban® . A TRPMS8
ioncsatornat aktivald ligandok kozott tobbnél (példaul icilin) leirtak, hogy jellegzetes
didergést vagy ,,azott kutya” razasara emlékeztetd mozdulatokat valt ki%®%’. Trpm8 KO
egerekkel végzett kisérletek minden kétséget kizaréan bizonyitottdk, hogy a TRPM8
ioncsatornak hozzajarulnak a fajdalmatlanul hideg kornyezet elkeriiléséhez% %%, de
tisztazatlan maradt, hogy ez a hozzajarulas elegendé mértékii-e ahhoz, hogy az allatok
Tm-ére is hatdssal birjon. Erre a kérdésre leginkabb a TRPM8 ioncsatorna genetikai vagy
farmakolégiai gatlasaval lehetne megadni a valaszt. Bautista és mtsai.*® tanulmanyaban a
Trpm8 KO egerek nyugalmi Tm-e nem kulonb6zott vad tipusu (wild type, WT)
alomtarsaikétdl, azonban nem kerilt sor az egerek Tm-ének vizsgélatara kiilonb6z6 Tk

koralmények kozott.

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 (wasabi,
mustar), cinammaldehid (fahéj) és gingerol (gyémbér), tovabba kornyezeti irritansok
(példaul konnygaz, toluén, formalin) és endogén molekulak, mint példaul hidrogén-
peroxid, reaktiv oxigén gyokok és hidrogén-szulfid (H2S). Polimodalis szerepeét
bizonyitja, hogy az egyre boviilé kémiai ingerek listdja mellett, hdmérsékleti és pH

szignalokkal, valamint fény- és mechanikai ingerekkel is aktivalhat$00.10,
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Emlésokben a TRPAI1 ioncsatorna elsdsorban a periférids idegrendszer
struktaraiban talalhaté meg, kiilonésképpen az Ad- s C-idegrostokon, és expresszidja
jelentds atfedést mutat a TRPV1 ioncsatorndval, ami jol aldtdmasztja a TRPA1 ¢és a
TRPV1 csatornak, valamint az 6ket expresszalod rostok fajdalomérzéklésben betoltott
szerepét. Fontos azonban megjegyezni, hogy a periférias idegrendszeren kivil a TRPA1
kimutathato volt epitél sejtekben, melanocitdkban, pankreaszban, valamint a kozponti
idegrendszer asztrocitaiban és idegsejtjeiben is0%102,

A termo-TRP csatornak kozott a TRPAL egyedilallonak tekintheté abban az
értelemben, hogy kiterjedt kutatdbmunka ellenére hémérséklettel vald aktivacidjanak
pontos mibenléte tovabbra is ellentmondasos maradt. Els6ként 2003-ban derilt fény a
TRPAL hideggel vald aktivacidjara®, kés6bb szamos tovabbi kisérletben megerdsitették
in vitro és in vivo, hogy a TRPAL részt vesz a fajdalmas hideg érzékelésébenl0®-105,
Elébbiekkel ellentétben, sok masik tanulmanyban céafoltdk a TRPA1 ilyen jellegii
szerepét ugyancsak in vitro és in vivo kisérletek alapjan®103106-109 A TRPA1 hémérséklet
altali aktivaciojanak megértéset tovabb bonyolitja, hogy bizonyos TRPAL1 variansok
(példaul kigydkban és rovarokban) hideg helyett meleggel aktivalhat6k!0110, A legtcbb
emldsokben végzett tanulmanyban a szerz6k a TRPA1 csatorna nocifenziv valaszokban
bet6ltott szerepének vizsgalatara 0Osszpontositottak, amely nem annyira meglepd,
tekintvén, hogy az ioncsatorna in vitro aktivacios kiiszobe <17°C®3, amely kozel van a
fajdalmas hokiiszobhdz emberekben!!?,

Két tovabbi tanulméanyban azt vizsgaltadk, hogy periféridas TRPAL csatornak
szerepelhetnek-e a termoreguléacios rendszer valodi hidegszenzoraiként®1%, de nem
deriilt fény egyértelmiien a valaszra. Az egyik tanulmanyban azt talaltak, hogy a Trpal
gén kiutése egerekben nem vonta maga utan alacsonyabb Tk valasztasat, ami arra utalt,
hogy a TRPA1 csatorna nem jatszik szerepet a hépreferencia szabalyozasaban®. Fontos
azonban hozzatenni, hogy a kisérletben hasznalt egerek nem voltak kitéve tartos
hideghatasnak, amely sziikséges feltétele lehetett volna a TRPAL1 ioncsatorna
aktivacidjanak. Tovabba, az egerek Tm-ét nem mérték a kisérletekben, amely nem zarja
ki annak a lehetdségét, hogy alacsonyabb Tm esetén a belso szervek TRPA1 csatornatol
kiilonb6z6 hidegszenzorai miikodésbe léptek a borbol szarmazdo TRPAT1 altal medialt
hideg szignalok kiesésének kompenzalasara. A masodik tanulmanyban azt mutattak ki,
hogy egy potens és szelektiv  TRPA1 antagonista, az A967079, nem befolyasolta
patkanyok Tm-ét termoneutralishoz kozeli kornyezeti kortlmények kozott, vagyis olyan

Tk-n, amely feltehetden magasan a TRPA1 aktivaciojahoz sziikséges kiiszObb felett
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van'%. Az A967079 hatasait hidegben (vagyis amikor a TRPA1 csatorna aktivacidja
valoszintsithetd) nem vizsgaltdk a szerzok. Kérdéses maradt tehat, hogy a TRPAI1
ioncsatorna genetikai vagy farmakoldgiai blokadja, milyen hatassal bir a Tm-re és a
termoeffektorok aktivitasara nagyfoku hideghatasnak kitett egerekben és patkanyokban.

A TRPAZ1 ioncsatorna termoregulaciéban betdltott szerepével kapcsolatos tovabbi
megvalaszolatlan kérdés volt az is, hogy a szervezetben endogén modon is eldforduld
ligand agonistai kozott talalhato-e olyan, amely jol karakterizalhato testhomérsékleti
hatassal bir. llyen jelolt a gaztranszmitter H2S, amelynek hipotermidt és
hipometabolizmust kivaltd hatasat Blackstone és mitsai.'*? irtdk le els6ként. A
hipotermizald hatast H2S donorokkal késébb tobb kiilonb6z6 kutatdcsoport is
reprodukalni tudtal'®>1%, azonban mas tanulmanyokban a H2S Tm-et csokkentd hatasat
nem sikertlt kimutatnit'®7, A HS Aaltal indukalt hipotermia megerdsitéséhez vagy
elvetésehez tovabbi, gondosan kivitelezett termofizioldgiai vizsgalatok sziikségesek. A
lehetséges hatdsmechanizmus szempontjabol fontos kiemelni, hogy a TRPA1 csatorna
részvételét kimutattak szamos szulfid donor és poliszulfid hatasanak kdzvetitésében a
fajdalom, gyulladas, vazomotor valaszok, valamint idegi, uroldgiai és kardiovaszkularis
funkciok kisérleti modelljeiben. Pozsgai és mtsai.’'® nemrég Osszegytjtotték a H2S
TRPAL csatorna altal medialt hatasainak terjedelmes listajat, azonban termoregulatdrikus
hatasrol nem szamoltak be a szerzék. Mindazonaltal, a szerteagazd bizonyitékok a
TRPAL csatorna H2S altali aktivaciojara kiilonbozé homeosztatikus szabalyozasi
folyamatokban felvetik annak lehetdségét, hogy a hdszabalyozasi hatasok medialasaban

IS szerepet jatszik.

2.3. Az akut szisztémas gyulladas altalanos jellemzdi és hdszabalyozdsi sajatossagai: 1az
és hipotermia

A szisztémas gyulladas témakore a szervezetet érd fertdz6 és nem-fert6zd
faktorok altal kivaltott teljes testiinket érinté reakciok egész sorat magadban foglalja,
ugymint ,betegség viselkedés/szindroma” (sickness behavior/syndrome), ,,szisztémas
gyulladdsos valasz szindréma” (systemic inflammatory response syndrome, SIRS),
,,szepszis szindroma” (septic syndrome), szepszis, stulyos szepsis, szeptikus sokk €s
,,tobbszervi miikodészavar szindroma” (multiple organ dysfunction syndrome).

A szepszis, mint fogalom mar az 6kori gorogok korében ismert volt, akkoriban
elsdsorban a rothadasra, hanyatlasra, mint életet veszélyeztetd, fertézéssel kapcsolatos,

magas mortalitastt allapot leirasdra hasznaltdk. Az orvostudomany fejlodésével
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parhuzamosan a szepszis definicidja is folyamatosan véltozott, mig 2014-2015-ben
harmadszor is Ujra felllvizsgaltdk az addig hasznalatos definiciokat, valtoztattak a
szepszis és a szeptikus sokk diagndzisanak kritériumain, a SIRS pedig torlésre kerilt a
fogalmak kozul'®®. A szepszist Gjabban a szervezet olyan fertézésre adott kontrollalatlan
valaszreakciojakeént emlitik, ami mar karositja a szervezet sajat szOveteit és szerveit is.
Korélettani szempontbol a betegseg viselkedés/szindroma, SIRS és szepszis kategdriakat

egyarant — etioldgiatdl fuggetlendl — akut szisztémas gyulladasos allapotoknak tekintjuk.

2.3.1. Az akut szisztémads gyulladas klinikai jelentdsége és manifesztdcioja

A szeptikus betegségek megjelenése egyidds az emberrel. Az orvostudomany
egészéhez hasonloan, a szeptikus betegek ellatasa is oridsi fejlddésen ment keresztiil az
évszazadok folyamédn. A szepszis mindig mikroorganizmusok invazidjaval,
szovetkarosodassal van Osszefiiggésben, felismerése, kezelése alapvetd orvosi feladat.
Vilagviszonylatban a tizedik leggyakoribb haldlok, naponta nagyjabol 1400 aldozatot
kovetel, az esetek harmadaban a diagndzis felallitdsat kovetd egy honapon beliil.
Magyarorszdgon a szepszis az intenziv osztadlyokon torténd mortalitas és morbiditas
legfobb oka. Incidencidja évrdl évre ndvekszik, a betegek 30-60%-at elveszitjuk.
Orszagunkban eévente kb. 9000 szepszisben szenvedd beteget kezelnek intenziv
osztalyokon!?°. Az Orszagos Egészségbiztositasi Pénztar egy régebbi adata szerint a
tobbszervi elégtelenséggel intenziv osztalyra keriilok haldlozasi ardnya 80%; amit erdsen
indokolt lenne 50-60%-ra csokkentenit?!,

Gyors, hatekony és pontos diagndzist kell felallitani az aktualis iranyelvek
kovetésével klinikai jelek és labor paraméterek alapjan, meg kell elézni a stlyos
torténd észleléssel és az oxigénszallitds javitasaval. A SIRS felismerése nem szokott
nehézségekbe {itkdzni egyértelm{i kritérium rendszere miatt, ami 2 vagy tobb tinet
fennéllasat jelenti a kovetkez6k koziil: testhdmérséklet <36°C vagy >38°C;
szivfrekvencia >90/perc; légzésszam >20/perc vagy CO: tenzi6 <32 Hgmm;
fehérvérsejtszam <4000/mm? vagy >12000/mm? vagy >10% éretlen alak'??. A szepszis
igazolésa viszont csak infekcid bizonyitasaval lehetseges. Hangsulyozni kell azonban azt
is, hogy a fertézéses (szeptikus) forman kiviil, akut szisztémas gyulladas mas korképek
kapcsén is kialakulhat, mint példaul traumas agysérilésben, politrauméban, vagy akut
pankreatitiszoen. Evek Ota folyamatosan kutatasok targyat képezi olyan biomarker

azonositasa, ami diagnosztikai szemponthdl biztonsaggal alkalmazhat6 lenne®??, de ilyen
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rutinszerlien mérhetd, nagy szenzitivitdsi és specificitdst marker még nem all
rendelkezésre. Alkalmas jelolt lehet a makrofag migracios inhibitor faktor (MIF)?1,
amely szisztémas gyulladas soran koran felszabadulé proinflammatdrikus citokin?3, és
hészabalyozasi szerepét is bizonyitottuk!?41%5, azonban diagnosztikai és prognosztikai
szerepe szepszisben ellentmondasos maradt. Az is tisztazatlan maradt tovabba, hogy
hogyan alakul a MIF szintjeinek kinetikaja szeptikus betegek vérében és vizeletében
intenziv osztalyra kertlésik utan, amely hatraltatja a szepszis prediktiv biomarkereként

vald hasznélatat.

2.3.2. A szisztemas gyulladas kisérletes vizsgalata az alapkutatasban

Az akut szisztémas gyulladdas olyan mértékii Osszefliggésben 4all a Tm
véltozasaival, hogy annak klinikai diagnozisa szinte minden esetben magaban foglalja az
abnormalis testhémérsékleti eltéréseket. A szisztéméas gyulladasban szenvedé betegek
tobbsége (kb. 90%-a) lazas, a paciensek kb. 10%-anak Tm-e viszont alacsonyabb a
normalisnal'?6127, Az alapkutatasokban a leginkabb elterjedt modell a szisztémas
gyulladés vizsgélatara az endotoxin hatasokkal rendelkez6 bakterialis lipopoliszacharida
(LPS) adésaval hozhat6 létre. Ezekben a kisérletes modellekben a Tm valtozasa a Tk-tol
és a beadott LPS ddzisatol fligg. Neutralis vagy szupraneutralis (meleg) Tk-n 1az alakul
ki, ami kisdo6zist LPS adasa esetén monofazisos, de polifazisossa valik az LPS do6zisanak
novelésével. Elobbiekkel ellentétben szubneutralis (hideg) kornyezeti homérsékleten LPS
hataséara hipotermia jon létre, amelynek mértéke a beadott LPS ddzisatol fligg?.

Mind a laz, mind a hipotermia része az akut szisztémas gyulladas tiinettananak.
Az utdbbi évtizedekben a 14z bioldgiai jelentdségét illetden megallapitasra keriilt, hogy a
laz a szervezet szempontjabdl elényds, mert kisérletesen kimutattadk, hogy példaul a
gyikok melegkeres6 viselkedéssel fokozzak Tm-Uket, amikor patogén baktériumokkal
fert6zottek, igy képesek tulélni az egyéebként halalos betegségeket. Tovabba, evolucids
szempontbdl, ha a 14z nem rendelkezne adaptiv, elonyos funkcidkkal, akkor ez az
energetikailag koltséges mechanizmus nem maradt volna meg az é161ények nagy részében
az évmillidk soran. A 14z szervezetre kifejtett jotékony bioldgiai hatasaval szemben a
szisztémas gyulladds sordn idonként kialakuldé hipotermia szerepe szinte teljesen
elhanyagolt maradt. Ennek oka egyrészt, hogy a hipotermia megjelenése sokkal kevésbé
gyakori, masrészt, hogy annak diagnozisara (részben a klinikai gyakorlatban hasznalt
hémérok kialakitdsa miatt) ritkabban keriil sor, harmadrészt pedig, hogy maganak a

hipotermianak a megléte kevésbé jelentés a gyakorld orvos szdmara, hiszen olyankor
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altalaban a beteg allapota nagyon sulyos, gyakran preterminalis. A hipotermia megléte
azonban korantsem feltétlenil karos, amelyet tobb kisérleti eredmény is alatdmaszt
(6sszefoglalasért, lasd Romanovsky és Székely'?®). Ezt bizonyitja példaul, hogy amikor
altatott kutydkban szeptikus sokkot hoztak létre fekalia i.p. adasaval és a kutydk egyik
csoportjaban kiils hiitést alkalmaztak, hat 6raval késébb a kontroll csoportban 100% volt
a mortalitas, mig a hiitésnek kitett kutydk esetén csak 36%. Egerekben endotoxin sokk
Kivaltasa utan oreg egerek lazzal, mig fiatalok hipotermiaval reagaltak. Az utébbiak
talélési aranya lIényegesen jobb volt. 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 hatdsat igazoltak szisztémas gyulladasban: azoknal a Kkritikus allapotd
betegeknél, akiknél a megfeleld intenziv terapia mellett hiitést is alkalmaztak a hipotermia
életmentének bizonyult™®%13L, Ezzel ellentétben mas tanulmanyokban a hipotermia
kialakulasa pozitiv korrelaciot mutatott a halalozési arannyal'?’132, A szeptikus laz és
hipotermia mortalitassal val6 0Osszefliggesének megallapitasa nagy elemszamd

betegpopulacidbdl szarmazé adatok atfogo analizisével lenne lehetséges.

2.3.3. Az akut szisztémas gyulladas molekularis mechanizmusai

Fertdzés 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 keresztil
intracellularis jelatviteli Gtvonalak és immunvalasz kivaltasat eredményezi. Ez a
velesziiletett immunvélasz az aktivalt sejtekb6l hormonok és citokinek felszabaduldsat
ereményezi, mint példaul interleukin (IL)-1RB, IL-6, tumor nekrozis faktor (TNF)-a, illetve
a korébban emlitett MIF. Bizonyos citokinek tovabbi immunsejtek odahivasat segitik,
mig masok a periférids szovetek gyulladdsos mediatorainak felszabadulasat idézik eld.
Utobbiak kozé tartoznak a prosztaglandinok (PG) is. A PG-k az arachidonsav
szarmazékai, amelybdl ciklooxigenaz (COX) hatasara alakul ki a PGH2. A COX-nak két
form4ja ismert a COX-1, ami allanddan jelen van tébb szdvettipusban és a COX-2, ami
tobbnyire gyulladas altal indukalhatd. A COX-2 folyamatosan expresszalddik az agy
neuronjaiban, de szisztémasan adott LPS hatasara elsdsorban az agy kis vénainak
perivaszkularis és endotél sejtjeiben indukélhatd. Ezek a venuldk legstliriibben a POA-
ban, a ventrolateralis medullaban és a nukleusz szolitariuszban talalhatok. A PGH: aztan

tovabb metabolizalodik PG-k, prosztaciklin és IL-ek formajaba, amelyek kozul a
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szisztémas gyulladas szempontjabdl kiléndsen fontos a PGE:2 és a PGD2. A PGEz-t a
mikroszomalis PGE-szintaz-1 hozza 1étre és négy kiilonb6z6 receptora van EP1-4,
amelyek az agy tobb kiilonb6z6 részén expresszalodnak. A PGD: a lipokalin PGD-szintaz
terméke ¢€s elsdsorban DP1 receptoron keresztiil hat, amely az agyhartyaban talalhato,
emellett a hipotalamusztdl ventralisan fekvd régidban. A DP2 receptor kismértékben
talalhaté csak meg az agyban, szerepe egyelére kérdéses'3. A betegség szindromaban a
PGE: szerepe igazolt a szisztémas gyulladas korai fazisanak Iétrenozasaert (lasd alabb),
mig a PGD:2 eclsdsorban a késdi fazis tiineteinek kialakitasaért felelés, igy az
aluszékonysag, étvagytalansig, analgézia és feltételezhetden a hipotermia 1étrejottéért'34.

Sokaig kérdéses volt, hogy az endogén pirogéneknek is nevezett gyulladasos
citokinek (IL-1, IL-6, TNF- o)) kozvetleniil az agyba jutva fejtik ki hatasukat, vagy koztes
mediatorokon Kkeresztill, mint peldaul a PG-k. Ezek a molekulak ugyanis tul nagyok
ahhoz, hogy a veér-agy gaton nagy mennyiségben &tjussanak. lgaz, hogy centralis
injektalasuk esetén lazvalasz kivalthatd, de ez sokkal inkabb enkefalitiszre jellemzé
tlnetekkel jar, mintsem szisztémas gyulladassal. Kisebb mennyisegben azonban a
gyulladasos citokinek atjuthatnak a vér-agy gaton, kilondsen a cirkumventrikularis
régiokban. Emellett, a citokinek aktiv transzporttal is képesek bejutni a kdzponti
idegrendszerbe, hogy aztan kivaltsak a szisztémas gyulladasra jellemzd tiineteket'?8,

A szisztémas gyulladas tlinetei koziil az egyik legfontosabb a testhdmérséklet
valtozasa, leggyakrabban laz. Az, hogy a lazvalasz hianyzik COX géatlok adasa esetén és
olyan egerekben, amelyekben genetikusan hianyzik a mikroszomalis PGE-szintaz-1, azt
mutatja, hogy a lazat PGE2 hozza létre. A 1az kiilonb6z6 fazisait medialo PGE2 azonban
tobb helyrdl is szdrmazhat a szervezetben. Az els6 (korai) fazis 1étrehozasaért példaul a
periférian termel6dé PGEz2 felel6s, amit az is bizonyit, hogy a vér-agy gaton at nem jutd
PGE: ellenes antitest adasaval a laz els6 fazisanak kialakulasa kivédhet6. Az LPS a mdj
Kuppfer sejtjei és pulmonaris makrofagok altal expresszalt Toll-like receptor 4-hez
kotédve a foszfolipaz A2, COX-2 és mikroszomalis PGE-szintdz-1 enzimek mRNS- és
fehérjeszintli termelddésének fokozodasat valtja ki, ami az artérids és vénds vér PGE2
szintjének emelkedéséhez vezet'*®. Ez a PGE:2 albuminhoz kotédik, ami megvédi az
enzimatikus lebomlastol, majd a vér-agy gathoz jutva az albuminrol disszocial és a
hipotalamuszba jut, ahol kifejti hatasat. A 1az késobbi fazisait (kb. 1 6raval az LPS adéast
kovetden) mar az agyi perivaszkularis és endotél sejtekben fokozott COX-2 aktivitas altal
termelt PGE: tartja fenn (8. &bra).
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a szovegben).

A PGE:2 hatasanak legfobb mediatora az EP3 receptor, amely leginkabb az MnPO
neuronjaiban expresszalddik. Ennek bizonyitéka, hogy az EP3 receptorok MnPO-ra
lokalizalt kiiktatasa a szisztémasan adott LPS és agykamraba adott PGE2 lazkelté hatasat
is kivédit®®, A preoptikus EP3 receptort expresszaléd neuronok gamma-amino-vajsavat
(GABA) termelnek, igy gatoljak azokat az idegi elemeket, amelyek a Tm emelkedését
hoznak létre. Amikor PGE2 kotédik hozzajuk aktivitasuk csokken, igy a Tm emeléset
létrehoz6 mechanizmusok gatlasuk alol felszabadulnak és laz alakul ki. A laz
létrejottében szerepet jatszik egyrészt a bérerek konstrikcidja, amelyért az MnPO-b6l a
rostralis raphe pallidus magokba (rRPa), majd onnan a szimpatikus preganglionaris
neuronokba futo idegpalya aktivalasa felel6s. Masrészt, az MnPO-ban talalhato neuronok
masik csoportja a dorsomedialis hipotalamusszal (DMH) all 6sszekottetésben szintén az
rRPa magokon keresztiil és a barnazsirszoveti hdtermelés szabalyozasaért felelds.

Elobbiek alapjan tehat PGE2 hatasara ragcsalokban az autondm hideg elleni effektorok
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(fokozott hékonzervalas és hoétermelés) aktivalasa jon létre a POA GABAerg, EP3
receptort Kifejez6 neuronjainak csokkent aktivitasan keresztiil, aminek eredménye a bor
vazokonstrikcidra és barnazsirszoveti hdtermelésre hatd szimpatikus aktivitas gatlasanak
feloldasal?®1%3, Természetesen a 14z kialakuldsaban az el8bbiekben ismertetett autondém
mechanizmusok mellett viselkedési hészabalyozasi mechanizmusok is szerepelnek
(példaul meleg kornyezet keresése, betakardzas), de az ezekben szereplé kozponti
idegrendszeri elemek még nagyreészt tisztazatlanok.

A TRPV1 csatorndk aktivacidja az idegvégzdodéseken (ugynevezett kapszaicin-
szenzitiv afferens idegrostokon) gyulladadsos mediatorok markans felszabadulasat is
eredményezi. A felszabaduld anyagok kozé tartozik, tobbek kdzétt, a P anyag (SP), a
kolecisztokinin (CCK) és a hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)37.138,
Figyelembe véve, hogy a neurokinin-1 (NK1) receptor, kordbbi nevén SP receptor,
szintén szerepet jatszik lokalis és szisztémas gyulladasos folyamatokban, az SP jelatviteli
utvonal szerepe is felmeriil a laz medialasaban'®®1%°, Ragcsalok kezelése antagonista
hatast SP analdgokkal, az LPS-re adott lazvalasz gatlasat okoztal4'14?, illetve az LPS-
indukalta laz csokkenése patkanyokban megfigyelhetd volt NK1 receptor blokkolok
adasa esetén is'*. Ezek a tanulmanyok ersen altdtdmasztjak, hogy az SP jelatviteli
utvonal hozzajarul az LPS-indukalta laz kialakuldsahoz, de az nagyreszt tisztazatlan
maradt, hogy a 14z folyamatainak mediatorai kdzil melyeket befolyasolja az SP és annak
NK1 receptora. Alternativ lehetdségek, példaul KO egerek hasznalata segithet annak jobb
megitélésében, hogy a laz klasszikus molekularis mechanizmusai kozil, melyiket
befolyasolhatja az NK1 receptor.

A CCK, amely gasztrointesztinalis hormonként és agyi neurotranszmitterként is
funkciondl, kétféle receptoron fejti ki a hatasat: a CCKi receptoron, amely féleg a
gasztrointesztinalis traktusban talalhatd meg, és a CCKz receptoron, amely elsésorban a
kozponti idegrendszerben lelheté fel'*. A CCK energetikai szabalyozasban betdltott
szerepét mar korabban leirtak: patkdnyokon, majmokon és embereken végzett
vizsgalatokban a CCK taplalékfelvétel-cstkkentd (anorexigén) hatasat figyelték meg4®
147 A CCK termoregulacidban jatszott szerepét, amely szintén az energiaegyensuly
szabalyozasanak része (lasd 2.1. fejezet), a korai 1980-as években mutattak ki*¢, majd
kés6ébb megfigyelték, hogy a kétféle CCK receptoron keresztiil kiillonbdz6 hatassal van a
testhémérsékletre'®. A CCK periféridsan adva a CCK1 receptoron keresztiil hipotermiat
idéz e16'°0151, mig a kdzponti idegrendszerbe juttatva a CCK2 receptoron hatva lazszeri

hipertermias valaszt hoz létre’>1152, Ezek alapjan a centralis CCK altal indukalt
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hipertermia szerepet jatszhat a szisztémas gyulladasban megjelend 14z kialakulasasban.
Hasonl6an a PGE altal indukalt testhOmérséklet emelkedéshez, az i.c.v. adott CCK-
oktapeptid is bér vazokonstrikcio és barnazsirszoveti termogenezis aktivacioja altal hoz
létre hipertermiat'>-1%3, Tovabba, a CCK2 receptor farmakoldgiai blokadjaval az LPS laz
elsd fazisa gatolhato'>®, mig a CCKz receptor génjének delécidja az LPS 14z korai és késdi
fazisait is attenualja'®, mely alapjan els6sorban a centralis CCK jelatviteli utak jatszanak
szerepet a laz kialakuldsadban. Azonban az indometacin altali COX gatlas nem volt
hatassal a CCK altal indukalt hipertermiara®3!> és CCK receptor inhibitorok sem
gatoltdk a PGE-indukalta hipertermiat®™!. Utdbbi eredmények megkérddjelezik a CCK
jelatviteli ut termalis hatasai és a COX-PGE utvonal kozti kapcsolatot a centralisan adott
CCK és PGE altal kivaltott termoregulatorikus hatasok hasonldsaga ellenére.

A PACAP 38 aminosavbol all6 forméaja (PACAP38) kilonods figyelmet érdemel,
mert komplex szerepe erésen megalapozott kiilonb6zd gyulladasos folyamatokban!®6:157,
Tovabba, a polipeptid és receptorai széleskdrben megtalalhatok az agy legfontosabb
termoregulatorikus terlletein, koztik a hipotalamusz POA-ban, amely a lazvalasz
kivaltasanak kiemelt fontossagl helye. Elettani kisérletekben a PACAP38 kdzponti
idegrendszerbe injektalasa a Tm emelkedését hozta létre, amely a nem-didergéses
hétermelés és a lokomotoros aktivitas fokozéasa révén alakult ki%81% de nem derilt fény
arra, hogy a PACAP38 kivéltja-e az autonom termoeffektorok egyidejii aktivaciojat is,
amely a lazszer(i valaszhoz mutatna hasonlosagot. A kérdés megvalaszolasahoz sziikség
lenne a PACAP38 termoregulatorikus hatasainak karakterizalasara.

A szisztémas gyulladast kiséré Tm valtozasok meghatarozoak lehetnek a betegség
kimenetélenek szempontjabol. A laz kialakuldsdnak mechanizmusa ugyan tébb
szempontbol tisztazott, mégis folyamatosan deril fény Gj mediatorok szerepére, amelyek
bizonyitjak tudasunk hianyossagait, ugyanakkor jovébeni gyogyszerek tdmadaspontjaul
szolgalhatnak (8. abra). Fontos lenne olyan mediatorok azonositasa, amelyek szerepet
jatszanak a szisztémas gyulladas soran kialakul6 laz 1étrejottében, annak érdekében, hogy
a  késébbieckben aktivitdisuk  stimulécidjaval, illetve gatlasdval  célzottan,
termofarmakolégiai modszerekkel, képesek legylink a Tm-et, azon keresztil pedig a
betegseg kimenetélét és a halalozast is valtoztatni. Az endogén mediatorok altal aktivalt
receptorialis és intracellularis jelatviteli Gtvonalak 6sszetettek és magukba foglalnak lipid,

peptid, gazszerii és egyéb — maig ismeretlen — jelatviteli molekulékat.
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3. Célkitiizések

Kutatasaink soran foként allatkisérletek elvegzésével terveztik feltarni a
testhOmérséklet szabalyozasaban szerepet jatsz0 mechanizmusokat egészséges
szervezetben és szisztémas gyulladasban. Vizsgalatainkat — Kiterjesztettik a
termoregulatorikus folyamatok szabalyozasdban szerepet jatszo alapvetd élettani
mechanizmusok, idegi struktdrak, valamint molekularis és receptorialis mediatorok
tanulmanyozasara. Atfogd céljaink a hészabalyozasi rendszer élettananak alaposabb
megeértésen tal, 0j diagnosztikai és prognosztikai markerek azonositasara,
gyogyszertamadaspontok felfedezésére és Kkiserleti-, valamint gyogyszerfejlesztési
irdnyvonalak feltarasara is kiterjedtek.

Az Allatkisérletek sordn nyert eredményeink emberekre vald transzlaciojanak
érdekében, néhany vizsgalt témakor esetében huméan adatok metaanalizisét is elvégeztik,
illetve egy prospektiv klinikai vizsgalatra is sorkeriilt. Ertekezésemben ezt a harom
tanulmanyt3-169.161 mind a célkitlizések felsoroldsanal, mind pedig az eredmények
ismertetésénél egyértelmilen jeloltem és elkiilonitettem az alapkutatdsi kisérletektdl.
Fontosnak tartom kiemelni, hogy a metaanalizis kozlemények kozil a TRPV1
antagonistak termalis hatasait vizsgald tanulmanyunkban nemcsak korabban mésok altal
mar kozolt human Tm adatokat, hanem U0j, addig még nem publikalt adatokat is
elemeztiink, tovabba, hogy a metaanalizisen Kiviil az adatokat egy altalunk korabban
kifejlesztett, de az Uj vizsgélathoz atalakitott, matematikai modellbe is betaplaltuk és

elemeztiik3!. Részletezett célkitiizéseink az alabbiak szerint csoportosithatok.

3.1. Termo-TRP ioncsatornak szerepének tanulmanyozasa a testhémérséklet
szabalyozasaban

3.1.1. A TRPV1 ioncsatorna termoregulacidban betoltott szerepének vizsgalata
experimentalis modellekben és huméan adatok alapjan

|. Experimentalis modellek:

- TRPV1 ioncsatorna genetikai hianyaban fellépé termoregulatorikus fenotipus
tisztazasa®®162

- hipotermizalé TRPV1 antagonistak hatasmechanizmusanak vizsgalata'®®

- a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermia idegi mechanizmusainak
vizsgalata'64

- TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermia farmakoldgiai kihasznalasanak
(repurposing) vizsgalata altatas soran kialakuld hipotermia kivédésében®®
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Il. Humén adatok matematikai modellezése és metaanalizise:

- TRPV1 antagonistak termoregulatdrikus hatasanak vizsgalata®!

3.1.2. ATRPMB8 ioncsatorna fajdalmatlan hidegérzekelésben betdltott szerepének
vizsgalata ragcsalokban't®

3.1.3. A TRPA1l ioncsatorna hdszabdlyozdsi szerepének  vizsgalata
allatkisérletekben

- a TRPAL ioncsatorna hidegszenzor szerepének vizsgélata a hészabalyozasi
rendszerbent®’

- a TRPAL ioncsatorna szerepének tisztazasa a H2S altal indukalt hipotermia
kialakulasaban?6®

3.2. Termo-TRP ioncsatornak vaszkularis bioldgiai szerepének experimentalis
vizsgalata

3.2.1. ATRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgalata a pH véaltozasai altal okozott
vazomotoros valaszokban?®®

3.2.2. Uj kisérleti modszer kidolgozdsa vazomotor vilaszok hémérséklettél fiiggd
valtozasainak ex vivo tanulmanyozéasaral’

3.3. Szisztémés gyulladasos  allapotok  élettani  és  molekuléris
mechanizmusainak tanulményozasa experimentalis modellekben és huméan
adatok alapjan

|. Experimentalis modellek:

- a TRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgalata szisztémas gyulladasban fiatal és
id6s allatokban®™

- az SP jelatviteli Gtvonal hozzéjaruldsanak vizsgélata LPS-indukélta 14z
kialakulasahoz NK1 receptor KO egerekben?’?

- a CCK-COX interakcio szerepének vizsgalata LPS-indukalta 1az kialakulasaban
patkanyokban!’?

- a PACAP termoregulatorikus szerepének karakterizalasa patkany és KO egér
allatmodellekbent’

Il. Metaanalizisek:

- a Tm eltéréseinek (1&z és hipotermia) és a halalozas 6sszefiiggésének elemzése
szeptikus betegekben'®

- a MIF diagnosztikai biomarker értékének elemzése szepszishen?6?

[11. Prospektiv klinikai vizsgalat:

- a szérum és vizelet MIF szintek kinetikdja és a szepszis kimenetele kdzotti
dsszefiiggés vizsgalatal™
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4. Anyagok es mddszerek

Ebben a fejezetben a tanulmanyaim soran hasznalt legfontosabb mddszerek
osszefoglaldsat mutatom be, a vizsgélatokhoz kapcsolddo tovabbi részletes informécié a

megfelelé kozleményekben talalhaté meg, amelyek hivatkozésait feltlintettem.

4.1. Experimentalis modellek
4.1.1. Kisérleti allatok és tartasuk

Allatkisérleteinkben felnétt Wistar és Spargue-Dawley patkanyokat, valamint
szintén felnétt C57BL/6, illetve KO és WT egereket tanulmanyoztunk. Vizsgalatainkban
a kovetkezd gének homozigota lézidjaval rendelkezé6 KO egértorzseket () és WT
tarsaikat (*'*) hasznaltuk fel: Trpvl, Trpal, Trpm8, Pacap és Tacrl (amely az NK1
receptort kodolja). A kisérletek elvégzésére a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Altalanos
Orvostudomanyi Kar Transzlaciés Medicina Intézetében (kordbban Korélettani és
Gerontoldgiai Intézet) vagy kollaboratoraink intézmenyében [St. Joseph’s Hospital and
Medical Center (SJHMC), Phoenix, Arizona, USA] kerllt sor. Az allatokat kevés
faforgaccsal bélelt miianyag ketrecekben tartottuk, ahol standard ragcsalotap és csapviz
ad libitum rendelkezéstkre allt. Az allatszobakban a sotét-vilagos ciklusok 12 orankent
valtottak egymast, a vilagos ciklus reggel 5:00-kor vagy 6:00-kor kezd6dott intézménytol
fliggben. A kornyezeti hdmérsékletet 21-28°C kozott tartottuk. Rendszeres sulyméréssel
és a kisérleti ketrecekhez valo alapos szoktatassal az allatokat a kisérleti kortiilményekhez
adaptaltuk. A kisérletek elvégzése sordn az alapvetd allatkisérletes etikai normak
betartadsan tul, a PTE és az SJHMC allatkisérleti Etikai Bizottsagainak engedélyeire

tamaszkodtunk.

4.1.2. Miiteti beavatkozasok

A mitéteket ketamin + xilazin i.p. adasédval indukalt narkdzisban végeztik
(altalanos dozisok patkanyoknal 55,6 + 5,5 mg/kg, egereknél 81,7 + 9,3 mg/kg). Az
SIJHMC-ben végzett mitéteknél izomlazitasra acepromazint is kaptak az allatok (1,2
mg/kg i.p.). Fertézések megelézésére i.p. 6 mg/kg gentamycint vagy s.c. 1,1 mg/kg
enrofloxacint adtunk. A narkozis a miitét tipusatol (i.p. vagy i.v. katéter beultetés, i.c.v.
kanul implantécio, i.p. transzmitter implantacid) fuggetlenil azonos volt. Az implantalt,
lezart végii kaniiloket a tarkotajon vezettiik ki (késébbi toldalék-csatlakoztatas céljabol)

— igy hosszabb id6n keresztiil is kisebb volt a kaniilok sériilésének veszélye. A mitéti
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hipotermia mérséklésére egerekben a beavatkozasokat melegité padon (Braintree
Scientific vagy Supertech Instruments UK Ltd.) végeztik, a miitét utan pedig az allatokat
relative meleg (25-31°C) inkubator kamraban tartottuk 6-10 6ran at, majd az eredeti
allathazi kornyezetbe helyeztikk vissza 6ket. A katéterek (i.p., i.v. vagy i.c.v.)
implantacidja utan &ltaldban 2-8 nap mulva kertlt sor a kisérletekre, mig a transzmitter
implantaciot kovetéen esetenként 10-14 napot is vartunk az allatok spontan cirkadian
ritmusanak visszatérése érdekében. Az idegi léziot célz6 beavatkozasokra (teljes
szubdiafragmatikus vagotomia, bilateralis splanchnicotomia, bilateréalis cervikalis
funiculotomia) 7-23 nappal a kisérlet el6tt keriilt sor.

I.p. katéter implantacio: kisméretli metszést ejtettiink a hasfal kbzépvonalaban,
majd egy pirogénmentes fizioldgias séoldattal toltott polietilén (PE-50) katétert
helyeztiink a hasuregbe. A katéter hasureg fel6li végét a hasfal bal oldalahoz 6ltottik; a
kaniil kiils6 végét a bor alatt a tarkonal vezettiik ki, majd egy dltéssel a bérhoz rogzitettiik,
veégul a kanil végének megolvasztasaval Iégmentesen zartuk. A miitéti sebet rétegesen
Osszevarrtuk. A kaniilt a mitétet koveté napon és azt kovetd minden masodik napon 0,1
ml fiziolégias séoldattal oblitettiik 4t69163165166,168172,173

l.v. katéter implantécio: kis longitudinalis metszést ejtettink a nyak ventralis
részén, a trachea bal oldalan. A bal jugularis vénat izolaltuk, megtisztitottuk a koérnyezé
szovetektol és disztalisan lekotottuk. Ezutan az érfalat mikrosebészeti metszéssel
megnyitottuk és egy heparinos (10 U/ml) fiziol6gias sooldattal toltétt szilikon katétert
vezettiink a jugularis vénan keresztiil a szuperior véna kdvaba, amelyet behelyezése utan
kotesekkel az érfalhoz rogzitettiink. A katéter szabad véget csomdval 1égmentesen zartuk,
majd a bor alatt atjuttatva a tarkonal kivezettiik. A nyak bérén ejtett sebet Oltésekkel
zartuk. Az i.v. katétert a miitétet koveté napon és utana minden masodik napon heparinos
(10 U/ml) fiziolégias sooldattal rendszeresen atmostuk a bealvadas és vérrogképzodés
elkeriilése érdekében?64-166.174,

I.c.v. kanul implantacio: az i.c.v. anyagadashoz egy 22 Ga méretii acél
vezetbkaniilt iltettiink be az allatok jobb oldalsd agykamrajaba sztereotaxias miiszer
(Narishige Scientific Instruments Laboratory, David Kopf Instruments, vagy Lesnikov és
Tsvetkoval’® sajat prototipus) segitségével. Az allat fejét a miiszerben rogzitettiik, a
fejtetdn a szort leborotvaltuk, majd a bort felnyitottuk, a perioszteumot eltavolitottuk és
a koponyacsontot megtisztitottuk. A koponyaba két mikrocsavart (Fine Science Tools)
vezettiink be, majd egy apr6 lyukat fartunk egerekben a Bregmatél 0,5 mm-re poszterior

és a kozepvonaltol 1,0 mm-re lateralis irdnyba, amelyen keresztil a kantl végeét a duratol
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2,0 mm mélyre vezettlk be. Patkdnyokban a koordinatak a kdvetkezok voltak: Bregmatol
1,0 mm poszterior, kdzépvonaltél 1,5 mm lateralis iranyban, majd duratél 3,8 mm
mélységig bevezetve. A bevezetett kanilt fogaszati cementtel rogzitettik a
mikrocsavarok segitségével, és egy lumen nélkiili ,,41” injektorral zartuk 1e5°168.172-174,

Héméré eszkoz implantacié: szabadon mozgd egerekben az abdominalis
hémérséklet (a Tm egyik formaja) méréséhez az allatokba egy miniatlir telemetria
transzmittert (Mini Mitter) vagy adatgy(jtét (Subcue Dataloggers) implantaltunk. A
transzmitter az Aallatok lokomotoros aktivitasat is folyamatosan regisztralta. A
mérdeszkdzoket kozépvonali laparotdmia utan az allatok peritonealis liregébe helyeztiik
és egy Oltéssel a jobb oldalsé hasizomhoz rogzitettik. A miitét utin az egerek
visszakeriltek sajat ketreclikbe, amelyet transzmitter bedliltetés esetén a telemetria
rendszer jelfogo talcéira helyeztiink®9.162.163,166,171,174

Teljes szubdiafragmatikus vagotomia: egy éjszakén at tartd taplalékmegvonast
kovetéen a patkanyokat elaltattuk, majd a gyomrot kdzépvonali felsé laparotomian
keresztul feltartuk és oOvatosan kifelé hiztuk, hogy a nyel6csé lathatova valjon.
Megkerestik a nyeldcsé mentén futd ventralis és dorzalis vagalis idegtorzseket és a
rekeszizom alatt atvagtuk; a biztonsag kedveért a hepatikus vagalis agat kilon atvagtuk.
A kontroll allatokban a viscerat ugyanugy megmozgattuk, de az idegeket nem vagtuk
at'®4. A vagotomia gasztrointesztinalis szovédményeinek enyhitésére a vagotomizalt
patkanyoknak a mutétet kovet6 9 napon keresztiil izesitett, folyékony tdpot (PMI Micro-
stabilized Rodent Liquid Diet LD101; TestDiet) adtunk'’’. A vagotomizalt allatokban a
gyomor mérete nagymértékben megné a taplalék stagnalasa miatt, a csokkent
gasztrointesztinalis tonus és motilitds kovetkeztében!’®17® A vagotomia teljességének
sikeressegét ezért a kisérletek végén a patkanyok gyomorsulyanak megmérésével
igazoltuk, hasonléan korabbi vizsgalatokhoz!77180,

Bilateralis splanchnicotomia: k6zépvonali laparotomiat kovetéen a gyomrot €s a
maéjat sooldattal nedvesitett gézzel elImozditottuk a szubdiafragmatikus teriiletrél, hogy a
hatsd hasfalat feltarjuk. Mindkét oldalon megnyitottuk a retroperitonealis teret, majd
izolaltuk a nervus splanchnicus majort és atvagtuk — vagy egyetlen torzsként, vagy ket
vagy tobb osztodasként — kozvetlenul a rekeszizom alatt, ahogyan korabbi
tanulmanyokban®®®. A kontroll allatokban az ideget mindkét oldalon feltartuk, de nem
vagtuk at. A nervus splanchnicus major épsége szilkséges a mellékvesekéreg
valaszkészségének modulalasahoz!®?: az adrenokortikotrép hormontdl fiiggetlendl

szabalyozza a kortikoszteron termelését, és splanchnichotomizalt patkanyoknal
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kimutattak, hogy a vizmegvonasi stresszre adott kortikoszteron valasz csokkent
mérték(i'®. A splanchnichotomia teljességének sikerességét ezért a kisérletek végén a
patkanyok 48 oOras vizmegvonasra adott plazma kortikoszteron koncentraciojanak
mérésével ellendriztiik enzimhez kotott immunszorbens esszé (ELISA) segitségével
(Assay Designs)®4,

Bilateralis cervikalis funiculotomia: a hat fels6 részén, a nyakon és a fejen a bort
leborotvaltuk, majd a gerincoszlop felett az els6 és a masodik nyakcsigolya (C1 és C2)
magassagaban bemetszettilk, és az alatta 1év6 izmokat széthlztuk. A C1 szintjén részleges
laminectomiat végeztink a gerincvelé dorzalis megkozelitésbol vald feltarasahoz.
Szemészeti olldval megnyitottuk a szubduralis teret, ezutdn mikroszikével egy sekély
vizszintes bemetszést hoztunk létre, amelynek célja a laterdlis funiculus dorzalis
aspektusanak (dorzolateralis funiculus, DLF) &tvagasa volt C1 szinten. Az eljarast
mindkét oldalon elvégeztiik. A laminectomia &ltal okozott defektusba zsirszovetet
helyeztiink, majd felette az izmokat és a bort rétegesen dsszevarrtuk. A termofizioldgiai
kisérletek elvégzése utan a felszall6 nociceptiv palyak sikeres megszakitasat minden
patkanynal megerésitettik Ggy, hogy az allatok farkdt 75% alkoholtartalmd hideg
(—18°C) vizoldatba meritettiik és megmértuk a farok Kkirantasaig eltelt id6t. A DLF
kétoldali lézidjat minden patkanynal szovettanilag is ellendriztiik. Csak azoknal a
patkanyoknal tekintettiik ,teljes” mértékiinek a Iéziot, amelyeknél a C1 szintjén a
gerincveld mindkét oldalan a célzott teriilet tobb mint 50%-at lefed6 sériilés volt

lathat6e4,

4.1.3. TRPV1 ioncsatorna deszenzitizacid és bizonyitasi tesztjei

A deszenzitizacid fogalmat altalanossagban kapszaicin vagy RTX hatasara
kialakult, exogén vagy endogén vanilloidokkal és mas, a TRPV1 csatornat expresszald
idegsejtet aktivalo — példaul fajdalmas hoéhatas — stimulusokkal szemben mutatott
neuronalis érzéketlenségi allapot leirasara hasznaljuk®2.

Egerekben, a teljes szervezetre kiterjedd (szisztémas) TRPV1 ioncsatorna
deszenzitizacio eléréséhez harom egymast kovetd napon, altatasban, egyre emelkedd
dozist RTX kezelést (10, 30, majd 100 pg/kg s.c.) végeztink. A kontroll allatok RTX
helyett vehikulumot kaptak. Az RTX kezelés kardiovaszkularis komplikacidinak
kivédésére kozvetlenlil az RTX adasa eldtt az egerek aminofillin-terbutalin-atropin
koktélt (1,92-0,02-0,02 mg/kg) kaptak i.p. Két héttel az RTX utolsé dézisanak beadasat

kovetden, a TRPV1 ioncsatorna funkcidjanak hidnyat szemtorlési teszttel erdsitettiik
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meg. Ennek soran 20 ul 0,1%-0s kapszaicin oldatot vagy vivéanyagat cseppentettilk az
egerek szemébe, majd egy percen keresztiil regisztraltuk a szemtorlések szamate,
Lokalis, haslregre korlatoz6dé TRPV1 ioncsatorna deszenzitizacio elérésére
patkanyokban i.p. RTX (Sigma-Aldrich) kezelést alkalmaztunk 20 pg/kg dozisban. A
kontroll allatok vehikulumot (20%-os etanol) kaptak. Az RTX diszkomfortot és fajdalmat
kelt6 hatasara tekintettel az. i.p. injekcio beadasara altatasban kertlt sor. Ez a kezelés csak
és kizarélag az abdomindlis afferenseket karositotta®>’?, és a hatas néhany (2-3) hétig
megbizhatéan Kitartott. Az abdominélis TRPV1 deszenzitizacié sikerességének és
lokalizaltsaganak megitélésére két tesztet hasznaltunk: a vonaglasi (writhing) és a
szemtorlési tesztet. EIObbi az abdominélis TRPV1 ioncsatorndk funkcidjanak
megitélésére szolgal, melynek soran a patkadnyoknak 10%-os etanolban oldott RTX-t
adtunk be i.p. (0,2 pg/kg), majd 10 percen keresztul regisztraltuk jellegzetes vonaglasi
mozdulataik szamat. A szemtorlési teszt a kornea TRPV1 ioncsatornainak funkciojat
vizsgalja, amelyet patkanyok esetében 2 pg/ml koncentrécioju RTX oldat 20 pl-ének a
szembe csoppentésével végeztiink, majd a szemtorlések szamat 5 percen keresztil
figyeltuk. Minden bizonyitasi tesztet a deszenzitizal6 RTX (vagy vehikulum) oldat adasat

kovetd 6. és 16. nap kozott végeztiink el*63.164,

4.1.4. Termofizioldgiai kisérleti elrendezések

A termoregulécios allatkisérleteket termoelem termometria, respirometrias
termometria, telemetrids termometria vagy termogradiens kisérleti berendezésekben
vegeztik.
4.1.4.1. Termoelem termometria

Termoelem termometriai  kisérleteinkben az Allatokat egy hengeralakd
sziikitoketrecbe helyeztilk és réz-konstantan termoelemekkel (Omega Engineering)
szereltuk fel a farkon a Ty, a kolonban pedig a Tm mérése céljabdl. A szikitoketrecekhez
az allatokat a kisérletet megel6z6 8 napon keresztiil minden nap t6ébb 6ran at szoktattuk a
stresszmentes habituécid céljabol. A Tm esetében a termoelemet a kolonba egereknél 3
cm, patkanyoknal 10 cm mélyre helyeztiik az analis szfinktertdl, ragasztdszalaggal a
farokhoz rogzitettiikk és egy szamitogéppel 0sszekotott adatgylijté késziilékhez (Cole-
Palmer) csatlakoztattuk. A szlikitoketrecekbe helyezett allatokat az adott kisérlethez
meghatarozott allandd Tk-t biztositd inkubator kamraban (Forma Scientific, Biobase vagy
PL Maschine Kft.) helyeztik el. Az el6zetesen beiiltetett i.p. vagy i.v. katéter végéhez,

illetve az i.c.v. kaniilbe a kisérlet napjan behelyezett injektor végéhez PE-50 toldalékot
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csatlakoztattunk, amelyet el6zetesen feltdltottiink a Kisérlet soran beadni szant anyaggal
vagy annak vivOanyagaval. A PE-50 toldalék masik vegét az inkubator kamra falanak
nyilasan keresztil kivezettiik és ahhoz i.c.v. injekcional 10 pl-es (Hamilton), i.p. és i.v.
anyagadasnal 1 ml-es fecskend6t (Becton Dickinson) csatlakoztattunk, amelyet egy
infuzids pumpéba helyeztiink (KD Scientific vagy Harvrad Apparatus Inc.)8%163-168.172,173,
4.1.4.2. Respirometrias termometria

A szikitOketrecbe helyezett allatokat termoelemekkel és PE-50 toldalékkal
szereltik fel, ugyantgy, mint a termoelem termometrids elrendezésben végzett
kisérleteknél. Ezutan az allatokat a ketreccel egyutt indirekt kalorimetria elvén alapul6
anyagcsere meghatarozasra szolgalo berendezés egyik plexikamrajaba helyeztik: PTE-n
Oxymax (Columbus Inc.), SJHMC-ben Small Animal System (Sable Systems). A
kamrakat lezartuk, szabalyozhaté hémérsékletti kdrnyezetbe tettiik, €s szobalevegdvel
folyamatosan ataramoltattuk. A kamraba belépd és a kamrabol kilépd levegében mértiik
az oxigén frakcionalt koncentracidjat, és a gyartd utasitasai szerint szoftver segitségével
kiszamitottuk az allatok oxigénfogyasztasanak (VO2) mertékét, amely ragcsalokban
elsésorban a nem-didergéses barnazsirszOveti termogenezis aktivitdsanak az
indikét0r369’163'165'168'172’174.
4.1.4.3. Telemetrias termometria

Szabadon mozgo allatokon végzett kisérleteinkben az egerek Tm-ét és altalanos
lokomotoros aktivitasat telemetrias modszerrel folyamatosan monitoroztuk. Ez a médszer
nem tette lehetévé a VO2 és a Th mérését, viszont sajat ketreciikben ¢é16 allatokon hetekig
lehetett megfigyeléseket vegezni. A miitétileg i.p. implantalt radidtelemetrias transzmitter
(Minimitter) jelei szamara az allat miianyag doboza alatti fém lap szolgalt antennaként.
A jelek konvertaldsa utdn [homérséklet °C-ban, aktivitds mesterséges egységben
(,arbitary unit”) kifejezve] az adatokat a gyartd szoftverének (Vitalview) segitségével
komputeren taroltuk. Ez a modszer tette lehetdvé a cirkadian hdmérsékleti valtozasok
anal|'zisét69'162'163'166'171'174.
4.1.4.4. Termogradiens rendszer

A termogrédiens berendezés hat, egymassal parhuzamos, 200 cm hosszl
aluminium csatornabdl allt. Mindegyik csatorna aljan egy masodik, belsé, rozsdamentes
acélbol késziilt racshalds padld volt talalhato, a tetején pedig egy duplafalt miianyag fedo.
Az 0Osszes csatorndt mindkét végikon egy kozos aluminium fal hatérolta, amely
elvalasztotta 6ket egy nagy, kozOs viztartalytol. A ,,meleg” oldali tartaly vizét két

elektromos fiitéegység (PolyScience) folyamatosan melegitette, ezaltal a csatornaban a
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Tk-t ezen az oldalon 30,0°C-on tartotta. A ,hideg” oldali tartdlyban egy nyiltkeringésii
hiité-fiité6 pumpa folyamatosan 10% etilén-glikolt tartalmazo vizet dramoltatott annak
érdekében, hogy a csatorndban a Tk ezen az oldalon 20,0°C legyen. Ezekkel a
beallitdsokkal minden csatornaban egy nagyjabdl linearis, hosszanti Tk gradiens alakult
ki 0,05°C/cm véltozassal. Az egerek poziciojat a termogradiens apparatus csatornaiban
egymastol egyenld tavolsagra (3,5 cm) elhelyezett 56 vizszintesen futd infravoros
sorompo segitségével hatdroztuk meg. Ez a rendszer lehetdvé tette a csatorna hosszanti
irdnyaban végzett lokomotoros aktivitds, valamint az adott idéegység alatt megtett
tavolsag (mozgasi sebesség) meghatarozasat isb°.

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

Bizonyos kisérletekben testhémérsékleti mérések helyett a bér vérataramlasat
vizsgaltuk egerekben'®® vagy a kiilsé ferde hasizom vérataramlasat patkdnyokban'®*, Az
allatokat elaltattuk, majd egerek esetében deréktajékon a hat szorét leborotvaltuk és a
hasonfekvé allatokat melegit6 padra helyeztiik (Supertech Instruments UK Ltd.), annak
érdekében, hogy Tm-Uk a kisérlet soran végig 36°C maradjon. A kordbban implantalti.c.v.
kan(lbe egy PE-50 toldalékhoz csatlakoztatott injektort helyeztiink, amely elére fel volt
toltve natrium-szulfid (Na2S) oldattal vagy fiziologias sooldattal. Patkanyok esetében a
has borét kozépvonali metszésbol felnyitottuk és a hasizomzatot a metaszternumtol a
hasfal aljaig szabadda tettiik. A hasfal l1égzési kitéréseinek csokkentése érdekében a
hastireget 400 ml/kg levegdvel egy fecskendo segitségével a jobb iliacalis régidban ejtett
tliszurasbol felfujtuk. A bal oldali kiilsé és bels6 ferde hasizom koz¢ apréd tithegyet
(304H28RW; MicroGroup) illeszettiink, amely kapszaicin (vagy vehikulum) oldattal
feltotltott PE-50 toldalékhoz csatlakozott.

A vérataramlas mérteket az egerek lumbalis bérében és a patkanyok hasizméban
PeriCam PSI rendszerrel mértiik (Perimed AB), amely lézer folt interferencian alapuld
képalkotast alkalmaz. A vérataramlas valtozasat (amely mesterséges egységekben kertlt
meghatarozasra), az anyagadas el6tti alapvonalhoz viszonyitott valtozads értékében

fejeztiik kil64168,

4.1.6. Izometrias eré mérés izolalt artéria szegmentumokban ex vivo

Az éllatokat elaltattuk, majd a karotisz kommunisz artériat vagy a farok bor

crer

SZX7) alatt izolaltuk. Az izolalt artéria proximalis és disztalis végét lekotottik, majd a
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kotések kozotti szakaszt kimetszettiik, és hiitott Krebs oldatba helyeztiik (NaCl: 119,0
mM, KCI: 4,7 mM, KH2PO4: 1,2 mM, NaHCOs: 25,0 mM, M@.S04: 1,2 mM, CaClz x
2 H20: 1,6 mM, EDTA: 0,026 mM, glikdz: 11,1 mM). A hasznélt anyagokat a VWR
International-tdl és a Sigma-Aldrich-t6l rendeltiik. Az érszakaszokat ezutan 2 mm hosszU
gyuriikre daraboltuk. Kisérletenként 4 érgytriit hasznaltunk fel, igy ezekben a
kisérletekben a jelzett elemszam (n) 4 mérést jelent ugyanabbol az allatbol. Az artériak
eltavolitasa utan az allatokat 100 mg/kg pentobarbital (Ceva Sante Animale) i.p. adasaval
talaltattuk.

Az érgytiriikben az izometrias er6 valtozasainak mérését négy, 5 ml-es szervfiirdt
tartalmazé DMT 610M miograf rendszerrel (Danish Myo Technology A/S) végeztik.
Ehhez az érgytiriiket két volfram drotra fiiztlik fel, amelyeket a miograf transzddcereihez
rogzitettiink. A drotok atmérdje karotisz artéria esetében 0,04 mm, farokbdr artéria esetén
0,02 mm volt. Az 5 ml oldatot benne a rogzitett érgytiriivel a kisérlet soran 95% oxigént
és 5% szén-dioxidot tartalmazd gazkeverékkel (Linde) folyamatosan ataramoltattuk.
Egyik tanulmanyunkban a szervfirdé hoémérsékletét a kisérlet soran folyamatosan 37°C
korali értéken tartottuk, az oldat pH-jat azonban hidrogén-klorid (HCI) vagy natrium-
hidroxid (NaOH) oldat hozzaadasaval valtoztattuk'®, mig egy méasik tanulmanyunkban
allando, 7,4-es pH érték mellett, egy altalunk erre a célra kifejlesztett hiit6-fiit6 kiegészitd
berendezés segitségével az oldat hdmérsékletét 13, 16 vagy 37°C-ra allitottuk’®. A
Kisérlet kezdetén a gyarto javaslatainak megfeleléen normalizalast hajtottunk végre, és az
ereket 60 percig inkubdltuk stabilizalodasuk érdekeben. Az erek életképességét minden

kisérlet kezdetén és végén megerdsitettiik.

4.1.7. Anyagok és adasuk maédjai
A Kkisérleteinkben hasznalt legfontosabb anyagok nevét, forrasat, alkalmazott

dozisait, az anyagadas modjait és a kapcsolddd kozleményt az 1. tablazat tartalmazza.

4.1.8. Molekularis bioldgiai mérések és immunhisztokémia
4.1.8.1. Sz0vet- és vérmintdk gyiijtése

Vérmintak gyljtéséhez az LPS beadasat kovetden az adott kisérletben
meghatéarozott idépontnal — 40 perc’? vagy 12 6ral’* — az egereket elaltattuk, majd a
mellkas felnyitasa utan a sziv bal kamrajabol vért gytjtottunk (~0,5 ml). A levett vért
azonnal EDTA tartalmU csOvekbe tettiik, centrifugaltuk és a plazmat az immunoesszé

mérésekig —80°C-on taroltuk. A mintagytijtés végeztével az allatokat tulaltattuk.
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1. tAblazat: A kisérleteink soran vizsgalt anyagok legfontosabb tulajdonsagai

Anyag neve Révidités Gyarto vagy Anya_gadas Dozis (mg/kg in vivo Referenma
forgalmazé madja vagy mol/l ex vivo) szama
A-1165901 — Abbvie i.p. 3vagy 10 163
A967079 — Abbvie i.g9.* 30 167
AMG 517 — Amgen s.C. 0,21 171
i.p.vagyiv. 1 165
iv. 0,1 164
AMGO0347 — Amgen i.p. vagyiv. 0,05 69,164
AMG2850 — Amgen i.g. 30 167
AMG7905 — Amgen i.p. 10 163
AMG8163 — Amgen iv. 0,07 164
Anandamid AEA Tocris i.p. 15 69
BCTC — Tocris ex vivo 10° 169
CL316243 — Tocris i.v. 1 164
Compound 43 — Amgen i.g. 30 167
Etoricoxib — Merck & Co. i.p. 10 173
Fenilefrin — Sigma-Aldrich ex vivo 10%°-10° 169
10%-10* 170
GYY4137 — University of Exeter  i.c.v. 3 168
Hidrogén-klorid HCI VWR ex vivo 10°-10? 169
Hipofizis adenilat-ciklaz PACAP  Szegedi i.c.v. 0,01 vagy 0,1 174
aktivalé polipeptid Tudoméanyegyetem  i.v. 0,1 174
Kapszaicin — Reanal ex vivo 10%°-10° 169
i.m. 1 164
Kalium-klorid KClI VWR ex vivo 10%-10° 169
0,06 vagy 0,09 170
Ketamin** Richter i.p. 50 vagy 100 165
Kolecisztokinin CCK Bachem i.c.v. 1,7x10°% 173
Lipopoliszacharida LPS Sigma-Aldrich iv. 0,01 173
i.p. 0,12 172
40 171
M8-B M8-B Amgen i.p. 6 166
Meloxicam — Boehringer Ingelheim i.p. 10 173
Metamizol — Sanofi i.p. 120 173
Natrium-hidroxid NaOH VWR ex vivo 10°%-10? 169
Natrium-szulfid Na,S Sigma-Aldrich i.c.v. 0,5vagy 1 168
x 9 H,O i.p. 5 168
P anyag SP Tocris i.c.v. 0,1 172
Prosztaglandin E; PGE; Tocris i.c.v. 3,3x10°® 172
Reziniferatoxin*** RTX Sigma-Aldrich i.c.v. 2x10°% 69
i.p. 2x10° vagy 2x10° 69,164
1,5x10°% 166
YM022 — Tocris i.c.v. 0,01 173

*i.g., intragasztrikusan; **Ketamin felhasznalasat mitéti beavatkozasokhoz lasd 4.1.2. fejezetben; ***RTX

felhasznalasat TRPV1 deszenzitizaciora lasd 4.1.3. fejezetben.
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Tid6-, méj- és agyszovet gyiijtésekor — immunoesszé, Westren blot és kvantitativ
valds idejli polimeraz lancreakcio (qQRT-PCR) mérésekhez — az LPS beadasa utan 40
pufferolt fiziologias sooldattal (PBS) perfundaltuk®’?. A majbol és a jobb tiidébdl vett
szovetmintakat folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk. Az egeret ezutan
dekapitaltuk, majd a teljes agyat eltavolitottuk és lefagyasztottuk. Minden szévetmintat
—80°C-on taroltunk a mérések elvégzéséig.

A c-Fos expresszi6t174 és TRPAL mRNS in situ hibridizaci6*®® vizsgalatahoz az
allatokat elaltattuk, a mellkast feltartuk, majd a bal kamran keresztiil 0,1 mol/l PBS-sel
perfundaltuk, amelyet hiitétt, 0,2 mol/l koncentracioju Millonig-féle pufferben oldott 4%-
os paraformaldehiddel végzett perfazio kovetett. Az allatokat dekapitaltuk, ezt kovetéen

agyukat eltavolitottuk, melyeket 12-24 éran at ugyanilyen oldatban posztfixaltunk.

4.1.8.2. Immunoesszé

ELISA modszert hasznaltunk a TNF-a szérum szintjének meghatarozasahoz,
kereskedelmi forgalomban elérheté csomagok (MEM-004A; SABiosciences vagy BD
OptEIA; BD Biosciences) segitségével a gyarto elbirasainak megfelelden’>172, A PGE:
szoveti koncentracidit a tiidében, majban és agyban szintén kereskedelmi forgalomban
1évé ELISA csomag segitségével mértiik meg (katalogusszam: 514010; Cayman
Chemical)’?. A mérésekhez Labsystem Multiskan RC spektrofotométert (Thermo
Scientific) hasznaltunk.

Az IL-6 szérumszintjét Luminex XMAP technikaval hataroztuk meg egy
immunoesszé csomag segitségével (kataldgusszam: LMCO0003; Invitrogen)*’2. Luminex
100 késziléket (Luminex Corporation) és a gyartd altal ajanlott szoftvert hasznaltuk a
gyongyok mediéan fluoreszcens intenzitdsanak analizisére. A méréseket minden esetben
két technikai ismétlésben végeztik el. Az adatokat a Masterplex 2.0 szoftverrel

elemeztik.

4.1.8.3. COX-2 feheérje szintjének meghatéarozasa Western blot modszerrel

A tiid6, m4j és agyi szovetmintakat 50 mmol/l, jeghideg Tris-pufferben (pH = 8,0)
homogenizaltuk, ami tartalmazott 1:100 aranyban protedz gatlé koktélt és 50 mmol/I
natrium-vanadatot (Sigma-Aldrich). Az agyi szovetmintak specialis elokészitése utan
(részletekért, lasd Péakai és mtsai.l’?), a tiid6, maj és agyi mintak feldolgozasa hasonld

modon tortént. A mintdkhoz kétszeresen koncentrdlt natrium-dodecil-szulfat-
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poliakrilamid gél elektroforézis mintapuffert adtunk, majd a fehérjeket 10%-0s gélen
szétvalasztottuk és nitrocellul6z membranra vittik at. Egy 6ra blokkolas utan (2%-0s nem
zsiros tejjel Tris-pufferelt sooldatban), a membranokat 4°C-on egy éjszakan at
reagaltattuk a primer antitesttel, amely a COX-2 fehérjéhez kotott (katalogusszam:
ab15191; Abcam Plc.). Referencia fehérjének glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenazt
(GAPDH) hasznaltunk. A membranokat 6-szor 5 percig 0,1% Tween-t tartalmazo6 Tris-
pufferelt sooldattal mostuk, mieldtt a kecskében termeltetett nytlellenes masodlagos
antitestet hozzaadtuk (Bio-Rad). Ezutan a membranokat az el6bbiekhez hasonloan ismét
lemostuk, majd az antigén-antitest komplexumokat kemilumineszcencia segitségével
vizualizaltuk. Szkennelés utdn az eredményeket Image) szoftverrel (NIH)

szamszerusitettik.

4.1.8.4. COX-2 mRNS expresszié meghatarozas qRT-PCR mddszerrel

Az RNS izolalast TRI reagens (Molecular Research Center Inc.) és Direct-Zol
RNS izolalé készlet (Zymo Research) segitsegével végeztik a gyartd utasitasainak
megfeleléen'’?2, A genomidlis DNS eltavolitdséhoz Dnase I-t (Zymo Research)
hasznaltunk, majd az RNS mennyiségét Nanodrop ND-2000 spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies Inc.) hatdroztuk meg. Ezt kovetéen, 1 pg tisztitott RNS-bol
cDNS-t szintetizaltunk reverz-transzkripciés PCR segitségével, amihez Maxima First
Strand cDNA Synthesis csomagot (Thermo Scientific) hasznaltunk. A cDNS mintakbol
a célgének relativ expressziojat Stratagene Mx3000P gPCR készilékkel (Agilent
Technologies) hataroztuk meg, haztartasi génként GAPDH-t hasznaltunk. A mérest
minden esetben 2 pl cDNS, 10 pl Luminaris Color HiGreen Low ROX gPCR Master Mix
(Thermo Scientific), 0,3 umol/l primer és 6,8 pl viz alkalmazasaval hajtottuk végre. A
mintdk mérése minden esetben harom technikai ismétlésben tortént. A mérés soran
vegrehajtott disszociacios gorbe analizis az amplifikacios reakcio specifikussagat
igazolta. A génexpresszido mértékét a valasztott referenciagénekhez viszonyitva a AACt
metodusnak megfelelden szamitottuk®. A kovetkezd primereket hasznaltuk:

GAPDH forward: 5'-TTCACCACCATGGAGAAG-3'

GAPDH reverse: 5-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3'

COX-2 forward: 5-GGGTTGCTGGGGGAAGAAA-3'

COX-2 reverse: 5'- CTCTGCTCTGGTCAATGGAGG-3'
Az amplifikalast a kovetkezOk szerint végeztiik: 95°C 10 min, majd 40 ciklus 95°C-on
30s, 60°C-on 45, 72°C-on 45 s.
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4.1.8.5. c-Fos immunhisztokémia

A c-Fos fehérje a sejtmagban felhalmozddva akut neurondlis aktivacios
markerként szolgal*®. Expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgéalatahoz az agyakat
koronalis sikban vibratommal (Lancer, Ted Pella Inc.) 30 um vastagsagu szeletekre
metszettilk, majd fagyall6 oldatban —20°C-on taroltuk!’3174, A metszeteket 6-szor 10
X-100 detergensben (Sigma Chemical), majd 2% normal kecske szérumot (Jackson
Immunoresearch Europe Ltd) tartalmaz6 PBS-ben inkubaltuk 30 percig. A mintékat
ezutan szobahémérsékleten egy éjszakan at inkubaltuk c-Fos ellen nydlban termeltetett
poliklondlis antiszérum (sc-52, Santa Cruz Biotechnology Inc.) 1:500 aranyban higitott
oldatdban. Masnap, 3-szor 10 percig PBS-sel mostuk a metszeteket, ezt kovetden a
blokkol6 szérum és a biotinilalt kecske anti-nydl 1gG 1:200 arany( oldataban inkubaltuk
6ket 2 6ran at 20°C-on. Ezutidn a mintdkat hideg PBS-sel ledblitettik, 1 éran keresztil
avidin-biotin-komplex oldataban (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories) 20°C-
on inkubaltuk, majd 3-szor 10 percig mostuk PBS-sel. Az eléhivast Tris pufferben oldott
0,02% diaminobenzidinnel (D5637, Sigma Chemical) végeztik 0,03% H202 (Sigma
Chemical) jelenlétében. A szinreakcidt sztereomikroszkop segitségevel kovettiik az
optimélis kontraszthattér megjelenéséig (10 percen keresztil), majd PBS segitségével
allitottuk le. Az agyszeleteket zselatinos targylemezre huztuk, szaritottuk, 2-szer 10
percig xilollal tisztitottuk, majd DePex rogzitdoldattal (Fluka) lefedtik.

Metszeteinkrél Nikon Microphot FXA mikroszkop és Spot RT color digitalis
kamera (Nikon) segitségével digitalis fotokat készitettiink. Allatonként 6t kiilonbozd
sikbol szarmaz6 metszeten szamoltuk meg a c-Fos pozitiv idegsejteket Image J
képanalizal6 program (NIH) segitségével. A vizsgalt agyterlletek egerek esetén a
medidlis preoptikus teriilet (MPO) és az MnPO4, patkanyoknal az MPO, dorzalis
hipotalamikus area (DA), rRPa és a ventromedialis hipotalamusz (VMH) voltak!’3. Az
objektivitas érdekében a szamlalast végz6 kutatd ragesalok neuroanatomiajaban szakértd
volt, de nem ismerte az adott allat, illetve szdvettani preparatum csoportbeli

hovatartozasat.

4.1.8.6. TRPAL1 mRNS in situ hibridizacié (RNAscope)
Az agyakat posztfixalas utdn PBS-ben o&blitettik, dehidrataltuk és paraffinba
agyaztuk'®®, Mikrotommal (HM 430; Thermo Fisher Scientific) 5 pm-es metszeteket

készitettlink. A vizsgalathoz az RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2-t
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hasznaltuk a gyart6 eldirasai szerint. Paxinos és Franklin' atlaszanak koordinatai alapjan
az MPO, a DMH, a laterdlis parabrachialis mag (LPB) es az rRPa régiokrol fluoreszcens
képeket készitettiink Olympus Fluoview FV-1000 konfokalis mikroszkop és Fluoview

FV-1000S-IX81 képgyijtd szoftverrendszer segitségével.

4.1.9. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

A holeadasi allapot jelzésére a hdladasi indexet (HLI) hasznaltuk, amely index
akar gyorsan valtozo Tk mellett is jol alkalmazhatd:

HLI = (To—Tk) / (Tm— Tk)

Az egyenlet alapjan belathatd, hogy a HLI értékei mindig 0 és 1 kozott
ingadoznak, a nulldhoz kozelitd HLI értékek csokkent, az egyhez kozelitdek fokozott
héleadasi allapotra utalnak.

Tobb csoport eredményeinek 6sszehasonlitdsakor a statisztikai értékelés
leggyakrabban varianciaanalizis (ANOVA) segitségével tortént (a fliggetlen valtozdok
szamanak megfeleléen egy-, két-, vagy haromutas). Fuggetlen valtozonak altalaban a
kezelési csoportot, genotipust, illetve az id6t tekintettik. Az ANOVA utén indokolt
esetben post hoc tesztet is lefuttattunk. Két csoport dsszehasonlitasa Student t-teszt vagy
Mann-Whitney U teszt segitsegével tortént az adott kisérlet mintajatol fiiggéen. A
statisztikai tesztek elvégzéséhez Statistica AX’99 (Statsoft), Sigmaplot 11.0 (Systat
Software) és Excel (Microsoft) szoftvereket hasznaltunk. A kiilénbséget szignifikansnak
tekintettilk ha p < 0,05. Az dbrékon és a szovegben legtdbbszor atlag + standard hiba (SE)
van feltintetve, ahol mégsem ott az adatok formatumat az eredmények ismertetésekor

kilon feltintettem.

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

Metaanaliziseinkben a PubMed, EMBASE és Cochrane Library (CENTRAL)
adatbazisokban végeztink keresést. Az egyes analizisekben hasznalt keresési
kulcsszavak a tanulmanyra specifikusak, azokat a 2. tablazat tartalmazza. Mindegyik
tanulmanyt a PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analysis Protocols) iranymutatasai szerint végeztik el*®’. Kérdéseink szakszeri
megformalashoz a ,,Participants (= vizsgalt populacio), Intervention (= vizsgalt marker

vagy beavatkozas), Comparison (= kontroll marker vagy beavatkozas), Outcome (=
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kimeneteli indikator)”, réviden PICO, modellt vettiik alapul. Metaanaliziseinket a
vizsgalat megkezdése el6tt a PROSPERO (International Prospective Register of
Systematic Reviews) rendszerében regisztraltuk az ajanlasoknak megfelelden. A keresést
két szerz6 kiilon-kulon végezte, akik egyben kiértékelték a tanulmanyok bevonhatdsagat
az analizisbe az el6re meghatarozott kritériumok alapjan. Az eltéré véleményezés

megoldasara konszenzussal, szlikség esetén harmadik fél bevonasanak segitségével kertilt

sor. A kereseseket sziir6k beallitasaval emberekben végzett tanulmanyokra korlatoztuk.

2. tablazat: Metaanaliziseinkben hasznalt keresési kulcsszavak és talalati eredmények (a

tanulmanyok célkitiizésekben jeldlt sorrendje szerint)

Keresési Osszes /
Keresési kifejezés idétartam  bevalogatott
vége taldlatok szama

Kvantitativ analizisbe Referencia
bevont alanyok szama  szama

Vizsgalat révid
Osszefoglalasa

TRPV1 (TRPV1 OR TRPV-1 OR VR1 2019. 1059/5 180* 31
antagonistak OR VR-1 OR vanilloid OR februéar
termdlis hatasa  capsaicin) AND (antagonist OR

blocker OR inhibitor) AND

(temperature OR hyperthermia

OR fever OR hypothermia)

Tm eltéréseinek  sepsis OR bacteremia OR 2016. 6083 /42 10834 160
Osszefliggése "septic syndrome” AND ("body  februar

szepszis temperature" OR fever OR

kimenetelével hypothermia OR normothermia

OR hyperthermia) AND
(mortality OR survival)

MIF biomarker ("macrophage migration 2019. 621/21 1876 161
szerepe inhibitory factor" OR MIF) AND  december
szepszisben (sepsis OR septic)

*20 alany korabban még nem publikalt adatait a Purdue Pharma bocsétotta rendelkezésiinkre a metaanalizis és a
matematikai modellezés (részletekért, lasd 4.2.3. fejezet) elvégzése céljabol.
4.2.1.2. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést a metaanalizisek standard moédszereinek megfeleléen
végeztik biostatisztikus kollégak segitségével. Az eredményeket legtobbszor erdd-
grafikonok (,forest plot”) forméjaban 0Osszegeztik. A publikécids torzitést
tolcsérgrafikonokban (,,funnel plot”) fellelhetd asszimmetria vizualis ellenérzésével, a
Duval és Tweedie ,.trim and fill” mddszerrel és az Egger-teszttel értékeltik (p < 0,1
jelentett publikécios torzitast). A tanulmanyok kodzotti heterogenitast Q homogenitasi
teszttel és 12 statisztikai teszttel vizsgaltuk (1° > 50% jelentett szignifikans heterogenitast).
Az elemzéseket a Stata (StatCorp LLC) és a Comprehensive Meta-Analysis (Biostat)

szoftverekkel vegeztik.
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4.2.2. A hipertermids index (H) és matematikai modellezése

A TRPV1 antagonistak termoregulatorikus hatasanak elemzesére a human adatok
metaanalizise mellett matematikai modellezést is felhasznaltunk. Fontosnak tartom
kiemelni, hogy az elemzésbe a korabban mér publikalt adatokon kivul, (j addig még nem
kozzétett human adatokat is bevontunk®?.

A matematikai modell alapjaul a Ph.D. munkam soran allatokban kifejlesztett és
alkalmazott médszernek’® a human adatokhoz valé médositasa szolgalt. Roviden, a
hipertermias indexet (H) egy TRPV1 antagonista esetében a szer beadasa el6tti (0. orai)
és a beadast kovetd 3. oranal mért Tm kilonbségeként hataroztuk meg®l. Feltételeztik,
hogy a hipertermizalé hatas a harom, egymastol fliggetlennek tekintett TRPV1 csatorna
aktivacios mod gatlasaként jon 1étre, amelyek a h6 (M1), protonok (M2) és kapszaicin (Ms)
altali aktivacios modok. Ezek alapjan:

H= H(AM3, AMz, AM3),

amely képletben AMi annak az értéke, hogy a TRPV1 antagonista milyen mértékben
gatolja az i-edik aktivaciés modot (i lehet 1, 2 vagy 3). A j-edik antagonista esetén (|
értékei 1 és 4 kozott valtozhattak), a gatlds mértékét minden aktivacios modban az
alkalmazott dozis (D) fliggveényének tekintettiik:
AMi= AM{( D).
Elobbiek alapjan, a hipertermizalo hatas, vagyis a H szintén dozisfiiggo:
H= H(D)) = HAM:1(D), AM2(D)), AM3(D))).

A H(D) o0sszefiiggést minden antagonista esetén kilon meghataroztuk az
Osszegylijtott adatok alapjan. Sziikséges volt megallapitani, hogy a H mennyire szenzitiv
az egyes TRPV1 csatorna aktivacios modok gatlasanak mértékével szemben, vagyis
meghatérozni a szenzitivitasi koefficienst ki-t. Magas ki érték azt jelenti, hogy az
antagonista hataseréssége az i-edik aktivacios modban erésen és pozitivan korrelal a
hipertermias valasszal; nulla erték ilyen korrelacio teljes hianyat jelenti; negativ érték
pedig azt, hogy az i-edik aktivacids mod negativan korrelal a H értékkel. A ki
megallapitasahoz minden analizalt antagonista H(D) adataira egy szigmoid gorbét
illesztettiink, amelyet gyakran haszndlnak a farmakoldgidban a dozisfiiggd hatasok
vizsgalatahoz!88.189;

Uy

H(D) = 170 + e—(W0+W1D) n 1 .

o1
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A fenti egyenletben, vo, v1 és wo konstans, mig a w1 koefficienst a kovetkezéképpen

definialtuk:
ki ky ks

Wq =d—1+d—2+d—3,

ahol di az antagonista 50%-o0s inhibitor koncentracidja (ICso) a TRPV1 csatorna i-edik
aktivacids modjaban.

A fentiekben leirtakbol kovetkez6en, a H(D) fliggvény hat ismeretlen paramétert
tartalmazott: a szenzitivitasi koefficienseket (ki, k2 és ks) és a konstansokat (vo, v1 €s Wo),
amelyeket mind meg tudtunk hatarozni a bemutatott matematikai modellnek a 3.
tablazatban 0sszefoglalt adatokhoz valo lehet6 legjobb illesztésével. Ennek a tdblazatnak
mindegyik sora megfelelt 1-1 egyenletnek, igy 6sszesen 15 egyenletet kaptunk.

Annak érdekében, hogy nemlinearis modellinkben a kozelitési hibat
minimalizdljuk, illetve, hogy a modell illesztési eredményeinek statisztikai
szignifikanciajat megbecsuljik, figyelembe vettik a H statisztikai varianciajat. Monte
Carlo szimulaciés modszerrel*® tiz, véletlenszertien generalt adatsort hoztunk létre,
amelyek Gauss-eloszlast kovettek, és kiindulasi alapjukként a 3. tablazatban talalhatd
atlag és standard deviacio (SD) ertékek szolgaltak. Az igy generalt adatsorokat hasznaltuk
az ismeretlen paraméterek (ka, kz, ks, vo, v1 és Wo) meghatarozasara a legkisebb négyzetek
mddszerével®®t. A tiz adatsor alapjan elézetes kozelitést végeztiink, majd tovabbi
adatsorokat generaltunk, Ggy, hogy mind a hat ismeretlen paraméter esetében hlsz
kiilonb6zd adatsor alljon rendelkezésiinkre, amelyekbdl kiszamoltuk az egyes aktivacios
modok szenzitivitasanak atlagértékeit és eloszlasi valoszinliségét. Feltételeztiik, hogy a
0. és 3. 6rdban meért Tm értékek egymastol fuggetlenek. Mindezek alapjan, a H statisztikai
eloszlasa (a 0. és 3. Orai Tm kiilonbség) meg kell egyezzen a 3. tablazat megfelel6 SD

értékeinek négyzetosszegével, amelyek a mért eloszlasok valoszinliségét adjak meg.

4.2.3. A MIF kinetikdjanak vizsgalata szeptikus betegek vérében és vizeletében prospektiv
klinikai tanulmanyban
4.2.3.1. Betegek

2012. januar és 2015. majus kozott 51 szeptikus beteget vontunk be prospektiv,
megfigyeléses vizsgalatunkba a PTE Klinikai Kozpont Aneszteziologiai és Intenziv
Terapidas Osztalyan'’. Vizsgalati protokollunkat a PTE Regionalis Kutatasi Etikai
Bizottsaga hagyta jova (regisztracios szam: 2406/2005), és a vizsgalatot a 2008-as
Helsinki Nyilatkozatban foglalt etikai normaknak megfelelden végeztik. Minden
madszert a vonatkozd irdnyelveknek és eléirasoknak megfelelden alkalmaztunk.

52



garam . andras_142 23

3. tablazat: A TRPV1 antagonistak Tm és ICso adatai, amelyek bekeriiltek matematikai elemzéseinkbe®

T,0.6ra(°’C)  Tn 3. 6ra (°C) - kgitj_n%s(sér;i("(:)* ICso értékek a huméan TRPV1 csat(()r:r'\;a) kiilonb6z6 aktivaciés modjaiban
TRPV1 Dozis Alanyok . .
antagonista  (umol) szama Referencia szama
Atlag SD  Atlag sD Atlag SD Hé (518_;"5) (Egﬂ_sggﬁm) Referencia szama
ABT-102 2,9 37,0 0,3 37,3 0,2 0,3 04 8 66,67 6,0 7,0 192
57 36,5 0,3 37,2 0,3 0,7 0,4 20
11 36,7 0,3 37,4 0,3 0,7 0,5 14
17 36,3 0,2 37,4 0,3 11 04 6
23 36,5 0,3 37,2 0,2 0,7 0,4 6
52 36,3 0,2 37,6 0,3 1,3 0,4 6
86 36,2 0,2 37,5 0,2 13 0,3 6
115 36,5 0,3 37,6 0,2 11 04 6
AZD1386 225 36,8 0,3 37,2 0,3 04 0,4 40 193 100 79 7,9 194
NEO6860 1149 36,6 0,3 36,4 0,3 -0,2 0,4 52 195 >10000 >10000 31,62 194**
V116517 68 37,0 0,2 37,1 0,3 0,1 0,3 4 Koradbban nem 40 35 196
publikalt adatok***
226 36,9 0,3 37,1 0,3 0,2 0,4 4
678 36,8 0,1 37,0 0,2 0,2 0,2 4
1357 36,8 0,2 37,2 0,4 0,4 0,4 4
2261 36,9 0,2 37,4 0,4 0,5 0,5 4

*Ezeket az adatokat hasznaltuk a hipertermias index H értékeiként (részleteket lasd a szévegben). **A TRPV1 csatorna aktivalasahoz alkalmazott hémérséklet, pH és kapszaicin koncentracié nem derdlt ki
a kdzleménybdl. ***A vizsgalatban résztvevék egyéni adatait a Purdue Pharma bocsatotta rendelkezésuinkre.
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4.2.3.2. Bevalogatési és kizarasi kritériumok

A vizsgalatba olyan szeptikus betegeket vontunk be, akiknél az intenziv osztalyra
val6 felvételkor a szérum prokalcitonin szintje emelkedett volt. Kizartuk azokat a
betegeket, akik 18 év alattiak vagy 85 éven fellliek voltak, illetve akik megtagadtak a
vizsgélatban valo részvételt. A betegeknél a MIF szérum és vizelet szintjeinek mérésén
kivul a diagnosztikai és kezelési eljarasok mindenben megegyeztek a szepszisre

vonatkozo iranyelvekkel.

4.2.3.3. Adatgyuijtés

A demografiai adatokat minden bevont betegtdl begytijtottiik. A halalozast az
intenziv osztalyra valo felvételtdl szamitott 90 napig kovettiik nyomon. A laboratoriumi
paramétereket, beleértve a C-reaktiv fehérje, a prokalcitonin, a laktat, a karbamid és a
kreatinin szérumkoncentréciojat, valamint a sejtszamokat, az intenziv osztalyra vald
felvételtdl szamitott 0., 2. és 4. napon mértiik. Ugyanezeken a napokon meghataroztuk a
filtracios ratat is. Az intenziv osztalyra valé felvételkor kiszamitottuk a SOFA (Sequential
Organ Failure Assessment)®’, a SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score)!®® és az
APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation)'®® pontszamokat. A
vesemiikodési zavart a szérum Kreatininszintjének a kiindulasi szinthez viszonyitott tébb
mint 50%-0s emelkedéseként hataroztuk meg a RIFLE (Risk of renal dysfunction; Injury
to the kidney; Failure of kidney function, Loss of kidney function, and End-stage kidney

disease) kritériumoknak megfelel6en?®.

4.2.3.4. A MIF koncentracio mérése

A MIF szintjének méréséhez vizelet- és vénas vérmintakat gyiijtottiink az intenziv
osztalyra valo felvételtdl szamitott 0., 2. és 4. napon. A vért Vacutainer szérumcsovekbe
gyljtottiik, amelyek szilikonbevonatot tartalmaztak a véralvadas gyorsitasara (Becton,
Dickinson and Company), majd a csoveket legalabb 60 percig szobahémérsékleten
tartottuk, hogy a vér megalvadjon. Szobahémérsékleten végzett centrifugalas (1300 g 10
percig) utan a szérumot 6sszegyujtottiik, majd feldolgozasig —70°C-on taroltuk. A MIF
szintjét a vizeletben és a szérumban standard ELISA moddszerekkel (kataldgusszam:
DY289; R&D Systems) hataroztuk meg a gyart6 ajanlasainak megfelelden. A leolvasast
450 nm-en iIEMS MF mikrofotométerrel (Thermo Labsystem) végeztik.
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4.2.3.5. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzését az R szoftverrel végeztik (3.6.1 verzid; R
Development Core Team). A Mann-Whitney-tesztet hasznaltuk a talélok és a nem talélék
kozotti szignifikans kilonbségek kimutatasara a vizelet és szérum MIF szintek
tekintetében. Az alcsoportok elemzése ANOVA segitségével tortént, amelyben a szérum
MIF vagy a vizelet MIF volt a fiiggd valtozo, mig az id6 és a nem vagy az életkor volt a
fuggetlen valtozd. Annak elemzésére, hogy a MIF szintjeinek idébeli valtozasai a szepszis
soran jelentds prediktiv értékkel bir-e, kiszamitottuk a szérum MIF véltozasat a 0. naptdl
a 4. napig, majd a valtozast Mann-Whitney-teszttel hasonlitottuk 6ssze a talélék és a nem
talélok kozott. A MIF kinetikdjanak kiilonb6z6 mintazatait mutatdé csoportokban
gyakorisagi tablazatokat készitettink a halalozasra vonatkozdan, majd a halalesetek

szamét Fisher-teszttel hasonlitottuk 6ssze a csoportok kdzott.
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5. Eredmények

5.1. Termo-TRP ioncsatornak szerepének tanulmanyozasa a testhomérséklet
szabalyozasaban
5.1.1. ATRPV1 ioncsatorna
5.1.1.1. Experimentalis modellek
5.1.11.1. A TRPVI ioncsatorna genetikai hianyaban fellépo termoregulatorikus
fenotipus tisztazasa egerekben

A TRPV1 ioncsatorna h6szabalyozasi szerepét bizonyito egyre tobb adat ellenére,
elmaradt a csatornat6l genetikusan megfosztott Trpvl KO egerek termoregulatérikus
fenotipusénak olyan részletes felderitése, amely Kkiterjed kiilonb6z6 autonom és
viselkedesi effektor mechanizmusok vizsgalatara szigortan szabalyozott hémérsékleti
kortlmények kozott. A hiany pdtlasara nagyszamd Trpvl** és Trpvl” egérben
tanulmanyoztuk a Tm és a termoeffektorok aktivitdsanak cirkadian valtozésait
termogradiens, telemetria és respirometria rendszereinkben®®. A Trpvl” egerek Tm-e
mindharom rendszerben kismeértékben ugyan, de szignifikansan (p < 0,05) alacsonyabb
volt a kontrollokénal a vilagos fazisban (9. abra). A sotét (aktiv) fazisban azonban a
genotipusok kozti kiildnbség csokkent mértékli volt a respirometria rendszerben (9.C
abra) ¢és teljesen eltiint telemetriaban (9.B abra). A termogradiens rendszerben pedig
ellentettjére valtozott a kulonbseég (9.A abra), vagyis a KO egerek Tm-e 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 hasonlé volt
vagy csak kissé volt alacsonyabb, mint a WT egereké minden berendezésben (9.A-C
abra). A vilagos-sotét fazis kozti valtozas amplitiddja azonban szignifikansan
kifejezettebb volt KO egerekben kontrollokhoz képest a termogradiens rendszerben (0,8
+0,2vs.0,2+0,1°C; p <0,05) és a telemetria rendszerben (1,0 £ 0,1 vs. 0,5+ 0,1°C; p
< 0,01), mig a respirometria rendszerben tendenciaszerti ndvekedést mutatott (0,5 + 0,1
vs. 0,2 + 0,2°C; p < 0,1). Osszefoglalva, korabbi tanulmanyokban leirtaknak
megfelel6en®® 8, eredményeink alapjan a Trpvl KO egerek Tm-e kismértékben eltér a
kontroll egerekétdl a nap soran, és ez az eltérés napszakra specifikus, tovabba bizonyos
mértékben a kisérleti berendezéstdl is fiigg.

A Tm eltéréseknél sokkal nagyobb kiilonbseéget talaltunk a genotipusok kozott a
Tm szabalyozdsdhoz hasznalt viselkedési és autonom termoeffektorok mintazataban. Két

viselkedési és két autondm termoeffektort vizsgaltunk.
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9. abra: Az
napszakban a Trpvl KO () egerek
Tm-e
genetikailag
(Trpvl™™)

altalunk

inaktiv  (vilagos)
alacsonyabb, mint
nem  modositott
tarsaiké  mindhérom
hasznalt Kisérleti
rendszerben: (A) termogradiens,
(B) telemetria, (C) respirometria. A
Trpvl KO egereket fekete, a
kontrollokat fehér szimbdlumok

jelolik. A vildgos és  sotét
napszakok kezdetét a napi id6
eldbbit

szliirke hattérrel

tengelyen nyilak jelzik,
fehér, utobbit
jeloltem. Az abra jobb oldalan
mindharom panelben sorrendben a
vilagos és  sOtéet  napszakra
vonatkozd, illetve a teljes napi
atlagok (és SE-k) lathatdk. A
zarojelben feltlintetett szamok az
adott csoportban felhasznalt egerek

szamat jelentik®.

Elobbiek  kozé
klasszikus Tk preferencia és az

tartozott a

altalanos lokomotoros aktivitas (10.A abra), mig utébbiak kozeé a termogenezis (VO:

révén meghatarozva) és a farok bérének vazomotor tonusa (Tb révén meghatarozva) (10.B

abra). Mind a négy effektor aktivitdsa reprodukalhatéan megvaltozott a vizsgalati

rendszerekben. Viselkedési szempontbdl, A Trpvl KO egerek alacsonyabb Tk-t

valasztottak Trpvl** tarsaikhoz képest fliggetlentl a napszaktdl (napi atlagok
tekintetében 26,3 £ 0,2 vs. 27,2 + 0,2°C; p < 0,05). A Trpvl KO egereknek emellett a

lokomotoros aktivitdsa magasabb volt, killénésen a vilagos napszakban. Annak ellenére,

hogy az atlagos mozgasi sebesség a genotipusok kozott statisztikailag nem volt kiillonb6zo

a vilagos és sotét napszakokban, illetve a teljes napra vonatkozdan (Student t teszt), a 24

oOrés aktivitasi gorbék kozott szignifikans kialonbség mutatkozott (ANOVA, p < 0,01).

Biologiai szempontbdl a kilonbség mértéke figyelemre méltd: az inaktiv (vilagos) fazis
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egyik id6pontjaban (15:00-kor), a Trpvl KO egerek a termogréadiens rendszerben
atlagosan 85 cm/min lineéris sebességgel mozogtak, ami kb. 3-szor gyorsabb volt, mint a
WT egerek sebessége ugyanebben az idOpontban. Ez a cslicssebesség magasabb volt,
mint a WT egerek sebessége a nap barmely idépontjaban, beleértve az aktiv (éjszakai)

fazisban mért csucssebességuiket is.

® Trpvl+ O Trpvi* 10. é&bra: Genetikailag nem
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Az autondém termoeffektorok aktivitdsanak vizsgalata soran a respirometria
rendszerben azt talaltuk, hogy a Trpvl KO egerekre alacsonyabb metabolikus rata és
fokozottabb bdr vazokonstrikcié volt jellemzd, mint kontroll tarsaikra, fliggetlentil a
sotet-vildgos napszaktol. Az atlagos VO:2 és Ty értékek 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 végeztik (részletekért, lasd 4.1.4.2. fejezet), a VOo-
ben talalt kilonbséget Iényegesen nem befolydsolhatta a két genotipus lokomotoros
aktivitasaban fentiekben bemutatott kilonbség. Osszefoglalva, nyugalmi kériilmények
kozott, a Trpvl KO egerck hészabalyozasi fenotipusaban egy egyedi termoeffektor
mintazatot talaltunk. Ezek az egerek hiivosebb kornyezetet kedvelnek, emellett
hiperaktivak, hipometabolikusak és boriikben fokozottabb a vazokonstrikcio.

A nyugalmi allapotban meghatarozott eltéré termoeffektor mintazat leirdsa utan,
tanulményoztuk a Trpvl KO egerek hészabalyozasi valaszat hoterhelés és hidegterhelés
soran. Annak érdekében, hogy a meleg elleni védekezés lehetd legkisebb hianyossagaira
is fényt deritsiink, nagyfoku héterhelést alkalmaztunk (Tk = 39,0°C), amely a Tm kb. 3°C-
os emelkedését eredményezte. A kOrnyezeti héhatasnak valo kitételkor mindkét
genotipus (Trpvl” és Trpvl**) hirtelen, csaknem maximalis mértéki farokbor
vazodilatacioval reagalt, a To elérte a 40°C-ot (11.A abra). Sem a Tb, sem pedig a Tm
vélaszban nem volt kiildnbség a genotipusok kozott. Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy
a Trpvl KO egerek teljes mértékben képesek holeadasuk fokozasara farokboriikon
keresztul, ezaltal pedig Tm-Uk védelmére meleghatassal szemben.

Annak érdekében, hogy a hideg elleni védekezés lehetd legkisebb hianyossagaira
is fényt deritstink, nagyfokd hidegterhelést alkalmaztunk (Tk = 5,0°C), amely jelent6s Tm
csokkenéssel jart. Ebben a hidegexpoziciés modellben, mindkét genotipushoz tartozo
egerek borér vazokonstrikcioval (csokkent Tp) és hideg-indukalta termogenezissel
(emelkedett VO2) reagaltak, de mindezen hideg elleni védekezé mechanizmusok ellenére,
Tm-Uk tobb, mint 14°C-kal csokkent (11.B abra). A termoregulatorikus valasz dinamikaja
azonban kiilonboz6 volt a két genotipus kozott. A Trpvl KO egerekben a VO2 60 perccel
a hidegexpozici6 kezdetét kovetden mar tetézott, majd platozott a kisérlet végéig (kb. 150
percig), viszont a kontroll egerekben a VVO2 elérte ugyan ugyanazt a maximalis szintet, de
kb. a 100. perctdl kezdve csokkeni kezdett (p < 0,0001) és ennek megfelelden Tm-UK is
esett (p < 0,0001).
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11. &bra: Trpvl KO (") és
genetikailag nem maodositott kontroll
(Trpvl*'™) egerek termoeffektor és Tp,
valaszai sulyos kornyezeti
héterhelésben  (A)  és  hideg-
expozicidban (B). A héterhelés soran
a Tkt elébb 31,0°C-r6l 39,0°C-ra
emeltiik 0,3°C/min rataval, majd
utobbit a kisérlet végéig fenntartottuk.
A Tn (kolon) és a bér vazodilatacids
(Tv) vélaszok egyméssal azonosak
voltak a két genotipusban. Hideg-
terhelésnél, a Ty-t 33,0°C-rol 5,0°C-ra
csokkentettik 0,2°C/min ratadval. A
hidegexpozicid sordn a Trpvl KO
egerek  hosszabb  ideig  tudtak
magasabb  termogenezist  (VO,)
fenntartani, igy jobban meg tudtak
védeni Tn-lUket a nagyfoka hideggel
szemben. A Trpvl KO egereket
fekete, a kontrollokat  fehér
szimbolumok jeldlik. A melegités és a
hiités kezdetét az id6 tengelyen nyilak
jelzik, elébbit piros, utdbbit kék
hattérrel jeldltem. A zar6jelben
feltlintetett  szdmok az  adott
csoportban felhasznalt egerek szamat

jelentik®.

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. Egy korabbi tanulmanyban®, a szerzék

nem talaltak kulonbséget a Trpvl KO egerek termoregulatorikus valaszaban hideggel

szemben, de a hidegterhelés mértéke ott sokkal kisebb volt. A kiilonbozé kornyezeti
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faktorok (Tk, paratartalom, légmozgas), illetve az Altalunk hasznélt mozgésban
korlatozott allatmodell egyuttesen sokkal nagyobb Tm eséshez vezettek a WT egerekben
a mi kisérleteink soran, mint lida és mtsai.®° tanulmanyéban: 14,2 + 1,1 vs. 1,2 + 0,5°C.
Ugyanakkor, ezen eredményeink 6sszhangban vannak egy maésik korabbi tanulmany
eredményeivel®®, amelyben kifejezettebb hiitésnek voltak kitéve az egerek (2,0-3,4°C Tm
csokkenés a kontrollokban), mint lida és mtsai.®° tanulmanyaban, és ebben az esetben a
Trpvl KO egerek valamivel jobban meg tudtak védeni Tm-lket hideggel szemben, mint
WT térsaik.

A Trpvl KO egerek hiperaktivitdsanak felismerése utdn (10. &bra),
megvizsgaltuk, hogy RTX, egy ultrapotens exogén TRPV1 agonista, csokkenti-e a
lokomotoros aktivitast. Ennek érdekében, i.p. RTX-et adtunk Trpv1” egereknek, amelyek
genetikai héattere C57BL/6x129 volt, illetve két Trpvl** torzshoz tartozd egereknek,
C57BL/6x129 és C57BL/6 héttérrel. Ezeket a kisérleteket a telemetria rendszerben
hajtottuk végre. Tekintvén, hogy a vizsgalni kivant hatds lokomotoros aktivitasbeli
csokkenes volt, az RTX-et vagy vivoanyagat bolusban injektaltuk az allat rovid ideig tarto
felemelésével és akut hasfalon Kkeresztili megszurasaval. Ennek az eljarasnak
koszonhetben az egér kézbevétele és a tiiszaras (amelyek sziikségesek voltak az anyag
beadasahoz) megemelték az allatok egyebként alacsony aktivitasat, amely a vilagos
(inaktiv) napszakra jellemzO. Kisérleteink soran vizsgaltuk az RTX jol ismert
hipotermizald hatasat is (lasd 4. &bra), aminek érdekében a kisérleteket enyhén
szubtermoneutralis Tk-n, 26,0°C-on hajtottuk végre. A vehikulum beadasa mérsékelt
hiperaktivitast és tipikus stressz-indukalta hipertermiat valtott ki mindegyik vizsgalt
genotipusban (12. abra). Az RTX (200 ng/kg, i.p.) azonban meggatolta mind a
hiperaktivitds, mind a hipertermia kialakulasat a Trpvl** torzsii egerek mindkét
(C57BL/6x129 és C57BL/6) csoportjaban (p < 0,0001 mindkét torzs esetén) (12.A és B
abra), annak ellenére, hogy a beadott alacsony RTX dozis tenyleges hipotermiat nem
valtott ki. Ezek az eredmények 0Osszhangban vannak korabbi tanulméanyokkal,
amelyekben kapszaicin, ami szintén exogén TRPV1 agonista, csokkentette egerek és
patkanyok lokomotoros aktivatasat?’2%1, és amelyekben RTX (az altalunk beadottnal
magasabb dodzisban) ¢és kapszaicin hipotermiat okozott kiilonbozéd emldsokben
(részletekért, lasd Romanovsky és mtsai.?). A mi kisérleteinkben ugyanaz az RTX dézis,
amely anti-hiperkinetikus és anti-hipertermias hatdssal birt a kontroll egerekben, nem
befolyasolta ezeket a stressz-indukalta valaszokat a Trpvl KO egerekben (12.C &bra).

Eredményeink arra utalnak, hogy periféridsan adott RTX csokkenti a stressz-indukalta
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lokomotoros aktivitast és hipertermidt a TRPV1 ioncsatornan keresztil. A TRPV1
ioncsatornak részvetelét lényeges volt bizonyitani, mert exogén TRPV1 agonistak
bizonyos hatdsai?®?, beleértve termoregulatérikus hatasokat is’>%%, a TRPV1

ioncsatornatdl fliggetlenil alakulnak ki.

A Trpv1++ C57BL/G B Trpv1** C57BL/6x129  C Trpvi+ C57BL/6x129
o 409, 11 11
v 1 1 1
£3 s ©® | @ | ©)
2 E I © | ) ®)
2 341! h
' loVehikulum i.p. ! |oVehikulum ip. oVehikulum i.p.
00/ r oRTX 200 ng/kg i.p.| | r oRTX, 200 ng/kg i.p.| | r o RTX, 200 ng/kg i.p.
1
41
1

1
1
1
1
1
601 !
1
1

0 20 40 60 O 20 40 60 0 20 40 60
1d& (min) 1d& (min) Id6 (min)

{

Lokomotoros aktivitas
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12. abra: l.p. RTX (200 ng/kg) kezelés csokkenti a tiiszarassal Kivaltott hipertermia és
hiperkinézis mértékét Trpvl** egerek C57BL/6 (A) és C57BL/6x129 (B) térzseiben, de nincs
hatasa Trpvl” C57BL/6x129 genetikai hatteri egerekben (C). Az RTX-szel kezelt egereket
fekete, a vehikulummal kezelteket fehér szimbdlumok jeldlik. A zéardjelben feltlintetett szamok

az adott csoportban felhasznalt egerek szamat jelentik®®.

Ezek utdn megvizsgaltuk, hogy az AEA, egy endokannabinoid, amely a TRPV1
csatorna teljes értékii agonistaja, hasonldé moddon befolyasolja-e a stressz-indukélta
lokomotoros aktivitast, mint az RTX. Kisérleteink soran a vehikulum akut i.p. injektéalasa
a lokomotoros aktivitds emelkedését valtotta ki, hasonléan mint ahogy a 12. abran is
lathaté volt, de stressz-indukalta hipertermia nem alakult ki ebben az esetben. A
testhdmérsékleti hatds hidnya valdsziniileg azzal magyarazhatd, hogy az AEA magas
dozisanak beviteléhez ezekben a kisérletekben (13. 4&bra), nagy volumenti,
szobahdmérsékletii oldatot kellett beadnunk: 30 ml/kg-ot, vagyis kb. 0,9 ml-t egerenként,
amely lényegesen (kozel tizszer) nagyobb az RTX kisérletekben hasznalt 3,3 mi//kg (kb.
0,1 ml egerenként) volumennél (12. abra). A vehikulummal dsszehasonlitva, az AEA (15
mg/kg) szignifikdnsan csdkkentette a Tm-et és erésen redukalta a a lokomotoros aktivitast
(azaz szuppresszalta a stressz-indukalta hiperkinézist) a Trpvl** egerek mindkét
torzsében: C57BL/6 (p < 0,0001 a Tm; p < 0,05 a lokomotoros aktivitas esetén) (13.A
abra) és C57BL/6x129 (p < 0,05 a Tm; p < 0,01 a lokomotoros aktivitas esetén) (13.B
abra). Ezek az eredmények dsszhangban vannak az AEA korabban leirt hipotermizal6 és
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hipokinetikus hatasaval egerekben és patkanyokban nagy dézisok beadasa esetén?04-207,
A Trpvl”- C57BL/6x129 genetikai hatter(i egerekben azonban ezek koziil a hatasok koziil
egyik sem alakult ki AEA injekcié hatasara (13.C abra).

A Trpv1+* C57BL/6 B Tipv1** C57BL/6x129 C Trpvi1~ C57BL/6x129
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13. abra: l.p. AEA (15 mg/kg) kezelés hipotermiat okoz és csokkenti a tliszarassal kivaltott
hiperkinézis mértékét Trpvl*"* egerek C57BL/6 (A) és C57BL/6x129 (B) térzseiben, de nincs
hatasa Trpvl”™ C57BL/6x129 genetikai hatterii egerekben (C). Az AEA-val kezelt egereket
fekete, a vehikulummal kezelteket fehér szimbdlumok jeldlik. A zéardjelben feltlintetett szamok

az adott csoportban felhasznalt egerek szamat jelentik®®.

Annak ellenére, hogy az AEA a kannabinoid-1 receptor teljes értéki?® és a
kannabinoid-2 receptor parcialis agonistaja®®®, az AEA testhdmérsékletet csokkentd és
aktivitast redukalé hatasainak teljes hianya a Trpvl KO egerekben azt jelzi, hogy a
kannabinoid receptorok nem vesznek reszt ezeknek a hatasoknak a medialdsaban.
Tudomasunk szerint ez volt az elsé olyan megfigyelés, amely direkt moédon igazolta, hogy
az AEA a TRPV1 csatornan keresztil fejti ki a Tm-et és a lokomotoros aktivitast
csokkentd hatasat.

Kovetkezd 1épésként azt vizsgaltuk, hogy az AMGO0347, egy potens ¢€s szelektiv
TRPV1 antagonista, milyen hatasokkal bir a Trpv1” és Trpv1** C57BL/6x129 genetikai
hatterti egerek Tm-ére és lokomotoros aktivitasara. A TRPV1 agonistakkal kapott
eredményeink alapjan (12. és 13. abra), arra szamitottunk, hogy az antagonista fokozni
fogja a lokomotoros aktivitast. Annak érdekében, hogy az emelkedést ki tudjuk mutatni,
kivédtik a stressz-indukélta hiperkinézist olyan mddon, hogy az AMGO0347-et vagy
vehikulumat stresszmentes mdédon egy korabban implantéalt i.p. katéteren keresztul adtuk
be az inkubator kamran kiviilr6l. Tekintvén, hogy a vart testhOmérsékleti hatas
hipertermia volt’270, a kisérleteket mindkét egértérzs szamara termoneutréalis (Tk =
31,0°C) kortlmények kozott hajtottuk végre. A vehikulumhoz képest az AMG0347 (50

63



garam . andras_142 23

ug/kg, i.p.) hipertermiat és hiperkinézist valtott ki a Trpvl** egerekben (p < 0,0001

mindkét paraméter esetén) (14.A abra).

A Trpv1++ C5TBL/6x129 B Trpv1+ C57BL/6x129
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14. abra: 1.p. AMGO0347 (50 pg/kg) kezelés hipertermiat és lokomotoros hiperaktivitast okoz
Trpv1*™* egerekben (A), de nincs hatasa Trpv1” egerekben (B). Az AMG0347-tel kezelt egereket
fekete, a vehikulummal kezelteket fehér szimbdlumok jeldlik. A zéardjelben feltlintetett szdmok

az adott csoportban felhasznalt egerek szamat jelentik®.

Amig a TRPV1 antagonista altal indukalt hipertermia kialakulasa varhatd volt
korabbi adatok alapjan (részletekért, lasd 2.2.1.2. fejezet), addig a lokomotoros aktivitas
emelkedése Uj eredmeny, hiszen patkanyokkal végzett korabbi tanulmanyokban nem irtak
le véaltozast a lokomotoros aktivitdsban tobb tesztelt TRPV1 antagonista esetében
sem’#210.211 - A7 jdézett kozleményekben azonban minden esetben stresszkeltd modon
(gyakran i.g. szondaval) kerult sor a TRPV1 antagonistdk beadasara, igy a kialakuld
stressz-indukalta hiperkinézis konnyen elfedhette a rovid idGtartamu, mérsékelt
lokomotoros aktivitas fokozddast, amelyet mi megfigyeltink. Az AMG0347
ugyanakkorra dézisa, mint ami hipertermiat és hiperkinézist valtott ki a kontroll
egerekben, semmilyen hatassal nem volt a Trpvl KO egerek Tm-ére és lokomotoros
aktivitasara (14.B abra). Korébban arra méar fény derult, hogy a TRPV1 antagonistak
hipertermizalé hatasukat a TRPV1 csatornan keresztiil valtjak ki®>0, ezzel szemben a
fentiekben ismertett kisérleteink soran el6szor mutattuk ki az AMGO0347 hiperkinetikus
hatasat és azt, hogy ez a hatés célspecifikusan a TRPV1 csatornan keresztil jon létre.

Arrais kerestiik a valaszt, hogy RTX i.p. beadasa az agyban vagy azon kivil hatva
fejti ki anti-hiperkinetikus hatasat. Ennek érdekében RTX nagyon alacsony dozisat, 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
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lokomotoros aktivitas fokozodast (p < 0,0001 mindkét paraméter esetén) (15.A &bra).
Ezzel szemben, ugyanekkora dézisi RTX i.c.v. beadasa egyik vizsgalt paraméterre sem
volt hatassal (15.B abra).

A Trpv1+* C57BL/6 B Tipv1+* C57TBL/6
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15. dbra: RTX 20 ng/kg-os ddzisa Trpv1*™* C57BL/6 egerekben csokkenti az injektalasi stressz
altal indukalt hipertermia és hiperkinézis mértékét i.p. beadasnal (A), de nincs hatasa i.c.v.
anyagadas esetén (B). Az RTX-szel kezelt egereket fekete, a vehikulummal kezelteket fehér
szimbdélumok jeldlik. A zardjelben feltlintetett szdmok az adott csoportban felhasznalt egerek

szamat jelentik®.

Az egerek termoregulatorikus fenotipusanak vizsgalata soran, tanulmanyukban
varatlan megfigyelésként azt vettiik észre, hogy az életkor elérehaladtaval mindkét
nemhez tartoz6 Trpvl KO egerek stlya nagyobb volt, mint Trpv1*/* tarsaiké (16. abra).
Nyolc hdnapos korukban, példaul, a him Trpvl KO egerek testtémege 14%-kal haladta
meg azonos korcsoportd him kontroll tarsaikét: 49 + 1 vs. 43 £ 1 g (p < 0,0001). Annak
ellenére, hogy testosszetétel és zsirtartalom elemzeést tanulmanyunkban nem végeztiink
(annak célkitlizései masra iranyultak), a Trpvl KO egerek inkdbb elhizottnak tiintek,
mintsem aranyosan, mégis tulzottan megndvekedettnek. Elsésorban haskorfogatuk volt
nagyobb, illetve visceralis és szubkutan zsirszovetiik is vastagabbnak latszott a miitéti
beavatkozasok soran. A korabban ismertetett hiperaktivitas (amelyet fiatalkord egerekben
figyeltink meg) ¢és a talstly (amely iddsebb egerekre volt jellemzd) egymdésnak
ellentmondani latszik, de hasonld megfigyelésre mas szerzOk altal egészséges
emberekben is sorkerilt: azoknak az egyéneknek, akik fiatalkorukban fizikailag
aktivabbak voltak, testtomegilk az életkor el6rehaladtdval jobban nott?*2,
Megfigyeléseink alapjan feltételezhetd volt, hogy a TRPV1 csatorna védd szereppel

rendelkezik a korfiiggé elhizas kialakulasaval szemben.
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® Tipvl+- O Tipvi+* 16. abra: Az életkor

A Him
55 _ elérehaladtaval mind a him (A),
mind pedig a néstény (B) Trpvl

KO egerek testtbmege egyre

a
o
|

inkdbb ~ meghaladta  azonos

korcsoportl kontroll tarsaikét. A

Testtomeg (g)

Trpvl KO egereket fekete, a

[ %]
[y
|

kontrollokat fehér szimbdlumok

jelolik. A zérojelben feltlintetett

25 | szamok az adott csoportban

2 6 10 14 felhasznalt egerek  sz&mét

B Néstény jelentik®.
45 -

A Trpvl KO egerekben fiatal
korukban talalt hiperaktivitas

Testtémeq (g)
(%)
(4]
|

és iddsebb korukban kialakuld

25 talsaly  kozétti  paradoxon

2 | 6 10 | 14 feloldésara, tovabbi vizsga-
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genotipushoz tartozo oregedé (tébb, mint 40 hetes) egerekben, amelyek soran
osszehasonlitottuk lokomotoros —aktivitasukat és testtomeguket'®?. Ezekben a
kisérletekben kimutattuk, hogy hasonléan a fiatal egerekben taldltakhoz, a napi
testhémérséklet-ingadozasok amplitdddja idésebb Trpvl KO egerekben is meghaladja
kontroll tarsaikeét: a vilagos fazisban alacsonyabb, a sétét fazisban magasabb volt a KO
egerek Tm-e a kontrollokhoz képest'®2. Az idBsebb (42 £+ 1 hét) koru himeket és
néstényeket is tartalmazé egércsoportok testtomegének osszehasonlitasakor a Trpvl™
egerek ebben a tanulmanyban is tobb, mint 21%-kal nagyobb stlytak voltak a Trpv1**
egereknél (48 + 1 vs. 43 + 1 g; p = 0,001). A megvalaszolandd kérdés szempontjabol
azonban nagyobb jelentdségii volt az az eredmény, hogy ellentétben a fiatal egerekben
talaltakkal, a 40 hétnél idésebb egerek esetében a Trpvl KO egerek lokomotoros
aktivitasa alacsonyabb — nem pedig magasabb — volt az egesz nap soran kontroll
tarsaikénal (teljes napi atlagok: 9 £ 1 vs. 14 + 1 egység/min; p = 0,001). A legnagyobb
aktivitasbeli kilonbséget reggel 6 és 9 oOra kozott tapasztaltuk a genotipusok kozott.
Ezalatt az idszak alatt a Trpv1l” egerek lokomotoros aktivitasa lényegesen alacsonyabb
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volt mint a Trpv1*'* egereké (5 = 1 vs. 14 + 1 egység/min; p < 0,0001), mig a testtdmegiik
szignifikdnsan nagyobb volt (17. abra).

Trov1** Trpv1+ 17. abra: Idésebb életkorl (42 £ 1 hetes) Trpvl
o Atlag; n =14 o Allag; n =14 KO egerek testtsmege nagyobb (p = 0,001),
o Egyedi adat « Egyedi adat
. mig lokomotoros aktivitasa alacsonyabb (p <
— 22 . . o
£ 0,0001), mint azonos korcsoportl genetikailag
:g’ 18 - S nem modositott  kontroll  tarsaiké. A
> ° o
g » o # ° lokomotoros aktivitést telemetriaval mértik és
& 1 ° =] =] . . .
;*g ° atlagoltuk a vilagos fazis elsd 3 orajaban (6:00-
§ 10 4 o 9:00 6ra kozott). A Trpvl KO egereket fekete,
o *
£ . o ¢ e a kontrollokat fehér szimbolumok jel6lik*®2.
3 o« e .
2 Az egymasnak ellentmond6 lokomotoros
8 42 46 30 54 aktivitasbeli és testtdmegbeli eltérések

T tt-- " - 7 A
estiomeg (g) kozti paradoxon tehat megoldodott.

Fiatalon a Trpvl KO egerek aktivitdsa magasabb, ebben az életkorban nem mutatjak az
elhizas jeleit. Az életkor el6rehaladtaval azonban a Trpvl KO egerek hipokinetikussa és
tllsulyossa valnak azonos korcsoportt kontroll tarsaikhoz képest. Az aktivitas korfiiggd
megvaltozadsanak mechanizmusa tisztazatlan, annak ellenére, hogy egészséges
emberekben is leirtak hasonl6 jelenséget?*?, Eredményeink alapjan azonban kijelenthetd,
hogy a TRPV1 csatorna Iényeges szerepet tolt be mind a lokomotoros aktivitds mind
pedig a testtomeg szabalyozasaban, és szabalyoz6 funkcidja az életkor fliggvényében
valtozik.

5.1.1.1.2. Hipotermizald6 TRPV1 antagonistdk hatasmechanizmusanak vizsgalata
ragcsaldkban

Arra a kérdesre is kerestem a valaszt, hogy a hipertermiat okoz6 TRPV1
antagonistaknal kisebb szamban elérhetd, hipotermiat kivaltd6 TRPV1 antagonistak
milyen mechanizmusokon keresztiil fejtik ki testhdmérsékleti hatasukat. Ennek
érdekében egy karbamid tipusu, szelektiv és potens, kollaboratoraink &ltal Gjonnan
szintetizalt TRPV1 antagonista, az A-1165901 termoregulatorikus hatasait
tanulmanyoztuk egerekben és patkanyokban, illetve 6sszehasonlitottuk egy korabbrol

mar ismert hipotermizal6 TRPV1 antagonista, az AMG7905 hatéasaival*63.
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Az A-1165901 hatdsainak preciz karakterizalasdhoz az anyagot stresszmentes
modon adtuk be az allatoknak, majd vizsgaltuk a Tm-lket és termoeffektor
mechanizmusaikat kiilonb6z6 hoémérsékleti korulmények kozott. A stresszmentes
anyagadas biztositisa érdekében az A-1165901-et (vagy vivOanyagat) egy korabban
implantalt i.p. kanllon keresztil infundaltuk a patkdnyoknak a respirometrids
termometria rendszer inkubator kamrajan kiviilrél (részletekért, lasd 4.1.4.2. fejezet). A
kisérleteket vagy 26°C-on (amely ebben a rendszerben a termoneutralis zona alsé hatarat
jelenti) vagy 17°C-on (hideg kornyezetben) hajtottuk veégre. 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 (18. abra). A kezelés x id6 interakcio szignifikansan
kilonbodzott az A-1165901-gyel és a vehikulummal kezelt allatok kézott (p < 0,001 26°C-
on és 17°C-on egyarant). A 26°C-os kdrnyezetben mindegyik patkany esetében enyhe
farokb6r vazodilatacié és relative alacsony termogenezis volt jellemz6 az anyagadast
megelézéen (18.A &bra). Az A-1165901 ezen a Tk-n a héleadas hirtelen emelkedését
valtotta ki, ennek megfeleléen a HLI szignifikansan magasabb volt az A-1165901-gyel
kezelt patkanyokban a vivéanyaggal kezeltekhez képest az anyagadast kovetd 10. és 60.
perc kdzott (p < 0,05). Annak ellenére, hogy az A-1165901-gyel kezelt allatok VO2-je
alacsonyabbnak tiint a kontrollokénal, a kiilonbség nem mutatkozott statisztikailag
szignifikansak ezen a Tk-n. Az elObbiekkel ellentétben, 17°C-on a patkanyok
farokbdrében erds vazokonstrikcid volt jelen a kisérlet teljes id6tartama alatt, viszont
anyagadas el6tti VO2-jik magasabb volt a termoneutrélis korilményekhez képest, amely
a hideg altal indukalt termogenezis kialakulasara utalt (18.B abra). Az A-1165901 nem
okozott vazodilataciot a farokbérben ezen a Tk-n, de nagymértékben csokkentette a
termogenezist a kontrollokhoz képest (p < 0,05). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
az A-1165901 stresszmentes beadédsa patkanyoknak hipotermia kialakulasat idézi eld,
amely a Tk-tol fiiggben a farokbOr vazodilatacidja (termoneutralis zonaban) vagy a
hoétermelés gatlasa (hidegben) révén jon 1étre.

Annak érdekében, hogy kideritsik, hogy az A-1165901 hipotermizalé hatasanak
kivaltdsdban szerepet jatszanak-e a hasi régié szenzoros idegvégzOdései, lokalizalt
abdominalis TRPV1 deszenzitizaciot hoztunk létre kisddzisi RTX (20 pg/kg) i.p.
adasaval, majd 10-13 nappal késébb termoelem termometridval vizsgéltuk a
deszenzitizalt patkanyok termoregulatdrikus reakcidjat A-1165901 (vagy vehikulum)
adasara enyhén szubneutralis kornyezetben (Tk = 27°C).
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®A-1165901 3 mg/kgip.n=8

®A-1165901 3mg/kgip.n=5

Hdéleadasi index

18. abra: Az A-1165901 Altal
indukalt hipotermia a farokbor
vazodilatacidja vagy a hdotermelés
gatlasa révén jon létre. (A) 26°C-
0s kdrnyezetben (a termoneutralis
z6na als6 hataran), az A-1165901
hipotermiat valt ki, amelyet a HLI
nagyfoki emelkedése Kkisér (a
katora), mig csak minimalisan
vagy egyaltalan nem véltozik a
VO, (a nem-didergéses termo-
genezis indikatora). (B) Hidegben
(17°C-on), az A-1165901 a VO,
valt ki

hogy
lényeges hatassal lenne a hideg
farokbor

konstrikciora. A

csokkentése  révén

hipotermiat, anélkal,

altal indukalt vazo-

TRPV1
antagonistaval kezelt patkanyokat

fekete, a kontrollokat fehér

szimbolumok jeldlik®,

Az A-1165901 adasa (3 mg/kg,
i.p.) a vivéanyaggal eldkezelt
(kontroll) patkanyokban a Tm
nagyfoku csokkenését és a HLI
emelkedését valtotta ki, ahogy
az varhato volt az elébbiekben
ismertetett eredmenyeink alap-
jan. A testhdmérsékleti valasz
azonban sokkal kisebb mértékii
volt a deszenzitizalt patkanyok-
ban, és a HLI véltozasa teljes

mértékben elmaradt (19.A abra). Az A-1165901 hatasa szignifikansan kilonb6zott az

RTX és vehikulum el6kezelést kapott csoportok ko6zott mind a Tm, mind a HLI
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tekintetében (p < 0,001 mindketté esetében). Az RTX el6kezelésben részesult
patkanyokban a Tm csokkenésének elmaradasa a 20. és 120. perc koz6tt volt szignifikans
a vehikulummal eldkezelt (kontroll) allatokhoz képest, mig a HLI esetiikben a 20-40.
percnél volt szignifikdnsan alacsonyabb (p < 0,05). Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a TRPV1 antagonistakra adott hipotermiés valasz kialakulasaban szerepet jatszanak
az abdominalis szenzoros idegek. Az abdominalis TRPV1 csatornak deszenzitizacidjanak
igazolasara megvizsgaltuk az RTX kis dozisanak (0,1 pg/kg) i.p. adasaval kivaltott,
ugynevezett vonaglasi reakciot. Ez a valaszreakcid csaknem teljes mértékben hianyzott a
deszenzitizalt patkdnyokban a kontroll elékezelésben részesiilt csoporthoz képest (p <
0,001; 19.B abra).

ElSkezelés:  MRTX deszenzitizacié 20 pg/kg ip.n =6 19. &bra: Az A-1165901 Altal

O Kontroll (vehikulum ip.)n =7

indukalt hipotermia teljesen hianyzik
A Patkanyok, termoelem termometria, T,: 27°C

elozdleg RTX ip. adasaval

|':"”65901 3 mokg 1p | deszenzitizalt patkanyokban. (A) Az

38,11 A-1165901 hipotermizalé hatésa
kialakul ~ vehikulummal el6kezelt

374
(kontroll) patkanyokban, de hianyzik

36,7 RTX elékezelésben részesiilt, igy

Kolon hdmerséklet (°C)

lokalizaltan, abdominalisan TRPV1
deszenzitizalt patkanyokban. (B) A
kontroll allatokban, a TRPV1
csatornédk a hasban és a hason kividil
is aktivalhatok RTX adasaval
(vonaglasi és szemtorlési tesztek).

T
=
(]

T
=
—

Hdéleadasi index

T
o
[=]

RTX adassal deszenzitizalt

patkanyokban kizarélag a hason

Patkanyok, sajat ket bah6mérséklet .

B Patkanyok sajit ketrec, szobahbmérsékle kivali TRPV1 csatornak funkcidja
RTX-indukalta B i .

vonaglasok - megtartott, mig a hasi TRPV1

csatorndk  funkcidja kiesett. A

1d6 (min)

RTX-indukalta I ———

szemtorlések | | TRPV1 deszenzitizalt patkanyokat
$ 0 20 20 fekete, a  kontrollokat  fehér
Események szama szimbolumok jelolik*®,

Annak megerdsitésére, hogy a deszenzitizacio nem terjedt ki a teljes szervezetre,
tanulmanyoztuk az allatok topikéalisan alkalmazott RTX-re adott szemtorlési reakcidjat,
amelynek sordn nem taléltunk szignifikdns kilonbséget a deszenzitizalt és a kontroll

patkanyok kozoétt (19.B abra). Az RTX vivéanyagara adott valaszok egyik tesztben sem
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kildonboztek egymastdl a deszenzitizalt és kontroll csoportok kozott. Korabbi adatokkal
osszhangban®272, ezek az eredmények arra utaltak, hogy a TRPV1 csatornak funkcidja
kizardlag a hasban karosodott a deszenzitizalt patkanyokban.
Ezek utan Trpvl” és Trpvl** egerek felhasznalasaval arra kerestik a vélaszt,
hogy a TRPV1 antagonistak altal kivaltott hipotermia valoban a célmolekuléan, tehat a
TRPV1 csatornan keresztil kivaltott (on-target) hatas-e. Ennek érdekében preimplantalt
i.p. katéteren keresztiul A-1165901-et vagy AMG7905-6t adagoltunk stresszmentes
modon az éallatoknak. A Trpvl*'* egerekben mindkét anyag nagyfokl Tm csokkenést
(>2,0°C) okozott a vivoanyaggal kezelt csoporthoz képest (p < 0,001; 20.A abra). A WT
egerekkel ellentétben, sem az A-1165901, sem pedig az AMG7905 nem volt hatassal a
Trpvl” egerek Tm-ére (20.B abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy mindkét altalunk
hasznalt TRPV1 antagonista kozvetlenil a TRPV1 csatornan keresztill valtja ki
hipotermizalé hatését.
A Tovi** egerek telemetria, Ty 20°C 20. abra: A TRPV1 antagonisték

TRPV1 antagonista] @A-1165901 10 mgkgip.n=11 altal indukalt hipotermia a TRPV1

Q = Vehikum;n oﬁ'g"h?kﬁﬁi il?. Ti”;,%i'p' "=8  Csatornan keresztill jon létre. (A) Az
= A-1165901 vagy AMG7905 i.p.
2 adasa hipotermia  kialakulasahoz
He] 1
2 3 ' vezet Trpvl™ egerekben, mig a
= !
E 32 | vehikulumnak nincs testhémérsékleti
= 1
< 50 0 50 130 50 hatdsa. (B) A hipotermias vélasz

1d6 (min) mind az A-1165901, mind az
B Ty egerek telemetria, T, 20°C AMGT7905 esetében teljesen hianyzik

TRPV1 antagonista ®A-1165901 10 mg/kgi.p.n=8 -I-

- vagy vehikulum AM(_37905 _10mglkgi_p_n=5 TI‘le Egerekben' A TRPV1
e v OVehikulumip.n =8 antagonistaval  kezelt  egereket
B
¥ a6l fekete (A-1165901) vagy szlrke
£ : (AMG7905), a kontrollokat fehér
2 szimb6lumok jelslik!®3,
£ 1
§ 32 !
3 : . : .
< -60 0 60 120 180

1d6 (min)

Annak ismeretében, hogy a hipertermiat okoz6 TRPV1 antagonistak erdsen
gatoljak a TRPV1 csatorna protonok altali aktivaciés madjat (részletekért, lasd 2.2.1.2.
fejezet), gyogyszerfejleszto kollaboratoraink segitsegével megvizsgaltuk a hipotermizalo

TRPV1 antagonistdk hatasat is erre az aktivacios modra. Emellett, a vanilloidok
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(kapszaicin) altali aktivacios modban kifejtett hatadsukat is vizsgaltuk, hiszen ezt az
aktivacios moédot mindenkeéppen gatolniuk kell ahhoz, hogy valodi TRPV1
antagonistanak nevezhessiik ezeket az anyagokat. Az A-1165901 és AMG7905 hatasanak
meghatarozasara patkany TRPV1 csatornat expresszalo kinai hdrcsdg ovarium sejtvonal
45Ca®* felvételének szcintillométeres mérésével keriilt sor'®3, Fontos megjegyezni, hogy
a fluorometrias modszerekkel ellentétben (amelyek a teljes intracellularis kalcium szintet
mérik, igy az intracellularis raktarakbol felszabadul6 kalcium elfedheti a kalcium
bearamlasanak felismeréset, ezaltal potencirozd hatds kimutatasat), a szcintillometrias
madszert korabbi tanulmanyokban sikeresen alkalmaztdk TRPV1 antagonistak aktivaciot
potencirozd hatasanak kimutatasara is®%’t. A kisérletek soran az A-1165901 és az
AMGT7905 egyarant potensen gatolta a TRPV1 csatorna kapszaicin altali aktivaciojat (21.
abra), az ICso értékeik sorrendben 3,7 + 1,4 nmol/l és 29,3 + 12,4 nmol/l voltak.

@ A-1165901 AMGT905 21. &bra: A “Ca?* felvétel

szcintillometrias madszerrel

150 1 Kapszaicin

altali aktivécié torténd meghatarozasa soran, az A-
1165901 és az AMG7905 a TRPV1
100 - oo csatorna kapszaicin altali
? @ aktivaciojanak koncentracio-

dependens gatlasat okozta,

o
o
1

azonban gétlas helyett mindkét

®3)
anyag er0sen potencirozta a

csatorna protonok altali

o
L

aktivaciojat  patkany  TRPV1
300 -

Protonok csatornat expresszallg sejtvonalon.
altali aktivacié

A TRPV1 antagonistakkal végzett
méréseket fekete (A-1165901)
vagy szurke (AMGT7905)

szimbolumok jeldlik. A zardjelben

200 4

TRPV1 csatorna aktivitas (a maximalis *°Ca®* felvétel %-a)

1004 feltintetett szamok az adott

kisérletben elvégzett replikaciok

0 : : : . szamat jelentik'®,
10712 10710 10® 108 104
TRPV1 antagonista koncentracio (mol/l)

Ellentétben a vanilloid aktiva-
ciés modban talaltakkal, mindkét anyag koncentraciofiiggé modon potencirozta a °Ca?*

felvételt a protonok altali aktivacié soran (21. abra). Az A-1165901 esetében ez a hatas
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mar nagyon alacsony, 1 nmol/l alatti koncentraciok alkalmazésa esetén is kimutathato
volt. Kijelenthetjik tehat, hogy mindkét altalunk vizsgalt TRPV1 antagonista, vagyis az
A-1165901 és az AMG7905, erds gatloszerei a TRPV1 csatorna kapszaicin aktivacios

modjanak, ugyanakkor erds fokozdszerei a proton aktivacios modnak.

5.1.1.1.3. A TRPV1 antagonisték altal indukalt hipertermia idegi mechanizmusainak
vizsgélata

Azok utén, hogy fényt deritettlink arra, hogy a hipotermizalé TRPV1 antagonistak
is abdominalis TRPV1 csatorndkon hatva, de protonok altali aktivacidjuk ellentétes
iranya modulalasaval fejtik ki testhémérsékleti hatasukat mint a hipertermizal6 TRPV1
antagonistak, kivancsi voltam arra is, hogy a hasi régionak pontosabban melyik részén
talalhaté a termalis hatas tamadaspontjaként szolgal6 TRPV1 populécid, illetve, hogy
onnan milyen afferens idegi mechanizmusokon keresztul jut el a termoeffektor hurkok
efferens neuronjaihoz az informaci6*64.

Annak megerdésitésére, hogy a TRPV1 antagonistak hasi tamadasponton keresztil
okoznak hipertermiat, abdominalisan deszenzitizalt patkanyokban megvizsgaltuk harom
kiillonb6z6 TRPV1 antagonista (AMG0347, AMG 517 és AMG8163) beadésa utan a
kialakulé termoregulatérikus valaszt. Osszhangban korabbi eredményekkel®?, az
AMGO0347 (50 pg/kg) i.v. beadasa kontroll patkanyokban a Tm kifejezett emelkedését
okozta, mig RTX el6kezelésen atesett (abdomindlisan deszenzitizalt) patkanyokban
ugyanilyen dézisi AMG0347 nem befolyasolta a Tm-et (p < 0,001) (22.A &bra). Ezutan
megvizsgaltuk, hogy a hasi TRPV1 csatorndk deszenzitizacidja ugyancsak kivedi-e az
AMG 517-re és az AMG8163-ra adott hipertermias valaszokat. Vivoanyaggal el6kezelt
patkdnyokban az AMG 517 (100 pg/kg) i.v. adasa a Tm jelentds emelkedését valtotta ki,
deszenzitizalt patkdnyokban azonban ugyanez a dézis nem okozott jelentGs valtozast a
Tm-ben (22.B abra). Az AMG 517 hatédsa szignifikansan kilonbozott a kontroll és
deszenzitizalt elékezelési csoportok kozott (p < 0,001). A vehikulummal el6kezelt
patkdnyok Tm-e magasabb volt, mint a deszenzitizaltaké az AMG 517 beadasa utan 15-
110 perccel (p < 0,05). Az AMG0347-hez és az AMG 517-hez hasonl6an az AMG8163-
ra (70 pg/kg, i.v.) adott hipertermias valasz sem jott létre a deszenzitizalt patkanyokban
a kontrollokhoz képest (p < 0,001) (22.C abra). A vehikulummal el6kezelt patkdnyokban
nem figyeltink meg érdemi kiilonbséget a hipertermiés valaszok dinamikajaban a harom
TRPV1 antagonista kozott, ezért vizsgalatunk tovabbi részében az AMGO0347-et

hasznaltuk.
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ElGkezelés: ®RTX 20 pg/kg i.p. ©Vehikulum ip.
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22. dbra: A TRPV1 antagonistak &ltal indukalt hipertermia teljesen hidnyzik az el6z6leg RTX
i.p. adasaval abdomindlisan deszenzitizalt patkanyokban. A vehikulummal el6kezelt (kontroll)
patkanyok az AMGO0347 (A), AMG 517 (B) vagy AMG8163 (C) i.v. beadasara kifejezett Tr,
emelkedéssel reagaltak, mig RTX eldkezeléssel deszenzitizalt patkanyokban nem alakult ki
hipertermias valasz. A beadott dézisok fel vannak tintetve az abran. Minden panelben a
hémérsékleti gorbéktdl jobbra abrazolt adatok ugyanazon kontroll és deszenzitizalt patkanyok
RTX-indukalta vonaglasainak és szemtorléseinek szamat mutatjak. Minden panelben (A-C) a
vivéanyaggal el6kezelt patkanyoknal erds vonaglasi reflex lathatd, mig RTX elékezelés utan ez
a reflex hianyzik, ami meger6siti a TRPV1 csatornak sikeres deszenzitizacidjat a hasban. Ezzel
szemben a szemtorlési tesztben nem volt killénbség a deszenzitizalt és kontroll &llatok k6z6tt, ami
azt jelzi, hogy az i.p. RTX el6kezelés nem befolyasolta az extraabdomindlis TRPV1 csatornékat.
A deszenzitizalt patkanyokat fekete, a vehikulummal el6kezelteket fehér szimbolumok jeldlik. A
zarojelben feltiintetett szamok az adott csoportban felhasznalt patkanyok szamat jelentik®.
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Az intraabdomindlis TRPV1 csatorndk deszenzitizacidjanak megerdsitésére
ebben a kiserletsorozatban is megvizsgaltuk a kisddzisu (0,1 ug/kg) RTX i.p. adasara
kialakulo vonaglasi reakciot. Ez a vélasz szinte teljesen megsziint RTX elékezeléssel
deszenzitizalt patkdnyokban a vehikulummal el6kezelt kontrollokhoz képest mindharom
TRPV1 antagonistaval kezelt csoportban: AMG0347 (p = 0,006), AMG 517 (p = 0,001)
és AMG8163 (p = 0,049) (22. abra). A vonaglasi valasszal ellentétben, a szemtorlési
tesztben a harom TRPV1 antagonista kezelési csoport egyikében sem volt kiilonbség a
deszenzitizalt és kontroll &llatok kdzott. Ezek az eredmények egyértelmiien bizonyitjék,
hogy a TRPV1 antagonistak altal kivaltott hipertermia kialakulasahoz a hasban 1év6
RTX-érzékeny idegek funkcionalis integritasa szukseges.

Annak tesztelésére, hogy az abdominalis vagus részt vesz-e a TRPV1
antagonistak altal kivaltott hipertermia kialakulasaban, megvizsgaltuk az i.v. AMG0347-
re adott hészabalyozasi valaszokat teljes szubdiafragmatikus vagotomian atesett
patkdnyokban. A vagotomizalt és a kontroll patkanyok egyarant a Tm ~0,7°C-0s
emelkedésével reagaltak az AMGO0347 (50 pg/kg) i.v. beadasara, és nem volt kiillénbség
a miutéti csoportok kozott (23.A &bra). A Kisérletek végén a patkanyokat natrium-
pentobarbitallal (100 mg/kg, i.v.) elaltattuk, majd a gyomrukat eltvolitottuk és
megmértiik (a gyomortartalommal egytitt). Korabbi tanulmanyoknak megfeleléent’’180,
a vagotomia sikerességét megerGsitve a gyomortdmeg szignifikansan (p < 0,001)
nagyobb volt a vagotomizalt patkanyokban, mint a kontrollokban (23.A abra). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a TRPV1 antagonistak &ltal indukalt hipertermia
kialakulasahoz nincs szlikség az abdominalis vagus integritasara.

Annak vizsgalatara, hogy a splanchnicus major idegek kozvetitik-e a TRPV1
antagonistak altal kivaltott hipertermia kialakulasat, bilateralis splanchnicotomian atesett
patkdnyok AMGO0347 (50 pg/kg) i.v. adédsédval kivaltott hészabalyozasi valaszait
vizsgaltuk. Az AMGO0347 hatasara a splanchnichotomizalt és kontroll patkanyokban is
kifejezett (~0,7°C) hipertermia alakult ki, ami nem kiilénbdz6tt a csoportok kozott (23.B
abra). A splanchnichotomia sikerességének megerésitésére a patkanyok stresszvalaszat
vizsgaltuk vériik kortikoszteronszintjének vizmegvonast kdvetd megmérésével'®s, Azt
talaltuk, hogy a splanchnichotomizalt patkanyokban a vér kortikoszteronszintjének
stresszre adott emelkedése szignifikansan elmaradt a kontroll allatokétol (19 + 4 vs 139
+ 46 ng/ml; p = 0,01) (23.B abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a nervus
splanchnicus major nem vesz részt a TRPV1 antagonistak altal kivaltott hipertermia

kialakulasaban.
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A e Vagotomia  oKontrol 23. abra: A TRPV1 antagonistak
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kontroll allatokban AMGO0347 (dézis feltlintetve) i.v. beadasat kdvetden. A splanchnicotomia
sikerességét igazolja, hogy 48 o6rds vizmegvonast kovetéen a vér kortikoszteronszintjének
emelkedése a splanchnicotomizalt patkdnyokban elmaradt a kontroll allatokétdl (B panel jobb
oldala). Az idegi lézidn atesett patkanyokat fekete, a kontrollokat fehér szimbdlumok jel6lik. A

zardjelben feltiintetett szamok az adott csoportban felhasznalt patkanyok szamat jelentik®®*,

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a DLF-ben futé gerincvel6i palyak sziikségesek-e a
TRPV1 antagonistdkra adott hipertermias valasz kialakuldsahoz. Ehhez kétoldali
dorzolaterélis funiculotomiat (vagy kontroll beavatkozést) vegeztiink, és a patkanyokat
AMGO0347-tel kezeltiik (24.A abra). Azt talaltuk, hogy az inkomplett 1ézion vagy kontroll
beavatkozéson atesett allatokban az AMG0347 a Tm ~ 0,6°C emelkedéset okozta, amely
a beadast kovetd 5-10. percnél kezdddott és a 25-55. percnél tet6zott. A kontroll
allatokkal ellentétben a komplett dorzolateralis funiculotomian atesett patkanyokban az
AMGO0347-re adott hipertermias valasz mértéke jelentésen csokkent (p < 0,001).

A 1€zi6 teljességét minden egyes allatnal funkcionalisan farok kirantasi teszttel
(24.A ébra) és morfoldgiailag szovettannal (24.B abra) igazoltuk. A komplett (12 £ 2 s;
p = 0,013) és inkomplett (10 £ 1 s; p = 0,019) dorzolateralis funiculotomia csoportban a
farok kirantasanak latenciaja szignifikansan meghosszabbodott a kontroll patkanyokhoz
képest (6 £ 15).
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24. &bra: A TRPV1 antagonistak
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funiculotomiat, amelyeknél a 16zi6
mindkét oldalon meghaladta a célteriilet 50%-at. DF, LF, VVF — dorzalis, lateralis és ventralis
funiculus. (C) Komplett dorzolaterdlis funiculotomian atesett patkdnyok nem reagéaltak
hipertermidval TRPV1 antagonista adasara, de er6teljes termogenezissel €s hipertermiaval
valaszoltak B3 agonistara. Bal oldalon egyedi Tm gorbéken latszik, hogy AMGO0347 (dozis
feltlintetve) i.v. adasara a sértetlen vagy részlegesen sériilt DLF-fel rendelkez6 patkanyok
hipertermiaval reagaltak, mig a komplett dorzolateralis funiculotomian atesett allatok nem.
Ugyanakkor, még a komplett funiculotomian atesett patkanyok is képesek voltak sporadikusan
kialakul6 éles T, emelkedések létrehozasara (nyilakkal jel6lve). Jobb oldalon egyedi Tr, és VO
gOrbéken latszik, hogy az i.v. beadott CL316243 (B3 agonista; dozis feltiintetve) altal kivaltott
hipertermias €s hotermelési valasz nem kiilonbozik egymastol a kontroll, inkomplett és komplett
dorzolateralis funiculotomian atesett patkanyok kozott. A komplett idegi lézion atesett
patkanyokat fekete szimbdlumok és piros vonalak, az inkomplett 16zi6n atesett és a kontroll
allatokat feher szimbdlumok és sziirke vonalak jel6lik. A zar6jelben feltlintetett szamok az adott
csoportban felhasznalt patkanyok szamat jelentik®,
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Fontos megemliteni, hogy néhany komplett dorzolaterélis funiculotomién atesett
patkanyban szorvanyos, éles Tm emelkedések voltak megfigyelhetok az AMG0347-re
adott valasz soran (24.C abra), ezzel bizonyitva a hideg elleni termoeffektoraik
teljesmértékii hasznalhatosagat. Tovabba, a vizsgalt populéciobdl kivalasztottunk egy
patkanycsoportot, amelyben a Bs-adrenerg receptor agonista CL316243-mal teszteltlk,
hogy a komplett dorzolateralis funiculotomian atesett patkanyok ugyanolyan mértékben
képesek-e megemelni a Tm-Uket, mint az inkomplett DLF-1ézidval rendelkez6 és a
kontroll csoportokban 1évé patkanyok. Ezek kozil a véletlenszerlien kivalasztott
patkdnyok kozul két allatban szdvettanilag meger6sitettilk, hogy komplett lézidval
rendelkezett, és mindketté a VOz2 és a Tm kifejezett emelkedésével reagélt a CL316243-
ra, ami nem kilonb6z6tt az inkomplett 1ézioval rendelkez6 és a kontroll patkéanyok
metabolikus és termalis valaszaitdl (24.C abra). Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a DLF
integritasa szikseges a TRPV1 antagonistak altal kivaltott hipertermia kialakulaséhoz.
Mivel a DLF komplettnek szamité kétoldali atmetszésén atesett patkanyok teljes
mértékben képesek voltak a hétermelésiik ndvelésére, a TRPV1 antagonistak altal
kivaltott hipertermia mértéekének csokkenése valdszinileg nem termoeffektor
elégtelenség miatt kovetkezett be.

A fentiekben ismertetett kiserletek arra utalnak, hogy a TRPV1 antagonistak altal
kivaltott hipertermia mechanizmusaiban szerepet jatszanak a hasi régioban talalhatd
TRPV1 csatornat expresszalo érzéidegek, és hogy az ezen idegek altal kozvetitett
szignalok nem a vagus kozvetitésével, hanem a gerincvelén keresztiil jutnak el az agyba;
azonban nem a splanchnicus major idegeken keresztiil. Feltételeztik, hogy az ilyen
spinalisan kozvetitett (de splanchnicus idegektdl fiiggetlen) szignalok a hasi vazizomzat
TRPV1 csatornaibdl szadrmazhatnak. Ha ez a hipotézis igaz, akkor a kisdézisu RTX i.p.
beadasa utan fellépé deszenzitizacionak a hasfal izmaiban 1évé TRPV1 csatornat
expresszalo afferenseket is erintenie kell. Ennek tesztelésere, megvizsgaltuk, hogy a kiilsé
ferde hasizom veérataramlasanak lokalisan adott kapszaicin hatasara kialakul6 valtozasait
befolyasolja-e a kisdozist i.p. RTX hatasara kialakulé deszenzitizacié. A kapszaicin
lokalis, i.m. (a kiilsé és a belsé ferde hasizom ko6zé) beadasa a kontroll patkdnyokban az
izom véradtaramlasanak jelent0s csokkenését okozta, azonban ugyanolyan dozisu
kapszaicinnek nem volt hatasa az RTX elékezeléssel deszenzitizalt patkanyokban (25.A
és B abra). A kapszaicin vérataramlasra gyakorolt hatasa szignifikansan kilénb6zott az
RTX és a vivbanyag el6kezelésben részesilt csoportok kdzétt (p < 0,001).
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A El6kezelés: ORTX 20 ng/kg i.p. 0 Vehikulum ip.

| Kapszaicin 1 mg/kg i.m.|
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25. dbra: A kiilsé ferde hasizomban a TRPV 1 agonista lokalis injektalasara adott hipoperfuzios
valasz megsziinik a kisdozist i.p. RTX el6kezeléssel deszenzitizalt patkdnyokban. (A) A bal
oldali rész fels6 gorbéi mutatjak, hogy a kiils6 ferde hasizomban a vérataramlas gyors és nagyfokd
csokkenése alakul ki kapszaicin (dézis feltiintetve) lokélis beadasat kovetéen a vivéanyaggal
elokezelt (kontroll) patkanyokban, de nem jon létre az i.p. RTX (dozis feltiintetve) elékezelésen

atesett (abdominalisan deszenzitizalt) patkanyokban (folytatast ldsd kévetkezd oldalon).
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25. abra (folytatds): Az als6 gorbe azt mutatja, hogy harom véletlenszeriien kivalasztott,
vehikulummal el6kezelt patkdnyban az i.m. kapszaicin nem okozott valtozast a nyaki ver6érben
mért vérnyomasban. Az A panel jobb oldalan latszik, hogy a vehikulummal elékezelt patkanyok
erds RTX Altal indukalt vonaglasi reflexet mutattak, mig ez a reflex hianyzott az RTX
elokezelésen atesett patkanyoknal, ami megerdsiti a TRPV1 csatornak sikeres deszenzitizaciojat
a peritonealis liregben az utobbi el6kezeléssel. Ezzel szemben a szemtorlési tesztben nem volt
kiilénbség a kontroll és az RTX deszenzitizalt patkanyok kdzott, ami azt jelzi, hogy az i.p. RTX
elokezelés nem befolyasolta az extraabdominalis (legal&bbis a szaruhartyban talalhaté) TRPV1
csatornakat. (B) A hasfalrol készilt egyedi speckle fotok a kapszaicinre és a vivbanyagra adott
vérataramlasi vélaszokat &brazoljak a kontroll és az i.p. RTX deszenzitizlt patkanyokban.
Minden patkdny és minden kezelés esetében egy reprezentativ kiindulasi kép (kezelés el6tt)
lathat6 a bal oldalon, és egy reprezentativ kezelés utani kép (60 masodperccel i.m. anyagadas
utan) a jobb oldalon. A deszenzitizalt patkanyokat fekete, a kontrollokat fehér szimbdlumok

jelolik. A zérdjelben feltlintetett szdmok az adott csoportban felhasznalt patkanyok szamat
k164.

jelenti

A vérataramlas a vehikulummal el6kezelt patkanyokban alacsonyabb volt, mint
az RTX eldkezelést kovetden a kapszaicin beadasa utan 30-100 masodperccel (p < 0,05).
Az alkalmazott dozisban a kapszaicin i.m. injekcioja nem befolyésolta a nyaki ver6érben
mért szisztolés vernyomast (25.A abra). A termofizioldgiai kisérletekhez hasonldan, az
RTX altal indukalt vonaglasi valasz szinte teljesen hianyzott az RTX deszenzitizalt
patkanyokban a kontrollokhoz képest (p < 0,001) (25.A abra), mig a szemtorlési tesztben
nem volt kiilonbség a két eldkezelési csoport kozott. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
korabbi kisérleteinkben megfigyelt TRPV1 antagonistdkra adott csokkent mértékii
hipertermids valasz (lasd 22. abra) a hasizmokbdl kiinduld, TRPV1 csatornakat

expresszalo afferens idegek deszenzitizaciojaval magyarazhato.

5.1.1.1.4. TRPV1 antagonisték altal indukalt hipertermia farmakoldgiai kihasznalasanak
(repurposing) vizsgéalata altatas soran kialakulo hipotermia kivedésében ragcsalokban
A TRPV1 antagonistak  testhémérsékleti hatdsmechanizmusainak
tanulmanyozésa mellett, az a kérdés is felmerilt, hogy ezt a termalis ,,mellékhatast” Ki
lehetne-e hasznalni gyogyszerfejlesztési szempontb6l specialis korilmények kozott.
Ennek kapcsan teszteltiik azt a hipotézist, miszerint a hipertermizalé TRPV1 antagonistak
beadasa az altatds indukcidjakor felhasznalhato lehetne az altalanos anesztézia altal

indukalt hipotermia megel8zésére!®®.
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El8szor azt vizsgaltuk, hogy TRPV1 antagonistaval kivédhet6-e az i.v. anesztézia
altal indukalt hipotermia Trpvl** és Trpvl” egerekben. Az egértorzsek
6sszehasonlitasaval tovabba azt is tisztazni kivantuk, hogy a hatés specifikusan a TRPV1
csatorna gatlasan keresztll alakul-e ki. Ennek érdekében, az anesztézia létrehozasara
ezekben a kisérletekben 50 mg/kg ketamint adtunk be stresszmentesen az egereknek
preimplantalt i.p. katéteren keresztiil. Négy perccel késébb, AMG 517, nem altatott
allatokban igazoltan hipertermiat kivaltoé TRPV1 antagonista (lasd példaul 22.B abra), 1
mg/kg-os dozisat (vagy vivbanyagat) adtuk be ugyancsak az i.p. katéteren keresztil. Az
AMG 517 vivéanyagaval kezelt Trpv1*'* egerekben a ketamin hipotermiat okozott 35,2
+ 0,4°C-o0s nadirral (p < 0,001) 20 perccel anyagadas utan (26.A abra).

A Tov1™” egerek 26. abra: Az AMG 517 kivédte az
Ketamin OAMG 517 1mg/kgip.n=11  anesztézia altal indukalt hipotermiét,
S0 mokg i.p. Ovehikulumip.n =8 de kizarélag a TRPV1 csatorna
o 38 f jelenlétében. (A) Trpvl*™* egerekben a
5 : ketamin hipotermiat valtott ki, amely
% 36 : az anyagadas utani 20. perctdl a kisérlet
,E ! végéig (240. percig) jelen volt. Amikor
5§ 4 : AMG 517 azonban az egereket AMG 517-tel
< f [vagy vehikulum kezeltiik, a ketamin altal indukalt
-60 0 60 120 180 240 hipotermia mértéke  szignifikansan
1d6 (min) csokkent az anyagadast kovetd 40.
B 7mvi” egerek perctdl kezdve a 240. perces utolsod
50 :(nesigiir_]p_ Ve :;n 9k9IP-N =T mérési pontig (p < 0,05). (B) TFI_OV1,'/'
~ 7 egerekben a  ketamin  szintén
g 384 ; NIGET hipotermiat okozott, azonban az AMG
g :rvagyvehikulum 517 nem védte ki ezt a hipotermiat
% 36 . egyik mérési pontndl sem (nem volt
=§ szignifikans kilénbség a csoportok
§ 34 i kézét). A TRPV1 antagonistaval
< . .' : . . . kezelt egereket fekete, a kontrollokat

-60 0 60 120 180 240 fehér szimbolumok jeldlik™®,

Id& (min)

Az egerek Tm-e a kiindulasi érteknél szignifikansan alacsonyabb maradt még 240
perccel a ketamin adasat kovetéen is. Akkor azonban, amikor a Trpvl** egereket a
vivéanyag helyett AMG 517-tel kezeltiik, a ketamin altal indukalt hipotermia megsziint
az injekciot koveté 40. percnél, és onnantdl fogva Tm-Uk egyszer sem csokkent a
kiindulasi érték ala a kisérlet soran. Az AMG 517-tel kezelt Trpvl** egerek Tm-e
szignifikansan (p < 0,05) magasabb volt a vivbanyaggal kezelt egerekénél 40-240 perccel
a ketamin injekcié utan. A Trpvl” egerekben a ketamin szintén kifejezett hipotermiat
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hozott létre 10-240 perccel az injekcio beadasa utan, amelynek dinamikéja hasonlé volt a
Trpvl*™* egerek esetében latottakhoz. Ellentétben azonban a Trpv1*'* egerekkel, az AMG
517 adasa a Trpvl” egerekben nem védte ki a ketamin altal indukalt hipotermiat (26.B
abra). Nem taléltunk szignifikans kilénbséget az AMG 517-tel és vivéanyaggal kezelt
Trpvl’ egerek Tm-e kozott a kisérlet teljes idétartama alatt. A ketaminra adott Tm
valaszok dinamikaja kissé kilonbozott a Trpvl*™* és a Trpvl” egerek kozott, amelynek
hatterében feltehetéen a Trpvl’ egerekre jellemzd karakterisztikus termoeffektor
mintazat (Ggymint fokozott vazokonstrikcid, hipometabolizmus és hiperaktivitas) allhat,
amelyet Tm-Uk szabalyozasaban felhasznalnak (lasd 5.1.1.1.1. fejezet), és amelyet a
ketamin eltéré modon befolyasolhat.

Ezek utdn megvizsgaltuk, hogy melyik autondm termoeffektor jarul hozza az
AMG 517 ketamin altal indukalt hipotermiara kifejtett hatasahoz. Elséként, az AMG 517-
et vagy vivoanyagat i.v. infundéltuk fizioldgias sooldat i.p. injekcidjat kovetden, annak
érdekében, hogy igazoljuk az AMG 517 hipertermizalé hatasat patkanyokban (27.A
abra). Az AMG 517 a Tm kifejezett mértékii emelkedését valtotta ki, amelynek
csticspontja 38,9 + 0,2°C volt a beadast kovetd 80. percnél (p < 0,001). Az AMG 517-tel
kezelt patkanyokban a Tm szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrollokban az
anyagadast kovetd 30. és 240. perc kozott. A Tm emelkedésével egyitt az AMG 517-tel
kezelt allatok VO2-je is megnovekedett, amely a kontrollokhoz képest szignifikansan
magasabb volt 30-190 perccel az injekciot kovetden. Annak ellenére, hogy a VO2-t a
didergéses és nem-didergéses (barnazsirszoveti) hotermelés egyarant fokozhatja,
patkanyokban a nem-didergéses termogenezisnek van nagyobb jelentdsége®. Ezeket a
kisérleteket alacsony, 23°C-0s Tk-n hajtottuk végre, amelyre az anesztézia altal indukalt
hipotermia kialakulasanak biztositdsa céljabdl volt szikség. Ebben a szubneutrélis
kornyezetben a patkanyok farkan a T, folyamatosan alacsony volt a hideg altal indukalt
vazonkonstrikcio miatt mindkét kezelési csoportban. Az AMG 517 Tm-re és autonom
termoeffektorokra kifejtett hatasaval kapcsolatos eredményeink (27.A &bra) 6sszhangban
allnak a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermia mechanizmusaival kapcsolatos
korabbi eredményekkel®>70. A ketaminnal kezelt patkanyokban, az AMG 517 i.v. beadasa
kivédte az altatds altal indukalt hipotermia kialakul&sat (27.B abra). Az AMG 517-tel
kezelt patkanyokban a Tm szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrollokban 70-240
perccel az anyagadas utan. A termoeffektor mintazatot illetéen azt taldltuk, hogy a
ketamin altal indukalt VO2 csokkenés sokkal kisebb mértékii volt AMG 517 adasa utan a
vehikulum kezeléshez képest (p < 0,05). Erdekes mddon, egy atmeneti, de szignifikans
mértékii emelkedést regisztraltunk az AMG 517-tel kezelt patkanyoknal a To-ben a
vehikulum kezeléshez képest.

82



Patkanyok, respirometria

A Fiz. s6oldat i.p.
. injekcic')l

Kolon homerséklet (°C)

garam . andras_142 23

O®AMG 517 1mg/kgiv.n=6
OVehikulumiv. n=11

Oxigenfogyasztas (ml/kg/min)

w

Ketamin
100 mg/kg i.p.

37 1

Kolon hémérséklet (°C)

36 4

-~
o
1

(%]
o
1

Oxigénfogyasztas (ml/kg/min)
[=7]
[==]
1

38 4 'I V. injekcic’)l

1 1
60 120
1d6 (min)

1
180

1
240

Farokbdr hémérséklet (°C)

®AMG 517 1 mgkgiv.n=5
OVehikulumiv.n=86

1 1
60 120
1d6 (min)

180

1
240

83

Farokbdr hdmerseklet (°C)

27. abra: Az AMG 517 a
termogenezis fokozasa révén védi ki
az  anesztézia  altal  indukalt
hipotermiat. (A) Eber (fiziol6gias
sooldattal i.p. elokezelt)
patkanyokban az AMG 517 i.v.
injekciojat  kovetden mértik az
allatok T, Ty és VO, valtozésait. Az
AMG 517 a Tm szignifikans
emelkedését véltotta ki azonnal a
beadds utan, amely a 240. percig
fennallt (fels6 panel). Az AMG 517
addsa nem eredményezett szig-
nifikans valtozast a Ty-ben (k6zépsbd
panel), viszont jelentdsen megemelte
a VOt (als6 panel), amely
statisztikailag szignifikans volt a 30-
190. percig (p < 0,05). (B) Elaltatott
(100 mg/kg ketaminnal i.p. elokezelt)
patkanyokban az AMG 517 vissza-
forditotta a ketamin &ltal indukalt
hipotermiat  (fels6  panel) és
atmenetileg (minddssze a 40. percig)
megemelte a Ty-t (k6zEéps6 panel). A
ketamin kezdetben (20-100. percig)
csokkentette a VO2-t, amely AMG
517-tel kezelt A&llatokban csak
kismértékli volt (alsé panel). Az
AMG 517-tel kezelt allatok VO,-je a
vehikulummal kezelt &llatokéhoz
képest szignifikansan  magasabb
maradt a kisérlet nagyrészeében (40.
perctdl végig; p < 0,05). A TRPV1
antagonistaval kezelt patkanyokat
fekete, a vehikulummal kezelteket

fehér szimbolumok jel6lik®.
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Tekintettel arra, hogy bizonyos TRPV1 antagonistak éber (nem anesztetizalt)
ragcsalokban és emberekben hipertermiat okozhatnak (részletekert, lasd 2.2.1.2. fejezet),
fontosnak tartottuk annak vizsgalatat is, hogy az altatott patkanyoknak adott TRPV1
antagonista kivalt-e hipertermidt az anesztézia lecsengése utani periddusban. Ennek
lehetségét ketaminnal és izoflurannal indukalt anesztézia esetében is megvizsgaltuk.
Eloszor, AMG 517-tel (vagy vivoanyagaval) kezeltiik a ketaminnal elaltatott allatokat, és
mértiik a Tm-Uket Kiterjesztett, 480 perces idétartamban (28.A abra).
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Altalanossagban a ketamin altal indukalt altatasbol kb. 60 perc alatt térnek
magukhoz az allatok. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az AMG 517 infuzié kivedte a
ketamin altal indukalt hipotermiat, ahogy korabban ismertetett eredményeink alapjan
varhat0 is volt (26.A és 27.B abra). Kiemelendé azonban, hogy az AMG 517-tel kezelt
allatok Tm-e nem tért el szignifikansan a kiindulasi (anyagadas el6tti) Tm értékt6l még
480 perccel az inflzid utan sem (28.A abra). Ehhez hasonléan, az izofluran anesztézia 20
perces fenntartasa, majd a gaz adagolasanak kikapcsolasa utan, az allatok kb. 15 percen
belil tértek magukhoz, mig Tm-iik az anesztézia felfiiggesztését kovetd 50. percnél tért
vissza kiindulési értékéhez (28.B &bra). Hangsulyozni kell, hogy az AMG 517 az

izofluran altal indukalt hipotermiat is kivédte, azonban a ketaminhoz hasonléan a
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kiindulasi értékhez képest nem okozott hipertermiat az anesztézia felfliggesztése utan 20-

70 perccel sem (28.B abra).

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

A TRPV1 ioncsatorna termofiziologiai és energetikai szabalyozasban betoltott
szerepének experimentalis modellekben valé tanulmanyozasa utan transzlacios kutatasi
megkozelitéssel eredményeink human vonatkozasait is tudni szerettem volna. A TRPV1
antagonistak termoregulatorikus hatasaval kapcsolatban megvizsgaltuk, hogy a
ragcsalokban felderitett farmakologiai  profil emberekben is érvényesil-e a
testhdmérsékleti hatdsok kivaltdsa sordn. Ennek érdekében Osszegylijtottik az
irodalomban fellelhet6 relevans human adatokat, majd kiegészitettiik azokat korabban
még nem publikalt, gydgyszerfejlesztd kollaboratoraink altal gyijtott adatokkal és két
kiilonb6z6 megkozelitéssel analizaltuk az Osszeallitott adathalmazt: 1) klasszikus
metaanalizis modszerekkel, és 2) egy korabbi tanulméanyunk™ soran allatokban
kifejlesztett matematikai modell felhasznalasaval, amelyet human adatok elemzéséhez
alkalmassd maédositottunk (részletekeért, lasd 4.2.2.)

A TRPV1 antagonistdk emberekben Kkifejtett termoregulatorikus hatasanak
elemzéséhez, a 2. tdblazatban (l&sd 4.2.1.1. fejezet) talalhato keresdkulcs segitségével 87
human vizsgalatot azonositottunk, amelyek kdzil 18 tanulmanyban mértek valamilyen
mddon Tm-et3l. A matematikai elemzéshez és a metaanalizishez a priori meghatarozott
bevalogatasi és kizarasi kritériumok ellenérzése utan végul 4 tanulmany adatait tudtuk
felhasznalni®®67.193.1%5 " egy tovabbi TRPV1 antagonistaval (V116517) szerzett human
adatokat pedig szerzotarsaink a fejleszté gyogyszercégtdl (Purdue Pharma) bocsatottak
rendelkezésiinkre. Az analiziseinkben felhasznalt teljes adathalmazt a 3. tablazat
tartalmazza (lasd 4.2.2. fejezet).

A matematikai modellezéssel végzett elemzésink azt az eredményt hozta, hogy
emberekben a TRPV1 antagonistak hipertermizaléd hatdsa a human TRPV1 csatorna
protonok altali aktivacios mddjanak gatlasaval szemben mutatja a legnagyobb
érzékenyseget. A hipertermizalé hatds érzékenysegi egyutthatdja a proton aktivacios
modban (atlag £+ SE) 1,37 + 0,00 volt (p < 0,001). Ebben az értelemben, a TRPV1
antagonistakra adott hipertermias valasz emberekben hasonlé a patkanyokban korabban
talaltakhoz: mindkét fajban a proton aktivaciot erésen gatld anyagok okozzdk a Tm

emelkedését (29. abra).
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29. dbra: A TRPVI csatorna kiilonbozé aktivacios modjainak hozzajarulasa a TRPVI
antagonistak altal kivaltott hipertermiahoz patkdnyokban (A, B) és emberekben (C, D). A TRPV1
antagonistdk kiilonboz6képpen hatnak a kapszaicin, protonok és hd altali TRPV1 csatorna
aktivaciora; tobb TRPV1 antagonista hipertermiat okoz. Az oszlopok (atlag = SE) jeldlik a
hipertermids valasz ¢érzékenységét az egyes modokat gatld hataserdsséggel szemben
patkanyokban (A) és emberekben (C). Amig patkanyokban a TRPV1 antagonistidkra adott
hipertermias valasz kizarélag az antagonista protonok &ltali TRPV1 aktivaciét gatlo
hataserdsségétdl fligg, addig emberekben a hipertermias valasz egyarant fliigg az antagonista
proton és ho altali aktivaciés modokat gatld hataserdsségétdl. A tortagrafikonok &bradzoljak az
egyes aktivacios modok (és a modell szamara ismeretlen faktorok) relativ hozzajarulaséat a

hipertermias vélasz kialakulasahoz patkanyokban (B) és emberekben (D).

Analizisink soran, tovabba, azt is megallapitottuk, hogy a patkanyokban
kialakulo hipertermids valasszal szemben (amely nem mutat érzékenységet a hd altali
aktivaciés mod megvaltozasaval), emberekben ez a valasz magasfoku érzékenységet
mutat az antagonista hé altali aktivaciojat gatldo hataseréssegével. Az emberekben

kialakul6 vélasz esetén, a hd altali aktivaciés modban a hipertermizalo hatés érzékenységi
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egyutthatdja 1,09 + 0,00 volt (p < 0,001). A kapszaicin aktivaciés modot illetéen, annak
gatlasa sem patkanyokban (a JYL1421 adatainak felhasznalasaval, lasd 7. abra), sem
pedig emberekben nem volt lényeges a hipertermizalé hatas kifejtése szempontjabol.
Emberekben, a hipertermiés valasz érzékenysége a kapszaicin mod gatlasaval szemben
negativ volt és hatszor kisebb mértékii, mint a proton aktivaciés moédban. Szam szerint az
érzékenysegi egytthato az emberekben kialakul6 hipertermia esetén -0,23 + 0,00 volt (p
< 0,001).

A fentiekben felsorolt és a 29. dbradn bemutatott atlagos érzékenységi egyditthatok
meghatarozasan kivil, kerestlk a legjobban illeszkedé érzékenységi egyiitthatd adatsort
Monte-Carlo technika felhasznéalasaval, melynek soran a modellt véletlenszeriien generalt
paraméterekkel futtatuk le (lasd 4.2.2. fejezet). A legjobban illeszkedé adatsor a
kovetkez6 érzékenységi egylitthatokbol allt: -0,21 (kapszaicin mod), 1,25 (proton mod)
¢s 1,00 (h6é mod). Ezzel az adatsorral a modell lefedi a hipertermizal6 hatas eloszlasanak
83%-0s maximalis részét (r> = 0,83). A legjobban illeszkedd modell kiegésziti a
fentiekben leirt atlagértekeket annak karakterizalasaban, hogy a TRPV1 antagonistak
hataserdssége az egyes aktivacios modokban, hogyan jarul hozza a hipertermias valasz
kialakulasahoz emberekben. A magas r? érték mellett, modelliinkben az adatillesztés nagy
pontossagat bizonyitja az lgynevezett ,,pontatlansagi hibak™ alacsony értéke is, vagyis az
analizislinkben felhasznalt klinikai vizsgalatokban alkalmazott 16 antagonista dézis
kapcsan létrejott hipertermias valasz és a modelllink alapjan hozzajuk tartoz6 valasz
kdzotti eltérés. Analizistinkben a bizonytalansagi hiba -0,3°C és 0,4°C kézétt volt, 0,2°C
négyzetes kdzéppel.

A TRPV1 antagonistakra adott hipertermias valasz komplexebb mivolta
emberekben a patkanyokhoz képest (vagyis nem egy, hanem két aktivaciés modtol vald
fliggése), abbol is nyilvanvald, hogy mennyire valtozéd a kiilonb6zé moddokban az
antagonista hataser6sség hozzajarulasa a hipertermias valaszhoz (29. abra).
Patkanyokban, a hipertermias valasz statisztikai valosziniiségét toébb, mint 81%-ban a
proton mod hatarozza meg; a kapszaicin és hé altali aktivaciés modok hozzajaruldsa
elhanyagolhat6 (kb. 1-1%); a modell &ltal nem ismert faktorok hozzajarulasa pedig 16%.
Emberekben, ezek a hozzajarulasi aranyok a kdvetkezok: 35% proton mod, 37% hé maod,
10% kapszaicin mad és 17% ismeretlen faktorok.

A matematikai modellezés mellett klasszikus metaanalizis modszerekkel is
elemeztik a humén adatokat. Ennek sorén azokat a tanulmanyokat tudtuk felhasznalni,

amelyekben leirtdk a Tm értékeket mind TRPV1 antagonistaval, mind pedig placeboval
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kezelt csoportokban legalabb két idopontban: (i) anyagadaskor vagy kdzvetlen azelott és
(i) 3 oraval az anyagadast kovetden. Mindegyik bevalogatott tanulmany esetében
kiszamoltuk a Tm valtozast, amelyet a 3 draval az anyag (vagy placebd) adasa utani Tm és
a beadaskor (0 O6ranal) mért Tm kilonbségeként hataroztunk meg. Matematikai
modellezésiinkben (lasd fent) ezt az értéket tekintettiik a hipertermias valasz H értékének.
Ezek utan kiszamoltuk az anyag és a placebd altal indukalt Tm valtozasok kozotti
kilonbséget (atlagértékek kilonbsége), amelyet az anyagok termalis hatasanak
tekintettiink metaanalizisiinkben. Minden dozis esetében, a kilonbséget standardizaltuk
(variancia alapjan), hogy megkapjuk az SMD-t. Az SMD-t és a 95%-0s
konfidenciaintervallumot (CI) tekintettiik az els6édleges hataserdsségnek, amelyeket
forest plot formajaban abrazoltunk (30. abra). Az anyagokat két csoportba osztottuk: nem
maod-szelektiv (ABT-102, AZD1386 es V116517) vagy mdd-szelektiv (NEO6860). A
nem mod-szelektiv csoport karakterizaldsahoz az ide tartozd antagonistak SMD értékeit

az elemszam és az inverz variancia alapjan sulyoztuk.

Anyag-placebé testhémersékleti kiilonbség

Csoport TRPV1 Dézis SMD  Cl hatarok P SMD + CI (°C) Sllyozasi
antagonista (umol) (°C) Alsé Felsé  erték arany

Nem méd- ABT-102 2,9 00 08 08 1000 | —— i I 0,08
szelektiv 5,7 10 04 15 0001 i E+ E i 0,10
11 09 03 16 0005 | Hi | 0,09

17 19 10 29 0000 i E —'i— i 0,07

23 10 07 18 0035 | S : 0,08

52 24 14 34 0,000 i E _i"_ i 0,07

86 25 14 35 0000 | d T 0,07

115 19 10 29 0000 i E _'!_ i 0,07

AZD1386 225 08 04 13 0000 | T | 0,11

V116517 68 05 07 17 0411 i _i_'_i i 0,06

226 09 03 21 0137 | B | 0,05

678 09 03 21 0130 i ‘i_'_i' i 0,05

1357 15 02 28 0022 s 0,05

2261 17 04 31 0010 i i_"i_ i 0,05

Mindenanyag ~ Mindendézis 12 09 1,6 0000 i E @E i 1,00

| i i |
Méd-szelektiv.  NEOB860 1149 07 1,1 -03 0,000 :—.—:_ : | 1,00
2,0 0,0 2,0 4,0

30. abra: Forest plot a TRPV1 antagonistak termalis hatasarél. Minden antagonista dozishoz
kiszamitottunk egy SMD értéket (a Tr, valasz mértékét) és a hozza tartozd Cl-t (részleteket lasd a
szovegben). Elobbit az abran négyzetek, utobbit a négyzetek vizszintes karjai abrazoljak. A
négyzetek teriilete aranyos az elemszammal és az inverz varianciaval. A rombusz a nem mdd-
szelektiv csoportban a sulyozott, atlagos SMD-t jelenti; fiiggéleges atloja az SMD-re mutat, mig
vizszintes atlaga a CI-t reprezentalja. A piros szimbolumok a nem mdd-szelektiv TRPV1

antagonistakat jeldlik, a z6ld négyzet pedig a mod-szelektiv NEO6860 antagonistat®.
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A nem mod-szelektiv csoportban mindharom antagonista hipertermiat okozott,
amely dozisfiiggdnek latszott azokndl az anyagoknal, ahol kiilonb6zd dozisokat is
alkalmaztak, vagyis az ABT-102 és a V116517 esetében (30. abra). A legkifejezettebb
hipertermias hatas (SMD: 2,5; CI: 1,4, 3,5) az ABT-102 anyag 86 umol dézisaval kezelt
csoportban alakult ki. Mindegyik nem mod-szelektiv TRPV1 antagonista minden
dozisanak termalis hatasat 0sszesitve az SMD értéke 1,2 volt (CI: 0,9, 1,6; p < 0,001).
Metaanalizisiink eredményei Osszhangban vannak a matematikai modellezés soran
talaltakkal olyan értelemben, hogy a human TRPV1 csatorna protonok és ho altali
aktivaciojanak gatlasa — ami jellemzéen megfigyelheté a polimodalis TRPV1
antagonistak esetében — hipertermia kialakulasat eredményezi.

A NEOG6860, az egyetlen olyan TRPV1 antagonista, amely mod-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; CI: -0,3, -1,1; p < 0,001). A
hipertermia hianya szintén 6sszhangban van matematikai modellezéstink eredményeivel,
hiszen ez az anyag nem gatolja a human TRPV1 csatornanak sem a protonok sem pedig
a ho 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"?7376 vagy az Abbvie Compound 3 nevii anyaga?!®, szintén
leirtak hipotermizald hatast. Metaanalizistink limitaciojaként azonban meg kell emliteni,
hogy csak egy mod-szelektiv antagonista egyetlen dézisat tudtuk elemezni, igy az

analizist tovabbi adatok elérhetdvé valasakor feltétleniil érdemes lenne kiegésziteni.

5.1.2. A TRPMS8 ioncsatorna fajdalmatlan hidegerzékelésben betdltott szerepének
experimentalis vizsgalata

A hidegre ¢érzékeny receptorok koziil el6szor a TRPMS8 csatorna
termoregulatérikus szerepét tanulmanyoztuk'®®. Ennek érdekében megvizsgéltuk, hogy
egy kollaboratoraink altal kifejlesztett és szintetizalt TRPM8 antagonista, az M8-B,
milyen hatast fejt ki patkdnyok Tm-ére szubneutrélis, 19°C-os Tk-n a termoelem
termometria rendszerben. Az altalunk alkalmazott kdrnyezeti koriilmények kdzott az M8-
B nagy dézisanak (6 mg/kg) 20 percig tartd i.v. infazidja jelentds (~0,9°C-0S) Tm

csokkenest okozott a vehikulumhoz képest (p = 0,031) (31.A abra). Ezek utan telemetrias
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termometriaval megvizsgaltuk, hogy az M8-B Tm hatésai jelen vannak-e Trpm8” és

Trpm8** egerekben. Ezeket a kisérleteket szintén szubneutralis kortilmények kozott

végeztlk (Tk = 26°C). A patkanyokhoz hasonldan, az egereknek is stresszmentes madon,

kordbban (pre)implantélt katéteren keresztul adtuk be az M8-B-t (6 mg/kg) vagy

vivbanyagat. Mindazonaltal, azért, hogy a Kkis, sérilékeny egér vénadk krdnikus

katéterezésével jard technikai problémakat elkeruljik, a katétert az egerek hasuregébe

(i.p.) implantaltuk. A Trpm8*'* egerek az M8-B beadasara nagyfoku (~0,8°C-0s)

abdominalis Tm csokkenéssel reagaltak, mig a vehikulumnak nem volt hatésa a Tm-re (p
< 0,001) (31.B abra). Ellentétben a WT egerekkel, a Trpm8 egerek abdominalis Tm-ére

az M8-B nem volt hatassal (31.C abra).

Patkanyok A
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< B | © Vehikulum iv.
©
2
P
& 37,0- @)
£
0
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0
X 36,0
0 60 120 180
%) Trpm8*+*+ egerek B
_°:, ® M8-B 6 mg/kg i.p.
Z ] .
% 36,0 ; O Vehikulum i_p.
@
£
0 35,5- (19)
) (17)
g
£ 35,0
5]
o
o]
‘( T T T
0 60 120
06“ Trpm8+- egerek C
E ® MS-B 6 mg/kg ip.
X 37,0 B | © Vehikulumiip.
w
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31. abra: Az M8-B csokkenti a Tm-et
patkanyokban és Trpm8*'* egerekben, de
Trpm8™ egerekben nincs termoregulatérikus
hatdasa. Az abran lathaté az M8-B (dbzis

feltlintetve) vagy vehikuluma V.
inflzigjanak hatasa patkanyok kolonban mért
Tm-ére  (A), valamint az M8-B vagy
vehikuluma i.p. inf0ziojanak hatasa az

abdominalis Tn-re Trpm8*"* egerekben (B),
illetve Trpm8™ egerekben (C). A kisérleteket
mindkét faj esetében szubneutralis Ty-n
végeztik: patkanyoknal 19°C-on, egereknél
26°C-on. Ezen, valamint a 32. és a 33. dbran
az infuzid idétartamat fekete sav jelzi. Az M8-
B-vel kezelt allatokat zold, a kontrollokat
fehér szimbdlumok jel6lik. A zardjelben
feltintetett szamok az adott csoportban

felhasznalt allatok szamat jelentik™®®.

Fontos volt azt is megéallapitani, hogy a
Trpm8”- egerekben az M8-B nem azért
volt hatastalan, mert azok egyaltalan nem
Ennek

tisztazasa érdekében tovabbi kisérleteket

képesek hipotermiassa valni.

végeztink. Amikor a KO egereket a
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TRPV1 agonista RTX-szel (150 ng/kg, i.p.) kezeltik ugyancsak 26°C-on, annak
érdekében, hogy TRPM8 csatornatol flggetlenul valtsunk ki hipotermiat, akkor azok
nagymértéki (2,5°C-0s) Tm csokkenéssel reagaltak a vehikulumhoz képest (p < 0,001),
amely valasz nagyban hasonlitott a Trpm8** egerek RTX-re adott hipotermias

valaszahoz (32. abra).
32. dbra: RTX hatasara hipotermia alakult

Trpm8++ egerek

g 27 g | ® Rxisongkgin ki a Trpm8** és a Trpm8’ egerekben
5 O Vehikulum Lp- egyarant. Az &bran lathaté az RTX (d6zis
% 36 1 feltlintetve)  vagy  vehikuluma i.p.
g 0y infuziéjanak hatssa az abdominalis To-re
1?3 35__ Trpm8™* egerekben (fels§ panel), illetve
E 34 - Trpm8”  egerekben (als6 panel). A
2 kisérleteket szubneutralis, 26°C-0s Tk-n

Trpm8+ egerek

o B | ® RTX150ngkgip. végeztik. A RTX-szel kezelt egereket
= 37 O Vehikulum i.p. ) i L
= | bordd, a kontrollokat fehér szimbolumok
]
E 36 - (8) jelolik. A zarojelben feltuntetett szamok az
X 4
2 @) adott csoportban felhasznalt allatok szamat
2 354 H 71,166
2 jelentik™®,
£
S 344
<

0 80 _ 120 180 Eredményeink alapjan feltételezhetd

1d& (min) volt, hogy az MS8-B a periférian,

szenzoros idegvégzédéseken hatva fejti ki hipotermizald hatasat'®, ehhez azonban az is
szlikséges, hogy eljusson célpontjaihoz a bérben. Annak érdekében, hogy teszteljiik ezt a
hipotézist, patkanyokban végrehajtottunk nyolc fiziologiai Kkisérletet az M8-B egy
alacsony i.v. dozisaval (1 mg/kg) kiilonb6z6 mértékii bér vérataramlasi és bort érd
hideghatas korulmények kozott (33. abra). Az els6 két kisérletben a Tk-t allandé szinten
tartottuk: vagy 15°C-on, ami a termoneutrélis zéna alatt van (33.A abra) vagy 32°C-on,
ami a termoneutralis zona felsé hatarat jelenti (33.B abra). Ezeken a Tk-kon, a kisd6zisu
M8-B i.v. infazidja nem valtott ki szignifikans hatast a Tm-re a vehikulumhoz képest. A
32°C-0s Tk-n a patkanyok bérerei erésen dilatéltak a hasznalt kisérleti berendezésben®,
igy az antagonista valdszinlileg konnyen eljuthatott a bdérbe, annak magas
vérataramlasaval. A hidegszenzorok azonban nem valdszinii, hogy aktivaltak voltak a
borben, amely magas, 32°C-0s Tk-nak volt kitéve, és még melegebb vérrel volt
ataramoltatva, hiszen a TRPM8 csatorna in vitro aktivacios kiiszobe 22-27°C alatt

van®9,
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33. dbra: Az M8-B termoregulatorikus hatdsa erésen fiigg a Ti-t0l. Az abran lathat6 az M8-B
(dozis feltiintetve) vagy vehikuluma i.v. infGzidjanak hatasa a kolonban mért Tr-re patkanyokban.
A Kkisérletek soran az elsé kamra vagy szubneutralis 15°C-ra (A) vagy szupraneutrélis 32°C-ra
(B-H) volt beallitva. A masodik kamraban a Ti-t a kovetkez6 értékekre allitottuk: 15°C (A), 32°C
(B), 28°C (C), 24°C (D), 21°C (E), 19°C (F), 14°C (G), vagy 11°C (H). Az atlagos T-t, amelynek
az allatok ki voltak téve a kisérlet soran, rozsaszin vonal jeldli. Az M8-B-vel kezelt patkanyokat
z6ld, a kontrollokat fehér szimbdlumok jeldlik. A zarojelben feltlintetett szdmok az adott

csoportban felhasznalt allatok szamat jelentik®.
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Ezzel ellentétben, 15°C-on a TRPMS csatornak feltehetden aktivaltak voltak a
hideg altal, de ilyen koriilmények kozott a bér vérataramlasa minimalis lehetett, mert
patkdnyokban maximalis mértékii bor vazokonstrikci6 mar sokkal magasabb, 27°C-o0s,
Tk-n bekovetkezik®. Kovetkezésképpen, ezekben a kisérletekben az M8-B valoszintileg
nem jutott el megfeleld mértékben a bor szenzoros idegvégzddésein expresszalt TRPMSE
csatornakhoz.

A fentiekben vazolt elméleti magyarazat bizonyitasa céljabol, a kovetkezd hat
kisérletben fokozatosan véaltoztattuk a Tk-t. E16szor, az M8-B ugyanazon ddzisat (vagy a
vivéanyagot) 32°C-on infundaltuk a patkanyoknak (ezzel elsegitve az anyag eljutasat a
bor receptoraihoz). Ezutan, amint az infuzid véget ért, a patkdnyokat athelyeztiik egy
masik inkubator kamraba, amelyben az els6tol eltéré Tk-t llitottunk be: 28, 24, 21, 19,
14, vagy 11°C-ot (33.C-H &bra). A mésodik kamraban beallitott Tk csokkenésével
parhuzamosan, az M8-B-vel kezelt patkdnyokban a Tm esése volt megfigyelheté a
vehikulummal kezelt kontrollokhoz képest. Amikor a Tk 14°C (33.G abra) vagy 11°C
(33.H abra) volt, a kezelési csoportok kozotti Tm kiilonbség meghaladta az 1°C-ot, ami
statisztikailag is szignifikans volt (elébbinél p = 0,01, utdbbinal p = 0,003). Ezek az
eredmények megerdsitik azt a hipotézist, hogy mind az antagonistanak a bdrbe torténd
sikeres eljutasa (magas bér vérataramlas révén), mind pedig a bér TRPMS8 csatornainak
(hideg altali) aktivacioja szukséges a hipotermias valasz kialakulasahoz kisd6zist M8-B
i.v. inf(zidja esetén.

Tovabbi kisérletek soran arra is fény derdlt, hogy a hipotermia kialakulasa soran
az M8-B minden vizsgalt hideg elleni védekezé6mechanizmust (melegkeresé magatartas,
bér vazokonstrikcid, barnazsirszoveti termogenezis) gatolt, amely eredmények
Osszességében arra utalnak, hogy a TRPM8 csatorna a termoregulécids rendszer

univerzalis hidegszenzoraként funkcional (részletekért, lasd Almeida és mtsai.'66).

5.1.3. ATRPAL ioncsatorna vizsgéalata allatkisérletekben
5.1.3.1. A TRPAI ioncsatorna hidegszenzor szerepének vizsgalata a hdszabdlyozasi
rendszerben

Annak érdekében, hogy biztosan elérjik a TRPAL csatorna 17°C-o0s aktivacios
kiiszobét®, az egerekben stlyos hidegexpozicios kisérleti modellt (Tx = 8°C 180 percig)
alkalmaztunk respirometrias termometriaban’é’. Ebben a modellben, a Trpal** és a

Trpal” egerekben egyarant kialakult bér vazonkonstrikcié (csokkent Tb) és hideg-
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indukalta termogenezis (emelkedett VVO2), azonban még ezen kifejezett hideg elleni

védekez6 mechanizmusok ellenére is, a Tm (kolonban) meredeken csokkent (34.A abra).

A Trpat: W -/- O +/+ 34. &bra: Sulyos hidegexpozicid
S 36 nem tart fel termoregulatorikus
;E elégtelenséget a Trpal KO
2 281 egerekben. (A) 8°C-0s T-nak vald
E 20 - expozicié soran, a Trpal KO
ig - egereknél (n = 8) nem mutatkozott

hianyossag Tm-0k védelme
tekintetében WT tarsaikhoz (n = 6)

31

Hidegexpozicio -24 ) . .
képest. A Tm dinamikaja nem
17 kulénbozott a genotipusok kozott.
L 10 Mind a farokbOr vazokonstrikcios

Farokbdr hémérséklet (°C)

58 4 valasz (farok Ty csokkenés), mind a

46 hétermelési valasz (VO2 emelkedés)
mértéke legalabb annyira robusztus
volt a Trpal KO egerekben, mint
221 WT tarsaikban. (B) A TRPALl

csatorna funkcionélis karosodasa

34 4

Oxigénfogyasztas (ml/kg/min)

29 vy 2 . .
megerdsithetd  volt  mustarolaj

(0,75%, 20 ul) intraplantaris
injektalasara bekovetkezd csokkent
nocifenziv reakcié kialakulasaval a

©
Kornyezeti hdmerséklet (°C)

60 0 60 120 180 TRPA1 KO egerekben (n = 6) WT
1d6 (mi
 (min) tarsaikhoz képest (n = 5). A Trpal
B | KO egereket fekete, a kontrollokat
[ - fehér szimbolumok jelolik. A hiités
0 10 20 30 40 idétartamat kék hattérrel jeloltem®.

Talpnyalogatasok és —razasok idétartama (s)

Sem a Tm valaszban, sem a
termoeffektor valaszokban nem volt kiilénbség a genotipusok kdzott. Figyelemre méltd,
hogy a farok Tpr mindkét genotipusban 17°C alé esett mar a hidegexpozicio kezdetén (~10.
percnél). A kisérlet végére, mar a kolon Tm is 13°C koruli volt (vagyis 4°C-kal
alacsonyabb a TRPA1 csatorna aktivacios kiiszobénél).

A KO egerekben a TRPAL csatorna funkcionalis karosodasa 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) (34.B 4bra).

Osszefoglalva, a Trpal genetikai delécioja egerekben nem befolyasolta a sulyos

94



garam . andras_142 23

hidegexpozicid soran kialakuld Tm vélaszt és az autondm hideg elleni effektorokat sem,
annak ellenére, hogy mind a Tb, mind a Tm meghaladtdk a TRPAL csatorna hdmérsékleti
aktivacios kuszobértékét. Ez az eredmény 0Osszhangban van azokkal a korabbi
tanulmanyokkal, amelyekben a Trpal” egerek fajdalmas hidegérzékelése zavartalan
volt!08109 A TRPA1 csatornak tehat vagy nem aktivalodnak hidegre az egerekben, vagy
nem tovabbitanak hémérsékleti szignalokat az autonom termoeffektorok felé, vagy
mindkettd. Ennek a kovetkeztetésnek egyik lehetséges veszélye azonban az, hogy a
Trpal” egerekben potencidlisan kialakulhatott mas hidegszenzorok kronikus
kompenzatorikus talmiikodése, amelyek ilymodon funkcionélisan fontossa valhattak a
TRPAL csatorna hidnyaban. Annak érdekében, hogy az esetleges kronikus kompenzacios
mechanizmusokbol eredd téves kovetkeztetéseket elkeriiljiik, genetikailag nem
modositott allatokat is felhasznaltunk, amelyekben a TRPAL1 csatorndt akutan,
farmakoldgiailag gatoltuk az A967079'% vagy a Compound 432 nevii TRPAI
antagonistaval.

Az A967079 (30 mg/kg, 1.g.), a Compound 43 (30 mg/kg, 1.g.), vagy vivoanyaguk
beaddsa utdn  megvizsgaltuk  patkanyok  termoregulatorikus  valaszreakcioit
hidegexpozicié soran termoelem termometriaval'®’. Az alkalmazott dézisban mindkét
TRPAL1 antagonista analgetikus hatasa igazolhat6 volt1®®167. Annak ismeretében, hogy a
TRPMB8 csatorna farmakologiai blokadja gatolni tudja a hideg elleni védekezést (lasd
5.1.2. fejezet), az AMG 2850-et (30 mg/kg, i.g.), egy szelektiv és potens TRPM8
antagonistat?'’, hasznéltuk pozitiv kontrollként. Hideghatdsra a patkdnyok b&rér
konstrikcioval, igy a bor vérataramlasanak drasztikus csokkenésével reagéalnak, ami
megakadalyozhatja, hogy egy szisztémasan beadott anyag elérhesse célpontjait, hogyha
azok a bérben taldlhatok. Annak érdekében, hogy ezt athidaljuk — hasonléan a TRPM8
csatorna kapcsan leirt kisérletekhez (lasd 5.1.2. fejezet) — 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 bdrbe 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-rol 30°C-ra
helyeztiik at, nem talaltunk lényeges valtozast a megfigyelt paraméterekben, és nem volt
szignifikans kiilonbség a kiilonb6z6 kezelési csoportok Tm vagy Tb értékeiben sem (35.A
abra). Ezek az eredmények meger6sitik, hogy termoneutralis kornyezetben sem a TRPM8

antagonistak'®, sem a TRPA1 antagonistak'% nincsenek hatassal a termoregulaciora.
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a patkanyokat

30°C-rol

3°C-ra  helyeztik at, kiilonb6zo

termoregulatorikus valaszok alakultak ki a kiilonb6z0 kezelési csoportokban. A

vehikulummal kezelt patkdnyokban egy kismértékii, atmeneti Tm emelkedést kovetden,

fokozatos, mérsékelt (~0,9°C) csokkenés alakult ki (35.B abra).

>

Kolon hémeérseklet (°C)
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35. &bra: A TRPALl csatorna
farmakoldgiai gatlasa nem
befolyasolja a hideg elleni
védekezést patkanyokban. (A) A
vehikulumhoz (n = 13) képest, sem
a TRPAL antagonista Compound
43 (n = 13) vagy A967079 (n = 5),
sem a TRPMS8 antagonista
AMG2850 (n = 13) nem volt
hatassal a patkanyok Tm €és Tp
dinamikajara melegben. A 0.
percben a patkdnyok egy 30°C-ra
allitott inkubator kamrabol egy
masik, szintén 30°C-ra Allitott,
inkubator kamraba keriltek. Az
athelyezés elott 30  perccel
mindegyik anyagbdl azonos dézis
(30 mg/kg, i.g.) kerilt beadasra.
(B) A vehikulumhoz (n = 11)
képest, a TRPA1l antagonista
Compound 43 (n = 6) vagy
A967079 (n = 8) nem volt hatassal
a patkanyok hideg altal kivaltott T,
és T, valaszaira, mig a TRPM8
antagonista AMG2850 (n = 6)
nagymértékic =~ Tm  csokkenést
okozott. A 0. percben a patkanyok

30°C-rél 3°C-ra keriiltek. Az athelyezés el6tt 30 perccel mindegyik anyagbdl azonos dozis (30

mg/kg, i.g.) kerilt beadasra. A TRPA1 antagonistaval kezelt patkanyokat fekete, a TRPM8

antagonistaval kezelteket sziirke, a kontrollokat fehér szimbdélumok jel6lik. A melegexpozicié

id6tartamat piros, a hidegexpozicidt kék hattérrel jeléltem
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Ez nem volt meglepd, hiszen a patkanyok a hideggel szemben sokkal jobban ellen
tudnak allni, mint az egerek (34.A abra), és hidegexpoziciora gyakran reagalnak kezdeti
Tm emelkedéssel?!®. Kisérleteinkben a hidegnek kitett patkdnyokban hirtelen bor
vazokonstrikcio 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
hdszabalyozasi valaszai statisztikailag nem kiilonboztek a vehikulummal kezelt
allatokétdl (35.B abra). Velik ellentétben, az AMG2850-nel kezelt patkanyok Tm-e
jelentés mértékben lecsokkent (nadir: —1,8°C) hidegexpozicio hatasara. A Tm csokkenés
szignifikans mértéki volt 60-180. percig (p = 0,031), és kilonb6z6tt mindharom masik
kezelési csoporttdl (p < 0,001). Az AMG2850 kezelésben részestlt allatok esetében a Tm
csokkenése feltehetéen a hétermelési valasz gatlasa miatt alakult ki, ami magyaréazhatja
azt is, hogy miért maradt el a hidegexpozicid sorén a kezdeti Tm emelkedés (35.B abra).
A kisérleteinkben megfigyelhetd, csokkent mértékii ellendlloképesség hiddeggel
szemben az AMG2850 kezelésben részesilt patkanyokban, ¢sszhangban all az M8-B
elézéekben bemutatott Tm hatasaval hidegnek Kitett ragcsalokban (lasd 5.1.2. fejezet).
Tekintettel az altalunk vizsgalt mindkét TRPAL antagonista kapcsan kapott negativ
eredményre (35.A és B abra), fontos volt meghatérozni, hogy megfelel6 mennyiségben
voltak-e jelen a szisztémas keringésben ahhoz, hogy a TRPAL csatornat gatlo hatasukat
megfelelden kifejtsék vizsgalatainkban. A kisérletek végén, az anyaggal kezelt patkanyok
plazméajaban az A967079 koncentracidja 2,2 £ 0,5 umol/l volt, a Compound 43
koncentracidja pedig 468 + 86 nmol/l, mig a vehikulummal kezelt allatok plazméajaban
egyik anyagot sem lehetett kimutatni (p < 0,001 mindkeét anyag esetén) (részletékért, lasd
de Oliveria és mtsai.'?”). Az A967079 plazmaszintje tehat 7-szer, a Compound 43-¢ 24-
szer magasabb volt, mint 1Cso értékeik, amely megerdsiti az alkalmazott d6zisok TRPA1
csatornat gatlo hatasossagat kisérleteinkben. Osszefoglalva, a két felhasznalt, potens és
szelektiv. TRPA1 antagonista kozil egyik sem befolydsolta a patkanyok

termoregulatérikus valaszkészsegét nagyfoku hidegexpozicid soran.

5.1.3.2. A TRPA1 ioncsatorna szerepének tisztazasa a H.S altal indukalt hipotermia
kialakulasaban

Annak ellenére, hogy a TRPA1 csatorna hidegszenzor szerepét a termoregulacios
rendszerben a fentiekben ismertetett kisérletek segitségével elvetettilk, ez még nem zarja
ki, hogy a TRPA1 més mddon, példaul ligandok altali aktivacio utjan szerepet jatszik a

Tm szabalyozasaban. Hasonlo példat a TRPV1 ioncsatorna kapcsan is bemutattam, hiszen
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ragcsalokban a melegszenzor szerepe a hdszabalyozasi rendszer szamara elhanyagolhato,
ugyanakkor protonok altali tonusos aktivacioja révén a TRPV1 csatornak abdominalis
populacioja a hideg elleni autonom termoeffektorok folyamatos szuppresszidja altal
Iényeges szerepet jatszik a normal Tm fenntartaséban (részletekért, lasd 2.2.1.2. fejezet).
A TRPAL1 csatornat illetben, endogén gaztranszmitter ligandja, a H2S termoregulatorikus
hatasait tanulmanyoztuk*©e,

El6szor, respirometrids termometria segitségével megvizsgaltuk a centralisan
beadott NazS, egy H2S-t gyorsan felszabadité donor?®, hdszabalyozasi hatasat C57BL/6
egerekben. Azt talaltuk, hogy i.c.v. injektalt Naz2S hatasara az egereknél a Tm cstkkenése
alakult ki, amely a nagyobb dézisnal kifejezettebb volt, mig a fizioldgias sdoldat nem

okozott hémérsékleti hatast (36. abra).

® Na,S 1mgkg n=9 36. &bra: C57BL/6 egerek Tm és

B Na,S 0,5mg/kg n=8 i L. L
O Fiziolégias seoldatn=9 VO, valtozasai i.c.v. injektalt
1

0.0 Na,S (ddzisok feltintetve) vagy

o séoldat hatasara. A kolon
' hémérséklet (Tm egyik formaja)
-0.84

valtozasa (°C)

valtozasa a fels6 panelben, mig a

Kolon hémerseéklet

-1.2 4

T
—
w

VO, valtozasa (a termogenezis

indikatora) az als6 panelben
lathatd. Az NayS-sel kezelt

T
o

T
-
w

egereket fekete, a kontrollokat

Oxigenfogyasztas
valtozasa (ml/kg/min)

T
o
o

fehér szimbolumok jeldlikee,

O == === ===

GIO 1éO 180
190 (mim) Az NazS-re adott hipotermias
valasz mindkét alkalmazott dézisnal gyorsan kialakult, és 20 perc alatt érte el a
legnagyobb atlagos csdkkeneést: 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 Naz2S
dozisok esetében szignifikans volt a s6oldathoz képest (p < 0,001 mindkét esetben). A
NazS 0,5 mg/kg-os ddzisanél a Tma 20., 170. és 180. percben szignifikansan alacsonyabb
volt, mint a sooldattal kezelt egereké, mig az 1 mg/kg-os dozisnal a Tm csékkenése a 20-
180. percig volt szignifikans a sooldathoz képest. Ugyanezekben a kisérletekben mértik
a VOq-t is, amelyet a nem-didergéses termogenezis (azaz az egyik f6 autonom
termoeffektor) indikatordnak tekintettlink, ahogyan azt mas egereken végzett
vizsgalatokban is tetttik®®174, Azt talaltuk, hogy az Na.S altal kivaltott hipotermia

kialakuldsaban szerepet jatszott a VO2 csokkenése, amely a Tm-hez hasonld dinamikaval
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valtozott (36. &bra). A VO2 csokkenése mind az alacsonyabb, mind a magasabb Na2S
dozis esetében szignifikans volt a sooldathoz képest (p = 0,024, illetve p < 0,001). Az 1
mg/kg-os dozis esetén a VO: szignifikdnsan alacsonyabb volt a sooldattal kezelt
egerekénél a 20-110. percig. Mivel a vart hatas hipotermia volt, ezeket a kisérleteket
22°C-0s szubtermoneutralis Tk-n végeztiik. Egerekben és patkanyokban szubneutralis
kornyezetben bdr vazokonstrikcio jon létre, amit az alacsony farokb6ér homérséklet is
jelez8985167 Mindez nem tette lehetévé, hogy ebben a kisérleti elrendezéshen vizsgaljuk

Annak megallapitasa érdekében, hogy a bor vérataramlasat befolyasolja-e az Naz2S
centralis adasa, kovetkez6 1épésként 1ézer speckle kontrasztos képalkotassal mértiik a bor
verataramlas intenzitdsanak valtozasait altatott egerek hatanak lumbalis régidjaban. Az
NazS (1 mg/kg) i.c.v. beadasa a bor vérataramlasi intenzitdsdnak azonnali emelkedését
okozta, amely mar 2 perc malva elérte a legmagasabb, atlagosan 14 + 6%-0s értéket, majd
némileg csokkent, de a kisérlet soran végig magasabb maradt, mint a séoldattal kezelt
egereknél (p < 0,001) (37. abra). A vérataramlas intenzitasa szignifikansan magasabb volt

NazS kezelés hatasara a sdoldathoz képest az 1-4., 6. és 20-24. percben.

sel kezelt egereket fekete, a

@ Na,S 1mglkg n=8 37. é&bra: Altatott C57BL/6
—_ O Fiziologias séoldat n =4 . L, ,
S egerek bor vérataramlas
@ 1 . s ) P
83 ! intenzitasanak  valtozasai  a
E 9 - I e B 7" 7 -7 -
£T 10 ! lumbéalis hati régidban i.c.v.
mox
3L o] ¢ injektalt NaoS (dézis feltintetve)
5 10 : vagy sooldat hatasara. Az NaxS-
2 :
0 6 12 18 24

1d6 (min) kontrollokat fehér szimbdélumok

jelolik™e®,

A centralisan injektalt Na:S-re adott hipotermids és hipometabolikus
valaszreakcio gyors, dozisfiggd kialakulasa arra utal, hogy a felszabaduld H2S
tdmadaspontja a kdzponti idegrendszerben talalhatd. Annak tesztelésére, hogy az Naz2S
hipotermias hatéasa kivalthato-e periférias lokalizaciobol, megvizsgaltuk a nagydozisu (5
mg/kg) NazS i.p. beadasara kialakulé hoszabalyozasi valaszt. A varakozasoknak
megfelelGen, az i.c.v. adassal ellentétben, amikor az egerek i.p. infuzidban kaptak NazS-
t, Tm-lik nem kiilonb6zott szignifikdnsan a sdoldattal kezelt egerekétdl a kisérlet soran

egyetlen idépontban sem (p > 0,05), annak ellenére, hogy 10-szer nagyobb dézist adtunk
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be i.p., mint az i.c.v. adasnal mar hipotermiat okoz6 alacsonyabb (0,5 mg/kg) dozis
(részletekért, lasd Olah és mtsai.'®8).

Arra is kivancsiak voltunk, hogy az NazS esetében megfigyelt hdszabalyozasi
hatasokat kivalthatja-e GYY4137, amely egy H2S-t lassan felszabadité donor?'®. A
GYY4137 (3 mg/kg) i.c.v. injekcidja a respirometrias termometria rendszerben a
sooldatos kezeléshez képest kifejezett hipotermiat és hipometabolizmust okozott (38.
abra). A kezelés hatasa statisztikailag szignifikans volt mind a kolon hémérsékletre (p <
0,001), mind pedig a VOz-re (p < 0,001). A GY'Y4137-tel kezelt és a kontroll (s6oldattal
kezelt) egerek kdzott a Tm szignifikansan kilonbdzott a 80-100. perc (p < 0,05) és a 130-
180. perc (p <0,001) kozott, a VO2-ben pedig a 20-30. perc és a 160-180. perc kdzott volt
szignifikéans kilonbség (p < 0,05).
® GYY4137 3mg/kg n=5 38. abra: C57BL/6 egerek
F © Fiziologias sooldat n =8 Tm (fels6 panel) és VO (alsé

! panel)  valtozasai  i.c.v.
injektalt GYY4137 (dozis
feltintetve) vagy sooldat
hatasara. A GYY4137-tel

kezelt egereket sziirke, a

o
(=]
1

Kolon hémerseéklet
valtozasa (°C)

LoL b
o N =3
1 1 1

T
=]

kontrollokat fehér szimbolu-

T
o
=]

mok jelolik®®,

b
(=]

Oxigénfogyasztas
valtozasa (ml/kg/min)

1
o
=t

O e e e -

Korabban kimutattak,

?:;’6 - 120 180 hogy a TRPA1 csatorna
kdzvetiti a H2S kiilonb6z6

hatasait, beleértve a nociceptiv, gyulladasos, vazomotoros és neurofizioldgiai hatasokat
(attekintésért, lasd Pozsgai és mtsai.!!8), de az ismeretlen maradt, hogy hozzajarul-e a H2S
altal kivaltott hipotermia kialakuldsdhoz. Ezért a kdvetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a
TRPAL1 csatorna részt vesz-e a kiilonb6z6 H2S donorokra adott termoregulatérikus valasz
kialakulasaban. Ehhez Gsszehasonlitottuk Trpal” és Trpal*’* egerek hipotermias
valaszait. A C57BL/6 egerekben vegzett kisérleteinknek megfeleléen (36. abra), NazS (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 VOz-ben (>40 ml/kg/min) (39.A &bra). A
Trpal’ egerekben azonban az Na2S ugyanazon dézisara adott hipotermids és

hipometabolikus hatas jelentésen mérséklodott (p < 0,001 mindkét paraméter esetén a
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genotipusok kozott). Naz2S beadasa utan a Trpal*/* egerekben szignifikansan alacsonyabb
volt a Tm a 30. és 180. perc kozott, a VO pedig a 60. és 180. perc kézott, mint a Trpal”
egerekben.

A GYY4137 termoregulacios hatasat is megvizsgaltuk Trpal” és Trpal*'*
egerekben termoelem termometriaval (39.B. abra). A GY'Y4137 (3 mg/kg) i.c.v. beadasa
a Trpal*’* egerekben a Tm jelentds mértékii csokkenését okozta; azonban szignifikansan
kisebb mértékii hipotermias valaszt talaltunk az ugyanilyen dozisi GYY4137 esetén a
Trpal’ egerekben (p < 0,001). A Trpal” egerek kolon hémérséklete szignifikdnsan
magasabb maradt, mint a Trpal** egereké a GYY4137 beadasat kovetd 20. és 80. perc

kozott.

39. dbra: A T (fels6 panel)
és a VO (als6 panel)

A [Na,S 1 mg/kg i.cv.] @ Tipal* egerek n=8
O TipaT**egerek n=8

00 - véltozésai i.c.v. injektalt

07 4 NazS (dozis feltiintetve) vagy

14 4 sooldat hatésara (A), illetve a

valtozasa (°C)

Tm VAltozésai i.c.v. injektalt
GYY4137 (dozis feltlintetve)

vagy soéoldat hatasara (B),

214

Kolon hémerseéklet

T
[ 5]
o

Trpal*™ és Trpal” egerek-

--30 ben. A kezelt egereket fekete

Oxigénfogyasztas
véaltozasa (ml/kg/min)

L 60

vagy szlrke, a kontroll

T T
60 120 180
Id6 (min) jelolikee.

allatokat fehér szimbdlumok

[

B [GYY4137 3mg/kg icv] ® Tipal*egerek n=8
+ O TipaT** egerek n=6

Termofiziologiai eredme-

ink ltak, h
5566‘6&$$¢-&**++f nyeink arra utaltak, hogy a

kiilonb6z6 H2S donorokra

valtozasa (°C)

L_[}_;;[;' adott termalis valaszok a

Kolon hémérséklet

kozponti idegrendszerbol

(%)
o
!
'Y O

60 120 180 indulnak ki, ezért
Id& (min) . .

megvizsgaltuk a TRPA1
csatorna expressziojat a hészabalyozasban ismerten szerepet jatszo agyi struktdrakban.
Tekintvén, hogy a TRPAL fehérje kimutatasara szolgald kereskedelmi forgalomban

elérhetd antitestek specificitasa vitatott??%2?, a csatorna expresszidjat mRNS atirddas
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szintjén mértik. Az egereket gondosan perfundaltuk az agyszoveti mintavétel el6tt, hogy
a mintakbol kimossuk a vért, amelyrdl tébbszor is leirtak, hogy kimutathaté mennyiségii
TRPA1 csatornat tartalmaz??22%3, El8szor qRT-PCR-t hasznaltunk a Trpal mRNS
vizsgalatara az egerek hipotalamuszaban, de nem talaltunk kimutathatd mennyiséget, bar
a Trpal mRNS expresszioja egyértelmiien jelen volt a pozitiv kontrollként hasznalt
trigemindlis ganglionban. Tekintettel arra, hogy a TRPA1 fehérje kopési rataja a
neuronokban nem feltétlenul teszi sziikségessé a nagymértékit mRNS atirdst, ezutan
RNAscope in situ hibridizaciot alkalmaztunk (40. &bra), azaz egy rendkivil érzékeny
madszert, amely képes a transzkriptumokat egyetlen molekulaként kimutatni?®*. Ezzel a
modszerrel kimutathatd Trpal mRNS transzkriptumokat talaltunk mindegyik vizsgalt,
hdszabalyozassal kapcsolatos magban, vagyis az MPO (40.A &bra), a DMH (40.B &bra),
az LPB (40.C &bra) és az rRPa (40.D abra) 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 szerepenek vizsgalata a pH valtozasai altal okozott
vazomotoros valaszokban

A korabbiakban bemutattam, hogy a TRPV1 ioncsatorna protonok altali
aktivacids madja fontos szerepet jatszik a termoregulacios homeosztazis fenntartasaban,
részben a borben futd erek tonusanak szabalyozasan keresztul (részletekert, lasd 5.1.1.1.1.
és 5.1.1.1.2. fejezeteket). Annak ismeretében, hogy a TRPV1 csatorna a perivaszkularis
szenzoros idegvégzodéseken és az érfal nem-neurondlis elemein is expresszalodik®,
valamint, hogy ligandok (peldaul kapszaicin) altali aktivacidja szovetspecifikus
érvalaszhoz vezet (bérben dilatacio, izomban konstrikcid)*6#8, arra is kivancsi voltam,
hogy a TRPV1 csatorna szerepet jatszik-e a lokalis pH valtozasai altal indukalt vazomotor
valaszok kialakuldsaban kiilonb6zd értipusokban. Ennek érdekében megvizsgaltuk, hogy
a TRPV1 csatorna genetikai vagy farmakologiai gatlasa, tovabba deszenzitizacidja
befolyasolja-e a savas vagy bazikus behatasok altal indukalt vazomotor valaszokat

egerekbdl izolalt karotisz és farokbdr artériakon?®®,
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[of

Kortex

40. abra: Trpal mRNS RNAscope in situ hibridizacid egér agyban. Reprezentativ konfokalis
képek a kovetkezd hbszabalyozasi teriiletekrél: (A) MPO, (B) DMH, (C) LPB és (D) rRPa.
Megfigyelhetd a Trpal mRNS transzkriptumok alacsony szama (piros) minden teriileten, amit a
kinagyitott abrarészek is mutatnak (A-D). Pozitiv kontroll festés a Ppib mRNS-re (piros) a
kéregben (E) és negativ kontroll festés a bakterialis dabP mRNS-re (piros) ugyanezen a kérgi
teriileten (F). A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik. Aranymérték: 50 um minden kép

esetében 8.
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Elészor Osszehasonlitottuk az izolalt karotisz és farokbdr artériak HCl-re és
NaOH-ra adott vazomotoros valaszait Trpvl’ és Trpvl** egerekben. A Trpvl*™* egerek
karotisz artéridiban HCI hozzdadasa 102 mol/l koncentraciéndl az izometrias erd
csokkenését véltotta ki (-1,16 + 0,23 mN; p < 0,001 vehikulumhoz képest) (41.A &bra).
A Trpvl’ egerek artériaiban a HCI szintén relaxaciot idézett el, amely 106 — 102 mol/l
koncentracioknal volt szignifikans (p < 0,01) a vehikulumhoz képest, valamint a Trpv1*/*
egerekhez képest is jelentdsen nagyobb mértékii volt az izometrids erd csokkenése
ugyanezen koncentracioknal (p < 0,01 a genotipusok kozott). A vehikulum nem fejtett ki
Iényeges hatast az erek izometrias erejére egyik genotipus esetében sem (41. abra). A
HCI-lel ellentétben NaOH hozzaadasa a Trpvl** egerek karotisz artéridihoz az
izometrias eré novekedését eredményezte 10 mol/l (0,41 £ 0,10 mN, p < 0,001) és 1072
mol/l koncentracioknal (2,48 + 0,28 mN, p < 0,001) a vehikulumhoz képest (41.B abra).
A Trpvl” egerekben az NaOH Aaltal kivaltott Osszeh(zédas 10° — 102 mol/l
koncentréacioknal volt szignifikans (p < 0,01) a vehikulumhoz képest, és jelentGsen
fokozodott a Trpvl** egerekhez képest is ugyanezen koncentracioknal (p < 0,05 a
genotipusok kozott). A funkcionalis TRPV1 csatornak jelenlétének és hianyanak
megerdsitésére a Trpvl** és Trpvl”’ egerekben kapszaicint adtunk az artéridk
fiirdéoldatahoz (41.C 4abra). A Trpvl*™* egerek ereiben a kapszaicin dozisfiiggd
osszehlizodast valtott ki, amely 10° — 10> mol/l koncentracioknal szignifikans volt a
vehikulumhoz képest (p < 0,05). Ezzel ellentétben a Trpvl’ egerek karotisz artéridiban a
kapszaicin nem okozott szignifikans vazomotoros hatést egyik alkalmazott d6zisban sem
(41.C abra), megerdsitve a funkcionalis TRPV1 csatornak hianyat.

Ezutan a perifériasan elhelyezked farokbdér artériakban is tanulmanyoztuk a sav-
bézis hatdsok altal kivaltott vazomotoros valaszokat. A vehikulumnak ebben az
értipusban sem volt semmilyen hatdsa (42. abra). A karotisz artéridkhoz hasonléan, a
vehikulumhoz képest HCI hozzaadasa a farokbor artéria esetében is az izometrias erd
csOkkenését okozta 104 — 102 mol/l koncentracioknal a Trpvl*'* és a Trpvl” egerekben
egyarant (p < 0,001 mindegyik koncentracional mindkét genotipusban) (42.A &bra).
Ebben az értipusban a HCI-re adott vazomotoros vélasz csak a legmagasabb (10-2 mol/I)
koncentracional volt kifejezettebb a Trpvl” egerekben a WT kontrollokhoz képest (p <
0,001). Az NaOH alkalmazasa Trpv1** egerek farokbdr artéridiban az izometrias erd
fokozatos emelkedését valtotta ki 10° — 102 mol/l koncentracioknal a vehikulumhoz
képest (p < 0,05) (42.B abra).
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A HCI, egér karotisz artéria
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41. &bra: A savra és bdzisra adott
vazomotoros valaszok fokozott
mértékiiek a Trpvl” egerekbdl izolalt
karotisz  artéridkban a  Trpvl**
tarsaikbol szarmazo artéridkhoz képest.
(A) A HCI altal kivaltott izometrias erd
csokkenése kifejezettebb a Trpvl™”
egerekbdl izolalt karotisz artéridkban,
mint a Trpv1™* kontrollokbdl szarmazo
erekben. (B) Az izometrias er6 NaOH
altal kivaltott emelkedése kifejezettebb a
Trpvl”  egerekbdl izolalt karotisz
artériakban,  mint a  Trpvl™*
kontrollokb6l szarmaz6 erekben. (C)
Kapszaicin adasa a Trpvl*’* egerekbél
szdrmaz6 karotisz artéridk izometrias
erejének novekedesét okozza, de nincs
hatasa a Trpvl™ egerekbdl szarmazo
erekre. A Trpvl” egereket fekete, a
Trpvl*™* egereket fehér szimbolumok
abrazoljak; az anyaggal  kezelt
csoportokat  kor, a vehikulummal

kezelteket haromszog jel6lit®.

Trpvl” egerekben az NaOH altal
Kivaltott ~ kontrakcié  ugyancsak
kialakult 105 — 102 mol/l kozétt,

azonban a WT kontrollokhoz képest

102 mol/l koncentréacional szignifikansan kifejezettebb volt (4,65 + 0,31 vs. 3,44 + 0,38

mN, p <0,001). A karotisz artériakban megfigyelt kontrakcidval ellentétben, a kapszaicin

fokozatosan csokkentette az izometrias erét a Trpv1*/* egerek farokbér artéridiban (42.C

abra), 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 megerésitve a TRPV1 csatornak hidnyat.
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A HCl, egér farokbor artéria 42. abra: A savra és bazisra adott
] A Vehikulumn =5 . | & Vehikulumn=4 4
Tipv 1"’ {o Holn= 8 Tipv 1™ {. Hein =4 vazomotoros valaszok fokozott
0.0 1 A > A - 4« mértékiiek Trpvl” egerekbdl izolalt
E 7 =7 7 - 7
E 10 farokbér artériakban Trpv1™™* tarsaikbol
o
8 20 szarmazo artéridkhoz képest. (A) A HCI
<2
o 20 altal kivaltott izometrias erd csokkenése
(] -3, -
£ kifejezettebb Trpvl™ egerekbél izolalt
'}
£ 401 s .
g farokbér artéridkban, mint Trpvl*™*
50 45 . . . , : s )
0 1078 105 10 103 102 kontrollokbol szarmazo erekben. (B) Az
B NaOH, egér farokbér artéria izometrids er6 NaOH 4ltal kivaltott
« J & Vehikulumn=6 . ] & Vehikulumn=5 emelkedése kifejezettebb Trovl™
- Tipvt” {o NaOHn=6  TPv1” {o NaOH n=5 ) P
] egerekbdl izolalt farokbdr artéridkban,
=
< 404 mint Trpv1*™* kontrollokbol szarmazo
g 30 erekben. (C) Kapszaicin adasa Trpv1*™*
“m
> -z
2 50 egerekbdl szarmazé farokbor artériak
£ o izometrias erejének csokkenését okozza,
B de nincs hatésa Trpvl” egerekbdl
0,0 - b — o . ] -
- - > pr o "72 szarmaz6 erekre. A Trpvl™ egereket
0 10 10 10 10 10
C Kapszaicin, egér farokbér artéria fekete, a TI’pV].H+ egereket fehér
v 4 oVehkulimn=10 . ] & Vehkdumn=9 szimbolumok abrazoljak; az anyaggal
0.2 _me {O Kapszaicin n = 10me {. Kapszaicinn =9 J yagy
= kezelt csoportokat kor, a vehikulummal
E 7 I - gt
§ 00 kezelteket haromszog jeldlit®.
£ 02
=3
k=] 7 - Py Y4 e
S 04l Mésodik  megkozelitésinkben a
Mmoo
I 05 TRPV1 antagonista BCTC hatasat
S 06
B vizsgaltuk a savra és bazisra adott
08 4

o 10" 15:(‘ zncem:aéc_iz (molgl)tll'? 10°  10°  vazomotoros vélaszokra C57BL/6

egerekbol izolalt artéridkban.
Amikor a karotisz artériakat a BCTC vivOéanyagaval (0,1% dimetil-szulfoxid, DMSO
séoldathan) kezeltiik €18, a HCI 103 és 102 mol/l koncentracidban relaxaciét valtott ki (p
< 0,01 és p < 0,001 a vehikulumhoz képest) (43.A abra), mig az NaOH 103 és 102 mol/I
koncentraciéban az izometrids er6 novekedését okozta (p < 0,001 mindkeét
koncentracional a vehikulumhoz képest) (43.B &bra). Az erek BCTC-vel torténd
el6kezelése azonban szignifikdns mertékben fokozta mind a HCI &ltal kivaltott relaxaciot

10° — 102 mol/l-nél (p < 0,05) (43.A ébra), mind pedig az NaOH altal kivaltott
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kontrakciot 10 — 102 mol/I-nél (p < 0,01) (43.B abra), ami 6sszhangban van a Trpv1™

egerekben kapott eredmenyeinkkel.

A HCI, egér karotisz artéria 43. abra: A savra és bazisra adott
©0,1% DMSO + HCIn = 4 ,
®BCTC+HCIn=4 vazomotoros valaszok fokozott

A 0,1% DMSO + vehikulum n = 4

mértékiick a TRPV1 antagonista BCTC-
E vel tortént eldkezelést kovetében a BCTC
o
§ vehikulumaval (0,1% DMSO) tortént
T
o el0kezeléshez  hasonlitva C57BL/6
» 301 o . L
Bt egerekbdl izolalt karotisz artériakban
‘©
§ 07 (A) A HCI altal kivaltott izometrias erd
5.0 & — ~ ” -3 ~,  CsOkkenese kifejezettebb a BCTC-vel
0 10° 10 10 107 10 ] _ _
B  NaOH, egér karotisz artéria eldkezelt izolalt karotisz artéridkban,
0 0,1% DMSO + NaOH n = 4 . . .y
® BCTC + NaOHn = 4 mint a vehikulummal el6kezelt kontroll
A 0,1% DMSO + vehikulum n = 4 . .,
20 erekben. (B) Az izometrias er6 NaOH
=
% 40 A altal kivaltott emelkedése kifejezettebb a
9 oy .
8 30 BCTC-vel eldkezelt izolalt Kkarotisz
ol ?
= 7 =7 - -
2 20 artéridkban, mint a vehikulummal
£ elokezelt  kontroll  erekben.  (C)
E 10 - , .
IS Kapszaicin addsa a vehikulummal
0,0 Y . - .
05 T > . z -, clékezelt karotisz artériak izometrias
0 10° 107 10 107 10 5 o _
C Kapszaicin, egér karotisz artéria erejének novekedeset okozza, de nincs
©0,1% DMSO + kapszaicin n = 4 . .
© BCTC + kapssann o 24 hatasa a BCTC-vel elékezelt erekre. Az
08 _4 0,1% DMSO + vehikulum n =4

anyaggal kezelt csoportokat kor, a
06 - vehikulummal kezelteket haromszog
04 jeloli; a BCTC elokezelést fekete korrel,
a vehikulum el6kezelést fehér korrel

vagy fekete haromszoggel jel6ltiik®.

|zometrias erd valtozasa (mN)

02 % : - - - : - Azt is megvizsgaltuk, hogy a BCTC
0 101 10%  10® 107 10®  10® 9 g » NOgy
Koncentracio (mol/l)

altalunk alkalmazott koncentracioja
elegend6-e a nyaki artéridk kapszaicin altal kivaltott kontrakciojanak gatldsahoz. Az erek
vehikulummal (0,1% DMSO) torténd eldkezelése utan alkalmazott kapszaicin
szignifikans kontrakciot okozott 10-° — 10-° mol/l koncentracidban (p < 0,05), de a BCTC-
vel elokezelt karotisz artéridkban a kapszaicin egyik alkalmazott dozisban sem okozott
szignifikdns vazomotoros hatast (43.C abra), ezzel igazolva a TRPV1 antagonista
kisérleteinkben alkalmazott dézisdnak hatékonysagat.
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Farokbor artériak esetén a BCTC vivéanyagaval el6kezelt erekben a HCI 107 —
102 mol/l koncentraciokban relaxaciot valtott ki (p < 0,001), mig az NaOH 107 és 1072
mol/l koncentraciokban kontrakciot okozott (p < 0,001). BCTC el6kezelés utan, a
legmagasabb alkalmazott koncentracioknal (102 mol/l) mind a HCI &ltal kivaltott
izometrias er6 csokkenés, mind az NaOH altal kivaltott ndvekedés jelentésen fokozodott
a farokbor artéridkban is a vehikulum elékezeléshez képest (p < 0,001). Kapszaicin
hozzaadasa fokozatosan csokkentette az izometrias er6t vehikulummal elokezelt farokbor
artériakban 10 — 10° mol/l koncentracidkban (p < 0,05). Amikor azonban az ereket
BCTC-vel kezeltlk, a kapszaicin egyik alkalmazott koncentracioban sem okozott
vazomotoros hatast (részletekért lasd Ivic és mtsai.'®). Osszességében, a karotisz és
farokbdér artéridk BCTC kezelésével elért eredményeink megfeleltek a Trpv1l” egerekben
latottaknak.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy azok a TRPV1 csatornak, amelyek az érfal neurélis
elemeiben expresszalddnak, hozzajarulnak-e a sav vagy bazis altal kivaltott vazomotoros
valaszok kozvetitésehez. Ehhez C57BL/6 egereknek nagy dozisu exogén vanilloidot
(RTX) adtunk (részletekeért, lasd 4.1.3. fejezet), amelyr6l mar tobbszor kimutattak, hogy
foként a neuralis strukturdkon 1évé TRPV1 csatornakat karositja, anélkiil, hogy a TRPV1
csatornakat expresszalé nem-neuralis sejtekre jelentds hatist gyakorolna??>2%6, Ennek
megfelelden, a szisztémasan TRPV1 deszenzitizalt egereknél a kapszaicin altal kivaltott
szemtOrlések szama (1 £+ 1) lényegesen elmaradt a kontroll egerekétdl (13+ 2), amely
igazolta a TRPV1 ioncsatorna funkcionalis karosodasat az alkalmazott RTX eldkezelés
utan. Az egerek RTX-szel torténd elokezelése (deszenzitizacioja) nem volt hatassal a
nyaki artéridk HCI altal kivaltott relaxacidjara, mivel a HCI 102 és 102 mol/l
koncentracioknal mind az RTX-szel, mind annak vehikulumaval elékezelt egereknél az
izometrias er6 csokkenését okozta (p < 0,001), anélkiil, hogy az el6kezelési csoportok
kozott szignifikans kilénbség lett volna (44.A. abra). NaOH adasa a vehikulummal
elokezelt (kontroll) egerek Kkarotisz artéridiban az izometrias er6 novekedését
eredményezte 10 és 102 mol/l koncentraciéban (p < 0,001), de a sav altal kivaltott
relaxacioval ellentétben, az RTX-szel deszenzitizalt egerekben az NaOH altal kivaltott
kontrakcié mindkét elébbi koncentracional jelentésen fokozodott (p < 0,001 a vehikulum
elokezeléshez képest) (44.B abra). Kapszaicin hatasara a karotisz artériakban mindkét
eldkezelési csoportban az izometrids erd novekedése alakult ki 107 — 10° mol/l
koncentracidknal, amely RTX el6kezelés hatasara mérséklédni latszott, de a kiilonbség

nem érte el a szignifikancia szintjét ebben az érfajtaban (44.C abra). Ezek az eredmények
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a neurélis TRPV1 csatorndk szerepére utalnak a karotisz artériak pH emelkedés altal

indukalt kontrakciojaban.

A HCI, egér karotisz artéria
Vehikulum-{A Vehikulumn=4 RTX-

el6kezelt S HCIn=4 elékezelt | @ HCIn = 4
0,0 {» * A A
=
E 10
3
o
S 20
f
g 30
w
Hm
£ -40-
B
504 . : : : .
0 106 107 104 1072 1072
B WMaOH, egér karotisz arténa
Vehikulum-] & Vehikulumn=4 RTX- A Vehikuumn=4
50 elgkezelt | < NaOHn=4 elgkezelt | @ NaOH n = 4
=
E 40
3
“m
8 30
g
Ue]
T 2,0
g
2 1,0+
8
0,0 - 2 O "
0 10 1073 107 107 1072

{n Vehikulum n = 4

C Kapszaicin, egér karotisz artéria

Vehikulum-{& Vehikulumn=4 RTX-

eldkezelt
0,8 -

|zometrias erd valtozasa (mN)

0,2

06

0,4

D Kapszaicinn =4 elfkezelt

& Vehikulumn =4

® Kapszaicinn = 4

10-10

10°  10% 107
Koncentracio (mol/l)
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44, dbra: A sav altal indukalt relaxécié
véltozatlan, ellenben a l0g altal indukalt
kontrakcié fokozott mértékii a neuralis
TRPV1  csatornak  RTX  Altali
deszenzitizacidja utdan a vehikulum
elékezeléshez képest C57BL/6
egerekbdl izolalt karotisz artériakban
(A) A HCI altal kivaltott izometrias erd
csOkkenése azonos mértékii RTX és
vehikulum  elokezelésben  részesiilt
egerek izolalt karotisz artériaiban. (B)
Az izometrids er6 NaOH altal kivaltott
emelkedése fokozott mértékii RTX-szel
elokezelt egerek izolalt  karotisz
artéridiban a vehikulummal el6kezelt
kontrollokhoz képest. (C) Kapszaicin
hatasara az izometrids eré novekedése
alakul ki mind RTX, mind vehikulum
elokezelésben részesiilt egerek izolalt
karotisz artéridiban. Az anyaggal kezelt
csoportokat  kor, a vehikulummal
kezelteket haromszdg jeldli; az RTX
elokezelést  fekete, a  vehikulum
elékezelést  fehér  szimbolumokkal

jeloltike®,

A farokbdr artériakban HCI adéasa

mind a vivoanyaggal, mind az RTX-

szel elokezelt egerekben az izometrias eré csokkenését valtotta ki, anélkiil, hogy az

elékezelési csoportok kozott szignifikans kiilonbség lett volna (45.A abra). Az NaOH

altal kivaltott 6sszehuzddas szintén jelen volt mindkét el6kezelési csoportban (45.B abra),

de fontos kiemelni, hogy a legnagyobb (10-2 mol/l) NaOH koncentracional az RTX-szel

elokezelt egerekben jelentdsen fokozott mértékii volt a vehikulum eldkezeléshez képest

(p<0,

001).

109



garam . andras_142 23

A HCI, egér farokbér artéria 45. abra: A sav altal indukalt relaxacio
;’]‘Zﬁl‘iﬂm{g\ﬁe@fkﬁ e zgfl;ze“{:\,ﬁi'ﬁ”ﬂ“ =4 valtozatlan, ellenben a lig éltal indukalt

s 004 2 + * - 4 kontrakcié fokozott mértékii a neuralis
= 101 TRPVL  csatorndk  RTX  éltali
g 2,0 - deszenzitizaci6ja utan a vehikulum
"% 30 J elokezeléshez képest C57BL/6
% 0. egerekbdl izolalt farokbor artéridkban
5 (A) A HCI altal kivaltott izometrias erd
o0 0 10 10 107 10°3 102 csokkenése azonos mértékii RTX és
B NaOH, egér farokb6r artéria vehikulum  el6kezelésben  részesiilt
e e B ] sy " egerek izoldlt farokbér artéridiban. (B)

= °] Az izometrids er6 NaOH altal kivaltott
‘:? 401 emelkedése fokozott mértékii RTX-szel
g 30 1 elékezelt egerek izolalt farokbér
% 20 - artéridiban a vehikulummal el6kezelt
% 10 kontrollokhoz képest. (C) Kapszaicin
E hatasara az izometrias eré csokkenése

0,0 il X e dr 4
0 105 10° 1074 1073 02 alakul ki RTX és  vehikulum
C  Kapszaicin,egér farokbr artéria elékezelésben részesiilt egerek izolalt

Vehikulum- } A Vehikulumn =4 RTX- A Vehkuumn=4 " farolhar artérigiban, de a csokkenés
0.2 eldkezelt OKapszaicinn=4 el6kezelt | ® Kapszaicinn =4 !

mértéke  jelentésen  kisebb RTX

elékezelés utan. Az anyaggal kezelt

L

csoportokat  kor, a vehikulummal
kezelteket haromszdg jeldli; az RTX

elokezelést fekete, a  vehikulum
06 -

|zometrias erd valtozasa (mN)
(=]
(K%

el6kezelést  fehér  szimbdlumokkal
kl69

08

0 101 10°  10% 107  10%  10F jelolta

Koncentracio (mol/l)

A farokbér artéridiban a kapszaicin — a karotiszokkal ellentétben — relaxaciot
valtott ki mindkét el6kezelési csoportban, azonban az RTX-szel elékezelt egerek ereiben
a relaxacid mérteke szignifikansan csokkent volt a vehikulummal eldkezelt egerek
artériaihoz képest 10 és 10" mol/l koncentraciéknal (p < 0,05) (45.C abra). Ezek az
eredmények 6sszhangban vannak a neuralis TRPV1 csatornak karosodott mitkodésével a
deszenzitizalt egerekben??52%, A farokbdr artéridkban kapott eredmények alatdmasztjak
a neuralis TRPV1 csatorndk szerepét az erek pH emelkedés altal indukalt

0sszehuzédasanak korlatozasaban.
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5.2.2. Uj kisérleti médszer kidolgozdsa vazomotor vilaszok hémérséklettdl fiiggd
valtozasainak ex vivo tanulmanyozasara

A fentiekben ismertetett eredményeink bizonyitjak az egyik termo-TRP csatorna,
a TRPV1, pH véltozasok altal indukalt vazomotoros valaszokban valé komplex
részvételét, arra azonban nem volt lehetdségiink, hogy a kialakuld valaszokat széles
hémérsékleti tartomanyban vizsgaljuk. A hasznalt kisérleti berendezés (részletekért, lasd
4.1.6. fejezet) ugyanis nem keépes aktiv hiitésre, igy az érvalaszok szobahomérséeklet alatti
Tk-n vald vizsgalatdra. Annak érdekében, hogy ezt a lehetdséget jovObeni kisérletek
szdmara biztositsuk, a PTE 3D Nyomtatasi és Vizualizacios Kézponttal egytittmikodve,
egy Uj, aktiv hdcserét biztositd kiegészitd alkatrészt fejlesztettiink ki a miograf
rendszerlinkhoz*"°.

A hdcserél6 alkatrész megtervezése a Rhinoceros 6 CAD (szamitogép-asszitalt
tervezés) szoftverrel (Robert McNeel & Associates) tortént. A miograf készulék mind a
négy szervfiirdéjéhez egy vizzel ataramoltathat6 alatétet terveztiink rezinb6l, amelynek
mérete 75 mm x 120 mm x 7 mm volt, benne a hiité-fité csdvek 10,5 mm hosszlak
voltak, 5 mm bels6é és 7 mm kiilsé atmérével, és 1 mm tavolsagban helyezkedtek el
egymastol (46. abra). A szeletelési folyamat a PreForm szeletel6 szoftverrel (Formlabs
Inc.) zajlott. A teljes nyomtatasi id6 13 ora 15 perc volt, és Gsszesen 46 ml gyantat
igényelt. Az utéfeldolgozds magaban foglalta a 10 perces izopropil-alkoholban vald
flirdetést és a 15 perces 60°C-os UV-keményitést. A lemez anyaganak mechanikai,

strukturalis és termalis tesztelésének részleteiért, lasd Kelava és mtsai.1’°.

A B . |B e

46. abra: A vizzel ataramoltathatd hité-fitd lemez szamitogép-asszisztalt tervezési modellje (A),
a szeleteldszoftverbe felt6ltott .stl modell (B) és a 3D nyomtatoval legyartott lemez prototipusa
(C). A nyilak jelzik a lemezben futd csévek be- és kiaramlasi irdnyait, a szaggatott vonalak pedig

az egymassal parhuzamos cséveket a lemezben'™.

111



garam . andras_142 23

A hdcseréld lemez sikeres legyartasa utan elvégeztiikk annak tesztelését alapvetd
termofizioldgiai kisérletekben is. Az 1) hiité-fiit6 eszk6z alkalmazasa hatékonyan
csokkentette a vizfiirdé hémérsékletét a miograf rendszer valamennyi kamrajaban és
stabilan is tartotta a beallitott hdmérsékletet (13 vagy 16°C) a kisérlet végéig. A kamrék
vizfirdéjének homérséklete kozott nem volt jelentds kiilonbség, amit a négy kamra
atlaghomérsékletének viszonylag kis szorasa jelez: 13°C-on es 16°C-on 0,7°C, mig 36°C-
on 0,4°C.

Ahogy az a korabbi vizsgalataink'®® alapjan varhaté volt, 60 mmol/l KCI
hozzéadésara szignifikans izometrias er6 névekedést regisztraltunk, amikor patkanyokbdl
izolalt farokbér artéridk vizfiirdéjét 36°C-on tartottuk (47. abra). Ezzel ellentétben,
amikor a vizfiirdd homérsékletét az Gjonnan kifejlesztett hdcseréld eszkdzzel 13°C-ra
vagy 16°C-ra csokkentettilk, ugyanazon KCI koncentracionak a hozzaadasa nem volt

jelent6s hatassal az izometrias erére.

7.51 n=8

?

5,01 Kezelés

B «ci60 mmoln
B Fenilefrin 10 mol/

n=4
2,51

lzometrias erd valtozasa (mN)

0,01

13 16 36
Hémérseéklet (°C)

47. &bra: Patkanyokbol izolalt farokbor artéridk izometrias erejének valtozdsa miutan KCI-t
(fekete oszlopok) vagy fenilefrint (kék oszlopok) adtunk az erek fiirdéoldatahoz az &bran
feltlintetett dozisokban. A fiird6oldat hdmérsékletét az Gijonnan kifejlesztett hdcserélé lemezekkel

13, 16 vagy 36°C-on tartottuk. Az adatok az atlag + SD értékeket jelentik™.

Annak Kizarasara, hogy a miograf rendszer vagy az artéridk egyaltalan nem
hasznalhatdk ilyen mérésekre 13°C vagy 16°C-on, koévetkezd 1épésként fenilefrint
hasznaltunk, amely a KCI-tél eltér6 mechanizmusokon keresztiil okoz kontrakciot.

Fenilefrin hozzdadasa (10® mol/l) az elébbickkel megegyezd kisérleti kortilmények
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kdzott, az izometrias er6 emelkedéséhez vezetett mindharom vizsgalt hGmérséklet esetén
(47. dbra), ami arra utal, hogy a KCI altal kivaltott kontrakcio csokkent mértéke hidegben
nem modszertani okokra vezetheté vissza, hanem specifikusan a KCl-re adott
vazomotoros valasz hideg altali szuppresszioja miatt alakul ki. A fenilefrin mindharom
vizsgalt hémérsékleten (13, 16 és 36°C) hasonld dinamikéju ndvekedést okozott az
izometrias er6ben. A maximalis kontrakcié ugyan csokkent mértékiinek tiint hidegben
(13°C-on) a 36°C-hoz képest, de ez a kilénbség nem érte el a szignifikancia szintjét (p =
0,11).

Kisérleteinkben a 60 mmol/l KCI hat&sara kialakuld izometrids er6 novekedés
36°C-on atlagosan 4,65 mN volt, mig 13°C-on és 16°C-on gyakorlatilag nem jott létre
valtozas (47. abra). Ennek megfeleléen, szignifikans kilonbséget talaltunk a KCI altal
kivaltott izometrias er6 valtozasaban 13°C és 36°C kdzott (p = 0,005), valamint 16°C és
36°C kozott (p = 0,008), mig 13°C és 16°C kozdtt nem volt statisztikailag kimutathat6
16°C-on szignifikans (p = 0,041) novekedést talaltunk a farokbér artéria izometrias
erejében (48. abra). Ez utdbbi eredmény tovabb erdsiti a kifejlesztett kiserleti elrendezés
alkalmassagat a hidegben torténé vazomotoros valaszok tanulmanyozaséra, tovabba,

alatamasztja a vaszkularis valaszok homérsékletfiiggé kiilonbségeinek meglétét.

n=4 48. dbra: Patkanyokbdl izolalt farokbér artéridk izometrias erejének
valtozdsa azutdn, hogy KCI kiilonb6z6 (60 vagy 90 mmol/l)
koncentracidit adtuk az erek fiirdooldatdhoz, amelynek
homérsékletét az ujonnan kifejlesztett hdcseréld lemezekkel 16°C-
on tartottuk. Megjegyzend6, hogy mig az alacsonyabb (60 mmol/l)
KCI koncentracionak nem volt kimutathatd hatdsa, addig a

1 magasabb (90 mmol/l) koncentracidval hidegben is szignifikans

Izometrias er6 valtozasa (mN) 16°C-an

n=4 kontrakci6t tudtunk kivaltani. Az adatok az atlag + SD értékeket
0] e jelentik®™.

60 90

KCI koncentracié (mmol/l)
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5.3. Sziszteméas gyulladasos allapotok élettani és molekularis mechanizmusainak
tanulmanyozasa

5.3.1. Experimentalis modellek

5.3.1.1. A TRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgalata szisztémas gyulladasban fiatal és
idos dallatokban

A termo-TRP csatornék fizioldgiai szerepének tanulmanyozasa mellett, arra is
kerestem a vdlaszt, hogy a TRPV1 csatorna és mas endogén mediatorok szerepet
jatszhatnak-e az orvosi szempontbol legfontosabb testhémérséklet-szabalyozasi
rendellenességek kozé tartozo, szisztémas gyulladds kapcsan kialakulé laz vagy
hipotermia létrejotteben.

El6szor is megvizsgaltuk, hogy az AMG 517-tel torténd eldkezelés csokkenti-e
fiatal feln6tt (12 hetes) C57BL/6 egerek mortalitasat nagyddzisu LPS altal indukalt SIRS-
ben'*. Az egerek LPS-re (40 mg/kg, i.p.) kifejezett, gyorsan progredialé SIRS
kialakulasaval reagaltak (49.A abra). Az AMG 517 elokezelés (210 pg/kg, s.c.) jelentésen
rontotta a talélési aranyt tobb vizsgalt idépontban, példaul 50%-rol 5%-ra 26 oranal (p <
0,001), illetve 15%-rdl 5%-ra (p < 0,05) a teljes (48 dras) megfigyelési idotartam alatt.
Az AMG 517 el6kezelés a haldlozasig eltelt atlagos id6tartamot is lerdviditette 26 + 2
orarol 19 + 1 oréra (p < 0,01).

A B Fiatal egerek
1_ -
100 8
=
= 80 = 1.2 n=21
= S 0.6
= 60 22
ol _—
2 4 £3 00 EseD
= g~ i'—AI'v'IG 517 vagy vehikulum s.c.
-
L
20 < 06
-60 -40 =20
Id& (min)

A Vehikulum s.c. + fiz. sooldat i.p.

A AMG 517 210 polkg s.c. + fiz. sooldat ip.

© Vehikulum s.c. + LPS 40 mg/kg i.p.

® AMG 517 210 pglkg s.c. + LPS 40 mgfkg i.p.

AMG 517 vagy vehikulum s.c.
li;_ LPS vagy vehikulum i.p.

0 12 2I4 36 48

1d3 (h)
49. abra: Szisztémas AMG 517 el6kezelés (dozis feltiintetve) csokkenti fiatal egerek tuléléset
LPS altal indukalt sulyos szisztéméas gyulladasban (A). A TRPV1 csatornak effektiv gatlasat
igazolja, hogy AMG 517 el6kezelés hatdsara a Ty megemelkedett a fiatal egerekben (B). Az AMG
517-tel elokezelt egereket fekete, a vehikulummal eldkezelteket fehér szimbolumok jelolik; az

LPS-sel kezelt csoportokat kérrel, a kontrollokat haromszoggel jeldltik ™.
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Kisérleteink sordn minden LPS-sel kezelt egérnél nagyfoku hipotermia alakult ki:
a (hasi) Tm ~36°C-rol ~33°C-ra csokkent 10 oran beltl, amelynek mértékét az AMG 517
elokezelés nem befolyasolta szignifikansan. Fontos kiemelni azonban, hogy korébbi
vizsgalatainkhoz hasonl6an® ", az AMG 517 révid ideig tarté Tm névekedést okozott a
vivéanyaghoz képest (p < 0,01) (49.B abra), amely megerésiti a TRPV1 csatorndk
effektiv szisztémas blokkolasat. Osszességében, kisérletiink eredményei azt mutatjak,
hogy a TRPV1 farmakoldgiai blokkolasa noveli a fiatal egerek mortalitasat LPS altal
indukalt sulyos SIRS soran.

Annak vizsgélatara, hogy a TRPV1 antiinflammatorikus szerepe a SIRS soran
megmarad-e az ¢letkor eldrehaladtaval, Kisérleteket végeztink oreged6 (44 hetes)
C57BL/6 egerekkel is (50.A abra). Az LPS altal kivaltott SIRS kimenetele ezekben az
idésebb egerekben stlyosabb volt, mint a fiatal egerekben: a vehikulummal elékezelt
csoportban a halalozasig eltelt atlagos id6 16 + 1 6ra volt, és kdzllik egyik sem élt tovabb
24 orénal. Az 6reged6 egerek AMG 517-tel (210 pg/kg, s.c.) torténd elékezelése novelte
a talélési 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

megfigyeltlnk.
A B Oregedd egerek
100 18 4
B n=13
; T 12
g % g _
E s
S 801 2 5 061
2 =Y =15
@ 4p E= ] f
2 ET 00
2 5= r AMG 517 vagy vehikulum s.c.
20 1 < 06l_Y

-80 -40 -20
Id& (min)

\f AMG 517 vagy vehikulum s.c.

*_ LPS vagy vehikulum i.p. A Vehikulum s.c. + fiz. sooldat ip.

A AMG 517 210 pgikg s.c. + fiz. sooldat i.p.
0 12 24 3 48 ) Ko odate
1d5 (h:l O Vehikulum s.c. + LPS 40 mgkg i.p.
® AMG 517 210 pgi/kg s.c. + LPS 40 mg/kg i.p.

50. abra: Szisztémas AMG 517 el6kezelés (dozis feltiintetve) fokozza az 6regedd egerek tulélését
LPS altal indukalt sulyos szisztéméas gyulladasban (A). A TRPV1 csatornak effektiv gatlasat
igazolja, hogy AMG 517 el6kezelés hatdsara a Tm megemelkedett az 6regedé egerekben (B). Az
AMG 517-tel elokezelt egereket fekete, a vehikulummal eldkezelteket fehér szimbolumok jeldlik;
az LPS-sel kezelt csoportokat korrel, a kontrollokat haromszoggel jeloltik*"™.
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Az AMG517-tel elékezelt oreged6 egerek tulélési aranya 18 6ra utan 10-szer
nagyobb volt, mint a vehikulummal el6kezelt idésebb egereké (60% vs. 6%; p < 0,001).
Meger6sitve a TRPV1 csatornak szisztémas blokkolasat, az AMG 517 ebben a
kisérletben is megnovelte a Tm-et a vehikulumhoz képest (p < 0,05, 50.B &bra). Tehét,
mig az AMG 517 hatasa LPS altal kivaltott sulyos szisztémas gyulladasra ids egerekben
ellentétes volt a fiatal egerekben tapasztaltakkal (49.A. és 50.A. bra), a Tm-re gyakorolt
hatas lIényegében ugyanaz volt (49.B és 50.B. abra). Lehetséges, hogy a TRPV1 csatorna
kiilonbo6zo élettani funkcidkban betoltott szerepe az életkorral eltéré modon valtozik.
Eredményeink alapjan a lokomotoros aktivitds (l&sd 5.1.1.1.1. fejezet) és a szisztémas
gyulladas szabalyozasaban a TRPV1 csatorna szerepe az életkorral megfordul.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a TRPV1 genetikai delécidja ugyanolyan hatassal van-
e a SIRS kialakulasara éreged6 egerekben, mint a farmakoldgiai gatlas'’*. A kisérleteket
43-44 hetes, Trpvl™ és Trpvl** egerekkel végeztilk. Nagydozist (40 mg/kg i.p.) LPS
beadasa mindegyik Trpv1** egérnél halalhoz vezetett, mig a Trpvl” egerek koziil 80%-
nal (p < 0,05). A Trpvl’ egerek talélési aranya 21 éran beliil 3,5-sz6r nagyobb volt, mint
a WT tarsaiké (70% vs. 20%, p < 0,001). A TRPV1 csatornak genetikai delécioja
csokkentette a hal&lozas kockézatat és kesleltette a halalozast (p < 0,1). Fontos adat az is,
hogy a Trpvl’ egerekben a szérum TNF-a szint 70%-kal alacsonyabb volt 12 éraval az
LPS beadasa utan a WT egerekhez képest (p < 0,05) (részletekért lasd Wanner és
mtsai.l’t). Meg kell jegyezni, hogy — a korabban leirtakkal 6sszhangban (lasd 5.1.1.1.1.
fejezet) — az idésebb Trpvl” egerek ebben a vizsgalatban is tulsilyosak voltak WT
tarsaikhoz képest. Az oregedé egerekben génkiutéssel és farmakologiai TRPV1 gatlassal
elért eredményeink tehat egymast meger6sitik, és a TRPV1 csatorna proinflammatérikus

szerepére utalnak id6sebb életkorban.

5.3.1.2. Az SP jelatviteli utvonal hozzajarulasanak vizsgalata LPS-indukalta laz
kialakulasahoz NK1 receptor KO (Tacrl”) és WT (Tacr1**) egerekben

A szisztémas gyulladas sulyos formaihoz tarsuld hipotermia molekularis
mechanizmusainak vizsgalata mellett, a betegség kevésébe sulyos formaiban megjelend
lazban szerepet jatsz6 endogén mediatorok lehetseges szerepét is fel szerettem volna
deriteni. Els6ként, a TRPV1 csatornat expresszalo idegvégzodésekbdl is felszabaduld SP
jelatviteli utvonalanak szerepével kapcsolatos eredményeinket ismertetem.

Az SP jelatviteli ut pirogenezisben betoltott szerepének tanulményozésahoz

termofizioldgiai kisérletekben Osszehasonlitottuk a Tacrl** és a Tacrl”’ egerek
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lazvalaszat'’>. Amikor LPS-sel (120 pg/kg, ip.) kezeltik az allatokat, mindkét
genotipusban laz alakult ki a fiziologias sooldat kezeléshez képest (51.A és B abra). A
Tacr1** egerek LPS hataséara tipikus lazvalasszal reagaltak: Tm-Uk a 20. perctdl kezdett
emelkedni, a 40. és 100. perc kdzott tetézott (~38,5°C), majd fokozatosan csokkent, de a
kisérlet soran végig emelkedett maradt a séoldat kezeléshez képest (p < 0,05 a 30-360.
percig). Ezek az eredmények &sszhangban vannak korabbi adatokkal az egerek
lazvalaszat illetéen®. A Tacrl” egerekben az LPS hatasara kialakuld lazvalasz kevésbé
volt kifejezett, mint a Tacrl** egerekben: Tm-Uk emelkedése mindossze a 40-110. percig
volt szignifikans a s6oldat kezeléshez képest (p < 0,05) (51.A abra). Az LPS altal kivaltott
Tm emelkedést — legalabbis részben — a VO fokozodasa idézte eld, amely a Tm-mel
azonos dinamikaval valtozott mindkét genotipusban (51.A abra).

® Tacri”" O Tacrt**

B
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51. abra: Tacrl™ és Tacrl*’™* egerek termoeffektor és Tn vélaszai i.p. beadott LPS (dozis
feltlintetve) (A) és fizioldgias séoldat hatasara (B). A kolonban mért Tr, valtozasa a felsé panelben
lathato; a két f6 autondm termoeffektor aktivitasat jelz6 Ty s VO, valtozasai a k6zEéps6 és az alsd
panelben talalhatok. Ezeket a kisérleteket a respirometria rendszerben 31°C-o0s Ti-n végeztik. A
Tacrl” egereket fekete, a Tacr1** egereket fehér korok jeldlik. A zarojelben feltiintetett szamok

az adott csoportban felhasznalt egerek szamat jelentik'’,
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LPS kezelés hatésara a VO: szignifikdnsan magasabb volt a s6oldattal kezelt
csoporthoz képest a 40-350. percig a Tacrl** egerekben (p < 0,05), illetve a 40-140.
percig a Tacrl” egerekben (p < 0,05). Tekintvén, hogy a kisérleteket a termoneutralis
z6na alsd hatdran végeztiik, az egereknél a bérben vazokonstrikcid alakult ki (amit az
alacsony farok Ty jelzett), igy a farok To tovabbi csdkkenése LPS hatdsara nem volt
megfigyelhetd. Fontos, hogy az LPS-sel kezelt Tacrl” egerek Tm-e jelentésen (0,5-
0,7°C-kal) alacsonyabb volt, mint a Tacr1** egereké az LPS infuzidjat kovetd 40. perctdl
kezdve a kisérlet vegeig. A Tm-mel parhuzamosan a VO2 LPS altal kivaltott emelkedése
is mérsékeltebb volt a Tacrl”’ egerekben a Tacrl*/* tarsaikhoz képest (51.A. abra).
Mindket paraméter LPS altal kivaltott emelkedése szignifikansan csokkent mértékii volt
a Tacrl” egerekben a Tacr1*'* egerekhez képest a 40-120. percig (p < 0,05) (51.A abra).
A fiziolo6gias sdoldat infuzidja nem valtott ki lényeges hatast a Tm-re, a farok To-re és a
VOz2-re egyik genotipusban sem (51.B &bra). Eredményeink azt mutatjak, hogy az LPS
altal kivaltott 1az a Tacrl” egerekben mar a korai szakaszban (a ~40. perctd] kezdddden)
csokkent mértékii. Ezutan arra voltunk kivancsiak, hogy a ,,pirogén citokin — COX-2 —
PGE2 tengely” melyik részének szupresszidja felels a lazvalasz csillapitasaért NK1
receptor hidnyaban. Megvizsgaltuk, hogy a PGEz, azaz a 14z kulcsfontossagu mediatora
(részletekért, lasd 2.3.3. fejezet), szintén csokkent mértékli termalis hatast hoz-e létre a
Tacrl” egerekben. A PGE2 pirogén hatasanak f6 kivaltasi helye a hipotalamuszban
(POA) talalhatd, ezért i.c.v. beadas utadn hasonlitottuk 6ssze a PGE2 hészabalyozasi
hatasat a Tacrl** és a Tacrl” egerek kozott. A PGEz-re valaszul mindkét genotipus
egereinél hirtelen kialakuld, nagymértékiit Tm és VO2 emelkedés jott Iétre (52.A abra),
ellenben a vivéanyag beadasa egyik genotipusnal sem okozott semmilyen hatast (52.B
abra). Fontos kiemelni, hogy a Tacrl” egereknél nem volt elmaradas sem a Tm, sem a
VO2 PGE: altal indukalt emelkedésének mértékében a Tacr1** tarsaikhoz képest. Ezeket
a kiserleteket az LPS-sel végzett kisérletekkel megegyezd korilmenyek kozott vegeztiik,
beleértve a termoneutralis zona alsé hatarahoz kozeli Tk-t (31°C), ami megmagyarazhatja,
hogy miért nem tapasztaltunk valtozast a farok To-ben egyik genotipusnal sem. A PGE2-
vel kapott eredményeink kizarjak annak lehetéségét, hogy a Tacrl” egerek nem képesek
megfelelden aktivalni a termogenezistiket és novelni a Tm-liket LPS-t6l1 eltéré behatasok
esetén. Ennél is fontosabb talan, hogy a Tacrl”’ egerekben a PGE: altal kivaltott
termoregulatérikus valasz elmaradasanak hidnya arra utal, hogy az LPS-re adott csdkkent
mértékli 1dzvalaszuk oka a pirogén molekularis dtvonal egy, a centralis PGE2 hatést

megel6zo 1€épésénél talalhato.
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52. &bra: Tacrl” és Tacrl*’* egerek termoregulatdrikus valaszai i.c.v. beadott PGE, és SP
hatdséra. A kolonban mért Tr, (fels6 panel), a farok Ty, (k6zEéps6 panel) és a VO, (also panel)
véltozasa PGE; (dozis feltiintetve) (A) és vehikuluménak (B) i.c.v. beadé4sa utan Tacrl™ és
Tacrl*™ egerekben. A kisérleti koriilmények az 51. abrénél leirtakkal azonosak voltak
(respirometria rendszer, Ty = 31°C). A kolonban mért Tn, (fels6 panel) és a farok Ty, (also panel)
véltozéasa SP (dozis feltiintetve) (C) és vehikulumanak (D) i.c.v. beadéasa utan Tacrl™ és Tacr1*’*
egerekben. Ezeket a kisérleteket a termoelem termometria rendszerben végeztik, 33°C-0s Tk-n.
A Tacrl™ egereket fekete, a Tacrl*™" egereket fehér korok jelolik. A zardjelben feltiintetett

szamok az adott csoportban felhasznalt egerek szamat jelentik'’,
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Kilon Kisérletsorozatban igazoltuk a funkcionalis NK1 receptorok hidnyét a
Tacrl” egerekben, illetve azok jelenlétét Tacrl** tarsaikban. Kordbban tobbszor
kimutattdk, hogy az SP az NKI1 receptoron keresztil hatva idézi ¢lé6 a Tm
novekedését!4142 ezért SP (100 pg/kg) vagy vivdanyaganak i.c.v. injektalasa utan
osszehasonlitottuk a Tacrl*/* és Tacrl”’ egerek termoregulatérikus valaszat (52.C és D
abra). Azt talaltuk, hogy az SP altal kivaltott Tm ndvekedés a Tacrl** egerekben a 20-
60. percig szignifikdns volt a vehikulum kezeléshez képest (p < 0,05), viszont
gyakorlatilag teljesen hianyzott a Tacrl” egerekben (52.C és D abra). Az SP-vel kezelt
egereknél szignifikans kilonbség volt a Tacr1*/* és Tacrl” egerek Tm értékei kozott a
10-40. percig (p < 0,05). Ezek az eredmények megerdsitik az altalunk hasznalt egérmodell
alkalmazhatdsagat az NK1 receptor termofiziologiai szerepének tanulmanyozasara.

Az LPS dltal kivaltott 14z kialakuldsanak egyik korai Iépése az immunsejtek,
koztlk a makrofagok, leukocitdk és dendritikus sejtek aktivalasa, ami gyulladdsos
citokinek, koztlik a pirogén TNF-a és az IL-6 fokozott termeléséhez vezet'?®. Ezért
kisérleteinkben a TNF-o és az IL-6 szérumkoncentracidjat is megmértiik a Tacrl** és
Tacrl”- egerekben LPS és fizioldgias sooldat kezelés utan 40 perccel, de egyik esetben
sem észleltiink szignifikans kilonbséget a genotipusok kozott (részletekért, lasd Pakai és
mtsai.l’?). Ezek utdn megvizsgaltuk a 1az molekuléris jelatviteli Gtvonalanak a pirogén
citokin termelddést kovetd, de még a PGE2 hatés el6tti 1épését: a COX-2 expresszidjat
MRNS és fehérje szinten. Ismert, hogy a COX-2 mRNS expresszio patkanyokban mar a
lazvéalasz korai fazisban (~30-40 perccel az LPS infazié utan) fokozddik a periférias
szervekben (tiid6, maj), illetve — kisebb mértékben — az agyban is??’. Sajat kisérleteinkben
az LPS-sel kivaltott laz a Tacrl” egerekben mar ~40 perccel LPS adast kdvetden
csillapodott (51.A &bra), ezért ennél az idépontnal gyijtottiink tiidé-, méj- €s agymintakat
a COX-2 mRNS expressziojanak vizsgalatara. A sdoldattal kezelt egerek expresszios
értékeivel Osszehasonlitva, LPS beaddsa a COX-2 mRNS transzkripcio emelkedését
okozta a Tacr1** és Tacrl” egerek tiidejében, majaban és agyaban egyarant (p < 0,001
vs. fizioldgias so6oldat mindharom szdévetben). A genotipusok kozétt azonban nem volt
szignifikans kilonbség a harom szévetminta egyikében sem. A COX-2 mRNS expresszid
szintjének LPS altal kivaltott novekedése nem volt azonos mértékti a harom vizsgalt
szervben: a tiidében 5-sz6rds, a majban 17-20-szoros, az agyban 2-szeres (részletekert,
lasd Pakai és mtsai.!’?). Ezek az eredmények 6sszhangban vannak az LPS éltal kivaltott
COX-2 mRNS expresszié dinamikajara vonatkozé korabbi eredményekkel??’, de nem

magyarazzak a lazvalasz mértékének elmaradasat a Tacrl”’- egerekben.
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A COX-2 mRNS LPS altal kivaltott fokozott expresszidja mellett korabban a
mar a lazvalasz korai szakaszaban'®. Vizsgalatunkban ezért a COX-2 fehérje
expresszidjat is osszehasonlitottuk LPS-sel kezelt Tacrl** és Tacrl” egerek kozott. A
Tacrl*’* egerekben LPS beadasa a fizioldgias soéoldathoz képest a COX-2 fehérje
expressziojanak jelentés novekedését eredményezte a tiidében (p < 0,01) (53.A abra) és
a majban (p < 0,05) (53.B abra), de az agyban nem volt hatasa (p = 0,264) (53.C abra). A
Tacrl*™* egerekkel ellentétben a COX-2 fehérje expresszidja nem valtozott jelentdsen
LPS-sel kezelt Tacrl” egereknek sem a tiidejében, sem a majaban a sooldatos kezeléshez
képest. Az LPS-sel kezelt csoportok esetén, a COX-2 fehérje expresszidja a Tacrl™
egerek tiidejében szignifikansan csokkent a Tacrl** tarsaikhoz képest (p < 0,01), mig a
majban tendencia mutatkozottt a COX-2 expresszid csokkenésére (p = 0,101). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az NK1 receptor hidnya a COX-2 fehérje expressziojanak
emelkedését gatolja.

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

koncentracié emelkedés (részletekért, lasd Pakai és mtsai.*’?).

5.3.1.3. A CCK-COKX interakci0 szerepének vizsgalata LPS-indukalta laz kialakulasaban
patkanyokban

Az SP jelatviteli atvonalon kivil, egy masik, szintén TRPV1 aktivacio kapcsan is
felszabadulé mediator, a CCK részvételét is karakterizaltuk a lazvalaszban'’®. Els6
Iépésként, megvizsgaltuk az i.c.v. beadott CCK termoregulatorikus hatasat
patkanyokban. Amint az korabbi vizsgalatok alapjan varhaté volt!®-153 CCK hatasara a
patkdnyokban kifejezett Tm emelkedés alakult ki, mig a kontrollként hasznalt fiziologias
sooldat beadasa nem okozott semmilyen hatast.

121



garam . andras_142 23

M Tacr1” 3 Tacr1**

A

Tacr1™* | Tacr1” | Tacr1™* | Tacr1”

fiz. so.ffiz. sofiz. so [fiz. s6] LPS | LPS | LPS | LPS

‘- - T — . —

1
|

GAPDH COX-2
N
'S
1

-
[=)]
1

o
<o
1

Relativ COX-2 fehérje
expresszio a tudében

(8) (8)

o
o
|

fiz. séoldati.p. LPS 120 pg/kg i.p.

(ve)

Tacr1™* | Tacr1”~ | Tacr1™* | Tacr1”

fiz.sé.}fiz. sO.ffiz. s6.[fiz. s6.| LPS [ LPS | LPS | LPS

0,8

Relativ COX-2 fehérje GAPDH COX-2

expresszié a majban

(8) (8)
fiz. séoldatip. LPS 120 pg/kg i.p.

0,0-

(@)

Tacr1** | Tacrt” | Tacr1** | Tacri”

fiz.sc’).Ifiz. sé.ffiz. s6.[fiz. s6.| LPS [ LPS | LPS | LPS

el L

— — T C— V— — — —

GAPDH COX-2

2.4

1,6

0,8

Relativ COX-2 fehérje
expresszié az agyban

®) (8)
fiz. séoldatip. LPS 120 pg/kg i.p.

0,0-

53. dbra: Relativ COX-2 fehérje expresszi6 a
Tacrl” és Tacrl*™* egerek tiidejében (A),
méjaban (B) és agyaban (C) i.p. beadott LPS
(dézis feltlintetve) és fiziologias séoldat
hatdsara. A mintagyijtésre az infizié utan 40
perccel kertilt sor. Minden panel felsd részén
reprezentativ gélfot6 lathatd az egyes kezelési
csoportokba tartozé 2-2 mintab6l a COX-2
fehérje (felul) és a kontrollnak valasztott
GAPDH fehérje (alul) expressziojarél. A
panelek also részén a Tacrl™ egereket fekete,
a Tacrl™™ egereket fehér oszlopok jeldlik. A
zarjelben feltlintetett szamok az adott
csoportban szamat

jelentik'™,

felhasznélt  egerek

A CCK Aaltal indukalt hipertermiés véalasz
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
csokkent, de a Kkisérlet soran végig
magasabb maradt a séoldatos kezeléshez
képest (54. abra). Annak érdekében, hogy
a COX
tanulmanyozzuk a CCK Altal kivaltott

enzimek részvételét
hipertermia kialakulasaban, a patkanyokat
a CCK i.c.v. beadasa el6tt 30 perccel a
nem-szelektiv. COX géatldé metamizollal
(120 mg/kg; i.p.) kezeltiik. A metamizollal
i.p. elokezelt patkanyokban gyakorlatilag
egyaltalan nem alakult Ki hipertermias
valasz a centralisan beadott CCK hataséra.

A CCK-val i.c.v. kezelt patkanyok

esetében, a metamizol és sooldat i.p. elékezelési csoportok kozott szignifikans kilonbseg
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mutatkozott a 10-40. és 110-160. percig (p < 0,05) (54. abra). A metamizollal el6kezelt
patkadnyok Tm-e a kisérlet soran az i.c.v. CCK injekciot kovetden inkabb csokkent, de
nem kulonbdzott a kontroll (i.p. sooldat + i.c.v. séoldat) csoport értékeitdl (54. abra).
Mindkét utébbi csoportban a Tm fokozatos csokkenése alakult ki a ~30°C-0s Tk-n, ami
feltehetden a patkdnyok ultradian testhomérsékleti ritmusat tiikkrzhette a termoneutralis

zOna als6 hataran.

Ofiz. séoldat i p. + fiz. séoldat i c.v. 54. &bra: Patkanyok Kkolonban
@®fiz. séoldat i.p. + CCK 1,7 pyg/kg i.c.v. , , . , .
@metamizol 120 mg/kg i.p. + CCK 1,7 pg/kg i.c.v. mért T, vélaszai CCK (dozis
feltintetve)  vagy  fiziologias
0.5 1 . : .
sooldat i.c.v. beadéséara, 30 perccel
—_— 1
¢  |lipinfizio] | i.p. metamizol (dézis feltiintetve)
o 1
§ " : : vagy fiziologias sdoldat el6kezelést
= 1
‘g 0,0 1 ‘.‘f..‘.\ kdvetéen. Minden csoportban n =
% ! ‘O..r'-:-.._,_. 9. A negativ kontroll csoportot (i.p.
@ 1 Ty . . . /
S ! ! 2 sooldat + i.c.v. sooldat) fehér, a
< @
p 1 1 il " . P
+
;gc 05 ! ! O LOG ... pozitiv kontrollt (i.p. séoldat
T '\i, T i.c.v. CCK) sziirke, a metamizollal
1 1
: : i.p. el6kezelt, majd CCK-val i.c.v.
1 1
60 0 60 120 180  injektalt csoportot fekete
Id6 (min) szimbolumok jelolik*",

Arra is kivancsiak voltunk, hogy a COX enzimek gatlasa mérsékli-e a CCK
anorexias hatasat. Ezért egy masik Kisérletsorozatban 24 6ran at éheztetett patkanyokat
kezeltunk i.p. metamizollal vagy séoldattal a CCK vagy sooldat i.c.v. beadasa el6tt. A
varakozasoknak megfelelden a sooldattal eldkezelt patkdnyoknal a CCK beadasa
szignifikdnsan csokkentette a testtdmeg-gyarapodast a 3 dras 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 kllonbséget a CCK altal
kivaltott anorexia mértékében az i.p. metamizollal és sooldattal kezelt patkanyok kozott
(p = 0,474) (részletekért, lasd Kéringer és mtsai.t’®). Annak ismeretében, hogy a CCK
altal indukalt hipertermia soran aktivalddnak az autoném termoeffektor valaszok, azaz a
barnazsirszoveti hdtermelés és a bdr vazokonstrikcid!®153, feltételeztiik, hogy a CCK
hatdsara kialakuld hipertermia blokkolasa COX gatléval megvéltoztatja az ezeket a
valaszokat befolyasol6 hipotalamikus efferens neuronok aktivitasat. Hipotézisink

tesztelésére megmértik az indukalhat6 c-Fos transzkripcids faktor expresszidjat, amely a
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neuronalis aktivacié markere??8, az MPO-ban, a DA-ban és az rRPa-ban (55. abra), vagyis
azokon az agyteriilteken, amelyek ismerten szerepet jatszanak a hiitésre??*2% és a PGE»-

re'33 adott autoném termoregulatérikus valaszok kialakulasaban.
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55. abra: A c-Fos expresszidja patkanyok termoregulatorikus magjaiban 120 perccel CCK (dézis
feltiintetve) vagy fizioldgias sooldat i.c.v. beadasa utan, amelyre 30 perccel i.p. metamizol (dézis
feltiintetve) vagy fiziologias sdoldat eldkezelést kovetden Kerdilt sor. (A) Reprezentativ felvételek
az MPO, DA és rRPa koronalis metszeteir6l -0,48, -2,76 és -10,68 mm-re a Bregmatol. Az
anterior commissure (ac), a harmadik kamra (3V), a chiasma opticum (0x) és a mamillothalamicus
tractus (mt) tajékozodasi pontokként lathatdak. Aranymérték: 100 um minden kép esetében. (B)
A c-Fos immunreaktiv sejtek kvantitativ analizise az MPO-ban, DA-ban és rRPa-ban. Az MPO-
ban minden csoport esetében n = 6. A DA és rRPa kezelési csoportjai esetében n = 11 a séoldat
+ s6oldat és n = 6 a sdoldat + CCK és a metamizol + CCK esetében. Az oszlopok az atlagokat (+
SE), a korok az egyéni adatokat jelolik'™.
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CCK hatasara, 120 perccel az anyagadas utan, a c-Fos pozitiv sejtek szdmanak
szignifikans csokkenesét talaltuk az MPO-ban, 6sszehasonlitva a s6oldat i.c.v. beadasaval
(8,3+0,9vs.27,3+1,1; p<0,001), mig a CCK ndvelte 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. 51 £0,9; p <
0,01) a séoldathoz képest. A patkanyok 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. s6oldat el6kezeléshez képest (55. abra).

Meg akartuk erdsiteni azt is, hogy a CCK altal kivaltott anorexia neuronalis
aktivacioval jar egyutt 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 szamanak
emelkedését idézte el6 (91,2 + 6,7 vs. 35,7 £ 13,0; p <0,001) az i.c.v. s6oldat beadasahoz
képest. A termoregulatérikus magokban kapott eredményeinkkel ellentétben, a
metamizollal t6rténd i.p. elékezelés nem volt hatassal a CCK altal kivaltott neuronalis
aktivaciora a VMH-ban (98,7 + 13,3; p = 0,505) a so6oldatos el6kezeléshez képest
(részletekért, lasd Kéringer és mtsai.l’s).

Kimutattuk tehat, hogy a metamizol csokkenti a CCK hatasat, azonban ez a
gyogyszer a COX mindkét izoformajat gatolja. A szisztémas gyulladassal jaro
hdszabalyozasi rendellenességekben a két COX izoforma kiilonb6z6 szerepet jatszik: a
COX-2 nélkuldzhetetlen a laz kialakulasédban, 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, feltételeztiik, hogy a COX-2 felelés a termalis hatas kozvetitéséért. Hipotézisiink
tesztelésére két kiilonbozé preferencialis COX-2 gatlo, a meloxicam és az etoricoxib,
hatésat vizsgaltuk a CCK altal kivaltott hipertermiara (56. abra). Varakozasainknak
megfeleléen az i.c.v. beadott CCK szignifikans hipertermiat valtott ki a séoldathoz képest
(p <0,001) az i.p. sooldattal elokezelt patkanyokban. Amikor azonban a patkanyokat 30
perccel kordbban i.p. meloxicammal vagy etoricoxibbal el6kezeltiik, a CCK i.c.v.
injekcidja nem okozott valtozast a patkanyok Tm-ében. Az i.p. sooldatos elékezeléshez
képest a hatas szignifikans volt mind a meloxicam, mind az etoricoxib esetében (p < 0,001
mindketténél). A CCK altal kivaltott hipertermiat a kisérletek sordn a meloxicam a 20-
30., 50., 80. és 100-180. percben (p < 0,05), az etoricoxib pedig a 20-50., 70-80. és 100-
180. perchen (p < 0,05) mérsékelte szignifikansan (56. abra). A COX-2-gatldkkal
elokezelt patkdnyok Tm-e a CCK i.c.v. injekcidjat kovetéen inkabb csokkent, de
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statisztikailag nem kuldnbdzott a kontroll (i.p. séoldat + i.c.v. sdoldat) patkanyoktol. Az
56. abrahoz hasonldan, a mindegyik csoportban tapasztalt fokozatos Tm csokkenés a
termoneutrélis zona also hatardhoz kozeli Tk-en tartott patkanyok testhomérsékletének

ultradian ritmusat tikrozhette.

i.p. elokezelés: @fiz. séoldat 56. &bra: Patkényok kolonban
@®meloxicam 10 mg/kg B B . L
M etoricoxib 10 mg/kg mért T, véalaszai CCK (dozis

feltintetve) vagy fizioldgias

sooldat i.c.v. beadasara, 30 perccel
CCK 1.7 yg/kg i.c.v.

o vagy fiz. séoldat i.p. meloxicam (n = 7 és 8) vagy
(=]
g %7 etoricoxib (n = 6 és 8) (d6zisok
15 [ip. infuzio] § L
3 : feltintetve) vagy fiziologias
- 1
2z : : sooldat (n = 9 és 8) elokezelést
.m n I
J2 “ . — . .
§ ™ “!, y ! kovetéen. Az i.p. soéoldattal
= i "\. elékezelt csoportot sziirke kor, a
2 1
B : / meloxicammal eldkezeltet fekete
] 1
? ! 1 4.’ kor, az etoricoxibbal eldkezeltet
o [ '
1 051 L fekete négyzet szimb6lumok
1

1

8 N | | _ jelolik'™.
60 0 60 120 180

1d6 (min)

Miutan kimutattuk, hogy a CCK altal indukalt hipertermias valaszt a COX-2
kozvetiti, arra is kivancsiak voltunk, hogy a kozponti idegrendszerben a CCK jelatvitel
hozzajarul-e az LPS altal kivaltott Iazhoz, amelyet ismerten a COX-2 kozvetit!?8, Korabbi
vizsgalatok azt mutattdk, hogy a CCK altal kivaltott hipertermia elsésorban a CCK2
receptorokon keresztil alakul kit®1154, ezért kisérleteinkben a CCK2 receptor LPS altal
kivaltott lazban betoltott szerepére fokuszaltunk. Ahogy vartuk, kisdozisa LPS i.v.
infuzidja termoneutrélis kdrnyezetben polifazisos lazvalaszt valtott ki az LPS adas el6tt
i.c.v. vivoanyaggal kezelt (kontroll) patkanyokban; a harom fazis az 50-60., a 100-120.
és a 300-330. perceknél tet6zott (57. bra). Amikor a patkanyok az LPS i.v. infuzioja 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 jelentdsen csillapodott, elérve a szignifikancia szintjét (p <
0,05) a 280. és a 300-360. percben (57. &bra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a a

CCK:2 receptor szerepet jatszik a 1az késdi fazisanak létrejottében.
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i.c.v. eldkezelés: Ovehikulum 57. abra: Patkanyok kolonban

@ YMO022 10 pg/kg , ) ) .
mért Tn, valaszai LPS (dozis

o
2 15 | [(PS 10 gkgiv. ) L
@ 7| |vagy fiz_séoldat feltintetve)  vagy  fiziologiés
= & 'S sdoldat i.v. beadasara, 30 perccel
= 1 ) e G
< | "' ho .o'. O i.c.v. YM022 (dézis feltiintetve)
“ - 1
o V. X > . . .
g 6 mljgk\;ié : e ‘O otolls “  vagy annak vivéanyagaval tortént
S | ] 'y o
% Y Vo T elkezelést  kovetéen.  Minden
- 1 1 I
5 a8 csoportban n = 6. Az i.C.v.
2 LRl Y :
@ o 9 vehikulummal el6kezelt csoportot
) b
= i K1) Je "
R e ) fehér, az YMO022-vel el8kezeltet
o o . , e -
- P! fekete kor szimbolumok jelolik'™,

1

* II T T T T

0 90 180 270 360

1d6 (min)

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

A CCK-n kivil egy méasik, TRPV1 csatornat expresszald idegvégzédésekbdl is
felszabadul6 neuroendokrin medidtor, a PACAP termoregulatorikus hatasainak
karakterizalasat is elvégeztiik!’*. Tudni szerettiik volna, hogy a PACAP dominans, 38
aminosavbol allé formajanak, a PACAP38-nak testhémérsékleti hatasai hasonlithatok-e
lazszert hatashoz.

Ennek érdekében, 10 vagy 100 ng/kg PACAP38-at (vagy kontrollként fizioldgias
sooldatot) infundaltunk patkanyok oldals6 agykamrajaba, mikdzben mértilk a Tm, Tb és
VO: értékeiket a respirometrias termometria rendszerben. Ahogy vartuk, a sooldat
inflzidja nem volt hatassal egyik vizsgalt paraméterre sem kisérleteinkben (58. &bra).
Ezzel szemben, a PACAP38 mindkét alkalmazott ddzisa mar az injekciot koveté 10.
perct6l kezd6déen a Tm jelentds emelkedését valtotta ki (p < 0,001 mindkét dozisnal) (58.
abra). A PACAP38 altal kivaltott hipertermia nagysaga d6zisfiiggd volt, a Tm maximalis
valtozésa 100 pg/kg esetén 2,0 £ 0,3°C, mig 10 pg/kg esetén 1,4 + 0,3°C volt (p < 0,001
mindket esetben a kontrollhoz képest). Ugyanakkor, a statisztikai elemzés szignifikans
kilénbseget (p < 0,001) mutatott a PACAP38 10 és 100 pg/kg dozisainak Tm-re gyakorolt
hatasai kozott is. A centralisan beadott PACAP38 hatasara kialakult hipertermias valasz
dsszhangban  van  mas  kutatocsoportok  patkanyokban  talalt  korabbi

eredményeive|158159.233,234
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@PACAP38 100 ng/kg iov.n=06 58. abra: Patkanyok kolonban mert

®PACAP38 10 pg/kgicv.n=6 T
OFiz. séoldati.cv.n = 16 m

l PACAP38 (dozisok feltiintetve) vagy

és  termoeffektor valaszai

3]
1

fiziologias séoldat i.c.v. beadasara. A

1
1
: kolon homérséklet valtozasai a fels6
1
: panelben, a két f0 autonom
1

Kolon hémérséklet
valtozasa (°C)
1

termoeffektor — a béron keresztili

(=]
1

héleadds és a VO, — aktivitdsanak

0,4 x valtozésai, sorrendben, a kozépsé és
g
;g alsé panelekben lathatdk. A séoldattal
'0'2§ kezelt csoportot fehér, a PACAP38
_QO? kisebb dozisaval kezeltet sziirke, a

nagyobb dozissal kezeltet fekete

korokkel jeloltuk™™,

]
o
1

A 100 pg/kg-os dozis esetében a

o
1

hipertermia kialakuldsat jelentds

Oxigénfogyasztas valtozasa
(ml’kg/min)
o

farokb6r vazokonstrikcid eldzte

1
1
{I) 60 1&0 1é0 2:10 360 . . .
1d6 (min) meg (amit a csokkent HLI jelzett)

(p < 0,05) (58. éabra), amely
eredmény tudomasom szerint els6ként mutatta be az i.c.v. PACAP38-ra adott bor
vazomotoros reakciot éber (nem anesztetizalt) patkdnyokban. A PACAP38
termoregulatérikus (érsziikitd) hatasa eltér a bor ereire gyakorolt kozvetlen (tagito)
hatasatol, amelyet korabban mutattak ki ragcsalokban?3>2%¢, A HLI kezdeti csékkenése
~40 percig tartott, majd ezt kovette a HLI Kkifejezett emelkedése — a farokbor
vazodilatacidja miatt — amely a kisérlet végéig szignifikansan (p < 0,05) magasabb
maradt, mint a sooldattal kezelt patkdnyoke, 6sszhangban a PACAP38 korabban kdzolt
vazodilatator hatasaval®®2%. A 10 pg/kg dézisi PACAP38-cal i.c.v. kezelt patkanyok
héleadasa mar az anyag beadasa el6tt alacsony volt, igy a HLI kezdeti csokkenése ebben
a csoportban nem volt megfigyelhetd, azonban ~50 perccel a PACAP38 inflzidja utan a
HLI a kiindulasi szint folé emelkedett és magasabb volt, mint a kontrolloké (p < 0,05),
bar emelkedésének mértéke és idGtartama kisebb volt, mint a 100 pg/kg dozis esetén.

A Tm-hez hasonloan a VO: is dézisfiiggé modon emelkedett mar 10 perccel a
PACAP38 i.c.v. beadasa utdn a sooldattal kezelt allatokhoz képest (58. abra). A
maximalis emelkedés 100 pg/kg esetén 21 = 6 ml/kg/min, 10 ng/kg dozisnal 14 + 6
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ml/kg/min értéket ért el (p < 0,001 mindkét dozisnal a kontrollhoz képest). Ez az
eredmény 6sszhangban van a koradbbi vizsgalatokkal, amelyekben a PACAP38
megemelte az anyagcserét®8237  Ezenkivil eredményeink azt mutatjak, hogy a két
autondm hideg elleni termoeffektor (a bér vazokonstrikcido és a barnazsirszoveti
termogenezis) egyidejli, azonnali aktivalasa hozzajarul a centralis PACAP38 Altal
indukalt  hipertermia  kialakuldsdhoz. A  PACAP38 esetében  megfigyelt
termoregulatérikus hatasok tehat nagy mértékben hasonldak a bakterialis endotoxin altal
kivéaltott 14z sorén leirtakhoz.

A PACAP38 termoregulatdrikus hatasa hatterében allé periférids tamadaspont
lehetéségének vizsgalatdhoz tanulmanyoztuk, hogy ugyanaz a PACAP38 ddzis (100
ng/kg), amely i.c.v. injekcioban kifejezett hipertermiat okozott, szisztémas (i.v.) beadas
esetén is hasonld hatéssal van-e a Tm-re. A PACAP38 100 pg/kg-0os ddzisanak i.v.
inflzidja a Tm enyhe, de szignifikans (p < 0,05) emelkedését okozta, azonban mind a Tm
maximalis emelkedése (~0,3°C), mind a hipertermids valasz idGtartama (60 perc)
jelentdsen kisebb volt, mint amit ugyanezen dozis i.c.v. beadasa valtott ki (p < 0,05)
(részletekért, lasd Banki és mtsai.l’#). Fontos, hogy a PACAP38-ra adott valasz 100
ug/kg-os i.v. dézisnal lényegesen kisebb volt mind amplitidéjaban (~5-szor kisebb),
mind id6tartamaban (~2-szer rdvidebb), mint amit az i.c.v. adagolt 10-szer kisebb
dozisnal (10 pg/kg) tapasztaltunk. Ugyanakkor, az i.c.v. anyagadasnal megfigyeltekhez
hasonldan, a hipertermia a PACAP38 i.v. influzidja esetén is a héleadas csokkenése és a
VO2 emelkedése révén jott létre, 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 er6sebb hipertermiat okozott,
egyértelmiien azt mutatja, hogy a PACAP38 termoregulatorikus hatasdnak timadaspontja
a kozponti idegrendszerben talalhato.

Azok utan, hogy karakterizaltuk az exogén PACAP38 beadasara kialakulo
hészabalyozasi valaszt, tudni szerettik volna azt is, hogy az endogén PACAP hianya
hogyan befolyésolja a Tm-et. Ennek érdekében eldszor a Tm és a lokomotoros aktivitas
cirkadian valtozasait vizsgaltuk szabadon mozgd Pacap” és Pacap** egerekben. A
ragcsaldkra jellemzé cirkadian ritmusnak megfeleléen, mindkét genotipusba tartozo
egerek Tm és aktivitas szintjei alacsonyabbak voltak a vilagos (inaktiv) fazisban, mint a
sotét (aktiv) fazisban (59. dbra). Hashimoto és mtsai.?® tanulmanyaval 6sszhangban 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 és délutan 3 6ra kozott)
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a fokozott lokomotoros aktivitdis a Pacap” egereknél a WT kontrollokhoz képest
mérsékelten magasabb (hastiregben mert) Tm értéket eredményezett (p < 0,05), de éjszaka
nem volt szignifikans kilonbség a Tm ertékében a genotipusok kozott (59.A abra).
Hasonlé eredményeket kimutattak korabban is a hiperaktivitas Tm-re gyakorolt hatasarol
csirkékben?® és egerekben®, amelyek szerint az emelkedett fizikai aktivitds magasabb
Tm-et eredményezett az inaktiv fazisban, de az aktiv fazisban nem. Feltételezhetd, hogy

a lokomotoros aktivitas eltér6 hatdsa a Tm-re a vilagos-sotét ciklusok kozott, a bor
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aktivitas hatasat a Tm-re és a VOz-re. A nyugalmi hészabalyozasi paramétereket délelott
11 oratol kezdve 60 percen keresztiil rogzitettiik, mivel ez az idészak esett egybe a
legnagyobb Tm kiilonbségekkel a szabadon mozgd Pacap™ és Pacap*/* egerek esetében
(59.A ébra). Amint az 59.B abra mutatja, a nyugalmi VO2 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 tarsaiké (p < 0,01).

Annak felmérésére, hogy mely kdzponti idegrendszeri neuronok aktivitdsaban
bekdvetkezé valtozasok lehetnek felelések a Pacap™ egerek csokkent nyugalmi
anyagcseréjének fenntartasaért, megmértik a c-Fos expresszidjat az MnPO-ban és az
MPO-ban (60.A abra), hiszen jol ismert, hogy ezeknek az agyi tertileteknek a neuronjai
részt vesznek a hdtermelés szabalyozasaban®24°. Az MnPO-ban nem talaltunk statisztikai
kulonbséget 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 tarsaikban (p < 0,05) (60.B abra).

60. abra: A c-Fos expresszidja

Pacap** Pacap”
Pacap’ és Pacap*'* egerek MnPO
és MPO régidiban. (A) Sematikus
: rajz Paxinos és Franklin'® atlasza
g g \\ alapjan, illetve reprezentativ fotdk

250um a2 MnPO és MPO koronalis

metszeteirol a Bregmatol 0,14

B W Pacap” n=5 ) )
Pacap”*n=4 mm-re poszterior. Az anterior
% . 30 4 commissure (ac) és a harmadik
< kamra (3V) tajékozodasi
g’ ,. 05 ] pontokként lathatéak. (B) A c-Fos
g immunreaktiv sejtek kvantitativ
u_f analizise az MnPO-ban és az
0- MnPO 0% o MPO-ban. A Pacap” egereket

fekete, a Pacap*’* egereket fehér

oszlopok jelolik'™.

Figyelembe véve, hogy az MPO GABAerg neuronjai tonusosan géatoljak a
barnazsirszoveti termogenezist?*!, valamint, hogy ezek a sejtek az autoném

termoeffektorok aktivitdsat szabalyozd hurkok elsészamu effektor neuronjainak
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tekinthet8k®, a Pacap™-egerekben talalt eredményeink arra utalnak, hogy a PACAP hidnya
a gatldo MPO neuronok fokozott aktivaciojat eredményezi, ami a termogenezis

erételjesebb szuppresszidjahoz vezet.

5.3.2. Metaanalizisek
5.3.2.1. A laz és hipotermia prediktiv jelentdségének vizsgalata a szepszis sulyossdagadra
és kimenetelére

A szisztémas gyulladds soran fellépd testhdmérsékleti elvaltozasok
jelentdségének €s mechanizmusainak kisérleti modellekben val6 tanulméanyozasa mellett,
arra is kerestem a valaszt, hogy a Tm eltérései milyen 6sszefliggésben allnak a betegséeg
kimenetelével szeptikus human betegekben. Ennek attekint6 vizsgalatahoz metaanalizist
hasznaltam!®, A 2. tablazathan (lasd 4.2.1.1. fejezet) talalhat6 keresékulcs segitségével
a kizérasok utdn 42 olyan tanulményt azonositottunk, amelyeket be tudtunk vonni
analizistinkbe (a tanulmanyok teljes listaja az eredeti kozleményben'®® talalhatd). Ezek
0sszesen 10834 szeptikus beteg adatait tartalmaztak.

Elészor megvizsgaltuk a szepszishez tarsuld laz esetén a mortalitasi ratat: 29
tanulmanyt talaltunk (lasd Rumbus és mtsai.'®%), amelyekben a szerzék beszamoltak
szepszisben jelentkez6 1azrol (Tm >38,0°C). Az Osszesen 6040 lazas szeptikus beteg
adatainak metaanalizise atlagosan 22,2%-os (Cl: 19,2, 25,5%) mortalitasi ratat mutatott,
ami szignifikansan (p < 0,001) alacsonyabb volt, mint a halalozas véletlenszerii (azaz
50%-0s) eselye. Elemeztik azon betegek halélozési ardnyat is, akiknél sem laz, sem
hipotermia nem alakult ki a szepszis soran, ezért ez a populacido normotermiasnak
tekintheté (Tm = 36,1-38,0°C). A 25 bevélogatott tanulmanybol (lasd Rumbus és
mtsai.'®) kinyert 3904 beteg adatai alapjan azt talaltuk, hogy az atlagos halalozasi arany
31,2% (Cl: 25,7, 37,3%) volt, vagyis magasabb, mint a lazas csoportban. A halélozasi
arany ebben a populacioban is szignifikansan (p < 0,001) alacsonyabb volt, mint 50%.
Ezutan megvizsgaltuk a mortalitas el6fordulasat a hipotermias (Tm < 36,0°C) szeptikus
betegek korében. A 11 azonositott tanulmany (lasd Rumbus és mtsai.1®%), 890 hipotermias
szeptikus beteg adatait tartalmazta, amelyek alapjan az atlagos hal&lozéasi arany ezeknél
a betegeknél volt a legmagasabb, 47,3% (CI: 38,9, 55,7), ami nem kulonbozott
szignifikansan az 50%-os véletlenszerii esélytdl (p = 0,603).

Tovabbi statisztikai megkozelitésként metaregresszios elemzest is végeztink az
osszegyljtott adatokkal. Az elemzésbe bevont Osszes (n = 42) tanulmany alapjan
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szignifikans (p < 0,001) negativ lineéris korrelaciét talaltunk a Tm és a halélozéasi arany
kozott (regresszios egyutthato: -0,4318; Cl: -0,6699, -0,1938) (61. abra).

Végil 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 kiszdmitottuk az egyes
mortalitasi kvartilisek atlagos Tm értékeit. A stlyozott Tm atlag a Q1 csoportban 38,1°C
(CI: 37,9, 38,4°C), a Q2-ben 37,8°C (CI: 37,5, 38,2°C), a Q3-ban 37,6°C (Cl: 36,5,
38,7°C) és a Q4-ben 37,1°C (CI: 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 dsszefliggésben. Kiemelend6, hogy a Q1 és Q4 (azaz a
legalacsonyabb, illetve a legmagasabb halalozasi aranyd) csoportok Tm értékei élesen

elkilonulnek egymastol, mivel a 95%-o0s ClI értékeik nem fedik egymast.

Halalozasi arany logaritmusa

34 35 36 37 38 39 40 |
Testhémérséklet (°C)

61. abra: A testhémérséklet és a halalozasi arany kozotti osszefiiggés meta-regresszios analizise
szeptikus betegeknél (n = 10834). A korok a bevalogatott 42 cikkben szereplé szeptikus
betegcsoportokhoz tartozd testhémérsékleti és mortalitasi adatokbdl szarmaznak. Minden kor
teriilete ardnyos az adott tanulmany sulyozasaval az analizisben. A korokre illesztett fekete
egyenes vonal jol mutatja a fellelt szignifikans negativ korrelaciét a két vizsgalt paraméter k6zott;
a felette és alatta lathatd gorbék a hozza tartoz6 95%-os Cl-t jelentik®,

5.3.2.2. A MIF diagnosztikai biomarker ertékének elemzese szepszisben

A testhomérséklet prediktiv szerepének vizsgalatan kiviil, azt is tudni szerettem
volna, hogy a MIF, amelynek hdszabalyozasi szerepét szisztémas gyulladas
egérmodellben  kollaborativ  kutatds keretében kimutattuk!?412%  hasznalhat6-e

diagnosztikus és prognosztikus biomarkerként szeptikus betegekben. Ennek érdekében,
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elébb elvégeztik az irodalomban mar fellelhet6 human adatok Osszegylijtését és
metaanalizisét'®!, majd pedig kiértékeltik sajat prospektiv klinikai vizsgalatunk soran
gyijtott eredmeényeinket (lasd alabb az 5.3.3. fejezetben).

A metaanalizisink elvégzéséhez hasznélt irodalomkutatasunk soran ¢sszesen 21
publikaciot talaltunk alkalmasnak a kvantitativ analizishez (a tanulmanyok teljes listaja
az eredeti kozleményben'®! talalhat6). A keresés datumat és a felhasznalt kulcsszavakat
a 2. tablazat tartalmazza (lasd 4.2.1.1. fejezet). Az azonositott cikkek 6sszesen 1876 beteg
adatait tartalmaztak, akik kozott 1206 szeptikus, 134 fert6zéstol fiiggetlen szisztémas
gyulladasban szenved6 és 536 kontroll (azaz szisztémas gyulladas nélkili) alany volt.
Eloszor megerositettiik, hogy szepszisben a MIF szintje a vérben megemelkedik
egészséges kontrollokhoz képest (részletekért, lasd Toldi és mtsai.’®). Ezutan
megvizsgaltuk, hogy a vérben a MIF szintje hasonld vagy kiilonbozé mértékben
emelkedik-e szepszisben és nem fertézéses eredetli szisztémas gyulladdsban. Ennek
kvantitativ elemzésébe 6 tanulmanyt tudtunk bevonni, amelyek 257 szeptikus és 134 nem

szeptikus szisztémas gyulladasban szenvedd beteg adatait kdzoltek (62. abra).

Vér MIF koncentracié (ngfl)

Szepszis Nem szeptikus
. L szisztémds gyulladas
Elsd szerzd és
publikacio éve SMD (95% CI) n, atlag (SD) n, atlag (SD) Sulyozas %
|
Lehmann 2008 - 0,50 (-0,20, 1,21) 37, 98780 (44507) 10, 77561 (31236) 15,08
|
Pohl 2017 —_— 0,57 (0,09, 1,05) 30, 170000 (186225)  42,94000 (7T7768) 19,26
Brenner 2010 —_— 0,77 (0,33, 1,21) 87, 10639 (15577) 28, 223 (221) 20,02
Meawed 2015 —— 0,78 (0,31, 1,26) 52, 10920 (13765) 28, 2207 (823) 19,30
Lehmann 2001 —_— 1,02 (0,34, 1,71) 19, 6325 (5222) 18, 2415 (1048) 15,40
|
Beishuizen 2001 I — 2,71 (1,73, 3,70) 32, 14300 (4500) 8, 3100 (1700) 10,94
Osszegzés (l-négyzet = 69,5%, p = 0,006) <> 0,94 (0,51, 1,38) 257 134 100,00
T ; T
3 0 5

Szepszis — nem szeptikus szisztémas gyulladas SMD a vér MIF szintjében

62. abra: Forest plot a vér MIF szintjeinek kiilonbségérél (SMD) szeptikus betegek és nem
szeptikus eredetll szisztémas gyulladasban szenvedd betegek kozott. Az atlagok kilonbségeit
minden esetben standardizaltuk (a variancia alapjan), hogy megkapjuk az SMD értékét, amelyet
az abran minden tanulmany esetében fekete kor jelol. A kérék horizontalis karjai a Cl-t jel6lik. A
szlirke négyzet mérete aranyos az adott tanulmany esetszdmanak és inverz variancidjanak
értékével. A rombusz mutatja az egyedi tanulmanyok SMD értékeib6l szamolt dsszesitett SMD-
t. A rombusz vizszintes atldja a Cl-t, a fliggéleges atloja pedig az SMD-t jeldli minden
tanulméanyban egyltt. A szaggatott fiigg6leges vonal helyzetét a rombusz fiiggbleges atloja

hatarozza meg és az 6sszes tanulmany felhasznalasabol szamitott SMD-t jel6lit®:,
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Nem szeptikus eredetii betegek csoportjban a szisztémas gyulladas oka sebészeti
beavatkozas?*>2*, multitrauma®*® és szepszistdl fiiggetlen 142246 vagy kritikus betegség?*’
voltak. A vérben a MIF szintje minden elemzett tanulmanyban magasabb volt szeptikus
betegcsoportokban, mint nem szeptikus eredetti szisztémas gyulladasban. Az 0sszegzett
SMD 0,94 (CI: 0,51, 1,38) volt a csoportok kozétt (p < 0,001) (62. dbra), amely igazolja

a MIF diagnosztikus értékét a két csoport elkiulonitésében.

5.3.3. A szérum és vizelet MIF szintek kinetikaja eés a szepszis kimenetele kozotti
osszefliggés elemzése prospektiv klinikai vizsgalatban

Klinikai vizsgalatunk idészaka alatt 59 beteg lett volna alkalmas bevalogatasi
kritériumaink szerint a vizsgalatban valé részvételre, de kdzilik csak 51 beteget tudtunk
bevonni, mert 8 beteg visszautasitotta a részvételt miutan részletes tajékoztatast kapott a
vizsgélatrol, egy beteget pedig ki kellett zarni, mert a 90 napos utankovetés végén nem
lehetett megallapitani a kimenetelt. A végs6 elemzésiinkbe igy 50 beteg adatai keriltek

bel’, akiknek kiindulasi paramétereit a 4. tablazat foglalja 6ssze.

4. tablazat: Prospektiv klinikai vizsgalatunkba bevont tlélé és elhunyt
szeptikus betegek demografiai adatai és laboratériumi / klinikai
paraméterei az intenziv osztalyos felvételiik napjan'’

Paraméter (egyséqg) Tulélte Elhunyt Minden beteg |p
(n=21) (n=29) (n =50) érték
Demografiai jellemzok
Eletkor (év) 67+3 66+3 66+2 0,78
65 éves vagy idésebb, n (%) | 12 (57) 17 (59) 29 (58) 1,00
NG, n (%) 12 (57) 11 (38) 23 (46) 0,57
Vérteszt eredmények
Vorosvértestszam (10%2/1) 3,7+0,1 35+0,1 35+0,1 0,17
Fehérvérsejtszam (10%1) 13,6 £0,2 151+2,1 145+1,5 0,63
Neutrofilek aranya (%) 12+2 14 +2 131 0,68
C-reaktiv protein (mg/l) 232,4+28,1 |253,5+21,8 2447 + 17,2 0,56
Procalcitonin (ng/ml) 23,62 +10,99 | 40,22 +10,19 33,86 + 7,60 0,27
Laktat (mmol/l) 44+13 40+13 4,2+0,9 0,81
Kreatinin (umoll/l) 180,2 £ 31,0 173,8 23,1 176,5+ 18,5 0,87
Urea (mmoll/l) 13,7+1,8 156 +1,7 148+1,2 0,47
Becsiilt glomerularis filtraciés | 37,6 + 5,1 39,6+4,4 38,8+3,3 0,78
rata (ml/min/1,73 m?)
Vizeletteszt eredmények*
Osszfehérje (mgll) 1193 + 642 713 213 856 + 240 0,49
Kreatinin (mmol/l) 45+1,0 52+0,8 50+0,6 0,61
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Paraméter (egyséqg) Tulélte Elhunyt Minden beteg |p
(n=21) (n=29) (n =50) érték

Klinikai allapot paraméterek

APACHE Il (pont) 172 19+2 18+1 0,39

SAPS Il (pont) 40+ 4 49+ 4 46 +3 0,15

SOFA (pont) 8+1 10+1 10+1 0,16

Vese diszfunkcio, n (%) 13 (62) 16 (55) 29 (58) 0,77

*vizsgalatunkhoz 6 betegtdl (1 tulél és 5 elhunyt) nem lehetett vizeletmintat venni a felvétel
napjan. Az adatokat atlag + SE formajaban tlntettem fel, kivéve a nem, az idések és a
veseelégtelenségben szenveddk aranyat, ahol a betegek szama (és szazalékos aranya)

szerepel.

A talélok (n = 21) és elhunytak (n = 29) csoportjai kozotti statisztikali
Osszehasonlitas szintén szerepel a tablazatban. A 90 napos halalozasi arany 58% volt
ebben a vizsgélati populacioban, ami megfelel a szakirodalomban a kézelmultban k6zolt
adatoknak?®, A betegek neme és életkor szerinti megoszlasa hasonlé volt a két
csoportban, ahogyan a vese diszfunkcidban szenvedd betegek szama is. Fontos, hogy az
intenziv osztalyra valo felvétel napjan nem észleltiink szignifikans kuldnbséget a két
csoport kozott egyetlen paraméter tekintetében sem, bar a SAPS Il és a SOFA
pontszamok a nem taléléknél tendencidézusan magasabbak voltak, mint a taléléknél (p =
0,15, illetve 0,16), ahogy az varhaté volt.

A szérum MIF szintek medianja nem kiilonbozott statisztikailag a talélo és
elhunyt szeptikus betegek koz6tt a 0. és a 2. napon, azonban a 4. napon szignifikansan (p
= 0,039) magasabb volt az elhunyt betegeknél, mint a talél6knél, a median [interkvartilis
tartomany (IQR)] értékei 3348 (2313-5961), illetve 2430 (1284-3691) pg/ml voltak (63.
abra). Ezek az eredmények a szérum MIF eltér kinetikajara utaltak a szepszis tilélo és
elhunyt betegcsoportjai kz6tt a 0. naptél a 4. napig.

A vizelet MIF tekintetében a medianok nem valtoztak érdemben az id6 mulasaval
egyik alcsoportban sem. A vizelet MIF szintje azonban minden napon alacsonyabb volt
elhunyt betegeknél, mint a taléléknél, és ez a kiilonbség 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) (63. &bra). A
vizelet MIF szintjéhez hasonldan a vizelet MIF/kreatinin aranyban is kimutathato volt a
szignifikans kullonbség az elhunytak és a talélék kézott a 0. napon (0,24 vs. 0,50 pg/pmol,;
p = 0,022) és a 4. napon (0,24 vs. 0,80 pg/umol; p = 0,003), amely eredmények arra
utalnak, hogy a vizelet MIF szintjének a talélok és elhunytak kozott megfigyelt
kiilonbségeit feltehetéen a vese MIF Kivalasztasara specifikus kilénbségek okoztak, nem

pedig az altalanos vesefunkcidkban mutatkozd kulénbsegek.
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63. abra: A szérum és vizelet MIF szintjei szeptikus betegekben az intenziv osztalyra vald
felvételtél szamitott 0., 2. és 4. napon. A téglalapokon beliili vizszintes vonal a mediant, a téglalap
also és fels6 oldala pedig az also, illetve fels6 kvartilis értékeit jeloli, amelyek az IQR-t fogjak
kozre. A téglalapbdl alul és feliil kiindulo fiiggéleges vonal a minimum, illetve a maximum MIF
szintet mutatja. A kiugro értékeket pontok jelzik. A téglalapok alatti szamok az egyes csoportokba
tartozd betegek sz&mét jelzik. Az elhunyt betegcsoportot zold, a tulélét kék szimbolumok
jelolik™. Megjegyzendd, hogy a 0. napon a szérum MIF szintet 4 betegnél, a vizelet MIF szintet

pedig 6 betegnél nem lehetett meghatarozni technikai problémak miatt.

A szérum MIF kinetikdjanak kvantitativabb elemzése érdekében a kovetkezd
megkdzelitésben a szérum MIF szintek atlagos valtozasait is 6sszehasonlitottuk a 0. és a
4. nap kozott az elhunyt és taléld alcsoportokban (64. dbra). 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 MIF szintje 3137 &+ 576 pg/ml-
rél 2587 + 384 pg/ml-re csokkent ugyanezen idéintervallum alatt (64.A abra). A szérum
MIF szintjének napi valtozasa szignifikansan kiilonbozott a tulélok és elhunytak kdzott
akkor, amikor mindkét nembél (p = 0,01) vagy csak a férfiakbdl (p = 0,01) szdrmazo
adatokat elemeztiik, azonban a nék esetében nem volt jelentés kiilonbség az elhunyt és a
talélé csoportok kozott (p = 0,230) (64.B abra). Osszességében, a mindkét nemet vagy
csak férfiakat tartalmazd betegcsoportok esetén elhunytakban novekedés, a talélékben
pedig csokkenés volt tapasztalhatdo, mig a néknél mindkét kimeneteli csoportban

atlagosan novekedés volt tapasztalhato.
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64. abra: A szerum MIF szint
kinetikaja intenziv osztalyra kerilt
szeptikus betegekben. (A) A szérum
MIF szint éatlag (és SE) értékei
minden vizsgalatba bevont elhunyt és
tuléld szeptikus beteg adatai alapjan
az intenziv osztalyra valo felvételtdl
szamitott 0. és 4. napon. (B) A
szérum MIF szintjének &tlagos napi
valtozasa elhunyt és ti1él6 betegeknél
mindkét nem (fent), férfiak (k6zépen)
és ndk (lent) adatai alapjan. Az
elhunyt betegcsoportot zold, a talélét
kék szimbolumok jelolik'™,

A szérum  MIF szintjének
kinetikdja  mellett azt s
megvizsgaltuk, hogyan valtozik a
MIF szintje a vizeletben a
szeptikus ~ betegek  intenziv
osztalyra valo felvételét kovetden.
Ahogy kordbban bemutattam, a
vizelet MIF szintje a 0. és a 4.
napon szignifikansan alacsonyabb
volt az elhunyt betegeknél, mint a
tuléloknél (63. abra). Amikor a
kiilonb6z6 kimeneteld alcsoporto-
kon bellli Kkinetikat vizsgaltuk,
mindkét csoportban kismértéki,
nem szignifikdns  novekedést
talaltunk a 0. naptdl a 4. napig:
3021 + 797 pg/ml-ré1 3457 £ 1016

pg/ml-re a taléléknél és 1281 + 340-r61 1629 + 654 pg/ml-re az elhunytaknal (65.A. abra).

Fontos, hogy a vizelet MIF szintjének napi valtozasa sem kilonb6zétt szignifikansan a
talélok és az elhunytak kozott (109 + 192 vs. 87 + 152 pg/ml; p = 0,940) (65.B. abra).
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Akkor sem talaltunk szignifik&ns kulénbséget a vizelet MIF szintjének napi valtozasaban,
amikor a férfiakat és a néket kiilon-kilon hasonlitottuk 6ssze (p = 0,136 és p = 0,228).
Ugyanakkor, mindkét nembdél szarmazo adatokat elemezve erds pozitiv korrelaciot (R =
0,64; p <0,001) talaltunk a 0. és a 4. napon mért vizelet MIF-szintek kozott (65.C. abra),

ami arra utal, hogy a 0. napon meghatarozott szint elére jelzi a 4. napon mért értéket.
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65. dbra: A vizelet MIF szint kinetikaja intenziv osztalyra ker(lt szeptikus betegekben. (A) A
vizelet MIF szint atlag (és SE) értékei minden vizsgalatba bevont elhunyt és talél6 szeptikus beteg
adatai alapjan az intenziv osztélyra valé felvételt6l szamitott 0. és 4. napon. (B) A vizelet MIF
szintjének atlagos napi valtozasa az elhunyt és tlél6 betegeknél mindkét nem adatai alapjan. (C)
Korrelacio az intenziv osztalyra val6 felvételt6l szamitott 0. napon és 4. napon mért vizelet MIF

szintek kozott. Az elhunyt betegcsoportot zold, a talélét kék szinnel jeloltik ™,
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6. Megbeszélés

6.1. Termo-TRP ioncsatornak szerepe a testhomérséklet szabalyozdsdaban
6.1.1. ATRPV1 ioncsatorna

Els6 1épésként, a TRPV1 csatornatél genetikusan megfosztott egerek
termoregulatérikus ~ fenotipusat  tanulmanyoztuk®.  Korabbi  vizsgalatokkal
osszhangban®8!, nem taldltunk kifejezett mértékii eltéréseket a Trpvl KO egerek
nyugalmi Tm-ében. Azt is megerdsitettiik, hogy Trpvl** tarsaikhoz képest a Trpvl™
egereknél a T cirkadian ingadozasanak amplitaddja kissé nagyobb. Ugy tiinik, hogy a
Trpvl KO egerek f6 hészabalyozasi eltérése nem a Tm megvaltozott szintjében talalhato,
hanem a Tm fenntartasara hasznalt termoeffektorok eltéré mintazatabol ered a kiilonb6z6
kisérleti kortlmeények kozott. A Trpvl KO egerek hipometabolikusak voltak
(alacsonyabb volt a VO2-juk) és a kontrollokhoz képest alacsonyabb Tk-t preferaltak.
Ezek a termoeffektor valtozasok altaldban csokkentik a Tm-et. Ugyanakkor a KO egerek
két, a Tm novelését okozo termoeffektor aktivaciot is mutattak. Elészor is, kifejezettebb
volt a farokbér vazokonstrikciodja, és ezzel 6sszhangban magasabb volt a termoneutralis
zénajuk. Mésodszor, hiperaktivak voltak: atlagos mozgasi sebességik az inaktiv fazis
masodik felében meghaladta a WT egereknél az aktiv fazisban regisztralt értéket.

A Trpvl KO egerek fokozott lokomotoros aktivitasa ellentmondasosnak latszik
tobb olyan vizsgalathoz képest, amelyek szerint a Trpv1l gén delécidja nem okoz valtozast
a mozgasintenzitashan?*?5, Mindezek a vizsgéalatok azonban sokkal révidebb
megfigyelési periddusokat hasznaltak, néha csak 15 percet. Tovabba, bar ezek a
vizsgalatok nem talaltak statisztikailag szignifikans eltérést a Trpvl KO egerek
lokomotoros aktivitdsdban, némelyikben mégis erés tendencia mutatkozott, amely
dsszhangban volt eredményeinkkel. Davis és mtsai.?>° példaul azt talaltak, hogy a Trpvl
KO egerek tobb aktivitési tesztben is hajlamosak voltak magasabb pontszamokat elérni.
A felfedezo viselkedést vizsgalo ,,holeboard” tesztben a Trpvl KO egerek aktivitasa 92%-
kal haladta meg WT tarsaikét (p = 0,12). A Trpvl KO egerek megndvekedett aktivitasat
Marsch és mtsai.?>! is megfigyelték tobb szorongassal kapcsolatos viselkedési tesztben.
Ezekben a tesztekben a Trpvl KO egerek gyorsabban alkalmazkodtak a kisérleti
korulményekhez, és magasabb lokomotoros aktivitassal jaro felfedezé viselkedést
mutattak. Mas vizsgalatokban azonban nem igazolédott a TRPV1 csatornak szerepe a
szorongasos Vviselkedésben?52253, A sajat kisérleteinkben megfigyelt fokozott spontan

lokomotoros aktivitdas nem valdszinii, hogy a szorongas vagy a felfedez6 viselkedés
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valtozésaib6l ered, mivel az egereket alaposan hozzéaszoktattuk a Kisérleti
korilményekhez és a kisérletek soran hosszu idén at tanulmanyoztuk oket.

Tekintettel arra, hogy a Trpvl KO egerek autondm termoregulatorikus
vélaszaiban nem volt lényeges eltérés sem a mi kisérleteinkben, sem korabbi
vizsgalatokban®08%8l 3 viselkedési termoeffektorokra koncentraltunk: egyrészt a Tk
preferenciara, ami a viselkedési termoeffektorok Kklasszikus példaja, maésrészt a
lokomotoros aktivitasra, amit sok szerzé hdszabalyozo -effektornak tekint kis
ragcsalokban. A termogréadiens rendszerben azt lattuk, hogy a Trpvl KO egerek
alacsonyabb Tk-t preferaltak és hiperaktivak voltak a kontrollokhoz képest. Hasonl6an
ahhoz, ahogyan az emberek is inkabb hiivosebb kornyezetben végeznek fizikai munkat,
a kisérleti allatok is alacsonyabb Tk-t valasztanak, amikor aktivabbak. A preferalt T«
megvaltozasa egydtt jar a patkanyok?> és egerek (10. abra) lokomotoros aktivitasanak
ndvekedésével az inaktiv (vildgos) fazisbdl az aktiv (sotét) fazisba valé atmenetkor.
Miutan hideg- és melegterheléssel kozvetleniil kizartuk a két f6 autonom effektor
karosodasat, annak tudataban, hogy a termopreferendum csdkkenése gyakran masodlagos
kovetkezménye a fokozott lokomotoros aktivitasnak, feltételeztiik, hogy a fokozott
lokomotoros aktivitas a Trpvl KO fenotipus egyik ,els6dleges” tiinete lehet.
Vizsgélatunk masodik részét ezutan a lokomotoros aktivitasra 6sszpontositottuk.

Megvizsgaltuk, hogy a TRPV1 csatornak aktivitasanak farmakologiai modositasa
befolyasolja-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 kiilonbozo torzsi
Trpvl*™* egérben. Ez a hatas 0sszhangban all az altalunk is vizsgalt és mas TRPV1
agonistak tobb kiilonbdzd tesztben leirt hipokinetikus tulajdonsagaval?’:20%:206.207 Amikor
Trpvl KO egerekben vizsgéltuk az RTX-re és az AEA-ra adott valaszokat, azt talaltuk,
hogy nem befolyasoltak a lokomotoros aktivitast, tehat mindkét agonista anti-
hiperkinetikus hatdsa a TRPV1 csatornan keresztill érvényesilt. Ez 6sszhangban van
azzal a megallapitassal, hogy a patkanyok AEA altal kivaltott lokomotoros aktivitdsanak
csOkkenését TRPV1 antagonistak blokkoljak?®®. A kovetkezd kisérletben az AMG0347-
et, egy rendkivul potens es szelektiv TRPV1 antagonistat hasznaltunk. A korabbi
kisérletek alapjan elvart hipertermias hatas®? 7% mellett, az AMGO0347 stresszmentes i.p.
beadasa fokozta a Trpvl** egerek lokomotoros aktivitasat is. A Trpvl KO egerekben
azonban az AMGO0347 nem ndvelte a lokomdciét, ami arra utalt, hogy az AMG0347

hiperkinetikus hatasa specifikusan a TRPV1 csatornan keresztul érvényesil. Az RTX,
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AEA és AMG0347 beadasaval elért eredményeink alatdmasztjak azt a hipotézist, hogy a
TRPV1 csatornak ténusosan gatlas alatt tartjak az altalanos lokomotoros aktivitast.

Ezutan arra kerestiik a valaszt, hogy az érintett TRPV1 csatornak az agyon belul
vagy kivil helyezkednek-e el. E kérdés megvéalaszolasahoz nagyon alacsony dozisi RTX-
et (20 ng/kg) adtunk be az allatoknak i.p. vagy az oldalsé agykamréba (i.c.v.). Az i.p.
beadas jelentdsen csokkentette az injektaldsi procedura (mint stresszinger) hatasara
kialakulé lokomaciot, mig az i.c.v. beadasnak nem volt ilyen hatasa, ami arra utal, hogy
az RTX a vér-agy gaton kivul hatva valtja ki anti-hiperkinetikus hatasat. Egy ilyen
periférias hatds 6sszhangban van a TRPV1 csatornak hatsoégyoki és nodozus ganglionok
polimodalis szenzoros neuronjain valé dominalé expresszidjavall’:?%6, Ezeket a
neuronokat szdmos inger aktivalhatja, és vélhetéen autonom és viselkedési funkciok
széles skalajat befolyasolhatjak®25":258, A periférias TRPV1 csatornak ténusos aktivalasa
Steiner és mtsai.®? tanulmanyéaban gatolta a termogenezist és a hékonzervalast, Mandadi
és mtsai.?®® vizsgalataban pedig befolyéssal birt spinalis lokomotoros halézatokra, mig a
jelen munkaban gatolta az altalanos lokomotoros aktivitast.

Tanulméanyunk soran véletlen megfigyelésként azt vettik észre, hogy az életkor
elérehaladtaval a Trpvl KO egerek mindkét nemben (normél diétan tartva) nagyobb
sulylak 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 Oket.
Tovabb4, ellentmondott Motter és Ahern® vizsgalatanak is, amelyben a Trpvl KO egerek
a WT kontrollokhoz képest kevesbé voltak hajlamosak elhizni magas zsirtartalmu diéta
soran. Fontos tudni azonban, hogy az Osszes el6bbiekben emlitett vizsgalathoz fiatal
egereket hasznaltak, amelyek testttmege 10-30 g kozotti tartomanyban volt (normal
diétan). Ebben a testtémeg-tartomanyban a mi vizsgéalatunkban is kicsi volt a genotipusok
kozotti kiilonbség, de az életkor eldrehaladtaval (az egereket 14 honapos korukig
figyeltiik) a kiilonbség nétt (16. abra). Erdekes modon a TRPV1 csatornak elhizas elleni
védd szerepét kordbban mar felvetették®2%° amit kétféle bizonyiték tamaszthat ala.
El6szor is, Zhang és mtsai.>! TRPV1 csatornakat mutattak ki preadipocitakban, valamint
egerek és emberek zsigeri zsirszovetében. A szerzék kimutattdk a TRPV1 szintézis
redukcidjat az adipogenezis soran, valamint a TRPV1 csokkent expresszidjat elhizott
egerekbdl és emberekbdl szarmazo viscerdlis zsirszovetben. Masodszor, a kapszaicin
vagy kapszinoidok (nem csipds, kapszaicinhez hasonld TRPV1 agonistak) dié¢taszerti

fogyasztasa soran tobbszor kimutattak, hogy csokkenti a viscerdlis zsir felhalmozodasat,
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termogenezist indukal és megakadalyozza a testtdbmeg novekedését laboratoriumi
allatokban és emberekben5%:261.262,

A Trpvl KO egerekben fiatal korukban talalt hiperaktivitas és id6sebb korukban
kialakulo tulsuly kozotti paradoxon feloldasara tovabbi vizsgalatokat folytattunk?!®?,
amelyek soran azt talaltuk, hogy amikor a Trpvl”’ egerek Gregednek, hipoaktivva és
talsulyossa valnak (a WT alomtarsaikhoz képest). Arra a kérdesre a valasz, hogy miért
hiperaktivak a Trpvl™ 4llatok fiatalon, mig késébb kevesebbet mozognak (és tlstlyosak
lesznek) jelenleg nem vilagos, de hasonld Osszefliggésrél szamoltak be egészséges
emberekben is?*2, Ebben a csoportban azok, akik fiatal korban fizikailag aktivabbak
voltak, 11 évvel kés6bb nagyobb testtdmeg-gyarapodast mutattak.

Osszefoglalva, vizsgalatunk elsd része azt mutatja, hogy a Trpvl KO egerek
egyedi hoszabalyozasi fenotipussal rendelkeznek, amely magaban foglalja a
hipometabolizmust, a bér fokozott vazokonstrikcidjat, az alacsonyabb Tk preferalasat és
a fokozott lokomotoros aktivitast. Vizsgalatunk masodik része azt mutatja, hogy a TRPV1
agonistak csokkentik, az antagonistak pedig novelik a lokomotoros aktivitast. Az
agonistak esetében a lokomdcidra gyakorolt hatas agyon kivili tamadasponton keresztil
valosul meg. Feltételezziik, hogy bizonyos perifériarol érkez6 TRPV1 csatornék altal
kozvetitett szignalok tonusosan gatoljak az altalanos lokomotoros aktivitast. Az, hogy ez
a gatlas a lokomotoros aktivitasra gyakorolt kézvetlen hatds vagy kozvetett mddon
(peldaul a motivécié vagy az éberségi allapot befolyasolasaval) kdvetkezik-e be, jovobeli
vizsgalatok téméjat képezheti, mint ahogy a TRPV1 altal kozvetitett, lokomociot
elnyomd jelek természetének tisztazasa is. Egyre vilagosabb azonban, hogy a TRPV1
csatornak szoros kapcsolatban allnak mind az altalanos lokomotoros aktivitas, mind pedig
a testtdmeg szabalyozéasaval, és hogy a TRPV1 csatornak &ltali szabalyozas mindkett6

esetében életkorfiiggd.

A TRPV1 csatorna genetikai hianyanak vizsgalata mellett arra is kivancsi voltam,
hogy a csatorna farmakolOgiai gatlasa Gjonnan szintetizalt antagonistakkal milyen
hatéssal van a testh6mérsékletre ragcsalokban'®. Az A-1165901 in vivo tesztelése soran
kimutattuk, hogy az nem hipertermiat okoz, ahogy a legtébb kordbban vizsgalt TRPV1
antagonista, hanem hipotermiat, ami csak néhany korabbi antagonista esetén fordult eld.

Kimutattuk, hogy Tk-t6l fiiggéen a patkanyok A-1165901-re adott hipotermiés
valaszanak létrejottében a farokbér érrendszere és a termogenezis is részt vehet.

Termoneutralis kornyezetben a farokbor vazodilatacidja a dominans effektor, mig
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hidegben a termogenezis gatlasa az egyetlen autoném effektor az A-1165901 altal
indukalt hipotermiaban. Ebben a tekintetben az erre az anyagra adott hipotermias valasz
hasonld a hipertermizalé TRPV1 antagonistakra, azaz az AMGO0347-re® és az AMG 517-
re adott valaszokhoz®'%, Az AMGO0347 és az AMG 517 ugyanis ugyanezekre a
termoeffektorokra (de ellentétes irdnyban) hatva noveli a Tm-et patkdnyokban: farokb6r
vazokonstrikcié és termogenezis aktivacidja réven. A hipertermizalé antagonistak
esetében termoneutralis vagy meleg kornyezetben szintén a vazomotor hatas jatszik
fontos szerepet, mig hidegben a termogenezisre gyakorolt hatds a f6 mechanizmus®264.165,
A TRPV1 antagonistakra adott hipo- és hipertermiads véalaszok tehat ugyanazokon az
autonom termoeffektorokon keresztiil valdsulnak meg, és ezen effektorok aktivalasanak
maodja a hipo- és hipertermias valaszokban ugyanugy flgg a Tk-tél.

Azt is kimutattuk, hogy az A-1165901 altal kivaltott hipotermia nem jelentkezik
a kordbban alacsony dozisu (20 pg/kg) i.p. RTX kezelésen atesett patkdnyokban. Ez az
RTX kezelés deszenzitizalja az abdominalis régio érzéidegeit, de a hason kivdil, igy a
mellkasi viscerdban, az agyban, a szaruhartyaban vagy a bérben nincs ilyen hatasa® 72,
Ugyanez az abdominalis RTX deszenzitizaciéo megakadalyozza a hipertermia kialakulasat
az AMG03475? vagy az A-889425%2 valamint az AMG 517 vagy az AMG8163 hatasara
(lasd 5.1.1.1.3. fejezet). Maskepp fogalmazva, a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipo-
és hipertermias valaszok ugyanabbdl a lokalizaciobol indulnak Ki.

Fontos volt azt is tisztdzni, hogy a TRPV1 antagonistak hipotermias hatasa
celiranyos hatés-e (azaz ténylegesen a TRPV1 csatorndkon keresztill jelentkezik-e).
Korabban tdbben is feltételezték, hogy a hipotermia nem TRPV1 csatornan keresztill
megvalosuld ,,on-target” hatas’®’4. Ugyanakkor olyan eredmények is szllettek, amelyek
szerint a kiilonboz6é kemotipusu szelektiv TRPV1 antagonistak hipotermiat okoznak’
75215 ami a hatds TRPV1-specifikus jellegére utal. Vizsgalatunkban végérvényesen
kimutattuk, hogy az A-1165901 és az AMG7905 hipotermias hatésa kizarélag a TRPV1
csatornak jelenlétében alakul ki. A két vizsgadlt TRPV1 antagonista egyike sem
csokkentette a Tm-et Trpvl” egerekben i.p. beadaskor, annak ellenére, hogy mindkét
anyag kifejezett hipotermiat valtott ki Trpvl** egerekben. Osszehasonlitasképpen, a
hipertermids hatas specifikus, ,,on-target” jellegét szintén bizonyitottdk tébb TRPV1
antagonista, igy az AMG0347, AMG 517 és AMG9810 esetében is, Trpvl’ egerek
alkalmazésaval®26870,

Azt talaltuk tovabba, hogy mindkeét vizsgalt hipotermizal6 TRPV1 antagonista
(A-1165901 és AMG7905) gatlés helyett potencirozta a TRPV1 csatorna protonok altali
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aktivaciojat in vitro, mikdzben a kapszaicin mddot nagymértékben blokkolta. Tekintettel
a TRPV1 farmakoldgiai komplexitasara?®3276, fontos megjegyezni, hogy sem az
AMGT7905, sem az A-1165901 nem mutat agonista aktivitast (azaz 6nmagaban, agonistak
hianyaban, nem aktivalja a TRPV1 csatornat). Uj eredményeink 6sszhangban vannak
Lehto és mtsai.”* adataival, akik eldszor figyelték meg, hogy az AMG7905 és az
AMGB8562 potencirozza a TRPV1 protonok altali aktivaciojat in vitro, és feltételezték,
hogy ez a potencirozd hatas korrelal a TRPV1 antagonistak hipotermizal6é hatasaval.
Kovetkezésképpen, mig a TRPV1 csatorna protonok Altali aktivacios maddjat géatld
TRPV1 antagonistakrol egyértelmilen bizonyitottnak latszik, hogy hipertermiéat
okoznak’71.264 a7z is egyre vilagosabba valik, hogy az ugyanezt az aktivacidos modot
potencirozé anyagok hipotermiat hoznak létre.

A TRPV1 antagonistdk hipo- és hipertermias hatasainak ugyanazon
termoeffektorok ellentétes modulacidja kapcsan vald kialakuldsat illetéen a kovetkezd
osszefoglal6 elméletet fogalmaztuk meg. Altalaban, ha egy anyag hipo- vagy hipertermiat
okozhat, akkor két kiilonb6z6 mechanizmusra hatva valtja ki a két hatast. Egy olyan
mechanizmus, amely hipertermiat okoz, nem okozhat hipotermiat: vagy noveli a Tm-et
(amikor aktiv), vagy nem fejt ki testhémérsékleti hatdst (amikor inaktiv). Ennek az
ellenkezdje is igaz: egy hipotermiat okoz6 mechanizmus nem névelheti a Tm-et. Az
altalunk talalt eredmények azt mutatjak, hogy a TRPV1 antagonistak egy nagyon
szokatlan, valdsziniileg egyediilalld mechanizmusra hathatnak, amely két ellenkezd
irdnyban is modulalhatd, hogy a Tm ellentétes irany( valtozésait valtsa ki. A
hipertermizal6 TRPV1 antagonistdk a TRPV1 csatorna protonok altali aktivacios
modjanak hatékony géatloszerei (66.A dabra). Azéltal okoznak hipertermiat, hogy
specifikusan TRPV1 csatorndkon hatnak (on-target hatas) a has meghatarozott részén
(részleteket lasd alabb), és blokkoljk e csatornak protonok &ltali tonusos aktivaciojat. Ez
a gatlas az autondm hideg elleni védekezés (ragcsaloknal a termogenezis és a farokbor
vazokonstrikcid) szuppresszidjanak megsziinését eredményezi, igy hipertermia
kialakulasahoz vezet. Az ugynevezett ,,termalisan neutrdlis” TRPV1 antagonistak (azok,
amelyek nem befolyésoljdk a Tm-et) nem hatnak a TRPV1 csatorna proton aktivacios
modjara (66.B abra), igy nem befolyasoljak a hasi TRPV1 csatornak hészabalyozasi
reflexiveit. A hipotermiat kivaltd TRPV1 antagonistdk potencirozzdk — nem pedig
gatoljak — a proton aktivaciés médot (66.C abra). A hasi TRPV1 csatornakra hatva

fokozzak a protonok altali tonusos aktivaciot, tovabb erdsitve az autondm hideg elleni
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védekezés tonusos gatlasat, ami hipotermidhoz vezet. Ez az egységesit6 koncepcid

megmagyardzza a TRPV1 antagonistak 6sszes lehetseges hatasat a Tm-re.

(a) Polimodalis antagonista (1. generacio)

Hi
—
Profonok >
oo D_ - q g
°e r Hipertermia
Kapszaicin =

(b) Maodszelektiv antagonista (2. generacio)

>
E Nincs
- testhdmerseklet
P K-)( hatas
(C) Proton aktivacidt fokozo antagonista
>
u:f,‘ ° * Hipotermia

66. abra: A kiilonboz6
farmakoldgiai  profili  TRPV1
antagonistak  termalis  hatasanak

Osszefoglalasa. (a) A proton

aktivaciot gatlo TRPV1
antagonistak hipertermiat okoznak,
példaul az AMGO0347. (b) Azok a
TRPV1 antagonistak, amelyek nem
hatnak a proton aktivaciéra nem
befolyasoljak a testhOmérsékletet,
példaul a kapszazepin. (c) A proton
TRPV1
antagonistak hipotermiat valtanak

ki, példaul az A-1165901'%,

aktivaciot fokozé

Tanulmanyunk sordn annak a
fontos kerdésnek a tisztazésara is
sorkerdlt, amely a hipertermizald
TRPV1 antagonistdk farmako-
I6giai  profiljaval kapcsolatos:
gatoljadk-e a TRPV1 csatorna
vanilloid (kapszaicin) modjat a

proton aktivaciés mod nagyfoku

gatlasa mellett? Korabban egy matematikai modell segitségével hét hipertermizalé és egy

hipotermizalé (JYL1421) TRPV1 antagonista profiljat elemezve megprobaltunk valaszt

adni erre a kérdésre (lasd 2.2.1.2. fejezet, 7. abra). Akkor még nem tudtuk, hogy a TRPV1

antagonistak hipo- és hipotermias hatasai kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztul jonnek

létre, vagy pedig ugyanazon mechanizmus ellentétes moduléaciéjabdl erednek. Ezért a

modellinket két kiilonb6z6 adatsoron futtattuk le:

a hipotermizal6 JYL1421

antagonistaval kapott eredmények bevonasaval és azok kizarasaval. Mindkét adatsor

elemzése azt mutatta, hogy a TRPV1 csatorna proton aktivacios médjara kifejtett gatlas

erssége a legfontosabb egy antagonista hipertermiat kivaltd képessége szempontjabdl,
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és hogy a TRPV1 csatorna hé Aaltali mddjanak gatlasa a testhémérsékleti hatas
szempontjabol irrelevans volt. A kapszaicin aktivacios modot illetéen azonban a két
elemzés eltéré eredményeket hozott. A JYL1421 adatok kizarasa esetén a modell azt
mutatta, hogy az antagonistanak a kapszaicin aktivacios modot gatlé potenciélja is (a
proton mod blokkolasén kivil) hozzéjarult a hipertermidt kivalto képességéhez. A
JYL1421 adatok bevonasaval az elemzés azt mutatta, hogy a kapszaicin aktivaciés mod
blokkolasanak hatékonysaga irrelevans. Az A-1165901 és az AMG7905 segitségével
végzett vizsgalatunk alapjan most mér tudjuk, hogy a TRPV1 antagonistak hipotermias
hatasaban ugyanaz a mechanizmus jatszik szerepet, mint a hipertermias hatas
létrejottében. Ezek alapjan a JYL1421 adatait be kell vonni a matematikai modellbe. A
hipertermizald6 TRPV1 antagonistak farmakologiai profiljaban tehat sziikségszerii a
TRPV1 csatorna proton aktivaciés moédjanak potens gatlasa, viszont egyéltalan nem
Iényeges a ho altali vagy a kapszaicin aktivacios mod gatlaséban kifejtett hatékonysag.

Arra is kerestem a valaszt, hogy mi lehet a TRPV1 antagonistak altal kivaltott
hipertermia létrejottének idegi mechanizmusat®. Ezirany( vizsgalataink soran
kimutattuk, hogy harom TRPV1 antagonistara (AMG0347, AMG 517 és AMG8163)
adott hipertermias valasz nem alakult ki lokalizalt hasi TRPV1 deszenzitizaciot okozo,
alacsony dozisu (20 pg/kg) i.p. RTX elokezelésen atesett patkanyokban (67. &bra, 1.
kisérlet). A lokalizalt hasi TRPV1 deszenzitizaciorol korabban kimutattdk, hogy
csillapitja az AMGO03475? és az A889425 altal indukalt hipertermiat?s3. Az a tény, hogy
ez a jelenseg igy mar negy kiilonb6z6 anyag esetében is igazolasra kertilt, hatarozottan
bizonyitja, hogy a TRPV 1 antagonistak a hasban 1év6 TRPV 1 csatornakon hatva valtanak
ki hipertermiat. Nemrég, a TRPV1 expresszidjanak szenzoros idegekre szelektiv
elimindlasaval is igazoltdk, hogy a TRPV1 antagonistdk idegi afferensek TRPV1
csatornain keresztiil valtanak ki hipertermiat®®s,

Ezutan azt vizsgaltuk, hogy a has kiilonb6z6 részein talalhatd afferens idegeken
1évé TRPV1 csatornakbdl szarmazo jelek hogyan jutnak el az agyba. A hasi zsigereket a
test legnagyobb idegének szamité nervus vagus innervélja, amely tulnyomorészt
szenzoros ideg, és amelynek afferens rostjai TRPV1 csatornakat is expresszalnak3%:266:267,
Tanulményunk 2. kisérletében (67. abra) kizartuk a vagus részvételét a TRPV1
antagonistak altal kivaltott hipertermidban azzal, hogy kimutattuk, hogy a teljes
(kétoldali) szubdiafragmatikus vagotomia nem befolyasolta a Tm i.v. AMG0347 altal
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okozott emelkedését, annak ellenére, hogy a vagotomia eredményességét funkcionalisan
igazolta a miitét hatasara kialakult megndvekedett gyomortémeg.

A hasi zsigereket a nervus splanchnicus major, minor, minimus, lumbalis és
pelvicus agai is ellatjak?%82%°, A splanchnicus idegek szintén expresszalnak TRPV1
csatornakat?’%2’t amelynek expresszids szintje altaldban magasabb a splanchnicus
afferenseken, mint a vagus afferenseken?”271, A 3, kisérletiinkben (67. abra) azonban a
nervus splanchnicus major kétoldali atmetszése sem befolyasolta az AMGO0347 altal
kivaltott hipertermiat, annak ellenére, hogy a splanchnicotomia eredményességét
funkcionalisan igazoltuk a mellékvesék stressz altal indukalt kortikoszteron termelésének

blokkolasaval splanchnicotomiat kovetéen.

LPB ...~ rRPa dtvonal 6. kisérlet (bizonyitva)
Agy

Gerinc-
veld

I \ 2. kisérlet (elvetve)

......................... 4. kisériet (bizonyitva)

Vagalis
afferensek

Splanchnicus
afferensek

Szomatikus
afferensek

Abdominalis TRPV1 csatornak - 1. kisérlet (bizonyitva)
. visc‘t’eréban /
s vazizomzatban - 5. kisérlet (bizonyitva)

3. kisérlet (elvetve)

67. abra: Patkanyokban a TRPV1 antagonistak altal kivaltott hipertermia feltételezett idegi
utvonala a torzs vazizomzatanak TRPV1 csatornaival kezdédik, athalad a gerincvelé DLF-en, és
egy ismeretlen gerincvel6i vagy agytorzsi helyen csatlakozik a termogenezist szabalyozd, mér
ismert LPB-rRPa Utvonalhoz. A sajat kisérleteink altal elvetett alternativ Gtvonalakat piros szinnel
jeloltik. Minden kisérletnél feltiintettilk a tanulmanyunkban vizsgalt Gtvonalat vagy

Gtvonalrészletet!®.
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A vagotomiaval és a splanchnicotomiaval ellentétben a lateralis funiculus dorzalis
részének kétoldali atvagasa a gerincvelé C1 szintjén csokkentette az i.v. AMG0347-re
adott hipertermias valasz mértékét (67. abra, 4. kisérlet), ami arra utal, hogy az
abdominalis TRPV1 csatorndkbol szarmazo, hipertermids valaszt kivalto jelek a
gerincvel6n keresztiil jutnak el az agyhoz. A TRPV1 antagonistakra adott hipertermiés
valasz gerincvel6i transzmisszidjat tdmasztjak ala azok az adatok is, amelyek azt
mutatjak, hogy intratekalis kapszaicin altal okozott TRPV1 deszenzitizacion atesett
egerekben nem jott létre hipertermia AMG 517 hataséara?%s. Szamos allatfajban mind a
zsigeri, mind pedig a szomatikus fajdalmas és fajdalmatlan szignalok a spinothalamicus
és spinoparabrachialis idegpélyak lateralis funiculusaban haladnak?4%272273 Ezek kozé
tartoznak a torzsbol és a végtagokbol érkezé hémérsékleti jelek is?40274-276 A nyaki
gerincvel6 DLF  sériiléseir6l  Kimutattdk, hogy macskékban termoszenzoros
hianyossagokat eredményez?’72’®  patkanyokban pedig karositja a hidegkeriild
viselkedési valaszokat?”®. Tekintvén, hogy a major splanchnicus ideg kétoldali &tmetszése
nem befolyasolta az AMGO0347-re adott hipertermias valaszt (3. Kkisérlet), tisztaban
voltunk azzal, hogy a spinalisan tovabbitott jelek, amelyek a TRPV1 antagonistak altal
kivaltott hipertermiat létrenozzék, nem a major splanchnicus idegen keresztil jutnak el a
gerincvel6be. A priori a minor, minimus, lumbalis és pelvicus splanchnicus idegek is
szerepet jatszhatnanak, de mindegyikiik sokkal kisebb, mint a major splanchnicus ideg,
és a haslreg alsO részén 1év6 szervek viszonylag kis mennyiségli szovetét
innervaljak?®%28! Tovabba, a splanchnicus idegek kozll 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 meggy6z6bbnek latszik az a hipotézis, miszerint a keresett
szigndlok a hasfalat alkotd vazizmok massziv tomegébdl szomatikus afferenseken
keresztul jutnak el a gerincveldbe. Ezek a szomatikus afferensek talnyomorészt
metaboszenzitiv C-rostok?®, amelyek felszallé palyai a gerincveldi DLF-ben futnak?®*,
Meger6lteté testmozgas soran az 0Osszehtiz6dd vazizmok metabolikus acidozist és
hipertermiat okoznak, amelyek aktivaljak a TRPV1 csatornakat®®. Ha a hasfal izmai
valoban a TRPV1 antagonistak hipertermiés hatadsanak tamadaspontjat képezik, akkor
vizsgalatunk 1. kisérletében és korabbi vizsgalatokban®2263 az RTX alacsony dézisanak
i.p. beadésa altal okozott deszenzitizacionak a hasfalra is ki kellett terjednie, annak
érdekében, hogy a torzs vazizomzatanak TRPV1 csatornat expresszald afferenseit

karositsa. Ennek kideritése érdekében megvizsgaltuk, hogy egy kapszaicinnel kivaltott
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reflex gatolt-e az RTX elékezeléssel deszenzitizalt patkanyok kiils6 ferde hasizmaban
(67. abra, 5. kisérlet). Azt talaltuk, hogy kontroll (vehikulummal elékezelt) patkanyoknal
a kapszaicin lokalisan (hasfalba) t6rténé beadasa jelentésen csokkentette a vérataramlast
a kiils6 ferde izomban azaltal, hogy az arterioldk vazokonstrikciojat valtotta ki. Az érfali
simaizomsejtekben expresszaloddé TRPV1 csatornak fontos szerepet jatszanak a
rezisztenciaerek konstrikciojanak létrejottében®, de az érvalaszban a perivascularis
idegeken, koztik a C-rostokon jelenlévé TRPV1 csatornak is részt vesznek?86:287, A
vehikulummal el6kezelt patkanyokkal ellentétben a kapszaicin altal kivaltott
vérataramlasbeli csokkenés teljes mértékben hianyzott a kisdozisu i.p. RTX el6kezelésen
atesett patkanyoknal. Ez az eredmény arra utal, hogy az afferens idegek lokalizalt hasi
deszenzitizacioja, amely a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermia kialakulasat
gatolja, Kkiterjed a hasi vazizmokban 1év6 TRPV1 csatornakra is. Vizsgélatunk tobbi
eredmeényével egy(tt (67. dbra), mindez ahhoz a kdvetkeztetéshez vezet, hogy a TRPV1
antagonistak valosziniileg a torzs izomzatanak TRPV1 csatorndin hatva valtjak ki a
hipertermias hatasukat.

Vizsgalatunk tovabbi részeében (67. abra, 6. Kkisérlet) azt is igazoltuk, hogy a
muscimol LPB-be valé beadasa (a helyi neuronalis aktivitas gatlasara) blokkolta az i.v.
AMGO0347 hatdsara kialalakulé barnazsirszOveti termogenezist €s hipertermiat
(részletekért, lasd Garami és mtsai.*®4). Tovabba, kimutattuk, hogy az AMGO0347 i.v.
beadasa a c-Fos-pozitiv sejtek szdmanak jelentés ndvekedéset valtotta ki az rRPa-ban,
mig glicin (gatld6 aminosav neurotranszmitter) rRPa-ba torténd beadasa blokkolta az
AMGO0347 hatasara kialakulo barnazsirszdveti termogenezist és Tm emelkedést. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az LPB-ben van egy olyan neuronpopulacié, amely
szlikséges az i.v. AMGO0347-re adott hipertermias valasz kialakulasahoz, és hogy az rRPa
neuronjai  szintén szlkségesek az AMGO0347 Altal indukalt hipertermiahoz.
Osszességében arra kovetkeztethetiink, hogy a TRPV1 csatornat expresszalé abdominalis
afferensek az autoném hideg elleni védekezést szabalyoz6 agyi idegpalyakhoz
csatlakoznak (67. &bra). Legvalosziniibbnek az tiinik, hogy a gerincveld hatso szarva vagy
az LPB az a hely vagy helyek, ahol a TRPV1 csatornat expresszald afferensek
kapcsolodnak a hideg elleni védekezeés idegpéalyaihoz.

A TRPV1 antagonistak hipertermias hatasmechanizmusaval kapcsolatos fenti
eredményeinket 0sszegezve, arra koOvetkeztethetink, hogy patkdnyokban ezek a
farmakologiai szerek a torzs vdzizomzatat innervalé afferens idegek TRPV1 csatornaira

hatnak, és blokkoljak e csatorndk tonusos (protonok altali) aktivaciojat, ezaltal
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felszabaditjak a gatlas aldl a barnazsirszoveti termogenezist és a bér vazokonstrikciot. E
hatas idegi utvonala a gerincvel6i DLF-ben aszcendal es csatlakozik a hideg elleni
veédekezés LPB-rRPa utvonaldhoz. Ez az idegi Utvonal tehat egyfajta acido-
antitermogenezis és acido-antivazokonstriktor reflexet alkot. Ezek a reflexek fontos
szerepet jatszhatnak a Tm szabalyozéaséaban fizikai aktivitas soran. A megerdéltetd fizikai
aktivitas olyan hipertermiat okoz, amely korlatozza a teljesitményt?8 és halélos lehet®. A
megerdltetd fizikai aktivitds metabolikus acidozist is okoz, beleértve a kifejezett
acidémiat?®, ezaltal fokozza a TRPV1 csatorna protonok altali aktivacidjat a nagytomegii
térzsizmokban, amelyekben sok a lassu, 1-es tipus izomrost, és amelyek részt vesznek a
légzésben is3l. A TRPV1 csatorna aktivaciéjanak fokozodasa a termogenezis és a bor
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 jaré hipertermiét.
Vizsgalatunk twjdonsaga és jelentésége a TRPVI1 csatorna altal kozvetitett acido-

antitermogenezis és acido-antivazokonstriktor reflexek idegi Utvonalainak felfedezése.

A TRPV1 antagonistdk altal indukalt hipertermia molekularis és idegi
mechanizmusainak tanulmanyozasa mellett az is érdekelt, hogy ez a hatas felhasznalhato
lehet-e az altatas soran kialakul6 hipotermia kivédésére ragcsalokban (repurposing)®®®.
Azt taldltuk, hogy az AMG 517 képes volt visszaforditani az injekcioval vagy
inhalacioval kivaltott altalanos anesztézia soran kialakuld 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 jétt 1étre.
A TRPV1 antagonistdk elsésorban valdsziniileg a barnazsirszoveti 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 médon az AMG 517 hossz( felezési ideje ellenére az alkalmazott d6zisok
mellett nem valtott ki hipertermidt az altatas utani idészakban sem. Ezt a paradox
megfigyelést tobb lehetéség is magyarazhatja. Eldszér is, az AMG 517
termoregulatorikus hatdsanak iddtartama eltérd lehet a plazmaban mért felezési idejétol,
ahogyan az mdas anyagok esetében is eléfordult®®?%, Méasodszor, az altalanos

anesztetikumokrol kimutattdk, hogy gatoljak az autonom hideg elleni effektorokat
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(barnazsirszoveti hétermelés és bor vazokonstrikci6)?922%, amely hatést ellenstlyozhat a
gatlas aloli felszabaduldsuk TRPV1 antagonistak altal. Végul, bizonyos altalanos
érzéstelenit6k, mint példaul az izofluran, bizonyitottan aktivaljak a TRPV1 csatornat, ami
deszenzitizacidhoz vezethet?®, igy az AMG 517 nem képes kifejteni TRPV1 csatornat
gatlo hatasat. Amennyiben a hipertermias hatads hianya az altatds utani féazisban
emberekben is igazolasra keriil, az nagyban eclésegitheti a TRPV1 antagonistak
perioperativ iddszakban vald hasznalataval kapcsolatban felmertiil6 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 els6dleges tamadaspontja. Mindazonaltal az AMG 517 hatdsa a
TRPV1 csatorna jelenlététol fuggott. Mivel az AMG 517 a patkanyok mellett WT
egerekben is gatolta az altatdas okozta hipotermiat, eredményeink azt mutatjak, hogy a
TRPV1 antagonistak altatas okozta hipotermiat kivédo hatasa nem fajspecifikus. Tovabbi
vizsgalatokra van szilkség annak megallapitasara, hogy ezek a megfigyelt hatasok
emberekben is jelentkeznek-e. Figyelemre méltd azonban, hogy az AMG 517 mind
ragcsaldkban, mind pedig emberekben hipertermiat okoz (lasd fent és alabb), ami arra
utal, hogy a ragcsalokban megfigyelt, az altatds okozta hipotermiara gyakorolt
hészabalyozasi hatasa nagy valoszintiséggel érvényesil klinikai kdrnyezetben is.

Az anesztézia altal indukalt hipotermia TRPV1 antagonistaval vald kivédésének
mechanizmusat felderité Kisérletek soran mind a vazomotoros tonust, mind pedig a VOo-
t vizsgaltuk. Eber allatokban a barnazsirszoveti termogenezis és a bér vazokonstrikcio
voltak azok a mechanizmusok, amelyekkel a TRPV1 antagonistak hipertermiat valtottak
ki®2. Altatott allatokban az altatas okozta hipotermia TRPV1 antagonista altali kivédése
szintén a termogenezis fokozddasaval jart egyutt. Megfigyeltik a farok T atmeneti
emelkedését is, ami a vazomotoros tonus valtozasara utal. Ez a hatas azonban kismérték
¢és rovid id6tartamu volt, és valosziniileg a vazodilatacié Tm kiiszObértékének ketamin
altali lefelé¢ tolodasa okozhatta, ami onmagaban nem volt elegendé az alkalmazott
alacsony Tk vazokonstriktor hatdsénak leklizdéséhez. Az AMG 517 azonban fokozza a
termogenezist®*°, igy a ketaminnal altatott patkanyok Tm-e felfelé mozdult az AMG 517
kezelésben nem részesilt, ketaminnal altatott kontrollokhoz képest, ezaltal atlépte a
vazodilatacié kivaltasahoz sziikséges Tm kliszObértékét.

Jovobeli vizsgalatok segithetnek annak megvalaszolasaban, hogy lehetséges-e a
TRPV1 antagonistdk klinikai gyakorlatba torténd bevezetése. Az altatds okozta

hipotermia klinikai kdvetkezményei kozott szerepelhetnek vérzések, posztoperativ
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miokardialis infarktus és a mutéti teriilet fert6z6dése. Fontos lenne megvizsgalni, hogy a
normotermia fenntartdsa TRPV1 antagonistakkal kivedi-e ezeket a komplikéciokat.
Ezenkivil a TRPV1 antagonistak a szisztémas gyulladas egérmodelljeiben befolyasoljak
a mortalitdst is életkortol fiiggé modon (lasd 5.3.1.1. fejezet), amely arra utal, hogy
alkalmazasuk miitétek soran tovabbi elényokkel jarhat.

Osszefoglalva, ezen vizsgéalataink a TRPV1 antagonistak (j alkalmazasi
lehetéségét mutatjak be az altatas okozta hipotermia kezelésére. Tekintvén, hogy a
vizsgalt anyagot (AMG 517) méar engedélyezték és tesztelték human vizsgalatokban, ez
az ,,Gjracélzasi” (angolban: repurposing) hipotézis relative egyszeriien vizsgalhato lenne

altalanos anesztézia soran emberekben.

A TRPV1 antagonistak hipertermizal6 hatdsanak molekularis mechanizmusaira
vonatkozd patkanyokban elért eredmeényeink emberekre val6 alkalmazhatdsagat illetéen
fontos volt azt is megvizsgalni, hogy a huméan TRPV1 csatorna esetében is a proton
aktivacios mdd gatlasa felelés-e a hatds kialakulasaért. A fentiekben bemutatott
Lujracélzasi” lehetdségen kivill, gyogyszerfejlesztési szempontbol talan a legjobb
megoldds egy olyan TRPV1 antagonista megtervezése lenne, amely
fajdalomcsillapitoként (vagy barmely méas Kkivant hatas tekintetében) megfeleld
hatékonysaggal rendelkezik, de nem okoz semmilyen nem kivant testhémérsékleti hatast,
azaz hipo- vagy kilénosen hipertermiat. Tanulmanyunk alapjan a termalis hatasok
valészintileg minimalisak lesznek emberekben azon anyagok esetében, amelyek nem
gatoljak a human TRPV1 csatorna protonok és hdmérséklet altali aktivaciojat, még akkor
is, ha ezek az anyagok a csatorna kapszaicin aktivaciés modjanak potens gatl6i®t. Ha a
proton és homérséklet altali aktivaciot gatld hataser6sség elég alacsony, azonban a
kapszaicin modot gatld potenciél kelléen magas, akkor egy ilyen anyag jo eséllyel
megfeleléen hatékony lesz (a human TRPV1 csatorna vanilloidok altali aktivaciojanak
potens blokkolasaval) anélkil, hogy befolyasolna a testhémérsékletet. Az ilyen aktivacios
mod profild terapids szerek megtervezése egyértelmiien a molekularis farmakologia
jelenlegi hatérait feszegeti. Mindazonaltal a TRPV1 csatornat érint6 mutaciok adatai
alapjan vannak arra utalo jelek, hogy ez lehetséges. A TRPV1 ortologokon végzett
elézetes vizsgalatok azt mutattdk, hogy a vanilloidokat koté zsebben 1évo részek
mutacidja (Tyr511Ala és Ser512Tyr) szelektiven megszinteti a kapszaicin iranti
érzékenységet, mikozben a hd és protonok irdnt megmarad a nagy érzékenység®*.

Hasonloképpen, az egér TRPV1 porusdban 1évé mutaciok szelektiven megsziintetik a hé
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altali aktivaciot anélkil, hogy befolyasolndk a kapszaicin altali aktivaciét?®, mig
kiilonb6z6, proximalis mutaciokrol kimutattak, hogy szelektiven karositjak a protonok
altali aktivaciot®®. Nemrég a patkdny TRPV1 csatorna Vvéletlenszerli pasztazo
mutagenezise tobb szaz specifikus mutaciot azonositott a TRPV1 fehérjében, amelyek
vagy a kapszaicin vagy a hé altali szelektiv aktivacio fenntartasaért felelések, habéar az
nem vilagos, hogy ezek a mutaciok hogyan befolyasoljak a protonok altali aktivaciot?%,
Osszességében ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy a TRPV1 csatorna aktivacidja
legaldbb néhany inger-specifikus mechanizmusbeli kilonbséget mutat. Ezeknek a
kilonbségeknek a kihasznalasa potencialisan hasznos lehet a gydgyszerfejlesztés
szempontjabol. Valdban, tébb TRPV1 antagonistat szintetizaltak mar kiilonboz6 foku
aktivacios mod-szelektivitassal (masodik generacids antagonistak), és néhanyat mar
embereken is teszteltek (lasd 5.1.1.2.2. fejezet).

Ennek a megkdzelitésnek létezik azonban két f6 akadalya. El6szor is, a jelenlegi
ismereteink hidnyossagai miatt a mod-szelektiv. TRPV1 antagonistak raciondlis
megtervezése még mindig korai stddiumban van. Masodszor, lehet egy belso korlatja
annak, hogy mennyire lehet blokkolni a TRPV1 csatorna altalanos aktivacidjat (terapias
célokra) anélkiil, hogy a csatorna protonok és hdmérséklet altali aktivalasat blokkolnank
(a hoszabalyozasi mellékhatasok elkeriilése érdekében). Ennek az alapvet6é korlatnak
megfeleléen a TRPV1 antagonistakkal végzett klinikai vizsgalatok sikertelenségének
okai ma mar masok, mint egy évtizeddel ezeldtt. A korai vizsgalatokat elsé generacios
(nem mdd-szelektiv) antagonistakkal végezték, és ezek jellemzéen a karos hipertermids
hatas miatt voltak sikertelenek; az AMG 517-tel végzett vizsgalat jol ismert példa erre®.
Ezzel szemben szamos Gjabb vizsgalatot végeztek masodik generacids (mod-szelektiv)
TRPV1 antagonistakkal, és ezek kozil néhany nem mutatta ki az elvart szinti
fajdalomesillapit6 hatast; erre egy példa a NEO6860-nal végzett vizsgalat!®®.

Mig a Kivant profillal rendelkez6 TRPV1 antagonistak racionalis megtervezése
tovabbfejlodik, kevésbé hatékony eszkozokkel is elérheték ugyanazok az eredmények,
mint példaul ,,véletlenszeri” szintézist kovetd in vitro farmakologiai szliréssel. A
publikalt adatok alapjan tobb termélisan semleges, mdd-szelektiv TRPV1 antagonista
esetén is fontolora vettéek a gyodgyszergyarto cégek a tovabbi fejlesztést, koztik az A-
1165442 és az A-1115760 az Abbott Laboratories, illetve AbbVie altal?®42%’, az
AS1928370 (ASP8370) az Astellas Pharma altal?®2% és a NEO6860 a NEOMED

Institute altalt95:39%0,
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6.1.2. A TRPM8 ioncsatorna

A TRPMB8 csatorna hidegszenzor szerepének vizsgalata soran egy szelektiv és
er6s TRPMS antagonista fiziologiai hatasainak felderitésével (és a tamadasponton kivili
hatas kizarasaval Trpm8” egereken végzett kisérletekkel) kimutattuk, hogy a Tm fiigg a
bér TRPMS csatornairél érkezd hideg szignaloktdl*®®. Eredményeink azt sugalljak, hogy
a TRPMS8 csatorna univerzalis hidegszenzorként funkcional a bérben, olyan értelemben,
hogy szabalyozza az Osszes f6 hideg elleni védekez6 mechanizmust (legaldbbis
ragcsalokban): a hidegkeriild viselkedést, a farokbér vazokonstrikcidjat ¢és a
barnazsirszdveti termogenezist. A TRPM8 ilyen univerzélis szerepe a bér afferenseken
6sszhangban van azokkal a termofiziologiai és elektrofiziologiai vizsgalatokkal, amelyek
azt mutattak, hogy a bdr legtdbb termoreceptora hidegérzékeny®*202, és hogy a To-i
szignalok jelentésen hozzjarulnak a legtobb termoeffektor szabéalyozasahoz303-305,
Mindezek alapjan egy olyan kép kdrvonalazddik, amely szerint az idegek végz6désein és
axonjain talalhat6 TRPMS8 csatorndk a borben stri halozatot alkotnak, amely
fajdalmatlan hidegingerekre aktivalodik, igy szabalyozza tobb autonom és viselkedési
termoeffektor aktivitasat. Tajino és mtsai.2% altal a Trpm8 egerekben leirt megvaltozott
termoeffektor valaszok is alatdmasztjdk azt a kovetkeztetésiinket, hogy a TRPM8
csatorna reszt vesz mind a viselkedési, mind pedig az autoném termoeffektorok
szabalyozésaban.

Eredményeink azt is bizonyitjak, hogy a borbél érkezo hideg szignélok blokkolasa
TRPMS8 antagonistaval inaktivalhatja a hideg elleni védekezést és csokkentheti a Tm-et
éber allatokban. Knowlton és mtsai.®%” is beszamoltak arrél, hogy egy masik TRPM8
antagonista szintén hipotermiat okozott egerekben. Mivel a jelen tanulmany azt mutatja,
hogy az M8-B-re adott hipotermiés valasz erésen fiiggott a Tk-tol, a TRPM8 antagonistak
altal indukalt hipotermia az els6 példa arra, hogy egy allat Tm-ének valtozésa specifikusan
hémérsékleti szignalok termoreceptorok szintjén valé farmakoldgiai gatlasanak
eredmenyeként alakult ki. Megjegyzendd, hogy a TRPV1 antagonistak is befolyésoljak a
Tm-et (hipo- vagy hipertermiat valthatnak ki), de hatdsuk a TRPV1 csatorndknak nem a
termalis (hanem protonok altali) aktivaciojanak modulécidjabol ered (lasd 6.1.1. fejezet).
A TRPMB8 csatorna kapcsan bemutatott alapelv — a héérzékelés szelektiv farmakologiai
modulécidja — a jovOben felhasznalhato lehetne arra, hogy terapias hipotermiat idézzenek
el6 altatasban nem részesiilé betegeknél, példaul sulyos traumas agysérilés esetén, ahol
hatésa elényds lehet a betegség kimenetele szempontjabo13°83%°, Mindezek alapjan egy Uj

tudomanyag, a termofarmakoldgia lehet kialakuléban.
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6.1.3. A TRPA1 ioncsatorna

A TRPMS8 csatorna tanulmanyozasa mellett azt is szerettem volna tisztazni, hogy
a TRPAL csatorna, amely in vitro adatok alapjan szintén hideggel (17°C alatt) aktivalhato,
hozzajarulhat-¢ a normal testhémérséklet fenntartasahoz in vivo. Els6ként a TRPAI
csatorna hideg elleni védekezéshen bet6ltott szerepét vizsgaltuk®’.

Kiserleteinkben KO egerek alkalmazésaval kimutattuk, hogy a Trpal delécioja
nem befolyasolja sem a Tm hideggel szembeni védelmét, sem pedig az autondém
termoeffektorok (farokbér vazokonstrikcio és termogenezis) hideg altali aktivaciojat. A
hidegexpozicid sulyossaga ebben a kisérletben valosziniileg elegendd volt ahhoz, hogy a
szervezet barmely pontjan mért hémérsékletet a TRPA1 aktivacios kiszobe alad
csokkentse (a Tm ~13°C volt a kisérlet végére), még akkor is, ha az in vivo kiiszdb néhany
fokkal eltér az in vitro meghatarozott 17°C-os kiiszobértékts1®®. Ez arra utal, hogy
egerekben a TRPAL csatornak nem kontrollaljak a hideg elleni védekezés autoném
termoeffektorait. A KO egerekben végzett vizsgalatunk azonban nem tért ki a TRPA1
csatorna krdnikus hidnyanak lehetséges strukturalis vagy funkcionalis kompenzéciora,
amely kialakulhat genetikailag modositott allatokban. Az ilyen jellegii lehetséges
kompenzaciéo kizardsa érdekében a TRPA1 csatornak géatlasat farmakoldgiai
maodszerekkel, a Compound 43 és az A967079 antagonistak akut beadasaval is elvégeztik
genetikailag nem modositott patkanyokban. Ezekben a kisérletekben, amelyekben a
kronikus kompenzacio lehetdsége nem meriilhetett fel, kimutattuk, hogy sem a
Compound 43, sem az A967079 nem befolyasolta a patkanyok hidegexpoziciéra adott Tm
valaszat. Ez arra utal, hogy a hdszabalyozasi rendszer nem hasznal TRPAL csatornakrol
szarmazd homérsékleti szignalokat, legaldbbis patkanyokban. Ahhoz, hogy ez a
kovetkeztetés minél megalapozottabb legyen, mddszertanilag tobb el6vigyazatossagi
Iépést is tettink. El6szor is, két, kémiailag eltér6 TRPAL antagonistat hasznaltunk.
Masodszor, az egyik antagonista esetében alkalmazott dozis (30 mg/kg, i.g.) bizonyitottan
hatéekony volt a TRPA1 csatorna altal medialt fajdalomvalaszok blokkolasaban
ugyanebben a fajban!®. Harmadszor, a hidegben fellépé bér vazokonstrikcid miatt
elofordulhat, hogy a normal esetben hatasos anyagok nem érik el a bdérben 1évo
célpontjaikat hidegexpozicié soran'®. Ennek elkeriilése érdekében a TRPAL
antagonistakat meleg kornyezetben adtuk be, amikor a bérben vazodilatacio allt fenn,
amit a regisztralt magas To jelzett. Az allatokat csak akkor tettik ki a hideghatasnak,
amikor a beadott anyagok mar 30 percig keringhettek a bérben. Negyedszer, kdzvetleniil
is megmértiik mindkét anyag szintjét a vérplazmaban, és azt talaltuk, hogy még a kisérlet
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végén is mindkét TRPAL antagonista olyan koncentréciéban volt jelen, amely
nagysagrenddel meghaladta az 1Cso értékét. Otodszor, folyamatosan regisztraltuk a To-t,
ezzel megerdsitettilk, hogy a kisérlet soran a homérséklet jelentdsen (~13°C-kal) a
TRPAL csatorna 17°C-os aktivacios kiiszobe alatt volt (legalabbis a farokban). Végul, azt
is igazoltuk, hogy az altalunk hasznalt kisérleti elrendezés megfelelé volt ahhoz, hogy a
hdszabalyozasi rendszer &ltal hasznélt To-i szigndlok érzékelésenek hidnyat kimutassuk.
Amikor a TRPAL csatorna helyett a TRPM8 csatornat (a bér igazolt hidegszenzorat)
gatoltuk AMG2850-nel, egy hatékony TRPM8 antagonistaval®*’31, a patkanyok nem
tudtak fenntartani normal Tm-Uket a hideghatds sordn ugyanebben a Kisérleti
elrendezésben. Elébbick alapjan megalapozottnak latszik az a kovetkeztetésiink, hogy
ragcsalokban a TRPAL csatorna nem tartozik a termoregulacids rendszer testfelszini
hidegszenzorai koze.

Az azonban egyértelmiinek latszik, hogy a TRPAL csatornak részt vesznek a
kémiai irritinsokra adott nocifenziv vélaszokban®'!, amit sajat kisérleteink is
alatdmasztanak azzal, hogy a Trpal gén delécidja egerekben mérsékelte a mustarolajra
adott fajdalomvalaszt. Nincs azonban konszenzus abban a tekintetben, hogy ragcsaldkban
a TRPAL csatorna a nocifenziv valaszok hidegszenzoraként funkcional-e, illetve, hogy
egyaltalan aktivalhat6-e hideggel ahogy tobben feltételezik®193-105109 yagy nem
aktivalhat, ahogy sokan masok vélik%:103.106-108 Doerner és mtsai.3'? kimutattak, hogy a
kalcium kozvetleniil megnyithatja a TRPAL csatornat, Zurborg és mtsai.®*® pedig azt
talaltak, hogy a TRPA1 csatorna hideg altali aktivacioja kozvetett mddon jon létre és nem
fizioldgias, hanem megndvekedett kalcium bedramlason keresztul torténik. A hideg altali
direkt aktivacid lehetdségét azonban alatdmasztottdk Sawada és mtsai.3*, valamint
legalabb két masik csoport is, akik beszamoltak a TRPAL1 csatorna hideg altali
aktivécidjardl kalciummentes kdzegben'%1%4, Tovabba, legalabbis rovarokban, a TRPA1
csatorndnak tobb izoformdja létezik, amelyek kozil néhany termoszenzitiv
(melegérzékeny), mig masok nem336  Példaul a muslicdk antenndinak TRPAL
csatornai nem jatszanak jelentds szerepet a meleg érzékelésében3!’. A zebrahalak TRPA1
csatornai szintén nem rendelkeznek termoszenzor funkciéval®'®, Még az emlésok TRPA1
fehérjéi kozott is faji kiilonbségek bonyolithatjak tovabb a kérdést®®, Példaul a heteroldg
maddon expresszalt egér TRPAL csatorna aktivalhatd fajdalmas hideghatassal®3104314,
ellenben a human TRPAL csatorna nem!%’. Még ha patkanyokban vagy egerekben a
TRPAL csatorna aktivalhatd is hideggel és kozvetiti a hideg altal indukalt fajdalmat,

eredményeink alapjan akkor sem vesz részt a hGszabalyozasban. Ebb6l a szempontbol a
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TRPAL1 csatorna hasonlit a TRPV1 csatornahoz, amely rendkivil érzékeny a magas
hémérsékletre és az arra adott fajdalomvalaszokat kdzvetiti, de termoszenzorként nem
vesz részt a Tm Szabalyozasban, legalabbis ragcsalokban (lasd 6.1.1. fejezet). A TRPV1
és a TRPAL koexpresszalodik a polimodalis nociceptorokon®?, amelyek valésziniileg
nem vesznek részt az autonoém ¢€s viselkedési termoeffektorokat szabalyozo homérsékleti
szignalok kozvetitésében. Osszefoglalva, egerekben és patkanyokban végzett kisérleteink
azt mutatjak, hogy a TRPAL csatornakat vagy nem aktivalja a hideg in vivo, vagy olyan
sejteken expresszalddnak, amelyek nem csatlakoznak az autoném termoeffektorokhoz,
vagy mindkett6. Barmelyik forgatokonyv is az igazsdg, a TRPAL csatornékat
ragcsalokban a hészabalyozasi rendszer nem hasznalja termoszenzorként, meég sulyos

hideghatasnak valo kitétel soran sem.

A TRPA1 csatorna termoregulatérikus hidegszenzor szerepének fentiekben
ismertetett elvetése azonban nem zarta ki annak a lehet6ségét, hogy ligand agonistak altali
aktivacioja révén szerepet jatszik a testhOmérséklet szabalyozasaban — hasonloan,
ahogyan azt a TRPV1 csatorna protonok Aaltali aktivacioja kapcsan felderitettik.
Kovetkez6 vizsgalatunkban ezek alapjan arra kerestem a valaszt, hogy a TRPAT1 csatorna
egyik endogén agonistaja, a H2S milyen termoregulatérikus hatasokkal birt6e,

A H2S donorok injektaladsa a lateralis agykamraba hipotermiat és
hipometabolizmust okozott. Ezek a hatasok Na2S esetében nagyobb doézisoknal
kifejezettebbek voltak. Eredményeink osszhangban vannak H2S inhalaciéjal!?3? és
NaHS beadéasa'!? esetén kialakuld hipotermiat leiré korabbi kozleményekkel, ugyanakkor
ellentmondanak mas szerz6k eredményeinek, amelyek szerint a centralisan beadott Na2S-
nek nincs jelentds hszabalyozasi hatdsa®?2323, Az Na2S-sel kapott eredmények kozotti
ellentmondds magyarazata lehet, hogy a korabbi kisérletekben az NazS-t alacsony
dézisban adtak be i.c.v. (870-1000 nmol/kg)®?? vagy a medullaris raphe-ba (0,7-0,8
nmol/kg)®%, mig a mi vizsgalatunkban a dézisok 6,4 és 12,8 umol/kg voltak, és ezek
kozul az alacsonyabb ddzisnak csak mérsékelt hdszabalyozasi hatdsa volt.
Valosziniisithetd, hogy a korébbi vizsgéalatokban az NazS-t a termoregulatérikus hatasok
kivaltasahoz sziikséges kuszoberték alatti koncentracioban adtak be. Ezzel 6sszhangban
az NaHS szintén hipotermiat okozott, amikor 18-72 pumol/kg/h sebességgel infundaltak 4
oran keresztll*'®. Az eltéré eredmények maésik lehetséges oka lehet, hogy mig sajat
kisérleteinkben egereket hasznaltunk, az emlitett kordbbi vizsgalatokat patkanyokban

végezték322323 ami felveti annak lehetdségét, hogy a centralis H2S termoregulatérikus
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hatdsa egerek ¢és patkanyok esetében eltéré. Ezt aldtdmasztani latszik, hogy a
hipotermizald hatas hianyarol nagyobb (nem ragcsalo) allatfajok esetében is beszamoltak
kiilonboz6 kutatdcsoportok1e:1’,

Ezutdn kimutattuk, hogy a hipotermias kisérletekhez hasonlé modon (1 mg/kg
i.c.v.) beadott NazS ndvelte a vér perflzidjat is a torzs boérében (lumbalis hati régioban).
A bor vazodilatacidja autonom hdszabalyozasi valasz, amely a kdrnyezet felé torténd
fokozott héleadas révén a Tm csOkkentését (vagy emelkedésének megakadalyozasat)
vonja maga utan®. Kistestii ragesdlokban a szor nélkiili testrészek (példaul a farok és a
mancsok) a test és a kdrnyezet kdzotti hdcsere legfontosabb régioit. Kisérleteinket altatott
egerekben végeztik, amelyeket olyan melegitéparnara helyeztiink, amely érintkezett az
allatok hasi felszinével, beleértve farkukat és végtagjaikat, ezért a melegités
befolyasolhatta a H2S altal indukalt véraramlasi valaszokat ezekben a testrészekben.
Ezzel szemben az alkalmazott melegitésnek minimalis helyi hatdsa volt a bér
érrendszerére a hat also részében, ezért vizsgaltuk a HzS vérataramlasra gyakorolt hatasat
egereknél a torzs nagyobb mértékben jarul hozza a teljes test héleadasahoz, mint
patkanyoknal, és valoszinii, hogy egereknél a teljes hdveszteség legnagyobb hanyada a
test torzsébodl szarmazik®?*. A bér vazodilatacidjanak bizonyitdsa — a csokkent
termogenezis mellett — a H2S altal kivaltott hipotermidban arra utal, hogy a H2S két
kiilonbozé efferens termoeffektor idegpalyara hat, vagy olyan neuronokra, amelyek
ezeknek a termoeffektor palyaknak a kozos afferens vagy efferens részében helyezkednek
el. EIméletileg szoba johet a HzS kozvetlen hatasa az erekre és a barnazsirszovetre is, de
ez a lehet6ség kevésbé valoszinii, mivel kisérleteinkben az NazS nagy dozisu (az i.c.v.
hatasos ddzisnal tizszer nagyobb) szisztémas (i.p.) beadasa nem volt hatassal a Tm-re, ami
a termoregulatorikus hatasok centrélis (agyban talalhatd) kivaltasi helyére utal.

Annak ellenére, hogy az NazS-t tisztdbb H2S donornak tekintik, mint az NaHS-t,
mindkét anyag azonnali, nagymértékii HzS felszabadulast okoz, ami megkérdéjelezheti
hatasuk élettani jelentéségét®?. Ezért megvizsgaltuk a GY'Y4137, egy nagyon lasst H2S
felszabadulashoz vezetd donor3?®, hészabalyozasi hatasat is. Ezt az anyagot tobbszor
hasznaltak mar korabban a H2S valodi fiziologiai funkcidinak tanulmanyozasara
kiilonbozo kisérleti modellekben3®. A GYY4137 i.c.v. beaddsa az Naz2S-hez hasonldan
hipotermiat és hipometabolizmust okozott az egerekben. A vélasz dinamikéja azonban
eltérd volt, mivel mind a VO2, mind pedig a Tm csokkenése lassabban, de kifejezettebb
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mértékben alakult ki, mint NazS esetében. A hipotermia dinamikajanak kulonbsége
GY'Y4137 és NazS kozott 6sszhangban van a HzS felszabadulas kiilonb6z6 mértékével.

Végul a HzS altal indukalt hipotermia molekularis célpontjat is vizsgaltuk. A H2S
TRPAL csatornara gyakorolt hatasat szamos kisérleti modellben igazoltak!'8, de eddig
ismeretlen volt, hogy a TRPAL csatorna szerepet jatszik-e a H2S hipotermizal6 hatasanak
kialakulasaban. Ennek felderitésére, megvizsgaltuk a H2S donorokra (NazS és GY'Y4137)
adott hdszabalyozasi véalaszt Trpal” egerekben (és WT tarsaikban). Kimutattuk, hogy a
hipotermias és a hipometabolikus valaszok egyarant attenuéltak Trpal” egerekben a
Trpal*’* tarsaikhoz képest. Ezek az eredmények, ismereteink szerint, elészor bizonyitjak
egyértelmiien, hogy a H2S-t gyorsan és lassan felszabaditd donorok altal kivaltott
hipotermiat a TRPAL csatorna kdzvetiti egerekben.

Kisérleteinkben azt is kimutattuk, hogy a hipotermias véalasz a kdzponti
idegrendszerbdl indul ki, ezért figyelmiinket a TRPA1 csatorna agyi expresszidjara
dsszpontositottuk. Mivel a TRPAL fehérje elleni kereskedelmi forgalomban kaphat6
kiilonboz6 antitestek esetében nem specifikus kotédést is kimutattak??327, ezért a
csatorna mRNS szintli transzkripciojat vizsgaltuk az egerek hipotalamuszaban, vagyis
abban az agyi régioban, ahol az autonom termoeffektor idegpalydk neuronjai
nagyszamban megtalalhatok?*°. RNAscope segitségével kimutattunk néhany Trpal
MRNS transzkriptumot az autonom termoeffektor palyakban valamennyi vizsgalt agyi
magban. A Trpal mRNS alacsony mértékli expresszioja a vizsgalt termoregulatérikus
agyi struktdrakban arra is utalhatna, hogy ezek a neuronok elhanyagolhatd szerepet
jatszanak a H2S hatasaban, de meg kell jegyezniink, hogy az mRNS expresszié nem
feltétlendl korreldl a fehérje transzlacios rataval, hiszen az alacsony mRNS expresszio
magas fehérjeszinthez is tarsulhat, amint azt kiilonbozd vizsgalatokban kimutattak328:32°,
Fontos, hogy alacsony mRNS expresszidja ellenére a TRPAL csatornarol gy gondoljak,
hogy kritikus élettani funkcidkat tolt be kiilonbdzé szovetekben®8-331 A TRPA1
csatornahoz hasonléan egy masik termo-TRP csatornarol, a TRPV3-rol is kimutattak,
hogy a vagalis afferens neuronokban hozzajarul bizonyos neurofizioldgiai funkciékhoz
annak ellenére, hogy mRNS szinten mennyisége alacsony3*2. Azt is meg kell emliteni,
hogy a TRPAL fehérje szintje a fehérje elettartamanak szabalyozéasan keresztil
befolyasolhaté az ubikvitinacids statuszanak modulalasaval®?®. Ez azt eredményezheti,
hogy a Trpal mRNS alacsony mennyisége ellenére is funkcionalis TRPA1 fehérjék
lehetnek jelen a neuronokban. A TRPAL csatornanak az ubikvitin-hidrolaz fehérje CYLD

altali de-ubikvitinacidja noveli a TRPA1 fehérjék cellularis pooljat®?°, és a CYLD
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expresszidja kimutathatd egerek kiilonbozé agyi régioiban, beleértve a hipotalamuszt
is333, Kovetkezésképpen lehetséges, hogy a TRPAI1 csatorna fehérjeszinten elegendd
mértékben expresszalddik ahhoz, hogy kozvetitse a H2S hatdsat egyenesen a vizsgalt
hdszabalyozassal kapcsolatos neuronokbdl. Nem zarhato ki azonban, hogy mas agyi
struktirakban talalhato TRPAL csatorndk a HaS hatasanak elsédleges tdmadaspontjai,
amelyek a termoregulatorikus palyak neuronjaihoz futd 6sszekottetéseiken keresztil
modulaljak a termoeffektorok aktivitasat. E forgatokdnyv alatamasztasara a TRPAL
csatorna fizioldgiai funkci6jat kimutattdk a szomatoszenzoros kéreghen3®, a
hippokampuszban3®31:334  valamint a szupraoptikus magban és a nukleusz
szolitariuszban33>3%, amely agyi régiok részt vesznek a Tm szabalyozasaban is?40:305:337,
Osszefoglalva tehat kimutattuk, hogy a H2S-t gyorsan és lassan felszabaditd
donorok hipotermiat okoznak, amelyet csokkent hétermelés és fokozott bor vazodilatacio
hoz létre. A hipotermias és hipometabolikus hatasok a kdzponti idegrendszerb6l valthatok
ki, és mindkett6 jelentdsen csokkent mértékit a TRPAL csatorna hianydban. A HS ltal
kivaltott hipotermia molekularis tamadaspontjai feltehetéen az autonom termoeffektor
idegpalydk hipotalamikus neuronjain taldlhaté TRPA1 csatornak. Eredményeink
ravilagitanak a centralis TRPAL csatornak altal kozvetitett H2S jelatvitel fontossagéara a
termoregulacioban. A szisztémas gyulladas sulyos formaiban (példaul szeptikus sokk),
amelyek gyakran jarnak hipotermiaval®?® és fokozott H2S termeléssel®?>338, a TRPAL és
a H2S koOzotti interakcid dontd szerepet jatszhat a termoregulatdrikus valasz
kialakuldsdban, perspektivaként pedig terdpias célpontként szolgéalhat. Tovabba, a
centralis TRPAL csatorndk H2S altali aktivacioja Uj utakat nyithat a hipotermia kontrollalt
indukcidjanak és fenntartasanak kifejlesztéséhez, de jovobeli kutatasokra van sziikség
ahhoz, hogy feltarjuk a kozponti TRPA1-H2S interakcié valddi termofarmakologiai

jelent6ségét egészségben és betegségben.

6.2. Termo-TRP ioncsatornak szerepe vazomotor valaszok kialakulasaban

Legfébb 1j eredményként kimutattuk, hogy a TRPV1 csatornak moduléljak a
centralis (karotisz) és a periférias (farokbodr) artériak pH valtozasok Altal kivaltott
vazomotoros valaszait. Mig a neuralis struktirakon talalhaté TRPV1 csatornédk jelentés
szerepet jatszanak a bazikus pH indukalta kontrakcio korlatozasaban, addig a savas pH
indukalta relaxaciot elsésorban a nem-neurdlis elemeken taldlhatd6 TRPV1 csatorndk

szabalyozzak!®®,
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Eredményeinket tobb szempontbol is alatdmasztottuk. El6szor is kKimutattuk, hogy
a savas és bazikus pH altal indukalt érrendszeri hatasok fokozddnak a Trpvl”’ egerek
karotisz és farokbdr artériaiban Trpv1*'* tarsaikhoz képest. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy egerekben a TRPV1 csatornék limitalo szerepet jatszanak a savra és bazisra
adott vazomotoros valaszok szabalyozasaban. A genotipusok kozotti kilonbseg mar
alacsony sav- és baziskoncentracioknal is szignifikans volt a karotiszban, de a farokbor
artéridban csak a legmagasabb doézisnal, ami arra utal, hogy a TRPV1 csatorna limitalo
szerepe dominansabb centréalis (karotisz) artériakban, mint periférias (farokbor)
artériakban. A Trpv1”’ egerekben végzett kisérleteink azonban felvetik a TRPV1 csatorna
kronikus hianyanak lehetséges strukturalis vagy funkcionalis kompenzacios lehet6ségét.
Ennek Kkizarasa érdekében, masodik megkozelitésinkben, farmakoldgiai gatlast
alkalmaztunk a TRPV1 antagonista, BCTC akut ad&sédval genetikailag nem maodositott
egerekben. A BCTC olyan dozisat alkalmaztuk (10 M), amely magasabb, mint az in
vitro megallapitott ICso értéke®, és amely hatasosnak bizonyult a kapszaicin altal kivaltott
vazomotoros valaszok ex vivo blokkolasaban. A karotisz és farokbor artériak BCTC-vel
torténd eldkezelése a savas és bazikus hatasokra adott vazomotoros valaszok fokozddasat
eredményezte. A TRPV1 antagonista altal Kkivaltott savas és bézikus érhatasok
augmentacioja a karotiszokban kifejezettebb volt, mint a farokboér artériakban, ami
szintén dsszhangban van a Trpvl”’ egerekben talalt eredményeinkkel. A TRPV1 csatorna
farmakologiai blokkolasaval kapott eredményeink megerdsitik a TRPV1 csatorna
limit&lo szerepét a pH valtozasok &ltal indukalt vazomotoros valaszokban, valamint e
valaszok TRPV1 csatorna altal kozvetitett kifejezettebb gatlasat a centralis (karotisz)
erekben a periférias (farokbér) artériakhoz képest.

Bar a sav-bazis valtozasok érrendszeri hatasait mar korabban is vizsgaltak339-341,
és mas tanulmanyokban a TRPV1 csatorna savas és bazikus ingerek &ltali aktivaciojat is
kimutattak"42, tudomasom szerint elSttiink még nem végeztek olyan vizsgalatokat,
amelyekben a TRPV1 csatorna szerepét vizsgaltdk volna a savi és bazikus ingerek
kiilonboz6 értipusokra gyakorolt hatdsaiban. Komplex miikodési sajatossagai polimodalis
receptorként®#3, valamint diverz expresszidja kiilonbozd érrendszeri struktdrakban,
példaul az endotéliumban®4, a simaizomzatban*® és a perivaszkularis neuralis
elemekben®3345, a TRPV1 csatornat idedlis jeloltté teszik az érrendszeri valaszok
szabalyozésara fiziologids és patologias korilmények kozott. Ennek megfeleléen, a
TRPV1 csatorna ismerten szerepet jatszik exogén és endogén ligand agonistakra adott

vazomotoros valaszok kdzvetitésében. Kapszaicinre adott valaszul példaul vazodilataciot

162



garam . andras_142 23

mutattak ki patkdnyok bérében*® és mezenteridlis artériaiban3#, mig mas erekben, igy
patkanyok vazizomzataban*®??> vagy kutyak mezenterialis és vese artéridiban34’
vazokonstrikciot észleltek. Hasonld vazomotoros hatasokat talaltak endogén TRPV1
agonistakkal is, mint példaul az AEA és a 20-hidroxi-eikozatetraénsav esetében34349, A
ligand agonistdk mellett a TRPV1 csatorna szerepét kimutattak a hé altal kivaltott
érrendszeri valaszok kozvetitésében is30. Eldbbicket kiegészitve, mi els6ként
bizonyitottuk, hogy a TRPV1 csatorna limitald szerepet jatszik a sav altali vazorelaxacio
és a bazis altali vazokonstrikcio létrejottében.

A Trpvl”’ egerekkel és a BCTC-vel kapott eredmények szoros Gsszhangban
vannak egymassal, de mivel mind a genetikai delécid, mind a farmakoldgiai gatlas a
TRPV1 csatornak nem szelektiv blokkolasat eredményezi minden szovettipusban, ezek a
megkozelitések nem tették lehetévé, hogy killonbséget tegylink a neurdlis és nem-neurélis
TRPV1 csatorna populdcidok hozzajaruldsa kozott a pH valtozésai altal indukalt
vazomotoros valaszok kozvetitéseben. Harmadik megkozelitésinkben ezeért RTX
deszenzitizaciot alkalmaztunk az egerekben, amely kezelés elsésorban a neuralis
elemeken karositja a TRPV1 csatornak mitkodését, de a nem-neuralis struktirakban 1évo
TRPV1 csatorndkra kevés hatassal van??®2%, Ennek megfelelden a TRPV1
deszenzitizaciot széles korben hasznaltak a neuralis TRPV1 csatornak funkcionalis
karosodasanak  tanulmanyozasara  kardiovaszkularis  mechanizmusokban?8.225.226,
gyulladasos folyamatokban®!, hdszabalyozasban (lasd 6.1.1. fejezet) és a testtdmeg
fenntartasaban35?, Azt talaltuk, hogy az RTX adéasaval deszenzitizalt egerek karotisz és
farokbdr artériaiban a bazikus pH indukalta kontrakcio fokozodott, de a savi pH indukéalta
relaxacio nem valtozott a kontroll egerekhez képest. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy neuralis TRPV1 csatornak kozvetitik a bazikus ingerek altal indukalt kontrakcio
limitalasat, mig a nem-neuralis érstruktirakon 1évé TRPV1 csatornédk jarulnak hozza a
savi ingerek altal indukalt relaxacio szabalyozasahoz. Tekintettel arra, hogy az acidozis
csokkenti, mig az alkal6zis fokozza a neurondlis ingerlékenységet®3, a sav-indukalta
relaxacié nem-neuronalis és a bazis-indukalta kontrakcidé neurondlis struktardk altali
mediacioja fizioldgiailag is plauzibilis.

Azt, hogy a kiilonb6z6 TRPV 1 csatorna populaciok aktivacioja eltéré érrendszeri
valaszokat eredményezhet, korabban mar kimutattdk ligand agonistakkal. A
simaizomsejteken expresszalédé TRPV1 csatornak kapszaicin altali aktivécidja
vazokonstrikciohoz vezetett, mig a neuralis TRPV1 csatorndké vazodilaticiot okozott
egerekben?® és patkanyokban“®. Attol fiiggden, hogy egy adott értipusban melyik TRPV1
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csatorna populécié a dominans (neurondlis vagy simaizomzati), a ligand altali aktivacio
fiziologids hatasa lehet vazodilatacio (példaul bor artéridkban) vagy vazokonstrikcio
(példaul vazizom artériakban)*8. Hasonlé szévetspecifikus kiilonbségeket figyeltiink meg
a kapszaicinre adott valaszban a sajat vizsgéalatunkban is. Karotisz artéridkban kapszaicin
adasa funkcionalis TRPV1 csatorndk jelenlétében konstrikciét okozott, amelyet nem
befolyasolt a neurdlis TRPV1 RTX altali deszenzitizacidja. Ezek az adatok 6sszhangban
vannak korabbi, vazizom artéridkban végzett kisérletek eredményeivel*®2%5, A Karotisz
artériakkal ellentétben a farokbér artériak relaxacioval reagéltak kapszaicinre, ami a
neuralis TRPV1 csatornak RTX eldkezeléssel torténd karositasa utan jelentésen csokkent,
6sszhangban a ligandok altal kivaltott vazodilatacié neuronalis TRPV1 csatornak altali
kozvetitésével8354. Az idegvégzddéseken 16v8 TRPV1 csatorndk aktivacidja szenzoros
neurotranszmitterek (példaul kalcitonin gén-rokon peptid, SP) felszabadulasahoz vezet,
amelyek stimulaljak az endotelialis nitrogén-oxid szintézist, ennek kdvetkeztében
vazorelaxaciot okoznak*®34, Meg kell jegyezni, hogy a TRPV1 csatorna az
endotélsejtekben is kifejezdik, ahol kapszaicin altali direkt aktivacioja vazodilataciot
okozhat®*. A kapszaicin ilyen kozvetlen hatasa az endotelialis TRPV1 csatornakra lehet
az oka annak, hogy kiserleteinkben az RTX el6kezelésen atesett egerek farokbor
artériaiban némi dilatacio megfigyelhetd volt, bar ez jelentésen kisebb mértékii volt, mint
vivéanyag el6kezelés utan.

A savas és bazikus ingerekre adott vazomotor valaszokat a TRPV1 csatorna
mindkét vizsgalt értipusban limitalta, de korlatozo szerepe jelentdsen kifejezettebb volt a
karotisz artériakban a farok artériakhoz képest mindharom kisérleti megkozelitéstinkben.
Ez az eltérés fontos élettani szerepbeli kiilonbségeket tiikrozhet, miszerint a Iétfontossagu
szerveket (példaul az agy) vérrel ellato erekben a TRPV1 csatorna mar kismértékii sav-
bazis eltéréseknél kifejti vazomotoros szabalyozo funkciojat, feltehetden a fiziologias pH
tartomanyon beldl, példaul a megvaltozott szoveti anyagcsere miatt. Ezzel szemben a test
periféridjan elhelyezkedd erekben, amelyeknek a szoveti perfuzid biztositasan kiviil mas
funkciojuk is lehet — mint példaul termoregulatorikus érvalaszok a bér artériaiban — a
TRPV1 csatorna csak nagyfok( sav-bazis eltéréseknél kezdi limitalni a vazomotor
reakciokat. E hipotézist tamaszthatja ala, hogy a h6szabalyozo szovetek ereiben a TRPV1
csatorna expresszios mintazata eltér mas szervekétdl egerekben® és patkanyokban®,

Osszefoglalva, tanulmanyunkban kimutattuk a TRPV1 csatorna limitalé szerepét
savas és bazikus ingerekre adott vazomotor valaszok kdzvetitésében, ami centralis

(karotisz) artériakban kifejezettebb, mint a periférias (farok) artériakban, jelezvén a
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vaszkularis tonus finomabb szabalyozasat pH valtozasokra adott valaszként a
letfontossagu szerveket ellatd erekben. Feltételezzik, hogy a neuralis struktarakon
expresszalodd TRPV1 csatorndk kulcsszerepet jatszanak a bazisok altal indukalt
vazokonstrikcio szabalyozasaban, mig az érfal nem-neurélis elemein talalhaté TRPV1
csatornék elsésorban a savak altal indukalt relaxécidt szabalyozzak. A TRPV1 csatorna
ilyen korlatozé funkcioja nagy jelentéségti lehet a szoveti perfuzid szabalyozasaban,
amikor a szisztémas (vér) vagy lokalis (szdveti) pH megvaltozik, példaul fizikai terhelés,

gyulladas, 1égzési elégtelenség, veseelégtelenség vagy anyagcserezavarok esetén.

A fentiekben ismertetett kiserletek elvégzése soran azzal a modszertani akadallyal
szembesultink, hogy az altalunk hasznalt miograf rendszer (részletekért lasd 4.1.6.
fejezet) csak korlatozott tartomanyban alkalmas az érszakaszokat koriilvevé vizfiirdd
homérsékletének megvaltoztatasara, igy a termo-TRP csatorndk vaszkularis biologiai
szerepének széles hOmérsekleti tartomanyban, kiillondsen szobahOmérséklet alatti
homérsékleteken vald vizsgélatara. Ezen technikai akadaly athidaldsa érdekében uj
hécseréld lemezeket fejlesztettiink ki 3D nyomtatassal, amelyek segitségével a miograf
rendszer alkalmas lehet hidegben (akér 13°C-os hémérsékleten) is a vazomotor valaszok
méréséret’®,

A testhmérséklet valtozasai minden bioldgiai folyamatot befolyasolnak. A test
kopenyének (bdr) hémérséklete az aktualis Tk fliggvényében nagymértékben valtozik?.
Kiilsé hideghatésban a bérszovet hdmérséklete a bér artéridinak sziikiilete miatt kozel
lehet az alacsony Tk-hoz. Ha a hideghatas extrém, akkor a hémérséklet nemcsak a
felszinen, hanem a test magjaban is csokkenhet. A hideghez hasonldéan a sulyos
szisztémas gyulladas (példaul sulyos szepszis) is jarhat a Tm csokkenésével
(hipotermiaval), ami human betegeknél magasabb halélozéssal jar (lasd 5.3.2.1. fejezet).
Etiologiatol fliggetleniil a csokkent szoveti hdmérséklet nagymértékben befolyésolja a
biokémiai folyamatokat, ezaltal az érrendszeri reakciokat is. A van't Hoff-torvény szerint
minden biokémiai folyamat minden 10°C-os emelkedéssel 2-3-szorosara gyorsul, bar ez
csak leegyszeriisitése a jelenségnek®®. A molekularis funkciok hdmérséklet-
érzékenysege a Qio hémérsékleti egylitthatoval fejezhetd ki (lasd 2.2. fejezet). A
hémérséklet valtozasa minden ioncsatorna miitkodését befolyasolja, altalaban ~2-3 Qo
értékkel; vannak azonban olyan csatornak, amelyeket a homérséklet direktben
megnyithat, ezért kivételesen magas Q1o értékkel jellemezhet6k3®. A héérzékeny TRPV1

csatorna esetében a Q1o értéke 40 a 41-50°C kozotti homérsékleti tartomanyban3%®, mig a
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hidegérzékeny TRPM8 csatorna esetében a szamitott Q1o érték 24 volt 18-25°C kdzott3.
Fontos, hogy mind a TRPV1 (lasd fent), mind a TRPMS8 csatorna®® igazoltan szerepet
jatszik a bor vaszkuldris valaszainak kdzvetitésében.

Az ujonnan kifejlesztett hdcserélé eszkoziink alkalmazasat ezutan teszteltlik
termofizioldgiai  kisérletekben is. Ennek érdekeében Kisérletsorozatot végeztiink
patkanyok izolalt farokborének artériain kiilonb6z6 hémérsékleten. Kisérleteink soran
bizonyitottuk, hogy a kifejlesztett hécserélé eszkoz sikeresen hasznalhatdo a miograf
rendszer tartozékaként a vizfiirdé hiitésére és homérsékletének allandd szinten tartasara,
akar 13°C-on. Hidegben is ki tudtuk valtani az artéridk konstrikciojat, ezzel megerdsitve
az erek életképességét, valamint a rendszer alkalmassdgat a vazomotor vélaszok
tanulmanyozasara 13-16°C-on. Fenilefrin, egy szimpatomimetikus gyogyszer, minden
vizsgalt hémérsékleten (azaz 13, 16 és 36°C-on) vazokonstrikciot okozott. Vizsgaltuk a
KCl-ra adott vazomotor valaszt is, amely kdzvetlenul depolarizélja a simaizomsejteket,
ezaltal vezet vazokonstrikciohoz. A KCI 60 mmol/l Kkoncentricidban 36°C-on
érsziikiiletet idézett el6, mig 13 és 16°C-on nem volt hatasa. A KCI altal kivaltott
vazokonstrikcio hidnyat korébban is kimutattak hidegben, de nagyobb eml6sokbol,
példaul kutydkbdl és sertésekbdl izolalt arterioldkban. Feltételezték, hogy ez a kalcium-
vagy kalium-homeosztazis hdmérsékletfiiggésével all kapcsolatban®°-2¢1, de a pontos
mechanizmus ismeretlen maradt. Alternativ magyarazatként emlithet6, hogy bizonyos
fajoknal kimutattak a Na*/K* ATP pumpa ATP-hez valo csokkent affinitasat 20°C
alatt®6?, ami natrium felhalmozédasahoz vezethet a sejteken belll. Ennek kovetkeztében
a membranpotencial pozitivabb ertékek felé tolddik, ezaltal ndvelve a sejtek KCI altali
depolarizaciojahoz sziikséges elektromotoros erét. A Na*/K* ATP pumpa hidegben valo
csokkent aktivitasat alatamasztja, hogy amikor az elektrolit szinteket 2 0ras
hidegexpozicid utan mérték kutyak artériolaiban, a natrium intracellularis koncentréacidja
szignifikdnsan emelkedett, mig a kaliumé csokkent®%3, Ezekben az esetekben
megnovekedett extracellularis KCI koncentracio elegendd elektromotoros erét hozhat
létre a sejtek depolarizacidjahoz. Kisérleteinkben ezt a hipotézist teszteltik, és azt
talaltuk, hogy amikor a KCI koncentraciéjat 60 mmol/l-r6l 90 mmol/l-re emeltik,
hidegben is létrejott a KCI altal kivaltott vazokonstrikcio. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az ujonnan kifejlesztett eszkdzlnk alkalmas lehet a hideg altal kivaltott
vaszkuldris fiziologiai hatasok mechanizmusainak vizsgalatara. A termo-TRP csatornéak

lehetséges részvétele ezekben a folyamatokban jovébeni vizsgalatok targyat képezheti.
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Osszefoglalva, a 3D nyomtatassal kifejlesztett hdcseréld eszkoz, mint a miograf
készllek tartozéka, lehetévé tette, hogy a kamrakat a szobahOmérséklet ala hiitsiik és,
hogy Kkimutassunk hoémérsékletfiiggé kiilonbségeket patkanyok farokartériainak
kiilonboz6é anyagok altal kivaltott konstrikcidjaban. Tudoméasunk szerint mi vagyunk az
elsok, akik beszamoltunk a hideg gatlo hatasarol a KCI &ltal kivaltott vazokonstrikciora
izolalt patkany farokartériakban. Az ismertetett Kisérleti elrendezés 0j, széles korben
hozzaférhet6 és gazdasagos Kisérleti modszert jelenthet a hiités vazomotor valaszokra

gyakorolt hatasanak tanulmanyozasara emlésokben.

6.3. Szisztémas gyulladasos allapotok termoregulécios, élettani és molekuléris
mechanizmusai
6.3.1. Uj endogén mediatorok (TRPV1, SP, CCK, PACAP) a szisztémas gyulladas soran
kialakulo testhomérsékleti eltérések mechanizmusaiban

A TRPV1 ioncsatorna termoregulaciéban betdltott, fentiekben ismertetett, élettani
szerepének vizsgalata mellett, koros korilmények koézott, azaz szisztémas gyulladasban
jatszott szerepét is vizsgaltuk'’t. Kimutattuk, hogy a TRPV1 csatorna fiatal ragcsalokban
tobbszordsen bizonyitott gyulladascsokkentd szerepe36436° az dregedéssel ellenkezdjére
fordul. Mig a farmakoldgiai vagy genetikai TRPV1 csatorna gatlas csokkenti a talélési
aranyt aszeptikus (LPS-indukalta) SIRS-ben fiatal egerekben, a TRPV1 blokad mindkét
tipusa ellenkez6 hatast fejt ki oregedd egerekben. A TRPV1 csatorna gyulladasban
betoltott szerepének életkorfiiggd valtozasat eredményezé mechanizmusok részleteikben
ugyan meg nem ismertek, de a TNF-a szinttel kapcsolatos eredmenyeink arra utalnak,
hogy ez a valtozas a SIRS patogenezisének kezdeti szakaszaban kdvetkezik be: vagy a
TNF-a termelédésének szintjén vagy még azt megel6zéen. Az LPS-re adott TNF-a
valaszrdl kimutattdk, hogy az érzdidegek TRPV1 csatornainak szuppressziv kontrollja
alatt all*%%, A TNF-a termelés TRPV1 csatornak altali szuppresszidjanak elvesztése
id6sebb allatokban a TRPV 1 fehérje csokkent transzlaciojat és a perifériara torténd Kisebb
mértékii transzportjat tukrozheti®®’, valosziniileg a ganglionokat érd csokkend
neurotréfikus hatdsok miatt3%, A TNF-a termelésében bekovetkezd valtozasok kdzponti
az 1d6s betegek magasabb TNF-a szintekkel reagalnak fertézésekre, beleértve a szeptikus
sokkot is%°, tovabba intenziv osztalyon apolt szeptikus betegek gyulladasos citokinjeinek
termelését befolydsolja a TNF-o genetikai polimorfizmusa®’®. A TRPV1 csatorna

gyulladascsokkentd szerepének életkorfliiggd proinflammatorikusra valtozasa tehat
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valoszintileg — legalabbis részben — a TRPV1 csatorna TNF-a termelésre gyakorolt gatlo
hatasanak  ellenkezdjére  fordulasaval —magyardzhato. A TRPV1 csatorna
gyulladascsokkenté szerepének kisérleteinkben talalt ellentétes (proinflammatorikus)

szerepre valtozasa egy Ujabb példa az Oregedésnek a szisztéméas gyulladas

=77

A TRPV1 csatorna szisztémads gyulladasban  betoltott  szerepének
tanulmanyozésan kivil, azt is tudni szerettem volna, hogy a TRPV1 csatornat expresszald
idegvégzddésekbol felszabaduld neuroendokrin mediatorok (SP, CCK és PACAP)
jelatviteli Utvonalai szerepet jatszhatnak-e a testhémérséklet lazszeri emelkedésének
kialakul&saban.

Koziluk, az SP jelatviteli Gtvonal szerepe régoéta ismert volt gyulladasos
folyamatokban, de az tisztazatlan maradt, hogy az SP-NKZ1 receptor utvonal hozzajarul-
e a szisztémas gyulladashoz tarsuld lazvalasz kialakulasahoz. Tanulmanyunkban Tacrl”
egerek segitségével els6ként mutattuk ki, hogy az NK1 receptor hianya az LPS altal
indukalt 1az csokkenését eredményezil’2, Kisérleti modelliink lehetévé tette, hogy a laz
kialakuldsénak elmaradéasat mar a laz korai fazisaban (~40 perccel az LPS infzidja utan)
kimutassuk, ami szintén ujdonsagnak szamit. A molekularis mechanizmus vizsgalata
soran nem talaltunk kiilonbséget a PGE: altal kivaltott lazvalaszban a Tacrl** és a
Tacrl” egerek kozott. Az LPS altal kivaltott szérum citokin szintek, illetve az egerek
tld6-, maj- és agyszovetében mért COX-2 mRNS expresszio szintén nem kilénbozott
statisztikailag a genotipusok kdzott. Az mRNS eredményekkel ellentétben, amikor a
COX-2 expresszigjat fehérjeszinten mértik, azt talaltuk, hogy az LPS altal kivaltott
emelkedés jelentésen mérséklédott a Tacrl” egerek tlidejében, majukban pedig
tendenci6zusan alacsonyabb volt a Tacr1*'* alomtarsaikhoz képest. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy az NK1 receptor a COX-2 fehérje expressziojanak fokozasan keresztil
részt vesz a laz létrejottében, méghozza periférias szervekben, mint a tiid6 és a ma;.

Korabbi tanulmanyokban is beszamoltak az SP jelatvitel és az NK1 receptor
részvételérdl experimentalis 1azban3%-142, Az SP antagonistai csokkentették az LPS-re
adott lazvalaszt patkdnyokban és tengerimalacokban, amely 45-90 perccel az LPS inflzio
utan volt kimutathat6'3®14%. Amikor azonban a szerz6k az NKI1 receptor szerepét
vizsgéaltak a l1az jelatviteli Utvonaldban, a 1az kés6bbi (azaz legaldbb 2 o6rdval az LPS
infuziot kovetd) fazisaira koncentraltak, feltehetGen azért, mert a korai fazis, a stresszes

(tiszarassal jar0) gyogyszerinjekcio kovetkeztében fellépd stressz altal indukalt
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hipertermia miatt, hianyzott kisérleteikben'#2. Jelen vizsgalatban a kisérleteket olyan
korilmények kozott végeztik (alapos habituacio, mérsékelt LPS ddzis, stresszmentes
anyagadas és kozel termoneutrélis Tk), amelyek lehetové tették, hogy az LPS Altal
kivéltott lazas allapotot az inflzi6 utan a 40.-t61 a 360. percig vizsgalhassuk egerekben,
igy a valasz mertékének csokkenesét mar a 40. percben ki tudtuk mutatni a Tacrl gén
hianya esetében.

A 1az késobbi fazisaiért féként az agyban zajlé fokozott PGE2 termelés a felelds,
és jol ismert, hogy az agybol szarmazé PGE: fontos mediator az LPS altal indukalt 14z
fenntartasaban®73374, A laz korai (kialakulasi) fazisa azonban periférias szervekbdl indul
ki, példaul a tiid6bdl és a majboli3®227, Ezért eredményeink arra utalnak, hogy az NK1
receptor genetikai hianya az LPS altal indukalt 14z korai fazisdban a laz jelatviteli
utvonalat egy periférias tdamadasponton keresztul befolyasolja. Az NK1 receptor lazra
kifejtett periférias tamadaspontjat tamasztottuk ald azon eredményiinkkel is, hogy a
Tacrl” egerek ugyantgy képesek voltak novelni termogenezisiiket és Tm-liket PGE:2
i.c.v. beadasa esetén, mint WT tarsaik. Vizsgalatunk masodik részében annak feltarasara
dsszpontositottunk, hogy a laz jelatviteli Gtvonalanak melyik 1épése valtozik meg a
Tacrl” egerekben. A periférids SP jelatvitelrél kordbban kimutattak, hogy szerepet
jatszik a makrofagok pirogén citokintermelésének indukcidjaban®’® és a pulmonalis
makrofagok aktivacidjaban3’®. Tovabba, égést kovetd akut tiiddsériilésben az SP fokozta
a COX-2 aktivitast®”’. Az NKI1 receptor makrofagok &ltali expresszidja jol
dokumentalt3’837°  ugyanakkor szdmos mas immunsejtben is kimutattak4®. Tehat, a
lazvalasz szamos periférias folyamatat befolydsolhatja az SP jelatvitel. Sajat
vizsgalatunkban nem talaltunk kilénbséget a gyulladasos citokinek (TNF-o és IL-6)
szérumszintjében LPS-sel kezelt Tacr1*/* és Tacrl” egerek kozott, ami arra utal, hogy a
makrofagok aktivacioja és citokintermelése nem karosodik NK1 receptor hidnyéban. A
harmadik f6 proinflammatorikus citokin, az IL-1p szintjét nem mértiik, mivel kimutattak,
hogy az NK1 receptortol fliggetlendl fejti ki pirogén hatasat'4?. Az LPS a gyulladasos
citokinekt6l fiiggetleniil is képes a COX-2 transzkripcios és poszt-transzkripcios
azt talaltuk, hogy ebben a korai idépontban (~40 perc) az egerek tiidejében és majaban,
valamint kisebb mértékben az agyban szignifikdnsan fokozddott, amely eredmények
osszhangban vannak a korabbi eredményekkel??’. A genotipusok kozotti kiillonbség
hidnya arra utal, hogy a COX-2 transzkripcidjanak fokozodasat nem befolyésolja az NK1

receptor. Meg kell jegyezni azonban, hogy az mRNS és fehérjeszintek korrelacioja
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biol6giai mintdkban gyakran gyenge®!, raadasul a COX-2 expresszidja nemcsak a
transzkripcid, hanem a poszt-transzkripcio és a transzlacio szintjén is szabalyozott380382,
Ezért a COX-2 fehérje expressziojat is meghataroztuk az egerek tldoé-, maj- és
agyszovetében. A COX-2 fehérje fokozott periférias expresszidjat bizonyitdé korabbi
eredményekkel 6sszhangban®3®, a Tacr1*/* egerek tiidejében és majaban mi is kimutattuk
a COX-2 fehérje expresszidjanak LPS altal kivaltott fokozdodasat a sdoldatos kezeléshez
képest, mig az agyukban nem talaltunk szignifikans novekedést. Lényeges azonban, hogy
a COX-2 fehérje expresszidjanak LPS altal kivaltott emelkedése a Tacrl”’ egerek
tiidejében szignifikansan, majukban pedig tendencidzusan mérséklédott Tacrl*'*
alomtarsaikhoz képest. A genotipusok kozotti eltér6 COX-2 fehérje expresszidval
osszhangban az LPS beadasa a Tacrl*'* egerek tiidejében jelentés PGE2 koncentracio
emelkedést is okozott, ami a Tacrl” egereknél hidnyzott. A PGE szarmazékok lazat
kivaltd hataspontja az organum vasculosum laminae terminalis és az annak
kornyezetében 1évé POA a hipotalamuszban®2, A periférian termelddott PGE:>
konnyedén 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 kialakulasat3®*. Meg kell azonban azt
IS jegyezni, hogy a lazvalasz jelatviteli mechanizmusait kés6bbi idépontokban
tanulmanyunkban nem vizsgaltuk, ezért nem zarhatd ki, hogy az NK1 receptor gatlasa az
agyban torténé COX-2 expressziot és PGE2 termelést is befolyésolhatja, killondsen a 14z
késobbi (fenntartasi) fazisaban. Az NK1 receptor hidnyaban a PGE2 LPS altal kivaltott
térbeli és id6beli eloszlasanak kisérletes vizsgalata a plazmaban, a liquorban és specifikus
agyi régiokban jovObeni vizsgalatok témaja marad.

Eredményeink révén elsé alkalommal mutattuk ki, hogy a lazvalasz kezdetén az
NK1 receptor hozzajarul a COX-2 fehérje expressziojanak fokozodasahoz a periférias
szervekben. Ezekkel 6sszhangban a COX-2 fehérje expressziojanak SP jelatvitel altali
leukocitakat3®®, vastagbél epitélsejteket®®® és endotélsejteket®®’. Annak pontos
mechanizmusat, hogy az SP jelatvitel hogyan Iép kdlcsonhatasba a COX-2 expresszioval
jovébeni vizsgalatokban kell majd felderiteni. Uj eredményeink tovabb bdvitik az SP
jelatvitel és a ,,citokin—-COX-2-PGE?” tengely kdzotti kdlcsonhatdsok megertését 1azban.,
Perspektivaként eredményeink eldsegithetik az NK1 receptor azonositasat periférias
COX-2 aktivitést csokkent6 gyogyszerek thmadaspontjaként.
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Az NK1 receptor mellett a CCK jelatvitel lehetséges szerepét is tisztazni szerettem
volna a lazvalaszban'’3, hiszen ez a neuropeptid szintén felszabadulhat TRPV1 csatornat
expresszalo neuronokbdl és termoregulatorikus hatasa is régota ismert. Tudomasom
szerint eldszor mutattuk ki, hogy a CCK i.c.v. beaddsa kovetkeztében kialakuld
hipertermia a preoptikus (MPO), a dorzomedidlis hipotalamusz (DA) és a raphe (rRPa)
neuronok aktivitasanak valtozasaval jar az autondm termoeffektorok efferens
idegpalyaiban. A COX gatlasa nem-szelektiv és szelektiv COX-2 inhibitorokkal
csokkentette a centralis CCK ezen neuronélis hatasait (68. abra).

MODSZEREK EREDMENYEK
CcOX
CCK  inhibitorok

Hipertermia ﬂ

Megvaltozott termoregulatorikus
g neuron aktivacio: : e
MPO | e |
_Q Termoelem DA T : ;
- termometria rRPa T

c-Fos immunhisztokémia
termoregulatérikus agyi régidkban

68. abra: A CCK-COX utvonalak termoregulatorikus interakcidjara iranyuld tanulméanyunk

vizsgalati modszereinek és legfontosabb eredményeinek sematikus 6sszefoglalasa'”.

Azt is kimutattuk, hogy a CCK2 receptorok farmakoldgiai gatlasa csokkenti az
LPS altal kivaltott 1az késoi fazisat. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a centralis
CCK jelatvitel és a COX utvonal kozotti kdlcsonhatasok részt vesznek a CCK altal
kivaltott hipertermia és az endotoxin altal kivaltott laz késObbi fazisaiban. A
termoregulatérikus hatasokkal ellentétben a CCK Altal kivaltott jollakottsdgot nem
befolyasolta a COX gatlasa, ami azt jelzi, hogy a CCK taplalékfelvételre gyakorolt hatasa
fliggetlen a COX tutvonaltél. Ebb6l a szempontbdl a CCK altal kivaltott jollakottsag
kiloénbozik az LPS altal kivaltott étvagytalansagtol, mivel ez utdbbi a COX aktivaciéjatol
fiigg®e.

A centralis CCK hipertermizald hatasa mar régota ismert'>1:1%3, Az is ismert, hogy
a két f6 autonom hideg elleni effektort érinti: a bér vazokonstrikcidjat és a nem-didergéses

termogenezist’®153, A CCK centralisan indukalt hipertermias hatasat a CCK2 receptor
kdzvetiti, ami ellentétben all a CCK periférias beadasakor CCK1 receptorok altal medialt
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hipotermias valasszal'®l. Egy nemrégiben végzett vizsgalatban kimutattak a CCK-t
expresszalod neuronok jelentéségét az LPB-ben, ami arra utal, hogy ezek a neuronok részt
vesznek a perifériar6l a kozponti idegrendszerbe érkez6 afferens meleg szignalok
tovabbitasaban, és kovetkezésképpen a Tm emelkedését ellensulyozé autondm meleg
elleni mechanizmusok aktivalasaban3®. Ezek az eredmények Osszhangban vannak a
perifériasan beadott CCK testhdmérsékletet csokkentd hatasaval, de nem magyarazzak a
centralisan beadott CCK hatasara kialakul6 hipertermia kialakulasat. Vizsgalatunkban azt
mutattuk ki, hogy a CCK i.c.v. beadésa valtozasokat okozott az MPO, az rRPa és a DA
neuronalis aktivaciojaban, amelyek mind jol ismert agyi struktirdk az autoném
termoeffektor valaszok efferens idegpalyaiban®>2303%, A centralisan beadott CCK
csokkentette a c-Fos immunreaktivitast az MPO-ban, de ndvelte azt a DA-ban és az rRPa-
ban. Az MPO-ban GABAerg neuronok talalhatok, amelyek ténusosan elnyomjak a
barnazsirszovet termogenezisét és a bér vazokonstrikciojat a DA-hoz és rRPa-hoz futo
gatld projekcidikon kereszt(il%24! amelyek a barnazsirszovet, illetve a bér ereinek
szimpatoexcitatorikus szabalyozasat befolyasoljak3>3%, Eredményeink arra utalnak,
hogy a CCK csokkenti a GABAerg neuronok aktivitasat az MPO-ban, és ezaltal feloldja
az excitatorikus DA és rRPa neuronok gatlasat, ami a szimpatikus aktivitas névekedését
eredmeényezi az autonom hideg elleni effektorokban. A hipotalamikus neuronalis aktivitas
CCK altal kivaltott valtozasainak egyik lehetséges magyarazata a CCK kozvetlen hatasa
magukon a neuronokon expresszalt CCKz receptorokra. Ezt aldtdmasztani latszik, hogy
CCK:2 receptorok megtalalhatok felndtt patkanyok hipotalamuszaban is3%%3%2, A CCK
receptorok szintje azonban alacsonyabb a preoptikus teriileten, mint mas hipotalamusz
régiokban3®, és a CCK-immunreaktiv neuronok jelenléte a periventrikularis és
paraventrikularis hipotalamikus magokra korlatozddik, mig a kiilonb6z6 preoptikus
struktirakban csak kevés CCK-immunreaktiv sejt talalhat63%4. Tovabba, egy vizsgalatban
nem sikerilt kimutatni CCK2 receptort az MPO-ban és a DMH-ban sem39®. Ezért sokkal
valosziniibb, hogy a CCK indirekt modon hat az efferens termoeffektor palyak
hipotalamikus neuronjaira.

Kordbban megfigyelték, hogy a PGE:1 és a CCK altal induklt hipertermia
fiziologiai mechanizmusai hasonlok, mivel a termoeffektor mintazat mindkettonél
ugyanugy fligg a kezdeti testhdmérséklettdl, és mindkét anyag a dozistol fiiggd, de a
kezdeti testhdmérséklettdl fiiggetlen mértékben noveli a Tm-et'>l. Amikor ezeket a
fenomenol6giai megfigyeléseket tették, nem allt rendelkezésre informécio arrdl, hogy a

CCK részt vesz-e a laz medialasaban. Késébb a CCK jelatvitel és az arachidonsav
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kaszkad kozott tobb kdlcsonhatést is felfedeztek. A CCKz receptor CCK altali aktivalasa
kiilonbdzé sejtkultirakban arachidonsav termeléshez vezet3%3%7, és tobb sejtvonalban
kimutattdk a COX-2 mRNS és fehérje expresszidjanak CCK: receptor altal kdzvetitett
novekedését, majd PGE2 szekréci6jat®®®3%°, Ennek megfeleléen a CCK jelatvitel
hozzajarulasat felvetették a laz kialakulasaban (attekintésért lasd Szelényi és mtsai.'*?).
A fentiekben ismertetett tanulmanyunkban termofiziologiai és immunhisztokémiai
bizonyitékot szolgaltattunk a CCK jelatvitel és a COX utvonal szoros kolcsénhatéasara.
El6szor is kimutattuk, hogy a centralisan (i.c.v.) beadott CCK hipertermias hatésa teljesen
megsziintetheté a COX enzimek nem-szelektiv gatlasa révén metamizollal (méasik nevén
dypironnal). Ezutan kimutattuk, hogy ugyanez a gatlds megakadalyozta a c-Fos
expresszio6 CCK Altal kivaltott valtozasait is, amelyeket az efferens termoeffektor
palyakon belili neuronokban (azaz az MPO-ban, a DA-ban és az rRPa-ban) figyeltiink
meg. Azt is megéllapitottuk, hogy a COX-2 szelektiv gatlasa két kiilonbozé inhibitorral
(meloxicammal és etoricoxibbal) gyakorlatilag 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 méar 14 mg/kg
ddzishan is csaknem teljes (94-97%-0s) COX gatlast valt ki*®. Azt is fontos megjegyezni,
hogy 120 mg/kg dozisban a metamizol blokkolta az LPS altal kivaltott lazat, de
onmagaban nem volt hatassal a testhdmérsékletre laztalan patk&dnyokban, ellentétben a
magasabb doézisokban (240-360 mg/kg) kifejtett hatasaval, amelyeknél 6nmagaban is
hipotermiat okozott*®l. Eredményeink ellentmondani latszanak Székely és mtsai.?3
kordbbi adatainak, amelyek szerint 10 mg/kg indometacin, egy nem-szelektiv COX
inhibitor, szubkutan el6kezelésnek nem volt hatasa az i.c.v. CCK-ra adott hipertermias
valaszra. Gamache és Ellis*%? azonban kimutatta, hogy amikor az indometacint 10 mg/kg-
os ddzisban i.p. adtak be egereknek, az agyban nagyon alacsony volt a koncentracioja, es
nem csokkentette az agyi gyulladast, bar a periférias gyulladast hatékonyan elnyomta. Az
indometacin (10 mg/kg; i.m.) nem befolyasolta az arachidonsav altal kivaltott agyddémat
egy masik, patkanyokon végzett vizsgalatban sem*®, Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az indometacin Székely és mtsai.'>® vizsgalataban alkalmazott dézisa nem volt
elegend6en magas ahhoz, hogy hatékonyan blokkolja a COX enzimeket az agyban. Az
indometacinnal ellentétben a metamizol metabolitjai az emberek cerebrospinalis
folyadékaban megfelel6 koncentracioban voltak jelen metamizol 14 mg/kg-os szajon &t

torténé beaddsa utan®. Metamizol metabolitok kimutathatd szintjeit talaltak egerek
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agyéaban és gerincvel6jében is 2 nappal a metamizol ivovizzel térténd beaddsa utan*®,
valamint patkanyok hipotalamuszaban és cerebrospindlis folyadékaban 0,25-8,5 draval
metamizol 120 mg/kg-os i.p. beadasa utan4®®. A metamizolhoz hasonléan a meloxicam?®’
és az etoricoxib?® esetében is kimutattdk a vér-agy gaton vald atjutast. Mindkét
gyégyszer hatékonyabban gatolja a COX-2-t, mint a COX-1-et: a COX-2 ICso értéke (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 gyakorlatilag azonos mddon kivédte a CCK altal kivaltott hipertermia
kialakulasat, kizarja annak lehet6ségét, hogy a metamizol altalunk megfigyelt hatasai a
COX utvonaltol fiiggetlenek. Ezen tulmenden ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
COX-2 izoforma aktivacioja szikséges a CCK-ra adott hipertermids valasz
kialakul&sahoz.

Végul kimutattuk, hogy az YMO022, egy szelektiv CCK2 receptor antagonista,
i.c.v. beadasa csillapitotta az endotoxin altal kivaltott lazat, ami 6sszhangban van korébbi
eredményekkel, amelyeket egy masik CCK2 antagonista®®?, valamint CCK2 receptor KO
egerek felhasznalasaval értek el*>*. Adataink alatamasztjak és ki is terjesztik a korabbi
kutatasok kovetkeztetéseit. Vizsgélatunkban az YMO022-t hasznéltuk, egy rendkivil
szelektiv és erés CCK2 antagonistat (inhibitor konstansa 0,26 nM a CCK2 receptorra €s
270 nM a CCK( receptorra; 1Cso értéke 4 nM; patkany adatok alapjan®'?). Az YMO022 a
CCK:z receptorok rendkivil hosszan tarté blokkolasat okozza; egyszeri adag beadasat
kovetden napokig vagy akar hetekig bioldgiailag hatékony marad*'t. Amikor az YM022-
t (0,01 mg/kg) patkanyok agyaba infundaltuk, a polifazisos LPS laz kés6i fazisat
csillapitotta, de a korai fazist nem. Az LPS laz rovid ideig tartdé korai (elsd) fazisa
perceken beliill kezd6dik, és a perifériarol indul ki (lasd 2.3.3. fejezet). Mivel
kisérletiinkben az YM022 agyon beliili beadasat alkalmaztuk, az antagonista valoszintileg
nem érte el a periférias célpontokat az els6 fazis kialakulasaig. Eredményeink kiegészitik
Székely és mtsai.'®>® munkajat, akik egy masik CCK: antagonistat, az L-365,260-at
(inhibitor konstansa 40 nM a CCK2 receptorra és 14 000 nM a CCK1 receptorra®'?)
hasznéltak és kimutattak, hogy s.c. beadva ez az antagonista csokkentette az LPS 1az els6
fazisat (ez a hatas megfelel a periférias beadasi modnak), de nem volt hatassal a késébbi
fazisokra. Meg kell azonban jegyezni, hogy az L-365,260 rovid élettartamu vegydlet;
oralis beadast kovetden a plazma felezési ideje kutydkban, majmokban és patkanyokban
csak néhanyszor tiz perc*?. Ilyen révid dinamika mellett nem valdszinii, hogy a vegyiilet

befolyasolnd a késobbi lazas fazisokat, amelyek néhany oraval az LPS beadasa utan
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jelentkeznek. Mivel a CCK2 receptorok géatlasa nem csillapitja az i.c.v. PGE-re adott
hipertermias valaszt'®!, a CCK valdsziniileg a PGE termelését modulalja, nem pedig a
PGE-nek a receptoraira gyakorolt hatasat.

Gyulladasos stimulacié hatdsara PGE2-t az agyban kiilonb6z6 sejttipusok
termelhetnek, beleértve az endotélsejteket*'®, a perivaszkularis makrofagokat és
mikroglidkat*!4, az asztrocitakat*’®> és a neuronokat*®, E sejttipusok kozil a CCK:
receptor nagy mértékben expresszalddik az asztrocitdkban®'’418 amelyek CCK-val
torténé stimulacioja diacilglicerin-lipdz és foszfolipdz A: aktivalasan keresztl
arachidonsav felszabadulasahoz vezet®®’. Ez a két enzim a COX-2-medialt PGE:
szintézishen is részt vesz a szisztémas gyulladasra adott lazas valasz soran'®. Ezen
eredmények alapjan feltételezhet6, hogy a COX-2-PGE:2 Utvonal a CCK: receptor
aktivaciot koveté medidtoraként mitkddik, valosziniileg az asztrocitdkban, de talan mas
sejttipusokban is. Ezzel a feltételezéssel dsszhangban, a COX-2-t a CCK2 receptor
aktivacidjat  kozvetit6 kés6bbi mediatornak vélik epitelialis, fibroblaszt és
adenokarcindéma sejtvonalakban!®.

Azt is meg kell emliteni, hogy a metamizol a jelen vizsgalatban nem befolyasolta
a CCK altal kivaltott jollakottsdgot és a VMH-ban a neuronalis aktivaciot. A CCK
centralis beadasat koveten az éhezés altal kivaltott taplalékfelvetel csokkenését figyeltik
meg korabbi eredményeknek megfeleléen*?, A VMH-ban, amely egy taplalkozassal
kapcsolatos, CCK2 receptorokat expresszalé agyi régi6'*4, a CCK a c-Fos expresszio
ndvekedését okozta, ami 6sszhangban van korabbi eredményekkel, amelyek a VMH-ban
megnovekedett neuronalis aktivitast mutattak ki CCK in vivo i.c.v.*?° vagy in vitro
alkalmazasat kovetéen*?!. Az, hogy a COX enzimek gatlasa a jelen vizsgalatban nem
befolyasolta a CCK altal kivaltott jollakottsagot és c-Fos expressziét a VMH-ban azt jelzi,
hogy a hipertermias hatassal ellentétben a CCK jéllakottsagi hatasa fliggetlen a COX
atvonaltol. A termalis és jollakottsagi hatds COX-tol valo eltéré fliggsége
megkilonbozteti a CCK-ra adott valaszokat az LPS Aaltal Kkivaltott 1aztél és
étvagytalansagtol, mivel mindkét utobbi vélasz a COX-2-t6] fiigg, még ha eltérd
sejttipusokon keresztil is jonnek létre3%. A CCK-hoz hasonléan mas anyagok esetében
is leirtak egymastdl eltéré hatasmechanizmusokat 14z és anorexia héatterében, példaul
Fortier és mtsai.*?? kimutattdk, hogy a virusfertézés modellként hasznalt
poliinozin:policitidilsav a lazat IL-1-t61 és PG-tdl fiiggd mechanizmusokon keresztil

valtja ki, de az anorexiat nem ezen a modon.
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Osszefoglalva, fentiekben ismertetett tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a
centralis CCK-ra adott hipertermias valasz a COX-2 atvonaltdl fuigg, és hogy a kdzponti
CCK:z receptorok részt vesznek az LPS altal kivaltott 14z fenntartasdban. Ezek az
eredmények elésegitik a CCK jelatvitel és az agyi COX Utvonalak kodzotti kdlcsonhatasok
megeértéset, valamint a CCK2 receptornak, mint a laz farmakolégiai tamadaspontjanak

lehetséges azonositasat.

A kapszaicin-érzékeny  idegrostokbdl  felszabadul6  neuromediatorok
termoregulatérikus hatasaira iranyuld vizsgalatsorozat utols6 részeként a PACAP

hészabéalyozasi szerepét céloztam karakterizalnil’,

Eredményeink egyértelmiien
bizonyitjak, hogy a PACAP38 hipertermias hatasaban centralis (és nem periférias)
mechanizmusok jatszanak szerepet. A PACAP38 altal kivaltott hipertermiat korabban
mar vizsgaltak ragcsalokban, azonban az ezekbdl a kisérletekbdl rendelkezésre allo
adatok alapjan nem lehetett hatarozott kovetkeztetést levonni a PACAP38 hészabalyozasi
hatdsanak tamadaspontjarol. A korabbi vizsgalatokban a PACAP38-at csak az agyba
adtak bel58159.233.234.237 &g e77¢] kifejezett termoregulatdrikus valaszokat valtottak ki, ami
alapjan centralis tamadéspontra kovetkeztettek. Figyelembe véve azonban a
hdszabalyoz6 rendszer szervezOdését, amely egymadstol fiiggetleniil mikodo
termoeffektor hurkokbdl all (lasd 2.1. fejezet), egy anyagnak a kdzponti idegrendszerbe
torténd egyetlen injekcidjaval kapott eredmények értelmezése félrevezetd lehet, mivel
nem zarhaté ki, hogy ugyanazon termoregulatérikus idegpalyaban egy feljebb vagy
lejjebb elhelyezkedd periférias struktura aktivalasa is okozhat azonos vagy hasonlo hatast.
Inglott és mtsai.?®” példaul azt talaltdk, hogy az intratekéalisan beadott PACAP38
szimpatoexcitatorikus hatassal bir még a gerincvel6 atvagasa utan is, igy a szerzok arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a hatas magabol a gerincvel6bol ered. A hdszabalyozasi
rendszer funkcionalis felépitése alapjan azonban ezek az eredmények azzal is
magyarazhatok, hogy a PACAP38 kozvetlenil hat ugyanezen termoeffektor hurok
efferens gerincveldi struktiraira (valdsziniileg az intermediolateralis oszlopra), amelyek
feljebb, az agybodl is aktivalédhatnak i.c.v.23323 vagy intrahipotalamikus inf(zi6
hatasara!®®1%°, és amelyek aktivalasa az érintett neuronoknak a hurokban vald
elhelyezkedésétdl fliggetleniil azonos hatdsokat eredményez. A periférias timadaspontot
alatdmaszthatja, hogy a PACAP38 és receptora széles korben expresszalodik a periférias
szenzoros neuronokon (attekintésért lasd Vaudry és mtsai.*?®) és az enteralis

idegrendszerben®?*. A kérdés megvalaszolasara vizsgalatunkban Gsszehasonlitottuk a

176



garam . andras_142 23

centrélis és a szisztémas adagolas hatésait, és kimutattuk, hogy a PACAP38 azonos vagy
akar tizszer kisebb dozisa is kifejezettebb hipertermiat idéz el6, ha i.c.v. adjuk, mint ha
i.v. Ez az eredmény egyértelmiien a centralis tamadaspontu hipotézist bizonyitja. A
periféridsan infundalt PACAP38-ra kialakulé minimélis Tm emelkedés az anyag vér-agy
gaton vald atjutdsanak tulajdonithat6*?. Tudomasunk szerint a miénk az elsé olyan
vizsgalat, amelyben a centralis és periferias PACAP38 beadasra kialakul6 hdszabalyozasi
valaszok azonos kisérleti kortiilmények kozott kerliltek 6sszehasonlitasra.

Megvizsgaltuk a PACAP38-ra adott termoregulatorikus valasz karakterisztikajat
is, és megallapitottuk, hogy a hipertermia szinte azonnal elkezdett kialakulni: méar 10
perccel az anyag beadasa utan kimutathatd volt a termoeffektorok aktivalédasa és a Tm
emelkedése. Ez is a vizsgalat uj eredménye, hiszen a PACAP38 termélis hatdsat elemz6
valamennyi korabbi tanulmanyban éranként regisztraltak a Tm-et, és az anyag beadésa
(akut injekcio miatt) stresszel jart, igy a kialakuld stressz-indukalt hipertermia, amely a
vivéanyaggal kezelt allatokban is jelen volt, elfedte a vizsgalni kivant valasz korai
szakaszat. Megallapitottuk, hogy a PACAP38 adagolasa a két f6 autonom hideg elleni
termoeffektor, vagyis a nem-didergéses termogenezis és a bor vazokonstrikcidjanak
egyidejii  aktivalodasat eredményezte. A PACAP termoregulatérikus hatasanak
dinamikaja és termoeffektor mintazata tehat nagymértékben hasonlitott a szisztémas
gyulladashoz kapcsolddo lazvalasz karakterisztikajahoz.

Feltételezhet6, hogy a PACAP38 hipertermiés hatdsdnak tamadaspontja a POA-
ban taldlhatd a nem-dideregéses termogenezis és a bér vazokonstrikcio
termoregulatérikus idegpalyainak kozos neuronjain, példaul az MnPO-ban*?® (69. abra).
Ezt a hipotézist alatdmasztja, hogy a PACL1 receptor, amelyr6l kimutattak, hogy részt vesz
a PACAP38 hipertermias hatasanak kozvetitésében®™®, bdségesen expresszalodik a POA
MnPO régidjaban*?’, ahol az autoném hideg elleni termoeffektorokat szabalyzé
GABAerg neuronok is talalhatok?#°. Resch és mtsai. %81 feltételezték, hogy a PACAP38
hipertermias és hipermetabolikus hatasait a VMH és esetleg az LPB neuronjai kozvetitik.
Hipotézisiink ezekkel az elképzelésekkel is 6sszhangban van, mivel a hideg altal aktivalt
idegpélyaban az LPB-b6l szarmazé glutaminerg neuronok az MnPO-ban 1év6 GABAerg
neuronokhoz projektalnak?#°, amelyek viszont a VMH neuronjaihoz is kapcsolddnak®?2,
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69. dbra: A PACAP hdszabalyozasi rendszerre gyakorolt feltételezett hatdsainak sematikus
abrazolasa. Az exogén PACAP beadasa a hipotalamuszban a POA MnPO GABAerg neuronjait
aktivalja, ami b6ér vazokonstrikcidhoz és barnazsirszoveti termogenezishez vezet, ezéltal (Iazhoz
hasonld) hipertermiat hoz létre. Az endogén PACAP folyamatosan szuppresszalja az MPO
GABAerg neuronjainak aktivacios szintjét, amelyek gatoljak a barnazsirszoveti termogenezist.
Ha az endogén PACAP hianyzik, az eredmény hipometabolizmus. A kdzponti idegrendszer mas

terliletei, példaul a hippokampusz, a VMH és a gerincveld neuronjai szintén befolyasolhatjak a

PACAP termoregulatorikus hatéasait*?.

Figyelembe véve a PACAP termalis hatasai és a lazvalasz kozti fentiekben
emlitett hasonldsagokat, a feltehetden ugyanazon az agyi neuroncsoporton taladlhato
tdmadaspont tovabb valosziniisiti a PACAP részvételét a szisztémas gyulladast kisérd 1az
fenntartasaban. Ennek a szerepnek a kozvetlen, célzott kisérletekben val6 bizonyitasa
tovabbi kutatasok targyat képezi, de a PACAP éaltal indukalt hipertermia COX enzimektol
valo fliggése? és a PACAP hidnyban megvaltozott mértékii proinflammatorikus citokin
(IL-6) termelés*?® alatamasztja a PACAP, mint pirogén mediator azonositasat.

Ezek utan 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. Mig a Pacap™ egerek hiperaktivitasat
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egy kordbbi vizsgéalatban is megfigyelték?3®, vizsgalatunk Ujdonsaga, hogy
kisérleteinkben a Pacap”- egerek fokozott aktivitasa emelkedett Tm-et eredményezett a
nap vilagos fazisaban, amely fazisban a lokomotoros aktivitas és a Tm egymassal szorosan
korrelal®®. A szabadon mozgd egereknél kapott eredményeinkkel ellentétben
mozgasukban részlegesen korlatozott Pacap” egerek hipometabolikusak voltak és
alacsonyabb Tm értékekkel rendelkeztek, mint a kontrollok. A PACAP hianyaban
tapasztalt csokkent metabolikus rata és Tm 0Osszhangban van a PACAP38 injekcio
hipermetabolikus és hipertermids hatdsaval patkanyokban. A POA c-Fos pozitiv
sejtjeinek meghatéarozasakor azt talaltuk, hogy a c-Fos pozitiv sejtek szama az MPO-ban
jelentdsen 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 tdnusosan gatlas alatt tartjak a termogenezist?*, feltételezziik,
hogy a Pacap”- egerekben a gatldé MPO neuronok aktivitasa jobban felerésodik, ez pedig
a termogenezis fokozott szuppresszidjat eredményezi‘®® (69. abra). Ez a hipotézis
6sszhangban van a PACAP38 injekcio GABAerg MnPO neuronokra javasolt hatasaval is
(lasd fent), mivel ezen neuronok aktivalasa a gatlé MPO neuronok fokozott gatlasat
eredményezi, ami emelkedett hotermeléshez és hipertermia kialakuldsdhoz vezet.
Feltételezhetd, hogy a PACAP38 hianya alacsonyabb nyugalmi anyagcserét (és Tm-et)
eredményez, és a hipometabolizmus kompenzaciés mechanizmusaként a Pacap”- egerek
hiperkinetikussa valnak a normal (vagy akar magasabb) Tm fenntartasa érdekében.
Erdekes mddon hasonléan megvaltozott termoeffektor mintazatot (hipometabolizmus és
hiperkinézis) figyeltink meg a Trpvl KO egerekkel végzett vizsgéalatunkban is (lasd
6.1.1. fejezet). A PACAP és a TRPV1 hiany hasonlé termoregulatorikus
kdvetkezmenyeinek hatterében felteheten ugyanazon idegi palyak aktivitdsdnak
megvaltozésa allhat, hiszen a kapszaicin-érzékeny (azaz TRPV1 csatornat expresszald)
neuronokbdl aktivaciojuk hatasara PACAP38 is felszabadulhat®®’.

Osszefoglalva, egy céliranyos, Gsszehasonlitd vizsgélatban kimutattuk, hogy a
PACAP38 a kdzponti idegrendszeren beliili tAmadaspontokon hatva okoz hipertermiat. A
PACAP38 altal kivaltott hipertermia a két autondm hideg elleni effektor egyidejt
aktivalasaval jon létre: a nem-didergeses termogenezis és a bor vazokonstrikcio
fokozéasaval. Feltételezzlik, hogy az MnPO-n beliili GABAerg neuronok részt vesznek a
PACAP38-ra adott hészabalyozasi valasz kdzvetitésében. A PACAP hianya szabadon
mozgd Pacap’ egerekben hiperkinézist és nappali hipertermiat eredményez egyeldre

tisztazatlan mechanizmusok révén, de a TRPV1 csatorna részvétele gyanithatd. A
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fokozott lokomotoros aktivitas feltehetden kompenzaciés mechanizmusa annak a
hipometabolizmusnak és hipotermianak, amely nyugalmi kortlmények kozott PACAP

hianyaban kialakul.

6.3.2. A testhomérsékleti eltérések jelentosége szisztéemas gyulladasban human
betegekben

Alapkutatasi vizsgalataim mellett arra is kerestem a valaszt, hogy a
termoregul&cio eltéréseinek milyen szerepe lehet szeptikus human paciensekben.

Klinikai vizsgéalatok metaanalizisével nagyszamu (>10000) szeptikus beteg adatai
alapjan vizsgaltuk a Tm eltérései és a halalozas kozotti 6sszefliggést®®. Megallapitottuk,
hogy a lazas szeptikus betegeknél a becstilt halalozasi arany ~22% volt, a normotermias
betegeknél magasabb (~31%), mig a hipotermias betegeknél a legmagasabb (~47%).
Amikor dsszehasonlitottuk az 6sszes szeptikus beteg testhdmérsékleti adatat mortalitési
kvartilisekre osztva, azt talaltuk, hogy a Tm 1°C-kal magasabb volt a legkisebb (<25%)
mortalitdsu betegcsoportban, mint a legmagasabb halalozasi aranyu (>75%) betegeknél.
Metaanalizisiink eredményei egyértelmiien negativ korrelaciot mutattak a Tm és a
szepszisben bekoOvetkez6 halalozas kozott: a laz Kisebb, mig a hipotermia fokozott
halalozasi rataval jar egyltt. Ez az 6sszefliggés azonban nem jelenti automatikusan azt,
hogy a laz mindig el6ny0s, a hipotermia pedig kéaros szepszisben (70. abra). A szisztémas
gyulladasban kialakulé hészabalyozasi eltérések és a kimenetel koz6tt az ok-okozati
dsszefuggeést analizistinkben nem tudtuk felmérni, és ez kilén megbeszélést érdemel.
szisztémas gyulladasban. A fertézés kezdetén megjelend, lazzal kisért, korai fazis a
kordbban egészséges szervezet valaszreakcidjat jelenti a kialakulé betegséggel
szemben!?8430, Tényez6i mind arra irdnyulnak, hogy harcba szalljanak a fert6z6 agenssel
szemben. Klinikailag az ebben a fazisban 1év0 betegek lazasak, nyugtalanok,
tulérzékenyek fénnyel, zajokkal szemben. Ez a fajta adaptacio energetikailag megterheld
a szervezet szdméara. Egy rovid ideig tarto, enyhe fertézést (példaul megfazas) gyakran
csak a betegség szindroma ezen korai fazisa jellemzi. A fert6zést megelézéen jé allapotu,
egészséges betegnél a 14z ilyenkor elérelathatoan elényds (70. abra). Ezzel szemben a laz
elényos hatasat veszélyeztetheti egy mar meglévé vagy eppen kialakuld energiahiany
olyan betegek kozepes vagy sulyos mértéki fertézései esetén, akik kiilonbozé (példaul
taplalkozési, kardiovaszkularis vagy 1égzészervi) tarsbetegségeik miatt csokkent

ellenalloképességgel rendelkeznek a kiilsé stresszorokkal szemben. Az energiaforrasok
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gyorsabban kimeriilnek extrémen magas lazak esetén is, ami a betegség kimenetelének
romlasat eredmeényezi. Ilyen helyzetekben a laz elény6s hatasa hattérbe szorul, helyette
karos kovetkezményei érvényesiilhetnek (70. abra). Meg kell jegyezni, hogy az adatok
hidnya miatt metaanalizisiinkbe nem kerlltek be ilyen extrémen magas (39,9°C feletti)

lazzal jellemezhetd betegek.

Sulyos Hipotermia Normal test- Laz
hipotermia hémeérséklet
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Szeptikus betegek testhémérséklete

70. dbra: A testhOmérséklet és a szepszisben bekovetkezd halalozasi arany kozotti dsszefliggés
sematikus abrazolasa. A folyamatos vonal a testhémérséklet és a szepszisben bekovetkezd
halalozas kozétti negativ korrelaciot jelzi, amit tanulmanyunkban is igazoltunk'®. A szaggatott
vonalak a betegség szélsdséges formaiban megfigyelt linearis Osszefiiggéstdl valo
valoszinisithet6 eltéréseket jelzik, amelyeket publikalt adatok hidnya miatt nem tudtunk bevonni
az eredeti metaanalizisinkbe. A szirke pontozott vonal a megfigyelt Osszefliggéstél valod
lehetséges eltéréseket jelzi, amelyek a betegek egyedi jellemz6ib6l adodhatnak az elemzett

testhdmérséklet-tartomanyon belil. Tovabbi magyaréazatot lasd a szévegben.

A szisztémas gyulladas késdi fazisa az elObbiekkel szemben azt az allapotot
jellemzi, amikor a fert6z6 betegség mar elérehaladott. [lyenkor a beteg szervezet a fert6z6
agens legy6zésére hasznalt energiaigenyes folyamatok (példaul 1az, hipermetabolizmus)
helyett, sokkal inkabb a meglévd energiaraktairak megdrzésére Osszpontosit €s
toleranciara torekszik a fert6z6 agens jelenlétével szemben. Ilyenkor a fajdalom elveszti
figyelmezteté funkcidjat, ami hipoalgéziat eredményez. A nagy energiaigényl

valaszreakciok nem kivitelezhetéek; kovetkezésképpen szomnolencia, motoros
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depresszidé és normo- vagy hipotenzi6 jellemz6. Sulyos Klinikai esetekben (példaul
szeptikus sokk) a kés6i fazis valik kezdetekt6l uralkodova, és teljesen felvaltja a korai
fazisra jellemzd képet. Altalanos szabalyként azt mondhatjuk, hogy a hipotermia elényds
valasz, ha a k&rosodas elég sulyos ahhoz, hogy az energiaraktarak kimertlést okozza vagy
eldsegitse (70. abra).

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 (attekintésért, lasd
Garami és mtsai.'?®). Ezekben a vizsgalatokban a hipotermias patkanyok talélési aranya
jelentésen magasabb volt, mint a lazas patkanyoké a sulyos szisztémds gyulladas
aszeptikus és szeptikus modelljeiben egyarant. Arra is fény derilt, hogy a hipotermia
talnyomorészt atmeneti, 6nkorlatozo és nem vegzetes valasz, amely spontan is kialakul
szeptikus betegekben®3l. Minél stlyosabb a patogén terhelés, a fertézés elétti korallapot
és az aktualis allapot, annal valdsziniibb, hogy a hipotermia és annak energiatakarékos
hatasai el6nyosek a gazdaszervezet szamara (70. abra). Azt is meg kell jegyezni, hogy a
szepszis sulyos eseteiben, kulondsen olyan betegeknél, akiknél mar korabban is fennallt
az energiakészletek kimertlése vagy sulyos tarsbetegségek, a Tm Kkritikus szintre
csokkenhet, és az extrém hipotermia karos kdvetkezmenyei (példaul szivritmuszavarok,
neuroldgiai zavarok) felulmulhatjak annak biologiai értékét (70. abra). Perspektivikus
megkozelitésként a Tm farmakologiai eszkozokkel torténd kontrollalt, célzott
hipo- vagy hipertermiat indukalo anyagok is alkalmazhatok lennének, mint a TRPV1

csatorna kiilonb6z6 antagonistai (lasd 6.1.1. fejezet).

6.3.3. A MIF diagnosztikus és prognosztikus biomarker értéke szepszisben human 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 biomarker, szerepén kivul
nagy szukség lenne olyan laboratériumi paraméter felfedezésére is, amely elésegitheti a
szisztémds gyulladas klinikai formdinak diagnézisat és kimenetelének elOrejelzését.
Kollaborécioban végzett kutatdsainkban (amelyek nem képezik értekezésem alapjat)
kimutattuk, hogy egy sokoldalt proinflammatérikus citokin, a MIF szerepet jatszik a
sulyos szisztémas gyulladds sordn kialakulé hipotermia kialakuldséaban, hiszen

enzimaktivitasanak gatlasa kiilonb6z6 szerekkel egerekben a Tm csokkenés mértékének
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jelentds fokozodasdhoz vezetett'?41?%, Ennek ismeretében megvizsgaltuk a MIF
lehetséges biomarker szerepét is szepszisben metaanalizissel'®', majd egy altalunk
inditott prospektiv klinikai tanulmannyall’s.

Az irodalomban rendelkezésre all6 adatok metaanalizisével elséként mutattuk be,
hogy a vér MIF szintje hasznos biomarker lehet szepszisben diagnosztikai célokra®e?.
Metaanalizisiink f6 0j eredménye, hogy a vér MIF szintje nagyobb mértékben emelkedik
szepszisben, mint nem fertdzéses eredetii szisztémas gyulladasban. Ezek az eredmeények
arra utalnak, hogy a MIF diagnosztikai markerként hasznalhatd a szepszis és mas
szisztémas gyulladdsos betegségek megkiilonboztetésére. Feltételezhetd, hogy a MIF
termel6dése erésebben fokozddik, ha a gyulladasos reakcio kivaltdo agense mikrobialis
patogén, mint ha az egy szovetkarosodassal 6sszefliggé molekularis mintazat (,,damage-
associated molecular pattern”). Kimutattdk ugyanis, hogy az utdbbi és a kérokozdhoz
kotheté molekuléris mintazat (,,pathogen-associated molecular pattern””) méasképp
aktivalja az immunrendszert. Elébbiek gyengébb velesziletett immunreakcidt valtanak
ki, mint az utobbiak, ami a patogének esetében a gyulladasos citokinek kifejezettebb
termelédésével is jar®?. Ezekkel a kisérleti modellekben kapott eredményekkel
dsszhangban multiplex trauméan atesett betegeknél az eleve magas MIF szintek tovabb
emelkedtek, amikor a betegekben fertézés alakult ki, ami arra utal, hogy a MIF a
masodlagos fertézés indikatora is lehet*33,

Fentiekben ismertetett metaanalizisink eredményei alatamasztottak a MIF
diagnosztikus biomarker szerepét, azonban az elemzett tanulmanyok tébbségében a vér
MIF szintjét csak egyszer, egyetlen napon irtak le a betegeknél, ami nem tette lehet6veé,
hogy kiértékeljik a vér MIF szintjének idébeli kinetikajat a szepszis elérehaladasa soran,
valamint annak a betegség kimenetelével vald dsszefliggését. Tovabba, a MIF vizeletben
mért szintjének szepszisben betdltott prediktiv szerepét vizsgald tanulmanyt sem
talaltunk. Mindezek szlikségessé tették egy Uj, prospektiv klinikai vizsgalat elvégzését'’.
Ennek soran kimutattuk, hogy a szérum MIF kinetik4ja kiilonbozik a szepszist talél és a
szepszisben elhunyt betegek kozott. Els6ként szamoltunk be arrél, hogy a szérum MIF
szintje az intenziv osztélyra val6 felvétel utan megemelkedett azoknal a betegeknél, akik
szepszis soran elhunytak, mig a betegséget taléloknél a szint csokkent. Nemek kdzotti
kilénbséget is megfigyeltiink a szérum MIF Kinetikajaban, hiszen a szepszist taléléknél
a csokkend tendencia csak férfiakban volt jelen, a nékben azonban nem. Tovabbéa
kimutattuk, hogy a vizelet MIF szintje értékes prognosztikai markere lehet a haldlos

kimenetelnek szepszisben, mivel a betegségben elhunytaknal szignifikansan alacsonyabb

183



garam . andras_142 23

volt, mint a tuléléknél, ugyanakkor egyik csoportban sem mutatott szignifikans idébeli
valtozast. A vesefunkcidk zavaranak megléte vagy hianya nem befolyasolta a vizelet MIF
szintjét a szeptikus betegekben.

Az eltér6é kinetikara vonatkozo 0j megallapitdsunk azt jelzi, hogy ugyanazon
betegnél végzett ismételt szérum MIF szint mérések pontosabban elére jelezhetik a
kimenetelt, mint az intenziv osztalyon végzett egyszeri mérés. A MIF prognosztikai
biomarker értéke ugyanis nem volt kimutathaté tébb olyan korabbi tanulmanyban,
amelyben a szerzOk csak egyszeri szérumszint mérést végeztek?#4434435 A szérum MIF
szintjének emelkedése halalos kimenetel esetén feltehetéen a betegség progresszidjaval
fligg Ossze. A MIF egy proinflammatérikus citokin, amely alapveten elésegiti a
korokozo legy6zésére iranyulé immunvalaszt?®. Ez magyarazatot adhat arra, hogy miért
talaltak magasabb szinteket a szisztémas gyulladasban szenvedd betegeknél egészséges
kontrollokhoz képest tébb korabbi vizsgalatban (attekintésért, lasd Toldi és mtsai.t6%).
Amikor azonban a koérokozd jelenléte tulzott vagy az antiinflammatérikus reakcid
kimertl, akkor a proinflammatorikus valasz talsagosan aktivalédhat, ami a
gazdaszervezet szamara karos lehet. A fokozatosan emelkedd szérum MIF szint a
talsagosan fokozddo proinflammatérikus aktivitds markerekent szolgélhat, ami korai
figyelmeztetd jel lehet az egészségligyi személyzet szdmara, hogy agresszivabb kezelést
kezdeményezzen, miel6tt végzetes kovetkezmények alakulnanak ki. Azt is meg kell
jegyezni, hogy a MIF kiilonb6z6 sejttipusokban intracitoplazmatikus raktarokban is
megtalalhat6?*4, igy novekvd szintje tlikrozheti az egyre fokozodo szoveti karosodast és
nekrozist is végzetes kimenetel esetén.

A szeptikus betegek szérum MIF szintjének nemek kozotti kilénbsége a nemi
hormonok hatasanak tudhaté be. Gyulladas kisérleti modelljeiben az &sztrogén
csOkkentette a MIF termelését*36437 ezzel 6sszhangban a plazma MIF szintje alacsonyabb
volt n6i, mint férfi egészséges human alanyokban*®. Meg kell azonban jegyezni, hogy a
férfiak és nok kozotti MIF szint kiillonbség csak az 55 évnél fiatalabb korcsoportban volt
jelen*3®. Ami az életkort illeti, vizsgalatunkban a betegek atlagéletkora 66 + 2 év volt, a
legfiatalabb n6 47 éves volt. Feltételezhetd, hogy a vizsgélatba bevont nék tobbsége mar
posztmenopauzaban volt, ezért alacsony 6sztrogén szinttel rendelkezett. Ezt alatamasztja,
hogy egy kordbbi vizsgalatban az &sztradiol plazmaban mért koncentracioja
szignifikdnsan magasabb volt férfiakban, mint posztmenopauzaban 1évé ndkben*®, A
posztmenopauzaban csokkené Osztrogén szintek tehat hozzdjarulhattak ahhoz, hogy

vizsgalatunkban a MIF szintek miért emelkedtek nagyobb mértékben mind a talél6, mind
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az elhunyt szeptikus nékben, mint a férfiakban. A szérum MIF szintek nemek kozti
kilénbségei hozzajarulhatnak a szeptikus férfiak és nék prognoézisanak korabban k6zolt
kiilonbozéségéhez is*4°,

A szepszisben elhunytak alacsonyabb vizelet MIF szintje el6re nem latott Uj
eredmény volt, amely magyarazatra szorul. A szérum MIF szintjének emelkedése
ellentmondani latszik a szepszisben elhunyt betegek alacsonyabb vizelet MIF szintjének,
de ez a MIF gyulladasban betoltott komplex szerepével magyarazhatd. Az immunsejteken
kivil a MIF a vese legtobb sejtjében is termelddik, példaul a tubulussejtekben, a
podocitakban, a mezangialis és az endotélsejtekben (friss attekintésért, lasd Kong és
mtsai.*4!). A MIF alacsony szinten, konstitutivan jelen van a veseszovetekben, de
expresszidja jelentdsen fokozddik vesegyulladashan®4?, A vizelet MIF szintje egy korabbi
vizsgalatban csak gyenge korrelaciét mutatott a szérum MIF szintjével*43, ami arra utal,
hogy a vizeletben 1év6 koncentréciojat nemcsak a szérum MIF kivélasztasa befolyésolja,
hanem rendlis szintézise is. Tovabba meg kell emliteni, hogy a glomerularis bazal
membranon keresztiil torténo fehérje permeabilitds és a tubularis epitélsejtek altali fehérje
reabszorpcio kuldnbségei szintén befolyasolhatjak a MIF vizeletbe torténd Kivalasztasat
nefropétia esetén**. A MIF szérum- és vizeletszintjei kozétti korrelacié hianya azt is
megmagyarazhatja, hogy a magasabb szérumszintek miért nem jartak egyitt a
vizeletszintek emelkedésével a szepszisben elhunytaknal sajat vizsgalatunkban. A renalis
MIF-r61  kimutattdk, hogy renoprotektiv funkcioval rendelkezik kiilonb6zd
vesebetegségekben, beleértve az akut vesekarosodast is*4>446, Mivel vizsgalatunkban a
vizelet MIF szintje a szepszist tulél6knél magasabb volt, mint az elhunyt betegeknél,
feltételezhetd, hogy az elhunytakban a rendlis MIF endogén renoprotektiv hatasa
gyengult, ami a betegség fokozott sulyossdgara utal. Bar a fentiekben leirtak
magyarazathatjak eredményeinket, meg kell emliteni, hogy a MIF-nek a vesekarosodas
kialakulasaban betoltott okozati szerepét is felvetették?*’. A kiilonboz6 vizsgalatokban
talalt ellentmondd (azaz renoprotektiv vs. vesekarositd) szerepek magyarazataként az
adott betegség sajatossagait és a MIF-nek a betegség patogenezisében betdltott eltérd
szerepét feltételezik*¥>. A rendlis MIF pontos funkcidjanak feltarasara szepszisben

jovobeni 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 vazokonstrikciojat, az alacsonyabb
T« preferenciat és a fokozott lokomotoros aktivitast®®.

1.2) A TRPV1 agonistdk csokkentik, az antagonistdk pedig ndvelik a lokomotoros
aktivitast. Az agonistdk esetében a lokomociora gyakorolt hatds az agyon kivili
tamadasponton keresztiil valésul meg®°.

1.3) Az életkor elérehaladtaval a Trpvl KO egerek stlya mindkét nemben nagyobb volt,
mint WT tarsaiké®®.

1.4) Amikor a Trpvl KO egerek dregednek, hipoaktivva valnak (a WT alomtérsaikhoz

képest), amely magyarazhatja talstlyuk kialakulasat'6?,

2.1) A TRPV1 antagonista A-1165901 in vivo hipotermiat okoz ragcsalokban, amely
TRPV1 csatornakon keresztul jon létre, és kialakuldsaban a farokbér érrendszere és a
termogenezis vesz részt16s,

2.2) Mindkét vizsgalt hipotermizalé TRPV1 antagonista (A-1165901 és AMG7905)
gatlds helyett potencirozta a TRPV1 csatorna protonok altali aktivacidjat in vitro,
mikozben a kapszaicin mddot nagymértékben blokkolta®6?,

2.3) Az A-1165901 altal kivaltott hipotermia, valamint az AMG 517 és AMG8163 altal
kivaltott hipertermia nem jelentkezik abdomindlis TRPV1 deszenzitizacion atesett
patkdnyokban, tehat a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipo- és hipertermias valaszok
ugyanabbol a lokalizaciobdl indulnak Ki: valahonnan a hasbdl, feltehetéen a hasfali
izomzatb§1163.164,

2.4) A nervus vagus vagy a nervus splanchnicus major kétoldali atmetszése nem
befolyésolja a TRPV1 antagonistak altal indukalt hipertermiét, de a lateralis funiculus
dorzélis részének kétoldali atvdgasa a gerincveld C1 szintjén csokkentette annak
mértékétes,

2.5) A vehikulummal el6kezelt patkanyokkal ellentétben a kapszaicin altal kivaltott
vérataramlasbeli csokkenés a kiils6 ferde izomban teljesen mértékben hianyzott lokalizalt
hasi TRPV1 deszenzitizaciot kovetéent®?,

2.6) A hideg elleni autonom termoeffektorokat szabalyozo idegpalya agyon belli legels6
(LPB) és legutols6 (rRPa) magjai is szilkségesek a TRPV1 antagonistara adott

hipertermias valasz kialakulasahoz'6*,
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2.7) Gyogyszerfejlesztési szempontbol a TRPV1 antagonistak mind hiper-, mind pedig
hipotermizald mellékhatasa ragcsalokban csokkentheté a TRPV1 csatorna proton
aktivaciés modjara vald hatas minimalizalasavalt®s.

2.8) Az AMG 517 képes volt visszaforditani az injekcioval vagy inhalécioval kivaltott
altalanos anesztézia soran kialakuld hipotermiat ragcsélokban, méghozzd TRPV1
csatornakon keresztiil elsésorban a barnazsirszoveti termogenezis fokozasa réven.
Mindezt anélkil, hogy hipertermiat valtott volna ki az altatas utani id6szakban, igy ez a
hatas felhasznalhaté lehet az altatds sordn kialakuld hipotermia Kkivédésére
(repurposing)6s.

2.9) A ragcsaloktol eltéréen, emberekben a TRPV1 antagonistak termalis hatasai
valoszintileg azon anyagok esetében lesznek miniméalisak, amelyek nem gatoljak a human
TRPV1 csatorna sem protonok, sem hémérséklet altali aktivaciojat, meg akkor is, ha ezek
az anyagok a csatorna kapszaicin aktivaciés médjanak potens gatldis?.

3) A TRPMB8 csatorna univerzalis hidegszenzor a bérben, mert egy szelektiv és erds
TRPMB8 antagonista fizioldgiai hatasainak felderitésével ragcsalékban kimutattuk, hogy
szabalyozza az 6sszes hideg elleni f6 védekez6 mechanizmust: a hidegkeriil6 viselkedést,

a farokbdr vazokonstrikciojat és a barnazsirszoveti termogenezist!6®.

4.1) A TRPA1 csatorna genetikai vagy farmakoldgiai gatlasa nem befolyasolja a Tm
hideggel szembeni védelmét, sem pedig az autondm termoeffektorok (farokbér
vazokonstrikcio és termogenezis) hideg altali aktivaciojat, tehat a TRPAL csatornak nem
toltenek be termoszenzor szerepet ragcsalok hdszabalyozasi rendszerében, még sulyos
hideghatasnak val¢ kitétel soran sem?¢’.

4.2) A HzS-t gyorsan es lassan felszabadité donorok hipotermiat idéznek el6 egerekben
hipometabolizmus és a bér vazodilatacidja révén, amely hatdsokat az agyban —
feltehetben az autondm termoeffektor idegpalyak hipotalamikus neuronjain — talalhato
TRPAL csatornak kozvetitik. Eredményeink ravilagitanak a centralis TRPAL csatornak

altal kozvetitett H2S jelatvitel fontossagara a hdszabalyozasi rendszerben'®,

5.1) Kimutattuk a TRPV1 csatorna limitalo szerepét savas és bazikus ingerekre adott
vazomotor valaszok kozvetitésében, ami centralis (karotisz) artéridkban kifejezettebb,
mint a periférias (farok) artériakban, jelezvén a vaszkularis tonus finomabb szabalyozéasat

a pH valtozasokra adott valaszként a létfontossagu szerveket ellatd erekben. Mig a
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neuralis struktirakon taldlhato TRPV1 csatorndk jelentds szerepet jatszanak a bazikus pH
indukalta kontrakci6 korlatozasdban, addig a savas pH indukalta relaxéciot elsésorban a
nem-neuralis elemeken talalhaté TRPV1 csatornak szabalyozzak?e®,

5.2) 3D nyomtatassal hécseréld eszkozt fejlesztettink ki, amely a miograf készilek
kiegészitd tartozékaként lehetévé tette, hogy annak kamrait szobahdmérséklet ala hiitsiik,
¢s homérsékletfiiggd kiilonbségeket mutassunk ki patkanyok farokartériainak vazomotor
valaszaiban. Bizonyitottuk a hideg gatl6 hatasat a KCI altal kivaltott vazokonstrikcidban.
Mindezek Uj, széles korben hozzaférheté és gazdasédgos kisérleti modszert alkotnak a

hiités vazomotor valaszokra gyakorolt hatisanak tanulmanyozasara eml8sdkben'?®,

6.1) A TRPV1 csatorna fiatal ragcsalokban tobbszordsen bizonyitott gyulladascsokkentd
szerepe az Oregedéssel ellenkezdjére fordul. Farmakoldgiai vagy genetikai TRPV1
csatorna géatlas csokkenti a tulélési aranyt aszeptikus szisztémas gyulladasban fiatal
egerekben, azonban a TRPV1 blokad mindkét tipusa ellenkezd hatast fejt ki 6regedd
egerekben. Eredményeink arra utalnak, hogy ez a valtozas a TNF-a termel6désének
szintjén vagy még azt megel6zden kovetkezik bel’?,

6.2) Az NK1 receptor a COX-2 fehérje expressziojanak fokozasan keresztil részt vesz a
laz étrejottében, méghozza periférias szervekben, mint a tiidé és a méj. Uj eredményeink
tovabb bdvitik az SP jelatvitel és a ,citokin~-COX-2-PGE2” tengely kozotti
kolcsonhatasok megértését lazban'’2,

6.3) CCK centrdlis beadasara kialakul6 hipertermia COX-2-t61 fiiggé modon az autoném
termoeffektor efferens idegpalydk neuronjainak (MPO, DA és rRPa) aktivitasbeli
valtozasaval jar. Az agyi CCK2 receptorok reszt vesznek az LPS altal kivaltott laz
fenntartdsaban. Ezek az eredmények eldsegitik a CCK jelatvitel és az agyi COX
Utvonalak kozotti kdlcsonhatasok megértését! s,

6.4) A PACAP a kdzponti idegrendszeren beldli célpontokra hatva lazszer(i hipertermiat
okoz a ket autondm hideg elleni effektor egyidejli aktivalasaval: a nem-didergéses
termogenezis és a bér vazokonstrikcio fokozdsaval. Az MnPO-n belili (feltehetéen
GABAerg) neuronok valosziniileg részt vesznek a PACAP-ra adott hészabalyozasi valasz
kialakulasaban?74426,

6.5) A PACAP hianya szabadon mozgd Pacap’ egerekben hiperkinézist és nappali
hipertermiat eredményez. A hiperkinézis feltehetéen kompenzaciés mechanizmusa a

PACAP hiadnyadban nyugalmi (mozgéds nelkiali) korulmények kozott kialakulo
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hipometabolizmusnak és hipotermianak, amely az MPO-ban elhelyezked6 (feltehet6en

GABAerg) neuronjaik fokozott aktivitasanak lehet az eredménye!’.

7.1) Human adatok metaanalizisével kapott eredményeink egyértelmii negativ korrelaciot
mutattak a Tm és a szepszisben bekovetkezé haldlozas kozott: a laz kisebb, mig a
hipotermia fokozott halalozasi rataval jar egytt*e°,

7.2) Metaanalizis segitségével azt is kimutattuk, hogy a vér korhazba keruléskor mért
MIF szintje hasznos biomarker lehet szepszisben diagnosztikai célokra. A vér MIF szintje
magasabb szepszisben, mint nem fertézéses eredetti szisztémas gyulladasban®6?,

7.3) Prospektiv klinikai vizsgalatban kimutattuk, hogy a szérum MIF szintje az intenziv
osztalyra valé felvétel utan tovabb emelkedett a szepszisben elhunytaknal, mig a
taléloknél a szintje csokkent. Nemek kozotti killonbséget is megfigyeltiink a szérum MIF
kinetikajaban'®,

7.4) A vizelet MIF szintje a betegségben elhunytaknal vizsgélatunkban szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mint a taléléknél, ugyanakkor egyik csoportban sem mutatott
szignifikans idobeli valtozast. A vesefunkciok zavaranak megléte vagy hidnya nem

befolyasolta a vizelet MIF szintjét a szeptikus betegekben?’,
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9. Sajat kdzlemények jegyzéke
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(IF) a Clarivate Journal Citation Reports altal meghatérozott értéket jelenti, a kvartilis (Q)
és decimalis (D) besorolas a Scimago Journal Ranking szerint tortént. A hivatkozasok
szamat a Magyar Tudoményos Miivek Taranak (MTMT) adatai alapjan tiintettem fel. Az
ebben és a 10. fejezetben feltiintetett értékek a 2023. november 27-én elérheté adatoknak
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Endotoxin Res 11:260-266.

IF: 2,791 Q: Q1 Hivatkozasok (ebbdl fiiggetlen): 13 (6) Referenciaszam: -

91. Gavva NR, Treanor JJ, Garami A, Fang L, Surapaneni S, Akrami A, Alvarez F, Bak A, Darling M,
Gore A, Jang GR, Kesslak JP, Ni L, Norman MH, Palluconi G, Rose MJ, Salfi M, Tan E,
Romanovsky AA, Banfield C and Davar G (2008) Pharmacological blockade of the vanilloid
receptor TRPV1 elicits marked hyperthermia in humans. Pain 136:202-210.

IF: 6,030 Q: D1 Hivatkozdsok (ebbdl fiiggetlen): 431 (412)  Referenciaszam: 64

92. Kanizsai P, Garami A, Solymér M, Szolcsanyi J and Szelényi Z (2009) Energetics of fasting
heterothermia in TRPV1-KO and wild type mice. Physiol Behav 96:149-154.

IF: 3,295 Q: D1 Hivatkozdsok (ebbdl figgetlen): 34 (23) Referenciaszam: -

93. Pétervari E, Balaské M, Garami A, So6s S and Székely M (2009) Suppression of food intake by
intracerebroventricular injection of alpha-MSH varies with age in rats. Acta Physiol Hung
96:483-487.

IF: 0,750 Q: Q4 Hivatkozdsok (ebbdl fuggetlen): 17 (8) Referenciaszam: -

94. Garami A, Balask6 M, Székely M, Solymar M and Pétervari E (2010) Fasting hypometabolism and
refeeding hyperphagia in rats: effects of capsaicin desensitization of the abdominal vagus. Eur J
Pharmacol 644:61-66.

IF: 2,737  Q: Q2 Hivatkozdsok (ebbdl fuggetlen): 17 (13) Referenciaszam: 352

95. Garami A, Shimansky YP, Pakai E, Oliveira DL, Gavva NR and Romanovsky AA (2010)
Contributions of different modes of TRPV1 activation to TRPV1 antagonist-induced
hyperthermia. J Neurosci 30:1435-1440.

IF: 7,271  Q: D1 Hivatkozasok (ebbdl fuggetlen): 150 (136)  Referenciaszam: 70

9.3.2. Osszefoglalo kdzlemény

96. Romanovsky AA, Almeida MC, Garami A, Steiner AA, Norman MH, Morrison SF, Nakamura K,
Burmeister JJ and Nucci TB (2009) The transient receptor potential vanilloid-1 channel in
thermoregulation: a thermosensor it is not. Pharmacol Rev 61:228-261.
IF: 17,000 Q: D1 Hivatkozasok (ebbdl fiiggetlen): 218 (182)  Referenciaszam: 6

9.3.3. Konyvfejezet

97. Garami A, Almeida MC, Nucci TB, Hew-Butler T, Soriano RN, Pakai E, Nakamura K, Morrison SF
and Romanovsky AA (2010) The TRPV1 channel in normal thermoregulation: what have we
learned from experiments using different tools? In: Vanilloid Receptor TRPV1 in Drug
Discovery: Targeting Pain and Other Pathological Disorders (A Gomtsyan, CR Faltynek eds)
349-402 Wiley, Hoboken.
IF: - Q: - Hivatkozasok (ebbdl fuggetlen): 4 (2) Referenciaszdm: -
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10. Scientometriai osszesité adatok

Orvostudomanyi Osztaly (2023.11.27)
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Osszesitett impakt faktor: 356,486

Els6 és utolso szerzds kdzlemények
impakt faktora: 125,792

Osszes idézettség (ebbdl fiiggetlen):
2054 (2546)

Elso és utolso szerzos kdzlemények
hivatkozasainak szama (ebbd6l
fliggetlen): 796 (674)

Legmagasabb idézettségli kozlemény
hivatkozéasainak szama (ebbdl
fliggetlen): 431 (412)

Hirsch index: 30

Scientometrics.org besorolas: D1
(111%)

Az értekezés alapjaul szolgalo
kdzlemények impakt faktora: 92,012

Ebbdl elso és utolsod szerzds: 74,656
Az értekezés alapjaul szolgald
kdzlemények hivatkozéasainak szdma

(ebbdl fiiggetlen): 885 (705)

Az értekezésben nem targyalt tovabbi
kdzlemények impakt faktora: 264,474
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11. Kdszonetnyilvanitas

Szeretnem kifejezni kbszonetemet mindazoknak, akik segitséget nyujtottak abban, hogy
doktori értekezésem elkészilhetett.

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Székely Miklos professzor urnak, aki mar
orvostanhallgatd koromban bevezetett a kutatdmunka rejtelmeibe, hogy elinditott és
mindvégig tamogatott kutatéi palydmon. A kutatbmunkahoz valdé hozzaallasa és
szemlélete példaértékii volt szamomra, mindvégig mentoromként tekintettem és tekintek
r, tanacsai és Utmutatdsai nagyban meghatéaroztak a palyafutasomat.

Szintén, halas koszonettel gondolok, palyafutdsomat hasonléan meghataroz6 Andrej
Romanovsky professzor urra, aki lehetdvé tette szamomra, hogy kulfoldi
munkatapasztalatot szerezzek, segitette beilleszkedésemet a nemzetkdzi tudomanyos
vilagba, nélkllozhetetlen segitséget nydjtott a kutatasaimban és hasznos szakmai és barati
tanacsokkal latott el és Iat el a mai napig.

Koszonettel tartozom tovabba Szelényi Zoltan, Koller Akos és Hegyi Péter professzor
uraknak és Garai Janos tanar urnak a Transzlacios Medicina Intézet (korabbi nevén
Korélettani és Gerontologiai Intézet) korabbi és jelenlegi vezetdinek, akik lehet6séget és
helyet biztositottak oktatd és kutato munkam végzésére és mindenben tdmogattak.
Kilon koszonetet szeretnék mondani kollaboratoraim kozul Pintér Erika, Helyes
Zsuzsanna és Reglédi Dora professzor asszonyoknak a kzos munkaink sorén nyujtott
tdmogatasért és segitségért, valamint kutatotarsaimnak, tarsszerzéimnek akik szintén
hozzéjarultak értekezésem elkészitéséhez.

Halas vagyok a kutatdsi munkaban aktivan résztvevo jelenlegi és végzett Ph.D. és
tudomanyos diakkords hallgatéimnak, tovabba, a Termofiziologia Tanszék jelenlegi €s
volt asszisztenseinek, akiknek segitsége nélkuldzhetetlen volt munkam soran.

Kiemelt koszonettel tartozom kutatdé feleségemnek, Pékai Eszternek, akivel a
tudomanyos életben kezdettél fogva egyiitt dolgozhattam, csaknem minden kutatasi
projektben szamithattam segitségére. Higgadt, kritikus latdsmddja és tanacsai sok akadaly
elkertilését, illetve legy6zését elésegitették. Odaadd szorgalma, tlirelme és szeretete a
laboratériumban €s a maganéletben is lehet6vé tette céljaink kozos megvalositasat.
Végiil, de nem utolsé sorban kdsz6ndm Csaladomnak, Sziileimnek és Gyermekeimnek a

kitartd tlrelmet és tamogatast.
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