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|. Bevezetés

I/1. A testh6mérséklet és a vér pH hatasa a szisztémas gyulladas kimenetelére

I/1.1. Szepszis €s akut pancreatitis: a szisztémas gyulladas két megnyilvanulasi formaja

A szisztémas gyulladds Osszetett, generalizalt patofizioldgiai folyamat, amely
klinikailag szamos formaban megnyilvanulhat [1]. Ez a valaszreakcié a kivalté oktol
fiiggetlentil gyulladasos folyamatot ir le, és fert6z6, valamint nem fert6z6 eredetii lehet. Ha
a szisztémas gyulladasos valasz fert6zéses eredetli, akkor szepszisnek nevezziik. Ez a
legutobbi konszenzus alapjan ugy definidlhatd, mint bizonyitott fertézés és életveszélyes
szervi diszfunkcid egyiittese [2]. Az akut pancreatitis (AP) kezdetben a hasnyalmirigy steril
gyulladasa, amely leggyakrabban nem fert6z6 eredetli okok (példaul epekovek vagy talzott

alkoholfogyasztas) miatt alakul Ki.

1/1.2. A testhémérséklet és a szepszis mortalitasa kozotti 6sszefliggés

A szepszis gyakran tarsul a test maghdmeérsékletének (Tp) valtozasaval. Valojaban a
szepszis szamos diagnosztikai és prognosztikai pontozasi rendszere, mint pl. acute
physiology and chronic health evaluation Il (APACHE I1), systemic inflammatory response
syndrome (SIRS), tartalmazza a Ty normal tartomanytol valo eltérését [1-5]. Romanovsky
és munkatarsai allatkisérletes adatok alapjan [6, 7] felvetették, hogy a hipotermia és a laz két
kiilonbozé adaptiv. mechanizmusként alakulhat ki a betegség szindromaban. Utdbbi

jellemzden a fertézés kezdetén fordul eld, mig az eldbbi altalaban a betegség eldrehaladott



stadiumahoz vagy sulyosbodasahoz kapcsolodik [6, 7]. A két adaptiv stratégia a betegség
stlyossaganak elérehaladtaval egymas utan is kialakulhat [7], de hipotermia is kialakulhat
inicialisan az endotoxin sokk allatmodelljeiben [8], tovabba az intenziv osztalyra felvett
szeptikus betegeknél gyakrabban alakul ki a korhazi tartézkodasuk korai, mint késoi
szakaszaban [8]. A kiilonboz6 patologiai hattér ellenére mind a lazat, mind a hipotermiat
altalaban ugyanolyan stlyos jelként értékelik a klinikai gyakorlatban [9]. Nagy vizsgalati

populécioban a Th és a mortalitas kozotti definitiv 6sszefiiggés mai napig nem ismeret.

I/1.3. A vér pH hatasa az akut pancreatitis kimenetelére

A gyulladasos valaszt a vitalis paraméterek valtozasai kisérik, mint pl. a Ty, a
pulzusszam és a 1égzésszam valtozasai. A vér pH megvaltozasa szintén gyakori a szisztémas
gyulladasban [10]. A sav-bazis egyensuly eltérései jelentds hatassal birnak a gyulladasos
mediatorok felszabadulasara, ami befolyasolhatja a szisztémas gyulladas kimenetelét. Az
AP-ben tobb mechanizmus is szerepet jatszik, amely metabolikus acidézishoz (MA)
vezethet, beleértve kozvetlen és kozvetett mechanizmusokat is [11] [12]. Az acidozist
gyakran tekintik a betegség stlyossagi markerének, azaz a szisztémas diszregulaciod
melléktermékének, és mint ilyen, bizonyitottan prognosztikai tényezének szamit a kritikus
allapotu betegeknél [13]. Annak ellenére, hogy az AP diagnodzisanak és progressziojanak
értekelésére hasznalt pontozasi rendszerek tartalmazzdk a betegek szisztémas pH-
egyensulyanak valtozasait (pl. APACHE Il és Ranson scores), a sav-bazis statusz és az AP

kimenetele kozotti 0sszefliggeés feltardsara iranyulo klinikai vizsgalatok szama kevés.



1/2. Tranziens receptor potencial (TRP) csatornak a testhémérséklet farmakolégiai

modulacidjaban

1/2.1. A TRP vanilloid-1 (V1) antagonistak testhdmérsékleti hatasai

Az 1990-es években a TRPVI1 antagonistak allatkisérletekben és human klinikai
vizsgalatokban tortént in vivo vizsgalata soran ismételten megfigyeltek egy, a Tp-re
gyakorolt varatlan adverz hatast, a hipertermiat. Ezen kiviil, érdekes modon néhany TRPV1
antagonista (pl. A-1165901, A-425619, AMG7905 és AMG8562) hipertermia helyett
hipotermiat okoz [14-16], mig mas vegyiiletek fajspecifikus modon befolyasoljak a Th

szabalyozasat.

1/2.2. Az ammonium-klorid indukalta hipotermia

Az ammoénium-Klorid (NH4Cl) egy vér- és vizeletsavasito szer, amelyet metabolikus
alkalozis kezelésére alkalmaznak [17-19]. Az NH4Cl-ot oralisan és/vagy parenteralisan
gyakran hasznaljak szisztémas (extracellularis) acidozis kivaltasara allatmodellekben és
human kisérletekben [20-28]. 1988-ban Gordon kimutatta, hogy az NH4Cl szisztémas adasa
egerekben hipotermiahoz vezet [29]. Az NH4Cl altal kivaltott hipotermia molekularis
mediatorai azonban nagyrészt ismeretlenek maradtak.

A TRPV1 és TRP ankyrin-1 (A1) csatornak a TRP csalad termoszenzitiv tagjai [30,
31]. A hémérsékleti szignalok mellett ligandok (agonistak) és pH-valtozasok is aktivalhatjak

Oket [32, 33], kiilondsen a primer afferens neuronokon, ahol gyakran koexpresszalodnak [34,



35]. Felvetddott, hogy a hdmérséklettdl eltérd agonistak (TRPV 1 esetében protonok, TRPAT1
esetében szulfidok) altali aktivalasuk részt vesz a Tp szabalyozasiban [14, 36]. Erdekes
modon mindkét csatorna aktivalhatdé NH4Cl-al [37, 38] és alacsony pH-val is [39-42].
Legjobb tudomasunk szerint azonban a TRPV1 vagy TRPAI csatorna szerepét még nem

vizsgaltak az NH4Cl altal kivaltott termoregulacios valaszban.

1. Célkitiizések

A jelenlegi munka célja az volt, hogy megvizsgaljuk vitalis paraméterek prediktiv
szerepét a szisztémas gyulladas kimenetelében human betegekben, valamint

allatkisérletekben és emberekben azonositsunk egy potencialis farmakologiai célpontot a Tp

crer

1. A szisztémas gyulladas két kiillonb6zd megnyilvanulasi formajaban (szepszisben és
AP-ben) a Ty és a vér pH valtozasainak, mint vitalis jeleknek a szerepét vizsgaltuk a
kimenetel eldrejelzésében metaanalizissel. Korabban 1z esetében a szeptikus
betegeken végzett kiillonb6z6 klinikai vizsgalatok ellentmondasos eredményekre
jutottak, mig a sav-bazis statusz és az AP kimenetele kozotti 6sszefliggés feltarasara
iranyuld klinikai vizsgalatok szama csekély volt. Feltételeztiik, hogy a T vagy a vér
pH csokkenése vagy emelkedése eltérden jelzi eldre a szisztémas gyulladas klinikai
kimenetelét.

2. Allatkisérletek alapjan a protonokkal torténé nem homérsékleti aktivacio részt vesz

a TRPV1 antagonistékra adott termoregulacids valaszokban. Ezért célul tlztiik ki a



TRPV1 antagonistak Tp-re valo hatdsanak vizsgalatat emberben is human klinikai
vizsgalatok metaanalizisével.

3. Korabban kimutattak, hogy az NH4Cl hipotermiat okoz egerekben. Annak
kizérasara, hogy az NH4Cl altal kivaltott hipotermids valasz nem csak egerekre
jellemzd, célul thztik ki az NHsCl altal kivaltott hipotermia kimutatasat
patkanyokban is. Habar az NH4Cl aktivalhatja a TRPV1 és TRPA1 csatornakat,
ezeknek a csatornaknak a szerepét még nem vizsgaltak az NH4Cl-re adott
testhémérsékleti valaszokban. Igy célul tiiztiik ki a TRPV1 és TRPA1 csatorndk
szerepének vizsgalatat is NH4Cl altal kivaltott hipotermiaban a csatorna genetikai és

farmakologiai gatlasaval ragesalokban.

I11. Anyagok és modszerek

I11/1. A testhomérséklet és a vér pH prediktiv szerepe az emberi szisztémas

gyulladas kimenetelében

I11/1.1. A testhémérséklet és a szepszis mortalitasa k6zotti 6sszefliggés

I11/1.1.1. Keresési stratégia, cikkek szelekcidja és adatgyiijtés

A PubMed, az EMBASE ¢és a Cochrane Controlled Trials Registry adatbazisokban
végeztiink keresést. Az analizis a Participants, Intervention (prognostic factor), Comparison,
Outcome (PICO) modellen alapult: szeptikus populacidoban a Ty eltérések prediktiv szerepét

kivantuk felmérni a halalozasi aranyra. Olyan cikkeket vontunk be az analizisbe,



amelyekben leirtak mind a Ty értékeket, mind a halalozasi aranyokat a szisztémas
gyulladésban szenvedd betegek ugyanazon csoportjandl, feltételezett vagy megerdsitett
szepszishen. A vizsgalatba bevont Gsszes cikkbol Kigyjtottik a minta méretét, a betegek
atlagos Ty értékét az ehhez tartozo standard hibaval (SE), valamint a csoporton beliili 28-30

napon beliil térténd halalozasi aranyt.

/1.1.2. Statisztikai analizis

Az eseményaranyokat (halalozdsi aranyokat) hasznaltuk a hatasnagysag
meghatarozasara. A cikkek kozotti heterogenitast Q homogenitasi teszttel és 12 statisztikai
teszttel vizsgaltuk. A forest plot és metaregresszios elemzéseinkben a véletlen hatas modellt
alkalmaztuk. A publikacios torzitast a tolcsérdiagrammok vizsgalataval értékeltiik. A Tp

mortalitasra gyakorolt altalanos hatdsanak értékelésére metaregressziot végeztiink.

[11/1.2. A vér pH és az akut pancreatitis kimenetele

I11/1.2.1. Keresési stratégia, cikkek szelekcioja és adatgyiijtés

Metaanalizisiink a PICO modellen alapult: AP-ben szenvedd betegeknél arra
torekedtiink, hogy felmérjiik a pH-valtozas prediktiv szerepét a betegség sulyossagara, a
korhazi tartézkodads hosszara (LOS) és a haldlozasi aranyra. A keresést a PubMed, az
EMBASE ¢s a Cochrane Controlled Trials Registry adatbazisaiban végeztiik. Keresésiinket
az eredeti, angol nyelven publikdlt huméan tanulmédnyokra limitaltuk iddébeli korlatozas

nélkiil. Olyan vizsgalatokat vontuk be az analizisbe, amelyekben a vér pH-jat vagy egy azzal



Osszefliggd paramétert (pl. bazistilsuly, bazishiany vagy bikarbonat), sulyossagi
pontszamokat, LOS-t vagy haldlozasi ardnyokat irtak le az AP-ben szenvedd betegek
ugyanazon csoportjanal. Az 0Osszes analizisbe bevont cikkbdl Osszegyiijtottik a minta
méretét, az atlagos pH-t vagy azzal Gsszefiiggd paramétert a vizsgalt betegcsoportokra a
megfeleld SE-vel vagy deviacidval, valamint a sulyossagi pontszamot, a LOS-t és a
csoporton beliili halalozasi ardnyt. Annak érdekében, hogy elemezziik a sav-bazis statusz
valtozasanak hatasat az AP sulyossagara és kimenetelére, minden vizsgalatban a
betegcsoportokat alacsonyabb pH-csoportként és magasabb pH-csoportként jeloltiik meg,
fiiggetlentil a cikk szerz6i altal hasznalt eredeti csoportositastol. Az AP betegcsoportok
halalozéasi aranyat hasznaltuk elsddleges kimenetelként. A masodlagos kimenetelek
tekintetében két altalanosan alkalmazott sulyossagi indexet (azaz az APACHE 11 és a Ranson

pontszamokat) illetve a LOS-t hasznaltuk.

1/1.2.2. Statisztikai analizis

crer

sulyossadgi  pontszdmok standardizalt atlagos kiilonbségét (SMD) hasznaltuk
hatasnagysagként. A masodlagos kimeneteleket Gsszehasonlitottuk az alacsonyabb és
magasabb pH-csoportok kozott (lasd fent) minden egyes vizsgalaton beliil, majd
kiszamitottuk a becsiilt Osszesitett atlagértékeket. A relevans cikkek minden egyes
kimenetelét standard metaanalizis eszkozokkel (pl. forest plot) hasonlitottuk Gssze. A
vizsgalatok kozotti heterogenitast a korabbi metaanalizisiinkh6z hasonldan értékeltiik [43].

A publikacios torzitast a Duval és Tweedie trim and fill modszerrel és az Egger-teszttel



késziilt tolcsérdiagramok segitségével értékeltiilk. Metaregresszids analizist végeztiink
azokban az esetekben, amelyekben mind a vér pH-jat, mind a halalozasi aranyt ugyanabban

a betegcsoportban leirtak.

erer

11/2.1. A testhémérséklet és a pH kozotti kapcsolat: a: TRPV1 antagonistak altal

kivaltott testhOmeérsékleti valtozasok

111/2.1.1. Keresési stratégia, cikkek szelekcioja és adatgyiijtés

Standard metaanalizis modszereket hasznaltunk a Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analysis Protocols iranyelvei szerint [44]. Azokat a cikkeket
valasztottuk be, amelyek Ty értékeket irtak le mind a TRPV1 antagonistaval kezelt, mind a
placebo csoportban legalabb két idépontban: (i) roviddel a gyogyszer (vagy placebo)
beadasa el6tt és (i) 3 oraval a beadas utan. Minden bevont cikkben kiszamitottuk a Tp
valtozasat, amelyet a gydgyszer (placebo) beadasa utan 3 6raval és a beadaskor (0 6ra) mért
Ty értékek kiillonbségeként adtunk meg. Ezutan kiszamitottuk a gyogyszer és a placebo altal
kivaltott Tp-valtozasok kiilonbségeit (atlagkiilonbség); ez utobbi kiillonbséget hasznaltuk a

gyogyszer Tp-1 hatasanak abrazolasara a metaanalizisiinkben.



11/2.1.2. Statisztikai analizis

Minden dozis esetében az atlagok kiilonbségeit standardizaltuk (variancidk alapjan),
hogy standardizalt atlagkiilonbségeket (SDM) kapjunk. A 95%-0s
konfidenciaintervallummal (CI) rendelkez0 SDM-eket a hatds méretének elsddleges
mérdszamaként hasznaltuk és "forest plot”-ként dbrazoltuk. Minden TRPV1 antagonistat

mod-nonszelektivként vagy mod-szelektivként csoportositottunk.

11/22. A TRPV1 és TRPA1 szerepe az NH4Cl altal kivaltott hipotermiaban

ragcsalokban

11/2.2.1. Kisérleti dallatok

A szaztiz Wistar patkanyt és harminchét C57BL/6 egeret a Pécsi Tudomanyegyetem

Kozponti Allathazabol szereztiik be. Ezenkiviil a Trpvl (KO: n = 21; WT: n = 14) vagy a

crer

szintén a Pécsi Tudomanyegyetem Kozponti Allathazdbol szarmaznak. Az allatokat

hozzaszoktattuk a kisérleti elrendezéshez, amint azt mar korabbi cikkiinkben leirtuk [45, 46].

111/2.2.2. Miitétek

Minden patkédnynak és egérnek egy intraperitonedlis (i.p.) katétert iltettiink be,
tovabba a farmakologiai antagonistakkal végzett kisérletekre kijel6lt patkanyokat intravénas

(iv.) katéterrel is ellattuk ugyanazon mutét soran.
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Az anyagokkisérlet soran torténd stresszmentes i.p. beadasahoz pirogénmentes
sooldattal toltott polietilén (PE)-50 katétert tiltettiink be minden egér és patkany peritonealis
tiregébe. Roviden, a hason 1év0 kis kdzépvonali metszésen keresztiil a katéter belsd végét
varrattal rogzitettiik a hasfal bal oldaldra, mig a katéter kiilsd végét a bor alatt vezettiik a
tarkohoz, ahol kivezettiik és égetéssel lezartuk. A miitéti sebet rétegekben varrtuk.

Az i.v. katétert beiiltetése ugyanazon miitét soran tortént, mint az i.p. katéteré. Kis
longitudinalis metszést ejtettiink a nyak ventralis részén, a 1égcsé bal oldalan. A bal vena
jugularist izolaltuk, megtisztitottuk a kornyez6 szovetektol, és ligaltuk. Egy heparinos (10
U/ml) fiziologias sdoldattal toltott szilikon kaniilt helyeztiink a vena jugularison keresztiil a
vena cava superiorba, €s Oltéssel rogzitettiik. A kaniil szabad végét csomoztuk, és a bor alatt

atjuttatva a tarkonal kivezettiik. A nyakon ejtett sebet 6ltéssel zartuk.

111/2.2.3. Termoelem termometria

Az egereket és a patkanyokat henger alakt sziikitoketrecekbe helyeztiik, és réz-
konstantan termoelemekkel lattuk el a colon hémérsékletének mérése céljabol (a testmag-
hémérséklet egyik formaja). A vastagbél termoelemet az analis sphincteren keresztiil
helyeztiik be (patkanyok esetében 10, illetve egerek esetében 3 cm mélyen),
ragasztoszalaggal rogzitettiik a farok aljahoz és egy adatokat rogzité szamitogéphez
csatlakoztattuk. A sziikit6ketrecekben 1évé allatokat ezutan biokémiai inkubatorba
helyeztiik. Mivel a vart Ty-valtozas hipotermia volt, a kdrnyezeti hdmérsékletet 25°C-ra
allitottuk, amely hémérséklet ebben a beallitasban patkanyok és egerek esetében

valamennyivel a termoneutralis zonajuk alatt volt. Az elére betiltetett i.p. és 1.v. katétert
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(amennyiben volt) PE-50 hosszabbitohoz csatlakoztattuk, amelyet eldre feltoltottiik a kivant

anyaggal, és egy infuzids pumpaba helyezett fecskend6hoz csatlakoztattuk.

111/2.2.4. Anyagok és adagoldsuk

Az NH4Cl egereknek torténd i.p. beadasahoz a munkaoldatot (32,1 mg/ml) 16 perc
alatt infundaltuk (10 ml/kg) 321 mg/kg (~6 mmol/kg) NH4Cl bejuttatasahoz. Patkanyoknal
a munkaoldatokat (220 és 280 mg/ml) 5 perc alatt infundaltuk (1 ml/kg), hogy 220, illetve
280 mg/kg (kb. 4 és 5 mmol/kg) dozisban jusson be az NH4Cl. A kontroll allatokat steril
vizzel infundaltuk. Az i.v. beadas esetében az AMG 517 vagy A967079 munkaoldatot (210
pg/ml, illetve 5 mg/ml) 10 perc alatt infundaltuk (1 ml/kg), hogy az AMG 517 és A967079
210 pg/kg, illetve 5 mg/kg dozisa legyen beadva. Mindkét antagonista beadasa i.v. tortént a
patkanyoknak 20 perccel az NH4Cl infuzi6 el6tt. A kontroll patkanyokat az adott antagonista
oldoészerével infundaltuk. Egerekben a munkaoldatot (vagy annak oldészerét) bolusként
subcutan (s.c.) fecskendeztiik be, hogy az AMG 517 210 pg/kg doézisban jusson be az
egerekbe kozvetleniil azoknak a kisérletre valo felkészitése eldtt (azaz ~120 perccel az
NH4Cl beadasa el6tt). Ezutan az egereket ~2 oran keresztiil hagytuk alkalmazkodni a

kisérleti koriilményekhez mieldtt megkaptak az NH4Cl (321 mg/kg) infuziot.

111/2.2.5. Vér pH mérések

Egy oraval az NH4Cl i.p. beadasa utan az allatokat ketamin-xilazin koktéllal
elaltattuk, majd heparinizalt fecskenddvel kardidlis punkciobol vérmintakat vettiink. A

vérmintak pH-jat pH-mérdvel mértiik meg a gytijtést kovetd 1 percen beliil.
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111/2.2.6. Adatfeldolgozas és elemzés

A Ty és a vér pH esetében az adatokat ANOVA statisztikai modszerrel elemeztiik,
amelyet Student-Newman-Keuls post hoc teszt kdvetett, mint ahogy az korabbi cikkiinkbe
leirtuk [47]. A statisztikai elemzésekhez a Sigmaplot 11.0 szoftvert hasznaltuk. A
kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, amikor p < 0,05 volt. Az adatokat atlag +

SE-ben adtuk meg.

IV. Eredmények

IV/1. A testhomérséklet és a vér pH prediktiv szerepe az emberi szisztémas

gyulladas kimenetelében

IV/1.1. Testhémérséklet és halalozas szepszisben

2016. februar 29-ig 42 publikaciot talaltunk alkalmasnak statisztikai elemzésre,
amelyek Osszesen 10834 szeptikus beteg adatait tartalmaztak. El6szor altalanos (Pearson)
korrelacids elemzést végeztiink a Ty és az Gsszes szeptikus beteg haldlozasi aranya kozott.
Gyenge negativ linedris korrelaciot talaltunk. Ez a modszer azonban nem tette lehetdve,
hogy az Osszegyljtott adatokat a vizsgalt populacidk méretének megfelelden sulyozzuk,
ezért részletes metaanalizisre volt sziikség.

Megvizsgaltuk a szepszishez tarsulo 14z haladlozési gyakorisadgat. A szeptikus betegek
40 csoportjat tudtuk elkiiléniteni és bevonni a random hatas modellel torténé analizisbe. A

szeptikus lazas betegek haldlozasi aranyanak metaanalizise 4tlagosan 22,2% -0S
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eseményaranyt mutatott ki. Ez a szazalékos arany szignifikansan alacsonyabb volt, mint a
halalozés 50%-os esélye, amely véletlenszerli eredménynek tekinthetd.

Ezutan a normoterm betegek haldlozési aranyat elemeztiik. Megallapitottuk, hogy az
atlagos halalozési arany 31,2% volt, ami magasabb volt, mint a lazas csoportban. A
haldlozasi arany szignifikansan alacsonyabb volt ebben a vizsgalati populacidban, mint 50%.

Ezutan megvizsgaltuk a haldlozas el6fordulasi gyakorisagat hipotermids szeptikus
betegeknél. A véletlen hatas modell az mutatta, hogy az atlagos haldlozéasi arany a
hipotermias betegeknél volt a legmagasabb (47,3%), ami nem kiilonbozott szignifikansan az
50%-os véletlen esélytdl.

Tovabbi statisztikai megkdzelitésként metaregresszios elemzést is végeztiink.
Szignifikans negativ linearis korrelaciot talaltunk a Ty €s a halélozasi arany kozott.

Végiil a betegeket a mortalitasi kvartiliseke (Q1-Q4) osztottuk, és kiszamitottuk az
atlagos Tph-t minden halalozasi kvartilisre. A stlyozott atlagos Tp azt mutatta, hogy
szepszisben a magasabb Ty kedvezébb kimenetellel jar, mig az alacsonyabb Th magasabb

halalozasi kockazattal jar.

IV/1.2. A vér pH és az akut pancreatitis kimenetele

2017. januarjaig 13 publikaciot talaltunk alkalmasnak statisztikai elemzésre, amelyek
Osszesen 2311 beteg adatait tartalmaztak [12, 48-59]. El6szor a szisztémas (vér) pH-érték és
a mortalitas kozotti osszefliggést vizsgaltuk. Metaanalizistink -0,09-es logit eseményaranyt
mutatott, ami 51,0%-os atlagos haldlozasi aranynak felel meg az acidotikusabb

betegcsoportokban, mig a magasabb pH- vagy bikarbonatszinttel rendelkezd
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betegcsoportokban a logit esemény aranya -3,68 volt, ami 3,0%-os atlagos halalozasi
aranynak felel meg. A halalozasi aranyok szignifikansan kiilonboztek a két csoport kdzott.
Az 0sszegyljtott adatokon metaregresszids elemzést is végeztiink. Szignifikdns negativ
korrelaciot talaltunk a pH és a haldlozési arany kozott.

Ezutan a LOS-t analizaltuk az AP-ben szenvedd betegeknél a sav-bazis statusz
ugyanazon csoportositdsdval, mint a halalozési és stlyossagi pontszamok esetében. Azt
talaltuk, hogy ez a kiilonbség is szignifikans volt az acidotikusabb ¢és a magasabb pH- vagy
nak felelt meg az acidotikusabb AP betegcsoportban.

Megvizsgaltuk a vér pH és a klinikai stlyossagi pontszamok kozotti 6sszefiiggést is.
A metaanalizisiink kimutatta, hogy a Ranson-pontszam és az APACHE II pontszam becsiilt
standardizalt atlagkiilonbségei szignifikansan kiilonboztek az alacsonyabb pH- vagy
bikarbonatszinttel rendelkezd betegcsoportok €s a kevésbé acidotikus betegcsoportok
kozott. Ezek a standardizalt értékek 1,60X magasabb Ranson pontszamnak és 7,40X
magasabb APACHE II pontszamnak feleltek meg az AP-ben szenved$ acidotikusabb

betegekben.

IV/2. A TRP csatornak szerepe a testhomérséklet farmakologiai modulaciojaban

IV/2.1. A testhdmérséklet és a pH kozotti kapesolat: A TRPV1 antagonistak indukalta

testhdmérsékleti valtozasok. Human klinikai vizsgalatok metaanalizise
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A moéd-nonszelektiv csoport mindharom antagonistdja hipertermiat okozott, ami
dozisfiiggd volt azoknal az anyagoknal, amelyeket tobb dozisban is alkalmaztak. A
NEO6860, az egyetlen mod-szelektiv TRPV1 antagonista, nem okozott hipertermiat az

alkalmazott dozisban (1,2 mmol), hanem csokkentette a Tp-t.

IV/2.2. Az NH4CI altal kivaltott hipotermiat a tranziens receptor potencial vanilloid-1

csatorna csokkenti, mig az ankyrin-1 fokozza ragcsalokban

IV/2.2.1. Az NH4Cl szisztémds alkalmazasa hipotermiat okoz patkdnyokban

Eldszor patkanyoknak szisztémasan (i.p.) adott NH4Cl testhdmérsékleti hatasat
vizsgaltuk, hogy kizarjuk annak lehetdségét, hogy az NH4Cl éltal kivaltott hipotermias
valasz csak egerekre specifikus. Azt talaltuk, hogy az NH4Cl i.p. injekcidja patkanyokban
hipotermiat okozott. Statisztikailag az NH4Cl mindkét dozisa szignifikdns hatast gyakorolt
a kontrollokhoz képest, és az alacsonyabb és a magasabb do6zisu csoportok kozott is
statisztikai kiilonbség volt a hatasban. 220 mg/kg-os doézisnal a NH4Cl altal kivaltott Ty
csokkenés szignifikans volt a kontrollcsoporthoz képest 20-50 percekben, mig 280 mg/kg-
os dozisndl a Ty szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a kontrollcsoportban 20-90
percekben. Az NH4Cl altal kivaltott hipotermia kimutatasa patkanyokban munkank fontos,

1) megallapitasa.
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IV/2.2.2. Az NH4Cl dltal kivaltott hipotermia felerésodik a TRPV1 csatorna

genetikai hidnyaban egerekben

Azt is szerettiik volna tudni, hogy a két legtobbet tanulmanyozott termo-TRP
csatorna, a TRPV1 vagy a TRPAT1 részt vesz-e ebben a hdszabalyozasi valaszban. E16szor
dsszehasonlitottuk az NH4Cl-ra adott hipotermids valaszt Trpvl” és Trpvl*’* egerek kozott.
Kisérleteinkben i.p. 321 mg/kg NH4Cl-al infundaltuk az egereket. Ahogy az varhato volt,
ennél a dozisnal az NH4CI hirtelen kifejezett csokkenést eredményezett a Trpv1** egerek
colonban mért hdmérsékletében. Az NH4Cl a Trpvl’ egerekben is hipotermiat okozott a
steril vizhez képest, ami 20-70 percekben szignifikans volt. Erdekes modon azonban az
NH4Cl-re adott hipotermias vélasz sokkal kifejezettebb volt a Trpvl’ egerekben, mint
Trpv1*™* tarsaikban. A genotipusok kozott a kiilonbség szignifikans volt az NH4Cl beadasat
kovetd 20-60 percekben, a 40 percnél kialakulé maximalis kiilonbség pedig ~2,0°C volt a

csoportok kozott.

IV/2.2.3. A TRPV1 csatorna farmakoldgiai gatlisa augmentalta az NH4sCl dltal

kivaltott hipotermiat egerekben és patkanyokban

Ezutan a kronikus kompenzacio lehetséges kialakulasanak elkeriilése érdekében ugy
dontottiink, hogy genetikailag modositatlan allatokat hasznalunk, és AMG 517-tel
blokkoljuk TRPV1 csatornaikat. Az AMG 517-tel végzett el6kezelés augmentalta az NH4Cl
hipotermiéas hatasat. Az eldkezelt csoportok atlagos Th-je kozotti legnagyobb kiilonbség

1,6°C volt az NH4Cl injekcio beadasat kovetd 50. percben. Azt is meg akartuk erdsiteni,
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hogy a TRPV1 gatlasa nemcsak egerekben, hanem patkanyokban is az NH4Cl altal kivaltott
hipotermia fokozddasahoz vezet. 20 perccel az NH4Cl i.p. injekcidja eldtt ugyanazon dozist
(210 pg/kg) AMG 517-et adtuk be i.v. a patkanyoknak. Ahogy az varhato volt, az AMG 517
azonnali hipertermiat okozott. Kiemelendd, hogy az AMG 517-tel eldkezelt patkanyokban
az NH4Cl altal kivaltott hipotermia nagysaga ¢s idétartama egyarant jelentésen fokozott volt.
Ennek megfeleléen az NH4Cl Tp-re gyakorolt hatasa szignifikdnsan kiilonbozott az i.v.
elokezelési csoportokban (AMG 517 vs. vivéanyag) 40-70 percnél, valamint 110 perccel az

NH4Cl injekcid beadasa utan.

IV/2.2.4. Az NH4CI dltal kivaltott hipotermikus vdlasz gyengiil a TRPAI

csatorna hianyaban egerekben

Mivel a TRPV1 és TRPAI csatornak gyakran koexpresszalddnak, megvizsgaltuk,
hogy a TRPAI csatorna is szerepet jatszik-e ebben a testhémérsékleti valaszban. Ami az
intergenotipus kiilonbséget illeti, az NH4Cl beadasat kovetéen a Trpal®™* egereknél
szignifikansan alacsonyabb volt a Tp, mint a Trpal” egereknél 40-100 percnél 1,0 °C-0s

maximalis atlagos Th kiilonbséggel 70 percnél.

IV/2.25. Az NH4Cl dltal kivaltott hipotermids vdlaszt a TRPAI csatorna

farmakologiai gatldsa cSokkenti patkanyokban

Fontos volt kizarni azoknak a kronikus kompenzacidos mechanizmusoknak a
potencialis jelenlétét, amelyek a TRPAI csatorna hianyaban alakulhattak ki a Trpal”

egerekben. Ehhez egy rendkiviil erds és szelektiv TRPA1 antagonistat, az A967079-et,
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hasznaltunk, [60]. Ha az NH4Cl i.p. injekcioja elétt 20 perccel 5 mg/kg A967079
infundaltunk, ez jelentésen csokkentette a hipotermids valaszt s statisztikailag szignifikans
kiilonbség alakult ki a két elokezelési csoport kozott az 40-120 percben, 0,7°C-0S maximalis

kiilonbséggel 50 percnél.

IV/2.2.6. Az NH4Cl 1.p. alkalmazasa csokkenti a vér pH-jat patkanyokban és

egerekben

Végiil arra voltunk kivancsiak, hogy az NH4Cl alkalmazott dozisai hogyan
befolyasoltak a patkanyok és egerek vérének pH-jat. Patkanyokban az NH4Cl i.p. beadasat
kovetden a vér pH mindkét dozis esetében csokkent a steril vizes kezeléshez képest, azonban
a kiilonbség csak a magasabb (280 mg/kg) dozisnal volt szignifikans. Egerekben az NH4Cl
(321 mg/kg) i.p. injekcioja a vér pH-janak jelentés csokkenését eredményezte minden
genotipusban a steril viz injekcidhoz képest. Az egerek vér pH-janak csokkenése hasonld

mértékii volt minden genotipusban.

V. Diszkusszio

Jelen munkank soran vitalis paraméterek (T és vér pH) prediktiv szerepét vizsgaltuk

a szisztémas gyulladas két kiillonboz6 megnyilvanulasi formajanak kimeneteleiben, valamint

crer

Munkank els6 részében azt talaltuk, hogy a 1az csokkenti, mig a hipotermia fokozza

a szeptikus betegek haldlozasat a normotermias betegekhez képest. Ezenkiviil erés negativ
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korrelaciot mutattunk ki a Tp és a mortalitas kozott. Tovabba, amikor kiszamitottuk a
szeptikus betegek atlagos Tp-ét az egyes haldlozasi kvartilisekben, azt talaltuk, hogy az
szignifikansan magasabb volt a legalacsonyabb, mint a legmagasabb haladlozasi kvartilisben.
Az Osszes statisztikai megkozelitésiink eredményeit egyiittvéve adataink a Ty prediktiv
szerepére Utalnak a szepszis kimenetelében.

Tekintettel az emlésok Ty-valtozasainak adaptiv bioldgiai értékére, feltételezhetd,
hogy maga a 1z kozvetlen, elényds hatassal van a szisztémas gyulladas halalozasi aranyara,
ha ez ,,megfizethetd” a gazdaszervezet szamara. Bar analizislink eredményei azt mutattak,
hogy a hipotermia magasabb halalozassal jar, meg kell jegyezni, hogy nem tudhatjuk, hogy
a betegek haldlozasi aranya hogyan valtozott volna, ha a hipotermia nem alakult volna ki,
vagy ha a betegeket Gjra melegitették volna. Ezért a hipotermia onmagaban nem tekinthetd
karosnak a szervezetre, mivel a szeptikus betegek magasabb haldlozasi aranya feltehetéen
sulyosabb klinikai allapotuknak kdszonhetd.

Ezutan megvizsgaltuk a vér pH hatasat az AP kimenetelére. Analiziseink azt
mutattdk, hogy az alacsonyabb vér pH-érték magasabb haldlozasi aranyt, hosszabb LOS-t
jelez elore, és fokozza az AP stlyossagat. Hatalmas kiilonbségek voltak az egyes vizsgalatok
protokolljai kozott, de figyelemre mélto, hogy fliggetlentil attdl, hogy a szerzOk eredetileg
hogyan csoportositottak a betegeket, az alacsonyabb pH-val rendelkez6 betegcsoport mindig
rosszabb kimenetelel birt, mint a magasabb pH-val rendelkezd. Mindez arra utal, hogy az

AP korai szakaszaban az acidozis fontos befolyasolo tényezd a kimenetelben, fiiggetlentil a

crer
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Ezutdn tanulmanyoztuk a TRP csatorndk szerepét a T, farmakologiai
human vizsgalatok adatainak metaanalizise megerdsitette, hogy az elsé generaciés TRPV1
antagonistak hipertermiat okoznak az emberekben, mig a masodik generacios anyagok
esetében hidnyozhat ez a hatds. A hatas célpontjdul szolgalé6 TRPV1 csatornak
elhelyezkedése, vagyis azoké amelyek érzékelik a Tp-t a termoeffektor valaszok kivaltasa
soran, emberekben nem felderitett, és eltérhet a protonok altal tonusosan aktivalt csatornak
helyétdl. Ismerve, hogy a bor kiemelkedd termoszenzoros szerepet jatszik minden fajban,
legalabb néhany TRPV1 csatorna, amely hémérsékleti szignalokat kozvetit, hogy ingerelje
a termoeffektorokat emberekben, feltételezhet6en a bérben talalhato.

Végiil allatkisérleteinkben igazoltuk, hogy a TRPV1 csatorna genetikai ¢és
farmakologiai gatlasa fokozza az NH4Cl hipotermias hatasat. Ezzel ellentétben, az NH4ClI-
re adott hipotermikus valaszt csokkenti a TRPA1 csatorna genetikai ablacioja ¢€s
farmakologiai gétlasa. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TRPV1 csatornak gatlo
regulatorok, mig a TRPA1 csatornak potencirozzak az NH4Cl altal kivaltott hipotermiat.

A vér csokkent pH-ja potencidlisan kozvetlen mechanizmusként szolgéalhat a
hipotermia kialakuldsdhoz a TRPV1 Aaltal kozvetitett acido-antitermogén ¢és acido-
antivazokonstriktor reflexek stimulalasa révén [lasd 61-es review]. Mivel azonban az NH4Cl
altal kivaltott hipotermia mind a TRPV1, mind a TRPA1 csatorna genetikai €s farmakologiai
gatlasa utan is kimutathaté volt, nem zéarhat6 ki, hogy a vér csokkent pH-jara adott
hipotermias valasz TRPV1- és TRPA 1-fliggetlen mechanizmusokat is magaba foglal. Az is

lehetséges azonban, hogy az NH4ClI hipotermias hatasat olyan mechanizmusok valtottak ki,
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amelyek nem kizardlag a vér pH-janak csokkenésével kapcsolatosak, mivel az NH4Cl
alacsonyabb dozisa patkanyokban hipotermiat okozott, de nem befolyasolta jelentdsen a vér
pH-jat, ami a kozvetlen sav altal kivaltott hatas ellen szol. Csak feltételezhetjiik, hogy az
NHs" ionok gatolhatjak a hasfalban talalhato TRPV1 csatornakat, amelyekrél kimutattak,
hogy tonikusan gatoljak a bor vazokonstrikciojat és a termogenezist [63]. Alternativ
elméletként korabban bemutattuk, hogy a patkany és egér farokartéridk acidozis altal
feltételezhetd, hogy ezeknek a TRPV1 csatornaknak a gatlasa nagyobb hoveszteséget és
nagyobb hipotermias valaszt eredményezhet az NH4Cl-re. A TRPA1 csatorna tekintetében
a pH aktivacio Osszetett. Kimutattdk, hogy a gyenge savak aktivaljdk a TRPA1-et
ragcsalokban, de ez az intracellularis acidozis kovetkeztében alakult ki [39, 65]. Bar a
protonok gyorsan athatolhatnak a membranon [66], a TRPA1 nem reagalt az extracellularis
acidozisra ragcsaloban, és a protonok egy késdbbi vizsgéalatban még gatoltak is a csatornat
[40]. Kimutattak, hogy az ammonia és az intracellularis alkalizacio aktivalja mind a TRPV1,
mind a TRPA1 csatornat [37, 38]. Ezért a gdznemii ammonia gyors befelé torténd difftzioja
¢és az ebbdl ered? intracellularis alkalizacio is hozzajarulhatott eredményeinkhez. Ismeretes,
hogy az NH4Cl szisztémas (i.v.) alkalmazasa ammonia képzdéséhez vezet, amely konnyen
atjuthat a vér-agy gaton [67]. Ez felveti annak lehet6ségét, hogy a TRPA1 csatornak
aktivalasa az agy hdszabalyoz6 neuronjaiban hipotermikus vélaszt valtott ki, amint azt

korabban egy masik gaztranszmitter, a hidrogén-szulfid esetében kimutattuk [36].
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V1. Kovetkeztetések

Jelen munkaban a T €s a vér pH prediktiv szerepét vizsgaltuk a szisztémas gyulladas
fertézéses (szepszis) és fert6zeéstol fiiggetlen (AP) megnyilvanulasi formaiban. A Tp eltérései
erdsen korrelalnak a szepszis haldlozasaval. A Tp-hez hasonléan a vér pH és a mortalitas
kozotti  kapcsolat  szignifikans negativ  korrelaciot mutatott az  AP-ben. Azt is
megallapitottuk, hogy az alacsonyabb szisztémas pH hosszabb LOS-t jelez eldre, és rontja
az AP stlyossagat.

Munkam madasodik részében a TRPV1 ¢és TRPA1l csatorndk nem-termalis
aktivalasanak fontossagara hivtuk fel a figyelmet a termoregulacidban kiilonb6zo
modszerekkel emberekben és ragesalokban. A human adatok metaanalizise azt mutatta,
hogy az els6 generacios TRPV1 antagonistak hipertermiat okoznak az emberekben, mig a
masodik generacios anyagok esetében hidnyozhat ez a hatas. Allatkisérleteinkben azt
talaltuk, hogy (i) az NH4Cl i.p. adasa hipotermiat valt ki patkanyokban és egerekben
egyarant; (ii) a TRPA1 csatornak hozzajarulnak az NH4Cl altal kivaltott hipotermia
kialakulasahoz egerekben és patkanyokban is; (iii) a TRPV1 csatornak gatlo funkciot
jatszanak ebben a folyamatban. Szisztémas gyulladasban a Tp farmakoldgiai modulacioja
eldny0s lehet emberekben ¢és allatokban, ¢s a TRPV1 ¢és TRPA1 csatornak valdsziniileg jo

célpontok a Tp mddositasara.
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VII. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Garami
Andrasnak, hogy tamogatott, segitett és iranyitott a termofizioldgia teriiletén végzett
kutatomunkédmban. Ezlton is szeretném kifejezni mély halamat Prof. Hegyi Péternek, a
Transzlacios Medicina doktori program és az intézet vezetdjének, hogy lehetové tette Ph.D.
tanulmanyaimat. Szeretném megkdszonni a Termofizioldgiai Tanszék minden tagjanak - dr.
Pékai Eszternek, Leonardo Kelavanak, Fekete Katanak és Varnagyné Rozsafi Anikonak - az
évek soran nyujtott segitségét, szakmai tanacsat. Kisérleti munkaimat nem tudtam volna
elvégezni az asszisztenseink segitsége nélkiil, akik szakértelme felbecstilhetetlen értékii volt
munkam soran. Végiil, nem tudok elég halas lenni a csaladomnak, amiért tamogattak,
feleségemnek, hogy feltétel nélkiili szeretettel, tiirelemmel batoritott és mindvégig

mellettem allt.
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