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Roviditések listaja

ALT alanin-aminotranszferaz

AST aszpartat-aminotranszferaz

CLP cokalis ligatara és punkcid

COX ciklooxigendz

GGT gamma-glutamil transzferaz

HLI héleadasi index

i.c.v. intracerebroventrikularis(an)

i.p. intraperitonealis(an)

L. intravénas(an)

IL interleukin

KIR kozponti idegrendszer

KO ,.knockout”, génkititott

LPS lipopoliszacharid

MnPO median preoptikus nukleusz

MPO medialis preoptikus area

NK1 neurokinin-1

PACAP hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
PG prosztaglandin

ROS reaktiv oxigén gyokok

SIRS Systemic inflammatory response syndrome”, szisztémas gyulladasos vélasz szindroma
SP substance P”, P anyag

Ta kornyezeti homérséklet

Tab abdominalis hdmérséklet

Ty testhémérséklet

T, kolon homérséklet

TNF tumor nekrozis faktor

TRPV1 tranziens receptor potencial vanilloid-1
Tk farokb6r hdmérséklet

VO, oxigénfogyasztas



1. Bevezetés és irodalmi hattér

A szisztémas gyulladés altalanositott patologiai fogalom, amely klinikailag kiilonb6z6
formakban jelenhet meg, igymint ,,betegség viselkedés/szindroma”, ,,szisztémas gyulladasos
valasz szindroma” (systemic inflammatory response syndrome, SIRS), szepszis, sulyos szepsis,
szeptikus sokk ¢és ,,tobbszervi miikddészavar szindroma”. A gyulladdsos valasz komplex
korélettani folyamatok sorozata, amelyeket fert6zo ¢s nem-fert6z0 faktorok, példaul trauma,
¢gés és pankreatitisz valthat ki. Egy nemrég késziilt tanulmany szerint a szepszis globalis terhet
jelent az egészségligy szamara, vilagszerte évente koriilbeliil 48,9 millio 1) esettel és 11 millio
szepszishez kothetd halallal. Tovabba, incidencidja 30% koriili az intenziv osztalyra keriild
betegek korében. Fontos megjegyezni, hogy a szepszis nem csak akutan vezethet halalhoz,
hanem 5-8 évvel késobb is jelentdsen novelheti a haldlozas kockazatit. Az Egyesiilt
Allamokban a szepszis miatti korhazi ellatisok szama koriilbeliil 50%-kal emelkedett 2003 és
2009 kozott, amelynek gazdasagi vonzata becslések szerint az évi 17 milliard dollart is
meghaladja, tobbek kozt, a hosszabb korhazi ellatas miatt. Egy friss tanulmany szerint azonban
a szepszis és hozza kothetd halalozasok szama az Egyesiilt Allamokban nem valtozott 2009 és

2014 kozott.

Mint szisztémas gyulladdsos valasz, a szepszis gyakran tarsul a testhomérséklet (Tv)
eltéréseivel, amelyek 1az vagy hipotermia formajaban jelenhetnek meg emberekben ¢és kisérleti
allatokban egyarant. FEls6sorban allatokban végzett kisérletek eredményei alapjan
feltételezhetd, hogy a laz ¢és a hipotermia egyarant kialakulhat jellemz6 adaptiv
mechanizmusként betegség szindromaban. A 14z tipikusan a fertdzés kezdetén jelenik meg, a
patogén agens elleni aktiv védoharcot reprezentalja, mig a hipotermia altalaban a betegség
elérehaladottabb fazisaval és sulyossagaval van Osszefiiggésben, és célja a gazdaszervezet
létfontossagu rendszereinek biztositasa. A két adaptiv stratégia egymas utan is megjelenhet
(példaul korai lazas fazist kovetd kés6i hipotermias fazis) a betegség sulyossaganak
elérehaladasaval, azonban a hipotermia az egyik els6ként megjelend tiinet is lehet endotoxin
sokk allatmodellekben. Egy friss meta-analizis szintén alatamasztotta ezeket az eredményeket
azzal, hogy tobb, mint 10 ezer szeptikus beteg adatai alapjan kimutatta, hogy a 1az alacsonyabb,
mig a hipotermia magasabb halalozasi esélyt josol normal Ty-hez képest. Fontos kiemelni, hogy
a hipotermia prognosztikus értéke szepszisben nem jelenti automatikusan maganak a Ty-nek a

karos hatasat. Ehelyett, a hipotermia €s mortalitas kdzotti 6sszefiiggés egyszertien a hipotermia



gyakoribb eléforduldsara utalhat a szepszisz stlyos eseteiben. A 14z és hipotermia kiilonb6zo
koroki hatterének ellenére, mind a Ty emelkedése, mind pedig csokkenése egyforman jelentds
jelzésként szerepelhet a klinikumban. Osszeségében, gyakori eléforduldsa és magas halalozasi
aranya miatt, a szisztémas gyulladas fontos teriiletet jelent mind az alapkutatas, mind pedig a

klinikai gyakorlat szdmara.

Amikor a gyulladas kivalté oka fert6z6 agens, endotoxin hatasara gyakran aktivalodik
a gyulladdsos kaszkad, majd kiilonbdz6 szignalok aktivaljik az immunvalaszt. Osszefoglalva,
az immunrendszer sok sejtje hordoz olyan receptorokat, amelyek az idegen organizmusok
koz0s, altalanos makromolekulait ismerik fel. Példaul a CD14, amely egy makrofagok altal
expresszalt emberi fehérje, felismeri és kotddik a lipopoliszacharidhoz [(LPS), a Gram-negativ
baktériumok kiils6 membranjanak legfontosabb alkotoeleméhez] és aktivalja a Toll-like
receptor 4-t, amely egy tobblépcsds intracellularis folyamatot indit el, ezzel létrehozva az
immunvalaszt. A valasz soran citokinek szabadulnak fel, tobbek k6zott tumor nekrdzis faktor
(TNF)-0, interleukin (IL)-1B, IL-6 és mas medidtorok, amelyeket egyiittesen ,,gyulladasos
leves”-nek is neveznek €s ezek, vagy mas immunsejteket vonzanak a gyulladas helyszinére,
vagy mas periférids szoveteken hatva a gyulladas tovabbi kémiai mediatorait szabaditjak fel.
Ezek ko6z¢ tartoznak a prosztaglandinok (PG), amelyek kulcsfontossagu szerepet jatszanak a
szisztémas gyulladas sok kiilonb6z6 folyamatanak medialasaban. A PG-ok az arachidonsav
szarmazékai, amely PGHz-vé konvertalodik ciklooxigenaz (COX) enzim altal. Utobbinak két
izoformaja létezik: COX-1 és COX-2. Kiilonféle tovabbi enzimek végtermékekké alakitjak a
PGH»-t: mas PG-okka, prosztaciklinekké vagy leukotriénekké. A PGE> négy kiilonbozé EP
receptoron hat, amelyek a kézponti idegrendszer (KIR) kiilonb6z6 teriiletein expresszalodnak.
Ragcsalokban végzett kisérletek soran kimutattdk, hogy kis dézisa LPS altal indukalt laz
elsdsorban COX-2 aktivacié miatt jon létre, és, hogy az egyik legfobb mechanizmus a lazvalasz
kialakuldsdban a PGE: hatasa EP3 receptorokon keresztiil. A lazzal ellentétben, amikor
patkanyokat magas dézisu LPS-dal injektalnak hipotermia alakul ki, amely elsésorban a COX-
1 enzim aktivaciojanak az eredménye. Az endogén mediatorok altal aktivalt receptorialis és
intracellularis jelatviteli itvonalak 6sszetettek és magukba foglalnak lipid, peptid, gazszerli és

egyeb - maig ismeretlen - jelatviteli molekulakat.

A gyulladédsos valasz kozos és jelentds biokémiai részeként, reaktiv oxigén gyokok

(ROS) is termelddnek. Amig a ROS termelése kiilonbdzo bakterialis 1azkelt6knek kitett sejtek



¢és szovetek altal jol dokumentalt, nem sokat tudunk a ROS oki szerepérdl a Tp-i valaszok
szabalyozasaban gyulladas €s fert6zés soran, amely elsdsorban a hatékony vizsgalati modszerek
hianyara vezethetd vissza. A bilirubint, egy lipofil molekulat, gyakran tartjak potencialisan
mérgezonek, amit a szervezetbdl ki kell tiriteni. Néhany tanulmény azonban felhivta a figyelmet
a bilirubin erds antioxidans hatdsara, amely révén hatékonyan kdthet meg mesterséges- vagy
sejthartyabol szarmazo lipoperoxid gyokoket, és hangstlyozzak sejtvédd szerepét. Ezek alapjan
a bilirubin hasznalhat6 lehet szelektiv eszkdzként a vizben nem oldhat6, lipid-eredetii ROS
hatastalanitasara. A ROS mellet arra is fény deriilt, hogy a tranziens receptor potencial
vanilloid-1 (TRPV1) ioncsatorna, amely foként szenzoros idegvégzdodéseken expresszalodik,
szintén szerepet jatszhat kiilonb6z6 gyulladasos folyamatok medialasaban. A TRPV1 sokféle
stimulussal aktivalhato, amelyek koziil tobb megtalalhaté a gyulladdsos levesben is. A
génkiiités (KO, itt: Trpvl™"), capsazepine-nel (TRPV1 antagonista) elért gyogyszeres gatlas
vagy resiniferatoxinnal (TRPV1 agonista) deszenzitizalt kisérletek kimutattak, hogy a TRPV1
anti-inflammatoérikus szerepet jatszik LPS-indukalta SIRS-ben, tobbek kozott a TNF-a
termelddésének gatlasa révén, feltehetden szenzoros idegekben. A legtobb tanulmanyt azonban
fiatal ragcsalokban végezték. Tekintvén, hogy a SIRS-t az oregek betegségének vélik az
idésebb populacioban jelentdsen magasabb eldfordulasi aranya miatt, azt is fontos lenne
tisztazni, hogy a TRPV1 id6sekben is a fiatalokhoz hasonld prominens anti-inflammatorikus
szereppel bir-e. A TRPV1 szisztémas gyulladasban betdltott szerepének vizsgalatara iranyuld
kisérletek elvégzése magaban foglalja genetikailag modositott (7rpvi”-) egerek hasznalatat,
azonban irodalmi adatok alapjan a genetikailag modositott egerekben végzett kisérletek nem
vezettek eredményre az egerek termoregulatorikus fenotipusanak meghatarozasa
szempontjabol. Kovetkezésképpen, alapvetd fontossagu, hogy elébb a Trpvi’- egerek
termoregulatorikus fenotipusat deritsikk fel normal koriilmények kozott, hogy el lehessen
donteni vajon alkalmasak-e ezek az egerek a TRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgéalatira

szisztémas gyulladasban.

A TRPVI1 csatorndk aktivacioja az idegvégzdodéseken (Gigynevezett kapszaicin-
érzékeny afferens idegrostokon) gyulladasos medidtorok markans felszabadulasat is
eredményezi. A felszabadulé anyagok kozé tartozik a hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo
polipeptid (PACAP)38, kalcitonin gén-kapcsolt peptid €és a P anyag (SP). A PACAP38 kiilonos

figyelmet érdemel, mert ennek a viszonylag ujonnan felfedezett peptidnek a komplex szerepe



erdsen megalapozott kiillonboz6 gyulladasos folyamatokban. Tovabba, a polipeptid és
receptorai széleskorben megtalalhatok az agy legfontosabb termoregulatorikus teriiletein,
koztiik a hipotalamusz preoptikus aredjaban, amely a lazvalasz kivaltasanak kiemelt fontossag
helye. Elettani kisérletekben a PACAP38 KIR-be injektalasa a T, emelkedését hozta 1étre,
amely a nem-didergéses hétermelés és a lokomotoros aktivitds fokozasa révén alakult ki, de
nem deriilt fény arra, hogy a PACAP38 kivaltja-e az autonom termoeffektorok egyidejii
aktivaciojat is, amely a lazszerli valaszhoz mutatna hasonlosagot. A hidny potlasara és azért,
hogy felderitsiik, hogy a TRPV 1-expresszalo neuronokbdl felszabadulo PACAP38 a szisztémas
gyulladas mediatoranak tekinthet6-e, vizsgalataink egy részében célul tiztiik ki a PACAP38

termoregulatorikus hatasainak meghatarozasat.

Figyelembe véve, hogy a neurokinin-1 (NK1) receptor, korabbi nevén SP receptor,
szintén szerepet jatszik lokalis és szisztémas gyulladdsos folyamatokban, a SP jelatviteli ut
szerepe is felmeriilt a 14z medidlasaban. Ragcsalok kezelése antagonista SP analogokkal, a LPS-
ra adott lazvalasz gatlasat okozta, a LPS-indukalta 1az hasonlé csokkenése patkanyokban
megfigyelheté volt NKI1 receptor blokkolok adédsa esetén is. Ezek a tanulmanyok erdsen
altatamasztjak, hogy a SP jeatviteli Gtvonal hozzajarul a LPS-indukalta 14z kialakulasahoz, de
az nagyrészt tisztazatlan maradt, hogy a laz folyamatainak mediatorai koziil melyeket
befolyasolja a SP ¢s receptorai. Alternativ lehetdségek, példaul KO egerek hasznalata segithet
annak jobb megitélésében, hogy a 1az klasszikus molekularis mechanizmusai koziil, melyiket

befolyasolhatja a NK1 receptor.

2. Célkituzések

A tanulméany atfogo célja volt olyan 4j mechanizmusok felderitése, amelyek, legalabb
részben, szerepet jatszhatnak a szisztémas gyulladds medialasdban. Tekintettel arra, hogy a
szisztémas gyulladds gyakran jar egyiitt a T, megvaltozasaval, a legtobb kisérletben
termofiziologiai megkozelitést alkalmaztunk a vizsgalt mediator gyulladashoz vald
hozzajarulasanak felfedésére. A gyulladasos folyamatok korélettani hatterének jobb megértése
érdekében vizsgalatainkban a szisztémas gyulladas kialakulasdhoz kothetd endogén (a
szervezetben fiziologiasan termelt) anyagok €s receptorialis mechanizmusok tanulméanyozéasat

tiztiik ki célul.



Ennek megfelelden, a gyulladdsos folyamatokban ismert szerepiik miatt, kiilonb6zd

allatmodellekben:

- vizsgaltuk a bilirubin szerepét szisztémas gyulladasban;

- megkiséreltiik karakterizalni a TRPV1 csatorna szerepét a termoregulacioban
¢lettani koriilmények kozott;

- tisztazni kivantuk a TRPV1 csatorna szerepét aszeptikus €s mikrobidlis szepszisben;

- tanulméanyoztuk a PACAP hatésat termoregulatorikus folyamatokra;

¢és elemeztiik a NK1 receptor szerepét gyulladasos mechanizmusokban.

Jelen Ph.D. értekezés téziseiben 6sszefoglaljuk a legfontosabb célokat és eredményeket,
mig azok részletes ismertetése a Ph.D. értkezés alapjaul szolgaldé kozlemények teljes
valtozataban talalhato (ezeknek listajat a 2. oldalon ismertettiik). A jelen tézisekben talalhato
kijelentésekhez tartozo tovabbi referencidk a Ph.D értekezés teljes szdveges valtozataban

lelhetOk fel.

3. Anyagok és modszerek

Kisérleteinkben felndtt him Wistar patkdnyokat, valamint normobilirubinémias
(heterozigbta, aszimptomatikus; J/+) €s hiperbilirubinémids (homozigoéta, ikteruszos; J/J) Gn.
Gunn patkanyokat hasznaltunk. Tovabbi vizsgalatainkat him és ndéstény egerekben végeztiik,
amelyek Trpvl génje homozigota modon vagy meg volt (TrpvI™™) vagy hianyzott (TrpvIT);
vagy Tacrl génjik (amely a NKI1 receptort kodolja) homozigdota mdédon vagy meg volt
(Tacr1™") vagy hianyzott (Tacrl™); vagy Pacap génjiik homozigota médon vagy meg volt
(Pacap™™) vagy hianyzott (Pacap™). Az allatokat standard allathazi koriilmények kozott
tartottuk. Minden vizsgalatot az allatkisérletek etikai elveinek és szabalyainak betartasaval

végeztiink.

A mitéteket ketamin-xylazin altatasban végeztiik patkanyokon [55,6 illetve 5,5 mg/kg
intraperitonealisan (i.p.)] és egereken (81,7 és 9,3 mg/kg i.p.). Az anyagok stresszmentes
beadasa érdekében, az allatokba a kisérleteket megel6zden intravénds (i.v.) vagy i.p. katétert
vagy intracerebroventrikularis (i.c.v.) kaniilt implantaltunk. A kisérleteket a mutétet kdveto 4-

7. napon végeztiik.
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Szabadon mozgd egerekben az abdominalis hémérséklet (Tab, a Ty, egyik formaja) és
lokomotoros aktivitds méréséhez, az allatokba egy miniatlir telemetria transzmittert
implantaltunk (G2 E-Mitter series; Mini Mitter). Az egereket ezutan sajat ketreciikben a

telemetria rendszer jelfogoira helyeztiik (1d. alabb).

Cokalis ligatira és punkcio (CLP): a cokalis bélfalat az antimezenterialis oldalon egy
tiivel teljesen atszurtuk. A talélési aranyt és a Tv-et 108 Oran keresztiil monitoroztuk, majd a

kisérlet végén minden talélo allatot tulaltattunk.

A patkanyok és egerek kiillonboz6 termofiziologiai paramétereinek méréséhez élettani
kortilmények kozott €s szisztémas gyulladasban harom kiilonbozo kisérleti rendszert
hasznaltunk. A termoelem rendszerben az allatokat hengerszer(i ketrecekbe helyeztiik és két
réz-konstantan termoelemmel (Omega Engineering) szereltiik fel a kolon hémérséklet (T¢) és
farokb6r homérséklet (Ts) méréséhez. Az allatokat, hengerszerii ketreciikben, aztan egy
kornyezeti kamraba (Forma Scientific) helyeztiik, amelynek kornyezeti homérsékletét (T,) az

allatok szamara neutralis értékre allitottuk.

A respirometria rendszerben minden, hengerszerii ketrecbe helyezett, allatot
négykamras, nyiltrendszeri kaloriméter (Oxymax Equal Flow, Columbus Instruments,
Columbus, OH, USA) egyik plexiiiveg kamrajaba helyeztiink. Mas kisérletekben a ketrecbe
helyezett allatok 1égmentesen zart, hengerszerti plexiliveg kamrakba kertiltek (Sable Systems).
A plexiliveg kamrakon at folyamatosan levegdt aramoltattunk. Az oxigénfogyasztas (VO2)
mértékét egy iires kamrat elhagyd és az allatot tartalmazo kamrat elhagyo levegd

oxigéntartalma kozti kiilonbség kiszamitasaval hataroztuk meg.

A telemetria rendszerben az egereket sajat ketreciikben tanulmanyoztuk. Az egerekbe
elézetesen telemetria transzmittert implantaltunk, majd sajat ketreciikkel egyiitt telemetria
jelfogokra (model ER-4000; Mini Mitter) helyeztiik 6ket és regisztraltuk a szabadon mozgd

allatok Tap-€t és lokomotoros aktivitasat.

SIRS kivaltasdhoz a kisérleti allatok bdélusban LPS injekciot kaptak (10 vagy 1000
pg/kg i.v. patkanyokban; 0,12 vagy 40 mg/kg i.p. egerekben) az i.v. vagy i.p. katéter toldalékan
keresztiil. Az AMG 517-et, amely egy nagyon potens és szelektiv TRPV1 antagonista, vagy
vivOanyagat, bolusban adtuk be (210 pg/kg szubkutan) egy oraval a lazkelt6 vagy sooldat adasa
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elétt. A PACAP38 beadott dozisai a kovetkezok voltak: 100 pg/kg i.v., valamint 10 és 100
ng/kg i.c.v. patkdnyoknak. A SP-t a lateralis agykamraba infundaltuk 100 pg/kg dozisban.

A teljes bilirubin, rendlis diszfunkcid és hepatikus karosodds markereinek szérum
szintjei a patkdnyok szivébdl LPS adast kdvetden 24 oraval gyiijtott vérmintakbol keriiltek
meghatarozasra. A c-Fos pozitiv sejtek szamat immunhisztokémiai modszerekkel hataroztuk
meg a median preoptikus nukleusz (MnPO) és a medialis preoptikus area (MPO) teriiletén
Pacap™ és Pacap™ egerekben. A COX-2 LPS-indukalta valtozasainak RT-qPCR és Western
blot technikdkkal valé meghatarozasdhoz tiid6, maj és agyi szovetmintdkat gyiijtottiink és

folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottunk. A mintakat -80°C-on taroltuk.

Statisztikai analizisekhez, az irdnyelveknek megfelelden, a kovetkez6 modszereket
hasznaltuk: két- vagy haromutas ANOVA Fisher féle LSD post hoc teszttel, Student’s t teszt,
x2 teszt, logrank teszt és Cox regresszios modell. A kiilonbségeket, akkor értékeltiik

szignifikansnak ha P<0.05. Minden adatot atlag + standard hiba formatumban ismertetiink.

4. Eredmények
4.1. A bilirubin szerepe szisztéemas gyulladasban

Kis dozisu (10 ng/kg) LPS adasara a J/J és J/+ patkanyok harom fazist lazzal reagaltak,
amelynek cstcsai anyagadas utan ~50, 130 és 280 percnél alakultak ki, de a genotipusok kozott
nem volt szignifikans kiilonbség a Ty dinamikdjaban. Nagy dozisu (1000 pg/kg) LPS hatdsara
a J/+ patkanyokban korai hipotermia alakult ki, amelyet laz kovetett. A J/J patkanyokban ett6l
eltérd Ty valasz volt megfigyelhetd: a korai hipotermia lényegesen kifejezettebb volt, az azt

kovetd lazvalasz pedig szignifikansan attenualt.

A teljes plazma bilirubin szint a séoldattal kezelt J/J patkanyokban szignifikansan (két
nagysagrenddel) magasabb volt, mint J/+ patkdnyokban, tovabba kis dézisu LPS addsa nem
volt hatassal a bilirubin szintre egyik genotipusban sem. Ezzel ellentétben, nagy dozisu LPS
adasa utan, a teljes bilirubin szint J/+ ¢és J/J patkdnyokban is megemelkedett, de J/J

patkanyokban tovabbra is magasabb maradt, mint a J/+ kontrollokban.

A vesefunkcido markerek esetében, sem a karbamid, sem a kreatinin szintje nem

kiilonbozott szignifikansan sdoldattal, illetve kis dozist vagy nagy doézisu LPS-dal kezelt J/J és
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J/+ patkanyok kozott. A plazma alanin-aminotranszferaz (ALT), aszpartat-aminotranszferaz
(AST) és gamma-glutamil transzferaz (GGT) aktivitas normal tartomanyban maradt mind J/J,
mind J/+ patkanyokban so6oldat és kis dozisu LPS kezelés utan. Nagy dozisu LPS adas hatasara
azonban a patkanyokban kifejezetten emelkedett az ALT, AST és GGT. A J/J patkanyokban a
GGT emelkedése teljesen elmaradt, mig ALT €s AST esetén tendenciozusan csokkent mértékii

volt a J/+ patkdnyokban megfigyeltekhez képest.

4.2. A TRPV1 csatorna szerepe a termoregulacioban fiziologias kériilmények kozott és

szisztemas gyulladasban

A TRPVI1 csatorna termoregulacioban betoltott szerepének vizsgalatdhoz nagyszami
TrpvI*'™ és Trpvl”- egérben tanulmanyoztuk a Ty és termoeffektorok aktivitdasanak cirkadian
valtozéasait telemetria és respirometria rendszereinkben. A TrpvI”- egerek Tn-e mindkét
rendszerben kismértékben, de szignifikansan (P<0,05) alacsonyabb volt a kontrollokénal a
vilagos fazisban. A sotét (aktiv) fazisban azonban a genotipusok kozti kiilonbség csokkent a
respirometria rendszerben és teljesen eltlint telemetridban. Arra is fényt deritettiink, hogy a
TrpvI~- egerek alacsonyabb anyagcserével és fokozottabb bdr vazokonstrikcioval rendelkeztek,
mint TrpvI*" tarsaik sotét-vilagos fazistol fiiggetleniil. Osszefoglalva, a TrpvI’- egerek
termoregulatorikus fenotipusara specifikus termoeffektor mintazat jellemzo: ezek az egerek
hipometabolikusak és jobban vazokonstrihaltak, mikézben Tp-iilk alacsonyabb a kontroll
egereknél, mindazonaltal ez a KO egérmodell alkalmas a TRPV1 csatorna szerepének

tisztdzasara szisztémas gyulladasban.

LPS (40 mg/kg, i.p.) adasara fiatal felnétt egerek kifejezett, gyorsan kialakulé SIRS
megjelenésével valaszoltak. Az egerek eldzetes kezelése AMG 517-tel, amely egy potens és
szelektiv TRPV1 antagonista, 1ényegesen csokkentette a tulélési esélyt tobb idopontnal is
(példaul 50-r6l 5%-ra 26 o6ranal, P<0,001) és roviditette az atlagos talélési idot is (26£2 orarol
19+1 6rara, P=0,003). Osszességében, kisérleteink eredményei azt mutattak, hogy a TRPV1
gyogyszeres gatlasa fokozza a LPS-indukalta SIRS mortalitasat fiatal egerekben. A LPS altal
kivaltott SIRS kimenetele iddsebb egerekben sokkal stilyosabb volt, mint fiatal egerekben. Az
idésebb egerek elokezelése AMG 517-tel novelte a tilélési aranyt, megnyujtotta a halalozasig
eltelt atlagos idotartamot és csokkentette a halalozas esélyét, amely hatasok teljes mértékben

ellentettjei a fiatal egerekben megfigyelt eredményeknek.
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Ezek utan azt vizsgaltuk, hogy a TRPV1 genetikai eltavolitasanak ugyanolyan hatasa
van-e SIRS-re kdzépkoru egerekben, mint a gydgyszeres gatlasnak. LPS hatdsara az 6sszes vad
tipust egér elhalalozott, mig a TrpvI”- egereknek csak a 80%-a. A TRPV 1 genetikai eltavolitasa
csokkentette a haldlozas esélyét és tendencidzusan késleltette a halal bekovetkezését. Fontos
megjegyezni, hogy a TrpvI~’- egerek a TNF-a véalasz 70%-os csokkenését mutattak 12 oraval

LPS adasa utan.

Azt is megfigyeltiik, hogy a CLP nagymértéki mortalitast okozott az iddsebb
egerekben, azonban a Trpvi’- egerek szignifikansan gyorsabban halaloztak el, mint a Trpvi™*
kontrollok. A halalig eltelt atlagos id6 Trpvi”’- egereknél 20+2 6ra, TrpvI™* egereknél 52+11
ora volt (P<0,01), a tulélési arany pedig 3,9-szer magasabb volt a TrpvI™* egerekben, mint

TrpvI~- tarsaikban (86% vs. 22%, P<0,001).
4.3 A PACAP termoregulatorikus hatdasanak karakterizalasa

A PACAP38 termoregulatorikus hatasanak részletes felderitéséhez, 10 vagy 100 pg/kg
dozisban infundaltuk a peptidet (vagy fiziologids sdoldatot) patkanyok lateralis agykamrajaba
¢s mértiik az allatok T, Tsk €s VO3 értékeit respirometria rendszerben. A PACAP38 mindkét
alkalmazott dozis esetén nagyfoku T. emelkedést valtott ki mar 10 perccel az anyagadast
kovetéen. A PACAP38-indukalta hipertermia mértéke dozisfiiggd volt. Magasabb dozis esetén
megfigyelhetd volt szignifikdns bor vazokonstrikcio [a csokkent hdleadasi index (HLI) alapjan;
P<0,05] és fokozott VO,, amelynek maximalis értékei 21+6 és 14+6 ml/kg/min voltak,
sorrendben a 100 és 10 pg/kg doézisok esetén (P<0,001 mindkettonél). Eredményeink azt
mutattak, hogy mindkét autonom hidegellenes termoeffektor (bér vazokonstrikciod €s barna
zsirszoveti hotermelés) egyidejli azonnali aktivacioja hozzajarul a PACAP38 hatasara kialakulo
hipertermias valaszhoz. Amikor PACAP38-at 100 ng/kg dozisban infundaltunk i.v., mind a
maximalis T. emelkedés, mind pedig a hipertermia id6tartama lényegesen elmaradt az i.c.v.
adott azonos dozishoz képest (P<0,05), amely arra utal, hogy a PACAP38 termoregulatorikus

hatdsanak tdamadaspontja a KIR-ben talalhato.

A Pacap™ egerek aktivabbak voltak vad tipust tarsaiknal a nap mindkét (sotét és
vilagos) fazisaban (P<0,001). A vildgos fazis tilnyomo részében a KO egerek fokozott
lokomotoros aktivitdsa magasabb Tap-et eredményezett a kontrollokhoz képest (P<0,05);

ugyanakkor éjszaka nem volt szignifikans kiilonbség a két egércsoport Tap-e kozott. A nyugalmi
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VO szignifikansan alacsonyabb volt Pacap™ egerekben a kontrollokhoz képest a respirometria
rendszerben (P<0,001). Immunhisztokémiai kisérleteinkben nem talaltunk statisztikailag
szignifikans kiilonbséget a két genotipus kozott a c-Fos pozitiv sejtek szamaban a MnPO
teriiletén, azonban a c-Fos expresszio csaknem haromszor magasabb volt (p<0,05) a MPO-ban

a Pacap™ egerekben kontroll tarsaikhoz képest.
4.4. A NK1 receptor szerepe a szisztémas gyulladasban

LPS (120 pg/kg, i.p.) kezelés hatasara a Tacrl”’- és Tacrl*'* egerekben egyarant 14z
alakult ki a sooldattal kezelt egerekhez képest. A Tacrl”’- egerekben azonban a lazvalasz
kevésbé volt kifejezett, szignifikans kiilonbség csak 40-140 perc kdzott mutatkozott a sdoldattal
kezelt allatokhoz képest (P<0,05). A LPS-indukalta T, emelkedést fokozott VO hozta Iétre,
amely hasonlé dinamikaval valtozott mint a Ty, mindkét genotipusban. A Tacrl” egerekben a
LPS-indukalta Ty és VO> emelkedés mértéke lényegesen elmaradt a Tacrl™" tarsaikban
megfigyeltekhez képest a LPS adast kovetd 40. perctdl egészen a kisérlet végéig; mindkét
paraméter szignifikdnsan kisebb volt 40-120 percig (P<0,05 a genotipusok kozotti kiilonbség).
Eredményeink azt mutattdk, hogy a LPS-indukalta lazvalasz csokkent mértékti a Tacrl™

egerekben mar a kialakulas korai fazisaban.

L.c.v. PGE; adas hatasara mindkét genotipusban jelentds Ty, és VO2 emelkedés alakult
ki, azonban sem a Ty, sem a VO, fokozodas mértéke nem maradt el Tacrl”~ egerekben a
TacrI** tarsaikéhoz képest. LPS adasira massziv emelkedés volt megfigyelhetd a TNF-a
(P<0,001 s6oldathoz képest mindkét genotipusban) és IL-6 (P<0,01 a Tacri™* egerekben és
P<0,001 a Tacrl”- egerekben), de nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a genotipusok kozott
sem a TNF-0, sem az IL-6 szintjében. LPS hatdsara fokozodott a COX-2 mRNS transzkripcio
a tiidokben, majban és az agyban mindkét genotipusban (P<0,001 soéoldathoz képest
mindharom szdévetmintaban), de a genotipusok kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A
Tacrl*"" egerekben LPS hatisara a COX-2 fehérje expesszidja is jelentdsen emelkedett a
tiidékben (P<0,01 s6oldathoz képest) és a majban (P<0,05 sooldathoz képest), de az agyban
nem (P=0,264). LPS-dal kezelt Tacri”- egerekben a COX-2 fehérje expresszidja sem a
tiidokben sem a majban nem fokozodott szignifikansan a s6oldattal kezelt kontrollokhoz képest.
A kiilonb6zo genotipust LPS-dal kezelt egerek 0sszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy a COX-
2 fehérje expresszidja szignifiknsan csdkkent mértékii volt a tiidékben a Tacrl”- egerekben

vad tipusu tarsaikhoz képest (P<0,01), a majban pedig tendenciaszerii csokkenés mutatkozott a
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Tacrl”~ egerek COX-2 fehérje expresszidjaban (P=0,101). Ezek az eredmények arra utalnak,

hogy NKI1 receptor hidnyaban a COX-2 fehérje expresszidjanak fokozodasa zavart szenved.

5. Megbeszélés

A kisérletes munka sordn olyan 1) mechanizmusokat azonositottunk, amelyek

crer

Kimutattuk, hogy a hiperbilirubinémia a J/J Gunn patkanyokban jelentdsen felerdsitette
a nagy dozisu LPS-dal kivaltott korai hipotermiat, feltehetéen a nem-didergéses hotermelés
bilirubin altali direkt gatlasa, illetve, esetlegesen, direkt vazodilatator hatas altal. Ez az 1j,
hipotermiat felerdsitd hatas lehet felelds, legalabbis részben, a J/J patkanyokban megfigyelt
tendecidozusan csokkent mértékii majkarosodas kialakulasaért nagy dozisi LPS hatdsra. A
hiperbilirubinémia Gunn patkdnyokban a nagy dozist LPS-ra adott késdi lazvalasz nagyfoku
csokkenését is eredményezte, ugyanakkor nem volt hatdsa a kis dozisa LPS altal kivaltott
lazvalaszra. A nagy dozisu LPS altal kivaltott 1az mértékének csdkkenése vagy a bilirubin direkt
hatdsanak eredménye a termoeffektorokra (nem-didergéses hétermelés gatlasa és bor
vazodilatacid kivaltasa) vagy a bilirubin ROS-fog6 hatasanak koszonhetd, amely gatolja a
lazkelto jelatviteli utvonalakat. Megjegyzendd azonban, hogy a kis dozissal végzett kisérletek
eredményei hatarozottan arra utalnak, hogy a ROS jelatvitel nem jatszik szerepet a kis dozist
LPS-dal kivaltott 1az kialakulasaban. A tanulmany részletei az eredeti kozleményben talalhatok:

Pakai et al. 2015 (II. szamu az értekezés alapjaul szolgald kézlemények listajaban a 2. oldalon).

Azt talaltuk, hogy a Trpvl KO egerek egy kiilonleges termoregulatorikus fenotipussal
rendelkeznek, amelynek részei hipometabolizmus, fokozott bér vazokonstrikcio, alacsonyabb
Ta preferencia és magasabb lokomotoros aktivitds. A f6 hdészabélyozasi eltérés a Trpvl™-
egerekben ugy tiinik, hogy nem a megvaltozott Ty, hanem a Ty, fenntartdsahoz felhasznalt
termoeffektorok mintazata kiilonb6z6 koriilmények kozott. Miutan direkt modon kizartuk,
hogy a két f6 autonom effektor Iényegesen karosodott lenne és tudataban voltunk annak, hogy
az alacsonyabb T, preferencia gyakran masodlagosan alakul ki fokozott lokomotoros aktivitas
miatt, azt feltételeztiik, hogy a magasabb lokomotoros aktivitas az elsédleges eltérés a TrpvI™-
egerek fenotipusaban. A tanulmany részletei az eredeti kozleményben talalhatok: Garami et al.

2011 (V. szamu az értekezeés alapjaul szolgalo kozlemények listajaban a 2. oldalon).
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Kimutattuk, hogy a TRPV1 csatorna fiatal ragcsalokban jol meghatirozott anti-
inflammatorikus szerepe az életkor eldrehaladtaval ellenkezdjére fordul. A TRPVI
gyogyszeres vagy genetikai gatlasa csokkenti a tulélési ratat aszeptikus SIRS-ben és
antibiotikummal kezelt szepszisben fiatalokban, azonban mindkét tipusi TRPV1 gatlas
ellentétes hatastnak bizonyult aszeptikus SIRS-ben kozépkort egerekben. A TRPVI
szerepének anti-inflammatorikusrol pro-inflammatérikusra valtozasa az életkor elérehaladtaval
feltehetden, legalabbis részben, a TRPV1 csatorna TNF-a termelésre gyakorolt szuppressziv
hatasanak megfordulasaval magyarazhat6. Ezeknek a patobiokémiai valtozasoknak a
jelent6ségét mutatja, hogy az idésebb TrpvI’- egerek sokkal kevésbé tudtak ellendllni a
polimikrobialis szepszisnek. A tanulmany részletei az eredeti kozleményben talalhatok:
Wanner et al. 2012 (IV. szamu az értekezés alapjaul szolgald kozlemények listajaban a 2.
oldalon). Eredményeink befolyasolhatjdk a TRPV1 antagonistdk fejlesztését, amelyeket a
eredményeink human szepszisben is megerdsitésre taladlnak, akkor a TRPV1 gatld terapia
csOkkentheti a szisztémas gyulladasos valaszt a korabban nem fertézott (antibiotikummal nem
kezelt) idésekben, igy ezaltal csokkentheti az ellenallo-képességiiket bakterialis fertézésekkel
¢s szepszissel szemben. Egy ilyen lehetséges mellékhatas sulyos lehet, mert a fertézések
felismerése id0s betegekben gyakran nehézségekbe iitkozik tobbek kozott a 1az elmaradasa

miatt, amely a kezelés késleltetését eredményezheti.

Bizonyitottuk, hogy a PACAP38 a KIR-ben talalhat6é tdmadasponton keresztiil valt ki
hipertermiat. A PACAP38-indukalta hipertermia kialakulasaért mindkét autondm hidegellenes
effektor egyidejii aktivacigja felelds: fokozott nem-didergéses hotermelés és  bor
vazokonstrikcio. Feltételezziik, hogy a MnPO-ban talalhaté gamma-aminonovajsav ergicitasu
neuronok vesznek részt a PACAP38 termoregulatorikus hatasanak kialakulasaban. A PACAP
hidnya hiperkinézishez és vilagos fézis alatti hipertermidhoz vezet szabadon mozg6d Pacap™
egerekben egyeldre tisztazatlan mechanizmusokon keresztiil, de a TRPV1 csatornak és
megvaltozott centralis biokémiai folyamatok szerepe feltételezhetd. A magasabb lokomotoros
aktivitas feltehetéen kompenzatorikus mechanizmus a hipometabolizmus €s hipotermia miatt,
amelyek nyugalmi allapotban jelennek meg PACAP hianyaban. A PACAP és TRPV1 hiany
termoregulatorikus kovetkezményei kozott fellelheté hasonlosagok egy kozos idegi utvonal

megvaltozasaval lehetnek magyarazhatok, kiilonos tekintettel arra, hogy a PACAP38
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felszabadul az aktivalt kapszaicin-érzékeny (vagyis TRPV1-expresszalo) idegi afferensekbdl a
szisztémas keringésbe. A tanulmany részletei az eredeti kozleményben taldlhatok: Banki et al.

2014 (II1. szamu az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények listajaban a 2. oldalon).

Fényt deritettiink arra, hogy Tacrl”- egerekben a LPS-ra adott 1azvalasz mar a korai
fazisban csokkent mértékii volt. A molekularis mechanizmusok tanulmanyozéasa soran nem
talaltunk kiilonbséget a PGE; ltal indukalt 1azvalaszban a Tacr1* és Tacrl’- egerek kozott. A
LPS hatasara kialakult szérum citokin szintek és COX-2 mRNS expresszio a tiidékben, majban
¢s agyban szintén nem mutatott statisztikailag szignifikans kiilonbséget a genotipusok kozott.
A mRNS transzkripcioval ellentétben, amikor a COX-2 expressziot fehérje szinten vizsgaltuk,
azt talaltuk, hogy Tacrl”- egerekben a LPS-indukalta emelkedés szignifikansan csokkent a

tiidékben és tendenciaszertien elmaradt a majban a Tacrl**

egerekhez képest. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a NK1 receptor hozzajarul a LPS altal indukalt 1dzvalasz korai
fazisanak létrejottéhez a COX-2 fehérje expresszidjanak fokozasa révén a periférids
szervekben. A NK1 receptor LPS lazban betoltott szerepérdl szold eredményeink eldsegitik a
SP jelatvitel és a citokin-COX-2-PGE; tengely kozti interakciok megértését kisérletes
lazmodellben. Perspektivaként felmeriil, hogy eredményeink révén a NKI1 receptor 1j

gyogyszer tamadaspont lehet, ahogy azt napjainkban be is jelentette a Vanda Pharmaceuticals

az 0j koronavirus (COVID-19) elleni gyogyszerek fejlesztése kapcsan.

6. Osszefoglalas és kovetkeztetések

Osszefoglalva, azt talaltuk, hogy 1) a hiperbilirubinémia felerdsiti a bakteridlis
endotoxinra adott hipotermids valaszt; 2) a TRPV1 genetikai eltavolitasa egerekben kismértéki
termoregulatorikus fenotipusbeli valtozasokat eredményez, mert az egerek megvaltozott
termoeffektor mintazatot hasznalnak a Ty, fenntartasdhoz; 3) szisztémas gyulladasban a TRPV1-
nek fiatalokban anti-inflammatorikus szerepe van, amely id6sebb ¢életkorban pro-
inflammatorikusra valtozik; 4) a PACAP38 termoregulatorikus hatasai a peptidet a szisztémas
gyulladas kapcsan megfigyelhet6 lazvalasz lehetséges mediatorava teszik; €s 5) a SP jelatvitel
befolyasolja a LPS lazat periférids COX-2 fehérje expresszion keresztiil. Osszeségében,
eredményeink  eldsegithetik a gyulladdsos folyamatokban résztvevd  korélettani

mechanizmusok jobb megértését €s, perspektivikusan, alapjaul szolgalhatnak 0j prognosztikai
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¢s terapias megkozelitések fejlesztésének szisztémas gyulladasban, igy példaul szepszisben,
szenvedd betegek esetében. Felfedeztink ligand, receptor és neurotranszmitter
mechanizmusokat, amelyek szerepet jatszanak a szisztémas gyulladasban. A gyulladasos
mediatorok palettajanak tovabbi kiterjesztésével eredményeink novelhetik tudasunkat a
szisztémas gyulladas korélettanardl, és transzlacios kutatasi szempontbdl, 0j utakat nyithatnak
meg diagnosztikai és prognosztikai eszkozok, valamint prevencidos és talan gyogyszerek

fejlesztéséhez.
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Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretném megkdszonni témavezetémnek, Dr. Garami Andrasnak az elmult
¢vek alatt nyujtott szakmai utmutatasait. Nagyon halas vagyok Székely Miklos €s Szelényi
Zoltan Professzor Uraknak a kutatdsaimban nyujtott szakmai segitségiikért, folyamatos
tamogatasukért és batoritasukért, valamint koszonettel tartozom Koller Akos Professzor Urnak
tanulmanyaim alatt nyugjtott segitokész tanacsaiért. Kiilon koszondm Andrej A. Romanovsky
Professzor Urnak a segitségét és tamogatasat, valamint, hogy lehetdséget biztositott szamomra,
hogy laboratériumaban tolthessek néhany évet a phoenix-i St. Joseph’s Hospital and Medical
Center-ben (Arizona, USA). Halas vagyok a laboratériumbol Dr. Samuel Wanner-nek a kdzos
munkank soran tortént segitd és Osztonzd beszélgetéseinkért. Halamat szeretném kifejezni
tovabba Hegyi Péter Professzor Urnak, a Transzlaciés Medicina Program, valamint Intézetiink
vezetdjének, hogy inspiraldé  kornyezetet teremtett kutatasaim lefolytatasahoz.
Kutatdcsoportunk tagjainak szeretném megkdszonni, hogy atsegitettek ezeken az éveken mind
elméleti, mind gyakorlati téren. Kiilon ko&szonom Varnagyné Rozsafi Anikonak a
kisérleteimben nyujtott értékes technikai segitségét. Koszondm a PTE AOK Anatomiai
Intézetébdl Reglédi Dora Professzor Asszonynak, hogy lehetdvé tette szamomra a PACAP
kutatasi projektekben vald részvételemet. Koszonom tovabba Dr. Tamas Andreanak, Dr.
Gaszner Balazsnak ¢és Dr. Banki Eszternek a PACAP-pal kapcsolatos immunhisztokémiai
vizsgalatok soran nyujtott magas szintli szakmai segitségét. Koszonettel tartozom a PTE AOK
Farmakologiai €s Farmakoterapiai Intézetb6l Pintér Erika Professzor Asszonynak odaado
segitokészségéért, ¢s az NKI1 receptor vizsgalatdhoz kapcsolodd kisérleteimben nyujtott
szakmai timogatasaért, valamint Dr. Tékus Valérianak, Dr. Kemény Agnesnek és Dr. Pohdczky
Krisztinanak munk4jaért a molekularis biologiai vizsgalatokban. Koszonet illeti Ordog
Katalint, Dr. Deres Laszlot és Dr. Matics Robertet a Western Blot vizsgalatok lefuttatasaban
nyujtott szakértdi segitséglikért. Végiil, de nem utolsé sorban, halamat szeretném kifejezni

csalddomnak, a Ph.D. tanulmanyaim soran tanusitott végtelen timogatasukért és tiirelmiikért

A szerzd éltal jelen dolgozatban Osszefoglalt kutatdsok tdmogatdsa részben a Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal (FK 124483); a GINOP “Stay alive - translational
medicine for better healthcare” (2.3.2-15-2016-00048); az EFOP “Live longer” (3.6.2-16-2017-
00006), valamint az MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij altal valosult meg.



