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BEVEZETES

1. Hipotermia

A hoészabalyozassal a vegetativ idegrendszeriink olyan dinamikus, homeosztatikus
funkciot 1at el, amely a hideg- és hdstresszre reagalva lehetévé teszi a stabil, fiziologias
homérséklet fenntartdsat. A termoregulacios folyamatok révén a szervezet az egészséges
tartomanyon beliil (37°C-tdl egy-két fok eltéréssel) probalja a test maghémérsékletét (Th)
fenntartani. A hipotermiat altalaban 35°C-os vagy annal alacsonyabb maghémérsékletként
hatarozzak meg, ami létrejohet szandékos (azaz terdpias) vagy véletlenszeri modon. A
hipotermia  mélységének  vagy  stddiumainak  megkiilonboztetésére  vonatkozo
iranymutatasokat a szerzok eltéréen hatarozzak meg, ennek kdszonhet6en a szakirodalomban
kiilonb6z6 definiciokkal talalkozhatunk. Az American Heart Association tarsasag dnkényesen
elfogadta Polderman és munkatarsai (2009) meghatarozasat, amely szerint 34°C-ig enyhe, 34-
30°C-ig mérsékelt, valamint 30°C alatt sulyos mértékiinek definidlta a hipotermiat
(Polderman & Herold, 2009). Baleseteknél azonban gyakran egyetlen maghdmérséklet-mérést
vesznek alapul a hipotermia enyhe, kdzepes vagy sulyos besorolasahoz. A baleseti betegek
kezelése a sulyossagi besorolastol fiigg, ezért hogy a kezelés megfelelden célzott legyen, és a
hipotermia patofiziolégiai mechanizmusait jobban megérthessiik, elengedhetetlen, hogy
altalanos konszenzus alakuljon ki a fokozatokrol.

A hipotermia terapias alkalmazasa az elmult évtizedekben ismét el6térbe keriilt a
kiilonb6z6 koros allapotok soran fellépd neurologiai karosodasok megel6zése, enyhitése
érdekében. A hipotermia alkalmazasa nemcsak ideg- vagy szivmiitéteknél, hanem kiilonb6z6
(pl. traumas) agysériilést vagy karosodast okozo allapotokban is sikeres terapias
beavatkozasnak tlinik. Az agy hiitése sordn az anyagcsereigény olyan mértékben csokken,
hogy a véraramlas teljesen megszakithatd. Az utdbbi években egyre nagyobb érdeklddés
Ovezi a terapids hipotermia jotékony hatédsait kiillonb6zé koéros allapotokban, példaul
ischaemids stroke és traumas agysériilés (TBI) esetén (Basto & Lyden, 2018). Az eldbbi

esetében a hipotermia véddmechanizmusai tobb parhuzamos tUtvonalon keresztiil



befolyasoljak az ischaemias kaszkadot, ebben az allapotban a hiités ndvelheti a pozitiv

kimeneteleket.

2. Terapias hipotermia alkalmazasa silyos traumas agysériilések esetén

A TBI-t a haldlozas és a megbetegedések jelentds okaként ismerik el, elsésorban a
fiatal lakossag korében (Yokobori & Yokota, 2016). Becslések szerint évente 10 millid
embert érint vilagszerte, és napjainkban a haldlozas, illetve a rokkantsag egyik f6 oka, amely
globalis egészségligyi és pénziigyi terhet 16 a tarsadalomra (Hyder et al., 2007). A TBI vezet6
okai kozé tartoznak a gépjarmibalesetek mind a fejlettebb, mind a kevésbé fejlett
orszagokban, amelyek leggyakrabban fiatal férfiakat érintenek (Hyder et al., 2007; Taylor et
al., 2015). Az enyhe fejsériilést szenveddk altalaban specialis kezelések nélkiil is
felépiilhetnek, mig a sulyos sériilést szenvedOk szamdéra a sériilés gyakran végzetes, vagy
maradand6 agykarosodassal parosul (Finfer & Cohen, 2001). A kedvezétlen kimenetelek
miatt a sulyos TBI vilagszerte jelent6s egészségiigyi €s tarsadalmi-gazdasagi problémat jelent
(Maas et al., 2008). Ezért minden olyan potencialisan elényds beavatkozast figyelembe kell
venni a TBI sériiltek esetén, melyek a betegség kimenetelét javitjak, illetve az egészségligyi
ellatasra nehezedd terheket mérséklik. Az utobbi években azonban egyre tobb olyan
eredmény is napvilagot latott, amelyek szerint a terapias hipotermia klinikai alkalmazasa
kedvezotlen hosszu tava kovetkezményeket okoz (Crossley et al., 2014; Honeybul, 2016). Ezt
a korabbi tanulmanyok metaanalizise (Shaefi et al., 2016), illetve egy nagyszabasu klinikai
vizsgalat (Andrews et al., 2015) is alatamasztotta, amit a tervezett idétartam elétt befejeztek,
mivel a klinikai kimenetel nem javult a vizsgalat hipotermias dgaban a normotermias aghoz
képest. A TBI-hez tarsulé patoldgiai mechanizmusok koziil sok hdémérséklet-érzékeny
(Stocchetti et al., 2017), ami arra utal, hogy alacsonyabb Tb mellett a karos folyamatok
lassithatok és neuroprotektiv hatasok érhetdk el. Ennek kdvetkeztében a terapias hipotermiat
sz¢les korben vizsgaltdk, mint lehetséges neuroprotektiv stratégiat a sulyos TBI karos

hatasainak mérséklésére.

A TBI allatmodellekben tobbszor kimutattak a terapias hipotermia jotékony hatasat
(Bramlett & Dietrich, 2012; Feng és mtsi., 2010; Sahuquillo & Vilalta, 2007; Zhao és mtsi.,



2017), azonban a klinikai vizsgélatok tovabbra is ellentmondasos eredményeket szolgaltattak.
A vizsgalatok kozotti jelentds eltérések, amik a humdn tanulményok ellentmondésos
eredményeit okozhattak a statisztikai és klinikai tervezésnél (pl. randomizacio) a betegek
bevonasi kritériumai, valamint az alkalmazott hiitési protokollok ko6zo6tti nagyfoka
heterogenitas rovasara irhatok. Korabbi metaanalizisek is a vizsgalatok kozotti nagyfoku
heterogenitasrol szamoltak be (Crompton et al., 2017; Harris et al., 2002; Henderson et al.,
2003; Li & Yang, 2014; Mclintyre et al., 2003; Peterson et al., 2008; Zhu et al., 2016).

A kiilonbozé allaspontok objektiv Osszevetéséhez az eredmények szisztematikus
attekintésére, kategorizalasara és elemzésére volt sziikség, amelyet a dolgozatom elsé felében
ismertetek. Ahhoz, hogy eldonthessiik a terapias hipotermia elényos-e vagy sem, fontos volt
szemiigyre venni a hiités modszerét is, hiszen a klinikai gyakorlatban kiilonbozd fizikai

eszk6zok és protokollok 1éteznek a teljes vagy részleges testhiités céljara.

A klinikai gyakorlatban a hipotermia indukcidja tobbféleképpen is megkdzelithetd,
aszerint, hogy felszini vagy belsd, illetve teljes testfeliiletre kiterjedé vagy lokalizalt hiitési
modszerrdl beszéliink (Basto & Lyden, 2018). Az egész test hiitése endovaszkularis vagy
felszini moddszerekkel érhetd el, mig a lokalizalt hiités hideg sooldat endovaszkularis
kivalté modszerek kozott meg kell emliteni a farmakologiai stratégiakat is, de megjegyzendo,
hogy a mai napig a Th-érték célzott és kontrollalt csokkenésének kivaltasat szolgald
termofarmakologiai moddszerek igen korlatozottak. FOként azért, mert még nem all
rendelkezésre biztonsdgos ¢és emberben hasznalhatd anyag erre a célra. Mindegyik
modszernek vannak elényei és hatranyai, melyek kiilonb6z6 helyzetekben alkalmazhatdak
(Basto & Lyden, 2018). A termofarmakologiai anyagok fizikai hiitéssel kombinalt
alkalmazasa hatékony beavatkozas lehet a terapias hipotermia kivitelezésére, de ehhez

szlikséges a hipotermia indukcié molekularis alapjainak tisztazasa.

A termoszenzorok, amelyek koziil néhanyan a homérséklet-aktivalt tranziens receptor
potencial (TRP)-csatorndk csoportjaba tartoznak, kulcsszerepet jatszanak a Tb

szabalyozasaban. A termo-TRP csatorndk koziil jelen munka szempontjabdl a TRP ankyrin-1



(Al) ioncsatornat kell kiemelni, amelyet a hideg ingerek mellett szamos anyag, koztiik a H,S
is képes aktivalni. A TRPA1 csatornanak dontd jelentdsége lehet a H,S termikus hatasaban,
ugyanis szulfiddonorok és poliszulfidok TRPA1 csatorna altal kozvetitett hatasait kiilonbozo
kisérleti modellekben korabban azonositottak. A H,S TRPAIl-medialt hatasait leiro
tanulmanyok atfogo listajat Pozsgai és munkatarsai (2019) gytjtotték ossze a kdzelmultban,

de a hdszabalyoz6 hatasokat a szerzok nem részletezték.

A kiilonb6zé homeosztatikus folyamatokban 1étrejové H,S altal kivaltott TRPA1-
aktivacio arra utalhat, hogy a hdszabalyozasban is szerepet jatszhat. A H,S altal kivaltott
hipotermia hatdsmechanizmusainak vizsgalata képezte disszertaciom maésodik részének

alapjat.

CELKITUZESEK

A jelen munka atfogo célja az volt, hogy értékeljiik a terapias hipotermia klinikai
jelentdségét human TBI-s betegeknél, illetve, hogy allatkisérletekben azonositsunk egy
lehetséges farmakoldgiai célpontot a hipotermia kivaltasara. A dolgozatomban targyalt fobb

témak a kovetkezok:

1. A terédpids hipotermiat tobbszor vizsgaltak a sulyos TBI kimenetelének javitasara, de a
korabbi klinikai vizsgélatok és metaanalizisek ellentmondasos eredményeket talaltak.
Célul tiiztiik ki, hogy az egész testre kiterjedd terapias hiités hatékonysagat egy ujszerti
metaanalizissel értékeljiik a sulyos TBI-ben szenvedd felndtt betegek halalozasi

eredményeire §sszpontositva.

2. A TBI-betegek hiitési protokolljai nagymértékben kiilonbdztek a tanulmanyok kozott,
ezért célunk volt egy Ujszeri mérészam kidolgozéasa a hiités mértékére. A hiitési
paraméterekbdl kiszamitottuk a terapias hipotermia integralt mértékét, és azt hiitési
indexként (COIN) vezettik be, majd megvizsgaltuk a TBI haldlozassal valo

Osszefliggéseit.



3. Korabbi vizsgalatokban kimutattak, hogy a H,S egerekben hipotermiat ¢s
hipometabolizmust okoz, azonban az a molekuléris célpont, amelyen keresztiil a H,S
kivaltja a mély Tb-re gyakorolt hatasat, egyelore ismeretlen. Megvizsgaltuk a gyors
(NaS) és lassu  (GYY4137) H,S donorokra adott hipotermias valasz
hatasmechanizmusait C57BL/6 egerekben, majd tanulmanyoztuk, hogy hatasuk fligg-e
a TRPA1 csatornatél Trpal génkiiitott (Trpal-/-), illetve vad tipusa (Trpal+/+)

egerekben.

4. Vizsgaltuk tovabba a Trpal expresszidjat a hdszabalyozassal kapcsolatos agyi

magokban, hogy feltarjuk a H,S hipotermikus hatdsanak lehetséges tdimadaspontjat.

ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Human adatok elemzése
1.1. Adatgytijtés

Metaanalizisiinkben (Olah et al., 2018) 2017 februarjaig a PubMed, EMBASE ¢s
Cochrane Library adatbazisokban végeztiink keresést. A human tanulmanyokat statisztikai,
klinikai és modszertani adatok figyelembe vételével értékeltiik a tanulmanyok kozotti
homogenitas eldsegitése érdekében. Kiemeltiik a keresés soran a TBI sulyossagara, a
testhdmérsékletre, a haldlozdsra ¢és a hiitési paraméterekre vonatkozoé adatokat.
Metaanalizisiinket a Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis
Protocols (Moher et al., 2015) iranymutatasai szerint végeztiik; a Participants, Intervention,
Comparison, Outcome (PICO) modellt alapul véve; amit a PROSPERO-ban regisztraltunk
(CRD42017056535).

1.2. Adatok értékelése

Az 0sszegyljtott adatokat statisztikai valamint orvosbioldgiai megkdzelités alapjan
értékeltliik. Statisztikai vonatkozasban az 0Osszegyljtott tanulményok randomizaciojat a

szerzOk nyilatkozatai, a Jadad-elemzés és a tanulmanyokban leirt randomizacids protokoll



részletes leirdsa alapjan értékeltiik. Az orvosbiologiai értékelés sordn a szoba johetd
tanulmanyok listdjat leszikitettilk azokra, amelyek a terdpias, egész testre kiterjedd
hipotermia hatasaival foglalkoztak a hémérséklet-valtozas nélkiili kezeléshez képest, ezért
kizartuk azokat a cikkeket, amelyekben szelektiv agyhiitést, lazcsillapito gyogyszereket
alkalmaztak, vagy amikor spontan (véletlen) hipotermias betegek szerepeltek a vizsgalatban.
A statisztikai és az orvosbiologiai sziikités utdn fennmaraddé tanulmanyokat
metaanalizislinkben a véletlen hatdsmodellel hasonlitottuk 6ssze az esé¢lyhanyados (OR) mint
hatdsméret tekintetében. Annak felmérése érdekében, hogy a hiitési moddszerek mely
paraméterei Voltak legnagyobb hatassal a sulyos TBI kimenetelére, a tanulmanyokat a hiitési
célhomérséklet, a hités idotartama és az ujramelegités sebessége alapjan alcsoportokra

osztottuk.
1.3. A hitési index kiszamitasa

A harom alkalmazott hiitési paraméter kombinacidinak egyiittes hatasat is vizsgaltuk a
sulyos TBI kimenetének tekintetében. Ha mindharom paramétert, azaz a hitési
célhémérsékletet, a hiités idétartamot és az Gjramelegités sebességét publikaltak az adott
vizsgalatban, akkor ki lehetett szamolni a hiités integralt mértékét, amit hiitési indexnek
(COIN) neveztiink el. A COIN a hiitott betegek Tb-gorbéje és a 36,5 °C-os normal Tb-nek
megfeleld hipotetikus vizszintes vonal kozotti teriiletet jelentette. A kovetkezd képletet
hasznaltuk: COIN = ATxt + (ATXAT/R)/2, ahol "AT" a normal Tb (36,5°C) és a hiités végén
elért hdmérséklet kozotti kiilonbség (°C-ban); "t" a hipotermia id6tartama (6rakban); és "R"
az Ujramelegités sebessége (°C/h-ban). A metaanalizisiinkbe vont tanulmanyokat (N = 4)
alacsony (<160 °C x h), mérsékelt (160-200 °C x h) és magas (>200 °C x h) COIN
alcsoportokba soroltuk. Minden tanulmanyboél kivontuk a célzott hiitési paramétereket (azaz a
hiitési hdmérsékletet, a hiités id6tartamat és az ujramelegités sebességét), figyelembe vettiik

az ezektdl valo eltéréseket vagy kiigazitasokat, és kiszamitottuk a COIN-értékeket.

Miutan 2018-ban bevezettilk a COIN-t (Olah et al., 2018), nem sokkal késébb kozzé
tették egy nagy, multicentrikus, randomizalt klinikai vizsgalat (POLAR) eredményeit is, ami

ellentmondast mutatott a terapias hipotermia hatasossagaval stilyos TBI esetén (Cooper et al.,



2018). Ezért, figyelembe véve az emlitett vizsgalat eredményeit is, egy Ujabb metaanalizist

végeztiink, amibe a POLAR adatait is bevontuk (Olah, Poto, et al., 2021).
1.4. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést a metaanalizis standard modszereinek megfelelden végeztiik. A
publikacids torzitast a Duval és Tweedie trim and fill modszerrel és az Egger-teszttel késziilt
tolcsérdiagramok segitségével értékeltiik. A tanulmanyok kozotti heterogenitast Q
homogenitasi teszttel €s I statisztikai teszttel vizsgaltuk. Minden elemzést a Comprehensive

Meta-Analysis szoftverrel végeztiink.

2. Kisérletek allatmodellekben
2.1. Kisérleti allatok

Allatkisérleteinkhez (Olah, Rumbus, et al., 2021) him Trpal-/- és Trpal+/+ (n = 18,
illetve 14), valamint C57BL/6 egereket (n = 77) hasznaltunk, amelyeket a Pécsi
Tudoményegyetem Kozponti Allathazabol szereztink be, ahol standard koérokozomentes
koriilmények kozott tenyésztették ¢€s tartottdk Oket. Minden eljarast a  Pécsi
Tudoményegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga altal jovahagyott protokollok alapjan
veégeztiink (regisztracios szam: BA02/2000-6/2018, jovahagyva 2018. februdr 27-én), melyek
a Nemzeti Allatkutatasi Etikai Tanacs és az Eurdpai Kozosségek Tanacsanak (86/609/EGK)

iranyelveivel is 6sszhangban voltak.
2.2. Mitéti beavatkozasok

Az egereket ketamin-xilazin keverék intraperitonealis (i.p.) beadasaval altattuk, és
intramuszkuléris antibiotikumos védelmet kaptak.

Az intracerebroventrikularis (i.c.v.) anyagbeadashoz egy 22 G acél vezetOkaniilt
tltettiink be a jobb oldals6 agykamraba sztereotaxias miiszer segitségével. A kaniilt a

koponyaba furt kis lyukon keresztiil helyeztiik be, a Bregmatol 0,5 mm-re poszterior és a



kozépvonaltol 1,0 mm-re lateralis iranyba. A kaniil hegyét a jobb oldals6 kamraba fogaszati
cementtel rogzitettitk mikrocsavarok segitségével, és egy miianyagkaniillel zartuk le.

Az anyagok i.p. beaddsdhoz egy pirogénmentes séoldattal toltott polietilén (PE)-50
katétert iltettiink be a peritonealis tiregbe. A katéter kiils6 végét a tarkonal kivezettiik és
lezartuk. A mitéti sebet rétegesen Osszevarrtuk. A kaniilt a mitétet kovetd napon és azt

kdvetd minden masodik napon 0,1 ml s6oldattal dblitettiik at.
2.3. Kisérleti elrendezések

A termoregulacios kisérleteket az egereken termoelem termometria, illetve

respirometrias termometria segitségével végeztiik szubneutralis koriillmények kozott.
2.3.1. Termoelem termometria

Termoelem termometriai kisérletiinkben az egereket egy sziikitoketrecbe helyezve
réz-konstantdn termoelemekkel szereltiik fel a vastagbél hdémérsékletének mérésére. A
termoelemet a colonba helyeztiik 3 cm mélyre az analis sphinctertél, majd a termoelemet egy
ragasztdszalaggal a farokhoz rogzitettik és egy szamitdogéppel Osszekotott adatgylijtd
késziilékhez csatlakoztattuk. A sziikitOketrecekbe helyezett allatokat egy kb. 30°C-os allando
kornyezeti hdmérsékletet biztositd hdkamraban helyeztiik el, amely hdmérséklet az egerek
termoneutralis zonajanak alsé kiiszobét jelenti Az eldzetesen beiiltetett 1.C.v. vezetdkaniilbe
egy injektor tiit helyeztiink, amelyet egy elézetesen Na,S vagy GYY4137 oldattal vagy
sooldattal feltoltott PE-50 kaniilhoz csatlakoztattuk. A ti vége 1,0 mm-rel tilnyult a vezetd
kaniil csucsan. Az anyagadas egy 10 pl-es fecskendd segitségével tortént, amely egy
vezetdkaniil segitségével az icv kaniilhdz rogzitettiink. L.p. katéter esetén, azt egy PE-50-es
toldalékhoz csatlakoztattuk, amelyet elére feltoltottiink a kivant anyaggal, és egy infzids

pumpaba helyezett fecskend6hoz vezettiink.
2.3.2. Respirometrias termometria

A respirometrias késziilék elrendezését ugy terveztik meg, hogy jellemezze a

hohatasok dozisfliggését és az anyagcsere gatldsanak hatasat a NaS és GYY4137 Aaltal



kivaltott hdszabalyozasi valaszban C57BL/6 egerekben. Az egereket termoelemekkel és PE-
50 kaniillel lattuk el, ugyanigy, mint a termoelem termometrids elrendezésben végzett
kisérleteknél. Az egereket a ketreccel egyiitt a négykamras, nyilt kords kaloriméteres integralt
rendszer egyik plexikamrajaba helyeztik el. A kamrakat lezartuk, szabalyozhato
hémérsékletii vizfiirdobe meritettiik, ¢s folyamatosan ataramoltattuk szobai levegdével (200
ml/perc). A kamraba belépd és a kamrabol kilépd levegdben mértiik az oxigén frakcionalt

crer

kiszamitottuk az oxigénfogyasztas (VO;) mértékét.
2.3.3. Anyagok és adagolasuk

A Na,S nonahidratot (Na,S-9H,0) a Sigma-Aldrichtol vasaroltuk. Az i.p. beadashoz a
Na,S (vagy sooldat) torzsoldatat (1,5 mg/ml) 4 perc alatt (3,3 ml/kg) infundaltuk 5 mg/kg
NayS-t beadasdhoz. A NayS (0,5 és 1 mg/kg dozisu) i.c.v. beadasdhoz a Na,S (vagy sooldat)
torzsoldatait (5 és 10 mg/ml) 3 percen keresztiil infundaltuk (1 ul/perc).

A lassan felszabadulo H,S-donort, a GYY4137-et az Exeteri Egyetem
Orvostudomanyi Karan dolgozé munkatarsaink szintetizaltak. A GYY4137 3 mg/kg végso

dozisat adtuk be i.c.v. A kontroll egereknek sdoldatot infundaltunk.

2.4. A Trpal mRNS expresszidjanak mérése
2.4.1. RNAscope in situ hybridizacio

Az RNAscope vizsgalatokhoz 3 honapos him C57BL/6 egereket (n = 4) a fent leirtak
szerint elaltattunk, majd perfundaltunk 30 ml PBS, majd 100 ml 4%-0s paraformaldehid
Millonig-foszfatpufferben. Az agyakat 24 6ran at szobahdmérsékleten posztfixaltuk, PBS-ben
oblitettlik, dehidrataltuk és a standard eljarasok szerint paraffinba 4gyaztuk. Az 5 pum-es
metszeteket mikrotommal metszettiik. Az RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2-t
a gyarto protokollja szerint hasznaltuk. Paxinos és Franklin (2001) atlaszanak megfeleléen a
medialis preopticus teriiletr6l, a dorsomedialis hipotalamusz teriiletrél, valamint a lateralis

parabrachialis magrol és a rostralis raphe pallidusrol fluoreszcens képeket készitettlink
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Olympus Fluoview FV-1000 konfokalis mikroszkop és Fluoview FV-1000S-1X81 képgytijtd

szoftverrendszer segitségével.
2.5. Adatfeldolgozas és elemzés

A Tb, VO, és a véraramlas intenzitdsara vonatkozo adatokat kétutas ANOVA
alkalmazasaval elemeztiik, amelyet a Fisher-féle LSD post hoc teszt kovetett. A statisztikai

elemzésekhez a Sigmaplot 11.0 szoftvert hasznaltuk.

EREDMENYEK

1. A terapias hipotermia értékelése silyos traumas agysériilésben szenvedé human

betegeknél

Az els6é metaanalizisiinkben (Olah et al., 2018) az irodalomkutatas soran dsszesen 709
tanulmanyt talaltunk a PubMed, EMBASE ¢és Cochrane adatbazisok alapjan. Ezeket angol
nyelvii human vizsgalatok, és a tanulmanytipusok beallitasaval tovabb szilikitettiik, igy 321
tanulmany maradt. Ezen cikkeket cim és absztrakt alapjan atvizsgaltuk a bevalogatasi
kritériumok szempontjabol. 273 cikket kizartunk, mert nem volt elegendd adat, vagy mert
gyermekek vizsgalatardl szoltak. A kvalitativ szintézisbe 48 tanulmanyt vontunk be. Tovabbi
21 cikket a haldlozasi adatok hianya miatt kellett kizarni. A kvantitativ szintézisbe 27
tanulmanyt vontunk be. Metaanalizisiinkben mind a 27 azonositott tanulmany bevonasakor a
terapias hipotermia és a hiités nélkiili eljarasok hatasait Osszehasonlitva, nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a csoportok kozotti halalozasi OR-értékben. Fontos megjegyezni
azonban, hogy a bevont tanulmanyok modszertanilag meglehetésen heterogének voltak mind

a statisztikai, mind a klinikai tervezés tekintetében.

A heterogenitas csokkentésére szolgald statisztikai megkozelitésként kiilon elemeztiik
azokat a tanulmanyokat, amelyek randomizalt klinikai vizsgalatok (RCT)-k voltak, és a
tanulmanyokat klinikai és modszertani elvek alapjan is Kiértékeltiik. Az irodalomkutatas soran

azonositott tanulmanyok kombindlt (statisztikai és fiziologiai) értékelésének eredményeként
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14 teljes szovegli publikaciot (1786 felndtt, sulyos TBI-ben szenvedd beteg bevonésaval; 896
a terapids hipotermia csoportban ¢s 890 a hiités nélkiili csoportban) vontunk be elemzésiink
kovetkezo 1épéseibe. Ezek mindegyike RCT volt, amelyekben az egész test pontos hiitési
modszereit (célhdmérséklet, hiités iddtartama €és az ujramelegités sebessége) kozoltek, €s a
terapias hipotermia mortalitasra gyakorolt hatasat hasonlitottak Ossze a sulyos TBI-ben a
hoémérséklet-kezelés nélkiili betegekkel. A vizsgalatok homogenitasat az Egger-teszt, a Q- ¢és
az I%statisztika segitségével ellendriztiik, amelyek nem mutattak szignifikans kiilonbséget a
vizsgalatok kozotti eltérésekben. E tanulmanyok metaanalizise azt mutatta, hogy a terapias

hipotermia jelentdsen javitotta a sulyos TBI kimenetelét (OR = 0,675; p = 0,004).

Kovetkezd megkozelitésiinkben a hiitési paraméterek integralt hatdsat vizsgaltuk a
betegség kimenetelére. A kozepes és jo randomizacids szintli vizsgalatokban kozolt hiitési
paraméterekbdl a COIN-t ugy értékeltiik, hogy a képletben mindharom valtozot, azaz a
célhomérsékletet, a hiités idotartamat és az ujramelegités sebességét figyelembe vettiik. A
COIN kiszamitasaval dssze tudtuk hasonlitani a hipotermia altalanos mértékének hatdsat azon
tanulmanyok ko6zott, amelyek kiilonb6z6 hiitési paramétereket alkalmaztak a protokolljukban.
Az OR-t meghataroztuk az alacsony (<160°C x h), mérsékelt (160-200°C x h) és magas
(>200°C x h) COIN alcsoportokban. Fontos, hogy az egyetlen szignifikdns hatds az 1-nél
kisebb OR esetében, azaz amikor a hiités elényds volt a hiités nélkiili eljarashoz képest, a
magas COIN-t alkalmazé tanulményok alcsoportjaban volt megfigyelhetd (OR = 0,470; p =
0,035). Ezek az eredmények arra utaltak, hogy az egyes hiitési paraméterek eltérd, fiiggetlen
hozzajarulasa mellett a terapids hipotermia nagysaganak ¢€s iddtartaménak integralt mérése
(ahogyan azt a COIN jelzi) dontd szerepet jatszhat annak meghatirozdsdban, hogy az
alkalmazott hiitési protokoll csokkenti-e a haldlozas kockéazatat sulyos TBI-ben szenvedd

betegeknél.

Kés6bbi tanulmanyunkban (Olah, Poto, et al., 2021) azzal bovitettiik ki a COIN-en
alapul6 elemzésiinket, hogy a POLAR tanulmanyban ko6zolt adatokat is bevontuk. A COIN
értéke a POLAR tanulmanyban - a célzott paraméterek teljesiilése esetén - magas lett volna. A
célzott hiitési paramétereket azonban a terdpias hipotermidban részesiild betegek kevesebb

mint 50%-anal érték el ténylegesen. A hipotermids csoportban 85 beteget (33%) 48 oranal
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rovidebb ideig hitdttek; 27 beteg (10%) soha nem érte el a 35°C-os Tb értéket; és 65 beteg
(27%) soha nem érte el a 33°C-ot (Cooper ¢s mtsi., 2018). Ezért a POLAR vizsgalatban sok
betegnél alacsony volt a COIN érték, ennek kdszonhetden a vizsgalatban elért altalanos érték
csak mérsékelt volt. A fentiek alapjan a POLAR adatait a metaanalizisiink "mérsékelt" COIN
alcsoportjaba soroltuk. A POLAR adatait is figyelembe véve, Osszességében elmondhato,
hogy a terapias hipotermia szignifikdnsan csokkentette a halalozast stilyos TBI esetén. Az OR
szignifikans csokkenését (ami a terapias hipotermia kedvezd hatasara utal) azonban csak a
"magas” COIN alcsoportban figyeltiik meg: 0,470. Az "alacsony" vagy "mérsékelt" hiitési
intenzitasu alcsoportok 0,718, illetve 0,846 OR értékeket mutattak.

2. A H,S altal kivaltott hipotermia mechanizmusai allatkisérletekben

2.1. A NayS agykamrai adagolasa csokkenti a maghémérsékletet egerekben a

crer

A Na,S hatasara egereknél a Tb-érték csokkenése alakult ki, ami a nagyobb do6zisnal
kifejezettebb volt, mig a sdéoldat nem okozott semmilyen hatast. A kezelés Tb-re gyakorolt
hatdsa mind az alacsonyabb, mind a magasabb Na,S-dozisok esetében jelentds volt a
sooldathoz képest. A Na,S 0,5 mg/kg-os doézisanal a Tb 20, 170 és 180 percben
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a sooldattal kezelt egereknél, mig az 1 mg/kg-0s

dozisnal a Tb csokkenése 20-180 perc kozott szignifikans volt a sdoldathoz képest.

Ugyanezekben a kisérletekben mértiik az oxigénfogyasztas (VO2) mértékét is, amelyet
a nem-didergéses hétermelés mutatdjanak tekintettiink. A NayS mikroinjekeio (3 pl, i.c.v.)
szintén jelentdsen befolyésolta az oxigénfogyasztast. A Na,S altal kivaltott hipotermia a VO,
csOkkenésével jart, amely a Tb-hez hasonlé dinamikaval valtozott. A Tb-hez hasonldan a
kezelés VOa-re gyakorolt hatdsa mind az alacsonyabb, mind a magasabb Na,S-d6zisok
esetében jelentds volt a sdoldathoz képest. Kiilon kisérletsorozatban azt is ellendriztiik, hogy a
bor vazodilatacioja - a hoveszteség novelése érdekében - hozzajarul-e a H,S altal kivaltott

hipotermidhoz. Azt talaltuk, hogy a kozpontilag adagolt Na,S az egerek bdérében kifejezett
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vazodilataciot okozott, ami arra utal, hogy a fokozott héleadas is részt vesz a H,S-re adott

hipotermikus valaszban.

A kozpontilag beadott Na,S-re adott hipotermids és hipometabolikus valasz gyors,
dozisfiiggd kialakulasa arra utal, hogy a felszabadulé H,S hatasanak helye a kdzponti
idegrendszerben talalhatd. Annak vizsgalatara, hogy a Na,S hipotermias hatasa kivalthato-e a
perifériarol, a kovetkezokben nagy dozisu (5 mg/kg) Na,S i.p. beadasara adott hdszabalyozasi
valaszt vizsgaltuk. A varakozasoknak megfelelden a sooldat i.p. infizioja nem volt hatassal a
Th-re. Az i.c.v. adagolassal ellentétben, amikor az egerek i.p. infuziéban kaptak Na,S-t, a Tb-
értekiik a kisérlet soran egyik iddpontban sem kiilonbozott szignifikansan a sdoldattal kezelt
egerekétdl, annak ellenére, hogy 10-szer nagyobb dozist adtunk be i.p., mint az i.c.v. beadott

alacsonyabb dozis, amely hipotermiat okozott.
2.2. A GYY4137 agykamrai beadasa csokkenti a mély testhdmérsékletet egerekben

Azt is meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a Na,S megfigyelt hoszabalyozé hatasait
kivalthatja-e a GYY4137, amely egy lassu H,S-donor. A GYY4137 (3 mg/kg) i.c.v.
beadasakor a respirometrias termometria rendszerben kifejezett hipotermiat és
hipometabolizmust okozott a sooldatos kezeléshez képest. A GY'Y4137-kezelt és a sdoldattal
kezelt egerek kozott a Tb szignifikansan kiilonbozott a 80-100 perc és a 130-180 perc kozott,
a VO kiilonbsége pedig a 20-30 perc és a 160-180 perc kdzott volt jelentds.

2.3. A NayS-ra és a GYY4137-re adott hipotermias valasz a tranziens receptor-

potencial ankyrin-1 csatorna hianyaban mérséklédik

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a TRPA1 csatorna szerepet jatszik-e a kiilonb6zé H,S
donorokra adott hdszabalyozasi valaszokban Trpal-/- és Trpal+/+ egerekben. A Na,S (1
mg/kg) i.c.v. beadasa a Trpal+/+ egerek colon homérsékletének és VO, értékének hirtelen,
kifejezett csokkenését okozta. A Trpal-/- egerekben azonban ugyanannak a Na,S-do6zisnak a

hipotermikus és hipometabolikus hatdsa jelentdsen mérséklodott.

A GYY4137 (3 mg/kg) i.c.v. beadasa a Trpal+/+ egerek Th-értékének jelentds

csOkkenését okozta; azonban az ugyanilyen dézist GYY4137-re adott hipotermikus vélasz
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jelentdsen csokkent a Trpal-/- egerekben. A Trpal-/- egerek colon homérséklete a GYY4137

adasa utan 20 és 80 perc kozott szignifikdnsan magasabb maradt, mint a Trpal+/+ egereké.

2.4. A Trpal mRNS kismértékben expresszalodik az autondém hoérzékeld palyak

agyi neuronjaiban

Megvizsgaltuk a TRPAI csatorna kifejezddését a hdszabalyozassal kapcsolatos agyi
struktarakban is. RT-gPCR-t hasznaltunk a Trpal mRNS felmérésére az egerek
hipotalamuszaban, de nem talaltunk kimutathato mennyiséget. Ezutin RNAscope in situ
hibridizaciét alkalmaztunk, ami egy rendkiviill érzékeny modszer, képes egyetlen
transzkriptumot is detektalni (Femino et al., 1998). Kimutathatd Trpal mRNS-
transzkriptumokat talaltunk az Osszes vizsgalt, hdszabalyozashoz kotheté magban, azaz a
medialis preopticus teriileten, a dorsomedialis hipotalamusz teriiletén, a lateralis
parabrachialis magban ¢és a rostralis raphe pallidusban, bar meg kell jegyezni, hogy a Trpal

transzkriptumok szama alacsony volt.

DISZKUSSZIO

Az elmult 20 évben szamos klinikai vizsgalat késziilt, amelyek a mérsékelt terapids
hipotermiat és a normotermiat hasonlitottdk dssze stlyos TBI-ben szenvedd betegeknél. E
vizsgélatok tobbségében a hipotermia alkalmazdsa nem javitott a kimenetelen, bar voltak
olyan betegcsoportok, ahol a hipotermia elényds volt. A moddszertani kiilonbségek
megakadalyoztak e vizsgalatok kozvetlen 6sszehasonlitasat.

Jelen dolgozatban a statisztikai, klinikai és modszertani vonatkozés tekintetében
homogén klinikai vizsgalatok metaanalizise soran (Olah et al., 2018) kimutattuk, hogy a teljes
test hiitése csokkenti a haldlozas kockazatat stilyos TBI-ben szenvedd betegeknél. A hiitési
paraméterek forest plot-elemzésével igazoltuk, hogy a mélyebb és hosszabb hiités és kisebb
mértékben az ésszerlien gyors ujramelegités a legfontosabb a stulyos TBI kimenetelének

javitasadhoz.
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Bevezettiik a COIN-t a hiités 0sszegzett hatasanak értékelésére, és kimutattuk, hogy a
terapias hipotermia csak akkor eldnyos stlyos TBI esetén, ha a COIN kelléen magas (Olah et
al., 2018). A terapias hipotermia el6nyeit sulyos TBI-ben régota vitatjak. 2018-ban a POLAR
tanulmany (Cooper et al., 2018), egy magas szinvonali nemzetk6zi vizsgalat, Ggy tiint, hogy
véget vet a vitanak, mivel kimutatta, hogy a terdpias hipotermia nem javitja a haldlozast
stulyos TBI esetén. A POLAR-alapu, a terdpias hipotermia elhagyasara vonatkozd ajanlast
azonban kiilonb6zo szerzok megkérddjelezték. Kiszamitottuk a COIN-t a POLAR-
vizsgalathoz, és Uj metaanalizist készitettiink (Olah, Poto et al., 2021), amely a POLAR-
adatokat is tartalmazta, és figyelembe vette a hilités mértékét.

Ujszerii "POLARizalt" COIN-elemzésiink azt jelezte, hogy a POLAR eredményei
megerdsitik korabbi kovetkeztetéseinket a terapias hipotermia kedvezd hatdsarol a haldlozasi
arany tekintetében sulyos TBI esetén, ha a COIN kellden magas. Bar a POLAR egy magas
szinvonall, nemzetkdzi vizsgalat volt, a protokolltol valo eltérések a tervezettnél kisebb
mértékli hitést eredményeztek, ami elfedhette a terdpias hipotermia eldnyeit a teljes
vizsgalatban. Elkeriilhetetlen lenne kiilon elemezni az eredményeket azoknal a betegeknél,
akik teljes mértékben megfeleltek a célzott hiitési kritériumoknak, és azokhoz viszonyitani
akik nem feleltek meg. Amig ilyen eredmények nem allnak rendelkezésre a POLAR vagy
mas, magas szinvonalu vizsgalat(ok) esetén, addig nem szabad elvetni a terdpias hipotermia
gondolatat stilyos TBI esetén.

A terdpids hipotermia eldnyeit Moore és munkatarsai (2020) nemrégiben megjelent
attekinté kézleménye is bemutatta. A szerzOk az umbrella review modszertanat alkalmaztak
tobb, potencialisan alacsony értékli klinikai gyakorlatra, és azt taldltdk, hogy a terapids
hipotermia volt az egyetlen, amelynek bizonyitott az elénye. A POLAR vizsgalat azonban
nem szerepelt a Moore és munkatarsai (2020) altal elemzett szisztematikus attekintések
egyikében sem. Amikor a POLAR eredményeit a mi POLARizalt metaanalizisiinket
megel6zOen atiiltették a kezelési iranyelvekbe (Chesnut et al., 2020; Hawryluk et al., 2019),
az altalanos eldnyds hatds hidnya azt eredményezte, hogy a terdpias hipotermia alkalmazasat
stulyos TBI esetén csokkenteni kell. A kiilonb6z6 POLAR-ban részt vevd kdzpontokban
azonban el6fordult néhany eltérés a hiitési protokolltol, és a hiités altalanos mértékét a

"magas" (célzott) helyett "mérsékelt" (Osszességében elért), sét "alacsony" (sok betegnél

16



megfigyelt) mértékre csokkentette. A COIN-nek ez a csokkenése valdsziniileg elfedte a
terapids hipotermia eldnyeit a teljes kohortban. A pontos hiitési protokoll meghatarozasa egy
meghatarozott betegpopulacid szamara Osszhangban lenne a TBI kezelésének legujabb
paradigmaival, ami arra utal, hogy az eredmények javitasa érdekében az egyének vagy a
betegek alcsoportjainak célzott, személyre szabott kezelésére lenne sziikség (Sheriff &
Hinson, 2015; Stocchetti et al., 2017).

Munkdm masodik részében a H,S altal kivaltott hipotermia mechanizmusait
vizsgaltuk allatkisérletekben (Olah, Rumbus, et al., 2021), és arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy a gyorsan és lassan H,S-t felszabadité donorok hipotermiat okoznak, amelyhez csokkent
termogenezis ¢és fokozott bér vazodilatacido parosul. A hipotermikus és hipometabolikus
hatasok a kozponti idegrendszerbdl indulnak ki, és mindketté erdsen csokken a TRPA1
csatorna hianyaban. A hipotalamusz neuronjain talalhat6 TRPA1 csatornak a termoeffektor

idegpalyakon beliil a H,S altal kivaltott hipotermia molekularis célpontjainak tekinthetok.

Célunk volt, hogy megtaladljuk a H;S-re adott hipotermikus valaszért felelds
molekularis célpontot. A TRP csatorna szupercsalad hdémérséklet-érzékeny tagjai a
hdszabalyozo rendszerben termoreceptor elemként mitkddhetnek, de egyes TRP csatornak
nem termikus aktivacioja is el6fordulhat, és hozzdjarulhat a mély Tb szabalyozasahoz,
fiiggetlentil attol, hogy az adott csatorna termoszenzor-e vagy sem, ahogyan azt a TRPV1
esetében is felfedezték (Garami et al., 2020; Romanovsky et al., 2009). A H,S ¢és a
héérzékeny TRP-csatornak kozotti kdlesonhatdsra fokuszalva tobben is alatdmasztottak a HpS
TRPAL1 csatornara gyakorolt hatasat kiilonb6z6 kisérleti modellben (Pozsgai, Batai et al.,
2019), de hogy a TRPAT1 kozvetiti-e a H,S hipotermikus hatasat is, eddig nem volt ismert.
Munkankban (Olah, Rumbus, et al., 2021) génkiiitott Trpal-/- egerek segitségével vizsgaltuk
a H,S donorokra (Na,S és GYY4137) adott termoregulacios valaszt. Kimutattuk, hogy a
hipotermikus és a hipometabolikus valaszok egyarant mérséklédnek a Trpal-/- egerekben a
Trpal+/+ tarsaikhoz képest. Eredményeink tudomasunk szerint elészor jelzik egyértelmiien,
hogy egerekben a gyors vagy lassu felszabadulasi H,S donorok altal kivaltott hipotermia

kozvetitésében a TRPA1L csatorna jatszik szerepet.
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KOVETKEZTETESEK

Jelen munkéban j megkozelitést alkalmaztunk a terapias hipotermia hatékonysaganak
meghatdrozasara TBI esetén. Metaanalizistinkben gondosan értékeltiik az irodalomkutatassal
azonositott Osszes tanulmanyt a statisztikai tervezés, a betegek bevondsi kritériumai és az
alkalmazott hiitési protokoll alapjan, ezaltal azonositottuk azokat a tanulmanyokat, amelyek
mindharom szempontbol homogénnek tekinthetdk: statisztikailag, klinikailag és
modszertanilag egyardnt. Ezutan elvégeztik ezen tanulmanyok metaanalizisét, hogy
értékeljiik a terdpias hipotermia, valamint a hiitési protokoll egyes paramétereinek hatisat a
stulyos TBI-ben szenvedd betegek haldlozasi ardnyara. Bevezettik a COIN-t, a terapids
hipotermia harom kiilonb6z6 hiitési paraméterb6l szamitott integralt mérészamat, és
megvizsgaltuk annak kapcsolatat a haldlozassal sulyos TBI esetén. Tovabba, a POLAR-
tanulméany bevonasa a COIN-alapii metaanalizisiinkbe azt sugallja, hogy a COIN-t (jjra meg
kell vizsgalni a terapias hipotermia stlyos TBI-ben torténd alkalmazasaval kapcsolatos vita

rendezése érdekében.

Blackstone ¢és munkatarsai (2005) alapvetd munkaja igazolta, hogy a HS
hészabalyoz6 mediator (Mancardi és munkatarsai, 2009). A disszertaciom masodik részének
eredményei alatamasztjak, hogy a H,S altal kivaltott hdszabalyozé hatasok TRPAI-
medialtak. Tovabba, hogy a koézponti idegrendszerben kifejtett H,S hatasok hipotermiat

indukalnak, részben a termogenezis gatlasan keresztiil.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a H,S-donorok, kiilonésen a NayS és a GYY4137
(i) i.c.v. beadast kovetden dozisfiiggd modon hipotermiat valtanak ki; (ii) a Kivaltott
hipotermia kiilonb6z6 dinamikat mutat; (iii) i.p. anyagadas soran nem valtanak ki jelentds
hoszabalyozasi hatast; valamint (iv) a hipotermikus valaszt TRPA1 csatorna kozvetitésével
valtjak ki. Osszefoglalasként, kimutattuk, hogy a lassan és gyorsan felszabadulé H,S donorok
hipotermiat indukélnak egerekben a hipometabolizmus €s a bor vazodilatacidja révén, és hogy
a HyS hipotermikus hatdsat az agyban talalhato TRPA1 csatornak kozvetitik, feltehetéen a
hipotalamikus neuronokon a termoregulacios idegpalyakon keresztiil. Eredményeink

ravilagitanak a kozponti TRPA1 altal kozvetitett H,S jelatvitel fontossagara a hészabalyozo
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rendszerben. A szisztémas gyulladas sulyos formaiban (pl. szeptikus sokk), amely gyakran jar
hipotermiaval (Garami, Steiner et al., 2018) és a H,S fokozott termelésével (Bhatia &
Gaddam, 2021; Whiteman & Winyard, 2011), a TRPAT1 ¢és a H,S kozotti kdlcsonhatas donto
szerepet jatszhat a valasz kialakuldsaban, perspektivaként terapias célpontként szolgalhat.
Tovabba, a kozponti TRPA1 csatorndk H,S altal kivaltott aktivalasa kikdvezheti az utat a
terapids hipotermia kontrollalt indukciojanak kifejlesztéséhez, de tovabbi kutatdsok
sziikségesek a kozponti TRPA1-H,S kolcsonhatas valodi termofarmakoldgiai potencialjanak
feltarasdhoz. Ezt a felvetést tamasztja ald Kwiatkoski és munkatarsai munkdja is, akik arrol
szamoltak be, hogy a megnovekedett H,S hipoxia soran kriogén hatast valtott Ki (Kwiatkoski

¢s munkatarsai, 2012).
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