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Az értekezésben elofordulo roviditések magyarazata:

ACN acetonitril

3-MST 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferdaz
CARS ciszteinil-tRNS szintdz

CBS cisztationin-béta-szintetdaz enzim
CBSD CBS enzimhiany

CID titk6zés indukalt disszociacid

COX ciklooxigenaz

CSAD cisztein szulfinat dekarboxilaz

CSE cisztationin-gamma-liaz

DTNB 5,5’-ditiobisz-(2-nitrobenzoesav)
DTPA dietilén-triamin-pentaecetsav

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EE etilmalonsav enkefalopatia

EtAc etil-acetat

ETHEI etilmalonsav enkefalopdtia 1 protein
FA hangyasav

GSH glutation

GSSH glutation-perszulfid

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav
MADD multiplex acil-CoA dehidrogenaz hidny
MBB monobromobiman

MeOH metanol

MTHFR metilén-tetrahidrofolat-reduktaz
MTR metionin szintaz

NMDA N-metil-d-aszparaginsav

NSAID nem-szteroid gyulladdscsokkentd gyogyszer
PAD periféras artérias betegség

PKU fenilketonuria

PLP piridoxal-foszfat, B6 vitamin

RMD remetilacids defektus

SAH S-adenozil-homocisztein

SAHH S-adenozil-homocisztein hidrolaz
SAM S-adenozil-metionin

SCADD rovid szénlancu acil-CoA dehidrogenaz hiany
SDB szulfid-dibiman

SMB szulfid-monobiman

SRM single reaction monitoring

SQR szulfid-kinon-oxidoreduktaz

TCA triklorecetsav

TFA trifluorecetsav

THF tetrahidrofolat

TRIS trisz-(hidroximetil)-aminometan
TRX tioredoxin

UV-Vis UV-lathat6 spektrofotometria



A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektalasa fiziologias rendszerekben

1. Bevezetés

A kén-hidrogén (H>S), mint bioldgiailag fontos kis jelatviteli molekula az utdbbi par évtizedben
hoditott teret maganak, miutdn felismerték, hogy igen fontos szerepet tolt be bioldgiai
rendszerekben (Szabo 2018). Részt vesz példaul gyulladésos folyamatokban, érrendszeri
szabalyzasban és daganatos betegségekben. Kedvez6 fiziologias hatasait molekularis szinten
jelatvivo és oxidativ stressz ellen védod funkcioival fejti ki (Wang 2012). Mindezek miatt mara
mar terapids alkalmazasa is el6térbe keriilt (Wallace and Wang 2015). Pozitivumai mellett
azonban még mindig egy er0sen mérgezd gazrol beszEliink, ami a szén-monoxidhoz hasonléan
a citokrom-c-oxidaz vas ¢és réz centrumaihoz kotve jelentdsen csokkenti az enzim aktivitasat
(Nicholls and Kim 1982). Ezzel sériil az elektrontranszportlanc és a sejtlégzés, ami végsd soron
sejthalalhoz vezethet.

Kémiailag a kén-hidrogén egy szintelen, jellegzetes zaptojasszaglh gaz. Mérgezd, korroziv és
¢ghetd, emiatt alkalmazasa fokozott koriiltekintést igényel. A természetben két fontos jelentds
forréast talalhatunk, egyfeldl vulkani kénes kdzetekbdl szabadithat6 fel hidrolizis atjan. Ekkor a
felszabaduld gaz a kdzetbdl vizben oldddva keriilhet a felszinre kénes forrasként, f6ldgazzal
vagy koolajjal keveredve. Masik természetes forrasa a szerves anyagok anaerob lebontasa, mely
soran oxigén hidnydban szulfat-redukdlé mikroorganizmusok altal keletkezik a kén-hidrogén,
amely jellemzden természetes vizekben, mocsarakban fordul eldé. Ugyanezen folyamat
mesterséges kornyezetben is fellelhetd, hiszen szennyviztisztitd telepek is jol mérhetd és
érezhetd szulfid-emisszidval rendelkeznek. Sajnos jelentds mennyiségben az ipar is felelds a
légkori HaS mennyiségének egy részéért, hiszen kdolaj-finomitds sordn, kohészati
miiveleteknél és a konnylipar tobb dgaban is jelentds kén-hidrogén emisszidval lehet szamolni.
Eltavolitasa vizbdl egyébirant katalitikus Uton a Claus-eljarassal megoldott, amely soran elemi
kén keletkezik, amelyet az ipar ilyen formaban hasznositani is tud. A mikroorganizmusok a

------

gyenge savként viselkedik a kovetkez6 egyenletek szerint:

H,S = HS + H* pK.=7,05 (1)

HS =S* +H* pK.~ 15 (2)
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Fiziologias koriilmények kozott vérben a fentebbi gyors, dinamikus egyenstulynak megteleléen
kb. 70%-ban HS" és 30%-ban H»S forméban van jelen az 1. dbran jeldltek szerint, mig S* forma

gyakorlatilag nem fordul eld.

100
—
~H,S - HS"

%

50

2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
pH

1. abra — Hidrogén-szulfid protonalodasi egyensiilyi eloszlasa a pH fiiggvényében

A kén-hidrogén vizes oldata nem stabil, lassi oxidaciora hajlamos, ekdzben tobbek kozott
tioszulfatta, szulfitta, szulfattd, vizben oldhatatlan elemi kénné alakul (Zhang and Millero
1993). Ezt a reakciot fémionok az oldatban katalizaljak, ezért fontos a kén-hidrogénnel torténd
munkandl a nitrogén-oxidokhoz hasonléan fémion-kelatorok alkalmazésa, hiszen csak igy
biztosithatjuk oldataink stabilitasat (Nagy, Palinkas et al. 2014). Tébb fémionnal azonban
hajlamos nehezen oldhato, szines csapadékokat, szulfid sokat képezni, amit kvalitativ analitikai
modszerek soran eldszeretettel alkalmaznak, ilyen példaul a kadmium, az 6lom vagy az eziist.
Fiziologias rendszerben tehat a kén-hidrogén szabad éallapotdban H»S és HS™ formadban van
jelen, emellett azonban jelentds mennyiségben kototten is megtalalhatd. Ez a kotott forma
kémiai vagy fizikai kotottséget is takarhat, ezek a kotott kén-hidrogén tartalékok pedig kotésiik
természetének megfelelden kiilonbozd kiilsé behatdsokra mobilizdlodhatnak, azaz hidrogén-
szulfidot szabaditanak fel (Ubuka 2002, Kolluru, Shen et al. 2013, Nagy, Palinkas et al. 2014)
A lehetséges tartalékok koziil tobbet is pontosan azonositottak mar. Ezekre példa a hem-

funkci6s csoporthoz koordinalt hidrogén-szulfid, amely dinamikus egyensulyanak megfeleléen

crer
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ligandum felszabaditasra is képes. Az irodalom ismer azonban olyan tartalékokat is (sulfide-
pool), amelyek megfeleld kémiai hatasra mobilizaldédnak, ilyenek példaul a reduktiv vagy savas
kornyezet hataséara felszabadul6 kén-hidrogének. Az elobbire kivalo példat jelentenek a per- €s
poliszulfidok (RSSxH), ahol az S° oxidaciés éallapotii kénatomok redukcid hatisira -2-es
oxidacios allapoti kénné, tehat szulfidda alakulnak. Per- és poliszulfidok azonban szdmtalan
formaban léteznek, kezdve a szervetlen poliszulfid soktol a tiol csoporttal rendelkezd
kismolekula perszulfidokon (cisztein, glutation, homociszetin, tioszulfat, stb) keresztiil a
fehérje per- és poliszulfidokig. Ezek kisérletes bizonyitékok alapjan csak kis részét teszik ki a
szulfid-tartalékoknak, sokkal dominansabbak a savas hatasra mobilizalhaté szulfid-tartalékok.
Ilyen tulajdonsaguak a vas-kén klasztert tartalmazé molekuldk, amelyek savanyitds (vagy a
metilénkék-modszernél alkalmazott cink-acetdt) hatdsara szétesnek, mikozben hidrogén-
szulfid szabadul fel.

A kén-hidrogén endogén termelésére tobb enzim is képes, e téren azonban maig vita van az
egyes felelds enzimek egymashoz viszonyitott fontossagardl. Ez részben arra vezethetd vissza,
hogy egyes szervekben ezen enzimek aranya jelentdsen valtozik. Az irodalom szerint legfébb
szulfidtermeld enzimek a cisztationin-f-szintaz (CBS), a cisztationin-y-liaz (CSE) ¢és a 3-
merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz (3-MST) (Kabil and Banerjee 2010, Kabil, Vitvitsky et al.
2011, Kabil and Banerjee 2014). Nemrég kutatocsoportunkkal egyiittmiikodve Akaike et al.
azonositott egy lehetséges 1) utvonalat is szulfid termelésre, amelynek soran a CARS2
(ciszteinil-tRNS szintaz 2) ciszteinbdl eldszor cisztein perszulfidot képez, majd a TRX
(tioredoxin) vagy GSH rendszer ebbdl a kén-hidrogént lehasitja (Doka, Pader et al. 2016,
Akaike, Ida et al. 2017). Ezek az enzimek tobb Gtvonalon is képesek megvalositani a hidrogén-

szulfid termelését, amint az a kdvetkezd egyenletekbdl latszik:

CBS
L-Homocisztein + L-Szerin —> L-Cisztationin + H,O 3)
CBS
2 L-Cisztein — L-Lantionin + H»S 4)
CBS
L-Cisztein + Homocisztein —> L-Cisztationin + H,S )
CBS
L-Cisztein + H O — L-Szerin + H»S (6)
CSE
L-Cisztein + Homocisztein — L-Cisztationin + H,S @)
CSE
2 L-Cisztein — L-Lantionin + H,S (8)
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CSE

L-Cisztein — Piruvat + H,S + NH3 )

CSE
2 L-Homocisztein + HO — L-Homolantionin + H,S (10)
CSE
L-Homocisztein — a-ketobutirat + H,S + NH;3 (11)
MST

Merkaptopiruvat + 2 R-SH — Piruvat + R-SS-R + H,S (12)
CARS

2 Cisztein — Cys-SH + Alanin (13)

TRX
Cys-SH — Cys + H»S (14)

Ezeknek az enzimutvonalaknak a hozzéjarulasara 1éteznek becslések (Yadav, Martinov et al.
2016), de ezek validitdsa erésen vitatott. A terlileten nincs egyetértés abban, hogy pontosan
azok a kulcsenzimek akar a termelés, akdr a lebontds utvonaldn, amelyek szabalyozzdk a
hidrogén-szulfid szintjét. Bar sok kutatds foglalkozik ezzel a kérdéssel (Rose, Moore et al.
2017), a fentebb lathatoé reakciokbdl is latszik, hogy az atfedé reakciok miatt boven nyilik
lehetdség biologiai rendszerekben egyes enzimdefektusok kompenzaladsara. Emellett
fiziologias és patofizioldgias koriilmények kozott a kiilonbdzd enzimatikus Utvonalak szulfid
termeléséhez val6 hozzajarulasa valtozhat.

Keletkezéséhez hasonloan a kén-hidrogén eltavolitdsara is tobb katabolitikus utvonal all
rendelkezésre. A hidrogén-szulfid lassan, am enzim segitsége nélkiil is hajlamos oxidaciéra
oxigén jelenlétében, amelyet fémionok, mint példaul a vas, katalizdlhatnak. Ez biologiai
kbézegben azonban elhanyagolhaté az enzimatikus Gtvonalakhoz képest, amelyek szintén a kén
oxidaciojan keresztiil vezetnek tioszulfat (S205%) és szulfat (SO4*) végtermékekig, amelyek ezt
kovetden kitiriilnek a szervezetbdl. Az oxidacios utvonal elsé 1épése a szulfid-kinon-
oxidoreduktdz (SQR), amely a hidrogén-szulfidot oxidalva perszulfidot (S°, szulfinkén) hoz

létre egy kinon segitségével a kdvetkezd egyenlet szerint:

SQR
HS" + kinon —> S° + kinol (15)

A keletkezett perszulfidot ezt kovetéen az enzim kiilonbozd reaktiv kénszarmazékoknak
(szulfit, glutation, dihidroliponsav) képes atadni a megfeleld perszulfidot képezve. A szulfittal

képzett reakcidjabol keletkezd tioszulfat mar kozvetleniil kitiriilhet a szervezetbdl. Ezzel

7
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szemben glutationnal (GSH) torténd reakcidjaban glutation-perszulfid (GSSH) keletkezik,
amely tobb tovabbi reakcidban képes atadni a perszulfidjat, a kdvetkezok szerint (Melideo,

Jackson et al. 2014):

GSSH + protein-SH = GSH + protein-SSH (16)
TST
GSSH + SO;* — $,0;* + GSH 17)

A keletkezett glutation-perszulfid ezen feliil még az etilmalonsav enkefalopatia 1 proteinen
(ETHEL1) keresztiil is leadhatja extra oxidalt kénatomjat, a fehérje pedig ebbdl perszulfid-

dioxigenaz funkcidjan keresztiil az alabbi reakcioban szulfitot general:

ETHE1
GSSH + O, + HO — SO;*+ GSH + 2 H* (18)

Az itt keletkezd szulfit ezt kovetden akar a fentebbi (17 egyenlet) tioszulfdt-szulfurtranszferdz
(TST vagy rodanaz) altal katalizalt reakcidban is tioszulfatta alakulhat vagy a szulfit-oxidaz
hatasara szulfat végtermékként tavozik a szervezetbdl.

A hidrogén-szulfid bioldgiai funkcidinak kutatasa jelenleg a felkapott tudoményteriiletek koz¢
tartozik, pedig majdnem 3 évtizede folynak mar aktiv kutatdsok ezen funkciok a felderitésére
(Xiao, Ying et al. 2018). Az elsd ilyen publikalt funkci6 az NMDA receptorok kozvetitette
ingeriiletek fokozasa volt patkdnyok agyaban, amelynek keretében azt is megmutattdk, hogy a
patkanyok agyaban a HoS termeléséért a CBS enzim a felelds (Abe and Kimura 1996). Szintén
hatéssal van azonban az asztrocitdk Ca®* egyenstlyara is, ezzel egy kalcium-ion alapu jelatvitelt
indukalva sejtek kozott (Nagai, Tsugane et al. 2004). Neurologiai eredetli betegségekhez
kotédve mind Parkinson-, mind Alzheimer-kérban kimutattak, hogy a kén-hidrogén szintje
lecsokken az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Parkinson-kor esetében megmutattdk a
hidrogén-szulfid kezelés neurodegenerativ folyamatok elleni védd hatdsait, amely mutatja a
kén-hidrogén terapias felhasznalasdban rejloé potencialt (Eto, Asada et al. 2002, Hu, Lu et al.
2010, Giovinazzo, Bursac et al. 2021). A kén-hidrogén a gyulladasos folyamatokban is fontos
szabalyz6 szerepet kap, azonban ennek természete még nem tisztdzott pontosan. Az
irodalomban olvashatunk a H>S gyulladds indukalé hatdsarol is ugyantigy, ahogy ennek
védohatasardl is (Li, Bhatia et al. 2005, Whiteman and Winyard 2011, Wallace, Blackler et al.
2015, Bhatia and Gaddam 2021). Ezzel szemben azonban a cukorbetegséggel kapcsolatban is



A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektalasa fiziologias rendszerekben

szamos cikk taldlhatd kén-hidrogénnel foglalkoz6 irodalomban, amely szerint a molekula a
sejtek inzulinkibocsatasat gatolja (Kaneko, Kimura et al. 2006).

A hidrogén-szulfid azonban nem csak dnmagaban lat el jelatviteli szerepet, hanem példaul a
szintén jelatviteli NO molekuldval kolcsonhatasba Iépve kozdsen szabalyozhatjdk az
érképzOdést, az értagulast és egyéb kardiovaszkularis folyamatokat is (Coletta, Modis et al.
2015, Cortese-Krott, Kuhnle et al. 2015, Kevil, Cortese-Krott et al. 2017). Szabalyzoszerepet
nitrogén-oxiddal, amely terdpias alkalmazéasok felé is terelheti a kutatasokat (Hosoki, Matsuki
et al. 1997, dEmmanuele di Villa Bianca, Sorrentino et al. 2009, Panthi, Chung et al. 2016).
Bar sok ismert funkcioja 1évén fontos bioldgiai molekuldrol beszéliink, diagnosztikai
jelentdséggel a mai napig nem bir, aminek nagyon jelentds oka az, hogy mérése nem trivialis,
sOt kifejezetten problémads. Egy részrdl azért, mert vérben nagy része kotott formaban van jelen,
amely dinamikus egyensulyban 4ll a H>S vagy HS™ formaban 1étez6 szabad szulfiddal. Masfeldl
az irodalmat megvizsgalva azt talaljuk, hogy a kiillonb6z6 mérési modszerek tobb
nagysagrendnyi eltérést mutatnak tipikus vérbeli koncentraciok kozott, még azonos elvet
kovetd protokollok esetében is (Furne, Saeed et al. 2008, Wintner, Deckwerth et al. 2010, Nagy,
Palinkas et al. 2014). Bar az egyes modszerek kozotti eltérésekre megannyi magyarazattal
szolgal a szakirodalom, a megegyezd modszert alkalmazo kutatdsok soran kapott jelentésen
eltér6 median koncentraciok jelenségére csak kevés utalast €s még kevesebb igazolt

magyarazatot talalunk.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Mérési modszerek H2S koncentracio meghatarozasara

Klasszikus analitikai mddszerek kozott legegyszeriibbek a szelektiv csapadékképzésen alapuld
reakciok, amelyek sok korai mérés alapjat adtdk. A modszer egyszerii kivitelezése gravimetrias
méréssel parositva nem Osszetett rendszerekben mennyiségi meghatarozasokra tokéletesen
hasznalhato volt (Boulegue 1981). Az eljaras soran a szulfidot tartalmaz6 oldatot soft karakterti
fémiont tartalmazo oldattal, példaul Zn?*, Pb%* vagy Cd*" keverve a két ion nagyon rosszul
oldhato csapadékot képez, amely sziirés €s szaritas utan tomegmeéréssel kvantitalhatd. Ezzel
ellentétben a feleslegben alkalmazott oOlom-acetat maradékanak mennyiségébdl is
visszaszamolhatunk a hidrogén-szulfid mennyiségére az 6lom spektroszkopias meghatarozasat
tartalmazod oldatok esetén megbizhatéan miikodik, azonban ezek hidnydban kis érzékenysége
¢s korlatozott szelektivitasa miatt bioldgiai mintdkon korl4tozottan hasznalhat6. Ennek ellenére
még ma is taldlunk olyan félkvantitativ modszereket, amelyeknél ez a technika jol
alkalmazhatd, példaul 6lom-acetatos sziir6papir hasznalata sejtek, enzimek vagy szévetek HoS
termelésének vizsgalatara (Yadav, Yamada et al. 2013, Zhang and Weiner 2014).

Pontosabb mennyiségi analizisre ad lehetdséget, ha a termelddd PbS mennyiségét fotometridsan
hatarozzuk meg, igy akar fajlagos enzimaktivitast is szadmolhatunk megfeleld kalibracio
birtokdban (Chen, Jhee et al. 2004). A Pb(Il)-ionokat is tartalmaz6 reakcidelegyet
spektrofotométerben inkubalva és az abszorbanciat 390 nm-en régzitve jol monitorozhatd a
termelddd HoS mennyisége, amely azonnal lecsapodik PbS forméjaban és fényszorasa mérhetd
a megadott hullamhosszon.

Ennek specidlisabb valtozataban lehetdség nyilik gélelektroforézis soran elvalasztott H»S
termeld enzimek aktivasanak mérésére gélben (Willhardt and Wiederanders 1975). A
moddszernél az elvalasztott nativ poliakrilamid gélt szubsztratokat (homocisztein és szerin),
puffert, kofaktort és oOlom(Il)-ionokat tartalmazo oldatban inkubaljak. A bediffundaléd
szubsztratokbol az enzimek kén-hidrogént allitanak eld, ami a szintén bediffundalé 6lommal a
mar ismert PbS csapadék formdajaban kivalik, ezt pedig egyszerli denzitometridval
szamszerisiteni lehet, akar idéfiiggést is figyelembe véve.

A rosszul old6d6 szulfid-sok lecsapatasa azonban lehetdséget ad komplex mintdkbol az egyéb
szennyezOk eltavolitasara, igy kevésbé specifikus analizisekkel, példaul redox reakcidkon

crcr

analit mangéan-szulfid formaban torténd elvalasztdsa a tobbi vizoldhaté komponenstdl, majd a
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csapadeék savas felolddsa ismert mennyiségli jodid- és jodat-iont tartalmazo oldatban. A
keletkez0 jodot az oldatban felszabaduld6 H>S redukélja jodidda, ezaltal a maradék jod
tioszulfatos titralasat kdvetden meghatdrozhat6é a minta szulfidtartalma (Fonselius, Dyrssen et
al. 1999).

Legegyszeriibb modon, kolorimetrias vizsgalattal mar 150 éve is hataroztak meg hidrogén-
szulfid koncentracidt vizes mintdkbol N,N-dimetil-p-feniléndiamin alkalmazéséval (Fischer
1883). A keletkezd kék szinli metilénkék konnyen mérhetd volt, igy kell6 modositas utan
nagyon sok kdzlemény sziiletett, amelyben az emlitett modszerrel vizsgaltak bioldgiai mintakat
(Fogo and Popowsky 1949). Ennek oka a mérés egyszeru kivitelezhetdsége, hiszen csak egy
reakciot kovetd kolorimetrias vagy spektrofotometrias kiértékelést igényel. Itt azonban idével
tobb probléma is felmertilt, példaul irredlisan magas mért értékek, a festék di- és trimerizacidja
miatti bonyolult kiértékelés, matrix okozta zavar6 tényezok, valamint az alkalmazott erésen
savas kozeg, amely egyfeldl felszabaditja a savra érzékeny kotott szulfid-tartalékokat, masfeldl
erésen befolyésolja a metilénkék molekula spektrumat is (Cline 1969, Nagy, Palinkas et al.
2014). Szinte mindegyik probléma kikiiszobolhetd vagy enyhitheté megfelelé tovabbi
1épésekkel. A dimer ¢€s trimer képzddésének egyensulyi vizsgélataval és a tobb hulldimhosszon
torténd méréssel, példaul ezek a dinamikus egyensulyi formdk elvalaszthat6ak
spektroszkopiasan és ezaltal a kvantitalas pontosabba tehetd. Ez azonban csak a legkisebb
probléma, amely az eredeti modszer linearitasat korlatozta jelentdsen. Az oldatban jelenlévo,
kolorimetrids szempontbdl zavard, azaz a metilénkék abszorpcids spektrumdval a mérés
hulldimhosszan atfedé spektrummal rendelkezé komponensek eltavolitdsdra egyszerii
kromatografia vagy szerves extrakcio is elégséges (Sakurai, Lien et al. 1982, Hoj and Moller
1987). A legnagyobb problémat azonban a reakcidhoz sziikséges erdsen savas kozeg okozza,
hiszen a korabban felvazolt savra érzékeny szulfid-tartalékok mobilizalédnak. Igy azonban a
modszer immar nem a szabad HS szintet, hanem a szabad ¢és a savra érzékeny tartalék dsszegét
méri. Ez pedig rogton megmagyarazza, hogy a metilénkék modszerrel mért eredmények miért
jelentdsen nagyobbak, mint barmely mas modszer eredményei. Ez természetesen csak a
tartalékokkal rendelkez6 rendszereket érinti, igy természetes vizek esetén tovabbra is kozel
helytallé eredményeket kaphatunk az adott mddszerrel. Bioldgiai mintabdl lehetdségiink van
head-space gdzmintabol vizes abszorpcidt kovetden szabad hidrogén-szulfid mérésére, ebben
az esetben azonban a mintaeldkészités koriilményes és iddigényes, kis koncentracioja miatt
specialis, nagy érzékenységli szelektiv detektort igényel hagyomanyos gazkromatografias
elvalasztas esetén. Kevés modositassal azonban a médszer nem csak a szabad és savra érzékeny

frakciojat mérheti a hidrogén-szulfidnak, hanem eldredukalassal lehetéséget nyljt a
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redukalhat6 tartalék mérésére is (Sakurai, Lien et al. 1982). Bar a korabbi problémakra az id6
¢s a technologia meghozta a megoldast, mégis sokan 1j, jobb mddszerek utan kutattak.
egyszerli meghatarozasara (Guenther, Johnson et al. 2001). A hidrogén-szulfid anion (HS")
rendelkezik jol mérhetd elnyeléssel 230 nm-en, azonban ezen a hulldmhosszon sok mas
szervetlen ion és szerves molekula is ugyanugy elnyel, igy mar egy egyszeriibb Osszetételli
tengerviz mintabol is csak dekonvolucioval tudjuk meghatdrozni az egyes komponensek
hozzajaruldsat a minta spektruméhoz (Williams 1983). Biologiai mintdban ez a fehérjék
elnyelésével csak tovabb bonyoldodik, igy kozvetleniill nem tudjuk alkalmazni biologiai
matrixok jelenlétében a direkt spektrofotometriat. Standard oldatok bedllitdsdnal azonban
tovabbra is nagy hasznat vehetjiik ennek a modszernek.

Az elektrokémia adott egy lehetdséget a megbizhatobb meghatdrozésra, amellyel rdadésul
elméletileg nem is zavarja meg a rendszert a szabad HzS és a kotott szulfid kozotti dinamikus
egyensuly felboritasaval (Ubuka 2002, Kolluru, Shen et al. 2013, Cao, Ding et al. 2018). Két
megkozelités is adott az elektrokémiai mérésre, az ionszelektiv elektrodok hasznalata és a
polarografia. A szulfid-szelektiv elektrodok bar formalisan nem zavarjak meg az oldatbeli
egyensulyi viszonyokat, tobb problémat is felvetnek. Egyik a bioldgiai matrixban jelen 1évo
tiolok és egyéb kénvegyiiletek zavaro hatdsa, azaz a nem teljesen specifikus valasz a hidrogén-
szulfidra. Ez azonban 4athidalhat6 a H»S szelektiv elvalasztasaval, azaz a mérendd gaz oldatbol
valo eltavolitasat kovetd csapdazasaval magas pH-ji oldatban (Chang, Untereiner et al. 2010).
Emellett érzékenységiik is elmaradt a kivant szinttél, amelynek az az oka, hogy ezek az
elektrodok jellemzden a S** anionra adnak valaszjelet, ami a 1. dbran jeldltek alapjan nagyon
kis egyensulyi koncentracidban van jelen. A pH emelése viszont mar megzavarna az egyensulyt
¢és az elektrod elveszitené legnagyobb eldnyét. Ez azonban mara megkérddjelezett feltevés,
jelenleg az irodalomban mar HS -fliggésiik is szerepel leirva, kalibracios tartomanyukat pedig
rosszul oldodo szulfidsokkal is sikeriilt kiterjeszteni kisebb koncentraciok felé (Searcy and
Peterson 2004).

A fluoreszcens szondak megjelenése jelenthet egy kiutat a mérési problémakbol, azonban a
technoldgia még nem forrott ki (Montoya and Pluth 2012, Lin, Chen et al. 2015, Takano,
Echizen et al. 2017). Egy jol haszndlhatdo szonddval szemben tdmasztott kovetelményeket
nehezen teljesitik hianytalanul a most elérheté termékek. Ilyen fontos tulajdonsaguk a
megfeleld érzékenység vagy a specifikus valasz, ahol a tiolok és egyéb aktiv kénszarmazékok
nem zavarjak a meghatarozast. Igény lehet még a gyors és reverzibilis valasziddre is,

amennyiben dinamikus valtozast kivanunk kdvetni idoben. Ezen feltételek teljesiilése esetén
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azonban a hidrogén-szulfid szintek folyamatos, érzékeny, szelektiv monitorozasanak
lehetdségével nagyot lendithetnek a kutatasi teriileten. Tovabbi fejlesztésekkel, példaul az
emisszids spektrum hosszabb hulldmhosszok fel¢ valo eltolasaval a szondak lehetdséget
nyujthatnak a jovében in vivo képalkotasra is.

A kromatografids modszerek szintén mar régota alkalmazott megoldasok bonyolult matrixok
feldolgozasaban; az egyik jelenlegi olyan mddszer, amely csak minimélisan zavarja meg a
kotott és szabad szulfid kozotti egyensulyt, a gazkromatografia. Amennyiben nem alkalmazunk
szarmazekképzot, ugy a minta feletti géztérbdl injektalva specifikus fluoreszcens detektalassal
mar nmol/l alatti koncentraciok is megbizhatoan detektalhatdak (Vitvitsky, Kabil et al. 2012,
Kolluru, Shen et al. 2013). Hatranyaként a mintaelOkészités iddigényét és a technika
bonyolultsagat lehet felhozni.

A gézkromatografidval szemben a folyadékkromatografids modszerek &ltaldban sokkal
egyszeriibbek, konnyebben kivitelezhetdek. Ezen szdrmazékképzésen alapuld modszerek koziil
a leggyakoribb a monobromobimant (MBB) alkalmaz6 megoldas, ahol a szulfiddal képzett
szulfid-dibiman (SDB) terméket fluoreszcens tulajdonsaganak koszonhetden detektaljuk. Ez az
alkilaloszer szelektiven reagal ként tartalmazo analitokkal, igy hidrogén-szulfid mellett
poliszulfidok, oxidalt kénszarmazékok és tiolok meghatdrozasara is hasznaljdk. A modszer
megfeleld kromatografias elvalasztassal érzékeny és szelektiv, nmol/l alatti detektalasi hatarral.
Kromatografias modszerek kozott még megemlitendd az ionkromatografia és a kapillaris
zonaelektroforézis. Az eldbbi esetében a problémat a hidrogén-szulfid alacsony disszocidcios
hajlama és ebbdl kovetkezden alacsony vezetOképessége okozza, azaz a mddszer nem
rendelkezik megfeleld érzékenységgel. Ez a detektalds moddjat valtoztatva azonban
kikiiszobolhetd probléma, az irodalomban ismertek amperometrids, direkt UV elnyelésen
alapulo és elvalasztast kovetd szinreakciot hasznaldo megoldasok is (Miura, Maruyama et al.
1995, Rozan and Luther 2002, Ohira and Toda 2006). A kapillaris zonaelektroforézis technikéja
is ad lehetdséget egyszerii anionok elvalasztasara, azonban itt is a detektalas kérdése meriil fel
legtobbszor. Itt is probléma a konduktometria alacsony érzékenysége, &m ezen konnyen
segithet az ionkromatografidhoz hasonléoan amperometrias vagy UV-elnyelésen alapuld
detektalas alkalmazasa, legyen az direkt vagy indirekt (Font, Gutierrez et al. 1996, Hissner,
Mattusch et al. 1999). A mddszer nagy eldnye kis minta- és anyagigénye, emellett megfelelden
érzékeny, nagyon hatékony elvalasztasra képes ezzel csokkentve a matrixkomponensek zavarod
hatasat, valamint a mérésido is rovid.

Szamtalan kutatasban hasznaltdk mar a fentebb felsorolt modszereket kiilonbozd biologiai

mintdk analizisére, ezek azonban akdr nagysdgrendileg is eltérd eredményeket hoznak. E
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jelenségért tobb esetben is igazoltan a szulfid-tartalékok felelések. Mig az Osszes mérési
modszer érdemileg a szabad hidrogén-szulfid (vagy vannak valamely deprotonalt forméjanak)
ideje alatt a HoS és a tartalékok kozti egyensuly eltolodhat. Erre kivald példa a metilkék-
modszer, amelyet savas koriilmények kozt végeznek, hiszen ez sziikséges a reakcidhoz.
Mindemellett azonban az alacsony pH a bevezetésben emlitett savra érzékeny tartalékokat
mobilizalja, igy az el0készités soran folyamatosan szabaditjuk fel a kén-hidrogént, ami aztan
tovabbi metilénkék keletkezéséhez vezet. Ez mara egy jol ismert jelenség, ami egyfeldl
megmagyarazza, hogy mas modszerekhez képest miért mért jelentésen nagyobb H>S
koncentraciokat a metilénkék-modszer. A problémat azonban tovabb arnyalja, hogy olyan
mérések kozott is jelentds az eltérés, ahol hidnyoznak a protokollokbol a klasszikus tartalék-
mozgdsitd hatasok, mint a redukalds vagy a savanyitas. Igy példaul két nagysagrendi
kiilonbséget is mérhetiink azonos mintabdl gazkromatografiat és monobromobimanos modszert
Osszehasonlitva. Az ilyen kiilonbségek mogott a szulfid tartalékok (Spool) €és a szabad HaoS
kozotti dinamikus egyensuly all, azaz kémiai/fizikai behatas hianyaban, valamely egyensulyi

crer

szabad H»S szintjének novelésével vagy csokkentésével az alabbi abra szerint:

Vas-kén klaszterek

\ szabad

Szulfankén -~ H-S
2

Kotott kén-hidrogén

L Szulf'id tartalékok -

2. abra — Szabad kén-hidrogén és a szulfid tartalékok kozotti dinamikus egyensuly

fgy belathato, hogy ha egy adott hatas csokkenti a rendszerben a kén-hidrogén mennyiségét,
akkor azt a kémiai egyenstly a tartalékokbol HS felszabaditdsaval igyekszik potolni. Ebbol
adodik, hogy egy irreverzibilis szarmazékképzést kovetden a csokkend H»S szintet a rendszer
a tartalékokbol ellensulyozza, ezért az alkildlas folyaman a tartalékokbol folyamatosan
szabadul fel kén-hidrogén. Mivel ez a jelenség minden fiziologids rendszerben torténd,
alkilalast alkalmazd modszert érint és ezek az irodalmi szulfid mérések jelentés hanyadat
képezik, nem elhanyagolhatéak, erre pedig mar tobb kozlemény is felhivta a figyelmet
(Wintner, Deckwerth et al. 2010, Nagy, Palinkas et al. 2014).
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2.2. H2S mérése vérbol monobromobimanos modszerrel

A metilénkéken alapuld mddszer mellett a leggyakrabban alkalmazott hidrogén-szulfidot mérd
eljaras a monobromobimannal (MBB) torténd alkilalast koveté kromatografids meghatarozas
bioldgiai mintdkban. A modszer eldnye, hogy konnyen kivitelezhetd, enyhe
reakciokoriilményeket igényel (enyhén ligos pH, szobahomérséklet), folyadékkromatografias
elvalasztas miatt specifikus, érzékeny, megfeleld protokollokat alkalmazva az egyes diszkrét
szulfid-tartalékok mennyisége is mérheto.

A monobromobiman elsé 1980-as leirasat (Kosower and Pazhenchevsky 1980) kdvetden mar
a kovetkezd évben meg is jelent az elsé két cikk, amelyben tiolok és hidrogén-szulfid nagyon
érzékeny (pM) mérésére mutattak példat a szerzOk kromatografia segitségével (Fahey, Newton
et al. 1981, Newton, Dorian et al. 1981). A monobromobiman tiolokkal szelektiven reagal
nukleofil szubsztiticios reakcidoban. Kén-hidrogén esetén, amelynek kénjén két disszociabilis
hidrogén is talalhatd, a teljes alkilalasi reakcio két 1épésben jatszodik le az aldbbi abranak

megfelelden:

O, Br o)
Y\g_/ Y\g_/SH
N\N N
o + HS —m8M» N

Monobromobiman Szulfid-monobiman

o A

3. abra — Monobromobiman kétlépéses reakcidja hidrogén szulfiddal

Az elsd 1épés soran a nukleofil HS™ tdmad a bromhoz képest a helyzetli szénatomra Sn2
mechanizmus szerint, majd a bromid tdvozéasaval kialakul a stabil koztitermék, a szulfid-
monobiman. A reakcidé masodik 1épésében a tovabbra is nukleofil kénatomon keresztiil ujabb
SN2 reakcioval alkildlodik a koztitermék egy Ujabb monobromobimannal, a kialakulo
végtermék pedig a hidrofob szulfid-dibiman (SDB) lesz. Természetesen az MBB tiolokkal is
reakcidba 1ép, ekkor csak a fent jeldlt els6 reakciolépés jatszodik le, a termék pedig a megfeleld

tiol bimannal jelolt adduktja lesz. Az MBB tiolokkal torténd reakcidja azonban nem jelent
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problémat, hiszen a hidroféb alkilaloszer miatt forditott fazison (vagy ioncseréld kolonnan
(Newton, Dorian et al. 1981)) elvalaszthatéak egymastol a keletkezett termékek, igy egyetlen
elokészitésbol meghatdrozhatd szamos tiol mennyisége. Kezdetben a monobromobiman
legfontosabb alkalmazasi teriilete a tiolok fluoreszcens kromatografias kvantitalasa volt, HoS
meghatarozasara inkabb a metilénkék modszert alkalmaztak.

Els6ként 1992-ben jelent meg a vér hidrogén-szulfid szintjér6l monobromobiméan
szarmazékképzéses modszerrel mért eredmény. (Togawa, Ogawa et al. 1992). A szérumbol 1
oras alkilalast kovetéen mértek ,,kotétt” HoS koncentraciot HPLC elvalasztast kovetden, amely
értéket 1-2 uM kozottinek talaltak. Nagyon fontos megfigyelésiik volt, hogy a mintdhoz
kezelést kovetden sem. Ez az észlelés is azt mutatta, hogy a vérben nem csak szabad, de
kémiailag vagy fizikailag kotott formdban is jelen van az analit, rdadasul olyan formakban,
amelyek nem minden esetben redukalhatoak. Ilyen tartalékokat ezt kovetden tobb esetben is
leirtak és bemutattak, ezek felszabadulasat pedig kiilonbozé behatasokhoz, példaul redukalo
kozeghez vagy savasodashoz kototték.

A szulfid-tartalékok pontosabb megismerésével keriilt elétérbe az igény a szabad hidrogén-
munkatarsai monobromobimanos alkilalast alkalmazva (Wintner, Deckwerth et al. 2010).
Figyelembe véve a szulfid-tartalékok jelenlétét a vérben, gyors és koriilményeit tekintve
kiméletes eljarast dolgoztak ki a szabad HoS fluoreszcens alkilaloszerrel torténd jelolésére,
tisztitasara és detektalasara. A kromatografis eljaras beallitasat és a zavard analitok kizarasat
kovetden, illetve az alkilalas reakciokinetikdjanak jellemzését kovetden allitottdk be a
mintaelOkészités kisérleti paramétereit és probaltak ki modszeriiket in vivo mintakon is.
Sikeresen kovették intravénas és belélegzett HoS id6beni valtozasat, amperometrids méréssel
kiegészitve pedig azt is megmutattdk, hogy milyen hatékonysaggal képes megkotni az
intravénasan bejuttatott szulfidot a vér. A kotott HoS ezt kdvetden amperometrias modszerrel
nem, monobromobimannal azonban érzékenyen kimutathato volt. Ebben egy szerves extrakcios
1épés is szerepet jatszott, amely soran a zavard ionok, proteinek eltdvolithatova valtak, a szerves
fazis beparlasaval pedig az analit MBB-szarmazéka koncentralhatova valt.

Helyesen ramutattak arra is, hogy az irodalomban fennall6é nagysagrendi kiilonbségek
valosziniileg a modszertani kiilonbségekbdl fakadnak és nem valos ,,szabad” szulfid szintet
mérnek. Bevezették a ,,biologiailag hozzaférhetd szulfid” fogalméat hivatkozva az altaluk mért,

kdzepesen erds elektrofil agenssel jeldlhetd frakciora.
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Kevil és munkatarsai hasonlé mddon fejlesztették sajat modszeriiket is, 6k azonban nagyobb
hangsulyt fektettek a mérési paraméterek optimalizalasara (Shen, Pattillo et al. 2011).
Vizsgaltak az oldott oxigén, kelator (DTPA), pH, N-etilmaleimid, el6készitéshez hasznalt csé
anyaganak hatésat, a termék és a mérendd analit stabilitasat, fehérjetartalom hatasat, valamint
Osszehasonlitottdk az eredményeket a metilénkék modszer eredményeivel. Ezt egy kdvetkezd
publikaciéban tovabbfejlesztett formajaban a kiilonb6zé szulfid-tartalékok kvantitativ
meghatdrozasara is alkalmassa tették (Shen, Peter et al. 2012). Itt a szabad hidrogén-szulfidon
tul definidltak egy savra érzékeny ¢és egy redukciora érzékeny tartalékot is, amelyek neviiknek
megfelelden savanyitassal és redukcidval szabadithatok fel. Ilyen forméaban a levett vérmintat
3 részletben mérve, egyhez savat, egyhez pedig savat és redukaloszert adva meghataroztak
ezeket az emlitett tartalékokat. A kiilonbdz6 zavard analitok és hozzaadott reaktansok
eltavolitasadhoz a savanyitas hatasara gaztérbe keriilt hidrogén-szulfidot magas pH-ju pufferben
nyelették el majd jelolték monobromobimdnnal. Méréseik hasonléan a Wintner csoporthoz 1
uM alatti szabad szulfid koncentraciét mutattak emberi plazmaban szemben a korabbi
metilénkékkel mért tobb pM nagysagrendii eredményekkel. Mérésiik arra is rdmutatott, hogy a
H>S nagy része a savra érzékeny tartalékokban keriil megkotésre, mig a szabad szulfidhoz
hasonl6 mennyiség taldlhat6 a redukélhat6 tartalékban.

A monobromobiman alkalmazasa azért is kézenfekvé megoldas tiolok mérésére, mivel a jo
szelektivitasa mellett megfeleld fluoreszcens tulajdonsadgokkal is rendelkezik, ami érzékeny
detektalast biztosit a kis koncentracidban jelenlévd analitok meghatirozasara. Emellett egy
fluoreszcens detektor és egy folyadékkromatograf a konnyen beszerezhetd és lizemeltethetd
analitikai késziilékek koz¢ tartozik. A nagyobb miiszerek, mint példaul a tomegspektrométerek
egy egészen mas detektalasi lehetdséget biztositanak, nagyobb érzékenységgel és nagyobb
specificitassal rendelkeznek az altaluk biztositott informéacionak kdszonhetden. Logikus tehat,
hogy a monobromobiman moédszer egyik fejlesztési lehetdsége is ez volt, azaz a képzddd
szulfid-dibiman tomegspektrometrias detektalasa és kvantitalasa (Morikawa, Kajimura et al.
2012). Vérmintdk esetében ezt eldszor szintén Christopher Kevil €és csoportja irta le
Osszehasonlitva a klasszikus fluoreszcens technikaval (Shen, Chakraborty et al. 2014). Standard
mintak vizsgalataval allitottak be a tomegspektrometrids modszert és vizsgaltak a fluoreszcens
detektalassal szemben, ezzel meghatarozva egy szélesebb linedris mérési tartomanyt és tobb
nagysagrenddel kisebb detektalasi hatart. Biologiai mintdkon megismételve a méréseket azt is
megallapitottak, hogy a két mérési mod a vartnak megfelelden teljesen azonos eredményeket
ad, igy batran hasznélhat6 olyan rendszerekben is, amelyekben a H»S koncentracidja a vérbeli

értéknél joval alacsonyabb, példaul sejtlizatumban.
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Szintén publikaltak tomegspektrometrias modszert az analit vérbol torténd mérésére masok is,
azonban eltéré eredményekkel. Egy kinai csoport kiillonbdzd biologia matrixokban, példaul
altaluk optimalizalt mintaelokészitést alkalmazva (Tan, Jin et al. 2017). A kordbban,
monobromobiménos médszerrel publikalt eredményekhez képest, melyek nmol/l tartomanyba
estek, az altaluk mért eredmények mar pmol/l tartomanyban helyezkedtek el plazmamintak
esetén. Ez a nagysagrendi eltérés mar elég jelentds ahhoz, hogy megkérddjelezze akar az altaluk
publikalt eredményeket, akar maganak a monobromobimanos mddszernek a megbizhatosagat.
A mért magasabb szulfid szinteknek lehetséges magyarazata lehet, hogy EDTA-tartalmu
mintavevo csovet hasznaltak, amelyrdl korabban mar igazoltdk, hogy hemolizisen keresztiil
mérhetéen noveli a HaS szintjét plazmaban, mig az utdbbira egy lehetséges magyarazat lehet
az altaluk hasznalt, mas monobromobimanos modszernél sokkal magasabb alkalmazott MBB
koncentracio és a sokkal hosszabb inkubalasi id6. Bar modszeriik 10% alatti szorast mutatott,
a detektalas alsd hataraként 39 nM koncentraciot hatdroztak meg, ami szintén jelentsen
magasabb érték, mint a korabban publikaltak.

A monobromobiman ¢és a hozza hasonlé dibromobiman azonban képes tiolokbdl is a hidrogén-
szulfiddal képzett termékkel azonos szulfid-dibiman képzésére is, a tiolcsoportbdl kénatomot
lehasitva (Montoya, Shen et al. 2015). Szerencsére az elébbi elektrofil 4gens csak nagyon kis
sebesseéggel képes tiolokrdl levalasztani a ként, a cikkben vizsgalt korilmények kozt
glutationbol képzett SDB termék mennyisége a 0,1%-t sem érte el az elméletileg lehetséges
maximumnak 30 perc inkubélast kdvetden. Ez alapjan esetlinkben ennél is kisebb hanyadra

lehet szamitani, ami alapjan ennek az effektusnak a hozzajarulésa elhanyagolhato.
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2.3. Célkitiizés

Kutatocsoportunkban kozponti szerepet jatszik a kén-hidrogén, igy kiilonbozé bioldgiai
rendszerekben valé mérése szamunkra kulcsfontossagii. A csoportban mar koradbban is
végeztek hidrogén-szulfid meghatarozasokat akéar metilénkéket, akar monobromobimant
hasznalva. Mivel a moddszerek nagy szorast ¢és nehezen reprodukalhaté adatokat
eredményeztek, ezért fontosnak tartottuk az eljaras feliilvizsgalatat. Ehhez jarult hozza a
mintaeldkészités jelentds idéigénye, ami miatt egy-egy vizsgalat ideje tobb hetet vett igénybe.
Célunk az volt, hogy a monobromobimanos mddszerben fellelhetd eltérésekre valaszt adjunk a
modszer alapos vizsgalatan keresztiil és ezzel olyan egyszerii, konnyen kivitelezheté mérési
protokollt tudjunk javasolni, amely pontos és megbizhaté eredményt ad, lehetdvé téve
kiilonb6z6 mérések Osszehasonlithatosagat. Célul tlztiikk ki tovabba a fejlesztett modszer
validalasat betegmintdkon és annak felderitését, hogy lehetséges-e a modszert klinikai

diagnosztikdban alkalmazni a jovOben.
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3. Metodikak

3.1. Felhasznalt anyagok

A munka soran hasznalt reagensek koziil a monobromobiman (MBB), trifluorecetsav (TFA),
triklorecetsav  (TCA), hangyasav (FA), szulfoszalicilsav, dietilén-triamin-pentaecetsav
(DTPA), etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-etdnszulfonsav
(HEPES), tris(hidroximetil)-aminometan (TRIS) és 5,5'-Ditiobisz-(2-nitrobenzoesav) (DTNB)
vegyszereket a Sigma-Aldrichtdl szereztiik be és legalabb 97%-os tisztasdggal rendelkeztek.
Vizmentes Na,S az Alfa Aesar-tdl keriilt beszerzésre, tisztasaga 95% volt. A kromatografias
mérésekhez és oldoszerként hasznalt gradiens HPLC mindségi acetonitrilt (ACN) és metanolt
(MeOH), valamint a HPLC mindségii etil-acetatot (EtAc) a Merck gyartotta. Mind eluensként,
mind oldatkészitési célb6l a HPLC mindségli vizet egy Adrona B30 HPLC viztisztitd

rendszerbdl nyertiik.

3.2. Vérmintak

A vérvételeket az Egészségiigyi Tudoméanyos Tandcs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga
altal kiadott etikai engedélyben (BPR-021/00084-2/2014) jovahagyott betegtdjékoztatd és
beteg beleegyezd nyilatkozat kitoltése utan végeztiik el.

A mintavételeket a modszerfejlesztés soran Li-heparin tartalma (Vacutainer Lithium Heparin,
4 ml), valamint alvadési aktivatort tartalmazé géles (Vacutainer BD SST™ II, 10 ml) csdvekbe
veégeztiik, 12 (2 férfi, 10 nd) egészséges dnkéntes hozzajarulasaval, az Orszagos Onkologiai
Intézet Klinikai K6zponti Laboratériumanak segitségével. A véradok 22 ¢és 45 év kozotti
(median 29 év) egészséges munkatarsak koziil kertiltek ki. A csovek Osszehasonlitasahoz
ezeken tal KoEDTA (Vacutainer K2E, 10 ml) vagy citrat tartalma (Vacutainer Citrate, 4,5 ml)
mintavevo csoveket hasznaltunk. A szovegben a cs tipusanak megjeldlése nélkiil plazmaként
hivatkozott mintak minden esetben Li-Heparin tartalmt csdbe levett vérre vonatkoznak. A
szobahdmérsekleten tarolt friss véreket mintavételt kovetden plazma esetében legfeljebb 20
percen belill, szérum esetében 30 percen beliil centrifugdltuk szobahdémérsékleten, 10 percig,
3000g-t alkalmazva. A szérum vagy plazma mintak kisebb térfogatokra szétosztva 1 hénapon
tul torténd tarolads esetén -80 °C-os fagyasztoba keriiltek, mig az ennél kordbban felhasznalt
mintak -20 °C-on voltak tarolva.

A nemzetkozi egyiittmiikodésben kapott, a modszer validalasa és alkalmazéasa soran hasznalt

mintdk levétele Li-heparin vagy EDTA tartalmi csdvekbe tortént az egyiittmiikodésben
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résztvevd partner altal, amelyeket centrifugalds utdn -80 °C-on taroltak és szarazjégen
szallitottak. Mind az etilmalonsav enkefalopatids (EE), homocisztinurias, fenilketonurids
(PKU), mind a hozzajuk tartozd egészséges kontroll véreket Prof. Viktor Kozich, a pragai
General University Hospital Ordkletes Metabolikus Rendellenességek Intézetének vezetdje
biztositotta. A vérek levétele a betegségek ritkasdga miatt nem csak Pragaban, hanem német,
olasz és cseh korhazakban is torténtek, majd a levett vérek a pragai elosztast kovetden kertiltek

hozzank.

3.3. Alkalmazott miiszerek

A kromatografias mérésekhez Thermo Scientific UltiMate 3000 HPLC rendszert hasznaltunk.
A biner pumpds rendszerhez egy termosztalhatd mintatarto, valtoztathaté hullamhossza UV
detektor és egy fluoreszcens detektor csatlakozott. LC-MS mérésekhez a fluoreszcens detektor
helyére csatlakozott egy Thermo Scientific LTQ-XL ioncsapdas tomegspektrométer, mellyel a
kromatogramok cstcsainak azonositasat végeztik el. A termékek elvalasztisat a
modszerfejlesztés fazisaban és a homocisztinurids betegek vizsgalatanal egy 250x4,6 mm-es, 5
um részecskeméretii, elotétkolonnaval ellatott Agilent XDB-C18 kolonnan végeztiik, majd a
modszert egy 200x4,6 mm-es, 3 um-es Phenomenex Luna C18(2) kolonnara iiltettiik at a
rutinmérésekhez. A hemolizis kovetésére Tecan Spark multimode mikrolemez olvasot
hasznaltunk, 400-800 nm kozotti tartomanyban mérve a minta abszorbancidjat, 384 lyuku
mikrolemezzel, uthosszkorrekciot alkalmazva.

Az el6készitések pontos termosztaldsdhoz Peltier-elemes flithetd-hiithetd blokk termosztatot
hasznaltunk, a vérek centrifugélasat kilendiilé-fejes centrifugan, mig az el6készitések soran a

levalasztott fehérjék szeparalasat fix rotoros centrifugan végeztiik.

3.4. Kalibracios és Kkinetikai mérések Na:S standard oldatokkal

Szulfid standard oldatokat vizmentes Na,S eldzetesen nitrogén gazzal atbuborékoltatott vizben
valo oldaséaval készitettiik, majd a torzsoldatok pontos koncentracidinak meghatarozasat direkt
fotometridval és DTNB-vel valo reakcioja alapjan hataroztuk meg egy korabbi kézleményben
leirtak szerint (Nagy, Palinkas et al. 2014).

A mintael6készitéseket besotétitett szobaban, vords megvilagitas mellett végeztiik, a mintdkat
¢és a reagenseket a reakcio elinditasa eldtt legalabb 10 perccel Peltier-elemes termosztatba

helyezve, barna mikrocentrifuga csévekben.
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A kalibracidhoz 250 ul 50 uM koncentracioji NaS oldatot kevertiink 650 pl 200 mM

cyey

cyey

keverésével inditottuk. Pontosan 10 perc elteltével az alkilalast 50 pul 50% TCA hozzdadéaséaval
allitottuk le, igy nyertiink egy 50 puM mintabeli HoS koncentracionak megfeleld6 SDB
torzsoldatot. Ugyanezt megismételtiik Na,S standard oldat helyett vizet haszndlva, ezt a vak
kalibraciés oldatokat elkészithessiik az el6zoleg elkészitett SDB torzsoldatunkbol. A higitott
oldatok ezt kdvetden szeptummal lezart HPLC {ivegekbe keriiltek, amelyek a 4 °C-ra hiitott

mintataroloban alltak mérésig. Az igy felvett kalibracids gorbe a 4. dbran lathato.
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A kinetikai mérésekhez az el6zének megfeleld6 modon és azonos térfogatok keverésével
inditottuk el a reakcidt, azonban megadott id6kozonként 71 pl reakcioelegyet kivettiink és
osszekevertiink 3,9 ul 50% TCA-val, ledllitva ezzel a reakcidt pontosan a meghatirozott
idépontban. Igy 10-12 idSpontban tudtunk mintat venni a reakcidelegybél a kinetika
kovetéséhez. Ezeket a mintakat is kozvetleniil ampulldkba helyezés utan mértiik és 4 °C-on

tartottuk.
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3.5. Vérmintak feldolgozasa (,,B” modszer)

A mar szeparalt plazma és szérum mintak 25 pl-es részleteit kevertiik 66 pl biméanos pufferrel,
amelyet 650 pul 200 mM koncentracidju pH 8,2 HEPES puffer és 10 pl 100 ul koncentréacioju
acetonitrilben oldott MBB elozetes keverésével készitettiink. A reakciot 20,0 °C-on
termosztalva az el6termosztalt keverék vérhez adasaval és az oldat alapos €s gyors keverésével
inditottuk. Pontosan 10 perc elteltével az alkilalast 5 pl 50% TCA hozzaadéasaval allitottuk le
¢s a reakcioelegyet par masodpercig erdteljesen kevertettiik. A kicsapodott fehérjéket 5 perces
szobahdmérsékletli centrifugalassal tavolitottuk el 3000g-n. A tiszta feliiliszok ezutan az
elézoekhez hasonl6 moédon kozvetlenil HPLC iivegekbe keriiltek a 4 °C homérsékletli
mintataroléba. Amennyiben centrifugalas utan az oldat zavaros volt, ugy a feldolgozott mintat
elvetettiik és ismételten elokészitettiik.

A kinetikai méréseket vérben a 3.4 fejezet kinetikai méréseivel megegyezden végeztilk Na,S
oldat helyett plazmat vagy szérumot haszndlva. Az egyes idépontokhoz tartoz6 savanyitott
mintakat 5 percen keresztiil 3000g-n centrifugaltuk, a tiszta feliiliszot pedig HPLC iivegekben

a 4 °C homérsékletli mintataroldba helyeztiikk a mérésig.

3.6. Paraméter-fiiggések vizsgalata

Az egyes mérési paraméterek hatasanak vizsgalatanal a 0 fejezet szerint jartunk el, ahol
mindig csak egy paramétert valtoztattunk meg a vérek el6készitése soran. Minden mintabol 3
parhuzamos eldkészitést végeztiink, szigoruan kontrollalva a vizsgalt kisérleti paramétereket.

A méréseket a ,,B” kromatografids modszerrel (3.8. fejezet) végeztiik.

3.7. “A” modszer homocisztinurias és PAD betegek vizsgalatanal

A homocisztinurias betegeket vizsgalo kisérlet sordn két modszerrel is el6készitettiik és mértiik
a véreket. A megjelent cikkben (Kozich, Ditroi et al. 2018) ,,B” mddszerként jelolt elokészités
pontosan a 0 fejezetben leirtak szerint tortént, a mérést pedig az ehhez tartozo ,,.B”
kromatografias eljarassal végeztiik, amely a 3.8 fejezetben olvashato. Az ,,A” modszer ezzel
szemben egy irodalomban k6zo61t két modszerre alapozva a kdvetkezé modon alakult (Wintner,
Deckwerth et al. 2010, Shen, Pattillo et al. 2011): teljesen besotétitett laborban 10 pl plazmat
kevertiink 10 ul 50 mM pH 8 HEPES pufferrel és 10 pl of 10 mM acetonitrilben oldott MBB
oldattal. A reakciokeverék 10 percre razdasztalra kertilt, majd 100 pl etil-acetat hozzaadasaval
az elegybdl extrahdltuk a terméket (SDB) és a reagenst (MBB). A teljes extrakcidhoz a csovek

10 percre forgatd razogépbe keriiltek, majd 7 percre centrifugdba 1300g-n. A szerves
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feliiluszobol 50 ul ezt kdvetden vakuum koncentratorba kertiilt beparlasig, amit 10 pl acetonitril
hozzdadasa utdn megismételtiink, hogy eltavolitsuk az etil-acetdt nyomnyi maradékat. A
beparolt mintakat ezutan -20 °C-on taroltuk és kozvetleniil mérés eldtt 250 ul acetonitrilben
oldottuk. A méréseket az ,,A” kromatografias modszerrel végeztiik (3.8. fejezetben kifejtve).
Ugyanezen modszer keriilt alkalmazasra PAD betegek és hozzajuk tartozd egészséges

kontrolmintak vizsgalatakor is.

3.8. HPLC mérések

Minden kromatografias mérést a 3.3. pontban emlitett Thermo késziiléken végeztiink. Két
kiilonb6z6 kolonnat és 3 kiilonbozd eljarast alkalmaztunk, minden esetben forditott fazison
tortént az elvalasztas gradiens elucidval, ahol a két eluens 0,1% TFA tartalmu viz (A) és 0,1%
TFA tartalmi acetonitril volt. Az el0készitett mintabol 10 ul térfogatot injektaltunk, az
elvalasztast szobahdmérsékleten végeztiik. A detektalast fluoreszcensen végeztiik a gerjesztési
hulldmhosszat 390 nm-re, az emisszids hulldmhosszat 475 nm-re allitva. Hogy a viszonylag kis
termékcsucsot érzékenyen detektalhassuk, az elektronikai erdsitést a termékcsucs elucioja elott
A homocisztinurids betegek elsé vizsgalatakor (,,A” moddszer) 250x4,6 mm-es 5 pm
részecskeméretti, elététkolonnaval ellatott Agilent XDB-C18 kolonnan végeztiik allando, 0,6
ml/perc dramlasi sebességgel az elvalasztast egy 33 perc hosszu gradiens elucioval, amely az
1. tdblazatban szerepel.

A modszerfejlesztési méréseket, valamint a homocisztinurias betegek vizsgalatdnak masodik
részét (,,B” modszer) az ,,A” mddszernél hasznélt kolonndn végeztiik, azonban a gradienst egy
22 perc hosszu elucidora modositottuk az aramlési sebesség, 1 ml/perc-re ndvelésével, a gradiens
lefolyasa az 1. tdblazatban szerepel.

A rutinméréseket a gyodgyszervizsgalatnadl és a moddszer validalasanal mar egy jobb
teljesitményli kolonndn, egy rovidebb gradiens elucidval végeztiik. Ehhez egy Phenomenex
Luna C18(2) 200x4,6 mm-es 3 um részecskeméretli kolonnat hasznaltunk elététkolonnaval, az

eltciot pedig 15 percesre csokkentettiik 1 ml/perc dramlasi sebesség mellett.

24



A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektalasa fiziologias rendszerekben

1. Tablazat — Gradiens elicios profilok az egyes mérési médszerekhez.

A eluens: H,0/0,1% TFA, B eluens: ACN/0,1% TFA

SA” 1dé (perc) 0 5 15 18 23 26 28 35
modszer B % 15 30 30 22 70 90 15 15
B’ 1dé (perc) 0 3 9 10,8 13,8 15,6 16,8 22
modszer B % 15 30 30 22 70 90 15 15
Rutin 1dé (perc) 0 3 9 11 12 13 15
modszer B % 15 15 35 35 90 90 15
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5. abra— UV-Vis (szaggatott vonal) és fluoreszcens (folytonos vonal) kromatogramok egy plazma

mintabdl. A jeldlt két csucs a végtermékhez (SDB) és az alkilaloszerhez (MBB) tartozik
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3.9. HPLC-MS/MS mérések

A kromatografids csucsok biztos azonositdsdhoz HPLC-MS/MS méréseket is végeztiink. A
kromatograf fluoreszcens detektora helyére az MS késziilék ESI fejének kapillarisat kotottiik
ezzel az eluenssel is végeztiink futtatast fluoreszcens €s UV detektalassal az 5. dbran lathato
eredménnyel, hogy meggydzddjiink arr6l, hogy a retenciés idok nem valtoztak. 50-800 m/z
érték kozott teljes detektalast allitottunk be, valamint szelektiv CID fragmentélasra beallitottuk
areagens ¢€s a vart termékek prediktalt tomeg/toltés értékeit. Ezeket kivalasztva és fragmentalva
hataroztuk meg késobb a kovetendd SRM atmeneteket, amelyek az aldbbiak szerint alakultak:

SDB: 415 m/z — 193 m/z

SMB: 225 m/z — 192 m/z

MBB: 271 m/z — 192 m/z

3.10. ATB-346 Fazis 2 vizsgalata

A vizsgélatot Kanadéban végezték 4 klinikan 244 {6 6nkéntes bevonasaval, ebbol 126 £6 kapott
naproxent ¢s 118 f6 kapott egy naproxen alapvazzal rendelkezd szulfid-donor tulajdonsagu
gyogyszerjelolt molekulat, az ATB-346-ot. A kontrollcsoport naproxent 2x550 mg/nap
egyszeri adagban, a kezelt csoport ATB-346-ot 250 mg/nap ddzisban kapott. Az 6nkéntesek
atlagéletkora 41,7 €év volt, a férfiak aranya a vizsgalatban pedig 54,7%. A vizsgalat 3 részbol
allt, a paciensek el6szor teljes egészségligyi ellendrzésen estek at és minden esetben
ellendrizték, hogy nincs-e kezdetben is barmilyen elvaltozds az emésztérendszeriikben. A
gyogyszereket jeloletlen kapszulakban kaptak 14 napon keresztiil, amelyrdl a kezel6orvos sem
tudta, mit tartalmaznak. A gyomor és patkobél endoszkopias vizsgalatat a 7. valamint a 14.
napon végezték, ennek soran feljegyezték a 3 mm-nél és 5 mm-nél nagyobb fekélyes sebek
szamat. Ezen kiviil vérvétel is tortént hematokrit vizsgalat elvégzéséhez a 14 napos kezelés eldtt
¢s utan. A H>S szint vizsgalatdhoz a kezelés 7. napjan vett heparinos plazmakbol kaptunk 10
db random mintét a naproxen csoportbol és a teljes ATB-346 kezelt csoport mintait. A véreket
levétel és szeparalas utdn fagyasztva, szarazjégen tarolva kiildte el résziinkre egylittmiikodo

partneriink, Prof. John L. Wallace (Antibe Therapeutics Inc., Toronto, Canada).
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3.11. Homocisztinurias betegek véreinek vizsgalata

Ezt a kutatast szintén Prof. Viktor Kozich pragai partneriink vezette és a véreket is 6 biztositotta
részliinkre. Az 51 f0 Onkéntest harom csoportra osztottdk, 2 kontrollcsoportra és egy
betegcsoportra. Az elsé kontrollcsoport 12 egészséges dnkéntesbdl allt 30-57 éves kor kozott,
Ok jelentették a remetilacios betegekkel szembeni kontrollcsoportot. A masodik 23 f6s
kontrollcsoport (1-50 évesek) fenilketonurias betegekbdl allt, akik alacsony fehérjetartalmu
diétat kovettek, hasonloan a klasszikus homocisztinurias betegekhez. A maradék 16 f6t magéaba
foglalé csoportbol 10 6 klasszikus homocisztinurias beteg volt (0,5-33 év kozott), akik nem
reagaltak B6-vitaminos kezelésre és mindemellett magas cisztein- és alacsony metionin- €s
fehérjetartalmt diétan éltek. 8 {6 betaint is szedett, valamint 9 {6 B6-vitamint is. A csoport
maradék 6 foje (3-24 év) remetilacids defektussal (RMD) rendelkezett, egyikiik sem kovetett
diétat, igy kontrollcsoportjuk az egészséges csoport volt. 5 6 betaint, hidroxikobalamint és
folatot kapott étrendkiegészitésként, mig az utolso beteg csak hidroxikobalaminnal kezelést
kapott. Az Osszes beteg esetében a diagnodzist enzimatikus és genetikai vizsgalattal is
megerdsitették.

A vérek géles Li-Heparin tartalmu csdvekbe keriiltek levételkor, legfeljebb 30 perc jégen tartas

utan 5 percig centrifugaltak, 2000g-vel valasztottak el a plazmat, amit -85 °C-on taroltak.

3.12. PAD betegekbdl HzS szintek és CBS aktivitas mérése

A vérben mérhetd H,S szint és a CBS aktivitas kozotti kapcsolat vizsgéalatahoz egy korabbi
egylittmiikodeésbdl szarmazo adatsort vettiink igénybe. Az ebben szerepld 115 periférias artérias
beteg (PAD, 68+2 ¢év, 65% férfi) és 20 egészséges Onkéntes (6919 ¢év, 63% férfi) szérum
mintdibol mértiink szulfid szintet az ,,A” modszer segitségével (leirdsa a 3.7 fejezetben),
valamint tomegspektrometrias eljarassal meghataroztuk fajlagos CBS aktivitasukat is (Krijt,

Kopecka et al. 2011).

3.13. Adatok kiértékelése

A kiértékeléseket Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation), Graphpad Prism 5.03
(Graphpad Software Inc.) és Micromath Scientist 2.0 (Micromath Software) szoftverekkel
végeztiik. A szignifikancidk meghatarozasakor 2 dsszehasonlitando érték vagy csoport esetén
Student-féle t-probat alkalmaztunk o = 0.05 szinten, tobb csoportot 6sszehasonlitd analizisnél
pedig variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk Tukey-teszttel. Az 5.3 alfejezetben lathatd

abra esetén a mért értékek nem normalis eloszldsa miatt nemparaméteres Mann-Whitney tesztet
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alkalmaztunk. Az abrdkon tobb mintabol kivalasztott egy reprezentativ minta eredményeit
tiintettem fel, vagy azok legaldbb 3 mérésbdl szarmazo atlagat a standard deviancia jelolésével.
A csoportok kozotti szignifikancidkat az abrdkon a kdvetkez6 modon jeloltiik P értékiik

figgvényében: >0.05 =ns, 0.01-t61 0.05-ig = *, 0.001-t61 0.01-ig = **, <0.001 = ***
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4. Eredmények

4.1. Hidrogén-szulfid és monobromobiman kozotti reakcio kinetikai jellemzése

A monobromobiman és hidrogén-szulfid kozotti reakciot mar viszonylag koran leirtak, (Fahey,
Newton et al. 1981, Newton, Dorian et al. 1981) a folyamat egy Sn2 szubsztitucid, amely két

1épésben jatszodik le a 3. dbran lathato séma szerint:

k1
HS- + MBB - SMB (19)

k2
SMB + MBB - SDB (20)

A reakcioséma persze kiegészithetd a hidrogén-szulfid sav-bazis egyensulyaval is (4. oldal, (1)
egyenlet), ennek sebessége azonban olyan nagy, hogy elhanyagolhat6 az alkilalas két 1épése
mellett, azaz gyors eldegyensulynak tekinthetd. A két 1épés jol karakterizalt méasodrendii
folyamatokat takar, tehat megfeleld koncentracio-koriilmények kozott, azaz az egyik reagens
jelentds feleslegben valo alkalmazasaval vérhatoan pszeudo-elsérendii iddfiiggést fogunk
tapasztalni. Ha emellett feltételezziik, hogy a két 1épés sebességi allanddja jelentdsen
kiilonbozik egymastol, ugy egyszerlisodik a leird egyenlet és immar egyetlen elsérendii
kinetikai fliggvénnyel jol kozelithetd lesz a termék keletkezésének folyamata. Ezen
feltételezések mar kordbban bizonyitast nyertek (Wintner, Deckwerth et al. 2010), igy mi is
elfogadtuk a feltevéseket a kinetikai vizsgéalatok soran. Hogy biztositsuk egy
szarmazékképzéses analizis sordn a pszeudo-elsérendii koriilményeket, ahhoz az irodalomhoz
hasonldan az alkilaloszert a hidrogén-szulfidnal joval nagyobb koncentracidoban alkalmaztuk,
igy annak koncentracidja a reakcio soran elhanyagolhaté mértékben valtozott, azaz dllandonak
tekinthetd. Ekkor a sebességet meghatdroz6 masodik 1épés kinetik4jat fogjuk kovetni, a

detektalt reakcid pedig az alabbi egyenlettel illesztheto:
[SDB] = [SDB],, (1-¢™bst) 1)
[SDB]=SDB koncentracio az adott idépontban, [SDB].=SDB végkoncentracié=H,S kezdeti

koncentracio, k.»—=pszeudo-elsorendi sebességi allando, =id6
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crer

torzsoldatot és 100 mM koncentracioju MBB torzsoldatot hasznadlva. Ezzel a
reakcioelegyilinkben keverés utan biztositottuk az alkilalészer 25x feleslegét, igy teljesitve a
kovetve a 6. adbran lathato gorbét kaptuk, amelyre megfelelden illeszkedett az elsérendii
kozelités €s jo hasonlésagot mutatott a korabban publikalt gorbékkel (Wintner, Deckwerth et
al. 2010). A pontok jelentds szordsa az egymast kovetden végzett parhuzamos méréseknek
tudhato be, azaz két gorbe kozott a HoS parolgasa miatt valtozott a koncentracio. Ezt az egyes
parhuzamos gorbék kiilon-kiilon torténd illesztése is igazolta, hiszen azonos kinetikai

allandokat kaptunk az egyes egyéni mérésekre.
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6. abra — SDB képzodés kinetikaja H,S és MBB kozotti reakcioban. [H,S]=27,5 pM (100 uM
torzsoldat), [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C

Az abran azonban észlelhetd, hogy az illesztett gorbe negativ tengelymetszetet mutat az
elméleti t = 0 helyett. Ennek a feloldasara bevezethetjiik az ismert kétlépéses modell alapjan a
kovetkezd egyenletet (konszekutiv elsérendil), amely mar a kétlépéses reakcid mindkét

reakcidlépését tartalmazza:

30



A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektalasa fiziologias rendszerekben

(22)

[SDB] = [SDB]., (1+ M)

ko-k

ki, k2= a két reakcidlépés pszeudo-elsorendii sebességi allandoi
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7. abra - Az 6. abra mérési pontjai konszekutiv pszeudo-elsérendii kinetika szerint illesztve

A 7. abran ennek megfelelden mar jol latszik, hogy az illesztett gorbe a vart elméleti
feltételezésnek megfelelden alakul.

Az elsdrendi illesztések MBB fliggését is vizsgaltuk, hogy ezzel is alatdmasszuk a felallitott
modell alkalmazhatdsagat. A kiilonb6z6 MBB koncentraciokkal végzett kinetikai mérések a
kovetkezd 1dofiiggd gorbéket eredményezték, amelyek esetén a pszeudo-elsdrendli sebességi

allandokat egy exponencidlis illesztéssel hataroztuk meg.
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8. abra — Kinetikai gorbék MBB koncentraciojanak fiiggvényében. [H,S]=2,75 uM (10 uM
torzsoldat), [MBB]=1,1-0,055 mM, pH=8,2, T=20°C

A modell alapjan az illesztett pszeudo-elsérendii sebességi allandokat (k.»s) az alkalmazott
MBB koncentracio fiiggvényében abrazolva origobol induld egyenest kell kapnunk. Az
abrazolt egyenes meredeksége a masodrendii sebességi allandohoz rendelhetd. Az abrazolast és
az illesztést elvégezve a 9. abrat kaptuk, amely nemcsak igazolta a reakci6 rendiiségét, de a
masodrendli sebességi allandora a kordbbi irodalmi értékhez kozeli eredményt adott.
Megjegyzendd, hogy a kordbban meghatarozott (3,0 + 0,5) x 10° M's! sebességi alland6
(Wintner, Deckwerth et al. 2010) kissé kiilonb6z6 koriilmények kozott hataroztdk meg, azaz a
hoémérséklet nem pontosan ismert (szobahdmeérséklet), a pH 8 volt és az oldat 33% acetonitrilt
tartalmazott. Ezeket figyelembe véve az altalunk meghatarozott (7,7 = 0,2) x 10° M's! bar
eltér, de nagysagrendileg megegyezd értéket mutat a korabban meghatarozott értékkel.
Természetesen egyezést nem vartunk, hiszen sajat méréseinket kissé eltérd koriilmények kozott

végeztik.
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9. abra — Masodrendii sebességi allandé meghatarozasa a 8. 4bra eredményei alapjan

A 3. ébra kétlépéses reakcidjanak a leirdsakor nincs egyetértés, hogy melyik reakcidlépés
hatdrozza meg a sebességet. Egyes cikkek a masodik 1épést emlitik, mint lassabb,
sebess¢gmeghatdrozo 1épést (Montoya, Shen et al. 2015), mashol az elsd 1épést emlitik
sebességmeghatarozoként (Wintner, Deckwerth et al. 2010). Ez utobbi példaul helyteleniil
keriilt megallapitasra, ugyanis a 7. dbra alapjan meghatarozott két pszeudo-elsérendii sebességi
allando, amelyek a két kiilon reakciolépéshez rendelhetéek, tovabbi vizsgalatok hianyaban
kinetikailag megkiilonboztethetetlenek. Ebbdl fakaddan akar az elsd, akar a masodik 1épés a
lassabb, a kinetikai gorbe lefolyasa nem valtozik. A reakciosebességek aranyara csak a
koztitermek analizisen keresztiil juthatunk, ugyanis ennek a mennyisége a reakcid soran
reprezentativ a sebességi allandok viszonyara vonatkozdan. Ezt demonstralja a 10. abra is,
amelyen a koztitermék mennyiségét szimuldltuk a 8. dbra alapjan meghatdrozott sebességi

allanddkat felhasznalva.
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10. abra — Szimulalt kinetikai gorbék kozti- és végtermék feltiintetésével, a két reakciolépés
sebességi allandodinak fiiggvényében. [H,S]=2,75 uM (10 uM toérzsoldat), [MBB]=1,1 mM

Latszik, hogy amig k;>>k,, azaz az els6 lépés a sebességmeghatirozo, addig az SMB
viszonylag nagyobb mennyiségben is képes felhalmozodni. Ezzel szemben a k;<<k: esetben,
ahol a masodik 1épés a sebességmeghataroz6, csak kis SMB koncentracid atmeneti
felhalmozodasa varhat6. Ehhez el6szor az szulfid-monobimanhoz tartozé fluoreszcens csucsot
kellett azonositanunk, amit LC-MS analizissel végeztiink. Na,S standard oldatot derivatizalva
¢s areakciot lejatszodasa elott leallitva készitettiink SMB tartalmu mintat, beallitottuk a keresett
SMB tomeget és fragmentacioja alapjan azonositottuk a keresett csucsot. A meghatarozott
retencios 1dOt felhaszndlva szerettik volna azonositani a csucsot a fluoreszcens
kromatogramon, azonban a keresett cstics beleolvadt az alapvonalba kis koncentracidja miatt,
amit mar a teljes ionaram kromatogram is eldre jelzett a cstcs kis intenzitasaval. Ez eleve
kérdésess¢ teszi a k;>>k» lehetOséget, azonban a biztos kizardshoz sokkal alaposabb
bizonyitékra volt sziikség.

Ehhez a reakciokoriilményeket valtoztatva a kén-hidrogén feleslegét reagaltattuk
monobromobimdénnal, igy a keletkezd SDB mennyiségébdl, amelyet pontosan meg tudtunk
hatarozni, kovetkeztethettiink a két sebességi alland6d viszonydra. Ehhez 5x, 2,5x és 0,5x
mennyiségli kén-hidrogént alkalmaztunk a monobromobiménhoz képest, a reakciot pedig a
szokasos protokoll szerinti térfogatokkal végeztiik, az alkildlast 10 perc utan allitottuk le.
Rogzitettiik a mintak fluoreszcens €és tomegspektrométerrel detektalt kromatogramjait is, ahol
amegfelel6 SRM atmeneteket allitottuk be MBB, SMB ¢és SDB detektéalasara a,,HPLC-MS/MS
mérések” alfejezetben leirtak szerint. A 11. abran lathaté kromatogramokon szerepelnek az
egyes molekuldk SRM csucsai, ami alapjan meghataroztuk retencios idejiiket. Intenzitasuk (és

csucstertiiletiik) pontos kvantitativ meghatarozasra nem alkalmas, emiatt az azonositott
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retencios 1dok alapjan a csucsokat visszakerestiik a fluoreszcens kromatogramokon. Teljes
iondram kromatogramon mért csucsteriilet alapjan és korabbi, MBB felesleggel végzett
fluoreszcens mérések alapjan azonban jol latszott, hogy az MBB és SMB koncentracigja

alacsony volt, mig az SDB koncentracidja jelentds volt a mintaban.
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11. Abra — MS/MS kromatogramok a kiilonb6z6 biman termékek retencidinak meghatirozasara.
Az intenzitasok az egyes monitorozott atmenetek total ion kromatogramjaira vonatkoznak, azaz
mennyiségileg nem 6sszehasonlithatéak. [H2S]=2,75 uM (10uM toérzsoldat), [MBB]=1,1 mM,
pH=8,2, T=20°C

A fluoreszcens kromatogramokon, amelyek a 12. dbran keriiltek feltiintetésre, egyértelmiien
latszik, hogy még jelentds H»S felesleg mellett is a f6 termék az SDB, amelynek mennyisége
csucsteriilet alapjan jol koveti a kezdeti HoS mennyiségét. A reakcido csaknem 100%-ban
lejatszodott, amit az MBB cstcs eltlinése igazol mindkét esetben, amikor a kén-hidrogént
alkalmaztuk feleslegben. Az is konnyen leolvashatd az abrardl, hogy a szulfid-monobiman
mennyisége csak H»S feleslege mellett mérhetd, koncentracioja a felesleggel nd, azonban
mennyisége messze elmarad a végtermék SDB cstcsatol. Ezek a megfigyelések mind azt az
elméletet tdmogatjak, miszerint a masodik reakciolépés gyorsabb a 15. oldalon felvazolt
reakcidlépések koziil (3. abra), azaz a bruttd reakcid sebességét a lassabb elsé 1€pés fogja

meghatarozni. Ehhez hozz4jarul a szadmitasunk is, miszerint az alkalmazott MBB és a detektalt
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SDB koncentréciodja alapjan a reakcio 90% feletti konverzioval ment végbe szulfid-dibimanra
nézve, azaz csak nagyon kis mennyiségli koztitermék keletkezett és a f6 termék az SDB volt

még jelentds HoS felesleg mellett is.
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12. 4bra — Fluoreszcens kromatogramok szulfid-felesleg alkalmazasakor. Az als6 dbrén az elsd
kromatogram nagyitott részlete lathato. [H>S]=1-10 mM, [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C
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Mivel a kinetikai kisérletek alapjan a reakcid lefolyasa jol kozelithetd egylépéses elsOrendii
illesztéssel, igy annak kovetkezményei is igazak lesznek. A 29. oldalon talalhato kinetikai

egyenlet alapjan meghatarozhato a felezési id6 a kovetkez6 egyenlet szerint:

In2 In2

027~ K MBB] @)

Az (23) egyenletbdl jol latszik, hogy a felezési id6, és ebbdl kdovetkezden a reakcid
lejatszodasahoz sziikséges id6 hossza egyaltalan nem fligg a H>S koncentracidjatol, amig
teljesiilnek a kinetikai modell feltételei. Szerencsére ez mostani ismereteink szerint biologiai
mintdkon még kiugro esetekben sem lesz probléma, azaz nagyon nagy valdszinliséggel nem
fogunk olyan mintat talalni, ahol a H>S koncentracidja Osszemérhetd lesz az alkilaloszer
Ennek a kinetikai vizsgalatnak a legfontosabb kovetkeztetése, hogy az alkiladlas H»S
koncentraciotdl fliggetlen reakcidideje miatt a 6. dbra alapjan a reakcid minden esetben 7 perc
alatt lejatszodik. Korabbi publikaciokban is hasonld kovetkeztetésre jutottak (Wintner,
Deckwerth et al. 2010), igy a szlikséges reakcidid6t 10 percben hataroztdk meg, amely id6 alatt
a szabad H>S 100%-a szulfid-dibimanna alakul.

4.2. Az alkilalasi reakcio kinetikai jellemzése vérben

Az el6z6 tézispontban leirtak alapjan tehat kémiai ismereteinkre tdmaszkodva jogosan
varhatjuk, hogy standard oldatok utan vérmintakon is hasonld kinetikat tapasztaljunk,
amennyiben megtartjuk a mérési koriilményeinket. Megismételtiik tehat az el6z6 kinetikai
méréseinket minddssze annyi valtoztatassal, hogy standard Na>S oldat helyett egészséges
onkéntesek szérumat hasznéaltunk. A vartakkal ellentétben azonban jelentds kiilonbséget
tapasztaltunk, ugyanis a reakcié meég 20 perc utan sem fejezddott be, azaz nem sikeriilt az 6sszes

hidrogén-szulfidot a vart id6 alatt derivatizalnunk, ahogy az a 13. abran is latszik.
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13. abra — Szarmazékképzés kinetikaja egészséges human szérumban. [MBB]=1,1 mM, pH=8,2,
T=20°C
A Kkisérletet kiterjesztve sokkal hosszabb idéskalara és plazma mintakat is hasznalva egészen
megdobbentd eredményre jutottunk, miszerint a reakcid a 14. dbra alapjan még 28 ora elteltével

sem fejezddott be.
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14 abra — Szarmazékképzés kinetikaja human szérum és plazma mérésekor hosszi idéskalan. A
szaggatott vonal a mérési pontokra illesztett exponecialis gorbét jeloli. [MBB]=1,1 mM, pH=8,2,

T=20°C
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Mivel az alkilalas kinetikajara hatassal 1évé paramétereket allando értéken tartottuk, ezért a
szabad hidrogén-szulfid alkildlasa az el6z6 fejezetben bemutatott, 6. abran lathato kinetikanak
megfelelden 7 perc alatt minden bizonnyal lejatszodott. Ehelyett latszolag egy sokkal lassabb
reakcidt detektalunk, amit semmilyen kinetikai paraméter nem indokol. Az ellentmondas
viszont feloldhato a 14. oldalon feltlintetett bruttdé egyensulyi reakcid bevonasaval. Ekkor a

teljes reakcidoséma a kovetkezd szerint modosul:
) ,. MBB MBB
S, =HS=HS =5>— SMB — SDB (24)

Ez alapjan feltételezve, hogy az els6 egyensulyi folyamat a kdvetkezd 1épésekhez képest sokkal
lassabb, gy immar sebességmeghatarozo 1épés a kén-hidrogén tartalékokbol vald spontan
felszabaduléasa lesz, aminek kinetikaja lathato a 14. abran. Ez a jelenség egy masik szemszdgbdl
is jol indokolhatd, mivel a kén-hidrogén a vérben a mért, 10 uM feletti koncentracioban mar
igen sulyos mérgez6 hatést fejtene ki a szervezetre a mar kordbban emlitett citokrom-c-oxidazt
gatld hatdsa miatt. Ezt figyelembe véve tehat a mért eredménylink nem reprezentalhatja a

szabad hidrogén-szulfidot, hiszen igy mar toxikus mennyiségben lenne jelen.

4.3. Az alkilalasi reakcio kinetikajat befolyasolo tényezok vizsgalata vérben

Tekintettel arra, hogy a reakcio az el6készités soran csak akkor jatszodna le, ha napokra magara
hagynank, minden esetben a mérésnél egy le nem jatszodott reakcié kellemetlen
kovetkezményével kell szamolnunk: a mért érték jelentdsen fiiggeni fog a reakciod kinetikajatol.
Ez egyszerlien fogalmazva annyit jelent, hogy minden olyan kiils6 paraméter, ami befolyasolna
a szarmazékképzési reakcid sebességét vagy a reakciOhdnyadost, az a mért szulfid-
koncentraciot is befolydsolni fogja. Emiatt szantunk kiilon figyelmet a kinetikat befolyasold

legfontosabb paraméterek vizsgéalatara.

4.4. Alkilalasi idé

A legtrividlisabb befolyasolo tényezd az 1d6, hiszen minél tovabb halad eldre a reakcio, annal
nagyobb mért szulfid szintet fogunk tapasztalni. A 14. abra egyértelmiien bemutatja, hogy az
altalunk hasznalt idésavban kifejezetten fontos az alkildlasi id6 pontos betartasa, hiszen még a
reakcio kezdeti (gyorsan valtozo) szakaszan vagyunk. A hosszabb alkildlasi id6 elvileg

csOkkentheti az alkilalasi 1d6 pontatlansdgabol eredd hibat, azonban ugyanekkor nagyban
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csokkentené a mérési kapacitasunkat, hiszen egy-egy el0készités orakig is eltartana és a mért
értékben a szabad szulfid koncentracié hozzdjarulasa elenyészd lenne. Emiatt a reakcioidd
nagyon pontos kontrollalasa mellett dontottiink, amit stopperrel biztositottunk maximalisan 1-
2 masodperc eltérést megengedve a kijelolt alkilalasi id6tol.

Ez a jelenség részben megmagyarazta a kordbban, mas modszerrel tapasztalt jelentds
szorasokat, mivel az elOkészitést végzO valtozd mintaszamu sorozatok esetében véaltozo
alkilalasi idoket alkalmazott a mintdk szdmatdl fiiggben. Az ekkor tapasztalt jelentds
parhuzamosok kozotti eltérés ezzel a hatassal konnyen érthetd és megmagyarazhato. Ezt a
jelentds szordst mutatja be az alabbi 15. abran, amelyen ugyanazon szérum mintak mért szulfid
koncentracioit lathatjuk idé fiiggvényében 47 héten keresztiil. Az eldkészitések az ,,A”
modszerrel torténtek, az Y tengelyen a termék (SDB) és a nagy feleslegben 1év6 reagens (MBB)
hanyadosa lathatd, ez az extrakci6 hatékonysdganak hibajat hivatott csdokkenteni, mint belsd
standard. A nagyon jelentds szords mogott azonban csak részben all a pontatlan, akar 50%-os
eltérés a kitlizott alkilalasi id6tol, emellett a pH és a keverési térfogatok kivételével mas

paraméterek sem voltak szigoruan szabalyozva.
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15. abra — ,,A” médszerrel mért eredmények 4 Kiilonb6z6 szérum (Sz) és plazma (P) mintabél 47
héten keresztiil. Az abra id6tengelye logaritmizalt formaban keriilt feltiintetésre a mérések
gyakorisagahoz igazodva. [MBB]=3,3 mM, pH=8,0, T=RT
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4.5. MBB koncentracio

A pszeudo-elsérendii sebességi allando a gyakorlatban felbonthaté a valds, masodrendii

crer

crer

kinetikaban, igy magasabb monobromobimén koncentraci6 magasabb mért szulfid szintet fog
eredményezni. Ennek a pontos leirasat mar bemutattuk a 8. abran lathat6 kinetikai vizsgalatnal
is standard NaxS oldatot hasznalva. A vizsgalatot megismételtiik vérmintakat hasznalva és azt

tapasztaltuk, hogy a standard oldatokhoz hasonl6an linearis fliggést lathattunk (16. dbra).
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16. abra — Mért szulfid-koncentraciok szérumban kiilonb6z6 koncentraciéju MBB

torzsoldatokkal végzett elokészitések esetén [MBB]=0,33-1,1 mM, pH=8,2, T=20°C

A probléma azonban viszonylag konnyen kikiiszobdlhetd, hiszen az 5. dbran lathatd cstucsbol a
reakcioban alkalmazott monobromobiman mennyisége konnyen kvantitdlhato. Ehhez
mindossze egy vakminta injektalasara van sziikkség minden egyes elokészitési sorozatban. A
vakmintabol meghatarozott MBB koncentracido ezek utan felhasznilhato a mért adatsor
korrigalasara eltérd6 MBB koncentraciok esetén. Bar a monobromobiméan acetonitrilben
feloldva hetekig tarolhat6 -20 °C hémérsékleten, fontos megjegyezni, hogy idével bomlik és
zavard csucsok jelennek meg a kromatogramon. Emellett a szerves oldoszer parolgasa is

kozbejatszik, hogy az MBB torzsoldat koncentracidja idével lathatdan eltérjen a friss oldatétol.
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A jelenség gyakorlatban okozott hibdjat a 17. abra mutatja be szemléletesen, amelyen a két
tengely két kiillonb6zé modszer altal mért szulfid szinteket mutatja, mig egy pont egy human

plazma mintahoz tartozik. A két mddszer leirdsa megtalalhat6 a 0 és a 3.7 fejezetekben.
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17. abra — Egészséges, fenilketonurias (PKU) és CBS hidnyos felnéttek vérmintainak
osszehasonlitasa két kiilonb6z6 modszerrel mérve. ,,A” modszer: [MBB]=3,3 mM, pH=8,0, T=RT
,»B” modszer: [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C

Amig az 0 (,,B”) modszer altal mért értékek egyetlen MBB torzsoldat felhasznalasaval
késziiltek, addig a haromszdggel (A V) és korrel (o) jelolt vérek lemérése két kiillon MBB
oldattal tortént az ,,A” moédszert alkalmazva. A két skalan vizsgdlva az eredményeket a
fliggbleges skalan ezek egybeesnek a tobbi mérés median értékével, azonban a vizszintes
tengelyt nézve a piros korok medianja mar a tobbi ponthoz viszonyitva jelentdsen nagyobb. A
két mintahalmaz kromatogramjainak utdlagos Osszehasonlitdsa egyértelmiien megmutatta,
hogy a korrel jelolt pontokban magasabb MBB szint volt mérhetd, ami az abran lathaté médon
az ¢értékek a vizszintes tengelyen pozitiv iranyba tolodasat okozta. Ez a tapasztalat
kihangsulyozza, miért fontos egy mintahalmazt ugyanazon MBB torzsoldattal el6készitent,
lehetdleg egyetlen el6készitésen beliil. Természetesen ez a probléma egy alternativ megoldassal

is kikiiszobolhetd a 16. abra eredményét felhasznalva: minden el0készitéshez egy MBB
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torzsoldatot vagy egy mintaelokészitésen atesett vak oldatot injektalunk és ellendrizziik az
alkilalészerhez tartozod csucs teriiletét. Eredményeinket ezt kovetden sulyozhatjuk az
okozta varianciat. Megjegyzendd, hogy az MBB meghatarozas soran érdemesebb UV-Vis
detektalast alkalmaznunk, amellyel megbizhatébban kvantitadlhatunk korabban felvett

kalibracios egyenest hasznalva.

4.6. pH

Annak ellenére, hogy valamennyi mérést pufferelt kozegben végeztiink, mégis el6fordulhatnak
eltérések iddvel, hiszen vizes pufferoldatok stabilitdsa sem végtelen. A hatas vizsgalatahoz az
kozott, ezek segitségével pedig ugyanazon szérum mintat dolgoztuk fel. Bar az alkalmazott
HEPES puffer optimalis miikdési tartomanya 6,8 és 8,2 pH érték kozé esik, a jelentds
pufferkoncentrécio ellensulyozta a 8,2 pH feletti gyenge pufferkapacitasunkat. Ezt a 18. abran
tapasztalt novekedés is igazolta, hiszen elégtelen pufferkapacitas esetén nem lathattunk volna
valtozast 8.2 feletti pH tartomanyban Az irodalomban talalhatohoz hasonldé tendenciat
tapasztaltunk (Shen, Pattillo et al. 2011), amely a 18. abrdn lathat6. Azonban mig més forrasok
csupan a szarmazékképzés hatasahoz kotik a tapasztalt tendenciat, a mi esetlinkben a lehetséges

magyarazatok szama a labilis szulfid-tartalékok 1éte miatt boviil.
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18. abra — Szérumban mért szulfid koncentraciok a szarmazékképzést soran alkalmazott pH

fiiggvényében. [MBB]=1,1 mM, pH=7,4-9,5, T=20°C
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A jelenség magyardzata tehat tobb hatas Gsszessége, amelyek a kovetkezok lehetnek: 1) A
célmolekula, a hidrogén-szulfid savi disszociacids karakterisztikdja miatt, ugyanis a vizsgalt
tartomanyban H>S és HS™ formaban is jelen van. A két disszocidcios forma aranyat, tehat a két
szerint. Ez pedig az alkilalas reakciosebességét is ndveli, hiszen a deprotonalt HS™ molekula
jobb nukleofilként gyorsabban fog reagélni. 2) A kémiailag kotott kénszarmazékok, melyek tiol
csoporttal rendelkeznek, a magasabb pH okozta deprotonalodas hatdsara a hidrogén-szulfidhoz
hasonldan jobb nukleofill¢ valnak. Ennek kozvetlen kovetkezményeként monobromobimannal
reagalva kdnnyebben leszakithatoak, ahogy azt korabban be is mutattak. 3) A szulfid tartalékok
kozil a per- és poliszulfid formédban 1év6 komponensek bazikus hidrolizisre hajlamosak, tehat
konnyebben felszabadulnak magasabb pH hatasara novelve a szabad szulfid szintet (Hamid,
Tanaka et al. 2019).

Fontos megjegyezni, hogy ezek a magyardzatok bar kiilon-kiilon kisérletileg is bizonyitasra
keriiltek az irodalomban, tényleges hozzajarulasuk a pH okozta valtozdshoz nem ismert. Az
effektusok azonban nagyon kdnnyen kontrollalhatéva valnak megfeleld puffer alkalmazésaval,
hiszen igy minden mérésnél garantalhatjuk az adatok dsszehasonlithatosdganak szempontjabol

Iényeges, pontos pH értéket.

4.7. Homérséklet

A homérséklet hatdsa nagyon jol ismert reakcid- €és enzimkinetikaban, igy a mi esetiinkben is
mérhetd valtozast vartunk, amennyiben kiillonb6z6 hdémérsékleteken inkubaltuk a
reakcioelegyiinket az alkilalas soran. Az irodalomban vizsgalva a publikalt modszereket azok
rendre szobahomérsékleten kivitelezett reakciot irnak le. Ez azonban egy elég tag tartomanyt
takar, a tipikusan szigori gyogyszerkonyvek is 15-25 °C kozott rogzitik a szobahdmérséklet
fogalmat. Ez gyakorlatban nem egy jelentds probléma, esetiinkben azonban, ahol a
reakcidkinetika kozvetlen befolydssal van az eredményre, fennall a veszélye, hogy egy ilyen
engedékeny definicid mérhetd kiilonbségeket okoz a tartomany két végpontjan végzett mérés
kozott.

Ennek kimutatasara 15 €és 37 °C kozott végeztiink elokészitéseket ugyanazon plazma mintabol
5 kiilonb6z6 homérsékleten. Mind a vérmintakat, mind a reaktansokat és puffereket a reakcid
inditasa el6tt legalabb 15 perccel hiité-flitd termosztatba helyeztiik, hogy biztositsuk a pontos

homérsékletet. A 19. dbra mutatja a mért szulfid szinteket, amelyek a vartnak megfelelden
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novekvo tendenciat mutattak a hdmérséklet emelésével, a valtozas mértéke azonban meglepden

nagy volt.
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19. abra - Vérbol mért H,S koncentraciok az alkilalaskor alkalmazott homérséklet

fiiggvényében. [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=15-37°C

Az 4brabdl leolvashatd, hogy mindossze 5 °C kiilonbség is egy kétszeres szorzot jelent a
végeredménylink szempontjabol, ami példaul 6sszehasonlithatatlanné tesz egy esetleg télen
meért érteket egy nyari el6készitéssel. Egy ekkora mértékili, nem helyes termosztalasbol eredd
hiba teljességgel tonkreteheti méréseinket, ezért e paraméter szigoru fixalasa elkeriilhetetlen

analitikai kritérium.

4.8. Mintavétel és mintaelokészités soran fellépo fizikai, kémiai és biologiai
befolyasolo tényezok vizsgalata

A kinetikat befolyasol6 tényezdk sajnos nem meritik ki az dsszes, mért szulfid szintre hatassal

1év6 paramétert. A munka sordn tobb egyéb olyan kisérleti paramétert is felderitettiink, amely

hatranyosan befolyasolja mérési pontossagunkat, azonban nem az alkilalasi reakcio

sebességének valtoztatdsan keresztiil. Ezek a paraméterek az alkalmazott alkilaloszerre és a

képzett szarmazékra vannak hatdssal, az alkilalasi reakci6 ledllitasdnak modjat valtoztatjak,

crer
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4.9. Fény zavaro hatasa

Az alkilalasra hasznalt monobromobiman fényérzékeny vegyiiletként bomlasra hajlamos, ezért
erdsen ajanlott sotét kornyezetben dolgozni vele. Mind az alkilaloszer, mind a beldle képz6do
szulfid-dibiman megyvilagitas hatasara bomlast szenved, ezek a bomlasok pedig a mért szulfid
szint csOkkenését vonjak maguk utan. Mivel a fényérzékenység ismert jelenség, ezért az
irodalomban rendre hangsulyozzak a mintdk sotétben torténd feldolgozasat. A munka azonban

igy a korlatozott lathatosag miatt jelentdsen nehezebbé valik és kiilon, besotétitett helyiséget

igényel. Hogy a megvilagitds hatdsara bekovetkezé bomlas mértékét az el6készités sordn is
vizsgalhassuk, tobb megvilagitasi kornyezetben, ugyanazon mintan -elvégeztik az
elokészitéseket. Mivel az alkilaloszer és a termék az ultraibolya és rovid hullamhosszl 1athato

tartomanyban rendelkezik elnyeléssel, igy ezeket sziikséges elsésorban kizadrnunk. A

monobromobiman abszorpcidés spektruma az aldbbi abran lathatdé az egyes fényforrasok
sugarzasi spektrumai mellett:
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20. Abra — Monobromobiman UV-VIS abszorpciés spektruma és az alkalmazott megvilagitasok
tipikus sugarzasi spektrumai. Az abrazolt sugarzasi intenzitasok egymassal nem 6sszemérhetdek.

A rutin el6készitéseket olyan, teljesen elsotétitett szobaban végeztiik, amelyben kizarolag

monokromatikus, vOrds, kis intenzitasi LED fényforrasok biztositottak lathatosdgot. A
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kiértékelések soran ebben a kornyezetben végzett kisérletekhez hasonlitottuk a masfajta
megvilagitasban kapott eredményeket.

A referenciaméréssel szemben még 3 kiilonb6z6 megvilagitasi kdornyezetben ismételtiik meg a
mérést, egy esetben sotétitett szobaban fluoreszcens fénycsovet, egy esetben modern, meleg
fehér LED vilagitast alkalmaztunk, végil egy esetben a teljes elokészitést napfényes ablak elé
helyezve végeztiik. Minden elokészités soran a helyiséget a kisérlet elott legalabb 2 o6raval
légkondicionald segitségével 25 °C hémérsékletiire allitottuk, valamint a reakciokat vékony
falu, atlatsz6 mikrocentrifuga csovekben végeztiikk. Az atlatszé reakcidedényekre azért volt
sziikség, hogy a megvilagitas a teljes folyamat soran maximalis lehessen, mig a teljes labort
érintd termosztalasra azért volt sziikség, hogy a mintadkat ne a sotét, zart termosztatblokkban
kelljen elOkésziteni. A kromatografias mérés soran nem csak a termékhez, hanem az
alkilalészerhez tartozo csucsot is kvantitaltuk, hiszen alapvetden ennek a fényérzékenységét

irtak le az irodalomban (Kosower and Pazhenchevsky 1980).
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mérésre normalizalva a: voros LED vilagitas, b: fluoreszcens fénycso, ¢: melegfehér LED, d:

napfény, [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C

A 21. abran lathato modon varakozasunknak megfeleléen napsiitdtte mintakban (d) nagyon
jelentdsen csokkent mind a reagens, mind a termék koncentracidja, mig fluoreszcens
fénycsoves (b) megvilagitas alatt csak a termékben tapasztaltunk szignifikans csokkenést. Ez a
jelenség teljesen érthetd, hiszen a leginkdbb UV-tartomdnyban érzékeny analitokra a
legnagyobb UV-sugarzéssal rendelkezd napfény és a miikodésébdl addéddan szintén intenziv
UV-vonalakat kisugarzo fénycsé volt a legnagyobb hatassal. Erdekes azonban, hogy a

melegfehér mennyezeti LED vilagitas mar nem tudott szignifikdns bomlast produkalni a
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mintakban, hiszen a 20. &bran lathat6 fehér LED is sugaroz a 450 nm kornyéki
hulldmhosszakon. A kisérleti eredményekben a fluoreszcens fényszorassal ellentétben azonban
a LED 400 nm alatt nem sugaroz, mig a fluoreszcens kompakt fényszorasok miikddésiiknél
fogva, ha nem is nagy intenzitassal, de ebben a tartomanyban is sugaroznak, ez pedig a fénycso
belsd rétegének sériilésével, dregedésével nd. Osszesitve a rovidebb hullamhosszak erésebb
degradalo hatasat a kisérleteinknél alkalmazott elrendezésekkel (fehér LED esetén mennyezeti
vilagitast, fluoreszcens fény esetén azonban kozeli, intenzivebb megvilagitast alkalmaztunk), a
21. ébra tapasztalatai is megmagyarazhatoak.

A fehér LED megvilagitassal kapcsolatos eredményiink nagyon biztatd, hiszen ilyen modern
fényforrasok mellett Iehetdségiink van megfeleld latasi viszonyok kozott dolgozni, mikdzben a

mintainkat sem éri a mérés eredményeit befolyasold sugarzas.

4.10. Reakcié leallitaisanak modja

Az irodalomban egy kivétellel az alkilalas ledllitdsara és a fehérjék kicsapéasara valamilyen
savanyitast alkalmaznak, ahogy mi is (Shen, Kolluru et al. 2015, Tan, Jin et al. 2017). Bar tobb
kiilonb6zé sav is alkalmazhatd, példaul triklorecetsav, hangyasav ¢€s szulfoszalicilsav,
hatasmechanizmusuk megegyezik. Az alacsony pH-ju kornyezetben a reakcido sebessége
lecsokken, ekdzben a szabad hidrogén-szulfid, a protonalodési egyensuly jelentds eltoldsa miatt
(lasd 4. oldalon) kiparolog, valamint a fehérjék denaturdlodnak é€s kicsapodnak. Ezzel egy
1épésben allitjuk le az alkilalast és centrifugdlast kovetden tavolitjuk el a kromatografiat zavaro
fehérjéket.

Egy masik modszer etil-acetatos extrakciot javasol (Wintner, Deckwerth et al. 2010), ekdzben
ugyanis a szerves fazisba keriil at apolaris tulajdonsdga miatt mind az alkiladlészer, mind a
termék, mikozben a fehérjefrakcio a vizes fazisban marad. A szerves extraktum beparlasaval €s
visszaoldasaval egy tiszta oldatot kapunk, amely azonnal injektalhatd. Ennek a megoldasnak
tobb eldnye és tobb hatranya is van, amelyeket lehetdségeink szerint mérlegelni kell. Elénye,
hogy a kromatografias 1épés soran egy, a savas ledllitassal szemben sokkal kevesebb zavaro
komponenst tartalmaz6 oldatot kapunk. Ez kis hatékonysagt elvalasztas €s kis terhelhetdségii
kolonna esetén valhat fontossa. Mésik eldnye emellett, hogy a beparlas eldtti és a visszaoldasi
térfogat aranyanak valtoztatdsaval jelentOsen Kkiterjeszthetjiik érzékenységiinket. Ez kis
érzékenységli detektorok és nagyon kis hidrogén-szulfid tartalmti mintdk esetén kifejezetten
elényds. Hatrany azonban, hogy a beparlas folyamata jelentdsen ndveli az elokészités idejét,

tehat csokken az egységnyi 1d6 alatt feldolgozhaté mintak szdma. A modszer masik problémaéja
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az extrakcié hatékonysaganak kérdése. Ennek a monitorozasara megfeleld belsé standard
alkalmazéséra lenne sziikség, amely elvéalaszthatd az analittol, de ahhoz nagyon hasonléan
viselkedik az eldkészités folyaman. Erre kivalo példa lehet Na**S-bdl elééllitott SDB
hozzaadésa, azonban ez mar megkoveteli tomegspektrometrids detektalas meglétét, amely nem
minden esetben adott, koltséges €s bonyolult is.

A savas ledllitas ezzel szemben gyors, egyszerl és kvantitativ eredményt hoz. Hatranya, hogy
a kiilonboz6 szennyezok, matrixkomponensek tovabbra is az oldatban maradnak, ezért
koriiltekintobb kromatografias modszert igényel, ami viszont a mai technika lehetdségeivel mar
nem jelent akadalyt. Elméleti problémat minddssze az jelenthet, hogy a hirtelen savanyités
hatasara a savra érzékeny szulfid-tartalékok, amelyek a teljes tartalék jelentés hanyadat teszik
ki, felszabadulnak. Ekkor felmeriil a kérdés, hogy ez a hirtelen koncentracié-ndvekedés
megjelenik-e az eredményben vagy elég hatdsos-e a reakcid megallitdsa, hogy ne zavarjon
minket?

Ennek eldontésére azonos plazma mintdbdl elvégeztiik az eldkészitést triklorecetsavas és
extrakcids ledllitassal is. Az elébbi esetben a ,,B” moddszer szerinti rutin koriilményeket
alkalmaztuk, mig az extrahdlast 3x térfogatii etil-acetdt hozzdadasaval végeztiik, majd a
beparlas utan 1/5 térfogatu acetonitrilben oldottuk vissza a szildrd szdrmazékot. A 22. abran

lathaté mddon azt tapasztaltuk, hogy a két mdodszer azonos eredményt hozott.
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22. abra — Savas leallitas és szerves extrakcié 6sszehasonlitasa plazma mintaban. [MBB]=1,1

mM, pH=8,2, T=20°C

Amellett, hogy csaknem 100%-os kinyerést tapasztaltunk az extrakciés modszernél, a savas

leallitas sem novelte meg szignifikansan a mért szulfid szintet. Bar ez alapjan mindkét megoldas
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ugyanolyan helyes eredményre vezet, jelentds egyszerlisége €s nagy mintaszam esetén a

parolgasbol adodo kisebb hibaja miatt a savanyitast ajanljuk a jovoben is.

4.11. Pufferhatas vizsgalata

A mar vizsgalt pH fiiggést egésziti ki a puffer-fiiggés vizsgalata, azaz van-e hatassal a puffer
anyagi mindsége a mérésre. A vizsgalat soran biokémiai gyakorlatban legtobbet alkalmazott
puftereket (HEPES és TRIS-HCL) valasztottuk és azonos, 200 mM koncentrécidju és 8,2 pH
értéki oldatokat készitettiink beldliik. A kisérlet kiegészitéseként kelatort is adtunk a készitett
pufferek egy-egy részletéhez, hogy ennek a hatasat is vizsgaljuk. Irodalomban jol ismert
jelenség, hogy a hidrogén-szulfid oxidéacioja fémionok hatisara katalizalhat6 (Nagy, Palinkas
et al. 2014). Az eftektus kikeriilésére ezért a szabad fémionok eltavolitasara van sziikség, ennek
pedig legegyszeriibb ttja a kelatorok alkalmazasa. Ezt a monobromobimanos irodalom is tobb
cikkben tamogatja (Shen, Pattillo et al. 2011, Shen, Peter et al. 2012, Shen, Kolluru et al. 2015)
bemutatva, hogy DTPA alkalmazasdval jelentdsen nagyobb szulfid szint mérésére van

crer

puffereinket, hogy a kelator hatasat is lathassuk.

1001 ns

o

Mért H,S koncentracié (nM)
3
e
HT

23. abra — Kiilonboz6 6sszetételii pufferek hatisa a mért szulfid-koncentraciora plazmaban

[MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C, [DTPA]=71,4 uM (0,1 mM pufferben)
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Az eredmény eldzetes varakozasunknak megfelelden alakult, azaz a 23. dbran lathaté modon a
kiilonbozd puffer-komponensek nem, viszont a kelator jelenléte jelentésen befolyasolta az
eredményiinket. Ez az eredmény azonban egy tovabbi kérdést is felvetett: Hasonlo eredményt
kapunk-e mas kelator, pl. EDTA hasznalatakor is?

A kérdés relevancidja a mintavételre gyakran hasznalt EDTA-tartalmt csovek miatt fontos,
hiszen ekkor mar a teljes vérben is jelen van az EDTA, ami viszont hemolizist okozhat, azaz a
vorosvérsejtek sejtfala sériil, citoszol tartalma pedig az extracellularis térbe jut (Peter, Shen et
al. 2013). Els6 1épésben ezért megismételtiik az el6zo kisérletet HEPES pufferrel, amit 0,1 mM
EDTA-val egészitettiink ki. A 24. abran lathato is, hogy az effektus jelen van, am sokkal kisebb

mértékben.
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24. abra — EDTA és DTPA hatasa plazmaban mért szulfid szintre. [MBB]=1,1 mM, pH=8,2,
T=20°C, [DTPA]=71,4 uM (0,1 mM pufferben) [EDTA]=71,4 uM (0,1 mM pufferben)

Ez a tapasztalat azt mutatja, hogy az effektus vélhetdleg a két adalék komplexképzd
tulajdonsagéhoz kothetd, ahogy azt kordbban is allitottdk. Ennek megfelelden tehat a kelatort

is tartalmazo reakcidelegyekben az oldatban jelen 1évd szabad vas- és egyéb fémionok
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komplexbe kotddnek, ezaltal nem jarulnak hozzd a hidrogén-szulfid spontén/katalitikus

oxidaciojahoz ezzel csokkentve a mért szulfid szintet az alabbi egyszeriisitett egyenlet szerint:

@/kat 0
2 H,$+0, — 2 $°+2 H,0 (25)

Ennek jelenségnek az igazoladsa viszonylag konnyen elvégezhetd, hiszen csak ki kell mutatni a
fenti effektust szulfid standard oldat esetén is, valamint a keldtor védohatasat ugyanezen
oldatnal. Ehhez ~100 uM koncentracioji Na>S oldatot derivatizaltunk 4 kiilonb6z6 puffert
alkalmazva. Egy eredeti HEPES puffert (,,-DTPA”), egy 100 uM DTPA tartalmt puffert
(,+DTPA”) egy 1 mg/ml Fe*' tartalma puffert (,-DTPA +Fe”), egy vasat és kelatort is
tartalmazo puffert (,,+DTPA +Fe”).
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25. abra — Kelator és Fe**-ionok hat4sa hidrogén-szulfid oldatokra [MBB]=1,1 mM, pH=8,2,
T=20°C, [DTPA]=71,4 uM (0,1 mM pufferben) [Fe**]=71,4 mg/ml (1 mg/ml pufferben)

A 25. abréan lathato eredmények alapjan nekiink nem sikeriilt ezt a hatast kimutatni, a mért
mennyiségek nem kiilonboztek szignifikdnsan. Az alkalmazott pufferbdl semmilyen modon
nem tavolitottuk el az oxigént, igy elviekben a kén-hidrogén fémion-katalizalt oxidaciojat

semmi sem gatolta. Ez a reakcio elég jol ismert, mind a szulfiddal, mind a nitrogén-oxidokkal
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foglalkoz¢é teriileten bevett gyakorlat kelatorok hasznalata. Esetiinkben azonban az altalunk
alkalmazott rovid idéskaldnak koszonhetéen ez az effektus nem észlelhetd, igy az
ovintézkedésektol is eltekinthetiink, mint az oldatok oxigénmentesitése vagy extra kelatorok
hozzaadéasa a pufferhez. Felmeril viszont a kérdés, hogy miért észleliink mégis jelentds

effektust, ha szérumot vagy plazmat derivatizalunk kelator jelenlétében.

4.12. Mintavevo cso hatasa a mért szulfid szintre

Az mar ismert, hogy az EDTA hemolizist indukal teljes vérben, ami a mérhetd szulfid szint
novekedéséhez vezet (Unger, Filippi et al. 2007, Peter, Shen et al. 2013). Ezt mi is igy
tapasztaltuk, amikor egyazon egészséges donortol egy vérvétel soran tobb EDTA csovet
hasznalva vért vettiink. A csdvekbe kiilonb6zé mennyiségii vért vettiink le, valamint egy masik
donorto6l nagyobb térfogath csdbe is vettiink vért. Az eldbbieket azzal a céllal gyijtottiik, hogy
Az azonos térfogatokat tartalmaz6 csdveket az idébeli effektus vizsgalatara hasznaltuk fel, azaz
a mintavétel és a vordsvértestek szeparalasa kozott eltelt idd hatasat néztiik, amelyet 10 és 45
perc kozott valtoztattunk. A levett tele csovet alapos Osszerazas utan kisebb, azonos térfogata
részletekre osztottunk, amelyek egymastol eltéré6 idOpontokban szepardltunk a
vorosvértestektdl. Ez a szeparalds centrifugalast jelentett 5 percig 3000g-vel, ami utin
szétvalasztva a frakciokat érdemileg ,leéllitottuk” a plazmdban a tovabbi hemolizist.
Referenciapontként mindkét vérvételen beliil Li-Heparin tartalmt csébe is levettiink vért, ahol
feltételezésiink szerint minimalis mértékli hemolizist kell tapasztalnunk.

A mintdkat két moddszerrel is vizsgaltuk, egy részr6l higitas utan felvettiik UV-lathatod
spektrumukat és kovettiik a hemolizist, masrészrél természetesen megmeértiik a szulfid-
koncentraciokat is. A hemolizis kovetéséhez a hemoglobin Soret-sdvjanak intenzitisat, azaz
415 nm-nél mérhetdé abszorbancidjat mértik. A 26. abran lathatd6 modon azonos levett
vértérfogat (és ebbdl adddéan azonos EDTA koncentracid) esetén az idd novelésével a
hemoglobin mennyisége is nd. Ezzel parhuzamosan lathatjuk a 27. dbran a mérhetd szulfid-
koncentracio novekedését is. Referenciaként mindkét abran szerepel az ugyanezen vér Li-Hep

plazmajaban rogzitett spektrum és a mért szulfid szint.
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26. abra — Szeparalt plazmak UV-Vis spektruma a vérvétel és centrifugalas kozott eltelt ido
fiiggvényében (10-45 perc)
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27. abra — Szeparalt plazmakban mért hidrogén-szulfid koncentracio a vérvétel és centrifugalas
kozott eltelt id6 fiiggvényében [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C

Hasonl6 tendenciaja, de az el6z6nél nagyobb mértékii hemolizis jelentkezett, amennyiben a vér

crer

kozott valtoztattunk. A pontos levett mennyiségeket a csovekben a vérek szintjeinek pontos
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megjelolése utan egy masik cso jelig torténd toltésével hataroztuk meg. Egyértelmii a 28. abra

crer

-- Heparin
— EDTA

Levett vér térfogata

350 400 450 500 550 600
Hullamhossz (nm)

28. abra - Szeparalt plazmak UV-Vis spektruma a levett vér térfogatanak fiiggvényében (1,4-2,8
ml 4ml térfogatii mintavevé csében)
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29. abra - Szeparalt plazmakban mért hidrogén-szulfid koncentracié a levett vér térfogatanak
fiiggvényében. [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C
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Ugyanilyen jol lathaté trendet kovetnek a mért szulfid szintek is, azonban fiiggésiik joval
jelentdsebb az idofiiggés soran tapasztaltnal. Ez pedig azt jelenti, hogy a vérvétel soran a
legfontosabb tényezd, ami befolyassal van a mérésiinkre, az a levett vér térfogata. Ennek pontos
szabalyzasa nehézkes, mindenképpen tapasztalatot igényel. A szeparalds elotti inkubalas ideje
sokkal konnyebben szabalyozhatd, hatdsa a szulfid szintre pedig sokkal kevésbé jelentds.
Mindezek mellett persze nem lehetetlen egy pontos és reprodukalhaté mintavétel kivitelezése
EDTA tartalmt csovekbe, mégis, egyetértésben az irodalommal mi is ellenezziik ezeknek a
csoveknek a hasznalatat (Peter, Shen et al. 2013). Ennek oka nem is a hemolizis jelensége,
sokkal inkdbb a reprodukalhatosadg jelentdés romlasa, aminek az elkeriilése az egyik f6
célkitlizésiink volt.

A kiilonb6z6 csovek Osszehasonlitdsara ujra vért vettiink egy donortdl 3 eltérd tipusu
mintavételi csébe. A Li-Hep és EDTA plazmak mellett citratot tartalmazé plazmat is vettiink,
valamint szérumot alvadast eldsegitd faktor géles csOben. Kiilon kisérletet is végeztiink, amely
soran a mar szeparalt Li-Hep plazmat attoltottiik EDTA tartalmu csdbe (,,HeparintEDTA”),
hogy ezzel a plazma és EDTA ko6z6tti kolcsonhatast megfigyelhessiik. Kiilon figyeltiink arra is,
hogy a kevert mintdnal az EDTA-s cs6be levett vérrel azonos térfogati plazmat toltslink.
Citrétos csd esetén a mintavételt pontosan az el6irds szerint végeztiik és szdmoltunk a higuldssal
is, az EDTA cs6be viszont csak kis mennyiségli vért vettiink, hogy kiméljiik az 6nkéntes donort

¢s takarékoskodjunk a Li-Hep plazmaval, amibdl a kevert mintat is eléallitottuk.
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30. abra - Mért szulfid szintek a mintavételhez hasznalt csé tipusanak fiiggvényében. [MBB]=1,1
mM, pH=8,2, T=20°C

A 30. abran lathato eredmények tobb fontos jelenséget is jol prezentalnak. Egyértelmi, hogy a
szérum/Li-Hep/Citrat mintakbol ugyanazon koncentraciokat mérjiik, tehat itt a mintavételnél
hasznalt segédanyagok semmit sem befolyasolnak a szabad és kotott HoS egyensulyaban.
Ezekbdl a mintakbol tehat 6sszehasonlithatd eredményeket szerezhetiink, akkor is, ha a véreket
nem azonos csovekbe vették le. Ez nagy elény, mivel kikiiszoboli a vérvétel modjabol adodod
kiilonbségeket. Ez olyan esetekben lehet kritikus fontossadgu, amikor a véreket mar korabban
levették, miel6tt felmeriilt volna az igény HoS mérésére.

A fentebb emlitett mintdk azonossaga még egy dologra hivja fel a figyelmet, eszerint ugyanis
a szérum képzddésekor, tehat a véralvadaskor nem veszitlink el szignifikdns mennyiséget a
szulfid-tartalékokbol. Ellenkezd az esetben ugyanis a szérum mintaknal csokkenést kellett
volna tapasztalnunk, hiszen a tartalékok elvesztek volna az alvadt frakcidban.

A masik mar latott effektus az EDTA mérhetd szulfidot noveld hatdsa. A 30. dbran latott
csaknem 9x novekedés oka lehet, hogy a mintavételi csovet kevesebb, mint feléig toltottiik csak,

igy relative nagy az EDTA koncentracioja, és ez a 29. abra alapjan konnyen kikovetkeztethetd

57



A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektalasa fiziologias rendszerekben

is. A tapasztalt nagy valtozas emellett jol mutatja, mennyire fontos a nagyon preciz mintavétel
és mekkora hibat tudunk ezzel bevinni a mérésiinkbe. Erdekes azonban a HeparintEDTA
mintdban lathaté szintén jelentés ndvekedés, ami mar kizarja a hemolizist, hiszen mar eleve
szeparalt plazma keveredett EDTA-val. A két szomszédos minta (EDTA ¢s HeparintEDTA)
kozotti kiilonbség vélhetdleg a hemolizisnek tudhato be, hiszen csak annyi a kiilonbség, hogy
az EDTA teljes vérben vagy méar csak a plazméban volt jelen. Az, hogy még plazmaban is 3-
4x kiilonbséget tapasztalunk a referencia Li-Hep plazmahoz képest, valamint a tény, hogy nem
lattunk kiilonbségeket a 25. abran Fe*'-ionok hozziadasa mellett sem, azt sugallja, hogy egy
olyan hattérfolyamattal allunk szemben, amely soran az EDTA kén-hidrogént szabadit fel. A
vérben megtalalhato lehetséges H»S tartalékok kozott erre tobb lehetséges mechanizmust is
talalhatunk. Egy részrdl a konnyen hozzaférheté metalloproteinhez koordinalt szulfid
molekuldk kompetitiv uton leszorithatoak a kotd metalloenzimekrdl, ebben az esetben azonban
nem varhatunk nagyon hozzéjarulast, hiszen egy aktiv centrumhoz torténd H>S koordinécio
alapja lehet toxicitasanak. Sokkal jelentOsebbek ezen effektushoz vald hozzéjarulasuk
szempontjabol a vas-kén klaszterek, amelyek azon til, hogy nagy mennyiségben tartalmaznak

ként, kelatorok hatasara destabilizalhatoak, azaz a kotott HoS felszabadithato.

4.13. Négy kiilonboz6 elokészitési modszer dsszehasonlitasa

A fentebb bemutatott tapasztalatok alapjan tehit minden kiilonb6z6 elOkészitési eljaras
kovetkezménye eltérd végeredmény lesz a mért szulfidszintben. A kiilonallo tapasztalatokat
megprobaltuk megvizsgélni a gyakorlatban is, ezért néhany irodalmi modszert dsszevalogatva
elvégeztiik az ott leirt elokészitéseket azonos vérmintakon.

Hérom irodalmi ¢és egy sajat protokollt valasztottunk, ezeket pedig lehetdségeinknek
megfelelden kovettiik (2. tablazat). A mintavételbdl adodo kiilonbségektdl eltekintettiink és
kizarolag eldzetesen levett, fagyasztott Li-heparin plazmat hasznaltunk minden eldkészitéshez.
Mivel a cikkek rendre szobahdmeérsékletii elokészitésre hivatkoztak, igy mi 6nkényesen 20,0
°C-on termosztalva végeztiik az Gsszes elokészitést. Bar egy cikk hipoxids koriilményeket
kovetelt volna meg, ett6l mi eltekintettiink a 4.11 fejezetben tapasztaltak miatt.

A mérések a vartaknak megfeleléen 4 kiilonb6zé eredményt hoztak a 2. tdblazatban lathato
moddon, amely a munka sordn feltart paraméterfiiggés kovetkeztében immar konnyen

értelmezheto.
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2. tablazat - Azonos plazma mintabdl szarmazé mért szulfid-koncentraciok 4 kiillonb6z6

protokollt kovetve
. Alkilalas | MBB 1res Mért H2S
Modszer Puffer pH ideje Konc. Leallitas (nM)
»1” (Shen,
100 mM TRIS + 200 mM
Kolluru et 9,5 30 min 3,3 mM 416 +13
0,1 mM DTPA szulfoszalicilsav
al. 2015)
”2”
(Wintner,
Etil-acetatos
Deckwerth | 50 mM HEPES | 8,0 10 min 3,3mM . 124 £ 1
extrakcio
et al.
2010)
»3” (Tan,
. 100 mM TRIS + . 11,66
Jin et al. 8,5 60 min 20% FA 460 £ 16
3,4mM EDTA mM
2017)
»B”, Sajat
' 200 mM HEPES | 8,2 10 min 1,1 mM 50% TCA 43 +2
fejlesztett

A mért értékek szépen mutatjdk az altalunk is prediktalt tendencidkat. A legkisebb MBB
koncentraciot hasznalo, legrovidebb alkilalasi idejii sajat modszer adta a legkisebb mért szulfid
szintet, mig ezzel szemben a legnagyobb MBB koncentracioval operalo, leghosszabb alkilalasi
idejli elokészités (,,3”") hozta a legmagasabb eredményt. Fontos emellé azonban hozzatenni,
hogy a ,,3” és ,,1” mddszer koziil bar id6, MBB koncentraci6 szerint is az eldbbinek jelentdsen
magasabb eredményt kellene hozni, mégis megkdzelitdleg azonos szintet lathatunk. Ennek a
hatterében az ,,1” mddszer magasabb pH-ja 4ll, valamin a reakci6 heterogén természete, ugyanis
az ,,1” moddszer 30%-os ACN tartalméval szemben a ,,3” modszerben a reakcidelegy ACN
tartalma mar 58%-o0s, ennek hatdsira pedig jelentds fehérjekicsapodast tapasztaltunk, ami
Iényegesen lassithatta, korlatozhatta a szulfid-tartalékok felszabadulasat, alkilalasat. Szintén
egyértelmiien latszik, hogy az ,,1” moddszer a ,,2” modszerhez képest jelentdsen magasabb
eredményt ad, hiszen magasabb a pH, hosszabb alkildlasi id6 és a kelator jelenléte mind ebbe
az iranyba mozditja a végsdé eredményiinket. Szintén a vartnak megfelelden a ,,2” modszer is
sajat protokollunkkal szemben hdromszor nagyobb MBB koncentraci6 miatt produkal

haromszor nagyobb mért szulfid szintet, a 16. abran latottaknak megfelelden.
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Ezen eredmények is alatamasztjdk, hogy a terlileten sziikség van standardizalt moédszer
bevezetésére, hiszen megannyi paraméter megvaltoztatdsa ugyanennyi kiillonb6zo
végeredményhez vezet. Bar az eredmények korrekcidjara lehetdség lenne a pontos paraméterek
¢s a paraméter-fiiggések ismeretében, azonban nagyon fontos kiemelni, hogy az egyik
legnagyobb hatést kivaltd tényezd, a homérséklet, az irodalmi protokollokban rendre nem
szerepel pontosan, lehetetlenné téve ezzel a korrekcidt. Egy pontosan koriilirt, a teljes tertilet

altal elfogadott standardizalt paraméter-egyiittes jelentheti a megoldast a problémara.
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5. A mddszer validalasa és alkalmazasa betegmintakon

5.1. A mddszer hosszu tavu reprodukalhatésaga

Miutdn minden befolyasold mérési paramétert rogzitettiink, a modszer megbizhatdsagat is
szlikséges volt megmutatni, hiszen igy igazoljuk, hogy az eredmények reprodukélhatéak. Ehhez
ugyanazon plazma mintit osztottuk szét 25 pl térfogatu részletekre, amelyeket -80 °C
hémérsékleten taroltunk felhasznalasig. Egy honapos idétartam alatt 8 kiilonb6zé napon
dolgoztunk fel 3 parhuzamos mintéat, amelyhez a monobromobiman tartalmu puffert minden

nap frissen kevertiik. Az egyes parhuzamos mérések eredményeit a 31. abra mutatja.

200
s
£ Y . "". """"" :;_;_":'0'_"
2 150f . _____. T S A Chill
‘o
c
(o]
2 100
I
2
I
T 50
‘Q
s

0

Ismétlések

31. abra - Ugyanazon plazmabdél mért szulfid szintek egy honapon keresztiil. A vizszintes
szaggatott vonalak a teljes atlaghoz képest szamolt 10% eltérést jelolik. [MBB]=1,1 mM, pH=8,2,
T=20°C

Egy adott napon beliili relativ szoras atlaga 3,6%-nak adddott, mig a napi atlagok kozotti relativ
szoras értéke 4,0% lett. Ez jelentds javulas a kordbbi hosszl tavu eltarthatosagi vizsgalat 50%-
os eredményéhez képest, amelyet az ,,A” modszer nyujtott. Emellett még sikertilt egy ujabb,
tomegspektrometriat alkalmaz6 technika szordsdhoz képest is jobban teljesiteni, aminek

vélhetden a kisérleti paraméterek nagyon pontos kontrollja az oka (Tan, Jin et al. 2017).
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Ezzel parhuzamosan kivancsiak voltunk, hogy a frissen levett és fagyasztott, majd kiolvasztott
vérmintak kozott lathatunk-e mérhetd kiillonbséget, azaz a fagyasztds, majd kiolvasztas
befolyasolja-e az eredménylinket. Ehhez a kisérlethez frissen levett szérum €s plazma mintakat
dolgoztunk fel kdzvetleniil vérvétel és szeparalds utan, valamint 6 6ras fagyasztast kovetden. A
mérések alapjan a fagyasztasi/olvasztasi ciklus nem volt hatdssal a mért szulfid

koncentraciokra, ahogy az a 32. abran is lathato.

S 100
£ ns ns B Friss
Ne) | [0 Fagyasztott
B4 80+ -T-
Q — 1
£
5 601
%)
c
S 40
(/)]
N
I 20+
v
\©
= 0 . .
“o“\ 1,<°°
(<) \O
oV Q

32. abra — Friss és fagyasztott vérmintikban mért szulfid szintek 6sszehasonlitasa [MBB]=1,1

mM, pH=8,2, T=20°C

A mérések nem mutattak szignifikans eltérést a friss és fagyasztott mintdk kozott, ami egy
nagyon jelentds kovetkezménnyel jar: a mintavétel helye és ideje teljesen elvalaszthato a mérés
helyétdl €s idejétdl. Ennek a jelentds gyakorlati elénye, hogy lehetdség van egyfeldl a mintdk
szallitasara, tehat nem sziikséges a betegek mellett analitikai infrastrukturat kialakitani, hiszen
a mérés intézetek kozotti egyiittmitkddésben is elvégezhetd. Ugyanakkor az id6 sem szab gatat
nekiink, mivel lehetdségiink van a kis részletekben vagy hosszii iddé alatt begytjtott
mintahalmazok egyszeri, egy elOkészitéssel torténd lemérésére, igy jelentdsen tudjuk
csokkenteni a kiilonbozo elokészitésekbdl adodo hibat. Ez pedig egy tjabb 1épés afelé, hogy
minél kisebb valtozasok érzékeny detektalasat tegyiik lehetévé. Ennek kdszonhetd, hogy ritka

betegségek mérésére is lehetdségilink van, hiszen ilyen mintak beszerzése a betegek kis szama
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miatt nagyon nehézkes. Emellett érdemes megjegyezni, hogy a 32. 4bra alapjan joggal

feltételezhetjiik, hogy a késdbbiekben mért eredménylink kozel all a valds fiziologias értékhez.

5.2. Médszer validalasa etilmalonsav enkefalopatias betegek vérével

A modszer klinikai validalasdhoz olyan betegek vérére volt sziikségiink, amelyben jol ismerten
magasabb H»S szintet mérhetiink. Korabban megjelent tanulmanyban a vizsgalt allatok vérét
NazS oldat intravénas bejuttatasa utan elemezték, ahol ki is mutattak a megnovekedett szulfid
szintet validdlva modszeriiket (Wintner, Deckwerth et al. 2010). Mi ezzel szemben valos
betegeken kivantuk megvizsgalni, valoban képesek vagyunk-e endogén fizioldgias
valtozasokat detektalni mesterséges beavatkozas helyett.

Ehhez egy pragai, ritka betegségekre szakosodott csoporttal valo egyiittmikodésiink nyujtott
lehetdséget, igy néhany etilmalonsav enkefalopatias beteg vérmint4jat tudtuk elemezni.

Az etilmalonsav enkefalopatia egy Ordkletes recessziv genetikai elvaltozas, amely a
metabolizmust érinti  (Orpha.net 2020). A betegség velejardja a hidrogén-szulfid
katabolizmusanak sériilése, ebbdl adodoan pedig a szervezetben a H»S toxikus felhalmozodasa.
Tiinetei mar sziiletés utan nem sokkal jelentkeznek, a neuroldgiai problémak pedig
folyamatosan fejlédnek ki. Leggyakoribb tiinet a hasmenés, rohamok és bevérzések (petechiak)
jelenléte, ezek egésziilnek ki izomgyengeséggel és a fejlodés visszamaradasaval. Az
etilmalonsav enkefalopatiaval érintett betegek varhato élettartama 10 év alatt van. Kiilondsen
ritka (<1/1 000 000) betegseég, 1990-es leirasa ota kevesebb, mint 100 beteget regisztraltak a
vilagon (Hoffmann, Hunneman et al. 1990, Dionisi-Vici, Diodato et al. 2016, Orpha.net 2020).
Az elvaltozds az ETHEIl génen torténik, amely az ETHEI fehérjét (ethylmalonic
encephalopathy 1 protein) kddolja. Ez a fehérje a mitokondriumban latja el kén-dioxigenaz
funkcidjat, azaz kénbdl glutation €s oxigén segitségével szulfitot termel, amely ezt kdvetden
tovabb oxidalddva szulfatként tiriilhet a szervezetbdl. A reakcid a hidrogén-szulfid oxidacidjan
at el6szor glutation-perszulfid keletkezésével jar (26 egyenlet) amit a szulfid-kinon-
oxidoreduktaz végezhet), majd ezt koveti az enzimatikus Iépés, melyben oxigén
felhasznalasaval Gjra képzédik a redukalt glutation, a kén pedig SOs*-4 oxidalodik (27) az
alabbi két egyenlet szerint (Tiranti, Viscomi et al. 2009):

GSH +S” — GSSH (26)

GSSH + 0, + H,0 — GSH + SO} + 2H" 27)
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Az ETHEI gén defektusa az ETHEI protein kisebb aktivitadsat és csOkkent szubsztratkotd
képességét vonja maga utdn, tehat a fentebb jelolt reakcid sebessége jelentdsen lecsdkken.
Ennek két vonzata is negativan befolyasolja a szervezetet:

Csokkent mértéki a szulfid-katabolizmus, igy lehetdsége van a kén-hidrogénnek
felhalmozodni. Az egyébként gaz halmazallapott jelatvivo molekula toxikus tulajdonsagu is,
példaul gatolja a citokrom-c-oxidaz miikodését is, tehat a sejtlégzés €s energiatermelés is sériil
a sejtben (Nicholls és Kim 1982). A citokrom-c-oxiddz aktivitds szinte teljes eltiinésének
kovetkezményeként az izmokban és az agyban a gatolt oxidacidé miatt jelentdsen megnd a
szerves savak (tejsav, etilmalonsav) koncentracidja, ezek pedig a vérbe jutva és ott
felhalmozodva okoznak tovabbi problémakat.

A metabolizmus ezen koztitermékei a vérbol a vizeletbe jutva jelentik az EE diagnézisanak els
1épését, mivel az etilmalonsav, 2-metilborostyankdsav, izobutirilglicin és izovalerilglutaminsav
megndvekedett szintje vizeletbdl kimutathatd. Ezek azonban nem egyértelmi indikatorai az
EE-nek, mivel ugyanezt tapasztalhatjuk SCADD (rovid szénlanct acil-CoA dehidrogenaz
hiany), MADD (multiplex acil-CoA dehidrogenaz hiany) vagy 2-es tipust glutarsav aciduria
esetén. A biztos valaszt genetikai vizsgalatokkal, az ETHE1 gén ellendrzésével nyerhetjiik. Az
alkalmazott kezelés a legtobb esetben vitaminpotlds, L-karnitin, riboflavin vagy Q10
szedésével a sejtek energiatermelése némiképp javithato. Ezt egészitik ki tiineti kezelésekkel,
mint gorcsoldd, izomlazitd, antiepileptikum szedése, valamint fizikoterdpidval €s rendszeres
vizsgalatokkal. Az irodalomban azonban mar két esetben is megjelent a majtranszplantacioval
torténd kezelés, amely soran a néhany hoénapos, EE diagnosztizalt betegek ortotopikus
majtranszplanticion estek at (Dionisi-Vici, Diodato et al. 2016, Tann, AiDhaheri et al. 2019).
Ezt kovetden mind biokémiai laboreredményeikben, mind neurologiai szempontbdl nagyon
jelentds javulds volt tapasztalhatd. Ezért a méajtranszplantdcionak, mint az etilmalonsav
enkefalopatia kezelésének leghatékonyabb modjanak nagy jovdje lehet.

Ezek alapjan az ETHEI deficiens betegek vére kivaldo valasztds a modszer klinikai
alkalmazhatdsaganak vizsgalatara, hiszen jol kortilirt problémardl van szo, amelynél egerekben
bizonyitottdk, hogy ETHEI hianydban a szdvetekben szignifikdnsan megndé a HaS
koncentracidja. Ez kismolekula révén konnyen a vérbe juthat, igy elviekben mérhetd is lesz a
koncentracioja.

Ritka betegségként csak néhdny vérmintdhoz tudtunk hozzdjutni Prof. Viktor Kozich
segitségével, ezek azonban rendkiviil hasznosnak bizonyultak a 33. abra eredményeinek

tekintetében.
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33. abra — Etilmalonsav enkefalopatias (EE) betegek plazmajaban mért szulfid szint egészséges
plazma mintak mellett. [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C. A korrel (®) jelolt eredmények Li-Heparin
tartalmu cs6bdl szarmazo plazmat jeldlnek, mig a haromszoggel (A ) jelolt eredmények EDTA tartalmu

csObe vett plazmabol szarmaznak.

Nagyon fontos megjegyezni, hogy az els6 kontrollmérések (amelynek eredményei a 5.4
fejezetben is szerepelnek) még a hdmérséklet pontos kontrollalasa nélkiil torténtek 20 °C felett,
ez okozza a relative magas értékeket mindkét csoport esetében. A késobbi, kiegészitd méréseket
mar 20,0 °C homérsekleten végeztiik, valamint meghataroztunk egy korrekcios faktort is a
kordbban mért mintdk jboli meghatarozasaval. A kapott korrekcids faktorbol igy a 19. abra
alapjan meg tudtuk becsiilni az eredeti alkilalasi hdmérsékletet, amely 28,2 °C-nak adodott.
Mivel ezek az eredmények kozlésre keriiltek, igy minden mas adatot ennek megfelelden,
magasabb hémérsékletre atszamolva adtunk meg. Tobb esetben is a Li-Heparin plazma mellett
EDTA plazmékat is sikeriilt beszerezniink ugyanazon betegektdl azonos mintavételnél. A
kelatort is tartalmazo plazmak jellemzéen 50%-kal produkaltak nagyobb mérhetd szulfid
szintet, mint LiHep parjaik. Az 4bran jol latszik, hogy az Osszes mért eredmény bdven az
egészséges csoport tartomanya felett helyezkedik el, ami jol egyezik az elvarasainkkal.

Arra a kérdésre, miszerint a jelentds ndvekedés a szabad szulfidként vagy a szulfid-

tartalékokban pufferelve 1étezik, ebbdl a mérésbdl nem tudunk vélaszolni. Mivel vélhetéen a
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vér jelentds szulfid-puffer kapacitassal bir, ezért feltételezhetjiik, hogy a szabad szulfid szint
tovabbra is nagyon alacsony.
Az eredmények alapjan 2 fontos megallapitast tehetiink:
A modszer alkalmas klinikai mintdkban a szulfid szint meghatdrozasara és képes
kiilonbséget tenni egészséges €s a szulfid-metabolizmus modosuldsaban érintett betegek kozott.
Etilmalonsav enkefalopatias betegeknél a vérbeli szulfid mérése jo kiegészitd indikatora
lehet a szerves sav diagnosztikdnak, mivel elézetes eredményeink alapjan CSAD (cisztein-
szulfindt-dekarboxildz) deficiens beteg vérét vizsgalva szignifikdnsan alacsonyabb szulfid
szintet mértiink az egészséges kontrollokhoz képest, tehat még genetikai vizsgalat elott lehet
eloére jelezni, hogy vajon ez esetben melyik betegség allhat fenn. Ennek az egyértelmii
tisztazasahoz azonban sziikség van tovabbi mérésekre, mivel a CSAD deficiencia esetén is ritka

betegségrol (1/50000) van szo, idaig csak egy mintahoz tudtunk hozzéjutni.

5.3. ATB-346 gyulladas- és fajdalomcsillapito szer fazis 2 vizsgalata

Munkam soran lehetdségiink nyilt bekapcsolodni egy fejlesztés alatt 1évo gyogyszer-hatdbanyag
vizsgalataba is. Ez a gyogyszer az ATB-346, amelyet az Antibe Therapeutics Inc. (Toronto,
Kanada) dolgozott ki gyulladas- ¢és fajdalomcsillapitasra. A 34. abran bemutatott hatéanyag
molekula egy olyan naproxen-szarmazék, mely az alapvazhoz észterformaban kotve a

szaggatott vonallal jel6lt helyen egy szulfid-donor funkcidscsoporttal rendelkezik.

NH,

S

34. abra — ATB-346 molekula szerkezete. A szaggatott vonaltol balra helyezkedi el a naproxen

alapvaz, jobbra a szulfid-donorként funkcional¢ aril-tioamid csoport

A gyogyszer jelenleg fazis 2 klinikai vizsgalati statuszban all, amely keretein beliil kopasos
izlileti gyulladas (osteoarthritis) kezelését vizsgaljak. A betegséget jelenleg rutinszerlien nem-
szteroid gyulladascsokkentével (NSAID), példaul naproxennel kezelik. Ezeknek azonban karos
mellékhatasai is ismertek: problémakat okoz az emésztdrendszerben, huzamosabb szedése

gyomor- ¢és bélnyalkahartya-fekély kialakuldsat okozza sok esetben, COX (ciklooxigendz)
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gatlohatason keresztiil. A mellékhatasok csokkenthetoek, ha a paciens egyéb gyogyszert is
fogyaszt, példaul Hisztamin H-2 receptor antagonistat vagy proton-pumpa inhibitort, amelyek
csOkkentik a gyomorsav termelését (Goldstein, Johanson et al. 2007).

A hidrogén-szulfid esetén tobb cikkben is kimutathato volt gyulladascsokkentd és gydgyulast
elosegitd hatasa (Wallace, Dicay et al. 2007, Blackler, Motta et al. 2015, Motta, Flannigan et
al. 2015). Ebbdl kdnnyen megérthetd, hogy miért hasznos egy NSAID molekula kapcsoldsa
szulfid-donor csoporttal, ahogy azt az ATB-346 esetében is tett¢k. Ezzel a kapcsolassal a
gyulladascsokkentd kifejti hatasat, mig a felszabaduld kén-hidrogén csokkenti a karos
mellékhatasokat. Ezt a véddhatas allatkisérletekben is sikeriilt kimutatni, patkanyok esetében a
naproxenhez hasonldéan gatolta a gyogyszermolekula prosztaglandin E(2) szintézisét, mikdzben
elhanyagolhat6 kéarosodast okozott az emésztérendszerben (Wallace, Caliendo et al. 2010).
Olyan esetekben is, ahol a patkdnyok emésztdrendszerének védekezését eleve gyengitették, az
ATB-346 kezelés szintén nem okozott jelentds problémdkat. Fontos még hozzatenni, hogy az
ATB-346 nem volt hatassal a vérnyomasra az allatmodellekben.

Fazis 1 klinikai vizsgalata soran egészséges onkéntesekben naproxen kontrollhoz képest sokkal
jelentdsebb, ~6x hatassal birt COX gatlds szempontjabol, valamint a hatdsa is tovabb tartott.
Ezt kovette a Fazis 2 vizsgalat, amelyben mar kopdasos iziileti gyulladasban szenvedd betegek
kaptak meg a gyodgyszert. 12 beteg 10 napig kapott szokasos naproxen adagjahoz viszonyitva
1/6 dozisban (250 mg) ATB-346-ot, mikdzben vizsgaltak a vérben a COX aktivitast és kovettek
a betegek fajdalmat is (Wallace, Vaughan et al. 2018). A kisérlet sikeres volt, megerdsitette a
Fazis 1 eredményeket is, ugyanis a hatéanyag jelentdsen csokkentette a fajdalmakat és jol
mérhetden csokkent a COX aktivités is a relative alacsony dozis ellenére is.

A Fazis 2 vizsgalat kovetkezd 1épése az emésztérendszert érintd mellékhatasokra iranyult,
ebben a szakaszban vettiink részt egyiittmiikodé laborként, a mi feladatunk volt a kezelt betegek
vérében a szulfid szint meghatarozasa kontroll betegekkel szemben. A vizsgalat leirdsa a 3.10
fejezetben talalhato.

A mintdk eredményeire tekintve a 35. dbran statisztikailag szignifikans szulfid szint novekedést
lathatunk az ATB-346-tal kezelt betegek véreiben a naproxent haszndl6 csoporttal szemben. Ez
pontosan megegyezik varakozéasunkkal, hiszen a hatéanyag szulfid-donorként funkcional, igy
az eredmény nem meglepd, viszont nagyon fontos két szempontbol is. Egy részrdl sikeriilt
kimutatni a gyogyszer szulfid-donor tulajdonsagat vérbdl, azaz valoban noveli a kdrnyezetben

crcr

hozzéjarul a mellékhatasok csokkentésé¢hez. Més részrdl azt is igazoltuk, hogy megfeleld
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nagysagu csoport esetén még kis kiilonbségeket is képesek vagyunk detektalni biologiai

mintakbdl.

150 * ok K

100:
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<

Szulfid koncentracié (nM)

—=— -

0 Y T
Naproxen ATB-346

35. abra — Naproxennel és ATB-346-tal kezelt betegek plazma mintaiban mért szulfid szintek.

[MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=20°C

A vizsgalat f6 célja az emésztdrendszert érintd karos mellékhatasok csokkenésének bizonyitasa
volt, ehhez a gyomorban és patkobélben endoszkoppal vizsgaltak a fekélyek megjelenését,
méretét €s szamat. Az eredmény hatarozottan pozitiv lett, ugyanis naproxen kontrollal
Osszehasonlitva, ahol a paciensek 42%-anal talaltak fekélyt, az ATB-346 csoportban ez a szdm
minddssze 2,5% volt. Ezen til a fekélyek mennyisége kozott is jelentds volt a kiilonbség, mig
53 kontrol betegre esett 210 fekélyes seb, addig a teljes ATB-346 csoportban minddssze négyet
regisztraltak 3 f6nél. Patkobélben is hasonlo volt a tapasztalat, a kontroll csoportban 7 fekélyt
talaltak, a kezelt csoportban pedig egyet sem. 5 mm-nél nagyobb fekélyes seb a kontrollcsoport
25%-4anal volt detektalhato, az ATB-346 csoportnal viszont nem talaltak ilyet.

A vizsgélat tehat sikeresen zarult, résziinkrél a molekula szulfid-donor tulajdonsaganak
igazolasaval plazmaban, a vizsgalatvezetd részérél pedig az emésztérendszeri karos
mellékhatasok nagyon jelentds csokkenésének igazolasaval. A kutatas kovetkezo része jelenleg

is folyik, amelyben a szulfid-donor effektus 1d6- és dozisfiiggését vizsgaljuk.
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5.4. Homocisztinurias betegek vérének vizsgalata

Az ujonnan fejlesztett modszerrel és a korabban alkalmazott metodussal egy egylittmikodés
keretein beliil kerestiink dsszefiiggést a hidrogén-szulfid koncentracio és az egyes enzimatikus
defektusok ko6zott. Ehhez szintén, Prof. Viktor Kozich biztositotta a mérendd mintakat. Prof.
Kozich és csoportja a purint, homociszteint €s B-vitaminokat érint6 Gtvonalak elvaltozasaira és
az egyéb mitokondrialis zavarokra fokuszal, azok patogenetikdjat és molekularis alapjait
kutatjak. K6zos tudoméanyos tevékenységiink az egyes transzszulfuraciot érinté elvaltozasok
alapos metabolomikai vizsgalatat célozta meg, kiemelve a klasszikus homocisztinuriat.

A homocisztinuria egy ritka (1:300000-1:600000), 6rokletes, autoszomalis recessziv betegség,
amelynek legfontosabb velejardja a homocisztein szintjének jelentds megemelkedése, ez
vizeletben és vérben is kimutathaté (Orpha.net 2020). Az elvaltozas hatterében nagyon sok
esetben a CBS enzim defektusa (CBSD) jelenik meg, de ezen kiviil tobb mas okbol is
manifesztalodhat a probléma.

A 36. 4bra alapjan két fontos utvonal felelds a homocisztein szintjének kontrollalasaért. A HCys
katabolizmus a transzszulfuracios utak mentén, amelyek a homociszteint, mint kénforrast
hasznaljak kiilonb6z6 kéntartalmi metabolitok és hidrogén-szulfid eldallitdsara. A jelenleg
vizsgalt betegség szempontjabol itt a kulcsfolyamat a CBS enzim altal katalizalt reakcio, amely
cisztationin a CSE enzim segitségével ciszteinné alakithato, ami tovabbi kulcsfontossagu
molekuldk (mint példaul a glutation vagy kén-hidrogén), illetve fehérjék eldallitasat teszi
lehetévé. Konnyen belathatd, hogy ha ez az Gtvonal a CBS enzim defektusan keresztiil sériil,
akkor a homocisztein szintjét szabalyoz6 egyik Utvonal elvesztésével a metabolit mennyisége
megnd. Ez a folyamat a klasszikus homocisztinuria esetét eredményezi, mikdzben a cisztationin
(CTH) szintje lecsokken. A betegség eleinte tiinetmentes, késobb gyerekkorban szemlencse
diszlokacié (ectopia lentis), jellemzden rdvidlatds, a csontozat meghosszabboddsa ¢és
gyengiilése, korai osteoporosis, tanuldsi nehézségek €s rohamok megjelenése, felndttkor felé
pedig keringési problémak kialakulasa jellemzi a betegséget (Kozich V. 2016). A CBS enzim
defektusdnak pontos természete szerint kiilonb6z6 mértékben jelennek meg ezek a tiinetek és
kiilonb6z6 mértékben kezelhetdek is. Amennyiben az enzim aktivitdsa novelhetd egy sziikséges
kofaktor, a piridoxal-foszfat (PLP, B6-vitamin) hozzaaddséval, ugy a tiinetek jelentdsen
csokkenthetdek, ha a paciens étrendjét nagy doézisban kiegészitjiik ezzel a vitaminnal, esetleg
folsavval €s B12-vitaminnal egyiitt. Ez utobbi két kofaktor hidnybetegsége is hasonlo tiineteket

produkal, hiszen ez is a CBS enzim aktivitasanak csokkenésével jar.
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36. abra — Homociszteint érinté metabolikus utvonalak és az ebbdl szarmaztathaté kén-
hidrogént termelé folyamatok. (Eredeti abra: V. Kozich et. al BJP, 2018)
MTRR:metionin-szintaz-reduktdz, MTR:metionin-reduktdz, MAT:metionin-adenoziltranszferadz,
BHMT: betain-homocisztein-metiltranszferaz, SAHH:S-adenozilhomocisztein-hidorlaz,
CBS:cisztationin-f-szintaz ,CSE:cisztationin-y-lidz AST:aszpartat-aminotranszferaz,
MPST: merkaptopiruvat-szulfurtranszferdz, TRx:tioredoxin, CARS2:ciszteinil-t-RNS-szintaz,
MTO:metantiol-oxidaz

A velesziiletett elvaltozads megallapitdsahoz a CBS enzim aktivitdsdnak vagy CBS gén

crer

enzim aktivitdsdnak ndvekedését (,,B6-nonresponsive”), mindenképpen a homocisztein

szintjének csokkentésére kell fokuszalni. Egyfeldl ezt egy szigoru diétaval lehet elérni, amely

a fenilketonuria (PKU) kezelésekor alkalmazott étrendhez hasonléan proteinszegény €s minél

nagyobb mértékben mellézi a metionin bevitelét. Emellett lehet kis mértékben serkenteni a

HCys metilalasat is a 36. abra felsd részén lathatd remetilacios ciklus tdmogatasan keresztiil.
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Betain adagolasaval ez a ciklus gyorsithato, tehat a HCys szint csokkenését idézi eld a vérben,
ugyanakkor a metionin mennyiségét noveli. Epp ezért inkdbb kiegészitd kezelésként
alkalmazzak vagy olyan esetekben, amikor a szigoru diéta betartdsa problémakba iitkozik.

A homocisztinuria azonban nem csak a miikodé CBS hidnya miatt alakulhat ki, bar az esetek
jelentds részénél ez a kivaltod ok. A 36. abra HCys felett elhelyezkedd remetilaciods ciklusanak
zavara ugyanugy felelhet a vér- és vizeletbeli magas homocisztein szintért azonos
megfontolasok alapjan. A két f6 tipus kozotti kiilonbséget a metionin szintje kiilonbdzteti meg
leglatvanyosabban, hiszen csokkent CBS aktivitds esetén a metionin vérbeli koncentracioja
megnovekedik, mig remetilacios defektus esetén lecsokken az S-adenozil-metioninnal (SAM)
egylitt. Legtobb esetben a remetilacios defektus a metilén-tetrahidrofolat-reduktaz (MTHFR)
hib4jabol ered, amely 5,10-metilén-tetrahidrofolatbol 5-metiltetrahidrofolatot allit elé (Ogier
de Baulny, Gerard et al. 1998). Az utdbbi sziikséges szubsztratja a metionin-szintaz (MTR)
enzimnek, amely az 5-metiltetrahidrofolat metilcsoportjat homociszteinre transzferdlva képzi a

metionint a szervezetben a 37. abra szerint.

Folsav
¢ Metionin
THF MAT
SHMT Dimetilglicin SAM
SAM metilaz
5,10-Metilén-THF MTR| BHMT

Betain SAH

MTHFR

5-Metil-THF SAHH
Homocisztein

37. abra — Remetilaciés ciklus utvonalai — az egyes enzimek nevei megtalalhatoak a 36. abra
felirataban

A remetilacios defektus kezelése hasonldan a CBS mukodésében érintett betegekhez megfeleld
kofaktorok adagolasaval kezdédik. Leggyakrabban kobalamint, folsavat kapnak a betegek, ami
katalizalja a 37. abra bal oldalan taldlhato ciklust, mivel az MTR enzim B12 fiiggd.
Amennyiben a paciensre nincs hatdssal ez az eljaréds, Ggy betain segitségével még mindig
lehetdség nyilik egy parhuzamos reakciduton a homocisztein szintjének csokkentésére. Mivel

a remetilacios probléma természeténél fogva nem metionin feldasuldst, hanem éppen hianyt
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okoz, igy a fehérje- és metionin-szegény diétaknak ezeknél a betegeknél nincs értelme. Epp
ellenkezdleg, nagyon alacsony metionin-szint esetén az aminosav potlasa valik sziikségessé.
A homocisztinuria diagnosztizalasanak els6 1épése a vér- és vizeletbeli homocisztein szintek
monitorozasa, amely mar ujsziildtteknél is sok esetben a rutinvizsgalat részét képzi. Ezt
egészithetik ki metionin és tioéter szintek meghatdrozasaval, amely pontosabb képet ad a
probléma forrasardl. Ezt kovethetik akar vitaminhidnyt kizard vizsgélatok, akar mutaciot kereso
vizsgalatok, amely utdbbi esetben nagyon pontosan azonosithatd a homocisztinuriat kivaltd
genetikai hiba.

A kén-hidrogén szintjének vizsgalata a kdvetkezd alaphipotézisek miatt meriilt fel:

e Klasszikus homocisztinuria (CBS defektus) esetén a transzszulfuracids utvonal részben
vagy egészben torténd blokkoldsa miatt az utvonal végén a hidrogén-szulfid termelése
is gatolt, azaz csokkent HoS szintet varunk vérben.

e Remetilacidos defektusnal a transzszulfuracidoval kompetitiv utvonal sériil, igy a
megndvekedett szubsztrat (HCys) koncentracidja miatt a transzszulfuracids utvonal
valik dominanssa, a H2S szintézise pedig ezzel egyiitt fokozodik magasabb vérbeli kén-
hidrogén koncentraciot eredményezve.

Ennek a hipotézisnek az igazoldsdra végeztiink el heparinos plazma mintakbol HaS
koncentraci6 meghatarozast 51 f6 bevonasaval. A mintadkat harom csoportba osztalyozva
kaptuk, egy csoport homocisztinurids mintdkat tartalmazott (CBSD és RMD vegyesen), egy
kontrollcsoport fenilketonurias betegekbdl allt, mivel ezek az elsé csoporthoz hasonld diétat
kovettek, valamint kaptunk egy egészséges kontrollcsoportot is. A csoportok leirdsa a 3.11
fejezetben taldlhato, a méréseket szobahdmérsékleten végeztiik, amelyet utdlagos kalibracioval
az 5.2 fejezetben leirt modon 29,5 °C-nak hataroztunk meg.

A mérések elvégzése utan a 38. dbra alapjan az induld hipotézisiinket sikeriilt megcafolni,
ugyanis alig talaltunk kiilonbséget az egyes csoportok hidrogén-szulfid szintjei kozott
plazméaban. Noha az eredmény ellentmond eldzetes feltevésiinknek, konnyen meg is
magyardzhat6. Mivel a szervezet hidrogén-szulfid szintje nem csak termelésen, hanem
lebontason 4t is szabdlyozott, valdszinlileg akdrcsak a cisztein esetében, a szabad H»S
koncentracioja is katabolitikus Gitvonalain keresztiil szabalyozott (Kohl, Mellis et al. 2019). Ezt
a kordbbi, ETHE] mérések is aldtdmasztjadk, hiszen azokban az esetekben a kén-hidrogén
lebontasa sériil, ami igencsak szignifikdns novekedéshez vezet. A masik tényezd, ami
kozrejatszhat, az az egyes transzszulfuracioban résztvevo enzimek funkcidinak atfedése. Azaz
a kén-hidrogén termeléséért felelds egyik enzim funkciovesztése esetén egy masik atveheti

annak helyét, CBS esetében példaul CSE ahogy az a 3-12 egyenletek kozott is lathato.
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38. abra— Homocisztinurias (CBSD és RMD), fenilketonurias (PKU) betegek és egészséges
kontrollok plazma mintaiban mért szulfid szintek. [MBB]=1,1 mM, pH=8,2, T=29.5°C

A CBS enzim ¢s a vérbeli szulfid szint kapcsolatdt mar kordbban sem sikeriilt kimutatni, azaz
az egyes vérmintakbol mért HoS koncentracidk és a hozzdjuk tartoz6 mért CBS aktivitasok
k6zott nem talaltunk szignifikéns korrelaciot. Az ehhez tartozo 39. abra 115 beteg plazmajabol
mért hidrogén-szulfid szintet és a hozza kapcsolodd CBS aktivitdst mutatja egymas
fiiggvényében. A vérmintakat a néhai James R. Mitchell (Harvard T. H. Chan School of Public
Health, USA) biztositotta szdmunkra, 3 csoportra osztva. 1 azonos kort és nemi
kontrollcsoport, valamint 2 periférids artérids betegekbol (PAD) 4ll6 csoport
Osszehasonlitdsakor azt talaltuk, hogy amig a CBS szintekben nem volt kiilonbség, addig a

betegcsoportok csokkent szulfid szintet mutattak.

Erdekes viszont, hogy CSE problémas betegek vérében csokkenést tapasztaltunk, ami felveti a
kérdést, hogy vajon a CBS esetében azért nem latunk-e korrelaciot, mert a vérbeli H,S szint
jelentds részéért a CSE felel? Ez mar egy jol ismert tény, hogy egyes szervekben a kén-

hidrogént termel6 enzimek aranya jelentdsen kiilonbozik, igy az egyensulyi H2S koncentréaciod
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fenntartasaért eltérd szovetben eltérd enzim felel. Sajnos CSE zavarral rendelkezd betegektdl
mindeddig csak 2 mintat tudott biztositani cseh partneriink, igy ezt a hipotézist még nem tudjuk

nagy biztonsaggal elfogadni.
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39. abra — Vérben mért CBS aktivitas és szulfid szintek egymas fiiggvényében.
[MBB]=3,3 mM, pH=8,0, T=RT
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6. Megbeszélés

A dolgozatban leirt eredmények leginkabb két részre bontva értelmezhetdek €s targyalhatoak.
A dolgozat elso fele egy, a sziik teriileten gyakran alkalmazott analitikai modszer kritikus
vizsgalatat oleli fel, amely a szakirodalomban fellelheté disszonanciakat is hivatott feloldani.
A dolgozat mésodik fele ezen eredményekre alapozva mutatja be az immadar szigortan
kontrolldlt moddszer gyakorlati alkalmazasat, mely fontos, uj, bioldgiailag relevans
kovetkeztetések levonasaban jarul hozza a tudomanyhoz.

A modszerfejlesztés soran a kromatografias eljaras rovid ellendrzése mellett a jelentds fokusz
a mintael0készités moddjara és paramétereire esett. Az irodalomban fellelhetd jelentds,
nagysagrendi eltérések a vérbdl mért szabad szulfid szintben, valamint az altalunk is tapasztalt
nem megfeleld reprodukélhatésag megmagyardzasara az egyes elOkészitési paraméterek
szisztematikus vizsgalatat valasztottuk. Megallapitottuk, hogy a mintaeldkészités folyamata,
egészen pontosan az alkilalas egy folyamatos, lassti, nem befejezett reakcio a szulfid tartalékok
felszabaduldsa miatt, ezért barmely kinetikat befolyasolé paraméter kovetkeztetésképpen
hatassal lesz a reakcid leallitasa utan mért termékkoncentraciora, beleértve a reakcioidot is.
Szisztematikus vizsgalatunk fontos eredménye, hogy a mérést leginkabb befolyasolo
paraméter, az alkilalas soran alkalmazott hdmérséklet a modszer leggyengébb pontja, mivel
egyetlen kdzleményben sem szerepel ennek a pontos értéke, 5-10 °C eltérés azonban 100-200%
hibat is okozhat a végeredményben. Ezen kiviil a pH, az alkilaloszer koncentracidja, az alkilalas
iddtartama mind olyan paraméterek, melyek kozvetlen hatassal birnak a mért szintre, ezért
sziikség van pontos kontrolljukra. Ezeket a fliggéseket az egyes irodalomban talalt el6készitési
modszerek Osszehasonlitdsai is aldtdmasztottak, hiszen a moddszerek kozti kiilonbségek a
vartnak megfeleléen befolyasoltdk ugyanazon mintabol mért szulfid szinteket.

Fontos eredmény még, hogy ramutattunk a kelatorok okozta hibéra is, amely nem csak az
elékeészités sordn, de a mintavételnél is egy nagyon fontos szempont. Az irodalomban mar
koréabban is felvetddott EDTA-tartalmt csovekben a megndvekedett hemolizis zavard hatasa,
azonban méréseinkben azt is megmutattuk, hogy a korabban véddhatasnak vélt jelenség
valgjaban elhanyagolhat6 és a tapasztalt effektus egy a szulfid-tartalékok felszabadulasahoz
vezetd jelenség. Ez pedig mivel még tavolabb visz minket meghatdrozni kivant eredménytdl,
ezért ellentétben a korabban elméletben megalapozottan alkalmazott gyakorlattol, mell6zendd
a hasznalata.

Az 1) el6készitési koriilmények alkalmazasaval tobb relevans, human vérmintat is

megvizsgaltunk, amelynek célja részben a modszer végsd validalasa, részben pedig egy ritka
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betegség hatasdnak vizsgalata volt a mérhetd vérbeli szulfidszintre. A validalas tekintetében
igyekeztlink a vérbeli hidrogén-szulfid szint kdzvetlen és mesterséges megnovelése helyett
olyan mintdkat mérni, amelyekben a detektalhat6 kiilonbségek biologiailag relevans szinten
vannak. FEtilmalonsav enkefalopatia esetén az irodalom H>S felhalmozodasa okozta
mérgezésrol értekezik, amelyre emberi szervezetben enzimmiikédés megvaltozasanak
detektalasabol, mig egérmodellek esetén hidrogén-szulfid mérési eredményekbdl
kovetkeztetnek (Tiranti, Viscomi et al. 2009, Tiranti and Zeviani 2013). A megalapozott gyanut
sikeriilt latvanyosan igazolni, az egyiittmiikodésben kapott ETHEI deficiens betegektdl
szarmaz6 vérekben szignifikdnsan nagyobb szulfid szintet mértiink, mint az egészséges
paciensek esetén. Ez alatdmasztja a moédszer bioldgiai alkalmazhatdsagat, hiszen valds,
relevans kiilonbségek vizsgalataval egyértelmii szignifikans eltérést tapasztaltunk. Fontos
azonban észben tartani, hogy egy toxikus koncentraciot eredményezd, sz¢lsOséges genetikai
elvaltozassal allunk szemben, nem egy fiziolégidsan még tolerdlhatd valtozast eldidézo
betegséggel.

Ezt kovetden nyilt lehetdségiink a modszer kiprobalasara egy gyogyszerkisérlet keretében,
mely soran egy szulfid-donorcsoportot tartalmazd naproxenszarmazék hatasat vizsgaltuk a vér
HaS szintjére. Mivel mar fazis II. vizsgalatrol volt sz, igy a gydgyszer biztonsagossaga mar
igazolt, azaz semmiképpen sem vartunk az etilmalonsav enkefalopatidhoz hasonldé magas
koncentraciokat, sokkal valosziniibb volt, hogy a vér jelentds pufferhatasa miatt minddssze
elenyészd novekedést tudunk mérni. Egy sikeres eredménynek, azaz kontroll és kezelt kozott
mérhetd szignifikans kiilonbségnek egy paraméter, a mérés (és a bioldgiai csoport) szordsa lehet
akadalya, azaz vizsgéalhatova valt, hogy elég pontos-e a metodika kis kiilonbségek kimutatasara.
A kapott eredmények szerencsére igazoltak varakozasainkat, a kezelt csoport vérmintai
kimutathatban magasabb szulfid-koncentracioval rendelkeztek. Bar a bioldgiai, csoporton
beliili szords igen jelentds volt, az atlagok kozotti kicsiny eltérés mégis szignifikans eltérést
eredményezett, ezzel egyrészrdl igazolva a kis eltérésekhez sziikséges nagy pontossagat a
modszernek, masfeldl a gyogyszerjelolt molekula szulfid-donor hatdsat is. Amennyiben
akarmelyik el6feltétel nem teljesiilt volna, ugy az eredménylink sem lett volna szignifikans,
hiszen a szulfid-donor nélkiil nem varunk emelkedett szintet, mig a mddszer jelentds szorasa,
pontatlansdga esetén nem lettiink volna képesek szignifikdns kiilonbséget azonositani a két
csoport kozott.

Két, alapos elofeltételezésekkel megtamogatott sikeres mérés utan ritka betegségek
vizsgalatahoz fogtunk, amelyek varakozdsaink szerint befolyasolhatjdk a szervezet és a vér

hidrogén-szulfid szintjét. A transzszulfuraciot érintd tobb enzim defektusa sem hozta azonban
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a vart valtozasokat, sét éppen ellenkezbleg alakultak az eredmények. Ez azonban nem a
modszer hidnyossagat vagy hibajat jelenti, sokkal inkabb az enzimhidny okozta metabolomikai
valtozéasokkal kapcsolatos hianyos ismereteinket. Kezdeti hipotézisiink egy nagyon egyszert €s
kozvetlen ok-okozati Osszefliggést feltételez, azonban a vizsgalt enzimrendszer ennél joval
bonyolultabb. Egyrészrél az egyes enzimek képesek egymas funkcioit részlegesen atvenni,
példaul mind a CBS, mind a CSE képes a H>S termelésére, igy az egyik defektusa esetén a
masik enzim képes részben ellenstlyozni a kialakuld hianyt, ezzel olyan szintre hozva a
modszeriinkkel att6l mar megkiilonboztethetetlen. Sokkal érdekesebb azonban az a magyarazat,
ahol feltételezziik, hogy a HoS koncentracio katabolizmuson keresztiil szabalyzott, azaz a
lebontas alkalmazkodik a csokkent fluxushoz termeléenzimek hidnya esetén, a katabolikus
enzimek defektusa, mint pl. az ETHE] enzim viszont jelentds valtozast idéz el6. Hasonlo
jelenség 4ll fenn a cisztein-szint kontrollalasanal is, ahol a legjelentdsebb befolydsolo tényezd
a katabolizmusért felelOs cisztein-dioxigendz enzim, amelynek mennyisége igencsak tag
hatarok kozott képes valtozni, ezzel biztositva az allando cisztein koncentraciot a sejtekben.

Mindezen tapasztalatokat Gsszefoglalva elmondhatd, hogy sikeriilt egy minden eddiginél
megbizhatobb mintaelOkészitési €s mérési protokollt beéllitanunk, amely alkalmas valos,
fiziologias hatassal bird valtozdsok megbizhatd és reprodukalhatdé detektalasara. A
modszerfejlesztés soran nyert tapasztalataink alkalmasak voltak arra, hogy az irodalomban
fellelhetd kiilonbségeket logikusan és méréssel is alatimasztva megmagyarazzuk, vérmintakkal

valé munkénk sordn pedig igazoltuk ennek alkalmazhatosagat.
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7. Osszefoglalas

A munka soran hidrogén-szulfid vérben torténd detektalasara dolgoztunk ki olyan
monobromobimant alkalmazé moddszert, amellyel az eddigieknél pontosabban ¢és
megbizhatobban elvégezhetd az analizis. Az eldkészités kornyezeti valtozoit egyenként
vizsgalva meghataroztuk, hogy mely paraméterek milyen mértékben vannak hatassal a
végeredményre, amibdl azt is megallapitottuk, hogy a jelenleg irodalomban megjelent
metodikai leirasok nem elégségesek a kisérleti eredmények pontos reprodukalasahoz. Ennek
egyik oka, hogy az egyik legjelentdsebb, mért végeredményt befolydsoldé paraméter, az a
hémérséklet, amely egyetlen protokollban sem szerepel megfelelé pontossaggal. Az
irodalomban fellelheté modszerek Osszehasonlitdsaval bemutattuk, hogy ezek az effektusok
valdban feleldsek lehetnek a publikalt adatok kozotti jelentds, akar nagysagrendi eltérésekeért.
Megéllapitottuk, hogy ennek a bizonytalansagnak a hatterében a modszer egyik hibas
alapfeltételezése all, miszerint a publikalt koriilmények kozott végzett elokészitések a vérben
elérheté szabad (H»S és HS") allapotu hidrogén-szulfid meghatarozasara alkalmasak. Ezzel
szemben megmutattuk, hogy a standard szulfiddal végzett reakcidé 7 perces idOtartamaval
szemben a vérben tobb, mint 28 oras alkilalast kovetden is no a detektalt szulfid szint. Ezt a
vérben 1évo szulfid-tartalékokbol valo lassu, dinamikus egyensulyon keresztiil torténd, alkilalas
hatdsara bekovetkezd hidrogén-szulfid felszabaduldssal magyaraztuk. A kotott szulfid-
tartalékok mar korabban is ismertek voltak, azonban iddig ezek felszabaduldsat nem
feltételezték az alkilalas soran.

A paraméter-fliiggések vizsgalatanak eredményeire alapozva ezért egy olyan modszert
allitottunk Ossze és validaltunk, amelyet kovetve megbizhato, reprodukalhatdé eredményeket
kaphatunk vérmintak analizise soran, valamint biztosithatjuk, hogy a moédszer koriiltekintd
alkalmazasaval nyert adatok 0sszehasonlithatoak lesznek. Fontos kitétel, hogy sem a korabbi,
sem az U] moddszerrel meghatirozott eredmények nem tekinthetéek szabad szulfid
koncentracioknak, mivel mar az eldkészités kozben is jelentds mennyiségben szabadul fel
szulfid a tartalékokbol, amit kinetikai mérésekkel becstiltiink meg.

Az eljaras validalasahoz megmutattuk, hogy a modszerrel nyert eredmények az eddig publikalt
modszereknél jobban reprodukélhatoak, valamint igazoltuk, hogy a fagyasztas/olvasztas
folyamata nem befolyasolja a mért szulfid szinteket, igy fagyasztott vérbdl is lehetdségiink van
hidrogén-szulfid koncentraciokat mérni, amelyek megegyeznek a friss mintabol mért

koncentracioval.
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A Kklinikai alkalmazhatésag validalasdhoz tobb betegmintat is rendelkezésiinkre bocsatottak
egylttmiikodé partnereink. Ezek koziil a legfontosabbak az etilmalonsav enkefalopatias
betegek plazmai voltak, ezeknél a mintaknal nagyon jelentds vérbeli szulfid ndvekedést tudtunk
detektalni a vartak szerint. Emellett egy kisérleti fazisban 1év6é szulfid-donor tulajdonsaggal
rendelkez0 gyogyszer esetén is meg tudtuk mutatni, hogy a gyogyszert szedok vérében a
mérhetd hidrogén-szulfid szint kis mértékben, &m mérhetden és szignifikdnsan megnott,
igazolva modszeriink és egyben a hatéanyag alkalmassagat is.

A klinikai és kémiai szempontbol is validalt modszert felhasznaltuk orokletes, kén-
metabolizmust érintd ritka betegségek vizsgalatara is. A kezdetben felallitott hipotézisiinket
megcafoltuk, miszerint a kén-hidrogén termelésében érintett enzimutvonalak sériilése mérhetd
valtozast okoz a plazmén beliili kén-hidrogén koncentracioban. Ennek vélhetd és egyre
valdszinlibb magyardzata a katabolikus Gtvonalak fokozott jelentdsége a szintézissel szemben,

crer

korabban is feltételeztiink.
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8. Summary

The main objective of the work presented here was to establish a new method for the
measurement of hydrogen sulfide in blood samples that is more reliable and reproducible than
the ones that are already published. Exact parameters of the sample preparation procedure were
extensively and systematically studied to assess their effects on the actual measured HoS
concentration. This study shed light on multiple shortcomings of the previously published
methods, like the inaccurate description of the temperature used during the alkylation step,
which was shown to have an extreme effect on the results. Comparing published methods, we
have shown, that these inaccuracies together with the different parameters used during sample
preparation can be behind the observed large discrepancies in measured blood H»S levels.

The primary reason identified behind these findings was the fact, that this method, just like any
alkylation-based procedure, does not actually measure the so-called free sulfide levels (H2S and
HS"). Using a chemical kinetic approach, we have shown that while the reaction of hydrogen
sulfide with monobromobimane reaches completion in 7 minutes, using the same procedure
with blood one can experience a constant increase in the detected sulfide concentration even
after 28 hours. This can be attributed to the blood sulfide-pool that is in dynamic equilibrium
with free sulfide levels, constantly and slowly releasing it as it is consumed by the alkylation
agent monobromobimane.

Based upon our findings, we have chosen a certain parameter set and developed and validated
a method for blood H>S determination that is reliable and reproducible, ensuring that results
produced by this tightly controlled procedure will be comparable unlike before. It is however
important to state that results produced by either the previously published or the newly
developed method will not represent true “free” hydrogen-sulfide levels, rather than a mix of
the free and liberated sulfide that we can call “bioavailable” H,S. We have shown using blood
samples that the reproducibility exceeds those of previous methods and that freezing/thawing
does not affect the results, therefore we do not need to have fresh samples, sera/plasma can be
collected and analyzed later.

To validate its usability in clinical studies, multiple human samples were provided by our
collaborators and assayed using the new method. We had a chance to analyze blood samples
from patients suffering from ethylmalonic encephalopathy, where the expected high sulfide
levels were unambiguously proven by our method. We were also given a chance to receive
blood samples from a Phase 2 study of an NSAID that has a sulfide-donor property. Treated

patient blood samples showed a slight but significant increased sulfide level versus the control
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group proving that the drug has the expected effect and our method is capable of distinguishing
such small differences.

The now validated method was also used on samples obtained from patients with rare genetic
diseases affecting sulfur metabolism. Our initial hypothesis, that defects in enzymes responsible
for H,S production would translate into changes in bioavailable blood sulfide levels, was
however disproved by our measurements. This can be attributed to the more pronounced
influence of the catabolic enzymes on H»S levels as we have seen it in the case of ethylmalonic

encephalopathy.
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sz6 szerint vériiket adtdk azért, hogy ez a mddszer beallitasra keriilhessen.

Koszonet illeti Viktor Kozich-ot, aki immar évek ota tartd kozos kutatdsunk keretein beliil
biztosit szamunkra értékes, ritka beteganyagot, valamint John L. Wallace-t, aki megtisztelt
bizalmaval és gyogyszervizsgalataiba bevont minket.

Halas vagyok feleségemnek és csaladomnak, akik biztositottdk szdmomra a folyamatos

nyomast, hogy befejezzem ezt a dolgozatot €s megszerezzem a doktori fokozatot.
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12. Fiiggelék

o Az értekezés alapjat képzoé megjelent publikaciok és kéziratok gyilijteménye.
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