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A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektdlasa fiziologias rendszerekben
I. Bevezetés és célkitiizések

A kén-hidrogén (H»S), mint biologiailag fontos kis jelatviteli molekula az
utobbi par évtizedben hoditott teret magéanak, miutan felismerték, hogy igen
fontos szerepet tOlt be biologiai rendszerekben. Részt vesz példaul
gyulladdsos folyamatokban, érrendszeri szabalyzasban, daganatos
betegségekben ¢és védi a kardiovaszkularis rendszert. Ezen hatasait
molekuléris szinten jelatvivé és oxidativ stressz ellen védo funkcioival fejti
ki. Mindezek miatt mara mar terapias alkalmazasa is elokertilt. Pozitivumai
mellett azonban még mindig egy erdsen mérgezd gazrdl beszéliink, ami a
jelentésen csokkenti az enzim aktivitasat. Ezzel sériil az elektrontranszport
lanc és a sejtlégzés, ami végso soron sejthalalhoz vezethet.

A kén-hidrogén endogén termelésére tobb enzim is képes, azonban maig
vita van e téren fontossagukrol. Ez részben arra vezetheto vissza, hogy egyes
szervekben ezen enzimek aranya jelent6sen valtozik. A legfébb
szulfidtermelé enzimek kanonikusan a cisztationin-B-szintaz (CBS), a
cisztationin-y-lidz (CSE) és a 3-merkaptopiruvat szulfurtranszferdz (3-
MST).

Bar rengeteg funkcidja 1évén fontos biologiai molekulardl beszéliink,
diagnosztikai jelentdséggel a mai napig nem bir, aminek nagyon jelentds oka
az, hogy mérése kifejezetten nehéz. Egy részrdl azért, mert vérben és
szovetben nagy része kotott formaban van jelen, ami rdadasul dinamikus
egyensulyban all a H.S vagy HS formdban létezd szabad szulfiddal.
Masfeldl az irodalmat megvizsgalva azt talaljuk, hogy a kiilonb6z6 mérési
modszerek tobb nagysagrendnyi eltérést mutatnak tipikus vérbeli
koncentraciok kozott, még azonos elvet kovetd protokollok esetében is.

Legegyszeribb moddon, kolorimetrias vizsgalattal mar 150 éve is
hataroztak meg hidrogén-szulfid koncentraciot vizes mintakbol N,N-dimetil-
p-feniléndiamin alkalmazasaval. A keletkez6 kék szinii metilénkék konnyen
mérhetd volt, igy kelld modositds utan nagyon sok kdzlemény sziiletett,
amelyben az emlitett modszerrel vizsgaltak biologiai mintakat. Itt azonban
idével tobb probléma is felmeriilt, példaul irrealisan magas mért értékek, a
festék di- és trimerizacidja miatti bonyolult kiértékelés, az alkalmazott
erésen savas kozeg, amely felszabaditja a kotott szulfid-tartalékokat és
matrix okozta zavard tényezOok. Bar az utdbbi problémakra az id6 és a
technoldgia meghozta a megoldast, mégis sokan 1j, jobb modszerek utan
kutattak. Az elektrokémia adott egy lehetOséget a pontosabb meghatarozasra,
amely rdadasul nem is zavarta meg a rendszert a szabad H>S és a kotott
szulfid kozotti dinamikus egyensuly felboritasaval. A szulfid-szelektiv
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A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektdlasa fiziologias rendszerekben

elektrodok azonban sokaig a bioldgiai matrixban jelen 1€vo tiolok és egyéb
kénvegyiiletek zavard hatdsatol szenvedtek, valamint érzékenységik is
elmaradt a kivant szinttol.

A fluoreszcens szondak megjelenése jelenthet egy kiutat a mérési
problémakbol, azonban a technolégia még nem forrott ki. Egy jol
hasznalhat6 szondaval szemben tdmasztott kovetelményeket nehezen
teljesitik hianytalanul a most elérhetd termékek, azonban ezen gatak
lekiizdése utan a folyamatos, érzékeny, szelektiv monitorozas lehetdségével
nagyot lendithetnek a kutatasi teriileten.

A kromatografias modszerek szintén mar régota alkalmazott megoldasok
bonyolult matrixok feldolgozasaban; az egyik jelenlegi olyan modszer,
amely csak minimalisan szol bele a kotott és szabad szulfid kozotti
egyensulyba, a gazkromatografia. Amennyiben nem szarmazékképzot
alkalmazunk, gy a minta feletti goztérbdl injektalva specifikus fluoreszcens
detektalassal mar nmol/l alatti koncentraciok is megbizhatéan
detektalhatoak. Hatranyaként a mintael6készités és a mérés iddigényét és a
technika bonyolultsagat lehet felhozni.

Folyadékkromatografias modszerek altalaban sokkal egyszeriibbek,
konnyebben kivitelezhetoek. Ezen szarmazékképzésen alapuldé moddszerek
koziil a leggyakoribb a monobromobimant (MBB) alkalmaz6 megoldas, ahol
szulfiddal képzett szulfid-dibiman terméket fluoreszcens tulajdonsaganak
koszonhetéen detektaljuk. Ez az alkilalészer szelektiven reagédl ként
tartalmazo analitokkal, igy hidrogén-szulfid mellett poliszulfidok, oxidalt
kénszarmazékok és tiolok meghatarozasara is hasznaljak. A modszer
megfeleld kromatografias elvalasztassal érzékeny és szelektiv, nmol/I alatti
detektalasi hatarral. Szamtalan kutatdsban hasznaltdk mar kiilonbz6
biologiai mintak analizisére, azonban ezek a kiilonb6z6 mérések nem azonos
eredményeket hoznak. Ennek oka lehet, hogy a mddszer tobb kiilonb6zo
protokoll formajaban is 1étezik, eltéro kisérleti paraméterekkel.

Célunk az volt, hogy a monobromobimanos modszerben fellelhetd
eltérésekre valaszt adjunk a modszer alapos vizsgalatan keresztiil és ezzel
olyan egyszerii, konnyen kivitelezhetd mérési protokollt tudjunk javasolni,
amely pontos és megbizhat6 eredményt ad lehetdve téve kiilonb6z6 mérések
Osszehasonlithatosagat. Célul thztik ki a fejlesztett modszer validalast
betegmintakon és annak felderitését, hogy lehetséges-e a modszert klinikai
diagnosztikaban alkalmazni a jovében.



A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektdlasa fiziologias rendszerekben
I1. Kisérleti modszerek és szoftverek

A mintavételeket a modszerfejlesztés soran Li-heparin tartalmu, valamint
alvadasi aktivatort tartalmazé géles csovekbe végeztilk, 14 egészséges
onkéntes hozzdjaruldsdval. A csovek Osszehasonlitasdhoz ezeken thl
KoEDTA vagy citrat tartalma (silillyedéshez) mintavevd csoveket
hasznaltunk. A nemzetkdzi egyiittmiikodésben kapott, a modszer validalasa
¢és alkalmazasa soran hasznalt mintak levétele Li-heparin tartalmua csévekbe
tortént a partnerek altal, amelyek centrifugéaléas utan -80 °C-on voltak tarolva
s szarazjégen szallitva.

A mintael6készitést besotétitett szobaban, vords megvilagitas mellett
végeztik, a mintdkat peltier-elemes termosztitba helyezve, barna
mikrocentrifuga csovekben. Az alkildldsi idéket masodperc pontosan
tartottuk. A megfelelé pH-t 200 mM HEPES pufferrel biztositottuk, a
reackiot 50%-os triklorecetsavval allitottuk le.

A kromatografias mérésekhez Thermo Scientific UltiMate 3000 HPLC
rendszert hasznaltunk. A biner pumpas rendszerhez egy termosztalhato
mintatartd, valtoztathaté hullamhosszi 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 csucsainak azonositasat végeztiik el. A termékek
elvalasztasat a modszerfejlesztés fazisaban egy 250x4,6 mm-es 5 pm
részecskeméretli Agilent XDB-C18 kolonnan végeztiik, majd a modszert egy
200x4,6 mm-es, 3um-es Phenomenex Luna C18(2) kolonnara iiltettiik at a
rutinmérésekhez. Mindkét kolonnan gradiens elvalasztast végeztiink, a 0,1%
TFA tartalmu vizet és acetonitrilt alkalmazva.

A hemolizis kovetésére Tecan Spark multimode mikrolemez olvasot
hasznaltunk 400-800 nm kozaotti tartomanyban, 386 lyuk mikrolemezen, 4x
higitasban uthosszkorrekcidval.

A kiértékeléseket Microsoft Excel 2016 és Graphpad Prism 5.03
szoftverekkel végeztiik. A szignifikanciadk meghatarozasakor Student-féle T
probat, Mann-Whitney probat vagy varanciaanalizist alkalmaztunk Tukey-
teszttel.



A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektdlasa fiziologias rendszerekben
I11. Uj tudomanyos eredmények

1I1.1. Vérbol hidrogén-szulfid megbizhato mérésére standardizalt
modszer fejlesztettiink, ahol megmutattuk az eredmény legjobban
befolydsolo mérési paramétereket

HI.1.1. Vizsgaltuk a hidrogén-szulfid és monobromobiman kézotti reakcio
kinetikai tulajdonsagait

A detektalasi modszer beallitasat szulfid-tartalmu standard vizes oldatok
segitségével kezdtiik, mely soran az analit és az alkilaloszer kozotti reakcid
kinetikajat is  vizsgaltuk. Irodalmi varakozasoknak megfeleléen
exponencialis kinetikaval kivaloéan kozelithetd gorbéket kaptunk, melyekbdl
megallapitottuk, hogy a reakcio szulfid koncentraciotol fiiggetleniil 7 perc
alatt lejatszodik. A termékek analizisébdl azt is megallapitottuk, hogy a két
lépéses alkilalasi reakcioban az irodalomban kozdltekkel szemben az elsd
1épés a sebesség-meghatarozd, azaz a lassabb 1épés.

11.1.2. Bemutattuk, hogy a vérbél monobromobiman segitségével
meghatarozott  szulfid-szint nem  szabad  hidrogén-szulfid
koncentraciot jelent, hanem nagy részben a kotott szulfid-tartaléekbol
szdrmazik

Az el6z0 tézispontban leirtak alapjan standard oldatok utan vérmintdkon
is végeztiink kinetikai méréseket, azonban ekkor azt tapasztaltuk, hogy vart
7 perces reakcioido helyett, a folyamat még 28 d6ra utan sem fejezodott be.

Mivel az alkilalas kinetikajara hatassal 1év6 paramétereket allando
értéken tartottuk, ezért a szabad hidrogén-szulfid alkildldsa 7 perc alatt
lejatszodott volna. Ehelyett egy sokkal lassabb reakcidt latunk, amit egy
masik, sokkal lassabb folyamat, a szulfid felszabadulasa okozhat specifikus
szulfid-tartalékokbol. Masik kézzelfoghaté érv emellett, hogy a kén-
hidrogén a vérben a mért, 10 uM feletti koncentracioban mar igen sulyos
mérgezO hatast fejtene ki a szervezetre a mar emlitett citokrom ¢ oxidazt
gatlo hatasa miatt.

Az egyszeri magyardzat tehat egy kotott hidrogén-szulfid tartalék
megléte, mely kisérletesen is kimutathatd, ugyanis jellegétdl fiiggben ezek a
tartalékok felszabadithatoak példaul erds savanyitds vagy redukaldszer
hozz4adasaval, ahogy ez az irodalomban mar tobbszor bizonyitast nyert.
Ezen tartalékok fontos puffer rendszert képeznek, hiszen a bioldgiai
folyamatokban felhasznalt szulfid utanpétlasat biztositjak, mintegy lasst
endogén szulfid-donor rendszerként.
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Fiziologia szempontbdl azonban nem csak a tartalék felszabaditasa
fontos, hanem az esetleges tobblet megkotése is, hiszen a hirtelen megugro
hidrogén-szulfid erdsen mérgez6 gaz, citokrom c oxidaz gatlasan keresztiil
citotoxikus hatast fejt ki.

11.1.3. Vizsgaltuk a vérben a szulfid és a monobromobimdn kozotti
reakciora hato legfontosabb befolyasolo tényezdket.

Az el6z6 pontban kozolt megallapitas kdvetkezményeként, miszerint egy
még be nem fejezett reakciot allitunk le, a mérendd analit koncentracioja
mellett az alkilalas és szulfid tartalékbol vald mozgositas sebessége is
meghatarozd lesz a mért eredmény szempontjabdl. Elsésorban a
reakciokinetikdt  befolyasoldo  tényezok esetlinkben a reaktidnsok
koncentracidja, a reakciokdzeg pH-ja, a reakcididd (vagy reakciohanyados),
valamint a hdmérséklet.

A legegyértelmiibb hatés a reakcidéidohoz kothetd, hiszen trividlis, hogy
hosszabb reakcididé nagyobb reakcidhanyadost jelent, igy tobb termék
keletkezik az idével aranyosan. Hogy ez ne jelentsen problémat, minddssze
az alkilalasi id6 pontos betartasarol kell gondoskodni, esetiinkben legfeljebb
1-2 masodpercnyi hibat engedtiink meg a 10 perces eldkészités soran, amit
stopperrel mértiink.
demonstraltuk, azonban vérrel dolgozva az elsé par perc utan az alkilalas
sebessége helyett a szulfid tartalékok felszabadulasa veszi at a
sebességmeghatarozd  szerepet. Az alkilalészer  mennyiségének
valtoztatadsaval egy linearis 6sszefliggést tapasztatunk, ami bar fliggdvé teszi
az eredményt az alkalmazott oldattol, egy nagyon egyszer(i korrekcios
lehetGséget is tartalmaz. Mivel a monobromobiman a kifejlesztett HPLC
modszerrel pontosan kvantitalhato, igy lehetdség nyilik minden egyes mérés
kovetden a mért szulfidszintek korrekciojat a mar ismert linearis 6sszefliggés
és egy kalibracios egyenes birtokaban konnyen elvégezhetjiik.

A pH hatésa két megkdzelitésbol is fontos, egyfeldl a célmolekula
hidrogén-szulfid savi disszociacios karakterisztikaja miatt, masfel6l a
szulfid-tartalékok pH érzékenysége miatt. Nukleofil szubsztiticids reakciod
lévén a reakcidsebességet a hidrogén-szulfid protonaltsaga kdzvetleniil is
befolyasolja, igy a pH rendkiviil fontos szerepet jatszik a reakcio soran. Ezt
pufferrel szabalyozva és valtoztatva egy pH értékkel novekvé mért szulfid
szintet tudtunk kimutatni, ami megfelel elméleti ¢és irodalmi
varakozéasainknak bemutatva a jol kontrollalt pH fontossagat.
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A hémérséklet reakciokinetikaban ugyanolyan fontos kisérleti paraméter,
mint  enzimkinetikaban. Az  irodalomban  szinte  kizdrélag
szobahdomérsékleten végzett elokészités sajnos kevés tampontot ad a
tokéletes ismételhetoséghez, ugyanis még a szigori gyogyszerkonyvek is
15-25°C kozott barmely hémérsékletet elfogadnak szobahdmérsékletként. A
reakciot termosztalva azonban mi jelents homérséklet-fiiggést tapasztaltuk,
ami felhivta a figyelmet ennek az elhanyagolt paraméternek a kiemelt

fontossagara.
Azt tapasztaltuk, hogy mindossze 5°C kiilonbség is egy kétszeres szorzot
jelent a végeredményiink szempontjabol, ami példaul

Osszehasonlithatatlannd tesz egy esetleg télen mért értéket egy nyari
elokészitéssel. egy ekkora mértékil, nem helyes termosztalasbol eredd hiba
teljességgel tonkreteheti méréseinket, ezért e paraméter szigorti fixalasat
emeljiik ki legfontosabbként az eldzdleg emlitett, vizsgalt kisérleti
korilmények koziil.

111.1.4. Bemutattuk a mintavétel és mintaelokészités soran fellepd fizikai,
kémiai és biologiai tényezdket, amelyek befolyasolhatjiak az
eredményt és dOsszehasonlitottuk a modszer az irodalomban
fellelhetd kiilonbozd protokollokkal.

A kinetikat befolyasolo tényezok sajnos nem meritik ki az dsszes, mért
szulfidszintre hatassal 1évé paramétereket. Tobb egyéb olyan kisérleti
paramétert is felderitettiink, amely hatranyosan befolyasolja mérési
eredményeinket, azonban nem az alkilalas kinetikajara vannak hatéassal.

Az alkilalasra hasznalt monobromobiman fényérzékeny vegyiiletként
bomlasra hajlamos, ezért erbsen ajanlott a sotét kornyezetben valdo munka
vele. A fény zavard hatasat tobb megvilagitas kdrnyezetben is vizsgaltuk,
ugyanazon mintdn  elvégeztik az  eldkészitéseket  kiilonbdzo
megvilagitottsagi helyzetekben, sotét szobatol napfényes laborig. A
vizsgalat soran mind a végtermék (SDB) mennyiségét, mind a maradék
napsiitdtte mintdkban nagyon jelentdsen csokkent mind a reagens, mind a
termék koncentracioja, mig fluoreszcens fénycsoves megvilagitas alatt csak
a termékben tapasztaltunk szignifikdns csokkenést. Voros és melegfehér
LED vilagitas alatt a mintdak nem mutattak mérhetd csokkenést egyik
analitban sem, igy hasznalatuk megfelel6 lehet az elokészitésekhez.

Az irodalomban egy kivétellel az alkilalas leallitasara és a fehérjék
kicsapasara valamilyen savanyitast alkalmaznak, akarcsak mi is. Bar tobb
kiilonb6z6 sav is felmeriil, példaul triklorecetsav, hangyasav ¢és
szulfoszalicilsav, mechanizmusuk megegyezik. Az alacsony pH-ju
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koérnyezetben a reakcio sebessége lecsokken, ekozben a szabad hidrogén-
szulfid protonalodéasi egyenstlya miatt kiparolog, valamint a fehérjék
denaturalodnak és kicsapodnak. Ezzel egy 1épésben allitjuk le az alkilalast
és centrifugalast kovetden tavolitjuk el a kromatografiat zavar6 fehérjéket.
Egy masik megoldés etil-acetitos extrakcidt javasol, ekdzben ugyanis a
szerves fazisba keriil at mind az alkilaloszer, mind a termék, mikozben a
fehérjefrakcio a vizes fazisban marad. A szerves extraktum beparlasaval és
visszaoldasaval egy tiszta elegyet kapunk, amely azonnal injektalhato.
Azonos mintabodl elvégeztiik az el6készitést triklorecetsavas é€s extrakciods
leallitassal is és azt tapasztaltuk, hogy a két modszer azonos eredményt
hozott. Jelent6s egyszerlisége és sokkal kisebb hibaja miatt igy a savanyitast
ajanljuk a jovoben is. Az extrakcios modszer elénye, miszerint kevesebb
komponens elvalasztasat teszi sziikségesség kromatografidsan, a mai
technologiaval mar nem jelent kihivast, igy elveszik hatranyaihoz képest.

A mar vizsgalt pH fiiggést egésziti ki a puffer-fiiggés vizsgalata, azaz
van-e hatassal a puffer mindsége a mérésre. Ebben az esetben egy nagyon
fontos jelenséggel szembesiiltiink, azt tapasztaltuk, hogy amig HEPES,
TRIS-HCI és foszfat pufferek nincsenek hatassal a mért szulfid szintre, addig
DTPA jelenléte szignifikdnsan magasabb mért koncentraciot eredményezett,
akarcsak a DTPA helyettesitése EDTA-val.

A DTPA, mint kelator szerepel hagyomanyosan egyes
monobromobimanos protokollokban, ugyanis a kén-hidrogén oxidaciéra
hajlamos, amit fémionok katalizalnak. A fémionok komplexalasaval DTPA
hivatott ezt a hatast csokkenteni. Bar az elmélet teljesen logikus és helytallo,
a gyakorlatban alkalmazott idoskalan hidrogén-szulfiddal nem tapasztaltunk
kiilonbséget kelatort tartalmazd €s nem tartalmazd pufferes eldkészités
kozott, ahogy ez mar korabban is kozolve lett. Az EDTA okozta kiilonbség
ugyanakkor egy aggalyos kérdést is felvetett, mit varhatunk egy EDTA-
tartalmu cs6be levett vér esetén? Osszehasonlitva szérum, Li-heparin plazma
és citratos plazma mintakkal, nagyon jelentOs eltéréseket is tapasztaltunk,
akar 9x mennyiséget is mértiink a Li-heparinos cs6be vett vérrel szemben.

Az irodalomban mar szerepelt az EDTA hemolizist eldsegitd hatasa,
amelyet mi is tapasztaltunk a levett plazma hemoglobin-tartalmanak
fotometrids monitorozasaval, parhuzamosan a megndvekedett mért szulfid
szinttel. Mérésilink alapjan a cs6be levett vér mennyisége és ezen keresztiil
az EDTA koncentracidja befolyasolja legjelentésebben a mért szulfid
szintet, mig a varakozasi id6 a plazma elvalasztasaig csak kisebb hatassal bir.

Fontos még hozzatenni, hogy a tapasztalt hatas csak részben kothetd
hemolizishez, ugyanis eredetileg Li-heparinos csébe levett plazmat EDTA
tartalmi csObe pipettazva is jelentds novekedést tapasztalunk a pufferes
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kisérlethez hasonloan, ez az effektus azonban mar csak fele-negyede a teljes
vérben tapasztalt névekedésnek.

Ezen eredmények alapjan egyértelmiien elvetjiik a vizsgalni kivant vérek
EDTA tartalmu csobe torténd levételét, hiszen ezzel egy nagyon jelentds,
térfogattdl és idotol fiiggd bizonytalan hibat visziink be, amely félrevezethet
minket. Ezzel szemben tdmogatjuk Li-heparinos vagy szérum mintavételi
csovek hasznalatat, ezek ugyanis nem befolyasoljak az eredményt.

Végiil demonstralni szerettiik volna a mar emlitett disszonanciat a
kiilonb6z6 moddszerek eredményei kozott, amihez ugyanazon vérmintat
készitettiik el6 4 kiillonbozo protokollt hasznalva. A 3 irodalmi és egy sajat
protokoll a vartaknak megfeleléen 4 kiilonb6zé eredményt hozott, ami a
munka soran feltart paraméterfiiggés kovetkeztében immar kdénnyen
értelmezhetd. Ezen eredmények is alatamasztjak, hogy a teriileten sziikség
van standardizalt modszer bevezetésére.

1I1.2. A fejlesztett modszer megbizhatosagat és haszndlhatosdagat
gyakorlatban is validdltuk egészséges és beteg vérmintikon,
valamint vizsgaltuk homocisztinurids betegek vérében a szulfid-szint
valtozadsat.

11.2.1. Bemutattuk, hogy a modszer hosszut tavon reprodukadlhato
eredményt hoz és a mintatarolas nem okoz mérhetd kiilonbséget a
szulfid szintben.

Az el6z6 tézispont tapasztalatait figyelembe véve és szigoriian
kontrollalva a mérési paramétereket, megmutattuk, hogy ugyanazon
mintakbol hosszabb tavon is képesek vagyunk reprodukalni korabbi mérési
eredményeinket. Az elért 5% alatti szoras napi mérések kozott jelentds
javulas a korabbi tobb mint 50%-o0s eredményhez képest és fele akkora, mint
az irodalomban k&zolt legjabb tomegspektrometriat is alkalmazé modszeré.
A mérés masik fontos eredménye, hogy a mintak fagyasztva tarolasarol is
biztosit minket, hiszen nem lattunk bomlast egy honap alatt. Ennek elénye
pedig, hogy ritka betegségek is konnyebben vizsgalhatok, a mintagyijtés
ideje ugyanis lehet hosszl, mig a mérés egyetlen alkalommal letudhato
garantdlva a minimalis mérési hibat. Masfeldl lehetéve teszi olyan
egylittmiikodések kivitelezését is, melynél a mintavétel és a mérés helye
kozott fagyasztott szallitasra van sziikség.

Tovabba fontos kérdés az is, hogy a fagyasztott és frissen levett vérmintak
kozott mérhetiink-e kiilonbséget, azaz a fagyasztas befolyasolja-e a mért
szulfid szintet. Szerencsénkre ugyanazon szérum ¢és plazma mintakbol
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ugyanolyan eredményeket produkaltunk fagyasztas elott és kiolvasztas utan
is, ez pedig azért fontos, mert igy biztosithatjuk, hogy minél valosabb képet
kapjunk a vér in vivo koncentraciéviszonyairol.

11.2.2. ETHEI enzim defektus okozta enkefalopatias betegek vérébol
jelentosen emelkedett szulfidszintet mérve validaltuk a modszer
klinikai alkalmazhatosagat

A mddszer klinikai validaldsdhoz etilmalonsav enkefalopatias betegektol
szarmaz6 vérplazmakat hasznaltunk, amelyeket egy cseh partnernek
kdszonhetéen kaptunk. A betegség hatterében az ETHE1 protein koros
moédosuldsa 4ll, amin keresztiil a kén-hidrogén katabolizmus jelent6sen
sériil. Ennek kovetkeztében tobbek kozott a vérben jelentésen nd a szulfid-
szint, amelyet sikeriilt is igazolnunk egészséges kontrollokkal szemben.

11.2.3. ATB-346 gyulladas- és fajdalomcsillapito szer fazis 2 vizsgadlatan
beliil igazoltuk a molekula hidrogén-szulfid donor tulajdonsagat

Egy masik egylittmiikodés soran lehetdségiink nyilt bekapcsolodni egy
nem szteroid gyulladascsokkentd és fajdalomcsillapitd gyodgyszer fazis 2
vizsgalataba is. Az ATB-346 egy naproxen-szarmazék, melyet ellattak egy
szulfid-donor csoporttal, fejlesztését az Antibe Therapeutics Inc. végzi. A
gyogyszer hatasat mar korabban sikeresen igazoltak, ezen fazisaban pedig
naproxennel szemben vizsgaltak a mellékhatasokat, amik leggyakrabban
gyomor- €s bélnyalkahartya fekélyt és vérzést jelentenek. A vizsgalat soran
megallapitottdk, hogy kisebb do6zis mellett az ATB-346 nem csak jobb
fajdalomcsillapit6 hatassal birt, mint a naproxen, hanem a kialakul fekélyek
szama ¢€s mérete is jelentOsen csokkent.

Ezek mellett szulfid-donor tulajdonsagat is kivantak vizsgalni, ehhez
pedig ATB-346-tal kezelt betegek és a naproxent kapd kontrollcsoport
vizsgalat 7. napjan levett vérekbol. Az ATB-346 kezelt csoport véreibol
50%-kal nagyobb mért szulfid-szinttel bizonyitottuk a gyogyszermolekula
szulfid-donor tulajdonsagat a kontrollcsoporthoz képest mért szignifikans
kiilonbséggel.

111.2.4. Homocisztinurias betegek vérét vizsgalva kerestiink osszefiiggés a
hidrogén-szulfid koncentracio és az egyes enzimatikus defektusok
kozott

Kilfoldi egyiittmiikodoétol kapott, transzszulfurizacios folyamatokat
érintd ritka betegek plazma mintaiban is vizsgaltuk a hidrogén-szulfid

9



A hidrogén-szulfid jelatviteli molekula detektdlasa fiziologias rendszerekben

crer

szenvedo betegek véreit egészséges, valamint fenilketonurids (PKU), tehat a
homocisztinuridhoz hasonld szigort diétat kovetd betegek véreivel
hasonlitottuk 6ssze. Homocisztinurias betegek szervezetében tobb mddon is
lehetéség van a homocisztein vérbeli felhalmozodasara a kiilonbdzo
metabolikus Utvonalak sériilésével, am klasszikusan ez a cisztationin-3-
szintaz (CBS) enzim elégtelen miikodése miatt 1ép fel. Ekkor akar az enzim
inaktivitasa, akar a kofaktorok hidnya miatt a transzszulfurdcids utvonal
gatolva van, igy a homocisztein és ennek kovetkezményeként a metionin a
vérben felhalmozodhat sulyos idegrendszeri problémakat okozva. Ezzel
szemben a remetilacios Utvonal sériilése esetén a metionin termelés
csokkenése mellett n6 meg a homocisztein vérbeli koncentracidja, hiszen igy
csak a transzszulfuracios titvonalon keresztiil tud a homocisztein eltavozni.

Kén-hidrogén termelésére tobb utvonalon is lehetdség van, azonban ezek
jelentdés része transzszulfuracion keresztil, a CBS enzim jelentds
részvételével zajlik. Ebbol kovetkeztetve valoszintisithetd, hogy a fent
emlitett enzimdefektusok hatasa megjelenhet a vérbeli szulfid szintben is.
Remetilacios probléma esetén a megndvekedett homocisztein szint kedvez a
transzszulfurdcionak, igy nagyobb H,S koncentraciot varunk. CBS defektus
esetén ellenkezO hatast varunk, hiszen egy kulcsfontossagii H.S termeld
enzim kiesésérol van szo.

A cisztationin-B-szintdz defektussal (CBSD) rendelkezd betegek nem
mutattak kiillonbséget, azonban a remetilaciés defektusban (RMD)
szenvedOk esetén kismértékii, de szignifikans csokkenés volt tapasztalhatod
kontrollokhoz képest.

Az eredmények megcafoltak a felallitott hipotézisiinket, azonban korabbi
vizsgalatok soran sem sikeriilt Gsszefliggést talalnunk vérben a hidrogén-
szulfid termelésért részben felelés CBS enzim aktivitasa és a vérben mért
szulfid-szint kozott. Ez egy részr6l magyarazhaté azzal az Aallitassal,
miszerint a H,S termel6 enzimek aranya szervenként jelentésen valtozhat,
igy az agyban kiemelt fontossagh CBS vérben nem feltétleniil a
legjelentdsebb szulfidtermeld enzim, hanem példaul a CSE. Erre el6zetes
mérések is utalnak, ugyanis egy CSE deficiens paciens vérébol
szignifikansan alacsony szulfid-szintet mértiink, amit a katabolizmus oxidalt
termékei (tioszulfat, szulfit) is megerdsitettek.
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IV. Az eredmények lehetséges alkalmazasai

Az itt bemutatott munka els6dleges eredménye egy olyan mddszer
kifejlesztése, mellyel érzékenyen, pontosan és megbizhatéan tudunk
vérmintakbol hidrogén-szulfid szintet meghatdrozni. A  jelenlegi
irodalomban  talalhato kiiléonboz6 moddszerek eredményeinek
Osszehasonlitasa a bemutatott mérések alapjan nem lehetséges, azonban egy
jol validalt standard modszer bevezetésével ez a probléma idével feloldhato.
A modszert ugyanakkor kifejezetten egyszeriien kivitelezhetore terveztiik,
igy a legtobb, HPLC késziilékkel rendelkezd laboratériumban konnyen
elérhetové valik vérmintakbol hidrogén-szulfid szint mérése, nincs sziikség
hipoxias kamrara, extrakciora, tomegspektrometriara. specialis mintavételre
¢és azonnali feldolgozasra.

Az 1) mddszer a megndvelt pontossagnak koszonhetden a kutatasban
is lehetdséget nyujt olyan 0j eredmények feltirasara, ahol eddig a nagyobb
szoras vagy az Osszehasonlithatosag hianya miatt nem volt lehetdség. A
modszer nagyobb pontossaga igy mar kimutathat kicsi, de jelentds
valtozasokat is, amelyek 0j biologiai funkcidit tarhatjak fel a hidrogén-
szulfidnak.

Jelenleg sem a mddszernek, sem a hidrogén-szulfid vérbdl mérésének
nincs semmilyen klinikai, diagnosztikai alkalmazasa, aminek a hatterében a
modszer kiforratlansaga all. A jovoben azonban fennall a lehet6ség, hogy a
teriilet fejlodésével egyes rendellenességekhez a szulfid-szint vérbeli
megvaltozasa nyujthat indikaciot. Mivel a modszer egyszerii, olcsd ¢és
gyorsan kivitelezhetd, az esetleg koriilményesebb diagnosztikai eljarasok
mellett vagy eldsziirésként kivaldoan alkalmazhato.
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V. Osszefoglalas

A munka soran hidrogén-szulfid vérben torténd detektalasara dolgoztunk
ki olyan monobromobimant alkalmaz6é modszert, amellyel az eddigieknél
pontosabban és megbizhatobban elvégezhetd az analizis. Az el6készités
kornyezeti valtozoit egyenként vizsgdlva meghatiroztuk, 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.
Az irodalomban fellelheté modszerek 6sszehasonlitasaval bemutattuk, hogy
ezek az effektusok valoban felel6sek lehetnek a publikalt adatok kozotti
jelentds, akar nagysagrendi eltérésekért.

Megallapitottuk, hogy ennek a bizonytalansdgnak az oka vérben 1évo
kotott szulfid-tartalékokbol valo lasst, dinamikus egyensulyon keresztiil
torténd, alkilalas hatasara bekovetkezo hidrogén-szulfid felszabadulasa.

A paraméter-fiiggések vizsgalatanak eredményeire alapozva egy olyan
modszert  allitottunk Ossze és  validaltunk, amellyel megbizhato,
reprodukalhaté eredményeket kaphatunk vérmintak analizise soran,
valamint biztosithatjuk 6sszehasonlithatosagukat.

Az eljaras validalasdhoz megmutattuk, hogy a modszerrel nyert
eredmények az eddig publikalt modszereknél jobban reprodukalhatoak,
valamint igazoltuk, hogy a fagyasztds/olvasztas folyamata nem befolyasolja
a mért szulfid szinteket.

A klinikai alkalmazhatosag validalasahoz tobb betegmintat is
rendelkezésiinkre bocsatottak egyiittmikddé partnereink. Ezek kozil a
legfontosabbak az etilmalonsav enkefalopatids betegek plazmai voltak,
amelyeknél nagyon jelentés vérbeli szulfid novekedést tudtunk detektalni a
vartak szerint. Emellett egy kisérleti fazisban 1évé szulfid-donor
tulajdonsaggal rendelkezd gyodgyszer esetén is meg tudtuk mutatni, hogy a
kezelt betegek vérében a mérhetd hidrogén-szulfid szint kis mértékben, am
szignifikdnsan megnoétt, igazolva modszeriink és egyben a hatdanyag
alkalmassagat is.

A 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 vérbeli kén-hidrogén koncentracioban.
Ennek vélheté magyarazata a katabolikus titvonalak fokozott jelentOsége a
szintézissel szemben, amelyet a CBS enzim aktivitdsanak és a mért H,S

crcr
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