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Rºvid²t®sek jegyz®ke 
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AST Aszpart§t-aminotranszfer§z  
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COMET Metabonomikai toxikol·giai vizsg§latok c®lj§b·l l®trejºtt konzorcium 

(ñConsortium for Metabonomic Toxicologyò) 

CPMG Carr-Purcell-Meiboom-Gill spin-echo NMR pulzusszekvencia 

cre Kreatin 
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DMA Dimetilamin 

DMG Dimetil-glicin 
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HSQC K®tdimenzi·s heteronukle§ris NMR m®r®stechnika 
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NMR  M§gneses magrezonancia  
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Tyr Tirozin 
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1. BevezetŖ 

 

 Az 1980-as ®s 90-es ®vek robban§sszerŤ technol·giai ®s informatikai fejlŖd®se a 

molekul§ris biol·gia egy ¼j szeml®letŤ ter¿let®t h²vta ®letre, a rendszerbiol·gi§t. A 

g®nek, mRNSïek, feh®rj®k ®s kismolekul§k egyenk®nti tanulm§nyoz§sa helyett a 

genom, transzkriptom, proteom ®s metabolom nagysz§m¼ k®pviselŖj®nek egyszerre 

tºrt®nŖ vizsg§lata v§lt lehets®gess®. A kutat§s kºz®ppontj§ba hangs¼lyozottan az ®lŖ 

szervezet molekul§ris ºsszetevŖinek szºvev®nyes kapcsolatrendszere, a kapcsolati h§l· 

felder²t®se ker¿lt.  

A rendszerbiol·gia, melyet a k¿lºnbºzŖ §gak elnevez®s®nek egys®ges v®gzŖd®se 

miatt rºviden Ăomikaò-k®nt is szoktak emlegetni, egy olyan kutat§si strat®gia, mely 

rendk²v¿l nagysz§m¼ adat gyŤjt®s®n, majd az adatok fejlett matematikai ®s informatikai 

m·dszerekkel tºrt®nŖ feldolgoz§s§n alapul. Legfontosabb eleme, hogy nem, vagy nem 

felt®tlen¿l hipot®zisvez®relt. A nem c®lir§nyosan, elŖzetes elv§r§sok n®lk¿l gyŤjtºtt 

adatok kiterjedt halmaz§ban rejlŖ mint§zatot, korrel§ci·kat ®s trendeket ez a strat®gia 

ut·lag, statisztikai alapon azonos²tja. A felismert mint§zatok seg²ts®g®vel v®g¿l vagy 

kºzvetlen v§laszt ad a k²s®rlettel kapcsolatban feltett k®rd®sekre, vagy hipot®zisek 

gener§l§s§t seg²ti, melyek helyess®ge k®sŖbb kºlts®ghat®konyan, c®lir§nyos m®r®sekkel 

ellenŖrizhetŖ.  

A megkºzel²t®s ¼jszerŤs®ge miatt a rendszerbiol·giai szeml®letŤ kutat§si 

ter¿letek megsz¿let®sekor szinte azonnal komoly elv§r§sok is kapcsol·dtak az 

Ăomik§khozò. Megcsillant a rem®ny, hogy az ¼j strat®gia majd olyan multifaktori§lis 

jelens®gek meg®rt®s®ben seg²ti az orvostudom§nyt, mint p®ld§ul a n®pbetegs®gek vagy 

tumor kialakul§sa, esetleg utat nyit az egy®nre szabott gy·gyszeres kezel®s 

megval·s²t§s§hoz, vagy ®ppen a gy·gyszerkutat§s kºlts®geinek drasztikus csºkken®s®t 

eredm®nyezi. A Scopus adatt§r irodalmi forr§s keresŖje (a keres®st 

Title/Abstract/Keyword kateg·ri§kra szŤk²tve) a dolgozat meg²r§sakor 47000 tal§latot 

mutatott Ăgenomicsò keresŖsz·ra, 42000-t Ăproteomicsò kifejez®sre ®s 6000 forr§st 

aj§nlott fel Ămetabonomics/metabolomicsò t®m§ban. Ez egy viszonylag fiatal 

tudom§nyter¿lettŖl m®g akkor is figyelemrem®lt·, ha a sz§mok nyilv§nval·an jelentŖs 

torz²t§sokat tartalmaznak. Az utols· k®t ®vtized tapasztalata alapj§n ugyanakkor 

elmondhat·, hogy a m·dszerek egyelŖre nem mindenben tudt§k bev§ltani a hozz§juk 
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fŤzºtt rem®nyeket. A Ărendszerò bonyolultabbnak bizonyult, mint eredetileg gondolt§k. 

A rendszerbiol·gi§t Ăt¼l®rt®keltk®ntò minŖs²tŖ kritikus megjegyz®seknek m®gis 

megk®rdŖjelezhetŖ az alapjuk. A fenti nagysz§m¼ munka kºz¿l sok kºzvetlen¿l 

felhaszn§lhat·, ®rt®kes eredm®nyt hozott. JelentŖs®g¿k a hipot®zisek gener§l§s§ban, a 

kutat§si ir§nyok kijelºl®s®ben val·sz²nŤleg m®g nagyobb volt. Az Ăomikaò ter¿letek 

nagy ®rdeklŖd®sbŖl ®s j·l-finansz²rozotts§gb·l fakad· gyors fejlŖd®se pedig mag§val 

h¼zta a kapcsol·d· eszkºzt§r, elsŖsorban a kemometria, az adatgyŤjtŖ technik§k, a 

bioanalitika tov§bbi fejlŖd®s®t, melynek kºzvetett haszna nehezen becs¿lhetŖ.  

Ph.D. munk§m jelentŖs r®sz®ben exokrin hasny§lmirigy-gyullad§st elŖid®zŖ 

modelltoxinok hat§s§nak komplex szºvettani, klinikai k®miai ®s - m§gneses 

magrezonancia-spektroszk·pi§n alapul· - metabonomikai vizsg§lat§t v®geztem. A 

munk§m kezdetekor t®mavezetŖmmel azt is c®lul tŤzt¿k ki, hogy a metabonomik§t, 

mint ²g®retes, ®s az Int®zet¿nkben l®vŖ analitikai eszkºzºk j·volt§b·l Egyetem¿nkºn is 

alkalmazhat· m·dszert a hazai kutat·k sz®lesebb kºr®ben is ismertebb® tessz¿k. 

Tudom§som szerint egyelŖre nem sz¿letett metabonomik§val foglalkoz· magyar nyelvŤ 

ºsszefoglal· ²r§s, ²gy dolgozatom kºvetkezŖ fejezet®ben ennek a hi§nynak a p·tl§s§ra is 

szeretn®k k²s®rletet tenni.  
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2. Irodalmi h§tt®r 

 

2.1. Metabonomika 

 

2.1.1. Nomenklat¼ra, tºrt®net 

 

 A Ămetabolitò sz· az angolsz§sz szakirodalomban nemcsak 

Ăgy·gyszermetabolitotò jelent, hanem minden olyan, jellemzŖen t²z sz®natomsz§m¼n§l 

kisebb molekul§t, amely a szervezet folyad®ktereiben kiindul§si anyagk®nt, 

intermedierk®nt vagy v®gterm®kk®nt r®szt vesz a biok®miai folyamatokban. Ilyenek 

p®ld§ul a citr§tkºr-intermedierek, a nukleotidok ®s aminosavak, azok leboml§si 

term®kei, az egyszerŤ cukrok, a b®lbakt®riumainkkal kºzºs anyagcsereterm®keink, a 

kreatin, az urea, a hippursav stb. Dolgozatomban a tov§bbiakban alkalmazkodni fogok 

ehhez a nomenklat¼r§hoz ®s k¿lºn Ătoxin-metabolitò, Ăgy·gyszermetabolitò, vagy 

ĂDRCò (drug related compound) kifejez®sekkel utalok arra, ha egy xenobiotikum 

metabolitjair·l van sz·, ®s nem egy endog®n kismolekul§r·l. 

A bevezetŖben eml²tettek alapj§n a Ămetabonomikaò a rendszerbiol·gia vagy 

m§s n®ven ñomikaò kutat§si ter¿letek csal§dj§nak azon tagja, mely a szervezet 

kompartmentjeiben ®s exkr®tumaiban megtal§lhat·, jellemzŖen kis molekulas¼ly¼ 

anyagcsere intermedierek ®s term®kek ï az angolsz§sz terminol·gi§ban ñmetabolitokò ï 

szisztematikus koncentr§ci·v§ltoz§sainak mint§zat§t vizsg§lja. A klasszikus 

megkºzel²t®s helyett teh§t, mely egy adott kismolekula reakci·ira, kinetikai 

tulajdons§gaira, biok®miai ¼tvonalaira koncentr§l, a metabonomika a biol·giai 

folyad®kok ®s szºvetek kismolekula-ºsszet®tel®t eg®sz®ben vizsg§lja, ®s a fiziol·gi§s, 

patol·gi§s hat§sok kºvetkezt®ben be§ll· kvalitat²v ®s kvantitat²v v§ltoz§sok ºsszetett 

mint§zata alapj§n pr·b§lja le²rni a h§tt®rben p§rhuzamosan zajl· biok®miai/®lettani 

folyamatokat.  

A ô80-as ®vek legelej®n ®szlelt®k elŖszºr, hogy sz®rum ®s vizelet NMR 

spektrumain a hatalmas v²zjel mellett apr· t¿sk®k is l§that·ak. Az alacsony t®rerŖ ®s a 

v²zjelelnyom§si technik§k kezdetlegess®ge miatt ez akkoriban nem volt trivi§lis 

felfedez®s, ann§l is ink§bb, mert a mint§k eredetileg neh®zf®m-kºtŖd®si vizsg§latok 

c®lj§b·l ker¿ltek az NMR k®sz¿l®kbe. Hamar kider¿lt, hogy a jelek a biol·giai 

folyad®kok kismolekul§it·l sz§rmaznak, ®s hogy a kirajzol·d· mint§zat fajt·l ®s 
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egy®ntŖl f¿ggŖen nagyon k¿lºnbºzŖ lehet [1]. A ô80-as ®vek kutat§sai nagyr®szt a jelek 

azonos²t§s§r·l ®s a k¿lºnbºzŖ forr§sokb·l sz§rmaz· biol·giai mint§k k¿lºnbs®geinek 

vizu§lis felt®rk®pez®s®rŖl sz·ltak [2]. Igaz, ekkor m§r v®geztek toxikol·giai 

vizsg§latokat is [3], §m az NMR spektrumok adatainak ®rt®kel®s®hez a szofisztik§ltabb, 

tºbbv§ltoz·s adatelemz®si statisztik§kat (MVDA) csak a ô90-es ®vek legelej®tŖl kezdt®k 

alkalmazni [4,5]. A mintafelismer®st t§mogat· kemometriai m·dszerek bevezet®s®nek 

hat§s§ra a ô90-es ®vekben a t®m§ban megjelenŖ publik§ci·k sz§ma meredeken 

emelkedni kezdett. Ennek ellen®re a m·dszer, ®s a benne rejlŖ lehetŖs®gek csak a 

szŤkebb szakmai kºr sz§m§ra voltak ismertek, amihez az is hozz§j§rulhatott, hogy a 

kutat§si ter¿letnek m®g nem volt ºn§ll· neve. A k®sŖbbiekben k®t olyan csoport, mely 

®len j§rt az ilyen ir§ny¼ vizsg§latokban, egym§st·l f¿ggetlen¿l a Ămetabonomikaò 

illetve a Ămetabolomikaò nevet adta a m·dszernek, nem kis zavart okozva ezzel a 

ter¿lettel ¼jonnan ismerkedŖ kutat·k egyre sz®lesedŖ kºr®ben. A szel²d rivaliz§l§s 

eredm®nyek®nt tºbb soron §t h¼z·d· defin²ci·k sz¿lettek, mellyel megpr·b§lt§k 

egym§st·l a k®t kifejez®st valahogy megk¿lºnbºztetni [6,7], sŖt az irodalomban 

megjelentek a Ămetabolic profilingò ®s Ămetabolic fingerprintingò elnevez®sek is, 

tov§bb nºvelve a k§oszt a nomentklat¼r§ban. M§ra azt hiszem, nyugodtan kijelenthetŖ, 

hogy nincs ®rdemi k¿lºnbs®g e kifejez®sek jelent®se kºzºtt, ®s l®nyeg®ben mindegyik 

az elŖzŖ bekezd®sben le²rt c®lokat ®s strat®gi§t takarja. A Ph.D. munk§m jelentŖs r®sze 

a londoni Imperial College Biomolecular Medicine tansz®k®nek ®s Jeremy K. Nicholson 

professzornak a seg²ts®g®vel, ®s az Ŗ m®r®si adataik felhaszn§l§s§val k®sz¿lt, ²gy 

dolgozatomban az §ltaluk prefer§lt Ămetabonomikaò elnevez®st fogom haszn§lni. 

 

2.1.2. AdatgyŤjt®si m·dszerek 

  

 A metabonomik§nak speci§lis jellemzŖje a tºbbi Ăomik§hozò k®pest, hogy 

egyetlen analitikai technik§val egyelŖre nem vizsg§lhat· a mint§ban l®vŖ kismolekul§k 

teljes kºre. Ennek oka egyr®szt, hogy az §tºlelendŖ koncentr§ci·tartom§ny nagyon 

sz®les, m§sr®szt hogy fizikai ®s k®miai tulajdons§gok szempontj§b·l a metabolom 

rendk²v¿l soksz²nŤ. B§rmilyen technik§t v§lasztunk is teh§t, mindig csak egy 

szegmens®t l§tjuk a kismolekul§k teljes palett§j§nak ®s erre m§r a m®r®si m·dszer 

tervez®s®n®l gondolni kell [8]. 
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A rendelkez®sre §ll· sz§mtalan analitikai technika kºz¿l [9] metabonomikai 

vizsg§latokhoz elsŖsorban azok terjedtek el, melyek a kvantitat²v inform§ci· mellett 

k®pesek az elemzŖt a kismolekul§k azonos²t§s§hoz sz¿ks®ges pontos szerkezeti 

inform§ci·val is kºzvetlen¿l ell§tni. Jelenleg a folyad®kkromatogr§fi§val 

(LC/HPLC/UPLC) kapcsolt tºmegspektrometria (MS) szolg§ltatja a legsz®lesebb k®pet 

egy minta kismolekula-ºsszet®tel®rŖl [10], m²g a m§gneses magrezonancia-

spektroszk·pia (NMR) a kiv§l· reproduk§lhat·s§ggal v²vott ki vezetŖ szerepet a 

metabonomik§ban. A k®tf®le adatgyŤjtŖ technika n®h§ny alapvetŖ tulajdons§ga rºviden 

ºsszefoglalhat·: a) Az NMR nem ig®nyli a biol·giai folyad®kok komponenseinek 

elŖzetes elv§laszt§s§t, a tºmegspektrometriai m®r®st viszont jellemzŖen 

g§zkromatogr§fia (GC), folyad®kkromatogr§fia (LC/HPLC/UPLC) vagy kapill§ris 

elektrofor®zis (CE) elŖzi meg [11]. b) Az egy mint§ra jut· m®r®sidŖ ºsszem®rhetŖ, 

mindk®t m·dszern®l 5-10 perc kºzºtt van. Mindk®t esetben automatiz§lhat· a 

mintaadagol§s ®s a m®r®s, ®s az egy mint§ra esŖ kºlts®g (legal§bb is a tºbbi Ăomik§hozò 

k®pest) relat²ve alacsony. c) Az NMR mintaig®nye l®nyegesen nagyobb, mint az MS 

m®r®sek®, §ltal§ban kb. 0,5 ml szemben a n®h§ny ɛl-rel. Igaz, l®teznek anyagig®nyt 

csºkkentŖ NMR technik§k, ezek §ra azonban nagysz§m¼ minta rutinszerŤ m®r®s®t m®g 

nem mindig teszi kifizetŖdŖv®. d) A minta az NMR-es m®r®s ut§n ®p marad ®s alkalmas 

tov§bbi vizsg§latokra, m²g tºmegspektrosmetri§n§l term®szetesen elv®sz. e) A 

legl®nyegesebb k¿lºnbs®g a k®t m·dszer kºzºtt az ®rz®kenys®gben ®s a 

reproduk§lhat·s§gban van. Ma m§r nem ritk§k a 800 MHz-es protonfrekvenci§j¼ 

kriofejes NMR k®sz¿l®kek, ®s enn®l magasabb t®rerŖvel rendelkezŖ berendez®sek is 

vannak, m®gis, egy §tlagos (Ăkontrollò) mint§ban a detekt§lhat· kismolekul§k sz§ma 

legfeljebb n®h§ny sz§z. UPLC-MS m®r®sekn®l a jelek sz§ma meghaladhatja a t²zezret, 

®s b§r ezek jelentŖs r®sz®t m®g nem siker¿lt azonos²tani, sejthetŖ, hogy a detekt§lt 

metabolitok sz§ma is nagys§grendekkel nagyobb, mint az NMR-n®l. Ugyanakkor a 

k®sŖbbiekben ismertetendŖ COMET vizsg§latok elŖk®sz²tŖ m®r®sei igazolt§k, hogy a 

biol·giai mint§k NMR spektrum§ban tapasztalhat· elt®r®s 1,6% alatt marad k¿lºnbºzŖ 

mŤszereket haszn§lva ugyanannak a mint§nak a vizsg§lat§hoz [12]. Az MS-alap¼ 

metabonomikai m®r®sek reproduk§lhat·s§ga, r®szben a m®r®st megelŖzŖ 

kromatogr§fi§s elv§laszt§snak kºszºnhetŖen, ettŖl l®nyegesen elmarad.  
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Ph.D. munk§m alapj§ul NMR spektroszk·pi§val gyŤjtºtt adatok szolg§ltak, ²gy 

p®ldak®nt ennek a m·dszernek a jellemzŖit foglalom ºssze nagyon rºviden. Az NMR 

m®r®sekn®l a vizsg§lt anyagban l®vŖ m§gnesesen akt²v magokt·l ®rkezŖ jeleket 

detekt§ljuk. LegegyszerŤbb ®s legelterjedtebb, rutinszerŤen alkalmazott form§ja az 
1
H 

NMR spektroszk·pia, ahol teh§t a minta hidrog®n atommagjait vizsg§ljuk. A 

spektrumon l§that· jelek poz²ci·ja (k®miai eltol·d§s ®rt®ke, m®rt®kegys®g: ppm), ®s 

felhasad§si mint§zata a protonok k®miai kºrnyezet®tŖl f¿gg, melyet a hidrog®n atom 

elektronfelhŖj®nek szerkezete, a szomsz®dos atomokkal l®tes²tett kºlcsºnhat§sai 

hat§roznak meg elsŖsorban (1. §bra).  

O

HH

H

H H

N

H

H

OH

O

H

 

1. §bra. A biol·giai mint§k NMR-spektruma (pl. vizelet - als· §bra) a mint§ban l®vŖ kismolekul§k 

egyedi spektrum§nak (pl. hippursav - felsŖ §bra) ºsszege. A jelek gºrbe alatti ter¿lete az adott metabolit 

koncentr§ci·j§val ar§nyos. 

 

A kapcsolat a spektrum mint§zata ®s a k®miai kºrnyezet kºzºtt kellŖen szoros ahhoz, 

hogy a jelek alapj§n a vizsg§lt anyag szerkezete nagy biztons§ggal fel²rhat· legyen. 

(K®ts®gek eset®n pedig tov§bbi ¼.n. k®tdimenzi·s m®r®seket lehet seg²ts®g¿l h²vni.) A 

biol·giai mint§k NMR spektruma a mint§ban l®vŖ kismolekul§k egyedi spektrum§nak 

ºsszege (1. §bra), ®s a jelek gºrbe alatti ter¿lete az adott metabolit koncentr§ci·j§val 
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ar§nyos. A spektrum teh§t nemcsak az azonos²t§st seg²tŖ kvalitat²v, hanem pontos 

mennyis®gi inform§ci· forr§sa is. A mint§ban l®vŖ nagysz§m¼ kismolekul§t·l sz§rmaz· 

jelhalmaz zs¼folt ®s §tfed®sekkel terhes, azonban tºbbv§ltoz·s adatelemz®si 

m·dszerekkel ²gy is ®rt®kelhetŖ, nem sz¿ks®ges a komponensek elŖzetes sz®tv§laszt§sa. 

A 2. ®s 3. §br§n egy kontroll csoporthoz tartoz· patk§ny vizelet- ®s sz®rummint§j§nak 

1
H NMR spektruma l§that·. A k®sŖbbi t§j®koz·d§s megkºnny²t®s®hez az 1. ®s 2. 

t§bl§zatban ºsszefoglaltam a legjellegzetesebb jelek k®miai eltol·d§s ®rt®keit ®s 

multiplicit§s§t.  

 

2. §bra. Kontroll csoporthoz tartoz· Sprague-Dawley patk§nyt·l sz§rmaz· vizelet 600 MHz-es 

k®sz¿l®kkel felvett 
1
H NMR spektruma, kinagy²tott r®szletekkel. Jelmagyar§zat: Val, valin; Leu; leucin; 

Ile, izoleucin; 2-OG, 2-oxoglut§rsav; PAG, fenil-acetil-glicin; 3-HB, 3-hidroxi-vajsav; NMND, N-metil-

nikotinamid; NMNA, N-metil-nikotinsav; NMPY, N-metil-4-pirridon-5-karboxamid; t-ac, transz-

akonitsav; TMAO, trimetilamin-N-oxid; DMA, dimetilamin; DMG, dimetil-glicin 
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metabolit 
k®miai eltol·d§s 

(ppm) 
multiplicit§s   metabolit 

k®miai eltol·d§s 
(ppm) 

multiplicit§s 

NMND  9,28 s   Hippursav 3,97  d 

NMNA 9,13 s   Kreatin 3,93 s 

NMND 8,97 d   Betain 3,91 s 

NMND 8,90 d   PAG 3,76  d 

NMNA 8,84 m   DMG 3,72  s 

NMPY 8,55 s   PAG 3,68 s 

Hangyasav 8,46 s   Glicin 3,57 s 

NMNA 8,08 m   t-ac 3,45 s 

Benzoesav 7,88 d   Taurin 3,42 t 

Hippursav 7,84 d   Taurin 3,27 t 

2-DC 7,81 d   TMAO, Betain 3,27 s 

Hippursav 7,64 t   
Kreatin, 
Kreatinin 

3,05-3,04 s 

Hippursav 7,55 t   2-OG 3,01 t 

PAG  7,44-7,40 m   DMG 2,93 s 

PAG 7,36 m   3-HPPA 2,84 t 

4-CS 7,29 d   4-HPPA 2,80 t 

3-HPPA 7,25  m   DMA 2,72 s 

4-CG 7,23 d   Citromsav 2,72-2,65 d 

4-CS 7,21 d   Metilamin 2,61 s 

4-HPPA 7,17 d   Citromsav 2,58-2,52 d 

4-CG 7,05 d   2-OG 2,45 t 

4-HPPA 6,87 d   Borosty§nkŖsav 2,41 s 

3-HPPA 6,86 m   4-CS 2,345 s 

3-HPPA 6,80 s   4-CG 2,30 s 

3-HPPA 6,76 m   2-AA 2,24  t 

t-ac 6,60 s   Vajsav 2,16 t 

NMPY 6,56 t   N-acetil jelek 2,02-2,05 s 

Fum§rsav 6,53 s   Ecetsav 1,925 s 

2-DC 6,275 t   Vajsav 1,56 tq 

Allantoin 5,40 s   Alanin 1,48 d 

Gl¿k·z 5,23 d   Tejsav 1,33  d 

4-CG 5,085 d   3-hidroxi-vajsav 1,21 d 

Gl¿k·z 4,65 d   Valin 1,045 d 

NMND 4,48  s   Izoleucin 1,01 d 

NMNA 4,44 s   Valin 0,99 d 

Almasav 4,32 dd   
Leucin, 

Izoleucin 
0,95 d 

Tejsav 4,11 q   
Alfa-keto-

izovaleri§nsav 
0,94 d 

Kreatinin 4,06 s   Vajsav 0,9 t 

 

 

1. t§bl§zat N®h§ny jellegzetes, kºnnyen azonos²that· jel hozz§rendel®se (asszign§ci·) Sprague-Dawley 

patk§nyt·l sz§rmaz· vizeletminta 
1
H NMR spektrum§n. Jelmagyar§zat: 2. §bra; HPPA, hidroxi-fenil-

propionsav; 4-CG, 4-krezol-gl¿kuronid; 4-CS, 4-krezol-szulf§t; 2-DC, 2ô-dezoxicitidin; L-AA, L-amino-

adipinsav; 

 

 

DOI:10.14753/SE.2012.1715



 14 

 

Sz®rum 

 

 

3. §bra. Kontroll csoporthoz tartoz· Sprague-Dawley patk§nyt·l sz§rmaz· sz®rum 600 MHz-es 

k®sz¿l®kkel felvett 
1
H NMR spektruma, kinagy²tott r®szlettel.  

 

metabolit 
k®miai eltol·d§s 

(ppm) 
multiplicit§s   metabolit 

k®miai eltol·d§s 
(ppm) 

multiplicit§s 

Hangyasav 8,46 s   DMG 2,93 s 

2-DC 7,81 d   DMA 2,73 s 

1-metil-
hisztidin 

7,77 s   Citromsav 2,72-2,65 d 

Tirozin 7,18 d   Citromsav 2,58-2,52 d 

1-metil-
hisztidin 

7,05 s   PiroszŖlŖsav 2,36 s 

Tirozin 6,89 d   Acetecetsav 2,22 s 

2-DC 6,275 t   N-acetil jelek 2,02-2,05 m 

PEP 5,39 s   Ecetsav 1,925 s 

Gl¿k·z 5,23 d   Lizin 1,91 m 

PEP 5,18 s   Lizin 1,73 m 

Gl¿k·z 4,64 d   Lizin 1,48 m 

Tejsav 4,11 q   Alanin 1,48 d 

Kreatin 3,93 s   Tejsav 1,33  d 

Glicin 3,57 s   Valin 1,045 d 

TMAO 3,27 s   Izoleucin 1,01 d 

Kolin, 
Foszfokolin 

3,20 s   Valin 0,99 d 

Kreatin 3,05-3,04 s   
Leucin, 

izoleucin 
0,95 t 

Lizin 3,03 t         

 

2. t§bl§zat N®h§ny jellegzetes, kºnnyen azonos²that· jel asszign§ci·ja Sprague-Dawley patk§nyt·l 

sz§rmaz· sz®rumminta 
1
H NMR spektrum§n. Jelmagyar§zat: 2. §bra; PEP, foszfo-enol-piroszŖlŖsav 
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V®g¿l m®g egyszer hangs¼lyozni szeretn®m, hogy az egydimenzi·s 
1
H NMR 

spektroszk·pia csak a legegyszerŤbb lehetŖs®g. A metabonomikai elemz®s alapulhat 

bonyolultabb pulzusszekvenci§val, vagy k®tdimenzi·s technik§kkal nyert adatokon 

[13], tov§bb§ egy®b NMR-akt²v magok pl. 
13

C, 
19

F, vagy 
31
P stb. m®r®s®n is [14-16]. 

B§r nem felt®tel a komponensek elŖzetes sz®tv§laszt§sa, kapcsolt technik§k alkalmaz§sa 

(LC-NMR, CE-NMR, LC-NMR-MS) itt is seg²theti a inform§ci· m®g teljesebb 

kiakn§z§s§t [17-19]. 

 

2.1.3. Az adatelemz®s elvei ®s az alkalmazott m·dszerek fejlŖd®se 

 

 A metabonomik§t a rendszerbiol·gia nevŤ csoport m®lt· tagj§v§ a 

mintafelismerŖ adatelemz®si m·dszerek alkalmaz§sa ®s fejleszt®se emelte. A m§s n®ven 

Ăadatb§ny§sz·ò, vagy Ădata miningò strat®gia teszi lehetŖv®, hogy az elemzŖ egy 

k²s®rletben ne csak a metabolom egy-egy kiragadott k®pviselŖj®t tanulm§nyozza, hanem 

a kismolekul§kr·l rendelkez®sre §ll· teljes inform§ci·t feldolgozza, ®s ak§r elŖzetes 

hipot®zis n®lk¿l, az adatok gyŤjt®se ut§n szŤrje ki a k²s®rlet szempontj§b·l fontosnak 

bizonyul· metabolitok kºr®t. MegjegyzendŖ, hogy a koncentr§ci·v§ltoz§sokat nem 

mutat· kismolekul§k felt®rk®pez®se legal§bb ennyire hasznos a h§tt®rben zajl· 

biok®miai folyamatok ®rtelmez®s®hez, ®s ez az inform§ci· az adathalmazban szint®n 

bŖs®gesen rendelkez®sre §ll. Rendszerszeml®letŤv® teh§t akkor v§lik az elemz®s, ha a 

gyŤjtºtt adatok teljes, csonk²tatlan, vagy csak alapos indokkal csonk²tott palett§j§nak 

egyszerre tºrt®nŖ ®rt®kel®s®vel keres¿nk v§laszt n®h§ny alapvetŖ k®rd®sre: a) A vizsg§lt 

mint§k kºzºtt vannak-e k¿lºnbs®gek, sz®tesik-e spont§n a mintahalmaz alcsoportokra? 

b) Ha igen, a csoportokba rendezŖd®s kºthetŖ-e valamilyen elŖzetes ismerethez, pl. 

beteg/eg®szs®ges egy®ntŖl sz§rmaz·, kezelt/nem kezelt egy®ntŖl sz§rmaz·, vagy a 

gy·gyszer bead§sa elŖttrŖl/ut§nr·l sz§rmaz· mint§k? c) Mely metabolitok 

koncentr§ci·j§nak milyen ir§ny¼ ®s m®rt®kŤ v§ltoz§sa felelŖs a csoportok 

elk¿lºn¿l®s®®rt? Tudunk-e azonos²tani biomarkert vagy biomarkereket, esetleg tºbb 

endog®n kismolekula egy¿ttes koncentr§ci·v§ltoz§sa mutat-e olyan jellegzetes 

mint§zatot, amely Ăbiomarkernekò tekinthetŖ? d) Mely kismolekul§k idŖbeli ®s 

koncentr§ci·beli v§ltoz§sa korrel§lt, milyen m®rt®kŤ ez a korrel§lts§g, mely 

biok®miai/®lettani folyamat kapcsolja ºssze a szervezetbeli sorsukat? e) A mint§kkal 
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kapcsolatos elŖzetes ismereteinken t¼l tal§lunk-e alcsoportokat p®ld§ul a v§laszad§s 

erŖss®ge, idŖbeli lefut§sa alapj§n?  

 

A tºbbv§ltoz·s adatelemz®s elvi matematikai alapjainak le²r§sa m§r 1900 kºr¿l 

megjelent filoz·fiai ®s matematikai foly·iratokban. Tºbbek kºzºtt Karl Pearson v®gzett 

¼ttºrŖ munk§t ezen a ter¿leten [20]. A bonyolult sz§m²t§sok seg®deszkºzºk n®lk¿l 

azonban idŖig®nyesek voltak, ²gy a m·dszer megmaradt matematikusok szŤk kºr®ben 

ismert elvi lehetŖs®gk®nt. A gyakorlati alkalmaz§shoz a sz§m²t·g®pek fejlŖd®se nyitott 

utat, ®s kezdetben elsŖsorban gazdas§gi-politikai k®rd®sek megv§laszol§s§hoz, 

tendenci§k elemz®s®hez h²vt§k seg²ts®g¿l.  

A ô90-es ®vekben a biol·giai folyad®kok 
1
H NMR spektrumainak ®rt®kel®s®n®l 

m®g elker¿lhetetlen volt az adatredukci·, ²gy 0,04 ppm-es szegmensekre (Ăspectral 

bin/bucketò) bontott spektrumokb·l dolgoztak. A kereskedelmi forgalomban akkor 

kaphat· §ltal§nos mintafelismerŖ programok haszn§lat§hoz egy®b f§rads§gos 

adatelŖk®sz²tŖ l®p®sekre is sz¿ks®g volt, ®s az eredm®nyek interpret§l§sa komoly 

felk®sz¿lts®get ig®nyelt mind az NMR spektroszk·pia, mind a tºbbv§ltoz·s statisztika 

ter¿let®n. Ennek ellen®re a rendelkez®sre §ll· matematikai m·dszerek sz®les kºr®t 

pr·b§lt§k ki metabonomikai m®r®sekbŖl sz§rmaz· adatokon, r®szletesen felt®rk®pezve 

azt is, hogy milyen korl§tokkal vagy apr·bb m·dos²t§sokkal alkalmazhat·k. (N®h§ny 

p®lda: 3. t§bl§zat, r®szletes ismertet®s: Lindon et al. 2001. [21]). Gyakran hangs¼lyozt§k 

ebben az idŖszakban a metabonomikai t®m§ban sz¿letett ²r§sokban az MVDA-nak azt 

az elŖny®t, hogy seg²ts®g®vel a minta klasszifik§ci·ja, csoporthoz sorol§sa (pl. beteg 

vagy eg®szs®ges egy®ntŖl sz§rmaz·) akkor is robusztusan megoldhat·, ha a csoportok 

sz®tv§l§s§nak okai nem der²thetŖk fel vagy magyar§zhat·ak teljes biztons§ggal. Ez 

k®ts®gk²v¿l igaz, a megjegyz®s h§tt®rben m®gis ink§bb az §llt, hogy az akkor 

legn®pszerŤbbekk® v§l· fŖkomponens-anal²zis (PCA) ®s PLS-elemz®s, mint projekci·s 

m·dszerek egyszerŤ form§ikban gyakran komoly torz²t§sokat hordoztak magukban, ²gy 

az ok-okozati ºsszef¿gg®sek val·ban nem mindig voltak egy®rtelmŤen felder²thetŖk.  
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3. t§bl§zat. N®h§ny p®lda metabonomikai vizsg§latokhoz alkalmazhat· kemometriai m·dszerekre. 

 

A kºvetkezŖ, tal§n nevezhetj¿k Ăm§sodik gener§ci·sò m·dszerekn®l az 

®rtelmezhetŖs®g jav²t§sa volt az egyik kºzponti tºrekv®s. 2005 kºr¿l t®rtek §t a 

metabonomik§val foglalkoz· kemometrikusok olyan sokoldal¼, szofisztik§lt 

matematikai szoftverek haszn§lat§ra, melyek lehetŖv® tett®k, hogy c®lzottan, 

metabonomikai k²s®rletekbŖl sz§rmaz· adatok elemz®s®re szabott programokat ²rjanak. 

Ezek a programok, szkriptek n®gy szempontb·l jelentettek l®nyeges ¼j²t§st: K®pesek 

voltak a teljes spektr§lis ter¿let anal²zis®re, mely minŖs®gi k¿lºnbs®get jelentett a 

kor§bbiakhoz k®pest. Figyelembe vett®k az adatgyŤjt®shez haszn§lt analitikai m·dszer 

saj§ts§gait ®s az adott biol·giai minta term®szet®t, ²gy lehetŖv® tett®k sz§mtalan 

adatelŖk®sz²t®si l®p®s automatiz§l§s§t [22,23]. A modellek robusztusabbakk§, a kiszŤrt 

eredm®nyek pedig kºnnyebben ®rtelmezhetŖkk® v§ltak (O-PLS [24,25]). 

Korrel§ci·anal²zis seg²ts®g®vel nagysz§m¼ minta eset®n statisztikai alapon f®nyt lehetett 

der²teni biok®miailag egy¿tt szab§lyozott, ko-regul§lt metabolitok csoportjaira 

(STOCSY [26]), sŖt ugyanazon minta k¿lºnbºzŖ analitikai m·dszerekkel nyert 

spektrumainak korrel§ltat§s§ra is lehetŖs®g ny²lt (SHY [27]). B§r ezek a Ăm§sodik 

gener§ci·sò metabonomikai programok m®g megkºvetelt®k az elemzŖ j§rtass§g§t mind 

az adatgyŤjt®si, mind az alkalmazott adatelemz®si m·dszer ter¿let®n, l®nyegesen 

 

 

Å FŖkomponens-analízis (Principal 

Component Analysis ïPCA)

Å Faktoranalízis (FA)

Å Nemlineáris térképek (Non-linear 

Mapping ïNML)

Å Hierarchikus csoportelemzés 

(Hierarchical Cluster Analysis -

HCA)

Å Legkisebb négyzetek regresszió 
(Partial Least Squares - PLS)

Å Kanonikus diszkrimináns 
faktorelemzés (Canoical Variate 
Analysis ïCVA)

Å Osztályanalógiák közvetett 
elmezése (SIMCA)

Å FŖkomponens regresszi· (Principal 
Component Regression - PCR)

Å Nemlineáris iteratív PLS (NIPALS)

Å Mesterséges ideghálózatok 
(Artificial Neural Network ïANN)

Å Bayes hálók (PNNs, CLOUDS)

Å Genetic Programming

Nem-irányított

(Lineáris/ Nem-lineáris)

Irányított

(Lineáris/ Nem-lineáris)
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felhaszn§l·bar§tabbak voltak a kor§bbiakn§l ®s tized®re csºkkentett®k a k²s®rlet 

eredm®nyeinek ®rt®kel®s®re ford²tand· idŖt ®s energi§t.  

Az ut·bbi ®vek Ăharmadik gener§ci·sò programjainak c®lja, hogy az elemzŖt 

teljesen mentes²ts®k az adatelŖk®sz²t®si l®p®sek al·l, ®s az eredm®nyek ®rtelmez®s®hez a 

felhaszn§l·nak lehetŖs®g szerint egy§ltal§n ne legyen sz¿ks®ge NMR-spektroszk·pi§val 

vagy statisztikai m·dszerekkel kapcsolatos ismeretekre [28]. Megmaradt ugyanakkor az 

ig®ny az adatokban rejlŖ ºsszes ºsszef¿gg®s marad®ktalan kiakn§z§s§ra, ami viszont 

gyakran igen bonyolult, nehezen §ttekinthetŖ ®s nem felt®tlen¿l felhaszn§l·bar§t 

§br§khoz vezet [29]. Az ®sszerŤ kompromisszum megtal§l§sa jelenti most az egyik 

legnagyobb kih²v§st a kemometriai fejleszt®s ter¿let®n, ®s a megold§st a jºvŖben 

val·sz²nŤleg a gyors, interakt²v felhaszn§l·i fel¿letekkel mŤkºdŖ szoftvercsomagok 

fogj§k jelenteni. Itt, a Ăharmadik gener§ci·sò m·dszerekn®l eml²tendŖ meg a Ătargeted 

profilingò elven alapul· metabonomikai elemzŖ strat®gia is [30], melyet explorat²v 

kutat§sokban hossz¼ ideig mellŖztek. A m·dszer a komponensek mennyis®gi 

meghat§roz§s§nak nagyfok¼ pontoss§g§t teszi lehetŖv®, §m alkalmazhat·s§g§nak 

korl§tot szab, hogy adatb§zis ki®p²t®s®t ®s haszn§lat§t ig®nyli. Az adatb§zisok 

tºk®letesed®s®vel ®s inform§ci·tartalmuk nºveked®s®vel azonban ez a strat®gia is 

v§rhat·an sz®lesebb kºrben terjedni fog.  

 

A szakirodalomban (tal§n a nevez®ktan ®s a defin²ci·k kºr¿li zavar 

kºvetkezm®nyek®nt) elŖfordul, hogy miut§n egy kutat· a hipot®zis®nek tesztel®s®hez 

n®h§ny c®lzottan kiv§lasztott kismolekula koncentr§ci·j§t NMR vagy 

tºmegspektrometriai m®r®ssel meghat§rozta, vizsg§lat§t Ămetabonomikai 

szeml®letŤnekò minŖs²ti, kulcssz·k®nt felt¿ntetve valamelyik Ăomikaò v®gzŖd®sŤ 

elnevez®st a publik§ci·ban. Ilyen jellegŤ Ămetabolit koncentr§ci· meghat§roz§sraò 

mindk®t analitikai m·dszer kiv§l·an alkalmas, ®s ezek a m®r®sek term®szetesen nagyon 

hasznos kieg®sz²tŖi egy®b vizsg§latoknak. Elv¿kben azonban nem k¿lºnbºznek egy 

laborat·riumi v®rcukorszint-m®r®stŖl, csak az alkalmazott technika tŤnik 

modernebbnek. Mivel teh§t az elemzŖ nagy val·sz²nŤs®ggel ²gy csak a tºred®k®t 

dolgozta fel a kismolekul§k szintj®n lej§tsz·d· esem®nyeknek, az Ăomikaò v®gzŖd®s a 

Ămetabolitò sz·val kapcsolva t¼lz·nak tŤnik, a publik§ci· pedig ebbŖl a szempontb·l 

csal·d§st okozhat az olvas·knak.  
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2.1.4. Alkalmaz§si ter¿letek 

 

 A biol·giai folyad®kok kismolekula-ºsszet®tel®nek m®r®se elsŖk®nt a 

gy·gyszerkutat§s toxikol·giai vizsg§lati f§zis§ban nyert sz®lesebb kºrben alkalmaz§st. 

Ezt a felhaszn§l§si ter¿letet a kºvetkezŖ fejezetben szeretn®m r®szletesebben bemutatni, 

itt csak az egy®b, orvostudom§nyokhoz kºthetŖ lehetŖs®gekrŖl adok rºvid §ttekint®st. A 

dolgozatb·l teljesen kimarad a metabonomika legal§bb ennyire szerte§gaz· nºv®nytani 

[31], ®lelmiszerbiztons§gi [32], kºrnyezetv®delmi ®s kºrnyezeti-toxikol·giai [33] 

alkalmaz§si ter¿leteinek bemutat§sa.  

A metabonomik§ban oly gyakran haszn§lt Ăbiol·giai folyad®kò kifejez®s 

legtºbbszºr v®r- ®s vizeletmint§kat takar, hiszen, mint a szervezet¿nk legfontosabb 

kºzvet²tŖ kºzege ®s a homeoszt§zis fenntart§s§ban legfontosabb exkr®tum ezek 

szolg§ltatj§k a legsz®lesebb k®pet az egy®n eg®szs®gi §llapot§r·l. A mintav®tel mindk®t 

folyad®kn§l rutinszerŤ, ®s az orvosi laborat·riumok szok§sos klinikai k®miai vizsg§latai 

kºnnyen eg®sz²thetŖk ki kutat§si c®llal a m§r rendelkez®sre §ll· mint§k NMR vagy 

tºmegspektrometri§s m®r®s®vel. A v®r- ®s vizeletmint§k elemz®s®n alapul· vizsg§latok 

mellett azonban specifikus k·rk®pek tanulm§nyoz§s§n§l sz®p sz§mmal tal§lhat· az 

irodalomban epe [34], gerincvelŖi folyad®k [35], ejakul§tum [36], ny§l [37], 

szemfolyad®kok [38], magzatv²z [39], stb. kismolekula-ºsszet®tel®nek vizsg§lat§val 

foglalkoz· publik§ci· is. 

A metabonomika megsz¿let®sekor m®g elŖfelt®tele volt az NMR m®r®seknek, 

hogy a minta foly®kony halmaz§llapot¼ legyen, ²gy szºvetek, sejtkult¼r§k kismolekula-

ºsszet®tel®rŖl csak extraktum k®sz²t®se ut§n lehetett (n®mik®pp torz²tott) k®pet form§lni. 

A Ămagic angle spinningò (MAS) NMR m®r®stechnika fejlŖd®s®nek kºszºnhetŖen ma 

m§r intakt szºvetek, sejtkult¼r§k metabolit-ºsszet®tele is j· felbont§s¼ spektrumok 

seg²ts®g®vel vizsg§lhat· [40]. Ez ¼jabb t§vlatokat nyitott meg mind a toxikol·giai mind 

a diagnosztikai alkalmaz§sokban, hiszen a k¿lºnbºzŖ kompartmentek spektrumainak 

korrel§ci·s elemz®s®n kereszt¿l a metabolitok koncentr§ci·v§ltoz§sai az ®rintett szervek 

szºveteitŖl a kering®sen §t a vizeletig t®rben ®s idŖben is kºvethetŖv® v§lt. (ĂIntegrated 

metabonomicsò [41,42]).  

A klinikai alkalmaz§sok ter¿let®n kiemelendŖ a velesz¿letett anyagcsere-

rendelleness®gek gyors ®s pontos diagnosztik§ja. Engelke ®s munkat§rsai tºbb kiad§st 
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meg®lt k®zikºnyve 
1
H NMR spektrumokkal, rºvid magyar§zattal ®s a hib§s biok®miai 

¼tvonal v§zlatos felrajzol§s§val seg²ti az orvosok munk§j§t [43]. Tºbb nyugat-eur·pai 

orsz§gban a t§rsadalombizos²t§s fontol·ra vette a szŤrŖvizsg§lat finansz²roz§s§t is. 

Sajnos ettŖl egyelŖre t§vol van sz§mtalan olyan betegs®gcsoport, ahol a metabonomika 

m§r r®g·ta bizony²totta sokoldal¼ gyakorlati haszn§t ®s alkalmazhat·s§g§t ak§r a 

prevenci·ban, ak§r a beteg §llapot§nak vagy a ter§pia hat®konys§g§nak 

monitoroz§s§ban. A teljess®g minden ig®nye n®lk¿l tal§n a diabeteszes [44-47], 

k¿lºnbºzŖ vesebetegs®gek [48-50], transzplant§ci· [51-53] ragadhat·k ki p®ldak®nt. A 

m§r eml²tett szil§rd f§zis¼ NMR felhaszn§l§si lehetŖs®geit a legintenz²vebben 

tumordiagnosztik§ban ®s ter§pi§ban kutatj§k [54-56], b§r ezen a ter¿leten ¼gy t¿nik, 

magyar kutat·k (Tak§ts et al. [57,58]) Ăomikaò elven alapul· ²g®retes tal§lm§nya veszi 

§t a vezetŖ szerepet. Az intelligens seb®szk®s a szºvetek v§g§sa kºzben keletkezŖ 

ioniz§lt r®szecsk®ket tºmegspektrometri§s detektorhoz tov§bb²tja. A felvett spektrum 

jeleibŖl kirajzol·d· mint§zat szºvetspecifikus, ²gy mŤt®t kºzben az orvos folyamatos, 

pontos inform§ci·t kaphat a v§gott szºvet ºsszet®tel®rŖl. ElsŖdleges felhaszn§l§si 

ter¿letnek tumoros betegek mŤt®tei tŤnnek, ez®rt az eszkºzt gyakran onkok®sk®nt is 

emlegetik, de a megfelelŖ spektr§lis adatb§zis ki®p²t®s®vel az idegseb®szettŖl a 

plasztikai seb®szetig az eszkºz sz§mtalan t²pus¼ mŤt®ti beavatkoz§st t§mogatni tud 

majd.  

A ô90-es ®vek v®g®n tºbb ezer ºnk®ntes bevon§s§val kezdŖdºtt meg az elsŖ 

hum§n popul§ci·s metabonomikai vizsg§lat, melynek alapj§ul Jap§nban, K²n§ban, 

Nagy-Britanni§ban ®s az Egyes¿lt Ćllamokban gyŤjtºtt vizeletmint§k szolg§ltak. 

(INTERMAP m®r®ssorozat [59]). M§ra a biobankok mŤkºd®s®nek eredm®nyek®nt a 

genomra kiterjedŖ asszoci§ci·s vizsg§latok (Genome-wide association study, GWAS) 

mint§j§ra metabolomra kiterjedŖ asszoci§ci·s vizsg§latokat is v®geznek (Metabolome-

wide association study, MWAS), rem®lve, hogy ezen kereszt¿l kºzelebb ker¿lhet¿nk a 

n®pbetegs®gek kock§zati t®nyezŖinek felt®rk®pez®s®hez, ®s a lakoss§g szŤr®s®re 

alkalmas eszkºz fejleszt®s®hez [60-62]. 

Az egy®nre szabott gy·gyszeres kezel®s megval·s²t§s§hoz a tudom§nyter¿let 

eddig a farmako-metabonomika elv®nek bizony²t§s§val [63,64] ®s a b®lfl·ra-ºsszet®tel 

®s mŤkºd®s jelentŖs®g®nek r®szletes vizsg§lat§val j§rult hozz§ [65-68]. A 

Ămetabot²pusò meghat§roz§sa hasznosnak bizonyult mut§ns, transzgenikus §llatok 
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tulajdons§gainak felt®rk®pez®s®ben, ®s t§mogatja a hum§n betegs®gek §llatk²s®rletes 

modelljeinek valid§l§s§t is [69-71].  

A rendszerbiol·giai kutat§sok v®gsŖ c®lja, hogy az ®lŖ szervezetben a g®nek, 

feh®rj®k ®s kismolekul§k szintj®n tºrt®nŖ esem®nyeket egys®ges rendszerben lehessen 

®rtelmezni. A szervezetben zajl· metabolit-fluktu§ci·k a g®nexpresszi·, feh®rje 

expresszi·, kºrnyezeti hat§sok stb. interakci·j§nak v®geredm®nyei, ²gy a 

metabonomika, mint az Ăomikaò kaszk§d utols·, fenot²pushoz legkºzelebb §ll· pontja 

²g®retes koordin§tora az Ăomikaò-ter¿letek eredm®nyeinek integr§lt elemz®s®t c®lul 

kitŤzŖ vizsg§latoknak (ĂTop-down systems biologyò) [67,72-74]. 

 A metabonomika alkalmaz§s§nak terjed®s®t n®mik®pp f®kezte k®t olyan 

saj§ts§ga, melyet csak lassan siker¿lt elfogadtatni a kutat·i t§rsadalommal. A strat®gia 

explorat²v jelleg®bŖl ad·d·an nagyon neh®z, ®s nem is felt®tlen¿l helyes elŖre 

c®lkitŤz®seket ®s elv§r§sokat megfogalmazni egy metabonomikai m®r®ssel 

kapcsolatban, hiszen nincsen garancia arra, hogy a k²s®rlet a c®ljainknak megfelelŖ 

eredm®nyekre vezet, ugyanakkor nagy az es®lye annak, hogy a v§rakoz§sokt·l merŖben 

elt®rŖ, ®rt®kes ºsszef¿gg®sekre der¿ljºn f®ny. Azt teh§t, hogy egy metabonomikai 

vizsg§lat elv®gz®s®nek lesz-e Ă®rtelmeò, ®s milyen Ă®rtelmeò lesz, senki nem tudja elŖre 

megmondani, ami - szerencs®re most m§r m¼lt idŖben - nagyban nehez²tette a kutat§sok 

anyagi fedezet®nek megteremt®s®t. A metabonomik§val szembeni ellen®rz®sek m§sik, 

jelenleg is l®tezŖ forr§s§t m§r eml²tettem. Gyakran elŖfordul, hogy a mint§k 

klasszifik§ci·ja, csoportokhoz sorol§sa (pl. beteg vagy eg®szs®ges egy®nektŖl 

sz§rmaz·) robusztusan megoldhat·, §m a csoportok sz®tv§l§s§nak okai nem der²thetŖk 

fel biztons§ggal, a biol·giai ®rtelmez®s nem adhat· meg teljesen egy®rtelmŤen. Ezt a 

fajta bizonytalans§got a 21. sz§zadban m§r sem az orvosok, sem a kutat·k nem veszik 

j· n®ven. A m§r eml²tett intelligens seb®szk®s a fejleszt®s®nek jelenlegi st§dium§ban 

nagy biztons§ggal k¿lºnbºzteti meg a beteg ®s az eg®szs®ges szºveteket, §m a biol·giai 

h§tt®r r®szletes elemz®se m®g hosszabb ideig v§ratni fog mag§ra. J· p®ld§ja lehet 

ugyanakkor egy olyan Ăomikaò elven mŤkºdŖ eszkºznek, amely gyakorlati haszna miatt 

ennek ellen®re hamar elterjed a gy·gy²t§sban. 
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2.1.5. ¥sszegz®s 

 

 A metabonomika 30 ®ves tºrt®nete alatt mind az analitikai m®r®stechnik§k, mind 

az adatfeldolgoz§s l§tv§nyos fejlŖd®sen mentek kereszt¿l. A m®rfºldkºveket jelentŖ 

nagyszerŤ ¼j²t§sok mellett az irodalomban azonban komoly t®ved®seket tartalmaz· 

²r§sok is idŖnk®nt napvil§got l§ttak. A jelek helytelen hozz§rendel®s®re, valid§l§s 

hi§ny§ban erŖsen t¼lillesztett modellekre, ®s ®l®nk fant§zi§r·l tan¼skod·, §m k®sŖbb 

t®vesnek bizonyul· hipot®zisekre ezen a tudom§nyter¿leten sem neh®z p®ld§kat hozni. 

A metabonomikai t®m§ban sz¿letett publik§ci·kban az ilyen t®ved®sek sz§ma a fejlŖd®s 

sor§n ar§nyaiban szerencs®re drasztikusan csºkkent. KºszºnhetŖ ez az adatb§zisokban 

felhalmoz·d· inform§ci·knak, a tºbbv§ltoz·s kemometriai m·dszerek ismertebb® 

v§l§s§nak ®s terjed®s®nek a tudom§ny szinte minden ter¿let®n, valamint az olyan 

adatelemzŖ szoftvereknek, melyek hat®konyan seg²tik a felhaszn§l· esetleges 

tapasztalatlans§g§b·l fakad· hib§k elker¿l®s®t. A metabonomik§nak, mint minden 

rendszerbiol·gi§nak pedig az egyik legfontosabb feladata, hogy ºtleteket adjon tov§bbi 

kutat§sokhoz, ²gy a t®ves hipot®zisek megjelen®se nem r·hat· fel hib§jak®nt.  

 Az elm¼lt 30 ®v alatt ez a kutat§si strat®giai is kinŖtte a ĂgyerekcipŖtò, ®s vele 

egy¿tt az eml²tett Ăgyerekbetegs®geitò is. Tal§n az is elmondhat·, hogy mostanra 

elfoglalta val·di ®rt®k®nek megfelelŖ hely®t a tudom§nyban. A metabonomika igazi 

p®ld§ja az interdiszciplin§ris kutat§si ter¿leteknek, ez®rt a robousztus, valid ®s 

reproduk§lhat· eredm®nyek el®r®se elszigetelt egy®ni k²s®rletez®sek helyett egyre 

ink§bb j·l szervezett csapatmunk§t, ®s a kutat·k egyre sz®lesebb kºr®nek bevon§s§t 

ig®nyli majd. 

 

2.2. A COMET k²s®rletsorozat 

 

Ph.D. munk§m jelentŖs r®sz®ben exokrin hasny§lmirigy-gyullad§st elŖid®zŖ 

modelltoxinok hat§s§nak szºvettani ®s klinikai k®miai adatokon, valamint NMR 

spektrumokon alapul· vizsg§lat§t v®geztem. A m®r®sek a COMET (Consortium for 

Metabonomic Toxicology) k²s®rletsorozat r®sz®t k®pezt®k, ²gy a kºvetkezŖkban ennek 

c®ljait ®s eredm®nyeit foglalom ºssze rºviden.  
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A XX. sz§zad m§sodik fel®ben a gy·gyszerkutat§s strat®gi§ja alapvetŖ 

v§ltoz§sokon ment kereszt¿l. A kombinatorikus k®mia felgyors²totta a vegy¿letek 

szint®zisnek l®p®s®t ®s kiterjedt molekulabankok megsz¿let®s®t eredm®nyezte, a nagy 

§teresztŖk®pess®gŤ in vitro biol·giai vizsg§lati m·dszerek pedig az ²g®retes 

gy·gyszerjelºlt molekul§k megtal§l§s§t forradalmas²tott§k. A gy·gyszerkutat§s ezt 

kºvetŖ, hat®konys§got ®s §rtalmatlans§got vizsg§l· f§zisainak idŖig®nye ®s kºlts®ge 

azonban nemhogy csºkkent volna, de - r®szben az egyre szigorod· gy·gyszerbiztons§gi 

elŖ²r§soknak, r®szben az egyre Ăbonyolultabb§ò v§l· ter§pi§s c®lpontoknak 

kºszºnhetŖen - meredeken nŖtt. A gy·gyszerjelºlt-molekul§k hat®konys§g§t ®s 

§rtalmatlans§g§t (vagy tal§n ink§bb toxikus volt§t) indik§l· biomarkerek kutat§sa ez®rt 

kºzponti feladatt§ v§lt a gy·gyszerfejleszt®sben. Ig®ny t§madt olyan nagy 

§teresztŖk®pess®gŤ m·dszerekre is, melyek a kedvezŖtlen mell®khat§s-profil szŤr®s®t 

m§r a preklinikai §llatk²s®rletek szintj®n lehetŖv® teszik, hogy az alkalmatlan 

hat·anyag-jelºltek a fejleszt®s kºlts®ges folyamat§b·l idejekor§n kiker¿ljenek. Nem 

meglepŖ teh§t, hogy az Ăomikaò technik§k fejlŖd®s®t, ®s kºzt¿k a metabonomik§t is a 

gy·gyszeripar fogadta a legnagyobb ®rdeklŖd®ssel. 

A COMET (Consortium for Metabonomic Toxicology) k²s®rletsorozatot az 

Imperial College ®s hat gy·gyszergy§r, a Bristol-Myers-Squibb, az Eli Lilly and Co., a 

Hoffman-La Roche, a NovoNordisk, a Pfizer Incorporated ®s a Pharmacia Corporation 

ºsszefog§sa h²vta ®letre 1999-ben [75,76]. A m®r®sek k®t®ves elŖk®sz²t®s, 

k²s®rlettervez®s ut§n 2001-ben kezdŖdtek ®s h§rom ®ven §t zajlottak. A konzorcium 

c®lja egy olyan, metabonomikai vizsg§latokon alapul· rendszer l®trehoz§sa volt, amely 

megnºveli a gy·gyszergy§ri §llatk²s®rletek j·sl·k®pess®g®t, elsŖsorban a v§rhat· 

mell®khat§s-profilra vonatkoz·an. Ennek el®r®s®hez a szok§sos m·don v®gzett 

§llatk²s®rletekbŖl nyert mint§k hagyom§nyos szºvettani, klinikai k®miai vizsg§lat§t 

k²v§nt§k kieg®sz²teni a kismolekula-ºsszet®tel §tfog· jellemz®s®vel. A rendelkez®sre 

§ll· analitikai m·dszerek kºz¿l a kor§bbi toxikol·giai vizsg§latok biztat· eredm®nyei ®s 

a kiv§l· reproduk§lhat·s§g miatt az NMR spektroszk·pi§ra esett a v§laszt§s. A 

k²s®rletsorozat h§tter®ben §ll· elv l®nyege az volt, hogy a szervezet folyad®ktereinek 

kismolekula-ºsszet®tel®ben bekºvetkezŖ v§ltoz§sok bonyolult mint§zata 

ujjlenyomatszerŤen jellemzi a xenobiotikum hat§s§ra beindul· ®lettani ®s biok®miai 
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folyamatokat, ®s kºvetkeztet®seket enged levonni a hat§smechanizmusra, az ®rintett 

szervekre, a k§rosod§s m®rt®k®re ®s reverzibilis vagy irreverzibilis jelleg®re.  

Ahhoz, hogy a metabonomikai vizsg§laton alapul· predikt²v rendszer j·l 

mŤkºdjºn, elŖszºr sz¿ks®g volt viszony²t§si pontokra, teh§t olyan m®r®sekre, melyek 

eredm®nyeihez k®sŖbb hasonl²tani lehet az ismeretlen toxicit§s-profil¼ gy·gyszerjelºlt 

molekula vizsg§lat§val nyert eredm®nyeket. A konzorciumi tagok a predikt²v rendszer 

referencia pontjaik®nt 147 ismert, vagy ismertnek v®lt toxicit§s¼ modellvegy¿letet 

v§lasztottak ki, ®s elŖszºr ezekkel v®gezt®k el a szigor¼an standardiz§lt k²s®rleteket. A 

147 modelltoxin nagy r®sze m§j- ®s vesek§ros²t· anyag volt, hiszen gy·gyszerekn®l ez a 

leggyakrabban jelentkezŖ mell®khat§s, de megtal§lhat·k a list§n hasny§lmirigyre hat·, 

ivarszervekre hat· vegy¿letek ®s §ltal§nos fiziol·gi§s stresszorok is. (P®ld§k: 4. 

t§bl§zat, r®szletes lista: Lindon et al. 2005. [76]). A k²s®rletek megkezd®se elŖtt sejthetŖ 

volt, hogy az ²gy l®trehozott viszony²t§si rendszer ºnmag§ban m®g meglehetŖsen laza 

lesz, de min®l tºbb saj§t fejleszt®sŤ molekul§t illeszt bele a k®sŖbbiek sor§n egy 

gy·gyszergy§r, ann§l tºbb vonatkoztat§si pontb·l §ll majd, ®s idŖvel ann§l ink§bb a 

gy·gyszergy§r saj§t ig®nyeire szabott§ v§lik.  

 

4. t§bl§zat. P®ld§k a COMET k²s®rletsorozatban vizsg§lt modellvegy¿letekre. 

 

Célszerv Példák

Máj (n=56) galaktózamin, klofibrát, paracetamol,

klórpromazin, etionin, ANITé

Vese(n=33) gentamycin, ciszplatin, higany-klorid, 

2-bromoetanamin, para-aminofenolé

Hasnyálmirigy(n=5) dexametazon, sztreptozotocin, cerulein, 

1-ciano-2-hidroxi-3-butén, L-arginin

Húgyhólyag(n=1) ifoszfamid

Ivarszerv(n=7) karbendazim, 1,3-dinitrobenzén,kadmium-

klorid, di-n-pentilftalát...

Többszervre ható(n=11) kloroform, azaszerin, amfotericin B, tioacetamid, 

kálium-dikromáté

Fiziológiásstresszor(n=27) fenobarbitál, probenecid, acetazolamid, 

furoszemid, karboplatin, metotrexáté

Validálás Hidrazin(7 kísérlet)
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A COMET k²s®rletek sor§n mintegy kºr¿lbel¿l 35000 
1
H NMR spektrum 

k®sz¿lt v®r- ®s vizeletmint§kr·l, de a MAS-NMR technol·gia fejlŖd®se idŖkºzben 

lehetŖv® tette intakt szºvetek kismolekula-ºsszet®tel®nek m®r®s®t is. A 

k²s®rletsorozatb·l sz§rmaz·, -80 CÜ-on hŤtve elrakt§rozott szºvetmint§k vizsg§lata 

folyamatban van, ®s a megl®vŖ sz®rum- ®s vizeletspektrumok adatainak kieg®sz²t®se az 

azonos §llatt·l sz§rmaz· szºvetmint§k inform§ci·tartalm§val ¼jabb perspekt²v§t nyitott 

az adatb§zis felhaszn§l§sa elŖtt. 

A COMET m®r®sek v®gezt®vel az Imperial College kemometrikusai 80 relev§ns 

k²s®rlet felhaszn§l§s§val CLOUDS (Classification Of Unknowns by Density 

Superposition) modellen alapul· m§j- ®s vesetoxicit§st jelzŖ rendszert hoztak l®tre 

[77,78]. Emellett azonban a k²s®rletsorozatnak sz§mtalan egy®b, elŖre nem felt®tlen¿l 

v§rt eredm®nye is volt:  

- A tºbb ezer, kontroll csoporthoz tartoz· §llat spektruma a kor§bbiakn§l 

r®szletesebb le²r§st adott a gy·gyszergy§ri k²s®rletekben alkalmazott k²s®rleti §llatok 

vizelet®nek, v®r®nek kismolekula-ºsszet®tel®rŖl, s ezen kereszt¿l pontosabb k®pet 

lehetett form§lni az §llatok ®lettani ®s biok®miai jellemzŖirŖl, valamint az §llatk²s®rletek 

extrapol§lhat·s§g§nak korl§tair·l [79]. A nagysz§m¼ minta seg²tett annak 

meghat§roz§s§ban, hogy mi tekinthetŖ Ănorm§lisnakò, ®s robusztus alapvonalat adott 

ahhoz, hogy a jºvŖben a k²s®rletek megkezd®se elŖtt szŤrni lehessen a kijelºlt §llatok 

kºr®t, kiz§rva a devi§ns, egyedi metabolikus jegyeket mutat· p®ld§nyokat. A kontroll 

csoport spektrumainak vizsg§lata felh²vta a figyelmet arra is, hogy anyagcser®j¿k 

szempontj§b·l az §llatok kev®sb® egys®gesek, mint azt kor§bban gondolt§k, valamint 

hogy b®lfl·ra-ºsszet®tel¿k, ®s ezen kereszt¿l vizelet¿k metabolit mint§zata 

laborat·riumr·l laborat·riumra jelentŖsen v§ltozhat [80,81]. 

- A COMET k²s®rletsorozatban fel®p¿lt egy tºbb ezer kismolekula NMR jeleit 

tartalmaz·, k®miai eltol·d§st, multiplicit§st, intenzit§sar§nyt ®s pontos jelhozz§rendel®st 

megad· adatb§zis. A napjainkban interneten ingyenesen el®rhetŖ metabolit-adatb§zisok 

jelentŖs r®sz®nek ez k®pezte az alapj§t. (www.liu.se; www.bmrb.wisc.edu; 

www.hmbd.ca; stb.) 

- Pontosabb ismeretek gyŤltek ºssze a kutat·munk§hoz r®g·ta sz®les kºrben 

haszn§lt modelltoxinok hat§s§r·l, hat§smechanizmus§r·l [82-86]. 
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- A nagy kºr¿ltekint®ssel kidolgozott COMET k²s®rleti protokoll standardk®nt 

szolg§l a metabonomikai m®r®sek ter¿let®n, seg²ts®get ny¼jtva a kutat·knak ®s a 

nºvekvŖ sz§m¼ metabonomikai t®m§j¼ publik§ci· b²r§l·inak a k²s®rlettervez®si hib§k 

elker¿l®s®hez, felder²t®s®hez [87,88].  

- N®h§ny vizsg§lat kapcs§n NMR m®r®stechnikai ¼j²t§sokat ig®nylŖ k®rd®sek 

mer¿ltek fel [89,90]. 

- A legl§tv§nyosabb fejlŖd®sen m®gis a hatalmas spektr§lis inform§ci· 

feldolgoz§s§t szolg§l· matematikai m·dszerek mentek kereszt¿l. A 2.1.3. fejezetben 

v§zolt fejlŖd®si ¼t legfontosabb mozgat·rug·ja a COMET adatb§zisban rejlŖ 

inform§ci·k mind teljesebb kiakn§z§sa volt.  

- V®g¿l, ®s nem utols· sorban tal§n elmondhat·, hogy a COMET k²s®rletsorozat 

eredm®nyei tett®k a metabonomik§t sz®les kºrben ismert ®s elismert kutat§si 

strat®gi§v§.  

A Ph.D. munk§m sor§n a 147 modelltoxin kºz¿l elsŖsorban a h§rom exokrin 

hasny§lmirigy-gyullad§st elŖid®zŖ anyaggal, az L-argininnel, az 1-ciano-2-hidroxi-3-

but®nnel ®s a ceruleinnel v®gzett k²s®rleteket vizsg§ltam.  

 

2.3. Exokrin hasny§lmirigy-gyullad§st elŖid®zŖ modelltoxinok 

 

Az akut hasny§lmirigy-gyullad§s patomechanizmus§nak, szºvŖdm®nyeinek ®s 

lehets®ges kezel®si m·djainak vizsg§lat§hoz a kutat·k az elm¼lt ®vtizedekben tºbbf®le 

§llatk²s®rletes modellt is kifejlesztettek [91]. Technikailag ezek invaz²v (seb®szi ¼ton 

elŖid®zett) ®s nem vagy kev®ss® invaz²v (di®t§n alapul· vagy injekci·t ig®nylŖ) 

m·dszerekk®nt csoportos²that·k. Az invaz²v §llatmodellek a k·rfolyamatban gyakori 

bili§ris ®s vaszkul§ris esetek reproduk§l§s§ra ®s tanulm§nyoz§s§ra szolg§lnak. 

Kivitelez®s¿k kºr¿lm®nyesebb, mint a nem-invaz²v m·dszerek®, hiszen seb®szi 

beavatkoz§st ig®nyelnek (z§rt duod®numkacs k®pz®se, pankre§sz-epe vezet®k lekºt®se, 

pankre§szvezet®k epesavas perf¼zi·ja, vagy a hasny§lmirigy art®ri§s/v®n§s 

kering®s®nek akad§lyoz§sa), §m hum§n klinikai relevanci§juk a m§sik csoport®n§l 

nagyobb. A nem/kev®ss® invaz²v m·dszerek kºz¿l elterjedt a pankre§sz szekr®ci·j§t 

fokoz· anyagok, p®ld§ul kolecisztokinin vagy cerulein nagy d·zis§val kiv§ltott 

hasny§lmirigy-gyullad§s modell, az arginin intraperitone§lis injekci·j§val l®trehozott 

modell, ®s a kolin-hi§nyos, etioninnal d¼s²tott t§pl§l§son alapul· m·dszer. Ezeken a 
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korai, sejtszintŤ tºrt®n®sek ®s a gy·gyszerjelºlt-vegy¿letek hat§sai ide§lisan 

tanulm§nyozhat·k, b§r klinikai szempontb·l kev®sb® ®rt®kesek. A kºvetkezŖkben a 

COMET k²s®rletsorozat keret®ben vizsg§lt h§rom exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

modell jellemzŖit ismertetem rºviden.  

 

2.3.1. L-argininnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

Az L-arginin egy b§zikus oldall§ncot hordoz·, szemi-esszenci§lis aminosav (4. 

§bra). Az emlŖs szervezet k®pes elŖ§ll²tani L-citrullinb·l, §m ez a szintetikus kapacit§s 

korl§tozott, ®s az endog®n eredetŤ arginin csak mintegy 5-15%-§t adja az ºsszes keringŖ 

argininnek. Az aminosav fŖ forr§sa teh§t a t§pl§l®k, ²gy nºveked®sben l®vŖ 

szervezetben ®s egyes betegs®gek eset®n esszenci§liss§ v§lhat.  

Az L-arginin - amellett, hogy feh®rj®k alkot·eleme - sz§mos funkci·t tºlt be az 

emlŖs szervezetben. Ezek kºz¿l a legfontosabbakat a 4. §bra foglalja ºssze.  
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4. §bra. Az L-arginin szerkezete, forr§sai ®s szerepe az emlŖs szervezetben. 

 

 

 

DOI:10.14753/SE.2012.1715



 28 

Kºzponti aminosav az urea ciklusban, ²gy elengedhetetlen a folyamatosan termelŖdŖ 

toxikus amm·nia elimin§ci·j§hoz. Sz¿ks®ges a kreatin termel®s®hez, mely foszforil§lt 

form§j§ban a sejtek (elsŖsorban az ideg- ®s izomsejtek) kºzvetlen¿l mobiliz§lhat· 

energiarakt§rak®nt szolg§l. Prekurzora a poliaminok (putreszcin, spermidin, spermin), 

®s az agmatin szint®zis®nek. A nitrog®n-monoxid k®pzŖd®s®ben betºltºtt szerepe, ®s 

ezen kereszt¿l a vazodilat§ci·ra, trombocita-aggreg§ci·ra, a feh®rv®rsejtek 

endot®liumhoz tºrt®nŖ adh®zi·j§nak g§tl§s§ra, inger¿let§tvitelre stb. gyakorolt esetleges 

hat§sa az ut·bbi ®vekben kapott k¿lºnºsen sok figyelmet [92-94].  

B§r az L-arginin klasszikus ®rtelemben nem tekinthetŖ xenobiotikumnak, 

intraperitone§lisan adva nagymennyis®gŤ egyszeri d·zisa m§r meghaladja az emlŖs 

szervezet metaboliz§l· kapacit§s§t, ®s a k²s®rleti patk§nyokban akut exokrin 

hasny§lmirigy-gyullad§s alakul ki. A toxikus hat§s szelekt²v a pankre§sz acin§ris 

sejtjeire, a Langerhans-szigetek morfol·giailag ®rintetlenek maradnak [95]. A hat§s 

pontos mechanizmusa egyelŖre nem ismert, a kor§bbi vizsg§latokban proteinszint®zis-

g§tl§s, lipidperoxid§ci·, a poliaminszint csºkken®se, ®s a nitrog®n-monoxid termel®s 

fokoz·d§sa mer¿ltek fel lehets®ges okk®nt [96-98]. 

Az eml²tett pancreatitis modellek kºz¿l az argininnel elŖid®zett hasny§lmirigy-

gyullad§s nemcsak az®rt n®pszerŤ a kutat·k kºr®ben, mert gyorsan kivitelezhetŖ, 

kev®ss® invaz²v m·dszer, hanem az®rt is, mert j·l reproduk§lhat·, a k·rk®p gyorsan 

kifejlŖdik, a hat§s d·zisf¿ggŖ ®s emellett szelekt²v is, az egy®b szervek (m§j, vese, t¿dŖ) 

®rintetts®ge minim§lis [91,95]. T®ny azonban, hogy a k·rk®p kialakul§sa szempontj§b·l 

a modell hum§n klinikai relevanci§ja csek®ly.  

 

2.3.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-but®nnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

Az 1-ciano-2-hidroxi-3-but®n (CHB, kramb®n) keresztesvir§g¼ak csal§dj§ba 

tartoz· nºv®nyekben megtal§lhat· glikozinol§tok hidrolitikus boml§s§nak a stabil 

term®ke [99]. KºzkeletŤ nev®t (kramb®n) a crambe nemzets®grŖl kapta, mivel kor§bban 

az anyag elŖ§ll²t§s§hoz a Crambe abyssinica magj§t haszn§lt§k fel [100,101]. A ô70-es 

®vekben az ®rdeklŖd®s az®rt fordult a vegy¿let fel®, mert a keresztesvir§g¼akat 

(elsŖsorban repc®t) nagyobb ar§nyban tartalmaz· takarm§nnyal etetett k¿lºnbºzŖ 

haszon§llatokn§l gyakrabban ®szleltek m®rgez®sre utal· t¿neteket [102,103]. A kutat·k 

akkor azt felt®telezt®k, hogy az §llatok szervezet®ben a metabolikus bont§s sor§n cianid 
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szabadul fel, ®s ez tehetŖ felelŖss® a megbeteged®sek®rt. Mivel karfiol, k§poszta, 

brokkoli stb. form§j§ban keresztesvir§g¼ nºv®nyek gyakran megtal§lhat·k az 

®tlapunkon, intenz²vebben kezdt®k vizsg§lni a hasonl· szerkezetŤ vegy¿letek ®lettani 

hat§sait [104]. A cianidok felszabadul§s§hoz kºthetŖ toxikus hat§s elm®lete nem 

igazol·dott be, ellenben sz§mos egy®b ®rdekes eredm®nyt hoztak a kutat§sok. Nagy 

d·zisban, or§lisan adva a CHB k²s®rleti patk§nyokn§l s¼lyos m§jk§rosod§st okoz, 

kisebb adagja azonban szelekt²v exokrin hasny§lmirigy-gyullad§st id®z elŖ [105]. 

Egyszeri, 150 mg/kg szubkut§n adagja rºvid idŖn bel¿l acin§ris sejt apopt·zist induk§l a 

pankre§szban, melyet k®sŖbb szºveti nekr·zis kºvethet [106,107]. A hat§snak a pontos 

mechanizmusa nem ismert, az eddigi vizsg§latok alapj§n kaszp§zoknak ®s mitog®n 

aktiv§lta protein kin§zoknak lehet kulcsszerep¿k a folyamatban [108,109]. Tov§bbi 

§llatk²s®rletek azt is igazolt§k, hogy a kramb®n az apopt·zis indukci·j§n kereszt¿l 

v®delmet tud ny¼jtani m§s, akut nekrotikus hasny§lmirigy gyullad§st elŖid®zŖ 

modelltoxin, pl. cerulein hat§sa ellen [110]. M§s vizsg§latok jelentŖs m®rt®kŤ ®s tart·s 

glutation szint nºveked®st m®rtek k²s®rleti patk§nyok m§j§ban ®s hasny§lmirigy®ben a 

toxikusn§l l®nyegesen alacsonyabb d·zisok or§lis adagol§sa mellett. Mivel az 

emelkedett GSH szint nºveli a szºvetek karcinog®nekkel ®s citotoxikus anyagokkal 

szembeni v®delm®t, ennek a hat§snak a vizsg§lat§ra is ir§nyultak kutat§sok [101,111]. 

Az 1-ciano-2-hidroxi-3-but®nt a COMET k²s®rletek modelltoxinjainak kºr®be 

elsŖsorban a szokatlan hat§smechanizmusa miatt v§lasztott§k be. A vegy¿letet az is 

®rdekess® tette a kutat·k sz§m§ra, hogy b§r egyre szaporodnak a glikozinol§tokkal ®s 

sz§rmaz®kaikkal foglalkoz· tanulm§nyok, nagyon kev®s figyelem ford²t·dik ezeknek az 

anyagoknak a farmakokinetikai tulajdons§gaira [112]. Arr·l p®ld§ul, hogy a kramb®n 

milyen ¼tvonalon metaboliz§l·dik az emlŖs szervezetben, egy§ltal§n nem tal§ltam 

inform§ci·t a szakirodalomban. 

 

2.3.3. Ceruleinnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

A cerulein a kolecisztokinin szintetikus anal·gja, ²gy fokozza a hasny§lmirigy 

em®sztŖenzim termel®s®t [91]. Extr®m nagy adagja k²s®rleti §llatokban fajt·l ®s d·zist·l 

f¿ggŖen enyhe ºd®m§s vagy s¼lyos nekrotikus akut hasny§lmirigy-gyullad§s 

kialakul§s§hoz vezet. A modellvegy¿let k®t okb·l n®pszerŤ a kutat·k kºr®ben: egyr®szt, 
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mert a szºveti elv§ltoz§sok nagyon hasonl·ak a hum§n pancreatitis korai f§zis§ban 

l§that·khoz, m§sr®szt, mert az anyag in vitro k²s®rletekhez is alkalmazhat·. 

DOI:10.14753/SE.2012.1715



 31 

 

3. C®lkitŤz®sek 

 

3.1. Exokrin hasny§lmirigy-gyullad§st elŖid®zŖ modelltoxinok 

 

A h§rom k²s®rlet elv®gz®s®nek eredeti c®lja egy magasabbrendŤ predikt²v 

rendszer l®trehoz§sa volt, ahol ezek a m®r®sek, ak§r csak a tºbbi modellanyaggal 

v®gzett m®r®s, referenciapontk®nt szolg§ltak. A k²s®rletek r®szletes elemz®s®t 2007-ben, 

3 ®vvel a COMET egy¿ttmŤkºd®s lez§r§sa ut§n kezdtem. A metabonomikai kutat§si 

start®gia explorat²v jelleg®t kor§bban m§r hangs¼lyoztam, ®s azt is, hogy 

tulajdonk®ppen felesleges elŖre elv§r§sokat ®s c®lkitŤz®seket megfogalmazni egy 

m®r®ssel kapcsolatban, hiszen a legcsek®lyebb garancia sincsen arra, hogy a k²s®rlet a 

c®ljainknak megfelelŖ eredm®nyekre vezet, ugyanakkor nagy az es®lye annak, hogy a 

v§rakoz§sokt·l merŖben elt®rŖ, ®rt®kes ºsszef¿gg®sekre der¿ljºn f®ny.  

Ez a fejezet azonban kºtelezŖ eleme a disszert§ci·nak, ²gy az al§bbiakban 

ºsszegyŤjtºttem n®h§ny olyan k®rd®skºrt, ahol ilyen t²pus¼ vizsg§latokn§l az elemzŖ 

v§laszokat rem®lhet. Azokra a ter¿letekre fektettem hangs¼lyt a felsorol§sban, ahol 

kor§bban m§r a metabonomika k¿lºnºsen hat®kony eszkºznek bizonyult a v§laszok 

megtal§l§s§hoz.  

- A toxin hat§s§ra a szervezetben megindul· ®s idŖben p§rhuzamosan zajl· biok®miai 

®s ®lettani folyamatok elk¿lºn²t®se, azonos²t§sa.  

- A szºvettani, klinikai k®miai ®s metabonomikai elemz®s eredm®nyeinek egys®ges 

biol·giai ®rtelmez®se. 

- Az anyavegy¿let fŖbb metabolikus ¼tvonalainak felt®rk®pez®se ®s a metabolikus 

term®kek szerep®nek vizsg§lata a toxicit§sban. 

- Hat§smechanizmushoz kºthetŖ inform§ci·k ®s biomarkerek keres®se. 

- A k²s®rleti §llatok v§laszad§s§ban tapasztalhat· k¿lºnbs®gek, esetleges rezisztencia 

®s t¼l®rz®kenys®g okainak felder²t®se. 

- Az adott §llatk²s®rletes modell elŖnyeinek/h§tr§nyainak le²r§sa, az extrapol§lhat·s§g 

korl§tainak vizsg§lata. 
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3.2. Klaszterelemz®sen alapul· m·dszer (CLASSY) fejleszt®se metabonomikai adatok 

feldolgoz§s§ra ®s az eredm®nyek megjelen²t®s®re  

 

 A metabonomikai elemz®sek legfontosabb met·dusai projekci·s m·dszerek, 

melyek l§tens v§ltoz·k keres®s®n ®s az egyes kismolekul§k modellbeli s¼ly§nak 

meghat§roz§s§n alapulnak. Sz§mtalan elŖny¿k mellett §ltal§noss§gban elmondhat·, 

hogy nem ide§lisak olyan k²s®rletek elemz®s®re, ahol a csoportok elk¿lºn¿l®se nem 

tºk®letes (r®szben §tfedett), vagy az §llatok biol·giai v§lasza nem egys®ges, vagy 

egys®ges ugyan, de idŖben nem pontosan szinkroniz§lt. A metabolit-fluktu§ci·k 

idŖbelis®g®nek vizsg§lat§ra csak neh®zkesen alkalmazhat·k, egy §tlagos COMET 

k²s®rlet ®rt®kel®s®hez p®ld§ul legal§bb 57 O-PLS (Orthogonal Projections to Latent 

Structures ld. 4.2.1.3. fejezet) modell r®szletes §tn®z®s®re ®s kijegyzetel®s®re van 

sz¿ks®g. Azt a hi§nyoss§got, hogy a spektr§lis jelek kºzºtti korrel§ci·kat nem mutatj§k 

kiel®g²tŖen, ®s ez®rt sem szerkezeti, sem biol·giai kapcsolatok felder²t®s®t nem seg²tik, 

a STOCSY (Statisztikai Tot§l Korrel§ci·s Spektroszk·pia ld. 4.2.1.4. fejezet) m·dszer 

p·tolta, igaz, ezzel az elemz®sre ford²tand· idŖ szer®nyen becs¿lve is dupl§z·dott. 

C®lunk egy olyan rendszer kidolgoz§sa volt, amely megtartja a STOCSY-k²n§lta 

korrel§ci· ®s kovariancia elemz®s elŖnyeit, ugyanakkor j·l §ttekinthetŖ, ºsszefoglal· 

k®pet ad a teljes k²s®rletrŖl, seg²tve az eredm®nyek ®rtelmez®s®t ®s feleslegess® t®ve a 

diszkriminancia anal²zist. 
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4. M·dszerek 

 

4.1. K²s®rlettervez®s, mintakezel®s, m®r®si m·dszerek 

 

A Ph.D. munk§m sor§n a COMET k²s®rletsorozat 147 modelltoxinja kºz¿l 

elsŖsorban a h§rom exokrin hasny§lmirigy-gyullad§st elŖid®zŖ anyaggal, az L-

argininnel, az 1-ciano-2-hidroxi-3-but®nnel ®s a ceruleinnel v®gzett k²s®rleteket 

vizsg§ltam. Ezek k²s®rlettervez®se megfelelt az §ltal§nos COMET k²s®rlettervez®si 

protokollnak, ²gy azt ºsszevonva ismertetem a kºvetkezŖ alfejezetben. Az egyes 

m®r®sekhez kapcsol·d· tov§bbi r®szletek a 4.1.2. fejezetben olvashat·k. 

 

4.1.1. A COMET m®r®ssorozat k²s®rlettervez®si protokollja  

 

A COMET k²s®rleteket megelŖzŖ metabonomikai vizsg§latok ®s a k®t®ves 

elŖk®sz²tŖ m®r®sek sor§n siker¿lt r®szletesen felt®rk®pezni, hogy a genetikai/fajtabeli 

k¿lºnbs®gek mellett a mint§k kismolekula-ºsszet®tel®ben milyen egy®b, fiziol·gi§s 

kºr¿lm®nyek okoznak jelentŖs v§ltoz§sokat [79]. Ezek kºz¿l a nem, az ®letkor, a 

t§pl§lkoz§s ®s a diurn§lis ciklus emelendŖ ki. B§r a v§ltoz§sok j·l kºr¿l²rhat·, 

jellegzetes mint§zatot hagynak az NMR spektrumokon, a k²s®rleteket ¼gy tervezt®k, 

hogy ez a biol·giai vari§bilit§s a minim§lisra csºkkenjen.  

Az §llatokat a r®sztvevŖ gy·gyszergy§rak saj§t laborat·riumai kezelt®k, ®s az 

ºsszegyŤjtºtt mint§k hisztopatol·giai ®s klinikai k®miai vizsg§lat§t is saj§t 

szakembereik v®gezt®k. Az adott §llatt·l p§rhuzamosan vett mint§k m§sik r®sz®t az 

Imperial College-ba k¿ldt®k, ahol az NMR m®r®sek, a metabonomikai elemz®s, 

valamint a teljes egyes²tett adatb§zis ®rt®kel®se zajlott, bele®rtve a gy·gyszergy§rakt·l 

®rkezŖ m®r®si eredm®nyeket is. 

 Az alkalmazott modelltoxinok d·zis§t a r®sztvevŖk saj§t k²s®rletes eredm®nyeik 

®s irodalmi adatok alapj§n hat§rozt§k meg. A nagy d·zissal kezelt §llatok jellemzŖen 

komoly klinikai t¿neteket ®s szºvettani elv§ltoz§sokat okoz·, ®ppen szublet§lis 

toxinadagot kaptak, m²g a kis d·zis enyhe klinikai t¿neteket eredm®nyezŖ vagy ®ppen 

szubtoxikus mennyis®g volt. A kontroll §llatokat tiszt§n vivŖanyaggal kezelt®k. 
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4.1.1.1. MintagyŤjt®s 

 

30 darab 6-8 hetes h²mnemŤ Sprague-Dawley patk§nyt k¿lºn²tettek el egy®ni 

metabolikus ketrecekbe, akklimatiz§l·d§s c®lj§b·l m§r 24 ·r§val a k²s®rlet megkezd®se 

elŖtt. Az §llatokat v®letlenszerŤen kontroll (C, n=10), kis d·zissal kezelendŖ (LD, n=10) 

®s nagy d·zissal kezelendŖ (HD, n=10) csoportokba osztott§k. A patk§nyok a k²s®rlet 

ideje alatt teljes ®rt®kŤ standard Purina t§pot kaptak, ®s szabad hozz§f®r®s¿k volt mind a 

t§pl§l®khoz, mind a v²zhez. A ketreceket naponta fertŖtlen²tett®k. Minden 

d·ziscsoportban az §llatok egyik fel®t 48 ·r§val, a m§sik fel®t 168 ·r§val a vizsg§lt 

modelltoxin bead§sa ut§n elaltatt§k. Ekkor megm®rt®k a tests¼lyukat, agyuk s¼ly§t ®s a 

vizsg§lni k²v§nt szervek (m§j, vese, egy®b) s¼ly§t, feljegyezt®k a szerveken szabad 

szemmel is l§that· makroszkopikus elv§ltoz§sokat, ®s szºvetmint§kat vettek 

hisztol·giai ®s MAS-NMR vizsg§latokhoz. A vizeletet frakci·nk®nt gyŤjtºtt®k hŤtºtt 

mintagyŤjtŖ ed®nybe, mely bakteriosztatikumk®nt 1 ml 1%-os n§trium-azid oldatot 

tartalmazott. A mintagyŤjt®s idŖpontjai: a toxin bead§sa elŖtt 16 ·r§val, a bead§skor (0 

h), majd ut§na 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ®s168 ·r§val. (A 8 h vizeletminta teh§t a 

bead§s ut§ni elsŖ 8 ·r§ban gyŤjtºtt vizelet teljes mennyis®ge, a 24 h minta a 8. ·r§t·l a 

24. ·r§ig gyŤjtºtt vizelet teljes mennyis®ge, stb.). A sz®rumot farokv®n§b·l sz§rmaz· 

v®rbŖl §ll²tott§k elŖ a minta lev®tel®t kºvetŖ f®l ·r§n bel¿l. A mintagyŤjt®s idŖpontjai: a 

toxin bead§sa ut§n 24 ·r§val ®s az §llatok elaltat§sakor. A vizelet- ®s sz®rummint§kat a 

vizsg§latokig -40, a szºvetmint§kat -80 ęC-on t§rolt§k. 

 

4.1.1.2. Szºvettani ®s klinikai k®miai vizsg§latok 

 

A szºvetmint§kat 10% formalinnal tºrt®nŖ fix§l§s ut§n paraffinba §gyazt§k, a 

metszeteket hematoxilinnal ®s eozinnal festett®k. A norm§lishoz k®pest megfigyelhetŖ 

elv§ltoz§sokr·l a patol·gus list§t k®sz²tett, az elv§ltoz§s m®rt®k®t pedig az egyes 

mint§kn§l az al§bbi sk§la szerint pontozta: 0=nincs elv§ltoz§s, 1=minim§lis, 2=enyhe, 

3=kºzepes m®rt®kŤ, 4=jelentŖs m®rt®kŤ, 5=s¼lyos. 

A vizeletmint§k klinikai k®miai vizsg§lata sor§n m®rt®k a minta t®rfogat§t, 

ozmolalit§s§t, pH-j§t, feh®rje- ®s gl¿k·zkoncentr§ci·j§t. A sz®rummint§kn§l 

meghat§rozt§k a kreatinin, urea nitrog®n, alanin-aminotranszfer§z (ALT), aszpart§t-
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aminotranszfer§z (AST), alkalikus foszfat§z (ALP), gl¿k·z, n§trium, k§lium, kalcium, 

foszfor, albumin, teljes feh®rje ®s teljes bilirubin szintet. 

 

4.1.1.3. 
1
H NMR spektroszk·pia 

 

A m®r®seket 600 MHz-es k®sz¿l®ken egys®gesen 300 K hŖm®rs®kleten 

v®gezt®k, megfelelŖ idŖt hagyva a minta hŖm®rs®klet®nek stabiliz§l·d§s§ra is. Ćtfoly· 

cell§s rendszer, vagy hagyom§nyos standard 5 mm-es NMR csºvek (®s c®lszerŤen 

automata mintav§lt·) egyar§nt alkalmazhat·k. A m®r®ssorozat elŖtt egy reprezentat²v 

minta seg²ts®g®vel elv®gezt®k a m®rŖfej hangol§s§t, a 90ę-os pulzus hossz§nak 

meghat§roz§s§t ®s optimaliz§lt§k a v²zjelelnyom§st. A mint§kr·l a spektrumokat 

randomiz§lt sorrendben vett®k fel, ®s minŖs®gellenŖrz®s c®lj§b·l minden ºtvenedik 

m®r®s ut§n Ă¿resò m®r®st v®geztek egy alkalmas standarddal. 

 

4.1.1.3.1. Vizeletmint§k  

400 ɛl mint§hoz 200 ɛl n§trium-foszf§t puffert adtak (pH=7,4), hogy a 

kismolekul§k jeleinek pH k¿lºnbs®gekbŖl ad·d· k®miai eltol·d§s v§ltoz§sa a 

minim§lisra csºkkenjen. A puffer tartalmazott tov§bb§ 1 mM n§trium-trimetilszilil-

[2,2,3,3-
2
H4]-propion§tot (TSP) referencia-anyag gyan§nt, ®s 20% deuter§lt vizet a 

m§gneses ®s r§di·frekvenci§s t®r stabil ºsszhangj§nak biztos²t§s§ra (Ălockò). A mint§kat 

az esetleges szil§rd szennyezŖd®sek elt§vol²t§s§hoz centrifug§lt§k (1800 g, 5 perc). Az 

1
H NMR spektrumok felv®tel®nek pulzusszekvenci§ja (ĂNOESY-PRESATò): rd - 90ę- 

3 ɛs- 90ę -100 ms - 90ę - acq, a v²zjel besug§rz§sa a 2 s relax§ci·s k®sleltet®s (rd) ®s a 

100 ms Ăkever®si idŖò alatt tºrt®nt. Tov§bbi m®r®si param®terek: spektr§lis ablak 20 

ppm; adatpontok sz§ma 32k; tranziensek sz§ma 64; apodiz§ci· exponenci§lis 

s¼lyf¿ggv®ny lb=1 Hz. Fourier-transzform§l§s ut§n a spektrumok alapvonal§t ®s f§zis§t 

sz¿ks®g eset®n korrig§lt§k, valamint a k®miai eltol·d§s sk§l§t a TSP metil jel®re (ŭ=0 

ppm) kalibr§lt§k. 

 

4.1.1.3.2. Sz®rummint§k 

 Felolvaszt§s, kever®s ®s 10 perc §ll§s ut§n a fel¿l¼sz·b·l 200 ɛl-t 400 ɛl 20% 

D2O-t tartalmaz· fiziol·gi§s s·oldathoz adtak, majd 10 perces centrifug§l§s ut§n 500 ɛl 

fel¿l¼sz·t elk¿lºn²tettek a m®r®shez. Az 
1
H NMR spektrumok felv®tel®n®l a mint§kban 
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marad· proteinek ®s lipidek sz®les jeleinek elimin§l§s§hoz a Carr-Purcell-Meiboom-Gill 

(CPMG) spin-echo pulzusszekvenci§t haszn§lt§k: rd - 90ę - (t - 180ę - t)n - acq, ahol 

rd=2 s n=80 ®s t=400 ɛs, a v²zjel besug§rz§sa a relax§ci·s k®sleltet®s (rd) alatt tºrt®nt. 

Tov§bbi m®r®si param®terek: spektr§lis ablak 20 ppm; adatpontok sz§ma 32k; 

tranziensek sz§ma 128; apodiz§ci· exponenci§lis s¼lyf¿ggv®ny lb=1 Hz. Fourier-

transzform§l§s ut§n a spektrumok alapvonal§t ®s f§zis§t sz¿ks®g eset®n korrig§lt§k, 

valamint a k®miai eltol·d§s sk§l§t az Ŭ-D-gl¿k·z anomer protonj§nak jel®re (ŭ=5,23 

ppm) kalibr§lt§k. (TSP haszn§lata ker¿lendŖ, mivel kºtŖdik a feh®rj®khez.) 

 

4.1.1.4. Megjegyz®sek a k²s®rlettervez®si protokollhoz 

 

 A metabonomikai vizsg§latokn§l a mintaelŖk®sz²t®si ®s a m®r®si protokoll t§g 

hat§rok kºzºtt v§ltoztathat· an®lk¿l, hogy az adott k²s®rletbŖl levonhat· 

kºvetkeztet®sek vesz²ten®nek ®rv®nyess®g¿kbŖl [113]. A kutat·k teh§t szabad kezet 

kapnak a k²s®rlettervez®sben mindaddig, am²g a r®szletek publik§l§s§val egy®rtelmŤv® 

teszik m®r®s¿k validit§s§t. C®lszerŤnek tŤnt ugyanakkor egys®ges met·dust kialak²tani 

a metabonomikai vizsg§latokhoz, elsŖsorban az®rt, hogy a k¿lºnbºzŖ kutat·csoportok 

§ltal v®gzett m®r®sek ºsszevethetŖek ®s egy¿ttesen is elemezhetŖek legyenek, illetve 

hogy az adatb§zisokban felhalmoz·d· inform§ci· mindenki sz§m§ra kºzvetlen¿l 

felhaszn§lhat·v§ v§ljon. 2003-ban alakult meg egyetemi, gy·gyszergy§ri ®s hat·s§gi 

szak®rtŖk r®szv®tel®vel a Standard Metabolic Reporting Structures (SMRS) 

munkacsoport [87], 2005-ben pedig a Metabolomics Standard Initiatives (MSI) csoport 

[114]. Aj§nl§saikat ma m§r minden metabonomikai m®r®sn®l szem elŖtt tartj§k, ebben a 

fejezetben csak egyetlen momentumra szeretn®k r®szletesebben kit®rni.  

 A vizeletmint§k n§trium-aziddal tºrt®nŖ kezel®se rutinszerŤ a metabonomikai 

vizsg§latokban, sajnos azonban egy§ltal§n nem r®sze a klinikai gyakorlatnak. And·dy 

Kata gy·gyszer®sszel v®gzett m®r®seink szerint egyes eg®szs®ges ºnk®ntesek 

vizeletmint§in§l elŖfordulhat, hogy szobahŖm®rs®kleten tartva, megfelelŖ inkub§ci·s 

idŖ ut§n a mint§k kismolekula-ºsszet®tele megv§ltozik. A folyamat egyik legjobb 

indik§tor§nak a paracetamol-metabolitok bizonyultak. Tºbb p§rhuzamos k²s®rletben a 

mintav®telt kºvetŖ elsŖ 24 ·r§ban m®g az irodalomban le²rt, norm§lis paracetamol-

metabolit ar§nyokat mutatt§k a vizeletmint§k, azonban az ezt kºvetŖ m®r®si 

idŖpontokban a paracetamol-gl¿kuronid mennyis®ge fokozatosan csºkkenni kezdett, a 
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konjug§latlan paracetamol mennyis®ge pedig nºvekedett (5. §bra). A 72. ·r§ra a 

spektrumokb·l teljesen eltŤntek a paracetamol-gl¿kuronid jelek, ®s maxim§lis 

koncentr§ci·t ®rt el a metaboliz§latlan paracetamol. Mindemellett megnºvekedett az 

ecetsav jele is, ®s a mint§k trimetilamin-N-oxid tartalma trimetilaminn§ alakult. 

Amennyiben a vizeletet a gyŤjt®skor Na-aziddal kezelt¿k, sem a fenti, sem m§s 

v§ltoz§sokat nem lehetett l§tni a spektrumokon a k²s®rlet teljes, 120 ·r§s idŖtartam§ban 

(5. §bra). 

 

A) 
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B) 

6.86.977.17.27.37.47.57.67.77.8
1H (ppm)

1.922.12.2
1H (ppm)

PG

PS

PS PG

0 h

96 h

 

 

5. §bra. Eg®szs®ges ºnk®ntestŖl sz§rmaz· vizeletminta 500 mg paracetamol bev®tel®t kºvetŖen. A) A 

minta azon fel®nek 600 MHz 
1
H NMR spektrumai k¿lºnbºzŖ idŖpontokban, mely nem tartalmazott 

n§trium-azidot. B) A minta azon fel®nek 600 MHz 
1
H NMR spektrumai, mely tartalmazott n§trium-

azidot. Jelmagyar§zat: P, paracetamol; PG, paracetamol-gl¿kuronid; PS, paracetamol-szulf§t; PAGN, 

fenil-acetil -glutamin; 4-CS, 4-krezol-szulf§t. 

 

 

 A bakteri§lis enzimaktivit§st g§tl· anyag haszn§lata ezek alapj§n val·ban 

indokoltnak tŤnik, ®s ha felmer¿l annak a lehetŖs®ge, hogy egyszer egy k²s®rlet 

eredm®nyeit metabonomikai vizsg§latokkal is kieg®sz²tik, a klinikumban a 

mintagyŤjt®skor erre m§r gondolni kell. Amikor az Egyes¿lt Kir§lys§g biobank-

rendszer®nek mintakezel®si protokollj§t ºssze§ll²tott§k, a n§trium-azid haszn§lat§t 

toxikus volta miatt biztons§gi okokb·l elvetett®k [115]. Kis mintasz§m¼ 

pil·tak²s®rlet¿nk mellett a 6.1.1. fejezetben egy nagyobb l®legzetŤ hum§n klinikai 

vizsg§lat kapcs§n is k®nytelen vagyok szomor¼ p®ld§t mutatni arra, hogy bakteri§lis 

enzimaktivit§st g§tl· anyag hi§ny§ban az ºsszegyŤjtºtt mint§k alkalmatlannak 

minŖs¿lhetnek k®sŖbbi metabonomikai vizsg§latokra.   
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4.1.2. Az egyes k²s®rletek k²s®rlettervez®s®nek tov§bbi r®szletei  

 

4.1.2.1. L-argininnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

 A k²s®rlettervez®s megfelelt a COMET k²s®rleti protokollnak (ld. 4.1.1 fejezet).  

Valamennyi §llat egyszeri 10 ml/kg intraperitone§lis injekci·t kapott. Az 

injekci· a nagy d·zissal kezelt csoport (HD) eset®n fiziol·gi§s s·oldatban oldva 4000 

mg/kg L-arginin-hidrokloridot tartalmazott, a kis d·zissal kezelt csoportn§l (LD) 1000 

mg/kg L-arginin-hidrokloridot alkalmaztak, m²g a kontroll §llatok tiszt§n fiziol·gi§s 

s·oldatot kaptak. 

A nagy d·zissal kezelt (HD) csoport 10 §llat helyett ebben a k²s®rletben 20-b·l 

§llt. A nagyobb sz§m¼ k²s®rleti §llat bevon§s§t az indokolta, hogy a szakirodalom az 

alkalmazott magas d·zisn§l 10% fºlºtti hal§loz§si ar§nyr·l sz§molt be.  

A k²s®rlet sor§n morfol·giai ®s szºvettani szempontb·l a m§j ®s a vese mellett a 

hasny§lmirigyet vizsg§lt§k. A sz®rum amil§z szint meghat§roz§sa rutinszerŤ a 

pancreatitis diagnosztik§j§ban, ²gy a klinikai k®miai m®r®sek erre is kiterjedtek. Az 
1
H 

NMR spektrumokat automata §tfoly·cell§s rendszerrel Bruker DRX 600 Mz-es 

k®sz¿l®ken vett®k fel. 

 

4.1.2.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-but®nnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

A k²s®rlettervez®s megfelelt a COMET k²s®rleti protokollnak ( ld. 4.1.1 fejezet)  

A k²s®rlet sor§n morfol·giai ®s szºvettani szempontb·l a m§j ®s a vese mellett a 

hasny§lmirigyet vizsg§lt§k. A klinikai k®miai m®r®sek a sz®rum amil§z szint 

meghat§roz§s§ra is kiterjedtek. 

Valamennyi §llat egyszeri 10 ml/kg szubkut§n injekci·t kapott. Az injekci· a 

nagy d·zissal kezelt csoport (HD n=10) eset®n fiziol·gi§s s·oldatban oldva 150 mg/kg 

CHB-t tartalmazott. A kis d·zissal kezelt csoportot (LD n=10) fiziol·gi§s s·oldatban 

oldott 15 mg/kg kramb®nnel kezelt®k, m²g a kontroll§llatok tiszt§n fiziol·gi§s s·oldatot 

kaptak.  

Az 
1
H NMR spektrumokat automata §tfoly·cell§s rendszerrel Bruker DRX 600 

Mz-es k®sz¿l®ken vett®k fel. A toxin-metabolitok szerkezet®nek ellenŖrz®s®hez 

k®tdimenzi·s NMR spektrumokat (HSQC, HMBC, COSY, TOCSY) is k®sz²tett¿nk, 
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ehhez a HD csoportba tartoz· egyik k²s®rleti §llat 24. ·r§b·l sz§rmaz· vizeletmint§j§t 

haszn§ltuk. A m®r®seket hŤtºtt elektronik§j¼ (Ăkrioò) m®rŖfejjel ell§tott (Bruker 

Avance, TCI) 600 MHz-es k®sz¿l®ken v®gezt¿k.  

 

4.1.2.3. Ceruleinnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

A k²s®rlettervez®s megfelelt a COMET k²s®rleti protokollnak ( ld. 4.1.1 fejezet)  

A k²s®rlet sor§n morfol·giai ®s szºvettani szempontb·l a m§j ®s a vese mellett a 

hasny§lmirigyet vizsg§lt§k. A klinikai k®miai m®r®sek a sz®rum amil§z szint 

meghat§roz§s§ra is kiterjedtek. Az 
1
H NMR spektrumokat automata §tfoly·cell§s 

rendszerrel Bruker DRX 600 Mz-es k®sz¿l®ken vett®k fel. 

A rendelkez®sre §ll· irodalmi forr§sok alapj§n [116-119] a COMET k²s®rlet 

tervez®s®n®l az §llatorvos az LD csoportnak (n=10) egyszeri 50 ɛg/kg intraperitone§lis 

cerulein ad§s§t rendelte, m²g a HD csoport §llatait (n=10) egy·r§s intervallumokban 4-

szer 50 ɛg/kg adaggal kezelt®k. 

 

4.1.2.4. Klaszteranal²zisen alapul· adatelemzŖ m·dszer (CLASSY)  

 

 A m·dszer tesztel®s®re ®s iterat²v fejleszt®s®re, valamint az alap be§ll²t§si 

param®terek optimaliz§l§s§ra n®h§ny egy®b COMET k²s®rlet mellett elsŖsorban az L-

arginin modelltoxinnal v®gzett k²s®rletet haszn§ltuk. Valid§l§s c®lj§b·l tov§bbi h®t 

COMET k²s®rlet r®szletes ®rt®kel®s®t is elv®gezt¿k.  

 

4.2. AdatelemzŖ m·dszerek 

 

4.2.1. Exokrin hasny§lmirigy-gyullad§st elŖid®zŖ modelltoxinok vizsg§lat§hoz 

alkalmazott m·dszerek 

 

A COMET k²s®rletek elsŖ ®rt®kel®sekor sz¿ks®g volt adatredukci·ra, ²gy az 

NMR spektrumokat az elemz®s elŖtt kb. 250 db 0,04 ppm-es szegmensre bontott§k. Ez 

jelentŖs m®rt®kŤ inform§ci·veszt®st okozott azonban, ez®rt 2005 ut§n, amikor a teljes 

spektr§lis ter¿let anal²zise megoldhat·v§ v§lt, a r®sztvevŖk a COMET adatb§zis ¼jb·li 

®rt®kel®se mellett dºntºttek.  
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A kºvetkezŖ alfejezetekben kiz§r·lag azokr·l az elemz®si m·dokr·l ²rtam rºvid 

ismertet®st, melyeknek §br§i a dolgozatban ®s a saj§t publik§ci·kban szerepelnek. A 

m·dszerek matematikai r®szleteit a hivatkoz§sok tartalmazz§k.  

 

4.2.1.1. Adatok elŖk®sz²t®se: normaliz§l§s, a jelek k®miai eltol·d§s§nak igaz²t§sa, 

sk§l§z§s 

 

 A biol·giai mint§k egy r®sz®n®l, k¿lºnºsk®ppen a vizeletn®l, az oldott 

kismolekul§k koncentr§ci·ja a v²zfelv®teltŖl, vizelet¿r²t®s gyakoris§g§t·l f¿ggŖen m§r 

fiziol·gi§san is sz®les hat§rok kºzºtt v§ltozhat. Az endog®n kismolekula-ºsszet®tel 

elemz®s®nek elsŖ l®p®s®ben az ilyen mint§kat ºsszehasonl²that·v§ kell tenni, azaz 

normaliz§lni kell, hiszen a k®rd®s itt nem az, hogy mennyi tal§lhat· a mint§ban az adott 

metabolitb·l, hanem hogy annak ar§nya hogyan viszonyul a tºbbi kismolekul§®hoz, 

azaz mennyi a vizsg§lt metabolit relat²v koncentr§ci·ja. Az elsŖ metabonomikai 

m®r®sek a klinikai k®miai gyakorlat alapj§n a kreatinin jel ter¿let®re tºrt®nŖ 

normaliz§l§st haszn§lt§k. Ennek egyr®szt technikai neh®zs®gei vannak (kreatinin jelek 

§tfedetts®ge, k®miai eltol·d§s pH f¿gg®se), m§sr®szt pontatlan eredm®nyre vezethet, 

hiszen a kreatinin szint v§ltoz§sa gyakran r®sze a toxinra adott v§lasznak, teh§t nem 

puszt§n a vizelet koncentr§lts§g§nak indik§tora, hanem ºn§ll· marker. Helyette ez®rt a 

teljes spektr§lis ter¿letre tºrt®nŖ normaliz§l§s terjedt el, ahol egy adott spektrum h²g²t§si 

faktora az a szorz·sz§m, amellyel a teljes gºrbe alatti ter¿letet megszorozva a gener§lt 

standard spektrum gºrbe alatti ter¿let®t kapjuk. A m·dszer a k²s®rletek jelentŖs r®sz®ben 

elfogadhat· eredm®nyre vezet, b§r azok a spektrumok, ahol egy sok jelet ad· endog®n 

kismolekula, p®ld§ul gl¿k·z relat²v koncentr§ci·ja v§ltozik meg jelentŖsen, 

normaliz§lhatatlanok maradnak. Toxikol·giai m®r®sekn®l neh®zs®get okozhat tov§bb§ 

azoknak a spektrumoknak a kezel®se, melyek az anyavegy¿let ®s metabolitjainak jeleit 

is tartalmazz§k (jellemzŖen LD csoport 8 h, HD csoport 8 h ®s 24 h), hiszen ezekn®l a 

teljes gºrbe alatti ter¿let megint csak nem hasonl²that· ºssze a k²s®rlet standard 

(reprezentat²v) spektrum§nak gºrbe alatti ter¿let®vel. A hib§t, n®mi adatvesztes®g §r§n, 

¼gy lehet orvosolni, hogy a DRC jelekhez tartoz· ppm tartom§nyokat az elemzŖ a 

normaliz§l§s elŖtt az ºsszes spektrumb·l kiv§gja. A teljes ter¿letre tºrt®nŖ 

normaliz§l§sn§l robusztusabbnak, ®s sz®lesebb kºrben alkalmazhat·nak bizonyult Frank 

Dieterle 2006-ban javasolt PQN (ĂProbabilistic Quotient Normalizationò) m·dszere 
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[120]. Ez a megold§s abb·l a felt®telez®sbŖl indul ki, hogy a metabonomikai 

m®r®sekn®l sok jel intenzit§sa v§ltozik ugyan, de a legtºbb jel intenzit§sa a biol·giai 

v§lasz sor§n m®giscsak ®rintetlen marad ®s tiszt§n a h²g²t§si faktor f¿ggv®nye. Egy adott 

spektrum eset®ben teh§t azt a szorz·sz§mot kell megtal§lni, amellyel a legtºbb jel 

intenzit§sa r§igaz²that· a standard spektrum®ra, mert ez a legval·sz²nŤbb val·di h²g²t§si 

faktor. Az elsŖ l®p®sben a spektrum adatpontjaihoz tartoz· szorz·sz§mokat kell 

egyenk®nt meghat§rozni ®s fel kell venni ezeknek az ®rt®keknek a spektrumra jellemzŖ 

eloszl§si gºrb®j®t. A val·di h²g²t§si faktor legval·sz²nŤbb ®rt®ke az eloszl§si gºrbe 

m·dusza, mellyel ezek ut§n a spektrum ºsszes adatpontj§t meg kell szorozni. A l®p®sek 

teljesen automatiz§lhat·k, ®s a k²s®rlet ºsszes spektruma ezzel a m·dszerrel 

m§sodpercek alatt normaliz§lhat·, b§r, mivel az eloszl§si gºrb®k ºnmagukban is ®rt®kes 

inform§ci·t szolg§ltathatnak, ®rdemes r§juk is vetni egy pillant§st. A PQN m·dszerrel 

normaliz§lt k²s®rletek tºbbs®g®n®l nem sz¿ks®ges kiv§gni a DRC-k jeleit a 

spektrumokb·l, ®s azok relat²v koncentr§ci·j§b·l f®lkvantitat²v becsl®seket lehet tenni a 

k¿lºnbºzŖ d·ziscsoportok §ltal ¿r²tett metabolitok ar§ny§ra. A m·dszer, b§r vannak 

korl§tai, tºbb lehetŖs®get ad az elemzŖnek a normaliz§l§s optimaliz§l§s§ra (pl. sz¿ks®g 

eset®n a m·dusz helyett v§laszthat· m§sik ®rt®k az eloszl§si gºrb®rŖl), ®s sok kor§bban 

normaliz§lhatatlannak tŤnŖ k²s®rletn®l vezetett elfogadhat· eredm®nyre. Ma ez a 

legsz®lesebb kºrben alkalmazott normaliz§l§si technika.  

Az 
1
H NMR spektrum jeleinek k®miai eltol·d§s§t az old·szer, annak pH-ja, 

ionerŖss®ge, f®mion-tartalma, a vizsg§lt anyag komplexk®pzŖ hajlama stb. is 

befoly§solj§k. K¿lºnºsen j·l l§that· ez a vizeletmint§k eset®ben. B§r a minta 

elŖk®sz²t®s®nek fontos r®sze a puffer hozz§ad§sa, ez csak r®szben orvosolja a 

probl®m§t, k¿lºnºsen p®ld§ul, ha a kezelt §llatok vizelet®nek pH-ja a k²s®rletben a toxin 

hat§s§ra jelentŖsen megv§ltozott. A COMET m®r®sek idej®ben a jelek n®h§ny sz§zad 

ppm-es Ăcs¼szk§l§saò nem volt kritikus neh®zs®g, mivel a 0,04 ppm sz®les 

szegmensekre bontott spektrumokn§l a legtºbb jel a puffer hozz§ad§s§nak 

eredm®nyek®nt a szegmens®n bel¿l maradt, a kism®rt®kŤ k®miai eltol·d§s v§ltoz§s csak 

n®h§ny kismolekula eset®n okozott gondot. K®sŖbb, amikor a szoftverek m§r a 

spektrumok ºsszes adatpontj§t felhaszn§lt§k, a jelek pontos egym§sra igaz²t§sa alapvetŖ 

fontoss§g¼v§ v§lt. A rendelkez®sre §ll· m·dszerek azonban vagy megb²zhat· 

eredm®nyt ny¼jtottak, de nagyon idŖig®nyesek voltak, vagy gyorsak voltak ugyan, de a 
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kisintenzit§s¼ cs¼csokn§l pontatlanok [121,122]. Az Imperial College-ban dolgoz· 

Kirill Veselkov 2009-ben j· megold§st tal§lt arra, hogy ezt a kompromisszumot ne 

kelljen megkºtni. RSPA (ĂRecursive Segment-wise Peak Alignmentò) m·dszere m§sf®l 

perc alatt igaz²tja be 400 spektrum jeleit a teljes k®miai eltol·d§s tartom§nyban, ®s 

pontoss§ga el®ri az addig haszn§lt legjobb m·dszerek®t, a jelalak megtart§sa mellett 

[123]. 

A tºbbv§ltoz·s statisztikai modellek ®p²t®s®t megelŖzŖ utols· l®p®s a spektr§lis 

adatok sk§l§z§sa. M²g a normaliz§l§s az adatt§bla sorvektorain v®gzett §talak²t§s volt, 

ez az oszlopvektorokat ®rinti, ®s l®nyege, hogy minden egyes v§ltoz· azonos s¼llyal 

szerepeljen a kiindul§si adatok halmaz§ban. A spektrumok kºzvetlen vizu§lis 

®rt®kel®s®nek legnagyobb h§tr§nya, hogy szem¿nk hamarabb ®szreveszi a nagy 

intenzit§s¼ jelek kism®rt®kŤ v§ltoz§s§t, mint a kisintenzit§s¼ak abszol¼t ®rt®kben kicsi, 

de ar§nyaiban jelentŖsebb v§ltoz§s§t. Hajlamosabbak is vagyunk ez®rt az elŖbbieknek 

nagyobb jelentŖs®get tulajdon²tani. Az adatok sk§l§z§sa ezt k¿szºbºli ki. A 

legelterjedtebb sk§l§z§si m·d a statisztikai standardiz§l§s (autoscaling), mely az adatok 

konstans eltol§s§t ®s l®pt®kv§lt§s§t jelenti ¼gy, hogy a tulajdons§gvektorok elemeinek 

sz§mtani kºzepe 0, sz·r§sa pedig 1 legyen.  

 

4.2.1.2. FŖkomponens-anal²zis (PCA) 

 

 A fŖkomponens-anal²zis egy nem-ir§ny²tott, projekci·n alapul· m·dszer. A 

h§tter®ben §ll· elgondol§s l®nyege, hogy a vizsg§lt rendszer viselked®s®t a sok v§ltoz· 

ellen®re is csak n®h§ny l§tens, felsŖbbrendŤ v§ltoz· hat§rozza meg, melyeket az egyedi 

v§ltoz·k line§ris kombin§ci·jak®nt kapunk meg. ElŖnye a m·dszernek, hogy olyan 

adatt§bl§kkal is j·l birk·zik, melyek nem n®gyzet alak¼ak (eset¿nkben kev®s sort ®s sok 

oszlopot tartalmaznak), ®s ahol nagy ar§nyban fordulhatnak elŖ hi§nyz· adatok, illetve a 

v§ltoz·k korrel§ltak lehetnek.  

Az §llatok mint§inak spektrumai (objektumok, Ăsorokò) pontk®nt §br§zolhat·k 

egy olyan t®rben, melynek annyi dimenzi·ja van, ah§ny v§ltoz· (Ăoszlopò) az 

adatt§bl§ban. Az oszlopok jelintenzit§s ®rt®keket ®s ezen kereszt¿l metabolit 

koncentr§ci·t t¿krºznek. Az eredeti v§ltoz·k §ltal kifesz²tett sokdimenzi·s teret a PCA 

anal²zissel egy alacsonyabb dimenzi·j¼ t®rbe vet²tj¿k, ¼gy, hogy az elsŖ fŖkomponens 

azt az ir§nyt mutatja, amelybe az eredeti objektumfelhŖben a legnagyobb volt a pontok 
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kiterjed®se, a m§sodik (merŖleges, teh§t az elŖbbitŖl f¿ggetlen) fŖkomponens pedig 

amelyben a m§sodik legnagyobb, ®s ²gy tov§bb. Az egym§st kºvetŖ fŖkomponensek 

teh§t ortogon§lisak, ®s rendre egyre csºkkenŖ ar§nyban magyar§zz§k az adathalmazban 

tal§lhat· v§ltoz®konys§got, m²g v®g¿l csak a zaj marad. A fŖkomponens §br§n az 

objektumok kºzºtti t§vols§gok az elt®r®sek m®rt®k®re ®s ir§ny§ra utalnak, a 

csoportokba rendezŖdŖ pontokn§l pedig biztosak lehet¿nk abban, hogy azok a mint§k 

fontos tulajdons§gok szempontj§b·l hasonl²tanak egym§sra. A fŖkomponens §br§val 

tºk®letes §tfed®sben megjelen²thetŖ a fŖkomponens-egy¿tthat·k §br§ja, mely a v§ltoz·k 

(oszlopok) kºzºtti kapcsolatot mutatja meg, ®s azt, hogy milyen s¼llyal szerepelnek az 

egyes v§ltoz·k a modellben, mekkora r®szben j§rulnak teh§t hozz§ a fŖkomponensek 

kijelºl®s®hez. A k®t §bra egy¿ttes elemz®se megadja, hogy milyen kisebb csoportokra 

bonthat· a mintahalmaz, ®s a csoportokba rendezŖd®s®rt mely metabolitok 

koncentr§ci·v§ltoz§sa felelŖs (6. §bra). Ha ut·lag a d·ziscsoportjuknak megfelelŖen 

megsz²nezz¿k a pontjainkat, akkor meghat§rozhat·, hogy mely fŖkomponens(ek) 

ment®n, mely v§ltoz·k kºvetkezt®ben k¿lºn¿lnek el a csoportok egym§st·l, b§r ennek 

vizsg§lat§ra a PCA-n alapul· SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy) 

anal²zis alkalmasabb [124].  

PCA seg²ts®g®vel a k²v¿l§ll· spektrumok is j·l szŤrhetŖk a mintahalmazb·l. A 

metabonomikai adatok gyŤjt®se egyszerŤnek nem nevezhetŖ analitikai m·dszeren 

alapul, ²gy m®r®si hib§k, hib§s spektrumok elŖfordulhatnak. Ezek jellemzŖen erŖs 

k²v¿l§ll·k®nt jelentkeznek a fŖkomponens §br§n, melyet a Hotelling T
2 
pr·b§val kijelºlt 

ter¿leten k²v¿li helyzet¿k mutat. Mivel ezek a spektrumok l®nyeg®ben Ămaguk fel® 

h¼zz§kò a fŖkomponenseket, a modellbŖl kiz§rand·k. čvatosabban kell ugyanakkor 

elj§rni a reziduumok elemz®s®vel tal§lt m®rs®kelt k²v¿l§ll·k eset®ben, ezek kiz§r§s§ra 

csak akkor ker¿lhet sor, ha az elemzŖ megnyugtat· magyar§zatot tal§l egyedi 

viselked®s¿kre. 
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6. §bra. P®lda metabonomikai adatok fŖkomponens-anal²zis®re. A) FŖkomponens §bra. Az objektumok a 

vizsg§lt mint§k d·ziscsoport szerint sz²nezve. A mellett¿k l®vŖ sz§mok a mintagyŤjt®s idŖpontj§t jelzik. 

B) FŖkomponens-egy¿tthat· §bra. A sz§mok a vektorokhoz tartoz· k®miai eltol·d§s ®rt®ket mutatj§k. 

Modelltoxin: L-arginin. A kiindul§si spektrumok normaliz§ltak, 0,04 ppm sz®les szegmensekre bontottak, 

®s tartalmazz§k a DRC jeleket. Az A) §br§n l§tszik, hogy az elsŖ fŖkomponens ment®n az LD 8 h, a HD 8 

h ®s n®h§ny HD 24 h minta v§lik el a tºbbitŖl. A k¿lºnv§l§s oka a B) §br§r·l olvashat· le: a megadott 

ir§nyban a DRC metabolitok k®miai eltol·d§s ®rt®kei tal§lhat·k. A m§sodik fŖkomponens ment®n a 

mint§k nagy r®sze egy sz®th¼z·d· s§vot alkot. A B) §bra szerint ezt citr§tkºr-intermedierek 

koncentr§ci·v§ltoz§sa okozza. Levonhat· kºvetkeztet®sek: A tov§bbi elem®shez a DRC jeleket c®lszerŤ 

kiv§gni. A citr§tkºr-intermedierek koncentr§ci·v§ltoz§s§nak van jelentŖs®ge a k²s®rletben, de s¼lyuk a 

statisztikai modellben val·sz²nŤleg elt¼lzott ®s torzul§st okoz. 

 

 

4.2.1.3. PLS (Projections to Latent Structures) ®s tov§bbfejleszt®se 

 

 A fŖkomponens-anal²zishez hasonl·an a PLS m·dszer is az eredeti v§ltoz·k 

line§ris kombin§ci·jak®nt kapott ortogon§lis l§tens v§ltoz·k keres®s®n alapul, a keres®st 

azonban egy Y (f¿ggŖ v§ltoz·) vektor esetleg m§trix, ®s az azzal val· korrel§lts§g 

ir§ny²tja. A PLS rendelkezik ugyanazokkal a j· tulajdons§gokkal, mint a PCA 

(megengedhetŖ sok v§ltoz· ®s kev®s objektum, v§ltoz·k korrel§lts§ga, hi§nyz· adatok), 

®s ez alkalmass§ teszi metabonomikai m®r®sek eredm®nyeinek ®rt®kel®s®re. A 

modell®p²t®s sor§n a f¿ggŖ ®s a f¿ggetlen v§ltoz·k azon l§tens v§ltoz·it keress¿k, 

melyek kºzºtt a korrel§ci· a lehetŖ legnagyobb [125].  

Az Y vektor felvehet diszkr®t, csoporthoz tartoz§st mutat· ®rt®keket, ²gy a 

m·dszer alkalmas diszkriminancia anal²zisre (PLS-DA). Ha arra a k®rd®sre keress¿k a 

v§laszt, hogy mely spektr§lis adatok milyen m®rt®kŤ ®s ir§ny¼ v§ltoz§sa mekkora 
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s¼llyal felelŖs a k²s®rletben a csoportok sz®tv§l§s§®rt, akkor a PLS egy¿tthat·kat 

c®lszerŤ vizsg§lni a v§ltoz· (itt k®miai eltol·d§s) f¿ggv®ny®ben, a s¼lyt pedig sz²nsk§la 

seg²ts®g®vel megjelen²teni. Olivier Cloarec javaslat§ra NMR spektrumokon alapul· 

elemz®sekor szok§s az egy¿tthat·kat visszaszorozni a v§ltoz· eredeti sz·r§s§val, mert 

²gy az §br§n egy §l-NMR spektrum rajzol·dik ki [126]. Ez nagyban seg²ti az elemzŖt a 

kismolekula gyors azonos²t§s§ban, hiszen l®nyegesen szeml®letesebb, ®s a k®miai 

eltol·d§s ®rt®kek mellett t¿krºzi a jelek eredeti alakj§t, multiplicit§s§t is. A csoportok 

kºzºtti elt®r®sek®rt felelŖs kismolekul§k Ăjeleiò teh§t az §br§n piros sz²nnel rajzol·dnak 

ki, ®s a jelek ir§nya megmutatja, hogy a kezelt §llatok mint§iban az adott metabolit 

relat²v koncentr§ci·ja nŖtt vagy csºkkent pl. a kontrollhoz k®pest (p®lda: 9. §bra). 

A PLS modelleket sajnos jelentŖsen torz²tj§k azok a v§ltoz·k, melyek sz·r§sa a 

mint§n bel¿l nagy, de f¿ggetlen az Y vektort·l. A probl®m§t az ¼gynevezett O-PLS 

(ortogon§lis PLS) m·dszerrel lehetett orvosolni, mely egy OSC (orthogonal signal 

correction) szŤrŖ seg²ts®g®vel k®pes sz®tv§lasztani az Y-t·l line§risan f¿ggŖ ®s att·l 

f¿ggetlen szisztematikus v§ltoz§sokat, csak az elŖbbieket haszn§lva a modell®p²t®shez 

[24,127,128]. A kapott modellek j·sl·k®pess®ge megmarad, ®s ®rtelmezhetŖs®g¿k 

jelentŖsen javul, a nem-korrel§l· szisztematikus v§ltoz§sok pedig k¿lºn is 

elemezhetŖkk® v§lnak [126]. 

Az PLS modellek t¼ligaz²totts§g§nak elker¿l®s®hez h®tszegmensŤ 

keresztvalid§l§st szok§s alkalmazni, mely h®t rekurz²v l®p®sben az adatok egy 

heted®nek kihagy§s§t ®s az ²gy gener§lt modellbe tºrt®nŖ visszaj·sl§s§t jelenti [129]. A 

j·sl·k®pess®get a predikt§lt ®s a val·s ®rt®kek n®gyzetes elt®r®se alapj§n kalkul§lt Q
2
 

®rt®k jellemzi. Az illeszked®s j·s§g§t t¿krºzŖ R
2
 ®s a j·sl·k®pess®gre utal· Q

2 
®rt®ke 

egy¿ttesen mutatja a modell megb²zhat·s§g§t.  

 

4.2.1.4. Statisztikai Tot§l Korrel§ci·s Spektroszk·pia (STOCSY) 

 

 A m·dszer a k²s®rlet sor§n gyŤjtºtt spektrumok jeleinek intenzit§sv§ltoz§sai 

kºzºtti ºsszef¿gg®seket vizsg§lja, ®s szŤri a mint§r·l mint§ra konzisztensen egy¿tt, egy 

ir§nyba ®s azonos m®rt®kben v§ltoz· jeleket [26,130]. Alkalmaz§sakor teh§t robusztus 

eredm®ny min®l nagyobb sz§m¼ spektrum felv®tel®vel ®s ®rt®kel®s®vel biztos²that·. A 

spektr§lis cs¼csok korrel§lts§ga alapvetŖen k®t okra vezethetŖ vissza: A jelek vagy egy 

®s ugyanazon kismolekula jelei, ®s ²gy intenzit§sar§nyuk ®rtelemszerŤen minden 
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spektrumon azonos, vagy olyan egym§st·l k¿lºnbºzŖ kismolekul§kt·l sz§rmaznak, 

melyeknek a szervezetbeli sorsa hasonl·, metabolikus ¼tvonaluk ºsszekapcsol·dik, ®s 

ez®rt a k²s®rlet sor§n a mint§kban a koncentr§ci·juk nem f¿ggetlen egym§st·l [26]. Az 

elŖbbi esetben, szerkezeti ºsszetartoz§sn§l a korrel§ci·s koefficiens elm®leti ®rt®ke 1, a 

gyakorlatban azonban a spektrum zajoss§ga ®s a jelek §tfedetts®ge miatt enn®l 

alacsonyabb lehet, ®s §ltal§ban 0,80 - 0,97 ®rt®ket vesz fel. A biok®miai kapcsolat 

szoross§g§nak vizsg§lat§n§l r
2
=0,65 m§r elgondolkodtat· sz§m, ®s olyan toxin- vagy 

gy·gyszer-metabolitok eset®n is ritk§n kapunk 0,85-n®l magasabb ®rt®ket, melyek 

§talakul§si ¼tvonala csak az utols· l®p®sben v§lik sz®t. A korrel§ci·s koefficiens ®rt®ke 

teh§t seg²t a ko-linearit§s eredet®nek meg§llap²t§s§ban, a szerkezeti ®s biok®miai 

kapcsolat sz®tv§laszt§s§ban. A STOCSY eredm®nye megjelen²thetŖ mind egy-, mind 

k®tdimenzi·s form§ban.  

A k®tdimenzi·s §bra a hagyom§nyos 2D TOCSY spektrumokra eml®keztet, 

mindk®t tengely®n a k®miai eltol·d§s sk§la olvashat· (7. §bra, A). A felbont§s kellŖen 

nagy ahhoz, hogy a keresztcs¼csok t¿krºzz®k a jelek multiplicit§s§t ®s a csatol§si 

§lland·k is leolvashat·ak legyenek (7. §bra A, 2-oxoglut§rsav ®s 3-HPPA jelei). Ha a 

jelek pH, ionerŖss®g stb. kºvetkezt®ben fell®pŖ k®miai eltol·d§s v§ltoz§s§t elŖzetesen 

nem korrig§ltuk, akkor a diagon§lison ®s a keresztcs¼csokon pont helyett vonal van a 

jelek hely®n (7. §bra A, citromsav jelei). A keresztcs¼csok a csatol§si §lland· pH-

f¿gg®s®t is t¿krºzik, mert ilyenkor a vonalak nem p§rhuzamosak a fŖ§tl·val (7. §bra A, 

citromsav jelei). K¿lºnbs®g a TOCSY spektrumhoz k®pest, hogy itt a biok®miai 

okokb·l korrel§lt metabolitok jelei kºzºtt is kialakulnak keresztcs¼csok (7. §bra A, 

metilamin, dimetilamin ®s trimetilamin keresztcs¼csok).  

Az egydimenzi·s §bra elk®sz²t®s®hez az elemzŖnek ki kell v§lasztania azt a 

cs¼csot (Ădriver peakò), amelynek a tºbbi jelhez fŤzŖdŖ kapcsolata ®rdekli Ŗt. Az 

elemz®s eredm®nyek®nt kapott §br§n (mely egy®bk®nt c®lszerŤen annak a mint§nak a 

spektruma, amelyben a cs¼cs intenzit§sa maxim§lis volt) sz²nsk§la mutatja a k®rd®ses 

cs¼cs ®s a tºbbi jel kºzºtti korrel§ci· m®rt®k®t, ²gy pirossal kiemelkedik annak a 

kismolekul§nak az 
1
H NMR spektruma, amelyhez a cs¼cs tartozik (7. §bra, B). 
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A) 

 
 

B) 

 

 

 

7. §bra. Statisztikai Tot§l Korrel§ci·s Spektroszk·pia (STOCSY) §br§k vizeletmint§k eset®ben. A) 

K®tdimenzi·s §bra r®szlete. Jelmagyar§zat: (1) 2-oxoglut§rsav; (2) citromsav; (3) 3-hidroxi-fenil-

propionsav; (4) metilamin ®s dimetilamin keresztcs¼csa; (5) dimetilamin ®s trimetilamin keresztcs¼csa. 

B) Egydimenzi·s §bra ®s r®szletei. Kiindul§si cs¼cs: ŭ=2,51 ppm jel, mely a 3-hidroxi-fenil-propionsav 

tºbbi jel®vel korrel§l magasan. Ćbra: Olivier Cloarec. 
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A jelek kºzºtti kapcsolat felfedez®s®nek az sem szab korl§tot, ha heteroatom vagy 

kvaterner sz®natom v§lasztja el a (CH)n csoportokat a szerkezetben. Az, hogy mennyi 

inform§ci· nyerhetŖ a k®miai eltol·d§sokr·l, jelfelhasad§si mint§zatr·l, csatol§si 

§lland·r·l ®s intenzit§sar§nyokr·l, a jelek §tfedetts®g®nek m®rt®k®tŖl f¿gg, de az 

egydimenzi·s §br§k ®rt®kel®se az esetek nagy r®sz®ben m§r elegendŖ ahhoz, hogy az 

adatb§zisok §tn®z®se ut§n az elemzŖnek alapos gyan¼ja legyen a kismolekula 

mibenl®t®re. Az egydimenzi·s §br§k gyorsabban elk®sz¿lnek, mint a k®tdimenzi·sak, ®s 

kºnnyebben §ttekinthetŖek, hiszen az ismert, Ătrivi§lisò kapcsolatok jeleitŖl mentesek. 

Az 1D STOCSY-t O-PLS m·dszerrel kombin§lva az §br§kon egy®rtelmŤen l§tszik a 

kapcsolat ir§nya (korrel§lt vagy anti-korrel§lt), ²gy biok®miai h§tt®r elemz®s®hez ennek 

a haszn§lata a c®lszerŤbb (p®lda: 18. §bra). 

¥sszefoglal§sk®ppen hadd emeljem ki m®g egyszer a STOCSY, mint elemz®si 

m·dszer n®h§ny vonatkoz§s§t, egy¼ttal v§laszolva a metabonomikai publik§ci·k b²r§l·i 

§ltal oly gyakran feltett k®rd®sre is: Mi az elŖnye a STOCSY-nak az NMR-TOCSY 

m®r®sekhez k®pest?  

- Az egydimenzi·s NMR spektrumok felv®tele ut§n m§r nem kell hozz§ NMR 

k®sz¿l®k, csak egy sz§m²t·g®p.  

- Nem okoz neh®zs®get a m§sodik dimenzi· alacsony felbont§sa.  

- Az §bra hosszas m®r®sidŖ helyett m§sodpercek alatt elk®sz¿l.  

- A jelek kºzºtti kapcsolati l§nc nem szakad meg, ha a szerkezetben kvaterner sz®n, 

vagy heteroatom v§lasztja el a spinrendszereket.  

- A szerkezeti ºsszetartoz§s mellett a biok®miai kapcsolat is megjelenik az §br§n, ®s a 

korrel§ci·s koefficiens ®rt®ke alapj§n a szerkezeti ºsszetartoz§st·l §ltal§ban j·l 

elk¿lºn²thetŖ.  

 

4.2.2. Az egyes k²s®rletek adatelemz®s®nek tov§bbi r®szletei  

 

4.2.2.1. L-argininnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

 Az 
1
H NMR spektrumokat MATLAB (R2006b verzi·) szoftverbe import§ltam, 

®s a v²z (ŭ=4,7-4,9 ppm), a TSP (ŭ=-0,2-0,2 ppm), valamint a karbamid (ŭ=5,6-6,0 ppm) 

jel®hez tartoz· r®gi·kat kiv§gtam. K®t adatk®szletet k®sz²tettem. Az elsŖben az arginin 

jeleit kiv§gtam ®s a spektrumokat teljes ter¿letre normaliz§ltam, a m§sodikban 
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meghagytam az anyavegy¿let jeleit ®s a normaliz§l§s§hoz PQN m·dszert haszn§ltam. 

Eredm®nyeimet mindk®t adatk®szleten ellenŖriztem. A sz®rum- ®s vizeletmint§k 

kismolekula-ºsszet®telbeli v§ltoz§sainak vizsg§lat§hoz O-PLS-DA modelleket 

k®sz²tettem. IdŖpontr·l idŖpontra ºsszehasonl²tottam a kezelt §llatok csoportjainak 

spektrumait a kontroll §llatok®val, ®s minden d·ziscsoporton bel¿l nyomon kºvettem az 

egyes mintav®teli idŖpontok kºzºtti metabolit-fluktu§ci·t is. Annak szŤr®s®re, hogy 

mely elt®r®sek voltak jellemzŖek kiz§r·lag a nagy d·zissal kezelt §llatokra, az LD 

csoportot HD csoporttal ºsszehasonl²t· modelleket is k®sz²tettem minden idŖpontban. A 

jelek azonos²t§s§t STOCSY seg²tette. A k²v¿l§ll· adatok szŤr®s®t fŖkomponens-

anal²zissel is elv®geztem, melyet SIMCA-P+11.5 szoftverrel csin§ltam. A rºpp§lya-

elemz®shez a 0,04 ppm sz®les szegmensekre bontott spektrumok adatait haszn§ltam. 

 

4.2.2.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-but®nnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

 Az 
1
H NMR spektrumokat MATLAB (R2006b verzi·) szoftverbe import§ltam, 

®s a v²z (ŭ=4,7-4,9 ppm), a TSP (ŭ=-0,2-0,2 ppm), valamint a karbamid (ŭ=5,6-6,0 ppm) 

jel®hez tartoz· r®gi·kat kiv§gtam. K®t spektrumk®szlettel dolgoztam. Az egyikben az 

anyavegy¿let ®s metabolitjainak jeleit kiv§gtam, ezt haszn§ltam a r®szletes O-PLS 

diszkriminancia anal²zisek elk®sz²t®s®hez. A m§sikban a DRC jeleket meghagytam, ez 

szolg§lt a STOCSY elemz®sek kiindul§si adatak®nt. Mindk®t k®szletet PQN m·dszerrel 

normaliz§ltam, az elsŖ esetben az eredm®nyeimet teljes ter¿letre normaliz§lt 

spektrumsorozaton is ellenŖriztem. A spektrumok jeleinek k®miai eltol·d§s ingadoz§s§t 

RSPA m·dszerrel korrig§ltam. Az O-PLS-DA modellek seg²ts®g®vel enn®l a k²s®rletn®l 

is idŖpontr·l idŖpontra ºsszehasonl²tottam a kezelt §llatok csoportjainak spektrumait a 

kontroll §llatok®val, minden d·ziscsoporton bel¿l kºvettem a metabolitok idŖbeli 

fluktu§ci·j§t, ®s ºsszevetettem az LD ®s HD csoport spektrumait 8 ®s 24 ·r§n§l. A 

kramb®n ®s metabolitjainak jeleit STOCSY m·dszerrel azonos²tottam, ®s ²gy vizsg§ltam 

kapcsolataikat az endog®n kismolekul§khoz is. 

 

4.2.2.3. Ceruleinnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

Az 
1
H NMR spektrumokat MATLAB (R2008a verzi·) szoftverbe import§ltam, 

®s a v²z (ŭ=4,7-4,9 ppm), a TSP (ŭ=-0,2-0,2 ppm), valamint a karbamid (ŭ=5,6-6,0 ppm) 
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jel®hez tartoz· r®gi·kat kiv§gtam. Csak PQN m·dszerrel normaliz§lt spektrumokat 

haszn§ltam, ®s a k®miai eltol·d§s elmozdul§sokat RSPA m·dszerrel minden 

d·ziscsoportn§l korrig§ltam. Az ®rt®kel®st a 4.2.3 fejezetben ismertetett m·dszerrel 

v®geztem. 

 

4.2.3. Klaszteranal²zisen alapul· adatelemzŖ m·dszer (CLASSY)  

 

 A m·dszer tesztel®s®re ®s iterat²v fejleszt®s®re, valamint az alap be§ll²t§si 

param®terek optimaliz§l§s§ra n®h§ny egy®b COMET k²s®rlet mellett elsŖsorban az L-

arginin modelltoxinnal v®gzett k²s®rletet haszn§ltuk. Valid§l§s c®lj§b·l tov§bbi h®t 

COMET k²s®rlet r®szletes ®rt®kel®s®t is elv®gezt¿k.  

 Az adatok elŖk®sz²t®se a kor§bbiakban le²rtaknak megfelelŖen tºrt®nt (szoftver: 

MATLAB R2008a verzi·). Csak PQN m·dszerrel normaliz§lt spektrumokat 

haszn§ltunk, ®s a k®miai eltol·d§s elmozdul§sokat RSPA m·dszerrel minden 

d·ziscsoportn§l korrig§ltuk. A korrel§ci·s m§trix a jelcs¼csk®nt azonos²tott adatpontok 

figyelembev®tel®vel k®sz¿lt. A matematikai h§tt®r kidolgoz§sa ®s a program meg²r§sa 

t¼lnyom· r®szben Steven Robinette ®s Kirill A. Veselkov kemometrikusok munk§ja, 

²gy a vonatkoz· r®szeket csak rºviden ismertetem. (R®szletek a publik§ci·ban). 

 A Ălok§lisò (szerkezeti okokb·l korrel§lt) jelcsoportok egym§shoz rendel®se a 

tºbbkomponensŤ elegyek TOCSY spektrumainak elemz®s®re kor§bban kifejlesztett 

DemixC [131] algoritmus alkalmaz§s§val tºrt®nt, azzal a k¿lºnbs®ggel, hogy itt a 

kiindul§si adatt§bla az egydimenzi·s 
1
H NMR spektrumok alapj§n gener§lt korrel§ci·s 

m§trix volt. A m·dszer m®gsem egyszerŤen a kor§bban bemutatott STOCSY elemz®s 

tov§bbfejleszt®se ®s klaszteranal²zissel val· kombin§l§sa, mert a bemeneti inform§ci·t 

nem kºzvetlen¿l a korrel§ci·s m§trix, hanem az ebbŖl rekurz²van emelkedŖ korrel§ci·s 

k¿szºb®rt®kekkel elŖ§ll²tott bin§ris m§trix adja. ĉgy a szerkezeti kapcsolat jobban 

elv§laszthat· a biol·giai okokra visszavezethetŖ kapcsolatt·l, ®s egy®rtelmŤbb® v§lik a 

klaszteranal²zishez haszn§lt alapjelek meghat§roz§sa, valamint a tºbbi (§tfed®sekkel 

jobban terhelt) jel csoportokhoz sorol§sa.  

 A Ăglob§lisò (biok®miai okokb·l korrel§lt) klaszterek meghat§roz§sa klasszikus 

hierarchikus csoportelemz®ssel tºrt®nt, ahol a korrel§ci·s koefficiens ®rt®k®t ¼gy 

alak²tottuk t§vols§gg§, hogy az ï1 eset®n 1, 1 eset®n 0 ®rt®ket vegyen fel. 
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 A Ăheat mapò §br§kn§l a klaszterezett cs¼csok intenzit§s§t a kontroll medi§n 

spektrum adott jel®nek intenzit§s§hoz viszony²tjuk, ®s logaritmikus sz²nsk§la 

seg²ts®g®vel jelen²tj¿k meg. A klaszterezett korrel§ci·k §br§j§nak ®s a Ăheat mapò 

§br§knak az oszlopai azonosak, teh§t a kettŖ egy¿tt, egyszerre mutatja az adott 

k²s®rletbŖl kinyerhetŖ korrel§ci·s ®s kvantitat²v inform§ci·t. 
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5. Eredm®nyek 

 

5.1. Exokrin hasny§lmirigy-gyullad§st elŖid®zŖ modelltoxinok 

 

5.1.1. L-argininnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

 A kis d·zissal kezelt §llatok csoportja (n=10) a v§laszad§s erŖss®ge 

szempontj§b·l egys®gesnek mutatkozott mind a szºvettani ®s klinikai k®miai, mind a 

metabonomikai vizsg§latok alapj§n. A nagy d·zissal kezelt §llatok (n=20) kºz¿l kettŖ 

24 ·r§val az injekci· bead§sa ut§n elpusztult (Ŗket erŖs v§laszad·knak tekintettem, 

n=2), m²g h§rom k²s®rleti §llat meglepŖ rezisztenci§t mutatott az arginin-toxicit§ssal 

szemben. ŕket a gyenge v§laszad·k csoportj§ba soroltam (n=3), amit a morfol·giai 

szervk§rosod§st jellemzŖ minim§lis szºvettani pontsz§maik is indokoltak. A fenti 

csoportok klinikai k®miai adatait ®s sz®rum- valamint vizeletspektrumait a statisztikai 

elemz®skor k¿lºn vizsg§ltam a norm§l v§laszad·k csoportj§t·l (n=15). Az eredm®nyek 

ismertet®s®n®l a tov§bbiakban a nagy d·zissal kezelt HD csoport alatt csak a norm§l 

v§laszad·kat ®rtem.  

 

5.1.1.1. Szºvettan 

 

 A kis d·zissal kezelt §llatok m§j-, vese- ®s hasny§lmirigy-szºveteinek sejtes 

szerkezete minden vizsg§lt idŖpontban norm§lis volt. N®h§ny §llatn§l helyenk®nt 

gyullad§sos infiltr§tumot lehetett l§tni a pankre§sz-szºvetben, de ez a kontroll §llatokn§l 

is elŖfordult. A HD csoportban n®h§ny, 48 ·ra ut§n elaltatott §llatn§l minim§lis/enyhe 

atr·fia jelei mutatkoztak a m§jszºvetekben, §m a kor§bbi megfigyel®sekkel 

ºsszhangban a legs¼lyosabban ®rintett szerv a hasny§lmirigy volt. A 48 ·r§s mint§kban 

a HD csoport legtºbb §llat§n§l a zimog®n granulumok sz§m§nak jelentŖs/s¼lyos 

csºkken®s®t ®s kºzepes/jelentŖs m®rt®kŤ acin§ris atr·fi§t, interstici§lis ºd®m§t, ®s 

gyullad§st lehetett megfigyelni. 168 ·r§val az arginin injekci· bead§sa ut§n ennek a 

csoportnak a pankre§sz-mint§ira a zimog®n granulumok majdnem teljes hi§nya ®s 

s¼lyos atr·fia volt jellemzŖ, ugyanakkor n®h§ny §llatn§l regener§l·d§sra utal· 

morfol·giai jegyeket is lehetett l§tni. A vese szºvettani elemz®se egyik idŖpontban sem 
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tal§lt patol·gi§s folyamatokra utal· jeleket. A szºvettani ®rt®kel®s eredm®ny®t a 5. 

t§bl§zat foglalja ºssze. 

 

 

Szºvet Morfol·giai diagn·zis Hely 
Kontroll Kis d·zis Nagy d·zis 

48h 168h  48h 168h 48h 168h 

Pancreas apopt·zis acinusok 0 0 0 0,2 0,5 0 

Pancreas atr·fia acinusok  0 0 0 0 3,16 5 

Pancreas degener§ci· acinusok  0 0 0 0,8 0,5 0 

Pancreas ºd®ma interstici§lis 0 0 0 0,4 2,83 0 

Pancreas 

szaponifik§ci· ®s 

nekr·zis  

peripancreatikus 

zs²r 0 0 0 0 2 1,8 

Pancreas 

mit·tikus alakok 

(regener§l·d§s) acinusok  0 0 0 0 0 1,7 

Pancreas gyullad§s acinusok  0 0 0 0 3 0,4 

Pancreas 

zimog®n szemcs®k 

sz§m§nak csºkken®se acinusok  1 1 1 1 4 5 

Peritoneum 

szaponifik§ci· ®s 

nekr·zis   0 0 0 0 2,66 0 

M§j atr·fia pan-lobularis 0 0 0 0 1,33 0 

M§j glikog®n le®p¿l®s periportalis 0 0,4 0 0,8 0 0,8 

M§j 

hepatocellul§ris 

nekr·zis random 0 0,2 0,2 0,2 0,5 0 

 
5. t§bl§zat. Szºvettani elv§ltoz§sok ®s m®rt®k¿k a kontroll, kis d·zissal kezelt ®s nagy d·zissal kezelt 

§llatok csoportj§ban. Modelltoxin: L-arginin. A pontoz§s a 4.1.1.2. fejezetben le²rtaknak megfelelŖen 

tºrt®nt. 

 

 

5.1.1.2. Klinikai k®miai m®r®sek ®s s¼lyadatok 

 

 Az LD csoportban a pankre§sz ®s az agy s¼ly§nak ar§nya nem mutatott elt®r®st a 

kontroll §llatokhoz k®pest. A nagy d·zissal kezelt csoportban a szºveti ºd®m§nak 

kºszºnhetŖen a 48 ·ra ut§n elaltatott §llatokban ez az ar§ny a kontrollhoz k®pest magas 

volt (p>0,05), m²g a 168 ·ra ut§n elaltatott §llatokn§l statisztikailag szignifik§ns 61%-os 

csºkken®st lehetett megfigyelni, mely a jelentŖs szºveti atr·fia kºvetkezm®nye (6. 

t§bl§zat). Az §llatok tests¼lya a kis d·zissal kezelt csoportban a kontrollnak megfelelŖen 

alakult. A HD csoport §tlagos tests¼lya ehhez k®pest 48 ·r§n§l 10,4%Ñ2,3% csºkkent®st 

mutatott, m²g 168 ·r§n§l nagy sz·r§s mellett az §llatok fel®n®l s¼lynºveked®st lehetett 

l§tni. (Az §tlagos s¼lynºveked®s a csoportban 0,8%Ñ7,8%).  
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Kontroll Kis d·zis Nagy d·zis Kontroll Kis d·zis Nagy d·zis 

48 h 168 h 

0,38 Ñ 0,03 0,38 Ñ 0,04 0,47 Ñ 0,11 0,42Ñ 0,10 0,43 Ñ 0,07 0,16 Ñ 0,05 *  

 

6. t§bl§zat A pankre§sz ®s az agy s¼lyar§nya a kontroll, kis d·zissal kezelt ®s nagy d·zissal kezelt 

csoportban. Modelltoxin: L-arginin. Ćtlag Ñ SD. (*) p<0,05. 

 

 

 A vizeletmint§k klinikai k®miai vizsg§lat§nak tanuls§ga szerint az arginin-

hidroklorid injekci· d·zist·l f¿ggŖ m®rt®kben savas tartom§nyba tolta az §llatok 

vizelet®nek pH-j§t (7. t§bl§zat). Az LD csoportban a pH csak a 8 h mint§kban volt 

szignifik§nsan alacsonyabb a kontrolln§l, a nagy d·zissal kezelt §llatok vizelete 

azonban az injekci· bead§sa ut§n a k²s®rlet teljes idŖtartama alatt a savas tartom§nyban 

maradt, legsz®lsŖs®gesebb ®rt®k®t (pH=5,5-6,0) a 24. ®s 48. ·r§b·l sz§rmaz· mint§kban 

®rve el (8. §bra).  

 

Ćtlag ®s konfidencia intervallum (95.00%)

Vizelet pH

 Kontroll

 LD

 HD

-16 0 8 24 48 72 96 120 144 168

IdŖpont

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

£
r
t
®
k

 

 

8. §bra. A vizeletmint§k pH-j§nak alakul§sa a kontroll, kis d·zissal kezelt (LD), ®s nagy d·zissal kezelt 

(HD) §llatokn§l, idŖpontok szerinti bont§sban. Modelltoxin: L-arginin. 
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Mért 

paraméter 

Kontroll Kis dózis Nagy dózis 

-16 h 

pH 7,56 ± 0,31 7,34 ± 0,56 7,56 ± 0,38 

fehérje 0,47 ± 0,21 0,41 ± 0,12 0,43 ± 0,19 

glükóz 0,82 ± 0,25 0,97 ± 0,24 0,99 ± 0,22 

 0 h 

pH 7,19 ± 0,27 7,07 ± 0,29 7,17 ± 0,29 

fehérje 0,58 ± 0,19 0,58 ± 0,21 0,55 ± 0,23 

glükóz 1,59 ± 0,43 1,85 ± 0,47 1,82 ± 0,30 

 8 h 

pH 7,59 ± 0,40   6,33 ± 0,23 *   6,64 ± 0,45 * 

fehérje 0,38 ± 0,16 0,51 ± 0,14   0,76 ± 0,18 * 

glükóz 0,34 ± 0,16 0,57 ± 0,13   8,17 ± 3,71 * 

 24 h 

pH 7,33 ± 0,30 7,11 ± 0,23   5,81 ± 0,11 * 

fehérje 0,64 ± 0,20 0,63 ± 0,18   1,28 ± 0,48 * 

glükóz 1,35 ± 0,29 1,41 ± 0,33   4,61 ± 2,12 * 

 48 h 

pH 7,10 ± 0,18 7,17 ± 0,29   5,81 ± 0,40 * 

fehérje 0,71 ± 0,21 0,68 ± 0,17   1,62 ± 0,57 * 

glükóz 1,45 ± 0,27 1,81 ± 0,39   3,07 ± 0,78 * 

 72 h 

pH 7,60 ± 0,31 7,62 ± 0,27   6,38 ± 0,32 * 

fehérje 0,69 ± 0,17 0,71 ± 0,16 0,65 ± 0,20 

glükóz 1,23 ± 0,36 1,54 ± 0,43   2,75 ± 0,82 * 

 96 h 

pH 7,54 ± 0,36 7,56 ± 0,18 6,64 ± 0,51 

fehérje 0,75 ± 0,16 0,78 ± 0,16   0,32 ± 0,09 * 

glükóz 1,03 ± 0,29 1,25 ± 0,34 1,11 ± 0,36 

 120 h 

pH 7,50 ± 0,39 7,40 ± 0,43 6,48 ± 0,55 

fehérje 0,76 ± 0,15 0,87 ± 0,20   0,27 ± 0,13 * 

glükóz 1,06 ± 0,24 1,23 ± 0,33 0,96 ± 0,23 

 144 h 

pH 7,46 ± 0,33 7,50 ± 0,31 6,34 ± 0,62 

fehérje 0,84 ± 0,22 0,87 ± 0,21   0,27 ± 0,10 * 

glükóz 1,29 ± 0,40 1,45 ± 0,32 1,18 ± 0,35 

 168 h 

pH 7,54 ± 0,30 7,62 ± 0,24 6,34 ± 0,54 

fehérje 0,90 ± 0,23 0,94 ± 0,18   0,35 ± 0,18 * 

glükóz 1,16 ± 0,25 1,34 ± 0,37 1,29 ± 0,55 

  

 

7. t§bl§zat. Vizeletmint§k klinikai k®miai adatai a kontroll, kis d·zissal kezelt ®s nagy d·zissal kezelt 

csoportban. Modelltoxin: L-arginin. Ćtlag Ñ SD. (*) p<0,01. M®rt®kegys®gek: feh®rje g/L; gl¿k·z 

mmol/L 
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A k²s®rleti patk§nyok norm§lis kºr¿lm®nyek kºzºtt kis mennyis®gŤ (0,8 g/l) feh®rj®t is 

¿r²tenek a vizelettel. A HD csoport §llatainak vizelet®ben a feh®rje mennyis®ge a 24 h 

®s a 48 h mint§kban kºzel megdupl§z·dott, majd csºkkenni kezdett, ®s a 96 h mint§t·l a 

k²s®rlet v®g®ig alacsony ®rt®ken maradt. A csoport vizeletmint§inak gl¿k·z tartalma 8 h 

- 72 h kºzºtt szignifik§nsan magasabb volt, mint a kontroll §llatok® (7. t§bl§zat). 

A sz®rum amil§z ®rt®ke a nagy d·zissal kezelt §llatok 24 h mint§iban volt csak 

magas. A sz®rum urea nitrog®n (BUN) szintje 24 ·r§val az injekci· bead§sa ut§n szint®n 

szignifik§nsan megemelkedett ebben a csoportban, mely j·l mutatja a nagy mennyis®gŤ 

arginin kºzvetlen hat§s§t az urea-ciklusra (8. t§bl§zat).  

 

Mért paraméter 
Kontroll Kis dózis Nagy dózis 

24 h 

Urea N (ɛM) 4427 ± 828 4712 ± 405 8949 ± 2793 * 

ALT (IU/L)  39 ± 8 40 ± 5 172 ± 70 * 

AST (IU/L) 127 ± 16 117 ± 10 444 ± 131 *  

ALP (IU/L)  422±131 441 ± 60 339 ± 91 

Glükóz (mM) 6,84 ± 0,62 6,73 ± 0,91 4,54 ± 0,43 *  

Teljes fehérje (g/L) 66 ± 4 66 ± 4 67 ± 4 

Albumin (g/L) 36 ± 2 35 ± 1,5 36 ± 2 

 48 h 

Urea N (ɛM) 4784 ± 407 4855 ± 541 5057 ± 1784 

ALT (IU/L)  32 ± 8 32 ± 3 92 ± 24 *  

AST (IU/L) 88 ± 17 94 ± 13 218 ± 37 * 

ALP(IU/L)   354 ± 115 331 ± 41 224 ± 64  

Glükóz (mM)  14,96 ± 2,05 13,20 ± 0,73 9,69 ± 1,66 *  

Teljes fehérje (g/L) 53 ± 2 52 ± 1 53 ± 2 

Albumin (g/L) 30 ± 1 29 ± 0,5 28 ± 1 *  

 168 h 

Urea N (ɛM) 4712 ± 732 5069 ± 687 3332 ± 994 *  

ALT (IU/L)  38 ± 10 38 ± 4 56 ± 15 *  

AST (IU/L) 124 ± 41 114 ± 16,5 103 ± 11 

ALP (IU/L)  363 ± 57 398 ± 56 240 ± 87 * 

Glükóz (mM)  11,97 ± 2,09 13,39 ± 2,15 8,23 ± 1,60 *  

Teljes fehérje (g/L) 52 ± 1 54 ± 1,5 47 ± 3 *  

Albumin (g/L) 29 ± 0,5 29 ± 1 27 ± 1,5 * 

  
8. t§bl§zat. Sz®rummint§k klinikai k®miai adatai a kontroll, kis d·zissal kezelt ®s nagy d·zissal kezelt 

csoportban. Modelltoxin: L-arginin. Ćtlag Ñ SD. (*) p<0,05. 

 

A BUN az arginin-felesleg metaboliz§l§sa ®s elimin§l§sa ut§n visszat®rt a norm§lis 

szintre a 48 ·r§s sz®rummint§k tanuls§ga szerint, majd a 168. ·r§s mint§kban a 

kontrollhoz k®pest csºkken®st mutatott. Ez ut·bbi a 168. ·r§n§l m®rt alacsony sz®rum 

feh®rje tartalommal egy¿tt az exokrin hasny§lmirigy csºkkent mŤkºd®s®bŖl ad·d· 
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el®gtelen feh®rje-em®szt®s kºvetkezm®nye lehet. Ćltal§nosan megfigyelhetŖ tov§bb§ a 

HD sz®rummint§k magasabb ALT, AST ®s alacsonyabb ALP tartalma, valamint a 

sz®rum gl¿k·z szint csºkken®se a kontrollhoz k®pest (8. t§bl§zat). 

 

5.1.1.3. Metabonomikai elemz®s 

 

 A kis d·zissal kezelt §llatok vizelete 8 ·r§n§l a kontrollhoz k®pest magasabb 

arginin, ornitin ®s citrullin szintet mutatott, mely az emelkedett sz®rum urea szinttel 

ºsszhangban az urea-ciklus aktivit§s§nak nºveked®s®re utal (9. §bra). Ezek mellett a 

lizin, a glutaminsav ®s a glutamin, valamint a tejsav relat²v koncentr§ci·ja emelkedett 

meg. Csºkken®st lehetett l§tni a 2-amino-adipinsav szintj®ben ®s a citr§tkºr NMR 

spektroszk·pi§val l§that· intermediereinek (citromsav, 2-oxoglut§rsav, borosty§nkŖsav 

®s fum§rsav) koncentr§ci·j§ban. M²g a citr§tkºr-metabolitok alacsony ¿r²t®se az 

§tmeneti jellegŤ metabolikus acid·zis kºvetkezm®nye [132,133], a 2-amino-adipinsav 

mennyis®g®nek csºkken®se a glutaminsav ®s glutamin szint p§rhuzamos emelked®s®vel 

fokozott transzamin§ci·k®nt is ®rtelmezhetŖ. A felsorolt elt®r®seket a tºbbi idŖpont LD 

mint§iban nem lehetett l§tni, egyed¿l a metaboliz§latlan arginin ¿r²t®se folytat·dott a 8. 

·r§n t¼l.  

 A nagy d·zissal kezelt §llatok 8 h vizeletmint§iban az arginin ®s az ornitin 

relat²v koncentr§ci·ja magasabb volt, mint az LD §llatokn§l, ®s mindk®t aminosav 

szintje magas volt a 24 h mint§kban is. A PQN m·dszerrel normaliz§lt spektrumokon a 

jelek integr§ljai alapj§n becs¿lni lehetett az ¿r²tett arginin ar§ny§t a k®t kezelt 

csoportban. A 24 ·ra alatt ¿r²tett arginin teljes mennyis®ge a HD §llatokn§l 4,8-szor 

magasabb volt, mint a kis d·zissal kezelt csoportban, 15%-os sz·r§st mutatva szemben 

az LD csoport 4 sz§zal®k§val. Ezek alapj§n a vizeletbe kºzvetlen¿l jut· arginin 

mennyis®ge a d·zis ar§ny§hoz k®pest (1000 mg/ml vs. 4000 mg/ml) magasabb volt a 

HD csoportban, ami a metaboliz§l· kapacit§s tel²tetts®g®t mutatja. A nagyobb sz·r§s a 

metaboliz§l·-k®pess®gbeli egy®ni elt®r®sekre utal. A gyenge v§laszad·k 8 h ®s 24 h 

mint§inak teljes arginin mennyis®ge csak 46%-a volt a norm§l v§laszad·k §tlag§nak, ®s 

az aminosav elimin§ci·ja elny¼jtottabb profilt mutatott, ami arra enged kºvetkeztetni, 

hogy az arginin lebont§s hat®konys§ga ®s a toxicit§s m®rt®ke ºsszef¿gg. 
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9. §bra. A) A kontroll ®s a kis d·zissal kezelt (LD) csoportba tartoz· §llatok 8. ·r§ban gyŤjtºtt 

vizeletmint§inak 600 MHz 
1
H NMR spektrumai alapj§n k®sz¿lt O-PLS-DA egy¿tthat· §bra. A felfel® 

mutat· jelek metabolitjainak koncentr§ci·ja nŖtt az LD §llatok mint§iban, a lefele n®zŖk® csºkkent a 

kontrollhoz k®pest. A sz²nsk§la a metabolit diszkriminat²v s¼ly§t jelzi. A k®t als· §br§n (B ®s C) a modell 

j·sl·k®pess®g®t mutat· param®terek ®s a keresztvalid§l§s eredm®nye l§that·. Modelltoxin: L-arginin. 

Jelmagyar§zat: Arg, L-arginin; 2-OG, 2-oxoglut§rsav; Ctr, citrullin; Glu, glutaminsav; Gln glutamin; Orn, 

ornitin; Lys, lizin; L-AA, L-amino-adipinsav; DMA, dimetilamin; DMG, dimetil-glicin 

 

 

 A nagy d·zissal kezelt §llatok 8 ·r§n§l gyŤjtºtt mint§iban a citrullin, lizin, 

glutaminsav ®s glutamin szintje meghaladta az LD csoportn§l l§tott szintet, a valin, 

leucin, izoleucin ®s alanin koncentr§ci·k pedig kontrolln§l magasabbak voltak mind a 8, 

mind a 24. ·r§s mint§kban (10. §bra).  

 

 

DOI:10.14753/SE.2012.1715



 60 

 

2.22.32.42.5

6.577.5
2.22.32.4

0.811.21.46.577.5

6.577.5

4-CG
4-CS

cre

4-CG

4-CGPAG

t-aconitsav
hippursav 2-OG

borosty§nkŖsavHD 72 h

HD 96-168 h

crn

crn+cre

fumársav citromsav

2-OG

HD 48 h

0.511.522.533.544.5

1
H (ppm)

0.811.21.4

5.46.577.588.599.5

6.66.877.27.47.67.8

6.577.5 0.811.21.4

6.577.5

glükóz

citromsav

Arg
Ala

hippursav

crn

Val, Leu, Ile

HD 8 h

HD 24 h

Kontroll

HPPA

2-OG

borosty§nkŖsav

Ala

3-HB

hippursav

t-aconitsav

fumársav

Val, Leu, Ile

Gln

Glu

Ala
tejsav

Arg

 

 

10. §bra. A kontroll §llatok bead§st kºvetŖ 48. ·r§ban gyŤjtºtt vizeletmint§inak ®s a nagy d·zissal kezelt 

(HD) csoporthoz tartoz· §llatok 8.-168. ·ra kºzºtt gyŤjtºtt vizeletmint§inak reprezentat²v normaliz§lt 600 

MHz 
1
H NMR spektrumai. Modelltoxin: L-arginin. Jelmagyar§zat: HPPA, hidroxi-fenil-propionsav; Arg, 

arginin; Val, valin; Leu, leucin; Ile, izoleucin; 4-CG, 4-krezol-gl¿kuronid; 4-CS, 4-krezol-szulf§t; 2-OG, 

2-oxoglut§rsav; PAG, fenil-acetil-glicin; cre, kreatin; crn, kreatinin; Glu, glutaminsav; Gln, glutamin; 

Ala, alanin; 3-HB, 3-hidroxi-vajsav. 
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A citr§tkºr-intermedierek koncentr§ci·j§nak es®se m§r 8 ·r§n§l is meghaladta az LD 

csoport mint§in§l tapasztaltat, a 24. ®s a 48. ·r§ban gyŤjtºtt vizeletben pedig (a mint§k 

sz®lsŖs®gesen savas pH ®rt®k®nek megfelelŖen) rendk²v¿l lecsºkkent a mennyis®g¿k. 

Az §llatok tºbbs®g®n®l szintj¿k az NMR-®rz®kenys®g alatt maradt, ²gy a jeleik teljesen 

hi§nyoztak a spektrumb·l (10. ®s 11. §bra). A HD csoport vizeletmint§inak pH-ja ugyan 

v®gig savasabb volt, mint a kontroll, de 72 ·r§n§l m§r el®rte a fiziol·gi§s tartom§ny als· 

®rt®k®t. A citr§tkºr intermedierek mennyis®ge ezzel p§rhuzamosan nŖtt, majd a 96 ·r§s 

minta ut§n a citromsav, 2-oxoglut§rsav ®s fum§rsav szintje l®nyegesen a kontroll ®rt®ke 

fºl® emelkedett (10. §bra). A vizelet gl¿k·z szintje a HD csoportn§l az elsŖ 8 ·r§ban 

jelentŖsen megnŖtt, majd folyamatosan csºkkent, 72 ·r§n§l ®rve el a kontroll ®rt®k®t.  

2.42.62.833.23.43.63.84
1
H (ppm)

hippursav

t-aconitsav

taurin

crn+cre

DMA

citromsav

2-OG
2-OG borostyánkŖsav

KONTROLL 48h

HD 48h

PAG

4-CS

cre

4-CG

 

11. §bra. A kontroll ®s a nagy d·zissal kezelt (HD) csoportba tartoz· §llatok 48. ·r§ban gyŤjtºtt 

vizeletmint§ir·l k®sz¿lt, nomaliz§lt 600 MHz
 1
H NMR spektrumok medi§njai. Modelltoxin: L-arginin. 

Jelmagyar§zat: 4-CG, 4-krezol-gl¿kuronid; 4-CS, 4-krezol-szulf§t; 2-OG, 2-oxoglut§rsav; PAG, fenil-

acetil-glicin; cre, kreatin; crn, kreatinin; DMA, dimetilamin. 

 

Azon kismolekul§k kºz¿l, melyek az emlŖs szervezet ®s a vele szimbi·zisban ®lŖ 

b®lbakt®riumok kºzºs anyagcsere-term®kei [134] a hippursav ®s a 3- valamint 4-

hidroxi-fenil-propionsav (HPPA) mennyis®ge volt alacsony a kontrollhoz k®pest a 8 

·r§s mint§kban. Szintj¿k k®sŖbb is csak lassan regener§l·dott. A 48 ·r§s vizeletben 

minden HD §llat eset®ben magasabb volt a fenil-acetil-glicin (PAG), a kreatin ®s a 
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kreatinin mennyis®ge, mint a kontrollban ®s nagyobb mennyis®gben jelentek meg 4-

krezol metabolitok is (11. §bra). A STOCSY elemz®s alapj§n a 4-krezol-gl¿kuronid (4-

CG ŭ=7.23, 7.05, 5.08, 2.30 ppm) ®s a 4-krezol-szulf§t (4-CS ŭ=7.29, 7.21, 2.34 ppm) 

koncentr§ci·ja a 48 ·r§s mint§kban (n=15) erŖsen korrel§lt volt (r
2
=0.85) (12. §bra). A 

spektrumok r®szletes, egyenk®nti §tvizsg§l§sakor nyilv§nval·v§ v§lt, hogy egyes 

§llatokn§l ezek a jelek m§r a 24 h vizeletben is megtal§lhat·ak, m§sokn§l pedig m®g a 

72 h mint§ban is l§that·ak. A vizelet 4-krezol-metabolit tartalma szempontj§b·l teh§t 

meg lehetett k¿lºnbºztetni gyors ®s lass¼ v§laszad·kat. A jelek intenzit§s§nak 

vizsg§lata ezen t¼l r§mutatott, hogy az §llatok tov§bb is csoportos²that·k erŖs ®s gyenge 

v§laszad·k csoportjaira. A krezol jelek szintje a STOCSY anal²zis alapj§n nem korrel§lt 

a kreatin ®s a kreatinin koncentr§ci·j§val, viszont kapcsolatot mutatott a fenil-acetil-

glicin vizeletbeli szintj®vel (r
2
=0.6) (12. §bra). 
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12. §bra. A nagy d·zissal kezelt §llatok (n=15) 48. ·r§ban gyŤjtºtt vizeletmint§inak 600 MHz
 1
H NMR 

spektrumai alapj§n k®sz¿lt 1D STOCSY §bra. Modelltoxin: L-arginin. A kiindul§si cs¼cs a 4-krezol-

szulf§t (4-CS) egyik jele ŭ=2.34 (*). ErŖs (r
2 
> 0.85) a korrel§ci· a kiindul§si cs¼cs ®s a 4-krezol-szulf§t 

tºbbi jele kºzºtt (ŭ=7.29, 7.21, 2.34), valamint a 4-krezol-gl¿kuronid (4-CG) jeleivel (ŭ= 7.23, 7.05, 5.08, 

2.30). 
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 A sz®rum mint§k O-PLS-DA elemz®se 48 ·r§n§l j·l mutatta a megemelkedett 

kreatin szintet a nagy d·zissal kezelt §llatokban. Emellett a mint§kban a kontrolln§l 

magasabb volt a tejsav, a 3-hidroxi-vajsav ®s az ecetsav koncentr§ci·, valamint 

alacsonyabb a gl¿k·z koncentr§ci·, amint azt a klinikai k®miai m®r®sek is jelezt®k (13. 

§bra). 

 

 

 

13. §bra. A) A kontroll ®s a nagy d·zissal kezelt (HD) csoportba tartoz· §llatok 48. ·r§ban gyŤjtºtt 

sz®rummint§inak Carr-Purcell-Meiboom-Gill spin-echo pulzusszekvenci§val felvett 600 MHz
 1

H NMR 

spektrumai alapj§n k®sz¿lt O-PLS-DA egy¿tthat· §bra. A felfel® mutat· jelek metabolitjainak 

koncentr§ci·ja nŖtt az HD §llatok mint§iban, a lefele n®zŖk® csºkkent a kontrollhoz k®pest. A sz²nsk§la a 

metabolit diszkriminat²v s¼ly§t jelzi. A k®t als· §br§n (B ®s C) a modell j·sl·k®pess®g®t mutat· 

param®terek ®s a keresztvalid§l§s eredm®nye l§that·. Modelltoxin: L-arginin. Jelmagyar§zat: 3-HB, 3-

hidroxi-vajsav. 

 

 

 

 

DOI:10.14753/SE.2012.1715



 64 

5.1.1.4. ĂRºpp§ly§kò vizsg§lata  

 

 Ezt a ma m§r kiss® elavultnak sz§m²t· m·dszert csak ®rdekess®gk®ppen 

szeretn®m bemutatni [135]. A rºpp§lyaelemz®s (Ătrajectory analysisò) fŖkomponens-

anal²zisen, majd az egyedi ®rt®kek §tlagol§s§n alapul. Az §br§ja gyorsan, egyszerŤen 

elk®sz²thetŖ, ®s ºsszefoglal· k®pet ad a k¿lºnbºzŖ d·ziscsoportok mint§inak idŖbeli 

viselked®s®rŖl.  

Az argininnel v®gzett k²s®rlet §br§j§n j·l l§tszik, hogy a patol·gi§s esem®nyek 

idŖben tºbb f§zisra bonthat·k (14. §bra). A jobb als· sarok az eg®szs®ges §llatok §ltal 

elfoglalt ter¿let. A k²s®rlet ideje alatt ebben a t®rben mozogtak a kontroll §llatok, ®s 

innen indultak (-16 h ®s 0 h) a kezelt §llatok mint§i is. A 8 h mint§k a HD ®s az LD 

csoportban ugyanabba az ir§nyba mozdultak el, de az elmozdul§s m®rt®ke d·zisf¿ggŖ 

volt. A kis adaggal kezelt §llatok mint§i 24 ·r§val az injekci· bead§sa ut§n visszat®rtek 

a kiindul§si ter¿letre, teh§t a szervezetben megjelenŖ arginin okozta traum§b·l 

homeoszt§zisuk tºk®letesen regener§l·dott. 
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14. §bra. Rºpp§lyaelemz®s §br§ja, mely az L-argininnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

k²s®rletben gyŤjtºtt vizeletmint§k 600 MHz
 1
H NMR spektrumai alapj§n k®sz¿lt. A piros a kontroll, a 

zºld a kis d·zissal kezelt, a k®k a nagy d·zissal kezelt, norm§l v§laszad· §llatok §tlag®rt®keit ®s ¼tvonal§t 

jelºli. A sz§mok a modellvegy¿let bead§s§hoz k®pest eltelt ·r§k sz§m§t jelzik.  
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A nagy d·zissal kezelt §llatok mint§i ezzel szemben k®t ¼jabb r®gi·t foglaltak el a 

virtu§lis metabolikus t®rben, a kettŖ kºzºtti §tmenetet a 72 ·r§s mint§k jelzik. A HD 

csoport §llatainak rºpp§ly§ja nyitott maradt, ami arra utal, hogy a k²s®rlet idŖtartama 

alatt szervezet¿k nem nyerte vissza a kiindul§si egyens¼lyt. A k®sŖi idŖpontok 

mint§inak csoportosul§sa stabil §llapotot jelez ugyan, de az §bra alapj§n felt®telezhetŖ, 

hogy a teljes regener§l·d§s, ha egy§ltal§n lehets®ges, idŖben elh¼z·d· folyamat lesz.  

 

5.1.2. 1-ciano-2-hidroxi-3-but®nnel elŖid®zett exokrin hasny§lmirigy-gyullad§s 

 

5.1.2.1. Szºvettan 

 

 Mind a kontroll, mind a kis d·zissal kezelt §llatok m§j§nak ®s ves®j®nek 

szºvetmint§i norm§lis sejtes szerkezetet mutattak. Az LD csoport §llatain§l 48 ·r§n§l a 

hasny§lmirigy szºveteken nem lehetett patol·gi§s elv§ltoz§st l§tni, 168 ·r§n§l azonban 

enyhe/kºzepes m®rt®kŤ multifok§lis acin§ris sejt pusztul§s ®s minim§lis/enyhe 

multifok§lis zimog®n granulum depl®ci· volt jellemzŖ a mint§kra. A nagy d·zissal 

kezelt §llatok csoportj§n§l a hasny§lmirigy szºveteken megfigyelhetŖ elv§ltoz§sok 

ºsszhangban §lltak az irodalomban megtal§lhat· kor§bbi k²s®rletek eredm®nyeivel 

[105,106,110]. A 48 ·r§n§l elaltatott §llatokn§l az acin§ris sejtek enyhe/kºzepes 

m®rt®kŤ diff¼z atr·fi§j§t lehetett l§tni, ®s kis m®rt®kŤ apopt·zisra utal· jeleket. (Ez 

ut·bbi a k®sŖi mintav®teli idŖponttal §ll ºsszef¿gg®sben). Emellett a zimog®n 

granulumok sz§m§nak kºzepes/jelentŖs m®rt®kŤ csºkken®s®t, interstici§lis ºd®m§t, ®s 

enyhe szºveti gyullad§st lehetett megfigyelni (15. §bra). Hasny§lmirigy enzimek 

felszabadul§sa kºvetkezt®ben kialakul· szºveti nekr·zist, ºnem®szt®st csak egyetlen 

§llat mint§ja mutatott, ®s az is csak enyhe m®rt®kŤnek minŖs¿lt. A 168 ·r§val a nagy 

d·zis¼ injekci· bead§sa ut§n elaltatott patk§nyok mint§iban az acin§ris sejtek s¼lyos 

diff¼z atr·fi§j§t, jelentŖs m®rt®kŤ/s¼lyos zimog®n szemcse sz§m csºkken®st ®s 

legtºbbj¿kn®l enyhe fibr·zist lehetett megfigyelni (15. §bra). K®t §llat eset®ben a 

mint§n regener§l·d§sra utal· morfol·giai jegyeket is lehetett l§tni.  
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A) 

 

 

 

 

B) 
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C) 

 

 

 

15. §bra. Hasny§lmirigy-szºvet f®nymikroszk·pos k®pe. A) Kontroll. B) Nagy d·zissal kezelt, 48 ·ra 

ut§n elaltatott §llat. C) Nagy d·zissal kezelt, 168 ·ra ut§n elaltatott §llat. Modelltoxin: CHB. 

 

 

5.1.2.2.. Klinikai k®miai m®r®sek ®s s¼lyadatok 

 

 A s¼lyadatok alakul§s§t ®s a v§ltoz§st mutat· sz®rum klinikai k®miai 

param®tereket sz§mszerŤleg a 9. ®s a 10. t§bl§zat foglalja ºssze. A nagy d·zissal kezelt 

csoport egyik k²s®rleti §llat§nak klinikai k®miai eredm®nyei sz®lsŖs®ges ®rt®keket 

mutattak. M§j§nak ®s ves®j®nek szºvettani vizsg§lata s¼lyos centrilobul§ris ®s 

midzon§lis hepatocellul§ris nekr·zist ®s jelentŖs m®rt®kŤ ren§lis tubul§ris nekr·zist 

fedett fel. Mivel a csoport tºbbi §llat§ra ezek az elv§ltoz§sok nem voltak jellemzŖek, a 

k²s®rleti §llatot k²v¿l§ll·nak tekintettem, ®s a mint§it a statisztikai elemz®sbŖl kiz§rtam.  

 A HD csoport §llatainak §tlagos tests¼lya a kontroll §llatok®hoz k®pest 17%-kal 

maradt el a 48. ·r§ban, ®s 18%-kal a 168. ·r§ban (9. t§bl§zat). A pankre§sz ®s az agy 

s¼ly§nak ar§nya 81%-kal emelkedett 48 ·ra ut§n (interstici§lis ºd®ma), ®s 63%-kal 

csºkkent a 168. ·r§ban elaltatott §llatokban (atr·fia) (9. t§bl§zat). 
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S¼lyadatok (g) 

Kontroll Kis d·zis Nagy d·zis Kontroll Kis d·zis Nagy d·zis 

48 h 168 h 

247,7 Ñ 11,7 239,4 Ñ 9,6 206,1 Ñ 9,5* 284,3 Ñ 8,5 281,4 Ñ 19,4 224,9 Ñ 26,3* 

 

A pankre§sz ®s az agy s¼ly§nak ar§nya 

 

Kontroll Kis d·zis Nagy d·zis Kontroll Kis d·zis Nagy d·zis 

48 h 168 h 

0,51Ñ 0,06 0,59 Ñ 0,02  0,94 Ñ 0,24*  0,59 Ñ 0,09 0,61 Ñ 0,16 0,22 Ñ 0,04* 

 

9. t§bl§zat. S¼lyadatok ®s a pankre§sz/agy s¼lyar§ny a kontroll, kis d·zissal kezelt ®s nagy d·zissal 

kezelt csoportban. Modelltoxin: CHB. Ćtlag Ñ SD. (*) p<0.05. 

 

MegjegyzendŖ, hogy az ut·bbi csoport §llatainak belei kiv®tel n®lk¿l puffadtak voltak 

®s em®sztetlen t§pl§l®kot tartalmaztak. A vizelet pH-ja az elsŖ 24 ·r§ban kiss® 

alacsonyabb volt a HD §llatokn§l, mint a kontrollban, de a fiziol·gi§s hat§ron bel¿l 

maradt, ²gy nem kellett sz§molnunk a pH kismolekula-ºsszet®telt befoly§sol· hat§s§val 

a vizeletmint§k metabonomikai elemz®s®n®l. A vizelet cukortartalma nagy egy®ni 

sz·r§s mellett jelentŖsen megnŖtt a nagy d·zissal kezelt §llatokn§l a 8. ·r§ig, majd a 48. 

·r§ra visszat®rt a norm§lis ®rt®kre, ami az endokrin funkci· §tmeneti zavar§t 

val·sz²nŤs²ti. A kezelt §llatok mindk®t csoportj§ban csºkkent a vizelet feh®rjetartalma 8 

·r§n§l. A feh®rjekoncentr§ci· a HD csoportban k®sŖbb mutatott ugyan n®mi 

emelked®st, de a kontrolln§l szignifik§nsan alacsonyabb maradt a 168. ·r§ig. A kis 

d·zissal kezelt §llatok feh®rje¿r²t®se folyamatosan nŖtt, ®s 168 ·r§n§l n®mik®pp meg is 

haladta a kontroll ®rt®k®t. A sz®rum klinikai k®miai adataira §ltal§nosan jellemzŖ, hogy 

meglehetŖsen nagy egy®ni sz·r§st mutattak. A sz®rum amil§z szint a HD csoportban 24 

·r§n§l magasabb volt ugyan, mint a kontrollban, de a k¿lºnbs®g statisztikailag nem volt 

szignifik§ns, ®s biol·giai szempontb·l sem volt jelentŖsk®nt ®rtelmezhetŖ. A sz®rum 

ALT ®s AST szint kis m®rt®kŤ, de tart·s csºkken®se a nagy d·zissal kezelt §llatokban 

enyhe m§jtoxikus hat§sra utal. A v®rcukorszint minden m®r®si idŖpontban alacsonyabb 

volt a HD csoportban, mint a kontrollban (10. t§bl§zat). 
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M®rt param®ter 
Kontroll Kis d·zis Nagy d·zis 

24 h 

Urea N (ɛM) 5783 Ñ 871 5176 Ñ 564 5304 Ñ 1278 

ALT (IU/L)  38 Ñ 4 35 Ñ 5 62 Ñ 18* 

AST (IU/L) 93 Ñ 13 86 Ñ 8 138 Ñ 27* 

Gl¿k·z (mM) 8,03 Ñ 0,88 7,47 Ñ 0,55 5,65 Ñ 0,67* 

Teljes feh®rje (g/L) 60 Ñ 3 60 Ñ 2,5 62 Ñ 4 

Albumin (g/L) 32 Ñ 1 33 Ñ 1 34 Ñ 2 

 48 h 

Urea N (ɛM) 5855 Ñ 696 5426 Ñ 814 3927 Ñ 1287* 

ALT (IU/L)  41 Ñ 11 39 Ñ 5 42 Ñ 6 

AST (IU/L) 92 Ñ 11 85 Ñ 8 111 Ñ 8* 

Gl¿k·z (mM) 14,16 Ñ 1,44 14,87 Ñ 2,05 8,62 Ñ 1,39* 

Teljes feh®rje (g/L) 52 Ñ 2 52 Ñ 1 54 Ñ 1,5 

Albumin (g/L) 29 Ñ 1 29 Ñ 1 29 Ñ 1 

 168 h 

Urea N (ɛM) 5997 Ñ 774 5712 Ñ 564 3689 Ñ 545* 

ALT (IU/L)  34 Ñ 7 32 Ñ 4 67 Ñ 16* 

AST (IU/L) 89 Ñ 17 90 Ñ 9 102 Ñ 11 

Gl¿k·z (mM) 13,11 Ñ 1,78 13,61 Ñ 1,79 9,64 Ñ 1,30* 

Teljes feh®rje (g/L) 52 Ñ 1 51 Ñ 1 46 Ñ 3 

Albumin (g/L) 28 Ñ 1 28 Ñ 1 26 Ñ 2 

 

10. t§bl§zat. Sz®rummint§k klinikai k®miai adatai a kontroll, kis d·zissal kezelt ®s nagy d·zissal kezelt 

csoportban. Modelltoxin: CHB. Ćtlag Ñ SD. (*) p<0.05. 

 

 

5.1.2.3. Metabonomikai elemz®s 

 

 A kezelt §llatok vizelet®nek NMR spektrumain a CHB mellett egy fŖ ®s k®t 

minor metabolit jelei jelentek meg (16. §bra). STOCSY elemz®s seg²ts®g®vel a k®miai 

eltol·d§s ®rt®kek ®s a csatol§si mint§zat alapj§n a CHB-t ®s a fŖ metabolit, egy N-acetil-

ciszteinnel (NAC) konjug§lt tel²tett sz§rmaz®k szerkezet®t tudtam azonos²tani (17. ®s 

18. §bra).  
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16. §bra. Kontroll (C), kis d·zissal kezelt (LD) ®s nagy d·zissal kezelt (HD) §llatok reprezentat²v 

normaliz§lt 600 MHz 
1
H NMR spektrumai 8 ·r§val a modellanyag (CHB) bead§sa ut§n. Normaliz§l§s 

elŖtt tºrºlt r®gi·k: V²z/HDO (ŭ=4.7-4.9), TSP (ŭ=-0.2-0.2) ®s karbamid (ŭ=5.6-6). Jelmagyar§zat: CHB, 

1-ciano-2-hidroxi-3-but®n; 2-OG, 2-oxoglut§rsav; t-ac, transz-aconitsav; NACd, a CHB tel²tett 

sz§rmaz®k§nak N-acetil-cisztein konjug§tuma; mMs, a CHB minor metabolitjai, melyek csak a HD 

csoport mint§iban voltak l§that·ak; cre, kreatin; crn, kreatinin; 
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17. §bra Szerkezeti k®pletek. A) 1-ciano-2-hidroxi-3-but®n (CHB), B) tel²tett CHB sz§rmaz®k N-

acetilcisztein konjug§tuma (2-(acetilamino)-3-[(4-ciano-3-hidroxibutil)szulfanil]propion§t) 
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C) 

 
18. §bra. A nagy d·zissal kezelt §llatok (n=10) 8. ·r§ban gyŤjtºtt vizeletmint§inak 

1
H NMR spektrumai 

alapj§n k®sz¿lt 1D STOCSY §br§k. Modelltoxin: CHB. A) Kiindul§si cs¼cs az 1-ciano-2-hidroxi-3-but®n 

(CHB) jele ŭ=5.32 (*) B) Kiindul§si cs¼cs a tel²tett CHB sz§rmaz®k N-acetil-cisztein konjug§tum§nak 

jele ŭ=2.07 (*) C) Kiindul§si cs¼cs minor metabolit jel ŭ=5.46 (*). Normaliz§l§s elŖtt tºrºlt r®gi·k: 

V²z/HDO (ŭ=4.7-4.9), TSP (ŭ=-0.2-0.2) ®s karbamid (ŭ=5.6-6). Jelmagyar§zat: CHB, 1-ciano-2-hidroxi-

3-but®n; NACd, a CHB tel²tett sz§rmaz®k§nak N-acetil-cisztein konjug§tuma 
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